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Elektroforéza

Migrace nabitych castic v elektrickem poli
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Rychlost migrace Castice = elektroforeticka mobilita Castice x sila elektrického pole
[cm.s™] [cm?2.V-1.s] [V.cm™]

* velikost

e tvar

* naboj

« pH média
» teplota

* viskozita



Metoda / Separacni médium - nosic

Elektroforéeza — deleni + terminologie

Usporadani

Zonova elektroforéza e Akrylamid
(na nosici — gel)

-+ o \erikalni

» » Horizontalni ——

* Agaroza
Volna elektroforéza

+ * Kapilarni

(v roztoku) e Specialni polymery

Podminky elektroforézy
* Denaturacni (vyssi struktura biomolekul zni¢ena)

* Nativni (zachovana vyssi struktura biomolekul)




Historie

Arne Wilhelm Kaurin Tiselius
Laureate
The Nobel Prize in Chemistry 1948

Prize Motivation: "for his research on electrophoresis and
adsorption analysis, especially for his discoveries
concerning the complex nature of the serum proteins”
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Born: 10 August 1902, Stockholm, Sweden

Fig. 1. Apparatus for electrophoretic
analysis.

Died: 29 October 1971, Uppsala, Sweden

Field: Physical chemistry Analytical biochemistry B T g

II. ELECTROPHORETIC ANALYSIS OF
NORMAL AND IMMUNE SERA

By ARNE TISELIUS
Frov the Tnstitute of Physical Chemistry, University of U penla

{Received 1 July 1837)


https://www.nobelprize.org/prizes/chemistry/1948/tiselius/
https://www.nobelprize.org/prizes/chemistry/1948/tiselius/

Elektroforéza

V molekularni biologii se standardné pouziva gelova elektroforéza

Vyhody gelové elektroforézy

Jednoduchost, rychlost, cena
Snadna izolace separovanych molekul

Snadna zmeéna podminek — jiné chovani
biomolekul

Siroka kala mnozstvi materialu —
preparativni x analyticka

Pozadavky na separacni medium (gel)

Homogenita
Inertnost
Reprodukovatelnost
Snadna priprava

Transparentnost - vizualizace

Pouzivané gely

Akrylamidovy
Agarozovy

Specialni polymery
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K cemu elektroforéza nukleovych kyselin?

Separace molekul
* Velikost
* Naboj
* Sekundarni (vyssi) struktura

ProC separovat nukleové kyseliny?

e Qvéreni vysledkl enzymatickych reakci (polymerace,
Stépeni, ligace, ...) — nativni x denaturacni gel

* Ovéreni konformace nukleovych kyselin — nativni gel
* Kvalita syntetickych oligonukleotidd — denaturacni gel

e Purifikace nukleovych kyselin — denaturacni gel

ProC separovat proteiny?

» Identifikace pritomnosti proteinl (pfi izolaci
rekombinantnich proteint) — SDS-PAGE

* Proteomika — 2D-DIGE

* Ovéreni kvality nativnich proteint — nativni PAGE



Naboj makromolekul

Nukleové kyseliny Proteiny
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* Naboj z cukr-fosfatové patere * Naboj z nabitych a polarnich aminokyselin
* Celkovy ndboj umérny velikosti/délce molekuly * Celkovy naboj silné zavisi na primarni sekvenci
aminokyselin — tzv. izoelektricky bod (pl) proteinu



Naboj proteinu — Izoelektricky bod

Celkovy naboj proteinu je sumou nabojti jednotlivych aminokyselin v sekvenci proteinu, ale

