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Abstrakt

Prace se zabyva systémovymi piky V proteinové Cipové elektroforéze. Cilem
prace bylo navrhnout vhodna separacni prostfedi s ohledem na pozice a pocty
systémovych pikd.

Teoreticky tivod se vénuje procesiim odehrdvajicim se pfi separaci proteinti
metodou SDS-PAGE, jeji miniaturizaci a podava ptehled soucasnych aplikaci této
metody. Dale je stru¢né shrnuta problematika systémovych zon.

Systémové piky byly sledovany ve tfech separacnich systémech. Chovani
systétmovych zén bylo nejprve vySetfeno teoreticky v programu PeakMaster a
ziskané vysledky byly ovéteny experimentalné na piistroji Agilent 2100 Bioanalyzer.

V experimentech byl zaznamenidn vétsi pocet systémovych pikl, nez
odpovidalo teoretickému slozeni systémt. Vzhledem k této skutecnosti nebylo
mozné zcela ztotoznit vysledky PeakMasteru s redlnymi experimenty.



Abstract

This work investigates the behavior of system peaks in chip electrophoresis.
The aim of this work was to propose a suitable separation environments with regard
to the position and number of system peaks.

In the theoretical introduction we first deal with processes taking place in the
separation of proteins by SDS-PAGE method, its miniaturization and provide an
overview of current application of this method. Then there is briefly summarized the
issue of system zones.

System peaks were observed in the three separation systems. The behavior of
the system zones was first investigated theoretically in PeakMaster program and
results were then verified experimentally by means of Agilent 2100 Bionalyzer.

In the experiments there was recorded larger number of system peaks than
should correspond to the theoretical composition of the systems. Due to this fact it
was not possible to fully identify the theoretical results from PeakMaster with the
results from real experiments.
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Seznam pouzitych zkratek

uTAS Micro Total Analysis system
ACBP Acyl coenzyme A binding protein
BGE Background electrolyte

CMC Critical micelle concentration
FU Fluorescence unit

HDeS Decylsulphuric acid

LIF Laser-induced fluorescence

LTE Linear theory of electromigration
MU Mobility units

P80 Skript Protein 80 Series Il

PA Polyacrylamide

SDeS Sodium decylsulphate

SDS Sodium dodecylsulphate

SDS-CGE  Sodium dodecylsulphate capillary
gel electrophoresis

SDS-PAGE Sodium dodecylsulphate-
polyakrylamide gel electrophoresis

TRICINE  N-(2-hydroxy-1,1-
bis(hydroxymethyl)ethyl)glycine

TRIS 2-amino-2-hydroxymethyl-
propane-1,3-diol

UV-VIS Ultra violet-visible

Acyl koenzym A vazebny protein
Zakladni elektrolyt

Kritickd micelarni koncentrace
Fluorescenc¢ni jednotka
Decylsirova kyselina

Laserem indukovana
fluorescence

Linearni teorie elektromigrace
Jednotka mobility (rozmér 10
m?Vist)

Polyakrylamidovy
Decylsiran sodny
Dodecylsiran sodny
Kapilarni gelové elektroforéza
Vv ptitomnosti dodecylsiranu
sodného

Elektroforéza v
polyakrylamidovém gelu

Vv pfitomnosti dodecylsiranu
sodného

N-(2-hydroxy-1,1-
bis(hydroxymetyl)etyl)glycin
2-amino-2-hydroxymetyl-
propan-1,3-diol
Ultrafialova-viditelna



1 Uvod

Obecné principy, na nichZ je zalozena elektroforéza, byly znamy jiz pted vice
nez 100 lety, ale az v 60. letech minulého stoleti byla vyvinuta nova metoda separace
proteinit — elektroforéza Vv polyakrylamidovém gelu V prostiedi dodecylsiranu
sodného (SDS-PAGE). SDS-PAGE nasla wuplatnéni piedevsim Vv biologii,
molekularni biologii, genetice i mikrobiologii a dodnes piedstavuje jednu ze
zékladnich metod analyzy proteinti. Kromé stanoveni molekulové hmotnosti proteinti
je tato metoda pouzivana také pro detekci proteinovych modifikaci a pii studiu jejich
kvarterni struktury. ZvySeni separa¢ni ucinnosti, oproti klasické SDS-PAGE, bylo
docileno kombinaci zndmych separa¢nich technik. Jako piiklad Ize uvést Casto
pouzivanou SDS-PAGE kombinovanou s metodou izoelektrické fokusace.
SDS-PAGE v klasickém plo$sném uspoiadani je zdlouhavou metodou vyZadujici
ptipravu separacniho gelu polymerizaci z monomeri (Casto toxickych), nepohodIné
davkovani vzorkti do jamek gelu i pracnou detekci po skonceni analyzy. Ani
samotny separacni proces neni rychly a trva fddové hodiny. Proto se dalsi vyvoj
snazil metodu SDS-PAGE automatizovat a urychlit.

Pozornost se proto obratila na elektromigra¢ni metody probihajici v kapilarach.
Princip SDS-PAGE byl uspésné pieveden do kapilarniho uspotfadani, coz vyznamné
snizilo spotfebu chemikalii a urychlilo analyzu. Oproti klasické SDS-PAGE je
automatizovana opticka detekce analytl, coz také pfispiva k vys$i ucinnosti
a rychlosti analyzy.

Pokrok ve vyvoji analyzy biologicky aktivnich latek pokracoval v 90. letech
miniaturizaci metody na sklenéné nebo plastové mikrocipy. Koncept analyzy
v mikroméfitku s integraci vSech jednotlivych krokt analyzy na jeden mikroCip
zajiStoval dalSi zkraceni doby analyzy, vysokou citlivost méfeni a predevSim
moznost analyzovat velmi malé objemy vzorkd. Potencidl téchto miniaturizovanych
elektroforetickych systémi brzo objevily 1 firmy, zabyvajici se separacnimi
technikami biologickych latek (napf. Agilent Technologies, Bio-Rad) a zacaly na trh
dodavat piistroje a jednorazové Cipy pro analyzy proteinid, DNA a dal$ich biologicky
vyznamnych latek.

Dostupnost téchto novych technologii vedla v roce 2001 k zalozeni ,,Human
Proteome Organization®, jejimz hlavnim cilem je identifikace vSech proteint
kédovanych lidskym genomem. Do projektu se zapojily analytické laboratofe po
celém svété. Vysledky nachdzeji Siroké uplatnéni v klinické praxi, kdy se na zékladé
rozboru vzorkd (moci, slin, krve) odhaluji nové biologické markery, které by
v budoucnosti mohly pomoci ke véasné diagnoze a 1é¢bé konkrétnich onemocnéni.

Vyhodnocovani elektroforetickych analyz vSak neni vzdy zcela jednoznacné a
muze byt zkresleno ptfitomnosti systémovych pikli. Systémové piky jsou vlastnosti
zékladniho elektrolytu a nepftislusi zadnému z analyti. Systémové piky mohou byt
s piky analytt lehce zaménény nebo mohou vést k rozmyvani piki analytu a k ruseni
prub&hu analyzy. Je proto nutné umét systémové piky bezpecné identifikovat nebo



provadét analyzy v takovych systémech, kde jsou systémové piky mimo oblast piki
analytl a nemiize dojit k jejich zaméng.

