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Anotace:

Tato diplomova prace je zaméfena na piipravu a charakterizaci metalofora ferrcrocinu (Fc)
a triacetylfusarininu C (TafC) s Cu?*, Ni?*, AI¥*, Ga®*, Co?*, Zn?* kationty pomoci CE-DAD v médu
MEKC a dalsich technik molekulové a anorganické hmotnostni spektrometrie. Metalofory Fe-Fc
a Fe-TafC nebyly potfebné k ptiprave, protoze se v této formé vyskytuji pfirozené a byly vyuzity
jako modelovy vzorek. Teoreticka cast se vénuje siderofortim jejim vlastnostem, pouzitim a jejich
produkci. Dalsi kapitola se vénuje popisu kapilarni elektroforézy, jejich ¢asti a jejimu pouziti. Mezi
poslednimi kapitolami teoretické prace se vénuji spojeni CE-ICP-MS a HPLC-ICP-MS jejich prin-
cipy, pouziti a literarni resersi.

Experimentalni ¢ast je vénovana studiu vzniku komplext metaloforti (des-Fc, des-TafC)
s riznymi kovovymi kationty (Cu?*, Ni?*, AI¥*, Ga®*, Co?*, Zn?"). Experimentalni ¢ast byla rozdé-
lena do tfi ¢asti. V prvni ¢asti byla vyvinuta metoda pro separaci DMSO, des-Fc a Fe-Fc pomoci
CE-DAD v médu MEKC. Po vyvoji metody byly pfipraveny roztoky kovovych ionti s des-Fc, které
nasledn¢ byly méfeny na CE-DAD a byla sledovana tvorba komplexii. Druha ¢ast je rovnéz zameé-
fena na vyvoj CE metody, tentokrat pro Fe-TafC. Po vyvoji metody byly opét pfipraveny roztoky
kationtti s des-TafC, které byly méfeny pomoci na CE-DAD a také byla sledovana tvorba komplexd.
Posledni ¢ast je vénovana potvrzeni komplexti metalofort (des-Fc, des-TafC) pomoci FIA-HRMS
a HPLC-ICP-MS. Bylo zjisténo, Ze trojmocné Kationty (Ga, Al) ochotné vytvofily komplexy
s obéma metalofory (des-Fc, des-TafC). Tyto komplexy byly zminénymi technikami potvrzeny.
Z dvojmocnych kationti byl uspésné vytvoren komplex Cu-Fc, avSak nepodafilo se vznik tohoto
komplexu potvrdit pomoci FIA-HRMS a ani HPLC-ICP-MS. Vznik ostatnich komplexid s dvojmoc-

nymi kovy se nepodafilo za danych podminek prokazat.
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Annotation:

This master thesis is focused on the preparation and characterization of ferrocine (Fc) and
triacetylfusarinine C (TafC) metallophores with Cu?*, Ni?*, AP*, Ga®*, Co?', Zn?' cations by
CE- DAD in MEKC mode and other molecular and inorganic mass spectrometry techniques. The
metallophores Fe-Fc and Fe-TafC were not needed for preparation as they occur naturally in this
form and were used as a model sample. The theoretical part is devoted to siderophores their prop-
erties, applications and their production. The next chapter is devoted to the description of capillary
electrophoresis, its parts and its application. Among the last chapters of the theoretical work, | dis-
cuss the connection of CE-ICP-MS and HPLC-ICP-MS their principles, applications and literature
search.

The experimental part is devoted to the study of the formation of complexes of metallophores
(des-Fc, des-TafC) with different metal cations (Cu?*, Ni%*, AP*, Ga®*, Co?*, Zn?*). The experi-
mental part was divided into three parts. In the first part, a method was developed for the separation
of DMSO, des-Fc and Fe-Fc using CE-DAD in MEKC mode. After developing the method, solu-
tions of metal ions with des-Fc were prepared, which were then measured on CE-DAD and the
formation of complexes was monitored. The second part also focuses on the development of the CE
method, this time for Fe-TafC. After developing the method, solutions of the cations with des-TafC
were again prepared and measured on CE-DAD and complex formation was also monitored. The
last part is devoted to the confirmation of the complexes of the metallophores (des-Fc, des-TafC)
by FIA-HRMS and HPLC-ICP-MS. It was found that the trivalent cations (Ga, Al) readily formed
complexes with both metallophores (des-Fc, des-TafC). These complexes were confirmed by the
above-mentioned techniques. A Cu-Fc complex was successfully formed from divalent cations, but
the formation of this complex could not be confirmed by FIA-HRMS or HPLC-ICP-MS. The for-
mation of other complexes with divalent metals could not be demonstrated under the given condi-

tions.
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1 UVOD

Omezeni K pfistupu nékterych stopovych prvki ma vliv nejen na biologické funkce orga-
nismt, ale také na zdravi ekosystému a globalni kolobéh prvkii. Enzymatické mechanismy mikrobt
maji klicovou roli pfi fizeni dulezitych biochemickych cykll v celkovém méfitku, a v mnoha ptipa-
dech muze nedostatek zakladnich stopovych prvkl omezit funkci procest, které jsou zprostredko-
vany metaloenzymy. Nékteré organismy vyuzivaji strategii vylu¢ovani metalofora (biogennich li-
gandt) k pfijimani iontd kovii v reakci na omezeni zivin [1]. Siderofory jsou nejznaméjsim ptikla-
dem metalofort a jsou pouzivany bakteriemi, houbami a rostlinami k ziskavéni zeleza (Fe®*). I kdyz
je hlavnim tcelem siderofora ziskavani Fe, zda se, Ze maji i dalsi funkce. Naptiklad nékteré sidero-
fory mohou vazat také jiné prvky, jako je méd’ (Cu) a zinek (Zn), a v nékterych ptipadech mize byt
jejich afinita k témto prvkiim vyssi nez k Fe. Proto se pro tyto sekundarni metabolity, které maji

afinitu k riznym koviim, pouziva termin "metalofor" [2].

Metalofory jsou definovany jako organické ligandy s nizkou molekulovou hmotnosti, které
slouzi k dodavani iontt kovli organismu za ucelem poskytnuti zivin. Siderofory jsou ptikladem me-
talofortl, které jsou vyluéovany organismy za i¢elem zvyseni pfijmu Fe3*. Studie ukézaly, Ze meta-
lofory maji schopnost vazat Sirokou skalu kovi (Al, Fe, Co, Mn, Ni, Zn, Cu, Mo) [1]. Metalofory
nachazeji uplatnéni v riznych odvétvich napt. v zemédélstvi, kde podporuji riist rostlin a poméhaji
odstranovat kovy z kontaminovanych pud [3]. Dale se prokazalo, ze maji vyznam v lékafstvi, kde
mikroorganismy produkujici tyto ligandy mohou byt odolné vii¢i antibiotiklim, coz poskytuje po-

tencial pro vyvoj novych 1éCivych latek a strategii pro boj s bakterialnimi infekcemi [4].

Vzhledem k vyuziti metalofori v Zivotnim prostiedi a zdravotnictvi je kliCové porozumét
jejich chovani v biologickych vzorcich a hledat metody pro zkoumani interakei metaloforti s riiz-
nymi kovovymi ionty. Jednou z moznych metod je kapilarni elektroforéza v médu MEKC (mice-
larni elektrokinetickd chromatografie), ktera vynika svymi vlastnostmi, jako jsou rychlost, nenaroc-
nost na instrumentaci, malé spotieba vzorku a chemikalii [5]. Nevyhodou kapilarni elektroforézy
s UV/Vis detektorem jsou vsak napiiklad vysoké meze detekce a stanovitelnosti, které jsou zplso-
beny pouzitim malého mnozstvi vzorku, nebo nespecifita UV/Vis detektoru. Z tohoto diivodu je

Casto nutné pouziti jinych detektord (ICP-MS) nebo dalSich komplementarnich technik [6].
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2 SIDEROFORY/METALOFORY

Zelezo je pro témét viechny mikroorganismy, rostliny a Zivo¢ichy nezbytné kviili svym je-
dine¢nym chemickym vlastnostem. Jeho schopnost koordinovat a aktivovat kyslik a idealni redoxni

potencial jsou kli¢ové pro ptenos elektronii a metabolické procest [7].

I ptes velkou hojnost Zzeleza v zemské kiie je v aerobnim prostiedni jeho biologicka dostup-
nost omezena jeho nizkou rozpustnosti. Mikroorganismy, houby a rostliny vyvinuly schopnosti,
absorbovat Zelezo z pidy, sladké a motské vody a z jinych organismu. To vedlo ke akumulaci Zeleza

a produkci tzv. siderofort [8].

Siderofory (pattici mezi metalofory), jsou nizkomolekularni slou¢eniny (500-1500 Da), pro-
dukované bakteriemi, houbami a rostlinami, maji vysokou afinitu a selektivitu k zelezu. Jejich bio-

syntéza je regulovana hladinou zeleza a umoznuje tak jeho vychytavani z okolniho prostiedi [8].

Biosyntéze sideroforti probiha za ti¢asti neribozomalnich peptidovych syntetaz, ale miize byt
nezavisla na téchto enzymech. Tyto procesy zahrnuji oligomeraci a makrocyklizaci omega-amino-

karboxylovych kyselin [9].

Bakterie, houby a rostliny syntetizuji siderofory riznymi zptisoby, véetné biosyntézy mikro-
bialnich sideroforti, zavislé na neribozomalnich peptidovych syntézach (NRPS = nonribosomal pep-
tide synthetases). Enzymy NRPS piedstavuji modularni montazni linie obsahujici vice katalytickych
domén. Kazdy modul zacleniuje specificky substrat do kone¢né struktury sideroforu, diky ¢emuz
dochazi k rychlejSimu vyvoji novych struktur. Siderofory jsou vylu¢ovany za ucelem ziskani Zeleza
v prostiedi s nizkymi koncentracemi, kde dojde k vytvoieni komplexu Fe-siderofor, ktery je rozpo-

znan a premistén dovnitt bunky [10].

Nekteré bakterie, oznacované jako bakterie podporujici rist rostlin (PGPB = plant growth
promoting bacteria) kolonizuji rhizosféru a podporuji tak piijem zeleza rostlinami. Tyto mikroorga-
nismy mohou produkovat ionty Zeleza pii jeho nedostatku, kdy PGPB syntetizuji a ziskavaji za

vhodnych podminek siderofory, ¢imz zvySuji a reguluji biologickou dostupnost Zeleza [11].

Siderofory maji vysokou afinitu k zelezu, ze jsou schopny odstranit ho z molekul proteinu
naptiklad feritinu [12]. Hlavni funkci je pfeména zeleza vazaného na proteiny nebo ve sloucening
rozpustné ve vod¢ na formu, ktera je pristupna pro mikroorganismy [13]. Existuje vice nez 500

ruznych siderofort z nichz 270 bylo strukturné charakterizovano [7].



2.1 Historie sideroforu

V letech 1949-1952 byly identifikovany tii rizné siderofory, které byly izolovany a povaZzo-
vany za rustové faktory: mykobaktin (1), ferrichrom (2) a koprogen (3). V klasické studii provedené
Snowem a kolegy byl charakterizovan mykobaktin, byly uréeny jeho koordina¢ni skupiny a proka-
zala se vysoka afinitu k Fe* [8]. V téze dobé Burton a Kol. izolovali rstovy faktor zndmy jako

. Terregensitv faktor*, a prokazali jeho schopnost vytvaret stabilni komplexy s Zelezem [8].

2.2 Afinita a struktura sideroforu

Molekula sideroforu obvykle obsahuje atom Zeleza koordinovany s atomy kysliku, pficemz
nejéast&jsi geometrie je oktaedricka, coz umoziuje uspoiadani Sesti ligandii kolem centra Fe®* s je-
jich minimalnim odpuzovanim. Oktaedrické pole ptispiva ke tvorbé termodynamicky stabilnich ¢as-
tic Fe** s vysokym spinem. V zavislosti na typu sideroforu miize byt oktaedrické pole deformovano,
a do struktury sideroforu muze byt za¢lenén dusik nebo sira jako koordina¢ni atom, pticemz tyto

atomy mohou byt varianty sideroforu s nizsi afinitou k Fe®* [8].

Skelet sideroford je tvofen peptidy a neproteinogennimi aminokyselinami, coz vede ke

vzniku neribozomalniho peptidu [9].

Vsechny siderofory vykazuiji vyssi afinitu k Fe®* nez k Fe?*, a jejich afinita k Fe** je mnohem

vys$§i nez k ostatnim dvojmocnym nebo trojmocnym kationttim [8].

2.3 Klasifikace sideroforu

Podle chemickych vlastnosti se siderofory déli na hydroxamaty, katecholaty (také znamé
jako fenolaty), karboxylaty a siderofory smiseného typu. Siderofory smiseného typu odpovidaji
svou strukturou dvéma nebo tfem tfidam soucasné, a proto jsou povazovany za samostatnou ttidu

[14][15].

2.3.1 Hydroxamatové siderofory

Jedna se o nejbéznéjsi skupinu siderofort vyskytujicich se v ptirodé. Mohou je produkovat
jak houby, tak bakterie. Obsahuji strukturu C(=O)N-(OH)R, kde R je aminokyselina nebo jeji deri-

vat obsahujici dva atomy kysliku, tvofici bidentatni ligand s Kationty Zeleza [15].



e3*

Pti spojeni hydroxamatu s Fe*" ztraci jeho funkéni skupina proton z hydroxylaminové sku-

piny (-NOH) za vzniku bidentatniho ligandu [16]. Hydroxamatové siderofory, 1ze vidét na obr. 1.

HO
NH

OH
0~ "NH

0 NH  Schizokinen

Rhuzobactin 1021

Obr. 1: Priklady hydroxamatovych siderofori: Schizokinen, rhizobactin, vicibactin. Hydroxama-

tové funkcni skupiny jsou zvyraznény modie. Prevzato a upraveno z literatury [17].

2.3.2 Katecholatové (fenolatové) siderofory

Zde je ion Fe®* vazan na hydroxylové nebo katecholatové skupiny. Po chelataci s Fe3* za
ucelem vytvoreni hexadentniho oktaedrického komplexu dodava kazda katecholatova skupina dva
atomy kysliku [3]. VSechny katecholatové siderofory jsou derivaty kyseliny salicylové nebo kyse-
liny 2,3-dihydroxybenzoové [18]. Kachatecholatové (fenolatové) siderofory lze vidét na obr. 2.

HN
0
HoN R N
OH NH ~0O
Kyselina itoova Aminochelin

Obr. 2: Priklady sideroforii katecholdtového typu: aminochelin, kyselina itoova. Katecholatové

funkcni skupiny jsou zvyraznény fialove. Prevzato z literatury [17].



