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Uvod

Pfiblizné tretina vSech biogennich proteinti obsahuje
véazanou kovovou specii'. Obecné délime proteiny obsahu-
jici kovové specie na metaloproteiny (metalloproteins;
kovova specie je integralni soucasti struktury proteinu)
akov vazajici (metaloligentni) proteiny (metal-binding
proteins; kovova specie neni integralni soucésti struktury
proteinu). Proteiny obou téchto tfid se pak skladaji z (apo)
proteinu (vyraz apoprotein zde mé smysl jen u metalopro-
teint) a kovové specie’. Kovové specie vazané na proteiny
hraji rizné esencidlni role v organismech (biokatalytické,
strukturni, vazebné a depozitni/transportni), mohou vsak
zptisobovat i toxicitu®. Takze plna informace o proteinech
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obsahujicich kovovou specii, tj. identita (apo)proteinu
a speciace kovového prvku, umoziuje studovat jejich role
v metabolismu (esencialita i toxicita).

Proteiny interaguji slabé s ionty prvka 1. skupiny (so-
dik, draslik), silnéji s ionty prvku 2. skupiny (vapnik, hot-
¢ik). Na druhé strang, napt. prechodové kovy maji diky
svému malému atomovému poloméru a interakcim skrze
elektromagnetické a elektrostatické sily silné koordinacni
vazby®; k nim patii i ionty zinku a kobaltu, zahrnuté v této
studii. Kobalt se ¢asto v kontextu metaloproteinti vyskytu-
je v souvislosti s vyskytem zinku, i kdyz na rozdil od zin-
ku, kobalt hraje v biologickych systémech méné endogen-
nich roli"*. Specie kobaltu se mohou vazat do stejnych
vaznych mist jako specie zinku’, vypodetni interakéni stu-
die ale poukazuji na rozdilné vazné vlastnosti kobaltu
a zinku v metaloproteinech®.

Metalomice (analyze soubortt kovovych specii v orga-

nismech) a metaloproteomice (podoboru metalomiky, zaby-
vajictho se soubory metaloproteinii a mataloligentnich
proteinti) byla a je pro jejich vyznam v€novana zna¢na
pozornost’. Hlavnim zobecnénim dosavadnich studii je
tzv. metalomicky analyticky pfistup (MAA; metallomics
analytical approach) popsany v praci’, shrnujici zakladni
analyticky postup sestavajici se ze tff hlavnich komponent:
selektivitni komponenta — separacni technika (napf.
SDS-PAGE, CE, HPLC),
citlivostni komponenta — prvkové vysoce citlivy de-
tektor (napt. XRF nebo ICP MS),
strukturni komponenta — molekulové specificky de-
tektor (napi. MS).
Separacni komponentu lze prakticky realizovat bud’
v on-line spojeni separacni techniky (LC, gelové elektrofo-
rézy (GE)® nebo CZE) s citlivostni komponentou (ICP-
AES nebo ICP-MS) nebo off-line spojenim obou kompo-
nent, napt. detekci metaloproteint ve frakcich po chroma-
tografické separaci ¢i separaci plognou GE’.

