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1. Úvod 

 
Biomolekulární interakce jsou důležitou součástí 

všech biologických procesů, mezi které lze řadit nejen 
klasické interakce substrát-enzym, kofaktor-enzym, anti-
gen-protilátka či ligand-receptor, ale i komplexnější děje, 
jako jsou přenosy nervových signálů, regulace a průběh 
transkripce a translace, či aktivace komplexních enzymo-
vých procesů. V současné době je kladen důraz na pocho-
pení těchto interakcí z hlediska jejich mechanismu a síly 
vazby. Oba tyto parametry totiž ovlivňují konečný výsle-
dek celého procesu, takže důkladná charakterizace jeho 
jednotlivých kroků včetně příslušných interakcí je nezbyt-
ná pro další využití a aplikace – jako jsou např. vývoj no-
vých léčiv při porozumění interakce léčivo transportní 
protein, receptor či cílový enzym, případně vývoj moder-
ních imunochemických metod1–3. Neustálý rozvoj metod 

vhodných pro studium biomolekulárních interakcí je proto 
nezbytný a nesmírně důležitý. V této práci, která navazuje 
na dřívější práci Pacákové a spol.4, jsou představeny nej-
novější metody, které se využívají ke studiu interakcí mo-
derní separační metodou – kapilární elektroforézou.  

 
 

2. Metody využívané ke studiu  
biomolekulárních interakcí 

 
Jednoduchou reverzibilní reakci se stechiometrií 1:1, 

kdy molekuly S a L vytvářejí komplex SL, lze vyjádřit 
pomocí rovnice (1): 

kde kon je rychlostní konstanta tvorby komplexu a koff je 
rychlostní konstanta disociace komplexu. Rovnovážnou 
vazebnou konstantu (Kb), resp. disociační konstantu (Kd) 
pak lze definovat pomocí rovnice (2): 

 
Charakterizace interakce jako takové zahrnuje její 

ověření a stanovení některých kvantitativních ukazatelů, 
jako jsou právě Kb, Kd, kon, koff  a počet vazných míst (ni)

4–7. 
Tyto kvantitativní parametry lze stanovit nejrůznějšími 
metodami, které je možné dělit dle různých kritérií 
(obr. 1).  

Primárně se tyto metody dělí na výpočetní 
(počítačové, teoretické, virtuální) a experimentální. Výpo-
četní metody založené na počítačovém modelování nej-
běžněji využívají přístupů, jako jsou molekulární doková-
ní, virtuální screening, molekulární dynamika a kombinace 
s databázovými zdroji. Výhodou těchto přístupů, ve srov-
nání s experimentálními metodami, je jejich relativně níz-
ká cena, avšak nedostatkem je ještě stále menší přesnost. 
V ideálním případě je vhodné oba přístupy jak výpočetní, 
tak experimentální kombinovat8–12.  

Experimentální metody lze dělit podle toho, zda vyu-
žívají nebo nevyužívají separace volné a vázané složky 
interakčních partnerů2,3,13. Mezi neseparační metody tak 
patří široká škála spektroskopických metod – UV-VIS 
spektroskopie, fluorimetrie, nukleární magnetická rezo-
nance, optická rotační disperze, cirkulární dichroismus, 
infračervená spektroskopie s Fourierovou transformací, 
Ramanova spektroskopie, a hmotnostní spektrometrie 
(MS), kalorimetrické metody – diferenční skenovací 
a izotermální titrační kalorimetrie, elektrochemické meto-
dy, metoda excitace povrchových plasmonů (SPR), mikro-
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skopie atomárních sil (AFM), metoda termálního posunu 
(TSA), termoforéza v malém měřítku (MST) a dielektrofo-
réza2,14–21. Mezi separační metody lze zařadit rovnovážnou 
dialýzu, ultrafiltraci, ultracentrifugaci, kapalinovou chro-
matografii na tenké vrstvě či kolonovou, a v neposlední 
řadě i elektroforézu jak v planárním, tak i kapilárním uspo-
řádání22–24, MS přitom může být podle daného experimen-
tu řazena i mezi separační metody. Výhodou těchto metod 
může být detekce jednotlivých interagujících partnerů a/
nebo komplexu separátně, což eliminuje rušení signálů 
způsobené matricí vzorku. U konvenčních metod, jako je 
např. dialýza, ultrafiltrace, ultracentrifugace, chromatogra-
fie a planární elektroforéza se vyskytuje řada omezujících 
faktorů, jako je objemový posun, Donnanův efekt, nespe-
cifická adsorpce, únik interakčních partnerů přes membrá-
nu, dlouhá časová náročnost, velké objemy vzor-
ku, relativně vysoké koncentrace interakčních partnerů či 
vysoké požadavky na jejich čistotu, stejně tak se lze setkat 
s chybami v důsledku sedimentace či zpětné difuze a vis-
kozity24.  

