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HISTORIE
ELEKTROMIGRACNICH METOD

- 1806 Reuss
Elektroforéza — pohyb koloidni Castic v elektrickem poli

- 1897 Kohlrausch
regulacni funkce

- 1930 Arne Tiselius
Volna a zénova elektroforéza (1948 Nobelova cena)

- 1962 Vesterberg, (Svensson) Rilbe
izoelektricka fokusace

+ 1967 Hjerten

kapilarni elektroforéza v rotujici 1 - 3 mm kfemenne
kapilare
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Multikapilarni CE — lidsky genom




FREDERIC REUSS

(1807)

KATOFOREZA




FRIEDRICH KOHLRAUSCH

(1874)

REGULACNI FUNKCE




PODSTATA

,Pohyb elektricky nabitych castic

v elektrickem poli*




Teoreticke aspekty elektromigracnich metod

MOBILITA




Teoreticke aspekty elektromigracnich metod

ELEKTRICKA SILA F,

E = intenzita elektrického pole [V/m]

Q = naboj ¢astice = z,x e[]
FRIKCNI SILA F;

v = rychlost castice

f(Frikéni koeficient) = 6m.n.r




Teoreticke aspekty elektromigracnich metod

Ustaleny stav




IONTOVA MOBILITA
(LIMITNI ZREDENI, TEPLOTA 298 K)

KATIONTY [,/ 10° ANIONTY [y 10°

H,O* 362.5 OH- 205.5
Li* 40.1 F 57.4
Na+ 51.9 Cl- 79.1
K+ 76.2 NO, 74.1
Tris* 29.5 SO, 82.9
B—alanin 36.7 k.mlécna 36.5
ethanolamin 44.3 k.octova 42.4
imidazol 52.0 MES 28.0




EFEKTIVNI MOBILITA

¢, = celkova analyticka koncentrace latky A

X; = molarni zlomek iontu i




ZAVISLOST EFEKTIVNI MOBILITY NA pH

d pro slabou monovalentni kyselinu
_ H
H =
Ky, +|H" ]

X H4

d pro slabou monovalentni zasadu
_ H™
B~ B
Kpy +|H

]X HBH




ZAVISLOST EFEKTIVNI MOBILITY NA pH

pro slabou monovalentni zasadu

_ ;
YTris = 7YTRIS




ZAVISLOST EFEKTIVNI MOBILITY NA pH

pro slabou monovalentni kyselinu




ZAVISLOST EFEKTIVNI MOBILITY NA pH

pro bilkovinu
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VLIV VELIKOSTI MOLEKULY
NA MOBILITU

n - viskozita prostredi

r— polomer castice




VLIV IONTOVE SILY NA MOBILITU

JI
1+~/1

1=, | (023,22, | +313x 107 |2]) x

Z = naboj iontu
Z_. = naboj protiiontu

I — iontova sila




VLIV TEPLOTY NA MOBILITU

x[1+0.02x(T'-T,)]

’uT:’uTo

T, = standardni teplota

T = pracovni teplota




SEKUNDARNI JEVY

- Jouleovo teplo

- Elektroosmoza

- Difuze




JOULEOVO TEPLO

P = vykon [W.m3]
S = prirez [m?]
x = vodivost [Q1.m™1]

i = elektricky proud [A]




ELEKTROOSMOTICKY TOK

Capillary wall with dissociated silanol groups
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o—p Distance (nm)
Stern layer Diffuse layer Double layer

(fixed) thickness
SiIOH == -SiO"+ H* (pK, ~ 6)




ELEKTROOSMOTICKY TOK

5 _ 47 TE,, ¢= potencial Helmholtzovy dvojvrstvy

E n = viskozita
¢ = dielektricka konstanta

U, = elektroosmoticka mobilita

E
v, = —x F
47n d




PUVOD ELEKTROOSMOTICKEHO TOKU




ELEKTROOSMOTICKY TOK




ELEKTROOSMOTICKY TOK
V RUZNYCH KAPILARACH




DIFUZE

o2 = rozptyl
D = difuzni koeficient




DIFUZE




ELEKTROFOREZA

,Déleni nabitych castic na zaklade

rozdilnych elektroforetickych

mobilit’




ELEKTROFOREZA

‘Volna T

- Zonova




VOLNA ELEKTROFOREZA
ARNE TISELIUS (1902 —1971)
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VOLNA ELEKTROFOREZA
ARNE TISELIUS

Nobelova cena 1948




ZONOVA ELEKTROFOREZA
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STABILIZACE

- Rotaci

- Gradienty hustoty

- Poréznimi medii

- Kapilarou




STABILIZACE




POZADAVKY NA POREZNI MEDIA

- Homogenita

- Inertnost - nespecifické interakce
- nulovy EOF

- Reprodukovatelna a snadna priprava

- Mechanicka pevnost

- Transparentnost




POREZNI MEDIA

Papir

Agarovy gel
Skrobovy gel

Acetat celulosy
Polyacrylamidovy gel
Agarosovy gel




CHROMATOGRAFICKY PAPIR

Slozeni — celulosa

- Nehomogenni
- Pritomnost ionogennich skupin
- Spatné se chladi — pali se

Pouziti : témer uz se nepouziva




CHROMATOGRAFICKY PAPIR




CHROMATOGRAFICKY PAPIR

Fakir Mattress

Glass Plate
Paper Sample Strip

Base Support

ORIt T N T
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Cathode
Power Supply