Separace pomoci GE je stidle povazovana za jednu
z nejucinnéjSich metod separace (metalo)proteinti spolu
s identifikaci kovové specie pomoci PIXE' nebo ICP-
MS’. S postupy uplatiiujicimi ICP-MS tzce souvisi postse-
paracni upravy geli (pfevazné polyakrylamidovych). Spo-
jeni GE a ICP-MS se nejcastéji realizuje prostiednictvim
laserové ablace (LA) materialu gelu a separovanych meta-
loproteini s naslednou atomizaci a ionizaci v ICP''; alter-
nativou je rozklad gelu a nasledna piima analyza prvko-
vych specii'”. Ponévadz elektroforeticky gel obsahuje vy-
soké procento vody (~ 90 %), jejiz odpafovani zptisobuje
deformace a trhani gelu pfi ablaci, musime snizit obsah
vody v gelu. Dé&je se tak bud’ suSenim (napt. bez dalSich
prav v susiéce geld" nebo mezi celofanovymi foliemi'?)
nebo nahrazenim vody vhodnou kapalinou (napt. glycero-
lem)'*. Proces suSeni musi nejenom zajistit geometrické
vlastnosti gelu (planaritu), ale i fyzikalné-chemické (obsah
vody), a také intaktnost separovanych proteinii. Usp&$nou
studii aplikujici kombinaci GE-LA-ICP-MS (GLIM) je
prace Becker a spol." zahrnujici analyzu sérového albumi-
nu s vazanymi ionty Cu’" a Zn**.
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Jako alternativa k ablaci geli, a tudiz eliminaci kroku
suseni, mize poslouzit pienos otisku gelu na membranu
(blotting) a nasledna ablace otisku. Tento postup prinasi
riziko uvolnéni véazané kovové specie; suspéchem byl
proto zatim pouzit jen pro proteiny obsahujici kovalentné
vazané heteroatomy; selenoproteiny15 a fosfoproteinym.

Dalsim, hypoteticky moznym, postupem pro ablaci
elektroforetickych gelii v procesu GLIM je vyuziti ablace
v kryogenické cele. Tento postup byl poprvé pro analyzu
kovovych specii v biologickém materialu pouzit v praci Ek
a spol.'”. Vyuziti kryogenické cely minimalizuje odpafova-
ni vody pfi ablaci a zarucilo by tak integritu gelu. Navic,
diky toku inertniho plynu celou by proces zmrazeni gelu
byl zaroven doprovazen ¢aste€nym vysousenim.

V této studii se zaméfujeme na vyuziti laserové abla-
ce v kryogenické cele jako techniky paralelni k jinym post-
separaénim postupiim v procesu analyzy metaloproteini
délenych pomoci plosné gelové elektroforézy s detekei
kovovych specii hmotnostni spektrometrii s ionizaci in-
dukéné vazanym plazmatem. Nasim cilem je poukézat na
moznosti vyuziti laserové ablace polyakrylamidovych gelt
v tomto procesu. Studie byla provedena s modelovym
metaloproteinem alkoholdehydrogenasou (ADH), obsahuji-
cim specie zinku, a modelovym kov vazajicim proteinem
hovézim sérovym albuminem (BSA) s vdzanymi ionty Co™".
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Experimentalni ¢ast

Reagencie

Pro ptipravu polyakrylamidovych (PA) gelt byl pou-
zit akrylamid (30% v/v) a bis-akrylamid (37,5:1 v/v), do-
decylsiran sodny (SDS), 1,2-bis(dimethylaminoethan
(TEMED), tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) (vSe
Bio-Rad, Philadelphia, USA). Methylenova modf
(Lachema, Brno) byla pouzita jako vodici barvivo pro
separaci proteinii pomoci nedenaturujici PAGE, bromofe-
nolova modf (Lachema, Brno) pak jako vodici barvivo pro
separaci proteinti v denaturujici PAGE. Methanol, thiosi-
ran sodny, dusi¢nan stfibrny, heptahydrat siranu zine¢naté-
ho, hydrogenuhli¢itan sodny a formaldehyd (¢isty) byly od
fy Lachema (Brno, CR), hexahydrat chloridu kobaltnatého
od fy Merck (Darmstadt, SRN). ADH (obsahujici Zn*"),
BSA, peroxosiran amonny (APS) a glycin byly od fy Sig-
ma-Aldrich (Steinheim, SRN). BSA-Co>" 1:1 byl pak pfi-
praven rozpusténim piesné navazeného BSA v ekvimo-
larnim roztoku iontii Co" (10 *mol dm ). Elektroforetic-
ky Lammliho vzorkovaci pufr pro denaturujici PAGE,
merkaptoethanol a celofanova folie byly od fy Bio-Rad,
a glycerol od fy Vitrum Roznov s.r.0., (Roznov pod Rad-
hostém). Modi Coomassie Brilliant R-250 (CBB R-250)
byla od fy Serva (Heidelberg, SRN). Kapalny dusik (Linde
Gas, Brno) byl pouzit pro chlazeni kryogenické abla¢ni
cely. Vsechny experimenty byly konany s dvojnasobné
destilovanou vodou z kfemenného aparatu Hereaeus Bi-8
(Heraeus Quarzglass, GmbH&Co. KG, Kleinheim, SRN).

