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Seznam pouzitych zkratek a symbolu
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A plocha pod pikem
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obr. obrazek
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RSD relativni smérodatné odchylka
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tab. tabulka

14 objem
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zkratky derivatiza¢nich ¢inidel viz tab. 2.1 (kapitola 2.1.2)

oznaceni realnych vzork viz tab. 3.1 (kapitola 3.2.3)



1 UVOD

1.1  Streptomyces jako zdroj antibiotik

Antibiotika jsou pfirodni latky s chemicky velmi riznorodou strukturou. Jsou
produkovéna pfedevsim bakteriemi, ale i jinymi organismy (houby, fasy, vys$si rostliny)
jako sekundarni metabolity, tedy jako latky, které nejsou nezbytné nutné pro rist a
rozmnozovani organizmu.

Antibiotika se vyuzivaji pfedev§im pro své antibakterialni, antifungélni, antivirove,
antitumorové a antimetabolické ucinky pii 1é¢b€ nemoci.

V soucasné dobé je znamo nékolik tisic antibiotik. Vice neZ polovina z nich je

produkovana bakteriemi Actinomyces, nejéastéji rodem Streptomyces.
1.1.1  Streptomyces lincolnensis, linkomycin, linkosamidy

Bakterie Streptomyces lincolnensis zrodu Streptomyces je vyznamnym
producentem antibiotika linkomycinu A (dale linkomycin). Ten byl izolovan také
z kultur Streptomyces espinosus, Streptomyces variabilis, Streptomyces vellosus,
Streptomyces pseudogriseolus a bakterie Micromonosphora halophytica [1].

Molekula linkomycinu (obr. 1.1a) je tvofena dvéma ¢astmi, ¢asti aminokyselinovou
a sacharidovou. Aminokyselinovou &asti je derivat prolinu, 4-L-propylprolin (dale
4-propylprolin), sacharidovou ¢asti je methyl-6-amino-6,8-dideoxy-1-thio-D-erythro-a-
-D-galaktooktopyran6za (dale methylthiolinkosamid).

Linkomycin patfi do $ir$i skupiny strukturné podobnych latek, které se nazyvaji
linkosamidy. Obecny vzorec linkosamidi je na obr. 1.1b, piehled popsanych

linkosamidu je uveden v tab. 1.1.
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Obr. 1.1a: Linkomycin Obr.1.1b: Obecny vzorec linkosamidii
Tab. 1.1: Pi-ehled linkosamida
Linkosamid R, R, R; R, R;s
Linkomycin A SCH3 CH; CH,CH,CHy OH H
Linkomycin B SCH3 CHj3 CH,CH3 OH H
Linkomycin D SCH3 H CH,CH,CH3; OH H
Linkomycin S SCH,CH3 CH,CH3 CH,CH,CH3 OH H
Linkomycin K SCH,CH3 H CH,CH,CH3; OH H
Klindamycin SCH3 CHj3 CH,CH,CH3; H Cl

Jednotlivé linkosamidy se svou antibakterialni ucinnosti 1isi. Nejucinnésim
antibiotikem je klindamycin obsahujici ve své molekule chlor. Klindamycin se jako
jediny z uvedenych linkosamidt syntetizuje uméle. Ptirozené syntetizovany linkomycin
je mén€ Gcinny. Linkomycin B, ktery se od linkomycinu li§i jednou methylenovou
skupinou, vykazuje uc¢innost jesté niz§i. Linkomycin B je produkovan Streptomyces
lincolnensis jako vedlejs§i produkt. Produkce ostatnich linkosamidd miZe byt docilena
zménou podminek kultivace a sloZzenim kultiva¢niho média [1].

Linkosamidy jsou uc¢inné proti vét§iné béZnym aerobnim Gram-pozitivnim
bakteriim (napf. streptokok, stafylokok, pneumokok). Klindamycin pisobi take proti
nékterym anaerobnim Gram-pozitivnim i Gram-negativnim bakteriim [1]. Velky
potencial je ve vyuziti klindamycinu, p¥ipadné dal$ich linkosamidut jako antimalarik.

Pro studium linkosamidd, jejich pfipravy a primyslové vyroby je tfeba vyjit

z biosyntetické drahy linkomycinu.



1.1.2 Biosynteticka draha linkomycinu

Biosynteticka draha linkomycinu je znazornéna na obr. 1.2. Na pocatku syntézy
aminokyselinové Césti je L-tyrosin, ktery se pfes L-DOPA a dal$i meziprodukty
pfeméfiuje na 4-propylprolin. Sacharidovd ¢ast biosyntézy zatim neni plné
prostudovana. Existuji dvé alternativni cesty, na jejichz konci vznikd
methylthiolinkosamid. V dal§im kroku je 4-propylprolin spojen peptidovou vazbou
s methylthiolinkosamidem. Tento meziprodukt se nazyva N-demethyllinkomycin.
Zavére¢nym krokem biosyntézy je methylace dusikového atomu za vzniku linkomycinu
[2,3].
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Obr. 1.2: Biosynteticka draha linkomycinu [2,3]
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1.1.3 Geny Streptomyces lincolnensis urcujici biosyntézu linkomycinu

Kazdy krok v biosyntéze linkomycinu pifeduréuje urlity gen (geny). Gen je
piedpisem pro vznik proteinu, ktery se ucastni biosyntézy linkomycinu. Protein bud
pfimo #Hdi urity krok vbiosyntéze (napf. syntézu 4-propylprolinu a
methylthiolinkosamidu nebo methylaci N-demetyllinkomycinu) nebo tento krok pouze
reguluje (regulacéni protein, regulacni gen).

Jednou z metod, jak 1ze studovat funkci proteinu, je inaktivace genu, ktery tento
protein koduje. To zjednodu$ené znamena, Ze se zkoumany gen odstrani a tim se zrusi
produkce piislu§ného proteinu. Sleduje se vliv absence tohoto proteinu na biosyntézu
linkomycinu. Tento krok se provadi kultivaci Streptomyces lincolnensis
s inaktivovanym sledovanym genem. V kultivaénim médiu se potom sleduji
koncentrace linkomycinu a jeho prekursorid. Koncentrace jednotlivych latek se nemusi
zménit, miZe se vyznamné sniZit (regulaéni protein), zvysit (latka se hromadi
v disledku zastaveni biosyntézy) nebo nebude latka v kultivaénim médiu vibec
pfitomna (biosyntéza byla zastavena pfed dokoncenim syntézy latky). Z koncentraci
linkomycinu a jeho prekurzord 1ze usuzovat o funkci proteinu.

V soucasné dobé je funkce nékterych biosyntetickych proteint jiZ prokéazana,
u nékterych je pouze hypoteticka a v nékterych piipadech neni dosud znama. V tab. 1.2
jsou uvedeny vybrané geny Streptomyces lincolnensis zodpovédné za biosyntézu

linkomycinu a funkce proteinu, ktery je timto genem kédovan.

Tab. 1.2: Vybrané geny Streptomyces lincolnensis zodpovédné za biosyntézu linkomycinu

Gen Funkce proteinu Poznamka
Imb N Izomeraza v MTL &asti biosyntézy hypotetické
Imb D Neznama ---

Imb X Oxidoreduktaza v PPL &asti biosyntézy hypotetické
Imb B, Pfteména Tyr na L-DOPA prokazano
Imb W Methyltransferaza v PPL &asti biosyntézy  hypotetické
Imb U Regula¢ni gen hypotetické
Imb V Neznama ---
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1.2 Cil diplomové prace

Ve spojitosti s vyzkumem produkce linkomycinu Streptomyces lincolnensis bylo
nutné  vyvinout metodu stanoveni pro nasledujici latky: linkomycin,
N-demethyllinkomycin, methylthiolinkosamid, 4-propylprolin a L-DOPA.

V chemické literatuie jsou popsany metody stanoveni linkomycinu [4], L-DOPA [5]
a methylthiolinkosamidu [6] v kultivaénim médiu. Metoda stanoveni 4-propylprolinu a

N-demethyllinkomycinu zatim popsana nebyla.

Cilem diplomové prace bylo vyvinout analytickou metodu stanoveni
4-propylprolinu a N-demethyllinkomycinu v matrici kultivaéniho média Streptomyces

lincolnensis, ktera spliuje kritéria uvedena dale.

Kultivaéni médium je slozita matrice. Obsahuje celou fadu latek nutnych pro rist
bakterie (soli, sacharidy apod.) a velké mnozZstvi latek vznikajicich v ramci metabolismu
Streptomyces lincolnensis. To klade narok na selektivitu metody.

KliCovymi parametry vyvijenych metod byly limit detekce (LOD) a limit
stanovitelnosti (LOQ). Casto je tfeba rozlisit mezi situaci, kdy je analyt produkovan
v nizkych koncentracich a kdy neni produkovan viibec. Limit detekce se proto musi
pohybovat fadové vjednotkach pgml™ analytu vkultivainim médiu. Limit
stanovitelnosti nesmi prekrogit hodnotu 10 pg ml™" analytu v kultivaénim médiu.

V neposledni fadé je nutné, aby metoda byla reprodukovatelnd, dostate¢né robustni
a spolehliva. Metoda musi byt co nejjednodussi, nejlépe s moznosti automatizace a musi

spliiovat i ekonomicka kritéria.
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2 TEORETICKA CAST

21  4-propylprolin

4-propylprolin je slou¢enina odvozena od prolinu pfipojenim propylového zbytku
v poloze 4. Jak je vidét zobr. 2.1a a 2.1b, prolin i 4-propylprolin jsou sekundarni
aminokyseliny, nebot jejich aminoskupina je zapojena v kruhu. Podle starého
nazvoslovi byvaji pro svoji sekundarni aminoskupinu nazyvany nespravné
iminokyseliny, systematicky by se mély spravné nazyvat pyrrolidinkarboxylové

kyseliny. V dal$im textu bude uZivano obecné pouZivané oznaceni aminokyselina.

H
N
COOH
H
N
COOH
Obr. 2.1a: 4-propylprolin Obr. 2.1b: prolin

211 Vlastnosti prolinu a 4-propylprolinu

Prolin ze fadi mezi nepolarni aminokyseliny. Jeho polarita je dana pouze amino
skupinou a karboxylovou skupinou, zbytek sloudeniny ma nepolarni charakter.
U 4-propylprolinu je nepolarni charakter je$té umocnén pfitomnosti propylu.

V redlnych vzorcich byl 4-propylprolin stanovovan o koncentraci maximalné
100 pg ml”', k piipravé roztokd standardu 4-propylprolinu byly pouzity roztoky
o koncentraci max. 1 mgml™". Tyto hodnoty se nachéazeji v oblasti dobré rozpustnosti
4-propylprolinu, kterou lze na zaklad¢ strukturni podobnosti odvodit z rozpustnosti
prolinu, kterd je ve vodé je 162mgml' [7]. Lze odhadnout, Ze rozpustnost

4-proplyprolinu nebude fadové niZsi.
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2.1.2 Prehled analytickych metod stanoveni 4-propylprolinu a prolinu

Analytickd metoda stanoveni 4-propylprolinu neni v chemické literatufe dosud
popsana. Proto bylo pfi vyvoji metody pouzito poznatkd o stanoveni latky velice

podobné a dobfte v literatuie popsané, tedy prolinu.

Separace prolinu od matrice

Aby bylo mozné stanovit 4-propylprolin v matrici kultivaéniho média, je nutné
analyt od matrice separovat. V literatufe se muZeme setkat se separaci prolinu
zaloZzenou na elektroforéze [8,9], plynové chromatografii [10], iontov€ vyménné
chromatografii [11,12] a reverzni vysokouc¢inné kapalinové chromatografii.

Stanoveni elektroforézou je vprvém piipadé [8] zalozeno na derivatizaci
fluorscaminem za vzniku derivatl, které sice nevykazuji fluorescenci, ale je mozZné je
detekovat v UV oblasti. V druhém ptipadé [9] je prolin s vyuZitim tris(2,2 -bipyridyl)
ruthenia(Il) detekovan elektrochemiluminiscenci v lidské modi.

