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SOUHRN

Préace se zabyva vyuzitim elektroforetickych, chromatografickych metod a jejich
spojeni s hmotnostné spektrometrickymi metodami (CE, CE-MS, HPLC-MS) pro
analyzu posttransla¢nich modifikaci (glykaci) proteind, jmenovité albuminu.

Teoreticka ¢ast je vénovana albuminu, problematice posttransla¢nich modifikaci
proteinll se zamétenim na glykace, mechanismiim CE separace peptidl a proteint se
zamétenim na CZE, vybéru vhodnych separa¢nich podminek, moznostem potlaceni
adsorpce proteinil na sténu kapilary, zlepSeni citlivosti detekce, detekénim systémtim
a vyuziti CE metod pro analyzu proteinti

Experimentalni c¢ast pfiblizuje pouzivané chemikalie, instrumentaci a metody
pouzivané pro tyto studie. Jsou zde také popsany postupy pouzivané pro piipravu
jednotlivych vzorkd.

Ve vysledcich a diskuzi jsou shrnuty veskeré ziskané vysledky a poznatky. Tato
kapitola je rozdélena do tfi Casti. Jednotlivé casti jsou vénovany pouzivanym

metodam (CE, CE-MS, HPLC-MYS).

KLICOVA SLOVA

Posttranslaéni  modifikace, neenzymatickd glykace, albumin, kapilarni

elektroforéza (CE), kapilarni zonova elektroforéza (CZE), CE-MS, HPLC-MS



SUMMARY

This thesis is concerned with utilization electrophoretic, chromatographic
methods and their on-line coupling to mass spectrometry (CE, CE-MS, HPLC-MS)
for analysis of posttranslation modification (glycation) of proteins, especially of
albumin.

The theoretical part describes albumin, the problems of posttranslation
modification of proteins with a focus on glycation, CE separation mechanisms of
peptides and proteins with a focus on CZE, the choice of appropriate separation
conditions, possibilities of supressing adsorption of proteins to inner wall of the
capillary, improving of the detection sensitivity, various types of detection systems
and utilization CE methods for analysis of proteins.

The experimental part describes chemicals, instrumentation and methods used
for this study. The preparation of individul samples is also desribed.

Results and findings are summarizied and discussed in the last part of this study.
This chapter is divided into three parts. Individual sections are devoted to the used

methods (CE, CE-MS, HPLC-MS).

KEYWORDS

Posttranslation modification, non-enzymatic glycation, albumin, capillary

electrophoresis (CE), capillary zone electrophoresis, CE-MS, HPLC-MS



SEZNAM ZKRATEK

ACE afinitni kapilarni elektroforéza

ACN acetonitril

AGEs kone¢né produkty glykace

API-ESI ionizace za elektrosprejem (za atmosférického tlaku)

BGE zakladni elektrolyt

BrNSA 1-bromo-4-naftalensulfonova kyselina

BSA hovézi sérovy albumin

CE kapilarni elektroforéza

CEC kapilarni elektrochromatografie

CE/ESI-MS spojeni kapilarni elektroforézy s hmotnostni
spektrometrii s ionizaci elektrosprejem

CE/MS spojeni kapilarni elektroforézy s hmotnostni
spektrometrii

CE/UV kapilarni elektroforéza s UV detekci

CHES kyselina 2-(N-cyklohexylamino)ethansulfonova

CIEF kapilarni izoelektricka fokusace

CML karboxymethyllysin

CTAB cetyltrimethylamonium bromid

CZE kapilarni zoénova elektroforéza

DABCO 1,4-diazobicyklo[2,2,2]oktan

EOF elektroosmoticky tok

ESI ionizace elektrosprejem

FITC fluorescein izothiokyanat

GSH glutathion

GSSH oxidovany glutathion

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie



HPLC/ESI-MS spojeni vysokoucinné kapalinové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii s ionizaci elektrosprejem

HPLC/MS spojeni vysokouc¢inné kapalinové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii

HPLC/MS spojeni vysokoucinné kapalinové chromatografie
s tandemovou hmotnostni spektrometrii

HSA lidsky sérovy albumin

II-CZE iontov4 interakéni kapilarni zoénova elektroforéza
LC kapalinova chromatografie

LIF laserem indukovana fluorescence

MALDI laserova desorpce za ucasti matrice

MEKC miceldrni elektrokinetickd chromatografie
MS hmotnostni spektrometrie

MS/MS tandemova hmotnostni spektrometrie

NACE bezvoda kapilarni elektroforéza

PDMA poly(dimethylakrylamid)

PEG polyethylenglykol

PEI polyethylenimin

pKa disocia¢ni konstanta kyseliny

PVA poly(vinylalkohol)

RAGE makrofagovy scavengerovy receptor

SDS dodecylsulfat sodny

SPE extrakce na pevné fazi

SPME mikroextrakce na pevné fazi

uTAS miniaturizovany analyticky systém
TOF-MS hmotnostni spektrometrie s analyzatorem doby letu
Tris-HCI tris(hydroxymetyl)aminometan hydrochlorid
uv ultrafialové zafeni

UV-VIS viditelna oblast ultrafialového zafeni
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1. UVOD

Peptidy a proteiny tvoii rozsahlou a vyznamnou skupinu biomolekul. Podileji
se na kontrole a regulaci zZivotné dulezitych procesti ve vSech zivych organismech.
Pisobi naptiklad jako hormony, neurotransmitery, imunomoduldtory, enzymy,
koenzymy, enzymové substraty a inhibitory, receptorové ligandy, 1éCiva, toxiny a
antibiotika.

Bylo zjisténo, Ze pro organismus je dilezitd nejenom zakladni informace o
struktufe bilkoviny (obsazena v genomu), ale také nasledné tpravy tzv.
posttransla¢ni modifikace, které souvisi jak s procesy fyziologickymi (naptiklad
hydroxylace lysinu a prolinu v kolagenu), tak s patologickymi (naptiklad projevy
diabetes mellitus). V soucasné dobé probihd tak zvana éra proteomu, ktera vysttidala
éru genomu. Pomoci proteomického piistupu lze totiz dynamicky popsat celou fadu
proteinii dané buniky ¢i tkané (na rozdil od statického genomu). Obor zvany
proteomika se zabyva porozuménim slozitym biologickym procesiim (naptiklad
vyvoji buiiky, bunécné diferenciaci a signalni transdukei). K tomu je zapotiebi
detekovat, identifikovat a kvantifikovat riznorodé proteiny, stanovovat jejich
interakce, lokalizovat je uvniti bunék a charakterizovat jejich posttransla¢ni
modifikace. K identifikaci struktury a funkce proteinti slouzi €asto jejich peptidové
fragmenty ziskané St€penim riznymi enzymy. Tyto $tépy se stanovuji zejména
vysokouc¢innymi separa¢nimi metodami a jejich spojenim s hmotnostné-
spektroskopiclymi metodami. Mezi nejucinngjsi patii riizné techniky kapilarni

elektroforézy (CE).
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2. TEORETICKA CAST

2.1 Albumin

Albumin je protein krevni plazmy, ktery tvoii vice nez polovinu vSech
plazmatickych bilkovin. Pro svou vysokou koncentraci v plazmé (35-53 g/l) a
relativné malou molekulovou hmotnost (68 kDa) se vice nez 75% podili na
udrzovani onkotického tlaku plazmy a pokles jeho koncentrace muze byt tedy
doprovazen otoky.

Neméné dulezitd je jeho transportni funkce. PfenaSi nekonjugovany bilirubin,
neesterifikované mastné kyseliny, tyreoiddlni hormony (zejména tyroxin, mén¢ i
trijodtyronin), ¢ast plazmatického tryptofanu a mineraly (napiiklad vapnik, hot¢ik,
zinek). Vaze se na n¢j znacny podil nékterych 1€kt (napiiklad penicilinu, digoxinu a
salicylatli) (1). U pacienti s hypoalbuminémii miZze tedy dochéazet ke zvySeni volné
frakce 1¢ku, kterd je na rozdil od frakce navazané na albumin u¢inna. VySe uvedené
latky se mohou z vazby na albumin navzajem vytésiiovat (napiiklad volné mastné
kyseliny a nékteré léky mohou vytésnit navazany bilirubin a ohrozit novorozence
poSkozenim centralni nervové). Albumin se dale uplatiuje 1 jako soucast
extracelularniho antioxida¢niho systému v ochrané proti volnym radikaltim.

V krevni plazmé se nachézi jen zhruba 42% celkového télniho albuminu. Zbytek
nalezneme ve tkéanich (hlavné podkozi a svaly). Nepatrné mnozstvi pronikd ptes

hematoencefalickou bariéru do mozkomisniho moku.
2.1.1 Struktura a syntéza albuminu

Na rozdil od ostatnich plazmatickych bilkovin neni albumin glykoprotein (2). Je
to o protein elipsoidniho tvaru, ktery tvoii jeden polypeptidovy fetézec o 585
aminokyselinach. Obsahuje 17 disulfidickych mustkd. Plisobenim proteaz se $té€pi na
tfi domény s rozdilnymi funkcemi.

Albumin je syntetizovan jako preproprotein v hepatocytech. Jeho signalni peptid

je odstranén pii prachodu do cisteren zrnit¢ho endoplasmatického retikula, a
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hexapeptid na zbylém N-konci je nasledné¢ odstépen v dalSim pribéhu sekrecni
drahy. Jatra za den vyprodukuji ptiblizné 12 g albuminu.

Biologicky poloc¢as albuminu je asi 20 dni, potom dochazi k jeho odbourdvani
endotelem krevnich kapildr. Malé mnoZzstvi albuminu pronika do moce nebo se ztraci

difuzi do travici trubice.

2.2 Neenzymaticka glykace bilkovin

Posttranslacni modifikace bilkovin jsou vyznamné reakce, které podstatnym
zpusobem ovliviluji funkce bilkovin v organismu. Principidlné je lze rozdélit na
enzymatické a neenzymatické. Neenzymatické modifikace jsou vyraznym zptisobem
ovlivnény nejen endogennimi, ale i exogennimi faktory. Mezi tyto reakce patii
glykace, kterd hraje vyznamnou roli ve vzniku chronickych komplikaci diabetu,
urémie, v procesech starnuti a degenerace mozku.

Pfi neenzymatické glykaci proteini (star$im nazvem neenzymatické glykosylaci)
reaguji volné aminoskupiny s karbonylovymi skupinami redukujicich cukri bez
katalytického ptisobeni enzymu. Tuto reakci poprvé popsal Louis Maillard (3), ktery
pozoroval zhnédnuti bilkovin pfi jejich zahtivani s cukry, a na jeho pocest se nazyva
Maillardova reakce. Zpocatku se zdéalo, ze tato reakce ma vyznam pouze
v potravinarské chemii, ale v roce 1971 bylo zjisténo, Ze glykace probihd v kazdém

zivém organismu (4), zejména je-li v krvi zvySend koncentrace cukra.
2.2.1 Priubéh neenzymatické glykacni reakce

Neenzymaticka glykace probiha ve trech krocich, které lze v analogii
s fetézovymi radikdlovymi reakcemi nazvat iniciace, propagace a terminace.

V prvnim kroku vznikaji tzv. rané produkty glykace. Nejprve dochazi ke
kondenzaci redukujicich cukrii (hlavné glukozy, ale 1 fruktdzy, pentdzy, galaktozy,
mannézy, askorbatu a xylulézy) s e-aminoskupinou lysinového zbytku (pfipadné
aminoskupiny koncové aminokyseliny ¢i argininu) a vzniku nestabilni Schiffovy

baze, kterd se rychle preskupuje na mnohem stabilnéjsi ketoamin, tzv. Amadoriho
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produkt (5). Vzhledem ktomu, Ze tato reakce nevyzaduje ucast enzymt, jsou
proménnymi, které ji in vivo reguluji, koncentrace redukujiciho cukru a proteinu,
biologicky polocas proteinu, reaktivita volnych aminoskupin a propustnost bunééné
stény pro cukr. Pfi podminkéch in vivo dosdhne Amadoriho produkt rovnovéhy za
ptiblizn€ 15-20 dni a diky nevratnému spojeni se hromadi v dlouho 1 kratce Zijicich
proteinech (6).

Béhem propagace jsou Amadoriho produkty rozkladdany na karbonylové
slouceniny (glyoxal, methylglyoxal, deoxyglukosony), které jsou vysoce reaktivni a
mohou znovu reagovat s volnymi aminoskupinami proteinti, tim propaguji celou
neenzymatickou glykaci.

Zejména methylglyoxal je velmi reaktivni alfa-oxaldehyd, ktery muize vznikat jak
reakcemi, které jsou zavislé na mnozstvi glukdézy (neenzymaticka glykace,
polyolovou cestou), tak z meziprodukt glykolyzy, metabolismem ketosloucenin a

katabolismem threoninu. Vysoké reaktivita a zvySend koncentrace methylglyoxalu

N 24

(7).

