4.2.1. Elektroforéza

Elektroforéza spocivad v migraci elektricky nabitych ¢astic ve stejnosmérném poli.
Toto elektrické pole se vytvari vkladanim konstantniho napéti mezi elektrody. V zénové
elektroforéze je prostfedi mezi elektrodami tvotfeno zdkladnim elektrolytem, ktery zajistuje
dostatecnou elektrickou vodivost v celém systému. Vzorek je davkovan do urcitého mista
tohoto systému. Vlivem odlisné rychlosti migrace slozek vzorku se v pribéhu separace
vytvareji oddélené zdény jednotlivych slozek. Velikost nabitych Céastic mize byt rtzna,

od jednoduchych iontl az po makromolekuly. [22]

V souvislosti s elektroforézou vystupuje fyzikalni veli¢ina zvana elektroforeticka
pohyblivost (p.) urcujici rychlost pohybu ¢astice v elektrickém poli o jednotkové intenzité.
Na zékladé¢ této vlastnosti dochazi k separaci jednotlivych ¢astic praveé tim, Ze castice s veétsi
elektroforetickou pohyblivosti se dostavaji ,,dopfedu a castice s mensi elektroforetickou
pohyblivosti ,,dozadu®. Kone¢ny vztah pro vypocet elektroforetické pohyblivosti je po fadé

dosazeni a odvozeni tento:
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kde

p(e) ... elektroforetickd vodivost,
v ... okamzita rychlost ¢astice,

E ... intenzita elektrického pole,
Q ... naboj,
k

.. koeficient (z&visly na tvaru a velikosti ¢astice a viskozité prostiedi).

Diive byla jako zakladni elektroforetickd metoda uzivana volna neboli klasicka
elektroforéza. Pojmenovana byla také i po svém zakladateli — S§védském chemikovi
Arne Tiseliovi — jako Tiseliova elektroforéza. Nejednalo se o laboratorni uspofadani, jako
se pouziva dnes. Dé&je probihaly ve specialni sloupcové kyveté se dvéma rozhranimi mezi
bilkovinami v tlumivém roztoku (pufru) a mezi Cistym tlumivym roztokem. Metoda byla
spojena s refraktometrickym méfenim na rozhrani po vloZeni stejnosmérného napéti. Kiivka
s maximy na stinitku umoznila urcit pohyblivost bilkovin. Metoda umozniovala kvalitativni
1 kvantitativni urceni. Tato klasicka elektroforéza byla vyuzivana ptedevSim pro analyzu

smési bilkovin. [23]



4.2.1.1. Zonova elektroforéza

Moderngjsi podobu klasické elektroforézy ptredstavuje zonova elektroforéza. Zoéonova
elektroforéza se provadi na ploSném nosici napusténém tlumivym roztokem. Dtive se hojné
pouzival jako nosi¢ kvalitni filtracni papir, dnes se filtratni papir jiz témétf nepouZziva,
byl nahrazen gelovym nosi¢em, piipadné¢ nejmodernéjSi podobou — kapilarni zénovou
elektroforézou. V ptipadé pouziti filtraéniho papiru byly oba konce zapustény do tlumivého

roztoku a zarovei piipojeny ke zdroji stejnosmérného napéti (obrazek 5).

Obrazek 5: Schéma pro zénovou elektroforézu [24]

Vzorek byl nanesen do stfedu filtraénitho papiru a po pfipojeni ke zdroji
stejnosmérného napéti dochézi k migraci nabitych ¢astic. Dochazi také k seskupovani do zon,
pricemz kazda zona se pohybuje jinou rychlosti. Separace je ukoncena pred dosazenim konce
filtracniho papiru prvni zoénou. Velmi podobné je tomu v papirové chromatografii.
Elektroforeogram se nésledné¢ vysus$i. Metoda je vhodnd pro kvalitativni stanoveni, opét
je zde podoba k chromatografické metod¢ — chromatografii na tenké vrstvé. Srovnanim
se standardem lze urcCit Céstici ze smési [24]. Plosna zoénové elektroforéza (obrazek 6)

se pouziva predevsim pro déleni bilkovin, nukleovych kyselin, hormonti apod. ¢i déleni iontii.

2



A AB ' ,
v 7/://%

L L L. //

Obrazek 6: Princip déleni smési v plosné zonové elektroforéze [25]

4.2.1.2. Gelova elektroforéza

Také zde metoda vyuzivd principu rizné migrace elektricky nabitych Ccastic
pfi pusobeni elektrického pole. Aparatura pro gelovou elektroforézu je témet shodnd
s aparaturou pro plosnou zénovou elektroforézu, kterd vyuziva filtraéni papir jako nosic.
Odlisnost je pouze v pouziti gelu jako nosice. Pouzivaji se nejcastéji dva typy gelu
— polyakrylamidovy a agar6zovy gel. Agar pro vyrobu agardzy je extrahovan z Cervené
moiské fasy. Vyhodou agar6zového gelu je jeho jednoduché ptiprava (bude popsana pozdéji),
nulova toxicita a bezpecnost pii praci i nasledné likvidaci. Dalsi nespornou vyhodou
je moznost prace pii béznych laboratornich podminkach, tedy bézné teploté, tlaku a vlhkosti.
Nevyhodou je pfirodni pivod a tim pddem mozna odlisnost do laboratoti dodavanych smési
pro piipravu gelu. Agardézovy gel jako nosi¢ vyuziva tvorbu port pfi tuhnuti gelu. Velikost
téchto port je ovlivnéna koncentraci vytvoreného gelu. Pii pfili§ velké koncentraci maji pory
velmi malou velikost, a tudiz je prichod latek nebo ¢astic témito pory velmi znesnadnén.
Naopak pfi velmi nizké koncentraci (setiny procenta) by sice doslo k vytvofeni gelu,
ovSem za cenu ptili§ velkych port, tim padem nebezpe¢i migrace az za hranu gelu do volného

tlumivého roztoku (opét obdoba chromatografie na tenké vrstve).

