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1. Uvod

Biomolekuldrni interakce jsou dulezitou soucasti
vSech biologickych procest, mezi které lze fadit nejen
klasické interakce substrat-enzym, kofaktor-enzym, anti-
gen-protilatka ¢i ligand-receptor, ale i komplexngjsi déje,
jako jsou prenosy nervovych signall, regulace a prubch
transkripce a translace, ¢i aktivace komplexnich enzymo-
vych procest. V soucasné dob¢ je kladen diraz na pocho-
peni téchto interakci z hlediska jejich mechanismu a sily
vazby. Oba tyto parametry totiz ovliviiuji kone¢ny vysle-
dek celého procesu, takze diikladnd charakterizace jeho
jednotlivych krokid vcetné prislusnych interakci je nezbyt-
né pro dalsi vyuZiti a aplikace — jako jsou napf. vyvoj no-
vych 1éCiv pii porozuméni interakce 1éCivo transportni
protein, receptor €i cilovy enzym, pfipadné vyvoj moder-
nich imunochemickych metod' . Neustaly rozvoj metod
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vhodnych pro studium biomolekuldrnich interakci je proto
nezbytny a nesmirné dulezity. V této praci, kterd navazuje
novejsi metody, které se vyuZzivaji ke studiu interakci mo-
derni separacni metodou — kapilarni elektroforézou.

2. Metody vyuZivané ke studiu
biomolekularnich interakci

Jednoduchou reverzibilni reakci se stechiometrii 1:1,
kdy molekuly S a L vytvareji komplex SL, lze vyjadiit
pomoci rovnice (/):

()

s+ka—<L>SL

off

kde ko, je rychlostni konstanta tvorby komplexu a K¢ je
rychlostni konstanta disociace komplexu. Rovnovéaznou
vazebnou konstantu (Ky), resp. disocia¢ni konstantu (Ky)
pak Ize definovat pomoci rovnice (2):

)

Charakterizace interakce jako takové zahrnuje jeji
ovéfeni a stanoveni nékterych kvantitativnich ukazatelt,
jako jsou praveé Ky, Ky, ko, kor @ pocet vaznych mist (ni)‘”.
Tyto kvantitativni parametry lze stanovit nejriznéjSimi
metodami, které je mozné dé¢lit dle rlznych kritérii
(obr. 1).

Primarné se tyto metody d€li na vypocetni
(pocitacové, teoretické, virtualni) a experimentalni. Vypo-
Cetni metody zaloZené na pocitacovém modelovani nej-
ni, virtualni screening, molekularni dynamika a kombinace
s databazovymi zdroji. Vyhodou téchto pfistupti, ve srov-
nani s experimentalnimi metodami, je jejich relativné niz-
ka cena, avSak nedostatkem je jesté stale mensi piesnost.
V idealnim pfipad¢ je vhodné oba piistupy jak vypocetni,
tak experimentalni kombinovat® 2.

Experimentalni metody 1ze délit podle toho, zda vyu-
zivaji nebo nevyuZzivaji separace volné a vazané slozky
interakénich partner®'*. Mezi neseparaéni metody tak
patii Siroka Skala spektroskopickych metod — UV-VIS
spektroskopie, fluorimetrie, nuklearni magnetickd rezo-
nance, optickd rotacni disperze, cirkuldrni dichroismus,
infracervend spektroskopie s Fourierovou transformaci,
Ramanova spektroskopie, a hmotnostni spektrometrie
(MS), kalorimetrické metody — diferenéni skenovaci
a izotermalni titracni kalorimetrie, elektrochemické meto-
dy, metoda excitace povrchovych plasmoni (SPR), mikro-
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Obr. 1. Rozdéleni moZnych pristupii pFi studiu interakei

