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Kapilarni gelova elektroforéza (CGE)

Gelova elektroforéza v plosném usporadani (angl. slab gel) nasla rozsahlé uplatnéni v molekularni
biologii a biochemii, kde se hojné vyuZiva pro separace biomakromolekul — proteinli a nukleovych
kyselin. Jeji provedeni je pro pfipomenuti naznac¢eno na Obr. 1.
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Obr. 1 Gelova elektroforéza v plosném usporadani (angl. slab gel electrophoresis).

Kapilarni gelova elektroforéza (CGE, capillary gel electrophoresis) je zaloZena na stejném principu
s tim rozdilem, Ze je vSe preneseno do elektroforetické kapilary. Kapilara je naplnéna gelem, jehoz
Fetézce vytvareji hustou sit, kterd klade odpor migraci makromolekul. Cim delsi je Fetézec DNA nebo
proteinu, tim obtiznéji se propléta siti gelu a tim pomalejsi je jeho migrace. Jedna se o Cisté
mechanickou zaleZitost, mUZeme si to predstavit tak, Ze mame za Ukol z klubka zamotanych provazl
vymotat kousek provazku o délce 5 cm nebo provaz o délce 2 metry. Vymotavani dvoumetrového
provazu nam bude jisté trvat delSi dobu. Ve srovnani s provedenim gelové elektroforézy v plosném
usporadani pfindsi CGE fadu vyhod. Jednou z nich je mozZnost pouZiti 10 az 100x vétSich intenzit
elektrického pole diky vyrazné efektivnéjsimu odvodu Jouleova tepla z kapilary. To umoznuje vyrazné
zrychleni separaci. Na rozdil od plosného uspofddani, kde je nutno skvrny v gelu vybarvovat,
pfipadné vyfezavat a dale analyzovat, umozniuje CGE detekci pfimo v kapilare. CGE nabizi vyrazné
vySsi stupen automatizace, coZ je spojeno s moznosti provadéni dlouhych sérii méreni bez nutnosti
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zasahu operatora. S propustnosti procesu analyzy je spojena i moZnost pouZziti multikapilarnich
pristroji, ve kterych probiha paralelni separace v desitkach kapilar najednou. Tyto pfistroje se
ukazaly jako vysoce cenné pfi sekvenovani DNA.

Gely chemické a fyzikalni

V plosné gelové elektroforéze se tradi¢né pouziva sesitény polyakrylamidovy nebo agardzovy gel.
Pritom polyakrylamidovy gel se svymi mensimi pdry se pouZivd spiSe pro separace proteind,
agardzovy gel s vétSimi pdry se pouziva spise pro separace nukleovych kyselin.

Chemické gely jsou ty, které jsou zesitény prostfednictvim kovalentnich vazeb a vytvareji velmi
pevnou sit. Vzhledem k tomu, Ze v CGE je separacni prostiedi uzavieno uvnitt kapilary, nemuseji byt
gely nutné zesiténé a je mozné poutzit i fyzikalni gely, jejichz gelova struktura neni ddna kovalentnim
zesiténim polymernich fetézcl. Jejich fetézce jsou provazany pouze mechanickym propletenim,
poptipadé prostfednictvim vodikovych vazeb ¢i jinych slabych interakci. Naopak ptiprava zesiténych
polymer( pfimo uvnitf kapilary je experimentalné narocnd, a proto je zde Casto davana prednost
pravé fyzikalnim geldim. Ty je mozné do kapilary snadno vpravit promytim kapilary roztokem gelu.

Proteomika a sekvenovani DNA

V ranych fazich rozvoje proteomiky se zdalo, Ze CGE ma diky velmi vysoké separacni ucinnosti
elektroforézy obrovsky potenciadl v oblasti separaci komplexnich smési protein(, identifikace a
detekce i téch mdlo zastoupenych z nich. Nasledné vsak doslo k velkému rozmachu a masové aplikaci
kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci, kterd nabizi pro identifikace proteint
do té doby nepredstavitelné moznosti. Kvili problémim se spojenim CE s MS detekci a také kvl
nekompatibilité BGE obsahujicich fyzikalni gely s MS detekci se zadsadni rozmach CGE v oblasti
proteomiky nakonec nekonal. Kde vSak CGE vyrazné promluvila do historie, bylo sekvenovani DNA.

