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Abstrakt

Byly prométeny zavislosti elektroforetické mobility na pH pro 14 p/ markerd
vyuzivanych pro izoelektrickou fokusaci pfipravenych skupinou Slaise, které jsou
zalozené na substitucich na nitrofenolovém jadfe, a pro 5 p/ markeri pfipravenych
Shimurou, které maji strukturu oligopeptidii. Pomoci programu AnglerFish byly z téchto
zavislosti ziskdny termodynamické disociacni konstanty a limitni elektroforetické
pohyblivosti danych latek. Ze ziskanych hodnot byly nasledné vypocitdny hodnoty p/
ptislusnych markerd. Provedlo se srovnani ziskanych hodnot p/ s témi, jez jsou uvadény

v literatufe, avSak byly stanoveny jinymi analytickymi metodami.

Kli¢ova slova

kapilarni zénova elektroforéza, izoelektricka fokusace, pI markery, izoelektricky bod,

termodynamicka disocia¢ni konstanta, limitni iontova pohyblivost



Abstract

The dependencies of electrophoretic mobility on pH were measured for a set of 14
markers used for isoelectric focusing that were developed by the group of Slais and that
are based on substitutions on the nitrophenol core, and for a kit consisting of 5 p/ markers
developed by Shimura, which have an oligopeptide structure. The dissociation constants
and limiting electrophoretic mobilities of these compounds were obtained from the
dependencies with the use of the program AnglerFish. The isoelectric point values of the
compounds were consequently calculated using the obtained data. A comparison of the
obtained p/ values with the values that have been declared in literature, albeit gained by

different analytical methods, has been made.
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Seznam pouzitych zkratek

CZE

BGE

EOF

UV-Vis

PB

DMSO

MES

MOPS

CHES

HVL

FC

IEF

cIEF

kapilarni zonova elektroforéza
zakladni elektrolyt
elektroosmoticky tok

ultrafialova a viditelna ¢ast spektra
hexadimethrin bromid (polybren)
dimethylsulfoxid

kyselina 2-morfolinethansulfonova
kyselina 4-morfolinpropansulfonova
kyselina 2-(cyklohexaamino)ethansulfonova
Haarhoff-Van der Lindeho funkce
fluorocarbon

izoelektricka fokusace

kapilarni izoelektricka fokusace



Seznam pouzitych symbolu

pH zéporny dekadicky logaritmus koncentrace vodikovych
kationtli

pKa disocia¢ni konstanta

pl izoelektricky bod

PLmob izomobilitni bod

z naboj

1 iontova sila

y aktivitni koeficient

Heft efektivni elektroforeticka pohyblivost (mobilita)

Mim limitni elektroforeticka pohyblivost (mobilita)

o smérodatna odchylka

c koncentrace

Yij pufraéni kapacita



1 Uvod

Pro separaci bilkovin a zjisténi jejich acidobazickych vlastnosti se bézné vyuziva
izoelektrické fokusace. Tato metoda se zaklada na srovnani fokusovanych zon analytii se
zonami tzv. p/ markerti, amfolytickych latek sjasné danym a ostrym piechodem
zavislosti naboje na pH pfes izoelektricky bod. Za timto ucelem byla vyvinuta celd fada

strukturné odlisnych latek, z nichz mnohé se komercné prodavaji.

Izoelektrické body téchto latek se mnohdy uréovaly pomoci metod s nizsi citlivosti
oproti kapilarni zoénové elektroforéze anebo srovnanim s jinymi dfive stanovenymi p/
markery. Proto je pro ovéteni jejich spravnosti vhodné tyto hodnoty potvrdit méfenim na
kapilarni zonové elektroforéze, ktera pti dostateCné precizni praci umoziuje s vysokou

presnosti stanovit izoelektricky a izomobilitni bod.

Ptesnost stanoveni dale zvySuje vyuziti programu AnglerFish, vyvinutého Michalem
Malym [1], ktery efektivni mobility analytu naméfené pti jednotlivych pH koriguje na
nulovou iontovou silu zakladniho elektrolytu, a az poté provadi prolozeni dle Henderson-
Hasselbachovy rovnice, které umoziiuje stanoveni jednotlivych limitnich mobilit a

termodynamickych disociacnich konstant elektrolytu.

Analyty zde predstavovalo 14 p/ markeri vyvinutych Slaisem [2]. JelikoZ Slais pro
stanoveni p/ pouzil kapilarni izoelektrickou fokusaci (cIEF) a kombinaci
potenciometrické titrace s gelovou izoelektrickou fokusaci (IEF), pficemz se jako
markerd pro srovnani vyuzilo sady p/ markera vyvinutych Shimurou [3], pfistoupili jsme

rovnéz k ovéteni hodnot p/, jez se udavaji pro tyto markery.
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2 Pi'ehled dosavadniho stavu poznani

2.1 Kapilarni zonova elektroforéza

Kapilarni zonova elektroforéza (CZE) je elektromigracni separacni metoda, ktera
umoznuje rozdé€lit ionty na zdklad€ jejich odlisné elektroforetické pohyblivosti
v elektrickém poli. Zpravidla se jako separacni prostfedi vyuzivd kiemenna kapilara
naplnéna zdkladnim elektrolytem (BGE), ktery ma za ukol udrzet stabilni pH. Mezi
obéma konci kapiléry je pak udrzované elektrické pole o intenzité zpravidla 5-30 kV/m
[4]-{6].

Tuto metodu lze vyuzit pro separaci celé fady ionogennich latek, zejména nachézi
uplatnéni pfi analyze 1€Civ [7] a peptida [5]. Jeji prednosti je nizkd spotieba vzorku,
vysoka rychlost analyzy a vysoka separac¢ni ucinnost. Za nevyhodu se bézn¢ povazuje
nizkd opakovatelnost pro namétfeni migracnich casli, ovSem pfiddnim markeru
elektroosmotického toku do roztoku analytu zajistime, Ze udaje o latce ziskdvame
z efektivnich elektroforetickych pohyblivosti, které jsou rozumné opakovatelné. Casto se
pro zlepSeni informacni hodnoty vyuzivd v kombinaci s dalSimi metodami, jako je
hmotnostni spektroskopie [5], [8].

CZE se rovnéz vyuziva pro stanoveni fyzikalné-chemickych konstant latek, jakymi
jsou disociacni konstanty, elektroforetické pohyblivosti, komplexacni konstanty, aj. [9],
[10]. Jelikoz je teorie chovani iontd v elektrickém poli velice dobfe popsand, byla
vyvinuta fada programl, které umoziuji pfedvidat chovani systému pii analyze a nalézt

vhodné podminky pro méteni [11]-[13].
2.2 Doprovodné jevy

2.2.1 Elektroosmoticky tok

Mimo elektromigrace iontu v elektrickém poli dochazi pti kapilarni elektroforéze

k celé rad¢ dalsich jevl. Z nich nejdulezitéjsi je elektroosmoticky tok (EOF).

Pti CZE se méfeni zpravidla provadi v kiemenné kapiléte, tedy v kapilafe, jez ma na
sténach siloxanové skupiny. Ty ovSem ve vodném prostiedi pfechazeji na silanolové
skupiny, které maji vlastnosti slabé kyseliny, coz znamena, Ze budou v zasaditém pH

odstépovat vodikové kationty a ponesou zaporny naboj. Kationty zroztoku, ktery
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napliuje kapilaru, se v disledku budou ve vétsi mife sdruzovat v blizkosti zaporné
nabitych stén. Pti zapojeni elektrického proudu poputuji ke katodé, a cely roztok uvnitt

strhavaji s sebou.

Cely roztok se pak pohybuje kapilarou s urcitou rychlosti. Problém ovSem ptedstavuje,
ze nejde o stabilni a opakovatelny jev. I mald zména pH nebo pfitomnost malé
koncentrace povrchové aktivnich latek, vznikld naptiklad naddvkovanim vzorku, mize
vést ke znacnym vykyviim v EOF. Nejnachylné¢jsi je oblast pH 3 az 8, kde silanolové
skupiny disociuji [14]. Pro stabilizaci, zpomaleni, nebo obraceni EOF existuje cela fada
metod. Lze pouzit kapilary zjinych materiald, nebo kapilary potazené povrchove
aktivnimi latkami, které pozméni sténu kapilary a zabrani vzniku zaporného naboje

silanolovych skupin [15]-[17].

Elektroosmoticky jev ovSem nemusi byt pouze piekdzkou. V piipadé, Ze se
analyzovana latka pohybuje stejnym smérem, pfispiva EOF k urychleni analyzy. Pokud
se analyzovana latka pohybuje v opacném smeéru, ale s nizsi rychlosti, nez ma EOF, pak
ptitomnost EOF umozni analyzu 1 opac¢né nabitych ¢astic, protozZe je dopravi k detektoru.
Ve srovnani s urychlenim analyzy vyuZitim vnéj$iho tlaku navic EOF zplsobuje vyrazné

mensi rozmyti zon analytu, jelikoZ ma plochy radialni profil.
2.2.2 Systémové zony

Systémové zony vznikaji disledkem naruseni koncentrace zdkladniho elektrolytu
nadavkovanim vzorku. V elektroferogramu se vyskytuji jako piky, které nenélezi analytu
a v ptipad¢ piekryvu s pikem analytu mohou znemoznit jeho vyhodnoceni. Jejich pocet
odpovidd poctu slozek zakladniho elektrolytu. Zpravidla je snaha zvolit si takové
podminky méfteni, aby se pfekryvu vyhnulo, coz je mozné diky programtim, které jsou

schopny vyskyt systémovych pikl predvidat [18].
2.2.3 Disperze zén

V idedlnim piipad€ by pik mél mit Gaussovsky tvar. Existuji ovSem Ctyii vyznamné

jevy, v jejichz disledku dochdzi k naruseni tohoto tvaru.

Nejbéznéji pozorovatelna je elektromigracni disperze, kterd mize za trojuhelnikovy

tvar pikli, béZzné¢ pozorovatelny v elektroferogramech. Jev se projevuje, pokud maji
12



analyzovany ion a koion pfitomny v BGE rozdilnou elektroforetickou pohyblivost. Tento
jev je mozné omezit vhodnou volbou separacniho prostfedi. Deformovany pik je mozné
1 pfesto poméerné piesné analyzovat prolozenim Haarhoff-Van der Lindeho (HVL) funkeci,

ktera umoznuje urc¢it migracni ¢as a dalsi parametry piku [19].

Nejproblemati¢téjsi jev predstavuje adsorpce analytu na sténu kapilary. Mnohdy
v jejim disledku dojde k deformaci piku, jez znemoziiuje vyhodnoceni, a nékdy az
k naprosté ztrat¢ analytu. V piipadé, Zze k tomuto jevu dochazi, je nutné upravit povrch

kapilary vhodn¢ zvolenou latkou, kterd zabrani adsorpci analytu [4].

