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Abstrakt
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Nazev diplomové prace: Peptidové mapovani bioléciv pomoci CE

Tato prace se zabyva optimalizaci kapildrné elektroforetické (CE) metody pro
peptidové mapovani a enzymatického Stépeni proteinl pomoci trypsinu. Jako substrat
pro enzymatické Stépeni byl pouZit korisky myoglobin a referencni protilatka. Byly
testovany dvé metody Stépeni: konvencni Stépeni trypsinem v roztoku a Stépeni za
vyuziti komercéni soupravy Smart Digest Trypsin Kit, ktera vyuZiva imobilizovany trypsin.
Stépeni bylo kontrolovdno pomoci RP-HPLC. Po optimalizaci tryptického $t&peni byla
provedena fada pokusl pro stanoveni optimdlnich podminek pro kvalitni separaci
hydrolyzatu pomoci CE. VSechna méreni se provddéla v PVA-kapilafe s vnitinim
prdmérem 50 um, efektivni délkou 56 cm a celkovou délkou 64,5 cm. Vzorek byl
davkovan hydrodynamicky za tlaku 50 mbar, vklddané napéti mélo hodnotu 30 kV,
teplota kapilary byla nastavena na 20 °C. Zény analytl byly zaznamenavany UV-VIS
detektorem pfi vinové délce 200 nm. Byl testovan vliv koncentrace a typu zakladniho
elektrolytu (30, 60, 90, 120, 150mM kyselina mravenci a 0,5%, 1%, 1,5%, 2% kyselina
octova), doby nastriku (20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 s), a také koncentrace vzorku. Pfi
optimalizaci metody byla pouzita technika on-line zakoncentrovani prechodnym pH
rozhranim.

Nejkvalitnéjsi peptidové mapy referencni protilatky byly ziskdny pfi 60s ndstriku

roztoku hydrolyzatu o koncentraci 0,1075 pg/ul rozpusténého v 10mM roztoku
hydrogenuhli¢itanu amonného o pH 8,5. Jako zakladni elektrolyt byl vyuzit 90mM
mravencanovy pufr o pH 3,0. Nejucinnéjsiho Stépeni protilatky bylo dosazeno za vyuziti

komeréni soupravy Smart Digest Trypsin Kit po dobu 180 min.
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This work focuses on optimization of capillary electrophoresis (CE) method for the
peptide mapping. and enzymatic digestion of proteins using trypsin. Myoglobin from
equine heart and a reference antibody were used as substrates. Two digestion
approaches were compared: a conventional tryptic digestion in solution and digestion
with a commercial SMART Digest Trypsin Kit that is based on immobilized trypsin. The
digestion was monitored with RP-HPLC. After a short optimization of tryptic digestion,
a number of experiments were carried out to determine the optimal conditions for
peptide mapping by means of CE. All the measurements were carried out using a PVA-
coated capillary of 50 um internal diameter, effective length of 56 cm and total length
of 64.5 cm. Samples were applied hydrodynamically at a pressure of 50 mbar, the
separation voltage was 30 kV, the temperature of the capillary was set to 20°C. The
analytes were detected with UV-VIS detector at 200 nm. The effect of BGE type and
concentration (30, 60, 90, 120, 150 mM formic acid a 0.5%, 1%, 1.5%, 2% acetic acid),
injection time (20, 30, 40, 50, 60, 70, 80s) and the sample concentration was
examined. Dynamic pH junction was used for on-line preconcentration of the peptides.

The best peptide maps of the reference antibody were achieved with 60s injection of
0.1075 pg/ul solution of antibody digest dissolved in 10 mM solution of ammonium
bicarbonate, pH 8.5. Formate buffer (90 mM, pH 3) was used as the BGE. The most
effective digestion of the reference antibody was achieved using the commercial

SMART Digest Trypsin Kit for 180 min.
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. Seznam pouZitych zkratek

BGE — zdkladni elektrolyt

CE — kapilarni elektroforéza

CEC — kapilarni elektrochromatografie

CZE — kapildrni zénova elektroforéza

EOF — elektroosmoticky tok

FS — kapildra z kfemenného skla

HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie

MEKC — micelarni elektrokineticka chromatografie

MS — hmotnostni spektrometrie

NIST — Ndrodni institut standard(l a technologie

PVA — polyvinylalkohol

RP-HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie s obracenymi fazemi
SDC — deoxycholat sodny

SDS-PAGE — elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti
dodecylsiranu sodného

SPE — extrakce na tuhou fazi

TFA — kyselina trifluoroctova

UPLC — ultravysokoucéinna kapalinova chromatografie



2. Uvod

Zavedeni prvnich bioléciv na konci minulého stoleti Ize s jistotou zafadit mezi nejvétsi
Uspéchy mediciny. Diky své vysoké ucinnosti a bezpecnosti se bioléciva s vyhodou
pouzivaji v riznych oborech mediciny jako jsou onkologie, revmatologie a diabetologie.
Ve spojeni s rostoucim vyznamem, a tedy i s rostoucimi poZzadavky spolec¢nosti na
vyrobu existujicich a vyvoj novych biologickych Iéciv, se trh s bioléCivy rozviji extrémné
rychle. Globalni objem trhu s biolécivy mél v roce 2017 hodnotu 186 miliard dolar a

k roku 2025 se oéekava dosazeni 526 miliard dolaral,

Dulezitou soucasti jak vyvoje, tak i vyroby léCiv je jejich kontrola. Pro zajiSténi
maximalné ucinného a bezpecného pouzZiti bioléciv se pouZivaji metody, pomoci
kterych lze biolécivo identifikovat, urcit jeho koncentraci a kvantifikovat pritomnost

necistot a rozkladnych produktu.

Nezastupitelnou roli pfi identifikaci biolééiv proteinové struktury hraje peptidové
mapovani. Podstatou metody je rozStépeni molekuly bilkoviny vhodnym enzymem a
nasledujici rozdéleni produkt( Stépeni, peptidli, vhodnou separacni metodou. Ziskané
peptidové mapy se daji pouzit jak k identifikaci proteinu, tak i ke kontrole jeho Cistoty.
V soucasné dobé predstavuje standardni pristup k mapovani peptidd separace pomoci
HPLC. Alternativni metodou separace je napftiklad kapilarni elektroforéza (CE), ktera
ma obecné vysoky potencidl vyuziti v oblasti separace latek peptidické povahy. Diky
tomu, Ze se princip separace vCE lisSi od HPLC, nabizi separace pomoci CE

komplementarni selektivitu.
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1)

2)

3)

4)

. Cil a popis zadani prace

Zavedeni kapilarni elektroforézy jako komplementarni techniky pro peptidové
mapovani na pracoviste.

Zavedeni enzymatického Stépeni proteini pomoci komeréni soupravy SMART
Digest Trypsin Kit.

Porovnat enzymatické Stépeni referencni protilatky NIST konvencni metodou a
SMART metodou pomoci HPLC.

Vyvinout a optimalizovat CE-metodu pro separaci produktl Stépeni koriského
myoglobinu a referencni protilatky NIST, pomoci které by bylo mozné ziskat

specifické a reprodukovatelné peptidové mapy.
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4. Teoretickd Cast
4.1. Elektroforéza

4.1.1. Historie a vyvoj elektroforézy
Prvni prakticky pouzitelnou separacni metodou zaloZzenou na elektromigraci vyvinul
Svédsky biochemik Arne Tiselius. Vroce 1926 Tiselius a Svedberg popsali
elektroforeticky pfistroj vyuzivajici U-trubici pro vyzkum elektroforetické mobility

proteinGl?l,

Po prestavbé a modifikaci pfistroje Tiselius predstavil citlivéjsi instrumentaci schopnou
prace s vétSim proudem. Lepsi rozliSeni svého nového pfistroje védec demonstroval
rozdélenim protein( krevniho séra na 4 slozky: albumin, a-globulin, B-globulin a y-
globulin. | kdyz urcité znamky heterogenity krevniho séra uz byly objevené dtive, pravé
Tiseliusovi se podafilo tyto slozky zfetelné odlisit. V roce 1948 Arne Tiselius ziskal

Nobelovu cenu za vyzkum v oblasti elektroforézy a adsorp&ni analyzy®3!.

Separacni schopnost elektroforézy ve volném roztoku, jak byla predstavena Tiseliem,
byla limitovana tepelnou difuzi a konvekci. Proto dalsi modifikaci metody bylo
provedeni separace v antikonvekénich mediich, jako jsou agardzové gely nebo
polyakrylamid. Analyza v ploSném usporadani vSak vykazovala i nedostatky mezi néz
Ize zahrnout obtiznou detekci, dlouhou dobu analyzy ¢i nepfiliS vysokou separacni
ucinnost. Nevyhodou je i nizky stupen automatizace. LepSi variantu metody — kapilarni
elektroforézu — predstavili vroce 1979 Mikkers, Everaerts a Verheggen, ktefi pouzili
polytetrafluorethylenovou trubici o vnitfnim priméru 200 um!. O dva roky pozdéji
Jorgenson a Lukacs dokdzali provést separaci ve sklenéné kapilafe o primeéru mensim

nez 100 pmb!,

Témér nevodivé kiemenné kapildry generuji velmi malo tepla, jsou tedy antikonvekéni,
proto je jejich vyuziti vyhodné pro dosazeni Uc¢innéjsi separace v porovnani s gely.
Dalsim dulezitym faktorem je velky pomér plochy vnitfniho povrchu a vnitfniho
objemu kapilary, coZz je velmi vyhodné z hlediska U¢inného odvodu tepla. Dva vyse
zminéné faktory umoznuji vyuZiti vyssi intenzity elektrického pole (100-500 V/cm)

s minimalni tvorbou Jouleho tepla. Vysledkem je vyznamny nardst separacni uc¢innosti.
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Jiz vroce 1981 Jorgenson a Lukacs dosahli u¢innosti separace o hodnoté nad 4x10°

teoretickych paterl!.

V roce 1988 byl na trh uveden prvni komeréni CE-analyzator, coz umoznilo rychlejsi

vyvoj samotné metody véetné jejiho praktického poufzitil®.

V soucasnosti se CE wvyuzivd ve farmaceutické, biofarmaceutické, klinické,
potravinarské, environmentalni, chemické a biochemické analyze. Kapilarni
elektroforéza se ukazala jako velmi efektivni pfi analyze nukleovych kyselin: za
operacnich hodnot pH jsou molekuly DNA a RNA nabité zaporné, stejné jako vnitini
povrch kfemenné kapilary. Odpudivé elektrostatické sily tedy brani adsorpci
analyzovanych latek na povrch kapilary. CE je pak vybornou metodou pro analyzu
klasickych lécCivych latek, véetné neutrdlnich a hydrofobnich, které lze rozseparovat
pomoci miceldrni elektrokinetické chromatografie (MEKC). Vhodné je i poufZiti pro
chirdini separace”). Mezi posledni trendy ve vyvoji této techniky patfi nap¥iklad spojeni

CE s hmotnostni spektrometrii (MS) & miniaturizace metody do ¢ipového formatu [81

[10]

4.1.2. Princip kapilarni elektroforézy
Po aplikaci vysokého napéti ke koncim kapilary se slozky smési zacinaji pohybovat
rGznou rychlosti, kterd je pfimo umérna intenzité elektrického pole a elektroforetické

pohyblivostil10liil;

V= UE
Rovnice 1

v — rychlost migrace [m/s]; He — elektroforetickd pohyblivost [m?/Vs]; E — intenzita

elektrického pole [V/m]

Elektroforetickd pohyblivost je pfimo Umérna naboji iontu a nepfimo Umérna

poloméru iontu a viskozité prostiedil!:
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Ue =

Rovnice 2

He — elektroforetickd pohyblivost [m?/Vs]; g — ndboj iontu [C]; n — dynamicka viskozita

[Paxs]; r — polomér iontu [m]

Ackoliv jenom pozitivné nabité ionty se budou pohybovat smérem ke katodickému
konci kapilary, kde je vétSinou umistén i detektor, neutralni, i negativné nabité ionty se

k detektoru dostanou diky elektroosmotickému toku (EOF)H10l11],

Silanolové skupiny na vnitfnim povrchu kapildry mohou byt za vhodnych podminek
ionizovany. Rychlost a stupen ionizace zalezi na pH a teploté roztoku a v mensi mire

také na koncentraci pufru®%,

Disociace silanolovych skupin vyvoldvd na rozmezi fazi kfemen-vodny roztok
elektrolytu vznik elektrické dvojvrstvy. Prvni vrstva (tzv. stagnantni vrstva) je tvorena
kladné nabitymi ionty vyskytujicimi se v roztoku, které se shromazduji v bezprostredni
blizkosti vnitfniho povrchu kapilary. Druha vrstva, nebo-li difuzni vrstva, ma v zavislosti

na iontové sile roztoku tloustku od desitek nanometr(i do mikrometru(*2l,

Po vloZeni napéti je stagnantni vrstva nehybnd, zatimco difuzni vrstva migruje smérem
ke katodé a tahne s sebou cely objem kapaliny v kapilare. Timto mechanismem vznika
EOF, ktery je hybnou silou separace v CE a ktery umoziiuje sou¢asnou separaci kladné i

zaporné nabitych iont( v prib&hu analyzy!1011,

Rychlost EOF souvisi s ndbojem vnitfniho povrchu kapilary, proto je v neutrdlnim a
zasaditém prostredi rychlost EOF vyssi nez v kyselém prostiedi. Pti dostatecné nizké
hodnoté pH muzZe byt EOF potlaéeny uplné. Kromé hodnoty pH elektrolytu, zavisi
rychlost EOF i na koncentraci elektrolytu v pufru; ¢im je vétsi, tim je elektrickd

dvojvrstva uzsi, coz zpomaluje EOF!11],

Vyznamnym rysem EOF je plochy rychlostni profil, coz je klicovy rozdil od
parabolického toku v pribéhu HPLC separace. Takovy tok nevyvolava rozsifeni zén

analyt(, co? je dGvodem velmi vysoké u&innosti separacel0l11],
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Laminarni tok

