Blokové praktika: 16. —17. 12. 2013

STANOVENI ENERGETICKY VYZNAMNYCH METABOLITU
V EXTRAKTECH BAKTERIE PARACOCCUS DENITRIFICANS

Casovy rozvrh:
Pondéli (16. 12. 2013):
e extrakce metaboliti z bakterie P. denitrificans
e analyza smési energeticky vyznamnych metaboliti (standardit) pomoci
kapilarni elektroforézy (CE)

Utery (17. 12.2013):
e CE analyza ziskanych extrakti, identifikace metaboliti v
elektroforeogramech
e vyhodnoceni dat



1. TEORIE K CVICENI

1.1. Kapilarni elektroforéza
Kapilarni elektroforéza (CE) v soucasné dobé zaznamenava obrovsky rozvoj. Nabizi

rozmanité aplika¢ni moznosti a tim umoziuje analyzu Sirokého spektra latek. Jeji hlavni
vyhodou je jednoduché provedeni, velmi mald spotieba vzorku a pfedevS§im minimalni
organické odpady. Nezanedbatelnou vyhodou je i vysoka ucinnost a rychlost analyzy.
Podle zptisobu provedeni Ize kapilarni elektroforézu rozdélit do nékolika modi — kapilarni
zonovad elektroforéza (CZE), kapilarni gelova elektroforéza (CGE), kapilarni
izotachoforéza (CITP) a kapilarni izoelektrickd fokusace (CIEF). Modifikaci kapildrni
zonove elektroforézy je micelarni elektrokinetickd kapilarni chromatografie (MEKC).
Sestava zafizeni pro vSechny mody CE se sklada z:

e zdroje vysokého napéti (stejnosmerné; vysokonapét'ové; v rozsahu od 0 do £30 kV;
pfipojeno na elektrody),

e separacni kapilary (z kiemenného skla; potaZena vrstvou polyimidu; vnitini primeér
kapilary: 50 — 100 um, vné&j$i: 350 — 400 pum; celkova délka kapilary se obvykle
pohybuje od 20 do 100 cm; konce kapilary jsou ponofeny do rezervoartit),

e rezervoart (tj. zéasobniky s pufry, vzorky nebo chemikédliemi na promyvani
kapilary; snadno mezi sebou nahrazovény),

e dvou elektrod (zavedené do rezervoart),

e detektoru (Siroké mnozstvi detekénich technik: nejpouzivanéjsi UV-VIS
absorbance, méné Casté fluorescence, hmotnostni spektrometrie,
chemiluminiscence, nebo elektrochemické detektory).

Uspotadani je zndzornéno na obrazku €. 1.

separacni kapilara

Obrazek €. 1: Schéma zatizeni pro kapilarni elektroforézu.



Zékladem CE separace je elektroosmoticky tok (Electro Osmotic Flow — EOF), cozZ je
tok kapaliny v celém objemu kapildry. Ionizaci silanolovych skupin vnitiniho povrchu
kapilary dochdzi ke vzniku zapornych ndboji. U téchto zaporné nabitych skupin se
shromazd’uji kladn¢ nabité ionty z elektrolytu, kterym je kapildra naplnéna. Toto se vSak
nedéje rovnomérné v celém objemu kapaliny, ale smérem ke stfedu prufezu kapilary se
vliv zaporné nabité stény kapilary a tudiZ i shromazd’ovani kationtd snizuje a tim vznika
elektrickd dvojvrstva. Tésn€é u povrchu kapilary je prvni ¢ast dvojvrstvy, tzv. Sternova
vrstva. Tato vrstva je fixni tzn., Ze po aplikaci napéti se nepohybuje. Ke katodé jsou
pritahovany kationty druhé ¢asti dvojvrstvy, tzv. difuzni vrstvy. Jelikoz jsou tyto kationty
solvatovany, jejich pohyb vyvola tok celého roztoku v kapilare. Dtlezitym znakem EOF je
rovny profil, ¢imZ nepfispivad k rozmyvani zon. EOF zpisobuje pohyb vSech ¢astic, bez

ohledu na jejich néboj a velikost, s rostoucim pH roste i sila EOF.

