Vypracovani praktické dlohy vénované vyuziti elektromigracnich technik
pri studiu vlastnosti mikroorganismiu
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1. Teorie k cviCeni

Utinné, Siroce aplikovatelné analytické techniky pro detekci, separaci a kvantifikaci
mikroorganismii (MO) (analogicky jako je tomu pfi analyze molekul) mohou zménit aspekty
mikrobiologie pii diagnostice lidskych, zvifecich i rostlinnych patogenii v medicing,
zemédélské vyrobé€, biotechnologii, zivotnim prostiedi a v mnoha jinych oborech. Rozvoj
modernich kapilanich elektroforetickych technik (CE) umoziuje detekci az jednotlivych
bun¢k, takovych jako napft. Cervenych krvinek [1 — 5]. Vysoce selektivni a G¢inné separacni
postupy, pouzivané¢ pii analyzdch jednotlivych molekul, mohou byt vhodné i1 pro
mikroorganismy [6,7].

Dale je mozné sledovat zejména molekuldrni sloZeni v bunikach (tzn. proteiny, mastné
kyseliny, fosfolipidy, peptidy, atd.), kdy lze na zdklad¢ tzv. “fingerprintu” — specifickych,
jednoho nebo vice znaki, charakterizovat konkrétni mikroorganismus [8,9].

Cilem této ulohy je zavedeni elektromigra¢nich metod pro studium vlastnosti
kvasinek. Zaméteni bude na rozliSeni biofilmovych a nebiofilmovych kvasinek Candida
parapsilosis (C. parapsilosis) pomoci isoelektrické fokusace v kapiléfe, analyza a vytvoireni
fingerprintu proteomického slozeni pomoci isoelektrické fokusace na gelu a kapalinové

chromatografie.

1.1. Isoelektricka fokusace

Isoelektricka fokusace (isoelectric focusing - IEF) umoznuje déleni amfoternich latek
(bilkovin a peptidii), ale 1 MO podle jejich isoelektrickych bodi, tj. podle distribuce kladnych
a zapornych ndboji v jejich molekulach. Elektromigrace probiha v prostfedi gradientu pH,
ktery je tvofen plisobenim elektrického pole na smési amfolytd, jez tvofi nosny elektrolyt teto
metody. Délené latky (MO) vtomto prostfedi migruji, dokud nedoputuji do té casti
separacniho prostiedi, jehoz pH je rovno jejich izoelektrickému bodu. Pro dosazeni vysoké
ucinnosti analyzy jsou potfebné tzv. pl markery. Kromé klasickych proteinovych standardd, jsou

pouzivané i nizkomolekularni pI markery [10,11].



Podle zptisobu provedeni 1ze isoelektrickou fokusaci rozdélit na:

a) kapilarni isoelektricka fokusace - cIEF
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Sestava zatizeni pro cIEF se sklada z:

* zdroje vysokého napéti (stejnosmérné; vysokonapét'ové; v rozsahu od 0 do +30
kV; ptfipojeno na elektrody),

» separacni kapilary (z kifemenného skla; potaZzena vrstvou polyimidu; vnitini
pramér kapilary: 50 — 100 um, vnéjsi: 350 — 400 pum; celkova délka kapilary se
obvykle pohybuje od 20 do 100 cm; konce kapilary jsou ponofeny do
rezervoarl),

* rezervoaril (tj. zdsobniky s katolytem a anolytem, vzorky nebo chemikaliemi
na promyvani kapilary; snadno mezi sebou nahrazovany),

» dvou elektrod (zavedené do rezervoart),

* detektoru (UV-VIS)

Sestava zatizeni pro IEF se sklada z:
o zafizeni BIO-RAD model 111 mini IEF cel,
» zdroje vysokého napéti (stejnosmérné; vysokonapétové; v rozsahu od 0 do +£30

kV; ptipojeno na elektrody).



