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Pojmy a definice

Elektroforéza = pohyb nabitych ¢astic v elektrickém poli; 3 zakladni techniky:

Zonova elektroforéza: homogenni pufrovaci systém — konstantni pH; migracni
vzdalenosti béhem definované doby déleni odpovidaji elektroforetickym mobilitam
délenych latek; Ize aplikovat na neamfoterni i amfoterni molekuly; difuze snizuje
senzitivitu detekce i rozliseni

Izotachoforéza (ITP): déleni v diskontinualnim systému pufrd, ionizovany vzorek migruje
mezi vedoucim elektrolytem s vysokou mobilitou a terminalnim elektrolytem s nizkou
mobilitou; Ize délit bud pouze kationty, nebo pouze anionty (ne oboji souCasne); vsechny
slozky smési se pohybuji stejnou rychlosti; slozky smési jsou rozdélené podle svych
elektroforetickych mobilit

Izoelektricka fokusace (IEF): déleni v gradientu pH, |ze pouZit pouze pro amfoterni latky
peptidy a bilkoviny); molekuly migruji do svych izoelektrickych bodu; samozaostrujici
fokusacni) efekt brani difuzi

Kapilarni elektroforéza (capillary electrophoresis, CE)



Teoretické zaklady elektroforetickych metod

*Frp =q-E (g=2z-e)

'Ffr: fe v
* \/ rovnhovaze:
Frp = Ffr
q-E=fc-v
q-E
fC

u je mobilita neboli elektroforeticka pohyblivost Castice. Je to veliCina
charakteristicka pro danou latku.
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Elektroforeticka pohyblivost Castice u

* Pro kulovitou castici plati:
q Z - e
fe 6m-m-r
* Peptidy a proteiny vSak nejsou kulovité. Mobilita u je u nich neprimo
umerna molekulové hmotnosti podle vztahu
q
M2/3
(exponent ve jmenovateli je udavan rtizné mezi 1/3 a 2/3)

U slabych kyselin a zasad je pro rychlost migrace rozhodujici efektivni
mobilita u,, dana vztahem
uef = Z a; - Uu;

i
Kde a; je stupen disociace. Ten lze ovlivnit vhodnou volbou pH elektrolytu.

u
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Instrumentace — 3 zakladni komponenty:

e Zdroj stejnosmérného napéti
* Chlazeni (termostat)
 Elektroforeticka vana/deska



Média pro zonovou elektroforézu

* Papir

e Skrob

* Acetylceluldza
* Agar

» Agaroza

* Polyakrylamid



Agaroza (vlevo) a polyakrylamid (vpravo — zndzornén princip
pripravy z akrylamidu a N, N'- methylenbisakrylamidu)
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Izotachoforéza
recky isos = stejny, tachos = rychlost

* VSechny ionty migruji stejnou rychlosti

* Slozky smésy jsou rozdéleny v ,iontovém vlaku“
* Samozaostrovaci efekt

* Efekt regulujici koncentraci

* Predpokladem ITP separace je diskontinualni pufrovaci systém s
vedoucim (leading, L) a terminacnim (terminating, T) elektrolytem
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Gly) na katodické strané. Protiion je spolecny (priklad: Tris*)



Izoelektricka fokusace (IEF)
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Izoelektricka fokusace

* Déleni amfoternich latek (peptidu, proteinu) podle jejich
izoelektrického bodu

D[d(pH)/dx]
E[-du/d(pH)]

* Vysokeé rozliseni: Apl = J

Apl = rozliSovaci schopnost

D = difuzni koeficient bilkoviny

E = sila elektrického pole (V/cm)

d(pH)/dx = pH gradient

du/d(pH) = smérnice mobility bilkoviny v izoelektrickém bodu



Zpusoby provedeni IEF podle tcelu

ANALYTICKA IEF (pro analyzu peptidG  * PREPARATIVNI IEF (cilem je ziskat

a proteint) relevantni mnozstvi daného

agarézovy gel pthiQU/proteinu po jeho separaci ze
smési)

polyakrylamidovy gel * Dextranovy gel s nosiCcovymi amfolyty

s nosicovymi amfolyty (oligoamino-

oligokarboxylové kyseliny) * |zoelektricke membrany

. - , : (polyakrylamid s Imobiliny — kazda
s imobilizovanym pH gradientem membrana ma prislusnou hodnotu
(bifunkéni /nikoliv amfoterni!/ pH)
akrylamidové derivaty s pufrujici .

