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Uvod

Kapilarni elektroforéza na ¢ipu umoziiuje simultanni
analyzu az n€kolika desitek vzorki béhem nékolika minut.
Nespornou vyhodou mikro€ipil je minimalni objem vzorku
potiebny pro analyzu, obvykle v fadech pikolitrd. Prvnim
pfistrojem zaloZenym na mikro€ipech byl integrovany
plynovy chromatograf v roce 1979 (cit."). I piesto, Ze toto
zatizeni nebylo komer¢né Gspé$né, pfedznamenalo nastup
dalsich zafizeni zalozenych na mikroCipech, predev§im
v kapilarni elektroforéze nukleovych kyselin, nizkomole-
kularnich latek, ale i peptidl a proteint. Separace analytd
probiha v kandlcich vyleptanych do mikro€ipu za pouziti
mikrofabrikacnich technik. Poté, co jsou na Cip naneseny
vSechny roztoky, jsou vzorky elektrokineticky vpraveny
do injektorové oblasti. Nasledné probiha elektroforeticka
separace vzorki a detekce nejcastéji pomoci laserem indi-
kované fluorescence’*. Komeréné dodavané &ipy pro de-
tekci proteinti, RNA a DNA jsou uk4zany na obr. 1.
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Prvni systém pro denaturacni Cipovou elektroforézu
proteinti v pfitomnosti SDS (dodecyl siran sodny) popsal
Yao a spol.”, pfitemZ prvni komeréni zafizeni bylo vyvi-
nuto firmou Caliper Technologies v roce 2001 (cit.5).
V soucasné dobé jsou k dispozici automatizované systémy
pro SDS elektroforézu na ¢ipu napt. od firem Caliper Life
Sciences, Agilent Technologies, Bio-Rad, GE Healthcare
nebo Shimadzu Biotech.

Experion je automaticky systém pro elektroforézu na
¢ipu vyvinuty firmou Bio-Rad. Tento systém je pouZitelny
pro detekci a separaci DNA, RNA a proteinil. Separace
probiha tzv. ,Lab on Chip“ mikrofluidni technologii
(Caliper Life Sciences) na malém destickovém Cipu
s naslednou fluorimetrickou detekci. Na jednom cCipu je
mozné provést analyzu az 10 proteinovych nebo 12 vzorki
nukleovych kyselin béhem 30 min. Hlavni vyhodou,
v porovnani s klasickymi elektroforetickymi systémy, je
jednoduchost provedeni, snadna obsluha a rychlost prove-
deni celé analyzy vcetné zpracovani dat. Pfi analyze pro-
teinli oproti klasické SDS-PAGE (polyakrylamidova gelo-
va elektroforéza v pritomnosti SDS) odpadaji ¢asové na-
ro¢né kroky zahrnujici pfipravu gelt a detekci proteint
pomoci Coomassie Blue, odbarvovani gell, jejich dehyd-
rataci a dokumentaci. V piipad¢ analyzy RNA vzhledem
k jejich nachylnosti k degradaci vSudypfitomnymi RNAsa-
mi je obrovskou vyhodou celého procesu jeho rychlost.
Vysledky jsou dostupné ihned po analyze. Dal$i vyhodou
je i automaticka relativni i absolutni kvantifikace separo-
vanych biomakromolekul. Pfi praci s Experionem je nutné
mit na paméti uréitd omezeni, kterymi jsou posun moleku-
lovych hmotnosti nékterych detegovanych proteinli ve
srovnani s SDS-PAGE, popf. problematicka analyza poly-
peptidit s molekulovou hmotnosti niz§i nez 10 kDa, ktera
je zplsobena emisnim maximem pouzitého fluorescencni-

ho barviva’™.
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Obr. 1. Komer¢né dodavané Cipy pro detekei proteinii, RNA a
DNA od firmy Bio-Rad

