Elektromigra¢ni metody



Podstata

., Pohyb elektricky nabitych castic

v elektrickem poli“



1880
1897
1930

1962
1967

1970
1975
1976

Historicky prehled

prvni elektroforetické separace Smirnow,Hardy

regulacni frunkce Kohlrausch
volna elektroforéza Tiselius
(1948 Nobelova cena)
izoelektricka fokusace Vesterberg, Svensson
kapilarni elektroforéza v rotujici
1 - 3 mm kremenné kapilare Hjerten
SDS PAGE Laemmli
2D-elektroforéza O Farrell

isotachoforeéza Everaerts, Mikkers



Teoreticke aspekty
elektromigracnich metod



Mobilita



Elektricka sila F,
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Sekundarni jevy

* Jouleovo teplo

e Elektroosmoza



Jouleovo teplo

P = vykon [W.m™]
S = prufez [m?]
k= vodivost [Q1.m]

i = elektricky proud [A]



Elektroosmoticky tok

Capillary wall with dissociated silanol groups
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Elektroosmoticky tok
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Elektroforéza

,Déleni nabitych castic na zaklade
rozdilnych elektroforetickych
mobilit*



Elektroforéza

* Volna
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Volna elektrotoréza
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Zonova elektroforéza
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Stabilizace

Rotaci
Gradienty hustoty
Poréznimi medii

Kapilarou



Pozadavky na porézni media

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

* transparentnost



Upotadani

Horizontalni




Upotadani

Vertikalni
+
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Chromatograficky papir

Slozeni — celulosa

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

Pouziti : teme€r uz se nepouziva




Agar a agarosa

SloZeni — kopolymer galaktosy a anhydrogalaktosy

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

Pouziti : imunoelektroforetické metody
elektroforéza NK




Acetat celulosy

SloZeni — acetat celulosy

+ Komercné dostupny
+ Dobré mechanické vlastnosti

PouZiti : imunoelektroforetické metody

klinickée aplikace



Skrob

SloZeni — hydrolyzovany skrob

+ poprve se uplatnuje efekt molekuloveho sita
- Spatné mechanické vlastnosti
- Komplikovana a nereprodukovatelna priprava

- Neni transparetni

Pouziti : 1zoenzymova analyza




Sypane¢ vrstvy

SloZzeni — Sephadex — zesitovany dextran

+ uplatiuje efekt molekulového sita

Pouziti : preparativni




Polyakrylamid

SloZeni — kopolymer akrylamidu a
N,N,- methylenbisakrylamidu

+ plné spliuje pozadavky

Pouziti : analyza bilkovin




Polyakrylamid
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Polyakrylamid - priprava

Radikalova polymerace

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



Polyakrylamid - slozeni

_I_
T = X 00 %
m
b
C = X 00 %
at b

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



Provedeni PAGE

vertikalni x horizontalni
deskové x trubickoveé
homogenni x gradientové

kontinualni x diskontinualni






Provedeni PAGE

Buffer Tank
and Lid

Casling Stand

Casting Frame

and Glass
Plate Sandwich

;"f Clamping Frame
Plastic Comb = —— =7 and Electrode
e Assembly

Glass Platas ;fi'ﬁi )
Integrated Spacers g-?:il:lila Loading



Diskontinualni PAGE
Orstein, Davis
| Elektrodovy puft Koncentracni gel
Tris Glycin pH 8.3 [zotachoforéza
Koncentracni gel Koncetracni pufr
T=3-5% Tris HCI pH 6.8
I BN

Separacni pufr Separaéni gel
e e 8l .3 , , ,
rs Llyein p Z0nova elektroforéza

Elektrodovy pufr

Tris Glycin pH 8.3

Separacni gel
T=x%

A




SDS PAGE

OSO3 Na*

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



SDS PAGE




Stanoveni Mr pomoci SDS
PAGE

Mr \
skvrna
Rm =

celo




Stanoveni Mr pomoci SDS
PAGE - standardy
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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

Starting tem plate amounts
100 fmol 5 fmaol 1 fmol
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Izotachoforéza

