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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva optimalizaci a ovéfenim podminek separace proteind
z biologického materialu. K separaci je vyuzivana nové se rozvijejici technika nazvana
mikropreparativni izoelektricka fokusace.

Teoretickd cCast popisuje obecnou analyzu biologického materialu se zaméfenim
na proteiny, na nichz byla provedena optimalizace systému. Tato Cast diplomové prace
soucCasn¢ blize predstavuje tuto vyvijenou metodu. Dale jsou zde popsany ostatni techniky
vyuzité ke kontrole ti¢innosti mikropreparativni izoelektricka fokusace.

V experimentalni ¢asti jsou popsany jednotlivé kroky optimalizace mikropreparativni
izoelektrické fokusace. Hledani idealniho postupu separace bylo provadéno na samostatnych
standardnich proteinech, nasledné na jejich smési a poté byla optimalizace aplikovana
na realny biologicky vzorek. Uginnost mikropreparativni izoelektrické fokusace byla ovéfena
pomoci metod SDS-PAGE a MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie.

ABSTRACT

The aim of this Master Thesis is the optimization and verification of conditions of separation
of proteins from biological materials. For the separation a developed technique called
micropreparative isoelectric focusing is being used.

The theoretical part describes analytical methods of biological materials with a focus
on proteins which were used for the optimization of the developing system in general. This
part of the Master Thesis also presents this method itself. Furthermore, basic characteristics
of other techniques used to control the efficiency of the micropreparative isoelectric focusing
are introduced.

The experimental part depicts the individual steps of optimization of the micropreparative
isoelectric focusing. The ideal separation procedure was firstly found out on the individual
standard proteins, secondly on their mixture and lastly the optimised procedure was applied
to areal biological sample. The efficiency of the micropreparative isoelectric focusing was
verified by SDS-PAGE and MALDI-TOF mass spectrometry.

KLICOVA SLOVA
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1 UVOD

V soucasnosti se pro analyzu latek v biologickych vzorcich pouzivaji moderni analytické
metody, které jsou vysoce citlivé, ale zpravidla vyzaduji zpracovani vzorku pred vlastni
analyzou. Jedna z moznosti je metoda mikropreparativni izoelektricka fokusace, pred kterou
neni potieba zdlouhavého zpracovani vzorki. Tato metoda umoZziiuje separaci
a zakoncentrovani amfolytl, zejména proteini, odpafovaci diskontinualni izoelektrickou
fokusaci.

Izoelektricka fokusace umoziuje separaci amfoternich latek, jako jsou aminokyseliny,
peptidy nebo proteiny, podle jejich izoelektrického bodu. Pii této metodé se jako nosny
elektrolyt vyuziva smés amfoternich sloucenin. Pisobenim elektrického pole na tuto smés
amfolytd se vytvoii gradient pH, v némz probiha fokusace. Separované latky (amfoterni
molekuly nesouci naboj) v tomto prostfedi migruji tak dlouho, dokud se nedostanou do asti
separacniho prostredni, kde je pH rovno jejich izoelektrickému bodu.

Zakladem nové vyvinutého separacniho média je celuloza, ktera se suspenduje ve vodném
roztoku obsahujici jednoduché pufry, ethylenglykol, glycerol, neionogenni povrchové aktivni
latky a barevné pl markery. Diky barevnym nizkomolekularnim pl markerim pfidavanych
do separacniho celul6zového média lze prubéh separace a odhad pH gradientu sledovat okem.
Analyzovany vzorek rozpustény v roztoku chloridu sodného se nanese do separacniho média
rozprostieného na korytu apoté vlivem vlozeného stejnosmémého napéti mezi dvéma
elektrodami umisténymi na konci koryta dochazi k separaci amfolytd (proteint).

Mikropreparativni izoelektricka fokusace je kompatibilni se Sirokou Skéalou technik, proto
lze ziskané frakce dale analyzovat pomoci ruznych analytickych technik. V této diplomové
praci byla dalsi analyza vzorkd provedena pomoci SDS-PAGE a MALDI-TOF hmotnostni
spektrometrie.

1.1 Cile prace

Cilem této diplomové prace byla optimalizace mikropreparativni izoelektrické fokusace
pro analyzu biologickych vzorkt. Nejprve byl tento separacni systém ovéren na standardnich
proteinech, poté byl optimalizovany systém aplikovan na realny biologicky vzorek, konkrétné
na komercné dostupnych tabletach sinice rodu Spirulina od spolecnosti Iswari Superfood,
s.r.o. U&innost separace mikropreparativni izoelektrické fokusace byla ovéfena pomoci SDS-
PAGE a MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Analyza biologickych vzorku

Biologické vzorky predstavuji komplexni smési latek. Ptikladem biologického materialu
muze byt sinice rodu Spirulina (Obrazek 1). Pro analyzu takovychto materialt se vyuziva cela
fada metod. V soucasnosti se pro analyzu latek v biologickych vzorcich pouzivaji moderni
analytické metody, které jsou vysoce citlivé, ale zpravidla vyzaduji zpracovani vzorku pied
vlastni analyzou. Metody zpracovani vzorku jsou voleny v zavislosti na tom, zda chceme
charakterizovat pouze jednu slozku vzorku (napf. vitamin, protein, sacharid apod.), skupinu
latek, sledovat urcity proces, atd. [1, 2]. Ma-li byt z biologického materialu stanoven
konkrétni analyt, je nezbytné nejen vyuzit vhodné analytické techniky a postupy z hlediska
vhodnosti dosazeni stanovenych cilt [2, 3].

Analyza biologickych vzorka se sklada ze ¢tyt hlavnich kroku:
1. pfiprava vzorku
2. analyza
3. detekce
4. analyza dat.

Ptiprava vzorku je prvotni a velmi dilezitou fazi pii analyze biologickych materialt, ktera
zahrnuje rizné metody, jejichz konkrétni volba zavisi na vychozim vzorku a analyzované
latce. Obecné se priprava vzorku sklada z nékolika krokd, jejichz cilem je pfipravit vzorek
pro vlastni analyzu.

Prvnim krokem je zpravidla izolace latky nebo latek, které maji byt dale analyzovany.
Dalsim krokem je tzv. preci§téni (purifikace) vzorku a pfipadné zakoncentrovani zkoumané
latky. Pii vlastni purifikaci pfipravovaného vzorku se vyuziva né€kolik postupt, jejichz cilem
je odstranéni nezédoucich latek, které by mohly negativné ovliviiovat vysledky analyzy
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zkoumané latky. Volba vhodné purifikaéni metody je zéavisla na fyzikalnich a chemickych
vlastnostech analyzované latky. Kromé pozadované Cistoty by také pii purifikaci méla byt
zachovana biologicka aktivita biologického materialu [3, 5]. U nékterych purifika¢nich metod
muze dojit ke sniZzeni koncentrace zkoumané latky, proto se jako dalsi krok zpravidla provadi
zakoncentrovani dané latky [6].

Hojné vyuzivana izolacni technika je extrakce. Extrakce je separani metoda, kdy prechazi
slozka ze smési latek v kapalné nebo tuhé fazi do jiné kapalné faze [6, 7, 8]. Nekdy je také
nutné provést homogenizaci. Ta spoc¢iva v dukladném rozmélnéni biologického materialu
za piidavku vody nebo jinych vhodnych roztoku jako napft. fyziologického roztoku ¢i pufru
o presné¢ daném pH [6].

Jedny z nejdulezitéjSich biologickych latek jsou proteiny, které jsou podstatou vSech zivych
organismu. Proteiny zaji§t'uji anebo se podileji na spousté vyznamnych funkci a procesech.
Jejich role pii utvareni a fizeni zivota na Zemi je nezastupitelnd, proto jsou cCastym
predmétem vyzkumu [9].

2.2 Proteiny

Proteiny jsou vysokomolekularni pfirodni latky, které vznikaji spojenim sto a vice molekul
riznych aminokyselin peptidickou vazbou. Nazev protein pochazi z feckého protos,
coz znamena prvni, Cesky ndzev bilkovina je odvozen od slova bilek. Pojmy protein
a bilkovina jsou synonymy [9, 10].

2.2.1 Struktura proteinu

Chemicky jsou proteiny polyamidy, jejichz zaklad tvoifi polypeptidové fetézce. Amidové
vazby spojuji aminokyseliny v proteinu pomoci karboxylové skupiny (-COOH) jedné
a aminoskupiny (—NH.,) dalsi aminokyseliny (Obrazek 2). Pokud je takto spojenych dvé
az priblizné sto aminokyselinovych zbytkd, vzniklé slouCeniny nazyvame peptidy, je-li
struktura komplikovanéj§i a v molekule je vice aminokyselin, mluvime o proteinech [11].
Proteiny mohou kromé aminokyselinovych zbytkd obsahovat i jiné latky jako napft. siru,
fosfor nebo jod [12].

V organismech se vyskytuje nékolik set riznych aminokyselin. Z hlediska sloZeni proteinu
je nejdulezitéjSich 20 z nich, které se podileji na jejich stavbé. O téchto aminokyselinach pak
hovotime jako o kodovanych ¢i zakladnich aminokyselinach [11].

Zakladni vlastnosti proteini a struktura jejich molekul jsou utvafeny zejména piitomnymi
druhy aminokyselinovych zbytk, ale i poradim, ve kterém jsou jednotlivé aminokyselinové
zbytky spojovany v polypeptidové fetézce. Svoji roli hraji také vzajemné vztahy
aminokyselinovych zbytkt, které se mohou pii svém prostorovém usporadani navzajem

R—(lsH——COOH
NH,

Obrazek 2: Zakladni vzorec aminokyselin [13]

ovlivriovat [11, 12].



Aby molekula proteinu mohla byt aktivni a vykonavat tak svoji biologickou funkci, musi
zauyjmout urcité prostorové usporadani, které oznacujeme jako nativni konformace. Toto
usporadani odpovida minimu Gibbsovy energie a je urceno nekovalentnimi interakcemi, které
stabilizuji trojrozmérnou strukturu molekuly proteinu [10].