Sangerova metoda sekvenovani DNA

V genomice se dobre prosadila a na zhruba 40 let byla nejhojnéji vyuZivanou metodou Sangerova
metoda sekvenovani DNA. Ackoli vsoucasnosti je pro velkoobjemové sekvenovani nahrazena
metodami dalSich generaci, stale se aktivné vyuZiva v celé fadé pripadl, napfiklad pro projekty
mensiho méfitka nebo pro potvrzeni podezieni ziskanych jinymi metodami, jelikoZz tato metoda
dokaze cist sekvence o délce vice nez 500 nukleotidd a ma velmi malou chybovost (spravnost je
zhruba 99,99 %).

Sangerova metoda vyuzivd polymerazovou retézovou reakci (PCR, polymerase chain reaction).
V reakéni smési mame jako templdat jednofetézcovou DNA, jejiz sekvenci chceme zjistit. K ni pfiddame
DNA primer, DNA polymerazu a deoxyribonukleotidy vSech ¢tyr bazi (deoxyadenosintrifosfat = dATP,
deoxyguanosintrifosfat = dGTP, deoxycytidintrifosfat = dCTP a deoxythymidintrifosfat = dTTP, viz
Obr. 2). Vtéto smési ndm DNA polymeraza vyprodukuje kopie templatové DNA, ¢imz vlastné
,hamnozi“ vzorek.
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Obr. 2 Deoxyribonukleotidy ¢tyt bazi vyskytujicich se v DNA.

P¥i Sangerové sekvenovani se do této reakéni smési pridavaji jesté dideoxyribonukleotidy, jejichz
ribdza postrdda i druhou hydroxylovou skupinu. Pokud se do rostouciho fetézce DNA pfipoji
dideoxyribonukleotid, ukonci rist daného retézce, protoze bez hydroxylové skupiny deoxyribozy se
nem(ze vytvorit fosfodiesterova vazba mezi dvéma nukleotidy. Dideoxyribonukleotidy se do smési
pridavaji zhruba ve stokrat mensim mnozstvi nez normalni deoxyribonukleotidy, napt. 0,5 mM dATP
a 0,005 mM ddATP (dideoxyadenosintrifosfat).

V klasickém provedeni Sangerovy metody se reakce provadi ve Ctyrech oddélenych nadobkach.
V kazdé z nich jsou vSechny deoxyribonukleotidy a pouze jeden z dideoxyribonukleotidl. Priklad
situace v nadobce, do které je pfridan ddATP, je na Obr. 3. To, jak dlouho dany rfetézec DNA poroste,
neZ jeho rlst ukonci ndhodné pfipojeni ddATP namisto dATP, je Cisté statisticka zalezitost. Jelikoz
v reakéni smési narUstaji ohromné pocty fetézcli DNA, dostaneme nakonec smés, kterd obsahuje
vsechny varianty rdzné dlouhych retézcl terminovanych ddATP, které jsou mozné. V pripadé Obr. 3
jejich 11.

Nasledné se tato smés separuje na gelové elektroforéze. Retézce DNA se v gelu separuji podle své
délky. Vzhledem k tomu, Ze vSechny 4 baze maji velmi podobné molekulové hmotnosti i velikost,
dostaneme na gelu ,zebfik“, na kterém kazda pricka odpovida fetézci s o jednotku vétSim poctem
nukleotid(i neZ ten predchozi. Aby bylo moiné zény jednotlivych rfetézcl v gelu zviditelnit, jsou
molekuly dideoxyribonukleotidd znageny bud' radioaktivné (pomoci 32P) nebo fluorescenéni znackou.
Obr. 4 ukazuje zdny ziskané po separaci fetézcll terminovanych ddATP na Obr. 3.
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Sekvence DNA:
Retézec 1:
Retézec 2:
Retézec 3:
Retézec 4:
Retézec 5:
Retézec 6:
Retézec 7:
Retézec 8:
Retézec 9:
Retézec 10:

Retézec 11:

Elektromigraéni metody
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Obr. 3 Ukazka vzniku rtzné dlouhych fetézc DNA pfi reakci s pfidavkem ddATP. Hvézdicka oznacuje
znacené ddATP, které ukoncuji rlst retézce.

