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Seznam zkratek

ACN acetonitril

AU absorban¢ni jednotka

BGE zakladni (nosny) elektrolyt

CAE kapildrni afinitni elektroforéza

CD cirkuldrni dichroismus

CE-MS  spojeni kapilarni elektroforézy s hmotnostni spektrometrii
CE kapilarni elektroforéza, kapilarni elektromigracni metody
CEC kapildrni elektrochromatografie

CIEF kapildrni izoelektricka fokusace

CITP kapildrni izotachoforéza

CMEKC kapildrni micelarni elektrokineticka chromatografie
CTAB cetyltrimethylammonium bromid

CZE kapildrni zénova elektroforéza

DLR dalargin

ENK enkefalin

EOF elektroosmoticky tok

ESI elektrosprejova ionizace

GnRH hormon uvoliujici gonadotropiny

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie

CHAPS  3-[(3-choloamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonat

IC infraderveny

i.d. vnitini primér

IDAA kyselina iminodioctova

IEC iontové vyménnd chromatografie

IOPs hmyzi oostatické peptidy

LIF laserem indukovand fluorescence
LHRH hormon uvoliiyjici luteinizaéni hormon
LOD mez detekce

LOQ mez stanovitelnosti

MALDI ionizace laserem za pfitomnosti matrice

MS hmotnostni spektrometrie
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NBD
NHPs
NMR
o.d.
PEG
RP-HPLC
SDS
SEC
TEAP
TMOF
tricin

tris

UV-Vis

4-chloro-7-nitrobenzo[1,2,5]oxadiazol
neurohypofyzarni peptidy

jadernd magneticka rezonance

vnéj$i prumeér

polyethylenglykol

vysokoucinnd kapalinova chromatografie s obracenou fazi
dodecylsulfat sodny

molekulovd vylu€ovaci chromatografie
tetraecthylammonium chloristan
trypsinovy modulaéni oostaticky faktor
N-[tris(hydroxymethyl)methyl]glycin
tris(hydroxymethyl)aminomethan
ultrafialovy

ultrafialovy-viditelny
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Seznam symbola

&

aktivitni koeficient

permitivita prostiedi [Fm™']

relativni permitivita prostfedi [Fm™']

dynamicka viskosita [Pa.s]

elektrokineticky potencial, zeta potencial [V]
specificka elektrickd vodivost [Sm™]

vilnové délka [nm)]

elektroforeticka pohyblivost [m*V's]

efektivni elektroforetickd pohyblivost [m?V's™]

priméma4 efektivni elektroforeticka pohyblivost [m?V's™]

elektroosmoticka pohyblivost iontu [m*V's™]
limitni iontova pohyblivost [m*V™'s™]
odporova konstanta nadobky

smérodatna odchylka v prostorové doméné [m]
smérodatna odchylka v ¢asové doméné [s]

stfedni kvadratickd vzdalenost [m’]

aktivita

pramér hydratovaného iontu [m]

plocha piku [AU.s nebo V.s nebo RFU.s]
korigovana plocha piku [AU nebo V nebo RFU]
koncentrace latky [mol.dm™]

latkové (moldarni) koncentrace iontu i [mol.dm™]
difiizni koeficient [m’s™]

limitni difizni koeficient [m’s™]

elementérni naboj (1,602177-10° C)

intenzita elektrického pole [Vm'']

Faradayova konstanta (96485,34 Cmol ™)
iontovi sila roztoku [mol.m™]

elektricky proud [A]
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vyska piku [AU nebo V nebo RFU]

termodynamickd acidobazicka disocia¢ni konstanta (konstanta acidity)

smiSena acidobazicka disociaéni konstanta

celkova délka kapilary [m]

efektivni délka kapilary [m]

relativni molekulova hmotnost

Sum detektoru [V nebo AU nebo RFU]

pocet teoretickych pater latky i

pocet teoretickych pater pouze za plsobeni podélné difuze
relativni vyska piku

relativni plocha piku

relativni korigovana plocha piku

zaporny dekadicky logaritmus acidobazické disociacni konstanty
(konstanty acidity)

efektivni naboj [e]

specificky naboj [e]

moldrni plynova konstanta (8,31451 JK 'mol™)

odezva detektoru [V nebo AU nebo RFU]

vnitini polomér kapildry [m]

rozliSeni pikti i aj

polomeér iontu i [m]

korelacni koeficient

citlivost [V.mol'dm® nebo AU.mol"'dm’ nebo RFU.mol'dm’]
teplota ["C]

termodynamicka teplota [K]

elektrické napéti [V]

Sitka piku i pfi zékladné v Casové doméné [s]

migraéni ¢as elektroneutrdlni latky [s]

migracni Cas [s]

rychlost elektroosmotického toku [ms™]

molarni zlomek

ndbojové ¢islo iontu
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1 Kapildrni elektromigra¢ni metody

1.1 Uvod

Kapilamni elektromigra¢ni metody jsou analytické separacni metody, které déli
latky a Castice plisobenim elektrického pole v kapildfe malého priméru naplnéné
kapalnym roztokem zakladniho elektrolytu. Kapilami elektroforéza (CE), presnéji
oznaCovana jako kapildrni zonova elektroforéza (CZE), kapildmi izotachoforéza
(CITP), kapilarni izoelektricka fokusace (CIEF), kapildrni miceldrni elektrokineticka
chromatografie (CMEKC) ¢i kapildrni afinitni elektroforéza (CAE) jsou rychlé
(s typickou dobou analyzy nékolik minut), vysoce uc¢inné (10°-10° teoretickych pater na
metr) a vysoce citlivé separacni metody s malou spotfebou analyti (pikomoly az
attomoly) v nano az pikolitrovych objemech vzorku. Maji Siroké uplatnéni pfi
analyzach a separacich Sirokého spektra latek, od malych organickych a anorganickych
iontl pfes stfedné velké a vysokomolekularni ldtky aZ po buriky a mikroorganismy.

Vyvoj elektroforetickych metod v kapilarnim méfitku zacal v druhé poloviné
minulého stoleti [1-5]. Novym impulsem pro rozvoj CE metod se na pocatku 80. let
staly prace Jorgensona a Lukacsové [6, 7]. V souCasné dob¢ jsou CE metody stéle vice
uznavanym protéjSkem, respektive doplikem dosud nejrozsifenéjSich separacnich
metod — riznych variant vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC).

Zakladni experimentalni sestava pro CE metody se sklada ze separacni kapilary,
jejiz konce jsou ponoifeny do elektrodovych nadobek, ze zdroje vysokého napéti a
z detektoru. Nejbéznéji se pouziva kiemenna kapildra o vnitinim priméru 25-75 yum a
celkové délce 20-100 cm vné pokrytd polyimidem. Kapildra a nddobky jsou naplnény
zakladnim elektrolytem. V nadobkach jsou umistény platinové elektrody (katoda a
anoda), mezi které se vklada konstantni separacni napéti (obvykle do 30 kV) ze zdroje
vysokého napéti. Separované zony analytii jsou detekovany on-column, end-column
nebo off-column detektorem. Mezi nejbéznéjsi typy detekce patii UV-Vis absorpcni,
fluorimetrickd, vodivostni, elektrochemicka ¢i hmotnostné spektrometricka.

Kapilarni zénové elektroforéza je nejCastéji pouzivana elektromigracni metoda,
ktera umoziuje de€lit ionogenni litky podle rozdilnych elektroforetickych pohyblivosti
v homogennim prostiedi zdkladniho elektrolytu. Oproti tomu elektroneutrdlni latky
miZzeme délit pomoci kapildrni micelarni elektrokinetické chromatografie. Tato

nejmladsi elektromigracni technika [8, 9] vyuziva jevy elektrokinetické (elektroforézu a
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elektroosmézu) i principy chromatografické, tj. distribuci analyzovanych litek mezi
pseudofdzi tvofenou micelami ionogenniho detergentu a vodnou fazi zdkladniho

elektrolytu a relativni pohyb téchto fazi vic¢i sobé.

1.2 Migrace iontu v elektrickém poli
Pohyb iontu v kapalném prostredi puisobenim elektrického pole se nazyva
elektroforeticka migrace. Ion se pohybuje v homogennim elektrickém poli konstantni
elektroforetickou rychlosti, v,, pro kterou plati vztah:
|z]e

S ] R 1.1
6.7[.”.,} ( )

vi=4-E=

kde 4, [m?V~'s™] je elektroforeticka pohyblivost iontu i definovana jako rychlost jeho
pohybu v elektrickém poli o jednotkové intenzité, z; je nabojové Cislo iontu i, e je
elementarni ndboj, £ [Vm™'] je intenzita elektrického pole, 77 [Pa.s] je viskozita roztoku
zdkladniho elektrolytu, » [m] je polomér iontu i. Ze vztahu (1.1) vyplyva, Ze

elektroforeticka pohyblivost iontu i je pfimo umérna velikosti jeho naboje a nepfimo
umérna jeho poloméru a viskozité prostiedi.

Vredlnych roztocich je pohyblivost iontu ovlivnéna rovnéz jeho
elektrostatickymi interakcemi s ostatnimi ionty, a proto je pohyblivost také funkci

iontové sily roztoku. Iontova sila, /, je definovana:
I=%Zcizf (1.2)

kde ¢; [mol.dm™] je molarni koncentrace i-tého iontu a z; je ndbojové &islo iontu i.
Pohyblivost iontu v roztoku pfi dané iontové sile se nazyva aktudlni iontova
pohyblivost. Obecné aktudlni pohyblivost vzrista s klesajici iontovou silou roztoku a
pfi nekonetném zfedéni, tedy nulové iontové sile, dosahuje hodnoty, ktera je
definovdna jako limitni iontova pohyblivost. Tato fyzikdlni veli¢ina zavisi na
rozpoustédle a teploté, pro béZzné malé anorganické a organické ionty je tabelovana.
Efektivni elektroforeticka pohyblivost slabého elektrolytu (latky) j, g, [M*V''s™], je
definovand jako pohyblivost této latky jako celku, tedy suma skladajici se z pfispévkii
pohyblivosti jednotlivych iontovych forem litky vaZzenych molarnim zlomkem téchto

iontovych forem v elektrolytu (latce) ;:
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zciﬂiSign(zi)

T — (13)

¢y

kde ¢; [mol.dm™] je analytick4 koncentrace latky j, ¢; je koncentrace i-té iontové formy
litky j a g [m*V's'] je aktualni pohyblivost i-t¢ iontové formy. Koncentrace
jednotlivych iontovych forem slabého elektrolytu, a tudiz i jeho efektivni pohyblivost,
je silné z4visld na pH prosttedi, ve kterém se elektrolyt nachazi.

Dalsi velmi dilezity pohyb v kapilafe je elektroosmoticky tok (EOF), ktery
vznikd pisobenim elektrického pole na volny povrchovy ndboj na vnitini sténé

kapilary [10]. Rychlost EOF, v,,, se fidi von Smoluchovského rovnici:

ve,,=ﬂe,,~E=£"‘;”'§~E (1.4)

kde t, [mZV'ls"] Je elektroosmotickéd pohyblivost definovana jako rychlost EOF, v,
v elektrickém poli o jednotkové intenzité, E [Vm'], & je relativni permitivita prostiedi,
& [Fm"] je permitivita vakua, 77 [Pa.s] je viskozita prostfedi, {'[V] je elektrokineticky
(zeta) potencidl. EOF md rovinny rychlostni profil. Je zdvisly na pH a iontové sile

zékladniho elektrolytu a jeho rychlost roste s intenzitou elektrického pole v kapildre.

1.3 Disperzni jevy

Problematika disperznich jevii v kapilarni elektroforéze je velmi vyznamna,
nebot’ ovliviiuje zejména citlivost a ucinnost separace [11]. Disperze je zpusobena
nékolika faktory jako jsou podélna difuze, radidlni i podélny teplotni spad v kapildfe
(Jouleovo teplo), elektromigraéni disperze, adsorpce na sténu kapildry, nerovnomérny
EOF a rozsifeni zon v dusledku dévkovani a detekce [12-15].

Podélnd difize je definovand jako tok hmoty vyvolany koncentracnim
gradientem, v jehoZz dusledku latky svysSSi koncentraci putuji do mist s niz$i
koncentraci. V CZE nelze podélnou difuzi eliminovat. S prodluzujicim se Casem
dochdzi k vétSimu rozSifeni zony analytu. V praxi lze difizi omezit zkracenim doby
analyzy, napf. vys§Sim separanim napétim nebo rychlejSim elektroosmotickym tokem.
Disperze zény miiZze byt vyjadfena pomoci Einsteinovy rovnice pro difuzi v kapalinach

o,,=2D¢ (1.5)

i“m,i

kde O'j,‘. [m?] je stfedni kvadratickd vzddlenost, tedy difuzni piispévek disperze, D;

[m%s™) je difizni koeficient a #,,; [s] je migracni ¢as i-tého analytu.
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V roztocich o nekoneéném ziedéni lze vztdhnout limitni elektroforetickou
pohyblivost, f4imi, k limitnimu difuznimu koeficientu, D, ;, pomoci Nernstova-

Einsteinova vztahu

- :ulim,i RT
lim,i — z, F

(1.6)

kde F je Faradayova konstanta, R moldrni plynovd konstanta a 7T [K] je
termodynamicka teplota.

Jouleovo teplo vznika uvnitf celé kapilary pfi prichodu elektrického proudu
zékladnim elektrolytem. Dusledkem jeho nerovnomémého odvodu ze separacniho
prostoru je parabolicky teplotni profil uvnitf kapildry a pficny a podélny teplotni
gradient [16, 17]. Tento jev zplsobuje zmény ve viskozit€é a pohyblivosti, a tim
dochézi k disperzi zény analytu. Vliv Jouleova tepla lze potlacit volbou zdkladniho
elektrolytu o nizké elektrické vodivosti a vhodnou konstrukci aparatury [18].

Elektromigraéni disperze zplisobuje deformaci migrujici zény analytu
v dusledku nelinearni podstaty elektromigrac¢nich déji. Dochdzi k deformaci Gaussova
tvaru piku na trojihelnikovy. Vznika v pfipadech, kdy je davkovany analyt o takové
koncentraci, ze ovliviiuje vodivost nebo pH zédkladniho elektrolytu a tedy celkovou
elektrickou vodivost v misté zony analytu. Tvar piku iontd silnych elektrolytd je
ovlivnén pohyblivosti koiontit (iontl zakladniho elektrolytu, které se pohybuji stejnym
smérem a maji stejny typ naboje jako ion analytu). Pokud ion vzorku ma vyssi
pohyblivost nez koiont zdkladniho elektrolytu, tak jeho pik bude rozmyty vpiedu.
Kdyz bude pohyblivost iontu analytu niz§i neZz pohyblivost koiontu zédkladniho
elektrolytu, tak pik bude chvostovat, tedy bude rozmyty vzadu. V pfipadé, ZzZe
pohyblivosti iontu analytu i1 koiontu zdkladniho elektrolytu budou stejné, nebude
dochazet k deformaci [19, 20]. Pro slabé elektrolyty je situace slozitéjsi, protoze jejich
efektivni elektroforeticka pohyblivost je ovlivnéna také pH [12]. Proto je vhodné pro
predikci mozné elektromigracéni disperze pouzit navrzené pocitacové simulacni
programy [21, 22].

Adsorpce na sténu je dal$i negativni jev v CZE. Vznikd interakcemi mezi
analytem a sténou kapildry. Mize dochdzet k reverzibilni adsorpci, ktera vede
k deformaci tvaru piku a ke zpomalovani rychlosti prichodu analytu kapildrou nebo
k ireverzibilni adsorpci, kdy dochdzi ke ztraté¢ vzorku [10]. Je to jeden z hlavnich

problémi pfi analyze vysokomolekularnich latek [23, 24]. Omezit vliv adsorpce lze
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pokrytim stén kapilary vhodnym, nejCastéji polymemnim materidlem, chemickym
navazanim nebo fyzikalni adsorpci [25-27].

Nerovnomérny elektroosmoticky tok zplisobuje rozsifeni elektroforetickych
z0n. Je zpisoben rozdilnou hodnotou elektrokinetického potencialu, {, podél kapilary a
tedy rozdilné rychlym elektroosmotickym tokem. NejCastéji vznika v disledku
podélnych rozdild v teploté roztoku uvnitf kapilary v dusledku nedokonalého chlazeni
celé kapilary [16, 17], pfipadn€ poruSenim pokryti nebo adsorpci nabitych Castic na
povrchu kapilary [28, 29].

Rozsifeni zony nastdva pii hydrodynamickém davkovéni, kdy je roztok analytu
davkovan pomoci rozdilu tlakii na koncich kapilary. Dochazi k deformaci pravouhlé
zony analytu, kterd je zplisobend hydrodynamickym tokem béhem ddvkovani. Témér
pravouhlého davkovani zény vzorku lze dosdhnout pomoci elektrokinetického
davkovani, kdy je vstupni konec kapilary ponofen do roztoku a ionty se dostavaji po
pfipojeni stejnosmémého napéti na vstupni konec kapildry vlastni elektromigraci a
elektroosmdzou. Zéna analytu mize byt také deformovand neostrym ¢i poskozenym
koncem kapilary [30], pfitomnosti dodate¢ného hydrodynamického toku v kapilafe
v disledku rozdilnych vysek hladin roztoki v elektrodovych nadobkéach [31] nebo pfi
pouziti CE-MS rozhrani [32].

1.4 Separacni ucinnost a rozliSeni
Utinnost separace v CZE je uréena analogicky jako v chromatografii, je tedy
charakterizovana poCtem teoretickych pater, N;, a urCuje, jak moc se zdny

separovanych latek rozmyvaji.

Nl i (1.7)

kde /; [m] je efektivni délka kapilary, #,,; [s] je migracni Cas analyzované latky i a oj;
[m] a o;; [s] jsou smérodatné odchylky koncentratniho gaussovského profilu
v prostorové a Casové doméné. V CZE pocet teoretickych pater dosahuje hodnot
10°-10%. Do poétu teoretickych pater se promitaji viechny rozmyvaci jevy uvedené
v kapitolach 1.2 a 1.3.

