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Abstrakt

Abstrakt

Fosfolipidy jsou soucasti bunéénych membran vSech zivych organismi. Jedna se
0 nejvyznamnéjsi skupinu polarnich lipidl, vyznacujici se amfifilnimi vlastnostmi. Tyto
vlastnosti vyplyvaji z jejich molekularni struktury, kterd se sklada z hydrofobnich
mastnych fetézci a polarni hlavice. Podle poladrni hlavice se déli fosfolipidy
do ptislusnych tfid. Pomér fosfolipidovych tiid, zastoupenych v bakterialni membrang,
1ze sledovat vliv vnéjsiho prostiedi, ¢ehoz se vyuziva v mikrobiologickém vyzkumu.

Pro sledovani fosfolipidového slozeni vySlechténého kmene Bacillus subtilis, ktery je
intenzivné zkouman pro produkci antibiotik, se stidle vyuzivd tenkovrstva
chromatografie. Jeji Casova naro¢nost vyzkum zna¢né zpomaluje, a proto byly
podminky tohoto uspofadani pieneseny na HPLC. Pro tyto Ucely byla metoda
optimalizovana formou nelinearniho gradientu.

Vhodnost metody byla testovana na vzorku bakteridlnich membranovych lipidd,
ktery obsahoval pét fosfolipidovych ttid, z cehoz dvé majoritni. Jejich pomérné
zastoupeni lze stanovit, nicméné je nutno peclivé volit objem nastfikovaného vzorku,

aby se zabranilo piekroceni izkého koncentra¢niho rozsahu metody.

Klicova slova:
fosfolipidy, HPLC, optimalizace, validace, HILIC, NP-HPLC
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Seznam zkratek a symbol(

Seznam zkratek a symbol(i

APCI chemicka ionizace za atmosférického tlaku
CAD koronovy detektor

CL kardiolipin

DAD detektor diodového pole

ELSD detektor svételného rozptylu

ESI ionizace elektrosprejem

HILIC hydrofilni interakéni chromatografie
HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie

HP-TLC vysokoucinna tenkovrstva chromatografie

LC kapalinova chromatografie
MF mobilni faze

MK mastna kyselina

MS hmotnostni spektrometr

NP-LC kapalinova chromatografie v normalnim modu

PA kyselina fosfatidova

PC fosfatidylcholin

PE fosfatidylethanolamin

PG fosfatidylglycerol

Pl fosfatidylinositol

PL fosfolipid

PS fosfatidylserin

RP-LC kapalinova chromatografie v obraceném modu
TLC tenkovrstva chromatografie

uv ultrafialova oblast spektra



1 Uvod

1 Uvod

Soucasné vyuzivanou metodou k urceni poméru fosfolipidovych tifid na Katedre
genetiky a mikrobiologie (KGM) PiF UK je tenkovrstva chromatografie, ktera sice
nevyzaduje nakladné laboratorni pfistroje, zato je ale naro¢na Casové a nezbytna je
I manualni zrucnost pracovnika. Jeji dal$i nevyhodou je nizka citlivost, obtizna
kvantifikace a nemoznost elektronického sbéru dat, ktery usnadniuje planovani analyz
U vétsiny soucasné pouzivanych chromatografickych metod. Katedra Analytické chemie
(KAch) PiF UK spolupracuje s RNDr. Gabrielou Seydlovou Ph.D. na vyvoji
instrumentalni analytické metody, kterou by se zastoupeni jednotlivych fosfolipidovych
tfid dalo méfit v pfijatelném Case a s minimalnimi naroky na obsluhu. Spoluprace mezi
vySe zminénymi katedrami je dlouhodoba, pracovnice KGM PiF UK jiz v minulosti
vyuzZivaly pfistrojového vybaveni a zkuSenosti odbornikii KAch PiF UK béhem
vyzkumného projektu®, jenz zkouma produkci surfaktinu, potencialné vyznamného
antibiotika a detergentu, ktery produkuje kmen bakterie Bacillus subtilis, studovany na
KGM PiF UK.

Cilem této prace je vyvinout piesnou, rychlou a nenakladnou metodu, ktera umozni
urcit pomér fosfolipidi, zastoupenych v membrané Bacillu subtilis, a ktera by umoznila
mikrobiologlim sledovat a upravovat zadoucim smérem Zzivotni pochody bakterie, které
se citlivé odrazi pravé v poméru jednotlivych fosfolipidovych tfid. Pfes mnoZstvi
publikovanych praci, zabyvajicich se separa¢nimi a spektralnimi metodami analyzy

fosfolipidli, Zadna z nich nespliuje optimalné pozadavky KGM PiF UK.

Impulsem ktéto praci byla oponentura prof. RNDr. Ladislava Feltla, CSc.
k diplomové praci bc. Jany Mikulecké?, kde navrhoval pouZit stavajici vyzkousené
podminky TLC pro HPLC. Mezi dal§imi pozadavky na vyvinuti této metody bylo
pouziti nendroéného UV detektoru, jehoz piipadné potfizeni by nemélo presahnout

finan¢ni moznosti standardni mikrobiologické laboratofte.
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2 Teoreticka cast

2.1 Fosfolipidy

Jedna se o polarni lipidy, estery glycerolu a dvou mastnych kyselin (MK),
nachazejicich se na hydroxylovych skupinach na pozicich sn-1 a sn-2 a kyseliny
fosfore¢né na pozici sn-3 (viz obr. 2.1) Kyselina fosfore¢na muze byt jesté dale
esterifikovana.

