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INTERAKCE VS. 
CHEMICKÁ REAKCE 
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TYPY VAZEB 

• Kovalentní – sdílí elektrony 
• Polární vs. nepolární 
• Silné / pevné 
• Ireverzibilní nebo jen velmi obtížně reverzibilní 
• 150 – 450 kJ/mol 

 
• Alkylující cytostatika, organofosfáty 

 

 

• Nekovalentní – nevytváří společný elektronový obal 
• Slabé interakce 
• Reverzibilní interakce – typické pro farmaka 
• Účastní se dějů – rozpouštění, krystalizace sublimace, desublimace, vypařování 

 
• iont-iont, dipól-iont, dipól-dipól, Wan der Waals, Coulombické int., H-můstky, 

hydrofóbní interakce 
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SÍLA VAZBY 
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3 – 50 kJ/mol 

2 kJ/mol 

0,1 - 10 kJ/mol 
H-můstek 10 – 40 kJ/mol 

• Intramolekulární vs. intermolekulární 
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Gekon 
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Nature 405, 681 (2000) 



BIOMAKROMOLEKULY 

• Struktura všech biomolekul je dána kombinací 
kovalentních a nekovalentních vazeb 

• Kovalentní vazby – statické, málo ovlivněny prostředím 

• Nekovalentní vazby (hydrofobní interakce, vodíková 
vazba a elektrostatické přitahování) – dynamická 
rovnováha, ovlivnitelné faktory jako je teplota, obsah 
iontů a pH 

• Biomolekuly musí být – „flexibilní a tuhé“ pro dosažení 
řádného fungování, a proto síly, které drží molekulární 
tvar, musí dosahovat rovnováhy s prostředím 
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BIOMOLEKULY –  
SLABÉ INTERAKCE 

• Rozpoznání 

• Struktura 

• Funkce 
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BIOMOLEKULÁRNÍ 
INTERAKCE 

• Typy látek 

 

• Protein – ligand 

• Protein – Protein 

• Protein – NK 

• NK– ligand 

• …. atd. 

 

• Sacharidy, lipidy, proteiny, NK 
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INTERAKCE  
RECEPTOR-LIGAND 
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P + 𝐷  
𝑘𝑜𝑓𝑓

𝑘𝑜𝑛  

𝑃𝐷 

𝐾𝑏 =
𝑃𝐷

𝑃 𝐷
=

𝑘𝑜𝑛

𝑘𝑜𝑓𝑓
=

1

𝐾𝑑
 

 

kon 

koff 

∆𝐺° = −𝑅𝑇𝑙𝑛𝐾𝑏= 𝑅𝑇𝑙𝑛𝐾𝑑 
 
∆𝐺° = ∆𝐻°-T∆𝑆° 

 

 ΔG < 0 exergonické 

ΔG > 0 endergonické 

ΔH < 0 exothermické 

ΔH > 0 endothermické 



KB VS. KD VS. ΔG° 

Kd   

(M) 

Kb  

(M-1) 
ΔG° 
(kJ/mol) 

ΔG° 
(kcal/mol) 
 

No affinity (high millimolar) >10-1 <101 

 
>(-5.9) 

 
>(-1.4) 

 

Very weak affinity (low millimolar) 10-3 - 10-1 

 
101 - 103 

 
(-18)–(-5.9) (-4.3)–(-1.4) 

 

Low affinity (high micromolar) 
 

10-5 - 10-3 

 
103 - 105 

 
(-30)–(-18) 

 
(-7.1)–(-4.3) 

 

Moderate affinity (low micromolar) 
 

10-6 - 10-5 

 
105 - 106 

 
(-36–(-30) 

 
(-8.5)–(-7.1) 

 

High affinity (nanomolar) 
 

10-9 - 10-6 

 
106 - 109 

 
(-53)–(-36) 

 
(-13)–(-8.5) 

 

Very high affinity (pico/femtomolar) 

 
10-14- 10-9 

 
109 - 1014 

 
(-83)–(-53) 

 
(-20)–(-13) 

 

Effectively irreversible (low femtomolar) 
 

<10-14 

 
>1014 

 
<(-83) 

 
<(-20) 
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PROČ STUDOVAT 
INTERAKCE? 