Polyakrylamidovy gel pracuje na bazi syntetickych molekulovych sit. Vyhoda
polyakrylamidového gelu spociva v citlivé rozliSovaci schopnosti, napt. pro analyzu molekul

DNA je polyakrylamidovy gel mnohem vhodnégjsi, protoZze nekontaminuje, na rozdil
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gel pro analyzu pfipravit — rychleji tuhne a je nutnd préce s rukavicemi a ochrannymi brylemi.

Prozatim nebyly potvrzeny karcinogenni uc¢inky jeho monomerni formy.

Jako vodivostni prvek je zde opét vyuzit tlumivy roztok, do kterého je gel ponoten.
Pfitomnost tlumivého roztoku je zddouci, nebot’ je po celou dobu nutné udrzet stilou

hladinu pH [26].

Schéma pro gelovou elektroforézu je prakticky shodné se schématem pro zénovou

elektroforézu s filtracnim papirem (viz obrazky 7 a 8 potizené na institutu CEITEC).

Obrazek 7: Aparatura pro gelovou elektrofrézu — tuhnouci gel a vanicka s elektrodami

(bez tlumivého roztoku)



Obrazek 8: Aparatura s gelem i tlumivym roztokem ptipojend ke zdroji

stejnosmérného napéti

4.2.1.3. Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza je pravdépodobné nejnovejsi variantou z elektroforetickych
separacnich metod a predstavuje vysoce Gfinnou separaci iontll v Uzké kapilafe o priméru
do 100 pum. Pfistrojové vybaveni pro kapilarni elektroforézu tvoti zdroj vysokého napéti
(az 30 kV), kiemenna kapilara, elektrody (nejcastéji platinové), vialky (zasobni ,lahve*

na tlumivy roztok) a detektor (viz obrazek 9).
Princip kapilarni zonové elektroforézy je shodny s principy uvedenymi jiz vySe, neni
tedy nutné jej znovu opakovat. Popis pribéhu analyzy za pomoci kapilarni elektroforézy bude

popsan pozdéji v experimentalni ¢asti.
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Obrazek 9: Schéma kapilarni elektroforézy [27]

Vyhodou kapildrni elektroforézy je mala spotieba vzorku a také pomérné rychla
analyza vzorku, zatimco jako nevyhodna se jevi relativné vyS$i pofizovaci cena piistroje

pro méfeni.

Elektroosmoticky tok

V souvislosti s kapilarni elektroforézou je nezbytné zminit jev, ktery nastava
pfi migraci iontil v kapilatre. Ve velké vétsSiné pripadu ma kfemenna kapilara vlivem vysokého
napéti a nasledné ionizace silanolovych skupin zaporny naboj. Elektroosmoticky tok
je zalozen na tvorbé elektrické dvojvrstvy, kdy zaporny naboj kiemenné kapilary vyvazuje
vrstva kladné nabitych iontd, jeZ umoziuji ndslednou migraci nabitého vzorku. V ptipade,
ze by po vlozeni vysokého napéti kladn€ nabitd vrstva u stény kapilary nevznikla, mohlo
by dojit k ,prilepeni* kladné¢ nabitého vzorku ke stén¢ zaporné nabité kapilary,
coz by zpusobilo ucpani kapilary, jejimu znehodnoceni a také zcela Spatnym vysledkim
analyz. Eliminace pfitomnosti elektroosmotického toku byva pifi analyzach eliminovana
promyvanim kapildry tlumivym roztokem jeSté pied samotnym analyzovanim vzorku
elektroforézou. Promyvani byvé casto zastoupeno pouzitim povrchové aktivnich latek.
Piekro¢i-li se kriticka micelarni koncentrace, dochazi k vytvoieni micel. Castymi povrchové
aktivnimi latkami pouzivanymi pro tyto ucely byvaji DDAB (didecyldimethylamonium
bromid), CTAB (cetyltrimethylamonium bromid) nebo SDS (dodecylsiran sodny).



Nejcastejsimi typy vyuzivanych detektori ve spojeni s kapilarni elektroforézou byvaji
optické UV/VIS detektory zalozené na meéfeni absorbance. Alternativou je také spojeni

s hmotnostni spektrometrii. [28]

Piikladem Sirokospektralniho vyuziti metody kapilarni elektroforézy mohou
byt analyzy souvisejici s hygienickymi kontrolami, piipadné kontroly pii ochrané Zivotniho
prostiedi. Spojenim muze byt piiklad analyzy bakterie Escherichia Coli kapilarni zénovou
elektroforézou. Tato bakterie je normovanym indikatorem fekalniho zneciSténi vody,
do niz se dostava diky ptitomnosti v lidském stfevé, pfi¢emz v piipadé vyrazného vyskytu
v jinych orgdnech miize mit za nasledky nepiijemné zdravotni nasledky. Analyza kapilarni
zénovou elektroforézou se ukazala jako velmi u¢inny ndstroj pti kontrolni ¢innosti znec€iSténi

vod a n€kterych farmaceutickych ptipravka. [29]

Modifikaci kapilarni elektroforézy je tzv. kapilarni gelova elektroforéza, kde se jedna

o spojeni kapilarniho uspofadéani a pouziti gelu jako nosice.



