Pristrojové metody molekularni biofyziky

doc. Mgr. Karel Kubicek, Ph.D., Ustav fyziky kondenzovanych latek,
CEITEC MU,

m: karelk77@gmail.com
20563 @mail.muni.cz

t:  +420 549 49 3253

Pro potiebu Skolniho roku 2024/25 zkratil a doplnil komentati V. Mornstein


mailto:karelk77@gmail.com
mailto:20563@mail.muni.cz

Biomolekularni védy maji kliCovy vyznam pro molekularni medicinu.

Budeme se zabyvat zafizenimi pro studium struktury, méreni koncentrace (in-
vitro i in-vivo), a pro studium vlastnosti membran

Nejbeznejsi zarizeni zalozena na interakci elektromagnetickeho zareni s
makromolekulami

VIS, UV a IR spektrofotometry

Ramanovy spektrometry

Zarizeni pro meéreni cirkularniho dichroismu
Zarizeni pro rentgenstrukturni analyzu
Nuklearni magnetickou rezonanci
Hmotnostni spektrometrie

FluorescencCni techniky

Zafizeni zaloZena na jinych vlastnostech biomolekul (napf. mechanickych a
elektrickych)

Elektroforéza

Zafizeni pro méfeni membranovych potenciall a koncentrace iontu v burikach



Tento vyzkum je orientovan zejmeéna na strukturalni
studie, které umoznuji porozumeét napr.:

» Specificnosti enzymatickych a imunologickych reakci

> Uc¢inkdm nékterych 1ékd (napf. cytostatik) na molekularni
urovni.

» MechanismUm pasivniho i aktivniho transportu

» Bunécénému pohybu

16/10/2023 Karel Kubicek 3



16/10/2023 Karel Kubic¢ek



Chemickeé slozeni lidského tela

D OO0 T

(65 %) Voda

(20 %) Proteiny

(12 %) Lipidy (tuky)

( 1.1 %) Nukleové kyseliny

lonty (Na*, K*, CI;, PO, ...)

Plyny (O,, CO,, ...), karbohydraty (glukdza), hydroxyapatit
(forma vapniku a fosfatu — zuby, kosti), volné radikaly, etc.
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vazby
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VIl] Sekundarni struktura

1) a-Sroubovice (a-helix)
2) B-skladany list (B-sheet)
3) Ohyb, smyc¢ka (loop/turn)
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VII] Sekundarni struktura antiparalelni usporadani
1) a-Sroubovice (a-helix)

2) B-sklada- st (B-sheet)
3) Ohyb, = turn)
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VIl] Sekundarni struktura
1) a-Sroubovice (a-helix)
2) B-skladany list (B-sheet)

3) Ohyb, smycCka (loop/turn)
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Nukleové kyseliny



Watson-Crickovské parovani bazi

adenine : thymine

F—0.23 nm —y

Thymine Adenine Cytosine

— 0.30 nm —

1.11 nm
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= 3.4 nanometers

1 turn = 10 base pairs

2 nanometers

minor groove

major groove
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Nejbéznéjsi typy DNA: B-DNA (a), A-DNA (b), Z-DNA (c)

¢
. -
konformace Q,%
Smér vinuti pravotoCiva  pravotociva levotociva
Pocet parll bazi 10.5 11.0 12.0

na otacku

Priameér ~2.0 nm ~2.6 nm ~1.8 nm
Sroubovice

Konformace C2’-endo C3’-endo C2’-endo (pyr)
cukru C3’-endo (pur)
Velky Zlabek Siroky, uzky, plochy
Major groove hluboky hluboky

Maly zlabek uzky, Siroky, mélky  uzky, hluboky
Minor groove hluboky
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> Spektrofotometry jsou laboratorni pristroje pouzivané pro
mereni koncentrace latek absorbujicich nebo emitujicich
infraCervené, viditelné nebo ultrafialové svétlo. Mohou byt téz
pouzity pro studium jejich chemické struktury.

» Absorpcni spektrofotometry: zalozeny na spektralni zavislosti
absorpce svétla.

» Emisni spektrofotometry: Zdrojem svétla je sama analyzovana
|latka, jez je injektovana nebo rozprasovana do bezbarvého
plamene. Emitované svétlo prochazi optickym hranolem nebo
mrizkou, takze mUzeme ziskat celé emisni spektrum. Frekvence
pritomné ve spektru umoznuji identifikovat napr. pritomné ionty.

» Spektrofluorimetry: emise svétla je vyvoldna svétlem o vinové
délce kratsi nez je vinova délka svétla emitovaného.



