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1. Uvod

Enzymy, putsobici jako biologické katalyzatory che-
mickych reakci, hraji klicovou tlohu pfi procesech udrzo-
vani homeostazy, ristu, vyvoje, rozmnozovani, i ochrany
vSech organismt véetné ¢loveéka. Z tohoto diivodu piedsta-
vuje studium jejich vlastnosti jeden z nejcastéjSich cilt
biochemie a biologie'. Stanoveni katalyzované premény
substratu pii téchto studiich poskytuje informace jak
o aktivit¢ studované¢ho enzymu, a tedy nepfimo o jeho
koncentraci, tak i o kinetice probihajici reakce.

Kromé tradi¢nich radiometrickych, spektrofotome-
trickych, fluorescencnich a separacnich metod zalozenych
na vysoce u¢inné kapalinové chromatografii™® se
v poslednich dvou desetiletich prosazuji metody vyuZzivaji-
ci separaci a detekci produktl, event. i substratl, enzymo-
vé reakce pomoci kapilarni elektroforézy (capillary
electrophoresis, CE)*. CE predstavuje vhodnou techniku
pro stanoveni enzymové aktivity zejména diky minimalni
spotfebé vzorku, vysoce ucinnym separacim a moznosti
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analyzy komplexnich vzorku i s relativné vysokou koncen-
traci proteint. Navic lze tuto separacni techniku spojit se
spektrofotometrickou, fluorescenéni, elektrochemickou,
chemiluminiscencni nebo hmotnostné spektrometrickou
detekei.

Analyzy v rdmci studia enzymovych reakci s vyuzi-
tim CE mohou byt na zakladé Casové a prostorové po-

nich uspotadanich. V tradi¢nim tzv. off-line uspofadani je
enzymova reakce inkubovana v reak¢éni nadobce — zku-
mavce ¢i mikrozkumavce, a CE slouzi pouze pro separaci
jejich produktd, a pripadné i substrati. Pti vlastnim experi-
mentu je pribéh enzymové reakce sledovan bud’ pribézné
opakovanym davkovanim reakcni smési do CE systému v
urcitych Casovych intervalech, nebo jejim jednordzovym
nadavkovanim az po zastaveni enzymové reakce denatura-
ci. Hlavni vyhodu tohoto pfistupu pfedstavuje tvorba ho-
mogenni reak¢éni smési vychézejici z turbulentniho micha-
ni uvnitf zkumavky. V celém jejim objemu je tak rozlozeni
koncentraci enzymu a vSech reaktantl rovnomérné a reak-
ce probiha stejnou rychlosti. Stanoveni reak¢nich podmi-
nek véetné doby inkubace a koncentraci enzymu a substra-
tu, tedy veliCin potfebnych pro nasledné vypocty kinetic-
kych parametrti charakterizujicich studovanou reakci, je
diky tomu nenérocné. Ve druhém tzv. on-line usporadani
slouzi kfemenna kapilara nejen jako separacni kolona, ale
také jako reakeni prostiedi. VSechny kroky stanoveni od
postupného nadavkovani a smichani enzymu a reaktantt,
pres inkubaci az k separaci reakéni smési, detekci a kvanti-
fikaci produkti a pripadné substratd jsou tak integrovany
do jedné pln€ automatizované analyzy probihajici uvnitt
CE systému. Oproti off-line metodam, pti kterych je kvili
zaruceni opakovatelnosti pipetovani tfeba pfipravit reakéni
smés v minimalnim objemu desitek mikrolitrti, umoziuje
inkubace enzymovych reakci uvnitt kapilary snizeni spo-
tieby roztokdi enzymu a reaktantdl o dva aZ tii fady’. I
v pripadé, kdy nejsou celé jejich alikvoty béhem stanoveni
vyuZzity, jejich spotfeba klesd s faktorem rovnajicim se
poc¢tu provedenych analyz. To hraje vyznamnou tlohu
zejména pii analyzach vysokého poctu vzorkll vyuZivaji-
cich drahé enzymy a reaktanty, jako je tomu naptiklad pfi
testovani stability kandidatnich latek viéi plisobeni lid-
skych biotransformacnich enzymu v ramci vyvoje novych
léc¢iv. Plna automatizace navic sniZuje riziko experimental-
ni chyby na minimum.

