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Uvod

V poslednich nékolika desetiletich predstavuje elek-
troforéza na polyakrylamidovém gelu probihajici
v prostfedi dodecyl siranu sodného (sodium dodecyl sulfa-
te polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) — tak
jak byla popsana v zdsadni a dnes jiz svétozndmé précil,
ale i ve svych dalsich modifikacich — jednu ze zakladnich
metod analyzy proteinil a je proto hojn€ pouzivana v bio-
chemii a ptibuznych oborech (genetika, molekularni biolo-
gie, mikrobiologie aj.). Klasickd Laemmliho prace ma
podle databaze ISI Web of Knowledge vice nez 100 000
citaci. Zakladni odli$nost od primarni nedenatura¢ni polya-
krylamidové elektroforézy (PAGE) spociva v piitomnosti
a pusobeni molekul anionického detergentu SDS na protei-
novy vzorek pii jeho ptipravé a v gelovém systému pii
vlastni separaci.

Utinkem detergentu SDS dochézi k rozpadu kvarterni
struktury proteini na jednotlivé proteinové podjednotky
(coz se dgje jiz pti pripravé vzorkl pro vlastni analyzu za
spoluptisobeni 2-merkaptoethanolu a kratkého zahfevu na
denaturacni teplotu 100 °C), které na sebe vazou molekuly
SDS v konstantnim poméru: 1 g polypeptidu navéze 1,4 g
SDS (cit.>®). Skutené naboje polypeptidii se proto stavaji
zanedbatelnymi v porovnani s negativnim nabojem, ktery
poskytuje navazany anionicky detergent, takze vytvorené
SDS-polypeptidové komplexy maji v podstaté stejné nabo-
jové hustoty a migruji v polyakrylamidovém gelu o vhod-
né porozité podle své velikosti*®. Mezi migraéni dréhou
(resp. mezi relativni mobilitou, Rf) proteinu a jeho mole-
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kulovou hmotnosti existuje hyperbolicka zavislost’, ktera
je vétsinou pomoci dekadického logaritmu z praktického
hlediska prevadéna do linearni podoby®™®. Z vhodné sesta-
vené smési proteinti o znamé molekulové hmotnosti (napf.
komer¢né dostupné standardy molekulové hmotnosti pro-
tein), 1ze po provedené SDS-PAGE gzjistit hodnoty Rf
a sestavit kalibracni kiivku pro stanoveni molekulovych
hmotnosti i u neznamych proteint®’. Uginnost SDS-PAGE
systému pro stanoveni molekulové hmotnosti v urcitém
hmotnostnim rozpéti zavisi na velikosti port separacnich
geli. Porozita gelu je urcena podilem monomert akrylami-
du a bis-akrylamidu v celkovém objemu gelu (% T) a také
zastoupenim bis-akrylamidu v celkovém mnozstvi obou
typt monomert (% C). Napt. separacni gel s T = 5 % je
vhodny pro rozpéti molekulovych hmotnosti 60 000 az
200 000 Da, naopak gel o T = 15 % je vhodny pro rozpéti
molekulovych hmotnosti 10 000-70 000 Da (cit.*”). Kro-
mé stanoveni molekulové hmotnosti je technika SDS-
PAGE pouzivana také pro analyzu Cistoty proteinu, sledo-
vani purifika¢niho procesu cilového proteinu, odhad rela-
tivni a absolutni koncentrace sledovanych proteint v pro-
teinové smési, pro detekci proteinovych modifikaci, pfi
studiu kvarterni struktury proteint, ale i v jinych aplika-
Cich3 7810

Prestoze je technika SDS-PAGE v biochemii a pfi-
buznych oborech hojné pouzivanou metodou, jde o meto-
du pomérné pracnou. Zjednodusené lze prubéh celé elek-
troforetické analyzy pfi pouziti klasické detekce pomoci
Coomassie Blue shrnout do nasledujicich na sebe navazu-
jicich pracovnich kroku: pfiprava polyakrylamidovych
gel, priprava vzorkil a jejich aplikace na gel, samotny
prubch elektroforézy, fixace a detekce podoby proteino-
vych pruhti na gelu pomoci roztoku Coomassie Blue, od-
barvovani obarveného pozadi gelli, dehydratace a suSeni
geli, vyhodnoceni ziskanych dat pomoci obrazové analyzy
a specialniho software. I pres pouziti komerc¢né nabize-
nych pfedem pripravenych (pre-cast) gelti a jejich aktiv-
nim usuSeni po detek¢énich procedurach trva analyza
nejméné 3 hodiny, ve vétSin€ ptipadl vSak déle (hodiny az
dny)*’. P¥i piipravé polyakrylamidovych geld je potiebné
k nevyhod4dm této metody pfipocitat také praci s vysoce
toxickym monomerem akrylamidu (jde o neurotoxin, kar-
cinogen a mutagen)’.