Obrazek ¢. 2: Distribuce naboje v kapilare.

1.1.1. CZE

Kapilarni zénova elektroforéza je nékdy také oznaCovana jako kapilarni elektroforéza
ve volné kapilafe a patii mezi nejjednodussi a zarovei i nejrozsifenéj$i mody CE. Separace
analyti je provedena v tenké kapilafte bez specialnich uprav a za pouziti jednoho
zékladniho elektrolytu (BGE), ktery zajistuje dostatecnou elektrickou vodivost v celém

systému. Jednotlivé zény (analyty se stejnou elektroforetickou mobilitou) jsou od sebe



oddé€leny a migruji riiznou konstantni rychlosti, takze se v pribé¢hu separace od sebe stéle
vice vzdaluji. Pomoci CZE je moZno separovat pouze nabit¢ molekuly, diky separaci
zalozené na rGznych mobilitdich analyti neni schopna rozseparovat neutrdlni latky
pohybujici se stejnou rychlosti jako EOF. Separace pomoci CZE jsou optimalizovany

vybérem vhodného elektroforetického systému s vhodnym pH, iontovou silou a slozenim.

1.1.2. MEKC
MEKC separuje ionty a piedev§im neutrdlni slouceniny na zéklad¢ jejich rozdilnych

rozdélovacich koeficienti mezi vodnou a micelarni fazi (pseudostacionarni faze).
Vytvotfeni miceldrni faze docilime rozpusténim surfaktantu v zakladnim elektrolytu
o koncentraci vyssi nez je jejich kritickd micelarni koncentrace (napt: 8-9 mM pro SDS),
aby doslo k agregaci surfaktantl a k tvorbé micel. Za neutralnich a bazickych podminek je
EOF dostatecné silny na to, aby micely unésel k detektoru. Béhem migrace micely
interaguji s analytem chromatografickym zplsobem jak pies hydrofobni tak
i elektrostatické interakce. Cim vice analyt interaguje s micelami, tim delsi je jeho

migracni ¢as, zatimco analyt, ktery neinteraguje s micelami, migruje pouze pomoci EOF.

1.1.3. Prekoncentracni techniky v CE
U CE metod s klasickym davkovanim je z divodu zachovani separac¢ni G¢innosti bézné

nadavkovano do kapilary méné nez 1 % objemu kapildry, coZ odpovida pouze né€kolika
desitkdm nanolitrii vzorku. S timto faktem je pak spojena hlavni nevyhoda CE a tou je
nizkd koncentracni citlivost. Jiné detektory (fluorescencni, elektrochemické) se sice
vyznacuji vyssi citlivosti, ale je mozné je aplikovat na méné typt analytii i po modifikaci
pomoci chemické derivatizace. Ekonomicky vyhodnou a technicky nenaro¢nou cestu
ke zvySeni detekcni citlivosti CE analyz s UV detekei pfinasi on-line prekoncentracni
techniky, diky kterym na zdkladé rozdilnych vlastnosti mezi vzorkem a zékladnim
elektrolytem (vodivost, pH, pfidavek aditiv) dochazi ptimo v kapilafe k postupnému
zakoncentrovani analytd do uzkych zon. Diky tomu je mozné nadavkovat do kapilary vétsi
mnozstvi vzorku, vysledkem je pak zvySeni koncentraéni citlivosti.

Dosud jsou znamé 4 hlavni on-line prekoncentracni techniky, které se opiraji o odlisny
fokusac¢ni mechanismus: ,,field enhanced stacking®, ,,sweeping*, ,,dynamic pH junction

a ,.transient isotachophoresis®“. Kombinaci téchto technik ¢asto dochazi k dal§imu zvyseni



schopnosti koncentrace nebo k rozsifeni fad analytd efektivné koncentrovanych, napf.
»dynamic pH junction- sweeping® nebo ,,field enhanced stacking- sweeping* atd.
My se zaméfime na nejCastéji pouzivany ,field enhanced stacking® on-line

prekoncentracni techniku.

