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Elektroforeza kapilarna (CE) a elektroforeza klasyczna

» Krotszy czas analizy

»0znaczenie wiekszej liczby probek w jednej sekwencji
»Rozdziat i detekcja biatek zaprogramowane w jednej metodzie
» Lepsza powtarzalno$é metody

» Wiele sposobow obrdobki danych i tworzenia raportéw
» Mozliwosc potaczenia CE ze spektrometrem mas
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Rodzaje elektroforezy kapilarne;

» Elektroforeza strefowa (CZE z ang. capillary zone electrophoresis) —
rozdziat mieszaniny natadowanych czgstek zalezny od ich ruchliwosci
w wolnym roztworze, czastki o tej samej ruchliwosci beda tworzyc
strefy

» Elektroforeza zelowa (CGE z ang. capillary gel electrophoresis) —
rozdziat czgstek zalezny od ich wielkosci, zel tworzy sito molekularne
dla migrujgcych w nim czgstek
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» lzoelektroogniskowanie (CIEF z ang. capillary isoelektric focusing) —
rozdziat biatek i peptydow na podstawie wartosci ich punktow

izoelektrycznych
Punkt izoelektryczny (pl)

wartosc pH, przy ktorej
czgsteczki posiadajgce
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Figure 3.11

Biochemistry, Seventh Edition
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» |zotachoforeza (CITP z ang. capillary isotachophoresis) — odpowiednio
dobrany bufor wprowadzany do kapilary nadaje tadunek czgstkomi
powoduje ich migracje ze statg predkoscia

» Techniki tgczace elektroforeze kapilarng z cechami chromatografii

» Kapilarna elektrochromatografia (CEC z ang. capillary electrochromatography)

e Micelarna elektrokinetyczna chromatografia (MEKC z ang. micellar electrokinetic
chromatography)

» Elektroforeza kapilarna w potaczeniu z MS
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Budowa i parametry kapilary

»Zazwyczaj stosuje sie neutralne kapilary wykonane z krzemionki,
pokryte z zewnatrz warstwg poliamidu
» Najczestsze wymiary:

 Dtugos¢ okoto 50cm

« Srednica wewnetrzna: 25-75um

Stopiona
krzemionka

Otoczka " \wnetrze kapilary
poliamidowa

http://chemfan.pg.gda.pl/Badania/ce.html.
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Ruchliwos¢ czasteczek w kapilarze

Ruchliwosc¢ elektroforetyczng czgsteczek okresla wzor:

q

H=——
gdzie: 6?1'?7?”

g — tadunek czgsteczki
n — lepkosc roztworu
r —promien czgsteczKki
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Izolacja biatka Przygotowanie Izoelektroogniskowanie
z matrycy probek

Wprowadzenie

mobilizatora

Etapy analizy biatek za
pomocyg CE

/ Aparat do CE
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Etapy rozdziatu i detekcji biatek w aparacie do CE

Wprowadzenie zelu oraz probki (5ul) do kapilary

Rownoczesne pobieranie anolitu od strony anodowej i katolitu od
strony katodowej

Utworzenie stref na podstawie uzyskanych przez czgsteczki pl
Wprowadzenie mobilizatora chemicznego

Przejscie stref przez okno detekcji

Pomiar absorbancji przy A=280nm
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Protein Separation by Capillary Gel Electrophoresis: A Review
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Indirect capillary electrophoresis immunoassay of spectrometry for applications in proteomics
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Determination of protein charge variants with
(imaged) capillary isoelectric focusing and capillary
zone electrophoresis
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binding using "bending" capillary electrophoresis
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Podsumowanie

Elektroforeza kapilarna:
» Jest nowoczesng metoda rozdziatu i detekcji biatek

» Umozliwia oznaczanie ilosciowe biatek, wyliczanie stosunkdow miedzy
frakcjami biatek,

»Za jej pomocag mozemy oznacza¢ m.in. biatka receptorowe, btonowe,
przeciwciata, wigzania antygen-przeciwciato, ligand-receptor

» Daje mozliwos¢ badania polimorfizmu biatek (np. oznaczanie izoform
transferyny w diagnostyce zaburzen glikozylacji)
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