V posledni fazi reaguji vySe zminéné propagatory s volnymi aminoskupinami a
prostiednictvim oxidacni, dehydrataéni a cykliza¢ni reakce vznikaji zlutohnédé,
Casto fluorescencni a nerozpustné kone¢né produkty glykace tzv. AGEs (Advanced
Glycation End Products), které jsou termodynamicky stabilni a tedy terminuji
neenzymatickou glykacni reakci (8). AGEs se hromadi na proteinech s dlouhym

biologickym polo¢asem a poSkozuji je.
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2.2.2 Faktory ovlivitujici vznik AGEs, ndsledky jejich tvorby a

hromadeéni

Bylo dokazano, Ze rychlost tvorby AGEs z dikarbonylovych sloucenin
odvozenych zglukézy a vytvafenych intraceluldrné je vyS$i nez pii jejich
extracelularni tvorbé (9). Toto pozorovani tedy naznacuje, Ze intracelularni
hyperglykémie je pravdépodobné nejdulezitéjsi pfi¢ina ve tvorbé intra- a
extracelularnich AGEs. V buiikach vystavenych vysoké koncentraci glukozy (5-30
mM), se objevuji intracelularné tvorené AGEs pftiblizné za jeden tyden. Déle bylo
zjisténo, Ze rychlost glykacni reakce glukdzy je velmi nizka, zatimco zjinych
intraceluldrnich cukri (glukézy-6-fosfatu a fruktozy) vznikaji AGEs rychleji (10).

Kli¢ovou roli ve vzniku AGEs hraji oxida¢ni reakce. Byly popsany dva
mechanismy katalyzované pfechodnymi kovy (médi a zelezem). Prvni mechanismus
zahrnuje autooxidaci volnych cukrt v pfitomnosti kysliku a volnych kovti, coz vede
ke tvorbé vice reaktivnich dikarbonylovych sloucenin, které reaguji s bilkovinami za
vzniku vysoce reaktivnich ketoamini (11). Druhy mechanismus popisuje
proteinovou vazbu Amadoriho produkti, kterd je vice nachylnd k oxidaci.
Karbohydraty kondenzované na proteinu jsou oxidovany a podporuji tvorbu volnych
radikald, které vedou k dalSimu oxidativnimu poskozeni (12).

Neékteré znamé AGEs (napfiklad pentosidin a karboxymethyllysin) jsou
povazované za glykooxida¢ni produkty, protoze k jejich tvorbé jsou nutné pro-
oxidacni podminky (13,14).

Je nutné zdlraznit, ze nejenom redukujici cukry jsou schopné vytvaret vyse
popsanym mechanismem AGEs, ale také tada dalSich latek (naptiklad askorbat a
ostatni karbohydraty) reaguje s aminopeptidy, lipidy a nukleovymi kyselinami za
vzniku AGEs (15). Ukazalo se, ze ncktera tato reakéni Cinidla jsou exogenniho
pluvodu, tj. pfijimdme je z tepelné opracovanych potravin (zejména smazenych) (16)
a z tabdkového koufe. AGEs vzniklé piisobenim tabaku byly objeveny v o¢ni occe a
v cévni sténé koronarnich tepen (17).

Mnozstvi AGEs v téle odrdzi rovnovahu mezi jejich tvorbou a katabolismem
(degradace v tkéanich, vylucovani ledvinami). Degradace v tkanich probiha

endocytézou makrofagy a dal§imi bunécnymi systémy pomoci specifickych
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receptorii nebo cestou bez receptorti (18, 19). Naslednou proteolyzou AGEs vznikaji
peptidy o nizké molekulové hmotnosti, které jsou vylucovany do moce (20). Jiné
intraceluldrni ochranné mechanismy omezuji vznik AGEs (napfiklad glykoxalasovy
systém preménuje methylglyoxal na D-laktat a antioxidaéni latky) (21).

U diabetiki vznikaji AGEs ve vysokém mnozstvi a u pacientll s renalnim
selhavanim je vylucovani AGEs nedostatecné, dochazi k akumulaci AGEs peptidt
v plazmé, coz vede k produkci toxickych latek, interakci s bazalni membranou a
vazbam k lipoproteiniim a kolagenu.

Dlouho se védci domnivali, Ze nejvyznamnéjSim mechanismem poskozeni
AGE:s je tvorba pticnych vazeb (hlavné u kolagenu). OvSem vyznamnou roli ve
vzniku abnormalit tkéni hraji také chemické a fyzikdlni modifikace proteinu
(rostouci resistence ke Stépeni enzymy, snizeni rozpustnosti). Tremi hlavnimi
mechanismy poskozeni AGEs tedy jsou: (i) abnormalni tvorba pfi¢nych vazeb; (i)
interakce se specifickymi receptory a (iii) intracelularni hromadéni (22).

Protein ovlivnény vznikem piicnych vazeb je obvykle stabilni a ma dlouhy
biologicky polocas. Jiz na pocatku 80. let zjistil Monnier, Ze modifikace bilkovin
s dlouhym polocasem zivota pficnymi vazbami vyznamné pfispiva k poklesu funkci
bun¢k a tkani béhem procesu starnuti (23). Tvorba pricnych vazeb je velmi slozita
reakce a jeji chemicka podstata nebyla dosud zcela objasnéna, ale predpoklada se, ze
se jich ucastni hlavné lysinové zbytky (24). Patologicka tvorba pti¢nych vazeb
vyvoland AGEs vede ke zvySeni tuhosti matrice proteinti, tedy omezuje jejich
funkcnost a zaroven zvysuje odolnost vii¢i proteolytickym enzymim, které postupné
pusobi na proces remodelace tkané. Tyto zmény se objevuji se zvysujicim se vékem
a jsou urychlovany pfti diabetu (25). Modifikace proteini vede ke tvorbé ligandd,
kter¢ se vazi na AGE receptory a vedou ke vzniku reaktivnich kyslikovych
slouCenin, aktivaci nékterych transkripcnich faktori a patologickym zménam
v genové expresi nékterych typi bunck (mesangialni, endotelidlni, makrofagy).

Bylo objeveno nékolik AGE specifickych receptort, které zahrnuji makrofagovy
scavengerovy receptor typu [ a IT (RAGE), oligosaccharyl transferazu 48 (AGE-R1),
80K-H fosfoprotein (AGE-R2) a galectin 3 (AGE-R3) (26). Nejvice prozkoumanym
je RAGE receptor, ktery patfi do rodiny imunoglobulinii a slouZzi jako ,,uklizec*
(scavenger) a zaroven zprostiedkovava vnitrobunéénou signalizaci. Vyskytuje se na

buiikach endotelu (specificky v oblastech ateroskler6zy) (27) a na mikrogliich mozku
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(28). Vazba AGE-RAGE vede k oxidacnimu stresu a aktivaci transkripniho faktoru
NF-kB, ktery je velmi citlivy na volné radikdly a spousti slozitou kaskadu reakci
(stimuluje transkripci geni pro cytokiny, rlstové faktory a makrofagy). Bylo
zjisténo, ze vazba AGE-RAGE mé vyznam také v mistech zanétu, kde fagocyty
vytvareji karboxymethyllysiny (CML) pomoci myeloperoxidasy (29). Tento zpiisob
je nezavisly na hyperglykémii a mtiize vysvétlovat vyskyt AGEs v aterosklerotickych
1ézich, které¢ byly nalezeny u pacienti bez diabetu, pii zanétlivych stavech
(revmatoidni artritida).

Mira hromadéni AGEs souvisi se zdvaznosti pozorovanych komplikaci (u
diabetickych pacienti se jednd zejména o neuropatii, nefropatii, angiopatii,
retinopatii a poskozeni o¢ni ¢ocky) (30). Pokusy na zvifecich modelech dokazaly, ze
hromadéni AGEs ma fadt dulezitych disledkii na tkanové trovni (peroxidace lipidd,
poruseni funkce endotelu a nepfiméfend bunécnd aktivita spojena s uvolfiovanim
cytokinil) a na bunééné urovni (zmény v déleni bunék). Histologicka studie lidskych
aort zjistila, ze existuje zavislost mezi hromadénim AGEs v tkanich a ztuhlosti aorty
(31). Jiné metody vyuzivajici specifické protilatky prokazaly zvySené hromadéni
nékterych AGEs (pyrallinu, crosslinu a pentosidinu) v ledvinach pacientti s diabetem
(32). Akumulace AGEs vnervové tkani souvisi s neurodegenerativnimi
onemocnénimi (napiiklad hromadéni v pyramidalnich neuronech zpusobuje

vvvvvv

komplikaci je spiSe mozné mira akumulace AGEs nez jejich absolutni koncentrace.

2.3 Kapilarni elektroforéza peptida a proteina

Kapilarni elektroforéza (CE) je souhrnny nazev pro elektromigracni separacni
metody, které pro dé€leni latek vyuZzivaji kapildru naplnénou zadkladnim elektrolytem
(BGE), ktery vede elektricky proud. Konce kapilary jsou ponofeny do zésobnikl
s elektrolytem, spole¢né s elektrodami z inertniho materialu (naptiklad platiny). Mezi
elektrody se aplikuje vysoké napéti (10-30 kV). Do konce kapilary se nadavkuje
maly objem vzorku. Kapiladra prochdzi pies detektor (obvykle fotometricky). Ziskany

zdznam zavislosti odezvy detektoru na Case se nazyva elektroforegram a je podobny
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chromatogramu. Poloha piki urcuje kvalitu, plocha nebo vyska pikt kvantitu. V CE
se k fizeni a zpracovani analyz vyuziva vypocetni technika.

CE je zajimava alternativni metoda ke klasickym technikdm ploSné
elektroforézy. Nespornou vyhodou CE oproti plosnym technikdm je kratSi doba
analyzy zplisobena zejména témito divody: (i) teplo vzniklé uvniti kapilary je G€inné
odvéadéno jejimi sténami, proto Ize analyzu urychlit pouzitim vysokého napéti; (ii)
kapilara prochéazi detektorem, detekce zon se tedy provadi on-line a piky lze
vyhodnotit pocitacem; (iii) elektroforéza je doplnéna elektroosmozou,
elektroosmoticky tok (EOF) zplisobuje pohyb roztoku kapilarou k detektoru, snizuje
analytické Casy a k detektoru unasi i castice elektroforeticky migrujici opaénym
smérem. Pravé zasluhou profilu elektroosmotického toku je separa¢ni ucinnost
kapilarni elektroforézy vyrazné vyssi nez u jinych elektroforetickych metod (fadove

az miliony teoretickych pater.

2.3.1 Mechanismy separace peptidit a proteinii pomoci metod CE

V sekvencich aminokyselin v polypeptidovych fetézcich existuje velké mnozstvi
rozdilt, které maji za néasledek mimotaddnou rozlicnost peptidi a proteini. V
zévislosti na poctu, slozeni a sekvenci spojenych aminokyselinovych zbytkl se
peptidy a proteiny vzajemné lisi svym elektrickym ndbojem, velikosti (relativni
molekulovou hmotnosti), tvarem (strukturou), hydrofobicitou a specifickou vazebnou
kapacitou. Tyto vlastnosti umoznuji jejich separaci pomoci elektromigracnich metod
zalozenych na rozdilech v elektroforetické pohyblivosti, velikosti danych molekul
(tzv. ,,prosivaci* efekt), interakei s ligandy a hydrofobicité (resp. hydrofilicit¢).

Rozdilnych elektromigra¢nich mobilit ve vodnych pufrech se vyuziva pro
separace proteini pomoci kapilarni zoénové elektroforézy (CZE), izotachoforézy
(ITP) nebo kapilarni izoelektrické fokusace (CIEF). Déleni v kapilafe naplnéné
gelem nebo polymernim roztokem pfipravenym z linearniho nebo prostorove
zesitovaného polymeru je zaloZeno na ,,prosivacim® efektu. Pro omezeni zavislosti
mobility na ndboji, zkraceni Casu separace a zvySeni rozpustnosti separovanych latek
se Casto pridava dodecylsulfat sodny (SDS), kterym mizeme denaturovat

proteiny/peptidy pied vlastni analyzou nebo ho ptidat do gelu ¢i polymerniho
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roztoku (34). V afinitni kapilarni elektroforéze (ACE) se mohou ligandy (naptiklad
barviva, substraty, protilatky a antigeny) piidavat do pufru anebo imobilizovat na
sténu kapilary (pfimo nebo pies staciondrni fazi). Micelarni elektrokineticka
chromatografie (MEKC) a kapilarni elektrochromatografie (CEC) pfedstavuji dveé
alternativni metody vhodné pro separaci peptidi/proteinii. Ob& jsou zalozeny na
rozdéleni separovanych latek mezi mobilni a (pseudo)stacionarni fazi. V pripade
CEC je kapilara naplnéna ¢asticemi nebo monolity, které maji vhodnou velikost port
a funkéni skupiny pro vysoce efektivni separaci (pfipadné mohou byt funkcni

skupiny vazany na sténu kapilary).

