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Elektromigrac¢ni metody

Podstata

., Pohyb elektricky nabitych castic

v elektrickém poli*

1880
1897
1930

1962
1967

1970
1975
1976

Historicky ptehled

prvni elektroforetické separace Smirnow,Hardy

regula¢ni frunkce Kohlrausch

volna elektroforéza Tiselius
(1948 Nobelova cena)

izoelektricka fokusace Vesterberg, Svensson

kapilarni elektroforéza v rotujici

1 - 3 mm ki‘emenné kapilaie Hjerten

SDS PAGE Laemmli

2D-elektroforéza O’Farrell

isotachoforéza Everaerts, Mikkers
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Teoretické aspekty
elektromigra¢nich metod

Mobilita

Elektrickd sila F,
F.=EXQ
E = intenzita elektrického pole [V/m]
Q= niiboj Eastice =z, x e [|
Frikéni sila F,
E=vxf

v =rychlost &stice

fifrikeni koeficient) = 6mn.r
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Ustdleny stav
ExQ=vxf

\j
v Ex0

[m2 V-]

S

Vv
mobilita %IFE:

Sekundarni jevy

* Jouleovo teplo

* Elektroosmoéza

Jouleovo teplo

Exi 2
P= -——
N KXS
P =vykon [W.m?]

§=prifez [m?]
x=vodivost [QL.mr!]

i = elektricky proud [A]
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Elektroosmoticky tok

Capillary wall with dissociated silanol groups

< Distance (o)

Stern layer  Diffuse layer Double layer

(fixed) thicknsss
-SiOH == -SiO"+ H' (K, = 6)

Elektroosmoticky tok

£= Amnu,,
ol
&= potencidl Helmholtzovy dvojvrstvy
n = viskozita
£= dielektricka konstanta

1, = elektroosmoticki mobilita

£
=——XE,
vo =g X EE

Puvod elektroosmotického toku

299999208 % R 8
wew%ﬂﬂzﬂﬂ sr0e000®
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Elektroforéza

,Déleni nabitych castic na zaklade
rozdilnych elektroforetickych

mobilit*
snimek 14
Elektroforéza
e Volna
* Zbnova
snimek 15

Volna elektroforéza
- + -

+
a
B+C|
A+B+C A+BC

Ha=>Hp >He
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Zbnova elektroforéza

T AT MU T

Stabilizace

* Rotaci
* Gradienty hustoty
* Poréznimi medii

* Kapilarou

Pozadavky na porézni media

* Homogenita
* Inertnost - nespecifické interakce
- nulovy EOF
* Reprodukovatelna a snadna piiprava
* Mechanicka pevnost
* transparentnost
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Uporadani

Horizontalni

- .

[CEJ

Upotadani

Vertikalni
+

Chromatograficky papir

Slozeni — celulosa
- Nehomogenni
- Pfitomnost ionogennich skupin

- Spatné se chladi — pali se

Pouziti : téméf uz se nepouziva
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Agar a agarosa

Slozeni — kopolymer galaktosy a anhydrogalaktosy

- Piitomnost ionogennich skupin — silny EOF
+ Velké pory
+ Snadna piiprava

Pouziti : imunoelektroforetické metody
elektroforéza NK

Acetat celulosy

Slozeni — acetat celulosy

+ Komer¢né dostupny
+ Dobré mechanické vlastnosti

Pouziti : imunoelektroforetické metody
klinické aplikace

Skrob
Slozeni — hydrolyzovany $krob
+ poprvé se uplatiiuje efekt molekulového sita
- Spatné mechanické vlastnosti
- Komplikovana a nereprodukovatelna piiprava

- Neni transparetni

Pouziti : izoenzymova analyza
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Sypané vrstvy

Slozeni — Sephadex — zesitovany dextran
+ uplatiuje efekt molekulového sita

Pouziti : preparativni

Polyakrylamid

Slozeni — kopolymer akrylamidu a
N,N,- methylenbisakrylamidu

+ plné spliiuje pozadavky

Pouziti : analyza bilkovin

Polyakrylamid

H,C—CH H2C:(‘ZH 7CH27(‘ZH7H2C7(‘ZH7
c‘:o c‘:o c‘:o c‘:o

r‘u—lz NH NH, NH

+ | — |

CH, CH,

r‘u-l r‘lH2 r‘u-l
=0 = =0

[ [ [
H,C=CH —CHy—CH—H,C—CH—
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Polyakrylamid - ptiprava
Radikéalova polymerace

« Katalyzator — tetramethylethylendiamin
TEMED
« Iniciator - chemicky — (NH,),S,04
- fotochemicky — ribloflavin + UV

Polyakrylamid - slozeni

7=2*b 00%
m

C=LX100%
a+b

a — akrylamid (g)
b — methylenbisakrylamid (g)
m — objem (ml)

Fergussonova rovnice

PAGE neni pouze pasivnim nosi¢em, ale podili se
na separaci efektem molekulového sita.