Dal$im vyznamnym jevem, ktery pfispiva k disperzi pikd, je Joulovo teplo, k jehoz
vzniku dochézi proto, Ze elektricky proud pti svém prichodu ohtiva vnittek kapilary. Jev

1ze omezit vyuzitim niz$iho proudu a termostatovanim kapilary [20].

Nakonec je tfeba zminit podélnou diftizi. Koncentracni gradient zapticiiiuje rozmyvani
analytu obéma sméry, ¢imz dojde k symetrickému rozsifeni piku. Vliv lze sniZit

zkracenim doby analyzy.

2.3. Korekce na iontovou silu

Iontova sila je ddna sumou koncentraci nabitych €astic v roztoku a jeji velikost ma
znaény vliv na pribéh méfeni pii CZE. Vyssi iontova sila ma za nasledek zpomaleni
elektroosmotického toku, a tedy rychlosti celé analyzy. Snizuje efektivni mobilitu analyt
a muze zpusobit prohozeni zon, jelikoz k tomuto sniZeni dochazi mnohem rychleji pro

nabitéjsi molekuly. Zaroveil ov§em zmiriiuje distorzi piku, omezuje adsorpci na sténu a

zlepSuje selektivitu méteni [12], [21].

Jelikoz jsou limitni elektroforetické mobility i rovnovazné disociacni konstanty silné
zavislé na iontové sile, je potfeba provadét korekce na nulovou iontovou silu. Pro
usnadnéni tohoto kroku byly v na$i laboratofi vyvinuty programy PeakMaster a

AnglerFish.
2.3.1 PeakMaster

PeakMaster je program umoziujici pfedvidat chovani elektroforetickych systému

[11]. Ve své databdzi vyuziva hodnoty pKa konstant a limitnich elektroforetickych
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mobilit, které jsou uvedené v Hirokawovych tabulkach [22]. Program lze vyuzit
k ptedpovézeni systémovych zon, iontové sily, pufracni kapacity, nebo i pH soustavy pfii
pufru o daném slozeni. Pfi znalosti limitnich hodnot analytu lze rovnéz odhadnout

migracni ¢as.

Algoritmus tohoto programu provadi korekci na iontovou silu. pKa konstanty koriguje

pomoci rozsifené Debyeho-Hiickelovy teorie:

AzHT
L2 el (1)

logy; = —
&Y 1+ BaVi

kde 7 je aktivitni koeficient, / je iontova sila roztoku v mol/dm?, a je velikost iontu,
zi je naboj i-té slozky, 4, B, C jsou konstanty pro danou teplotu a rozpoustédlo [12].
Korekce limitnich elektroforetickych mobilit se provadi pomoci rozsiteného

Onsagerova-Fuossova limitniho zédkona ve tvaru:

3 VT
—_,,0 0 (n)
Wi = Mg — (Mi Byz; Z CuR;™ + |2 By >m )

n=0

pfiéemz pf je limitni mobilita i-té slozky, a udava velikost iontu, B, B; a B> jsou
konstanty pro danou teplotu a prostfedi, z; jsou nabojova Cisla i-tého iontu, I' v sob¢
zahrnuje vliv iontové sily a ¢len v sumaci pfedstavuje maticové vyjadieni slozeni

elektroforetického systému [23], [24].
2.3.2 AnglerFish

AnglerFish vyuziva stejného principu jako PeakMaster, ale iteracné v opacném sméru.
Ze znamych efektivnich mobilit pfi urcitém sloZeni pufru a iontové sile je schopny ziskat
hodnoty korigované na nulovou iontovou silu. Tyto korigované hodnoty pak fituje
pfislusnou regresni Henderson-Hasselbalchovou funkci, kde pfedstavuji fitované
parametry termodynamické disociacni konstanty a limitni elektroforetické pohyblivosti

latky.

Pti praci s programem je nutno znat presnou koncentraci silné kyseliny nebo zésady a

pH pufru. Koncentraci pufrujici sloZzky na zaklad¢ téchto tidaji dokaze AnglerFish
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dopocitat. Déle je tfeba znat nebo byt schopen odhadnout pocet disocianich konstant

dané latky a také se musi provést pocate¢ni odhad pKa hodnot a limitnich mobilit.

Pti vyhodnoceni timto zplisobem neni tieba pouzit pii méfeni pufry s jednotnou
iontovou silou, proto 1ze méfit i v o néco silnéji kyselych a bazickych oblastech, ovSem
jen do iontové sily zhruba 30mM, protoze aproximace, kterych AnglerFish vyuziva

k vypoctu, nejsou spolehlivé pii vysokych iontovych silach [1], [25].

2.4 1zoelektricka fokusace

2.4.1 Historie

Pocatky izoelektrické fokusace se datuji k roku 1897, kdy Picton a Linder [26]
pozorovali soustied’ovani rizn€ nabitych barviv u opacnych elektrod, ¢imz nevédomky
provedli elektrolyzu. Princip IEF byl popsdn az o 15 let pozd¢ji Williamem a

Watermanem [27].

V 50. letech doslo k dal§imu rozvoji, kdyz Kolin [28], [29] navrhl umé&ly gradient pH,
ktery umoznoval mnohem rychlejsi zaostieni, ackoliv byl rovnéz méné stabilni. Podle
Svenssona [30] je k rozdéleni dvou amfolytl stacionarni elektrolyzou nutné mit treti
amfolyt, ktery lezi mezi nimi. Tim zavedl koncept nosného elektrolytu a vyjadfil nutnost

vvvvv

byl umoznén diky preciznéjSimu kapilarnimu provedeni [2].

2.4.2 Princip

Izoelektricka fokusace je elektroforeticka technika s vysokym rozliSenim pouzivana
pro separaci smési amfolytickych molekul na zékladé jejich p/ ve spojitém pH gradientu.
Zatimco v kapilarni elektroforéze zajist'uje pritomnost BGE konstantni hustotu naboje na
povrchu analyzované molekuly, a tedy migraci s konstantni mobilitou, v IEF dochézi ke
zméné povrchu molekuly a sniZeni ndboje na zakladé titra¢ni kiivky, dokud molekula

nedoputuje do rovnovazné pozice, kde se zastavi pti nulové mobilité [32].

Izoelektricka fokusace nachédzi vyuziti ve biofarmacii, v medicin€, k charakterizaci
produkt biochemickych procesti nebo protilatek [33][34]. Lze ji pouzit pro uréovani
nukleotidll v genové sekvenci [35]. Zejména se vSak pouziva pro charakterizaci a analyzu

proteini [3].
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2.4.3 Typy IEF

Izoelektrickou fokusaci 1ze provést na gelu nebo v kapilate [36]. Kapilarni IEF ma
proti gelovému provedeni fadu vyhod. Vyuziva se pfi ni silnéjsiho pole a neni potieba
gel, ktery zdrzuje migraci, coz oboji vede k urychleni pribéhu métfeni. Rovnéz dosahuje

vysSich rozliSeni a ma nizsi detek¢ni limit nez gelova IEF, coz umoznuje detekci mnohem

wewvr

Gelova IEF ma tu vyhodu, Ze je k ur€eni p/ latky mozné vytiznout ¢ast gelu a zméfit
jeho pH. Oproti tomu kapilarni provedeni je zcela zavislé na pouziti p/ markert, které se

pouzivaji nejen pro urceni p/ ale 1 pro monitorovani procesu fokusace [3], [36].

2.4.5 Gradient pH p¥i IEF

Pro spravné provedeni izoelektrické fokusace je nezbytny opakovatelny a stabilni
gradient pH, nejlépe umoznény pomoci smési tzv. nosnych amfolytii. Ty se samy
usporadaji v elektrickém poli a hraji klicovou roli pro uspésnost a kvalitu separace.

Gradient pH by mél byt idedlné€ linearni, ale snadno miiZze byt ovlivnén piitomnosti
soli a jinych slozek vzorku [2]. Jeho tvar zavisi na p/ amfolyt, na jejich koncentracich a
dalsich elektromigra¢nich vlastnostech. Vodivost amfolytt uréuje silu pole a vyrazné
rozdily v jejich vodivosti tedy povedou k nehomogennimu poli.

Zejména mezi pH 4-10 je obtizn¢j8i zajistit nezbytnou vodivost, jelikoZz

v extrémnéjSich pH zajist'uji vodivost hydroxidové a oxoniové ionty [37].

2.4.6 Nosné amfolyty

Ve smeési pro izoelektrickou fokusaci byva ptitomno velké mnoZstvi nosnych

a vytvareji pokud mozno linearni gradient uvniti separa¢niho prostiedi [38].

Nosné amfolyty musi mit pti pH = p/ dobrou pufracni kapacitu a vodivost, coz neni
zcela samoziejmé podminka, jelikoZ cela fada amfolytd ma v oblasti p/ zplo§télou titracni
ktivku. Dobré vodivosti se dosdhne, pokud se izoelektricky bod amfolytu nachdzi mezi
kationickou a anionickou pKa, které leZi co nejblizZ, a tedy kdyZ je jejich rozdil, ApKa, co

nejmensi [32].
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Idealné by nosné amfolyty nemély mit ptilis vysokou molarni hmotnost, ponévadz se
pak od analyzovanych proteint 1épe odd€luji pomoci dialyzy, chromatografie a jinych
metod [37]. V komer¢né dostupnych smésich se pohybuji v rozsahu zhruba M; = 150 —
1200. Mnozstvi nosnych amfolytd je dale navySeno pfitomnosti velkého poctu

izomera [38].

Existuje vice nosnych amfolytli pro kyselou oblast a mivaji lepsi vlastnosti, co se
pufra¢ni kapacity tyce. Oproti tomu v zésadité oblasti je amfolytd méné a zpravidla se
mnohem hiife fokusuji. Ur¢ité mnozstvi Spatnych nosnych amfolyt udajné mtize zlepsit

rozpustnost proteind, ovSem ve vétsi mife je jejich vyskyt nezadouci [38].

Zatimco analyt a p/ markery by mély byt idedlné¢ detekovatelné v UV-Vis, piipadné
fluorescencné, spravny nosny amfolyt by se v detektoru objevit nemél a nesmi tedy
v téchto oblastech spektra absorbovat. Dale musi byt dobie rozpustny v separacnim

prostiedi [37].