Naboj aminokyselin je determinovan pH roztoku

FOOH  pK4q o0~ pKpo §o°”  pK3 Foo

HgN™= CH —~———= H3N*=CH ~—— HpN=GH HoN=GCH

GH2 CHg CHp CH2

GH2 §H2 GH2 ¢H2

GHz GH2 GH2 GH2

GH2 §H2 GH2 GH2

14 = NH3+ NH3+ NH3+ NH2
w —
c 12 =
5 -
> 10 =
a —
pH 8 7
4 —
5 -

0.5 1 1.5 2 2.5 3
Equivalents of OH

Izoelektricky bod (pl) = pH pri kterém ma aminokyselina (protein) nuldvv naboj
Pozitivni a negativni naboje se vzajemné kompenzuji

o

* Pri pH vysSim nez pl —protein ma celkovy naboj zaporny — migrace k anodé
* Pri pH nizSim nez pl - protein ma celkovy naboj kladny — migrace ke katodé



Elektroforeza dle podminek

Nukleové kyseliny Proteiny
~!_: 5$1-G4-22b S2-Di2ul 2b S1ENS2EM S1-4x500AA-pl 5 $2-1x825AA-pl 5
QO . s $3-1x825AA-pl 10
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c * Sekundarni struktura zni¢ena Vy&&i struktury zniceny
8 * Migrace dle velikosti/délky Migrace dle velikosti/délky
 7M mocovina + formamid + 50°C SDS-PAGE - dodecyl sulfat sodny
* 100s-1000sV 100s V
$1-G4-22b S2-DX-2x12b S1ENS2E M S1-4x500AA-pl 5 S$2-1x825AA-pl 5
\E - $3-1x825AA-pl 10
H b7 T g
CZU VysSi struktury zachovany

e Sekundarni struktura zachovana

e Migrace dle velikosti, tvaru, molekularity
* Nativni podminky

* 10s-100sV

Migrace dle velikosti (multimery) a pl proteinu

Nativni podminky
100s V
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Polyakrylamidova gelova elektroforéza (PAGE)

Gel je smési monomer( akrylamidu (polymerizuje do dlouhych linearnich fetézcll) a N,N’-metylen bisakrylamidu
(propojuje linearni retézce akrylamidu) — monomery jsou neurotoxiny

Standardni pomér mono : bis=29:10r19:1 nizSi pomér = hustsi gel (mensi pory)
Standardni celkovy obsah mono+bis 4 az 20 % w/v vySSi koncentrace = hustsi gel (mensi pory)

Polymerace iniciovana pridavkem amonium persulfatu (APS) a tetrametylen diaminu (TEMED) ve finalni koncentraci 0,1 %
- radikalova polymerace

Standardné vertikalni usporadani Nukleové kyseliny

Vizualizace variabilni dle typu biomolekul
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Denaturacni x nativni PAGE nukleovych kyselin

Nativni PAGE DNA tvofici kvadruplex Denaturacni PAGE DNA tvofici kvadruplex
* 16% PAG, 10mM K-fosfat pufr, pH7 + 85 mM KCl * 20% PAG, 1xTBE, 7M urea
* 40V, 15 h, 20°C 500V, 1h,50°C
* StainAll e StainAll
AATGGGTGGGTGGGTGGGTAA AATGGGTGGGTGGGTGGGTAA
WT T 72 T3 T4 T5 Té T7 Té T9 T10 T11 T42 WT T T2 T3 T4 75 T6 T7 T& T9 T10T11 T12
GIT position bp GIT position
2l -
35
25
3 " -y

|
|
|
|
‘ . i“ Abababsansrasss
|
|
|

* Sekvence maji stejnou délku —21 nt a
velice podobnou velikost (1x G/T)

* 0dlisSna migrace na nativnim gelu dana
odlisSnou konformaci (T3) nebo
molekularitou (T11)

* Na denaturacnim gelu migrace identicka
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Agarozova elektroforeza nukleovych kyselin

e Matrix gelu tvoren agarozou — kopolymer mandzy a galaktozy
izolovany z morskych ras

