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ELEKTROFOREZA

« Kcemu to je?
— kriterium Cistoty preparatu

— stanoveni molekulové hmotnosti
makromolekul

— stanoveni izoelektrickeho bodu
 vetsinou analyticka metoda, Cili ne pro

separaci Cistych proteinu naveliko (ale

existuje i preparativni elektroforéza)



ELEKTROFOREZA

« techniky vyuzivajici pohyb ionizovanych cCastic
v elektrickem poli

 rychlost pohybu iontu v elektrickém poli zavisi na
— Intenzite elektrického pole
— poméru naboje iontu k jeho velikosti
— odporu prostredi

3 zakladni techniky provedeni (s radou dalsich
modifikaci)
— volna elektroforéza (s pohyblivym rozhranim)
— zonova elektroforéza (na nosicich)

— izoelektricka fokusace a izotachoforéza (rovnovazna
elektroforéza)



EFEKTIVNI MOBILITA

tzv. efektivni mobilita (skuteCna pri realném experimentu) je
obvykle nizSi nez teoreticka a zavisi na fadeé dalsich faktoru

— teplota (resp. viskozita prostredi, ve kterém elektroforéza probiha)

— pH roztoku (vétsina separovanych molekul jsou slabé kyseliny nebo
zasady - s pH se méni jejich naboj a tim i mobilita)

— koncentrace pouzitého pufru (iontova sila roztoku ovliviiuje pohyblivost
iontd)

— ,polomér iontu® — u vétsiny biopolymeru tézko zjistitelny faktor, nicménée
je jasné, ze Cim vetsi molekula, tim nizSi pohyblivost)

— u elektroforéz na nosic€i fada dalSich faktoru (porozita nosice, interakce
iontu s nosiCem a dalsi)

k rozdéleni latek pri elektroforéze dojde jen tehdy, maji-li
dostatecné odlisnou efektivni elektroforetickou pohyblivost



VOLNA ELEKTROFOREZA

» roztok proteinu v trubici tvaru
U, na obou koncich
prevrstveny pufrem bez ) IR TOR)
proteiny, vioZzenim elektrod do :
pufru se molekuly proteinu

zaCnou pohybovat k B =g
elektrodam s opacnou stoupajici B
polaritou a rozdéli se na rezhrani . N g
zakladé rozdilnych naboju a S i
koeficientll tfeni — vzniknou G - o
pohybliva rozhrani mezi 3 I
jednotlivymi druhy proteint sl '

- historicky prvni metoda, fada vpoia | >

nevyhod (konvekéni michani |
zon, mnoho vzorku) i



ZONOVA ELEKTROFOREZA

elektroforéza na nosici, jako je filtracni papir, celuldéza, rizné typy
gell (agarosa, polyakrylamid)

vyrazne omezeni konvekCniho michani, lepsi rozdeleni, méne
vzorku

elektroforéza na celuloze

— vzorek ve formé kapky se nanasi na pruh filtraéniho papiru navihéeného
roztokem pufru, konce se ponofi do oddélenych elektrodovych prostoru

— pohyb iontu je v rozhodujici mire zavisly na pomeéru naboje k velikosti
Castice

— zdanliva podobnost s papirovou chromatografii, ale tam je deleni dano
polaritou molekul

elektroforéza v gelu
— pordzni gely umoznuji separaci na principu molekulového sita a
zaroven elektroforeticka pohyblivost
— na rozdil od gelove filtrace se velké molekuly zpozduji za malymi



papirova elektroforéza gelova elektroforéza
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ZONOVA ELEKTROFOREZA

 PAGE - kontinualni Ci diskontinualni usporfadani (koncentrace gelu,
pH, iontova sila)

— zaostrovaci gel : nejpohyblivejsim aniontem je chloridovy, nasleduji
zony bilkovin a posledni je glycin, pfi konstantni hodnote intenzity
proudu se sefazene zony pohybuji stejnou rychlosti, dochazi ke vzniku
ostfe ohrani¢enych za sebou tésné nasledujicich zén iontl, protoze
rychlost pohybujicich se z6n je konstantni, vytvari se stupnowty
gradient potencialu — vznika samozaostruj ici efekt. Zpozdi-li se néktery
ijon za ,svou“ zénou, ocitne se v prostredi s vétsSi hodnotou potencialu,
ktery ho okamzité urychli tak, aby dohnal svou zénu (a naopak)

— délici gel : ma vyssi hodnotu pH nez rozdeélovaci, glycin se stava

v s

druhym nejpohyblivéjSim iontem + rizna pohybllvost v gelové matrici —
dochazi k déleni

« SDS PAGE

* pulsni gelova elektroforéza DNA
— 0,1% agarosa nejkiehCi pouzitelna, rozdeleni jen do 100 kbp



Odhad molekulové hmotnosti proteinu pomoci SDS PAGE

of

Myosin 200,000

#-Galactosidase 116 250
Glycogen phosphorylase 5 97 400

Bovine serum albumin 66,200

Ovalbumin 45 000

Carbonic anhydrase 31,000

Soybean trypsin inhibitor
Ly=ozyme

21,500
14,400
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ROVNOVAZNA
ELEKTROFOREZA

* |EF — izoelektricka fokusace je
diskontinualni elektroforéza v prostredi
gradientu pH
— gradient se vytvari sam (amfolyt — smes
peptidu o ruzném pl), pH se snizuje od katody
k anodé

— proteiny putuji do mista odpovidajici jejich pl
s presnosti 0,001 jednotky pH

* dvourozmérna elektroforéza, afinitni
elektroforeza



Dvourozmérna elektroforéza
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DETEKCE PO ELEKTROFOREZE

proteiny
— Coomassie modr (R-250, G-250) v roztoku methanolu a kyseliny
octové (fixace, komplex barvivo-protein)

— barveni stfibrem — vysSSi citlivost (0,1 ng) — redukce stfibrného
iontu na kovoveé stfibro formaldehydem v alkalickém prostredi
— stanoveni aktivity (enzymy)

— Western blot — preneseni proteinu na nitrocelulosovou nebo
polyvinylidenfluoridovou membranu a nasledna visualizace
(Ponceau S, amidoCern, imunodetekce)

DNA

— ethidium bromid i jina fluorescencni barviva
— barveni stfibrem

— Southern blot



Southern blot s radiodetekci
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gelovy elektroforeogram
obsahujici zkoumané
sekvence DNA

denaturace NaQOM
a pfenos na
nitrocelulosu

LTI

nitrocelulosovy

otisk gelové
elektroforezy
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