1 - mobilita
- mobilita pfi limitnim zfedéni
K, — retarda¢ni koeficient
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Uplatnéni Fergussonovy rovnice

T
Mr,= Mrg Mr, # Mry Mr, # Mry

pla# ply pl,=ply pla# ply
Provedeni PAGE

vertikalni x horizontalni
deskové x trubickové
homogenni x gradientové
kontinualni x diskontinualni

Provedeni PAGE
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Provedeni PAGE

Diskontinualni PAGE
Orstein, Davis

Elektrodovy pufr Koncentraéni gel
TEHETHEES Izotachoforéza

Koncetratni pufi

Separaén pufr Separacni gel
Tris Glyein pH 8.3 Zonova elektroforéza

Elektrodovy puft -

Tris Glycin pH 8.3

SDS PAGE

0S03"Na*

. e

1 g bilkoviny vaze 1.4 g SDS =
uniformni naboj na jednotku MW
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SDS PAGE

Stanoveni Mr pomoci SDS
PAGE

Mr

Stanoveni Mr pomoci SDS
PAGE - standardy

12345678910

U e ———— -
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.

.

Pouziti SDS PAGE

Stanoveni Mr

Analyza komplexnich smési
Sledovani purifikace bilkovin
Stanoveni podjednotkového slozeni

10 08 0F

PAGE - sekvenace DNA

Stering e pte ancants

Kapilarni zénova elektroforéza
CZE

Capillary Electrophoresis
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Médy CZE

Kapilarni zonova elektroforéza
ve volné kapilaie

=

;m

Vysledna mobilita ¢astic pii CZE

-l = EOF cation — positive i,
-—
e
——— P neutral — zero p,
- E—
W
EOF anion — negative i,
0P
e ——
e .
Ha = Beor + He
—_— B, = apparent mobility

Time n. = effective mobility
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Separace aniontll pomoci CZE

s:
1
m
¢
h
L

Micela

Princip MEKC

ale

\ . $a
L2 o
¢ "W VO
e —

b

a— stied — rozpustna v obou

b — silné hydrofilni — nerozpustna v
micele

¢ — silné hydrofobni — nerozpustna ve
vodné fazi

Micelarni elektrokineticka

chromatografie

1999999999999999905396005%
Y . ) 7

A b
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Separace fenolt a alkohold
pomoci MEKC

Butrer

H 5.6, 70 mat D

75 T s W5 s @ 25 % %S

“Tims (i)

i o 0 22
2 7 n
3 i 2
i i 3
5 meoresol19 ppm) 18 24lenol 27 ppm)

Kapilarni gelova elektroforéza

CGE fragmenti dsDNA

Voltage:
WA T 5 T W% W 7 Time lmin) Mt
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Instrumentace CZE

Schéma zatizeni pro CZE

c—
D ﬁ Capillary
——

PCcontrol N \\
/.
] 2/ N @
/ -

Power supply.

Nap4jeci zdroj

* stabilizovany + 30 kV 300 pA
* konstantni napéti nebo proud
* oboji polarita

* ochrana obsluhy
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Kapilara

* kifemenna - 25 -100 pm i.d
- 350 pm o.d.

