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SOUHRN

Diplomova prace byla zaffena na separaci fosforylovanych a defosforylovanych
peptidi pomoci kapilarni zénové elektroforézy ve spojehiVsdetekci. Jako modelovy
fosfoprotein byl vybran haszi o-kasein, ktery byl &pen proteolytickym enzymem
trypsinem. Vzorek peptid a-kaseinu byl defosforylovan solubilni i imobilizavau
alkalickou fosfatazou. Pro zjednoduSeni elektrafgramu bylo pouZzito obohaceni
fosfopeptidi pomoci TiQ c¢éastic. Jednotlivé kroky tfpravy vzorku byly owieny
MALDI-TOF-MS.

Kli ¢ova slova: kapilarni zénova elektroforézar-kasein, fosfopeptidy, trypsin, alkalicka
fosfataza, MALDI-TOF-MS

SUMMARY

The diploma thesis was focused on separation ofsgharylated and
dephosphorylated peptides by capillary zone elpbtveesis in connection with UV
detection. Bovinex-casein was chosen as a standard phosphoproteich wias cleaved
by proteolytic trypsin. The peptide sampleostasein was dephosphorylated by soluble
and immobilized alkaline phosphatase. The enrichna@nphosphopeptides by T3O
particles was used for the simplification of eleptierogram. All steps of sample
preparation were verified using MALDI-TOF-MS.

Key words: capillary zone electrophoresig;casein, phosphopeptides, trypsin, alkaline
phosphatase, MALDI-TOF-MS
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1 UvOD

Proteiny, které zastupuji nespené mnozstvi w@ezitych funkci ve vSech
organismech, mohou podléhdiznym posttranstaim modifikacim (PTM). Nejvice se
vyskytujici PTM je fosforylace, ktera hraje vyznamanroli v mnoha &ich v buice.
Fosfopeptidy vzniklé po chemickém nebo enzymaticképeni lze separovat
chromatografickymi a elektromigfaimi metodami.

Elektromigr&ni metody vyuZzivaji pohybu nabityatastic v elektrickém poli po
vloZeni stejnosirného napti. Kapilarni zénova elektroforéza (CZE) jéinna separai
technika, ktera vynikaipdevsim rychlosti a moZnosti automatizace v pomivegelovou
elektroforézou. Uzky mimér kapilary umo#uje analyzu malého objemu vzorku:ddech
desitek nanolitr, ktery je dilezity predevSim pro biologické vzorky. Nejvice pouzivana je
CZE ve spojeni s UV detekci, ktera jecema pro analyty absorbujici & pii vinové
délce 200 - 400 nm. Z tohotoiwbdu nalezla Siroké uplatni pri analyze proteibh a
peptidi, protoZze peptidové vazby sHlmbsorbuji i kratkych vinovych délkach, n&jsg;ji
v rozmezi 210 - 220 nm. Pro latky neabsorbujici W &@blasti je moznost némé UV
detekce.

Tato prace je za#iiena na separaci fosforylovanych a defosforylovarnyeptidi
modelového fosfoproteinw-kaseinu ¢-CN) metodou CZE s UV detekci. Peptidy
s navazanou fosfatovou skupinou maji jiné elekteifoké pohyblivosti nez peptidy, které
j_ nemaji. Ztohoto dvodu byla zvolena CZE jako rychld metoda pro rezlis

fosforylované a defosforylované formy peptidu.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Kapilarni zénova elektroforéza

2.1.1 Princip

Kapilarni zonova elektroforéza je nejvice uzivaeéhhika kapilarni elektroforézy.
Dochazi pi ni k déleni ionogennich latek na zaktgejich rozdilnych elektroforetickych
pohyblivosti Bhem elektromigrace vikmenné kapii@ naplgné pracovnim elektrolytem

pusobenim vyjSiho elektrického pole [1].

2.1.1.1Elektroforeticka pohyblivost

Pro dany ion je v uitém prostedi jeho mobilita konstantni. Rychlost iént
v elektrickém poli je ufena vztahem

V=, E (2.1)
kdew je rychlost iontuge je elektroforeticka pohyblivostE je intenzita elektrického pole.
Na nabitoucastici v roztoku psobi sodasre elektrickd aiteci sila. Elektricka silariyadi
ion do pohybu a je G#énna nabojicasticeq a intenzié elektrického polée:

Proti této sile fisobi silaiteci, pro kterou plati vztah dany Stokesovym zakonem
F,=—6"mt"n-r-v (2.3)

kde je viskozita roztoku a polonmer iontu.
Beéhem elektroforézy je dosaZzeno ustaleného stavu,okdysily jsou si rovné, ale maji
opany smer:

qFE=6-mnr-v (2.4)
Elektroforeticka pohyblivost nabitéstice je v CZE vyznamnou véhiou a je uéena jako
rychlost iontuv v kapalném progedi ve stejnosemném elektrickém poli o jednotkoveé
intenzigé E. Vztah pro vypeet elektroforetické pohyblivosti Ize vyjttkombinaci vztah

21a24.

o = — (2.5)

6y

Malé nabit&astice s vysokym nabojem maji vysokou pohyblivag§ak velké, minimath
nabité latky maji pohyblivost nizkou [2, 3].
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Elektroforetickd mobilita iontu zavisi nejen na gehdaboji a poloréru, jak je
ziejmé ze vztahu 2.5, ale i na teglostupni disociace a vlastnostech pufru — iontdie§ s
povaze ioni, viskozig pufru, protiiontu prosedi [4].

V zavislosti na vlastnostech elektrolytu se rozéSelektroforetickd pohyblivost
aktudlni, limitni a efektivni. O aktualni pohyblstbse mluvi u silnych elektroliyt ktera je
vztaZzena na iontovou silu a teplotu. V nekoran z2edini se jedna o limitni pohyblivost,
ktera je tabelovanarpteplot 25°C. U slabych elektrolytje pohyblivost zavisla na pH a je
nazyvana jako efektivni, jenz je vztazena k iontsNé, teplot a pH. Ri analyze amfolyd,
jako jsou peptidy a bilkoviny, se voli takové pHj kterém je nejetSi rozdil v jejich
efektivnich pohyblivostech [3].

2.1.1.2 Elektroosmoticky tok

Elektroosmoticky tok (EOF) byl poprvédan H. Helmholtzem na konci 18. stoleti,
ktery ve svém experimentu vioZil n#p na horizontalni sklemou trubici naplinou
vodnym roztokem soli [5].

V elektromigr&nich metodach je EOF transportnim jevem. Jednatsk kapaliny
v kapilae po vloZeni elektrického néh.

ede K 2

© ¢

:;5 0000

¢

e ¥ <&

:03 e (*..

e® e e c

32 1 .

235 . e. -

coe ©_ o

S®® e

0’: ® & ®

:ib ce ® o °
e

t2 _ % @

nepohybliva pohybliva wretva

wrstva (wnéi# Helmholtzova rovinal
(Sternova

wrstva)

Obrazek 2.1 Znazorrni elektrické dvojvrstvy v nepokrytéeknenné kapilkée [5]
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V separéni kapil&e je vodny roztok elektrolytu v kontaktu seérgiu kapilary a
dochazi k rozéleni naboje mezi roztok a tutosstl. To je zfisobeno ionizaci na viiiti
sttné kapilary, nejastji silanolovych skupin u temenné kapilary, nebo adsorpci iont
z roztoku. Na povrchu ftemennych kapilar jsou silanolové skupinyi pH > 1,5
deprotonovany a nesou zaporny naboj. Pro zachalékironeutrality se kladgnnabité
ionty v roztoku nachézeji u &ty kapilary, a dochazi k elektrostatickym interakcée
zapor nabitou stnou. Vznika elektricka dvojvrstva a potencialovyzadd u stny
kapilary se nazyva zeta potencial. Elektricka drgipa je tvéena Sternovou vrstvou a
vngjSi Helmholtzovou rovinou, jak je zobrazeno na akrta2.1. Po viozZeni elektrického
pole na kapilaru se kationty elektrolytu vegj@ Helmholtzo¥ roviné zatnou pohybovat
smeérem ke katod a v disledku vnitniho #eni v kapalig se pohyb penese na cely jeji
objem [2, 5, 6].

Velikost EOF je mozné vyj& jako rychlost nebo pohyblivost:

Veos = sn—q E (2.6)

Hoop == 27
kdevgor je rychlost EOF ugqr je elektroosmoticka mobilita, je dielektricka konstanta a
{ je zeta potencial. Zeta potencial j&am povrchovou hustotou naboje na kmiitséné
kapilary. Tento naboj je siénpodmirgn pH, a proto i velikost EOF je zavisla na pHi. P
vysokém pH jsou silanolové skupinyepazié deprotonovany a EOF jedtéi nez pi
nizkém pH, kdy tyto skupiny jsou pouz@sté&né deprotonovany. Jako dalSiildzity
faktor v ovlivréni zeta potencialu, a tim i velikosti EOF, je iordosila pracovniho
elektrolytu. Zvysujici se iontova sila vede k p&tiai elektrické dvojvrstvy, sniZzeni zeta
potencialu a tim i k redukci EOF [2].

EOF undsi vSechnyfijpomné ionty stejnym sénem, coZz umoiuje separovat
kationty a anionty &hem jedné analyzy. Je-li vinii s€na kapilary nabita zapo¥n
pracovni elektrolyt j&€erpan od anody ke katda latky migruji v daném gadi: kationty,
elektroneutrélni latky a anionty, jak je zobrazemm obrazku 2.2. Jako prvni migruji
nejmensi kationty s velkym nabojem, kdy elektroficié pritazlivost kationé ke katod a
EOF maji stejny sir. Po kationtech migruji vSechny elektroneutralatky, které se
pohybuji stejnou rychlosti jako EORigemz tyto latky se pouzivaji jako markery Kemi
velikosti EOF a nejsou separovany. Jako posledou jgnionty, protoze jejich
elektroforetickd fitazlivost ma opény sner nez EOF, ale elektroosmoticka mobilita je
vétSi nez elektroforetick& mobilita aniontu [2, 7].
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vloEeni napet detektor

t=n
) )

=== === == === === =

I @ v

| o

! intenzita @ o

migrani fas = EOF J—LL
rigratni fas

Obrazek 2.2 Znazorreni migrace nabitych a nenabitych molekul v elek&ia poli [5]

Jedingnou vlastnosti EOF je plochy profil toku v kapéa Na nadbytek kladnych
ionta ve vrgjSi vrstw roztoku misobi elektrostatické sily a téimcely roztok, az na tenkou
vrstvu @i stené kapilary viadu rekolik nm, se pohybuje stejnou rychlosti. Rychlagiu u
stny klesa, a to zibodu teni. Tento profil toku je pro CZE separace Ufitg protoze
piimo nepispiva k disperzi separovanych zon. Rychlost tokielao profil zpravidla
nezavisi na g@meru kapilary, pokud jeji vnihi primér neni filis Siroky € 200 az 300
um) [2, 6].

| pres uzZiténost EOF se musi jeho velikost kontrolovat. Jalbyb zmireno, @i
vysokém pH EOF by mohl byt natolik vyznamny, Zelgnavané latky by byly eluovany
diive nez separovany. Naopak pizkém pH se kationty v roztoku mohou adsorboeat
zaporre nabitou stnu kapilary pomoci coulombickych interakci. Ze vat®.6 vyplyva, Ze
rychlost EOF se d& snizit pouzitim menSiho elgkétio pole, coZz m& mnoho nevyhod
s ohledem nagas analyzy, rozliSeni acmnost. Vysoka koncentrace pufru limituje

coulombické interakce a tim i EOF, aleuagpbuje zatati uvnit kapilary. DalSimi
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moznostmi je pouziti organickych modifikaliorsurfaktani, neutralnich hydrofilnich
polymeit nebo kovalentniho pokryti [2].

2.1.1.3 Zdanliva pohyblivost

V piitomnosti EOF se analyzované latky pohybuji rydokterd odpovida

zdanlivé pohyblivostispy

Happ = Ho + ooy = -t (2.8)
kdel;je celkova délka kapilarygje délka kapilary k detektorty, je migra&ni ¢as latky a
Vje nagti na kapilde. Elektroforeticka fitazlivost kationt ma op&ny sner nez
elektroforetickd ftazlivost anioni. Z tohoto divodu se liSi jejich elektroforeticka
pohyblivost, a tim i jejich zdanliva pohyblivostlektroforeticka pitaZlivost u neutralnich
latek se neprojevuje, jejich rychlost odpovidakadti EOF, a tak se zdanlivou mobilitou u

téchto latek nesetkavame [6, 7]:

kationty:v; = (Heos + He) "E = Happ"E (2.9)
anionty:v; = (leos — He)"E = Happ"E (2.10)
neutralni latkyv; = peor " E (2.11)

2.1.1.4 Separ#éni u¢innost

Separéni &innost v CZE je vyjatena stejnym parametrem jako v chromatografii,
a to p@tem teoretickych pater:

N = 5,54~ (-22)2 (2.12)

Wo,s
kde wos je Sfka piku v polovig vy3ky. (Einnost separace je dale charakterizovana

rozliSenimR pika dvou odliSnych latek:
ta—ty
’ W1+W2

R=2 (2.13)

kde t; t, jsou migr&ni casy dvou latek, eluovanych za sebouwa w, jsou Stky

odpovidajicich pik v zaklads.
_ 1 ong A
R—4.Nz(ﬁ) (2.14)

kdedu = pp — py, B =27
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RozliSeni je zavislé nacinnosti, jak je ¥ejmé ze vztahu 2.14, a na selektiviZa

dosta&ujici selektivitua je povazovana hodnot&téi nebo rovna 1,02:
@ =" ey > e (2.15)

Selektivitu Ize snadno upravit pomoci &my pH pracovniho elektrolytu nebdigavkem

latek jako jsou surfaktanty nebo chiralni selek{@8].

2.1.2 Instrumentace

Mezi zakladni sotésti @istrojového vybaveni CZE, které je znazeorm na
obrazku 2.3, pat davkovaci systém, zdroj vysokéeho stejn&srého napti, separani

kapiléra, elektrody a detektor.

stnér toku
kapilara
(23-100ct)
et d B zhroj vysokého
J— N @ napéti( 10-30kN)
— 11
ﬁjo— Q0 T
- ; u - -4 |_ 15
B S -
po nadivkovis pracovnd elektrolyt na vstupu / pracoved elektrolyt po detekci
nadavkovani vzorkn nia vystupu kapilary

Obréazek 2.3 Schéma fistrojového vybaveni CZE [5]

2.1.2.1 Davkovaci systém

Prvnim krokem fi CZE analyze je nadavkovani vzorku do kapilaryokék se
davkuje do konce kapilary, ktery je vzdalgi od detektoru, a to ngjsgji v objemu 1-50

nl. Pouziva se hydrodynamické, sifonové nebo edkietické davkovani [1, 6].
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Hydrodynamické davkovani

Jedna moznostiphydrodynamickém davkovani je aplikace tlaku naaiku se
vzorkem, ve kterém je poiena kapilara, a vzorek se nafldo kapilary. Druhou moznosti
je vytvareni vakua na nadobce na druhém konci kapilary,nsdwym elektrolytem, a
vzorek je¢erpan do kapilary. Qityto techniky, stejéjako sifonové davkovani, maji nizsi
presnost nez elektrokinetické davkovéani. Délka zéamgavkovaného vzorku zavisi na
viskozitt pracovniho elektrolytu, a mé&ma viskozi¢ samotného vzorku, protoze zabira
pouze kratky usek kapilary. Z tohotéwbdu, musi byt pro dostateou reprodukovatelnost
davkovani zajigina konstantni teplota [1, 6].

Sifonové davkovani

Sifonové davkovani je jednoduché provedeni hydradynkého davkovani, kdy
vstupni konec kapilary poneny do roztoku vzorku se zvedne dgitdr vySky vzhledem
k vystupnimu konci a na principu sifonového efekéunadavkuje dité mnozstvi vzorku.

Tento zgisob se BZné pouziva u nekomenich systém [5].

Elektrokinetické davkovani

Vstupni konec kapilary je poben do roztoku vzorku a vystupni konec v roztoku
pracovniho elektrolytu. Je aplikovano nizkeé ¢afl - 10 kV) po dobu 1 - 99 sekund, kde
tyto parametry zavisi na délce kapilary a jejimtiviim priméru. Pro zlepSenitpsnosti je
nageti pii davkovani nizsi nez pracovni r&ép Vstup vzorku do kapilary je ovlivim EOF
a elektroforetickou pohyblivosti. Jestlize pohybktv analytu je ve stejném 8 jako
EOF, tento analyt bude zaujimat delSi zonu nezyalsgbohyblivosti v opmém snéru.
Toto davkovani je iiznivé pro analyty, které jsou v minoritnim mnoZstv maji vyssi
elektroforetickou pohyblivost nez ostatni slozky veorku. Mnozstvi nadavkovaného
analytu také souvisi s vodivosti pracovniho eldidmoa ¢asté&né i s vodivosti roztoku
vzorku. Je-li koncentrace analytu nizkd, vliv vawiti vzorku niiZze byt zanedban ve

srovnani s vlivem pracovniho elektrolytu [5, 6].

