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Princip elektroforezy I.

Separacni metoda vyuzivajici ruzné pohyblivosti ruznych
lontu (slozek smesi) ve stejnosmernem (homogennim)
elektrickem poli.

Pohyblivost iontt zavisi na:
pouzitém elektrolytu (kapalné fazi)
chemickeé vilastnosti a porozita nosice

Veétsinu biologicky zajimavych latek Ize ve vodném prostredi
—— prevest na elektricky nabité castice.

Metodika: disociace, zména pH, adsorpce iontu jiného
druhu, chemickou vazbou - tvorbou tzv. ionogennich
komplexu.




Princip elektroforézy Il.

1.
. k separaci velkych molekul (proteiny nebo NK)

w N
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Pouziti

pro ucely analyticke | preparativni.

k separaci mensSich molekul (cukry, peptidy nukleotidy)

Faktory ovlivnujici pohyblivost latky

Celkovy povrchovy naboj separovane latky
Velikost a tvar molekuly

Porosita gelu

pH a slozeni elektrolytu



VOLNA ELEKTROFOREZA
Kontinualni zonova elektroforéza
(volna, beznosicova) Koutinuaing piivédany elekirolyt
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Odebirane frakce

Elektroforéza s pohyblivym rozhranim; moznost oddéleni pouze
nejpomalejsSich a nejrychlejsich iontl. Nejstarsi, dnes jiz velmi
malo pouzivana metoda.

Vyhody: znaény vykon; malé ztraty, u€¢inné déleni.

Pouziti: déleni tkanovych extraktu, bilkovin, zivych bunék i jejich
casti, Cisténi syntetickych hormonu pro genetické inzenyrstvi v
beztizném stavu — az 5x vetsi Cistota nez v podminkach
pozemskych laboratori.



Elektroforéza na nosicich |.

provadi se na hydrofilnich poréznich nosicich, nerozpustnych ve vodé,
s minimalni adsorpcni schopnosti, zabranuje zpéetnému miseni rozdélenych
slozek

Nosice

- neklizeny papir ( tzv. chromatograficky )
- acetat celulozy

- Skrob (nezgelovatély)

- celuldza

- agardzovy gel

- polyakrylamidovy gel

Papirova elektroforéza — nosiCem elektrolytu je chromatograficky papir — analyza
bilkovin; déleni nizkomolekularnich latek, aminokyselin

Elektroforéza na tenké vrstvé — nosi¢em elektrolytu (H20 + pufr) je vrstva
silikagelu nebo skrobu na sklenéné podlozce.

Gelova elektroforéza — vliv porozity gelu na separaci ¢astic




Elektroforéza na nosicich Il.

Kombinovana elektroforéza —
déleni je vyuzito (kromé.el.naboje) jeste dalsich odlisSnosti —
napr. velikosti a molarni hmotnosti iontu. Nosi¢em elektrolytu
je obvykle gel, pri deleni je vyuzito moznosti gelove
chromatografie (porozita gelu)

pf. SDS-PAGE elektroforéza — déleni latek podle Mr

Kapilarni elektroforéza

—— metoda vyuzivajici pohybu elektricky nabitych latek v
elektrickem proudu rozpustéenych ve vodivém mediu, kapilara
naplnena elektrolytem nebo gelem, doprovodnym jevem je

elektroendoosmoticky tok




Elektroendoosmoza

* na vnitrnim povrchu kapilary v
misté styku s vodivym roztokem
vznika elektricka dvojvrstva

- pevna cast (sténa kapilary) je

nabita nepohyblivym ploSnym =Rl | %%
zapornym elektrickym nabojem / B C
- z kapalné ¢éasti se kladné ionty o

pripoji ke stene kapilary .

(dvojvrtva), ionty se pohybuji k (68 66 TH

anOdé © 006000

« pohybliva vrstvicka se zene i i i i isi i
kapilarou a strhne sebou cely © 000000 o
prurez kapaliny v kapilare o666

* roztok putuje kapilarou cely S cNoRoNoNeoNe
najednou (u elektroforézy putuji i%i%i i <L i i o

jenionty). ;

Electroosmotic Flow



MODIFIKACE GELOVE

ELEKTROFOREZY
METODIKA
Papirova nebo tenkovrstevna eleldroforeza
nasik smest
+ pir nebo fenka -

Elektroforéza s gradientem porozity _\ / ™ L\ U7
Izoelektricka fokusace — gradient pH Gl delmoforezs v
v gelu — déleni bilkovin podle jejich /< |
izoelektrického bodu (pouziti pro ﬁ m |
diagnosticke klinické analyzy, k déleni F
bunék a VWCI) w]meh_a'nhu !elem

L

Izotachoforéza — pohyb zon stejnou
rychlosti (rtzné elektrolyty v
katodovéem a anodovém prostoru).