Systémové piky v proteinové Cipové elektroforéze se proto staly predmétem
této bakalarskeé prace.
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2 Teoreticky uvod

2.1 SDS-PAGE a cipova elektroforéza

S obecnymi principy elektromigracnich metod se muizeme seznamit napf.
v publikaci Kasi¢ky [1]. Elektroforetické metody jsou zalozeny na rozdilné rychlosti
putovani latek v elektrickém poli. V SDS-PAGE je do zakladniho elektrolytu (BGE)
pfidan nabity surfaktant dodecylsiran sodny (SDS). SDS se vaze na povrch proteinu,
denaturujel ho a dodecylsiranové anionty obali rozbaleny protein tak, ze mu udéli
konstantni specificky naboj, tj. naboj vztazeny na jednotku relativni molekulové
hmotnosti. Ve volném roztoku pak takto obalené proteiny bez ohledu na jejich
velikost vykazuji velice blizkou ¢i identickou elektroforetickou mobilitu a nedochazi
K jejich separaci. Proto je tfeba latky separovat v sitovacim prostiedi. Sitovaci efekt
zpusobuje zpomaleni rychlosti migrujicich ¢éstic, jez je pfimo umérné velikosti
téchto Castic a jednotlivé latky jsou rozdéleny v poradi podle vzrustajicich relativnich
molekulovych hmotnosti. Jako sitovaci prosttedi se pouzivaji rizné druhy geli.
Nejbéznéjsim vsak zistava polyakrylamidovy (PA) gel, ktery je mozné pfipravit
riznymi zpisoby a s potiebnou velikosti pora [2].

Denaturace proteinu surfaktantem je slozity proces, ktery zavisi na iontové sile
roztoku, koncentraci a typu surfaktantu i na samotném proteinu. Moosavi-Movahedi
[3] sleduje interakci SDS s riznymi proteiny z termodynamického hlediska a
potvrzuje odlisné chovani proteinii pii riznych koncentracich SDS, které¢ bylo
pozorovano jiz diive. V praci [4] Giancola a spol. sledovali denaturaci 0,1 mM
hovéziho sérového albuminu riznymi nizkymi koncentracemi SDS pod hodnotou
jeho kritické micelarni koncentrace (CMC) a az do zastoupeni SDS ku koncentraci
proteinu v poméru 10:1 SDS stabilizovalo sbalenou strukturu proteinu, pii navyseni
poméru ve prospéch SDS se protein denaturoval. Stabilizace a dokonce Castecné
znovusbaleni mocovinou denaturovaného proteinu cytochromu C nizkymi
podmicelarnimi koncentracemi SDS bylo pozorovano v praci [5].

Mechanismus denaturace proteint byl diskutovan jiz v 70. letech. Bylo
zjisténo, ze na denaturaci se vyznamnym zpusobem podileji SDS monomery,
zatimco SDS micely proteiny nedenaturuji. Vliv iontové sily na denaturaci proteint
je tedy vysvétlovan jako ovlivnéni CMC surfaktantu a tedy mnozstvi volnych
monomernich jednotek a jednotek vazanych v micele [6]. Tyto ptedpoklady se
ukazuji jako spravné i v novych studiich, kdy naptiklad Fano a spol. [7] dokazali
denaturovat lipazu z Thermomyces languinosus v prostiedi neutralniho pH. Tento
protein byl do té doby povazovan za odolny vic¢i denaturaci SDS. Autofi lipazu
denaturovali az pii nizkych hodnotach iontové sily, kde se zvysi hodnota CMC a

! Denaturaci budeme v této praci, s ohledem na princip separace SDS-PAGE, oznagovat konformaéni
zménu vedouci k rozbaleni proteinu do linearni podoby
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Vv roztoku se tedy snizi koncentrace micel. VEtSi mnozstvi monomernich SDS je pak
schopno lipazu denaturovat.

SDS je tvofeno hydrofilni hlavickou a hydrofobnim uhlikatym fetézcem.
Zméni-li se délka tohoto uhlikatého fetézce, dojde 1 ke zmeén¢ denaturacni schopnosti
surfaktantu. Andersen v ¢lanku [8] sledoval denatura¢ni schopnosti surfaktantt
0 rizné délce n-uhlikatého fetézce (v rozmezi n = 8 — 16) vici proteinu ACBP (acyl
coenzyme A binding protein). Bylo zji$téno, Ze mechanismus denaturace ACBP je
pro vSechny délky fetézce surfaktantu stejny, probiha ve dvou krocich, ale s rostouci
délkou hydrofobniho fetézce vyrazné roste denaturacni potencial surfaktantu. Tento
trend neni ovlivnén ani snizujici se CMC pro surfaktanty s del$im fetézcem.
Podobnych vysledkti bylo dosazeno i v praci Chamaniho a spol. [9], kdy byla
sledovana interakce oktylsiranu sodného, decylsiranu sodného a dodecylsiranu
sodného s lysozymem. Opét se potvrdilo, ze nejveétsi denaturacni uclinek ma
surfaktant s nejdel$im uhlikatym fetézcem.

Uspé&sné denaturované proteiny jsou V klasickém usporadani SDS-PAGE po
separaci detekovany riznymi zpusoby [10]. Gelova desticka mize byt napiiklad
obarvena stiibrem nebo barvivem (Coomassie Blue, Amido Black), které reaguji
S proteiny a po zpétném odbarveni gelové desticky ziistanou barevna jen mista, kde
je pfitomen protein. Dale 1ze pouzit metody Western Blotting, kdy protein reaguje se
specifickou protilatkou [11]. Kazda ztéchto detek¢énich technik je pracna a
zdlouhava.

Zpisoby detekce a dlouha doba analyzy klasické SDS-PAGE zapfiCinily
snahu cely proces separace automatizovat. Na SDS-PAGE proto v 80. letech
navazala kapilarni SDS gelova elektroforéza (SDS-CGE). Prvni separace, s vyuzitim
této metody, byly provadény v zesitovanych gelech. Chemicky zesitované gely
nebylo mozno v kapilafe vymeénit (byly chemicky provazany i se sténou kapilary) a
mély i dal$i nevyhody. Pozdéji byly nahrazeny fyzikalnimi gely, které bylo mozno
jednoduse vymyt z kapilary a nahradit gelem novym [12,13]. Nejpouzivangjsimi
metodami detekce proteini v SDS-CGE je UV-VIS absorpéni detekce [12].
Problémem pii UV-VIS detekci proteinit v SDS-CGE mitize byt nizka citlivost
detekce zptisobena absorpci pouzitych gelt pti sledované vinové délce 200-220 nm,
kde absorbuji peptidové vazby [14]. Proto byly vyvinuty i gely, které jsou UV
transparentni [13].

Vyznamny pokrok s sebou pfinesla miniaturizace separacnich technik na
mikroCip. Analyza, probihajici na mikrofluidnich zafizenich, je v literatufe
oznacovana pojmy ,,Micro Total Analysis System* (uTAS) nebo ,,Lab-on-a-chip®.
Analyza na mikroCipu nasla Siroké uplatnéni v mnoha odvétvich a nedavny vyvoj
technologii v této oblasti je zaznamenan v souhrnnych ¢lancich [15,16]. Hlavnim
divodem prudkého narastu poctu separaci provadénych v mikroméfitku, je
predevS§im zkraceni casu analyzy a snizeni objemu zkoumaného vzorku pfi
zachovani vysokého rozliSeni a citlivosti detekce. O pouZivanych detekénich
metodach na mikroCipech pojednava Gotz [17]. Nejbéznéji pouzivanou optickou
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detekéni metodou se stalo meéfeni laserem indukované fluorescence (LIF)
fluorescenéniho barviva, vazaného na komplex protein-SDS. UV-VIS detekce
neposkytovala na mikro¢ipech dostateCnou citlivost diky kratké optické draze dané
hloubkou kanalku [18]. Dalsi moznost detekce latek v mikroméfitku piedstavuje
hmotnostni spektrometrie v kombinaci s elektrosprejovou ionizaci [19] a vodivostni
detekce [20].

Fluorescen¢ni barvivo mize byt pro ucely LIF detekce vazano na komplex
protein-SDS bud’ kovalentné¢ nebo nekovalentné. Metody barveni proteint se
vyvijely spolecné s proteinovou ¢ipovou elektroforézou.