Pro uplnost je jeSt¢ nutné uvést, Ze v literatufe se lze
setkat i s tfeti variantou tzv. post-kapildrniho usporadani,
v némz vlastni enzymové reakci predchédzi separace enzy-
mu pomoci CE (cit.*”). Toho Ize s vyhodou vyuZit zejmé-
na pii stanoveni aktivity izoenzymil. Pro praktickou apli-
kaci je nutné CE systém modifikovat zabudovanim reakto-
ru na konec separacni kapilary, do kterého jsou poté priva-
dény substraty dané enzymové reakce, a dodatecného de-
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tektoru. Zatimco prvni, klasicky umistény UV detektor
zaznamenava prubéh samotné CE analyzy, druhy zafazeny
za reaktorem deteguje vznikajici produkty. K rozSifeni
tohoto pristupu vsak nikdy nedoslo, nebot’ uvedena modi-
fikace neni kompatibilni s konstrukci komeréné€ dostup-
nych CE systémd.

2. On-line metody studia enzymovych reakci
pomoci kapilarni elektroforézy

Z vyse uvedeného vyplyva, Ze on-line metody vyuzi-
vajici CE predstavuji zajimavou alternativu ke klasickym
ptistuptim studia enzymovych reakci. Podle zptsobu zave-
deni enzymu a reaktantll do kapilary lze rozlisit dvé za-
kladni uspofadani. Zatimco tzv. homogenni uspofadani
odpovida vySe uvedenému postupu, kdy vSechny slozky
reakéni smési jsou do kapilary nadavkovany ve formé
roztokd, v tzv. heterogennim uspofadani je enzym imobili-
zovéan na nosici nebo vnitini sténé kapilary (immobilized
enzyme reactors, IMER). Jelikoz rozsah této problematiky
presahuje ramec tohoto sd€leni, IMER zde nebudou diskuto-
vany. Pfipadnym zajemctim lze doporucit piehledové ¢lanky,
které se zevrubné touto problematikou zabyvaji® .

Stanoveni enzymové aktivity v roztoku je vhodnéjsi,
nebot’ nehrozi ovlivnéni vlastnosti studovaného enzymu
vlastni imobilizaci. Pfes nepopiratelné vyhody jsou vsak
on-line metody v homogennim uspotadani dosud vyuziva-
ny pouze v prostfedi vyzkumnych laboratofi. Donedavna
predstavovala hlavni ptekazku jeho vyuziti v redlnych
aplikacich absence univerzalni techniky umoziujici efek-
tivni promichani jednotlivych slozek reakéni smési uvniti
kapilary. Na zéklad¢ pouZitého principu lze postupy fesici
tuto slabinu rozdélit na techniky zalozené na rozdilech
elektroforetickych mobilit enzymu a jednotlivych reaktan-
th a na techniky zalozené na difuzi.

