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Abstrakt

Abstrakt

Disertacni prace se vénuje stanoveni fosfolipidi a jejich polarnich ¢asti
metodami plynové a kapalinové chromatografie, kapilarni elektroforézy a
hmotnostni spektrometrie. Fosfolipidy jsou nejvyznamnéjsimi polarnimi lipidy
a déli se do tfid podle fosforylované funkéni skupiny. Fosfolipidy jsou
zastoupeny v bunécnych membranach, a pravé zastoupeni fosfolipidovych tfid
¢i jeho zmény slouzi ke sledovani vlivu vnéjSich podminek na buriky.

V soucasnosti se pro analyzu zastoupeni fosfolipidovych tfid pouziva TLC,
jeZ pro svou casovou ndrocnost nevyhovuje potfebdm pro vyzkum napf.
mikrobti. Predklddany soubor ¢lanka se zabyva klasifikaci fosfolipidti, které
produkuje kmen bakterie Bacillus subtilis, vybrany jako producent surfaktinu,
potencidlniho antibiotika s detergentnimi ucinky. Publikované metody tak
mohou byt vyuZity pfi vyzkumu optimdlnich podminek kultivace. Jelikoz
mohou mastné kyseliny fosfolipidovych molekul ovliviiovat stanoveni poméru
fosfolipidovych tfid, bylo nutno vyvinout metody pro stanoveni odstépenych
fosforylovanych c¢asti (polarnich hlavic). Byly vyvinuty metody kapildrni
elektroforézy a plynové chromatografie. Podminky plynové chromatografie
byly nésledné optimalizovany pro soubéZzné stanoveni s mastnymi kyselinami.

Dalsi ¢ast prace se zabyva alternativnim pfistupem, predstavujicim piimy
nastfik intaktnich lipidi na hmotnostni spektrometr bez enzymatického Stépeni
a separace. Princip postupu je zalozen na tom, ze signdly odpovidajici
jednotlivym identifikovanym fosfolipidtim 1ze séitat do skupin, odpovidajicich
prislusnym fosfolipidovym tfiddm. Vysledné poméry zastoupeni mezi
jednotlivymi tfidami byly porovnany s konvenénimi postupy. Ze srovnani
vyplyvé, Ze tuto metodu lze pouZit pfedevsim pro sledovani zmén v pomérném

zastoupeni jednotlivych fosfolipidovych tfid v dlouhodobém trendu
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Abstrakt

Abstract

The thesis is dedicated to the phospholipids and their polar headgroups
analysis by gas chromatography, capillary electrophoresis and mass
spectrometry. Phospholipids are the most important polar lipids and they are
classified into phospholipid classes according to their phosphorylated groups.
Phospholipids can be found in cell membranes and the changes in their ratio
are monitored to research the impact of external conditions on cells.

Actually thin layer chromatography is still used for phospholipid class ratio
analyses. It is not suitable for microbiological research due to its time
demandingness. The presented compendium of papers engaged in
phospholipid classification is targeted on Bacillus subtilis strain, which produces
potential antibiotics with detergent effect — surfactin. Published methods can be
used for research of optimal conditions for producing microbe cultivation.
Because non-polar parts of the phospholipid molecule (fatty acids) can affect
the analysis methods on spliced polar headgroups have to be designed.
Capillary electrophoresis and gas chromatography methods were developed
and the latter one was further optimized for simultaneous analysis with fatty
acids.

Additional part deals with an alternative approach which consists in direct
injection on mass spectrometer of intact phospholipids without enzymatic
cleavage neither separation. Principle is based on fact that intensities
corresponding with individual phospholipid fragments, which are identified to
phospholipid class, can be summed to groups relevant to phospholipid classes.
Calculated ratio was compared with traditional procedures. This shows that the
method can be suitable for monitoring of changes in phospholipid composition
in long-time trend.

Keywords: Phospholipids, CE, HPLC, GC, MS
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Seznam zkratek a symbolt

Seznam zkratek a symbolt

APCI

BSTFA
GC
GC-MS

HMDS

CHES

ESI

ELSD

HPLC

LC-MS

MALDI

MALDI-TOF

MEKC

MES

MS

NMR

NP
PL

chemicka ionizace za atmosférického tlaku
(Atmospheric Pressure Chemical Ionization)
N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid

plynova chromatografie (Gas Chromatography)
plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
(Gas Chromatography — Mass Spectrometry)
hexamethyldisilazan
N-cyklohexyl-2-aminoethansulfonova kyselina
ionizace elektrosprejem (Electrospray ionisation)
detekce pomoci rozptylu svétla a odpareni rozpoustédla
(Electron Light Scattering Detector)

vysokoucinna kapalinova chromatografie

(High Pressure Liquid Chromatography)

kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
(Liquid Chromatography — Mass Spectrometry)
ionizace a desorpce laserem za pritomnosti matrice
(Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation)

MALDI s prtaletovym analyzatorem

(Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation — Time of Flight)

miceldrni elektrokineticka chromatografie
(Micelar Electrokinnetic Chromatography)
2-(N-morfolin)ethansulfonova kyselina
hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)
nukledrni magnetickd rezonance

kapalinova chromatografie na normdlni fazi

fosfolipid(y)



Seznam zkratek a symbolt

TLC
UPLC

uv
UV-VIS

tenkovrstva chromatografie (Thin Layer Chromatography)
ultra vysokoucinnd kapalinova chromatografie

(Ultra High Pressure Liquid Chromatography)
ultrafialové (spektrum svétla)

ultrafialové a viditelné spektrum svétla



1 Uvod

1 Uvod

Tato disertacni prace je soucasti vyzkumu zaméfeného na produkéni
vlastnosti bakterie Bacillus subtilis, jez je na PfF UK kultivovdna za tcelem
produkce surfaktinu, lipopeptidu s detergen¢nimi tucinky s potencidlem Siroce
ucinného antibiotického léciva [1].

Stanoveni optimdlnich rtstovych a produkénich podminek pro kultivaci
mikrobti je komplikované [2], nebot pro hodnoceni vhodnosti téchto podminek
je nutno vychdzet z nepfimych zivotnich projevii mikroorganismu. Jednou z
charakteristickych odpovédi bakterii na zmény v zivotnim prostfedi jsou
zmény ve slozeni cytoplazmatické membrany [3]. Bunécné membrany
ohranicuji buriku i jeji jednotlivé organely, zajiStuji ochranu vnitfniho prostoru
pred vnéjsimi vlivy, latkovou vyménu a bunéénou komunikaci, a proto jejich
reakce na zmény v okolnim prostfedi zahrnuje mnoZstvi projevii, které nelze
dost dobfe sledovat jednotlivé.