Pro zjednoduSeni, uvazujeme-li z disperznich jevii pouze podélnou difuzi a
elektroosmoticky tok je nulovy, 1ze pocet teoretickych pater, Ny, vyjadfit na zakladé

Einsteinovy-Smoluchowského rovnice:
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= ﬂep.iUld
Y 2D,

(1.8)

kde i [m?>.V's'] je efektivni elektroforeticki pohyblivost analytu, U [V] je
separacni napéti, /. [m] je celkova délka kapilary, a D; [m%s™] je difuzni koeficient.
Tato rovnice je omezené pouzitelnd; jak vyplyva zrovnice (1.6), plati pouze pro
roztoky v nekone¢ném zfedéni. Pro litky s nevysokym nabojovym cislem a nizkou
iontovou silou zakladniho elektrolytu 1ze pro teplotu 25°C ziskat pfiblizny vyraz

=20zU ii (1.9)

c

N,

kde z; je ndbojové Cislo analyzovaného iontu i. Z rovnice vyplyvd, ze vysSi ucinnosti
lze dosahnout vy$§im napétim, kdy se zkracenim doby analyzy omezi vliv difuze.

VeliCina, ktera vyjadfuje separaci dvou analytli i/ a j, se nazyvé rozliSeni, R;;.
Charakterizuje relativni miru separace dvou pikid. Je definovana:

2(’,.,,,- ~t,.)

L= 1.10
") 10

kde t,,; a t,; [s] jsou migracni Casy a w,; a w,;[s] jsou Sifky piki pfi zdkladné. Dva piky
jsou uplné rozdélené, pokud je rozliSeni vétsi nez 1,5.

V kapildrni elektroforéze se pro rozliSeni uvadi vztah

AU =
R =12 J§ (1.11)
y 4 ﬁep

kde Auep = fepi - Mep; Je rozdil pohyblivosti analytd i a j, £, m’V's'la N jsou

aritmetické priméry pohyblivosti a ucinnosti pikt analytii 7 a ;.
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2 Kapilirni elektroforéza peptidi

2.1 Uvod

Peptidy pfedstavuji pocetnou skupinu mimofadné vyznamnych a Siroce
rozSifenych biologicky aktivnich ldtek: plisobi jako hormony, neurotransmitery,
imunomodulatory, koenzymy nebo inhibitory enzymi, léCiva, toxiny a antibiotika a
podili se tak na fizeni a regulaci mnoha Zivotné dileZitych procesi ve vsech Zivych
organismech. Pfirodni peptidy jsou tvofeny ze 20 zdkladnich aminokyselin spojenych
peptidovymi vazbami a n¢kdy téz disulfidovymi miuistky. Syntetické preparaty peptidi
mohou obsahovat kromé kddovanych navic je$té nekodované aminokyseliny a dalsi
typy vazeb. Vysledkem je velky pocet aminokyselinovych sekvenci v fetézcich
peptidovych molekul, které se 1iSi svou velikosti (relativni molekulovou hmotnosti),
elektrickym ndbojem a prostorovym uspofadanim, tedy vlastnostmi, které zptsobuji
jejich rozdilné elektroforetické pohyblivosti a umoziuji jejich déleni kapildrnimi
elektromigracnimi metodami.

V soucasné dobé vyznam separace peptidi vzristd piedevSim v oblasti
proteomiky a peptidomiky, které predstavuji hlavni smeéry pfistudiu biologickych
procesti a pfi vyvoji novych 1éCiv. Separace, analyza, izolace a charakterizace peptidi
patfi mezi nejvyznamnéj§i aplikacni oblasti vysokoulinnych kapilarnich
elektromigracnich separacnich technik. Jejich vyuziti v chemii peptidi bylo postupné
shrnuto v pfehlednych ¢lancich [33-35].

2.2 Kvalitativni a kvantitativni analyza

Peptidy a jejich analogy a fragmenty jsou izolovény z pfirodnich materiald nebo
jsou syntetizovdny z jednotlivych aminokyselin nebo jejich blokl. V nékterych
pfipadech jsou pfipraveny semisynteticky, tzn. synteticky peptid je navdzdn na
izolovany nativni peptid nebo na jeho fragment. Takto pfipravené peptidy byvaji ¢asto
vyuZivany v biochemii jako substraty a inhibitory enzymi pfi zjiStovani mechanismu
jejich katalytickych u¢inkd, k modelovym studiim interakci antigenti s protilatkami,
hormoni s receptory, peptidii a proteini s nukleovymi kyselinami a k mapovani
antigennich epitopti proteinti. Siroké uplatnéni nachédzeji také ve farmaceutickém
prumyslu, medicin€ a veterindrni praxi. V takovych pfipadech je velmi dilezita kontrola

uspésnosti izolace nebo syntézy, pfipadné jednotlivych kroki celého procesu, nebot’
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ziskané produkty mohou obsahovat rizné piimési, jako jsou vedlejs§i produkty
peptidové syntézy, které maji nezadouci negativni ucinky.

CZE analyza se béZné pouziva ke stanoveni stupné Cistoty [36, 37], stanoveni
nizkomolekularnich iontovych pfimési [38, 39], k analyze peptidii o nizké koncentraci
v komplexnich biomatricich jako jsou biologické tekutiny, bunécné lysaty a tkanové
extrakty s vyuzitim hmotnostni spektrometrie (MS) a laserem indukované fluorescencni
(LIF) detekce [40, 41], ke sledovani chemickych a enzymatickych reakci a fyzikalnich
zmén pomoci hmotnostni spektrometrie s indukci laserem za pfitomnosti matrice ve
spojenim s priletovym analyzatorem (MALDI-TOF-MS) [42, 43], k charakterizaci
peptidi a proteini sekvenci aminokyselin v polypeptidovém fetézci [44] a pii
peptidovém mapovani, tj. pfi identifikaci proteini prostfednictvim separace jejich

peptidovych fragmentti [45].

2.2.1 Stanoveni stupné ¢istoty

Cistota peptidii a obsah jednotlivych slozek ve vzorku mohou byt stanoveny
riznymi postupy. V pifipadé, Ze standard peptidu je dostupny, miZeme mnoZstvi
peptidu v analyzovaném vzorku urcit absolutné pomoci metody kalibraéni kfivky nebo
metodou vnitiniho standardu, tzn. porovnanim migra¢nich €asi, vySky a/nebo plochy
piku standardu peptidu a peptidu v daném vzorku. Pokud standard peptidu neni
dostupny, tzn. kdyz je peptid prvné syntetizovan (izolovan) a analyzovan, pak stupeni
Cistoty i-té slozky peptidového preparatu mize byt kvantifikovin na zakladé
vyhodnoceni: i. relativni vy$ky piku, Py (i) (2.1), ii. relativni plochy piku, P4 (i) (2.2), a
iii. relativni korigované plochy piku Pc,4 (i) (2.3):

Py (i) = h(i) /3 h(i) i=1l.n 2.1)
Pa(i) = A()/ZA®) i=1.n 2.2)
Pes(i) = A(i)/SA()  i=1..n (2.3)

kde h(i) je vySka piku i-té slozky peptidového preparatu, A(i) je plocha piku i-té slozky
peptidového preparatu a A.(i) je korigovand plocha piku i-té slozky peptidového
preparatu, n je pocet slozek vzorku peptidového preparatu. Korigovana plocha piku je
plocha piku vztaZzena k migracni rychlosti daného analytu a tj. je rovna plose piku
délené migra¢nim ¢asem daného piku.

Takto stanoveny stuperi Cistoty je pouze pfiblizny, nebot’ molarni absorpéni

koeficienty jednotlivych slozek peptidového preparatu se mohou lisit. NejCastéji
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syntetické peptidy obsahuji jako pfimési strukturné podobné latky vysledného produktu,
které maji podobné molarni absorp¢ni koeficienty. Stanoveni na zdkladé relativni vysky
piku (2.1) je vhodné pouzit v ptipadech, kdy piky maji podobny tvar a §ifku. Stanoveni
na zdklad¢ relativni plochy piku (2.2) se uziva pfi vyhodnocovani piku, jejichz rozdilna
Sitka neni zplsobena riiznou migracni rychlosti, ale elektromigraéni disperzi nebo
adsorpci na sténu kapildry. Nejpfesnéj$i stanoveni stupné Cistoty je pomoci relativni
korigované plochy piku.

Parametrem kvalitativni analyzy peptidu je elektroforetickd pohyblivost, ktera je

pro dany peptid charakteristicka za definovanych experimentalnich podminek.

2.3 Detekce

2.3.1 Z4kladni kritéria pro funkci detektoru

Mezi nejbeéZznéji uvadeéné charakteristiky detektoru fadime: citlivost, Sum, mez
detekce, mez stanovitelnosti, spolehlivost (opakovatelnost), charakter zavislosti signdlu
na koncentraci (linedrni dynamicky rozsah) a selektivitu.

Citlivost, S, je definovand jako pomér zmeény signdlu detektoru a zmény
koncentrace nebo hmotnosti analytu. Citlivost je ddna smérnici kalibraéni kfivky
vdaném bod€. Optimdlni detektor ma byt co nejcitlivéj§i v souladu s dalSimi
uvedenymi kritérii.

Sum, n, je &ist méfené veliCiny, kterda neobsahuje informaci o analytu.
V idedlnim detektoru by mél byt Sum nulovy. Ve skute¢nych detektorech se méfend
veliCina sklada ze signalu (tj. odezvy na sledovanou latku) a dalSich slozek, které tvofi
pozadi (zadkladni linie). Nezadouci efekty obsazené v pozadi jsou zpilsobené
necistotami v BGE, klidovymi proudy =zesilovaCe, sitovym nebo harmonickym
kmito¢tem, nevhodnou konstrukci analyzatoru, driftem, poruchami v sitovém napéti,
bublinkami v kapaliné€ a jinymi ruSivymi faktory. Vétsinu nezadoucich slozek pozadi
lze sndze ¢i obtiznéji potlacit, kompenzovat nebo odstranit. Je Zddouci, aby Sum byl co

Mez detekce, LOD, je definovana jako koncentrace (hmotnost) nebo latkové
mnozstvi sledované latky, které lze kvalitativné postiehnout. Je urovéana statisticky,
nejcastéji jako trojndsobek odhadu smérodatné odchylky Sumu. Mez detekce se

zmensSuje se vzrustajicim pomérem signdlu k Sumu. Musime vZdy specifikovat metodu,
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kterou jsme mez detekce vypocitali, nebot’ hodnoty vypocitané riznymi metodami se
kterou lze stanovit.

Odezva detektoru, R, se vyjadfuje rovnici R = S.¢", pak dynamicky rozsah je
interval koncentrace, ve kterém x # 0, tj. interval, ve kterém zména koncentrace analytu

zpisobuje zménu signalu.

2.3.2 UV-absorp¢ni detekce

Nejcastéji pouzivanou detekci peptidi v CE je UV-absorp¢ni detekce v rozsahu
vinovych délek 200-220 nm, tj. v oblasti, ve které absorbuje peptidova vazba. Cim delsi
signalu pfi stejné molarni koncentraci [46]. Aby nedochazelo ke sniZovédni signilu
analytu, je vhodné pouzivat jako zakladni elektrolyty takové, které v daném vinovém
rozsahu minimaln€ absorbuji [47]. Tato podminka je obtizné splnitelnd pro BGE pfi
detekovani peptidi v oblasti 185-200 nm. Absorpce zareni peptidovou vazbou je v dané
oblasti vysoka, avSak absorpce BGE také, vyjimkou jsou fosfatovy a boratovy pufr.
Citlivost 1ze téZ ovlivnit konstrukci detekéni cely, byly navrzeny cely ve tvaru Z, U
[48], ,,sleeve’ [49] nebo bubliny [50], nebo s vyuzitim prekoncentrace vzorku [51].

Peptidy obsahujici v fetézci aromatické aminokyselinové zbytky mohou byt
detekovany pii specifické vinové délce 275-280 nm. Nejvy$Si moldmni absorpCni
koeficient ma tryptofan a tyrosin, slabsi intenzitu vykazuje fenylalanin [52]. Intenzita

signalu je velmi ovlivnéna pH zdkladniho elektrolytu.

2.3.3 Laserem indukovana fluorescen¢ni detekce

Laserem indukovand fluorescenéni (LIF) detekce je nejcitlivéjsi detekci v CE,
jeji citlivost je o dva az tfi fady vysSi oproti UV-absorpcni detekci. Nevyhodou této
detekce je nutnost pre-, on-, nebo postcolumn derivatizace peptidi fluorescencnimi
znackami [53]. Navic peptidy Casto obsahuji vice derivatizaCnich center v molekule, a
tak proto vysledkem miize byt az nékolik produktii derivatizaéni reakce jedné
analyzované latky. Mezi nejcastéji pouZivand derivatizaéni Cinidla reagujici
s aminoskupinou patfi naftalen-2,3-dikarboxyaldehyd (NDA), furoylchinolin-3-
karboxyaldehyd (FQ), fluorescein isothiokyanat (FITC) a (4-karboxybenzoyl)chinolin-
2-karboxyaldehyd (CBQCA) [54]. Jen peptidy s aromatickymi aminokyselinami

s excitaéni vinovou délkou 240-280 nm mohou byt detekovany bez derivatizace.
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Nezbytnou podminkou pro excitaci peptidi je UV-laserovy systém [S55, 56], nebo

multifotonova excitace napf. v blizké infracervené oblasti [57].

2.3.4 Elektrochemicka detekce
Mezi elektrochemickou detekci patii amperometricka [58], voltametricka [59] a
vodivostni [60, 61]. Elektrochemicka detekce neni pfili§ Castd v kapilarni elektroforéze
peptidd. Vysoce citliva a selektivni amperometricka a voltametrickd detekce se pouziva
pro peptidy obsahujici oxidovatelné a redukovatelné funkéni skupiny, tedy pro peptidy
obsahujici aminokyseliny jako tyrosin, cystein nebo tryptofan [62-64]. Univerzalni
bezkontaktni vodivostni detekci lze detekovat vSechny peptidy bez omezujicich

poZzadavki na jejich strukturu [65, 66].

2.3.5 Hmotnostni spektrometricka detekce

Hmotnostni spektrometrie (MS) je univerzélni, citlivd i selektivni detek¢ni
technika pro CE [67]. Vyznam pouziti on- a off-line MS detekce v poslednich letech
s rozvojem v oblasti proteomiky, peptidomiky a peptidového mapovani podstatné vzrostl
[67-69]. Velmi vyznamnou roli hraje MS pfi analyze a urCovéni struktury peptidi a
proteind v komplexnich smésich [70, 71]. Nejbé€znéji pouzivanym iontovym zdrojem pii
spojeni CZE-MS je elektrosprej (ESI) a ionizace laserem za pfitomnosti matrice
(MALDI), které umoziuji nejen rychlou charakterizaci elektroforeticky separovanych
peptidl jejich relativnimi molekulovymi hmotnostmi [72], ale téZ poskytuji dilezité
informace o struktufe a sekvenci aminokyselin vfetézci, o post-translacnich

modifikacich, peptidovych mapdach bilkovin [73] a o nekovalentnich interakcich peptida.

2.4 Separace strukturné podobnych peptidii

2.4.1 Vybér optimdlnich separa¢nich podminek
Strategie pro racionalni vybér podminek pro CE separaci peptidu sleduje obecna
pravidla pro vybér vhodnych CE separac¢nich podminek [10, 74-77] a bere v uvahu
specifické vlastnosti peptidi:
i. amfoterni charakter: efektivni ndboj a efektivni pohyblivost peptidi jsou silné zavislé
na pH, peptidy mohou byt separovany jako kationty nebo anionty metodou CZE, CITP
nebo jako neutralni latky pomoci CMEKC,
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ii. pocet, rozloZzeni a sekvence aminokyselin v fetézci a konformace peptidu, které
ovliviiuji rozpustnost a pohyblivost; ze struktury peptidu také vyplyva jeho ionogenni ¢i
neionogenni charakter, tedy i vybér vhodné separa¢ni metody (CZE nebo CMEKC),

iii. biologickou aktivitu, specifické vazebné interakce, chemickou a teplotni stabilitu,

iv. tendenci vétsich peptidii adsorbovat se na vnitini stény separacni kapildry.

2.4.2 SloZeni a pH zdkladniho elektrolytu

Z amfoterniho charakteru peptidi vyplyvd, Ze pro volbu CE separaCnich
podminek je dulezité znat zavislost efektivniho a specifického naboje a/nebo efektivni
elektroforetické pohyblivosti peptidii na pH, nebo alespoii jejich izoelektrické body (pl).

pH zakladniho elektrolytu by mélo byt nejméné 1-2 jednotky vzdalené od pl,
protoZe elektroforetickd pohyblivost a rozpustnost peptidu pii pH blizkém p/ je nizka.
Také je dulezité, aby pH zdkladniho elektrolytu bylo v rozsahu, kde specificky naboj je
vétsi nez 1-2-10* e [47]. S ptihlédnutim k tomu, e efektivni pohyblivost je piimo
umérnd efektivnimu naboji a nepfimo umérnd relativni molekulové hmotnosti, a Ze
rozdily mezi pohyblivosti jednotlivych peptidi jsou maximdlni v oblasti nejvétsich
rozdila specifickych naboji jednotlivych peptidti, volime jako optimdlni pH zakladniho
elektrolytu pravé pH v oblasti maximalnich rozdila specifickych nabojti.

Podle vhodné zvoleného pH vybirame optimalni slozeni zékladniho elektrolytu
(BGE). Jedna z vyznamnych vlastnosti BGE je pufracni kapacita pfi daném pH, pro
optimadlni sloZzeni BGE spliuje pK, pufrujici slozky podminku pHgge = pK, = 0,5.
Typicka iontova sila hlavni sloZky pufru se pohybuje v koncentratnim rozsahu 10-200
mM. Témto podminkam vyhovuje né€kolik pufri. Vyhodné je pouziti amfoternich, tzv.
Goodovych pufri, dostupnych v rozsahu pH 5,5-11, a kyselych izoelektrickych pufri
dostupnych vrozsahu pH 1,8-3,2, nebot navic spliiuji podminku relativné nizké
elektrické vodivosti pfi dostatecné pufracni kapacité [78, 79]. Mezi klasické pufry
pro kyselou oblast patii fosfatovy a acetatovy a pro zasadité pH boratovy ¢i fostatovy

L

pufr.