Z chemického hlediska jsou fosfolipidy amfifilni molekuly — obsahuji hydrofilni ¢ast
(hlavici) a jeden nebo dva hydrofobni uhlovodikové fetézce tvofené navazanymi MK.
Hlavice je se zbytkem molekuly propojena fosfatovou skupinou. Stejné znaky sdileji i

dalsi typy membranovych lipida — steroly a glykolipidy.

O—R,

O—P—O0—R,

0]

Obr. 2.1 Obecna struktura fosfolipidi: Ry,R, — mastné kyseliny; R3 — nizkomolekularni latka,
uréujici prislusnost k fosfolipidové tfidé (serin, glycerol apod.).

Hydrofilni molekuly se vyznacuji dobrou rozpustnosti ve vod¢, coz je déano
pfitomnosti polarnich funkénich skupin, obsahujicich volné elektronové pary, které
mohou vytvaiet vodikové mustky a jiné nekovalentni interakce s polarnimi molekulami
vody. Hydrofilni hlavice PL je tedy solvatovana vodou, zatimco hydrofobni fetézec se
snazi agregovat s jinymi hydrofobnimi molekulami. Hydrofobni molekuly jsou nenabité
a nepolarni, vodikové mustky netvoifi a ve vodé jsou nerozpustné. Tato amfifilita
molekul vede Kk vytvafeni micel nebo lipidové dvojvrstvy, které je energeticky
nejvyhodngéjsi. Hlavice jsou orientovany smérem do vody, uhlovodikové fetézce naopak
dovnitf micely ¢i lipidové dvojvrstvy, kde jsou pied vodou chranény. Fosfolipidova
dvojvrstva je strukturnim zékladem bunéénych membran a urcuje jeji fyzikdlni a
chemické vlastnosti jako je fluidita, tlakova a teplotni stabilita, propustnost pro

konkrétni latky a s tim souvisejici mezibun&éna komunikace®.
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Obr. 2.2 Obrazek lipidové dvojvrstvy, znazorfiujici mimo fosfolipidt také proteiny a jejich
zapojeni do bunééné membrany”.

PL se nachazeji ve vSech biologickych membranach, které jsou tvotreny lipidovou
dvojvrstvou (viz obr. 2.2), obsahujici kromé lipidd také integralni membranové proteiny
a dalsi hydrofobni latky. PL frakce jsou sloZité smési riznych chemickych individui,
které lze klasifikovat jak podle zastoupeni MK, tak podle polarnich hlavic do
jednotlivych tfid. Polarni hlavice vznikaji riznymi biochemickymi cestami. Nejcastéji
se PL frakce déli do téchto sedmi tfid: kyselina fosfatidova (PA), fosfatidylinositol (PI),
fosfatidyletanolamin (PE), fosfatidylserin (PS), fosfatidylcholin (PC), fosfatidylglycerol
(PG) a kardiolipin (CL). Zastoupeni rtznych tiid v jednotlivych membranach je
ovlivnéno vnéjsimi podminkami a 1isi se v z&vislosti na organismu a tkani, nékteré tfidy
mohou i Gplnd chybé&t®. Struktury fosfolipidii, jimiZ se zabyva tato prace, jsou na
obr. 2.3.
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Obr. 2.3 Struktury fosfolipidd vyskytujicich se v membrané B. subtilis. Kyselina fosfatidova (1),
fosfatidylaethanolamin (2), fosfatidylglycerol (3), fosfatidylserin (4), kardiolipin (5).

Fosfolipidy a sfingolipidy maji velky vyznam pro integritu bunéénych membran a
dalsich biologickych funkci, jako jsou bunécné signalizace, bun&tné proliferace,
enzymatické aktivace €1 vyvoj mozku®. Zménou vnéjSich podminek PL dvojvrstvy
muze dojit ke zméné jejiho slozeni, coz vede napt. ke zméné fluidity membrany
(zplisobené zménou V poméru nasycenych a nenasycenych MK), dale fosfolipidy
ovliviyji transport latek ¢i buné€nou signalizaci2.

Nedavné studie ukazaly, Ze PL maji pozitivni nutriéni G¢inky na lidské zdravi -
sniZeni rizika kardiovaskuldrnich onemocnéni, sniZeni hladiny cholesterolu v krvi ¢i
zlepSeni funkce mozku. Dale byly intenzivné studovany jejich antioxidacni vlastnosti,
bakteriostatické vlastnosti a inhibi¢ni u€¢inek PL na rakovinu tlustého stteva. Zmény ve
sloZeni PL byly zaznamenany u riznych nemoci, ¢imZ mohou slouzit jako diagnostické

markery. Charakteristickym ptikladem tohoto markeru je snizeni hladiny plazmalogent
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v Sedé¢ hmoté mozkové U pacientl s Alzheimerovou chorobou”®? & sniZeni hladiny
kardiolipinu v &ervenych krvinkéch u pacientii s Barthovym syndromem®®*?,

Vyznam PL rovnéz souvisi s jejich pramyslovym vyuzitim, zejména
V potravinarském primyslu. Kombinaci PL s proteiny se vyrdbi emulgatory nebo
stabilizatory emulze. Dale jsou vyuzivany pro né¢kolik biomedicinskych aplikaci, jako

je emulgace ve farmacii ¢i piiprava liposomit pro kosmetiku a podavani 1ékat?.