* Prezentovano Ondfejem Zitkou na 12. ro¢niku celostatni soutéze o nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru analytic-

ké chemie O cenu firmy Merck.
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Pro své prednosti 1ze predpokladat uplatnéni pfistroje
Experion pro rutinni aplikace jako klinicka praxe'’, sledo-
vani a ov&fovani separagnich procesi'"'%, ovéfovani odri-
dové jakosti'* ™", piesngjii a reprodukovatelné vyhodnoce-
ni restrikéni analyzy DNA'® a kontroly kvality extrahova-
nych nukleovych kyselin'’. Ziskané zavislosti intenzity
fluorescence na ¢ase mohou byt zahrnuty do databazi od-
riad a vyuzity pro ovéfovani odridové jakosti a kvality
vyrobka'* 1318,

Cilem tohoto ¢lanku je shrnuti naSich dosavadnich
zkuSenosti s pouzitim systému Experion pro detekci lakto-
ferinu a matrixové metaloproteinasy 9 (MMP-9). Oba pro-
teiny jsou kovy vazajici a bez jejich pfitomnosti nejsou
aktivni. Laktoferin (laktotransferin) je metaloprotein vy-
skytujici se v granulich neutrofild a mukoznich sekretech,
predevSsim v mléce. Nizsi koncentrace byly nalezeny
v slzach, slinach a dalsich télesnych tekutinach. Biologic-
ky vyznam laktoferinu dosud neni zcela objasnén, vzhle-
dem ke své schopnosti vazat zelezo z okoli vykazuje bak-
tericidni vlastnosti, krom& toho ma také antiflogistické
schopnosti'®. Mimo jiné je schopen modulovat imunitni
odpovédi a ma pozitivni efekt na rdst mléénych bakterii,
coz jestd zesiluje jeho antimikrobilni pasobeni®’. Matri-
xové metaloproteinasy jsou enzymy schopné §tépit protei-
ny extracelularni matrix. Tato schopnost je spojuje
s mnoha fyziologickymi procesy, jako jsou apoptoza, dé-
lozni cyklus, embryonélni vyvoj, ovulace anebo zanét, ale
také jsou davany do souvislosti s mnoha onemocnénimi,
napf. artritida, Alzheimerova choroba, ateroskler6za, cévni
onemocnéni, gastriticky vied, choroby centralni nervové
soustavy, jaterni cirh6za, metastazy a rakovina. Podle sub-
stratové specifity a mechanismu $tépeni substratu se déli
na Zelatinasy, kolagenasy, stromelysiny, matrilysiny,
membranoveé vazané MMP a ostatni, pficemz MMP-9 se
fadi mezi Zelatinasy, které St€pi predevS§im kolagen (IV, V,
VII, X a XIV) jako zakladni stavebni slozku pojivové tkang?'.

Bioanalytick4 chemie zahrnuje fadu rozdilnych oblas-
ti pocinaje kvantifikaci cilového analytu ve vzorku az po
urceni struktury ¢i schopnosti interakce biomakromolekuly
s dal$imi latkami. Proto je nezbytné hledat nastroje, které
by bylo mozné vyuzit pro rizné aplikace s dobrou opako-
vatelnosti a zaroven nizkou casovou narocnosti. V nasi
préci jsme se zaméfili na moznost testovat pfistroj Experi-
on pro kvantifikaci proteini a zaroven pro studium in-
terakce proteinu s dal§im proteinem.

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

Lidskd MMP-9 byla dodana firmou Chemicon Inter-
national (Temecula, USA). Lyofilizovany praseci kolagen
byl ziskan od Vyzkumného tstavu pletaiského (Brno, Ces-
ka republika). Standard laktoferinu byl dodan firmou NU-
TRA ingrediens (Nizozemi). Ostatni pouZité chemikalie
byly od firmy Sigma-Aldrich (USA) v ACS distot¢.
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Cipova gelova elektroforéza — Experion