2.3.2 Kapilarni zonova elektroforéza (CZE)

CZE je nejjednodussi, nejuniverzalngjsi a nejcastéji pouzivana technika CE pro
déleni peptidll a proteinii. CZE je vhodné pro separaci molekul s nabojem (ionti),
které se vzajemné lisi svou molekulovou hmotnosti, tvarem a nabojem. Nabité
molekuly se déli na zdkladé svych rozdilnych elektroforetickych pohyblivosti
(mobilit). Elektroosmoticky tok separa¢niho pufru uvnitt kapilary unasi kladné i
zaporné ionty k detektoru. Ionty navic migruji rozdilnymi elektroforetickymi
rychlostmi uvnitf pufru a dochazi k jejich separaci. Béhem jednoho experimentu lze

délit a detekovat kladné i zaporné ionty.

2.3.2.1 Elektromigrac¢ni vlastnosti peptidii a proteini

Elektroforetickd pohyblivost (mobilita) je komplexni funkci: (i) vlastnosti
peptidi/proteinii (naboje, velikosti, tvaru); (ii) vlastnosti prostfedi (BGE), ve kterém
se peptidy pohybuji (slozeni, pH, iontova sila, viskozita, permitivita a teplota); (iii)
interakci peptidi se slozkami prostiedi (solvatace, disociace, tvorba komplexit).
Protoze vyslednou pohyblivost ovliviiuje mnoho parametri, musime ji vzdy uvadét
spolu s danymi experimentdlnimi podminkami, za kterych byla zjiSténa (tj. musi se
vztahovat k danému slozeni, pH a teplot¢ zdkladniho elektrolytu). Takto
charakterizovand mobilita se nazyva efektivni mobilita. Porovnatelné jsou pouze

efektivni mobility ziskané za stejnych podminek.
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Jiz od pocatku zavedeni elektroforetické separace pro déleni peptidli a proteinti
hledali védci rovnici, ktera by popsala vztah mezi efektivni mobilitou
peptidli/proteint (m.p), jejich efektivnim ndbojem (q), molekularni hmotnosti (M;) a
tvarem (konformaci). Jako prvnimu se to podatilo v roce 1966 Offordovi (35), ktery
na zéklad¢ separace peptidi papirovou zénovou chromatografii odvodil nasledujici
empiricky vztah pro vypocet efektivni mobility, kde k je koeficient:

me,=k - q/ Mr*? (1)

Z této zavislosti ovSem ziskame pouze piiblizny odhad ndboje peptidi. Presnéjsi
hodnoty dosdhneme, pokud zavislost hodnot pKa protonové disociace z ionogennich
skupin peptidl vztadhneme na strukturu peptidii a naboj jejich sité.

Mnoho praci se zabyva studiem semiempirickych modelti. Naptiklad vztahuji
mobilitu peptidi k jejich poméru naboj/velikost (Mr). Testovanim 64 oligopeptidi
(2-14 aminokyselin) délenych CZE v kyselin¢ mraven¢i (50 mM, pH 2,75) nebylo
ovSem ani v jednom piipadé dosazeno shody s experimentalnimi daty (36). Nejvyssi

korela¢ni koeficient (0,89) byl ziskan Offordovym modelem.
2.3.2.2 Pufry v CZE

Diilezity je vybér vhodného déliciho pufru, ktery musi zprostiedkovavat vodivé
prostiedi a musi mit nizkou UV absorbanci. Z téchto diivodi nejsou obvykle vhodné
pufry pouzZivané v plo$né gelové elektroforéze. Pii volbé spravného BGE bychom
méli vzit vuvahu: (i) vliv kationtli a aniontl na migraci rozpusténych latek; (ii)
rozptyleni Joulova tepla; (iii) pufracni schopnost; (iv) rozpustnost a stabilitu; (v)
interakce se sténou kapilary (vliv na elektroosmoézu) (37). Nejcasteji pouzivané pufry
jsou fosfatovy, boratovy, citradtovy a octanovy. Kvili potlaceni adsorpce
separovanych latek a elektroosmotického toku se pouzivaji vysoké koncentrace
téchto pufrti (pfiblizné 20-100 mM). Nevyhodou je vSak jejich vysok4 vodivost,
kterd zpisobuje vznik vysokého proudu, ohiivani a tvorbu bublin béhem separace.
Tento problém fesi biologické pufry o nizké vodivosti obsahujici aminoskupiny,

které obsazuji mista na sténé kapilary a omezuji tak adsorpci peptida a proteint.
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2.3.2.3 Potlaceni absorpce peptidii a proteint

Zavazny ruSivy faktor v déleni peptidi a proteinit pomoci CE piedstavuje jejich
lepeni na vnitini sténu kfemenné kapilary. Kladné nabité aminoskupiny peptidii a
proteinit maji tendenci adsorbovat se na negativné nabité silanolové skupiny vnitini
stény kiemenné kapilary. K potlaceni vazani peptidi/proteinti na sténu kiemenné
kapilary a sténu mikroCipti bylo vyvinuto nékolik rtiznych strategii (viz prehled
(38)). Nejcastéji pouzivanymi jsou: (i) pouziti velmi nizkého nebo vysokého pH

pufru; (i1) dynamické obaleni kapilary a (iii) statické obaleni kapilary.

2.3.2.3.1 Pouiiti velmi nizkého nebo vysokého pH pufru

Nejjednodussim zpisobem je pouzit extrémné kysely nebo alkalicky BGE pufr
(39, 40). Pii nizkém pH je potlacena disociace silanolovych skupin, dochézi
k protonaci vnitini stény kapilary a k zabranéni elektrostatickych interakci s
pozitivné nabitymi peptidy/proteiny. Pii pouziti vysoce alkalického BGE, jehoz pH
je alespon o 2 jednotky vyssi nez isoelektricky bod daného peptidu/proteinu, jsou
peptid/protein i vnitini sténa kapilary nabity zaporné a dochazi k jejich vzajemnému
odpuzovani. Mimo jiné se pii vysokém pH vytvaii relativné vysoky EOF. Teoreticky
je rozliSeni dané separace zlepSeno, kdyZ je EOF potlaten a vyvazen vici
elektroforetické migraci (naptiklad pomoci riznych aditiv pufru).

I kdyz jsou oba vySe uvedené postupy v praxi snadno proveditelné, musime si
uvédomit, ze pouziti extrémnich hodnot pH s sebou nese jist¢ problémy. Tyto
postupy proto nejsou vhodné hned znékolika divodua: (i) dochézi k rozkladu,
agregaci a deaminaci proteinli, coZ znemoznuje studium mnoha nativnich
molekularné konformacnich interakei; (i1) méni se biologické aktivita proteint; (iii)

pfi pH vys$sim nez 11 se mlze porusit sténa kapilary.

2.3.2.3.2 Dynamické obaleni kapilary

Dynamické obaleni kapilary je zalozeno na vratné (dynamické) absorpci

hydrofilnich polymert (derivaty celuldzy, syntetické polysacharidy) pfiddvanych do
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BGE. Molekuly téchto povrchové aktivnich latek se vazi na povrch kapilary, chrani
silanolové skupiny a zabranuji tak adsorpci peptidi a proteint. Sténu kapilary je
mozné po kazdé analyze zregenerovat proplachnutim pufrem s nizkomolekularnimi
modifikatory nebo polymery.

Dynamického obaleni kapilary se pouziva také pro kontrolu EOF, ktery
ovlivituje rozliSeni, uc¢innost a rychlost déleni analytti v CE (41). Ukazalo se, ze EOF
se zpomaluje v pufru obsahujicim aditiva (naptiklad Mg>" a hexamethonium, které
vymeéiuji ionty s povrchovymi silanolovymi skupinami, coz vede ke snizeni
efektivniho ndboje stény kapilary). K vytvofeni kationtové vrstvy na sténé kapilary
pro obraceni EOF se pouzivaji kationaktivni polyelektrolyt (Polybrene) nebo
kationaktivni surfaktanty (cetyltrimethylamonium bromid (CTAB),
didodecyldimethylamonium bromid).

Ke snizeni adsorpce jednotetézcovych Casti protilatek béhem separace CZE byla
pouzita kationaktivni polymerovd pufrovaci aditiva (0,5% PDMAC -
poly(diallyldimethylammonium chlorid), pH 7) (42). Polymerni aditiva vytvafeji na
povrchu kiemenné kapilary kladné nabitou vrstvu, ktera obraci elektroosmozu a vede
k elektrostatickému odpuzovani kladn¢ nabitych bazickych polypeptidu.

Pro efektivni CZE d¢leni kalcitoninii z jejich tryptickych stépa v kyselém BGE
(25 mM kyselina fosfore¢na, upravenda NaOH na pH 3,1) byly pouzity kiemenné
kapilary dynamicky povlecené polykationaktivnimi polymery polyethyleniminem
(PEL, Mr = 10 000, 0,8% ve vod¢) a hexadimethrin bromidem (Polybren, Mr = 25
000, 0,25% ve vode) (43). Kromée potlaceni peptidové sorpce doslo k obraceni EOF a
k vytvoreni silného anionaktivniho EOF, ktery zajistuje pomérné rychlou migraci
vSech peptidii (negativné nabité, neutralni a pozitivné nabité) k anodé. Ve srovnani
s kapilarami obalenymi Polybrenem byl EOF u kapilar obalenych PEI vyznamné
pomalejsi a stabilnéjsi, ale bylo dosazeno vyssi adsorpce peptidovych analyta.

Potlaceni adsorpce peptidi/proteinli bylo pozorovano také pti CZE separaci v
20mM fosfatovém BGE o pH 2,5 a upraveném 10% Pluronicem F127 (44). Tento
polymer je specifické médium, které vykazuje jak vlastnosti povrchové aktivni latky,
tak 1 gelu (viskozita je snadno ovlivnitelna teplotou).

Kapilaru Ize ucinné obalit také slouceninami o nizké molekulové hmotnosti.
Adsorpce kationaktivnich triethylentetraminii zptisobuje piekryti silanolovych skupin

na stén¢ kifemenné kapilary (45). Adsorpce kladn€ nabitych peptidii a proteinii miize
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byt snizena pouzitim kyselych BGE obsahujicich tetraalkylammoniové kationty (46).
Tetramethyl- a tetrabutylammoniové kationty dynamicky modifikuji povrch kapilary,
coz vede k odpuzovani kladn€ nabitych peptidi/proteinii od kladné nabité kapildrni
stény a k obraceni EOF.

Zavazny je také problém adsorpce peptidi a bilkovin u plastovych mikrocipti
(47). Vzhledem k jejich hydrofobicité silné¢ reaguje vnitini povrch s nepolarnimi
analyty nebo latkami obsahujicimi hydrofobni domény (vCetné polypeptidi a
bilkovin), coz vede k jejich navazani na stény kapilary. ReSenim je pouziti
kationaktivnich kvartérnich amonnych derivati skrobu pro dynamické obaleni, které
potla¢i adsorpci fluorescenéné znafenych oligopeptidii a aminokyselin béhem CE
separace v poly(methyl-methakrylatu) (PMMA). Uginek byl pozorovan v rozmezi
pH 2,5-8. Dalsimi pfednostmi tohoto dynamického polymerniho obalovaciho ¢inidla

byly dobra rozpustnost a nizké viskozita.

2.3.2.3.3 Statické obaleni kapilary

Statické (permanentni) modifikace wvnitini stény kapilary zahrnuji tvorbu
kovalentni vazby mezi vhodnym derivatizacnim obalovacim ¢inidlem a silanolovymi
skupinami kifemenné kapilary. Dochazi k imobilizovanému polymernimu obaleni.
Tato vazba mlze byt 1 nekovalentni, ale pfesto permanentni, zalozena
na nereverzibilni absorpci polymert (napiiklad polyvinylalkoholu (PVA) nebo
polyethylenglykolu (PEG)) z vodnych roztokii na kapilarni sténu. Statické obaleni
kapilary je stabilni v Sirokém rozmezi pH 3-10. Vzhledem ke zdlouhavému
obalovacimu procesu vsak ztraci v posledni dob¢ na oblibenosti.

Kovalentni obaleni kifemenné kapilary =~ neutrdlnim  polymerem
poly(dimethylakrylamidem) (PDMA) vede ke dvojnasobnému zlepSeni
opakovatelnosti migrac¢nich Castt CZE pii separaci smési kyselych a bazickych
peptidt (slozenych z fosforylovanych a nefosforylovanych peptidovych substrati
pro kinazy a fosfatazu) (48). Uginn&jsi separace byly dosaZeny pouzitim kovalentné
spojenych, nabitych polymernich modifikator, které snizuji  interakci
peptidi/proteinli se sténou kapilary. Obaleni anionaktivnimi poly(akrylatovymi) a
kationaktivnimi poly ([3 - (methakryloylamino) propyl]-trimethylamoniovymi)
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modifikatory zlepSsilo u€innost CZE separace peptidl oproti pouziti PDMA (4-7krat)
a také opakovatelnosti jejich migrac¢nich casii byly lepsi.