2.4.3 Dalsi faktory ovliviiujici vybér zdkladniho elektrolytu
DalSim dilezitym faktorem ovliviiujicim vybér zakladniho elektrolytu je
rozpustnost latky. Analyzovany peptid by mél mit minimalni rozpustnost piiblizné 1-0,1
mmol/l. Na rozpustnost peptidu ma zasadni vliv pH, iontova sila a sloZeni pufru, ale téz

ruzna aditiva. Pro zlepSeni rozpustnosti byva pfiddvana napf. mocovina a jeji derivaty
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[80], neionogenni, zwitterionické, kationické a anionické detergenty [81] nebo
cyklodextriny [82]. Tato ¢inidla musi byt pfiddvana opatmé, protoze mohou ménit EOF,
tvofit komplexy a nebo ménit mechanismus separace.

CZE separace peptidu jsou nékdy provadény v pufrech s pfidavkem organického
rozpousStédla jako acetonitrilu [83], methanolu [84], propanolu ¢i jinych alkohold.
Organické rozpoustédlo miize nejen ovlivnit rozpustnost, ale také zménit selektivitu a
tim zlepSit nebo zhorSit rozliSeni analyti [85].

Déle je nutné brat ohledy na chemickou a tepelnou stabilitu a biologickou
aktivitu peptidl, aby nedochazelo k jejich nevratnym zménam, jako napf. denaturaci,
kterym je tfeba zabranit pokud jsou ddle pouzity k biologickému testovani. Biologickd
aktivita peptidu je vZdy vdzand na urcitou konformaci polypeptidové molekuly, ktera je
stabilni jen za urCitych podminek (pH, rozpoustédlo, slozeni pufru). Chemicka stabilita
nékterych funkénich skupin v peptidovém fetézci musi byt také zohlednéna. Peptidy
obsahujici labilni skupiny, napf. amidovou, disulfidovou ¢i sulfhydrylovou, nemohou
byt analyzovany pifi vysokém pH, nebot’ by u nich mohlo dochazet k nezadoucim

hydrolytickym nebo transsulfidovym reakcim.

2.5 Fyzikidlné-chemicka charakterizace peptidu

2.5.1 Efektivni a specificky naboj

Peptidy jsou amfoterni elektrolyty obsahujici rizné typy ionogennich skupin
jako napiiklad aminoskupinu na N-konci peptidového fetézce nebo na boc¢nim fetézci
lysinu nebo karboxylovou skupinu na C-konci peptidu ¢i na bo¢nich fetézcich kyseliny
asparagové a glutamové. Pro vybrané peptidy jsou tabelovany jejich acidobazické
disocia¢ni konstanty [86], pro ostatni peptidy bereme prumémné hodnoty acidobazickych
disociacnich konstant jednotlivych ionogennich skupin aminokyselin [47] viz tabulka
1.

Efektivni néboj peptidd je roven sumé ndboji (vCetné znaménka) vsech
ionogennich skupin pfitomnych v polypeptidovém fetézci. Nejcastéji pouzivany vztah
pro vypocet efektivniho néboje je odvozen od Henderson-Hasselbalchovy rovnice [87].
Efektivni naboj je funkci pH roztoku zakladniho elektrolytu a pK, hodnot ionogennich
skupin aminokyselinovych zbytkl obsaZenych v peptidu [87]:
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m 14

ZMOPH Y 24)

i= =
kde m a p jsou integralni pocty kationickych a anionickych skupin, pK, (i) a pK, (j) jsou
zaporné dekadické logaritmy acidobazickych disociaénich konstant i-tych a j-tych
ionogennich skupin analytu. Ztoho vyplyva, Ze pokud zndme aminokyselinovou
sekvenci peptidu, miZeme z disociaénich konstant jednotlivych ionogennich skupin
peptidu ur¢it, ktera skupina bude disociovana a jaky bude jeji pfispévek k efektivnimu

naboji pii daném pH.

Tabulka 1 Priblizny rozsah acidobazickych disociacnich konstant, pK, ionogennich

skupin aminokyselinovych zbytku v peptidovém Fetézci.

Ionogenni skupina Aminokyselinovy zbytek pK,
-SO;H kyselina cysteova 1,3
o-karboxylova C-konec peptidového fetézce 1,8-3,5
B- karboxylova kyselina asparagova 3,5-4,5
—S-CH,-COOH S-karboxymethylcystein 3,4-4,0
Y- karboxylova kyselina glutamova 4,0-4,5
imidazolova histidin 5,6-6,9
o-NH;" N-konec peptidového fetézce 7,5-8,6
-SH cystein 9,0-10,5
e-NH;" lysin 9,0-10,8
8-NH;" ornitin 9,6-10,2
fenolova tyrosin 9,8-11,0
guanidiniova arginin 10,0-12,5

Pro vypocet efektivniho a specifického naboje (efektivni ndboj déleny relativni

molekulovou hmotnosti) pfi daném pH byl navrZzen pocitacovy program, ktery je
zaloZen na matematickém modelu acidobazickych rovnovah pro obecny amfolyt [88].
Ze zavislosti ndboje na pH zdkladniho elektrolytu je mozné ziskat dilezité informace,
jako napfi. oblast minimdlniho a maximdlniho niboje a hodnotu pH, v jehoZ okoli se
naboj blizi nule, ¢i je roven nule, tzv. izoelektricky bod (pl) peptidu. V programu nejsou
zohlednény vlivy sousednich aminokyselinovych zbytkii a stérické uspofadani

v polypeptidovém fetézci, které mohou hrat dilezitou roli v redlném prostfedi. Podobny
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pristup s pfihlédnutim k vlivu prostfedi na jednotlivé ionogenni skupiny byl publikovan
pozdéji [89]. Zavislost efektivniho ndboje nebo efektivni pohyblivosti peptidu na pH lze
urit téZ jinymi metodami, jako napf. acidobazickou titracni kfivkou [90] nebo
elektroforetickou titrani kfivkou [91], pfipadné pro malé oligopeptidy v rozmezi
pH 4-10 kapilarni izotachoforézou [92]. Izoelektricky bod peptidi lze téz stanovit
kapildrni nebo gelovou izoelektrickou fokusaci [74, 93] nebo CZE [94].

2.5.2 Efektivni elektroforetickd pohyblivost

Efektivni elektroforetickd pohyblivost peptidu je komplexni funkci
1. vlastnosti samotného peptidu (pfitomné ionogenni skupiny, velikost, tvar),
ii. vlastnosti zédkladniho elektrolytu, ve kterém se peptid nachazi (slozeni, pH, iontova
sila, viskozita a teplota),
iil. interakci peptidu se slozkami média (solvatace, disociace, tvorba komplexu).
Z toho vyplyva, Ze pohyblivost musi byt vZdy vztazena k pfesné¢ definovanym
podminkam, jako je sloZeni, pH a teplota zdkladniho elektrolytu.

Efektivni elektroforetickou pohyblivost peptidu v zdkladnim elektrolytu, f,, lze
ziskat z experimentdlné urCeného migracniho Casu peptidu, #, [s], a migracniho ¢asu
elektroneutrdlni latky — markeru EOF , ¢, [s], podle vztahu:

1,01 1
—dd| - 2.5

kde /. [m] je celkova délka kapildry, /; [m] je efektivni délka kapilary, U [V] je vloZené
separaCni napéti.

Pfi analyzdch vsilné kyselych zdkladnich elektrolytech s velmi pomalym
elektroosmotickym tokem zpisobenym potlaenou disociaci silanolovych skupin na
sténach kfemenné kapilary byla efektivni elektroforetickd pohyblivost stanovena
pomoci tlakem urychleného méfeni elektroosmotického toku [95]. Vzorek byl ddvkovan
spolecné se zénou A neutrdlniho elektroosmotického markeru do kapilary naplnéné
zakladnim elektrolytem. Poté bylo vloZeno separacni napéti, analyty byly separovany a
neutrdlni marker zény A se pohyboval elektrosmotickou rychlosti. Analyza byla
pferusena, separacni napéti vypnuto v pfesné daném case, 7,, poté co zona peptidu
prosla detektorem. Ndsledné byla naddvkovéna druhda zéna B stejného neutralniho
markeru, kapildra byla vridcena do nddobky se zakladnim elektrolytem, a na nddobku

byl vloZzen dévkovaci tlak. Obé zény markeru, A 1 B, byly registrovany detektorem
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v danych &asech, #4 a tg. Potom elektroforetickd pohyblivost byla stanovena podle

vztahu:

L1 1 ¢

Sl I R 2.6
Her U [tm t, tutB] (2.6)

kde /. [m] je celkova délka kapilary, /; [m] je efektivni délka kapilary, ¢, [s] je migraCni

¢as peptidu, U [V] je vloZené separacni napéti.

2.5.3 Termodynamické acidobazické disocia¢ni konstanty
Stanoveni termodynamické acidobazické disociacni konstanty (konstanty
acidity) (pK,) pomoci CZE je zaloZeno na méfeni zavislosti efektivni elektroforetické
pohyblivosti ionogenni latky na pH v sérii zdkladnich elektrolytii o konstantni iontové

sile. Jednosytna slaba kyselina HA podléha disociaci podle rovnice:

HAT=D H* + A4 2.7)
Pro zjednoduseni zapisu nebyla uvaZovana tvorba hydrooxoniového kationtu ve
vodném prostfedi ¢i obecné lyoniového iontu.

Poté termodynamicka kyseld disociaéni konstanta, K,, pro kyselinu HA je

definovana:
a.a,_ a,c.Y,.
K, = H' A _"H 474 (2.8)
A Cra¥ua

a, jsou aktivity jednotlivych &astic, ¢, jejich molarni koncentrace [mol.dm™] a ¥, jejich
aktivitni koeficient. Aktivitni koeficient neutrdlni formy, 7,,,, je roven jedné.

Aktivitni koeficienty pro ziedéné elektrolyty pfi standardni teploté 25°C lze
vypocitat z klasické Debye-Hiickelovy rovnice:

_0.5085z21

—log y, = —208% NI
8 = 03281av]

2.9)

kde I [mol.dm'3] je iontova sila (vypocet viz rovnice 1.2), z; je ndboj iontu i, a [m] je
prumér hydratovaného iontu. Pfesnd hodnota priméru iontu nebyva zndma, pro malé
ionty se pouziva hodnota 0,5 nm.

Z praktického hlediska je vhodné zavést tzv. smiSenou disociacni konstantu

K™ [96):

. a .Cc
Krr =4 (2.10)

Cra
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Ve vySe uvedené rovnici vystupuje aktivita vodikovych kationd, a, ., kterd je pfimo

H‘ 2
ziskana z méfeni pH zdkladniho elektrolytu ( pH =-loga,.), a pomér koncentraci

disociované a nedisociované formy kyseliny HA, ktery lze ziskat z elektroforetického
méfeni.

Efektivni elektroforetickd pohyblivost slabého elektrolytu j, u.,j, je dana
souc¢tem iontovych pohyblivosti, 4, viech iontovych forem elektrolytu j vaZenych jejich

moldarnim zlomkem x;:

Hopy = DL HX, (2.11)
X = (2.12)
Zcf

kde c; je molarni koncentrace i-té iontové formy elektrolytu ;.
Efektivni elektroforetickou pohyblivost slabé jednosytné kyseliny, ue,n4, 1ze vyjadfit
vztahem:
1
Hepa = [W]ﬂ ‘- (2.13)

Aktualni iontova pohyblivost, 1 _, a smiSena disociaCni konstanta zavisi na iontové sile

a teploté zdkladniho elektrolytu. V pfipad€, Ze analyza je provedena pfi konstantni

iontové sile a teploté, tedy konstantnich parametrech, efektivni elektroforeticka
pohyblivost, 4, ,,, je pouze funkci pH a parametru K™ . SmiSené disociacni

konstanty se ziskaji pomoci regresni analyzy linearizovanych forem nebo
nelinearizovanych modell zavislosti efektivnich elektroforetickych pohyblivosti na pH
ziskané z CZE analyz latky v zakladnich elektrolytech o riizném pH. SmiSena disociacni
konstanta se pfepocte na termodynamickou disociaéni konstantu pomoci vztahil (2.8) a
(2.10).

Metoda CZE byla pouzita jako alternativni metoda pro stanoveni pK, k tradi¢ni
potenciometrii pro Siroké spektrum latek jako aminokyseliny [96], peptidy [97-99], a

imidazolové derivaty [100].
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2.6 Vztahy mezi efektivni elektroforetickou pohyblivosti peptidi

a jejich ndbojem, velikosti a prostorovym usporiaddnim

2.6.1 Semiempirické modely

Modely jsou zaloZeny na Stokesové rovnici, ktera popisuje pohyb kulovité
Castice v kapalin€, a na pulsobeni sily elektrického pole na nabitou castici.
Semiempirické modely koreluji efektivni elektroforetickou pohyblivost peptidd, uep,
s jejich efektivnim nabojem, g, a velikosti jejich molekuly vyjadienou pomoci relativni
molekulové hmotnosti, M,, nebo po¢tem aminokyselinovych zbytkii v polypeptidovém
fetézci, n. Tyto modely rovnéz popisuji elektroforetické chovani rtiznych prostorovych
uspofadani molekul a mohou tak byt vyuzity pfi predikci sekunddmi nebo tercidrni
struktury peptidd a proteinti v roztoku.

Prvné€ kvantitativné popsal tento vztah Offord [101] pro sérii oligo- a

polypeptidil délenych papirovou elektroforézou:

u, =4 (2.14)

kde kje konstanta proporcionality. Tento vztah byl pozdéji pouzit v pracich dalSich

autoru, Issaq et al. [102], Rickard et al.[103] a Basak a Ladisch [104], Tessier et al.

[105] a Jalali-Heravi [106] pro peptidy separované ve volném roztoku pomoci CZE.
Nasledujici vztah byl odvozen pro rigidni sféricky tvarované molekuly v pufrech

s nizkou iontovou silou [107]:

k.
Hoy =555 (2.15)

Dalsi semiempiricky model byl navrzen pro syntetické polymery s cylindrickym
nebo tyCovitym tvarem molekul [108]:

u, = (2.16)
Cross [109] obménil Offordiv vyraz tim, Ze jej prevedl do logaritmické formy:
A,
log(—=)=k.logM, 2.17)
q

kde & je exponentem M, v nelogaritmickém vztahu a miiZze byt urcen jako smémice této
zavislosti. Svou studii souboru peptidii upfesnil dalS§im zkoumanim konformacnich

stavi roz§ifenim o stanoveni hydrata¢niho obalu molekuly [110, 111].
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Podobny vyraz jako pro polymery navrhl Kim [112] pro svou sérii peptidi

vzniklych enzymovym §tépenim proteint:

k.
M, = Ml‘g" (2.18)

Kombinaci dvou modeli pro velké (2.14) a malé (2.15) molekuly ziskal
Compton [113] dalsi vztah:

k.q
kM +k, M

L = (2.19)

kde prvni ¢len ve jmenovateli, M, 3, popisuje chovani menSich molekul, a druhy ¢len,
M,Z/ 3, chovani vétSich molekul v pufru s nizkou iontovou silou.

V dosud uvedenych pfikladech modeli byla pouzita jako parametr velikosti
molekuly relativni molekulovd hmotnost. Jinou mozZnosti vyjadieni molekulové
velikosti je pocet zbytkli aminokyselin v peptidovém fetézci, n. Tento pfistup byl prvné
pouzit Grossmanem et al. [114]:

_k,.In(g+1)

ep 0,43
n

(2.20)

Cifuentes a Poppe [89] predstavili prvné modifikaci Grossmanova klasického
linedrniho modelu, kde v logaritmické zavislosti pohyblivosti na naboji bylo téz
vyjadfeno snizeni vlivu ndboje silné nabitého peptidu:

> = ko8t kg) kﬁ(;; id) 2.21)
Tento model byl také pouzit k charakterizaci fragmentl z enzymové hydrolyzy proteinu
hovéziho cytochromu ¢ pomoci CE-MS [115]. Téméf stejnd rovnice jenom s malym
rozdilem v hodnoté exponentu M,, 0,435 misto 0,411, byla navrzena Adamsonem [116].

Sanz-Nebotova [117] kombinovala vztah (2.21) s g zohlediiujicim sniZeni vlivu
ndboje siln€ nabité¢ho peptidu a vztahy pro klasicky semiempiricky model (2.14), (2.15)
a (2.16), porovnala jejich vysledky a vyhodnotila jako nejvhodné;jsi korelacni model

vztah:

_k,.In(kg+1)

- e 2.22)

kde k£ = 1/3 pro malé molekuly, & = 1/2 pro stfedné velké polymery, k = 2/3 pro velké
molekuly.
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2.6.2 Predikce sekunddrni struktury peptidi
Vztahy korelujici efektivni elektroforetickou pohyblivost peptidid s jejich
efektivnim ndbojem a velikosti a tvarem jejich molekul lze pouzit pro ureni
pravdépodobné sekundarni ¢i terciarni struktury peptidi a proteind ve volném roztoku.
Struktura molekuly je odvozena ze vztahu mezi elektroforetickou pohyblivosti a
exponentem relativni molekulové hmotnosti, pfipadné exponentem poctu

aminokyselinovych zbytkl v peptidovém fetézci, jak je uvedeno v tabulce 2 [107].

Tabulka 2 Vztah mezi absolutni hodnotu koeficientu, k, ve vztahu (2.17) a tvarem

molekuly.