897

Laboratorni pfistroje a postupy

Aparatura

Vertikalni gelova elektroforéza ve verzi mini byla
provadéna na zafizeni Mini-Protean” 3 Cell doplnéném
zdrojem PowerPacBasic'™(Bio-Rad), rozméry gelt byly
7,3 cm x 10,2 cm. Jako su$ic¢ka gelti bylo pouzito zafizeni
GD5040 (Scie-Plas, Cambridge, Velka Britanie). Pro sta-
noveni kovovych specii byl pouzit spektrometer ICP-MS
Agilent 7500ce (Agilent Technologies, Palo Alto, USA)
vybaveny oktapolovou reakéni celou a laserovym ablac-
nim systémem UP213 (ESI New Wave Research, Fremont,
USA) s laserem Nd:YAG operujicim na vilnové délce
213 nm. Laserova ablace byla provadéna v kryogenické
cele vlastni vyroby (Laboratory of Analytical Chemistry,
Abo Akademi University, Abo, Finsko) a bez vymrazovani
v ablac¢ni cele Supercell (ESI New Wave Research).

Podminky LA-ICP-MS

Pro ablaci gelu byl pouzit laser Nd:YAG buzeny xe-
nonovou vybojkou, emitujici zafeni o vinové délce 213 nm
(pata harmonicka frekvence) s délkou pulzu 4 ns. Energie
laserového zafeni byla nastavena na hodnotu cca 3 ml.
Procento maximalniho vykonu xenonové vybojky bylo
nastaveno podle vysledkl optimalizace a tomu odpovidaji-
ci hustota zativého vykonu laserového zafeni byla méfena
v prib¢hu ablace, protoze tato hodnota v pribéhu casu
kolisa. Gely s metaloproteiny byly ablatovany ve sméru
separace. Ablatovany materidl byl potom transportovan
proudem hélia do indukéné vazaného plazmatu. lonty vy-
tvofené v ICP byly extrahovany do hmotnostniho spektro-
metru a separovany podle jejich efektivni hmotnosti (m/z)
v kvadrupélovém hmotnostnim analyzitoru. Pracovni pod-
minky laseru a ICP-MS jsou shrnuty v tab. I. Detegovany
a méfeny byly izotopy *°Co, "°C, *°Zn. Intenzita signalu
(iontocet) téchto izotopt byla sledovana pfi prutoku nosné-
ho plynu (He) 1 dm’ min'. Intenzita signalu izotopu "*C
byla pouzita na korelaci fluktuaci vykonu xenonové vyboj-
ky (normalizace intenzity signélu), nebot’ jeho obsah se
v gelu pokladda za rovnomérny oproti iontim méfenych
kovovych specii. Vysledna normalizovana hodnota inten-
zity signalu je pomérem intenzity signalu izotopu analyzo-
vané specie kovu a izotopu "*C.

Tabulka I
Podminky méteni. Systém pro laserovou ablaci Nd:YAG
laser UP 213

Parametr Hodnota
Hustota zaFivého vykonu, GW cm™ ~0,5
Vlinova délka, nm 213
Opakovaci frekvence, Hz 20
Rychlost skenovéani, pm s 50
Rychlost toku nosného plynu, He, dm® min' 1
Rychlost toku pomocného plynu, Ar, 0,6

dm® min™
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Jak v pripadé ablace v kryogenické cele, tak iv pfi-
padé¢ ablace suSenych gelt bylo tieba vyfezat z gelu ¢ast
separacni stopy, obsahujici separacni zony proteint, a ty
umistit horizontalné na Z-stojan ablacni cely. Rozméry
téchto casti byly cca 2,5x4,5cm (Sitka x vyska).
V pripadé kryogenické ablace neni potfeba zadnych adhe-
zivnich materialfi, gel pfimrzne ke sklenéné podloZce, jez
zapada do manipula¢ni pohyblivé plochy Z-stojanu cely.
V piipad¢ ablace susenych geli byly tyto mechanicky
upevnény paskou.

