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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AG3PAT 1-acylglycerol-3-fosfat acyltransferaza

ATCC American Type Culture Collection

ATP adenozintrifosfat

B. subtilis Bacillus subtilis

CDP-diglycerid cytidin-5-fosfat-diglycerid

CL kardiolipin

CTP cytidintrifosfat

CZE kapilarni zonova elektroforéza (Capillary Zone
Electrophoresis)

DAD diodovy detektor (Diode-Array Detektor)

DAG diacylglycerol

E intenzita elektrického pole

EOF elektroosmoticky tok (Electroosmotic Flow)

G3P glycerol-3-fosfat

G3PAT glycerol-3-fosfat acetyltransferaza

G3PD glycerol-3-fosfat dehydrogenaza

OD opticka denzita

PA kyselina fosfatidova

PE fosfatidylethanolamin

PG fosfatidylglycerol

PGP fosfatidylglycerolfosfat

PS fosfatidylserin

PS dekarboxylaza fosaftidylserin dekarboxyldza

PS syntetaza fosfatidylserin syntetaza

Qi celkovy naboj ¢éstice i

i polomér latky 1

Rs reten¢ni faktor

Rpm pocet otacek za minutu (rounds per minute)

TLC tenkovrstva chromatografie (Thin Layer Chromatography)

UV/VIS ultrafialova/viditelna oblast zafeni



Vef

Wef

&r

elektroforetickd rychlost

elektroforetickd pohyblivost

dynamicka viskozita

relativni permitivita roztoku
zeta-potencial (elektrokineticky potencial)

vlnova délka



1 UVOD A CiL PRACE

Biomembrany, nepostradatelné komponenty bunék, jsou organizované shluky
fosfolipidii a proteinii s malym mnozstvim vazanych cukri. Ud€luji bunikam tvar a reguluji
sloZeni vnitrobunééného prostiedi tim, Ze fidi transport latek (zivin, odpadnich latek, iontl)
dovnitt a ven z buniky, s ¢imz se poji i jeji ochrana. Na membranach se odehrdva i mnoho
zakladnich procest: transport elektronti a oxidacni fosforylace, oxidace zivin za soucasné
tvorby ATP, uskuteiiuje se zde syntéza a hydrolyza fosfolipidi atd. Diky membranam
s navazanymi specifickymi receptory dochazi ke zpracovani informaci a mezibunécné
komunikaci.

Fosfolipidy, nepostradatelné slozky cytoplazmatickych membran, tvoti fosfolipidové
dvojvrstvy, a jinde se prakticky nevyskytuji. Skladaji se z polarni a nepolarni ¢asti. Nepolarni
¢ast je tvofena dvéma dlouhymi uhlovodikovymi fetézci zbytkl mastnych kyselin a polarni
¢ast v poloze C; sn-glycerolu, tzv. hlava fosfolipidu, je odvozena od alkoholu.

Predkladana bakalarskd prace se zabyva bunéénou membranou prokaryotnich bunék,
konkrétné pak fosfolipidovym sloZenim bakterie Bacillus subtilis ATCC 21332. Tuto bakterii
jsem si zvolila, protoZe je to modelova nepatogenni bakterie bézné vyuzivana v laboratofich.
Bacillus subtilis je grampozitivni sporulujici ty¢inkovita bakterie, ktera se vyskytuje v padé.
Pro cytoplazmatickou membranu této bakterie je typické nasledujici fosfolipidové slozeni:
fosfatidylglycerol, kardiolipin, fosfatidylethanolamin, fosfatidylserin, kyselina fosfatidova
a lysofosfolipidy. Zastoupeni jednotlivych fosfolipidii se méni se zménou environmentalnich
podminek. NejvyznamnéjSimi faktory ovliviiujicimi sloZzeni membrany jsou: pH média,
kultivaéni teplota a faze rustu. Protoze se fosfolipidové sloZzeni méni v zavislosti na druhu
bakterii a také v zdvislosti na jiz zminénych podminkach prostfedi, Ize timto zpisobem bud’
identifikovat jednotlivé druhy bakterii, nebo studovat chovani bakterii za riznych podminek,
k ¢emuz jsou zapotiebi vhodné analytické metody.

Pro mikrobiologické ucely se ke kvalitativni i kvantitativni analyze bézné vyuziva
chromatografie na tenké vrstvé (Thin Layer Chromatography, TLC). TLC ma dost Siroké
vyuziti, nebot’ se jedna o jednoduchou a lacinou techniku, kterd vyzaduje minimalni
instrumentaci a bézné¢ se pouzivd pro separace jednoduchych smési a identifikaci
¢1 semikvantitativni vizualni analyzu vzork.

Metoda je zaloZena na déleni fosfolipidii na styku dvou fazi — mobilni a stacionarni.
Jako stacionarni faze slouzi silikagel a mobilni faze je smési rozpoustédel o rizné polarité.
Kvalitativni analyza spocivd ve stanoveni celych fosfolipidovych molekul (polérnich
i nepolarnich ¢asti) a nasledné detekci skvrn téchto latek vhodnym c¢inidlem. Kvantitativni
analyzovaného fosfolipidu ztenké vrstvy silikagelu, nésleduje mineralizace vhodnym
rozpoustédlem, ¢imz dojde k prevedeni organického fosfatu na anorganicky (zlstane pouze
polarni hlava fosfolipidu) a nakonec se spektrofotometricky ur¢i koncentrace analytu.

Jak jiz bylo uvedeno, jednoduchost, minimalni instrumentace a dalSi vlastnosti patii
k pozitiviim této bézné vyuzivané metody. V klasickém uspotfddani TLC navic miize byt na



jedné desce rozliSeno 1 vice nez 10 slozek. OvSem 1 TLC ma stejné jako ostatni analytické
metody své nevyhody. Mezi né¢ miizeme fadit napt. obtizné uréeni reprodukovatelnych hodnot
retencnich faktort (Ry) pfi kvalitativni analyze, zejména pokud stacionarni faze, mobilni faze
a jeji pary nejsou v rovnovaze. Nemén¢ dulezitou roli hraji kapilarni sily, které jsou hnaci
silou mobilni faze. Dalsi nevyhodou metody pii stanoveni fosforylovanych latek, mize byt
nepiima kvantitativni analyza, ktera spociva ve vyskrabani skvrny z tenké vrstvy silikagelu.
Cela metoda je navic ¢asove narocna a také zavisla na peclivosti a zru¢nosti pracovnika.

Naplni mé bakalaiské prace je vyvinout vhodnou analytickou metodu, kterou by bylo
mozné jednoduse stanovit prave tyto polarni casti fosfolipida, zvané fosforylované slouceniny
(napft. z fosfolipidu fosfatidylethanolaminu stanovit fosfoethanolamin). Jako vhodna metoda
se jevi kapilarni elektroforéza, protoze je to vysoce selektivni a U¢inna metoda, kterou lze
analyzovat latky iontové povahy v komplikovanych matricich. Mezi dal$i vyhody této metody
se mohou fadit: dobrd G¢innost separace, rychlost analyzy a mala spotfeba vzorkl a ¢inidel.
Nevyhodami jsou mensi reprodukovatelnost a nizsi citlivost.

Obecnym cilem prace je tedy produkce dostate¢ného mnozstvi fosfolipidi pro analyzu,
izolace lipidovych extrakt z bakterialni biomasy Bacillus subtilis ATCC 21332, kvalitativni
stanoveni fosfolipidii metodou tenkovrstvé chromatografie (TLC), kvantitativni analyza
fosforylovanych latek a také piiprava biologickych vzorkli. DalS§im cilem je nalezeni
vhodnych experimentalnich podminek pro kapilarni elektroforézu pomoci vybranych
standardi: fosfoserinu, fosfoethanolaminu a fosfocholinu. Tato metoda by méla do budoucna
slouzit jako univerzalni metoda pro stanoveni jakychkoliv fosforylovanych latek. Poté by
méla nasledovat analyza redlnych vzorkt fosforylovanych slozek =ziskanych izolaci
z membrany B. subtilis metodou kapilarni elektroforézy a porovnani vysledkd s hodnotami
ziskanymi z TLC. A poslednim cilem je snaha o stanoveni celych fosfolipidd, tj. jejich
polarnich 1 nepoléarnich ¢asti, pravé metodou kapilarni elektroforézy.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Bacillus subtilis