Tvar molekuly Propor¢ni vztah
kulovity k~1/3
nahodné klubko — neuspofadany fetézec k ~ 0,5-0,6
tyCovity k~08
zplostély disk k ~2/3
Free-draining spirala k~ 10

Pro ur€eni molekulové konformace je velmi dilezité najit spravnou korelacni
rovnici, ve které je elektroforetickd pohyblivost vztazena k velikosti molekul. Také
musime brit viuvahu délku peptidového fetézce, nebot’ kratké peptidy se chovaji
v roztoku jako jednoduché organické ionty. Molekuly peptidd s delSimi fetézci tvofi
vice uspofadané sekundarni struktury, které jsou siln¢ zavislé na prostredi, ve kterém se
nachazeji [118]. o-helikdlni nebo [B-listové konformace se za béznych podminek
pouZivanych pro CZE analyzy vyskytuji Castéji nez nahodna klubka. Ve velkém
rozsahu molekulovych hmotnosti polypeptidy mohou tvofit odliSn€ organizované
struktury [119]. Struktura je zavislda na rozpoustédle, iontové sile a pH zédkladniho
elektrolytu [120, 121]. Struktura syntetickych peptidi byla studovdna CE s MS detekci
[122]. Znalost peptidové struktury pomahd i pfi urCovani tvari proteinovych molekul

v roztoku [123] a pfi peptidovém mapovani proteinti [124].
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3 Peptidové hormony
Biologicky aktivni peptidy reprezentuji Sirokou skupinu syntetickych nebo

v pfirodé se vyskytujicich biomolekul, mezi nimiZ jednu z nejpoletnéjSich a

vvvvvv

3.1 Neurohypofyzarni hormony

Mezi nejvyznamnéjsi neurohypofyzadmi hormony patii vasopressin a oxytocin
[125]. Oxytocin zplisobuje stahy délohy a vypuzovani mléka pfi kojeni. Vasopressin a
jeho analogy jsou antidiuretické hormony [126], stimuluji vylu¢ovani vody z ledvin a
také zvySuji krevni tlak, aby umoZznily leps§i prokrveni ledvin [127]. Analogy
antidiuretickych hormonti byly rizn€¢ modifikovany pro farmaceuticky primysl a
vykazaly az 30krat vétSi ucinnost antidiuretické aktivity a vyrazny vzrist ucinku na
krevni tlak. Pomoci studia 3D-struktury vasopressinu bylo dokdzdno, ze mezi dvéma
kruhy Tyr a Phe jsou vytvofeny intramolekuldrni hydrofobni vazby. Diky této interakci
tvofi molekula oxytocinu pfiblizné Ctverec a vasopressinu lopatku. Tvar molekuly ma
zdsadni vyznam pro vazbu daného hormonu k pfisluSnému receptoru na povrchu buriky
a ovlivriyje také jeho elektroforetickou pohyblivost.

Strukturné podobné analogy vasopressinu a jinych biopeptidli byly separovany
metodou CZE v kyselém zakladnim elektrolytu 150 mM kyseliné fosfore¢né, pH 1,8, a
metodou RP-HPLC a iontov€é vyménnou chromatografii (IEC) [128, 129]. Oxytocin,
vasopressin a dal$i neurohypofyzami peptidové hormony byly analyzovany pomoci
CMEKC ve ctyfech riznych micelarnich systémech — kationickém, anionickém
zwitterionickém a neutralnim [130]. Ke kontrole cistoty syntetickych biologicky
aktivnich peptidli jako angiotensinu, oxytocinu, bradykininu ¢i hormonu uvoliiujiciho
gonadotropiny (GnRH) byla vyvinuta on-line prekoncentratni CE spojenim kapilary
naplnéné chromatografickym sorbentem s Cl18 reverzni fazi a separaCni vnitiné
nepokryté kfemenné kapilary pfi pH 3,5 [131]. Srovnéni a vyhody pouzZiti metody CEC
na kolonach C8, C18 a C18/SCX oproti HPLC a CZE v kyselém prosttedi acetonitrilu a
tetraethylammonium chloristanu (ACN-TEAP), pH 3,0, bylo demonstrovdno na
oxytocinu, desmopressinu a karbetocinu [132]. Vliv sloZzeni BGE a piedipravy vzorku
na ucinnost separace v lidské plazmé byla testovana na skupiné Ctyf peptidi vcetné
vasopressinu v tris-fosfitovém pufru, pH 2,0 [133]. Metoda imunoanalytického

testovani zaloZzeného na kompetitivni reakci volného vasopressinu a vasopressinu
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vazaného v komplexu s fluorescein-isothiokyanatem (FITC) v mozkomiSni tekutiné

byla vyvinuta na modelové smési [134].

3.2 Insulin

Insulin je peptidovy hormon produkovany pankreatem, reguluje metabolismus
sacharidd, proteinti a mastnych kyselin [125]. Molekula insulinu se skiada ze dvou
polypeptidovych fetézci, A a B, obsahujicich 21 a 30 aminokyselinovych zbytkl viz.
obrdazek 1. Dva fetézce insulinu jsou vazany dvéma disulfidickymi vazbami a tfeti
disulfidickd vazba je na fetézci A. Relativni molekulova hmotnost je 5808, izoelektricky

bod, pl, je 5,4-5,5.

F"___"_'"_“‘—“"‘

A G]y—Leu-Val-Glu-Gln-C)‘/s-Cys-ﬂlr-Ser-Ile—Cys-Ser-Leu-Tyr-Gln-Leu-Glu-Asn-Tyr-Cys-Asn
12 3 4 5 6 7 8 9101 12 13 415 1617 18 19 20 21

/

B Phe-Val-Asn-Gln-His—L/eu-Cys-Gly-Ser-His-Leu-Val-Glu-Ala—b:u—Tyr-L/:u-Val-C)I/s-G]y—GIu-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-an-Pro-Lys-Thr
12 345 6 7 8 9 1011 12 1314 151617 18 19 20 21 2223 24 25 26 27 28 29 30

Obrazek 1 Sekvence aminokyselin lidského insulinu

CZE se casto vyuziva k analyze lidského insulinu a jeho derivati. Stabilni derivaty
insulinu s anhydridem kyseliny exo-3,6-epoxy-1,2,3,6-tetrahydroftalové (ETPA) byly
stanoveny pomoci CE a iontové vyménné HPLC [135]. CZE s UV detekci byla pouzita
pfi analyze insulinu v CHES-acetatovém elektrolytu v pfitomnosti acetonitrilu (ACN),
pH 7-8, [136] a nasledné porovnana s HPLC analyzou ve fosfitovém pufru s pfidavkem
ACN jako mobilni fazi. Metoda CE byla pouzita k validaci HPLC analyzy insulinu pro
kvalitativni kontrolu pro farmaceutické ucely [137]. Lidsky insulin, proinsulin a
mezoformy byly zéroven kvantitativné uréeny pomoci CE v kyseliné N-[tris-
(hydroxymethyl)-methyl]-3-aminopropansulfonové, diethylentriaminu a methanolu po
jejich predchozi purifikaci chromatografickymi metodami [138]. Pro imunoanalytické
stanoveni insulinu pomoci CZE se nejcastéji pouziva fluorescencni detekce, kde se
insulin pfedem musi fluorescen¢nimi znackami derivatizovat nebo lze téZ vyuzit nativni

fluorescence (excitace pfi 275 nm, emise pfi 305 nm) [139]. Insulin s navdzanou
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fluorescen¢ni znackou NN 382 byl analyzovan v 50 mM fosfatu a 25 mM sulfitu

draselném, pH 7,0, s multifotonovou LIF detekci v blizké infracervené oblasti [140].

3.3 Enkefaliny a dalarginy

Enkefaliny (ENKs), [Leu’]enkefalin ([Leu’]ENK), pentapeptid H-Tyr-Gly-Gly-
Phe-Leu-OH, a [Met’]enkefalin ([Met’]JENK), pentapeptid H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-
OH, a dalargin (DLR), hexapeptid H-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu-Arg-OH, jsou biologicky
aktivni peptidy, ptsobici jako ligandy pro opiatové receptory v mozku [126].
Enkefaliny jsou fragmenty pfirodniho opioidntho hormonu dynorfinu A (17
aminokyselin) a dynorfinu B (13 aminokyselin). Enkefaliny a dynorfiny jsou
produkovany ze dvou velkych prekurzorovych proteinti, preproenkefalinu a
preprodynorfinu [126]. Maji vyznamnou roli pfi vzniku stresu, zmirnéni bolesti a jsou
zapojeny do teplotni regulace a dychani. Tyto peptidy a jejich analogy jsou také
aplikovany pii 1écbé nékterych mentdlnich chorob jako chronicka schizofrenie nebo
senilni demence Alzheimerova typu.

Enkefaliny a dalargin byly Casto analyzovény kapildmi elektroforézou, vétSinou
byla kontrolovana Cistota syntetickych preparati, ale CE byla téZ pouzita pro stanoveni
téchto peptidi v biologickych tekutindch jako sérum, plazma nebo mozkomi$ni mok.
Raciondlni pfistup pfi vybé€ru a optimalizaci dilezitych experimentdlnich parametri
jako sloZeni a pH zakladniho elektrolytu, primér kapilary ¢i sbér frakci v analytické a
preparativni CZE opioidnich peptidi véetné dynorfinovych a enkefalinovych analogt
v kombinaci s off-line hmotnostnim spektrometrem byla shrnuta v praci autorti Lee a
Desiderio [141]. [Leu’]JENK, [Met’]JENK a [desTyr',Leu’]JENK byly analyzovany
s vysokou citlivosti (s detekénim limitem 3-11 attomoli) metodou CZE s hmotnostnim
spektrometrem ESI-TOF-MS v citratovém a fosfaitovém BGE [142]. Analogy ENKs a
DLR a dalSich peptidi jako desmopressin a vasopressin byly separovany CZE v silné
kyselém BGE, 150 mM kyselin€é fosforecné, pH 1,8 [128]. Stejné analogy byly téz
analyzovany a déleny CMEKC smicelarni pseudofdzi tvofenou anionickym
detergentem dodecylsulfitem sodnym (SDS) v alkalickych BGEs (20 mM tetraborat,
pH 9,2, a 20 mM fosfit, pH 8,8) nebo skationickym detergentem
cetyltrimethylammonium bromidem (CTAB) v kyselém BGE (50 mM fosfat, pH 4,1)
[128, 129, 143]. Chirélni separace dalarginovych analogii s D- a L-izomery Phe na ¢tvrté
pozici v peptidovém fetézci byly provadény v 50 mM fosfitovém pufru, pH 2,5
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s 10 mM B-cyklodextrinem [128)]. [D-Tle*’]DLR byl analyzovan CZE v 0,5 M kyseliné
octové, pH 2,5, a poté piecistén preparativné pomoci prutokové zonové elektroforézy
[144]. Sest analogt a fragmentii enkefalinti bylo rozdé&leno a stanoveno v biologickych
matricich pomoci multidimenziondlniho separaéniho systému tvofeného on-line
spojenim molekulové vylu¢ovaci chromatografie (SEC), koncentracni kolony s reverzni
fazi C18 a CZE [145, 146] s naslednou hmotnostni spektrometrickou detekci ESI-MS-
MS-MS [147]. Dynorfinové peptidové analogy byly separovany CMEKC s anionickym,
SDS, kationickym, CTAB, a zwitterionickym, CHAPS, surfaktantem [148]. Peptidy
odvozené od enkefalinii byly derivatizovany fluorescein izothiokyanatem a nasledné
déleny CMEKC v boratovém BGE s SDS a detekovany fluorescenénim detektorem
[149]. [D-Pen*’]JENK (D-Pen je D-penicilamin neboli D-3-merkaptovalin) a
[D-Ser®, Thr®]DLR byly analyzovény v krysim séru pomoci CZE ve fosfatovém (pH 2,4)
a boritovém (pH 8,3) pufru [150, 151]. Enkefaliny a jejich fragmenty byly
elektrochemicky detekovany jako komplexy médi (oxidace médi na dvojmocnou)
vznikajici v kapilafe po CZE separaci [64]. Analogy enkefalini byly separovany
v tris-fosfatovém a Na-fosfatovém BGE, pH 2,5, v kapilafe modifikované nekovalentné
vazanou dvojvrstvou opaéné nabitych polymert [152]. [Leu’JENK, [Met’]JENK a jiné
peptidové hormony byly separovany ve tfech BGEs o pH 2,61; 2,85 a 10,0, a jejich pK,
byly stanoveny v Siroké pH oblasti 2-12 [153], a ndsledné analyzoviany hmotnostnim
spektrometrem ESI-MS v 50 mM kyselin€ octové a 50 mM kyseliné mravenci, pH 2,85
[154]. Uspé&sna separace deseti peptidii — enkefalinii a jejich fragmenti a derivati byla
provedena ve fosfatovém pufru, pH 3,11, s UV detekci [155]. [Leu’]JENK, [Met’]JENK a
[D-Ala*]JENK byly téz d&leny pomoci CE v nevodném prostiedi s elektrochemickou
detekci v nepokrytych kfemennych a polyethylenglykolem (PEG) pokrytych kapilarach
[156]. Fluorescenéni detekce byla vyuzita pfi vyvoji imunoanalytického stanoveni
zalozeného na kompetitivni reakci volného [Met’JENK a [Met’]ENK vazaného

v komplexu s fluoresceinem [157].

3.4 Hmyazi oostatické peptidy
Hmyzi oostatické peptidy (insect oostatic peptides, IOPs) se fadi do skupiny
antigonadotropnich hmyzich hormonti vyskytujicich se v riznych Zivo¢iSnych druzich
jako napfiklad mouSe masaice Neobellieria bullata nebo komarovi Aedes aegypti. Tyto

peptidy byvaji téZ n€kdy nazyvéany trypsinové modulacni oostatické faktory (TMOF).
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JelikoZ ovliviiuji reprodukéni procesy hmyzu, jsou povaZovany za moZzny novy typ
biologicky odbouravatelnych insekticidi. TMOF vyskytujici se u komara Aedes aegypti
(Aed-TMOF) je ptirodni dekapeptid, ktery ma sekvenci H-Tyr-Asp-Pro-Ala-Pro-Pro-
Pro-Pro-Pro-Pro-OH. Byl prvné popsan Borovskym [158] jako inhibitor biosyntézy
trypsinovych enzymi ve stfednim stfevé komara, kde zabrariuje degradaci pfijaté krve a
tim nepfimo zastavuje rist oocyti [159]. Borovsky také navrhl pravdépodobnou
sekunddarni strukturu dekapeptidu jako levoto¢ivou a-helikélni strukturu [159]. Pozdéji
analogy se zkracujicim se C-koncem fetézce, s cyklickou strukturou a prolinem
nahrazenym dehydroprolinem ¢&i tyrosinem nahrazenym homotyrosinem byly
syntetizovany na pevné fazi [160-162] a charakterizoviny NMR a cirkularnim
dichroismem [162, 163]. Biologickd aktivita a mechanismus ptisobeni analogi byly
studovany na mouchdch masarkdch Neobellieria bullata a mysich. Zatimco u masafek
byl v zavislosti na struktufe pozorovan 20-80% pokles reprodukéniho procesu [164,

165], u mysi zadny efekt na reprodukci zji$tén nebyl [166].

3.5 Hormony uvoliiujici gonadotropiny

Hormon uvoliujici gonadotropiny (GnRH), dfive nazyvany hormon uvoliujici
luteinizaéni hormon (LHRH), je fyziologicky vyznamnym dekapeptidem (pGlu-His-
Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH;), ktery je syntetizovdn v neurosekreénich
burikdch v hypotalamu a reguluje reprodukéni funkce a podporuje druhotné pohlavni
znaky. Agonisté GnRH jsou pouZzivany k 1éCeni rakoviny prsu a prostaty.

Syntetické GnRH a jejich analogy a fragmenty jsou pouzivany v CE jako
modelové analyty nebo ve smésich spolecné s dalSimi peptidy pfi vyvoji metod pro
realné vzorky, pfi testovani nové CE instrumentace [154, 167, 168] nebo pfi hledani
optimdlnich experimentdlnich podminek pro separaci [153, 169] nebo analyzu
biopeptidia [131]. Uspé$na kombinace CE-MS bez zmlzjiciho plynu byla
demonstrovana na gonadorelinu (synteticky lidsky GnRH) [167]. On-line
prekoncentratni CE-MS systém umoznil pfi imunoanalytickém stanoveni vysokou
citlivost, dobrou opakovatelnost a snadnou automatizaci. Jiny on-line prekoncentracni
CE systém byl optimalizovan pro kontrolu Eistoty syntetickych biologicky aktivnich
peptidd véetné GnRH ve fosfaitovém BGE, pH 3,5 [131]. Membrénovy prekoncentraéni
CE-MS/MS systém byl navrzen pro sekvenovani biologicky aktivnich peptidi na drovni

sub-100 femtomoli [170]. Devét modelovych peptidi bylo analyzovdno v2 mM
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acetdtu ammoném a 1% v/v kyseling octové. Uspésna CE a CEC separace smési peptidi
a proteini byla provedena v kfemennych kapildrdach modifikovanych kladné nabitym
alkylaminosilylovym monomerem s UV a MS detekci [171]. Rychld separace péti
peptidi véetné GnRH byla ziskana v S mM kyseliné octové s 50% v/v ACN. Spojeni
CE a nano-ESI rozhrani, kde elektrické porézni spojeni a vstfikovaci $pi¢ka byly
integrovany na vlastni kfemennou kapildru, bylo otestovdno na separaci smési deviti
peptidl a proteinil véetné GnRH v 1 M kyseliné octové, pH 2,4 [172]. Rizné typy off-
line a on-line spojeni CZE-ESI-TOF-MS s pozlacenym rozhranim byly zkonstruovéany a
pouZzity pfi separaci a analyze standardni smési péti peptidi a proteinii v5 % v/v
kyseling octové [173]. GnRH a jeho &tyfi analogy, [D-Ala®JGnRH, [D-Lys®]GnRH,
[D-Phe? D-Ala®|GnRH a [Gly-OH'’|GnRH, byly analyzovény v kapilafe pokryté
3-(aminopropyl)trimethylsilanem v 0,01 M kyseliné octové, pH 3,5, jako modelové
smési pii testovani vhodnosti CE-ESI-MS pro dalsi identifikaci toxini v hadim jedu
[174]). CE vyuzZivajici polem zesilené davkovani vzorku byla pouzita pfi stanoveni
vedlejsich produktii po syntéze buserelinu, [Des-Gly'®,p-Ser(tBu)®, Pro-NHEt’]GnRH,
[175], jako optimalni experimentdlni podminky byly nalezeny kyselé BGEs s pH
men$im nez 3,5. Uspéné off-line spojeni CE a MALDI-MS bylo pfedvedeno na
analyze ctyf standardnich peptidi, proteinti a realného vzorku slz v 50 mM acetatu
amonném, pH 7,4 [176]. Na zdkladé znamych nebo dfive stanovenych charakteristik
(acidobazické disociani konstanty ionogennich skupin) byly stanoveny vhodné
separacni podminky pro CE analyzu sedmi terapeutickych peptidi vcetné€ buserelinu a
triptolerinu, [D-Trp®JLHRH, [153]. Optimalizace podminek byla providéna v irokém
rozmezi pH 2-12, nejlepsi separace byla dosazena v BGE sloZzeném z 50 mM kyseliny
octové a 50 mM kyseliny mravenci, pH 2,85 bylo upraveno pomoci amoniaku. Stejna
sada peptidi byla téZz separovdna a charakterizovana v organovodném elektrolytu,
2-propanol, kyselina octovd a kyselina mraven¢i, pomoci CE-ESI-MS s komer¢nim
[154] a v laboratofi vyvinutym rozhranim pro stinici roztok [168]. Déle bylo provedeno
srovnani predikovanych a experimentdlné ziskanych hodnot rozliSeni, elektroforetické
pohyblivosti a reten¢nich faktorti v CE a HPLC [169]. Uplné separace GnRH a jeho péti
analogu bylo dosaZzeno pomoci RP-HPLC v mobilni smési sloZzené z ACN a fosfatového
pufru, pH 2,5, CZE ve fosfitovém a boratovém pufru a CMEKC s pfidanim CTAB,
CHAPS a Triton X-100 do BGEs pouzitych v CZE [177]. Uziti alternativni
bezkontaktni vodivostni detek¢ni techniky k UV-absorp¢ni detekci bylo demonstrovano

na analyze smési deviti peptidi ve fosfaitovém pufru, pH 2,5 [65], kde mez detekce se
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pohybovala na urovni uM a rozliSeni dosahovalo vysokych hodnot. Nativni GnRH se
pouziva ke studiu biologickych regulaénich procesi jako je kinetika a mechanismus
ucinku hormoni v téle [175, 178-180]. Rychld CE metoda byla vyvinuta a validovana
pro méfeni stability lidského a lososiho GnRH a jejich analogl v pfitomnosti stfevnich
enzymu [178], analyza byla provddéna v kyseliné octové, pH 4,0. Stanoveni
syntetického GnRH  vplazmé bylo prezentovdno pomoci on-kapilarniho
prekoncentra¢niho CE systému [180], k potlaeni adsorpce na stény kapilary a pro
zvySeni citlivosti a selektivity MS detekce byla kapildra pokrytd 3-aminopropyl-
triethoxysilanem. Dal§im pfikladem pouziti CE je stanoveni proteini béhem studie

vlivu GnRH v lidské ovaridlni tekutin€ a séru pfi in-vitro oplodnéni [179].
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4 Vyzkumné cile