>
ATAAAAAACTCAGAATCGGT CTTT CGT A
I O O I I I | I
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Obr. 4 Z6ny zviditelnéné v gelu po separaci DNA z Obr. 3. Cisla pod pruhem znazorfiujicim gel
koresponduiji s Cisly fetézcli na Obr. 3.

V klasické metodé se stejnym zplsobem provedou 3 dalsi reakce, pokazdé s jinym

dideoxyribonukleotidem a tyto smési se separuji. Schematické znazornéni gelu, na kterém se vedle
sebe separuji fetézce ze vsech Ctyr reakci, je na Obr. 5.
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Obr. 5 Schematické zndzornéni gelu se zénami ziskanymi paralelni separaci ¢tyf reakénich smési,
z nichZ jedna obsahovala ddATP, druha ddTTP, tfeti ddCTP a ¢tvrta ddGTP.
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Vidime, Ze ze zdznamu na Obr. 5 je mozno vcelku snadno odedist kompletni sekvenci nukleotidd.
Jistou nevyhodou tohoto pfistupu je nutnost provadéni ¢tyr reakci a ¢tyr separaci. Pokud bychom
pridali vSechny deoxyribonukleotidy do jedné reakce a provedli jednu separaci, dostaneme vysledek
ukdzany na Obr. 6 nahofe, ktery ndm neposkytuje Zadnou informaci o sekvenci. Zrychleni a
zjednoduseni procesu sekvenovani je mozné v pripadé, kdy kazdy z dideoxyribonukleotidli oznacime
jinou fluorescencni znackou, kterd vykazuje fluorescenci pfi jiné vinové délce. V takovém pripadé je
mozné pridat vSechny dideoxyribonukletidy do jedné reakce a separovat je v rdmci jedné separace.
Kterym nukleotidem je dany retézec ukonéen, pozname podle vinové délky, pfi které vykazuje
fluorescenci. Tato situace je zndzornéna na Obr. 6 dole.

>
AT A AAAAACTT CAGAACGGT CTTT CGTA

Obr. 6 Srovnani vysledku separace fetézc(l terminovanych zna¢enymi dideoxyribonukleotidy na gelu
pro pfipad, kdy jsou vSechny dideoxyribonukleotidy znadeny stejnou znackou, je nahofe, a pro
pfipad, kdy jsou znaceny rGznymi fluorescenénimi znackami (zde znazornéno rliznymi barvami) je
dole.

Diky svym vyhoddam se varianta provedeni Sangerova sekvenovani srlznymi fluorescencnimi
znackami pro rizné dideoxyribonukleotidy stala dominantni metodou. Separaci a detekci Ize snadno
provadét nejen v plosSném gelu, ale i v CGE, kde se vyuZivd vysokého stupné automatizace. Navic Ize
s vyhodou pouzit i multikapilarni ptistroje (capillary arrays), ve kterych jsou umistény desitky kapilar
a je mozZno tam provadét az sto paralelnich CGE separaci najednou. Ukazka vystupu z CGE sekvenace
DNA je na Obr. 7. Je zde vidét, Ze se jednd v podstaté o Ctyfi prekryté elektroferogramy. Kazdy
z téchto Ctyr elektroferogramu je zaznamendvan pfi jiné vinové délce emitovaného zafeni a odpovida
tedy jinému dideoxyribonukleotidu.

10 20 30 40 50 60 70 80 Ell
CGATIG A TIELGCGGCOGCE AATTCGCCCTTTCTC TAG ACG ATG ATTTACACGCATG TGC TG AAAGTTGGCGGTGCCGG AGTGCGC TCACCGC

it LT

Obr. 7 Ukazka vystupu z CGE sekvenovani DNA pomoci Sangerovy metody s dideoxyribonukleotidy

oznacenymi rdznymi fluorescenénimi znackami.
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Kapilarni isoelektricka fokusace (CIEF)

