UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE

Pfirodovédeckd fakulta

Studijni program: Chemie

Studijni obor: Analytickd chemie

Martina Brandejsova

CHARAKTERIZACE NiZKOMOLEKULARNICH
SYNTETICKYCH MARKERU IZOELEKTRICKYCH BODU
KAPILARNIi ZONOVOU ELEKTROFOREZOU A KAPILARNI
IZOELEKTRICKOU FOKUSACI

Characterization of low-molecular-mass
synthetic markers of isoelectric points by capillary zone

electrophoresis and capillary isoelectric focusing

Diplomova prace

Vedouci diplomové prace: RNDr. Vaclav Kasicka, CSc.
Doc. RNDr. Pavel Coufal, Ph.D.

Praha 2012



Tato diplomovd prace vznikla v souvislosti s feSenim vyzkumného zaméru

MSM0021620857 a AV0Z40550506.

rd

Prohlaseni

Prohlasuji, ze jsem tuto diplomovou préaci zpracovala samostatné¢ a ze jsem uvedla
vSechny pouzité¢ informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla
piedlozena k ziskéani jiného nebo stejného akademického titulu.

Jsem si védoma toho, Ze pfipadné vyuziti vysledki, ziskanych v této préaci, mimo
Univerzitu Karlovu v Praze a Ustav organické chemie a biochemie AV CR, v.v.i, je
mozné pouze po pisemném souhlasu této univerzity a Ustavu organické chemie a

biochemie AV CR, v.v.i.

V Praze dne

podpis



Podékovani

Rada bych pod¢kovala svému Skolitelii, RNDr. Vaclavu Kasickovi, CSc., a
konzultantovi, Doc. RNDr. Pavlu Coufalovi, Ph.D., za moznost pracovat v Laboratoii
elektromigra¢nich metod Ustavu organické chemie a biochemie AV CR, v.v.i, a za
odborné vedeni pfi vypracovani této prace, poskytnuti konzultaci a za cenné rady a
konstruktivni pfipominky k textu.

M¢ podekovéani patii celému kolektivu Laboratofe elektromigraénich metod za
poskytnuti dobrého pracovniho zazemi.

De¢kuji také mé rodiné a pratellim za podporu béhem studia.



Abstrakt

Vysokoucinné elektromigracni separacni metody, kapilarni zonova elektroforéza (CZE)
a kapilarni izoelektricka fokusace (CIEF), byly pouzity pro fyzikalné-chemickou
charakterizaci nové syntetizovanych nizkomolekularnich markerti izoelektrickych boda.
Amfoterni slouc¢eniny na bazi aminomethylnitrofenold, jejich derivatt a jinych strukturné
ptibuznych latek byly analyzovany metodou CZE v sérii zakladnich elektrolytt v Sirokém
rozmezi pH 1,86 — 11,18. Ze zméfené zavislosti efektivnich elektroforetickych
pohyblivosti analyti na pH (pfedem korigovanych na referencni teplotu 25°C) byly
odecteny jejich izoelektrické body (pl) a nelinearni regresni analyzou byly u vybranych
latek urceny acidobazické disociacni konstanty jejich ionogennich skupin (pK,). Analyty
s ostfe definovanymi izoelektrickymi body byly nasledné analyzovany metodou CIEF,
kterou byla prokdzana pouzitelnost téchto analyti jako markera izoelektrickych boda pro
kalibraci pH gradientu v CIEF pii uréovani pl amfoternich latek, zejména peptida a
bilkovin. Stanovené hodnoty pK, ionogennich skupin vybranych slou¢enin budou vyuzity

pii1 vyvoji novych markerta izoelektrickych boda s pozadovanymi hodnotami pl.

Predmeétova slova: separacni metody, kapilarni elektromigra¢ni metody

Kli¢ova slova: kapilarni zonova elektroforéza, kapilarni izoelektricka fokusace, markery

izoelektrického bodu, acidobazicka disociacni konstanta



Abstract

High-performance electromigration separation methods, capillary zone electrophoresis
(CZE) and capillary isoelectric focusing (CIEF), have been applied to physico-chemical
characterization of new synthetic low-molecular mass markers of isoelectric points.
Amphoteric compounds on the basis of aminomethylnitrophenols, their derivatives and
other structurally related substances were analyzed by CZE in a series of background
electrolytes in a wide pH range, 1.86 — 11.18. From the measured pH dependencies of
effective electrophoretic mobilities of analytes (beforehand corrected to reference
temperature of 25 °C), their isoelectric points (pl) were determined. In addition, using the
non-linear regression analysis of the above dependencies, acid-base dissociation constants
(pKs,) of ionogenic groups of selected analytes were calculated. Subsequently, the analytes
with sharply defined isoelectric points were analyzed by CIEF. CIEF confirmed
applicability of these compounds as markers of isoelectric points for calibration of pH
gradient in CIEF in the determination of pl of amphoteric compounds, especially peptides
and proteins. The determined pK, values of ionogenic groups in particular compounds will

be utilized in the development of new pl markers with desired pl values.

Subject words: separation methods, capillary electromigration methods

Key words: capillary zone electrophoresis, capillary isoelectric focusing, markers of

isoelectric points, acid-base dissociation constants
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Seznam pouzitych zkratek

BGE
CAE
CAPS
CE
CEC
CEKC
CGE
CIEF
CITP
CZE
DMSO
EOF
HPCE
HPLC
IDA
LIF
MALDI
MEKC
MES
MOPS
MS
NMR
SDS
uv
UV-VIS

zéakladni elektrolyt

kapilarni afinitni elektroforéza

kyselina 3-cyklohexylaminopropansulfonova
kapilarni elektroforéza

kapilarni elekrochromatografie

kapilarni elektrokineticka chromatografie
kapilarni gelova elektroforéza

kapilarni izoelektricka fokusace

kapilarni izotachoforéza

kapilarni zonova elektroforéza
dimethylsulfoxid

elektroosmoticky tok

vysokoucinné kapilarni elektromigracni metody
vysokoucinna kapalinova chromatografie
kyselina iminodioctova

laserem indukovana fluorescence

ionizace laserem za ptitomnosti matrice
kapilarni micelarni elektrokinetickd chromatografie
kyselina 2-N-morfolinoethansulfonova
kyselina 3-N-morfolinopropansulfonova
hmotnostni spektrometrie

nuklearni magnetickd rezonance
dodecylsulfat sodny

ultrafialova oblast

ultrafialova a viditelna oblast



Seznam symboli

a; aktivita latky i

Axos absorbance pii 206 nm

Auzo absorbance pii 420 nm

c molarni koncentrace [mol-dm™]

D difuzni koeficient [m?s™]

d vzdalenost detektorti [m]

E intenzita elektrického pole [V-m™]

Fe elektricka sila [N]

Fr frik¢ni sila [N]

H vyskovy ekvivalent teoretického patra

I jontova sila [mol-dm™]

K, acidobazicka disocia¢ni konstanta
Kmix smiSend acidobazicka disocia¢ni konstanta
L délka kapilary [m]
Lest efektivni délka kapilary [m]
Lot celkova délka kapilary [m]
m elektroforetickd pohyblivost [m*V™s™]
Ma+ elektroforeticka pohyblivost kationické formy latky A [m?-V™s?]
Ma- elektroforeticka pohyblivost anionické formy latky A [m?V?s?]
Mest efektivni elektroforeticka pohyblivost [m?V?-s™]
Meff 25 efektivni elektroforeticka pohyblivost pti 25 °C [m?V1s]
Meof elektroosmotickd pohyblivost [mz-V'l's'l]
Am rozdil pohyblivosti [m*V™*s™]
m primérna pohyblivost [m*V™s™]
M, relativni molekulova hmotnost

n Sum [V]



=z

Rece
RecE0

Rp

AT
Ti
To

pocet teoretickych pater

pramérny pocet teoretickych pater

rozptyleny elektricky vykon [W-m™]

izoelektricky bod

zaporn¢ vzaty dekadicky logaritmus acidobazické disocia¢ni konstanty

zaporn¢ vzaty dekadicky logaritmus smiSené acidobazické disociaéni
konstanty

naboj [C]

Jouleovo teplo [J]

polomér iontu [m]

korelacni koeficient

elektricky odpor zakladniho elektrolytu pfi daném piikonu [Q]
elektricky odpor zakladniho elektrolytu pii nizkém piikonu [Q]
napét'ova odezva detektoru [V]

rozliSeni

Cas [S]

migraéni ¢as markeru elektroosmotického toku [S]

migraéni ¢as analytu [S]

teplota [°C]

piirtstek teploty [°C]

teplota uvniti kapilary [°C]

teplota okoli [°C]

separa¢ni napéti [V]

Sirka piku

Sitka piku v poloviné vysky piku

molarni zlomek slozky i

nabojové Cislo slozky i
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Vi aktivitni koeficient slozky i

K mérné vodivost [Q ™ m™]

n viskozita prostfedi [N-m™?:s]

o rozptyl

v migra&ni rychlost latky v elektrickém poli [m-s™]
Veof rychlost elektroosmotického toku [m-s'l]
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1 Uvod

Mezi vysoce u¢inné a velmi citlivé elektromigracni sepracni metody patii kapilarni
zonova elektroforéza (CZE) a kapilarni izoelektricka fokusace (CIEF). V CZE dochazi
K separaci latek na zaklad¢ jejich rozdilnych elektroforetickych pohyblivosti. CZE se
vyuzivd nejen k analyze separovanych latek, ale i1 ke stanoveni elektroforetickych
pohyblivosti, acidobazickych disociacnich konstant (pKj,), konstant stability komplexi,
izoelektrickych bodt, relativnich molekulovych hmotnosti a dalSich fyzikalné-chemickych
parametrt ionogennich latek. CIEF d¢li amfoterni latky podle jejich izoelektrickych bodt
(pl) ve smési nosnych amfolytti vytvarejicich gradient pH.

Cilem této diplomové prace bylo stanoveni izoelektrickych bodl nizkomolekularnich
syntetickych amfoternich latek na bazi aminomethylnitrofenold, jejich derivati a jinych
strukturné ptibuznych latek metodou CZE a ze ziskanych vysledki vyhodnotit, zda jsou
tyto latky vhodné jako markery pl pro kalibraci pH gradientu v CIEF.

Dale byly u vybranych latek uréeny acidobazické disociacni konstanty (pK,) jejich
inogennich skupin. Acidobazické disocia¢ni konstanty jsou dulezitymi parametry pro dalsi
vyvoj novych markert pl, nebot’ z jejich hodnot Ize usuzovat, jaké ionogenni skupiny jsou
vhodné pro piipravu novych markera izoelektrickych bodl s pozadovanymi konkrétnimi

hodnotami pl.
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2 Vyzkumné cile

Prométit zavislost efektivni elektroforetické pohyblivosti nizkomolekularnich
syntetickych markert izoelektrickych bodt (pl) na pH kapilarni zoénovou
elektroforézou (CZE).

