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Epitachoforéza je nova separacni preparativni technika zalozena na diskontinualni elektroforéze umoznujici zakoncen-
trovani a precisténi biomakromolekul z komplexnich biologickych matric. Zaroven umoznuje prevést tyto slouceniny
z biologickych tekutin zahrnujicich napfiklad mo¢ nebo zivné sérum do jednodussiho roztoku vhodného pro naslednou
analyzu. V nasich nedavno publikovanych védeckych pracich jsme konkrétné cilili na vyuziti epitachoforézy pro predupra-
vu vzorkd obsahujicich proteiny a DNA. Technika umoziovala vice nez sedmdesatindsobné zakoncentrovani vzorku
s vytéznosti pres 90 %. Preparativni povaha epitachoforézy umoziuje naslednou analyzu riznymi technikami zahrnujicimi
hmotnostni spektrometrii, kapilarni elektroforézu, gelovou elektroforézu, ELISA analyzu nebo sekvenovani nové generace.
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ﬁvod Mgr. Helena HruSkova ziskala
Cenu Metrohm 2023 za nejlepsi
clanek v oblasti kapalinové chro-
matografie pro separaci iontovych
a polarnich sloucenin. V letech
2014-2017 absolvovala bakaldrské
studium chemie na Masarykove
univerzite, Prirodovédecké fakulte,
Oddéleni chemie, v Brné a v letech
2017-2019 magisterské studium
analytické chemie na Prirodove-

T¢Ini tekutiny (naptiklad krev a mo¢) obsahuji mnoz-
stvi sloucenin, jejichz zastoupeni reflektuje stav organis-
mu. Mezi takovéto latky spada i DNA a proteiny, které
v lidském téle plni fadu riznorodych funkci. Analyzu téch-
to biomakromolekul v biologické matrici lze pouzit
k diagnostickym tcéelim a tyto slouceniny potom slouzi
jako biomarkery ur&itého onemocnéni'?. P¥ima detekce
téchto biomarkert v télnich tekutinach je vSak obtizna,
nebot’ jejich analyticky signal miize interferovat se signaly

ostatnich sloucenin pfitomnych v matrici. Biomakromole- decké fakulte Univerzity Karlovy v Praze a v soucasné
kuly se navic ve vzorcich b&zné vyskytuji v nizkych kon- dobé je studentem doktorského studia na Masarykové
centracich, coz jesté vice komplikuje analyzu z hlediska univerzité, Prirodovédecké fakulté, Oddéleni chemie
narok na citlivost®. Z tohoto diivodu je nutné vyvijet nové v Brné. Svoji doktorskou praci zamérenou na mikro-
postupy pro zakoncentrovani a ptedi§tovani biomarkert a mezzo- fluidni instrumentaci pro obohacovani biologic-
z biologickych matric. V tomto ¢lanku se pokusime sezné- kych vzorkii vypracovava na Oddéleni bioanalytické in-
mit &tenafe s vyuzitim moderni separaéni metody — epita- strumentace Ustavu analytické chemie AV CR v Brné pod
choforézy (ETP) — k témto G&eltm. vedenim Ing. Frantisa Foreta, CSc. Mj. ziskala i cestovni

studentsky grant CASSS na prestizni mezindarodni konfe-
renci HPLC 2022 symposium v San Diegu (USA).

* Tento prispévek je soucasti serialu Nové pohledy na analytickou chemii sponzorovan¢ho
n MetrOhm firmou Metrohm Ceska republika s.r.o. (www.metrohm.cz) a zahrnujiciho jak ptispévky
3 , 1,.. mladych kolegii (Rising Stars in Analytical Chemistry), tak i kolegli na vrcholu jejich
INU 1T ¥ publika¢ni aktivity (Experienced Researchers), pfipadné i vitanou kombinaci obojiho.
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Koncentrovani biomakromolekul pomoci
epitachoforézy

ETP jiz byla popsana v nékolika naich studiich*”’.
Jedna se o preparativni separacni metodu zalozenou na
diskontinualni elektroforéze umoznujici koncentrovat
a pfecistit roztoky biomakromolekul z velkych objemil (az
desitky ml) biologickych matric (viz obr. 1).

Zékladem ETP jsou dvé do sebe vlozené kruhové
nadoby propojené ve stfedu pomoci sbérné jamky
s dialyza¢ni membranou. Kazda nadobka také obsahuje
kruhové elektrody, jejichz polarita je nastavena dle typu
analytu. Svrchni elektroda vzdy odpuzuje analyt smérem
ke stfedu zafizeni a elektroda ve spodni nadobce ho pfita-
huje. Spodni nadobka a sbérna jamka jsou pied experi-
mentem naplnény vedoucim elektrolytem (LE — leading
electrolyte). Do svrchni naddobky je vloZen gel obsahujici
ionty LE. Mezi gel a okraj vét$i nadobky je nalita biolo-
gicka tekutina (napt. moc¢ nebo kultivaéni médium) smise-
na sionty koncového elektrolytu (TE — terminating
electrolyte).

