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Abstrakt

Pro gimé stanoveni polyalkohibglycerolu a mannitolu v biologickych a
farmakologickych vzorcich byla vyvinuta metoda kapii elektroforézy s bezkontaktni
vodivostni detekci. V optimalizovaném zakladninkgldytu o sloZzeni 60 mM EBOs
+ 30 mM LiOH (pH 9,1) dochazi k aplnému atiehi glycerolu i mannitolu od zony
elektroneutralnich latek v kratkérase (3,0 min pro glycerol a 3,9 min pro mannitol).
Limit detekce stanoveni je 0,5 umdlpro glycerol a 0,3 pmot}l pro mannitol.
Opakovatelnost stanoveni je 0,5 % pro migféas a 3,6 % pro plochu piku. Tato
metoda byla pouZzita pro monitorovani koncentradeélw glycerolu v mikrodialyzatu
tukové tka®. Fyziologicka studie prokazala, Ze lipolyzu Iz&ém sportovniho vykonu
stimulovat lokalni aplikaci adrenalinu. Vypracovanétoda byla dale aplikovana pro

stanoveni mannitolu ve farmakologickém preparatu.



Abstract

A capillary electrophoretic procedure employing temtiess conductivity detection
(C*D) has been developed for direct determinatiomefglycerol and mannitol
polyalcohols in biological and pharmacological séapBoth glycerol and mannitol are
fully separated from the sample matrix within vehprt times of 3.0 and 3.9 min,
respectively, when using the optimized backgrouedtelyte, 60 mM HBO; + 30
mM LIiOH (pH 9.1). The limits of detection amountQdb uM for glycerol and 0.3 uM
for mannitol. The repeatability of the glycerol elehination in real biological materials
is characterized by the coefficient of variationues, 0.5 % and 3.6 %, for the
migration time and the peak area, respectively. grbeedure has been used to monitor
the free glycerol concentration in adipose tissueadialyzates. A physiological study
has demonstrated that the lipolysis occurring duarsporting action can be stimulated
by local application of adrenaline. The proceduas turther been utilized to determine

mannitol in a pharmacological preparation.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

c’D bezkontaktni vodivostni detekce

CE kapilarni elektroforéza

CGE kapilarni gelové elektroforéza

CIEF kapilarni izoelektrické fokusovani

CITP kapilarni izotachoforéza

CL chemiluminiscence

CZE kapilarni zénova elektroforéza

DAD diod array detektor

EC elektrochromatografie v nagmych kapilarach
ECL elektrochemiluminiscence

EOF elektroosmoticky tok

ESI elektrosprej

FIA pratokova injekni analyza

GC plynova chromatografie

HPLC vysokodinna kapalinova chromatografie
ICP indukiné vdzana plazma

ITP izotachoforéza

LIF laserem indukovana fluorescence

LOD limit detekce

MALDI ionizace laserem zagasti matrice

MEKC micelarni elektrokineticka chromatografie
MS hmotnostni spektrometrie

NAD nikotinamidadenindinukleotid

NMR nuklearni magneticka rezonance

TLC tenkovrstva chromatografie

UV-VIS ultrafialova a viditelna oblast spektra



UvoD

Obezita je ne&jastji se vyskytujici metabolické onemagn. V souvislosti s obezitou
vzrasta riziko rozvoje inzulinové rezistence, vyskytuabetu mellitu 2. typu,
hypertenze, kardiovaskularnich onem#dn rekterych typi nadofi a dalSich
chronickych onemocmi. Pro nalezeni danné l&by obezity je nutné pochopit
mechanismy regulace metabolismu lipid tukové tkani. Mikrodialyza je minim&ain
invazivni technika umatujici monitorovat lokalni lipolyzu &hem fyziologickych
studii provadnych in vivo. Miru lipolyzy  vtukové tkani lze monitorovat
prostednictvim stanoveni volného glycerolu v odebranékradialyzatu.

Glycerol Ize stanovit mnoha #égoby. Nefasgji pouzivané jsou enzymatickée
metody. DalSimi aplikovanymi analytickymi metodajgou vysokodinna kapalinova
chromatografie (HPLC), plynova chromatografie (G@&nkovrstva chromatografie
(TLC) ¢i amperometrie. Maly objem vzorku ziskany mikrogizau, obvykle s nizkymi
koncentracemi sledovanych biologicky aktivnich katge limitujicim faktorem pro
pouziti vySe uvedenych metod. Metodou vhodnou projeni s mikrodialyzou je
kapilarni elektroforéza (CE).

CE stanoveni glycerolu i dalSich polyalkolh@mannitol, sorbitol, 3-chloropropan-
1,2-diol) byla jiz provedena v biodieselu, ve fakwolagickych preparatechci
rostlinnych extraktech. Vyuzito bylo némé UV a amperometrické detekce. Doposud
v8ak nebylo popsano Zadné stanoveni glycerolunicklych vzorcich. V této préaci je
testovana kombinace CE s bezkontaktni vodivosttekde (C'D) pro pimé stanoveni
volného glycerolu v mikrodialyzatu tukové tkam mannitolu ve farmakologickém
preparatu. ¢D je univerzalni deteki technikou, kterd je vhodnéafquevsim pro
stanoveni anorganickych i cetéddy organickych latek. Uplatni nasla i v analyze
biochemicky vyznamnych latek jako jsou aminokysglimeptidyci proteiny.



Tato diplomova prace si klade tyto cile:

e vyvinout a optimalizovat metodu kapilarni elekin@dfpy s bezkontaktni
vodivostni detekci pro stanoveni polyalkahglycerolu a mannitolu

e provést kalibraci metody, stanovit limity detekce o&iit opakovatelnost
stanoveni

« stanovit koncentraci glycerolu v mikrodialyzatu ewk tkag a mannitolu ve

farmakologickém preparatu
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Kapilarni elektromigraéni metody

Kapilarni elektromigréni separéni metody jsou zaloZzeny na elektroforetické
migraci ionfi v elektrickém poli. Vlastni separace se prova#apilarach o vninim
praméru nekolika desitek mikrometi, zhotovenych zpravidla z tavenéhi@iene nebo
jiného materidluZzasadni vyhodyéchto metod jsou figdevsim mala spi@ba vzorku a
¢inidel potebnych pro separaci, velk&idnost separace, rychlost analyzy a aglika
rozmanitost. K nevyhodam ganizsi reprodukovatelnost a citliva'st.

Zasadnimi udalostmi pro vyvoj kapilarnich elektrgratnich metod bylo v roce
1967 provedeni elektroforetického experimentu ujiot kapil&e s vnitnim prtimérem
1 mm S. Hjerténem a v roce 1981 pouZzidrkenné kapilary o vrtitim praméru 75um
jako separéni kolony v kapilarni zénové elektroforéze J. Joggmmem a K.
Lukacsovou.Uvedeni prvniho komeéniho Fistroje pro kapilarni elektromigtai
metody na trh koncem osmdesatych let pak vedlgidhjdramatickému roz&ni?

Do kapilarnich elektromigemich separanich metod séadi tyto techniky: kapilarni
zénova elektroforéza (CZE), kapilarni gelova elekiréza (CGE), micelarni
elektrokineticka kapilarni chromatografie (MEKCleldrochromatografie v napinych
kapilarach (EC), kapilarni izoelektrické fokusovd@IEF) a kapilarni izotachoforéza
(CITP)3

1.1.2 Kapilarni zénova elektroforéza (CZE)

Kapilarni zénova elektroforéza je nejjednodussi ktebenigrasni metodou
pouZzivanou pro separace a stanoveni latek, jefradizkuly mohou nést naboj. Vyuziva
dvou transportnich jey elektroforetické migrace ioint v elektrickém poli a
elektroosmotického toku kapaliny kapilarou, na &teije vloZzeno pogrné vysoké
napsti az rekolika desitek kV.

Elektroforetickou migraci iofit rozumime pohyb iofit v elektrickém poli pod
vlivem elektrostatického pole o vysoké inteszKonstantni elektroforeticka rychlost,
kterou se ionty pohybuji v homogennim elektrickémli pk elektrod s opa&nym
nabojem, je fimo un®rna intenzié elektrického pole a elektroforetické pohyblivosti

daného iontu. Intenzita elektrického pole ukrseparani kapilary je podilem nagi
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vloZzeného mezi elektrody a celkové délky kapilagjektroforeticka pohyblivost je
piimo umerna celkovému naboji iontu a némo uneérna jeho polorru a dynamické
viskozit okolniho progedi.