2.1. Elektroforeticky zprostiedkovana mikroanalyza

Historicky prvni on-line stanoveni enzymové aktivity
pomoci CE publikovali Bao a Regnier v roce 1992 (cit.'?).
K dikazu funkénosti navrzeného postupu provedli studii,
pfi které urcovali aktivitu modelového enzymu glukosa-6-
-fosfatdehydrogenasy sledovanim produkce redukované
formy nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (NADPH)
vznikajiciho pfi oxidaci glukosa-6-fosfatu. Béhem vlastni
analyzy byla kapildra nejprve naplnéna zakladnim elektro-
Iytem (background electrolyte, BGE) tvofenym pufrem,
ktery  obsahoval  nikotinamidadenindinukleotidfosfat
(NADP") a substrat — glukosu-6-fosfat. Po hydrodynamic-
kém nadavkovéni kratké zony enzymu bylo aplikovano
napéti, pticemz diky rozdilnym rychlostem migrace jed-
notlivych slozek reakéni smési doslo k jejich promichani
a spusténi enzymatické reakce. V ¢lanku publikovaném
o rok pozdégji byl stejnymi autory piedstaven teoreticko-
matematicky koncept této techniky jiz pod nazvem elek-
troforeticky zprostifedkovanad mikroanalyza (electrophore-
tically mediated microanalysis, EMMA)". V prib&hu
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nasledujiciho vyvoje byly predstaveny dva zékladni mody
EMMA, které se lisi zptisobem interakce mezi enzymem
a reaktanty, jez piedstavuje pfedevsim substrat, na zakladé
konkrétnich reakénich podminek a cile studie mohou dale
zahrnovat napf. i koenzymy, pfipadn€ inhibitor.

2.1.1. Kontinualni mod

Tento méd EMMA byl vyuzit ve vyse uvedené prulo-
mové praci, kterou publikovali Bao a Regnier'.
V principu je kapilara nejprve naplnéna roztokem substra-
tu nebo enzymu, ktery slouZzi i jako BGE. Obvykle se jed-
na o substrat, nebot’ nasledné hydrodynamické nebo elekt-
rokinetické nadavkovani Gzké zony enzymu minimalizuje
jeho spotiebu a snizuje riziko ztraty opakovatelnosti stano-
veni v disledku postupného pokryti vnitini stény kapilary
proteiny (obr. 1A). Jelikoz jsou pii aplikaci napéti oba
konce kapilary ponofeny do vzorkovych nadobek obsahu-
jicich BGE se substratem, neni nutné urcit, ktera ze slozek
reakéni smési ma vyssi elektroforetickou mobilitu. Jen
v teoretickém ptipad¢é rovnosti elektroforetickych mobilit
enzymu a jeho substratu by po aplikaci napéti nedoslo
k jejich promichani. Po celou dobu migrace zény enzymu
uvnitt kapilary pak vznika produkt reakce (obr. 1B), jenz
ve vysledném elektroforegramu tvoii dlouhé platd
(obr. 1C). V piipad¢ studia pomalé enzymové reakce lze
citlivost metody zvysit pomoci tzv. amplifikace pii nulo-
vém potencialu, kdy je v pribéhu analyzy na urcitou dobu
vypnuto aplikované napéti. Pohyb zony enzymu v kapilafe
se tak zastavi a dochazi k akumulaci produktu reakce. Po
opétovném zapnuti napéti analyza probihd jako
u klasického kontinualniho médu EMMA. Zéna akumulo-
vaného produktu ve vysledku tvoii pik na vrcholku plata
(obr. 1D). Vyhodu tohoto médu predstavuje kromé snad-
ného provedeni a robustnosti zejména jeho citlivost. Pres-
toze tento mdd neni kvili problematickému vyhodnoceni
vyslednych elektroforegramt vhodny pro kinetické studie,
1ze jej s vyhodou vyuzit u analyz, u kterych je pozadovano
dosazeni maximalni rychlosti reakce, jako napf. pfi analy-
ze velice zfedénych roztokli enzymul. Ve studii, kterou
provedli Yeung a spol., bylo mozné pomoci kontinualniho
modu EMMA s amplifikaci pti nulovém potencialu a lase-
rové indukovanou fluorescencni detekci (LIF) detegovat
jednotlivé molekuly enzymu laktatdehydrogenasy*.