1.2. Kapalinové chromatografie s monolitickou kolonou
Chromatografie je separacni a souCasn¢ analytickd fyzikalné¢ chemickd metoda pro
separaci a analyzu smési latek, jejimz zakladnim principem je rozdélovani slozek smési mezi

mobilni a stacionarni fazi.

Mobilni faze

Mobilni faze je ta, kterd se v chromatografickém systému pohybuje. Mobilni fazi
muze byt kapalina nebo plyn. Je-li mobilni fazi kapalina, pak takovou chromatografii

nazyvame ,,kapalinova chromatografie®.

Stacionarni faze

Stacionarni faze je v chromatografickém systému ta faze, kterd je nepohybliva.

Stacionarni fazi mize byt pevna latka nebo film kapaliny zakotveny na pevné latce.

Aparaturou protéka mobilni faze, kterd je ze zasobnich lahvi vedena pies vysokotlakou
pumpu do kolony, z ni do detektoru a dale pak do odpadu. Davkovacem je do proudu mobilni
faze nadavkovan vzorek (fadové n€kolik malo ul). Vzorek je unaSen mobilni fazi do kolony,
kde dochazi k separaci jednotlivych slozek. Vystup z kolony vede do detektoru, kde jsou

jednotlivé slozky detekovany. Signal z detektoru je zaznamenavan pomoci PC.
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Obrazek 2: schéma HPLC sestavy



1.3. Candida parapsilosis

C. parapsilosis je druh kvasinky izolované nejcastéji z pokozky, zejména z prostoru
pod nehty zdravych lidi (12) a je povazovan za soucast normalni mikroflory ktize. Na druhé
strané miize byt vyznamny nozokomidlni patogen, ktery zpiisobuje zadvazné onemocnéni,
zejména infekci krevniho fecisté a endokarditida (zadnét vnitini vystelky srdce) (13).

Extracelularni polysacharidova substance (EPS), n¢kdy téz zvana sliz, je kliCovou
stavebni slozkou biofilml a je zodpovédnd za vétSinu jejich fyzikalnich, chemickych i
biologickych vlastnosti. V prvni fazi tvorby biofilmu se obvykle podili na primarni adhezi
bun¢k k pevnému podkladu, pozdéji pak na vzdjemné agregaci bakteridlnich bunék a na
tvorb&é mikrokolonii. EPS ma také zdsadni vliv na schopnost biofilmu odolavat u¢inkiim
nepifiznivym vlivim zevniho prostfedi. V téle hostitele jde pfedev§im o omezeni U€inku
antibakterialnich latek pouzivanych pfi terapii a o imunitni systém, chrani bakterialni bunky
pied opsonizaci, u¢inky komplementového systému a chrani bunky pied fagocytdézou. Znalost
struktury EPS obklopujici mikrobialni bunky v biofilmu ma vyznam jak pro pochopeni
mechanizmil tvorby biofilmu, tak pro vysvétleni jeji schopnosti chranit bakterialni bunky pred

pusobenim imunitniho systému i pied t€inky nekterych antibiotik.



2. Zadani ulohy

2.1. Pristroje a pomiicky

* centrifuga MiniSpinn - Eppendorf,

* vakuovy koncentrator Concentrator 5301 - Eppendorf.

* Spicky, pipety, filtracni set

 Sonorex - (Bandelin electronic, Berlin, Germany)

* 111 Mini IEF Cell - (Bio-Rad)

» Modifikované skla pro 111 Mini IEF Cell

* Spellman CZE 1000 R (Plainview, NY, USA)

* UV-Vis detector LCD 2082 (Ecom, Prague, Czech Republic)

. Chemikalie

* deionizovand voda

« metanol - Lach-Ner,s.r.o. (Neratovice, CR)

* kyselina trichloroctové - Reanal (Budapest, Hungary)

« NaOH - Lach-Ner,s.r.o. (Neratovice, CR)

» Coomassie Brilant Blue R-250 (CBB) - Bio-Rad laboratories (Hercules, CA, USA)

