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ABSTRACT

The aim of the presented paper was to find and to describe the electrolyte system with
suitable pH for the pre-concentration and isolation of ampholytes using Carrier Ampholyte-
Free Isoelectric Focusing (CAF-IEF) for analyses. This method is based on the principle of
utilization of both side regulated ionic matrix. By influence of current and solvolytic fluxes a
sharp boundary of pH is created in the column filled with a sample. Here, ampholytes
primarily dissolved in a background electrolyte are focused upon.
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ABSTRAKT

Cilem préce bylo nalézt a popsat elektrolytovy systém s vhodnym pH pro pfedkoncentraci a
izolaci stresovych proteinii pomoci izolelektrické fokusace bez pfitomnosti nosnych amfolyta
(CAF-IEF). Tato metoda je zalozena na principu pohyblivého rozhrani, které je tvofeno
dvéma elektrolyty (pufry) s riznymi hodnotami pH. Tyto dva elektrolyty tvofi ostré rozhrani,
na kterém dochazi k fokusaci amfolytu. Pfi riznych hodnotach pH elektrolyti se rozhrani
pohybuje riznou rychlosti. Pti urcité rychlosti se pohyb rozhrani zastavi. Tento stav je velmi
vyhodny jak pro fokusaci, tak pro kontinudlni ddvkovani a predkoncentraci vzorku.
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UvVoD

Moderni kapilarni techniky jako je zénova elektroforéza (CZE), izotachoforéza (ITP),
izoelektricka fokusace (IEF) maji vynikajici separacni vlastnosti jako je selektivita, rozliSeni a
rychlosti analyzy [1]. Rozvinuti detekénich technik snizilo detek¢éni limit na uroven

jednotlivych molekul [2].



Nejjednodussi elektroforetickou technikou je zoénova elektroforéza [3]. CZE je vhodna
pro separaci molekul s nadbojem (iontd) liSicich se svou molekulovou hmotnosti, tvarem a
nabojem [4].

Zde vzorek migruje v prostiedi zakladniho elektrolytu, jehoz slozeni zarucuje v celé
separacni kapilare konstantni homogenni elektrické pole. Zony jednotlivych latek migru;ji
konstantni (ale kazda svou) rychlosti a postupné se od sebe vzdaluji. Zénova rozhranni nejsou
ostra a v pribchu experimentu se rozmyvaji vlivem difuze [3].

Pro separaci je nutné, aby elektivni mobility, a tim 1 migracni rychlosti riznych latek
byly navzdjem rtzné. Toho se dociluje vhodnou volbou zakladniho elektrolytu. Separace
probihd tak, Ze se do kapilary naplnéné zakladnim elektrolytem vnese vzorek. Po vlozeni
napéti mezi konce kapilary zacne protékat elektricky proud a jednotlivé latky vzorku za¢nou
migrovat navzajem riznymi rychlostmi, a tim se separuji [5]. V kapilafe pak latky migruji
smérem k detektoru, ktery je na jedné strané kapilary. Béhem jednoho experimentu Ize délit a
detekovat oba dva druhy iontii (anionty, kationty) [4].

Kromé elektroforetického pohybu nabitych castic je cely objem roztoku uvnitt
kapilary uvadén do pohybu elektroosmotickym tokem. V kapilardch s nemodifikovanym
vnitinim povrchem je tento tok orientovan smérem ke katodé a jeho rychlost je relativné
vysokd (vétSinou vyssi nez rychlost elektroforetickd) a anionty i1 kationty mohou byt
analyzovany soucasné béhem jednoho experimentu [6].

Izotachoforéza je moderni analytickd separacni technika. Umoziiuje analyzovat smési
ionogennich latek vroztocich a ziskat v kratké dobé (obvykle 4 az 40 minut) snad
vyhodnotitelné udaje o kvalitativnim 1 kvantitativnim slozeni vzorku. ITP pracuje s malymi
mnozstvimi vzorku a zpravidla umoziuje stanovit jesté desitky ng latek, coz pfi nastiiku
jednotek az desitek pl vzorku vede k analyzovatelnym koncentracim na Urovni desitek az
jednotek ppm.