Specificky pfipad kontinualniho mddu predstavuje
technika s davkovanim druhé slozky reak¢ni smési pomoci
pohyblivého rozhrani, ktery jako prvni predstavili Harmon
a spol."®. V této studii byla kapilara naplnéna BGE obsa-
hujicim leucinaminopeptidasu a na jeji vstupni konec byla
umisténa vzorkova nadobka s roztokem substratu — Leu-p-
-nitroanilidu, ktery ma vyssi elektroforetickou mobilitu,
a tudiz po aplikaci napéti migroval roztokem enzymu
v kapilafe. Relativné velky objem vysledné reakéni smési
vedl k dosaZeni vysokych vytézkli produktu — p-nitro-
anilinu. V porovnani s kontinualnim médem se zonalnim
davkovanim druhé sloZky reakcni smési tak aplikace toho-
to uspotadani obecné umoziuje dosazeni az o jeden fad
vy$si koncentracni citlivosti (obr. 1E).



Chem. Listy 107, 914-920 (2013) Referat
Detektor
i
I M e \
B + ( '; P BGE (:)
2
Fl
C 2
z
<l / \\____
Cas |min]
2 P
= il
D | JII
£ N
= /— | —
Cas [min|
5 /\
=
z /
Cay [min]

Obr. 1. Kontinualni méd EMMA (elektroforeticky zprostifedkovana mikroanalyza). (A) Na zacCatku analyzy je do kapilary, ktera
byla pfedem naplnéna zakladnim elektrolytem (BGE) obsahujicim substrat (S), davkovana izka zona enzymu (E). (B) Diky rizné rych-
losti migrace E a S dochazi po aplikaci napéti k jejich promichani, vzniku reakéni smési (RM) a tvorbé produktu (P). Model typického
elektroforegramu ziskaného béhem analyzy v (C) kontinualnim médu EMMA, (D) s amplifikaci pfi nulovém potencialu a (E) davkova-

nim druhého reaktantu pohyblivym rozhranim

2.1.2. Zonalni mod

V zonalnim modu EMMA jsou do kapilary, ktera
byla pfedem naplnéna BGE, postupné davkovany pouze
kratké zony roztokl jednotlivych slozek reakcéni smési
(obr. 2A)'®. Ty jsou davkovany v potadi podle jejich stou-
pajicich elektroforetickych mobilit tak, ze po aplikaci na-
peti rychleji se pohybujici reakéni partner pronikd do zony
pomalejsiho a tvofi reakéni smés (obr. 2B). Ta je vzapéti
na zéklad€ rozdilné rychlosti migrace enzymu a substratu
opét rozseparovana, ¢imZz dochazi k ukonceni reakce
(obr. 2C). Jelikoz ke vzniku produktu reakce dochazi pou-
ze béhem relativné kratkého promichani vSech slozek re-
akéni smési, délka jeho zony je omezena a ve vysledném
elektroforegramu  tvofi pik, ktery l1ze vyhodnocovat za
pouziti bézného CE softwaru (obr. 2D). V pfipadé studia
pomalych enzymovych reakci lze dobu inkubace prodlou-
zit pomoci jiz zminéné amplifikace pfi nulovém potencia-
Iu. Oproti kontinualnimu médu EMMA je vsak jeho vyu-
ziti komplikovanéjsi, nebot’ napéti je nutné vypnout presné
v okamziku, kdy se zony enzymu a vSech reaktantll pre-
kryvaji. K tomuto Gcelu byly vytvoreny vypocetni postupy
a matematické modely umoziujici uréeni napéti a Casu
potiebnych pro idealni prekryti vSech slozek reakéni smeé-
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si, u nichz byly pfedem stanoveny rychlosti migrace'*'""?,