Cilem dizerta¢ni price bylo vyvinout nové metody pro analyzu, separaci a
fyzikalné-chemickou charakterizaci vybranych peptidovych hormont a jejich analogi a
fragmenti kapilarnimi elektromigraénimi technikami, zonovou elektroforézou a
micelarni elektrokinetickou chromatografii. Pfi analyze a separaci strukturné podobnych
peptidi byla vyzkumna ¢innost zaméfena na vyvoj vhodnych experimentdlnich
podminek, tedy na volbu vhodného médu v zavislosti na ionogennim ¢i neionogennim
charakteru peptidu, na vybér optimalniho sloZeni a pH zakladnich elektrolytii, na upravu
vzorku a na volbu vhodného zptisobu detekce. Pfi fyzikalné-chemické charakterizaci
peptidi bylo zdmérem spocitat jejich efektivni a specifické naboje, co nejpfesnéji
stanovit jejich efektivni elektroforetické pohyblivosti pfi standardni teplot€¢ a pomoci
semiempirickych modelt studovat korelace mezi pohyblivosti, ndbojem a velikosti
peptidi a urcit nejpravdépodobnéjsi tvar jejich molekul v roztoku.

V oblasti CE analyzy a separace peptidu dil¢imi cili bylo:

e Zvolit optimalni separa¢ni podminky na zakladé strategie pro raciondlni vybér
podminek pro ionogenni a neionogenni peptidy (I, I1, I1I, IV).

e Nalézt vhodné sloZeni zakladnich elektrolytii pro analyzu a separaci v kyselém
prosttedi o pH < 2,5 a ve slabé alkalickém prostiedi (pH ~ 8), scilem
minimalizovat adsorpci peptidi na sténu kapilary (I, IL, III, IV).

e Porovnat mez detekce a citlivost UV-absorpéniho detektoru s polem diod
v komerénim CE analyzatoru P/ACE MDQ (Beckman Coulter) s mezi detekce a
citlivosti fluorescenéniho detektoru (argon ion LIF detektor, excitace/emise
488/520 nm) v tomtéz zafizeni a s mezi detekce a citlivosti UV-absorpEniho
detektoru v laboratornim CE analyzatoru vlastni konstrukce (I, II).

e Kvalitativné a kvantitativné stanovit Cistotu syntetickych a semisyntetickych
preparatt peptidovych hormont a jejich analogi a fragmenti (I, I1, I1L, IV).

e Porovnat CZE separaci struktumé podobnych peptidovych hormoni
v klasickych a izoelektrickych pufrech jako zdkladnich elektrolytech (II, III,
IV).
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V oblasti fyzikalné-chemické charakterizace peptidt dil¢imi cili bylo:

Spocitat efektivni a specificky ndboj peptidi na zdkladé¢ prliimémych hodnot
acidobazickych disociacnich konstant ionogennich skupin pfitomnych v jejich
fetézcich (I, 11, IIL, IV).

Uréit experimentalné efektivni elektroforetické pohyblivosti peptidd pfti
standardni teploté 25°C (IIL, IV).

Ovéfit pomoci semiempirickych modeld vztahy mezi pohyblivosti peptidi a
jejich ndbojem, velikosti a prostorovou strukturou a urcit pravdépodobny tvar

jejich molekul v roztoku (I, I1I, IV).
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S Experimentalni ¢ast

5.1 Chemikalie

Vsechny pouzité chemikédlie dosahovaly stupné d&istoty p. a. Tris
(tris(hydroxymethyl)aminomethan) byl dodan firmou Serva (Heidelberg, Némecko),
kyselina fosfore¢na, kyselina octovda a dimethylsulfoxid (DMSO) byly ziskany
z Lachemy (Brno, CR), kyselina iminodioctova (IDAA) byla dodéna od Bachemu
(Bubendorf, Svycarsko), isoforon (3,5,-trimethyl-2-cyklohexen-1-on) a dodecylsulfét
sodny (SDS) byly od Fluky (Buchs, Svycarsko) a tricin ([tris(hydroxyl-methyl)-
methyl]-glycin) byl ziskdn od firmy Merck (Darmstadt, Némecko).

5.2 Uprava vzorku

Analogy oxytocinu, vasopressinu, oktapeptidu B23-B30 z C-konce B-fetézce
lidského insulinu (HI), enkefalinti, dalarginu, linearnich hmyzich oostatickych peptidii
a hormonti uvoliiujicich gonadotropin byly syntetizovany na pevné fazi [181] v Ustavu
organické chemie a biochemie AV CR (UOCHB). Struktura dalarginu byla obménéna
substituci leucinu v pozici 5 za D-tercidmi leucin [182], glykosidaci [183] nebo jodizaci
tyrosinu v pozici 1, derivatizaci na karboxylové skupiné¢ C-konci argininu a kombinaci
téchto modifikaci. Cyklické hmyzi oostatické peptidy byly cyklovany z linearnich
fetézci, bocni fetézce byly chranény [162]. Syntetické peptidy byly ¢isStény preparativni
HPLC nebo molekulovou vyluéovaci chromatografii (SEC) a charakterizovany pomoci
aminokyselinové analyzy, hmotnostni spektrometrie a analytické HPLC.

Lidsky insulin a jeho B23-B30 oktapeptid byl pro fluorescencni detekci znacen
pomoci derivatiza¢niho ¢inidla, 4-chloro-7-nitrobenzo[1,2,5]oxadiazolu (NBD). NBD
reagoval s volnou €-amino skupinou Lys B29 v oktapeptidu HI, pfi€emz jeho o-amino
skupina Lys byla chrdanéna Fmoc chranici skupinou [184]. Fluorescen¢né znacené
molekuly HI byly pfipraveny semisynteticky trypsinem katalyzovanou syntézou
peptidové vazby mezi C-koncem Arg B22 desoktapeptidu HI a N-koncem
NBD-znaceného oktapeptidu B23-30 HI [185].

Rozpustnost peptidll je ddna jejich aminokyselinovym slozenim a sekvenci. Pfi
CE analyze se peptidy nejCastéji rozpoustéji v deionizované vodé nebo v zdkladnim
elektrolytu. Rozpustnost peptidu ve vodé¢ je vyhodna z hlediska moznosti pouzit stejny

vzorek v riznych elektrolytovych systémech a dosdhnout lepSitho zkoncentrovani
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rozpusténého vzorku. Na druhou stranu pouziti zakladniho elektrolytu jako rozpoustédla
vzorku zaruc¢i konstantni separacni podminky, pohyb v BGE béhem celého pokusu, coz
je dualezité pfi méfeni fyzikaln€ chemickych vlastnosti. Protoze nejdiive bylo dilezité
nalézt vhodné experimentalni podminky, vétSina peptidovych hormont byla rozpusténa
v deionizované vodé, ve vodé nerozpustné peptidy byly rozpuStény v zdkladnim
elektrolytu. Analyzované peptidy byly rozpustény v koncentra¢nim rozsahu 0,01-1,5
mg.ml'1 pro UV-detekci a 10-1000krat nizsi pro LIF detekci.

5.3 Pristrojové vybaveni

Mc¢feni byla provadéna ve dvou pfistrojich, v laboratornim CE-analyzatoru
sestrojeném v UOCHB AV CR (UOCHB-CE) [186] a v komer&nim zatizeni P/ACE
MDQ System (Beckman-Coulter, Fullerton, CA, USA).

CE analyzator sestrojeny v UOCHB byl obsluhovan manudlng, sbér a
zpracovani dat bylo provadéno chromatografickou stanici Clarity (DataApex, Praha,
CR). Kfemenné kapilary z vnéjsku pokryté polyimidem s vnitinim primérem 50 um a
vnéj$im primérem 200 pum, které mély celkovou délku 30 cm a efektivni 19 cm, byly
vyrobeny v Ustavu skelnych a keramickych materiald, resp. v Ustavu radiotechniky a
elektroniky AV CR (URE, Praha, CR). Jednotlivé experimenty byly provadény pfi
laboratorni teploté 22-24°C bez aktivniho chlazeni kapildry. Davkovani vzorku bylo
hydrodynamické. Latky byly detekovany UV detektorem s pevnou vinovou délkou
206 nm, zdrojem zafeni byla bezelektrodové vysokofrekvenéné buzend jédova vybojka
(LKB-Pharmacia, Uppsala, Svédsko), a UV-senzitivni kfemikova fotodioda
s vestavenym predzesilovatem (Hamamatsu Photonics Deutschland, Herrsching,
Némecko).

Komeréni CE analyzédtor byl pln€ automaticky pfistroj, jeho fizeni, sbér a
zpracovani dat byly provadény softwarem P/ACE System MDQ, verze Karat (Beckman
Coulter, Fullerton, CA, USA). Kfemenné kapilary z vnéjsku pokryté polyimidem byly
dodané firmou Polymicro Technologies (Phoenix, AR, USA), mély vnitini primér
50 um nebo 75 um a vnéjsi primér 375 pum, celkovou délku 39-40 cm a efektivni délku
(k detektoru) 29-30 cm, piesné rozméry jsou udany u jednotlivych méfeni. Kapilara
byla chlazena kapalinou nastavenou na standardni teplotu 25°C. Davkovani vzorku bylo
hydrodynamické. Latky byly detekovany UV-detektorem s diodovym polem (PDA)

s vinovym rozsahem 190-600 nm a nebo fluorescenénim detektorem s argonovym
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laserem indukovanou fluorescenci (LIF) s excitaéni vinovou délkou 488 nm a emisni
vinovou délkou 520 nm.

Nova kapilara byla postupné promyvana, nejprve vodou, poté 1 M hydroxidem
sodnym, opét vodou a nakonec zakladnim elektrolytem. Kazdy krok trval 10 minut.
Nasledné byly vnitini stény kapilary a elektroosmoticky tok stabilizovany vloZenym
vysokym napétim po dobu 20 minut. Mezi jednotlivymi méfenimi se stejnymi
podminkami byla kapilara promyvana zdkladnim elektrolytem 2 minuty. Pfi kazdé
zméné zakladniho elektrolytu byla kapilara promyvana 0,1 M NaOH 5 minut a poté byl
stabilizacni krok opakovan jako pro novou kapilaru. Separacni napéti bylo v rozsahu
10-25 kV. Vzorky byly davkovany tlakem 5-15 mbar po dobu 5-15 s. Zakladni
elektrolyty byly filtrovany pfes 0,45 pum filtr (Millipore, Bedford, MA, USA).
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6 Vysledky a diskuse

6.1 Analyza a separace peptidovych hormoni

Ke kvalitativni a kvantitativni CE analyze a nasledné separaci strukturné
podobnych peptidi a k jejich fyzikalné-chemické charakterizaci bylo vybrano pét rizné
velkych skupin peptidovych hormontl. Prvni skupinu tvofi osm neurohypofyzarnich
peptidi (NHPs), jako oxytocinu (OT), vasopressinu (VP) a hmyziho diuretického
hormonu (IDH) a jejich derivati (tabulka 3), druhd skupina obsahuje pankreaticky
hormon lidsky insulin (HI) (obrdzek 1, kapitola 3.2) a jeho fragment B23-30. Tteti
12-¢lenna skupina obsahuje enkefaliny (ENKs) a dalargin (DLR) a jejich fragmenty a
derivaty (tabulka 4), Ctvrta, nejpocetnéjSi, je skupina 20 hmyzich oostatickych
peptidovych hormonid (IOPs) (tabulka 5) a patou 12-Clennou skupinu tvoii hormony
uvoliujici gonadotropin (GnRHs) a jejich analogy a fragmenty (tabulka 6).

6.1.1 Strategie volby experimentdlnich podminek

Strategie pro raciondlni volbu podminek pro CE separaci peptidul, kterd bere
v uvahu specifické vlastnosti peptidii, byla pouzita pfi vybéru experimentalnich
podminek pro jejich analyzu. Charakteristické vlastnosti peptidi vyplyvaji z jejich
aminokyselinového slozeni a sekvence, které urcuji jejich elektricky naboj, velikost,
tvar, hydrofobicitu a specifické vazebné schopnosti. Ze struktury téZ vyplyva ionogenni
¢i neionogenni charakter latky, ktery hraje dilezZitou roli pfi volbé separacniho médu
metody. Pokud jsou peptidy nabité alespoii v urcité oblasti pH, mizeme zvolit metodu
CZE, pokud ne, volime metodu CMEKC.

Analyzované peptidy (tabulky 3-6) obsahuji 2 aZ 10 aminokyselinovych zbytk,
jejich relativni molekulovd hmotnost je v rozmezi od 238,2 do 1262,5. Vyjimku tvofi
lidsky insulin, ktery ma ve dvou fetézcich 51 aminokyselinovych zbytkd, relativni
molekulovou hmotnost 5808 a izoelektricky bod 5,4-5,5. Ze struktury peptidi vyplyva,
Ze vétSina peptidl obsahuje nejméné jednu ionogenni skupinu, nejcastéji volny N-konec
(0-NH;" skupina) nebo C-konec (a-COOH skupina) peptidového fetézce. Oxytocin,
vasopressin a v§echny jejich derivaty, DLR-NHEt, a vétSina GnRHs a jejich fragmentt
a analogli maji amidované karboxylové skupiny na C-koncich peptidovych fetézci,
derivaty OT,VP a IDH maji na N-konci kyselinu merkaptopropionovou, vsechny
GnRHs kromé tfech maji v pozici 1 kyselinu pyroglutamovou (pGlu) a PacDLR ma

N-konec derivatizovany fenylacetdtem. Kromé IDH a jeho derivati, dvou fragmentt
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Tabulka 4 Zkratky, sekvence a relativni molekulové hmotnosti, M,, enkefalinii, dalarginu a jejich fragmentu a analogu

Peptid Zkratka Sekvence v tfipismenném kodu M,

[Leu’]enkefalin [Leu’]JENK H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-OH 555,8
[Met’]enkefalin [Met’JENK H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-OH 573.,8
ENK dipeptidovy fragment YG H-Tyr-Gly-OH 238,3
ENK tripeptidovy fragment YGG H-Tyr-Gly-Gly-OH 2954
Dalargin DLR H-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu-Arg-OH 726,1
DLR dipeptidovy fragment YA H-Tyr-Ala-OH 2523
DLR tripeptidovy fragment YaG H-Tyr-D-Ala-Gly-OH 309,4
[D-Tle’]dalargin [D-Tle’]DLR H-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-D-Tle-Arg-OH 726,1
Dalargin ethylamid DLR-NHEt H-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu-Arg-NH-Et 749,0
[Tyr(I;)]dalargin [LDLR H-(3,5-di-I)-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu-Arg-OH 960,8
[D-Ser?, Thr®]dalargin [D-Ser’Thr®]DLR  H-Tyr-D-Ser-Gly-Phe-Leu-Thr-OH 689,9
N-fenylacetyl-dalargin PacDLR CesHs-Ac-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu-Arg-OH 859,1
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Tabulka 5 Zkratky, sekvence a relativni molekulové hmotnosti, M,, hmyzich

oostatickych peptidu
Zkratka Sekvence v tfipismenném kdédu M,
YDPAP¢ H-Tyr-Asp-Pro-Ala-Pro-Pro-Pro-Pro-Pro-Pro-OH 1044,1
YDPAP; H-Tyr-Asp-Pro-Ala-Pro-Pro-Pro-Pro-Pro-OH 950,0
YDPAP, H-Tyr-Asp-Pro-Ala-Pro-Pro-Pro-Pro-OH 852,9
YDPAP; H-Tyr-Asp-Pro-Ala-Pro-Pro-Pro-OH 755,8
YDPAP, H-Tyr-Asp-Pro-Ala-Pro-Pro-OH 658,7
YDPAP H-Tyr-Asp-Pro-Ala-Pro-OH 561,6
YDPA H-Tyr-Asp-Pro-Ala-OH 464,5
YDP H-Tyr-Asp-Pro-OH 3934
YD H-Tyr-Asp-OH 296,3
c(YDPAP),  Tyr-Asp-Pro-Ala-Pro-Tyr-Asp-Pro-Ala-Pro 1087,2
c(YDPAP) ler-Asp-Pro-Ala-Pro | 543,6
c(YDPA) ler-Asp-Pro-Ala | 446,5
—
YDPAPsAP  H-Tyr-Asp-Pro-Ala-Pro-Pro-Pro-Pro-Pro-A-Pro-OH  1044,5
YDPAAP H-Tyr-Asp-Pro-Ala-A-Pro-OH 559,6
YDAPA H-Tyr-Asp-A-Pro-Ala-OH 462,5
YDAP H-Tyr-Asp-A-Pro-OH 3914
DPAP H-Asp-Pro-Ala-Pro-OH 399,0
DPA H-Asp-Pro-Ala-OH 301,3
DAPA H-Asp-A-Pro-Ala-OH 299,3
HtyDPA H-Hty-Asp-Pro-Ala-OH 476,6