Podminky separace gelovou elektroforézou

Metaloproteiny byly po nadavkovani prekoncentrova-
ny izotachoforézou v koncentra¢nim segmentu diskontinu-
alniho gelu (4% zesiténi) po dobu 10 min pfi stalém napéti
100 Va po té separovany v separatnim segmentu gelu
(12% zesiténi) podle jejich molekulové hmotnosti pomoci
ID polyakrylamidové gelové elektroforézy (PAGE)
v denaturaénim (SDS) modu podle Laemmliho'® nebo
podle velikosti a ndboje pomoci polyakrylamidové gelové
elektroforézy v nedenaturaénim (SDS) modu s vyuzitim
protokolu Ornsteina'® a Davise”. Separace v obou piipa-
dech trvala 40 min s konstantnim napétim 200 V.

Vizualizace proteind v gelech

Polyakrylamidové gely byly barveny stfibrnym ion-
ty*! a skladovany v 1% kyselin octové pii 4 °C, nebo
modii CBB R-250"" a také skladovény pii 4 °C. V ptipadé
potieby byly gely barvené modii CBB R-250 odbarvovany
roztokem 5% methanolu a 7,5% kyseliny octové.

Postseparacni Gpravy gell pro laserovou ablaci

Abychom predesli nezadouci deformaci gelu pii abla-
ci (uvolnovani plynné vody a ztoho plynouci ztrata
planarity a trhani), polyakrylamidové gely musi pted abla-
ci projit upravou. Studovali jsme chovani systému GLIM
s kryogenickym vymrazenim gelu ve srovnani s kla-
sickymi postupy (prosté suSeni a suSeni mezi celofanovy-
mi foliemi). Hlavnimi hledisky byla identifikace pfitom-
nosti kovové specie pochazejici z proteinu obsahujiciho
kov v jeho separacni zong.

Kryogenické vymraZeni

Nebarvené gely byly skladovany ve fixacnim roztoku
(45% methanol, 2% kyselina octova) pii 4 °C, gely barve-
né stiibrnymi ionty byly skladovany v roztoku 1% kyseli-
ny octové a modii CBB v roztoku 5% methanolu a 7,5%
kyseliny octové pii 4 °C.

Prosté suseni v suSicce gelu

Gel na filtracnim papiru byl vloZen na desku suSicky
gelti a poté byl pokryt membranou z polyvinyliden chlori-
du (PVDC). Teplota suseni byla 40 °C.

Suseni mezi celofanovymi féliemi

Gel a dvé celofanové folie byly ponofeny do 2% roz-
toku glycerolu na dveé hodiny pii 4 °C. Poté byl gel vlozen
mezi ob¢ folie, spodni folie spocivala na sklenéné desce
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a okraje horni presahovaly rozmér gelu. Okraje obou folii
byly zarovnany a po odstranéni bublin vzduchu byl gel
susen ve tmé. Po minimaln¢ dvou az tfech dnech byl gel
v celofanové folii odstranén ze sklicka a presahujici okraje
folie zastiihnuty.

Vysledky a diskuse

Optimalizace procesu GLIM

Optimalizace spocivala v nalezeni podminek ziskani
maximalni intenzity signalu v MS a jeji minimalni RSD.
Dalsi podminkou optimalizace byla rovnomérna tvorba
kraterti. Podle pfedbéznych experimentll tyto parametry
zavisi na hustoté zafivého vykonu laseru, typu barveni
a zplisobu Upravy gelu. Optimalizace zékladnich parame-
tri probihala se vSemi tfemi zpisoby upravy gelu na poly-
akrylamidovych gelech se zesiténim 12 %, které byly satu-
rované roztokem Co®* & Zn** (107 mol dm™). Obecné,
ablace a zdznamy signalu ICP-MS byly délany ve tfech
opakovanich na tfech riznych mistech gelu za stejnych
experimentalnich podminek. Vysledné sady dat poslouZily
k vypoctu primérnych hodnot intenzit signalu a jejich
RSD pro jednotlivé sady. Z nich byly nasledné vypocitany
hodnoty sdruzenych primérii, standardnich a relativnich
standardnich odchylek nepfekryvajicich se sad dat.