Plynova chromatografie miZe byt pouZita po pfedchozi derivatizaci propyl-
chlorformidtem s néslednou detekci pomoci hmotnostni spektrometrie (identifikace
piku) a s plamenové ioniza¢ni detekci (kvantifikace piku). Prolin je stanovovan v ovoci
[10].

Hanko a kol. [11] pouZili ke stanoveni prolinu v bunéénych kulturach iontové
vyménnou chromatografii s pulzni amperometrickou detekci. Stejnd metoda byla
vyuzita ke stanoveni prolinu ve viné [12].

Nejvice je pro stanoveni prolinu vyuZivana reverzni HPLC s detekci napiiklad
ampérometrickou [13] nebo elektrochemiluminiscenéni pomoci tris(2,2 -bipyridyl)-
-ruthenia (II) [14] nejCastéji v8ak s UV a fluorescen¢ni detekci derivatizovaneho
prolinu. Samotny prolin totiZ nevykazuje fluorescenci a absorpce v UV oblasti je slaba.
Je sice popsano spektrofotometrické stanoveni prolinu ve vodé bez predchozi
derivatizace [15] tato metoda v8ak neni aplikovatelnd na vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii, nebot’ pfi vinové délce absorpéniho maxima prolinu (191 nm) silné
absorbuji rozpoustédla béZzné pouzivana v chromatografii. Pro snazsi detekci se prolin
derivatizuje za vzniku derivatu, ktery bud’ fluoreskuje nebo dostateéné absorbuje v UV

piipadné ve viditelné oblasti. Derivatizace mize byt provedena bud pted separaci
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prolinu (tzv. pfedkolonova derivatizace) nebo aZ po separaci prolinu (tzv. postkolonova
derivatizace). Existuje cela fada ¢inidel vhodnych pro derivatizaci prolinu, jejich

prehled vcetné€ plnych nazvu je uveden v tab. 2.1.

Tab. 2.1: Pfehled ¢inidel pro derivatizaci prolinu

UV detekce

zkratka nazev

PITC phenylisothiokyanat

DEMM diethyl ethoxymethylenemalonat

DNP 2,4-dinitrofluorbenzen

FDNDEA N,N-diethyl-2 4-dinitro-5-fluoroanilin
FDNB 1-fluoro-2,4-dinitrobenzen

FDNPAA 1-fluoro-2,4-dinitrophenyl-5-L-alanin amid
ninhydrin ninhydrin

fluorescenéni detekce

zkratka nazev

OPA o-phtaldialdehyd

DNS-C1 1-dimethylaminonaphtalen-5-sulphony! chlorid

AQC 6-aminoquinolyl-N-hydroxysccinimidyl karbamat

FMOC 9-fluorenyl methylchloroformat

NBD-Cl 4-chloro-7-nitrobenzofurazan

DNBD-CI 7-chloro-4,6-dinitrobenzofurazan

DMS-CI 4-(5,6-dimethoxy-2-phtalimidinyl)-2-methoxyphenylsulfonyl chlorid

Derivatizacni cinidla vhodna pro UV (VIS) detekci prolinu

Derivatizaci pomoci PITC popisuje publikace [16], ktera se primarn€ vénuje analyze
asparaginu a glutaminu ve fyziologickém roztoku, oviem popisuje i stanoveni prolinu
touto metodou. PITC je také pouZito jako derivatiza¢ni €inidlo pfi analyze prolinu
v biologickych vzorcich [17]. Clanek autori Bernal a kol. [18] srovnava dvé
derivatiza¢ni metody (FMOC, AQC - viz dale) s derivatizaci pomoci DEMM v medu.
Cinidlo DEMM vyuziva i Alaiz a kol. [19]. Dalsi moZnosti, jak derivatizovat prolin, je
¢inidlo DNP [20]. V publikaci [21] autofi srovnavaji sedm derivatiza¢nich ¢inidel PITC,
FDNDEA, FDNB, FDNPAA a dalsi tfi fluorescenéni ¢inidla (viz dale) pro stanoveni
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prolinu v biologickych vzorcich. Kone&né k tradiénim derivatiza¢nim ¢inidlim patfi
ninhydrin [22,23], ktery poskytuje barevné derivaty. Ve viditelné oblasti absorbuji
1 derivaty aminokyselin s DNBD-CI [24].

Derivatizacni ¢inidla vhodna pro fluorescencni detekci prolinu

Analyza prolinu zaloZena na derivatizaci fluorescen¢nimi Cinidly je v chemické
literatufe je popisovana nejCastéji. Mezi velmi rozsitené ¢inidlo patii OPA [22,23,25-
29]. Ve studovanych pracich se prolin stanovuje v biologickych vzorcich [21,30,29],
mostu a vin€ [25,26]. Dal§im cinidlem je DNS-Cl [31,32]. V praci [32] jsou
aminokyseliny véetn€¢ prolinu analyzovany v bakteridlnich kultivacich. Stanoveni
prolinu a dalSich latek v biologickych vzorcich, jako naptiklad lidské sérum, je popsano
v publikaci [33], k derivatizaci je pouzito ¢inidlo DMS-CI. Derivatizaci pomoci FMOC
popisuji prace [21,34,35] a jiz zminéna prace [18], ktera srovnava DEMM (viz vyse)
s FMOC a dalsim fluorescen¢nim ¢inidlem — AQC pro analyzu aminokyselin v medu.
AQC byl pouzit také pro derivatizaci prolinu a dal$ich aminokyselin v détské vyziveé
[36]. Carisano a kol. [37] publikuje derivatizaci prolinu ¢inidlem NBD-C] v ovocném
dZusu. Za pozornost stoji také derivatizace s DBS-Cl [38] nebo prace popisujici

derivatizaci s BCEOC v matrici hovéziho séra [39].

2.1.3 Vybér zpusobu derivatizace a detekce

4-propylprolin byl separovan metodou HPLC. Pfi rozhodovani o zpusobu detekce
(UV nebo fluorescence) sehral hlavni roli poZadavek na vysokou citlivost metody. Proto
byla vybrana detekce fluorescenéni, ktera je navic velmi selektivni.

Pfi konkrétnim vybéru fluorescenéniho derivatizaéniho ¢inidla je téeba vzit v uvahu
celou ftadu jejich vlastnosti. V nasledujicim textu jsou podrobnéji rozebrana
nejuzivanéj$i fluorescenéni ¢inidla, ktera jsou vhodna pro derivatizaci 4-propylprolinu.

OPA reaguje pouze sprimarni amino skupinou, proto je nutné ptediadit pred
derivatizaci krok, ktery pfevede sekundirni amino skupinu 4-propylprolinu na primarni.
K tomu je tfeba zvolit vhodné oxidaéni ¢inidlo. Pouziva se chloramin-T [28,29] nebo
NaOCl [27,23]. Chloramin-T je slabsi oxidaé¢ni ¢inidlo, vyZaduje reakci za zvySené

teploty po né€kolik minut. NaOCl je oproti tomu tak silnym oxidaénim ¢inidlem, Ze
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reaguje i s OPA a dal$imi nutnymi sloZkami derivatiza¢ni reakéni smési [23]. OPA
s primarni aminoskupinou reaguje pouze v piitomnosti merkaptoskupiny, obvykle se
vyuziva merkaptoethanol [27-29]. Vyhodou OPA je velmi rychla derivatizace (mén¢
neZ 1 minuta), pomémé vysoka reprodukovatelnost dané metody, dobra citlivost
i selektivita. OPA neposkytuje vedlejsi produkty [21], samotna nevykazuje fluorescenci
[23]. Hlavni nevyhodou je nestabilita OPA derivatd [21].

DNS-CI reaguje s primarnimi i sekundarnimi aminokyselinami, doba derivatizace
neni del3i nez 10 minut [32]. Cinidlo samo o sobé& nefluoreskuje. Nevyhodou je vznik
vedlejSich produkti p#i derivatizaci [21]. Podle vétSiny praci jsou derivaty s DNS-CI
stabilni [21,32,31), pouze v jedné praci je tento fakt zpochybnén [36]. Citlivost této
metody je v porovnani s ostatnimi fluorescenénimi ¢inidly nizsi [21]. DNS-CI neni
podle jedné z publikaci [40] vhodny pro stanoveni nizkych koncentraci aminokyselin ve
slozité matrici. Podobné charakteristiky plati i pro DBS-CI.

FMOC reaguje s primamnimi i sekundarnimi aminokyselinami, pficemz derivatizace
probéhne do 5 minut a derivaty jsou stabilni [21,34,35]. Hlavni nevyhodou je nutnost
pouziti velkého nadbytku ¢inidla, které musi byt z reakéni smési odstranéno. Divodem
je vysoka fluorescence samotného FMOC. Tento krok vyZaduje extrakci pentanem [34]
nebo jinymi slouceninami [35]. Ostatni vlastnosti jako reprodukovatelnost, citlivost a
selektivita jsou v ramci fluorescenénich ¢inidel pramérné [21].

AQC je nové, moderni derivatiza¢ni ¢inidlo. Hlavni nevyhodou tohoto
derivatizacniho ¢inidla je jeho vysoka cena. Mezi jeho vyhody patii schopnost reagovat
s primarnimi i sekundarnimi aminokyselinami. Reakce trva 10 minut, vznikaji stabilni
derivaty [36]. Citlivost je srovnatelnd s FMOC [18].

NBD-CI reaguje s primarnimi, ale pfedev§im se sekundarnimi aminokyselinami.
Problémem metody je nizka reprodukovatelnost, vedlejsi produkty vznikajici pfi
derivatizaci a niZsi citlivost [37].

Na zéklad¢ zvéZeni vySe uvedenych vyhod a nevyhod derivatiza¢nich ¢inidel byl
pro derivatizaci 4-propylprolinu vybran OPA. Mezi hlavni divody patfi vysoka citlivost
a reprodukovatelnost metody a také pocdet popsanych metod aplikovanych na vzorky se
sloZitou matrici (biologické vzorky).

Pro analyzu 4-propylprolinu v kultivaénim médiu Streptomyces lincolnensis byla

zvolena vysokoucinnd kapalinova chromatografie s fluorescenéni detekci s vyuZitim
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OPA jako derivatizaéniho ¢inidla. Zakladem vyvoje této analytické metody se stala
publikace Coopera [28].
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2.2 N-demethyllinkomycin

Molekula N-demethyllinkomycinu (obr. 2.2) je tvofena sacharidovou ¢asti (tato Cast
je identicka se sacharidovou &asti linkomycinu) a aminokyselinovou &asti (ta se od

aminokyselinové ¢asti linkomycinu li$i).

CH,
H 0 OH—
N
I
C—N—
H
—0
HO
OH
SCH4
OH

Obr. 2.2: N-demethyllinkomycin

2.21 Vlastnosti N-demethyllinkomycinu

N-demethyllinkomycin ma diky pfitomnosti sacharidové ¢asti v molekule polarni
charakter. Velmi dullezitd je pfitomnost sekundarniho dusikového atomu na
aminokyselinové ¢asti. Tim se N-demethyllinkomyecin li§i od linkomycinu, ktery ma
tento dusikovy atom tercialni.

Vredlnych vzorcich byl N-demethyllinkomycin stanovovan o koncentraci
maximalng 100 pg ml’, k piipravé roztokli standardu N-demethyllinkomycinu byly
pouZity roztoky o koncentraci max. 0,5 mg ml™'. Tyto hodnoty se nachazeji v oblasti
dobré rozpustnosti N-demethyllinkomycinu, kterou lze na zakladé strukturni podobnosti
odvodit z rozpustnosti linkomycinu, ktera je ve vodé 0,93 mg ml ' [41]. Lze odhadnout,

ze rozpustnost N-demethyllinkomycinu nebude fadové nizsi.
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2.2.2 Prehled analytickych metod stanoveni N-demethyllinkomycinu a
linkomycinu

V soucasné dob&é neni popsana metoda stanoveni N-demethyllinkomycinu.
Z chemické struktury vyplyvaji pro analyzu N-demethyllinkomycinu dva mozné
ptistupy.