Ze zmeétené zavislosti efektivni elektroforetické pohyblivosti nizkomolekularnich
syntetickych markerti izoelektrickych bodd na pH uréit jejich izoelektrické body a

konstanty acidity (pKa) jejich ionogennich skupin.

U vybranych markert izoelektrickych bodd ovéfit moznost jejich praktického vyuziti

pro kalibraci pH gradientu v kapilarni izoelektrické fokusaci (CIEF).

13
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3 Teoreticka cast

3.1 Kapilarni elektromigracni metody

Kapilarni elektromigra¢ni metody, oznacované téz jako vysokouc¢inné kapildrni
elektromigra¢ni metody (HPCE), jsou pro svou separa¢ni uéinnost, ktera dosahuje
stovek tisic az milionu teoretickych pater, a citlivost na Grovni femtomol-zeptomol
(10— 10* mol) povazovany za jedny =z nejucinngjich, nejcitlivgjsich a
nejperspektivnéjsich analytickych separacnich metod.

Metody HPCE zahrnuji vSechny elektromigracni separa¢ni principy realizované
V kapilarnim instrumentalnim uspotadani, tedy kapilarni zénovou elektroforézu (CZE),
izotachoforézu (CITP), izoelektrickou fokusaci (CIEF), afinitni elektroforézu (CAE),
gelovou elektroforézu  (CGE), elektrokinetickou chromatografii (CEKC) a
elektrochromatografii (CEC) [1].

3.1.1 Historie

Elektroforetické a elektroosmotické jevy byly objeveny jiz na pocatku 19. stoleti, tedy
jesté drive nez chromatografie. Elektroforézu jako analytickou separa¢ni metodu zavedl
Tiselius ve 30. a 40. letech 20. stoleti. Tento §védsky chemik zjistil, ze proteiny umisténé
v trubici naplnéné pufrem vlivem elektrického pole migruji riznou rychlosti na zakladé
riznych naboju a velikosti jejich molekul a na tomto principu je 1ze oddélit. Za své objevné
prace v separa¢nich metodach ziskal roku 1948 Nobelovu cenu [2].

Od roku 1960 se pouzivaly trubice s vnitinim pramérem 0,2 — 0,5 cm. Dal§im
chemikem, ktery se vénoval elektroforéze, byl Hjertén. Ten pouzival rotujici trubice
S vnitinim primérem 0,1 — 0,3 cm. Rotace umoznila kvalitngjsi odvod Jouleova tepla,
potlaceni sedimentace a dosazeni vyssiho poctu teoretickych pater [3]. Snizovani vnitiniho
praméru kapilar pokracovalo dale. Zatimco Virtanen pouzival sklenéné kapilary [4],
Mikkers a Everaerts jako prvni popsali uziti tenké teflonové kapilary o vnitinim priméru

200 pm pro zénovou elektroforézu [5].
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Roku 1981 Jorgeson a Lukacsova predstavili separaci riznych iontii (aminokyselin,
peptidi, amintl) zénovou elektroforézou ve velmi tenké kifemenné kapilafe s vnitinim

prumérem 75 pm a o délce 100 cm [6].

3.1.2 Kapilarni zénova elektroforéza (CZE)

Nejjednodussi elektromigraéni technikou je zonova elektroforéza, pii které se jednotlivé
sloZky vzorku, li§ici se svymi pohyblivostmi, odd€luji v homogennim prostiedi zakladniho
(nosného) elektrolytu (BGE). SloZeni zékladniho elektrolytu zlistava konstantni po celou
dobu migrace a s ¢asem se neméni. V kapilarnim uspofadani se jedna o kapilarni zénovou
elektroforézu.

Separace se provadi nejCastéji Vv kiemenné kapilafe naplnéné zakladnim elektrolytem,
jejiz oba konce jsou ponoieny do elektrodovych nadobek napIlnénych timtéz elektrolytem.
Typicky se pouzivaji kapilary s vnitinim primérem 50 — 100 um, o délce 30 — 80 cm. Po
nadavkovani vzorku vstupnim koncem kapildry je k systému pfipojeno stejnosmérné

elektrické pole (obr. 1).

zdroj separacniho napéti

@ =

kapilara —_—

f detektar

Anada ‘ ‘ Watoda

- ‘ |
wZorek
elektrodova nadobka se i’,_:l:l_u.g elektrodova nadobka se

zakladnim elektrolytem = zakladnim elektrolytem

wyhodnocovaci zafizeni

Obr. 1 Schéma ptistroje pro kapilarni elektromigra¢ni metody.
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Kapilarni uspotfadani umoznuje relativné u¢inny odvod Jouleova tepla, coz dovoluje
pouziti vysokych intenzit elektrického pole, az desitky kV/m. Jednotlivé slozky vzorku se
Vv kapilare pohybuji riznymi elektroforetickymi rychlostmi smérem k detektoru a tim se od
sebe oddéluji. Cely objem roztoku v kapilafe je uvadén do pohybu elektroosmotickym
tokem (EOF). V kiemennych kapilarach s nemodifikovanym povrchem je tento tok
orientovan smérem ke katod¢. Rychlost elektroosmotického toku je relativné vysoka, takze
vysledna rychlost migrace kationtll i aniontd ma stejny smér, coz umoziuje analyzovat

kationty i anionty v ramci jednoho experimentu [1, 7].

3.1.3 Kapilarni izotachoforéza (CITP)

Kapilarni izotachoforéza je elektroforéza, pii které dochazi k separaci v diskontinualnim
systému elektrolytt [1, 8]. Vzorek je nadavkovan mezi dva elektrolyty, vedouci elektrolyt,
obsahujici ion Snejvétsi efektivni pohyblivosti (vedouci ion), a koncovy elektrolyt,
obsahujici ion S nejmensi efektivni pohyblivosti (koncovy ion) [9]. Pohyblivosti iontl
vzorku se nachazeji mezi hodnotami pohyblivosti vedouciho a koncového iontu. Protiion
vedouciho elektrolytu je volen tak, aby mél pufrac¢ni kapacitu pii daném pH separace,
protiion koncového elektrolytu je do zna¢né miry libovolny.

Pisobenim stejnosmérného elektrického pole dochazi k pohybu smésné zény ionta
vzorku k prislusnym elektrodam a dochazi k separaci. Po ur¢itém Case dojde k vytvoreni tzv.
ustalen¢ho stavu, ve kterém jednotlivé ionty vzorku putuji stejnou rychlosti v bezprostfedné
sousedicich zonach svelmi ostrymi rozhranimi [1,8]. Diky samozaostfujicimu efektu

izotachoforézy odolavaji rozhrani mezi zonami analyta vlivu difuze a zistavaji ostra [10].

3.1.4 Kapilarni izoelektricka fokusace (CIEF)

Pii izoelektrické fokusaci dochazi k déleni amfoternich latek v gradientu pH na zakladé
jejich izoelektrickych bodd (pl). Amfolyty jsou latky, které obsahuji jak kyselou, tak
bazickou chemickou skupinu. Gradient pH je vytvofen pisobenim elektrického pole na
nosny elektrolyt, ktery je tvofen smési amfolytd liSicich se svymi izoelektrickymi body.

Dé¢lené latky vtomto prostfedi migruji, dokud se nedostanou do ¢asti separacniho
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prostiedi, kde pH odpovida jejich pl. Zde se jejich migrace zastavi. Izoelektricky bod tedy
odpovidd hodnoté pH, ve kterém maé latka nulovy efektivni ndboj a vlivem elektrického
pole se nepohybuje [11]. Pro stanoveni hodnoty izoelektrického bodu se vyuziva
standardnich latek tzv. markerd pl [12, 13]. Diky pH gradientu se analyzované latky
separuji a fokusuji do tizkych zon.

Po fokusaci (dosazeni ustaleného stavu) je tfeba zony mobilizovat k detektoru.
Mobilizace se uskuteciiuje hydrodynamickym tokem vyvolanym pfetlakem nebo
podtlakem u jednoho ze dvou konct kapilary, nebo elektroeluci. Elektroeluce je vyvolana
zménou slozeni elektrodového roztoku u anody nebo katody. K pfirozené mobilizaci zon
dochazi pfi CIEF vkiemennych kapilarach s neupravenym povrchem, kde piisobi
elektroosmoticky tok [1]. CIEF je vhodna separacni technika pro analyzu amfoternich latek

jako jsou proteiny a peptidy [14, 15].

3.1.5 Kapilarni afinitni elektroforéza (CAE)

Afinitni elektroforéza v kapilarnim uspotadani je technikou, ve které se zaznamenavaji
elektroforetické migrace ovlivnéné specifickymi interakcemi latek s odpovidajicimi
afinitnimi ligandy. Interakce vznikaji na povrchu potazené stény kapilary nebo latky
interaguji s ligandy v zakladnim elektrolytu uvnité kapilary. To znamena, Ze pohyb
molekul je zpomalovan bud’ na zakladé jejich afinity k ligandim imobilizovanym na sténu
kapilary, nebo je to nasledek jejich interakci se slozkou BGE. U kapilar potaZenych
afinitnimi molekulami se migra¢ni ¢as analytu s afinitou k této sloZzce bude prodluzovat
oproti ¢asu u nemodifikovanych kapilar [16 — 18].

CAE se ukazala jako uzite¢na a citliva technika pro studium (bio)molekularnich
nekovalentnich interakci a pro stanoveni vazebnych a disocia¢nich konstant vytvofenych
komplexu [18]. Je vyuZivana K posuzovani rozsahu vzajemného plisobeni mezi nes¢etnym
mnozstvim latek, vcetné proteinl, DNA, sacharidl, antibiotik a ostatnich biologicky

aktivnich latek [16].
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3.1.6 Kapilarni gelova elektroforéza (CGE)

Kapilarni gelova elektroforéza je ucCinnou metodou pro separaci biologickych
makromolekul, jako jsou proteiny a nukleové kyseliny. Separacni princip je stejny jako u
plosné nebo trubickové gelové elektroforézy. V tomto piipadé jsou kapilary naplnény
gelem, ktery predstavuje molekulové sito, a latky se v ném déli na zdkladé¢ svych
relativnich molekulovych hmotnosti. Sitovy efekt zpusobuji kovalentné prokiizované

polyakrylamidové gely, agarosové gely ¢i roztoky linearnich polymeru [19, 20].