Uspesné zavedeni dosud predstavenych technik
EMMA vyZaduje, aby byly nalezeny podminky, zejména
pak pH a slozeni BGE, jez jsou vhodné jak pro inkubaci
studované enzymové reakce, tak i pro separaci ziskanych
reakcnich produkti. Takova situace je vSak spise vyjim-
kou neZ pravidlem. Proto Van Schepdael a spol. zavedli
kombinaci techniky EMMA s ¢aste¢nym plnénim kapila-
ry™°. V principu se jedna o zondlni méd EMMA, kdy jsou
do kapilary, ktera byla pfedem naplnéna BGE vhodnym
pro separaci reakénich produktil, nadavkovéany zony enzy-
mu a reaktantli pripravené v inkubac¢nim pufru, ktery je
optimalni pro danou enzymovou reakci. Autofi uvedené
studie takto stanovovali aktivitu aminoxidasy z hovézi
plasmy. Enzym a modelovy substrat fenylmethylamin byly
pfipraveny v inkuba¢nim 30 mM fosfaitovém pufru
(pH 7,4). K separaci produktu, benzaldehydu, od zbytku
reakéni smési byla pouzita micelarni elektrokineticka
chromatografie, separa¢ni puft tak tvofil 30 mM fosfatovy
pufr (pH 7,4) obsahujici 15 mM SDS. V ramci davkovani
byla pfed zény enzymu a substratu do kapilary nadavkova-
na zoéna inkubacniho pufru zabranujici priniku SDS do
reakcni smési a ovlivnéni aktivity enzymu.
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Obr. 2. Zonalni méd EMMA. (A) V tomto usporadani jsou do kapilary pfedem naplnéné zakladnim elektrolytem (BGE) davkovany
pouze uzké zony enzymu (E) a substratu (S) podle jejich rostoucich elektroforetickych mobilit. (B) V uvedeném ptikladu tak po aplikaci
napéti rychleji migrujici S pronika do zony E a tvoii reakéni smés (RM). (C) Analogicky diky rizné rychlosti migrace dochazi k separaci
E aS, a tedy i ukon&eni enzymové reakce. (D) Uzka zéna produktu (P) ve vysledném elektroforegramu tvoii pik

Specificky pfipad zonalniho médu EMMA piedstavu-
je tzv. elektroinjek¢ni analyza (electroinjection analysis,
EIA), jejiz prvni realizaci publikovali Andreev a spol.”’.
V tomto pfipadé jsou enzym a substrat davkovany do
opacnych konct kapilary tak, Ze po aplikaci napéti zacnou
migrovat proti sob€. Oproti klasickému usporadani tak pti
davkovani v EIA nehrozi vzajemna kontaminace roztokt
ve vzorkovych nadobkach. Pfestoze autofi v uvedené stu-
dii provedli pouze speciatni analyzu Fe*" iontd za vyuziti
kyseliny sulfosalicylové jakozto chelatacniho Cinidla, EIA
je v principu aplikovatelnd i pro studium enzymovych
reakci.

Hlavni vyhodou zonalniho médu EMMA pfi stanove-
ni enzymové aktivity je zejména vytvoreni homogenni
reakéni smési s konstantnimi koncentracemi enzymu
a reaktantd, u kterych navic nedochazi k fedéni. Zejména
proto predstavuje tento mod nejastéji vyuzivané on-line
uspofadani pro studium enzymovych reakci pomoci CE.
S uspéchem byly realizovany kvalitativni, kinetické a inhi-
bicni studie a screeningy inhibitord a substratové specifity
studovanych enzymil. Metody zalozené na EMMA byly
vyuzity nejen v kapilarnim formatu, ale i na ¢ipu. Neméné
vyznamnou oblast predstavuji i studie chemickych reakci
a pouziti EMMA k derivatizaci analyti. Napiiklad Koval
a spol. pouzili on-line derivatizaci D-serinu k jeho detek-
ci a k naslednému stanoveni aktivity enzymu — serinové
racemasy’. Pro piipadné zdjemce lze doporuéit piehle-
dové Cclanky, které se zevrubné zabyvaji aplikacemi
EMMA® 2,