Neni proto prekvapivé, ze v pribéhu let byla snaha
zavést zjednoduSeni, automatizaci a vyssi bezpe€nost pra-
ce pri aplikaci této metody v laboratofich (velkokapacitni
automaty na SDS-PAGE, kapilarni elektroforéza aj.)”.
Zejména v poslednim desetileti umoznil prudky rozvoj
mikrofluidni technologie vyrazné zjednoduSeni a miniatu-
rizaci i v oblasti elektroforetické separace proteini'"'?.
Firmy zabyvajici se separa¢nimi technologiemi proteint,
jako jsou Agilent, Bio-Rad, Shimadzu, zacaly na trh doda-
vat automatické elektroforetické systémy pracujici na prin-
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cipu mikrofluidni technologie, kdy se cela analyza odehra-
va v miniaturnim prostfedi specidlniho ¢ipu.

Cilem tohoto pfispévku je zhodnoceni vysledkii ana-
lyzy proteinli ziskanych pomoci systému automatické
elektroforézy Experion (Bio-Rad) a jejich porovnani
s vysledky tradi¢ni metody SDS-PAGE.

Experimentalni ¢ast
Proteinové vzorky

a) Pro260 Ladder (Bio-Rad) — smés proteinovych
standardi, soucast analytického kitu pro systém Experion.
Obsahuje deset proteinti v rozsahu molekulové hmotnosti
(MW) 1,2 az 260 kD. Jedna se o blize nespecifikované
rekombinantni proteiny o MW 1,2; 10; 20; 25; 37; 50; 75;
100; 150 a 260 kDa.

b) SigmaMarker™ — Wide Range, Molecular Weight
6,500-200,000 Da (Sigma) — je proteinovy standard urce-
ny pro pouziti v klasickych systémech SDS-PAGE dle
Laemmliho procedury'. Sestava z 12 proteinii: aprotinin
z hovézich plic (6,5 kDa), a-laktalbumin z kravského mlé-
ka (14,2 kDa), trypsinovy inhibitor ze sdjovych bobi
(20 kDa), trypsinogen z hovéziho pankreatu (24 kDa),
karbonatanhydrasa z hovézich erytrocyta (29 kDa), glyce-
raldehyd-3-fosfatdehydrogenasa ze svalu kralika (36 kDa),
ovalbumin ze slepicich vajec (45 kDa), glutamatdehydro-
genasa z hovézich jater (55 kDa), albumin z hovéziho séra
(66 kDa), fosforylasa b ze svalu kralika (97 kDa), B-
galaktosidasa z E. coli (116 kDa), myosin ze svalu kralika
(200 kDa).

¢) Pro demonstraci vyuzitelnosti testovanych systémi
v ramci sledovani uspéSnosti purifikacniho procesu byly
pouzity tfi vzorky -charakterizujici purifikaci patatinu
(molekulova hmotnost 4043 kDa, pl = 4,6-5,2, cit.13’14),
hlavniho proteinu hliz brambor (Solanum tuberosum L.),
pomoci dvoustupiiové chromatografie na sloupci. Vychozi
material (vzorek 1) — centrifugovana a filtrovana hlizova
voda ziskana z bramborovych hliz odridy Westamyl byla
po upravé reakce na pH 8,0 pomoci roztoku 1 M Trizma
(Sigma) aplikovana na ekvilibrovanou kolonu s naplni
5 ml DEAE 52 — Cellulose Servacel (Serva), kolona byla
promyta 35 ml promyvaciho pufru (25 mM Tris-HCI,
pH 7,4) a isokraticky eluovana 7 ml elu¢niho pufru
(25 mM Tris-HCI, pH 7,4 + 0,5 M-NaCl). Ziskany eluat
(vzorek 2) byl aplikovan na ekvilibrovanou kolonu
snaplni 5ml Con A — Sepharose 4B (GE Healthcare)
a nasledn¢ byl promyt stejnym pufrem, jakym byla prove-
dena eluce v minulém kroku. Po té byly navdzané patati-
nové proteiny eluovany 7 ml elu¢niho pufru (25 mM Tris-
HCL, pH7,4 + 0,5M-NaCl + 100 mM a-methyl-D-
glukosid). Ziskany eluat predstavuje vzorek 3.
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Ptistroje a analyza

