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Kompleksowa ocena analitycznego potencjalu elektroforezy kapilarnej
sprzezonej z mikroskalowa termoforezg (CE-MST)

Tworzenie i rozw0j nowoczesnych metod charakteryzowania zwigzkow waznych biologicznie oraz
badanie ich oddziatywan kowalencyjnych i niekowalencyjnych s3 podstawowymi celami nowoczesnej
chemii analitycznej i bioanalitycznej. Ten projekt bedzie poswigcony opracowaniu i ocenie nowych
potencjalnych narzedzi, ktére moglyby zaoferowa¢ nieznane dotad mozliwosci w badaniach
biomolekularnych. Kluczowa koncepcja bedzie oparta na wykorzystaniu mikroskalowej termoforezy (MST)
- stosunkowo nowej techniki badania oddzialywan biomolekularnych rozwijajacej si¢ szybko od kilku lat,
w catkowicie nowym formacie. Zasadniczo analize termoforetyczng przeprowadza si¢ mierzac, jak zmienia
si¢ stezenie czgsteczki lub kompleksu molekularnego po utworzeniu gradientu temperatury w mikroskali.
Proces ten zalezy od takich czynnikow, jak wielko$¢ czasteczki, fadunek, konformacja i solwatacja, a zatem
zawiera wazne 1 uzyteczne informacje. W ramach projektu standardowy instrument MST zostanie
dostosowany do zminiaturyzowanego i zautomatyzowanego formatu przeptywowego, i nastgpnie potaczony
z innymi instrumentami, takimi jak elektroforeza kapilarna (CE) i spektrometria masowa (MS), w ramach
jednej jednostki sprzezonej (CE-MST, CE-MST-MS).

Takie kombinacje roznych technik i niekonwencjonalny format analizy termoforetycznej stworza
catkowicie nowe narzedzia, ktére moga oferowac wiele waznych korzysci. Na przyklad sprzezenie migdzy
elektroforezg kapilarng a termoforeza w mikroskali (CE-MST) zapewni nastepujace wartosci dodane: (i) ten
sam proces molekularny (np. oddziatywanie migdzy biatkiem i jego receptorem lub migdzy kandydatem na
lek a celem/targetem) badany bedzie jednocze$nie dwiema niezaleznymi (ortogonalnymi) technikami
badawczymi praktycznie bez straty probki; (ii) pomiar termoforetyczny odbywat si¢ bedzie bezposrednio po
uprzednim procesie rozdzielania, dzieki czemu mozliwa bedzie analiza probek ztozonych
i zanieczyszczonych, w tym zawierajacych czasteczki 0 podobnej strukturze, np. izomery; (iii) zuzycie
odczynnikow zostanie zminimalizowane (2-3 rzedy wielkos$ci) w porownaniu z klasyczng termoforeza;
(iv) wprowadzanie probki do kapilary nastepowaé bedzie automatycznie (nie recznie, jak w tradycyjnej
termoforezie) i begdzie programowalne za pomocg komputera. Ponadto, w poréwnaniu do klasycznej
elektroforezy, pomiar termoforetyczny zapewni dodatkowe informacje analityczne na temat danego procesu
w tym samym czasie, dotyczace np. stabilno$¢ kompleksu molekularnego, jego agregacji, zmian
konformacyjnych, itp. Sygnat termoforetyczny moze rowniez stuzy¢ jako dodatkowe kryterium identyfikacji
nieznanych czgsteczek. Dalsza integracja ze spektrometrig mas, zapewni z kolei dodatkowe informacje na
temat masy czasteczkowej, sktadu izotopowego i struktury, szczegolnie przydatne w potencjalnym badaniu
produktéw naturalnych i nowo zsyntetyzowanych czasteczek, takich jak kandydaci na leki.

Aby umozliwi¢ wydajne sprzezenie, instrument MST zostanie potaczony z elektroforezg kapilarng
(CE) za pomoca pojedynczej kapilary krzemionkowej, bez zadnej powazniejszej modyfikacji instrumentu.
Ta nowa technika zostanie przetestowana w wybranych uktadach modelowych z wybranymi czasteczkami
poprzez zbadanie ich wlasciwosci termoforetycznych wykorzystanych w badaniach powinowactwa
(okreslenie stalej wigzania) oraz poprzez analiz¢ modelowych reakcji enzymatycznych/chemicznych.
Szczegdlna uwaga zostanie poswigcona krytycznej ocenie zaréwno zalet, jak i wad proponowanego
podejscia. Zostanie to dokonane przy uzyciu addytywnego modelu koloréw RGB - specjalnego, oryginalnego
algorytmu zaprojektowanego i opracowanego przez wnioskodawce w tym celu.

Wykonalnos$¢ i funkcjonalno§¢ planowanego interfejsu CE-MST zostala juz potwierdzona
eksperymentalnie przez wnioskodawce w specjalnym wstepnym tescie (ostatnio opublikowane wyniki
uzyskane dla prototypowej kombinacji CE-MST). Dlatego projekt ma duze szanse na pomysing realizacje,
nawet biorgc pod uwagg jego wysoka eksperymentalng nowos¢ i ztozonos¢.



