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1. Uvod

Soucasny pokrok v biologickych véddch zavisi do znacné
miry na vyvoji novych modernich analytickych separac¢nich
metod, jako jsou chromatografické a elektroforetické metody.
Elektroforetické metody se vyuZzivaji v biochemickém vyzku-
mu jiz nékolik desitek let. Jejich vypovédni schopnost je
vysokd, protoZe jsou zaloZeny na dtilezitych charakteristikdch
biomolekul, jako jsou molekulovd hmotnost a elektricky ni-
boj. Metody, které vyuZzivaji bioafinitni princip, maji dals{
vyhodu v tom, Ze se v nich uplatiiuje snad viibec nejvyznam-
néjsi vlastnost biomolekul, tj. specifické rozpozndvani, které
tvoii zdklad vSech vysoce selektivnich biologickych proces.
Aplikace elektroforézy ke studiu specifickych interakci vedla
ke vzniku fady technik, které nesou obecny ndzev ,afinitni
elektroforéza“, napt.'”

Vyznam a rozsah aplikaci elektroforetickych metod znac-
né vzrostl neddvnym rozvinutim a komercializaci kapildrni
elektroforézy (CE). Vysokd citlivost, vynikajici rozliSovaci
schopnost, rychlost analyzy a dobrd piesnost stanoveni, maly
objem vzorkl potfebny pro analyzu, nizkd spotieba reagencif
a rozsdhlé mozZnosti automatizace jsou hlavni vyhody CE ve
srovndni napt. s elektroforézou ve vrstvé nebo sloupci gelu.
Kapildrni elektroforéza, které je vénovana fada monografif
(napf.”’), se obvykle provadi v homogennim roztoku (kapilar-
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ni zénovd elektroforéza, CZE), avsak je mozné vyuzit kapilar
naplnénych gelem (kapildrni gelova elektroforéza, CGE) nebo
chromatografickou staciondrni faz{ (kapildrni elektrochroma-
tografie, CEC). Afinitni elektroforéza v kapildfe se nazyva
afinitni kapilarni elektroforéza (ACE) a je vyuZivdna jak pro
analytické ucely, tak ke studiu molekuldrnich interakci (viz
prehledy 18).

2. Principy afinitni elektroforézy

Dvé molekuly A a B, které maji riznou elektroforetickou
pohyblivost (U, Ug), vytvaieji komplex AB, jehoZ pohybli-
vost L,p se lisi od pohyblivosti molekul A a B (v diisledku
rtizného poméru ndboje k hmotnosti),

Kon
—— AB

off

A+B (1)

kde k,, je rychlostni konstanta pro tvorbu komplexu a k g je

rychlostni konstanta pro jeho disociaci.

Existuji v podstaté dva zptisoby provadéni ACE (cit.”):

1. Obéslozky A1iB,ligand ireceptor, interaguji v homogen-
nim roztoku (CZE),

2. jedna ze slozek je imobilizovdna na sténdch kapilary,
v gelu (CGE) ¢i na chromatografickém nosici (CEC).
Metodu CZE (ad /) mtzeme aplikovat dvéma riznymi

zpusoby v zdvislosti na rychlosti rozpadu vzniklého komplexu

AB. Pokud je disociace komplexu AB pomald vzhledem k do-

bé analyzy, mizeme v CZE pfimo detegovat komplex. Ana-

lyzuje se vzorek, ktery obsahuje rovnovaznou smés receptoru

a ligandu (analyza rovnovdznych smési). Pokud je disociace

komplexu AB rychld, komplex nelze detegovat. Komplexo-

tvorné reakce vSak ovliviuji elektroforetické pohyblivosti
interagujicich slozek (analyza zaloZend na zméné elektrofore-
tickych pohyblivosti).

Pohyblivost komplexu lezi obvykle mezi pohyblivostmi
slozek A a B. Pokud je vSak jedna ze sloZek nerozpustnd nebo
imobilizovand, pak pohyblivost komplexu je nulovd. V piipa-
dé interakci proteint s ligandy je zména ndboje ligandu hlav-
nim zdrojem zmény pohyblivosti komplexu, protoZze zména
molekulové hmotnosti je zanedbatelna.