2.1.2.2 Zdroj vysokého napti

Sowésti kometnich gistroja je zdroj napti s maximalnim limitem 30 kV.
Obvykle je i separaci aplikovano konstantni gtps rozmezi 10 - 30 kV. S nastajicim

napitim se zvySuje rychlost EOF a migrace vzorku, dabalyzy je kratSi, dochazi ke
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vzniku ostejSich pik a zlepSeni rozliSeni. JestliZze iontova sila matvizorku je mnohem
vétSi nez iontova sila pracovniho elektrolytu, do¢hée zvysSujici se produkci Joulova
tepla, které ma za nasledek snizeni viskozity kazt&e sniZujici se viskozitou se zvysuje
EOF, pohyblivost ionit a difize analyl, coZz nize vést k roz$eni zon. U skterych
piistroji se misto konstantniho ndpaplikuje konstantni proud. Je to vhodné zejména,
kdyZ neni dostateé regulovana teplota kapilary [5, 6].

Intenzitu elektrického pole Ize vypibat z celkové délky kapilaryt a vliozeného
napsti V na kapilaru [6]:

E=Y (2.16)

It

2.1.2.3 Separéni kapilara

Pro CZE separace se€Zm pouziva kapilara z tavenéhdeknene. Jeji povrch je
potaZzen tenkou ochrannou vrstvou polyimidu (10 w89, ktery zvySuje jeji pruznost a
soutasre snizuje kehkost. Vnitni pramér kapilary je nejasgji v rozmezi 25 - 10um a
celkova délka 25 - 100 cm [2, 5]. Efektivni déllapltary je méfena k detektoru a je 0 5 az
10 cm kratSi nez celkova délka. Detek,,0kénko” je nejjednoduseji vytieno opalenim
vrstvy polyimidu a naslednynk@dtenim etanolem. Toto okénko je n&gksim mistem na
kapilae. U pokrytych kapilar by ne¢thbyt pouZzit plamen zid/odu moznosti posSkozeni
vnitiniho pokryti. V takovémipact je alternativou pouZiti vrouci 430y, horkého KOH
nebo mechanického odstegm Ziletkou [7].

Na vnitni s€ny kapilary se mohou adsorbovatkteré analyzované latky
v roztoku, pedevsim proteiny. Vazba protéimmiaze probihat pomoci iontovych nebo
hydrofobnich interakci [9]. lontové interakce |damenovat pomoci extrémniho pH, které
je ovSem omezeno Joulovym teplem @Zmvest ke zin¢ proteinové struktury. Adsorpce
vysokomolekularnich latek na éau kapilary vede k vyraznému sniZenéiniosti,
rozmyvani zon, nereprodukovatelnosti mignigh cadi a nepesnostem v kvantifikaci [2].
Vnittni povrch lze modifikovat a omezit tak adsorpciekatspolu s velikosti EOF.
Modifikace kapilary nize byt b’ dynamicka, nebo chemicka. Dynamicka modifikace
spaiva v pidani surfaktantu k pracovnimu elektrolytu [10]. tidaicky surfaktant
cetyltrimethylamonium bromid (CTAB) se vaze elektagickymi silami se zapo&n
nabitymi silanolovymi skupinami, dochézi k vyteoi vrstvy a potiéeni EOF. ZvySujici
se koncentrace surfaktantu vede k vy&ro druhé vrstvy pomoci hydrofobnich interakci a

obraceni EOF. Jednou z nevyhodizm byt ztrata fyziologickych podminek ovlgmim
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pracovniho elektrolytu [2, 11]. Chemickou modifikase rozumi kovalenth véazané
pokryti vnittniho povrchu kapilary. Velmi roz&na je silylace, kdy povrch kapilary je
deaktivovan vhodnymi skupinami, které jsou shrnutiabulce 2.1. | tato modifikace
umoziuje snizit nebo obratit EOF. Polyakrylamidem nelwdy@thylenglykolem (PEG)
dojde k potlaeni EOF, efektivni naboj &ty se snizi a viskozitaésty se zvysi. Podokn
jako u dynamické modifikace, kationické skupinyigpbi obraceni EOF. Amfoterni latky,
jako proteiny nebo aminokyseliny, v zavislosti HaappH pufru zajisti reverzibilni EOF.
Toto pokryti je mé# stabilni nez dynamicka modifikace, protoZe ywsokém pH jsou
silanové rettzce snadno hydrolyzovany #&asem dochézi k degradaci pokryvaciho
materialu. Povrch kapilary seéasto nepovede kompleétnpokryt a niize dochazet
k adsorpci analyt[2, 6, 11].

Tabulka 2.1- Prehled modifikatat a jejich vlastnosti fi chemickém pokrytiemenné kapilary [2]

Typ pokryti Modifikator Vlastnosti
silylace polyakrylamid - zpravidla
pentafluoryl jednoduché fiprava
protein - stabilni @i pH 4-7
aminokyseliny +  omezené dlouhodoba
kyselina sulfonova stabilita
maltdza
PEG

polyvinylpyrrolidin

primé Si-C vazba | polyakrylamid (Grignard) - obtizn4 piprava
stabilni @i pH 2-10
adsorpce polymer celuléza * nizka
PEG - dlouhodoba stabilita
polyvinylpyrrolidin *  nizké rozmezi pH 2-4
porrerné hydrofobni
adsorpce polyethylenimin +  obraceni EOF
zesiovanych polymer - vhodné pro bazické proteiny

stabilni i fyziologickém pH

Z davodu nereprodukovatelnosti EOF keknenné kapii@ lze pouZzit i alternativni
materialy, jako nafiklad polymerni duta vidkna. Elektroosmoticka mitdije pak méa
zavisla na pH roztoku nez deimenné kapilary [6].
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2.1.2.4 Elektrody

Praichod elektrického proudu roztokem je doprovazektelehemickymi reakcemi

na platinovych elektrodach, obécse jedna o rozklad vody. Reakce na elektrodaah jso
odliSné a zalezi na jejich naboiji:
na kladné elektradprobiha reakce 2 — O, (qg) + 4H +4€
a na zaporné elektréde odehrava reakce Zbi+ 2eé — H, (g) + 20H.
Jak je ¥ejmé z obou rovnic, na elektrodach vznikaji plykigré by mohly vést vigledku
naristu tlaku k toku roztoku v kapil@ z jedné strany na druhou. Proto jsotkaipro
nadobky s elektrolytem ogany otvorem, ktery zajisije unik vznikajicich plyf, a tak se
zabraiuje jejich nahromathi [6].

2.1.2.5 Detektor

Pri vybéru vhodného detektoru bydta byt predevsim zvazena selektivita, citlivost
a detekovatelnost jednotlivych andlyMezi nejvice pouzivané detektory pro CZEfpat
UV-VIS a fluorescedtni detektor. Res 95 % bznych aplikaci je realizovano s UV-VIS
detektorem, jehoZz schéma je zobrazeno na obrazkuPEhled detektdr je uveden
v tabulce 2.2 [5, 6].

UV-VIS detektor

7N A
i \ I
e B
.'/‘_H\'u

< A D | «— «— 4
I\_/ |
[ =]

Obrazek 2.4 Schéma spektrofotometrického detektoru: 1 zdroptika, 3 S#rbina, 4 detekni okénko, 5
hranol, 6 fotodetektor, 7 elektronovy filtr, 8gvodnik signalu, 9 zapisujici7zzeni [5]
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Absorbance analytje nefastji mérena v rozmezi vinovych délek 200-325 nm. Ze
vztahu 2.17 je iejmé, Ze absorbanck zavisi na délce drahy prochazejicih@tkvl,
molarnim absormim koeficientue a koncentraci absorbujicich latek jak je dano
Lambert-Beerovym zakonem [5]:

A=l-¢e-c (2.17)

Tabulka 2.2 -Prehled detektar pouzivanych v CZE [2]

hmotnostni detelkéni koncentragni
detektor limit (mol) detekéni limit vlastnosti
(mol/l) *
UV-VIS 10— 10" 10° - 10° univerzalni
fluorescedni 10*°- 10Y 107-10° Cl.t |IV¥, obvykle
derivatizace vzorku
laser indukovana 1018_ 102° 10%_ 10 .vel.mi citlivf{, ,
fluorescence derivatizace, nakladny
amperometricky 10*8- 10% 10%°- 10" pro € lektroaktivni Iatl'q,/,
nutna modifikace kapilary
vodivostni 10%°- 10 10'-10® univerzaint, m odifikace
kapilary
hmotnostnf 10%_ 10v7 10°— 10° citlivy, informace o
spektrometrie struktue

* predpokladany inje¥ni objem 10 nl

Pfi vysoké koncentraci analytu vznikne odchylka odmbert-Beerova zékona,
kterda omezuje kvantitativni analyzu. Linearni deétékrozsah je hlawh limitovan
rozptylem s¥tla, ktery je zfisoben piicchodem s#tla pres sénu kapilary [2, 5, 6].

Linearni dete&ni rozsah i citlivost rwe byt zlepSena rostoucim winitm
pramérem kapilary, ktery ma nevyhodu v nasledném ixaimi kapilary. Vytvéenim
,,bubliny* v kapil&e je roz&iena optickd draha. Bublina je vybema pouze v oblasti
detekce a tak nedochazi kedstu proudu. V oblasti bubliny je sniZzeno elektrigkde a v
dusledku z¥tSeni objemu i rychlost toku. Timto je docileno &emyi citlivosti a roz&eni
linearniho rozsahu [2, 12].

Ke spektrofotometrické detekci Ize pouzit i detekdodiodovym polem (DAD).
Tento zmsob detekce umdsje dosahnout i vysSiho detekho limitu, citlivosti a

linearniho rozsahu, nez u jedno nebo vicevinovékdet Pouzitim DAD je moznodit
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absorgni maxima analyt a monitorovani vzork pii vice neZ jedné vinové délce. Data
mohou byt zpracovana ¥itozmErném zobrazeni, a to migra ¢as v zavislosti na vinové

délce a absorbanci [2, 12].

2.2 Proteiny

Proteiny neboli bilkoviny jsou vysokomolekularnitkg jejichz zakladnimi
stavebnimi jednotkami jsou aminokyseliny (AA). RMaly jsou slozeny z 20 b-
aminokyselin. AA se v proteinech spojuji v dloutekzce kondenzai reakci mezio-
aminoskupinou jedné a-karboxylovou skupinou druhé aminokyseliny, tzvpip&ovou

vazbou (viz obrazek 2.5).

2.2.1 Struktura proteinia

Polypeptidovytettzec se sklada z rovinnych peptidovych jednotekyéktmaji
rigidni délky vazeb a hodnoty valgrich uhfi. Vazba mezi atomy uhliku a dusiku ma
castény charakter dvojné vazby, ktery zatuge jeji rotaci za fyziologické teploty. Proto
vSech Sest atofinpeptidové vazby (C, O, N, H,,Ca GC,) je nuceno lezet v jedné ro¥in
Rigidita peptidové vazby ztuZuje polypeptidaezec a tim fispiva ke stabilit molekul
bilkovin. Volna otéivost vazeb N a G-CO umo#uje peptidovym jednotkam &nit
vzajemnou polohu, kde volnost nétdai je omezena prostorovymi naroky substitient

vazanych na atomech, @ vznikem ptazlivych a odpudivych sil [13, 14].

IO—>
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Obrazek 2.5 Znazorrni rigidni peptidové vazby [13]

22



U bilkovin rozliSujeme strukturu primarni, sekunuiarterciarni a kvartérni.
Primérni struktura je dana faalim AA v polypeptidovémietézci. Tato struktura
podmiiuje vlastnosti bilkovin a jejich biologickou funkciSekundarni struktura je
prostorové usp@adani polypeptidovéheettzce mezi 8kolika po sob jdoucimi AA. Je
uréena chemickymi interakcemi, hlavwodikovymi vazbami, aminokyselinovych zbgtk
s jinymi aminokyselinami. Obvykle m& formw helixu nebd3 skladaného listu. Terciarni
struktura je trojrozérna struktura celého polypeptidu. Jednad se o irdkakalarni
uspdadani sekundarnich struktur pomoci van der Waatdovpterakci, vodikovych
mustki, iontovych interakci, disulfidickych vazeb a&edevSim hydrofobnich interakci,
které zajiguji stabilizaci této konformace. Kvartérni struktuye prostorové uspadani
dvou nebo vice polypepiidv komplexnim proteinu, hla¥nnekovalentnimi vazbami.
V této konformaci se vyskytuji pouzékteré proteiny, jako n&phemoglobin [13 - 15].

Proteiny obsahuji vice jak 100 aminokyselinovycltki. Pokud je jich obsaZzeno
mérg, mluvime o peptidech. Peptidy lze relitd na polypeptidy, jestlize molekula
obsahuje 11-100 AA, a oligopeptidy, které obsaBtfD AA.

aminoskupina H karboxyskupina
. \\ | 1 _
HiN—C-C00

,

postranni retézec

Obrazek 2.6 Obecné znazoemi aminokyselin f fyziologickém pH, kde amino- i karboxyskupina je
ionizovana [15]

2.2.2 Vlastnosti proteini

Proteiny jsou polyelektrolyty, které mohou néstdklg i zaporny naboj. Za
fyziologického pH jsou karboxylové skupiny i amikapiny ionizovany, a proto jsou AA
v dipolarnim stavu nazyvany jako zwitterionty, nelodojetné ionty (viz obrazek 2.6)tiP
nizkém pH (< 3) jsou aminoskupiny protonovany, jsedy nabité kladh zatimco
karboxylové skupiny nenesou zadny néboj, a molekdacelkovy naboj 2+. V opgaém

piipadt, kdy pH je znan¢ vysoké (> 10) jsou aminoskupiny neutralni, zatimco
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karboxylové skupiny jsou ionizovany, a molekulaeesboj 2-. R pH, které se rovna
izoelektrickému bodu molekuly, jsou naboje vyrowdmn molekula je elektroneutralni
[15, 16].

2.2.3 Vyznam a funkce proteir

Proteiny jsou pro Zivot nepostradatelné a zastupapho dlezitych funkci, jako
transportni, strukturni, pohybové, zasobni a jif@nsportni funkce sgétva v grenosu
malych molekul a iorit Pfikladem niize byt hemoglobin, kteryipnasi kyslik, dale
transferin penasejici Fe nebo membranové bilkoviny transpoitighty a molekuly fes
membranu. Strukturni proteiny davaji iliam a tkanim mechanickou oporu. Mezi
strukturni proteiny pat nag. kolagen a elastin. Pohybova funkce bilkovin uige
pohyb burk a tkani, jako je tomu n&pu myozinu v kosternim svalstvu. Zasobni proteiny
skladuji malé molekuly nebo ionty, nagerritin vdZze Zelezo a uklada ho v jatreckktéré
proteiny jsou schopnégnaset informéni signaly z biikky do buiky, nag. inzulin, ktery
reguluje hladinu glukézy v krvi. Proteiny ve funkenzymi umoziuji prabéh rady
biochemickych reakci. Najklad pepsin odbourava v Zaludku proteiny z potragbo
proteinkinaza vaze na protein fosfatovou skupinecdptorovy protein detekuje chemické
a fyzikalni signaly v biice a pedava je ke zpracovanifikladem niize byt adrenergni
receptor v srd@im svalu, ktery zvySuje tepovou frekvenéi pavazani inzulinu [14, 16,
17].

2.2.4 Rozdleni proteind

Proteiny Ize rozdit na zakla@ mnoha charakteristik. Podle tvaru sd&ida
fibrilarni a globularni. Fibrilarni proteiny majilisé protahly az vlaknity tvar, maji téz
nazev skleroproteiny. Globularni proteiny, neb&rgproteiny, maji kulovity tvar. Dale se
podle biologické aktivity di na nativni a denaturované nebo podle sloZzenpédr@oducheé
a slozené. Jednoduché proteiny obsahuji pouze AAordil od slozenych, které navic
obsahuji prostetickou skupinu, jako hapukleové kyseliny, cukry, lipidy, ionty kdva
fosfatové skupiny [14, 17].
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2.2.5 Posttransl&ni modifikace

Posttransléni modifikace proteit je definovana jako chemicka modifikace nebo
Stpeni po translaci. &em PTM dochazi ke zm¢ polypeptidového fetézce
proteolytickym &penim nebo kovalentnim navazanim ifldpd fosfafi, sulfat, lipida a
sacharid. Mozné PTM jsou uvedeny v tabulce 2.3. Posttr&nslanodifikaci je ovliviéna
struktura, stabilita, hydrofobicita, naboj, imungické vlastnosti, lokalizace a aktivita
proteini. U proteiri je zaznamenana'gs 100 i#iznych PTM [18, 19].

PTM mohou byt reverzibilni nebo ireverzibilni. Kdeatni navazani fosfatové a
acylové skupiny je reverzibilni modifikace. Takt@difikované proteiny jsou zapojeny do
signaliz&ni kaskady. Signalni informace je poskytnuta fogforanou a acylovanou
formou daného proteinu a zanik signalu je vyvolaacenim do fwodniho stavu. Do
ireverzibilnich PTM jefazeno proteolytické &eni vSech proteinbéhem jejich Zivotniho
cyklu [19].

