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Tento ¢lanek shrnuje vyvoj a vyuziti elektromigraénich metod v Ustavu organické chemie a biochemie Akademie véd
Ceské republiky v Praze (UOCHB AV CR) od jeho zaloZeni aZ po sou¢asnost. Popisuje vyvoj instrumentace, metodiky
a vyuziti nasledujicich metod: a) nechlazena a chlazena papirova elektroforéza pro analytické i semipreparativni separace
aminokyselin a peptidl pfi ur€ovani primarni struktury bilkovin, b) kontinualni pritokova elektroforéza ve volném roztoku
(FFE) pro &isténi biologicky aktivnich peptidd, zejména peptidovych hormontl, s preparativni kapacitou 50-100 mgh™',
¢) kapilarni izotachoforéza (CITP) pro kontrolu Cistoty (kvality) synteticky ptipravenych nebo z ptirodniho materialu
izolovanych biologicky aktivnich peptidi a pro stanoveni jejich protiiontd; d) vysokoucinné kapilarni elektromigraéni
metody (HPCE) zahrnujici zénovou elektroforézu, izotachoforézu, izoelektrickou fokusaci, afinitni elektroforézu,
elektrokinetickou chromatografii a elektrochromatografii, a vyuziti téchto metod pro separace, analyzy a fyzikalné-
chemické a biochemické charakterizace Sirokého spektra (bio)molekul izolovanych, (bio)syntetizovanych a studovanych
v UOCHB AV CR, napf. aminokyselin, peptidd, bilkovin, nukleosidti, nukleotidt, fragmentd nukleovych kyselin, steroidi,
katecholaminti a riiznych funkénich organickych molekul, napt. azahelicentl, helquati a diquatu.

Klicova slova: kapilarni elektroforéza, izotachoforéza, izoelektricka fokusace, afinitni elektroforéza, elektrokineticka
chromatografie, elektrochromatografie

Obsah a biologicky aktivnich latek a studium jejich vlastnosti
ainterakci sjinymi latkami v zivych i nezivych systé-
1. Uvod mech. Studované latky se vétSinou vyskytuji ve vice ¢i
2. Papirova elektroforéza mén¢ komplexnich smésich, ze kterych je tfeba tyto latky
3. Kontinualni prittokova elektroforéza ve volném roztoku od ostatnich nejprve oddélit, izolovat, purifikovat a analy-
4. Kapilarni izotachoforéza zovat. K tomu slouzi mnoho separacnich, spektroskopic-
5. Vysokou&inné kapilarni elektromigra¢ni metody kych, elektrochemickych a dalsich analytickych metod
(HPCE) ajednémi ztéch, které jsou pro tyto potieby v UOCHB
5.1. Vyvoj instrumentace vyvijeny a vyuzivany jiz od jeho zaloZeni, jsou elektromi-
5.2. Metodicky vyvoj a analytické vyuZiti gratni metody. . .
5.3. Fyzikdln& chemicka charakterizace (bio)molekul Elektroforéza je velice t€inna separacni metoda zalo-
6. Zavér a perspektivy dalsiho rozvoje zena na jednom z elektrokinetickych jevi, tj. na pohybu

elektricky nabitych ¢astic (malych iontl, makroiontl (bio)
polymeri a zivych i nezivych nano- a mikrodastic)

1. Uvod v kapalném prostiedi pisobenim elektrického pole. Jeli-
, koz se tyto castice lisi velikostmi svych naboji i svymi

Hlavnim pfedmétem zakladniho vyzkumu v Ustavu rozméry a tvary, pohybuji se ve stejnosmérném elektric-
organick¢é chemie a biochemie Akademie véd Ceské re- kém poli riznymi rychlostmi a na tomto principu se od
publiky (UOCHB) je (bio)syntéza, izolace, purifikace sebe oddéluji. Probiha-li tento proces dostatecné dlouhou
a charakterizace novych funkénich organickych molekul dobu, dojde po urditém &ase k uplnému oddéleni jednotli-
Chem. Listy /18, 579587 (2024) https://doi.org/10.54779/ch120240579
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vych druht ¢astic do samostatnych zon, ve kterych mohou
byt detegovany nebo ze kterych mohou byt izolovany.
Elektroforéza mlize byt vyuzita pro analytické i prepara-
tivni separace Sirokého spektra anorganickych i organic-
kych (bio)molekul a (bio)castic.