 
 

3. Kapilární elektroforéza 
 
Kapilární elektroforéza (CE) oplývá řadou výhod, ale 

najdou se u ní, jakožto u jiných metod, i nevýhody. V kaž-
dém případě, od roku 1992, kdy bylo poprvé zaznamenáno 
její použití ke studiu interakce ligand-receptor, se tato me-
toda stala poměrně hojně využívanou metodou pro stano-
vení vazebných parametrů25–30.  

Výhodami CE obecně jsou vysoká účinnost, nízká 
spotřeba vzorku a reagencií, rychlost analýz a možnost 

automatizace. Při studiu interakcí pomocí CE, na rozdíl od 
jiných technik, lze zvláště vyzdvihnout možnost interakce 
ve volném roztoku případně i za fyziologických podmínek, 
bez imobilizace a značení některého z interakčních partne-
rů2,31. Nicméně, CE má také své nevýhody, mezi které 
patří např. riziko adsorpce proteinů na stěnu separační 
kapiláry a nízké detekční limity, zejména u běžně používa-
ných UV-VIS detektorů. Využitím detekce pomocí lasero-
vě indukované fluorescence lze citlivost výrazně zvýšit, 
avšak přirozenou fluorescenci vykazuje jen omezený počet 
molekul. Proto je nutná derivatizace, která však může 
ovlivnit vazebnou interakci32. Další variantou, jak zvýšit 
citlivost, je využítí MS detekce, u které jsou však nezbytné 
MS-kompatibilní podmínky33–36.  

Ke studiu interakcí ve volném roztoku lze využít řadu 
metod založených na CE. Výpočet Kb ze série CE experi-
mentů je prováděn buď na základě změny elektroforetické 
mobility (Δ) nebo na základě koncentrace vázané a volné 
složky5–7. Jednoduchým dělením dle délky zóny nadávko-
vaného vzorku lze metody dělit na krátkozonné a dlou-
hozonné. Mezi krátkozonné metody patří zónová migrace 
(CZE), afinitní kapilární elektroforéza (ACE), metoda 
Hummel-Dreyer (HD), metoda vakantního píku (VP) 
a vakantní afinitní kapilární elektroforéza (VACE). Ke 
druhé skupině patří metody frontální, tj. kapilární elektro-
foréza-frontální analýza (CE-FA) a kontinuální frontální 
analýza (FACCE). Nejrozšířenějšími přístupy vzhledem 
k jejich jednoduchosti, spolehlivosti a univerzálnosti jsou 
ACE  a CE-FA, proto budou diskutovány ve větším rozsa-
hu. Základní informace ke všem výše zmíněným metodám 
jsou shrnuty v tab. I a II, jejich charakteristické záznamy 
získané metodou CE jsou uvedeny v tab. III. 

Obr. 1. Rozdělení možných přístupů při studiu interakcí 



Chem. Listy 110, 249257(2016)                                                                                                                                              Referát 

251 

Ke stanovení vazebných parametrů lze využít i dal-
ších metod založených na CE, které nelze přímo zařadit do 
předešlého systému. Jednou z možností jsou metody patří-
cí do skupiny kinetické kapilární elektroforézy (KCE). 
V této kategorii metod lze nalézt krátkozonné i dlouhozon-
né metody, metody obsahující v základním elektrolytu 
(BGE) aditivum, tj. alespoň jednoho z interakčních partne-
rů – molekuly S/L některé varianty dokonce neobsahují 
v anodové/katodové elektrodové nádobce stejný roztok37. 
Dalšími možnými variantami, kde ale stanovení neprobíhá 
ve volném roztoku, protože ligand je imobilizovaný v gelu 
nebo na stacionární fázi, je stanovení afinitní kapilární 
gelovou elektroforézou (CGE) či afinitní kapilární elek-
trochromatografií (CEC). Obě tyto metody lze 
z předešlého hlediska zařadit do krátkozonných38–40. 

