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Nazev prace:

Abstrakt:

Kli¢ova slova:

Analyza derivati pterinu kapilarni zénovou elektroforézou

Pteriny patii do dilezité¢ skupiny latek fungujici jako inhibitory,
senzitizéry, enzymy, koenzymy, pigmenty atd. a spolu s karotenoidy
a anthrachoninony jsou zodpovédné za charakteristické zbarveni
plostic. Tato prace byla zamétena na vyvoj kapilarni elektroforetické
separa¢ni metody pro analyzu Sesti vybranych derivatli pterinu
(biopterinu, neopterinu, isoxanthopterinu, leukopterinu,
xanthopterinu a erythropterinu) a jejich naslednou identifikaci ve
trech formach plostice Graphosoma semipunctatum. Separace byly
realizovany v kifemenné nemodifikované kapildfe termostatované na
teplotu 30 °C. Separaéni elektrolyt se skladal zkyseliny borité,
tris(hydroxymethyl)aminomethanu a disodné soli
ethylendiamintetraoctové kyseliny. V ramci optimaliza¢ni procedury
byl studovan vliv pH pufru, koncentrace jednotlivych slozek
zakladniho elektrolytu, velikosti separacniho napéti a vinové délky
UV detekce na elektromigracni chovani a citlivost detekce. Za
optimalizovanych  separacnich podminek byly analyzovany

organické extrakty ze tfi forem ploStice Graphosoma semipunctatum.

kapilarni elektroforéza, derivaty pterinu, modelovd smés, redlny

vzorek Stitku plostice, riizné formy, identifikace.
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Analysis of pterine derivatives by capillary zone electrophoresis

Pterins belong to an important group of compounds, acting as
inhibitors, sensiziters, enzymes, coenzymes, pigments etc. and
together with carotenoids and anthraquinones are responsible for
characteristic coloration of bugs. This work was focused on the
development of a capillary electrophoretic separation method for the
analysis of six pterine derivatives, namely biopterine, neopterine,
isoxanthopterine, leukopterine, xanthopterine and erythropterine and
on their identification in the real samples. Separation was conducted
in an uncoated fused-silica capillary termostated at 30 °C. Separation
electrolyte contained boric acid, tris(hydroxymethyl)aminomethane
and disodium salt of ethylenediaminetetraacetic acid. The effects of
buffer pH, concentration of electrolyte components, separation voltage
and wavelength of UV detection on electromigration behavior and
detection sensitivity were studied. Under the optimized separation
conditions, organic extracts of the three forms of Graphosoma

semipunctatum bugs were analyzed.

capillary electrophoresis, derivatives pterine, mixture model, real

sample label bug, different forms, identification.
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1 Seznam zkratek

1 Seznam zkratek a symbolli

BIO
CAS Reg.No.
CE
CZE
DMSO
EOF
ERY
HPLC
ISO
LEU
LIF
NEO
SERS
TRIS
uv
VIS
XAN

AN

QO

biopterin

registracni ¢islo Chemical Abstract
kapilarni elektroforéza

kapilarni zonova elektroforéza
dimethylsulfoxid

elektroosmoticky tok

erythropterin

vysokoucinnd kapalinova chromatografie
isoxanthopterin

leukopterin

laserem indukovana fluorescence
neopterin

povrchem zesileny Ramantv rozptyl
tris(hydroxymethyl)aminomethan
ultrafialova oblast

viditelna oblast

xanthopterin

absorbance

koncentrace

vnitini pramér

intenzita elektrického pole

vyskovy ekvivalent teoretického patra
prochdzejici proud

celkova délka separacni kapilary

délka kapilary od vstupniho konce k detektoru
relativni molekulovd hmotnost

pocet teoretickych pater

pocet méteni




pKa,1
pKap
pKa3
Oi

Ri»

i

St
Leelk.
leof
tmig
tmig,l
tmig,2

tmig,i

Wo,5;i

w2
Wi

Xi

Vefi
€o

ér

HUefi

Meff,i

1 Seznam zkratek

zaporny dekadicky logaritmus disociacni konstanty

zaporny dekadicky logaritmus disocia¢ni konstanty do prvniho stupné
zaporny dekadicky logaritmus disocia¢ni konstanty do druhého stupné
zaporny dekadicky logaritmus disocia¢ni konstanty do tfetiho stupné
celkovy naboj iontu

rozliSeni

rozliSeni dvou sousednich zoén

polomér iontu

smérodatnd odchylka

relativni smérodatna odchylka

celkové doba separace

migracni ¢as znaCkovace elektroosmotického toku

migracni ¢as

migracni ¢as prvni latky

migracni ¢as druh¢ latky

migracni Cas i-t¢ latky

separaCni napéti

Sitka piku v poloving jeho vysky i-té latky

Sitka piku pfi zdkladné prvni latky

Sitka piku pfi zdkladné druhé latky

Sitka piku pfi zakladné i-té latky

naméfena hodnota

median

elektroforeticka rychlost i-t¢ho iontu
permitivita vakua

relativni permitivita kapaliny

viskozita separacniho roztoku

vlnova délka

elektroforeticka pohyblivost i-t¢ho iontu

efektivni elektroforetickd pohyblivost i-t¢ho iontu



1 Seznam zkratek

Ueof pohyblivost elektroosmotického toku
Veof rychlost elektroosmotického toku
¢ zeta-potencial
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2 Uvod

2 Uvod

Pterin a jeho derivaty patii do skupiny heterocyklickych sloucenin, které se
vyskytuji viadé biologickych systémi. Maji dulezité biologické funkce jako
inhibitory', senzitizéry”®, enzymy®, koenzymy’, senzory’ a dale funguji jako

pigmenty’™!

nebo toxiny'”. Relativné vysoké koncentrace derivati pterinu se nachazeji
jako pigmenty u hmyzu, plazi, obojzivelnikid, krabti, motského planktonu nebo
v lidskych t&lnich tekutinach".

Listova kyselina, konjugovany pterin a vitamin ze skupiny B, vystupuje jako
koenzym pfi reakcich souvisejicich se syntézou purinovych a pyrimidinovych bazi.
Tetrahydrobiopterin vystupuje jako koenzym pii metabolickych reakcich hydroxylace
nékterych aminokyselin a je diilezity pro metabolismus oxidu dusnatého™'?,

Oxidativni stres zahrnuje zvySeni koncentrace kyslikovych, eventudlné
dusikovych radikal, a to je pfi¢ina mnoha akutnich a chronickych onemocnéni.
Derivaty pterinu jsou schopny modulovat oxidativni stres, protoze tyto volné radikaly
vychytavaji> ™"’

Zvysené koncentrace derivatl pterinu (biopterinu, neopterinu nebo onkopterinu)
byly nalezeny v séru nebo v mo¢i u pacientil trpicich napft. rakovinou $titné Zl1azy a prsu,
autismem, Alzheimerovou nebo Parkinsonovou chorobou. Pfi¢iny zmén koncentraci
derivati pterinu v riznych fyziologickych a patologickych stavech nejsou doposud plné
objasnény z divodu jejich obtizné kvantifikace v lidskych télnich tekutindch.
Pravdépodobné se kazd4 skupina nadorovych chorob vyznacuje riznymi zménami
koncentraci derivati pterinu. V budoucnu by mohly tyto derivaty slouzit jako
biomarkery téchto onemocnéni a sledovani jejich koncentraci v télnich tekutinach by
umoznilo zahajit véasnou 1ébu jestd pred klinickymi projevy'*'*2°.

Cerveno-oranzovy erythropterin a luty xanthopterin obsahuji nékteré druhy
motyld a tyto derivaty jim proptjduji typické zabarveni’®. N&které druhy hmyzu
vyuzivaji tohoto vyrazného zabarveni k ochrané pied vizualné se orientujicimi
predatory — ptaky”’. Z pigmentd, které byly doposud analyzovany u zvifat, maji pteriny
nejvyssi obsah dusiku'’.

Nékteré derivaty pterinu jsou soucdsti vystrazného zabarveni Stitkdi plostic.

Odstin zabarveni se miZze ménit s jednotlivymi formami plostic, ale i s lokalitou jejich
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2 Uvod

vyskytu nebo s rocnim obdobim jejich sbéru. Doposud vSak nebylo zndmé, zda je odstin
zbarveni dan ptitomnosti rozdilnych pterinli nebo pouze jejich riznym pomerem ve
Stitku. Vyvojem u¢inné analytické metody pro separaci péti derivatl pterinu, konkrétné
biopterinu, isoxanthopterinu, leukopterinu, xanthopterinu a erythropterinu, které se
mohou vyskytovat ve Stitcich ploStice Graphosoma semipunctatum jsem se zabyval jiz
vramci své bakalafské prace, ve které byla ktomuto ucelu vyuZzita metoda
vysokou¢inné kapalinové chromatografie v reverznim moédu®. Viechny studované
derivaty vSak v tomto systému vykazovaly velmi rychlou retenci doprovazenou nizkou
separacni U€innosti a tento systém se ukdzal byt pro separaci studovanych derivath
nevhodny.

Cilem této diplomové prace bylo otestovat vhodnost pouziti kapilarni
elektroforézy pro separaci vySe zminénych analytd, rozSifenych o neopterin, a
vyvinutou metodu aplikovat na analyzu pigmentd ze Stitkd tfi forem ploStice

Graphosoma semipunctatum.

12



3 Teoreticka cast

3 Teoreticka cast

3.1 Historie, rozdéleni a vlastnosti derivatl pterinu

Z dostupnych prament se historie pterinu zac¢ina psat jiz v roce 1889. Prvnim
izolovanym derivatem pterinu byl Zluty xanthopterin z kiidel motyla ¢eledi Pieridae®.
kidlo™.

Zakladnim skeletem téchto heterocyklickych sloucenin je pteridin, ktery se

sklada z pyrimidinu a pyrazinu (obr. 3.1).

i
N N
N/j[ \j HNJ PN 5\3
2 7
k\ / J\\'] 8/
N N HN© SN 8a N

Obr. 3.1: Strukturni vzorce pteridinu (vlevo) a oxidovaného pterinu (vpravo)

Pteriny lze rozd¢lit do dvou skupin podle velikosti postranniho fetézce, a to na
nekonjugované, které maji na pteridinovém cyklu navdzany malé substituenty a
konjugované, obsahujici velké substituenty s p-aminobenzoovou kyselinou, napf.
listova kyselina nebo riboflavin. Pfehled nékterych nekonjugovanych pterinli je uveden
vtabulce 3.1. V pfirodé se rovnéZ vyskytuji isopteriny, napi. xanthopterin a
isoxanthopterin, li§ici se polohou oxo skupiny v pozici 6 a 7. Pteriny se mohou
vyskytovat ve tfech oxidacnich stavech, a to 7,8-dihydro-, 5,6,7,8-tetrahydro- a plné
oxidované (aromatické) form&. Redukované formy pterinii pisobi jako silné lapace
reaktivnich forem kysliku a jejich antioxidacni ucinky lze zvysit interakci s urcitymi
kationty kovii napt. Zn>", Cd*" nebo Hg”>". Oxidované formy pterini vykazuji silnou
fluorescenci, kterd se muze liSit v rtiznych oblastech pH. Xanthopterin vykazuje
v kysel¢ oblasti cervenou fluorescenci, zatimco v alkalické oblasti modrou
fluorescenci®’™>.

