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Historie elektromigračních Historie elektromigračních Historie elektromigračních Historie elektromigračních 
metodmetod

1806 1806 ReussReuss�� 1806 1806 ReussReuss
Elektroforéza Elektroforéza –– pohyb koloidní částic v elektrickém pohyb koloidní částic v elektrickém Elektroforéza Elektroforéza –– pohyb koloidní částic v elektrickém pohyb koloidní částic v elektrickém 
polipoli

�� 1897 1897 KohlrauschKohlrausch1897 1897 KohlrauschKohlrausch
regulační funkceregulační funkce

�� 1930 Arne 1930 Arne TiseliusTiselius�� 1930 Arne 1930 Arne TiseliusTiselius
Volná a zónová elektroforéza (1948 Nobelova cena)Volná a zónová elektroforéza (1948 Nobelova cena)



Historie elektromigračních Historie elektromigračních Historie elektromigračních Historie elektromigračních 
metodmetod

1962 1962 VesterbergVesterberg, (, (SvenssonSvensson) ) RilbeRilbe�� 1962 1962 VesterbergVesterberg, (, (SvenssonSvensson) ) RilbeRilbe
izoelektrická fokusaceizoelektrická fokusaceizoelektrická fokusaceizoelektrická fokusace

1967 1967 HjertenHjerten�� 1967 1967 HjertenHjerten
kapilární elektroforéza vkapilární elektroforéza v rotující  1 rotující  1 -- 3 mm 3 mm kapilární elektroforéza vkapilární elektroforéza v rotující  1 rotující  1 -- 3 mm 3 mm 
křemenné kapilářekřemenné kapiláře

�� 1970 1970 LaemmliLaemmli�� 1970 1970 LaemmliLaemmli
SDS PAGESDS PAGE



Historie elektromigračních Historie elektromigračních Historie elektromigračních Historie elektromigračních 
metodmetod

1975  1975  OO FarrellFarrell�� 1975  1975  OO´́FarrellFarrell
2D2D--elektroforézaelektroforéza2D2D--elektroforézaelektroforéza

1976 1976 EveraertsEveraerts, , MikkersMikkers�� 1976 1976 EveraertsEveraerts, , MikkersMikkers
isotachoforézaisotachoforézaisotachoforézaisotachoforéza

2003 2003 KargerKarger�� 2003 2003 KargerKarger
MultikapilárníMultikapilární CE CE –– lidský genomlidský genomMultikapilárníMultikapilární CE CE –– lidský genomlidský genom



FredericFrederic ReussReussFredericFrederic ReussReuss
(1807)(1807)

KatoforézaKatoforézaKatoforézaKatoforéza



Friedrich Friedrich KohlrauschKohlrauschFriedrich Friedrich KohlrauschKohlrausch
(1874)(1874)

Regulační funkceRegulační funkceRegulační funkceRegulační funkce
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PodstataPodstataPodstataPodstata

„Pohyb elektricky nabitých „Pohyb elektricky nabitých „Pohyb elektricky nabitých „Pohyb elektricky nabitých 
částicčásticčásticčástic

v elektrickém poli“v elektrickém poli“v elektrickém poli“v elektrickém poli“



Teoretické aspekty Teoretické aspekty Teoretické aspekty Teoretické aspekty 
elektromigračních metodelektromigračních metodelektromigračních metodelektromigračních metod



MobilitaMobilitaMobilitaMobilita
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ElektricElektrická síla Fká síla FElektricElektrická síla Fká síla F
ee

QEFe ×=
E = intenzita elektrického pole [V/m]

Q = náboj částice = z ×××× e []Q = náboj částice = zi ×××× e []

Frikční  síla Ff

fvFf ×=
v = rychlost částicev = rychlost částice

f(frikční koeficient) = 6ππππ.ηηηη.r



Ustálený stav
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Iontová mobilitaIontová mobilitaIontová mobilitaIontová mobilita
(limitní zředění, teplota 298 K)(limitní zředění, teplota 298 K)
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Efektivní mobilitaEfektivní mobilitaEfektivní mobilitaEfektivní mobilita
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cA = celková analytická koncentrace látky A

x = molární zlomek iontu ixi = molární zlomek iontu i



Závislost efektivní mobility na pHZávislost efektivní mobility na pHZávislost efektivní mobility na pHZávislost efektivní mobility na pH

� pro slabou monovalentní kyselinu
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Závislost efektivní mobility na pHZávislost efektivní mobility na pHZávislost efektivní mobility na pHZávislost efektivní mobility na pH
pro slabou monovalentní zásadupro slabou monovalentní zásadu
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Závislost efektivní mobility na pHZávislost efektivní mobility na pHZávislost efektivní mobility na pHZávislost efektivní mobility na pH

pro slabou monovalentní kyselinupro slabou monovalentní kyselinu



Závislost efektivní mobility na pHZávislost efektivní mobility na pHZávislost efektivní mobility na pHZávislost efektivní mobility na pH

pro bílkovinupro bílkovinu



Vliv velikosti molekuly na mobilituVliv velikosti molekuly na mobilituVliv velikosti molekuly na mobilituVliv velikosti molekuly na mobilitu
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η - viskozita prostředí

r – poloměr částice



Vliv iontové sílyVliv iontové síly na mobilituna mobilituVliv iontové sílyVliv iontové síly na mobilituna mobilitu
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Vliv teploty Vliv teploty na mobilituna mobilituVliv teploty Vliv teploty na mobilituna mobilitu

)](02.01[ oTT
ToT
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T = standardní teplotaTo = standardní teplota

T = pracovní teplota



Sekundární jevySekundární jevySekundární jevySekundární jevy

�� JouleovoJouleovo teploteplo�� JouleovoJouleovo teploteplo

ElektroosmózaElektroosmóza�� ElektroosmózaElektroosmóza

�� DifuzeDifuze�� DifuzeDifuze



Jouleovo teploJouleovo teplo
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κκκκ = vodivost [ΩΩΩΩ-1.m-1]κκκκ = vodivost [ΩΩΩΩ-1.m-1]

i = elektrický proud [A]



Elektroosmotický tokElektroosmotický tokElektroosmotický tokElektroosmotický tok



Elektroosmotický tokElektroosmotický tokElektroosmotický tokElektroosmotický tok
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ξ = potenciál Helmholtzovy dvojvrstvy ξ = potenciál Helmholtzovy dvojvrstvy 

