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1. ⁄vod

SouËasn˝ pokrok v biologick˝ch vÏd·ch z·visÌ do znaËnÈ
mÌry na v˝voji nov˝ch modernÌch analytick˝ch separaËnÌch
metod, jako jsou chromatografickÈ a elektroforetickÈ metody.
ElektroforetickÈ metody se vyuûÌvajÌ v biochemickÈm v˝zku-
mu jiû nÏkolik desÌtek let. Jejich v˝povÏdnÌ schopnost je
vysok·, protoûe jsou zaloûeny na d˘leûit˝ch charakteristik·ch
biomolekul, jako jsou molekulov· hmotnost a elektrick˝ n·-
boj. Metody, kterÈ vyuûÌvajÌ bioafinitnÌ princip, majÌ dalöÌ
v˝hodu v tom, ûe se v nich uplatÚuje snad v˘bec nejv˝znam-
nÏjöÌ vlastnost biomolekul, tj. specifickÈ rozpozn·v·nÌ, kterÈ
tvo¯Ì z·klad vöech vysoce selektivnÌch biologick˝ch proces˘.
Aplikace elektroforÈzy ke studiu specifick˝ch interakcÌ vedla
ke vzniku ¯ady technik, kterÈ nesou obecn˝ n·zev ÑafinitnÌ
elektroforÈzaì, nap¯.1-3

V˝znam a rozsah aplikacÌ elektroforetick˝ch metod znaË-
nÏ vzrostl ned·vn˝m rozvinutÌm a komercializacÌ kapil·rnÌ
elektroforÈzy (CE). Vysok· citlivost, vynikajÌcÌ rozliöovacÌ
schopnost, rychlost anal˝zy a dobr· p¯esnost stanovenÌ, mal˝
objem vzork˘ pot¯ebn˝ pro anal˝zu, nÌzk· spot¯eba reagenciÌ
a rozs·hlÈ moûnosti automatizace jsou hlavnÌ v˝hody CE ve
srovn·nÌ nap¯. s elektroforÈzou ve vrstvÏ nebo sloupci gelu.
Kapil·rnÌ elektroforÈza, kterÈ je vÏnov·na ¯ada monografiÌ
(nap¯.4-6), se obvykle prov·dÌ v homogennÌm roztoku (kapil·r-

nÌ zÛnov· elektroforÈza, CZE), avöak je moûnÈ vyuûÌt kapil·r
naplnÏn˝ch gelem (kapil·rnÌ gelov· elektroforÈza, CGE) nebo
chromatografickou stacion·rnÌ f·zÌ (kapil·rnÌ elektrochroma-
tografie, CEC). AfinitnÌ elektroforÈza v kapil·¯e se naz˝v·
afinitnÌ kapil·rnÌ elektroforÈza (ACE) a je vyuûÌv·na jak pro
analytickÈ ˙Ëely, tak ke studiu molekul·rnÌch interakcÌ (viz
p¯ehledy 7-18).

2. Principy afinitnÌ elektroforÈzy

DvÏ molekuly A a B, kterÈ majÌ r˘znou elektroforetickou
pohyblivost (µA, µB), vytv·¯ejÌ komplex AB, jehoû pohybli-
vost µAB se liöÌ od pohyblivostÌ molekul A a B (v d˘sledku
r˘znÈho pomÏru n·boje k hmotnosti),

A + B AB (1)

kde kon je rychlostnÌ konstanta pro tvorbu komplexu a koff je
rychlostnÌ konstanta pro jeho disociaci.

ExistujÌ v podstatÏ dva zp˘soby prov·dÏnÌ ACE (cit.9):
1. ObÏ sloûky A i B, ligand i receptor, interagujÌ v homogen-

nÌm roztoku (CZE),
2. jedna ze sloûek je imobilizov·na na stÏn·ch kapil·ry,

v gelu (CGE) Ëi na chromatografickÈm nosiËi (CEC).
Metodu CZE (ad 1) m˘ûeme aplikovat dvÏma r˘zn˝mi

zp˘soby v z·vislosti na rychlosti rozpadu vzniklÈho komplexu
AB. Pokud je disociace komplexu AB pomal· vzhledem k do-
bÏ anal˝zy, m˘ûeme v CZE p¯Ìmo detegovat komplex. Ana-
lyzuje se vzorek, kter˝ obsahuje rovnov·ûnou smÏs receptoru
a ligandu (anal˝za rovnov·ûn˝ch smÏsÌ). Pokud je disociace
komplexu AB rychl·, komplex nelze detegovat. Komplexo-
tvornÈ  reakce vöak  ovlivÚujÌ  elektroforetickÈ pohyblivosti
interagujÌcÌch sloûek (anal˝za zaloûen· na zmÏnÏ elektrofore-
tick˝ch pohyblivostÌ).

Pohyblivost komplexu leûÌ obvykle mezi pohyblivostmi
sloûek A a B. Pokud je vöak jedna ze sloûek nerozpustn· nebo
imobilizovan·, pak pohyblivost komplexu je nulov·. V p¯Ìpa-
dÏ interakcÌ protein˘ s ligandy je zmÏna n·boje ligandu hlav-
nÌm zdrojem zmÏny pohyblivosti komplexu, protoûe zmÏna
molekulovÈ hmotnosti je zanedbateln·.