2.4.7 Piiprava gradientu
Existuje vice zptsobt, jak vytvotit gradient pH pti IEF.

Moznost, kterd se pro kapilary nehodi a spiSe se pouziva v gelovém uspotadani,
vyuziva polyakrylamidovou matrici, kterd se zpolymerizuje pfed samotnym mefenim.
Tomuto uspotadani se fikd imobilizovany gradient pH (IPG) a vyrazné zlepSuje rozliSeni
a zab&ér méfeni. Umoznuje vytvaiet 1D a 2D mapy a provadét presné Upravy gradientu.
Resi tim problémy s nestalou vodivosti, nevyrovnanou pufraéni kapacitou a nestabilnim

a celkové Spatnym gradientem pH, které vznikaly v minulosti.

Piistupy vhodné pro cIEF zahrnuji gradient vytvofeny a udrZovany prichodem
elektrického proudu roztokem amfoternich sloZek s blizkymi p/. Elektroforeticky
transport pak vede k uspofadanich nosnych amfolyti podle p/, ¢imz vznikne gradient pH,

ktery sméfuje od anody ke katod¢.

Pti tomto uspofadani ma médium na zacatku jednotné pH, které je primérem p/ vSech
nosnych amfolytii. Po zapojeni proudu se kyselé slozky uspotfadaji u anody a zasadité u
katody, zkoncentruji se v bod€, kde pH = p/. Po ustaleni zon mize vlivem difuze dojit k

jejich prolnuti, ovSem jakmile se molekula dostane do zony s jinym pH, opét ziska naboj,
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a bude migrovat zpatky. Tento efekt je zdrojem residualniho proudu, ktery je
pozorovatelny pii IEF. Nakonec se zaostfi zony analyzovanych proteinii v misté, kde

jejich pl je stejné jako pH [32].

Pti dvoukrokovém postupu se nejdiiv za nepiitomnosti elektroosmotického toku
provede fokusace jak nosnych amfolytl, tak vzorku. Po zaostfeni zon se cely objem
kapilary mobilizuje tlakem nebo chemicky (vymeénou anolytu, naptiklad hydroxidu
sodného, za kyselinu octovou) a tim projde pres detektor [35]. Pro tyto ucely se bézné

pouziva kapilara, v niz je potlacen elektroosmoticky tok pokrytim (koutovanim) [32].

Pti jednokrokovém provedeni probihé fokusace pti pomalém elektroosmotickém toku
a tedy pfi simultannim pohybu celého gradientu a jednotlivych pasi k detektoru [35]. Za
timto ucelem byvad vhodné vyuzit dynamické pokryti, coz znamena piidat do
analyzovaného roztoku rozpustné neutralni polymery, naptiklad hydroxyethyl celulézu

(HEC), hydroxypropylmethyl celulozu (HPMC), které potlaci EOF.

Dvoukrokovy pfistup ma lepsi opakovatelnost a snizenou Sanci adsorpce proteinu na

sténu kapilary, proto se preferuje [32].

2.4.8 Uskali

Pti cIEF je nutné dat si pozor na skutecnost, ze zvySeny obsah soli v separaénim
prostiedi povede ke zvySeni vodivosti, a tedy i1 proudu, rovnéZ hrozi strhnuti pokryti
kapilary nebo poskozeni proteinu. Tento problém bude v elektroferogramu pozorovatelny
jako distorze piki nebo narusSeni gradientu. Existuji metody, jak se experimentalné
nadbyte¢nych soli zbavit, anebo jak provést korekcei ziskanych hodnot na pfitomnost soli
[39], [40]. Silné kyseliny a zasady bez protiiontd naruSuji pokryti kapilary, a proto je
vhodné omezit jejich pouZiti.

Dal§i problém ptedstavuje skuteCnost, ze proteiny maji v blizkosti svych
tomu zabranilo, lze ptidavat aditiva, jako jsou cukry (mannitol, sorbitol), sulfobetainy

[41][38] a nejcastéji mocovina, kterd zajisti rozbaleni proteinu [42].

Je vhodné si uvédomit, Ze gradient pH pies Siroky rozsah nebude linedrni, coz plyne i

ze skute€nosti, Ze existuje vice nosnych amfolyti pro kyselou oblast, zatimco nosnych
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amfolytli pro bazickou oblast je mén¢ a byvaji horsi. Proto je spravné predpokladat
linearni vztah jen mezi dvéma sousednimi markery, které obklopuji studovany protein.
Navic miize vysokd koncentrace proteinu ovlivnit a zplostit smérnici gradientu v pH

blizkém pl [32][31][38].

2.5 Vyznamné parametry
2.5.1 Izoelektricky bod

Izoelektricky bod (p/) je bod na titracni kiivce, ktery odpovida pH v roztoku, kdy je
celkovy naboj molekuly nulovy. Bézn¢ se udava jako aritmeticky pramér dvou
sousedicich disociac¢nich konstant.

[ = pKa + pKc 3)
=

kde pKa a pKc jsou disocia¢ni konstanty jednonasobn¢ nabité anionické a kationické
formy [25].

vvvvvv

vvvvvv

klubka, je mozné p/ spocitat, ale v nativnim stavu byva ovlivnéno interakcemi. Z tohoto
divodu rozdily naméteného pl oproti vypoctu umoznuji vytusSit uréité strukturni
zalezitosti.

Ptfesné naméteni p/ proteinu je ztizeno tim, Ze na n¢j mé vliv nékolik faktorti. Vyssi
hydrofobicita prostiedi ptfispiva k disociaci ve prospéch nenabité formy. Hodnoty pKa
jsou zavislé na teploté, a 1 p/ l1ze tedy ovlivnit teplotou. Pfitomnost mocoviny nebo

jakychkoliv organickych rozpoustédel vyzaduje korekce [42].

2.5.2 Izomobilitni bod

Bylo pozorovano, Ze pokud se od sebe mobility kladné a zaporné formy latky vyrazné
lisi, pak pH, pifi kterém ma latka nulovou pohyblivost, neni totozné s izoelektrickym
bodem, tak jak byl definovan vyse. Bodu, kdy je efektivni pohyblivost nulova, se fika
izomobilitni bod a Ize ho vypocitat podle vztahu:

log(us) — log(u.) + pKa + pKc 4)
pImob = 2
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kde pKa a pKc jsou disociacni konstanty jednonasobné nabité anionické a kationické

formy a u, a . jsou limitni elektroforetické pohyblivosti téchto forem.

Ve vétsing piipadi je ovSem rozdil oproti izoelektrickému bodu v ramci
experimentalni chyby zanedbatelny [25], [43][44][45].
2.5.3 Vypocet chyby méreni

Pii vypoctu izoelektrického a izomobilitniho bodu z experimentalnich dat je nutné
rovnéz vypocitat jeho smérodatnou odchylku ze smérodatnych odchylek stanovenych

pKa jeho kationické a anionické formy.

Standardni rovnice pro vypocet smérodatné odchylky ma tvar:

= () o (2) ®

kde o5 je smérodatna odchylka veliCiny £, kterd je zavisla na veliCinach x a y. oy a 0,

jsou smérodatné odchylky veli¢in x a y.

Pro smérodatnou odchylku izoelektrického bodu nabyva vztah podoby:

1 2 2
Op1 = E pKl,err + pKZ,err (6)

kde pKer jsou smérodatné odchylky disociacnich konstant jednonisobné nabitych

anionickych a kationickych forem. oy, je smérodatna odchylka izoelektrick€ho bodu.

Pro smérodatnou odchylku izomobilitniho bodu bude mit tvar:

1 1 \? 1 2
Uplmob = E\/pKlz,err + pKZZ,err + (m> .u%,err + (m) Au%,err (7)

kde pKer jsou smérodatné odchylky disociacnich konstant jednonasobné nabitych
anionickych a kationickych forem a ferjsou smérodatné odchylky limitnich
elektroforetickych  pohyblivosti  té€chto forem. oy mep je  smérodatna  odchylka

izomobilitniho bodu.
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2.5.4 Parametr —dz/dpH

Ke stanoveni vhodnosti markeru se pouziva hodnota —dz/dpH, coz je parametr
vyjadiujici, jak zavisi naboj z molekuly markeru na pH v blizkosti p/. Vyssi —dz/dpH
odrazi lepsi fokusaci markeru pii pH rovném jeho p/ a bude vysoka, pokud jsou si pKa
kationtové a aniontové formy blizka [3], [32].

Udava se napriklad takto [43]:

—dz In10

dpH K1 vos (
kde K1 a K> jsou disociacni konstanty latky. Aby se marker byl schopny zfokusovat,

uvazuje se, Ze by hodnota méla byt vyssi nez 0,045, coz odpovidé rozdilu mezi pKa do 4.

—dz
—— > 0,045 9
T )

Kritérium pro dobry marker je oviem piisndj§i. Napiiklad Vesterberg a Slais
uvazovali, ze rozdil pKa nesmi byt vétsi nez 3 [43][37] a Ansorge poloZil jesté piisnéjsi

kritérium, 1,5 [25].

Pii vypoctu z experimentéalnich dat je moZné postupovat tak, Ze se vyjadri, jak se méni
naboj z vzhledem k pH, coZ je moZné vypocitat ze znalosti disociacnich konstant.
Odvodili jsme, Ze naptiklad pro latku s dvojndsobnym kladnym a jednonasobnym

zapornym nabojem bude mit funkce tvar:

2 - 10PKxx+PKk—2pH 4 1.10PKxk—PH _ 1.10PH-PKa

(10)

1 + 10PKkk+pKk—2pH 4 1(QpPKk—-PH 4 1(QpH-PKA
kde jsou pKxk, pKk a pKa rovnovazné disociacni konstanty jednotlivych forem.

Nasledné Ize pro celou funkci vypocitat pribéh —dz/dpH a stanovit jeho hodnotu pfi

pH odpovidajicim izoelektrickému bodu.
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2.6 pI markery

Pro spolehlivé ureni p/ analytu je nezbytné pouzivat p/ markery, amfolytické latky se
znamym p/. Na rozdil od nosnych amfolytl byvaji pfitomny v malych koncentracich a
museji byt detekovatelné detektorem. Pro ucely vyhodnoceni se Casto predpoklada
linearita gradientu pH, spravnéjsi je ovSem piedpokladat, ze je gradient linearni pouze
mezi dvéma markery, které pokud mozno tésn¢ ohranicuji studovanou latku [30], [31],

[37]135].

Markertim se také tika p/ markery, markery izoelektrického bodu, IEF standardy, IEF

markery, pH markery, vnitini markery, testovaci slouceniny pro IEF [43].