Pteriny se na svétle rozkladaji na rtizné derivaty, jsou tedy fotosenzitivnimi
slouceninami. VzduSnym kyslikem podléhaji redukované formy derivatl pterinu
oxidaci, zvlasté v pfitomnosti iontd nékterych kovi. Z mateiské slouceniny nevznika

oxidaci pouze plné oxidovana forma, ale v dlisledku riznych pfesmyk, které probihaji
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3 Teoreticka cast

béhem oxidace, vznikaji i rtizné derivéty pterinu®*>".

Substituované pteriny jsou prakticky ve vodé nerozpustné diky ptitomnosti
aminovych a oxo skupin, které jsou schopny tvofit intramolekuldrni vodikové vazby.
Rozpustnost ve vodé lze zvysit derivatizaci, kterd zabrani tvorbé téchto vazeb, napf.
alkylaci aminové & amidové skupiny'*~°.

Tabulka 3.1: Pfehled n€kterych nekonjugovanych pterint a jejich pK, hodnot. Kde pK,

je zaporny dekadicky logaritmus disocia¢ni konstanty pfi teploté 25 °C.

o] o}
HN? 2 \da 'gl\e R1 OL N3/1 43 'gl\e R1
RZ—HI\KF\J 6a ﬁl/B/ " R2—Hl\%<\l1\j ea ﬁl/j/
kysela forma zésadita forma

R! R® Slou¢enina pKa

-H -H pterin 7,90°

-CHO -H 6-formylpterin 7,30°

-COOH -H 6-karboxypterin 7,90°

-(CHOH),-CH; -H rhamnopterin 8,00°

-CO-CHOH-CHj3 -H sepiapterin 9,95

-CHOH-CHOH-CH; -H biopterin 8,10°

-CHOH-CHOH-CH3 -CH,-CH,-CH,-NH; onkopterin -

-CHOH-CHOH-CH,OH -H neopterin 8,00°
‘[35]
"32]

“Nepublikovana hodnota

Ve vodnych roztocich se pteriny chovaji jako slabé kyseliny a vétSina pterinti
muze existovat ve vice acidobazickych formach. V prostfedi pii pH 4 — 12 obecné plati,
ze dominantni rovnovdha se ustavuje mezi dvéma formami, a to kyselou formou
s amidovou skupinou a zasaditou formou s fenolatovou skupinou, pK, této rovnovahy je
ptiblizné 8. Pti pH okolo 5, respektive 10, se derivaty pterinu nachéazeji z vice nez 99 %

. . r sox «36,37
v kyselé, respektive zasadité forme™".
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3 Teoreticka cast

Pteriny existuji v n€kolika tautomernich strukturach, ale pouze dvé struktury se

povazuji za vyznamné — laktamova a laktimova (obr. 3.2).

H
; /
O O O
H N N N
J\\ 2 +H' J\\ = -H' J\\ Z
HN™ N N HoN™ N N HoN™ N N
Laktamovy tautomer Laktimovy tautomer

Obr. 3.2: Vyznamné tautomerni formy pterinir’®

Tautomerni rovnovaha je posunuta ve prospéch laktamového (oxo-) tautomeru,

cvwr

chovaji jako slabé kyseliny’* ™.

Vzhledem k fyzikalné-chemickym vlastnostem derivatl pterinu (citlivost na
svétlo, nizka rozpustnost a nizkd koncentrace napf. v biologickych tekutinach) je

analyza derivatl obtizna.

3.2 Pteriny ve funkci vystrazného zabarveni plostic

Aposematismus je jev, pii kterém zivy organismus, disponujici néjakym
vystraznym signalem, se ho snazi aktivné pouzit a tim odradit potencidlniho predatora
od utoku. Organismy vyuzivaji rizné strategie, jimiz se pfed predatory brani, at’ jiz
zvukovymi, pachovymi nebo optickymi. Pravé optické signaly jsou nejbéznéjsi a jsou
tvofeny rlznymi vyraznymi barvami (nejCastéji Cervenou nebo Zlutou), které jsou
kombinovany do charakteristickych vzori na kontrastnim pozadi. Vystrazny signal je
ucinnéjsi, je-li vzor symetricky, tvofeny vEétsimi a vyraznéjSimi komponentami. BéZnym
vzorem jsou kruhové skvrny na téle organismu napf. u motyll nebo podélné skvrny
napf. na Stitcich n€kterych plostic. Za charakteristické zbarveni plostic jsou zodpovédné

derivaty pterinu, karotenoidy a anthrachinony. Velikost a tvar skvrn jsou na kazdé

v e o~ v 7 . r v s e v o7 N 7 27
plostici mirn€ odli$né a je znamo, Ze se jejich barva méni s roénim obdobim”’ (obr. 3.3).

15



3 Teoreticka cast

. . < s . 41,42
Obr. 3.3: Barevné formy Graphosoma semipuncatum, zleva Cervena, svétla a oranzova forma™

Oy
L N 0
HN | j
e M
HoN N N

Xanthopterin
2-aminopteridin-4,6(3H,5H)-dion

3.3 Studované analyty

Xanthopterin je zlutd krystalickd latka, kterd se vyskytuje hlavné v kiidlech
motylll a v moci savcl. Vykazuje podobnost s mocovou kyselinou, a proto poskytuje
murexidovou reakci’®. Ovliviiuje rist a diferenciaci bunk, napf. inhibuje rist
lymfocyth stimulovanych konkanavalinem (latka rostlinného piivodu patfici
k lektinim®). Nékteré mikroorganismy jsou schopny pievést xanthopterin na listovou

kyselinu (konjugovany pterin a vitamin ze skupiny B)***.

0
N
ji ‘ j\
J\ NS
H,N \N N 0]
H
Isoxanthopterin

2-aminopteridin-4,7(3H,8H)-dion
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3 Teoreticka cast

Isoxanthopterin je bezbarva krystalicka latka. Spolu s xanthopterinem patii mezi

isopteriny a u obou byla prokazana silnd aktivita proti karcinomu mlécné Zzlazy

¥ 730,46
umysi .

Z T
7\
o

HoN N N O
H H
Leukopterin

2-aminopteridin-4,6,7(1H,5H,8H)-trion

Leukopterin je bezbarva krystalicka latka obsazenda v kiidlech bélasku.
Mavysoky bod tani a je spoleény oxidacni produkt xanthopterinu a

33,47

isoxanthopterinu™"’. Diive se pfedpokladalo, Ze leukopterin je mocova kyselina,

v , . . 29
protoze také poskytuje murexidovou reakci™.

O| OH
N
HN | X OH
)\\ / OH
H,N N N

Neopterin

2-aminopteridin-6(1,2,3-trihydroxypropyl)-4(3H)-on

Spolu s biopterinem patii mezi nejvyznamnéjsi derivaty pterinu v lidském
organismu. Poprvé byl izolovan vroce 1963 z larev vcel, vcelich d€lnic a matefi
kagicky™. Zvysena koncentrace neopterinu doprovazi fadu onemocnéni a souvisi
s aktivaci imunitniho systému. U pacientt trpicich malignimi a virovymi onemocnénimi
byla koncentrace neopterinu poprvé stanovena metodou HPLC a pozdéji metodou

radioimunoanalyzy®.
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3 Teoreticka cast

OH
| N CH,

I s

Biopterin

2-aminopteridin-6(1,2-dihydroxypropyl)-4(1H)-on

Biopterin je nejrozsifenéj$im derivatem pterinu a poprvé byl objeven v moci
savcl. Biosyntéza biopterinu a vibec vSech pterinii zacind hydrolytickym S$t€penim
guanosintrifosfatu. Jeho redukovana forma, tetrahydrobiopterin, je kofaktorem
nékterych monooxygenas aromatickych aminokyselin®. Porucha metabolismu
biopterinu je spojena sfadou onemocnéni, napi. hyperfenylalaninemii nebo

. .,50,51
schizofrenii””".

2T
o

OH

Erythropterin
3-[2-aminopteridine-4,6(3H,5H,8H)-dion]-2-0xo0-propenova kyselina

Erythropterin je cCervenooranzové barvivo, které se nejCastéji vyskytuje

v pigmentovych granulich epidermédlnich bundk u hmyzu’>. Tabulka 3.2 shrnuje

dilezité konstanty z hlediska analyzy derivata pterinu.
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Tabulka 3.2: Konstanty studovanych analytii nalezené v Reaxys. Xanthopterin (XAN),
isoxanthopterin (ISO), biopterin (BIO), neopterin (NEO), leukopterin (LEU),
erythropterin (ERY), registracni Cislo v Chemical Abstract (CAS Reg. No.). Kde M, je
relativni molekulovd hmotnost, pK, zdporny dekadicky logaritmus disocia¢ni konstanty

pii teploté 25 °C a rozp. je rozpustnost ve vodeé pii teploté 20 °C.

rozp.

Analyt  CAS Reg. No. M, pKa1 pKa2 pKa3 W
XAN 119-44-8 179,138 1,91 6,84 9,46 0,025
ISO 529-69-1 179,138 = - - 0,005
BIO 22150-76-1 237,218 2,43 7,77 - 0,190
NEO 2009-64-5 253,217 = - - =
LEU 492-11-5 195,137 7,40 9,50 13,00 0,001
ERY 7449-03-8 265,185 - - - -

*Nepublikovana hodnota

3.4 Metody stanoveni

Derivaty pterinu se nejc¢astéji stanovuji v moci, plazme, séru nebo mozkomiSnim

30 o e . s —6 -9 -3 M r
moku™, kde se jejich koncentrace pohybuje v rozmezi 10 °— 10 ~ mol.dm . V soucasné
dobé se pro stanoveni derivati pterinu nejvice vyuzivaji chromatografické metody, a to

o 10 19.20,53,54 . A 55 ;o % 156
papirova chromatografie ~, reverzni~ """, iontové-parova™, hydrofilni interakéni™,

7% a chiralni™ vysokouéinna kapalinovéa chromatografie.

iontoméni¢ova’

Diky pfirozené fluorescenci derivatl pterinu se nejcastéji pouziva fluorescencni
detekce a analyzy se Casto provadi za piitomnosti pufru. Bylo prokazéno, Zze nékteré
anionty (fosfatové, acetatové) mohou za urCitych experimentdlnich podminek (pH,
koncentrace aniontu) vyznamné snizit emisni zafeni derivatli pterinu ve vodnych
roztocich, a to vede k chybné interpretaci a zavéram®.

K separaci derivati pterinu v rtiznych oxidacnich stavech je vhodné pouzit
iontové-parovou nebo iontoméni¢ovou chromatografii, zatimco pro pln¢ oxidované
formy pterinu je vyhodn&js$i pouzit chromatografii na reverznich fazich. Pro piimé
stanoveni oxidovanych i redukovanych forem pterinu v biologickych vzorcich se
vyuzivé elektrochemicka detekce”.

Pro analyzu derivati pterinu se také vyuzivaji spektrometrické metody, napf.
povrchem zesileny Ramantiv rozptyl — metoda SERS®' nebo synchronni fluorescenéni

spektrometrie®’. Biopterin a neopterin lze stanovit radioimunoanalyzou nebo metodou

ELISA a v sou¢asné dobé jsou jiz dostupné komeréni sety™’.
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3.4.1 Kapilarni zénova elektroforéza

V praci Futiana a kol.*” byly pomoci kapilarni elektroforézy analyzovany rizné
derivaty pterinu v moc¢i u zdravych pacientli a pacientl s rakovinou. Nalezené limity
detekce byly velmi nizké — méné nez 1-10'° mol.dm . Jako standardy byly pouzity:
6,7-dimethylpterin, xanthopterin, biopterin, neopterin, 6-(hydroxymethyl)pterin, pterin,
isoxanthopterin a pterin-6-karboxylova kyselina.