Hlavni stavebni latkou bunéénych membran jsou fosfolipidy. Z chemického
hlediska se jedna o amfifilni latky, tvofené dvéma mastnymi acylovymi fetézci
a polarni hlavici. Zatimco analyza mastnych kyselin se dlouhodobé provadi
pomoci GC-MS [4], instrumentdlni analyza polarnich hlavic, ktera by se
celosvétové prosadila, doposud chybi. Stdle se pouziva casové narocny a
nepiili$ selektivni zptisob stanoveni, ktery v sobé zahrnuje separaci na TLC [5],
vysSkrabani jednotlivych zdn, jejich nasledna derivatizace a spektrofotometrické
stanoveni koncentrace vzniklého komplexu. Zdaleka nejvétsi nevyhodou tohoto
pristupu je cas. K vysledku analyzy to od odebrani mikrobiologického vzorku
trva necely tyden, nehledé na nutnost pldnovat analyzu na prvni dny
pracovniho tydne pfi jednosménném provozu. Tyto a dalsi nevyhody
(naro¢nost na materidl, pracovni silu) vedly k potfebé vyvoje rychlé,

instrumentdlni, spolehlivé, jednoduché a nendrocné metody pro potieby
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1 Uvod

biologického pracovisté, kterou by mohl byt stavajici postup nahrazen. Jelikoz
se fosfolipidy podle své polarni hlavice déli do pfislusnych tfid, je pro
biotechnologicky vyzkum nejdtleZitéjsi jejich vzdjemny pomér, jehoz znalost
umoznuje mimo jiné sledovani trendd a adaptace na prostfedi. Proto je
uvyvijené metody kladen diiraz na rozliSeni, reprodukovatelnost a
jednoduchost kvantifikace.

Cilem této prace je vyvinout metodu, kterd by co nejlépe vyhovovala
pozadavkim mikrobiologické laboratofe a nasledna validace vyvinuté metody,
jeZ by umoznila pievzeti metody pfipadnymi dalSimi pracovisti. Dal$im cilem
je popis chovani samostatnych polarnich hlavic jako skupiny analyt(i, které
nebylo z tohoto thlu pohledu podrobnéji zkoumano, ktery by napomohl
budoucim zménam ve vyvinutych metodach v pfipadé pozadavkt konkrétni
laboratore. Publikace uvedené v ptilohach #1-4 se vénuji témto cilim s ohledem
na slozeni membranovych lipida rtznych kulturnich kmenti bakterie Bacillus
subtilis. Analytické metody, jimiZ se tyto publikace zabyvaji, predstavuji rizné

pristupy k stanoveni poméru jednotlivych fosfolipidovych tfid.
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2 Teoreticka cast

2 Teoretickd ¢dst
2.1 Vlastnosti a struktura fosfolipidl

Fosfolipidy (PL) jsou souhrnnou skupinou polarnich lipid{, jeZ obsahuji
ve své molekulové struktufe jeden ¢i vice atomu fosforu. Z chemického
hlediska se jedna o estery L-glycerolu s kyselinou fosforec¢nou, pfipadné jejim
esterem a mastnymi kyselinami. Mastnd kyselina na prvnim uhliku je zpravidla
nasycend, zatimco mastnd kyselina na prostfednim uhliku byva casto
nenasycend, nicméné vyjimky existuji. Kyselina fosfore¢na (fosfoester) je vSak
vzdy vazéana na tfetim uhliku. Jelikoz fosfolipid je na rozdil od glycerolu latkou
opticky aktivni, je mozZzné pozice na glycerolovém fetézci ve fosfolipidech pro
usnadnéni orientace cislovat uhliky sn-1 aZz sn-3. Fosfolipidy tvofi celkem
riznorodou skupinu chemickych latek, kterd se dale déli na jednotlivé
fosfolipidové tfidy podle fosfoester(i, navazanych na glycerolovy skelet.
Vsoucasné dobé se uvazuje neceld desitka fosfolipidovych tfid, mezi
nejznaméjsi patii fosfatidylcholin, fosfatidylglycerol, fosfatidylethanolamin,
fosfatidylinositol, fosfatidylserin, kyselina fosfatidovda a kardiolipin
(difosfatidylglycerol) [6]. Mimo tyto zékladni tfidy existuji jeSté lysofosfolipidy,
pripadné molekuly, jeZ se nedaji jednoznac¢né zaradit do vySe zminénych tfid
(napft. lysylfosfatidylglycerol).

Fosfolipidové tfidy tedy zahrnuji chemické latky se stejnou polarni hlavici,
ale s riznymi mastnymi kyselinami. Zastoupeni mastnych kyselin v molekule
ma vyznamny vliv na fyzikdlni vlastnosti a pravé podle fyzikalnich vlastnosti
byla historicky definovana frakce polarnich lipidti, ve které tvoii fosfolipidy
hlavni podil. Ackoli se PL extrahuji z biologickych vzorkt spolecné s lipidy
a dalSimi lipofilnimi latkami, jejich chovani neni cisté hydrofobni, nybrz
amfifilni. Ve vodném prostfedi tvofi nepravé roztoky, které v zavislosti

na koncentraci PL mohou mit rznou podobu. Pfi niZz§i koncentraci tvori PL
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2 Teoreticka cast

ve vodé micely, atvary tvofené fosfolipidovymi molekulami orientovanymi
polarnimi hlavicemi smérem k rozpoustédlu (tj. ven zmicely) a mastnymi
fetézci k sobé navzajem dovnitf micely [7]. Podobné chovani je pro polarni
lipidy typické, nicméné pocet molekul v micele a s tim souvisejici kriticka
miceldrni koncentrace se pro rtizné chemické latky mirné lisi. Dal$im Gtvarem
tvorenym fosfolipidy je liposom. Tvofi jej fadové vétsi mnozstvi molekul nez
micelu, téZ jeho vnitfni usporddani je jiné. Smérem k rozpoustédlu se tvari
stejné jako micela, ale jeho vnitfni ¢ast neni tvofena mastnymi fetézci, nybrz
polarnimi hlavicemi jinych fosfolipidovych molekul. Oboji fosfolipidy jsou
k sobé orientovany mastnymi fetézci, jeZ vytvareji hydrofobni barieru mezi
vnitfkem liposomu, ktery miize obsahovat néjakou polarni latku, a okolnim
prostfedim. SloZeni vnéjsi a vnitfni ¢dsti hranice smésného liposomu neni
identické, moznost preklapéni fosfolipidovych molekul mezi vnéjsi a vnitini
¢asti samovolné neprobihd a je spis ojedinélé. V pripad€, Zze utvar podobny
liposomu dosahuje takovych rozmérti, Zze jeho povrch vykazuje vlastnosti
planarniho ttvaru, se hovoifi o lipidické dvojvrstvé [8]. Lipidickymi
dvojvrstvami jsou membrany bun€k ijednotlivych organel, avsak tyto obsahuji
mimo lipidi také proteiny a mnoho dalsich latek, slouzicich mimo jiné

k zabranéni rozpadu dvojvrstvy na mensi utvary (Obr. 1.).
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i 00000000000000
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kyselin
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molekula fosfolipidu © Espero Publishing, s.ro

Obr 1. Nacrt obecné struktury fosfolipidu a fisfolipidové dvojvrstvy [9]
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2 Teoreticka cast

2.2 Vyznam fosfolipidd

Fosfolipidy jsou soucasti vSech zivych organismii, vyskytuji se v burikach,
kde tvofi nejdtileZitéjsi stavebni prvek cytoplazmatické membrany i membran
jednotlivych organel. Fosfolipidové sloZzeni vyrazné ovliviiuje fyzikalni
vlastnosti cytoplazmatické membrany, jako jsou jeji fluidita, permeabilita,
tlakova a teplotni stabilita [10]. Tyto vlastnosti jsou urcéujici pro schopnost
buriky existovat v jejim pfirozeném c¢i aktudlnim prostfedi, a tudiz reakce
burikky na zmény prostfedi jsou obvykle vyjadfeny pravé zménami ve
slozenijeji cytoplazmatické membrdny. Pomoci téchto zmén Ize nepfimo
sledovat vliv vnéjsiho prostfedi na rtstové ¢i produkéni vlastnosti bunék, ¢ehoz
se vyuziva v mikrobiologickém a biotechnologickém vyzkumu [3].