Podle autorovi zndmych informaci prvni elektrofore-
tické experimenty v Ceskoslovensku byly shodou okolnos-
ti provedeny pravé v budové pozdé&ji zalozeného UOCHB
jiz v letech 1948-1949 (cit."?). Tehdy tam sidlilo Odd&leni
organické technologie Technické university v Praze, poz-
déji pfeménéné na Fakultu organické technologie Vysoké
Skoly chemicko-technologické. Tehdejsi pritkopnici elek-
troforetickych metod na tomto pracovisti si byli védomi
rusivych jevli termokonvekce a sedimentace v Tiseliové
elektroforéze pohyblivého rozhrani provadéné ve volném
roztoku ve vertikalni U trubici®, a proto provedli elektrofo-
retické separace krevnich bilkovin a bilkovin vaje¢ného
bilku na laboratorné pfipraveném zafizeni v agarovém zelé
umisténém na vodou chlazené sklenéné desce. V tomto
antikonvektivnim a CasteCné sitovacim prostiedi byli
schopni oddélit krevni bilkoviny feritin a hemoglobin,
hemocyanin a pepsin a ¢astecné frakcionovat bilkoviny
vajeného bilku a bilkoviny krevni plasmy'~. Toto praco-
vi§té bylo v roce 1950 pfeménéno na Ustiedni Gistav che-
micky a v roce 1953, po vzniku Ceskoslovenské akademie
véd (CSAV), zde zacal pusobit Ustav organické chemie
CSAV, ktery byl od roku 1960 nazvem i zaméfenim rozsi-
fen na Ustav organické chemie a biochemie CSAV. Oba
tyto Gstavy vedl akademik F. Sorm, ktery si uvédomoval
dilezitost separaénich metod pro organickou chemii
a biochemii a podporoval zavadéni tehdy novych chroma-
tografickych a elektroforetickych metod do chemickych
a biochemickych laboratofi.

2. Papirova elektroforéza

V padesatych letech minulého stoleti bylo v UOCHB
sestaveno nékolik typt tehdy nejrozsifenéjsiho instrumen-
talniho formatu elektroforézy — papirové elektroforézy.
Mezi nimi nejvétsiho vyuziti dosahla nechlazena nizkona-
pétova tzv. sestupna papirova elektroforéza sestrojena
0. Mike$em®. V této aparatufe se vzorky (hydrolyzované
proteiny, oligo- a polypeptidy) nanasely do stfedu svisle
orientovaného chromatografického papiru naplnéného
separa¢nim pufrem. Papir byl na obou koncich ponotfen do
elektrodovych nadobek, dolni anodové a horni katodové,
obou naplnénych rovnéz separaénim pufrem. Elektrické
napéti bylo na tuto sestavu privadéno platinovymi elektro-
dami. Vysledny pohyb peptidi byl kombinaci jejich elek-
troforetické migrace, elektroosmotického toku a vzlinavé-
ho toku pufru z obou elektrodovych nadobek v pdérovitém
prostiedi nosného papiru v disledku odpafovani pufru
z papiru zahfivaného prochazejicim elektrickym proudem.
Svétove prioritni bylo vyuziti této aparatury pro diagonalni
papirovou elektroforézu pro dvoudimenzionalni separaci
peptidd, které umoznilo identifikovat disulfidové mustky
v molekulach bilkovin®.
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Vyssi separacni ucinnosti a rychlejSi separace nez
v této aparatute byly dosazeny ve vysokonapétové papiro-
vé elektroforéze chlazené pomoci elektricky izolovaného
vodou chlazeného kovového vymeéniku tepla, kterou vyvi-
nuli Z. Prusik a B. Keil®. Uginné chlazeni umoznilo prova-
dét elektroforézu pii vysokych napétich (az 5 000 V)
a dovolilo dokonalejsi oddéleni analyzovanych latek. Oba
typy téchto papirovych elektroforéz byly Siroce vyuzivany
pro analytické i semipreparativni separace aminokyselin,
peptidl a peptidovych fragmentd bilkovin po jejich pred-
chozim chemickém a enzymovém S§tépeni. Z téchto tak
zvanych peptidovych map byly urovany primérni struktu-
ry bilkovin, tj. sekvence aminokyselin v jednotlivych fe-
tézcich bilkovin vcetné urceni mist intra- i inter-
tetézcovych disulfidovych mustkd v jejich molekulach.

3. Kontinualni priitokova elektroforéza
ve volném roztoku

Dalsim vyznamnym meznikem v historii elektromi-
gra¢nich metod v UOCHB byl vyvoj aparatury pro konti-
nudlni beznosiovou elektroforézu ve volném roztoku
v pratokové elektroforetické komoife tymem vedenym
Z. Prusikem’. Separa¢ni komora se sklddala ze dvou rovno-
béznych sklenénych desek o rozmeérech 500%500x4 mm,
mezi kterymi byla tenka Stérbina (0,5 mm). Touto Stérbi-
nou kontinudlné proudil laminarnim tokem zakladni
(nosny) elektrolyt, do kterého byl ve stfedu vstupni strany
komory tenkym proudem zavadén roztok vzorku, viz
obr. 1. Komora byla oboustranné chlazena na 4 °C rychle
proudicim vzduchem. Ve sméru kolmém na hydrodyna-
micky tok zakladniho elektrolytu i vzorku bylo aplikovano
separaéni napéti (2 500-3 000 V), které béhem pritoku
nosného elektrolytu a vzorku komorou (20—40 minut)
vychylovalo kladné nabité latky ke katodé a zaporné nabi-
té latky k anodé€. Katoda a anoda ve form¢ platinovych
vodict byly umistény v postrannich elektrodovych komur-
kéach oddélenych od separacni komory iontoméni¢ovymi
membranami. Elektroneutralni latky byly hydrodynamic-
kym tokem unaseny v pfimém sméru. Na vystupni strané
byla komora rozdélena do 48 komdrek, ze kterych byly
vice ¢i méné oddélené slozky vzorku v pravidelnych inter-
valech odsévany tenkymi hadickami do sbéraCe frakei se
48 nadobkami. Tato unikatni aparatura byla hojné¢ vyuzi-
vana pro izolaci a purifikaci biologicky aktivnich peptidi
a bilkovin, zejména peptidovych a proteinovych hormonti
a enzymi. Preparativni kapacita dosahovala 50-100 mg
peptida ¢i bilkovin za hodinu. Schéma komory a princip
kontinualni pritokové separace jsou ukazany na obr. 1
a fotografie této aparatury je na obr. 2.