Hty — homotyrosin, A-Pro — dehydroprolin
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Tabulka 6 Zkratky, sekvence a relativni molekulové hmotnosti, M,, GnRHs a jejich fragmenti a analogu

Peptid Zkratka Sekvence v tfipismenném kodu M,
Lidsky GnRH hGnRH pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH, 1181,5
[BAla®-ProNHEt'°)hGnRH BANHEt-hGnRH  pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-B-Ala-Leu-Arg-Pro-Pro-NHEt ~ 1262.5
[Des-Pro-Gly-NH,;]hGnRH dPGNH;-hGnRH  pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-OH 1028,3
[Des-Arg-Pro-Gly-NH;]hGnRH dAPGNH,;-hGnRH pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-OH 872,1
Fragment hGnRH 1-4 pGluHWS pGlu-His-Trp-Ser-OH 538,6
Fragment hGnRH 4-10 SYGLRPG-NH, H-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH, 766,0
Fragment hGnRH 7-10 LRPG- NH, H-Leu-Arg-Pro-Gly-NH, 440,6
Lososi GnRH sGnRH pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Trp-Leu-Pro-Gly-NH, 1211,5
[Des-Gly-NH;]sGnRH dGNH,-sGnRH pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Trp-Leu-Pro-OH 1155,4
[Des-pGlu'-D-Om°®)sGnRH dPyrbOm-sGnRH  H-His-Trp-Ser-Tyr-D-Orn-Trp-Leu-Pro-Gly-NH, 1058,3
Kufeci GnRH I cGnRH I pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Gln-Pro-Gly-NH, 1180,4
[Des-Gly-NH;]cGnRH II dGNH;-cGnRH II  pGlu-His-Trp-Ser-His-Gly-Trp-Tyr-Pro-OH 11794

pGlu — kyselina pyroglutamova
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hGnRH obsahuji GnRHs fenolovou skupinu tyrosinu. OT, VP, DLR, lidské GnRHs a
jejich derivéty a fragmenty maji ve svych fetézcich guanidinylovou skupinu argininu,
GnRHs kromé dvou fragmentd maji imidazolovou skupinu histidinu a analog fragmentu
lososiho GnRHs obsahuje &-aminoskupinu ornitinu. VSechny neurohypofyzarni
hormony obsahuji disulfidové miistky tvofené mezi cysteiny nebo mezi cysteinem a
kyselinou merkaptopropionovou. NBD znaceny lidsky insulin obsahuje 15 volnych
ionogennich skupin, guanidinylovou skupinu argininu, ¢tyfi fenolové skupiny tyrosinu,
dvé imidazolové skupiny histidinu, étyfi y-karboxylové skupiny kyseliny glutamové a
dvé volné aminoskupiny na N-koncich a dvé volné karboxylové skupiny na C-koncich.
Pomoci primémych hodnot acidobazickych disociaénich konstant jednotlivych
ionogennich skupin byla spoétena zavislost efektivniho a specifického néboje na pH a
uréeny optimalni oblasti pH pro analyzu a separaci, tj. oblasti pH, kde jsou tyto peptidy
nabité a rozdil v jejich specifickych ndbojich je maximalni.

VSechny peptidové hormony kromé deamino-oxytocinu a cyklickych
oostatickych peptidii bylo mozné separovat v kyselych zdkladnich elektrolytech, NHPs
bylo mozné analyzovat jako kationty pfi pH < 8, ENKs a DLR pii pH < 4, IOPs pfi
pH < 3,5, GnRHs pfi pH < 5 a GnRHs s amidovanym C-koncem az do pH 10. Piesné
méfeni pohyblivosti v silné kyselych pufrech pfi pH niz§im nez 2 je slozité, nebot
vzristd iontova sila a prudce roste vodivost BGE a dochdzi k nartistu teploty roztoku
v kapilafe. VSechny vySe uvedené peptidy kromé deamino-oxytocinu a cyklickych
oostatickych peptidii bylo mozné analyzovat jako kationty v pH rozmezi 2-3,5. Vhodné
podminky pro analyzu v8ech hormonil jako aniontid v zasaditém prostfedi nebylo mozné
najit. NHPs jsou v alkalické oblasti nenabité nebo zaporn¢ nabité az pti pH vySSim nez
11. Chemicka labilita disulfidového mistku ovSem vyluCuje pouziti siln€ alkalické
oblasti pH. GnRHs s volnym C-koncem lze analyzovat jako anionty jiz pfi pH > 7, ale
GnRHs s blokovanym C-koncem az pii pH > 12, coz neni vyhodné z diivodu vysoké
koncentrace hydroxidovych anionti. Dochazi k podobnym neZiadoucim efektim jako
pfi vysoké koncentraci vodikovych iontl. Insulin a jeho derivat B23-30-HI, které jsou
znaené pomoci NBD, lze analyzovat pouze v oblasti s pH niz§im nez 8,5, protoZze NBD
dosahuje svého excitaéniho a emisniho maxima pravé v oblasti pH 3-8,5. Enkefaliny,
dalarginy a IOPs bylo mozné bezproblémové analyzovat jako anionty v alkalické

oblasti pii pH 8,1.
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6.1.2 SloZeni zdkladnich elektrolyti

Zakladni elektrolyt byl vybiran tak, aby spliioval né€kolik kritérii. Bylo nezbytné,
aby zarucoval poZadované pH v zoné€ putujiciho analyzovaného peptidu, tedy musel mit
dostate¢nou pufracni kapacitu. To znamenalo, ze pH zdkladniho elektrolytu bylo co
nejméné vzdalené od konstanty acidity (pK,) pufrujici slozky a vodivost zakladniho
elektrolyt, sloZzeny z jednoho kationtu a jednoho aniontu, aby se omezily rusivé vlivy
nadbyteénych systémovych zon. Ddle pohyblivost slozek BGE byla zvolena tak, aby
dochédzelo k co nejmensi elektromigraéni disperzi zon analytu a aby nedochdzelo
k interakcim analyzovaného iontu se slozkami BGE nebo s ldtkami dodatecné
pfidanymi do BGE ovliviiujicimi EOF. V uvahu byla téZ brana pouzitd detekcni
technika.

Tabulka 7 Slozeni a pH zakladnich elektrolyti.

Zkratka Slozeni pH

BGE I 2 M kyselina octova 2,18
BGE 11 0,1 M H3POy; 0,05 M tris 2,25
BGE III 0,1 M kyselina iminodioctova 2,30
BGE IV 0,2 M kyselina iminodioctova 2,32
BGEV 0,05 M kyselina iminodioctova 2,40
BGE VI 0,5 M kyselina octova 2,50
BGE VII 0,04 M tris; 0,04 M tricin 8,10
BGE VIII 0,005 M H3POy; 0,02 M tris; 0,05 M SDS 8,80

Na zdkladé€ strategie pro raciondlni volbu experimentalnich podminek byly pro
CE analyzu a separaci peptidi vybrany zdkladni elektrolyty v kyselé oblasti, pH
2,18-2,50, a slabé alkalicky pufr, pH 8,1, pro metodu CZE a alkalicky pufr, pH 8,8, pro
metodu CMEKC. Jejich pfesné slozeni a pH spole¢né s jejich zkratkou jsou uvedeny
v tabulce 7. Pro kyselou oblast byly pouzity zdkladni elektrolyty sloZené ze stfedné
silnych ¢i slabych kyselin jako jsou kyselina trihydrogenfosfore¢nd, (pK,, = 2,15;
pKa: = 7,21; pK,3 = 12,32) nebo kyselina octova (pK, = 4,76) a izoelektricky pufr,
kyselina iminodioctova (pK, = 2,23), ktery navic spliiluje podminku relativné nizké
elektrické vodivosti pfi dostatecné pufraéni kapacité. Pro alkalickou oblast byl vybran

amfoterni, tzv. Gooduv pufr, tricin (pK, = 8,15) v kombinaci s bazi trisem (pK, = 8,3), a

54



jJiz zminovany fosfatovy pufr. Jako Konstituent micelarni pseudofize byl pouZit
aniontovy detergent dodecylsulfat sodny (SDS). VSechny uvedené elektrolyty byly
pouZity pro UV-absorpéni detekci. Pro fluorescencni detekci byla zvolena kyselina

octova, pH 2,50.

6.1.3 Volba kapilary

Pro vybér vhodné separacni kapilary byla dilezitd dvé hlediska, geometrické
parametry a vnitini povrch kapilary. Délku kapilary jsme volili tak, aby v rozumné
kratké dobé bylo mozné tplné rozdéleni analyzovanych latek. Rozmér vnitiniho
priméru kapilary byl dilezity pfi kontrole teploty zdkladniho elektrolytu a citlivosti
optickych detekci.

Vzhledem k vybrané oblasti pH a slozeni zdkladnich elektrolyti, peptidové
hormony byly v kyselém prosttedi kladné nabité a postupné se zvySujicim pH
prechdzely do neutralni aZ zaporné nabité formy kromé vySe zminénych vyjimek. Bylo
mozné pouzit vnitiné nepokryté kfemenné kapilary s polyimidem na vnéj§i strané
s vnitinim primérem 50 nebo 75 pm a vnéj$im primérem 375 pm, které mély celkovou
délku 39-40 cm a efektivni délku 29-30 cm nebo kapildry o rozmeérech 50 pm i.d. a 200
pm o.d., s celkovou délkou 30 cm a efektivni délkou 19 cm. Pii analyze peptidovych
hormoni jako kationthi v nepokrytych kiemennych kapildrach v kyselych zakladnich
elektrolytech bylo vyuzito snizeni EOF a adsorpce diky potlaceni disociace
silanolovych skupin. Rychly katodicky EOF se poté uplatnil pfi analyze vSech

peptidovych hormond, které se vyskytly v aniontové formé pfi alkalickém pH 8-9.

6.1.4 Citlivost detekce
6.1.4.1 UV-absorp¢ni detekce

Nejbéznéji pouzivand detekce peptidii v CE je UV-absorpéni detekce v oblasti
200-220 nm, tj. v oblasti absorpce UV-zafeni peptidovou vazbou.

Porovnanim dvou UV-absorpénich detektori v pfistrojich se zabyva kapitola
v publikaci I. Srovnani citlivosti detektori bylo demonstrovano na CZE analyze dvou
neurohypofyzarnich nonapeptidi, oxytocinu a Arg®-vasopressinu v kyselém tris-
fosfaitovém pufru, pH 2,25, BGE II. Prvni absorpéni detektor se skladal
z vysokofrekvenén€ buzené jodové vybojky s emisni vinovou délkou 206 nm jako

zdroje svétla a UV-senzitivni kfemikové fotodiody s vestavenym piedzesilovatem
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(UOCHB detektor) a byl zabudovan do CE-analyzatoru vyvinutého v UOCHB. Druhy
detektor, detektor s polem fotodiod s vinovym rozsahem 190-600 nm a s deuteriovou
lampou (PDA detektor), byl pro srovnédni také nastaven na konstantni vinovou délku
206 nm. Tento detektor byl soucdsti komer¢niho pfistroje Beckman P/ACE MDQ.
Charakteristiky obou detektori jako Sum, n, odezva detektoru, R, pomeér signdl/Sum,
R/n, mez detekce, LOD, a citlivost, S, jsou uvedeny v tabulce 8. Uvedené hodnoty byly
ziskany jako priméry dvou naslednych analyz s maximélnim rozdilem 2% v odezvé
detektoru. Z tabulky vyplyvd, Zze hodnoty poméri R/n a meze detekce pro OT a AVP

byly u obou detektoru srovnatelné.

Tabulka 8 Charakteristiky detektoru stanovené pri CZE analyze peptidu v BGE I1.

Peptid Detektor ¢ R R/n S LOD
[umol.dm™] [mV7]? [V.mol'.dm’®  [pmol.dm™]
[mAU] [AU.mol™".dm’]®
oT UOCHB 89,1 64,0 89,0 717,7 3,00
PDA 85,0 43,8 1093 51,4 2,34
AVP UOCHB 844 141,8 1973  1680,6 1,28
PDA 92,0 67,2 167,6 72,9 1,65

Priimérnd hodnota Sumu pro detektor UOCHB byla 0,72 mV a pro detektor PDA 0,04
mAU; “ — UOCHB detektor; ® — PDA detektor.

Vliv absorpce zdkladniho elektrolytu na citlivost detektoru s polem fotodiod
(PDA), mez detekce a mez stanoveni byl studovan v praci I a II.

Porovnani citlivosti detektoru s vyuZitim tris-fosfaitového pufru (BGE II) a
kyseliny octové (BGE VI) bylo ukdzano na analyze oxytocinu a Args-vasopressinu.
Kyselina octova absorbuje vice svétla a piky peptidi byly proto mensi, niz8i vSak byl i
Sum. Separace peptidti v kyseliné octové byla také ovlivnéna elektromigraéni disperzi,
piky byly §ir§i a mén€ symetrické. Hodnoty jednotlivych vlastnosti detektoru jako
poméru signal/Sum, R/n, meze detekce, LOD, citlivosti, S, a meze stanovitelnosti, LOQ,
jsou uvedeny v tabulce 9. Citlivost detektoru poklesla pfiblizné 2,5krat v kyseliné
octové, ve stejném poméru se zvysila mez detekce. Tyto rozdily nejsou tedy prilis
dramatické a lze fici, Ze kyselina octova miize byt pouzivana jako BGE v CZE.

Porovnani dvou kyselych pufri tris-fosfitového (BGE II) a izoelektrického

(BGE III) pufru bylo demonstrovano na sérii enkefalini a dalarginu a jejich derivatt a

56



fragmentd. Byla pouZita stejna kritéria pro hodnoceni citlivosti detektoru jako pro NHPs
(viz tabulka 9 a publikace II, tabulka 4). Z tabulky vyplyvd, ze vice absorbujici
kyselina iminodioctovd poskytuje srovnatelné charakteristiky detektoru jako tris-
fosfatovy pufr. Negativni vliv absorpce zdkladniho elektrolytu BGE III je v tomto

pfipadé kompenzovan rychlejsi analyzou, uz§imi piky a vyssi separacni ucinnosti.

Tabulka 9 Viastnosti UV-absorpcniho detektoru PDA pFi vinové délce 206 nm.

Peptid BGE ¢ Rn S LOD LOQ
[mmol.dm®] -10% [AU.mol'.dm’] [pmol.dm™] [umol.dm™]
OT 11 0,85 1,09 514 2,34 7,80
VI 091 0,86 18,0 3,18 10,6
AVP 1I 0,92 1,68 72,9 1,65 5,50
VI 0,86 1,29 284 2,02 6,73
[Lew’]JENK I 2,08 4,02 426 1,55 5,17
m 2,01 4,06 46,5 1,48 4,95
[Met’]JENK I 1,61 546 74,7 0,88 2,95
m 1,49 741 1144 0,60 2,01

6.1.4.2 Porovndni citlivosti UV-absorp¢ni detekce a laserem indukované
fluorescenéni detekce
Vprici 1 byla srovnavana citlivost UV-absorpéniho PDA detektoru
s fluorescencnim detektorem s argonovym laserem indukovanou fluorescenci (LIF)
s excitaéni vinovou délkou 488 nm a emisni vinovou délkou 520 nm v komerénimu
pfistroji Beckman P/ACE MDQ. CZE analyzy byly provedeny s derivatizovanym
lidskym insulinem a s jeho B23-30 oktapeptidovym fragmentem, oba peptidy byly
derivatizovany fluorescen¢ni znackou NBD. NBD-HI a NBD-B23-30-HI byly
analyzovany v kyselém zidkladnim elektrolytu 0,5 M kyseliné octové, BGE VI.
Fluorescenéni znacka NBD je vdzana na e-aminoskupinu Lys B29, excitaéni maximum
dosahuje pti 475-478 nm a emisni maximum pfi 530-534 nm. Hlavni charakteristiky
obou detektori jsou uvedeny v tabulce 10. Z hodnot mezi detekce vyplyvd, Ze
fluorescenéni detekce je o 1 az 2 fady citlivejsi.
Elektroforegramy CZE analyz NBD-B30-30-HI a NBD-HI v kyseliné octové,
pH 2,5 s LIF detekci jsou na obrazku 2. Zatimco pro NDB-B23-30-HI byl detekovan
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jeden pik (obr. 2A), ptfi analyze NBD-HI kromé& hlavniho piku analyzované latky bylo
nalezeno né€kolik ptfimési (obr. 2B). Je pravdépodobné, Ze fluorescencni €inidlo nebylo
zcela odstranéno z preparatu oktapeptidového fragmentu a reagovalo nasledné

s nechranénymi skupinami aminokyselinovych zbytkli v desoktapeptidu HI.

Tabulka 10 Charakteristiky UV-absorpcniho PDA detektoru nastaveného na 206 nm a
LIF detektoru (488/520 nm) stanovené z CZE analyz insulinu a jeho oktapeptidového
fragmentu v BGE VI

Peptid Detektor ¢ R Rmn S LOD
[umol.dm] [mAUJ? [AU.mol".dm’* [pumol.dm™]
[mRFUJ° [RFU.mol™".dm*]°
NBD-HI  PDA 63,2 2,77 184,7 44,1 1,02
LIF 5,09 505,7 136,6 99331 0,112
NBD-B23-30 PDA 729 8,57 571,1 11,7 3,83
LIF 0,89 629,1 169,9 706590 0,016

Priumérna hodnota Sumu pro LIF detektor byla 3,70 mRFU a pro PDA detektor 0,02
mAU; “ — PDA detektor; ° — LIF detektor.