2.3.3 Karboxylitové a smiSené siderofory

Siderofory karboxylatového typu se vazou na Zelezo prostiednictvim karboxylovych a hyd-
roxylovych skupin [17]. Nékteré mikroorganismy produkuji siderofory smiseného typu, které obsa-

huji jak katecholatovou, tak hydroxamatovou skupinu, to lze vidét na obr. 3 [3].

NH

0
NH
) =<_
HO

OH

/‘N

QSJO o v - Azotobactin
OHHN
HN
0O O OH
0 0 MM
NH
NH
NH
HO =0
HzM

Obr. 3: Priklady sideroforii smiseného typu: y - Azotobactin. Hydroxamdtové skupiny jsou zndzor-

nény modre, katecholatové funkcni skupiny fialové a karboxylatové skupiny zelené. Prevzato z lite-

ratury [17].

2.4 Environmentalni pouZziti

Pouziti siderofortii se Siroce zvySuje v oblasti zemédélstvi pro podporu riistu rostlin a jejich
ochranu proti patogeniim. Aby se zabranilo aplikaci syntetickych fungicidli a chemickych hnojiv,

Ize aplikovat siderofory, protoZe jsou to netoxické a pfirodni produkty mikrobi [3].

2.4.1 Siderofory podporuji rist rostlin

Ptestoze je Zelezo mikrozivinou, je nezbytné pro biosyntézu chlorofylu, redoxni reakce a né-
které dilezité fyziologické ¢innosti rostlin [19]. Hladovéni po Zeleze proto vyznamné sniZzuje mnoz-
stvi a kvalitu rostlinné produkce. Pii produkci pyoverdinovych sideroforti dochazi ke zvysovani

rastu rostlin. Byl proveden pokus, kdy rostliny byly péstovany ve sterilnich a nesterilnich
6



podminkach v pad€. Po inkubaci bylo zjisténo, ze rostliny péstované ve nesterilnich podminkéach
dobte rostly a vykazovaly vyssi koncentrace Fe v kofenech. Naproti tomu rostliny péstované ve
sterilnich podminkach vykazovaly velmi maly rust a trpély silnym nedostatkem Zeleza [20]. Timto
pokusem bylo prokazano, ze produkce mikrobialnich sideroforti byla u rostlin péstovanych ve ste-
rilnich podminkach zcela potlacena, a proto 1ze mikrobidlni siderofory povazovat za ucinny zdroj

zeleza pro rostliny [20][21].

2.4.2 Siderofor jako potencialni biokontrolni ¢inidlo

Siderofory hraji vyznamnou roli v mechanismu biologické kontroly proti nékterym fytopa-
togentm, coz je znazornéno na obr. 4. Siderofory se pevné vazi se Zelezem, takze snizuji jeho bio-
logicky dostupné mnozstvi pro rostlinné patogeny, ¢imz usnadnuji hubeni téchto fytopatogent
[22][23]. Siderofor podporuje rust rostlin tim, ze zabiji patogenni bakterie prostifednictvim

sekvestrace zeleza. Fytopatogeny se spojuji s kofeny rostlin a zptisobuji patogenezi [21].

Siderofory

AAA
AAL
N i3

Patogenni
mikroorganismy
nerostou kvili
nedostatku biologicky
dostupného zeleza

Siderofor vazany na zelezo

Patogenni mikroorganismy

Obr. 4: Zndzorneni hubeni patogennich mikroorganismit pomoci siderofori. Prevzato a upraveno

z literatury [21][22].

2.4.3 Vyuziti sideroforu pri remediacich a vliv téZkych kovii na syntézu siderofori

Aby doslo k odstranéni tézkych kovili (TK) bioremediaci nebo mikrobialn€, musi byt spInéno
nékolik podminek (obecné): vhodna koncentrace kovu, sideroforu, pH prostiedi, teplota [9][24].

Mezi bézné mechanismy mikrobidlniho odstranovani TK patfi snizeni propustnosti bunécné
7



membrany, redukce nebo vysrazeni kovu [9]. Redukci a vysrazenim TK se zabyvala studie od
Edberga a jeho kolegt [25], kdy bylo studovano odstrafiovani uranu z vodniho prostiedi. V této
studii bylo zjisténo, ze diky pritomnosti pyoverdinu dochazelo k uvolfiovani uranu z testované hor-
niny ve formé uranylového kationtu (UO2)?*. Nasledné pak dochazelo k vysraZeni uranu v podobé

mineralu uranitu, ktery je ve vodé nerozpustny [9][25].

Pomérné Casto se setkavame s extrakci kovu z rhizosféry rostlinami [9]. Princip mikrobialné

podpotené fytoremediace je zaloZen na nékolika schopnostech siderofort:

1) ptivadét TK do roztoku i z hlife rozpustnych materiald nebo hornin (vznika komplex siderofor-
toxicky kov, ktery zabraiuje vstupu toxického kovu do bunky a zaroven dochazi k extracelularni

redukci a vysrazeni kovu) [9].
2) ziskavani Zeleza (prospiva rustu rostlin)
3) zmirfiovani toxicity, Ze se odstranuje kov z rostlin [9][26].

Siderofory se nejcastéji pouzivaji k odstranovani As, Cd, Cu, Cr atd. Nejcast&ji se aplikuji
dva siderofory, a to desferrioxaminy nebo pyoverdiny. Diky tomu, ze komplexy kov-siderofor maji

riznymi kovy rtizné konstanty stability mtze se liSit G¢innost fytoremediace [9].

Ptikladem je zaméfeni na odstranéni arsenu z pudy, kdy byly pouzity siderofory produko-
vany P. azotoformans, kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) a kyselina citronova. Vysledky
ukdzaly, ze rist bun¢k a produkce siderofort jsou v neptfimém vztahu. Charakterizace sideroforu
produkovaného P. azotoformans odhalila, ze se jedna o katecholat a hydroxamat smiseného typu.
Bylo zjisténo, Ze smiSeny siderofor kromé zeleza komplexuje té¢zké kovy jako je Cd, Pb, Ni, As, Al,
Zn, Cu. Bylo provedeno 5 promyvani sideroforem, EDTA a CA, kdy bylo odstranéno témeét 70 %
arsenu [27].

2.4.4 Rozklad organickych kontaminanti pomoci siderofori

Komplex kov-siderofor podléha biodegradaci uvniti nebo vné buriky, pficemz dochazi také
k ptemén¢ oxidacniho stupné vazaného kovu. Biodegradace organické hmoty mutize probihat Fen-
tonovou nebo Haber-Weissovou reakci, ktera je Fentonovou reakci iniciovana. Schéma takové bio-
degradace uvedenymi reakcemi je uvedeno na obr. ¢. 5. Na biodegradaci sedimentu, které jsou kon-
taminovany ropnymi uhlovodiky, se podileji motské bakterie Alcanivorax borkumensis, které roz-

kladaji uhlovodiky uvnitt buiky. Aby doslo k rozkladu je tteba dodrzovat urcité podminky, jako je

8



napiiklad dostatek Fe. Pokud je nedostatek zeleza, je produkovano siderofory z okoli. Diky tomu
jsou schopny nésledné produkce a vyuziti enzymu k rozkladu organické hmoty, kterou dale pouzi-

vaji jako zdroj uhliku pro dalsi biosyntézy [9][28].

oH Haber-Weiss
- o <@ *OH +OH + 0, S 0, + H,0,
Fell! / Fell

HyC—C—CH, 3 *OH + OH + S-Fe™ MS‘FQ" +H,0,

Haber-Weissova reakce

reakce Fentonova typu

-~ L-aminokyselina —F e ;—Fc(lllb

gave
— vnéjsi
i

“bunééna
" membréana
vnitfni
s Rir
NAD' NADH
6 Na* -translokujici NADH- @7 L-lysin-ypsilon oxidaza siderofor ()

chinon oxidoreduktdza

Obr. 5: Zndzornéni biogenniho vzniku reaktivni formy kysliku. Prevzato a upraveno z literatury

[91[29].

2.5 Leékarstvi

V poslednich letech se siderofory stale vice pouzivaji v 1€katstvi, kdy mikroorganismy jsou
rezistentni vaci antibiotikim. Piikladem muze byt antimalarikum, které muze byt pouZzito rovnéz
k 1é¢be¢ rakoviny. Dale slouzi k odstranovani transuranovych prvki (vytvofeni komplexnich slou-
¢enin, které mohou byt snaze extrahovany nebo odstranény z urcitého prostiedi). Nemocnic¢nich
infekci a umrti zpusobenych infekcemi piibyva v disledku starnuti populace, zvySeného poctu pa-
cientll s oslabenou imunitou a vyskytu multirezistentnich patogend. Siderofory hraji vyznamnou
roli ve virulenci ($ifeni) patogenu. V kombinaci s radionuklidy nebo chromofory mohou siderofory
diagnostikovat infekéni onemocnéni pomoci optického zobrazovéni. Proto se siderofory koordino-

vané radionuklidy, jako jsou ®8Ga, #Zr a 1*1In mohou stat zobrazovacimi latkami [4].



2.5.1 Odstranéni prvku z téla pomoci siderofori

Proces vyroby elektiiny jadernou energii zvysil $ance na vystaveni ¢lovéka urcitymi prvky,
jako je hlinik a vanad [30]. K narustu hliniku v téle dochazi u pacientu s dialyza¢ni encefalopatii
(komplikace, ktera je zpisobena hromadénim hliniku v mozku) a dialyzovanych pacientti s konec-
nym stadiem selhani ledvin. K 1é¢b¢ 1ze pouzit siderofory, jako je napt. desferol, ktery mobilizuje
a chelatuje hlinik vdzany na tkané vytvofenim aluminoxaminového komplexu, ktery je volné roz-
pustny ve vod¢ a snadno se vylucuje moci nebo stolici. Desferol mtze z téla vyloucit také vanad.
Bylo zjisténo, ze u potkanti desferol sniZil obsah vanadu v ledvinach o 20 %, v plicich o 25 %

a Vv jatrech o 26 %. Bylo také prokazano, ze desferol zvysuje vyluCovani vanadu moci a stolici
[30][31].

2.5.2 Siderofory jako markery riznych onemocnéni

vvvvvvvv

novych infekei prenasenych vzduchem u imunokompromitovanych pacienti. Vyskyt invazivnich
infekci vyvolanych Aspergillus spp., oznacovan jako aspergiloza, se v poslednich desetiletich
enormng zvysil a imrtnost se pohybuje od 60 do 90 %. Béhem saprofytického 1 patogenniho riistu
se patogen musi vyrovnavat S rychle se ménicim mikroprostiedim. Proto je A. fumigatus schopen
prizpusobit svilj metabolismus tak, aby ptekonal sekvestraci zivin (oddéleni od zbytku) a obranné
mechanismy hostitele. Aspergillus fumigatus produkuje ¢tyfi siderofory: fusarinin C (FsC), tria-
cetylfusarinin C (Fe-TafC), ferikrocin (Fe-Fc) a hydroxyferikrocin (Fe-HFc). FsC a Fe-TafC se vy-
luCuji pro solubilizaci a piijem Zeleza; Fc se pouziva pro ukladani a distribuci zeleza v hyfach
(vlakno houby) a HFcC je nutny pro ukladéani zeleza v konidiich (nepohyblivéa spora houby vznika
nepohlavnim zpiisobem). Vzhledem k uloze Fe-Fc v intracelularnim ukladani a distribuci Zeleza
hraje jeho biosyntéza klicovou roli pfi kliceni a konidiaci. U Aspergillus fumigatus se také ukazalo,
ze Fe-Fc je nezbytny pro pohlavni vyvoj. A. fumigatus vyuziva dalsi systémy ptijmu zeleza (reduk-
tivni, nizkoafinitni), ale ty nejsou schopny vyuzivat ptimo hostitelské zdroje zeleza, jako je hem,
feritin a transferin. Nedostatek extracelularnich siderofor zptisobuje oxidacni stres, protoze zvy-
Suje hladoveéni po zeleze, které je nezbytné pro rizné metabolické funkce, zejména pro aktivitu

antioxidacnich enzymu, jako je katalaza obsahujici hem [32].
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2.5.3 Vyvoj novych terapeutickych strategii

Soucasny svét Celi tzv. antibiotické krizi, kdy pocet mikroorganismi rezistentnich k antibi-
otikiim neustéle roste. Soustavné, ale klesa pocet antimikrobidlnich latek zavadénych na trh navic
vétsSina z nich jsou jen dal$i generace latek (jiz znamych struktur). Diky tomu, Ze se nedaii identifi-
kovat nové cilové struktury pro léky a vyvoj novych skupin 1€k, kazdy rok umird v zemich EU
pres 33 000 a v USA ptes 23 000 pacientd piimo v disledku infekci zpisobenych rezistentnimi mi-
kroorganismy. Znalost interakci hostitelskych receptorti s metabolity invazivnich patogent predsta-
vuje jednu z moznych cest k vyvoji novych terapeutickych strategii. Protoze interakce iniciuji a ¥idi
osud infekci, blokovani téchto interakci je jednou z moznych variant v boji proti patogentim, at’ pii
pouziti 1é¢iv nebo terapeutickych protilatek. Cilem je vytvofit pokrocilou znalostni zadkladnu k na-
vrzeni budoucich cilenych terapii, které by zmirfiovaly nebo plné 1é¢ily infekéni choroby a s nimi

souvisejici zanétlivé reakce [33].

Bakterialni infekce jsou béznym zdravotnim problémem, ktery mize v piipadé neléceni, ne-

dostupnosti péce nebo antibiotické rezistence vést az k umrti postizeného jedince [34].

Mikroorganismy vyvinuly schopnost produkovat tzv. ,,skryté siderofory, latky, které kom-
plexuji (,,vychytavaji‘) zelezité ionty v organismu hostitele, transportuji je, a podporuji tak rtst
téchto patogennich organismu. Tyto ,,skryté* siderofory, S odliSnou strukturou, unikaji rozpoznani
imunitnim systémem hostitele. Napiiklad glykosylace enterobaktinu na salmochelin poskytuje bak-
terialnimu rodu Salmonella vyznamnou fylogenetickou vyhodu. V boji o ,,ziviny* (nutri¢né vy-
znamné ionty) stoji na strané hostitele protein lipokalin — 2 (neutrofilni asociovany lipokalin s ge-
latinazou), ktery je Casnym markerem riznych typa patologickych stavii. Tento protein tvofi ter-
narni komplex se Zelezitou formou sideroforu (navic s dostatecnou velikosti, aby byl rozpoznam

imunitnim systémem), ¢imz znemoziuje vyuziti zeleza pro rust patogennich organismu [33].