* glycerol - Onex (Roznov pod Radhostém, Czech Republic)

* akrylamid - Bio-Rad laboratories (Hercules, CA, USA)

* N,N’-methylene bis acrylamide (Bis) - Merck (Darmstadt, Germany)

* N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine (TEMED) - Merck (Darmstadt, Germany)

« amonium persulfat - Merck (Darmstadt, Germany)

» ampholytes, Biolyte, pH 3 — 10 - Bio-Rad laboratories (Hercules, CA, USA)

* Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris) - Sigma (St. Louis, MO, USA)

* non-ionogenic tenside Brij 35 - Sigma (St. Louis, MO, USA)

 pl markery, pl =2.0, 2.7, 3.0, 3.3, 3.7, 3.9, 4.0, 4.3, 4.7, 5.3, 6.3, pro sledovani pH
gradientu pH v rozmezi 2,0-4,7 a 2-10 v gel IEF 60 byly syntetizovany na Ustavu

analytické chemie Akademie véd Ceské republiky, vvi, Brno.



2.3. Ukoly k tiloze
a) Identifikujte biofilmové a nebiofilmové kvasinek pomoci cIEF.
b) Pipravte si lyzaty vzorkl biofilmovych a nebiofilmovych kvasinek a
proved te analyzu IEF.
¢) Proved’te s jednim vzorkem biofilmového a jednim nebiofilmovym

vzorkem analyzu HPLC a navzdjem techniky b) a ¢) porovnejte.

2.4. Vlastni analyza
2.4.1. Vzorky, priprava lyzati

1)Vzorek pro clIEF
* Nakultivovana Candida parapsilosis — CCM na Petriho miskach je skladovana
v lednici
* Pro cIEF odeberte jednu klicku kvasinek z Petriho misky a setiete je do ependorfky

s 100 pl H,O. To samé proved te se vSemi vzorky.

2)Vzorek pro IEF a HPLC

* Do ependorfky naberte klickou z Petryho misky 50 mg kvasinek a setfete je do 200
ul H>O. To samé proved te se vSemi vzorky.

* VSechny vzorky zmrazte a pak ultrazvukujte po dobu 10 min. Opakujte alespon
10krat. Teplota v ultrazvuku nesmi piekrocit 20°C.

» Nakonec vzorky centrifugujte 10 min pii 6000 rpm, supernatant slijte do nové

eppendorfky (0,2 ml) a prozatim umistéte na led.

2.4.2. IEF analyza

* Velikost gelu je 125 x 65 x 0,4 mm. Po polymeraci je gel zabaleny na podlozce v
plastové folii a uloZen pies noc pii teploté 4 °C.

» Sejméte gel z podlozky a polozte jej sklenénou ¢asti na stil.

* Na spodni ¢ast (50 mm od okraje) ptilozte vzorkovaci Sablonu.

* Do prvni pozice Sablony nadavkujte pl markry, dale pak do dalSich pozic nadavkujte

jednotlivé lyzaty vzorkda.



* Po 10 min sundejte Sablonu z gelu a opatrné prilozte gel se sklem gelovou ¢asti na
elektrody do 111 Mini IEF Cell.

* Po dokonceni analyzy IEF gelu ponoite gel do CBB po dobu 3 hodin. Nakonec gel
odbarveéte roztokem 50% methanolu a 10% kyseliny octové. Gely skladujte v 5%

kyselin€ octové.

2.4.3. Priprava roztoki a analyza cIEF

« Piipravte catolyt 2 x 10 hydroxidu sodného a anolyt 0,1 mol L™ H3PO4, do kazdého

ptidejte 1% (v / v) ethanolu.

» Pfed kazdou injekci promyjte kapilaru smési aceton / etanol (1:10) po dobu péti
minut, a poté promyijte kapilaru katolytem po dobu 2 minut. Oplachovani postupy
proved'te hydrodynamicky.