Kapildrni isoelektricka fokusace (CIEF, capillary isoelectric focusing) je podobné jako CGE prenesenim
klasické isoelektrické fokusace do kapilary. CIEF slouZi k separaci proteint a peptidli na zakladé jejich
isoelektrického bodu (pl). Uvnitf kapilary je vytvofen gradient pH prostfednictvim amfolytl, coZ jsou
zwitterionické molekuly, které obsahuiji jak kyselou, tak zasaditou funkéni skupinu. Rozsah hodnot pl
amfolytl pokryva oblast, ve kterém chceme pracovat, napf. pH 3-9. Kapilara se naplni smési amfolyt(
a analyzovaného vzorku. Na katodicky konec kapilary se umisti nddobka se zdsaditym roztokem, na
anodicky konec se umisti nddobka s kyselym roztokem. Po vloZeni napéti se OH™ z katodického konce
pohybuji kapilarou smérem anodickému konci, H* se naopak pohybuji od anodického konce ke
katodickému, tedy v opacném sméru, jak je zndzornéno na Obr. 8A. pH vroztoku zdsady na
katodickém konci kapilary je nad hodnotou pl vSech analytli i amfolytd. VSechny tyto latky jsou zde
proto nabity zdporné a pohybuji se smérem dovnitf od kapildry. Na anodickém konci jsou naopak
v silné kyselém roztoku vsechny analyty i amfolyty nabity kladné a rovnéz se pohybuji smérem do
kapilary. lonty H* a OH™ z opacnych konct kapilary migruji proti sobé a kdyZ se setkaji, tak se
postupné se zvysuje az ke katodickému konci. Analyty a amfolyty migruji od koncl kapilary tak
dlouho, az narazi na misto, kde se pH rovnd jejich pl. Vtomto misté ztrati ndboj a prestanou
migrovat. Tento proces je naznacen na Obr. 8B. Jelikoz gradient pH je spojity, je zona, kterd ma
presné pH = pl, a do které se tedy soustfedi dand latka, velmi Uzka. Proto se latka zaostfi
(zafokusuje). Odtud nazev isoelektricka fokusace.

Mobilizace

Byt se spojmem mobilizace v posledni dobé setkdvame hlavné ve vojenském smyslu, zde jim
myslime obecné rozpohybovani néeho. V tomto pfipadé rozpohybovani celého systému amfolytu se
zafokusovanymi analyty. Ukonceni procesu fokusace indikuje pokles prochazejiciho proudu k nule,
ten nastdva pfi dosazeni ustdleného stavu, kdy vSechny analyty i amfolyty dosahly mista, kde se
pH=pl, pfestaly migrovat a tim i prestaly vést elektricky proud. Pochopitelné to, ze mame kdesi uvnitf
kapilary zafokusované proteiny podle jejich pl, ndm neni pfili$ platné, protoZe je zvenku nevidime. Po
ukonéeni fokusace museji byt zony v kapilafe mobilizovany tak, aby proSly detektorem a byly jim
zachyceny. Mobilizace se provadi aplikaci tlaku na vstupni konec kapildry, pficemz se stale aplikuje i
napéti, aby zény zlstaly zaostfeny. Kromé toho m(ze byt mobilizace dosazeno bud' pfidanim soli do
jedné z nddobek na konci kapildry, nebo umisténim nddobek s kyselinou na oba konce kapilary,
pfipadé umisténim nadobek se zasadou na oba konce kapilary a aplikaci napéti. Tim se porusi
ustaleny stav, latky v kapilare ziskaji ndboj a cely systém se uvede do pohybu.

Pro Uspésné provedeni CIEF musi byt v systému potlacen EOF, protozZe jeho pfitomnost by mohla
vést k vymyti zén z kapilary jesté pred koncem fokusace. Smési vzorku s amfolyty se pini celd kapilara,
tim padem davkované mnozstvi vzorku muze byt velmi velké a analyty jsou z tohoto mnoZstvi
zakoncentrovany do velmi Uzké zdény, coZz pfindsi vyhodu vysoké citlivosti. Na druhé strané byva

svvs

faktorem, co se tyce davkovaného mnozstvi vzorku.
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Obr. 8 Kapilarni isoelektricka fokusace. (A) Ustaveni pH gradientu v kapilare. (B) Putovani analytl A a

B na misto, kde pH = pl.