Strukturu proteinu délime na Ctyfi zakladni Grovné — primarni, sekundarni, terciarni

a kvarterni.

e Primarni struktura predstavuje poradi jednotlivych aminokyselin v fetézci proteinu
[10]. Urcyje tedy vlastnosti proteinu a jejich biologickou funkci. Primami struktura
také vytvari zakladni predpoklad pro vznik prostorového usporadani celé
makromolekuly [14].

e Sekundarni struktura vypovida o prostorovém usporadani peptidovych vazeb. Tato
struktura vznika diky moznosti v fetézci vytvorit vodikové mustky mezi vodikem
na dusiku peptidové vazby a kyslikem karbonylu na c¢tvrtém néasledujicim
aminokyselinovém zbytku [10, 14]. Existuji dvé struktury — a-helix (peptidovy fetézec
je stoCeny do pravotoCivé Sroubovice) a B-hieben (struktura skladaného listu se zcela
roztazenym a mirn€ zprohybanym fetézcem) [12, 15].

o Tercidrni struktura urcuje prostorové usporadani vzdalenych cCasti fetézce, tim
celkovy vztah molekuly. Na této struktufe se podili vodikové vazby, iontové vazby,
disulfidické vazby nebo Van der Waalsovy sily [10, 13].

e Kvarterni struktura udava vzijemné usporadani jednotlivych podjednotek
(polypeptidovych fetézcii) bilkovinné molekuly [14].

2.2.2 Denaturace proteinu

Protein v pavodni struktufe je nativni protein, jehoz struktura je malo stabilni, ale naopak
vykazuje vysokou citlivost na zmény v prostfedi [11]. Proteiny jsou Casto vystaveny silné
kolisavym podminkam okolniho prostredi, které poté vedou ke zméné€ jejich vlastnosti [16].
Jednou z pfemén mize byt zména sekundarni a terciarni struktury, ¢imz dochazi k poruseni
slabych vazebnych interakci a rozvinuti proteinu [17]. Této ztraté charakteristické nativni
struktury, kde nedochazi ke zméné chemické stavby proteinu, fikame denaturace [12].
K denaturaci dochazi plsobenim jiz mirnych fyzikalnich vlivli (napf. zvysena teplota,
mechanické a povrchové sily, pronikavé zafeni, ultrazvuk apod.) a chemickych faktort
(extrémy pH, nepolarni rozpoustédla, plisobenim silnych kyselin, mocovina, tenzidy a dalsi).

Rozsahlé konformacni zmény mohou byt bud vratné (reverzibilni), nebo nevratné
(ireverzibilni) [12, 13]. Pfi reverzibilni denaturaci maze po odstranéni denaturacniho prostiedi
(napf. mocoviny) dojit ke spontanni renaturaci proteinu, a tim k obnové jeho pivodni funkce
(Obrazek 3) [11]. Ireverzibilni zména je doprovazena ztratou biologické aktivity daného
proteinu [10, 13].
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Obrazek 3: Denaturace a renaturace proteinu [18]
2.2.3 Rozdéleni proteinu

Proteiny lze rozdélit podle nékolika kritérii, podle chemického slozeni je rozdélujeme
na jednoduché (slozené pouze z aminokyselinovych jednotek) a slozené neboli konjugované
(obsahujici i nebilkovinnou slozku). Slozené proteiny 1ze rozdé€lit na nékolik typu [10, 14]:

e Glykoproteiny — obsahuji kovalentné vazané monosacharidy nebo oligosacharidy

e Fosfoproteiny — obsahuji esterové vazané zbytky kyseliny fosfore¢né

e Metaloproteiny — obsahuji ionty kovi

e Lipoproteiny — obsahuji lipidovou slozku, vyskytuji se napt. v krevni plazmé

e Hemoproteiny — obsahuji krevni barvivo hem

e Nukleoproteiny — obsahuji casti nukleovych kyselin, které se elektrostatickymi silami

vazou na bilkovinnou slozku
Proteiny je dale mozné delit na zaklad€ jejich funkce. Jak jiz bylo zminéno, podileji

se na velkém mnozstvi riznych procesi ve vSech Zivych organismech. Jejich stavebni
jednotky - aminokyseliny - slouzi jako zdroj dusiku, ktery je nepostradatelnym biogennim
prvkem. Mezi nejcastéjsi funkce proteint patii [13, 14]:

e Funkce stavebni a podpurna (skleroproteiny, napfi. kolagen)

e Funkce katalyticka (biokatalyzatory — enzymy)

e Regulace metabolickych procest (hormony, napf. inzulin)

e Imunitni obrana (protilatky, napf. imunoglobulin)

e Transport (napf. hemoglobin)

e Vznik a pfenos nervového vzruchu (lipoproteinové komplexy)

e Ukladani latek (napf. ferritin)

e Zasobni (napt. ovalbumin)

e Pohybovou (napf. myozin)

11



Proteiny se také vyznacuji riznym tvarem a rozpustnosti. Na zakladé té€chto kritérii je 1ze
rozlisit na:
e Globularni (sféroproteiny) —tyto proteiny maji nepravidelny kulovity ¢i protahle
elipsoidni tvar a jsou rozpustné ve vodé nebo ve zfedénych roztocich neutralnich soli.
Jejich molekula se podoba micele, ma tedy nepolarni jadro a polarni obal.
e Fibrilarni (skleroproteiny) —jsou skupinou proteini vlaknitého tvaru a vétSinou jsou
nerozpustné ve vode nebo v fedénych roztocich soli. Pro fibrilarni proteiny je typicky
Casty vyskyt pravidelnosti v poradi aminokyselinovych zbytka [10, 12].

2.2.4 Izolace proteinu

Castym pocatetnim krokem pii izolaci proteint z biologickych materiald je extrakce [19].
Zpusob extrakce zavisi na vlastnostech vychoziho materialu, napf. eukaryotni burky
péstované v zivném médiu staci suspendovat v hypotonickém roztoku. Pfi extrakci proteinu
z zivocCiS§ného a rostlinného materialu se velmi Casto vyuzivaji pufry. U nékterych vzorka
se vyuzivaji pufry s obsahem raznych detergentd majici za cil zvysit extrakcni vytézek. Pufry
by mély vykazovat dostatecné velkou pufrovaci kapacitu a samotna extrakce by méla probihat
pii takovém pH, pii kterém je izolovany protein stabilni. U vétSiny proteind je vhodné
pracovat za snizené teploty (4 °C) piipadné s pfidavkem inhibitorG proteaz aby se zamezilo
degradaci izolovanych protein.

Pii extrakci proteint z rostlinnych tkani je potieba také pocitat s pevnou bunécnou sténou
rostlinnych bun€k, ktera mize byt rozruSena bud’® mechanickou nebo chemickou cestou.
K chemickému odbourani bunécné stény je mozné pouzit detergenty, organicka rozpoustédla
(napf. aceton, toluen) nebo enzymy (napi. celulazy, hemicelulazy) [20]. Mechanicky lze
buriky rozbit napt. mletim, piskem, oxidem hlinitym, pouzitim mixeru, vyuzitim Frenchova
lisu. Po rozbiti bun¢k se surovy lyzat prefiltruje nebo odstfedi a protein, ktery izolujeme,
zustane v roztoku. Izolovany protein muze byt opét ovlivnén pH, teplotou, enzymy,
koncentraci roztoku proteinu a dal§imi faktory, které maji vliv na jeho stabilitu.

Kazdy biologicky material obsahuje velké mnozstvi nejraznéjsich latek (nizkomolekularni
latky, soli, nukleové kyseliny aj.) a nékteré se dokonce svymi vlastnostmi podobaji, coz
je pii analyze nezadouci [19]. Aby byl izolovany protein ziskan v co nejCist§im stavu,
je v prubéhu izolace potieba odstranit co nejvice kontaminujicich sloucenin. Proto
se vyuZzivaji rizné separacni techniky, které vyuzivaji rozdilné vlastnosti latek, napt. rozdily
molekulovych hmotnosti mezi proteiny, polypeptidy a malymi molekulami [21]. Nejcastéji
vyuzivané separacni metody s vyuzitim diferenci v molekulové hmotnosti jsou napt. gelova
filtracni chromatografie nebo membranové procesy jako napt. dialyza [22].

2.3 Techniky pouzité v praci
2.3.1 Elektromigracni metody

Elektromigracni metody jsou techniky urcené predevsim k separaci a nasledné detekci latek
nesouci elektricky naboj, ktery maji bud’ vlastni, nebo ziskany interakci s jinou latkou [23].
Jejich zakladem je migrace elektricky nabitych Castic ve stejnosmérném elektrickém poli [24].
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Lze je rozdélit podle prubéhu vlastni separace, napt. zonova elektroforéza, izotachoforéza
nebo izoelektrickd fokusace. Dalsi rozdé€leni je podle prostiedi, v némz separace probiha,
napf. na papite, v gelu nebo ve volném elektrolytu. Kazda z technik ma své uplatnéni a kazda
ma vyhody pro urcity typ analyz [23].

2.3.1.1 Izoelektricka fokusace

Izoelektricka fokusace (IEF), z angl. isoelectric focusing patfi do kategorie rovnovazné
elektroforézy umoztujici separaci amfoternich latek, jako jsou aminokyseliny, peptidy nebo
proteiny, podle jejich izoelektrického bodu (pI) [6, 25, 26]. Jak jiz nazev vypovida, IEF
k zafokusovani molekul v definované zoné€ vyuziva jejich elektricky néaboj, tzn. distribuci
kladnych a zapornych naboji v molekulach. V zavislosti na pH prostfedi, maji amfoterni
molekuly kladny, zaporny nebo nulovy celkovy naboj [26]. Celkovy naboj kazdého proteinu
je dan souctem vSech jeho kladnych a zapornych naboji. Ty jsou urCeny ionizovatelnymi
kyselymi a zasaditymi postrannimi fetézci konstitutivnich aminokyselin a prostetickych
skupin proteinti. Pokud pocet kyselych skupin v proteinu prevySuje pocet zasaditych skupin,
hodnota pl tohoto proteinu bude nizka a protein bude klasifikovan jako kysely. Pokud
je v proteinu vice zasaditych skupiny, hodnota pl bude vysoka a protein bude klasifikovan
jako zasadity. Proteiny vykazuji znacné rozdily hodnot pl, které se obvykle pohybuji
v rozmezi pH 3—12 a navic mnoho z nich ma pH mezi 4 a 7 [27].