skopie atomarnich sil (AFM), metoda termalniho posunu
(TSA), termoforéza v malém méfitku (MST) a dielektrofo-
réza™'*?!. Mezi separaéni metody lze zatadit rovnovaznou
dialyzu, ultrafiltraci, ultracentrifugaci, kapalinovou chro-
matografii na tenké vrstvé ¢i kolonovou, a v neposledni
fad€ i elektroforézu jak v planarnim, tak i kapilarnim uspo-
fadani*> !, MS piitom mize byt podle daného experimen-
tu fazena i mezi separa¢ni metody. Vyhodou téchto metod
muze byt detekce jednotlivych interagujicich partneri a/
nebo komplexu separatné, coz eliminuje ruSeni signall
zpusobené matrici vzorku. U konvenénich metod, jako je
napt. dialyza, ultrafiltrace, ultracentrifugace, chromatogra-
fie a planarni elektroforéza se vyskytuje fada omezujicich
faktord, jako je objemovy posun, Donnantiv efekt, nespe-
cificka adsorpce, unik interak¢nich partnerti pfes membra-
nu, dlouhd casovd néaro¢nost, velké objemy vzor-
ku, relativné vysoké koncentrace interakcnich partnert ¢i
vysoké pozadavky na jejich Cistotu, stejné tak se 1ze setkat
s chybami v dusledku sedimentace i zpétné difuze a vis-
kozity*.

3. Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza (CE) oplyva fadou vyhod, ale
najdou se u ni, jakoZto u jinych metod, i nevyhody. V kaz-
dém ptipadé€, od roku 1992, kdy bylo poprvé zaznamenano
jeji pouziti ke studiu interakce ligand-receptor, se tato me-
toda stala pomé&mé hojné vyuzivanou metodou pro stano-
veni vazebnych parametra® .

Vyhodami CE obecné jsou vysokd ucinnost, nizka
spotfeba vzorku a reagencii, rychlost analyz a moZznost
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Dielektroforéza

automatizace. Pfi studiu interakci pomoci CE, na rozdil od
jinych technik, 1ze zvlasté¢ vyzdvihnout moZznost interakce
ve volném roztoku ptipadné i za fyziologickych podminek,
bez imobilizace a znaceni nékteré¢ho z interakcnich partne-
ra®*!. Nicméng, CE ma také své nevyhody, mezi které
patfi napf. riziko adsorpce proteinli na sténu separacni
kapilary a nizké detek¢ni limity, zejména u bézné pouziva-
nych UV-VIS detektord. Vyuzitim detekce pomoci lasero-
vé indukované fluorescence lze citlivost vyrazné zvysit,
avsak prirozenou fluorescenci vykazuje jen omezeny pocet
molekul. Proto je nutnd derivatizace, ktera vSak muze
ovlivnit vazebnou interakci*’. Dalsi variantou, jak zvysit
citlivost, je vyuziti MS detekce, u které jsou vSak nezbytné
MS-kompatibilni podminky**~°.

Ke studiu interakci ve volném roztoku lze vyuzit fadu
metod zaloZzenych na CE. Vypocet K, ze série CE experi-
mentt je provadén bud’ na zadkladé zmény elektroforetické
mobility (Ap) nebo na zakladé koncentrace vazané a volné
slozky® . Jednoduchym délenim dle délky zony nadavko-
van¢ho vzorku lze metody délit na kratkozonné a dlou-
hozonné. Mezi kratkozonné metody patii zénova migrace
(CZE), afinitni kapilarni elektroforéza (ACE), metoda
Hummel-Dreyer (HD), metoda vakantniho piku (VP)
a vakantni afinitni kapilarni elektroforéza (VACE). Ke
druhé skuping patii metody frontalni, tj. kapilarni elektro-
foréza-frontalni analyza (CE-FA) a kontinualni frontalni
analyza (FACCE). NejrozsifenéjSimi pfistupy vzhledem
k jejich jednoduchosti, spolehlivosti a univerzalnosti jsou
ACE a CE-FA, proto budou diskutovany ve vét§im rozsa-
hu. Zakladni informace ke vSem vyse zminénym metodam
jsou shrnuty v tab. I a II, jejich charakteristické zaznamy
ziskané metodou CE jsou uvedeny v tab. III.
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Tabulka I
Souhrnné informace ke kratkozonnym metodam kapilarni elektroforézy ve volném roztoku
Parametr CZE ACE HD VP VACE
Zakladni BGE BGE + S /BGE BGE+S/BGE BGE+S+L BGE+S+L
elektrolyt +L +L
Vzorek S+L L/S L/S BGE BGE
Hodnotici  plocha piku Ap plocha piku plocha piku Ap
parametry  [Lyoinc] [Lyizane] [Lyorne]
Ziskané K1, 1y, Ky, 1o Ky K1, 0, Ky, 1y Ky, ny, Kyp, ny  S-vakance L-vakance
informace Ky Kypi, 0y, Ko, 1o
Podminky  p# s, pst MsL# ML MsL= Hs MsL= Hs MsL# Hs MsL# ML
Pozitiva nevyzaduje nevyzaduje nevyzaduje nevyzaduje nevyzaduje purifikované
purifikované vzorky purifikované purifikované purifikované  vzorky
snadno zjistitelné vzorky vzorky vzorky vhodné pro slabé rozpustné
procento vazby snadno zjistitelné  snadno zjistitelné  snadno vzorky
stechiometricka procento vazby procento vazby zjistitelné
informace separace stechiometricka procento vazby
vicendsobné enantiomert informace
rovnovahy vicendsobné
rovnovahy
Negativa disociace komplexu  pouze stechiometrie zdlouhava velka spotfeba  velka spotieba interak¢nich
1:1 a narocna kalibrace interak¢nich partnerti
partnert nizka citlivost ¢i saturace
nizka citlivost ¢i detektoru — pfi slabé/silné
saturace absorpci BGE
detektoru — tézko zjistitelné procento
absorpce BGE vazby
Vazebna pomala rychla rychla rychla rychla
kinetika
Kalibrace  externi externi / interni interni