Mimo bunéénych membran se fosfolipidy vyskytuji také v surovych
potravinaiskych olejich a tucich. I tyto fosfolipidy jsou membranového ptivodu
a vzhledem kesvym vlastnostem se extrahuji spolecné s triacylglyceroly.
Z hlediska potravinafského priimyslu se jedna o nezddouci latky, které je nutno
odstraniovat. Jejich amfifilni vlastnosti zvySuji aktivitu vody v olejich, ¢imz
snizuji odolnost produktu vii¢i mikrobidlni degradaci. Diky témto vlastnostem
je naopak moZno pouzit fosfolipidy jako emulgatory [11]. JelikoZ je celosvétova
poptavka po potravinafskych emulgatorech vysoka a fosfolipidy tvofi pouze
odpadni surovinu, jejich produkce neni dostacujici, a proto je nutno latky
s podobnymi vlastnostmi vyrdbét synteticky [12], pfipadné modifikaci
prirodnich lipid&i. Paradoxné jsou fosfolipidy nutri¢né celkem hodnotnou
slozkou potravy a i pfes schopnost clovéka syntetizovat fosfolipidy pro tvorbu

bunék, nasly v podobé lecitinu uplatnéni jako potravni doplnky.
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2 Teoreticka cast

2.3 Moznosti analyzy fosfolipidi

Tradi¢ni metodou, jeZ se v mikrobiologickém vyzkumu stdle pouziva, je
tenkovrstva chromatografie s naslednou derivatizaci a spektrofotometrickou
detekci. V tomto uspofadani se fosfolipidy separuji podle svych polarnich
hlavic na tenké vrstvé s polarni staciondrni fazi. Rozdélené zony frakci analytt
je nutno vyskrabat ztenké desticky a stanovit v nich obsah fosforu. Ten se
provadi pomoci reakce s molybdenanem amonnym ((NH4)2MoOs), nasledované
filtraci a zméfeni absorbance pfimo Umérné koncentraci vzniklé
fosfomolybdenové modfi [5]. Tento analyticky postup ma fadu nevyhod, jez
vyplyvaji predevSim z pouziti sledu jednotlivych operaci se vzorkem, které
nelze automatizovat na rozdil od instrumentalnich metod. Nutnost
vySkrabavani skvrn se negativné projevuje v pfipadé jejich casteéného
prekryvu, kdy nejde jednoduse rozdélit skvrny do dvou frakci, na rozdil od
peakt v chromatogramu. Nelze pfehlédnout ani potiebu pfipravovat tenké
vrstvy rucné, jelikoz ty komeréné dodavané ne vzdy vyhovuji pozadavkiim na
reprodukovatelnost vysledkii. Nejvétsi nevyhodou je ale casova a personalni
narocnost. Vyvijeni TLC, schnuti desti¢ky a derivatizace trva zpravidla nékolik
dni. Pro procesni analyzy a pribéZné monitorovani vyzkumu je tedy tradiéni
postup vcelku nevhodny, zejména proto, ze neumoznuje analyzu on-line .

Instrumentélnich metod byla k analyzam fosfolipidi pouZita celd fada. A to
jak chromatografickych [13], elektromigracnich[14], tak i spektrometrickych bez
predchozi separace (NMR, MS) [15,16]. Jelikoz biologické membrany,
predevsim u bakterii, casto neobsahuji vSechny fosfolipidové tfidy, rizna
pracovisté pouzivaji instrumentdlni metody optimalizované dle specifikace
konkrétnich mikrobti. Z téchto divodti, a také pro chemickou rtiznorodost, se
dosud neprosadila univerzalni instrumentalni metoda, kterd by byla pfijimana

napfi¢ vyzkumnymi laboratofemi, a tudiZz umoznila snadné porovnavani
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2 Teoreticka cast

vysledkti mezi sebou. ProtoZe mnoho bézné zkoumanych mikrobti tvofi pouze
nékteré polarni hlavice, pro potteby vyzkumnych laboratofi postacuji metody
umoznujici stanovit pouze k nim ndleZici fospfolipidové tfidy. Pro potteby
sledovani nékterych biotechnologickych procesti ¢asto dostacuje sledovat pouze
pomér mezi nejhojnéji zastoupenymi fosfolipidovymi tfidami. Jesté jednodussi
variantou pfedchoziho pfistupu je stanoveni podilu jedné fosfolipidové tridy ve
frakci fosfolipidii ¢i polarnich lipid. Potfeba univerzalni a robustni metody, jiz
by bylo lze stanovit pomérné zastoupeni fosfolipidovych tfid, je vnimana
sriznou intenzitou. Do budoucna by tato metoda mohla byt perspektivni
nastroj pro identifikaci mikrobidlnich rodéi a druhi, podobné jako napf.
Gramovo barveni, protoze tvorba urcitych tfid ¢i jeji potlaceni je pro nékteré
rody a druhy charakteristicka.

V soucasné dobé je neprili§ rozSifenym pfistupem analyza samotnych
polarnich hlavic [17]. Analyza fosfolipidovych tfid v dnesni dobé spociva témért
vyhradné ve stanovovani intaktnich fosfolipidti s tim, ze vliv acylovych fetézct
v molekule se zanedbava. Tento pfedpoklad muzZe v konkrétnich aplikacich
obstat, ale pfi pouziti nékterych technik se vliv délky a tvaru acylovych fetézcli
projevi a znemozni spolehlivou identifikaci. Analyza poldrnich hlavic,
odstépenych z glycerolového fetézce by tomuto vlivu zamezila, navic lze
predpokladat budouci vyvoj metod, jez by umozZnily soubézné stanoveni

poléarnich hlavic i mastnych acylti béhem jedné analyzy.

2.3.1 Kapildarni elektroforéza

Protoze jsou fosfolipidy ve svém nativnim stavu amfifilnimi latkami, je pro
jejich analyzu vhodnéjsi kapilarni elektroforéza v nevodném prostiedi[18],
pripadné miceldrni elektrokinetické kapildrni chromatografie (MEKC) [19] spiSe

nez klasickd kapildrni zonova elektroforéza. Fosfolipidy téméf neabsorbuji
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v UV ani ve viditelné oblasti zafeni, tudiz se pro jejich spektrofotometrickou
detekci pouzivalo nepfimé stanoveni [20]. Dal$imi metodami detekce byla
fluorescence [21] a hmotnostni spektrometrie [22], jeZ je vyhodna pro spojeni
s nevodnou elektroforézou.

Pro analyzu intaktnich fosfolipidii predstavuje nejvétsi problém vliv
acylovych fetézcli na separaci [23], ktery znemozZnuje stanovit elektroforetické
mobility pro prislusné fosfolipidové tridy. Je ndpadné, Ze prace, zabyvajici se
elektroforézou fosfolipidi v nevodném prostfedi, experimentuji s fosfolipidy
s definovanym acylovym slozenim [24], pfipadné porovnavaji fosfolipidové
tfidy sidentickymi acyly [25]. Timto problémem analyza pomoci MEKC, dle
publikovanych praci, nejspi§ tolik netrpi [26,27], minimdlné se o téchto
problémech prace o MEKC separacich nezminuji [28,29]. Nicméné velkou
nevyhodou v tomto uspofadani je krajné obtiZné pouziti spektrofotometrické ¢i
vodivostni detekce.