ηηηη = viskozita

εεεε = dielektrická konstanta
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Původ elektroosmotického Původ elektroosmotického Původ elektroosmotického Původ elektroosmotického 
tokutokutokutoku



Elektroosmotický tokElektroosmotický tok Laminární tok



Elektroosmotický tok v různých Elektroosmotický tok v různých Elektroosmotický tok v různých Elektroosmotický tok v různých 
kapiláráchkapilárách



DifuzeDifuzeDifuzeDifuze
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DifuzeDifuzeDifuzeDifuze



ElektroforézaElektroforézaElektroforézaElektroforéza

„„Dělení nabitých částic na Dělení nabitých částic na 
základě rozdílných základě rozdílných základě rozdílných základě rozdílných 

elektroforetických mobilitelektroforetických mobilit““elektroforetických mobilitelektroforetických mobilit““



ElektroforézaElektroforézaElektroforézaElektroforéza

�� VolnáVolná�� VolnáVolná

�� ZónováZónová



Volná elektroforézaVolná elektroforézaVolná elektroforézaVolná elektroforéza
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Volná elektroforézaVolná elektroforézaVolná elektroforézaVolná elektroforéza
Arne Arne TiseliusTiselius (1902 –1971)Arne Arne TiseliusTiselius (1902 –1971)



Volná elektroforézaVolná elektroforézaVolná elektroforézaVolná elektroforéza
Arne Arne TiseliusTiselius



Volná elektroforézaVolná elektroforézaVolná elektroforézaVolná elektroforéza
Arne Arne TiseliusTiselius (1902 –1971)Arne Arne TiseliusTiselius (1902 –1971)

Nobelova cena1948



ZZónová elektroforézaónová elektroforézaZZónová elektroforézaónová elektroforéza
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SkylabSkylabSkylabSkylab



SkylabSkylabSkylabSkylab



StabilizaceStabilizaceStabilizaceStabilizace

�� RotacíRotací�� RotacíRotací

�� Gradienty hustotyGradienty hustoty

�� Porézními mediiPorézními medii�� Porézními mediiPorézními medii

�� KapilárouKapilárou



StabilizaceStabilizaceStabilizaceStabilizace
RotacíRotacíRotacíRotací



StabilizaceStabilizaceStabilizaceStabilizace

Gradienty hustotyGradienty hustotyGradienty hustotyGradienty hustoty



StabilizaceStabilizaceStabilizaceStabilizace

Gradienty hustotyGradienty hustotyGradienty hustotyGradienty hustoty



Požadavky na porézní mediaPožadavky na porézní mediaPožadavky na porézní mediaPožadavky na porézní media

�� HomogenitaHomogenita

�� Inertnost  Inertnost  -- nespecifické interakcenespecifické interakce�� Inertnost  Inertnost  -- nespecifické interakcenespecifické interakce
-- nulový EOFnulový EOF

�� Reprodukovatelná a snadná přípravaReprodukovatelná a snadná příprava

�� Mechanická pevnostMechanická pevnost�� Mechanická pevnostMechanická pevnost

�� TransparentnostTransparentnost



Porézní mediaPorézní mediaPorézní mediaPorézní media
19193939 PapírPapír��19193939 PapírPapír

��1950 1950 AgarAgarovýový gel gel 1950 1950 AgarAgarovýový gel gel 

��1955 1955 Škrobový gelŠkrobový gel��1955 1955 Škrobový gelŠkrobový gel

��1957 1957 Acetát Acetát celulosycelulosy��1957 1957 Acetát Acetát celulosycelulosy

��1959 1959 PolyaPolyacrylamidcrylamidovýový gelgel��1959 1959 PolyaPolyacrylamidcrylamidovýový gelgel

1979 1979 AgarosAgarosovýový gelgel��1979 1979 AgarosAgarosovýový gelgel



Chromatografický papírChromatografický papírChromatografický papírChromatografický papír

SloženíSložení –– celulosacelulosaSloženíSložení –– celulosacelulosa

-- NehomogenníNehomogenní
-- Přítomnost ionogenních skupinPřítomnost ionogenních skupin-- Přítomnost ionogenních skupinPřítomnost ionogenních skupin
-- Špatně se chladí Špatně se chladí –– pálí sepálí se

PoužitíPoužití : téměř už se nepoužívá: téměř už se nepoužíváPoužitíPoužití : téměř už se nepoužívá: téměř už se nepoužívá



Chromatografický papírChromatografický papírChromatografický papírChromatografický papír



Chromatografický papírChromatografický papírChromatografický papírChromatografický papír



Acetát celulosyAcetát celulosyAcetát celulosyAcetát celulosy

SloženíSložení –– acetát acetát celulosycelulosySloženíSložení –– acetát acetát celulosycelulosy

+  Komerčně dostupný+  Komerčně dostupný
+  Dobré mechanické vlastnosti+  Dobré mechanické vlastnosti+  Dobré mechanické vlastnosti+  Dobré mechanické vlastnosti

PoužitíPoužití : : imunoelektroforetickéimunoelektroforetické
metody, klinické aplikacemetody, klinické aplikacemetody, klinické aplikacemetody, klinické aplikace



Acetát celulosyAcetát celulosyAcetát celulosyAcetát celulosy



Acetát celulosyAcetát celulosyAcetát celulosyAcetát celulosy



Acetát Acetát celulosycelulosyAcetát Acetát celulosycelulosy
analýza sérových bílkovinanalýza sérových bílkovin



Acetát Acetát celulosycelulosyAcetát Acetát celulosycelulosy
hemoglobinuhemoglobinu

HPFH –

dědičné přetrvávání

hemoglobinu F (“hereditary hemoglobinu F (“hereditary 

persistence”)

pH 8.4

1. Normální dospělý1. Normální dospělý
2. HPFH (heterozygot)

3. Hb S--HPFH 3. Hb S--HPFH 
4. Hb C--HPFH 

5. Normální novorozenec

Hemoglobin S a C – mutace v primárni struktuře, náhrada jednéHemoglobin S a C – mutace v primárni struktuře, náhrada jedné
z aminokyselin za druhou.