Patogenni bakterie hledaji vhodné ito¢isté v organismu, kde se usadi a kolonizuji [34]. Je
pravdépodobné, ze bakterie potiebuji i dalsi kationty stopovych prvka (Cu?*, Mn?*, Ni?*), protoze
struktura metaloforii by teoreticky méla umoziovat chelataci i1 téchto ionti. Proto by mélo byt
mozné, aby metalofory interagovaly s dalSimi nutrién€ vyznamnymi ionty, ale stejné¢ tak by mélo
byt mozné, aby se tomu organismus branil, podobné jako v ptipad¢ Zelezitych ionti terndrnim kom-
plexem. Nicméng, pro potvrzeni nebo vyvraceni této hypotézy dosud nebyly k dispozici dostatecné
citlivé techniky, které by umoznily ovéfit tuto skutecnost (koncentrace zminénych kovl jsou
Vv téchto pfipadech nizsi nez v ptipadé¢ Zeleza).
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Znalost interakci hostitelskych receptor s metabolity invazivnich patogeni je klicova pro
vyvoj novych terapeutickych strategii. Tyto interakce iniciuji a fidi prab¢h infekci. Blokovani téchto
interakci je pak potencialni u¢innou moderni terapii, zejména v piipad¢ rezistentnich bakteridlnich

kment [35].

2.6 Vlastnosti Des-Fc a Des-TafC

2.6.1 Vlastnosti Desferri-ferikrocin (des-Fc)
Molekulova hmotnost: 717,7234 g/mol
Sumarni vzorec: C2gHa7Ng013

Trivialni nazev: Desferri-ferikrocin [36]
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Obr. 6: Struktura desferri-ferricrocinu.
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2.6.2 Vlastnosti desferri-triacetylfusarinin C (des-TafC)
Molekulova hmotnost: 852,9225 g/mol
Sumarni vzorec: C3gHsoNs015

Trivialni nazev: desferri-triacetylfusarinin C [37]
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Obr. 7: Struktura desferri-triacetylfusarinin C.
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3 KAPILARNI ELEKTROFOREZA

3.1 Historie a soucasnost elektroforézy

Roku 1892 byl poprvé popsan pohyb anorganickych ¢astic v elektrickém poli v koloidnim
roztoku, kdy se nasledné zjistilo, ze podobné putuji i proteiny ve vodnych roztocich. V 30. letech
20. stoleti zkonstruoval Arne Tiselius zatizeni, které umoznovalo rozdé¢lit proteiny krevniho séra na
zakladg jejich rozdilnych rychlosti pohybu v elektrickém poli. Za tento objev mu byla roku 1948
udé¢lena Nobelova cena [38].

3.2 Princip

Kapiléarni elektroforéza je analytickd metoda zalozena na migraci elektricky nabitych latek
kapilarou, kdy latky jsou rozpustény v roztoku elektrolytu. K migraci dochazi diky vlozeni stejno-

smérného elektrického pole [39].

Migrac¢ni rychlost analytu v elektrickém poli o intenzité ,,E* je ur¢ena elektroforetickou po-
hyblivosti (mobilitou) analytu a elektroosmotickou pohyblivosti zakladniho elektrolytu uvnitt kapi-
lary. Elektroforetickd mobilita rozpusténé latky () zavisi na vlastnostech rozpusténé latky (elek-
tricky naboj, velikost a tvar analytu) a na vlastnostech zakladniho elektrolytu, ve kterém migrace

probiha (iontova sila elektrolytu, pH, viskozita a aditiva) [40].

3.3 Elektroforeticka mobilita

Zékladni veli¢inou elektromigracnich separacnich metod je elektroforetickd pohyblivost ne-
boli mobilita, ktera je znaCena (i), byla definovana jako rychlost pohybu nabitych ¢éstic ve stej-
nosmérném elektrickém poli (v kapalném prostiedi) pfi dané intenzité ,,E*. Veli€inu vyjadiime
podle rovnice (1) [41].

Vep = HepE (1)
Intenzita elektrické pole v kapilaie je dana podilem napéti (U), které je ptipojené ke konctim

kapilary a délkou kapilary (L). Intenzitu elektrického pole (E) Ize vyjadrit podle rovnice (2) [41].

=Y ()

L

14



(F,;) je elektricka sila pole, ktera je ptfimo umérna naboji (q). Elektrickou silu pole lze vyjadfit
podle rovnice (3).Vysledny pohyb iontd v roztoku je dan ptisobenim dvou sil. Ion, ktery nese naboj

(q) je uvadén do pohybu silou elektrického pole (F;).
Fer=0QE (3)

Pohyb iontu o poloméru (r), je nasledné zbrzdén frikéni silou prostredi, kterd je dana Sto-

kesovym zakonem. Frikéni silu Ize vyjadrit podle rovnice (4).
Fpp = 61TV, (4)
Dile je frikeni sila (Fp,) pfimo amérna viskozité prostredi (77), velikosti néboje Castice (q)
a velikosti ¢astice (r).
Pti kombinaci uvedenych rovnic Ize ziskat vztah pro vypocet elektroforetické mobility.

__4
6mnr

Hep (5)

Z rovnice (5) vyplyva, ze pohyblivost iontl (u.p) je pfimo timé&md ndboji (q) a nepiimo

umeérna jeho poloméru (r) a viskozité roztoku () [41].

Elektroforeticka mobilita analytu mtize pasobit ve stejném nebo opacném sméru, V zavislosti
na naboji analytu v daném elektrolytu. Pfi kapilarni elektroforéze v ,,normalnim* uspotadani, kde
anoda (kladny pol) je umisténa na vstupu a katoda (zaporny pol) na vystupu separacni kapilary
(smér detektoru), budou anionty migrovat v opaéném sméru nez elektroosmoticky tok a kationty
budou migrovat ve stejném sméru jako elektroosmoticky tok. Tedy pofadi analytt bude nasledujici:

kationty, nerozseparované neutralni latky a nakonec anionty [40].

3.4 Elektroosmoticky tok

Elektroosmoticky tok je jev, ktery vznika v kapilarach nejcastéji vyrobenych z taveného kie-
mene a obsahujicich na svém povrchu silanolové skupiny. Tyto skupiny disociuji v zavislosti na pH
roztoku (zékladniho elektrolytu), kterym je kapilara naplnéna a tim vytvaieji zaporny naboj na sténé

kapilary. Disociace silanolovych skupin je znazornéna na obr. 8 [42].
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—g—0H = —5—0 + H

Obr. 8: Disociace silanolovych skupin. Prevzato a upraveno z literatury [42].

V disledku toho dochézi na vnitinim povrchu kapiléry k tvorbé elektrické dvojvrstvy. Tato
dvojvrstva se skldda z vnitini ¢asti, nazyvané fixni, kterd ovliviiuje interakce mezi elektrolytem
a povrchem kapilary, a vnéj$i ¢asti, nazyvané difuzni, kterd ovliviiuje rozliseni mezi jednotlivymi
piky v elektroforegramu. Diky solvataci iontii a vnitfnimu téeni unasi cely roztok v elektrickém poli

[42].

Schéma vzniku elektrické dvojvrstvy je zndzornéno na obr. 9. Prvni vrstva protiiontl, nazy-
vana Sternova vrstva, drzi pevné na silanoatovych skupinach. Vné&jsi vrstva, oznacovana jako di-
fuzni, je vzdalengjsi od silanoatovych skupin. Difuzni vrstva kationtt je pii pisobeni elektrického
pole vedena smérem K zaporné nabité katod€. Protoze jsou tyto kationty solvatovany, migruje ob-

jemny BGE spolu s difuzni vrstvou, coz zpisobuje elektroosmotické tok elektrolytu [42].

V kapilafe z taveného oxidu kiemicitého se silanolové (Si-OH) skupiny vdzané na vnitini
stén¢ kapilary ionizuji na zaporné nabité silanoatové (Si-O-) skupiny pii pH > ~3. Ionizaci stény
kapilary lze zvysit tim, ze pted zavedenim BGE se kapilara nejprve promyje (kondicionuje) silné
zasaditym roztokem ( 1M NaOH, KOH). Jiné typy kapilar, véetné teflonovych, také vykazuji elek-
troosmoticky tok. Pfi¢inou elektroosmotického toku v téchto kapilarach je adsorpce elektricky [33]

nabitych iontt elektrolytického roztoku na stény kapilary [43][44].
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Sternova vrstva pohybové rozhrani
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Obr. 9: Usporadani elektrické dvojvrstvy (Sternitv model). Prevzato a upraveno z literatury [45].
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Obr. 10: Princip elektroosmotického toku. Prevzato a upraveno z literatury [46].

Rychlost elektroosmotického toku zavisi na intenzité elektrického pole a hustoté naboje na
sténach kapilary. Hustota naboje je pfimo umérna pH a nepfimo imérna iontové sile BGE, coz
ovlivituje stlatovani elektrické dvojvrstvy a odstinéni naboje. Elektroosmoticky tok se zvysSuje
s rostouci hodnotou pH, dokud nejsou vsechny silanolové skupiny [36] na sténé kapilary pIné ioni-

zovany [46].
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EOF unasi vSechny pfitomné ionty stejnou rychlosti, coz z hlediska separace piisobi jako
neselektivni sila, ale vyznamné ovliviiuje vyslednou migra¢ni rychlost pfitomnych analytl a ucin-

nost separace po celou dobu analyzy [41].
Disociaci vzniklé ionty tvofi na stén¢ imobilizovanou ¢ast elektrické dvojvrstvy, pficemz
Vv jeji difuzni ¢asti smérem do roztoku ziistava prebytek volného naboje. To vytvaii potencidlovy

rozdil v blizkosti stény, ktery se nazyva elektrokineticky potencial nebo Zeta potencial [41].

Moo= 2 (6)

T amnr

Z rovnice (6) vyplyva, ze mobilita elektroosmotického toku (i, ) je pfimo timérna zeta po-
tencialu ({) a permitivité zakladniho elektrolytu (¢) a nepfimo imérna poloméru kapilary (r) a dy-

namické viskozité (1) [41].
U
Veo = HeoE = Heo 7 (7

Z rovnice (7) vyplyva, zZe linearni rychlost elektroosmotického toku (v, ) je pfimo umérna
mobilité elektroosmotického toku (., ) a vlozeného napéti (U) a nepiimo imérna délce kapilary (1)

[41].

Elektrokineticky potencial a elektroosmoticky tok Ize regulovat zménou slozeni BGE po-
moci pH, iontové sily nebo upravou vnitiniho povrchu kapilary (kovalentni nebo dynamicka po-
kryti) [47].

Elektroosmoticky tok ma témét pravouhly rychlostni profil v celém priufezu kapilary, na
rozdil od parabolické rychlostniho profilu hydrodynamického toku. Jeho piispévek k celkové difuzi
analytl je zanedbatelny pii elektromigracni separaci, coz vyuziva zejména v kombinovanych tech-
nikach kapilarni elektroforézy, jako je elektrokineticka chromatografie a elektrochromatografie, kde

elektroosmoticky tok slouzi jako tazna sila BGE [41].

Elektroosmoticky tok Lamindrni tok

Obr. 11: Porovnani elektroosmotického a lamindrni toku. Prevzato z literatury [48].
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3.5 Druhy kapilarni elektroforézy

1) Kapilarni zonova elektroforéza — CZE (,,Capillary zone electrophoresis®)
2) Kapilarni gelova elektroforéza - CGE (,,Capillary gel electrophoresis*)
3) (bio) Afinitni kapilarni elektroforéza - BACE [,,(bio) Affinity capillary electrophoresis]

4) Micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie — MEKC (,,Micellar electrokinetic chroma-

tography*)
5) Kapilarni elektrochromatografie - CEC (,,Capillary electrochromatography*)
6) Kapilarni izoelektricka fokusace — CIEF (,,Capillary isoelectric focusing)

7) Kapilarni izotachoforéza - CITP (,,Capillary isoelectric focusing*) [48][49][50]

3.5.1 Kapilarni zénova elektroforéza - CZE

Jde o nejcastéji pouzivanou variantu CE. Pfi této technice jsou analyty separovany v kapilate
obsahujici pouze tlumivé roztoky. Princip spo¢iva v rizné rychlosti migrace jednotlivych slozek
migrujicich v oddélenych zénach. Rychlost kazdé zony zéavisi na elektroforetické mobilité rozpus-
téné latky a elektroosmotickém toku v kapilafe. Pro zvySeni u¢innosti separace latek, které se mohou

adsorbovat na kiemenny povrch, mohou byt pouzity kapilary s vnitinim pokrytim [40].

Tato varianta kapilarni elektroforézy mutize byt pouzita pro analyzu malych (2000 < M,.),
velkych molekul (proteiny) a vétsich ¢astic (buriky, viry, nanocastice atd.) Diky vysoké ucinnosti,
které je v kapilarni zonové elektroforéze dosahovano, mize byt provadéna separace molekul, jez
maji jen nepatrny rozdil v poméru z/m (nédboje/hmotnosti). Tento zplisob separace umoziuje také
separaci chiralnich latek pfidanim chiralniho sektoru do separacniho tlumivého roztoku, ale zde se

nejedna jenom o pouziti médu CZE, ale i ACE [39][40].
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3.5.2 Micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie - MEKC

MEKC vyvinuli Terabe a kol., ktefi tuto techniku oznacili jako elektrokinetickou separaci.
V pozd¢jsi dobé ji nazvali, jako elektrokinetickou chromatografii, protoze se domnivali, Ze princip
je podobny rozdé¢lovaci chromatografii. Tento mod kapilarni elektroforézy se bézné€ oznacuje zkrat-
kou MEKC. Vystup z detektoru se oznacuje jako elektrokineticky chromatogram namisto elektro-

foregramu jako u CZE [44].

Princip tohoto mddu je zalozen na déleni rozpusténych latek mezi tzv. ,, pseudostacionarni®
fazi (micely) a pufr. Surfaktanty, znamé také jako povrchové aktivni latky, jsou molekuly, které
maji na jednom konci hydrofilni ¢ast (dobte rozpustnou ve vod¢) a na druhém konci hydrofobni ¢ast
(8patné rozpustnou ve vod¢). Nékteré tenzidy maji na hydrofilnim konci molekuly iontovou skupinu
[44].

Vyvoj MEKC piedstavoval vyznamny pokrok v kapilarni elektroforéze, protoze umoznil
separaci elektricky neutralnich slouc¢enin. Bez MEKC by byla CE v podstaté omezena na separaci
pouze ionizovatelnych sloucenin, ¢imz by bylo jeji pouziti vyznamné omezeno. MEKC umoznila
separaci i extrémné hydrofobnich sloucenin, jako jsou polycyklické aromatické uhlovodiky. Kromé

toho mize MEKC byt pouzita k separaci ionizovanych sloucenin a peptidt [44].

Ptikladem Siroce pouzivaného aniontového detergentu je SDS (dodecyl siran sodny — CHs-
(CH2)11-O-SO3H). Na jednom konci SDS je hydrofilni skupina -SO3zH a na druhém konci hydro-
fobni - (CH2)11-CH3 uhlikaty fetézec. Surfaktanty mohou byt také kationtové, zwitteriontové nebo

neiontové [44].

