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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.
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Instrumentace — 3 zakladni komponenty:

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

» Usporadani
- horizontalni
- vertikalni




Zonova elektroforéza

* Kontinualni usporadani — 1 gel, 1 pufr
* Diskontinualni usporadani —

* Nativni — deleni bilkovin podle naboje,
v gelech se sitovym efektem

pristupuje faktor velikosti a tvaru
molekuly

SDS-elektroforéza— déleni bilkovin
podle velikosti molekuly (SDS =
dodecylsiran sodny — vaze se na
bilkoviny v poméru1,4gSDSnalg
bilkoviny, udéluje jim negativni naboj
— v§echnY bilkoviny migruji k anodé,
malé molekuly rychleji, velké molekuly
pomaleji); v redukujicim prostredi
(beta2-merkaptoethanaol,
dithiothreitol) se bl'IkovinY rozpadaji
na podjednotky a z SDS elfo |ze dobre
odhadnout M.h.

koncentrace vzorku na startu pomoci
koncentrujiciho gelu na
izotachoforetickem principu — zlepseni
rozliSeni



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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Vyhody a nevyhody agardzovych a polyakrylamidovych geld

Netoxické
Jednoducha priprava

Idealni pro déleni vysokomolekularnich

bilkovin (>500 kDa)

Velké pory (150 nm u 1% agarézy) — do
nich mohou difundovat imunoglobuliny,
proto je mozny specificky prtkaz bilkovin

primo v gelu pomoci imunofixace

Vyhody

Vidy pritomna urcita elektroendoosmoéza
Maly sitovy efekt pro bilkoviny o M.h.
<100 kDa
Nejsou zcela prihledné
Nékterd barveni (napf. stfibreni) jsou
obtizné proveditelna (dochazi k silnému
zbarveni pozadi)

Nevyhody

_ Agarozovy gel Polyakrylamidovy gel

Velmi stabilni a prahledné

Témeér zadna elektroendoosmoza
Dobry sitovy efekt (malé pory— 5,3 nmv
gelus5%Ta3%C;3,3nmvgelus20%Ta

3% C))
Jednoducha manipulace s gelem po
separaci
Vhodné pro fadu barvicich metod

Monomery jsou toxické
Velikost port limituje velikost molekul,
které Ize délit (proteiny o M.h. >800 kDa
nevstoupi do gelu)

Zasadité gely mohou byt skladovany jen
kratkou dobu (¢asem dochazi k jejich
hydrolyze)



Izotachoforéza
recky isos = stejny, tachos = rychlost

VSechny ionty migruji stejnou rychlosti
Slozky smeési jsou rozdéleny v ,,iontovém vlaku®
Samozaostrovaci efekt

Efekt regulujici koncentraci (Kohlrauschova regulacni funkce):

MA(HL+MQ)

ML(MA+MQ)

kde c, = koncentrace analytu; ¢, = koncentrace vedouciho elektrolytu; u =
pohyélivost (mobilita) analytu (A), vedouciho elektrolytu (L) resp. protiiontu (Q)

* Predpokladem ITP separace je diskontinualni pufrovaci systém s vedoucim
(leading, L) a terminacnim (terminating, T) elektrolytem

VVVVVV

* U béZnéjsi separace aniontUl je L (priklad: CI') na anodické a T (priklad: Gly ) na
katodické strané. Protiion je spole¢ny (priklad: Tris*)

Cq = Cp



Izoelektricka fokusace (IEF)

Focusing chamber pH
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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

B ©
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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



Denzitometrie




Denzitometricke vyhodnoceni

Normalni nalez

l-

'

,M" gradient




Metody pro kvantifikaci M-komponenty

* Odecet z elektroforézy

- ,Perpendicular drop“: ohraniceni kolmicemi k ose x v mistech, kde M-
komponenta ,,naseda“ na polyklonalni pozadi

- ,Corrected perpendicular drop“: ohraniceni kolmicemi k ose x, v pripadée

polyklonalniho pozadi se pokousime toto pozadi kompenzovat zuzenim
meérené oblasti (velmi subjektivni)

- ,Jangent skimming“: ohraniceni M-komponenty zdola useckou spojujici body,
kde M-komponenta ,,naseda“ na polyklonalni pozadi

Dalsi moznosti je odecet z kapilarni elektroforézy po imunosubtrakci — zatim
nelze pouzivat v rutinni praxi



Kvantifikace M-komponenty: 3 pouzivané metody

elektroforeogramy z kapilarni elektroforézy
Keren DF, Schroder L. Clin Chem Lab Med 2016

|
o

Albumin o, oy By By ¥ Albumin - o, o, f, By T Albumin oy oy By Ba Y

Total protein: 7.8 g/dL (6.0-8.3) Total protein: 7.8 gidL (6.0-8.3) Total protein: 7.6 g/dL (6.0-8.3)