KOMBINOVANE ELEKTROFORETICKE METODY
(zvyseni ucCinnosti separace, citlivosti detekce)

2D elektroforéza — kombinace izoleektrické fokuzace s gelovou
chromatografii

Elektrochromatografie — dvourozmerna — jeden smer
chromatografie, druhy smér elektroforéeza,

Elektrodialyza,

Elektroultrafiltrace,

Elektrodesorpce — eluce slozek afinitni chromatografie elektrickym
polem.

Blotting




Z.onova elektroforéza pro separaci plasmatickych
proteinu (acetatceluloza)

Déleni proteinu zavisi na:

- typu a pocCtu ionizovatelnych skupin postrannich fetézcu (R)
aminokyselin

- velikosti celkového naboje proteinu (kladného nebo zaporného)

Je-li pH roztoku, ve kterem elektroforéza probiha véetsi, nez je pl,
protein ma celkovy (?) nabo.

Je-li pH roztoku, ve kterém elektroforeza probiha nizSi, nez pl,
protein ma celkovy (?) nabo;j.

Odpovida-li pH roztoku, ve kterem elektroforeza probiha pl, protein se
nepohybuje.



Prouzek acetatcelulozy

Elektroforéza

Rozdélené proteiny

Densitogram
(densita je primo umérna koncentraci)



Pouziti zonové elektroforézy v klinické praxi

Polyclonal hypergammaglobulinemia

rrrrrrrrrrr

Jl\

Hypergamaglobulinemie

Hypogamaglobulinemie

Normalni sérum



Gelova elektroforéza

Gely tvori pfechod mezi pevnym a
kapalnym stavem, 99% je voda.
Vytvari se trojrozmerna sit, pory
slouzi jako molekulove sito.
Velikost poru odpovida velikostsi
proteinu a nukleovych kyselin.

Figure 1.5. Agarose and acrylamide gels. (A)
Agarose gels form by non-covalent hydrogen and
hydrophobic bonds between long sugar poly-
mers. (B) Acrylamide gels have covalent cross-links
(*) between polymer strands.

Agardza - sit tvorena dlouhymi cukernymi polymery vazanymi
nekovalentnimi vodikovymi mustky a hydrofobnimi vazbami.

Akrylamid — sit monomeru akrylamidu (CH,=CH-CO-NH,)
spojenych kovalentnimi pricnymi vazbami pomoci N,N"-
methylylenbisakrylamidu (CH,=CH-CO-NH-CH2-NH-CO-

CH=CH,), vytvafi dlouhé retézce.




Protismeérna imunoelektroforéza

ENA screen

Migrace antigenu a protilatky pri elektroforéez
proti sobée
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Raketkova elektroforéza

Mancini + elektroforeticka separace

Ab in gel
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Ag Concentration




Dvourozmeérna imunoelektroforeza

kombinaci elektroforézy a raketkové imunoelektroforézy.

a) Gelovou elektroforézou se rozdéli smés antigenu.

b) Odriznuty prouzek gelové vrstvy s rozdélenymi antigeny se pfenese na
novou desku, plocha se doplni gelem s protilatkou, viozi se napeti




IMUNOELEKTROFOREZA

® proteiny maji el. naboj

@ podle naboje se rozdeéli v elektrickém poli
(albumin, o, B, y- frakce )

@ orientacni informace o zménach
v kvantitativnim zastoupeni jednotlivych frakci

® moznost denzitometrické kvantifikace



ELEKTROFOREZA

ELEKTROFORETOGRAM

-~ M-

/ / / /
/ 4 / i |
| /
'Y glo::uliny BZ p1 02 0.1 alb:lmin

DENZITOMETRIE




Imunoelektroforéza

| > @ |
o I Sl | .
o I | . '
| " ..:'Z:;:- |
o
{ {

imunodifuze

aplikace séra  separace bilkovin aplikace antiséra vytvoreni
do jamky elektroforézou do Zlabku precipitacnich linii



IMUNOELEKTROFOREZA

1l

elektroforeticke rozdéleni sérovych |Ig ’

2. difuze a precipitace ’

J. obarveni precipitacnich linii a hodnoceni

pacient A: normaini nalez |gG, M, A ‘ {

ight .
IgG
A4 4 REEERR——lr) A A A8
( + antilgG, antilgA, antilight
19G lgA paraprotein
ight
pacient B: paraprolein ve Hile IBAA l ; F

M-gradient {paraproteirn)



