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1. Uvod

Elektroforetické metody - vysoka ucinnost, vysoka
vypovédni schopnost (M., naboj)

Kapilarni elektroforéza - vysoka citlivost, vynikajici
rozliSovaci schopnost, rychlost analyzy, maly objem
vzorkl potfebny pro analyzu, nizka spotieba reagencii a
rozsahlé moznosti automatizace

Bioafinitni princip - molekulové rozpoznavani, selektivita
Afinitni kapilarni elektroforéza (ACE) - kombinace obou
principl, komplementarni k afinitni kapalinové

chromatografii (AC)

Obvykle kapilarni zonova elektroforéza (CZE), ale 1 gelova
(CGE) nebo kapilarni elektrochromatografie (CEC)



2. Principy afinitni elektroforézy

Dvé molekuly A a B s pohyblivostmi 1, p, vytvareji komplex
AB s pohyblivosti p , g,
k

on
A+B < AB
koff
Kk . - rychlostni konstanta pro tvorbu komplexu

K ¢ - pro jeho disociaci

n,p obvykle lezi mezi p, a pg,; pokud jedna slozka
imobilizovana nebo nerozpustna, pak p,, = 0.

Interakce proteint s ligandy = zména naboje
nizkomolekularniho ligandu = zmény |, ,; zména M.
zanedbatelna



Provadéni ACE

A) Obé¢ slozky A, B, ligand 1 receptor, interaguji v
homogennim roztoku (CZE)

B) Jedna ze sloZek je imobilizovana na sténach
kapilary, v gelu (CGE) ¢1 na chromatografickém
nosic1 (CEC)



Metoda ad A)

(obé¢ slozky A, B, ligand 1 receptor, interaguji v homogennim
roztoku (CZE))

V zavislosti na rychlosti rozpadu komplexu AB:

a) analyza rovnovaznych smesi - disociace AB
pomala vzhledem k dobé¢ analyzy, muzeme piimo
detekovat komplex; vzorek obsahuje rovnovaznou
smes receptoru a ligandu

b) analyza zaloZend na zmeéné elektroforetickych
pohyblivosti - disociace komplexu AB rychla,
komplex nelze detekovat; komplexotvorné reakce
ovliviiuji elektroforetické pohyblivosti
interagujicich slozek



Vyhody a omezeni ACE

Metoda ad A) (obé slozky A, B, ligand i receptor, interaguji v
homogennim roztoku (CZE))

- nejrozSirenéjsi, aplikovatelna na Siroky rozsah analytu 1
separacnich podminek
- tvorbou komplexu musi dojit k métitelné zmené u;

kdyz separace volnych slozek od komplexu
nedostateCna = nelze pouzit

- K, na zaklad¢ zj1$téni koncentraci slozek komplexu
nebo z posunu migracnich Casu



Vyhody a omezeni ACE

Metoda B) (jedna ze slozek je imobilizovana na sténach
kapilary, v gelu ¢1 na chromatografickém nosici)

- 1nterakce probihaji s maximdlni nicinnosti
- koncentrace aktivnich molekul po imobilizaci je velmi
nizka a tedy obtizné stanovitelna

- moZnost pozménéni procesu rozpozndvani v dusledku
imobilizace

- obtizné regenerovat povrch s imobilizovanym ligandem,
aniz by doslo ke snizeni aktivity a koncentrace
imobilizovaneho materidlu



3. Analyza rovnovaznych smési (a)

Oddéleni komplexu od rovnovazné smési a jeho
detekce = dukaz interakci mezi slozkami = CE
k separaci a kvantifikaci volnych a vazanych
molekul.

Pouze pro systémy s pomalou kinetikou, tj. s
vysokou afinitou

UrCeni rovnovaznych konstant viz nasleduyici obr.



Stanoveni vazebnych konstant na
zakladé CE analyzy rovnovaznych
smési (podle Heegaard N.H.H. et al.,
J.Chromatogr.B 715, 29 (1998)).