2.2 Bacillus subtilis

Bacillus subtilis je gram-pozitivni, sporulujici bakterie, ktera je ristové nenaro¢na a
patii tedy k nejrozsifenéjSim druhtim mikroorganismt. Nékteré kmeny jsou schopny
produkovat surfaktin — antibiotikum a povrchové aktivni latku, jez zasahuje do
cytoplazmatické membrany. Podil aniontovych fosfolipidi, zastoupenych v membrané
Bacilla subtila, roste v zavislosti na zvySujici se koncentraci surfaktinu. Jedna se
predevsim o CL, ktery tvofi téméf ¢tvrtinu membranovych fosfolipidi Bacillu subtilis.
Mezi dalsi fosfolipidy, zastoupené v cytoplazmatické membrané této bakterie patii PA,
PE, PG a PS. Pl a PC se v membrané nenachézeji a tudiz se jimi na$ vyzkum nebude

zab}'lvat1'2'13'

2.3 Metody

Bylo vydano jiz velké mnozstvi publikaci, popisujici metody pouzité k charakterizaci
a stanoveni PL. Jednou z prvnich technik byla TLC a nasledn¢ HP-TLC. Obé¢ techniky
se dodnes pouZivaji, bud’ samostatné, nebo ve spojeni s dal§imi pfistroji (napf.
hmotnostni spektrometr)*, Pfed analyzou na MS musi byt pasy PL odebrany z TLC
desek a poté re-extrahovany do vhodného rozpoustédla. Tato metoda je ovSem Casove
naro¢na a vyzaduje zrucnost pracovnika. Kvantitativni stanoveni je navic sloZité a ¢asto

nepresné6.

Zdaleka nejCastgji pouzivanad analytickd metoda pro kvantifikaci PL je HPLC
spojena bud’ MS nebo s ELSD detekci. Separace pomoci HPLC vykazuje vétsi piesnost,
mobilni a stacionarni fazi je analogicky TLC, nicméné konstrukéni uspotradani HPLC
umoziuje rychlejsi, selektivnéjsi a predevsim citlivéjsi analyzu. PL miiZeme separovat

do jednotlivych tiid na zakladé jejich rozdilné polarity. Tato metoda je Vv neustalém

10
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primarni aminoskupinu) za pouziti UV detektoru6™.

2.3.1 Normalni a reversni mod LC

Reversni mod kapalinové chromatografie (RP-LC), ktery je v soucasné dobé
nejpouzivanéjSim LC uspotradanim, je pro klasifikaci jednotlivych PL tfid vylozené
nevhodny, nebot’ je potieba separovat PL podle jejich polarnich hlav a nikoliv dle jejich
acyla’®.

Normalni moéd (NP-LC) oproti RP-LC vyuziva polarni stacionarni fazi, nejcastéji
silikagel, se kterym interaguji analyty svymi polarnimi skupinami. V piipadé PL se
jedna pravé o ty casti molekul, dle kterych jsou klasifikovany do tfid.
NP-LC vyzaduje pouziti pouze mirné polarnich (bezvodych) mobilnich fazi (MF), které
lze pouzit rovnéz pro extrakci PL z biologickych matric. Tradicné pozivanym
extrakénim c¢inidlem je smés chloroformu a methanolu (Folchovo ¢inidlo) v rizném
poméru. Protoze pouziti methanolu v  MF by znemoziovalo spektrofotometrickou
detekci (viz kap. 2.4.3), je nutné zvolit jiné kombinace rozpoustédel. Témto ucelim

vyhovuje sm&s hexanu a propan-2-olu, pouZivana jako MF také v TLC™.

2.3.2 HILIC

Hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC) je alternativni zptisob chromatografie
v analyze siln€ polarnich slou€enin. V poslednich letech se tato metoda tési velké
popularité, jelikoz polarni slouc¢eniny nejsou v RP-LC dostate¢né zadrzovany a naopak
u NP-LC jsou zadrzovany pfiliS. Pouzivaji se polarni organické mobilni faze (vice nez
60% organického rozpoustédla, méné nez 40% vody), které jsou méné viskozni ve
srovnani s RP-LC (u té nemusi byt podil vodné slozky omezen). Poléarni analyty maji
lep$i rozpustnost v HILIC mobilni fazi, nez u NP-LC, kde je mobilni faze bezvoda.
Mezi dalsi vyhody HILIC patii dobrd kompatibilita s MS*'. Mnozstvi komer&ng
dostupnych kolon, uréenych predevsim pro HILIC, stale roste. NejCasteji se pouZzivaji
kolony z oxidu kiemic€itého a jeho pfipadné modifikace s riznymi polarnimi funkénimi
skupinami — napf. aminovymi, Kyanidovymi, diolovymi a sulfoalkylbetainovymi
skupinami. Dale se pouzivaji polymerové kolony, modifikované napt. cyklodextriny a

cyklofruktany®®.

11
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2.4 Detektory

Detekce PL se nejcastéji provadi na zakladé absorpce v UV oblasti, rozdilné

molekulové hmotnosti a rozptylu svétla na analytech po odpateni mobilni faze.