Elektroosmoticky tok

Obrdzek 1. Profil lamindrniho a elektroosmotického toku

Po aplikaci vysokého napéti na elektrody vznika v kapilafe EOF. Neutralni latky putuji
k detektoru nerozseparovany stejnou rychlosti jako EOF, kladné nabité ionty budou mit
rychlost veor + vi, zdporné nabité budou migrovat rychlosti veor - vi; kde veor — rychlost

elektroosmotického toku, vi — elektroforeticka rychlost daného iontuf*1l,

Pokud jsou podminky separace nastaveny spravné, na katodickém konci kapilary
mlzeme detekovat jednotlivé zény analytd pomoci vhodného detektoru. Kvalitativni
charakteristikou latky je migracni ¢as Ci elektroforetickd pohyblivost. Pro kvantitativni

vyhodnoceni se pouzivad obdobné jako v HPLC plocha pod pikem[101(11],

4.1.3. Pristrojové vybaveni
V pfistrojich pro kapilarni elektroforézu je kfemenna kapildra naplnéna roztokem
elektrolytu. Oba konce kapilary jsou ponofeny do dvou nadobek naplnénych stejnym
roztokem, ktery se nazyva zdakladni elektrolyt (BGE). Do téchto nadobek jsou také
ponoreny platinové elektrody. Elektrolyt musi mit pufrovaci vlastnosti, aby se zabranilo
zméné pH v pribéhu separace. DuleZitou je i hodnota iontové sily zakladniho
elektrolytu, jelikoZ ovliviiuje generovani Jouleho tepla v kapilare. Velky vliv na tento jev
ma i hodnota vnitfniho priméru pouZité kapilary. Nestabilni teplota pufru ma za
nasledek jeho nestabilni viskozitu, coZz podle rovnice ¢. 1 ovlivni elektroforetickou

pohyblivost analytl. Pokud je teplota pfilis velkd, existuje v extrémnim ptipadé i riziko
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vieni roztoku. Rozseparované zény analytQ jsou zaznamenany vhodnym detektorem
na koncové casti kapilary, obvykle tedy pfed katodou. Cely systém je ovladan

pocitatem,

4.1.3.1. Kapilara

Idedlni kapilara pro CE by méla byt chemicky a elektricky inertni, transparentni pro
elektromagnetické zarfeni voblasti UV-VIS, ohebna, odolnd a levnd. Kapilary
z kiemenného skla (angl. fused silica, FS) vyhovuji vétsiné z téchto pozadavkd, proto
jsou vyuzivany nejcastéji. Vnéjsi povrch kapilary je potazen ochrannou vrstvou
polyimidu pro zajiSténi potfebné mechanické odolnosti. | kdyz polyimidovy povrch neni
vhodny pro UV-VIS detekci, okno pro detekci Ize jednoduse vytvofit pomoci elektricky

vyhFivaného dratu nebo kapky horké koncentrované kyseliny sirové!l,

Vnitfni povrch FS kapilary avsak chemicky inertni neni, coZ ma za nasledek interakce se
slozkami pufru a vlastniho vzorku, coz mlze zpUsobit zmény v pohyblivosti EOF. Tuto
skutecnost je nezbytné zohlednit pti analyze bilkovin a peptid(. S vyjimkou analyzy ve
velmi bazickém prostredi, jsou molekuly peptidi a protein( kladné nabité a proto
dochdzi k interakci se zdpornymi ndboji na povrchu nemodifikovaného kiemenného
skla. Vyuziti zakladnich elektrolytl o extrémnim pH, ¢i vysoké iontové sile snizuje
pravdépodobnost moznych interakci mezi povrchem kapildry a analyty. Tento pfistup
ma ale dalsi limitace, jako jsou problémy se stabilitou struktury proteinu ¢i zvysené

riziko vzniku Jouleho tepla1,

Komercéné jsou dostupné FS kapilary o vnitfnim praméru 10-200 um, nejvétsi uplatnéni
maji kapildry o priméru 25-100 pum. Vnéjsi prlimér obvykle byva v rozmezi 350-400
pum. Efektivni délka kapilary se pohybuje mezi 25-75 cm. Celkova délka kapilary zalezi
predevsim na konfiguraci CE-pfistroje a prevysSuje efektivni délku pfiblizné o

5-15 cm(1,

4.1.3.1.1.Dynamicky potaZzené kapilary
Pfi dynamickém pokryti se modifikujici slozka nachazi v BGE a modifikator nesmi
ovliviiovat detekci. Mezi vyhody dynamického kryti patfi jednoduchost pripravy,
moznost pouziti standardni FS-kapilary, nizka nakladnost a kompatibilita s pufry o

girokém koncentraénim rozmezilt1l,
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Jako prisady pro dynamické kryti se nejCastéji pouzivaji surfaktanty v koncentraci pod
kritickou micelarni koncentraci (CMC). V zavislosti na naboji surfaktantu mlze dojit ke
zrychleni, zpomaleni, potlaceni ¢i obraceni EOF. Koncentrace povrchové aktivnich latek
nad CMC znacné méni prlibéh separace. Princip rozdélovani analyzovanych latek mezi
BGE a micelami vznikajicimi po prekroceni CMC se pouZziva v micelarni elektrokinetické

chromatografii®.

Dilezitym nedostatkem dynamického potahovani je interakce modifikatoru nejenom
s povrchem, ale i s molekulami analytu. Dalsi limitaci je dlouha ekvilibraéni doba, nutna
k zajisténi stabilniho EOF a reprodukovatelného potahu. VyuZiti surfaktantl omezuje i

moznost spojeni s MS detektorem(1,

4.1.3.1.2.Trvale potazené kapilary
Trvale potazené kapilary se vyrabéji chemickou modifikaci vnitfniho povrchu
polyakrylamidem, polysacharidy, polyvinylalkoholem, aj. Je moZné i pokryti pomoci
fyzikalni adherence, napf., pomoci polyethylenglykolu. Stejné jako pfi dynamickém
potaZzeni, EOF se méni v zdvislosti na vlastnostech pouzitého modifikatoru. Vyhodou
trvale potazené kapildry je jednoduchost udrzby a vyssi reprodukovatelnost separace.

Nevyhodou je relativné vysokd cena takovych kapildrt,

4.1.3.2. Davkovani vzorku
Nejcastéji pouzivanym zplsobem davkovani vzorku je hydrodynamické davkovani, kdy
se vloZi tlak na vstupni konec kapildry. DalSi moZnosti je aplikace podtlaku na protéjsi,
tedy vystupni, konec kapilary, nebo vyuziti sifonového efektu. Davkovani vzorku trva

typicky 0,5-5 s pfi tlaku v rozmezi 25-100 mbart4,

DalSim zpUsobem je elektrokinetické davkovani, béhem kterého je rezervoar s pufrem
na vstupnim konci kapilary nahrazen nadobkou s roztokem vzorku. PouzZité napéti je
obvykle nékolikrat nizsi nez pfi vlastni separaci. Mnozstvi nadavkovaného vzorku je
zavislé i na elektroforetické pohyblivosti analytu a EOF. Elektrokinetické davkovani
vzorku ma  obycCejné nizsi  reprodukovatelnost  vysledkd v porovnani
s hydrodynamickym zplUsobem. Zaroven ale tento zplsob nevyZaduje Zadnou
dopliikovou instrumentaci a poskytuje lepsi vysledky pfi separaci ve viskdznich

mediich(t1],
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Plati, Ze délka davkované zény vzorku nesmi prekrocit 1-2 % efektivni délky kapilary.
Malé ddavkované objemy mohou byt znaénym problémem pfi analyze velmi
naredénych vzorkd. Vhodnym zplsobem vyreseni tohoto problému je vyuziti on-line

prekoncentrace, tj. zakoncentrovani vzorku uvnitf kapilary*l,

4.1.3.2.1.Zakoncentrovani prechodnym pH rozhranim

Jednoduchou a uc¢innou metodou prekoncentrace, vhodnou pro amfiprotické analyty,
je zakoncentrovani pfechodnym pH rozhranim (angl. dynamic pH-junction). Metoda
byla poprvé popsina skupinou Ruedi Aebersolda vroce 1990131 a byla poprvé
pojmenovana jako “dynamic pH junction” v publikaci Britz-McKibbina a Chena v roce
20004, V zavislosti na podminkach analyzy mliZe vyuZiti této metody zvysit detekéni

limit desetkrat az tisickrat v porovnani s konvencénim zplGsobem davkovani.

Zakoncentrovani pfechodnym pH rozhranim nevyzaduje zadné zmény v usporadani CE-
systému. Amfiprotické analyty se rozpoustéji v bazickém pufru. Po hydrodynamickém
davkovani jsou analyty separovany v kyselém BGE. V bazickém prostiedi pufru maiji
amfiprotické molekuly zaporny naboj, ale v kyselém prosttedi jsou nabité kladné. Po
kontaktu s kyselejSim BGE analyty ziskavaji kladny ndboj a soustfeduji se na hranici
mezi BGE a elektrolytem vzorku. Pro efektivni zakoncentrovani by méla byt rychlost
analytu v zéné BGE vyssSi nez rychlost hranice pH. Rychlost analytu v zéoné vzorku by

méla byt naopak mensi neZ rychlost hranice pH (viz obrazek 2).
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VEEB - rychlost peptidu v zéné BGE VEs - rychlost peptidu v 26né vzorku

VB - rychlost hranice pH

Obrdzek 2. Princip zakoncentrovdni pfechodnym pH rozhranim. Zpracovdno a upraveno

dle zdroje 15.

Kdyz plati, Ze vp,s < vg @ vp g > v, nabité ¢astice analytu jak v BGE, tak i v zéné vzorku se

s asem soustieduji v oblasti hranice pH!,

Po neutralizaci bazického elektrolytu kyselym BGE jsou analyty, které jsou
zakoncentrovdny na rozhrani téchto dvou roztokll o odliSném pH, separovany
obvyklym zplsobem. MozZny je i obraceny postup, kdy se analyty rozpoustéji v kyselé

matrici s ndslednou separaci v zasaditém BGE6],

4.1.3.3. Detektor

V CE analyze se pouziva vice detekénich metod, ze kterych se mnohé pouzivaji i v HPLC.

Zakladni udaje vcéetné detekénich limitd, vyhod a nevyhod jsou uvedeny v tabulce €. 1.
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Tabulka 1. Zdkladni viastnosti nejpouZivanéjsich CE detektoru. Zpracovdno a upraveno

dle zdroje 11.
Detekcni | Typicky detekéni Typicky Vyhody a nevyhody
metoda limit (mol) koncentracni
detekcni limit
(mol/l)*
uv/VviIs 10°12-10% 10>-107 Univerzalni; DAD poskytuje
spektralni informace
Laserem 10%8-10%0 10°-1012 Extrémné vysoka citlivost;
indukovana drahy; potfeba derivatizace
fluorescence
Amperometrie 10%8-10%0 10-%0-10-11 Citlivy, selektivni; pouzitelny
jen pro elektroaktivni analyty;
neni robustni
Konduktometrie 10°%5-10716 10°-107 Univerzalni
Hmotnostni 10°%-10 108-10° | Citlivy; poskytuje informace o

spektrometrie

strukture

*plati pro objem ndstriku 10 nl

Stejné jako v HPLC, nejvétsi vyuziti v CE maji UV-VIS absorpéni detektory. Jelikoz
kfemenné kapilary neabsorbuji elektromagnetické zareni v rozmezi UV-VIS, je moiné

méFeni pfimo pres sténu kapilary!1,

Principem fungovani UV-VIS detektoru je stanoveni poklesu intenzity

elektromagnetického zareni emitovaného detektorem po prichodu vrstvou roztoku

analytu4,
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Pomeér intenzit detekovaného a emitovaného zareni se nazyva transmitance:

Rovnice 3

T —transmitance; | — intenzita zaFeni po prichodu vzorkem [W/m?]; lo — intenzita zafeni pFed

priichodem vzorkem [W/m?).

Od transmitance je odvozena dalsi veli¢ina, ktera se nazyva absorbance:

A=—logT
Rovnice 4

Absorbance je pak pfimo Umérna koncentraci absorbujici latky ve vzorku:

A =¢lc
Rovnice 5

A — absorbance; € — molarni absorpéni koeficient p¥i dané vinové délce [Ixcm™xmol?]; | — délka

absorpéni vrstvy [cm]; ¢ — koncentrace absorbujici slozky [mol/1].

Hlavnim faktorem limitujicim citlivost UV-VIS detekce v prabéhu CE separace je mala
délka absorpcni vrstvy. Vnitini primér kapilary je velmi maly (25-100 um), efektivni
délka absorpéni vrstvy je pak jesté mensi kvili tvaru kapilary (~80 % vnitfniho

priméru), protoze pouze mald ¢ast fotonl prochazi pfimo skrz stied kapildry1l.