Pro analyzy byl pouzit Cipovy elektroforeticky systém
Experion (Bio-Rad, USA). Vzorky byly pfipraveny podle
metodického postupu dodavatele analytickych kitt (Bio-
Rad). VSechny analyzované vzorky byly fedény tak, aby
koncentrace proteinii nepfesahla 300 pg ml™'. Nasledng
byly 4 pl natedéného vzorku smichany s 2 pl redukéniho
pufru (systémovy pufr ve smési s merkaptoethanolem
(100%) v poméru 30:1 (v/v)). Tato smés byla ponechana
4 min pfi 100 °C a poté bylo pridano 84 ul vody (ACS
kvalita, Sigma-Aldrich, Némecko). Po naplnéni ¢ipu ge-
lem a ptipravé barviciho roztoku byla zfedéna smés vzor-
ku, redukéniho pufru a vody (6 pl) nanesena do jednotli-
vych jamek v Cipu. Jako standard byl pouzit Pro260 Lad-
der (Bio-Rad), ktery je soucasti analytického kitu. Pro
inkubaci vzorkd pfed analyzou byl pouzit termomixer
(Eppendorf 5430, USA).

SDS-PAGE

Analyzy vzorkdi byly ovéfeny polyakrylamidovou
gelovou elektroforézou v ptitomnosti dodecylsulfatu sod-
ného (SDS-PAGE). Pro studium metaloproteinas a laktofe-
rinu byl pouzit 7,5% separacni gel a koncentrace zaostfo-
vaciho gelu byla 5 %. SDS-PAGE probihala na aparatuie
Maxigel od firmy Biometra (Némecko). Separace probiha-
la pfi napéti 150 V dokud celo proteinti nedoséhlo dolniho
konce gelu (~ 2 h). Béhem separace byl gel chlazen vodou.
SDS-PAGE a detekce proteint stiibrem byly provedeny
podle klasickych protokolii*.

Purifikace laktoferinu

Vzorky kravského kolostra odebrané po 1, 12, 24, 36
a 48 hodinach od porodu byly obdrzeny ze Skolniho statku
Mendelovy univerzity v Zabgicich. Vzorky (~ 10 ml) byly
po odbéru zamrazeny na —20 °C. Po rozmrazeni byl vzo-
rek 10x natfedén v 0,2 M fosfatovém pufru, vortexovan
a centrifugovan po dobu 30 min pti 14 000 rpm (Hettich
centrifugen, Némecko). Po centrifugaci byl vzorek filtro-
van pres 0,45um filtr a opét 10x nafedén 0,2 M fosfato-
vym pufrem. Jeden ml takto pfipraveného vzorku byl za
pouziti peristaltické pumpy Minipulse 3 (Gilson, Francie)
aplikovan na monolitickou kolonu tvofenou iontoménico-
vym diskem CIM (BIA separations, Slovinsko).

Enzymova reakce

Stépeni kolagenu pomoci MMP-9 bylo provadéno
v 0,066 M fosfatovém pufru o pH 7,5. Enzymova reakce
probihala po dobu 30 min pfi teploté 70 °C. Byla pouzita
nasledujici vstupni koncentrace jednotlivych reaktanti:
100 ng MMP-9 a 20 ng kolagenu.
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Vysledky a diskuse
Kvantifikace proteini

Software k pfistroji Experion naim umoziuje zobrazit
vysledky v podobé elektroforeogramu, kde sledujeme za-
vislost vysky fluorescenéniho signalu na ¢ase. Na obr. 2a
je zobrazena detekce standardl laktoferinu o riznych kon-
centracich. Kalibra¢ni ptimka pro laktoferin (y = 0,0126x
— 1,978, R? = 0,994, relativni smérodatna odchylka 5,5 %)
je ukazana na vlozeném obrazku v obr. 2a. Detek¢ni limit
byl stanoven postupnym fedénim jako 125 ng proteinu
v90 ul (1,4 ugml™). V porovnani s priitokovou injekéni
analyzou spojenou s UV detektorem je detekéni limit
téméft o dva fady vyssi, ale pro detekei laktoferinu v mléce
a dalSich biologickych vzorcich, které tento protein obsa-
huji, je dostatecny. Navic nam tato technika nabizi moz-
nosti sledovat rozklad popf. tvorbu slozitéjsich struktur
(vicemertl), které bychom nebyli schopni priitokovou in-
jekeéni analyzou postiehnout.

