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Abstrakt

Kapilarni zénova elektroforéza (CZE) s UV-fotometrickou detekci pfi vlnové délce
206 nm byla vyuzita pro stanoveni stupné chemické Cistoty, meze detekce a meze
stanovitelnosti antimikrobialniho kationického peptidu halictinu a jeho 25 analogu.
Halictin a jeho analogy byly charakterizovany efektivnimi elektroforetickymi
pohyblivostmi korigovanymi na 25 °C v n¢kolika kyselych zakladnich elektrolytech.
Separace smési strukturné blizkych analog halictinu byly provedeny metodou kapilarni
zonoveé elektroforézy (CZE) a micelarni elektrokinetick¢é chromatografie (MEKC).
Nejvyssich hodnot separaéni G&innosti, az 2,36-10° teoretickych pater na metr délky
kapilary, bylo dosazeno metodou CZE v zakladnim elektrolytu obsahujicim 30 mM
kyselinu fosforecnou, 25 mM Tris apiidavek kationického tenzidu 0,4 mM
didodecyldimethylamoniumbromidu (DDAB), pH 2,85. Nejvyssi hodnoty rozliseni CZE
separaci peptidi byly nalezeny Vv zakladnim elektrolytu slozeném z 30 mM Kkyseliny
fosfore¢né, 25 mM Tris s piidavkem 0,4 mM DDAB a 0,1 % (m/v) hydroxyelthylcelulosy,
pH 2,84.

Piedmétova slova: separacni metody, kapilarni elektromigra¢ni metody, antimikrobialni

peptidy

Klic¢ova slova: kapilarni zonova elektroforéza, micelarni elektrokineticka chromatografie,

analogy halictinu



Abstract

Capillary zone electrophoresis (CZE) with UV-photometric detection at 206 nm was
used for the determination of degree of chemical purity, limit of detection and limit
of quantitation of antimicrobial cationic peptide halictine and its 25 analogs. Halictine and
its analogs were chracterized by their effective electrophoretic mobilities corrected to
reference temperature 25 °C in several acidic background electrolytes. Separations
of mixtures of structurally related analogs of halictine were performed by capillary zone
electrophoresis (CZE) and micellar electrokinetic chromatography (MEKC). The highest
values of separation effeciency, up to 2.36-10° theoretical plates per meter, were achieved
by CZE in the background elektrolyte containing 30 mM phosphoric acid, 25 mM Tris and
additive of cationic surfactant 0.4 mM didodecyldimethylammonium bromide (DDAB),
pH 2.85. The highest values of resolution of CZE separations of peptides were found
in background electrolyte composed of 30 mM phosphoric acid, 25 mM Tris, 0.4 mM
DDAB and 0.1 % (m/v) hydroxyethylcellulose, pH 2,84.

Subject words: separation methods, capillary electromigration methods, antimicrobial

peptides

Key words: capillary zone electrophoresis, micellar electrokinetic chromatography,

analogs of halictine



Seznam pouzitych zkratek

ACE afinitni kapilarni elektroforéza

AcOH kyselina octova

BGE zakladni elektrolyt

CE kapilarni elektroforéza

CEC kapilarni elektrochromatografie

CEKC kapilarni elektrokinetickd chromatografie
CGE kapilarni gelova elektroforéza

CIEF kapilarni izoelektricka fokusace

CITP kapilarni izotachoforéza

CMC kritickd micelarni koncentrace

CTAB cetyltrimethylamoniumbromid

CZE kapilarni zonova elektroforéza

DNA deoxyribonukleova kyselina

DDAB didodecyldimethylamoniumbromid
DMSO dimethylsulfoxid

DTAC dodecyltrimethylamoniumchlorid

ECD elektrochemické detekce

EOF elektroosmotisky tok

ESI ionizace elektrosprejem

HAL halictin

HEC hydroxyethylcelulosa

HPLC vysokoucinna kapalinové chromatografie
IDAA kyselina iminodioctova

LIF laserem indukovana fluorescence

LOD mez detekce

LOQ mez stanovitelnosti

MALDI ionizace laserem za pfitomnosti matrice
MEKC micelarni elektrokineticka chromatografie
MHEC methylhydroxyethylcelulosa

MHPC methylhydroxypropylcelulosa



MS
NMR
Phe
SDS
TLC
TP
Tris
Trp
Tyr
uv

hmotnostni spektrometrie
nukledrni magnetické rezonance
fenylalanin

dodecylsulfat sodny

tenkovrstva chromatografie
teoretické patro
tris(hydroxymethyl)aminomethan
tryptofan

tyrosin

ultrafialovy
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elektroosmoticka pohyblivost (m?*V1-s™)
rozdil pohyblivosti
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Sum (V)

pocet teoretickych pater
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izoelektricky bod
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naboj (C)

Jouleovo teplo
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1. Uvod

Kapilarni elektroforéza (CE) je moderni vysokot¢innou separa¢ni technikou, ve které je
separace zalozena na rozdilnych rychlostech pohybu iontl v kapalném prostiedi
v elektrickém poli.

Kapilarni elektromigracni metody jsou pro svou vysokou separacni ucinnost, ktera
dosahuje stovek tisic az miliond teoretickych pater, a citlivost, jez je na Grovni femtomol —
zeptomol (10 — 10% mol) analytu v nano- aZ pikolitrovych objemech analyzovanych
vzorkl, povazovany za nejucinnéjsi, nejcitlivéjsi a také perspektivni analytické separacni
metody. Stale vice se stavaji uznavanym protéjSkem resp. doplikem dosud
nejrozSitenéjSich separacnich metod, riznych variant vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC) [1].

Jiz v 19. stoleti byly provadény prvni experimenty ve sklenénych U-trubicich, které
daly vznik elektromigra¢nim separaénim metodam. Vznik elektroforézy jako analytické
separacni techniky je datovan do roku 1937, kdy $védsky chemik Tiselius zjistil, Ze smési
proteinll umisténé v trubici s pufrem pisobenim elektrického pole migruji na zaklad¢ jejich
riznych naboju a velikosti riznymi rychlostmi a na tomto principu je lze od sebe oddé¢lit.
V roce 1948 ziskal Tiselius Nobelovu cenu za svou praci v separa¢nich metodach [2,3].

Od roku 1960 byly v elektromigra¢nich technikach pouZzivany trubice s vnitinim
primérem 2-5 mm. Svédsky biochemik Hjertén zkoumal zénovou elektroforézu a pouzival
rotujici trubice s vnitinim primérem 1-3 mm [2,4]. Trubice byly postupné nahrazeny
kapilarami, u kterych dochazelo také ke snizovani vnitintho priméru. Prvni
elektromigra¢ni metodou v kapilarnim formatu byla izotachoforéza, ktera byla nejCastéji
provadéna v teflonovych kapilarach o priuméru 0,3-0,5 mm [5]. Sklenénou resp.
kfemennou Kapilaru s vnitinim primérem 75 um pouzili pro separaci riznych iontl
(aminokyselin, peptid, amintl) zonovou elektroforézou Jorgenson a Lukacsova. Svou
praci demonstrovali vysoké rozliseni a vysokou tc¢innost separace, ktera byla v porovnani
s rozSifenou kapalinovou chromatografii do té doby nevidana [6,7].

V dalsich letech zacaly byt v kapildrnim formatu realizovany 1 dal§i vyznamné
separani principy jako je izoelektrickd fokusace [8], afinitni elektroforéza [9],

elektrokineticka chromatografie [10,11] a elektrochromatografie [12,13].
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Moznosti aplikaci elektromigracnich metod jsou v soucasné dobé velmi rozsahlé.
Vyuziti je jak pro analyzy malych iontd a molekul jako jsou anorganické [14,15] a
organické ionty [16,17], aminokyseliny [18-21], tak pro analyzu stiedné velkych a
velkych makromolekul, jako jsou nukleosidy [22-24], nukleotidy [22,25,26], fragmenty
nukleovych kyselin [27], peptidy [28,29], proteiny [30,31] a polysacharidy [32].
sekvenovani kyseliny deoxyribonuklové, DNA [27,33-35], v¢etné sekvenace lidského
genomu [36]. Kapilarni elektroforéza se dale vyuziva v aplikacich proteomického [37],
peptidomického [38] a metabolického vyzkumu [39,40] a také pro analyzy
mikroorganismi [41-43] a jednotlivych organel buniky [44,45].
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2.Vyzkumneé cile

1)

2)

3)

4)

Stanovit stupenn Cistoty mez detekce a mez stanovitelnosti antimikrobialniho
peptidu halictinu a jeho analog metodou kapilarni zénové elektroforézy (CZE)
s UV-fotometrickou detekci v n¢kolika kyselych zakladnich elektrolytech.

Charakterizovat jednotlivé analogy antimikrobialniho peptidu halictinu jejich
efektivni elektroforetickou pohyblivosti korigovanou na referen¢ni teplotu 25 °C
metodou kapilarni zénové elektroforézy (CZE) v nékolika kyselych zakladnich

elektrolytech.

Testovat semiempirické modely zavislosti efektivni pohyblivosti peptidii na poméru
jejich naboje a relativni molekulové hmotnosti a piipadné z nich odhadnout

sekundarni strukturu analyzovanych peptida v roztoku.
Najit vhodné podminky pro separaci smési analog antimikrobialniho peptidu

halictinu kapilarni zoénovou elektroforézou (CZE) a micelarni elektrokinetickou

chromatografii (MEKC) a stanovit separacni u¢innosti a rozliSeni t€chto separaci.
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3. Teoreticka cast

3.1. Elektroforeticka pohyblivost

Elektroforetickd  pohyblivost (mobilita), m, je Tustfedni velicinou VSech
elektroforetickych metod. Elektroforeticka pohyblivost je definovana jako rychlost pohybu
nabitych castic v kapalném prostiedi ve stejnosmérném elektrickém poli o jednotkové

intenzité:

m=— (m?-Vv?!.s?h 1)

kde v je rychlost pohybu v elektrickém poli o intenzité E. Intenzita pole v kapilafe je dana

podilem piipojeného napéti U a celkoveé délky kapilary Lyt

U
Ltot

E (vV-m? ()

Elektroforetickd migrace nabitych analyti probih4d v médiu, které je nazyvano zakladni
elektrolyt (BGE). Vlastnosti BGE, jako jsou pH, iontova sila a typ pfitomnych iontt, jsou
dilezité pro migraci a separaci analyzovanych latek. V elektrickém poli o konstantni
intenzité, E, ionty podléhaji elektrostaticke sile, Fe, ktera je umérnd intenzité elektrického

pole, E, a naboji, Q, jednotlivych ionth:
Fe=Q-E 3)
Elektrostaticka sila, Fe, zajistuje pohyb iontd smérem k opaéné nabité elektrodé. Tento
pohyb iontl je brzdén opacné plsobici frikéni silou, Fy, ktera je vyjadiena podle Stokesova

zakona:

Fr=-67-7-1-V (4)
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kde je 7 viskozita kapaliny, r je polomér ¢astice nebo iontu a vV je migraéni rychlost.

V ustaleném stavu se velikosti obou opacn¢ orientovanych sil rovnaji:

Fo=-F (5)

Z této rovnosti lze pro elektroforetickou pohyblivost, m, odvodit:

m=

AR 6
E O6r-n-r ©)

Z rovnice (6) vyplyva, ze pohyblivost iontu je piimo imérna jeho naboji a nepiimo

umérna jeho poloméru a viskozité roztoku [1,46].

3.2. Elektroosmoticky tok

Elektroosmoticky tok (EOF) neboli elektroosmodza je velmi dilezity proces v kapilarni
zonoveé elektroforéze. Jedna se o elektrokineticky jev, pfi kterém piisobenim vnéj$iho
elektrického pole na prostorovy naboj elektrické dvojvrstvy v kapaliné dochazi k pohybu
této kapaliny [47].

Elektricka dvojvrstva vznikd na vnitinim povrchu kapilary, kde se stykéd kapalny roztok
s pevnou sténou kapilary. Stény separacnich kapilar obsahuji mnoZzstvi ionizovatelnych
skupin (napf. silanolovych skupin v pfipad€ nejcastéji pouzivanych kiemennych kapilar)
a/nebo adsorbované ionty z roztoku, které vytvareji s ionty opa¢ného znaménka v roztoku
stabilni elektrickou dvojvrstvu (tzv. Sternova vrstva). Ve stejnosmérném elektrickém poli
se diftzni ¢ast dvojvrstvy (Guyova-Chapmanova vrstva) podél stén zacne pohybovat
K prislusné elektrod¢ a prostiednictvim vnitiniho tfeni v kapaliné se pohybuje veskery
roztok pfitomny V kapilafe. EOF unas$i vSechny pfitomné ionty stejnou rychlosti,
tj. z hlediska separace pusobi jako neselektivni sila, vyznamné vSak ovliviiuje vyslednou
migracni rychlost pfitomnych analyti a tim i G¢innost separace a dobu analyzy. Diftzni

vrstve prislusi elektricky potencialovy rozdil, ktery se nazyva elektrokineticky potencial
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nebo také zeta potencial. Elektrokineticky potencial je uren zejména povrchovou hustotou
naboje na vnitini sténé kapilary.

Elektroosmoticky tok v kiemennych kapilarach je siln¢ zéavisly na pH nosného
elektrolytu pii elektromigra¢nich separacich, protoze disociace ionogennich silanolovych
skupin na vnitinim povrchu kiemennych kapilar je zavisld na pH roztoku, kterym je
kapilara naplnéna. Mezi pH 3-8 elektroosmoticky tok nékolikandsobné stoupd a
elektroosmoticka pohyblivost pievysuje elektroforetickou pohyblivost i v piipadé rychlych
malych iontt, napft. chloridi.