Pokud je koncentrace surfaktantu v roztoku vyssi nez kriticka micelarni koncentrace (CMC),
dochazi k vytvoteni micel, coz je disledek asociace molekul surfaktantu. Tyto micely se skladaji
z rizného poc¢tu molekul surfaktantu, coz je vyjadieno jako tzv. agrega¢niho ¢isla (AN). Micely
maji obvykle kulovity tvar a jejich molekuly jsou (ve vodném prostiedi) orientovany tak, Ze hydro-
filni skupiny surfaktantu jsou na vnéjsi strané micely smérem k vodnému pufru, zatimco jejich hyd-
rofobni ¢asti sméfuji do stiedu micely (smérem od vodného pufru). Struktura micely je znazornéna

na obr. 12 [44].
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Obr. 12: Znazornéni micely SDS. Prevzato a upraveno z literatury [51].

Tabulka 1. piiklady detergentt — jejich kriticka micelarni koncentrace a agregacni ¢islo [44]

Detergenty CMC [mM] | AN
Aniontové detergenty

SDS 8,27 62
NaCl 14 2-4
Kationtové detergenty

Dodecyltrimethylamonium bromid 14 50
Hexadecyltrimethylamonium bromid 0,026 169
Obojetné detergenty

CHAPS 8 10
CHAPSO 8 11
Neiontové detergenty

n-decyl-B-D-glukopyranosid 2,2 0
Triton X-100 0,24 140

Kdyz se do vodného roztoku obsahujici micely ptida hydrofobni sloucenina, ktera neni roz-

pustna ve vodé¢, dochazi k jejimu rozdéleni mezi vodnou fazi a fazi organickou (micelarni) na za-

klad¢ rozd¢lovaciho koeficientu [44].
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Pfi pouziti aniontového tenzidu (napi. SDS), ktery nese zaporny naboj, Vv elektrolytu
0 vyssim pH (kdy elektroforetickd rychlost micel je mensi nez rychlost elektroosmotického toku)
a analyzovana latka je elektricky neutralni, probiha separace nasledovné: i kdyz jsou zaporné nabité
micely pfitahovany k anodé, elektroosmoticky tok je odnasi ke katodé. Molekuly vzorku jsou pak
distribuovany mezi pufr a micely, takze doba, kterou vzorek stravi v micelach je umérna jejich hyd-
rofobicité. Pokud by se pouzil kationtovy tenzid, smér elektroosmotického toku by byl obracen,

a proto by bylo nutné obratit polaritu pouzitého napéti [44].

Hydrofilni molekuly, které jsou rozpustné ve vod¢ a nemaji naboj, stravi veskery ¢as v pufru,
protoze se do micel nedostanou a nemohou interagovat elektrostaticky. Tyto molekuly jsou neseny
kapilarou rychlosti elektroosmotického toku a migruji jako prvni, jak znazornuje ¢tverec na obr. 13.
Tyto molekuly jsou v micelach zcela nerozpustné a migruji pii ¢ase to. Velmi hydrofobni molekuly,
které jsou v micelach zcela rozpustné, stravi v miceldch veskery ¢as, a proto jsou kapildrou unaseny
stejnou rychlosti jako micely, jak znazoriiuji kolec¢ka na obr. 13. Migruji v ¢ase tmc. Molekuly, které
jsou ¢astecné rozpustné (tzn. hydrofobnéjsi) v micelach, se rozd€li mezi micely a pufr a migruji
mezi ¢asem to a tme, jsou znazornény jako trojihelniky na obr. 13. Jejich reten¢ni €asy tr jsou umérné

dobg, kterou stravi v micelach a ktera je umérna jejich hydrofobicité [44].

o-120 G—Ef%&——"ﬁ @)
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Obr. 13: Schematické zndazornéni MEKC v kapilare. Micely (M) nesou zaporné naboje kolem sebe.
Zaporné nabité micely jsou pritahovany anodou, ale EOF je prenasi ke katodé. Rozpustené latky
Jjsou zndzornény pismeny S. Ctverecky jsou oznaceny rozpusténé latky, které jsou velmi dobie roz-
pustné ve vodé a do micel se vitbec nerozdeluji. Migruji stejnou rychlosti jako EOF a eluuji v ¢ase
to. Kruhy predstavuji rozpustené latky, které jsou zcela rozpustény v micelach a nestravi v roztoku
zadny cas. Migruji stejnou rychlosti jako micely a eluuji v case tme. Trojuhelniky predstavuji roz-
pustené latky, které se rozdeluji mezi micely a vodny roztok. Prevzato a upraveno z literatury [44].
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V poslednich letech je velky zdjem o pouziti polymernich pseudostacionarnich fazi. Byly

popsany tfi rizné typy:

a) Polymerni micely (v nich jsou polymerizovany monomery povrchovée aktivnich latek, které jsou

spolu volné spojeny).
b) Kaskadové makromolekuly (hvézdicovité dendrimery)
c) lontové blokové kopolymery

Hlavni vyhodou je stabilita jejich struktury v pfitomnosti organickych modifikatorti 0 vyso-
kych koncentracich. Bézn¢ pouzivané povrchové aktivni latky mohou tolerovat ptiblizn€ 20-30 %
organického modifikatoru, nez dojde k inhibici tvorby micel. Pouziti vysoké koncentrace organic-
kého modifikatoru je nezbytné pro separaci vysoce hydrofobnich rozpusténych latek, které silné
interaguji s micelami. Napftiklad separace PAU (polyaromatické uhlovodiky) byla dosazena pomoci
jinych polymernich fazi, jako jsou hvézdicovité dendrimery s 90 % rozpoustédla methanolu a ko-

polymery iontovych bloki s 50 % methanolu ve vodném pufru [52].

3.5.2.1 Modifikatory v MEKC

Do pufru, lze pfidavat dalsi latky (modifikatory), aby doslo ke zlepSeni separace. Modifika-
tory mohou ovlivnit naboj micel nebo rozpusténé latky a zménit rozpustnost rozpusténé latky v mi-
celach. Naptiklad Nishi a kol. pozorovali, ze ptidavek tetraalkylamoniovych soli (TAA) do SDS

rozpusténého v pufru zlepsil separaci karboxylovych kyselin [44].

Organické modifikatory zpiisobuji zmény v elektroosmotickém toku tim, Ze méni zeta po-
tencial a viskozitu pufru. Zarovein mohou ovlivnit selektivitu separaci, ze méni distribuci rozpusteé-
nych latek mezi pufrem a micelami. V HPLC s reverznimi fazemi je selektivita rozpoustédel zpu-
sobena rozdily v Hildebrandové parametru rozpustnosti, ktery 1ze rozd¢lit na specifictéjsi interakce,
vcetné disperze, dipolové interakce a vodikové vazby. Stejné jako v HPLC s reverznimi fazemi, lze
v MEKC ménit selektivitu zménou organického modifikatoru, protoze stejné jako v HPLC (fesi se
rozdéleni podle hydrofobicity/hydrofilicity) je i MEKC zaloZena na rozdilech v distribuci analytu

mezi hydrofobnimi a hydrofilnimi fazemi [44].
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3.6 Prubéh elektroforézy

Elektroforéza se provadi naplnénim vialek roztokem pufru (zdkladnim elektrolytem), kdy
oba konce kapilary jsou do nich vlozeny spole¢n¢ s elektrodami. Samotna kapilara je rovnéz napl-
néna elektrolytem, ktery vede elektricky proud. Vzorek je davkovan do vialek, které jsou umistény
ve vzorkovacim zasobniku. Vzorek je z vialek nasavan do kapilary. Nasledn¢ je kapilara vlozena
zpét do vialky s pufrem a na elektrody se piivadi elektrické napéti. Rozpusténé latky nasledné mi-
gruji kapilarou do detekéniho okénka, kde jsou detekovany nejéastéji DAD detektorem, kdy jeho

vystup je odeslan do pocitace. Vystup je zobrazen jako elektroforegram, coz je graf zavislosti ode-
zvy detektoru na Case [42][44].
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Obr. 14: Princip CE. Prevzato a upraveno z literatury [53].
3.7 Instrumentace v CE

3.7.1 Zdroj Napéti

Ucelem zdroje napéti je zajistit elektrické pole. Vétsina zdrojii miize byt provozovéna v re-
zimu konstantniho napéti, konstantniho proudu nebo konstantniho vykonu a ma moznost ptepdlo-
vani. Nejcastéji se pouziva rezim konstantniho napéti (0-30 kV), proudt (az do 300 pA) a vykonu
(do 6 W). Je nutné mit stabilni napé&ti, protoze jakékoliv odchylky zpusobi zmény ve vytvoieném

elektrickém poli, a tudiz migracnich ¢asech, coz rovnéz mize vést ke zkreslenym vysledkiim [44].
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3.7.2 Kapilary

Kapilary mohou byt vyrobeny z riiznych materiald, jako je teflon, sklo (pyrex), ale nejcastéji
se pouzivaji kapilary z taveného oxidu kiemicitého, ktery je vSak kiehky, a proto jsou jejich vnéjsi
stény pokryty vrstvou polyimidu. Pii UV/Vis detekci, je v8ak nutné tuto vrstvu z kapilary, v misté,
kde prochazi paprsek zareni, odstranit (vznik optického okénka). To lze to provést napt. pomoci
nizkoteplotniho plamene. Vznikl¢ ,,optické okénko* je tfeba opatrné (vypalena ¢ast je velmi kirehka)
ocistit rozpoustédlem nejcastéji methanolem nebo acetonem. Kapilary maji obvykle pramér 50
nebo 75 um a jejich délka je okolo 25-100 cm. Cim vé&tsi je vnitini primér kapilary, tim vice tepla
se béhem analyzy generuje a tim véEtsi je teplotni rozdil mezi sttedem a obéma konci kapilary. Nad-
meérné teplo je nezadouci, dochazi ke zméné viskozity, difuze, rozkladu analyti a dochazi k varu
BGE [44].

Kapilary, které jsou ze skla (pyrex), nepotiebuji vnéjsi potah polyimidu, jsou pevnéjsi nez
ty z taveného skla. Nejsou vsSak tak opticky prithledné, jako taveny oxid kiemicity, a proto je nelze
pouzit pti kratSich vinovych délkach (mensi nez 280 nm). Kapilary byvaji casto chlazeny, aby rych-

leji odvadeély vzniklé teplo, a tim minimalizovali rozsiteni piku v dusledkd tepelné konvekce [44].

3.7.3 Davkovaci systém

Dévkovani mize byt hydrodynamické (hydrostatické, tlakoveé nebo vakuové) a elektrokine-
tické [42]. Napftiklad kapilara o priméru 50 um a délce 50 cm méa objem okolo 1 pl. V CE se nej-
Castéji se odebira pouze 1 -50 nl vzorku na rozdil v HPLC, kde se davkované objemy pohybuji v pl
[44].

3.7.3.1 Hydrodynamické davkovani

Tlakové davkovani se provadi na zacatku kapilary, kdy je konec kapilary ponoien do vialky
se vzorkem, na kterou je vyvijen tlak. Objem davkovaného vzorku zavisi na velikosti a ¢asu puso-
beni tlaku, viskozité roztoku vzorku a rozmérech kapilary. Po nadavkovani se konec kapilary vrati
zpét do vialky s roztokem pufru. Aby se minimalizovalo jakékoliv nasati vzorku nebo pufru pfi
davkovani, mély by byt hladiny kapaliny ve vialkach vyrovnany. Tyto odchylky [34] pak mohou
zpusobit nereprodukovatelné vysledky [44].
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3.7.3.2 Elektrokinetické davkovani

Kapilara a elektroda jsou umistény ve vialce se vzorkem. VKlada se napéti, které zptisobi
migraci iontt z vialky se vzorkem do kapilary v dusledky elektroosmodzy a vlastni mobility. Mnoz-
stvi davkovaného vzorku zavisi na elektroforetické pohyblivosti rozpusténych latek, rychlosti EOF,
napéti, rozmérech kapilary a koncentraci rozpusténych latek (po davkovani je rizné zastoupeni na-
bitych slozek v kapilafe). Po nadavkovani vzorku se kapilara a elektroda vrati zpét do vialky

s pufrem a aplikuje se napéti [42] [44].

3.7.4 Detektory

e UV/Vis detektor
e Fluorescenc¢ni detektor
e Hmotnostni spektrometrie (MS)

e Hmotnostni spektrometrie s induk¢éné vazanym plazmatem (ICP-MS)

Nejcastéji se pouziva UV/Vis absorpéni detektor. Mez detekce je pfiblizn€ 1 mg/l (ppm) az
1 pg/l (ppb). Ve vyjimecnych piipadech lze zapojit vice detektorli (napt. vodivostni, UV/Vis a MS
Vv sérii) [44].

3.7.5 UV/Vis detektor

Spektrofotometrické detektory jsou zaloZeny na principu absorpce zafeni v oblasti vinovych
délek od 190 do 800 nm. Kvantitativni vyhodnoceni je zaloZeno na Lambert-Beerové zakoné, ktery
vyjadiuje vzdjemny vztah mezi tloustkou absorbuji vrstvy (1), koncentraci absorbujici slozky (c)
a velikosti absorpce, kterd je vyjadiena absorbanci (A). Zdrojem svétla je nejcastéji deuteriova vy-
bojka pro UV oblast a wolframova lampa pro viditelnou oblast. Bilé svétlo vSechno vinovych délek
UV zafeni, dopada na mfizku, ktera svétlo rozptyluje na rizné vinové délky. VInova délka se voli
otaCenim miizky tak, aby pfislusna vlnova délka prochazela Stérbinou, ktera blokuje svétlo jinych
vlnovych délek. Kapildrou prochdzi monochromatické svétlo a je snimano fotonasobi¢em coz byva

nejéastéji fotodioda [44].
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3.7.5.1 Detektor s diodovym polem — DAD, PDA (,,photodiode-array detector)

Snimajici celé spektrum v redlném Case bez preruSeni separace. Schéma je vyobrazeno na
obr. €. 15, kdy zéfeni ze zdroje (1) po pruchodu stérbinou (2), co¢kou (3), clonou (4) a mérnou celou
detektoru (5) se spektraln¢ rozklada na holografické miizce (6), takze na kazdou z fotodiod (7)
dopada zativy tok o urcité vinové délce zeslabeny absorpci v cele detektoru. Kazda fotodioda je
spojena s kondenzatorem, ktery je pfedem nabity na urcitou hodnotu. Fotoelektricky proud, ktery
vznika po dopadu zafeni na diodu pak vybije kondenzator, ktery je umérny intenzité dopadajiciho
zateni. V dalsi fazi se kondenzéatory nabiji a méii se proud, ktery je potfebny na dobiti pfisluSnych
kondenzatort. Velikost tohoto proudu se uklada do paméti fidici jednotky. Tato sekvence vybijeni
a nabijeni se velmi rychle opakuje (fddové milisekundy — 10 ms na rozsah 190 az 600 nm) a takto
se zaznamenavaji udaje o absorbanci pii kazdé vlnové délce v kazdém okamziku. Spektralni rozli-
Seni je dano poétem diod na poli, ktery se pohybuje mezi 512 az 1024 diod. Tento detektor umoziuje
detekci pfi jakékoliv zvolené vinové délce v daném rozsahu. V soucasnosti je jeden z nejuzivangj-

sich nejen v CE, ale i HPLC [54].