Na prelomu sedmdesatych a osmdesatych let minulé-
ho stoleti byl dalsi vyvoj této metody dokonce zafazen do
programu Interkosmos. V jeho rdmci, jiz s ucasti autora
tohoto ¢lanku, bylo vyvijeno zafizeni pro kontinudlni pri-
tokovou izotachoforézu ve volném roztoku®. V ném méla
byt ovéfena hypotéza, zda v podminkach mikrogravitace,
kdy nebude dochazet k termokonvekcei a sedimentaci mak-
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Obr. 1. Schéma separa¢ni komory a princip kontinualni pri-
tokové elektroforézy. A¥ BY, C’aD, slozky vzorku zavadéné
tenkym proudem do stfedu komory; E, zakladni elektrolyt lami-
narné proudici separacni komorou; E’, zakladni elektrolyt turbu-
lentné proudici elektrodovymi komurkami (EC) oddélenymi
iontoméni¢ovymi membranami (M) od separa¢ni komory

romolekul bilkovin v separa¢ni komote, bude mozné zvy-
Sit preparativni kapacitu této metody a v budoucnosti ji
dokonce vyuzivat k ptipravé superCistych proteinovych
1é¢iv v kosmickém prostoru. Prototyp ,,kosmické izotacho-
forézy“ byl tehdy intenzivné vyvijen ve spolupraci
s Vyvojovymi dilnami CSAV, ale ke hvézdam nakonec
neletél. Kvili nedostatku financi byl projekt predcasné
ukoncen.

4. Kapilarni izotachoforéza

Novym impulzem pro dalsi rozvoj elektromigracnich
metod v Ceskoslovensku véetné UOCHB byl vyvoj nové
metody, kapilarni izotachoforézy (CITP), skupinou
F. Everaertse na Technické univerzité v Eindhovenu’.
Diky koncentracnimu a samozaostiujicimu efektu diskon-
tinualniho elektrolytového systému slozeného z vedouciho
a koncového elektrolytu byly dosazeny velmi rychlé sepa-
race a vysoce citlivé analyzy kationickych nebo anionic-
kych analyti. CITP byla povazovana za velmi perspektiv-
ni analytickou metodu s Sirokym uplatnénim pro analyzu
ve vodé rozpustnych ionogennich latek. Jiz v roce 1970 se
na trhu objevil prvni komerc¢ni CITP analyzator Tachophor
vyrabény §védskou firmou LKB.

Z divodu omezenych devizovych prostiedkil vsak
nebylo mozné tento piistroj v UOCHB ani na jinych pra-
covistich v tehdejii CSSR ziskat. Proto &edti a slovensti
védci, aby mohli tuto metodu vyuzivat a dale rozvijet, si
nejdiive museli pfislu$né zafizeni sami vyrobit. Zpocatku
to byla nevyhoda, ale nakonec se to projevilo jako vyhoda,
nebot’ Cesti a slovensti badatelé hloubgji pronikli nejen do
teoretickych, ale i praktickych zakladi této metody a patii-
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Obr. 2. Aparatura pro kontinualni priitokovou elektroforézu

li a stale patfi k pfednim mezinarodné uznavanym odbor-
niklim na tuto metodu a pozd¢ji i na dalsi kapilarni elek-
tromigraéni metody. Cesti a slovensti specialisté zkonstru-
ovali fadu unikatnich zafizeni pro CITP. Vyzkum této
metody a vyvoj instrumentace probihal v nékolika vy-
zkumnych institucich'®!!. Jednou z nich byl i UOCHB,
dal$imi takovymi pracovisti byly Pfirodovédecka fakulta
Univerzity Karlovy v Praze, Ustav analytické chemie
CSAV v Brng'?, Prirodovédecka fakulta Univerzity Palac-
kého v Olomouci a Prirodovédecka fakulta Univerzity
Komenského v Bratislave.