Analyzy byly provadény v kfemenné kapilafe o vnitinim priméru 50 um, délce
k detektoru 35 cm a celkové délce 60 cm. Separaéni elektrolyt se skladal z 2 mmol.dm ™
disodné soli ethylendiamintetraoctové kyseliny, 0,1 mol.dm”> kyseliny borité a
0,1 mol.dm™ tris(hydroxymethyl)aminomethanu. ~ Vzorky  byly  davkovany
elektrokineticky, po dobu 10 s pii napéti 20 kV. Nasledné separace byly provadény pii
20 kV s detekci zaloZenou na laserem indukované fluorescenci.

Separace derivati pterinti pomoci kapilarni elektroforézy byla zavislda na pH
zédkladniho elektrolytu. K oddéleni biopterinu od neopterinu, nejvyznamnéjsich derivatl
pterinu, které jsou vylu¢ovany moci, dochazelo pouze pfi pH > 8. Dale bylo zjisténo, Ze
migraéni chovdni a separacni ucinnost ovliviiuje teplota. Ze studie vyplyva, Zze
koncentrace disodné soli ethylendiamintetraoctové kyseliny hraje vyznamnou roli
v oddéleni isopterinti, a to isoxanthopterinu a xanthopterinu. Jeji ptidavek do
separacniho elektrolytu zamezi vzajemné interakci téchto dvou isopterind, bohuzel
pfesny mechanismus interakce disodné soli ethylendiamintetraoctové kyseliny a

molekul isoxanthopterinu a xanthopterinu neni doposud znam.

3.5 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza — CE patii mezi elektromigracni metody a pouziva se
k déleni latek pomoci vlozeného elektrického pole. Diky vysokému elektrickému
odporu separaéni kapilary Ize aplikovat vysoké elektrické pole v fadu stovek Vem .
Velkou vyhodou pouziti vysokého elektrického pole je kratkd doba analyzy a vysoka
i¢innost separace® .

Slozky vzorku se déli na zéklad¢ jejich rozdilné rychlosti migrace v separacnim
elektrolytu. Pokud by se uvazovala smés kationtl a aniontd, kationty budou putovat

smérem k zaporné elektrodé — katodé a anionty ke kladné elektrodé — anod&®.

Nejjednodussi  variantou kapilarni elektroforézy je kapilarni zoénova
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elektroforéza — CZE. Déle byla vypracovdna celd fada separacnich technik, které
roz$ifuji mozZnosti prosté CZE jako je napf. kapilarni gelova elektroforéza, micelarni
elektrokineticka kapilarni chromatografie, kapilarni izotachoforéza a dalsi®.

Aplikacni spektrum kapilarni elektroforézy je v soucasné dobé Siroké, od
separace malych anorganickych iont napt. Na', Ca**, CI', SO,> aZ po separaci
biomolekul jako je napt. DNA nebo proteiny. Pfiddnim dalSich aditiv napt. organickych
modifikatorQ, chirarnich selektord, latek schopnych komplexace s molekulami analytu
atd. do separacniho elektrolytu, 1ze dosahnout odliSnych separa¢nich mechanismi a tim
zvysit selektivitu separace. Analyzy lze provadét jak ve vodném, tak i nevodném
prostiedi. Tato metoda se neustale vyviji a vfad¢é piipadl piebird ukoly, které byly

v v v ro « 63,65
diive feSené vyhradné metodou HPLC™™™.

3.5.1 Princip elektroforézy

Princip elektroforézy spociva v migraci nabitych €astic v elektrickém poli, které
se vytvaii vkladanim vysokého napéti dosahujiciho desitek tisic voltli mezi elektrody.
Transportnimi jevy uplatitujicimi se v elektroforéze a obecné v elektromigracnich
metodach je elektroforetickd pohyblivost (mobilita) samotnych latek a elektroosmoticky
tok.

Elektroforeticka pohyblivost g (m*V's ') je rozhodujicim faktorem pro
separaci v kapilarni elektroforéze a je definovana jako rychlost nabité castice
v elektrickém poli o jednotkové intenzité. Je pfimo imérna celkovému naboji iontl a

nepiimo imérna jeho poloméru a viskozité separaéniho roztoku®:

Vi = ue_mE (3-1)
0,
= 3-2

kde veti je elektroforeticka rychlost daného i-tého jontu [ms '], ueti je elektroforeticka
pohyblivost daného i-tého iontu [m*V~'s™'], E intenzita elektrického pole [Vm '], ktera
je dana podilem aplikovaného napéti a celkové délky separacni kapilary, O; celkovy
naboj iontu [C], 5 viskozita separatniho roztoku [kgm 's '] a r; polomér i-tého

iontu [m].
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Z toho tedy vyplyvd, Ze malé a vysoce nabit¢ ionty maji vysokou
elektroforetickou pohyblivost, zatimco velké a malo nabité ionty ji maji nizkou. Pfi
nadavkovani vzorku jsou vSechny ¢éstice v jednom misté¢ a béhem separace se dostavaji
do popredi Gastice s v&tsi pohyblivosti a tim dochazi k jejich odd&leni®.

V roztocich silnych elektrolytii se nazyva aktualni elektroforetickd pohyblivost a
v piipad¢ slabych elektrolyti je zavisla na podilu disociovanych ¢éstic, Cili je urena
stupném disociace. Ten je zavisly na pH separacniho elektrolytu — pak se nazyva
efektivni elektroforetickd pohyblivost pefr,i, piicemz elektroforetickd pohyblivost
aniontl je z4porna a kationti kladnd. Kazda latka tedy vykazuje riiznou
elektroforetickou pohyblivost a ta je kvalitativni charakteristikou pro dané prostfedi a
teplotu. Dal§im transportnim jevem je elektroosmoticky tok — EOF®.

Stény kiemennych kapilar obsahuji siloxanové skupiny =Si-O-Si=, které
v kontaktu s roztoky o vys$§im pH hydrolyzuji na silanolové skupiny =Si—OH a nasledné
disociuji na =Si—O , ¢imz se na sténé kapilary vytvaii zdporné nabitd vrstva. Ke sténé
jsou pfitazeny uvolnéné protony, které vytvareji pozitivné nabitou vrstvu. Vznika tak
stabilni elektrickd dvojvrstva (tzv. Helmholtzova vrstva) a difuzni vrstva (obr. 3.4).
Potencial mezi st€énou separacni kapilary a vrstvou tésné k ni pfiléhajici se nazyva zeta-
potencidl. V okamziku vloZeni vnégj$iho napéti se zanou ionty pohybovat k opacné
nabité elektrodé€, a protoze jsou solvatované, strhavaji cely objem roztoku ptitomny
v separaéni kapilaie® .

1

ni elektrolytu

Rychlost proudé

Obr. 3.4:Helmholtzova vrstva (1), difuzni vrstva (2) a profil toku kapilarou
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Smér EOF zavisi na polarité¢ nabojh v elektrické dvojvrstvé a jeho rychlost na
velikosti zeta-potencidlu, intenzité¢ elektrického pole, relativni permitivité a viskozité

separa&niho roztoku®:

Veq/' = aueq/'E (3-3)
£ £

ueof =— 05 (3-4)
n

kde veor je rychlost elektroosmotického toku [ms '], ueor elektroosmoticka mobilita
[m*V~'s™"], E intenzita elektrického pole [Vm '], ktera je dana podilem aplikovaného
napéti a celkové délky separacni kapildry, ¢, relativni permitivita kapaliny, ¢, permitivita

vakua, & zeta-potencial [V] a 5 viskozita separaéniho roztoku [kgm 's™'].

Elektroosmoticky tok ptsobi jako neselektivni sila — una$i vSechny Castice
pritomné v separacnim elektrolytu stejnou rychlosti. Velkou vyhodou je, ze zpiisobuje
mensi rozmyti zon analytli, diky plochému profilu toku kapaliny kapildrou (obr. 3.4).
Ve vysledném zaznamu elektroforetickych separaci — elektroferogramech - tak
ziskavame uzsi piky a dosahujeme vyssi separacni u¢innosti oproti HPLC, kdy je profil
toku kapaliny kolonou parabolicky®>®.

Ve vétsin€ ptipadii je EOF dost silny i k transportu aniontii ke katod¢. Neutralni
latky se pohybuji jen rychlosti elektroosmotického toku, pfi¢emz kationty se pohybuji
rychleji a anionty pomaleji. Detektorovym okénkem jako prvni v potadi prochazeji
nejmensi kationty s nejvysSim nabojem, pak neutralni latky a nakonec anionty, pfi¢emz
jejich potadi je opacné nez u kationtd, ¢ili jako posledni prochézeji nejmensi a nejvice
nabité¢ anionty. Celkova pohyblivost Castic, n€kdy téz nazyvand zdanliva, je déna

sou¢tem elektroosmotické a jejich vlastni elektroforetické pohyblivosti®.
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Pohyblivost elektroosmotického toku lze vypocitat na zékladé zjisténi
migracniho ¢asu neutrdlni latky, tzv. znackova¢ EOF a pro tyto ucely se pouziva napf.

methanol, thiomo&ovina nebo mesityloxid®:

LDLC
= 3-5
Heo t,U (-2)
a podobn¢ pohyblivost i-t¢ho nabitého iontu:
1 1 L,L.
= (———) 2 3-6
uef/ S (l’mig,i teof ) U ( )

kde ieor je pohyblivost elektroosmotického toku [em®V ™ 's™'], pesr; efektivni
elektroforeticka pohyblivost daného i-tého jontu [em®V 's™'], Lp délka kapilary od
vstupniho konce k detektoru [cm], Lc celkovad délka kapilary [cm], feor migracni Cas
znackovace elektroosmotického toku [s], fmig; migracni Cas i-té nabité latky [s] a U

separacni napéti [V].

Dulezitym cilem analyzy je dosaZeni dobrého rozdéleni analyzovanych latek.
Toto rozdéleni 1ze kvantitativné vyjadfit jako rozliSeni R;, a vyjadfuje miru kvality
separace dvou sousednich zén. Cim je jeho hodnota vyssi, tim lepsiho rozdéleni
dosdhneme. Dvé€ sousedni zony jsou od sebe plné separované, je-li jejich rozliSeni
Ri»>1,5 63,

mig,2 -

t t .
_ mig,l (3_7)

b 0,5(w, +w,)

kde R;» je rozliSeni dvou sousednich zon, tyie; migracni ¢as prvni latky [s], fmig2
migracni ¢as druhé latky [s], wy Sitka piku pfi zdkladné prvni latky [s] a w, Sitka piku

pii zékladn€ druhé latky [s].
V kapilarni  elektroforéze je potieba rychlost elektroosmotického toku

kontrolovat, napt. ¢im je pH separac¢niho elektrolytu vétsi, tim dochazi k vétsi disociaci

ionogennich silanolovych skupin a k rozprostfeni vétSiho negativniho naboje na sténé
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separacni kapilary. Rychlost elektroosmotického toku je vétsi a z toho vyplyva, Ze ionty
mohou opoustét separacni kapildru dtive, nez dojde k jejich rozdéleni. Nékteré metody
ovlivnéni rychlosti elektroosmotického toku jsou uvedeny v tabulce 3.3. Rychlost
elektroosmotického toku lze nejsnadnéji ovlivnit zménou intenzity elektrického pole,
ale tato metoda ovlivnéni rychlosti miiZe mit negativni vliv na G€¢innost, rozliSeni a cas
separace. Z tohoto dlivodu se dava pfednost zméné pH pufru, avSak tato zména muize
mit vliv na ndboj molekul analytu, a tudiz na jejich elektroforetickou pohyblivost. Pro
uspésnou separaci je potfeba najit takové podminky, aby rychlost elektroosmotického

toku a elektroforetické pohyblivosti iontt analytu byly optimalni®.
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Tabulka 3.3: Hlavni parametry ovliviiujici rychlost elektroosmotického toku.