 
3.1. Metody s krátkou zónou vzorku 

 
Metody patřící do této skupiny se vyznačují dávková-

ním krátké zóny vzorku. Z určitého hlediska jsou tyto me-
tody podobné, v jiných kritériích se zcela liší. Všechny 
tyto metody jsou prováděny ve volném roztoku a dle rych-

losti vazebné kinetiky je lze využít pro stanovení interakcí, 
jak s pomalou kinetikou, kdy lze komplex alespoň částeč-
ně detegovat, tak s kinetikou rychlou, při níž komplex 
nelze detegovat jako entitu.  

 
3.1.1. Zónová migrace 

CZE je vhodná pro popis interakcí s pomalou kineti-
kou. Vyznačuje se tím, že směs interagujících partnerů 
S a L je analyzována v čistém BGE bez aditiv. Vzhledem 
k pomalé kinetice, tj. pomalé disociaci komplexu vůči 
době analýzy, je detegován přímo vzniklý komplex 
(tab. III – CZE). Rovnovážné směsi molekul S a L 
v různých poměrech jsou po ustálení rovnováhy separová-
ny v CE systému. Z ploch píků odpovídající volné a váza-
né složce jsou následně vypočteny hodnoty Kb a ni. Výho-
dou je, že molekuly S a L nemusí mít rozdílnou velikost 
a nemusí se vyskytovat ani jako čisté látky. Tuto metodu 
lze použít jen tehdy, je-li disociace komplexu v průběhu 
CE analýzy zanedbatelná, tj. je do 10 % (cit.5,41). 

 
3.1.2. Afinitní kapilární elektroforéza 

Při ACE, popisující rychlou kinetiku, je kapilára napl-
něna BGE obsahujícím jednoho z interakčních partnerů (S/

Tabulka I 
Souhrnné informace ke krátkozonným metodám kapilární elektroforézy ve volném roztoku  

Parametr CZE ACE HD VP VACE 

Základní  
elektrolyt 

BGE BGE + S / BGE  
+ L 

BGE + S / BGE  
+ L 

BGE + S + L BGE + S + L 

Vzorek S + L L / S L / S BGE BGE 

Hodnotící 
parametry 

plocha píku 
[Lvolné] 

 plocha píku 
[Lvázané] 

plocha píku 
[Lvolné] 

 

Získané  
informace 

Kb1, n1, Kb2, n2 Kb Kb1, n1, Kb2, n2 Kb1, n1, Kb2, n2 S-vakance L-vakance 

Kb Kb1, n1, Kb2, n2 

Podmínky μL ≠ μS, μSL μSL ≠ μL μSL = μS μSL = μS μSL ≠ μS μSL ≠ μL 

Pozitiva nevyžaduje  
purifikované vzorky 
snadno zjistitelné  
procento vazby 
stechiometrická  
informace 
vícenásobné  
rovnováhy 

nevyžaduje  
purifikované  
vzorky 
snadno zjistitelné 
procento vazby 
separace  
enantiomerů 

nevyžaduje  
purifikované  
vzorky 
snadno zjistitelné 
procento vazby 
stechiometrická 
informace 
vícenásobné  
rovnováhy 

nevyžaduje  
purifikované 
vzorky 
snadno  
zjistitelné  
procento vazby 

nevyžaduje purifikované 
vzorky 
vhodné pro slabě rozpustné 
vzorky 

Negativa disociace komplexu pouze stechiometrie 
1:1 

zdlouhavá  
a náročná kalibrace 
  

velká spotřeba 
interakčních 
partnerů 
nízká citlivost či 
saturace  
detektoru –  
absorpce BGE 

velká spotřeba interakčních 
partnerů 
nízká citlivost či saturace 
detektoru – při slabé/silné 
absorpci BGE 
těžko zjistitelné procento 
vazby 