* Standardné se pouziva 0,3 — 4 % w/v + nativni podminky ~P -
« Cim vy$3i koncentrace tim vhodnéjsi pro mensi fragmenty % e i
* Varem v roztoku pufru dojde k tani agarozy — nasledné naliti do

formy a béhem chladnuti agaroza polymeruje
* Elektroforéza standardné v horizontalnim usporadani Nativni agarozova elektroforéza PCR
. . L, amplifikovanych fragment( promotoru genu oct4
* Obvykle barva pro vizualizaci pfimo v gelu (EtBr, SYBR, ...) — - 1,5% agaroza, 1xTAE pufr, pH 7

pridava se béhem tuhnuti agarozy « 80V, 45 min, 25°C
*  Ethidium bromid v gelu + UV transiluminace

Cluracon of ereasments
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Pulzni gelova elektroforeza

» Elektroforeticka metoda pro separaci velkych molekul DNA (>30 kbp) — agarozovy gel

e Molekuly NK>20-30 kbp migruji v (agarozovém) gelu pfi elektroforéze v konstantnim elektrickém poli stejné,
nezavisle na svoji velikosti — nerozlisitelné

* Pokud ménime v prabéhu elektroforézy orientaci elektrického pole (tzv. pulzni pole), vétsi molekuly se re-orientuji
obtiznéji — vysledny primy pohyb je pomalejsi - dochazi k separaci i velkych molekul NK (horni limit az 10 Mbp —
celé kvasinkové chromozomy, ...)

T B _/.I’_:,:_:.\_
- - = c = N
> = 4 - - -
Q ey e ?\ - y ~
N ; s Sl 4 i~ I 4
+ +
P Pt B i P v
& = ti— 4 | 4

1t Pulse 2nd pylse 31 Pulse

« Standardni usporadani smér( elektrického pole — mozna jsou i jina usporadani
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Separace nukleovych kyselin

* Pro mensi molekuly se vyuziva akrylamidovy gel
* Pro vétSi molekuly se vyuziva agarozovy gel

Table 8.2: Approximate gei mnmmﬁrmpmanﬁufﬂﬂﬂlinearﬁgmnts ui \rériuus Sizes

Gel Concentrabion Separation Range (bp) _
agarose - 0.3% 60,000 - 5,000

agarose - 0.7% 20,000 - 500

agarose - 0.9% 7,000 - 500 .
agarose - 1.2% 65,000 - 400

agarose - 1.5% 4,000 - 200

agarose - 2.0% 3.000 - 100

agarose - 4.0% 500 - 10

acrylamide - 4% 1.000 - B0O

acrylamide - 10% 500 - 25

acrylamide - 20% 50 -1

Separace molekul DNA dle
velikosti v agarozovém gelu

By

-

Lng”m nuklectidovych pard
[~]

Vedalenost od startu (cm)
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Barveni po elektroforéze

Barva v
gelu

Vizualizace — nukleové kvseliny

Metoda Detekce Citlivost Konformacni Signal vztazen na  Typ gelu
selektivita

Pfimé znaceni Fluorescence, Velmi vysoka(pmol-fl., Ne Znacku = retézce PAG + agar.

NK radiodetekce fmol-radio.) NK

UV shadowing epi UV (254) + Nizka (0.3 ug) Ne Baze NK PAG

(Zddna znacka) TLC deska

Blot + Fluoresnce, Velmi vysoka Ne Znacku = retézce

hybridizace radiodetekce NK

Ethidium Fluorescence -  vysoka (0.1 ng dsDNA) Vysoka Baze NK Agar. (PAG)

bromid trans UV (254) az nizka (konformace)

SYBR Fluorescence - Vysoka (0.02 ng dsDNA)  Vysoka Baze NK Agar. (PAG)

Gold/Green,... VIS az nizka (konformace)

StainsAll Foto - VIS Stredni az niza (100-1 Nizka Baze NK PAG

(Sigma) ng)