Elektroosmoézu 1ze ovlivnit slozenim nosného elektrolytu, zejména pH, iontovou silou,
ptidavky povrchové aktivnich latek (tenzidi), které pokryji vnitini povrch kapilary a zméni
rychlost toku a také vnéj§im pri¢nym elektrickym polem [48].

Vyznamnou vlastnosti EOF ve srovnani s lamindrnim proudénim hydrodynamického
toku je jeho témét pravouhly rychlostni profil v celém prifezu kapilary na rozdil od
parabolického rychlostniho profilu hydrodynamického toku. Prispévek EOF je tedy

k celkové disperzi zOn analytt pii jejich elektromigraéni separaci zanedbatelny [1,47,48].

3.3. Disperzni vlivy

Elektroforéza je doprovazena nékolika jevy, které vychazi z principu metody a/nebo

vvvvvv

jevy Jouleovo teplo, diftze, elektromigraéni disperze, nerovnomérny EOF a adsorpce na
sténu kapilary. Disperzni efekty téchto jevu snizuji rozliSovaci schopnost metody, jejich
minimalizace je tedy velmi dulezita. Pisobenim disperznich jevii béhem elektromigrace

dochazi k rozsifovani zon analytt a k ovlivnéni citlivosti a ucinnosti separace [49,50].

3.3.1. Jouleovo teplo

Teplo, které vznika ve vodici, jimzZ prochazi elektricky proud, I, a na jehoz koncich je

napéti, U, se nazyva Jouleovo teplo, Q.

17



Q=U-I (7)

Disipovany elektricky vykon vztaZeny na jednotku objemu kapilary, P (W-m™), pii
prachodu elektrického proudu, |, separacni kapilarou o prifezu, S (mz), naplnéné

elektrolytem o m&rné vodivosti, & (™" m™), je tedy mozné vypoditat ze vztahu:

2
p_E1_1

S K-S? ®)

kde E je intenzita elektrického pole (V-m™).

Nadbytecny ohfev ma za nasledek ovliviiovani efektivnich pohyblivosti migrujicich
latek a také muze vést k poSkozeni termolabilnich separovanych latek, napt. denaturaci
proteinti. Jouleovym ohfevem se zvySuje stfedni teplota uvnité kapilary. Teplo vznika
Vv celém objemu sloupce elektrolytu, ale je odvadéno pouze na okrajich, kde se elektrolyt
styka s chlazenymi st€énami kapilary. Vnitini ¢ast elektrolytu v kapiléafe je tedy teplejsi nez
okrajové casti. Teplotni rozdil mize byt i vétsi nez 10 K. Teplotni gradient zpisobuje
rozdilnou rychlost migrace ionti V blizkosti stén a ve stiedu kapilary a nehomogenitu i
dal$ich fyzikalné-chemickych vlastnosti, jako jsou pH, hustota, viskozita, atd.

Elektricky ohfev je pfi snaze o zrychleni analyzy hlavnim limitujicim faktorem pro
pouzivani vysokych elektrickych napéti, a tim i proudd, a tedy i elektrickych vykont.
Dvojnéasobné zrychleni analyzy vyzaduje dvojnasobné napéti, ale tepelny vykon se tim
zvysi Ctyfikrat.

Teplotni efekty mohou byt minimalizovany optimalizaci elektrolytovych systému ¢i
konstrukci aparatury, coz v praxi znamend pouziti pufri s nizkou iontovou silou a
elektrickou vodivosti. Konstrukéni metoda snizeni efekti Jouleova ohifevu spociva

ve zlepSeni odvodu tepla z kapilary zvySenim plochy povrchu, ktery je chlazen [3,49].
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3.3.2. Elektromigraéni disperze

Elektromigra¢ni disperze je efekt, ktery zplsobuje nesymetrické rozSifovani zon
analytt, tedy deformaci jejich zon. Intenzita elektrického pole se v jednotlivych zonach
separovanych latek liSi od intenzity elektrického pole v zédkladnim elektrolytu a zminéna
intenzita elektrického pole pak ovliviiuje pohyblivost jednotlivych zon analytu [49].

Pro silné elektrolyty plati, ze pokud je pohyblivost analyt nizsi nez pohyblivost iontl
zakladniho elektrolytu, vedouci rozhrani zény latky je ostré a koncové rozhrani podléha
rozmyvani. Jsou-li pohyblivosti stejné, nedochazi k deformaci zény a ma tvar
gaussovského piku. JestliZze je pohyblivost analytl vyS$si nez pohyblivost iontl BGE, pak
pfedni rozhrani zony analytu podléhd rozmyvani a koncové rozhrani je ostré.

Vliv elektromigracni disperze lze snizit nizkou koncentraci davkovaného analytu. Tim
ale soucasné vzristaji naroky na citlivost detekce. VIliv elektromigracni disperze lze
zanedbat pii koncentracich separovanych latek o dva az tii fady nizsi, nez je koncentrace

BGE [3,49,50].

3.3.3. Difuze

Difuze je jev, kdy dochazi krozmyvani zoén analyzovanych latek v dasledku
koncentra¢niho spadu. Pii elektroforetické analyze naddvkovany vzorek do separaéni
kapilary reprezentuje zoénu analyzovanych latek, na jejimZ rozhrani je velmi ostry skok
koncentraci téchto latek. Vlivem diflize je tento ostry skok plynule rozmyvan.
Za zjednodusujiciho ptedpokladu, Ze davkovany vzorek tvoti v ¢ase t = 0 pravouhly tenky
obdélnikovy schod koncentraci analyzovanych latek, pak po urcitém case t jsou vysledkem
difuze koncentraéni profily tzv. gaussovského tvaru. Lze je charakterizovat rozptylem o

nebo standardni odchylkou o danou vztahem:

o =+/2Dt 9)

kde t je ¢as a D znaci diftzni koeficient [49,50].
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3.3.4. Adsorpce na sténu kapilary

Interakei iontd separovanych latek se sténou separacni kapilary dochéazi ke zménam
migra¢niho chovani separovanych zon. Adsorpce je zpusobena iontovymi interakcemi
mezi ionizovanymi skupinami na povrchu kifemennych kapilar a opacné nabitymi ionty
z roztoku elektrolytu. V blizkosti stén separa¢ni kapilary dochéazi k hromadéni iontd
separovanych latek a kapilara se vii¢i t€émto iontim chova jako iontomeéni¢, coz vede
ke zvySené sorpci, zvlasté u makromolekul. Adsorpce zplisobuje rozmyvani separovanych
z6n, které se projevuje ,,chvostovanim® zadniho rozhrani. Fixace sorbované latky na sténu
kapilary mtze byt tak silnd, Ze uz ji nelze z kapilary vymiyt.

Adsorpci je mozné ovlivnit pouzitim zakladniho elektrolytu o takovém pH, Ze stény
kapilary i ionty separovanych latek nesou naboj stejného znaménka a navzajem se tedy
odpuzuji. Nejcastéjsim zpltisobem omezeni adsorpce je vSak deaktivace stén kapilary.
Stény separacnich kapilar mohou byt pokryty jak hydrofobnimi polymery, tak i
hydrofilnimi polymery typu alkylcelulosa nebo polyakrylamid. Timto zplisobem je zaroven

snizen elektroosmoticky tok béhem separace [49,50].

v

3.4. Separacni ucinnost

Separacéni Gcinnost je v CE charakterizovana poctem teoretickych pater, N:

N = I-eff2 (10)

kde Lt je efektivni délka kapilary (migraéni draha) a o je celkovy rozptyl koncentraéniho
profilu zony.
Pocet teoretickych pater pro symetrické piky gaussovského profilu lze vypocitat

z elektroferogramu podle nasledujicich vztaht:
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N =5, 545~£Lj (11)

Wl/ 2

t 2
N :16-(—j (12)
W
kde t je migra¢ni Cas, W je Sitka piku pii zakladné a wy, je Sitka piku v poloviné jeho
vysky.
Separacni uCinnost muze byt také charakterizovana vyskovym ekvivalentem

teoretického patra, H, pro ktery plati:
(13)

Pro vyskovy ekvivalent teoretického patra, H, a pocet teoretickych pater, N, plati vztah:

L

N=— (14)

Pocet teoretickych pater ¢i vyskovy ekvivalent teoretického patra charakterizuje
roz$ifeni zony piku pfi prichodu daného analytu kapilarou. Vyssi pocet pater odpovida

uz8im piktim a lepsi separa¢ni G¢innosti [3,46,50].

3.5. Rozliseni

Rozliseni, Rs, kvantitativné popisuje vzajemnou separaci dvou analytl. Obecné je

rozliSeni definovano vztahem:

RS — 2(t2 _tl) (15)
W, + W,
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kde t je migracni ¢as a W je Sitka piku pfi zakladné. RozliSeni mize byt Gplné nebo
castecné. Dve€ zony analyzované smési jsou od sebe plné separované, je-li jejich rozliSeni
Rs>1,5.

Vztah mezi rozliSenim a poctem teoretickych pater (separacni ucinnosti) je dan

ve tvaru:.

Am
() 4o

kde Am je rozdil mobilit sledovanych analytd, M je jejich priméma pohyblivost a N je

prumérny pocet teoretickych pater [3,49].

3.6. Kapilarni elektromigracni metody

Kapilarni elektromigra¢ni metody jsou pro svou vysokou separacni ucinnost a citlivost
fazeny mezi nejucinnéjSi a nejcitlivéjSi separani analytické metody. Kapilarni
elektromigra¢ni metody zahrnuji sedm zakladnich médu, které se od sebe 1i§i typem média
pfitomného v separacni kapilafe a vlastnim mechanismem separace. Mezi zékladni
elektromigracni metody patii kapilarni zonova elektroforéza (CZE), kapilarni
izotachoforéza (CITP), kapilarni izoelektricka fokusace (CIEF), kapilarni afinitni
elektroforéza (ACE), kapilarni gelovéa elektroforéza (CGE), kapilarni elektrokineticka
chromatografie (CEKC) a kapilarni elektrochromatografie (CEC) [29].

3.6.1. Kapilarni zonova elektroforéza (CZE)

Kapilarni zénova elektroforéza je principialné nejjednodussi elektromigra¢ni metodou,
pfi které se jednotlivé slozky vzorku, liSici se svymi elektroforetickymi pohyblivostmi,

oddéluji v homogennim prostiedi zakladniho elektrolytu (background elektrolyte - BGE).
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Zakladni elektrolyt vede prakticky veskery elektricky proud, ktery prochazi kapilarou a
jeho slozeni je konstantni v celé kapilafe a neméni se s Casem.
Instrumentalni uspofadani pro kapilarni elektroforézu je schematicky znazornéno

na obrazku 1.

zdroj vysokého napéti

® &

e

detektor

| 1

kapilara

% -
vstup _ | - vystup
f vzorek 3 | f

anods

elektrodova nadobka elektrodova nadobka
zakladniho elektrolytu zakladniho elektrolytu

Obrazek 1: Schéma zatizeni pro kapilarni elektroforézu.

Po nadavkovani vzorku do kapilary se na kapilaru vlozi elektrické napéti. Jednotlivé
slozky vzorku se v kapilafe pohybuji riznymi elektroforetickymi rychlostmi smérem
k detektoru. Kromé elektroforetického pohybu nabitych ¢astic je cely objem roztoku uvnitt
kapilary uvddén do pohybu elektroosmotickym tokem. V kiemennych kapilarach
s chemicky nemodifikovanym vnitinim povrchem je tento tok orientovan smérem
ke katod¢. Jeho rychlost je v neutralnich a alkalickych zakladnich elektrolytech relativné
vysokd, takze vysledna rychlost kationtli a anionti ma stejny smér (katodicky), coz
umoziuje analyzovat kationty a anionty soucasn¢ v prubéhu jednoho experimentu.

Ze ziskaného zaznamu casového pribéhu absorpce zafeni nejcastéji pouzivaného UV-
fotometrického detektoru, tzv. elektroforegramu, ziskdvame kvalitativni a kvantitativni
informace o sloZeni analyzovaného vzorku. Kvalita analytu je ddna migracnim casem jeho

piku a kvantita analytu je pfimo timérna vySce a plose jeho piku [1,49].
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3.6.2. Kapilarni izotachoforéza (CITP)

Kapilarni izotachoroféza je elektroforéza, ve které je vzorek po nadavkovani separovan
Vv diskontinudlnim elektrolytovém systému, jez se skladd z vedouciho a koncového
elektrolytu. Separovat lze bud’ kationty, nebo anionty. Soucasti vedouciho elektrolytu je
vedouci ion, coz je ion s nejvétsi efektivni pohyblivosti, a naopak koncovy elektrolyt
obsahuje ion s nejmensi efektivni pohyblivosti, koncovy ion. Mobility iontt vzorku by se
tedy méely pohybovat mezi mobilitami vedouciho a koncového iontu. Protiion vedouciho
elektrolytu je volen tak, aby m¢l pufraéni kapacitu pii daném pH separace, protiion
koncového elektrolytu je do znaéné miry libovolny. Pfipojenim stejnosmérného
elektrického pole k takto definovanému systému dochézi k pohybu smésné zony iontil
vzorku K prislusnym elektrodam a dochazi k separaci. Po ur¢itém c¢ase dojde k vytvoreni
tzv. ustadleného stavu, ve kterém jednotlivé slozky vzorku putuji stejnou rychlosti
Vv bezprostiedn¢ sousednich zdénach s velmi ostrymi rozhranimi. Jestlize se ion vlivem
difuze dostane do zény méné pohyblivych iontli, kde na né& puasobi vétsi intenzita
elektrického pole, je zvySenim hnaci sily vracen zpét do své zony. Opacnym vlivem plisobi
pokles gradientu elektrického potencialu a tim i hnaci sily, kdyz se ion dostane do zony
pohyblivéjsich iontd [1,3,51].