Vazebná  
kinetika 

pomalá 
  

rychlá 
  

rychlá 
  

rychlá rychlá 
  

Kalibrace externí   externí / interní interní   
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L) v různých koncentracích a malé množství vzorku obsa-
hujícího v konstantní koncentraci druhého interakčního 
partnera (L/S) je dávkováno do kapiláry. Kb je vypočtena 
na základě ∆ nadávkovaného partnera v důsledku opaku-
jících se vícenásobných asociačních a disociačních reakcí 
s interakčním partnerem obsaženým v BGE. Charakteris-
tický posun v migračních časech, který je projevem ∆, je 
zobrazen v tab. III – ACE. Podmínky pro použití této me-
tody jsou, aby kinetika tvorby komplexu SL ve srovnání 
s dobou analýzy byla rychlá, vazebná stechiometrie byla 
1:1 a použité koncentrace molekul S a L se výrazně lišily 
(10 M vs. 0,4 mM)2,5,42. Pokud nastane situace, kdy stabi-
lita vzniklého komplexu SL je vysoká, jsou detegovány 
široké a rozmyté píky. To je způsobeno nízkým počtem 
následných rovnováh mezi interakčními partnery během 
analýzy v kapiláře. V tomto případě lze rovnovážné kon-
stanty určit analýzou elučních profilů píků pomocí přístu-
pů KCE – viz níže43. Nastane-li naopak varianta, že inter-
akce mezi partnery jsou slabé, je vhodné snížit pohyblivost 
ligandu např. imobilizací v gelu nebo na stacionární fázi 
(CGE, CEC) atd. – viz níže44. Další možnou variantou je 
prohodit umístění interagujících partnerů – ten který byl 
součástí BGE, bude dávkován jako vzorek, a naopak. Při 
studiu interakcí makromolekul s malými ligandy jako 
např. protein-léčivo, může dojít k tomu, že ∆ bude téměř 
nepozorovatelný, proto uspořádání, v němž je makromole-
kula dávkována jako vzorek do kapiláry naplněné BGE 
obsahující malý ligand jako aditivum, nebude vhodné45,46. 
Při optimalizaci se volí studované koncentrace tak, aby 
jejich numerické hodnoty byly srovnatelné s hodnotou Kd 
a koncentrační rozsah byl zároveň dostatečně široký pro 
přesné stanovení. Je tedy obtížné získat správnou hodnotu 

pro afinitní systémy s Kb > 105 mol–1 dm3. ACE dále nepo-
skytuje informaci o reakční stechiometrii a není schopna 
stanovit vícenásobné rovnováhy5. Výhodné je však využít 
ACE ke screeningu, protože pro jednu molekulu obsaže-
nou v BGE lze otestovat zároveň i několik interagujících 
molekul obsažených ve vzorku47. Tento přístup je obzvláš-
tě ceněným, je-li problémem nedostatek vstupního materi-
álu. Kromě toho, ACE nevyžaduje pro analýzy purifikova-
né vzorky, což je velkou výhodou, dále je-li vzorek nestálý 
a tvoří neaktivní produkty. ACE také nepotřebuje přesnou 
hodnotu koncentrace a může být analyzována přímo race-
mická směs látek či izoenzymy5,48. V odborné literatuře se 
lze setkat s nejrůznějšími variantami ACE – např. s ACE 
s částečným plněním kapiláry, s několikanásobným dávko-
váním vzorku a s průtočným částečným plněním kapiláry 
(Partial filling CAE, Multiple-step sample and ligand-
injection CAE, Flow-through partial filling CAE)6,49–53. 

 
3.1.3. Hummel-Dreyerova metoda 

Metoda HD využívá stejného experimentálního uspo-
řádání, jako metoda ACE, tzn. kapilára je naplněna BGE 
obsahujícím jednoho z interakčních partnerů (většinou se 
jedná o menší molekulu z interakčního páru; pro srozumi-
telnější vysvětlení budeme v tomto případě hovořit o mo-
lekule L) v různých koncentracích a malé množství vzor-
ku, tedy molekula S, je dávkováno do kapiláry. Kb je vy-
počtena na základě plochy negativního píku, který odpoví-
dá koncentraci vázané složky. Tento pík vzniká v důsledku 
průchodu vzorku (S) kapilárou naplněnou BGE obsahující 
molekuly L. Pozitivní pík náleží komplexu SL a volným 
molekulám S. Charakteristický záznam lze nalézt v tab. III 
– HD. Mezi nesporné výhody HD patří možnost jednodu-

Tabulka II 
Souhrnné informace k dlouhozonným metodám kapilární elektroforézy ve volném roztoku  