Stribro Foto - VIS Vysoka (pg) Stredni Baze NK PAG

EtBr a dalsSi barvy mohou byt pridany primo do gelu — mohou ovliviiovat migraci pri detekci je vyssi pozadi, ale prace je
jednodussi



Vizualizace — nukleove kyseliny

Ethidium bromid SYBR Green | Stribro
* Interkalacni barvivo * Interkalacni barvivo * Pfima vizualizace - viditelné
e 20-30x narast fluorescence po e 1000x narust fluorescence po  RNA, DNA i proteiny

interkalaci — UV 254, 312 nm interkalaci — UV 300, VIS 490 nm e Citlivost obdobna EtBr
 1EtBr/4-5bp DNA e RNA i DNA, preferencné ds - * Vhodné i pro akrylamidové gely
* RNA i DNA, preferencné ds - 0,05ng (dsDNA) — 1 ng (RNA) » Slozitéjsi barveni — fixace, ...

0,1ng (dsDNA) — 5 ng (RNA) » Konformacni selektivita
e Akrylamid zhasi EtBr fluorescenci e Mnohem méné mutagenni
e Silné mutagenni

Stains All
Z N@ * Pfima vizualizace - viditelné
NSNS * RNA, DNA i proteiny
s NN H | * Citlivost niZsi nez EtBr
@ * Vhodné pro akrylamidové gely

+ S CH3 S

chvNﬁ" St - NVCH::,
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Denaturacni PAGE DNA - barveni

Pfima vizualizace vzorktd Post-elektroforetické barveni Stains-All ” ”
Nékteré znacené 5'-FAM Barvi vSe
Typhoon FLA9300 skener T Klasicky skener — viditelné svétlo

d-FAM lababed Oligs

* laser473 nm
e Emisni filtr LBP (long-pass blue)

p——
DNA spravna,
Znacené vzorky ale zfejmé poskozena znacka
\ J \
. " 2 s "L
- 2 .
- REL
B® =
Q o
>t|n %
S
’ z 8 . L
5o
o 2
=g
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Denaturacni PAGE proteinu — SDS

Migrace proteinl za nativnich podminek je ovlivnéna velikosti, konformaci a pfedevsim nabojem (pl) — na rozdil od NK
— obtizna interpretace elektroforetogramu za nativnich podminek

Konstantniho naboje a linearizace molekuly proteinu je docileno obalenim molekulami detergentu — dodecylsulfatu
sodného (SDS) — protein je denaturovan

SDS se vaze pomérné konstantné — naboj dany SDS zhruba odpovida molekulové hmotnosti proteinu — separace pouze
dle velikosti

Disulfidové vazby v proteinech se eliminuji redukénim cCinidlem (B-merkaptoetanol, dithiothreitol) a naslednym varem

SDS-PAGE frakci lyzatu bunék E.coli — barveni Comassie

HeM e o® gy e

° & ke .
o 22 % / $s e
s o / il 4 B
o—5 -
a D@ 0
= > -
5 X /,;;
.0 / -
-—
—
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Denaturacni PAGE proteinu — SDS

Elektroforeticky pufr pH 8.3 — glycinat negativné nabity — rychly

Stacking gel e Tris-glycin, pH 8.3

Running gel

Zostieni smési proteind do jednoho - Hranice - zména
uzkého prouzku — pfi nasledné separaci
dle velikosti startuji zaroven
Silné porézni gel (malo akrylamidu)
cca 5% akrylamid + SDS

Tris.Cl pufr, pH 6.8

pH 6.8 — glycinat = zwitter-ion — migrace nakonci
pH 6.8 — proteiny v SDS — migrace uprostred
pH 6.8 — Cl- — migrace v Cele

Hranice — zména — proteiny tlaceny vpred
glycinatovou zénou, ktera v pH 8.8 zacina