Analyza samotnych poldrnich hlavic pomoci kapildrni zonové elektroforezy,
pripadné MEKC [30] neni pfili§ castd. Vétsina praci na toto téma se zabyva
stanovenim pouze jednoho z fosfoesterti. Nejb€znéji se stanovuje fosfoserin,
pfipadné fosfoethanolamin [31] a to v rdmci analyzy aminokyselin. Mimo toho
byla kapildrni elektroforéza pouzita kseparaci rhznych isomerti
fosfoinositolu [32], nicméné prace zabyvajici se dalS$imi fosfoestery, pfipadné
touto skupinou jako celkem dosud chybély. Jelikoz ani fosfoestery prilis
neabsorbuji v ultrafialové ani ve viditelné oblasti, byla k detekci pouZzivana
fluorescence [33], a to jak pomocni derivatizacnich cinidel [34], jez jsou sice
vhodnd pro aminokyseliny, avSak nepouzitelnd pro dalsi fosfoestery, tak
laserem indukovana fluorescence [35,36] a nepfimé spektrofotometrické

stanoventi [37].
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2.3.2 Plynovd chromatografie

Plynovou chromatografii se standardné stanovuje acylové sloZzeni PL.
Intaktni fosfolipidy se vzhledem k své molekulové hmotnosti a malé tékavosti
pomoci GC béZné nestanovuji. JelikoZ se PL mezi sebou lidi v acylovém sloZeni,
tak by ani nebylo dost dobfe mozné stanovovat pomoci GC fosfolipidové tfidy,
protoze by molekuly PL s rtiznymi acyly eluovaly v rtiznych ¢asech. Stanoveni
fosfoesterti, polarnich hlavic odstépenych od fosfolipidového fetézce, vyZaduje
pro GC analyzu vhodnd derivatiza¢ni c¢inidla [38,39], jez se navazi na
hydroxylové a aminové skupiny, znemozZni ionizaci molekul, vytvareni
vodikovych mustkli a zvysi tékavost analytt.

V praxi se, podobné jako v analyze kapildrni elektroforézou (kap. 2.3.1
Kapilarni elektroforéza), stanovovaly fosfoestery obsahujici dusik, a sice jak v
ramci souboru aminokyselin [40,41], tak samostatné [42]. Tyto prace, vénujici se
stanoveni aminokyselin pomoci GC pochdzi z doby, kdy se MS detekce
postupné rozsifovala, a tak je mozné dohledat MS spektra analytt [43], jeZ se
nenachdzi v komercénich databdzich. Zaroven byly vyzkouSeny rtizné postupy
derivatizace, a to alkylace [44] a silylace [45]. Pro derivatizaci celého souboru
fosfoesterti, jejichz reaktivita se silyla¢nimi ¢inidly je riznd, bylo nutno pouZit
silylaci dvoustupriovou, jez vyuziva sledu slab$iho a silnéjsiho silyla¢niho

¢inidla [46].

2.3.3 Kapalinova chromatografie

Fosfolipidy jako amfifilni tedy i polarni latky l1ze analyzovat pomoci HPLC.
Publikované préce se az na vyjimky [47, 48] tykaji pouze intaktnich fosfolipidd,
pripadné lipid&i obecné. Vzhledem k absenci chromofornich i elektroaktivnich
skupin v PL, neni mozné pouzit spektrofotometricky detektor. Tato skutecnost

klade velké naroky na instrumentdlni vybavenost pracovisté, primarné se
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pracuje s hmotnostné spektrometrickym detektorem [49], méné casto s ESLD
detektorem [50, 51]. Mimo téchto naroénych detektorti je mozné PL vhodné
derivatizovat a pouzit fluorescencni detektor [47]. Co se tyce usporadani
vlastntho HPLC, dnes se preferuje predevsim HILIC mdd, pfipadné klasicka
NP, reversni fdze neni pro fosfolipidy pfiliS vhodna, acylové sloZeni
jednotlivych PL by mohlo ovlivnit separaci. Jelikoz jsou PL polarni latky a maji
pomeérné vysoké retencni casy [52], preferuje se téméf vyhradné gradientova
eluce i pfi separaci v UPLC [53]. Volba mobilni faze je urcena nejen mdédem
(HILIC vs. NP), ale také pouzitym extrakénim cinidlem. Zdkladem je budto
methanol nebo acetonirtil, tedy celkem poldrni rozpoustédlo, v ramci gradientu
se polarita jeSté zvySuje podilem vody. Pufry ani kyseliny ¢i zasady se
zpravidla nepouzivaji.

Fosfolipidy se v redlnych vzorcich analyzuji bud'to pfimo, a v tom pripadé je
nutno zohlednit vliv matrice (neutralnich lipidti aj.) pfi volbé mobilni faze,
anebo je mozné PL prekoncentrovat pomoci extrakce na pevné fazi [54].

Nejcastéji pouzivané MS detektory pouzivaji jako ionizacni techniku
elektrosprej, ¢imz je umoznéno sledovat i pfipadné acylové slozeni jednotlivych
PL [55]. Spolu s databdazemi naméfenych latek je to vskutku tcinny nastroj, ale
jeho nevyhoda spociva v obtizné dostupnosti pro pracovisté, které se na praci s
HPLC-MS vylozené nespecializuje, a v komplikovanosti naméfenych spekter,
kdy je cilem méfeni pouze zastoupeni jednotlivych tfid, nikoliv stanoveni
jednotlivych molekul. Metoda, ktera by byla vhodna pro takto jednoducha, dalo
by se fici az screeningova stanoveni, napf. vyuzivajici jednoduché derivatizace
pro detekci klasickym spektrofotometrockym detektorem, chybi. Stejné tak
chybi metody, které by se zabyvaly mimo intaktnich lipidi hydrolyzovanymi
polarnimi hlavami PL jako skupinou analytti, aby bylo mozné takto postupovat

skutecné univerzalné bez ohledu na jejich acylové sloZeni.
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2.3.4 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie se pro analyzu fosfolipid{i nepouziva pouze jako
detekcni system u instrumentalni separace, nybrz i v pfimém nastfiku bez
separace [56], pripadné pro off-line identifikaci fosfolipidd po TLC
analyze [57,58]. V técho pfipadech se pouzivaji vyhradné meékké ionizacni
techniky, aby nedochdzelo k destrukci molekulového iontu. Zdaleka
nejpouzivané€jsi ionizacni technikou je ionizace a desorpce laserem za
pritomnosti matrice (MALDI). Tato technika se pouziva vétSinou spolu
s praletovym analyzatorem (MALDI-TOF). Hlavni pfednosti tohoto uspofadani
je velké rozliSeni, jeZ umoznuje velmi pfesné stanoveni molekulové hmotnosti
molekulového iontu, jiZz se vyuZivda pro identifikaci predevSim
vysokomolekuldrnich latek [59].