2.4.1 ELSD a CAD

Standardni metoda pro separaci a stanoveni PL v potravinaiskych matricich je HPLC
ve spojeni s ELSD 19 Jedna se o univerzalni detektor, mezi jehoz vyhody patii
kompatibilita s velkym mnozstvim rozpoustédel a gradientovou eluci (na rozdil od
refraktometrického detektoru). Signal navic neni zavisly na stupni nasyceni a délce
acylové ftetézce (vyhoda oproti UV detektoru). Tento zpusob navic neni ovlivnén
prutokem rozpoustédla nebo okolni teplotou. Reprezentuje destruktivni, kvantitativni
analyzu (polo- nebo) netékavych rozpusténych latek, za relativné nizkou cenu.
Problémem muize byt nelinearita odezvy detektoru v piipadé kvantitativni analyzy.
Resenim téchto problémti by mohl byt CAD (koronovy detektor). Oba detektory jsou

podobné, ale lisi se zptisobem, kterym jsou rozpusténé ¢astice detekovany.

2.4.2 Hmotnostné-spektrometricky detektor

V poslednich letech se rozsitila detekce pomoci sprazeni hmotnostniho spektrometru
S kapalinovou chromatografii. Vyhody detekce MS spocivaji v méfeni jednotlivych
molekulovych hmotnosti, s ¢imz souvisi vétsi presnost, selektivita, citlivost ve srovnani
s ostatnimi detektory.

Jelikoz PL tfidy nejsou chemicka individua, jejich molekulova hmotnost je zavisla na
druhu navazanych MK, je tedy nutné sledovat pro kazdou tfidu desitky molekulovych
hmotnosti, ptipadné jejich interval, ktery je ovSem nutno znat jesté pred zaCatkem
méteni. Pro analyzu neznamych vzorkli PL je nutné pouzit Siroky interval sledovanych
molekulovych hmotnosti, coz mtize negativné ovlivnit citlivost. Spfazeni HPLC-MS
vylucuje pouziti n€kterych mobilnich fazi, které by mohly poSkodit MS. Jedna se
zejména o minerdlni a jiné neté¢kavé pufry a rozpoustédla, kterd se obtizné odpaiuji.
Navic pofizovaci cena je vysokd a provozni néklady rovnéz. Tyto faktory se zdaji byt
limitujici pro masové zavedeni LC-MS v nespecializovanych biologickych

laboratotiche°.

12
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2.4.3 UV aDAD

Spektrofotometrické detektory méfi absorbanci latek obvykle v oblasti vlnovych
délek od 180 do 800 nm. Jelikoz PL absorbuji pouze pii vinovych délkach, které
odpovidaji UV oblasti okolo 200 nm?!''?*  pouziti tohoto detektoru pro analyzu
fosfolipidii je problematické. Pritom prave tento detektor by byl nejvhodnéjsi pro
mikrobiologicka pracovisté pro svou uzivatelskou nenarocnost, nizké provozni néklady,
pofizovaci cenu a relativni univerzalnost pouziti. Nizk4 absorbance PL limituje pouziti
nékterych rozpoustédel pro pfipravu mobilni faze, zejména methanol, ktery se bézné
pouziva jako extrakéni Cinidlo PL. Toto omezeni ¢ini vyvoj metod pro HPLC s UV
detekci celkem obtiznym. Ditkazem toho jsou desitky ¢lankti zabyvajicich se separaci
PL v tomto uspotfadani, které se li§i pouzitou MF, aniz by se béhem let prosadila
jakékoliv standardni univerzaln€¢ pouzivand metoda pro spektrofotometrickou

detekci®>?,

13
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Chemikalie

3.1.1 Ptiprava standardu

Standardni vzorky fosfolipidi od firmy Sigma-Aldrich (viz tab. 3.1) byly
uchovavané v mrazaku pfi teploté -18 °C. Od kazdého standardu byl odvazen 1 mg na
analytickych vahach Sartorius 2004 MP s ptesnosti na 0,1 mg, ktery byl poté rozpustén
v 1 ml slozky A mobilni faze za pomoci sonikace v ultrazvukové lazni, takze pouzité

koncentrace standardd fosfolipida ¢inily 1 mg/ml.

Tabulka 3.1: Cistoty pouzitych latek

Chemikalie Cistota [%]  Vyrobce
Standardy

Kyselina fosfatidova 98 Sigma-Aldrich
Fosfatidylethanolamin 97 Sigma-Aldrich
Fosfatidylserin 70 Sigma-Aldrich
Fosfatidylglycerol 99 Sigma-Aldrich
Kardiolipin 98 Sigma-Aldrich
Rozpoustédla

Hexan, HPLC grade 97 Sigma-Aldrich
Propan-2-ol, LC-MS grade 99 Fluka

3.1.2 Ptiprava mobilni faze

Pro gradientovou separaci fosfolipidi na HPLC jsme pouzili dvouslozkovou mobilni
fazi, skladajici se ztéchto slozek: slozka A. hexan:propan-2-ol (3:2, v/v), slozka B.
hexan:propan-2-ol:voda (56,7:37,8:5,5)**. Mobilni fize byly pied pouzitim vzdy

prefiltrovany a uchovavany v reagencnich lahvich.

3.2 Instrumentace

Separace byla provadéna pomoci chromatografického systému Shimadzu 20 A a

polarni kolony Luna Silica od firmy Phenomenex. Podrobna sestava systému je uvedena
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3 Experimentalni ¢ast

v tabulce 3.2. Analyty byly detekovany spektrofotometricky pti vinové délce 205 nm.
Objem nastiiku vzorka na kolonu byl 20 pl.

Tabulka 3.2: Chromatograficky systém

Cast chromatografu  Model

Odplynovac DGU-20A5R

Pumpa LC-20AD

Kolona Luna Silica 150 x 2.0 mm, vel. ¢astic 3 um
UV-VIS Detektor SPD-20AV

3.3 HPLC Metoda

Pro HPLC separaci byla zvolena gradientova eluce, konkrétn¢ gradient vody
ve smési s hexanem a propan-2-olem (viz kap. 3.1.2). Optimalizace gradientu se
odvijela od publikovanych podminek®, kde byly pouzity dv& rychlosti vodného
gradientu (viz obr 3.1).