»Field enhanced stacking*

,Field enhanced stacking“ prekoncentracni technika (do ceStiny piekladano jako
zakoncentrovani vzorku zesilenim pole) vyuziva rozdilného elektrického pole v zoné
vzorku a v zoné zékladniho elektrolytu (obr. 3). Jestlize je vzorek pfipraven v matrix
s nizkou vodivosti (napf. rozpustén ve vodé nebo v alespont 10 x méné koncentrovaném
matrix neZ zékladni elektrolyt), tak po aplikaci napéti bude v zoné vzorku vy$si intenzita
elektrického pole nez v zoné zakladniho elektrolytu. A protoze rychlost iontl je umérna
intenzité elektrického pole (v = p. x E, kde v je rychlost iontu, p. je elektroforeticka
pohyblivost a E je intenzita aplikovaného elektrického pole), analyty v zéné vzorku se
budou pohybovat rychleji nez v zon¢ zdkladniho elektrolytu. Vlivem nahlého zpomaleni
rychlosti migrace analytii na rozhrani obou zo6n pak dojde k zakoncentrovani, tzv. stacking
analyti. Separace pak dale probiha klasickym mechanismem CZE, ale s uzsi pocatecni
zénou vzorku. A plati také obracené, jestlize je vzorek pfipraven v matrix s vyssi vodivosti
nez ma zakladni elektrolyt, tak po aplikaci napéti budou analyty v zoné vzorku migrovat
pomaleji nez v zon€ zakladniho elektrolytu a vlivem ndhlého zrychleni migrace
po doputovani analyti do zony zékladniho elektrolytu dojde k nezadoucimu rozsiteni zon.
V ptipadé ,.field enhanced stacking™ je vétSinou snaha EOF bud’ co nejvice potlacit
(obr. 3), nebo pouzit zasadité zakladni elektrolyty, tak aby velikost EOF byla vétsi nez
elektroforeticka pohyblivost analytu (obr. 4).
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Obrazek €. 3: Field enhanced stacking, EOF potlacen.

VLEVO: zéna vzorku — zéna s nizkou elektrickou vodivosti —
zo6na s vysokym elektrickym polem
VPRAVO: zéna zéakladniho elektrolytu — zona s vysokou elektrickou vodivosti —

zona s nizkym elektrickym polem.



V ptipad¢ separace kationtid je nutné obratit polaritu kladené¢ho napéti!
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Obrazek €. 4: Field enhanced stacking
Rychlost EOF je vyssi nez rychlost elektroforetického pohybu.

Tuto on-line prekoncentra¢ni techniku miZzeme vyuzit jak v médu CZE, pficemz mizeme
separovat pouze nabité¢ analyty, tak v modu MEKC, kde pomoci piidavku surfaktantu

do zakladniho elektrolytu miZzeme separovat 1 neutralni latky.

1.2. Nukleotidy a koenzymy

Jednou zhlavnich tuloh purinovych a pyrimidinovych nukleotidi je ucast

ve fosfotransferazovych reakcich, pti kterych hydrolyzuji sviij fosfat a tim pohanéji jinak
endergonické reakce. SlouZzi téz k regulacim (napi. ADP tidi rychlost mitochondridlni
oxidativni fosforylace, cCAMP a ¢cGMP plni ulohu ,,druhého posla®), ADP je substrat a
ATP je produkt oxidativni fosforylace a ve formé€ monomerti jsou vyznamnymi prekurzory
RNA a DNA.

Analyza nukleotidi ve tkanich a bunkdch je Siroce vyuzivdna v biochemickych,
medicinskych a farmaceutickych studiich. Jejich monitorovani jak ve zdravych tak
v nemocnych buiikach méa vyznam ptfedev§im pro zhodnoceni toxicity nckterych 1é€ki
(zejména u antivirotik a chemoterapeutik) a pro lepsi porozuméni mechanismu jejich
pusobeni. Bézné jsou nukleotidy kvantifikovany pomoci HPLC, posledni dobou vSak
i pomoci CE, diky niz jsou analyzy rychlejsi, méné nakladné a nevyzaduji velké mnozstvi

zékladniho elektrolytu a vzorku.