V roce 1999 Yao a kol. [21] poprvé uskuteénili gelovou elektroforézu proteint
na sklenéném mikroCipu. Separovali smés Sesti proteinti, o velikosti 9 kDa az
116 kDa za méné nez 35 s za pusobeni separa¢niho napéti o velikosti 5 kV. K detekci
byl pouzit LIF detektor. Proteiny byly pfed analyzou znaceny kovalentné vazanymi
barvivy na bazi fluoresceinu. V porovnani s SDS-CGE se ¢as separace pétkrat snizil.
Nasledn¢ Liu a kol. [22] pfidali na mikro¢ip misto, kde po skonCeni separace
pfivadéli fluorescencni barvivo Nano Orange, které se nekovalentné vézalo na
separované proteiny. Obarvené proteiny nasledné putovaly kanalkem K detekénimu
mistu. Autofi také testovali pfidani barviva NanoOrange piimo do zakladniho
elektrolytu, ale uc¢innost separace byla mensi, nez v pifipad¢ barveni proteinu az po
separaci. Také Landersova skupina [23] pfidala NanoOrange piimo do BGE. Ackoliv
NanoOrange ve volné formé prakticky nefluoreskuje, pozorovali vysoké
fluorescenéni pozadi zdznamu. To bylo zplsobeno navazanim barviva nejen na
komplex protein-SDS, ale i na samotné SDS micely. Fluorescenéni pozadi proto
snizili snizenim koncentrace SDS v BGE pod hodnotu jeho CMC.

Stézejni praci je ¢lanek Bousseho a kol. [24] z roku 2001, v némz autofi jako
prvni pfedstavili komeréné vyrabény Cip LabChip® (Caliper Life Science, Mountain
View, Kalifornia, USA) spolu s pfistrojem Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies, Waldbronn, Némecko). Analyzy provadéné na sklenéném mikro¢ipu
byly automatizovany integraci jednotlivych krokl analyzy (davkovani, separace,
virtualni odbarveni a detekce proteinil) na mikro¢ip. K obarveni vzorku bylo pouzito
nekovalentné¢ vazané fluorescenéni barvivo oznaCované jako Agilent dye.
Nekovalentné se vaze na SDS-proteinovy komplex 1 na SDS micely. Vysoké
fluorescenéni pozadi bylo redukovano zavedenim nového zied’ovaciho kroku. Krok
se uskuteciiuje v misté kiizeni dvou kanalkli umisténych tésné pred detekénim
mistem a SDS je nafedén pod hodnotu jeho CMC. Bylo docileno snizeni
fluorescen¢niho pozadi a zvySeni citlivosti detekce. Na ¢ipu je mozné provadét az 10
analyz riiznych vzorki najednou za méné nez 30 minut.

Agilent 2100 Bionalyzer v kombinaci s Protein LabChip® Kitem byl pouZit
k analyze mnoha proteinovych vzorki. Pomoci této techniky byly stanoveny proteiny
pritomné v té€lnich tekutinach, konkrétné v slzach [25], v lidském séru [26,27] ¢i
proteiny obsazenych v hadim jedu [28]. Stejného pfistrojového vybaveni bylo
pouzito i pfi studiu imunoglobulint [29].

13



Vyvojem cipu pro komeréni tcely se kromé& Agilent Technologies [30]
zabyvaji i dalsi firmy Caliper Life Science [31], Bio-Rad [32], GE Healthcare [33] a
Shimadzu Biotech [34].

Analyzy proteinii na mikroCipech jsou provadény nejen na principu
SDS-PAGE, ale i dalsimi elektroforetickymi metodami. Jejich vyvoj a aplikace
v proteomice jsou shrnuty v ¢lanku [35]. Separa¢ni metody mohou byt vyhodné
kombinovany, jako je tomu napiiklad u spojeni metody SDS-PAGE s izoelektrickou
fokusaci [36].

2.2 Teorie systémovych zén

Systémova zona vznikd v disledku poruSeni ptivodné homogenniho prostiedi
zakladniho elektrolytu, do které¢ho je nadavkovan vzorek [37]. V misté davkovani
vzniknou poruchy v koncentraci vSech slozek zakladniho elektrolytu. Tyto poruchy
se po zapnuti elektrického napéti pohybuji kapilarou (kanalkem) jako systémové
zony. Mobility, se kterymi se systémové zony pohybuji, nazyvame systémové
mobility (vlastni mobility). Pokud systémova zona doputuje k detektoru, mize byt
zaznamenana jako systémovy pik. Systémové piky se v zdznamu objevuji pouze
tehdy, pokud detektor reaguje na alespon jednu slozku zakladniho elektrolytu, tedy
pii nepiimé nebo vodivostni detekci.

Elektromigraci kazdé latky lze fyzikalné popsat rovnici kontinuity. Jelikoz ale
pohyb jedné latky je zavisly na ptfitomnosti a pohybu ostatnich latek, je vysledna
sada rovnic nelinearni povahy a proto feSitelna jen numericky [38]. Zjednoduseni
pfinesla linearizace tohoto problému, kterou poprvé popsal v roce 1992 Poppe a kol.
[39]. Na jeho praci navazala fadou ¢lankt Gasova skupina [40,41]. Z linearni teorie
elektromigrace (LTE) plyne, Ze systém slozeny z poctu N slozek, bude mit i N
systémovych zon. Na zékladé tohoto modelu miiZeme vypocitat i mobility téchto zon
— systémové mobility. GaSova skupina také implementovala LTE do volné
dostupného programu PeakMaster [42], ktery tak slouzi jako cenny nastroj pro
predpovédi elektromigracnich procestli, poctu a pozic systémovych pikii a umoziiuje
rychle a pohodIn€¢ navrhnout vhodné separacni systémy. Podrobnéj$imu popisu
funkci, obsazenych v PeakMasteru, bude vénovana kapitola 4.2.

Problémy se systémovymi piky v Cipové elektroforéze se zabyva jen nékolik
praci. O ovlivnéni tvaru a Sitky piku systémovymi zonami na mikroCipech se
muzeme doc€ist v souhrnném ¢lanku [43]. Ve své praci navazuji na bakalaiskou praci
Riesové [44], ve které byly pozice systémovych zon v proteinové CcCipové
elektroforéze ménény zdménou anionll v zédkladnim elektrolytu.
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3 Cile prace
Cile této prace byly nasledujici:

1. Seznamit se s obecnymi principy metody SDS-PAGE a zdokumentovat vyvoj
a soucasny stav proteinové Cipové elektroforézy

2. Osvojit si praci na ptistroji Agilent 2100 Bioanalyzer

3. Pomoci programu PeakMaster navrhnout takové separacni systémy, které
budou vhodné z hlediska polohy ¢i poctu systémovych pika.

4. Experimentalné ovéfit predpovézené chovani navrzenych systémd.

5. Ove¢fit, zda je v nove navrzenych systémech mozné pozorovat piky proteint.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Popis pristroje a metodika méreni

Vsechna méfeni byla provadéna na piistroji Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies, Waldbronn, Némecko) a na &pech Protein LabChip® (Caliper
Technologies, Mountain View, California, USA). Ptistroj byl ovladan softwarem
Agilent 2100 Expert, verze B.02.03.SI307. Data byla vyhodnocovana v programu
2100 Expert a v programu Origin verze 6.1 (OriginLab Corporation, Northampton,
USA).

MikroCip je tvofen soustavou kanalkt, vyleptanych do sodno-vapenatého skla,
které navzajem propojuji 16 nadobek, umisténych na svrchnim plastovém obalu Cipu.
Separacni kanalek je 12,5 mm dlouhy, 36 pm Siroky a 13 pm hluboky [45]. Schéma
¢ipu je znazornéno na Obr. 1.