a) Automaticka Cipova elektroforéza

Proteiny byly analyzovany na systému automatické
Cipové elektroforézy Experion (Bio-Rad, USA). Vlastni
separace a detekce proteini probiha ve specialnich ¢ipech
zalozenych na kombinaci mikrofluidni technologie Lab-
Chip (Caliper Life Sciences’) a citlivé fluorescentni detek-
ce proteinového (resp. RNA ¢i DNA) vzorku. Pro analyzu
proteinti byl pouzit analyticky kit Experion Pro260, ktery
obsahuje proteinovy standard (Pro260 Ladder), vzorkovy
pufr (sample buffer), gelovy roztok, fluorescencni barvu,
centrifugacni filtry a mikrofluidni Cipy; kazdy Cip pojme
10 vzorki. Ptiprava vzorku pro analyzu spocivala ve smi-
chani 4 pl vzorku a 2 pl vzorkového pufru, ktery obsaho-
val 3,2 % B-merkaptoethanolu. Smés vzorku a pufru byla
ve vodni lazni zahtata na teplotu 95—-100 °C po dobu 3 min
a poté roziedéna 84 pl ultra Cisté vody (Millipore). Na
¢ipy, do kterych byly pied vlastni analyzou zavedeny gelové
roztoky pomoci pfistroje ,,priming station” (doddvaného
jako soucast systému) podle instrukci vyrobce (Bio-Rad),
byly vzorky aplikovany v mnozstvi 6 pl po vySe uvedené
uprav€. Vlastni analyza na pfistroji Experion a zpracovani
ziskanych dat bylo fizeno a provedeno pomoci specialniho
software Experion, verze 2.1 (Bio-Rad, USA).

b) SDS-PAGE

SDS-PAGE analyzovanych vzorkl probéhla na verti-
kalni elektroforéze Mini Protean pomoci ,,pre-cast” gell
Tris-HCI s linedrnim gradientem 4-20 % (Bio-Rad, USA).
Vzorky byly pfipraveny smichdnim 4 pl vzorku a 4 pl
vzorkového pufru (0,0625 M Tris-HCI, pH 6,8; 25 % (v/v)
glycerol; 2% (w/v) SDS; 0,01 % (w/v) bromfenolova
modi — tésné pred pouzitim se k 19 objemovym dilim
tohoto pufru pfida 1 dil B-merkaptoethanolu). Smés vzorku
a pufru byla ve vodni 1azni zahtata na teplotu 95-100 °C po
dobu 3 min, poté ochlazena a déle byly vzorky aplikovany
na gel v mnozstvi 4 ul takto upraveného vzorku. Vlastni
separace byla provedena za podminek konstantniho napéti
200 V po dobu 55 min (jako elektrodovy pufr byl pouzit
systém Tris (0,025 M) — glycin (0,192 M) obsahujici 0,1 %
SDS). Po separaci byly gely vyjmuty, oplachnuty v desti-
lované vode¢ a separované proteiny byly detegovany pomo-
ci roztoku slozeného z 1 g Coomassie Brilliant Blue R-
250, 500 ml methanolu, 100 ml octové kyseliny a 400 ml
destilované vody. Nasledné vymyti detekéniho roztoku
z poéri gell tzv. ,,odbarveni bylo provedeno pomoci od-
barvovaciho roztoku (25 % ethanolu, 10 % octové kyseli-
ny, 65 % dest. vody) po dobu 2h a pomoci destilované
vody (2 x400ml po dobu 2h) za podminek aktivniho
tfepani gelli o velmi nizké intenzité na upravené tfepacce.
Po odbarveni byly gely usuSeny na suSi¢ce Gel AirDrier
(Bio-Rad, USA) a digitalizovany pomoci scanneru Micro-
tek ScanMaker 1800 (UMAX). Digitalizované informace
byly zpracovany vyhodnocovacim softwarem BioProfil
Bio 1D++, verze 99 (Vilber Lourmat, Francie).
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Statistické hodnoceni analyz

Zakladni statistické hodnoceni ziskanych dat o mole-
kulové hmotnosti a kvantifikaci proteinii bylo provedeno
softwarem STATISTICA, verze 6 (StatSoft, Inc., 2001).