Pokud se pracuje s velmi malymi koncentracemi lat#tovani systému se blizi
idealnimu modelu, kde plati Kohlraushzakon o nezavislé vodivosti igntMazeme
tedy gedpokladat, Ze se migrujici separované ionty vzajemeovliviiuji. Pohyblivost
jednotlivych ionfi je pak regulovana z¢nami hodnot naboje a pol@nm. Naboj ionti
slabych elektrolyt ménime znénou stups disociace, tedy zémou pH. Naboj iont
silnych elektrolyh maZzeme regulovat tvorbou komplkexs vhodnymi ligandy. Timto
zpisobem lze row¥ nenit velikost ionfi slabych i silnych elektrolyt vazanych do
komplexu®

Elektroosmoticky tok (EOF) vznik&ipobenim stejnostmého elektrického pole na
difuzni ¢ast elektrické dvojvrstvy na rozhrani pevné a kapdihze u vnini sény
kapilary. Vznik elektrické dvojvrstvy jetdledkem selektivni adsorpce jednoho druhu
iontd na sénu kapilary a satasnou disociaci ionogennich skupin naiwriih povrchu
kapilary, u nejastji pouzivané kemenné kapilary jsou to silanolové skupiny.
Adsorbované nebo disociaci vzniklé ionty wvyivdna séné imobilizovanou ¢ast
elektrické dvojvrstvy, zatimco v jeji difaziasti smérem do roztoku @stava pebytek
volného naboje. Tim se v blizkostiésy vytvai potencialni rozdil, jehozast
vyskytujici se v difizni oblasti elektrické dvojtwg se nazyva elektrokineticky
potencial nebo tézzeta potencial. Bsobenim stejnostmého elektrického pole
v podélném siru kapilary se uvadi do pohybu nejen difuzast elektrické dvojvrsvy,
ale prostednictvim vnitniho teni v kapalig i veSkery roztok fitomny v kapilde.
Elektroosmoticky tok unaSi vSechnyitomné latky stejnou rychlosti, tj. z hlediska
separace §sobi jako neselektivni sila, vyrazivSak ovliviuje vyslednou migrani
rychlost ffitomnych analyt a tim i &innost separace a dobu analyzye jej ovlivnit
prostednictvim elektrického pole, pH a koncentrace s&Epéno elektrolytu, teplotyi
modifikace povrchu kapilary.

Vyznamnou pednosti elektroosmotického toku je poné plochy rychlostni profil,
jehoz grispivek k celkové disperzi zon analypii jejich elektromigréni separaci je
zanedbateln§.V kapilarni elektroforéze se proto setkavame $mizpiky, a tedy wtsi

separani innosti. Plochy rychlostni profil elektroosmotickéhoku je ¢asté&né
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deformovan tepelnymi efekty, ke kterym dochaziuslddku péichodu elektrického
proudu elektrolytem. Elektricky vykon, ktery je d&owinem elektrického proudu
prochazejiciho kapilarou a elektrického &aprslozeného na elektrody, seém na
Jouleovo teplo, které je odwat stnou kapilary do okolniho prastdi. Aby
nedochazelo kiehtivani, je kapilara v komeénich gistrojich chlazena vzduchem

proudicim kolem kapilary nebo cirkulujici chladigipalinou®

zdroj vysokého napéti

i

kfiemenna kapilara

detektor

elektroda elektroda

— nadobka
se vzorkem
vstupni nadobka vystupni nadobka
s elektrolytem s elektrolytem

Obr. 1 Schémaifstroje pro kapilarni elektroforézu

Uspaadani pistroje pro kapilarni elektroforézu je schematickyazorgno na
obrdzku 1. Oba konce sep&ma kapilary jsou poni@ny do elektrodovych nadobek
naplretnych vhodnym sepataim elektrolytem, kterym je naplna také kapilara.
Nejcastji pouzivana sepatai kapilara z tavenéhordamene ma wjSi praimér kolem
370um, vnittni pramér od 25 do 10Qum a délku ¥tSinou v rozsahu 30 az 100 cm. Jeji

vngjSi povrch je pokryt ochrannou vrstvou polyimidtetéd zvySuje pruznost kapilary a
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sowasre odstrauje jeji kKehkost. Kruhovy pitez separmiho prostoru dovoluje
relativne G¢inny odvod Jouleova tepla, coz umiaje pouziti vysokych intenzit
elektrického pole, a tim i dosaZenfi vysokye¢maosti a rychlosti separate.

Davkovani vzorku do kapilary lze provdddvéma odliSnymi zpsoby. Ri
elektrokinetickém davkovani se na elektrody vio@vidvaci nagti po dobu gkolika
sekund, Bhem nichz dojde vlivem elektromigrace a elektroosymnk nasati malého
mnoZstvi vzorku do vstupniho konce kapilaryi Rydrodynamickém davkovani se
nadobka se vzorkem s pdeaou kapilarou a elektrodou pneumaticky ueavhodnym
septem s fivodem stlaeného vzduchu a nad hladinu vzorku gegqule stl&eny vzduch
o tlaku rekolika set paskal po dobu gkolika sekund. Retlaku Ize také docilit zamou
polohy nadobky se vzorkem tak, aby se nachazelafioavanou diferenci vySe nez
vystupni nadobka.

V okamziku kdy je zona vzorku nadavkovana do kapjlge konec kapilary
s nadavkovanou zénou vzorku znovu p@modo elektrodové nadobky a k systéemu je
piipojeno sepakai nagti. Jednotlivé slozky vzorku liSici se svymi pohybktmi se
v kapil&e pohybuji iznymi elektroforetickymi rychlostmi sétnem k detektoru a na
tomto principu se od sebe adigii. Zarovel je cely objem roztoku uvritkapilary
uvacn do pohybu elektroosmotickym tokem.

Pohyb zdén vzorku v kapitd je sledovan pomoci detektoru urémgtho ped
vystupnim koncem kapilary. Ziskany zaznaasového pibéhu odezvy detektoru, tzv.
elektroferogram, poskytuje informace kvalitativnilozantitativniho charakterd.

1.2 Detekce
1.2.1 Detekni techniky v CE

V CE se negjastji vyuziva absorpni fotometricka detekce v ultrafialové a viditelné
oblasti spektra. Detektor umdsly pobliz vystupniho konce sepémé kapilary né&ii
absorbanci roztoku uviikapilary v mist prichodu s¥telného paprsku o dané vinové
délce! Tento zpisob detekce lIze pouzit v CE kimpém modu pro analyty, které
obsahuji chromofory vykazujici dost&teu absorpci zéni. Pokud tyto chromofory
nejsou pitomny, je nutno analyt derivatizovat, anebo poudfimou detekcigimz
vyznamré vzrasta rozsah detekovatelnych latek, ale zatoge snizuje citlivost

stanovenf. Divody rozsfeni nepimé detekni techniky jsou univerzalnost,
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jednoduchost a koma&ri dostupnost. Limitujicim faktorem vSakube byt nizka
citlivost detekce, ktera souvisi zejména s délkqiickeé drahy omezené viiiim
pramérem separéi kapilary (<10Qum).

Detektor s diodovym polem (DAD) je tien polem fotodiod, jejichz get ukuje
spektralni rozliSeni detektoru. Ziskana UV-VIS dpelslouzi k pedkEzné identifikaci
piku a k uteni jehocistoty. Detekni limity, citlivost a linearni rozsah detektorwis
v porovnani s klasickymi detektory vyuzivajicimidfe ¢i nekolik vinovych délek
srovnatelné nebo dokonce lepSi. Data mohou bytspodici i v 3D formd (cas,
absorbance, vinova délka).

Fluorescetini detekce je vysoce citliva detek technika, zejména pak jeji varianta
s laserem indukovanou fluorescenci (LIF), kde ywhodou vyuzito charakteristickych
prostorovych vlastnosti laserového paprsku, jez @i kompatibilni s CE.
Fluorescetini detektor nsii sekundarni (emisni) #&ni, které latka vyzé po absorpci
primarniho (excité&niho) elektromagnetického iami. Také fluoresceni detekci Ize
pouzit v CE v imém i nepimém modu. Vyhodouifmé detekce je vysoka citlivost a
selektivita. Nevyhodou je nutnost derivatizace witalkteré neobsahuji fluorofory ve
své struktie. V gripad pouZiti LIF je vyraznym omezenim nedostupnost g&no
ptijatelnych laditelnych lasér**®

Chemiluminiscedini detekce (CL) je také vysoce citliva a lze ji pw priimém i
negimém modu. Chemiluminiscéni detektor ndfi z&eni emitované elektrondv
excitovanou latkou, kterd se timtoigpbem vraci do svého zékladniho stavu. Excitace
analytu vtomto fipact neni disledkem absorpce elektromagnetickéhdezd ale
chemické reakce. Vyhodou je v porovnani s fluone&te detekci mensi fin&ni
nakladnost. Limitujici je naopak nutnost kontrolyaktorti ovliviiujicich
chemiluminiscenci (teplota, pH, iontova sila a sluiZzsepariho elektrolytu) a nizka
selektivita. PestoZze ma spojeni CE-CL velky potencial, neni rem$i, a to hlauh
z divodi komegni nedostupnosti. Vyjimkou je fipad spojeni CE s
elektrochemiluminiscemi detekci® Elektrochemiluminiscemi detekce (ECL) je
v CE ¢asto vyuZivanou deteki technikou'!