4.2. Bioléciva
Bioléciva jsou lécivé pripravky odvozené od biologickych zdroji, bud od Zivych
organismt, nebo od jejich aktivnich komponent[*”l. K biolé¢ivim patfi jak celé buriky a
tkané, tak i molekuly protein(, peptid(, nukleovych kyselin nebo sacharidd, a také
jejich komplexni kombinace. Mezi né pocitdme rekombinantni terapeutické bilkoviny
(protilatky a fuzni proteiny), krev a krevni komponenty, télni buriky a tkané, genovou
terapii, vakciny aj”l.
Potencial vyuZiti bioléCiv v mediciné je velmi Siroky. Monoklonalni protilatky, specifické
k uréitému antigenu, mohou byt vyuzity k detekci tohoto antigenu ve tkanich, coz

pomaha odhalit vyskyt urcitych druhl nadoru nebo infekénich onemocnéni. Vysoka

selektivita monoklonalnich protilatek a fuznich protein umoZnuje bezpecnou a
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ucinnou lécbu rfady onemocnéni, zejména onemocnéni nadorovych, kdyz je dllezité
omezeni toxického ucinku aktivnich latek pouze na nadorové burky, aby byla

nespecifickd toxicita co nejnizSi. V oblasti prevence jsou biolééiva zastoupend

vakcinamilt7l,

Nevyhodou léceni biologickymi pFipravky je jejich vysoka cena. Vyvoj bioléciva je velice
komplikovany a stoji farmaceutické spolecnosti mnohonasobné vice neZz vyvoj
klasického syntetického l|éciva. Kromé toho je finanéné naro¢nym i uvedeni kopie

origindlniho biologického pFipravku, tzv. biosimilarniho Ié¢ivého ptipravku, na trh(*7),

4.2.1. Biosimilarni [éCivé pripravky
Biosimilarni |éCivy pfipravek (angl. biosimilars nebo follow-on biologics) je biologicky
|éCivy pripravek, jenZ je témér totoiny s origindlnim produktem, ale vyrabény jinym
vyrobcem. Biosimilarni pfipravek se neliSi od origindlu zhlediska ucinnosti a
bezpecnosti, rozdil Ize pozorovat jenom v klinicky neaktivnich slozkach bioléciva. To je
rozdil od generik, kde se musi prokdzat pritomnost stejné aktivni farmaceutické latky v
mnozstvi shodném s origindlem. | kdyZ biosimilarni ptipravky maji stejny klinicky ucinek

jako plvodni pfipravky, nejsou stejné s origindlem, jsou pouze obdobné.

22



Tabulka 2. Porovndni generik a biosimildrnich IéCivych pFipravka.

Zpracovdno a upraveno dle zdroje 17.

Vlastnost lécivého pripravku

Genericky lécivy pripravek

Biosimildrni Iécivy
pripravek

Hmotnost molekuly

Nizka (stovky Da)

Velka (tisice Da)

Struktura

Jednoducha a presné
definovana

Komplexni s moznymi
strukturnimi rozdily

Charakterizace

Jednoducha

Obtizna

Stabilita | Stabilnéjsi pfi skladovani a Méné stabilni, velmi
zachazeni citlivé na faktory

prostredi

Vyroba Predvidatelné chemické Specializované

postupy se pouzivaji pro
vyrobu identické kopie

biologické postupy se
pouzivaji pro vyrobu
podobné kopie

Identicky s referen¢nim
produktem

Ano; alespon aktivni
farmaceutické substance
jsou stejné

Ne; malé rozdily
v klinicky neaktivnich
Castich jsou pfijatelné

’

NeZadouci imunitni odpovéd

Nizsi potencidl

Vyssi potencial

Cetnost testa kvality pfi
vyrobé

<50

2250

Pozadavky na klinicka
hodnoceni pro schvaleni

Mala klinickd hodnoceni
na zdravych
dobrovolnicich

Velka klinicka hodnoceni
na pacientech

Naklady na vyvoj

Nizké

Relativné vysoké

Na rozdil od malych molekul klasickych [é¢iv maji molekuly biolé¢iv vyrazné vyssi

molekulovou hmotnost (az 2 000 kDa) a jejich strukturu nelze ¢asto presné definovat.

Kdyz mluvime o konkrétnim biolécivu ze skupiny monoklondlnich protilatek, nejedna

se o jednotlivou chemickou substanci, ale o smés strukturné blizkych latek. Chemické

sloZzeni biolé¢iva je pak velmi citlivé ke zméné vyrobnich podminek. Tyto dvé

skutecnosti znemoznuji presnou reprodukci struktury 1éCiva, jak je to bézné pfi vyrobé

generik[18],
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4.2.2. Struktura protilatky

4.2.2.1. Struktura protein(
Strukturu protein( véetné monoklondlnich protildtek mizeme rozdélit na Ctyti zakladni
urovné: primarni, sekundarni, terciarni a kvarterni. Jelikoz Stépeni proteint probiha za
pfitomnosti denaturaéniho cinidla nebo za podminek zpUsobujicich denaturaci,

peptidové mapovani poskytuje informaci pouze o strukture primarni.

Primdrni struktura proteinu je dana poradim aminokyselin spojenych mezi sebou

peptidovou vazbou.

Kanonickych aminokyselin, které se vyskytuji vyhradné v L-konfiguraci, existuje dvacet.
Dalsi nestandardni aminokyseliny, které mohou byt obsazeny v bilkovinach, se vélenuji
do retézce bud béhem translace (napf. selenocystein, pyrolysin) anebo posttranslaéni

Upravou.

Na délce a sloZeni primarniho fetézce zaleZi klasifikace molekuly. Jako proteiny jsou
tradi¢né oznacovany latky s délkou retézce nad 50 AK. KratSi retézce nazyvdame

peptidy™?!,

Z hlediska UV-VIS detekce se wvyuZivd absorpce zareni o vinové délce 214 nm
peptidovymi vazbami, coz umozniuje hodnoceni délky peptidového fetézce na zakladé
absorbance pfrislusné odseparované slozky. Zbytky aromatickych aminokyselin (tyrosin,

fenylalanin, tryptofan) absorbuji zaFeni o vinové délce 280 nm!2°l,

Velmi dllezitymi z hlediska ucinnosti a stability terapeutického proteinu jsou
posttranslaéni modifikace. V soucasné dobé se pfi vyrobé biolé¢iv dava prednost
produkénim systémlm ze savCich bunék a to pravé diky jejich schopnosti provadét
komplexni posttranslaéni modifikace: prostorové usporadani a agregace, oxidace
metioninu, deamidace asparaginu a glutaminu, glykosylace a fosforylacel?!. Délezitym
pozadavkem na analytické metody, vhodné pro charakterizaci bioléciv, je schopnost

dané modifikace detekovat.

4.2.2.2. Struktura imunoglobulin(

Protilatky jsou globularni plasmatické glykoproteiny produkované B lymfocyty. V ramci

normalni imunitni odpovédi organismu jsou vytvareny polyklondlni protilatky, tedy
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protildtky vytvorené fadou ruznych lymfocytl. Takové protilatky jsou strukturné
odliSné a vazou se na rGzné epitopy antigenu. V mediciné se ale pouZivaji protilatky
monoklondlni (mAb), které jsou tvoreny klony jednoho lymfocytu B. Monoklondlni

protiladtky maji tedy stejnou primarni strukturuf??l,

Monomery protilatek se skladaji ze dvou tézkych a dvou lehkych Ffetézcl spojenych
disulfidickymi mastky za vzniku specifického uUtvaru podobnému pismenu ypsilon.
Takovy tvar zajistuje dvoji funkci: vazbu antigenu pres Fa, fragment (antigen vazajici
fragment) a interakci se slozkami imunitniho systému pres F. fragment (krystalizujici
fragment). Kazdy monomer protildtky je tedy sloZen ze dvou Fa,-fragmentl a jednoho

F-fragmentu o pfiblizné stejné velikostil??],

NH, NH,
NH,

VARIABILNI
DOMENY

VARIABILNI
DOMENY

KONSTANTNI KONSTANTN
DOMENY 47 z50vs @ DOMENY
L+H oblast

Fab Fab

Lehky Fetézec @ consSTANTNI

DOMENY
TEZKYCH
RETEZCU

Fc

KONSTANTNI
DOMENY
TEZKYCH
RETEZCU

Tézky fetezec

COOH COOH

STRUKTURA MONOMERU IMUNOGLOBULINU

Obrdzek 3. Struktura protildtky!l.

Lehké fetézce protilatky jsou sloZeny z jedné variabilni (VL) a jedné konstantni (Cy)
domény. Tézké retézce maiji jednu variabilni (Vu) a tfi (IgA, 1gD, 1gG) nebo ctyfi (IgE,
IgM) konstantni (Cu 1-4) domény. Specifita protilatky je urcena strukturou variabilnich
domén tézkého a lehkého retézce. Konstantni domény urcuji typ protilatky (IgA, IgD,
Ig, 1gG a IgM). V zavislosti na typu je protilatka sloZzena zjednoho nebo vice
monomer{!?2l,
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V mediciné se béZné pouZzivaji i modifikované protilatky. U fragmentovanych protilatek
(napf. caplacizumab, ranibizumab, abciximab) se misto celého imunoglobulinu
pouzivaji fragmenty protilatky, coz muze zlepsit farmakokinetiku a usnadnit prinik
lé¢ivé latky do cilové tkané. Fragmentované protilatky maji obvykle jenom jedno
vazebné misto. Humanizované a chimérické protilatky (napf. trastuzumab, rituximab)
nejsou plvodné odvozené z lidského organismu, jsou ale technologii rekombinantni
DNA upraveny tak, aby byly vice podobné lidskym. Takové protilatky s mensi
pravdépodobnosti vyvolaji imunitni odpovéd, nez origindlni Zivocisné imunoglobuliny.
Bifunkéni protilatky (napf. emicizumab, blinatumomab) jsou vysledkem flze dvou
protilatek s rlznou specifitou. Protilatky konjugované s |éCivem nebo toxinem (napf.
moxetumomab pasudotox, polatuzumab vedotin) umozZiuji cileny transport Ucinné
latky na specifické misto, coz umozniuje zvysit koncentraci této latky v cilové tkani a
omezit jeji plsobeni vjinych tkanich. Antigenizované protilatky se pouZivaji jako

vakciny, v nich je &ist imunoglobulinu nahrazena mikrobidlnim antigenem[23l,

4.3. Analyza terapeutickych proteind
Jelikoz struktura terapeutickych proteind je velmi komplexni, naroky na metody pro
jejich charakterizaci a kvantifikaci jsou mnohem wvy$si nez pro konvencni
nizkomolekuldrni 1éciva. Pfi analyze latek s peptidickou strukturou lze postupovat
podle tfech zakladnich strategii: analyza aminokyselin, analyza intaktni bilkoviny a

analyza na urovni peptidd.

RGzné zkousky totoznosti monoklondlnich protilatek predepisuje Cesky lékopis 2017.
Vybér zkousky zaleZi na povaze a mikroheterogenité vybrané protilatky, a také na
piitomnosti izoforem. Jako vhodné zkousky pro analyzu protildtek uvadi Cesky lékopis
2017 peptidové mapovani, izoelektrickou fokusaci, iontovou vylu¢ovaci chromatografii,
hydrofobni interaktivni chromatografii, mapovani oligosacharidli, stanoveni obsahu

monosacharidd a hmotnostni spektrometriil24.

4.3.1. Analyza aminokyselin
Strategie analyzy aminokyselin mliZze byt pouZita pro kvantifikaci protein a peptidQ,

jejich identifikaci na zadkladé stanoveni poméru aminokyselin v primarnim fetézci, pro
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hodnoceni strategie fragmentacnich postupll pro peptidové mapovani a pro detekci

atypickych aminokyselin, jeZ mohou byt souc¢asti daného proteinu nebo peptidul?,

Analyza zacind uUplnou hydrolyzou proteinu nebo peptidu. Proces probiha v silné
kyselém prostredi za zvySené teploty (nad 100 °C) a trvd aZ 24 hodin. K separaci ziskané
smési aminokyselin se pouZiva vhodnda chromatografickd nebo vzacnéji
elektroforeticka separac¢ni metoda. Konvenéni HPLC na nepoldrnich sorbentech (RP-
HPLC) casto poskytuje horsi rozliseni kvili amfoterni podstaté aminokyselin. Tento
problém se da vyresit derivatizaci aminokyselin ¢i spojenim s MS-detektorem. Jako
dalsi vhodné chromatografické metody, které maiji jiny princip separace, lze pouZit
iontové-vyménnou chromatografii, iontové-interakéni chromatografii a hydrofilni

interak&ni chromatografiil?°l.

4.3.2. Analyza intaktniho proteinu
Analyza intaktniho proteinu je dllezZitd pro stanoveni presné molekulové hmotnosti a
také pro ziskani informaci o heterogenité proteinu (napf. pro kvantifikaci glykoforem).
Mezi metody pro analyzu intaktnich proteini patfi spektroskopie, chromatografie,

elektroforéza a MS[26l,

Spektroskopie (nukledrni magnetickd rezonance, rentgenova spektroskopie,
infracervend spektroskopie, cirkuldrni dichroismus aj.) se pouZivda pro stanoveni
sekundarni a tercidrni struktury proteinu. Nukledrni magnetickd rezonance a
rentgenova spektroskopie jsou velmi ucinné pro uréeni 3D-struktury proteinu. Existuji
ale urcité limitace, jez prekazi rutinnimu pouziti téchto metod. Rentgenovd
spektroskopie je moznd vyhradné s krystalizovanymi proteiny (krystalizace je obtizna
napt. pro glykosylované proteiny). Nukledrni magnetickd rezonance m{ze pracovat
efektivné jenom s molekulami o molekulové hmotnosti pod 25 kDa; koncentrace

vzorku by navic méla byt relativné vysoka®!,

Mezi béZné pouzivané chromatografické metody patfi RP-HPLC, molekulové vylu¢ovaci
chromatografie (SEC), hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC), hydrofobni
interakéni chromatografie, iontové vyménnda chromatografie a afinitni chromatografie.
Mezi vyhody chromatografie v analyze intaktnich proteinl patfi ¢asova nendrocnost,

vysoka rozliSovaci schopnost vétsiny separa¢nich maédu, reprodukovatelnost vysledk( a
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moznost spojeni s MS (RP-HPLC, HILIC, vzacné SEC). Z elektroforetickych metod se
pomérné casto pouzivd planarni PAGE ¢i SDS-PAGE. DalSimi moZnostmi jsou
izoelektricka fokusace a kapilarni metody: kapildarni zénova elektroforéza (CZE),
kapilarni gelova elektroforéza, kapilarni izoelektrickd fokusace, kapildrni

elektrochromatografiel?®),

4.3.3. Analyza na Urovni peptidl — peptidové mapovani
Mapovani peptidli je metodou identifikace bilkovin zahrnujici enzymatické nebo
chemické Stépeni proteinu ndsledované rozdélenim a identifikaci ziskanych peptidd.
Jedna se o velmi citlivy pfistup, obvykle schopny rozpoznat i nejmensi rozdil (¢asto i o

jednu aminokyselinu) mezi standardem a vzorkem. Metoda zahrnuje 4 kroky:

1) Oddéleni a ¢isténi proteinu, pokud se nachazi v smési
2) Selektivni rozstépeni peptidickych vazeb

3) Separace ziskanych peptidi

4) Detekce a identifikace peptidd

Analyzovany vzorek se $tépi a analyzuje soubézné se vzorkem standardu.