Bacillus subtilis je sporulujici aerobni ty¢inkovita bakterie, bézné se vyskytujici
v pfirod¢, zejména v pud¢. Jakozto zastupce grampozitivnich bakterii patii mezi nejlépe
prostudované organismy s osekvenovanym genomem. Proto slouzi jako modelova bakterie,
podobné jako u gramnegativnich bakterii Escherichia coli [1]. Bakterie je pomérné velka
o délce 1,8 — 4,8 um a Sitce 0,9 — 1,1 um [2]. Dilezitym znakem této bakterie je schopnost
za nepfiznivych podminek vytvaret velmi odolnd klidova stadia - endospory elipsoidniho
tvaru, které jsou vysoce rezistentni. Pfi sporulaci bunka ziskdva energii piredevSim oxidaci
zasobnich lipidl z cytoplazmy (kyselina poly- £ -hydroxymaselnd) [3]. Endospory vznikaji
uvniti matetfské bunky, vzdy jen jedna spora v jedné buiice. Po vytvofeni endospory
se puvodni matei'ska buiika rozpusti a zlistane volna spora [2]. Tvorba endospor je dulezita,
nebot’ zajist'uje preziti bakterie za neptiznivych podminek zivotniho prostiedi (teplo, radiace,
dezinfekéni Cinidla) [4]. Pokud mé buiika vhodné podminky pro rist, je schopnd se zpét
diferencovat na vegetativni bunku [2].

Bacillus subtilis se téz vyuziva ve farmaceutickém prumyslu jako producent antibiotik
polypeptidové povahy (napf. bacitracin, gramicidin a polymyxin) a je povaZzovan za nizce
patogenni bakterii. Prestoze muze kontaminovat potraviny, je jen ziidka zodpovédny
za otravu. Svymi toxiny muze vyvolat enterotoxikdzu (akutni otrava z potravin), ale spise
se uplatiiuje u lidi se snizenou imunitou. Dal§im onemocnénim typickym pro tuto bakterii je
tzv. farmaiska plice (alergicka reakce projevujici se kaslem a dusnosti) [3].

2.2 Cytoplazmaticka membrana

Cytoplazmatickd membrana je tenka struktura na povrchu cytoplazmy, kterd ohranicuje
buiiku a udava tak jeji tvar [5]. Predstavuje 10-20 % suché hmotnosti bakterie a jeji tloustka
¢ini asi 8 nm [2]. Je také vysoce selektivni semipermeabilni osmotickou bariérou, umoziujici
regulaci transportu latek mezi vnitfnim a vnéjSim prostfedim, s ¢imz se poji i ochrana bunky
[5]. Protoze se jedna o jedinecnou strukturu svého druhu v bunce, zajistuje veskeré
membranoveé vazané funkce a déje, které jinde probihat nemohou [6]. Dochézi na ni k tvorbé
protonového gradientu. Za vznik gradienti jsou zodpovédné membranové proteiny.
Na membrané je situovan aparat fotosyntézy, respiracni fetézec, ATP-asa 1 transportni
proteiny, v membrané je zakotven bi¢ik. Uskuteciiuje se zde syntéza a hydrolyza fosfolipidd,
dale posledni faze syntézy bunécné stény, resp. jejich slozek: peptidoglykanu, teichoovych
kyselin, lipopolysacharidii i pouzdrovych polysacharidl [2]. Vné&j$i povrch cytoplazmatické
membrany se méni v zavislosti na druhu bakterie a také na plisobeni environmentalnich
podminek na bunku.
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2.2.1 Chemické slozeni cytoplazmatické membrany

Cytoplazmatickou membranu tvofi proteiny a tekuté kontinuum dvojvrstvy fosfolipidi
[2,5]. Jednotlivé molekuly lipidd se fosfolipidovou dvojvrstvou pohybuji pficné,
coZ se projevuje pruznosti a nepropustnosti dvojvrstvy pro vysoce polarni molekuly. Z obou
stran této dvojvrstvy mohou vstupovat proteiny globularni povahy [7]. Existuji dva typy
protein( vazajicich se na lipidovou dvojvrstvu, ke které jsou poutany riznymi silami: proteiny
integralni (¢ini asi 70 az 80 % bilkovin membrany [2]), které prostupuji lipidovou dvojvrstvou
a jsou v ni vazany hydrofobnimi silami, a proteiny periferni, které se vazou k hydrofilni ¢asti
povrchu bunééné membrany prostiednictvim slabych elektrostatickych sil. Tyto periferni
proteiny Ize na rozdil od integralnich uvolnit z membrany, aniz by doslo k poskozeni
fosfolipidové dvojvrstvy, a to napt. zvySenim iontové sily ¢i nizkou koncentraci neiontovych
detergentti nebo chelath [8]. Takovéto proteiny prochazejici dvojvrstvou bud’ castecné,
nebo Uplné vytvareji mozaikovitou strukturu v tekuté dvojvrstvé fosfolipidi. Tato mozaika
neni statickd, nebot’ proteiny mohou volné€ v obou smérech lateraln€ difundovat. Do jaké miry
dany protein pronika do lipidové faze, je podminéno sekvenci aminokyselin a rozmisténim
nepolarnich aminokyselinovych zbytkd na jeho povrchu [7]. VétSina membranovych proteinti
se nachazi na vnitini strané¢ cytoplazmatické membrany a bakteridlni cytoplazmaticka
membrana je tedy stavebné i funkéné asymetricka [2].

2.2.2 Fosfolipidy bakterialni membrany B. subtilis

Fosfolipidy jsou charakteristickou a dominantni komponentou vsech biologickych
membran a jinde se prakticky nevyskytuji [2]. U bakterie Bacillus subtilis jsou nejvice
se vyskytujicimi fosfolipidy zejména: fosfatidylglycerol (PG), fosfatidylethanolamin (PE)
a kardiolipin (CL). V mensi mife se pak vyskytuji: fosfatidylserin (PS), kyselina fosfatidova
(PA) a lysofosfolipidy [9].

2.2.3 Struktura fosfolipidu

Fosfolipidy (téz fosfoglyceridy) jsou amfipatické molekuly s nepolarnimi alifatickymi
konci mastnych kyselin a s polarni fosforylovou hlavickou v poloze C, sn-glycerolu

(Obr. 2-1). Polarni hlavicky jsou odvozeny od alkoholii. Nejjednodussi fosfoglyceridy jsou
fosfatidové kyseliny. Dalsi polarni funkéni skupinou je napf. ethanolamin (PE), serin (PS),
glycerol (PG) ¢i difosfatidylglycerol (CL). U fosfoglyceridii je pravidlem, Ze se v poloze C,
vyskytuji nasycené mastné kyseliny, zatimco poloha C, je Casto obsazena nenasycenymi

mastnymi kyselinami [10].
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Obrizek 2-1 Obecny vzorec fosfolipidu' [11]

2.2.4 Mastné kyseliny bakterialnich fosfolipidu

Mastné kyseliny jsou nepostradatelnou soucasti fosfolipidi, ve kterych tvoii nepolarni
¢ast jejich molekuly. Diky polarni hlavicce v poloze C, sn-glycerolu ziskdva molekula
amfipaticky charakter, ktery ovliviluje jeji funkci [10]. Pro bakterie je charakteristické,
7e u nich ptrevladaji nasycené mastné kyseliny nad nenasycenymi (Obr. 2-2) [2].

Pro B. subtilis je typické, Ze se v jeho cytoplazmatické membrané hojné nachazeji
rozvétvené mastné kyseliny v iso- a anteiso- konformaci, které se lisSi polohou methylové
skupiny (CH,), ktera se vdZe na misto vodiku na uhlikovém atomu alifatického fetézce [12].

V piipad¢ iso- konformace CH, skupina substituuje vodikovy atom na pfedposlednim uhliku,
zatimco pfi anteiso- konformaci se CH, skupina nachdzi na jiném nez ptedposlednim

uhlikovém atomu fetézce [10]. Majoritnimi mastnymi kyselinami cytoplazmatické membrany
B. subtilis jsou: anteiso-C,,,, iso-C,,, a anteiso-C,,, [13].

0O O
g
‘\C/

(a) (b}

Obrazek 2-2 Nasycena (a) a nenasycena (b) mastna kyselina [16]

"R, a R, jsou dlouhé uhlovodikové fetézce zbytkli mastnych kyselin a X tvoii polarni hlavicku
fosfolipidu.

12



Pomér nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin je velmi proménlivy. Jejich obsah
se méni v zavislosti na podminkach kultivace a fazi ristu [14]. S tim souvisi to, Ze ma-li
cytoplazmatickd membréana plnit Cetné zivotni funkce, musi mit urcity stupenn tekutosti,
resp. tuhosti, ktery je ovliviilovan charakterem membranovych lipida [2,15].