Absorpcni spektrofotometrie je zalozena na absorpci svétla pri
pruchodu vrstvou roztoku. Jeho koncentrace muze byt zjiSténa pomoci
Lambertova-Beerova zakona:

| = 1,-10-¢c

¢ je koncentrace rozpusténé latky, x tloustka vrstvy, /, pdvodni intenzita
svétla, / je intenzita svétla po prichodu vrstvou. Konstanta € (epsilon,
absorpcni nebo extinkcni koeficient) zavisi na vinové délce svétla, na
rozpusténé latce a rozpoustédle. Jeji hodnoty pro bézné chemické
slouceniny Ize nalézt v tabulkach. Tyto hodnoty jsou vzdy udavany pro
urcitou vinovou délku (obvykle absorpéni maximum). Ciselné hodnoty
tohoto koeficientu zaviseji na tom, jak je vyjadfovana koncentrace
rozpusténé latky. KdyZz pouzijeme mol.l%, hovofime o molarnim
absorpcnim koeficientu.
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Pomeér intenzit svétla proslého a dopadajiciho se nazyva
transmitance (drive transparence). Dekadicky logaritmus
prevracené hodnoty transmitance se nazyva absorbance A.

S ohledem na L.-B. zakon je tedy absorbance primo umérna
koncentraci rozpusténé latky a tloustce absorbujici vrstvy roztoku.

A=¢.C.X



>

>

Podle konstrukce rozdélujeme spektrofotometry na jednopaprskové
a dvoupaprskové.

U jednopaprskovych spektrofotometrl jeden svazek svétla
prochazi nejdfive srovnavacim a pak mérenym vzorkem (kyvety
obsahuijici roztoky musi byt pohyblivé). U dvoupaprskovych
spektrofotometrui jeden svazek svétla prochazi mérenym vzorkem a
druhy srovnavacim vzorkem (blankem). Dvoupaprskoveé pfistroje
umoznuji podstatné rychlejsi méreni, avsak jsou drazsi. U
jednoduchych pfistroju je nastavovani vinové délky svétla rucni. U
pokrocilejSich pfistrojl se toto nastavovani déje automaticky, coz
umoznuje primo ziskavat absorpcni krivky, tj. grafy zavislosti
absorbance na vinové délce svétla.
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Jednopaprskovy spektrofotometr

Zdrojem svétla (1) je Zarovka s
wolframovym vlaknem. Jeji
polychromatické svétlo prochazi
kondenzorem (2) a odrazi se od zrcadla
(3) na vstupni stérbinu (4)
monochromatoru (¢asti 4 az 8, plus 12).
Svétlo je soustredovano ¢ockou (5) na
odrazovou optickou mtizku (6), ktera
tvori barevné spektrum. Témeér
monochromatické svétlo je promitano
objektivem (7) na vystupni Stérbinu (8)
monochromatoru.




Jednopaprskovy spektrofotometr

S mrizkou lze otacet pomoci ovladace
vinovych délek (12), ¢imzZ se zaméruje
svétlo o urcité vinové délce na vystupni
Stérbinu. Svazek svétla pak prochazi
kyvetou (9) se vzorkem. Intenzita
proslého svétla je mérena
fotodetektorem (10, 11). Jeho signal je
zesilovan zesilovacem (13). Hodnota
absorbance je zobrazena na displeji (14).
Intenzita svétla proslého srovnavacim
roztokem je vidy srovnavana s
intenzitou téhoz svazku svétla prosiého
mérenym vzorkem.




Moderni UV/VIS/NIR
spektrofotometr

NIR = near infrared = blizka
infraCervena oblast

Detector

Entrance slit Diode Array

o

Source

Dispersion device

Entrance slit

Sample
@ SGUI‘CE
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Svétlo jedné vybrané vinoveé délky nebo
celé proslé spektrum muze byt méren



» Ultrafialové (UV) svétlo je absorbovano riiznymi
slouceninami, zejména témi, které maji konjugované dvojné
vazby. Jak bilkoviny, tak nukleové kyseliny silné absorbuji UV
svetlo, coz Ize vyuzit pro jejich zkoumani.

— Aminokyseliny tryptofan a tyrosin maji absorp¢ni maxima pfi
priblizné 280 nm. Fenylalanin pfi 255 nm.

— Nukleotidy (dusikaté baze) maji absorpcni maxima v oblasti 260
-270 nm.