2.2. Techniky zalozené na difuzi

vvvvvv

optimalizace michani enzymu

917

a reaktantd u metody EMMA vedla k hledani nové univer-
zaln¢jsi techniky. Vysledkem bylo zavedeni metod zaloZe-
nych na prosté difuzi. Jelikoz je difuze vlastni v§em mole-
kuldm, techniky na ni zaloZené umoziuji michéni enzymu
a reaktantii bez ohledu na jejich naboj a hodnotu elektrofo-
retické mobility, a tedy i jednoduché zmény ve sloZeni
reakéni smési. Na zaklad¢ orientace rozhrani mezi zénami
enzymu a reaktantl vici ose kapilary lze rozlisit techniky
vyuzivajici michdni podélnou anebo pficnou difuzi.

2.2.1. Metody zaloZené na podélné difuzi

Prestoze metody zaloZené na podélné difuzi (v anglic-
ky psané literatute uvadéné jako at-inlet techniques) n€kdy
byvaji fazeny mezi specifické varianty zonalniho moédu
EMMA, k vytvofeni reak¢éni smési je u nich vyuZivan
zeela jiny princip. Van Schepdael a spol.?’, ktef{ tuto tech-
niku vyuZzili poprvé pro stanoveni aktivity peptidyl-
dipeptidasy A, davkovali do kapilary enzym a substrat
v sendvi¢ovém uspotadani, tj. zéna enzymu byla obklope-
na dvéma zoénami modelového substratu piedstavovaného
tripeptidem hippuryl-L-histidyl-L-leucinem (obr. 3A). Re-
akéni smés se poté tvorila na pticnych rozhranich diky
difuznimu pfechodu molekul enzymu a substratu do sou-
sedni zony (obr. 3B). Reakce byla ukoncena separaci slo-
zek reakéni smési po aplikaci napéti. Vysledné hodnoty
Michaelisovy konstanty (Ky) byly vypocitany na zakladé
kvantifikace produktu — kyseliny hippurové. Prestoze se
v dobé¢ jejiho piedstaveni jednalo o jedinou univerzalni on-
line techniku vyuzivajici CE, je nutné konstatovat, Ze
k jejimu vyraznéj$imu rozsifeni nedoslo. Divod se skryva
pfedevsim ve velice omezené uc¢innosti michadni a nasledné
nizké citlivosti metody. Kvadraticky vztah mezi dobou
difuze a vzdalenosti popsany Einsteinovou rovnici ukazu-
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Obr. 3. Michani reaktanti podélnou difuzi. (A) Analyza zac¢ina nadavkovanim tzkych zon substratu (S) a enzymu (E) v sendviovém
uspotadani do kapilary pfedem naplnéné zakladnim elektrolytem (BGE). (B) Reakéni smés (RM) se posléze formuje diky difuzi molekul
E a S pfes pficna rozhrani mezi jednotlivymi zénami. (C) Model zavislosti bezrozmérné koncentrace (c) stanovené jako pomér mezi aktu-
alni koncentraci reaktantu v kapilare (C) a jeho pocatecni koncentraci v nadavkovaném roztoku (Cy) na vzdalenosti od konce kapilary (X)

odhaluje, ze distribuce reaktantd v RM neni rovnomérna

je, ze difuze probiha velice rychle na kratké vzdalenosti,
napiiklad mala molekula s difuznim koeficientem 1-107'
m*s™ projde do vzdalenosti 30 pm za méné nez 5 s, aviak
do vzdalenosti 3 mm, tedy pfiblizn¢ délky zény nadavko-
vané do kapilary o priméru 50 um béhem 5 s tlakem
5 kPa, az za 750 hodin. Vytvofena reakéni smés proto
zaujima pouze zlomek davkovaného objemu enzymu. Na-
vic neni homogenni (obr. 3C). Nerovnomérné rozlozeni
koncentraci enzymu a reaktantii zptisobuje, Ze enzymova
reakce v rtiznych mistech reakéni smési probihd riiznou
rychlosti, coZ znacn¢ komplikuje vypocty hodnot kinetic-
kych parametri.