A B
45
1 1
60 —
30
40 -
T T
o 14
[ E 15 X
20 X X
IX X
T T T T
0 3 6 9 0 3 6 9
t_ [min] t  [min]

Obrazek 2 CZE analyzy fluorescencné znacenych peptidu s LIF detekci. (4) NBD-B23-
30-HI, 0.05 ug.ml " (B) NBD-HI, 0.5 ug.ml’. Analyzy byly providény v BGE VI,
davkovani 10 mbar, 10 s, separacni napéti 15 kV, proud 20-21 A, 1 — hlavni synteticky
produkt; x — neidentifikované primési.

6.1.5 Kvalitativni a kvantitativni analyza
Kvalitativni a kvantitativni analyza byla prvnim a zédkladnim krokem pfi studiu

novych peptidd. Pro uplnou charakterizaci peptidovych preparati, zv1ast€ pak téch, jez
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byly dile uzivany pro biologické testy, bylo dileZité znat obsah pfimési vznikajicich
nejcastéji pfi jejich syntéze a naslednych Cisticich operacich.

Stuper Cistoty syntetickych a semisyntetickych peptidovych hormont ¢iSténych
chromatografickymi metodami jako RP-HPLC a/nebo SEC byl stanoven v publikacich
I, II, III a IV. Peptidy byly analyzovany v zdkladnich elektrolytech vybranych podle
strategie pro raciondlni volbu podminek pro separaci peptidi. Standardy nové
pripravenych peptidi nebyly dostupné, takze nebylo mozné je stanovit metodou
kalibra¢ni kfivky ¢i vnitfniho standardu. Proto byl stuperi ¢istoty uréen pomoci relativni
vysky piku, Py, relativni plochy piku, P4, a relativni korigované plochy piku Pcy (viz
kapitola 2.1.1). VétSinou se hodnoty stupiii Cistoty pohybovaly mezi hodnotami
85-99%, pro NHPs 80-96% (pfesné hodnoty viz tabulka 2, publikace I), ENKs a DLR
85-99,9% (pfesné hodnoty viz tabulka 3, publikace IT), IOPs 95-99% a GnRHs 88-99%. o
Stupné ¢istoty peptidovych hormoni byly stanoveny ze dvou méfeni, kterd se lisila -~ -
o méné nez 1%. e

Vybrané piiklady CZE a CMEKC analyz jsou uvedeny na obridzku 3, ostatni viz
publikace I-IV. CZE analyzy peptidi s vysokym stupném cistoty jsou demonstrovany
na oxytocinu (viz obrdazek 3A) stanoveném jako kation v kyselém elektrolytu, BGE II,
a na [Leu’]enkefalinu (viz obrdzek 3B) analyzovaném jako anion v alkalickém
prostiedi, BGE VII. Opaénym pfikladem je elektroforegram [Des-Gly-NH;]cGnRH II
(viz obrazek 3C) s mnoha neidentifikovanymi pfimésmi, kde stupeii Cistoty dosédhl
hodnoty pouze 55,1%. Vsechny tyto tfi pfiklady poskytovaly podobné hodnoty stupné
Cistoty stanovené vSemi tfemi mozZnymi zpisoby vyhodnoceni, tj. podle relativni vysky,
plochy a korigované plochy. Na pfikladu CZE analyzy dalarginu je ukazéno (viz
obrizek 3D), Ze mohou byt velké rozdily ve stupni Cistoty v zdvislosti na pouZitém
zpisobu vyhodnocovani. Stupeni Cistoty stanoveny pomoci relativni vySky piku byl
0 10-15% mensi nez stupen Cistoty stanoveny pomoci relativni plochy piku nebo
relativni korigované plochy piku v zdvislosti na pouzitém zakladnim elektrolytu = -
v disledku relativné velké vysky a malé plochy ostrého piku hlavni pfimési. Pfikladem
kvantitativni analyzy peptidu s vysokym stupném cistoty metodou CMEKC je stanoveni ‘
deamino-oxytocinu v alkalickém prostfedi BGE VIII (viz obrazek 3F). Z uvedenych
piikladi analyz je ziejmé, Ze ziskany stuperi Cistoty zadvisi na experimentalnich
podminkach a také na zpisobu jeho stanoveni.

Vpraci III je na piikladé dekapeptidu YDPAPs ukdzdna identifikace

minoritnich pfimési. Na elektroforegramu dekapeptidu (viz obrdzek 3E) jsou jasné
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Obrazek 3 CZE (A)-(E) a CMEKC (F) analyzy peptidovych hormoni: (A) oxytocin, 0,95
mg.ml’, BGE I, U = 10 kV, I,; = 69-70 yA; (B) [Lew’]enkefalin, 1,25 mg.ml’, BGE
VII, U= 10kV, I; = 13,2-14,2 uA; (C) [Des-Gly-NHyJcGnRH II, 1,10 mg.mI"’, BGE 11,
U=15kV, I, = 43,2 ud; (D) dalargin, 1,25 mg.ml'’, BGE III, U = 10 kV, I, = 36,7-37
UA; (E) YDPAPs 1,15 mgml’, BGE II, U = 10 kV, I,; = 69-70 yA; (F) deamino-
oxytocin 1,15 mg.ml’, BGE VI, U = 20 kV, I, = 69-71 HA; 1 — hlavni synteticky
produkt, x — neidentifikované primési, 2 — YDPAPs, 3 — YDPAP,, 4 — YDPAP,, 5 — YD,
6 — elektroosmoticky marker.



patrné Ctyfi pfimesi, které byly identifikovany jako jeho kratsi fragmenty, YDPAPs,
YDPAP,;, YDPAP,, YD, na zdkladé porovnani jejich efektivnich elektroforetickych
pohyblivosti. Jejich pfitomnost byla také potvrzena pfidavkem standardii téchto kratSich
peptidu ke vzorku dekapeptidu YDPAPg. Stuperi ¢istoty tohoto dekapeptidu dosahoval
86,7%.

6.1.6 Separace strukturné podobnych peptidii

Separace strukturné podobnych peptidi ma velky vyznam pii jejich ¢iSténi po
syntéze, ale také pfi sledovani biochemickych procesti v organismech, napiiklad
pfi monitorovani degradacnich produktii biologicky aktivni peptidi. Pfikladem separace
strukturné podobnych peptidovych hormont jsou separace skupiny dvou enkefalini a
jejich dvou fragmentti, dalarginu a jeho péti fragmentt a derivatl (publikace II), dvou
skupin oostatickych peptidii (publikace III) a tfi Ctyfélennych skupin hormont
uvolnujici gonadotropin (publikace 1V). Vhodné experimentdlni podminky byly
odvozeny na zdklad€ strategie pro raciondlni vybér podminek pro separaci peptidd,
piedevsim ze zavislosti specifického naboje peptidi na pH, a ze zkuSenosti ziskanych
z analyz jednotlivych peptidt v zdkladnich elektrolytech.

Na zdklad¢ vysledki z predeslych analyz pro separaci enkefalinli a dalargint a
jejich fragmenti a derivati byl vybrdn izoelektricky pufr, 100 mM kyselina
iminodioctovd, BGE III. K ziskani lep$iho rozliSeni byly testovany riizné koncentrace
IDAA a separacni napéti. Nakonec jako nejlep$i podminky pro separaci smési
dalarginu, jeho fragmenti a derivat byly vybrany tyto podminky — 100 mM IDAA, pH
2,30, separacni napéti 10 kV. Dvojnasobna koncentrace IDAA, tedy 200 mM, pH 2,32,
BGE 1V, byla nalezena jako nejlepsi BGE pro separaci ENKs a jejich derivati pfi
stejném separacnim napé€ti 10 kV. Separace smési enkefalini a jejich fragmentd
([Leu’]JENK, [Met’]ENK, YGG, YG) je na obrazku 4A, separace smési dalarginu a
jeho fragmentii a derivati (DLR, YA, YaG, DLR-NHEt, LDLR, PacDLR) na obrizku
4B. Rozliseni kazdé dvojice peptidii bylo alespoii 2,1 s vyjimkou [Leu’]JENK a
[Met’]ENK, kde rozliSeni dosghlo pouze hodnoty 1,2, tedy rozdéleni nebylo tplné. Ve
smési ENKs a jejich fragmenti se nejrychleji pohybovaly fragmenty a poté ENKs (YG,
YGG, [Lew’]ENK, [Met’]ENK). Ve smési dalarginu, jeho analogti a fragmenti rychleji
migrovaly del$i peptidy s vySSim efektivnim a specifickym nédbojem nez kratsi

fragmenty s niZ8im specifickym nabojem.
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CZE separace smeési IOPs liSicich se v po€tu aminokyselinovych zbytkid
v linedmim fetézci nebo v malé zméné sloZeni aminokyselin, jako zaména prolinu

za dehydroprolin nebo tyrosinu za homotyrosin, byly provedeny ve tfech kyselych
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Obrdzek 4 CZE separace (A) enkefalinovych analogii a fragmenti v BGE 1V, pH 2,32,
1-YG, 2-YGG, 3- [Leu5]ENK, 4— [Mer JENK; (B) dalarginové fragmenty a analogy
v BGE III, pH 2,30, 1 — DLR-NHEt, 2 - DLR, 3 —~ LDLR, 4 — YA, 5 — YaG, 6 — PacDLR.
Experimentalni podminky: kiemenna kapilara celk./efekt. délka 394/292 mm, i.d. 75 um,
o.d. 375 um, separacni napéti 10 kV, UV absorpcni detektor, A = 206 nm.

BGEs, BGE 11, III, V, a v jednom alkalickém elektrolytu, BGE VII. Elektroforegramy
separace peptidid se stejnym efektivnim nabojem a s kiesajicim poctem prolinovych
zbytki na C-konci fetézce YDPAP,, x = 6-0, a dipeptidu, YD a tripeptidu, YDP,
analyzovanych jako kationty v kyselych zakladnich elektrolytech a jako anionty
v alkalickém pufru, jsou na obrdzku 5. Nejlepsi rozliSeni separace bylo nalezeno
v klasickém tris-fosfatovém pufru, BGE II (obrdzek SA). V izoelektrickém pufru BGE
III byl rychlejsi EOF, ¢as analyzy byl kratsi, ale piky nebyly uplné rozdéleny na
zékladni linii (obrazek SB). V BGE V, 50 mM IDAA, dipeptid a tripeptid migrovaly ve
smésné zoné (obrazek SC). V alkalickém tris-tricinovém pufru, BGE VII, pomalejsi
IOPs nebyly rozdéleny na zakladni linii a rychlejsi IOPs mély trojuhelnikovy tvar piku
zpisobeny elektromigraéni disperzi (obrazek SD).

Dalsi strukturné podobné peptidy ze skupiny 20 IOPs byly separovany pouze
ve vybranych elektrolytech. Tetrapeptid, YDPA, a jeho analog s homotyrosinem na
N-konci, HtyDPA, byly uspéSné separovéany v alkalickém BGE VII s rozliSenim 1,92.
V kyselych pufrech byly rozdéleny s rozliSenim 1,01-1,5, v izoelektrickych pufrech,
BGE III a V, nebyly rozd€leny na zdkladni linii. Analogy s del$im peptidovym fetézcem
lisici se prolinem nahrazenym dehydroprolinem dekapeptidii, YDPAPs a YDPAPsAP, a
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pentapeptidi, YDPAP a YDPAAP, byly tplné separovany na zakladni linii ve tfech
kyselych elektrolytech BGE 1I, Il a V, na rozdil od kratSich analogi, tetrapeptidd,
YDPA a YDAPA, a tripeptidi YDP a YDAP, které byly rozdéleny pouze ¢astecné nebo
migrovaly ve smésnych zénich. Zadny z derivati s dehydroprolinem se ned&lil od
analogu s prolinem v alkalickém BGE VII. Cyklické analogy byly separovdny pouze
v alkalickém BGE VII, nebot’ v kyselych zakladnich elektrolytech nebyly nabité.
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Obrdzek 5 CZE separace deviti IOPs s klesajicim poctem aminokyselinovych zbytki
v linearnim retézci v (A) BGE II, pH 2,25, (B) BGE III, pH 2,30, (C) BGE V, pH 2,40 a
(D) BGE VII, pH 8,1. 1 — YD, 2 — YDP, 3 — YDPA, 4 — YDPAP, 5 — YDPAP,, 6 —
YDPAP;, 7 — YDPAP,, 8 — YDPAPs, 9 — YDPAPs. Experimentalni podminky: kfemenna
kapilara celk./efekt. délka 402/300 mm, i.d. 75 um, o.d. 375 um, separacni napéti 10 kV,

UV absorpcni detektor A = 206 nm.

Tfi smési po ctyfech GnRHs byly na zakladé experimentdlnich podminek
zvolenych dle strategie pro raciondlni vybér podminek pro separaci peptidi déleny

v kyselém prostfedi v uzkém rozsahu pH 2,18-2,50 vpéti riznych zdkladnich
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elektrolytech, BGE I-IV a BGE VI. Smés 1 byla slozend z lidského GnRH a jeho
fragmentt (pGluHWS, SYGLRPG-NH,;, dAPGNH,-hGnRH), smés 2 z dekapeptida tii
druhit GnRH ([BAla®-ProNHEt'*]hGnRH, hGnRH, sGnRH, cGnRH I) a smés 3 z [Des-
pGlu'-D-Om®)sGnRH, [Des-Pro-Gly-NH,]hGnRH, sGnRH a [Des-Gly-NH,]sGnRH,
viz tabulka 6. Srovnani u¢innosti a rozliSeni separace jednotlivych peptidi ve smésich
v klasickych BGEs jako kyseliné octové, BGE I a BGE VI, a tris-fosfatovém pufru,
BGE 11, a v izoelektrickych BGEs, 0,1-0,2 M kyseliné iminodioctové, BGE III a BGE
IV, je uvedeno v tabulce 11. Nejrychlejsi separace peptidi byly provedeny v kyseliné
Nejkratsi ¢as analyzy, 3,4-4,5 minut, byl ziskan v 0,5 M kyseliné octové (BGE VI), jak
je dolozeno na separaci smési 1 na obrazku 6A. Nejvyssi hodnoty separaéni ucinnosti,
0,5-1,6-10° teoretickych pater na metr, byly nalezeny pro izoelektricky BGE IV 0,2 M
IDAA, pH 2,32. Ditkazem uspéSné separace smési 1 je obrdzek 6B a smési 3 obrdzek
6C. Hodnoty rozliSeni peptidi ve smésich 1 a 2 v klasickém tris-fosfaitovam (BGE II) a
izoelektrickém pufru (BGE IV) byly srovnatelné, ale ve smési 3 peptidy [Des-Gly-
NH;]sGnRH a sGnRH v BGE II migrovaly ve smésné z6né bez naznaku rozliSeni (viz
obrazek 6D) na rozdil od separace srozliSenim 1,1 v izoelektrickém BGE IV (viz
obrizek 6C). Z vysledkii vyplyva, Ze uspé$na separace nezdvisi pouze na pH
zékladniho elektrolytu, které se v daném piipadé liSilo o minimalni rozdil 0,05 jednotky,
ale také na slozeni BGE a tedy na interakcich mezi ionty analytu a slozkami BGE.
Na prikladé separace GnRHs lze ukazat, Ze izoelektricky BGE, kyselina iminodioctova,

muze poskytnout lepsi déleni nez klasické BGEs.
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Obrazek 6 CZE separace strukturné podobnych GnRHs. Smés 1 v (A) BGE VI, pH 2,50,
U=25kV;, (B)BGE IV, 2,32, U=15kV; asmeés 3v (C) BGEIV, pH 2,32, U =15 kV;
(D) BGE II, pH 2,25, U = 15 kV; smeés 1, 1 — SYGLRPG-NH;, 2 — hGnRH, 3 —
pGIluHWS, 4 — dAPGNH,-hGnRH; smés 3, 1 — dPyrDOrn-sGnRH, 2 — dPGNH;-
hGnRH, 3 — sGnRH, 4 — dGNH,-sGnRH. Experimentalni podminky: kfemenna kapilara
celk./efekt. délka 390/288 mm, i.d. 50 um, o.d. 375 um, UV absorpcni detektor A = 206
nm.
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6.2 Fyzikdlné-chemicka charakterizace peptidua

6.2.1 Vypocdet efektivniho a specifického naboje

Efektivni naboj a specificky ndboj (efektivni naboj déleny relativni molekulovou
hmotnosti) peptidi byl vypoéten pomoci diive vytvofeného pocitaového programu
Nabamfo [88]. Pfi vypoétu jsme vychazeli ze znamych primarnich struktur peptidi (viz
tabulky 3-6 a obrdzek 1), tj. z pfitomnosti jednotlivych ionogennich skupin
v peptidovych fetézcich. Vstupnimi daty pro vypocet byly hodnoty acidobazickych
disociaCnich konstant téchto ionogennich skupin, které byly ziskdny jako primérné
hodnoty tabelovanych acidobazickych disocia¢nich konstant pro ionogenni skupiny
aminokyselin uvedenych v tabulce 1, kapitola 2.5.1. Zavislosti efektivniho naboje
NHPs a specifického naboje pro sedm IOPs s klesajicim po¢tem prolinovych zbytkli na

C-konci fetézce YDPAP,, x = 6-0, na pH jsou zndzornény na obridzku 7.
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Obrazek 7 (A) Zavislost efektivniho naboje, q, neurohypofyzarnich hormonu na pH; (B)
Zavislost specifického naboje, q,, sedmi vybranych linearnich hmyzich oostatickych
peptidu s klesajicim poctem prolinovych zbytku na C-konci retézce, YDPAP,, x = 6-0,
na pH.