Byly zkoumany slouceniny, které by mohly slouzit jako zhéasedla silanolovych
interakci s peptidy a proteiny v jejich déleni CZE (49). Testovany byly naptiklad dva
derivaty 1,4-diazobicyklo[2,2,2]oktanu (DABCO). Prvni z nich,
monokvarternizovany piperazin, byl vazan kovalentné na kapilarni sténu a obratil jeji
naboj. Tento modifikdtor lze pouzit v Sirokém rozmezi pH a umoziuje dobrou
separaci peptidi a bilkovin, aniz by s nimi interagoval. Druhd sloucenina,
dikvarternizovany DABCO derivat se dvéma dlouhymi alkylovymi fetézci na
koncich, se na sténu nevaze kovalentné, proto se musi ptidavat do BGE. Lze ho
pouzit pouze pro malé oligopeptidy.

Pro zabranéni adsorpce separovanych peptidi/proteinti na stény mikroCipi se
podobné jako u dynamického pfistupu pouziva PMMA (47). PMMA se vaze
kovalentn€ na sténu mikroCipli pomoci polyethylenglykolu (PEG) a snizuje EOF a
nespecifickou adsorpci peptidii a bilkovin. Separa¢ni G€innost a opakovatelnost

migracnich casl byla o jeden fad lepsi ve srovnani s PMMA nemodifikovanymi €ipy.

2.3.2.4 Zpisoby detekce

2.3.2.4.1 Detekce absorpce UV a inteferometrie

Detektory zalozené na absorpci UV zéfeni piedstavuji nejb&znéjsi a nejcastéji
pouzivany detekéni moéd v CE separaci peptidii a proteinii. Vzhledem k pomérné
silné absorpci peptidové vazby v kratkych vinovych délkach UV zéateni (200-220
nm) se k UV absorpcni detekci vyuziva praveé tohoto rozsahu vinovych délek. Timto
univerzalnim detekénim zplsobem lze sledovat separace peptidi a proteini v CE
s koncentracnim limitem v mikromolarnim rozsahu. Absorpce UV zafeni v oblasti
200-220 nm charakterizuje kvantitu peptidové vazby (tj. delsi peptidy poskytuji pii
stejné molarni koncentraci vyssi odezvu signalu absorbance) (50).

Citlivost a linearni rozsah detekce v CE je omezen extrémné malym rozmérem
kyvety, kterou tvofi cast odkryté kapilary. Pro vyfeSeni tohoto problému byly

navrzeny specialni tvary detekéni ¢asti kapilary (naptiklad Z-cela, bublinova cela, U-
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cela). Tyto 1 dals$i nové navrzené UV-absorp¢ni detektory pro CE a separace na ¢ipu
byly popsany v n¢kolika ptehledech (51, 52).

Zvysena citlivost detekce peptidii ve velmi kratké UV oblasti byla vyuZzita pro
analyzu neuropeptidii v plazmé lidi a krys (53), CZE stanoveni angiotenzinl
v plazmé (54) a bacitracinu v krmivu (55).

Novy typem je opticky detektor, ktery je =zalozen na celo-kolonovém
zobrazovacim detek¢énim systému. Tento detektor pracuje stiidavé v rezimech
absorpce, indexu lomu a fluorescence (56). Z 5 centimetriit kiemenné kapilary je
odstranén polyimidovy obal. Tato cast kapilary je poté osvétlena pomoci svétla
vedeného ze svételného zdroje (deuteriova lampa, xenonova vybojka, He-Ne laser,
diodovy laser) svazkem optickych vlaken a paprsky jsou fokusovany cylindrickymi
¢ockami do kapilary. Intenzita svétla po pruchodu pies kapilaru je métena CCD
kamerou, kterd je umisténa ve sméru zdroje svétla (pro rezim absorpce nebo gradient
indexu lomu) nebo kolmo na n¢j (pro fluorescenéni uspotadani). Absorpéni maod je
pro své univerzalni vlastnosti a kvantitativni schopnosti vyuzitelny nejen pro CIEF
peptidii a bilkovin, pro které byl pivodné vyvinut, ale i pro CZE dé€leni peptida,
bilkovin a dalSich analytd, u kterych nam umoziuje studovat dynamiku jejich
elektrosepara¢niho procesu.

UV absorpéni detektor vyuzivajici pomocny kovovy oxidovy polovodic
(Complementary Metal Oxide Semiconductor - CMOS) jako aktivni bodovy senzor,
byl postaven pro znazornéni elektroforeticky zprostiedkovanych reakci v kapiléaie v
realném Case (57). Zobrazeni pikl analytu absorbujicich pfi 200 nm a migrujicich
kapilarou délky 14 mm umoznilo méfeni rychlosti a délky reakcnich zén a zén
produktt. Tento mdd byl pouzit pro sledovani oxidace glutathionu pomoci peroxidu
vodiku. Reakce, separace a kvantifikace se provadi v nanoliterovych objemech a trva

ptiblizn€ 5 minut.

2.3.2.4.2 Laserem indukovand fluorescence

Nejcitlivéjsim detekénim uspotadanim v CZE 1 ostatnich mikroanalytickych
systémech je laserem indukovana fluorescence (LIF) (58). Diky specialni konstrukci
detek¢nich cel ma LIF detekce potencial dosdhnout limity detekce jediné molekuly

(59).
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Nevyhodou v LIF detekci peptidii je nutnost jejich derivatizace fluorogennimi
znaCkami. Pfirozené fluorescence miize byt totiz vyuzito pouze pro detekci peptidi
obsahujicich aromatické aminokyselinové zbytky (tryptofanu, tyrosinu a
fenylalaninu). Pro jejich excitaci jsou zapotiebi kratkovinné laserové systémy
pracujici v UV oblasti (naptiklad Nd:YAG laser pracujici pfi 266 nm) (60). Tento
laser se pouziva pro detekci tryptickych §t€pi hovéziho sérového albuminu (BSA).

Zajimavou alternativou k pfedchozimu uspotfaddani je pouziti dvou- nebo
ttifotonové excitace. Dva nebo tfi viditelné ¢i infradervené fotony pomahaji
ptreklenout propast mezi energii elektronového stavu SO a S1 v analytu. Pro tento
ucel se vyuzivaji femtosekundové titan-safirové (Ti:S) lasery, které jsou velmi
vhodné pro detekci Siroké Skaly biologicky vyznamnych fluoroford. Tato detekce
zalozend na multifotonové excitaci vnitini fluorescence na vystupu z kolony byla
pouzita ke stanoveni neuropeptidi a tryptickych S$tépi bilkovin v atomolarnich
hladinach (61). Jinym piikladem tohoto pfistupu je kompaktni LIF detektor zalozeny
na dvoufotonové excitaci piirozené fluorescence peptidli a bilkovin, které obsahuji
vyse uvedené zbytky aromatickych aminokyselin (62). Fluorescence je excitovana
diodou v pevném stavu ¢erpaného mikro€ipového laseru (pracujiciho pii 532 nm, s
pramérnym vykonem 29,3 mW, $itkou pulsu 500 ps, po¢tem opakovani 6,56 kHz a
prumérem paprsku 0,2 mm). Detekéni limity koncentrace pro fenylalanin, tyrosin a
tryptofan byly 62 uM, 2,0 uM a 470 nM (v objemu 3 fL), pro BSA byl limit 130 nM.

Nejcastéji je fluorescencni detekce peptidii v CE zalozena na predkolonovém a
postkolonovém znaceni fluorescenénimi sondami. Nevyhodou tohoto pfistupu je, ze
vinou pfitomnosti nékolika rtiznych derivatizacnich mist v molekule peptidu/proteinu
muzeme ziskat vice derivatd s riznymi elektroforetickymi mobilitami a nasledné i
vice pikd.

Peptidy mohou byt detekovany také bez chemické derivatizace pomoci zhaSené
fosforescence. Do BGE se pfidava fosfofor (1-bromo-4-naftalensulfonova kyselina
(BrNSA)), ktery se dobfe rozpousti ve vodé a poskytuje silnou fosforescenci
(excitace/emise = 290/535 nm) pii pokojové teploté a v Sirokém rozmezi pH (63).
Detekce je zalozena na dynamickém zhéaseni fosforescence BrNSA elektronem,
pfenesenym z aminoskupiny peptidd pti pH 9,5-10. Pro malé di- a tripeptidy bylo

dosazeno detek¢nich limitti v rozmezi 5-20 mg /1.
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2.3.2.4.3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) ptedstavuje vysoce ucinnou detekéni metodu
pro CE, protoze je univerzalni, citliva a selektivni. Vyznam MS jako analytické a
strukturu-objasnujici metody vzrostl v poslednich letech, protoze hraje dilezitou roli
v proteomické analyze peptidi a proteini v komplexnich biologickych smésich. O
tom, ze roste dilezitost on- a off-line spojeni MS s CE d¢lenim peptidl a proteind,
zejména v proteomice, peptidomice a peptidovém mapovani, se miizeme presvedEit
v nékolika piehledech (64, 65).

Obrovsky pokrok von-line a off-line elektroforetické charakterizaci
separovanych peptidi a proteinti v MS piineslo hlavné zavedeni ioniza¢nich technik
ionizace elektrosprejem (ESI) a laserové desorpce za ucasti matrice (MALDI).
Spojeni CE s témito m&kkymi ionizacnimi technikami umoznilo nejenom vysokou
pfesnost stanoveni molekulové hmotnosti separovanych peptidi/proteint, ale také
poskytlo dilezitd strukturdlni data o sekvenci aminokyselin, o mistech
posttranslacnich modifikaci, peptidovém mapovani a nekovalentnich interakcich
peptidi/proteinii. ESI je nejcastéji pouzivany modd pro spojeni s CZE zejména
z téchto divoda: (i) umoziuje detekovat vicendsobné nabité ionty o vysoké
molekulové hmotnosti; (ii) molekuly mohou byt pievedeny piimo ze separacni
kapilary do hmotnostniho spektrometru pomoci rozhrani (66). Proto je ESI vhodna
pro analyzu velkych biomolekul, které se obtizn¢ odpaiuji a ionizuji. Spojeni CE-ESI
1ze provést témito zpusoby: (i) obalovou kapalinou (,,sheath-flow*); (ii) bez obalové
kapaliny (,,sheathless®).

Castgji se vyuziva rozhrani vytvofeného obalovou kapalinou, které bylo poprvé
popsano vroce 1988 (67) a predstavuje nejbéznéjsi ptistup ve spojeni CE-ESI.
Vyhodou je jednoduché a reprodukovatelné usporadani. Konec kapilary je omyvan
proudem kapaliny (sheath liquid), coz umoznuje stabilni a vyssi pritok kapaliny do
spektrometru. Nevyhodou je, ze timto zptisobem dochézi ke ziedéni analyzovaného
vzorku a ke zvySeni signalu pozadi.

Jako ptiklad zvySeni citlivosti v analyze proteinii 1ze uvést pouZiti zafizeni pro
SPME/CE systém spojeny s ESI-IT-MS pro tryptické Stépy BSA, kdy byl ziskan
limit detekce 400 amol (68).
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2.3.2.4.4  Ostatni detekcni techniky

Mezi dalsi detekéni systémy pouzivané v CZE analyze peptidl a proteinti patii
elektrochemicky (69), kontaktni a bezkontaktni vodivostni (70), potenciometricky
(71), a chemiluminiscen¢ni detektor (72).

Vylepsena  byla  metoda  piipravy  obaleného  elektrochemického
(ampérometrického) detektoru umisténého na konci kolony pro kapilary
s nanometrovym vnitinim primérem a s pikolitrovym objemem detekéni cely (73).
Tato metoda zahrnuje leptani uhlikového vldkna elektrody a detekéniho konce
kapilary, coz minimalizuje mrtvy objem detektoru.

Ke stanoveni angiotensinu a komplexu méd-angiotensin byla pouzita
elektrochemicka  (amperometrickd) detekce s tfielektrododovym  systémem
skladajicim se zpracovni elektrody (CPO-uhlikova pasta), referencni elektrody
(Ag/AgCl) a pomocné elektrody (platinového dratku). Tato detekce byla citlivéjsi
(detekéni limit 0,2-2 pM) nez UV-absorpéni detekce pii 200 nm (detekeni limit 2-18
HM) (74).

Kontaktni vodivostni detektor s elektrodami umisténymi na vystupu z kapilary
byl pouzit pro CE stanoveni glutathionu (GSH) a jeho oxidované formy (GSSG)
(75). Diky pomérné vysoké vodivosti malého nabitého tripeptidu GSH a jeho dimeru
GSSG a nizké vodivosti BGE pufru (100 mM CHES, 40 mM LiOH, 5 mm spermine,
pH 9,1) bylo dosazeno nizkych mezi detekce (11 um pro GSH a 8 um pro GSSG).