NejbéznéjSim enzymem pro Stépeni proteinl je trypsin, a to diky své definované
specifité. Trypsin hydrolyzuje peptidové vazby pred argininem nebo lysinem (poradi
aminokyselin v primarni strukture stanovujeme od N-konce). Hydrolyza ale ve vétsiné

pfipad(l neprob&hne, pokud pozici pfed argininem nebo lysinem zaujima prolin?71,

Pro separaci peptidl se béZné pouzivda metoda RP-HPLC nebo RP-UHPLC. Pro detekci se
obvykle pouZiva UV-detektor, identitu peptidl Ize urcit hmotnostni spektrometrii.
Metoda kapilarni elektroforézy mulzZe slouzit jako alternativa nebo doplnék

ke standardni HPLC metodé, a to diky témto skute¢nostem:

1) CE je metodou ortogonadlni k RP-HPLC. Principem RP-HPLC je vyména
analytu mezi stacionarni a mobilni fazi o odli§né polarité. Cim je afinita
analytu ke stacionarni fazi vyssi, tim bude vice zdrZovadn na separacni
koloné, a tim vétsi bude jeho retencni ¢as. PFi elektroforetické separaci jsou
analyty separovany podle poméru naboje a poloméru castice (viz rovnice 2).

Diky riznému separa¢nimu mechanizmu lze metodou CE rozdélit smési
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peptidl obtizné separovatelné pomoci HPLC jako jsou napfiklad peptidy

s velmi blizkou lipofilitou.

2) Separacni ucinnost CE je velmi vysoka. Na rozdil od RP-HPLC, pfi CE separaci
neprobihd prenos analytu mezi dvéma fazemi, dale neexistuje problém
srlznou délkou drah analytl (viz obrazek 4). EOF pak poskytuje plochy
profil toku na rozdil od parabolického toku pfi RP-HPLC separaci (viz
Obrazek 2). Diky tomu pfi CE separaci nedochazi k vyraznému rozmyti zén,
které je typické pro RP-HPLC. Vysledkem je separace se separacni ucinnosti

dosahujici az stovek tisic teoretickych pater.

Potitedni _
profil pisma Konetny profil pasma
] w
=3 =
o o =
g " S g
z s

vrdalenost vodalenost

-
-

Obrdzek 4. Rozmyti zony analytu pri HPLC analyze kvuli rizné délce drah. Zpracovdno

a upraveno dle zdroje 28.

Je ale nutné zminit, Ze rozdil v separacni ucinnosti mezi CE a UPLC uZ neni tak vyrazny,

jako mezi CE a HPLC],

4.4. Uplatnéni kapildrni elektroforézy v analyze protein(
Pfi analyze peptidd a proteini pomoci CE se setkdvame s problémem adsorpce téchto
analytll na sténu kiemenné kapildry, a to v celém operacnim rozmezi pH (2-12). Tento
problém se da vyresit dynamickym nebo trvalym krytim vnitiniho povrchu kapilary, a

také vhodnou Upravou pH a iontové sily pufrul??,
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DuleZitou a c¢asto pouzivanou metodou analyzy proteinl a peptidhd je kapildrni
isoelektricka fokusace (clEF). Napf. vanalyze proteomu bakterie Deinococcus
radiodurans bylo dosazeno hodnoty separacni kapacity ~800 a faktoru
zakoncentrovani vzorku ~500, hodnota Apl (minimalni rozdil hodnot isoelektrickych
bodl dvou rozseparovanych latek) byla 0,004. Pfi separaci produktd trypsinového

hydrolyzatu stejného substratu byla hodnota Apl 0,01[30-331,

Zavedenou metodou pro analytickou charakterizaci, vyvoj procesti a kontrolu kvality
monoklondlnich protilatek je kapilarni gelova elektroforéza. Kapilarni usporadani dané
metody ma v porovnani s ploSnym usporadanim fadu vyhod: on-line detekce pfimo na
kapildfe, automatizace, vysoké rozliSeni a moznost presné kvantifikace protein a

stanoveni jejich molekulové hmotnosti34,

Kapildrni zénova elektroforéza ma vysoky potencial pouziti a oproti RP-HPLC je
vyhodnéjsi napf. pfi separaci malych polarnich peptidi. Naopak hydrofobni peptidy a
také peptidy s velmi blizkym pomérem naboj/hmotnost jsou mnohem Iépe separovany
pomoci HPLC. Pro tento typ peptidl je tedy vyhodnéjsi pouziti MEKC ¢i CEC, coZ jsou
kapilarni elektromigrac¢ni metody kombinujici elektromigraci s chromatografickym
principem separacel’l. CE se ukézala jako vyborny nastroj pro separaci selektivnich
endoproteazovych a chemickych proteinovych hydrolyzatd. Za optimalnich podminek
mUze tedy poskytnout peptidové mapy porovnatelné nebo i lepsi kvality nez za vyuziti
HPLC. Cobb a Novotny v roce 1989 porovnali absolutni citlivost pfi mikrokolonovém
peptidovém mapovani pomoci HPLC a CZE. Ukazalo se, Ze pro separaci pomoci
mikrokolonové HPLC je trfeba alespon 4 pmol tryptického hydrolyzatu B-kaseinu,

zatimco stejna CE-separace muiize byt uskuteénéna pouze s 80 fmol hydrolyzatu®!,
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5. Experimentalni ¢ast
5.1. Enzymatické stépeni proteind

5.1.1. Pristrojové vybaveni
e Centrifugacni filtr Nanosep 0,2 um, modifikovany nylon. Pall Corporation, USA
e Trepacka s termostatem Thermo-Shaker TS-100c, Biosan, LotySsko

e Centrifuga MiniSpin Plus, Eppendorf, Némecko

5.1.2. Pouzité chemikalie

e Ultracistda voda byla produkovana systémem Milli-Q plus (Millipore, Bedford,
MA, USA)

e Tris(2-karboxyethyl)fosfin monohydrat (TCEP), > 99,9%, Sigma-Aldrich, USA

e Deoxycholdt sodny (SDC), Sigma-Aldrich, USA

e Imobilizovany trypsin (jako sloZzka komercni soupravy SMART), Thermo Fisher
Scientific, USA

e SMART digest buffer (jako slozka komeréni soupravy SMART — vyrobce
neposkytuje presné sloZzeni daného pufru), dale jen SMART pufr; Thermo Fisher
Scientific, USA

e Modifikovany trypsin, Cistota pro sekvenovani, Promega, USA

e Cystein bezvody, > 99%, Sigma-Aldrich, USA

e Kyselina trifluoroctova (TFA), 99%, Sigma-Aldrich, USA

5.1.3. Modelové proteiny
e Myoglobin z koriského srdce, > 90%, M, = 17600 Da, Sigma-Aldrich, USA

e Monoclonal Antibody Reference Material 8671, M, = 150 kDa, NIST, USA

5.1.4. Postup enzymatického Stépeni za vyuZiti komercni soupravy

SMART Digest Kit

a) Myoglobin:

Navazka myoglobinu byla rozpusténa ve vodé za vzniku roztoku o koncentraci 10 pg/pl.
Pét ul tohoto roztoku bylo nafedéno vodou na objem 50 pl. Timto zplsobem nafedény
vzorek byl kvantitativné prenesen do mikrozkumavky s imobilizovanym trypsinem

(SMART digest tube), ke kterému bylo pfidano 150 pl SMART pufru. Po promichani
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roztoku probihalo enzymatické Stépeni za teploty 70 °C a 1400 otackach za minutu

(dale ot/min) na tfepadce s termostatem. Stépeni trvalo dvé hodiny.

Po stépeni byl imobilizovany trypsin oddélen od roztoku peptidi desetiminutovou
centrifugaci pfi 14100 x g. Supernatant byl odebran mikropipetou. V pfipadech, kdy
srazeninu imobilizovaného trypsinu neslo kvalitné oddélit mikropipetou, byl pouzit

centrifugacni filtr.
b) Myoglobin s deoxycholdatem sodnym:

Byl pouzit roztok myoglobinu (20 pg/ul) v 2% roztoku deoxycholdtu sodného ve vodé.
Tento roztok byl narfedén destilovanou vodou tak, aby vzniklo 50 pl roztoku o vysledné
koncentraci 1 pug/ul. Nafedény vzorek byl kvantitativné prenesen do mikrozkumavky
s imobilizovanym trypsinem (SMART digest tube), ke kterému bylo pfidano 150 pl
destilované vody. Po promichani roztoku probihalo enzymatické Stépeni za teploty 70

°C a 1400 ot/min na tfepaéce s termostatem. Stépeni trvalo dvé hodiny.

Postup pro oddéleni imobilizovaného trypsinu byl stejny jako v pfedchozim pripadé (viz

bod a).
c) Protilatka NIST:

Roztok protilatky o koncentraci 10 pg/ul byl upraven tak, Zze 45 pl tohoto roztoku bylo
smichano s 5 pl destilované vody. Vysledna koncentrace protilatky byla 9 ug/ul. Do
mikrozkumavky s imobilizovanym trypsinem bylo pfidano 150 pl SMART pufru a 50 pl
roztoku protilatky. Obsah mikrozkumavky byl protfepan. Enzymatické Stépeni
probihalo za teploty 70 °C a pfi 1400 ot/min. Stépeni by mélo trvat minimalné dvé

hodiny.

Po Stépeni byl roztok peptidd oddélen od imobilizovaného trypsinu pomoci centrifugy

¢i centrifugacniho filtru.

5.1.5. Postup enzymatického stépeni klasickou cestou
Dvacet pl roztoku protilatky NIST o koncentraci 10 pg/ul bylo smichdano s 20 pl 1M Tris-
HCI, 5 pl 1% roztoku deoxycholatu sodného a 5 ul 50mM roztoku TCEP. Smés byla
protfepana a zahtivala se 60 min za teploty 60 °C a 1000 ot/min. Po vychlazeni bylo do
smési pridano 5,56 pl 150mM roztoku jodoacetamidu v propanolu. Smés byla
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protfepana a inkubovana 30 min za pokojové teploty ve tmé. Po pfidavku 6,18 pl
200mM roztoku cysteinu byla smés opét protiepana a inkubovana 30 min za pokojové
teploty ve tmé. Po inkubaci bylo do smési pridano 20 ul roztoku trypsinu o koncentraci
0,2 pg/ul. Ziskany roztok byl doplnén vodou na 200 ul a byl inkubovan pres noc za
teploty 37 °C pfi 1000 ot/min.

5.2.  Uprava vzork(i k HPLC analyze

5.2.1. Pristrojové vybaveni

e SPE kolonky Oasis HLB 1cc 10 mg, Waters, USA

e Vakuovy koncentrator Concentrator Plus, Eppendorf, Némecko

5.2.2. Pouzité chemikalie

e Ultracistd voda byla produkovana systémem Milli-Q plus (Millipore, Bedford,
MA, USA)

e Acetonitril 99,9%, HPLC Cistota pro gradientovou eluci, Sigma-Aldrich, USA

e Methanol 99,9%, VWR International, USA

e TFA 99%, Sigma-Aldrich, USA

e Dichlormethan, Sigma-Aldrich, USA

5.2.3. Postup Upravy vzorkd k HPLC analyze

a) Intaktni myoglobin

Roztok myoglobinu o koncentraci 10 pg/ul byl nafedén dvakrat jednoprocentnim

roztokem TFA ve vodé. Vysledna koncentrace roztoku myoglobinu byla 5 pg/ul.
b) Hydrolyzat myoglobinu

CtyFicet pl hydrolyzatu ziskaného enzymatickym $t&penim roztoku myoglobinu pomoci
komeréni soupravy SMART bylo napipetovdano do mikrozkumavky, do které bylo
pridano 40 ul 1% roztoku TFA ve vodé. Obsah mikrozkumavky byl protfepan a nasledné
centrifugovdn po dobu 5 min pfi 14100 x g. Padesat ul tohoto roztoku bylo

napipetovano do vialky. Vysledna koncentrace roztoku byla 0,125 pg/ul.
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¢) Hydrolyzat myoglobinu: stanoveni doby uplného rozstépeni

Béhem enzymatického Stépeni (viz 5.1.4, bod a) byly po 5, 10, 20, 40, 60, 90 a 120 min
odebirany alikvoty (25 ul), které potom byly umistény do mikrozkumavek s 25 ul 1%
(v/v) roztoku TFA pro zastavu stépeni. 40 ul takovym zpUsobem ziskaného roztoku bylo
napipetovano do mikrozkumavky. Do stejné zkumavky pak bylo pfidano 40 pl 1% (v/v)
roztoku TFA ve vodé. Obsah mikrozkumavky byl protfepan a nasledné centrifugovan
po dobu 5 min. Padesat ul tohoto roztoku bylo napipetovano do vialky pro HPLC

analyzu. Jeho vysledna koncentrace byla 0,0625 pg/ul.
d) Intaktni protilatka NIST

Pét ul zakladniho roztoku protilatky o koncentraci 10 pg/ul bylo smichdano s 39 ul
destilované vody a 0,22 pl 99% TFA. Tento roztok protilatky mél koncentraci 1,136

ug/ul.

e) Hydrolyzat protilatky NIST s redukci

Roztok peptidd po enzymatickém Stépeni (viz 5.1.4, bod c) byl smichan s 10 pl
redukcniho cinidla TCEP a zahfivan na tfepacce s termostatem (30 min, 60 °C, 1000
ot/min). Vysledna koncentrace byla 2,143 pg/ul. Ctyficet pl zredukovaného roztoku
rozStépené protilatky bylo smichano se 40 pl 1% (v/v) roztoku TFA ve vodé. Padesat pl

tohoto roztoku bylo pouZito pro analyzu (c = 1,07 pg/ul).
f) Hydrolyzat protilatky NIST bez redukce

Ke 40 ul hydrolyzatu NIST ziskaného za neredukujicich podminek (viz 5.1.4, bod c) bylo
pridano 40 ul 1% (v/v) roztoku TFA ve vodé. Obsah mikrozkumavky byl protfepan, pak
byl odstfedovan po dobu 5 min pfi 14100 x g. 50 ul tohoto roztoku bylo pfeneseno do
HPLC vialky. Vyslednd koncentrace peptidd v tomto roztoku byla 1,125 ug/pl.
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g) Hydrolyzat protilatky NIST klasickou cestou

Po inkubaci (viz 5.1.5) byl roztok okyselen 20 ul 10% (v/v) roztoku TFA ve vodé a
nasledné inkubovan 10 min ve tmé za pokojové teploty. Srazenina byla odstfedéna pfi
14100 x g, Ciry roztok byl prenesen do nové zkumavky. Poté byla provedena extrakce

na tuhou fazi za vyuziti SPE kolonek Oasis HLB dle tohoto postupu:

o Aktivace: methanol, 1 ml

o Ekvilibrace: 0,1% TFA, 1 ml

o Naneseni vzorku

o Promyti: 0,1% TFA, 1 ml

o Promyti: dichlormethan, 0,5 ml
o Promyti: 0,1% TFA, 1 ml

o Eluce: acetonitril : H,O (8 : 2), 0,5 ml

Eluat byl odpafen v koncentratoru za pokojové teploty. Zbytek po odpareni byl

rozpustén ve 200 ul 0,1% TFA. FindIni koncentrace hydrolyzatu byla 1 pug/ ul.

