On-line techniky kapilarni elektroforézy

(C9320 Metody biochemického vyzkumu - laboratorni cviceni

Vlastnosti enzymil a enzymatické reakce piedstavuji nejcastéji studované oblasti v biochemii.
Pro tyto studie 1ze s vyhodou vyuzit metody kapilarni elektroforézy, které kromé vysoké
separa¢ni ucinnosti, Sirokého spektra aplikaci a malé spotfeby vzorku nabizi i moznost
provedeni enzymové reakce piimo uvnitt kapilary s naslednou separaci a detekci reakénich
analyzami v kapilarni elektroforéze se zaméfenim na porovnani rtiznych principti michani
jednotlivych slozek reakéni smési uvnitt kapilary.

Princip ulohy

Kapilarni elektroforéza (CE)

Metody CE vyuzivaji k separaci jednotlivych slozek vzorku pohyb nabitych ¢astic ve
stejnosmérném elektrickém poli. Smér tohoto pohybu je dan celkovym nébojem castice,
rychlost roste s intenzitou aplikované¢ho elektrického pole a elektroforetickou mobilitou
analytu. Ta v daném prostfedi roste s celkovym nabojem molekuly a klesd s odporem
kladenym okolnim prostfedim, ktery zavisi na viskozit¢ prostfedi a velikosti molekuly.
Prostiedi kapilary s primérem v fadu desitek pm zarucuje, ze nedochazi k opétovnému
promichéni separovanych latek konvektivnim proudénim. Taveny kiemen, ze kterého je sténa
kapilary vyrobena, navic obsahuje silanolové skupiny SiO’", stojici tvorbou nabité dvojvrstvy
s kationy z roztoku u vzniku elektroosmotického toku (EOF). Pfi tomto elektrokinetickém
jevu dochézi vlivem pohybu solvatovanych kationt k toku celého objemu kapaliny v kapilaie
smérem ke katod¢. Skutecna (efektivni) mobilita latky je poté dana souctem vlastni
elektroforetické mobility analytu a elektroforetické mobility EOF. V ptipadé, ze mobilita EOF
je vyssi nez mobilita anioni migrujicich proti sméru EOF, lze detektorem umisténym na
katodickém konci kapilary béhem jedné analyzy detekovat jak kationy, tak i1 aniony
a neutralni latky. Neutrdlni latky, které migruji rychlosti EOF, v8ak tvoii jednu spole¢nou
zonu. Tento nedostatek zdkladniho zonalniho médu CE teSi micelarni elektrokinetickd
chromatografie (MEKC). U tohoto modu CE je do zakladniho elektrolytu pfidan detergent
tvotici micely tzv. pseudostacionarni faze. Neutrdlni latky se poté separuji na zaklad¢ rozdila
v ¢ase, po ktery migruji uvnitf a vn¢ micel detergentu. Pravé MEKC s micelami
dodecylsulfatu sodné¢ho (SDS) bude vyuzita k separacim v tomto cviceni.

Mezi hlavni vyhody CE metod se fadi mala spotfeba vzorku (jednotky nl) a dalSich
chemikalii, vysoka separacni u¢innost, Siroky rozsah aplikaci (s CE lze separovat jednoduché
ionty 1 celé buiiky) a vysoka mira automatizace analyz.

Kiemennou kapildru lze navic vyuzit nejen k separaci vzorku, ale také jako nano-reaktor,
uvnitt kterého mohou byt provedeny chemické nebo enzymatické reakce. Zéakladni otazku
on-line metod (metody, u nichz analyt vznika, je separovan a detekovan v ramci jedné
analyzy) pfedstavuje promichani jednotlivych slozek reakéni smési v prostoru kapilary.
Existuji tfi zdkladni ptistupy k feSeni této otazky:



1. Elektroforeticky zprostiedkovand mikroanalyza (EMMA)
2. Michani pti¢nou difuzi

3. Michani podélnou difuzi

1. EMMA

Princip techniky EMMA shrnuje nasledujici schéma:
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(A) Na pocatku analyzy jsou do kapilary pfedem naplnéné zékladnim elektrolytem (ZE)
nadavkovany zony jednotlivych slozek reakéni smési podle rostoucich elektroforetickych
mobilit, zde enzym (E) s nizsi a substrat (S) s vyssi elektroforetickou mobilitou. (B) Po
aplikaci napéti zaCinaji slozky smési migrovat, rychlej$i molekuly S prostupuji zonu E a tvoii
reakéni smés (RS). V tuto chvili 1ze napéti vypnout a nechat naakumulovat dostatek produktu
reakce. (C) Reakce je ukon¢ena rozseparovanim RS opétovnou aplikaci napéti, kdy jednotlivé
analyty jsou detekovany v detekénim okné.