Ke stanoveni vazebnych parametrii 1ze vyuzit i dal-
Sich metod zalozenych na CE, které nelze ptimo zatadit do
predeslého systému. Jednou z moznosti jsou metody patii-
ci do skupiny kinetické kapilarni elektroforézy (KCE).
V této kategorii metod lze nalézt kratkozonné i dlouhozon-
né metody, metody obsahujici v zakladnim elektrolytu
(BGE) aditivum, tj. alespoil jednoho z interak¢nich partne-
ri — molekuly S/L nékteré varianty dokonce neobsahuji
v anodové/katodové elektrodové nadobee stejny roztok®’.
Dal$imi moznymi variantami, kde ale stanoveni neprobiha
ve volném roztoku, protoze ligand je imobilizovany v gelu
nebo na stacionarni fazi, je stanoveni afinitni kapildrni
gelovou elektroforézou (CGE) ¢i afinitni kapilarni elek-
trochromatografii (CEC). Obé tyto metody lze
z predeslého hlediska zatadit do kratkozonnych®™ .

3.1. Metody s kratkou zoénou vzorku

Metody patiici do této skupiny se vyznacuji davkova-
nim kratké zoény vzorku. Z urcitého hlediska jsou tyto me-
tody podobné, v jinych kritériich se zcela lisi. VSechny
tyto metody jsou provadény ve volném roztoku a dle rych-
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losti vazebné kinetiky je 1ze vyuzit pro stanoveni interakci,
jak s pomalou kinetikou, kdy 1ze komplex alespon ¢astec-
n¢ detegovat, tak s kinetikou rychlou, pfi niz komplex
nelze detegovat jako entitu.

3.1.1. Zonova migrace

CZE je vhodna pro popis interakci s pomalou kineti-
kou. Vyznacuje se tim, ze smés interagujicich partnerQ
SaL je analyzovéna v ¢istém BGE bez aditiv. Vzhledem
k pomalé kinetice, tj. pomalé disociaci komplexu vuci
dob¢ analyzy, je detegovan piimo vznikly komplex
(tab. Il — CZE). Rovnovazné smési molekul Sa L
v riiznych pomérech jsou po ustdleni rovnovahy separova-
ny v CE systému. Z ploch pikii odpovidajici volné a vaza-
né slozce jsou nasledné vypocteny hodnoty K, a n;. Vyho-
dou je, ze molekuly S a L nemusi mit rozdilnou velikost
anemusi se vyskytovat ani jako cisté latky. Tuto metodu
lze pouzit jen tehdy, je-li disociace komplexu v prib&hu
CE analyzy zanedbatelna, tj. je do 10 % (cit.>*").

3.1.2. Afinitni kapilarni elektroforéza
Pti ACE, popisujici rychlou kinetiku, je kapilara napl-
néna BGE obsahujicim jednoho z interak¢nich partnert (S/
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Referat

Souhrnné informace k dlouhozonnym metodam kapilarni elektroforézy ve volném roztoku

Parametr CE-FA FACCE

Zakladni elektrolyt BGE BGE

Vzorek S+L S+L

Hodnotici parametry vyska plata [Lyoing] vyska plata [Lyoing]