Prvni mozZnosti je vyuZiti podobnosti analytu s linkomycinem. Pro stanoveni
N-demethyllinkomycinu tak lze aplikovat nékterou metodu popisujici stanoveni
linkomycinu.

Druhou mozZnosti  je vyuZiti sekundarniho dusikového atomu
N-demethyllinkomycinu. V tom pfipadé lze vyjit z metod stanoveni popsanych pro

prolin.

Stanoveni linkomycinu

Pro stanoveni linkomycinu byly popsany metody plynové chromatografie [42],
reverzni vysokoucinné kapalinové chromatografie s UV detekci, elektrochemickou
detekci nebo hmotnostni detekci (viz niZe).

Reverzni HPLC s UV detekci vyuzili napf. Moats a kol. [43] ke stanoveni
linkomycinu v mléku a tkanich nebo Platzer a White [44], ktefi stanovovali linkomycin
a klindamycin v tabletdich. Orwa a kol. [45] stanovili linkomycin na reverzni HPLC
s vyuzitim iontové parového ¢inidla a UV detekce. Dousa a kol. [46] analyzovali
linkomycin v krmivech pomoci kapalinové chromatografie s UV a MS/MS detekei.
V nové publikované praci [4] je linkomycin stanovovan v matrici kultiva¢niho média na
reverzni HPLC a UPLC s UV detekci. V této metodé je linkomycin z kultiva¢niho
média nejprve extrahovan a zakoncentrovan extrakci na pevné fazi.

Stanoveni linkomycinu kapalinovou chromatografii s hmotnostni detekci bylo
popsano v matrici kravského mléka [47], zvifecich tkanich [48], svalech, jatrech a

ledvinéch prasat [49] a v medu [50].

Stanoveni prolinu

Metody stanoveni prolinu byly podrobné popsany dfive (kapitola 2.1).
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2.2.3 Vybér zpusobu derivatizace a detekce

Pfi vybéru metody pro stanoveni N-demethyllinkomycinu je nezbytné pocitat se
slozitou matrici kultivaéniho média. Stanoveni linkomycinu v kultivatnim médiu
Streptomyces lincolnensis popisuje prace OlSovské a kol. [4]. PHipadnou aplikaci této
metody je moZnost stanoveni N-demethyllinkomycinu a linkomycinu vedle sebe.

Pfi aplikaci metody, ktera byla vyvijena pro stanoveni 4-propylprolinu, by bylo
mozné stanovit N-demethyllinkomycin a 4-propylprolin v jedné analyze.

Koneéné lze pro stanoveni N-demethyllinkomycinu zvolit metodu pro stanoveni
methylthiolinkosamidu v kultivaénim médiu Streptomyces lincolnensis [6]. Tato metoda
je zaloZena na stejném principu jako metoda stanoveni prolinu. Jako derivatizacni
¢inidlo byl pouzit NBD-Cl. P aplikaci této metody by bylo mozZné stanovit
methylthiolinkosamid a N-demethyllinkomycin vedle sebe.

Pro analyzu N-demethyllinkomycinu v kultivaénim médiu  Streptomyces
lincolnensis byla vyuzita ultrau¢inna kapalinova chromatografie s UV detekci (na
zéklad¢ publikace Olsovské a kol. [4]) a vysokou¢innad kapalinovd chromatografie
s fluorescenéni detekci s vyuZitim NBD-CI jako derivatiza¢niho ¢inidla. Metoda byla

vyvijena na zaklad¢ publikace Yurka a kol. [6].

21



3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie a standardy

3.1.1 Chemikalie

Acetonitril (CH;CN) — HPLC gradient grade, Mallinckrodt Baker, filtrovan ptes
membranovy filtr Fluoropore 0,2 um, Millipore

Borohydrid sodny (NaBH4) — min. 98 %, Janssen chimica, Belgie

Dihydrogenfosfore¢nan draselny bezvody (KH,PO4) — min. 99,0 %, Sigma-Aldrich

Dimethylsulfoxid (DMSO, C,HSO) — 99,5 % (GC), Sigma-Aldrich

o-Ftaldialdehyd (OPA, CsH¢O,) — HPLC, Sigma-Aldrich

Hydroxid amonny (NH4OH) — A. C. S. reagent, Sigma-Aldrich

Hydroxid draselny (KOH) - p.a., Sigma-Aldrich

Hydroxid lithny monohydrat (LiOH - H,O) — p.a., Sigma-Aldrich

Hydroxid sodny (NaOH) — min. 98 %, Sigma-Aldrich

Chloramin-T (N-chlor-p-toluensulfonamid sodny, C;H;CINO,SNa) — Sigma-
-Aldrich

4-Chloro-7-nitrobenzofurazan (NBD-Cl, C¢H,CIN;0;) — HPLC, Sigma-Aldrich

Kyselina trihydrogenborita (H;BO3) — min. 99,5 %, Sigma-Aldrich

2-Merkaptoethanol (C,H¢OS), Sigma-Aldrich

Methanol (CH30H) — HPLC gradient grade, Merck

Octova kyselina (CH;COOH) — HPLC grade, Sigma-Aldrich

Voda - redestilovana voda filtrovana ptes membranovy filtr Durapore 0,45 pm,

Millipore

Voda byla skladovana v tmavych lahvich pfi laboratorni teplot¢ maximalné 24
hodin, v lednici (4 °C) maximalné 5 dni. Ostatni chemikalie byly skladovany dle
pokyni vyrobce.

Roztoky borohydridu sodného, chloraminu-T, 4-chloro-7-nitrobenzofurazanu a

o-ftaldialdehydu byly pfipravovany denné Gerstvé.
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Roztoky hydroxidu sodného, draselného a lithného byly pouZivany 14 dni a

uchovavany pfi 4 °C.
3.1.2 Standardy

4-propylprolin byl ptipraven doc. Liborem Havlickem v Izotopové laboratofi
Ustavu experimentlni botaniky, Akademie v&d Ceské republiky, postupem
vychazejicim z publikace [S1]. Struktura a d&istota byly potvrzeny hmotnostni
spektrometrii a nukledrni magnetickou rezonanci. 4-proplyprolin byl skladovan pfi
teploté€ —24 °C. Roztok 4-propylprolinu byl pfipraven navazenim asi 1 mg latky pfesné€ a
rozputénim ve vodé nebo v matrici na koncentraci 1 mgml™'. Roztoky o niZsi
koncentraci byly ptipraveny fedénim tohoto roztoku. Pro pfidani standardu
4-propylprolinu do redlnych vzorkii byl pouZit roztok 4-propylprolinu ve vod¢
o koncentraci 1 mgml™.

N-demethyllinkomycin byl pfipraven doc. Liborem Havlickem v Izotopové
laboratoti Ustavu experimentalni botaniky, Akademie véd Ceské republiky, postupem
vychazejicim z publikace [52]. Struktura a cistota byly potvrzeny hmotnostni
spektrometrii a nuklearni magnetickou rezonanci. N-demethyllinkomycin byl skladovan
pfi teploté 4 °C. Roztok N-demethyllinkomycinu byl pfipraven navaZzenim asi 0,5 mg
latky pfesné€ a rozpusténim ve vodé nebo v matrici na koncentraci 0,5 mg ml™". Roztoky
o niz8i koncentraci byly pfipraveny fedénim tohoto roztoku. Pro pfidani standardu
N-demethyllinkomycinu do realnych vzorkt byl pouzit roztok N-demethyllinkomycinu

ve vodé o koncentraci 0,5 mg ml ™.

Roztoky standardt byla skladovany pti 4 °C a pouZivany 5 dni.
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3.2 Realné vzorky

Realné vzorky byly pfipraveny pracovniky Laboratofe biologie sekundarniho
metabolismu, Mikrobiologicky ustav, Akademie véd Ceské republiky. Proto je

v nasledujicim textu uveden pouze stru¢ny popis jejich pfipravy.
3.21 Kmen Streptomyces lincolnensis a jeho geneticka modifikace

Vsechny experimenty byly provedeny s kmenem Streptomyces lincolnensis DSM
40355.

Propylprolin a N-demethyllinkomycin byly stanovovany v kultivaénim médiu
typového kmene (wild type, WT) Streptomyces lincolnensis a geneticky upravené
Streptomyces lincolnensis.

Typovy kmen oznaduje kmen, u néhoZ nebyly provedeny genetické modifikace
v genovém shluku zodpovédném za produkci linkomycinu, je tedy jeho piirozenym
producentem.

U geneticky upravené Streptomyces lincolnensis byl studovany gen inaktivovan

metodou REDIRECT technology for PCR targeting [53].
3.2.2 Podminky kultivace

Spory Streptomyces lincolnensis byly naoCkovany do 50ml YEME média
(kvasniéni extrakt 3 g1, pepton 5 g1, sladovy extrakt 3 g "', pH 7,2; po sterilizaci
pfidan 1 ml 50 % glukdozy a 100 ul 2,5M MgCl,) a kultivovany 30h pii 30°C
(o¢kovaci kultura). Médium AVM (25 ml), které obsahovalo kvasni¢ni extrakt 2 g1/,
(NH4),S0, 2gl', CaCO; 5gl', NaCl 2gl', K,HPO; 0,5g1”", FeSO47H,0
0,05g1"', ZnSO47H,0 0,05 g1, MnSO47H,0 0,05g1", MgSO47H,0 0,1 g1,
glukéza 5 g1, bylo naotkovano 5 % ockovaci kultury a bylo kultivovano 120 h pii

30 °C. Kultivace byla zpracovana (viz dale) a analyzovana.
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3.2.3 Priprava, prehled a skladovani redlnych vzorku

V tab. 3.1 je uvedeno oznaceni redlnych vzorkd, informace o genu a zpisob, jakym
byla kultivace zpracovéna.

Pfi zpracovani kultivace zplsobem 1 (viz tab. 3.1) byl analyzovanym vzorkem
supernatant vznikly centrifugaci mycelia (4000 rpm, 4 °C, 10 min). To znamena, Ze
bylo analyzovano kultivaéni médium. PH zpisobu 2 bylo mycelium centrifugovano
(4000 rpm, 4 °C, 10 min), promyto vodou, resuspendovano ve vodé o objemu shodném
s objemem média. Nasledné byly buiiky mycelia rozbity ultrazvukem (6 pulzt po 30 s,
50 W, mezi jednotlivymi pulzy pfestavka 30 s). Tato suspenze byla centrifugovana
(4000 rpm, 4 °C, 10 min). Supernatant byl analyzovan. Timto zpisobem byl analyt
stanovovan v burikach. Zplisobem 3 byly buriky mycelia rozbity ultrazvukem (6 pulzi
po 30 s, 50 W, mezi jednotlivymi pulzy ptestavka 30 s) pfimo v médiu a poté
centrifugovany pifi 4000 rpm pfi teploté 4 °C. Supernatant byl analyzovan. Timto

zptsobem byl analyt stanovovan v médiu i v butikach mycelia.

Tab. 3.1: Piehled redlnych vzorki

oznadeni inaktivovany zpracovani

vzorku gen kultivace’
WTI1 - 1
N1 Imb N 1
N2 lmb N 2
N12 Imb N 3
D1 lmb D 1
X12 Imb X 3
B,1 lmb B, 1

*
1- stanoveni analytu v kultivaénim médiu
2- stanoveni analytu v burikach
3- stanoveni analytu v burikach i kultiva¢nim médiu

Takto ptipravené vzorky byly skladovany pfi teploté —24 °C.
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3.3 Pouzité pristroje a metody

3.3.1 Pristroje
HPLC analyzy:

Analyzy byly provedeny na pfistroji HPLC systém (Waters): pumpa 600 Controller,
autosampler 717 a fluorescen¢ni detektor 2475. K vyhodnoceni byl pouZzit program
Millenium 32 (Waters). Vzorky byly separovany na kolon& Luna C 18; 5 um; 100 A,
250 x 4,6 mm; 00G-4252-E0 (Phenomenex).