Kapilarni isotachoforéza (CITP)

Nazev isotachoforéza pochdzi z toho, Ze pfi této technice se separace provadi v prostoru mezi dvéma
rGznymi elektrolyty. Prvni z nich je vedouci elektrolyt (angl. leading electrolyte), druhy je koncovy
elektrolyt (angl. terminating electrolyte). Umisténi vzorku mezi tyto rozdilné elektrolyty zpUsobi, Ze
se analyty rozdéli do zdn, které se kapilarou pohybuji vSechny stejnou (iso-) rychlosti (-tacho-).

Co vse se déje mezi dvéma elektrolyty

Volba vedouciho a koncového elektrolytu zalezi na tom, zda se maji stanovovat kationty nebo
anionty. Ukazme si to na pfikladu stanoveni kationtl. V tom pfipadé musi mit kation pfitomny ve
vedoucim elektrolytu vétsi elektroforetickou mobilitu neZ vSechny analyty. Kation pfitomny
v koncovém elektrolytu musi mit naopak mobilitu mensi nez vSechny analyty. Diky nutnosti
zachovani kontinuity elektrického proudu v rliznych c¢astech kapilary pak dojde k podobnému jevu,
jako je ten, ktery se vyuziva pfi zakoncentrovani analytl zesilenim pole (viz lekce 3 Instrumentace).

Situace je naznacena na Obr. 9. Na Obr. 9A muiZeme vidét situaci bezprostfedné po vloZeni napéti.
V kapildafe mame vedouci elektrolyt, ktery ma kationty s nejvétsi mobilitou, a tedy nejvétsi vodivosti,
protoZe prenesou za Cas nejvice naboje. Uprostred je zona vzorku, ktery obsahuje dva hypotetické
analyty — kationty A* a B* — jejich mobilita je mezi mobilitami kationtd vedouciho a koncového
elektrolytu. Vodivost této zdny je proto stfedni. Posledni ¢ast je naplnéna koncovym elektrolytem,
ktery ma malo pohyblivé, a proto malo vodivé kationty.

Pokud by se celkovy potencidlovy rozdil vloZeného napéti rozdélil podél kapilary rovnomérng,
kationty vedouciho elektrolytu, které jsou nejrychlejsi, by ,utekly” kationtim analytd, a ty by ,,utekly”
kationtllm koncového elektrolytu. Tim by se prerusil elektricky obvod, protoZe v oblastech mezi
jednotlivymi zénami by nebyly kationty, které by vedly proud. Proto se systém zachova tak, Ze se
potencidlovy rozdil rozprostie po délce kapildry nerovnomérné. Nejvétsi cast se ho ,spotiebuje”
v oblasti, kde jsou pomalé ionty koncového elektrolytu. Diky tomu zde bude vétsi intenzita
elektrického pole, kterd donuti pomalé kationty k rychlejsimu pohybu. V zéné vzorku bude intenzita
pole stfedni, v zéné vedouciho elektrolytu bude pole nejslabsi. lonty vedouciho elektrolytu se ve
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slabsim poli nakonec budou pohybovat stejnou rychlosti jako kationty koncového elektrolytu
v silnéjSim poli.

V této situaci se jeSté musi usporadat stav véci v zoné vzorku. V té jsou namichany o néco rychlejsi
kationty B* a o néco pomalejsi kationty A*. Vodivost zény vzorku je nékde uprostfed mezi témito
dvéma ionty, tim padem i intenzita pole. To znamena3, Ze v této zoné migruji ionty B* s vy$si mobilitou
o néco rychleji nez ionty A* s nizsi mobilitou. Diky tomu se ionty B* dostavaji do predni ¢asti zony a
ionty A* do jeji zadni ¢asti. Nakonec se vytvofi dvé oddélené zdny, jako je tomu na Obr. 9B. V téchto
zonach je intenzita pole mirné odliSnd, coZ mda za nasledek, Ze i ionty v téchto dvou zénach se
nakonec pohybuji stejnou rychlosti, a to rychlosti rovnou rychlosti pohybu kationtd vedouciho a
koncového elektrolytu.