Pti izoelektrické fokusaci se jako nosny elektrolyt vyuziva smés amfoternich sloucenin.
Pisobenim elektrického pole na tuto smés amfolytu se vytvori gradient pH, v némz probiha
fokusace. Separované latky (amfoterni molekuly nesouci naboj) v tomto prostfedi migruji tak
dlouho, dokud se nedostanou do cCasti separaniho prostfedni, kde je pH rovno jejich
izoelektrickému bodu [20]. Proteiny jsou pozitivné nabité v roztocich s pH niz§Sim nez
je jejich pl a naopak zaporné nabité v roztocich s vy$sim pH nez je jejich pl. Proto plati,
ze pokud ma separacni roztok pH nizsi, nez je pl proteinu, bude molekula proteinu v pribéhu
fokusace migrovat ke katodé. Pokud je hodnota pH roztoku vyssi nez hodnota pl proteinu,
protein bude migrovat k anod¢. Pokud je protein v misté svého izoelektrického bodu, dale
se v elektrickém poli pohybovat nebude [27]. Jestlize molekula pronikne pry¢ ze své zony pl,
vstupem do oblasti s jinym pH dojde ke zmén¢ jejiho vysledného naboje a elektroforeticky
pohyb ji vrati zpét do mista jejiho izoelektrického bodu. Kazda molekula je zaostfena do uzké
zony kolem svého izoelektrického bodu. Takto 1ze od sebe oddélit molekuly, jejichz hodnota
plselisi 0 0,001 jednotky pH [6, 28].

Gradient pH vznika na zékladé elektrochemickych reakci, které probihaji na elektrodach:

na anodé: 6H,O — 4H;0" + 4¢”
na katodé: 4H,O + 4e” — 2H;, + 4OH"

Pro vznik stabilnich gradientd pH se vétsSinou vyuziva smés nizkomolekularnich oligomerd,
které obsahuji disociované skupiny, pfedevs§im karboxylové skupiny a aminoskupiny. Jejich
izoelektrické body se pohybuji v ureném rozmezi. Polyakrylamidovy nebo dextranovy gel
jsou antikonvekénim médiem a pod vlivem elektrického pole se smés téchto polyamfolyta
formuje podle svych izoelektrickych bodu. Nejkyselejsi se shromazdi u anody a smérem
ke katodé se rozmistuji amfolyty se stoupajici zasaditosti. Elektrolytické pochody, které
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probihaji u elektrod, poskytuji amfolytim vodikové a hydroxylové protiionty. Diky tomuto
pochodu dojde k vytvoreni gradientu pH a v némz probiha izoelektricka fokusace.

Interval pH, tvar a vlastnosti vzniklého gradientu jsou urCeny poctem a vlastnostmi
jednotlivych amfolyti. Gradient se vytvari fokusaci slozek amfolyti pfi jejich izoelektrickém
bodu, proto amfolyty musi disponovat dostateCnou pufrovaci kapacitou v oblasti svych pl,
aby byl gradient jednoznacné urCen i v pfitomnosti amfoternich latek ze vzorku. Pokud
v roztoku existuje vice amfoternich substanci s pufrovaci kapacitou, které se od sebe lisi
svymi pl, vytvoii se gradient pH. Je-li v roztoku dostate¢né mnozstvi amfolytickych substanci
s vhodné rozmisténymi pl a s pufrovacimi kapacitami, dojde k jejich vzajemnym prekryvim
avytvaii se tak kontinualni gradient pH. Nizkomolekularni latky, které se vyuzivaji
pro tvorbu amfolytovych pufrovacich systéma, tzv. amfolytové nosiCe, v elektrickém poli
nelze zcela oddélit, protoze velmi rychle difunduji a zony jejich pisobeni se prekryvaji. Tim
se lisi od vysokomolekularnich latek, které se nejCasteji separuji izoelektrickou fokusaci [6].
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Obrazek 4: Schéma izoelektrické fokusace [29]
Druhy izoelektrické fokusace:

e Gelova IEF

* S nosnymi amfolyty

e S imobilizovanym gradientem
e Kapilarni IEF
e Preparativni IEF

e Free flow

e Komorova
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2.3.1.2 Mikropreparativni izoelektricka fokusace

Ustav analytické chemie Akademie véd Ceské republiky, v. v. i., Brno vyvinul novou metodu,
ke které také vlastni patent snazvem ,Zpusob separace a zkoncentrovani amfolytd
isoelektrickou fokusaci a zafizeni pro provadéni tohoto zpusobu“. Tento patent byl udé€len
1.2.2013 a jeho autorem je doc. RNDr. Karel Slais, DrSc. Tato metoda umoZiiuje separaci
a zakoncentrovani amfolytl, zejména proteind, odpafovaci diskontinualni izoelektrickou
fokusaci [30].

Separace v mikropreparativni izoelektrické fokusaci piavodné probihala na prouzku netkané
textilie, ktery byl napustén separatnim médiem. Prouzek byl umistén v horizontalni pozici
v otevieném plastovém systému tvaru ,,V“, ktery mizeme nazyvat jako tzv. koryto [31, 32].
Pii nasledném zpracovani frakci se s netkanou textilii Spatné pracovalo, a proto
se pokracovalo na vyvoji vhodnéjsiho systému, ktery by umoziioval pohodlné;§i zpracovani
separovan¢ho vzorku. Zakladem nové vyvinutého separacniho média je celuldza, ktera
se suspenduje ve vodném roztoku obsahujici jednoduché pufry, ethylenglykol, glycerol,
neionogenni povrchové aktivni latky abarevné pl markery. Ethylenglykol a glycerol
dostate¢né zvySuji viskozitu a zabranuji médiu béhem separace zcela vyschnout [33].
Separa¢ni médium je nadavkovano do koryta, kde se rozlije po jeho celé délce. Nasledne
se do koryta nanese vzorek rozpustény v roztoku chloridu sodného a poté vlivem vlozeného
stejnosmérného napéti mezi dvéma elektrodami umisténymi na konci koryta dochazi
k separaci amfolyti (proteini). Voda se béhem fokusace CasteCné odpafuje a separace
probiha ve vytvorené vrstvé celulozy, ktera ma na konci analyzy gelovity vzhled. Rychlost
odpafovani vody z koryta je mozné zvySit napi. proudem vzduchu z vétraku nebo naopak
zpomalit prikrytim koryta. Odpafovani lze také regulovat teplotou a vybérem ptfidané
kapaliny, pficemz tyto kapaliny jsou vyhodné i pro zlepSeni stability proteinli v roztocich
[30].

Pribéh separace a odhad pH gradientu lze okem sledovat a to diky barevnym
nizkomolekularnim pl markeram pfidavanych do suspenze (Tabulka 1). To umoziuje
optimalizaci procesu fokusace, aprotoze konecCné pozice analyti jsou oznaleny zdénami
zafokusovanych pl markerl, je mozné uskutecnit nasledny sbér jednotlivych frakci
v pozadovaném rozmezi pH [31, 32]. Po ukonceni separace lze separacni suspenzi s analyty
jednoduse rozdé¢lit na jednotlivé frakce a poté jej Spachtli vyjmout z koryta. Frakce je mozné
uchovat, nebo ihned zpracovat. A protoze je mikropreparativni izoelektrickd fokusace
kompatibilni se Sirokou Skalou technik, frakce lze dale analyzovat pomoci rdznych
analytickych technik. Naslednym zpracovanim muZze byt extrakce vodou nebo jinymi
vodnymi roztoky [30].
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Tabulka 1: Prehled barevnych pl markera [31]

Cislo Nazev pl Barva
1 Patentni modi V 2,0 Zelena
) Kyselina 2-({4-[bis(2— , 28 Cervend
hydroxyethyl)amino]fenyl } tereftalova
3 Kyselina 5-(dimethylamino)-2-[(3-pyridyl)azo]benzoova 3,9 OranZova
4 3',3"bis(4-morfolinomethyl)-5',5"-dichlorfenol-sulfoftalein 5,3 | Levandulova
5 Kyselina 2-{ [3,5—bis(4-morfolinom,ethyl)—4— 57 Fluts
hydroxyfenyl]azo}benzoova
6 3',3"-bis(4-morfolinomethyl)-o-kresolsulfoftalein 6,2 Cervena
7 4-methyl-6-nitro-2-(4-morfolinomethyl)fenol 7,2 Zluta
8 2,6-bis[4-morfolinomethyl)]-4-[2-(thiazoyl)azo]fenol 8,0 Cervena
9 . 4—r¥1ethyl—6—nitr0.-2— [(3- 9.0 Sluts
dimethylamino)propylaminomethyl]fenol
10 3',5",3"-tri(N, N-dimethylaminomethyl)fenolftalein 10,0 Fialova
11 3',5',3",5"-tetrakis(N, N-dimethylaminomethyl)fenolftalein | 11,0 | Levandulova
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Obrazek S: Schéma systému mikropreparativni izoelektrické fokusace [31]
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Obrazek 6: Systém mikropreparativni izoelektrické fokusace pii separaci
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2.3.1.3 SDS-PAGE

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v piitomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE)
je jednou ze zonovych technik a jedna se o elektroforeticky zptisob separace latek na zakladé
jejich velikosti (molekulové hmotnosti). Je to jednoducha, levna a rychla technika nejcastéji
vyuzivana pro stanoveni molekulové hmotnosti, analyzu CdCistoty proteint, sledovani
purifika¢niho procesu cilového proteinu, odhad relativni a absolutni koncentrace sledovanych
proteinii v proteinové smesi, pro detekci proteinovych modifikaci, pfi studiu kvarterni
struktury protein, ale i dalSich aplikacich [34, 35, 36, 37]. Polyakryalmidovy gel vytvafi
polymerni sit spory, jimiz semolekuly pohybuji riznou rychlosti v zavislosti
na své velikosti. Malé cCastice se pohybuji rychleji, velké pomaleji [34, 38]. Principem
separace latek v gelové elektroforéze je praveé jejich rizné€ rychla migrace v elektrickém poli
na nosi¢i. Vyhoda polyakrylamidového gelu spociva v jeho mechanické pevnosti,
pruhlednosti, inertnosti a vysoké rozli§ovaci schopnosti [35, 36].

Polyakrylamidovy gel vznika polymerizaci akrylamidu, ktery vytvari dlouhé linearni
fetézce. Zesitovani akrylamidovych podjednotek zplsobuje tzv. crosslinker, kterym
je nejcastéji N N’'-methylenbisakrylamid. Reakce probihé jako radikalova polymerizace, kde
je iniciator obvykle peroxodisiran amonny (APS), ktery zpusobuje St€peni vazby O-O.
Kurychleni polymerizace akrylamidu se vyuzivda volna zéasada N,N,N’,N’-
tetramethylethylenediamin (TEMED), ktery katalyzuje tvorbu volnych radikala APS [38, 39].