Techniky provdadéné v homogennim roztoku jsou nejroz-
Sifenéjsi, protoZe jsou aplikovatelné na Siroky rozsah analytti
i separacnich podminek. Jsou pouzitelné za predpokladu, ze
tvorbou komplexu dojde k méfitelné zméné pohyblivosti mig-
rujicich ¢dstic. V tomto piipadé lze urcit vazebné konstanty
vznikajicich komplexti bud z méfeni posunti migracnich Casii
nebo na zdkladé zjisténi koncentraci sloZzek komplexu. Pokud
separace volnych slozek od komplexu neni dostate¢na (sepa-
racni faktor R > 1), nelze tuto techniku pouzit.

Techniky vyuzivajici imobilizovanych ligand maji vy-
hody i nevyhody’: Vyhodou je, Ze interakce probihaji s ma-
ximdlni dc¢innosti. To vSak pfind$i i nevyhodu v tom, zZe
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koncentrace aktivnich molekul po imobilizaci je velmi nizkd
a tedy obtizné stanovitelnd. Ddle mize dojit k pozménéni
procesu rozpozndvdani v disledku imobilizace. Muze byt také
obtiZné regenerovat povrch s imobilizovanym ligandem, aniz
by doslo ke snizZeni aktivitity a koncentrace imobilizovaného
materidlu.

3. Analyza rovnovaznych smési

Analyza rovnovdznych smési je vhodna pro systémy s po-
malou kinetikou, coz je vétSina systému s vysokou afinitou.
Oddéleni komplexu od rovnovdzné smési a jeho detekce je
nejpfiméjsim dikazem molekuldrnich interakci mezi sloz-
kami. Koncentrace komplexu béhem analyzy klesd v disled-
ku disociace; proto jsou vyhodné kratké doby analyzy, kterych
se v CE bézné dosahuje. V tomto piipadé je CE pouze pro-
stiedkem, jak separovat a kvantifikovat volné a vdzané mole-
kuly.

Ligand a receptor, piitomné ve vzorku v riznych pomé-
rech, jsou po ekvilibraci separovdny v CE systému a piky
odpovidajici volnému a vazanému ligandu vyhodnoceny. Tte-
baze koncentrace komplexu béhem CE analyzy klesd, koncen-
trace plvodnich slozek A a B se béhem analyzy neméni,
protoze jsou od komplexu separovany, nemohou se tudiz
zucastnit opétovné tvorby komplexu a reprezentuji rovnovaz-
né koncentrace. Rovnovazné konstanty a stechiometrie vazeb-
né interakce se urci ze zdvislosti koncentrace vdazaného ligan-
du [L - L] na koncentraci volného ligandu [L,] ¢i na celkové
koncentraci ligandu [L] nebo z poméru koncentraci vazaného

M
R*L Lv
R

a b

2 hA = M
LW i N
¢ d
[L-Lv] b LiLv .
o]
; o
K, T (LL]

Obr. 1. Princip stanoveni vazebnych konstant na zikladé CE
analyzy rovnovaznych smési (podle price’); a — generace dat pro
kalibra¢ni ki'ivku (zdvislost plochy piki na koncentraci ligandu L; M —
znaCkova¢ (marker), b — CE analyza rovnovdzné smési riznych
koncentraci ligandu [L] s fixni koncentraci receptoru R; vzorky byly
ekvilibrovany pted CE analyzou (R — receptor, R*L — komplex, Lv —
volny ligand, ¢ — vyhodnoceni dat — piimé vazebné kiivky, z koncen-
trace [L] se ur¢i koncentrace vdzaného ligandu, [L-L ], a ze zdvislosti
této koncentrance na koncentraci Lv se ur¢i K, jako Lv v poloviné
saturace, d — Scatchardova zdvislost poméru koncentraci vazaného
ligandu k volnému ligandu na koncentraci volného ligandu. Smérnice
této zdvislosti je 1/K,
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a volného ligandu [L — L,/L] jako funkce koncentrace vdza-
ného ligandu L — L ] (obr. 1)’. Podobny postup se pouziva
i v jinych méfenich, napt. ve vylu¢ovaci chromatografii, ale
vyhodou ACE metody je, Ze receptor nemusi byt Cisty a ddle
Ze ligand a receptor nemusi mit rozdilnou velikost. Dobu
potiebnou pro ustdleni rovnovéhy lze snadno zjistit z opako-
vanych analyz, coz umoziuje mald spotfeba vzorku. Sycenim
jedné slozky druhou slozkou (titrantem) se zjisti stechiometrie
komplexu. Nasyceni se poznd bud tim, Ze pik komplexu
dosdhne maximadlni konstantni hodnoty, nebo se objevi pik
titrantu. Pokud md molekula vice vazebnych mist, jako napf.
protilatky, pak se postupné nasyceni jednotlivych mist projevi
serif pikd pfislusnych komplexl a tim ziskdme dalsi cennou
informaci o stechiometrii jednotlivych vazeb'*,