Tabulka 2.3 -Prehled moznych PTM uznych aminokyselin [19]

aminokyselina PTM aminokyselina PTM
. ) fosforylace . N-methylace
kyselina asparagova . lysin
izomerace N-acetylace
methylace S-hydroxylace
. . karbonylace . fosforylace
glutamova kyselina . cystein
polyglycinace S-acetylace
polyglutamylace S-prenylace
tryptofan C-manosylace methionin oxidace na sulfoxid
threonin fosforylace glutamin transglutaminace
fosforylace fosforylace
tyrosin sulfatace histidin aminokarboxypropylace)
orto-nitrace N-methylace
arginin N-methylace serin fosforylace
g N-ADP-ribosylace O-glykosylace
prolin C-hydroxylace glycin C-hydroxylace
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2.2.5.1 Fosforylace proteifi

Reverzibilni navazani fosfatové skupiny je nejvéeevyskytujici PTM protein
Fosfatova skupina je vazana proteinkinazou na amggadinovy zbytek, a to n&stji na
hydroxyskupinu serinu, threoninu nebo tyrosinu. drofosfatu je Bzn¢ adenosintrifosfat
(ATP), ale %idka je vyuZzit i guanosintrifosfat (GTP). ATP i GTjBou také hlavnim
zdrojem energie. Defosforylace je zajitd proteinfosfatazou [19, 20].

Prvnimi fosfoproteiny, objevenymi nacaku 19. stoleti, byly kasein a fosvitin. U
téchto fosfoproteifh se uvadi obsah fosfatu v rozmezi 1 - 10 % a fiosj@ znam jako
nejvice fosforylovany protein. Kasein je fosforyéowvza katalyzy kaseinkinazy, ktera je
lokalizovana v Golgiho aparatu btknmléné Zlazy [21].

Ve vSech organismech jsou fosforylaci aktivovankrgupro metabolismus. U
dulezitého kontrolniho bodu glykolyzy, ktery je katabvan fosfofruktokinazou, je
fosforylace proteinu ireverzibilni [20].

Momentalni fosforylace proteinu je dg@na pomdrem kindz a fosfatdz. U
eukaryotickych organisin je pedpokladano, ze té&h jedna tetina proteid je
fosforylovanych, a to s relativnim vyskytem v pom fosfoserin ~90 %, fosfothreonin
~10 % a fosfotyrosin ~0,05 % [22)a zaklad genomoveho sekvenovani bylo zji, Ze
2 - 3 % eukaryotickych génjsou kédem pro proteinkinazy a gt proteinfosfataz
v lidském genomu je vysSi jak 1000 [23].

Fosforylace mZe probihat na uznych aminokyselinovych zbytcich (viz
obrazek 2.7). fpojenim fosfatové skupiny na serin, threonin nelyoosin vznikaji
fosfomonoestery. Podobrvznikaji fosforamidaty u histidinu, argininu a ilys, piipadré
acylfosfaty u aspartatu a glutamatu, nebo thiotysi&cysteinu. Odhaduje se, Ze okolo 6 %
proteinovych fosforylaci probiha na histidinu, gezvice nez v fipact fosforylace na
tyrosinu [24].

Fosforylovany serin, threonin i tyrosin je stabilnkyselém prosedi. K rozéleni
fosfotyrosinu (pTyr) od fosfothreoninu (pThr) a faserinu (pSer) se vyuziva stability
pTyr v alkalickém progedi, pThr a pSer jsou v alkalickém piesli nestabilni.
Fosforamidaty jsou v kyselém preedi velmi labilni a v zasaditém predi naopak stalé,

s vyjimkou fosfoargininu, ktery i v zadsaditém pteslti je nestaly [25].
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Obrazek 2.7 Strukturni vzorce vybranych fosforylovanych amysekn [26]

2.2.6 Vyznam a funkce fosforylace u proteii

Fosforylace protein se uplatuje @i fizeni mnoha buftnych proces, jako
nagiklad v metabolismu, homeostaze, Btmé komunikaci a signalizaci, proliferaci,
diferenciaci a apoptoze [23].

Reverzibilni fosforylace jetdezity regul&ni mechanismus metabolismu a btmé
signdélni dradhy. Z&kladni mechanismusmmosu signalu je uskut®n pomoci proteinkinaz,
které jsou sotasti cytoplazmatickych domén mnoha receaptgragg. faktor stimulujici
rast kolonii M-CSF, iistovy faktor produkovany degkiami PDGF, transformujiciistovy
faktor TGF$) nebo nekovalenthasociované s receptory (ffapeceptor T lymfocyt pro
antigen TCR, receptor B-lymfoadypro antigen BCR, Fc receptory) [27, 28].

Fosforylace proteii je vyznamna ndjklad pi regulaci neuronalnich funkci, a je
tedy nezbytna pro spodsi zasadnich synaptickych Zmv uweni a paniti. Proteinové
kinazy, dilezité pro aktivitu enzymu, bylyitve davany do pdedi na rozdil od fosfataz
zaji¥ujicich defosforylaci, tedy ztratu aktivity. Dneoy fosfatdzy povazovany zaleité
prvky v regulaci synaptické plasticity a spamstformovani parti [29].
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Fosforylaci na serinu, threoninu a tyrosinu jsoudvaena vazebna mista pro
fosfoprotein-vazebné domény. Tyto domény jsou zigda pro spojeni molekul s jejich
kindzou a efektorem k vytveni multiproteinovych komplex jeZ jsou schopny ovladat
jejich aktivitu, burkénou lokalizaci a vazajiciho partnera [30]. Multiimovymi
komplexy jsou penaSeny informace ke kontrole iontového tokieskupeni cytoskeletu,
z&konitosti genetické expresejipthu burgcného cyklu a programované kigné smrti
[31].

2.2.6.1 Fosfotyrosin

Jako prvni byla objevena Scr homologni doména SK2ra vaze pTyr
v proteinech. Tyto fosfotyrosinkinazy (PTK) obsghil-terminalni konec, ktery je
posttranslané modifikovan gipojenim zbytk kyseliny myristové a palmitové. Na N-
konec navazuje SH3 doména, ktera je schopna sé spogekvenci bohatou na prolin.
Nasleduje SH2 doména, kterd vaZze sekvence s pT@rtarminalnicasti se nachazi SH1
domeéna, neboli enzymé\aktivni katalyticka doména, a kratka reguliaoblast enzymu. V
lidském genu bylo nalezeno okolo 100 SH2 domen 307 32].

Vysledkem fosforylace jsowasté zminy enzymové aktivity a signalizaich
procesi proteimi [33]. Procesy fosforylace a defosforylace jsou usmy sekreci
rastovych faktoii nebo hormof, které aktivuji tyrosinkinazy k navozeni specifick
bung¢né odpoxdi [34]. Scr homologni oblasti jsou obsazeny v EBhich faktorech, které
jsou souasti signalizénich cest. SH2 domény vazi s vysokou afinitou dpkegi
fosforylované tyrosinové zbytky v zavislosti na gehkci AA, které jsou filehlé k pTyr, a
tim je spou&ina postupna intracelularni signalimé kaskada. DalSi doména, ktera je
schopna rozpoznat pTyr, je fosfotyrosin vazajidigPdomeéna [30, 32].

Fosforylace probihajici na tyrosinu je &asti kontroly éstu a diferenciace
normalnich a nadorovych b&k Pikladem substratu pro fosfotyrosinfosfatazy (PTé) |
protein p34, jehoz aktivita se velmiémi béhem buwéného cyklu, a to v zavislosti na
zmeénach fosforylovanych stéva regulénich molekul [35]. pTyr je nejive detekovan na
pocatku DNA syntézy a svého maxima dosahne v G2 Faoi.gechod biiky z G2 faze do

M faze je nutna defosforylace tyrosinovych zliyiR6].
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2.2.6.2 Fosfoserin a fosfothreonin

Fosforylace na serinovych a threoninovych zbytdigla dive povaZzovana za
regulaci funkce proteinprevazrit prostednictvim alosterickéhtizeni katalytické aktivity
nez gimym zprostedkovanim protein-proteinovych interakci. Postupridantifikaci
signalnich molekul a modularnich domén, které scifipky vazi ke kratkym Usékn
obsahujicich pSer a pThr, byla objasa @gitomnost &chto substrdit
v protein-proteinovych  signalnich  komplexech jakodpowd na fosforylaci
serin/threoninkinazami. Mezi pSer/pThr vazajicinetky pati nagiklad 14-3-3 proteiny a
WW domeény. Prvni byly identifikovany 14-3-3 protgirkteré jsou fitomny ve vysokém
mnoZstvi ve vSech eukaryotickychitidch. Savi buiky obsahuji sedmienych 14-3-3
geni. 14-3-3 vazajici protein maukbzitou roli v kontrole bu&nych cykli, aktivaci

mitogen-aktivni proteinkinazy, apoptoze, transkirgeen a grestavid chromozona [31].

2.2.6.3 Fosforylace v patofyziologii

SH2 domény plnitzné bukcné a molekularni funkce, kdy mutace, které se
vyskytuji na &chto doménachiznych proteid, maji za nasledek defekty v signatim&ch
cestach, které se mohou projevit jako onemintnNekteré agamaglobulinémie jsou
nasledkem bodové mutace v SH2 doen@muton tyrosinkinazy, zatimco porucha nebo
bodova mutace v SH2 domeproteinu 1A, jehoz sa@asti je pouze jedna SH doména a
kratky karboxyterminalni konec, @gobuje lymfoproliferativni syndrom [30].

Nizkomolekularni proteintyrosinfosfataza (LMPTP)eboli kysela fosfataza 1
(ACP1), je nezbytna pro normalni funkarvenych krvinek, imunitni systém, skladovani
lipida v adipocytech, neurony a ostatninky [37]. LMPTP byla @vodre izolovana
z ¢ervenych krvinek [38], a pozd byla objevena ve vysokych koncentracich v osthin
tkanich. Jsou znamy jeji &vzoformy, F (fast) a S (slow), které obsahuji ppub7 AA
s molekulovou hmotnosti 18 kDA. Vysoka hodnota LNFPaktivity slouzi jako ochrana
pied alergiemi, astmatem a potraty [39], sniZuje inladipida v krvi, ale zarové miaze
vést ke zvySeni cukru v krvi, snizeni produkce bglobinu a podporuje hypertrofii
myokardu. Nizké hodnoty LMPTP koreluji s obezitojeja nizka hodnota v mozku ke
vést k rozvoji Alzheimerovy choroby [37].

Mnoho genetickych mutaci spojenych s vyvojem rakpwvliviwuji geny kddujici

proteiny v signalizénich cestach. &kolik typa rakoviny je ovlivieno ¢innosti PTK
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Vv urtitych cestach regulace nebdeposu signalu, proto i n®vvyvinuté Iéky, nap
imatinib, sunitinib a dasatinibjipobi jako pimé inhibitory gisluSnych PTK [40, 41].

Mutace v PKD1 a PKD2 genu, ktery kdduje polycydtia polycystin 2, zjsobuje
autozomala dominantni polycystické onemasr ledvin. Proteinové Kkinadzy hraji
dulezitou roli v regulaci polycystinu 1 a 2, kdy négai dopad ma fetrvavajici aktivace
cyklické adenosinmonofosfat (CAMP) zavislé kindag]

X-vazana Emeryho-Dreifussova svalova dystrofie mispbena mutaci genu
kodujiciho fosfoprotein emerin, ktery je s@sti tkdove specifické genové regulace,
signaliz&ni a jaderné struktury [43].

Noonariv syndrom je u vice jak 50 %ipadi zpisoben mutaci genu, ktery kdduje
PTP SHP-2, ktera se sklada ze dvou Scr homologthdchén. Tato mutace é@pobuje
nadn&rnou aktivitu SHP-2 [44].

K riznym onemocénim mohou vést i odchylky fosforylace a defosfocgana
histidinu, kdy nafiklad inhibice histidinkinazy i histidinfosfatazyese k potléeni sekrece
inzulinu. Defekty v histidinkindz-fosfatazové sigjmacni kaskad mohou vést k sekéaim

abnormalitdm inzulinu a metabolické dysfunkci @t B-bunsk [45].

Hyperfosforylace Tau proteinu v Alzheimef@horoky
Tau protein je neuronalni protein asociovany s atikouly, jehoz hlavni
biologickou funkci je stabilizace mikrotubularnictruktur. Tau je fosfoprotein, jehoz
hyperfosforylace hraje vyznamnou roli v patogemezirofibrilarnich degeneraci. [46]
Odloweni Tau od mikrotubil pravdpodobré fosforylaci, vede k destabilizaci
mikrotubuli. Se vziistajici fosforylaci Tau se sniZuje afinita k mikrotilim a vysledkem
je destabilizace neuronoveho cytoskeletu. PTM mpptimo nebo nefpmo, podporovat
Tau dimerizaci a tim #mit jeho konformaci. Stabilni Tau dimery #aligomery, které
pokraiuji v agregaci za vzniku Tau protonief47, 48]. Tento proces je zobrazen na
obrdzku 2.8. Fosforylace je nejvice probihajici PTRMu. Je pedpokladano 85
fosforylainich mist na Tau proteinu, kde 45 %ppda na serin, 35 % na threonin a pouze
5 % na tyrosin [47].
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Obrazek 2.8 Znazorrni uvolreni Tau a jeho dimerizace a polymerizace za vzniltomer [47]

Hyperfosforylovany Tau protein je neschopny se v&zaikrotubulim, coZ vede
k preruSeni buécného transportu a odumirani neuroNahromadni intracelularniho Tau
proteinu neni pouze ve spojeni s Alzheimerovou abau, ale vyskytuje se také u jinych
neurodegenerativnich onemeéonozn&ovanych jako taupatie [49, 50].

Herpes simplex virus typ 1 (HSV-1) je neurotropirus, ktery latenté preziva
v hostitelskych bikdch a je schopen modifikovat fosforylovany stavu Taroteinu.
Infekce HSV-1 vede k nahrom&d fosforylovaného Tau v replikaich mistech v jadérku.
Tato akumulace je zavisla na d@abfekce a virové davce. Tau hyperfosforylace vaval
HSV-1 miZe ovlivnit Tau aktivitu ve prosigh podpdeni transkripce a replikace viru
v neuronech a vést tak k neurodegeneraci. Infel®é-H je povazovana za rizikovy faktor

Alzheimerovy choroby [51, 52].
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2.3 Vyuziti kapilarni zénové elektroforézy pro anayzu proteinu
a peptidi

CZE je Siroce vyuZzivana pro analyzu protean peptid pro jeji vysoké rozliSeni,
univerzalnost, péeby malého mnozstvi vzaik které je obzvl4s dulezité @i analyze
biologickych material, a minimalni produkce odpad Naopak nedostatek citlivosti,
piesnosti a nizka reprodukovatelnost jsou tmaidnedostatky CZE [5].

Touto metodou je mozno analyzovat proteiny v biak@m materidlu, napv Kkrvi
a mai, proteiny v zemdélskych produktech a potravinach (cerealni acmééproteiny),

dale proteinova @va a rekombinantni proteiny [53].

2.3.1 Sérové proteiny

CZE je vhodna automaticka metoda pro separaci génoa monoklonalnich
proteini od paéatku 90. let. Diky fitomnosti peptidovych vazeb je Ize stanovit s viiozi
UV detekce p 214 nm. Nevyhodou je, Ze kazda latka, ktera dhgerpi této vinové
délce a je v séruiftomna, niiZze ruSit analyzu. Mezi takové latky patpredevsim
antibiotika (nap. piperacillin-tazobactam, sulfamethoxazol, ampiedulbactam), ale také
fibrinogen v nedostate¢ vysrazeném séru, C-reaktivni protein (> 300 mg@bo
degradani produkty v dsledku starnuti vzorku [54 - 56].

Sérové proteiny mohou byt pomoci CZE réledy do Sesti zon: albumiruy;-
globulin, ax-globulin, Bi-globulin, pB2-globulin a y-globulin (viz obrazek 2.9). Zsmy
v téchto zonach mohou korelovat se zdravotnim staveejvide sledované jsou zOify
globulind a y-globuling, ve kterych mohou bytifiomny monoklonalni proteiny. Detekce
téchto monoklonalnich proteine dilezith pro hodnoceni paciéns lymfoproliferativnim
onemocgnim, jako je mnoh&etny myelom, Waldenstrémova nemoc, leukémie,
amyloidéza a monoklonalni gamapatie [57, 58].

Metody CZE byly také vyvinuty pro analyzu monokloriéh protilatek, které
predstavuji dlezitou tidu bioterapeutik. Jednd se o komplexni molekubjjctz
heterogenita je dana ndidad deaminaci, oxidaci, glykosylaci, agregaci@qmlytickym

Stpenim. Lze urovat jejich identitu, naboj a disulfidické izomdBg - 61].
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Obrazek 2.9 CZE separace sérovych protgin zdravého jedince [62]

2.3.2 Peptidy

Podobr jako u proteid lze CZE-UV vyuZit pro separaci peptida to jak
vlastnich, tak i ziskanych &tenim protein. Pfi UV detekci peptid obsahujicich AA
tryptofan nebo tyrosin se pouziva vinova délka a8@ Ri CZE-LIF (laser indukovana
fluorescence) se vyuziva nativni fluorescengehto AA. U peptid, které neobsahuji
tryptofan a tyrosin, se vyuZiva fed vlastni separaci derivatizace s pouZzitim
fluorescewinich latek, nap fluorescein, izothiokyanat a fluoreskamin [63%].6

CZE lIze vyuzit i ke sledovani dynamickych &mvzorki peptici. Mohou to byt
chemické a enzymatické reakce (deaminace, oxidhgdrolyza, redukce), ale také
fyzikalni zmeny (agregace, denaturace) [63, 66, 67].