Zmeéna

Vysledek

Poznamka

Velikost elektrického pole

pH pufru

Tontova sila nebo

koncentrace pufru

Teplota

Ptidavek organického

modifikatoru

Ptidavek povrchove aktivni

latky

Vyssi elektrické pole
produkuje vyssi rychlost EOF

Pti nizkém/vysokém pH je
EOF pomaly/rychly

Jejich vyssi hodnota snizi
zeta-potencialu a rychlost

EOF

Zmeéna viskozity

Zmeéna zeta-potencialu a
viskozity, obvykle snizeni
rychlosti EOF

Adsorpce na sténu separacni

kapilary

= Uinnost a rozliseni se
muzou snizit, kdyz je
rychlost EOF nizka

= Vysoka rychlost EOF mé za
nasledek vysoké Joulovo
teplo

= Nejvhodnéjsi zména
rychlosti EOF

= MiiZze se ménit naboj nebo
struktura rozpusténych latek

= Vysoka iontova sila
generuje vysoky proud a
Joulovo teplo

= Nizka iontova sila mize
zpusobovat adsorpci vzorku
na sténé kapilary

= Kdyz je vodivost elektrolytu
odlisné od vodivosti vzorku
muze zptusobovat
nesymetri¢nost pikl

= Separacni kapilary je nutno
termostatovat

= Moznost ovlivnéni

selektivity separace

= Anionaktivni latky mohou
zvysit rychlost EOF

= Kationaktivni latky mohou
snizit rychlost nebo obratit
smér EOF

* Mohou vyznamné ovlivnit

selektivitu separace
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"y v

3.5.2 Faktory ovliviujici u€¢innost separace

Separa¢ni ucinnost je charakterizovana poctem teoretickych pater N, poptipadé
vySkovym ekvivalentem teoretického patra H. Z elektroferogramu ji lze vypocitat na
zakladé migracniho Casu zony a Sitky piku pfi zakladné, eventudlné Sitky piku
v poloviné jeho vysky. Pii daném case odpovidaji uzsi piky vyssimu poctu teoretickych

pater a tedy lepsi separaéni u&innosti®’:

2 2
t .. t ..
N = 16{&} = 5545.[&] (3-8)
Wi Wo,s:i
L
H == 3-9
N (3-9)

kde N je pocet teoretickych pater, fmig; migracni Cas i-t€ nabité latky [s], w; Sitka piku
i-té nabité latky pti zakladné [s], wos.i Sitka piku i-té nabité latky v poloviné jeho vysky
[s], H vySkovy ekvivalent teoretického patra [cm] a Lp délka kapilary od vstupniho

konce k detektoru [cm)].

Po nadavkovani vzorku migruje kazdy analyzovany iont podle své
elektroforetické pohyblivosti jako nezéavisla zdéna. RozSifovani takovych zoén je
vysledkem ptlisobeni nékolika rliznych déja. V idedlnim piipadé k tomuto rozsifovani
ptispiva pouze molekularni difuze, v praxi ale také pfispivaji k rozSifovani zon 1 dalsi
jevy jako je napt. Joulovo teplo a s nim spojeny teplotni gradient, délka davkované
zony, interakce molekul vzorku se sténami separacni kapilary, rozdily v elektrické
vodivosti vzorku a separacniho elektrolytu (elektrodisperze) nebo nestejnd troven
hladin elektrolytu ve vialkach®.

Limitujicim faktorem v kapilarni elektroforéze je pouzivani vysokych napéti ve
snaze zrychlit analyzu. Dusledkem elektrického proudu prochazejicitho separa¢nim
elektrolytem vznikd Joulovo teplo, jehoz disledkem je ohifivani separacniho elektrolytu.
Pokud neni zaji$tén dostatecny odvod tepla pies kapilarni sténu, dochézi k rozdilu teplot
ve stiedu kapilary a u jejich stén. Vznikaji tak rtzné teplotni gradienty, jejichz
disledkem jsou lokalni zmény viskozity separa¢niho elektrolytu a nasledné rozsifovani

zon vzorku. ZvySeni teploty zdvisi na rozmérech kapilary, vodivosti pufru a
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aplikovaného napéti na elektrody®.

Existuje cela fada mozZnosti, jak snizit tvorbu Joulova tepla, napf. sniZenim
aplikovaného napéti na elektrody, snizenim vodivosti separacniho elektrolytu (sniZeni
iontové sily nebo koncentrace pufru), zmenSenim vnitintho priméru kapildry nebo
jejiho termostatovani. I tyto regulace Joulova tepla maji své nevyhody, napt. zmenSeni
vnitintho priméru kapilary neni praktické z hlediska detekce, ddvkovani vzorku a
mozného wucpani kapilary. Vnitini priméry kapilar se obvykle pohybuji v
rozmezi 25 — 50 um®**,

Po nadavkovani vzorku je dillezité, aby délka zony byla co nejmensi. Délka
zony zavisi na difuznim koeficientu daného analytu a dobé, kterou stravi v kapilate.
Délka nadavkované zony by méla pohybovat v rozmezi 1 — 2 % zcelkové délky
separaéni kapilary®.

Interakci molekul analytu se sténami separacni kapilary dochazi obvykle ke
zménam migraniho chovani separovanych zon. Vzhledem k tomu, Ze stény separacni
kapilary obsahuji ionizovatelné skupiny, dochdzi k hromadéni separovanych ionti
opacného naboje v blizkosti stén separacni kapilary a to vede ke zvysené sorpci. Sorpce
vede krozmyvani zon a projevuje se nesymetricnosti pikd v elektroferogramech.
Existuje nékolik metod, jak sorpci potlacit. Jednou z moZnosti je zména pH separa¢niho
elektrolytu tak, aby stény separacni kapilary i separované ionty nesly naboj stejného
znaménka, a tudiz se vzajemné odpuzovaly. Dal§i moznosti je deaktivace stén separacni
kapilary jejim pokrytim riznymi hydrofilnimi polymery nebo detergenty. Timto
zpisobem ale byva zéroveti ovlivnéna rychlost elektroosmotického toku®.

Rozdily mezi elektrickou vodivosti zoény vzorku a pouzitym separa¢nim
elektrolytem maji vliv na tvar separované zoény. Pokud méd zoéna vzorku vyssi,
respektive niz$i elektrickou vodivost neZz separacni elektrolyt dochazi k tzv.
elektrodisperzi, projevujici se v elektroferogramech ,tailujicimi®, respektive
»frontujicimi piky, zhorSujicimi rozliSeni. Pro sniZeni elektrodisperze lze napft. ziedit

vzorek®,
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3 Teoreticka cast

3.5.3 Instrumentace

Samotna separace probiha v kifemenné
kapilafe s velmi malym vnitinim primeérem, Ifemen
kterd je na obou koncich ponofena do
polyimidovy povlak

nadobek (vialek) naplnénych separacnim

elektrolytem. Kfemenna kapildra méa obvykle i
utinka

vnéjsi pramér 360 pm a vnitini pramér 25 — 5 ) o 6s
Obr. 3.5: Kfemenna kapilara

100 pm. Samotnd kapilara je jeSté¢ obalena

polyimidovou vrstvou, kterd zajiStuje jeji pruznost a umoziuje jeji ohybani, aniz by se
zlomila® (obr. 3.5).

Velkou vyhodou je v kapilarni elektroforéze mala spotieba vzorku — v fadech
nanolitrdi. Vzorek Ize davkovat tfemi zplsoby, a to tlakem, rozdilem hladin elektrolytu v
nadobkach (princip spojitych nddob) nebo elektrokineticky. Nejbéznéjsi je davkovani
tlakem, kdy je vstupni konec kapilary ponofen do vialky s roztokem a je aplikovan
zvySeny tlak po dobu né€kolika sekund. Mén¢ pouzivané davkovani je elektrokinetické,
kdy je opét vstupni konec kapilary ponofen do vialky s roztokem a na misto tlaku je
aplikovano napéti. Nevyhodou tohoto davkovéani je mozna diskriminace nékterych
iontq®>,

Jelikoz je pramér kapilar velmi maly, detektory pro kapilarni elektroforézu musi
byt velmi citlivé. Nejpouzivangj$i je absorpéni fotometricky nebo fluorescencni
detektor napt. s detekci zaloZenou na laserem indukované fluorescenci, ktery je velmi
citlivy, avSak drahy. V soucasné dob¢ se také vyuziva spojeni kapilarni elektroforézy
s hmotnosti detekei, které umoziuje ziskat informaci o struktute latek a jejich naslednou

identifikaci®.
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4 Experimentalni cast

Experimentalni ¢ast

4.1

4.2

4.3

Pouzité chemikalie

Chelaton 3 — dihydrat disodné soli ethylendiamintetraoctové kyseliny (= 99 %,
Lachema, CR)

Kyselina borita (> 99,5 %, Penta, CR)

TRIS — tris(hydroxymethyl)aminomethan (> 98 %, Lach-Ner, CR)

DMSO — dimethylsulfoxid (> 99 %, Lachema, CR)

Hydroxid sodny (> 98 %, Lach-Ner, CR)

Deionizovana voda Milli Q, Millipore (Milford, USA)

Derivaty pterinu a vzorky plostic

Biopterin (= 98 %, Sigma Aldrich, Némecko)

Leukopterin (= 95 %, Sigma Aldrich, Némecko)

Xanthopterin (> 97,5 %, Fluka, Svycarsko)

Isoxanthopterin (> 97,5 %, Fluka, Svycarsko)

Erythropterin (Serva Feinbiochemica, Némecko, poskytnut doc. Mgr. Alici
Exnerovou, Ph.D.)

Neopterin (> 97,5 %, Sigma Aldrich, Némecko)

Cervena, svétla a oranzova forma plostice Graphosoma semipunctatum
(poskytnuta doc. Mgr. Alici Exnerovou, Ph.D. a Prof. RNDr. Pavlem Stysem,
CSc., Katedra zoologie, PtF UK, Praha, plivod Kypr)

Pristrojové vybaveni

Derivaty pterinu byly vaZeny na analytickych vahdch APX — 100 (Denver

Instruments, Némecko). PoZzadované pH elektrolyt bylo upravovano pomoci pH metru

3510 (Jenway, Velka Britanie) a elektrolyty byly odplynény v ultrazvuku LC30H

(Elma, CR). Centrifugace vzork® plostic byla provadéna pomoci centrifugy Force 7

(Denver Instruments, Némecko).