Tuto metodu lze pouzit jen tehdy, kdyz disociace komple-
xu je v prib&hu CE analyzy zanedbatelna®'. Je-li povolena
10 % disociace komplexu béhem CE analyzy, pak rychlostn{
konstanta k; musi byt mensi nez 0,105 z, kde ¢ je doba
potiebnd k separaci komplexu od receptoru”’. Tuto techniku
vsak Ize vyuzit i pro slabé interakce, pokud se pouzije frontdln{
nebo vakantni technika'***?’. Technika vakantni afinitni
chromatografie spo¢iva v naplnéni kapilary smési pufru, li-
gandu i receptoru (koncentrace jedné slozky, napt. ligandu, je
fixni, zatimco koncentrace druhé slozky, receptoru, se méni).
Poté se naddvkuje maly objem pufru a vlozi se napéti. Vyhod-
nocuji se plochy negativnich (vakantnich) piku, které odpovi-
daji jednak volnému ligandu, jednak jeho komplexu s recep-
torem. K urceni vazebnych konstant lze téZ vyuZzit posunu
migracnich Cas vakantnich pikd. Pfi frontdlni technice se
kapildra naplni pufrem a pak se naddvkuje velky objem vzor-
ku, ktery obsahuje ligand a receptor v rovnovaze. Za piedpo-
kladu, Ze mobilita ligandu a komplexu je priblizné stejnd, ale
lis1 se od mobility receptoru, kterym je napt. 1é¢ivo, migruje
volny receptor v disledku odlisné mobility ze zény vzorku
a jeho koncentrace se urc¢i z vysky zony.

Dalsi omezeni{ pouzitelnosti této techniky predstavuje po-
mérné nizka citlivost UV fotometrické detekce, dana kratkou
drdahou paprsku. Pro silné interagujici slozky je koncentrace
volného ligandu velmi nizka a tedy obtizné stanovitelnd. Tento
problém se vétSinou fesi pouzitim fluorescencni detekce bu-
zené laserem® (LIF).

Zdkladnim pozadavkem je dostatecnd separace ligandu od
komplexu. Pokud se pohyblivost komplexu lisi jen velmi madlo
od pohyblivosti jedné ze slozek, 1ze komplex detegovat na
zdklad€ vymizeni piku jedné ze sloZzek pfi saturaci a jeho
opétovném objeveni po nasyceni viech vazebnych mist®”
Dal$i moznosti je oznacit jednu ze slozek fluoroforem a dete-
govat technikou LIF (cit.?h.

4. Analyza zaloZend na zméné mobilit

Nizkoafinitni (nestabilni) komplexy s kratkym polocasem
je mozné charakterizovat pomoci CE na zdkladé zmény po-
hyblivosti jedné ze slozek v disledku multiasociacnich a di-
sociacnich reakci v roztoku. Pii tomto postupu je receptor
pritomen ve vzorku a ligand v nosném elektrolytu. Jednd se
o obdobu klasické afinitni chromatografie, avSak v ACE je
snazsi kontrolovat koncentraci ligandu. Podminka pro pouziti
této metody je, aby kinetika tvorby komplexi byla rychld ve
srovndni s dobou analyzy. Pfevracend hodnota rychlostni kon-
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stanty disociace komplexu, 1/k g, musi byt mnohem niZz3i nez
migracni doba receptoru a polocas rozpadu komplexu, vyjad-
feny jako In 2/k g, musi byt mensinez 1 % migra¢niho casu>*,
Pokud jsou tyto podminky splnény, mizeme tuto techniku
povazovat za rovnovaznou. Pokud vsak je stabilita komplexu
vysokd, pak pocet ndslednych rovnovah mezi receptorem a li-
gandem ustavenych v kapildfe béhem analyzy je nizky a pik
davkované slozky je §iroky a rozmyty'®. Rychlostni konstanty
vazebnych reakci mohou byt uréeny analyzou elu¢nich profild
piki 24

Provddime-li elektroforézu slozky A v roztoku B, pak
elektroforetickd pohyblivost slozky A se v okamzicich diso-
ciace a asociace diskontinudlné méni mezi hodnotami L, a L,
a pozorovand pohyblivost | slozky A je pak vdZenym primeé-
rem ¢asovych intervall, po néz se pohybuje jako volna mole-
kula a jako komplex AB. Pokud ., je doba, po kterou existuje
komplex AB, pak je pohyblivost | ddna vztahem”