D
7

Obr. 15: Schéma DAD detektoru. Prevzato a upraveno z literatury [54].



3.7.6 Fluorescenéni detektor

Fluorimetrické detektory jsou zaloZeny na principu fluorescence a méteni sekundarni zafeni
(emisniho), které latka vyzatuje po absorpci primarniho elektromagnetického zareni (excitacniho).
Doba trvani fotoluminiscence byva u fluorescence 10 az 10 sekundy. Absorpci elektromagnetic-
kého zéfeni prechazeji molekuly latek ze zakladniho singletového elektronového stavu (zakladni
vibracni stav) do riznych vibra¢nich hladin excitovaného singletového elektronového stavu. Absor-
bovanou energii muze excitovana molekula opét vyzatit jako fluorescenci nebo ji pfeménit zcela
jinym mechanismem na energii vibra¢ni nebo pfedat jinym molekuldm. Ztratou vibracni energie
ptejde molekula nejprve do zakladniho vibra¢niho stavu a pak emituje fluorescencni zafeni, které

ma stejnou vinovou délku jako absorbované zafeni [55].

Obr. 16: Schéma fluorescencniho detektoru: vybojka - rtutova nebo xenonova (1), monochromdtor
— excitacni mrizka (2), stérbina (3), prutokova cela (4), mikrococky (5), cut-off filtr (6), monochro-

mator — emisni mrizka (7), fotondsobic (8). Prevzato a upraveno z literatury [55].
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3.7.7 Spojeni kapilarni elektroforézy s hmotnostni spektrometrii (CE-MS)

I kdyz je spojeni CE-MS jednou z nejmladsich analytickych technik, mé oproti technikdm
GC-MS a LC-MS rtizné vyhody. Pouziti CE-MS je dano elektroforetickym principem separace i po-
vahou zvolené ionizacni techniky spektrometrie. CE umoziiuje separace nenabitych i nabitych latek
s velmi Sirokym spektrem vlastnosti. Od nizkomolekularnich anorganickych i organickych iontd,
polarnich latek, pfes malo polarni a nepolarni latky (napf. aromatické uhlovodiky) az po vysoko-
molekularni latky (proteiny, fragmenty nukleovych kyselin) nebo jiné vétsi objekty (napf. viry
a bakterie). Nejcastéji je vyuzivano spojeni CE-ESI-MS, kdy dochazi k ionizaci elektrosprejem a je

vhodné pro polarni a stfedné polarni latky s velkym rozsahem molekulovych hmotnosti [56].

Vyhodou spojeni CE-MS oproti LC-MS je velmi nizka spotieba vzorkt, chemikalii a roz-
poustédel. Spojenim CE s MS se také z velké Casti fesi nedostatecna citlivost déle zavedené¢ CE
s DAD detekci. Vyhodou spojeni CE-MS je pfesné identifikace separovanych latek a spotieba
vzorku pro jednu analyzu je 20 nl. To je dano pouzitim delsi kapilary, kvali tomu se davkuji vétsi

objemy vzorku, ale davkovaci objemy se pfili§ nelisi od bézné CE-DAD. [56].

3.7.8 Spojeni kapilarni elektroforézy s hmotnostni spektrometrii s indukéné vazanym
plazmatem (CE-ICP-MYS)

Hmotnostni spektrometrie s induk¢éné vazanym plazmatem (ICP-MS) je komercné dostupna
analyticka technika prvkové analyzy, ktera vynika svou univerzalnosti, sSchopnosti soucasné detekce
vice prvkil, moznosti stanoveni izotopt ¢i jejich pomért, Sirokym dynamickym rozsahem a nizkymi

mezemi detekce [57][58].

ICP-MS se bézné€ pouziva v riznych oborech, jako je geochemie, Zivotni prostredi, primysl
(potravinatsky, chemicky, polovodic¢ovy, jaderny), forenzni védy, medicina, biologie a archeologie.
Po uvedeni prvniho komeréné dostupného pfistroje vybaveného kvadrupdlovym analyzatorem

Vv roce 1980 se tato technika neustale zdokonaluje [59].

vvvvvv

cerpadla (peristaltického), kdy vzorek je pomoci kinetické energie nosného plynu pieveden na ae-
rosol (polydisperzni). Aerosol pak vstupuje do mlzné komory, kde dochézi k separaci jemného ae-
rosolu od ¢astic, které jsou vétsi nez 10 um. Dale jemny aerosol prochézi injektorem (horizontalng),
ktery je umistén v plazmové hlavici do ICP, ve které je teplota 6 000 az 10 000 K, zde dochazi

k desolvataci, odpafeni, atomizaci a ionizaci prvka a dochazi ke vzniku kladn¢ nabitych iontd. Dalsi
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Casti pfistroji s nizkou rozliSovaci schopnosti je kolizni celou, kterd eliminuje spektralni interfe-
rence (polyatomické). Nasledné jsou ionty vedeny do hmotnostniho analyzator a separovany podle
poméru m/z. Nejcastéjsi typem analyzatoru je kvadrupolovy analyzator (R = 300). Nakonec separo-
vané ionty dopadaji na detektor (elektronasobi¢), ktery je tvofen sériemi dynod, které prevadéji
proud iontd na méfitelny signal [60].

wevr

chazi k ziskani vérohodnych a opakovatelnych vysledkli. Rozhrani musi spliiovat urcité podminky:
zaji$téni opakovatelného a dostacujiciho priitoku pomocné kapaliny (nejcastéji 20 x ztedény pufr),
opakovatelné miseni efluentu z CE s pomocnou kapalinou, aby dochazelo k nejniz§imu rozmyti zén
analytli, aby byla zachovana separace z CE, mezi posledni podminku patii zajisténi stabilniho elek-

trického obvodu mezi inletovou elektrodou a vstupem do ICP-MS [6].
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4 HPLC JAKO KOMPLEMENTARNI TECHNIKA K CE

41 HPLC

Na rozdil od kapilarni elektroforézy (CE), ktera je zaloZena na migraci elektricky nabitych
latek kapilarou v elektrickém poli [39], v HPLC jsou latky separovany na zakladé rozdilné afinity
k mobilni fazi a stacionarni fazi [57]. I kdyZ je micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC)
hybridni technikou mezi CE a HPLC, tak se od sebe MEKC a HPLC se li8i riznymi mechanismy
separace, pouzitou stacionarni fazi, resp. pseudostacionarni fazi a aplikacemi. Vyhody MEKC
oproti HPLC zahrnuji spotfebu malého mnozstvi vzorku, rychlost analyzy (v zavislosti na typu ana-
lyzovanych latek), ucinnost a Siroky rozsah pH pouzitého pufru, nebo moznost pouziti online pre-

koncentra¢nich technik, zatimco hlavni vyhodou HPLC je vysoka reprodukovatelnost [61].

4.1.1 Rozdéleni kapalinové chromatografie

Podle riznych principl se z hlediska fyzikalnich a chemickych vlastnosti kapalinové chro-

matografie déli:

e Rozd¢lovaci chromatografie — latky se zachycuji ve s.f. (kapalnd), ktera je nanesena na pev-
ném nosici.

e Afinitni chromatografie — umoziuje oddéleni podobnych proteinti z komplexni smési. Diky
tomu, Ze dochézi k interakci nosice s imobilizovanymi ligandy.

e Adsorp¢ni chromatografie — dochézi k separaci diky specidlnim interakcim latek se stacio-
narni fazi, kterd je tvofena pevnymi nemodifikovanymi ¢asticemi.

e Jontové vymeénna chromatografie — dochazi k separaci iontii na stacionarni fazi, to byva no-
si¢ s navazanymi nabitymi funkénimi skupinami.

e (Gelova permeacni chromatografie — dochazi k separaci latek na principu riizné velikosti ¢4as-
tic, které se zachytdvaji ve stacionarni fazi, ktera je tvofena gelem a mé presn¢ definovanou

velikost poru [62].
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4.1.2 Instrumentace v HPLC

e Vysokotlaké cerpadlo — pumpy — pouzivaji se k transportu mobilni faze (m.f.).

e Zafizeni pro davkovani vzorku — manualni nebo automatické.

e Kolony — jsou naplnény stacionarni fazi (s.f.) — mize se vyskytovat v prostoru, ktery je ter-
mostatovany.

e Detektor — zaznamenava signal, ktery vznika rozdilem mezi prichodem cisté m.f. a mobilni

faze obsahujici vzorek [62].

4.1.3 Spojeni HPLC-ICP-MS

HPLC byla mezi prvnimi separa¢nimi technikami, kterd byla spojena s ICP-MS a je také
kompatibilni diky vybaveni HPLC a Siroce dostupné literatute, chemické slozeni mobilnich fazi
a pratoky pouzivané v HPLC jsou kompatibilni se systémy vzorkovani ICP-MS systémi [58]. Po-
uziva se pro analyzy netékavych latek nebo iontli v roztoku, roztok mize byt organicky, vodny nebo
jejich smés [58]. Diky flexibilité, vyb&ru mobilni a stacionarni faze a pouziti gradientovych technik,
kde mobilni faze méni sloZeni béhem priib&hu analyzy, diky tomuto je HPLC mocna separaéni tech-

nika a pouZziva se v mnoha odvétvich [58].

Chromatografie na obracené fazi (RP-HPLC): analyty jsou v polarni mobilni fazi (voda,
voda-methanol, voda-acetonitril. Kolona je naplnéna stacionarni fazi silikagel obsahujici chemicky
vazany uhlovodik (C4-C18). Obvykle se analyzuji polarni nenabité slou¢eniny s Mr < 3000. Pocet

aplikaci se v§ak neustale zvysuje diky vynikajicimu rozliSeni — schopnost rozlisit proteiny [57].

Pii spojeni RP-HPLC-ICP-MS, se tesi hydrofobicita biomolekuly, ktera urcuje jeji retenci,
postupné eluce jednotlivych druhti smési se dosahuje snizovanim polarity mobilni faze pridavkem
methanolu nebo acetonitrilu. Dostupnost RP kolon s riznymi rozméry umoznuje ptizptisobit pratok
zavadéného vzorku, tak, jak vyZaduje detek¢ni systém. Pratokova rychlost siln¢ zavisi na geometrii
kolony. Napiiklad, zména vnitiniho praiméru kolony od 8 do 0,18 mm, umoziuje snizit pritok od
10 ml/min do 2 ml/min. Vysoka koncentrace organického modifikatoru v m.f. ¢ini RP-HPLC $patné
kompatibilni s ICP-MS, protoze negativné ovliviuje stabilitu plazmatu, v extrémnich ptipadech az
do vyhasnuti. Organickd rozpoustédla jsou také zodpovédna za usazovani uhliku na koénusech
a plazmové hlavici Vyss$i radiofrekvencni vykon pomaha snizit vliv zatizeni plazmatu rozpouste-

dlem, zatimco pouziti chlazené mlzné komory omezuje mnozstvi par rozpoustédla, které putuji do
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plazmatu. Je doporuc¢eno pouzit Pt konus, desolvatacni jednotky a pridani kysliku (1-3 %) do proudu
rozprasovaci plynu (Ar) [57].

Obr. 17: Spojeni HPLC-ICP-MS

4.1.4 Pouziti HPLC-ICP-MS
HPLC-ICP-MS ma vyuziti zejména ve speciacni analyze riznych prvki napf.:

e Speciace organickych sloucenin cinu v moiskych sedimentech, zivocichti nebo potravinach
e Speciace arsenu Vv potravinach a pitnych vodach

e Speciace chromu ve vzorcich z Zivotniho prostiedi a stavebni materialy [58]
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5 ANALYZA SIDEROFORU/METALOFORU

Pro detekci riznych typi sideroforii 1ze pouzit spektrofotometrické nebo kolorimetrické sta-
noveni. Schwyn a kol. vyvinuli univerzalni stanoveni sideroforti s pouzitim dvou indikatorti: Chro-
mazurol S (CAS) a hexadecyltrimethylamonium bromid (HDTMA). Komplexy CAS/HDTMA se
pevné spojuji s zelezem, coz zpisobuje vznik modrého zbarveni. Silny chelétor, jako je siderofor,
ma schopnost odstranit zelezo z komplexu barviva, coz vede k zmén¢ zbarveni z modré na oranzo-
vou. Perez Miranda a kol. popsali novou, rychlou, netoxickou a snadnou metodu, ktera umoziuje
stanoveni riznych mikroorganismi (hub), schopnych produkce siderofori na pevném médiu (O-
CAS-test). Je vSak tieba poznamenat, ze vSechny tyto testy zalozené na riznych barevnych kom-
plexech jsou velmi nespecifické a poskytuji minimum informaci o struktuie sideroforti. V posledni
dobé se proto pouZzivaji moderni instrumentalni metody, véetné nukledrni magnetické rezonance
(NMR) nebo castéji vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) s detekci pomoci diodového

pole (DAD) a ESI-MS [63].

Pti charakterizaci pomoci nuklearni magnetické rezonance (NMR) je kov z komplexu ob-
vykle odstranén pred ziskdnim dat, protoze Fe** zplisobuje rozsiteni ¢ar NMR signalfl. Pro ziskani
NMR spekter sideroforti ve formé chelatovaného kovu se €asto pouzivaji diamagnetické analogy

sideroforu Ga3* nebo AIP* [64].

Vzhledem k tomu, ze v ptirodnich zdrojich (moiska voda, pida, biologické vzorky) jsou
siderofory casto pfitomny v nizkych koncentracich a Casto existuji ve vice proteinovych kom-
plexech, vyuziva vétSina analytickych strategii pro siderofory prekoncentraci vzorkd pomoci ex-
trakce na pevné fazi (SPE) s kolonami naplnénymi sorbenty s reverzni fazi (RP) nebo sorbenty

s iontovou vymeénou, nasledovanou separaci pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie

(HPLC) [64].