Ziskané informace Ky, n1, Ky, 1y

Ky, 01, Ky, 1y

Podminky MsL= Hs MsL= Hs
ML # Ws, Hst ML= st

Pozitiva snadno zjistitelné procento vazby snadno zjistitelné procento vazby
stechiometrickd informace stechiometricka informace
vicenasobné rovnovahy vicenasobné rovnovahy
nizk4 spotfeba vzorku

Negativa vy$si spotieba vzorku

nizsi limity detekce

Vazebna kinetika pomala pomala
rychla rychla

Kalibrace externi externi

L) v riznych koncentracich a malé mnozstvi vzorku obsa-
hujiciho v konstantni koncentraci druhého interakéniho
partnera (L/S) je davkovano do kapilary. Ky je vypoctena
na zakladé Ap nadavkovaného partnera v disledku opaku-
jicich se vicenasobnych asocia¢nich a disociacnich reakci
s interakénim partnerem obsazenym v BGE. Charakteris-
ticky posun v migraénich Casech, ktery je projevem Ap, je
zobrazen v tab. III — ACE. Podminky pro pouziti této me-
tody jsou, aby kinetika tvorby komplexu SL ve srovnani
s dobou analyzy byla rychld, vazebna stechiometrie byla
1:1 a pouzité koncentrace molekul S a L se vyrazné liSily
(10 puM vs. 0,4 mM)>**2. Pokud nastane situace, kdy stabi-
lita vzniklého komplexu SL je vysokd, jsou detegovany
Siroké a rozmyté piky. To je zpusobeno nizkym poctem
naslednych rovnovdh mezi interakénimi partnery béhem
analyzy v kapilare. V tomto pfipad¢ lze rovnovazné kon-
stanty urcit analyzou elu¢nich profilti pikdl pomoci piistu-
pit KCE — viz nize®. Nastane-li naopak varianta, e inter-
akce mezi partnery jsou slabé, je vhodné snizit pohyblivost
ligandu napft. imobilizaci v gelu nebo na stacionarni fazi
(CGE, CEC) atd. — viz nize*". Dal§i moznou variantou je
prohodit umisténi interagujicich partnerti — ten ktery byl
soucasti BGE, bude davkovén jako vzorek, a naopak. Pfi
studiu interakci makromolekul s malymi ligandy jako
napt. protein-1é¢ivo, miize dojit k tomu, Ze Ap bude téméf
nepozorovatelny, proto usporadani, v némz je makromole-
kula ddvkovéna jako vzorek do kapilary naplnéné BGE
obsahujici maly ligand jako aditivum, nebude vhodné*-*.
Pfi optimalizaci se voli studované koncentrace tak, aby
jejich numerické hodnoty byly srovnatelné s hodnotou Ky
a koncentracni rozsah byl zdroven dostatecné Siroky pro
presné stanoveni. Je tedy obtizné ziskat spravnou hodnotu
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pro afinitni systémy s K, > 10° mol™' dm®. ACE dale nepo-
skytuje informaci o reak¢éni stechiometrii a neni schopna
stanovit vicenasobné rovnovahy’. Vyhodné je viak vyuzit
ACE ke screeningu, protoze pro jednu molekulu obsaze-
nou v BGE lze otestovat zaroven i n€kolik interagujicich
molekul obsaZenych ve vzorku®’. Tento piistup je obzvlas-
té cenénym, je-li problémem nedostatek vstupniho materi-
alu. Kromé toho, ACE nevyZaduje pro analyzy purifikova-
né vzorky, coz je velkou vyhodou, dale je-li vzorek nestaly
a tvoii neaktivni produkty. ACE také nepotiebuje piesnou
hodnotu koncentrace a miize byt analyzovana pfimo race-
micka smés latek ¢i izoenzymy>*®. V odborné literatuie se
lze setkat s nejriznéjSimi variantami ACE — napt. s ACE
s ¢astecnym plnénim kapiléry, s nékolikandsobnym davko-
vanim vzorku a s prutoénym castecnym plnénim kapilary
(Partial filling CAE, Multiple-step sample and ligand-
injection CAE, Flow-through partial filling CAE)** .