5.3. Kontrola enzymatického stépeni pomoci HPLC

5.3.1. Pristrojové vybaveni
e Kapalinovy chromatograf UltiMate 3000 RS, Thermo Fisher Scientific, USA
e Kolony:
o Halo Peptide ES-C18, 160 A, 2 pm, 2,1x150 mm, Advanced Materials
Technology, USA
o BioResolve RP mAb Polyphenyl, 450 A, 2,7 pum, 2,1x150 mm, Waters,
USA

5.3.2. Podminky HPLC analyzy

Jako mobilni faze pro HPLC analyzu byl pouzit 0,1% (v/v) roztok TFA ve vodé (A) a 0,1%
(v/v) roztok TFA v acetonitrilu (B). Byla pouZita gradientova eluce, jejiz profil je uveden

na obrazku 5:
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Obrdzek 5. Profil gradientu.

Jako slepy vzorek se pfi vSiech mérenich pouzila mobilni faze A.
Teplota na koloné:

Kolona BioResolve byla termostatovana na 40 °C. Teplota na koloné Halo Peptide byla

nastavena na 60 °C.
Objem ndstriku:
Objem nastfiku jednotlivého vzorku byl vidy zvolen tak, aby byl na kolonu davkovan

1 pg analytd.

36




5.4.

Kapilarni elektroforéza

5.4.1. Pfistrojové vybaveni

CE-systém 7100, Agilent Technologies, USA

SPE kolonky Oasis HLB 1cc 10 mg, Waters, USA

Koncentrdtor Concentrator Plus, Eppendorf, Némecko

Stfikackové filtry Agilent Captiva Econofilter, 25 mm, 0,45 um, nylon.
Agilent Technologies, USA

Ultrazvukova lazen Sonorex Digitec, Bandelin, Némecko

pH-metr SI1400, Sentron, Nizozemsko

PVA-kapilara (Sarze: BHCGO2A), Agilent Technologies, USA

Vnitrni primér: 50 um; efektivni délka: 56 cm; celkova délka: 64,5 cm

5.4.2. Pouzité chemikalie

Kyselina octova 100%, VWR International, USA

Kyselina mravenci 98%, Sigma-Aldrich, USA

Ultracista voda byla produkovana systémem Milli-Q plus (Millipore,
Bedford, MA, USA)

Methanol 99,9%, VWR International, USA

TFA 99%, Sigma-Aldrich, USA

Acetonitril 99,9%, HPLC Cistota pro gradientovou eluci, Sigma-Aldrich, USA
1M roztok NaOH ve vodé

1M roztok amoniaku ve vode

Hydrogenuhli¢itan amonny, > 90%, Sigma-Aldrich, USA

5.4.3. Testované vzorky

Lidsky fibrinopeptid B, > 90%, M, = 1570,57 Da, Sigma-Aldrich, USA
Myoglobin z konského srdce, = 90%, M, = 17600 Da, Sigma-Aldrich, USA
Monoclonal Antibody Reference Material 8671, M, = 150 kDa, NIST, USA
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5.4.4. Pfiprava roztokd

a) Mravencanovy pufr (BGE):

Do kadinky s 30 ml destilované vody byl pfidan potfebny objem 98% kyseliny

mravenci (viz Tabulka 3). Hodnota pH byla upravena pomoci 1M roztoku NaOH na

hodnotu 3,0. Tento roztok byl kvantitativné preveden do odmérné bariky a objem

byl upraven destilovanou vodou na 100,0 ml.

Tabulka 3. MnozZstvi 98% kyseliny mravenci pro pfipravu roztokl o poZadované

koncentraci
MnozZstvi 98% HCOOH, pl 115,5 231 346,5 462 577,5
Vysledna koncentrace, mmol/l | 30 60 90 120 150

b) Roztoky kyseliny octové (BGE)

Do kdadinky s 30 ml destilované vody byl pfidan potfebny objem 100% kyseliny

octové (viz Tabulka 4). Tento roztok byl kvantitativné pfeveden do odmérné banky

a objem byl upraven destilovanou vodou na 100,0 ml.

Tabulka 4. MnoZstvi 100% kyseliny octové pro pfipravu roztok( o poZadované koncentraci

Mnozstvi 100% CH3COOH, ml 0,5 1 1,5 2
Vysledna koncentrace, % 0,5 1 1,5 2
Vysledna koncentrace, mmol/l | 87,4 174,8 262,2 349,6
Vysledné pH 2,82 2,75 2,64 2,59

c¢) 10mM hydrogenuhlic¢itanovy pufr, pH 8,5:

Do nddoby s 30 ml destilované vody bylo pfidano 79 mg hydrogenuhli¢itanu

amonného. Hodnota pH byla upravena na hodnotu 8,5 pomoci 1M roztoku NHs ve

vodé. Dale byl roztok doplnén destilovanou vodou na 100 ml. Pfed pouzitim byl

tento roztok filtrovan pres strikackovy filtr.
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5.4.5. Priprava vzorkd

5.4.5.1. Pfiprava vzorkd hydrolyzdtu myoglobinu a protilatky
NIST

Enzymatické Stépeni proteinl bylo provedeno podle kapitoly 5.1.4.

Ziskany hydrolyzat byl okyselen TFA (0,5-1%) a poté byl odsolen pomoci SPE za vyuZiti
kolonek Oasis HLB:

o Aktivace: methanol, 1 ml
o Ekvilibrace: 0,1% TFA, 1 ml
o Naneseni vzorku

o Promyti: 0,1% TFA, 1 ml

o Eluce: acetonitril : H,O (8 : 2), 0,5 ml

Eludt byl vysusen v koncentrdtoru za pokojové teploty. Zbytek po vysuseni byl
rozpustén ve vhodném objemu 10mM pufru z hydrogenuhli¢itanu amonného, aby
vznikl roztok peptidl o pozadované koncentraci. Vialka se smési peptidl v pufru byla
na 2 min ponofena do ultrazvukové lazné pro odplynéni. Poté byl vzorek pfimo

davkovan do CE-systému.

5.4.5.2. Ptiprava dalsSich vzork(

Lidsky fibrinopeptid B

Byl pouzit zakladni roztok lidského fibrinopeptidu B ve vodé o koncentraci 1 pg/ul.
Dany roztok byl smichan s 10mM hydrogenuhli¢itanovym pufrem o pH 8,5 v poméru
1:9. Vznikly roztok o koncentraci 0,1 pg/ul byl déle prenesen do vialky, kterd pred
vlastni aplikaci do CE-systému byla na 2 min ponofena do ultrazvukové lazné pro

odplynéni.
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5.4.6. Zakladni podminky CE-analyzy

NiZe uvedené hodnoty plati pro vSechny experimenty.
Separacni napéti: + 30 kV

Tlak hydrodynamického ddavkovdni: 50 mbar po dobu 20 az 80 s
Teplota kapildary: 20 °C

5.4.7. Promyti kapilary
Pred prvnim pouzitim kapildry byla provedena jeji kondicionace. V jejim prabéhu byla
kapilara promyvana methanolem po dobu 600 s, destilovanou vodou 900 s a potom

roztokem BGE 1200 s.

Na zacatku dne (tj. pfed prvni analyzou) byla kapildra promyvana roztokem BGE po

dobu 600 s.

Pfed kazdou analyzou byla PVA kapildra promyvana roztokem BGE po dobu 300 s.
Elektroda a kapildra na vstupni strané kapildary byla ndsledné oplachnuta 10mM
roztokem hydrogenuhli¢itanového pufru o pH 8,5, aby se zabranilo pfenosu BGE do
vialky se vzorkem. Po nastfiku vzorku za tlaku 50 mbar byl vidy proveden nastfik BGE
za stejného tlaku po dobu 5 s. Pro promyvani kapilary roztokem BGE a pro nadavkovani
kratké zény BGE byly pouzity samostatné vialky a to z divodu zamezeni kontaminace

vialek s roztokem BGE pro samotnou separaci.

Na konci kazdé sekvence byla kapilara promyvana destilovanou vodou po dobu 600 s a

potom profouknuta vzduchem po dobu 120 s. Tlak pro promyti byl vzdy 1000 mbar.
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5.4.8. Vypocty

1. Vybérova smérodatna odchylka

o
SD = NZ(}Q — xp)?
1=

Rovnice 6

SD — vybérova smérodatna odchylka; N — pocet pokusU; x; — naméfena hodnota;

Xp — pramér namérenych hodnot.

2. Relativni smérodatna odchylka

SD x 100%
RSD =

Xp

Rovnice 7

RSD — relativni smérodatna odchylka [%]; SD — vybérova smérodatna odchylka; x,

prdmér namérenych hodnot.

3. Pikova kapacital3®!

At

C,=1+—
p 1,7XW0’5

Rovnice 8

C, — pikova kapacita; At — ¢asovy rozdil mezi prvnim a poslednim pikem na

elektroferogramu [s]; wo s — Sitka piku v poloviné vysky [s].
4. Pocet teoretickych pater

tm
N =554 x (—)?
(Wo,s)

Rovnice 9

N — pocet teoretickych pater; tm — migracni ¢as [s]; wos — Sitka piku v poloviné vysky [s].
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5. Pomér signdlu k Sumu

S H
N h
Rovnice 10

S/N — pomér signalu k Sumu; H — vyska piku [mAu]; h — Sum v nejblizsim rozsahu [mAul.
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6. Vysledky a diskuze
6.1. Enzymatické Stépeni proteinl a jeho hodnoceni pomoci HPLC

6.1.1. Pocatecni hodnoceni efektivity komercni soupravy SMART
Pro pocatecni hodnoceni ucinnosti enzymatického Stépeni proteind pomoci kitu
SMART byla pouZita jednodussi a levnéjsi bilkovina, tj. korfisky myoglobin. Principem
fungovani SMART Digest Kit je enzymatické Stépeni proteind imobilizovanym

trypsinem.

Pro peptidové mapovani i pro analyzu intaktniho myoglobinu byla pouZita kolona
BioResolve RP mAb. Jednd se o reverzni fazi, u které je silikagel funkcionalizovan
polyfenylovymi zbytky. Velikost povrchové poréznich ¢astic je 2,7 um. Tento typ kolony
byl vyvinut pfimo pro analyzu intaktnich proteinl, predevsim monoklonalnich

protilatek7],

Tato kolona byla zvolena, protoZe u prvnich experimentd existovalo riziko pfitomnosti
nerozStépeného myoglobinu ve vzorku. Pouziti staciondrni faze s drobnéjSimi péry,
jako napf. u Halo Peptide ES-C18 s velikosti port 160 A, by bylo rizikové z hlediska
moznosti zaneseni kolony nerozstépenym proteinem. Jak je patrné na obrdzku 6, tak
pGvodni piky odpovidajici intaktnimu myoglobinu nebyly ve vzorku obsahujicim
hydrolyzat myoglobinu detekovany. Enzymatické sStépeni myoglobinu pomoci kitu

SMART tedy probéhlo v pIné mire.
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Obrdzek 6. Chromatogram intaktniho myoglobinu (modre) a myoglobinu po dvouhodinovém

stépeni trypsinem (Cerné), 214 nm. Kolona BioResolve.

6.1.2. Stépeni myoglobinu za pfitomnosti deoxycholdtu sodného
Deoxycholat sodny (SDC) je solubilizatnim cinidlem ¢asto pouzivanym pro zlepSeni

enzymatického $t&peni proteind38l,

Proto byl sledovan vliv pfitomnosti SDC na Stépeni proteind SMART metodou. Zde je
ale nutné zminit, Ze pouziti dopliikovych ¢inidel neni obecné doporuéeno v navodech

k pouZiti SMART digest kit[3°,

Nahrada SMART pufru destilovanou vodou je nezbytnd, protoze po pfidani vzorku
myoglobinu v roztoku deoxycholdtu sodného do SMART pufru vznika srazenina. SDC
ziejmé neni kompatibilni se SMART pufrem. Pro HPLC-analyzu byl vzorek upraven

stejnou cestou jako hydrolyzat myoglobinu bez pfitomnosti deoxycholdtu sodného.
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Obrdzek 7. Chromatogram myoglobinu rozstépeného za pritomnosti SDC, 214 nm.

Kolona BioResolve.