3.6.3. Kapilarni izoelektricka fokusace (CIEF)

Izoelektricka fokusace déli amfoterni latky na zakladé jejich rozdilnych izoelektrickych
bodi pl, tj. pH, pfi kterém ma molekula efektivni naboj nulovy a Vv elektrickém poli se
nepohybuje.

Amfolyty jsou molekuly, které obsahuji kyselou i bazickou ¢ast a mohou tedy existovat
ve form¢& kladné nebo zaporn€ nabitych a nebo elektroneutralnich castic. Typickymi
amfolyty jsou napif. aminokyseliny, peptidy a bilkoviny. Separace probihd v prostfedi
gradientu pH, ktery je vytvofen plisobenim elektrického pole na komplexni smési amfolyth
Vv kapilatfe, které jsou schopny pufrovat pozadovany rozsah pH. Dé&lené latky migruji
roztokem, dokud nedoputuji do ¢asti separacniho prostiedi, kde se z nich stanou neutralni

latky, tj. kde je pH roztoku rovno jejich pl. Tento ustaleny stav se nazyva fokusace.
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Po dosazeni ustaleného stavu je tfeba fokusované zony mobilizovat, aby mohly byt
detekovany. Mobilizace se uskuteciuje bud hydrodynamickym tokem vyvolanym
pretlakem nebo podtlakem u koncu kapilary, nebo elektroeluci, ktera se vyvola zménou
slozeni elektrodového roztoku u anody nebo katody. K piirozené mobilizaci zon dochazi
Vv pfitomnosti elektroosmotického toku v kfemennych kapilarach s neupravenym vnitinim

povrchem [1,3].

3.6.4. Kapilarni afinitni elektroforéza (ACE)

Kapilarni afinitni elektroforéza je metoda, kterd charakterizuje vlastnosti biologickych
makromolekul, jako jsou napf. proteiny a nukleové kyseliny, a analyzuje jejich specifické
interakce s odpovidajicimi afinitnimi ligandy. Afinitni interakce jsou zpusobeny
elektrostatickymi vazbami, vodikovymi mistky, hydrofobnim efektem a van der
Waalsovymi interakcemi. Principem ACE je zména elektroforetickych pohyblivosti
v zavislosti na afinitnich interakcich mezi ligandem a analytem. Se zvySujici se
koncentraci ligandu elektroforetické rychlost postupné klesa.

ACE se casto pouziva v oblasti separace chirdlnich latek a predevSim se vyuziva
ke stanoveni vazebnych (asocia¢nich) konstant komplex biomolekul s riznymi ligandy

[9,52,53].

3.6.5. Kapilarni gelova elektroforéza (CGE)

Kapilarni gelovéa elektroforéza je vhodna pro separaci biologickych makromolekul
(proteint, fragmentt nukleovych kyselin) s mnohem vétsi separacni ti¢innosti, nez je tomu
u klasické plosné gelové elektroforézy nebo HPLC. Tyto latky maji rozdilnou relativni
molekulovou hmotnost a velmi blizky ¢i identicky specificky naboj (tj. naboj vztazeny na
jednotku relativni molekulové hmotnosti), a proto je tfeba, aby jejich elektromigraéni
separace probihala V prostiedich se sitovym efektem. Sitovy efekt vykazuji napf.
kovalentné prokiizované polyakrylamidové gely a agarosové gely. Na zaklad¢

nekovalentnich interakci vytvaieji sitovy efekt roztoky linearnich polymert (linearni
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polyakrylamid, derivaty celulosy, dextran, polyoxyethylen, aj.), které se nazyvaji fyzikalni
gely. Analyty se rozdéluji na zakladé pohyblivosti nabitych castic v prostiedi
molekularniho sita a jsou odd€lovany podle vzrastajici relativni molekulové hmotnosti

[1,54].

3.6.6. Kapilarni elektrokineticka chromatografie (EKC)

Kapilarni elektrokinetickd chromatografie je kombinovand separacni technika
vyuzivajici jevy elektrokinetické, elektroforézu a elektroosmodzu, i chromatografické, tj.
distribuci analyzovanych latek mezi dvé faze a relativni pohyb téchto fazi proti sobé¢.

V EKC je separace zalozena na rozdilné distribuci analyzovanych latek mezi pseudofazi
a vodnou fazi roztoku nosného elektrolytu, ve které je pseudofaze rovnomérné rozptylena.
Relativni pohyb téchto fazi vici sobé je vyvolan elektroosmotickym tokem dvoufazového
syst¢ému jako celku a elektroforetickym pohybem pseudostacionarni faze v opacném
sméru. Tento dvoufazovy systém se pohybuje v kapilafe urcitou rychlosti Ve, a nabita
micelarni pseudofaze se pohybuje v opaéném sméru elektroforetickym pohybem o
velikosti vep. Protoze je absolutni hodnota rychlosti Veo vyssi nez elektroforeticka rychlost
Vep, je vysledny smér pohybu obou fazi stejny, ale jejich rychlosti jsou riizné. Vodnou fazi
nosn¢ho elektrolytu 1lze povazovat za mobilni fidzi a miceldrni fazi za fazi
pseudostacionarni.

MEKC vyuZiva jako pseudostacionarni fazi povrchové aktivni latky v koncentraci vyssi
nez je tzv. kriticka micelarni koncentrace (CMC). Povrchové aktivni latka v koncentraci
niz8i nez CMC se chova jako normalni elektrolyt. Po ptekroceni kritické micelarni
koncentrace, kterd je specifickou charakteristikou kazdého detergentu (tenzidu), dochazi
K tvorbé agregati — micel. Ve vodném prostiedi zakladniho elektrolytu se orientuji
hydrofobni skupiny povrchové aktivnich latek dovniti micely a hydrofilni skupiny jsou
orientovany vn¢ do vodného prostiedi. Povrchové aktivni latka miize byt kationickd
(didodecyldimethylamoniumbromid, DDAB, dodecyltrimethylamoniumchlorid, DTAC,
cetyltrimethylamoniumbromid, CTAB), anionicka (dodecylsulfat sodny, SDS) nebo
neionogenni (oktylglukosid).
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Anionicky detergent migruje smérem k anodé, tedy proti EOF. EOF je ale
V neutralnim nebo bazickém pH vétSinou rychlej$i nez migracni rychlost micel a vysledny
pohyb analyti je tedy ve sméru EOF, tj. ke katodé. Kationicky tenzid zpisobi potazeni
stény kapilary pozitivné nabitymi molekulami, které obrati smér EOF k anodé¢, a proto je

tieba obratit polaritu elektrod v usporadani CE [1,3,46].

3.6.7. Kapilarni elektrochromatografie (CEC)

Kapilarni elektrochromatografie je technika analogicka kapilarni HPLC. Separa¢ni
prostor je tvofen plnénou nebo otevienou kapilarni kolonou, jejiz sorbent nebo na sténu
imobilizovany ligand je stacionarni fazi. Pohyb mobilni faze vSak neni realizovan tlakové
vyvolanym hydrodynamickym tokem jako u HPLC, ale elektroosmotickym tokem
vyvolanym stejnosmérnym elektrickym polem piipojenym k obéma konciim kolony, které
jsou ponoifené do roztoku mobilni faze v elektrodovych nadobkach. Molekuly délenych
latek jsou unaSeny mobilni fazi k detektoru a zaroven zpozd'ovany interakci se stacionarni
fazi.

Kapilarni elektrochromatografie se vyznaCuje vyhodami jako je vyS8i separacni
ucinnost, relativni jednoduchost instrumentace a vyssi selektivita. Oproti HPLC mé navic
jesté vyhodu, Ze elektroosmoticky tok mobilni fadze ma pravouhly rychlostni profil, coz
umoziuje dosahovat pii separacich né€kolikandsobné vyssich separacnich Gc¢innosti a dale

diky absenci zpétného tlaku kolony mizeme pouzivat mensi ¢astice sorbentu [1,47,55].
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4. Analyza peptidl kapilarni elektroforézou

Peptidy reprezentuji rozsédhlou a rozmanitou skupinu biologicky aktivnich sloucenin.
Hraji klicovou roli v kontrole a regulaci v mnoha zasadné dulezitych procesech ve vsech
zivych organismech. Peptidy pusobi jako hormony, neurotransmitery, koenzymy,
enzymové substraty a inhibitory, receptorové ligandy, toxiny a antibiotika. Také spousta
1é¢iv je odvozena od peptidii nebo peptidovych struktur. Proto vyznam peptida v posledni
dobé vzrista.

Ptirodni peptidy jsou slozené z ptiblizn¢ 20 aminokyselin spojenych peptidovou vazbou
a vramci jednoho nebo vice fetézcii mohou byt propojené disulfidovymi mustky.
V syntetickych preparatech peptidi (analoga, derivaty, fragmenty) se vyskytuji také
nekodované aminokyselinové zbytky a rizné typy propojeni v rdmci jednoho nebo vice
fetézcl. V zavislosti na poctu a sekvenci aminokyselinovych zbytkli se molekuly peptidii
lisi v jejich naboji, velikosti (relativni molekulové hmotnosti, M), konformaci,
hydrofobicité a specifickych vazebnych schopnostech. Tyto vlastnosti umoznuji jejich
separaci kapilarni zénovou elektroforézou na zdkladé¢ rozdilné elektroforetické
pohyblivosti.

Analyzy peptid se kromé& metod kapilarni elektroforézy provadi metodami HPLC nebo
také chromatografii na tenké vrstvé (TLC), i kdyz tato metoda je jiz malo vyuzivana.
Vyhody CE oproti témto metodam jsou napi. vysokd ucinnost separace, mala spotieba
¢inidla, pomérné rychld analyza a jednoduché instrumentace.

Univerzalni a nejcastéji pouzivanou detekci pro sledovani peptidovych separaci pomoci
CE je UV-absorp¢ni detekce v oblasti, ve které peptidova vazba absorbuje kratkovinné UV
zafeni, vétSinou V rozsahu vlnovych délek 200 az 220 nm. Citlivost UV-absorp&niho
detektoru Ize zvysit pouzitim specialnich typt detekcnich cel, napt. cely ve tvaru pismene
Z, U nebo ve tvaru bubliny.

Laserem indukovana fluorescencni detekce (LIF) je nejcitlivéjsi detekéni schéma v CE
I v ostatnich mikroanalytickych systémech. Nevyhodou LIF detekce je, Ze vétSinou musi
byt peptidy derivatizovany fluorescenénimi znackami. Nativni fluorescence, tedy
fluorescence bez nutnosti derivatizace, muze byt vyuzita pouze pro detekci peptidl
obsahujicich aromatické aminokyseliny (Trp, Tyr, Phe). Oproti UV-absorpéni detekci

nevyzadujici derivatizaci ma LIF detekce o dva az tfi fady vyssi citlivost.
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DalSim vysoce u¢innym detekénim mddem pro CE je hmotnostni spektrometrie (MS).
Nejbeéznéjsi ionizacni techniky jsou elektrosprej (ESI) a ionizace laserem za pfitomnosti
matrice (MALDI), které charakterizuji elektroforeticky separované peptidy jejich relativni
molekulovou hmotnosti a dale podavaji dulezité informace 0 sekvenci a struktuie
aminokyselin v fetézci a 0 jejich posttransla¢nich modifikacich.

Mezi méné pouzivané techniky pro detekci peptidi v CE patii elektrochemické detekce

(ECD), kontaktni a bezkontaktni vodivostni detekce a NMR [29,56,57].
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5. Antimikrobialni peptidy

Ptes velké uspéchy antibiotik v 1é¢bé zavaznych onemocnéni ma jejich uziti 1 negativni
dopad. Kvilli adaptabilit¢ mikrobidlniho a piedev§im bakteridlniho genomu reagovaly
bakteridlni kmeny tvorbou riznych mutant, ktefi se stali rezistentni na dostupna
antibiotika. Nevhodné a zbytecné ¢asté pouzivani antibiotik urychlilo rozvoj mikrobialni
rezistence. V soucasné dob¢ predstavuje vyroba antibiotik jedno z nejvétSich odvétvi
farmaceutického pramyslu. Hledaji se ale zaroven latky s odlisnym mechanismem uc¢inku a
jednémi ze slibnych kandidatt jsou antimikrobidlni peptidy.

Antimikrobidlni peptidy jsou dilezitou soucasti vrozeného obranného systému vétSiny
organismil proti napadajicim patogenim. Prvni antimikrobidlni peptid, cecropin, byl
izolovan roku 1980 zhemolymfy kukly amerického martinaée Hyalophora cecropia.
Od této doby byly izolovany antimikrobialni peptidy z Sirokého okruhu Zivocichd,
obratlovcu i bezobratlych, z rostlin a také z hub a bakterii.