3.1.3. Hummel-Dreyerova metoda

Metoda HD vyuziva stejného experimentalniho uspo-
radani, jako metoda ACE, tzn. kapilara je naplnéna BGE
obsahujicim jednoho z interak¢nich partnerli (vétSinou se
jedna o mensi molekulu z interakéniho paru; pro srozumi-
teln€jsi vysvétleni budeme v tomto ptipadé hovofit o mo-
lekule L) v riznych koncentracich a malé mnozstvi vzor-
ku, tedy molekula S, je davkovano do kapilary. K, je vy-
poctena na zakladé plochy negativniho piku, ktery odpovi-
da koncentraci vazané slozky. Tento pik vznik4 v diisledku
prichodu vzorku (S) kapilarou naplnénou BGE obsahujici
molekuly L. Pozitivni pik nélezi komplexu SL a volnym
molekulam S. Charakteristicky zaznam lze nalézt v tab. III
— HD. Mezi nesporné vyhody HD patii moZnost jednodu-
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Tabulka III
Charakteristické elektroferogramy pro metody kapilarni elektroforézy ve volném roztoku
Metoda Zaznam z méteni Zaznam z kalibrace
CZE T komplex SL | 5 volne L
i< Iné s volné L ver EOF c
2| volné s)\ % marker 2 marker EOF
migracni ¢as migraéni ¢as
ACE BGE bez interakéniho partnera
® !
c \Au!
2 marke/{ EOF /i A“‘
migracni as
BGE s interakénim partnerem
© |
c ! i
% mark7\r EOF Al ‘
migraéni ¢as
HD
_komplex SL+ L _ externi kalibrace
‘®(volné S negativni pik vznikly © negativni pik vznikly
=) fedénim a vazanym L s pouzefedénim
(] D \/
migracni ¢as migraéni ¢as
interni kalibrace
= |komplex SL+ prechod z
8 [volne S negativnih
S gativniho
® do pozitivniho piku
v pomoci postupnych
migracni ¢as pridavkd slozky L
VP © komplex SL+ T K prechod z
. ‘ omplex SL+ e
S vones  volnél 5| voines negativniho
[ \/ B do pozitivniho piku
v \/ v pomoci postupnych
migracni cas migrani cas pridavkd slozky L
VACE _BGE s minimalni koncentraci jednoho z partner
g N
=
@ | marker EOF
migraéni éas
_ | BGE s maximalni koncentraci jednoho z partnert
Ry I i
) Co\
@| marker EOF | 4 }
migraéni ¢as
CE-FA — | komplex SL+ _ 3
Z|volng S T volné L
oy volné L 2
migraéni ¢as migraéni ¢as
FACCE T g volné L
S volné L >
[}
migraéni ¢as migracni cas
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chého stanoveni vicendsobnych rovnovah, stechiometrie
vazby, procenta vazby a navic nevyzaduje vysoce purifi-
kované vzorky. Nevyhodou jsou zdlouhavé a sloZzité kalib-
racni postupy, které lze provadét ve dvou formatech —
interni a externi kalibrace (tab. III — HD).

Pfi interni kalibraci je analyzovana série vzorkl
s konstantni koncentraci slozky S a zvySujici se koncentra-
ci slozky L, kterd je zaroven obsazena jako aditivum
o konstantni koncentraci v BGE. Charakteristicky negativ-
ni pik v tomto pfipadé postupné mizi a dochazi k objeveni
pozitivniho piku, v témZze migracnim case. Jednoduchou
interpolaci 1ze ziskat koncentraci vazané slozky L, ktera
odpovida pravé nulové zakladni linii pfi piechodu
z negativniho do pozitivniho piku. Externi kalibrace je ve
své podstaté o néco jednodussi nez kalibrace interni. Vy-
chazi z ptedpokladu, ze negativni pik vznika dvéma hlav-
nimi zpusoby: i) interakci a ii) fedénim pii davkovani
vzorku do kapilary. Proto se negativni pik vzorku koriguje
na negativni pik ¢ist¢ho BGE, ¢imz je zaruceno, Ze prispé-
vek je dan pouze interakci. O obou variantach, tj. jak ex-

terni>**>*36, tak interni kalibraci®**>", je mozno nalézt

3.1.4. Metoda vakantniho piku a vakantni afinitni
kapilarni elektroforéza

Metody VP a VACE vyuZivaji naprosto stejného ex-
perimentalniho uspotadani, kdy je kapilara naplnéna BGE
obsahujicim smés S a L, a ddvkuje se malé mnoZstvi Cisté-
ho BGE. V obou pfipadech jsou koncentrace jedné slozky
v BGE konstantni a druhé variabilni (pro lepsi pfedstavu S
— konstantni, L — variabilni). Na elektroferogramu (tab. I1I
— VP, VACE) jsou zaznamenany dva negativni piky. Jeden
z negativnich pikd odpovidda vzniklému komplexu SL
a volné slozce prvniho interak¢niho partnera, druhy pak
odpovida volné slozce druhého interakéniho partnera.