— Chromofory — jejich absorpcni vlastnosti se méni podle
chemického slozeni prostredi.
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UV/Vis spektroskopie proteint

Absorpcni spektrum volného fenylalaninu, tyrosinu a tryptofanu v UV oblast

Podle:http://www.fst.rdg.ac.uk/courses/fs460/lecture6/lecture6.htm



» Absorpce svétla je ovliviiovdna dipélovymi momenty chemickych vazeb,
které interaguji s fotony. Stochasticky (nahodné) orientované dipdlové
momenty (denaturovana bilkovina) absorbuji svétlo Iépe nez ve stavu
usporadaném (Sroubovice). U bilkovin je HE zplsoben peptidovymi
vazbami, které maji UV absorpcni maximum kolem 190 nm.

» Dvousroubovice DNA absorbuje UV svétlo hlife vlivem patrovych a
vodikovych interakci nez jednoretezcova (denaturovana/neusporadana).
Apnazeonm V NOrké vode > ve studené vodeé

» Helicita — relativni zastoupeni usporadanych ¢asti makromolekuly
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Hypochromni efekt u kys. polyglutamové. Pri pH 7 tento polypeptid tvori stochastické
(neusporadané) klubko (1), pri pH 4 ziskava Sroubovicovou strukturu (2). Absorpcni
maximum peptidovych vazeb je snizené vlivem jejich prostorového usporadani. € je
molarni absorpcéni koeficient a A je vinova délka UV svétla. [dle: Kalous a Pavlicek,
1980]
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n
S" %
internal conversion

intersystem
crossing

Energy

conversion

fluorescence
internal

excitation
intersystem
crossing

phosphorescence

SO \ 4 v

Zarivé procesy (absorpce, fluorescence, fosforescence) jsou indikovany rovnymi
Sipkami. Nezarivé procesy jsou naznaceny zvinénymi Sipkami. Diagramy tohoto typu
byly zavedeny A. Jablonskim v jeho praci z r. 1935 na téma mechanismu fosforescence.
Horizontalni osa nema fyzikalni vyznam.
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» Infraervené zareni (IR) plsobi na rotacni a vibraéni stavy
molekul. Slozité molekuly mohou vibrovat nebo rotovat
mnoha rliznymi zpusoby (maddy). Rizné chemické skupiny (-
CH,, -OH, -COOH, -NH, atd.) maji specifické vibracni a rotacni
frekvence, a proto absorbuji IR svétlo o specifickych vinovych
délkach.

» Z tohoto dlivodu maji infracervend absorpéni spektra mnoho
maxim. Zmena chemickeé struktury se projevuje jako zména
polohy téchto maxim ve spektru.
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Vibrace v/cm1
C—H stretch 2850-2960
C—H bend 1340-1465
C—C stretch, bend 700-1250
C=C stretch 1620 —1680
(=C stretch 2100-2260
O—H stretch 3590-3650
H-bonds 3200-3570
C=0 stretch 1640-1780
C=N stretch 2215-2275
N—H stretch 3200-3500
C—F stretch 1000-1400
C—Cl stretch 600-800
C—Br stretch 500-600
C—1 stretch 500
€Oz 1410-1450
NO3 1350-1420
NO; 1230-1250
80 1080-1130
Silicates 900-1100
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Amide

CO . -
NH and ester v \\W\[ W
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metric

4000 3000 2000 1000 3800 3400 3000 2600 2200 1800 1400 1000 600
Wavenumber, '{,v"/crn"1 Wavenumber (cm™")

Ukazka IR spekter. Vlevo absorpcni spektrum Zivé (fialové) a umirajici (modre) buriky.
Vpravo spektrum vanilinu.
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» Sir Chandrasekhara Venkata Raman — NC 1930 za fyziku ,,za jeho praci o
rozptylu svéetla a objevu efektu pojmenovaném po ném*

» Rayleightiv rozptyl svétla. Nastava interakce fotonli s molekulami, jez
se projevuje jen velmi malou nebo zadnou zménou vinové délky.
Intenzita rozptyleného svétla zavisi na molekulové hmotnosti a také na
uhlu rozptylu, coz lze vyuzit pro odhad tvaru makromolekul.

» Ramanova spektrometrie. Pfi rozptylu fotonl nastdva mald zména
(posun) vinové délky, zpusobend malym poklesem nebo zvySenim
energie rozptylenych fotontd béhem prechodu z ptuvodniho do
zmeénéného vibra¢niho nebo rotacniho stavu interagujici molekuly. Tyto
stavy se mohou ménit v dusledku strukturalnich zmén molekul.