Nukleotidy jsou obecné snadno analyzovany, protoze v pH od 2 do 12 jsou negativné
nabité. V selektivité separace jednotlivych nukleotidi hraje dilezitou roli jak struktura, tak
iontovy naboj molekuly. Urceni celkového naboje nukleotidu je komplikované, zalezi
predev§im na mnozstvi pfitomnych fosfatovych skupin a dil¢ich iontovych naboji
na purinovych a pyrimidinovych bazi. Pokud maji nukleotidy stejné mnozstvi fosfatovych
skupin, za selektivitu separace mezi nukleotidy zodpovida purinové a pyrimidinové baze.
Spektra nukleotidli jsou zavisld na pH, nebot pfipojeni ¢i disociace protonu ovlivni
rozlozeni naboji v molekule. Nicméné pii pH = 7 vSechny bézné nukleotidy absorbuji
svétlo o vlnové délce kolem 260 nm.

Rada enzymi vyZzaduje kromé piisluiného substratu dalsi organickou molekulu zvanou
kofaktor, bez jeji pfitomnosti je enzym neaktivni. Kofaktory jsou definovany jako
termostabilni nizkomolekuldrni organické slouceniny nezbytné pro aktivitu enzymd.
Kofaktory, které jsou vazany nekovalentnimi vazbami, se nazyvaji koenzymy a ty, které
jsou vazany kovalentn¢, se nazyvaji prosthetické skupiny. Soucéasti mnohych koenzymu
(napt. NAD", NADP', FAD) jsou nukleotidy. NAD(H) a NADP(H) jsou koenzymy
dehydrogenas, jsou redukovany specifickym substritem a reoxidovany vhodnym
akceptorem elektront. Obecné NAD' - dependentni dehydrogenasy katalyzuji
oxidoredukéni reakce v oxidacni Casti metabolismu, zejména pii glykolyze, v citratovém
cyklu a vrespiraénim fetdzci mitochondrii. NADP" - dependentni dehydrogenasy se
ucastni zejména redukcnich syntéz, jako je extramitochondridlni draha syntézy mastnych

kyselin a steroidu.

1.3. Paracoccus denitrificans
Bakterie Paracoccus denitrificans je gramnegativni pudni bakterie schopna riist

za aerobnich 1 anaerobnich podminek. Pfi aerobni respiraci vyuziva vsech ¢tyt respiracnich
komplext, se kterymi se setkdvame u mitochondrialniho respiracniho fetézce, a proto je
velmi Casto studovand zejména v oblasti bioenergetiky.

Anaerobni rust bakterie je zavisly na pfitomnosti elektron-akceptorti jako dusi¢nant,
dusitant, které se postupné redukuji na plynnou formu dusiku: oxid dusny nebo plynny
dusik. Tento proces konverze nitratu na N,O nebo N, se nazyva denitrifikace.

Schéma postupné denitrifikace: NO3” — NO;” = NO — N,O - N,



2. PRAKTICKA CAST

Cilem této tlohy je pomoci kapilarni zénové elektroforézy v kombinaci s field enhanced

stacking prekoncentracni technikou identifikovat a néasledné kvantifikovat energeticky
dalezit¢ metabolity - purinové a pyrimidinové nukleotidy a adeninové koenzymy - v

bezbunécnych extraktech bakterie Paracoccus denitrificans.

2.1. Pristrojova technika
e kapilarni elektroforéza HP ““Capillary Electrophoresis od firmy Agilent

Technologies, vybavena spektrofotometrickym detektorem s diodovym polem
(rozsah 190-600 nm), zdrojem napéti (do 30 kV, oboji polarita), autosamplerem (48
pozic), temperaci kapilary, -elektrokinetickym i hydrodynamickym tlakovym
davkovanim a pocitacem se softwarem Chem Station,

e centrifuga Centrifuge 5415 R od firmy Eppendorf,

e vakuovy koncentrator Concentrator 5301 od firmy Eppendorf,

e termomixer Thermomixer comfort od firmy Eppendorf.