2.2.5 Biosyntéza fosfolipidu

Fosfolipidy bakteridlni buniky jsou syntetizovany v cytoplazmatické membrané diky
enzymum s katalytickou funkci, které jsou ve vétSin¢ piipadii integralnimi membranovymi

proteiny orientovanymi do cytoplazmy [17].

Biosyntéza fosfolipidl zacina H,C-0OH
vznikem kyseliny fosfatidové (PA). D=(I3
Syntéza PA vychdzi z dihydroxyaceton H,(IZ-D*-@'
fosfatu a zahrnuje dvé acylace (Obr. 2-3). Dikidroxyacetone
Sn-glycerol-3-fosfat je syntetizovan phosphale
pomoci enzymu glycerol-3-fosfat NADH=H"
dehydrogenazy (G3PD) a dale podléha
prvni acylaci za vzniku 1-acylglycerol-3- DR
-fosfatu. Acylace spociva v zabudovani NAD'
karboxylové  skupiny dopolohy C, H.C-OH
sn-glycerolu. Reakci katalyzuje enzym HCI-(I.I".-
glycerol-3-fosfat acetyltransferaza H:(;-D-@

(G3PAT). Nasledujici reakei dochazi
k druhé acylaci, kterd je katalyzovana
enzymem l-acylglycerol-3-fosfat acyl-

sn-Glycerol 3 phosphate

Acvl-ACP or Acyl-CoA

transferdzou (AG3PAT). Bé&hem této G3PAT
reakce dochazi k zabudovani karboxylové ACP or CoA
skupiny do polohy C, sn-glycerolu. Touto o ..é i
reakci vznikd kyselina fosfatidova, kterd H’?_ ) '
. . HO-C-H
slouzi jako prekurzor pro vSechny i
H.C-0-@®

syntetizované fosfolipidy [1].

1-Acylglycerol 3-phosphate
Acyl-ACP or Acyl-CoA
AGAPAT

ACF or CoA
o

0 Hﬁko-&-ﬁ.
]

R~C-0-C
H.C-0-®

Phosphatidic acid

Obrazek 2-3
Biosyntéza kyseliny fosfatidové (PA) [1]



U Bacillus subtilis se PA vyskytuje ve stopovém mnozstvi, protoze enzym
CDP-diglyceridsyntetdza G¢inn¢ preménuje PA na CDP-diglycerid za soucasné spotieby CTP
(cytidintrifostat, CTP) (Obr. 2-4) [18,19]. Meziprodukt CDP-diglycerid dale podléha dvéma
riznym reakcim, které vedou ke vzniku nejdilezitéjSich membranovych fosfolipida
B. subtilis, k aminofosfolipidu fosfatidylethanolaminu (PE) a ke kyselym fosfolipidim
fosfatidylglycerolu (PG) a kardiolipinu (CL). Pii fyziologickém pH nese PE obojetny iont
(kladny 1 z&porny nédboj), zatimco PG a CL nesou zaporny néboj.

Syntéza PE vprvni fazi zafind vznikem intermediatu fosfatidylserinu (PS) z
CDP-diglyceridu a serinu. Reakci katalyzuje enzym fosfatidylserin syntetaza [20], ktery musi
byt navdzan na membranu, aby byl aktivni [21]. U grampozitivnich bakterii je
k cytoplazmatické membrané enzym PS syntetdza vazan velmi siln€ [22]. Po jeho syntéze
je fosfatidylserin témét okamzit¢ dekarboxylovan specifickym enzymem PS dekarboxylazou
za vzniku kone¢ného produktu fosfatidylethanolaminu (PE) [23].

Prvnim krokem pii tvorbé kyselych fosfolipidi je syntéza fosfatidylglycerolfosfatu
(PGP). Tento meziprodukt vznikd ze substrati CDP-diglyceridu a glycerol-3-fosfatu (G3P)
za soucasné katalyzy enzymem fosfatidylglycerol fosfat syntetdzou [24]. Po jeho syntéze
nasleduje okamzitd defosforylace na fosfatidylglycerol (PG) =za tcasti enzymu
fosfatidylglycerolfosfat fosfatazy [25]. Kardiolipin (CL) poté vznikd kondenzaci dvou
molekul PG enzymem kardiolipin syntetdzou [26]. PfedeSla reakce kon¢i tvorbou
diacylglycerolu (DAG), ktery je recyklovan fosfolipidovou metabolickou drahou diky jeho
konverzi na PA enzymem diacylglycerol kinazou [27].
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Obrazek 2-4 Biosyntetické drahy vedouci k hlavnim fosfolipidovym tfidam E. coli [18]

2.2.6 Faktory ovliviujici slozeni cytoplazmatické membrany

Fosfolipidové slozeni cytoplazmatické membrany je velmi proménlivé a ovliviiuje
predevsim jeji tekutost, resp. tuhost tak, aby byla zajisténa spravnéa funkce membrany v Siroké
Skale podminek prostiedi.

U Bacillus subtilis ovliviiuji fosfolipidové slozeni kultivacni podminky, napft. acidita
média v prubchu ristu [28]. Také zména teploty ma velky vliv na sloZeni fosfolipid uvnitt
membrany. Velmi zasadné ovliviiuje pomér nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin
[14]. Kultivacéni teploté tedy odpovida jeji stupenn fluidity. Pti nizkych teplotach fosfolipidy
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obsahuji vétsi podil nasycenych mastnych kyselin, pfi teplotach vysokych je tomu naopak.
Anteiso- vétvené mastné kyseliny maji nizsi bod tani nez iso- vétvené mastné kyseliny [2,12].
Bunky Bacillus subtilis reaguji na pokles okolni teploty desaturaci mastnych kyselin a jejich
membranovych lipidi a zvySenim podilu anteiso- vétvenych mastnych kyselin [12,14,29].

Pti kvalitativni a kvantitativni analyze fosfolipida je tfeba dbat na jiz zminéné faktory,
které je ovliviuji.

V4

2.3 Metody analyzy fosfolipidl a jejich polarnich ¢asti

2.3.1 Tenkovrstva chromatografie

Tenkovrstva chromatografie (Thin Layer Chromatography, TLC) je analyticka
separa¢ni metoda, kterd spociva v separaci latek na styku dvou fazi — mobilni a stacionarni.

Pii stanoveni fosfolipidi se jako stacionarni faze pouziva silikagel (gel kyseliny
kfemicité, SiO, - xH,O ) obsahujici na svém povrchu volné —OH skupiny, ktery je ve formé
suspenze rovnomérné nanesen na sklenénou desku o rozmérech 20 x 20 cm a jehoz tloustka
¢ini 0,25 mm. Vlivem polarnich —OH skupin silikagelu jsou vzorky fosfolipidli vazany
predevs§im vodikovou vazbou a diky kyselosti povrchu adsorbentu jsou prednostné
zadrzovany zasadité slozky. Jako mobilni faze =zde slouzi smés rozpoustédel
chloroform — methanol - voda 65 : 25 : 4 (v/v/v).

Vzorek fosfolipidu se nands$i na start (startovaci linii) mikrostfikaCkou asi dva
centimetry od okraje desky. Musi byt nanesen jako co nejmensi pravidelna kruhova skvrna
¢1 pas a musi byt nanadSeny malé podily vzorku, aby dochazelo k pribéznému odpatfovani
rozpoustédla. Po nasyceni vyvijeci komory parami mobilni fdze a po nasledném vlozeni
chromatografické desky s nanesenymi vzorky fosfolipidi do komory tak, aby bylo vyvijeni
usporadano vzestupné (do rozpoustédla se ponoii spodni okraj desky), vzlind mobilni faze
pory stacionarni faze, ¢imz vznika dalsi, tzv. kotvena faze, obohacend o polarni slozky
ze vzlinajici smési (methanol a vodu). V okamziku, kdy smés dosahne mista, kde je nanesen
vzorek fosfolipidl, fosfolipidy se okamzité¢ rozpusti do mobilni faze a putuji se vzlinajici
smési. Protoze nejméné poldrni fosfolipidy maji vétsi tendenci ziistavat v mobilni fazi, budou
putovat s ¢elem rozpoustédla a tim dojde k jejich vzdjemné separaci. Naopak ty nejvice
polarni se budou rozpoustét i v kotvené fazi, ¢imz budou zaostavat. Nez ¢elo mobilni faze
dosahne konce desky, ukonci se analyza. Deska se vysus$i, ozna¢i se misto naneseni vzorki
(start), polohy skvrn a ¢elo rozpoustédla (cil). Pokud nejsou jednotlivé skvrny tvoreny
barvenymi analyty, provede se jejich detekce (vizualizace). K detekci skvrn se pouzivaji napt.
pary jodu a roztok ninhydrinu, ¢imz dojde k reakci na barevné produkty.