Dodecylsulfat sodny (SDS) je anionaktivni detergent, ktery ud¢li proteinu vysoky negativni
naboj umérny jeho hmotnosti. Diky SDS také dochazi k denaturaci proteinu [34]. Proteiny
SDS absorbuji v poméru 1,4 g SDS na 1 g proteinu. To znamena, ze pomeér naboje a velikosti
je pro vSechny proteiny stejny a separace lze dosahnout pouze na zaklade velikosti [35, 36].
Po naneseni separované smési na gel a vlozeni gelu do elektrického pole, migruji proteiny
ke kladné nabité elektrodé (anodé) [40, 41].
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Obrazek 7: Princip SDS-PAGE elektroforézy [40]

Gelova elektroforéza muze probihat bud’ v kontinualnim, nebo diskontinualnim usporadani.
V kontinualnim uspofadani je slozeni pufru, ktery je vyuzit pro pfipravu gelu shodné
s elektrodovym pufrem. Kontinualni gely jsou jednoduché na pfipravu, ale vysledkem
separace mohou byt Sir§i prouzky separovanych proteina a horsi rozliseni.

Diskontinualni elektroforéza vyuziva systém, ve kterém se rozliSuji pufry pro piipravu gelu
a pufr slouzici jako elektrolyt. Diskontinualni systém se sklada z gelu zaostfovaciho
a separaniho [42, 43]. Tyto dva gely se odliSuji velikosti port ahodnotou pH pufru
pouzitého k pripravé gelu. Hodnota pH se nejcastéji lisi piiblizné o dvé jednotky. Zaostrovaci
gel ma diky niz8§i koncentraci akrylamidu velké pory a nebrani tak proteinim v pohybu [40].
Jeho hodnota pH je nizsi, cca 6,8 a dochazi v ném k zakoncentrovani proteinti do uzkych zéon
pred vstupem do separacniho gelu. Separacni gel ma mensi pory nez gel zaostrovaci, jeho pH
jecca 8,8 avtomto gelu probiha separace na zakladé velikosti proteini. Separace muze
probihat bud’ pfi konstantnim proudu, napéti nebo vykonu [34, 44].
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Vétsina proteind je bezbarva, proto po ukonceni elektroforetické separace musi byt jejich
pozice v gelu detekovana barvenim. Vizualizace se provadi pomoci nejriznéjsich technik,
z nichz nejbéznéjsi je barveni amidoCerni (amido black), coomassie brilliant blue (CBB),
sttibrem nebo fluorescencnimi barvivy. Jednotlivé barvici metody se od sebe lisi svou
citlivosti, napt. barveni stfibrem je citlivéjsi nez napf. amidoCerni a ¢asto se proto pouziva
pro barveni polyakrylamidovych gelt [23].

Idealni metoda vizualizace by méla byt:

e dostate¢né citliva,

e umoziujici kvantitativni analyzu,

e majici Sirokou linearitu,

e kompatibilni s hmotnostni spektrometrii,
e netoxicka a Setrna k Zivotnimu prostfedi,
e cenové dostupna.

Bohuzel je tézké najit metodu, kterd spliiuje vSechny pozadavky. V praxi se nejCastéji
vyuziva CBB, stfibro a fluorescen¢ni barveni [36]. Proteiny se ale 1i§i v aminokyselinovém
slozeni a také prostorovou strukturou, coz ovliviiuje stuperni vazani barviva. Napiiklad CBB
se lépe vaze na proteiny bohaté na bazické aminokyseliny (histidin, lysin, arginin), naopak
sacharidové skupiny glykoproteint snizuji vazani CBB, coz vede ke Spatnému nabarveni.
Je tedy potieba znat vlastnosti proteinu a podle toho vybrat spravnou metodu barveni gelu
[45].
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Velkou nevyhodou SDS-PAGE je to, ze akrylamid a TEMED jsou latky s neurotoxickymi
ucinky a kumuluji se v organismu, proto je potfeba dbat pfi praci s témito latkami zvySené
opatrnosti a pouzivat ochranné prostfedky (napf. rukavice) [46].

2.3.2 MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS), z angl. mass spectrometry, je fyzikalné-chemick4d metoda
urCujici hmotnosti atomt, molekul a jejich ¢asti po jejich prevedeni na kladné nebo zaporné
ionty [47]. V soucasnosti je to nejrychleji se rozvijejici analyticka metoda, kterd poskytuje
cenné udaje oidentité a struktufe analyzovanych latek [48]. Tato metoda je v soucasnosti
rozsifena snad do vSech oblasti pfirodnich véd, od geologie, ptes fyziku, astronomii, chemii
k biologii, k analyze zivotniho prostfedi, do farmacie a mediciny [49].

Hmotnostni spektrometr se sklada z 5 hlavnich casti, tj. iontovy zdroj, analyzator, detektor,
vakuovy systém a datasystém (viz obrazek 6) [48].

Elektronika J

/ N

Analyzétor sl |Detektor - systém

Iontovy
zdroj

]

Hmotnostni spektrum

Obrazek 9: Schéma hmotnostniho spektrometru [50]

Iontovy zdroj slouzi k prevedeni molekul vzorku na ionty. Existuje nékolik ioniza¢nich
technik, které se voli podle vlastnosti daného analytu. Podle mnozstvi dodané energie
pfi ionizaci, je mizeme délit do dvou zakladnich skupin, tzv. ,mékké“ a , tvrdé“ [51]. U tvrdé
ioniza¢ni techniky dochazi krozkladu latek a wvznikaji bohatd fragmentacni spektra
umoziujici identifikaci analyzované slouCeniny. Do této skupiny patfi napt. elektronova
ionizace. Naopak mezi mekké ionizaéni techniky se fadi napf. chemickd ionizace
za atmosférického tlaku, ionizace elektrosprejem nebo MALDI (z angl. matrix-assisted laser
desorption/ionization) [52, 53].

Pro analyzu proteind a jinych makromolekul se velmi Casto vyuziva desorpCni ionizace
vzorku laserem za asistence matrice. Pfed samotnou ionizaci je vzorek nanesen na MALDI
desticku, kde je smichan s matrici, ktera v této technice hraje kliCovou roli, protoze absorbuje
energii laseru. [52, 59]. Soucasné dochazi k ionizaci matrice, ktera pfedava naboj analytu.
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Proces ionizace zahrnuje kratky intenzivni puls laseru, ktery zahieje a desorbuje matrici
a analyty [51, 55]. I kdyz tuto ionizaci lze realizovat za atmosférického tlaku, cely proces
probiha ve vakuu [59]. Vzniklé ionty analyzované latky jsou urychleny silnym elektrickym
polem (25-30 kV) a pifes uzemnénou mfizku vstupuji do analyzatoru [55, 56]. U techniky
MALDI se vétSinou pouziva analyzator doby letu, tzv. TOF (z angl. time-of-flight) kde
se ionty pohybuji rychlosti danou jejich hmotnosti a nébojem Meéii se doba letu castice, z niz
za del§i Cas nez lehci ionty [57, 58]. Detektor je umistén na k0n01 analyzatoru, kde dochazi
ke generaci signalu po dopadu iontd [57, 60]. Jako detektory se nejCastéji pouzivaji
elektronasobice [38, 48]. Dulezitou soucasti kazdého hmotnostniho spektrometru je software
pro kontrolu a fizeni celého systému a déle pro sbér a zpracovani namétenych dat [23, 48].

Detektor

g ¢

4
o8 « o
00
$3, 3

Pohyb iont{l nulovym
elektrickym polem

Matrice

Generator elektrického pole

Obrazek 10: Schéma hmotnostniho spektrometru MALDI-TOF [62]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité pristroje, chemikalie, proteiny a roztoky

3.1.1

Pristroje a zarizeni

Aparatura pro SDS-PAGE Mini-PROTEAN® Tetra Cell, Bio-Rad, USA
Centrifuga MiniSpin plus, Eppendorf, Némecko

Trepacka Thermomixer comfort, Lppendorf, Némecko

Vortex MS1 Minishaker, Maneko, Ceskd republika

Michacka, Mini Gyro Rocker SSM3, Stuart, Spojené krdalovstvi

Hmotnostni spektrometr MALDI-TOF/TOF™ 5800 System, AB Sciex, USA
Analytické vahy 925M-202A, Precisa, Svycarsko

Predvazky, HF-200G, And, Spojené kralovstvi

Aparatura pro mikropreparativni separaci, pfipravil doc. RNDr. Karel Slais, DrSc.,
Ustav analytické chemie AV CR, Ceskd republika

Lednice kombinovana s mrazicim boxem, AEG, Svédsko

pH metr WTW pH 3210 s pH elektrodou SenTix 41, WI'W, Ceskd republika

Chemikalie

Cytochrom c z koniského srdce, typ VI, Cistota > 99 %), Sigma-Aldrich, USA
Hovézi sérovy albumin, Frakce V (BSA, bovine serum albumin), Cistota > 99 %,
Sigma-Aldrich, USA

Chlorid sodny (NaCl), Sigma-Aldrich, USA

Akrylamid (CH,=CHCONH,), Sigma-Aldrich, USA
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS), Sigma-Aldrich, USA
Kyselina chlorovodikova (HC), Penta, Ceskd republika
Dodecylsiran sodny (SDS), Bio-Rad, USA

Peroxodisiran amonny (NHy4),S,0s, Bio-Rad, USA

TEMED (N,N,N’ N’-tetramethylethylenediamin), Bio-Rad, USA
Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBB R250), Bio-Rad, USA
Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBB G250), Bio-Rad, USA
Kyselina octova (CH;COOH), Penta, Ceskd republika
Isopropanol (CH3),CHOH, Fisher Scientific, Ceskd republika
a-celuldza, Cistota > 95 %, Sigma-Aldrich, USA

Glycerol (C3H803), Sigma-Aldrich, USA

Ethylenglykol C,H4(OH),, Penta, Ceska republika

Triton X-100, Sigma-Aldrich, USA

Butanol (CH3(CH,);OH), Lach-Ner, Ceskd republika
B-merkaptoethanol, Sigma-Aldrich, USA

Laemmli vzorkovy pufr, Bio-Rad, USA

Proteinové markery pro SDS-PAGE ,.Low Range*, Bio-Rad, USA
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e Tris/glycin/SDS pufr, Sigma-Aldrich, USA
e Ethanol 96 % p.a. (CH3CH20H), Lachner, Ceska republika

e Acetonitril (CH3CN), Fluka, Nemecko

e Kyselina trifluoroctova (CF3COOH, TFA), Fluka, Némecko
e Kyselina sinapova (kyselina 3,5-dimethoxy-4-hydroxyskotficova, C;;H20s5, SA),

Bruker, Néemécko

Pomucky

e Kadinky, odmérné valce, MALDI desticka, 1zicky, stojan na zkumavky, hmozdif,
o S3pachtle, mikropipety, Spicky, mikrozkumavky, plastové misky, fotoaparat.