Prvni funkéni model CITP sestrojil Z. Prusik ve spo-
lupraci s pracovniky Vyvojovych dilen UOCHB v roce
1976. V nasledujicich letech byl pfistroj zdokonalovan
a v letech 1978-1980 jiz s pfispénim autora tohoto ¢lanku
a ve spolupraci s VD UOCHB byl vyvinut CITP analyza-
tor, jenZ byl svymi parametry srovnatelny s vyse uvede-
nym analyzatorem Tachophor. Separace probihala v tenké
teflonové kapilafe s vnitinim/vnéj$im praimérem 0,45/0,70
mm, celkovou délkou 25-40 cm a efektivnimi délkami
k univerzalnimu kontaktnimu vodivostnimu detektoru
a UV-absorpcnimu detektoru) o 6 a 4 cm krat$imi. Kapila-
ra byla umisténa v nevodivé kapalin¢ v uzaviené kazeté
chlazené peltierovymi termoclanky. Zdvojeny kontaktni
vodivostni detektor byl zaloZzen na méfeni rozdilu elektric-
kého potencialu v podélné ose kapilary mezi dvéma plati-
novymi mikroelektrodami o priméru 0,1 mm vzdalenymi
rovnéz 0,1 mm. UV-absorp¢ni detektor pracoval pii vino-
vé délce 254 nm. Pro analyzu postaovalo nékolik malo
mikrolitrG 10-100 pM roztokli analyzovanych latek
a detekéni limity dosahovaly urovné 10-100 pikomold.
Tato aparatura byla ¢asto vyuzivana pro kontrolu cistoty
syntetickych organickych molekul i izolovanych ¢i bio-
syntetizovanych biologicky aktivnich latek, zejména pep-
tidu a bilkovin purifikovanych chromatografickymi meto-
dami'*"*. Obliben4 byla zejména pro stanoveni anionic-
kych protiiontd (fluoridd, acetatl a trifluoracetati) bazic-
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dR/dt

Obr. 3. CITP separace fluoridi (F), trifluoracetati (TFA")
a acetati (Ac’). Experimentalni podminky: teflonova kapilara:
270/230 mm celkova/efektivni délka; 0,45/0,7 mm vnitini/vnéjsi
pramér (id/od); L, vedouci elektrolyt: 5 mM HCI, 10 mM
histidin, pH 6,1; T, koncovy elektrolyt: 10 mM glutamat sodny,
pH 6,7; konstantni proud: 50 pA; teplota: 20 °C; R, signal vodi-
vostniho detektoru; dR/dt, derivace signalu vodivostniho detektoru;
t, ¢as. Koncentrace analyti: 1 mM F, 1 mM TFA", 2 mM Ac’;
davkovany objem: 2 pl

kych peptidu, viz obr. 3. Tato stanoveni byla v nasi labora-
tofi provadéna i pro peptidové preparaty vyrabéné firmou
Léciva Modrany.

Na pocatku osmdesatych let byla tato aparatura modi-
fikovana vlozenim tzv. sorpcniho elementu mezi davkova-
ci ventil vzorku a elektrodovou nadobku koncového elek-
trolytu a byla vyuzita pro vyvoj nové metody, desorpéni
izotachoforézy'®. Sorpéni element obsahoval imobilizova-
ny transferin, na kterém byly z ascitické tekutiny zachyta-
vany monoklonalni protilatky proti tomuto proteinu. Toto
usporadani predstavovalo svétové prioritni online spojeni
extrakce tuhou fazi s kapilarnimi elektromigra¢nimi meto-
dami. V nasledném kroku byly monoklonalni protilatky ze
sorbentu uvoliovany elektrodesorpci za mirnych eluénich
podminek zachovavajicich jejich vazebnou aktivitu na
rozdil od jejich eluce skokovou zménou pH, pfi které se
vazebna schopnost snizovala nebo dokonce ztracela. Me-
toda rovnéz umoziovala kvantitativni charakterizaci
sorpcni kapacity sorbentu a sorpénich a desorpcnich pod-
minek v mikromé¥itku'®. Diky koncentraénimu efektu
CITP byly desorbované protilatky online zkoncentrovany
do relativné vysokych koncentraci v malém objemu. Kon-
strukce této sestavy ve vétsim méfitku pak umoznila izola-
ci distych protilatek'” a jejich vyuziti pro imunoanalytické
stanoveni transferinu v riznych vzorcich biologického
puvodu.
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5. Vysokou¢inné kapilarni elektromigraéni
metody (HPCE)

5.1. Vyvoj instrumentace

V prvni poloviné osmdesatych let minulého stoleti se
,»horkym tématem* v oblasti separacnich metod stal vyvoj
vysokoucinnych kapilarnich elektromigra¢nich metod
(HPCE). Prilomovymi experimenty byly separace flu-
orescentné znacenych aminokyselin, peptidii a aminil
kapilarni zoénovou elektroforézou (CZE) provedené
v letech 1981-1983 Jorgensonem a Lukacsovou'®'’ a se-
parace neutralnich organickych molekul principialné no-
vou metodou, kapilarni micelarni elektrokinetickou chro-
matografii (MEKC), realizované Terabem a spol. v letech
1984-1985 (cit.>**'"). Ob¢ tyto metody byly provedeny
vtenkych sklenénych nebo kiemennych kapilarach
o vnitinim/vnéj$im pruméru 50-75/375-550 pm. Vyhod-
ny pomér plochy a objemu separac¢niho prostoru zajistil
ucinny odvod Jouleova tepla a umoznil pouziti vysokych
separacnich napéti (az 30 kV na 50-80 cm dlouhé kapila-
te) pfi nizkych proudech v fadu desitek pA. Bylo tak dosa-
zeno vysoké separacni Ucinnosti nékolika set tisic pater
v kratkém case 10-30 min.