N OO

L QA _ON O
4 &,

D C B A

Obrazek 1
Schéma mikro&ipu Protein LabChip® (pievzato z [24])

Do nadobek mikroCipu je nejprve napipetovano pfislusné mnozstvi
separac¢niho gelu, zfed’'ovaciho gelu, vzorka a pfipadné i tzv. ladderu? podle postupu

? Ladder pii analyze slouzi jako standard. Obsahuje smés proteinii o znamé molekulové hmotnosti a
porovnani pozic jejich pikli ve vysledném elektroferogramu s pozici piku proteinu ve vzorku
umoziuje urcit molekulovou hmotnost tohoto proteinu.
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uvedeném V navodu [47]. Pfipraveny mikrocip je nasledné vlozen do pfistroje a do
jednotlivych nadobek jsou ponofeny elektrody. Cela analyza je pak fizena skriptem,
ktery je soucasti programu Agilent 2100 Expert a ktery zapinanim a volbou napéti
mezi jednotlivymi elektrodami tidi jednotlivé kroky analyzy. Pro vSechny provadéné
experimenty byl pouzivan skript Protein 80 Series Il (P80). Tento skript, spole¢né
s piislusnou hustotou PA gelu (8%) je vhodny pro separaci proteint o velikosti 5 —
80 kDa.

Prvnim krokem analyzy je davkovani vzorku. Vzorek se v elektrickém poli
pohybuje davkovacim kanalkem az na misto kiizeni davkovaciho a separac¢niho
kanalku. Na ktizovatce dojde k pfepnuti napéti a vzorek se nadavkuje do separacniho
kanalku. Nasledné je v separacnim kanalku vytvoteno elektrického pole o intenzité
200 — 300 V/cm [45], které zajiStuje separaci vzorku. Separa¢ni gel obsahuje SDS,
pufr a fluorescenéni barvivo, které se vaze nejen na komplex SDS-protein, ale i na
detekce. Proto je pied detekci zatazen fedici krok, kdy je z bo¢nich (zied’'ovacich)
kanalki pfivadén do hlavniho kanalku zfed’ovaci gel, ktery neobsahuje SDS ani
barvivo (Obr. 2). Tim je SDS fedéno pod jeho CMC. Fluorescen¢ni barvivo se tak jiz
nemiiZe vdzat na micely, a protoze volné barvivo fluoreskuje jen madlo, snizi se tak
zakladni linie elektroferogramu a zvysi se citlivost detekce.

Zredovac(
kandlek

kanalek — 1>

/4 J
7

Zredovac(
kandlek

Obrazek 2

Schéma fedici kiiZzovatky, kde je koncentrace SDS v separacnim gelu fedéna pod
CMC zifedovacim gelem. Fluorescen¢ni barva ma mensi fluorescenci, pokud
neinteraguje s micelami. Dojde tedy ke sniZeni fluorescen¢niho pozadi.
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Poslednim krokem je detekce komplexti protein-SDS-barvivo LIF
detektorem. Pouzité fluorescen¢ni barvivo, oznacené jako Agilent dye, je excitovano
pii 650 nm a emituje zafeni pti 680 nm [45].

Analyza 10 vzorka trva piiblizn¢ 30 minut. Program Agilent 2100 Expert
umoziuje zobrazit vysledek bud’ ve formé elektroferogramu (zavislosti odezvy
detektoru na ¢ase) nebo v gelové podobé, kdy zaznam napodobuje vystup z klasické
SDS-PAGE (Obr. 3).

[s] Ladder ﬁ ladder Iadder ladder Iadder ladder ladder ladder ladder ladder [s]
50 — & | & | & | & | & | & | & | & | —_52
50 — - 50
48— — 48
46 — — 46
44 - — 44
42 - - 42
40 - —40
3| - —38
a6 - - 36
34— —34
32 - —32
a0 - =30
28 — -28
20 — =26
24 - =24
2 - -2z
20 — —20
18 - - 18
15 - - 16
14 — -14
2 - =
0= =10
28— —8
- -6
4- -4
B =3
D — M—— 1 z 3 4 5 & ] q 10 -0
Obrazek 3

Jedno z moznych zobrazeni vysledku analyzy v programu Agilent 2100 Expert.
Napodobeni gelové desticky z klasické SDS-PAGE.

4.2 PeakMaster

Teoretické vypocty a predpoveédi chovani systémovych pikti v BGE o daném
slozeni byly provadény v programu PeakMaster 5.2 [46].

Jako vstupni data pro vypoclty v PeakMasteru je potieba zadat disocia¢ni
konstanty a limitni iontové mobility pouzitych latek. Hodnoty téchto parametra je
mozné pro mnoho béznych latek vybrat z databaze, ktera je soucasti programu. Po
zadani slozeni daného BGE a vybrani piipadnych analyti program vypocita
charakteristiky BGE (pH, iontovou silu, vodivost, pufraéni kapacitu), efektivni
mobilitu analyti a v neposledni fadé vlastni mobility systémovych zon. Pokud jsou
zadany 1 parametry experimentalniho uspofadani (celkova délka kapilary a délka
kapilary k detektoru, polarita a velikost vlozeného napéti), pak PeakMaster zobrazi
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piedpoveéd’ experimentu formou elektroferogramu. V pokrocilejsi verzi programu je
zahrnut 1 micelarni méd, ktery po zadani CMC, agregacniho ¢isla a odhadu limitni
mobility micel umozni piedpovidat chovani systému i s ohledem na pfitomnost
micel.

Program pfedstavuje cenny zdroj informaci o chovani systémovych pikt
jakéhokoliv systému a moznost rychlého nalezeni vhodného sloZzeni BGE pro dané
ucely. Pracovni okno programu PeakMaster je znazornéno na Obr. 4.

jm Untitled - Peakmaster 5.2 =] ]
File Calculation Tools Help
D | (B | & + | &
MHew Open Save |Saveds E xport: Frint [Calculatel
Run parameters BGE constituents
Total capillary length [cm) 80 o Add. Name I o u_eft| 1) (mi) | (0] mi] | cl+1) m) |
Capillary length to detector [cm)|1.25 — Rormave DODECYLSULFONIC ACID 7.500 19,377 7.A00 1.46e-06
Polarity [at injection site] Negative 7 || S0DIUM 7.500 44,345 5 50e-06 7.500
- Edit TRIS 40400 18194 9529 30871
Driving voltage V) 2000 I LN s 115500  -6468 30871 54523
EOF Mo EOF 4 Move up
& Maove down
—HRun settings Analytes
¥ lonic strength conection dl Add.. Mame | Amountl u eff| t maxl EMD| Cond. signall LI (D
v Micellar Made H—
Amplitudes | - — iy
E"“'l b Edit..
Signal 4 Move up
I Conductivity =l & tove down| | 4] | ﬂ
System parameters Electropherogram
pH 7.639 1
lanic strength [mbd] 3837 Chart seale...
Conductivity [S/m] 0,193
FRiesistivity [Jhmm) 0,000 Signal bast fit
Buffer capacity (mkd) 0,000 -
EOF marker time [min] NA& T o
EOF mobility [1e-3 m2A4/s) 10,000 2
1. system eigenmability 24,031
2. system eigenmobility 38,553 051
3. spstem eigenmobility -0.001 !
4. spstem eigenmaobility 0,086
032 034 0,36 038 04
Separation time {min)
4
Obrazek 4