2.2. Pomiicky a chemikalie
e 150 mM glycin o pH 9,5 (upraveno pomoci NaOH) — zdakladni elektrolyt pro

separaci.

e standardy - ATP, ADP, AMP, GTP, GDP, GMP, CTP, CDP, CMP, UTP, UDP,
UMP, NAD", NADH, NADP', NADPH a AcetylCoA

e (0,1 M NaOH, deionizovana voda Mili Q kvality

e acetonitril (ACN), metanol, etanol

o Spicky, pipety, filtracni set

2.3. Mikroorganismy
e Bakterie Paracoccus denitrificans CCM 982

2.4. Extrakce metaboliti z bunék
Bakterialni suspenzi sto¢ime (8 min, 7 300 rpm), k peletu pfiddme 300 pl extrakéniho

¢inidla, rozsuspendujeme, mixujeme na vortexu a nechame inkubovat v termomixeru
pii teploté +4 °C. Po 15 minutach suspenzi sto¢ime (5 min, 13 200 rpm, 4 °C), supernatant

(1. frakce) opatrné slijeme do Cist¢é mikrozkumavky (1,5 ml) a prozatim umistime na led.



K peletu pridame 200 pl extrakéniho ¢inidla, opét rozsuspendujeme, mixujeme a nechame
inkubovat 15 min pfi 4 °C. Sto¢ime, ziskany supernatant (2. frakce) slijeme k 1. frakci a
nechame na ledu. Proces extrakce opakujeme jesté 1 x s200 pl extrakéniho média.
Postupnym slivanim tii frakci ziskdme asi 700 pl bezbunééného extraktu, ktery do sucha
vysusime na vakuovém koncentratoru (+45 °C). K vysusenému extraktu ptiddme 200 pl
deionizované vody, f4dn€ rozmixujeme a centrifugacné filtrujeme pies 5 kDa filtr
Ultrafree-MC od firmy Millipore. Filtrat fedime deionizovanou vodou dle pokynt

vedouciho cviceni.

2.4.1. Extrakce metaboliti pomoci raznych extrakcnich ¢inidel
Energeticky vyznamné metabolity bakterie P. denitrificans extrahujeme podle postupu,
ktery je popsan v kapitole 2.4, avSak pouzijeme postupné tfi riznd extrakéni Cinidla (viz.

tab. nize).

VZOREK 1 VZOREK 2 VZOREK 3
Typ extrakéniho Cinidla: 50% EtOH 50 % MetOH 50 % ACN

2.5. CE analyza

Pti obsluze stroje a nasledném vyhodnoceni se Fid’te pokyny vedouciho cvi¢eni!
Nejprve kapilaru promyjte 5 min deionizovanou vodou, 5 min 0,1 M NaOH a 10 min opét
deionizovanou vodou pii teploté 50 °C.

Pro analyzu vzorku vyuzijte pfednastavenou metodu: NUCLEO.M. S vedoucim cviceni
zkontrolujte zda jsou parametry metody spravné nastaveny (viz. tab. nize), proved’te popis

vzorku v dialogovém okné.

1,5 min 1 M NaOH
Promyti kapilary pred analyzou: |3 min deionizovand voda
5 min BGE

Davkovani vzorku: 25 s pti tlaku 35 mbar

napéti: 30 kV (pozitivni polarita)
Analyza: teplota kapilary: 25 + 0,1 °C

¢as analyzy: 25 min.

Detekce: 260 nm, 340 nm

Promyti kapilary po analyze: | 1,5 min deionizovana voda




Po sepéti napéti 1ze sledovat proud pohybujici se okolo 55 — 60 mA.

Timto zpGsobem analyzujte smés 17 energeticky vyznamnych metaboliti (standardti), ve

které je koncentrace kazdého metabolitu 10 pM.
Nasledné analyzujte ziskané extrakty, identifikujte a kvantifikujte ty metabolity v

elektroferogramech, u kterych je to mozné a porovnejte metabolické vytézky ziskané

extrakei tfemi riznymi typy extrakénich €inidel (50% EtOH, 50% MetOH a 50% ACN).
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