ELEKTROFOREZA
enzymiu a neenzymatickych bilkovin

Do konce 50. let geneticka proménlivost v populacich studovana pouze na zakladé
mendelovskych morfologickych znaki nebo polytennich chromozomi — otazka,
do jaké miry tyto jevy reprezentuji skuteCcnou miru genetické proménlivosti v
prirodé

substituce aminokyselin (mozZno zjistit sekvencovanim proteinii - to ale
problematické):

z 20 AA 3 nesou kladny naboj (Arg, Lys, His), 2 zaporny naboj (Asp, Glu)
elektroforéza: z fectiny = transport pomoci elektfiny

obecné = pohyb nabitych ¢astic v médiu vlivem elektrického pole

kromé naboje i velikost a konformace makromolekuly (-S-S- miistky, van
der Waalsovy sily, vodikové vazby, elektrostatické sily); pH pufru

stabilizace el. naboje - specificky pufr s vysokou iontovou silou a pH co
nerozdilnéjsi od pI daného proteinu: pH 3-10, nejcastéji 6,5-9,5
naboj vétSiny proteini pri pH 8-9 zaporny — migrace k anodé



Elektroforéza

Princip ELFO znam jiz od konce 19. stol.

1937 - Thisselius: metoda ,,pohyblivého rozhrani*

1949 - Linus Pauling: papirovy nosi¢ - abnormalni Hb srpkovité anémie
1955 - O. Smithies: Skrob

1957 - Hunter a Moeller: uziti katalytickych shopnosti enzymii
(histochemické barveni)

1966 - aplikace ELFO na prirodni populace: Harry Harris (¢lovék),
Richard Lewontin a John Hubby (octomilka)

Uroven genetické proménlivosti v pfirodnich populacich:
—  20-50% lokusii polymorfnich

— prumérna heterozygotnost: savci - ca. 5%, bezobratli a rostliny - 15-20%

Nosic¢e (média):

Skrob (starch gel el., SGE): velikost molekuly + velikost naboje
celulozoacetat (CAGE): naboj

agar, agaroza (AGE): naboj

polyakrylamid (PAGE): velikost molekuly + naboj



Elektroforéza
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Elektroforéza

Metody elektroforézy

ELFO v kontinualnim pufru

ELFO v diskontinualnim pufru (multifazicka ELFQO):

2 gely o ruznych koncentracich - koncentrujici a separujici

na rozhrani ,,sendviovani* proteinii mezi ,,vedoucim* a ,,taZzenym*
iontem; pokud jen tento krok = izotachoforéza
Izoelektricka fokusace (isoelectric focusing, IEF):

v gelu syntetické polyamino polykarbonatové skupiny = nosné amfolyty s
rozsahem pl

pripojenim el. pole — stabilni gradient pH; amfolyty drZeny v gelu silnou
kyselinou pri anodé a silnou zasadou pri katodé



Metody ELFO Elektroforéza

ELFO v mocoviné a SDS:

SDS = sodium dodecyl sulphate (= aniontovy detergent):

schopnost rozpoustét nékteré proteiny a Stépit nékteré polymery
SDS zpiusobuje silny zaporny naboj proteini migrace jen podle
hmotnosti molekuly

mocovina: podobné jako SDS, ale naboj proteinii normalni - migrace
podle celkového naboje

(podobné moznost tepelné denaturace proteinii a nasledna ELFO)

Dvousmérna (2-D) ELFO:

pripojeni el. pole postupné ve dvou na sebe kolmych smérech
napr.: 1. faze = IEF, 2. faze = SDS ELFO - kombinace pI a molekulové
hmotnosti

Schopnost separace proteinu krevni plazmy:

CAGE: 5 pruhii; SGE: 15; PAGE: 19; IEF > 30;
2-D ELFO: ca. 300 skvrn ~ 75-100 polypeptidi



Elektroforéza

e nespecificka: amido¢erii, Coomassie Brilliant Blue R

e specificka:
barviva pro glykoproteiny, lipoproteiny

sprazeni katalyzy premény specifického
substratu s barvici reakci
- nitrotetrazoliové soli (MTT, NBT) + PMS

bhenazin methosulfat); Fast Blue RR; Fast

arnett GBC, Fast Black K

Mmj redukce NAD*, NADP*

pyruvit MTT, NBT nékdy nutno dodat dalSi enzymy
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Elektroforéza

- = obecné elektroforetogram,
jestlize obarveny enzymy = zymogram (enzymogram)
prouzky = ,,elektromorfy*, ,,alely*, ,,alelomorfy*

izozymy, alozymy
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