3.1.7 Kapilarni elektrokineticka chromatografie (CEKC)

Pti CEKC je separace zalozena na rozdilné distribuci analyzovanych latek mezi
pseudofédzi a vodnou fazi nosného elektrolytu, ve které je pseudofaze volné rozptylena.

Nejcastéjsim moédem CEKC je tzv. micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC).
MEKC je separacni technika kombinujici princip micelarni kapalinové chromatografie a
kapilarni zonové elektroforézy. Dalo by se fici, Ze se jedna o chromatografii s pohyblivou
,stacionarni micelarni fazi“ a selektroosmoticky cCerpanou mobilni fazi [21].
K zékladnimu elektrolytu je ptidana povrchoveé aktivni latka, kterd je schopnd vytvaret
sférické agregaty nazyvané micely. Tyto amfifilni molekuly jsou tvofeny hydrofobnimi
chvosty, které sméfuji do stiedu micely, a hydrofilnimi hlavami, které jsou na okraji micel.
Nejcastéji pouzivanou povrchoveé aktivni latkou byva dodecylsulfat sodny (SDS). Povrch
micely tedy nese negativni naboj a ztoho duvodu jsou micely pfitahovany k anodé,
nicméné vétSina zakladniho elektrolytu je unasena EOF ke katodé¢. Slozky vzorku se déli
na zakladé rozdilnych interakci s micelami.

MEKC umoziuje separovat smési nabitych I neutralnich latek, separaci nabitych latek
s identickymi elektroforetickymi pohyblivostmi a riznymi hydrofobicitami a celou fadu

latek s hydrofobnim nebo hydrofilnim charakterem [22].
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3.1.8 Kapilarni elektrochromatografie (CEC)

Kapilarni elektrochromatografie kombinuje vyhody vysokoudinné kapalinové
chromatografie a kapilarni elektroforézy. Separace se provadi v kapilarni kolon¢, ktera je
naplnénd stacionarni fazi nebo je stacionarni faze imobilizovana na sténé kapilary. Latky
jsou unaseny kolonou pomoci mobilni faze, jejiz pohyb je zplsoben elektroosmotickym
tokem, ktery vznikd diky vysoké intenzité elektrického pole a povrchovému ndboji na
sténach kapilary i na Casticich stacionarni faze. Tim se CEC lisi od HPLC, kde je pohyb
mobilni faze realizovan tlakovym gradientem.

Rychlost EOF neni zavisla na velikosti Castic, tudiz mohou byt pouzity mensi ¢astice
pro nosi¢ a delsi kolony. Tyto faktory zvysi uéinnost i rozliSovaci schopnost CEC oproti

kapilarni HPLC [23 — 25].

3.2 Elektroforeticka pohyblivost

Ustiedni veli¢inou elektromigraénich separa¢nich metod je elektroforeticka pohyblivost
(mobilita), m, definovana jako rychlost pohybu nabitych ¢astic v kapalném prostiedi ve

stejnosmérném elektrickém poli o jednotkové intenzité:

m= % (m?V-1s71), (1)

kde v je rychlost pohybu iontu v elektrickém poli a E je intenzita elektrického pole.
Intenzita elektrického pole je dana podilem elektrického napéti, U, ptipojené¢ho ke koncim

kapildry, a jeji délky, L:

(Vm™) )

Rovnomérny pohyb iontu je vysledkem pisobeni dvou sil — sily elektrického pole, F,, a
opacné orientované frikeni sily, Fy :

F, = _Ff (3)
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Sila elektrického pole je pfimo umérna sou¢inu naboje daného iontu, g, a intenzity
elektrického pole, E:
FE, =qE 4)

Tento pohyb iontu je brzdén frik¢ni silou, Ff, vyjadienou Stokesovym zakonem:

Fr = —6mnrv (5)

kde r je polomér iontu, v je rychlost pohybu iontu a n je viskozita prostiedi. Z rovnosti

téchto sil Ize odvodit vztah pro elektroforetickou pohyblivost:

_v_ 4
m=F- 6mnrv ©)

Elektroforetické pohyblivosti kvalitativné charakterizuji ionogenni latky pro dané
prostiedi a teplotu. Elektroforetickd pohyblivost silnych elektrolyti vztazend k dané
iontové sile a teploté se nazyva aktudlni pohyblivost, elektroforeticka pohyblivost ionti
vV nekone¢ném ziedéni se nazyva limitni pohyblivost. Limitni pohyblivosti pti teploté 25°C
jsou tabelovany jako fyzikalné-chemické parametry iontd. V piipadé slabych elektrolytt je
pohyblivost zavisla na stupni jejich disociace a tudiz na pH prostiedi. Pohyblivost slabych
elektrolytti vztazena k danému pH, iontové sile a teploté separa¢niho prostfedi se nazyva
efektivni pohyblivost. Zavislosti pohyblivosti na pH se v praxi ¢asto vyuziva pii déleni
slabych elektrolytu [1].

3.3 Elektroosmoticky tok (EOF)

Dal8im ze zékladnich jevi, ktery se spolupodili na separaci v CZE, je elektroosmoticky
tok, EOF. Vnitini sténa kiemenné kapilary, ktera je nejCastéji pouzivanym typem kapilary
v CZE, obsahuje ionizovatelné silanové skupiny =SiOH. Ve vodném prostiedi dochazi
k jejich disociaci:

= SiOH + H,0 - = Si0~ + H;07
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a sténa kapilary tak ziskdvd zaporny ndboj. Sténa pak pfitahuje kladné¢ nabité ionty
zakladniho elektrolytu, které u stény kapilary vytvareji stabilni elektrickou dvojvrstvu.
Zatimco vrstva kationtd v tésném kontaktu se sténou kapilary je fixovana (Sternova
vrstva), kationty vzdalenéjs$i vytvareji pohyblivou difuzni (Guyovu-Chapmanovu) vrstvu.
Pokud je na kapilaru ptrivedeno stejnosmérné elektrické napéti, kationty difuzni vrstvy
zacnou migrovat ke katodé. Tento jev je znamy jako elektroosméza a tok jako
elektroosmoticky tok. Tok je tak silny, ze unasi ke katod¢ i anionty. Neutralni ¢astice se
pohybuji rychlosti elektroosmotick€ého toku, nabité Castice se pohybuji rychleji nebo

pomaleji v zavislosti na velikosti a sméru jejich elektroforetické pohyblivosti [10, 26].

3.4 Disperzni jevy

Mnoho faktord mtize zpusobit rozmyvani zon a tim snizit separa¢ni G¢innost HPCE
metod. Disperzni jevy jsou jevy, které naruSuji priabéh migrace, jedna se zejména O

podélnou difazi, Jouleovo teplo, elektromigracni disperzi a adsorpci na sténu kapilary [27].

3.4.1 Difuize

K rozmyvani zon nevyhnutelné¢ ptispiva difuze, kterd je zpisobena koncentra¢nim
gradientem. Ten vznikd pti naddvkovani vzorku na rozhrani zény vzorku a zadkladniho
elektrolytu a dochézi tak k difuznimu toku hmoty kapildrou. Na pocatku separace je zona
vzorku ostré, v pribéhu separace je vlivem difize postupné rozmyvana. Po urCitém case t
ma koncentracni profil tvar tzv. Gaussovy kiivky. Tento profil je charakterizovan
rozptylem o2:

0% = 2Dt (7)

kde D je diftizni koeficient a t je ¢as [7].
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3.4.2 Jouleovo teplo

Pfi prichodu elektrického proudu kapilarou dochazi ke vzniku tzv. Jouleova tepla.

Teplo vznika v celém objemu elektrolytu ptisobenim elektrického proudu. Odvod tepla je

umoznén piirozené nebo chlazenim pfes sténu kapilary, tudiz teplota elektrolytu neni

homogenni. JelikoZ je u stény kapilary teplota nizsi, ve stfedu naopak vyssi, vznika tak

teplotni gradient S parabolickym profilem. Teplotni gradient zpisobuje rozdilnou migracni

rychlost ionti v blizkosti stén a ve stiedu kapilary a nehomogenitu dalSich fyzikalné-

chemickych parametri, jako jsou pH, hustota, viskozita a jiné. Navic mize mit nadmérné

zvySeni teploty za nasledek posSkozeni termolabilnich latek, napf. denaturaci bilkovin

[7, 27, 28]. Teplotu v kapilate je mozné ovlivnit nékolika zpisoby (tab. 1).

Tab. 1 Metody pro snizeni Jouleova tepla v kapilafe [29]

Metoda

Efekt

SniZeni intenzity elektrického pole.

Pokles generovaného proudu.
SniZzeni separa¢ni ucinnosti, rychlosti a

rozliSeni.

SniZeni vnitiniho priméru kapilary.

Vyznamny pokles proudu.
Pokles citlivosti.
Muze zptisobit zvySenou adsorpci vzorku

na sténu kapilary.

Snizeni iontové sily.

Pokles proudu.
Muze zptisobit zvySenou adsorpci vzorku
na sténu kapilary.

Zvyseni EOF.

Termostatovani a odvod tepla z kapilary.

Aktivni kontrola teploty.
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3.4.3 Elektromigracni disperze

Rozdilné vodivosti roztoku vzorku a zakladniho elektrolytu zpisobuji nesymetrické
rozmyvani zon. Tento jev ovliviyjici separani proces je zndm jako elektromigracni
disperze. U silnych elektrolytii plati, ze pokud se analyt vyznacuje vyssi pohyblivosti nez
koion zékladniho elektrolytu, podléhé ptedni rozhrani piku rozmyti, zatimco zadni rozhrani
je zaostteno. V opac¢ném ptipad¢, kdy ma analyzovana latka niz$i pohyblivost nez zakladni
elektrolyt, dochazi k zaostteni ptfedniho rozhrani piku a k rozmyti zadniho rozhrani.
V piipad¢€, ze jsou hodnoty pohyblivosti analytu a koiontu zdkladniho elektrolytu blizkeé,
pak elektromigracni disperze ovliviiuje rozmyti piku pouze minimalné.

Vlivy disperze na elektromigraci jsou tim vyraznéjsi, ¢im je vyssi koncentrace vzorku.
Jestlize je vysoka (napf. stejna jako koncentrace zdkladniho elektrolytu), je rozsifeni zony
v disledku elektromigrace vétsi nez kvili ostatnim disperznim efektim.