3.14

Tabulka 2: Slozeni separa¢niho média

Roztoky pro mikropreparativni izoelektrickou fokusaci

Slozka Mnozstvi

a-celuldza 0,8 ¢g
Glycerol 0,5 ml
Ethylenglykol 3,0 ml
0,5% triton 1,0 ml
Komponenty gradientu* 2,0 ml
pl indikatory 20x fedéné 0,6 ml
Voda 12,9 ml

Tabulka 3: *Komponenty gradientu

Latka pK1 pK2 | Koncentrace v roztoku [mmol-1"]
Kyselina iminodioctova 1,8 2,6 2
Kyselina asparagova 1,9 3,7 2
Kyselina glutamova 2,2 4,3 5
1-imidazolacetat 2.8 6,8 2
2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-
plperazmyl]—ethansulfonové 31 75 )
kyselina
(HEPES)
4—(2—hydroxyet,hy1)— 1 —‘plperazm 3.8 7.9 15
propansulfonové kyselina (EPPS)
Glycyl-glycin (DIGLY) 3,2 8,2 15
Kreatinin 4,8 9,2 10
Histidin 6,0 9,3 10
2,2-Bis(hydroxyethyl)-(iminotris )- 6.5 B 15
hydroxymethyl-methan (BIS-TRIS) ’
Imidazol 7,1 - 15
Tris 8,3 - 2
Ammediol 8,8 - 2
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3.1.5 Roztoky pro SDS-PAGE

e Vzorkovy pufr: 3,55 ml vody, 1,25 ml 0,5 mol-1"! Tris-HCI, 2,5 ml glycerolu, 10%
SDS, 0,5% bromfenolova modf

e Elektrodovy pufr: 25 mmol-1'! Tris-HCI, pH 8,3, 192 mmol 1! glycin, 0,1% SDS

e Fixacni roztok: 25 % isopropanolu, 10 % kyseliny octové, 65 % vody

e Barvici roztok Coomassie blue: 0,1 g CBB R250, 50 ml 95 % ethanolu, 100 ml 85 %
kyseliny fosfore¢né, 850 ml vody

e Barvici roztok Coomassie blue: 0,1 g CBB G250, 50 ml 95 % ethanolu, 100 ml 85 %
kyseliny fosfore¢né, 850 ml vody

Tabulka 4: Slozeni 12% separa¢niho gelu

Slozka Objem
Destilovana voda 3,4 ml
30% akrylamid 4,0 ml
1,5 mol-I"' Tris-HCI pufr, pH 8,8 2,5 ml
10% SDS 100 pl
10% peroxodisiran amonny 50 ul
TEMED 5ul

Tabulka 5: Slozeni 5% zaostfovaciho gelu

Slozka Objem
Destilovana voda 5,7 ml
30% akrylamid 1,7ml
1,5 mol-1" Tris-HCI pufr, pH 6,8 2,5 ml
10% SDS 100 pl
10% peroxodisiran amonny 50 ul
TEMED 10 pl

3.2 Mikropreparativni izoelektricka fokusace

Pro optimalizaci separace pomoci mikropreparativni izoelektrické fokusace byly pouzity
standardni proteiny cytochrom c¢ a albumin. Vzorky téchto proteini byly pfipraveny
o koncentraci 1 mg/ml v 0,9% roztoku chloridu sodného. Tyto roztoky standardnich proteint
byly pii optimalizaci techniky nadavkovany do separa¢niho média v koryte.

Pro experiment byla vyuzita komercné dostupna sinice rodu Spirulina od spole¢nosti Iswari
Superfood, s.r.o. (vzorek byl ve formé tablet). Tableta byla rozdrcena v hmozdifi a prevedena
do mikrozkumavky. K prasku byl nasledné ptidan 1 ml roztoku chloridu sodného. Vzorek byl
promichan na vortexu a tfepacce a poté byl umistén do ultrazvukové lazné (10 min), ¢imz
doslo k extrakci proteina pritomnych v sinici do roztoku chloridu sodného. Vzorek byl poté
odstfedén na centrifuze (14 000 g po dobu 5 min). Supernatant obsahujici vyextrahované

24



proteiny sinice Spirulina byl odebran a separovan pomoci mikropreparativni izoelektrické
fokusace.

Separace byla provedena v kapalném separacnim médiu nadavkovaném do plastovych
koryt, které byly vyrobeny z 0,25 mm silného polyvinylchloridu. Koryta byla ve tvaru , V*
odélce 175 mm. Do koryt horizontalné umisténych na elektricky zdroj bylo pipetou
nadavkovano 700 pl separacniho celul6zového média, které bylo piipraveno podle tabulky 2.
Médium bylo rovnomérné rozprostieno po celé délce koryta a do jeho prostredni Casti bylo
nadavkovano 100 pl roztoku vzorku (roztoku proteinu, smés proteind nebo extrakt sinice
Spirulina) a 50 ul pH markert (Tabulka 1). Poté byl zapnut zdroj piivadéjici elektricky proud
do koryta. Experimenty byly provedeny v riznych Casech. Po ukonceni fokusace byly
oznaCeny frakce ohraniCené pl markery a tyto frakce byly Spachtli prevedeny
do mikrozkumavek. Schéma mikropreparativni izoelektrické fokusacea sbéru frakci
je znazornén na obrazku 11 a 12.

A

Obrazek 11: Schéma mikropreparativni izoelektrické fokusace. (A) koryto ve tvaru ,,V*, (B)
nadavkovani separa¢niho média, (C) separa¢ni médium rozprostiené po celém koryté, (D)
koryto po ukonc¢eni fokusace [31]
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Obriazek 12: Koryta po ukonceni izoelektrické fokusaci. (E) rozdéleni jednotlivych frakci
podle pI markert a sbér frakci, (F) rozdéleni jednotlivych frakci podle pI markert

3.3 SDS-PAGE

Pro analyzu pomoci SDS-PAGE byly nejdiive zpracovany frakce ziskané z mikropreparativni
izoelektrické fokusace. Ke kazdé frakci odebrané z koryta bylo pfidano 100 ul vzorkového
pufru. Nasledné byly vzorky umistény na tfepacku a tfepany po dobu 10 min a poté byly
na 10 min vlozeny do ultrazvukové lazné. VSechny vzorky poté byly povarenim denaturovany
(95 °C po dobu 5 min) a po povareni centrifugovany (14 000 g po dobu 5 min). Ziskany
supernatant byl v objemu 10 pl nadavkovan do jamek zaostfovaciho gelu.

Gelova elektroforéza v polyakrylamidové gelu byla provedena ve vertikdlnim smeéru
na aparatufe Mini Protean od spolecnosti Bio-Rad (Obrazek 13). Sestaveni aparatury
pro elektroforézu i piiprava vSech roztoktu potfebnych pro SDS-PAGE byla provedeno podle
protokolu firmy Bio-Rad. Separa¢ni gel byl pfipraven podle tabulky 5 a polymeroval
priblizné¢ 40 min. Zaostfovaci gel, do kterého byl umistén hfebinek pro vytvofeni jamek
pro nanaseni vzorka byl pfipraven podle tabulky 6 a polymeroval asi 30 min. Jako proteinovy
standard byl zvolen komercné dostupny proteinovy standard Low Range pro SDS-PAGE
od firmy Bio-Rad. Aparatura byla pfipojena ke zdroji stejnosmérného napéti, elektroforéza
byla provadéna pfi konstantnim napéti 160 V. Separace byla ukoncena po doputovani vodici
barvy, kterou obsahovaly upravené vzorky (bromfenolova modr), ke spodni ¢asti separaéniho
gelu. Gely byly po vyjmuti z aparatury vlozeny na trepacku do fixa¢niho roztoku (20 min)
a poté byly 3x po dobu 10 min promyvany vodou. Vizualizace proteind byla provedena pies
noc barvicim roztokem Coomassie blue.
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Obrazek 13: Aparatura pro SDS-PAGE

3.4 MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie

Pro analyzu vzorkti pomoci MALDI-TOF MS byla jako matrice pouzita kyselina sinapova
o koncentraci 20 mg/ml. Na pfipravu 1 ml matrice bylo rozpusténo 20 mg kyseliny sinapové
v roztoku slozeného z 600 pul acetonitrilu a 400 pl 0,1% kyseliny trifluorooctové.

Pro analyzu vzorkti na hmotnostnim spektrometru byly frakce odebrané z koryta upraveny
tak, ze ke kazdé frakci bylo pfidano 50 ul acetonitrilu a 50 pl 0,1% kyseliny trifluorooctové,
vzorky byly promichany na vortexu a poté vlozeny do ultrazvukové lazné (5 min). Nasledné
ke kazdému vzorku bylo pfidano 60 pul matrice a smés byla dobfe promichana na vortexu.
Poté bylo na MALDI desticku naneseno 0,5 pl matrice, po zaschnuti na ni bylo aplikovano
0,5 ul vzorku, ktery byl po zaschnuti pfevrstven matrici v mnozstvi 0,5 ul. MALDI desticka
s nanesenymi vzorky byla vlozena do pfistroje hmotnostniho spektrometru MALDI-TOF.
Meéfeni bylo uskutenéno v pozitivnim iontovém modu pfi linearnim usporadani. Pred vlastni
analyzou vzorki byla provedena kalibrace s pouzitim kalibra¢ni smeési proteinii obsahujici
cytochrom ¢ (12 360 Da), myoglobin (16 951 Da) a trypsinogen (23 981 Da). Naméfena data
byla vyhodnocena v programu Data Explorer (verze 4.6).

Obrazek 14: Hmotnostni spektrometr MALDI-TOF/TOF™ 5800 System [63]
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Experimentalni ¢ast byla zaméfena na optimalizaci mikropreparativni izoelektrické fokusace.
Optimalizace byla nejdiive provedena s jednotlivymi standardnimi proteiny cytochromem c
a albuminem, nasledné byla testovana smeés téchto standardnich proteinii a nakonec byla
metoda otestovana na realném biologickém vzorku, tj. sinici Spirulina od spoleCnosti Iswari
Superfood, s.r.o. U&nnost mikropreparativni izoelektrické fokusace byla ovéfena pomoci
SDS-PAGE a MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii.

4.1 Vyvoj metody mikropreparativni izoelektrické fokusace proteinu

Pfi vyvoji metody mikropreparativni izoelektrické fokusace byla nejdiive optimalizovana
doba separace proteind, nasledovala optimalizace extrakce proteini ze separacniho média
a nakonec byly testovany rtuzné koncentrace vzorkt davkovanych na koryto. Pfi vSech
testovanych podminkach byly provedeny minimalné 3 analyzy zdivodu ovéfeni
reprodukovatelnosti vysledka.