Kvantitativni vyhodnoceni je provadéno nepiimo. U nepiimé metody se skvrna
obsahujici pfislusny fosfolipid opatrné vySkrabe ztenké vrstvy silikagelu a extrahuje
se vhodnym rozpoustédlem. Koncentrace jednotlivych fosfolipidli v extraktu se poté
stanovuje spektrofotometricky.

Pro dosazeni pfesnych vysledkl je tfeba pracovat s tenkymi vrstvami vysoké kvality
a dbat na chromatografické vlastnosti silikagelu — porozitu a obsah vody. Pravé obsah vody je
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mozné zmenSovat tzv. aktivaci desky (suSeni pii teploté¢ vyS$i nez 100 °C), protoze
nedostate¢né definovany obsah vody ovliviiovany vzduSnou vlhkosti mize velmi nepiiznivé
ovliviovat kvalitu a reprodukovatelnost déleni [28, 30-33].

2.3.2 Kapilarni zénova elektroforéza (CZE)

Kapilarni zoénova elektroforéza je elektromigracni separacni metoda zalozena
na migraci iontd v elektrickém poli. Je vhodna pro separaci a stanoveni organickych
a anorganickych latek, jejichz molekuly nesou v homogennim elektrickém poli kladny
¢i zaporny naboj. Pfi separaci nabitych cCastic se uplatituji dva transportni jevy:
elektroforeticka pohyblivost a elektroosmoticky tok (electroosmotic flow, EOF).

K elektroforetické  pohyblivosti  ionti  dochazi v elektrickém poli  vlivem
elektrostatického pritahovani elektrického naboje k opacné nabité elektrodé (Obr. 2-5).

Konstantni elektroforeticka rychlost, Vv, (rozmér m-s™'), je pifimo Umémda intenzitd

elektrického pole, E (rozmér V-m™), a elektroforetické pohyblivosti, x, (rozmér
m>-V~'.s"):

Ve = Mt - E

Elektroforetickd pohyblivost zavisi pfedev§im na naboji cCastice, Q, (rozmér C),
dynamické viskozité, 1 (rozmér kg-m~' -s™'), a dile pak na velikosti, hmotnosti a tvaru
Castice.

P
U 6men-r,
Ze vztahu vyplyva, ze ¢im maji nabité castice vEtsi naboj a ¢im jsou mensi, tim v elektrickém
poli migruji rychleji. Elektroforeticka pohyblivost vSak zdvisi 1 na experimentalnich
podminkach: teploté, viskozité, iontovée sile a pH elektrolytu.

1ontova sféra

Obrazek 2-5 Elektroforeticka migrace kationtu ke katodé [34]

Kladné i zaporné ionty se v kapilafe s tltumivym roztokem (pufrem) pohybuji nejen diky
vlastni, jiz zminéné elektroforetické pohyblivosti, ale také vlivem elektroosmotického toku.
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Velikost elektroosmotického toku zavisi na vlastnostech pufru a charakteru pouzité kapilary.
Nejcastéji se pouziva kiemenna ¢i teflonova kapilara.

Kfemennd kapilara byvéa na svém vné&jSim povrchu pokryta polyimidem, ktery zajistuje
pruznost kapilary a zaroven odstranuje jeji kiehkost, ¢imz lze kapilaru ohybat, aniz by doslo
k jejimu poskozeni. Naopak vnitfek kapilary je tvofen siloxanovymi skupinami (Si-O-Si),
které pfi styku s vodnym roztokem elektrolytu hydrolyzuji, ¢imz vznikaji skupiny silanolové
(Si-OH), jenz jsou nasledn¢  disociovany v zavislosti na pH  roztoku
a zpusobuji, Ze pii nepftili§ nizkych hodnotach pH je vnitini povrch kapilary pokryt zaporné
nabitymi disociovanymi kiemicitanovymi skupinami (Si-O”) (Obr. 2-6). Vnitini povrch
kapilary tedy tvoii zéporné nabité ionty, které k sob& pfitahuji opacné nabité kationty
z elektrolytu a dohromady tak vytvari difuzni elektrickou dvojvrstvu.

~0,Si—OH +H,0 -»-0,5i-0" +H,0*

H. H. H
HCl - "
SN S Ss

B 3O S

Obriazek 2-6 Disociace silanolovych skupin na nitfnim povrchu kiemenné kapilary [34]

Po vlozeni napéti na elektrody dochéazi vlivem elektrického pole k pohybu téchto
hydratovanych kationtii smérem ke katodé, ¢imz s sebou strhavaji veskery roztok v kapilére a
dochazi tak ke vzniku elektroosmotického toku (EOF), jehoz rychlost je dana vztahem:

VEOF -

grel é:E
n

b

kde veor predstavuje rychlost elektroosmotického toku (rozmér m.s™), &, Ppredstavuje
relativni permitivitu roztoku, & predstavuje zeta-potencial (téz elektrokineticky potencial),
je to potencidlovy rozdil mezi nitini a vnéjsi hranici difuzni vrstvy (rozmér V), E pfedstavuje
intenzitu elektrického pole (rozmér V.m') a m je dynamickd viskozita roztoku

(rozmér kg.m™.s™).

Existuji dva faktory ovliviigjici rychlost EOF: pH tlumivého roztoku a jeho
koncentrace. Cim vy$§i bude pH roztoku elektrolytu, tim vétsi negativni naboj bude
rozprostfen na kapilafe a tim bude vétsi EOF. V piipad¢ koncentrace bude ovSem jev zcela
opacny. Budeme-li zvySovat koncentraci elektrolytu, dojde ke snizeni & -potencialu elektrické

dvojvrstvy, coz povede ke sniZeni rychlosti EOF.
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Pted zapocetim analyzy vzorku se nejprve naplni vhodnym pufrem vstupni vialka
(inlet), vystupni vialka (outlet) a kapilara. Poté se na platinové elektrody vlozi napéti nékolika
desitek kilovoltli podobu nékolika minut, aby se stabilizoval EOF v kapilafe. Pfi vlastni
analyze se nejprve do kapilary nadavkuje (hydrodynamicky ¢i elektrokineticky) tzké zona
analyzovaného vzorku a poté se vialka se vzorkem vyméni zpét za vialku s pufrem (inlet).
Ptipojenim napéti na elektrody se spusti vlastni analyza vzorku (Obr. 2-7).

zdrog vysokého
napéti

e
11

separacni kapilara

uzemnéna
eleltroda

deteltor

watupni  vEorel —! wstupnd
nadoblka nado

Obrazek 2-7 Schéma piistroje pro kapilarni elektroforézu [34]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Tenkovrstva chromatografie

3.1.1 Material a metody
> Bakterie

Pro experimentalni praci byla pouzita bakterie Bacillus subtilis ATCC 21332. Jedna
se o grampozitivni, aecrobni a nepatogenni ptidni bakterii. S ohledem na kultiva¢ni teplotu
patii druh Bacillus subtilis mezi mezofilni bakterie, teplotni optimum pouzivaného kmene
je 30 °C, kratsi generacni doby je vsak dosahovano pii 40 °C.

» PouZzité chemikalie

Bactopepton, Bacto yeast extract a Lab-Lemco powder (vyrobce Oxoid), chlorid sodny,
kyselina askorbové, kyselina chloristd, kyselina octovd, methanol, molybdenan amonny
(vyrobce Lach-Ner, vSe p.a.), hydrogenfosfore¢nan draselny (vyrobce Fluka, p.a.), butanol,

hexan, chloroform, izopropanol (vyrobce PENTA, vSe p.a.), ninhydrin (vyrobce Lachema,
p.a.), silikagel G (vyrobce Merck, pro TLC).

» Pouzité roztoky

Pti pfipravé kultivacniho média (zivny bujon Oxoid) byly navézeny tyto chemikalie:
Lab-Lemco powder, 1 g, Bacto yeast extract, 2 g, Bactopepton, 5 g a NaCl, 5 g. VSechny
slozky byly spolecné rozpustény v 1 I destilované vody, poté nasledovala tprava roztoku
na pH 7,0 pomoci 1 M KOH ¢i 1 M HCI a nakonec byla provedena sterilizace.