100 -

80 -

Podil slozky B (%)

60 -

40 |

20 -

0 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 "
0 10 20 30 40 50 60
Cas (min)

Obr. 3.1 Priibéh vychoziho gradientu®
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3 Experimentalni ¢ast

Jelikoz byl plvodni gradient pouzity pro kolonu s jinymi rozméry, bylo nutno
pfepocitat rychlost pritoku pomoci on-line kalkulatoru (ww.hplc.cz). Gradient byl
s piihlédnutim k poméru délek kolon zkracen na 45 % (viz tab. 3.3).

Tabulka 3.3: Pfepocet parametri gradientu

Ptvodni kolona/gradient Pouzita kolona/gradient
délka (mm) 250 150
pramér (mm) 4,6 2,0
pramér castic (um) 5 3
konec gradientu (min) 20 9
prutok (ml/min) 1,5 0,28
celkovy Cas (min) 55 33

Pouzivany HPLC systém umoziuje nelinearni gradient, a proto byl pouzivany
gradient definovan kfivkou, nikoli dvéma pfimkami. Parametry této kfivky jsou slozité
a jejich pfesnd matematicka podstata neni v ramci ovladaciho softwaru vysvétlena. Pro
nejucinngjsi separaci stanovovanych latek byl pouzit gradient na obr 3.2, jeho parametry
(finalni Cas gradientu a sklon kiivky - curve) byly optimalizovany empiricky. Vzhledem
k niz$i reprodukovatelnosti gradientové eluce bylo nalezeni podminek pro optimalni

rozliSeni vSech analytii obtizné.

-

5

\

AN

Podil slozky B (%)
=1

b

5 10 15 20 25 30

Cas (min)

Obr. 3.2 Nahled pouzitého gradientu. Vystup z méficiho softwaru; graficky upraveny.
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3 Experimentalni ¢ast

3.4 Realny vzorek

Realnym vzorkem pro analyzu fosfolipidu byl vysuSeny lyzat membrany B. subtilis
ATCC 21332, poskytnuty RNDr. Gabrielou Seydlovou, Ph.D. z KGM PiF UK. Vzorek

byl ptipraven standardnim zptisobem1.
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4 Vysledky

4 Vysledky

4.1 Identifikace fosfolipidovych tfid

Prvnim krokem identifikace bylo ovéfeni separa¢nich podminek analyzou
ekvimolarni smési standardi vSech fosfolipidovych tf¥id (viz kap. 3.1). Nasledovalo
stanoveni reten¢nich ¢asti jednotlivych standardd a jejich porovnani s chromatogramem
smési. Vzhledem k tomu, ze se retencni ¢asy samostatnych standardd s reten¢nimi Casy
analyti ve smésném chromatogramu shodovaly, byl tento zptisob identifikace

povazovan za dostateény. Analyty eluovaly v nasledujicim potadi: CL, PE, PA, PG, PS.

uv
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Obr. 4.1 Porovnani chromatogramu fosfatidylserinu (A) a smési PL (B). Fosfatidylserin je
vyznacen (1). Méfeno za podminek nelinedrniho gradientu viz kap. 3.2; tab 3.3.

Fosfatidylserin eluoval jako posledni ze vSech analyti, v ¢ase 16.76 min (viz obr.
4.1). Jeho silna retence je pravdépodobné zpisobena pfitomnosti dvou disociovatelnych

funkc¢nich skupin, které davaji molekule charakter obojetného iontu.

uV

min
Obr. 4.2 Porovnani chromatogramu fosfatidylglycerolu (A) a smési PL (B). Fosfatidylglycerol
je vyznacen (1). Podminky viz obr. 4.1.
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4 Vysledky

Druhym nejdéle zadrzovanym analytem na kolon¢ byl fosfatidylglycerol. Eluoval
v ¢ase 16,34 min (viz obr. 4.2) a rozdil v intenzit¢ odezvy V piipadé samostatného
standardu a standardu ve smési byl mnohem vétsi, nez u piedchoziho analytu.
Koncentrace PG ve smési, jez byla namichana ze zasobnich roztokd, je pétkrat mensi, a

tudiz je rozdil ve velikosti odezvy PG v této smési a v zasobnim roztoku ocekavatelny.
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Obr. 4.3 Porovnani chromatogramu Kyseliny fosfatidové (A) a smési PL (B). Kyselina
fosfatidova je vyznacena (1). Podminky viz obr. 4.1.

Jako tfeti v poradi eluovala kyselina fosfatidova, a to v ¢ase 15,64 min. Odezva
tohoto analytu byla ze vSech nejmensi, a to fadové mensi nez u ostatnich analytu.
Ptic¢iny takto nizké odezvy nejsou z chromatogramu ziejmé, mohou byt zplisobeny
mnoha faktory, jez jsou probrany v diskuzi (kap.5).
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Obr. 4.4 Porovnani chromatogramu fosfatidylethanolaminu (A) a smési PL (B).
Fosfatidylethanolamin je vyznacen (1). Podminky viz obr. 4.1.
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4 Vysledky

Fosfatidylethanolamin eluoval v ¢ase 15,14 min (viz obr. 4.4). Jeho charakteristicky
tvar peaku, ktery zajistoval vysoké rozliSeni, posléze slouzil jako interni standard pro

ovéieni retencniho ¢asu kardiolipinu (viz obr. 4.5).

uv

POy

250000+

Obr. 4.5 Porovnani chromatogramu smési kardiolipinu (1) a fosfatidylethanolaminu (2).
Ekvimolarni smés obou standardt (A), smés obsahujici kardiolipin v dvojnasobném piebytku
(B). Podminky viz obr. 4.1.