Agar a agarosaAgar a agarosaAgar a agarosaAgar a agarosa

SloženíSložení –– kopolymer kopolymer galaktosygalaktosy a   a   SloženíSložení –– kopolymer kopolymer galaktosygalaktosy a   a   
anhydrogalaktosyanhydrogalaktosy

-- Přítomnost ionogenních skupin Přítomnost ionogenních skupin –– silný EOFsilný EOF-- Přítomnost ionogenních skupin Přítomnost ionogenních skupin –– silný EOFsilný EOF
+  Velké +  Velké porypory
+  Snadná příprava+  Snadná příprava

PoužitíPoužití : : imunoelektroforetickéimunoelektroforetické metodymetody
elektroforéza NKelektroforéza NK



Agar a agarosaAgar a agarosaAgar a agarosaAgar a agarosa



Agar a agarosaAgar a agarosaAgar a agarosaAgar a agarosa



Agar a agarosaAgar a agarosaAgar a agarosaAgar a agarosa



Agar a agarosaAgar a agarosaAgar a agarosaAgar a agarosa



DNA DNA agarosováagarosová elektroforézaelektroforézaDNA DNA agarosováagarosová elektroforézaelektroforéza
Ethidiumbromid - červeň, která v roztoku fluoreskuje pouzeEthidiumbromid - červeň, která v roztoku fluoreskuje pouze
slabě, intenzita fluorescence se výrazně zvyšuje vazbou na DNA
interkalací mezi páry bazí. Excitace při 302 nm, červeno-oranžováinterkalací mezi páry bazí. Excitace při 302 nm, červeno-oranžová
emise při 510 nm. Velmi toxická látka!



Pulsní DNA elektroforézaPulsní DNA elektroforézaPulsní DNA elektroforézaPulsní DNA elektroforéza
20 000 20 000 –– 12 000 000 12 000 000 pbpb



Pulsní DNA elektroforézaPulsní DNA elektroforézaPulsní DNA elektroforézaPulsní DNA elektroforéza
20 000 20 000 –– 12 000 000 12 000 000 pbpb



Pulsní DNA elektroforézaPulsní DNA elektroforézaPulsní DNA elektroforézaPulsní DNA elektroforéza
20 000 20 000 –– 12 000 000 12 000 000 pbpb



ImunoelektroforézaImunoelektroforézaImunoelektroforézaImunoelektroforéza
zónová elektroforéza + difuzezónová elektroforéza + difuze



ImunoelektroforézaImunoelektroforézaImunoelektroforézaImunoelektroforéza
raketováraketová



ŠkrobŠkrobŠkrobŠkrob

SloženíSložení –– hydrolyzovaný škrobhydrolyzovaný škrob

+  poprvé se uplatňuje efekt molekulového  +  poprvé se uplatňuje efekt molekulového  +  poprvé se uplatňuje efekt molekulového  +  poprvé se uplatňuje efekt molekulového  
sítasíta

-- Špatné mechanické vlastnostiŠpatné mechanické vlastnosti-- Špatné mechanické vlastnostiŠpatné mechanické vlastnosti
-- Komplikovaná a nereprodukovatelná Komplikovaná a nereprodukovatelná -- Komplikovaná a nereprodukovatelná Komplikovaná a nereprodukovatelná 
přípravapříprava

-- Není transparentníNení transparentní-- Není transparentníNení transparentní

PoužitíPoužití : izoenzymová analýza: izoenzymová analýza



Sypané vrstvySypané vrstvySypané vrstvySypané vrstvy

SloženíSložení –– SephadexSephadex –– zesíťovaný dextranzesíťovaný dextranSloženíSložení –– SephadexSephadex –– zesíťovaný dextranzesíťovaný dextran

+  uplatňuje efekt molekulového síta+  uplatňuje efekt molekulového síta+  uplatňuje efekt molekulového síta+  uplatňuje efekt molekulového síta

PoužitíPoužití : preparativní: preparativní



PolyakrylamidPolyakrylamidPolyakrylamidPolyakrylamid

SloženíSložení –– kopolymer akrylamidu a kopolymer akrylamidu a SloženíSložení –– kopolymer akrylamidu a kopolymer akrylamidu a 
N,N,N,N,-- methylenbisakrylamidumethylenbisakrylamidu

+  plně splňuje požadavky+  plně splňuje požadavky+  plně splňuje požadavky+  plně splňuje požadavky
-- Monomery jsou neurotoxiny !!!!!!Monomery jsou neurotoxiny !!!!!!

PoužitíPoužití : analýza bílkovin a NK: analýza bílkovin a NKPoužitíPoužití : analýza bílkovin a NK: analýza bílkovin a NK



PolyakrylamidPolyakrylamidPolyakrylamidPolyakrylamid



Polyakrylamid Polyakrylamid -- přípravapřípravaPolyakrylamid Polyakrylamid -- přípravapříprava

Radikálová polymeraceRadikálová polymerace

�� Katalyzátor Katalyzátor –– tetramethylethylendiamintetramethylethylendiamin�� Katalyzátor Katalyzátor –– tetramethylethylendiamintetramethylethylendiamin
TEMEDTEMED

�� Iniciátor Iniciátor -- chemicky chemicky –– (NH(NH44))22SS22OO88�� Iniciátor Iniciátor -- chemicky chemicky –– (NH(NH44))22SS22OO88

-- fotochemicky fotochemicky –– ribloflavinribloflavin + UV+ UV



Polyakrylamid Polyakrylamid -- složenísloženíPolyakrylamid Polyakrylamid -- složenísložení

%100×+= ba
T %100×+=

m

ba
T

b
%100×

+
=

ba

b
C

+ ba

a – akrylamid (g)a – akrylamid (g)
b – methylenbisakrylamid (g)b – methylenbisakrylamid (g)
m – objem (ml)



Fergussonova rovniceFergussonova rovniceFergussonova rovniceFergussonova rovnice

PAGE není pouze pasivním nosičem, ale podílí sePAGE není pouze pasivním nosičem, ale podílí se
na separaci efektem molekulového síta.