» Segmentové davkovani: vzorek je vstiikovan do kapilary ve tfech Céastech - 1)
nadavkujte jednoduché amfolytické elektrolyty HEPES a ASP (2:1) rozpusténé
v katolytu. 2) naddvkujte segment neznamého vzorku smési kvasinek 3) nadavkujte
segment smési 5% (w / v) nosnych ampholytii a nizkomolekularnich pI markerti pro
detekci UV, pl 3.3, 3.9, 4,0, 4,25, 4,7 (25 pg ml”! kazdého) v pH gradientu 3,3 - 4,7
a pak 3,3 -3,9.

» Déle pak provedte separaci bez nosnych ampholytii a nizkomolekuldrnich pl
marker. Nakonec provedte analyzu pomoci standartniho ptidavku znadmého
kontrolniho biofilmového (+) kmene C. parapsilosis.

» Amfolytické elektrolyty v katolytu davkujte 25 s, vzorek skvasinkami 10 s, a

segment nosnych ampholytt a pI markera 35 s.

2.4.4. Analyza HPLC

» Candida parapsilosis (+) a (-) délena pomoci linearni gradientu acetonitrilu (A)
ve vodé (B) s 0,1% kyselinou trifluoroctovou.

* Methakrylatova monoliticka kolona C16/18 (1 =70 mm, 0,22 mm id )

* Prltok = 1pl/min

» Gradient ve stfikacce: 20 pul 60% A, 20 ul 40% A, 10 pul 20% A, 10 ul 10% A,
30 ul 0% A v B.

* Vstfikovany objem 2 ul

* UV detekce pti 214 nm.



3. Vypracovani protokolu

Pti obsluze stroje a nasledném vyhodnocovani se fid’te pokyny vedouciho cviceni!

3.1. Analyza biofilmovych a nebiofilmovych kvasinek pomoci cIEF
Do protokolu vlozte elektroforegram separace biofilmovych (+) a nebiofilmovych (-)
C. parapsilosis v gradientu 3,3 - 4,7 a 3,3 - 3,9. Déle pak separace bez nosnych ampholyti a
nizkomolekuldrnich pl markeri. Nakonec vlozte elektroforegram standartniho ptidavku

znamého kontrolniho biofilmového (+) kmene C. parapsilosis.

Priklad vyhodnoceni elektroforegramu:

Umv]
A C. parapsilosis
120 + - +
pl 4.7 40 © (*) 23
4.25
80 -
40 1
120 T -
B C. parapsilosis
(+)
50 - ) 33
pl 3.9
40 1
C
300 1 C. parapsilosis
200 -
ORN
100 -
O —
D C. parapsilosis (+)
300 -
200 ©)
100 ~
0 -
0 4 8 12 16

t [min.]

10



3.2. Analyza lyzatu kvasinek pomoci IEF

Do protokolu vlozZte vyfocené gely separaci biofilmovych (+) a nebiofilmovych (-) lyzata C.

parapsilosis a porovnejte své vysledky se vzorovymi gely. Odchylky diskutujte v zadvéru.

Ptiklad vyhodnoceni gelt:

11



3.3. Analyza lyzati kvasinek pomoci HPLC

Do protokolu vlozte chromatogram eluce lyzati Candida parapsilosis (+) a (-) pomoci
linearniho gradientu acetonitrilu (A) ve vodé (B) s 0,1% kyselinou trifluoroctovou na

methakrylatové monolitické kolon¢ C16/18.

Ptiklad vyhodnoceni chromatogramu:

Srovnani fingerprintu of C. parapsilosis + a
C. parapsilosis -

V(my) 12 -

10 A

0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

¢as (min)

— C. parapsilosis + — C. parapsilosis -
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4. Zavér
Do zavéru protokolu zhodnotte, zda se Vam podarilo identifikovat jednotlivé biofilmové a
nebiofilmové kvasinky C. parapsilosis a jaké prednosti maji jednotlivé metody pro jejich

stanoveni.
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