V mikrobiologii se pomoci MALDI-TOF Klasifikuji bakteridlni proteiny,
¢ehoz se pouziva k potvrzeni rodové a druhové pfislusnosti mikrobti [60].
Pro zvySeni spravnosti identifikace lze pouzit MALDI-TOF také k analyzdm
mikrobidlnich lipidd. Schopnost tvofit urdité fosfolipidové tfidy a mastné
kyseliny je geneticky dand, a tudiz jejich pfitomnost muze byt jednim
z urcujicich faktortt druhové pfislusnosti bakterii. Nicméné molekuldrni
hmotnost (fosfo)lipidi je fddové niZsi neZ proteinii, a proto jsou matrice
pouzivané pro MALDI analyzu proteini pro analyzu lipidi ponékud méné
vhodné. Pro analyzu takto nizkomolekularnich latek byla vyvinuta vysoce
bazickd matrice tzv. protonova houba [61], 1,8-bis(dimethylamino)naftalen.

Klasifikace lipidi (pomoci MALDI) nasla uplatnéni i v dalSich biologickych
oborech. Patfi mezi né identifikace pylovych zrn [62] a samozfejmé olejnin a
olejia[63]. I zde se samoziejmé jako v pfipadé mikrobti jedna o jednu z mnoha

analyz slouzicich k zafazeni biologického matridlu pod spravny rod a druh [64].
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Nejvétsi nevyhodou MALDI-TOF je obtiznad kvantifikace, jez prakticky
vylucuje stanoveni poméru jednotlivych fosfolipid@i. Dalsim, specifickym
problémem, ktery MALDI sdili obecné s metodami pfimého nastfiku MS je
analyza jednotlivych chemickych latek, jez by vyZzadovala vice ¢i méné sloZité

vypocty pro uréeni poméru jednotlivych fosfilipidovych tfid.
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3 Viysledky a diskuse
3.1 Kapildrni elektroforéza

Fosforylované hlavice polarnich lipid{i obsahuji mimo organické casti také
disociovatelné hydroxylové skupiny, a tudiz se ve vSech pripadech jedna o
anionty. Po odstépeni z glycerolového skeletu mohou mit jednotlivé poldrni
hlavice, v zavislosti na pH, celkovy (efektivni) naboj mezi 1+ a 3-. Tyto
skutecnosti umoznuji separaci jednotlivych fosfolipidi v elektrickém poli
pomoci kapilarni zénové elektroforézy.

Intaktni fosfolipidy jsou amfifilni latky, mimo fosforylované hlavice obsahuji
jesté dva mastné acyly, a proto je jejich rozpustnost v polarnich rozpoustédlech
velmi omezend. Navic jsou fosforylované hlavice tvofeny chemicky
nesourodymi derivaty kyseliny fosforecné, ¢imz se volba rozpoustédla a
nasledné separacniho elektrolytu jesté zuzuje. Z téchto divodi se fosfolipidy
separuji pomoci elektroforézy v nevodném prostfedi. Separacni elektrolyt
(acetonitril:propan-2-ol, 3:2 v:v; 60 mmol/l octan amonny, 0,3 % kyselina octova)
byl zvolen dle dfive publikované literatury [28]. Smési organickych
rozpoustédel, jeZ se bézné pouZivaji k extrakci fosfolipidii, nejsou pro piipravu
nevodného separacniho elektrolytu vhodna. Folchovo ¢inidlo (smés
chloroform-methanol) se neslucuje s UV detekci; zatimco smés hexan-
propan-2-ol zase neni vhodna pro rozpousténi iontovych latek (kyselin, soli).

Prestoze byly uspésné separovany standardy fosfolipidii, které odpovidaly
jednotlivym fosfolipidovym tfidam (podminky viz Obr. 2.), pro méfeni vétsiny
realnych vzorkd nelze toto usporddani pouzit. Standardy fosfolipida se
vétsinou dodavaji s definovanym sloZenim mastnych kyselin, a tudiz migrac¢ni
casy odpovidaji pouze fosfolipidiim stimto sloZenim mastnych kyselin.
Naproti tomu fosfolipidy z biologickych vzorkt obsahuji fadové desitky druhti

mastnych kyselin, které se navic mohu vyskytovat nerovnomérné zastoupené

22



3 Vysledky a diskuse

napti¢ fosfolipidovymi tfidami. Z vysledka (Obr. 2.) vyplyva, Ze délka
hydrofobniho fetézce vyrazné ovliviiuje elektroforetickou mobilitu. Proto neni
mozné porovnavat migracni Casy fosfolipidu stejné tfidy, jeZ se v acylovém
sloZeni 1i8i, ani neni moZzné zdarné separovat smési intaktnich fosfolipidi, které

obsahuji rizné mastné retézce.

Felativni intensita (a.u.)

Obr. 2 Elektroferogram membranovych lipidii (A; B) s pfidavkem standardi fosfatidylgylcerolu
(C) a fosfatidylethanolaminu (D). Separacni elektrolyt: acetonitril:propan-2-ol, 3:2 (v:v); 0,3 %
kyselina octova; 60 mmol.I"' octan amonny, spektrofotometricka detekce p¥i 205 nm.

Pravé nemoznost wurcit elektroforetickou mobilitu pro jednotlivé
fosfolipidové tfidy (nezavisle na acylovém slozeni) vedla k analyze samotnych
polarnich hlavic, tedy fosfoesterti. Polarni hlavice se ziskaji z intaktnich
fosfolipidi Stépenim fosfolipasou C, regioselektivnim enzymem, ktery
hydrolyuje vazbu mezi glycerolovym skeletem a fosfatem (polarni hlavici). Na
rozdil od separace intaktnich lipid se v pfipadé separace poldrnich hlavic
pouzily elektrolyty vodné, a sice v intervalu pH 4 az 11,5. Protoze fosfat je
jednim z analytli (odstépuje se z kyseliny fosfatidové), nebylo mozné pouzivat
fostatové pufry, nicméné zadnd dalsi omezeni pro vybér elektrolyti nejsou
znama. V priitbéhu experimentti se ukdzalo jako nutné pouzivat elektrolyty

s konstatnti iontovou silou, aby nedochdzelo k posuviim migracich cast. Proto
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je nezbytné pouzivat pufry s definovanou kyselou i zdsaditou slozkou a pH
dale neupravovat.