: - e Off-gel IEF: na IPG — prouzcich
skupinou /karboxyskupina nebo terc. (frakcionacni ramecek s 24 komUrkami

amin/ navazanou na dusik se prilozi na povrch IPG prouzku)
aminoskupiny P P P



IPG-gely ziskame p¥ri nalévani gelu kontinualni zménou misiciho
poméru Immobilint (podobné jako pri nalévani gelu s gradientem
velikosti pdru) — principem je acidobazicka titrace, aktudlni hodnota
pH je definovana Henderson-Hasselbachovou rovnici:

* Je-li pufrujicim Immobilinem e Je-li pufrujicim Immobilinem
zasada: kyselina:
Cp — €4 CB
pH = pKg + log pH = pK, + log
Ca Ca — CB



Nabojové viastnosti AK a bilkovin

PFi pH < pl jsou kationty
PFi pH = pl jsou amfolyty navenek elektroneutralni
PFi pH > pl jsou anionty

Disociacni konstanty K, a K, jsou vyjadfovany logaritmicky jako pK = pH, pfi
kterém se v roztoku nachazeji stejna mnozstvi protonovanych
(asociovanych) a neprotonovanych (disociovanych) forem

pl = izoelektricky bod = pH, pfi které molekula existuje jako amfolyt s
nulovym vyslednym nabojem

pl = % [pK; + pK,]; u AK s ionizovatelnou skupinou v postrannim retézci
uvazujeme hodnoty pK , na obé strany” od elektroneutralniho zwitteriontu
(pl lezi mezi hodnotami pK zwitteriontu a jeho konjugované kyseliny)

Pri fyziologickém pH je vétSina bilkovin zaporné nabita



Analyza titracnich krivek: gel s amfolyty - po IEF (vytvofeni pH gradientu)
otoCime gel 0 90° a do zlabku naneseme analyzované bilkoviny, nechame

probihat elektroforézu. Kde je pl hledané bilkoviny?
obr. z: Westermeier R. Electrophoresis in practice. Wiley-VCH, Weinheim 2005
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Vysokorozlisovaci dvourozmérna elektroforéza

1. krok: IEF na IPG-prouzcich
2. krok: SDS-PAGE



Denzitometrie

Kvantitativni hodnoceni intenzity zbarveni
Méreni absorpce svétla jednotlivymi zénami (pasy)

Pohyblivy svételny zdroj (laser nebo lampa s bilym svétlem s filtry) je veden nad
gelem a na kazdém mistée gelu je mérena a pocitaCové zpracovana absorpce

U jednorozmérnych gell ziskavame kfivku extinkce In I,/1 (I, = intenzita svétla ze
zdroje, | = intenzita mefena detektorem) podeél elektroforetické stopy; u
dvourozmeérnych gelu je extinkce zobrazena jako funkce povrchu gelu

Neplati zde Lambertuv-Beerlv zakon! (proc?)

Zavislost absorpce na koncentraci bilkoviny pri extinkci >2,5 (lampa s bilym
svétlem) nebo >4 (laser) se stava hyperbolickd nebo sigmoidni

Slabé pasy/stopy jsou ¢asto nadhodnocené, proteiny ve vysoké koncentraci
podhodnocene



Komercéné dostupné elektroforetické systémy pro pouziti v
klinické laboratorni diagnostice

* Firma Sebia (zalozena 1967, * Firma Helena Laboratories
nadrizena organizace: Montagu (zalozena 1966)

Private Equity) e www.helena.com

e WWW.Sebia.com




Elektroforeticky pristroj Hydrasys2 (Sebia) — pro elektroforézu a
izoelektrickou fokusaci




Elektroforeticky pristroj Multiphor Il (uprostred) se
zdrojem (vpravo) a termostatickym cirkulatorem
MultiTemp Il (vlevo)




Elektroforeticky pristroj Flatbed Professional (EDC,
uprostred) se zdrojem (Consort, vlevo) a termostatickym
cirkuldatorem (Huber, vpravo)




Elektroforetické metody v klinické laboratori

Elektroforéza bilkovin séra a moce (agardza, CE) — zejména screening monoklonalnich gamapatii

Imunofixacni elektroforéza bilkovin séra a moce }agaréza) NEBO imunosubtrak¢ni elektroforéza
(CE) — typizace monoklonalnich imunoglobulint (paraprotein()