Samozaostrujici efekt

Intenzita pole se v jednotlivych zénach v kapilare lisi, proto stane-li se napfiklad, Ze néktery z iont( B*
se dostane do zény vedouciho elektrolytu, slabsi elektrické pole v této zéné jeho pohyb zpomali a on
se rychle vrati zpét do své vlastni zony. Stejné tak pokud se ion B* dostane do zény iontd A*, silngjsi
pole vtéto zéné jeho pohyb urychli a on se okamzité vrati do své zény. Diky tomu se mezi
jednotlivymi zénami udrzZuji ostra rozhrani. Za zminku také stoji, Ze koncentrace iontd v jednotlivych
zénach je konstantni a je dana koncentraci vedouciho elektrolytu.

Netradi¢ni zaznam

V CITP se Casto pouziva vodivostni detekce. Vodivost zény vedouciho elektrolytu je nejvyssi, vodivost
dalSich zén postupné klesa. PFi pouZiti vodivostni detekce jsou proto primarnim zaznamem jakési
»,schody” (mély by byt klesajici, ale obvykle se vynasi misto vodivosti odpor, takZe jsou schody
stoupajici). Ukazka takového zaznamu je na Obr. 10. Vyska schodu dané latky je dédna jeji vodivosti a
tim padem nese kvalitativni informaci. Jak bylo zminéno, koncentrace analytu je v jeho zéné za
danych podminek vidy stejnd, takZe vétsi koncentrace analytu ve vzorku se projevi prodlouzenim
jeho zdény. Velmi netradicné tedy vyska schodu nese kvalitativni informaci a délka schodu informaci
kvantitativni. V pfipadé zaznamu na Obr. 10 je schod latky B delsi neZ schod latky A, ve vzorku bylo
tedy pfitomno vice latky B.
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Mate-li zajem o jeho dalsi vyuZiti, kontaktujte autora na adrese tomas.krizek@natur.cuni.cz 8



5 — Separacni mady I Elektromigracni metody

+ Koncovy elektrolyt Vedouci elektrolyt
u* &, vodivost , E w1, vodivost T, E
>
T
Q
c
2
]
o

Pozice v kapilare (cm)

Koncovy elektrolyt
ut &, vodivost |, E

Vedouci elektrolyt
U P, vodivost M, E

=

Potencial (V)

/

Pozice v kapilare (cm)

Obr. 9 Princip isotachoforézy - zény v kapilafe a rozdéleni potencidlového rozdilu vloZzeného mezi
konce kapildry po délce kapilary - (A) na zacatku separace, (B) v pozdéjsi fazi separace.
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Obr. 10 Ukazka zaznamu z CITP s vodivostni detekci.
A jak to vypada v realité?

Zaznam na Obr. 10 schematicky naznacoval idedlni stav. Realita je 0 néco méné idylickd. Na Obr. 11
je skuteény zdznam izotachoforetické separace tfi farmaceutickych latek ve formé kationtd. Separace
byla provedena na izotachoforetickém Cipu. Fotografie samotného Cipu a Cipu s obsluznym zafizenim
je na Obr. 12.

V popisu podminek méreni u Obr. 11 si povSimnéte sloZeni vedouciho a koncového elektrolytu. Jedna
se o stanoveni kationt(, vedouci elektrolyt proto obsahuje rychle migrujici sodné ionty, které maiji
vétsi mobilitu neZ vSechny tfi analyty. Koncovy elektrolyt obsahuje v tomto ptipadé pouze kyselinu
octovou. Takto mlze byt nékdy také resen koncovy elektrolyt. Vodivost (G) vedouciho elektrolytu je
vy$Si neZz vodivost koncového elektrolytu, coZ je vsouladu s principem metody. Pfidavek methyl
hydroxyethylcelulézy do obou elektrolytli slouzi k potladeni EOF, které je v ITP nezbytné.
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i)
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o
g
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Obr. 11 Izotachoforetickd separace smési Ucinnych farmaceutickych latek doxazosinu (DOX),
lasofoxifenu (LSF) a amlodipinu (AMP) ve formé kationtl. Vedouci elektrolyt: 10 mM CH3COONa + 10
mM CH3COOH + 0,1% methyl hydroxyethylceluldza, pH = 4,56, G = 801 uS/cm. Koncovy elektrolyt:
200 mM CH3COOH + 0,1% methyl hydroxyethylceluléza, pH = 2,73, G = 692 uS/cm.
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Obr. 12 Izotachoforeticky Cip (A), jeho instalace a zapojeni k obsluznému zafizeni (B), celkovy pohled
na sestavu (C).
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Prekoncentrace pomoci ITP