Z elektrochemickych metod se pro detekci v CE pauzpotenciometrie,
konduktometrie a amperometrie. Potenciometrické&elkdet je zaloZena na principu

iontowe-selektivnich elektrod. Jde o citlivou detektechniku. Nevyhodou je ale kratka
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Zivotnost, obtizna manipulace a kowrdr nedostupnost. Amperometricka detekce je
zaloZena na redoxnich reakcich probihajicich nktreldach. Tato deteki technika,
pouzitelnd pro elektrochemicky aktivni analyty,cdiva a selektivni. Nevyhodou je
v8ak nutnost udrzby elektrod depdevSim komeni nedostupnost. Jedinou korer
dostupnou elektrochemickou technikou je vodivostatiekce® Vodivostni detekce je
zalozena na #teni elektrické vodivosti roztoku mezi &wa elektrodami. Klasicka
vodivostni detekce, kde jsou elektrody v kontalg® sepakaim elektrolytem,
nedosahla v CE vyznamného uptath stejé jako ostatni mody elektrochemické
detekce. V poslednich letech se vSak stala¢heyuzivanou bezkontaktni vodivostni
detekce s kapacitni vazbou (capacitively coupledtamless conductivity detection,
C’D), zkraces oznaovana jako bezkontaktni vodivostni detelcg.

Hmotnostni detekce (MS) je univerzalni a zarovgsoce selektivni, citliva deteki
technika. Spojeni CE-MS je reptji realizovano pomoci iontového zdroje typu
elektrosprej (ESI), mé&nvyuzivanym zdrojem je ind@keé vazana plazma (ICP), pouzit
pak lze i ionizaci laserem zaasti matrice (MALDI). Toto spojeni nachazi upkatn
predevsim v oblasti analyzy latek iontové povahy mgbkovanych matricich, kde se
doke uplatni vysoka dinnost kapilarni elektroforézy s moznosti strukéuselektivni
detekce hmotnostnim spektrometr&ht.

DalSi mozné zgsoby detekce jsou zaloZzeny na principu nuklearngrmeacké
rezonance (NMR), Ramanovy spektroskogiieefraktometrie. Mozné je také vyuziti
radioisotopova detekce.

1.2.2 Bezkontaktni vodivostni detekce

Bezkontaktni vodivostni detekce!@) v CE je univerzalni detéki technikou, ktera
umoziuje detekovat nabité i nenabité latky, kterdq bylaqun® vyvinuta pro stanoveni
malych anorganickych iofit Mozna je ale také aplikace pro stanoveni orgacicki
biochemicky vyznamnych latek.

Prvni zminky o ¢D ve spojeni s elektroforézou se objevily v osmtjesdletech
minulého stoleti, kdy CZE v s¢asné podob jeS€ nebyla zndma, a pouzivanou
elektromigrani technikou byla kapilarni izotachoforéza (ITP)o fkterou byl vyvinut
detektor tveeny ctyimi elektrodami radiakh uspdadanymi po obvodu sepérd

kapilary. Tento typ detektoru ale neni vhodnym @i kde jsou &re pouzivany teéi
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kapilary o vnitnim piméru kolem 50um.*®

V roce 1998 pedstavili dva autih nezavisle na sa@bnovou konstrukci detektoru pro
CE s axialnim uspadanim elektrod, které bylo jiztide vyuzivané pro fitokovou
injek¢ni analyzu (FIA) a iontay vyménnou chromatografii. Skutaost, Ze tento
detektor pracujeipnizsich frekvencich v porovnani &gtelektrodovym zapojenim pro
izotachoforézu, vedla k zjednodusSeni elektronickgtracovani stdavého signalu.

vysilaci valcova prijimaci valcova
elektroda elektroda
| separacni
| Kapicra
//
detekéni mezera L
—>
generator elektronicky
obvod

Obr. 2 Schéma bezkontaktniho vodivostniho deteksotwbularnimi elektrodami pro
kapilarni elektroforézu.

Bezkontaktni vodivostni detektor pro CE je o dwma tubularnimi, pap
semitubularnimi elektrodami, které jsou uréiist za sebou kolem ¥§i ochranné
polyimidové vrstvy sepatai kapilary a jsou od sebe adeny detekni mezerou, viz.
obrazek 2. Na jednu elektrodu je vkladandstvy signal z generatoru, signal prochazi
pies sénu separéni kapilary, je ovlivin vodivosti zony v deteki mezée, a poté
sniman druhou vodivostni elektrodbuy nejjednodussimijblizeni Ize deteni celu
nahradit sériovym spojenim dvou kondenzétar rezistoru. Prstencové elektrody
s pilehlou vnitni sénou Kemenné kapilary fedstavuji kondenzatory a roztok uwnit

kapilary rezistor.
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Casto zmibovanymi vyhodami tohoto uspdani je izolace elektrochemického
detektoru od sepataiho elektrického pole, ca&si problém interference se signalem
detektoru a skutmost, Ze nirici elektrody nejsou vifmém kontaktu se sep&rdm
elektrolytem, takZze nedochazi k rozgm$tmaterialu elektrody, latky se neadsorbuji na
povrch elektrody a neprobihajjd, které vedou ke starnuti elektrody. Tyto dukedité
faktory v8ak nemaji zasadni vyznam péstrobliby CD, cemuZ nassdcuje fakt, Ze
byla klasickd vodivostni detekce, kde jsou elekfrodkontaktu se sepafiaim
elektrolytem, UGsgsne  pouzivana. Zasadnimi limitujicimi faktory klasyck
vodivostnich detektdr jsou extrém#& malé vnitni roznéry a poteba pesného
sestaveni kapilary vzhledem kéefiti elektro@d, coz vyZzaduje precisni zpracovani
deteknich cel o rozrérech odpovidajicich vrtim priméram kapilar kolem 5Qum.

Bezkontaktni vodivostni detektor pro CE je naopinoduché zkonstruovat. Také
v porovnani s optickymi detektory je konstrukceed#&mni cely mnohem jednodussi,
neni nutné pouzit specialni kazetu pro kapilaraka tse nemusi odsti@/at ochranna
polyimidova vrstvagimz se stava kapilara v tomto Useku velihkou. DalSi vyhodou
je pouziti kapilar z alternativnich matefidjako je polyether ether keton, které
s fotometrickou detekci nelze vyuzit. Je také mogoézivat organicka rozpogdta
absorbujici v UV oblasti spektra. Vyznamnym poezih tohoto detektoru je dobra
citlivost.

C*D ve spojeni s CE od svého prvniho uvedeni @abal vyvoj. Bylo realizovano
pouziti planarnich nebo semiplanarnich elektrogétekinich celach, které bylo mozné
piipevnit na kapilaru,cimz se zjednoduSila manipulace, kapilara se takuseta
opatrré proviékat skrz elektrodif Dale byla pedstavena dudlni detekce, ktera je
uskuté€novana progednictvim kombinované det&ki cely, umo#ujici sowasre
aplikovat CD s gfmou fotometrickou nebo fluoresaani detekct” 2 Velmi daleZitym
pokrokem byla konstrukce detektoru v mikr&gitku pro kapilarni elektroforézu na
sipu® Jest stale jsou uzivany detektory, které si labamtphotovily samy. Na trhu
jsou vsSak jiz minimala dw komegn¢ dostupna zdzeni, kterd lze zabudovat do
stavajicich fistroji pro CE, co? je dalsi vyhodou'l.

C’D v CE ma také sva negativa, mez¥ rpati teplotni nestabilita vedouci k vzniku
Sikmé zakladni liniei citlivost k iontové kontaminaci, ktera tabe byt zmisobena

zmeénami ve sloZeni separho elektrolytu v dsledku elektrolyzy probihajici na
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elektrodach. Je také znamo, Zé pouzivani pufi s hodnotou pH kolem 9 a vysSi
dochézi k absorpci vzdusného £©oz ovliviiuje zakladni linii. Dalsi nevyhodou je, ze
proces optimalizace slozeni segaido elektrolytu vede kvzniku tzv.
trojuhelnikovitého tvaru piku, a tedy k nizSimuli&eni.