Vliv upravy gelu na hodnotu intenzity signalu a jeji
RSD

Vysledky jsou shrnuty v tab. Il a III. Udaje v nich
obsazené vymezuji pouzitelné rozsahy hustot zativého
vykonu pro efektivni ablaci gelti po Gpravé.

Vliv barveni gelu na hodnotu intenzity signalu a jeji
RSD

Separacni zény metaloproteinii v elektroforetogra-
mech po denaturacni PAGE byly vizualizovany stiibrem
nebo modii CBB R-250. Poté byly upraveny pro laserovou
ablaci (prosté suseni, suSeni mezi celofanovymi féliemi,
kryogenické vymrazeni). Ablace byla provadéna v misté
separacni zony. Vysledky ukazuji, Ze ablace stiibrnymi
ionty barvenych gelti vykazuji vy$s$i hodnoty intenzity
signalu (az dvojnasobné) a nizs§i RSD (az o dvé tietiny)
nez ablace gelti barvenych modii CBB. Proto bylo barveni
stiibrnymi ionty vyhradn€ pouzito v dalSich experimen-
tech.

Vliv rozméru abla¢niho krateru a rychlosti
skenovani gelu na hodnotu intenzity signélu a jeji
RSD

Velikost abla¢niho krateru byla dalSim optimalizova-
nym parametrem vzhledem k zahlceni ICP-MS ablatova-
nym materidlem. Volilo se mezi meznimi poloméry 15 um
a 100 um v souladu s pfedbéznymi experimenty a z nich
plynoucim vyhledem na hodnoty intenzity signalu ICP-MS
a jeji RSD. Nejnizsi polomér krateru neposkytoval témér
zadny méfitelny signdl, v druhém piipad€ byl signél o Ctyfi
tady vyssi nez pozadi. Aby byla ucinnost ablace maximal-
ni, byla nadale pouzivana priimérnd velikost ablacniho krate-
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Tabulka II
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Vliv hustoty zafivého vykonu na intenzitu signalu v ICP-MS a jeji sdruzené RSD pii detekei **Co**

Hustota Normalizovana intenzita signalu ¥Co/C Sdruzena RSD [%]

zafiveho prosté suseni suseni mezi kryogenicka prosté suseni suseni mezi kryogenicka

Vykomfz celofanovymi cela celofanovymi cela

[GW cm™] foliemi foliemi
0,02 2,35 0,35 0,01 54 34 86
0,03 3,89 1,74 0,20 41 29 104
0,13 1,69 6,30 2,97 15 18 79
0,50 3,43 8,52 4,11 24 13 93
1,03 9,55 10,4 8,24 20 13 82
1,61 10,0 10,6 15,2 22 12 66
2,31 11,1 10,5 29,9 21 12 30
2,90 11,9 10,4 41,1 22 11 28
3,49 16,3 9,67 46,4 20 11 22
Tabulka IIT
Vliv hustoty zafivého vykonu na intenzitu signalu v ICP-MS a jeji sdruzené RSD pii detekei *Zn**

Hustota Normalizovana intenzita signalu **Zn/"*C Sdruzend RSD [%)]

zafivého prosté suseni suSeni mezi kryogenicka prosté suseni su$eni mezi kryogenicka

V}"kon% celofanovymi cela celofanovymi cela

[GW cm ] foliemi foliemi

0,02 3,05 0,02 3,60 44 39 98
0,03 6,30 0,11 3,60 36 43 98
0,44 6,60 0,20 3,90 30 36 83
0,84 4,37 0,23 2,67 45 38 75
1,57 5,71 0,32 3,29 46 31 74
2,24 4,20 0,29 2,39 34 38 46
3,15 4,84 0,49 3,33 47 32 60
3,85 4,45 0,48 2,93 73 48 49
4,43 4,88 0,17 3,99 74 36 37

ru 100 um. Rychlost ablaéniho skenovani hodnoty intenzity
signalu neovlivnila, takZe ta byla volena jen na zaklad€ poZa-
dovaného lateralniho rozligeni, a sice 50 pm s .