Vysledky a diskuse
Stanoveni molekulové hmotnosti

Stanoveni molekulové hmotnosti (MW) je pfi studiu
proteini jednim ze zékladnich pozadavkd a jeji urceni
pomoci SDS-PAGE je i ptes fadu nevyhod této metody
dostupnd a snadno proveditelnd s odpovidajici pfesnosti.
Jak jiz bylo v tivodu uvedeno, existuje zavislost MW pro-
teinll na jejich migracni draze resp. relativni mobilité (Rf).
Ta je v prvotni grafické podobé vyjadiena hyperbolou,
nicmén€ pouzivano je zejména linearizované vyjadieni
zavislosti dekadického logaritmu MW na relativni mobili-
t¢>*1°. U systému &ipové elektroforézy Experion vytvafi
obsluzny a vyhodnocovaci software kalibra¢ni kiivku,
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ktera je zalozena na migrac¢nim case (MT) a znamé MW
kazdého proteinu ve standardu ,,Pro260 Ladder* (obr. 1
a2). MT kazdého proteinu v ramci spektra vzorku jsou
timto softwarem nejprve normalizovany k separacnimu
pribéhu proteinového standardu pomoci hrani¢nich protei-
novych markerti (1,2 a 260 kDa), které jsou pfitomny ve
vzorkovém pufru a jeho prostiednictvim jsou také soucasti
analyzovaného vzorku (jako interni standardy)'.

Pro porovnani piesnosti a reprodukovatelnosti stano-
veni molekulové hmotnosti byla u obou hodnocenych
technik analyzovana smés proteint (obr. 3) v podobé pro-
teinového standardu zahrnujici Siroké rozpéti molekulové
hmotnosti od 6,5 do 200 kDa (SigmaMarker™ — Wide
Range, Molecular Weight 6,500-200,000 Da). Reproduko-
vatelnost stanoveni MW byla vyjadiena uzitim relativni
smérodatné odchylky (RSD), ktera byla vypoctena jako
smérodatna odchylka / pramér x 100. Pfesnost stanoveni
MW byla naopak vyjadiena jako procenticky rozdil mezi
naméfenymi a deklarovanymi hodnotami MW u jednotli-
vych proteinil obsazenych v proteinové smési.

Vysledky stanoveni MW jsou shrnuty v tabulce I.
Vyplyva z nich, Ze analyza MW proteinli na automatické
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Obr. 1. Zaznam priibéhu analyzy proteinového standardu ,,Pro260 Ladder* na systému ¢ipové elektroforézy Experion
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Obr. 2. Kalibraéni kiivka pro stanoveni molekulové hmotnosti proteini na ¢ipové elektroforéze Experion, konstruovana na zakla-

dé migracnich ¢asu deviti proteini standardu ,,Pro260 Ladder*
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Tabulka I
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Porovnani piesnosti a reprodukovatelnosti stanoveni molekulové hmotnosti u proteinového standardu (SigmaMarker™ —
Wide Range, Molecular Weight 6,500—200,000 Da) na SDS-PAGE a automatické ¢ipové elektroforéze Experion

Hodnoceny protein Deklarovana

SDS-PAGE

Experion

molekulova analyzovana piesnost” reprodukova- analyzovana piesnost” reprodukova-

hmotnost

molekulova [%] telnost’ molekulova [%] telnost*®
[kDa] hmotnost RSD [%]  hmotnost RSD [%]
[kDa]?® [kDa]?®
Myosin ze svalu kralika 200 226,1 £3,1 13,1 1,4 239,6 £ 1,6 19,8 0,7
B-Galaktosidasa z E. coli 116 114,6 £ 3,9 -1,3 3,4 126,1 +£1,5 8,7 1,2
Fosforylasa b ze svalu 97 93,5+2,8 -3,6 3,0 96,9 + 1,8 -0,1 1,8
kralika
Albumin (hovézi sérum) 66 64,5+1,9 -23 2,9 73,3+1,3 11,0 1,7
Glutamat dehydrogenasa 55 499 +1,3 -9,2 2,6 57,1+0,9 38 1,5
(hovézi jatra)
Ovalbumin (slepici vejce) 45 431 +1,1 4,1 2,6 458 £0,9 1,8 1,9
Glyceraldehyd-3-fosfat 36 354+0,5 -1,8 1,5 37,5+0,6 42 1,7
Dehydrogenasa
(sval kralika)
Karbonat anhydrasa 29 27,6 £0,6 -4.8 2,1 30,7+0,5 5,9 1,5
(hovézi erytrocyty)
Trypsinogen 24 24,4+0,5 1,6 2,1 28,9+ 0,6 20,5 2,1
(hovézi pankreat)
Trypsin inhibitor (s6ja) 20 16,0+ 0,2 -20,0 1,4 22,6 +0,3 12,9 1,1
a-Laktalbumin 14,2 11,4+£0,1 -20,0 0,9 14,5+0,2 2,3 1,2
(kravské mléko)
Aprotinin (hovézi plice) 6,5 10,0 £ 0,1 53,7 0,8 10,2+ 0,2 57,5 2,0

