Elektroforéza

Elektroforéza patii mezi separacni metody izolujici molekuly o rozdilné hmotnosti, popf. odliSném elektrickém
naboji, vyuzivajici jejich odliSnou pohyblivost v elektrickém poli.

Z historie

Od roku 1892 je zndmo, Ze anorganické ¢astice v koloidnim roztoku plsobenim elektrického pole nendhodné putuji.
Zanedlouho poté byl tento jev popsén i u proteinl ve vodnych roztocich.

V roce 1948 ziskal za sestaveni elektroforetické aparatury NC za chemii Svédsky védec Arne W. Tiselius.

Princip elektroforézy

Elektroforéza vyuziva schopnosti nabitych ¢astic pohybovat se v elektrickém poli, pri¢emz rychlost pohybu ¢éstic je
zavisla na velikosti celkového povrchového naboje, velikosti a tvaru molekuly a jeji koncentraci v roztoku.

Rychlost molekuly pfi elektroforetické separaci Ize vyjadrit:
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kde T je elektrokineticky potencial (V), vje linearni rychlost pohybu ¢astice (m -s~1), E je intenzita elektrického pole
(V- m~1) a n viskozita prostredi (Pa - s), €, je relativni permitivita kapaliny, € permitivita vakua, C konstanta
zavisla na tvaru Castic a na tloustce elektrické dvojvrstvy (napr. pro kulovité ¢astice o poloméru r a velkou efektivni
tloustku dvojvrstvy |, kde r/l < 0,1, je C = 2/3, pro tenkou dvojvrstvu (r/l > 100) je C = 1).

Aplikace elektroforézy
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Volné elektroforéza se provadi ve vodnych roztocich (elektrolytech), v
némz ¢astice putuji k elektrodé s opac¢nou polaritou. Separaci méze
narusit vliv konvencnich proudd vznikajicich vlivem tepla generovaného
priichodem elektrického proudu.

Elektroforéza na nosicich

Provadi se na hydrofilnich poréznich nosicich, jako je napr. neklizeny papir
(chromatograficky), acetat celuldzy, agardzovy gel, polyakrylamidovy gel,
celuléza, nezgelovatély Skrob apod. Podle materidlu se nosi¢ mdze chovat 2 e

jako molekuldrni sito, jimz prochdazeji velké molekuly obtiznéji nez malé. HorizontaIni elektroforéza - nanageni vzorku

Zonalni elektroforéza plasmatickych proteinu

Zonalni, také zénova, elektroforéza se provadi napr. na acetatceluléze. Déleni proteind zde zavisi na typu a poctu
ionizovatelnych skupin postrannich retézcl aminokyselin a na velikosti celkového naboje proteinu (kladného nebo
zdporného).

Je-li pH roztoku, ve kterém elektroforéza probiha vétsi, nez je pl (izoelektricky bod), protein méa celkové zéporny
naboj. Naopak, je-li pH roztoku nizsi, nez pl, protein ma celkové kladny naboj. Odpovida-li pH roztoku
izoelektrickému bodu proteinu, ten se nepohybuje.

Gelova elektroforéza

Gely tvori prechod mezi pevnym a kapalnym stavem. Strukturdiné je gel z vice nez 90 % voda. V gelu nalézame
trojrozmérnou sit, kde péry mohou slouzit jako molekulové sito. Velikost p6rd odpovida velikosti proteind a
nukleovych kyselin. Nej¢astéjsi gely jsou polyakrylamidovy a agarézovy.

Agardza je sit tvorena dlouhymi cukernymi polymery vazanymi nekovalentnimi vodikovymi mUstky a hydrofobnimi

vazbami. Polyakrylamidové gely tvori sit dlouhych molekul polyakrylamidu spojenych pri¢nymi m@stky N,N’-
metylenbisakrylamidu.

Nativni gelova elektroforéza bilkovin

Probiha bez denaturacnich cinidel. Proteiny migruji gelem podle svého celkového naboje, velikosti a tvaru. Citlivost
elektroforézy je dana charakterem pord gelu. Prikladem mUze byt elektroforéza sérovych bilkovin.
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SDS gelova elektroforéza

Proteiny jsou denaturovany dodecylsiranem sodnym (SDS) a B-merkaptoetanolem, ktery zrusi disulfidické

vazby. SDS je denaturacni ¢inidlo a detergent, ktery proteiny obali a denaturuje. Proteiny ziskaji tyinkovity tvar a
pfi pH 7-10 maji diky SDS vSechny stejnou hustotu povrchového naboje. Jejich pohyblivost zavisi témér vyhradné
na molekulové hmotnosti polypeptidovych rfetézcd. Metoda je vhodna pro analyzu makromolekularnich komplexa.

Izoelektricka fokusace

Proteiny se déli v gelu s pH gradientem. Migruji do bodu, kde nemaji zadny povrchovy naboj, tj. do mista, kde se pH
rovna pl.

Dvojrozmérna elektroforéza proteini

akrylamidovy gel

2D elektroforéza umoznuje rozliseni az 10 000 proteind. Proteiny se
nejprve rozdéli podle svych izoelektrickych bod0 v gradientu pH. Po
separaci v prvnim rozméru je provedena SDS-elektroforéza v druhém
sméru, bilkoviny se rozdéli podle své velikosti.

Na rozdil od predeslych metod, jejichz vysledkem jsou frakce obsahujici
¢asto smés nékolika bilkovin, 2D elektroforéza umoznuje izolovat
jednotlivé proteiny i z biologickych vzork{. Vysledné mapy proteind se
mohou porovnavat s kontrolnimi vzorky (napr. pacienti s konkrétnim
onemocnénim a zdravi pacienti). 2D elektroforéza se pouziva i jako
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bilkovina a pouzije se k dalsi analyze ¢i jinému postupu. mustky a hydrofébni vazby mezi dlouhymi

vazby mezi dlouhymi retézci.
Kapildarni elektroforéza cukernymi Fetézci.

Schéma agarézového a akrylamidového gelu
Metoda vyuzivéd pohybu elektricky nabitych latek v elektrickém proudu
rozpusténych ve vodivém médiu - kapiladre naplnéné elektrolytem nebo
gelem. Doprovodnym jevem je elektroosmoticky tok. Na vnitfnim povrchu HOCH, 0
kapildry v misté styku s vodivym roztokem vznikd elektrickd dvojvrstva. | o
Pevna cast (sténa kapilary) je nabitd nepohyblivym ploSnym zapornym OH o o
elektrickym ndbojem. Z kapalné ¢asti se kladné ionty pfipoji ke sténé K B 4 1o
kapilary (dvojvrstva) a ionty se pohybuji ke katodé&. Pohybliva vrstvi¢ka se & / W /
Zene kapildrou a strhne s sebou cely prdrez kapaliny v kapildre. Roztok | @
putuje kapildrou cely najednou (u elektroforézy putuji jen ionty). OH 'n
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