Jako kazdy amfolyt je i marker charakterizovany poc¢tem protolytickych skupin a jejich
pKa. K jejich uréeni se méfi titraéni nebo také mobilitni kiivka, ktera vyjadiuje rovnéz

zménu naboje [37].
Podminky, které musi p/ marker spliiovat 1ze zjednodusit takto: [46]

a) musi se dobie fokusovat, uddno vysokou hodnotou —dz/dpH, coZ je parametr
vyjadiujici, jak zavisi naboj z molekuly markeru na pH v blizkosti p/ a bude vysoky,
pokud jsou si pKa kationtové a aniontové formy blizké, tedy ApKa musi byt 3 a méné

[30], [31], [37],

b) musi byt dobie detekovatelny (vétsSina bilkovin silné absorbuje pii 280 nm, proto se

zpravidla provadi detekce pfi této vinové délce [47]),
¢) nesmi interagovat se sténou kapilary (nizka hydrofobicita),
d) musi byt stabilni,

f) musi mit vysokou ¢istotu.
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2.6.1 Typy markeru

Rada autorti se zabyvala piipravou co nejlepsich markerii a navrhovali piistupy,
kterych lze vyuzit pro jejich syntézu. Moznosti zahrnuji naptiklad substituované

aminomethylfenoly, amfoterni barviva, syntetické oligopeptidy [3][37][31].

Vyuziti vysokomolekularnich latek jako jsou proteiny jako markerd p/ se poji
s problémy [48]. Byvaji nestabilni, snadno denaturuji a hydrolyzuji, coz ma za nasledek
vedlejsi piky v elektroferogramu. Dale maji nevyhodu v tom, Ze v blizkosti p/ precipituji

a vlivem vysoké molarni hmotnosti se obtizné separuji [43].

Nizkomolekularni markery jsou oproti hmotnéj$i markerim stabilnéjsi, lépe se
pripravuji, charakterizuji a ziskavaji v ¢istém stavu. Problém muze ptredstavovat, Ze rizni

dodavatelé udavaji rizné hodnoty p/ [35].
2.6.2 Slaisovy markery

Slais navrhl jako alternativu k peptidovym a proteinovym markerim skupinu
nizkomolekuldrnich sloucenin zalozenych na substitucich na nitrofenolovém jadru, které

pokryvaly rozsah pH 3,2-10,4 [2][43].

Markery Slaise maji tu vyhodu, Ze jsou stabilngjsi oproti proteinovym markertim, jsou
detekovatelné v UV a nékteré 1 fluorometricky [49]. Zaroven pokryvaji znacny rozsah
pH. Nevyhodu vSak pfedstavuje, Ze maji sklon adsorbovat se na sténu kiemenné kapilary,

coz vede k dodatecnému EOF a nestabilnimu gradientu [32], [50].

Hodnoty jejich p/ byly nejprve stanoveny metodami gelové IEF anebo
potenciometrickou titraci [43], [51]. Pozd¢ji byly pfeméieny kapilarni IEF, ktera je

povazovana za piesnéjsi.

Syntéza Slaisovych markert, jejichZ struktury byly nejprve navrhnuty v softwaru
MarvinSketch.[2], se provadi Mannichovou reakci. Pro stanoveni p/ téchto markeri
pomoci cIEF se pouzil tzv. Farmalyt - marker kit obsahujici Shimurovy markery o
udanych p/. Jednotlivé markery maji riizné extink¢ni koeficienty, proto se musi pouzivat
pfi riiznych koncentracich pro dosaZeni stejné vysokého piku v elektroferogramu. Slais

uvadi prumér ze tii méteni.
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Hodnoty vysly jinak pii potenciometrické titraci a gelové IEF, Slais to piipisuje
rozdilnému chemickému pozadi (pfi titraci jde o deionizovanou vodu, pii cIEF o gel), a

také skutecnosti, ze je pii cIEF lepsi chlazeni kapilary [2].

Nitrofenoly maji oproti proteinim tu vyhodu, ze absorbuji ve VIS spektru, kdezto
proteiny az v UV. Proto je mozna snazsi detekce a identifikace obou slozek i pii piekryvu
spekter markeru a analytu. Tato skute¢nost rovnéz znamena, Ze jsou nitrofenoly barevné,

a tedy vhodné i pro vizualni detekci pii gelové IEF.

Dalsi vyhodou je nizka molarni hmotnost, ktera ptispiva k rychlejsi migraci a fokusaci.
Jelikoz nemaji zadné hydrolyzovatelné peptidové vazby, jsou rovnéz stabilngjsi a také

jsou levnéjsi na ptipravu [2].

Struktury 14 konkrétnich markerti jsou ukdzany na obrazcich 1 a 2. Jejich strukturni
nazvy jsou vypsané v tabulce 1. Pro oznaceni markera se vzdy vyuziva kéd npim spojeny

s pI daného markeru, tak jak ho Slais stanovil pomoci cIEF.
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Tabulka 1 Oznadeni a strukturni nazvy vybranych Slaisovych markeri. Ozna¢eni npim
obsahuje p/ stanovené v Ref. [2] na zaklad¢ cIEF

zkratka strukturni nazev

a) npim 3,16 1-(3-chloro-2-hydroxy-5-nitrobenzyl)piperidin-4-karboxylova
kyselina

b) npim 3,93 1-(3-chloro-4-hydroxy-5-nitrobenzyl)piperidin-4-karboxylova
kyselina

C) npim 4,55 1-(5-chloro-2-hydroxy-3-nitrobenzyl)piperidin-4-karboxylova
kyselina

d) npim 4,56 1,1'-((4-hydroxy-5-nitro-1,3-
fenylen)bis(methylen))bis(piperidin-4-karboxylova kyselina)

e) npim 4,75 4-((5-chloro-2-hydroxy-3-nitrofenyl)(methyl)amino)butanova
kyselina

f) npim 5,30 2-chloro-4-(morfolinomethyl)-6-nitrofenol

g) npim 5,95 4-hydroxy-3-((methyl(1-methylpiperidin-4-yl)amino)methyl)-
S-nitrobenzoova kyselina

h) npim 6,21 2-chloro-4-((4-methylpiperazin-1-yl)methyl)-6-nitrofenol

1) npim 6,74 4-chloro-2-((4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl)methyl)-6-
nitrofenol

1)) npim 7,24 2,4-bis(morfolinomethyl)-6-nitrofenol

k) npim 7,54 2,6-bis(morfolinomethyl)-4-nitrofenol

1) npim 8,24 2,4-bis((4-methylpiperazin-1-yl)methyl)-6-nitrofenol

m) npim 8,83 3-methyl-2,6-bis((4-methylpiperazin-1-yl)methyl)-4-
nitrofenol

n) npim 10,08  2-nitro-4,6-bis(piperidin-1-ylmethyl)fenol

25



a) b)

cl OH cl OH
o] o}
o) \ﬁ N O\ﬁ N
o o
o) @
<) cl OH HO
N
© oH
‘\g/(?\/ ’O/J\ .
o OH O\J{ N
N
o OH
©) Cl o

D

(o]

OH CH, o}

2)
OH o h)
Cl

OH CH
N ’
[ \)

CH,

4

v

Obrazek 1 Slaisovy markery, sefazeny od nejkyselejsich po nejzasaditéjsi. Oznaceni zahrnuje
kod npim a p/ stanovené dle clEF. a) npim 3,16 b) npim 3,93 c) npim 4,55 d) npim 4,56 e) npim
4,75 f) npim 5,299 g) npim 5,95 h) npim 6,21
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Obrizek 2 Slaisovy markery, sefazeny od nejkyselejsich po nejzasaditéjsi. Oznaceni
zahrnuje kod npim a p/ stanovené dle cIEF. 1) npim 6,737 j) npim 7,24 k) npim 7,54 1) npim
8,24 m) npim 8,83 n) npim 10,08
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2.6.3 Shimurovy markery

Shimura pfipravil peptidy detekovatelné fluorescenci, ty vSak mély tu nevyhodu, ze
vyzadovaly, aby se peptid derivatizoval tak, aby fluoreskoval, coz nebylo vzdy

jednoduché [32], [36].

Dale Shimura piipravil 16 oligopeptidi, které absorbuji v oblasti UV. Toho se doséhlo
tak, ze kazdy peptid ma jeden tryptofan, ktery zajist'uje absorpci pii 280 nm. Vhodnych
acidobazickych vlastnosti bylo dosazeno modifikacemi boc¢nich fetézcti. Pro ptipravu
markert s p/ v kyselé oblasti je nezbytné, aby mély peptidy terminélni karboxylovou
skupinu nebo obsahovaly kyselinu asparagovou, glutamovou. Pro p/ v neutralni oblasti
je tfeba terminalni aminoskupina nebo histidin. Pro alkalickou oblast se zacleniuje tyrosin

nebo zbytky lysinu.

Shimura stanovil p/ svych markerti gelovou IEF pomoci komeréné dostupnych
amfolyti eCAP cIEF 3-10 kit (Beckman). Detekci provadél pti 280 nm, gradient pH

ur¢oval pomoci membranové metal-oxidové elektrody.

Vyhody téchto markeri spocivaji v jejich stabilité, Cistot€ a vysoké rozpustnosti.

Shimura uvadi, Ze maji vysoké —dz/dpH [3], [32].
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3 Cile prace

Cilem této prace bylo:

- Proméfit zavislost elektroforetické pohyblivosti na pH pro 14 p/ markera

vytvofenych skupinou Slaise a stanovit jejich p/

- Proméfit zavislost elektroforetické pohyblivosti na pH pro 5 komercné

prodavanych p/ markerti vytvotrenych Shimurou a stanovit jejich p/

- Porovnat nami namétené hodnoty p/ s komercné udavanymi hodnotami a ovéfit

jejich spravnost
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4 Experimentalni ¢ast
4.1 Vyuzité chemikalie a pFistroje

Analyty piedstavovala sada 14 markert pfipravenych a poskytnutych Slaisem a 5
markertt Shimury, z cIEF p/ Peptide Marker Kit PA 800 Plus potizenych od firmy Sciex
(MA, USA). Jako marker elektroosmotického toku bylo vyuzito dimethylsulfoxidu
(Sigma Aldrich, Némecko, > 99,9 %). Kupravé povrchu kapilary byl vyuzit
hexadimethrin bromid (Sigma Aldrich, Némecko, > 94 %) a dextransulfat (Sigma
Aldrich, Némecko).

Pro ptipravu zakladniho elektrolytu byly vyuzity nasledujici chemikalie: monohydrat
hydroxidu lithného (Sigma Aldrich, Némecko, > 99 %), kyselina fosforecna (Lachema,
Ceska republika, 85 %), kyselina mravenci (Honeywell, Némecko, > 95 %), kyselina
octova (Sigma Aldrich, Némecko, > 99 %), MES (Sigma Aldrich, Némecko, > 99 %),
MOPS (Sigma Aldrich, Némecko, > 99,5 %), tricin (Sigma Aldrich, Némecko, > 99,0 %),
CHES (Sigma Aldrich, Némecko, > 99,0 %), B-alanin (Sigma Aldrich, Némecko,
>99 %).