V UOCHB jsme nemohli ve vyvoji téchto metod
zUstat stranou. Prvni funkéni model HPCE analyzatoru byl
sestaven jiz vroce 1985. Separace probihala
v kfemennych kapilarach s vnéjsim polymernim povlakem
o vnitfnim/vnéj§im praméru 50-75/200-300 um, které
byly ziskany z Ustavu skelnych a keramickych materiala
CSAV. Specificka byla konstrukce UV-absorpéniho foto-
metrického detektoru pii alternativné volenych tiech vino-
vych délkach, 206, 254 a 280 nm. Zdrojem zéfeni pro
vinové délky 206 a 280 nm byla bezelektrodova vysoko-
frekvenéné buzena jodova vybojka; pro vinovou délku
254 nm to byla vybojka stejného typu, ale rtutova. Jako
monochromatory slouzily interferencni filtry o vyse uve-
denych vinovych délkach a detektorem zafeni byla fotodi-
oda se zvySenou citlivosti v hluboké UV oblasti zafeni.
Prvni vysledky dosazené na tomto pfistroji jsme prezento-
vali na 5™ International Symposium on Capillary Isotacho-
phoresis, ITP 1986, v holandském Maastrichtu. Metodou
CZE byly analyzovany elektricky nabité latky, aminoky-
seliny, peptidy a bilkoviny, a metodou MEKC byly sepa-
rovany elektroneutralni slouceniny, napf. alifatické a aro-
matické alkoholy?.

V pokrocilejsi verzi tohoto analyzatoru (viz obr. 4)
bylo navic mozné ovliviiovat elektrokineticky potencial na
vnitini sténé kapilary vn&j$im pfi¢nym elektrickym polem
a timto zpisobem potlatovat sorpci analytl na vnitini
sténu kapilary a regulovat smér a rychlost elektroosmotic-
kého toku a optimalizovat tak ucinnost separace a dobu
analyzy v zavislosti na rozdilech elektroforetickych po-
hyblivosti analyzovanych latek>**.

Na zaklad¢ podobnosti kapilarni zénové elektrofo-
rézy (CZE) a volné pritokové zonové elektroforézy
(FFZE) byl vytvotfen model korelace mezi témito meto-
dami, ktery byl vyuzit k pfevodu analytickych separaci
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Obr. 4. HPCE analyzator s regulaci elektroosmotického toku
vnéjsim pFri¢nym elektrickym polem

metodou CZE na preparativni separace metodou FFZE
s kapacitou 50-100 mgh™ (cit.>>?*"). Metodou FFZE byly
pfipraveny biologicky aktivnich peptidy ve vysokém stup-
ni Cistoty.

Vyvoj dokonalejSich zafizeni pro kapilarni elektro-
migracni metody pokracoval i v dalSich letech. V letech
20062008 byl vyvinut univerzalni HPCE analyzator nové
generace, ktery byl vybaven multidimenzionalnim detek¢-
nim systémem. Tento systém obsahoval univerzalni
bezkontaktni vodivostni detektor, vySe uvedeny
UV-absorpéni detektor alternativné operujici pti vinovych
délkach 206, 254 a 280 nm a fluorescenéni detektor
s laserem indukovanou fluorescenci pii excita¢ni vlnové
délce 266 nm umoziujici detekci na zakladé nativni flu-
orescence peptidi a bilkovin obsahujicich aromatické
aminokyseliny. Bylo tak moZno separovat a detegovat
nejen latky obsahujici chromofor nebo fluorofor, ale
i latky UV-transparentni a nefluoreskujici. Detekéni limity
se pohybovaly v fadu subfemtomolu.

A)

zasobnik
vodivé kapaliny

kovova
kapilara

AN

vialka s BGE pore
nebo se vzorkem spicka
separacni kapilara HV 2 MS
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Toto zafizeni predstavovalo univerzalni kapilarni
elektrokineticky analyzator, ve kterém bylo mozné prova-
dét vSechny hlavni kapilarni elektromigracni metody, a to
jak elektroforetické techniky, CZE, CITP, izoelektrickou
fokusaci (CIEF) a afinitni elektroforézu (ACE) pro analy-
zy elektricky nabitych latek, tak i kombinované elektro-
chromatografické metody, elektrokinetickou chromato-
grafii (CEKC), zejména jeji micelarni moéd (MEKC)
a elektrochromatografii (CEC), pro analyzu latek nabitych
i elektroneutralnich®,.