Pracovni okno programu PeakMaster 5.2 s micelarnim modem

4.2.1 Navrzeni vhodnych systéml pomoci programu PeakMaster

Z teorie systémovych zon (kapitola 2.2) vyplyva, ze volbou rtizného slozeni
systému lze ovlivnit polohy a pocty systémovych pikt. Jak bude ukazano v kapitole
4.4.1, pfi analyze proteinti v pivodni sadé Protein 80 Plus LabChip® Kit je
systémovy pik pfitomen v oblasti, kde se nachazeji piky proteinii a mlize tak tuto
analyzu rusit. Snahou je tedy systémové piky posunout mimo oblast detekce
proteintll, pfipadné nékteré systémové piky odstranit Upln€ snizenim poctu slozek
BGE. K navrzeni takovych systému byl pouzit praveé program PeakMaster.
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Prvni separaéni prostfedi, dale v praci oznacované jako SDS systém, bylo
navrzeno tak, aby svym slozenim co nejlépe odpovidalo slozeni plivodni separacni
sady firmy Agilent. Pavodni sada firmy Agilent obsahuje jiz piedpfipravené
separacni gely, pufry, barvivo i1 denaturacni roztok a nebylo by mozné meénit jejich
slozeni. Proto je SDS systém napodobeninou tohoto separacniho systému a vychozim
systémem pro nasledné experimenty a zménu slozeni. Pro vySetfovani systémovych
pikt je rozhodujici slozeni separacniho gelu, presnéji zakladniho elektrolytu, ktery je
s gelem smichan. Barvivo je nenabita latka, a proto ji ve vypoctech neni tfeba
uvazovat. Dulezitymi slozkami BGE jsou tak SDS a pufr. Koncentrace gelu i barviva
bude drzena konstantni pro vSechny navrzené systémy. Dale jsou systémy
navrhovany tak, aby mély stejnou ¢i podobnou hodnotu pH i iontové sily.

Zakladni elektrolyt pro SDS systém m¢l slozeni uvedené v Tab. 1. Toto
slozeni bylo vlozeno do PeakMasteru umoznujiciho pracovat s micelarnim modem.
Dalsi vlozené parametry byly nésledujici: hodnota CMC pro SDS 1,7 mM (plati pfi
dané iontové sile), agregaéni ¢islo 64 a mobilita SDS micel 25 MU®.

Systém obsahuje ctyii slozky, a proto jsou vysledkem cCtyfi mobility
systémovych zon (Tab. 2). Tento BGE ma pH = 7,64 a iontovou silu 38,4 mM.

Tabulka 1 Slozeni BGE pro SDS systém

slozka  koncentrace [mMM]

DS 7,5
Na* 7,5
TRIS 40,4
TRICIN 115,5

DS’ znaci dodecylsiranovy anion

Tabulka 2 Systémové mobility BGE v SDS systému

BGE pro 1. systémova 2. systémova 3. systémova 4. systémova
SDS systém mobilita mobilita mobilita mobilita
[MU] —24,0 38,6 0,00 -0,10

Je patrné, ze tfeti a Ctvrta systémova mobilita ma hodnoty blizké nule, tyto
zony se prakticky nepohybuji. Druha systémové zéna v potadi ma kladnou hodnotu
mobility a v elektroferogramu tento pik nebude zaznamenan, protoze putuje na
opacnou stranu nez zaporn¢ nabité proteiny. Zasadni vyznam ma prvni systémova

% Viechny hodnoty mobilit budou udany v jednotkéch mobilit MU, které odpovidaji 10° m* V' s,
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mobilita. Ma hodnotu —24,0 MU a zoéna s touto mobilitou je zaznamenana jako
systémovy pik v oblasti, kde migruji proteiny.

V druhém systému bylo SDS nahrazeno decylsiranem sodnym (SDeS),
Separacni systém bude oznacovan jako SDeS systém. Slozeni BGE pro tento systém
je uvedeno v Tab. 3.

Tabulka 3 Slozeni BGE pro SDeS systém

slozka  koncentrace [mMM]

DeS 7,5
Na* 7,5
TRIS 40,4
TRICIN 115,5

DeS’ znaci decylsiranovy anion

Iontova sila a pH nabyvaji stejnych hodnot jako v piedeslém piipadé. SDeS
ma pii této iontové sile vyssi CMC (30 mM) a piiuvedené koncentraci SDeS
(7,5mM) se tedy vBGE nevyskytuji micely. Nebylo tedy nutné pracovat
s micelarnim modem PeakMasteru. VIiv zamény detergentu na hodnoty systémovych
mobilit je vidét z Tab. 4.

Tabulka 4 Systémové mobility BGE v SDeS systému

BGE pro SDeS 1. systémova 2. systémova 3. systémova 4. systémova
systém mobilita mobilita mobilita mobilita
[MU] -21,0 38,5 0,00 0,00

Z vysledkl je zieymé, Ze doSlo jen k malému zpomaleni prvni systémové
zoOny, kterd bude pravdépodobné i nadale migrovat v oblasti proteind. Nepfitomnost
micel mize snizit zdkladni linii elektroferogramu a systémovy pik nemusi byt ve
vysledném zaznamu patrny, piesto vSak systémova zéna mize ovlivnit piky proteint.

Vyména detergentd a pfechod do submicelarniho modu by nepfineslo zadané
vysledky. Proto byl navrzen tieti, jednodussi systém, ktery obsahuje kyselinu
decylsirovou (HDeS), ktera zaroven plni funkci pufrujici slozky (Tab. 5). Bylo tedy
mozné snizit pocet slozek BGE a tim 1 pocCet systémovych pikt pti zachovani iontové
sily, pH elektrolytu 1 dostate¢né pufracni kapacity.
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Tabulka 5 Slozeni BGE pro HDeS systém

slozka koncentrace [mM]

DeS 38,3
TRIS 50,0

Pro vypocty systémovych mobilit tohoto BGE bylo opét pouzito micelarniho
modu PeakMasteru, nebot’ koncentrace decylsiranovych anioni je nad hodnotou
jejich CMC. Parametry pro vypocet tedy byly nasledujici: hodnota CMC pro
decylsiranové aniony 30 mM, agregacni Cislo a mobilita micel byla ponechéna stejna
jako pro dodecylsiranové micely.

Oproti predeslym systémiim byly ubrany dvé slozky (TRICIN a Na*), pocet
systémovych zon je tedy mensi o dvé. Zbyvajici dvé systémové mobility jsou témét
nulové (Tab. 6). Hodnoty pH i iontové sily dosahuji stejnych hodnot jako
v predeslych ptipadech. Tento systém je tedy teoreticky vhodny, systémové piky by
nemély rusit analyzu.

Tabulka 6 Systémové mobility BGE v HDeS systému

BGE v HDeS 1. systémova 2. systémova
systému mobilita mobilita

[MU] -0,01 0,00

V nasledujicich kapitoldch bude chovéni jednotlivych systému, predpovézené
programem PeakMaster, zkoumano experimentalné.