• Analýza povahy intermolekulárních interakcí – typ 
interakce (hydrofobní, H-můstky,…) 

 

• Pochopení biologických procesů -  dochází k interakci?  
jak silná? co vše jí ovlivňuje? 

 

• Aplikace poznatků - ve vědě / lékařství 

• Vývoj léčiv 

• Biotechnologie 

• Objev podstaty biologické děje / onemocnění 
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INTERAKCE 
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Matematika 

Fyzika 

Fyzikální chemie Biologie 



TECHNIKY MĚŘENÍ 

• Fyzikálně-chemické vlastnosti látek a prostředí 

• Rychlost analýz 

• Studovaný systém 

 

• Dostupnost 

• Komplementarita 

• „In„ 

 

• Moderní vs. klasický přístup 
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INFORMACE MĚŘENÍ 

Semi-kvantitativní 

Kvantitativní 

Kvalitativní 



Metody 

Experimentální 

Separační 

Ultracentrifugace 

Ultrafiltrace 

Rovnovážná 
dialýza 

LC, CE 

Bez 
separace 

Spektrofotometrické 
metody 

Kalorimetrické 
metody 

SPR, AFM, MST 

Výpočetní 

Databáze 

Virtualní 
screening 

Molekulární 
dokování 
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Bohlin, M.E., Dissertation: Method development for affinity capillary electrophoresis of ß2-glycoprotein I and biological ligands (2011), 23 



ELEKTROFORÉZA - 
PRINCIP 

• Elektromigrační separační metoda  

• Rozdílná pohyblivost nabitých částic ve stejnosměrném 
el. poli  

 

Pohyblivost částic závisí na: 

• náboj  

• velikosti a tvaru molekuly 

• hmotnosti částice 

• vlastnostech prostředí 
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PRINCIP 

Na nabitou částici o náboji Q působí v elektrickém  

poli o intenzitě E dvě síly:  
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- + 

Fe Ff 

Q 

+ 

QEFe 
E = intenzita elektrického pole [V/m] 

Q = náboj částice = zi  e 

fvFf 
v = rychlost částice 

f(frikční koeficient) = 6..r  



𝑭𝒆 =  𝑭𝒇  
𝑬𝑸 =  𝒗𝒇 

 

 

 

𝒗 =
𝑬𝑸

𝒇
 

𝝁 =
𝒗

𝑬
=

𝑸

𝒇
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ELEKTROFORÉZA - 
HISTORIE 

• Poprvé publikoval metodu elektroforézy sérových 
proteinů v r. 1937 švédský chemik Arne Tiselius. 

• v. r. 1948 získal Nobelovu cenu za práci o separaci 
koloidů (tzn. proteinů) pomocí elektroforézy. 
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Tisseliův přístroj 



ELEKTROFORÉZA - 
HISTORIE 

• Kapilární elektroforézu v rotující kapiláře (3 mm) 
představil v r. 1967 švédský chemik Hjerten. 

• v r. 1981 byla provedena separace v 75 μm křemenné 
kapiláře (Jorgenson, Lukacsová). 

• V r. 1989 byl k dispozici první komerční zařízení pro CZE 
Beckmann 

• V r. 2003 - projekt lidského genomu 
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ELEKTROFORÉZA – 
AFINITA - HISTORIE 

• Během vývoje CE metod 

• 1950 – Tiselius – charakterizování v „U-tube“ interakce 
Ag-Ab 

 

• Do 1990 - interakce v gelu – gel shift assay  NK-protein 

 

• 1992 – využití elektroforézy ve volném roztoku pro 
stanovení vazebné konstanty 
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ELEKTROFORÉZA- 
DNES 
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KAPILÁRNÍ ZÓNOVÁ 
ELEKTROFORÉZA 
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GE VS. CE 

GE 

• Silné interakce 

• Dostatečný rozdíl ve 
velikosti či náboji 
partnerů 

• Nelze studovat teplotní 
závislosti – ne 
termodynamika 

CE 

• Slabá interakce nebo 
rychlá disociace 

• Elektroforetická mobilita 
– mnoho faktorů 

• Lze studovat 
termodynamiku 
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EMSA 