Techniky prov·dÏnÈ v homogennÌm roztoku jsou nejroz-
öÌ¯enÏjöÌ, protoûe jsou aplikovatelnÈ na öirok˝ rozsah analyt˘
i separaËnÌch podmÌnek. Jsou pouûitelnÈ za p¯edpokladu, ûe
tvorbou komplexu dojde k mÏ¯itelnÈ zmÏnÏ pohyblivostÌ mig-
rujÌcÌch Ë·stic. V tomto p¯ÌpadÏ lze urËit vazebnÈ konstanty
vznikajÌcÌch komplex˘ buÔ z mÏ¯enÌ posun˘ migraËnÌch Ëas˘
nebo na z·kladÏ zjiötÏnÌ koncentracÌ sloûek komplexu. Pokud
separace voln˝ch sloûek od komplexu nenÌ dostateËn· (sepa-
raËnÌ faktor R > 1), nelze tuto techniku pouûÌt.

Techniky vyuûÌvajÌcÌ imobilizovan˝ch ligand˘ majÌ v˝-
hody i nev˝hody9: V˝hodou je, ûe interakce probÌhajÌ s ma-
xim·lnÌ ˙ËinnostÌ. To vöak p¯in·öÌ i nev˝hodu  v tom, ûe
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koncentrace aktivnÌch molekul po imobilizaci je velmi nÌzk·
a tedy obtÌûnÏ stanoviteln·. D·le m˘ûe dojÌt k pozmÏnÏnÌ
procesu rozpozn·v·nÌ v d˘sledku imobilizace. M˘ûe b˝t takÈ
obtÌûnÈ regenerovat povrch s imobilizovan˝m ligandem, aniû
by doölo ke snÌûenÌ aktivitity a koncentrace imobilizovanÈho
materi·lu.

3. Anal˝za rovnov·ûn˝ch smÏsÌ

Anal˝za rovnov·ûn˝ch smÏsÌ je vhodn· pro systÈmy s po-
malou kinetikou, coû je vÏtöina systÈm˘ s vysokou afinitou.
OddÏlenÌ komplexu od rovnov·ûnÈ smÏsi a jeho detekce je
nejp¯ÌmÏjöÌm d˘kazem molekul·rnÌch interakcÌ mezi sloû-
kami. Koncentrace komplexu bÏhem anal˝zy kles· v d˘sled-
ku disociace; proto jsou v˝hodnÈ kr·tkÈ doby anal˝zy, kter˝ch
se v CE bÏûnÏ dosahuje. V tomto p¯ÌpadÏ je CE pouze pro-
st¯edkem, jak separovat a kvantifikovat volnÈ a v·zanÈ mole-
kuly.

Ligand a receptor, p¯ÌtomnÈ ve vzorku v r˘zn˝ch pomÏ-
rech, jsou po ekvilibraci separov·ny v CE systÈmu a pÌky
odpovÌdajÌcÌ volnÈmu a v·zanÈmu ligandu vyhodnoceny. T¯e-
baûe koncentrace komplexu bÏhem CE anal˝zy kles·, koncen-
trace p˘vodnÌch sloûek A a B se bÏhem anal˝zy nemÏnÌ,
protoûe jsou  od komplexu separov·ny, nemohou se tudÌû
z˙Ëastnit opÏtovnÈ tvorby komplexu a reprezentujÌ rovnov·û-
nÈ koncentrace. Rovnov·ûnÈ konstanty a stechiometrie vazeb-
nÈ interakce se urËÌ ze z·vislosti koncentrace v·zanÈho ligan-
du [L ñ Lv] na koncentraci volnÈho ligandu [Lv] Ëi na celkovÈ
koncentraci ligandu [L] nebo z pomÏru koncentracÌ v·zanÈho

a volnÈho ligandu [L ñ Lv/Lv] jako funkce koncentrace v·za-
nÈho ligandu L ñ Lv] (obr. 1)9. Podobn˝ postup se pouûÌv·
i v jin˝ch mÏ¯enÌch, nap¯. ve vyluËovacÌ chromatografii, ale
v˝hodou ACE metody je, ûe receptor nemusÌ b˝t Ëist˝ a d·le
ûe ligand a receptor nemusÌ mÌt rozdÌlnou velikost. Dobu
pot¯ebnou pro ust·lenÌ rovnov·hy lze snadno zjistit z opako-
van˝ch anal˝z, coû umoûÚuje mal· spot¯eba vzorku. SycenÌm
jednÈ sloûky druhou sloûkou (titrantem) se zjistÌ stechiometrie
komplexu. NasycenÌ se pozn·  buÔ  tÌm, ûe pÌk  komplexu
dos·hne maxim·lnÌ konstantnÌ hodnoty, nebo se objevÌ pÌk
titrantu. Pokud m· molekula vÌce vazebn˝ch mÌst, jako nap¯.
protil·tky, pak se postupnÈ nasycenÌ jednotliv˝ch mÌst projevÌ
seriÌ pÌk˘ p¯Ìsluön˝ch komplex˘ a tÌm zÌsk·me dalöÌ cennou
informaci o stechiometrii jednotliv˝ch vazeb19,20.