Separace proteind dle velikosti migrovat rychle

4-20% akrylamid + SDS

Tris.Cl pufr, pH 8.8 pH 8.8 — glycinat negativné nabity — rychly

Izotachoforéza

A

Iso-tacho = stejna rychlost
Glycinate (na konci) — proteiny (uprostred) — chloridy (v ¢ele) migruji stejnou rychlosti
Stabilni usporddani v pribéhu migrace stacking gelem — jednotlivé komponenty jsou omezeny v moznosti prechazet do

jinych zoén (pH x pl, sila el. pole, ...) 20
{Bio-Rad}



Gradientove polyakrylamidove gely

e Zvysujici se koncentrace akrylamidu v gelu smérem ke spodni ¢asti gelu
* Vetsi rozsah molekulovych hmotnosti separovanych gelem
* Lepsirozliseni proteini o podobné molekulové hmotnosti

Pracigion Plus Protein™ Unsatained Broad Rarge Unsatainad
7.5% 10% 12% 4-15% 4-20%  Any kD™ 7.5% 10% 12% 4-15% 4-20% Ay kD
350 200 =
A B 250 250 fgg 250 8 200 — 200 = 0 200 — 200 E
150 f—
=0 100 150 o 116 e
100 150 o 75 = 91?12 — | | G7.4 — 116 — EE —
_— A — — |o7a —
100 TS | | 100 — e 116
it 75— s 78— =) — 6 — ora— e 45—
sl [ - ET BE
- R — 45— BE — 45—
T = 75— [ — ar Sl — 7
AR ==t 37
— 25 — BB —— 45 —
T o0 45 = M- IH —
| ar = — 23 m— B 5
50— 0 0 H— -
25— 15 215 —
: " 20 45 — H— 144 —
Magnetic stirrer Gel plates - 25— i 215 || 215 == 144 —
. g 20 15 15 10 10 144 — 85— 6.5 =—
Peristaltic pump = M E— 44— HE

21
{Bio-Rad}



Nativni x Denaturacni

Nukleové kyseliny Proteiny
~!_: 5$1-G4-22b S2-Di2ul 2b S1ENS2EM S1-4x500AA-pl 5 $2-1x825AA-pl 5
QO . s $3-1x825AA-pl 10
- @
> e
©
c * Sekundarni struktura zni¢ena Vy&&i struktury zniceny
8 * Migrace dle velikosti/délky Migrace dle velikosti/délky
 7M mocovina + formamid + 50°C SDS-PAGE - dodecyl sulfat sodny
* 100s-1000sV 100s V
$1-G4-22b S2-DX-2x12b S1ENS2E M S1-4x500AA-pl 5 S$2-1x825AA-pl 5
\E - $3-1x825AA-pl 10
H b7 T g
CZU VysSi struktury zachovany

e Sekundarni struktura zachovana

e Migrace dle velikosti, tvaru, molekularity
* Nativni podminky

* 10s-100sV

Migrace dle velikosti (multimery) a pl proteinu

Nativni podminky
100s V
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Vizualizace proteinu — SDS-PAGE

Nespecificky
* Barveni vsech proteinl v gelu nespecifickym barvivem

Comassie brilliant blue Stribro
* Pfima vizualizace - viditelné * Prima vizualizace - viditelné
* Proteiny — SO3% reaguje s pozitivnimi AK, * RNA, DNA i proteiny
benzen s negativnimi AK e Citlivost obdobna EtBr
* Nutné odbarveni - destain * Vhodné i pro akrylamidové gely

* Slozitéjsi barveni — fixace, ...

Specificky
* Prenos protein( z gelu na membranu (nitroceluldza, ...) — western blot — nékdy pfristé
e Barveni membrany prostrednictvim protilatek

23



Izoelektricka fokusace (IEF)

Gel pfipraven s fixnim gradientem pH (immobilized pH gradiend — IPG) — smés amfolyt( (slabé kyseliny ¢i baze) kovalentné
vazanych do struktury gelu — IPG stripy komercné dostupné

Akrylamidovy gel s velkymi pory — nema separacni Ucinek — separace pouze dle pl proteinu, ne velikosti

Pri migraci proteinu gelem s pH gradientem se méni naboj proteinu — v oblasti kde pl = pH protein ztrati ndboj a prestane

migrovat

Figure 6-26  General formula of the
ampholytes used in isoelectric focusing.