[ ]TKr+= 0loglog µµ [ ]

µ - mobilitaµ - mobilita
µ0- mobilita při limitním zředění
K – retardační koeficientKr – retardační koeficient



Uplatnění Fergussonovy rovniceUplatnění Fergussonovy rovniceUplatnění Fergussonovy rovniceUplatnění Fergussonovy rovnice

µ µ µA A A

B B B

T T T

B B

T T T

MrA= MrB
pI ≠ pI

MrA ≠ MrB
pI ≠ pI

MrA ≠ MrB
pI = pI

A B

pIA≠ pIB
A B

pIA≠ pIB
A B

pIA= pIB



Provedení PAGEProvedení PAGEProvedení PAGEProvedení PAGE

vertikální x horizontálnívertikální x horizontálnívertikální x horizontálnívertikální x horizontální
deskové x trubičkovédeskové x trubičkovédeskové x trubičkovédeskové x trubičkové

homogenní x gradientovéhomogenní x gradientovéhomogenní x gradientovéhomogenní x gradientové
kontinuální x diskontinuálníkontinuální x diskontinuální

nativní x SDS PAGEnativní x SDS PAGE



UpořádáníUpořádáníUpořádáníUpořádání
HorizontálníHorizontální

+ -



UpořádáníUpořádáníUpořádáníUpořádání
Vertikální

+

Vertikální

+

--



Provedení PAGEProvedení PAGEProvedení PAGEProvedení PAGE
deskové x trubičkovédeskové x trubičkovédeskové x trubičkovédeskové x trubičkové



Provedení PAGEProvedení PAGEProvedení PAGEProvedení PAGE
deskové x trubičkovédeskové x trubičkovédeskové x trubičkovédeskové x trubičkové



Provedení PAGEProvedení PAGEProvedení PAGEProvedení PAGE
deskové x trubičkovédeskové x trubičkovédeskové x trubičkovédeskové x trubičkové



Provedení PAGEProvedení PAGEProvedení PAGEProvedení PAGE
deskové x trubičkovédeskové x trubičkovédeskové x trubičkovédeskové x trubičkové



Provedení PAGEProvedení PAGEProvedení PAGEProvedení PAGE
deskové x trubičkovédeskové x trubičkovédeskové x trubičkovédeskové x trubičkové



Provedení PAGEProvedení PAGEProvedení PAGEProvedení PAGE
homogenní x gradientovéhomogenní x gradientovéhomogenní x gradientovéhomogenní x gradientové



Provedení PAGEProvedení PAGEProvedení PAGEProvedení PAGE
homogenní x gradientovéhomogenní x gradientovéhomogenní x gradientovéhomogenní x gradientové



Provedení PAGEProvedení PAGEProvedení PAGEProvedení PAGE
homogenní x gradientovéhomogenní x gradientovéhomogenní x gradientovéhomogenní x gradientové



Provedení PAGEProvedení PAGEProvedení PAGEProvedení PAGE
kontinuální x diskontinuálníkontinuální x diskontinuálníkontinuální x diskontinuálníkontinuální x diskontinuální



Diskontinuální PAGE Diskontinuální PAGE Diskontinuální PAGE Diskontinuální PAGE 
Orstein, DavisOrstein, Davis

-

Elektrodový pufr
Tris Glycin pH 8.3

Koncentrační gel
Izotachoforéza

Koncentrační gel
T = 3 – 5 %

Koncetrační pufr
Tris HCl pH 6.8

Cl-Gly-
B- A-

Izotachoforéza

Separační gel

Cl-Gly-
B- A-

Separační gelSeparační gel
T = x %

Separační pufr
Tris Glycin pH 8.3

Separační gel
Zónová elektroforéza

+

Elektrodový pufr
Cl-Gly-

B- A-

+

Elektrodový pufr
Tris Glycin pH 8.3

B A



Diskontinuální PAGE Diskontinuální PAGE Diskontinuální PAGE Diskontinuální PAGE 
Orstein, DavisOrstein, Davis



SDS PAGESDS PAGESDS PAGESDS PAGE

OSO3
-Na+

+

--

- - - - - - - - - ---

-

-

-

+ --

- -

-

- -

-

-

- -

- - - - - - - - - ---

-

1 g bílkoviny váže 1.4 g SDS ⇒
uniformní náboj na jednotku MWuniformní náboj na jednotku MW



SDS PAGESDS PAGESDS PAGESDS PAGE



Stanovení Mr pomocí SDS Stanovení Mr pomocí SDS Stanovení Mr pomocí SDS Stanovení Mr pomocí SDS 
PAGEPAGE

Log Mr
skvrna

Rm =
čelo

skvrna
Rm =

RmRm



Stanovení Mr pomocí SDS Stanovení Mr pomocí SDS Stanovení Mr pomocí SDS Stanovení Mr pomocí SDS 
PAGE PAGE -- standardystandardy



Použití SDS PAGEPoužití SDS PAGEPoužití SDS PAGEPoužití SDS PAGE

�� Stanovení MrStanovení Mr�� Stanovení MrStanovení Mr
�� Analýza komplexních směsíAnalýza komplexních směsí
�� Sledování purifikace bílkovinSledování purifikace bílkovin
�� Stanovení podjednotkového Stanovení podjednotkového �� Stanovení podjednotkového Stanovení podjednotkového 
složenísložení

+ - + - + -+ - + - + -



Stanovení Stanovení MrMr pomocí SDSpomocí SDSStanovení Stanovení MrMr pomocí SDSpomocí SDS
redukujicíredukujicí x neredukujícíx neredukující



PAGE PAGE -- sekvenace DNAsekvenace DNAPAGE PAGE -- sekvenace DNAsekvenace DNA



Chemická metodaChemická metodaChemická metodaChemická metoda



BÁZE CHEMIKÁLIE

G dimethylsufoxid+ piperidin

G + A dimethylsufoxid+ piperidin + 
k.mravenčíG + A k.mravenčí

C hydrazin/chlorid sodný+ piperidin

C + T hydrazin + piperidinC + T hydrazin + piperidin





Enzymová metodaEnzymová metodaEnzymová metodaEnzymová metoda





Preparativní PAGEPreparativní PAGEPreparativní PAGEPreparativní PAGE



Automatizace PAGEAutomatizace PAGEAutomatizace PAGEAutomatizace PAGE
FastFast--systemsystem



Kapilární zónová elektroforéza Kapilární zónová elektroforéza Kapilární zónová elektroforéza Kapilární zónová elektroforéza 
CZECZE



Hjerten 1967Hjerten 1967Hjerten 1967Hjerten 1967



1981 1981 -- JorgensonJorgenson LukacsováLukacsová1981 1981 -- JorgensonJorgenson LukacsováLukacsová



Beckman 1987Beckman 1987Beckman 1987Beckman 1987



2003 2003 -- Projekt lidského genomuProjekt lidského genomu2003 2003 -- Projekt lidského genomuProjekt lidského genomu



Proč CE a biochemie ?Proč CE a biochemie ?Proč CE a biochemie ?Proč CE a biochemie ?