Pii izolaci lipidové frakce byla pouzita smes hexan-izopropanol 3 : 2 (v/v). Mobilni faze
byla pfipravena ze smési rozpoustédel o rtizné polarité: chloroform - methanol — voda
65 : 25 : 4 (v/v/v). Pro vizualizaci skvrn na tenké vrstvé silikagelu byl pouzit 0,2 % roztok
ninhydrinu, pfipraven rozpusténim 0,2 g ninhydrinu v 95 ml butanolu a 5 ml kyseliny octové.
Pro kvantitativni stanoveni lipidického fosforu byly vyuzity: 70 % kyselina chlorista, 10 %
(w/v) kyselina askorbova, 2,5 % (w/v) molybdenan amonny a 0,2 mmol/l zdsobni roztok
fosfatu (K;HPOy).

> Sterilizace

Sterilizace pouzitého laboratorniho skla probihala v horkovzdusné susarné pii 180 °C
po dobu 60 min a sterilizace kultivaéniho média probihala v autokldvu 20 minut pii 121 °C
a pretlaku vodni pary 0,15 MPa.

3.1.2 Kultivace B. subtilis ATCC 21332

Kultura Bacillus subtilis byla kultivovana v Erlenmayerovych barikach, umisténych
do tfepacky vytemperované na stalou teplotu 40°C, aby se zajistilo dobré vzdusnéni
a kultivace probihala aerobné. Pfi kultivaci byly pouzivany 250 ml Erlenmayerovy banky
se 30 ml média a 2 1 Erlenmayerovy banky s 350 ml média. K tomuto ucelu byla pouzivana
jak rotacni tfepacka s vytemperovanou vodni lazni znacky Elpan (na mens$i objemy),
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tak horkovzdus$na tfepacka znaCky Gallenkamp, Schoeller Instruments (pro vétsi objemy).
Z divodu dostate¢ného vzdusnéni byla rychlost tfepani u obou typl tfepacek zvolena
na hodnotu 175 rpm (rounds per minute, rpm). Rist bakterialni kultury byl sledovan métenim
optické denzity bakterialni suspenze na spektrofotometru Helios » (10 mm kyvety)

pti vinové délce 420 nm.
3.1.2.1 Priprava inokula a vlastni kultivace

Biomasa B.subtilis ATCC 21332 zagarem zpevnéného média byla pomoci
bakteriologické klicky asepticky pfenesena do Erlenmayerovy banky s 30 ml kultivaéniho
média. Kultivace probihala v horkovzdusné tfepacce vytemperované na 40 °C po dobu
16 h (ptes noc).

Rano byla bakteridlni kultura pfeockovana do dalsi tekuté pasaze. V pribéhu kultivace
byla sledovdna optickd denzita pifi vlnové délce 420 nm, dokud nedosihla hodnoty
OD,,p,m =0,500. Jako blank slouZila destilovand voda. V momentu, kdy kultura dosahla

OD 00 = 0,500, byla kultura pfeockovana na vlastni pokus do Erlenmayerovych ban¢k

s 350 ml média (dvé paralely po dvou bankach). VEtsi objem média byl zvolen proto,
aby bylo pfi izolaci lipidové frakce zajisténo velké mnozstvi bunc¢k a tedy dostatecné
mnozstvi fosfolipidi.

Vlastni kultivace probihala v horkovzdusné tfepacce pii 40 °C a odbéry kultury byly
provadény po 15 minutach.

3.1.3 lzolace lipidové frakce

Kultivace byla ukoncena filtraci bakteridlni kultury pfes membranové filtry
(Synpor ¢&. 5, velikost portt 0,6 um) za pouZiti vodni vyvévy. Po promyti vytemperovanou
destilovanou vodou byla biomasa zachycena na filtru pomoci sklicka a nerezového kopi
pfevedena do teflonovych centrifugacnich zkumavek (Oak Ridge) s 30 ml vychlazené (4 °C)
extrakéni smési hexan-izopropanol 3 : 2 (v/v) a okamzit¢ resuspendovana na vortexu
na jemn¢ dispergovanou suspenzi. Pfes noc nasledovala extrakce pii 4 °C.

Po extrakci nasledovala centrifugace (5 min, 3000 g, 4 °C, centrifuga CL3R), aby doslo
k lepsimu odd¢leni lipidového extraktu (supernatantu) od sedimentu (peletu). Extrakt byl
pieveden do srdcové baiky a smés hexan-izopropanolu byla odpafena na rota¢ni vakuové
odparce s vodni lazni vytemperovanou na 40 °C. Poté byl vzorek lipidu s necistotami
rozpusttn v2 x 5 ml chloroformu a pfefiltrovan pfes fritu se sklenénym filtrem
(filtry Whatman GF/C o priméru 25 mm). Na filtru zlstaly zachyceny sloZzky nelipidové
povahy nerozpustné v chloroformu. Filtrat byl jimdn do srdcové bailkky a opét odpaien
na vakuové odparce s vytemperovanou vodni ldzni. Po odpateni chloroformu zistalo na dné
srdcové banky nepatrné mnozstvi jiz Cisté lipidové frakce, kterd méla medové zabarveni.
Tato lipidova frakce byla rozpusténa a promyta 2 x 0,5 ml chloroformu a sklenénym
kapatkem prevedena do sklenéné zkumavky. Sucha lipidova frakce byla ziskdna odpafenim
rozpoustédla pod proudem dusiku.
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Veskeré pouzité sklo bylo pfed samotnou izolaci lipidové frakce tfadné omyto
rozpoustédly (hexan-izopropanol, chloroform), aby nedoslo ke kontaminaci vzorku. VSechna
pouzita organickd rozpoustédla (hexan, izopropanol, chloroform a methanol) byla ptred
pouzitim redestilovana.

3.1.4 Analyza lipidovych extrakti chromatografii na tenké vrstvé
3.1.4.1 Chromatografie na tenké vrstvé

Pro stanoveni fosfolipida byla pouzita sklenénd deska o rozmérech 20 x 20 x 0,4 cm
s nanesenou slabou vrstvou Silikagelu G (Merck), o tloustce 0,25 mm. Pfed zapocetim
analyzy byla deska aktivovana v horkovzdus$né susarn€ pii 110 °C po dobu 1 hodiny a poté
thned umisténa do exsikatoru. Pfed nanaSenim vzorkl fosfolipidii na chromatografickou
desku byla pfipravena mobilni faze z rozpoustédel o rizné polarité: chloroform-methanol-
-voda 65 : 25 : 4 (v/v/v), kterd byla prelita do vyvijeci sklenéné komory a ptikryta vikem,
aby doslo k jejimu fadnému prosyceni parami. Déle byly pfipraveny vzorky lipidi. Sucha
lipidové frakce byla rozpuSténa v 80 pl chloroformu. Pifed nandSenim vzorkd byly
na chromatografické desce tfadné oznaceny tzv. stopy, start a cil mobilni faze. Vzorky
fosfolipidii byly na tenkou vrstvu Silikagelu G nanaSeny mikrostiikackou Hamilton. Veskery
vzorek fosfolipidu byl nanesen na vyznacenou stopu, tzv. pas, a vzdy byly nandSeny malé
podily vzorku, aby prubézn¢ dochazelo k odpafovani chloroformu. Vlastni vyvijeni bylo
usporaddano vzestupné. Spodni okraj desky s oznaCenym startem a nanesenymi vzorky byl
ponoien do mobilni faze, ktera vzlinala vrstvou silikagelu po draze o délce 16 cm. Vyvijeni
bylo ukonc¢eno po dosazeni cile mobilni fazi, poté byla deska z chromatografické komory
vynata a vlozena do digestoie, aby oschla. Separace fosfolipida trvala asi 68 minut.

3.1.4.2 Kbvalitativni a kvantitativni stanoveni lipidického fosforu

Kvalitativni analyza fosfolipidd byla provedena parami jodu, které slouzi jako
nespecifické ¢inidlo pro témét vSechny organické latky. Pary jodu reagovaly v misté vyskytu
mastnych kyselin za vzniku zlutého zabarveni o razné intenzité. Poté byla deska nastiikana
0,2% roztokem ninhydrinu a vloZena na 30 min do horkovzdu$né suSarny vytemperované
na 105 °C, ¢imz doSlo k vizualizaci a lokalizaci fosfolipidli, které obsahovaly ve svych
polarnich ¢astech aminoskupiny. Skvrny mély rizové az oranzové zabarveni.