B=(1=0,p) Ly + Olyplysp (2)
Tuto rovnici miizeme pfepsat ve formé
Au = AHmax (X‘AB (3)

kde Ap = —u, je pozorovand zména pohyblivosti slozky A
v piftomnosti B a Ay, = U,p — U, je maximdlni zména
pohyblivosti A v pfitomnosti B pfi nekone¢ném ziedéni neboli
rozdil pohyblivosti volné slozky A a komplexu AB. ProtoZe
o, miizeme vyjadrit jako moldrni zlomek,

o, = [AB]/ ([A] + [AB]) 4)
ktery souvisi s rovnovdznou konstantou K,

K,=[A][B]/[AB] (5)
vztahem

Hap = [B]/ (K4 +[B]) (6)
1ze pro zménu pohyblivosti Al odvodit rovnici (7),

Au=Au, . [Bl/ (K, +[B]) (7)

Velic¢iny Ay, .. a K 1ze urcit nelinedrni regresni analyzou
zméfenych hodnot Ap pfi rizné koncentraci B. Na zdkladé
analogie s rovnici Michaelise a Mentenové pro kinetiku enzy-
mi lze pouzit fadu linearizovanych zavislosti, napt. Al =
F(Apn/ [B]), podle rovnice (8)

Au=Ap, . — K, (Au/[B]) (8)

Zména pohyblivosti se zjisti z experimentdlnich promén-
nych

Aw = LyE {(Ui, = /1) — (11", — 11} = (Ly/E).A(/1,)

9)

takze dostaneme

A(1/t) =AU/, — Ky A(1/t, )/[B] (10)

max
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kdez, at;jsoumigracni Casy slozky A aznackovace (markeru)
elektroosmotického toku (EOF) za nepfitomnosti slozky B
v nosném elektrolytu a " a t"; jsou tyto Casy za piftomnosti
slozky B, L, je délka kapildry k detektoru, E je intenzita
elektrického pole.

Rovnovdzné konstanty se experimentdlné stanovi takto:
Kapilara se naplni pufrem, ktery obsahuje jednu ze slozek,
napt. ligand (A). Stejny pufr, avSak bez ligandu, se pouZzije
v elektrodovych nddobkdch. Davkuje se roztok druhé slozky,
receptoru (B), a méif se jeho mobilita pfi rizné koncentraci
ligandu. Rovnovdznd konstanta se ur¢i na zdkladé rovnic
(7-10) (viz’ a obr. 2). Pokud m4 ligand mensi pohyblivost neZ
receptor, musi byt obsazen v pufru u anody. Rozhodnuti,
ktera slozka bude pritomna ve vzorku a kterd v pufru, zavisi
na dostupnosti interagujicich latek a relativni snadnosti po-
zorovani zmén pohyblivosti. Rozpustime-1i v zdkladnim elek-
trolytu vysokomolekuldrni slozku, pak zaznamendme nejvét-
$1 zménu pohyblivosti u nizkomolekuldrni slozky. Proto stu-
duji-li se interakce proteind s 1éCivy, pak je tfeba rozpustit
protein v zdkladnim elektrolytu*'. Jsou-li interakce receptoru
s ligandem slabé, je vhodné sniZit pohyblivost ligandu napf.
tim, Ze ho kovalentné navdzeme na gel, ktery vytvoifime
v kapilare**.

Studované koncentrace se voli tak, aby jejich numerické
hodnoty byly srovnatelné s hodnotou disociacni konstanty
a koncentracni rozsah byl dostate¢né Siroky pro presné stano-
veni. V piipadé proteind jako receptorti postacuje rozsah kon-
centraci 0,1 az 0,5 mg.ml'1 pro UV detekei pii 214 nm (cit.”).
Dévkovany objem receptoru je fddoveé v nl a tim i mnozstvi
spotiebovaného ligandu je zanedbatelné. Ustaveni rovnovahy
po naddvkovdni je rychlé, pokud je koncentrace ligandu vyso-
kad ve srovnani s koncentraci receptoru.