Vliv teploty v kryogenické cele a doby vymrazovani
na intenzitu signalu v ICP-MS a jeji RSD

Hodnoty teplot volené pro tyto experimenty byly
—50 °C; —60 °C; =70 °C a —80 °C a €asy 0 az 70 min. Ex-
perimenty probihaly jinak za podminek, které¢ vyplynuly
z minulych experimenti. Nejvyssi intenzity signald byly
dosazeny pii —80 °C a po 25 min vymrazovani pii této
teplote. Tyto podminky pak byly pouzity v dalSich experi-
mentech pfi ablaci v kryogenické cele.

899

Srovnani intenzit signald po laserové ablaci geli
podrobenych riznym proceduram upravy
po separaci v denatura¢nim a nedenaturujicim modu
PAGE

Vliv pouziti kryogenické cely oproti klasickym zpti-
sobiim upravy gell byl zkouman pfi laserové ablaci meta-
loproteint separovanych PAGE.

V prvnim piipadé §lo o gely obsahujici BSA-Co®" 1:1
o koncentraci 107" mol dm™ separované v denaturujicim
modu. Jedna sada gelti byla barvena stfibrem a druha ne-
barvena. Pfi ablaci v normalni abla¢ni cele byla pouZita
hustota zafivého vykonu 0,13 GW cm™?, v kryogenické
cele 2,30 GW cm™. Pii barveni stiibrem ablace susenych
gel ve standardni cele poskytovala vyssi intenzitu signalu
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nez ablace v kryogenické cele. Situace je naproti tomu
opacna pii ablaci nebarvenych gelti (nedokumentovano).

Pfi separaci v nedenaturujicim modu poskytovaly
ubarvenych geli nejvyssi intenzity signali v ICP-MS
ablace gell suSenych mezi celofanovymi féliemi. V pii-
pad¢ ablace nebarvenych geli po nativni PAGE
v kryogenické cele byly hodnoty intenzit signald opét
vy$si nez u gelt suSenych (nedokumentovano).

V piipadé separace ADH s obsahem zine¢natych ion-
ti 10~ mol dm™ separované v denaturujicim modu. Opét
byla jedna sada gell barvena stfibrem, a druha nebarvena.
Pro ablaci v normalni ablacni cele byla pouzita hustota
zéfivého vykonu 0,43 GW cm™?, v kryogenické cele
3,15 GW cm °. Pi barveni stfibrem ablace geli pro viech-
ny tii zptisoby tpravy poskytovala pfiblizné stejné intenzi-
ty signalu, v pfipad¢ suSeni mezi celofanovymi foliemi
signald pfi ablaci vymrazenych gelli az pétkrat vyssi nez
pro zbylé dva zptisoby tpravy (nedokumentovano).

Pti ablaci gell po nedenaturujici separaci poskytovaly
u barvenych geli nejvyssi intenzity signalia v ICP-MS
ablace vymrazenych gelti (tfikrat vys$i nez u geld suSe-
nych v susicce gelti a az desetkrat vyssi nez u gel suse-
nych mezi celofanovymi foliemi). V ptipad¢ ablace nebar-
venych gelli po nativni PAGE v kryogenické cele byly
hodnoty intenzit signalti asi dvakrat vyssi nez u gelti suse-
nych, nicméné absolutni hodnoty signald byly nizké ve
vSech tfech pfipadech (nedokumentovano).

Zavér

Uprava geli pred laserovou ablaci ve spojeni s ICP-

vvvvvv

cedury.

