Elektroforetické metody
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Elektroforéza je analyticka metoda
zalozena na rozdilné pohyblivosti nabitych
castic v elektrickem poli v tekutem mediu.

Pohyblivost castic zavisi na:

» velikosti naboje vouceL moreng 0 seb
- velikosti a tvaru castice _____
* hmotnosti Castice oF

* vlastnostech prostredi




Bilkoviny: elektricky naboj
COOH CO0~ coo>

NHE NHP NH,

PHN EHN

COOL! CcO0™ COO=

pH < pl pH = pl pH > pl.
bilkovina je vysledny ndboj bilkovina je
polykation bilkoviny je nulovy polyanion

Pri pH = 8,6 putuji bilkoviny od katody (-) k anodé (+)



Rozdeleni elektroforetickych technik

1.Volna (Arne W. Tiselius — Nobelova cena;1948)
Vodné roztoky (elektrolyty)
Castice putuji k elektrodé s opaénou polaritou
Problem: vznikajici teplo,....




Rozdeleni elektroforetickych technik

1.Volna
2.Zonova na nosicich

|zoelektricka fokuzace (IEF)

SDS gelova elektroforéza
Dvojrozmerna (two-dimensional, 2-DE))
Kapilarni elektroforeza (CE)
|zotachoforeza



Nosice
- Papir
- Acetatcelulozova folie
- Gel

Agarozovy gel

Skrobovy gel

PAGE - SDS

Polyakrylamidovy gel (PAGE,polyacrylamide
gel electrophoresis)

sitovy efekt; endoosmoza, ..



Elektroforéza bilkovin v krevnim séru

Postup (zjednodusene):

HYDRAGEL PROTEIN(E) 15/30 sebhia
- Aplikacevzorka "
- Deleni R ————
- Fixace a barveni
- Odbarveni -
- Suseni
- Vyhodnoceni ST S0 S5 SN0 05 S5 N0 0 0 A 0

—

- pH=8,6
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Automaticky elektroforeticky pristroj
Hydrasys (Sebia,Francie
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Vyhodnoceni elektroforeogramu

» vizualni hodnoceni
denzﬂometncky
» skener




IZOENZYMY



HYDRAGEL ISO CK/LD 15/30 sebia
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LIPOPROTEINY



HYDRAGEL LIPO + Lp(a) 15/30 sebia
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IMMUNOFIXACE



HYDRAGEL 4 IF sebia
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PAGE SDS elektroforéza

SDS, DTT, 100°C_

SDS = dodecylsiran sodny

Zruseni disulfidickych vazeb, bilkoviny ziskaji stejny
elektricky naboj, pohyblivost zavisi na molekulove
hmotnosti




PROTEINURIE



HYDRAGEL 5 PROTEINURIE



|zoelektricka fokuzace (IEF)

|IEF je technika rozdelujici bilkoviny podle
jejich izoelektrickych bodu (pl)

* Déleni probiha v gelu s linearnim pH
gradientem vytvorenym smési amfolytu
(100-200), kazdy amfolyt ma jiny
izoelektricky bod



Priklad vyuziti IEF
Stanoveni oligoklonalnich pasu IgG v likvoru

e Bez zahustéeni likvoru

* Soucasne se analyzuje serum a likvor (ve
stejné koncentraci)

 Imunochemicka detekce a barveni



Stanoveni oligoklonalnich IgG pasu v
likvoru a v krevnim séru metodou
izoelektrické fokuzace s naslednym
Imunofixacnhim barvenim umoznuje
kvalitativni vyjadreni intratekalni syntezy
1gG.



HYDRAGEL 9 CSF ISOFOCUSING SEdNa

1 ¢+ 2 2 8 & 4 & &5 & 6 6@ 7 T B8 & H ¥




5 TYPES OF OLIGOCLONAL PATTERNS

1
Normal

2
lg G intrathecal synthesis

3
Ig G intrathecal synthesis

4
No intrathecal synthesis

5
Monoclonal component
splitted in several bands

by IEF procedure :
No intrathecal synthesis

CSF

Serum

CSF

Serum

CSF

Serum

CSF

Serum

Polyclonal

Polyclonal

Oligoclonal

Polyclonal

Oligoclonal

Oligoclonal
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Oligoclonal

Monoclonal

Monoclonal

Same

Different

Different

Same

Same



Dvojrozmerna elektroforéza (2-DE)

v Nejdrive jsou proteiny rozdeleny podle svych
izoelektrickych bodu (IEF)

v a nasledné se proteiny deli v zavislosti na jejich
molekulové hmotnosti (SDS-PAGE)

IZOELEKTRICKA FOKUSACE

Pouziti:
Separace
komplexnich
smesi

bilkovin
(proteomika)

AZ nékolik tisic
proteinovych skvrn!

©

SDS - PAGE

®

HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE




Kapilarni elektroforeza

Je technika zalozena na principu
elektrokineticke separace v kapilare
malého vnitfrniho prumeéru (10 az100 pm),
dlouhe 20 az 200 cm; naplnené
elektrolytem pri vysokem napéti (7 700 V)

Ruzné provedeni (gel, IEF, volna,...)

Vysledkem je rychla a velice ucCinna
separace molekul s vybornym rozlisenim.

Roztok putuje kapilarou najednou



PRINCIP KAPILARNI ELEKTROFOREZY

DETEKTOR
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Migrace

Kontrolovana teplota
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Katoda - Anoda +

sila EOT

Kladny nabo Elektro-osmoticky tok (EOT) je
@ "'adny naboj z mnohem siln&j$i nez elektrické

pufru :> pole.
- thpqmy n_?,bOJ na Ve vysledném efektu, jsou
stene capllary v8echny bilkoviny unaseny ke
katodickemu konci kapilary.




CAPILLARYS
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