Hodnoticim parametrem pro vypocet K, u VP je plo-
cha negativniho piku, ktera odpovida pouze volné slozce.
Kvantifikaci lze provést interni kalibraci, kdy do kapilary
obsahujici smés interakénich partnerd S a L je davkovan
BGE s postupné se zvySujici koncentraci partnera L
(variabilni slozka BGE) — negativni pik postupné prechazi
do pozitivniho, stejné jako u HD metody. Mensi pfesnost
a vetsi rozptyl v experimentalnich datech vyzaduje vétsi
pocet opakovani. Nevyhodou je i pomérné velkd spotfeba
interakénich partneri, obsazenych v BGE, ve srovnani
s dalSimi CE metodami. Dilezit je volba BGE z hlediska
absorpce, pii nizké se setkavame se slabou citlivosti, pfi
silné dochazi k saturaci detektoru. Vyhodou je, Ze metoda
nevyzaduje vysoce purifikované vzorky a relativné snadno
Ize zjistit procento vazby>*>**!.

Hodnoticim kritériem u VACE, stejné jako u ACE, je
Ap vakantniho piku. Vyhodou této metody, na rozdil od
ACE, je moznost ziskat n;. VACE lze provadét pfitom
dvéma zpusoby, bud’ je koncentrace slozky L v BGE kon-
stantni a koncentrace slozky S je variabilni anebo naopak,
koncentrace S je konstantni a koncentrace L je variabilni.
Podle toho je hodnocen posun L-vakance a nebo
S-vakance. Nevyhody jsou srovnatelné s VP metodou
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a navic neni az tak jednoduché zjistit procento vazby. Me-
toda nevyZaduje purifikované vzorky, je dobfe vyuZitelna
pro slabé& rozpustné ligandy ve vodném prostiedi>**®, a je
vhodna pro stanoveni rozsahu kompetitivnich vazeb®.

3.2. Metody s dlouhou zénou vzorku

Metody CE-FA a FACCE jsou charakteristické rela-
tivné dlouho zonou nadavkovaného vzorku, ktery vzdy
obsahuje rovnovaznou smeés interakénich partneri. Dopo-
rucené nadavkované mnozstvi je vice jak 5 % z objemu
kapilary, vétiinou se pohybuje v rozmezi 5-20 % (cit.”** %).
Diky dlouhé zon¢ vzorku dochézi k tomu, Ze vzniklé plato,
které odpovida volné slozZce, je stabilni a neni ovlivnéno
zménami migra¢niho ¢asu a zménami elektroosmotického
toku (EOF)*'. Podminkou t&chto metod je, Ze p jedné ze
slozek se rovna p komplexu SL (cit.””). Béhem FACCE je
davkovan vzorek rovnovazné smési kontinualné, z ¢ehoz
vyplyva dalsi z podminek pouzitelnosti této metody — p
variabilni sloZzky musi byt mensi nez p konstantni slozky.
V obou pripadech (CE-FA, FACCE) je hodnoticim kritéri-
em vySka vzniklého plata volné slozky (tab. III — CE-FA,
FACCE) a jeji koncentrace je nasledné¢ odectena z kalib-
racni pfimky. Ob€ popsané metody poskytuji informaci o
Ky a n;. Mezi vyhody téchto metod patii zejména schop-
nost vyporadat se s vicenasobnymi rovnovahami, charakte-
rizovat reakéni stechiometrii, moznost stanovit konstanty
v systémech s rychlou i pomalou kinetikou. DalSi pfednos-
ti je jejich dostate¢na robustnost a moznost jednoduchého
stanoveni procenta vazby>>*'. U CE-FA je pomérn& nizka
spotieba vzorku, zatimco u FACCE je diky kontinualnimu
davkovani vzorku spotfeba vyrazn€ vyssi. DalSim negati-
vem FACCE, oproti klasické CE-FA, je nizsi citlivost
detekee™”' 7.