4.1.1 Optimalizace doby separace proteinu

Pro prvotni testovani optimalni doby separace proteini pomoci mikropreparativni
izoelektrické fokusace byly zvoleny nasledujici podminky: roztok cytochromu ¢ o koncentraci
1 mg/ml nadavkovan v mnozstvi 100 ul do 700 pl celul6zového média a 100 ul smési pl
markert (viz. kapitola 3.2), separace probihala pii pokojové teploté, doba fokusace 3 hod.
Tato doba fokusace byla vyhodnocena jako nevhodna z divodu nedostatecného zafokusovani
jak viditelnych pl markerd, tak cytochromu c. V dal§im experimentu se doba fokusace
prodlouzila na 6 hod. I tato doba se pro fokusaci ukazala jako nedostatecnd, proto byl
nasledné zvolen Cas 24 hod. Za tuto dobu doslo k zafokusovani pl markeri i proteinu,
coz bylo pozorovatelné okem a ovéreno pomoci SDS-PAGE.

nnynngm,w
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Obrazek 15: Koryto s nadavkovanym roztokem cytochromu ¢ o koncentraci 1 mg/ml a pl
markery po 3 hod fokusace
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Na obrazku 15 je koryto po 3 hod separace. Obrazek ukazuje, ze separaéni médium stale
obsahuje znacné mnozstvi vody a pI markery nejsou zafokusovany. Lze fici, ze 3 hod nebyla
postacujici doba k odpareni dostatecného mnozstvi vody ztohoto separaéniho média,
coz vedlo ktomu, ze amfolyty nemély idealni podminky pro fokusaci, ktera probiha

ve vytvorené vrstvé celulozy.

I
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2

Obrizek 16: Koryto s nadavkovanym roztokem cytochromu c o koncentraci 1 mg/ml a pI
markery po 6 hod fokusace

Obrazek 16 ukazuje, ze se voda ze separacniho média stale neodpafila a zony barevnych pl
markerQ jsou jiz lépe rozeznatelné, ale stale Siroké a nezaostiené. Je tedy pravdépodobné,
ze ani u cytochromu ¢ dosud nedoslo k uplnému zafokusovani. To bylo ovéfeno na SDS-
PAGE elektroforéze, ktera byla provedena s vyznacenymi frakcemi na obrazku 16. Hodnoty
pI byly urceny pouze orientacné a to z divodu nezietelného rozhrani mezi jednotlivymi pl
markery. Na obrazku 17, ktery znazorniuje vysledky z SDS-PAGE je vidét, Ze je cytochrom ¢
pritomen ve vSech odebranych frakcich, ¢imz se potvrdilo, ze fokusace neni zcela dokondena.
Na obrazku 17 vidime, ze nejvyraznéjsi je prouzek proteinu ve frakci 1, tato frakce byla
odebrana v piiblizném rozhrani pI 9,0-10,0. Hodnota pI cytochromu ¢ je asi 9,3, proto tento
protein po ukonceni separace ocekavame praveé v této frakci. Naopak nejméné vyrazny
prouzek na gelu je ve frakci 5, coz je frakce z kyselé oblasti (pI 2,0-3,9). Po analyze
jednotlivych frakci na SDS-PAGE bylo potvrzeno, ze 6 hod pro mikropreparativni
izoelektrickou fokusaci je nedostacujicich.
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Obrazek 17: SDS-PAGE, frakce odebrané po 6 hod fokusace (viz. Obrazek 16), (1) zona pl
9,0-10,0; (2) zona pl 9,0-9,0; (3) zona pl 6,2-8,0; (4) zona pl 3,9-6,2;
(5) zoéna pI 2,0-3,9
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Obrizek 18: Koryta s nadavkovanym roztokem cytochromu ¢ o koncentraci 1 mg/ml a pl
markery po 24 hod fokusace

Z obrazku 18, ktery znazorfiuje koryta po 24 hod izoelektrické fokusace je evidentni,
ze amfolyty nadavkované do celulozového separacniho média jsou viditelné zaostieny
do uzkych zon. Zafokusovany cytochrom c (pI 9,3), Ize oCekavat v oblasti mezi zlutym pl
markerem, jehoz hodnota je 9,0 a fialovym pI markerem, ktery ma hodnotu pI 10.

Utinnost fokusace byla ovéfena pomoci SDS-PAGE, kde se potvrdilo, ze majoritni Cast
cytochromu ¢ je ve frakci v rozmezi pl 9,0-10,0 (Obrazek 19). Na obrazku 19 je vidét,
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ze cytochrom c je také obsazen ve frakci 4 (pI 7,2-9,0) a frakci 2 (pI 10,0-10,5). Pfitomnost
tohoto proteinu v téchto frakcich pravdépodobné byla zapfiinéna nepfesnym urcenim
rozhrani frakci a jejich nasledného sebrani z koryta. Jak ukazuje obrazek 19, v ostatnich
frakcich 1 (pI 10,5-11,0), 5 (pI 6,2-7,2), 6 (pI 2,8-6,2) a 7 (pI 2,0-2,8) nebyl detekovan
zadny protein, coz potvrzuje dobré zafokusovani proteinu v oblasti jeho pI (9,3).
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Obrazek 19: SDS-PAGE, frakce po 24 hod fokusace (viz. Obrazek 18), (1) zona pl
10,5-11,0; (2) z6éna pl 10,0-10,5; (3) pI zéna 9,0-10,0; (4) pI zona 7,2-9,0; (5) zona pl
6,2-7,2; (6) z6na pl 2,8-6,2; (7) z6éna pl 2,0-2,8

Testovani idedlni doby separace bylo také provedeno se standardnim proteinem
albuminem. Pro tuto analyzu byly zvoleny obdobné podminky jako pfi experimentech
s cytochromem c: roztok albuminu o koncentraci 1 mg/ml byl nadavkovan v mnozstvi 100 pl
do 700 ul celulézového média spolecné s 50 ul smési pl marker, separace probihala
pii pokojové teplote, doba fokusace 3, 6 a 24 hod. Z téchto experimentd rovné€z bylo ziejmé,
zedoba 3 a 6 hod neni dostateCna k odpafeni vody ze separacniho celulézového média
a k zafokusovani pl markera a proteinu do zon odpovidajicim jejich pl. Stejn€ jako v pripadé
cytochromu c¢ se potvrdilo, ze po 24 hod separace dojde k uplnému zafokusovani vSech pl
markert i proteinu.
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Obrazek 20: Koryto s nadavkovanym roztokem albuminu o koncentraci 1 mg/ml a pI
markery po 3 hod fokusace

Jak ukazuje obrazek 20, v korytu je po 3 hodinach separace velké mnozstvi vody, ktera
se nestihla odpafit. Barevné pl markery jsou jiz rozeznatelné, ale jejich zony jsou Siroké,
aproto nelze urcit jejich presnou hodnotu a lze predpokladat, Ze se albumin je$té
nezafokusoval na pozici své hodnoty pl.
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Obrazek 21: Koryto s nadavkovanym roztokem albuminu o koncentraci 1 mg/ml a pI
markery po 6 hod fokusace

Po 6 hodinach mikropreparativni izoelektrické fokusace albuminu jsou jiz barevné pl
markery v oblastech svého pl, ale jejich zony jsou stale Siroké, coz ukazuje obrazek 21.
Z tohoto divodu bylo obtizné urcit rozhrani mezi jednotlivymi barvami, coZ ztizilo nasledny
sbér frakci.

Pomoci gelové elektroforézy byla provedena kontrola uinnosti fokusace. Obrazek 22
ukazuje, Ze po 6 hodinach fokusace nedoslo k zaostfeni albuminu do jedné zony. Z SDS-
PAGE analyzy je patrné, ze fokusace neni dokoncena, coz potvrzuje obsah proteinu ve vSech
sebranych frakcich (obrazek 22). Na gelu je frakce 2 (zde se oCekava zafokusovany albumin)
vyrazngjsi nez frakce 1, 3 a 4. Po porovnani obrazku 21 a obrazku 22, mizeme fici, Ze pl
markery se fokusuji rychleji, nez albumin, coz muze byt zpusobeno rozdilnou velikosti
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jednotlivych amfolytl. Zatimco pI markery jsou nizkomolekularni latky, albumin patfi
k vétsim proteinlim, jeho molekulova hmotnost je 66,4 kDa (Obrazek 22).

BSA 1 2 3 4
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Obrazek 22: SDS-PAGE, frakce po 6 hod fokusace (viz. Obrazek 21), (BSA) kontrolni

roztok albuminu o ¢ = 1 mg/ml (1) zéna pl 2,0-2,8; (2) zéna pl 2,8-6,2;
(3) pI zona 6,2-8,0; (4) pI zona 8,0-10

Obrazek 23: Koryto s nadavkovanym roztokem albuminu o koncentraci 1 mg/ml a pl
markery po 24 hod fokusace

Dalsi experiment byl prodlouzen na 24 hod a jak ukazuje obrazek 23, plI markery jsou
po této dobé zafokusovany do uzkych zon, podle kterych lze urcit umisténi zafokusovaného
albuminu, jehoz pl je 4,9. Tento protein je mozné predpokladat mezi dvéma markery
o hodnotach pI 2,8 a 6,2.
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Vyznacené frakce na obrazku 23 byly analyzovany pomoci SDS-PAGE. Obrazek 24
znazoriuje gel po elektroforéze, kde je vidét, ze po 24 hodinach doSlo kuplnému
zafokusovani albuminu ve frakci v rozmezi pl 2,8-6,2. Ve frakci 1 (pI 2,0-2,8) a ve frakcich
v neutralni az alkalické oblasti 3 (pI 6,2-8,0) a 4 (pI 8,0-9,0) nebyl protein detekovan. Tento
experiment s albuminem potvrdil pozitivni vysledky, kterych bylo dosazeno pfi testovani
systému s proteinem cytochromem c.