AIG: 0.81 . . AG: 0.81 AJG: 0.81
Fractions %  gfdl Ref. g/dL Fractions % gl Ref. g/dL Fractions %  g/dL Ref. g/dL
Albumin 449 350  3.43-4.84 Albumin 449 350  3.43-4.84 Albumin 449 350  3.43-4.84
a, 47 037  0.21-0.44 a, 47 037 021044 i, 47 037  021-0.44
o, 13.0 101 H 0.54-097 s 130 1.01 H 054097 ol 130 1.01 H 0.54-0.97
Braz 95 074  0.65-1.03 By aa 0.5 074  0.65-1.02 Bygz 9.5 074  0.65-1.03
¥ 27.9 218 H 0.70-1.47 ¥ 279 218 H 0.70-1.47 ¥ 279 2148 H 0.70-1.47
M-Spike 188 1.47 M-Spike 148 115 M-Spike 122 0.5



Kvantifikace monoklonalni komponenty

vlevo: ohraniceni kolmicemi k ose x (,,perpendicular drop“): 4,2 g/L
vpravo: ohraniceni zdola Useckou mezi body, kde M-pik naseda na polyklonalni pozadi (,tangent skimming“): 1,6 g/L

- pe—————

| B
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Ohraniceni monoklonalni komponenty — problem polyklonalniho pozadi

vlevo: ohraniceni kolmicemi k ose x (,,perpendicular drop“): 3,7 g/L
vpravo: ohraniceni zdola Usec¢kou mezi body, kde M-pik naseda na polyklondlni pozadi (,tangent skimming“): 0,6 g/L




Figure 1 Serum protein electrophoresis and densitometric
scanning: A, Low-level, broad-based monoclonal immunoglobulin ...
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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
cirkulatorem (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)



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, B 2) 7-10%
4+ |y globuliny 10— 18 %




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




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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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@



Posouzeni typu proteinurie — separace mocovych bilkovin SDS-PAGE
nebo SDS-elfo v agarose je (starsi) alternativou ke kvantitativni analyze
Ma rke rOV\’/Ch prOtEi N C| (Regeniter A et al., Clin Chem 2004)

Zopakujte si: Podle jaké vlastnosti se bilkoviny pri této elektroforetické metode déli?

A +
B2M > ‘ £
RBP > -
ATM - -
Free light chains > - it .
ALE Py g e - -—
TRF P o _— e e G
IgG— B -
Haptoglobin | 2 I
AZM P
1 2 3 4 5 [ 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Multiple of upper reference limit Multiple of upper reference limit

IgG

TRF
ALB

AlM | 2.4%
RBP

0 50 100 10 200 MG (kDa) © 10 20 30 40

Fis 1 Selerted plentranhnratin natterna nhtained with Hudrazia QNS gela (A and renrndiintinna nf marker nknteina nrnfilea (R



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.

&
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[ SEcr ‘ )
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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)



nm‘_ ¥ 15 ISO-PAL p : sebia

1 2 3 4 5 6 [4 8 g 10 11 12 13 14 15

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

v pozicich 2, 4, 6, ... je kostni - ”.
izoenzym vyvazan pritomnym . -
B .

lektinem blizko startu

v pozicich 3, 4 je patrna !
strevni frakce (I) - == —_— - -
v pozicich 11, 12 je vyrazna
druha jaterni frakce (L2)



SDS-elfo

vzorky smichany s SDS (sodium dodecyl sulfate — laurylsiran sodny), ktery se vaze na bilkoviny za tvorby negativné
nabitych micel (v poméru 1,4 g SDS na 1 g bilkoviny). Casto se pouZivaji denaturaéni podminky (inkubace vzork(i s p-ME
nebo DTT, zahrati — redukce disulfidovych vazeb). SDS (0,1%) je i v gelu (zprav. polyakrylamidovém). Mezi log M a
relativni pohyblivosti bilkoviny je pak v ur¢itém rozsahu M pribliZzné linearni vztah.
Obr.: Monomery a dimery fLC, SDS-PAGE v neredukujicich podminkdch/AIB, chemiluminiscencni detekce (2018)




IEF/AIB: typizace LR v Ig jako pomoc v diagnostice nemoci tézkych fetézci
KusSnierova et al. Klin Onkol 2020; 33(4): 280-5

F ' S1S1S2S3 S4



SDS elfo jako pomoc v diagnostice nemoci tézkych retézcu
KusSnierova et al. Klin Onkol 2020; 33(4): 280-5
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Detekce multimerd vWF
(SDS elfo v agarose, Sebia)