Tuto metodu lze pouûÌt jen tehdy, kdyû disociace komple-
xu je v pr˘bÏhu CE anal˝zy zanedbateln·21. Je-li povolena
10 % disociace komplexu bÏhem CE anal˝zy, pak rychlostnÌ
konstanta koff musÌ b˝t menöÌ neû 0,105 t, kde t je doba
pot¯ebn· k separaci komplexu od receptoru22. Tuto techniku
vöak lze vyuûÌt i pro slabÈ interakce, pokud se pouûije front·lnÌ
nebo vakantnÌ technika14,23-27. Technika vakantnÌ afinitnÌ
chromatografie spoËÌv· v naplnÏnÌ kapil·ry smÏsÌ pufru, li-
gandu i receptoru (koncentrace jednÈ sloûky, nap¯. ligandu, je
fixnÌ, zatÌmco koncentrace druhÈ sloûky, receptoru, se mÏnÌ).
PotÈ se nad·vkuje mal˝ objem pufru a vloûÌ se napÏtÌ. Vyhod-
nocujÌ se plochy negativnÌch (vakantnÌch) pÌk˘, kterÈ odpovÌ-
dajÌ jednak volnÈmu ligandu, jednak jeho komplexu s recep-
torem. K urËenÌ vazebn˝ch konstant lze tÈû vyuûÌt posunu
migraËnÌch Ëas˘ vakantnÌch pÌk˘. P¯i front·lnÌ technice se
kapil·ra naplnÌ pufrem a pak se nad·vkuje velk˝ objem vzor-
ku, kter˝ obsahuje ligand a receptor v rovnov·ze. Za p¯edpo-
kladu, ûe mobilita ligandu a komplexu je p¯ibliûnÏ stejn·, ale
liöÌ se od mobility receptoru, kter˝m je nap¯. lÈËivo, migruje
voln˝ receptor v d˘sledku odliönÈ mobility ze zÛny vzorku
a jeho koncentrace se urËÌ z v˝öky zÛny.

DalöÌ omezenÌ pouûitelnosti tÈto techniky p¯edstavuje po-
mÏrnÏ nÌzk· citlivost UV fotometrickÈ detekce, dan· kr·tkou
dr·hou paprsku. Pro silnÏ interagujÌcÌ sloûky je koncentrace
volnÈho ligandu velmi nÌzk· a tedy obtÌûnÏ stanoviteln·. Tento
problÈm se vÏtöinou ¯eöÌ pouûitÌm fluorescenËnÌ detekce bu-
zenÈ laserem28-36 (LIF).

Z·kladnÌm poûadavkem je dostateËn· separace ligandu od
komplexu. Pokud se pohyblivost komplexu liöÌ jen velmi m·lo
od pohyblivosti jednÈ ze sloûek, lze komplex detegovat na
z·kladÏ vymizenÌ pÌku jednÈ ze sloûek p¯i saturaci a jeho
opÏtovnÈm objevenÌ po nasycenÌ vöech vazebn˝ch mÌst37-40.
DalöÌ moûnostÌ je oznaËit jednu ze sloûek fluoroforem a dete-
govat technikou LIF (cit.31).

4. Anal˝za zaloûen· na zmÏnÏ mobilit

NÌzkoafinitnÌ (nestabilnÌ) komplexy s kr·tk˝m poloËasem
je moûnÈ charakterizovat pomocÌ CE na z·kladÏ zmÏny po-
hyblivosti jednÈ ze sloûek v d˘sledku multiasociaËnÌch a di-
sociaËnÌch reakcÌ v roztoku. P¯i tomto postupu je receptor
p¯Ìtomen ve vzorku a ligand v nosnÈm elektrolytu. Jedn· se
o obdobu klasickÈ afinitnÌ chromatografie, avöak v ACE je
snazöÌ kontrolovat koncentraci ligandu. PodmÌnka pro pouûitÌ
tÈto metody je, aby kinetika tvorby komplex˘ byla rychl· ve
srovn·nÌ s dobou anal˝zy. P¯evr·cen· hodnota rychlostnÌ kon-

Obr. 1. Princip stanovenÌ vazebn˝ch konstant na z·kladÏ CE
anal˝zy rovnov·ûn˝ch smÏsÌ (podle pr·ce9 ); a ñ generace dat pro
kalibraËnÌ k¯ivku (z·vislost plochy pÌk˘ na koncentraci ligandu L; M ñ
znaËkovaË (marker), b ñ CE anal˝za  rovnov·ûnÈ smÏsi  r˘zn˝ch
koncentracÌ ligandu [L] s fixnÌ koncentracÌ receptoru R; vzorky byly
ekvilibrov·ny p¯ed CE anal˝zou (R ñ receptor, R*L ñ komplex, Lv ñ
voln˝ ligand, c ñ vyhodnocenÌ dat ñ p¯ÌmÈ vazebnÈ k¯ivky, z koncen-
trace [Lv] se urËÌ koncentrace v·zanÈho ligandu, [LñLv], a ze z·vislosti
tÈto koncentrance na koncentraci Lv se urËÌ KD jako Lv v polovinÏ
saturace, d ñ Scatchardova z·vislost pomÏru koncentracÌ v·zanÈho
ligandu k volnÈmu ligandu na koncentraci volnÈho ligandu. SmÏrnice
tÈto z·vislosti je 1/KD
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stanty disociace komplexu, 1/koff, musÌ b˝t mnohem niûöÌ neû
migraËnÌ doba receptoru a poloËas rozpadu komplexu, vyj·d-
¯en˝ jako ln 2/koff, musÌ b˝t menöÌ neû 1 % migraËnÌho Ëasu3,41.
Pokud jsou tyto podmÌnky splnÏny, m˘ûeme tuto techniku
povaûovat za rovnov·ûnou. Pokud vöak je stabilita komplexu
vysok·, pak poËet n·sledn˝ch rovnov·h mezi receptorem a li-
gandem ustaven˝ch v kapil·¯e bÏhem anal˝zy je nÌzk˝ a pÌk
d·vkovanÈ sloûky je öirok˝ a rozmyt˝18. RychlostnÌ konstanty
vazebn˝ch reakcÌ mohou b˝t urËeny anal˝zou eluËnÌch profil˘
pÌk˘42,43.