4.3 Pouzité chemikalie a material

11,1% PA gel — Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko

SDS - Fluka Chemie, Buchs, Svycarsko (&istota > 99%)

SDeS — Fluka Chemie, Buchs, Svycarsko (&istota > 99%)

TRIS — Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Némecko

TRICIN — Fluka Chemie, Buchs, Svycarsko

B -merkaptoethanol — Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Némecko
Lysozym (z vaje¢ného bilku) — Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Némecko
Albumin (z hovéziho séra) — Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Némecko
NaOH — Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika (Gistota 98%)
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Fenolftalein — Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika
Chemikalie obsazené v sadé Agilent Protein 80 Kit

Protein 80 Plus Gel-Matrix

Protein 80 Plus Dye Concetrate

Protein 80 Plus Sample Buffer

Protein 80 Plus Ladder
Syto 60 — Molecular Probes, Oregon, USA
Alexa Fluor 647 — Molecular Probes, Oregon, USA
Dowex"“50WX4-100-ion-exchange resin — Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
Spinfiltry Spin-X®, Cellulose Acetate Centrifuge Tube Filter, 0,45 pm — Sigma-
Aldrich, Schnelldorf, Némecko
Pro pfipravu vSech roztokii byla pouzita voda deionizovanid systémem Watrex
Ultrapur (Watrex, Praha, Ceska republika)

4.3.1 Priprava zakladniho elektrolytu, zred'ovaciho gelu, denaturaéniho
¢inidla a vzorku

Vsechny separacni gely, zied’'ovaci gely a denaturacni roztoky (ptidavaji se
ke vzorkim proteinti, obsahuji surfaktant a denaturuji protein), které byly
v experimentech pouzity, byly pfipraveny pipetovanim piisluSnych mnozstvi
zasobnich roztoku latek, pfipadné dofedény deionizovanou vodou a prefiltrovany
ptes spinfiltr pti 2500 ot./min. SloZeni vSech navrzenych separacnich systému, které
byly diskutovany v kapitole 4.2.1, je uvedeno v Tab. 7 - 9.

Tabulka 7 Slozeni separacniho gelu, zied'ovaciho gelu a denatura¢niho roztoku pro
SDS systém

i Separacni Ztedovaci  Denaturacni
SDS systém

gel gel roztok
Gel [%] 8,0 8,0 -
SDS [mM] 7,5 - 54,1
TRIS [mM] 40,4 40,4 46,4
TRICIN [mM] 115,5 115,5 132,4
Syto 60 [uM] 3,7 - -
Alexa [pg/ml] - - 20,7
B-merkaptoethanol [mMM] - - 35,0

23



Tabulka 8 Slozeni separa¢niho gelu, zfed’ovaciho gelu a denatura¢niho roztoku pro
SDeS system

i Separacéni Ziedovaci  Denaturacni
SDeS systém

gel gel roztok
Gel [%] 8,0 8,0 -
SDeS [mM] 7,5 - 54,1
TRIS [mM] 40,4 40,4 46,4
TRICIN [mM] 115,5 115,5 132,4
Syto 60 [uM] 3,7 - -
Alexa [pg/ml] - - 20,7
B-merkaptoethanol [mM] - - 35,0

Tabulka 9 SloZeni separa¢niho gelu, zted’ovaciho gelu a denatura¢niho roztoku pro
HDeS systém
Separaéni gel ~ Zted'ovaci  Denaturacni

HDeS systém gel roztok
Gel [%] 8,0 8,0 -
SDeS [mM] - - 54,1
TRIS [mMM] 50,0 40,4 46,4
TRICINE [mM] - 115,5 132,4
Syto 60 [uM] 3,7 - -
Alexa [pg/ml] - - 20,7
B-merkaptoethanol [mM] - - 35,0
HDeS [mM] 38,3 - -

TRIS a TRICIN tvoii v kazdé casti separa¢niho systému pufr, gel zajistuje
sitovaci efekt a Syto 60 je fluorescencni barvivo, které je pfitomné v separa¢nim
gelu a vaze se nekovalentné na komplexy surfaktant-protein a umoznuje tak detekci
proteini. Jak je vTab. 7 — 9 ziejmé, zied'ovaci gel, ktery neobsahuje zadny
surfaktant ani barvivo, byl pro vSechny separacni systémy stejny. V denaturaénim
roztoku pro SDeS a HDeS systémy byl nahrazen dodecylsiran sodny decylsiranem
sodnym, aby byl protein denaturovéan stejnym surfaktantem, jaky je obsazen v BGE
daného systému. Do vSech denaturacnich roztoki je ptidavano fluorescencni barvivo
Alexa. Alexa je nizkomolekularni latka a neni zpomalovana separacnim gelem, bude
tedy migrovat pred vSemi pifitomnymi proteiny. Je zaznamendna jako tzv. dolni
znacka.

V experimentech byly pouzivany dva proteinové vzorky. Prvni vzorek byl
pfipraven smichanim 2 pl zasobniho roztoku albuminu (3,9 mg/ml), 2 ul zasobniho
roztoku lysozymu (3,4 mg/ml) a 2 ul pfislusného denaturaéniho roztoku. Smés byla
zahiivdna po dobu 5 minut ve vodni ldzni pii 95 °C a poté byla zfedéna
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deionizovanou vodou na celkovy objem 90 ul. Vyslednd koncentrace proteinii ve
vzorky tedy byla 37,7 ug/ml lysozymu a 43,3 pg/ml albuminu. Pfiprava druhého
vzorku byla obdobna. Byly smichany 4 ul proteinu albuminu (1,8 mg/ml) a 2 ul
denatura¢niho roztoku. Konecna koncentrace albuminu ve vzorky po zahtati a
natedéni destilovanou vodou na objem 90 ul byla 80 ug/ml.

Pokud nebyly béhem experimentu analyzovany proteiny, byly davkovany
vzorky, které jen porusily koncentraci BGE a vyvolaly tak systémové piky. Tyto
vzorky jsou oznacéeny jako ,,porucha TRIS* a ,,porucha TRICIN* a byly piipraveny
smichanim 4 pl zasobniho roztoku TRISu (¢ = 1,52 M) nebo TRICINu (c = 1,05 M)
s 2 pl prislusného denaturacniho roztoku. I tyto vzorky byly zahtivany po dobu
5 minut ve vodni lazni pti 95 °C a poté byly ziedény deionizovanou vodou na
celkovy objem 90 pl.

Kyselina decylsirova se primyslové nevyrabi, ale da se laboratorné ptipravit
z SDeS vyménou kationtd na katexu. K iontové vyméné Na® za H* byl pouzit
iontoméni¢ Dowex 50WX4-100. Katex byl nejprve tiikrat promyt 2 M roztokem
kyseliny chlorovodikové, aby se iontoméniova kolona dostala do H* cyklu. Poté
bylo na kolonu naneseno 10 ml 350 mM roztoku SDeS a kolona byla promyvana
deionizovanou vodou. Eluat byl jiman do odmérné banky az do neutralni reakce pH
papirku s eluatem. Ke stanoveni koncentrace HDeS byl vznikly roztok titrovan 0,1 M
hydroxidem sodnym na fenolftalein.
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4.4 Experimenty a diskuze vysledku

Slozeni vSech pouzitych separacnich systému i vzorki bylo uvedeno v kapitole
4.3.1 a v nasledujicich kapitolach se pro piehlednost pfidrzime oznaceni systémi a
vzorki zavedenych v uvedené kapitole.

4.4.1 ldentifikace systémovych pikl v pdvodnim separaénim systému
firmy Agilent

Nejprve byl proveden ukazkovy experiment S pouzitim pavodni sady Protein
80 Plus LabChip® Kit, dodavané firmou Agilent Technologies. Analyza byla Fizena
skriptem P80. Cip byl piipraven podle navodu [47]. Jako vzorek byl davkovan
Ladder 80, ktery je rovnéz soucasti sady a obsahuje smés proteint 0 velikosti 16 — 80
kDa a dale tzv. dolni a horni znatku®. Ziskany zdznam analyzy (Obr. 5a) byl
porovnan s ukazkovym vysledkem (Obr. 5b) stejného méfeni v nadvodech firmy
Agilent [47]. Z téchto zaznamu je vidét, Ze si dobfe odpovidaji polohy dolnich a
hornich znaéek, piky ptislusejici proteinim i systémovy pik.
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Obrazek 5

a) Experiment provedeny s ptivodnimi roztoky sady Protein 80 Plus LabChip® Kit;
Vzorek: Ladder 80; Skript: P80 ; 1. dolni znacka; 2. Systémovy pik; 3. horni znacka;
ostatni piky pfislusi jednotlivym proteinim

b) Vysledek stejného experimentu ukazany v navodech firmy Agilent [47].

