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PROČ CE 
A BIOCHEMIE ?



VÝHODY CE

 Aplikační diverzita
nabité i neutrální látky
nízkomolekulární i vysokomolekulární látky
chirální i achirální látky
bakterie i viry



VÝHODY CE

 Aplikační diverzita

 Jednoduchá instrumentace

CZE, MEKC, 
CIEF, CITP

NACE, MEEKC, 
CGE, ChCE

CEC



VÝHODY CE

 Aplikační diverzita

 Jednoduchá instrumentace

 Vysoké rozlišení a účinnost separací

 Malá spotřeba vzorku

 Rychlost analýzy

 Malá spotřeba chemikálií a malé množství 
odpadů



MÓDY CZE



KAPILÁRNÍ ZÓNOVÁ 
ELEKTROFORÉZA VE VOLNÉ 
KAPILÁŘE



VÝSLEDNÁ MOBILITA 
ČÁSTIC PŘI CZE



SEPARACE ANIONTŮ POMOCÍ 
CZE



STANOVENÍ AKTIVITY HD 
POMOCÍ CZE



MICELÁRNÍ ELEKTROKINETICKÁ 
CHROMATOGRAFIE



PRINCIP MEKC

MICELA

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

v micele
c – silně hydrofóbní – nerozpustná 

ve vodné fázi



SEPARACE FENOLŮ A 
ALKOHOLŮ POMOCÍ MEKC



STANOVENÍ AKTIVITY CYP 2C9 
POMOCÍ MEKC



KAPILÁRNÍ GELOVÁ 
ELEKTROFORÉZA



CGE FRAGMENTŮ dsDNA



SCHÉMA ZAŘÍZENÍ PRO CZE

INSTRUMENTACE CZE



NAPÁJECÍ ZDROJ

 stabilizovaný ± 30 kV 300 μA

 konstantní napětí nebo proud

 obojí polarita

 ochrana obsluhy

KAPILÁRA

 křemenná - 25 -100 μm i.d

- 350 μm o.d.

 délka 10 až 100 cm 

 polyimidové vnější pokrytí



DÁVKOVÁNÍ -
HYDRODYNAMICKÉ 



DÁVKOVÁNÍ -
ELEKTROKINETICKÉ

+ -



DETEKCE 
SPEKTROFOTOMETRICKÁ



DETEKCE FLUORESCENČNÍ



2003 - PROJEKT LIDSKÉHO 
GENOMU



3730XL DNA ANALYZER
APPLIED BIOSYSTEMS



1997 ΜCE 1997 CE 



KLASICKÁ CZE
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Bioanalyser Agilent 2100



Bioanalyser Agilent 2100





AFINITNÍ ELEKTROFORÉZA

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

C
L= 0 C

L= 2nC
L= n C

L= 4n



LIGANDY

Biopolymery Ligandy 

Enzymy substrát, koenzym, inhibitor 

Hormony receptory 

Lektiny sacharidy 

NK NK 

 

 



IMOBILIZACE LIGANDU

Chemická – kovalentní vazba

 Fyzikální – ligand vázán na makromolekulu

Použití :

Studium interakce mezi ligandem a biomakromolekulou



IZOELEKTRICKÁ FOKUSACE

„Elektroforéza v gradientu pH,

částice jsou separovány podle 
svých pI“

1961 Svensson – Rilbe (1968)



TVORBA GRADIENTU

Anoda (+) H3O+ 6H2OO2 + 4H3O+ + 4e-

Katoda(-)    OH- 4H2O2H2 + 4OH- - 4 e-

CH2 N (CH2)n N

R

CH2

(CH2)n

NR3

R - CH3

    - CH2COOH
    - H

Ampholyty



IZOELEKTRICKÁ FOKUSACE

pH

+ -

H3O+ OH-

A

+ -

H3O+ OH-

A

pI

t0 t1



IZOELEKTRICKÁ FOKUSACE

+ -

H3O+ OH-

pH

tx



KAPILÁRNÍ IZOELEKTRICKÁ 
FOKUSACE



IZOELEKTRICKÁ FOKUSACE
ANALYTICKÁ

Provedení - v gelech – PAGE, agarosa

Použití - sledování komplexních směsí

- izoenzymové složení

- stanovení pI – rozřezání a eluce

– pH elektrody
– pI standardy



IZOELEKTRICKÁ FOKUSACE
ANALYTICKÁ



IZOELEKTRICKÁ FOKUSACE
ANALYTICKÁ - STANDARDY



IZOELEKTRICKÁ FOKUSACE
IMOBILINE



IZOELEKTRICKÁ FOKUSACE
PREPARATIVNÍ

 Provedení - rotací – Rotofor (BioRad)



IZOELEKTRICKÁ FOKUSACE
PREPARATIVNÍ

 Provedení - v sypaných vrstvách (Sephadex)

- v gradientech hustoty (sacharoza)