OH, N (CH,), N CH,

pl| JEEEEEESSCC T 10 il

MR,

= n=2or3
_ | -
_
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Dvourozmerna (dvoudimenzionalni) PAGE

v v 7 s 7 v ’ . o §_
* Soubézna analyza velkého mnozstvi proteinl (>1000) — proteom
* Nejprve izoelektricka fokusace v IPG stripu — separace dle pl
* Nasledné SDS-PAGE v kolmém sméru — separace dle velikosti ) ' i » AR
* Nasledné barveni A e o ATy
* Kazdy protein ma unikatni pozici ¢-*9 g !
s g1 . - * -
e Obtizna interpretace R I HIPCRAR > >
. i %o, . Sl A el
- - "?" ...' -
— : ' v
S - =3
Two Dimensional Electrophoresis Z A Pl . .
LR 2
L] h
. . .
(+) : 2 . . i
(1) IEF or IPG (2) SDS-PAGE
17-72 hr 6 hr
S.IB 5.15
pH
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Diferencni 2D gelova elektroforeza (2D-DIGE)

Pooled internal Prowein extract | Proteinextract 2
standard label lnbel with Cy3 label with Cy5

with Cy2
..'-' - ¥ . Lahel protein extracts
"9 8 using CyDye DIGE
Fluor minimal dyes
~ -

* Extrakty protein( ziskané napt. za rdznych podminek p WE Vi alled xrcts |
kultivace oznaceny rlznymi fluorescenénimi | -
znackami v

2-D separation I

* Treti fluorescencni znackou oznacen kontrolni
experiment

* VSe smichdno, nasledné 2D-PAGE

* Analyza vysledku v jednotlivych barevnych kanalech
pro pouzité fluorescencni barvy — 2D-DIGE

Image gel with
CyDye specific scanner

* Rozdily indikuji zmény v expresi pfislusnych proteinu

- - -
‘}- . . . - . iy Image analyvsis and data
o ' quantitation using
i RN ., A appropiate Software

26
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Elektroforeticka retardacni analyza

 Electromobility shift assay (EMSA)

* Srovnani elektroforetické migrace napr. molekuly DNA samotné a pri
interakci s vazebnym proteinem — vazany protein zvysuje velikost
komplexu - rozdil v migraci — kvantifikovatelné

* Tzv. Supershift assay — k interagujicimu proteinu je pridana prislusna
protilatka — podstatné zvyseni velikosti komplexu — vyrazneé;jsi
zpomaleni

12 3 456 78 510111213

protein-DhAa = d '. v H“

free DNA —= h.ﬂ- w.*

[ —— ——— [— |
winfd o53-320 o5ICD

{Petr M. et al., Biosci Rep, 2016} 57



Kapilarni gelova elektroforéza

Gel (komercni synteticky polymer) umistén v kapilare; vyrazné vyssi napéti (desitky kV)
Nutné mensi mnozstvi vzorku, lepsi rozliseni
Variabilni moznosti detekce — standardné fluorescence — moznost vicebarevného znaceni x interni velikostni standard

MoZnost automatizace a paralelizace — kapilarni sekvenatory

Laser

Capillary filled with

I luti Detection Al
polymer solution i 167 5 10
14 56 | {}]
ri 7
LF
{anode) 10 { | 3
1 |z
Dutlet
;:;fe'r buffer \
] &
Data
acquisition 7.5 L) 125 15 .5 20 25 5 255

Sample tray

Tima lmlllf

Sample tray moves
automatically beneath the
cathode end of the capiliary
to deliver each sample in
succession
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