SDS elektroforéza bilkovin moce — diferencialni diagnostika proteinurii (glomerularni, tubularni,
postrenalni)

Elektroforéza hemoglobin(i — detekce abnormnich hemoglobin(
Elektroforéza izoforem nékterych enzymu — ALP, LDH, CK
Elektroforéza lipoprotein(

Izoelektricka fokusace — detekce oligoklonalnich pasi (zejm. IgG) v likvoru u chronickych
zanétlivych onemocnéni CNS (zejm. roztrousené sklerozys; fenotypizace alfal-antitrypsinu

Elektroforéza nebo izoelektricka fokusace s detekci izoforem transferinu (prakaz likvoru v
sekretech —v likvoru je prfitomna kompletne desialovana frakce, tzv. B2-transferin neboli
asialotransferin; CE pro relativni kvantifikaci CDT — disialofrakce, popf. s mono- a asialofrakci)



Elektroforeogramy

HYDRAGEL PROTEIN(E) 15130 /7. /- w1y sebia
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Elektroforéza bilkovin
se provadi s cilem zjistit abnormality bilkovin krevniho séra.

Bilkoviny jsou rozdéleny podle svych elektroforetickych
pohyblivosti do skupin (frakci), které vytvareji charakteristicky
obrazec.

Zmeény v tomto obrazci souvisi s ruznymi druhy onemocnéni
nebo s riznymi patologickymi stavy.

Bilkoviny se déli na 5 — 6 hlavnich frakci:

4+ | Albumin 56 —66 %
4+ | al globuliny 2 —-3%

4+ | a2 globuliny 8—12 %
+ | B globuliny (B1,  2) 7-10%
4+ |y globuliny 10— 18 %




Typ: ELFO na papire

Nosic: chromatograficky papir
Nanaseni: mikroskop. podlozni sklo
Denaturace: tepelna

Barveni: amidocern 10B

Odbarveni:  zredéna kyselina octova
Hodnoceni: fotometricky
Poznamka: dlouha doba déleni

Prvni typ elektroforézy
pouzivany v klinické praxi

Elektroforéza na papirovém nosici

“ <«—Albumin

"~ Alfat globuliny
. Aazglobuling

<—Beta globuliny

© «—Gama globuliny




Typ: ELFO na agaru

Nosic: agardza + agaropektin
Nanaseni: papir, hreben, folie
Denaturace: kyselina octova
Barveni: anionicka barviva

Odbarveni:  kyselina octova
Hodnoceni: vizualné
Poznamka: elektroendoosmoza

-
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Typ: ELFO na agaroze

Nosic: agaroza
Nanaseni: hreben, félie
Denaturace: kyselina pikrova
Barveni: anionicka barviva

Odbarveni:  kyselina octova

Hodnoceni: vizuadlné nebo denzitometricky
Poznamka: automatizace

L. HYDRAGEL PROTEIN(E) 1530  o/7 17:0¢ sebia
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Agaroza

Agaroza je polysacharid z morskych ras.

¥ Jde o linearni polymer galaktézy a 3,6 — anhydrogalaktdzy.

% Rozpousti se v horké vodé a po ochlazeni tuhne.

* Tvori dvousSroubovice ve svazcich, které se spojuji do trojrozmérné
struktury. Vodikové vazby.

* Vysoké koncentrace agardzy generuji gel s malymi pory a naopak.
1% gel ma pory 150 nm.

Agardzovy gel ma vétsi pory nez PAG — vetsi molekuly snadnéji putuji
v agaroze.

Pritomnost rezidudlnich nabojli generuje elektroendoosmozu (pouzit
extrémneé Cistou)



Typ: ELFO na acetylceluloze

Nosic: acetylceluldza (celuléza + anhydrid.oct.)
Nanaseni: specialni tiskatko

Denaturace: kyselina trichloroctova

Barveni: anionicka barviva

Odbarveni:  smés — metanol + kyselina octova
Hodnoceni: denzitometricky (po zprihlednéni)
Poznamka: dovozové félie

Zpruhlednovaci smés:
Metanol s ledovou kyselinou octovou
Cyklohexanol



Typ: ELFO na polyakrylamidu

0 [ v | Polyakrylamidovy gel
H,L=C—CNH, & ACH, =0 CNH= LR L Tyoten polymeraci akrylamidu a

Acrylamide Methylenebisacrylamide N,N’-metylenbisakrylamidu v pufru,

S,042~ persulfate zahajenou volnymi radikaly.
o f’;‘éﬁiﬁ i Ty vzniknou pfi rozkladu persiranu
CONH,  CONH, amonného nebo pfi rozloZeni
—CH,—CH—CH,—CH—CH,-CH riboflavinu v pfitomnosti O,
CONH
CH,

Fyzikalni vlastnosti gelu a velikost
| pora dany podilem polyakrylamidu v gelu
- S ie LI -GNy = L a stupném zesitovani.