» Proto zmény v Ramanovych spektrech (intenzita signalu v zavislosti na
posunu vinové délky) odrazeji konformacni zmény molekul.



Ramanova spektroskopie

1449 bilkoviny

1094 DNA

705 pozadi
729 adenin

intenzita signalu

1 ¥ T ¥ T
700 1100
vinocéet [cm™1]

T
1500

Ramanovo spektrum polytenniho chromosomu pakomara Chironomus.
Pri zvolenych vinoctech Ize uskuteénit ramanovskou mikroskopii. Vybuzeno laserovym
svétlem o vinové délce 647.1 nm.

According to: http://www.ijvs.com/volume2/edition3/section4.htm
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1500 2

Raman Shift in cm-1

‘<— 2854 cm”]

Protein

3000

Colors assigned to different cluster memberships
of the Raman spectra of:

1) nucleus (red),

2) cytoplasm (blue, cyan),

3) microtubule (yellow),

4) vesicles (green),

5) peripheral membrane (brown),

6) inclusion bodies (magenta).

Advanced Drug Delivery Reviews, Vol. 89, 2015, 71-90
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» Méreni optické aktivity (schopnosti
staCet rovinu polarizovaného svétla).
Konformacni zmény molekul mohou byt
sledovany jako zmeény optické aktivity pfi
pouziti specialniho polarimetru.

» U metody CD srovndvame absorbance
levotocivé a pravotocive cirkularné
polarizovaného svétla, jehoz vinova délka
je blizka absorpcnimu maximu bilkoviny.

» CD lze vyuzit téz pro studium struktury
nukleovych kyselin.

Obrazek ukazuje zmény elipticity syntetického
polypeptidu, obsahujiciho dlouhé sekvence poly-glu,
po pridavku trifluoroethanolu (TFE), ktery zvysuje
podil a-Sroubovice. http://www-
structure.llnl.gov/cd/polyg.htm
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a)

c)

Nejcastéji se CD vyjadruje jako zavislost na
Delta Espilon.

Age = €. —&Er T (AL—AR) f’(d.l)

g a & jsou definované levo-a pravo-tocivé
extinkcni koeficienty, I je délka drahy a d je
molarni koncentrace vzorku.

Karel Kubicek 43



Krystalova mfizka plsobi na rentgenové zareni jako opticka mrizka na viditelné
svetlo. Nastavaji ohybové jevy a na stinitku se objevuje difrakéni obrazec. Tyto
obrazce mohou byt matematicky analyzovany, aby se ziskala informace o

rozloZeni elektrond v molekuldch tvoricich krystal.

Raumgitter

> *) 3 . ) 'all s O aq, L2, O3 # 900 ,

& . e e e 1= = 900,
o3 # 900 .
M= 0z=03= 900,
ao=hbo#co:
e el 2= 03=90°,

3 4 . ¢ ¢ . ‘11:600, bo=co:
i amidbiw iR v a1 = o2 = o3 = 90°,

nA =2dsin@. &

[ 5 ¢ hal = ag=bg=co:

(o}
(11=(12=(X3=90 5

o — ) 3 a3 an = bo #*= CD 2
¥ ’ b a ¥ 0
= at=az=a3=90 '
ac=bo=co:

triklin

monoklin
orthorhombisch
hexagonal

trigonal
(rhomboedrisch)

tetragonal

kubisch



Kristall

Réntgenstrahl

Beugungsreflex

LY
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Substitution
mit Schwer-
atomen

Fldchendetektor zur Aufnahme der Reflexe

Gasdiise fiir Probenkiihlung

Detektor m’

Rontgenquetle Kristall

Phasen

Karel Kubicek
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Krystalogram B-DNA ziskany v r. 1952 Rosalindou E. Franklinovou, na jehoz zakladé Watson
a Crick navrhli dvousroubovicovy model struktury DNA. C. & W. dostali v r.1962 spolecné s
Mauricem Hugh Frederick Wilkinsem NC za fyziologii a medicinu ,,za jejich objevy tykajici se
molekularni struktury nukleovych kyselin a jejich vyznamu pfi prenosu informaci v Zivych
organizmech”
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Experimental setup

Collimated X-ray beam  Sample

—:’— - < I X-ray detector

X-ray SAXS

16/10/2023 2:0 A Karel Kubi¢ek 47
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(very tiny) bit of theory

q=2k.sin0® =>q/2/k=sin0,

2 ->g=41[A.SiN0O

Often g is denoted as s

Karel Kubicek

q

X-ray detector
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15t step: scattering to scattering curve