V izotachoforéze je vzorek umistén mezi dva pomocné elektrolyty — vedouci a
koncovy. Po ukonceni separace, kazda zéna obsahuje kromé protiiontu pouze ionty jediné
latky, vSechny zony migruji stejnou rychlosti, odtud néazev izotachoforézy (fecky isos =
stejny, tachos = rychlost), stykaji se ostrymi rozhranimi a postupem Case se nerozmyvaji.
Zatimco zonova elektroforéza umoziuje kombinaci migrace a elekrotoosmozy latek na obé
strany od startu a soucastnou separaci kationtovych a aniontovych slozek vzorku, jsou u
izotachoforézy v jedné analyze separovany pouze slozky migrujic jednim smérem. Proto u

izotachoforézy hovoiime o kationtové a aniontové separaci [3].



Metodou izoelektrické fokusace se separuji v biochemii amfolyty. Amfolyt muize
existovat ve formé kladné, zaporné i neutrdlni Castice. Na to,v jaké podob¢ se nachédzi, ma
zasadni vliv pH prostiedi. Typickym piikladem amfolyti jsou aminokyseliny, peptidy a
proteiny. Prostfedi, ve kterém je amfolyt v elektricky neutrdlni form¢, ma pravé urcité¢ pH.
Toto pH se rovna izoelektrickému bodu pl ptislusného amfolytu . Jestlize je pH prostiedi
vy$si nez izoelektricky bod, pievlada zdporna forma amfolytu, jestlize je niZsi, prevlada jeho
kladna forma [5].

Izoelektrickd fokusace je zalozena na migraci vzorku v pH gradientu. Vzorek je
zakoncentrovan v urcitém pH, které odpovida jeho izoelektrickému bodu - pl. V praxi, se
gradient vytvoii tak, ze se separacni kapilara naplni roztokem smési amfolyti s riznymi pl.
Po aplikaci vzorku a zapnuti proudu zacnou smes amfolytii i vzorek migrovat v elektrickém
poli. Migrujici amfolyty postupné ztraci naboj a vznikd pH gradient. Délené latky v tomto
prostiedi migruji, dokud nedoputuji do té ¢asti separac¢niho prosttedi, jehoz pH je rovno jejich
izoelektrickému bodu. Zde budou mit z makroskopického hlediska nulovy naboj a migrace se
zastavi [7].

Po dosaZeni ustdleného stavu je tfeba fokusované zény mobilizovat, aby prosly
detektorem a byly detekovany. K pfirozené mobilizaci zén dochazi pti IEF v pritomnosti
elektroosmotického toku v ktemennych kapildrach s neupravenym vnitinim povrchem [8].

V extremnim pfipad€¢, vhodném zvlast¢ pro mikropreparativni tcely, se mohou
amfolyty vypustit a nahradit dvéma elektrolyty s regulovatelnou hodnotou pH. Ty vytvofi
v kolong ostré rozhrani pH, kde se amfolyty vzorku zafokusuji podle jejich pl. Tato metoda se
nazyva izoelektrickd fokusace bez nosnych amfolyti CAF — IEF (Carrier Ampholyte Free-
Isoelectric Focusing) [9]. Je zalozena na oboustranné regulaci pohybu neutraliza¢niho
reakéniho rozhrani (déle jen rozhrani), které je tvofeno dvéma elektrolyty (pufry) s riznymi
hodnotami pH [10]. Tyto dva elektrolyty tvoii ostré rozhrani, na kterém dochazi k fokusaci
amfolytu. Pii riznych hodnotach pH elektrolyti se rozhrani pohybuje raznou rychlosti. Pti
uréité dvojici hodnot pH, odpovidajici rovnosti toki H a OH iontéi se pohyb rozhrani
zastavi. Regulaci pH a tedy rychlosti pohybu rozhrani miizeme dosdhnout stavii kdy rozhrani
stoji, nebo se pohybuje. Stacionarni stav o nulové rychlosti je velmi vyhodny jak pro
fokusaci, tak pro kontinudlni davkovéni a predkoncentraci vzorku, stav nenulové, ale zndmé
rychlosti je vhodny pro mobilizaci zafokusovanych latek a jejich pfevedeni do mista detekce.
Vyhodou CAF-IEF je nepfitomnost nosnych amfolytd. Ty jsou drahé a tvoii komplexy

s analytem, coz je nezadouci pro dalsi analyzu a identifikaci (Maldi-TOF MS).