Kvantitativni analyza spocivala ve vySkrabani detekovanych skvrn fosfolipidi
a kvantitativnim pfevedeni do zkumavek. VSechny pouzité zkumavky byly pfedem nékolikrat
vyplachnuty vodou z vodovodu a destilovanou vodou a poté byly vysuseny v horkovzdusné
susarné. Protoze bylo zapotfebi prevést organicky fosfat na anorganicky, byly vzorky
fosfolipidii mineralizovany piidavkem 0,5 ml koncentrované HCIO, (70%) a inkubovany
20 min pti 180 °C. Po mineralizaci bylo ke vzorkiim ptiddano 3,5 ml destilované vody, 0,5 ml
2,5% (w/v) molybdenanu amonného a smés byla fadné promichana. Dale bylo ptidano 0,5 ml
10% (w/v) kyseliny askorbové a opét promichano. Stejnym zplisobem byly pfipraveny
roztoky standardii o riznych koncentracich ze zdsobniho roztoku 0,2 mmol/l K,HPO,.
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VSsechny zkumavky se vzorky i standardy byly povareny pii 100 °C po dobu 5 min a poté
ponechény do druhého dne, z diivodu sedimentace silikagelu.

Absorbance vSech barevnych roztokd (fosfomolybdenovd modi) byla méfena
na spektrofotometru Helios y (10 mm kyvety) pfi vinové délce 820 nm. Jako slepy vzorek
slouzil standardni roztok bez ptidavku anorganického fosfatu. Ze standardnich roztokii byla
sestavena kalibracni zdvislost. Skutecné mnozstvi fosforylovanych latek ve vzorcich bylo
vypocitano z pfislusné rovnice kalibra¢ni ptimky. Jako 100 % bylo vzato celkové mnoZstvi
fosforu pfitomné ve vSech skvrnach vzniklych délenim ptislusného vzorku.

3.2 Kapilarni zénova elektroforéza

3.2.1 Material, metody a pfistroje

» PouZzité chemikalie

Dekahydrat tetraboritanu disodného, kyselina mravenéi (vyrobce Lachema, vse p.a.),
hydroxid sodny a mohohydrat kyseliny citronové (vyrobce PENTA, vSe p.a.), fosfocholin,
fosfoserin, fosfoglycerol (vyrobce SIGMA-Aldrich, vSechny > 99 %), Tris (vyrobce SIGMA,

p.a.), vodny roztok thiomocoviny (I mg/ml), kyselina pyromelitové, kyselina benzoova,
kyselina ftalova a kyselina. p-hydroxybenzoova (vyrobce SIGMA-Aldrich, vSe p.a.).

Pro ptipravu vSech vodnych roztokti a k promyvani byla pouzita deionizovana voda.
» Priprava pufri

Pro stanoveni standardii fosforylovanych slozek byly ptipraveny pufry, jejichz piehled
je uveden v Tab. 3-1.

Tabulka 3-1 Seznam prFipravenych pufri pouzitych k analyzam vzorkii fosforylovanych sloucenin

Pufr Slozka c/mol.I" | Viml Mr Navazka/g | pH
Mravencanovy kys. mravendi 46,026 0,046 3,5
Acetatovy kys. octova 60,053 0,060 4,7
Citratovy kys. citronova 0,01 100 192,121 0,192 6,0
Tris tris(hydroxymethyl)methylamin 121,14 0,121 8,0
Boratovy tetraboritan sodny 201,219 0,201 9,1
NaOH hydroxid sodny 39,997 0,040 11,5

Vsechny slozky byly rozpuStény v deionizované vodé a nasledné sonifikovany
na ultrazvukové lazni, aby doslo k fadnému rozpusténi a zabranilo se tak nepriichodnosti
kapilary. Poté nasledovala tprava pH pomoci 1 M NaOH ¢i 1 M HCl.

> Priprava zasobnich roztokiu vzorki

Zasobni roztoky analytd byly pfipraveny rozpusténim 18,9 mg pevného vzorku
fosfoserinu, 32,9 mg pevného fosfocholinu a 14,1 mg pevného fosfoethanolaminu v pufrech
uvedenych vtab. 3-1 a doplnénych na objem 10 ml. Poté nasledovala sonifikace
na ultrazvukové lazni. Pevné vzorky fosforylovanych sloucenin byly uchovavany pii -20 °C
a roztoky vzorki pii 4 °C.
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> PouZzité pristroje
K upravé pH pouzivanych pufri byl pouzit pH metr (3510 pH Meter) znacky JENWAY
se sklenénou kombinovanou elektrodou také znacky JENWAY.

K sonifikaci Spatné rozpustnych slozek byla pouzita ultrazvukova lazen SONOREX
RK 100.

Protoze byl kdetekci v CZE pouzivan detektor s diodovym polem (Diode Array
Detector, DAD), ktery méfi v UV/VIS oblasti spektra, byla proméfena UV spektra
jednotlivych roztokli analyti. Spektra vodnych roztokii analytli byla méfena na UV/VIS
spektrofotometru znacky AGILENT 8453 vrozsahu vinovych délek 190 — 500 nm
srozliSenim 1 nm (10 mm kyvety). K vyhodnoceni dat byl pouzit program UV-Visible
ChemStation, ver. 9.01.

K vlastnim analyzdm vzorkli byla vyuzita kapildrni zonova elektroforéza znacky
AGILENT Technologies 7100 (Capillary Electrophoresis System) s vyhodnocovacim
programem Instrument 1 (offline): Data Analysis. K detekci byl pouzivan UV/VIS
spektrofotometricky DAD detektor (Diode-Array Detektor, DAD).

Mg¢fteni byla provedena na hrubosténné kiemenné kapilare firmy Polymicro Technology
typu TWC-S75 (USA) pokryté na vn&j$im povrchu vrstvou polyimidu o parametrech: vnitini
primér d;=75 um, délka kapilary k detek¢nimu okénku Lp=54,5 cm a celkova délka kapilary
Lc=62,5 cm.

3.2.2 Vlastni méreni

3.2.2.1 UV/VIS spektra

Aby bylo v pribehu analyzy na kapilarni elektroforéze dosazeno maximalni citlivosti,
byla proméfena UV/VIS spektra vzorkli. K prométeni absorpénich spekter byly pouzity
pripravené zasobni roztoky analyti ve vybranych pufrech o koncentraci 0,01 mol.l".
Absorpcni spektra jednotlivych analyti byla proméfena v rozsahu vlnovych délek
190 — 500 nm (10 mm kyvety) a jako blank slouzil roztok pufru bez ptidavku analytu.

3.2.2.2 CZE

» Promyvani

Na zacatku vSech méfeni byla kapilara po vlozeni napéti na elektrody vzdy nékolikrat
promyvana, aby se stabilizoval EOF. Promyvani se skladalo z nasledujicich ¢asti. Nejprve
byla promyvéna deionizovanou vodou, poté roztokem NaOH (1 mol.dm™), opét
deionizovanou vodou a nakonec pouzitym pufrem. Kazdy krok probihal 5 minut. Poté
nasledovalo vlastni nadavkovani uzké zony analytu pii tlaku 50 mbar po dobu 5 s
a vlozenim napéti na elektrody 25 kV nasledovala samotna analyza (princip davkovani je
popsan v kapitole 2.3.2). Mezi jednotlivymi meéfenimi byla kapilara vzdy promyvana
pouzivanym pufrem po dobu 3 minut. Davkovani Gzké zoény vzorku do vstupni nddobky bylo
provadéno  hydrodynamicky, vzdy 5s. Hydrodynamické déavkovani ma oproti
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elektrokinetickému dévkovani tu vyhodu, ze nadavkovany vzorek ma v kapilafe vzdy stejné
sloZzeni jako vzorek vnadobce a nedochazi tak vlivem elektroforetickych rychlosti
ke zvyhodnéni kationtli oproti aniontiim.