Dalsi technicka instrumentace:

Meéteni pH: pH metr pH 538 (WTW Méfici a analyticka technika).

Uprava vzorku za zvysené teploty: Vodni lazeti U-4 (MLW) s teplomérem Testo
925 (Testo).

Analytické vahy: AE 163 (Mettler Toledo).

Centrifuga: Minispin (Eppendorf), vzorky centrifugovany pfti otdc¢kach 13400 rpm
po dobu 5 minut.

Pipetovani: Sada automatickych nastavitelnych pipet - 100, 200, 1000 pl (Gilson),
10 pl (Hamilton), 5 mi (Socorex).

3.3.2 Priprava pufru

Fosfore¢nan draselny (rizné koncentrace). Piislu$né mnozstvi
dihydrogenfosfore¢nanu draselného bylo navazeno a rozpusténo ve vodé. Roztok byl
titrovan nasycenym roztokem hydroxidu draselného na poZadované pH. Pufr byl
prefiltrovan pfes membranovy filtr nitrocelulozovy GSWP04700 (Millipore) a bylo
k nému piidano 9,1 % acetonitrilu.

Boritan sodny (400 mmol 1"'). NavaZené mnoZstvi kyseliny trihydrogenborité
(1,237 g) bylo rozpusténo ve vodé (50 ml). Roztok byl titrovan nasycenym roztokem

hydroxidu sodného na pozadované pH.
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Boritan sodny (200 mmol 1) byl pfipraven nafedénim 400 mmol " boritanu
sodného vodou v objemovém poméru 1:1. Roztok byl titrovan nasycenym roztokem

hydroxidu sodného na pozadované pH.
3.3.3 Zpracovani dat a matematické vypocty

Nameétend data byla zpracovana béZnymi statistickym postupy [54]. Vysledky
chromatografickych méfeni jsou aritmetické pruméry nejméné tii méfeni. Kalibraéni
kfivky byly ziskdny metodou linearni regrese s vyhodnocenim vSech souvisejicich
parametri (korelaéni a determinaéni koeficient, smérodatna odchylka linearni regrese).

Limit detekce (LOD) a limit stanovitelnosti (LOQ) byly vypoéitany podle vztaht

3sy/x
LOD = 3.1
a
10s .
LOQ = z (3.2)
a

kde s, je smérodatna odchylka linearni regrese a a je smérnice linearni regrese.
K tvorbé€ grafii a k vypoétim byly pouzity programy Microcal Origin 6.1 (Microcal
Software) a Microsoft Excel 2000 (Microsoft Corporation).

Spravnost metody (x) byla vypocitana podle rovnice

x =l 100
c

nom

kde c,eq je namétena koncentrace ¢, je nominalni (spravna) koncentrace.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Stanoveni 4-propylprolinu

Jak jiz bylo uvedeno v teoretické ¢asti, bylo pfi vyvoji metody stanoveni
4-propylprolinu vyuZito podobnosti molekuly 4-propylprolinu s prolinem. V kapitole
2.1.2 je uveden vycCet metod stanoveni prolinu a divod, pro¢ byla jako plvodni
predloha stanoveni 4-propylprolinu vybrana pravé metoda Coopera [28], kde je prolin
stanoven metodou HPLC s fluorescenéni detekci po derivatizaci ¢inidlem OPA.

Modifikaci této metody byla vyvinuta novd metoda vhodna pro stanoveni

4-propylprolinu v kultiva¢nim médiu Streptomyces lincolnensis.
411 Chromatografické podminky a podminky detekce

Metodou 1 je ozna¢ena pivodni chromatografickd metoda popsana v publikaci [28],
ostatni metody byly vytvofeny postupnou Gpravou.

Metoda 1. 20 pl derivatizovaného vzorku bylo naneseno na analytickou kolonu
Ultrasphere ODS (150 x 4,6 mm 1.D., 5 um) a eluovano dvouslozkovou mobilni fazi
(faze A: fosfore¢nan/propionat:acetonitril:voda 40:8:52 (v/v/v), kde roztok
fosfore¢nan/propionat byl pfipraven smichanim 250 mM kyseliny propionové
$ 350 mM Na,HPO, 1:1 (v/v) s naslednou tpravou pH roztoku na hodnotu 6,5 titraci
4M hydroxidem sodnym; faze B: acetonitril:methanol:voda 30:30:40 (v/v/v)).
Poc¢étecni podminky gradientové eluce byly 20 % B po dobu 0,5 min konstantni, pote
gradient linearné€ rostl 5 min na hodnotu 100 % B, kde byl konstantni do §. minuty
analyzy. Kolona byla dale pfevedena do 0 % B za 0,5 min a poté ekvilibrovéana pfi 20 %
B. Priitok mobilni faze b&hem celé analyzy byl 2,5 ml ml™'. Vzorky byly detekovéany
fluorescenci (excitace 240 nm, emise 417 nm).

Metoda 2. Pii reprodukci vy$e uvedenych podminek dochazelo pfi pritoku mobilni
faze 2,5 mlmin™' k vyraznému zvy3eni zpétného tlaku na koloné. Proto byl pritok

sniZzen a nasledné upraven cely gradient. Déale byla pouZita jind chromatograficka
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kolona (ptivodné popsana kolona nebyla k dispozici) a nékteré slozky mobilni faze byly
nahrazeny jinymi.

Kyselina propionova v mobilni fazi byla nahrazena kyselinou octovou, misto
hydrogenfosfore¢nanu sodného byl pouzit dihydrogenfosfore¢nan draselny (pH bylo
upraveno 1 M hydroxidem draselnym). 25 pl derivatizovaného vzorku bylo naneseno na
analytickou kolonu Luna C18 (250 x4,6mm LD., 5pm, 100A) a eluovano
dvouslozkovou mobilni fazi (faze A: fosfore¢nan/acetat:acetonitril:voda 40:8:52 (v/v/v),
kde roztok fosfore¢nan/acetat byl pfipraven smichanim 250 mM kyseliny octové a
350 mM KH,PO4 1:1 (v/v) snaslednou upravou pH na hodnotu 6,5 titraci 1 M
hydroxidem draselnym; faze B: acetonitril:methanol:voda 30:30:40 (v/v/v). Pocate¢ni
podminky gradientové eluce byly 20 % B po dobu 1 min konstantni, poté gradient
linearn€ rostl 10 min na hodnotu 100 % B, kde byl konstantni do 16. minuty analyzy.
Kolona byla dale pfevedena do 0 % B za 1 min a poté ekvilibrovana pii 20 % B. Prutok
mobilni fize b&hem celé analyzy byl 1,25 ml min™'. Gain fluorescenéniho detetektoru
byl nastaven na hodnotu 10.

Metoda 3. Ve snaze zjednodusit komplikovanou mobilni fazi byla navrZzena nova
dvouslozkova mobilni faze (faze A: 2,2 mM dihydrogenfosfore¢nan draselny upraveny
1 M hydroxidem draselnym na pH 6,9; faze B: acetonitril), jejimZ pouzitim bylo
dosazeno stejné ucinné separace. Tomu byla pfizpisobena i nova gradientova eluce,
jejiz pocateéni podminky byly 20 % B po dobu 1 min konstantni, poté gradient linearné
rostl na hodnotu 100 % B za 16 min, kde byl konstantni do 21 min analyzy. Pted dalsi
analyzou byla kolona ekvilibrovana pfi 20 % B.

Metoda 4. JelikoZz se vriznych publikacich rozchazeji udaje o vinové délce
excitace a emise pfi fluorescenéni detekci, byly tyto hodnoty pfetestovany. S vinovymi
délkami 240/417 nm (excitace/emise) [28] byly srovnany hodnoty 340/450 nm [23,29] a
336/425 nm [30]. Vysledky jsou uvedeny v tab. 4.1.
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Tab. 4.1: Vliv vinovych délek excitace a emise na fluorescenci derivatizovaného 4-propylprolinu
100 pl 4-propylprolinu o koncentraci 200 ug ml"'; oxidace a derivatizace: 10mM chloramin T,
300 mM NaBH,, pH 10, 60 °C, 50 mg ml! OPA; HPLC analyza: metoda 3

A (nm) A, PPL A, PPL
excitace/emise  (10* pvs) (%)
240/417 812 100
340/450 1031 127
336/425 1095 135

"jako zaklad 100 % byla pouzita plocha piku ziskana za pivodnich podminek 240/417 nm [28]

Nejlepsi detekce bylo dosaZeno pii excitaci 336 nm a emisi 425 nm, proto byly tyto
parametry zménény na uvedené hodnoty a dale pouZivany.

Metoda 5. Elu¢nim gradientem metody 4 nebylo dosazeno uplné separace piku
4-propylprolinu od matrice, proto byl modifikovan do nasledujici podoby. Pocate¢ni
podminky gradientové eluce byly 30 % B po dobu 1 min konstantni, poté gradient
linearn€ rostl 24 min na hodnotu 100 % B, nasledoval pokles na 70 % B linearné za
2min. Pred dalsi analyzou byla kolona ekvilibrovana pii 30% B. Pro gain
fluorescencniho detektoru byla zvolena hodnota 100.

Metoda 5 je konecnou chromatografickou metodou pro stanoveni 4-propylprolinu.

4.1.2 Oxidace a derivatizace 4-propylprolinu

V publikaci [28] je prolin oxidovan a derivatizovan nasledujicim zptsobem. 200 pl
10 mM roztoku chloraminu-T v 400 mM Na3;BO; (pH 8,5) a DMSO 4:1 (v/v) bylo
predehfato v mikrozkumavce ve vodni lazni o teploté 60 °C po dobu 1 min. Do
mikrozkumavky bylo pfidano 50 pl vzorku, roztok byl promichan a zahfivan 1 min pfi
60 °C. Ke smési bylo pfidano 200 ul 300 mM roztoku NaBH4 v 600 mM LiOH, roztok
byl promichan a zahfivan 10 min p#i 60 °C. Poté byl do mikrozkumavky pfidan 1 ml
derivatizacniho ¢inidla (smés 5 mg OPA rozpusténého ve 100 ul acetonitrilu a 900 pl
200 mM Na3BOs, pH 8,5 a 4 ul mertkaptoethanolu) a vzorek byl ihned davkovan na
kolonu. Analyza byla provedena metodou 1.

Z diivodu sniZeni spotfeby derivatizaniho ¢inidla a zvySeni detekéniho limitu byl

zpiisob oxidace a derivatizace upraven nasledovné.
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K oxidaci a derivatizaci byly redukovany objemy reagentd (100 pl chloraminu-T,
100 ul NaBHi, 25pl vzorku), 22,5pl oxidaéni smési bylo smichéno s 50 ul
derivatiza¢niho ¢inidla. Hodnota pH roztoku Na3;BO; pouzitého k rozpusténi
chloraminu-T a OPA byla 10,0. Vzorky byly méfeny metodou 2.

Pro zvyseni detekéniho limitu 4-propylprolinu bylo modifikovano nékolik krokt
v postupu oxidace a derivatizace 4-propylprolinu. Byl studovan vliv koncentrace
chloraminu-T, borohydridu sodného a OPA, déle vliv teploty reakce, pH roztoku

Na3;BOs3, doby oxidace a mnozstvi ptidavaného vzorku do reakce na vytéZnost reakce.