Jak je vidét na obrdzcich 7 a 6, nelze s jistotou fici, jestli doslo k Uplnému rozstépeni
myoglobinu v prostiedi deoxycholatu sodného. Nachromatogramu hydrolyzatu
s vyuzitim SDC pozorujeme piky s velmi podobnym retenénim ¢asem, jez by mohly
odpovidat intaktnimu myoglobinu (retenc¢ni ¢as 11,9 a 13 min, obrdzek 6) na
chromatogramu intaktniho myoglobinu. To je rozdil oproti Stépeni za pouziti SMART
pufru, kde zadny z téchto pikd po 120 min nepozorujeme (viz obrazek 6). Na druhou
stranu je peptidova mapa po stépeni s SDC bohatsi nez bez jeho pfidavku, jak vyplyva
z porovnani chromatogrami na obrdazcich 6 a 7. Vzhledem ktomu, Ze enzymatické
Stépeni pomoci kitu SMART v pfitomnosti SDC s nejvétsi pravdépodobnosti neprobéhlo

po dvou hodindch kvantitativné, bylo od dalSich pokust s SDC upusténo.
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6.1.3. Stanoveni minimalni doby nutné pro rozstépeni myoglobinu
Pik myoglobinu byl pod limitem kvantifikace uz po 5 min enzymatického Stépeni

(viz obrazek 8).
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Obrdzek 8. Chromatogram hydrolyzdtu myoglobinu po 5 min (Cerné) a intaktniho

myoglobinu (modre), 214 nm. Kolona BioResolve.

V rozmezi 5-90 min se profil peptidové mapy ménil. K jeho ustdleni doslo po 90 min

Stépeni.

46




600 —

500 —

400 —

300 —

200

.

min

500 — B
400
300

é 200 —

100 —

min

Obrdzek 9. Chromatogram produktl enzymatického Stépeni myoglobinu po 90 (A) a

120 (B) min, 214 nm. Kolona BioResolve

Jak je vidét na obrazcich 9A a 9B, urcité rozdily Ize pozorovat i na chromatogramech
zobrazujicich peptidové mapy po 90 a 120 min Stépeni. To je nejlépe vidét u pika
s retenénim ¢asem mezi 8. a 12. min (oznacend oblast). Na obrazku 9B pozorujeme
mirny pokles pikd v daném rozmezi, nepozorujeme ale rlst Zzadnych pik(l v porovnani
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s chromatogramem 90min Stépeni (obrazek 9A), coz bychom mohli ocekdvat, kdyby po
90 min porad probihaly procesy enzymatického stépeni. Rozdil ve vysce pikli v rozmezi
8-12 min lIze vysvétlit adsorpci lipofilnich peptidl, které pozorujeme na konci
chromatogramu, na sténu plastové mikrozkumavky. Cim déle se dané peptidy
nachdzeji ve zkumavce, tim je vétsi podil adsorbovanych peptid( a tim je i mensi obsah
téchto peptidd v roztoku vzorku. Lze tedy konstatovat, Ze pro dostatecné Stépeni

myoglobinu pomoci kitu SMART staci 90 min.

6.1.4. Enzymatické Stépeni protilatky NIST SMART metodou.
Optimalizace doby Stépeni protilatky NIST

Jako dalsi modelovy protein pro enzymatické Stépeni byla vybrana referenéni

monoklondlni protilatka NIST, kterd se pouzivd jako modelova protilatka pro

vyhodnoceni vykonnosti metod, které slouzi ke zkoumdni fyzikalné-chemickych a

biofyzikdlnich vlastnosti monoklonalnich protilatek!!,

Enzymatické Stépeni trvalo nejprve 2 hodiny. HPLC separace pro kontrolu Stépeni
nejprve probihaly na koloné Halo Peptide ES-C18 s velikosti pori 160 A. Dand kolona je
vhodna pro préci s proteiny a peptidy s molekulovou hmotnosti pod 20 kDa a méla by

dosahovat lepsich hodnot $itky, vysky a pikové kapacity, neZ kolona BioResolve*!,

Na rozdil od minulych experimentl s myoglobinem, pfi praci s protilatkou NIST byla
pro hodnoceni kvality enzymatické hydrolyzy pouzita detekce pfi vinové délce 280 nm.

Davodem je lepsi kvalita chromatogram( hydrolyzatu protilatky pfi dané vinové délce.
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Obrdzek 10. Chromatogram produkt( enzymatického Stépeni protildtky NIST, 280 nm.

Kolona Halo Peptide.

Na chromatogramech pozorujeme pomérné velky pocet pik(, které odpovidaji
peptidim vzniklych v prdbéhu enzymatického Stépeni. POvod majoritniho piku
s retenénim ¢asem 13,5 min ale nebyl Uplné jasny. Tento pik miZe odpovidat jak
samotné protilatce, tak se mlzZe jednat i o jeden z produktd Stépeni. Proto bylo nutné
porovnat chromatogram produktl stépeni NIST s chromatogramem intaktni protilatky.
Pro tento Ucel byla provedena separace na HPLC koloné BioResolve o porozité 450 A.
Jak jiz bylo zminéno dfive (viz kapitola 6.1.1.), kolona Halo Peptide o porozité 160 A

neni vhodnd pro analyzu intaktnich proteint kvuli riziku ucpani kolony.
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Obrdzek 11. Porovndni chromatogramu intaktni protilatky NIST (modfe) a
chromatogramu produktl dvouhodinového enzymatického Stépeni protildtky NIST

(¢erné), 280 nm. Kolona BioResolve.

Jelikoz ma pik intaktni protilatky retencni ¢as velmi blizky retenénimu ¢asu dvou pikd,
pozorovanych na chromatogramu peptidové mapy po dvouhodinovém Stépeni (viz
obrazek 11, retencni ¢as ~13 min), nelze vyloucit pravdépodobnost pritomnosti zbytkd

intaktni protilatky ve vzorku hydrolyzatu.

Proto bylo provedeno enzymatické Stépeni po dobu 3 hodin. Vysledna peptidova mapa

je zobrazena na obrazku 12.
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Obrdzek 12. Chromatogram produktu tfihodinového enzymatického Stépeni protildtky

NIST, 280 nm. Kolona BioResolve.

Je vidét, Ze dvojity pik sretenénim ¢asem 13 min je pfitomen i po 3 hodinach
trypsinového Stépeni, pficemz se jeho plocha viditelné nezménila. Takovy vysledek ale
nesouhlasi s predpokladem o vyskytu zbytk( protilatky ve vzorku, protoZe v takovém

pripadé bychom pozorovali znatelny pokles plochy jednoho z téchto dvou pikd.

Pro ziskani podrobnéjsi peptidové mapy byl hydrolyzat NIST redukovan pomoci tris(2-
karboxyethyl)fosfinu (TCEP). Dané Ccinidlo redukuje disulfidické muastky, které jsou
zachovdny po trypsinovém S$tépeni. Na chromatogramu bychom méli pozorovat
rozlozeni nékterych velkych pikl na nékolik mensich. Mohl by tedy zmizet i neznamy

pik s retenénim ¢asem ~13 min.

Vysledek HPLC-analyzy hydrolyzatu redukovaného vzorku je zobrazen na obrazcich 13A

a 13B.
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Obrdzek 13. Porovndni chromatogramu produkt( tfihodinového stépeni protildatky NIST
s redukci (A) a chromatogramu produkti dvouhodinového stépeni protildatky NIST

s redukci (B), 280 nm. Kolona BioResolve.

Je vidét, Ze chromatogramy dvou- a tfihodinového enzymatického Stépeni se
kvalitativné nelisi, pfipadné malé rozdily ve vysSce a poloze nékterych pikd jsou
pravdépodobné zplsobené nedokonalou opakovatelnosti méreni. Na obrdzcich 12 a
13A vidime, Ze vétsSinu pikll na chromatogramu neredukovaného hydrolyzatu mizeme
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pozorovat i na chromatogramu redukovaného hydrolyzatu, musime ale vzit v dvahu
posun pikd na chromatogramu redukovaného hydrolyzatu pfiblizné o 40 s — 1 min. To
je pravdépodobné zplsobené odchylkou méreni. Kvalitativni rozdily téchto dvou
chromatogram( jsou na obrazcich 12 a 13A oznaceny hvézdi¢ckou — pozorujeme zanik
mensiho piku s retenénim ¢asem 12,9 min na chromatogramu neredukovaného vzorku
a vznik velkého piku s retenénim ¢asem 11,7 min na chromatogramu redukovaného
vzorku. Velky pik s reten¢nim ¢asem 13,5 min pofdd pozorujeme na chromatogramu.
Jelikoz plvod daného piku byl stdle nejasny, nedd se posoudit kvalita enzymatického

Stépeni protilatky NIST metodou SMART bez porovnani s konvenéni metodou.

6.1.5. Porovnani kvality konvencni a SMART metody enzymatického
Stépeni

Bylo provedeno Stépeni protilatky NIST konvencnim zplsobem s ndaslednym

porovnanim kvality stépeni pomoci komeréni soupravy SMART. Pti analyze hydrolyzatu

se pouzila kolona BioResolve. Vysledky HPLC-analyzy produktl Stépeni protilatky

konvenéni metodou, a také metodou SMART (s redukci i bez redukce hydrolyzatu) jsou

zobrazeny na obrazcich 14A-14C.
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Obrdzek 14. Porovndni chromatogramu enzymatického Stépeni protildatky NIST
klasickou metodou (A), chromatogramu trihodinového enzymatického stépeni metodou
SMART s redukci (B) a chromatogramu tfihodinového enzymatického stépeni metodou

SMART bez redukce (C), 280 nm, kolona BioResolve.
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Podle ziskanych dat se da usoudit, Ze Stépeni metodou SMART a Stépeni klasickou
metodou poskytuji podobné peptidové mapy. Nejlépe to je vidét a obrazcich 14A a 14B
— mnohé piky, napf. piky s reten¢nim ¢asem mezi 8 a 10 min, pik s reten¢nim ¢asem
10,5 min a pik s reten¢nim ¢asem 13,5 min pozorujeme na obou chromatogramech.
Urcité rozdily ale pozorujeme naptiklad v rozmezi 11-12,5 min; zde lze pozorovat nejen
odliSnou intenzitu signald v peptidovych mapach ziskanych za rdznych podminek ale i
kvalitativni profil se v této Casti peptidické mapy lisi (kvalitativni rozdily jsou na obr.

14A a 14B oznaceny hvézdickou).

Je vidét, Ze redukce ma pfriznivy vliv na kvalitu peptidové mapy, jak je patrné
porovnanim chromatogramu na obrazcich 14B a 14C. U peptidové mapy po redukci
hydrolyzatu pozorujeme pokles piku s retenénim ¢asem 13,5 min a vznik dvou novych
pikd vrozmezi 11,5-12,5 min. Peptidovda mapa po redukci hydrolyzatu je tedy

podrobnéjsi, a proto informativnéjsi.

Pro dalsi vyuziti se tedy mlzZe pouzit jak Stépeni SMART metodou s redukci, tak i
klasické enzymatické Stépeni. Jelikoz ale klasickd metoda je velmi ¢asové naroc¢na a
neposkytuje kvalitnéjsi vysledek nez stépeni SMART metodou, bude se pro dalsi
experimenty pomoci CE pracovat s enzymatickym hydrolyzatem ziskanym pomoci

soupravy SMART s naslednou redukci.

Plvod velkého piku s retenénim ¢asem mezi 13. a 14. min byl objasnén pomoci MS
analyzy. Jednalo se o peptid vznikly v pribéhu enzymatického Stépeni, a nikoliv o
nerozitépeny zbytek protildtky. Stépeni protilatky NIST metodou SMART lze tedy

povazovat za Uplné.
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6.2. Peptidové mapovani proteint pomoci CE

6.2.1. Analyza lidského fibrinopeptidu B
Pfredbéziné testy ukazaly, Ze analyza s rozpousténim vzorku v destilované vodé, tedy
bez vyuZiti on-line zakoncentrovani, poskytuje malo informativni peptidové mapy

z divodu nizké citlivosti.

Pro pocatecni hodnoceni on-line zakoncentrovani prechodnym pH rozhranim se pouzil
lidsky fibrinopeptid B, ktery byl rozpustén v 10mM hydrogenuhli¢itanovém pufru o
pH 8,5.

o “L L

5 10 15
min

Obrdzek 15. Elektroferogram lidského fibrinopeptidu B (0,1 ug/ul),
60mM mravencanovy pufr (pH 3), ndstfik 60 s, tlak 50 mbar.
Detekce pri 200 nm.

Na elektroferogramu peptidu jsou pritomny 3 piky (viz obr. 15). Ten jev se muze
vysvétlit prfitomnosti raznych izoforem peptidu, které se podafilo rozseparovat. Vliv
doby hydrodynamického davkovani na separaci byl optimalizovan v rozmezi 30-120

s inkrementy po 30 s (viz tabulka 5).
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Tabulka 5. Primér dat z elektroferogramd lidského fibrinopeptidu B, 0,1 ug/ul, 200 nm. (n=3)

1. pik 2. pik 3. pik

tm N S/N tm N S/N tm N S/N

30s 12,6 | 119488 6| 12,77 | 55378 34| 12,95| 96134 85
60s 12,0 | 139124 12 12,41 | 34152 52 12,90 | 39054 125
90s 11,7 | 72279 15 12,31 | 19203 51 13,17 | 14850 104
120s 11,4 | 82242 12 12,23 | 11143 53 13,43 5572 91

tm — migracni éas [min], N — pocet teoretickych pater, S/N — pomér signalu k Sumu

Je vidét, Ze pomér signalu k Sumu pro treti pik je nejvyssi pfi 60s nasttiku. Pro prvni pik
je situace odlisna; jako nejvyhodnéjsi z hlediska poméru signal/Sum vypada 90s nastrik.
Pro druhy pik je rozdil mezi 60s a 90s nastfikem nevyznamny. KdyZ ale porovname
pocet teoretickych pater pfi 60s a 90s ddavkovani, vidime, Ze dana hodnota je
podstatné vyssi pro 60s u vSech hodnocenych pikd. To svédéi o vyssi separacni

ucinnosti pfi 60s nastfiku. Pro dalsi experimenty byl zvolen nastfik po dobu 60 s.