Metodu lze pouzit za téchto podminek: reakce musi byt
dostatecné rychld, vazebnd stechiometrie 1:1 a koncentrace
receptoru musi byt mnohem niz$i nez koncentrace ligandu

a [L] M R

0 tmO ZO

2 tm2 ZZ

6

tm6 t6
Al/t
(L] A1/
(L]

Obr. 2. Princip stanoveni vazebnych konstant na ziakladé méreni
zmén pohyblivosti (upraveno podle prace’); a— CE analyza receptoru
v elektrolytu, ktery obsahuje riizné koncentrace ligandu (M — znacko-
vac, t .t o, t o jsou migratni Casy znaCkovate M a f, t,, #; jsou
migracni Casy receptoru R pii rtizné koncentraci ligandu [L], b —
vyhodnoceni dat na zakladé rov. (10)
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(méné nez 0,1 x KD)45, avSak jeho absolutni koncentrace
nemusi byt zndma (stanoveni nizkych koncentraci, napt. pro-
teind, je obtizny ukol). Déle se predpokladd, Ze vazebna mista
jsou homogenni a rovnhomérné distribuovana, Ze nedochdz{
k interakci s vnitinimi sténami kapildry a vlozené napéti ne-
ovliviiuje tvorbu komplexu.

Metoda stanoveni rovnovaznych konstant zaloZzend na mé-
feni zmén pohyblivosti md vyhodu v tom, Ze vzorek nemusi
byt Cisty, coz je zvlasté vyznamné, je-1i ligand nestdly a tvoi{
neaktivni produkty. Lze tak stanovit soucasné afinitni kon-
stanty isoenzymu. Pfesnost stanoveni zmén mobility zdvisi na
stabilité komplexu vzhledem k dobé separace. Lze postihnout
izmény v mobilité proteint, které se 1is{ o jediny elementarni
naboj.

5. Pozadavky na systém pro afinitni kapilarni
elektroforézu

Vzhledem k tomu, Ze molekuldrni interakce zdviseji na
teploté, je nutné v ACE termostatovat separacni kapildry a pri
kvantitativni prdci (stanoveni rovnovaznych konstant) pouzi-
vat kapildry dostatecné dlouhé, aby délka casti, kterd neni
termostatovdna, byla zanedbatelnd vuci celkové délce kapi-
lary.

Vliv elektrického pole na molekuldrni interakce je zane-
dbatelny, jak bylo potvrzeno napf. v pracich!®

Vyznamny je vliv adsorpce. Stény kapildry, které jsou
negativné nabité pfi pH vyS§im neZ ca 2, obsahuji aktivni mista
pro adsorpci pozitivné nabitych molekul, napt. nékterych pro-
teind. Adsorpci lze omezit praci pfi extrémnich hodnotach pH
(cit.*”Y), avsak tyto podminky nevyhovuji pro ACE. Pro tyto
ucely je nejvhodnéjsi modifikace vnitinich stén kapildry napt.
silanizaci nebo filmem vhodného polymeru®*** Pro separaci
pozitivné nabitych proteinti byly doporuceny kationogenni
polymerni filmy™.

Vnitini objem kapildry a divkované mnozstvi vzorku jsou
zhruba tisickrat niz§i v CE nez v HPLC nebo pii elektroforéze
v gelové vrstvé. Meze detekce pii UV fotometrickém méfent
se pohybuji pro proteiny kolem absolutniho mnozstvi 0,1 az
1 ng, coz pro CE aplikace pfedstavuje koncentraci 0,1 az
1 mg.ml ™. Citlivost detekce 1ze zvgéit pouzitim fluorescenc-
niho detektoru s laserovou excitaci*>>¢ (LIF), pfi niZ se jedna
z interagujicich slozek oznaci fluoroforem. Meze detekce jsou
zhruba o 3 fady nizsi nez pii UV spektrofotometrické detekci.

Koncentrace nosnych elektrolytl pouzivana v CE je obec-
né vyrazné nizsi nez koncentrace soli ve fyziologickém rozto-
ku. Vyssi koncentrace nosného elektrolytu je tolerovana pii
niz§im separacnim napéti. Doporuc¢ené pufry7 pro ACE jsou
napt. 0,1 M tricin, 0,2 M glycin, 50 mM taurin nebo 0,5 M
trimethylamoniumpropylsulfonat.