4.1.2.1 Vliv koncentrace chloraminu-T a borohydridu sodného na oxidaci
4-propylprolinu

Z divodu mozZného pozitivniho vlivu na oxidaéni reakci byl studovan vliv
zakoncentrovani oxidacnich ¢inidel. ZmenSenim objemu reakéni smési by navic doslo
ke zvySeni kone¢né koncentrace vysledného produktu reakce v celkovém objemu. Vliv
koncentrace obou roztokd na oxidaci byl testovan soucasné. K pokusu byly pouzity
roztoky chloraminu-T o koncentracich 10, 20 a 30 mmol I’ a borohydridu sodného o

koncentracich 300, 600 a 1200 mmol 1", Vysledky experimentu jsou uvedeny v tab. 4.2.

Tab. 4.2 Vliv koncentrace chloraminu-T a borohydridu sodného na oxidaci 4-propylprolinu
25 ul vzorku 4-propylprolinu o koncentraci 200 pg ml™'; oxidace a derivatizace: pH 10, 60 °C,
10 min, 5 mg mI”' OPA; HPLC analyza: metoda 3

chloramin-T borohydrid sodny  reakéni A, PPL A, PPL"
smés’  (10°pVs) (%)

cmmoll™) V¥V c(@mmoll™) V() V(ul)

(D)
10 100 300 100 225 208 100
20 50 600 50 12,5 198 95
40 25 1200 25 7.5 172 83

“objem reakéni smési, ke které bylo pridano 50 pl derivatiza&niho &inidla
** jako zaklad 100 % byla pouzita plocha piku ziskana za pivodnich podminek — pfi pouziti 10 mM
chloraminu-T a 300 mM borohydridu sodného

31



Z vysledki je patrné, Ze zakoncentrovanim roztokli chloraminu-T a borohydridu
sodného se plocha piku a tedy koncentrace oxidovaného a nasledné derivatizovaného
produktu sniZuje.

Koncentrace roztokli chloraminu-T a borohydridu sodného pro oxidaci

4-propylprolinu nebyla zménéna.
4.1.2.2 Vliv koncentrace OPA na derivatizaci 4-propylprolinu

Pfidanim derivatiza¢niho &inidla k reakéni smési dojde k vice neZ trojndsobnému
nafedéni vzorku. Pouziti koncentrovanéjsiho roztoku derivatiza¢niho ¢inidla by mohlo
vést ke sniZeni detekéniho limitu 4-propylprolinu. Proto byl studovan vliv koncentrace
derivatizacniho ¢inidla na plochu piku derivatu 4-propylprolinu. Koncentrace OPA
5 mg ml™' byla srovnana s koncentracemi 25 a 50 mgml™". Pro zlepseni rozpustnosti
OPA v koncentrovangj$ich roztocich byl pfi tomto pokusu OPA rozpustén v acetonitrilu
a 200mM NaBO;, pH10 vobjemovém poméru 1:1. Objem piiddvaného
merkaptoethanolu nebyl zménén (byl zachovan pomér mezi latkovym mnozstvim OPA

a merkaptoethanolu). Vysledky jsou uvedeny v tab. 4.3.

Tab. 4.3: Vliv koncentrace OPA na derivatizaci 4-propylprolinu
25 pl vzorku 4-propylprolinu o koncentraci 200 pg ml™; oxidace a derivatizace: 10mM chloramin T,
300 mM NaBHy,, pH 10, 60 °C, 10 min; HPLC analyza: metoda 3

OPA Derivatizatni  Reakéni A4, PPL A, PPL"

ginidlo smés’  (10°uVs) (%)
c(mgml™) ¥ (ul) V(ub
5 50 22,5 232 100
25 10 22,5 375 162
50 10 45,0 523 226

*objem reakéni smési po oxidaci, ktera byla pouZita k derivatizaci

"jako zaklad 100 % byla pouzita plocha piku ziskana za pivodnich podminek — 5 mg ml™ OPA

Pfi pouziti desetkrat koncentrovanéjsiho derivatiza¢niho ¢inidla vzrostla plocha piku

4-propylprolinu 2,26 krat.
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Na zakladé téchto vysledkd byl dale pouzivan OPA o koncentraci 50 mg ml™:
100 ul derivatizaéniho ¢inidla bylo pfipraveno rozpusténim Smg OPA v 50 pl
acetonitrilu a 50 pl 200 mM boritanu sodného (pH 10), do smési byly pfidany 4 pl

merkaptoethanolu.
4.1.2.3 Vliv teploty na oxidaci 4-propylprolinu
Teplota patfi mezi hlavni faktor ovliviiujici chemickou reakci. Optimalni teplota

oxidace 4-propylprolinu byla sledovana v intervalu od 50°C do 80°C po 5 °C.

Vysledky experimentu jsou zaznamenany v grafu na obr. 4.1.
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Obr. 4.1: Zavislost vytézku oxidace 4-propylprolinu na jeji teploté
25 pl vzorku 4-propylprolinu o koncentraci 200 pg ml™'; oxidace a derivatizace: 10mM chloramin-T,
300 mM NaBH,, pH 10, 10 min, 50 mg ml™ OPA; HPLC analyza: metoda 3
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Z vysledkl pokusu vyplyva, Ze se koncentrace derivatu 4-propylprolinu zvySuje
srostouci teplotou do hodnoty 70 °C. Pfi vysSich teplotich koncentrace derivatu
stagnuje, nad 75 °C dokonce klesa. Jako optimalni hodnota byla zvolena teplota 70 °C a

byla pouzita v dalSich experimentech.

4.1.2.4 Vliv pH na oxidaci a derivatizaci 4-propylprolinu

Mezi dilezité podminky chemické reakce patii pH prostfedi, v némz reakce probiha.
Pro nalezeni optimélni hodnoty pH byla uréena zavislost koncentrace produktu na pH
roztoku Na3;BOs, ve kterém byl rozpustén chloramin-T (¢inidlo pouzivané pfi oxidaci) a
OPA (derivatizace) v oblasti pH 7 az 10. Jedna hodnota pH byla sledovéna pro oxidaci

a derivatizaci soucasn€. Vysledky jsou uvedeny v grafu na obr. 4.2.
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Obr. 4.2: Zavislost vytéZnosti oxidace a derivatizace 4-propylprolinu na pH
25 pl vzorku 4-propylprolinu o koncentraci 200 pg ml™'; oxidace a derivatizace: 10mM chloramin-T,
300 mM NaBH,, 70 °C, 10 min, 50 mg ml™ OPA; HPLC analyza: metoda 3

Z grafu na obr. 4.2 vyplyva, Ze optimalni pH oxidace a derivatizace 4-propylprolinu

je 9,5. Tato hodnota byla pouzita v dalSich experimentech.
4.1.2.5 Vliv doby reakce na oxidaci 4-propylprolinu
Za optimalni dobu oxidace se povaZuje ¢as potiebny ke kvantitativnimu pribéhu

reakce. Delsi doba by zbyte¢né prodluzovala pfipravu vzorku k analyze. Délka reakce

vzorku s chloraminem-T po dobu 1 min zistala zachovana. Testovana byla aZz doba
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reakce po pfidani borohydridu sodného v rozmezi 5 — 20 min. Vysledky jsou zobrazeny

v grafu na obr. 4.3.
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Obr. 4.3: Zavislost vytéZnosti oxidace na jeji dobé
25 ul vzorku 4-propylprolinu o koncentraci 200 pg ml™'; oxidace a derivatizace: 10mM chloramin-T,
300 mM NaBH,, pH 9,5; 70 °C, 50 mg ml™ OPA; HPLC analyza: metoda 3

S rostouci dobou oxidace se zvySuje koncentrace derivatizovaného produktu az do
10. minuty, v rozmezi 10 aZ 20 min roste koncentrace produktu velmi pomalu, témeéf
stagnuje. Vzrist koncentrace derivatu v tomto intervalu je zanedbatelny vzhledem
k tomu, Ze se doba oxidace zdvojnasobila. Proto byla jako nejvhodnéjsi doba pro

oxidaci 4-propylprolinu ponechana ptivodni hodnota 10 min.
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4.1.2.6 Vliv nadbytku ¢inidel na oxidaci a derivatizaci 4-propylprolinu

Vliv nadbytku ¢inidel pro oxidaci i derivatizaci byl testovan soucasné. Pro
zjednodu$eni byl experiment proveden jako zavislost koncentrace derivatizovaného
produktu na mnoZstvi (resp. objemu) p¥idaného roztoku 4-propylprolinu v rozmezi od
25ul do 150 pl. K experimentu byl zamémé vybran roztok 4-propylprolinu
o koncentraci 200 pg ml™', coz odpovida dvojnasobku piedpokladané vyse koncentrace

4-propylprolinu v redlnych vzorcich. Vysledky jsou uvedeny na obr. 4.4.
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Obr. 4.4: Zavislost koncentrace derivatizovaného produktu na objemu vzorku 4-propylprolinu
vzorek 4-propylprolinu o koncentraci 200 pg ml™; oxidace a derivatizace: 10mM chloramin-T,

300 mM NaBH,, pH 9,5; 70 °C, 10 min, 50 mg ml™ OPA; HPLC analyza: metoda 4
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Jak je patrné z grafu na obr. 4.4, do objemu 100 pl vzorku je nadbytek vSech ¢inidel
dostateény. Pfi zvySeni objemu na 125 pl se jiZz koncentrace vysledného produktu
reakce vyznamné nezvySuje, coZ je ziejmé zpusobeno nedostateCnym mnoZstvim

nékterého z ¢inidel. Proto bylo pro dalsi oxidaci a derivatizaci pouzivano 100 pl vzorku.

4.1.3 Stabilita oxidovaného 4-propylprolinu a jeho derivatu s OPA

Stabilita oxidovaného 4-propylprolinu byla sledovana pfi laboratomi teploté po

dobu 3,5 h. Vysledky jsou uvedeny v tab. 4.4.

Tab 4.4.: Stabilita oxidovaného 4-propylprolinu
100 pl vzorku 4-propylprolinu o koncentraci 100 pg mI™'; oxidace a derivatizace: 10mM
chloramin-T, 300 mM NaBH,, pH 10, 70 °C, 10 min, 50 mg ml™ OPA; HPLC analyza: metoda 4

t(min) A4, PPL

(10* pV s)
0 1439
30 1495
90 1462
150 1421
210 1450
prumér 1453
SD 27,7
RSD 1,91

* v - . ’ - . ’
¢as mezi oxidaci a derivatizaci

Z vysledku je patrné, Ze oxidovany 4-propylprolin je pfi laboratorni teploté po dobu
3,5 h staly. Svéd¢i o tom hodnota RSD 1,91 %. Proto neni nezbytné 4-propylprolin
derivatizovat ihned po oxidaci.

Stabilita derivatu oxidovaného 4-propylprolinu s OPA byla sledovéna pfi
laboratorni teploté po dobu 140 min. Vysledkem je zavislost koncentrace derivatu na

¢ase mezi derivatizaci a nastfikem na kolonu uvedena na obr. 4.5.
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Obr. 4.5: Stabilita derivatizovaného 4-propylprolinu
100 pl vzorku 4-propylprolinu o koncentraci 70 pg ml™, oxidace a derivatizace: 10mM chloramin-T,
300 mM NaBH,, pH 9,5; 70 °C, 10 min, 50 mg ml™ OPA; HPLC analyza: metoda 5

Ze zavislosti vyplyva, Ze derivat 4-propylprolinu s OPA neni stabilni. Je tedy

nezbytné vzorek po derivatizaci ihned davkovat na kolonu.
4.1.4 Metoda stanoveni 4-propylprolinu — shrnuti

Ze ziskanych zavislosti byly uréeny parametry kone¢né metody stanoveni
4-propylprolinu. 100 ul 10 mM roztoku chloraminu-T v 400 mM Na;BO; (pH 9,5) a

DMSO 4:1 (v/v) bylo pfedehfato v mikrozkumavce ve vodni l4azni o teploté 70 °C po
dobu 1min. Do mikrozkumavky bylo ptfidano 100 ul standardu 4-propylprolinu
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o ptislu$né koncentraci nebo realného vzorku. Smés byla promichana a zahfivana 1 min.
Ke smési bylo pfidano 100 ul 300 mM roztoku NaBH; v 600 mM LiOH. Smés byla
promichéana, zahfivana pii 70 °C 10 min a centrifugovana 5 min pii 13 400 rpm. Ke
45 pl obsahu mikrozkumavky bylo pfidano 10 pl derivatiza¢niho ¢inidla (smés 50 mg
OPA rozpusténého v 50 ul acetonitrilu a 50 ul 200 mM Na3;BO;, pH9,5 a 4pl
mertkaptoethanolu). Roztok byl promichan a ihned davkovan na kolonu.