Hlavni vyhodou techniky EMMA je teoretickd moznost Uplného ptekryti jednotlivych zon,
kdy je ziskdna dokonale homogenni reakéni smés. V praktickych aplikacich je vSak tento
systém siln¢ zavisly na presné piipraveé zékladniho elektrolytu, nebot’ rozdily v jeho slozZeni
vedou k netplnému piekryti jednotlivych zon a k odchylkdm v mnozstvi ziskanych produkta
reakce. Dalsi slabinou techniky EMMA je jeji neprakti¢nost pro reakéni smési slozené z vice
jak dvou latek a pro systémy vyuzivajici rozdilny inkubac¢ni pufr a zakladni elektrolyt.

2. Michani pri¢nou difuzi
Princip systému zaloZen¢ho na michani pti¢nou difuzi, ktery ptedstavil tym prof. Krylova je
popsan na nasledujicim schématu:
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(A) Michani pti¢nou difuzi vychazi z hydrodynamického profilu zény nadavkované vysokym
tlakem. V uvedeném systému je nejprve do kapilary predem naplnéné zakladnim elektrolytem
(ZE) nadavkovén substrat (S). (B) Poté enzym (E) a opét substrat, kdy posledni zéna je
davkovana stejn¢ dlouhou dobu, jako obé predchazejici dohromady. To zarucuje dalsi
zvyraznéni parabolického profilu a zvyseni pfevazné podélnych rozhrani mezi jednotlivymi
zonami. (C) Diky relativné velkym plocham podélnych rozhrani dochdzi k rychlému
promichani jednotlivych zon piicnou difuzi a vzniku reakéni smési (RS). Diky malému
praméru trvé i prostup makromolekul ze stfedu kapilary k jejim sténam fddové minuty. (D)
Reakce je ukoncena aplikaci napéti, kdy jednotlivé slozky reakéni smési véetné produktu jsou
detekovany v detekénim okné.

Hlavni vyhodu tohoto pfistupu pifedstavuje univerzalni charakter difuze, ktery zarucuje
aplikovatelnost systému i pti zméné slozeni reakéni smési. Relativné velké plochy podélnych
rozhrani navic zarucuji rychlé promichéni. Slabinou tohoto uspotfadani vSak je nehomogenita
reakéni smési, kdy koncentrace enzymu a substratu se v zavislosti na pozici v kapilare lisi.
Pro kinetické studie je poté nutné tyto koncentra¢ni rozhrani stanovit.

3. Michani podélnou difuzi
Princip michéni podélnou difuzi znazornuje nasledujici schéma:
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(A) Na pocatku analyzy jsou jednotlivé slozky reakcéni smési, zde enzym (E) a substrat (S),
nadavkovany do kapilary pfedem naplnéné zakladnim elektrolytem (ZE) jako série zon. (B)
K ptfechodu substratu do zony enzymu dochazi podélnou difuzi pfes pficnd rozhrani, kterd
jsou rovnd diky davkovani velmi nizkym tlakem. Jelikoz molekulovd hmotnost enzymu
omezuje jeho difuzi, 1ze jeho pohyb zanedbat a uvazovat stejny objem reakéni smési (RS)
jako byl objem nadavkovaného enzymu. (C) Reakce je ukoncena aplikaci napéti, kdy
jednotlivé slozky reakéni smési véetné produktu jsou detekovany v detekénim okné.
Promichani jednotlivych slozek podélnou difuzi je oproti ptedchozimu zplsobu vyhodné
zejména diky jednoduchému definovani vysledné reakéni smési, kdy pii1 pouziti uzkych zon
enzymu dojde vfadu minut k prostupu substratem a tvorbé homogenni smési. Slabinu
systému pfedstavuje mala plocha rozhrani zon a omezena délka zon enzymu.