C’D je vhodna pedevsim k analyze anorganickych innipro které je jinak
vyuzivana nefima fotometricka detekce dosahujici nizSich kmdetekce. Stejn
vyhodné je vyuziti D pro stanovenfady organickych iorit Vyborrs se tato detelnf
technika uplatnila také pro biochemicky vyznamni&y&ejména aminokyseliny, ale
také peptidyi proteiny. Pomoci CE-D byly analyzovany i fragmenty DN,

1.3 Obezita

Obezita je definovdna zmnozenim tuku v organisrde. @ nejastji se vyskytujici
metabolické onemoeni** V souvislosti s obezitou vista riziko rozvoje inzulinové
rezistence, vyskytu diabetu mellitu 2. typu, hyperte, kardiovaskularnich onemeéon
n¢kterych tym nadofi a dalSich chronickych onemaen. Pro nalezenidnné l&by
obezity je nutné pochopit mechanismy regulace nodiahbu lipida v tukové tkani.

Tukova tk& je hlavnim zdrojem volnych mastnych kyselin, ktse podileji na
etiopatogenezigkterych metabolickych onemogmi. K uvokhiovani mastnych kyselin a
glycerolu dochazi visledku hydrolytického 8peni zasobnich triacylglycefgl které
je katalyzovano lipasami. NajbZit¢jSim fyziologickym faktorem stimulujicim
lipolyzu je fyzicka aktivita. Proces lipolyzy indakany fyzickou aktivitou jerizen
n¢kolika hormony, a to i@devSim katecholaminy (adrenalin a noradrenatiale pak
insulinem, atriovym natriuretickym peptidem (ANRjterleukinem-6 (IL-6) adstovym

hormonent?

1.4 Mikrodialyza

Mikrodialyza gedstavuje minimakh invazivni techniku umatujici kontinualni
sledovani biochemickych zm v extracelularnim prostoru tkani a orgaklikrodialyza
v principu napodobuje pasivni funkci krevni kapila Do tkar se implantuje
mikrodialyzani sonda tviiena semipermeabilni membranou. Zakladem je pakKiperf
sondy roztokem, ktery se svym sloZzenim blizi exfrdarni tekutig. Molekuly mohou

pies membranu vondifundovat obma snéry v zavislosti na svém koncentram
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gradientu. Ziskany dialyzat je analyzovan vhodnotsoee citlivou a selektivni
metodou.

Mikrodialyza ma mnoho vyhod. ezité je Siroké klinické uplatmi. VyuZiti této
techniky je také velkymifnosem pro experimentalginnost. Mikrodialyza umakuje
kontinualni sledovani biochemickych &m v tkanich nebo néjklad monitorovani
metabolismu [&v. Muze byt pouzivana négirzit po dlouhyc¢asovy usek u vokse
pohybujicich subjekt coZz vede k redukci gtu subjeki pottebnych pro experiment.
Pri experimentech, kde iie byt mikrodialyzani sonda zavedena do lidskékiat jsou
ziskadvana data s lepSi vygowi hodnotou a navic se eliminuje vyuZziti pokusnych
zvirat. DalSi vyhodou je, Ze se lze obejit bez ¢odbextracelularnich tekutin nebo
bioptického vzorku. Dialyzaty neobsahuji proteinyagiklad enzymy, jsou tedy
stabilrgjSi a mnoZstvi latek je moznéimo detekovat.

Mikrodialyza je limitovanaradou faktoé ovliviiujicich spravny sy a uchovani
vzorka, coz mize komplikovat interpretaci analytickych vyslédkK ovlivnéni
vysledki také ntize dojit v souvislosti s biochemickymi Zmami, které se objevujitip
poskozeni tkah béhem implantace sondy,ukkZitd je také spravna lokalizace sondy
v tkani. DalSi nevyhodou je skdt®st, Ze jeden experimentize poskytnout az stovky
vzorka. Komplikaci je také moznost poSkozeni membranyisiediku ireverzibilnich
interakci s analyt$®

Pfi vybéru vhodné analytické metody si je nutnéédamit, Ze mikrodialyza
poskytuje velky pdet vzorki o malém objemug¢asto s nizkou koncentraci analytu.
Nejcastji pouzivanymi analytickymi metodami ve spojeni &rmdialyzou jsou HPLC
a CE. Hlavni pednosti CE je zejména vysoka separakinnost a dobré rozliSeni.
DalSi vyhodou v porovnani s HPLC je moznost pratava velmi malymi objemy
vzorku, fddow s nanolitry. Separace prowd® CE jsou také mnohem rychlejsi, coz
umo#iuje zpracovat velké mnozstvi vzdrkv kratSim casovém Useku. Spojeni
mikrodialyzy s CE jetasto vyuzivano pro analyzy klinicky vyznamnych nkaolejako

jsou neurotransmitery, aminokyseliny, proteiny anéarkery?*
1.4.1 Vyuziti mikrodialyzy p¥i monitorovani metabolismu tukové tkarg

Mikrodialyza umo#uje sledovat prbéh lipolyzy v malé oblasti tukové tkdnSonda

tvofena semipermeabilni membranou je z&waddo podkozni tukové tk&m nasledaé
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promyvana fyziologickym roztokem bez neboi&lpvkem Iéiva. Obsah glycerolu

v ziskaném mikrodialyzatu odraZi miru lipolyZ$.

1.5Stanoveni glycerolu a mannitolu

Glycerol, v systematickém nazvoslovi ozozany jako propan-1,2,3-triol (obr. 3), je
viskdzni hygroskopicka bezbarva kapalina sladkéicldohie rozpustna ve ved Je
souwsasti acylglycerdl.?® Acylglyceroly, zejména pak triacylglyceroly, jsduavnimi
slozkami z&sobniho tukd.Glycerol v organismu vznika wvigledku hydrolytického
Stpeni acylglycerd nebo redukci dihydroxyacetonfosfatu s nasledndastarylaci.
Do metabolismu vstupuje po aktivaci fosforylaéi mpiz vznika glycerol-3-fosfat, ktery
muze byt dehydrogenaci igveden na meziprodukty glykolyzy (obvykle
dihydroxyacetonfosfat), jez mohou slouzit pro kalatké odbouravani nebo syntézu
sacharid.?” Stanoveni glycerolu mé vyznam nejen pro klinickély, ale dilezité je téz
jeho stanoveni ve farmakologickych preparat&cipotravindskych vyrobcich a

v biopalivech®

CHZ_CH_CHZ

OH OH OH

Obr. 3 Strukturni vzorec glycerolu.

Mannitol, v systematickém néazvoslovi ozoeany jako (2R,3R,4R,5R)-hexan-
1,2,3,4,5,6-hexol (obr. 4), je polyalkoholicky cukpouzivany jako osmotické
diuretikum a slaby renalni vasodilatator. V potréstvi je vyuzivan jako sladidlo,

zvih¢ovalo a stabilizatot
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CH,OH

HO————H
HO———H
H————OH
H————OH
CH,OH

Obr. 4 Strukturni vzorec mannitolu.

Pro stanoveni glycerolu jsou nejvice vyuZivany ematycké metody, které
vykazujici nej¢tSi citlivost a specifitu. V néasgji pouzivané metad je glycerol
oxidovan za katalyzy NAD-dependentni glyceroldelbg#gnazy na dihydroxyaceton,
priristek sodasre vznikajici redukované formy nikotinamidadeninditedtidu
(NADH + H") je monitorovan spektrofotometrickyip340 nm¢i amperometricky?
DalSimi még casto aplikovanymi analytickymi metodami pro stardvelycerolu,
mannitolu a dalSich polyalkohbljsou pak vysokafinna kapalinova chromatografie
(HPLC), plynova chromatografie (GC), tenkovrstvarachatografie (TLC) ¢i
amperometri€® V nésledujici tabulce 1 je uvedenakalik piikladi stanoveni

glycerolu.

Tabulka 1

Metoda Detekce LOD (uM)  Ref.
Enzymaticka - glyceroldehydrogenaza fotometrickd 4 0, 34
Enzymaticka - glyceroldehydrogenaza amperometricka 35
HPLC - derivatizace benzoylchloridem fotometricka ,5 2 33
GC Hmotnostni 3,3 36
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Pro stanoveni glycerolu, mannitolu a dalSich pélylbh Ize také vyuzit kapilarni
elektroforézu. Vzhledem ke skdtesti, Ze v molekulach polyalkohiothybi vhodné
chromofory, neni vyuzivanaiméa spektrofotometrick& detekce. Uplatnit se vS@kean
negimé spektrofotometrickd, amperometricka, refraktinitid nebo laserem
indukovana fluoresceéni detekce. Rklady elektroforetickych stanoveni polyalkotiol

jsou uvedeny v tabulce 2. Doposud nebylo popsanimé&&lektroforetické stanoveni
v Klinickych vzorcich.