Antimikrobidlnich peptidi existuje nékolik druhi — kationické, anionické, aromatické
dipeptidy a fragmenty proteinti vazici kyslik. Nejpocetnéjsi skupinou jsou kationické
peptidy, které zaroven vykazuji mnohonasobné vyssi aktivitu nez ostatni druhy. Zatim jich
bylo charakterizovano pies 700 a vice nez polovina byla izolovana z hmyzu. Kationické
antimikrobiadlni peptidy jsou obvykle slozené z 10 az 50 aminokyselin, pfevazné
z bazickych (lysin, arginin) a hydrofobnich aminokyselin, diky nimZ se celkovy naboj
téchto peptidi pohybuje v rozmezi od +2 do +10 elektromigrac¢nich naboju.

To, Ze antimikrobialni peptidy plisobi na bakteridlni buiiky a nejsou toxické pro bunky
hostitele, je zplisobeno rozdily ve struktufe, sloZeni a transmembranovém potencidlu mezi
membranou bakteridlni a eukaryotni buniky. Bunééné membrany bakterii jsou slozeny
prevazné z fosfolipidl (fosfatidylglycerol, fosfatidylserin, kardiolipin), jejichZ fosfatove
skupiny membranové dvouvrstvy jsou zaporné nabité. Tady dochazi k interakcim s kladné
nabitym antimikrobidlnim peptidem. Naproti tomu ZivociSna fosfolipidova dvouvrstva ma
neutralni ndboj. Obsahuje hlavné obojetné ionty fosfatidylethanolaminu, fosfatidylcholinu,
sfingomyelinu a molekuly cholesterolu. Antimikrobialni peptidy narusuji bakterialni
membranu tvorbou pdrt a tim dochazi k uniku zivotné dulezitého obsahu bakterialni
bunky. Nekteré peptidy pronikaji dale do nitra bakterii, kde narusuji jejich metabolismus

nebo poskozuji cytoplazmatické komponenty.
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Spektrum piisobeni antimikrobialnich peptidi je velice Siroké a zahrnuje i fadu
mikroorganismu rezistentnich proti dostupnym antibiotikiim. Navrhované aplikace téchto
peptidi zahrnuji 1é¢bu i prevenci bakterialnich, kvasinkovych a virovych infekci. Bylo
prokazano i1 plusobeni na rakovinné bunky. Vyuziti je dale zaméieno proti patogentim
cystické fibrozy, koznich nadoru, zalude¢nich viedi a dalsich [58-62].

Na trh se zatim dostalo jen par antimikrobialnich peptida bakteridlniho puvodu, jelikoz
klinické testy, kterymi peptidy prochazi, jsou pfili§ dlouhé [58].

Antimikrobidlni peptid pojmenovany halictin byl izolovan zjedovych vacka
eusocialnich vcel Halictus sexcinctus a jeho syntetickd analoga byla ptipravena zménou

poctu a sekvence aminokyselin [63].
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6. Experimentalni ¢ast

6.1.

6.2.

Chemikalie

tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) — p.a., Serva (Heidelberg, Némecko)
dimethylsulfoxid (DMSO), kyselina fosfore¢na (HsPOy), kyselina octova (ACOH),
hydroxid sodny (NaOH) a chlorid draselny (KCI) — p.a., Lachema (Brno, CR)
Kyselina iminodioctova (IDAA) — p.a., Sigma Aldrich (Steinheim, Némecko)
didodecyldimethylamoniumbromid (DDAB) - p.a., Sigma Aldrich (Steinheim,
Némecko)

cetyltrimethylamoniumbromid (CTAB) — &isty, Fluka (Buchs, Svycarsko)
dodecyltrimethylamoniumchlorid (DTAC) — ¢isty, Serva (Heidelberg, Némecko)
dodecylsulfat sodny (SDS) — puriss, Fluka (Buchs, Svycarsko)
hydroxyethylcelulosa (HEC), methylhydroxyethylcelulosa (MHEC),
methylhydroxypropylcelulosa (MHPC) — ¢isty, Serva (Heidelberg, Némecko)

Uprava vzork(

Analyzované antimikrobidlni peptidy byly pfipraveny metodou syntézy na pevné fazi
v UOCHB AV CR [63]. Byly purifikovany metodou RP-HPLC na koloné Vydac C-18,
250 x 4,6 mm, 5 um (Grace Vydac, Hesperia, CA, USA) a aktivni frakce byly dale

analyzovany hmotnostni spektrometrii. VSechny vzorky byly pro CE analyzu rozpustény

V deionizované vod¢. Koncentrace vzniklych roztokti se pohybovaly v rozmezi 0,64-1,45

mmol-dm™. Seznam analyzovanych peptidii je uveden v tabulce 1.
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Tabulka 1: Prehled sekvenci aminokyselin, relativnich molekulovych hmotnosti (M),

po&tu elementarnich nabojt (q) a poméru g/M, analyzovanych peptidi.

Peptid Sekvence M, q (q/M,)-10°
HAL-1 GMWSKILGHLIR-NH, 1408,8 4 2,84
HAL-1/22 GMWSKILGHLIR-NH, 1408,8 4 2,84
HAL-1/24 MWSKILGHLIR-NH, 1351,8 4 2,96
HAL-1/25 WSKILGHLIR-NH, 1220,8 4 3,28
HAL-1/27 GMWSKILGHL-NH, 1139,6 3 2,63
HAL-1/4 GMWSKILGHLKR-NH, 1423,8 5 3,51
HAL-1/9 GMWSKILGKLIR-NH, 1399,9 4 2,86
HAL-1/18 GMWSKILKHLIR-NH, 1479,9 5 3,38
HAL-1/5 GMWKKILGHLIR-NH, 1449,9 5 3,45
HAL-1/12 GKWSKILGHLIR-NH, 1405,9 5 3,56
HAL-1/17 KMWSKILGHLIR-NH, 1479,9 5 3,38
HAL-1/20 GKWSKILGKLIR-NH, 1396,9 5 3,58
HAL-1/19 GKWKKILGHLIR-NH, 1446,9 6 4,15
HAL-1/21 GKWKKILGKLIR-NH, 1438,0 6 4,17
HAL-1/2 GMWSKILGPLIR-NH, 1368,8 3 2,19
HAL-1/1 GMWSKILPHLIR-NH, 1448,8 4 2,76
HAL-1/3 GMWSKIPGHLIR-NH, 1392,8 4 2,87
HAL-1/11 GMWPKILGHLIR-NH, 1418,8 4 2,82
HAL-1/28 GMWSKIMeLGHLIR-NH, 1422,8 4 2,81
HAL-1/7 GMWSKILGHLIR-NH, 1408,8 4 2,84
HAL-1/8 GMWSKILGHLIR-NH, 1408,8 4 2,84
HAL-1/29 GMWSKILGHLIR-NH,» 1408,8 4 2,84
HAL-1/15 GMWSKLLGHLLR-NH, 1408,8 4 2,84
HAL-1/13 KMWSKKLGHLIR-NH, 1494,9 6 4,01
HAL-1/14 GMWSKKLKHLIR-NH, 1494,9 6 4,01
HAL-1/16 GMWSKMelLGHMeLIR-NH, 1436,8 4 2,78

Tucné zvyraznéni

aminokyselinového zbytku Vv sekvenci

peptidu  znaci

zaménu  oproti

aminokyseliné¢ puvodniho fetézce, zvyraznéni kurzivou zna¢i D-konformaci aminokyseliny a

zvyraznéni tuén€ i1 kurzivou zna¢i nahradu aminokyseliny v D-konformaci oproti aminokyseling

v ptuvodnim fetézci.
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6.3. Pristrojové vybaveni

Vsechna méfeni byla provedena na CE analyzatoru doméci vyroby UOCHB AV CR
[64]. Tento piistroj byl obsluhovan manualné. Sbér a zpracovani dat byly provedeny
chromatografickou stanici Clarity (DataApex, Praha, CR). Separace analytli probihala
v kfemenné kapilaie s vnéjSim polyimidovym povlakem dodané firmou Polymicro
Technologies (Phoenix, AR, USA) o vnitinim priméru 50 um a vnéj$im praméru 375 pm,
celkové délky 40 cm a efektivni délky (od pocatku k detektoru) 29 cm. Davkovani vzorkl
bylo hydrodynamické. Kapildra v tomto pfistroji nebyla chlazena, a proto byly hodnoty
efektivnich elektroforetickych pohyblivosti korigovany na referencéni teplotu 25 °C.
Teplota okolniho prostiedi se pii méfeni pohybovala v rozmezi 22-26,5 °C. Analyty byly
detekovany pomoci UV-absorpéniho fotometrického detektoru pii vinové délce 206 nm,
zdrojem zafeni byla bezelektrodova vysokofrekvenéné buzena jodova vybojka
(LKB-Pharmacia, Uppsala, Svédsko), a detektorem zafeni byla UV-senzitivni kiemikova
fotodioda s vestavénym predzesilovatem (Hamamatsu Photonics Deutschland, Herrsching,
Némecko).

Mimo dobu méfeni byla kapilara uloZena v 0,5 M kyselin€ octové. Pti kazdém uvedeni
pristroje do provozu byla kapilara promyvdna 1 M nebo 0,1 M hydroxidem sodnym,
deionizovanou vodou a zakladnim elektrolytem. Mezi jednotlivymi méfenimi byla kapilara
promyvana zakladnim elektrolytem. Vzorky byly davkovany tlakem 5-15 mbar po dobu
5-15 s. Separacni napéti bylo v rozmezi od -18 kV do +18 kV. Jako marker
elektroosmotického toku byl pouzit 0,5 mg/ml dimethylsulfoxid (DMSO).
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7.Vysledky a diskuze

7.1. Analyza a charakterizace analog halictinu

7.1.1. Slozeni zakladnich elektrolyt

Zakladni elektrolyty (BGE) jsou pro kapilarni zénovou elektroforézu velmi dilezité,
protoze jejich slozeni ovlivituje migracni chovani analyti. Vhodny BGE musi zajistit
spravné elektroforetické chovani vSech rozpusténych latek v roztoku, dostatecnou stabilitu
systému a vyhovujici separaci analyti.
elektrolytii a amfolytli je pH, protoze efektivni pohyblivost téchto analyti je na pH siln¢
zavisla. Peptidy, jez jsou slozené z aminokyselin, jsou amfolyty. Tyto latky amfolytické
povahy maji ve své molekule jak kyselou funkéni skupinu, tak zdsaditou funkéni skupinu a
mohou nést kladny, zaporny nebo nulovy naboj podle pH okolniho prosttedi. Pro CE
analyzy peptida jsou dvé vhodné oblasti pH. V kyselé oblasti (pH 2,0-4,0) je uplné resp.
Castecné potlacena disociace karboxylové skupiny, aminoskupiny jsou protonované a
analyty migruji jako kationty. Naproti tomu V zasadité oblasti (pH 8,0-10,0) jsou
karboxylové skupiny pln¢ disociované a aminoskupiny jsou protonované jen caste¢né nebo
vibec, takze analyty migruji jako anionty. DalSimi dualezitymi parametry zakladniho
elektrolytu v CE je jeho separacni selektivita a i¢innost pro dané analyty.

Bylo testovano né€kolik druhti zakladnich elektrolyti v kyselém 1 alkalickém pH:
klasické pufry (Tris/fosfat), slabé kyseliny (kyselina octova), izoelektricky BGE (kyselina
iminodioctova) s pfidavkem kationického tensidu (DDAB) pro metodu CZE a s piidavkem
anionického (SDS) a kationickych (CTAB, DTAC) tensidd pro metodu MEKC.

Slozeni, pH a elektroosmotickd pohyblivost pouzitych BGE a separa¢ni napéti a
proudy Vv téchto BGE, které byly pouzity pro stanoveni stupné Cistoty a Separacni uc¢innosti
analog halictinu, jsou uvedeny v tabulce 2. BGE, které byly testovany pro separaci smési

analytd, jsou uvedeny v tabulce 3.
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Tabulka 2: Prehled zakladnich elektrolytd (BGE) pouzitych pro stanoveni stupné Cistoty a separacni ucinnosti CE analyz antimikrobialnich

peptida.
9

Oznadeni Slozeni zakladniho elektrolytu pH (r:}e‘{f/llosl) (kL\J/) (uIA)
BGE VIII 30 mM kyselina fosfore¢na; 25 mM TRIS; 0,05 mM DDAB 2,81 68,27 12 13,0
BGE | 30 mM kyselina fosfore¢na; 25 mM TRIS; 0,1 mM DDAB 2,82 65,74 12 14,3
BGE VII 30 mM kyselina fosfore¢nda; 25 mM TRIS; 0,2 mM DDAB 2,89 71,96 12 12,5
BGE IX 30 mM kyselina fosfore¢nd; 25 mM TRIS; 0,4 mM DDAB 2,85 73,87 12 12,7
BGE X 30 mM kyselina fosfore¢nd; 25 mM TRIS; 0,8 mM DDAB 2,82 75,67 12 12,9
BGE XI 30 mM kyselina fosfore¢nda; 25 mM TRIS; 1,6 mM DDAB 2,86 77,39 12 13,0
BGE 11 50 mM kyselina fosfore¢nd; 25 mM TRIS; 0,1 mM DDAB 2,32 64,19 12 27,1
BGE IV 0,5 M kyselina octova 2,54 / 12 75

BGE V 0,5 M kyselina octova; 0,1 mM DDAB 2,52 96,68 12 7,2

BGE VI 0,5 M kyselina octova; 60 mM SDS 2,92 / 12 25,6
BGE II 200 mM kyselina iminodioctova; 0,1 mM DDAB 2,28 / 12 33,5
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Tabulka 3: Ptehled zakladnich elektrolyti (BGE) pouzitych pro separaci smési antimikrobialnich peptidi.