6. Imunitni stanoveni zaloZena na kapilarni

elektroforéze

ACE je alternativni metodou k existujicim imunitnim sta-
novenim. Jeji vyhody spocivaji v moZnosti oddélit volné
protildtky od komplexu i ldtek pfitomnych ve vzorku, v moz-
nosti soucasné stanovovat vice ldtek, napf. drogy i jejich
metabolity, v krat${ dobé analyzy ve srovndni s imunitnimi
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testy na pevné fazi a snizené cené analyzy dané malymi
objemy ddvkovanych vzorkl (ca nl). Citlivd LIF detekce je
umoznéna oznacenim antigenu, bud fluoroforem nebo enzy-
maticky, napf. alkalickou fosfatasou ve spojeni s fluorogen-
nim substratem (fluoresceindifosfatem). V nékterych piipa-
dech vSak takto zvySend citlivost nepostacuje, napf. pfi stano-
veni estradiolu a hCG proteinu, kde je vyzadovdno urceni
koncentraci nizsich nez 1012 M (cit.'”). Nevyhodou ACE je
moznost sorpce analytli na stény kapilary a nizsi produktivita
(max 20 vzorkd/hodinu). Kompetitivni imunitni stanoveni

6.1. Nekompetitivni (pfimé) imunitni{
stanoveni

Nekompetitivni stanoveni spocivd v ptiddni velkého pte-
bytku protilatky nebo jejtho fragmentu, Ab*, oznacenych
fluoroforem nebo enzymaticky, ke vzorku, aby bylo zajisténo,
ze veskery antigen, Ag, pfitomny ve vzorku, interaguje s pro-
tildtkou, ¢dst Ab* zastava volnd'":

Ab* + Ag — [AbAg]* (11)

Po probéhlé interakci (inkubaci) se ¢ast vzorku nadavkuje
do CE kapildry, separuje se komplex [AbAg]* od nadbytku
Ab* a deteguji se ob& slozky pomoci LIF (viz’ obr. 3a). Pi
vazbé znacenych protilatek na antigen dochdzi k vyznamné
zméné jejich elektroforetické pohyblivosti.

Priklady vyuziti ACE k pfimému imunitnimu stanoveni
jsou v literatufe zatim ojedinélé a neni prokdzana jeji vyhod-
nost ve srovndni s béznym uspofdddnim. Hlavni problém
téchto stanoveni je heterogenita znacenych protilatek nebo
jejich fragmentl, kterd md za ndsledek fadu pikd v elek-
troferogramu. Pfiprava a c¢isténi fragmentd z monoklondl-
nich protilatek nejsou snadné, avSak aplikace genového inZe-
nyrstvi miiZze tento problém vyfesit a rozsifit pouzitelnost této
metody.

a Ab M [Antigen]
_/\_.A_ 0
komplex
_/\_/"\_A_ 2
_AI/\_A_ 4

b M [Antigen]
komplex
_f\_‘féA_ 0
_/\J_“_ 2
— " “ 4

Obr. 3. Princip primého a kompetitivniho imunitniho stanoveni
pomoci CE s LIF (adaptovino z preiceg); a — piimé stanoveni, proti-
latka znacend fluoroforem, Ab a fluoreskujici znackova¢ M, jsou
pridany k roztoku, ktery obsahuje neznaceny antigen Ag ve zvysujici
se koncentraci. Dva piky komplexu jsou diisledkem mono- a divalent-
ni protilatky; b — nepiimé (kompetitivn{) stanoveni, antigen znaceny
floroforem je smichdn s rostoucim mnozstvim protilatky Ab, kterd
vytésnuje FITC-Ag z komplexu Ag-FITC-Ag. Méif se plocha piku
znaCeného Ag, kterd je imérnd mnoZstvi neznaceného Ag
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6.2. Kompetitivni (nepfimé) imunitni{
stanoveni{

Pii této metod€ se vzorek, ktery obsahuje neznaceny anti-
gen Ag v pfitomnosti matrice, inkubuje s protildtkou (antisé-
rem) Ab a znacenym antigenem Ag* (nebo jeho fragmen-

17
tem) ,

Ab + Ag* + Ag — [AbAg]* + [AbAg] (12)

Béhem inkubace soutézi Ag* s Ag pfitomnym ve vzorku
0 omezeny pocet vazebnych mist protildtky Ab. Po ustaveni
rovnovdhy se davkuje alikvot smési do CE systému s LIF
detekci, kde se oddéli volny Ag* od komplexu [AbAg]*.
Vyska nebo plocha piku volného Ag* a [AbAg]* nebo jejich
pomér jsou imé&rné obsahu antigenu v ptivodnim vzorku (viz’
obr. 3b). Kalibra¢ni kiivky jsou nelinedrni; ke stanoveni se
pouzivd pouze linearni dsek. Dulezité je spravné zvolit kon-
centrace [Ag*] + [Ag], aby leZely v linedrni ¢dsti kalibra¢n{
krivky.