3.3. Kinetické médy kapildrni elektroforézy

KCE pro stanoveni k,, a kg poprvé pouzil profesor
Krylov se svou skupinou v roce 2002 (cit.”®). Od té doby
bylo publikovano nékolik variant KCE a lze je definovat
jako metody, které poskytuji nejen informaci o hodnotach
rovnovaznych konstant K, a Ky, ale i o rychlostnich kon-
stantach ko, a k.. K vyhodnocovani téchto metod, ve srov-
nani s klasickymi afinitnimi metodami, je nutné pouzit

vvvvvv

e

v fadé publikaci’’’*"°. Vtab. IV jsou shrnuty zakladni
informace k jedné z kinetickych metod — nerovnovazné
kapilarni elektroforéze rovnovaznych smési (NECEEM,
Non-Equilibrium Capillary Electrophoresis of Equilibrium
Mixtures).

3.4. Kapilarni elektroforéza s imobilizovanym
interakénim partnerem

Duvodu, pro¢ vyuzit tyto varianty, je hned né€kolik
a byly jiz zminény vyse. Interakéniho partnera lze imobili-
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Tabulka IV
Zakladni informace k nerovnovazné kapilarni elektroforéze analyzujici rovnovaznou smés
Metoda Zakladni Vzorek Hodnotici  Ziskané Podminky  Typicky zdznam
elektrolyt parametry  informace

NECEEM BGE S+L Plocha Ky, K, UL # Us =

piku, mi- Kon»> Kofr 5

gracni Cas &

migracni €as

zovat v gelu, jde tedy o stanoveni pomoci afinitni CGE, FACCE kapilarni elektroforéza - kontinualni
nebo na stacionarni fazi, kdy se jedna o afinitni CEC. Tyto frontalni analyza
varianty sice neprobihaji ve volném roztoku, coz muze HD Hummel-Dreyerova metoda
zplsobovat fadu nevyhod, jako jsou zména vazebnych Ky rovnovazna vazebna konstanta
vlastnosti diky imobilizaci, Spatn€ kontrolovatelna koncen- KCE kineticka kapilarni elektroforéza
trace vazané slozky, coz také v kone¢ném dusledku zna- Ky rovnovazna disocia¢ni konstanta
mené obtiznou piipravu geld ¢i staciondrnich fazi s riznou Kofr rychlostni konstanta disociace komplexu
koncentraci navazaného partnera a v neposledni fadé Kon rychlostni konstanta tvorby komplexu
s obtiznym promyvanim Kkapilary, regeneraci povrchu MS hmotnostni spektrometrie
a stabilitou navazané slozky. Avsak vyhodou téchto pfistu- MST termoforéza v malém méfitku

pu je spotfeba velmi malého mnozstvi imobilizovaného
interakéniho partnera®.

4. Zavér

Bé&hem poslednich let bylo pfedstaveno mnoho metod
zalozenych na CE umoziujicich stanovit vazebné parame-
try interakce. Diky riznym principtim a vlastnostem lze
mezi nimi vybrat vhodnou metodu pro studium prakticky
vSech moznych vazebnych parametri (velikost molekul,
poCty vazebnych mist, vazebné i kinetické konstanty).
Jelikoz se v soucasné dobé pii studiu interakci stale vice
uplatiiuje trend kombinace nejriznéjsich metod a zvySova-
ni po€tu analyzovanych vzorkil se sou¢asnou minimalizaci
spotfebovaného materialu, lze pfedpokladat, ze CE bude
i do budoucna vyuzivanou metodou pro stanoveni téchto
parametri. V nasledujicim obdobi 1ze ocekavat rozvoj
prevazné CE metod vyuzivajicich elektroforetické Cipy,
kde ve srovnani s klasickou CE, jsou analyzy podstatné
rychlejsi, s vyrazné niz§imi naroky na mnozstvi spotiebo-
vaného materialu a tim se i podstatné snizuji naklady na
analyzu.

Prace vznikla za finanéni podpory grantu GA CR
P206/12/G014.

Seznam zkratek

ACE afinitni kapilarni elektroforéza

AFM mikroskopie atomarnich sil

BGE zakladni elektrolyt

CE kapilarni elektroforéza

CE-FA kapilarni elektroforéza - frontélni analyza
DEP dielektroforéza

EOF elektroosmoticky tok

NECEEM  nerovnovazna kapilarni elektroforéza
rovnovaznych smési

n; pocet vaznych mist

SPR metoda excitace povrchovych plasmond
TSA metoda termalniho posunu

VACE vakantni afinitni kapilarni elektroforéza
VP metoda vakantniho piku

u elektroforeticka mobilita
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