» Analyza vzorki fosforylovanych sloucenin

K identifikaci fosforylovanych sloucenin byla pouzita kapilarni elektroforéza spojena s
detekci v UV/VIS oblasti. Na zac¢atku méfeni byla zvolena metoda pfimé absorp¢ni detekce,
kterd byla vyzkouSena na vzorcich fosforylovanych sloucenin v pfipravenych pufrech. Pfi
piimé absorp¢ni detekci analyzované latky absorbovaly mnohem vice, nez separacni pufry,
v nichz byly rozpustény. Pii prichodu zony analytu detekénim okénkem vzrostla absorbance
a vyhodnocovaci program tuto zménu v elektroferogramu zaznamenal jako kladny pik. Kvuli
Spatnym a nereprodukovatelnym vysledkiim byla zvolena metoda nepiimé detekce, ktera
spocivala v pfidavku chromoforu do kazdého méteného separacniho pufru se vzorkem. Jako
chromofory byly pouzity: kyselina pyromelitova, kyselina ftalovd, kyselina benzoova
a kyselina p-hydroxybenzoova, které diky obsahu aromatického jadra absorbuji v UV/VIS
oblasti. ProtoZe separacni pufr s chromoforem absorboval detekéni zafeni mnohem vice nez
analyty, zaznamenaly se zony téchto analyti v elektroferogramu jako negativni piky, které
byly po tpravé vyhodnocovacim programem pievedeny na pozitivni piky.

K urceni elektroosmotického toku byl pouzit vodny roztok thiomocoviny (1 mg/ml).
Protoze je tato sloucenina neutralni, nevykazuje vlastni elektroforetickou migraci uvniti pufru
a je unasena elektroosmotickym tokem. Funguje tedy jako znackova¢ EOF (EOF marker).

Pti analyze se postupovalo v nasledujicim potadi. Po promyti kapilary separacnim
pufrem a ustaveni EOF byla do vstupniho konce kapilary naddavkovana uzkd zoéna
thiomocCoviny, aby byla prokazana prichodnost kapilary a ur€en EOF. Poté byl do kapilary
nadavkovan separaéni pufr se vzorkem bez piidavku thiomocoviny a aZz nasledné
s thiomocovinou. VSe probihalo v pfitomnosti chromoforu. Nejprve byly detekovany vzorky
fosforylovanych sloucenin samostatné a poté byla vyzkousena smés dvou vzorki.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

Prvni Cast prace je zamétfena na kvalitativnim a kvantitativnim stanoveni fosfolipidl
v cytoplazmatické membrané bakterie Bacillus subtilis ATCC 21332, které predchazela
kultivace tohoto kmenu a izolace fosfolipidové frakce. Relativni zastoupeni fosfolipidovych
tfid cytoplazmatické membrany bylo stanoveno metodou tenkovrstvé chromatografie (TLC)
a nasledovala spektrofotometricka detekce anorganického fosfatu.

Druhd c¢ast zahrnuje stanoveni fosforylovanych sloucenin v riznych separacnich
pufrech metodou kapilarni zénové elektroforézy, které predchazelo proméfeni absorpcnich
spekter v UV/VIS oblasti, aby bylo dosazeno maximalni citlivosti béhem méfeni.

4.1 Tenkovrstva chromatografie (TLC)

4.1.1 Kvalitativni analyza

Pro provedeni kvalitativni analyzy bylo zapotiebi provést izolaci lipidové frakce
z cytoplazmatické membrany B. subtilis. Lipidova frakce bakterialni kultury byla ziskana
extrakci smési rozpoustédel hexan-izopropanol 3 : 2 (v/v) (viz. kapitola 3.1.3) Kvalitativni
analyza izolované lipidové frakce bunck ziskanych z kultivace pii 40 °C byla provedena
metodou TLC (viz kapitola 3.1.4.).

Separace vzorkl fosfolipidi byla provedena na sklenéné chromatografické desce
s ruén¢ nanesenym silikagelem (0,25 mm) v pfitomnosti mobilni faze, kterd se skladala
ze smési rozpoustédel chloroform-metanol-voda 65 : 25 : 4 (v/v/v). Po separaci nasledovala
vizualizace skvrn fosfolipidii nejprve parami jodu, poté 0,2% roztokem ninhydrinu, ktery
reagoval s -NH, skupinami vyskytujicimi se v nékterych molekulach fosfolipidi. Protoze je
stanoveni fosfolipidi metodou TLC v mikrobiologické praxi b&znou zaleZitosti a fosfolipidy
izolované z B. subtilis byly jiz v minulosti metodou TLC stanovovany, je jejich poradi
na chromatografické desce znamé [28,33]. Spolehlivost a reprodukovatelnost této metody
byly ovéfeny na stejném kmenu. Vysledky analyzy uvadi Obr. 4-1 a Obr. 4.2.
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Obrazek 4-1 Analyza fosfolipidi B.subtilis ATCC 21332 tenkovrstvou chromatografii
Separace lipidovych extraktl ziskanych kultivaci v médiu Oxoid pfi 40 °C a otackach 175 rpm.
Na obrazku jsou tfi drahy, z nichz dvé (draha 1 a 2) pfedstavuji Cerstvé pfipravené vzorky lipidovych
extraktll a tfeti draha predstavuje vzorek kontrolniho fosfolipidu, ktery byl izolovan a stanovovan jiz
diive. Vizualizaci parami jodu doSlo v misté vyskytu fosfolipidu k barevné reakci lipidové skvrny
vpodobé¢ zlutého zabarveni. Lysyl-PG — lysylfosfatidylglycerol, PS — fosfatidylserin,
PG — fosfatidylglycerol, PE — fosfatidylethanolamin, CL — kardiolipin, PA — kyselina fosfatidova.

27



Obrazek 4-2 Analyza fosfolipidi B.subtilis ATCC 21332 tenkovrstvou chromatografii
Podminky stanoveni a vyhodnoceni jsou stejné jako v pfedchozim pifipadé u Obr. 4-2.Vizualizaci 0,2%
ninhydrinem — v misté¢ vyskytu fosfolipidt, které ve svych strukturdch obsahuji -NH, skupinu, doslo
k pozitivni reakci v podobé€ nariizovélych, az syt€ oranzovych skvrn. Lysyl-PG — lysylfosfatidylglycerol,
PS - fosfatidylserin, PG — fosfatidylglycerol, PE — fosfatidylethanolamin, CL - kardiolipin,
PA — kyselina fosfatidova.

ZObr. 4-1 a 4.2 je patrné, Ze prvnim zachycenym fosfolipidem je minoritni
lysylfosfatidylglycerol (lysyl-PG). Protoze je lysyl-PG obsazen pouze ve stopovém mnozstvi,
nebyl v tomto ptipadé stanovovan. Po lysylfosfatidylglycerolu nésleduje fosfatidylserin (PS)
rozdéleny do 5 - 6 tésné priléhajicich skvrn. Dale nasleduje fosfatidylglycerol (PG), ktery
patii k dominantnim fosfolipidim obsazenym v cytoplazmatické membrané¢ B. subtilis
podobné jako fosfatidylethanolamin (PE) a kardiolipin (CL), které nasleduji ihned po PG.
PE tvoii nad PG 2 — 4 tésn¢ naléhajici skvrny a CL nad PE 1 - 2 naléhajici skvrny. Tésné pod
cilem, kde bylo vyvijeni mobilni faze zastaveno, se nachdzi posledni skvrna odpovidajici
kyseling fosfatidové (PA).

4.1.2 Kvantitativni analyza

Stanoveni lipidického fosforu probihalo podle metody, kterd je popsanad v kapitole
3.1.4.2. Zptsob vyhodnoceni spocival v proméfeni absorbanci pfipravenych roztoki
standardi z anorganického fosfitu o rlznych koncentracich a nasledném proméieni
absorbanci vzorkil. Z naméfenych dat byla sestavena kalibra¢ni ptimka (Obr. 4-3) a z rovnice
regrese bylo vypocitdno skutecné mnozstvi fosforylovanych latek a prepocitano
na procentudlni zastoupeni anorganického fosfatu, ktery odpovida obsahu fosfolipida
ve vzorku. Vyjimku ovSem tvoii kardiolipin (téz difosfatidylglycerol), ktery ve své strukture
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obsahuje dva atomy P, a proto je skute¢ny obsah tohoto fosfolipidu roven polovi¢nimu
mnozstvi anorganického fosfatu ve skvrné. Pfi vypoctu procentudlniho zastoupeni bylo jako
100 % vzato celkové mnozstvi anorganického fosforu pfitomné ve vSech skvrnach vzniklych
délenim prislusného vzorku (Tab. 4-1).

» Kalibraéni piimka
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Obrazek 4-3 Kalibraéni primka zavislosti absorbance na Kkoncentraci fosfatu
Roztoky standardd byly pfipraveny vzdy v tripletu a to ze zasobniho roztoku K,HPO, (0,02 mmol/l),
ktery byl pfipraven stejnym zptisobem jako vzorky, pouze neprobéhla mineralizace. Kazdy bod pfimky je
tedy vysledek aritmetického priméru tif hodnot. Jako slepy vzorek byla pouzita reakéni smés bez fosfatu.