* délka aZ 100 cm délka

* polyimidové vnéjsi pokryti

( Copillary oponing
' Fusod slca
Polyimide coating

Davkovani - hydrodynamické

Pressure
Siphoning

—

Vacuum

W

Davkovani - elektrokinetické
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Detekce spektrofotometricka

UV light source

Detekce fluorescenéni

Light &
!
Excitation 2, ) < Emission
6% ®
3 ot

@ @ S @
2o S%Pe %e
2® e >

o®®ec® o A8 ®

a0

Izoelektricka fokusace

Elektroforéza v gradientu pH,
Cdastice jsou separovany podle
svych pl
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Tvorba gradientu
Anoda (+) H;0* 6H,0—0,+4H,0"+4 ¢

Katoda (-) OH- 4H,0—2H,+40H -4 e

Ampbholyty
—CH, —T—chz)n—w—cﬂl— R.CH
(CHy), R - CH,COOH

| -H
NRy

Izoelektricka fokusace

t t,
+ - +
4
pH
; ‘®
©)
pl

Izoelektricka fokusace

+ t,

pH§
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Kapilarni izoelektricka fokusace

-
—-phd W
1999999999999
e
el E O > Phoe

Izoelektricka fokusace
analyticka
* Provedeni - v gelech — PAGE, agarosa

* Pouziti - sledovani komplexnich smési
- izoenzymové slozeni
- stanoveni pl — rozfezani a eluce
— upH elektrody
— pl standardy

Izoelektricka fokusace
analyticka




snimek 67

snimek 68

snimek 69

Izoelektricka fokusace

analyticka
T2 38 -}
A g8

Izoelektricka fokusace
analyticka - standardy

inor ban
“—Hhmencatone
——Bouns caxtricartydrase
.+« ——P-Lacloglobuiin B
R — e T

[EF Standards for accurate pl calibration of
native [EF gk, & 5l of the standards wre
‘stained with Goomassle bive R-250 dye and
croceln scarlat. B. 5 pil of the standards wero
left Lnstainect.

Izoelektricka fokusace
preparativni

« Provedeni - v sypanych vrstvach — Sephadex
- v gradientech hustoty — sacharoza
- rotaci — Rotofor (BioRad)

—~

(1L}
l;:‘ ofor’ cell »

« Pouziti — izolace bilkovin
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Dvourozmérné metody

* Metoda titra¢nich kiivek

* Dvourozmérna elektroforéza

100 4

pH

Metoda titra¢nich kiivek

pH
D — .
3.0 10.0
+
Lrozmér — [EF ILrozmér — elektroforéza
bez vzorku se vzorkem

30 4

pH

1007

Dvojrozmérna elektroforéza

i

Lrozmér IEF ILrozmér SDS-PAGE
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Dvojrozmérna elektroforéza

pl
?a3d 33 23
electrophoretic
7800 i patiam of the 2.D SOS-PAGE
R o ‘ Standsrds separsied on the
2 Mink PROTEAN Il cell, 2.5 1]
£ w000 . were appfied 102 3.5% tube gel
& 4o 2 . crossiinked with piperazine
g 2 =*  iacrylamide contaning 8 M
5 4 urea nd 2% Bio-Lyte
= 31,000 ‘amphoiytes (1 part 310, 3 parts
£ 5 5/7). The tube gel was run an
3 15% cantinuous slab g
. < finked with bis and silver
new0l g tained, For details, se refer-
17,500 Y ences 21, 22, and 23.

Dvojrozmérna elektroforéza
pl

Izotachoforéza

,,Vzorek je umistén mezi dva
elektrolyty : vedouci L (leading) s
nejvyssi mobilitou a - uzavirajici T
(terminating) s nejmensi
mobilitou*
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Izotachoforéza
AtB t
- + t,
- + t
- [B[A] + E
snimek 77
Izotachoforéza
snimek 78

Izotachoforéza
My > Ha > Mg > Uy

1
v
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Kohlrauschova regula¢ni funkce

Tyiox

Mt p oz
W i+ oz

Ci = Ci

Analyticka ITP

Zapisovat

Napéjen
+-

Divkovini

.

.

.

Analyticka ITP
instrumentace
Napéjeni - stejnosmérné 30 kV 0,2 — 0,5mA
Kapilara 0,1 —2 mm
Davkovani - davkovaci ventil
Detekce - universalni — konduktometricka
— potencialné
gradientova
- selektivni — UV-VIS
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Analyticka ITP
Metoda spojovani kapilar

Pfedseparacni kapildra — 2 mm

[ .