Degradéni produkty hydrolyzy, izomerace a enantiomeraceudiripeptidi byly
studovany v kyselém a zasaditem predi. Ri pH 2 byly pozorovany degradace peptid
cestou C-terminalni deaminace a hydrolyzy, zatinmi® pH 10 izomerace a
enantiomerizace v kombinaci s deaminaci. DalSi studiedovala thiol-disulfidické

vyménné reakce mezi oxytocinem a glutathionem [66, 68].

33



Pomoci CZE-UV lze stanovovat i thiolitické peptidjpsazené v komplexnich
biologickych matricich. K jejich stanoveni je nutmferivatizace a nésledna SPE na

kolonkach, aby doslo k odstrani inerferujici matrice vzorku [69].

2.3.3 Enzymy

Enzymy katalyzuji biochemické reakcélefité pro fyziologicky #st, dozravani a
reprodukci. Stanoveni aktivity enzymje dilezité v biochemii, molekularni biologii,
mediciré pro klinickou analyzu a farmacikipvyvoji novych I&iv [70].

Jejich stanoveni je mozné pouze ifew na zaklad jejich katalytické aktivity.

K jejich stanoveni se vyuziva celada metod, mezi které pat CZE. Pomoci CZE lze
stanovit aktivitu enzyr dvma zmisoby: klasickou metodou, kdy enzymova reakce
probih& v reani nadobce a CZE je vyuZita pouze pro separaciyxtddh substrdt, nebo
elektroforeticky zprogedkovanou mikroanalyzou (EMMA), kde CZE slouZi mavjako

reakeni prostedi pro enzymatickou reakci [70, 71].
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Obrazek 2.10 Schématické znazami principu elektroforeticky zprostdkované mikroanalyzy proepeni
trypsinem. S — substrat, E-enzym, P-produkt, a)yddyhamické nadavkovani pufru se substratem, b)
hydrodynamické nadavkovani pufru s enzymem, c)odydamické nadavkovani pufru se substratem, d)
aplikace nagpti k promichani enzymu se substratem, &esti a f) elektroforeticka separace [72]

Jako prvni elektroforetickou enzymovou analyzu pik&te popsali Bao a Regnier
[71]. Stanovovali femenu NADP na NADPH pomoci glukéza-6-fosfatdehydroggngi
oxidaci glukozy-6-fosfat na 6-fosfoglukonat .
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EMMA je metoda, fi které je enzym a substrat nadavkovan do Kkapilary
v oddlenych zonadch a vlivem n&p se zony spoji vibledku rozdilnych
elektroforetickych mobilit. Po spojeni zoncpa probihat gpeni substratu a vzniklé
produkty migruji smirem k detektoru. Princip EMMA je znazém na obrazku 2.10
[71, 72].

Schuchert-Shi a Hauser analyzovali enzymatick@esti proteid pomoci CZE
s konduktometrickou detekci. Proteiny cytochromn@oglobin, lidsky sérovy albumin,
bovinni sérovy albumin, gastrin o 17 AA bylygény pepsinem a trypsinem klasickou
metodou (viz obrazek 2.11) nebo EMMA metodou [72].
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Obrazek 2.11 €ZE separace &eného cytochromu C trypsinem klasickou metodépest pi 37 °C v 0.2
M NHHCO; a 2 M urea (pH 7.9), separace v 2.3 M L{DOH /0.05% Tween 20 (pH 2.1) [72]

Ke stanoveni intracelularni aktivity proteinkina&y nag. v buikach vylw&ujicich
inzulin, byla vyvinuta elektroforetickd metoda viugici zn&eny substrat pomoci
zeleného fluorescéniho proteinu [73, 74].

Bylo publikovdno i stanoveni produkt enzymatické reakce angiotensin-
konvertujiciho enzymu se substratem hippuryl-LitligtL-leucin a stanoveni aktivity

tohoto enzymu na zakladkvantifikace hippurové kyseliny [75].
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2.3.4 Proteiny a peptidy v potravinach

Proteiny a peptidy v potravinach owuinji jejich biologické vlastnosti. Uplatni
CZE v analyze potravin je n#glad pi stanoveni proteinového profilu olivového oleje,
uréeni frakci kaseinu dnem iznych stupt zrdni syru a separaci pegtidd mlénych
produktech [76 - 79].

2.3.5 Kasein

CZE ma velké zastoupeni v analyze énigch proteird, predevsim kasein Kasein
je hlavnim proteinem v s&m mléce a Ize analyzovat jednotlivé varianty kaset og,
asz, B, x kasein, nebo jeho modifikované formy [80, 81].

Kasein je dlezity nejen v mléném ptmyslu, ale také v klinickém odtvi, kde se
pouziva jako marker funkce ntl& Zlazy a nebo byl pouzit i jako standard ke studi
Vyvoje a regulace médeé Zlazy [82, 83].

Separace kaseainbyla mnohokrat optimalizovana prdizné &ely. Pa@&ateinim
problémem byla fitomnost kaseinu v mléce ve fa¥nmicel, kde k jejich rozruSeni se
pouziva reduéni ¢inidlo dithiotreitol. Aby nedoslo k obn@vmicel khem elektroforetické

separace, je pouzivatigavek 6 — 8 M méoviny do pracovniho elektrolytu [80, 84 - 87].
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3 CILE DIPLOMOVE PRACE

Cilem diplomové prace bylatiprava pokrytych kapilar pro kapilarni zénovou
elektroforézu, monitorovanicinnosti pokryti a ufeni vhodnosti pro nasledujici separace.

Dalsim cilem byla fiprava vzorku fosfoproteinua-CN, ktera zahrnovala
proteolytické Stpeni a defosforylaci.

V poslednifact bylo nutné najit vhodné podminky pro elektrofaretiu separaci
fosfopeptidi pred a po enzymové defosforylaci s vyuzitim kapil@omové elektroforézy
s UV detekeci.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Histroje a pomicky

« P/ACE System MDQ Capillary Electrophoresis, 32 K&aftware Version 5.0,
Beckman Coulter (Beckman Coulter Inc., FullertoA)C

* hmotnostni spektrometr MALDI-TOF/TOF-MS 4800 (Apgi Biosystems, Foster
City, CA, USA)

« MALDI destitka Opti — TOF™ 384 Well Insert, 123 x 81 mm (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA)

* analytické vahy Scaltec SBC 32, s citlivosti 0,1 (&galtec Instrument GmbH,
Goettingen, Nmecko)

* analytické vahy Kern ABT 220-5DM, s citlivosti 0/0f) (Kern & Sohn GmbH,
Balingen, Nmecko)

» predvazky Kern PCB 400-2, s citlivosti 0,01g (KernS®hn GmbH, Balingen,
Némecko)

e pH metr Orion model 420 A+ (Orion Research Incy@&e/, MA, USA)

* pH elektroda Boeco BA 25 ( Boeco, Hamburgniécko)

« magnetické michadlo MM4 (Lavat a.s., Chotutice, iRad Kolina,CR)

» ultrazvukova laze Bandelin (Bandelin Gmbh, Berlin ¢hecko)

» topné hnizdo Block heater Grand-bio BTD (Grantrinsients, Cambridge, UK)

 termostat Biological Thermostat BT 120M (Laborafiistroje Praha, Prah@R)

» vertikdlni rotator Grant-bio PTR-30 (Grant Instrurhetd., Cambridge, UK)

« tiepaka Minishaker MS 2 (IKA Werke GmbH & CO. KG, Staufen,dhecko)

* rotani vakuovy koncentrator RVC 2-18 (Martin Christ G&ftrocknungsanlangen
GmbH, Osterode am Harzgiecko)

» aparatura pro diskontinualni elektroforézu Mini4#eem 3 (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA)

» zdroj nagti PowerPac 200 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

* mikrocentrifuga MiniSpin (Eppendorf, Hamburgg¢mecko)

* magneticky separator Dynal MPC-S (Dynal, Carlba8l, GSA)

« SPE kolonka (3M Emporéd™ High Performance Extraction Disk Catridges,
4mm/1ml, kapacita 100 mg/1ml, Sigma Aldrich, Steimfn, Némecko)

» mikrostikatka Hamilton - 50, 100 pl (Hamilton AG, BonaduzySarsko)
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* nepokryta kemenna kapilara, viiiti praimér 50 um (J&W Scientific, Folsom, CA,
USA)

* mikrocerpadlo pro inje&ni skikacky (KD Scientific, Holliston,MA, USA)

» cerpadlo mobilni faze pro mikro-LC LC-20AD (Shimad#yoto, Japonsko)

* mikrozkumavky (Eppendorf, Hamburggiecko)

* automatické pipety Eppendorf Research (Eppendanfnlblirg, Nmecko)

* jednoradzové PTFE filtry 0,22 a 0,48n, 13 a 25 mm (Supelco, Bellefonte, PA,
USA)

* injekeéni stikacky Luer — 2, 5, 20 ml (Braun, Melsungenémiecko)

» Spiky GeLoader (Eppendorf, Hamburg¢iNecko)

» keramicky riz

» Kklasické laboratorni sklo a pditky

4.2 Chemikalie

* o-kasein z kravského mléka, 70 % (Sigma-Aldrichjrteim, Nemecko)
» dihydrogenfosforénan sodny (Sigma-Aldrich, Steinheim¢iNecko)
* glutaraldehyd, 50 % (Sigma-Aldrich, Steinheingniecko)

* glycin (Sigma-Aldrich, Steinheim, &necko)

» hydrogenfosforénan sodny, (Sigma-Aldrich, Steinheim¢riNecko)

+ hydrogenuhtiitan amonny (Lachema, BrnGR)

* hydroxid sodny, 1M roztok (Sigma-Aldrich, SteinheiNemecko)

* hydroxypropylmethylcelul6za (Sigma-Aldrich, Steiirhe Némecko)
« chlorid haetnaty (Lachema, Brnd&;R)

« chlorid vapenaty (Penta, ChrudifiR)

» kyselina chlorovodikova, 37% (Sigma-Aldrich, Steith, Némecko)
« kyselina octova (Lachema, BrnoR)

+ kyselina fosforéna, 85% (Fluka, Buchs, Svycarsko)

« modovina (Lachema, Brn&R)

« MES (Sigma-Aldrich, Steinheim, &necko)

« thiomaiovina (Lachema, Brn@R)

* Tris (hydroxymethyl)-aminomethan (Sigma-AldricheBheim, Nmecko)
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4.3 Céstice
» titanovécastice Titansphere, 10n (GL Science Inc, CA, USA)
magnetick&astice:

* magnetickécastice SIMAG-COOH, velikost: 1um, hmotnost: 50 mg/ml, get
sastic: 1,8 x 1&/g, plocha povrchu: 50 ffy, hustota: 2,25 g/ct(Chemicell,

Berlin, N\émecko)
? Y
O— ?i— O ii— O == (CHy)y==COOH
L,

Obrazek 4.1 Magnetické&’astice SIMAG - karboxyl (Chemicell, Berlin) [88]

* magnetick&astice SIMAG-NH, velikost: 1um, hmotnost: 50 mg/ml, get ¢astic:

1,8 x 10%g, plocha povrchu: 50 ffy, hustota: 2,25 g/ct(Chemicell, Berlin,

Némecko)
o R
0— éi—ﬂ— éi— O == |CHz)3-NH;
.r(':' fI!t

Obrazek 4.2 Magnetick&astice SIMAG-amino (Chemicell, Berlin) [88]

4.4 Metody pripravy vzorku

4.4.1 Imobilizace trypsinu na SIMAG-COOH magnetickyh éasticich
Chemikalie:
* trypsin TPCK (13 816 U/mg, Sigma-Aldrich, Steinheid¢mecko)
e trypsin (8 300 U/mg, Sigma-Aldrich, SteinheimgriNecko)
* 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid (EDQJigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko)

* N-hydroxysulfosuccinimid sodny (Sulfo-NHS), (Sigmddrich, Steinheim,
Némecko)
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* benzamidin hydrochlorid hydrat (BA), (Sigma-Aldriciteinheim, Nmecko)

« ostatni chemikalie

Roztoky:
e promyvaci a vazebny pufr: 0,1 M fosfatovy pufr p|3 7
* roztok benzamidinu: 5 mg/5Q0 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3 €erstw pripraveny

Postup

Ve 470 ul 0,1 M fosfatového pufru pH 7,3 bylo rozp&sd 9 mg trypsinu a
k tomuto roztoku bylo fidano 30ul zasobniho roztoku BA. Sfs byla inkubovanaip
laboratorni teplat a ot&eni po dobu 10 minut. 3 mg magneticky&stic byly promyté
3x1,5ml 0,1 M fosfatového pufru pH 7,3 a k praymy casticim bylo pidano 22,5 mg
EDC ve 200ul 0,1 M fosfatového pufru pH 7,3; 3,75 mg Sulfo-NK& 200ul 0,1 M
fosfatového pufru pH 7,3; 50d roztoku trypsinu po inkubaci a 1Q0 0,1 M fosfatového
pufru pH 7,3 pro dopkni na objem 1 ml. Nasledovala imobilizade @&eni a 4 °C fes
noc.

Po imobilizaci byl nosi promyt 10 x 1,5 ml 0,1 M fosfatového pufru pH 72té
byla stanovena aktivita trypsinu s pouzitim 0,3 magte pomoci nizkomolekularniho
substratu Nz-benzoyl-D,L-arginin-p-nitroanilidu. Imobilizovangnzym byl skladovan v
0,1 M fosfatovém pufru pH 7,34 °C.

4.4.2 Stanoveni aktivity trypsinu pomoci nizkomolellarniho substratu
N-a-benzoyl-D,L-arginin-p-nitroanilidu

Chemikalie:
e trypsin TPCK (13 816 U/mg, Sigma-Aldrich, Steinheid¢mecko)
* trypsin (8 300 U/mg, Sigma-Aldrich, SteinheimgriNecko)
* N-a-benzoyl-D,L-arginin-p-nitroanilid (BAPNA), (Sigmaldrich, Steinheim,
Némecko)
* N,N-dimethylformamid (Sigma-Aldrich, Steinheimg¢idecko)

« ostatni chemikalie
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Roztoky:
e substratovy roztok: 0,055 M BAPNA v N,N-dimethylfoamidu - cerstw
piipraveny

» fedici a reatni roztok: 0,1 M Tris-HCI pufr pH 7,8 s 0,025 M CaCl

Kalibrace trypsinu:

e zé&sobni roztok trypsinu: 1 mg trypsinu/l ml 0,1 MisTHCI| pufru pH 7,8

s 0,025 M CaCl
Tabulka 4.1 -Kalibracni 7ada trypsinu
C trypsinu V zasobni roztok enzymu |V redici roztok

(ng/100pl) (nl) (nl)
1 2 198
3 6 194
5 10 190
7 14 186
9 18 182
11 22 178
13 26 174
15 30 170

slepy pokus - 200

Postup:

K1 ml 0,1 M Tris-HCI pufru pH 7,8 s 0,025 M CaQlylo pidano 0,1 ml vzorku
imobilizovaného (0,3 mgiastic) nebo solubilniho enzymu a 0,02 ml substeitiov
roztoku. Smis byla inkubovana 30 minut fip laboratorni teplat V pripadc
imobilizovaného enzymu byla inkubace provedena raého otéeni a po jejim skateni
byl enzym oddlen pomoci magnetického separatoru. Reakce byl@azas pidavkem
0,2 ml 30 % CHCOOH. Snés byla promstena spektrofotometrickyip405 nm proti

slepému vzorku, tj. regki snesi bez vzorku enzymu.
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4.4.3 SEpeni a-kaseinu v roztoku

Chemikalie:
e trypsin TPCK (13816 U/mg, Sigma-Aldrich, Steinheitgmecko)
* trypsin (8300 U/mg, Sigma-Aldrich, Steinheim¢rNecko)
» dithiotreitol (DTT), (Sigma-Aldrich, Steinheim,dhecko)
* jodacetamid (IAA), (Sigma-Aldrich, Steinheimgiecko)

+ ostatni chemikalie

Roztoky:
e 50 mM NHHCO; pH 8 (neupravuje se)
e 200 mM DTT ve vod — cerst\& pripraveny
* 400 mM IAA ve voa —cerst\ pripraveny
e 1 mg/mla-kaseinu v 50 mM NEHCO;

Postup:

1 mga-CN byl rozpu&n v 1 ml 50 mM NHHCQO;. K tomuto roztoku bylo fidano
50 ul 200 mM DTT a smss byla inkubovana 60 minutip37 °C. Potom ke s#isi bylo
piidano 50ul 400 mM IAA a snés byla inkubovana v temnu 30 minuti faboratorni
teplo€. Po této inkubaci byliebyte&ny IAA ve snesi neutralizovan fidanim 50ul 200
mM DTT a smés byla redukovana 15 minutigaboratorni teplat Poté ke s@si bylo
piidano 500ul 50 mM NHHCO; a 50 ug imobilizovaného trypsinu (po¥n protein :
trypsin = 20 : 1). Sks byla inkubovanaigs noc p 37 °C.