Dalsi vyznamny pokrok v rozvoji instrumentace na-
stal v poslednich letech, kdy se podafilo laboratorni CZE
modul online spojit s hmotnostné spektrometrickou detek-
ci s ionizaci elektrosprejem (ESI-MS). Tato soucasné uni-
verzalni i specifickd a vysoce citlivd detekce umoznuje
podstatné rozsifit aplikacni moznosti HPCE metod. Pro
toto spojeni byly vyvinuty dva typy CE-ESI-MS rozhrani:
a) sporézni Spickou separacni kapilary v kovové jehle
a s vodivou kapalinou pro ptivod sprejovaciho napéti a b)
se separacni kapilarou ustici do sklenéného emiteru
s pfidatnou kapalinou, ktera protéka emiterem nizkym
nano-prutokem a na kterou je pfivadéno sprejovaci napé-
12> viz obr. 5. Ob& rozhrani byla pouZitelna pro analyzu
draselnych komplexti 18-crown-6-etheru a jeho mono-
a dibenzoderivati a fady dalSich latek, ale rozhrani
s emiterem bylo robustnéjsi; udrzovalo konstantni sprejo-
vaci napéti pfi riiznych separacnich podminkéch.

5.2. Metodicky vyvoj a analytické vyuziti

Kromé instrumentace byla rozvijena i metodika
HPCE technik. CZE byla provadéna v zakladnich elektro-
lytech v Sirokém rozmezi pH, véetné siln¢ kyselych a silné
alkalickych zakladnich elektrolytd, a to nejen v klasickych
pufrech, ale i v tzv. izoelektrickych pufrech obsahujicich
bud’ jednotlivé amfoterni latky (vétSinou aminokyseliny)
pii pH blizkém jejich izoelektrickému bodu®' nebo frakci-
onované smésné amfolyty s izkym rozsahem pH (cit.*>*?),

B)
zasobnik
HV 1 pfidatne kapaliny
M ESI emiter
vialka s BGE
nebo se vzorkem
peekovy separacni
kiiz kapilara MS

Obr. 5. Dva typy rozhrani pro spojeni HPCE s ESI-MS. A) Rozhrani s porézni §pickou separacni kapilary bez piidatné kapaliny, B)
Rozhrani se separacni kapilarou ustici do sklenéného emiteru s proudici ptidatnou kapalinou. BGE, zakladni elektrolyt; ESI, elektrospre-
jova ionizace; HV 1, zdroj separacniho napéti; HV 2, zdroj sprejovaciho napéti
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tj. pfi nizkych elektrickych vodivostech téchto elektrolytii
dovolujicich pouziti vysokych intenzit elektrického pole
(800-1000 V cm™") a dosaZeni vysokych separa¢nich ugin-
nosti a kratkych dob analyz peptidovych hormoni. Ve
vodé nerozpustné latky byly analyzovany v zékladnich
elektrolytech v nevodnych®**** nebo smésnych hydro-
organickych rozpoustédlech®®.

Metodou CEKC s micelarnimi pseudofazemi tvote-
nymi anionickymi nebo kationickymi detergenty (dodecyl
siranem sodnym nebo cetyltrimethylammonium bromi-
dem) byly analyzovéany elektroneutralni latky, napf. pepti-
dy se zablokovanymi N-koncovymi aminoskupinami
a C-koncovymi karboxylovymi skupinami a neobsahujici
aminokyseliny s ionogennimi skupinami v postrannich
fetézcich®® a triazolové fungicidy v rajéatech®.

CEKC metoda s monomolekularnimi pseudofazemi
cyklodextrinového typu, kterou lze téZ klasifikovat jako
ACE s pridavky cyklodextrind (CD) jako afinitnich ligan-
dii do zédkladniho elektrolytu, byla Siroce vyuZivana pro
separaci enantiomerd a diastereomerd chirdlnich latek.
Velmi uc¢inna ACE metoda s B-CD jako chiralnim selekto-
rem* byla vypracovana pro kontrolu enantiomerni &istoty
vyznamného anti-AIDS 1é¢iva (9-(R)-[2-(fosfonomethoxy)-
propylladeninu  ((R)-PMPA, tenofovir) vyvinutého
v UOCHB ve skuping A. Holého"'. Rychla separace R- a S-
enantiomertt tohoto prepardtu byla dosazena v kratkém
¢ase 5 minut v alkalickém BGE (50 mM borat sodny, pH
10,0), viz obr. 6. Dal§imi ptiklady chiralnich analyz jsou
separace enantiomerti pfibuznych antivirovych acyklic-
kych nukleosid fosfonata*, helquatii®®, diquata* a difluo-
rovanych alkoholi®.

Specialni HPCE metody byly vyvinuty pro separace
komplexnich smési peptidii a bilkovin, napt. pfi peptido-
vém mapovani bilkovin a pfi profilovani peptidl a bilko-
vin v biologickych tekutindch a tkafovych extraktech.
Peptidové mapy ziskané CZE separaci peptidovych frag-
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mentl enzymové Stépenych veprovych a lidskych pepsint
a pepsinogent umoznily rozlisit jejich fosforylované
a defosforylované formy"**. CZE profilovani ve vod&
rozpustnych bilkovin extrahovanych z jemn¢ rozemletych
zrn nativnich a geneticky modifikovanych druhti kukufi-
ce® a peptidové mapovani tryptickych hydrolyzati téchto
bilkovin® umoznilo rozlisit tyto dvé kukufiéné odrady.
Podobné, na zakladé CZE profilovani peptidi vzniklych
tryptickym §tépenim bilkovin ve zdravych a zadnétem po-
stizenych kostnich tkénich bylo moZzné tyto dva druhy
tkani jednoznaéné odligit’'.