Pro hodnoceni opakovatelnosti vysledki byla provedena analyza lidského

fibrinopeptidu B nasledujici den (viz tabulka 6). Porovnaval se pouze 60s nastfik,

podminky méfeni zlstaly stejné.

Tabulka 6. Primér dat z elektroferogramu lidského fibrinopeptidu B, 0,1 ug/ul,
200 nm. Nastrik 60 s. (n=3)
1. den r N S/N A
Pik 1 12,0 139124 12 3,23
Pik 2 12,4 34152 52 27,93
Pik 3 12,9 39054 125 64,23
2.den e N S/N A
Pik 1 11,8 172278 4 0,91
Pik 2 12,1 47551 45 19,77
Pik 3 12,5 50064 103 47,48

tm — migracni ¢as [min], N — pocet teoretickych pater, S/N — pomér signdlu k Sumu, A — plocha

piku

Je vidét, Ze plochy druhého a tretiho piku byly prvni den vyssi. Pomér ploch mezi
prvnim a druhym dnem je ale zachovan: 1,41 pro druhy pik a 1,35 pro tfeti, coZ jsou

blizké hodnoty.
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Pro kvantitativni hodnoceni opakovatelnosti a mezidenni pfesnosti byla spocitana
relativni smérodatna odchylka (viz rovnice 7) pro pomér signalu k Sumu a plochy piku
pfi nastriku 60 s.

Jelikoz signdl prvniho piku byl blizky mezi kvantifikace, opakovatelnost a mezidenni

presnost pro tento pik nebyla hodnocena.

Pro tfi analyzy béhem prvniho dne byla hodnota RSD poméru signalu k Sumu 11,05 %
pro druhy pik a 11,86 % pro treti pik. Relativni smérodatna odchylka plochy (n=3) méla
hodnotu 1,32 % pro druhy pik a 0,55 % pro tfeti, coZ je dobry vysledek.

Mezidenni presnost byla hodnocena ze Sesti hodnot ziskanych ve dvou po sobé
nasledujicich dnech. Relativni smérodatnd odchylka poméru signdlu k Sumu méla
hodnotu 12,15 % pro druhy pik a 13,88 % pro tfeti pik. Relativni smérodatna odchylka
plochy byla 17,23 % pro druhy a 15,09 % pro tfeti pik. Dané hodnoty svédci o nizké
mezidenni presnosti. JelikoZ ale pracujeme hlavné s kvalitativnimi parametry, tzn.
s profily peptidovych map, lze podobnou mezidenni presnost uznat jako

akceptovatelnou.

6.2.2. Analyza produkt( hydrolyzy myoglobinu
Po ziskani uspokojivych vysledku s lidskym fibrinopeptidem B byla provedena analyza
SMART hydrolyzatu myoglobinu pomoci CZE svyuzZitim on-line zakoncentrovani
prechodnym pH rozhranim. Pfed samotnou CZE analyzou bylo nutno vzorek odsolit a
rozpustit v10mM roztoku hydrogenuhli¢éitanu amonného o pH 8,5 (viz kapitola
5.4.6.1). Vysledna koncentrace peptidl ve vzorku byla 0,25 pg/ul. Odsoleni vzorku
pomoci extrakce na tuhou fazi bylo naprosto nezbytné, protoze slozky SMART pufru

indukuji vznik EOF v PVA kapilare, ktery bychom v dané kapilafe neméli pozorovat.

Separace hydrolyzatu byla provedena ve dvou BGE: 1% (v/v) CH3COOH a 60mM
mravencanovém pufru o pH 3,0. Nastfik trval 60 s, coz je optimalni doba davkovani
podle vysledk( predchoziho experimentu. Ziskané elektroferogramy jsou zobrazeny na

obrazcich 16A a 16B.
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Obrdzek 16. Elektroferogram enzymaticky rozstépeného myoglobinu
(0,25 ug/ul) vraznych BGE: 1% (v/v) kyselina octova (A), 60mM

mravencanovy pufr (B), ndstrik 60 s, tlak 50 mbar. Detekce pri 200 nm.

Na obrdazcich 16A a 16B vidime, Ze separace v prostfedi kyseliny mravenci je o 10 min,
neboli 1,5krat, delSi, neZ separace vkyseliné octové. Na elektroferogramu
odpovidajicimu separaci v prostfedi kyseliny mravenci pak pozorujeme rast zakladni
linie.

Separace hydrolyzatu myoglobinu v obou elektrolytech byla porovnana na zakladé

téchto kritérii: (i) pocet pikQ, jejichz plocha byla vyssi nez 3,0 a (ii) pikova kapacita pro
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dany separacni systém (viz rovnice 8, kapitola 5.4.7.). Piky, které byly hodnoceny a
pouzity pro vypocet pikové kapacity, jsou oznafeny na obrdzcich 16A a 16B

hvézdi¢kou. Data jsou shrnuty v tabulce 7.

Tabulka 7. Priimér dat z elektroferogrami hydrolyzatu myoglobinu (0,25 ug/ul), 200
nm. Ndstfik 60 s. (n=3)

1% (v/v) octova kyselina 60mM mravencanovy pufr
tm Wo,5 tm Wo,5
Pik 1 6,3 3,72 7,4 4,31
Pik 2 6,8 2,73 7,9 6,01
Pik 3 7,1 4,13 8,6 14,72
Pik 4 8,4 4,43 9,7 7,30
Pik 5 16,9 9,13 13,9 7,45
Pik 6 - - 22,6 10,57
Pramér wo s 4,83 8,39
ta, tw ta: 352,8 tw: 1057,4 ta: 406,7 tw: 2360,8
Co 86 138
Pocet piku 33 22

tm — migracni ¢as [min], t« — zacatek prvniho piku [s], tw — konec posledniho piku [s], wo,s — Sitka piku
v poloviné vysky [s], Co — pikova kapacita

Je vidét, Ze vice piklQ s plochou nad 3,0 bylo detekovano pfi poufZiti kyseliny octové.
Separace v prostredi pufru z kyseliny mravenci poskytuje méné pika s plochou vyssi jak
3,0. Na druhou stranu je ale vtomto pufru vyssi rozliSeni mezi jednotlivymi piky.
V prostfedi 1% (v/v) CH3COOH pozorujeme vice komigrujicich peptidQ.
V mravencanovém BGE bylo dosazeno vyssi pikové kapacity (Cp, = 138) nez pfi separaci

v 1% (v/v) CHsCOOH (C, = 86)

6.2.3. Vliv koncentrace BGE na kvalitu peptidové mapy myoglobinu
Pro studium vlivu koncentrace BGE na separaci hydrolyzatu myoglobinu byly testovany
BGE o koncentraci 30, 60, 90, 120 a 150 mM kyseliny mravenci (pH 3,0). Podobné byl
testovan i vliv koncentrace kyseliny octové vBGE a to vrozmezi 0,5 az 2 %

(viz tabulka 8).
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Tabulka 8. Prumér dat zelektroferogrami hydrolyzdtu myoglobinu (0,25 ug/ul)
v mravencanovém BGE o riiznych koncentracich, 200 nm. Ndstfik 60 s. (n=3)
30mM 60mM 90mM 120mM 150mM
mravencanovy mravencanovy mravencanovy mravencanovy mravencanovy
pufr pufr pufr pufr pufr
tm Wo,5 tm Wo,5 tm Wo,5 tm Wo,5 tm Wo,5

Pik 1 8,4 2,93 7,8 4,98 7,9 4,04 8,3 3,42 8,7 3,06
Pik 2 10,2 4,06 14,7 9,65 9,2 4,64 8,8 8,13 9,2 4,16
Pik 3 12,7 4,16 16,1 19,63 23,6 11,18 9,5 3,57 10,1 3,25
Pik 4 13,6 9,64 24,2 12,68 28,8 18,00 11,8 9,85 12,1 7,04
Pik 5 20,7 18,55 30,8 20,88 30,6 13,83 25,2 14,20 20,5 3,27
Pik 6 27,3 13,50 32,8 15,28 41,2 17,50 41,5 88,58 53,8 50,48
Primér

8,81 13,85 11,53 21,29 11,88
Wo,5
to, tw to: to: ta: ty: ta: to: ta: to: to: ty:

467,6 1664,0 411,4 2676,6 428,9 2492,6 441,6 2578,8 464,5 3273,8
Co 81 97 106 60 140
Pocet
34 26 29 30 27

pika

tm — migracni ¢as [min], to — zacatek prvniho piku [s], t,— konec posledniho piku [s], wos — Sitka

piku v poloviné vysky [s], Cp, — pikova kapacita

Bylo zjisténo, Ze zmény koncentrace mravencanového pufru vyznamné ovliviuji

selektivitu metody.

Nejlepsi hodnoty pikové kapacity pfi analyze za vyuZiti mravencanového pufru jako

BGE pozorujeme u koncentraci 90 mM a 150 mM. Je nutné ale vzit v Uvahu, Ze pfi

méreni v 150mM mravenfanovém pufru se na elektroferogramu vyskytuje pik

s vysokym migracnim casem (viz obrazek 17A, dany pik je oznacen znaménkem plus),

ktery nepozorujeme pfi méreni za jinych podminek. Existence daného piku zvysuje

hodnotu At, coz podle rovnice Cislo 8 zpUsobuje i rist hodnoty pikové kapacity.
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Obrdzek 17. Elektroferogram enzymaticky rozstépeného myoglobinu
(0,25 ug/ul), 150mM (A) a 90mM (B) mravencanovy pufr, ndstfik 60 s,
tlak 50 mbar. Detekce pfi 200 nm.

Pfi analyze elektroferogramu hydrolyzatu myoglobinu za wvyuziti 150mM
mravencanového pufru jako BGE (obrazek 17A) je patrné, Ze piky s migracnim c¢asem

15-20 min nejsou dostateéné rozseparovany.
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Tabulka 9. Prumér dat z elektroferogrami hydrolyzatu myoglobinu (0,25 ug/ul)
v octanovém BGE o riznych koncentracich, 200 nm. Ndstfik 60 s. (n=3)
0,5% kyselina 1% kyselina octova 1,5% kyselina 2% kyselina octova
octova octova
tm Wo,5 tm Wo,5 tm Wo,5 tm Wo,5

Pik 1 59 3,96 6,2 3,63 6,5 3,73 6,6 3,70
Pik 2 6,4 3,54 6,7 2,86 7,0 2,66 71 2,66
Pik 3 6,5 5,21 7,0 4,49 7,5 4,37 7,6 4,35
Pik 4 8,2 4,13 8,4 3,92 8,7 3,85 9,9 7,95
Pik 5 10,2 15,90 8,8 4,18 9,8 7,75 11,2 9,19
Pik 6 14,6 10,73 9,3 7,09 15,9 12,07 15,6 11,73
Primér

7,25 4,36 5,74 6,60
Wo,5
to, tw to: tw: to: tw: to: tw: to: tw:

328,9 1066,5 346,3 1066,9 363,6 11184 3711 1088,8
Co 61 98 78 65
Pocet
18 22 22 18

pikd

tm — migracni ¢as [min], to — zacatek prvniho piku [s], t,— konec posledniho piku [s], wos — Sitka

piku v poloviné vysky [s], Cp, — pikova kapacita

Analyza v prostredi kyseliny octové je rychlejsi a jeji rizné koncentrace nemaji tak
velky vliv na selektivitu metody. Jistou nevyhodou je mensi pocet pikQi v porovnani
s analyzou v prostiedi kyseliny mravendi. | kdyZ analyza v 1% kyseliné octové umoziuje
ziskat hodnotu pikové kapacity 98 (coZ je porovnatelné s pikovou kapacitou 106 pfi
analyze v90mM mravenéanovém pufru), na pfislusnych elektroferogramech
pozorujeme pouze 22 pikl, zatimco za pouziti 90mM mravencanového pufru jich
ziskame 29. JelikoZ pocet pik( tésné souvisi s informacni hodnotou peptidové mapy,
pouziti kyseliny octové jako BGE pro peptidové mapovani myoglobinu je méné

vyhodné, protoZe poskytuje méné podrobné mapy nez pfi pouziti kyseliny mravendi.

Jako optimalni BGE byl zvolen mravencéanovy pufr o koncentraci 90 mmol/I.
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6.2.4. Stanoveni optimalni doby nastfiku pfi analyze za pouZziti 90mM

mravencanového pufru jako BGE
Jak jiz bylo zminéno vysSe, koncentrace mravencanu v BGE ma vyznamny vliv na
selektivitu. Jelikoz se dale pouZival mravencanovy pufr o jiné koncentraci nez pfi
pokusech s lidskym fibrinopeptidem B, bylo nezbytné provést novou optimalizaci doby

nastfiku, protoze ma vliv na faktor zakoncentrovani a tim i vyslednou citlivost.
Jako BGE se pouzil 90mM mravencanovy pufr o pH 3,0.