9
Oznadeni Slozeni zakladniho elektrolytu pH (nr:leo\f/llosl) (kl</) (uIA)
BGE VI 30 mM kyselina fosfore¢na; 25 mM TRIS; 0,2 mM DDAB 2,89 71,96 12 12,5
BGE IX a 30 mM kyselina fosfore¢na; 25 mM TRIS; 0,4 mM DDAB 2,85 73,87 12 12,7
BGE IX Db 30 mM kyselina fosfore¢nd; 25 mM TRIS; 0,4 mM DDAB 2,85 71,60 15 15,6
BGE IX c 30 mM kyselina fosfore¢nd; 25 mM TRIS; 0,4 mM DDAB 2,85 76,72 18 19,7
BGE X 30 mM kyselina fosfore¢nda; 25 mM TRIS; 0,8 mM DDAB 2,82 75,67 12 12,9
BGE XV 30 mM kyselina fosfore¢nd; 25 mM TRIS; 3,2 mM DDAB 2,84 / 12 13,0
BGE XVI 5 mM kyselina fosforecnd; 20 mM TRIS; 50 mM SDS 8,64 55,36 12 19,5
BGE XIV 30 mM kyselina fosfore¢na; 25 mM TRIS; 0,2 mM CTAB 2,81 35,80 12 12,5
BGE XII 30 mM kyselina fosfore¢na; 25 mM TRIS; 0,5 mM CTAB 2,76 20,14 12 12,9
BGE XIlI 30 mM kyselina fosfore¢na; 25 mM TRIS; 2 mM CTAB 2,77 26,90 12 13,6
BGE XVIla 30 mM kyselina fosfore¢na; 25 mM TRIS; 2 mM DTAC 2,81 / 12 13,6
BGE XVII b 30 mM kyselina fosfore¢na; 25 mM TRIS; 2 mM DTAC 2,81 / 9 10,3
BGE XVIIc 30 mM kyselina fosfore¢na; 25 mM TRIS; 2 mM DTAC 2,81 / 15 19,4
BGE XVIId 30 mM kyselina fosfore¢na; 25 mM TRIS; 2 mM DTAC 2,81 / 18 23,9
BGE XIX 30 mM kyselina fosfore¢na; 25 mM TRIS; 0,4 mM DDAB:; 0,1% HEC 2,84 59,87 12 13,2
BGE XX 30 mM kyselina fosfore¢na; 25 mM TRIS; 0,4 mM DDAB; 0,1% MHEC 2,85 52,02 12 12,6
BGE XVIII 30 mM kyselina fosfore¢na; 25 mM TRIS; 0,4 mM DDAB; 0,1% MHPC 2,84 65,20 12 12,1
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7.1.2. Stanoveni stupné Cistoty a separacni u€innosti

Cistotu peptidii a obsah jednotlivych slozek v jejich preparatech lze stanovit riznymi
postupy, které jsou zavislé na dostupnosti standardu peptidu. Pokud je standard dostupny,
mnozstvi peptidu Ize v analyzovaném vzorku urcit absolutné pomoci metody kalibracni
kiivky nebo metodou vnitiniho standardu.

Analoga halictinu jsou prvné syntetizované a analyzované latky, tudiz odpovidajici
standardy nebyly dostupné. Stupné Cistoty byly proto stanoveny na zakladé vyhodnoceni

relativni korigované plochy piku Pca, podle nésledujiciho vztahu:

—#-100

i)

PCA(

A7)

kde Ac je korigovana plocha piku i-té slozky daného vzorku peptidu a n je pocet slozek
tohoto vzorku. Korigovana plocha je plocha piku délena jeho migraénim ¢asem.

Stupen ¢istoty stanoveny timto zptisobem je pouze piiblizny, protoze molarni absorpéni
koeficienty jednotlivych slozek vzorku se mohou lisit. Syntetické peptidy obsahuji
strukturné podobné piimési a lze predpokladat i podobné hodnoty jejich molarnich
absorp¢nich koeficientl a tedy 1 relativné dobry odhad stupné Cistoty. Stupné Cistoty vSech
analyzovanych peptidu ve vybranych elektrolytech jsou uvedeny v tabulce 4.

Spolecné se stupném Cistoty byla stanovena také separacni uinnost pro vsechny
peptidy (viz kapitola 3.4) v jednotlivych elektrolytech. Hodnoty separa¢ni ucinnosti
vyjadiené poctem teoretickych pater na metr délky kapilary, N, pro vsechny peptidy
ve vybranych zakladnich elektrolytech jsou uvedeny v tabulce 5. Analyza a urceni stupné
Cistoty a separaéni ucinnosti byly provedeny metodou CZE v elektrolytech BGE I-V a VII-
X1 a metodou MEKC v BGE V1.

V zékladnich elektrolytech BGE II, IV a VI se neobjevovaly zadné piky peptidi, coz
bylo zfejmé zpusobeno jejich vysokym kladnym nabojem a jejich adsorpci na ¢aste¢né
zaporné nabité stény kiemenné kapilary. V BGE XI se piky peptidi objevovaly, ale
v elektroforegramu v zékladni linii se vyskytovaly systémové piky a nepravidelnosti, které

byly pravdépodobné zpisobeny vysokou koncentraci piidavku detergentu DDAB.
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Priklady analyz vybranych analog halictinu pro stanoveni stupné Cistoty jsou
znazornény na obrazku 2. Pro srovnani jsou ukdzany zaznamy analyz peptida HAL-1/3,
HAL-1/17 a HAL-1/25 ve vybranych elektrolytovych syst¢émech BGE | (30 mM kyselina
fosfore¢na; 25 mM TRIS; 0,1 mM DDAB, pH 2,82), BGE III (50 mM kyselina fosfore¢na;
25 mM TRIS; 0,1 mM DDAB, pH 2,32) a BGE V (0,5 M kyselina octova; 0,1 mM DDAB,
pH 2,52). Na obrazku 2A a 2B je ukazana analyza peptidu HAL-1/25, ktery byl
vyhodnocen vysokym stupném cistoty (~100 %) v obou vybranych elektrolytech. Peptid
HAL-1/3 byl v zikladnim elektrolytu BGE I vyhodnocen vysokym stupném ¢istoty
~99,9 %, ale v BGE V bylo pro tento peptid zjisténo pét neidentifikovanych piimési a jeho
stupen Cistoty byl ~96,07 % (viz obrazek 2C a 2D). Peptid HAL-1/17 byl vyhodnocen
elektrolytu BGE | i BGE V byly v tomto preparatu zjistény dvé neidentifikované ptimési a
jeho stupen ¢istoty dosahl pouze ~83,43 % v BGE V a ~84,09 % v BGE | (viz obrazky 2E
a 2F).

Z vysledku analyz je ziejmé, Ze se mohou vyskytovat rozdily ve stanoveném stupni
Cistoty v zavislosti na slozeni zékladniho elektrolytu a pro spolehlivé uréeni stupné Cistoty
je proto nezbytné provést analyzu daného vzorku ve vice zakladnich elektrolytech.

Nejvyssi separacni Uc€innosti CE analyz pro jednotlivé peptidy byly dosaZeny
v zékladnim elektrolytu BGE IX, pfi¢emZ nejvyssi separacni U€¢innosti bylo dosaZeno pro
peptid HAL-1/7 a to 236 000 teoretickych pater na jeden metr (TP/m). Naopak nejnizsi

separa¢ni ucinnosti vykazoval v priméru zakladni elektrolyt BGE V a pro nékteré peptidy

cv v

v

v rozsahu od 21 000 TP/m do 178 000 TP/m. Ve sloupcovém grafu na obrazku 3 lze vidét
nejvetsi rozdily separacnich Uc€innosti v zakladnich elektrolytech BGE I, BGE III, BGE
Va VGE IX pro vybrané peptidy HAL-1/7, HAL-1/8, HAL-1/24 a HAL-1/25.
Na obrazku 4 jsou ukazany elektroforegramy peptidu HAL-1/7 v BGE IX (obrazek 4A)
Snejvyssi naméfenou ucinnosti a peptidu HAL-1/24 v BGE Il s nejniz§i ucinnosti
(obrazek 4B), na kterych lze vidét vyrazny rozdil v Sifce pikd téchto peptida a tudiz i

v dosazenych separacnich uc¢innostech.
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Tabulka 4: Stupen Cistoty, Pca, jednotlivych antimikrobialnich peptidii v riiznych zakladnich elektrolytech (BGE); sloZzeni BGE je uvedeno v tab. 2.

(Pca = SD) %

Peptid Sekvence M, q (g/Mr)10° BGE VII BGE | BGE Il BGE V BGE IX

HAL-1 GMWSKILGHLIR-NH2 1408,8 4 2,84 100,00 + 0,00 97,06 + 0,46 / / 96,19 + 0,23
HAL-1/22  GMWSKILGHLIR-NH, 1408,8 4 2,84 99,91 £ 0,09 100,00 £ 0,00 100,00 £ 0,00 96,24 + 0,11 95,36 + 0,60
HAL-1/24 ~ MWSKILGHLIR-NH, 1351,8 4 2,96 100,00 £ 0,00 100,00 £ 0,00 100,00 = 0,00 97,88 + 0,50 96,78 £ 0,35
HAL-1/25  WSKILGHLIR-NH, 1220,8 4 3,28 97,67 £ 0,82 100,00 £ 0,00 100,00 = 0,00 99,18 £ 0,07 95,91 £ 0,16
HAL-1/27  GMWSKILGHL-NH, 1139,6 3 2,63 96,63 + 0,86 100,00 £ 0,00 100,00 = 0,00 97,40 £ 0,04 95,44 + 0,07
HAL-1/4 GMWSKILGHLKR-NH, 1423,8 5 3,51 98,21 +0,12 100,00 £ 0,00 100,00 £ 0,00 96,95+ 0,19 95,93 + 0,01
HAL-1/9 GMWSKILGKLIR-NH, 1399,9 4 2,86 97,01 +£0,12 100,00 £ 0,00 100,00 £ 0,00 96,32 + 0,22 95,40 £ 0,15
HAL-1/18  GMWSKILKHLIR-NH, 1479,9 5 3,38 93,41 £ 0,80 100,00 £ 0,00 99,15+ 0,33 95,40 £ 0,27 93,29+ 0,35
HAL-1/5 GMWKKILGHLIR-NH, 1449,9 5 3,45 98,03 + 0,51 100,00 £ 0,00 100,00 + 0,00 98,32 + 0,06 98,01 £ 0,34
HAL-1/12  GKWSKILGHLIR-NH, 1405,9 5 3,56 95,55 + 0,97 100,00 £ 0,00 98,05+ 0,74 97,69 £ 0,12 94,33 + 0,89
HAL-1/17 KMWSKILGHLIR-NH, 1479,9 5 3,38 79,56 £ 0,00 84,09 + 0,13 81,64 + 0,52 83,43 £ 0,06 79,03 £ 0,75
HAL-1/20 GKWSKILGKLIR-NH, 1396,9 5 3,58 94,73 £ 0,20 99,22 + 0,09 98,25 + 0,02 95,79 + 0,20 94,22 + 0,46
HAL-1/19  GKWKKILGHLIR-NH, 1446,9 6 4,15 94,15 + 0,31 99,07 + 0,09 97,82 + 0,03 93,63 + 0,87 96,89 + 1,35
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(Pca = SD) %

Peptid  Sekvence M, q (g/Mr)10°  BGE VIl BGE | BGE Il BGE V BGE IX
HAL-1/21 GKWKKILGKLIR-NH, 1438,0 6 4,17 90,22 + 1,20 97,32+ 0,28 95,29 + 0,47 91,96 + 0,09 96,71 £ 0,80
HAL-1/2  GMWSKILGPLIR-NH, 13688 3 2,19 93,08+0,14  9852+0,14  98,19+0,06  9246+0,04  98,39+025
HAL-1/1  GMWSKILPHLIR-NH, 14488 4 276  100,00£0,00 9854+011 97,15+091  96,36+0,26 100,00 + 0,00
HAL-1/3  GMWSKIPGHLIR-NH, 13928 4 2,87 98,13+045  9990+0,00 94,64+077  96,07+0,11 100,00 + 0,00
HAL-1/11  GMWPKILGHLIR-NH, 14188 4 2,82 96,38+0,12  9802+0,38  9927+052 9386+0,16  97,47+0,24
HAL-1/28  GMWSKIMeLGHLIR-NH; 14228 4 2,81 93,28+0,12  9512+0,31 9654+028  9292+0,31 96,18 +0,16
HAL-1/7  GMWSKILGHLIR-NH, 14088 4 2,84 97,48+0,16  99,38+0,00 97,74+0,12  9694:0,11 98,39 +0,14
HAL-1/8  GMWSKILGHLIR-NH, 14088 4 2,84 91,11+049  9589+124  100,00+0,00 91,08+0,37 96,17 + 0,50
HAL-1/29 GMWSKILGHLIR-NH, 1408,8 4 2,84 95,18 £ 0,49 96,80 + 0,42 97,73 + 1,46 96,17 £ 0,48 97,66 + 0,56
HAL-1/15 GMWSKLLGHLLR-NH, 14088 4 2,84 97,76 £0,01  100,00£0,00 100,00 +0,00 97,08+0,20 99,11 + 0,09
HAL-1/13  KMWSKKLGHLIR-NH, 14949 6 4,01 91,12£0,36  9659+0,77  94,92+0,77  9231:045 98,67 +0,11
HAL-1/14  GMWSKKLKHLIR-NH, 14949 6 4,01 91,95+0,68  9636+130 9660+053 9231+0,66 99,65+ 0,35
HAL-1/16 GMWSKMeILGHMeLIR-NH, 14368 4 2,78 9215+051  9392+0,03  92,84+014  8899+0,32  94,63+0,75

Tuéné zvyraznéni aminokyselinového zbytku v sekvenci peptidu znac¢i zaménu oproti aminokyseliné puvodniho fetézce, zvyraznéni kurzivou znaéi D-konformaci

aminokyseliny a zvyraznéni tuéné i kurzivou zna¢i nahradu aminokyseliny v D-konformaci oproti aminokyseliné v ptivodnim fetézci

M; — relativni molekulova hmotnost, q — pocet elementarnich naboja peptidu
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Obrazek 2: Analyzy analog halictinu, peptida HAL-1/3, HAL-1/17 a HAL-1/25 metodou CZE

v BGE |, BGE Ill a BGE V.