Tabulka 2

Analyt Vzorek Detekce LOD (M)  Ref.
Glycerol® biodiesel fotometrick& 46,7 30
Mannitol rostlinny extrakt amperometricka 1 37
Mannitol a sorbitoP infGzni roztok  nefima fotometricka ~ 164,7 35
3-chloropropan-1,2-diol sojova okia  amperometricka 1,2 36

a) stanovuje se jodhan vznikajici pi reakci glycerolu s jodistanem

b) stanoveni zalozeno na komplexaci polyalkalsokyselinou boritou
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Chemikalie

VSechny pouzité chemikalie vykazovaly stiigéstoty p. a.:
mannitol (Sigma-Aldrich)
H3BO0s (Sigma-Aldrich)
LiOH (Sigma-Aldrich)
glycerol (Fluka)
acetonitril (ACN, Fluka)
NaOH (Fluka)

Pro gipravu puffi i zasobnich roztak glycerolu a mannitolu (1 mg.f byla
pouzita deionizovana voda Milli-Q kvality (Millipet Bedford, USA). Sepatai pufry i
z&sobni roztoky stanovovanych latek byly uchovavermgdnici @i teplog 4°C. pH
bylo me&ieno laboratornim pH metrem (pMX 3000, WTWErhecko).

Optimalizace slozeni zakladniho elektrolytu praketeforetickou separaci glycerolu
od zény elektroneutrélnich latek byla prowda s modelovym vzorkem 10 mid.|
glycerolu v 75%v/v ACN (druhym rozpousgtlilem je voda). Vliv pH pufru na separaci
byl studovan s ekvimolarni ssi glycerolu a mannitolu (10 mg)l v 75% v/v ACN.
Vliv piidavku ACN ke vzorku na dinnost sepakmiho procesu byl studovan
s roztokem 10 mgl glycerolu v 0 aZ 100 %/v ACN. Fi analyzach modelovych i
realnych vzork bylo pouzito hydrodynamické davkovani tlakem 50amto dobu 6 s.

2.2 Histroje a postupy

V&echna elektroforeticka &feni byla provedena natiptroji HPP® CE (Agilent
Technologies, Waldbronn, dwhecko) vybaveném bezkontaktnim vodivostnim
detektorem (¢D). C'D byl vyvinut a zkonstruovan na Kated fyzikaini a
makromolekularni chemierfPodowdecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze a pracuje
pii frekvenci 1,25 MHz. Detaini cela CD je umistna v kazet termostatované na
25°C. Ristroj pro CE i sbr dat jetizen softwarem ChemStation.

Elektroforetické separace byly provedenyigrkenné kapii@ s vrjSi ochrannou
vrstvou polyimidu o vnitnim priméru 50um, vngjSim primeéru 363um a celkové délce
40 cm, délka k detektoru byla 27 cm (Composite M8e&rvices, UK). Red prvnim
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pouzitim byla kapilara promyvana 0,1 M NaOH po d@@umin, poté deionizovanou
vodou (20 min) a nakonec separan pufrem (10 min). Mezi jednotlivymi analyzami
vzorki mikrodialyzatu byla kapilara postuprpromyvana 0,1 M NaOH (1 min),
deionizovanou vodou (1 min) a pufrem (3 min). Sapar byly provaghy i
konstantnim nafi +10 kV.

2.3 Odheér mikrodialyzatu tukové tkan é

Odbir mikrodialyzatu tukové tk&n byl proveden na Ustavuglovychovného
lékarstvi 3. [ékaské fakulty Univerzity Karlovy podle postupu popéha v literatiie *?
Pro odkr mikrodialyzatu byly pouzity dv komegn¢ dostupné polyethylensulfonové
mikrodialyzani sondy (CMA/20, Microdialysis AB, Svédsko) oznaané pro ely
fyziologické studie jako sonda | a sonda Il. Sorjdgu vybaveny membranou s
molekulovou propustnosti 100 kDa. Pacientovi (mady mass index 23,2) byly do
abdominalni tukové tk&nve vzdalenosti 10 cm od pupku podkézravedeny ob
mikrodialyzani sondy. Sondy byly promyvany za pomoci mikrodiaiyi pumpy
(Harvard Apparatus, Les Ulis, Franciejifmkovou rychlosti 2,5%I.min™.

Prvni sondou po celou dobu experimentu protékat&iv roztok (slozeni: chlorid
sodny 8,60 mgd, chlorid draselny 0,30 mg-| chlorid vapenaty dihydrat 0,33 mg.|
pomocné latky hydroxid sodny a voda; Bieffe Meditédlie) s gidavkem 2,8 %v/v
ethanolu. U druhé sondy byl v dbmezi 40. az 100. minutou fyziologické studie navic
k Ringerovu roztoku iidavan adrenalin (Zentiva) o koncentraciifiol.I>. Testovany
dobrovolnik lezel wase 0 az 100 min v klidu nézku a mezi 100. az 160. min Slapal
na rotopedu (byla zvolena fyzicka &t odpovidajici 50% maximalni tepové
frekvence). Vzorky mikrodialyzatu z obou sond bylgstupg shroma#’ovany v 20
min intervalech po celou dobu fyziologické studidebrané vzorky byly dlouhodsb

skladovany p teplog -30 °C az do CE analyzy.

2.4 Uprava vzorki pro CE stanoveni

2,5ul rozmrazeného mikrodialyzatu tukove tkdmylo smichano s 7,8 ACN ve
vialce s insertem opiané vékem pro davkovani organického rozp@dsa. Vzorek ve
vialce byl protepan 20 s naapace a naslednhanalyzovan.

Farmakologicky preparat Byetta (antidiabetikuntésdou latkou exenatid, Eli Lilly,
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Holandsko) s neznamym obsahem mannitolu byl odwadi v I€karé skladovan
v lednici @i 4°C. Pro CE analyzu byl preparat Byettadn vodou a ACN. Celkove
ziedéni je 2000nasobné a obsah ACN ve vzorku je ABWo

2.5 Kolorimetrické stanoveni glycerolu

Koncentrace glycerolu v mikrodialyzatu byly sagré stanovovany komeénim
kolorimetrickym kitem (Randox Laboratories Ltd., itédl Kingdom). Jedna se o
enzymatickou metodu spojenou giamim absorbance roztoki p20 nm. Stanoveni

bylo provedeno s 30 pl mikrodialyzatu.

2.6 Zpracovani a vyhodnoceni vysledk

VSechny CE analyzy modelovych vzarlyly provaany tikrat a v grafech je
uvadtna pameérna hodnota + stmodatna odchylka. K vyhodnoceni a statistickému
zpracovani experimentalnich dat byl pouzit prog@mngin 7.0 (OriginLab Corporation,
Northampton, MA, USA). Limit detekce (LOD) stanoyere zavislosti vysek ptkna
koncentraci analytu se vyjage jako koncentrace latky, kter4 odpovida trojidso
Sumu zakladni linie detektoru (hodnota $umu zaklidie C'D je 1,5 pV).
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Optimalizace metody
Prvnim cilem této prace bylo nalezeni optimalnigpas&nich podminek pro
elektroforetické stanoveni glycerolu v mikrodialjg&ukové tkas a mannitolu ve
farmakologickém preparatu. Proces optimalizaceragarugeni:
» optimalniho sloZeni sepdraho pufru
» optimalni hodnoty pH pro separaci glycerolu a meotni

» optimalniho pidavku acetonitrilu ke vzorku

3.1.1 SloZeni sepakmiho pufru

K disociaci glycerolu dochazi a%iwysokych hodnotach pH K glycerolu je 14,4).
Siln¢ alkalické roztoky vykazuji ziaou elektrickou vodivost. Pokud jimi prochazi
elektricky proud dochazi k uvgdvani velkého mnozstvi Jouleova tepla, coz se piroje
v rozmyvani elektroforetickych zén analya @i pouziti vodivostniho detektoru je
pozorovana téz nestabilita zakladni linie detektafuechto divodi maji roztoky
s hodnotou pH kolem 14 v CE pouze velmi omezeng&itiyu

Druhou moZznosti stanoveni glycerolu technikou CZrpvadt separaci v progtdi
kyseliny borité. Kyselina borita t¥D s glycerolem (obr. 5) a ¢kterymi dalSimi
polyalkoholy komplexni slateniny, které maji charakterstre silnych kyselin®® Tato
skut&nost umo#uje vyuZiti separaich roztoki o nizSich hodnotach pH (pH ~ 9). Pro
CZE stanoveni glycerolu byly testovany roztokyBB; v koncentrénim rozmezi 10 az

150 mmol/l s polovini koncentraci LIOH.

CH,—CH——CH,

O O OH

@) OH

@)
L]

CHZ_CH—‘CHZ
Obr. 5 Pravépodobné struktura komplexu glycerolu s kyselinotitba.*
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K odclovani glycerolu od zony elektroneutralnich latekima dochazet v 20 mM
H3BOs, kdy je hodnota rozliSeni glycerol®d) rovna 0,9. Se zvySujici se koncentraci
kyseliny borité hodnota rozliSeni postgposte a v 150 mM §BO;3; dosahuje hodnoty
10,8 (obr. 6). Hodnoty rozliSeni byly vygeny ze vztahu:

t, -t

Rs = GW—GW 1)
kdetgje migrani ¢as glycerolutyje ¢as ptichodu konce zény elektroneutralnich latek
detektorem avg je Sitka piku glycerolu p zakladre.