HUNTER IMMUNOLOGY UNIT
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IMUNOFIXACE

aplikace
séra

D

separace
bilkovin
elektroforézou

aplikace denatura¢niho
¢inidla - precipitace vSech
separovanych bilkovin

/M 1 B

/

imunodifize

aplikace protilatek
(anti-IgG, anti-IgA, anti-IgM, anti-x, anti-1)
precipitace s danou bilkovinou

promyti a
obarveni

—

albumin N
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¥

TSP
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imunofixace IgG—k myelomu



Imunofixacni elektroforéza

Gamapatie
Elektroforeticka separace proteinu na gelu
Imunoprecipitace s monospecifickymi antisery

SPE I1gG lgA
1 2 3




IMUNOFIXACE

1. elekiroforetické rozdéleni seérovych |Ig
2. imunofixace - reakce sérovych Ig s anti Ig [

3. promyti, barveni |

pacient A ) zdrava kontrola
b bt
Ci-; - -
SPE IgG IgA 1gM ¢ A | SPE IgG IgA IgM «

2dravd kortrola: negativni nalez

- pacient A: paraproiein ve ifidé IgG (x) l




PRECIPITACNI KRIVKA

Mnozstvi precipitaitu o——"—

o nadbytek Ab

Mnozstvi antigenu == —




IMUNOFIXACE VZORKU SERA ZDRAVE OSOBY
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LEGENDA: sloupec €. 1: elektroforéza séra

dalsi sloupce: imunochemicky prukaz jednotlivych
tézkych a lehkych retézcli
imunoglobulinu,
je zretelna polyklonalni produkce



, IMUNOFIXACE VZORKU
SERA NEMOCNEHO S PARAPROTEINEM IgM A
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LEGENDA: sloupec €. 1: monoklonalni pruh na pozici 6

sloupec ¢. 4 a 6: imunochemicky diikaz
pritomnosti paraproteinu IgM A




) IMUNOFIXACE VZORKU
SERA NEMOCNEHO S PARAPROTEINEM IgG A
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LEGENDA: sloupec ¢. 1:
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IgM K A
d S 6

monoklonalni pruh na pozici 6

imunochemicky dukaz
pritomnosti paraproteinu IgG A

susp. mnohocetny myelom IgG A




) IMUNOFIXACE VZORKU
SERA NEMOCNEHO S PARAPROTEINEM IgG A
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sloupec €. 2 a 6: imunochemicky diikaz
pritomnosti paraproteinu igG A
INTERPRETACE: paraprotein IgG A




IMUNOFIXACE VZORKU SERA

NEMOCNEHO S PARAPROTEINY IgG ) a IgA )
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LEGENDA: sloupec ¢. 1: monoklonalni pruhy na pozici 4 a 6

sloupec €. 2 a 6: imunochemicky dtikaz

pritomnosti paraproteinu IgG A
sloupec ¢. 3 a 6: imunochemicky diukaz

pritomnosti paraproteinu IgA A

INTERPRETACE: dva paraproteiny IgG A, IgA A
KOMENTAR: pfitomnost dvou klonti myelomovych bunék




) IMUNOFIXACE VZORKU
SERA NEMOCNEHO S PARAPROTEINEM IgM «
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LEGENDA: sloupec ¢. 1: monoklonalni pruh na pozici 4

sloupec ¢.4 a 5: imunochemicky dukaz
pritomnosti paraproteinu IgM«

INTERPRETACE: susp. Waldenstromova makroglobulinemie




Dva hlavni typy gelové elektroforézy

Nativni gelova (nedenaturacni) elektroforéza

 Probiha bez denaturacCnich Cinidel.

*  Proteiny migruji gelem podle sveého celkového naboje velikosti a
tvaru a podle velikosti p6éru v gelu.

SDS gelova elektroforéza

* Proteiny jsou denaturovany dodecylsiranem sodnym (SDS) a [3-
merkaptoetanolem (zrusSi disulfidickeé vazby).

« Pohyblivost zavisi na molekulové hmotnosti polypeptidovych
retézcu (Mr)

* Vhodna pro analyzu makromolekularnich komplexu.

SDS — denaturacni Cinidlo a detergent, proteiny obaluje a denaturuje
proteiny dostanou tyCinkovity tvar a pri pH 7 — 10 maji vSechny
stejny naboj (-) a migruji k anodé



SDS-Polyacrylamide Gel
Electrophoresis (SDS-PAGE)

*SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) aniontovy CH;
detergent

—solubilizuje a denaturuje proteiny
—dodava proteinum negativni naboj

VétSina proteinu vaze SDS ve stejném
pomeru, asi 1,4 g SDS/g proteinu

-Zvysena teplota denaturuje proteiny



Denaturované proteiny maji vlaknity tvar a stejny
zaporny naboj dany vazbou SDS — migrace tedy zavisi
pouze na jejich molekulové hmotnosti




Proc¢ pouzivat akrylamidovy gel k
separaci proteinu?