Analyticka kapilara — 0.1 mm
e

zotachoforeticky zdznam
kvantita

Izotachoforeticky zdznam
kvalita
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Preparativni ITP

V gelech - Sephadex

[CEJ

Preparativni ITP

Kontinualni plo§na

vvVvVvyvyy
T | A+B L

Detekce po elektroforéze a
izoelektrické fokusaci

pFimo v gelu

dctckcc/ otisk
/
po prences
\

blotting
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Nespecificka detekce

Reakce s barvickou
Postup:  A. Fixace
B. Barveni

C. Odbarvovini

PouzZivané barvitky Amido Black 10 B
Coomassie Brilliant Blue R 250
Coomassie Brilliant Blue G 250
Fast Green

Panceau S

Nespecificka detekce

Barveni Aq
amoniakélni Ag™

Ag
AgNO;

Postup :  A.Navazini Ag" na bilkovinu
B. Redukee Ag* na Ag”

Nespecificka detekce

goland stainod with Bio-Radks Suvor Stai Kit
Broad range Bmtmyiafod SDS-PACE stan
dards rin on a 420 g o1, biottad to

Ao ciee and datried Wb S B,

ptido SOS-PAGE Standards run on a

16.8% tricino vol and stainod ity Coomassia
bitie G-250 ao. £ Broad range SDS.PAGE stan-
Sarcs for SYDRO Orange stam smona,
4-20% gol and stainod with SYF
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Fluorescen¢ni detekce

Specificka detekce

Radioaktivni znaceni
_specifické
By <
“nespecifické
A. Autoradiografie
znageny protein » rentgenovy film

B. Fluorografie B, M, ¥s

znateny protein —— fluorofor ——Prentgenovy film

Autoradiografie
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Specificka detekce

Detekce riuznych skupin bilkovin

glykoproteiny - Schiffova reakee (oxidace s HIO,, reakee s Schiffovym

¢inidlem - bazicky fuchsin)

lipoproteiny - SudanB

hemoproteiny - peroxiddzové aktivita (hem + benzidin + H,0,)
cu? - alizarin

Fe’ - fenantrolin

Detekce glykoproteinti

20,000

18,000 -

14,000

Detekce na zaklad¢ biologické

aktivity

Detekce na zakladé enzymové aktivity

Rozdéleni A. bezbarvy substrit —sbarevny produkt

B. barevny substrit — bezbarvy produkt
C. bezbarvy substrit — bezbarvy produkt
—sbarevny produkt

D. a

ilirni enzymy —sbarevny produkt

Detekce - pfimo v gelu

- pimoy gelu se zapolymerovanymi substrity
- ofisk- zymogram

- indikitorové gely
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Detekce na zaklad¢ biologické
aktivity
Imunodetekce

ANTIGEN

PRIMARNI PROTILATKA
v AN

PROTEIN G~ “PROTEIN A
"\ SEKUNDARNi PROTILATKA
ivai (1) i enzymové avidin-biotin Koloidni Au
znadeni

Blotting

¢ Southern — DNA
* Nothern — RNA

* Western - bilkoviny

Difuzni blotting

m n — NADOBAS
PRENOSOVYM
PUFREM
DRZAK
DRZAK
HousA
FILTRACNT HousA
PABIR
FLTRACN]
PaPiR
BLOTOVACH
HEma BLOTOVACH

MEMBRANA
GEL
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Vakuovy blotting

FILTRACN]
7 papiR

BLOTOVACI
MEMBRANA
GEL

i 2020 =
ZAKLADNA

POREZNI
PODLOZKA

Kapilarni blotting

FILTRACN A
PAPIR
BLOTOVAC
L = WewBRANA

FILTRACNI
ﬁ PAPIR

NADOBAS

GEL

PUFREM

snimek 102

KATODA -

Tankovy elektroblotting

+ANODA

I niposas

PRENOSOV
DRZAK YM PUFREM
DRZAK
HOUBA
HousA
FILTRACNI
FILTRACN o
PAPIR BLOTOVACI
MEMBRANA

GEL
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Tankovy elektroblotting

Tankovy elektroblotting
Mini Protean Trans Blot Cell

»Semi dry* blotting

+ ANODA
FLTRACNI ]_ BLOTOVACI
PAPIR MEMBRANA

FILTRACN]
ceL
PR = ]
- KATODA
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»Semi dry* blotting

Kapkovaci dot blotting

JAMKY PRO NANASEN

VZORKY NANASECH
SABLONA

BLOTOVAC

MEMBRANA
TESNENI

VWVEVA

ZAKLAONA .
oRezi

POREZNI
PODLOZKA

‘o

TESNENI