[L-Lv]

ILv] [L-Lv]

(A) — Generace dat pro kalibra¢ni
kiivku (zavislost plochy pikl na
koncentraci ligandu L; M—
znaCkovac (marker)

(B) — CE analyza rovnovazné smési
riznych koncentraci ligandu [L] s
fixni koncentraci receptoru R;
vzorky byly ekvilibrovany pied CE
analyzou (R — receptor, R*L
komplex, Lv — volny ligand)

(C) — Vyhodnoceni dat - pfimé, z
koncentrace volneho ligandu [Lv] se
urc¢i koncentrace vazancho ligandu,
[L-Lv], a ze zavislosti [L-Lv] na Lv
se ur¢i K, jako Lv v poloviné
saturace

(D) — Scatchardova zavislost poméru
koncentraci [(L-Lv)/L] na
koncentraci vazaného ligandu, [L-
Lv] Smérnice je 1/K,,.



Vyhody a omezeni metody (a)

receptor nemusi byt Cisty
ligand a receptor nemusi mit rozdilnou velikost

dobu pottrebnou pro ustaleni rovnovahy lze zjistit z
opakovanych analyz (mala spottfeba vzorku)

titraci lze zjistit stechiometr komplexu

disociace komplexu v prubéhu CE musi byt
zanedbatelna

dostate¢na separace ligandu od komplexu

nizka citlivost UV detekce (LIF)
pro slab¢ interakce frontalni nebo vakantni technika



4. Analyza zalozena na zméné mobilit (b)

Nizkoafinitni (nestabilni) komplexy s kratkym poloCasem
na zakladé zmény p

Kinetika tvorby komplexu rychla ve srovnani s dobou
analyzy,
/K <<t R
a polocCas rozpadu komplexu
In2/k .. <1%t_
Elektroforéza slozky A v roztoku B = p slozky A
se v okamzicich disociace a asociace diskontinualné

meéni mezi hodnotami p, a i,



Pozorovana pohyblivost u slozky A = vazenym prumérem
casovych intervalt, v nichz se pohybuje jako volna molekula
A ajako komplex AB,

p=(1-0,p) Uy T 0yp Hyp

o, - doba, po kterou existuje komplex AB

Prepsat ve forme
A],l - A!'lmax (X‘AB

kde Ap = p - p, pozorovana zmeéna pohyblivosti slozky A
pfitomnosti B a

Ap = U, - 1, maximalni zména pohyblivosti A v
pritomnosti B pf1 nekone¢ném ziedéni = rozdil pohyblivosti
volné slozky A a komplexu AB.



o, Muzeme vyjadiit jako molarni zlomek,
a,p = [AB]/([A] + [AB]),

ktery souvisi s rovnovaznou konstantou K
K, = [A][B]/[AB]

vztahem

oLy = [BI/(K, + [B)



Pro zménu pohyblivosti Ap 1ze odvodit rovnici
Ap= Ap,,, [BI/(K,+ [B])

Ap . a K, se urCi nelinearni regresi hodnot Ap pfi
ruzn¢ koncentraci B

Rada linearizovanych zavislosti, napf.

Ap = A“max - Kd (Ap /[B])



Zmeéna pohyblivosti se zjisti z experimentu
Ap=Ly/E {(A/t_ - 1/t)- A/t"  —1/t" )} = (Ly/E).A(1/t )
takze dostaneme

AUt ) =AU/, - Ky A1/t )/[B]

max

t at, - migraCni Casy slozky A a znackovace EOF za
nepritomnosti slozky B (ligandu L) v nosném elektrolytu a
t"at’, - za pfitomnosti slozky B, L, je délka kapilary k
detektoru, E je intensita elektrického pole.



Stanoveni vazebnych konstant na zakladé zmény

elektroforetickych pohyblivosti (podle Heegaard N.H.H. et al.,
J.Chromatogr.B 715, 29 (1998)).

Jedna sloZka v elektrolytu,

. a [L] M R
druhé ve vzorku (zavisi na . A A
. . , Imo Ly
dostupnosti, relativni -
. _ 2 Iy I
snadnosti pozorovani Y
W \ 6 zmé Iﬁ
zmén W - kdyz
vysokomolekularni slozka b
Allt Allt 1 N6

(protein) v pufru, pak

nejvetsi zmeéna pu

nizkomolekularni slozky K, (L]
(1&Civo)



Pozadavky, vyhody a omezeni (b)

- koncentrace receptoru << ligandu (< 0.1 x K,)), ale jeho
absolutni hodnota nemusi byt znama (obtizné stanovit
nizkeé koncentrace proteinii)