Prov·dÌme-li elektroforÈzu sloûky A v roztoku B, pak
elektroforetick· pohyblivost sloûky A se v okamûicÌch diso-
ciace a asociace diskontinu·lnÏ mÏnÌ mezi hodnotami µA a µAB
a pozorovan· pohyblivost µ sloûky A je pak v·ûen˝m pr˘mÏ-
rem Ëasov˝ch interval˘, po nÏû se pohybuje jako voln· mole-
kula a jako komplex AB. Pokud αABje doba, po kterou existuje
komplex AB, pak je pohyblivost µ d·na vztahem7,9

µ = (1 ñ αAB) µA + αAB µAB (2)

Tuto rovnici m˘ûeme p¯epsat ve formÏ

∆µ = ∆µmax αAB (3)

kde ∆µ = µ ñ µA je pozorovan· zmÏna pohyblivosti sloûky A
v p¯Ìtomnosti B a ∆µmax = µAB ñ µA je maxim·lnÌ zmÏna
pohyblivosti A v p¯Ìtomnosti B p¯i nekoneËnÈm z¯edÏnÌ neboli
rozdÌl pohyblivostÌ volnÈ sloûky A a komplexu AB. Protoûe
αAB m˘ûeme vyj·d¯it jako mol·rnÌ zlomek,

αAB = [AB] / ([A] + [AB]) (4)

kter˝ souvisÌ s rovnov·ûnou konstantou Kd

Kd = [A][B] / [AB] (5)

vztahem

µAB = [B] / (Kd + [B]) (6)

lze pro zmÏnu pohyblivosti ∆µ odvodit rovnici (7),

∆µ = ∆µmax [B] / (Kd + [B]) (7)

VeliËiny ∆µmax a Kd lze urËit neline·rnÌ regresnÌ anal˝zou
zmÏ¯en˝ch hodnot ∆µ p¯i r˘znÈ koncentraci B. Na z·kladÏ
analogie s rovnicÌ Michaelise a MentenovÈ pro kinetiku enzy-
m˘ lze pouûÌt ¯adu linearizovan˝ch z·vislostÌ, nap¯. ∆µ =
F(∆µ / [B]), podle rovnice (8)

∆µ = ∆µmax ñ Kd (∆µ /[B]) (8)

ZmÏna pohyblivosti se zjistÌ z experiment·lnÌch promÏn-
n˝ch

∆µ = LD/E {(1/tm ñ 1/t0) ñ (1/t¥m ñ 1/t¥0)} = (LD/E).∆(1/tm)

(9)
takûe dostaneme

∆(1/tm) = ∆(1/tm)max ñ KD ∆(1/tm)/[B] (10)

kde tm a t0 jsou migraËnÌ Ëasy sloûky A a znaËkovaËe (markeru)
elektroosmotickÈho toku (EOF) za nep¯Ìtomnosti sloûky B
v nosnÈm elektrolytu a t¥m a t¥0 jsou tyto Ëasy za p¯Ìtomnosti
sloûky B, LD je dÈlka kapil·ry k detektoru, E je intenzita
elektrickÈho pole.

Rovnov·ûnÈ konstanty se experiment·lnÏ stanovÌ takto:
Kapil·ra se naplnÌ pufrem, kter˝ obsahuje jednu ze sloûek,
nap¯. ligand (A). Stejn˝ pufr, avöak bez ligandu, se pouûije
v elektrodov˝ch n·dobk·ch. D·vkuje se roztok druhÈ sloûky,
receptoru (B), a mÏ¯Ì se jeho mobilita p¯i r˘znÈ koncentraci
ligandu. Rovnov·ûn· konstanta se urËÌ na z·kladÏ rovnic
(7ñ10) (viz9 a obr. 2). Pokud m· ligand menöÌ pohyblivost neû
receptor, musÌ b˝t obsaûen v pufru u anody. RozhodnutÌ,
kter· sloûka bude p¯Ìtomna ve vzorku a kter· v pufru, z·visÌ
na dostupnosti interagujÌcÌch l·tek a relativnÌ snadnosti po-
zorov·nÌ zmÏn pohyblivostÌ. RozpustÌme-li v z·kladnÌm elek-
trolytu vysokomolekul·rnÌ sloûku, pak zaznamen·me nejvÏt-
öÌ zmÏnu pohyblivosti u nÌzkomolekul·rnÌ sloûky. Proto stu-
dujÌ-li se interakce protein˘ s lÈËivy, pak je t¯eba rozpustit
protein v z·kladnÌm elektrolytu41. Jsou-li interakce receptoru
s ligandem slabÈ, je vhodnÈ snÌûit pohyblivost ligandu nap¯.
tÌm, ûe ho kovalentnÏ nav·ûeme na  gel, kter˝ vytvo¯Ìme
v kapil·¯e44.