25 pl derivatizovaného vzorku bylo naneseno na analytickou kolonu Luna C 18
(250 x 4,6 mm LD., 5pum, 100 A) a eluovano dvouslozkovou mobilni fazi (fize A:
2,2mM dihydrogenfosfore¢nan draselny upraveny 1 M hydroxidem draselnym na
pH 6.9; faze B: acetonitril). Eluéni gradient s linearnim prib&éhem je uveden v tab. 4.5.
Pfed dalsi analyzou byla kolona 6 min ekvilibrovana pfi 30 % B. Pritok mobilni faze
béhem celé analyzy byl 1,25 ml ml™. Vzorky byly detekovany fluorescenci (excitace

336 nm, emise 425 nm), gain 100.

Tab. 4.5: Elu¢ni gradient HPLC separace 4-propylprolinu

t(min) %A %B

0 70 30
1 70 30
25 0 100
27 30 70
29 70 30

41.5 Validace metody

Metoda stanoveni 4-propylprolinu byla ¢aste¢né validovana podle obecnych
pravidel popsanych v publikaci [55]. Pozornost byla vénovana selektivité metody, byly
provedeny testy spravnosti a piesnosti metody véetné ovéfeni hodnoty LOQ a byly

posouzeny nékteré parametry z hlediska robustnosti.
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4.1.5.1 Selektivita metody

O dobr¢ selektivité metody svéd¢i obr. 4.6, z néhoZ vyplyva, Ze matrice s pikem
derivatu 4-propylprolinu neinterferuje. Pro ilustraci byl vybran piekryv chromatogramu
1 (vzorek B,1 s pfidavkem 4-propylprolinu o kone¢né koncentraci 70 pg ml™") a2

(vzorek B,1 neobsahujici 4-propylprolin).

10000.0-

9000.0

8000.0

70000~

6000.0

5000.0~

Fluorescence

40000~

3000.0

2000.0

10000
0.0

Obr. 4.6: Srovnani analyzy 4-propylprolinu pfidaného do matrice se slepym vzorkem
1 —70 ug ml™ propylprolin v B, 1, pik 4-propylprolinu (14,7 min)
2 - B,1 (slepy vzorek)
oxidace a derivatizace: 10mM chloramin-T, 300 mM NaBH,, pH 9,5; 70 °C, 100 ul vzorku, 10 min,
50 mg ml"' OPA; HPLC analyza: metoda 5

4.1.5.2 Kalibra¢ni pfimka, LOD, LOQ
Pro vytvoteni kalibra¢ni pfimky byly pouZity roztoky 4-propylprolinu v matrici B;1

o koncentraci 0,25; 0,5; 1; 5; 20; 50 a 100 pg ml™". Kalibraéni ptimka je na obr. 4.7,

parametry vypocitané z kalibra¢ni kiivky jsou uvedeny v tab. 4.6.
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Obr. 4.7: Kalibraéni piimka 4-propylprolinu

Tab. 4.6: Parametry kalibraé¢ni pfimky

40 60 80 100
e, PPL (ug mi™)

parametr hodnota parametru
rovnice A=62510° ¢+ 3,66-10°
korela¢ni koeficient (r) 0,9998

determinacni koeficient (r*)  0,9996

Sy 546:10° uV's

LOD 2,62 pg ml™

LOQ 8,65 ug ml™'
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Vliv matrice na vytéznost oxida¢ni a derivatiza¢ni reakce byl eliminovan pouZitim
kalibra¢nich roztokd 4-propylprolinu v matrici B,l, kterd pfirozen€ produkovany

4-propylprolin neobsahuje.
4.1.5.3 Spravnost a prfesnost metody

Spravnost a presnost byla testovana na tfech koncentra¢nich drovnich (8, 30,
70 pg ml™') roztokd 4-propylprolinu v matrici B,1. Hodnota nejniz§i koncentrace byla
zvolena na urovni hodnoty LOQ (verifikace hodnoty LOQ). Koncentrace dalSich dvou
roztokl se pohybovaly v rozmezi hodnot kalibraéni pfimky. Kazda koncentra¢ni hladina

byla testovana pétkrat. Vysledky testu jsou uvedeny v tab. 4.7.

Tab. 4.7: Valida&ni test metody stanoveni 4-propylprolinu

Nominalni Spravnost  Pfesnost

¢ (pgml™) kvantita® _ kvalita "
x (%) RSD (%)

3 96.5 4,54 0,16

30 103,8 5,05 0,22

70 101,3 1,45 0,26

* v 7 ’ hdd
vypoc€teno z naméfenych koncentraci, vypoéteno z t,

Spravnost metody byla procentuelné vyjadfena srovnanim naméfené koncentrace
s koncentraci nominalni. Kritérium odchylky u koncentrace 8 pgmi' do20% a
u koncentraci 30 a 70 pgml™ do 15 % bylo ve viech ptipadech splnéno. Splnénim
uvedenych podminek pro nejniZ§i hodnotu koncentrace (8 pg ml™) byla potvrzena
hodnota LOQ.

Pfesnost metody byla testovdna zhlediska kvantitativniho (RSD naméfenych
koncentraci 4-propylprolinu) a kvalitativniho (RSD reten¢nich ¢asd 4-propylprolinu).
V prvnim ptipadé se RSD koncentraci 8 a 70 ugml™' pohybuje pod 5%, pro
koncentraci 30 pg ml™' ptekraduje RSD hodnotu 5 % jen tésné. RSD retenénich &asti

nepiekracuje hodnotu 1 %.
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4.1.5.4 Robustnost metody

Soudasti validace metody je testovani jeji robustnosti. Malou zménou né&kterych
krokd postupu muzZe dojit k posunuti retenéniho ¢asu piku 4-propylprolinu, ktery by tak
mohl byt zaménén s pikem jiné latky. Malou zménou postupu oxidace a derivatizace
4-propylprolinu miZe dojit k nedostateénému prob&hnuti reakce, coz by vedlo ke
kvantitativni chybé stanoveni. Aby se témto situacim piedeslo, byly vytipovany kroky
v postupu metody, které by mohly vysledek analyzy vyznamnym zptisobem ovlivnit.

V ptipadé chromatografickych podminek ovliviiujici pfedevsim retencni ¢as analytu
je tieba vé€novat pozornost piipravé mobilni faze.

pH mobilni faze mize mit vyznamny vliv na separaci. Z hlediska robustnosti
metody byla sledovana zména pH KH,PO4 v oblasti 6,2 — 7,9 a jeji disledek v analyze.
Vysledky jsou shrnuty v tab. 4.8.

Tab. 4.8: Vliv pH mobilni fize na analyzu 4-propylprolinu

pH' t,(min) ¢ (ugml™)"
6, 13,82 73,76

6,4 1382 73,15

6,9 13,87 71,08

74 13,82 72,36

7.9 13,84 72,48
primér 1383 72,57

SD 0,02 1,00

RSD (%) 0,14 1,38

* pH pufru (KH,PO,)

" zmé&Fen4 koncentrace roztoku 4-propylprolinu v matrici B,1 0 nominalni koncentraci 70 pg mi™

Z udajt v tab. 4.8 je ziejmé, Ze vliv pH na separaci i kvantifikaci 4-propylprolinu je
v oblasti 6,2 — 7,9 zanedbatelny.
Vliv koncentrace KH,PO, (iontova sila pufru) na separaci 4-propylprolinu byl jako

dal3i parametr testovan v rozmezi 2 aZ 5 mmol dm™. Vysledky jsou uvedeny v tab. 4.9.
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Tab. 4.9: Vliv iontové sily pufru na analyzu 4-propylprolinu

¢ KH,PO, t,(min) ¢ (ugml’)
(mmol dm'3)

2,0 13,82 7125

2,2 13,86 72,36

2,5 13,87 71,45

50 13,91 71,48
pramér 13,87 71,63

SD 0,04 0,49

RSD (%) 0,27 0,69

* zméfena koncentrace roztoku 4-propylprolinu v matrici B,1 o nominalni koncentraci 70 pug ml™

Podle vysledkd v tab. 4.9 neni vliv iontové sily vrozmezi 2,0 az 5,0 mmol "'
vyznamny.

Dal§im parametrem, ktery je tfeba otestovat v ramci robustnosti, je objem piidaného
acetonitrilu k roztoku KH,PO4 (pufru). Ke 100 ml pufru je pfidavano 10 ml acetonitrilu.
Pfi tomto kroku miZe dojit k nepfesnému odméfeni objemu acetonitrilu. Proto byl
standardni postup srovnan s pfipadem, kdy bylo ke 100 ml pufru pfidano 9 resp. 11 ml
acetonitrilu. Vysledky pokusu jsou uvedeny v tab. 4.10.

Tab. 4.10: Vliv piidavku acetonitrilu k pufru na analyzu 4-propylprolinu

V(ml)  t,(min) c(ugml’)

9 1504 68,59
10 14,70 7125
11 1447 7391
pramér 14,74 71,25
SD 0,03 2,66
RSD (%) 1,95 3,73

" zmétena koncentrace roztoku 4-propylprolinu v matrici B,1 o nominalni koncentraci 70 ug ml™

Z vysledkt vyplyva, Ze metoda je robustni i v pfipadé pfidavku acetonitrilu k pufru.

Odchylka retenéniho ¢asu ani zméfenych koncentraci pfi snizeném i zvySeném ptidavku
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acetonitrilu nepfesahuje 5 %, pfesto méla zména tohoto parametru vedle pH a iontové
sily pufru na analyzu nejvétsi vliv.

V ptipadé oxidace a derivatizace 4-propylprolinu je tfeba otestovat stabilitu derivatu
oxidovaného 4-propylprolinu s OPA, tedy vliv prodlevy mezi derivatizaci a néstfikem

na kolonu, ke které mize pii provadéni analyzy dojit. Vysledky jsou shrnuty v tab. 4.11.

Tab. 4.11: Vliv doby mezi derivatizaci a divkovanim na kolonu

t(s)  c(ugml’)  Odchylka (%)

0 71,52 2,17
10 68,89 1,89
20 66,90 4,43
60 63,79 8,87
pramér 67,78 -
SD 3,26 -
RSD 4,81 -

* . . . : . £
€as mezi derivatizaci a davkovanim na kolonu
hid ¥ . . o . T . -1
naméfena koncentrace roztoku 4-propylprolinu v matrici B,1 o nominalni koncentraci 70 pg ml

b ~ 7 . r ’
odchylka naméfené koncentrace od nominalni koncentrace

Z vysledki vyplyva, Ze je tieba zachovat mezi derivatizaci a davkovanim na kolonu
co nejkrat§i dobu, maximalné vSak 20 sekund. Po této dobé je jiz odchylka mezi

spravnou a naméfenou koncentraci vyssi nez 5 %.
4.1.6 Aplikace metody (realné vzorky)

Vyvinutd metoda byla aplikovana na analyzu 4-propylprolinu v redlnych vzorcich
kultiva¢niho média Streptomyces lincolnensis.

Bylo testovano Sest redlnych vzorkd, ve ¢tyfech byl potvrzen a kvantifikovan

4-propylprolin (viz tab. 4.12).