Optimalizovany ttielektrodovy bezkontaktni vodivostni detektor (s frekvenci nad
20 kHz) umoznil detekci standardnich oligopeptididd v uM hladinach po jejich
piedchozi CZE separaci (100 mM fosfatovy BGE, pH 2,5) (76).

Velky pfinos pro objasnéni struktury a studium konformaci separovanych
peptidit a proteinii se ocekavd od on-line spojeni CE s detekci pomoci nuklearni
magnetické rezonance (NMR) (77). Off-line spojeni CE a NMR bylo vyuzito ke
zjisténi strukturni enantioselektivity syntetickych cyklopeptidii (chiralnich selektort)
(78), izomerniho slozeni prolinu (peptidu vazaného v inhibitoru angiotenzin-
konvertujiciho enzymu (ACE) (79) a pro studium asociace mezi peptidy a SDS nebo
CTAB micelami (80).
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2.3.2.5 ZlepsSeni citlivosti detekce peptidi a proteinu

2.3.2.5.1 Zakoncentrovani a piedseparace

Zakoncentrovani a predseparace jsou dilezitymi kroky v ptipravé vzorki
peptidt a bilkovin k nasledné analyze pomoci metod CE. Biologické vzorky jsou
velmi slozité (napiiklad télni tekutiny, bunééné lyzaty a extrakty ztkani) a Casto
byva problém stanovit v§echny slozky, zvlast pokud se vyskytuji v nizké koncentraci
a ve vzorku je pfitomen vyrazné dominujici protein (napiiklad stanoveni minoritnich
proteini krevniho séra za pfitomnosti dominantniho albuminu). Pomoci
zakoncentrovani a predseparace zvysime citlivost a u¢innost CE analyzy. Pouzivané
techniky mizeme rozdé¢lit na chromatografické a elektroforetické.

Ditive se pouzivaly ptfevazné off-line metody, kdy se vzorky pied nadavkovanim
do kapilary upravily pomoci extrakce na pevné fazi (SPE), mikroextrakce na pevné
fazi (SPME) a extrakce kapalina-kapalina (LLE). V sou€asné dob¢ jsou nahrazovany
on-line metodami. K zakoncentrovani a pfedseparaci analytu se velmi casto
pouzivd pevna faze sorbentu (SPE, SPME). Jinou moznosti je pouziti kolony
obsahujici membranu, ktera je napusténa riiznymi chromatografickymi staciondrnimi
fazemi (81). Kolonu tvoii kus kiemenné kapilary, ktery odpovida vnéjSimu priméru
pouzité separaéni kapilary pro CE.

Nékolik prikladt pouziti selektivnich adsorbentii v CE-MS pro zakoncentrovani
peptidii a jinych analyti jsou uvedeny v piehledu (82). Pro kvantitativni analyzu
terapeuticky aktivnich peptid v plazmé byl pouzit polymericky adsorbent umistény
mezi zakoncentrujici a separacni kapilaru (83). Obracena faze C18 byla spojena on-
line s enkefaliny oddélovanymi ze slozek o vysoké molekulové hmotnosti z
mozkomisniho moku pted jejich CZE analyzou (84).

Zajimavou technikou zakoncentrovani je tzv. ,,dynamic pH junction®. Pfi této
metod¢ se analyzované vzorky rozpousti v roztoku o vyssim pH nez ma zakladni
pufr. Potom se tyto roztoky davkuji do kapilary tak, aby wvytvotily del§i zonu
(davkovani s delsi dobou nastiiku). Rozdil hodnot pH matrice vzorku a zékladniho

pufru zplsobuje zmény elektroforetickych pohyblivosti a ma za nasledek zzeni
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jejich pash na rozhrani pufrl. K ziskdni dobrého zaostieni zon peptidu P musi platit
nasledujici vztah:

VpB > VB > Vpg (2)
kde (vpp) je rychlost peptidu P v zon¢ zékladniho pufru, (vg) rychlost rozhrani a
(vps) rychlost peptidu P v zéné vzorku. Touto technikou lze zvysit citlivost 550-
1000krat (85).

Metoda byla pouzita naptiklad pro analyzu tryptickych Stépti bilkovin
(bradykininu, angiotensinu I a angiotensinu II) pomoci CE-MS (86). Vzorky byly
rozpu$tény v roztoku mravencanu amonného na vysledné pH 8 a nadavkovany do
kapilary naplnéné 1 M kyselinou mravenci o pH 2. Bylo dosazeno zna¢ného zvyseni

citlivosti (pfiblizng 1000krat).

2.3.2.5.2 Derivatizace

Derivatizacni techniky se pouzivaji ke zvySeni citlivosti a selektivity detekce
(inkorporace UV-absorbujicich nebo fluorescencnich skupin). Derivatiza¢ni postupy
v CE lze rozdélit na derivatizaci pted-kapilarni (pfed nastfikem do kapilary),
derivatizaci v kapilare a derivatizaci post-kapilarni.

Bylo vydano né€kolik souhrnti, které se zabyvaji derivatizaci proteini o nizké
koncentraci (87) nebo derivatizaci peptidi pro LC (kapalinovou chromatografii) a
CE analyzu (88).

Nejcastéji pouzivanym moéddem je pred-kapilarni derivatizace. Jeji prednosti jsou
predevsim Siroky vybér derivatizacnich Cinidel a moznost provadét i derivatizace,
které¢ probihaji pouze za extrémnich podminek (vysoka teplota, delsi reakcni Cas).

Ptikladem pted-kapilarni derivatizace je nekovalentni znaceni lidského sérového
albuminu indokyaninovou zeleni a jeho nasledna analyza pomoci CE s detekci
diodovou laserem indukovanou fluorescenci (89).

Existuje velké mnozstvi dalSich praci zabyvajicich se pted-kapilarni derivatizaci
peptidi a proteind. Jako derivatizacni c¢inidla se vnich pouzivaji napiiklad
fluoresceinisothiokyanat, fluorescamin, 3-(2-fluroyl)quinolin-2-karboxaldehyd a

dansylchlorid.
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Kyselina 1-anilinonaftalen-8-sulfonova (1,8-ANS), kyselina 4,4 -dianilino-1,1’-
binaftyl-5,5 -disulfonova (bis-ANS) a kyselina 2-(p-toluidino)naftalen-6-sulfunova
(2,6-TNS) byly pouzity jako derivatizacni €inidla pro derivatizaci v kapilatre pfi
stanoveni proteind hovézi syrovatky pomoci CE s LIF detekci (90). Tyto N-
arylaminonaftalen sulfonaty poskytuji po spojeni s proteiny znanou emisi
fluorescenéniho zateni, zatimco v samotnych vodnych pufrech pouzivanych v CE je
tato emise velmi nizka. Nejveétsi zvySeni fluorescence proteinti bylo zaznamenano pii
pouziti pufru kyseliny 2-(N-cyklohexylamino)ethansulfonové (CHES) o pH 10,2 a
derivatizaci 2,6-TNS. Limity detekce nékterych proteinii hovézi syrovatky ziskané
LIF detektorem byly srovnény s limitami detekce dosazenymi za stejnych podminek
UV detekci. Limity detekce u BSA, B-laktoglobinu A a B-laktoglobinu B stanovené
LIF detektorem byly 2krat vy$$i nez u UV detekce. Naopak limita detekce o-
laktalbuminu byla lepsi pfi pouziti UV detektoru.

Dobré separacéni efektivity v post-kapilarni (post-kolonové) derivatizaci proteinii
a aminokyselin bylo dosazeno za pouziti ,,sheath-flow* reak¢ni cely (91). ,,Sheath-
flow* cela je vyuzivana jako post-kolonovy reaktor pro derivatizaci o-ftaldehydem.
Bylo dosazeno az pétindsobného zvySeni limity detekce karbonanhydrazy. Prednosti
tohoto usporadani je vysoka rychlost reakce (1-2 sekundy). Navic nedochazi
k nechténému rozsifovani reakénich zon.

Dalsi moznosti derivatizace je tzv. on-line derivatizace. Jako piiklad uved’'me
automatizaci v derivatizaci aminokyselin a peptidi on-line spojenim sekvencni
injekéni analyzy (SIA) a CE (92). Jako derivatiza¢ni cinidlo byl pouzit
dichlorotriazinylaminofluorescein, jako detektor argonovy LIF detektor. U

testovaného des-Tyr-[Met]-enkefalinamidu bylo dosazeno limitu detekce 30 ng/ml.

1.3.2.5.3 Mikromanipulace

Schopnost CE analyzovat velmi malé objemy vzorkl (v fddu nano- az pikolitrl)
klade zvlastni pozadavky na pouzivané techniky a mikropfistroje. Mikromanipulace
se vzorky jsou sjednoceny v tzv. mikrototalnich analytickych systémech (UWTAS)
(93), kde jsou vSechny operace (tj. manipulace se vzorkem, potencidlni
zakoncentrovani, ociSténi, derivatizace, separace a detekce) provadény v

mikrostrukturach vytvotfenych na Cipu. Existuje nékolik souhrni pojednavajicich o
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riznych moznostech zpracovani vzorku v uTAS (94), jako je zavedeni vzorku na ¢ip,
predseparace, derivatizace, mikrodavkovani, mikrovstfikovani (elektrokinetické,
tlakoveé, piezoelektrické, opticka vtokova soustava, mikrorota¢ni ventily), michani
statickymi misi¢i, odstfedivé sily, kapilarni sily, pneumaticky pohon a
elektromanipulace.

Mikromanipulaéni techniky nalezly uplatnéni v analyze jedné bunky (95) a
v analyzach mikrobioptickych a mikrodialyza¢nich vzorka (96).

Bylo vyvinuto nékolik ucelenych systémii pro on-line spojeni $tépeni proteinii
enzymy a nasledné CE separace. Piikladem je $t€épeni myoglobinu na kiemikovém
mikroCipu potaZzeném imobilizovanym proteolytickym enzymem (trypsin nebo

chymotrypsin) a naslednd CE s MALDI-TOF detekci (97).

2.3.2.6 Pokroky ve vyvoji CZE

Velkym pokrokem ve vyvoji CZE bylo vytvotfeni ultra rychlé elektroforézy,
ktera byla zaloZzena na nové geometrii kapildry ve tvaru ptesypacich hodin, ktera
lokalné zvySuje intenzitu elektrického pole az na 100 kV/cm, coZ umoziiuje separaci
v fadu mikrosekund (98). Toto uspofaddni ndm umoziuje sledovat reakéni
mechanismus molekul s kratkou dobou zivota a milisekundové zmény v chemickém
slozeni v malych objemech vzorkl (naptiklad uvoliiovani neurotransmitert a peptid
Z neuronil).

Rychlé CZE separace (obvykle do 20-60 s) je mozné dosahnout také pomoci
¢ipu s kratkou migracni cestou a vysokym elektrickym polem. Naptiklad mikroZE
separace tryptickych §tépit BSA znacenych fluoresceinem izothiokyanatem (FITC)
bylo dosazeno za 35 s (47). Rychlou separaci lze provést i v klasické kfemenné
kapilafe. Separace GSH a GSSG v case krat§im neZz 1 minuta byla provedena
v neobalené kifemenné kapilafe o délce 27 cm a vnitinim priméru 75 pum v 300
mmol/l boratovém BGE o pH 7,8, s délicim napétim 28 kV a proudem 90 mA (99).

V cistych organickych rozpoustédlech (acetonitril, metanol, 2-propanol) se
provadi tzv. bezvoda kapilarni elektroforéza (NACE), kterd nalezla uplatnéni

pfedev§im v analyze peptidii a jejich derivati (100). Stejné uplatnéni ma i CZE
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v hydroorganickych rozpoustédlech (smeési organickych rozpoustédel s vodnymi
pufry).

Iontova interakéni CZE (II-CZE) byla zavedena pro separaci diastereomernich
peptidovych parti, v nichZz se aminokyselina nachazi v centru nepolarniho povrchu
amfipatického o-Sroubovicového peptidu (18 aminokyselinovych zbytkl) a je
nahrazena jednou z 19 L- nebo D-aminokyselin (101). Takové L- a D-peptidové pary
maji stejny pomér hmotnost/naboj, sekvenci aminokyselin a vnitini hydrofobicita se
li$i pouze v stereochemii jednoho zbytku. Prostfednictvim pouziti perfluorovanych
kyselin (trifluoroctové, pentafluoropropionové, heptafluoromaselné) o vysokych
koncentracich (az 400 mM) jako slozek BGE (upravenych LiOH na pH 2,0), bylo
mozné dosdhnout zédkladniho rozdéleni vSech 19 diastereomernich peptidovych parii
v neobalené kiemenné kapilafe. Vyborného rozliSeni bylo dosazeno diky jemnému
naruseni  peptidové  struktury/konformace (zptisobeného  pfitomnosti  D-
aminokyseliny) na nepolarnim povrchu v amfipatickém o-helixu a jeho interakcemi
s hydrofébnimi aniontovymi iontové-parujicimi ¢inidly. Vzhledem k vynikajicim
rozliSovacim schopnostem diastereomernich dvojic peptidl 1ze touto metodou rovnéz
odd¢lit smési téchto tzce ptibuznych a-sroubovicovych peptidu.