V pfipadech, kdy je potfeba zvysit citlivost méreni, se nékdy pouziva tzv. pfechodna isotachoforéza
(angl. transient isotachophoresis). Pti této metodé se do vzorku pridd vysoka koncentrace vedouciho
a koncového elektrolytu. Jinak se separace ale provadi za podminek CZE, MECK nebo CGE. Do
kapilary se davkuje velmi dlouha zéna vzorku obohaceného o vedouci a koncovy elektrolyt (délka
z6ny mUze byt az 30 % délky kapilary). Diky davkovani dlouhé zény se do kapilary dostane relativné
velké mnozZstvi i takového analytu, ktery je ve vzorku pfitomen ve velmi nizké koncentraci. Po vloZeni
napéti se rychlé ionty vedouciho elektrolytu pohybuji na predni strané zény vzorku, ionty koncového
elektrolytu na zadni strané. lonty analytll se na zakladné principu ITP zaostfi do relativné kratkych
zon mezi vedoucim a koncovym elektrolytem. JelikozZ je koncentrace vedouciho elektrolytu vysoka, je
vysokda i koncentrace zén analytd. Diky tomu se i velmi nafedény analyt mnohondsobné
zakoncentruje. Vzhledem k tomu, Ze vSak mimo zénu vzorku neni vedouci a koncovy elektrolyt, ale
BGE pro separaci pomoci CZE, MEKC nebo CGE, isotachoforéza je pouze prechodna a po zaostreni
zon prejde separace rychle do rezimu CZE, MEKC nebo CGE.

Kapilara jako mikroreaktor

Na zavér bych rad zminil jednu zajimavou moznost, kterou nam kapilarni elektroforéza nabizi. Do
elektroforetické kapildry je mozné vpravit oddélené zény dvou nebo vice latek, které je pak mozno
pfimo v kapilafe smisit, nechat probéhnout jejich reakci a reakéni produkty separovat a detegovat.
Vyhodou takového pfistupu je vysoky stupen automatizace, kterého lze dosdhnout, a také velmi
nizka spotifeba reaktantl. M(Zeme je totiZ davkovat opakované z jedné nadobky a pro kazdé méreni
spotfebovat pouze jednotky aZ desitky nanolitrl. Pro provedeni desitek experiment(i nam tak staci
napfiklad jen nékolik mikrolitri nakladného nebo obtizné ziskaného enzymového preparatu. Toho lze
vyuzit pfi sledovani aktivity enzyma, kdy do kapilary davkujeme oddélené zény enzymu a substratu.
Toto provedeni je zvlasté vyhodné pro screening inhibitor(, kdy sledujeme, zda se ptitomnosti
potencidlniho inhibitoru vyrazné sniZi aktivita enzymu. Vzhledem k tomu, Ze fada Iéciv je zaloZena
pravé na inhibici enzymu, ma takovy screening velky vyznam pro vyvoj léCiv. Druhou moZnosti vyuziti
této techniky je derivatizace analytl pfimo v kapilafe pro jejich naslednou separaci, detekci a
stanoveni.

Obecny postup takovych méreni je nasledujici:

1) Davkovani oddélenych zén reaktant( do kapilary.

2) Smiseni reaktantl v kapildre.

3) Prlbéh reakce.

4) Vlozeni separacniho napéti — separace a nasledna detekce vychozich latek a produktt reakce.