» Procentualni zastoupeni fosforylovanych slozek

Procentualni zastoupeni fosforylovanych slozek v jednotlivych vzorcich je uvedeno
v Tab. 4-1. Vzorky 1 a 2 byly Cerstvé pfipravené vzorky fosfolipidd, jejichz mnozstvi je
v tabulce uvedeno. Aritmeticky primér a udava 100 % fosfolipidi obsazenych
v cytoplazamtické membrané bakterie Bacillus subtilis ATCC 21332. Vzorek A ptedstavuje
procentualni zastoupeni fosfolipidi a slouzil kporovndni a ovéfeni spravnosti a
reprodukovatelnosti metody.

Z porovnani vzorkli vyplyva dobré reprodukovatelnost a namétené vysledky se shoduji
s pfedchozimi stanovenimi.
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Tabulka 4-1 Kvantitativni stanoveni fosfolipidu

Poradi 1 2 3 4 5
Fosfolipid| % PS % PG % PE % CL % PA
Vzorek 1 13,2 39,6 25,5 13,1 9,8
Vzorek 2 12,8 39,2 23,2 13,9 9,3

primér 13 39,4 24 .4 13,5 9,6
Vzorek A 13,6 41,3 22,1 14,2 9,5

4.2 Kapilarni elektroforéza

4.2.1 UVIVIS spektra

Vsechny prométené analyty vykazovaly absorpéni maxima v oblasti 196-211 nm, proto
byly pii méfeni kapilarni elektroforézou detekovany pii vinovych délkach odpovidajicich
lokalnim maximim. Absorp¢ni spektra vybranych analytii jsou na Obr. 4-4.

A2S

Anm 450
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Obrazek 4-4 Absorpéni spektra vybranych analytu.

A. Absorpéni spektrum fosfoserinu (0,01 mol.I"") v acetatovém pufru. Maximélni absorbance pti 197 nm.
B. Absorpéni spektrum fosfocholinu (0,01 mol.I") v mraven¢anovém pufru. Maximalni absorbance pii
196 nm.

4.2.2 CZE

Na zékladé¢ prométenych absorpcnich spekter byly uzké zény analyth detekovany
v oblasti 196 — 211 nm odpovidajici jejich absorpénim maximim. Na zacatku experimentalni
prace byly metodou piimé detekce prométeny vzorky standardli ve vSech pfipravenych
pufrech s ptfidavkem neutralni thiomocoviny (1 mg/ml), kvili identifikaci EOF. Bohuzel se
touto cestou nepodafilo najit vhodny separacni pufr, ve kterém by byly stanoveny vSechny
vzorky fosforylovanych slou¢enin. Dal$imi problémy doprovazejicimi tuto metodu byly velky
Sum zdkladni linie a v mnohych ptipadech velmi rozmyté a asymetrické piky. Proto byla
zvolena metoda nepfimé detekce, kterd spocivala v ptidavku slabé organické kyseliny jako
chromoforu. Nejprve byla pouzita kyselina pyromelitova, poté kyselina ftalova, benzoova a
nakonec kyselina p-hydroxybenzoova. Podobné jako v pfedchozim piipadé byly pouzity
rizné pufry. Jediné pozitivni vysledky byly ziskany ve mravencanovém pufru s piidavkem
kyseliny p-hydroxybenzoové, ve kterém se CasteCné podafilo analyty stanovit. Snahou bylo
také stanovit smési dvou analyti.
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Obrazek 4-5 Elektroferogram fosfoserinu: 0,01 mol.l" roztok fosfoserinu v NaOH pufru (pH=11,5);

davkovani pti 50 mbar po dobu 5 s, napéti 25 kV, A=211 nm.
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Obrazek 4-6 Elektroferogram smési fosfoserinu a fosfocholinu: 0,01 mol.I" roztok fosfoserinu a 0,01
mol.I" fosfocholinu v mraven¢anovém pufru (pH 3,5); davkovéni pii 50 mbar po dobu 5 s, napéti 25 kV.
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5 ZAVER

Prvni ¢ast prace byla zaméfena na kultivaci bakterie Bacillus subtilis, za tucelem
produkce a nasledné izolace lipidové frakce, kterd byla pozdé¢ji analyzovana metodou TLC.
Tato bakterie byla zvolena, protoZze se jednd o modelovou nepatogenni bakterii b&zné
vyuzivanou v laboratofich.

Po vypéstovani bakterialni kultury byla izolovéana lipidova frakce. Izolace spocivala ve
filtraci bun¢k, extrakci organickym rozpoustédlem, ¢imz doslo k rozbiti bunék, a nasledovala
centrifugace, pfi niz doslo k oddé¢leni supernatantu od pelety. Vyc¢isténim supernatantu byly
ziskany vzorky fosfolipidli, z nichZ ¢ast byla pouzita jejich stanoveni TLC a druhé cast byla
uchovana piti -20 °C jako redlné vzorky pro CZE.

Pro kvalitativni analyzu ziskanych vzorkl fosfolipidl byla vyuzita metoda TLC, kterou
se podafilo identifikovat a lokalizovat jednotlivé druhy fosfolipidi obsazenych
v cytoplazmatické membrané¢ B. subtilis. Prokazateln¢ identifikovany byly nasledujici
fosfolipidy v tomto poradi na chromatografické desce: lysylfosfatidylglycerol, fosfatidylserin,
fosfatidylglycerol, fosfatidylethanolamin, kardiolipin a kyselina fosfatidova.

Kvantitativni vyhodnoceni identifikovanych fosfolipidi bylo také casové velmi
naroc¢né, protoze bylo zapotiebi pievést organicky fosfat na anorganicky. Toho bylo dosazeno
mineralizaci vzorkli koncentrovanou kyselinou chloristou. Kvantitativni analyzou bylo
zjiSténo nasledujici fosfolipidové slozeni: fosfatidylserin 13 %, fosfatidylglycerol 39,4 %,
fosfatidylethanolamin 24,4 %, kardiolipin 13,5 % a kyselina fosfatidovd 9,6 %. Uvedené
hodnoty byly ziskany jako aritmetické priméry ze dvou vzorki a jejich soucet udava 100 %
fosfolipidit obsaZzenych v cytoplazmatické membrané¢ Bacillus subtilis ATCC 21332.
Spolehlivost naméfenych dat byla ovéfena porovnanim naméfenych hodnot ziskanych
z dfivéjSich méfeni na stejném kmenu pfi stejnych experimentalnich podminkéch. 1 pfes
naro¢nost této metody se stanoveni podafilo.

V posledni ¢asti projektu byla vénovdna pozornost kapilarni elektroforéze s DAD
detektorem, konkrétné pak urceni vhodnych experimentalnich podminek pomoci vybranych
standardi fosforylovanych sloucenin: fosfoserinu, fosfocholinu a fosfoethanolaminu.
Na zacatku méteni byla zvolena metoda piimé detekce, béhem které byly prométeny vzorky
analytti ve vSech pfipravenych pufrech s pfidavkem neutralni thiomocoviny, jako markeru
EOF. Kvuli velkému Sumu zakladni linie, rozmytym a asymetrickym pikiim byla zvolena
nepfimd metoda, ktera spocivala v pfidavku chromoforu do separa¢niho pufru. Jako
chromofor byla nejprve pouzita kyselina pyromellitova, poté kyselina ftalova, benzoova
a nakonec kyselina p-hydroxybenzoova. Jediné kladné vysledky byly zatim ziskany
v mravencanovém pufru s pfidavkem kyseliny p-hydroxybenzoové pfi stanoveni jednotlivych
analytl a pozitivni vysledky byly téz nalezeny pfi stanoveni smési dvou standardi.

Protoze se doposud nepodafilo zdivodu vyssi Casové ndroCnosti urcit vhodné
experimentalni podminky béhem nichz by byla moznd analyza smési fosforylovanych
sloucenin, nebyla provedena analyza realnych vzorku izolovanych z B.subtilis a nedoslo ani
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k porovnani hodnot namétenych obéma metodami. Proto se tyto nesplnéné cile stavaji
pfedmétem mych dalSich méfeni.
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PV. Chemicky vzorec kyseliny fosfatidové (PA)
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PI. Chemicky vzorec fosfatidylglycerolu (PG)
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