Akrylamidovy gel: pevna a inertni matrix
Idealni pro separaci proteinu

Mensi velikost poru nez u agarosy

Proteiny jsou mensi nez intaktni chromoz. DNA

Gel je vytvoren polymeraci akrylamidu a N ,N"-

methylenbisakrylamidu zahajenou volnymi radikaly vzniklymi
pri rozkladu persiranu amonného.



Molekulova hmotnost proteinu

velikost merena v daltonech (Da) Ci kilodaltonech (kDa)

Dalton = jednotka atomoveé hmotnosti

= priblizne se rovha hmotnosti atomu H
(1,66 x 1024 g)

= definovan take jako 1/16 hmotnosti atomu O

Pramérna aminokyselina = 110 Da
Pramérny nukleotidovy par = 649 Da



Jak funguje SDS-PAGE?

‘Negativné nabité %S's_], %

proteiny se pohybuiji ‘ ‘ SDS, zahtati

ke kladné elektrodé - "\Spmteinys
'( '_ -\_-/ sps

*Mensi proteiny se
pohybuji rychleji

‘Proteiny se rozdeluji
podle velikosti —
(molekulové —
hmotnosti) +




Separace tkanovych proteinu v PAAG

Myosin (téZky retézec)

Aktin

Tropomyosin
Myosin (lehky Fetézec)

Myosin (lehky retézec)

Myosin (lehky Fetézec)

1. Molekulovy marker 5. Aktin
2. Jatra 6. Myosin
3. Srdce 7. Marker

4. Sval



Naneseni vzorku
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Urcovani molekulové hmotnosti proteinu
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Izoelektricka fokusace
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Proteiny se déli v gelu s pH gradientem.
Migruji do bodu, kde nemaji zadny povrchovy naboje
(pH odpovida danému izoelektrickému bodu pl)



Dvojrozmérna (2D) elektroforéza proteinu

Umoznuje rozliseni az 10 000 proteint.

Proteiny se nejprve rozd¢€li podle jejich pl v gradientu pH.

Po separaci v prvnim rozmeéru je provedena elektroforeza v gelu.
Proteiny migruji ve druhém rozmeéru v zavislosti na své velikosti.
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Izoelektricka fokusace

Pri nizkém pH jsou Pri urdité hodnoté pH Pri vysokém pH jsou
proteiny nabity kladné a proteiny ztraci svuj niboj  proteiny nabity ziporné a
putuji ke katodé (= isoelektricky bod proteinu) putuji k anodé

a jiZ se nepohybuji




IZOELEKTRICKA FOKUSACE
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Obrazek 2. Dvojrozmeérna (2D) elektroforéza. Po izoelektrické fokusaci v pH gradientu v
elektrickém poli nasleduje elektroforeticka separace v polyakrylamidovém gelu (SDS-
PAGE...sodium dodecylsulphate - polyacrylamide gele electrophoresis). Vizualizace proteint
je mozna po obarveni (na obrazku pouzita Coomasie blue).

Vysledne ,,mapy‘ proteinu se porovnavaji s kontrolnimi vzorky
(pacienti s konkrétnim onemocnénim a zdravi pacienti).

Po ,,vyfiznuti* oblasti vykazujici odliSnost je provedena analyza
hmotnostni spektrometrii.



Western blot (imunoblot)

Technika na bazi elektroforezy a enzymove reakce (ELISA)

1. faze: klasicka SDS-PAGE
Antigen nanesen do polyakrylamidového gelu a separovan v elektrickém
poli dle molekularni hmotnosti proteinu.

2. faze: blotovani

Gel z elektroforézy se nasledné prilozi na nitrocelul6zovou membranu.
Na blotovacim zarizeni dojde pusobenim elektrického proudu k
preblotovani proteini z gelu do membrany.

Na membrané vznikne jakoby ,,kopie‘“ proteinl separovanych na gelu.

3. faze: vyvijeni (stejné jako ELISA)

Membrana necha inkubovat s testovanym sérem (protilatkami).

Po promyti membrany se pridava konjugat (neboli protilatky proti druhove
specifickym protilatkam znacené enzymem).

Po inkubaci s konjugatem a promyti se prida substrat. ,,bandy“, na néz se
navazaly specifické protilatky se obarvi (viz obrazek SDS-PAGE).




Sestava pri blotovani
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Imunochemicka detekce antigenu na
membrané po prenosu

substrat ‘

‘ promyti

2. protilatka ‘

(znacena enzymem)

promyti

vy$etiovana
protilatka (v séru)

antigen
imunosorbent