Obecné plati, ze elektromigraéni disperze je srovnatelna s difuzi pouze v pripadé¢, kdyz
koncentrace vzorku v jeho zoné je vice nez 100 krat nizs$i nez koncentrace zakladniho
elektrolytu [7, 30]

3.4.4 Adsorpce na sténu kapilary

Dalsim faktorem, ktery negativné ovliviiuje separaci v CE, je adsorpce na sténu
kapilary. Hlavni pfi¢inou jsou iontové interakce mezi negativné nabitym povrchem
kapilary a opa¢né nabitymi ionty v roztoku. Adsorpce je zaloZzena na iontovych a
hydrofobnich interakcich. Vlivem adsorpce dochazi k rozmyvani zén a k ovlivnéni
rychlosti separa¢niho procesu. Vysoké adsorpéni Géinky byly zaznamenany piedev§im u
velkych peptidt a proteind, jelikoz tyto latky obsahuji hydrofobni oblasti a fadu nabitych
skupin.

Adsorpci je mozné ovlivnit vybérem zakladniho elektrolytu o vhodném pH, ve kterém
ionty vzorku a nabité skupiny stény kapilary nesou naboj stejného znaménka a z tohoto
divodu se elektricky odpuzuji. Dale mohou byt stény kapilary pokryty hydrofobnimi
polymery nebo je kapilara modifikovana roztokem alkylcelulézy ¢i polyakrylamidu. Tato

metoda zna¢né snizuje rychlost elektroosmotického toku béhem separace [7, 29, 31]
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3.5 Separacni ucinnost a rozliseni

Separa¢ni ucinnost v CE je charakterizovana obdobné jako u HPLC poctem
teoretickych pater N. Cim vys§i je pocet teoretickych pater, tim vy3si je separaéni G¢innost.

Pocet teoretickych pater miize byt stanoven piimo z elektroforegramu dle vztahu:

2
t
N = 5,54 - < > (8)
Wi1/2

kde ¢ piedstavuje migracni Cas a wy, je Sitka piku v poloviné jeho vysky. Tato rovnice
odpovida Gaussovskému tvaru piku, ovSem postrada presnost pro asymetrické piky.
Rozptyl koncentracniho profilu zony charakterizuje smérodatnd odchylka, o, S jejiz

pomoci Ize také vyjadrit pocet teoretickych pater, N,

l2
N = <a—> (©)

kde [ je délka kapilary.

K charakterizaci separac¢ni u¢innosti se ¢asto vyuziva vyskovy ekvivalent teoretického

patra, H.
l
H=— 10
N (10)
Vzéijemna separace dvou analytii je definovana pomoci rozliSeni, R,

2(t; — ty)
= — (11)

(wy +w,)

kde t; a t, odpovidaji migratnim ¢asim analyti a w;, w, jsou $itky pikd analytl pfi

zakladné.
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Mezi rozlisenim a poctem teoretickych pater plati vztah:

N| =

H)

N

Rs =

kde N je pramérny pocet teoretickych pater, Am je rozdil pohyblivosti danych analytéi, m

je primérna elektroforeticka pohyblivost [29, 32].

3.6 Detekce

3.6.1 Opticka detekce

Mezi nejcastéji pouzivané optické detektory v CZE patii UV-VIS absorpcni detektor a
fluorescencni detektor. Detektory musi byt velmi citlivé, protoze pramér kapilary je maly.

UV-VIS absorp¢ni detektor je levny, jednoduchy a univerzalni detektor pro kapilarni
elektroforézu v ptipadé latek obsahujicich chromofory. Vyhodou je, Zze detekce probiha
piimo pies detekéni okénko — ¢ast kapilary, kde je odstranén polyimidovy povlak. Méfeni
absorbance v8ak omezuje nizky pramér kapilary (20 — 100 um) [33]. Krom¢ toho, kruhovy
prufez kapilary neni konstrukéné vhodny jako detekéni cela. Pro zvySeni citlivosti se
pouzivaji cely navrzené do tvaru Z, popiipadé U nebo bublinkové cely [34].

Fluorescen¢ni detektor je oproti UV-VIS absorpénimu detektoru citlivéjsi. Dale je
vyrazn€ selektivni, jelikoz latek vykazujicich fluorescenci je mnohem méné nez téch
absorbujicich svétlo. Nicméné, praveé relativné malé mnozstvi fluoreskujicich latek muize
byt nevyhodou tohoto detektoru. Proto je nutné latky, které nedostatecné fluoreskuji, pied
méfenim nejdiive derivatizovat [35].

Detektor na bazi laserem indukované fluorescence (LIF) je znamy jako nejeitlivéjsi
detek¢ni zatizeni pro CE, CEC a dal$i mikroanalytické techniky. Specialni konstrukce

detekénich cel umoznuje dosazeni detek¢niho limitu na urovni attomol - zeptomol nebo
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dokonce jedné molekuly. Nevyhodou LIF detekce je nutnost derivatizace analytl

fluorescen¢nimi znackami [36].

3.6.2 Elektrochemicka detekce

Jako elektrochemicka detekce se pti kapilarni elektroforéze pouziva ampérometricky a
vodivostni detektor.

Pifi ampérometrické detekci je méfen proud, ktery vznikd pii redoxnich reakcich
elektroaktivnich latek na povrchu elektrody. Proud, ktery je métfen, je ptimo imérny poctu
mold, které podlehly redoxnim reakcim. Pro ampérometrickou detekci je nezbytné, aby
analyty byly elektroaktivni, kapilary musi obsahovat snimaci elektrody a pfistroj musi byt
patti¢né elektronicky upraven [37].

Vodivostni detekce je uspéSné pouzivana v kapilarnich elektromigracnich metodach jiz
po dlouhou dobu. Zejména v kapilarni izotachoforéze je pouzivana téméi od svého vzniku.
Detekéni cela vodivostniho detektoru je soucasti kapilarni kolony. Principem detektoru je
meéfeni zmeény elektrické vodivosti roztoku za ptitomnosti vzorku. Migrujici slozky vzorku
prochézeji celou obsahujici dvé elektrody, tim se méni vodivost a méfeny proud
zékladniho elektrolytu. Stejné¢ jako ampérometricky detektor, tak i vodivostni detektor

vyzaduje modifikaci kapilar a elektroniky systému [38].

3.6.3 Hmotnostné spektrometricka detekce

Ptistroje pro CE mohou byt piipojeny K hmotnostnimu spektrometru (MS), ktery
predstavuje citlivy, univerzalni i selektivni detektor pro CE. MS detektor ve spojeni s CE
nejcastéji uziva dvou ioniza¢nich technik: ionizace elektrosprejem (ESI) a ionizace laserem

za piitomnosti matrice (MALDI) [39].
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3.7 Acidobazicka disociacni konstanta

Acidobazicka disociacni konstanta neboli konstanta acidity, obvykle ozna¢ovana jako
pK,, charakterizuje slabé kyseliny a zdsady. Vyjadiuje miru ionizace latky v zavislosti na
pH prostiedi.

FyzikéIné-chemické vlastnosti neutralnich a ionizovanych forem latek jsou odlisné.
Ionizované formy jsou obvykle vice rozpustné ve vodé, zatimco neutralni formy jsou méné
polarni. Na zaklad€ stanoveni hodnot pK, je moZné ziskat informace o absorpci, distribuci,
metabolismu a vylucovani latek z biologickych systému a prostiedi [40].

Znalost hodnot pK, latek je dtlezita v mnoha specifickych oblastech jako je naptiklad
optimalizace elektroforetickych, chromatografickych nebo extrakénich procest nebo vyvoj
1é¢ivych latek [41].

Acidobazické rovnovahy pro slouceninu obsahujici jednu kyselou a jednu zésaditou

skupinu mohou byt vyjadieny pomoci rovnic (13) a (14).

HA* - H* + A° (13)

A > HY + A- (14)

Termodynamické konstanty acidity, K,; a K,,, pro vySe uvedené rovnovéhy jsou

definovany rovnicemi (15) a (16),

K _ aH+ - aAO _ aH+ - CAO - on (15)
al = = ;
aga+ Cya+ " YHa+

K., = = (16)

kde a; jsou aktivity zGcastnénych iontovych forem, c; jsou koncentrace pfislusnych

iontovych forem a y; pfedstavuji jejich aktivitni koeficienty. Hodnoty aktivitnich
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koeficientti pfislusnych iontovych forem pifi teploté 25°C lze ziskat pomoci

Debye-Hiickelovy teorie:

0,5085 - z7 - /T
1+40,3281-a-I

—logy; = (17)

Pro stanoveni pK, zexperimentdlné =ziskanych dat pomoci kapilarni zoénové
elektroforézy lze zavést tzv. smiSenou acidobazickou disocia¢ni konstantu, K;j**,
vyjadienou pomoci aktivit hydroxoniovych kationtli, ay+, a molarnich koncentraci slozek

HA*, A a A™:

. CLH+ " CAO

mix _

a1 ot (18)
. aH+ " CA_

mix _

a2 o (19)

Aktivita hydroxoniovych kationtli se vypocitd piimo z pH pouzitého zakladniho
elektrolytu (pH = —logay+) [41, 42].
Efektivni pohyblivost, Mess , 1ze vyjadiit jako soucet soucinti iontovych pohyblivosti, m;,

vSech iontovych forem a jejich molarnich zlomk, x;.

Merf = Z m; -« X (20)
i

Molarni zlomek, x;, sloZky i je definovan dle rovnice:

Y (21)

kde c; je molarni koncentrace slozky i, suma c; predstavuje soucet molarnich koncentraci

vSech forem analytu v roztoku.
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Pohyblivost neutralni formy slozky je nulova, kladné nabitého iontu je kladnd a zaporné
nabitého iontu je zdpornd. Vyraz (22) vyjadiuje efektivni pohyblivost, Mg, pro latku

obsahujici jednu zasaditou a jednu kyselou skupinu.

M = Mpya+ " Cyat T My-* Cp- (22)
eff CHA+ + CAO + CA—

Kombinaci rovnic (18), (19) a (22) lze definovat efektivni pohyblivost jako veli¢inu
zavislou na pH [41, 43]:

+ - 10@KE* -pH) . 1 _ . 10(PH-PKLYS
my,+ - 10 my- - 10

(23)

m = - -
eff 10(PKa™~pH) 4 10(PH-PKZS") 4 1

Ziskana smiSena konstanta acidity mize byt pfepocitana na termodynamickou konstantu

acidity pomoci nasledujicich vztaht:

K. .= mix Va0
a1 a1 Yia+ (24)
i VA~
_ prmix ,
Ka,Z - a2 Y40 (25)

kde y; ptedstavuje aktivitni koeficient dané formy, ktery lze vypocitat podle
Debye-Hiickelovy teorie, rovnice (17). Pro piepocet smiSené disociani konstanty na

termodynamickou disocia¢ni konstantu se uziva nasledujicich rovnic [42]:

PKay = DK™ + logyuas (26)

PKao = PKIS" — logya- 27)
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3.7.1 Stanoveni pK, pomoci CZE

Pouziti kapilarni zonové elektroforézy pro stanoveni fyzikalné-chemickych parametrd,
piedevs§im pK,, se ukazalo jako pomérné snadné, rychlé a presné. Zasadni vyhodou je
minimdlni spotieba analytu a moznost métit soucasné pK, vice latek.