Spektra derivatd pterinu byly proméfeny na komerénim piistroji HP*PCE systém

s diode-array detektorem (Agilent Technologies, Némecko) a ekektroforetickd méteni
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4 Experimentalni cast

byla provadéna na PrinCE 250 autosampler (PrinCE Technologies B.V., Nizozemsko)
s UV-VIS spektrometrickym detektorem Spectra 100 (Therma Separation Products,
USA).

Ke sbéru a vyhodnoceni dat byly pouzity programy Clarity 2.8.1.584
(DataApex, Ceska republika), Origin 8 (OriginLab Corporation, USA) a Microsoft
Excel 2003 (Microsoft Corporation, USA).

4.4 Priprava separacnich pufri a zasobnich roztoka derivatu pterinu

Na zakladé literdrnich udaji*® byl pouzit separatni pufr, ktery se skladal
z kyseliny borité, chelatonu 3 a TRISu. Pozadované pH bylo upravovano pfiddvanim
1,5 mol-dm > NaOH.

Biopterin byl pfipraven rozpusténim 0,5 mg latky v 10 ml DMSO. Ostatni
derivaty byly pfipraveny rozpusténim 1 mg pfislusné latky v 10 ml DMSO. Byly
uchovavany v tmavych vialkach obalenych aluminiovou f6lii, aby byly chranény pted

svétlem a pfi teploté 5 °C.

4.5 Priprava extraktu stitkt plostic Graphosoma semipuncatum

Stitky &ervené (5,0 mg), oranzové (5,6 mg) a svétlé (4,2 mg) formy plostice
Graphosoma semipunctatum byly rozdrceny a rozpustény v 0,5 ml DMSO. Vznikly
roztok byl v tmavé vialce na 2 hodiny vloZen do ultrazvuku za soucasného zahiivani
na 50 °C. Vialka byla nasledné obalena aluminiovou fo6lii a ulozena do temna pfi teploté
5 °C. Minimalni doba extrakce v temnu byla 96 hodin a k odstranéni nerozpusténych
pevnych ¢astic nemohla byt pouzita filtrace, protoze bylo zjisténo, ze dochazi k zachytu
pterinti na filtru®’. Roztoky proto byly pouze centrifugovany pti 9000 otatkach za
minutu po dobu 10 minut. Supernatant byl poté odlit do tmavych vialek a uchovavan

v temnu pfi teploté 5 °C jako zésobni roztok realného vzorku.

4.6 Podminky méfeni a postup prace

Elektroforetické separace byly provadény v nemodifikované kiemenné kapilare
firmy CACO (Slovensko) o parametrech: vnitini pramér d; = 50 um, délka kapilary od
vstupniho konce k detekénimu okénku Lp = 55 cm a celkova délka kapilary Lc = 70 cm.
Kapiléra byla termostatovana na teplotu 30 °C.

Na pocatku méfeni byla kapilara kondiciovana nasledujicim zpisobem: promyti
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4 Experimentalni cast

deionizovanou vodou (2 min), 1 mol.dm™> NaOH (4 min), opét deionizovanou vodou
(2 min), elektrolytem (6 min) a nasledné bylo na elektrody vloZeno napéti 20 kV
(10 min) pro ustaleni elektroosmotického toku. Mezi kazdou analyzou byla kapilara
promyvana deionizovanou vodou (2 min), 0,1 mol.dm > NaOH (1 min) a elektrolytem
(2 min). Po poslednim dennim méfeni byla kapildra promyvana deionizovanou vodou
(2 min), 1 mol.dm NaOH (3 min), opét deionizovanou vodou (6 min) a vzduchem
(6 min). Pro vSechna promyvani byl pouzit tlak 1000 mbar.

Znackovacem elektroosmotického toku byl dimethylsulfoxid, ve kterém byly
analyty a realné vzorky rozpustény.

Standardy derivati pterinu a vzorky plostic byly davkovany elektrokineticky po
dobu 10 s pfinapéti 20 kV.

4.7 Statistické vyhodnoceni vysledku

Sttedni hodnota souboru méfeni byla odhadnuta pouzitim medianu X .
Smérodatna odchylka s a relativni smérodatna odchylka s, byly vypocitany v programu

Microsoft Excel 2003 podle vztahu (4-1), respektive (4-2):

(4-1)

(4-2)

kde s je smérodatna odchylka, x; naméfena hodnota, X median a s, relativni smérodatna

odchylka.
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5 Vysledky a diskuze

5 Vysledky a diskuze

5.1 Optimalizace pH, koncentraci slozek pufru a separacniho napéti
5.1.1 pH Separacniho elektrolytu

Jak jiz bylo popsano v kapitole pojednavajici o vlastnostech derivati pterinu
(str. 14), pteriny se chovaji jako slabé kyseliny. V alkalickém prostfedi nesou negativni
naboj, c¢ili budou migrovat za znaCkovaem elektroosmotického toku. Jejich
elektroforetickd pohyblivost je zdpornd a bude se zvétSovat s rostouci alkalitou
prostiedi.

Vliv pH pufru na elektroforetickou pohyblivost derivati pterinu byl sledovan
v tiislozkovém pufru, ktery se skladal z kyseliny borité, chelatonu 3 a TRISu. Vliv
hodnoty pH pufru byl sledovan v pomérné uzkém intervalu od 8,6 do 9,8. Zavislosti
efektivnich elektroforetickych pohyblivosti na pH jednotlivych derivati pterini jsou

ukdzany na obr. 5.1.
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Obr. 5.1: Zavislosti efektivnich elektroforetickych pohyblivosti na pH v separacnich
elektrolytech skladajicich se ze 100 mmol.dm” kyseliny borité, 2 mmol.dm”
chelatonu 3 a 100 mmol.dm™ TRISu. Zavislost 1 — biopterin, 2 — neopterin, 3 —

isoxanthopterin, 4 — leukopterin, 5 — xanthopterin a 6 — erythropterin.
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5 Vysledky a diskuze

Z obrazku 5.1 je vidét, Ze se vzristajici hodnotou pH pufru dochdzi ke
vzristajici zdporné hodnoté efektivni elektroforetické pohyblivosti derivath pterinu, a to
je ve shodé¢ s predpokladem jejich vétsi disociovanosti.

Zatimco u biopterinu, neopterinu a erythropterinu nedochdzi v Zddném
promé&fovaném pH separacniho elektrolytu ke komigraci, isoxanthopterin, leukopterin a
xanthopterin (z&vislost 3, 4 a 5 na obr. 5.1) jsou si strukturné velmi podobné a k jejich
oddéleni dochazi pouze v Uzkém rozmezi pH separacniho elektrolytu jak je
demonstrovano na obr. 5.2.

Z toho je ziejmé, ze vhodné pH lezi mezi hodnotami 8,8 — 9,4 a z hlediska
rozliSeni je vhodné pH 8,8 a 9,0. Leukopterin se v separacnim elektrolytu o pH 8,8
ptiblizné po 30 minutovém stani za¢ne vylu¢ovat ve formé srazeniny, a proto byl pro
dal$i optimalizaci zvolen elektrolyt o pH 9,0. V tomto elektrolytu separace smési vSech

derivath pterinu neptfesadhla 28 minut a prochézejici proud byl 20 pA.
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Obr. 5.2: Elektroferogramy separace isoxanthopterinu (1), leukopterinu (2) a
xanthopterinu  (3) pfi riznych hodnotach pH velektrolytu skladajiciho se
ze 100 mmol.dm > kyseliny borité, 2 mmol.dm™ chelatonu 3 a 100 mmol.dm™> TRISu.

Elektrokinetické davkovani 10 s pti 20 kV, separace pii 20 kV s UV detekei pii 290 nm.
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5 Vysledky a diskuze
5.1.2 Koncentrace chelatonu 3

Koncentrace chelatonu 3 v tfislozkovém separacnim elektrolytu (kyselina borita,
chelaton 3 a TRIS) je v porovnani s koncentraci kyseliny borité a TRISu 50krat mensi, a
proto byla optimalizovana jako prvni. Zména koncentrace chelatonu 3 ovliviiuje
elektroforetickou pohyblivost jednotlivych latek minimalné (tab. 5.1), ptesto ma velky
vliv na ucinnost celé separace a na citlivost detekce.

Jako ptiklad je zde uvedena analyza xanthopterinu (obr. 5.3) v koncentracnim
rozmezi 0 — 3 mmol.dm chelatonu 3. Uginnost separaci a rozlideni sousednich piki je

sumarizovano v tabulkach 5.2 a 5.3.

odezva, mAU

odezva, mAU

odezva, mAU
odezva, mAU

n 1 S 1 » A J»\Jk

0 F“ I “" I 0 I I

0 4 8 12 16 0 4 8 12 16
£ Min £ min

Obr. 5.3: Elektroforeticky zaznam meéfeni xanthopterinu v elektrolytu skladajiciho se

ze 100 mmol.dm™ kyseliny borité, 100 mmol.dm™> TRISu a (A) 0 mmol.dm™,
(B) 1 mmol.dm™, (C) 2 mmoldm™, (D) 3 mmol.dm™ chelatonu 3 o pH 9,0.
Elektrokinetické davkovani 10 s pti 20 kV, méteni pii 20 kV s UV detekei pii 290 nm. Pik
1 — DMSO, 2 — xanthopterin.
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Tabulka 5.1: Vliv koncentrace chelatonu 3 na efektivni elektroforetické pohyblivosti
Uerr derivatll pterinu v separaénich elektrolytech skladajicich se ze 100 mmol.dm
kyseliny borit¢, 100 mmoldm™> TRISu a chelatonu 3 v koncentraénim
rozmezi 1 — 3 mmol.dm™ pii pH 9,0. BIO — biopterin, NEO — neopterin, ISO —

isoxanthopterin, LEU — leukopterin, XAN — xanthopterin a ERY — erythropterin.

-3
Cchelaton 3 [mmoldm ]

1 2 3
Lo 107 [em™V s ']
BIO —-1,90 —-1,96 -1,87
NEO -2,07 -2,13 -2,03
ISO -2,56 -2,62 -2,53
LEU —2,64 -2,72 -2,61
XAN -2,72 -2,80 -2,70
ERY -3,60 —-3,61 —-3,59

Tabulka 5.2: Uginnost separace v separatnich elektrolytech skladajicich se ze
100 mmol.dm™ kyseliny borité, 100 mmol.dm > TRISu a chelatonu 3 v koncentraénim
rozmezi 1 — 3 mmol.dm™ p#i pH 9,0. N — podet teoretickych pater, BIO — biopterin,
NEO — neopterin, ISO — isoxanthopterin, LEU — leukopterin, XAN — xanthopterin a
ERY — erythropterin.

=3
Cchelaton 3 [MOIdm ]

1 2 3
N
BIO 69 000 98 000 85000
NEO 48 000 69 000 56 000
ISO 91 000 127 000 105 000
LEU 87 000 106 000 96 000
XAN 94 000 116 000 108 000
ERY 88 000 84 000 90 000

Tabulka 5.3: RozliSeni sousednich pika v separacnich elektrolytech skladajicich se ze
100 mmol.dm™ kyseliny borité, 100 mmol.dm > TRISu a chelatonu 3 v koncentraénim
rozmezi 1 — 3 mmol.dm™ pii pH 9,0. R — rozliSeni, BIO — biopterin, NEO — neopterin,

ISO — isoxanthopterin, LEU — leukopterin, XAN — xanthopterin a ERY — erythropterin.