Princip II-CZE byl tspésné pouzit také pro déleni peptidl liSicich se substituci
jedné aminokyseliny v deka- a dodekapeptidech s modelovou sekvenci amikokyselin
(102). Substituce se liSily rozsahlou fadou vlastnosti (napiiklad postrannim
alkylovym fetezcem, postrannim polarnim fetézcem a postrannim nabitym fetézcem.
Hydrofébni anionty pentafluoropropionové kyseliny poskytly nejlepsi separaci
peptidt, které se liSili hydrofébicitou svych hydrofébnich postrannich fetézca.
Naopak vysokd koncentrace hydrofilnich fosfatovych aniontli byla nejlepsi pro
déleni peptidid liSicich se polaritou postrannich fetézcti. Dulezitou roli tedy hraji
rozdilné  hydratacni/dehydrataéni  vlastnosti  postrannich  fetézcl  peptidi,
hydratacni/dehydrataéni ~ vlastnosti ~ hydrofilnich/hydrofébnich ~ anionti  a
elektrostatické pritazlivé sily mezi peptidy a anionty v roztoku.

Stale rostouci pozadavky na vykonnost analytickych metod vedly k vyvoji
systémt, ve kterych se provadi separace soubézné v 8, 48, 96 nebo 384 paralelnich

kapilarach. Toto uspofaddni nalezlo uplatnéni hlavné¢ v peptidovém mapovani.
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Schopnost soubézné analyzovat vice vzorkl za stejnych nebo odlisnych separacnich

podminek je shrnuta ve dvou ptehledech (103, 104).

3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie

Glukéza, dihydrogenfosfat sodny, tris(hydroxymetyl)aminometan hydrochlorid
(Tris-HCI) a toluen byly ziskany od firmy Lachema (Brno, Ceska republika). Hovézi
sérovy albumin (BSA), rib6za, dithiotreitol, kyselina jodoctova, hydrogenuhlicitan

amonny, trypsin (z prasec¢i slinivky bfis$ni), pepsin (pepsin A, z prase¢i zalude¢ni

34



sliznice), proteinaza K (z Tritirachium album) a kyselina mraven¢i pochazely od
firmy Sigma (St. Louis, MO, USA). Glyoxal, glutardialdehyd a acetonitril byly
zakoupeny od firmy Merck (Schuchardt, Némecko). Disodna sl kyseliny
ethylendiaminotetraoctové byla ziskana od firmy Merck (Darmstadt, Némecko).
Guanidin HCI1 pochdzel od firmy Appli Chem, Biochemica (Darmstadt, Germany).
Chlorid sodny byl zakoupen od firmy Penta (Chrudim, Ceské republika), kyselina
octova od firmy Lach-Ner (Neratovice, Ceska republika) a azid sodny od firmy
Trucizna (Polsko). Tablety Complete Mini obsahujici inhibitory protedz byly od
firmy Roche Diagnostics (Manheim, Némecko).

Vsechny roztoky byly pfipraveny v ultra ¢isté vodé Milli-Q (Millipore, Bedford,
MA, USA).

3.2 Instrumentace

3.2.1 Kapilarni elektroforéza

Analyza vzorkll byla provedena na dvou typech pfistroji Beckman. Vzorky
meiené ve fosfatovém pufru byly stanoveny pomoci Beckman P/ACE systém 5500
(Beckman, Fullerton, CA, USA) a za pouziti kiemenné kapilary o celkové délce 47
cm (40 cm k detektoru) s vnitfnim priimérem 75 um. Analyza vzorkil v prostiedi
kyseliny mravenci byla provedena na pfistroji Beckman P/ACE systém 5000
(Beckman, Fullerton, CA, USA) a v kiemenné kapilate o celkové délce 57 cm (50
cm k detektoru) s vnitinim primérem 50 pum. V obou piipadech byl pouzit

spektrofotometricky detektor (UV detekce pti 214 nm).

3.2.2 Spojeni vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostni

spektrometrii

Ptistroj HPLC 1100 LC/MSD (Agilent, Palo Alto, CA, USA) skladajici se
z degaséru, binarni pumpy, autosampleru, termostatované kolony a detektoru
diodového pole byl spojen s hmotnostnim spektrometrem s iontovou pasti (Agilent,

LC-MSD Trap XCT-Ultra). Analyza MS/MS dat byla provadéna pomoci softwaru
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Spectrum Mill (v. 3.02 Agilent). Data pro BSA byla extrahovdna z databaze

SwissProt.

3.2.3 Spojeni kapilarni elektroforézy s hmotnostni spektrometrii

Kapilarni elektroforéza Beckman P/ACE 5000 (Beckman, Fullerton, CA, USA)
s UV detekei pfi 214 nm délici na kiemenné kapilare o celkové délce 100 cm a s
vnitinim primérem 50 pum byla spojena pomoci uzemnéné jehly s pfidavkem
»obalové kapaliny (sheath liquid) s hmotnostnim spektrometrem s iontovou pasti
(Agilent, LC-MSD Trap XCT-Ultra). Analyza MS/MS dat byla provedena pomoci
softwaru Spectrum Mill (v. 3.02 Agilent). Data pro BSA byla extrahovana z databaze

SwissProt.

3.3. Metody

3.3.1 Kapilarni elektroforéza enzymatickych $tépii BSA ve fosfdatovém
pufru

Me¢fteni bylo provedeno na ptistroji Beckman P/ACE systém 5500. Byla pouzita
kiemenna kapilara o celkové délce 47 cm (40 cm k detektoru) s vnitinim primérem
75 um. Pted prvni analyzou byla kapilara promyta nejprve vodou, poté 1 mol/l HCI,
nasledn¢ opét vodou, potom 1 mol/l NaOH a na zavér 0,1 mol/l fosfatovym pufrem o
pH 2,5 (upraveno pomoci 3 mol/l HCl). Kazdy promyvaci krok trval 15 minut.
Fosfatovy pufr byl ptfed pouzitim filtrovan ptes 45-um Millex-HV filtr (Millipore).
Vzorek byl nasttikovan elektrokineticky (10 sekund, 10 kV).

3.3.2 Kapildarni elektroforéza enzymatickych $tépit BSA v kyseliné

mravenci
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Me¢éfeni bylo provedeno na pftistroji Beckman P/ACE systém 5000. Byla pouzita
kiemenna kapildra o celkové délce 57 cm (50 cm k detektoru) s vnitfnim primérem
50 um. Pied prvni analyzou byla kapilara promyta nejprve vodou, poté 1 mol/l HCI,
nasledn¢ opét vodou, potom 1 mol/l NaOH a na zavér 1 mol/l kyselinou mravenci
(pH neupravovano, ptibliznd hodnota 1,75). Kazdy promyvaci krok trval 15 minut.

Vzorek byl nasttikovan hydrodynamicky (198 sekund, 20 kV).

3.3.3 HPLC/MS analyza enzymatickych Stépiit BSA

Chromatograficka separace probihala na koloné Jupiter 4 um Proteo 90 A (250 x
2 mm vnitini pramér, Phenomenex, Torrence, CA, USA). Bylo nastfikovano 20 ul
vzorku BSA (bez tablety i s tabletou Complete Mini obsahujici inhibitory proteaz).
Eluce byla provedena pomoci linearniho gradientu mezi mobilni fazi A (voda s 0,1%
kyselinou mravenci) a B (acetonitril s 0,085% kyselinou mravenci). Separace byla
zahdjena izokratickou eluci trvajici 2 minuty s 2% mobilni fazi B, nasledovala
gradientova eluce do 35% B ve 40. minuté. Nakonec byla kolona 10 minut
promyvana 100% B. Pfed dalsi analyzou byla kolona 10 minut ekvilibrovana 2% B.
Prutokova rychlost byla 0,25 ml/min. Teplota kolony byla udrzovana na 25 °C. UV
detekce probihala pti 214 nm. Pro spojeni s MS byl pouzit hmotnostni spektrometr
s iontovou pasti (API-ESI ionizace) a nasledujici podminky: suSici plyn N, 10 1/min,

teplota suSiciho plynu 350 °C, tlak rozpraSovace 25 psi.
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3.3.4 CE/MS analyza enzymatickych Stépit BSA

Separace byly provadény pii napéti 25 kV, vzorky BSA (s tabletou Complete
Mini obsahujici inhibitory protedz) byly nastfikovany hydrodynamicky (300 s). Jako
zakladni elektrolyt byla pouzita kyselina mravenci (0,25 mol/l). Ptistroj Beckman
P/ACE 5000 byl spojen pomoci uzemnéné jehly a ,,obalové kapaliny* (5 mmol/l
octan amonny/izopropanol (1:1; v/v) ve vod¢, prutokova rychlost 3 pl/min)
s hmotnostnim spektrometrem s iontovou pasti (Agilent, LC-MSD Trap XCT-Ultra).
Platily nasledujici podminky: suSici plyn N, 8 I/min, teplota suSiciho plynu 150 °C,
tlak rozprasovace 5 psi.

Pfed prvni analyzou byla kapilara promyta nejprve 1 mol/l NaOH, poté vodou,
nasledn¢ 1 mol/l HCI, potom opét vodou a na zaver pufrem. Kazdy promyvaci krok
trval 20 minut. Mezi jednotlivymi analyzami byla kapilara promyvana pouze pufrem

(5 minut).

3.4. Priprava vzorki

3.4.1 Priprava glykovanych a kontrolnich vzorki BSA

Hovézi sérovy albumin (BSA) byl rozpustén ve fosfatovém pufru (0,2 mol/l
NaH,PO4, pH 7,4) na vyslednou koncentraci 1 mg/ml. Tento roztok byl inkubovan
(pti 37 °C, 7 dni) s jednotlivymi zvolenymi latkami obsahujicimi oxo-skupinu
(glukéza, riboza, glyoxal a glutardialdehyd), jejichz koncentrace v roztoku BSA byla
0,1 mol/l. Kontrolni vzorek BSA byl pfipraven obdobnym zplsobem pouze bez
pfidani cukru. Kvuli zabranéni kontaminace, kterd by mohla vzniknout b&hem
inkubace pusobenim bakteridlnich enzymi, byl ke kazdému vzorku piiddn azid
sodny a vrstvicka toluenu.

Pro kontrolu, jestli nedochazi ke S$tépeni proteinli protedzami z mozné
kontaminace béhem inkubace, byla v kontrolni sérii pfidana tableta Complete Mini

obsahujici inhibitory protedz (1 tableta na 10 ml fosfatového pufru).
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Po uplynuti doby inkubace byla provedena dialyza vzorkli (neobsahujicich
tabletu) v dialyzacnich stfivkach (od firmy Kalle, Wiesbaden-Biebrich, Némecko).
Dialyza probihala po dobu 24 hodin.

Kontrolni série (s tabletou) byla po skonceni inkubace odsolena na kolonkach
Econo-Pac 10 DG (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Nejprve byl
z kolonek vypustén uchovavaci pufr (10 mmol/l NaCl; 10 mmol/l NaH,PO, - 2H,0 a
0,02% NaNs; pH 7) a poté byly promyty 20 ml vody. Kolonky byly naplnény 3 ml
vzorku, ktery byl po svém naabsorbovani vymyt 4 ml vody (tato frakce se jimala). Po
opétovném proplachnuti kolonky vodou byly nadavkovany dalsi 3 ml vzorku a takto
se pokracovalo, dokud nebyl odsolen cely vzorek. Napli kolonek byla zregenerovana
promytim uchovdvacim pufrem. Pro zabranéni vyschnuti byly nakonec kolonky
timto pufrem naplnény.

Nakonec byly vSechny vzorky hluboce zmrazeny a poté zlyofilizovany

(lyofilizator Alpha 1-2 LD plus, Osterode am Harz, Némecko).

3.4.2 Redukce a alkylace (karboxymethylace) lysinu

K 5 mg zlyofilizovaného vzorku BSA bylo ptfidéno 0,5 ml pufru o pH 8,4 (6
mol/l guanidine HCI; 1,2 mol/l Tris-HCI; 2,5 mmol/l Na,EDTA). Redukce byla
provedena ptfidanim 25 pl dithiotreitolu o koncentraci 1 mol/l. Vzorky byly
inkubovany 30 minut pfi 65 °C. Nasledovala karboxymethylace 60 pl jodoctové
kyseliny o koncentraci 1mol/l (inkubace pii laboratorni teploté, 40 minut, ve tmg).