Stanoveni disociacni konstanty je zaloZeno na méfeni efektivni pohyblivosti analytu
v fad¢ zakladnich elektrolyti 0 riizném pH. Jelikoz pohyblivost ionizovanych analytd je
funkci pH zakladniho elektrolytu, mohou byt hodnoty pohyblivosti analyti vyneseny proti
hodnotam pH elektrolytii. Ziskana kiivka, ze které se stanovi pK,, je analogicka titrani

kiivce [44 — 46].

Ze ziskané zavislosti je mozné stanovit hodnotu pK, n¢kolika zptsoby:
= graficky v inflexnim bodé¢ sigmoidni kiivky
= linearni regresni analyzou

= nelinearni regresni analyzou

Pokud latka obsahuje nékolik ionogennich skupin, kiivka zavislosti mes Na pH ma vice
inflexnich bodut. Pak se pro piesné uréeni pK, pouziva nelinearni regrese [46].

Pti pouziti CZE pro stanoveni pK, vznikaji komplikace pii méfeni v silné kyselém
prostiedi. Doba analyzy se prodluzuje, jelikoz se snizuje rychlost elektroosmotického toku.
Tento problém lze fesit nékolika zplisoby, mezi které patii pokryti kapilary vhodnymi
polymery, davkovani z kratSiho konce kapilary [47] nebo pouziti tlaku [48].

Pro stanoveni hodnoty pKj; se pouzivaji 1 dalsi techniky jako napi. potenciometricka

titrace, UV spektrometrie a NMR titrace [49].
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3.8 lzoelektricky bod (pl)

Jednim z dalezitych parametrd pro identifikaci a charakterizaci amfoternich latek je
hodnota jejich izoelektrického bodu. Izoelektricky bod proteinu odpovida hodnoté pH
roztoku, ve kterém je efektivni naboj daného proteinu nulovy. Mize byt definovan jako pH
pufru, ve kterém pusobenim elektrického pole nedochazi k migraci analytu [50].

Hodnoty pl proteini byvaji konvenéné stanovovany pomoci experimentalnich metod
souvisejicich s elektrofokusaci a chromatofokusaci. V obou metodach se vyuzivda pH
gradientu pro stanoveni pH, ve Kterém proteiny nenesou naboj. Pfi stanoveni pl pomoci
kapilarni zonové elektroforézy je stupnovity gradient pH vytvoten fadou vhodnych pufri
vV pozadovaném rozmezi hodnot pH. CZE se projevila jako vhodna alternativa pro
stanoveni pl amfoternich latek, jelikoz ma schopnost rychle analyzovat a separovat nabité
Castice s minimalnimi pozadavky na mnozstvi vzorku [51]. Nicméné, analyza proteind
v niz§im pH, nez je jejich hodnota pl, je v neupravenych kapilarach obtizna, vzhledem
k nespecifické adsorpci proteini na sténu kiemenné kapilary. Tento problém muze byt
vytesen napiiklad modifikaci stény kfemenné kapilary nebo modifikaci BGE pomoci aditiv
[50].

Pro stanoveni pl se dale pouziva kapilarni izoelektricka fokusace (CIEF). Separace latek
probiha v gradientu pH (v rdmci jednoho experimentu), ktery je vytvofen pomoci
amfoternich nosnych elektrolyti. B€hem méteni se latky separuji a fokusuji do uzkych
zon, které odpovidaji hodnotam jejich pl. Izoelektricky bod fokusované zony se stanovi
pouzitim vhodné standardni latky tzv. markeru pl [15, 52].

Nizkomolekularni latky, které byly pouzity jako markery pl, jsou napf. syntetické
oligopeptidy [52], fluorescenéni amfolyty jako methylester fluoresceinu [53], amfolyticka

barviva na bazi aminomethylnitrofenolt [54] a aminomethylsulfonftaleint [55].
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Chemikalie

Vsechny pouzité chemikalie dosahovaly stupné Cistoty p.a. Jejich piehled je uveden

v tab. 2. Slozeni zakladnich elektrolytti v rozmezi pH 1,86 — 11,18 je v tab. 3.

Tab. 2 Pouzité chemikalie, jejich vzorce, pfipadné zkratky a dodavatelé

Nazev Vzorec /zkratka Dodavatel
kyselina fosforecna H3PO,
kyselina mravenci HCOOH
kyselina octova CH5;COOH
hydroxid sodny NaOH .
- - Lachema (Brno, CR)
dimethylsulfoxid DMSO
chlorid draselny KCI
tetraboritan sodny Na,B.,O,
arginin Arg
N-(tris-hydroxymehtyl)methylglycin tricin Merck
kyselina iminodioctova IDA (Darmstadt, Némecko)
kyselina 2-N-morfolinoethansulfonova MES
- Serva
kyselina 3-N-morfolinopropansulfonova MOPS . 5
(Heidelberg, Némecko)
kyselina 3-cyklohexylaminopropansulfonova CAPS

Pharmalyte 3 - 10

GE Healthcare
(Piscataway, NJ, USA)

Beckman-Coulter gel (PN 477 497)

Beckman
(Fullerton, CA, USA)
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Tab. 3 Slozeni zakladnich elektrolyti (BGE) a vlozené separacni napéti U

ggl; pH | Kyselina (Ekr:ﬂ\l/ljl E::u(\)/a [kL\J/]
| 186 | HpPO, | 6400 | 1050 | 6,09

T 228 | HPO, | 4050 | 19,00 | 841
i 273 | HPO, | 3150 | 2300 | 995
v 319 | HCOOH | 100,00 | 2400 | 1028
v 361 | HCOOH | 56,00 | 2500 | 1055
Vi 417 | HCOOH | 3500 | 2500 | 10,78
Vil | 464 |CHCOOH| 5600 | 2500 | 1126
vill | 522 |cHcooH| 3500 | 2500 | 11,50
IX 5,67 MES | 9200 | 2500 | 1222
X 6,14 MES | 4600 | 2500 | 12,23
XI 6,63 MES | 3200 | 2500 | 12,36
xi | 714 | MOPs | 5200 | 2500 | 1236
X1l | 764 | MOPS | 3400 | 2500 | 12,32
xiv | 814 tricin | 49,00 | 2500 | 12,50
xv | 865 tricin | 3300 | 2500 | 12,32
XVl | 911 | NaBO, | 5400 | 2500 | 12,06
XVIl | 965 | NaB.O, | 3400 | 2500 | 12,06
XVIIl | 10,16 | CAPS | 6800 | 2500 | 12,00
XIX | 1068 | CAPS | 3800 | 2500 | 11,92
xx | 11,18 | cAPs | 2700 | 2500 | 11,55

4.2 Analyzované latky

Vsechny analyzované latky byly syntetizovany Dusanem Kovalem v Ustavu organické
chemie a biochemie Akademie véd Ceské republiky (UOCHB AV CR). Struktury analyti,
jejich nazvy, identifikaéni ¢isla a predpokladané hodnoty jejich pl jsou zobrazeny v tab. 4.

Vsechny latky byly rozpustény v deionizované vodg, jejich koncentrace se pohybovaly
v rozmezi 1,0 — 2,0 mg/ml. Efektivni elektroforetické pohyblivosti analyti byly postupné
zméfeny v 16 — 20 zakladnich elektrolytech.
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Tab. 4 Analyzované latky, jejich struktury a predpokladané hodnoty pl (pl,)

Identifika¢ni
Struktura a nazev Plor
¢islo
NO,
SUeNS
1 10,4
OH
4-nitro-2,6-bis((piperidin-1-yl)methyl)fenol
NO,
HO
| |
2 N N 9,3
HO™ > " 0oH
2,4-bis((N-hydroxyethyl-N-methyl)aminomethyl)-6-nitrofenol
OH NO, OH
H OH H
3 N N 8,5
2,4-bis(di-(2-hydroxyethyl)aminomethyl)-6-nitrofenol
NO,
OH
~ N /\ K\ N e
4 N N 84
2,4-bis((4-methylpiperazin-1-yl)-6-nitrofenol
NO,
@
5 7-8
OH
4-nitro-2-((piperidin-1-yl)methyl)fenol
NO,
OH -
6 N 78
N
4-methyl-2-((4-methylpiperazin-1-yl)methyl)-6-nitrofenol
7 neznama struktura cca’
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Cl

OHﬁO
O,N N

2-chloro-6-(morfolinomethyl)-4-nitrofenol

53

Cl
OH

O,N
N

2-chloro-6-((N-hydroxyethyl-N-methyl)aminomethyl)-4-nitrofenol

5,2

10

Cl
OH

O,N
N
HO™ > "~~""0H

2-chloro-6-((N,N-di(hydroxyethyl))aminomethyl)-4-nitrofenol

50

11

o) NO, o)
HO OH
N N

OH

2,6-bis((4-carboxypiperidin-1-yl)methyl)-4-nitrofenol

5,0

12

o) NO, o)
OH
o) OH
N N

2,4-bis((4-carboxypiperidin-1-yl)methyl)-6-nitrofenol

4,5

13

\\/

%OH%

3’, 377-his[(N-4-carboxypiperidino)methyl]-5",5""-dimethyl-fenolsulfonftalein

4,1
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4.3 Pristrojové vybaveni

4.3.1 Kapilarni zonova elektroforéza

Me¢fteni kapilarni zénovou elektroforézou byla provedena na CE analyzatoru domaci
vyroby UOCHB AV CR [56]. Pfistroj byl manualné obsluhovan. Sbér dat a jejich
zpracovani bylo provedeno pomoci chromatografické stanice Clarity (DataApex, Praha,
CR). Analyty byly detekovany UV-absorpénim fotometrickym detektorem pfi vinové délce
206 nm. Zdrojem zéafeni byla bezelektrodova vysokofrekvenéné buzena jodova vybojka
(LKB-Pharmacia, Uppsala, Svédsko) a detektorem zafeni byla UV-senzitivni kiemikova
fotodioda s vestavénym piedzesilovacem (Hamamatsu Photonics Deutschland, Herrsching,
Némecko). Pro separaci analyzovanych latek byla pouzita kiemenna kapilara s vnéjSim
polyimidovym povlakem dodana firmou Polymicro Technologies (Phoenix, AR, USA)
o vnitinim priméru 50 um a vn€j§im prameéru 375 um. Kapilara se dvéma detekénimi
okny byla sto¢ena do smycky, aby prochdzela UV-detektorem ve dvou mistech. Celkova
délka kapilary ¢inila 46 cm, délka od pocatku k prvnimu detekénimu okénku byla 20 cm,
délka mezi okénky 15 cm a délka od druhého detekéniho okénko ke konci kapilary ¢inila
11 cm.