16/10/2023

Scattering curve
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Karel Kubicek 49



What can we learn from the scattering curve:

1) Shape of the studied molecule Resolution, nm

2.00 1.00 0.67 0.50 0.33

2) Fold

3) Secondary structure

gl

Fold

Secondary
structure
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NMR (pozn. viz téz predndska o MRI)
1) Jaderny spin = 0 ('H, 3C, °N, 31P)

- pocet neutronl a pocet protond jsou suda ¢isla ('2C=6p+6n) = nulovy spin

- pocet neutrontd plus pocet protont je liché &islo ("H=p, 13C=6p+7n) = necelodiselny spin
(i.e. %, 3/2, 5/2)

- pocet neutrond a pocet protond jsou licha &isla ((H=p+n) = celoCiselny spin (i.e. 1, 2, 3)

1) | v=y*B (1)} pokud vlioZzime do magnetického pole intezity B, jadro majici nenulovy spin
muze absorbovat foton frekvence v. Frekvence v zavisi na gyromagnetickém pomeéru vy jader

2) Z kvantové mechaniky vime, Ze spin I muze nabyvat 2/ +1 orientaci = jadro se
spinem 2 muze mit dvé orientace v externim magnetickém poli— nizsi / vyssi
energie

oy
]
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Nuclear Magnetic Resonance

Strucne
Z(1)a(2):E=hyB

Energy

Magnetic Field

16/10/2023 Karel Kubicek
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Energy

change field
<€ >

Abs. E.

Magnetic Field

A

v
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Magnetic Field

Karel Kubicek

change frequency
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Magnet
supravodive solenoidy na bazi
* Nb a Sn ponofené do heliové
a dusikove lazne
* He-lazen ~4 K dale snizena J-T
* pumpou na ~2.1 K
e Vv soucCasnhosti az 22 Tesla
* magnetické pole zemé ~50uT

(Nb, Ta);Sn supravodic o Sirce 0.81 mm s 271 vlakny vnhorenymi do

OFHC médéné matrice
16/10/2023 Karel Kubicek 54
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M, Reservoir
VYacuum
He Reservoir

N,-plnéni

Dira cca 55mm

< Superconducting

e
D e &

ey
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CW vs. Fourier transform NMR

Solution Il.

FT-NMR = all frequencies in a spectrum are irradiated
simultaneously with a radio frequency pulse.

Following the pulse, the nuclei return to thermal equilibrium. A time domain emission
signal is recorded by the instrument as
the nuclei relax.

A frequency domain spectrum is obtained by Fourier transformation.

/ frequency domain

t|n}§/199£galn Karel Kubicek 56



For NMR, nuclear spin is needed!!! 7
S

~

magnetic field =

P
Spin analogy to a compass needle
7 0
~The Earth’s Magnetic Field Q g

North : :
Magnetic.. ﬁeo‘ghr?’p?'c
Pole* .. | or ole

Randomly oriented
nuclear magnetic moments

Parallel

J- >
\O;

magnetic field >
0

1 South

@ Antiparallel

| Geographic Magnetic

i - .South Pole Pole*

I8

Muclear magnetic moments
inthe presence of an external field
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Relaxation

(i.e. long t, time)

e.g. Cholesterol
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Biomolecules 5-30 kDa 1
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Large molecules 50+ kDa




NMR as a tool for study structure, dynamics and interactions of biomolecules
1) Structure determination of NAs and proteins

2) Protein — metal interaction
3) Protein - ligand interaction

For most of the modern applications, enrichment by 13C, >N and often ?H needed!

Isotope Ground state Natural Rel. Sensitivity
spin abundance [%]
H YV

~100 1.00x10%°
13C ) 1.10 1.59x10?
15N V2 0.37 1.04x10°3
Lk ) 100 8.30x10!
31p V2 ~100 6.63x1072
12¢ 0 98.90 -

160 0 ~100 -



NMR as a tool for study structure, dynamics and interactions
of biomolecules

0) AA/NA sequence, resonance assignment, standard chemical shifts
1) Structure determination of proteins/NAs
2) NMR can provide detailed information about the structure at the atomic level resolution relying on the
spatial proximity of two interacting protons — nuclear Overhauser enhancement (NOE)
3) Additional structural information can be obtained (residual dipolar couplings — RDCs, J-couplings, backbone
chemical shifts - CSI)
NOE:

Fp; P 1S 6 A

1A=1.10""m

16/10/2023 Karel Kubicek

60



Iterative procedure of structure determination by NMR

Distance information
from NOESY

Analyze more data,
Repeat

Random starting model
Final
structur

Uncertainty of the final structure
represented as a family of 10-20
structures with deviation among
individual members indicated by
RMSD (typically <1.5 A2)

Nrd1 CID
PDB ID: 2LO6

http://www.fbreagents.com/basics nmr/9proteins.htm
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EPR - Electron Paramagnetic Resonance

When the molecules exhibit paramagnetism as a result
of unpaired electron spins, transitions can be induced
between spin states by applying a magnetic field and
then supplying electromagnetic energy, usually in the
microwave range of frequencies. The resulting
absorption spectra are described as electron spin

resonance (ESR) or electron paramagnetic resonance
(EPR).

1t EPR experiment in Kazan (Tatarstan, USSR),
E.K.Zavoisky on CuCl,.2H,0, rf source @133 MHz.

16/10/2023 Karel Kubicek
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x AU =hy

Ug =~ 5 9ePef

resonance
field B,
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Microwave
source Detector

Electro-
magnet /
Mndulahnn
ir'lput FhﬂSE'

sensitive
detector

Karel Kubicek

64



An unpaired electron can move between the two energy levels by
either absorbing or emitting a photon of energy hv such that the
resonance condition, hv= AE , 1s obeyed. This leads to the
fundamental equation of EPR spectroscopy: hv= g ugB,.

Experimentally, this equation permits a large combination of
frequency and magnetic field values, but the great majority of EPR
measurements are made with microwaves in the 9000—-10000 MHz
(9—10 GHz) region, with fields corresponding to about 3500 G
(0.35 T). Furthermore, EPR spectra can be generated by either
varying the photon frequency incident on a sample while holding
the magnetic field constant or doing the reverse. In practice, it 1s
usually the frequency that is kept fixed.
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Field
strength

Karel Kubicek
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Detector

Y+

Mass spektrometry X"

[ ™

lightest
(2) heater to vapourise sample gh \

(3) electron beam ionises charged particle beam

@ sample +
inject
sample heaviest
<
/ ©) magnetic field separates particles
electron based on mass/charge ratio

source

4 particles accelerated into

magnetic field magnet

Mass spectrometry is among the most accurate techniques for the determination
of molar masses. The procedure consists of ionizing the sample in the gas phase and
then measuring the mass-to-charge number ratio (m/z) of all ions. Macromolecules
present a challenge because it is difficult to produce gaseous 1ons of large species
without fragmentation. However, two new techniques have emerged that circumvent
this problem: matrix-assisted laser desorption /ionization (MALDI) and electrospray
ionization. We shall discuss MALDI-TOF mass spectrometry, so called because the
MALDI technique is coupled to a time-of-flight (TOF) ion detector.



Elektroforeza

» Elektroforéza — pohyb nabitych molekul v elektrickém poli. Pfi
rovhomeérném primocarém pohybu sférické c¢astice o polomérur, je
elektrostaticka sila plsobici na ¢astici v rovnovaze se silou treni, jeZ je dana
viskozitou. Silu tfeni Ize vypocitat dle Stokesova vzorce:

F=6.1t.rn.v
kde v je rychlost Castice a n je dynamicka viskozita prostredi.
» Elektrické pole plsobi na ¢astici silou:
F=ze.E

kde z je pocet elementdrnich naboji nesenych castici, e je elementarni
naboj (1,602.101° C) a E [V.m] je intenzita elektrického pole v daném
miste.

» Rychlost ¢astice je pak v dlisledku rovnosti obou sil:



Elektroforeticka pohyblivost

» Elektroforetickd pohyblivost u nezavisi na intenzité
elektrického pole. Je definovana jako podil rychlosti
castice a intenzity elektrického pole. Plati:

Poznamka. Elektroforéza s dodecylsulfatem sodnym. Tato sloucenina, ktera
nese jeden negativni elementarni naboj, se vaze definovanym zpusobem k
bilkovinam a eliminuje jejich viastni elektricky naboj. Molekuly bilkovin se pak
pohybuji s ruznou rychlosti jen proto, Zze maiji ruznou velikost (polomeér).



Zarizeni pro elektroforézu

Zdroj napéti

Jamky v gelu pro vzorky

Gelova plotna Latkovy knot

Roztok l--:::-.:-._:. =L R J\
elektrolytu R
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* Nouzova ilustrativni verze prednasky pro rok
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