Z duvodu dosaZeni poZzadované koncentrace 3 mg/ml bpersi a-CN v roztoku
provedenoifkrat sokasre vedle sebe. Ke &eni 1 mga-CN byl pouzit trypsin TPCK a
ke 2 mg trypsin. KoncentraaeCN byla timto krokem sniZzena, a tak vSechny 3 kszor
byly zakoncentrovany na objentilizné 250 ul a nasledd smichany v jeden roztok a
doplrény redestilovanou vodou na objem 1 ml. Byl zisk&penya-CN o koncentraci 3
mg/ml, ktery byl skladovanip4 °C.
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4.4.4 Elektroforéza v geluTricin-SDS-PAGE)

Chemikalie:

akrylamid (Sigma-Aldrich, Steinheim,dwhecko)

N,N’-methylen-bis-akrylamid (Sigma-Aldrich, Steirihie Némecko)
dodecylsulfat sodny (SDS), (Lachema, Bré®)

persiran amonny p.a. (Lachema, BréiR)

N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin (TEMED), (Sign¥adrich, Steinheim,
Némecko)

tricin (Sigma-Aldrich, Steinheim, &necko)

ostatni chemikalie

Roztoky:

a) pro gipravu geh a vzork:

roztok Al: 46,5 % (w/v) akrylamid a 3 % (w/v) bisglamid

(4,65 g akrylamidu a 0,3 g bisakrylamidd doplrtno na 10 ml destilovanou
vodou)

roztok A2: 48 % (w/v) akrylamid a 1,5 % (w/v) bisglamid

(4,8 g akrylamidu a 0,15 g bisakrylamidd¢ doplrtno na 10 ml destilovanou
vodou)

roztok B: 3,0 M Tris-HCI pH 8,45 s 0,3 % SDS (gelqufr)

(10,9 g Tris/30 ml destilované vody, uprava pH poimdCl, pridavek 0,09 g SDS)

roztok C: 10 % (w/v) persiran amonny

roztok D: TEMED

pufr pro vzorky (BIO-RAD): 200 mM Tris-HCI pH 6,80 % glycerol, 2 % SDS,
0,04 % Coomassie Blue G250

elektrodovy pufr: 0,1 M Tris, 0,1 M Tricin, 0,1 %DS

(6,057 g Tris, 8,95 g Tricin, 0,5 g SDS/500 ml desané vody)

b) pro barveni amoniakalnimitrem:

fixacni roztok: 5 % CHCOOH a 50 % ethanol
10 % glutaraldehyd €erst\ pripraveny
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roztok amoniakalniho 8bra: 20 % AgNQ byl piikapavan ke sisi 1,4 ml
amoniaku, 239 9M NaOH a 21 ml destilované vody aZ do vznikéte/hnidého
zé&kalu, poté byl roztok dopin na 100 ml destilovanou vodou

vyvolavaci roztok: 0,05 % kyselina citronova a40% formaldehyd

ustalovaci roztok: 5 % kyselina octova

Reagencie:

proteinovy marker 10 - 250 kDa obsahuje 10 rekomnftimich proteitt v rozmezi
10 - 250 kDa (viz obrazek 4.3), kde prouzky praieinM; 25, 50 a 75 kDa jsou

nejintenzivigjSi a slouzi jako referéni markery (Bio-Rad, Berkley, CA, USA)

polypeptidovy marker obsahuje proteiny vrozmezi3 1; 26,6 kDa:
tribzafosfatizomeraza 26,625 kDa, myoglobin 16,%8&, a-laktalbumin 14,437
kDa, aprotinin 6,512 kDa, oxidovany i&#zec inzulinu 3,496 kDa a bacitracin
1,423 kDa (viz obrazek 4.4), (Bio-Rad, Berkley, @QfSA)

triozafosfat-
— 250 kD izomeraza

myoglokin

laktalburmin

aprotinin

oxidovany B fetezec inzulinu

bacitracin

Obrazek 4.3 Proteinovy molekulovy marker Obrazek 4.4 Polypeptidovy molekulovy marker
pouzity pro Tricin-SDS-PAGE elektroforézu [89] pouzity pro Tricin-SDS-PAGE elektroforézu [89]
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Tabulka 4.2 -Priprava gefi s niznou porozitou

zaosfovaci délici gel (ml) délici gel (ml) délici gel (ml)
gel (ml) (M;5-20kDa) | (M, 1-70kDa)| (M, 5 - 100 kDa)

destilovana voda 2,1 1,666 1,666 2,316

roztok Al - 1,666 - -

roztok A2 0,25 - 1,666 1,016

roztok B 0,775 1,666 1,666 1,666

roztok C 0,025 0,025 0,025 0,025

roztok D 0,0025 0,0025 0,0025 0,0025

Postup:

Ve zkumavce byl dici gel o poZadované velikosti gopripraven smichanim
piislusného mnozstvi roztoku Al, A2, B, D a destilm¥avody podle tabulky 4.2
a nasledé odvzdussin. Poté ke sisi bylo gidano 0,025 ml roztoku C a obsah zkumavky
byl opatrré promichan. Taktoifpraveny roztok byl napipetovan docité vysky mezi d¥
skla ugena pro pipravu gelu a fevrstven destilovanou vodou pro ostré rozhrani.
Nasledovala polymerace gelu.

Zaostovaci gel byl pipraven stejnym zjsobem jako éici gel podle tabulky 4.2.
Po polymerizaci diciho gelu byla odsana destilovana voda z prostadinim a éici gel
byl pfevrstven zaosgbvacim gelem, do kterého byla vlozena Sablona gutkami. Poté
nasledovala aft polymerizace.

Vzorky uené pro elektroforézu bylyipraveny smichanim se vzorkovym pufrem
v pomeEru 1 : 2. Poté byly vzorky poveny 3 min i 100 °C v topném hnizd Do
startovacich jamek bylo nadavkovaniegem vypoétené mnoZstvi vzorku v zavislosti na
koncentraci. Maximalni davkované mnozstvi bylou20

Podminky dleni pro zatazeni vzoikdo zaodibvaciho gelu byly nastaveny na
konstantni nagii 30 V s proudem 0,06 A po dobu 30 minut. Pro tiaslektroforetické
déleni byly podminky zrénény, a to na konstantni n&p100 V s proudem 0,06 A po dobu
60 - 120 minut podle porozity gelu.

Po dokoweni separace byl gel oplachnut destilovanou vodénowan @i 4 °C
pies noc ve fixénim roztoku. Nasledujici den byla n#jee provedena rehydratace gelu
v destilované vo#l 30 minut. Pak byl gel 30 minut inkubovan s 10 %taialdehydem a
nasled 6 x promyt v destilované védgo dobu 10 minut. Promyty gel byl inkubovan 15
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minut v roztoku amoniakalnihot@tra. Po promyti gelu v destilované ¥odyvolani ve
vyvolavacim roztoku byl ustéalen a uskladrv roztoku 5 % kyseliny octové. Gel byl poté
skladovan fi 4 °C.

4.4.5 Imobilizace alkalické fosfatdzy na SIMAG-NH magnetickych
¢asticich
Chemikalie:

» alkalicka fosfataza z bovinni intestinalni mukoézLP), (8407 U/mg, Sigma-

Aldrich, Steinheim, Nmecko)

* EDC (Sigma-Aldrich, Steinheim,decko)

* Sulfo-NHS (Sigma-Aldrich, Steinheim,dhecko)

 glycerol (Lachema, Brn&R)

+ ostatni chemikalie

Roztoky:
e promyvaci a vazebny pufr: 0,1 M MES pH 6
e promyvaci pufr po imobilizaci: 50 mM Tris-HCI pybH 8,5
» skladovaci pufr: 0,1 M Tris-HCI pufr pH 8,5/50 %ygérol

Postup:

1 mg magnetickychéastic byl promyt 10 x 1 ml 0,1 M MES pufru pH 6. Po
promyti bylo k¢asticim postuphipiidano 25 mg EDC ve 4080 0,1 M MES pufru pH 6 a
2,5 mg Sulfo-NHS ve 40@l 0,1 M MES pufru pH 6. Nakonec bylofigano 200l
roztoku 0,1 M MES pufru pH 6, ve kterém bylo obsazer0O0 U ALP. Srés byla
inkubovana fi otateni ges noc pi 4 °C.

Po imobilizaci bylycastice 5 x promyty 50 mM Tris-HCI pufrem pH 8,5. |8y
stanovena aktivita ALP s pouzitim @ ¢astic pomoci p-nitrofenyl fosfatu. Imobilizovany
enzym byl skladovan v 0,1 M Tris-HCI pufru pH 8,8/% glycerol pi 4 °C.
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4.4.6 Stanoveni aktivity alkalické fosfatazy pomogi-nitrofenyl fosfatu

Chemikalie:
» alkalicka fosfataza z bovinni intestinalni mukoézLP), (8407 U/mg, Sigma-
Aldrich, Steinheim, Nmecko)
* p-nitrofenyl fosfat (PNPP), (Sigma-Aldrich, Steiting Némecko)

« ostatni chemikalie

Roztoky:
» substratovy roztok: 15,2 mM vodny roztok PNPP
» fedici a reatni roztok: 100 mM glycinovy pufr pH 8,837 °C s 1 mM MgCJ

Kalibrace ALP:
e zasobni roztok enzymu: 300 U ALP/1 ml 100 mM glgsin pufr pH 8,8 p 37 °C
s 1 mM MgC}

Tabulka 4.3 -Roztoky ALP proJpravu kalibra'ni 7ady

jednotky aktivity V' zasobni roztok enzymu V tedici roztok
enzymu (U) (nl) (nl)
0,5 1,67 498,33
1 3,33 496,67
1,5 5 495
2 6,67 493,33
2,5 8,33 491,67
3 10 490
slepy pokus - 500

Postup:

Bylo smichano 0,5 ml 100 mM glycinového pufru pi8 gi 37 °C s 1 mM MgCl
a 0,5 ml 15,2 mM substratového roztoku PNPPéShyla inkubovana 30 minut za &édi
pii 37 °C. Potom bylo ke s#si pridano 0,1 ml vzorku imobilizovaného (p@ ¢astic) nebo
solubilniho enzymu. Zifpravenych roztok ALP (viz tabulka 4.3) bylo do reakce

odebrano 10Qul, tzn., Ze vysledn& kalib¥ai fada byla v rozmezi 0,1 - 0,6 U enzymu.
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Smes byla inkubovana 15 minut za &i i 37 °C. Imobilizovany enzym byl odstrém
pomoci magnetického separatoru. Reakce byladgmanpidavkem 0,05 ml 9M NaOH a

smes byla prongiena spektrofotometrickyfp405 nm proti slepému vzorku.

4.4.7 Defosforylace peptid a-kaseinu pomoci alkalické fosfatazy

Chemikalie:
» alkalicka fosfataza z bovinni intestinalni mukézLP), (8407 U/mg, Sigma-
Aldrich, Steinheim, Nmecko)

+ ostatni chemikalie

Roztoky:
» reakeni pufr: 100 mM glycinovy pufr pH 8,8¢p37 °C s 1 mM MgCl

e zasobni roztok enzymu: 300 U ALP/1ml 100 mM glycimgufr pH 8,8 pi 37 °C
s 1 mM MgC}

Postup:
a) pomoci imobilizovaného ALP

Mnozstvi imobilizovaného enzymu odpovidajici 0,40 promyto 5 x 100 mM
glycinovym pufrem pH 8,81 37 °C s 1 mM MgG K ¢asticim bylo pidano 400pl
roztoku obsahujiciho 164 Sttpenéha-CN (0,5 mg) a 233l 100 mM glycinového pufru
pH 8,8 @i 37 °C s 1 mM MgG Reakni snes byla inkubovanaipot&eni 2 hod i 37
°C. Reakce byla zastavena odebranim imobilizovamedtaymu.Timto krokem doslo ke
shizeni koncentrace vzorkiCN a tak bylo provedeno zakoncentrovani na objaery
odpovida koncentraci 3 mg/rloté byl roztok defosforylovanych peptid-CN skladovan
pii 4 °C.

b) pomoci solubilni ALP

Z roztoku S¢penéhoa-CN bylo odebrano 164l tj. mnoZstvi, které odpovida 0,5
mg peptidi, a doplno na objem 40Ql 100 mM glycinovym pufrem pH 8,8¢p37 °C s 1
mM MgCl,. Ktomuto roztoku bylo fidano 6,67 ul zasobniho roztoku ALP, které
odpovidalo 2 U enzymu. Siw byla inkubovanaipot&eni 2 hod fi 37 °C. Reakce byla
zastavenaifdanim 25ul 9 M NaOH. Timto krokem doSlo ke sniZeni koncecgreoztoku
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vzorkua-CN a tak bylo provedeno zakoncentrovani na objaary odpovida koncentraci
3 mg/ml. Roztok defosforylovanych peptid-CN byl skladovan f» 4 °C.

4.4.8 Obohaceni fosfopeptidl pomoci komegniho kitu

Vychozi vzorek &penéhooa-CN imobilizovanym trypsinem pro obohaceni byl o

objemu 20Qul a koncentraci 3 mg/ml.

Pomicky: TiO, SpinTips Sample Prep Kit (obsah: Spinckgj adaptér a komeni
roztoky)

Komeréni roztoky:
* roztok 1: rekonstiteni a promyvaci roztok
* roztok 2: promyvaci roztok

* roztok 3: el@ni roztok

Doporuéeny postup vyrobce:

Vychozi vzorek o objemu 2Qd byl odpdaen do sucha, rozpu$t ve 200ul roztoku
1 a pomoci ultrazvuku updrrozpustn. K promyti nosie i eluci byla pouZita centrifugace
pii 7400 rpm po dobu 5 minut. Sl byla vioZena do adaptéru a rédsyl dvakrat promyt
100 pl roztokem 1. Na no&ibylo naneseno 20@l rozpusSéného vzorku. Nosi byl
nejdive promyt dvakrat 100l roztoku 1 a poté nasledovalo promyti eslOO0ul roztoku
2. Vzorek byl dvakrat eluovan po 1Q0roztokem 3 da@isté zkumavky.

4.4.9 Obohaceni fosfopeptidl na TiO, noski ve vsadkovém uspeadani

Vychozi vzoreka-CN Sgpeny imobilizovanym trypsinem pro obohaceni byl o

objemu 30Qul a koncentraci 3 mg/ml.

Chemikalie:
« acetonitril (ACN), (Sigma-Aldrich, Steinheim ékhecko)
» trifluorooctova kyselina (TFA), (Sigma-Aldrich, $tdeim, Nemecko)
* mlé&na kyselinaz 85 % (Sigma-Aldrich, Steinheim,dshecko)

* amoniak, 25 % (Merck, Darmstadt¢idecko)
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4.4.9.1 Odsoleni gpenéhoa-kaseinu trypsinem

Roztoky:
» ekvilibracni roztok: 60 % ACN/O,1 % TFA
e promyvaci roztok: 0,1 % TFA
* elwni roztok: 80 % ACN/ 5 % ACN

Postup:

SPE kolonka byla ekvilibrovana 0,5 ml 60 % ACN/@ITFA a promyta 0,5 ml
0,1 % TFA. Na promytou kolonku byl 2 x po salenesen vzorek. Kolonka bylagp
promyta 0,5 ml 0,1 % TFA. Eluce byla provedena@zml 80 % ACN/ 5 % ACN. Do
eluatu byla pidana kyselina mi#na o vychozi koncentraci 1 mol/l a dogho na reaéni

objem 0,5 ml.

4.4.9.2 Obohaceni pomoci Tigkastic

Na 900ug vzorku bylo pouzito 8 mgastic Titansphere Lom.

Roztoky:
e promyvaci roztok: 80 % ACN/5 % ACN

» elwni roztok: 2 % vodny roztok amoniaku

Postup:

Titanové ¢astice byly 2 x promyty 0,5 ml 80 % ACN/5 % ACN.skdimentaci
¢astic byla pouzita centrifugace 0,8 rpm po dobus900dsoleny vzorek byligan
k promytymcéasticim a inkubovan 30 minutipgaboratorni teplat za ot&eni. Po inkubaci
a odtazeni supernatantu bylstice promyty 2 x 0,5 ml 80 % ACN/5 % ACN. Elucdab
provedena 2 x po seébl50 ul 2 % vodného roztoku amoniakuipotateni 5 minut.
Nakonec byl obohaceny vzorek okyselen pomoci TEBy,bylo dosaZzeno neutralniho pH.
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4.4.9.3 Odsoleni obohaceného vzorku

Roztoky:
» ekvilibracni roztok: 60 % ACN/O,1 % TFA
e promyvaci roztok: 0,1 % TFA
* elwni roztok: 60 % ACN/0,1 % ACN

Postup:

Postup byl stejny jako v 4.4.9.1 s vyjimkou elukiera zde byla provedena 2 x 0,2

ml 60 % ACN/0,1 % ACN.
Vysledny objem obohaceného a odsoleného vamykd00ul, ktery byl roza&len na fi
¢asti (3 x piblizne 133ul): 1. MS analyza
2. defosforylace solubilni ALP
3. slepy pokus$odéorylace .

VSechny ti ¢asti vzorku byly odp@&ny do sucha. Vzorek na MS analyzu byl
doplreén 40 ul 100 mM glycinového pufru pH 8,8iip37 °C s 1 mM MgCJ. Vzorek na
defosforylaci a na slepy pokus byl dofird00ul 100 mM glycinového pufru pH 8,8fip
37 °C s 1 mM MgCJ, aby bylo dosazeno reaikiho objemu kompatibilniho s protokolem
na defosforylaci.