Za €chto experimentalnich podminek byl zaratedovan vliv koncentrace;BO3
na &innost elektroforetické separace zony glyceroldinbost sepakmiho procesu
charakterizovana gtem teoretickych pateNj klesa s rostouci koncentraci sepgafao
pufru (obr. 6). K poklesu dinnosti separniho procesu dochazi v souvislosti s
prodluZzovanim migranich ¢asi glycerolu a rozmyvanim zony glycerolu. Migra cas
se prodluzuje visledku zvySujici se iontové sily pufru. R@esiani piku glycerolu je
zpusobené uvalovanim tSiho mnoZstvi teplaip vysokych koncentracich pufru.

Hodnoty p@tu teoretickych pater byly vygteny ze vztahu:

2
N:5,54EE S J )
Wl/ZG

kdewy . je Sitka piku v polovig vysky.
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Obr. 6 RozliSeni piku glycerolu od zony elektroméimich latek ¢) a (Einnost
separaniho procesu vyjagna pétem teoretickych pater pro pik glycerolw)(

v zavislosti na koncentraci ;BO3/LIOH. Experimentalni podminky: koncentrace
glycerolu 10 mgit v 75 %v/v ACN, hydrodynamické davkovani tlakem 50 mbar po
dobu 6 s, sepatai nagti +10 kV.

Prislusné elektroferogramy separace glycerolu v meto HBOs/LIOH jsou
znazorgny na obrazku 7.  Zaporny pik glycerolu vznika \aslédku nizsi
elektroforetické pohyblivosti velkého komplexu giyolu s HBO3; v porovnani s ko-
iontem sepakaniho elektrolytu, aniontem 4BOs;. Naopak pro analyty o vyssi
elektroforetické pohyblivosti v porovnani s koiomte separéniho elektrolytu by

vodivostni detektor poskytoval kladnou odezvu.
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Obr. 7 Elektroferogramy separace glycerolu: A 2@ H3;BO3/10 mM LiOH,
B - 60 mM HBOs/30 mM LiOH, C - 120 mM BBO3/60 mM LiOH. Identifikace pik:
1 — zo6na elektroneutralnich latek, 2 — glycerollSbaxperimentalni podminky v obr. 6.

DalSim optimalizovanym parametrem je odezva detakt@a konstantni koncentraci
glycerolu, 10 mgtv 75 %v/v ACN. Odezva (D na glycerol vyjatena jako vyska
piku glycerolu je sila zavisla na koncentraci sep&mého pufru (obr. 8). VySka piku
glycerolu nejprve roste se zvysujici se koncensaparaniho pufru, pi koncentraci 60
mmol/l dosahuje maxima 0,97 mV. Poté postuklesa az na 0,05 mV pro koncentraci
150 mmol/l. Tento ptbeh zavislosti odezvy detektoru na koncentraci sejpdéna
elektrolytu je typicky pro vodivostni detekci. Dkter zaznamenava zmy mezi
vodivosti zony analytu a vodivosti okolniho separho elektrolytu. B velmi
vysokych hodnotach vodivosti sepamého pufru klesa odezva’D aZ k nule. V tomto
piipad je totiz zaznamenana mala &ma vodivosti odpovidajici pchodu zony analytu
proti vysoké hladié zakladni linie detektoru.

Poner signal detektoru/Sum zékladni linie vyjédy pongdrem vyska piku/Sum ma
zasadni vyznam pro posouzeni citlivosti stanoverd.nizké koncentracesBOs; (20 az

60 mmol/l) jsou hodnoty po#nu signal/Sum vysoké a pohybuji se kolem hodnoty. 50
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Pfi koncentraci HBO3; 80 mmol/l dochazi k prudkému poklesu pgomsignal/Sum a
tento pokles plynule poktaje az k nejvyssi koncentracizBO; 150 mmol/l; hodnota
signal/Sum je v80 mM #BO3203 a v 150 mM BBO;3; 153. Charakter zavislosti
pomsru signal/Sum na koncentraciBiO; se podoba zavislosti odezvy/IT vyjadiené
jako vysSka piku glycerolu na koncentracgB®s; s tim, Ze je jestovlivnén Sumem
detektoru. Sum D neni v celém testovaném intervalu konstantnipaktups vzrista
s rostouci koncentracizBO3;. Hodnota Sumu v 20 mM 4BO; je 1,5uV a v 150 mM
H3BOs 3,5uV; Sum detektoru byl vyhodnocovan jakoupwrna velikost vrchal
kolisani zakladni linie po dobu 1 min. st hodnoty Sumu vodivostniho detektott p
vysokych koncentracich dBO; je zpisoben tim, Ze ip téchto koncentracich protéké
elektronickym obvodem 1D vy$&i proud, kteryidi um detektoru.

Z kritického posouzeni vSech optimalizovanych patin byla jako optimalni
zvolena 60 mM koncentrace 3BIO;, ktera byla nasled@n pouzivana v dalSich

experimentech.
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Obr. 8 Zavislost vysky piku glycerole) a pongru signal/Sum ¢D (o) na koncentraci

H3BOy/LiOH. DalSi experimentalni podminky v obr.6.

3.1.2 Vliv pH

Pti sledovani vlivu pH na odtkeni glycerolu a mannitolu od zony elektroneutréini
latek byly testovany roztoky s konstantni koncesitiggBO3; (60 mmol/l) a prordnnou
koncentraci zésadité slozky LiOH, které bylgnma v intervalu 10 az 50 mmol/Il.
Hodnoty pH &chto roztok se nachazi vrozmezi 8,4 az 9,8egmé hodnoty pH
jednotlivych roztok jsou uvedeny v obrazku 9. Studie vlivu pH byla vadna
s modelovou s#si glycerolu a mannitolu o ekvimolarni koncentrié@img/l. Ol latky
byly rozpust¢ny v prostedi 75 %v/v acetonitrilu, druhym rozpou&tlem je voda.

Z nantienych elektroferograin (obr. 10) je patrné, Ze mannitol obdébjako
glycerol vytvé&i s kyselinou boritou zapotkmabity komplex, ktery se kolem hodnoty
pH 9 dolie oddluje od zony elektroneutralnich latek. ProtoZze wtdhreticka
pohyblivost komplexu mannitol4BO; je vysSi neZz elektroforetickd pohyblivost
komplexu glycerol/HBO;, dochazi k odgleni mannitolu od zény elektroneutralnich

latek v celém testovaném intervalu pH a oba pobatky se vzajemntaké separuiji.
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Hodnota pH sepataiho pufru ma zasadni vliv na rozliSeni glycerdRs)(od zony
elektroneutralnich latek, vypteno ze vztahu (1).iPpH 8,4 je hodnot®s 0,7 a pi pH
9,8 jeRs 6,5. Na druhé stran/zdjemné rozliSeni piku glycerolu a mannitdRgg) neni
na pH gilis zavislé, s tim Ze hodnota rozliSeni se pohgtikalem 12 (obr. 9). RozliSeni
glycerolu a manitolu bylo vygiteno podle vztahu:

R, =l
M

T 0stw, +wg) )

, kde ty a tg jsou migr&ni ¢asy manitolu a glycerolu ay a wg jsou Stky pika
mannitolu a glyceroluipzakladrg.

S rostouci hodnotou pH se sniZzuje vySkadapdibou polyalkohal, coZz souvisi se
zavislosti odezvy D na vodivosti sepataiho pufru (obr. 11).

Celkové optimalizované sloZeni sepaniho pufru, které bylo nasledipouzito pro
analyzu reélnych vzotk je 60 mM HBO; + 30 mM LIOH (pH
9,1).

| 4 | | Y |
1) 5}
12 C’ =
(=]
10 4 ]
8 1 _
= 9.8
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¥ °] »
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@
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Obr. 9 Zavislost rozliSeni glycerolu od zony elekieutralnich latek &) a rozliSeni
glycerolu od mannitolu d) na koncentraci LIOH. Hodnota koncentraceBBs; je
konstantni 60 mmol/l. Hodnoty pH jsou uvedeny Vfgrd/zorek: glycerol + mannitol

po 10 mg.t v 75 % v/v ACN. Dalsi experimentalni podminky v obr. 6.
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Obr. 10 Elektroferogramy separace glycerolu a ntahniA - 60 mM HBOs/10 mM
LiOH (pH 8,4), B - 60 HBO3/30 mM LiOH (pH 9,1), C - 60 kBO3/50 mM LiOH (pH
9,8). Identifikace pit: 1 - zOna elektroneutralnich latek, 2- glycerot,rBannitol. DalSi

experimentalni podminky v obr. 9.
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Obr. 11 Zavislost vySky piku glycerolw) a mannitolu ¢) na koncentraci LIOH.
Hodnota koncentrace ;BO; je konstantni 60 mmol/l. Hodnoty pH jsou uvedeny

v grafu. DalSi experimentalni podminky v obr. 9.