Pro ovéfeni, ze druhy pik v pofadi je skute¢né systémovy, bylo provedeno
nasledujici méfeni. Do stejného sytému, jako v ptedeslém piipad¢, byl davkovan
vzorek ,,porucha TRIS“. Protoze tento vzorek neobsahuje proteiny, mély by

* Dolni znagka je jiz zmifované fluorescencni barvivo Alexa (kapitola 4.3.1). Horni znacka je
vysokomolekuldrni latka, ktera se v daném separacnim prostfedi pohybuje pomaleji nez vSechny
proteiny. Ob¢ znacky tak vymezuji oblast vyskytu pikti proteint v elektroferogramu.
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z elektroferogramu vymizet proteinové piky. Naproti tomu poloha systémového pikt
by m¢éla zlistat zachovéna, jelikoz analyza probihala ve stejném systému. Déle by na
elektroferogramu mély ztstat piky horni a dolni znacky, které jsou obsazeny
V denaturacnim roztoku. Vysledek tohoto méfeni V porovnani s piedeslym
experimentem je zobrazen na Obr. 6. Porovnani pfineslo o¢ekavané vysledky a
pomoci nich byla ovéiena poloha syst¢émového piku. Experiment také ukazal, Ze se
v dané oblasti nevyskytuje jeden systémovy pik, ale Ze se na jednom misté prekryva
vice systémovych piki (Obr. 6b). To miize byt zplisobeno napiiklad ptitomnosti
necistot v gelu nebo interakci nenabitych latek (napiiklad barviva) S nabitymi
micelami.
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Obrazek 6

a) Elektroferogram stejny jako na Obr. 5a; Experiment provedeny s puvodnimi
roztoky sady Protein 80 Plus LabChip® Kit; VVzorek: Ladder 80; Skript: P80

b) Separaéni a zfed’ovaci gel a denatura¢ni roztok ze sady Protein 80 Plus LabChip®
Kit; Vzorek: ,,porucha TRIS*; Skript: P80

1. dolni znacky, oznacena oblast 2 — systémové piky, 3. horni znacky

V kazdém z navrzenych systémi bylo tfeba ovéfit, zda skute¢né umoziuje
separovat proteiny. Mnozstvi Ladderu 80 Vv originalni Agilent sadé bylo jen omezené
a vzhledem k tomu, Ze jsme se zabyvali zejména systémovymi piky, pocet proteint
v tomto Ladderu byl zbyte¢n¢ velky. Proto byl pfipraven proteinovy vzorek, ktery se
skladal jen z lysozymu a albuminu. Nejprve byl tento vzorek analyzovan v puvodni
sadé firmy Agilent za pouZiti originalniho denatura¢niho roztoku. Zaznam analyzy je
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na Obr. 7. Lysozym ma mensi molekulovou hmotnost nez albumin a ve vysledném
elektroferogramu se jeho pik nachazi pomérné blizko za systémovym pikem. Protoze
ucelem této prace je sledovat systémové piky a piipadné ovliviiovat jejich pozice,
mohlo by se stat, Ze by v néjakém z navrzenych systému pik lysozymu interagoval se
syst¢tmovym pikem. Napiiklad pfi pfechodu z SDS systému do SDeS systému
ofekavame zpomaleni systémového piku (kapitola 4.2.1). Proto byl pro dalsi
testovani schopnosti systému analyzovat proteiny vybran jako vzorek pouze albumin.
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Obrazek 7

Separaéni a zied'ovaci gel a denaturatni roztok ze sady Protein 80 Plus LabChip®
Kit; Vzorek: smés proteint lysozymu (37,7 pg/ml) a albuminu (43,3 pug/ml); Skript:
P80; 1. dolni znacka, 2. systémovy pik, 3. lysozym, 4. albumin, 5. horni znacka

4.4.2 SDS systém

DalSim experimentem byla snaha napodobit vysledky ziskané v plvodnim
Agilent systému pomoci nadmi navrzen¢ho SDS sytému. Navrzeny systém mél velmi
podobné slozeni jako piivodni Agilent sada (Tab. 7). Cilem bylo tedy ziskat obdobny
elektroferogram jako na Obr. 6b. Byl davkovan vzorek ,,porucha TRICIN®, tedy
vzorek neobsahujici proteiny. Na Obr. 8 je zaznamenan vysledny elektroferogram.
V zaznamu se objevuje pik dolni znacky (pik 1 v Obr. 8), ktery je v porovnani se
zdaznamem na Obr. 6b vyrazné€ rychlejsi. Nami davkovana dolni znacka (Alexa Fluor
647) se tedy pravdépodobné o néco liSila od dolni znacky v pivodnim systému. Za
pikem dolni znacky nasleduji, obdobn¢ jako v ptivodnim systému, systémové piky.
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V naSem piipadé bylo patrné, Ze se Vv dané oblasti nachdzeji minimalné Ctyfi
systémové piky (oblast 2 Obr. 8). Dale byly mezi 25 az 35 s pozorovany dalsi
systémové piky (oblast 3 Obr. 8). Tyto vysledky naznacuji, Ze gel, ktery byl firmou
Agilent doddn pro tyto experimenty, neni zcela totozny s gelem obsazenym
Vv pivodni sadé¢ a ze tento gel obsahuje nckolik piimési. Piimésmi mohou byt
nizkomolekularni latky z polymeriza¢ni smési, kratké nabité linearni fetézce gelu a
podobné. Pfitomnost téchto piimési tak znemoziuje presnéjsi predpoveédi poctu a
pozic systémovych pikii v danych systémech. Piesto vSak byl tento gel pouzit pro
piipravu systému navrzenych v PeakMasteru (kapitola 4.2.1) a ziskané vysledky jsou
uvedeny v nasledujicich kapitolach.
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SDS separa¢ni systém (Tab. 7); Vzorek: ,,porucha TRICIN®; Skript: P80; 1. dolni
znacka, oblast 2 a 3 — systémové piky

V experimentu na Obr. 9 je provedena analyza proteinu albuminu v SDS
separacnim systému. V zaznamu je opét jako prvni vidét dolni znacka (pik 1 Obr. 9)
a nasledné dvé oblasti systémovych pikl (oblast 2 a 3 na Obr. 9). Pik albuminu (pik
4 Obr. 9) je zaznamenan v tésné blizkosti za druhou oblastni systémovych zon a neni
tedy vylou€ené, Ze jeho nepravidelny tvar je zplsoben interakci se systémovou
zonou. Dal§im divodem k rozmyti piku oproti origindlni Agilent sadé¢ miize byt
zména sloZeni denatura¢niho roztoku. V SDS systému byl pouZivan denaturaéni
roztok (Tab. 7), jehoz slozeni bylo oproti ptivodnimu denaturaénimu roztoku firmy

29



Agilent zjednoduseno. OvSem V obou piipadech byla drzena stejnd hodnota iontové
sily a pH roztoku a byl pouzit shodny surfaktant v obdobné koncentraci.