. Vzorek je umisten mezi dva
elektrolyty : vedouci L (leading) s
nejvyssi mobilitou a - uzavirajici T

(terminating) s nejmensi
mobilitou’



Izotachoforéza




Izotachoforéza
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Izotachoforéza

My = B = Hp = Hy
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Kohlrauschova regulacni funkce
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Analyticka ITP

Napajeni
+ -
o ©
Detekce
o~ | |
4
Davkovani IT

el

Zapisovac



Analyticka I'TP
Instrumentace

Napajjeni - steyjnosmérné 30 kV 0,2 — 0,5mA
Kapilara 0,1 — 2 mm
Davkovani - davkovaci ventil
Detekce - universalni — konduktometricka
— potencialng

gradientova
- selektivni — UV-VIS



Analyticka ITP
Metoda spojovani kapilar

Predseparacni kapilara — 2 mm

Analyticka kapilara — 0.1 mm




Izotachoforeticky zaznam
kvantita




Izotachoforeticky zaznam
kvalita




Preparativni ITP

V gelech - Sephadex
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Preparativni ITP

Kontinualni ploSna

VVVYVYV

T | A+B L




_____...._...pﬁmu v gelu

detekce __otisk

“po pienosu
“blotting




Reak rvick

Postup:  A. Fixace

B. Barveni
C. Odbarvovani

PouZivané barvicky Amido Black 10 B
Coomassie Brilliant Blue R 250
Coomassie Brilliant Blue G 250
Fast Green

Panceau S




Barveni Ag

- amoniakilni Ag"
Ag
“AgNO;

Postup: A.Navazini Ag' na bilkovinu
B. Redukce Ag” na Ag'




Nespecificka detekce
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SDS-PAGE Standards provide accurate molecur-

Lar weight determinations. A. High range SDS5-

PAGE Standards iy on a 7.8% gel and stained

with Coomassie biue R-250 dye, B. Low range

Silver Stain SDS-FAGE Standards run on a 12%
{ and stained with Bio-Rad's Sifver Stain Kit,

. Broad range Biotinylated SODS-PAGE stan-
dards mun on a 4=-20% gradient gel, blotted to
nitroceliulose, and defected with Avidin-AF D,
Polypeptide SD5-PAGE Standards mum on a
16.5% fricine gel and stained with Coomassie
biue G-250 dye. E. Broad range SD5-FPAGE stan-
dards for SYPRO Orange srmr'.-ln%mn or a
4-20% gel and stained with SYPRO Orange.



Fluorescencni detekce




Radioaktivni znaéeni

specifické

-
.

nespecifické
A. Autoradiografie 2p, 12y

znaleny protein —p rentgenovy film
B. Fluorografie H, ", S

znaceny protein —» fluorofor —®rentgenovy film




Autoradiografie




Detekce ruznych skupin bilkovin

glykoproteiny Schiffova reakce (oxidace s HJO,, reakce s Schiffovym

¢inidlem - bazicky fuchsin)
lipoproteiny Sudan B
hemoproteiny peroxidazové aktivita (hem + benzidin + H,O,)
Cu” alizarin

Fe' fenantrolin




Detekce glykoproteinu

180,000
97,000
82,000
66,000

42,000

29,000

18,000

14,000




Detekce na zakladé biologicke
aktivity

Detekce na zakladé enzymoveé aktivity

Rozdéleni A. bezbarvy substrat —barevny produkt
B. barevny substrit — bezbarvy produkt
C. bezbarvy substrit — bezbarvy produkt
—barevny produkt

D. auxiliarni enzymy —barevny produkt

Detekce

pFimo v gelu
- pFimo v gelu se zapolymerovanymi substraty
- otisk - zymogram

- indikatorové gely



Imunodetekce

ANTIGEN

|

PRIMARNI PROTILATKA

PROTEIN G / T \ PROTEIN A

SEKUNDARNI PROTILATKA

radioaktivni ("**I) fluorescenéni enzymové avidin-biotin koloidni Au
znadeni