4.4.10 Defosforylace vzork obohacenych fosfopeptidy solubilni
alkalickou fosfatazou

Na vychozi mnozstvi 60Qg peptidi pred obohacenim bylo pouzito 0,13 U ALP a
na 900ug 0,2 U ALP.

Chemikalie:
e ALP (8407 U/mg, Sigma-Aldrich, Steinheimg¢iecko)

Roztoky:

* reakeni pufr: 200 mM glycinovy pufr pH 8,8¢p37 °C s 1 mM MgGl

e zasobni roztok enzymu: 150 U ALP/1ml 100 mM glyein@ufr pH 8,8 pi 37 °C
s 1 mM MgCh
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Postup:

K peptidim ve 400ul 100 mM glycinového pufru pH 8,8ip37°C s 1 mM MgCi
bylo pfidano 1,33ul zasobniho roztoku enzymu ALP (0,2 U) pro vzorekyahozim
mnoZzstvi 90Qug peptidi pred obohacenim a 0,86 zasobniho roztoku enzymu ALP (0,13
U) pro vzorek o vychozim mnoZstvi 600y peptidi pred obohacenim. Sfa byla
inkubovana fi ot&eni 30 minut i 37 °C. Reakce byla zastavend@nim 25ul 9 M
NaOH. Vzorky defosforylovanych peptich-CN byly okyseleny TFA na neutralni pH a
skladovany pi 4 °C.

4.4.11 Kiprava vzorki a MALDI-TOF MS analyza

Chemikalie:
* nosk: POROS Oligo R3 (Applied Biosystems, Foster Gibp,, USA)
» 2,5-dihydroxybenzoova kyselina (DHB), (LaserBio kabSophia Antipolis,
Francie)
* ACN (Sigma-Aldrich, Steinheim, &necko)
* TFA (Sigma-Aldrich, Steinheim, &necko)

 kyselina fosforéna (Fluka, Buchs, Svycarsko)

Roztoky:
* 60 % ACN/0,1 % TFA
* 0,1%TFA
e matrice: 5mg/ml DHB v 50 % ACN/0,1 % TFA/1,7 %MDy,

Postup:

Timto postupem byly analyzovany peptidové fragmeraygiklé S&penima-CN,
obohacené a defosforylované peptidy.

Do Sptek GeLoader bylo nadavkovano f0suspenze no&e. Nosé byl promyt 10
ul 60 % ACN/0,1 % TFA a 1@l 0,1 % TFA. Vzorek odpovidajici pg byl odpéen do
sucha doplén na objem 2Qul 0,1 % TFA a aplikovan 2 x na nésiPoté byl nosi promyt
20l 0,1 % TFA. Eluce byla provedena gb60 % ACN/0,1 % TFA.

Pripravené vzorky byly naneseny v mnozstvi @, ha destiku vzdy dvakrat vedle

sebe. Po zaschnuti byly vSechny spdgvpstveny 0,7l matrice.
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MS spektra byla gtena v kladném reflektronovém médu v rozsahu m/z 800
4000. MS analyzy byly provedeny a vyhodnoceny naavis molekularni patologie
Fakulty vojenského zdravotnictvi Univerzity obra@@NDr. PavelRehulka, Ph.D.) v
Hradci Kralové. Nar&ena spektra byla vyhodnocovana v programu MS Fit

(ProteinProspektor) nebo porovnavana s databaHronh{PeptideMass).

4.5 Pracovni postupy pro CZE

4.5.1 Pokryti kikemenné kapilary polyakrylamidem

Chemikalie:

« TEMED pro GC (Fluka, Buchs, Svycarsko)

« y-methakryloxypropyl-trimethoxysilanu (Fluka, Buclgycarsko)
ethanol pro UV spektroskopii (Penta, Chrudioi)

peroxodisiran draselny (Lachema, Bra®)

akrylamid pro CE (Sigma-Aldrich, Steinheim¢mecko)

Postup:

Kiemenna kapilara o viitim ptiméru 50 pum byla pokryta linearnim
polyakrylamidem pomoci modifikovaného Hjertenovatppu [90].

Vnittni povrch kapilary byl aktivovan proplachnutim ybroztokem NaOH po
dobu 5 hod a nasledrbyla kapilara promyta 30 min redestilovanou vo@d20 min
ethanolem. Poté byl viiiti povrch kapilary silanizovan roztokepamethakryloxypropyl-
trimethoxysilanu v ethanolu o koncentracidml. Silanizace probihalaigs noc a v jejim
pribéhu byl vystupni konec kapilary pofem v ethanolu. Po ukéani silanizace byla
kapilara proplachnuta 20 min ethanolem. Nasiethylo v 25 ml ¢erstw prevaene
redestilované vaodrozpuséno 1,25 g polyakrylamidu a 25 mg peroxodisiraniseélirzgho a
pripraveny roztok byl fefiltrovan ges jednorazovy filtr o velikosti p610,22um. Poté byl
do roztoku pidan TEMED tak, aby jeho koncentrace v roztoku pkiyalmidu byla 1
mg/ul. Pfipraveny roztok byl dkladné promichan pomoci ultramixeru a naslégim byla
pomoci injekni stikac¢ky rychle naplgna pokryvana kapilara. Oba konce kapilary byly po
naplréni pondeny ve zbytku polymeeaiho roztoku, a byly vém ponechéany bez foku
po dobu minimalé 6 hod. Na za&w byl prebyte&ny polyakrylamid z kapilary vyttgen
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pomoci mikr@erpadla pro LC $ nastaveném fitoku 1 pul/ml a nasleda byl pokryta
kapildra promyta po dobu 20 min redestilovanou wodo

4.5.2 Riprava kapilary

Na kapil&e bylo vytvdeno dete&ni okénko opalenim ac@ténim ethanolem.
Kapilara byla vlioZzena do kazety a zkracenaitisiygsnou délku.

Nova nepokryta kapilara byla nejprve kondicionovafAanin i tlaku 10 psi (1 psi
= 6895 Pa) vhodnymi roztoky v tomto fadi: 0,5 M HCI, redestilovana voda, 0,5 M
NaOH, redestilovana voda a 25 mM fosfatovy pufrpHKazdy den fed prvnim ndtenim
byla kapilara promyvana 10 mirfiglaku 10 psi: 0,1 M NaOH, redestilovanou vodou a
piislusSnym pufrem pro separaci. Na konci kazdéhobyhee kapilara opt promyta 10 min
0,1 M NaOH a redestilovanou vodou #$ noc byly konce kapilary pofemé v nadobce
s vodou.

U nové pokryté kapilary polyakrylamidem byla koriditace provedena po dobu
120 min 25 mM fosfatovym pufrem pH 7. Ostatni ppsgtbyly shodné s nepokrytou
kapilarou.

4.5.3 Méreni EOF

EOF byl néfen pomoci thioméoviny o koncentraci 0,1 mg/mlfipvinové délce
230 nm a tepl@t25° C. Efektivni délka kapilary byla 50 cm a celaalélka 60,2 cm.

4.5.3.1 Kovalentni pokryti

Pracovni elektrolyt:
25 mM fosfatovy pufr pH 7 bylipraven ze zasobniho roztoku N&D,:2H,0 a
NaoHPO,-2H,0. Hipraveny pufr byl pefiltrovan ges jednorazovy 0,4%m filtr.

Postup:

M¢éteni EOF bylo provedeno v nepokryté a polyakrylammdmokryté kapilée i
10 kV. V nepokryté kapii@ byl marker nadavkovan pod tlakem 0,5 psi po dobu

V pokryté kapilde bylo gedpokladano potteni EOF, a tak k jeho &eni byla
pouzita metoda podle [91], jejiz princip je ukazAa obrazku 4.5. Pémi kapilary
elektrolytem bylo g podminkdch 0,5 psi 60 s a nadavkovani marker0p psi 5 s.
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Separace probihalafipnapsti 10 kV po dobu 1 min. Posutieth zén nadavkovaného
markeru byl uskutaén pomoci tlaku o hodn®0,7 psi.

deteldor
N nadavkovani
A I neutrilniho markemm
T posun markein
B I v kapilare

nadavkovani
neutrilniho markem

!
—_—

i':i posun markern
D v kapilare
Ml MWE
E ® (= separace
_> .
ECF
11 nadivkovaini
F I:[:I neutralmiho markern
H B | pohiyb tlakem k
G I I——l detektoru

Obrazek 4.5 Princip metody pro rychlé stanoveni EOF podle][91

4.5.3.2 Dynamické pokryti

Pracovni elektrolyt:

20 mM fosfatovy pufr pH 2,5 bylijpraven rozpugnim 156 mg NakPO,-2H,0
v dostaténém objemu. Pomoci 4 M3RQ, bylo pH upraveno na hodnotu 2,5 a roztok byl
doplrin na objem 50 ml redestilovanou vodou. Pufr bylled® prefiltrovan ges

jednorazovy 0,4mm filtr.

20 mM fosfatovy pufr pH 2,5 sfglavkem 0,05 % HPMC a 6 M rsoviny byl
piipraven rozpughim 156 mg NakPO,-2H,0 a 25 mg HPMC ve 37,5 ml 8 M iaviny.
Pomoci 4 M HPO, bylo pH upraveno na hodnotu 2,5 a roztok byl déplna objem 50 ml
redestilovanou vodou. Pufr byl naslédiefiltrovan ges jednorazovy 0,4m filtr.

56



Postup:

Analyza elektroneutralniho markeru byla provedefianppiti 20 kV. Ri pouZiti
20 mM fosfatového pufru pH 2,5 byl marker nadavkovdod tlakem 0,5 psi 5 s.
U elektrolytu s HPMC a mmvinou byla opt z divodu potl&eni EOF pouzita metoda
rychlého stanoveni EOF podle [91], kde podminkyybghsledujici: plani kapilary
elektrolytem 0,5 psi 70 s, nadavkovani markeiiuOgb psi 5 s a separacé R0 kV po
dobu 0,5 min. Posuriech zén nadavkovaného markeru byl uskuoite pomoci tlaku o
hodnot 0,7 psi.

4.5.4 Separace standardniho roztoka-kaseinu

Redukéni pufr:
Jako redu&ni pufr byl pouzit 0,25 M Tris sitfdavkem 10 mM DTT a 6 M
mocoviny, jehoZz pH bylo upraveno na hodnotu 8jikagpavanim koncentrované HCI.

Tento pufr byl poté pouzit praiqpravu standardniho roztokiCN podle [92].

Priprava standardniho roztoku:

Standarda-CN byl rozpustn ve Zed®ném reduknim pufru s vodou v poénu
1: 1. Red analyzou byl standardni roztok inkubovan 1 hoginlaboratorni teplat a poté
piefiltrovan gres jednorazovy 0,4fm filtr [92].

Pro pedk®Zzné separace byl pouzit standardni roztok o koreen6 mg/ml. B
analyzach s klesajicimi koncentracemi standardnibptoku byla jako dostajici

koncentrace zvolena 3 mg/ml.

Pracovni elektrolyt:
20 mM fosfatovy pufr pH 2,5 stfiglavkem 0,05 % HPMC a 6 M raviny

Postup:

Standardni roztoka-CN byl davkovan pod tlakem 0,5 psi po dobu 5 i$.jého
separaci bylo pouzito na 20 kV a byla zvolena detekcé& g14 nm.

Mezi kazdou separaci bylo nastaveno promyvani 30yiirM NaOH, HO a 5 min

pracovnim elektrolytem.
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4.5.5 Separace modifikovanych vzonk a-kaseinu

a-CN byl S&pen trypsinem imobilizovanym na SiMAG-COO#asticich, dale
defosforylovdn ALP solubilni i imobilizovanou na MBAG-NH, ¢asticich, obohacen
pouzitim TiQ pomocikomegniho kitu SpinTips a ve vsadkovém usjmbéani.

Pripravené roztoky modifikovanych vzarkbyly separovany stejnym postupem

jako standardni roztok-CN wetné pouzitého pracovniho elektrolytu (viz kapitola.4)5
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 innost kovalentniho pokryti

Pri separaci proteiin CZE nesmi byt opomenuta jejich snadna adsorpoaitiani
stnu kapilary. Z tohoto @wvodu se povrch kapilary pokryva chemicky nebo dyicagn
Pro separaci vybraného fosfoproteintlCN bylo nejprve zvoleno kovalentni pokryti
kapilary polyakrylamidem.

Dulezitym krokem pi separaci proteiinje ukeni velikosti EOF. K jeho stanoveni
se pouziva elektroneutralni latka, ktera méa steyyohlost jako EOF. # vSech separacich
byla jako marker EOF pouZita thiokavina.

Po zngteni migr&niho ¢asu thiomeoviny v pokryté a nepokryté kapi byla
vypoétena mobilita elektroosmotického toku z nasledaficiztal:
pro nepokrytou kapilaru byl pouzit vztah 2.8
pro pokrytou kapilaru byly pouzity upravené vztdy]:

l
Vm = dfinj (41)
tN3 -
leor = (tng - tnz) — (tn, = tn,) " Vm 4.2
leof-l
UHeor = ﬁ (4.3)

kde v,, je rychlost migrace, kterou se pohybuji jednotla@y markeru (n np, ng), t‘zﬂ
vyjadiuje korekci pohybu posledni zony neutralniho markeg , t,,, t,, jsou migr&ni
casy jednotlivych z6én markerlyos je vzdalenost, kterou urazi zony neutralnino marker

béhem elektroforézy.

Tabulka 5.1 —Stanoveni EOF na nepokryté kapda

1. méreni 2. méreni 3. méreni 4. méreni 5. méreni

teof (MiN) 11,975 11,985 12,142 12,187 12,354

Heof (M>VIs?) | 4,18910° | 4,18610° | 4,13210° | 4,11610° | 4,06:10°

fleof = 4,12910° m?Vv's?
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Tabulka 5.2 —Stanoveni EOF na pokryté kap#apodle [91]

1. méreni 2. méreni 3. méreni 4. méreni 5. méreni
t,, (Min) 8,648 8,800 8,589 8,379 8,496
tp, (Min) 9,781 9,942 9,737 9,533 9,621
tp, (Min) 11,358 11,517 11,331 11,146 11,200
vm (Ms?) 7,31010" | 7,21010* | 7,32810° | 7,44910* | 7,41310"
leor (M) 1,94710% | 1,87310% | 1,96:10% | 2,05310° | 2,01910?
Heof (M>V7s?) | 1,95410° | 1,87910° | 1,96710° | 2,05810° | 2,02610°

fleof = 1,977108 m?Vv's?

Porovnanim hodnofieor vV Nnepokryté a pokryté kapi@d byla vypétena @innost
kovalentniho pokryti 52,12 %. Vyhodnocenéiniost pokryti byla pro dalSi planované

separace nedosigici, a proto bylo pstoupeno k dynamickému pokryti povrchu kapilary.

5.2 Winnost dynamického pokryti

Na zaklad studia dostupné literatury zg&alem vyl&ru pracovniho elektrolytu pro
dynamické pokryti pro elektroforetickou separaciséiai byly zjiSttny nésledujici
podminky sloZeni pracovniho elektrolytu [84 - 82, 93]:

a) volba pH v kyseléem prasdi ( nefasgji pH 2-3) - @i nizkém pH je vniini povrch
nepokryté kemenné kapilary sl@bdisociovan a kladh nabité proteiny nemohou byt
piitAhovany k povrchu shy kapilary

b) pritomnost 6 - 8 M mé&oviny k udrZzeni rozvolkinych micel kaseinudnem separace

c) polymerni aditivum 0,05 % HPMC k pokryti vimtho povrchu kapilary.

Jako vysledny pracovni elektrolyt pro dynamické rptikpri separaci standardniho
roztokuo-CN byl vybran 20 mM fosfatovy pufr s 0,05 % HPM® & maiovinou podle
[92].

K vypoctu velikosti EOF v samotném fosfatovém pufru byupiv vztah 2.8 a pro
fosfatovy pufr s 0,05 % HPMC a 6M ravinou byl pouZzit vztah 4.3.
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Tabulka 5.3— Stanoveni EOF ve 20 mM fosfatovém pufru na nefiokapilae

1. méreni 2. méreni 3. méreni 4. méreni 5. méreni

teor (MIN) 29,346 29,315 29,479 29,842 30,087

eof (M*V7sh) | 8,54710° | 8,55610° | 8,50910° | 8,40510° | 8,33710°

fleof = 8,47210° m%Vvis?

Tabulka 5.4 —Stanoveni EOF ve 20 mM fosfatovém pufru s 0,0979dE€la 6 M mdovinou na nepokryté
kapilae podle [91]

1. méireni 2. néieni 3. néieni 4, néreni 5. néfeni
t,, (Min) 22,508 22,633 23,054 22,704 22,895
tp, (Min) 23,646 23,788 24,063 23,842 23,998
tp, (Min) 24,800 24,954 25,077 24,990 25,115
vm (M-s?) 3,35510" | 3,33410" | 3,31810* | 3,32910° | 3,31310"
leot (M) 3,22010° | 2,20010* | 9,95310° | 1,99710% | 2,78310"
Beof (M>Vis?) | 1,61610%° | 1,10410%¢ | 4,99310" | 1,00210% | 1,39610™

fleor = 1,12310%m%Vv st

Porovnanimiess v obou elektrolytech byla zj&ta &innost dynamického pokryti
98,67 %. Proto bylo ustoupeno od kovalentniho podmy kapilary, které bylo gvodns
naplanovano, dynamické pokryti je navic i fhéasow narane.