Ze ziskanych vysledki lze konstatovat, ze optimalni doba separace proteind pomoci
mikropreparativni izoelektrické fokusace je 24 hod, a proto tento Cas byl zvolen pro dalsi
optimalizace této techniky.
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Obrazek 24: SDS-PAGE, frakce po 24 hod fokusace (viz. Obrazek 23), (BSA) kontrolni
roztok albuminu o ¢ = 1 mg/ml (1) zéna pl 2,0-2,8; (2) zona pl 2,8-6,2;
(3) pI zona 6,2-8,0; (4) pl zona 8,0-9,0

4.1.2 Vliv koncentrace separovanych proteinu na pribéh mikropreparativni
izoelektrické fokusace

Pro experiment testujici jaké mnozstvi nadavkovanych proteini je mozné na systému
separovat, byly zvoleny nasledujici roztoky standardniho proteinu cytochromu c¢ o riznych
koncentracich:
e cytochrom c: ¢ = 0,5 mg/ml
e cytochrom c: ¢ = 1,0 mg/ml
e cytochromc: ¢ = 1,5 mg/ml
e cytochrom c: ¢ = 2,5 mg/ml
Vsechny roztoky proteinu byly vzdy nadavkovany v objemu 100 pl do 700 pl separa¢niho
celulozového média rovnomérné rozprostieného v korytu anasledné do suspenze bylo
ptidano 100 ul smési pI markert. Dale byly pro testovani zvoleny tyto podminky: pokojova

34



teplota, doba fokusace 24 hod. Po dokonceni fokusace nebyl mezi jednotlivymi koryty
viditelny rozdil, coz potvrzuje obrazek 25 a 26, kde jsou znazornéna koryta s ruznou
koncentraci roztoku cytochromuc. Pro ovéfeni fokusace byla pouzita SDS-PAGE
elektroforéza, kde se ukazalo, Ze se gely neli§i pouze v intenzit€ prouzki proteinu, tzn.
intenzita prouzki stoupa s koncentraci cytochromu c ve vzorku, ale také se prokazalo,
ze koryta obsahujici nizsi koncentraci cytochromu ¢ (0,5 mg/ml, 1,0 mg/ml a 1,5 mg/ml) jsou
1épe zafokusovana nez koryto s roztokem o koncentraci 2,5 mg/ml. To pravdépodobné bylo
zpusobeno presycenim separacniho celulézového média, ve kterém dochazi k separaci
avrstva celulozy vznikajici po odpafeni vody ze separacniho meédia nebyla dostacujici

pro migraci piilis koncentrovaného vzorku.

Obrazek 25: Koryto s roztokem cytochromu ¢ o koncentraci 1 mg/ml a pI markery po 24 hod
fokusace

N L

3 A

Obrazek 26: Koryto s roztokem cytochromu c o koncentraci 2,5 mg/ml a pI markery
po 24 hod fokusace

Testovani mnozstvi proteinti, které lze separovat bylo také ovéfeno se standardnim
proteinem albuminem. Byly pfipraveny roztoky s nasledujicimi koncentracemi:
e albumin: ¢ = 0,5 mg/ml
e albumin: ¢ = 1,0 mg/ml
e albumin: ¢ = 1,5 mg/ml
e albumin: ¢ = 2,5 mg/ml
Vsechny roztoky albuminu byly nadavkovany v objemu 100 pl do 700 ul celul6zového
média apoté do suspenze bylo pifidano 100 pul smeési pl markerd. Experiment probihal
pfi pokojové teploté po dobu 24 hod.
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Po ukonceni fokusace celulézova suspenze byla opét rozdélena na jednotlivé frakce
anasledné sebrana podle barevnych pI markert. Sebrané frakce byly analyzovany pomoci
SDS-PAGE. Bylo zjisténo, ze koryta s niz§i koncentraci albuminu (0,5 mg/ml; 1,0 mg/ml
a 1,5 mg/ml) byla zafokusovana lépe nez koryto s vyssi koncentraci proteinu (2,5 mg/ml).
Tyto vysledky se shoduji s vysledky predeslého experimentu s cytochromem c.

Na obrazku 25 vidime ptiklad koryta po mikropreparativni izoelektrické fokusaci, kde byl
nadavkovan roztok albuminu o koncentraci 2,5 mg/ml a pl markery, u kterych doslo
k dobrému zafokusovani. Ocekavalo se tedy, ze doSlo i k zafokusovani albuminu
a to ve frakci 3, ktera odpovida jeho hodnoté pI. Cervené vyznacené frakce 1-5, které vidime
na obrazku 27, byly analyzovany pomoci SDS-PAGE (Obrazek 28).

Obriazek 27: Koryto s nadavkovanym roztokem albuminu o koncentraci 2,5 mg/ml a pl

markery po 24 hod fokusace
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Obrazek 28: SDS-PAGE, frakce po 24 hod fokusace (viz. Obrazek 27), (BSA) kontrolni
roztok albuminu o ¢ = 2,5 mg/ml (1) zona pl 6,2-7,2; (2) zéna pI 5,3-6,2;
(3) pI zéna 3,9-5,3 (4) pI z6éna 2,8-3,9 ; (5) zona pl 2,0-2,8

36



Obrazek 28 ukazuje gel se sebranymi frakcemi z koryta po elektroforéze. Na gelu je vidét
nejvetsi podil albuminu ve frakei 3 (rozmezi pl 3,9-5,3), kde se ocekaval. Obrazek 28 také
ukazuje, ze cytochrom c je také ve frakcich 1, 2, 4 a 5. Lze tedy tvrdit, ze nedoslo k dobrému
zafokusovani vzorku z divodu nedostatecné migrace v celulozovém médiu. Pouzije-li
se vzorek s vysokou koncentraci proteint, je vhodné ho pied separaci nafedit.

4.1.3 Optimalizace extrakce proteini ze separa¢niho média

Pro optimalizaci extrakce proteini ze separacniho média byl pouzit roztok standardniho
proteinu cytochromu ¢ o koncentraci 1 mg/ml. Tento roztok byl v objemu 100 pl nanesen
do separa¢niho média a do média také bylo pfidano 100 ul smési pI markerd. Pro separaci
byla zvolena laboratorni teplota a doba fokusace 24 hod. Po ukonceni separace k sebranym
frakcim bylo pfidano 50 pl vody a frakce byly 10 min protfepany na tfepacce. Po extrakci
byly mikrozkumavky s frakcemi odstfedény na centrifuze a povafeny ve vod¢. Poté byly
v mnozstvi 10 pl nadavkovany na gel. Na SDS-PAGE se vSak ukazalo, ze prouzky proteinu
na gelu jsou slabé a tato extrakce se vyhodnotila jako nevhodna.

Extrakce proteint z frakci (z celulézového média) byla zménéna na extrakci vzorkovym
pufrem. Ke kazdé frakci bylo pfidano 50 ul vzorkového pufru a byly 10 min protfepany
na tfepacce. Po centrifugaci a povareni se opét byly naneseny na gel. Gel po elektroforéze
prokazal, ze i tato extrakce je nedostateCna, protoze prouzky cytochromu ¢ na gelu jsou slabé.
Prouzky proteinu ale byly vyrazné;si nez pti predchozi extrakci vodou.

Jako dalsi zptisob extrakce byla zvolena extrakce 50 ul vzorkového pufru na ultrazvukové
lazni (po dobu 10 min). I tento zptsob se vSak ukazal jako nevhodny, a proto pro dalsi
extrakci byl zvolen vzorkovy pufr s naslednym protiepanim frakci na tfepacce (po dobu
10 min) a poté na ultrazvukové lazni. Cytochrom ¢ po SDS-PAGE byl na gelu vyrazny a lze
fici, ze tento zpusob extrakce je ucinny.

SDS-PAGE potvrdila (Obrazek 29), ze extrakce vzorkovym pufrem je ucinnéjsi
nez extrakce vodou. A také se prokazalo, ze protiepani frakci na tfepacce s jejich naslednym
vlozenim do ultrazvukové 1azné je vice u€inné, nez samotna extrakce bud’ pouze tfepanim,
nebo pouze ultrazvukem, viz obrazek 29.
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Obrazek 29: SDS-PAGE, (1) extrakce vodou + tiepacka; (2) extrakce vodou + ultrazvuk;
(3) extrakce vodou + tfepacka + ultrazvuk; (4) extrakce vzorkovym pufrem + tfepacka; (5)
extrakce vzorkovym pufrem + ultrazvuk; (6) extrakce vzorkovym
pufrem + tfepacka + ultrazvuk

4.1.4 Separace smési proteinu

Dale byla na mikropreparativni izoelektrické fokusaci testovana smeés standardnich proteint
cytochromu c a albuminu. Pro experiment byly zvoleny nasledujici podminky: roztok
cytochromu c o koncentraci 0,5 mg/ml a roztok albuminu o koncentraci 0,5 mg/ml. Tato smés
byla nadavkovana v mnozstvi 100 pl do 700 pl celul6zového média a do separacniho média
také bylo pfidano 100 pl smési pl markerd. Separace probihala pii pokojové teploté po dobu
24 hod. Po separaci byly frakce rozdéleny a sebrany podle zafokusovanych pl markert.
Jak ukazuje obrazek 29, byly sebrany frakce 1-6.

Obrazek 29: Koryto s nadavkovanou smési roztoku cytochromu ¢ o koncentraci 0,5 mg/ml
a roztoku albuminu o koncentraci 0,5 mg/ml a pI markery po 24 hod fokusace
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Proteiny ve frakcich byly ze separa¢niho média extrahovany vzorkovym pufrem
na tfepacce a v ultrazvukové lazni, povareny a odstfedény na centrifuze. Ze ziskanych
supernatanti bylo na gel nadavkovano 10 pl kazdého vzorku. Po SDS-PAGE (Obrazek 30)
je zjevné, ze zafokusovani obou proteint probehlo ve frakcich odpovidajicim jejich hodnotam
pl. Na obrazku 30 vidime vyrazny prouzek ve frakci 2, kde byl zafokusovan cytochrom c
a prouzek 5, ktery odpovida albuminu. Obrazek 30 také ukazuje, ze v ostatnich frakcich 1, 3,
4 a 6 nebyl detekovan zadny protein. Z téchto vysledku lze fici, Ze proteiny se zafokusovaly
v oblasti odpovidajici jejich pl.
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Obrazek 30: SDS-PAGE a barveni CBB R250, frakce po 24 hod fokusace (viz. Obrazek 29)
(cyt ¢) kontrolni roztok cytochromu ¢ o ¢ = 0,5 mg/ml (1) zéna pI 8,0-9,0; (2) zéna pl
9,0-10,0; (3) pI zona 10,0-11,0; (BSA) kontrolni roztok albuminu o ¢ = 0,5 mg/ml;