Gel mobility Shift Assay  - Electrophoretic Mobility  Shift Assay  
(EMSA) 
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OBECNÉ VÝHODY CE 

• Vysoká účinnost a separační selektivita 

• Malá spotřeba vzorku a reagentů 

• Rychlost analýz 

• Jednoduchá automatizovatelnost 

• Možnost práce v prostředí blízkém prostředí 
fyziologickému 
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ANALÝZA ROVNOVÁŽNÉ 
SMĚSI 
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CZE 

• BGE čisté 

• Vzorek – směs interakčních partnerů 

• Podmínky – vznik stabilního komplexu, odlišná mobilita složek 
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+ bez purifikace 

+ stechiometrie 

+ % vazby  

+ligand a receptor nemusí 
mít rozdílnou velikost 

 

 

-  kalibrace 

-  disociace komplexu 



CZE 

Oddělení komplexu od rovnovážné směsi a jeho detekce 

 

Systém s pomalou kinetikou, tj. s vysokou afinitou 

CZE 
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Heegaard N. H. H. et al., J.Chromatography B 715, 29 (1998) 



ANALÝZA ROVNOVÁŽNÉ 
SMĚSI 

32 



 

33 



MÓDY CE 
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• frontal analysis (CE-FA) 

• frontal analysis electrophoresis 
capillary continual (FACCE) 

• zonal capillary electrophoresis (CZE) 

Vuignier, K., et al.: Drug-protein binding: a critical review of analytical tools, Anal. Bioanal. Chem. (2010) 398, 53-66 

• Hummel-Dreyer (HD) 

• affinity capillary electrophoresis 
(ACE) 

• vacancy peak (VP) 

• vacancy affinity capillary 
electrophoresis (VACE) 
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Nevídalová, H., et al.:  Electrophoresis, v tisku 



CHARAKTERISTICKÉ 
ELEKTROFOREGRAMY 
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Michalcová,L., Glatz, Z., Chem.Listy 110, 249-257 (2016) 
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Michalcová,L., Glatz, Z., Chem.Listy 110, 249-257 (2016) 



JAKÁ METODA NA CO? 
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Busch, M.H.A. et al., J.Chromatogr.A  777, 329-353 (1997) 

P, D  
detekovatelné  

Komplex 
1:1 

𝜇𝑃 = 𝜇𝐶 ≠ 𝜇𝐷 
 

𝜇𝑃 ≠ 𝜇𝐶 ≠ 𝜇𝐷 
 

𝜇𝑃 ≠ 𝜇𝐶 = 𝜇𝐷 

FA, HD, VP, ACE, VACE 

- , - , - , ACE, VACE 

FA, HD, VP, ACE, VACE 

FA, HD, VP, - , VACE 

- , - , - , - , VACE 

- , - , - , - , - 

𝜇𝑃 = 𝜇𝐶 ≠ 𝜇𝐷 
 

𝜇𝑃 ≠ 𝜇𝐶 ≠ 𝜇𝐷 
 

𝜇𝑃 ≠ 𝜇𝐶 = 𝜇𝐷 

PDn 



JAKÁ METODA NA CO? 
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Busch, M.H.A. et al., J.Chromatogr.A  777, 329-353 (1997) 

P, D  
detekovatelné  

Komplex 
1:1 

𝜇𝑃 = 𝜇𝐶 ≠ 𝜇𝐷 
 

𝜇𝑃 ≠ 𝜇𝐶 ≠ 𝜇𝐷 
 

𝜇𝑃 ≠ 𝜇𝐶 = 𝜇𝐷 

FA, HD, VP, ACE, VACE 

- , - , - , ACE, VACE 

FA, HD, VP, ACE, VACE 

𝜇𝑃 = 𝜇𝐶 ≠ 𝜇𝐷 
 

𝜇𝑃 ≠ 𝜇𝐶 ≠ 𝜇𝐷 
 

𝜇𝑃 ≠ 𝜇𝐶 = 𝜇𝐷 

FA, HD, VP, - , VACE 

- , - , - , - , VACE 

- , - , - , - , - 

PDn 



JAKÁ METODA NA CO? 
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Busch, M.H.A. et al., J.Chromatogr.A  777, 329-353 (1997) 