Pro volbu separa¢niho elektrolytu se pfihliZzelo k dostate¢nému rozliSeni
mezi jednotlivymi analyty. Ukazalo se, Ze pro rozliSeni je klicové, aby byly
analyty co nejvice deprotonované, a tedy aby se jejich mobility co mozna
nejvice liSily. Kyselé elektrolyty formiat a acetat (pH < 4) se ukézaly jako
nevhodné pro separaci, nebot nebyly schopné zajistit ani reprodukovaelny
elektroosmoticky tok. Citratovy pufr (pH 6), nejspis pro pH blizké neutrdlnimu,
zase fosforylované hlavice téméf nerozpousti. V zasaditém pH naopak byly
separace mnohem ucing€jsi. Mimo pH 8 (MES) a pH 9 (tetraboritan disodny), se
jako optimalni ukdzalo pH 10 (CHES+Li*). Pouzitim tohoto elektrolytu
se dvéma definovanymi slozkami se dosahlo dostate¢ného rozliSeni analytii
(pres 1,5) i uspokojivé opakovatelnosti méfeni. Poslednim tskalim této separace
je nesymetricky tvar peakti (Obr. 3), jeZ se navic zhorSuje s migracnim casem.
Nicméné rozdilnost mobilit mezi analyty, respektive rozdil mezi mobilitou
nejpomalejsiho analytu a aniontu tvoficiho separacni elektrolyt je pfili§ vysoka,
a tudiz nejde tento nedostatek dost dobfe odstranit. Dalsi zvySeni pH (aZ na
11,5), ¢imz by se dosahlo tplné deprotonizace analytti, postrada smysl, protoze
by se rozdily mezi elektroforetickymi mobilitami naopak snizovaly, a to by bylo

ke Skodé separace.
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Obr. 3 Elektroferogram hydrolyzatu lyzatu bakterialni membrany (A) a ekvimolarni smési
standardu fosfoesteri (B); elektroosmoticky tok (1), fosfoethanolamin (2), fosfoserin (3),
fosfogylcerol (4), fosfat (5); UV detekce pii 205 nm
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Separacni elektrolyt CHES-Li (pH 10) byl tedy optimalizovan [65], nasledné
validovan a pouzit pro analyzu vzorku membranovych lipida bakterie Bacillus
subtilis (Obr. 3). VSechny fosforylované hlavice, odpovidajici fosfolipidovym
tfidam, byly ve vzorku urceny. Pomeérné zastoupeni fosfolipidovych trid
zhruba odpovida poméru prislusnych intaktnich fosfolipidi dfive méfenych
pomoci TLC [66]. Pouze koncentrace fosfoethanolaminu vysla nizsi nez bylo
ocekavano; fosfatidylethanolamin je druhym nejvice zastoupenym fosfolipidem
ve vzorku. Takto nizkd naméfena koncentrace miZe byt zptisobena rozkladem
fosfoethanolaminu. JelikoZ byly oba vzorky izolovany stejnym zptisobem, je
nepravdépodobné, Ze by doslo ke ztraté béhem tohoto procesu. Pripadny
rozklad fosfoethanolaminu béhem enzymového Stépeni nelze potvrdit, mimo
jiné i proto, Ze dodana fosfolipasa C ma definovanou pouze katalytickou
aktivinu, ale ne uz ¢istotu ¢i (regio)selektivitu.

Pro stanoveni poméru jednotlivych fosfolipidovych tfid pomoci kapilarni
fosforylovanych hlavic z glycerolového skeletu, jez musi probihat
regioselektivné, tedy aby nedoslo k destrukci samotnych polarnich hlavic.
Klicovym faktorem je tedy pouziti enzymaticky Ccisté, regioselektivni
fosfolipasy C s dostate¢nou enzymovou aktivitou. Takto enzymaticky Stépené

vzorky jiz neni tfeba dale derivatizovat ¢i jinak upravovat pro analyzu.

3.2 Plynovd chromatografie

Fosforylované hlavice l1ze pomoci plynové chromatografie vzhledem k jejich
iontovému charakteru stanovit pouze ve formé derivatd. Jako pouzitd
derivatiza¢ni metoda byla zvolena trimethylsilylace, vychazejici z postupu pro

silylaci sacharidti [67], jez byla nasledné optimalizovana.
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Jelikoz fosforylované hlavice obsahuji funkéni skupiny s riznou reaktivitou,
bylo nutné pouzit dvoustupniovou silylaci. Nejprve se pouzije slabsi silyla¢ni
¢inidlo (HMDS) pro silylaci reaktivnéjSich (zejm. hydroxylovych) skupin, tento
krok se provani pfi nizsi teploté a v delSim casovém tuseku a nasledné se
pouzije reaktivnéjsi ¢inidlo (BSTFA) pro silylaci pfedevsim aminovych skupin,
které s HMDS nereaguji. Pouziti pouze silnéjsiho ¢inidla neni vhodné, nebot
reakce by probihala pfili§ bouflivé, dochdzi ke sraZeni produktu a tim k obtizné
reprodukovatelnym vysledktim.

Pomoci chromatografického programu EzGC 22 (Restek), byla
optimalizovana vlastni separace trimethylsilylderivatti, aby se zkratila
separacni doba pfi zachovani dostatecného rozliseni 1,5. Do optimalizace byly
dale zahrnuty retencni casy trimethylsilylderivatd mastnych kyselin, jez se
pomoci GC tradi¢né stanovuji, aby bylo mozné analyzovat mastné kyseliny
spolu s polarnimi hlavicemi béhem jedné analyzy, ¢imz by se vyrazné
zjednodusilo studium fosfolipidti a uspofil ¢as. Derivaty vSech polarnich hlavic
eluuji pred derivaty mastnych kyselin vyskytujicich se v membranovych
lipidech sledovaného bakteridlniho kmene Bacillus subtilis, a proto je mozné
pouzit takto optimalizovanou metodu také pro analyzu (parametry viz Obr. 4)

trimethylsililovanych polarnich hlavic.
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Obr. 4 SIM chromatogramy trimethylsilylovanych polarnich hlavic a mastnych kyselin
derivatizovanych fosfolipidi z membrany bakterie (A) a smési standardu (B): fosfoglycerol (1),
fosfoethanolamin (2), fosfoserin (3), myristat (4), 13-methylmyristat (5), 12-methylmyristat (6),
palmitoleat (7), palmitat (8), 15-methylpalmitat (9), 14-methylpalmitat (10), Oleat (11), Stearat (12);
Teplotni program: po&ate¢ni teplota 150 °C (1 min), 14 °C.min" do 250 °C; MS detekce p¥i m/z 55,
73,775,117, 129, 174, 188, 299, 356, 357, E1 70 eV

Optimalizace derivatiza¢niho postupu byla provedena pomoci statistického
programu MINITAB 16, a to ve dvou krocich. V prvni fazi byly zjistény
derivatizani parametry, které maji statisticky vyznamny vliv na velikost
odezev analytd. K tomuto jednoduchému screeningu se pouzilo schema o 16ti
experimentech, kde byly urceny jednotlivé parametry derivatizace pocitacovym
programem. Pro vyhodnoceni vysledkii se pfihlizelo ksouctu odezev
fosfoglycerolu, fosfoethanolaminu a fosfoserinu, nejkritictéjsich analytii
s fddové mensimi relativnimi odezvami neZ derivatizovany fosfat a mastné
kyseliny. Alternativné by bylo mozné pfihlizet pouze k velikosti odezvy pouze
jednoho analytu, nicméné v pfipadé derivatizovanych fosfoestert by tento
postup nebyl vyhodny, protoze vyznam zadného z téchto analyti neni o tolik
mensi, aby jeho upozadéni pfi optimalizaci davalo smysl.

V dalsim kroku byly statisticky zjiStovany optimalni hodnoty derivatizacnich

parametrtt pomoci modelovini. Toto statistické schema zahrnuje dalSich 14
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experiment(i. Pro analyzu redlného vzorku byly nakonec zvoleny parametry

optimalizované pro trojici fosfoesterti (viz Tab. 1).