*Pramér ze tH nezavislych méfeni + smérodatna odchylka (SD); ® presnost (v %) = 100[(analyzovana molekulova hmotnost — deklarovana
molekulova hmotnost) / deklarovana molekulovd hmotnost]; °reprodukovatelnost jako relativni smérodatna odchylka RSD (v %) =

[(smérodatna odchylka / primér)*100]

SDS-PAGE Experion
kDa kDa
- 260*
200 200
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66 - -
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i w— 85
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Obr. 3. Separace proteinového standardu (SigmaMarker™ —
Wide Range, Molecular Weight 6,500—200,000 Da) na SDS-
PAGE a na ¢ipové elektroforéze Experion; * proteiny s MW
1,2 a 260 kDa nejsou soucasti proteinového standardu
(SigmaMarker™ — Wide Range), ale jsou ptitomny ve vzorko-
vém pufru, ktery je pfidavan ke vSem vzorkiim analyzovanych
pomoci kitu Pro260 na ¢ipové elektroforéze Experion; SP — pruhy
systémovych pika
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Cipové elektroforéze Experion pomoci analytického kitu
Pro260 méla vySsi reprodukovatelnost (RSD < 2,09 %;
v pruméru 1,48 %) nez analyza na SDS-PAGE (RSD <
3,36 %; v praméru 2,17). Presnost stanoveni MW se
u systému Experion pohybovala v rozpéti od —0,11 do
20,49 %, zatimco u SDS-PAGE bylo nalezeno rozpéti
od —19,98 do 13,04 %. Do hodnoceni obou charakeristik
nebyl zahrnut protein aprotinin, jehoz MW 6,5 kDa je mi-
mo ramec analytickych moznosti obou hodnocenych me-
tod. Tento fakt potvrzuji i velmi vyrazné odchylky zjisté-
nych hodnot od deklarované hodnoty MW.

V podobné zaméfené studii, kterd se rovnéz zabyvala
srovnanim vysledkd obou metod'’, bylo zji§téno, Ze sys-
tém Experion vykazuje presnéjsi a reprodukovatelnéjsi
vysledky (RSD < 1,05 %), nez tradi¢ni SDS-PAGE (RSD
< 3,36 %). Pro systém Experion se v této studii pohybova-
la pfesnost, vyjadiena stejnym zptisobem procentnich od-
chylek od oc¢ekavané MW, v rozpéti od —8,56 do 8,49 %.
To je sice o néco uzsi nez u nasich vysledkd, ale pocet
provedenych opakovani u jednoho vzorku byl podstatné
vys$§i (n = 25), nez v naSem piipadé (n = 3), ktery se
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Obr. 4. Graficky zaznam dat z analyzy smési proteinovych standardi; a) vystup ze zpracovani analyzy smési proteinovych standardti
po SDS-PAGE pomoci software BioProfil Bio 1D++ (Vilber Lourmat), b) zdznam separac¢niho pribéhu analyzy smési proteinovych

standardl na systému Cipové elektroforézy Experion (Bio-Rad)

v poctu provedenych opakovani vice blizi bézné analytické
praxi. Zajimavé je, ze v této predeslé studii se procentni
odchylky pfesnosti stanoveni MW pohybuji jak v kladné,
tak i v zaporné oblasti, zatimco v nasem piipad¢ se jedna
o posun do kladné oblasti hodnot. V ptipadé¢ SDS-PAGE
se v uvedené studii pohybovaly odchylky pfesnosti spise
v zaporné oblasti hodnot a v naSem piipadé pokryvaji
kladnou i z&pornou oblast hodnot.

RozliSeni

Podle dostupnych informaci vyrobce by separacni
rozliSeni systému Experion pfi pouZziti analytického kitu
Pro260 mélo byt obdobné jako poskytuji 4-20 % grandi-
entové gely (Tris-HCl), které jsou doporuceny pro analyzy
proteintt v rozpéti molekulové hmotnosti 10-260 kDa
(cit."®'7). Rozliseni je u separacnich technik popisovano
pomoci tzv. miry relativni separace dvou latek (Rg). Ta je
obecné popisovana vztahem Rs = 1,18%(V, — V))/(w; +
wy), kde V| — V, reprezentuje vzdalenost maximalnich
bodi dvou piki resp. rozdil jejich migraénich ¢ast , wy
a w, jsou Sitky téchto pikd v poloviné jejich vysky. Doko-
nalé rozliSeni dvou pikii az na zékladni linii je dosazeno
pfi Rs > 1,5, vétSinou ale za predpokladu gaussovského
tvaru pikii postauje rozliseni Rg = 1 (cit."™"). Z provede-
nych analyz proteini pomoci systému Experion (pfi pouZi-
ti analytického kitu Pro260), které se lisily o 10 % v MW,
bylo zjisténo, Ze hodnota Rg roste se zvySujici se MW ana-
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lyzovanych proteind. Napt. hodnota Rg pfi separaci protei-
ni s MW kolem 10 kDa byla 1,2, pfi separaci proteinQ
s MW 25 kDa je Rs= 1,5 a pti 260 kDa je Rs= 2, z ¢ehoz
vyplyva, ze od 25 kDa by mély byt rozdéleny az na za-
kladni linii vSechny analyzované proteiny liSici se v MW
010 % (cit."”).