StudovanÈ koncentrace se volÌ tak, aby jejich numerickÈ
hodnoty byly srovnatelnÈ s hodnotou disociaËnÌ konstanty
a koncentraËnÌ rozsah byl dostateËnÏ öirok˝ pro p¯esnÈ stano-
venÌ. V p¯ÌpadÏ protein˘ jako receptor˘ postaËuje rozsah kon-
centracÌ 0,1 aû 0,5 mg.ml-1 pro UV detekci p¯i 214 nm (cit.7).
D·vkovan˝ objem receptoru je ¯·dovÏ v nl a tÌm i mnoûstvÌ
spot¯ebovanÈho ligandu je zanedbatelnÈ. UstavenÌ rovnov·hy
po nad·vkov·nÌ je rychlÈ, pokud je koncentrace ligandu vyso-
k· ve srovn·nÌ s koncentracÌ receptoru.

Metodu lze pouûÌt za tÏchto podmÌnek: reakce musÌ b˝t
dostateËnÏ rychl·, vazebn· stechiometrie 1:1 a koncentrace
receptoru musÌ b˝t mnohem niûöÌ neû koncentrace ligandu

Obr. 2. Princip stanovenÌ vazebn˝ch konstant na z·kladÏ mÏ¯enÌ
zmÏn pohyblivostÌ (upraveno podle pr·ce9); a ñ CE anal˝za receptoru
v elektrolytu, kter˝ obsahuje r˘znÈ koncentrace ligandu (M ñ znaËko-
vaË, tmo, tm2, tm6 jsou migraËnÌ Ëasy znaËkovaËe M a tO, t2, t6 jsou
migraËnÌ Ëasy receptoru R p¯i r˘znÈ koncentraci ligandu [L], b ñ
vyhodnocenÌ dat na z·kladÏ rov. (10)
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(mÈnÏ neû  0,1 ◊ KD)45, avöak jeho absolutnÌ koncentrace
nemusÌ b˝t zn·ma (stanovenÌ nÌzk˝ch koncentracÌ, nap¯. pro-
tein˘, je obtÌûn˝ ˙kol). D·le se p¯edpokl·d·, ûe vazebn· mÌsta
jsou homogennÌ a rovnomÏrnÏ distribuov·na, ûe nedoch·zÌ
k interakci s vnit¯nÌmi stÏnami kapil·ry a vloûenÈ napÏtÌ ne-
ovlivÚuje tvorbu komplexu.

Metoda stanovenÌ rovnov·ûn˝ch konstant zaloûen· na mÏ-
¯enÌ zmÏn pohyblivosti m· v˝hodu v tom, ûe vzorek nemusÌ
b˝t Ëist˝, coû je zvl·ötÏ v˝znamnÈ, je-li ligand nest·l˝ a tvo¯Ì
neaktivnÌ produkty. Lze tak stanovit souËasnÏ afinitnÌ kon-
stanty isoenzym˘. P¯esnost stanovenÌ zmÏn mobility z·visÌ na
stabilitÏ komplexu vzhledem k dobÏ separace. Lze postihnout
i zmÏny v mobilitÏ protein˘, kterÈ se liöÌ o jedin˝ element·rnÌ
n·boj.

5. Poûadavky na systÈm pro afinitnÌ kapil·rnÌ
elektroforÈzu

Vzhledem k tomu, ûe molekul·rnÌ interakce z·visejÌ na
teplotÏ, je nutnÈ v ACE termostatovat separaËnÌ kapil·ry a p¯i
kvantitativnÌ pr·ci (stanovenÌ rovnov·ûn˝ch konstant) pouûÌ-
vat kapil·ry dostateËnÏ dlouhÈ, aby dÈlka Ë·sti, kter· nenÌ
termostatov·na, byla zanedbateln· v˘Ëi celkovÈ dÈlce kapi-
l·ry.

Vliv elektrickÈho pole na molekul·rnÌ interakce je zane-
dbateln˝, jak bylo potvrzeno nap¯. v pracÌch18,46.

V˝znamn˝ je vliv adsorpce. StÏny kapil·ry, kterÈ jsou
negativnÏ nabitÈ p¯i pH vyööÌm neû ca 2, obsahujÌ aktivnÌ mÌsta
pro adsorpci pozitivnÏ nabit˝ch molekul, nap¯. nÏkter˝ch pro-
tein˘. Adsorpci lze omezit pracÌ p¯i extrÈmnÌch hodnot·ch pH
(cit.47-51), avöak tyto podmÌnky nevyhovujÌ pro ACE. Pro tyto
˙Ëely je nejvhodnÏjöÌ modifikace vnit¯nÌch stÏn kapil·ry nap¯.
silanizacÌ nebo filmem vhodnÈho polymeru53,54. Pro separaci
pozitivnÏ nabit˝ch protein˘ byly doporuËeny kationogennÌ
polymernÌ filmy55.

Vnit¯nÌ objem kapil·ry a d·vkovanÈ mnoûstvÌ vzorku jsou
zhruba tisÌckr·t niûöÌ v CE neû v HPLC nebo p¯i elektroforÈze
v gelovÈ vrstvÏ. Meze detekce p¯i UV fotometrickÈm mÏ¯enÌ
se pohybujÌ pro proteiny kolem absolutnÌho mnoûstvÌ 0,1 aû
1 ng, coû pro CE aplikace p¯edstavuje koncentraci 0,1 aû
1 mg.ml-1. Citlivost detekce lze zv˝öit pouûitÌm fluorescenË-
nÌho detektoru s laserovou excitacÌ28-36 (LIF), p¯i nÌû se jedna
z interagujÌcÌch sloûek oznaËÌ fluoroforem. Meze detekce jsou
zhruba o 3 ¯·dy niûöÌ neû p¯i UV spektrofotometrickÈ detekci.