(4) pI z6na; 2,8-3,9 ; (5) zona pl 3,9-5,3; (6) zona pl 5,3-6,2

Utinnost mikropreparativni izoelektrické fokusace byla také ovéfena pomoci hmotnostniho
spektrometru MALDI-TOF. MALDI-TOF MS byly analyzovany jednotlivé frakce z koryta,
které byly sebrany po fokusaci smeési standardnich proteinti cytochromuc a albuminu.
Pro nasledné porovnani chromatogramli, nejdiive byl proméfen standardni protein
cytochrom ¢ (Obrazek 31).
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Obrazek 31: MALDI-TOF hmotnostni spektrum cytochromu ¢
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Po promeéfeni standardniho proteinu byly analyzovany frakce 1, 2 a 3 z koryta na obrazku
29. Pomoci MALDI-TOF MS analyzy bylo potvrzeno, ze hlavni frakce 2 (rozhrani pI 9,0-
10,0) obsahuje majoritni ¢ast cytochromu c. Dale bylo detekovano, Ze frakce 1 (rozhrani pI 8,0-9,0)
a 3 (rozhrani pI 10,0-11,0) obsahuji miniméalni mnozstvi proteinu. Toto mnozstvi je tak
nepatrné, ze na SDS-PAGE elektroforéze nebylo zaznamenano (Obrazek 30).
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Obrazek 32: MALDI-TOF hmotnostni spektrum cytochromu c ve frakcich, frakce 2

(p1 9,0-10,0), frakce 1 (pI 8,0-9,0), frakce 3 (pI 10,0-11,0) (viz Obrazek 29)
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Podobné byly experimenty provedeny také salbuminem. Nejprve byl analyzovan
standardni protein (Obrazek 33).
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Obrazek 33: MALDI-TOF hmotnostni spektrum albuminu

V dalsi analyze pomoci hmotnostniho spektrometru byly proméfeny frakce 4, 5 a 6 z koryta
na obrazku 29. Ze ziskanych hmotnostnich spekter (Obrazek 34) je zieymé, ze frakce 5
(rozhrani pl 3,9-5,3), coz je podle oCekavani i podle SDS-PAGE hlavni frakce, obsahuje
zafokusovany albumin. Protoze hmotnostni spektrometrie je citliv€jsi nez SDS-PAGE
elektroforéza, ve vedlejSich frakcich 4 (rozhrani pl 2,8-3,9) a 6 (rozhrani pl 5,3-6,2) byl
rovné€z detekovan albumin.
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Obrazek 34: MALDI-TOF hmotnostni spektrum albuminu ve frakcich, frakce 5
(pI 3,9-5,3), frakce 4 (p12,8-3,9), frakce 6 (pl 5,3-6,2) (viz Obrazek 29)
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4.2 Analyza realného vzorku

Experiment probihal s komer¢né€ dostupnou sinici rodu Spirulina od spolecnosti Iswari
Superfood, s.r.o. Spirulina patii do skupiny kyanobakterii. Obsahuje proteinové komplexy
s linearnimi tetrapyroly nazyvané fykobiliproteiny, které se skladaji z proteinové Ccasti
(fykokyaniny) a linearniho tetrapyrolu (fykokyanobilin) [64, 65]. Fykobiliproteiny jsou
fotosyntetizujici barevné, ve vod€ rozpustné proteiny, které lze rozdélit do 3 skupin —
fykoerythtiny (Cervené zbarvené), fykokyaniny (modie zbarvené) a allofykokyaniny (modie
zbarvené). Jejich molekulovd hmotnost je mezi 15 a 20 kDa. Tyto proteiny se vyuzivaji napf.
v potravinaiském a kosmetickém primyslu jako pfirodni barviva. Dale se pouzivaji
v biochemickém vyzkumu jako modelové proteiny se siln€ zbarvenymi roztoky a mimo jiné
se fykobiliproteiny vyuzivaji jako fotosenzitizéry ve fotodynamické terapii pii 1écbé rakoviny
[66].

Experimenty probihaly vzdy na dvou paralelnich korytech napgjenych jednim zdrojem, kdy
na koryto ¢. 1 byl nadavkovan roztok se vzorkem sinice a pl markery a na koryto ¢. 2 byl
nadavkovan samotny roztok se vzorkem sinice. Obrazek 35 znazoriiuje systém
pred zahdjenim separace, naopak na obrazku 36 vidime koryta po ukonCeni separace.
Na obrazku 36 je také jasn€ viditelné, Ze Cervené vyznaCena sinice je modré barvy a prubéh
separace je okem viditelny. Barvené pl markery jsou vtomto pfipadé vyuzivané pouze
pro orientaci pI hodnot v korytech.
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Separace byla opét ovérena pomoci SDS-PAGE (Obrazek 37), kde se ukazalo, ze ve frakci
C. 6 se vyskytuje nejveétsi mnozstvi proteind, které jsou obsazené v sinici.

Oveéreni ucinnosti fokusace sinice Spirulina byla rovnéz provedena pomoci MALDI-TOF
MS. Analyza byla provedena s hlavni frakci 6 (rozhrani pl 2,8-3,9) a jejimi okolnimi
frakcemi 5 (rozhrani pI 3,9-5,3) a 7 (rozhrani pI 2,0-2,8). Obrazek 38 ptedstavuje hmotnostni
spektrum téchto frakci. Nejvyraznéjsi pik (cca 18 260 Da) odpovida nejvyrazn€jSimu proteinu
na gelu. Z nameéfenych dat vyplyva, Ze analyzované frakce 1 po separaci pomoci
mikropreparativni isoelektrické fokusace stale obsahovaly nékolik proteind. To je dano tim,
ze analyzovany extrakt sinice je velice komplexni smés riznych latek vcetné proteint
a mikropreparativni isoelektricka fokusace nedokaze rozdélit vSechny slozky smési, coz ale
nebylo ucelem této techniky. Nicméné urcité urovné frakcionace vzorku bylo dosazeno a da
se tedy fict, ze tato technika je vhodnd ke predseparaci a predkoncentraci pfi analyze

biologickych vzork.

Obrazek 35: Nadavkovana koryta pred zacatkem separace, Koryto €. 1: roztok sinice
Spirulina s pI markery; Koryto €. 2: roztok sinice Spirulina bez pl markert

Obrazek 36: Koryta po ukonceni separace, Koryto €. 1: roztok sinice Spirulina s pl markery;

Koryto €. 2: roztok sinice Spirulina bez pl markert
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Obriazek 37: SDS-PAGE, (1) zona pI 9,0-10,0; (2) zéna pl 7,2-9,0; (3) pl zona 6,2-7,2;
(4) pI zbna 5,3-6,2; (5) zona plI 3,9-5,3; (6) zona pl 2,8-3,9; (7) zona pI 2,0-2,8
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Obrizek 38: MALDI-TOF hmotnostni spektrum albuminu ve frakcich, frakce 6 (pI 2,8-3,3),
frakce 7 (pI 2,0-2,8), frakce 5 (pI 3,9-5,3) (viz Obrazek 36)
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5 ZAVER

Diplomova prace byla vénovana optimalizaci mikropreparativni izoelektrické fokusace
pro analyzu biologickych vzorkd. Po Uspé€sném ovéfeni tohoto systému na standardnich
proteinech cytochromu ¢ a albuminu, byl optimalizovany systém aplikovan na reéalny
biologicky vzorek, sinici rodu Spirulina. Jako vzorek jsem pouzila komeréné dostupné tablety
sinice  rodu Spirulina od spole¢nosti Iswari Superfood, s.r.o. Uginnost separace
mikropreparativni izoelektrické fokusace byla ovéfena pomoci SDS-PAGE a MALDI-TOF
hmotnostni spektrometrie.

Pii hledani idealnich podminek separace proteinii na mikropreparativni izoelektrické
fokusaci byla nejprve ur¢ena optimalni doba separace téchto latek, ktera je 24 hod. Dale byl
testovan vliv koncentrace separovanych proteinii na prubéh mikropreparativni izoelektrické
fokusace. Prokazalo se, ze fokusace probiha lépe s roztoky obsahujici nizsi koncentraci
proteinu (0,5 mg/ml, 1,0 mg/ml a 1,5 mg/ml). U roztoka s vyssi koncentraci proteinti dochazi
k presyceni separacniho celulozového média, ve kterém dochazi k separaci a vrstva celulozy
vznikajici po odpafeni vody ze separacniho média nebyla dostaCujici pro migraci piilis
koncentrovaného vzorku. Pfi separaci vzorkll s vysokou koncentraci proteind, je vhodné
ho pred separaci nafedit. Podle SDS-PAGE elektroforézy muzeme fici, ze nejvhodnéjsi
extrakce proteini ze separaéniho média je extrakce vzorkovym pufrem v kombinaci
s vlozenim vzorki na tfepacku a nasledné do ultrazvukové lazné.

Za téchto podminek jsem provedla oveéfeni techniky na separaci smeési standardnich
proteinii cytochromu ¢ a albuminu. Vysledky z hmotnostniho spektrometru MALDI-TOF
prokazaly, ze majoritni Cast proteinu, jak cytochromu c, tak albuminu, je v hlavni frakci
odpovidajici hodnoté pl téchto proteini, ale malé mnozstvi bylo rovnéz detekovano
v okolnich frakcich. Toto mnozstvi je vSak tak nepatrné, ze na SDS-PAGE elektroforéze
nebylo zaznamenano.

Po separaci sinice rodu Spirulina jsem frakce analyzovala pomoci SDS-PAGE a MALDI-
TOF MS, kde se mi podafilo detekovat, ze 1 po separaci pomoci mikropreparativni
izoelektrické fokusace frakce stale obsahovaly nékolik proteini. Nicméné urCitého stupné
frakcionace vzorku bylo dosazeno a da se tedy fict, ze tato technika je vhodna ke predseparaci
a predkoncentraci pii analyze biologickych vzorka.

Vramci zpracovani této diplomové prace jsem potvrdila, ze mikropreparativni
izoelektricka fokusace je vhodna technika pii analyze biologickych vzorki. Navic
je kompatibilni s dal$imi analytickymi technikami. Tento zplsob separace muze byt
v budoucnu vyuzitelny pro analyzu v potravinafstvi, biotechnologiich, farmacii,
kde je potieba izolovat proteiny nebo jiné amfolyty z biologickych materiald.
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7  SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ACN
AMK
APS
CBB
IEF
MALDI
MS

pl
SDS-PAGE
TEMED
TOF

acetonitril

aminokyselina

peroxodisiran amonny

Coomassie Brilliant Blue

izoelektricka fokusace

desorpce a ionizace laserem za ucasti matrice
hmotnostni spektrometrie

izoelektricky bod

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamin
pruletovy analyzator (time-of-flight)
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