CONH,  CONH,

CONH

Nejcastéji pouzivané koncentrace polyakrylamidu jsou 5-10%.
Koncentrace N,N"-metylenbisakrylamidu je obvykle 5% celkového
mnozstvi akrylamidu.

N Podplrnd matrice je prakticky nenabita.

[J [J



barvicky:
Amidocern 10 B,
Coomassie Brilliant Blue,
Ponceau S,
Bromfenolova modr,
Kyseld violet,
barveni stfibrem (neni kvantitativni ale je 50x citlivéjsi nez
coomassie: Ag+ ionty se v proteinech vazou na -SH a -COOH

skupiny)
Coomassie Brilliant Blue R-250 Coomassie Violet R - 150
T 2 S50 MNa 2 i F,H“—?%M;S{]:}Ha
HC” N *~|" gta HC™ N
["J“‘W e oh




Denzitometricke vyhodnoceni

Normalni nalez

l-
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,M" gradient




prealbumin

Transferin

albumin

Beta-lipoprotein

o-lipoprotein, a-fetoprotein

10.

C3

A1AT,orosomukoid

11.

IgA,1gM, fibrinogen, ,M“ VLR

Al o A

o,antichymotrypsin, Ge
globulin

12.

IgG, CRP, ,M“ VLR

A2M,Hp

hemoglobin




Klinické vztahy

frakce Snizeni zvyseni

Albumin Malnutrice a malabsorpce dehydratace
Téhotenstvi
Onemocnéni ledvin (zejména NS)
Onemocnéni jater
Zanétlivé stavy

ol Kongenitdlni emfyzém (nedostatek AAT) | akutni nebo chronicka
Tézka jaterni onemocnéni zanétlivda onemocnéni

o2 Hypertyreoza Onemocnéni ledvin (NS)
Vazna jaterni onemocnéni Akutni nebo chron. onem.
Hemolyza

B Malnutrice Hypercholesterolémie
Cirhdza Anémie z nedostatku Fe

Nékteré pripady MM
nebo MGUS




Klinické vztahy

frakce

Snizeni

Zvyseni

rizné druhy geneticky
podminénych poruch
imunity

sekundarni
imunodeficience

Polyklondlni:

- chronicka zanétlivd onemocnéni
- revmatoidni artritida

- systémovy lupus erythematosus
- cirhdza

- chronicka jaterni onemocnéni

- akutni nebo chronicka infekce

- nedavna imunizace

Monoklondlni:

- Waldenstromova makroglobulinemie
- Mnohocetny myelom

- Monoklonalni gamapatie nejasného
vyznamu (MGUS)




Elektroforéza bilkovin séra (pozice 2, 5, 7, 9-11, 13-16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30) a moce (pozice 1, 3, 4,

6,8,12,17, 19, 21, 23, 25, 27, 29) — Hydragel B1-$2 15/30 (Sebia)
Paraprotein v pozicich 6 (mo¢), 16 (sérum), 20 (sérum), 22 (sérum), 23 (mo¢), 24 (sérum), 25 (mo¢ —v
beta frakci), 28 (sérum) a 30 (sérum); v sérech na pozicich 20, 22, 28 a 30 je patrna vyrazna redukce
polyklonalnich gamaglobulin(; zvySena frakce alfa2-globulinG v pozicich 2, 10, 24, 30 (séra)

Dot (£ 7
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Screeningova imunofixace (Hydragel Penta 6/12 IF, Sebia)
Elektroforeticka stopa a vpravo od ni stopa stejného vzorku fixovaného s pentavalentnim
antisérem (G, A, M, kappa, lambda)
pozitivni vysledek imunofixace M-Ig atypicky migrujiciho v zoné alfa2-globulint (horni
rada, 4. stopa zleva — sérum), ve vsech ostatnich vzorcich je vysledek screeningové
imunofixace negativni