600 -
-
w
q)“ 450 -
(&)
X
Q
©
©
S 3004
N
o)
©
@)

150 4

0 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1
10 20 30 40 50
t, s
Obrazek 9

SDS separacni systém (Tab. 7); Vzorek: albumin (c = 80 ug/ml); Skript P80;
1. dolni znacka, oblast 2 a 3- systémové piky, 4. albumin

4.4.3 SDeS systém

Z piedpovédi programu PeakMaster (kapitola 4.2.1) vyplyva, Ze nahradou
dodecylsiranu sodného za decylsiran sodny, tedy pii pfechodu z SDS do SDeS
systétmu, dojde ke zpomaleni systémového piku. Diky vyskytu vétsiho poctu
systémovych piku, nez by teoreticky pfisluselo danym systémam (Obr. 8), je vSak
»porucha TRICIN®“. Ziskany elektroferogram je na Obr. 10 porovnan s obdobnym
méfenim v SDS systému. V oblasti mezi 27 az 37 s (oblast 3 Obr. 10) doslo
K vyrovnani zakladni linie. Vymizeni systémovych pikli mtize souviset s prechodem
z micelarniho do podmicelarniho separa¢niho systému. Pfedpovidané zpomaleni
systémovych pikl (oblast 2 Obr. 10) vSak nebylo pozorovano. Kvuli pifechodu do
podmicelarniho modu bylo ocekdvano i snizeni zdkladni linie elektroferogramu.
Fluorescen¢ni barvivo Syto 60 ve volném stavu fluoreskuje jen malo, zatimco
Vv pfitomnosti micel s micelami interaguje a vznikly komplex barvivo-micela ma
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vysSi fluorescenci. Snizeni zékladni linie elektroforegramu bylo skute¢né potvrzeno
(Obr. 10).

900

750

600

450

Odezva detektoru, FU
g

300

150—J
—T—
5

Obrazek 10

Modry zaznam — stejny elektroferogram jako Obr. 8, SDS separacni systém (Tab. 7);
Vzorek: ,,porucha TRICIN®; Skript: P80

Cernjr zdznam — SDeS separacni systém (Tab. 8); Vzorek: ,,porucha TRICIN®;
Skript: P80

1. dolni znacka, oblasti 2 a 3 - systémové piky

Surfaktanty byly zaménény nejen v separa¢nim gelu, ale i v denatura¢nim
roztoku. Tato zména byla dulezitd z pohledu denaturace proteinového vzorku.
Denaturacni schopnosti SDeS byly tedy ovéfeny v nasledujicim experimentu. Do
separacniho SDeS syst¢tmu byl déavkovan vzorek albuminu, denaturovany
denatura¢nim roztokem 0 sloZeni uvedeném v Tab. 8. Ziskany zdznam je na Obr. 11.
V porovnani s Obr. 9 je vidét, ze doslo ke zna¢nému rozsifeni piku albuminu, coz
muze souviset s horsi denatura¢ni schopnosti SDeS.
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Obrazek 11
SDeS separacni systém (Tab. 8); Vzorek: albumin ((c = 80 ug/ml)); Skript: P80;
1. dolni znacka, oblast 2 - systémové piky, 3. albumin

4.4.4 HDeS systém

HDeS systém je nejjednodussim systémem, kde kyselina decylsirova plni
funkci denaturaniho ¢inidla 1 slozky pufrujictho roztoku zaroven. Pocet
systtmovych pikd by mél tedy poklesnout (kapitola 4.2.1). Opét byl nejprve
davkovan pouze vzorek ,porucha TRICIN“ a vysledny zdznam byl porovnan
s ptislusnymi vysledky SDS a SDeS systémi (Obr. 12)

Z porovnani zdznamu je ziejmé, Ze sniZzeni poctu systémovych pikl
nebylo mozné potvrdit. V zdznamu totiz ziistava 1 nadale velky pocet systémovych
pikt, které se navic piekryvaji. Zajimavym vysledkem je skutecnost, Ze pfi navratu
do micelarniho médu (pii pfechodu s SDeS do HDeS systému), nebyly pozorovany
systémové piky voblasti kolem 30 s (oblast 3 Obr. 12). Vzhledem ke
komplikovanosti systému vsak nelze s urcitosti nepfitomnost téchto pikt pfipsat
prave snizeni slozek v separacnim systému.
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a) Elektroferogram stejny jako na Obr. 8; SDS separac¢ni systém (Tab. 7); Vzorek:
»porucha TRICIN; Skript: P80

b) Elektroferogram stejny jako ¢erny zaznam na Obr. 10; SDeS separacni systém
(Tab. 8); Vzorek: ,,porucha TRICIN*; Skript: P80

) HDeS separa¢ni systém (Tab. 9); Vzorek: ,,porucha TRICINE®; Skript: P80

1. dolni znacka, oblast 2 a 3 — systémové piky

Na zavér bylo ovéfeno chovani proteinu albuminu v HDeS systému (Obr.
13). Pik albuminu je na zdznamu sice patrny, ale oproti predeslym systémim je tento
pik mensi i pfesto, ze koncentrace albuminu ve vzorku byla stejné jako v predeslych
ptipadech. Ackoliv se tedy HDeS systém zda z hlediska systémovych pikd velmi
vhodny, denaturace proteinu SDeS a separace v HDeS separaénim prostiedi
neptinasi z pohledu analyzy proteinti pfilis dobré vysledky. Zlepseni by mohlo byt
dosazeno optimalizaci sloZzeni denatura¢niho roztoku nebo prodlouzenim ¢asu
denaturace v piipadé pouziti surfaktantu decylsiranu sodného, ktery ma mensi
denaturaéni potencidl nez dodecylsiran sodny.
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HDeS separaéni systém (Tab. 9); Vzorek: albumin (c = 80 ug/ml); Skript: P80
1. dolni znacka, oblast 2 — systémové¢ piky, 3. albumin
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5 Zaveér

1. V teoretickém tivodu prace byly analyzovany procesy, odehrévajici se pfii
separaci proteini metodou SDS-PAGE, jeji miniaturizace a piehled
soucasnych aplikaci této metody. Dale byla stru¢né shrnuta problematika
systémovych zon.

2. Pro vyzkum chovani systémovych pikt a minimalizace jejich vlivu na
analyzu byly navrzeny celkem tii systémy (SDS systém, SDeS systém a
HDeS systém). V poslednim HDeS systému byl pocet slozek, obsazenych
v zékladnim elektrolytu, snizen o dvé (sodné ionty a aniontovou slozku
TRICINE). Na ziklad¢ teoretické predpovédi chovani systémovych pika
Vv jednotlivych systémech pomoci programu PeakMaster bylo potvrzeno, ze
odstranénim slozek v HDeS systému by meélo dojit k aplnému odstranéni
systétmového piku ze zaznamu. Ziskané teoretické vysledky byly poté
ovéiovany experimentalng.

3. Byl zopakovan ukazkovy experiment S pouzitim ptvodni sady Protein 80
Plus LabChip® Kit. Vysledek byl v dobré shodé se zaznamem v navodu
firmy Agilent. Protoze neni zndmo ptesné slozeni pavodniho kitu firmy
Agilent, byl navrzen vlastni SDS systém, ktery se svym sloZenim velice
podobal pivodnimu systému. To umoznovalo dalsi modifikaci slozek BGE a
nasledné pozorovani chovani systémovych pikti v navrzenych systémech.
Polohy vsech piki SDS systému byly oproti pivodnimu systému urychleny.
V oblasti vyskytu systémovych piki se namisto jednoho piku objevilo
nékolik dalSich. Tento jev jsme pfipsali skuteCnosti, ze separacni gel
pravdépodobné obsahoval dalsi necistoty €1 nabité ptimési.

4. Po nahradé¢ SDS za SDeS vV separa¢nim systému bylo pozorovano snizeni
fluorescenéniho pozadi v zaznamu, protoze SDeS byl pouzit v submicelarni
koncentraci. Bylo rovnéz ovéteno, ze surfaktant SDeS je schopen dostate¢né
denaturovat proteiny.

5. Byl ovéfen pfedpoklad odstranéni systémového piku v dvouslozkovém HDeS
systému. Namétené vysledky bohuzel nepotvrdily, Ze by nckteré systémové
piky ze zdznamu vymizely. Navic proteiny byly v HDeS systému Spatné
identifikovatelné. Dalsi studium chovani systémovych pikli a vylepSovani
separacnich technik pro separaci proteinii ziistdva motivaci k dalsi ¢innosti.
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