Výhody CEVýhody CEVýhody CEVýhody CE

�� Aplikační diverzitaAplikační diverzita
nabité i neutrální látkynabité i neutrální látkynabité i neutrální látkynabité i neutrální látky
nízkomolekulární i vysokomolekulární látkynízkomolekulární i vysokomolekulární látkynízkomolekulární i vysokomolekulární látkynízkomolekulární i vysokomolekulární látky
chirální i achirální látkychirální i achirální látky
bakterie i virybakterie i virybakterie i virybakterie i viry



Výhody CEVýhody CEVýhody CEVýhody CE

�� Aplikační diverzitaAplikační diverzita
JednoduchJednoduchá instrumentaceá instrumentace�� JednoduchJednoduchá instrumentaceá instrumentace



Výhody CEVýhody CEVýhody CEVýhody CE

�� Aplikační Aplikační diverzitadiverzita
JednoduchJednoduchá instrumentaceá instrumentace�� JednoduchJednoduchá instrumentaceá instrumentace

CZE, MEKC, 

CIEF, CITP

NACE, MEEKC, NACE, MEEKC, 

CGE, ChCE

CEC



Výhody CEVýhody CEVýhody CEVýhody CE

�� Aplikační diverzitaAplikační diverzita
JednoduchJednoduchá instrumentaceá instrumentace�� JednoduchJednoduchá instrumentaceá instrumentace

�� Vysoké rozlišení a účinnost separacíVysoké rozlišení a účinnost separací�� Vysoké rozlišení a účinnost separacíVysoké rozlišení a účinnost separací
�� Malá spotřeba vzorkuMalá spotřeba vzorku�� Malá spotřeba vzorkuMalá spotřeba vzorku
�� Rychlost analýzyRychlost analýzy
Malá spotřeba chemikálií a malé Malá spotřeba chemikálií a malé �� Malá spotřeba chemikálií a malé Malá spotřeba chemikálií a malé 
množství odpadůmnožství odpadůmnožství odpadůmnožství odpadů



Módy CZEMódy CZEMódy CZEMódy CZE



Kapilární zónová elektroforéza Kapilární zónová elektroforéza Kapilární zónová elektroforéza Kapilární zónová elektroforéza 
ve volné kapilářeve volné kapilářeve volné kapilářeve volné kapiláře



Výsledná mobilita částic při CZEVýsledná mobilita částic při CZEVýsledná mobilita částic při CZEVýsledná mobilita částic při CZE



Separace aniontů pomocí CZESeparace aniontů pomocí CZESeparace aniontů pomocí CZESeparace aniontů pomocí CZE



Stanovení aktivity HD Stanovení aktivity HD Stanovení aktivity HD Stanovení aktivity HD 
pomocí CZEpomocí CZE



Princip MEKCPrincip MEKC

Micela

a – střed – rozpustná v oboua – střed – rozpustná v obou
b – silně hydrofilní – nerozpustná v  

micelemicele
c – silně hydrofóbní – nerozpustná ve 

vodné fázi



Micelární elektrokinetická Micelární elektrokinetická Micelární elektrokinetická Micelární elektrokinetická 
chromatografiechromatografiechromatografiechromatografie



Separace fenolů a alkoholů Separace fenolů a alkoholů Separace fenolů a alkoholů Separace fenolů a alkoholů 
pomocí MEKCpomocí MEKC



Stanovení aktivity CYP 2C9 Stanovení aktivity CYP 2C9 Stanovení aktivity CYP 2C9 Stanovení aktivity CYP 2C9 
pomocí MEKCpomocí MEKC



Kapilární gelová elektroforézaKapilární gelová elektroforéza



CGE fragmentů dsDNACGE fragmentů dsDNACGE fragmentů dsDNACGE fragmentů dsDNA



Instrumentace CZEInstrumentace CZE



Schéma zařízení pro CZESchéma zařízení pro CZESchéma zařízení pro CZESchéma zařízení pro CZE



Napájecí zdrojNapájecí zdrojNapájecí zdrojNapájecí zdroj

�� stabilizovaný stabilizovaný ±± 30 30 kVkV�� stabilizovaný stabilizovaný ±± 30 30 kVkV
300 300 µAµA

�� konstantní napětí nebokonstantní napětí nebo
proudproudproudproud

�� obojí polaritaobojí polarita�� obojí polaritaobojí polarita
�� ochrana obsluhyochrana obsluhy



KapiláraKapiláraKapiláraKapilára

�� křemenná křemenná -- 25 25 --100 100 µmµm i.di.d�� křemenná křemenná -- 25 25 --100 100 µmµm i.di.d
-- 3350 50 µmµm o.do.d..

�� délka délka až 100 cm délkaaž 100 cm délka
polyimidovépolyimidové vnější pokrytívnější pokrytí�� polyimidovépolyimidové vnější pokrytívnější pokrytí



Dávkování Dávkování -- hydrodynamické hydrodynamické Dávkování Dávkování -- hydrodynamické hydrodynamické 



Dávkování Dávkování -- elektrokinetickéelektrokinetickéDávkování Dávkování -- elektrokinetickéelektrokinetické



Detekce spektrofotometrickáDetekce spektrofotometrickáDetekce spektrofotometrickáDetekce spektrofotometrická



Detekce fluorescenčníDetekce fluorescenčníDetekce fluorescenčníDetekce fluorescenční



2003 2003 -- Projekt lidského genomuProjekt lidského genomu2003 2003 -- Projekt lidského genomuProjekt lidského genomu



2003 2003 -- Projekt lidského genomuProjekt lidského genomu2003 2003 -- Projekt lidského genomuProjekt lidského genomu



37303730xlxl DNA AnalyzerDNA Analyzer37303730xlxl DNA AnalyzerDNA Analyzer
Applied BiosystemsApplied Biosystems