Typizace paraproteinu — elektroforéza s naslednou imunofixaci

ELP — elektroforéza s fixaci vSech bilkovin; G, A, M, K, L — stopy se selektivni fixaci antiséry proti retézciimy,
a, 4, K, A
vlevo dole: volné kappa v moci; vpravo dole: fyziologicky ndlez (polyklonalni Ig); vlevo nahore: paraprotein
lgMKk v séru; vpravo nahore: volné k v moci u téhoz pacienta

Bie o F_ IF2a 2¢ 524(2 40 sebia
ELP G N ("] K L ELP G A 1] K L
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i
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Imunofixace — problematické nalezy
monoklondlini IgM kappa s aktivitou revmatoidniho faktoru (RF 129 IU/mL)

IF s Fluidilem IF s beta-merkaptoethanolem
IF /4 NS seb
ELP G A M K L
3 4 |
a— ' pa— L
. —
= =ax = *“=

ELPGAMKL@



Prukaz asialotransferinu (elfo s imunofixaci — Sebia)

Metoda pouzivand k priukazu pritomnosti likvoru v sekretech. V likvoru je pomér A/D > 1, v séru <1;
pomér A/D v sekretu s pfimési likvoru je vys$si nez v séru.

&

7 O A
o Serum - 1710
[ SEcr ‘ )
= Secr, . i/5
“ Secr. # m i 172
'QE cse a _' L1
1; Serum | .j LiE3



Elektroforéza hemoglobinu
Hydragel 7 Hemoglobin(e),
Sebia

vzorky 1 a 2: frakce HbA2 >
15%, coz znaci
pravdépodobnou pritomnost
HbC nebo HbE
vzorky 3-6: normalni nalez
vzorek 7: kontrola

oete 1519121
7 HEMOGLOBIN(E)



Elektroforéza izoenzym
alkalické fosfatasy
(Hydragel 15 ISO-PAL, Sebia)

v pozicich 1°, 2, 3, ... je
kostni izoenzym vyvazan
pritomnym lektinem blizko
startu

v pozicich 2, 2” je patrna
strevni frakce (I)

v pozicich 6, 6" je vyrazna

druha jaterni frakce (L2)

nm‘_ ¥ 15 ISO-PAL p : sebia

1 2 3 4 5 6 [4 8 g MWW M 1?7 B3

s ™
S8

14

15



IEF a detekce o-1gG: Metody
Zeman D et al. Ces Slov Neurol N 2019;82/115(1):68-75
* Agarosovy gel, imunofixace v gelu

Co+ Co- C1 S1 C2 S2 C3S3 C4 S4 C5 S5 C6 S6 C7 7 csss (Hydrasys’ Sebla) — AGA IEF/lF

* Polyakrylamidovy gel (Flatbed
Professional, EDC), imunoblotting —

| . PAG IEF/IB
HHHHHEN & * Obé metody poskytly prakticky
| *gn ” shodné kvalitativni vysledky
| !*!'H'

Co+ Co- C1 Sl C2 S2 C3 S3 C4 sS4 C5 S5 Cé S6 c7 S7 C8 S8

-~ = ~



Klasifikace naleztli o-IgG — 5 typu podle mezinarodnich doporuceni

Andersson M et al. J Neurol Neurosurg Psychiatry 1994,57:897-902
Freedman MS et al. Arch Neurol 2005;62:865-70

oo Ml nos o Tysl o SRR * Typ 1: jen ,polyklonalni” IgG v
CSF S CSF S CSF S CSF S CSF S || voru | Seru

||'l|||| * Typ 2: >2 1gG pasy v likvoru, jen

»polyklonalni” IgG v séru

* Typ 3: I1gG pésy shodné v likvoru i
seru + IgG pasy pritomné pouze v
likvoru

* Typ 4: 1gG pasy shodné v likvoru i
seru

* Typ 5: monoklonalni IgG v likvoru i
seru




Oligoklonalni IgG - typy IEF nalezu: IEF/IF (Sebia)
typl—-typ2—-typ3—-typ4d—-typ5

dvojice likvor (vlevo), sérum (vpravo)




IEF v polyakrylamidovém gelu
(Pannewitz-Makaj K et al, Diagnostics 2021, 11(1): 37)

OCB patterns




Vzorek EHK (SEKK 2/2016): Typ 4 nebo Typ 5?