Reakce byla zastavena piidanim 15 pl 1 mol/l dithiotreitolu.

3.4.3 Odsoleni vzorkn

Vzorky byly doplnény pufrem NH4sHCO3 (20 mmol/l; pH 7,8) na celkovy objem
3 ml a odsoleny na kolonkach Econo-Pac 10 DG.

Nejprve byl z kolonek vypustén uchovavaci pufr (10 mmol/l NaCl; 10 mmol/l
NaH,PO, - 2H,0 a 0,02% NaNj3; pH 7) a poté byly promyty 20 ml pufru NH4sHCO:s.
Kolonky byly naplnény 3 ml vzorku, ktery byl po svém naabsorbovani vymyt 4 ml

pufru (tato frakce se sbirala). Napli kolonek byla zregenerovana promytim 20 ml
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uchovavaciho pufru. Pro zabranéni vyschnuti napln¢ béhem skladovani byly kolonky
timto pufrem naplnény.
Jimand frakce (obsahujici odsoleny vzorek) byla hluboce zmraZena a poté

zlyofilizovéana (lyofilizator Alpha 1-2 LD plus).
3.4.4 Stépeni vzorkit BSA trypsinem

Byl pfipraven roztok lyofilizovaného BSA ve 20 mmol/l NH4sHCOs o pH 7,8.
Vysledna koncentrace BSA v pufru byla 5 mg/ml. K roztoku BSA byl ptfidan trypsin
(pomér substrat:enzym = 50:1). Inkubace probihala pti 37 °C 2 hodiny.
3.4.5 Stépeni vzorkii BSA pepsinem

Lyofilizované vzorky BSA byly rozpustény v kyselin¢ octové (0,5 mol/l; pH
2,5) na koncentraci 2 mg/ml a $tépeny pepsinem (pomér substrat:enzym = 50:1).
Inkubace probihala pfi 37 °C 2 hodiny.
3.4.6 Stépeni BSA proteindzou K

Byl ptipraven roztok lyofilizovaného BSA v 10 mmol/l Tris-HCI pufru o pH 7,5.

Vysledna koncentrace BSA v pufru byla 5 mg/ml. BSA byl St€pen proteindzou K
(pomér substrat:enzym = 50:1). Inkubace probihala pti 37 °C 2 hodiny.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Kapilarni elektroforéza enzymatickych §tépia BSA

Kapilarni elektroforézou s UV detekcei pti 214 nm byly ziskany peptidové mapy
enzymatickych Stépi glykovanych a kontrolnich vzorkti BSA. Separace probihala
v kiemenné kapiléate (délka 47 /40 cm; vnitini primér 75 pm) ve fosfatovém pufru
(0,1 mol/l; pH 2,5). Vzorek byl nastfikovéan elektrokineticky (10 sekund, 10 kV). Ke
Stépeni BSA byly pouzity nasledujici enzymy: trypsin (Obr. 2), pepsin (Obr. 3) a
proteinaza K (Obr. 4). Sipkami jsou vyznaGeny rozdily mezi kontrolnimi (Obr. 2A,
3A, 4A) a glykovanymi vzorky.

Z obr. 2-4 je ziejmé, ze vysledné peptidové mapy jsou siln€¢ ovlivnény pouzitym
modifikatorem. Pfi glykaci BSA glukézou a nasledném Stépeni enzymy (Obr. 2B,
3B, 4B) byly ziskdny bohaté peptidové mapy. Glukéza patii mezi mirné
modifikatory, rychlost reakce (glykace), tzn. kinetika modifikace, je velmi pomala,
vznikd malo pricnych vazeb (tj. i méalo pokrocilych AGE produkt) a po Stépeni
enzymy jsou produkovany peptidy jen malo pozménéné ve srovnavni
s neglykovanym (nemodifikovanym) albuminem. Mén¢ bohatého peptidového
profilu bylo dosazeno pifi modifikaci ribdzou a St€penim trypsinem a pepsinem (Obr.
2C, 3C). Naopak peptidovy profil vzorku glykovaného ribézou a Stépeného
proteindzou K (Obr. 4C) byl srovnatelny s profilem vzorku glykovanym glukézou a
Stépenym  stejnym  enzymem (Obr. 4B). Lze predpokladat, ze mista
v aminokyselinové sekvenci BSA, kde S$tépi proteinaza K, nebyly ribézou pfilis
modifikovany a vzniklé specifické peptidy nebyly spojeny piicnymi vazbami (na
rozdil od peptidii detekovanych po Sté€peni ostatnimi enzymy). Zcela jind situace
nastava pii pouziti dioxo-sloucenin (glyoxalu a glutardialdehydu (Obr. 2D, 2E, 3D,
3E, 4D, 4E)). Tyto latky patii mezi silné modifikatory, které rychle reaguji s volnou
aminoskupinou (lysinu, argininu) bilkoviny a vyvolévaji tvorbu pii¢nych vazeb.
Takto modifikované bilkoviny jsou odolné vii¢i enzymatickému Stépeni a poskytuji
chudy peptidovy profil. Vznikaji velké, navzajem spojené proteinoveé (¢i peptidove)
molekuly, které nelze pomoci CE u¢inné rozdélit. Proto na nékterych zdznamech

(Obr. 2D, 2E, 3E) vytvaii zdkladni ¢ara hrbol.
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Zmeéna struktury a tedy i1 vlastnosti BSA byla patrna jiz pouze optickym
posouzenim po inkubaci s glyoxalem a glutardialdehydem (bez Stépeni enzymy).
Tyto vzorky byly zluté (glyoxal) az zlutooranzové (glutardiladehyd) na rozdil od

ostatnich vzorkt, které zlistaly bezbarvé.
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Obr. 2 CE/UV tryptickd peptidovd mapa kontrolniho a glykovaného BSA ve
fostatovém pufru (0,1 mol/l; pH 2,5): (A) kontrola, (B) modifikace gluk6zou, (C)
ribézou, (D) glyoxalem, (E) glutardialdehydem
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Obr. 3 CE/UV pepsinova peptidovd mapa kontrolniho a glykovaného BSA ve
fosfatovém pufru (0,1 mol/l; pH 2,5): (A) kontrola, (B) modifikace gluk6zou, (C)
ribézou, (D) glyoxalem, (E) glutardialdehydem
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Obr. 4 CE/UV proteinazova peptidova mapa kontrolniho a glykovaného BSA ve
fosfatovém pufru (0,1 mol/l; pH 2,5): (A) kontrola, (B) modifikace gluk6zou, (C)
ribézou, (D) glyoxalem, (E) glutardialdehydem
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Déle byla zkousena metoda zakoncentrovani pomoci tzv. ,,dynamic pH
junction®. Tato technika vyuziva delsi dobu néastfiku vzorku a rozdilné hodnoty pH
vzorku a zakladniho pufru ke zméné elektroforetickych pohyblivosti, tim dochazi
k zakoncentrovani vzorku na rozhrani a zvySeni citlivosti (86). Tato metoda slouzi k
zakoncentrovani vzorku pro ucely spojeni CE-MS. Zde totiz dochazi k natedéni
analytti vlivem pouziti obalové kapaliny (sheath liquid) a tim podstatnému snizeni
citlivosti.

Priklad tohoto pfistupu je demonstrovan sledovanim separace pomoci UV
detektoru pii 214 nm (Obr. 5). Tryptické $t€py BSA rozpusténé v 20 mmol/l
NH4HCO; o pH 7,8 byly separovany v HCOOH o koncentraci 1 mol/l (pH
neupravovano, priblizna hodnota 1,75). Separace probihala v kfemenné kapilaie
(délka 57 /50 cm; vnitini primér 50 pm). Vzorek byl nastfikovan hydrodynamicky
(198 sekund, 20 kV).

Ziskana tryptickd peptidova mapa (Obr. 5) je opét silné¢ ovlivnéna volbou
modifikatoru. Rozdily mezi kontrolou (Obr. 5A) a glykovanymi vzorky (Obr. 5B-E)
jsou naznaceny Sipkami. U dioxo-sloucenin (Obr. 5D-E) byl ziskan chudy peptidovy
profil. V porovnani s vysledky ziskanymi ve fosfatovém pufru (Obr. 2) nedoslo ke
zlepSeni separace. DosSlo ovsem k podstatnému zvyseni odezvy detektoru. To

znamena, ze bylo skutecné dosazeno vét§iho zkoncentrovani vzorku.
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Obr. 5 CE/UV tryptické peptidova mapa kontrolniho a glykovaného BSA v kyseliné
mravenc¢i (1 mol/l; pH pfiblizné 1,75): (A) kontrola, (B) modifikace glukézou, (C)
ribozou, (D) glyoxalem, (E) glutardialdehydem
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4.2 HPLC/MS analyza enzymatickych S§tépa BSA

Pouzitim techniky HPLC s MS a MS/MS detekei byly ziskany peptidové mapy
enzymatickych $t€pit BSA. Ke $tépeni BSA byly pouZity nésledujici enzymy: trypsin
(Obr. 6), pepsin (Obr. 7) a proteindza K (Obr. 8). Vysledky z MS (MS/MS) byly
vyhodnoceny pomoci softwaru Spectrum Mill (v. 3.02 Agilent) porovnanim se
specifickou databazi pro BSA extrahovanou z databdze SwissProt. Hlavnim typem
detekované modifikace byla karboxymethylace lysinu (CML). Pozice vyskytu
peptidi s CML jsou naznacCeny Sipkami. ~ V tabulce 1 jsou uvedena konkrétni
umisténi CML v sekvenci BSA a jeho peptidové pokryti. Vznik CML a pokryti jsou
siln¢ ovlivnéna pouzitym modifikatorem. Nejmensi pokryti poskytuji vzorky
modifikované glutardialdehydem. Toto bylo ale zplUsobeno zesitovanim proteinu
pomoci reaktivni dioxo-slouceniny. U téchto vzorkli nebyly nalezeny zadné¢ CML,
ale na rozdil od ostatnich modifikatorti se zde vyskytovaly oxidované methioniny (v
poloze 111, 208 a 469).

Z tabulky vyplyva, Ze po¢et CML roste ve sméru od glukdzy ke glyoxalu, bez
ohledu na pouzity enzym. Toto je v souladu sreaktivitou cukrii, kdy ribéza je
cukrem s vy$$im obsahem redukujici formy nez glukéza. U BSA glykovaného
glukézou a Stépeného pepsinem se na rozdil od ostatnich dvou enzymu
nevyskytovaly zadné CML, 1 kdyz jeho pokryti bylo vyssi. U pepsinovych Stépti
BSA glykovaného ribézou a glyoxalem doSlo k poklesu vyskytu CML oproti
ostatnim dvéma enzymim. To je pravdépodobné zpiisobeno sniZzenou reaktivitou
pepsinu s glykovanymi peptidy. Je samoziejmé, Zze modifikacni reakce neprobiha se
100% vytezkem, a proto existuji vedle sebe peptidy/proteiny jak glykované na
specifickém misté, tak i nemodifikované. Pravdépodobné praveé pepsin preferencéné
Stépi nemodifikované peptidy. Je tfeba zdliraznit, Ze vzorky byly modifikovany za
stejnych podminek v jedné zkumavce a byly rozdéleny na adekvatni ¢asti az pied
enzymatickym $tépenim.

Velmi reaktivnim mistem BSA uvadénym v literatufe je peptidova sekvence
548-557 (KQTELVELLK) (105). Lysin 548 snadno podléha karboxymethylaci.
Dals§imi reaktivnimi misty uvadénymi v literatufe (106) jsou lysiny v pozicich 88,

248, 256, 263, 309, 495, 528 a 597. V ptipad¢ lidského sérového albuminu (HSA) se
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nejreaktivnéjsi misto nachdzi na lysinu v poloze 525 (107). Pii nedavné studii HSA
bylo objeveno dalSich 30 mist nadchylnych ke glykaci (108). Mezi nejvyznamné;jsi
patfily lysiny v pozicich 205 a 475.

Z tabulky 1 vyplyva, Ze prevazna cast reaktivnich mist BSA uvadénych
v literatufe se nachéazi i v analyzovanych vzorcich. Konkrétné¢ se jednalo o CML
v poloze 548, 88, 248, 256, 309, 495 a 597. Diky $tépeni tfemi riznymi enzymy bylo
ziskédno nejenom vétsi pokryti, ale 1 dalsi karboxymethylované lysiny. Zajimavé je,
ze nekteré CML se vyskytuji opakované, 1 kdyZ jsou vzorky glykovany rGznymi
cukry a Stépeny rtznymi enzymy. Napiiklad CML v poloze 140 se objevuje u
tryptickych 1 proteindzovych Stépti. To svédci o piekryti peptidi v peptidovém
mapovani a reaktivnosti nalezenych mist. Mezi nejreaktivnéj$i mista patii, vedle jiz
zminéného lysinu v poloze 548, také polohy 401, 412, 455.