Koncentrace nosn˝ch elektrolyt˘ pouûÌvan· v CE je obec-
nÏ v˝raznÏ niûöÌ neû koncentrace solÌ ve fyziologickÈm rozto-
ku. VyööÌ koncentrace nosnÈho elektrolytu je tolerov·na p¯i
niûöÌm separaËnÌm napÏtÌ. DoporuËenÈ pufry7 pro ACE jsou
nap¯. 0,1 M tricin, 0,2 M glycin, 50 mM taurin nebo 0,5 M

trimethylamoniumpropylsulfon·t.

6. ImunitnÌ stanovenÌ zaloûen· na kapil·rnÌ
elektroforÈze

ACE je alternativnÌ metodou k existujÌcÌm imunitnÌm sta-
novenÌm.  JejÌ v˝hody spoËÌvajÌ  v  moûnosti oddÏlit  volnÈ
protil·tky od komplexu i l·tek p¯Ìtomn˝ch ve vzorku, v moû-
nosti souËasnÏ stanovovat vÌce l·tek, nap¯. drogy i jejich
metabolity, v kratöÌ dobÏ anal˝zy ve srovn·nÌ s imunitnÌmi

testy na pevnÈ f·zi a snÌûenÈ cenÏ anal˝zy danÈ mal˝mi
objemy d·vkovan˝ch vzork˘ (ca nl). Citliv· LIF detekce je
umoûnÏna oznaËenÌm antigenu, buÔ fluoroforem nebo enzy-
maticky, nap¯. alkalickou fosfatasou ve spojenÌ s fluorogen-
nÌm substr·tem (fluoresceindifosf·tem). V nÏkter˝ch p¯Ìpa-
dech vöak takto zv˝öen· citlivost nepostaËuje, nap¯. p¯i stano-
venÌ estradiolu a hCG proteinu, kde je vyûadov·no urËenÌ
koncentracÌ niûöÌch neû 10-12 M (cit.17). Nev˝hodou ACE je
moûnost sorpce analyt˘ na stÏny kapil·ry a niûöÌ produktivita
(max 20 vzork˘/hodinu). KompetitivnÌ imunitnÌ stanovenÌ
jsou bÏûnÏjöÌ neû p¯Ìm· stanovenÌ.

6 . 1 . N e k o m p e t i t i v n Ì ( p ¯ Ì m È ) i m u n i t n Ì
s t a n o v e n Ì

NekompetitivnÌ stanovenÌ spoËÌv· v p¯id·nÌ velkÈho p¯e-
bytku protil·tky nebo  jejÌho fragmentu, Ab*, oznaËen˝ch
fluoroforem nebo enzymaticky, ke vzorku, aby bylo zajiötÏno,
ûe veöker˝ antigen, Ag, p¯Ìtomn˝ ve vzorku, interaguje s pro-
til·tkou, Ë·st Ab* z˘st·v· voln·17:

Ab* + Ag → [AbAg]* (11)

Po probÏhlÈ interakci (inkubaci) se Ë·st vzorku nad·vkuje
do CE kapil·ry, separuje se komplex [AbAg]* od nadbytku
Ab* a detegujÌ se obÏ sloûky pomocÌ LIF (viz9 obr. 3a). P¯i
vazbÏ znaËen˝ch protil·tek na antigen doch·zÌ k v˝znamnÈ
zmÏnÏ jejich elektroforetickÈ pohyblivosti.

P¯Ìklady vyuûitÌ ACE k p¯ÌmÈmu imunitnÌmu stanovenÌ
jsou v literatu¯e zatÌm ojedinÏlÈ a nenÌ prok·z·na jejÌ v˝hod-
nost ve srovn·nÌ s bÏûn˝m uspo¯·d·nÌm. HlavnÌ problÈm
tÏchto stanovenÌ je heterogenita znaËen˝ch protil·tek nebo
jejich fragment˘, kter· m· za n·sledek ¯adu pÌk˘ v elek-
troferogramu. P¯Ìprava a ËiötÏnÌ fragment˘ z monoklon·l-
nÌch protil·tek nejsou snadnÈ, avöak aplikace genovÈho inûe-
n˝rstvÌ m˘ûe tento problÈm vy¯eöit a rozöÌ¯it pouûitelnost tÈto
metody.

Obr. 3. Princip p¯ÌmÈho a kompetitivnÌho imunitnÌho stanovenÌ
pomocÌ CE s LIF (adaptov·no z pr·ce9); a ñ p¯ÌmÈ stanovenÌ, proti-
l·tka znaËen· fluoroforem, Ab a fluoreskujÌcÌ znaËkovaË M, jsou
p¯id·ny k roztoku, kter˝ obsahuje neznaËen˝ antigen Ag ve zvyöujÌcÌ
se koncentraci. Dva pÌky komplexu jsou d˘sledkem mono- a divalent-
nÌ protil·tky; b ñ nep¯ÌmÈ (kompetitivnÌ) stanovenÌ, antigen znaËen˝
floroforem je smÌch·n s rostoucÌm mnoûstvÌm protil·tky Ab, kter·
vytÏsnuje FITC-Ag z komplexu Ag-FITC-Ag. MÏ¯Ì se plocha pÌku
znaËenÈho Ag, kter· je ˙mÏrn· mnoûstvÌ neznaËenÈho Ag
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6 . 2 . K o m p e t i t i v n Ì ( n e p ¯ Ì m È ) i m u n i t n Ì
s t a n o v e n Ì