* Multimery vVWF jsou snizeny
nebo chybi u nékterych pripadu
von Willebrandovy nemoci (typ

1)

* Na obr. vlevo nalezy bez hrubé
patologie; vysokomolekularni
formy v gelu dole (migruji
nejpomaleji)




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




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

Q1 0 O I III




 fKLC

Ny 4 -

r

Co+Co0-C151C1dS1C2S52C3S3C4S54

BNl

Oligoklonalni volné lehké retézce
(fLC): agardzovy vs. polyakrylamidovy
gel

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

agarose

e 48 vzorkd

* \lyteCna shoda mezi separaci v
agardozovém a polyakrylamidovém (PAG)
5 gelu (kappa > 0,8 pro vSechna srovnani)

* Pocet pasu ponékud vyssi v PAG

agarose

 Klinické korelace lepsi v PAG (cut-off 6
o-fKLC pasu)

 Vyte€Cna shoda mezi hodnoticimi (kappa
> 0,9 pro vSechna 4 srovnani)

PAG



Kapilarni elektroforéza (CE) — princip

(obrazek prevzaty z https://www.creative-proteomics.com/pronalyse/capillary-electrophoresis-technology.html)

* Déleni v kremennych kapilarach
e Dvé elektrody

A A A A
* Dva rezervoary pro pufry A A AN A
» Zdroj vysokého napéti (+/- 30 kV) tme
* On-column detektor ey
ﬁ migration direction I ﬂ

-

| | detector | I

* V obvyklém usporadani: Aplikace k
anodé, detekce u katody; vlivem
elektroosmaozy migruji nakonec ke - -
katodé i kladné nabité ¢astice Source Vi Cestination vie

anode
apoyied

S




Kapilarni elektroforéza

* Tenké kfremenné kapilary (vnitrni
primeér 25— 75 um, délka 20 - 100
cm), na jejich povrchu jsou zaporné
nabité silanolové skupiny — zpusobi N
elektroosmoticky tok kladné
nabitych iontd pufru ke katodé —
vsechny slozky vzorku nakonec
dorazi ke katode, kde jsou
detekovany

* Detekce nejéastéji UV/VIS (200 nm
— peptidova vazba; 280 nm —
aromatické zbytky)

Cathode

Source Vial Sample Vial Destination Vial




OKB FN Brno: Pristroj Capillarys 2 Flex-piercing
vyuziti: 1) stanoveni HbAlc, 2) stanoveni CDT (%)




Pristroje pro kapilarni elektroforézu firmy Sebia

Volume . :
Low Medium High
of tests
Configuration Standalone Standalone Standalone Workcell On Track
Instrument MINICAP CAPILLARYS 3 CAPILLARYS 3 CAPILLARYS 3 CAPILLARYS 3
FLEX-PIERCING OCTA TERA TERAMC 1,2 or 3 TERA TLA
Number of
e 2 8 12 12 to 36 12
capillaries
i : . . . HbAlc, Serum
Available HbAlc, Hemoglobin, CDT, Serum Protein, Urine Protein, Protein. Serum
menu Serum Immunotyping, Urine Immunotyping '

Immunotyping



Odkazy na internetové stranky dvou hlavnich vyrobcU

* Sebia: https://www.sebia.com/solutions/instruments/

* Helena: https://www.helena-biosciences.com/en/clinical-
electrophoresis/



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

lzotachoforéza
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
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Reflexni fotometrie

* meri zareni odrazené od homogenné zbarvené podlozky

* Matrice: impregnovana vlakna nebo vicevrstvy (zelatinovy) film
* VVzorek: plna krev, sérum, plazma, moc¢

* Sucha cinidla aktivovana vodou obsazenou ve vzorku

* Pouziti zejména v glukometrech — sucha chemie

* mocova analyza

e denzitometrické hodnoceni tenkovrstevnych chromatogramu



Vertikalni fotometrie
- usporadani absorpcni fotometrie, pri které paprsek prochazi
kyvetou vertikalné

e Pouziti pro méreni v mikrotitracnich destickach

» Svétlovody (sklenéna vlakna) vedou svétlo do vice (zprav. osmi)
jamek soucasné a dalsi svétlovody odvadéji proslé svetlo k
detektoru

* Pri konstantni plose kruhové zakladny je pro stejnou
koncentraci konstantni soucin absorbance a délky optické
drahy roztokem:

Al'llez'lz

 Pri kratké optické draze (cca 3 mm) tak lze docilit solidnich
vysledk( i navzdory malym nepresnostem v pipetovani
multikanalovou pipetou