Parametr CE-FA FACCE 

Základní elektrolyt BGE BGE 

Vzorek S + L S + L 

Hodnotící parametry výška plata [Lvolné] výška plata [Lvolné] 

Získané informace Kb1, n1, Kb2, n2 Kb1, n1, Kb2, n2 

Podmínky μSL = μS 
μL ≠ μS, μSL 

μSL = μS 
μL > μSL 

Pozitiva snadno zjistitelné procento vazby 
stechiometrická informace 
vícenásobné rovnováhy 
nízká spotřeba vzorku 

snadno zjistitelné procento vazby 
stechiometrická informace 
vícenásobné rovnováhy 

Negativa   vyšší spotřeba vzorku 
nižší limity detekce 

Vazebná kinetika pomalá 
rychlá 

pomalá 
rychlá 

Kalibrace externí externí 
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Tabulka III 
Charakteristické elektroferogramy pro metody kapilární elektroforézy ve volném roztoku 

Metoda Záznam z měření Záznam z kalibrace 

CZE 

 
migrační čas

si
gn

ál

marker EOF
volné L

komplex SL

volné S

 

ACE  
 

  

HD   
  
 

VP   

VACE  
 

CE-FA   

FACCE 

 
migrační čas

si
gn

ál

volné L

 

migrační čas

si
gn

ál

BGE s interakčním partnerem

marker EOF
∆µ

migrační čas

si
g

ná
l negativní pík vzniklý 

ředěním a vázaným L

komplex SL+
volné S

migrační čas

si
gn

ál komplex SL+
volné S volné L

migrační čas

si
g

ná
l komplex SL+ 

volné S
volné L

migrační čas

si
g

n
ál volné L

migrační čas

si
g

n
ál volné L

migrační čas

si
g

n
ál

volné L

marker EOF

migrační čas

si
gn

ál negativní pík vzniklý
pouze ředěním

externí kalibrace

migrační čas

si
g

ná
l

interní kalibrace
komplex SL+
volné S

p
negativního 
do pozitivního píku 
pomocí postupných
p

řechod z 

řídavků složky L

migrační čas

si
g

ná
l

komplex SL+
volné S

p
negativního 
do pozitivního píku 
pomocí postupných
p

řechod z 
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chého stanovení vícenásobných rovnováh, stechiometrie 
vazby, procenta vazby a navíc nevyžaduje vysoce purifi-
kované vzorky. Nevýhodou jsou zdlouhavé a složité kalib-
rační postupy, které lze provádět ve dvou formátech – 
interní a externí kalibrace (tab. III – HD).  

Při interní kalibraci je analyzována série vzorků 
s konstantní koncentrací složky S a zvyšující se koncentra-
cí složky L, která je zároveň obsažena jako aditivum 
o konstantní koncentraci v BGE. Charakteristický negativ-
ní pík v tomto případě postupně mizí a dochází k objevení 
pozitivního píku, v témže migračním čase. Jednoduchou 
interpolací lze získat koncentraci vázané složky L, která 
odpovídá právě nulové základní linii při přechodu 
z negativního do pozitivního píku. Externí kalibrace je ve 
své podstatě o něco jednodušší než kalibrace interní. Vy-
chází z předpokladu, že negativní pík vzniká dvěma hlav-
ními způsoby: i) interakcí a ii) ředěním při dávkování 
vzorku do kapiláry. Proto se negativní pík vzorku koriguje 
na negativní pík čistého BGE, čímž je zaručeno, že příspě-
vek je dán pouze interakcí. O obou variantách, tj. jak ex-
terní5,46,54–56, tak interní kalibraci5,46,57–59, je možno nalézt 
podrobnější informace v řadě monografií. 

 
3.1.4. Metoda vakantního píku a vakantní afinitní  

kapilární elektroforéza 
Metody VP a VACE využívají naprosto stejného ex-

perimentálního uspořádání, kdy je kapilára naplněna BGE 
obsahujícím směs S a L, a dávkuje se malé množství čisté-
ho BGE. V obou případech jsou koncentrace jedné složky 
v BGE konstantní a druhé variabilní (pro lepší představu S 
– konstantní, L – variabilní). Na elektroferogramu (tab. III 
– VP, VACE) jsou zaznamenány dva negativní píky. Jeden 
z negativních píků odpovídá vzniklému komplexu SL 
a volné složce prvního interakčního partnera, druhý pak 
odpovídá volné složce druhého interakčního partnera.  