Cytochrom P450 2C9 (CYP2C9)

Cytochromy P450 piedstavuji pocetnou skupinu hem-thiolatovych enzymui zodpovédnych za
ochranu organismu pfed cizimi chemickymi latkami. Jejich obecnou funkci popisuje
nasledujici rovnice:

RH + NADPH + H* + 0, —®3ROH + NADP* + H,0

Zavedeni —OH skupiny zvySuje polaritu molekuly substratu RH a usnadiiuje jeji vylouceni
z organismu. Z pohledu ¢lovéka jsou CYP vyznamné kvili své funkci pii metabolismu IéCiv.
Isoforma 2C9 se podili na metabolickych preménach piiblizné 10 % bézné predepisovanych
1¢kti. Pro studium aktivity CYP2C9 lze svyhodou vyuzit specifickou hydroxylaci
nesteroidniho antirevmatika diklofenaku do polohy 4’:
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Produkt reakce 4’-hydroxydiklofenak lze sledovat pomoci UV-VIS detektoru v jeho
absorp¢nich maximech o vinové délce 200 a 260 nm.



Prakticka cast

1. Hydroxylace diklofenaku off-line

Chemikalie:

inkubacni pufr (50 mM fosfatovy pufr pH = 7,4 s ptidavkem 5,1 mM MgCl, a 0,1 mM KCI)
separacni pufr (18 mM fosfatovy 18 mM boratovy pufr pH = 8,6)

SDS

0,1 mM roztok NaOH

300 uM roztok diklofenaku

300 nM roztok CYP2C9

6 mM roztok NADPH

Postup:

Navazku SDS pro pfipravu 55 mM zdkladniho elektrolytu rozpustte v odmérné bance
separacnim pufrem, dopliite po rysku a poté roztok pfefiltrujte a nechte 5 min odplynit
v ultrazvukové lazni.

Ve dvou vialkach smichejte po 50 ul roztoku diklofenaku a 50 pl roztoku CYP2C9. Smési
nechte 5 min preinkubovat pii 37 °C a rychlosti tfepani 450 rpm. Poté k prvni piidejte 50 pl
roztoku NADPH a ke druhé 50 pl inkubacniho pufru, rychle promichejte a nechte reagovat 10
min pii teploté 37 °C a rychlosti tfepani 450 rpm. Reakci ukoncete zmraZzenim vzorku pii -70
°C. Do sklenénych vialek odpipetujte po 1 ml vody, NaOH a 3 x zdkladniho elektrolytu. Pod
dohledem obsluhy spust'te pfistroj, nahrajte metodu C_Dc.M a vlozte vialky do zasobniku.
Vzorky rychle rozmrazte ponofenim do teplé vody, promichejte a nechte 5 min centrifugovat
pii 13400 rpm. Poté do vzorkovych vialek odeberte po 50 pl supernatantu, vialky vlozte do
zasobniku pfistroje a spust’te analyzu.

Pfi pouzit¢ metod¢ je kapilara s efektivni délkou 56 cm nejprve 1 min promyta roztokem
NaOH, 1 min vodou a 3 min zdkladnim elektrolytem. Poté je aplikaci tlaku 50 mbar po 4
s nadavkovan vzorek. Separace probihd vloZzenim napéti 17,5 kV pii teplot¢ 37 °C. 4’-
hydroxydiklofenak je detekovan pii vinové délce 200 a 260 nm. Nakonec je kapildra opét
promyta 1 min vodou, ¢imz je pfipravena na dal$i analyzu.

Vyhodnoceni:

U zaznamu analyzy blanku urcete podle migra¢niho Casu a spektra pik diklofenaku. Zaznam
poté srovnejte se zaznamem analyzy celé inkubaéni smési a urCete pik 4’-
hydroxydiklofenaku. Porovnejte zaznamy potizené pii vinové délce 200 a 260 nm.