Paul McCormack a kol. provedli studii, ve které zjistili, ze pomoci techniky SPE-HPLC-
ESI-MS je mozné efektivné separovat a identifikovat siderofory v komplexnich matricich. Tato me-
toda pfinasi n€kolik vyhod, véetné rychlé identifikace jak znamych, tak i nezndmych siderofort,
a schopnosti ziskat strukturni informace o jednotlivych slouc¢eninach. Tato technika je vysoce cit-
liva, s detek¢nimi limity v fadu nmol/l. Nicméng, i pies vysokou citlivost je pro detekci téchto slou-
¢enin v nizkych koncentracich ve vzorcich moiské vody nezbytna prekoncentrace. Vysledky jejich
studie naznacuji, Zze moisky bakterioplankton je schopen produkovat ferrioxaminy, coz je dilezita

tiida sideroforti hydroxamatového typu [65].
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V dalsi studii Ringo Schwabe a kol. sledovali siderofor desferrioxamin B (DFOB) a jeho
afinitu k riznym kationtim kovl. Afinita DFOB ke kovim byla potvrzena pomoci HPLC a ICP-
MS. Vysledky ukézaly, Zze potadi afinit kovii bylo nasledujici: Fe®* > Ga3* > AI** > Zn?* > ostatni

dvojmocné ionty. Zjistilo se, Ze dvojmocné ionty nejsou vhodné pro chelataci pomoci DFOB [66].

Zajimava analyza siderofort je popsana V publikaci od Tomase Pluhacka a kol., ktefi iden-
tifikovali dva mikrobialni siderofory, Fe-Fc a Fe-TafC. Markery infekce plicni invazivni asper-
gilozy (IPA), identifikovali neinvazivnim zptisobem, v mo¢i infikovanych hostiteld. Tyto molekuly
mohou byt pfitomny ve formé ferri- nebo desferri-varianty. Dale byly ve vzorcich séra a plicni tkané
pozorovany jejich kombinace s ionty sodiku a drasliku, coz vSak komplikuje kvantifikaci siderofora.
Pluhacek a jeho kolegové poskytli robustni kvalitativni a kvantitativni udaje, které naznacuji silny
analyticky potencial ptistupu zvaného CASI (kontinualni akumulace vybranych iont )-FTICR.
Nejlepsich vysledkt bylo dosazeny pomoci HPLC-ESI-CASI-FTICR [67].

Metalofory Ize detekovat pomoci mikrobidlni databaze sideroforti (CycloBranch). Tato da-
tabaze umoznuje snadnou identifikaci vSech sloucenin, které maji pfedem definované izotopové
vlastnosti v chromatografickém datovém souboru. CycloBranch je aplikovatelny jak na soubory dat

z elementarni (ICP-MS), tak molekularni (ESI nebo MALDI) hmotnostni spektrometrie (MS) [68].

Jak jiz bylo naznaceno, kapilarni elektroforéza piedstavuje vhodnou alternativu k HPLC.
Napt. Piotr Mucha a kol. vyuzili kapilarni zénovou elektroforézu a micelarni elektrokinetickou
chromatografii pro analyzu ferrioxamind. V této praci je ukazano, ze CE je vhodna pro detekci,
charakterizaci siderofort a pro sledovani osudu zeleza v motském prostiedi. Jejich vyzkum prokazal
ptitomnost sideroforti z rodiny ferrioxamint v podpovrchové moiské vod¢, coz je novy a dilezity
objev, nebot’ tyto slouceniny nebyly v moiské vod¢, konkrétné Baltském mofti, dosud identifikovany
[69]. Vyuziti spojeni CE s ESI-MS v analyze sideroforti pochazejicich z riznych kment endofytic-
kych methylobakterii je pak ukazano ve studii Colnaghi Simionata a kol. [70].
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6 CILE DP.

V souladu s potencialnim pouzitim metalofort v 1ékafstvi (viz kapitola 2.5) byly stanoveny nasle-
dujici cile DP:

1. Vyvoj a optimalizace metod pro separaci volnych a komplexnich forem jednotlivych metalofort,
pti¢emz jako zastupce komplexni formy byly vybrany bézné se vyskytujici Fe-Fc a Fe-TafC. Byl
kladen dlraz zejména na to, aby byly vyvinuté metody rychlé, opakovatelné, levné (mala spotfeba

vzorku a ¢inidel), a také kompatibilni s potencialné pouzivanymi detektory dosahujicich velmi nizké

meze detekce (ICP-MS).

2. Studium komplexace des-Fc a des-TafC s riznymi ionty biogennich prvka (Cu?*, Zn%*, Ni?*,
Mn?*, Co?", APF") a Ga*" v riznych pomérech Kation-siderofor a jejich analyza jiz vyvinutymi me-
todami, aby bylo ptipadné mozné zjistit stechiometrické poméry nebo kinetiku vzniku komplexu.
3. Potvrzeni vzniku komplexii pomoci vysoko rozlisujiciho MS - (Synapt G2-S) ve spojeni s FIA
(prutokova injek¢ni analyza) a pomoci HPLC-ICP-MS vyuzivajici separaci volného nenavazaného

kationtu od komplexu.
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7 MATERIALY

7.1 Chemikalie

Pro ptipravu pufra byly pouzity nasledujici chemikalie: H3POa, H3BO3, NaOH, dodecylsulfat
sodny. VSechny tyto pouzité chemikalie byly zakoupeny od spolecnosti Sigma-Aldrich o Cistoté
p.a., Na kalibraci pH metru byly pouzity pufry o pH: 4,7 a 10 od spole¢nosti Xylem Analytics Ger-
many GmbH WTW. Na rozpusténi a fedéni byla pouzita demineralizovana voda, ktera byla vyra-
béna systémem Milli-Q-Reference od firmy Millipore (Molsheim, Francie). Déle byly pouzity re-
feren¢ni materidly Astasol Mn, Al, Ga, Cu, Zn, N1 a Co o koncentracich 1 = 0,002 g/1, kter¢ jsou jiz
stabilizovany v 2 % HNOs3 a byly zakoupeny od firmy Analytika, spol. s.r.o.

7.1.1 Standardy

Standardy sideroforit Fe-Fc, Fe-TafC, des-Fc a des-TafC byly ziskany od pana prof. Ing.
Vladimira Havlic¢ka, Dr. z Laboratofe charakterizace molekuldrni struktury, Mikrobiologického 1s-
tavu A V CR, v. v. i. Jiz vysusené standardy 100 pg byly rozpustény v deionizované vodé na vy-
slednou koncentraci 1000 mg/ml (1000 ppm). Jako marker elektroosmotického toku byl pouzit di-
methylsulfoxid (DMSO), ktery byl zakoupen od spole¢nosti Sigma Aldrich.

7.2 Pomiicky a pristroje

7.2.1 Laboratorni pomucky

Byl pouzit pH metr InoLab Multi 931 OP od firmy Heildolph, chemické Spachtle, kadinky,
automatické pipety, analytické vahy, ultrazvuk a pouzité kapilary s vnitini primérem 50 pm byly
od firmy Molex (IL, USA).

7.2.2 Analytické pristroje

Vsechny experimenty tykajici se kapilarni elektroforézy byly provedeny na ptistroji CE7100
od firmy Agilent Technologies (Waldbronn, Némecko), ktery obsahuje detektor UV/Vis (DAD).
Pro potvrzeni vzniku komplexu kation-siderofor byl pouzit vysokorozlisujici hmotnostni spektro-

metr (HRMS) s kvadrupélovym filtrem a analyzatorem doby letu (qTOF) Synapt G2-S od firmy

Waters (Manchester, Velka Britanie). Dale bylo pro potvrzeni vzniklych komplext vyuzito spojeni
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HPLC s ICP-MS, pricemz ptistroj pro kapalinovou chromatografii byl pofizen od spole¢nosti Agi-
lent Technologies (Santa Clara, CA, USA) a nasledné spojen pomoci rozhrani s ORS-ICP-MS
7700x od firmy Agilent Technologies (Tokyo, Japan). Separace byla provedena na Waters, VanGu-
ard, UPLC BEH C8 1.7 um, rozméry 2,1 x 5 mm.

7.3 Priprava roztoki

7.3.1 Priprava roztoku zakladni elektrolytu (BGE) pro analyzu kation-Fc

BGE byl pfipraven rozpusténim vypocitané¢ho objemu H3zPOs v deionizované vod¢ na kon-
centraci 15 mM. Dale byla kyselina pomoci 50% NaOH titrovana na pH = 7,0, kdy pH bylo kon-
trolovano jiz nakalibrovanym pH metrem. Vysledny BGE byl poté ptidan, k jiz vypocitanému a

navazenému mnozstvi SDS tak, aby vysledna koncentrace byla 50 mM.

7.3.2 Priprava roztoku zakladniho elektrolytu (BGE) pro analyza kation-TafC

BGE byl pripraven stejné¢ jako v kapitole 7.3.1 stim rozdilem, Zze k25 mM roztoku
H3PO4/NaOH, na pH = 2,5 po rozpusténi pozadovaného mnozstvi SDS (100 mM) bylo k roztoku
ptidéno 10 % (v/v) MeOH.

7.3.3 Priprava roztoki komplexu kation-Fc, kation-TafC

Nejprve bylo odebrano 200 pl ze zadsobnich roztokt kovi (1 mg/ml). Roztoky byly nasledné
odfoukany pod proudem Nz (200 ug) a poté doplnény deionizovanou vodou (200 pl) zpét na kon-
centraci 1000 g/1. Roztoky byly odfoukéany, protoze bylo potfeba odstranit vétSinu kyseliny dusi¢né,
kvili pfipadné nestabilité¢ komplexi. Z jiz vytvofenych roztoku se pak odebraly vypocitané objemy
1000 mg/l a byly ptipraveny roztoky o koncentraci 10 mg/l, které byly dale pouzity na vytvofeni
komplexu kation-Fc a kation-TafC. Pro analyzy byly tvofeny roztoky metalofori s kovovymi kati-
onty, kde procentovy obsah kovového kationtu, zde znaci procenta latkového mnozstvi daného me-

taloforu tzn., ze 100 % kovového Kationtu znamena pridavek v ekvimolarnim pomeéru.
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8 VYSLEDKY A DISKUSE

8.1 Ferricrocin

Prvni byla optimalizovana a vyvijena metoda pro stanoveni des-Fc, Fe-Fc a DMSO. Poté
byly k des-Fc pfidavany ruzné kovy, kdy pomoci CE-DAD bylo zjistovano, jestli dochazelo k in-

terakci a doslo k vytvoreni komplexi.

e Optimalizace podminek pro separaci smési des-Fc, Fe-Fc a DMSO
e Podminky pro méfeni CE-DAD
e Vysledky danych analyz na CE-DAD

8.1.1 Optimalizace podminek pro separaci des-Fc, Fc a DMSO

Bylo optimalizovano pH, koncentrace SDS, koncentrace kyseliny (iontova sila), napéti a po-

mocny tlak.

8.1.1.1 Optimalizace sloZeni separacniho elektrolytu a pH

Byly testovany tyto zakladni elektrolyty: H3BOs/NaOH (pH = 8,5-10) a H3PO4/NaOH
(pH = 7,0), kdy byla zjistovana nejlepsi separace a zaroven byla v téchto prostiedich zjistovana
optimalni koncentrace SDS v rozsahu 0-200 mM. Prvni byla testovana H3BOz/NaOH o v rozmezi
pH = 8,5-10, kdy bylo zjisténo, Ze je potieba vysoké koncentrace SDS (125 mM), nicméné bylo
zjiSténo, Ze analyzy za t€chto podminek jsou nereprodukovatelné a znacn€ dochdzi ke zménam ve-
likosti signalu u des-Fc, coz je pravdépodobné zptisobeno vysokym pH. Z toho diivodu bylo dalsim
krokem testovani jiného pufru. Byl vybran HsPO4/NaOH o pH = 7,0, kdy se také testovala koncen-
trace SDS. Z hlediska tvaru piku, rozliSeni a doby analyzy byla vybrana koncentrace 50 mM SDS.
Optimalizace pH a koncentrace SDS jsou shrnuty na obr. 18 a 19.
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Obr. 18: Optimalizace pH a SDS; Byla pouzita 50 mM H3BOs/NaOH o pH = 9,5; koncentrace SDS
byla v rozmezi 0-200 mM. Popis: 1- DMSO; 2-Fe-Fc; 3-Des-Fc
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Obr. 19: Optimalizace pH a SDS; Byla pouzita 25 mM H3PO4/NaOH o pH = 7,0; koncentrace SDS
byla v rozmezi 0-200 mM. Popis: 1- DMSO; 2-Fe-Fc; 3-Des-Fc
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8.1.1.2 Optimalizace koncentrace HzPO4

Byly testovany koncentrace H3aPO4 v zakladnim elektrolytu: 10, 15 a 25 mM. Sledoval se
vliv iontov¢ sily na separaci. Z grafii bylo vycteno, ze pii 10 mM H3PO4/NaOH je dosazeno nej-
rychlejsi analyzy, nicméné pii opakovanych analyzach bylo zji$téno, Ze ne vzdy je pik Fe-Fc dosta-
tecné odseparovan od EOF (DMSO), oproti 15 mM H3PO4/NaOH. Ta dosahuje nejlepsi separace
a doba analyzy je dostatecné rychla. U 25 mM H3PO4/NaOH je doba analyzy nejdelsi, proto byla
vybrana 15 mM H3PO4/NaOH.

25 4

204

Absorbance (mAU)

E 25 mM H3PO4/NaOH
15 mM H3PO4/NaOH

10 mM H3PO4/NaOH

Migraéni ¢as (min)

Obr. 20: Optimalizace koncentrace Hz3PO4/NaOH; Byla pouzita Hs3POs/NaOH o0 pH = 7,0 v rozmezi
koncentraci 10-25 mM a koncentrace SDS byla 50 mM. Popis: 1- DMSO; 2-Fe-Fc; 3-Des-Fc
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8.1.1.3 Optimalizace napéti

Bylo optimalizovano napéti v rozmezi 20-30 kV pii jiz z optimalizovanych podminkach.

Bylo zjisténo, Ze nejlepsi napéti je 30 kV, kdy doslo k vyraznému snizeni doby analyzy.

20 1

Absorbance (mAU)

54
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:H \ 25kV
044 — 20kV
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Obr. 21: Optimalizace napéti v rozmezi 20-30 kV; byla pouzita 15 mM H3sPO4/NaOHo pH = 7,0
a koncentrace SDS byla 50 mM. Popis: 1-DMSO; 2-Fe-Fc; 3-Des-Fc
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8.1.1.4 Optimalizace pomocného tlaku béhem analyzy

Pro urychleni byla testovana aplikace pomocného tlaku béhem analyzy. Tlak byl optimali-
zovan v rozmezi 0—50 mbar, kdy pfi 50 mbar sice doslo k zrychleni analyzy, ale nedoslo k tplné
separaci DMSO a Fe-Fc, proto byl vybran tlak 25 mbar, kdy doslo ke zrychleni analyzy za soucas-
ného zachovani akceptovatelného rozliSeni (na zakladni linii) mezi elektroosmotickym tokem, resp.