Po pfipojeni elektrod ke zdroji napéti dojde
k odpuzovani DNA/proteinti horni elektrodou smérem do
stfedu zafizeni. JelikoZ systém elektrolytli je zvolen tak,
aby probihala diskontinualni elektroforéza, molekuly ana-
Iytu vytvofi velmi izkou kruhovou zénu migrujici do stie-
du zafizeni. V okamziku, kdy zona analytu pronikne do
sbérné jamky, je cilova sloucenina zachycena pomoci dia-
lyza¢ni membrany. Experiment je nasledné zastaven sniZe-
nim elektrického napéti na nulovou hodnotu. DNA/
proteiny je potom mozZné odebrat pomoci pipety. Analyty
jsou zakoncentrovany z celkového objemu nadavkovaného
do zafizeni na zaatku experimentu do objemu LE ve stie-
du zafizeni, ktery je obvykle nékolik desitek az stovek
mikrolitrGi. V naSich publikacich jsme doséhli koncentrac-
niho faktoru 75.

Dalsim efektem, kterého 1ze pomoci ETP dosahnout,
je precisténi biomakromolekul od slozek matrice. Toto
precisténi dale umoznuje analyzu vzorku pomoci technik
citlivych na obsah interferujicich latek (soli, albuminu
apod.). Pfevod analytu do CistSiho roztoku probiha diky

ELEKTRODA ODPUZUJICI ANALYT

GEL S IONTY LE

VZOREK PROTEINU SMISENY S TE

ZASOBNIK S LE A ELEKTRODOU ——=—+

Obr. 1. Schématické zobrazeni ETP zatizeni. Pievzato a upra-
veno s povolenim z literatury’.
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n¢kolika déjim. DNA nese diky pfitomnosti fosfatovych
skupin  zaporny naboj, proto je koncentrovana
v aniontovém modu. Proteiny mohou nabyvat jak kladné-
ho, tak zaporného naboje v zévislosti na pH roztoku. Pro
naSe potieby jsme zvolili kladné pH (vice je popsano
v kap. 3). Opacéné nabité ionty, nez jsou ionty analytu,
migruji smérem k elektrod¢, ktera analyt odpuzuje, a diky
tomu dochazi k jejich separaci od analytu. Dal§im efektem
této techniky je sniZzeni obsahu soli a malych molekul. Ve
sbémé jamce umisténé na stiedu zatizeni probihé dialyza.
Slouceniny, které do jamky doputuji migraci a jsou mensi,
nez je cut-off pouzité dialyzani membrany, nejsou mem-
branou zachyceny. Narozdil od makromolekul pfechazeji
pfes membranu do druhé nadobky, ¢imz opét dochazi
k jejich eliminaci ze vzorku.

Epitachoforéza proteini

V praci’, ktera byla sougasti soutéze o Cenu Metrohm
2023, jsme se veénovali vyuziti ETP k zakoncentrovani
proteinti. Naboj proteint je uréen pH roztoku, ve kterém
jsou rozpustény. Pro zakoncentrovani proteind pomoci
ETP jsme zvolili nizké pH odpovidajici jejich kladnému
naboji. Ziskana frakce byla rozpusténa v kyselém tékavém
pufru, coz do budoucna umoziuje vyvoj online spojeni
s hmotnostni spektrometrii, pfipadné s dalSimi online tech-
nikami. Vyvoj metody zahrnoval optimalizaci nékolika
parametrd. Nejprve byl zvolen elektrolytovy systém, dale
elektricky vykon a typ separaéniho gelu. Jako modelovy
protein byl pouzit cytochrom ¢ v dostatecné koncentraci
(0,1 mg ml™"), aby byla vyvinuta zéna dobfe pozorovatel-
na pouhym okem. Dulezitymi kritérii byl celkovy Cas ex-
perimentu, zahtivani stfedu ETP zafizeni v dasledku vyso-
ké proudové hustoty a tvar vyvinuté zony proteinu. Proces
optimalizace vyustil v zavedeni elektrolytového systému
sestavajiciho se z 40 mM octanu amonného pH 4 (LE)
a20 mM octové kyseliny (TE). Tento elektrolytovy sys-
tém poskytl nizky koncentracni ¢as, nizkou teplotu stfedu
zafizeni a symetrickou zonu proteinu (viz obr. 2).