Gely susené jen v suSi¢ce neschly rovnomérné, coz
¢inilo manipulaci s gelem, v¢etné ablace, obtiznou a méné
Geinnou. Cas pripravy byl dlouhy (1 tyden), gely mély
tendenci se lamat a trhat i v prib&hu ablace. Intenzity sig-
nald v ICP-MS byly pro tuto tpravu za vSech podminek
vysoké, ale jejich sdruzené RSD také, v ptipadé barvenych
geltt byly hodnoty RSD relativné nejnizsi. To vSe Cini ten-
to postup nepraktickym.

Doba suseni gelt mezi celofanovymi foliemi je pod-
statné kratsi (cca 3 dny), ale toto provedeni je manualné
narocné. Gel je po vysuseni mechanicky homogenni a lze
jej snadno skladovat. Intenzity signalii v ICP-MS byly pro
tuto upravu srovnatelné s gely susenymi v susicce. Vyjim-
kou byly ablace barvenych gelit s BSA-Co®" 1:1, kde byly
obecn€ pro tuto metodu suSeni niz§i nez pii suSeni
v susicce, viz tab. II a III. Jedinou nevyhodou tohoto zpu-
sobu upravy gelu je potfeba ablatovat nejprve vrstvu celo-
fanu, coz mize negativné ovlivnit vysledek pfi nevhodném
provedeni.

Hlavni vyhodou ablace vymrazenych geld je mini-
malni Casova ztrata pti upravé gelu. Po obarveni muze byt
gel skladovan pii 4 °C ve fixanim roztoku nebo rovnou
zpracovan. Pred ablaci, aby se zabranilo zamlzeni kamery
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laseru kondenzaci odpafené vody, je tieba abla¢ni celu
Cistit tokem inertniho pomocného plynu, nejlépe argonu.
Intenzity signalu métené ICP-MS obdrzené po ablaci gelu
vymrazovaného po 25 min pii —80 °C ukazuji jiné chovéani
nez u ostatnich zptsobt suseni. Zpocatku jsou hodnoty
intenzit nizké a rist zanou aZ pfi dosazeni hustoty zérivé-
ho vykonu 2,3 GW cm 2. Hodnoty RSD t&chto intenzit,
zpoatku velmi vysoké, vyrazné klesaji se stoupajicim
vykonem laseru. Spotieba kapalného dusiku pro chlazeni
ablacni cely a mozné zaneseni vodicich cest kondenzuji-
cim materialem jsou hlavnimi nevyhodami GLIM vymra-
zenych gelt. Kritéria intenzit signalu a doby upravy gelu
jsou vsak rozhodujici pro kvalitu ziskanych dat. Ablace
v kryogenické cele poskytuji at’ uz srovnatelné nebo vyssi
intenzity signall, s vyjimkou ablace barvenych geld, kde
jsou tyto hodnoty vétSinou niz$i nez u ablaci gelti uprave-
nych suSenim. V neposledni fadé vyhodou kryogenické
ablace muze byt to, Ze gel de facto nebyl suchy a je mozné
s nim poté opét nakladat jako s gelem, kdezto gely suSené
kterymkoliv z obou jinych postupi jsou po ablaci jiz nepo-
uzitelné.

V ramci ovéfeni ucinnosti ablace v kryogenické cele
byly také ovéteny jiné predpoklady této ucinnosti. Za prvé,
nebot’ hlavnim cilem separace pomoci PAGE je také udr-
Zet kovovou specii vdzanou na protein, v literatui'e se ¢asto
setkdme s nazorem, Zze nedenaturujici, tzv. nativni PAGE
je vhodngjsi metodou, nez denaturujici, tzv. SDS PAGE".
Nicméné se mizeme pii analyze metaloproteini ablaci
setkat s uspéSnym pouZitim vSech typl separace — SDS
PAGE?, PAGE se snizenym obsahem SDS* a samoziej-
mé s nativni PAGE?. Nage vysledky ukazuji, Ze ablace
gelti po separaci ADH i BSA-Co®" v SDS modu poskytuje
vysoké intenzity signalli nehledé na zplsob Upravy gelu,
viz srovnani obr. 1 a 5.
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Obr. 1. Zaznam zavislosti normalizované intenzity signalu
%7n*" na délkové souradnici rozméru separaéni stopy ziskany
kryogenickou ablaci ¢asti gelu obsahujiciho stfibrem barve-
nou separacni zonu ADH po separaci v denaturujicim modu
PAGE
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Obr. 2. Zaznam zavislosti normalizované intenzity signalu
66 2+ 7 z v . . w ~_ e -

