Elektromigra¢ni metody

Jsou zalozeny na pohybu nabiych
castic v elektrickem poli




Ziakladni sila vyjadrena
Coulombovym zakonem

F.=k.Q,.Q)/ 1.,

F. = sila pusobici na castice o nabojich Q,a Q,
o soufadnicich 1 a 2, r;, = jejich vzdalenost

k= 1/411g,, kde g, je permitivita prostiedi

F.= Q.E
Kde E = intensita elektrického pole (V.m™)




F, udéluje Castici zrychleni, zvySujici se rychlost
vyvola zvySeni frikéni sily F,opacneho sméru

F.=m.a F,=v.f=v.6lInr

Kde m je hmotnost a r polomér Castice (pro koulr),v
jeji rychlost, ffrikéni koeficient a 1 viskosita
prostredi

E
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Castice dosahuje rychlosti, kdy se vyrovnaji obé sily
E.Q=v.f,pakv=E.Q/f

Vliv E eliminyjeme vyjadienim elektroforeticke
mobility jako rychlosti pfi jednotkové intensité
elektrickeho pole

uw=v/E=Q/f =Q/6lIn.r

Rychlost i mobilita jsou primo umérné naboji a
neprimo umeérné velikosti Castice




Sekundarni jevy

* Jouleovo teplo

e Elektroosmoza




Jouleovo teplo

P = vykon [W.m?3]

S = pruiiez [m?]
K = vodivost [Q-1l.m]

i = elektricky proud [A]




Capillary wall with dissociated silanol groups
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Stern layer
(fixed)

Elektroosmoticky tok
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Diffuse layer Double layer

thickness
-S5i0OH =— -510 + H* (pK_, = 6)




Elektroosmoticky tok

4
£ = TT)H,,
E

¢ = potencial Helmholtzovy dvojvrstvy
n = viskozita
&= dielektricka konstanta

U, = elektroosmoticka mobilita
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Puvod elektroosmotického toku




Elektroforéza

,Déleni nabitych castic na zdklade
rozdilnych elektroforetickych
mobilit*




Elektroforéza

* Volna

e /Z0nova




Volna elektroforéza
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B+C

A+B+C A+B+C

Ha = Hp ~Hc




Z0nova elektrotoréza
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A+B+C




Stabilizace

e Rotaci
» (Gradienty hustoty
e Poréznimi medu

« Kapilarou




Pozadavky na por¢zni media

 Homogenita
* Inertnost - nespecificke interakce
- nulovy EOF
» Reprodukovatelna a snadna priprava
* Mechanicka pevnost

* tranSparentnost




Uporadani

Horizontalni




Uporadani

Vertikalni
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Chromatograficky papir

Slozeni — celulosa

- Nehomogenni
- Pritomnost 1onogennich skupin
- Spatné se chladi — pali se

Pouziti : temer uZ se nepouziva




Agar a agarosa

SloZeni — kopolymer galaktosy a anhydrogalaktosy

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

Pouziti : imunoelektroforetické metody
elektroforeza NK




Acetat celulosy

SloZeni — acetat celulosy

+ Komercné dostupny
+ Dobré mechanické vlastnosti

Pouziti : imunoelektroforetické metody

klinicke aplikace




Skrob

SloZeni — hydrolyzovany Skrob

+ poprve se uplatiuje efekt molekuloveho sita
- Spatné mechanické vlastnosti
- Komplikovana a nereprodukovatelna ptiprava

- Neni transparetni

Pouziti : 1zoenzymova analyza




Sypane vrstvy

SloZeni — Sephadex — zesit'ovany dextran

+ uplatiuje efekt molekulového sita

Pouziti : preparativni




Polyakrylamid

Slozeni — kopolymer akrylamidu a

N,N,- methylenbisakrylamidu

+ plné splnuje pozadavky

Pouziti : analyza bilkovin




Polyakrylamid




Polyakrylamid - priprava

Radikalova polymerace

» Katalyzator — tetramethylethylendiamin
TEMED
* Iniciator - chemicky — (NH,),S,0q
- fotochemicky — ribloflavin + UV