P, D  
detekovatelné  

P detekovatelné  
Komplex 

1:1 

PDn 

𝜇𝑃 = 𝜇𝐶 ≠ 𝜇𝐷 
 

𝜇𝑃 ≠ 𝜇𝐶 ≠ 𝜇𝐷 
 

𝜇𝑃 ≠ 𝜇𝐶 = 𝜇𝐷 

𝜇𝑃 = 𝜇𝐶 ≠ 𝜇𝐷 
 

𝜇𝑃 ≠ 𝜇𝐶 ≠ 𝜇𝐷 
 

𝜇𝑃 ≠ 𝜇𝐶 = 𝜇𝐷 

FA, HD, VP, - , VACE 

- , - , - , ACE, VACE 

FA, HD, VP, ACE, VACE 
D detekovatelné  

Komplex 
1:1 

FA, HD, VP, ACE, VACE 

- , - , - , ACE, VACE 

FA, HD, VP, - , VACE 

𝜇𝑃 = 𝜇𝐶 ≠ 𝜇𝐷 
 

𝜇𝑃 ≠ 𝜇𝐶 ≠ 𝜇𝐷 
 

𝜇𝑃 ≠ 𝜇𝐶 = 𝜇𝐷 

PDn 

𝜇𝑃 = 𝜇𝐶 ≠ 𝜇𝐷 
 

𝜇𝑃 ≠ 𝜇𝐶 ≠ 𝜇𝐷 
 

𝜇𝑃 ≠ 𝜇𝐶 = 𝜇𝐷 

FA, HD, VP, - , VACE 

- , - , - , - , VACE 

- , - , - , - , - 



ACE 

• Jeden z interakčních partnerů v BGE 

• Vzorek – druhý interakční partner 

• Podmínky – různé mobility 
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+ bez purifikace 

+ enantiomery 

+ bez kalibrace 

 
-  stechiometrie 1:1 

-  enantiomery 

 



ACE 
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Interakce BSA-diklofenak 

y = -118164x - 20982 

R² = 0,824 

y = -22743x - 13301 

R² = 0,9168 

-2,00E+04

-1,80E+04

-1,60E+04

-1,40E+04

-1,20E+04
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-8,00E+03

-6,00E+03

-0,2 -0,15 -0,1 -0,05 0

(M
 (

D
,P

) 
- 

M
 (

D
))

 /
 [

P
] 

M (D,P) - M (D) 



• Literatura – CD, kovy, kompetice, multi-assay…. 
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CE-FA 
• BGE bez interagujících partnerů 

• Vzorek – oba interakční partneři, dávkování široké zóny 
vzorku 

• Podmínky – „stejná“ mobilita komplex a jeden z partnerů 
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+ bez purifikace 

+ % vazby 

+ stechiometrie 

+nízká spotřeba 

- kalibrace 

 



CE-FA 
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Michalcova, L., Glatz, Z.: Comparison of various capillary electrophoretic approaches for the study of drug–protein interaction with 
emphasis on minimal consumption of protein sample and possibility of automation, J. Sep. Sci. (2015) 38, 325-331. 

0

50

100

150

200

250

300

350

HS HF

A)

migration time [min]

0 1 2 3 4 5 6

a
[m

A
U

]
bs

or
ba

nc
e 

7

50 M BSA + 500  µ µM SA

500 M SAµ Experimental conditions: BGE (borate buffer, 
pH 8.5), 58.5/50.0 cm (ltot/leff), 25°C, 
hydrodynamic injection (40 s, 35 mbar (3.5 
kPa)), separation voltage: 24 kV, λ = 214 nm, 

samples: 500 M SA (HS: plateau height of 
free drug), and mixture of 50 M BSA with 500 
M SA (HF: plateau height of free drug). (•) 
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complex and free BSA; (♦) free SA 



CE-FA 

• Interakce BSA-SA 
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y = 0,0886x + 0,5244 

R² = 0,999 
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CE-FA 

• Interakce BSA-SA 
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TERMODYNAMIKA 

• Jaký druh vazeb hraje roli??? 
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• Interakce je spontální 

• H-můstky 

• Van der Waals vazby 



RŮZNÉ CE METODY 

• Podmínka: malá spotřeba vzorku (proteinu) 

49 

Michalcova, L., Glatz, Z.: Comparison of various capillary electrophoretic approaches for the study of drug–protein interaction with 
emphasis on minimal consumption of protein sample and possibility of automation, J. Sep. Sci. (2015) 38, 325-331. 