ACETAT CELULOSY

Slozeni — acetat celulosy

+ Komercne dostupny
+ Dobré mechanickeé vilastnosti

Pouziti : imunoelektroforeticke metody,
kKlinicke aplikace




ACETAT CELULOSY

HO-C O
'\C/ |

Ve /
cH, 0L c-0

| C |
o-c-o-cl/ c-cH, O
|

HO-C CH,

N

_c |
c]:H, ol <|:-o\H ,o-T .
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ACETAT CELULOSY




ACETAT CELULOSY

ANALYZA SEROVYCH BILKOVIN

9,

.. Albumin

«mmmmmuwl alpha-
agmne globuling

Alb al a2 P ¥

beta-

— globulins

@il gamme-

globulins

©

Separating serum proteins
by electrophoresis




ACETAT CELULOSY

HEMOGLOBINU

HPFH —
dedicné pretrvavani
hemoglobinu F (“hereditary
persistence”)

pH 8.4

1. Normalni dospely
2. HPFH (heterozygot)
3. Hb S--HPFH
4. Hb C--HPFH
5. Normalni novorozenec

Hemoglobin S a C — mutace v primarni strukture, nahrada jednée
Z aminokyselin za druhou.




AGAR A AGAROSA

Slozeni — kopolymer galaktosy a
anhydrogalaktosy

- Pritomnost ionogennich skupin — silny EOF
+ Velke pory
+ Snadna pfriprava

Pouziti : imunoelektroforetické metody
elektroforéza NK




AGAR AAGAROSA




AGAR AAGAROSA

DC power supply

I

- agarose slab gel with /
wells '

electrode buffer




AGAR A AGAROSA




DNA AGAROSOVA
ELEKTROFOREZA

Ethidiumbromid - cerven, ktera v roztoku fluoreskuje pouze
slabe, intenzita fluorescence se vyrazné zvysuje vazbou na DNA
interkalaci mezi pary bazi. Excitace pri 302 nm, cerveno-
oranzova emise pri 510 nm. Velmi toxicka latka!




PULSNIi DNA ELEKTROFOREZA
20 000 — 12 000 000 PB

=

CHEF Electrodes




PULSNI DNA ELEKTROFOREZA
20 000 — 12 000 000 PB




PULSNI DNA ELEKTROFOREZA
20 000 — 12 000 000 PB




IMUNOELEKTROFOREZA
ZONOVA ELEKTROFOREZA +
DIFUZE

elektroforeticka
separace antigenu

pfidani smési antigend
a tvorba precipitacnich linii

precipitalni
linie




IMUNOELEKTROFOREZA
RAKETOVA




SKROB

Slozeni — hydrolyzovany skrob

+ poprve se uplathuje efekt molekulového
sita

- Spatné mechanické vlastnosti

- Komplikovana a nereprodukovatelna
priprava

- Neni transparentni

Pouziti : izoenzymova analyza




SYPANE VRSTVY

Slozeni — Sephadex — zesitovany dextran

+ uplatnuje efekt molekuloveho sita

Pouziti : preparativni




POLYAKRYLAMID

Slozeni — kopolymer akrylamidu a
N,N,- methylenbisakrylamidu

+ plné splnuje pozadavky

Pouziti : analyza bilkovin a NK




O

POLYAKRYLAMID - Pl-yillPRAVA

H | ( .
H,C=C—C—NH, + \CH,=C—C—NH—/,CH,

Acrylamide Methylenebisacrylamide

Radikalova polymerace LW- e

280, sulfate free
radical

CONH, (!IONHZ

" KataIyZétor — —criz—clH—c:Hz—c:H—cH2 CH-
tetramethylethylendiamin CONH

(TEMED)

~—CH2-(|3H—CH2—~(I:H—CH2-
CONH,  CONH,

* Iniciator - chemicky — (NH,),S,04
- fotochemicky — ribloflavin + UV



POLYAKRYLAMID - SLOZENI

=95 100%

m

C = b x100%
a+b

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




FERGUSONOVA ROVNICE

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

u - mobilita

uo- mobilita pri limitnim zredeni
K. — retardacni koeficient




UPLATNENI FERGUSONOVY
ROVNICE




PROVEDENI| PAGE

vertikalni x horizontalni
deskove x trubickove
homogenni x gradientove
kontinualni x diskontinualni
nativni x SDS PAGE




USPORADANI
Vertikalni

+
Horizontalni

1]