=3
Cchelaton 3 [MOIdm ]

1 2 3
RpioNE0 2,5 2,9 3,1
RNE0,150 8,9 10,2 12,3
Riso.LEU 2,0 2,7 2,7
RiruxaN 2,2 2.4 2,8
RxaNERY 30,8 33,5 42.5
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Z tabulky 5.2 je vidét, Ze pii pouziti 2 mmol.dm> chelatonu 3 je dosaZeno
nejvyssi separacni ucinnosti s vyjimkou erythropterinu. V jeho ptipadé€ jsou vSak pocty
teoretickych pater ve vSech prométovanych koncentracich chelatonu 3 pfiblizné stejné.
Také rozliSeni sousednich pikd se zvySuje (tab.5.3). Dilezité je rozliSeni mezi
isoxanthopterinem, leukopterinem a xanthopterinem.

Tyto tfi derivaty pterinu vykazuji podobné elektroforetické chovani a je obtizné
nalézt prostfedi, ve kterém by byly dostate¢né oddélené. Do dalSiho optimalizacniho

procesu byla vybrana 2 mmol.dm™ koncentrace chelatonu 3.

5.1.3 Koncentrace TRISu

V ramci tohoto optimalizacniho kroku byla studovdna koncentrace TRISu v
rozmezi 50 — 300 mmol.dm™ v tiislozkovém separatnim elektrolytu (kyselina borita,
chelaton 3 a TRIS). Vysledky separaci jsou sumarizovany v tabulkach 5.4 a 5.5
z hlediska poctu teoretickych pater a rozliSeni sousednich pikd.

Na obrazku 5.4 jsou uvedeny zavislosti efektivnich elektroforetickych
pohyblivosti jednotlivych derivatl pterinu na koncentraci TRISu a z tohoto obrazku je
vidét, Ze s rostouci koncentraci TRISu dochazi ke sniZzeni zapornych efektivnich

elektroforetickych pohyblivosti jednotlivych derivati pterinu.
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Obr. 5.4: Zavislosti efektivnich elektroforetickych pohyblivosti na koncentraci TRISu v
separaénich elektrolytech skladajicich se ze 100 mmol.dm™ kyseliny borité,
2 mmol.dm ™ chelatonu 3 a TRISu v koncentraénim rozmezi 50 — 300 mmol.dm> pii
pH 9,0. Zavislost 1 — biopterin, 2 — neopterin, 3 — isoxanthopterin, 4 — leukopterin, 5 —

xanthopterin a 6 — erythropterin.

Tabulka 5.4: Vliv koncentrace TRISu na G¢innost separace v separacnich elektrolytech
skladajicich se ze 100 mmol.dm™ kyseliny borité, 2 mmol.dm > chelatonu 3 a TRISu
v koncentraénim rozmezi 50 — 300 mmol.dm > pii pH 9,0. N — pocet teoretickych pater,
BIO — biopterin, NEO — neopterin, ISO — isoxanthopterin, LEU — leukopterin, XAN —
xanthopterin a ERY — erythropterin.

CTRIS [mmol.dm_3]
50 100 150 200 250 300
N
BIO 51000 98 000 53000 45 000 - -
NEO 73 000 69 000 61 000 83 000 - -
ISO 84 000 127 000 84 000 116 000 138 000 139 000
LEU 118000 106000 120000 124000 96 000 149 000
XAN 125000 116 000 102000 120000 134000 136000
ERY 132000 84 000 100000 169000 168 000 140 000
- analyty komigruji
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Tabulka 5.5: RozliSeni sousednich pika v separacnich elektrolytech skladajicich se ze
100 mmol.dm™ kyseliny borité, 2 mmol.dm ° chelatonu 3 a TRISu v koncentraénim
rozmezi 50 — 300 mmol.dm™ pti pH 9,0. R — rozligeni, BIO — biopterin, NEO —
neopterin, ISO — isoxanthopterin, LEU — leukopterin, XAN — xanthopterin a ERY —

erythropterin.
CTRIS [rnmol.dm_3]

50 100 150 200 250 300
RBioxNEo 3,9 2,9 2,1 2,3 1,2 1,0
RNEo150 7,9 10,2 12,8 17,9 23,5 26,8
Riso,LEu 3,3 2,7 2,7 2,6 2,8 3,3
RiEUxAN 1,7 2,4 2,5 2,5 3,7 3,7
RXANERY 31,4 33,5 32,8 41,4 54,9 58,1

Z obrazku 5.4 je vidét, ze zvySeni koncentrace TRISu nemd Zadnou vyrazné;jsi
zménu na pohyblivost zon isoxanthopterinu, leukopterin a xanthopterinu. Jejich zaporné
efektivni elektroforetické pohyblivosti klesaji pfiblizn€ stejné, krom& prométrované
koncentrace 50 mmoldm™ TRISu, kdy se zona leukopterinu pfiblizi k z6nd
xanthopterinu a je mozZné, ze pii niz8i koncentraci TRISu zacnou tyto zony komigrovat.

S rostouci koncentraci TRISu se zacnou k sobé pfiblizovat zony negativné
nabitého biopterinu a neopterinu (obr. 5.4). Pfi proméfované koncentraci 250 a
300 mmol.dm™ TRISu uz ob& zény komigruji, jak je vidét na zakladé rozliseni
v tabulce 5.5. Tyto koncentrace byly z dal§iho optimaliza¢niho procesu vylouceny.

Z dalsi optimalizace byla vyloudena i koncentrace 200 mmol.dm> TRISu.
V tomto elektrolytu je sice dosazeno nejvyssi separacni ucinnosti u erythropterinu, ale
to je castetné¢ ztoho divodu, Ze analyza smési vSech derivatii pterinu trva pfiblizné
36 minut a zona erythropterinu prochazi detektorovym okénkem jako posledni.
(tab. 5.5) neni vhodna ani koncentrace 50 mmol.dm > TRISu. V tomto pufru je rozliseni
z6ny leukopterinu a xanthopterinu nizké.

RozliSeni  kritické  trojice  podobné  migrujicich  derivati  pterinu
(isoxanthopterinu, leukopterinu a xanthopterinu) je v pufru o koncentraci TRISu 100 a
150 mmol.dm™ piiblizng stejné. V pufru o koncentraci TRISu 100 mmol.dm” je
dosazeno lepsiho rozliSeni mezi biopterinem a neopterinem a lepsi separacni ucinnosti u
biopterinu, neopterinu, isoxanthopterinu a xanthopterinu. Proto byla pro dal§i méteni

vybrana koncentrace TRISu 100 mmol.dm . V tomto separa¢énim elektrolytu separace
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smési vSech derivatii pterinu nepfesadhla 28 minut a prochéazejici proud byl 20 pA.

5.1.4 Koncentrace kyseliny borité

Byla promé&fovana koncentrace kyseliny borité v rozmezi 50 — 250 mmol.dm
v tfislozkovém separa¢nim elektrolytu (kyselina borita, chelaton 3 a TRIS) a vysledky
jsou sumarizovany v tabulkach 5.6 — 5.8.

S rostouci koncentraci kyseliny borit¢ dochazelo k mirnému zvySovani

zapornych efektivnich elektroforetickych pohyblivosti derivati pterinu (tab. 5.6).

Tabulka 5.6: VIiv koncentrace kyseliny borit¢é na efektivni elektroforetické
pohyblivosti uefr derivati pterinu v separacnich elektrolytech skladajicich se
ze 100 mmol.dm > TRISu, 2 mmol.dm™ chelatonu 3 a kyseliny borité v koncentra¢nim
rozmezi 50 — 250 mmol.dm™ pii pH 9,0. BIO — biopterin, NEO — neopterin, ISO —
isoxanthopterin, LEU — leukopterin, XAN — xanthopterin a ERY — erythropterin.

=3
Ckys. borita [mmoldm ]

50 100 150 200 250
Uefr 10 [csz_ls_l]
BIO -1,90 -1,96 -2,10 -2.,24 -2,36
NEO -1,99 -2,13 -2,33 -2,49 -2,62
ISO —2,60 -2,62 -2.73 -2,84 -2.95
LEU -2,70 -2,72 -2.83 -2.95 -3,06
XAN -2,79 -2,80 -2.92 -3,03 -3,13
ERY -3,59 -3,61 -3,82 -3,92 —4,03
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5 Vysledky a diskuze

Tabulka 5.7: Uginnost separace v separatnich elektrolytech skladajicich se ze
100 mmol.dm™> TRISu, 2 mmol.dm™ chelatonu 3 a kyseliny borité v koncentraénim
rozmezi 50 — 250 mmol.dm ™ pii pH 9,0. N — poget teoretickych pater, BIO — biopterin,
NEO — neopterin, ISO — isoxanthopterin, LEU — leukopterin, XAN — xanthopterin a
ERY — erythropterin.

=3
Ckys. boriti [rnmoldm ]

50 100 150 200 250
N
BIO - 98 000 49 000 76 000 84 000
NEO - 69 000 64 000 84 000 91 000
ISO 102 000 127 000 83 000 109 000 54 000
LEU 121 000 106 000 103 000 120 000 122 000
XAN 113 000 116 000 110 000 128 000 124 000
ERY 103 000 84 000 75 000 106 000 80 000
- analyty komigruji

Tabulka 5.8: RozliSeni sousednich pika v separacnich elektrolytech skladajicich se ze
100 mmol.dm™> TRISu, 2 mmol.dm™ chelatonu 3 a kyseliny borité v koncentra¢nim
rozmezi 50 — 250 mmol.dm ° pH 9,0. R —rozliSeni, BIO — biopterin, NEO — neopterin,
ISO — isoxanthopterin, LEU — leukopterin, XAN — xanthopterin a ERY — erythropterin.

=3
Ckys. borita [mn’K)ldm ]

50 100 150 200 250
RpioNeo 1,1 2,9 3,9 6,0 7,7
RNEO1S0 10,5 10,2 12,8 10,3 9,6
RisoLeu 2,7 2,7 2,6 3,8 4,2
Riruxan 1,8 2.4 2,5 3,0 34
RxXANERY 21,8 33,5 34,5 41,8 48,7

Na zaklad€ efektivnich elektroforetickych pohyblivosti (tab. 5.6) a rozliSeni
(tab. 5.8) neni vhodné pouziti 50 mmol.dm kyseliny borité. V tomto elektrolytu
dochazi ke komigraci zon biopterinu a neopterinu. Z dalsitho optimaliza¢niho procesu
byla vylougena koncentrace 250 mmol.dm™ kyseliny borité, protoZe separace smési
vSech derivatl pterinu trvala pfiblizné¢ 58 minut a vtomto separaénim elektrolytu
prochazel pomérné vysoky proud 55 pA.

Pfi porovnani G¢innosti separace (tab. 5.7) v poslednich tfech elektrolytech (100,
150 a 200 mmol.dm™ kyselina boritd) neni vhodné pouziti 150 mmol.dm ™ kyseliny
borité. V tomto elektrolytu je nejnizs$i ucinnost separace u vSech derivati pterinu.

Biopterin a isoxanthopterin maji nejvyS$§i separacni UCinnost pii  pouZiti
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5 Vysledky a diskuze

100 mmol.dm kyseliny borité. V piipadé neopterinu, leukopterinu, xanthopterinu a
erythropterinu ~ je  dosazeno  nejvy$§i  separacni  uCinnosti  pfi  pouZiti
200 mmol.dm* kyseliny borité.