- koncentraCni rozsah dostatecné€ Siroky pro presné stanoveni

- reakce musi byt dostatecné rychla

- vazebna stechiometrie 1:1

- vazebnd mista homogenni a rovnhomérné distribuovana

- vzorek nemusi byt Cisty (dulezité, je-11 ligand nestaly a
tvori neaktivni produkty)

- stanovit soucasné afinitni konstanty isoenzymil

- presnost urCeni A zavisi na stabilité komplexu vzhledem
k dob¢ analyzy



5. Pozadavky na CE systém

- vlhiv elektrického pole na K zanedbatelny

- vliv teploty na K vyznamny - termostatovat kolony

- zamezeni adsorpce - modifikovan¢ kapilary

- citliva detekce (DL UV detekce pro proteiny 0,1 az 1 ng,
t]. 0,1 az 1 mg/ml, LIF DL o ti1 fady niZsi)

- koncentrace elektrolytii v CE je vyrazné niZsi nez ve
fyziologickém roztoku (zvysit koncentraci pi1 nizSim
napéti)

- doporucené pufry v ACE: 0,1 M tricin, 0,2 M glycin, 50
mM taurin nebo 0,5 M trimethylamoniumpropylsulfonat.



6. Imunitni stanoveni zalozena na CE
(prima a kompetitivni)

Vyhody:

oddéleni volnych protilatek od komplexu 1 latek
pritomnych ve vzorku

moznost soucCasné¢ stanovovat vice latek, napf.
drogy 1 jejich metabolity

kratsi doba analyzy ve srovnani s imunitnimi testy
na pevn¢ fazi

malé vzorky (ca nl) = niz8i cena analyzy



- cithva LIF detekce pr1 oznaceni antigenu, bud’
fluoroforem nebo enzymaticky, napr. alkalickou
fosfatazou ve spojeni s fluorogennim substratem
(fluoresceindifosfatem) - nékdy nestaci, napt. pri
stanoveni estradiolu a hCG proteinu (koncentrace
< 1012 M)

Nevyhody:
- moznost sorpce analytu na stény kapilary

- niZSi produktivita (max. 20 vzorku/hodinu)



6.1 Nekompetitivni (primé) imunitni

stanoveni

Princip:

Prebytek protilatky nebo jejiho fragmentu, Ab*, oznaCenych
fluoroforem nebo enzymaticky, se ptida ke vzorku, aby
bylo zajiSténo, ze veskery antigen Ag ve vzorku interaguje
s protilatkou:

Ab* + Ag + matrice < Ab* + [AbAg]* + matrice

Po probéhlé interakci (inkubaci) se ¢ast vzorku nadavkuje do
CE kapilary, separuje se komplex [AbAg]* od nadbytku
Ab* a deteguji se obé slozky pomoci LIF. Pt1 vazbé
znacenych protilatek na antigen dochazi k vyznamné
zmeéng¢ jejich p.



Princip primého a kompetitivniho imunitniho stanoveni
pomoci CE s LIF (podle Heegaard N.H.H. et al.,
J.Chromatogr.B, 715, 29 (1998))

(A) Prime stanoveni

Protilatka znac¢ena fluoroforem, Ab a a o M [Antigen]
fluoreskujici znaCkova¢ M, jsou ol 0
pridany k roztoku, ktery obsahuje %
neznadeny antigen Ag ve zvysujici se 2
koncentraci. Dva piky komplexu jsou A 4
dusledkem mono- a divalentni
rotilatkv. b M [Antigen]
P v/ y Ce , kw
(B) Neptime (kompetitivni) stanoveni Ag 0
Antigen znaCeny floroforem je /\_J\_A‘ )
smichan s rostoucim mnozstvim
N N S

protilatky Ab, ktera vytésnuje FITC-
Ag z komplexu Ag-FITC-Ag. Méfi se
plocha piku znacen¢ho Ag, ktera je
umérna mnoZstvi neznacen¢ho Ag.