Tab. 1 Parametry silylace

Parametr Hodnota
Pomér HMDS/ACN 1:1
Objem smési HMDS/ACN (ul) 200
Objem kyseliny trifluoroctové (ul) 2,5
Teplota prvniho stupné derivatizace (°C) 100
Doba prvniho stupné derivatizace (min) 60
Objem BSTFA (ul) 40
Teplota druhého stupné derivatizace (°C) 100
Doba druhého stupné derivatizace (min) 15

Identifikace silylovanych analytt byla provedena srovnanim hmotnostnich
spekter a retencnich casti standardd sknihovnou spekter NIST 2011 a
s literaturou [43]. Takto ziskané retencni casy byly nasledné pouzity k vypoctu
retencnich indexti. Pro analyzu v SIM modu byly pro kazdy analyt zvoleny
charakteristické m/z fragmenty, které slouzi i jako doplnujici kvalifikac¢ni
parametr spolu s retenénimi indexy (Obr. 5). Stejné tak byly vybrany
charakteristické m/z fragmenty pro silylované mastné kyseliny, pfedevsim pro
typické slozky membrany bakterie Bacillus subtilis - mastné kyseliny s vétvenym

fetézcem ¢i lichym poctem uhliki [68].
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Obr. 5 Chromatogram trimethylsilylovanych polarnich hlavic: fosfoglycerolu (A),
fosfoethanolaminu (B) a fosfoserinu (C) s prisluSnymi intenzitami pro vybrané m/z fragmenty.
Méi'eno na koloné DB-5Sms (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm); 2,5 pL objem nastriku vzorku; teplota
nastiku 250 °C, split pomér 1:250, teplotni program: 60 °C, 2 min, nasledné 9 °C.min™" do 250 °C,
posléze 5 min.

Pomoci GC-MS lze analyzovat nizsi koncentrace analyti nez v ptipadé
kapildrni elektroforézy (viz kapitola 3.1 Kapilarni elektroforéza). Navic
derivatizace, pfedevSim reakce sBSTFA, jesté vice zdiiraziiuje potfebu
dostatecné aktivniho a regioselektivniho enzymu, aby nedoslo k degradaci
nékterého z analytd. Ve vySe zminéné kapitole (3.1 Kapilarni elektroforéza) je
diskutovana moznost rozkladu jednoho z analytli béhem odstepeni poldrni
hlavice od glycerolového skeletu vinou nedostatecné cistého — regioselektivniho
enzymu. V pfipadé, Ze by pouzity enzym skutecné nebyl dostatecné
regioselektivni, doslo by pravdépodobné k ovlivnéni GC-MS analyzy. Tento
jev je umocnén derivatizacnim krokem.

Hlavni vyhodou GC-MS metodiky zistdva mozZnost soubézné analyzy
sloZzeni mastnych kyselin i poldrnich hlavic. Dalsi vyhodu pfedstavuje moznost

porovnani hmotnostnich spekter s databazemi, kterou lze vyuzit i pro

identifikaci mastnych kyselin, k nimz nejsou k disposici standardy. OvsSem
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vyuziti téchto mozZnosti vyZzaduje vyssi pofizovaci i provozni ndklady na

instrumentaci a programové vybaventi.

3.3 Kapalinova chromatografie

I kdyzZ se fosfolipidy dodnes analyzuji pomoci TLC, prevedeni analogickych
podminek [68] do usporadani HPLC se priliS neosvédc¢ilo. Hlavni problém
predstavuje riizna rozpustnost fosfolipidli, ¢imz je velmi omezena volba
mobilni faze. DalSim problémem je nizka absorbance v UV-VIS oblasti a s tim
souvisejici vysoky detekcni limit fosfolipidai (>0,3 mg/ml), ktery umoZniuje
stanovit pouze 1-2 majoritni slozky.

Oba tyto problémy HPLC-UV by zdéanlivé mohlo vyfesit spojeni LC-MS (vice
v nasledujici kapitole 3.4), nicméné toto usporadani (pouzita methanolicka
mobilni faze na bazi Folchova c¢inidla [69]) k snizeni meze deketce nevedlo.
Pouziti kvadrupdlového MS se pro identifikaci fosfolipidovych tfid z divodu
nizkého rozliSeni prili§ nehodi, protoze proménlivé zastoupeni mastnych
kyselin ve PL vede k rozdilnym molekulovym hmotnostem v ramci jedné tfidy.
Nelze tedy pfesné urcit specifickou m/z pro prislusnou fosfolipidovou tfidu,
nebot se jednd o smés fosfolipidii, liSicich se sloZenim mastnych kyselin, a tedy i
molekulovou hmotnosti. Resenim by mohlo byt méfeni v intervalu cca 500-800
m/z, ovSem pro potteby analyzy bakteridlniho lyofilizatu citlivost tohoto
postupu stanoveni nedostacuje.

Pri¢iny nevhodnosti pouziti HPLC pro analyzu fosfolipid@i jsou nizka
citlivost detekce, a to jak v UV oblasti, tak pfi méfeni jednotlivych m/z ionth v
LC-MS spojeni. Analogicky k vysledkiim nevodné kapilarni elektroforézy (3.1
Kapilarni elektroforéza) lze predpokladat, Zze by vliv mastnych kyselin ve
fosfolipidovych molekuldch mohl mit néjaky vliv na separaci. V tomto pripadé

by bylo mozné porovndvat pouze retencni casy fosfolipidi se stejnym slozenim
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mastnych kyselin. V pfipadé redlnych vzorki by bylo nutné pocitat s detekénim
limitem pro kaZdy jednotlivy fosfolipid namisto fosfolipidové tfidy, ¢imz by se

stanoveni pomérného zastoupeni fosfolipidovych tfid jesté vice komplikovalo.

3.4 Hmotnostni spektrometrie

Analyza smési membranovych lipidi pomoci hmotnostni spektrometrie byla
nejprve zrealizovana v usporddani MALDI-TOF, nicméné dosazené vysledky,
se ukdazaly jako nereprodukovatelné. Zejména nerovnomérna spolukrystalizace
fosfolipidii a matrice, spolu s omezenymi moznostmi kvantifikace, znemoznuji
zavedni MALDI-TOF jako rutinni metody pro stanoveni poméru
fosfolipidovych tfid.

Dalsi krok spocival ve spojeni LC-MS, nicméné jednotlivé fosfolipidové tfidy
jsou smési chemickych latek, a proto nelze urcit jediné charakteristické m/z pro
tyto prislusné tfidy. Je tedy nutné provadét MS analyzy v urcitém intervalu m/z,
¢imz v pripadé pouziti kvadrupdlu, klesa vyrazné citlivost metody, a to do té
miry, Ze ji pro analyzu mikrobidlnich lipidt o sumarni koncentraci 0,1-1 mg/ml
nelze pouzit.

Stanoveni poméru fosfolipidovych tfid pomoci LC-MS ztéZuje predevsim
skutecnost, Ze v chromatogramech nelze identifikovat fosfolipidy dle jejich m/z
hodnot bez predchozi znalosti slozeni vzorku na turovni zastoupeni
jednotlivych mastnych kyselin v pfislusnych fosfolipidovych tfidach. Z tohoto
divodu, a také predevsim kvuli pfedpoklddané vyssi citlivosti bylo

pristoupeno k metodé primého nastfiku vzorku na hmotnostni spektrometr.
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Tab. 2 Zastoupeni jednotlivych fosfolipidi v ramci fosfolipidovych tiid lyofilizatu bakterie Bacilllus
subtilis.