Polyakrylamid - slozeni

a+b

m

T = x100%

b
a+b

C= x100%

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




Provedeni PAGE

vertll

<alni x horizontalni

des.

cove X trubickoveé

homogenni x gradientové

kontinualni x diskontinualni




Provedeni PAGE




Provedeni PAGE

Casting Frame
and Glass
Plate Eram:_lwd_lf_ll.___.-

-

El?ijiTing F:iama
Plastic Comb and Electrode
Glass Plates with mily

Integrated Spacers éusammir“ beading




Koncentracni gel /
T=3-5%
o

Separacni gel
T=x%

+

Diskontinualni PAGE
Orstein, Davis

Elektrodovy pufr
Tris Glycin pH 8.3

Koncetracni pufr
Tris HCI pH 6.8

Separacni pufr
Tris Glycin pH 8.3

Elektrodovy pufr
Tris Glycin pH 8.3

Koncentracni gel
Izotachoforéza

| OGN B

Separacni gel
Z.0nova elektroforéza




SDS PAGE

OSO3'Na™

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




SDS PAGE




Stanoveni Mr pomoci SDS
PAGE




Stanoveni Mr pomoci SDS
PAGE - standardy

1 2 343 & 7T 828910
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Pouziti SDS PAGE

Stanoveni Mr

Analyza komplexnich smési

Sledovani purifikace bilkovin

Stanoveni podjednotkového sloZeni
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PAGE - sekvenace DNA




Izoelektricka tokusace

Elektroforeza v gradientu pH,
castice jsou separovany podle
svych pl*




Tvorba gradientu
Anoda (+) H;0" 6H,0-0,+4H,0"+4 ¢
Katoda (-) OH- 4H,0-2H,+40H -4¢

Ampholyty

—CH, —N—(CH,),—N—CH,—
2 ( 2)n | 2 R _ CH3

R
(CH,), - CH,COOH
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NR;




Izoelektricka tokusace

H,0*

OH-

OH-




Izoelektricka tokusace
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Kapilarni 1zoelektricka fokusace




Izoelektricka tokusace

analyticka
* Provedeni - v gelech — PAGE, agarosa

* Pouziti - sledovani komplexnich smeési

- 1zoenzymove slozeni

- stanoveni pl — rozrezani a eluce
— UpH elektrody
— pl standardy




Izoelektricka fokusace
analyticka




Izoelektricka fokusace
analyticka




[zoelektricka fokusace
analyticka - standardy

—Cytochrome ¢
_\_l—l_\_l_‘ .
. ———Lentil lectin

Human hemoglobin C
e r_.__.-""

HLIJEmEl_n he rn::-glgl:éln A\\

=Kot - quine myoghobin

e Equine myoglobin
— minar band
—=Hurman carbonic antydrass

T Bowine carbonic antydrase
=+« =——[i-Lactoglobulin B
A s Py COCYENIN se—— B

IEF Standards for accurate pi calibration of
native IEF J#rals. A. & il of the standards were
stained with Coomassie bive R=-250 dye and
crocein scarlet. B. 5 ul of the standards wevra
left unstained.




Dvourozmérne metody

e Metoda titracnich krivek

e Dvourozmeérna elektroforéza




Metoda titraCnich krivek

pH
0 10.0
10.0 f . | -—
pH %Q&
3.0
v + +
[.rozmér — IEF II.rozmér — elektroforéza

bez vzorku se vzorkem




Dvojrozmérna elektroforéza

3.0 + 7]

T

100 v L

[.rozmeér IEF

I[I.rozmér SDS-PAGE




Dvojrozmérna elektroforéza

i, 0010
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M odecular weighl

1,500

17,500
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Two-dimensional electrophoratic
pattern of the 2-0 SD5-PAGE
atandards separsted on the
Mini-PROTEAN I ceall, 2.6 il
were spplied to a 3.5% tube gel
crossiinkad with piperazine
dizcrylamide containing o &
urea snd 2% Bio-Lyte
ampholytes (1 part 310, 2 parts
&f7). The tube gal was run an &
15%: continuous sfab gef
crosshinkad with bis and silver
stained, For details, see refear-
enceg 21, 22, and 23.




Dvojrozmérna elektroforeza
pl
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