V posledni dobé byly vyvinuty nové typy kovalentné
vazanych kationickych™ i anionickych™ polymernich
povlakid kfemennych kapilar s riznym stupném naboje,
které potlacuji sorpci analytd se stejnym typem naboje na
vnitini sténu kapilary a dovoluji regulovat smér a rychlost
elektroosmotického toku. Tim pfispivaji ke zvyseni sepa-
racni G¢innosti a optimalizaci doby HPCE analyz.

5.3. Fyzikaln¢€ chemické charakterizace (bio)molekul

HPCE metody jsou vyuzivany hlavné pro analytické
ucely, ale velmi vyznamné jsou jejich aplikace i pro fyzi-
kaln¢é chemické a biochemické charakterizace biologicky
aktivnich latek a funkénich organickych molekul. V této
oblasti jsme vypracovali postupy pro presné méfeni efek-
tivnich elektroforetickych pohyblivosti véetné jejich ko-
rekci na konstantni iontovou silu a konstantni teplotu za-
kladnich elektrolyti®*>°, které umoznily stanoveni dillezi-
tych parametri ionogennich latek, konstant acidity (pK,),
aktualnich a limitnich iontovych pohyblivosti, izoelektric-
kych bodu, efektivnich naboju a iontovych polomérd fady
nové (bio)syntetizovanych ¢i izolovanych biologicky ak-
tivnich latek, napt. fosfinatovych pseudopeptida™",
peptidovych hormonti a jejich fragmenti®®, hmyzich anti-
mikrobidlnich peptida®*®', antivirovych 1é¢iv na bazi
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Obr. 6. HPCE separace R- a S-enantiomeru 9-[2-(fosfonomethoxy)propyl]adeninu. Experimentalni podminky: kifemenna kapilara:
392/290 mm celkova/efektivni délka, 50/375 pm id/od; zakladni elektrolyt: 50 mM H;BO;, 45 mM NaOH, pH 10,0; chiralni selektor:
20 mg ml™' B-CD; separaéni napéti: 15 kV; proud: 22,7 pA; teplota: 25 °C; koncentrace vzorku: 200 uM R-izomer, 100 uM S-izomer;

davkovaci tlak x ¢as: 13,9 mbar x 10 s
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acyklickych nukleosidii fosfonata™", cyklickych dinukle-
otidd®, nativnich 1 syntetickych (bio)polymera®>*®
a funk¢nich organickych molekul, napf. karboranovych
inhibitorti enzymt® a triazolovych fungicida® ve vodé
a hydrofobnich azahelicenti v methanolu®".

ACE s ptidavkem afinitnich ligandil na bazi nativnich
i derivatizovanych CD byla vyuzZita pro stanoveni vazeb-
nych konstant komplexd téchto chirdlnich selektord
s enantiomery a diastereomery riznych sloucenin, napf.
acyklickych nukleosid fosfonati s B-CD’', cyklického
diadenosin difosforothiolatu a diastereomeri jeho difluo-
rovaného derivatu s 2-hydroxypropyl-B-CD’*, antimikro-
bidlniho dipeptidu B-alanyl-p,L-tyrosinu a jeho derivatl
s 2-hydroxypropyl-p-CD”, diquati s ndhodné vysoce sul-
fatovanymi CD’* a komplexti D- a L-enantiomert Ru(Il)
a Fe(I) polypyridylovych asociati se single-izomery
2,3-diacetylovanych-6-sulfatovanych a-, B- a y-CD"°. Va-
zebné konstanty byly stanoveny i pro jiné typy molekulo-
vych komplexti, napt. komplext cyklickych peptiddi, vali-
nomycinu®™ a [Gly’]-antamanidu® sionty alkalickych
kovll v methanolu a komplexti benzo- a dibenzo-18-crown-6-
-etheru s ionty alkalickych kovli ve smésnych hydro-
organickych rozpoustédlech, ve vodé s methanolem, etha-
nolem nebo acetonitrilem®**’.

Metodou ACE s castenym plnénim (PF-ACE) byla
studovana specifita a sila interakci DNA oligonukleotidu
(Dickersonova dodekameru) s klasickym DNA interkala-
torovym ligandem (ethidium bromidem) a s potencialnimi
novymi DNA ligandy oligofenylenového typu’® a kom-
plext helquatd s chiralnimi aromatickymi 1é¢ivy a kataly-
zatory’.