1997 1997 µµCE CE 1997 1997 µµCE CE 



KlasickáKlasická CCZZEEKlasickáKlasická CCZZEE
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Microchip CMicrochip CZZEEMicrochip CMicrochip CZZEE

1.2 uric acid

0.8

1.0

0.6

0.8

unknown

C
u
rr
e
n
t 
(n
A
)

0.2

0.4

C
u
rr
e
n
t 
(n
A
)

0 10 20 30 40 50

0.0

0.2C
u
rr
e
n
t 
(n
A
)

0 10 20 30 40 50

Time (s)



Bioanalyser Agilent 2100



Bioanalyser Agilent 2100



2013 NASA 2013 NASA -- MarsMars2013 NASA 2013 NASA -- MarsMars



Afinitní elektroforézaAfinitní elektroforézaAfinitní elektroforézaAfinitní elektroforéza

„V inertní matrici je imobilizován „V inertní matrici je imobilizován 
ligand, se kterým specificky ligand, se kterým specificky ligand, se kterým specificky ligand, se kterým specificky 
interaguje separovaný biopolymer“interaguje separovaný biopolymer“interaguje separovaný biopolymer“interaguje separovaný biopolymer“

C
L= 0

C
L= 2n

C
L= n

C
L= 4n



LigandyLigandyLigandyLigandy

Biopolymery Ligandy 

Enzymy substrát, koenzym, inhibitor 

Hormony receptory 

Lektiny sacharidy 

NK NK 

 

 



Imobilizace liganduImobilizace liganduImobilizace liganduImobilizace ligandu

�� Chemická Chemická –– kovalentní vazbakovalentní vazba

�� Fyzikální Fyzikální –– ligand vázán na ligand vázán na �� Fyzikální Fyzikální –– ligand vázán na ligand vázán na 
�� makromolekulumakromolekulu�� makromolekulumakromolekulu

Použití :Použití :Použití :Použití :
Studium interakce mezi ligandem a Studium interakce mezi ligandem a Studium interakce mezi ligandem a Studium interakce mezi ligandem a 

biomakromolekuloubiomakromolekuloubiomakromolekuloubiomakromolekulou



Izoelektrická fokusaceIzoelektrická fokusaceIzoelektrická fokusaceIzoelektrická fokusace

„„Elektroforéza v gradientu pH, Elektroforéza v gradientu pH, 
částice jsou separováný podle částice jsou separováný podle částice jsou separováný podle částice jsou separováný podle 

svých pIsvých pI““svých pIsvých pI““



IzoelektrickáIzoelektrická fokusacefokusaceIzoelektrickáIzoelektrická fokusacefokusace
1961 1961 SvenssonSvensson –– RilbeRilbe (1968)(1968)1961 1961 SvenssonSvensson –– RilbeRilbe (1968)(1968)



Tvorba gradientuTvorba gradientuTvorba gradientuTvorba gradientu

Anoda (+)Anoda (+) HH33OO
++ 6H6H22OO→→OO2 2 + 4H+ 4H33OO+ + + 4e+ 4e--Anoda (+)Anoda (+) HH33OO
++ 6H6H22OO→→OO2 2 + 4H+ 4H33OO+ + + 4e+ 4e--

Katoda(Katoda(--)    )    OHOH-- 4H4H OO→→22HH + 4OH+ 4OH-- -- 4 e4 e--Katoda(Katoda(--)    )    OHOH-- 4H4H22OO→→22HH2 2 + 4OH+ 4OH-- -- 4 e4 e--

Ampholyty
CH2 N (CH2)n N

R

CH2

(CH )

R - CH3

    - CH2COOHR
(CH2)n

NR3

    - CH2COOH
    - H



Izoelektrická fokusaceIzoelektrická fokusaceIzoelektrická fokusaceIzoelektrická fokusace

t0 t1
+ - + -

t0 t1

pH
AA

A

pI

H3O
+ OH- H3O

+ OH-



Izoelektrická fokusaceIzoelektrická fokusaceIzoelektrická fokusaceIzoelektrická fokusace

+ -tx

pH

H O+ OH-H3O
+ OH-



Kapilární izoelektrická Kapilární izoelektrická Kapilární izoelektrická Kapilární izoelektrická 
fokusacefokusacefokusacefokusace



Izoelektrická fokusaceIzoelektrická fokusaceIzoelektrická fokusaceIzoelektrická fokusace
analytickáanalytická

�� ProvedeníProvedení -- v gelech v gelech –– PAGE, PAGE, agarosaagarosa�� ProvedeníProvedení -- v gelech v gelech –– PAGE, PAGE, agarosaagarosa

PoužitíPoužití -- sledování komplexních směsísledování komplexních směsí�� PoužitíPoužití -- sledování komplexních směsísledování komplexních směsí

-- izoenzymové složeníizoenzymové složení

-- stanovení pI stanovení pI –– rozřezání a elucerozřezání a eluce
–– µµpH elektrodypH elektrody–– µµpH elektrodypH elektrody
–– pI standardypI standardy–– pI standardypI standardy



Izoelektrická fokusaceIzoelektrická fokusaceIzoelektrická fokusaceIzoelektrická fokusace
analytickáanalytická



Izoelektrická fokusaceIzoelektrická fokusaceIzoelektrická fokusaceIzoelektrická fokusace
analytickáanalytická



Izoelektrická fokusaceIzoelektrická fokusaceIzoelektrická fokusaceIzoelektrická fokusace
analytická analytická -- standardystandardy



Izoelektrická fokusaceIzoelektrická fokusaceIzoelektrická fokusaceIzoelektrická fokusace
ImobilineImobiline



Izoelektrická fokusaceIzoelektrická fokusaceIzoelektrická fokusaceIzoelektrická fokusace
preparativnípreparativní

�� ProvedeníProvedení -- rotací rotací –– RotoforRotofor ((BioRadBioRad))



Izoelektrická fokusaceIzoelektrická fokusaceIzoelektrická fokusaceIzoelektrická fokusace
preparativnípreparativní

�� ProvedeníProvedení -- v sypaných vrstvách (v sypaných vrstvách (SephadexSephadex))

-- v gradientech hustoty (v gradientech hustoty (sacharozasacharoza))