Kompetitivnimu imunitnimu stanoveni se ddvd pfednost
pred piimym stanovenim tehdy, kdyZ je obtiZné separovat
volnou protildtku od komplexu (nelze tudiZz pouzit piimé
stanoveni). Tento pfipad nastdvd u nizkomolekuldrnich proti-
latek, napt. peptidt, které vyznamné neovliviiuji pohyblivost
komplexu [AbAg]*.

Hlavni vyhody CE pfi kompetitivnim imunitnim stanoveni
jsou vysokd citlivost™ (mez detekce 0,1 nM), malé mnozstvi
vzorku potiebné k analyze (méné nez amol), mozZnost analy-
zovat n¢kolik analytt soucasn&’' a vysokd piesnost stanoveni.
Vzhledem k tomu, Ze postaci stanovit pouze znaceny antigen,
1ze zjednodusit CE separaci a zkratit dobu analyzy’ 236 a7 na
0,5 az 1 min. RovnéZ neni nutné pouzivat elektroforeticky
Cisté protildtky; Sgolyklonzilm’ protildtky byly pouzity v fadé
pffpadﬁ51’53‘54’56’ . Miniaturizace CE systému s umisténim
celého pfistroje na mikrocip je ziejmé jednim z trendd budouc-
nosti™.

7. Priklady pouziti ACE

Do ACE jsou v soucasné dobé zahrnovany vSechny sepa-
race, pii nichZz se vyuzivd selektivnich interakci. V tomto
sirokém pojeti sem patii vSechny selektivni interakce s aditivy,
pfitomnymi v elektrolytu, tedy i chirdlni separace, které vSak
nejsou zahrnuty v tomto pfehledném c¢lanku. Informace o se-
paraci enantiomert lze nalézt napf. v praci'’.

ACE se predevs$im vyuZiva ke stanoveni vazebnych kon-
stant (viz napi.****°") Nejvice se studuji 16¢iva'""'*0%% 3 je-
jich interakce s proteiny nebo glykoproteiny. Vyznamna cdst
aplikaci se tykd peptidii®®* a studia interakci s lektiny .
Vybrané priklady studovanych interakci jsou uvedeny v tab. L.

8. Zavér

ACE je vhodnou komplementarni separa¢ni metodou
k afinitni HPLC a lze pfedpoklddat, Ze ji bude v fadé piipadd
postupné nahrazovat pro svou vysokou separacni ucinnost,
rychlost analyzy, nizké ndroky na mnoZstvi vzorku a tim
i podstatné nizsi naklady na analyzu. Lze proto ocekdvat dals{

Referaty
Tabulka I
Molekulové interakce studované v ACE
Protein, peptid® Ligand Citace
Proteiny jako selektory
BSA Warfarin 24
BSA Ibuprofen, Flurbiprofen, 80
Ketoprofen
BSA tryptofan 44
BSA Leucovorin 72,84
BSA izomery porfyrinu 93
BSA DNP — derivaty aminokyselin 85
HSA tryptofan 87
HSA Oxazepam, temazepam 89
HSA Warfarin 24
AGP DNP — derivaty aminokyselin 85
AGP Clorprenalin 90
Avidin Warfarin, Flurbiprofen, 92
Ibuprofen, Ketoprofen,
Leucovorin
Kasein DNP — derivaty aminokyselin 85
Celobiohydrolasa Metprolol, Alprenol, Atenolol 94
Konalbumin Trimetochinol 90
Ovomukoid Chlorpheniramin, Tolperison, 90
Pindolol, Arotinolol
Lektiny
Lens culinaris, disacharidy 70
Ricinus communis
aggl. Glycine soja
Concanavalin A monosacharidy 76
Ricinus communis laktobionovd kyselina 96
aggl., Arachis hypo-
gaea, Glycine soja
Lotus tetragonolobus ~ 1-fukoso-1-fosfét 75
Pisum sativum neutrdlni sacharidy 74
Proteiny vdzajici heparin
Fibronektin heparin 12
Heparin vazajici heparin, heparan sulfét 68
proteiny ristového
faktoru fibroplastt
Fragmenty serového  heparin 77
proteinu amyloid P
Laktoferrin heparin 78
Antithrombin III, heparin 102
leukocytdrni{ protei-
nasovd inhibitor
Protildtka — antigen
Ab4B10 Hapten H6A 27
mAb-antifosfoserin fosfitin 33
Ab-anti-beta-endorfin  tryptické Stépy beta-endorfinu 101
mAb-antifosfotyrosin ~ fosfotyrosin 18
mAb-antiHSA HSA 20
Fragmenty Cyklosporin 95
mAb-anticyklosporin
mAb-antiDNP ligandy obsahujici 2,4-dini- 103