Vzdy na zacatku méfeni byla kapilara promyvana dle néasledujiciho postupu:

= deionizovana voda (2 min, 1 000 mbar)
= 1M NaOH (2 min, 1 000 mbar)
= deionizovana destilovana voda (2 min, 1 000 mbar)

= zakladni elektrolyt (2 min, 1 000 mbar)

Prostiedi v kapilafe bylo ustaleno vloZenim napéti 10 kV po dobu 15 min. Mezi
jednotlivymi méfenimi byla kapilara promyvana zakladnim elektrolytem (1 min,
1 000 mbar). Vzorky byly davkovany hydrodynamicky (5 — 10 s, 10 mbar). M¢feni bylo
provadéno pii ptikonu 0,12 W. Jako marker elektroosmotického toku byl pouzit 1% v/v
DMSO. V kyselych elektrolytech (1,9 — 2,6) se vyrazné zpomalila rychlost
elektroosmotického toku, proto byl pouZzit urychlovaci tlak 50 mbar po dobu 6

min.Kapilara byla uchovavana napInéna deionizovanou vodou.
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4.3.2 Dvojita UV-detekce

Pristroj pro kapilarni zénovou elektroforézu byl vybaven UV detektorem, ve kterém
dochazi k absorpci UV zafeni na dvou mistech kapilary. Kapilara je stocena do smycky a
umisténa tak, ze dvé okna jsou umisténa presné¢ nad dvéma Stérbinami detektoru. Stoceni

kapilary je znazornéno na obr. 2.

T

Az

Obr. 2 Smycka kapilary: A; — prvni detek¢ni okénko, A, — druhé detekéni okénko,

C — kapilara, F — odstranény povlak na kapilare.

Principem méfeni pohyblivosti pomoci dvojit¢ UV detekce je méfeni migracnich Casu
v Casti kapilary mezi dvéma detektory [57]. Uvazujeme-li smés nabité sloZky A, a nenabité
slozky (markeru EOF) M, pak na elektroforegramu (obr. 3) sledujeme: pik A; piedstavuje
prichod slozky A prvnim detekénim okénkem, pik A, pak pfedstavuje prichod latky A
druhym okénkem. Podobn¢ piky M; a My zndzornuji prvni a druhy prichod slozky M
dvéma detekénimi okénky.

Mg¢feni s dvojitou UV-detekei umoziuje odstranit nepiesnosti ve stanoveni pohyblivosti

vzniklé postupnym nastupem napéti a proudu, a ustavovanim teploty.
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Ay Az

tr te t

Obr. 3 Schéma elektroforegramu pro separaci nabité a neutralni slozky, ziskané pomoci
dvojité UV detekce: A — absorbance, t — ¢as, A; A, — prichod nabité slozky prvnim a
druhym detekénim okénkem, Mj; M; — prichod nenabité sloZzky prvnim a druhym
detekénim okénkem, t; a te, — Casové intervaly mezi prichody nabité a nenabité slozky

detekénimi okénky.

Z Casového intervalu t, a t,, a ze znamé vzdalenosti detektor d, Ize uréit migracni

rychlost nabitych ¢astic, v,,, a rychlost elektroosmotického toku, v,,, :

d

Um = (28)
ty
d

Veo = t_ (29)
eo

Jako rozdil migra¢ni rychlosti, v,,, a rychlosti elektroosmotického toku, v,,, lze

vypocitat elektroforetickou rychlost, ve,:

_ Alteo — tr) (30)
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Efektivni elektroforetickd pohyblivost, Mest , je definovana jako elektroforetickda rychlost

vztazend na jednotkovou intenzitu elektrického pole, E:

Mepp = —2 = P (31)

kde U je vloZené separaéni napéti a [ je celkova délka kapilary.
Kombinaci rovnic (30) a (31) Ize ziskat vztah pro vypocet efektivni pohyblivosti, Meg,

Z parametrt pouzité kapilary, napéti a z experimentalné ziskanych migra¢nich cast:

Lod-(teo — tr)

= 32
Merr Uty t, (32)
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4.3.3 Kapilarni izoelektricka fokusace

Meéteni pomoci kapilarni izoelektrické fokusace bylo provadéno na komerénim CE
analyzatoru P/ACE MDQ (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA). Tento piistroj je pln¢
automaticky. Rizeni, sbér dat a zpracovani bylo provedeno pomoci softwaru P/ACE MDQ
System, verze 32 Karat (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA). Byla pouzita kiemenna
kapilara pokryta z vné&js$i strany polyimidem, dodana firmou Polymicro Technologies
(Phoenix, AR, USA). Vnitini primér kapilary byl 50 pm, vnéj$i primér ¢inil 375 pm.
Celkova délka kapilary ¢inila 30 cm, z toho efektivni délka byla 20 cm. Vnitini povrch
kapilary byl potazen poly-(N,N-bis(2-hydroxyethyl)akrylamidem [58].

Komer¢ni CE analyzator umoznuje aktivni chlazeni kapilary pomoci chladiciho média,
jehoz teplota byla 25 °C.

Detekce byla provadéna UV-detektorem s fotodiodovym polem pii vinové délce 420
nm. Jako elektrodové roztoky byly pouzity 200 mM H3PO, (anolyt) a 300 mM NaOH

(katolyt).
Fokusacni smés byla ptipravena z nasledujicich chemikalii:

= 11 pl 38 % Pharmalyte 3 — 10

= 25 ul 500 mM arginin

= 8 ul 100 mM kyselina iminodioctova
= 138 ul Beckman-Coulter gel

Zasobni roztoky jednotlivych markert byly pfipraveny o koncentraci 4 mg/ml ve vodg.

Me¢fteni pomoci CIEF bylo provedeno dle nasledujiciho postupu:

=  promyti vodou (1 min, 2 000 mbar)

» naplnéni celé kapilary fokusaéni smési (2 min, 2 000 mbar)

= fokusace (6 min, 25 kV)

= mobilizace: napéti 25 kV a pretlak 30 mbar na anodické strang

=  promyti vodou (2 min, 4 000 mbar)
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5 Vysledky a diskuse

5.1 Stanoveni efektivnich elektroforetickych pohyblivosti

Efektivni elektroforetickd pohyblivost (mesr) vSech analyzovanych latek byla stanovena
z jejich migra¢niho ¢asu a z migra¢niho ¢asu EOF markeru (DMSO, H;0) v jednotlivych
zakladnich elektrolytech (BGE). Podle potteby byly pohyblivosti proméieny v 16 — 20
BGE. Pro vypocet mer byl pouzit vztah (32). VSechny ziskané hodnoty mes byly
prepocditany na referen¢ni teplotu 25 °C (kap. 5.2). Vysledky jsou uvedeny v tab. 5.

Piiklady CZE analyzy pro latku 4-methyl-2-((4-methylpiperazin-1-yl)methyl)-6-
nitrofenol (latka 6) jsou uvedeny na obr. 4. Jedna se o vybrané elektroforegramy
znazorhujici chovani analyzované latky v Sesti vybranych BGE o rizném pH. Piky
oznacené A; a A, predstavuji priichod analytu prvnim a druhym detekénim okénkem, piky
M; a M; jsou piifazeny prichodu markeru EOF prvnim a nésledné druhym detekénim
okénkem.

Latka 6 obsahuje tfi ionogenni skupiny, dvé bazické skupiny piperazinu a jednu kyselou
skupinu fenolovou. Na obr. 4 A je mozné pozorovat, Zze migra¢ni ¢as analytu pfi pH = 3,61
je mensi nez migracni ¢as markeru EOF (DMSO), analyt se chova jako kationt. V kyselém
prostiedi BGE je potlacena disociace fenolové skupiny a latka je tedy nabita do stupné +2.
Se zvySujicim se pH dochazi k disociaci fenolové skupiny a naboj analytu se snizuje na
stupen +1. Pii pH = 7,14 a pH = 7,64 (obr. 4 B, C) se migra¢ni ¢as analytu blizi
migracnimu Casu markeru elektroosmotického toku. Jelikoz efektivni elektroforeticka
pohyblivost markeru EOF je nulova — marker je unasen pouze elektroosmotickym tokem,
bliZi se pohyblivost latky 6 nulové hodnoté. Z toho vyplyva, ze efektivni naboj analytu se
také blizi nule a analyt se bude nachazet v prostfedi, jehoz pH je blizké jeho
izoelektrickému bodu. Pti zasaditém pH elektrolytu — pH = 9,65, pH = 10,16, pH = 11,18
(obr. 4 D, E, F) se prodluzuje migra¢ni ¢as analytu, ktery se v tomto prostedi chova jako
anion. V zasaditém prostiedi BGE dochazi k deprotonizaci bazickych skupin piperazinu a

latka je nabita do stupné -1.
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Obr. 4 Elektroforegramy latky 6 v Sesti zakladnich elektrolytech o rizném pH:
A-pH =361 B-pH=714 C - pH =764, D - pH = 9,65 E — pH = 10,16,
F—pH = 11,18, A; a A, — pruchod analytu prvnim a druhym detekénim okénkem, M; a

M, — priichod markeru EOF prvnim a druhym detekénim okénkem, Agps nm — absorbance

pfi 206 nm, t — migracni Cas. Slozeni zakladnich elektrolytd je uvedeno vtab. 3 a

experimentalni podminky CZE analyz jsou popsany v kap. 4.3.1.
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Tab. 5 Efektivni elektroforetické pohyblivosti analytti korigované na referencni teplotu 25 °C (M 25)

Mefr 25 [10° M? V1]