Zn"" na délkové souiradnici rozméru separacni stopy ziskany
ablaci ¢asti gelu suSeného v suSi¢ce geli obsahujiciho stii-
brem barvenou separacni zéonu ADH po separaci v denatu-
rujicim médu PAGE
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Obr. 3. Zaznam zavislosti normalizované intenzity signilu
$Co”" na délkové souradnici rozméru separaéni stopy ziskany
kryogenickou ablaci ¢asti gelu obsahujiciho stFibrem barve-
nou separaéni zéonu BSA:Co? 1:1 po separaci v denatu-
rujicim médu PAGE

Dalsim diskutovanym tématem je vliv vizualizace
proteini gelu jejich barvenim na proces GLIM, nebot” se
predpoklada, ze pfi ném dochazi k naruseni vazby kovové
specie na protein'**. Literatura uvadi usp&né pouziti
barveni geli stifbrnymi ionty pro GLIM*%, coz nase vy-
sledky potvrzuji, viz srovnani obr. 1 s 2, a 3 s 4. Naopak
barveni CBB R-250 se ukdzalo v naSich experimentech
jako nevhodné, neposkytujici pfi GLIM zadny méfitelny
signal kovové specie, ackoliv v literatufe existuji doloZeny
pripady usp&sného pouziti®’.
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Obr. 4. Zaznam zavislosti normalizované intenzity signilu
$Co”" na délkové souradnici rozméru separaéni stopy ziskany
ablaci ¢asti gelu suSeného v suSi¢ce geli obsahujiciho stii-
brem barvenou separaéni zénu BSA:Co®* 1:1 po separaci
v denaturujicim médu PAGE
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Obr. 5. Zaznam zavislosti normalizované intenzity signilu
66 2+ 7 z v oy w ~ e -

Zn"" na délkové souiradnici rozméru separacni stopy ziskany
kryogenickou ablaci ¢asti gelu obsahujiciho stFibrem barve-

nou separa¢ni zonu ADH po separaci v nedenaturujicim mo-
du PAGE

Ablace v kryogenické cele je tedy vhodnou alternati-
vou ktradiéné pouzivanym metodam uUpravy gell
v procesu GLIM (suseni). Na jedné strané vyzaduje speci-
alni abla¢ni celu, chlazenou kapalnym dusikem, na té dru-
hé ale vyrazné zkracuje dobu tpravy gelu z fadové dni na
desitky minut pfi zachovani vystupnich parametra ablace,
tj. vysoké intenzity signdlu méfenych iontl a jejich nizké
RSD, a umoznuje znovupouziti geld po ablaci, kupf. pro
identifikaci proteinové slozky metaloproteinu pomoci
hmotnostni spektrometrie.
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Analysis of metal species in cryogenic frozen gels
originated in polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE)
by laser ablation (LA) connected to inductively coupled
plasma mass spectrometry (ICP-MS) — GLIM in abbrevia-
tion — has been investigated to detect/quantitate them in
separated metalloproteins. It was compared to traditional
ways of gel drying procedures prior to ablation (plain dry-
ing, drying gel sandwiched between two cellophane foils),
which are necessary operations before laser ablation to
prevent undesired interferences related to gas production
during laser ablation because of liquid content. Laser abla-
tion of the gels containing BSA:Co(Il) 1:1 and ADH with
Zn(I) in cryogenic ablation cell (at —80 °C for 25 min) is
arelevant alternative to the traditional procedures because
of significant time spared during the procedure (down to
tens of hours instead of days), it yields comparable out-
come of metal species analysis by means of their high
signal intensities and low RSD in ICP-MS and because of
reusability of gels after cryogenic ablation, e.g. for mass
spectrometry driven identification of protein moiety of
metalloprotein.