Na obr. 9-12 jsou uvedeny ptiklady MS/MS spekter nemodifikovanych peptida a
stejnych peptid obsahujicich CML.
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Obr.6  HPLC/ESI-MS trypticka peptidova mapa kontrolniho a glykovaného BSA:
(A) kontrola, (B) modifikace glukézou, (C) ribozou, (D) glyoxalem, (E)

glutardialdehydem. X-osa: reten¢ni Cas, Y-osa: celkovy iontovy proud
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Obr.7 HPLC/ESI-MS pepsinova peptidovd mapa kontrolniho a glykovaného BSA:

(A) kontrola,

glutardialdehydem. X-osa: reten¢ni Cas, Y-osa: celkovy iontovy proud
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(B) modifikace glukézou, (C) ribézou, (D) glyoxalem, (E)
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Obr.8 HPLC/ESI-MS proteinazova peptidova mapa kontrolniho a glykovaného
BSA: (A) kontrola, (B) modifikace glukozou, (C) ribézou, (D) glyoxalem, (E)

glutardialdehydem. X-osa: reten¢ni Cas, Y-osa: celkovy iontovy proud
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Tabulka 1 HPLC/MS analyza kontrolnich a glykovanych vzorki BSA, stépeno
trypsinem, pepsinem, proteinazou K: pokryti a mista vyskytu karboxymethylovanych
lysint (CML)

Trypsin Pepsin Proteinaza K
Pokryti | CML | Pokryti | CML | Pokryti | CML
Kontrola 44% - 65% - 44% -
140 140
401 -
412 -
Glukéza 54% 455 69% - 53% -
489 -
548 -
561 -
28 138 88
36 412 138
88 489 140
140 568 183
204 597 204
248 - 374
Ribéza 53% igf 54% - 56% jﬁg
412 - 489
455 - 495
495 - 523
498 - 544
548 - 597
561 - -
100 130 88
204 309 130
245 318 138
248 420 140
256 489 204
285 523 228
297 568 285
Glyoxal 53% 401 41% 597 44% 374
412 - 401
437 - 412
455 - 437
489 - 489
495 - 495
523 - 523
548 - 597
Glutardialdehyd 18% - 20% - 22% -
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Obr. 9 HPLC-MS/MS spektrum sekvence DLGEEHFK ziskané §tépenim BSA
trypsinem: nahote kontrola, dole BSA modifikovany rib6zou (CML 36)
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Obr. 10 HPLC-MS/MS spektrum sekvence TPVSEK ziskané S$tépenim BSA
trypsinem: nahote kontrola, dole BSA modifikovany gluk6zou (CML 489)
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Obr. 11 HPLC-MS/MS spektrum sekvence IKQNCDQF ziskané stépenim BSA
pepsinem: nahote kontrola, dole BSA modifikovany ribézou (CML 412)
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Obr. 12 HPLC-MS/MS spektrum sekvence DSPDLPKLKPDPNTL ziskané
Stépenim BSA proteindzou K: nahofe kontrolna, dole BSA modifikovany ribézou

(CML 138)
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Jak bylo zminéno vySe, kombinaci riiznych enzymi lze dosdhnout vysSiho
pokryti. Tabulka 2 udava pokryti sekvence BSA u kontroly a jednotlivych
glykovanych vzorkil, kterého bylo dosazeno pii pouziti vSech tfech enzymu
najednou. Bylo nalezeno 551 aminokyselin z 607 moznych, ze kterych se celkové
sklada sekvence BSA. Aminokyselinova sekvence BSA je znazornéna na obr. 13.
Identifikované peptidy jsou zvyraznény tuénym pismem. Lysiny a argininy, u

kterych mtze dochéazet ke glykacnim modifikacim, jsou podtrzeny.

Tabulka 2 HPLC/MS analyza kontrolnich a glykovanych vzorkti BSA Stépenych

trypsinem, pepsinem, proteinazou K: celkové pokryti pro jednotlivé modifikatory

Modifikator Celkové pokryti

Bez modifikéatoru 81%

Glukoza 85%

Riboza 82%

Glyoxal 75%

Glutardialdehyd 42%
1 MKWVTFISLL LLFSSAYSRG VFRRDTHKSE IAHRFKDLGE EHFKGLVLIA 50
51 FSQYLQQCPF DEHVKLVNEL TEFAKTCVAD ESHAGCEKSL HTLFGDELCK 100
101 VASLRETYGD MADCCEKQEP ERNECFLSHK DDSPDLPKLK PDPNTLCDEF 150
151 KADEKKFWGK YLYEIARRHP YFYAPELLYY ANKYNGVFQE CCQAEDKGAC 200
201 LLPKIETMRE KVLASSARQR LRCASIQKFG ERALKAWSVA RLSQKFPKAE 250
251 FVEVTKLVTD LTKVHKECCH GDLLECADDR ADLAKYICDN QDTISSKLKE 300
301 CCDKPLLEKS HCIAEVEKDA [IPENLPPLTA DFAEDKDVCK NYQEAKDAFL 350
351 GSFLYEYSRR HPEYAVSVLL RLAKEYEATL EECCAKDDPH ACYSTVFDKL 400
401 KHLVDEPQNL IKQNCDQFEK LGEYGFQNAL IVRYTRKVPQ VSTPTLVEVS 450
451 RSLGKVGTRC CTKPESERMP CTEDYLSLIL NRLCVLHEKT PVSEKVTKCC 500
501 TESLVNRRPC FSALTPDETY VPKAFDEKLF TFHADICTLP DTEKQIKKQT 550
561 ALVELLKHKP KATEEQLKTV MENFVAFVDK CCAADDKEAC FAVEGPKLVV 600
601 STQTALA 607

Obr. 13 Aminokyselinovd sekvence BSA (identifikované useky jsou oznaceny

tucné, lysiny a argininy podtrzenim)
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Pro kontrolu, zda nedoslo ke S$té€peni proteinli proteazami z mozné kontaminace
béhem inkubace, byla analyzovéana i kontrolni série vzorkl s tabletou obsahujici
inhibitory protedz (Complete Mini, Roche, Mannheim, Némecko). Ziskané peptidové
mapy se shodovaly s profily vzorki bez tablety. Byly nalezeny i stejné pozice CML.
Lze tedy usuzovat, ze u puvodnich vzorkli (bez tablety) nedoSlo k bakteridlni
kontaminaci a peptidové Stépy vznikly pouze plsobenim zvolenych enzymut

(trypsinu, pepsinu nebo proteinazy K).
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4.3 CE/MS analyza enzymatickych $tépu BSA

Detekce pomoci hmotnostni spektrometrie se hojné¢ vyuzivad pro stanoveni
proteinové sekvence, posttranslacnich modifikaci, k urceni pfesného mista glykace 1
ve spojeni s vysokou separaéni ucinnosti kapilarni elektroforézy. CE/MS ovsem vzdy
vyzaduje optimalizaci jednotlivych parametrii (naptiklad napéti na kapilafe a toku
,obalové kapaliny*) (109).

Separace vzorki BSA probihala v kiemenné kapilafe (celkova délka 100 cm;
vnitini primér 50 pm), kterd byla spojena pomoci uzemnéné jehly a,obalové
kapaliny* (sheath liquid) s hmotnostnim detektorem s iontovou pasti. ,,Obalovou
kapalinu® tvofila smés 5 mmol/l octanu amonného/izopropanolu (1:1; v/v) ve vodé.
Jeji pratokova rychlost byla 3 pl/min. Jako zadkladni elektrolyt byla pouzita kyselina
mravenci (0,25 mol/l). Vzorek byl nastfikovan hydrodynamicky (300 sekund).

Problémem ve spojeni CE/MS je nafedéni vzorkil ,,obalovou kapalinou® a
nasledné sniZeni citlivosti. Re§enim je zakoncentrovani vzorku. V nagem piipadé
byla k zakoncentrovani pouzita technika tzv. ,,dynamic pH junction®, kterd vyuziva
delsi dobu néstiiku vzorku a rozdilné hodnoty pH vzorku a zakladniho pufru.

Metodou CE/MS byl analyzovan vzorek BSA (obsahujici tabletu Complete Mini
s inhibitory bakteridlnich protedz) st€peny trypsinem (Obr. 14). Vysledky z MS byly
vyhodnoceny pomoci softwaru Spectrum Mill (v. 3.02 Agilent). Data pro BSA byly
extrahovany z databdze Swiss Prot. Hlavnim typem detekované modifikace byla
karboxymethylace lysinu (CML). Pozice vyskytu CML u jednotlivych modifikéator

jsou naznaceny Sipkami.
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Obr. 14 CE/ESI-MS trypticka peptidovd mapa kontrolniho a glykovaného BSA (s
tabletou Complete Mini): (A) kontrola, (B) modifikace gluk6zou, (C) rib6zou,
(D)glyoxalem, (E) glutardialdehydem. X-osa: retencni ¢as, Y-osa: celkovy iontovy

proud
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Tabulka 3 uvadi konkrétni umisténi CML v sekvenci BSA a jeji pokryti.
V porovnani s vyse uvedenou metodou HPLC/MS bylo dosazeno nizSiho pokryti a
bylo identifikovdano mensi mnozZstvi CML. Celkové pokryti aminokyselinové
sekvence BSA ziskané kombinaci kontroly a glykovanych vzorkl bylo pouze 54%.

Nizsi citlivost byla zpisobena nafedénim analytu ,,obalovou kapalinou®.

Tabulka 3 CE/MS analyza kontroly a glykovanych vzorki BSA (s tabletou
Complete  Mini)  St€penych  trypsinem:  pokryti a  mista  vyskytu
karboxymethylovanych lysinti (CML)

Kontrola Glukoza Ribé6za Glyoxal Glutardiald.
Pokr. | CML | Pokr. | CML | Pokr. | CML | Pokr. | CML | Pokr. | CML
36 36
401 100
455 228
489 245
24% - 32% - 31% 498 46% 248 6% -
548 256
- 401
- 455
- 548
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5. ZAVER

Prace se zabyvala studiem separace enzymatickych S§tépli neenzymaticky
modifikovaného (glykovaného) BSA pomoci technik CE, CE-MS a HPLC-MS. Byly
vypracovany metody pro modifikaci BSA rliznymi oxo-slou¢eninami (glukoézou,
ribdzou, glyoxalem a glutardialdehydem) a pro jeho nasledné peptidové mapovani,
kde byly pouzity enzymy Stépici v rozdilnych mistech sekvence (trypsin, pepsin a
proteinaza K).

Kapilarni elektroforézou ve fosfatovém pufru bylo zjiSténo, Ze vznik
peptidovych map je vyznamné ovlivaén pouzitym modifikdtorem. Mirné
modifikatory s pomalou kinetikou glykace (naptiklad glukoza) poskytuji po
enzymatickém S$tépeni pouze malé mnozstvi pozménénych peptidi (ve srovnani
s neglykovanym vzorkem). Vysledkem je bohaty peptidovy profil. Pfi pouziti silnych
modifikatort (dioxo-sloucenin) vznikaji velké molekuly spojené pficnymi vazbami,
které jsou odolné vii¢i enzymatickému Stépeni a nelze je pomoci CE ucinné rozd¢lit.

Na tryptickych Stépech BSA byla testovana metoda zakoncentrovani pomoci tzv.
»dynamic pH junction“. Jako pufr slouzila kyselina mravenc¢i (pH 1,75) a vzorky
byly rozpustény v slab¢ alkalické pufru (pH 7,8). Separacni G¢innost se nezmeénila
(oproti déleni ve fosfatovém pufru), ale vlivem zakoncentrovani se vyrazné zvysila
odezva detektoru (tj. koncentrace peptid).

Pro stanoveni proteinové sekvence, posttranslatnich modifikaci a k urceni
presného mista téchto modifikaci byl pouzit hmotnostnim spektrometrem s ionizaci
elektrosprejem a iontovou pasti. Bylo vyuzito spojeni s HPLC i CE.

Technikou HPLC-MS byly detekovany modifikace vyskytujici se v peptidovych
sekvencich enzymatickych $tépt glykovaného BSA. Hlavnim typem nalezené
modifikace byla karboxymethylace lysinu (CML). Bylo potvrzeno, ze
nejreaktivngj$im glykaénim mistem je lysin 548. Dalsi velmi reaktivni mista se
nachazela na lysinech 401, 412 a 455 (tato mista byla shodnd pro vSechny
modifikatory mimo glutardialdehyd). Bylo nalezeno 551 aminokyselin BSA z 607
moznych.

Metodou CE-MS bylo detekovano mensi mnozstvi CML (ve srovnani s HPLC-

MS). Také pokryti aminokyselinové sekvence bylo nizsi. Pfi¢inou vyrazného snizeni
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citlivosti bylo natfedéni analytu ,,obalovou kapalinou®. Poklesu citlivosti nezabréanilo

ani zkoncentrovani pomoci techniky ,,dynamic pH junction®.
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