K proplachovani kapilary byly pouzity 1M a 0,1M roztoky hydroxidu sodného
(Agilent Technologies, Némecko).

Meéteni pH zékladniho elektrolytu probihalo na pH/Ion meteru PHM240 (MeterLab,

Jizni Korea).

Samotné méteni se provadélo v pfistroji pro kapilarni elektroforézu CE 7100 (Agilent
Technologies, Némecko), ktery ma zabudovany UV-Vis detektor. Pfistroj byl fizen
programem ChemStation (Agilent Technologies, Né&mecko). Data byla dale
vyhodnocovéna v programu CEval 0.6h5 (vytvofen vnasi skupin€) a nasledné
zpracovana v programech Origin 10.5.31 (Origin Lab, Spojené kralovstvi), AnglerFish
(vytvofen v nasi skupin€) a Microsoft Excel 2010 (Microsoft, USA). K napldnovani

podminek méfeni byl pouZit program PeakMaster 6 (vytvofen v nasi skuping).

K méfeni byly vyuZzivané kfemenné kapilary o vnitinim priméru 50 um a vnéj$im

praméru 375 um. Délky kapilar byly zhruba 65 cm (bliZze uptesnéno v experimentalnich
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podminkach a postupech). Vzdalenost k UV-Vis detektoru byla vzdy o 8,5 cm mensi nez
délka kapilary.

Mg¢teni probihalo pfi teploté 25 °C.

31



4.2 Méfeni Slaisovych markera
4.2.1 Experimentalni podminky a postupy

Pted prvnim méfenim byly elektrody ptistroje ocistény v ultrazvukové lazni, nejprve

10 minut v deionizované vod¢ a nasledné po 10 minut v methanolu.

Byly piipraveny zasobni roztoky nasledujicich latek o koncentraci 0,5 M: kyselina
fosfore¢nd, kyselina mravenci, kyselina octova, MES, MOPS, Tricin, CHES, B-alanin.
Z téchto zasobnich roztokl byla ptipravena sada pufrii odpovidajici sloZeni v tabulce 2.
Hydroxid lithny se pro kazdy pufr odvazoval zvlast. Tabulka rovnéz uvadi pufracni
kapacity a iontové sily pufru, vypocitané pomoci programu PeakMaster. V pribc¢hu
mefeni se pravidelné kontrolovalo, zda maji pufry stale zadouci pH, a v ptipadé, Ze

nikoliv, byl pfipraven novy puftr o stejném slozeni.

Vzorek byl ptipraven tak, ze se nejprve pfipravil vodny roztok markeru o koncentraci
zhruba 1 mg/ml. V ptipadé sniZené rozpustnosti analytu se roztok ptefiltroval, aby doslo
k odstranéni nerozpusténych castic, coz mélo za nasledek snizenou celkovou koncentraci
analytu. Nésledné se do 100ul vialky vpravilo 30 ul takto nafedéného vzorku, 10 ul 2%

DMSO, jakozto markeru elektroosmotického toku, a 60 pl deionizované vody.

Déavkovani vzorku se provadélo hydrodynamicky tlakovym rozdilem 15 mbar po 10 s.
Meéfteni probihalo piinapéti 15 kV a v ptipadé kyselé oblasti (od acetatovych po fosfatové
pufry) pro méfeni v kiemenné kapilafe a po celou dobu pii méfeni v kapilare uvnitt
pokryté fluorocarbonem (FC kapilara) nebo polybrenem (PB kapilara) se ptisobilo tlakem

75 mbar. V kazdém pufru se méteni provadélo tii az pétkrat.

V ptipadé¢ pouziti nepokryté kiemenné kapilary byla pred prvnim méfenim
proplachnuta po 10 minut 0,1M NaOH, po 10 minut deionizovanou vodou a po 5 minut
pouzivanym pufrem. V ptipad€ markert, které vykazovaly zndmky adsorpce na sténu, se
v problematickych oblastech pH vyuZivala kapilara s pokrytim fluorocarbonem anebo
kapilara pokryta polybrenem. Ty se pfed méfenim proplachovaly pouze deionizovanou

vodou a pufrem.

Mezi jednotlivymi méfenimi se vzdy provadél pétiminutovy proplach zékladnim
elektrolytem.
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Kapilar bylo piipraveno celkem 10. Pro prvni marker (npim 3,16) byla pouzita
kiemenna kapildra o délce 64,6 cm, stejna kapilara byla pouzita pro npim 3,93 a npim

5,299. Pti méteni npim 4,56 a 5,95 se pouzila kapildra délky 65,7 cm.

Pro npim 6,21 a 6,74 se v oblasti pH 1,5-2,5 a 9-12 vyuzilo kiemenné kapilary o délce
63,8 cm, ale pro méteni pH 3-9 se preslo do fluorocarbon pokryvané kapilary délky
64,45 cm. V piipad¢ npim 7,24 a 7,54 se podobné v oblasti pH 1,5-2,5 a 10-12 méfilo
v kiemenné kapilare (65,1 cm) a v pH 3-10 ve FC kapilatre (64,6 cm). Marker 8,24 se
nejprve méfil za stejnych podminek, ale v pH 5-10 se sorboval na stény obou kapilar,
proto se vyuzila PB kapildra o délce 64,7 cm. Podobné tomu bylo s npim 8,83, kde se
v PB kapilare (63,8 cm) méfilo rozmezi pH 3,5-10. Marker npim 10,08 byl cely proméfen
v PB kapiléie (64,7 cm). Markery npim 4,55 a npim 4,75 byly na samy zavér prométeny
v polybrenem pokryté kapilate o délce 64,1 cm.

K detekci analytu byl vyuzivan zabudovany UV-Vis detektor. Detekce se provadéla
zpravidla pfi vlnové délce 215 nm. Jako kontrola, ze skute¢né pozorujeme nas analyt, se
sledovala vlnova délka 280 nm, pii niz by markery pro urcovani p/ bilkovin mély byt

viditelné.

Vyhodnoceni migra¢nich ¢ast ziskanych elektroferogrami se provadélo v programu
CEval. Nasledn¢ se data zadala do programu AnglerFish, ktery umozZiiuje korekci na
iontovou silu. Pomoci néj byly stanoveny termodynamické disocia¢ni konstanty a limitni

elektroforetické pohyblivosti.

V ptipad€ polybrenem pokrytych kapilar se postupovalo tak, ze se pfipravilo 5 ml
3% dextransulfatu a 5% hexadimethrin bromidu. Pfipravend kifemenna kapilara byla
proplachnuta 1M roztokem hydroxidu sodného. Poté se 20 minut proplachovala roztokem
hexadimethrin bromidu, nésledné¢ 20 minut roztokem dextransulfatu. Nakonec opé&t
20 minut roztokem hexadimethrin bromidu. Pfed pouzitim se kapilara proplachla
deionizovanou vodou. Pfed kazdym méfenim pak byla proplachovana zakladnim

elektrolytem.
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Tabulka 2 SloZeni, naméfené pH, pomoci PeakMasteru vypocitana pufracni kapacita S a
iontova sila / zakladniho elektrolytu

pufr CLi Ckyselina pH b 1
- mM mM - mM mM
Kyselina fosfore¢na - 125 1,549 121,3 29,92
Kyselina fosforecna - 60 1,765 74,10 19,15
Kyselina fosfore¢na - 22 2,015 35,71 10,05
Fosfat/Li 6,5 14,3 2,468 15,07 10,06
Formiat/Li 9 60 2,962 21,77 10,07
Formiat/Li 9,7 26 3,477 14,98 10,04
Acetat/Li 9,9 61,5 4,004 19,55 10,01
Acetat/Li 10 26 4,480 14,27 10,03
Acetat/Li 10 14,7 5,009 7,38 10,01
MES/Li 10 53 5,541 18,70 10,00
MES/Li 10 23,5 6,067 13,23 10,00
MOPS/Li 10 55 6,502 18,84 10,00
MOPS/Li 10 243 7,005 13,55 10,00
Tricin/Li 10 50 7,511 18,42 10,00
Tricin/Li 10 22,5 8,042 12,79 10,00
Tricin/Li 10 14 8,495 6,59 10,00
CHES/Li 10 40 8,944 17,28 10,00
CHES/Li 10 20 9,431 11,59 10,00
[-alanin/Li 10 25 10,076 14,03 10,00
B-alanin/Li 10 14,4 10,635 8,16 10,00
[-alanin/Li 10 10,3 11,088 5,36 9,99
[-alanin/Li 10 6,8 11,519 8,83 9,96
Li 10,1 - 11,996 23,25 9,97
Li 20 - 12,216 46,03 19,53
Li 30 - 12,307 69,00 29,02
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4.2.2 Vysledky méreni

Ptiklady elektroferogramu ziskanych timto méfenim markera v jednotlivych pufrech

jsou na obrazku 3.

V piipadé nepokryté kiemenné kapilary anebo kapilary pokryté fluorocarbonem, se
bude pik analytu v oblasti nizkych pH, nizsich, nez je p/, objevovat na elektroferogramu
diive nez pik elektroosmotického toku (obrazek 3b). Analyt bude v této oblasti kladné
nabity a bude se pohybovat s kladnou mobilitou. Pik markeru elektroosmotického toku,
DMSO, ma Gaussovsky tvar, pik analytu ma v disledku elektromigracni disperze Casto
trojuhelnikovity tvar. V oblasti pH vyssich, nez je p/, se pak analyt bude pohybovat se

zapornou mobilitou a bude pomalejsi nez elektroosmoticky tok (obrazek 3d).

Zejména v kifemenné kapildfe je ovSem elektroosmoticky tok vyrazné rychlejsi
v zasaditych pH a celkovy ¢as méteni byva zkraceny. V kyselych pH byvé naopak nutno
vyuzit externiho tlaku pro zkraceni doby méfeni. V pokrytych kapilarach je rozdil mezi
rychlostmi EOF vyrazné snizen a zpravidla byva nutno vyuzivat externiho tlaku po celou

dobu méfeni.