DMSO a Fe-Fc.
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Obr. 22: Optimalizace davkovani vzorku Vv rozmezi 0-50 mbar, byla pouzita 15 mM H3PO4/NaOH
0 pH=7,0; koncentrace SDS byla 50 mM a napéti bylo 30 kV. Popis: 1-DMSO; 2-Fe-Fc; 3-Des-Fc
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8.1.1.5 Shrnuti optimalizace

Po optimalizaci jsou finalni podminky pro analyzu Fc a jeho kovovych forem pomoci CE-DAD

nasledujici:

8.1.2

15 mM H3PO4/NaOH o pH = 7,0
Koncentrace SDS = 50 mM
Napéti =30 kV

Pomocny tlak = 25 mbar
Davkovani = 100 mbar/5s
Detekce = 200 nm

Celkova délka kapilary = 48,5 cm
Efektivni délka kapilary = 40,5

Tvorba komplexu s des-Fc a jejich analyza pomoci CE-DAD

Vysledky jsou vyjadieny pomoci grafického znazornéni, kdy u tfech kovi 1ze vidét, Ze doslo

ke vzniku komplexu kation-Fc (Ga, Cu, Al) a je prokazana separace tohoto komplexu od DMSO

a des-Fc, pti¢emz se zvySujici se koncentraci kovového kationtu doslo i ke postupnému snizovani

signalu des-Fc.
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8.1.2.1 Komplex Cu-Fc

Z obr. 23 1ze vidét, ze doslo k interakci des-Fc s Cu?* ve stechiometrickém poméru v roz-
mezi 0-100 % Cu?*.

Absorbance (mAU)

Migracni ¢as (min)

Obr. 23: Vznik komplexu Cu-Fc v rozmezi od 0-100 % Cu?*. Popis: 1-DMSO; 2-Cu-Fc; 3-Des-Fc
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8.1.2.2 Komplex Al-Fc

Z obr. 24 je opét potvrzena interakce des-Fc s A" ve stechiometrickém poméru v rozmezi

0-100 % AI**.

20

154

Absorbance (mAU)

: 1 :
Migracni ¢as (min)
Obr. 24: Vznik komplexu Al-Fc v rozmezi od 0-100 % AIP*. Popis: 1-DMSO; 2-Al-Fc; 3-Des-Fc

8.1.2.3 Komplex Ga-Fc

Na obr. 25 je znazornén vznik komplexu des-Fc, tentokrat s Ga®*, ale zde doslo k interakci
ve stechiometrickém poméru az po ur€ité dobé, coz je dano pomalejsi kinetikou reakce, to je ziejmé
z obr. 26. Ackoliv neni komplex Ga-Fc tiplné odseparovan od DMSO, nartst jeho piki je se zvysu-

jicim mnozstvi Ga®* zfetelny.

47



3
i
| [ 2
||
P ‘ ‘ | I.
3 ‘ | | . 100 (a
g 20 - 0
~— n gt 75 % Ga
51 | 'l I|
: I g N
,_E ) \ 50 % Ga
2 104 7
o 25 % Ga
5
/A
{)_
1 1 I 1 U
0 0.5 1 1.5 2 25 3 35 4

Migraéni ¢as (min)

Obr. 25: Vznik komplexu Ga-Fc v rozmezi od 0-100 % Ga3*. Popis: 1-DMSO; 2-Ga-Fc; 3—des-Fc
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Obr. 26: Kinetika komplexu Ga-Fc (125 %) v rozmezi ¢asu od 0-20 h. Popis: 1-DMSO; 2-Ga-Fc;
3-Des-Fc
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8.1.2.4 Studium vzniku komplexii kation-Fc ( Mn?*, Co%*, Zn?*, Ni%*)

U zbylych kovi, nebyla pomoci CE-DAD interakce kation-Fc prokazana, jak lze vidét na
obr. 27-30. Ackoliv nebyl vznik komplext prokazan, je mozné, ze upravou reak¢énich podminek

(teplota, pH, koncentrace pufru) by k jejich vzniku doslo.
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Obr. 27: Analyza des-Fc s pridavky Mn** rozmezi od 0-100 %. Popis: 1-DMSO; 2—Des-Fc
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Obr. 28: Analyza des-Fc s pridavky Co** rozmezi od 0-100 %. Popis: 1-DMSO; 2-Des-Fc
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Obr. 29: Analyza des-Fc s pridavky Zn** rozmezi od 0-100 %. Popis: 1-DMSO; 2-Des-Fc
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Obr. 30: Analyza des-Fc s pridavky Ni** rozmezi od 0-100 %. Popis: 1-DMSO; 2—Des-Fc
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8.2 Triacetylfusarinin C

Jako druha byla optimalizovana a vyvijena metoda pro stanoveni des-TafC a TafC. Nasledné

se po optimalizaci postupovalo stejné jako u des-Fc.

e Optimalizace podminek pro separaci smési des-TafC a Fe-TafC
e Podminky pro méteni CE-DAD
e Vysledky danych analyz CE-DAD

8.2.1 Optimalizace podminek pro separaci des-TafC a Fe-TafC

Byla optimalizovana koncentrace SDS, procentualni obsah MeOH V zékladnim elektrolytu,

napéti a koncentrace pufru.

8.2.1.1 Optimalizace koncentrace SDS

Pro analyzu des-TafC a jeho komplexi s kovy byl vybran H3PO4/NaOH o pH = 2,5 nejprve
0 koncentraci 55 mM. Koncentrace SDS v separa¢nim pufru byla testovana v rozmezi 0-50 mM.
Protoze u 50 mM SDS dochazi k ¢astecné separaci, tak byl poté sledovan vliv MeOH. Vzhledem
k tomu, ze s ptidavkem MeOH dochazi k prodluzovani doby analyzy, byla dale optimalizovana

koncentrace SDS spolu s obsahem MeOH.
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Obr. 31: Optimalizace koncentrace SDS; Byla pouzita 55 mM H3PO4/NaOH o pH = 2,5; koncen-

trace SDS byla v rozmezi 0-50 mM. Popis: 1-Fe-TafC + Des-TafC
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Obr. 32: Optimalizace koncentrace SDS s pridavkem 5 % MeOH; Byla pouzita 55 mM

H3PO4/NaOH o pH=2,5; koncentrace SDS byla v rozmezi 50-100 mM. Popis:1-Fe-TafC; 2-des
TafC

8.2.1.2 Optimalizace organické faze v BGE

Prvni volbou organického modifikatoru byl MeOH, pti¢emz byl testovan jeho obsah v z4-
kladnim elektrolytu v rozmezi 0-10 % (v/v). Z obr. 33 1ze vidét, ze se zvySujicim se obsahem MeOH
vV BGE dochézelo ke zvétsujicimu rozliSeni, ale také prodluZzovani doby analyzy. Na zédklad€é namé¢-

fenych dat z obr. 33 je ziejmé, Ze optimalni je piidavek 10 % MeOH.
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Obr. 33: Optimalizace MeOH v rozmezi 0-10 % z celkového objemu BGE; Byla pouzita 55mM
H3PO4/NaOH o pH = 2,5; koncentrace SDS byla 100 mM. Popis: 1-Fe-TafC; 2-Des-TafC
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8.2.1.3 Optimalizace napéti

Napéti bylo optimalizovano v rozmezi od -20 do -30 kV. Z obr. 34 lze vidét, ze pti -30 kV
byla doba analyzy oproti -20 kV zkracena témé&f 0 polovinu, ale také doslo ke zvySeni pozadi, proto

musela byt snizena i koncentrace pouzitého pufru.
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Migraéni ¢as (min)

Obr. 34: Optimalizace napéti. Byla pouzita 55mM H3PO4/NaOH o pH = 2,5; koncentrace SDS byla
100 mM s pridavkem 10 % MeOH. Popis: 1-Fe-TafC; 2-Des-TafC

8.2.1.4 Optimalizace koncentrace HzPO4

Byly testovany 3 koncentrace HsPO4 v zékladnim elektrolytu: 55, 40 a 25 mM. Doba ana-
Iyzy je u vSech koncentraci H3PO4 podobna, ale s postupnym snizovanim koncentrace se snizil i
elektricky proud béhem méieni, coz vedlo k reprodukovatelnéj$im analyzam a rovnéZz snizeni ode-
zvy zékladni linie. Proto byla vybrana koncentrace 25 mM H3PO4/NaOH, ktera také byly vybrana

z diivodu nejlepsiho rozliseni.
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Obr. 35: Optimalizace koncentrace H3PO4/NaOH o pH = 2,5 v rozmezi koncentraci 25-55 mM,
koncentrace SDS byla 100 mM, obsah MeOH byl 10 % a napéti bylo -30 kV. Popis: 1-Fe-TafC;
2-des-TafC

8.2.1.5 Shrnuti optimalizace

e 25 mM H3PO4/NaOH o pH =25
e Koncentrace SDS =100 mM

e Napéti =- 30 kV

e Dévkovani = 100 mbar/5s

e Detekce =200 nm

e (Celkova délka kapilary = 48,5 cm
e Efektivni délka kapilary = 40,5
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8.2.2 Tvorba komplexi s des-TafC a jejich analyza pomoci CE-DAD

Vysledky byly opét vyjadieny pomoci grafického znazornéni, kdy u 2 kovu Ize vidét, ze
doslo ke vzniku komplexu kation-TafC (Ga, Al) a je prokazana separace tohoto komplexu od des-
TafC, pti¢emz se zvysujici se koncentraci kovového iontti doslo 1 ke postupnému snizovani signalu
des-TafC.

8.2.2.1 Komplex Ga-TafC

Z grafického znazornéni jde vidét, ze doslo ke vzniku komplexu Ga-TafC v rozmezi 0-100

% Ga**, a doslo i k separaci od ubyvajiciho des-TafC.

Absorbance (mAU)

~——,100 % Ga

~~— 50 % Ga
0% Ga

0 1 2 3 3

Migraéni ¢as (min)

Obr. 36: Vznik komplexu Ga-TafC v rozmezi od 0-100 % Ga>*. Popis: 1-Des-Tafc; 2-Ga-TafC
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8.2.2.2 Komplex Al-TafC

Z obr. 37 jde vidét, ze také doslo k interakci a vzniku komplexu Al-TafC v rozmezi 0-100
% AI** | ale pik vzniklého komplexu byl zna¢né rozmyty. Podeziely byl rovnéz velky signal des-

I3* (ptedpokladana stechiometrie je zde 1:1).

TafC 1 po ptidavku 100 % ekvimolarniho mnozstvi A
Proto bylo dale testovano, zda nebude vhodnéjsi se vyhnout MeOH v zakladnim elektrolytu. Bylo
zjisténo podle obr. 38, ze tento piedpoklad byl opravnény. Ackoliv nejsou od sebe obé formy doko-

nale odseparovany, vznik komplexu je zde zictelny.
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Obr. 37: Vznik komplexu Al-TafC v rozmezi od 0-100 % AIP* . Popis: 1-Des-TafC; 2-Al-TafC
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Obr. 38: Analyza Al-TafC po odstranéni MeOH v pufru. Al-TafC v rozmezi od 0-100 % AI* . Popis:
1-Des-TafC; 2-Al-TafC

8.2.2.3 Studium vzniku komplexii kation-TafC (Cu?*, Zn?*, Ni?*, Mn?*, Co?*)

Ackoliv doslo s pfidavkem uréitych kovovych iontéi (Mn?* a Co?*) ke zvyseni signalu des-
TafC, nebyl pozorovan nartst dalsiho piku odpovidajici vzniklému komplexu. Proto byly upraveny
separacni podminky (50 mM SDS a 20 % MeOH) tak, aby doslo ke zvétSeni rozliSeni mezi obéma
formami (podezieni na nedostatecnou separaci). Tento piedpoklad vSak nebyl potvrzen a nebyl po-
zorovan zadny pik. Opaény efekt mély pridavky Zn?* a Ni?*, kdy nedochazelo k nariistu signalu, ale
k jeho ubytku. V zadném z téchto ptipadd tedy nebyl pomoci CE-DAD prokazan vznik komplext
kation-TafC, coz je znazornéno na obr. 39-43. Ackoliv nebyl vznik komplexti prokazan, je mozné,

ze upravou reak¢nich podminek by K jejich vzniku doslo, jak je zminéno v kapitole 8.1.2.4.
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Obr. 39: Analyza des-TafC s pridavky Cu?* rozmezi od 0-100 %. Popis: 1-Des-TafC
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Obr. 40: Analyza des-TafC s pridavky Zn** rozmezi od 0-100 %. Popis: 1-Des-TafC
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Obr. 41: Analyza des-TafC s piidavky Ni** rozmezi od 0-100 %. Popis: 1-Des-TafC
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Obr. 42: Analyza des-TafC s piidaviky Mn®* rozmezi od 0-100 %. Popis: 1-Des-TafC
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Obr. 43: Analyza des-TafC s piidavky Co** rozmezi od 0-100 %. Popis: 1-Des-TafC
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8.3 Potvrzeni tvorby komplexi metalofori s kovy pomoci FIA-HRMS

Vysledky jsou vyjadieny pomoci grafického znazornéni pouze u téch kovu, kde byl proka-
zan vznik komplexu pomoci CE-DAD. Vzorky na méfeni byly pfipraveny stejné jako pro analyzu
CE-DAD s tim rozdilem, ze vse bylo fedéno v 15% ACN a vysledna koncentrace des-Fc a des-TafC
byla 1 mg/l.

Tab. 2 Podminky pro piistroj SYNAPT G2-S v kladném moédu

Podminky hodnoty

Napéti na sprejovaci kapilare [kV] 3
Teplota zdroje [° C] 120
Napéti na kénusu [V] 40
Offset zdroje [V] 80
Desolvatacni teplota [° C] 220
Pratok plynu kénusem [I/h] 151
Prutok desolvata¢niho plynu [1/h] 500
Rychlost putujici viny [m/s] 249
Vyska viny [V] 0,5
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8.3.1 Potvrzeni komplexii u des-Fc

Pomoci HRMS ve spojeni s FIA byly méfeny vSechny pfipravené roztoky kovi (iontl), které
byly ve smési s des-Fc. Byl také zméfen samotny des-Fc 0 koncentraci 1 mg/l. U Ga-Fc a Al-Fc

doslo k potvrzeni vzniku komplexu.

Des-Fc_1ppm_H20_lzotopovy model C28H47TNI013 1: TOF MS ES+

100 718.3372 6.90e12
A
=
719.3400
7203423
I

0
630 690 700 710 = 720 = 730 740 = 750 760 770

100 Des-Fc_1ppm_H20 718.3383 miz
1 1: TOF MS ES+
B 2.37eb
=
7193407
720.3430

B T T s e Y I

mz
Obr. 44: Porovnani Analyzy des-Fc 0 koncentraci 1 ppm (B) s izotopovym modelem des-Fc (A),
ktery mel hmoty 718,3372; 719,3400 a 720,3423. Odchylka mezi namérenymi signaly a teoretickou

hodnotou (signdly z izotopického modelu) je mensi nez 2 ppm.
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desFCR+100%_Ga_1ppm_H20_lzotopovy model C28H44N90O13Ga 1:TOF MS ES+
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783 784 785 786 miz
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. |
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Obr. 45: Analyza des-Fc s pridavky Ga®* 50 a 100 %. U Pridavku se 100 % Ga®*(B) lze pozorovat,
Ze intenzita je oproti pridavku s 50 % (C) priblizné 2x vétsi, coz potvrzuje vznik komplexu Ga-Fc.
Dale byly oba pridavky porovnany s izotopovym modelem Ga-Fc (A), ktery mél hmoty 784,2393;
785,2421 a 786,2391 m/z. Odchylka mezi namérenymi signdly a teoretickou hodnotou (signaly z 120-

topického modelu) je mensi nez 2 ppm.