Nas test porovnani rozlieni obou elektroforetickych
technik zahrnoval 5 dvojic proteini s podobnou MW
v rozpéti od 24 do 100 kDa, které byly vybrany ve spektru
proteinové smési vzniklé smichanim proteinovych standar-
da ,, Pro260 Ladder a ,,SigmaMarkerTM — Wide Range,
Molecular Weight 6,500—200,000 Da“ v objemovém po-
méru 1:1. Celkem takto vznikld smés proteinli obsahovala
21 proteint, ze kterych do samostatnych pikt rozlisil sys-
tém Experion 19 a tradi¢ni SDS-PAGE 18 (obr. 4). Jak
vyplyva z obr. 5 a dat uvedenych v tab. II, oba dva elektro-
foretické systémy rozliily tfi dvojice proteinii — Experion
dvojice A, B, C a SDS-PAGE dvojice A, B, D. Cipové
elektroforéza Experion dokdzala rozlisit i ¢tvrtou dvojici
proteini (E), ale u trypsinogenu s deklarovanou MW =
24 kDa byla detegovdana MW = 28,94 kDa, takZe nalezeny
rozdil od molekulové hmotnosti druhého proteinu (Pro260
protein s deklarovanou MW = 25 kDa a nalezenou MW =
25,26 kDa) byl zaporny (12,72 %). Bradova a Mat&jova®
se ve své praci zabyvaly srovnanim vysledkt analyz glute-
ninovych podjednotek s vysokou MW (HMW-GS) u pse-
nice pomoci SDS-PAGE a c¢ipové elektroforézy Experion.
Autorky uvadéji, ze v pripadé analyzy HMW-GS na Expe-
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Tabulka II

Laboratorni pfistroje a postupy

Porovnani rozliseni vybranych proteinovych parti analyzovanych na SDS-PAGE a automatické ¢ipové elektroforéze Experion

Dvojice hodnocenych Deklarovana Nalezend molekulova hmotnost Ocekavany  Nalezeny rozdil®
. o , r1¢ 0,
proteint molekulova SDS-PAGE Experion roidll [%]
hmotnost . - [%]
[kDa] primér®  RSD®  pramér® RSD® SDS-PAGE Experion
[kDa] [%]  [kDa] (%]
A Pro260 protein 100 102,7+3,3 3,2 100,509 0,9 3,1 8,0 4,1
fosforylasa b 97 95,1 £2,7 28 966+13 13
B Pro260 protein 75 77,2 +2,1 2,7 754+£09 1,1 13,6 18,0 2,1
albumin (hovézi sérum) 66 65,4+21 32 738+22 29
C glutamat dehydrogenasa 55 50,6 £ 1,2 24 569+0,6 1,1 10,0 0,0 13,3
z hovézich jater
Pro260 protein 50 50,6 £1,2 24  503+08 1,6
D Pro260 protein 37 37,3+0,8 22 374+0,6 1,6 2,8 4,3 0,0
glyceraldehyd-3-fosfat 36 35,8+0,5 1,3 374+0,6 1,6
dehydrogenasa
ze svalu kralika
E Pro260 protein 25 249+0,5 2,2 253+£0,6 25 4,2 0,0 —-12,7
trypsinogen z hovéziho 24 24,9 +0,5 22 289+08 27
pankreatu

*Pramér ze ti nezavislych m&feni + smérodatna odchylka (SD); °RSD vyjadfujici reprodukovatelnost jako relativni smérodatna odchylka
RSD (v %) = [(smérodatna odchylka / pramér)*100]; ¢ otekavany rozdil — relativni rozdil mezi deklarovanymi molekulovymi hmotnostmi
proteinti dané dvojice v %,  nalezeny rozdil (%) - relativni rozdil mezi nalezenymi molekulovymi hmotnostmi proteint dané dvojice v %