Analyt

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
BGE

| 26,34 32,70 - 37,90 - 34,25 - 19,53 - - 18,15 26,14 -

I 24,23 32,82 29,92 37,11 - 33,53 - 18,73 - - 17,81 25,19 -

i 21,02 32,00 28,77 35,20 - 31,33 - 15,98 - - 16,72 22,39 -
v 18,36 29,95 27,12 34,67 20,08 29,14 20,16 11,66 10,53 7,35 14,51 19,43 9,01
\ 17,81 28,24 23,25 33,27 19,55 24,77 20,00 7,08 5,90 3,97 10,54 12,08 6,20
Vi 16,85 23,52 19,02 30,85 18,94 20,99 20,22 2,49 2,04 1,27 3,26 1,66 2,35
VIl 17,25 21,04 17,74 30,21 19,08 20,82 19,42 1,09 0,68 0,44 0,00 -4,88 -4,16
Vil 16,92 18,49 15,92 27,99 15,10 18,11 16,11 0,00 0,00 0,00 -3,13 -10,36 -7,66
IX 16,12 16,39 14,41 23,18 10,25 17,79 11,89 -0,83 -0,68 -0,49 -7,36 -13,12 -10,62
X 15,90 16,56 14,26 19,35 5,00 15,34 6,38 -1,13 -0,70 -0,47 -12,06 -13,46 -13,19
Xl 15,65 16,09 13,43 15,62 1,73 12,02 2,37 -1,78 -0,72 -0,37 -16,68 -14,70 -14,55
X1l 15,57 15,34 10,90 8,64 0,00 6,06 -1,42 -3,50 -0,77 -0,36 -17,04 -13,62 -18,26
X 15,14 12,94 6,66 4,86 -0,52 2,28 -4,28 -6,73 -0,76 -1,16 -18,15 -14,39 -18,49
XV 14,43 8,39 2,52 -1,36 -0,47 -0,45 -8,22 -11,44 -0,85 -1,94 -18,15 -14,71 -19,84
XV 14,34 5,15 -0,88 -2,17 -0,52 -3,23 -12,53 -15,77 -2,05 -4,30 -18,97 -16,73 -19,87
XVI 13,12 0,55 -3,93 -6,29 -1,30 -7,83 -16,65 -17,73 -4,92 -9,95 -19,56 -20,08 -20,92
XVII 10,63 -2,26 -7,08 -9,93 -1,50 -12,16 -17,87 -18,63 -9,76 -14,27 -21,36 -23,59 -22,12
XV 4,38 -6,06 -9,86 -11,72 -4,65 -14,40 -16,96 -18,05 -13,81 -16,20 -23,50 -24,57 -23,64
XIX -1,18 -10,87 -13,24 -13,01 -9,68 -15,88 -17,89 -18,51 -17,89 -18,30 -28,08 -29,17 -25,98
XX -5,15 -13,65 -14,47 -13,53 -15,02 -16,50 -18,21 -19,40 -18,91 -18,68 -31,94 -30,21 -29,37

" Primérné hodnoty ze t¥i méfenti, jejich relativni smérodatna odchylka (RSD) se pohybovala v rozmezi 1 — 2 %.
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5.2 Korekce efektivnich elektroforetickych pohyblivosti na

referencni teplotu 25 °C

Vsechna méteni byla provedena pii aktudlni laboratorni teploté, nebot’ ptistroj domaci
vyroby UOCHB AV CR, na kterém bylo provadéno méfeni, neni vybaven aktivnim
chlazenim kapilary. Okolni teplota v laboratofi se pohybovala v rozmezi 22,5 — 26,5 °C.
Tvorba Jouleova tepla také piispiva ke zvySeni teploty, a proto bylo nutné efektivni
elektroforetické pohyblivosti pfepocitat na referen¢ni teplotu 25 °C.

Byl prométen elektricky proud 20 mM vodného roztoku chloridu draselné¢ho o znamé
elektrické vodivosti pfi $irokém rozmezi napéti 1 — 20 kV. Méfeni probihalo pfi stejnych
podminkach jako CE analyzy, jen s tim rozdilem, ze kapilara byla napInéna roztokem KCI.
Odpor roztoku, Rgsg, byl vypocitan jako podil vloZzeného napéti a naméfeného proudu.
Odpor tohoto elektrolytu se od 20 do 30 °C snizuje priblizn¢ 0 2 % na stupen Celsia.

Ze zmén elektrického odporu, Rggp, pii urCitém piikonu vklddaném na kapilaru byl
vypocitan ptirtstek teploty, AT. Tento prirastek je definovan jako rozdil teploty uvnitt

kapilary T; a okolni teploty T, a Ize ho vypo¢itat ze vztahu:

RBGE,O - RBGE

AT =T, —T, =
L 0 0,020 .RBGE,O

(33)

kde Rpgr o je odpor pii nizkém piikonu, kdy je zvySeni teploty zanedbatelné, Rpsr j€
odpor pii daném piikonu.

Zavislost piirustku teploty, AT , na elektrickém piikonu, P, vloZzeném na kapilaru, byla
znazornéna graficky (obr. 5). Z rovnice zavislosti byl po dosazeni elektrického piikonu
vypocitan ptirGstek teploty. Tato hodnota byla dale vyuzita pro vypocet efektivnich

elektroforetickych pohyblivosti, Mesr 25, které jsou vztazené na referencni teplotu 25 °C.

meff,zs = meff'n-[l - O,OZO(TO + AT — 25)] (34)
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Ve vySe uvedeném vztahu je Mes o5 efektivni elektroforeticka pohyblivost pii 25 °C,

Mesr i Je efektivni elektroforeticka pohyblivost pfi aktualni teploté uvnitt kapilary, T;, a T,

je aktudlni teplota okoli béhem méfeni.

20 +

AT [°C]
[EEN
(o]

16 -

14 -

12 -

10 -

y=-2,7687x% + 15,761x - 0,0896

0 0,5 1

1,5

P [W.m1]

Obr. 5 Ktivka zavislosti vzrastu teploty uvniti kapilary, AT, na elektrickém piikonu, P,

vkladaném na kapilaru vztazeném na jednotku délky kapilary.
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5.3 Stanoveni acidobazickych disociaénich konstant

Pro vypocet acidobazickych disocia¢nich konstant (pK,) byla pouzita nelinearni regresni
analyza zavislosti efektivni elektroforetické pohyblivosti na pH. Zpracovani vysledka bylo
provedeno pomoci programu Origin 6.1. Hodnoty pK, byly ziskany prolozenim zavislosti
Mer Na pH (obr. 6) nelinearni regresni funkci podle ptislusnych rovnic. U latek s jednou
kyselou a jednou bazickou ionogenni skupinou (5, 7, 8, 9, 10) byl pouzit nasledujici vztah:

mix

my 4 - 10PKET—PH) o, . 10(PH-PKG}

Merra = (35)

mix

10PKEH*~pH) 4 10PH-PKEE) 4 1

kde m, , je elektroforeticka pohyblivost kationické formy latky A, m, _ je elektroforeticka
pohyblivost anionické formy latky A, ng‘fx a nglzix jsou smiSené disocia¢ni konstanty
pro kyselou a bazickou ionogenni skupinu.

V piipadé latek, které obsahovaly dvé bazické a jednu kyselou skupinu (1, 2, 3, 6) byla

pro vypocet ptislusnych acidobazickych konstant pouzita rovnice (36):

mix mix_ mix_ _ mix
My 2 10 (PRI +pKTY*~2pH) My - 10(PKI¥*—pH) | My 10(pH-pK

m = - - - -
e 10KET+pKTE ~2pH) | 10(PKEE*—pH) 4 10(PH-PKEE) 4 1 (36)

Ve vySe uvedeném vztahu my, ., predstavuje aktualni elektroforetickou pohyblivost
kationické formy latky A s ndbojem +2, pKM* je smiSena disociaéni konstanta pro
kyselou ionogenni skupinu,  pK*a pKX4*jsou smiSené disociaéni konstanty
odpovidajici bazickym skupinam.

U zbylych latek (4, 11, 12, 13), které obsahovaly vice ionogennich skupin, nebyly
konstanty acidity pocitany, nebot nebylo mozné piesné rozlisit jejich disociaci do

jednotlivych stupid.
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Obr. 6 Zavislosti efektivnich elektroforetickych pohyblivosti na pH a vysledky jejich
nelinearni regresni analyzy pro latky 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10.

47




Ze zavislosti elektroforetickych pohyblivosti na pH (obr. 6) bylo posouzeno, zda je dana
latka vhodnd pro pouziti jako marker pl pro kapilarni izoelektrickou fokusaci. U latek 2, 3,
6 a 7 jsou kiivky v okoli jejich izoelektrickych bodt strmé a hodnota pl je snadno
odecitatelnd. Struktura latky 7 sice neni pfesné zndma, ale ze ziskané zavislosti efektivni
elektroforetické pohyblivosti na pH lze usuzovat, Zze obsahuje jednu bazickou a jednu
Kyselou ionogenni skupinu. Naopak u latek 5, 9 a 10 se elektroforeticka pohyblivost
nachazi v oblasti kolem nuly v $ir§im intervalu pH, tuto oblast Ize nazvat jako izoelektrické
pasmo. Je proto problematické urcit zcela presné diskrétni hodnoty jejich pl. Tyto latky se
projevily jako nevhodné pro pouziti jako markery pl.

Hodnoty smisenych acidobazickych disocia¢nich konstant ionogennich skupin
vybranych analyzovanych latek byly nasledné ptepocitany podle vztahi odvozenych
v pracich [41, 42] na termodynamické disociacni konstanty a jsou uvedeny v tab. 6. Pro
piepocet konstant analytl,, které obsahovaly jednu bazickou a jednu kyselou ionogenni

skupinu, byly pouzity vztahy (37) a (38):

PKa1 = pKJH + logys (37)
mix

PKa, = K" — logys (38)

V piipad¢ analyti obsahujicich tii inogenni skupiny (dvé bazické, jednu kyselou), byly
termodynamické konstanty ziskany ze vztahu (39), (40) a (41):

pKoq1 = pK(}Zlfx + 3logy+ (39)
PKa, = PKJY* + logy, (40)
PKoz = pKJY* — logy. (41)
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Pro fenolovou skupinu se hodnoty pK, 1 pohybovaly v rozmezi 3,06 — 5,76, u bazickych

skupin se hodnoty pK, . a pK,3 nachazely v intervalu 6,78 — 10,75.

Tab. 6 Termodynamické acidobazické disociacni konstanty (pK,) inogennich skupin

vybranych analyzovanych latek a aktualni pohyblivosti (ma) jejich iontovych forem.

Latka PKas PKaz PKag Ma +2 Ma+ M-
2 3,80 £0,06 | 8,15+0,05 | 10,39+0,13 | 32,58 £0,35 | 16,69 £0,30 | -15,63 +2,08
3 3,53+0,08 | 7,46+0,06 | 9,69+0,07 | 30,35+0,54 | 15,19+0,35 | -14,27 £0,52
5 5,63 £0,03 | 10,75 0,07 -- -- 20,05+ 0,27 | -19,84 + 1,33
6 3,23+0,05 | 6,78+0,04 | 9,22+0,05 | 34,51 +0,37 | 18,92+0,30 | -16,15+ 0,40
7 5,76 £0,03 | 8,24 +0,04 -- -- 20,40 £ 0,27 | -17,94 £ 0,25
8 3,27+0,03 | 7,94+0,03 -- -- 20,24 +£0,37 | -18,51 £ 0,23
9 3,13+£0,17 | 9,70 £0,04 -- -- 20,96 +£4,60 | -19,18 +£0,45
10 3,06+0,21 | 9,16 0,03 -- -- 16,17 4,87 | -18,47 0,28

Ze srovnani pK, hodnot analyzovanych latek uvedenych v tab. 6 a jejich struktur v tab.