P¯i tÈto metodÏ se vzorek, kter˝ obsahuje neznaËen˝ anti-
gen Ag v p¯Ìtomnosti matrice, inkubuje s protil·tkou (antisÈ-
rem) Ab a znaËen˝m antigenem Ag* (nebo jeho fragmen-
tem)17,

Ab + Ag* + Ag → [AbAg]* + [AbAg] (12)

BÏhem inkubace soutÏûÌ Ag* s Ag p¯Ìtomn˝m ve vzorku
o omezen˝ poËet vazebn˝ch mÌst protil·tky Ab. Po ustavenÌ
rovnov·hy se d·vkuje alikvot smÏsi do CE systÈmu s LIF
detekcÌ, kde se oddÏlÌ voln˝ Ag* od komplexu [AbAg]*.
V˝öka nebo plocha pÌku volnÈho Ag* a [AbAg]* nebo jejich
pomÏr jsou ˙mÏrnÈ obsahu antigenu v p˘vodnÌm vzorku (viz9

obr. 3b). KalibraËnÌ k¯ivky jsou neline·rnÌ; ke stanovenÌ se
pouûÌv· pouze line·rnÌ ˙sek. D˘leûitÈ je spr·vnÏ zvolit kon-
centrace [Ag*] + [Ag], aby leûely v line·rnÌ Ë·sti kalibraËnÌ
k¯ivky.

KompetitivnÌmu imunitnÌmu stanovenÌ se d·v· p¯ednost
p¯ed p¯Ìm˝m stanovenÌm tehdy, kdyû je obtÌûnÈ separovat
volnou protil·tku od komplexu  (nelze tudÌû pouûÌt  p¯ÌmÈ
stanovenÌ). Tento p¯Ìpad nast·v· u nÌzkomolekul·rnÌch proti-
l·tek, nap¯. peptid˘, kterÈ v˝znamnÏ neovlivÚujÌ pohyblivost
komplexu [AbAg]*.

HlavnÌ v˝hody CE p¯i kompetitivnÌm imunitnÌm stanovenÌ
jsou vysok· citlivost50 (mez detekce 0,1 nM), malÈ mnoûstvÌ
vzorku pot¯ebnÈ k anal˝ze (mÈnÏ neû amol), moûnost analy-
zovat nÏkolik analyt˘ souËasnÏ51 a vysok· p¯esnost stanovenÌ.
Vzhledem k tomu, ûe postaËÌ stanovit pouze znaËen˝ antigen,
lze zjednoduöit CE separaci a zkr·tit dobu anal˝zy52,56 aû na
0,5 aû 1 min. RovnÏû nenÌ nutnÈ pouûÌvat elektroforeticky
ËistÈ protil·tky; polyklon·lnÌ protil·tky byly pouûity v ¯adÏ
p¯Ìpad˘51,53,54,56,57. Miniaturizace CE systÈmu s umÌstÏnÌm
celÈho p¯Ìstroje na mikroËip je z¯ejmÏ jednÌm z trend˘ budouc-
nosti56.

7. P¯Ìklady pouûitÌ ACE

Do ACE jsou v souËasnÈ dobÏ zahrnov·ny vöechny sepa-
race, p¯i nichû se vyuûÌv· selektivnÌch interakcÌ. V tomto
öirokÈm pojetÌ sem pat¯Ì vöechny selektivnÌ interakce s aditivy,
p¯Ìtomn˝mi v elektrolytu, tedy i chir·lnÌ separace, kterÈ vöak
nejsou zahrnuty v tomto p¯ehlednÈm Ël·nku. Informace o se-
paraci enantiomer˘ lze nalÈzt nap¯. v pr·ci11.

ACE se p¯edevöÌm vyuûÌv· ke stanovenÌ vazebn˝ch kon-
stant (viz nap¯.46,58-61). NejvÌce se studujÌ lÈËiva11,14,62-66 a je-
jich interakce s proteiny nebo glykoproteiny. V˝znamn· Ë·st
aplikacÌ se t˝k· peptid˘59,67-69 a studia interakcÌ s lektiny70.
VybranÈ p¯Ìklady studovan˝ch interakcÌ jsou uvedeny v tab. I.

8. Z·vÏr

ACE je vhodnou komplement·rnÌ separaËnÌ metodou
k afinitnÌ HPLC a lze p¯edpokl·dat, ûe ji bude v ¯adÏ p¯Ìpad˘
postupnÏ nahrazovat pro svou vysokou separaËnÌ ˙Ëinnost,
rychlost anal˝zy, nÌzkÈ n·roky na mnoûstvÌ vzorku a tÌm
i podstatnÏ niûöÌ n·klady na anal˝zu. Lze proto oËek·vat dalöÌ

Tabulka I
MolekulovÈ interakce studovanÈ v ACE

Protein, peptida 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 ñ deriv·ty aminokyselin 85
HSA tryptofan 87
HSA Oxazepam, temazepam 89
HSA Warfarin 24
AGP DNP ñ deriv·ty aminokyselin 85
AGP Clorprenalin 90
Avidin Warfarin, Flurbiprofen, 92