Ve 20 mM fosfatovém pufru s 0,05 % HPMC a 6M doanou tedy dochazi
k dostaténému potldeni EOF, a proto byl tento pracovni elektrolyt dfleuzivan
k separacimu-CN, peptidi S€penéhoa-CN, fosfopeptid a defosforylovanych peptid
a-CN.

Na obrazku 5.1 je ukdzan elektroforegram analy@gnioioviny pri rychlém
stanoveni EOF v dynamickém pokryti podle [91]. Zaeni i rozdilenych piki swdci o
dolre nastavenych experimentalnich podminkach &shugnych migrénich cadi pika

ny,Ne a npthiomatovinybyla vypaitena velikost EOF.
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Obrazek 5.1Elektroforegram CZE-UV thiondoviny pi stanoveni EOF podle[91],.nn,, ngjsou piky 1.,
2. a 3. nastku thiomaoviny

5.3 Separace standardniho roztokw-kaseinu

Pri separaci bovinniha-CN na CZE byly identifikovanyit piky podle dostupné
literatury jako a-S,-CN, a-S;-CN a a-S-CN (viz obrazek 5.2). Jsou znamy dva
fosforylované stavy-S;-CN: a-S;-8P aa-$-9P, ktery je oznsovan jakoa-So-CN. a-Sp-
CN navic obsahuje cystein &Zn¢ se vyskytuje jako disulfidicky vazany dimer [8(,8
92 - 95].

Na obrazku 5.2 je zobrazen elektroforegram sepasta®lardniho roztoku-CN.
Zaznamenané piky-CN jsou dobe identifikovatelné, ale nejsou uplnozdlené, protoze
pro dalSi postupy to nebylo nezbytnutné. Pro Uplné rozteéni vSech pik by bylo nutné

zvolit delSi sepakmi kapilaru.
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Obrazek 5.2 Elektroforegram CZE-UV standardniho roztal€N o koncentraci 3 mg/mi

5.4 Stanoveni proteolytické aktivity imobilizovanélo trypsinu

Ke Sepeni a-CN byl zvolen specificky enzym trypsin épici proteiny na
karboxylovém konci lysinu a argininu, jestlize p@m nenésleduje prolin. Trypsin byl
imobilizovan na SIMAG-COOH magnetickycliasticich (viz kapitola 4.4.1). Byly
imobilizovany dva druhy trypsinu: trypsin TPCK (836 U/mg) a trypsin (8 300 U/mg).
Po imobilizaci obou enzyinbylo nutné stanovit jejich aktivitu.

Aktivita imobilizovanych enzyma trypsin TPCK a trypsin byla stanovena pomoci
nizkomolekularniho chromogenniho substratu BAPN& @apitola 4.4.2). Nejprve byla
piipravena kalibréni fada enzymu trypsin TPCK a trypsin v rozmezi korreamtl — 15
ug/100 ul (viz tabulka 4.1). V kazdém kalib¥aim roztoku a vzorku s imobilizovanym
enzymem byla stanovena aktivita enzymu. Pro sestrdqalibr&ni kiivky byly pouzity
hodnoty absorbance;$s po od€teni hodnot absorbance slepého vzorku.

Pro lepsi prolozeni kalibéai zavislosti byly odstraimy odlehlé body. Z kalibtani
kiivky trypsinu TPCK (viz graf 5.1) byl odstrém bod odpovidajici koncentraci enzymu 7
a 15ug/100 pul. U kalibraéni kiivky trypsinu (viz graf 5.2) byl odstr&n bod nalezici
koncentraci enzymu 15g/100pl.
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Kalibra éni kiivka trypsinu TPCK

absorbance (Ags)

y =0,1482x + 0,07z
R2=0,99

q
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Graf 5.1 —Kalibracni kfivka proteolytické aktivity trypsinu TPC

Kalibra ¢ni kiivka trypsinu

absorbance(A ;9

y = 0,109x- 0,0547
Rz = 0,9951
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Graf 5.2 — Kalibracni kfivka proteolytické aktivity trypsinu

Z vyhodnocenychrovnic linearni regrese bylo vyp®no mnozstvi enzymu
navazaného naasticich. Na 3 mg c¢astic, které bylo pouzito iknobilizaci kazdého
enzymu,bylo navdzano 72,ug trypsinu TPCK a 120,08g trypsinu.Z téchto vysledk je
patrné, Ze trypsin se navazal o 65 % vice nezin TPCK. Vzhledem pivodnimu
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mnozstvi pidaného enzymu &asticim pro imobilizaci, tj. 9 mg,éinnost navazani byla
velmi nizka, u trypsinu TPCK se navézalo 0,8 % &ypsinu 1,33 %. | fes nizkou
acinnost imobilizace bylo toto mnozstvi enzymu doésjiei pro S¢peni 3 mga-CN (viz
kapitola 4.4.3).

5.5 Separace $penéhoa-kaseinu imobilizovanym trypsinem

Bovinni a-CN se vyskytuje ve dvou variantachS, aa-S,. Tyto dw formy se od
sebe |iSi aminokyselinovou sekvenci a urovni fodéme. Pomoci proteomického serveru
EXPASYy, jehoZ satasti je program PeptideMass, Ize ziskat teorepejtidoveé fragmenty
a-S$;-CN (214 AA) aa-S-CN (222 AA) po Stpeni trypsinem zaipdem vybranych
podminek (viz tabulka 5.5) [96].

Elektroforegram CZE-UV 8penéhoa-CN (viz obrazek 5.3) ukazuje na velké
mnozstvi pitomnych peptid, které byly @éekavany po ziskani teoretickych fragment
pomoci programu PeptideMass.

0,004 -
~
-
<
(]
(&)
C
@

£ 0,002
o
[72)
o]
©

0 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80
migraéni ¢as (min)

Obrazek 5.3 Elektroforegram CZE-UV &enéha-CN trypsinem imobilizovanym na SIMAG-COOH
casticich (3 manl)
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Pro zjiS&ni opakovatelnosti byl vzorek &tenéhoo-CN separovan na CZE-UV
tiikrat po sol s promyvanim mezi jednotlivymi analyzami a ve rséepj pracovnim
elektrolytu bez vyrmdny. VSechny ii zaznamy jsou zobrazeny na souhrnném
elektroforeogramu (viz obrazek 5.4), kde pro vhodoérazeni k jejich porovnani byla

u elektroforeogramui. 2 a 3. hodnota absorbance zvySena o 0,005. Jednséparace
se daji povaZovat za shodné.

/J‘LAMMMW

1.
0,003 -

absorbance (A;,)
o o
o o
o o
al ~

0,001 -
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migra¢ni ¢as (min)

Obrazek 5.4 Elektroforegramy CZE-UV &enéha:-CN trypsinem imobilizovanym na SIMAG-COOH
casticich veftech opakovéanich po séb
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Tabulka 5.5 -Prehled teoretickych fragmehtznikajicich pi Stépenia-CN trypsinem (program
PeptideMass, missed cleavages (MC): 1, alkylaceiryisiodacetamidem, monoizotopické hmoty [M+H]
peptidy > 500 Da) [96]

0-S;-CN (M = 24,529 kDa) ‘

¢. peptidova sekvence MC| [M+H] fosforylace
1 EPMIGVNQELAYFYPELFRQFYQLDAYPSGAW 1 7013.29
YYVPLGTQ YTDAPSFSDIPNPIGSENSE K
> QFYQLDAYPSGAWYYVPLGT QYTDAPSFS 1 5445.52
DIPNPIGSENS EKTTMPLW
3 | QFYQLDAYPSGAWYYVPLGT QYTDAPSFSDIPNPIGSENSEH 0 4718
4069.82
4 DIGSESTEDQAMEDIKQMEA ESISSSEEIVPNSVEQK 1 (4629.58) 61, 63, 79, 81,82, 83, 90
5 EGIHAQQKEPMIGVNQELAY FYPELFR 1 3207.59
6 HQGLPQEVLNENLLRFFVAP FPEVFGK 1 3125.66
2827.38
7 QMEAESISSSEEIVPNSVEQ KHIQK 1 (3227.21) 79, 81, 82, 83, 90
2438.12
8 VNELSKDIGSESTEDQAMED IK 1 (2678.02) 56, 61, 63
2321.08
9 QMEAESISSSEEIVPNSVEQ K 0 (2720.91) 79, 81, 82,83, 90
10 EPMIGVNQELAYFYPELFR 0 2316.14
11 HPIKHQGLPQEVLNENLLR 1 223523
2177.13
12 VPQLEIVPNSAEERLHSMK 1 (2257.10) 130
13 EDVPSERYLGYLEQLLR 1 2080.07
1871.99
14 YKVPQLEIVPNSAEER 1 (1951.95) 130
1767.76
15 DIGSESTEDQAMEDIK 0 (1927.69) 61, 63
16 HQGLPQEVLNENLLR 0 1759.94
17 FFVAPFPEVFGKEK 1 1641.86
1580.82
18 VPQLEIVPNSAEER 0 (1660.79) 130
19 YLGYLEQLLRLK 1 1508.88
20 LHSMKEGIHAQQK 1 1506.78
21 FFVAPFPEVFGK 0 1384.73
22 HIQKEDVPSER 1 1337.68
23 YLGYLEQLLR 0 1267.70
946.52
24 EKVNELSK 1 (1026.49) 56
25 EGIHAQQK 0 910.47
26 RPKHPIK 1 875.55
27 EDVPSER 0 831.38
28 TTMPLW 0 748.37
689.38
29 VNELSK 0 (760.35) 56
30 LHSMK 0 615.33
31 HIQK 0 52531

a-S,-CN (M = 26,019 kDa)

¢. peptidova sekvence MC| [M+H] fosforylace
32 ALNEINQFYQKFPQYLQYLY QGPIVLNPWDQVK 1 4058.08
3359.51
33 NANEEEYSIGSSSEESAEVA TEEVKITVDDK 1 (3679.38) 71, 72,7376
3171.44
34 EVVRNANEEEYSIGSSSEES AEVATEEVK 1 (3491.31) 71, 72,7376
35 FPQYLQYLYQGPIVLNPWDQ VKR 1 2865.51
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¢ peptidova sekvence MC| [M+H] fosforylace

36 FPQYLQYLYQGPIVLNPWDQ VK 0 2709.41
2688.16

NANEEEYSI EESAEVA TEEVK

3 SIGSSSEES O | (3008.02) 71,72,73,76
2684.24

38 NTMEHVSSSEESIISQETYK QEK 1 (3004.10) 23 242531
2428.23

39 NAVPITPTLNREQLSTSEEN SK 1 (2588 16) 144 146
2427.13

40 KNTMEHVSSSEESIISQETY K 1 (2746.99) 23, 24.25.31
2299.04

41 NTMEHVSSSEESIISQETYK 0 (2618.90) 23 242531

42 TVYQHQKAMKPWIQPK 1983.06

43 HYQKALNEINQFYQK 1923.97
1899.87

NMAINPSKENLCSTFCK 1

44 s esTrRe (1979.84) 46

45 FALPQYLKTVYQHQK 1 1864.01

46 ENLCSTFCKEVVR 1 1527.73
1514.74

KTVDMESTEVFTK 1

7 S (1594.71) 158
1514.74

48 TVDMESTEVFTKK (1504.70) 158

49 YQKFALPQYLK 1 1398.78
1386.65

TVDMESTEVFTK

o0 s 0 (1466.61) 158
1379.66

51 EQLSTSEENSKK 1 (1539.50) 144 146

52 ALNEINQFYQK 0 1367.69

53 RNAVPITPTLNR 1 1351.78

54 AMKPWIQPKTK 1 1327.75
1259.64

55 QEKNMAINPSK 1 (1339.61) 46
125157

56 EQLSTSEENSK 0 (1411.50) 144 146

57 ITVDDKHYQK 1 1246.64

58 NAVPITPTLNR 0 1195.68

59 AMKPWIQPK 0 1098.61

60 ENLCSTFCK 0 1044.45

61 VIPYVRYL 1 1022.60

62 LTEEEKNR 1 1018.52

63 FALPQYLK 0 979.56

64 TKLTEEEK 1 977.51

65 TKVIPYVR 1 975.59

66 ISQRYQK 1 92251

67 NRLNFLK 1 904.54

68 TVYQHQK 0 903.47
874.44

NMAINPSK

69 S 0 (954.41) 46

70 LNFLKK 1 762.49

71 LTEEEK 0 748.37

72 VIPYVR 0 746.46

73 ITVDDK 0 690.37

74 LNFLK 0 634.39

75 KISQR 1 631.39

76 HYQK 0 575.29

77 ISQR 0 503.29

78 EVVR 0 502.29
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Pro owteni (&innosti proteolytického 8peni byla zvolena metoda Tricin-SDS-
PAGE (viz kapitola 4.4.4) a MALDI-TOF-MS ( viz kapia 4.4.11).

Separace na Tricin-SDS-PAGE byly provedeny v gelecrelikosti péa 5 - 20
kDa, 1 - 70 kDa a 5 - 100 kDa. Proéteni (Einnosti S¢penia-CN byl nejvhodsjsi gel o
porozig€ 5 — 100 kDa (viz obrazek 5.5). PouZityCN byl ocistott > 70 %. Prouzek, ktery
byl zvolen jako odpovidajici a-CN, byl vybran na zaklad molekulové hmotnosti a
intenzity. Denzitometrickym vyhodnocenim bylo Zji$h, Ze dinnost Stpeni byla vysSi
jak 99 % (viz tabulka 5.6).

Obrazek 5.5 - Owreni &innosti Sépenia- kaseinu trypsinem imobilizovanym na SiMAG-CO&idticich
metodou Tricin-SDS-PAGE: gel o velikosti #45 - 100 kDa, vzorky'edné 1:2, barveni dugnanem
stiibrnym, pozice:1- proteinovy marker (10 - 250 kBaj), 2 - pivodnia-CN (3u4g), 3 - S¢penya-CN (20
19), 4 - Sépenya-CN (15u9), 5 - polypeptidovy marker (1,3 - 26,6 kDaylp

Tabulka 5.6 -Denzitometrické vyhodnocenfiinosti S¢penia-CN imobilizovanym trypsinem na
SIMAG-COOHdésticich

a-kasein | mnozstvi| plocha % % SEpeni
nestpeny 3ug 33365,933 100
Sttpeny 20 ug 1609,1183 0,72 99,28
Stpeny 15ug 643,870 0,39 99,61
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Vyhodnocenim MALDI-TOF-MS spektra &enéhoo-CN (viz obrazek 5.6) bylo
uréeno 9 peptid pochazejicich za-CN, z toho bylo 5 fosfopeptid | zde bylo potvrzeno

aspesné &penio-CN imobilizovanym trypsinem.

4700 Reflector Spec #1 MC[BP = 971.5, 5047]

071.5082

1004 . . 5046.6
nefosforylované peptidy

909 fosforylované peptidy

824.4395

1267 FUEE >
{1759.9166)

804

709

11996198
384 7310

60

% Intensity

504

40

304

204

831.3867

[ 666 3788
[ 905.4797

1052 5415

{1075 4783

104

=707 544404.6482
-

1153 5844

oo o 505 5956
1237 6481
[ 2010.9186
2050.001 0
04,9082

(2163.9238
2317.0628
2403.1052

- 979.5593

Bods 4538
E1020.5667

=
=1
@
o

1819.6

&
~
=
=1
&
=

0
799.0 2500.0

Mass (m/z)

Obrazek 5.6 MALDI-TOF-MS spektrunu-CN Stpeného trypsinem imobilizovanym na SIMAG-COOH
casticich, zobrazeny rozsah m/z 800-2500 (matrid8 B 1,7 % HPO,, reflektronovy méd, rozsah
800 - 4000)

5.6 Stanoveni aktivity imobilizované alkalické fositazy

Pro defosforylaci vzorku &enéhoa-CN byla vybrana ALP, ktera byla néjde
imobilizovana na SIMAG-NKH magnetickych¢asticich (viz kapitola 4.4.5). Aktivita
imobilizované ALP byla stanovena pomoci substr&liiPP. Byla pipravenarada roztok
ALP v rozmezi 0,5 - 3 U enzymu o objemu 50Qviz tabulka 4.3), z&hto gipravenych
roztoki bylo odebrano do reakce 100 kalibratni kiivka pro stanoveni aktivity ALP byla
tedy v rozmezi 0,1 - 0.6 U. V kazdém kalimém roztoku a vzorku s imobilizovanym
enzymem byla stanovena aktivita enzymu (viz kapit$l4.6). Pro sestrojeni kalilsrd
kiivky byly pouzity hodnoty absorbance;f po odeéteni hodnot absorbance slepého
vzorku.

Pro lepSi prolozeni kalibéai zavislosti byl z kalibréni kiivky ALP (viz graf 5.3)
odstragn bod odpovidajici 0,6 U enzymu. Z vyhodnocené iae/finearni regrese bylo
vypoéteno, Ze na 1 mgastic bylo imobilizovano 5,36 U enzymu ALP, coZ odjga
0,77 %. | tato nizkadinnost imobilizace ALP byla dostajici pro naslednou defosforylaci

vzorku.
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Kalibra éni kiivka ALP
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Graf 5.3 -Kalibracni kiivka aktivity ALP

5.7 Separacalefosforylovanych peptidi a-kaseinu

Defosforylace peptiil neboli odpojeni fosfatové skupiny vede keénijejich
ndboje a molekulové hmotnosti, coz mé& za nasledeknu jejich elektroforetické
pohyblivosti. Velikost zmény molekulové hmotnosti zéki na potu navazanycl
fosfatovych skupin, které mohou byt nasléddefosforylovany. Na zakl&dtohoto
predpokladu se @kavala zmina migr&nich ¢asi jednotlivych peptid a posunu jejicl
pozice v zaznamu CZE.