V minulosti bylo pro vlastni nastavovani pH elektrolyti v priibéhu analyzy pouzito
specialni zafizeni s elektrickou regulaci [11]. Toto zafizeni je pfili§ slozité, proto jsme
ptistoupili k pouziti pufrujicich elektrolyti o konstantnim sloZeni, kde pozadované zmény pro
mobilizaci je dosazeno vyménou elektrolytu v komurce.

Cilem prace byla charakterizace elektrolytového systému a nalezeni vhodnych
elektrolyti (pufrll) s vhodnymi pH pro ptfedkoncentraci a izolaci stresovych proteinti. Tyto
elektrolyty nejsou znamy, a proto se hledaly takové, které by mély vhodné vlastnosti, jako je
regulovatelnd migra¢ni rychlost a schopnost dostatecné pufrovat analyzované zony tak, aby u

nich nedochézelo ke zmén¢ migracnich ¢as.

EXPERIMENTALNI CAST

Pro méfeni byl pouzit p¥istroj CS Isotachophoretic Analyser (Ustav radioekologie a
vyuziti jaderné techniky, Spisska Nova Ves, SK), viz obr.1. Pfistroj ma predevs§im analytické
vyuziti pro analyzu aniontl i kationti ve vodnych prosttedich, av§ak ptipustna jsou i prostiedi
smeésnd /voda alkohol/. Pristroj je dvoukolonovy (s dvéma teflonovymi kapilarami),
s pomocnou tfeti elektrodou a vtokem pro koncentra¢ni kaskadu. Vzorek lze vnasSet bud’
davkovacim kohoutem, nebo stiikackou. Detekce je vodivostni s vystupem funkénim i
derivacnim. Pracovni proud je 500pA. Zdroj je vybaven prepétovou ochranou nastavitelnou
v rozmezi 6-16 kV. Casovy pribéh separace, prepnuti kolon, spusténi zapisovace a ukonéeni
celé analyzy je mozno pfedem naprogramovat [3].

Migracni rychlost byla sledovana pomoci pohybu rozhranni dvou elektrolytii o rizném
pH v separacéni kapilare o priméru 0.8 mm. Terminatorovy blok (T) byl naplnén koncovym -
- davkovacim elektrolytem (terminator) a pomocny blok (P) s blokem cilové elektrody (L) byl
naplnén vedoucim elektrolytem s pfidavkem bromthymolové modii (leading), pro snadnou
identifikaci rozhranni. Po nastaveni vhodného proudu 200pA a zapnuti pristroje byl méfen

¢as pohybu rozhrani. Pufry byly pfipraveny z béznych chemikalii s oznaceni p.a.

VYSLEDKY A DISKUSE:

Bylo méteno nékolik davkovacich elektrolytovych systémi viz tabulka 1, graf 1.pK
pro jednotlivé kyseliny a hydroxid jsou uvedeny v tabulce 2. Vedouci elektrolyt vzdy
obsahoval 0.0001M bromthymolovou modi pro zviditelnéni rozhrani. Koncentrace NH4" soli
v koncovém — davkovacim elektrolytu se ménily vrozmezi od 0 M do 0.0085 M. Se
stoupajici koncentraci NH;" soli v ddvkovacim elektrolytu se migrace zpomalovala aZ ustala.