V experimentech byla pouzita hodnota elektrického
vykonu 5 W, pfi¢emz po 25 minutach od zacatku experi-
mentu byla ptivodni hodnota snizena na 1 W. SniZeni vy-
konu zamezilo mozné denaturaci ¢i degradaci proteinu
v disledku prehfivani stfedu zafizeni. Dal§im dilezitym
parametrem byl typ pouzitého gelu, ktery v experimentech
slouzil zejména jako antikonvekéni a separacni médium.
Pro zakoncentrovani cytochromu c bylo mozné vyuzit
agar6zové gely. V experimentech s myoglobinem a hemo-
globinem se vSak pfi pouziti agaré6zového gelu projevila
silnd adsorpce proteinu na okraj gelu viditelnd pouhym
okem. Z tohoto diivodu byl testovan dalsi typ separacniho
média — polyakrylamid. Na okraji polyakryamidovych
geltt se adsorpce neprojevovala. V dusledku jejich vyssi
hustoty se vSak prodlouzil koncentraéni ¢as. Proto byl
jejich primér snizen na 3 cm nebo 3,5 cm, aby ¢as experi-
mentu neptfesahnul 45 minut (detailni popis je uveden
v &lanku’).
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15 MINUT

CYTOCHROM C VE SBERNEM KALISKU

40 MINUT

Obr. 2. Optimalizovany ETP proces. Koncentrace proteinu v 10 ml TE &inila 0,1 mg ml™". V experimentu byl pouzit 0,5% agardzovy
gel s primérem 7,5 cm, 40 mM octan amonny pH 4 jako LE a 20 mM octova kyselina jako TE. Proces byl zachycen v 0., 15., 25. a 40.

minutd. Pfevzato a upraveno s povolenim z literatury’.

Elektrolytovy systém jsme poté pouzili pro testovani
vytéznosti a koncentracniho faktoru. Vyvinutd metoda
dosahovala koncentra¢niho faktoru 29-67 a az 98% vytéz-
nosti. Podobné hodnoty vytéznosti potom byly ziskany pti
aplikaci metody na biologickou matrici (moc) s ptidavkem
proteinu (viz obr. 3). Koncentraéni faktor v tomto pfipadé
¢inil 32. V posledni fazi vyzkumu se nam podafilo kon-
centraci zivného kultivacniho média HeLa bunék detego-
vat cytochrom c. Bez ETP pfedipravy tato analyza nebyla
mozna’.

Zavér

Nase diive dosazené vysledky zveiejnéné v pracich*”’
jednoznacné dokazuji, ze ETP by mohla byt dilezitou
technikou pro ziskavani proteinti a DNA z biologickych
matric. Umoziuje podstatné zakoncentrovani cilovych
biomolekul a zaroven je schopna prevést vzorek do Cistsi-
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ho roztoku. Dalsi ptednosti ETP je vynikajici vytéznost,
ktera mize dosahovat i pies 90 %.

Zavérem lze uvést n€kolik charakteristik vyvinuté
metody, které ji zvyhodiuji oproti ostatnim preparativnim
technikdm. Pro zpracovani proteint pomoci ETP neni
potieba pouzivat surfaktanty a dalsi aditiva, koncentraéni
Cas je niz8i nez 1 h. PfeciSténi a zakoncentrovani proteini
pomoci afinitnich a mikroextrakénich metod je obvykle
vicekrokové. ETP je jednokrokovy proces, pficemz vy-
sledné frakce je rozpusténa v pufru o nizké koncentraci,
¢ehoz 1ze v budoucnu vyuzit pti spojeni ETP s hmotnostni
spektrometrii a dal§imi technikami.

Tato prace byla podporena grantem European Re-
gional Development Fund-Project ,SINGING 521
PLANT*“  (No. CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_026/0008446)
a podporovina vyzkumnym zdmérem Ustavu analytické
chemie. AV CR, v. v. i. (projekt RVO: 68081715).
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Obr. 3. CGE-LIF piivodniho vzorku (5 ml mo¢i s piidavkem 1 ml 1 mg ml™' roztoku standardniho cytochromu ¢ — &erna kiivka) a frak-
ce po ETP procesu (ervend kfivka). Koncentrace standardniho cytochromu ¢ v TE &inila 50 ug ml™. Do celkového objemu 20 ml TE
bylo ptidano 5 ml moci. V experimentu byl uzit 6% (37,5:1 — acrylamid:bisacrylamid) polyakrylamidovy gel s praimérem 3,5 cm, 40 mM
octan amonny pH 4 (LE) a 20 mM octova kyselina (TE). Pfevzato a upraveno s povolenim z literatury’.
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® Department of Chemistry, Faculty of Science, Masaryk
University, Brno, Czech Republic): Epitachophoresis —
A Method for the Extraction of Biomacromolecules
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Epitachophoresis is a new separation preparative
technique based on discontinuous electrolyte systems ena-
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bling the preconcentration of biomacromolecules from
complex biological matrices. Moreover, it enables the
transfer of these compounds from biological liquids, such
as urine or growth medium, to a simpler solution, suitable
for subsequent analyses. In our recently published papers,
we focused on the use of epitachophoresis to pretreat the
samples containing proteins and DNA. The technique ena-
bled more than seventyfold preconcentration with recoveries
reaching more than 90%. The preparative nature of
epitachophoresis enables one to subsequently analyse the
isolated biomacromolecules by various techniques including
mass spectrometry, capillary electrophoresis, gel electropho-
resis, ELISA analysis, or new-generation sequencing.

Full text English translation is available in the on-line
version.
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