Pri vSech separacic na CZE-UV byla snaha o daovani @ivodni koncentrac
vzorku 3 mg/ml. Bkud kthem dalSiho krokuifpravyvzorku doslo knaredeni, vzorek byl

zakoncentrovan na vychozi obj

5.7.1 Defosforylace pomoci imobilizovanalkalické fosfataz

Pro zjiSéni zmen, které byly ¢ekavany ' disledku defosforylace iftomnych
fosfopeptidi, byl dektroforecogram Stpenéhoa-CN po defosforylac (viz obrazek 5.7)

porovnan se zaznamesttpenéhca-CN.
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Obrazek 5.7 Elektroforegram CZE-UV &benéhax-CN po defosforylaci ALP imobilizovanou na
SIMAG-NH ¢ésticich (3 mg/ml)
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Obrazek 5.8 Porovnani dvou zdznahCZE-UV, A- elektroforegram &tenéhax-CN po defosforylaci ALP
imobilizovanou na SIMAG-NHasticich, B- elektroforegram &tenéhax-CN trypsinem imobilizovanym na
SIMAG-COOHd4sticich.
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Pfi porovnani obou z&znam(viz obrdzek 5.8) bylo zji8ho, Ze u analyzy
defosforylovanych peptid a-CN pomoci imobilizované ALP doSlo k mirnému posunu
celého zaznamu gase, snizeni intenzity absorbance a&kterych piki byly pozorovany
odliSnosti. Kéasovému posunu zaznamu peptichohlo dojit na zaklad malé znegny
velikosti EOF. Intenzita absorbance mohla byt smzev disledku n#&edni vzorku
Sttpeného a-CN glycinovym pufrem sifidavkem hoecnatych kationi pro dosazeni
podminek vhodnych pro defosforylaci. Pro lepSi rtaei @i popisu zndn byly liSici se
piky ozn&enécisly od 1 - 7. Na zaznamu A vymizel pik 1 a pikg 3 se objevily nou
Na tomto zaznamu se dale piky 4 a 5 od sebe |golitlp a naopak separace [iilé a 7 se
zhorsila.

Metoda MALDI-TOF-MS byla pouzita k @éeni &innosti defosforylace pomoci
imobilizované ALP v mnozstvi 0,4 U a ke zist, zda nepatrné zmny
v elektroforeogramu opravdu fiplusi defosforylaci nebo jinym vlivn. Spektrum
Sttpeného o-CN po defosforylaci (viz obrdzek 5.9) ukazuje nditgmnost 1
defosforylovaného peptidu a 4 fosfopeptickteré se nepodito defosforylovat, tzn. Ze
defosforylace pomoci imobilizované ALP nebyla dosta (cinna. Zneny, které byly
pozorovany na elektroforeogramu CZE-UV nebylytslddku defosforylace, ale nejspis
v disledku nadbyt&né gitomnosti ionti, které mohli pozrnit vysledny zaznam analyzy.
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Obrazek 5.9 MALDI-TOF-MS spektrum &enéhax-CN po defosforylaci ALP imobilizovanou na SIMAG-
NH, ¢asticich, zobrazeny rozsah m/z 800-2500 ( matrid8 B 1,7 % HPO,, reflektronovy maod, #iteny
rozsah m/z 800-4000)
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5.7.2 Defosforylace pomoci solubilni alkalické foatazy

V dusledku neusfEné defosforylace pomoci imobilizované ALP byla plaSi
defosforylaci zvolena solubilni ALP v mnoZstvi 2 iz kapitola 4.4.7). Vzorek
defosforylovanych peptidpo zakoncentrovani na vychozi objem byl analyzd@Zg-UV

(viz obrazek 5.10), kde intenzita fiibyla zn&né potlatena a zakladni linie ma klesajici

charakter.
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Obrazek 5.10 Elektroforegram CZE-UV &enéhax-CN po defosforylaci solubilni ALP
(3 mg/ml)

Pfi ovéreni na MALDI-TOF-MS (viz obrazek 5.11) bylo zpgb, ze kromn
defosforylace praothla i nezaddouci deamidace. V MALDI-TOF-MS spektgiybvybrany
3 piky (1268,6875; 1763,8571; 2318,0422), na ktepyokehla deamidace. Pik 1268,6875
ve spektru ma hodnotu m/z vySSi o 1 nez je jeheteia hmota (1267,7045 - viz tabulka
5.5, peptidovy fragment. 23), to ukazuje na deamidaci 1 AA, a to glutam{iMi =
128,0585) za vzniku glutamové kyseliny (M = 129 942Pik 1763,8571 ve spektru ma
hodnotu m/z vysSSi o 4 nez jeho teoretickd hmotb419449 - viz tabulka 5.5, peptid
¢. 16), vtomto pipact tedy prokhla deamidace celkem 4 AA - dvou glutafnia dvou
asparagifi. Glutamin se off deamidoval na kyselinu glutamovou a deamidacaragjnu
(M = 114,0429) prokhla za vzniku kyseliny asparagove (M = 115,026B)k 2318,0422
ve spektru se liSi oproti teoretické hrat 2 (2316,1369 - viz tabulka 5.5, peptid10),

zde prokhla deamidace jednoho glutaminu a jednoho asparaB@amidace peptidovych
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fragmentt miZze poukazovat na vedlejSi aktivitu ALP, kteraizm vznikat v dsledku
nadnérného mnozstvi enzymuiganého do reakce nebo delSi doby defosforylace.
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Obrazek 5.11 MALDI-TOF-MS spektrum &enéhax-CN po defosforylaci solubilni ALP, zobrazeny rdzsa
m/z 800-2500 (matrice DHB s 1,7 %R0D,, reflektronovy méd,difeny rozsah m/z 800-4000)

5.8 Separace obohaceného vzorkuégienéhoa-kaseinu

Pro zjednoduSeni zaznamu na CZE bylo pouzito olmthana TiQ pomoci
komegkni kitu SpinTips (viz kapitola 4.4.8) a ve vsadkovéispdadani (viz kapitola
4.4.9).

Vzorek obohaceny fosfopeptidy pomoci kotmeho kitu SpinTips byl analyzovan
na CZE-UV v koncentraci odpovidajici 3 mg/ml, kaéenzita pik byla velmi slaba. Po
zakoncentrovani bylatedpokladana koncentrace 10 mg/ml a intenzitai gik byla
dosta&ujici (viz obrazek 5.12). U pik zobrazenych na elektroforeogramu je
piedpokladano, Ze odpovidajfifmmnym fosfopeptidm a-CN. Jedna se o dva piky, které
maji dostaténou intenzitu absorbance a dal& pika, u nichZ je intenzita absorbance
slabsi a da se@dpokladat jejich nizSi obsah ve vzorku.

CZE-UV analyza vzorku obohaceného fosfopeptidy pamdiO, castic ve
vsadkovém uspg@déani byla neltsgna, a to i po zakoncentrovani (viz obrazek 5.13).
elektroforeogramu je zobrazen jeden pik, ktery nemién jako fosfopeptid, ziobodu

nevyhovujiciho pib¢hu zakladni linie. Red i po obohaceni fosfopepiidioSlo k odsoleni
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pomoci SPE kolonky (viz kapitola 4.4.9). Tento krakpasobil ztratu peptidl
(fosfopeptiai) v takovém mnoZzstvi, které bylo pod mezi deteké&-QV.
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Obrazek 5.12 Elektroforegram CZE-UV vzorkuepenéhax-CN obohaceného fosfopeptidy pomoci
komeeniho kitu SpinTips (10 mg/ml)
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Obrazek 5.13 Elektroforegram CZE-UV vzorkuepenéha:-CN obohaceného fosfopeptidy pomoci,TiO
castic ve vsadkovém usg@aani (10 mg/ml)
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5.9 Defosforylace vzork a- kaseinu obohacenych fosfopeptiil a
jejich separace

Po obohaceni fosfopeptidstpenéhoa-CN TiO, obéma zpisoby byly vzorky
defosforylovdny pomoci solubilni ALP. Pro zab¥nnezadouci deamidace byl postup
defosforylace upraven tak, Ze bylo snizeno mnozsihibilniho enzymu z 2 U/500y na
0,2 U/900ug a zarov# byla zkracena doby defosforylace ze 2 hod na 30 mi

Obohaceni vzorku pomoci TiO bylo &inné na zékla#l vyhodnoceni
MALDI-TOF-MS spektra Stpenéhai-CN obohaceného fosfopeptidy na Fi€asticich ve
vsadkovém uspgadani (viz obrazek 5.14), kde je vyZemo 6 fosfopeptill které
pochazeji za-CN. Po defosforylaci tohoto vzorku a vyhodnocenAINDI-TOF-MS
spektra (viz obrazek 5.15) bylo zfigb, ze defosforylace byla Ugma, protoZze hodnota
m/z vSech vyzngenych piki se snizila o 80 Da.

4700 Reflector Spec #1 MC[BP = 1953.0, 4822]
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Obrazek 5.14 MALDI-TOF-MS spektrum &tenéhax-CN obohaceného pomoci Tiéastic ve vsadkovém
uspaadani, zobrazeny rozsah m/z 800-2500( matrice DHB 86 HPO,, reflektronovy mod, éteny
rozsah m/z 800-4000)
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4700 Reflector Spec #1 MC[BP = 1873.1, 2370]
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Obrazek 5.15 MALDI-TOF-MS spektrum obohacenéx@N pomoci TiQcastic ve vsadkovém us@alani
po defosforylaci solubilni ALP, zobrazeny rozsah 800-2500 (matrice DHB s 1,7 %O, , reflektronovy
mad,n@reny rozsah m/z 800-4000)

20002028

204

824.4999
937.0783
1157 5996
1386.7621
17158774
19621251

y 1200 8352
F1754.0027

SE-REI]
-
L

104

"

| pies uspsné pekonani pipravné faze vzorku, tj. potvrzeni defosforylacenpai
MALDI-TOF-MS, zaznamy CZE separaci obou vzbrkpo defosforylaci byly
nevyhovujici.

Elektroforegram CZE-UV vzorku obohaceného fosfomlppomoci komemiho
kitu SpinTips po defosforylaci solubilni ALP je wé&n na obrazku 5.16. Na tomto
elektroforeogramu je zobrazen pouze jeden pik,yktad identifikovan jako ALP na
zaklad srovnani se zaznamem slepého pokusu za stejnycmipek jako p
defosforylaci tohoto vzorku. Zaznam CZE-UV vzonkauze po obohaceni fosfoperpitid
ukazoval na dale vybrané podminky separace CZE a po defosforigcpiedpokladan
posun &chto piki o ukity ¢as v disledku zmény jejich naboje a molekulové hmotnosti. Po
defosforylaci tohoto vzorku doslo nejspiSeixadu gitomnosti solubilni formy enzymu a

iontd k potlateni signalu defosforylovanych peptid
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Obrazek 5.16 Elektroforegram CZE-UV obohaceného vzod«CN TiO, pomoci komeiniho kitu
SpinTips po defosforylaci solubilni ALP

U vzorku obohaceného pomoci TiGastic ve vsadkovém usfamani byla
elektroforeticka separace neés$pa, nejspiSe zigodu odsoleni vzorku. To zakoaiedlo
ke ztratam peptitl piicemz jejich koncentrace klesla pod limit detekcat®byl zaznam
po defosforylaci oft nevyhovujici. Bitom analyzou MALDI-TOF-MS byly fosfopeptidy
v tomto vzorku detekovany a byla potvrzena i jejiiosforylace.
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6 ZAVER

Hlavnim cilem diplomové prace byla optimalizacedminek vhodnych pro
separaci fosfopeptid a peptid pred a po defosforylaci modelového fosfoproteinu
kaseinu pomoci kapilarni zénoveé elektroforézy vaespi s UV detekci.

Pfi analyze proteifa a jejich fragmerit metodou CZE je nutné omezit jejich
adsorpci na vnihi sény kiemenné kapilary. V této praci bylo n#je zvoleno kovalentni
pokryti separéni kapilary polyakrylamidem, jehoZ¢innost byla pouze 52,12 %. Pro
¢asovou narénost gfipravy a nizkou ginnost tohoto pokryti bylo vyzkouSeno dynamické
pokryti, u rthoz byla @innost 98,67 %. Z tohotoastodu bylo ustoupeno od kovalentniho
pokryti a jako vhodny a spolehlivy &gob omezeni adsorpce profeina vnitni s€ny
kapilary bylo zvoleno dynamické pokryti, které byluzito @i vSech CZE separacich.

Pro zjednoduSeni elektroforegramu CZE-UV byly ¥gorStpeného a-CN
obohaceny Ti@ pomoci komemiho kitu SpinTips. Po obohaceni vzorku pomoci
komegkniho kitu SpinTips bylo docileno dobré separace,z cbylo doloZzeno
elektroforegramem s dostatg/m rozliSenim a intenzitou signalu. U obohacenyzbrki
jsme téz testovali vliv odsoleni vzorku, coz aldleek vyznamné ztrétpeptidi a vysledny
elektroforegram byl nevyhovuijici.

Vzorky Se€peného a-CN byly defosforylovany pomoci imobilizované nebo
solubilni ALP. Ri defosforylaci vzorku imobilizovanou ALP byla sepee na CZE-UV
aspsna. AvsSak v fipact solubilni ALP nebyla separace na CZE-UV reprod@tena a
meieny signal byl v zapornych hodnotach. Domnivamezsanohlo dojit ke kontaminaci
vzorku latkami v roztoku ALP, které negatémovlivnily jak separani podminky, tak i
detekci peptid ve frakcich. Defosforylaci imobilizovanou ALP jsmwyhodnotili jako
metodu vhodnou pro modifikaci pepiidpied CZE-UV analyzou a podminky
defosforylace s naslednou CZE separaci budou mé&stgdimalizovany.

Zawrem lzeftict, Ze se poddo vybrat vhodny pracovni elektrolyt pro dynamické
pokryti a zarové pro analyzu fosfoproteinw-CN, a po jeho $peni i peptid a
fosfopeptidi. V dalSich fazich optimalizace separace fosfopgéptCZE-UV bude
dynamické pokryti finosem pro jeh@asovou nenatmost. Metoda CZE-UV je vhodna
pro ukeni fosforylace u protein Interpretace elektroforeogranje v giitomnosti vSech
peptidh vcetrg hledanych fosfopeptidobtizna a proto dopotujeme jako preanalytické
kroky vloZzit obohaceni fosfopepticha TiG, a kontrolovanou defosforylaci providALP

imobilizovanou na pevnou fazi.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

a-CN
AA

A
ACN
ACP 1
ALP
ATP
BA
BAPNA
CAMP
CTAB
CZE

DAD
DHB
EDC
EMMA

GTP
LIF
LMPTP

MALDI

MES
M
MS
PAGE

PEG
PNPP
pSer

a-kasein
aminokyseliny (z angl. amino acid)

absorbance

acetonitril

kysela fosfataza 1 (z angl. acid phosplatas

alkalicka fosfataza (z angl. alkaline phogpbka)

adenosintrifosfat

benzamidin hydrochlorid hydrét
N-a-benzoyl-D,L-arginin-p-nitroanilid

cyklicky adenosinmonofosfat

cetyltrimethylamonium bromid

kapilarni  zénova  elektroforéza (zangl. capjlla zone
electrophoresis)

detektor s diodovym polem (z angl. diode pmatector)
2,5-dihydroxybenzoova kyselina
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) karbodiimid
elektroforeticky ~ zprogedkovana  mikroanalyza (z  angl.
electrophoretically mediated microanalysis)

guanosintrifosfat

laser indukovana fluorescence

nizkomolekularni proteintyrosinfosfataza

(z angl. low-molecular-weight protein tyrosine ppbatase)
desropce a ionizace laserem zmsti matrice (z angl. matrix-assisted
laser desorption/ionization)

2-(N-Morfolin-4-yl)ethansulfonova kyselina

relativni molekulova hmotnost

hmotnostni spektrometrie (z angl. mass spectxy)

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (z angl. yaarylamide gel
electrophoresis)

polyethylenglykol

p-nitrofenylfosfat

fosfoserin (z angl. phosphoserine)
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psi
PTB

pThr
PTK
PTM
PTP
pTyr
SDS
SPE
Sulfo-NHS
TEMED
TFA
TOF
TPCK

Tris

libra natvereni palec (z angl. pound per square inch)
fosfotyrosin-vazajici doména (z angl. phospiastine-binding
domain)

fosfothreonin (z angl. phosphothreonine)
fosfotyrosinkinaza (z angl.phosphotyrosinegsie)
postranskani modifikace

fosfotyrosinfosfataza (z angl. phosphotyr@gihosphatase)
fosfotyrosin (z angl. phosphotyrosine)

dodecylsulfat sodny

extrakce pevnou fazi (z angl. solid phasaetkbn)
N-hydroxysulfosuccinimid
N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin

trifluorooctova kyselina

detektor doby letu (z angl. time of flight)
L-1-tosylamido-2-fenylethyl chloromethyl keton
2-Amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol
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