SDS-PAGE Experion

kDa

50 -

24 -

Obr. 5. Separace smésného vzorku proteinovych standardi
»Pro260 Ladder® (hodnoty MW proteini jsou tuc¢n€) +
,SigmaMarker™ — Wide Range® (hodnoty MW proteinii jsou
kurzivou) na SDS-PAGE a cipové elektroforéze Experion
s lokalizaci péti dvojic proteinii (A — E), které byly pouzity pro
porovnani rozliSeni obou metod; SP — pruhy systémovych pikt

rionu neodpovidd separacni pofadi podjednotek striktné
jejich MW a vysledek tak nesouhlasi s poradim ziskanym
pomoci SDS-PAGE. Tento fakt mize byt vysvétlen odlis-
nymi podminkami béhem separace proteinti pii pouziti
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zminénych metod, pravdépodobné zpisobenych slozenymi
efekty konformace a tvaru proteinovych molekul, spolecné
s rozdily v interakei specifickych proteint se sténami kapi-
lar*'. Tak mohou byt vysvétlovany u nékterych proteini
i vEtsi rozdily mezi deklarovanymi a naméfenymi hodnota-
mi MW. Napt. MW hovéziho sérového albuminu se pfi
analyze na Experionu vyraznéji odliSuje od deklarované
MW (66 kDa). Podle naSich vysledkt dosazenych na Cipo-
vé elektroforéze Experion byla MW hovéziho sérového
albuminu 73,28 kDa (tab. I) resp. 73,80 kDa (tab. II). Zhu
a spol.'” nalezli u tohoto proteinu pti analyze na systému
Experion hodnotu MW 71,60 kDa. Rozliseni obou porov-
navanych metod tak Ize hodnotit jako podobné a je mozné
souhlasit se zavéry jinych autori'’, Ze systém Experion
miiZe mit v pfipad€ n€kterych proteinovych dvojic s po-
dobnou MW lepsi rozliseni nez tradi¢ni SDS-PAGE.

Kvantifikace proteini

Mezi dalsi uplatnéni metody SDS-PAGE patii kvanti-
fikace proteini®. Moznosti metod pouZzivanych pro abso-
Iutni kvantifikaci proteind napt. UV spektroskopie pfi
280 nm nebo kolorimetrické techniky?* miize tato sepa-
racni metoda podstatné rozsifit o relativni a absolutni
kvantifikaci konkrétniho separovaného proteinu'***. Elek-
troforetické systémy zalozené na mikrofluidni technologii
mohou tuto moznost také nabidnout a to v rychlejsi a jed-
nodussi podobé. Jako piiklad zde uvadime opét porovnani
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Tabulka III

Laboratorni pfistroje a postupy

Porovnani SDS-PAGE a automatické ¢ipové elektroforézy Experion pfi monitoringu relativniho zastoupeni patatinovych
proteint v celkovém proteinu béhem jejich dvoustupiiové chromatografické purifikace

Stupen purifikace SDS-PAGE Experion
pramér [kDa]* reprodukovatelnost pramér [kDa]?® reprodukovatelnost
RSD [%] ° RSD [%] °

Vzorek 1 39,2+22 5,7 38,6+23 59
hlizova voda brambor (PFJ)

Vzorek 2 86,0 +£2,6 3,0 79,1+ 0,6 0,8

eluat po 1. stupni purifikace

Vzorek 3 99,9+ 0,1 0,1 98,5+ 0,8 0,8

eluat po 2. stupni purifikace

* Primér ze tii nezavislych méfeni + smérodatna odchylka (SD), "RSD — relativni smérodatna odchylka v % [(smérodatna odchylka /

pramér)*100]
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Obr. 6. Porovnani ¢ipové elektroforézy Experion (a) a SDS-
PAGE (b) pfi monitoringu dvoustupiiové chromatografické
purifikace patatinovych proteinii z hlizové vody brambor; M
— proteinovy standard (,,Pro260 Ladder” resp. ,,SigmaMarker ™ —
Wide Range”), 1 — vychozi stav, hlizova voda brambor, 2 —
eluat z kolony s naplni DEAE 52 — Cellulose Servacel, 3 — eluat
z kolony s naplni Con A—Sepharose 4B (purifikované patatinové
proteiny)