Nulové migrace se da vyuzit pro kontinualni davkovani vzorku amfolytu, pro jeho



Chr. 1. C5 Isotachophoretic & nalyser
Terrninatoroy blok (T, Dévionrac kohout (K,
Septum (5}, Teflonond separadnd kapildra (217,
Detekéni cela pomocného deteltor (D)
Fozdélosaci blok (B}, Pomocnd elektroda (P
Enalvtickd kapilara (C02), Deteldnd cela (D2),
Blok ciloné elektrodsy (L)

Tabulka 1: Elektrolytové systémy

predkoncentraci a zafokusovani. Po zafokusovani
vzorku amfolytu by mélo dojit k mobilizaci. Ta se
provede tak, ze se vymeéni davkovaci -elektrolyt
v terminatorové komirce a rozhrani se da do pohybu.
Rychlosti jednosytnych kyselin se daji vypocitat, jak
demonstruje obrazek 1. Na obrazku 1 je prostorovy
graf vypocitanych zavislosti pohybu rozhrani na slozeni
elektrolyti a na jejich pH. Vypocet pro vice- sytné
kyseliny jest¢ neni zndm, proto se musi rychlosti
experimentalné zméfit graf 1.

pH pro jednosytnych kyseliny se d& ovéfit jak
experimentalné, tak 1 teoreticky. Vypocet pro pH
postup pro vypocet. Vyhoda vicesytnych je v tom, ze
pufruji v SirSim rozsahu pH, coz je vyhodné pro
analyzu proteinl a pro experimentalni davkovani, kdy

nedochazi k regulaci elektrolytu.

Vedouci elektrolyt (L)

Koncovy elektrolyt (T)

0.01M NH4OH, 0.01M NH4COOH, pH 9,4

0,01M CH;COOH; x M NH4COOH

0.02M NH4OH, 0.01M NH4COOH, pH 9.7

0,01M CH3COOH; x M NH4COOH

0.01M NH,4OH, 0.01M (NH,);PO,, pH 9.6

0.01IM H3PO4, x M (NH4)3PO4

0.01M NH4OH, 0.01M (NH4),H4C4O¢, pH 9.2

0,01M HeC4Os, x M (NH4),H4C4O6

0.01M NH4OH, 0.01M (NH4)2H4C404, pH 8.9

0,0IM H6C4O4, x M (NH4)2H4C4O4

0.01M NH,OH, 0.01M (NH,),C>04, pH 9.4

0,01M H2C204, x M (NH4)2C204

0,01M CH3;COOH, 0,01M NH;,COOH, pH 4.4

0.01M NH4OH, x M NH4COOH

x — hodnoty koncentraci NH4" soli v rozmezi od 0 M do 0.0085 M




Tabulka 2: pK kyselin a hydroxidu

PKj PK2 PK3
Kyselina octova 4.75
Kyselina trinydrogenfosforecna 2.16 7.21 12.32
Kyselina jantarova 4.21 5.64
Kyselina vinna 2.98 4.34
Kyselina Stavelova 1.23 4.19
Hydroxid amonny 9.53

Graf 1: Graf zavislosti rychlosti neutralizacniho reakcniho rozhrani v zavislosti na

koncentraci soli v 0.01M roztoku davkovaciho elektrolytu.
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Obrazek 1: Graf vypocitané zavislosti pohybu rozhrani na sloZeni adjustovanych elektrolytu
ana jejich pH

Calculated dependence of boundary velocity
on the composition of adjacent electrolytes - their pH

[ os_w] M Aj10012A Arepunoq

L-

pH
o
<}
,
BN
. /o
v'\)/g
Ch
&
o
N = O
o o

- 20 — G0
20 20 2 00 10
—30_30——30\30 ’({)
= 4 10

40 0 40 ‘40\53?

3 T
4 6 8 10 12 14
pH

ZAVER

Byly charakterizovany nékteré elektrolytové systémy, vybrané tak, aby byly schopny
pufrovat v celé oblasti métitelného pH. Byla prakticky ovétena schopnost elektrolytl pracovat
ve fokusa¢nim i mobilisaénim modu, ¢imz byla zavrSena prvni etapa prace. DalSim krokem
bude pomoci vybranych elektrolytovych systémi zafokusovat modelové i stresové proteiny.

Vypocet byl proveden podle jiz diive publikovaného programu [11].
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