(A) HAL-1/25 (Pca~100 %) v BGE I; (B) HAL-1/25 (Pca~100 %) v BGE lII; (C) HAL-1/3
(Pca~99,90 %) v BGE I; (D) HAL-1/3 (Pca~96,07 %) v BGE V; (E) HAL-1/17 (Pca~84,09 %)

Vv BGE I; (F) HAL-1/17 (Pca~83,43 %) v BGE V;

X — neidentifikované pfimési; A,gs — absorbance pfi vinové délce 206 nm; davkovani 5 mbar, 5 s;
Slozeni BGE viz tab. 2; analyty viz tab. 1; experimentalni podminky viz kap. 6.3 a tab. 2.
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Tabulka 5:

Separa¢ni u¢innost CE analyz pro jednotlivé peptidy Vv riznych zakladnich elektrolytech (BGE); slozeni BGE je uvedeno v tab. 2.

Separacni ucinnost (pocet TP/m)

Peptid Sekvence M, q (g/Mr)-10° BGE VII BGE | BGE Il BGE V BGE IX
HAL-1 GMWSKILGHLIR-NH2 1408,8 4 2,84 18800 175200 / / 152500
HAL-1/22  GMWSKILGHLIR-NH, 1408,8 4 2,84 18600 23500 3200 10300 155600
HAL-1/24  MWSKILGHLIR-NH, 1351,8 4 2,96 19600 21600 1900 8100 191400
HAL-1/25  WSKILGHLIR-NH, 1220,8 4 3,28 22000 21400 5800 7400 202000
HAL-1/27  GMWSKILGHL-NH, 1139,6 3 2,63 33100 28900 6900 6500 121800
HAL-1/4 GMWSKILGHLKR-NH, 1423,8 5 3,51 39900 22400 8500 7300 103500
HAL-1/9 GMWSKILGKLIR-NH, 1399,9 4 2,86 124800 32900 18000 10500 192100
HAL-1/18  GMWSKILKHLIR-NH, 1479,9 5 3,38 94500 30700 24100 9300 131300
HAL-1/5 GMWKKILGHLIR-NH; 1449,9 5 3,45 63900 34200 19900 5100 91600

HAL-1/12  GKWSKILGHLIR-NH, 1405,9 5 3,56 94800 44700 31700 7000 119400
HAL-1/17 KMWSKILGHLIR-NH, 1479,9 5 3,38 135400 30800 55800 9400 151800
HAL-1/20 GKWSKILGKLIR-NH, 1396,9 5 3,58 95400 41800 34800 7600 132600
HAL-1/19  GKWKKILGHLIR-NH, 1446,9 6 4,15 61800 39800 17800 6000 86600

43




Separacni ucinnost (pocet TP/m)

Peptid  Sekvence M, q (g/Mr)10° BGE VIl BGE | BGE Il BGE V BGE IX
HAL-1/21  GKWKKILGKLIR-NH, 1438,0 6 4,17 61500 35800 19800 6900 94900
HAL-1/2 GMWSKILGPLIR-NH, 1368,8 3 2,19 81000 85900 40200 13900 97500
HAL-1/1 GMWSKILPHLIR-NH, 1448,8 4 2,76 22700 109800 72800 7600 153000
HAL-1/3 GMWSKIPGHLIR-NH, 1392,8 4 2,87 77800 150200 111100 8300 159000
HAL-1/11 GMWPKILGHLIR-NH, 1418,8 4 2,82 110000 125000 20500 8300 135200
HAL-1/28 GMWSKIMeLGHLIR-NH, 1422,8 4 2,81 142800 175500 27000 9400 164100
HAL-1/7 GMWSKILGHLIR-NH, 1408,8 4 2,84 165800 178800 29100 7100 236000
HAL-1/8 GMWSKILGHLIR-NH, 1408,8 4 2,84 137100 174200 30600 15100 202300
HAL-1/29  GMWSKILGHLIR-NH, 14088 4 2,84 160100 150200 29800 8200 169200
HAL-1/15 GMWSKLLGHLLR-NH, 1408,8 4 2,84 185900 151000 29200 9000 146900
HAL-1/13 KMWSKKLGHLIR-NH, 1494,9 6 4,01 72900 68200 23300 7800 98000
HAL-1/14 GMWSKKLKHLIR-NH, 1494,9 6 4,01 73700 69400 22100 7000 99100
HAL-1/16 GMWSKMeILGHMeLIR-NH, 14368 4 2,78 73400 68900 23600 8900 86500

Tucné zvyraznéni aminokyselinového zbytku v sekvenci peptidu znac¢i zaménu oproti aminokyseliné puvodniho fetézce, zvyraznéni kurzivou znaci

D-konformaci aminokyseliny a zvyraznéni tuéné i kurzivou zna¢i nahradu aminokyseliny v D-konformaci oproti aminokyseliné v ptivodnim fetézci

M; — relativni molekulova hmotnost, g — pocet elementarnich naboja peptidu

44




250000

E
o
=
D
'Q
o
2 200000 r
b
o
c
=
‘0
3 150000 r
c
Q9
g
©
o
L]
“® 100000

50000 r

0
HAL-1/24 HAL-1/25 HAL-1/7 HAL-1/8
peptidy
BBGEV mBGE llI OBGEI BBGE IX

Obrazek 3: Nejvétsi rozdily separacnich G¢innosti v zakladnich elektrolytech BGE |, BGE |lI,
BGE V a BGE IX pro vybrané peptidy HAL-1/7, HAL-1/8, HAL-1/24 a HAL-1/25.
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Obrazek 4: Analyza analog halictinu metodou CZE v BGE IX a BGE Il
(A) HAL-1/7 (N=236 000 TP/m) v BGE IX; (B) HAL-1/24 (N=1900 TP/m) v BGE III

A6 — absorbance pii vinové délce 206 nm; davkovani vzorku 5 mbar, 5 s; SloZzeni BGE viz tab. 2;
analyty viz tab. 1; experimentalni podminky viz kap. 6.3 a tab. 3.
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7.1.3. Stanoveni meze detekce a meze stanovitelnosti

Citlivost CZE analyzy je zavisla hlavné na typu pouzité¢ho detektoru. Métfené latky byly
detekovany UV-absorpénim fotometrickym detektorem pii vinové délce 206 nm. Sum, n,
odezva detektoru, Rp, pomér signal/Sum, Rp/n, citlivost, Sp, mez detekce, LOD, a mez
stanovitelnosti, LOQ, jsou parametry detektoru, které byly ur¢eny pro vSechny analyzované
peptidy metodou CZE v BGE IX. Koncentrace analyti byly piepoéteny na efektivni
koncentrace, Cer, podle hodnot stupnu Cistoty urcenych v kapitole 7.1.2 a bylo s nimi
pocitano pii urovani parametru detektoru.

Citlivost detektoru, Sp, lze vyjadiit vztahem:
S, =-2 (22)

kde Rp je nap&tova odezva detektoru (V) a ¢ je koncentrace analytu (mol-dm™)

Limit detekce, LOD, a limit stanovitelnosti, LOQ, jsou dany vztahy:

LOD =311 (23)

D

LOQ= 10Si (24)

D
kde n znag&i sum (V) a Sp je citlivost detektoru (V-mol™-dm?).

V tabulce 6 a 7 je z porovnani jednotlivych parametri u zakladnich elektrolytt BGE V
a BGE IX vidét, Ze nejvétsi citlivosti detektoru, Sp, bylo dosazeno u vétsiny peptidi v BGE
IX (30 mM kyselina fosfore¢na; 25 mM TRIS, 0,1 mM DDAB), protoze tento elektrolyt
neabsorbuje zafeni v UV oblasti. V zakladnim elektrolytu BGE V (0,5 M kyselina octova;
0,1 mM DDAB), ktery ¢astecné zareni v UV oblasti absorbuje, byly citlivosti detektoru
u vétSiny peptida nizsi.

Z porovnani hodnot meze detekce a meze stanovitelnosti u analog halictinu v BGE V a
IX je zfejmé, ze v zakladnim elektrolytu BGE IX, neabsorbujicim v UV oblasti zafeni, byly
hodnoty LOD a LOQ vsech peptidi nizs§i nez v absorbujicim elektrolytu BGE V.

46



Tabulka 6: Charakteristiky UV-fotometrického detektoru pti vinové délce 206 nm stanovené pii analyze analog halictinu metodou CZE v BGE V.

Analyt C B Ceff B Rp RD/n S_? . LOD 4 LOQ B
(mmol-dm™) (mmol-dm™) (mV) ) (V-mol™-dm?) (Mmol-dm™) (Mmol-dm™)

HAL-1 0,64 0,61 / / / / /
HAL-1/22 0,85 0,81 204,99 204,99 250,07 12,0 40,0
HAL-1/24 1,00 0,97 223,96 223,96 229,10 13,1 43,6
HAL-1/25 1,02 0,98 232,86 232,86 229,28 13,1 43,6
HAL-1/27 1,14 1,09 258,69 258,69 232,82 12,9 43,0
HAL-1/4 0,91 0,88 210,05 210,05 237,28 12,6 42,1
HAL-1/9 0,75 0,72 184,48 184,48 255,35 11,7 39,2
HAL-1/18 0,78 0,72 179,68 179,68 242,37 12,4 41,3
HAL-1/5 1,45 1,42 287,79 287,79 202,09 14,8 49,5
HAL-1/12 0,96 0,91 204,48 204,48 217,98 13,8 45,9
HAL-1/17 0,81 0,64 173,89 173,89 257,05 11,7 38,9
HAL-1/20 0,89 0,84 195,73 195,73 228,34 13,1 43,8
HAL-1/19 0,86 0,84 173,78 173,78 214,82 14,0 46,5
HAL-1/21 0,80 0,77 154,89 154,89 210,61 14,2 48,5
HAL-1/2 0,84 0,83 250,50 250,50 322,48 9,30 31,0
HAL-1/1 0,93 0,93 234,71 234,71 261,39 11,5 38,3
HAL-1/3 0,90 0,90 234,35 234,35 271,81 11,0 36,8
HAL-1/11 0,78 0,76 223,69 223,69 307,39 9,80 325
HAL-1/28 0,98 0,95 241,97 241,97 264,65 11,3 37,8
HAL-1/7 0,96 0,94 281,75 281,75 303,31 9,94 33,0
HAL-1/8 0,82 0,78 165,84 165,84 223,06 13,4 44,8
HAL-1/29 0,82 0,80 254,69 254,69 324,42 9,20 30,8
HAL-1/15 0,96 0,95 243,76 243,76 262,02 11,4 38,2
HAL-1/13 0,74 0,73 166,21 166,21 244,71 12,3 40,9
HAL-1/14 0,90 0,90 173,33 173,33 207,94 14,4 48,1
HAL-1/16 0,80 0,76 218,14 218,14 306,25 9,81 32,7

n - Sum ~ 1 mV, Cqy - efektivni koncentrace, Rp - odezva detektoru, Sp — citlivost detektoru, LOD — mez detekce, LOQ — mez stanovitelnosti
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Tabulka 7: Charakteristiky UV-fotometrického detektoru pii vinové délce 206 nm stanovené pii analyze analog halictinu metodou CZE v BGE IX.