Ibuprofen, Ketoprofen,
Leucovorin

Kasein DNP ñ deriv·ty 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 laktobionov· kyselina 96
aggl., Arachis hypo-
gaea, Glycine soja
Lotus tetragonolobus L-fukoso-1-fosf·t 75
Pisum sativum neutr·lnÌ sacharidy 74

Proteiny v·zajÌcÌ heparin

Fibronektin heparin 12
Heparin v·zajÌcÌ heparin, heparan sulf·t 68
proteiny r˘stovÈho
faktoru fibroplast˘
Fragmenty serovÈho heparin 77
proteinu amyloid P
Laktoferrin heparin 78
Antithrombin III, heparin 102
leukocyt·rnÌ protei-
nasov· inhibitor

Protil·tka ñ antigen

Ab 4B10 Hapten H6A 27
mAb-antifosfoserin fosfitin 33
Ab-anti-beta-endorfin tryptickÈ ötÏpy beta-endorfinu 101
mAb-antifosfotyrosin fosfotyrosin 18
mAb-antiHSA HSA 20
Fragmenty Cyklosporin 95
mAb-anticyklosporin
mAb-antiDNP ligandy obsahujÌcÌ 2,4-dini- 103

trofenylovÈ substituenty
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Tabulka I ñ pokraËov·nÌ

Protein, peptida Ligand Citace

Proteiny v·zajÌcÌ biotin

Actinavidin biotin 86, 104
Streptavidin biotin 20

Protein ñ specifick˝ ligand

IgG protein G 31
IgG protein A 105
C-reaktivnÌ 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 v·zajÌcÌ Ca2+

Calmoduli, Parvalbu- Ca2+ 83
min, karboanhydrasa

aAb ñ protil·tka, mAb ñ monoklon·lnÌ protil·tka, BSA ñ
hovÏzÌ serov˝ albumin, HSA ñ lidsk˝ serov˝ albumin, AGP ñ
kysel˝ α1-glykoprotein

rozvoj kapil·rnÌch elektromigraËnÌch metod, zejmÈna jejich
spojenÌ on-line s hmotnostnÌ spektrometriÌ a nukle·rnÌ mag-
netickou rezonancÌ p¯i urËov·nÌ struktury biologicky aktiv-
nÌch l·tek. Lze oËek·vat dalöÌ v˝voj nov˝ch separaËnÌch mediÌ
zvyöujÌcÌch  ˙Ëinnost a selektivitu separacÌ, zdokonalov·nÌ
detekËnÌch metod a dalöÌ miniaturizaci. Miniaturizace, kterÈ
se dosahuje v CE, je velmi vhodn· pro studium interakcÌ ve
velmi mal˝ch objemech, kterÈ se blÌûÌ objemu bunÏk. Elektro-
forÈza na Ëipu je slibnou alternativou pro miniaturizaci CE
(cit.56,97). NovÏ pouûÌvan· separaËnÌ media v ACE jsou vtiötÏ-
nÈ polymery (imprinting polymers), kterÈ dovolujÌ p¯Ìpravu
materi·lu poûadovanÈ afinity98. DalöÌ zv˝öenÌ citlivosti fluo-
rescenËnÌ detekce bude moûnÈ dos·hnout laserov˝mi diodami,
kterÈ jsou menöÌ a Ëasto ˙ËinnÏjöÌ neû ostatnÌ lasery99. Hmot-
nostnÌ spektrometrie jako detekËnÌ metoda bude mÌt nezastu-
pitelnÈ mÌsto v ACE100,101.

ACE metoda diskutovan· v tomto Ël·nku je pouûiteln· pro
urËenÌ disociaËnÌch konstant relativnÏ stabilnÌch komplex˘
nebo naopak komplex˘ vznikajÌch na z·kladÏ rychlÈ vazebnÈ
reakce pomocÌ metod diskutovan˝ch v˝öe, tj. anal˝zy rovno-
v·ûnÈ smÏsi a anal˝zy zaloûenÈ na zmÏnÏ mobility. Metoda
ACE je aplikovateln· pro reakce, jejichû disociaËnÌ rychlostnÌ
konstanty jsou menöÌ neû 0,001 a vÏtöÌ neû 0,1 s-1 (cit.7,9).
Uvnit¯ tohoto rozsahu jsou stanovenÌ problematick· a vyûadu-
jÌ v˝voj alternativnÌch technik.

Hodnoty Kd urËenÈ ACE metodou jsou v dobrÈ shodÏ
s v˝sledky zÌskan˝mi jin˝mi metodami. RelativnÌ smÏrodatn·
odchylka pro 5 mÏ¯enÌ byla 10 % u p¯Ìstroj˘ s manu·lnÌm
¯ÌzenÌm a 6 % s automatickou kontrolou74,76. PravÈ rovnov·ûnÈ
konstanty jsou zÌsk·ny pouze tehdy, kdyû jsou obÏ v˝öe uvede-
nÈ metody mÏ¯enÌ kombinov·ny, tj. receptor p¯Ìtomn˝ ve

vzorku je p¯edem equilibrov·n s ligandem a potÈ jsou stano-
veny rovnov·ûnÈ konstanty na z·kladÏ mÏ¯enÌ mobilit inter-
agujÌcÌch sloûek.

Auto¯i dÏkujÌ Fondu rozvoje vysok˝ch ökol za poskytnutÌ
grantu Ë. 1707/99.
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V. Pac·kov·a, K. ätulÌka, S. Huben·a, and M. Tich·b

(aDepartment of Analytical Chemistry, bDepartment 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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