Izolace laktoferinu z kravského kolostra byla prove-
dena pomoci monolitické kolony a postupu pievzatého
z prace Adam a spol>. Priitok mobilni faze (5 mM fosfato-
vy pufr o pH 7,25) byl po dobu prvnich 20 min separace
0,75 ml min~'. B&hem této doby doslo k zachyceni protei-
ni o izoelektrickém bodu 7,25. V 21. min separace byl
fosfatovy pufr nahrazen 1,3; 1,5 anebo 2,0 M-NaCl, ¢imz
doslo k eluci zachycenych proteind. Po uplynuti 35 min
byla kolona regenerovana pomoci 1 M-NaOH po dobu
10 min. Na obr. 2b je ukazana optimalizace separace lakto-
ferinu na monolitické koloné. Draha ¢islo 1 zobrazuje
standard laktoferinu, kde mizeme vidét intenzivni signal

Cena Merck

v oblasti M, ~ 100 000. V draze ¢islo 2 je vzorek kravské-
ho kolostra pfed purifikaci. Z obrazku je jasné€ patrné, Ze
zastoupeni laktoferinu v ptivodnim vzorku bylo minimalni,
byly detegovany predevS§im balastni proteiny. Proto jsme
nasledné pouzili pro vymyti z monolitické kolony tfi vyse
zminéné roztoky NaCl o riznych koncentracich (1,3; 1,5 a
2,0 M). Analyzu ziskanych frakci mizeme vidét v drahach
Cislo 3, 4 resp. 5. Zobrazku je jasné patrné, ze
k nejacinngjsi eluci navazanych proteind doslo za pouziti
1,5 M-NaCl (draha €. 4, obr. 2b). Vysledky byly srovnatel-
né s daty ziskanymi metodou SDS-PAGE (neni ukazano).
Mnozstvi laktoferinu kvantifikovaného ve vzorcich kolost-
ra odebranych po 1, 12, 24, 36 a 48 hodinach od porodu
byly 0,8; 0,9; 1,2; 0,6 a 0,4 g I Vysledky kvantifikace
laktoferinu byly srovnatelné s vysledky obdrzenymi pomo-
ci UV detekee™.

Protein-protein interakce

Déle jsme se zaméfili na dal$i kovy vézajici protein
MMP-9. Pouzili jsme stejnou koncentra¢ni fadu jako
v ptipadé¢ laktoferinu a ziskali jsme linearni zavislost vys-
ky detegovaného signalu na koncentraci v podobé y =
0,0112x — 2,015, R? = 0,990. Relativni smé&rodatna odchyl-
ka stanoveni byla 6,4 %. Detekéni limit stanoveny postup-
nym fedénim byl 31,3 ng proteinu v 90 pl (350 ng ml™).

V pfedchozi praci jsme studovali elektrochemickymi
technikami interakci MMP-9 s kolagenem a prokazali
jsme, Ze jsme schopni tento d&j citlivé detegovat®. Roz-
hodli jsme se pouzit Cipovou elektroforézu pro studium
Stépeni kolagenu pomoci MMP-9 a ovéfit tak schopnost
této techniky nejen kvantifikovat proteiny, ale také postih-
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Obr. 2. Detekce laktoferinu ¢ipovou gelovou elektroforézou. Elektroforeogram 62,5, 125, 250, 500, 1000, 2000 a 4000 ng laktoferinu
(mnozstvi proteinu je vztazeno na objem 90 pl) (a), ve vlozeném obrazku je zobrazena kalibraéni kfivka.Virtualni gel, L: standard Pro-
260, draha 1: standard laktoferinu, 500 ng, drahy 2-5: kolostrum ziskané 24 h po porodu izolované za rtiznych experimentalni podminek,
draha 2: vzorek surového kolostra 10x nafedény v 5 mM fosfatovém pufru o pH 7,25 , draha 3: 1,3 M-NaCl, draha 4: 1,5 M-NaCl, draha