V kapilate pokryté polybrenem je trend obraceny. V pH niZ§i nez pl, je analyt
pomalejsi nez EOF (obrazek 3a), vpH vysSich nez pl, bude naopak rychlejsi
(obréazek 3c).
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Obrizek 3 Piiklady elektroferogramii z méfeni Slaisovych markerii. Oznageni zahrnuje kéd
npim a p/ stanovené dle cIEF[2] a) npim 4,55 v pufru o pH 2,084 pfi 214 nm, —15 kV, 75 mbar,
PB kouting b) npim 6,74 v pufru o pH 2,084 pii 214 nm, 15 kV, 75 mbar, FC kouting ¢) npim
3,16 v pufru o pH 10,134 pti 214 nm, —15 kV, 75 mbar, PB kouting d) npim 3,93 v pufru o pH
10,520 pti 214 nm, 15 kV, ktemenna kapilara

Elektroferogramy byly vyhodnoceny v programu CEval a ziskané efektivni
elektroforetické pohyblivosti byly spolu se sloZzenim pouzivaného pufru vyneseny do
programu AnglerFish. Obrazky 4, 5 a 6 znazornuji ziskané zavislosti namétené efektivni
elektroforetické pohyblivosti na pH pro jednotlivé markery. Mizeme pozorovat, ze se
ktivky v extrémnich pH staceji nazpatek, jde o disledek rozdilné iontové sily hrani¢nich

pufra.
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Obrazek 4 Zavislost efektivni elektroforetické pohyblivosti na pH pro pét Slaisovych
markerd s izoelektrickymi body v rozsahu 3-5. Kazdy bod je primérem ze 3-5 namétenych
hodnot. Oznaceni zahrnuje kdd npim a p/ stanovené dle cIEF [2]
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Obrazek 5 Zavislost efektivni elektroforetické pohyblivosti na pH pro pét Slaisovych markert

s izoelektrickymi body v rozsahu 5-7,5. Kazdy bod je primérem ze 3-5 naméfenych hodnot.
Oznaceni zahrnuje kod npim a p/ stanovené dle cIEF [2]
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Obrazek 6 Zavislost efektivni elektroforetické pohyblivosti na pH pro ¢étyfi Slaisovy markery
s izoelektrickymi body v rozsahu 7,5-10. Kazdy bod je primérem ze 3-5 naméfenych hodnot.
Oznaceni zahrnuje kod npim a pl stanovené dle clEF [2]

4.2.3 Vyhodnoceni v programu AnglerFish

Z chemickych vzorct jednotlivych markerti (viz obrazky 1 a 2 v sekei 2.6.2) bylo
znamo, kolik bude mit latka pKa. Z tvaru mobilitnich kiivek byly odhadnuty hodnoty
limitnich elektroforetickych pohyblivosti a termodynamickych disocia¢nich konstant.
Tyto odhady byly zaddny do programu AnglerFish, ktery iteratné vypocital spravné
hodnoty pKa. Pro ptiklad rozhrani AnglerFish viz obrazek 7, 8, 9.

Hodnota p/ byla vypoctena z pKa pro naboj +1 a —1, ve vSech ptipadech se v této
oblasti dosdhlo smérodatné odchylky v fadu setin nebo lepsi. V ptipad€ krajnich pKa,
(mensich nez 2 a vétSich nez 12), je v nékterych pripadech ptesnost nizka, protoze nebylo
mozné piipravit pufry, které by tyto oblasti umoziovaly spolehlivé proméfit. Jednalo se

vSak o pKa vicenabitych forem, ktera nebyla nutné pro stanoveni p/.

V ptipadé npim 4,56 a 4,75 se v elektroferogramu vyskytovaly vedlejsi piky, které

ukazuji, ze marker nebyl docela Cisty. V ptipad€ npim 4,75 se povedlo zvlast’ vyhodnotit
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marker (obrazek 8) a boc¢ni pik (obrazek 9), ktery je ziejmé kyselinou s jednonasobnym

zapornym nabojem a pKa 6,41 = 0,02.

S Estimates Fit results
pH 1,59 5 [ 33,153] e (miy [ 135,63 mobiites | Adjustlow charges Add (-2) Remove {-1) Capy constants Copy curve
Name Concentration (mM) 0 Mability pka Fix mobility Fix pKa Mobility Abs, error Rel. error (%)
PHOSPHORIC ACID 148496629 ] -1 173 104 O O ERAE 0,110516 0,641968
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2 403 63 O O 3 55,8861 0,429203 0,767996
3 554 31 O O 4 667279 0283399 0424709
=
4 658 2 O O oka Abs. error Rel, error (%)
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-1 10,283 0,0146008 0,141982
e 1765| 15 [ 19,586] Bc () [ 76,008 mobites | | i 1835006 00197701 0236765
Name Concentration (mM) ay 2 623562 0,0220099 0,367403
PHOSPHORIC ACID 62,2434625 = 3 31793 0,039859 1,25369
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Obrazek 7 Priklad rozhrani programu AnglerFish, vyhodnoceni pro marker npim 8,83. Vlevo
nahote je uvedeno slozeni a pH pufru spolu s efektivnimi elektroforetickymi pohyblivosti, které
byly naméteny. Uprostied nahote se vkladaji odhady mobilit a pKa, rovnéz jejich pocet. Vpravo
nahofte jsou iteracné ziskané hodnoty pKa a limitnich pohyblivosti. Ve spodni ¢asti obrazku jsou
experimentalni data jako &erné kiizky, modfe jsou pak body fitované kfivky. Zluté body
predstavuji residua, odchylky fitu od experimentalnich hodnot. V rozumnych mezich jsou
v pripad¢, kdy je jejich rozsah mensi nez +1.

~ Estimates Fitresults
pH 1,59 |15 @M) [ 33,153 | Bc () | 135,63 ] mobiites | | Adiustlow charges Add(3) | [Remove (21 Copy constants Copy curve
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Obrazek 8 Priklad rozhrani programu AnglerFish, vyhodnoceni pro marker npim 4,75. Vlevo
nahofte je uvedeno sloZeni a pH pufru spolu s efektivnimi elektroforetickymi pohyblivosti, které
byly naméteny. Uprostfed nahote se vkladaji odhady mobilit a pKa, rovnéz jejich pocet. Vpravo
nahote jsou iteracn¢€ ziskané hodnoty pKa a limitnich pohyblivosti. Ve spodni ¢asti obrazku jsou
experimentalni data jako &erné kiizky, modie jsou pak body fitované kiivky. Zluté body
predstavuji residua, odchylky fitu od experimentdlnich hodnot. V rozumnych mezich jsou
v piipad¢, kdy je jejich rozsah mensi nez £1.
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s Estimates Fit results
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Obrazek 9 Vyhodnoceni vedlejsiho piku, ktery se vyskytoval spolu s markerem npim 4,75,
v programu AnglerFish. Vlevo nahofe je uvedeno slozeni a pH pufru spolu s efektivnimi
elektroforetickymi pohyblivosti, které byly naméfeny. Uprostfed nahoie se vkladaji odhady
mobilit a pKa, rovnéz jejich pocet. Vpravo nahote jsou iteracné ziskané hodnoty pKa a limitnich
pohyblivosti. Ve spodni ¢asti obrazku jsou experimentalni data jako ¢erné kiizky, modie jsou pak
body fitované kiivky. Zluté body predstavuji residua, odchylky fitu od experimentalnich hodnot.
V rozumnych mezich jsou v ptipad¢, kdy je jejich rozsah mensi nez +1. Vidime zde, Zze latka
zustava v kyselé oblasti nenabité a v zasadité se jednonasobné nabiji. Ptjde tedy o kyselinu.

Veskeré takto ziskané termodynamické hodnoty pKa a limitni elektroforetické

pohyblivosti jsou 1 se smérodatnymi odchylkami uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3 Limitni iontové mobility uim a termodynamické hodnoty pKa pro naboj z
jednotlivych markert zkorigované na nulovou iontovou silu pomoci AnglerFish se smérodatnymi
odchylkami o. Oznaceni zahrnuje kod npim a p/ stanovené dle cIEF [2]

z pKa o Mlim o

- - - 10° m®V-'st 1072 m*V-1s!

npim 3,16
+1 3,18 0,00 22,50 0,03
-1 4,17 0,00 22,01 0,016
-2 10,39 0,00 40,87 0,04
npim 3,93
+1 3,46 0,00 22,77 0,03
-1 4,38 0,00 20,95 0,02
-2 9,59 0,01 40,99 0,03

40



z pKa o Mim o

- - - 107 m*V-ist 107 m?V-ls!
npim 4,55

+1 3,59 0,02 22,90 0,11

-1 5,20 0,01 21,94 0,08

-2 10,72 0,01 41,87 0,14
npim 4,56

+2 2,67 0,05 37,08 0,06

+1 3,70 0,02 23,9 0,8

-1 4,79 0,01 17,80 0,03

-2 9,39 0,01 34,33 0,18

-3 11,04 0,02 49,31 0,08
npim 4,75

+1 3,67 0,01 23,33 0,03

-1 5,21 0,01 22,39 0,06

-2 11,01 0,02 42,19 0,09
npim 5,299

+1 3,84 0,00 25,51 0,03

-1 7,19 0,00 22,55 0,02
npim 5,95

+2 2,48 0,02 45,05 0,2

+1 4,43 0,02 22,5 0,3

-1 7,70 0,01 19,86 0,13

-2 11,26 0,03 40,29 0,4
npim 6,21

+2 2,52 0,01 45,07 0,12

+1 4,78 0,01 22,38 0,14

-1 8,33 0,01 20,96 0,05
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z pKa o Mlim o

- - - 107 m*V-ist 107 m?V-ls!
npim 6,74

+2 2,66 0,02 43,43 0,15

+1 5,32 0,01 22,10 0,16

-1 8,71 0,01 19,97 0,13

-2 13 4 31 59
npim 7,24

+2 3,80 0,02 42,64 0,09

+1 6,46 0,01 22,01 0,17

-1 8,47 0,01 19,29 0,07
npim 7,54

+2 2,13 0,02 39,65 0,20

+1 6,70 0,01 21,86 0,06

-1 8,83 0,01 19,37 0,07
npim 8,24

+4 0,60 0,70 69 2

+3 3,00 0,06 57,8 0,7

+2 5,80 0,05 39,0 0,3

+1 7,89 0,03 19,9 0,5

-1 9,40 0,03 17,0 0,1
npim 8,83

+4 0,85 0,14 68,5 0,59

+3 3,08 0,02 57,3 0,2

+2 6,23 0,02 40,32 0,08

+1 8,35 0,01 18,84 0,17

-1 10,28 0,01 17,16 0,08
npim 10,08

+2 4,01 0,02 42,05 0,11

+1 9,48 0,01 20,13 0,08

-1 11,58 0,03 18,5 0,2
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Podle rovnic uvedenych v oddile 2.5. se pro kazdy marker vypocital izoelektricky bod
(rovnice 3) a izomobilitni bod (rovnice 4) se smérodatnymi odchylkami (rovnice 6 a 7),
a dale hodnota ApKa z rozdilu mezi ptilehlymi pKa. VSechny tyto hodnoty jsou uvedeny
v tabulce 4.

Tabulka 4 Limitni iontové mobility, izoelektrické a izomobilitni body jednotlivych markert
s ptislusnymi smérodatnymi odchylkami o a hodnotami ApKa, vypocitané z dat v tabulce 3.