3.1.3 Vliv acetonitrilu na zaosteni zény glycerolu
3.1.3.1 Ridavek acetonitrilu ke vzorku

Z literatury je znamo, Zeffalavek organického rozposdta (acetonitril, aceton,
isopropanol) ke vzorku, zvy3ujgitinost sepatmiho procesu v CZE “' Tento efekt
byl zaznamenén zejméné RE stanoveni aminokyselin.

V této studii byl testovan efektiigavku acetonitrilu na zadshi glycerolu.
Experiment byl proveden s modelovym vzorkem glykem koncentraci 10 mg'lve
smesném rozpoustlle ACN/H,O. Obsah ACN ve vzorku byl ¢nén v rozsahu 0 az
100 % v/v. S rostoucim obsahem ACN ve vzorku, roste vySkau milycerolu od
hodnoty 0,4 mV v 0 %/vACN aZ po 1,2 mV v 80 %/v ACN. DalSi zvySovani obsahu
ACN pak vede k mirnému poklesu vysky piku glycerofdbdobny pibéh Ize
pozorovat i pro zavislost ¢innosti separniho procesu vyjagnou jako poet
teoretickych pater podle vztahu (2) na obsahu A@Nzorku, viz. (obr. 12). Hodnota
N pro 0 % ACN je 9400 a maximaln&iganosti sN = 49400 bylo dosazenadif®@0 %
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obsahu ACN ve vzorku.

Kladny &inek pridavku ACN ke vzorku lze vysHit potlacenim vodivosti vzorku.
Pridavek ACN potlai elektrickou vodivost zény vzorku, ktera je pak nméie nez
vodivost okolniho sepataiho elektrolytu. Po zapnuti sepaného nagti je na zon
vzorku vysSi intenzita elektrického polé€znna okolnim elektrolytu. Zapofnnabity
komplex glycerolu migruje uvritzény vzorku rychleji nez v okolnim sepé&néan
elektrolytu. Timto procesem sévmdni délka nadavkované zony glycerolu zEoso
vstupu do sepataiho elektrolytu. Tento kladny efekt postéprerista od 0 % obsahu
ACN az po 80 - 90 % obsah ACN ve vzorkui édbsahu ACN ve vzorku vySSim nez 80
— 90 % klesne vodivost zony vzorku natolik, Ze sgqvi negiznivé zaliati této zony
vlivem uvolreného Jouleova tepla, coz ma za nasledek zvySenmgywamni piki.

Jako optimalni obsah acetonitrilu ve vzorku byleur 75 %v/v pridavek ACN, ktery
byl nasleds pouzit v analyzach realnych vzdark
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Obr. 12 Zavislost vySky piku glycerole) a p@tu teoretickych patero) pro glycerol
na obsahu ACN ve vzorkwv. Pufr: 60 mM HBO3/30 mM LiOH (pH 9,1). Vzorek:

10 mg.* glycerol. Dal$i experimentalni podminky v obr. 6.
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3.1.3.2 Davkovani zény acetonitrilu

V této sérii pokus nebyl acetonitril idavan gimo ke vzorku glycerolu, ale nejprve
byl do kapilary nadavkovan vodny vzorek glycerolkamcentraci 10 mgliv mnoZstvi
300 mbar.s a za nim byla nadavkovana zdastého acetonitrilu. Mnozstvi
nadavkovaného ACN bylo testovano vrozmezi O az &Wfar.s. S rostoucim
mnoZzstvim davkovaného ACN, roste vysSka piku glykceoa 0,42 mV p O mbar.s do
0,67 mV @i nadavkovani tlakem 200 mbar.sti RlalSim zvySeni nadavkovaného
mnozstvi ACN na 300 mbar.s klesne vyska piku gblcena 0,44 mV. Obdobny
prabéh byl pozorovan i prodinnost sepakaiho procesu. i mnozstvi nadavkovaného
ACN 0 mbar.s jéN = 9000 , pi 200 mbar.s ACN j&N = 16100 a fi 300 mbar.s ACN je
N = 11300, viz. obr. 13.
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Obr. 13 Zavislost vysky piku glycerole) a pa@tu teoretickych patero pro glycerol
na délce zény acetonitrilu. Zégstého ACN byla davkovana za zénu vzorku (10 thg.|
glycerol v HO, 300 mbar.s) v mnozstvi 0 az 300 mbar.s. POfm&1 H;BOs/30 mM
LiOH (pH 9,1). Vzorek: 10 mg glycerol. Dalsi experimentélni podminky v obr. 6.

DalSiho zvySeni kladného efektu acetonitrilu Izekat kombinaci davkovani zony
ACN pied a za zénu vzorku. MnoZstvi nadavkovaného A@\ génu vzorku (10 mg/l
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glycerol, 300 mbar.s) bylo pouzito 100 mbar.s &a&ony ACN davkovana za vzorek
se pohybuje v rozmezi 50 az 300 mbar.s. S rostonuio¥stvim ACN nadavkovaného
za zoOnu vzorku roste vySka piku glycerolu od hogigb4 mV pro mnozstvi 50 mbar.s
do hodnoty 0,77 mV pro mnozstvi 300 mbar.s. V cetéstovaném intervalu vista
téZ (Einnost sepakaiho procesu, obr. 14.

Kombinaci davkovani dvou z6n acetonitrilie@d a za zonu vzorku lze dosahnout
zaosteni vzorku vyjatené vyskou piku glycerolu Zipodnich 0,42 mV (neni davkovan
ACN) aZ po 0,77 mV (100 mbar.s ACN davkovanedvzorek a 300 mbar.s ACN
davkovano za vzorek), coz je far o cca 80 %. Tento #pob zaoskni vzorku
davkovanim zény organického rozpawulh ped a za zonu vzorku je vyhodny
z hlediska automatizace analytického procesu, pEoykneni nutné prové&t manualni
fedni vzorku biologického materialu.
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Obr. 14 Zavislost vysky piku glycerole) a pa@tu teoretickych patero| pro glycerol
na délce zony acetonitrilu davkovaného za zonukezoACN davkované ied zonu
vzorku je konstantni 100 mbar.s a mnozstvi ACN ds&eké za zonu vzorku je v
rozmezi od 50 do 300 mbar.s. Pufr: 60 mNBB3/30 mM LIOH (pH 9,1). Vzorek:
10 mg.I* glycerol, 300 mbar.s. Dalsi experimentalni podminlobr. 6.
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3.2 Kalibraéni zavislosti, limit detekce a opakovatelnost staveni
Pro modelovou sis glycerolu a mannitolu byly natifeny kalibr&ni zavislosti,
které byly vypdteny pro plochu a vySku piku v zavislosti na koriai analyi.
ZAavislost odezvy detektoru na koncentraci davkokianénalytu Ize popsat obecn
platnou rovnici pimky:
S=za+b-c (4)
kde Sje odezva detektoru ¢tena jako plocha nebo vyska pilaje konstantnilen
zavislosti (Usek na 038, b je konstanta Ugrnosti majici vyznam citlivosti stanoveni a
c je koncentrace analytu. Kalibrace byla provedem&vamolarni modelovou s&si
glycerolu a mannitolu o koncentracich 0,5; 1; 3510; 25 mg/l, obsah acetonitrilu ve
vzorku je 75 %v/v, dadvkované mnoZzstvi 300 mbar.s, seg@rpufr o sloZzeni 60 mM
H3sBOs/30 mM LIOH (pH 9,1). Kazdy vzorek byl stanovovarkr&. Zpracovani
nameérenych dat a statistické vyhodnoceni bylo proveg®mroci programu Origin.
Parametry nagtenych Kkalibranich zavislosti jsou shrnuty vtab. 3. Ziskané
kalibratni zavislosti jsou linearni v celém testovaném abzs koncentraci. Hodnoty
korelainiho koeficientu R) jsou velmi blizké 1. Vysoky stupdinearity pozorovany
pro vySku i plochu piku jetdledkem malého vlivu elektrodisperze na rozmytupik
Limit detekce (LOD) odpovida koncentraci analytw jterou je analyticky signal
statisticky vyznam& odliSny od Sumu. LOD byl vygiten ze vztahu:
LOD = 3 - Sunts (5)
kde b je snernice kalibr&ni zavislosti pro vySku piku a Sum detektoru byl
vyhodnocovan jako @gmeérna velikost vrchal kolisani zakladni linie po dobu 1 min.
Ziskané hodnoty LOD dosahuji pro oba analyty subomiolarni drovs, 0,5 pumol/l
pro glycerol a 0,3 umol/l pro mannitol. Nizké hotihd. OD souvisi pedevsim
s vysokou citlivosti ¢D. Optimalizaci elektronického obvodu’T doslo ke snizeni
Sumu detektoru asi na uravd PV, coz vede k zvySeni citlivosti detekce. S nizkymi
hodnotami LOD souvisi i pouziti kratké kapilary élck 40 cm, kde je dosahovano
kratkych migr&nich¢asi, pro glycerol 3,00 = 0,00 min a pro mannitol 3;60,01 min.
Vyvinuta metoda vykazuje dostdteu citlivost. Lze ji tedy pouZzit profimé
stanoveni glycerolu v mikrodialyzatu tukové tkamez nutnosti prekoncentrace
biologického materialu. Parametry kalibméch zavislosti pro mikrodialyzat jsou

podobné zavislostem pro modelovy vzorek. Rozdilgimanttenymi hodnotami CE-
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C*D metodou a kontrolni enzymatickou metodoureepsuji 5 %.