Kapilara jako michacka

Kritickym krokem tohoto postupu je smiseni zon reaktant(l v kapilafe. Toho Ize dosahnout v zdsadé
dvéma zplsoby. MZeme vyuZit bud elektroforetickou migraci nebo difuzi.
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Elektroforetické miseni

Tento pfistup je znazornén na Obr. 13. Do kapilary nadavkujeme oddélené zénu substratu (S) a zénu
enzymu (E). Obé latky musime ddvkovat v takovém poradi, aby po vloZeni napéti migrovaly smérem
k sobé, a ne od sebe. Nasledné vloZime napéti na vhodné dlouhou dobu tak, aby se zény pravé
prekryly. Pak napéti vypneme a nechame reakci probihat. Po uréité dobé vloZime separacni napéti a
separujeme a detegujeme zdny nezreagovaného substratu, enzymu a vzniklého produktu.
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Obr. 13 Schématické znazornéni méreni aktivity enzymu s elektroforetickym misenim zén v kapilare.

Vyhodou tohoto pfistupu je, Ze zname koncentrace latek v jednotlivych zéndch a zndame tedy i
pomérné presné koncentrace reaktant( pfi pribéhu reakce, takZe touto metodou lze stanovovat i
Michaelisovu konstantu a dalSi parametry. Nevyhodou je, Ze musime znat elektroforetické mobility
reaktantl, abychom védéli, na jak dlouhou dobu presné aplikovat napéti pfi miseni zén. Pfipadé
musime tuto dobu experimentdlné zjistovat.

Difiizni miseni

Tento pristup je zndzornén na Obr. 14. V tomto pfipadé jsou zény do kapilary davkovany tlakem
bezprostfedné za sebou. U difuzniho miseni se uplatiuji specifické rozméry elektroforetické kapilary,
o kterych byla fe¢ v prvni lekci. Vzhledem ktomu, Ze vnitfni primér kapilary je pouhé desitky
mikrometr(, probiha difuze napftic¢ kapilarou velmi rychle, prakticky okamzité. Je-li tedy koncentrace
néjaké latky ve stfedu kapilary jind nez u stény, dojde prakticky okamzité k vyrovnani tohoto rozdilu
prostfednictvim difuze. Naproti tomu délka kapilary je nékolik desitek centimetrd, takze v podélném

sméru se koncentracni rozdily uvnitf kapilary difuzi prakticky nezméni ani po nékolika desitkach
minut.

Davkujeme-li do kapilary zonu néjaké latky tlakem, ma tato zéna parabolicky profil, jak je vidét
v prvnim poli Obr. 14. Jakmile tlak vypneme, difize okamzité vyrovna koncentrace davkované latky
(napf. enzymu) v pricném sméru kapilary (druhé a treti pole Obr. 14). KdyZ poté davkujeme zénu
druhého reaktantu (napf. substratu), diky parabolickému profilu se tato zéna ,zasune” do zény prvni
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(Ctvrté pole Obr. 14). Tim vznikd pomérné velké rozhrani obou zdn, které je navic z velké ¢asti
orientovdno v pricném sméru, ve kterém dochazi krychlé difuzi. Po vypnuti tlaku dojde tedy
k pomérné efektivnimu promiseni zén pfiénou difuzi (daleko efektivnéjsimu, nez kdyby Slo jen o
difuzi pfes rovné rozhrani dvou sousedicich zén a miseni tak probihalo pouze v podélném sméru), jak
je vidét v patém poli Obr. 14. Casto se pak davkuje je$té jedna zéna prvniho reaktantu, aby se miseni
zefektivnilo (Sesté a sedmé pole). Takto je mozno misit i vice latek, napf. enzym, substrat a inhibitor.

Nevyhodou této metody je, Ze nezname presné slozeni reakéni zény, a navic tato zéna neni
homogenni, takze je obtizné provadét napf. stanoveni Michaelisovy konstanty. Na druhé strané je
metoda naprosto postacujici v situacich, kdy chceme porovnat aktivitu enzymu ve dvou rdznych
pripadech, tfeba pfi screeningu inhibitord. Vyhodou je, Ze nemusime znat elektroforetické mobility
reaktant( a ani jeden z nich v principu nemusi vykazovat elektroforetickou migraci, pokud ji vykazuje
alespon produkt reakce.
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Obr. 14 Schématické zndzornéni miseni zén uvnitf kapilary prostfednictvim difize. Zény modré a
Cervené barvy oznacuji oba misené reaktanty.
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