Tlakem-asistovana PF-ACE byla vyuzita ke studiu
sily interakei mezi lidskym inzulinem (HI) a ¢tyfmi biolo-
gicky aktivnimi ligandy (dopaminem, serotoninem, argini-
nem a fenolem) ve vodném slab& alkalickém prostiedi’®.
Vazebné konstanty komplext HI-ligand byly uréeny ze
zavislosti zmény migra¢niho Casu ligandl na délce zony
HI v zakladnim elektrolytu. Silny kationicky elektroosmo-
ticky tok byl snizen hydrodynamickym protiproudem vy-
volanym externim tlakem na vystupnim konci kapilary.
Tim bylo zabranéno vyputovani zony HI z kapilary a bylo
umoznéno studovat jeho interakce s ligandy. Komplexy
HI-ligand byly slabé az stfedné silné s vazebnymi kon-
stantami v rozsahu 385-1314 lmol' vzristajicimi
v poradi HI-arginin < HI-serotonin < HI-dopamin < HI-
fenol.

6. Zavér a perspektivy dalSiho rozvoje

Elektromigraéni metody byly po celou dobu 70 let
existence UOCHB intenzivné rozvijeny a $iroce a usp&iné
vyuzivany pro separaci, kvalitativni i kvantitativni analy-
zu, izolaci, purifikaci a fyzikaln€ chemickou a biochemic-
kou charakterizaci (bio)molekul v ustavu izolovanych,
(bio)syntetizovanych ¢i studovanych. Na zakladé dosaze-
nych vysledku 1ze pfedpokladat, Zze tomu tak bude i nada-
le. Dalsi vyvoj bude zaméfen zejména na zdokonalovani
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vysokoucinnych kapilarnich elektromigra¢nich metod
(HPCE) s cilem zvysit jejich separa¢ni ucinnost, citlivost
arychlost. V oblasti instrumentace bude zdokonalovano
on-line spojeni HPCE shmotnostné spektrometrickou
detekei s vysokym rozliSenim (CE-HRMS) a bude vyvinu-
to on-line spojeni HPCE modulu se sbéracem mikrofrakei
pro nanaSeni elektroeluovanych nanolitrovych objemt
analyti na membrany nebo desticky, na kterych budou
nasledné analyzovany MS s matrici asistovanou laserovou
desorpci/ionizaci (MALDI-MS). Metodicky rozvoj bude
zahrnovat vyvoj novych: a) elektrolytovych systémt kom-
patibilnich s MS detekci, b) (pseudo)stacionarnich fazi pro
separaci latek nabitych i elektroneutralnich, c) stereoselek-
torl pro separace a analyzy chiralnich sloucenin a d) po-
vlakl potlacujicich sorpci analyti na vnitfni sténu kie-
mennych kapilar. Vyvinutd instrumentace a metodika
budou S$iroce vyuzivany pro separace, analyzy, mikropre-
parace a charakterizace nové piipravenych funkénich or-
ganickych molekul a biologicky aktivnich latek a pro stu-
dium jejich interakci s jinymi (bio)molekulami a (bio)
Casticemi v Zivych i nezivych systémech.

Prdce byla podporena Akademit véd Ceské republiky,
projekt ¢. RVO 61388963. Autor dékuje spolupracovni-
kiim, kteri se podileli na prezentovanych vysledcich:
Z. Prusik, V. Liskovd, P. Sazelovd, D. Koval, V. Solinovd,
S. Stépanovd, R. KondSovd, M. Rizicka, T. Timovd,
S. Pangavhane, D. Gelffertova, J. Bilek, J. Jaklova-
Dytrtova a I. Kovac.
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V. Kasi¢ka (Institute of Organic Chemistry and
Biochemistry of the Czech Academy of Sciences, Prague,
Czech Republic): Development and Application of
Electromigration Methods at the Institute of Organic
Chemistry and Biochemistry of the Czech Academy of
Sciences

This article summarizes the development and
application of electromigration methods at the Institute of
Organic Chemistry and Biochemistry of the Czech
Academy of Sciences in Prague (IOCB Prague) since the
founding of the Institute up to the present time. The
development of instrumentation, methodology and
applications of the following methods is described: (i) non-
cooled and cooled paper electrophoresis and its application
for both analytical and semipreparative separation of
amino acids and peptides for determination of primary
structure of proteins; (ii) continuous flow-through
electrophoresis in a free solution (FFE) applied for
purification of biologically active peptides, especially
peptide hormones, with the preparative capacity of 50—
100 mg h™'; (iii) capillary isotachophoresis (CITP) used
for the quality control of synthetic or isolated biological
active peptides and their counterions; (iv) high
performance capillary electromigration methods (HPCE)
including  zone  electrophoresis, isotachophoresis,
isoelectric focusing, affinity electrophoresis, electrokinetic
chromatography, and electrochromatography, and their
application for separation, analysis and physicochemical
and biochemical characterization of a wide spectrum of
(bio)molecules isolated, (bio)synthesized and investigated
at the IOCB, e.g. amino acids, peptides, proteins,
nucleosides, nucleotides, fragments of nucleic bases,
steroids, catecholamines, and various functional organic
molecules, such as azahelicenes, helquats and diquats.

Keywords: capillary electrophoresis, isotachophoresis,
isoelectric focusing, affinity electrophoresis, electrokinetic
chromatography, electrochromatography
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