Analyza kardiolipinu dopadla nejednozna¢né. Pro spolehlivé ur¢eni jeho reten¢niho
¢asu 14,56 min bylo zapotiebi pouziti piidavku fosfatidylethanolaminu ke standardu

kardiolipinu (viz obr. 4.6), aby byla vylou¢ena jeho zaména s odezvami jinych latek.
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Obr. 4.6 Porovnani chromatogramu (A) smési kardiolipinu (1) s fosfatidylethanolaminem (2) a
smési (B). Podminky viz obr. 4.1.

4.2 Rozliseni

Po identifikaci peakli v§ech standardii bylo spocitdno rozliSeni pro jednotlivé dvojice
(viz tab. 4.1). Pro vypocet hodnot byly pouzity reten¢ni ¢asy a Sifky peakt v poloviné

jejich vysky z divodi Spatné definovatelné zakladni linie.
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4 Vysledky

Tabulka 4.1: RozliSeni peakil

retencni Cas Sitka peaku v /2 vysky rozliSeni

min min
kardiolipin 14,564 0,554 0.95
fosfatidylethanolamin 15,142 0,162 1’ 60
kyselina fosfatidova 15,642 0,207 1’73
fosfatidylglycerol 16,359 0,282 1’00
fosfatidylserin 16,763 0,197 ’

I ptestoze hodnoty rozliseni u dvou dvojic (CL-PE, PG-PS) jsou mensi nez 1,5, tak
v piipadé PG-PS je rozliSeni dostatecné pro kvalitativni analyzu (viz obr. 4.7). Jelikoz
peak PG je rozmyt na zacatku (frontuje), jeho Sitka v poloviné vysky je vétsi, nez by
byla u peaku gaussovského tvaru, pro néz je pouzivan standardni vzorec na vypocet
rozliSeni. V piipad¢ dvojice CL-PE je nizké rozliSeni zptisobeno nadmérnym rozmytim

zo6ny kardiolipinu.

CZs 180 175 200

Obr. 4.7 Chromatogram standardt fosfolipidi. Kardiolipin (1), fosfatidylethanolamin (2),
kyselina fosfatidova (3), fosfatidylglycerol (4), fosfatidylserin (5). Podminky viz obr. 4.1.
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4 Vysledky

4.3 Analyza redlného vzorku
Hmotnost suchého vzorku bakteridlnich membranovych lipidi (viz kap. 3.4)

poskytnutych KGM PiF UK nebyla udana a vzhledem K piipravé vzorku ji ani nelze
definovat®. Z ptedeslych zkugenosti Ize predpokladat, Ze se jedna o cca 1 mg a od této
uvahy se odvijelo 1 pouzité¢ fedéni, jehoz ucelem bylo nafedit redlny vzorek na
podobnou koncentraci, jako standardy. Objem pifidané slozky A mobilni faze
¢inil 200 pl.

Nejprve byl na kolonu nadavkovan objem vzorku 1 pl, aby se predeslo pripadnému
zahlceni systému. Pfi takto malém objemu byly detekovany pouze PE a PG (viz obr.

4.8), dva majoritné zastoupené fosfolipidy v membrané B. subtilisi.
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Obr. 4.8 Chromatogram membranovych lipidt bakterie. Davkovany objem 1 pl.
Fosfatidylethanolamin (1), fosfatidylglycerol (2). Podminky viz obr. 4.1.

Za ucelem stanoveni zbyvajicich minoritnich fosfolipidi byl nejdiive zvySen
davkovany objem na 20 pl. Za téchto podminek byla detekovéna 1 kyselina fosfatidova.

Dalsim krokem k detekci zbyvajicich analytii bylo zakoncentrovani vzorku. Nejdfive
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4 Vysledky

bylo zbyvajici rozpoustédlo odpafeno v proudu N, a poté byl vzorek doplnén 50 ul
slozky A mobilni faze.

Pti zvySeni koncentrace analytli na cca Ctyfnasobek byly jiz pozorovatelné odezvy
dalsich fosfolipidi, nicméné rozliseni mezi PG a PS je piili§ nizké k tomu, aby bylo

mozno urcit jejich pomér. Navic PE nejspiSe koeluuje s CL (viz obr. 4.9).

v
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Obr 4.9 Chromatogram realného vzorku o ¢tyinasobné koncentraci oproti obr. 4.8. Smésny peak

CL a PE (1), koeluujici peak PG a PS (2). Realny vzorek miize obsahovat glykolipidy a jiné
polarni lipidy extrahované spolu s fosfolipidy (3). Podminky viz obr. 4.1.
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5. Diskuze

Separacni u¢innost pouzité¢ metody se ukazala byt za urcitych podminek dostatecna,
piestoze analyzy standardi fosfolipidi i1 samotného vzorku doprovazelo mnoho
komplikaci rizného charakteru. Reprodukovatelnost retencnich ¢ast analytti odpovidala
dlouhodobé, a to i za pouziti nové pfipravenych mobilnich fazi, z ¢ehoz vyplyva, ze
pouzivand metoda gradientové eluce je dostatecné robustni pro klasifikaci fosfolipidi
podle jednotlivych tid.