2.2.2. Metody zalozené na pricné difuzi

Techniku michani reakéni smési pomoci difuze pres
podélna rozhrani davkovanych zén piedstavili Krylov
a spol.*’. Tento piistup (v anglicky psané literatuie ozna-
¢ovaného jako transverse diffusion of laminar flow profi-
les, TDLFP) je zalozen na vyuziti jevu popsaného Hagen-
Poiseuilleovym zakonem. Ten tika, Ze diky plisobeni tfeni
rychlost toku kapaliny klesa s druhou mocninou rostouci
vzdalenosti od stfedu kapilary. Vysledkem hydrodynamic-
kého davkovani tak je zdna, jejiz ¢elo ma parabolicky
profil. Pfi nasledném davkovéni proto do sebe sousedni
z6ny postupné pronikaji a tvoii mezi sebou podélna roz-

Delekior
v
E S BGE
BGE
~
X

Obr. 4. Michani reaktantt pri¢nou difuzi. (A) V tomto uspotradani jsou uzké zony substratu (S) a enzymu (E) do kapilary pfedem napl-
néné zakladnim elektrolytem (BGE) davkovany vysokym tlakem. Ve vysledku tak maji parabolicky profil s pfevazné podélnymi rozhra-
nimi. (B) Reakéni smés (RM) je poté tvofena pricnou difuzi molekul S a E. (C) Vysledna RM neni homogenni, jak znazoriiuje model

zavislosti koncentrace S a E na vzdélenosti od konce kapilary
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hrani, jez maji relativn€ velky povrch (obr. 4A). Reakéni
smés je pak prevazné tvorena pfi¢nou difuzi (obr. 4B).
K ukonceni reakce dochézi opét aplikaci separa¢niho na-
peti. Kromé univerzalni aplikovatelnosti, ktera byla de-
monstrovana provedenim on-line stanoveni enzymové
aktivity a lyzovani celych bun¢k pti chemické cytome-
trii’', se tato technika navic vyznaduje i vyssi rychlosti
michani, nebot’ molekuly jednotlivych slozek reakéni smé-
si musi difundovat maximalné do vzdalenosti rovné polo-
méru kapilary. Tu jsou i makromolekuly enzymu schopny
pfekonat béhem jednotek minut. Oproti technice vyuZziva-
jici k michani enzymu a reaktanti podélnou difuzi,
TDLFP vede k promichéni celého objemu nadavkované
zOny enzymu, a tedy i zvySeni citlivosti stanoveni. Neho-
mogennost vysledné reakéni smési je vSak pro oba piistu-
py spole¢na (obr. 4C). Krylov a spol. z tohoto divodu
vytvorili pocitacovy model, ktery umoznuje spocitat kon-
centraéni gradienty jednotlivych slozek reakéni smési
a nasledn¢ stanovit kinetické a inhibi¢ni parametry studo-
vané reakce’ . Aby jej viak bylo mozné pouZit, je nejpr-
ve nutné stanovit hodnoty difuznich koeficientd enzymu
a vSech reaktantti a viskozit jejich roztokt. Navic nerovno-
meérné rozlozeni jednotlivych slozek reakéni smési a pfi-
tomnost oblasti s vysokou koncentraci enzymu vede
k systematickému nadhodnocovani vyslednych kinetic-
kych a inhibi¢nich parametrii. Ovlivnény jsou zejména
hodnoty koncentrace inhibitoru, pti niz dochazi k 50%
poklesu aktivity sledovaného enzymu (ICsp). Ty mohou
byt kvuli nerovhomérnému promichani reakcéni smési nad-
hodnoceny oproti referencni hodnoté ziskané off-line sta-
novenim pomoci CE vice nez 10krat (cit.**). Proto TDLFP
neni vhodnd pro studie, v nichZ je analyzovan vysoky po-
cet vzorkl anebo je kladen diraz na spravnost vysledku.
Reminek a spol.”” predstavili metodu zaloZenou na
TDLFP, v niz Gpravou davkovaci procedury dokazali pie-
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konat hlavni nedostatky vyse popsaného, ptivodniho pfi-
stupu. V principu jsou do kapilary stiidavé davkovany
4 z6ny substratu a 3 zéony enzymu (obr. SA). V porovnani
s puvodnim jednoduchym sendviovym usporadanim
TDLFP, tento pfistup umoziiuje dosaZeni rovnomérné
distribuce enzymu a reaktantli v téméf celém objemu re-
akéni smési (obr. 5C). Aplikovatelnost navrzené metody
byla potvrzena studii, ve které byly stanoveny zékladni
kinetické a inhibi¢ni parametry systému tvofené¢ho farma-
kologicky vyznamnym cytochromem P450 isoformou
2C9, modelovym substratem diklofenakem a inhibitorem
sulfafenazolem. Matematické modelovani potvrdilo pred-
poklad rovnomérného rozlozeni enzymu a reaktantil. Sta-
novené zdanlivé hodnoty Ky, Hillova koeficientu, inhibi¢-
ni konstanty a ICsy odpovidaly hodnotim uvedenym
v literatute, které byly urCeny jinymi metodami. Dané
uspofadani tak predstavuje univerzalni techniku, ktera
muze byt po optimalizaci inkubacnich a separa¢nich pod-
minek vyuzita ke kinetickym a inhibi¢nim studiim praktic-
ky jakéhokoli enzymu. Metodu lze navic snadno pienést
do multikapilarniho systému a vyuzit pfi analyzach vyso-
kého mnozstvi vzorkd, jako napf. pii uvazovaném stano-
veni stability kandidatnich latek vuci lidskym biotransfor-
maénim enzymim v ramci Casnych fazi vyvoje novych
1&¢iv.