ucinnosti obou elektroforetickych technik schopnych ana-
lyzovat komplex SDS-protein (SDS-PAGE a systém Expe-
rion) pii monitoringu purifikacniho procesu skupiny pata-
tinovych proteind. Ty se nachdzeji v hlizach brambor ve
velkém mnozstvi — bézné predstavuji 2040 % z celkové-
ho obsahu proteinti hliz — a jsou proto povazovany za hlav-
ni zasobni proteiny hliz brambor s MW kolisajici
v rozsahu 4043 kDa v zavislosti na stupni glykosylace.
Uplna podstata fyziologické role tdchto proteint neni plné
objasnéna, nebot’ vykazuji i nékteré enzymové aktivity,
zejména aktivitu nespecifické lipidové acylhydrolasy'*'.
Protoze se jednd o proteiny s hodnotami isoelektrickych
bodt v rozmezi pH 4,6-5,2 (cit."?), byla v prvni fazi jejich
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purifikace zvolena iontovyménna adsorpce téchto proteinti
spolu s dal$imi kyselymi proteiny na néplni slabého anexu
DEAE 52 — Cellulose Servacel. Ve druhém stupni purifi-
kace byl vyuzit fakt, ze patatin je glykoprotein, a proto
byla vyuZita afinitni chromatografie na sloupci s naplni
Con A — Sepharose 4B s isokratickou eluci navazanych
proteinti. Uginnost procesu v podob& zmény relativniho
zastoupeni cilovych proteinti — patatinovych hmotnostnich
isoforem — lze sledovat na obr. 6 a v tab. III. Je patrné, ze
oba demonstrované separa¢ni systémy dosahly pii stano-
veni relativniho zastoupeni patatinovych proteinii (suma
zastoupeni jeho detegovanych hmotnostnich isoforem)
podobnych vysledkl na vech tfech hodnocenych tirovnich
abylo potvrzeno, ze Cistota purifikovaného komplexu
patatinovych proteini je vice nez 98 %. Podobna byla
i reprodukovatelnost stanoveni (RSD) — u hlizové vody
brambor (vzorek 1) byla 5,73 % v pfipadé¢ SDS-PAGE
a 5,93 % v pripadé¢ Experionu. Prakticky stejné hodnoty
reprodukovatelnosti bylo dosazenu u vzorka 2 a 3 pfi ana-
lyze na systému Experion (0,81-0,83 %). V ptfipadé SDS-
PAGE se hodnoty reprodukovatelnosti u vzorkt 2 a 3 lisi-
ly. Z obr. 6 je ziejmé, Ze Cipova elektroforéza Experion ma
lepsi schopnost rozliSit jednotlivé hmotnostni isoformy
patatinu (celkem 4 pruhy na gelu) nez SDS-PAGE (pouze
1 pruh). Na druhé strané¢ u SDS-PAGE odpovidala deter-
minovand MW patatinu jeho deklarované MW (40 aZ
43 kDa), kdezto u systému Experion byl zjistén posun
hodnot do oblasti 44-58 kDa. Systém automatické elektro-
forézy Experion je po kalibraci schopny urcit také absolut-
ni kvantifikaci separovanych proteind'’.

Zavér

V této studii byly testovany dvé elektroforetické tech-
niky pro analyzu denaturovanych proteind — tradi¢ni meto-
da SDS-PAGE a automaticka Cipova elektroforéza Experi-
on — z pohledu pfesnosti a reprodukovatelnosti ur¢eni mo-
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lekulové hmotnosti, rozliseni proteinti a odhadu relativniho
zastoupeni cilového proteinu v pritbéhu purifikacniho pro-
cesu.

Obé techniky poskytly podobné vysledky u hodnoce-
nych vzorkil proteind, technika automatické Cipové elek-
troforézy Experion vykazovala vy$$i hodnoty reproduko-
vatelnosti ziskanych dat. Je potfebné zduraznit, Ze tato
technika nabizi v porovnani s SDS-PAGE kratsi dobu ana-
lyzy a v podstaté automatické vyhodnoceni ziskanych dat,
ktera jsou nabidnuta v podob¢ kompatibilni s béznym soft-
ware pro zpracovani a tpravu dat. Vyznamnou vyhodou je
rovnéz velmi nizké mnozstvi analyzovanych vzorka a vys-
§i bezpeCnost prace obsluzného personalu, protoze pro
analyzu neni potfebny toxicky akrylamid v porovnéni
s ptipravou geld pro SDS-PAGE.

Autori dékuji za financni podporu Ministerstvu zemé-
délstvi CR (projekt NAZV ¢&. 1B44011) a Ministerstvu Skol-
stvi, mladeze a télovychovy CR (vyzkumny zdmér MSM
6007665806).
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Two methods recommended for analysis of denatured
proteins, automated Experion chip electrophoresis and
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anovel technique based on combination of the LabChip
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