Analyt C B Ceft B Rp Ro/n S_? ; LOD B LOQ B
(mmol-dm™) (mmol-dm™) (mV) ) (V-mol™-dm?) (Mmol-dm™) (Mmol-dm™)
HAL-1 0,64 0,61 221,70 221,70 347,03 8,60 28,8
HAL-1/22 0,85 0,81 340,99 340,99 400,32 7,49 25,0
HAL-1/24 1,00 0,97 543,92 543,92 544,65 5,51 18,4
HAL-1/25 1,02 0,98 483,75 483,75 472,45 6,35 21,2
HAL-1/27 1,14 1,09 504,20 504,20 441,99 6,79 22,6
HAL-1/4 0,91 0,88 407,32 407,32 446,11 6,72 22,4
HAL-1/9 0,75 0,72 333,38 333,38 444,47 6,75 22,5
HAL-1/18 0,78 0,72 367,57 367,57 473,01 6,34 21,1
HAL-1/5 1,45 1,42 541,79 541,79 374,07 8,02 26,7
HAL-1/12 0,96 0,91 388,94 388,94 405,05 7,41 24,7
HAL-1/17 0,81 0,64 350,89 350,89 432,73 6,93 23,1
HAL-1/20 0,89 0,84 343,33 343,33 383,68 7,82 26,1
HAL-1/19 0,86 0,84 277,30 277,30 320,98 9,35 31,2
HAL-1/21 0,80 0,77 253,60 253,60 317,11 9,46 315
HAL-1/2 0,84 0,83 302,11 302,11 359,59 8,34 27,8
HAL-1/1 0,93 0,93 420,66 420,66 451,45 6,65 22,2
HAL-1/3 0,90 0,90 410,99 410,99 457,94 6,55 21,8
HAL-1/11 0,78 0,76 303,09 303,09 390,92 7,67 25,6
HAL-1/28 0,98 0,95 515,27 515,27 523,67 5,73 19,1
HAL-1/7 0,96 0,94 574,42 574,42 599,44 5,00 16,7
HAL-1/8 0,82 0,78 190,21 190,21 233,01 12,87 42,9
HAL-1/29 0,82 0,80 494,71 494,71 606,04 4,95 16,5
HAL-1/15 0,96 0,95 440,22 440,22 459,39 6,53 21,8
HAL-1/13 0,74 0,73 274,89 274,89 373,57 8,03 26,8
HAL-1/14 0,90 0,90 280,59 280,59 310,70 9,66 32,2
HAL-1/16 0,80 0,76 240,74 240,74 300,77 9,97 33,2

n - Sum ~ 1 mV, C - efektivni koncentrace, Rp - odezva detektoru, Sp — citlivost detektoru, LOD — mez detekce, LOQ — mez stanovitelnosti
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7.1.4. Korekce efektivnich elektroforetickych pohyblivosti na referencni
teplotu 25 °C

Piistroj domaci vyroby UOCHB AV CR, na kterém byla provedena viechna méfeni,
neni vybaven aktivnim chlazenim kapilary, coz znamend, ze vSechna méieni byla
provadéna pfi aktudlni laboratorni teploté. Béhem doby méfeni byla okolni teplota
vV rozmezi 22-26,5 °C. Ztohoto duvodu a kvuli tvorbé Jouleova tepla v kapilate bylo
potieba stanovené elektroforetické pohyblivosti analytii prepocitat na referencni teplotu
25 °C pro jejich vzajemné porovnavani.

Pomoci 20 mM vodného roztoku chloridu draselného o znamé elektrické vodivosti byl
proméien elektricky proud pii Sirokém rozsahu vlozeného napéti 1-22 KV, jinak
pfi stejnych experimentalnich podminkdch jako pfi ostatnich CE méfenich, pouze
s vyjimkou toho, Ze kapilara byla naplnéna roztokem KCI. Odpor tohoto elektrolytu, Rgge,
byl vypocitan zpoméru vlozeného -elektrického napéti k naméfenému elektrickému
proudu. V rozsahu od 20 do 30 °C se odpor tohoto elektrolytu snizuje ptiblizné 0 2 %
na stupen Celsia.

Prirtstek teploty, AT, tj. rozdil teploty uvniti kapilary a okolni teploty, byl vypocitan
ze zmén elektrického odporu, Rggg, pfi uréitém piikonu vklddaném na kapilaru podle

vztahu:

T = RBGE,O - RBGE (18)
0,02Rgqe o

kde Rsce,0 je odpor pfi nizkém ptikonu, kdy je ohfev roztoku zanedbatelny a Rgge je odpor
pfi daném piikonu.

Na obrazku 5 je graficky znazornéna zavislost pfiristku teploty, AT, na elektrickém
ptikonu, P, vloZeném na kapilaru. Z rovnice této zavislosti je po dosazeni hodnot ptikonu
vypolitan piiristek teploty a tato hodnota je wvyuzita pro vypocet efektivnich
elektroforetickych pohyblivosti Mesi 25, jez jsou vztazené k referencni teploté s nartistem

efektivni pohyblivosti 0 2 % na 1 °C podle nasledujiciho vztahu:
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My 55 = My [1 = 0,020(, + AT —25)] (19)

kde mesros je efektivni elektroforetickd pohyblivost pii 25 °C, megmi je efektivni
elektroforeticka pohyblivost pti aktudlni teploté béhem analyzy, Ty je okolni teplota béhem

méfeni [53].
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o | y=-7,4772x + 28,968x + 0,4409
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Obrazek 5: Graf zavislosti narustu teploty, AT, roztoku BGE uvnité kapilary oproti okoli

na elektrickém ptikonu, P, vztazeném na jednotku délky kapilary.

7.1.5. Stanoveni efektivni elektroforetické pohyblivosti

Efektivni elektroforeticka pohyblivost vSech analyzovanych analog halictinu, mes, byla
uréena Z méfeni jejich migra¢niho Casu a z migracniho casu neutralniho EOF markeru

Vv jednotlivych zékladnich elektrolytech BGE. Ve vSech experimentech byl jako EOF

50



marker pouzit DMSO a efektivni elektroforetickd pohyblivost byla vypoctena podle

vztahu:

|_ .
meﬁi=[i—i]- it * Lo 0)

kde tmigi je migracni ¢as daného analytu, tef je migracni ¢as markeru elektroosmotického
toku, Lek je efektivni délka kapilary (k detektoru), L je celkova délka kapilary a U je
vlozené napéti. Pro pfipadné analyzy téchto latek na pfistrojich jiného typu je velmi
dualezitd korekce vypocitanych hodnot mess na efektivni pohyblivosti pti 25 °C (viz kapitola
7.1.3).

Elektroforetické pohyblivosti analog halictinu a elektroosmoticky tok byly méfeny
v riznych zakladnich elektrolytech, jejichz slozeni je uvedeno v tabulce 2. V tabulce 8
jsou uvedeny efektivni elektroforetické pohyblivosti jednotlivych peptidid pii 25 °C
Vv jednotlivych elektrolytech BGE.

Nejvyssi hodnoty efektivnich elektroforetickych pohyblivosti analog halictinu byly
zjistény u analyz v BGE V (0,5 M kyselina octova; 0,1 mM DDAB, pH 2,52). Naopak
nejnizsi hodnoty efektivnich pohyblivosti byly nalezeny pfi analyzach v BGE 11l (50 mM
kyselina fosfore¢na; 25 mM TRIS; 0,1 mM DDAB, pH 2,32). V zakladnich elektrolytech
BGE I, BGE VIII a BGE IX o slozeni 30 mM kyselina fosfore¢na; 25 mM TRIS,
ve kterych se ménila koncentrace DDAB v rozsahu 0,05-0,4 mM, byl rozdil v hodnotach
efektivnich pohyblivosti témét zanedbatelny.

Porovnanim efektivnich pohyblivosti podle naboje analyti nebo podle poméru naboje a
relativni molekulové hmotnosti analyti bylo zjiSténo, ze nejvyssi efektivni pohyblivosti
maji peptidy, které obsahuji v sekvenci vice bazickych aminokyselin (lysini) a maji

nejvyssi hodnotu poméru poctu elementarnich ndboja a relativni molekulové hmotnosti.
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Tabulka 8:

Efektivni elektroforetické pohyblivosti analog halictinu korigované na referen¢ni teplotu 25 °C, Mgt 25.

(Meft, 25 £ SD)-10° m2-V1-s™

Peptid Sekvence M; q (g/Mr)10° BGE VII BGE | BGE Il BGE V BGE IX

HAL-1 GMWSKILGHLIR-NH2 1408,8 4 2,84 21,36 £ 0,15 21,07 £ 0,10 / / 21,49 £ 0,08
HAL-1/22 ~ GMWSKILGHLIR-NH, 1408,8 4 2,84 21,56 + 0,03 21,98 + 0,02 19,62 £ 0,23 30,13+ 0,22 21,22 + 0,01
HAL-1/24 ~ MWSKILGHLIR-NH, 1351,8 4 2,96 21,68 £ 0,10 22,06 + 0,02 20,54 + 0,16 31,09 £ 0,33 21,60 £ 0,01
HAL-1/25  WSKILGHLIR-NH, 1220,8 4 3,28 22,76 £ 0,04 22,73 £ 0,11 19,46 £ 0,31 32,26 + 0,20 22,08 £ 0,03
HAL-1/27  GMWSKILGHL-NH, 1139,6 3 2,63 18,89 £ 0,03 19,05 £ 0,01 16,56 £ 1,10 26,35+ 0,09 18,82 £ 0,17
HAL-1/4 GMWSKILGHLKR-NH, 1423,8 5 3,51 24,13 + 0,01 24,62 + 0,03 20,06 + 0,15 35,90 £ 0,49 24,09+0,19
HAL-1/9 GMWSKILGKLIR-NH, 1399,9 4 2,86 21,26 £ 0,15 21,11+ 0,26 17,36 £ 0,12 29,73 + 0,60 21,24 £ 0,05
HAL-1/18 GMWSKILKHLIR-NH, 1479,9 5 3,38 23,67 0,43 23,52+ 0,13 18,97 £ 0,12 35,53 + 0,11 23,52 £ 0,20
HAL-1/5 GMWKKILGHLIR-NH, 1449,9 5 3,45 23,76 £ 0,03 23,72+ 0,24 18,69 £ 0,25 36,89 £ 0,16 23,65+ 0,16
HAL-1/12 ~ GKWSKILGHLIR-NH, 1405,9 5 3,56 24,42 + 0,27 23,89+ 0,25 18,97 +,021 36,73+ 0,38 23,89 + 0,01
HAL-1/17 KMWSKILGHLIR-NH, 1479,9 5 3,38 23,54 £ 0,20 23,96 + 0,20 18,48 £ 0,06 35,73 +0,29 23,70+ 0,24
HAL-1/20 GKWSKILGKLIR-NH, 1396,9 5 3,58 24,31 0,24 24,47 + 0,02 19,30 £ 0,02 36,26 + 0,25 24,25 + 0,01
HAL-1/19 GKWKKILGHLIR-NH, 1446,9 6 4,15 26,19 £ 0,28 26,63 +0,13 21,00 + 0,06 40,89 £ 0,48 26,92 £ 0,26
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(Mef, 25 £ SD)-10° m2-V1-s™

Peptid  Sekvence M, q (g/Mr)10°  BGE VIl BGE | BGE Il BGE V BGE IX

HAL-1/21  GKWKKILGKLIR-NH, 14380 6 4,17 26,53+0,20 2625+0,04 21,06+0,04  40,76+0,20 26,06 +0,13
HAL-1/2  GMWSKILGPLIR-NH, 1368,8 3 2,19 16,79+0,03  16,82+0,07  1354:007 2342+024  17,41%0,17
HAL-1/1  GMWSKILPHLIR-NH, 14488 4 2,76 20,33+£0,09 2046+0,04 1645+0,10 29,71+0,21 20,42 +0,04
HAL-1/3  GMWSKIPGHLIR-NH, 13928 4 2,87 20,94 +£0,06 2104:0,10  16,94+0,15  30,80+0,13 21,01 +0,09
HAL-1/11  GMWPKILGHLIR-NH, 14188 4 2,82 2083+0,14  2046+0,13  17,52+044  30,61+0,39 20,59 + 0,03
HAL-1/28 GMWSKIMeLGHLIR-NH, 1422,8 4 2,81 21,42 + 0,06 21,10+ 0,15 17,71 £ 0,06 30,68 £ 0,26 21,20+ 0,13
HAL-1/7  GMWSKILGHLIR-NH, 14088 4 2,84 21,76 £0,05  21,19+0,10  17,77£0,10  31,47+0,08 21,10 £ 0,31
HAL-1/8  GMWSKILGHLIR-NH, 14088 4 2,84 21,09+£0,12  2092+0,08 17,40£0,02  29,82+0,17 20,52 +0,42
HAL-1/29  GMWSKILGHLIR-NH, 14088 4 2,84 2140£0,12  2149+024  17,37+0,16  3046+0,18 20,50 + 0,03
HAL-1/15 GMWSKLLGHLLR-NH, 1408,8 4 2,84 20,90 + 0,04 21,32 £ 0,01 17,21 £ 0,05 30,26 £ 0,12 20,38 + 0,05
HAL -1/13 KMWSKKLGHLIR-NH, 1494,9 6 4,01 25,75 + 0,05 26,14 £ 0,02 20,94 £ 0,16 39,08 £0,18 25,49 + 0,05
HAL-1/14  GMWSKKLKHLIR-NH, 14949 6 4,01 2539+0,27 2575+0,01  20,90+0,03 39,86+0,16  2572+0,02
HAL-1/16 GMWSKMelLGHMeLIR-NH,  1436,8 4 2,78 20,42 £ 0,03 20,96 £ 0,07 17,14 £ 0,07 28,97 £ 0,34 20,76 £ 0,31

Tucné zvyraznéni aminokyselinového zbytku v sekvenci peptidu znac¢i zameénu oproti aminokyselin¢ ptivodniho fetézce, zvyraznéni kurzivou zna¢i D-konformaci

aminokyseliny a zvyraznéni tu¢né i kurzivou znaci nahradu aminokyseliny v D-konformaci oproti aminokyselin¢ v ptivodnim fetézci

M; — relativni molekulova hmotnost, g — pocet elementarnich nabojii peptidu
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7.1.6. Odhad modelu struktury peptidu

Existuje n€kolik modeld pro odhad sekundarni struktury peptidd, které jsou odvozeny
ze vztahu mezi efektivni elektroforetickou pohyblivosti, Mg, a pomerem naboje peptidu, Q,
k relativni molekulové hmotnosti, M,, ktera je umocnéna exponentem, f, (viz vztah 21).