ACE 

CE-FA 

HD 

VP / VACE 



CE-FA A JINÉ METODY 

• Interakce HSA-DCF 

50 
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Experimental conditions: BGE (borate buffer, pH 8.5), 58.5/50.0 cm 
(ltot/leff), 25°C, hydrodynamic injection (40 s, 35 mbar (3.5 kPa)), 
separation voltage: 14 kV, λ = 276 nm, samples: mixture of 75u M 

HSA with 50-800 uM DCF. (a – 5s, b – 10s, c – 20s, d – 30s, e – 40s, f – 
60s, g – 80s, h – 120s) 

[µ

0
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free diclofenac mol/L]

Log Kb 4.41±0.01 

Kb (2.56±0.07)·104 L/mol 



4 METODY 
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metoda léčivo n Kb Log Kb 

CE-FA DCF 5,00±0,12 (2,56±0,07)E+04 4,41±0,01 

ITC DCF 2,00±0,11 (1,22±0,09)E+04 4,09±0,03 

CD DCF   (7,91±0,12)E+04 4,90±0,01 

ED DCF 5,05±0,04 (3,55±0,26)E+04 4,55±0,03 



CITLIVOST: HSA / GHSA 
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7.4, ) 48.5/8.5 cm (ltot/leff), 37°C, hydrodynamic injection (5 s, 
35 mbar (3.5 kPa)), separation voltage: -10 kV, λ = 214 nm, 

samples: mixture of 75 M HSA with 500 M drug  



CITLIVOST: HSA / GHSA 
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KOMPETICE 
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léčivo Log Kb 

DCF 4,41±0,01 

TRP 3,95±0,01 



A NENÍ TO JEN  
O MOLEKULÁCH… 

55 



FACCE 

56 

• BGE bez interagujících partnerů 

• Vzorek – oba interakční partneři, kontinuální dávkování 

• Podmínky – „stejná“ mobilita komplexu a jeden              
z partnerů, druhý partner (ligand) má mobilitu větší 

 

 

+ % vazby 

+ stechiometrie 

+nízká spotřeba 

- kalibrace 

- vyšší spotřeba vzorku 

- LOD 

 



FACCE 
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KINETICKÉ MÓDY CE 

• Prof. Krylov – 2002 

• Několik variant KCE 

• Kb, Kd, kon, koff 

• NECEEM – Non-Equilibrium Capillary Electrophoresis of 
Equilibrium Mixtures 
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KCE 
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KCE 
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PROČ CE RESP. CE-FA? 
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5. Velmi robustní metoda – díky platu 

7. Možnost fitování dat s využitím vícevazných modelů a 

charakterizace vazebné stechiometrie 

2. Nízká spotřeba vzorku (nL) a dalších reagentů 

6. Využitelnost metody pro systémy 

s rychlou i pomalou kinetikou 

8. Separace volného ligandu a jeho analýza je prováděna 

v jednom kroku – integrované řešení 

9. Přímé stanovení volného ligandu ve vzorku 

4. Možná simulace různých prostředí 

1. Nevyžaduje vysoce purifikované vzorky, značení ani imobilizaci 

3. Rychlost analýz 



TAKE HOME MESSAGE 

• Výběr z množství technik - různé principy, požadavky 
na vzorky, detekční limity, ... 

 

• Neexistuje jediný ideální způsob 

 

• Znalost metod je zásadní pro dosažení nejlepších 
výsledků 

 

• Důležité je metody kombinovat 
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DĚKUJI ZA POZORNOST 
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