Spolehlivé reprodukovatelné retencni Casy umoznuji dlouhodobé urcovani poméru
fosfolipidovych tiid. Jednim z hlavnich uceli této prace bylo porovnani separace vzorku
na tenkovrstvé a kapalinové chromatografii. Fosfatidylglycerol a fosfatidylethanolamin
se ukazaly byt majoritnimi sloZkami ve vzorku membranovych lipidd jak u TLC, tak i
HPLC. Odezvy zbyvajicich fosfolipidi byly sice pozorovany, ovSem pouze pii nastiiku
vétsiho objemu vzorku. Pfi nastfiku mensiho objemu nedochdzi k detekci nékterych
fosfolipidl, zatimco zvySenim koncentrace nekteré peaky koeluuji. Zona kardiolipinu se
ukézala byt ndsobn¢ delsi nez u ostatnich fosfolipidii. Tento jev by mohl byt vysvétleny
faktem, Ze se jedna o difosfatidylglycerol, jehoz molekulova hmotnost je mnohem vé&tsi
ve srovnani s ostatnimi separovanymi fosfolipidy. Dlouhd zoéna kardiolipinu muiize byt
pti vyssi koncentraci zaroven pri¢inou koeluce s odezvou fosfatidylethanolaminu. Za
téchto okolnosti je metoda pouzitelnd pouze v nizkém koncentra¢nim rozsahu. Jelikoz je
hmotnost doddvaného vzorku membranovych lipidi nezndmé a nedefinovatelna
vzhledem k metod& jejich izolace®®, byla by zapotiebi kolona s lep$im rozliSenim.
Témto pozadavkiim by vyhovovala napt. kolona obsahujici ¢astice s pevnym jadrem,
ktera ma daleko vyssi rozliSeni a tak by byla pouzitelna ve vétSim koncentraénim
rozsahu. To by také umoznilo kalibraci metody v rozsahu vice koncentracnich radi, coz
by usnadnilo vypocet poméru fosfolipidovych tfid. Odezvové faktory jednotlivych
fosfolipidli se mezi sebou velmi lisi, coz pfedstavuje problém pro stanoveni poméru
Z ploch peak.

V posledni dobé vySlo nékolik tematickych publikaci, vénujicich se separaci
polarnich lipidi. Separacni podminky se v téchto pracich od naseho uspofadani mirné
lisi, pravdépodobné také kvuli optimalni separaci castecné odlisSné skupiny analyti.
Porovnavani namétenych vysledkli mé4 smysl pouze s publikacemi, které pro svoji praci

také pouzily polarni kolony.
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Experimentalné zjisténé potadi eluujicich fosfolipidd se s diive publikovanou
literaturou obecné shoduje. Pro porovnani je nutné nahlizet do vice publikaci, jelikoz
fosfolipidy, které se vyskytuji v membrané Bacillu subtilis (CL, PE, PA, PG, PS),
nebyly doposud spole¢né analyzovany jako skupina. Elu¢ni potadi CL, PE a PS se
shoduje s publikaci, ve které byly separovany analyty také pomoci NP-HPLC?, ale
zbyvajici dva analyty tato prace nezahrnovala. PA i PG byly v jiné preici27 separovany
spole¢n¢ s PE; elu¢ni porfadi PA a PG odpovidd naméfenym vysledkim, nicméné
z retencnich casti uvedenych v ¢lanku vyplyva, ze dochazi k prekryvu s PE, a proto
elucni poradi tohoto analytu nemutze byt spolehlivé porovnano. Potadi PE a PG, které
literaturou. V pracich, které zaroven analyzuji tyto dva analyty, jsou pouzity zcela jiné
podminky, a to pufrované mobilni faze ®® a iontové-parova ¢inidla . V t&chto
publikacich eluuje PG dfive nez PE, ale vzhledem K rozdilu ve sloZeni mobilni faze jsou
rozdily v eluénim potadi pochopitelné.

Publikace, vénujici se separaci PG a PE, za podminek srovnatelnych s podminkami
V této praci (mobilni faze bez methanolu, umoznujici UV detekci atd.) obecné chybi.
Separace fosfolipidi pomoci HPLC systému vyzaduje feSeni jesté¢ dalSich problémd,
které postupné vyplynuly v pritbéhu méteni. Jejich feSeni jsou popsany v nasledujicich
odstavcich.

Pti¢inou hlavniho problému, doprovazejiciho separaci, byla pravdépodobna sorpce
fosfolipidii na koloné¢ a jejich pfipadnd eluce béhem nasledujicich analyz. Tento
problém bylo nutno fesit promyvanim kolony ¢istym propan-2-olem az do jejich uplné
eluce. Po promyti bylo nutné vzdy provést slepy pokus a tyto dva kroky znaéné
prodlouzily dobu identifikace jednotlivych fosfolipidovych tfid a dalsi analyzy. Béhem
optimalizace podminek méfeni pro tuto bakalaiskou praci bylo nutné provést regeneraci
kolony. Postup byl zvolen podle navodu v uZivatelské ptirucce, jez byla dodana ke
kolon¢ a spocival v jejim oto€eni proti sméru toku mobilni faze a ndsledném promytim
sérii rozpou§téd613°.