U vyssi koncentrace kyseliny borité je dosaZzeno vyssiho rozliSeni (tab. 5.8) u
biopterinu a neopterinu. RozliSeni neopterinu a isoxanthopterinu je stejné u 100 a
200 mmol.dm™ kyseliny borité a u podobné migrujicich derivatd pterinu
(isoxanthopterinu, leukopterinu a xanthopterinu) je vyss$i pii pouziti vy$si koncentrace
kyseliny borité.

Celkova doba separace smési derivétu pterinu byla pro 100 mmol.dm > kyseliny
borité piiblizng 28 minut a pro 200 mmol.dm™ kyseliny borité 48 minut. B&hem
separaci prochéazel proud 20 pA, respektive 32 pA. Pro dalsi optimalizacni proces byly

vybrany obé& proméfované koncentrace kyseliny borité.

5.1.5 Velikost separa¢niho napéti

V poslednim kroku optimalizace byly proméfovany dva ttislozkové elektrolyty,
které se skladaly ze 100 mmol.dm™ TRISu, 2 moldm™ chelatonu 3 a 100 nebo
200 mmol.dm kyseliny borité p¥i pH 9,0.

Vkladané napéti na elektrody se pohybovalo v rozmezi 20 — 30 kV. Vysledky
separaci z hlediska rozliSeni, doby analyzy a prochazejiciho proudu jsou sumarizovany

v tabulce 5.9.
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5 Vysledky a diskuze

Tabulka 5.9: RozliSeni sousednich pikli R, celkova doba separace f..x. a prochédzejici
proud I v separatnich elektrolytech skladajicich se ze 100 mmol.dm> TRISu,
2 mol.dm™ chelatonu 3 a 100 nebo 200 mmol.dm > kyseliny borité pti pH 9,0. BIO —
biopterin, NEO — neopterin, ISO — isoxanthopterin, LEU — leukopterin, XAN —
xanthopterin, ERY — erythropterin a U separacni napéti.

Ckys. boriti [Il’ll’l’lO 1~dm_3] 100 200
U [KV] 20 25 30 20 25 30
RpioNEO 2,9 2,9 2,9 6,0 5,8 5,0
Rxko1so 10,2 10,8 12,2 10,3 11,5 12,3
Riso.Lru 2,7 2,8 3,1 3,8 4,5 52
RipuxaN 2,4 2,4 2,0 3,0 2,9 2,0
RxANERY 33,5 31,4 30,6 41,8 36,7 33,0
feelk. [min] 28 20 14 48 30 25
1[pA] 20 26 35 32 48 68

Porovnanim obou elektrolytti z hlediska celkové doby separace a prochazejiciho
proudu (tab. 5.9) je vyhodngjdi pouziti 100 mmol.dm™ kyseliny borité. V tomto
elektrolytu se zkratila doba separace o polovinu, zatimco p¥i pouZiti 200 mmol.dm™
kyseliny borité se taky zkratila doba separace piiblizné o polovinu, ale celkova doba
separace pii 30 kV je pfiblizné stejnd jako separace pii 20kV s pouzitim
100 mmol.dm™ kyseliny borité. Pouzitim vy$§i proméfované koncentrace kyseliny
borité se prochézejici proud zvysil dvojnasobné.

ZvySenim separatniho napéti nedoSlo ke sniZeni rozliSeni sousednich
migrujicich zoén. RozliSeni biopterinu a neopterinu zlstalo stejné a u podobné
migrujicich derivati pterinu (isoxanthopterinu, leukopterinu a xanthopterinu) se mirné

k sobé pfiblizily zony leukopterinu a xanthopterinu.

5.2 Absorpcni spektra derivatil pterinu

V optimaliza¢nich méfenich byla pro UV detekci pouZita vinova délka 290 nm,
ktera byla zvolena na zaklad¢ literatury®. Po dokondeni optimalizace (100 mmol.dm™
kyselina borita, 2 mmol.dm > chelaton 3 a 100 mmoldm TRIS, pH 9,0,
elektrokinetické davkovani 10 s pti 20 kV, separace pti 20 kV), byla za vyuZiti pfistroje
HP’’CE v modu UV detekce s diodovym polem zaznamenani spektra jednotlivych
derivath pterinu v rozmezi 200 — 400 nm analyzou piislusnych piki v elektroferogramu,

ziskanych za optimalizovanych podminek s vyjimkou erythropterinu.
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5 Vysledky a diskuze

Jednotliva spektra (zévislosti absorbance 4 na vlnové délce 4) jsou uvedena
na obrazku 5.5. Podobné vInové délky piisluSejici lokdlnim maximum vykazuje
biopterin s neopterinem a leukopterin s xanthopterinem. Absorpéni maximum
isoxanthopterinu lezi pfiblizné¢ v lokéalnich minimech proméfenych derivati pterinu.
Jako kompromis byla zvolena vlnova délka 250 nm. Tato vlnovéa délka lezi ptiblizné
mezi lokdlnimi absorpénimi maximy biopterinu, neopterinu, leukopterinu a
xanthopterinu. Je vidét, ze dimethylsulfoxid (obr. 5.5) vykazuje vysoky narast
absorbance pfi vinové délce kratSi nez 237 nm, coz je pro detekci pii 250 nm vyhodné.

BohuzZel se nepodafilo ziskat spektrum erythropterinu, protoze koncentrace zony
byla pod rozliSovaci schopnosti pfistroje. Pfesto zména vinové délky z 290 na 250 nm

pfinesla zlepSeni citlivosti detekce (viz dale).
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Obr. 5.5: Absorp¢ni spektra derivati pterinu a rozpoustédla pti 30 °C v separa¢nim

elektrolytu skladajiciho se ze 100 mmol.dm™ kyseliny borité, 2 mmol.dm ™ chelatonu 3
a 100 mmol.dm™ TRISu o pH 9,0. (A) dimethylsulfoxid, (B) leukopterin, (C) neopterin,
(D) biopterin, (E) xanthopterin a (F) isoxanthopterin.
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5 Vysledky a diskuze
5.2.1 Erythropterin

Tento derivat pterinu neni komeréné dostupny a u poskytnuté latky nebyla
uvedena Cistota. Na obrazku 5.6 je ilustrovan elektroferogram poskytnutého
erythropterinu. Je vidét, Ze latka neni Cistd a obsahuje kromé hlavniho piku, ktery
odpovida erythropterinu, jesté n€kolik dalSich necistot.

Erythropterin migruje jako posledni a z obrazku 5.6 je vidét, ze zména vinové
délky detekce z 290 nm (Cerny zdznam) na 250 nm (Cerveny zdznam) vyrazné zvysila
odezvu a tedy citlivost méfeni zejména pro pik erythropterinu. Ve vzorku byl metodou
standardniho pfidavku identifikovan i leukopterin (pik 2) a ostatni neidentifikované

piky jsou oznaceny hvézdickou.
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Obr. 5.6: Elektroforeticky zaznam separace erythropterinu pfi 290 nm (¢erny zdznam) a
250 nm (Eerveny zaznam) v separaénim elektrolytu skladajiciho se ze 100 mmol.dm™
kyseliny borit¢, 2 mmol.dm” chelatonu 3 a 100 mmoldm> TRISu, pH 9,0.
Elektrokinetické davkovani 10 spii 20 kV, separace pii 20 kV. Pik 1 —

dimethylsulfoxid, 2 — leukopterin, 3 — erythropterin a * — necistoty.

47



5 Vysledky a diskuze

5.3 Separace modelové smési vSech derivatu pterinu

Studium vlivu vklddaného napéti na migraci jednotlivych derivati pterinu
ukazalo, ze nemé vyrazny vliv na rozliSeni mezi sousednimi piky. Separace lze provadét
v celém rozmezi testovaného separa¢niho napéti. Separace pii 30 kV je vyhodné;jsi pro
k velkému rozmyti jeho zony jako pii pouziti 20 kV. Z tohoto diivodu byla identifikace
derivath pterinu ve vzorcich ploStic provadéna pii 20 a 30 kV. Elektroferogramy
separace smeési vSech derivatl pterinu pifi obou napétich jsou uvedeny v obrazku 5.7.
Primérné efektivni elektroforetické pohyblivosti spolu s relativnimi smérodatnymi

odchylkami jsou uvedeny v tabulce 5.10.
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Obr. 5.7: Elektroforeticky zdznam separace smési vSech derivatii pterinu v separaénim
elektrolytu skladajiciho se ze 100 mmol.dm ™ kyseliny borité, 2 mmol.dm™ chelatonu 3
a 100 mmol.dm > TRISu, pH 9,0. Elektrokinetické davkovani 10 s pti 20 kV, separace
pii (A) 20 kV a (B) 30 kV, UV detekce pfi 250 nm. Koncentrace derivatii pterinu ve
smési 4,2 pgml . Pik 1 — dimethylsulfoxid, 2 — biopterin, 3 — neopterin, 4 —

isoxanthopterin, 5 — leukopterin, 6 — xanthopterin a 7 — erythropterin.
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Tabulka 5.10: Primérné efektivni elektroforetické pohyblivosti s derivath pterinu a
jejich relativni smérodatné odchylky s; separaéni elektrolyt: 100 mmol.dm > kyselina
borita, 2 mmol.dm > chelaton 3 a 100 mmol.dm > TRISu, pH 9,0. BIO — biopterin, NEO
— neopterin, ISO — isoxanthopterin, LEU — leukopterin, XAN — xanthopterin a ERY —

erythropterin, n pocet méfeni a U separacni napéti.

U [kV]
I 20 30
Heff * 104 Sr Heff * 104 Sr
[cm’V s ] % [cm’V 's ] %
BIO -1,92 0,21 -2,20 0,38
NEO -2,08 0,21 -2,36 0,44
ISO -2,57 0,20 -2,97 0,39
LEU -2,67 0,21 -3,07 0,42
XAN -2,75 0,18 -3,15 0,37
ERY —3,65 0,15 —4,18 0,37

Jak je vidét z tabulky 5.10, opakovatelnost méteni efektivnich elektroforetickych
pohyblivosti je pro obé testovana napéti velmi dobrd. Hodnoty relativnich smérodatnych

odchylek jsou pro vSechny derivaty velmi nizké a pohybuji se v desetindch procent.

5.4 Identifikace derivata pterinu v realnych vzorcich plostic

Graphosoma semipunctatum

Ptiprava extraktli jednotlivych forem plostic je uvedena v kapitole 4.5 (str. 31).
V nasledujicich kapitolach je popsana identifikace derivatl pterinu ve svétlé, oranzové a
cervené formé plostice Graphosoma semipunctatum. Davkovan byl vzdy vzorek, ktery
se skladal z 10 pl extraktu a 20 pl separacniho elektrolytu.

Na zéklad¢ optimalizace byly vSechny separace provadény pii téchto
podminkach: separacni elektrolyt skladajici se ze 100 mmol.dm™ kyseliny borité,
2 mmol.dm™ chelatonu3 a 100 mmoldm> TRISu o pH 9,0. Elektrokinetické
davkovani po dobu 10 s pfi 20 kV, separace pii 20 kV a 30 kV, UV detekce pii 250 nm.