CSF s Co+(S) Co-(F) CSF S Co+(S) Co-(F) CSF S CoHS) Co.-(F)l\.b.éF S CoHS) CQ-(f) CSF s
‘ v e 2 :

—

—
R L] .
8= 1L N -
: 1 |

ELP G A M K L

IgG (Sebia) 1gG kappa IgG kappa (Hevylite) igG lambda IgG fambda (Hevylite) imunofixaéni elektroforéza (sérum)



Oligoklonalni volné lehkeé retézce (o-fLC)
Zeman D et al., PLoS ONE 2016;11(11):e0166556

Q1 0 O I III




fKLC A

agarose
Co+Co0-C151C1dS1C2S52C3S3C4S54

Oligoklonalni fLC: agardzovy vs.
polyakrylamidovy gel

Zeman et al. Cesk Slov Neurol N 2019; 81/115(1):68-75

i

e 48 vzorkd

* VlyteCna shoda mezi separaci v
agarosovém a polyakrylamidovém
(PAG) gelu (kappa > 0,8 pro vsechna
srovnani)

1 Bl
- " o
_.o.“

l*— ” * Pocet pasu ponékud vyssi v PAG
E agarose * Klinické korelace lepsi v PAG (cut-off 6
&+ Cb-EISICZSZC353C454 O-fK LC pa,SCl)
:";' * Vyteéna shoda mezi hodnoticimi (kappa

> 0,9 pro vSechna 4 srovnani)



o-lgM u pacientky s RS pfi diagnostické LP (A), po 18 mésicich bezprostredné
pred AHSCT (B) a po dalSich 12 mésicich (C)
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Oligoklonalni IgA
pH gradient 4-8, anodicka aplikace, bez prefokusace
pozitivni nalez ve vzorku 3 (pacientka s CIS)

+ ST ] : ——— o e 3 T
’ h ’ e 3 1 R- . i 3 A R = .
| | ' l ' ' ' ' '
1 A -

P1 P2 P3 P4 P5 P6 C1 S1 C2 S2 C3 S3 C4 S4 C5 S5 Cé6 S6 C7 S7 -

1mglt P1 P2
' 0,25 mg/l



Kapilarni elektroforéza (CE) - princip

* Déleni v kfemennych kapilarach
* Dvé elektrody

* Dva rezervoary pro pufry

 Zdroj vysokého napéti (+/- 30 kV)
* On-column detektor

* V obvyklém usporadani: Aplikace k anodé, detekce u katody; vlivem
elektroosmozy migruji nakonec ke katode i kladné nabité castice



Kapilarni elektroforéza (CE) — nastrik (injekce) vzorku

2

2 l

[ y T —
°mj T 12

* Oy, ... rozptyl pfidatného rozsifeni piku
* [ ... delka pravouhlého 1njek¢niho profilu

* Reprodukovatelna injekce velmi malych objemu (nL az uL) se d&je
formou

- hydrodynamického nastriku
- elektrokinetického nastiiku



Kapilarni elektroforéza (CE) - detektory

Absorpcni

UV-detektor

detektor diodového pole
Fluorescencni

excitace lampou

excitace indukovand laserem
Hmotnostni spektrometr
Elektrochemicky
Radioizotopovy

Vodivostni

Indexu lomu

Nuklearni magneticka rezonancni spektrometrie



Kapilarni elektroforéza (CE) - metody

Kapilarni zénova elektroforéza

izotachoforéza
Kapilarni afinitni elektroforéza

Bezvoda kapilarni elektroforéza

Micelarni elektrokineticka
chromatografie

Kapilarni gelova elektroforéza

Kapilarni elektrochromatografie

Izoelektrickd fokusace

CZE

ITP
ACE
NACE

MEKC/MECC

CGWE
CEC

CIEF

Velikosti/naboje (mobility)

Velikosti/naboje (mobility)
Velikosti/naboje (mobility)
Velikosti/naboje (mobility)

Hydrofobicity/naboje

velikosti

Chromatograficka retardace

Naboj (izoelektricky bod)

Malé ionty, peptidy,
proteiny

Malé ionty, proteiny
Interakce ligand(

Malé ionty s malou
rozpustnosti ve vodé

Neutrdlni ¢astice

Proteiny, DNA
Malé ionty a neutralni
Castice

Proteiny