46



Tab. 4.12: Vysledky analyzy realnych vzorkua

Vzorek ¢, PPL (ng ml™)
N1 27,13

NI+PPL 30 ugml™ 58,54

N2 3,73

NI12 29,21

D1 3,00"

DI1+PPL 7 pg ml”! 9,81

WT 0"

X12 0"

" orienta&ni hodnota (pod LOQ), = pod hodnotou LOD

Pro ovéfeni identity vzniklého derivatu 4-propylprolinu byl vzdy s testovanym
realnym vzorkem srovnavan realny vzorek s definovanym ptidavkem 4-propylprolinu.
Piekryv takto ziskanych chromatogramu je na obr. 4.8 (pro vzorek N1) a na obr. 4.9
(pro vzorek D1). Detail ptekrytych piki s retenénim ¢asem 14,7 min znazoriuje pik (1)
odpovidajici souc¢tu koncentrace 4-propylprolinu ve vzorku a koncentrace
4-propylprolinu do vzorku pfidaného a pik (2) odpovidajici skutecné koncentraci

4-propylprolinu v realném vzorku.
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Na obr. 4.8 je piekryv chromatogramu vzorku N1 a vzorku N1 s pfidavkem
4-propylprolinu  vB;l o konecné koncentraci 30 pg ml'. Prekryv téchto

chromatogrami dokazuje pfitomnost 4-propylprolinu ve vzorku N1.

100000+ —1 -‘ 1 1

9000.0-
8000.0

7000.0-

6000.0~

6000,0-

Fluorescence

3000.0-

2000.0+

" I

00—
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Obr. 4.8: Prekryv chromatogramu vzorku N1 a vzerku N1 obsahujici 4-propylprolin
o koncentraci 30 pg ml™
1 — vzorek N1 + 4-propylprolin 30 pg ml™', pik 4-propylprolinu
2 — vzorek N1, pik 4-propylprolinu
oxidace a derivatizace: 10mM chloramin T, 300 mM NaBH,, pH 9,5; 70 °C, 100 ul vzorku, 10 min,
50 mg mI™' OPA; HPLC analyza: metoda 5

48




Na obr. 4.9 je ptekryv chromatogrami vzorku D1 a vzorku D1, s ptidavkem
4-propylprolinu v B;1 o koneéné koncentraci 7 pgml™'. Piekryv chromatogramd

dokazuje pfitomnost 4-propylprolinu ve vzorku D1, jeho koncentrace je pod LOQ.
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Obr. 4.9: Piekryv chromatogramu vzorku D1 a vzorku D1 obsahujici 4-propylprolin o koncentraci
7 ug mi™
1 — vzorek D1 + 4-propylprolin 7 ug ml™, pik 4-propylprolinu
2 — vzorek D1, pik 4-propylprolinu
oxidace a derivatizace: 10mM chloramin T, 300 mM NaBH,, pH 9,5; 70 °C, 100 ul vzorku, 10 min,
50 mg ml”' OPA; HPLC analyza: metoda 5
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4.2 Stanoveni N-demethyllinkomycinu

V kapitole 2.2.2 je uveden vycet metod stanoveni, které je mozné pouzit jako
ptedlohu k vyvoji analytické metody stanoveni N-demethyllinkomycinu a v kapitole
2.2.3 jsou na zékladé¢ diskuze z téchto metod vybrany dvé¢, které byly vyuZzity.

Metoda OlSovské [4] pro stanoveni linkomycinu nebyla aplikovatelna na stanoveni
N-demethyllinkomycinu. Hlavnimi problémy byla interference stanovované latky
s matrici a slaba absorpce v UV oblasti, na které je metoda zaloZena.

Analyticka metoda stanoveni N-demethyllinkomycinu byla tedy vyvijena na zakladé
metody [6] pro stanoveni methylthiolinkosamidu v kultivaénim médiu pomoci HPLC
s fluorescenéni detekci po derivatizaci NBD-CL.

Modifikaci této metody byla vyvinuta nova metoda vhodnd pro stanoveni

N-demethyllinkomycinu v kultivaénim médiu Streptomyces lincolnensis.
4.2.1 Chromatografické podminky a podminky detekce

Metoda 1 pfedstavuje metodu, ktera byla pouzita k separaci methylthiolinkosamidu
v publikaci [6]. Ostatni metody byly vytvofeny postupnou tpravou pfedchozi metody.

Metoda 1. 10 pl derivatizovaného vzorku bylo naneseno na analytickou kolonu
Alltech, Econosphere C 18 (250 x 4,6 mm 1.D.) a eluovano dvousloZkovou mobilni fazi
(faze A: 2,2 mM dihydrogenfosforeénan sodny, pH 6,9; fize B: methanol). Elu¢ni
gradient linedrné rostl z 10 % na 33 % B za 5 min a déle na 50 % B za 15 min. Poté
byla kolona 10 min vymyvana 100 % B a 8 min ekvilibrovana pti 10 % B. Priitok
mobilni fize b&hem celé analyzy byl 1 ml ml™. Vzorky byly detekovany fluorescenci
(excitace 240 nm, emise 417 nm).

Metoda 2. Podminky metody 1 byly modifikovany nasledujicim zpisobem.

10 pl derivatizovaného vzorku bylo naneseno na analytickou kolonu Luna C 18
(250 x 4,6 mm L.D., 5 pm, 100 A), Phenomenex a eluovano dvouslozkovou mobilni fazi
(faze A: 2,2 mM dihydrogenfosforeénan draselny upraveny 1 M hydroxidem draselnym
na pH 6,9 a acetonitril (10:1); faze B: acetonitril). Eluéni gradient linearn€ rostl z 15 %
na 95 % B za 15 min. Po 2 min vymyti kolony 95 % B byla kolona pfevedena do 15 %

B za 1 min a ekvilibrovana 6 min. Gain fluorescenéniho detektoru byl nastaven na
hodnotu 10.
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Metoda 3. Nedostate¢nd separace piku N-demethyllinkomycinu byla divodem
upravy elu¢niho gradientu.

Eluéni gradient linearné rostl z 10 % na 33 % B za 5 min a dale na 50 % B za
15 min. Kolona byla dale pfevedena do 98 % B za 1 min a poté 6 min ekvilibrovana pti
10 % B.

Metoda 3 je konetnou chromatografickou metodou pro stanoveni

N-demethyllinkomycinu.
4.2.2 Derivatizace N-demethyllinkomycinu

Methylthiolinkosamid je v publikaci [6] derivatizovan nasledujicim zptisobem.

Ke 400 pl roztoku standardu N-demethyllinkomycinu v mikrozkumavce bylo
pfidano 100 pl 1 M roztoku NaHCO3; a 500 ul NBD-Cl v methanolu o koncentraci
30 mg ml™'. Mikrozkumavka byla promichana a 4 h zahfivana ve vodni 14zni o teploté
60 °C . Poté byla smés ochlazena ledem, filtrovana a davkovana na kolonu.

Derivatizace N-demethyllinkomycinu byla provedena s nasledujicimi Upravami.
K reakci byly pouzity poloviéni objemy reagentd (200 pl vzorku, 50 ul 1 M NaHCOs,
250 ul NBD-Cl o koncentraci 30 mgml"). Po derivatizaci byla reakéni smés 30 min
chlazena pti teploté —24 °C a centrifugovana (13400 rpm, S min). Supernatant byl
davkovan na kolonu.

Pro dosazeni co nejniz§ich hodnot LOD a LOQ byly optimalizovany tyto parametry
derivatizace N-demethyllinkomycinu: nadbytek NBD-Cl, teplota reakce a doba

derivatizace.
4.2.2.1 Vliv nadbytku NBD-CI na derivatizaci N-demethyllinkomycinu

Testovani nadbytku NBD-Cl bylo provedeno pfi zachovani objemu pfidaného
roztoku derivatizaéniho ¢inidla zménou jeho koncentrace. N-demethyllinkomycin byl

derivatizovan roztokem NBD-CI o koncentracich 5, 10, 20, 30 a 50 mg ml™. Analyza
byla provedena metodou 2, vysledky jsou uvedeny v grafu na obr. 4.10
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Obr. 4.10: Zavislost plochy piku N-demethyllinkomycinu na koncentraci NBD-Cl
N-demethyllinkomycin o koncentraci 25 pg ml™'; derivatizace: 60 °C, 4 h; HPLC analyza: metoda 2

Z grafu na obr. 4.10 je patrné, Ze vytéZnost derivatizace je nejvy$Si pfi pouZiti
NBD-CI o koncentraci 30 mgml™. Koncentrace derivatiza¢niho &inidla tedy nebyla

zménéna.
4.2.2.2 Vliv teploty reakce na derivatizaci N-demethyllinkomycinu
Dilezitou roli pfi derivatizaéni reakci hraje teplota. Optimalni teplota pro

derivatizaci N-demethyllinkomycinu byla testovana v rozmezi od 50 °C do 80 °C po

5 °C. Analyza byla provedena metodou 2, vysledky jsou uvedeny v grafu na obr. 4.11.
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Obr. 4.11: Vliv teploty reakce na vytéZnost derivatizace
N-demethyllinkomycin o koncentraci 25 pg ml™, derivatizace: 30 mg mlI"' NBD-Cl, 4 h; HPLC

analyza: metoda 2

Z vysledka vyplyva, ze optimalni teplotou pro derivatizaci
N-demethyllinkomycinu je 55 °C.
4.2.2.3 Vliv doby reakce na derivatizaci N-demethyllinkomycinu

Maximalni vytézek derivatizace N-demethyllinkomycinu je podminén dostatecnou
dobou reakce. Ta byla testovana v rozpéti od 0,5h do 5h. Analyza byla provedena
metodou 2, vysledky jsou zobrazeny v grafu na obr. 4.12.
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Obr. 4.12: Vliv doby reakce na vytéinost derivatizace, metoda 2
25 pg ml™ N-demethyllinkomycin, derivatizace: 30 mg ml™' NBD-Cl, 60 °C; HPLC analyza:

metoda 2
Nejvétsi vytéZznosti derivatizace N-demethyllinkomycinu bylo dosazeno pfi dobé
reakce 3 h. Jako optimalni doba derivatizace v3ak byla zvolena hodnota 2 h, ktera

poskytuje jen o malo men§i vyté€Znost oproti 3h za soulasného zkraceni doby

derivatizace o jednu tfetinu.

4.2.3 Stabilita derivatizovaného N-demethyllinkomycinu

MozZnost automatizace metody, tedy analyza série vzorku s vyuzitim autosampleru,

je podminéna stabilitou derivatizovaného N-demethyllinkomycinu. Ta byla testovana po
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dobu 15 h mezi ukon&enim derivatizace a nastfikem na kolonu. Analyza byla provedena

metodou 3. Vysledky pokusu jsou uvedeny v tab. 4.13.

Tab. 4.13: Stabilita derivatizovaného N-demethyllinkomycinu, metoda 3
70 pg mlI™' N-demethyllinkomycin, derivatizace: 30 mg mlI™' NBD-CI, 55 °C; 2 h; HPLC analyza:

metoda 3

t(h) A, NDL
(10* uv s)

1,0 1966

5,5 1983

11,0 2027

15,5 2097

prumér 2018
SD 58,45
RSD (%) 2,90

* - . . . ’ 4
¢as mezi derivatizaci a analyzou

Z vysledku v tab. 4.13 vyplyv4, Ze je derivat N-demethyllinkomycinu je stabilni po
dobu min. 15,5 h. Nepatmy narist plochy je pravdépodobné zptsoben odpafovanim

rozpoustédla z reak¢éni smési v dobé& mezi derivatizaci a davkovanim na kolonu.
4.24 Metoda stanoveni N-demethyllinkomycinu — shrnuti

Optimalizaci metody popsané v publikaci [6] byla vyvinuta metoda stanoveni
N-demethyllinkomycinu v kultivaénim médiu Streptomyces lincolnensis pomoci HPLC
s fluorescenéni detekci po derivatizaci NBD-CI.