Oznaceni zahrnuje kod npim a p/ stanovené dle cIEF [2]

npim 3,16  npim 3,93 npim 4,55 npim 4,56  npim 4,75

pl 3,675 3,920 4,395 4,245 4,438

O pl 0,000 0,000 0,012 0,011 0,008

ApKa 0,99 0,92 1,61 1,09 1,54

PLinob 3,670 3,902 4,385 4,181 4,429

O plmob 0,000 0,000 0,012 0,013 0,008
npim 5,299 npim 5,95 npim 6,21 npim 6,74  npim 7,24

pl 5,515 6,065 6,555 7,015 7,465

O pl 0,000 0,011 0,007 0,007 0,007

ApKa 3,35 3,27 3,55 3,39 2,01

PLimob 5,488 6,038 6,541 6,993 7,436

O pimob 0,000 0,012 0,007 0,007 0,007
npim 7,54  npim 8,24 npim 8,83 npim 10,08

p!/ 7,765 8,645 9,315 10,530

O pl 0,007 0,021 0,007 0,016

ApKa 2,13 1,51 1,93 2,10

Plinob 7,739 8,611 9,295 10,512

O pimob 0,007 0,022 0,007 0,016

Vidime zde, Ze se hodnota p/ a plmob ve vétSin€ piipadl nelisi, anebo liSi zcela

minimaln€, v rdmci experimentalni chyby. Smérodatné odchylky jsou zpravidla nizké,
coz znaci, ze byla pl ur€ena s vysokou piesnosti. Pfedevs§im u markerti kolem neutralni
oblasti jsou hodnoty ApKa pomémné vysoké, naptiiklad npim 6,21 se blizi ke 4 a
markery tuto podminku spliuji 1épe.
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4.3 Méreni Shimurovych markeri

4.3.1 Experimentalni podminky a postupy

Pted prvnim méfenim byly elektrody piistroje oCistény v ultrazvukové lazni. Nejprve

byly po 10 minut ponofeny do deionizované vody a nasledné po 10 minut do methanolu.

K méfeni byla pouzita stejna sada pufrii jako v pfedchozim oddilu. Jejich slozeni je

uvedeno v tabulce 2.

Vzorek byl ptipraven tak, ze se do 100ul vialky vpravilo 10 pl komeréné prodavaného
markeru, 10 pl 2% DMSO, jako markeru elektroosmotického toku, a 80 pl deionizované

vody.

Davkovani se provadélo hydrodynamicky tlakovym rozdilem 15 mbar po 10 s. Méfeni
probihalo pii napéti 10 kV a za tlaku 75 mbar. V kazdém pufru se méteni provadélo tii
az pétkrat. Mezi jednotlivymi méfenimi se vzdy provadél pétiminutovy proplach pufrem,

ve kterém mélo probihat nasledujici méteni.

K detekci analytu byl vyuzivan zabudovany UV-Vis detektor. Detekce se provadéla
zpravidla pii vinové délce 215 nm. Jako kontrola, ze skute€né pozorujeme nas analyt, se
sledovala vlnova délka 280 nm, pfi niz by markery pro urcovani p/ bilkovin mély byt

detekovatelné.

Kapilar bylo opét vyuzito nékolik typt. Pro marker 4,1, 5,5 a 7,0 se vyuZila kiemenna
kapilara (0,65 cm) a FC kapilara (0,6445). V ptipad¢ markerd 9,1 a 10 se navic pouzily
PB pokryté kapilary dlouhé 65,1, 50,0 a 64,9 cm pro oblast pH 5-11, kde se markery
lepily.

Vyhodnoceni migracnich ¢ast analytii se provadélo v programu CEval. Nasledné se
data zadala do programu AnglerFish, ktery umoznuje korekci na iontovou silu a

umoziiuje tak stanoveni termodynamickych disocia¢nich konstant a limitnich

elektroforetickych pohyblivosti.
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4.3.2 Vysledky méreni

Ptiklady elektroferogrami ziskanych méfenim markert v jednotlivych pufrech jsou na

obrazku 10.

V piipadé nepokryté kiemenné kapilary anebo kapilary pokryté fluorocarbonem se

analyt pii nizkych pH pohybuje rychleji nez EOF. Naopak pii vysokych pH bude

pomalejsi (obrazek 10b).

V kapilafe pokryté polybrenem je trend obraceny. V pH niz$i nez pl, je analyt

pomalejsi nez EOF (obrazek 10a,d), v pH vysSich nez p/, bude naopak rychlejsi (obrazek

10c).
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Obrazek 10 Priklady elektroferogrami z méfeni Shimurovych markert. a) shim 4,1 v pufru
o pH 2,084 pti 214 nm, —15 kV, 75 mbar, PB kouting b) shim 4,1 v pufru o pH 8,534 pti 214 nm,
15 kV, 75 mbar, FC kouting ¢) shim 4,1 v pufru o pH 8,991 pii 214 nm, —15 kV, 75 mbar,
PB kouting d) shim 9,5 v pufru o pH 8,944 pti 214 nm, —15 kV, 75 mbar, PB kouting
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Elektroferogramy byly vyhodnoceny v programu CEval a ziskané¢ -efektivni
elektroforetické pohyblivosti byly spolu se slozenim pouzivaného pufru vyneseny do
programu AnglerFish. Obrazek 11 znazornuje ziskané zavislosti nekorigované efektivni
elektroforetické pohyblivosti na pH pro jednotlivé markery. Mlzeme pozorovat, Ze se

kiivky v extrémnich pH staceji nazpatek, jde o disledek rozdilné iontové sily hrani¢nich

pufri.
40
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Obrazek 11 Zavislost efektivni elektroforetické pohyblivosti na pH pro pét Shimurovych markeri
o ruznych izoelektrickych bodech. Kazdy bod je primérem ze 3-5 naméfenych hodnot. Oznacéeni
zahrnuje kod shim a p/ udavané vyrobci.

4.3.3 Vyhodnoceni v AnglerFish

Pro vyhodnoceni dat v programu AnglerFish je nutné znéat sloZeni a pH pufrd,
v kterych méfime, ale rovnéz znat pocet pKa analytu. V ptipadé¢ Shimurovych markera
bylo toto ztizeno, protoze se zakoupil kit pro IEF od Beckman, kde se uvadi pouze p/ a
struktura markert je udrzovana v tajnosti. V ¢lancich od Shimury[35] se dohledalo, které
markery maji zhruba p/ méfenych markerti, coZ poskytlo vychozi odhad s kolika pKa

pocitat.
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Lepsi odhad byl pak u¢inén na zakladé¢ prométenych mobilitnich kiivek, v kterych
byvéa patrny pocet ,,skoki naznacCujicich pKa. V pfipad¢€ nejistoty se za spravnéjsi
povazovalo takové slozeni, které poskytlo vyssi pfesnost stanoveni pKa. Situace je
komplikovana skutecnosti, ze pKa v extrémnich pH nejsou vzdy méfitelna, a tedy
pozorovatelna na mobilitni kiivce, takze skutecny pocet disociacnich konstant mize byt

vys$i nez ten, ktery jsme urcili.

Pro ptiklad vyhodnoceni viz obrazek 12. Na ptikladu markeru s udavanym p/ 7,0
vidime, ze elektroforetickda pohyblivost, jiz se dosahuje na kyselé stran¢ Skaly pH, je
trojndsobnd oproti zasadité stran€. To naznacuje, ze dany oligopeptid ma vice funkénich
skupin disociujicich v kyselé oblasti pH, a na§ odhad tomu odpovida. Odhad krajniho
pKa se nachédzi v oblasti mimo naméfend data, proto je jeho stanoveni zatiZeno
vyznamnou chybou. Podobné& se postupovalo i u ostatnich markerii a vyhodnocené
disocia¢ni konstanty a limitni elektroforetické pohyblivosti jsou i se smérodatnymi

odchylkami zaznamenany v tabulce 5.
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Obrazek 12 Piiklad rozhrani programu AnglerFish, vyhodnoceni pro marker shim 7,0. Vlevo
nahofte je uvedeno slozeni a pH pufru spolu s efektivnimi elektroforetickymi pohyblivosti, které
byly naméfeny. Uprostfed nahote se vkladaji odhady mobilit a pKa, rovnéz jejich pocet. Vpravo
nahofte jsou itera¢né ziskané hodnoty pKa a limitnich pohyblivosti. Ve spodni ¢asti obrazku jsou
experimentalni data jako &erné kiizky, modfe jsou pak body fitované kfivky. Zluté body
predstavuji residua, odchylky fitu od experimentdlnich hodnot. V rozumnych mezich jsou

v ptipad¢, kdy je jejich rozsah mensi nez +1.
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Tabulka 5 Limitni iontové mobility sim a termodynamické hodnoty pKa jednotlivych markerd
zkorigované¢ na nulovou iontovou silu pomoci AnglerFish se smérodatnymi odchylkami
o. Oznaceni zahrnuje kod shim a p/ udavané vyrobci.

Naboj pKa o Mim o

- - - 10° m?V-1lst 107 m2V-1s!

shim 4,1
+2 1,96 0,07 34,78 0,25
+1 3,39 0,02 22,43 0,61
-1 4,52 0,02 15,86 0,08
-2 8,11 0,02 31,88 0,05
shim 5,5
+2 2,46 0,07 35,52 0,26
+1 3,99 0,04 19,10 0,81
-1 6,97 0,07 16,51 1,43
-2 8,19 0,07 36,22 0,11
shim 7,0
+4 0,96 0,32 58,80 2,30
+3 2,77 0,25 42,81 1,57
+2 3,97 0,16 27,45 2,62
+1 6,46 0,04 13,32 0,25
-1 7,73 0,02 16,09 0,07
shim 9,5
+3 2,32 0,04 39,60 0,19
+2 6,62 0,04 25,28 0,11
+1 8,93 0,04 12,51 0,24
-1 10,36 0,06 20,67 1,70
-2 11,58 0,08 42,47 0,32
shim 10
+3 2,51 0,04 46,41 0,27
+2 6,96 0,04 30,36 0,11
+1 9,65 0,04 14,55 0,24
-1 10,89 0,07 19,70 1,56
-2 12,39 0,22 35,28 1,88
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Hodnoty disociacnich konstant pro ndboj +1 a —1 vSak byly ve vSech ptipadech
stanoveny s vyhovujici pfesnosti, kterd umoznila vypocitat izoelektricky bod (rovnice 3)
a izomobilitni bod (rovnice 4) podle rovnic v oddilu 2.5. 1 se smérodatnymi odchylkami
(rovnice 6 a 7). Déle se pocitala hodnota ApKa z rozdilu mezi pilehlymi pKa. Tyto jsou

uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6 Izoelektrické a izomobilitni body jednotlivych markerti s pfislusnymi
smérodatnymi odchylkami o-a hodnotami ApKa, vypocitané z dat v tabulce 5. Oznaceni zahrnuje
kéd shim a p/ udavané vyrobci.