Omezené pouziti

heterogenita znaCenych protilatek nebo jejich
fragmentu = rada piku v elektroferogramu

obtizna priprava a CiSténi fragmentt z
monoklonalnich protilatek - nadéje v genové
InZenyrstvi



6.2 Kompetitivni (neprim¢) imunitni stanoveni

Princip:
Vzorek s neznaCenym antigenem Ag v pritomnosti matrice se

inkubuje s protilatkou (antis€rem) Ab a znaCenym
antigenem Ag* (nebo jeho fragmentem),

Ab + Ag* + Ag + matrice <& [AbAg]* + [AbAg] + matrice

Ag* soutézi s Ag pritomnym ve vzorku o omezeny pocet
vazebnych mist protilatky Ab. Po ustaveni rovnovahy se
davkuje alikvot smési do CE systému s LIF detekci, kde se
oddéli volny Ag* od komplexu [AbAg]*.

Vyska (plocha) piku volného Ag* a [AbAg]|* nebo jejich
pomeér jsou umerné obsahu antigenu v puvodnim vzorku



Princip primého a kompetitivniho imunitniho stanoveni
pomoci CE s LIF (podle Heegaard N.H.H. et al.,
J.Chromatogr.B, 715, 29 (1998))

(A) Prime stanoveni

Protilatka znac¢ena fluoroforem, Ab a a o M [Antigen]
fluoreskujici znaCkova¢ M, jsou ol 0
pridany k roztoku, ktery obsahuje %
neznadeny antigen Ag ve zvysujici se 2
koncentraci. Dva piky komplexu jsou A 4
dusledkem mono- a divalentni
rotilatkv. b M [Antigen]
P v/ y Ce , kw
(B) Neptime (kompetitivni) stanoveni Ag 0
Antigen znaCeny floroforem je /\_J\_A‘ )
smichan s rostoucim mnozstvim
N N S

protilatky Ab, ktera vytésnuje FITC-
Ag z komplexu Ag-FITC-Ag. Méfi se
plocha piku znacen¢ho Ag, ktera je
umérna mnoZstvi neznacen¢ho Ag.



Tento postup tehdy, kdyz je obtizné separovat
volnou protilatku od komplexu (nelze tudiz pouzit
pfime stanoveni) = u nizkomolekularnich
protilatek, napt. peptidu, které vyznamné
neovliviiuji pohyblivost komplexu [AbAg]|*



Vyhody a nevyhody CE pri kompetitivnim
imunitnim stanoveni

vysoka citlivost (mez detekce 0,1 nM)

malé mnoZstvi vzorku potiebné k analyze (<
amol)

moznost analyzovat nékolik analytu soucasné
vysoka presnost stanoveni

doba analyzy 0,5 aZ 1 min (pouze Ag")

neni nutne pouzivat elektroforeticky Cisté
protilatky (vyhovuji 1 polyklondalni)

nelinearni kalibracni kiivky (zvolit koncentrace
[Ag*] + [Ag] v linearni Casti)



7. Priklady pouziti

- Studium 1nterakci 1€C1v s proteiny, cukru s
lektiny, antigenu s protilatkami a pod.

- Stanoveni K

- Chirélni separace

Nase vysledky:

Stanoveni K, komplexii:

1) con A s glykoproteiny (ovalbuminem,
kyselym a-glykoproteinem a fetuinem)
2) praseCiho pepsinu s 3,5-dijodtyrosinem
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Disociacni konstanty komplexu Con A s

glykoproteiny
Ovalbumin 8,1 umol.I!
Fetuin 9,5 umol.I!

Kysely a-glykoprotein 18 umol.I!



ACE praseciho pepsinu A

[ pgEnA+10d OT
LoesinA+150 DT

mmmmmmm

50 mM fosfatovy pufr,
pH 8.5, s pridavky 5, 10
a 15 ug/mL DIT



Urceni K, komplexu praseciho pepsinu s DIT
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Zavislost zmény migracnich Cast
na koncentraci ligandu pro
komplex prase¢iho pepsinu A

s DIT

Vypocet K, na zaklad€ vztahu

A(/ty=A (1/t)_ -K, A(1/t)/[L]

max

K, 2,4 pmol.L!




8. Zavéry

ACE 0,001 >k, >0, s

komplementarni separacni metoda k ALC (bude j1
nahrazovat)

spojeni on-line s MS a NMR pii urCovani struktury
biologicky aktivnich latek

vyvo] novych separacnich medii zvySujicich
ucinnost a selektivitu separaci - vtisténe polymery
s pozadovanou afinitou

miniaturizace = vhodna pro studium interakci ve

velmi1 malych objemech, ktere se blizi objemu
bunék (elektroforéza na Cipu)