2. Hydroxylace diklofenaku on-line

2.1. Michani p¥i¢nou difuzi

Chemikalie:

inkubacni pufr (50 mM fosfatovy pufr pH = 7,4 s ptidavkem 5,1 mM MgCl, a 0,1 mM KCI)
zakladni elektrolyt (55 mM SDS pfipravené v 18 mM fosfatovém 18 mM boratovém pufru
pH =38,6)

1 M roztok NaOH

1 M roztok H5POy4

300 uM roztok diklofenaku

300 nM roztok CYP2C9

6 mM roztok NADPH

Postup:

Ve vialce smichejte 50 pl roztoku diklofenaku a 50 upl roztoku CYP2C9. 30 pl smési
odpipetujte do konické vialky. Do druhé konické vialky odpipetujte 30 ul roztoku NADPH.
Ob¢ vzorkové vialky nechte 5 min tfepat pii 37 °C a 450 rpm. Do sklenénych vialek
odpipetujet po 1 ml roztoku H3PO4, 1 ml roztoku NaOH, 3 x vody, 4 x zékladniho elektrolytu
a 2 x inkubacniho pufru. Pod dohledem obsluhy spustte pfistroj, nahrajte metodu C 1.M,
vlozte vSechny vialky do zasobniku a spustte analyzu.

Pfi pouzité metodé je kapildra s efektivni délkou 56 cm nejprve 5 min promyta zdkladnim
elektrolytem. Poté je aplikaci tlaku 30 mbar postupné davkovan roztok NADPH (5 s), smési
diklofenaku a CYP2C9 (8 s) a opét roztoku NADPH (13 s). Smés je inkubovana 30 min pii
teploté 37 °C. Separace probiha vlozenim napéti 17,5 kV. 4’-hydroxydiklofenak je detekovan
pii vinové délce 200 a 260 nm. Protoze byl do kapilary davkovan roztok proteinil, zavérecné
promyvani obsahuje jak silnou kyselinu, tak i koncentrovany hydroxid.

Vyhodnoceni:
V zdznamu analyzy urcete piky diklofenaku a 4’-hydroxydiklofenaku. Porovnejte ziskany
zdznam s analyzou produktii hydroxylace diklofenaku off-line.



2.2. Michani podélnou difuzi

Chemikalie:

inkubacni pufr (50 mM fosfatovy pufr pH = 7,4 s ptidavkem 5,1 mM MgCl, a 0,1 mM KCI)
zakladni elektrolyt (55 mM SDS pfipravené v 18 mM fosfatovém 18 mM boratovém pufru
pH =38,6)

1 M roztok NaOH

1 M roztok HsPOy4

300 uM roztok diklofenaku

300 nM roztok CYP2C9

6 mM roztok NADPH

Postup:

Ve vialce smichejte 50 pl roztoku diklofenaku a 50 upl roztoku CYP2C9. 30 pl smési
odpipetujte do koénické vialky. Do druhé konické vialky odpipetujte 30 ul roztoku NADPH.
Ob¢ vzorkové vialky nechte 5 min tfepat pii 37 °C a 450 rpm. Do sklenénych vialek
odpipetujet po 1 ml roztoku H3PO4, 1 ml roztoku NaOH, 3 % vody, 4 x zdkladniho elektrolytu
a 2 x inkubacniho pufru. Pod dohledem obsluhy spustte pfistroj, nahrajte metodu C 2.M,
vlozte vSechny vialky do zasobniku a spust’te analyzu.

Pfi pouzité metodé je kapildra s efektivni délkou 56 cm nejprve 5 min promyta zdkladnim
elektrolytem. Poté je aplikaci tlaku 5 mbar postupné davkovan roztok NADPH (15 s), smési
diklofenaku a CYP2C9 (10 s), roztoku NADPH (10 s), smési diklofenaku a CYP2C9 (10 s),
roztoku NADPH (10 s), smési diklofenaku a CYP2C9 (10 s) a roztoku NADPH (15 s). Smés
je inkubovana 30 min pfi teploté 37 °C. Separace probihd vlozenim napéti 17,5 kV. 4’-
hydroxydiklofenak je detekovan pii vinové délce 200 a 260 nm. Protoze byl do kapilary
davkovan roztok proteinli, zavérecné promyvani obsahuje jak silnou kyselinu, tak
1 koncentrovany hydroxid.

Vyhodnoceni:

V zdznamu analyzy urcete piky diklofenaku a 4’-hydroxydiklofenaku. Porovnejte ziskany
zaznam s piedchézejici analyzou a analyzou produktl hydroxylace diklofenaku off-line.
Vysvétlete pozorované rozdily v plochéach pikt 4’-hydroxydiklofenaku.