PoužitíPoužití –– izolace bílkovinizolace bílkovinPoužitíPoužití –– izolace bílkovinizolace bílkovin



Dvourozměrné metodyDvourozměrné metodyDvourozměrné metodyDvourozměrné metody

�� Metoda titračních křivekMetoda titračních křivek�� Metoda titračních křivekMetoda titračních křivek

�� Dvourozměrná elektroforézaDvourozměrná elektroforéza



Metoda titračních křivekMetoda titračních křivekMetoda titračních křivekMetoda titračních křivek

pH

3.0 10.0

--10.0

pHpH

+ +
3.0

I.rozměr – IEF
bez vzorku

II.rozměr – elektroforéza
se vzorkem



Metoda titračních křivekMetoda titračních křivekMetoda titračních křivekMetoda titračních křivek



Metoda titračních křivekMetoda titračních křivekMetoda titračních křivekMetoda titračních křivek



Metoda titračních křivekMetoda titračních křivekMetoda titračních křivekMetoda titračních křivek



Dvojrozměrná elektroforézaDvojrozměrná elektroforézaDvojrozměrná elektroforézaDvojrozměrná elektroforéza



Dvojrozměrná Dvojrozměrná Dvojrozměrná Dvojrozměrná 
elektroforézaelektroforézaelektroforézaelektroforéza

1975  1975  OO´́FarrellFarrell1975  1975  OO´́FarrellFarrell



Dvojrozměrná elektroforézaDvojrozměrná elektroforézaDvojrozměrná elektroforézaDvojrozměrná elektroforéza

pI

3.0

pH

Mr
10.0

I.rozměr IEF II.rozměr SDS-PAGE

10.0



Dvojrozměrná elektroforézaDvojrozměrná elektroforézaDvojrozměrná elektroforézaDvojrozměrná elektroforéza



Dvojrozměrná elektroforézaDvojrozměrná elektroforézaDvojrozměrná elektroforézaDvojrozměrná elektroforéza
pIpI

Mr



Základní schéma analýzy užívané v proteomice

Směs proteinů 1. Separace

2D-PAGE

Jednotlivé proteiny2. Izolace Jednotlivé proteiny2. Izolace

Štěpení trypsinem

Peptidy

3. Hmotnostní analýza4. Sekvenční analýza

Hmotnostní spektra 

3. Hmotnostní analýza

Hmotnostní spekroskopie

4. Sekvenční analýza

Fragmentace peptidů

Hmotnostní spektra 

peptidů
5. Porovnání s 

databází

Sekvence peptidů

Identifikace proteinů

databází

Identifikace proteinů



Dvojrozměrná elektroforézaDvojrozměrná elektroforézaDvojrozměrná elektroforézaDvojrozměrná elektroforéza
pIpI

Mr









IzotachoforézaIzotachoforézaIzotachoforézaIzotachoforéza

„„Vzorek je umístěn mezi dva Vzorek je umístěn mezi dva 
elektrolyty : vedoucí L elektrolyty : vedoucí L elektrolyty : vedoucí L elektrolyty : vedoucí L 

(leading) s nejvyšší mobilitou (leading) s nejvyšší mobilitou (leading) s nejvyšší mobilitou (leading) s nejvyšší mobilitou 
a a -- uzavírající T (terminating) uzavírající T (terminating) a a -- uzavírající T (terminating) uzavírající T (terminating) 

s nejmenší mobilitous nejmenší mobilitou““s nejmenší mobilitous nejmenší mobilitou““



IzotachoforézaIzotachoforézaIzotachoforézaIzotachoforéza
1976 1976 EveraertsEveraerts1976 1976 EveraertsEveraerts



IzotachoforézaIzotachoforézaIzotachoforézaIzotachoforéza

T A+B L t0

T A+B LB A t1+-

BT AB LABT AB LA t2+- BT AB LA

BT LA

BT AB LA t2

t

+

+

-

- BT LA t3+-



IzotachoforézaIzotachoforéza



IzotachoforézaIzotachoforéza
µL > µA > µB > µT

I
LB AT

v

v

µµµµE

v=µ
µµµµE

E



Kohlrauschova regulační funkceKohlrauschova regulační funkceKohlrauschova regulační funkceKohlrauschova regulační funkce
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Analytická ITPAnalytická ITPAnalytická ITPAnalytická ITP

Napájení

+ -

Napájení

Dávkování

Detekce

Dávkování

Zapisovač



Analytická ITPAnalytická ITPAnalytická ITPAnalytická ITP
instrumentaceinstrumentace

�� Napájení Napájení -- stejnosměrné 3 stejnosměrné 3 kVkV 0,2 0,2 –– 0,5 0,5 
mAmAmAmA

�� Kapilára 0,1 Kapilára 0,1 –– 2 mm2 mm�� Kapilára 0,1 Kapilára 0,1 –– 2 mm2 mm
�� Dávkování Dávkování -- dávkovací ventildávkovací ventil
�� Detekce Detekce -- universální universální –– konduktometrickákonduktometrická

–– potencialněpotencialně–– potencialněpotencialně
gradientovágradientovágradientovágradientová

-- selektivní selektivní –– UVUV--VISVIS-- selektivní selektivní –– UVUV--VISVIS



Izotachoforetický záznamIzotachoforetický záznamIzotachoforetický záznamIzotachoforetický záznam
kvantitakvantita
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Izotachoforetický záznamIzotachoforetický záznamIzotachoforetický záznamIzotachoforetický záznam
kvalitakvalita
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IzotachoforetickýIzotachoforetický záznamzáznamIzotachoforetickýIzotachoforetický záznamzáznam



IzotachoforetickýIzotachoforetický záznamzáznamIzotachoforetickýIzotachoforetický záznamzáznam



Analytická ITPAnalytická ITPAnalytická ITPAnalytická ITP
VillaVilla LabecoLabeco



Analytická ITPAnalytická ITPAnalytická ITPAnalytická ITP
Metoda spojování kapilárMetoda spojování kapilár

Předseparační kapilára – 2 mmPředseparační kapilára – 2 mm

Analytická kapilára – 0.1 mm



Preparativní ITPPreparativní ITPPreparativní ITPPreparativní ITP

V gelech - Sephadex

+ -



Preparativní ITPPreparativní ITPPreparativní ITPPreparativní ITP

Kontinuální plošnáKontinuální plošná

LA+BT

-

LA+BT

+ -

AB

+

A



Detekce po elektroforéze a Detekce po elektroforéze a Detekce po elektroforéze a Detekce po elektroforéze a 
izoelektrické fokusaciizoelektrické fokusaci