Použití – izolace bílkovin



DVOUROZMĚRNÉ METODY

Metoda titračních křivek

Dvourozměrná elektroforéza



METODA TITRAČNÍCH KŘIVEK

I. rozměr – IEF bez vzorku II.rozměr – elektroforéza
se vzorkem

pH
3.0 10.0

--

+ +

pH

3.0

10.0



METODA TITRAČNÍCH KŘIVEK



METODA TITRAČNÍCH KŘIVEK



DVOJROZMĚRNÁ 
ELEKTROFORÉZA



DVOJROZMĚRNÁ
ELEKTROFORÉZA

1975  O´FARRELL

pI

Mr

I. rozměr IEF II. rozměr SDS-PAGE

pH

3.0

10.0



DVOJROZMĚRNÁ 
ELEKTROFORÉZA



DVOJROZMĚRNÁ 
ELEKTROFORÉZA

pI

Mr



Základní schéma analýzy užívané v proteomice

Směs proteinů

Jednotlivé proteiny

Peptidy

Hmotnostní spektra 
peptidů

Identifikace proteinů

1. Separace
2D-PAGE

2. Izolace
Štěpení trypsinem

3. Hmotnostní analýza
Hmotnostní spekrometrie

5. Porovnání s 
databází

4. Sekvenční analýza
Fragmentace peptidů

Sekvence peptidů



DVOJROZMĚRNÁ 
ELEKTROFORÉZA

pI

Mr









IZOTACHOFORÉZA

„Vzorek je umístěn mezi dva 
elektrolyty: vedoucí L (leading) 

s nejvyšší mobilitou a - uzavírající T 
(terminating) s nejmenší mobilitou“

1976 EVERAERTS



IZOTACHOFORÉZA

T A+B L

T A+B LB A

BT AB LA

BT LA

BT AB LA

t0
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+

+

-

-

-



IZOTACHOFORÉZA
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KOHLRAUSCHOVA
REGULAČNÍ FUNKCE
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ANALYTICKÁ ITP

+ -

Dávkování

Detekce

Zapisovač

Napájení



ANALYTICKÁ ITP
INSTRUMENTACE

 Napájení – stejnosměrné 3 kV 0,2 – 0,5 mA

 Kapilára 0,1 – 2 mm

 Dávkování - dávkovací ventil

 Detekce - universální – konduktometrická

– potencialově gradientová

- selektivní – UV-VIS



IZOTACHOFORETICKÝ ZÁZNAM
KVANTITA

A

T

L

B



IZOTACHOFORETICKÝ ZÁZNAM
KVALITA

A

T

L

B



IZOTACHOFORETICKÝ
ZÁZNAM



ANALYTICKÁ ITP
VILLA LABECO



ANALYTICKÁ ITP
METODA SPOJOVÁNÍ KAPILÁR

Předseparační kapilára – 2 mm

Analytická kapilára – 0.1 mm



PREPARATIVNÍ ITP

V gelech - Sephadex

+ -



PREPARATIVNÍ ITP

-

LA+BT

AB

+

Kontinuální plošná



DETEKCE PO ELEKTROFORÉZE 
A IZOELEKTRICKÉ FOKUSACI



NESPECIFICKÁ DETEKCE



NESPECIFICKÁ DETEKCE



NESPECIFICKÁ DETEKCE



FLUORESCENČNÍ DETEKCE



SPECIFICKÁ DETEKCE



AUTORADIOGRAFIE



SPECIFICKÁ DETEKCE



DETEKCE GLYKOPROTEINŮ



DETEKCE NA ZÁKLADĚ 
BIOLOGICKÉ AKTIVITY



DETEKCE NA ZÁKLADĚ 
BIOLOGICKÉ AKTIVITY



BLOTTING

 Southern – DNA

 Nothern – RNA

 Western - bílkoviny



BLOTTING



MEMBRÁNY



BLOTTING



VÝHODY BLOTTINGU

 Dostupnost biomakromolekul

 Zakoncentrování biomakromolekul

 Redukce doby a množství potřebných chemikálií

 Imobilizace biomakromolekul – možnost uchovávání

 Možnost vícenásobné detekce

 Mechanická stabilita



 

DRŽÁK

FILTRAČNÍ
PAPÍR

BLOTOVACÍ
MEMBRÁNA

GEL

NÁDOBA S
PŘENOSOVÝM 
PUFREM

DRŽÁK

HOUBA

HOUBA

FILTRAČNÍ
PAPÍR

BLOTOVACÍ
MEMBRÁNA

DIFUZNÍ BLOTTING



VAKUOVÝ BLOTTING

 

PORÉZNÍ
PODLOŽKA

VÝVĚVA

ZÁKLADNA

GEL

FILTRAČNÍ
PAPÍR

BLOTOVACÍ
MEMBRÁNA



KAPILÁRNÍ BLOTTING

 
ZÁVAŽÍ

BLOTOVACÍ
MEMBRÁNA

FILTRAČNÍ
PAPÍR

NÁDOBA S
PŘENOSOVÝM 
PUFREM

FILTRAČNÍ
PAPÍR                    

GEL



 

FILTRAČNÍ
PAPÍR

KATODA

DRŽÁK

FILTRAČNÍ
PAPÍR

NÁDOBA S
PŘENOSOVÝM 
PUFREMDRŽÁK

HOUBA

HOUBA

+- ANODA

BLOTOVACÍ
MEMBRÁNA

GEL

TANKOVÝ ELEKTROBLOTTING



TANKOVÝ ELEKTROBLOTTING



TANKOVÝ ELEKTROBLOTTING
MINI PROTEAN TRANS BLOT CELL



„SEMI DRY“ BLOTTING

 

FILTRAČNÍ
PAPÍR

+
FILTRAČNÍ
PAPÍR

BLOTOVACÍ
MEMBRÁNA

KATODA

ANODA

-
GEL



 

PORÉZNÍ
PODLOŽKA

VÝVĚVA

NANÁŠECÍ
ŠABLONA

BLOTOVACÍ
MEMBRÁNA

TĚSNĚNÍ

ZÁKLADNA

JAMKY PRO NANÁŠENÍ               
VZORKŮ

TĚSNĚNÍ

KAPKOVACÍ DOT BLOTTING



DETEKCE



DETEKCE



DETEKCE



SPECIÁLNÍ APLIKACE 
BLOTTINGU

 Získání homogenních preparátů

 Studium složení a struktury bílkovin

MS bílkovin – MALDI, DESI

 Příprava protilátek

 Purifikace protilátek



DETEKCE



DETEKCE