Tabulka 3
Parametry lineérnich regresnich zavislosti plockiysky piku na koncentraci glycerolu
a mannitolu. Parametry byly ziskany &ipriaznych koncentraci v koncentrdam

rozmezi od 0,5 aZ 50 md.|

Parametry Glycerol Mannitol
Plocha piku

Citlivost [mV.s.mg".I] 0,195 (0,001) 0,217 (0,001)

Usek [mV.s] 0,064 (0,010) 0,035 (0,016)

R 0,99989 0,99979
Vyska piku

Citlivost [mV.s.mg".[] 0,107 (0,001) 0,090 (0,001)

Usek [mV.s] 0,018 (0,007) 0,015 (0,007)

R 0,99983 0,99979

LOD [mg.I"] 0,04 0,05

LOD [uM] 0,5 0,3

Opakovatelnost metody byla testovana na desetiopy gpakovanych analyzach
jednoho vzorku mikrodialyzatu s obsahem glycerold ing.I*. Ped kaZzdym
stanovenim byl mikrodialyzat opakovampracovan. Hodnota koeficientu variace pro
migrani ¢as je 0,5 % a pro plochu piku 3,6 %. Nizk& hodopiakovatelnosti plochy
piku swd¢i o tom, Ze Ize s dost&mou @gesnosti pracovat s mikrolitrovym mnoZzstvim

vzorku.
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3.3 CE-C'D stanoveni glycerolu v mikrodialyzatu tukové tkas a mannitolu ve

farmakologickém preparatu

Vyvinutou metodou CE-D byl analyzovan vzorek mikrodialyzatu tukové tian
Na elektroferogramu mikrodialyzatu tukové tkdlae dolie pozorovat negativni pik
glycerolu, ktery je Uplé odcElen od zony elektroneutralnich latek (obr. 15).t8ze
vodivostni detekce pdtmezi neselektivni detéki techniky, Ize na elektroferogramu
z C'D pozorovat i piky ostatnich latekimnych ve vzorku. Vedle glycerolu byl
identifikovan i velky pik sodnych iofif které pochazeji z Ringerova roztoku.

Druhou analyzou realného vzorku je stanoveni mahnive farmakologickém
preparatu Byetta, ktery se pouZziva préblé diabetes. Na elektroferogramu je patrny
negativni pik mannitolu, ktery je ag@rodctlen od zony elektroneutralnich latek (obr.
16). Dale byl na elektroferogramu identifikovanoizgivni pik aniontu kyseliny octové,
kterda se pdava do farmakologického preparatu pro stabilizpél roztoku. Ve
farmakologickém preparatu Byetta byl z& tanalyz stanoven obsah mannitolu
v mnozstvi (57,4 + 2,0) mg'

Zasadni pednosti vyvinuté CE-tD metody je skutost, Ze neni pieba provas
slozitou Upravu vzorku biologického nebo farmakakgho materialu. Mikrodialyzéat a
preparat Byetta se pouzedi gidavkem acetonitrilu ke vzorku (roztok Byettaigeli

jese€ vodou) a takto jednoduSe upraveny roztokism@ davkuje do sepatai kapilary.
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Obr. 15 CE-CD elektroferogram mikrodialyzatu tukové tRAm - cely zdznam, B —
detail zony glycerolu. Identifikace pikl — N&, 2 — zéna elektroneutralnich latek, 3 —
glycerol. Pufr: 60 mM BBO3; / 30 mM LiOH (pH 9,1), hydrodynamické davkovani
tlakem 50 mbar po dobu 6 s, segafanagti +10 kV. Uprava vzorku: 2,5l

mikrodialyzatu bylo smichano se fybacetonitrilu.
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Obr. 16 CE-¢D stanoveni mannitolu ve farmakologickém prepar&yetta.

Identifikace pik: 1 — z6na elektroneutralnich latek, 2 — mannigok acetét. Pufr: 60
mM H3BO3; / 30 mM LiOH (pH 9,1), hydrodynamické davkovardkiém 50 mbar po
dobu 6 s, sepatai nagti +10 kV. Uprava vzorku: 2,5l 2000krat *edtného vzorku

bylo smichano se 78 acetonitrilu.

3.4 Fyziologické studie

Vyvinutda metoda byla pouZzita pro monitorovani lijgol, kterd se projevuje
uvoliovanim glycerolu do mikrodialyzatu, vigchu jizdy zdravého dobrovolnika na
rotopedu. Na piatku fyziologické studie je testovany jedinec \dkWém stavu (0. az
100. minuta pokusu). Poté nasleduje fyzicka aktivié forn¢ jizdy na rotopedu mezi
100. az 160. minutou. V klidovém stavu se pohybkgmncentrace glycerolu na
konstantni hladi& cca 150umol/l. Od 100. minuty, kdy zagae fyzickd aktivita,
dochazi k postupnému ridtu koncentrace aZz k hodnotam cca fM (sonda | v obr.
17).

Lipolyza v tukové tkani byla indukovana lokalni i&gki adrenalinu. Mezi 40. az

100. minutou experimentu difunduje adrenalin z wikalyzani sondy Il do okolni
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tukové tkag. Aplikace adrenalinu se projevi zvySenim lipolygd od 60. minuty
pokusu, kdy je jesttestovany jedinec v klidu.fPnasledné jizél na rotopedu, kdy jiz
neni adrenalin podavan, vzestup uisiani glycerolu dale pok&aje. Kombinace

aplikace adrenalinu a fyzické #aé vede k ndistu koncentrace glycerolu az k

800
700 - o
600 -
500 _
400 - o

300 - o

200 .

Koncentrace glycerolu (umol/l)

100

— 7T - 1 - 1 - T " T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Cas mikrodialyzy (min)

Obr. 17 Koncentrace glycerolu v mikrodialyzatu vlghu fyziologické studie:
mikrodialyzani sonda | = jizda na rotopedw){ mikrodialyz&ni sonda Il = jizda na

rotopedu + lokalni aplikace adrenaliny).(
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4 ZAVER

Byla vyvinuta CE metoda pro stanoveni glycerolu annitolu s bezkontaktni
vodivostni detekci (D). V procesu optimalizace elektroforetického  staeTd
glycerolu a mannitolu bylo geno optimalni sloZeni sep&rdgho pufru: 60 mM HBO;

+ 30 mM LIiOH, pH 9,1. Ze studia vlivu acetonitrilia zaoseni zoény glycerolu
vyplynulo, Ze 75 %yv/v piidavek acetonitrilu ke vzorku je optimalni a vede
k 3ndsobnému zadenhi. Kalibr&ni zavislosti wtené z plochy i vysky piku jsou linearni
pro oba polyalkoholy s koralaimi koeficienty vy$Simi nez 0,999. Vyvinuté staaov

je citlivé s LOD pro glycerol 0,5 umol/l a pro matoh 0,3 umol/l. LOD je dostate¢
nizky pro gimé monitorovani glycerolu v mikrodialyzatu tukotiéare bez nutnosti
prekoncentrace vzorku. Pro stanoveni mannitolu arendkologickém preparatu byl
vzorek 2000kratecen.

Jednoducha Uprava vzorku spa@jici pouze wedéni biologického a
farmakologického materidlu a malé pozadavky na jehmooZstvi ¢ini z uvedené
metodiky silny nastroj pro klinicky vyzkum. Z prodené obezitologické studie
vyplyva, Ze fyzicka namaha v podoljizdy na rotopedu, zvySuje miru lipolyzy
v abdomindlni tukové tkani. Lipolyzu Ize navic alecevat lokalni aplikaci adrenalinu
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