5: 2,0 M-NaCl, sipka ukazuje systémové piky (b)
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Obr. 3. Pouziti pristroje Experion studium $tépeni kolagenu pomoci MMP-9. Virtualni gelovy vystup z pfistroje Experion: L: stan-
dard Pro260, draha 1: 100 ng MMP-9, draha 2: 100 ng MMP-9 a 20 ng kolagenu po 30 min pii 70 °C, draha 3: 20 ng kolagenu (a). SDS-
PAGE dréaha 1: 100 ng MMP-9, draha 2: 100 ng MMP-9 a 20 ng kolagenu po 30 min pii 70 °C, draha 3: 20 ng kolagenu (b)

nout jejich vzajemné interakce. V draze ¢islo 1 na obr. 3a
je zobrazena detekce 100 ng MMP-9. V piipadé analyzy
kolagenu (draha ¢.3) neni na virtudlnim gelu zachycen
zadny signal, coz odpovida kompaktnosti a velké moleku-
lové hmotnosti vlaken kolagenu. Interakce obou proteini
prinesla vysledek v podobé smési fragmentt o riizné mole-
kulové hmotnosti, ktera je zobrazena v draze cislo 2. Tento
vysledek nejen potvrzuje $té€peni kolagenu pomoci MMP-9,
ale také fakt, Ze jsme schopni tuto interakci detegovat au-
tomatickou elektroforézou na Cipu. Cely experiment jsme
také uskutecnili na SDS-PAGE (obr. 3b). V drahach ¢islo
1 a 3 mizeme vidét standardy MMP-9 resp. kolagenu.
Pomoci této techniky jsme byli schopni detegovat pritom-
nost fragmentu kolagenu o molekulové hmotnosti presahu-
jici M, 250 000, kterou jsme diky pfistrojovému omezeni
nebyli schopni rozlisit pomoci Experionu. V ptipad¢ ana-
lyzy smési obou proteinli jsme ziskali fadu fragmentl
o ruznych molekulovych hmotnostech s nejsilngjSim pa-
sem mezi M, 50 000 az 75 000, coz zcela odpovida zazna-
mu z automatické elektroforézy na Cipu (obr. 3a, b). Dalsi
fragmenty jiz nejsou dobie kvantifikovatelné, na rozdil od
Cipové elektroforézy, ktera je citlivéjsi.

Zaveér

Automatizovana Cipova elektroforéza je alternativou
klasick¢é SDS-PAGE, kde vyjma nékolikanasobného
zrychleni analyzy jsou jeji dals§i vyhodou vystupy
v elektronické podobé ve formé virtudlnich geld a zavis-
losti intenzity fluorescence na Case, coZ umoznuje spoleh-
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livou kvantifikaci sledovanych proteinti a zvysuje spolehli-
vost a opakovatelnost analyz.

Tato prace byla financovana ze zdrojiit MPO 2A4-
15917122 a GA AV KAN208130801. Ddle autori dékuji
Ing. Marii Balabanové za poskytnuti vzorkii kravského
kolostra.
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0. Zitka™®, S. K¥izkova®, V. Adam™, A. Horna®*,
J. Kuka¢ka', R. Prisa’, V. Zizkov4®, and R. Kizek"
(“ Department of Biochemistry, Faculty of Science, Ma-
saryk University, Brno, ”Department of Chemistry and
Biochemistry, and © Department of Animal Nutrition and
Forage Production, Faculty of Agronomy, Mendel Univer-
sity, Brno, dUniversily Institute, Tomas Bata University,
Zlin, Radanal Ltd., Pardubice, ' Department of Clinical
Biochemistry and Pathobiochemistry, 2" Faculty of Medi-
cine, Charles University, Prague, € Research Institute for
Knitting, Brno): Utilizing Automated Chip Electropho-
resis for Study of Lactoferrin and Matrix Metallopro-
teinases

Automated chip capillary electrophoresis was used in
detection and isolation of lactoferrin and a human matrix
metalloproteinase (MMP-9) as well as in investigation of
interactions and cleavage of collagen with MMP-9. The
method is a sensitive and simple technique superior to
SDS-PAGE. It is useful in proteomic research.