3. Zavér

Béhem dvou desetileti vyvoje bylo piedstaveno
mnozstvi technik umoziujicich michani jednotlivé davko-
vaného enzymu a reaktantl uvnitf separacni kapilary
v ramci on-line stanoveni enzymové aktivity pomoci CE.
Diky rGznym principlim a vlastnostem lze mezi nimi vy-
brat vhodnou techniku pro studium prakticky vsech enzy-

Detiktor

§ BGE

BGE

C ? - l/ﬂ’ﬂ\—.«-""‘w“"

Obr. 5. Optimalizované michani reaktanti pfi¢nou difuzi. (A) Analyza je zahdjena opakovanym davkovanim tzkych zén substratu
(S) a enzymu (E) do kapilary, ktera byla pfedem naplnéna zakladnim elektrolytem (BGE). (B) Difuze molekul S a E ptes podélna rozhra-
ni mezi jednotlivymi zéonami vede k rychlému vytvoreni reakéni smési (RM). (C) Diky vyuziti opakujicich se zon je rozlozeni S a E rov-
nomérné, a tedy enzymova reakce probiha prakticky stejnou rychlosti ve vétSiné objemu vysledné RM
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movych systému. Jelikoz se v soucasné dobé pii studiu
vlastnosti enzymu stale vice prosazuje trend zvySovani
poctu analyzovanych vzorkid se soucasnou minimalizaci
spotfebovaného mnozstvi enzymu a reaktantd, 1ze piedpo-
kladat, Ze ptipadné zavedeni on-line metod na multikapi-
larnich CE systémech bude do budoucna stale vice vyhle-
déavanou cestou.

Prace vznikla za financni podpory grantu GA CR
P206/10/0057 a Stredoevropského technologického insti-
tutu — CEITEC (CZ.1.05/1.1.00/02.0068) z Evropského
fondu regionalniho rozvoje.
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