Nespecifická detekceNespecifická detekceNespecifická detekceNespecifická detekce



Nespecifická detekceNespecifická detekceNespecifická detekceNespecifická detekce



Nespecifická detekceNespecifická detekceNespecifická detekceNespecifická detekce



Fluorescenční detekceFluorescenční detekceFluorescenční detekceFluorescenční detekce



Specifická detekceSpecifická detekceSpecifická detekceSpecifická detekce



AutoradiografieAutoradiografieAutoradiografieAutoradiografie



Specifická detekceSpecifická detekceSpecifická detekceSpecifická detekce



Detekce glykoproteinůDetekce glykoproteinůDetekce glykoproteinůDetekce glykoproteinů



Detekce na základě biologické Detekce na základě biologické Detekce na základě biologické Detekce na základě biologické 
aktivityaktivity



Detekce na základě biologické Detekce na základě biologické Detekce na základě biologické Detekce na základě biologické 
aktivityaktivity



BlottingBlottingBlottingBlotting

�� SouthernSouthern –– DNADNA�� SouthernSouthern –– DNADNA

�� NothernNothern –– RNARNA

�� Western Western -- bílkovinybílkoviny�� Western Western -- bílkovinybílkoviny



BlottingBlottingBlottingBlotting



BlottingBlottingBlottingBlotting



Výhody Výhody blottingublottinguVýhody Výhody blottingublottingu

�� Dostupnost Dostupnost biomakromolekulbiomakromolekul
ZakoncentrováníZakoncentrování biomakromolekulbiomakromolekul�� ZakoncentrováníZakoncentrování biomakromolekulbiomakromolekul

�� Redukce doby a množství potřebných Redukce doby a množství potřebných �� Redukce doby a množství potřebných Redukce doby a množství potřebných 
chemikáliíchemikálií

�� Imobilizace Imobilizace biomakromolekulbiomakromolekul ––
možnost uchovávánímožnost uchovávánímožnost uchovávánímožnost uchovávání

�� Možnost vícenásobné detekceMožnost vícenásobné detekce�� Možnost vícenásobné detekceMožnost vícenásobné detekce
�� Mechanická stabilitaMechanická stabilita



Difuzní blottingDifuzní blottingDifuzní blottingDifuzní blotting
 

NÁDOBA SNÁDOBA S
PŘENOSOVÝM 
PUFREM

DRŽÁK

DRŽÁK

HOUBA

HOUBA

FILTRAČNÍ

FILTRAČNÍ
PAPÍR

BLOTOVACÍ

FILTRAČNÍ
PAPÍR

BLOTOVACÍ
MEMBRÁNA BLOTOVACÍ

MEMBRÁNA

GEL

MEMBRÁNA



Vakuový blottingVakuový blottingVakuový blottingVakuový blotting

 

FILTRAČNÍ
PAPÍR

BLOTOVACÍ

VÝVĚVA

GEL

BLOTOVACÍ
MEMBRÁNA

PORÉZNÍ
PODLOŽKA

ZÁKLADNA



Kapilární blottingKapilární blottingKapilární blottingKapilární blotting

  

ZÁVAŽÍ

BLOTOVACÍ

FILTRAČNÍ
PAPÍR                    

BLOTOVACÍ
MEMBRÁNA

FILTRAČNÍ
PAPÍR

GEL

PAPÍR

NÁDOBA S
PŘENOSOVÝM 
PUFREM



Tankový elektroblottingTankový elektroblottingTankový elektroblottingTankový elektroblotting

 KATODA +- ANODA

NÁDOBA S
PŘENOSOV

DRŽÁK

ÝM PUFREMDRŽÁK

HOUBA

FILTRAČNÍ
PAPÍR

HOUBA

FILTRAČNÍ
PAPÍR

PAPÍR

BLOTOVACÍ
MEMBRÁNA

GELGEL



Tankový elektroblottingTankový elektroblottingTankový elektroblottingTankový elektroblotting



Tankový elektroblottingTankový elektroblottingTankový elektroblottingTankový elektroblotting
Mini Protean Trans Blot CellMini Protean Trans Blot Cell



„Semi dry“ blotting„Semi dry“ blotting„Semi dry“ blotting„Semi dry“ blotting

 +
FILTRAČNÍ BLOTOVACÍ

ANODA

FILTRAČNÍ
PAPÍR

FILTRAČNÍ
PAPÍR

BLOTOVACÍ
MEMBRÁNA

GEL
PAPÍR

KATODA-



„Semi dry“ blotting„Semi dry“ blotting„Semi dry“ blotting„Semi dry“ blotting



Kapkovací dot blottingKapkovací dot blottingKapkovací dot blottingKapkovací dot blotting

JAMKY PRO NANÁŠENÍ               

 

NANÁŠECÍ
ŠABLONA

BLOTOVACÍ
MEMBRÁNA

JAMKY PRO NANÁŠENÍ               
VZORKŮ

VÝVĚVA

MEMBRÁNA

TĚSNĚNÍ

ZÁKLADNA

TĚSNĚNÍ

PORÉZNÍ
PODLOŽKA



MembrányMembrányMembrányMembrány



DetekceDetekceDetekceDetekce



DetekceDetekceDetekceDetekce



DetekceDetekceDetekceDetekce



Speciální aplikace Speciální aplikace blottingublottinguSpeciální aplikace Speciální aplikace blottingublottingu

�� Získání homogenních preparátuZískání homogenních preparátu
Studium složení a struktury bílkovinStudium složení a struktury bílkovin�� Studium složení a struktury bílkovinStudium složení a struktury bílkovin

�� MS bílkovin MS bílkovin –– MALDI, DESIMALDI, DESI�� MS bílkovin MS bílkovin –– MALDI, DESIMALDI, DESI
�� Příprava protilátekPříprava protilátek�� Příprava protilátekPříprava protilátek
�� Purifikace protilátekPurifikace protilátek



DetekceDetekceDetekceDetekce



DetekceDetekceDetekceDetekce