Hodnotícím parametrem pro výpočet Kb u VP je plo-
cha negativního píku, která odpovídá pouze volné složce. 
Kvantifikaci lze provést interní kalibrací, kdy do kapiláry 
obsahující směs interakčních partnerů S a L je dávkován 
BGE s postupně se zvyšující koncentrací partnera L 
(variabilní složka BGE) – negativní pík postupně přechází 
do pozitivního, stejně jako u HD metody. Menší přesnost 
a větší rozptyl v experimentálních datech vyžaduje větší 
počet opakování. Nevýhodou je i poměrně velká spotřeba 
interakčních partnerů, obsažených v BGE, ve srovnání 
s dalšími CE metodami. Důležitá je volba BGE z hlediska 
absorpce, při nízké se setkáváme se slabou citlivostí, při 
silné dochází k saturaci detektoru. Výhodou je, že metoda 
nevyžaduje vysoce purifikované vzorky a relativně snadno 
lze zjistit procento vazby2,42,60,61. 

Hodnotícím kritériem u VACE, stejně jako u ACE, je 
∆ vakantního píku. Výhodou této metody, na rozdíl od 
ACE, je možnost získat ni. VACE lze provádět přitom 
dvěma způsoby, buď je koncentrace složky L v BGE kon-
stantní a koncentrace složky S je variabilní anebo naopak, 
koncentrace S je konstantní a koncentrace L je variabilní. 
Podle toho je hodnocen posun L-vakance a nebo 
S-vakance. Nevýhody jsou srovnatelné s VP metodou 

a navíc není až tak jednoduché zjistit procento vazby. Me-
toda nevyžaduje purifikované vzorky, je dobře využitelná 
pro slabě rozpustné ligandy ve vodném prostředí5,42,62, a je 
vhodná pro stanovení rozsahu kompetitivních vazeb63. 

 
3.2. Metody s dlouhou zónou vzorku 

 
Metody CE-FA a FACCE jsou charakteristické rela-

tivně dlouho zónou nadávkovaného vzorku, který vždy 
obsahuje rovnovážnou směs interakčních partnerů. Dopo-
ručené nadávkované množství je více jak 5 % z objemu 
kapiláry, většinou se pohybuje v rozmezí 5–20 % (cit.5,64–69). 
Díky dlouhé zóně vzorku dochází k tomu, že vzniklé plato, 
které odpovídá volné složce, je stabilní a není ovlivněno 
změnami migračního času a změnami elektroosmotického 
toku (EOF)31. Podmínkou těchto metod je, že  jedné ze 
složek se rovná  komplexu SL (cit.70). Během FACCE je 
dávkován vzorek rovnovážné směsi kontinuálně, z čehož 
vyplývá další z podmínek použitelnosti této metody –  
variabilní složky musí být menší než  konstantní složky. 
V obou případech (CE-FA, FACCE) je hodnotícím kritéri-
em výška vzniklého plata volné složky (tab. III – CE-FA, 
FACCE) a její koncentrace je následně odečtena z kalib-
rační přímky. Obě popsané metody poskytují informaci o 
Kb a ni. Mezi výhody těchto metod patří zejména schop-
nost vypořádat se s vícenásobnými rovnováhami, charakte-
rizovat reakční stechiometrii, možnost stanovit konstanty 
v systémech s rychlou i pomalou kinetikou. Další přednos-
tí je jejich dostatečná robustnost a možnost jednoduchého 
stanovení procenta vazby2,5,31. U CE-FA je poměrně nízká 
spotřeba vzorku, zatímco u FACCE je díky kontinuálnímu 
dávkování vzorku spotřeba výrazně vyšší. Dalším negati-
vem FACCE, oproti klasické CE-FA, je nižší citlivost 
detekce59,71–75. 
 