trofenylové substituenty

101
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Tabulka I — pokracovani

Protein, peptid® Ligand Citace
Proteiny vdzajici biotin
Actinavidin biotin 86, 104
Streptavidin biotin 20
Protein — specificky ligand
1eG protein G 31
1gG protein A 105
C-reaktivni protein fosforylcholin 82,91
Trypsin inhibitory trypsinu 37
Chymotrypsin a chymotrypsinu
Vancomycin D-Ala-D-Ala-peptidy 13,46,71,
73,88,
106-108
Karbonahydrasa arylsulfonamidy 13,46,79,
81,106

Proteiny vdzajici Ca**

Calmoduli, Parvalbu-  Ca®* 83
min, karboanhydrasa

iAb — protilditka, mAb — monoklondlni protilitka, BSA —
hovézi serovy albumin, HSA — lidsky serovy albumin, AGP —
kysely o,-glykoprotein

rozvoj kapildrnich elektromigra¢nich metod, zejména jejich
spojeni on-line s hmotnostni spektrometrii a nuklearni mag-
netickou rezonanci pfi urCovani struktury biologicky aktiv-
nich latek. Lze ocekdvat dalsi vyvoj novych separacnich medif
zvySujicich ucinnost a selektivitu separaci, zdokonalovdni
detekénich metod a dal$i miniaturizaci. Miniaturizace, které
se dosahuje v CE, je velmi vhodnd pro studium interakci ve
velmi malych objemech, které se bliZi objemu bunék. Elektro-
foréza na Cipu je slibnou alternativou pro miniaturizaci CE
(cit.>*". Nové pouzivana separacni media v ACE jsou vtiste-
né polymery (imprinting polymers), které dovoluji pfipravu
materidlu pozadované afinity’®. Dal§i zvyseni citlivosti fluo-
rescen¢ni detekce bude mozné dosdhnout laserovymi diodami,
které jsou mens{ a Casto uc¢inn€jsi nez ostatni laserygg. Hmot-
nostni spektrometrie jako detekéni metoda bude mit nezastu-
pitelné misto v ACE'10!,

ACE metoda diskutovand v tomto ¢lanku je pouzitelna pro
ur¢eni disocia¢nich konstant relativné stabilnich komplext
nebo naopak komplexti vznikajich na zdkladé rychlé vazebné
reakce pomoci metod diskutovanych vyse, tj. analyzy rovno-
vazné smési a analyzy zaloZené na zméné mobility. Metoda
ACE je aplikovatelna pro reakce, jejichz disocia¢ni rychlostn{
konstanty jsou menii nez 0,001 a v&tsi nez 0,1 s (cit.”).
Upvnitt tohoto rozsahu jsou stanoveni problematicka a vyzadu-
ji vyvoj alternativnich technik.

Hodnoty K, ur¢ené ACE metodou jsou v dobré shodé
s vysledky ziskanymi jinymi metodami. Relativni smérodatna
odchylka pro 5 méfeni byla 10 % u pfistroji s manudlnim
fizenim a 6 % s automatickou kontrolou’’®. Pravé rovnovazné
konstanty jsou ziskdny pouze tehdy, kdyz jsou obé vyse uvede-
né metody méfeni kombinovdny, tj. receptor pfitomny ve

Referaty

vzorku je pfedem equilibrovdn s ligandem a poté jsou stano-
veny rovnovazné konstanty na zdkladé méfeni mobilit inter-
agujicich slozek.
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V. Pacdkovd®, K. Stulik®, S. Huben4®, and M. Tich4"
(“Department of Analytical Chemistry, "Department of Bio-
chemistry, Faculty of Science, Charles University, Prague):
Affinity Capillary Electrophoresis

Affinity capillary electrophoresis (ACE) is reviewed with
emphasis on determination of the binding constants. The
requirements for the CE system are discussed. CE-based
immunoassays (both competitive and non-competitive) are
summarized and examples of ACE are described.
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zahrnuji studium d¢inkd a metabolismu xenobiotik na bunécné drovni a jejich interakci
se subceluldrnimi strukturami.

) Pripadni zdjemci o studium kontaktujte
Ustav lékarské chemie a biochemie LF UP, Hnévotinskd 3, 775 15 Olomouc.
Tel: 068 /563 23 01, FAX: 068 /563 29 66, e-mail: vilim @ tunw.upol.cz
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