Des-Fc+100%_Al_1ppm_H20_lzotopovy model C28H44NI013AI 1: TOF MS ES+
1o 7422952 6.90e12
A
=
743.2980
7443004
| .
732 734 736 738 740 742 744 746 748 750 752 754 756 758 760 762 764 766 768 TI0
1opDes-Fe+100%_Al_1ppm_H20 miz
\ 742 2972 1: TOF MS ES+
B 40e6
764.2795
=]
7432995
765.2816
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Obr. 46: Analyza des-Fc s piidavkem AI** 100 % (B). Pridavek byl porovndn s modelovym izotopo-
vym profilem Al-Fc (A), ktery mél hmoty 742,2952; 743,2980 a 744,3004 m/z. Dale lze sledovat
adukty se sodikem u hmot 764, 2795 a 765,2816 m/z. Odchylka mezi namérenymi signadly a teore-

tickou hodnotou (signaly z izotopického modelu) je mensi nez 3 ppm.
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Ackoliv na CE-DAD byl potvrzen vznik Cu-Fc, tak pomoci FIA-HRMS byly vysledky ne-
prikazné. Mohlo to byt zptisobeno kontaminaci zelezem, ktera by se dala odstranit pomoci 10 %
HNO3 ve které, by se nechaly vSechny materialy (kadinky, Spicky a vialky) nalozit. Diky tomuto
postupu by mohlo dojit k zabranéni kontaminace Fe®*, se kterym ma des-Fc velkou afinitu a doslo

k pravdépodobnému vytlageni iontu Cu?*,

Des-Fc+100%_Cu_1ppm_H20 lzotopovy model C28H44N3013Fe
1: TOF MS ES+

100 A 7712487 6.37e12

e 7722513
773.2534

=

|
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¢ ' 1.70e6
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Obr. 47: Analyza des-Fc s pridavkem Cu?* 100 % (C). Pridavek byl porovndan s modelovym izoto-
povym profilem Cu-Fc (B), ktery mel hmoty 779,2511; 781,2504 a 782,2527. Profily hmot se viibec
neshoduji, proto byla analyza porovnana s modelovym izotopovym profilem Fe-Fc (A), ktery mél
hmoty 771,2487; 772,2513 a 773,2534 m/z. Odchylka mezi namérenymi signaly a teoretickou hod-

notou (signaly z izotopického modelu) je mensi nez 2 ppm.
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8.3.2 Potvrzeni komplexi u des-TafC

Pomoci HRMS ve spojeni s FIA byly méfeny vSechny pfipravené roztoky kovi (iontl), které
byly ve smési s des-TafC. Prvni byl zméfen samotny des-TafC o koncentraci 1 mg/l. U Ga-TafC

a Al-TafC doslo k potvrzeni vzniku komplexu.

Des-TafC_1ppm_H20_lzotopovy model C39H60N60O15
100

853.4195 1: TOF MS ES+
A 6.16e12
2 854 4226
B855.4252
853 854 855 miz
109 Des-TafC_1ppm_H20 8534208
B 1: TOF MS ES+
2 42e6
E
854 4229
855.4246
|
853 854 855 miz

Obr. 48: Porovndni Analyzy des-TafC o koncentraci 1 ppm (B) s izotopovym modelem des-TafC
(A), ktery mél hmoty 853,4195; 854,4226 a 855,4252 m/z. Odchylka mezi namérenymi signaly a te-

oretickou hodnotou (signaly z izotopického modelu) je mensi nez 2 ppm.

DesTafC+100%_Ga_1ppm_H20_lzotopovj model C39H57TNBO15Ga 1: TOF MS ES+
100- 919.3216 370e12
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|
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100, 9193232 3 02e6
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Obr. 49: Analyza des-TafC s pridavky Ga®* 100 % (B). Pridavek byl porovndn s izotopovym mode-
lem Ga-TafC (A), ktery mel hmoty 919,3216; 921,3218; 922,3243 a 923,3268 m/z. Dale Ize sledovat
adukty se sodikem o hmoté 941,3055; 943,3056; 944,3057 a 945,3072 m/z. Odchylka mezi namére-

nymi signaly a teoretickou hodnotou (signaly z izotopického modelu) je mensi nez 2 ppm.
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Obr. 50: Analyza des-TafC s pridavky AIP* 100 % (B). Pridavek byl porovndn s izotopovym mode-

lem Al-TafC (A), ktery mel hmoty 877, 3776; 878,3807; 879,3833 a 880,3859 m/z. Odchylka mezi

nameérenymi signaly a teoretickou hodnotou (signaly z izotopického modelu) je mensi nez 1 ppm.
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8.4 Potvrzeni tvorby komplexi metalofora s kovy pomoci HPLC-1CP-MS

8.4.1 Vyvoj HPLC metody

Cilem bylo odseparovani volnych iontt od jejich komplexti s metalofory. Byla provedena op-
timalizace vybéru organické mobilni faze (ACN, MeOH) a programu gradientu, piicemz ACN se
pozd¢ji ukazal byt nevhodny kvili nestabilit¢ plazmatu a jeho zhaseni. Anorganickou mobilni fazi
byla deionizovana voda. Optimalizace byla provedena za pouziti standardt Fe-Fc a Fe-TafC o kon-
centracich 10 mg/l. Ukazka separace obou metaloford za finalnich podminek je na obr. 51. Byly

pouzity stejné vzorky jako pro FIA-HRMS.

Tab. 3 Parametry pro HPLC-DAD

Parametry hodnoty
Pratok [ml/min] 0,200
Teplota [° C] 25
Vlnova délka [nm] 422
Davkovany objem [pl] 3

Tab. 4 Slozeni m.f.

Oznaceni m.f. SloZeni rozpoustédla
A 100 % voda
B 100 % MeOH

Tab. 5 Program rozpoustédel

Program | Cas [min] | A [%] B [%] | Pritok [ml/min]
1 0,50 100 0 0,200
2 0,60 50 50 0,200
3 1 50 50 0,200
4 1,10 100 0 0,200
5 2 100 0 0,200
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Tab. 6 Parametry pro ICP-MS

Parametry Hodnoty
Ptikon generatoru [W] 1550
Vnéjsi plazmovy plyn [1/min] 1
Stfedni plazmovy plyn [I/min] 0
Nosny plyn [I/min] 3
Pomocny plyn [1/min] 0
Monitorované izotopy 2TA| 458&:?: é:F%é ;}Mg,GtF%éZCO, 60Nj,

1

3,5
5 3
<

2,5
g
[an]
5 2 )
g 1,5
(=
—_ 1

0,5

0 )

0 0,5 1 1,5 2 2,5
Cas (min)

Obr. 51: Separace Fe-Fc a Fe-TafC za finalnich podminek na HPLC-DAD. Popis 1-Fe-Fc; 2-Fe-
TafC
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8.4.2 Potvrzeni komplexii u des-Fc

Pomoci HPLC-ICP-MS byl u des-Fc potvrzen vznik komplexu pouze se dvéma ionty. Ukazka
jejich analyz je na obr. 52 a 53.
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Obr. 52: Potvrzeni vzniku komplexu Ga-Fc a porovnani intenzity signalu *°Ga viici blanku. Popis:
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Obr. 53: Potvrzeni vzniku komplexu Al-Fc a porovnani intenzity signdlu ?’Al viici blanku. Popis:

1-Al-Fc
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8.4.3 Potvrzeni komplexi u des-TafC

Pomoci HPLC-ICP-MS byl u des-TafC potvrzen vznik komplexu pouze se dvéma ionty.
Ukazka jejich analyz je na obr. 54 a 55.
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Obr. 54: Potvrzeni vzniku komplexu Ga-TafC a porovnani intenzity signalu %°Ga viici blanku. Popis:
1-Ga-TafC
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Obr. 55: Potvrzeni vzniku komplexu Al-TafC a porovndni intenzity signdlu *' Al viici blanku. Popis:
1- Al-TafC
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8.4.4 Analyza volnych kovovych ionti pomoci HPLC-ICP-MS

Byly dale také analyzovany volné kovové ionty (AI**, Ga®*), které nebyly na predkoloné
zadrzeny a byly eluovany v mrtvém case. Dlkazem je, ze signaly z ptedeslych analyz odpovidaji

signaltim izotopt pochazejicich z danych metaloforu.
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Obr. 56: Analyza volného Ga ** a porovnadni signalu %°Ga viici blanku. Popis: 1-Ga 3*
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Obr. 57: Analyza volného Al 3* a porovnani signalu *' Al viici blanku. Popis: 1-Al 3*
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9 ZAVER

V diplomové préci bylo demonstrovano, ze pomoci metody kapilarni elektroforézy v médu
MEKC je mozné efektivné separovat volné ligandy (des-Fc, des-TafC) a komplexy s kationty bio-
gennich kovi (metalofory), coz ukazuje na jeji obrovsky potencial v dané problematice. V prvni
Casti prace byly vyvinuty metody pro separaci DMSO, des-Fc a Fe-Fc. Po vyvinuti metody byly
piipraveny roztoky kovovych iontl (Mn?*, Zn?*, Ni?*, Cu?*, Co?*, AI**, Ga®*) s des-Fc a provedena
méfeni. Bylo zji§téno, Zze snadno dochazi ke vzniku komplexii predevsim s trojmocnymi ionty (A",
Ga®"), a ze tyto komplexy jsou relativné stabilni (potvrzeni komplementarnimi technikami). U dvo-
jmocnych kationtti doslo za danych podminek k vytvofeni pouze jednoho komplexu, a to Cu-Fc,
jehoz vznik vSak nebylo mozno prokazat pouzitymi komplementarnimi technikami, a proto je
V tomto ptipad€ potieba dal§iho prozkoumani. Tvorbu dalSich komplext s dvojmocnymi kovy se
pomoci pouzitych metod nepodafilo prokazat, coz je pravdépodobné zplsobeno nizkou afinitou

téchto iontu k des-Fc.

V druhé ¢asti prace byla vyvinuta metoda pro stanoveni des-TafC a Fe-TafC. Dale byly
pfipraveny roztoky kovovych kationtl s des-TafC a provedena métfeni. Opétovné bylo potvrzeno,
7e dochazi ke vzniku komplexti pfedevsim s trojmocnymi ionty (A", Ga®*). U zadného z testova-
nych dvojmocnych kovii (Mn?*, Zn?*, Ni?*, Cu?*, Co?*) nebyl vznik komplexu kation-TafC za da-

nych podminek potvrzen.

Ve tieti ¢asti prace bylo pro potvrzeni vzniku komplext kation-siderofor vyuzito komple-
mentarnich technik FIA-HRMS a HPLC-ICP-MS. Je ziejmé, ze vysledky z téchto technik velmi
dobfe koreluji s poznatky ziskanymi pomoci CE-DAD, pfi¢emz vyznamného rozdilu bylo dosazeno
pouze v ptipadé Cu-Fc. To by mohlo byt zpiisobeno ptipadnou kontaminaci Fe®', které maji vyssi
afinitu k des-Fc nez Cu®*, coz bylo potvrzeno i pomoci FIA-HRMS, kdy modelovy izotopovy profil

Fc-Fe se shodoval s analyzou Cu-Fc.

Vétim, ze vysledky a poznatky, kterych jsem béhem své diplomové prace dosahla mohou
byt cenné pro dalsi zkoumani sideroforti/metaloforti nejen pro jejich 1ékarské pouziti. Mé zkuSenosti

z CE-DAD, FIA-HRMS a HPLC-ICP-MS rovnéz planuji vyuzit ve svém budoucim zaméstnani.
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11 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

BAGE
BGE
CA
CASI
CE
CEC
CGE
CIEF
CZE
DAD
EDTA
EOF
FIA
Fe-Fc
Fe-TafC
FsC

FTICR

GC
HDTMA
HFC
HPLC
HRMS

CAS

Bioafinitni kapilarni elektroforéza (bioaffinity capillary electrophoresis)
Zakladni elektrolyt

Kyselina citronova

Kontinualni akumulace vybranych iontti (Continuous Accumulation of Selected lons)
Kapilarni elektroforéza (Capillary Electrophoresis)

Kapilarni elektrochromatografie (capillary electrochromatography)
Kapilarni gelova elektroforéza (capillary gel electrophoresis)

Kapilarni izoelektricka fokusace (Capillary isoelectric focusing)
Kapilarni zonova elektroforéza (Capillary zone electrophoresis)
Detektor diodového pole (Diod array detector)
Ethylendiamintetraoctova

Elektroosmoticky tok (Electro Osmotic Flow)

Pritokova injekéni analyza (Flow injection analysis)

Ferrikrocin

Triacetylfusarinin C

Fusarinin C

Iontova cyklotronova rezonance S Fourierovou transformaci (Fourier transform ion

cyclotron resonance)

Plynova chromatografie (Gas chromatography)

hexadecyltrimethylamonium bromid

Hydroxyferikrocin

Vysoce ucinna kapalinova chromatografie (High pressure liquid chromatography)
VysokorozliSujici hmotnostni spektrometrie

Chromazurol S
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ICP

ICP-MS

Lcn2
LIF

LOD
LOQ

MEKC

MS
NMR
NRPS
OTP
PAA
PDA
PGPB
PTFE
PVA
SDS
TAA
TK

UV/Vis

Indukéné vazané plazma (Inductively coupled plasma)

Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (Inductively coupled

plasma mass spectrometry)

Lipokalin - 2

Laserem indukovana fluorescence (Laser Induced Fluorescence)
Mez detekce (Limit of detection)

Mez stanovitelnosti (Limit of quantitation)

Micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie (Micellar electrokinetic

chromatography)

Hmotnostni spektrometrie (Mass spectrometry)

nuklearni magneticka rezonance (Nuclear Magnetic Resonance)

Neribozomalni peptidové syntézy (Nonribosomal peptide synthetases)
Kapilarni izotachoforéza (Capillary isotachophoresis)
Polyakrylamidu

Fotodiodové pole (Photodiode-array detector)

Bakterie podporujici rist rostlin (Plant growth promoting bacteria)
Polytetrafluorethylen

Polyvinylamid

Dodecylsiran sodny (Sodium Dodecyl Sulphate)
Tetraalkylamoniova stl

Tézké kovy

Ultrafialovy/viditelny
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