K 200 pl vzorku v mikrozkumavce bylo pfidano 50 ul 1 M roztoku NaHCO; a
250 ul NBD-Cl v methanolu o koncentraci 30 mgml™'. Smé& byla promichana a
zahfivana ve vodni lazni o teploté 55 °C. Po 2 h derivatizaci byla reakéni smés 30 min
chlazena pfi telot¢ —24 °C a centrifugovana (13400 rpm, 5 min). Supernatant byl
analyzovan.

10 pl derivatizovaného vzorku (supernatantu) bylo naneseno na analytickou kolonu
Luna C 18 (250 x 4,6 mm LD., 5 um, 100 A), Phenomenex a eluovano dvouslozkovou

mobilni fazi (faze A: 2,2 mM dihydrogenfosfore¢nan draselny upraveny 1 M
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hydroxidem draselnym na pH 6,9; faze B: acetonitril). Elu¢ni gradient s linearnim
pribéhem je uveden v tab. 4.14. Pfed dali analyzou byla kolona 6 min ekvilibrovana
pti 10 % B. Pritok mobilni fize b&hem celé analyzy byl 1,00 mlml™'. Vzorky byly

detekovany fluorescenci (excitace 240 nm, emise 417 nm), gain 10.

Tab. 4.14: Eluéni gradient HPLC separace N-demethyllinomycinu

t(min) %A %B

0 90 10
5 90 33
20 50 50
21 2 98
24 2 98
25 90 10

4.2.5 Validace metody

Metoda stanoveni N-demethyllinkomycinu byla ¢aste¢né validovana na zakladé
publikace [55]. Pozornost byla vénovana selektivité metody, byly provedeny testy
spravnosti a pfesnosti metody véetné ovéfeni hodnoty LOQ a byly posouzeny nékteré

parametry z hlediska robustnosti.
4.2.5.1 Selektivita metody

O dobré selektivité¢ metody svédéi obr. 4.13, z néhoZ vyplyva, Ze matrice s pikem
derivatu N-demethyllinkomycinu neinterferuje. Pro ilustraci byl vybran piekryv
chromatogramii 1 (vzorek B;l sptidavkem N-demethyllinkomycinu o kone¢né

koncentraci 70 ug ml™") a 2 (vzorek B;1 neobsahujici N-demethyllinkomycin).
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Obr. 4.13: Srovnani analyzy N-demethyllinkomycinu p¥idaného do matrice se slepym vzorkem
1-70 pgml™ N-demethyllinkomycin v B,1, pik N-demethyllinkomycinu (15,6 min)
2 - B,1 (slepy vzorek)
derivatizace: 30 mg mI™' NBD-CI, 55 °C; 2 h; HPLC analyza: metoda 3

4.2.5.2 Kalibraéni pfimka, LOD, LOQ
Pro vytvofeni kalibra¢ni pfimky byly pouZity roztoky N-demethyllinkomycinu

v matrici B;1 o koncentraci 0,5; 1; 5; 20; 50 a 100 ug ml™. Kalibraéni ptimka je na

obr. 4.14, parametry vypocitané z kalibraéni pfimky jsou uvedeny v tab. 4.15.
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Obr. 4.14: Kalibra¢ni pfimka N-demethyllinkomycinu

Tab. 4.15: Parametry kalibraéni pfimky

parametr hodnota parametru
rovnice A=22310°c- 1,6610°
korela¢ni koeficient (r) 0,9999

determinaéni koeficient (¥)  0,9998

Sy 1,33-10° pV's

LOD 1,79 pg mi™

LOQ 5,90 pg ml™

Vliv matrice na vytéZnost derivatizaéni reakce byl eliminovan pouZitim kalibracnich
roztoki N-demethyllinkomycinu v matrici B;1, kterd pfirozené produkovany

N-demethyllinkomycin neobsahuje.
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4.2.5.3 Spravnost a prfesnost metody

Spravnost a piesnost byla testovana na tfech koncentra¢nich drovnich (5, 30,
70 ug ml™) roztokd N-demethyllinkomycinu v matrici B;l. Hodnota nejniZsi
koncentrace byla zvolena na urovni hodnoty LOQ (verifikace hodnoty LOQ).
Koncentrace dal$ich dvou roztokd se pohybovaly v rozmezi hodnot kalibraéni pfimky.

Kazda koncentra¢ni hladina byla testovana pétkrat. Vysledky testu jsou uvedeny v tab.
4.16.

Tab. 4.16: Valida¢ni test metody stanoveni N-demethyllinkoycinu

Nominalni  Spravnost Ptesnost

c(ugml™) Kvantita’ Kvalita
x (%) RSD (%)

5 96,5 2,97 0,05

30 103,8 2,06 0,07

70 101,3 4,29 0,07

* v , , *% %
vypocteno z naméfenych koncentraci, vypocteno z t;

Spravnost metody byla procentuelné vyjadiena srovnanim nameéfené koncentrace
s koncentraci nominalni. Kritérium odchylky u koncentrace 5pugml”' do 20% a
u koncentraci 30 a 70 pgml™ do 15 % bylo ve viech piipadech splnéno. Splnénim
uvedenych podminek pro nejnizsi hodnotu koncentrace (5 pg ml™) byla verifikovana
hodnota LOQ.

Pfesnost metody byla testovdna zhlediska kvantitativniho (RSD naméfenych
koncentraci 4-propylprolinu) a kvalitativniho (RSD reten¢nich ¢asti 4-propylprolinu).
Hodnoty RSD naméfenych koncentraci nepfekracuji hodnotu 5 %, v piipad¢ reten¢nich

¢ast nepiekracuji hodnotu 1 %.
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4.2.5.4 Robustnost metody

U postupu metody stanoveni N-demethyllinkomycinu byly vytipovany nejkritictéjsi

kroky, které by i pfi nevyznamné zméné€ mohly ovlivnit analyzu.

V prvé tadé byl sledovan vliv pH na analyzu N-demethyllinkomycinu v oblasti

6,9 - 7,9. Z vysledkd uvedenych v tab. 4.17 vyplyva, Ze ve sledované oblasti pH

mobilni faze (resp. pH, KH,PO4) vyznamnym zplsobem neovliviiuje retencni cas

N-demethyllinkomycinu.

Tab. 4.17: Vliv pH mobilni fize na analyzu N-demethyllinkomycinu

pH t, (min) ¢, NDL (ug ml™)
6,2 15,60 73,92

6,4 15,57 72,24

6,9 15,58 72,73

74 15,57 71,98

79 15,56 72,21

primér 15,58 72,62

SD 0,02 0,78

RSD (%) 0,97 1,07

*pH pufru (roztoku KH,PO,)

"zmefend koncentrace roztoku N-demethyllinkomycinu v matrici B;1 o nominalni koncentraci

70 pg mi™

Zavislost retenéniho

¢asu

N-demethyllinkomycinu na

koncentraci

pufru

(dihydrogenfosfore¢nan draselny) v rozmezi 2 — 5 mmol I"' byla testovana v daldim

experimentu, vysledky jsou uvedeny v tab. 4.18.
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Tab 4.18: Vliv iontové sily na analyzu N-demethyllinkomycinu

¢, KH,PO, t,(min) ¢, NDL
(mmol dm™) (ng ml")'
2,0 15,55 72,28

2,2 15,58 72,73

2,5 15,57 71,08

5,0 15,53 69,83
primér 15,56 71,48

SD 0,02 1,30
RSD (%) 0,14 1,82

"zméfena koncentrace roztoku N-demethyllinkomycinu v matrici B;1 o nominalni koncentraci

70 pg ml™

Zudaji vtab. 4.18 lze uginit zavér, Ze vliv iontové sily na retenéni cas

1 naméfenou koncentraci N-demethyllinkomycinu je minimalni.

Poslednim parametrem, ktery byl testovan v ramci robustnosti metody je objem

pfidaného acetonitrilu k roztoku KH,PO; (pufru). Ke 100 ml pufru je pfidavano 10 ml

acetonitrilu. Pfi tomto kroku miZe dojit k nepfesnému odméfeni objemu acetonitrilu.

Proto byl standardni postup srovnan s piipadem, kdy bylo ke 100 ml pufru pfidéno 9

resp. 11 ml acetonitrilu. Vysledky pokusu jsou uvedeny v tab. 4.19.

Tab. 4.19: Vliv pfFidavku acetonitrilu k pufru na analyzu N-demethyllinkomycinu

V (ml) t,(min) c(ugml’)
9 16,04 72,29

10 15,62 71,05

11 15,35 74,01
primér 15,67 72,45

SD 0,04 1,49

RSD (%) 2,22 2,05

“objem pridaného acetonitrilu k pufru

" zmétena koncentrace roztoku N-demethyllinkomycinu v matrici B,1 o nominalni koncentraci

70 pg ml™!
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Z vysledkd vyplyva, Ze sledovany parametr neovliviluje retenci ani naméfenou
koncentraci N-demethyllinkomycinu z vice nez 5 %.

Zhlediska  v8ech  studovanych  parametri  je  metoda  stanoveni
N-demethyllinkomycinu robustni. Parametrem, ktery nejvice ovliviiuje retencni Cas
i namétenou koncentraci je objem piidavaného acetonitrilu k pufru. Proto je tfeba

vénovat pfi tomto kroku pfipravy mobilni faze zvySenou pozornost.

4.2.6 Aplikace metody (realné vzorky)

Byly analyzovany 3 redlné vzorky (X12, DI, N12) a vzadném nebyl
N-demethyllinkomycin prokazan. To koreluje se skute¢nosti, Ze u kment odpovidajicim
témto vzorkim, byl inaktivovan gen, ktery je zodpovédny za tu cast biosyntézy
predchazejici vzniku N-demethyllinkomycinu. Nepfitomnosti N-demethyllinkomycinu
byla potvrzena usp€$na inaktivace daného genu Imb X, Imb D a Imb N. Pro ilustraci je
na obr. 4.15 znazornén piekryv chromatogramu vzorku D1 a vzorku D1 s pfidavkem N-

demethyllinkomycinu o koneéné koncentraci 10 pg ml™".
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Obr. 4.15: Pfekryv chromatogramu vzorku D1 a vzorku D1 obsahujici N-demethyllinkomycin o
koncentraci 10 pg mi™.

1 — vzorek D1 + N-demethyllinkomycin 10 pg mI™, pik N-demethyllinkomycinu

2 — vzorek D1

derivatizace: 30 mg ml™ NBD-Cl, 55 °C; 2 h; HPLC analyza: metoda 3

62



5 ZAVER

V této diplomové praci byly vyvinuty u¢inné chromatografické metody stanoveni
4-propylprolinu a N-demethyllinkomycinu, prekurzori linkomycinu v jeho
biosyntetické draze. Tyto analyty byly stanoveny v kultivaénim médiu Streptomyces
lincolnensis. Metody jsou zaloZeny na pfedkolonové derivatizaci obou analytl a
separaci pomoci HPLC s fluorescenéni detekci. DosaZené parametry analytickych
metod (pfedevsim hodnoty LOD a LOQ) jsou na urovni, kterd spolehlivé postacuje
ke sledovani koncentra¢nich hladin analytd v kultivaénim médiu za uelem studia
funkce proteini ucastnicich se biosyntetické drahy linkomycinu.

Pfitomnost  4-propylprolinu  byla  prokdzdna ve dvou  redlnych
vzorcich kultivaéniho média Streptomyces lincolnensis s inaktivovanym genem Imb N
a lmb D. Pfitomnost N-demethyllinkomycinu v Zadném realném vzorku prokazéana
nebyla, coZ je v souladu s hypotézou vychazejici z ptedpokladu, Ze byl inaktivovan
gen, ktery je zodpovédny za ¢ast biosyntézy predchazejici vzniku
N-demethyllinkomycinu.

Metody budou nadale vyuzivany jako soucast studia biosyntetické drahy

linkomycinu.
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