Testovany byly nastfiky v rozmezi 20-80 s inkrementem po 10 s. V tabulce 10 jsou
shrnuty zakladni kvantitativni informace nezbytné pro porovnani kvality separace za

vySe popsanych podminek.
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Tabulka 10. Primér dat z elektroferogrami hydrolyzatu myoglobinu (0,25 ug/ul)
v 90mM mravencanovém pufru, 200 nm. Ndstfik 20-80 s. (n=2)
20s 30s 40s 50s
tm Wo,5 tm Wo,5 tm Wo,5 tm Wo,5
Pik 1 6,3 4,70 6,4 4,64 6,5 6,75 6,6 8,28
Pik 2 9,7 10,35 10,0 11,83 10,2 12,62 10,5 14,05
Pik 3 10,6 9,60 10,8 10,72 11,2 11,30 11,5 11,93
Pik 4 11,4 6,99 11,7 7,19 11,9 7,68 12,2 8,16
Pik 5 11,7 9,00 11,9 10,19 12,2 11,11 12,4 12,06
Pik 6 20,4 20,50 20,6 31,40 21,0 26,18 21,4 31,95
Primér
10,19 12,66 12,61 14,41
Wo,5
to, tw to: tw: to: tw: to: tw: to: tw:
374,9 1252,9 379,0 1284,6 380,1 1314,9 384,2 1352,7
Ce 52 43 45 41
Pocet
12 15 19 20
pika
60 s 70s 80s
tm Wo,5 tm Wo,5 tm Wo,5
Pik 1 6,6 4,60 6,8 4,55 6,9 4,60
Pik 2 10,4 14,60 10,9 26,05 10,9 16,23
Pik 3 11,3 2,38 11,9 2,40 11,9 2,45
Pik 4 11,9 8,65 12,5 9,05 12,5 9,77
Pik 5 12,2 13,05 12,8 14,43 12,7 15,92
Pik 6 20,6 32,05 22,1 34,98 21,9 44,68
Primér
12,56 15,24 15,61
Wo,5
to, tw to: tw: to: tw: to: tw:
378,4 1319,0 391,3 2499,5 390,7 1454,3
@ 45 82 41
Pocet
21 19 23
pikd

tm — migracni ¢as [min], t, — zacatek prvniho piku [s], t,— konec posledniho piku [s], wgs — Sitka

piku v poloviné vysky [s], C, — pikova kapacita

Na zakladé ziskanych dat mUZeme udélat zavér, Ze doba nastfiku nema velky vliv na

pikovou kapacitu, protoZe se dand hodnota pohybuje mezi 41 a 52 u vSech
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experimentll bez zjevné korelace s dobou nastfiku. Jedinou odchylku pozorujeme u
nastfiku 70 s, jde ale o situaci, jez byla uZ popsana v kapitole 6.2.3: na daném
elektroferogramu se vyskytuje pik s vysokym migracnim ¢asem, ktery neni na dalsich
zdznamech. Pfitomnost daného piku vyznamné zvysuje At, a tim i pikovou kapacitu. Na
obrazku 18 pak vidime, Ze byl pfi analyzach s dobou nastfiku 70 s pozorovan vyrazny

rast zdkladni linie. Dany vysledek proto nemuze byt zcela objektivné hodnocen.

10 20 30 40 50 60
min

Obrdzek 18. Elektroferogram enzymaticky rozstépeného myoglobinu (0,25 ug/ul),

90mM mravencanovy pufr, ndstrik 70 s, tlak 50 mbar. Detekce pfi 200 nm.

U vsSech ostatnich nastfikd pozorujeme tendenci nardstu poctu pikd se zvySenim doby
nastfiku. Takovy vysledek se mohl ocekavat, jelikoz se doba nastfiku nachazi v pfimém
vztahu s mnoZstvim analytu, které se dostane do kapilary. Podle obrazk( 19A a 19B

muazeme vizudlné zhodnotit rozdil mezi 20 s a 80 s nastfikem.
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Obradzek 19. Elektroferogram enzymaticky rozstépeného myoglobinu (0,25
ug/ul), 90mM mravencanovy pufr, ndstrik 20 s (A) a 80 s (B), tlak 50

mbar. Detekce pfi 200 nm.

Vyuziti kratkych nastfikd ma za nasledek ztratu informaci. Rozdil mezi dfive
pouzivanym nastfikem 60 s a ndstfikem 80 s skoro nepozorujeme — pfi nastfiku 80 s
pozorujeme na elektroferogramu o 2 piky vice, pti nastfiku 60 s je mirné vyssi pikova

kapacita.
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Obradzek 20. Elektroferogram enzymaticky rozstépeného myoglobinu (0,25 ug/ul),

90mM mravencanovy pufr, ndstfik 60 s, tlak 50 mbar. Detekce pfi 200 nm.

Pro dalsi analyzy byl vybran nastfik 50 mbar po dobu 60 s (viz obr. 20).

Je nutné se zminit o vyznamnych rozdilech mezi vysledky hodnoceni separace
v experimentu 6.2.3. a 6.2.4. Pokud porovname elektroferogramy hydrolyzatu
myoglobinu pfi nastfiku 60 s svyuzitim 90mM mravencanového pufru jako BGE
v experimentu 6.2.3. (obr. 17B) a vexperimentu 6.2.4. (obr. 20), uvidime znacné
kvalitativni rozdily danych peptidovych map. Pozorujeme i velky rozdil v hodnotach
pikové kapacity — 106 v experimentu 6.2.3. a 45 v experimentu 6.2.4. Takovy vysledek
by mohl svéd¢it o vzniku EOF v kapilare, ktery zrychluje analyzu a tim znemoznuje
rozdéleni peptidi o blizkém poméru q/r. Dany problém muzZe byt vyfeSen pouzitim
kapilar potazenych jinymi polymery ¢i optimalizaci odsoleni vzorku po pouZziti SMART

pufru.

6.2.5. Analyza modelové protilatky NIST optimalizovanou metodou

Vramci predbéinych experimentl byly provedeny separace vzork( hydrolyzatu
protilatky NIST o koncentraci 2,143 a 0,2143 pg/ul. Koncentrace prvniho vzorku byla

zvolena tak, aby byl vzorek ekvimoldrni se vzorkem myoglobinu o koncentraci
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0,25 pg/ul. Koncentrace druhého vzorku byla desetkrat nizsi. V danych vzorcich byly
pozorovany znadmky prekroceni separacni kapacity systému, proto se dale pracovalo se
vzorky hydrolyzatu protilatky NIST o koncentraci 0,10715 (dvacetkrat nafedény vzorek
o koncentraci 2,143 pg/ul) a 0,0714 pg/ul (tficetkrat naredény vzorek o koncentraci
2,143 pg/ul).

Jako BGE se pouzil 90mM mravencanovy pufr o pH 3,0. Délka nastfiku byla 60 s.
V tabulce 11 jsou shrnuty zakladni kvantitativni informace, nezbytné pro porovnani

kvality separace za vySe popsanych podminek.

Tabulka 11. Pridmér dat zelektroferogrami hydrolyzdtu protildtky NIST v 90mM
mravencanovém pufru, detekce pri 200 nm, ndstfik 60 s. (n=3)

0.10715 pg/ul 0.0714 pg/ul
tm Wo,5 tm Wo,5
Pik 1 13,1 1,16 13,1 1,06
Pik 2 13,5 2,94 13,4 3,02
Pik 3 13,8 3,80 13,6 3,58
Pik 4 18,0 18,15 17,6 18,52
Pik 5 18,9 18,83 18,4 22,05
Pik 6 22,4 25,90 21,7 25,28
Primeér
11,80 12,25

Wo,5
ta, tw te: 784,9 ty: 1582,0 toe: 779,1 t,: 1516,6
Co 41 36
Pocet

o 15 15
pikd

tm — migracni ¢as [min], t, — zacatek prvniho piku [s], t,— konec posledniho piku [s], wo,s — Sitka

piku v poloviné vysky [s], C, — pikova kapacita
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Obrdzek 21. Elektroferogram enzymaticky rozstépené protilatky NIST, 0,1075 ug/ul (A,
B), 90mM mravencanovy pufr, ndstrik 60 s, tlak 50 mbar. Detekce pri 200 nm.
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Obrdzek 22. Elektroferogram enzymaticky rozstépené protildtky NIST, 0,0714 ug/ul (A,

B), 90mM mravencanovy pufr, ndstfik 60 s, tlak 50 mbar. Detekce pfi 200 nm.

ProtoZze koncentrace vzork( je relativné blizka, ziskané mapy nevykazuji vyznamné
rozdily. V obou pfipadech pozorujeme rlst zakladni linie, ktery ve vétsiné pfripadu
nebyl pozorovan u myoglobinu. Pocet pikd s plochou nad 3,0 je u obou koncentraci
stejny — 15, zatimco pikova kapacita je vyssi pro vzorek s koncentraci 0,1075 pg/ul (41)

nez pro vzorek s koncentraci 0,0714 pg/ul (36).

Pikova kapacita pro protilatku NIST mda tedy hodnotu nizsi nez pro myoglobin, viz

kapitola 6.2.3., kde bylo dosazeno hodnot pikové kapacity nad 100.

Na obrazcich 21 a 22 vidime, Ze bylo dosazeno dobrého rozdéleni peptidd s migracnim
¢asem 13 az 15 min. Je to nejlépe vidét na obrdzcich 21B a 22B. Lze si vSimnout, Ze piky
s migraénim c¢asem 13,1 min a 13,2 min maji lepsi rozliSeni u vzorku o koncentraci
0,1075 pg/ul.
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V rozmezi 16 az 30 min jsou piky mnohem 3irSi a to zejména z divodu komigrace

peptidl v jedné zéné (napf. pik s migracnim ¢asem okolo 24 min, obr. 21.)

Na zakladé vizudlniho hodnoceni elektroferogrami a také na zdakladé porovnani
hodnot C, mizZeme dojit k zavéru, Ze optimalni koncentrace vzorku protilatky NIST je

0,1075 pg/ul.
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7. Zavér

Na zdkladé experimentl s tryptickym Stépenim protein( bylo zjisténo, Ze hydrolyzat
protilatky NIST ziskany SMART-metodou s nasledujici redukci poskytuje peptidovou
mapu porovnatelné kvality s hydrolyzatem ziskanym konvenéni metodou. Jelikoz
kompletni rozstépeni protilatky NIST SMART metodou probiha 3 hodiny (pfipadné 90
min pro korisky myoglobin), je vyuZiti SMART metody vyhodnéjsi diky své casové

efektivité, protozZe cely pracovni postup konvencniho stépeni trva okolo 24 hodin.

PouZiti deoxycholdatu sodného pfi enzymatickém 3Stépeni SMART metodou se
nedoporucuje. Deoxycholat sodny reaguje se SMART pufrem za vzniku srazeniny, coz
znemozZiuje rozsStépeni substratu. PouZziti destilované vody misto SMART pufru

umoziuje ziskat peptidovou mapu, hydrolyza proteinu ale neni Uplna.

CZE metoda pro peptidové mapovani byla optimalizovana pro konsky myoglobin a poté
byla pfenesena na analyzu referencni protilatky NIST. Pfi optimalizaci CE-metody byl
hodnocen vliv sloZeni BGE, doby nastfiku vzorku a koncentrace vzorku na kvalitu
separace. Analyzy probihaly v PVA-kapildfe o vnitfnim priméru 50 um, celkové délce
64,5 cm a efektivni délce 56 cm za vkladaného napéti 30 kV. Kapildra byla
termostatovdna na teplotu 20 °C. Nejpodrobnéjsi peptidové mapy hydrolyzatu
myoglobinu byly ziskany pfi analyze v 90mM mravencanovém pufru o pH 3,0 s
hydrodynamickym davkovanim vzorku po dobu 60 s pti 50 mbar. Koncentrace vzorku
hydrolyzatu protilatky by méla byt 0,1075 pg/ul (0,25 pg/ul pro hydrolyzat
myoglobinu). Bylo zjiSténo, ze SMART pufr neni kompatibilni s CE analyzou v PVA
kapilare, protoze v ni indukuje vznik EOF. Hydrolyzaty protein tedy musely byt pred
vlastni CE-analyzou odsoleny pomoci SPE a nasledné rozpustény v 10mM
hydrogenuhli¢itanovém pufru o pH 8,5, aby bylo zajisténo on-line zakoncentrovani

prechodnym pH rozhranim.

Za nalezenych optimalnich podminek byla ziskdna kvalitni peptidovd mapa NIST
obsahujici 15 pik(l. Pikova kapacita méla hodnotu 41. V roce 2017 Dada, Zhao, Jaya a
Salas-Solano!3®! dosahli pikové kapacity 94, coZ je skoro dvojnasobné lepsi vysledek.
Musi se vSak pocitat stim, Ze hodnota pikové kapacity je zavisla nejenom na

podminkdach méreni, ale i na analyzovaném proteinu: v této diplomové préci bylo

73



dosazeno hodnoty pikové kapacity 106 pro konsky myoglobin, coz je vysledek,
porovnatelny svysledky Dady a kolektivu®®l. Tito autofi pracovali s CE-MS, co?
umoznuje dosahnout nejenom vyssi citlivosti, ale i lepSi separace diky vyuziti
dopliikovych ¢inidel vBGE jako jsou dimethylformamid & dimethylacetamid(3el.
Z dlivodu vysokého ,cut-off* nelze tato rozpoustédla pouZit pro analyzy s UV-VIS
detekci pfi 200 nm. Pocitaje svySe uvedenymi fakty lze udélat zavér, Ze ziskany

vysledek Ize hodnotit jako dobry jak pro protilatku NIST, tak i myoglobin.

Cil prace, tj. vyvinout a optimalizovat CE-metodu pro separaci produktl Stépeni
koriského myoglobinu a referencni protilatky NIST, pomoci které by bylo mozné ziskat
specifické a reprodukovatelné peptidové mapy, byl splnén. Metoda by ale mohla byt
optimalizovana i ddle: jak pro protilatku NIST, tak i pro myoglobin. Jelikoz koncentrace
BGE a doba nastfiku byly optimalizovany pro hydrolyzat myoglobinu, bylo by mozné
uskutecnit optimalizaci danych parametrt i pro hydrolyzat protilatky. Dale by mohl byt
sledovan vliv pH zakladniho elektrolytu, pH a koncentrace bazické matrice vzorku na
kvalitu separace. Kromé toho by se mohly vyzkouset i dalsi BGE, kromé octanového a
mravencanového pufru, napr., fosfatovy nebo malondatovy pufr. Do budoucna lze zvazit
i vyuziti bezkontaktniho vodivostniho detektoru, ktery je na rozdil od UV-VIS detektoru
kompatibilni s dimethylformamidem a dimethylacetamidem, jejichZ pridavek k BGE by
mohl vyznamné zvySit mnoiZstvi detekovanych peptidld v pfislusnych peptidovych
mapach. Nutné je pak zvazit i pouziti jinych kapilar. Perspektivni variantou jsou kapilary

potaZzené linedrnim polyakrylamidem, které s Uspéchem pouzil Dada a kolektiv!3®l,
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