4 vyplynuly nasledujici zavislosti mezi strukturou a acidobazickymi vlastnostmi téchto

latek:

Nahrada methylu 2-hydroxyethylem ve struktufe terciarnich amint u latek 2 a 3, a

9 a 10 vede kmirné¢ zvySené kyselosti fenolové skupiny, slabsi bazicité

derivatizovanych aminoskupin a nizSimu pl u sloucenin 3 a 10 ve srovnani se

slouceninami 2 a 9.

Pfitomnost jednosytné baze piperidinu u latky 5 resp. dvojsytné baze

N-methylpiperazinu u latky 6 je pti¢inou vyrazn€ silngjsi kyselosti a slabsi bazicity

latky 6 oproti latce 5. Vyznamné odlisny charakter substituentll u téchto latek

zpusobil, Ze pK, jejich fenolovych skupin se 1i8i o vice nez dva fady (pKa1 = 3,23 u

latky 6 resp. 5,63 u latky 5) a pKa2 jejich bazickych skupin dokonce az o ¢tyfi fady

(pKaz2 = 6,78 u latky 6 resp. 10,75 u latky 5). V dusledku velké vzdalenosti vice nez

péti jednotek pH mezi pKa1 fenolové skupiny a pKa2 piperidinylové skupiny latky
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5 tato latka vykazuje Siroké izoelektrické pasmo, nemd ostfe definovany
izoelektricky bod a neni vhodna jako marker pl.

= Skupina derivati 2-chloro-nitrofenold, tj. latek 8, 9 a 10 se vyznacuje ptiblizné
stejnou silou kyselosti fenolové skupiny s pKg1 V rozmezi 3,06 — 3,27 a zvySujici se
bazicitou s priblizné fadovymi rozdily v pK, Vv pofadi substituentti morfolinomethyl
latky 8 (pKa 7,94), (N,N-di(hydroxyethyl))aminomethyl latky 10 (pK, 9,16) a (N-
hydroxyethyl-N-methyl)-aminomethyl latky 9 (pKa 9,70). VSechny tii latky maji
blizké izoelektrické body v rozmezi 5,3 — 5,0.

= Kyselost fenolové skupiny u latek 2 a 3 (pKa1 3,89 resp. 3,53) s dvéma bazickymi
skupinami terciarnich aminti byla mirné slabsi nez u latek 8, 9 a 10 obsahujicich

pouze jednu bazickou skupinu (pKa1 3,27; 3,13 a 3,06).

5.4 Stanoveni izoelektrickych bodu (pl) analyzovanych latek
metodou CZE

Zmétené migracni Casy analytlh a markera elektroosmotického toku pomoci CZE byly
pouzity pro vypocet efektivnich elektroforetickych pohyblivosti (kap. 5.1). Ze zavislosti
efektivnich elektroforetickych pohyblivosti na pH byly hodnoty izoelektrickych bodi
odecteny jako hodnoty pH, ve kterych je efektivni elektroforetickd pohyblivost analytu
rovna nule. Stanovené hodnoty pl jsou uvedeny v tab. 7. Hodnoty pl ziskané metodou CZE
byly ve vétSin€ ptipadi shodné ¢i blizké hodnotdm predpokladanym.

Pro kvalitu amfolytu jako markeru izoelektrického bodu je dulezitou charakteristikou
strmost zavislosti jeho efektivni elektroforetické pohyblivosti na pH v okoli jeho
izoelektrického bodu, tj. podil Ameg/ApH. Cim je hodnota tohoto podilu vétsi, tim 1épe a
rychleji se bude dany analyt fokusovat v CIEF do své zony a bude lépe slouZit jako marker
pl. Hodnoty Ame#/ApH jsou uvedeny v tab. 7.

U latek 5, 9 a 10 je z nizkych hodnot strmosti kiivek zavislosti jejich pohyblivosti na pH
(0,19 — 0,66) ziejmé, ze tyto latky nejsou vhodné pro pouziti jako markery pl.
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Tab. 7 Predpokladané (pl,) a metodou CZE experimentalné stanovené (plcze) izoelektrické
body, strmosti zavisloti efektivnich pohyblivosti na pH (Ame/ApH) a pouzitelnost
analyzovanych latek jako markerd pl v CIEF (CIEF,,, )

Latka Plor plcze Ameir/ ApH | CIEFqpp
1 10,40 10,60 10,45 ne
2 9,30 9,30 7,40 ano
3 8,50 8,70 6,66 ne
4 8,40 8,40 7,61 ano
5 7,00-8,00 | 7,50 8,50 0,662 ne
6 7,80 8,05 5,45 ano
7 7,00 7,00 7,40 ano
8 5,30 5,30 1,86 ano
9 5,20 5,00 — 8,00 0,29 ne
10 5,00 5,00 - 7,00 0,19 ne
11 5,00 4,60 6,05 ano
12 4,50 4,20 13,54 ano
13 4,10 3,80 11,84 ano

5.5 Analyza markerU izoelektrickych bodt metodou CIEF

V CIEF se analyzované amfoterni latky fokusuji v misté, kde pH odpovida jejich
izoelektrickému bodu. Pomoci CIEF byla analyzovdna smés vybranych nové navrzenych
syntetickych markeri izoelektrickych bodi béhem jednoho experimentu (obr. 7). VSechny
latky se v gradientu pH vytvofeném smési amfolyti Pharmalyte 3 — 10 velmi dobfte
fokusovaly, ¢imz byla potvrzena vhodnost navrzenych struktur pro funkci markert pl a
moznost jejich vyuZiti pro kalibraci pH gradientu v CIEF. Pro pokryti celého gradientu pH
markery pl byly do testované smési novych markerd zahrnuty i tfi dfive vyvinuté markery
pl (latky oznacené a, b, c). Svétle modra stopa na obr. 7 pfedstavuje CIEF smési amfolytt

bez analyzovanych markertl. Siroké piky s migraénimi ¢asy do 3esté minuty jsou tzv.
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fokusacni piky. Na obrazku 7 je patrné pomérné rovnomérné pokryti celého gradientu pH

nove syntetizovanymi markery.
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30

A420nm
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T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
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Obr. 7 Zaznam z kapilarni izoelektrické fokusace: smés analyzovanych markeru pl (2, 4,
6, 7, 8, 11, 12, 13), dfive vyvinuté markery (@, b, ¢), svétle modra stopa — smés amfolytl
bez markert, piky do Sesté minuty — fokusa¢ni piky, As2onm — absorbance pii vinové délce

420 nm, t — mobilizacni migracni Cas.

Latka 1 se nefokusovala, jeji pl bylo mimo rozsah pH pouzitych nosnych amfolyti.
Latky 5, 9 a 10 nebyly méfeny pomoci CIEF, jelikoz se projevily jako nevhodné pro
pouziti jako markery pl. Hodnoty jejich efektivnich pohyblivosti se pohybovaly kolem
nuly v pomérné Sirokém intervalu pH. Ktivky latek 5, 9 a 10 nebyly v okoli jejich
izoelektrického bodu strmé, tj. nebylo mozné ptesné urcit diskrétni hodnoty pl. Pomoci
CIEF byla ovétena moznost pouZiti nové syntetizovanych latek pro kalibraci pH gradientu.
Kalibraéni kiivka pH gradientu v kapilafe je ukdzana na obr. 8. Modfe oznacené body
nezapadaji do hladkého prib&hu kiivky, coZ mohlo byt zplsobeno potencidlnimi
interakcemi s nosnymi amfolyty nebo rozdily v pl ur¢enych metodou CZE ve stupiovitém

gradientu pH pfi diskrétnich hodnotdch pH zakladnich elektrolyth a pl stanovenych

52



metodou CIEF v kontinudlnim pH gradientu nosnych amfolytd. Je zndmo, ze hodnoty pl

jsou ovlivnény slozenim zakladnich elektrolyti v CZE resp. konkrétni smési amfolytt

v CIEF. Zdrojem nelinearity zobrazené kalibra¢ni kiivky by mohla byt zndma slabsi

pufracni kapacita nosnych amfolyti v bazické oblasti, proménliva viskozita b&hem

mobilizace a proménliva zbytkova elektroosmoéza béhem mobilizace.

Jako vhodné latky pro pouziti jako markery pl byly vyhodnoceny analyty 2, 4, 6, 7, 8,

11, 12, 13. Analyty budou pfedmétem dalSich charakterizaci pomoci metod NMR a MS.

11 +

10

t [min]

. 70

e 15

pH

Obr. 8 Kalibraé¢ni kiivka pH gradientu v CIEF ziskana z experimentu prezentovaného na

obr. 7: modfe oznacené body — hodnoty nebyly zahrnuty do kalibra¢ni kiivky, hodnoty 6,3;

7,5 a 9,7 odpovidaji diive vyvinutym markerim pl, t — mobilizacni Cas.
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6 Zaver

V této diplomové praci byly charakterizovany nové syntetizované markery pl na bazi
aminomethylnitrofenolt, jejich derivati a jinych strukturné ptibuznych latek metodami
kapilarni zonové elektroforézy (CZE) a kapilarni izoelektrické fokusace (CIEF).

Pomoci CZE byla proméfena efektivni elektroforetickd pohyblivost analyzovanych
latek v sérii zakladnich elektrolytt v Sirokém intervalu pH = 1,86 — 11,18. Ze ziskanych
pohyblivosti (pfedem korigovanych na referencni teplotu 25°C) byla vynesena jejich
zavislost na pH, zkteré byly odecteny hodnoty izoelektrickych bodd. Pro uréeni
acidobazickych disocia¢nich konstant ionogennich skupin vybranych latek (2, 3, 5, 6, 7, 8,
9, 10) byla pouzita nelinearni regresni analyza vySe uvedené zavislosti pH na efektivnich
elektroforetickych pohyblivostech. Vysledné konstanty acidity mohou byt vyuzity pii
vyvoji novych markert izoelektrickych bodl s pozadovanymi hodnotami pl. CZE se
ukazala jako vhodna a jednoduchd metoda pro stanoveni izoelektrickych bodi a
acidobazickych disociacnich konstant.

Dale byly latky, které se projevily jako vhodné pro pouziti jako markery pl (2, 4, 6, 7, 8,
11, 12, 13), analyzovany metodou kapilarni izoelektrick¢é fokusace, ktera prokazala
vhodnost navrzenych amfoternich latek jako markert izoelektrickych bodd a jejich

pouzitelnost pro kalibraci pH gradientu v CIEF.
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