Exponent, f, je ¢islo, které odpovida konkrétni struktuie peptidu (viz tabulka 9) [65,66].

meff = (2 1)

a4
Mf

Tabulka 9: Modely struktury pro konkrétni exponenty relativni molekulové hmotnosti M rf :

M model struktury

M spiralovy model

M pevny kulovity model
M 2 linearni model

M 23 Siroky tenky disk

Byly testovany ¢tyii modely korelace (viz tabulka 9) mezi efektivni elektroforetickou
pohyblivosti peptidl a jejich naboji a relativnimi molekulovymi hmotnostmi v zakladnim
elektrolytu BGE IX (30 mM kyselina fosfore¢na, 25 mM Tris, 0,4 mM DDAB, pH 2,85),
BGE V (0,5 M kyselina octova, 0,1 mM DDAB, pH 2,52) a BGE Il (50 mM kyselina
fosfore¢na, 25 mM Tris, 0,1 mM DDAB, pH 2,32), ale struktura peptidi nemohla byt
jednoznacné urcena, nebot’ korelacni koeficienty vSech téchto modelt byly velmi blizké,
viz obrazek 6, kde jsou graficky znazornény =zavislosti efektivni elektroforetické
pohyblivosti na poméru naboje k relativni molekulové hmotnosti peptidi v BGE IX a
viz tabulka 10, ve které jsou uvedeny hodnoty korela¢nich koeficient, R, a smérnic, k,
pro elektrolyty BGE I, BGE V a BGE IX.
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Obrazek 6: Grafické zavislosti efektivni elektroforetické pohyblivosti na poméru naboje k relativni

molekulové hmotnosti peptidi v BGE IX (30 mM H3PO,4, 25 mM Tris, 0,4 mM DDAB, pH 2,85).

Tabulka 10: Korela¢ni koeficienty a smérnice zavislostina M " pro BGE III, V a IX.

M 1 M 1/3 M 1/2 M 2/3
r r r r
BGE k R k k R k R
BGE Ill  2,9933 0,7494 4,1764 0,7488 4,9338 0,7488 5,8286 0,7488
BGEV 85273 0,9636 11,866 0,9632 14,057 0,9632 16,606 0,9632
BGE IX 4,4743 0,9670 6,2433 0,9665 7,3756 0,9665 18,7133 0,9665
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7.2. Separace analog halictinu

Zakladni elektrolyty BGE pouzivané pro separaci analog halicninu byly vybrany

na zékladé hodnot efektivnich elektroforetickych pohyblivosti pii 25 °C ziskanych

z ptedchozich analyz jednotlivych peptidi. Separace smeési analyti byly provedeny

v rezimu CZE a MEKC. Rozdéleni analytli do smési 1 — 5 bylo provedeno na zékladé

naméfenych hodnot efektivnich elektroforetickych pohyblivosti jednotlivych analyti a

podle strukturni podobnosti ¢i podle nabojovych rozdili. Slozeni smési je uvedeno

v tabulce 11. Smés 1 byla tvotfena peptidy s rozdily v délce fetézce a naboji, smés 2

obsahovala peptidy s nabojovymi rozdily. Ve smési 3 byly peptidy, v jejichz sekvenci byla

jedna aminokyselina zaménéna za lysin, ve smési 4 byla v sekvenci peptidii zaménéna

aminokyselina methionin a dalsi 1-2 aminokyseliny za lysin a smés 5 obsahovala peptidy,

ve kterych byla jedna aminokyselina zaménéna za prolin.

Tabulka 11: SloZeni smési 1 — 5 z jednotlivych peptidi.

Smeési
1 2 3 4 5
HAL-1 HAL-1 HAL-1 HAL-1 HAL-1
GMWSKILGHLIR- GMWSKILGHLIR- GMWSKILGHLIR- GMWSKILGHLIR- GMWSKILGHLIR-
NH, NH, NH, NH, NH,
HAL-1/24 HAL-1/12 HAL-1/4 HAL-1/12 HAL-1/1
MWSKILGHLIR- GKWSKILGHLIR-  GMWSKILGHLKR-  GKWSKILGHLIR- GMWSKILPHLIR-
NH, NH, NH, NH, NH,
HAL-1/25 HAL-1/19 HAL-1/9 HAL-1/19 HAL-1/2
- WSKILGHLIR- GKWKKILGHLIR- GMWSKILGKLIR- GKWKKILGHLIR- GMWSKILGPLIR-
S NH, NH, NH, NH, NH,
d% HAL-1/27 HAL-1/27 HAL-1/12 HAL-1/20 HAL-1/3
GMWSKILGHL- GMWSKILGHL- GKWSKILGHLIR- GKWSKILGKLIR-  GMWSKIPGHLIR-
NH, NH, NH, NH, NH,
HAL-1/17 HAL-1/21 HAL-1/11
KMWSKILGHLIR- GKWKKILGKLIR-  GMWPKILGHLIR-
NH, NH, NH,
HAL-1/18
GMWSKILKHLIR-
NH,

Tucné zvyraznéni

aminokyseling ptivodniho fetézce

aminokyselinového zbytku v sekvenci

peptidu  znadi

zaménu oproti
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Separace analog halictinu byla provedena v klasickém trisfosfatovém elektrolytu
s pridavky kationického tenzidu DDAB rzné koncentrace pro metodu CZE a s pridavky
anionického SDS a katonickych CTAB, DTAC ruzné koncentrace pro metodu MEKC.
Ptehled a slozeni pouzitych zékladnich elektrolytii pro separaci smeési peptidi je
v tabulce 3. Po porovnani zakladnich elektrolyti bylo zjisténo, ze nejlepsi podminky pro
separaci smési 1 — 5 se objevily v BGE IX (30 mM kyselina fosfore¢na, 25 mM Tris, 0,4
mM DDAB, pH 2,85) pii separacnim napéti 12 kV. Byly provedeny dalsi analyzy smési
peptida v tomto elektrolytu pii separacnim napéti 15 a 18 kV, ale v obou pfipadech se
jednalo o horsi rozdéleni peptidi. K zdkladnimu elektrolytu BGE IX byly pfidany tfi druhy
celulosy (0,1 % HEC, MHEC, MHPC). V elektrolytech s ptidavky 0,1 % MHEC a MHPC
bylo rozdéleni peptidi zhorSené a v piipadé¢ piidavku MHPC se navic v zdznamu
vyskytovala spousta systémovych pikl a nepravidelnosti v zakladni linii.

Nejlepsi rozliSeni separace bylo nalezeno v 30 mM kyseliné fosfore¢né, 25 mM Tris,
0,4 mM DDAB s ptidavkem 0,1 % HEC (pH 2,84). Dochazelo nejen ke zlepseni rozliseni,
ale také kprodlouzeni casu analyzy. Nevyhodou tohoto elektrolytu byl vyskyt
nepravidelnosti a systémovych pikl v zékladni linii v elektroforegramu. Nejvyssi hodnoty
separaéni G&innosti az 2,45-10° teoretickych pater na metr viak poskytovala 30 mM
kyselina fosfore¢na, 25 mM Tris, 0,4 mM DDAB (pH 2,85). Srovnani rozliSeni separace a
separa¢ni G¢innosti pro tyto dva elektrolyty je v tabulce 12.

Na obrazku 7 je znazornéna separace analog halictinu v zékladnim elektrolytu 30 mM
kyselina fosfore¢na, 25 mM Tris, 0,4 mM DDAB (pH 2,85), kde ve smési 1 a 2 doslo
Kk Gplné separaci vSech latek (obrazek 7s1 a 7s2). Smés 3 je nejhtie rozdélena (obrazek
7s3), kazdy pik je zastoupen dvéma peptidy, které se piekryvaji (HAL-1 + HAL-1/9, HAL-
1/17 + HAL-1/18 a HAL-1/4 + HAL-1/12). Ve smési 4 se piekryvaji peptidy HAL-1/12 +
HAL-1/20 a HAL-1/19 + HAL-1/21 a pouze jeden peptid se samostatné odd¢lil (obrazek
7s4). Ve smési 5 se prekryvaji peptidy HAL-1 + HAL-1/3 a zbylé tii jsou oddélené
(obrazek 7s5). Prekryvani peptidt je pravdépodobné zplsobeno stejnym nabojem a tedy i
podobnymi efektivnimi elektroforetickymi pohyblivostmi peptida.
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Tabulka 12: CZE separace smési 1 —5 v BGE 1X a XIX.

BGE IX: 30 mM HsPO,; 25 mM Tris:  BGE XIX: 30 mM HzPO,: 25 mM
0,4 mM DDAB Tris: 0,4 mM DDAB: 0,1 % HEC
Smés  Peptid merl0® (TPim) R Mer10° N(TP/m) R
P (m*Vv's? s (m>Vv'ts™ s
smés1 HAL-1/27 21,52 155100 21.29 175500
HAL-1 24.25 174200 5,90 24,02 173600 8,32
HAL-1/24 24,54 176500 0.69 24.36 164000 1,07
HAL-1/25 25 46 264700 2,36 253 160200 2,94
smés 2 HAL-1/27 2177 218900 21,29 172700
HAL-1 24,55 171000 6,44 24,04 184400 8,04
HAL-1/12 28,09 200700 8,65 27,61 153500 11,05
HAL-1/19 30,6 166600 6,54 30,11 147800 8,09
smés 3 :ﬁti/g 25,08 245200 24,13 174500
7.62 8,50
H:A"Sﬁg* 27.99 194100 27,04 148400
1,54 1,88
ﬁAAt'_lllag 28,63 146900 27,69 134900
smés4  HAL-1 2501 168400 2411 184800
7.81 10,48
H:AlﬁﬁzzoJr 2851 144900 27,68 149100
5,66 7,51
H:Alﬁﬁgf 31,08 125500 30,2 133500
smés5  HAL-1/2 19,56 140400 19.16 150800
HAL-1/1 23,44 120900 717 23,24 112000 919
HAL-1/11 2384 123000 0.76 23,64 99900 086
0.89 0.89
S 24,37 76100 24,07 89300

Mg — efektivni elektroforetickd pohyblivost (m*V's™), N — separaéni ué¢innost (TP/m),

Rs - rozliSeni separace
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Obrazek 7: Separace smési 1 — 5 analog halictinu metodou CZE v BGE IX (30 mM kyselina
fosfore¢na, 25 mM Tris, 0,4 mM DDAB, pH 2,85)
Ayos — absorbance pii vinové délce 206 nm; X — systémovy pik; davkovani 5 mbar, 5 s; Slozeni

BGE viz tab. 2; analyty viz tab. 1; experimentalni podminky viz kap. 6.3.



8.Zaver

V ramci této diplomové prace byly ziskany vysledky, které dokazuji, ze kapilarni
zonova elektroforéza (CZE) a micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC) jsou
vhodnymi metodami pro Kkvalitativni a kvantitativni analyzu, fyzikalné-chemickou
charakterizaci a separaci peptidd, konkrétné nov¢é syntetizovaného antimikrobialniho
kationického peptidu halictinu a jeho analog.

Metodou kapilarni zénové elektroforézy byla provedena analyza antimikrobialniho
peptidu halictinu a jeho 25 analogti v né€kolika kyselych zakladnich elektrolytech. Byl
stanoven stupen Cistoty téchto peptidii pomoci relativnich korigovanych ploch pikt a byla
uréena separacni uc¢innost vyjadiend poctem teoretickych pater na metr délky kapilary.
Dale byly pro analyzované peptidy urCeny zdkladni charakteristiky UV-fotometrického
detektoru pii vinové délce 206 nm, mez detekce a mez stanovitelnosti.

Kapilarni zénovou elektroforézou byla provedena také charakterizace analog halictinu
jejich efektivnimi elektroforetickymi pohyblivostmi v nékolika kyselych zakladnich
elektrolytech. Zmeéfené efektivni elektroforetické pohyblivosti byly korigovany
na referen¢ni teplotu 25 °C. Byly testovany semiempirické modely zavislosti efektivni
pohyblivosti analyzovanych peptidii na poméru jejich ndboje a relativni molekulové
hmotnosti.

Byla provedena separace smési strukturné podobnych analog halictinu metodami CZE a
MEKC. Separace byly provedeny v klasickych trisfosfatovych zakladnich elektrolytech
s ptidavkem kationickych tenzidu (didodecyldimethylamoniumbromid,
cetyltrimethylamoniumbromid, dodecyltrimethylamoniumchlorid), anionického tenzidu
(dodecylsulfat sodny) a derivatt celulosy (hydroxyethylcelulosa,
methylhydroxyethylcelulosa, methylhydroxypropylcelulosa). Nejvhodné&jsi podminky pro
separaci smési analog antimikrobialniho peptidu halictinu poskytoval zakladni elektrolyt
30 mM kyselina fosfore¢nd, 25 mM Tris s ptidavkem kationického tenzidu 0,4 mM DDAB
(pH 2,85), ve kterém hodnoty separatni u&innosti dosahovaly az 2,36-10° teoretickych
pater na metr délky kapilary. NejvySsi hodnoty rozliSeni CZE separaci peptidi byly
nalezeny v zéakladnim elektrolytu slozeném z 30 mM kyseliny fosfore¢né, 25 mM Tris
s ptidavkem 0,4 mM DDAB a 0,1 % (m/v) hydroxyethylcelulosy, pH 2,84.
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