shim 4,1 shim 5,5 shim 7,0 shim 9,5 shim 10
p!/ 3,953 5,481 7,096 9,644 10,272
O pl 0,014 0,042 0,021 0,037 0,038
ApKa 1,14 2,98 1,26 1,44 1,24
PLinob 3,878 5,449 7,137 9,503 10,337
O plmob 0,015 0,047 0,021 0,041 0,042

Opét pozorujeme, ze se izoelektricky a izomobilitni bod ve vétSin€ piipadu 1isi zcela
minimalnég, v ramci experimentalni chyby. Pozorovatelny rozdil je disledkem odlisnych
pohyblivosti zaporné a kladné€ nabité formy latky. Nékteré elektroforetické pohyblivosti
ovSem byly zejména v piipad¢ blizkych pKa stanoveny se znacnou chybou a nelze je tedy
s jistotou prohlasit za spravné. Hodnoty ApKa se zdaji byt stabiln¢ dobré, s vyjimkou

ponékud zvysené hodnoty pro shim 5,5.
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4.4 Diskuze a srovnani

Slais a jeho tym stanovovali hodnoty p/ markeri, které pfipravili, nejprve pomoci
potenciometrické titrace nebo gelové IEF a pozdéji vysledky zptesnili pomoci kapilarni
izoelektrické fokusace. Proto se nabizi porovnat hodnoty, které jsme naméfili pomoci
kapilarni zonové elektroforézy a vyhodnotili programem AnglerFish, s hodnotami, které

nam¢fil Slaistv tym. Porovnani je obsazeno v tabulce 7.

Tabulka 7 Hodnoty p/ uvadéné vyrobci pro Slaisovy markery, stanovené podle cIEF
(pI cIEF), hodnoty p/ ziskané Slaisem z potenciometrické titrace a gelové IEF [2] (p! titrace/gel
IEF), —dz/dpH uvadéné Slaisem (—dz/dpH ¢&lanek), nami namétené hodnoty p/ pomoci kapilarni
zonové elektroforézy (p/ CZE) a —dz/dpH vypocitané z nasich experimentalnich dat (—dz/dpH
exp. data)

pl p!l —dz/dpH pl —dz/dpH
cIEF titrace/gel IEF ¢lanek CZE exp. data
3,16 4,00 0,82 3,68 —-0,90
3,93 3,90 -0,53 3,92 -0,94
4,55 4,20 —-0,54 4,40 -0,55
4,56 5,30 -0,70 4,25 -0,89
4,75 4,00 -0,70 4,44 -0,59
5,30 5,30 —0,93 5,52 -0,09
5,95 5,90 -0,59 6,07 -0,10
6,21 6,40 -0,31 6,56 -0,08
6,74 7,00 -0,39 7,02 -0,09
7,24 7,50 —0,63 7,47 -0,38
7,54 7,90 —-0,86 7,77 -0,34
8,24 8,50 —0,98 8,65 —-0,60
8,83 8,90 —-0,94 9,32 -0,41
10,08 10,10 —-0,64 10,53 -0,35

Prekvapivé jsou hodnoty z potenciometrické titrace/gelové IEF ve vétsiné piipadi

bliz§i ndmi stanovenym hodnotdam nez hodnoty zclEF. U marker s p/ v méné
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extrémnich pH je shoda pomérné vysoka. V extrémnich pH se naopak zvysuje rozdil mezi

hodnotami ziskanymi vSemi zpiisoby.

Rozdil je znaéné vysoky u npim 4,56, coz bude patrné dano skutecnosti, ze latka
obsahovala pfi méfeni vedlejsi piky, a tedy zfejmé nebyla zcela Cista. Vyznamné odlisné

hodnoty u ni vychazely uz Slaisovi u jeho dvou piistupti k méfeni.

Dale je vhodné upozornit na npim 4,75, kde Slaisovi vysly zvolenymi p¥istupy vyrazné
odlisné hodnoty. Zde byla rovnéz pii elektroforéze vyrazné pozorovatelna piimes, ktera
ziskavala naboj v zéasaditém pH, pravdépodobné jednosytna slabd kyselina s pKa
zhruba 6,4. Jeji piitomnost mohla vyrazné ovlivnit Slaisova méfeni. Pii CZE ale jeji

pritomnost nehraje roli a stanoveni by mélo byt presné.

Déle pozorujeme, ze pro latky s p/ pod 5 byly nami stanovené hodnoty izoelektrického
bodu lehce nizs$i nez hodnoty z cIEF. Pro ostatni pH jsou ovSem hodnoty z CZE
systematicky vyssi. Ve srovnani s titraci a gelovou IEF jsou nase hodnoty ve vétsing

ptipadd vyssi.

Jedno z kritérii pro dobry marker je co nejvyssi hodnota —dz/dpH, tedy co nejstrmé;jsi
smérnice piechodu pies nulu. Markery s p/ v oblasti 3-5 maji velice dobré hodnoty
—dz/dpH, v nékterych ptipadech z nasich méfeni vySly 1 vysSi hodnoty neZ autorim
puvodniho ¢lanku. Rovnéz jejich ApKa uvedena v tabulce 4 z kapitoly 4.2.3. neptesahuji
2, ¢imz s ptehledem spliuji definici dobrého markeru uvedenou v kapitole 2.6. (tedy

ApKA < 3).

Naopak markery v oblast p/ = 5-7 maji extrémné nizké hodnoty —dz/dpH.
Nejvyrazngjsi rozdil mezi hodnotou nasi, a hodnotou ze Slaisova &lanku, 1ze vidét u npim
5,30, kde je skoro fadovy rozdil. I na obrazku 5 z kapitoly 4.2.2. je patrné, Ze je smérnice
zavislosti mobility na pH pro tuto skupinu markerti v blizkosti nuly velmi nizka, kiivka
je zplostela. V tabulce 4 z kapitoly 4.2.3. je vidét, Ze vSechny 4 markery v této oblasti
maji ApKa vyssi nez 3, coz je v rozporu s definici dobrého markeru uvedenou v kapitole

2.6.
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Co se ty¢e markert s p/ = 7-10, hodnoty —dz/dpH vysly z naich dat nizsi nez Slaisovi,
ovsem stale jde o slusné hodnoty, které naznacuji, ze se marker dokéze dobie zfokusovat.

Jejich ApKa se pohybuji v okoli 2 a splituji tedy definici dobrého markeru.

JelikoZ Slais stanovoval pii cIEF p/ pomoci kitu Shimurovych markert, byly méfeny
i ty. Ziskané hodnoty p/ jsou uvedeny v tabulce 8 spolu s hodnotami udavanymi

v Shimurové ¢lanku u latek, které predpokladame, Ze jsou tymiz markery.

Tabulka 8 Hodnoty p/ uvadéné vyrobci pro Shimurovy markery (p/ uvadéné), hodnoty p/
uvadéné v ¢lanku Shimura, Electrophoresis 2000 [3] (p/det ¢lanek), hodnoty —dz/dpH uvadéné
v témze ¢lanku (—dz/dpH c¢lanek), hodnoty p/ stanovené nami (p/ CZE), hodnoty —dz/dpH
vypocitané z nasich experimentalnich dat (—dz/dpH exp. data)

pl pldet —dz/dpH pl —dz/dpH
uvadeéné ¢lanek ¢lanek CZE exp. data
4,1 4,05 —-1,48 3,95 -0,83

5,5 5,52 —0,43 5,48 -0,14

7,0 7,00 -0,77 7,10 -0,73

9,5 9,50 -1,90 9,64 -0,65

10,0 9,99 -1,49 10,27 -0,75

Néami namétena p/ jsou blizka hodnotam uvadénym vyrobci. Trochu odchylenéjsi jsou
hodnoty pro marker s p/ 9,5 a 10,0. Oba tyto markery se vSak siln¢ adsorbovaly na sténu
kapilary, a navic maji pKa blizko hrané méfeného rozsahu pH, coz mize mit za piicinu

zkresleni dat. Vesmés mizeme potvrdit, ze jsou uvadéné hodnoty spravné.

Hodnoty —dz/dpH z naSich méfeni opét vysly mensi, nez byly uvadéné, rozdil je patrny
u vSech markeri, ovSem vétSina presto dosahuje rozumné vysokych hodnot.
Problematicky je marker s p/ 5,5, jehoZ hodnota je zna¢né niZsi nez u ostatnich markert.
Pti nahlédnuti do tabulky 6 v kapitole 4.3.3. vidime, Ze tento marker ma hodnotu ApKa
tésn¢ na hran¢, aby jesté spliioval definici dobrého markeru uvedenou v kapitole 2.6.

Je zajimavé, Ze jak v piipadé Slaisovych, tak Shimurovych markert, jsou

vvvvvv

slouceninu, kterd by se dobte fokusovala.
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5 Zavér

Provedla se reSerSe praci autorti zabyvajicich se problematikou kapildrni zonové
elektroforézy, izoelektrické fokusace a p/ markert a na jejich zaklad¢ byl popsan princip
kapilarni zonové elektroforézy spolu s jevy, které ztézuji jeji vyuziti a s uvedenim
programu, ktery se vyuziva pro vyhodnoceni elektroforézou ziskanych dat a pro
naplanovani samotného experimentu. Dale byly vysvétleny principy izoelektrické

fokusace, jeji podoby, vyvoj, a zejména vyznam, ktery pfi ni maji izoelektrické markery.

Pomoci kapilarni zénové elektroforézy byly v rozsahu pH 2-12 prométeny zéavislosti
elektroforetické pohyblivosti na pH pro 14 markeri pro izoelektrickou fokusaci
vyvinutych Slaisem a pro 5 markerti vyvinutych Shimurou, jichz Slais pouzil pro

stanoveni p/ svych markert.

Zavislosti byly vyhodnoceny v programu AnglerFish a nasledné byly vypocitany
izoelektrické body vSech markerd. Jejich hodnoty pak byly porovnany s hodnotami
v Clancich a hodnotami udavanymi vyrobci. U nékterych markert se diky elektroforéze
zjistila pfitomnost nezaddoucich pfimési, které piesnost zkresluji. Vesmés se vSak ukazalo,

Ze udavané hodnoty p/ byly stanoveny s pomérné& vysokou piesnosti.

U markertd s p/ v oblasti 5-7 se u obou sad ukazalo, ze markery nemaji pfili§ dobré
fokusacni vlastnosti. S jejich vyjimkou jsou ostatni studované markery dobrymi markery

pro izoelektrickou fokusaci.

Lze tedy prohlasit, Ze bylo dosazeno vSech ptedsevzatych cila.
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