5.4.1 Svétla forma

Elektroferogramy separace pii 20 kV a 30 kV jsou uvedeny v obrazku 5.8 a
efektivni elektroforetické pohyblivosti spolu s relativnimi smérodatnymi odchylkami

jsou sumarizovany v tabulce 5.11.
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Obr. 5.8: Elektroforeticky zdznam separace svétlé formy ploStice Graphosoma

semipunctatum v separaénim elektrolytu ze 100 mmoldm kyseliny borité,
2 mmol.dm* chelatonu 3 a 100 mmol.dm> TRISu, pH 9,0. Elektrokinetické davkovani
10 s pti 20 kV, separace pii (A) 20 kV a (B) 30 kV, UV detekce pii 250 nm. Pik 1 —
dimethylsulfoxid, 2 — biopterin, 3 — isoxanthopterin, 4 — leukopterin a 5 — erythropterin.

Tabulka 5.11: Primérné efektivni elektroforetické pohyblivosti s derivath pterinu a
jejich relativni smérodatné odchylky s;; separaéni elektrolyt: 100 mmol.dm > kyselina
borita, 2 mmol.dm > chelaton 3 a 100 mmol.dm TRISu, pH 9,0. BIO — biopterin, ISO
— isoxanthopterin, LEU — leukopterin a ERY — erythropterin, n po¢et méfeni, U

separacni napéti

U[kV]
n=4 20 30
Heff * 104 Sr Heff * 104 Sr
[cm’V s ] % [cm’V s ] %
BIO -1,93 0,25 -2,21 0,18
ISO -2,59 0,35 —2,98 0,20
LEU —2,68 0,24 3,08 0,08
ERY - - —4,17 0,25

- pod rozlisovaci schopnosti detektoru
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Pro identifikaci erythropterinu je nutna separace pii 30 kV. Jeho koncentrace je
vtéto form& natolik nizkd, Zze separaci pfi 20 kV nelze vibec jeho pik v
elektroferogramu rozlisit.

Na zaklad€ srovnani efektivnich elektroforetickych mobilit derivati pterinu ve
vzorku plostice a modelové smési (viz tabulka 5.10, str. 49) a na zaklad¢ standardniho
pfidavku jednotlivych derivati pterinu do redlné smési, byl ve svétlé forme plostice
Graphosoma semipunctatum identifikovan biopterin, isoxanthopterin, leukopterin a

erythropterin.

5.4.2 Oranzova forma

Elektroferogramy separace pii 20 kV a 30 kV jsou uvedeny v obrazku 5.9 a
efektivni elektroforetické pohyblivosti spolu s relativnimi smérodatnymi odchylkami

jsou sumarizovany v tabulce 5.12.
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Obr. 5.9: Elektroforeticky zéznam separace oranzové formy ploStice

Graphosoma  semipunctatum v separatnim  elektrolytu  skladajiciho se ze
100 mmol.dm™ kyseliny borité, 2 mmol.dm > chelatonu 3 a 100 mmol.dm > TRISu, pH
9,0. Elektrokinetické davkovani 10 s pfi 20 kV, separace pii (A) 20 kV a (B) 30 kV,
UV detekce pti 250 nm. Pik 1 — dimethylsulfoxid, 2 — biopterin, 3 — isoxanthopterin, 4 —
leukopterin a 5 — erythropterin.

Tabulka 5.12: Efektivni elektroforetické pohyblivosti s derivati pterinu a jejich
relativni smérodatné odchylky s, v separatnim elektrolytu skladajicitho se ze 100
mmol.dm > kyseliny borité, 2 mmol.dm ™ chelatonu 3 a 100 mmol.dm > TRISu, pH 9,0.
BIO — biopterin, ISO — isoxanthopterin, LEU — leukopterin a ERY — erythropterin,

n pocet mefeni a U separacni napéti.

U[kV]
n=4 20 30
Heff * 104 Sr Heff * 104 Sr
[cm’V 's '] % [cm'V 's ] %
BIO -1,90 0,09 -2,18 0,08
ISO -2,55 0,13 -2,95 0,13
LEU -2,65 0,11 —-3,06 0,08
ERY —3,63 0,16 —4,19 0,10

52



5 Vysledky a diskuze

Na zaklad€ srovnani efektivnich elektroforetickych mobilit derivati pterinu ve
vzorku plostice a modelové smési (viz tabulka 5.10, str. 49) a na zaklad¢ standardniho
ptidavku jednotlivych derivatd pterinu do realné smési, byl v oranzové formé¢ plostice
Graphosoma semipunctatum identifikovan biopterin, isoxanthopterin, leukopterin a
erythropterin.

Obrazek 5.10 ilustruje separaci oranzové formy plostice pied a po standardnim
ptidavku isoxanthopterinu, leukopterinu a xanthopterinu. K 10 pl extraktu plostice bylo
pipetovano 20 pl separa¢niho elektrolytu a vzdy po 10 ul 0,025 mg.cm™ pisluinych
derivath pterinu. Extrakt ze Stitku ploStice obsahuje jeSté dalsi dvé neidentifikované

latky, jejichz piky jsou vSak dostate¢né oddéleny od pikil studovanych analyt.

odezva, mAU
va, mAU

0 L ! 0

£, Min t,pmin

Obr. 5.10: Elektroforeticky zdznam separace oranzové formy ploStice Graphosoma
semipunctatum (A) pted a (B) po standardnim ptidavku derivati pterinu. Standardni
pridavek (10 pl 0,025 mg.cm® piislu§ného derivatu pterinu) byl pipetovan k 10 pl
extraktu plostice a 20 ul separacniho elektrolytu. Separacni elektrolyt se skladal z
100 mmol.dm™ kyseliny borité, 2 mmol.dm™> chelatonu 3 a 100 mmol.dm> TRISu,
pH 9,0. Elektrokinetické davkovani 10 s pii 20 kV, separace pii 20 kV a UV detekce pii

250 nm. Pik 1 — isoxanthopterin, 2 — leukopterin a 3 — xanthopterin.
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5.4.3 Cervena forma

Elektroferogramy separace pii 20 kV a 30 kV jsou uvedeny v obrazku 5.11 a
efektivni elektroforetické pohyblivosti spolu s relativnimi smérodatnymi odchylkami

jsou sumarizovany v tabulce 5.13.
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Obr. 5.11: Elektroforeticky zaznam separace cervené formy plostice Graphosoma
semipunctatum v separaénim elektrolytu skladajictho se ze 100 mmol.dm™ kyseliny
borité, 2 mmol.dm > chelatonu 3 a 100 mmol.dm™> TRISu, pH 9.,0. Elektrokinetické
davkovani 10 s pti 20 kV, separace pii (A) 20 kV a (B) 30 kV, UV detekce pii 250 nm.
Pik 1 — dimethylsulfoxid, 2 — biopterin, 3 — isoxanthopterin, 4 — leukopterin a 5 —
erythropterin.
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Tabulka 5.13: Efektivni elektroforetické pohyblivosti uesr derivati pterinu a jejich
relativni smérodatné odchylky s, v separatnim elektrolytu skladajicitho se ze 100
mmol.dm kyseliny borité, 2 mmol.dm > chelatonu 3 a 100 mmol.dm > TRISu, pH 9,0.
BIO — biopterin, ISO — isoxanthopterin, LEU — leukopterin a ERY — erythropterin,

n pocet mefeni a U separacni napéti.

U [kV]
I 20 30
Heff * 104 Sr Heff * 104 Sr
[cm’V s ] % [cm’V 's ] %
BIO -1,95 0,23 -2,19 0,17
ISO -2,54 0,18 -2,96 0,23
LEU —2,66 0,22 -3,09 0,23
ERY —3,66 0,24 —4,20 0,36

Na zéklad¢ srovnani efektivnich elektroforetickych mobilit derivatl pterinu ve
vzorku plostice a modelové smési (viz tabulka 5.10, str. 49) a na zaklad¢ standardniho
pfidavku jednotlivych derivati pterinu do redlné smési, byl v cervené formé plostice
Graphosoma semipunctatum identifikovadn biopterin, isoxanthopterin, leukopterin a

erythropterin.

5.4.4 Shrnuti

Ve vSech tfech formach plosStice Graphosoma semipunctatum byl nalezen
biopterin, isoxanthopterin, leukopterin a erythropterin. Pfi porovnani jednotlivych
elektroferogramti (v rdmci ploch pika pfisluSejicich jednotlivym derivatim) je patrné,
ze ve svétlé form€ je vSech identifikovanych derivati pterinu nejméné. Ze vsech
studovanych derivati jsou barevné pouze dva, a to xanthopterin (zluty) a erythropterin
(¢erveno-oranzovy). Xanthopterin nebyl nalezen ani v jednom redlném vzorku, coz se
shoduje s dostupnou literaturou®. Z toho vyplyva, Ze jednotlivé barevné formy jsou dany
rozdilnym zastoupenim erythropterinu a ostatnich tfech derivatl, tedy biopterinu,
isoxanthopterinu a leukopterinu. Naptiklad v Cervené formé ploStice je majoritnim
pikem biopterin, v oranzové formé je ho nejméné. Dva neidentifikované piky, které
migruji mezi trojici derivatd pterinu (obr. 5.10, str. 53) jsou v cervené formé
minoritnimi piky, zatimco ve svétlé formé predstavuji majoritni piky. Jeden z téchto
majoritnich piki by mohl byt melanin. Tento pigment je zodpoveédny za ¢erné az hnédé
zabarveni riznych druhti hmyzu®. Identifikace téchto pikii bude predmétem dalsiho

studia.
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Byla vypracovdna metoda kapilarni elektroforézy pro separaci Sesti derivatl
pterinu, konkrétné biopterinu, neopterinu, isoxanthopterinu, leukopterinu, xanthopterinu
a erythropterinu. Jako zékladni elektrolyt byla pouzita tfislozkova smés vodného
roztoku kyseliny borité, chelatonu 3 a TRISu.

V ramci optimalizaéniho procesu byl sledovan vliv zmény pH zékladniho
elektrolytu, zmény koncentrace jeho jednotlivych slozek a separacniho napéti na
elektromigraéni chovani a rozliSeni studovanych analytd. V optimalizovanych
separaénich podminkéch (separaéni elektrolyt skladajici se ze 100 mmol.dm > kyseliny
borité, 2 mmol.dm ™ chelatonu 3 a 100 mmol.dm > TRISu o pH 9,0, elektrokinetické
davkovani po dobu 10 s pti 20 kV, separace pii 20 kV a 30 kV, UV detekce pti 250 nm)
byla analyzovana modelovd smés vSech Sesti derivati pterinu a byla urcena
opakovatelnost elektromigra¢nich cast jednotlivych derivati vyjadiend hodnotou
smérodatné odchylky. Ta se pohybovala v desetinach procent, coz je pro
elektroforetickda méfeni velmi dobra hodnota. Nové vyvinuta metoda byla aplikovana na
analyzu extraktl ze S$titka tii forem ploStic Graphosoma semipunctatum, a to svétlé,
oranzové a ¢ervené formy.

Identifikace jednotlivych derivat pterinu v redlném vzorku byla provedena na
zaklad¢ shodnosti migracnich ¢ast ziskanych pikdi s migracnimi Casy pftislusnych
standardii a metodou standardniho ptidavku. Bylo zjisténo, ze ve vSech studovanych
formach se vyskytuje biopterin, isoxanthopterin, leukopterin a erythropterin, avSak
v riznych vzdjemnych pomeérech. Presnéj$i ur€eni poméru a obsahu jednotlivych

derivath pterinu bude pfedmétem dal$iho studia.
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