Doba analyzy je 33 min, nicméné¢ tento Cas véetné ekvilibrace kolony nelze prozatim
zkratit. Analyty jsou zadrzovany na kolong, eluuji az po dosazeni vrcholu gradientu
Vv pribéhu navratu sloZzeni mobilni faze do pocatecniho stavu. Zkraceni ¢i Uprava

gradientu by v tomto pfipad¢ byla na tkor jiz hrani¢éniho chromatografického rozliSeni.
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Béhem vsech analyz bylo zapotiebi pouzivat rozpoustédla HPLC Cistoty, a to i pro
piipravu zéasobnich roztokl. V piipad¢ pouziti hexanu o Cistoté p.a. nebylo mozno
detekovat zadné analyty, kvili nizké citlivosti, zpisobené vysokou absorbanci mobilni
faze. Propan-2-ol o Cistoté p.a. sice detekci neznemoznoval, ale zpiisoboval Sum

Nizka rozpustnost kyseliny fosfatidové a fosfatidylserinu musela byt feSena pridanim
nékolika kapek vody a opakovanou sonikaci v ultrazvukové 1azni. Kyselina fosfatidova
1 presto vykazovala velmi nizkou odezvu. Jeji pfi¢inou by mohlo byt zachyceni Spatné
rozpusténych castic standardu na frit¢, ktera chrani kolonu pied mechanickymi
nedistotami a latkami, jeZ se ireverzibilng vazi na kolonu. Cast vzorku by se tak na
kolonu vibec nedostala a tudiz by doSlo ke snizeni odezvy daného fosfolipidového
standardu v chromatogramu. Tento problém byl ovSem zaznamenan pouze v piipadé
kyseliny fosfatidové a i pfes stejné Spatnou rozpustnost fosfatidylserinu v mobilni fazi,
jeho separaci obdobné problémy nedoprovazely.

Z pozorovani béhem méteni jednoznacné vyplyva, ze vzorky je nejlepsi pfipravovat
vzdy Cerstvé, nebot’ maji tendenci se rychle srazet (PA, PS), coz vyzaduje pridani dalsi
vody, ¢imz se snizuje koncentrace analytu a zvySuje podil vodné slozky. Dochazi
tedy Kk nedefinovatelnym zménam podminek, znemoziujicich spolehlivou kvantifikaci.
Podobny problém nastava v piipad¢ vytékdni mobilni fdze z vialek se standardy. Podil
hexanu v rozpoustédle je 60 %, a tudiz nelze predpokladat, Ze koncentrace

analyti Vv prib¢hu dni zlstane konstantni.
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6. Zaver

Metoda pro zjisténi poméru fosfolipidovych tiid v vyskytujicich se v membrané
bakterie B. subtilis byla vyvinuta a otestovana na pfisluSném vzorku. Doba analyzy
33 min i s nutnosti ekvilibrace kolony a pfipadnym proplachovani propan-2-olem
pfedstavuje zna¢né urychleni analyzy membrdnovych lipidd, které se az doposud
stanovuji pomoci TLC, jez trva nékolik dni.

HPLC metoda, vychazejici z pouzivanych TLC podminek, byla optimalizovéna
pro UV detekci a polarni kolonu. Podminky separace byly pievzaty z literatury a
upraveny pro nov¢jsi typ kolony. Publikovany dvoustupiiovy linedrni gradient byl
nahrazen nelinearnim. Parametry kiivky gradientu byly optimalizovany empiricky a pro
analyzy byl vybran gradient s nejucinngjsi separaci.

Analyza redlného vzorku umoznila pfi nastiiku 1 pl detekci majoritnich
fosfolipidovych tfid v membrané B. subtilis. Pro detekci minoritnich PL tiid byl
zapotiebi nastfik vétsiho objemu, ktery se ovSem negativné odrazil na ucinnosti
separace. Objem nastfiku, umoziujici detekci minoritnich tfid, obsahuje pfili§ velké
mnozstvi majoritnich fosfolipidd, jejichz zona se rozmyva a mize dochazet i k jejich
koncentrani rozsah. Zavaznost tohoto nedostatku se projevuje pii analyze
vzorku s nedefinovanym mnozstvim fosfolipidi. S nizkym koncentraénim rozsahem
dale souvisi obtiZznost kalibrace a zjisténi odezvovych faktorli jednotlivych
fosfolipidovych tfid.

Rozliseni odezev analytli, odpovidajicich jednotlivym fosfolipidovym tifidam, se
koeluujici peaky, nicméné pro ucely kvantifikace je dostate¢né. Koncentrace
kardiolipinu je vrealném vzorku nékolikanasobné mensi, neZz Kkoncentrace
fosfatidylethanolaminu, a tudiz je v tomto ptipad¢ koeluce zanedbatelna.

Prestoze se jedna o metodu NP-HPLC s vodnym gradientem, opakovana piiprava
mobilni fdze a zasobnich roztokli prokazaly jeji robustnost. Reten¢ni Casy analytl se
Vv pribéhu mésicli a za pouZiti prib&zné piipravovanych mobilnich fazi vyznamné
neménily. RovnéZ retencni Casy fosfolipidli z bakterialni membrany a komeréné

dodavanych standardi se shodovaly, 1 pfestoze se pravdépodobné 1isi slozenim
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6. Zavér

mastnych kyselin. Metoda se tedy ukézala byt univerzalné pouzitelna pro fosfolipidy
rizného ptivodu.

Prevzeti této metody by v budoucnosti mohlo usettit ¢as mikrobiologim z KGM a
tim padem pfispét k urychleni zavedeni surfaktinu, produkovaného kmenem B. subtilis,

do pramyslu.
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