PROVEDENI| PAGE




PROVEDENI| PAGE




PROVEDENI| PAGE

deskoveé x trubickoveé

rear glass
plate

comb

side spacer

slab gel
between
glass plates

DC power supply

front glas
plate

5]

gel cassette electrophoresis apparatus

lower spacer




PROVEDENI PAGE




PROVEDENI| PAGE

Casting Frame
and Glass
Flate Sandwich

_,—'-'"_'__'-_._

Plastic Gomb

Glass Plates with
Integrated Spacers

Clamping Frame
and Elsctrodea
Assemibly
Sample Loading
Guide




PROVEDENI| PAGE

% Acrylamide

10%

200 kDa
100 kDa

90 kDa
80 kDa
70 kDa
60 kDa
50 kDa

40 kDa
30 kDa

20 kDa
10 kDa
0 kDa




PROVEDENI| PAGE

low concentration
acrylamide solution

high concentration
acrylamide solution

magnetic stirrer

peristaltic pump

gel chamber




PROVEDENI| PAGE

4-20% 8-16% 10-20%




PROVEDENI| PAGE

kontinualni x diskontinualni

Elccctl-n:)des Upper
reservoir

buffer

Sample

Stacking gel

Rescolving
gel

Lower
reservoir
buffer

Sample well

Upper
reservoir
buffer

Stacking
gel

————— Resolving
gel

Lower
reservoir
buffer




DISKONTINUALNI PAGE
ORSTEIN, DAVIS

Elektrodovy pufr Koncentracni gel
11is Glycin pH 8.3 [zotachoforéza

Koncetra¢ni pufr
Tris HC1 pH 6.8

Gly’ B | A Cl-

Separacni puff Separacni gel
Tris Glycin pH 8.3 r , y
Z.0nova elektroforéza

_ Gly A- Cl

Elektrodovy pufr B
Tris Glycin pH 8.3




DISKONTINUALNI PAGE
ORSTEIN, DAVIS

{ > Jzaostfovd gel

| velké péry
A

] délicigel
252 male pory

| v

princip zaostrovani




SDS PAGE

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




SDS PAGE




STANOVENI Mr POMOCI SDS
PAGE

Log Mr \




STANOVENI MR POMOCI SDS
PAGE - STANDARDY

12 343 85 7 82310




POUZITI SDS PAGE

- Stanoveni Mr

- Analyza komplexnich smesi

- Sledovani purifikace bilkovin

- Stanoveni podjednotkoveho slozeni

— - + . -




STANOVENI| Mr POMOCI SDS
REDUKUJICI X NEREDUKUJICI
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CHEMICKA METODA

Maxam-Gilbertova metoda
— znaceni 5 konce 3P

— specifickeé chemické stépeni

— elektroforéza

CHEMIKALIE
dimethylsufoxid+ piperidin

dimethylsufoxid+ piperidin + k.mravenci

hydrazin/chlorid sodny+ piperidin
hydrazin + piperidin




Mvzorek ona

o PFiprava homogenni
jednoviaknove DNA

TTAGCCY
e radicaktivni znacka na 5" konci

TTAGCC
e Stepeni na specificke nukleotidy

e S

\‘___\

T C
.

C

hd

“ATTGACTTAGCC "TATTGACTTAGCC "TATTGACTTAGCC
CATEOACTIA ATTGACTTA ATTIGACTTAGC
Rl "ATTGACTT ATTQACTTIAG
CTATTG TATTGACT
TATT AT TGAC

TATTGA

“AT I

A
o Elektroforeza
délka
fragmentua Vizualizace
o [ 5 J :

Celhy 13
oligonukleotid 1=

K]

10

—
11 e
R
—_—

“NQANONODQ

H=AOPOAAD OO0

e cteni

sekvence




ENZYMOVA I\/IETODA

@@G@@@GG@G

Template strand HO— 5

T G A T C G A T C G A

Primer strand

dATP + ddATP dATP dATP dATP
dGTP dGTP + ddGTP dGTP dGTP
dTTP dTTP dTTP + ddTTP dTTP
dCcTP dCTP dCcTP dCTP + ddCTP

ACTA ACTAG ACT
ACTAGCTA ACTAGCTAG ACTAGCT ACTAGC

\\‘ ACTAGCTAGCT ACTAGCTAGC
A G T C

Figure 11-29 Concepts in Biochemistry, 3/e
© 2006 John Wiley & Sons

Extension of
primer strand

Electrophoresis gel

C
G
A
T
C
G
A
T

L

Resulting X-ray image of primer strand sequence
A C T A G C T A G C T

OH 3’
s QBAQR®|I®0|R|R R ®

Figure 11-30 Concepts in Biochemistry, 3/e
© 2006 John Wiley & Sons
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PREPARATIVNI PAGE

horni el. pufr— _ i :"
elucni pufr— —c;'}” ol pripojeni k pumpé a
3 T jimaci frakci
chladic— | "Il - spodni el. pufr
S
elucni trubicka i
gel d .
proteiny - |
l. l ‘ \

—— 3 | o }
elucni komor N §




AUTOMATIZACE PAGE
FAST-SYSTEM