Méfeno AT 1200 MM-ESI-APCI (61100 Quadrupole LC/MS); objem nastiiku 5 pL; priitok

5 ml/min; teplota nosného plynu (N,) 300 °C, teplota degaseru 200 °C; napéti 2000 V; proud 2 pA.

Mastné kyseliny  Zastoupeni (%) Fosfolipidova tiida
PA PG PS PE

Cl4xCl4 0,9 0,9 - - -
Cl15x CI5 16,1 - 16,1 - -
Cl15xCl6 9,3 - 93 - -
Cl5x Clé:1 3,3 - - 33 -
Cl15xCl17 27,0 2,6 21,8 2,6 -
C15xCl18 1,8 - 1,8 - -
C15x Cl18:1 6,1 - 6,1 - -
Cléx C16:1 7,3 - 4,7 - 2,6
Clé6x C18:1 8,4 40 22 09 1,3
Clé6:1 x C18:1 3,2 32 - - -
C17x C17 6,6 - - - 6,6
C18x C18:1 7,3 2,6 30 - 1,7
C18:1 x C18:1 2,5 2,5 - - -

Pouzity mutovany kmen Bacillus subtilis SDB206 [70] mtzZe tvofit teoreticky
stovku fosfolipidti, jejichz moldrni hmotnost se nachdzi v intervalu od 591
(kyselina dimyristoyl-fosfatidovd) do 790 (distearoyl-fosfoserin) m/z. Vzhledem
k nerovhomérnému zastoupeni pfedevsim mastnych kyselin byly detekovany
fragmenty odpovidajici 23 fosfolipidim (Tab. 2). Ostatni fosfolipidy mikrob
budto netvofi, pripadné tvofi v zanedbatelném mnozstvi. Pomoci
chromatografie ani hmotnostni spektrometrie nelze toto bezpecné zjistit. Navic
pfimad MS analyza je semikvantitativni a kalibrace by vyZzadovala standardy
vSech 23 detekovanych fosfolipidti, které vSak nejsou dostupné. MS analyza
potvrdila dominantni zastoupeni fosfatidylglycerolu i podil fosfoserinu, nizsi
zastoupeni fosfoethanolaminu, nez by odpovidalo vysledkim metod
popsanych v predchozich kapitoldch, coZz je mozno pficitat diskriminaci
dusikatych latek oproti anionickym fosfolipidiim. JelikoZ se polarni hlavice
mezi sebou li$i v moldrnich hmotnostech o jiné hodnoty, nez mastné kyseliny,

zaménu individudlniho fosfolipidu za jiny, klasifikovany do jiné tfidy a lisici se

32



3 Vysledky a diskuse

mastnymi kyselinami, tak aby se rozdily v molekulovych hmotnostech
vzijemné kompenzovaly, 1ze vyloucit. Nejvyhodnéjsi je tedy toto usporadani
zejména pro sledovani dlouhodobych trendt, a také pro vyhodnocovani
dopadii vnéjSich vlivli na zmény ve sloZeni biomembran [71]. V optimalnim
pripadé lze provést prvotni analyzy sloZeni pomoci chromatografickych metod,
zejména pri analyzach znamého vzorku, kde tedy je moZzno predem urcit které
m/z fragmenty ma smysl sledovat. V idealnim pfipadé lze pfi znalosti slozeni
mastnych kyselin i polarnich hlavic vypocitat molekulové hmotnosti
fosfolipidti odpovidajicich vSem jejich teoreticky moznym kombinacim.
Nevyhoda této metody spociva pfedevsim v obtizné kvantfikovatelnosti
analytt. Aby bylo moZné porovnavat odezvy jednotlivych fragment, bylo by
tfeba porizeni standard® s identickym sloZenim mastnych kyselin jednotlivych
fosfolipidfi, a to je nad mozZnosti vétsSiny laboratofi. Déle je nutné pouzivat
pomérné drahé vybaveni, jehoZz provozni naklady také nejsou zanedbatelné,
zatimco vyslednd data jsou odpovidaji spiSe jednodus$imu screeningu nez
stanoveni. Hlavni vyhodu této metody predstavuje velmi jednoduchd a
robustni pfiprava vzorki a zanedbatelnd ndrocnost na chemikdlie, a tedy

Setrnost k Zivotnimu prostredi.
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4 Zavér

Byly vyvinuty rychlé, citlivé, spolehlivé a robustni metody pro stanoveni
fosfoglycerolu, fosfoethanolaminu, fosfoserinu a fosfatu pomoci
kapildrni elektroforézy a plynové chromatografie.

Tyto metody jsou vhodné pro zjiStovani zastoupeni fosfolipidovych trid
v membrané produkéniho kneme Bacillus subtilis. Metody lze pouZzit také
pro matrice, které obsahuji podobné fosfolipidové sloZeni.

Metoda GC-MS byla dale optimalizovdna, za ucelem sniZeni doby
analyzy a spotteby rozpoustédel. V ramci optimalizace byly parametry
uspésné testovdny pro soubézné stanoveni polarnich hlavic spolu s
mastnymi kyselinami.

Soubézna analyza polarnich a nepolarnich ¢asti fosfolipidovych molekul
vede k uspore ¢asu a navic nevyzaduje dvoji vzorkovani. TudiZ neni
potfeba délit vzorek pro dva analytické postupy, pfipadné lze sniZzit
pocet paralelnich stanoveni.

Analyza intaktnich fosfolipidi pomoci elektroforezy neni vhodna,
protoze délka mastnych acylii ovliviiuje mobilitu.

Kapalinovou chromatografii stanovovat intaktni lipidy 1ze, nicméné bez
pouziti MS detekce nelze separovat v prostredi, jeZ absorbuje zafeni
okolo 200 nm. Rozpoustédla, jeZ pfi této vinové délce absorbuji, neni
mozné pouzit pro pfipravu mobilnich fazi, a to vcetné rozpoustédel nizsi
Cistoty. Pfi UV detekci je nizky koncentraéni rozsah, zapfic¢inény
pravdépodobné i velkou absorbanci pozadi. Analyza je tudiz celkem

komplikovana.
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Intaktni fosfolipidy lze stanovovat pfimou hmotnostni spektrometrii. Pro
tyto dcely neni priliS vhodnd MALDI-TOF ionizace, jelikoz
spolukrystalizace téchto latek nemusi probihat rovhomérné a analyza
celého ter¢iku by byla casové narocnd. Kombinovana APCI+ESI je pro
tyto ucely vhodnéjsi, i kdyZ je pravdépodobné, Ze odezvy dusikatych
fosfolipidii jsou obecné niZsi.

Metoda piimého natfiku na MS dokaZe rozlisit desitky jednotlivych
fosfolipiddi, jejichz zafazeni do pfislusné tfidy je jednoznacné.

Sice nelze metodou pfimého nastfiku zjistit pfesnou koncentraci, ale
v porovnani s konven¢nimi metodami je patrnd pomérnad preference
anionickych fosfolipidt oproti dusikatym.

Metoda pfimého nastfiku na MS je nejvhodnéjsi pro dlouhodobé
sledovani trend®i, kde lze vybrat chrakteristické zastupce pro kazdou
tfidu a hodnotit zmény v jejich pomérném zastoupeni, pripadné sledovat

pouze majoritni fosfolipidy pro kazdou tfidu.
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