3.3. Kinetické módy kapilární elektroforézy 

 
KCE pro stanovení kon a koff poprvé použil profesor 

Krylov se svou skupinou v roce 2002 (cit.76). Od té doby 
bylo publikováno několik variant KCE a lze je definovat 
jako metody, které poskytují nejen informaci o hodnotách 
rovnovážných konstant Kb a Kd, ale i o rychlostních kon-
stantách kon a koff. K vyhodnocování těchto metod, ve srov-
nání s klasickými afinitními metodami, je nutné použít 
složitější matematické přístupy a hodnotícími parametry 
jsou pozice a tvar píku. Experimentální uspořádání je vari-
abilní, bližší informace o kinetických módech lze najít 
v řadě publikací37,76–79. V tab. IV jsou shrnuty základní 
informace k jedné z kinetických metod – nerovnovážné 
kapilární elektroforéze rovnovážných směsí (NECEEM, 
Non-Equilibrium Capillary Electrophoresis of Equilibrium 
Mixtures). 

 
3.4. Kapilární elektroforéza s imobilizovaným  

interakčním partnerem 
 
Důvodů, proč využít tyto varianty, je hned několik 

a byly již zmíněny výše. Interakčního partnera lze imobili-
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zovat v gelu, jde tedy o stanovení pomocí afinitní CGE, 
nebo na stacionární fázi, kdy se jedná o afinitní CEC. Tyto 
varianty sice neprobíhají ve volném roztoku, což může 
způsobovat řadu nevýhod, jako jsou změna vazebných 
vlastností díky imobilizaci, špatně kontrolovatelná koncen-
trace vázané složky, což také v konečném důsledku zna-
mená obtížnou přípravu gelů či stacionárních fází s různou 
koncentrací navázaného partnera a v neposlední řadě 
s obtížným promýváním kapiláry, regenerací povrchu 
a stabilitou navázané složky. Avšak výhodou těchto přístu-
pů je spotřeba velmi malého množství imobilizovaného 
interakčního partnera80. 

 
 

4. Závěr 
 
Během posledních let bylo představeno mnoho metod 

založených na CE umožňujících stanovit vazebné parame-
try interakce. Díky různým principům a vlastnostem lze 
mezi nimi vybrat vhodnou metodu pro studium prakticky 
všech možných vazebných parametrů (velikost molekul, 
počty vazebných míst, vazebné i kinetické konstanty). 
Jelikož se v současné době při studiu interakcí stále více 
uplatňuje trend kombinace nejrůznějších metod a zvyšová-
ní počtu analyzovaných vzorků se současnou minimalizací 
spotřebovaného materiálu, lze předpokládat, že CE bude 
i do budoucna využívanou metodou pro stanovení těchto 
parametrů. V následujícím období lze očekávat rozvoj 
převážně CE metod využívajících elektroforetické čipy, 
kde ve srovnání s klasickou CE, jsou analýzy podstatně 
rychlejší, s výrazně nižšími nároky na množství spotřebo-
vaného materiálu a tím se i podstatně snižují náklady na 
analýzu. 

 
Práce vznikla za finanční podpory grantu GA ČR 

P206/12/G014. 
 

Seznam zkratek  
 
ACE afinitní kapilární elektroforéza 
AFM mikroskopie atomárních sil 
BGE základní elektrolyt 
CE kapilární elektroforéza 
CE-FA kapilární elektroforéza - frontální analýza 
DEP dielektroforéza 
EOF elektroosmotický tok 

FACCE kapilární elektroforéza - kontinuální  
 frontální analýza 
HD Hummel-Dreyerova metoda 
Kb rovnovážná vazebná konstanta 
KCE kinetická kapilární elektroforéza 
Kd rovnovážná disociační konstanta 
koff rychlostní konstanta disociace komplexu 
kon rychlostní konstanta tvorby komplexu 
MS hmotnostní spektrometrie 
MST termoforéza v malém měřítku 
NECEEM nerovnovážná kapilární elektroforéza  
 rovnovážných směsí 
ni počet vazných míst 
SPR metoda excitace povrchových plasmonů 
TSA metoda termálního posunu 
VACE vakantní afinitní kapilární elektroforéza 
VP metoda vakantního píku 
 elektroforetická mobilita 
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New Directions in the Study of Biomolecular Interac-
tions by Capillary Electrophoresis 

  
This review provides an overview of electrophoretic 

techniques used for the determination of the binding pa-
rameters such as the binding constant and the number of 
binding sites. Various approaches based on CE are de-
scribed. It focuses on the experimental arrangement of 
methods and on possible results obtained by them. Empha-
sis is laid also on the advantages of CE and the comparison 
of individual approaches. 