Pro pH optimalnich zakladnich elektrolyti byly vypoéteny hodnoty efektivniho
naboje. Pro ionogenni NHPs v kyselém pH 2,25-2,50 byly vypocteny hodnoty le nebo
2 e. Efektivni ndboj pro ENKs a jejich fragmenty v kyselém pH 2,25-2,30 nabyval
kladnych hodnot v rozsahu 0,6-0,7 e, zatimco v alkalickém pH 8,1 byly nabité zaporné
(kolem hodnoty -0,6 e). DLR, jeho fragmenty a analogy se chovaly jako kationty nejen
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v kyselém pH s hodnotou néboje v rozsahu 0,6-2 e, ale i v alkalickém pH 8,1 nékteré
s blokovanym C-koncem peptidového fetézce byly kladné nabité v rozmezi 0,4-1,4 e.
Zbylé dalarginy s volnym C-koncem peptidového fetézce mély zaporny efektivni néboj
(kolem hodnoty -0,6 e) jako ENKs. Pfesné hodnoty pro jednotlivé ENKs, DLR, jejich
fragmenty a analogy jsou uvedeny v publikaci II v tabulce 5. Linearni IOPs v kyselych
pufrech, pH 2,25-2,40, byly kladné nabité v rozsahu 0,7-0,8 e, a zdporné€ nabité (-1,6 ¢)
v alkalickém BGE VIII, pH 8,1. Pro cyklické IOPs v kyselém prostfedi se blizila
hodnota efektivniho ndboje k nule a v alkalickém dosahovala hodnot -2 e nebo -1 e.
GnRHs byly analyzovéany pouze v kyselé oblasti pH 2,18-2,50, kde v zavislosti na poCtu
ionogennich skupin dosahovaly pozitivniho efektivniho ndboje 0,9-3 e, zdvislost
specifického naboje na pH je znazornéna v publikaci IV na obrazku 1 a pfesné hodnoty

jsou uvedeny tamtéz v tabulce 3.

6.2.2 Stanoveni efektivni elektroforetické pohyblivesti pri standardni teploté

Pro vypocet efektivni elektroforetické pohyblivosti peptidi v zakladnich
elektrolytech s dostate¢né rychlym EOF jsme pouzili vztah (2.5). V piipadé, Ze EOF byl
pomaly a stanoveni jeho pohyblivosti bylo ¢asové ndro¢né, pouzili jsme tzv. tlakem
urychlené stanoveni elektroosmotické pohyblivosti, a efektivni elektroforetickou
pohyblivost vypocitali ze vztahu (2.6).

Pohyblivost je zavisla na teplot&, vzrista pfiblizné o 2% na 1°C, proto pro piesné
stanoveni a porovnédni pohyblivosti je nezbytné znat teplotu, pti které byla pohyblivost
zméfena. V pracich II, III, IV byl pro stanoveni teploty uvniti kapildry pouzit dfive
navrzeny postup [97] zaloZeny na meéfeni elektrické vodivosti roztoku standardniho
roztoku 0,02 M chloridu draselného o znamé teplotni zavislosti elektrické vodivosti. Pro

specifickou vodivost, &; 0,02 M KCl plati v teplotnim rozmezi 15-35°C linedrni vztah:
k=0,14304+5,36-10°T 6.1
Aktudlni specifickou vodivost roztoku KCl lze vypocitat ze vztahu:

Iel lc ___elel (52)

k=4
UrR: U

kde /. je celkova délka kapilary, R; je vnitini polomér kapilary, 0 je odporova konstanta
nadobky, I, je elektricky proud a U je elektrické napéti na kapilare. V pouzité metodé
slouzila separa¢ni kapildra za konduktometrickou celu a méfenym roztokem byl 20 mM

KCl. Konstanta nddobky se stanovila z hodnoty proudu, /., protékajiciho kapilarou pii
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nizkém napéti, U, nejcastéji 1 kV, kdy bylo mozné zanedbat nartist teploty roztoku
uvnitf kapilary. Poté byla proméfena zavislost elektrického proudu na napéti a byl
sestrojen kalibracni graf ve tvaru zavislosti rozdilu teplot uvnitf a vné kapildry na
elektrickém pfikonu vloZeném na kapilaru. Kalibraéni graf byl poté pouzit pro kapilary

o stejnych délkéch a vnitinich primérech pro dany pfistroj.

12
—m—id.75um, /[ /[ =3040cm  §
1--v--id. 50 um, [, /1 = 29/39 cm
8 -
7
- 7
44 /
< [ ]
i > /
v 1"'/*:./’
04 v-avun—u"
‘_l'-m" L g g vvv"’I T "nll"_'_l-l'rr"
0.01 0.1 1
-1
P [Wm]

Obrazek 8 Kalibracni graf narustu teploty roztoku uvnitr kapilary vzhledem k okoli, AT,
v zavislosti na elektrickém prikonu vztaZeném na jednotku délku kapilary, P, id. —
vnitrni prumér kapilary, . — celkova délka kapilary, 1, — efektivni délka kapilary.

V ramci této prace pro presné stanoveni pohyblivosti byl pouzit komer¢ni
ptistroj Beckman P/ACE MDAQ a kapilary o dvou riiznych vnitinich primérech, 50 um
a 75 pm. Zavislost rozdilu teplot uvnitf a vné kapilary na elektrickém piikonu vloZzeném
na kapildru pro obé kapilary je zobrazena na obrdazku 8. Teplotni ndrusty v kiemenné
kapilaie s i.d. 50 um byly 3,6°C pro BGE I a BGE V, 4,8°C pro BGE II, 4,5°C pro
BGE Il a 3,9°C pro BGE IV a v kapiléfe s i.d. 75 um 4,5°C pro BGE 11, 2,1°C pro BGE
III, 3,2°C pro BGE 1V, 1,5°C pro BGE V a 0,77C pro BGE VII Efektivni
elektroforetické pohyblivosti korigované na standardni teplotu, (&, s, byly spocteny
podle vztahu:

Hopas = Hep, [ 1-0,020(2—25) ] (5.3)

kde 4,25 je efektivni pohyblivost pii teploté 25°C a g, je efektivni elektroforetickd

pohyblivost méfend za skutecné teploty, ¢, uvnitf kapilary.
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Efektivni elektroforetické pohyblivosti korigované na standardni teplotu 25°C
byly uréeny pro enkefaliny, dalargin, jejich fragmenty a derivaty v praci II, tabulka 5,
pro IOPs v praci III, tabulka 3 a pro GnRHs v praci IV, tabulka 3. Elektroforetické
pohyblivosti byly uréeny jako primémé hodnoty ze dvou méfeni, které se neliSily
o vice nez 1%. Tlakem urychlené stanoveni elektroosmotické pohyblivosti byla pouzito
u stanoveni GnRHs, ENKs a DLR v tris-fosfitovém pufru, BGE 1I, kde

elektroosmoticka pohyblivost byla velmi nizkd, mezi 0,1 - 0,9- 10° m?v's.

6.2.3 Testovani semiempirickych modeld korelujicich pohyblivost peptidii a
jejich ndaboj, velikost a prostorové usporaddni

V pracich I a IV bylo testovano sedm respektive Sest semiempirickych modelt
korelujicich pohyblivost IOPs a GnRHs s jejich ndbojem, velikosti a tvarem: model pro
sféricky tvarované molekuly viz vztah (2.15) [107], model pro klasicky linedrni
polymer (2.16), Offordiiv model (2.14) [101], Grossmaniv model (2.20) [114], Crossiv
model (2.17) [109], model Cifuentese a Poppeho (2.21) [119] a Kimv model (2.18)
[112]. Kromé toho v préci II byl Crosstiv model aplikovan na nehomologickou fadu
ENKs a DLRs.

Vsech sedm modeli bylo testovano na 20 IOPs srelativni molekulovou
hmotnosti v rozsahu 299,3 az 1087,2 obsahujicich 2 aZz 10 aminokyselinovych zbytki.
Grafy korelaci aplikovanych na celou sérii t€chto peptidil jsou v publikaci III, obrazek
5. V tomto pfipadé Zadny z modeli nepopisoval zévislost pohyblivosti peptidi na jejich
nabojich a velikostech zcela piesn€, coz se projevilo na hodnotich korelacnich
koeficienti pohybujicich se v rozsahu 0,972-0,888. Hodnoty smémice a korela¢niho
koeficientu linedrni zavislosti Crossova modelu log (4,/q) versus log (M,), vztah (2.17),
umoziiuji navrhnout nejpravdépodobnéjSi model pro dany elektrolyt (viz tabulky 2 a
12). Model pro sféricky tvarované molekuly nejlépe vyhovoval elektromigraci peptidi
v kyselém BGE III s korelaénim koeficientem, » = 0,972, a v BGE V sr = 0,958.
Pohyblivost peptidid v kyselém BGE II nejlépe popisoval model pro klasicky linearni
polymer s r = 0,981. Stejné tak model pro klasicky linearni polymer se nejlépe hodil pro
peptidy v alkalickém BGE VII s r = 0,972, alternativné by byl téZ pouzitelny Offordiv
model s » = 0,963. Ostatni modely jako Grossmaniv model s » = 0,888-0,936, model
Cifuentese a Poppeho s » = 0,911-0,965, stejné tak jako Kimiv model s » = 0,933-0,965
jsou méné vhodné pro popis chovani IOPs v kyselych elektrolytech BGE II, III, V a v
alkalickém BGE VII.
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Pro dalsi testy byla vybrana skupina deviti analogi IOPs s klesajicim poétem
prolinovych zbytkd na C-konci fetézce, od dekapeptidu, YDPAPs, k dipeptidu, YD.
Vysledkem byly vysSi hodnoty korelacnich koeficientti ziskanych regresni analyzou.
Z grafii bylo také zfejmé, Ze body odpovidajici di- a tripeptidu vybocovaly z linearni
¢asti grafu. Kvili nelinearnimu charakteru korelaci mezi pohyblivosti a pomérem
naboje a velikosti dvou kratkych peptidl s ohledem na malou pravdépodobnost tvorby
organizované sekundarni struktury, byla skupina omezena na sedm peptidd s linearné
klesajicim poctem prolinovych zbytki na C-konci peptidového fetézce, YDPAP,, x = 6-
0, s konstantnim klesajicim rozdilem relativni molekulové hmotnosti 97,1. Grafy Sesti
empirickych modeli aplikovanych na homologickou sadu sedmi IOPs jsou na obrdzku
9. Z grafi je patrné, Ze korelace efektivnich elektroforetickych pohyblivosti peptidii
s jejich efektivnim nabojem a velikosti se vyrazné zlepsila, »r = 0,999, (viz tabulka 12),

peptidy této série tedy vykazuji podobné migraéni chovani.

Tabulka 12 Parametry linearni regrese Crossova modelu log (u.,/q) versus log (M,)
pro nehomologickou radu 20 IOPs a pro homologickou fadu 7 linearnich IOPs s
klesajicim poctem prolinovych zbytkit na C-konci Fetézce, YDPAP, (x = 6-0), ve CtyFech
zakladnich elektrolytech. Slozeni a pH BGEs jsou uvedeny v tabulce 7.

BGE Nehomologicka fada 20 IOPs Sada linearnich IOPs, YDPAP, (x = 6-0)
k r k r

I -0,557 0,9821 -0,638 0,9992

11 -0,506 0,9738 -0,594 0,9993

\Y% -0,481 0,9546 -0,583 0,9993

VII -0,441 0,9792 -0,531 0,9988

k — smérnice primky, r — korelacni koeficient

VSechny uvedené modely kromé Kimova byly aplikovany na sadu deseti GnRHs
v péti kyselych zakladnich elektrolytech, BGE I-IV a VI, v oblasti pH 2,18-2,50, grafy
jejich korelaci jsou na obrdzku 10. Z linedrnich zavislosti je zfejmé, Ze nejvhodnéjsim
modelem je model pro klasicky linedrni polymer. Toto tvrzeni je podpofeno také
nejvyS§im korelaCnim koeficientem, jehoz hodnoty se pro vsech pét zdkladnich
elektrolyti pohybovaly v rozmezi 0,995-0,999. Vysledek je téz v souladu s dfive

publikovanou praci podobné série peptidi obsahujici téZ triptorelin a buserelin
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Obrazek 9 Semiempirické modely korelace mezi absolutni hodnotou efektivni
pohyblivosti peptidii, ., a jejich efektivnim ndbojem, q, a velikosti (vyjadienou
relativni molekulovou hmotnosti, M, nebo poctem aminokyselinovych zbytki
v peptidovém Fetézci, n) aplikované na sadu sedmi IOPs s klesajicim poctem
prolinovych zbytku na C-konci, YDPAPs — YDPA, ve CtyFech zakladnich elektrolytech,
1- BGE II, pH 2,25, 2 — BGE III, pH = 2,30, 3 - BGE V, pH = 2,40, 4 — BGE VII, pH
8,10, (A) Crossuv model, (2.17), (B) model pro sféricky tvarované molekuly (2.15), (C)
model pro klasicky linearni polymer (2.16), (D) Offordiv model (2.14), (E) Grossmanuv
model (2.20), (F) model Cifuentese a Poppeho (2.21).
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Obrazek 10 Semiempirické modely korelace mezi absolutni hodnotou efektivni
pohyblivosti peptidu, W, a jejich efektivnim nabojem, q, a velikosti (vyjadrenou
relativni molekulovou hmotnosti, M, nebo poctem aminokyselinovych zbytkii
v peptidovém Fetézci, n) aplikované na sadu deseti GnRHs v peti kyselych zakladnich
elektrolytech, 1 — BGE I, pH 2,18, 2 — BGE II, pH 2,25, 3 — BGE III, pH = 2,30, 4 —
BGE IV, pH = 2,32, 5 — BGE VI, pH 2,50, (4) Crossuv model, (2.17), (B) model pro
sféricky tvarované molekuly (2.15), (C) model pro klasicky linearni polymer (2.16), (D)

Offordiv model (2.14), (E) Grossmaniiv model (2.20), (F) model Cifuentese a Poppeho
(2.21).
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analyzované v pH 2,85 [187]. Vhodnym modelem pro popis peptidil v elektrolytech
BGE I-1V je rovnéz Offordiv model s hodnotami korela¢niho koeficientu 0,994-0,998.
Alternativnim modelem pro zékladni elektrolyt BGE VI je model pro sféricky tvarované
molekuly. Model Cifuentese a Poppeho nebo Grossmaniiv model jsou pro popis
elektroforetické migrace této série peptidii v kyselin€ octové jako zakladnim elektrolytu
méneé vhodné (r = 0,990 a 0,984). Konkrétni hodnoty korelacnich koeficienti jsou
uvedeny v publikaci IV, tabulce 5.

Vztahy mezi pohyblivosti peptidii a jejich ndbojem a velikosti pro skupinu
ENKs, DLR, jejich fragmenti a derivéti ve tfech elektrolytech, BGE II, III a VII, byly
prostudovany s vyuzitim Crossova modelu. ProtoZze peptidy netvofily homologickou
fadu, podobné jako v pfipadé 20 IOPs nékteré body nezapadaly do linedrni Casti této
zavislosti, viz obrazek 4 v publikaci II. Nejvyssi koeficient korelace této zavislosti byl
ziskan pro kysely zédkladni elektrolyt BGE II, r = 0,960. Pro alkalicky elektrolyt BGE
VII, se po vyfazeni odlehlych bodi korela¢ni koeficient zvysil na hodnotu 0,957.

6.2.4 Predikce pravdépodobné struktury peptidu v roztoku

Na zdkladé vybéru vhodného semiempirického modelu v pfedchozi kapitole
6.2.3 a pfedeviim z hodnot smérnice, k, linedrni zévislosti log(t,/q) versus log(M,)
v Crossov€ modelu, vztah (2.17), bylo mozné piedpovédét nejpravdépodobnéjsi tvar
molekuly peptidu v roztoku. Tvary molekul odvozené ze vztahu mezi smérnici
v Crossové modelu a exponentem relativni molekulové hmotnosti jsou uvedené
v tabulce 2, kapitola 2.6.2.

Studiem tvaru molekul peptidi v zdkladnich elektrolytech se zabyvaly prace II,
III a IV. Pro nehomologickou sadu enkefalini, dalarginu, jejich fragmenti a derivati je
z Crossova grafu zfejmé, ze smérnice v zdvislostech jsou podobné pro dva kyselé
elektrolyty, k£ = -0,674 pro BGE II a £ = -0,596 pro BGE III, zatimco pro alkalicky
BGE VII nabyvd smémice vyrazn€ odliSné hodnoty k=-0,323. Z hodnot smérnice
tedy vyplyva, Ze v kyselych zédkladnich elektrolytech se hodnota blizi k 2/3, a tedy
pravdépodobny tvar molekul ENKs, DLR, jejich fragmentii a derivati v roztoku pfi pH
2,25-2,30 je tvar zploStélého disku. V alkalickém pufru se blizi hodnoté 1/3, coz
odpovidd kulovitému tvaru molekuly. Pro homologickou fadu GnRHs je smérnice
k v rozmezi (-0,5) - (-0,6), presné&ji od -0,519 do -0,589 pro BGE I-1V, jen pro BGE VI
je ponékud nizsi, -0,457. Nejpravdépodobnéjs$im tvarem molekul GnRHs v pH 2,18-

2,50 je ndhodné klubko. Pro skupinu dvaceti rizné velkych IOPs nebylo mozné urdit
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stejny pravdépodobny tvar molekuly v roztoku. Z homologické skupiny deviti IOPs
s klesajicim poctem aminokyselin v linearnim fetézci, od dekapeptidu, YDPAP,
k dipeptidu, YD, byly dva nejkrats$i peptidy vylouceny. Vzhledem ke kratkosti jejich
fetézce netvofi organizované struktury. Z tabulky 12 pro skupinu sedmi linedrnich
homogennich IOPs vyplyva, ze v Crossové modelu hodnota % v alkalickém elektrolytu
BGE VII se blizi 1/2, takze nejpravdépodobnéjSim tvarem jejich molekul v roztoku je
nahodné klubko. Pro klasicky kysely elektrolyt BGE II, pH 2,25, se hodnota k pfiblizila
k 2/3, coz odpovida tvaru zplostélého disku. V izoelektrickych pufrech BGE Ill a V,
liSicich se pouze v iontové sile, jsou hodnoty k téméf stejné, -0,583 a -0,593, coz

odpovida tvaru ndhodného klubka.
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7 Zavér

Vysledky dosazené v této dizertaCni praci prokazuji, ze kapildrni zénova
elektroforéza a micelarni elektrokinetickd chromatografie jsou vysoce ucinné a vysoce
citlivé metody pro separaci, kvalitativni i kvantitativni analyzu a pro fyzikalné-
chemickou charakterizaci peptidovych hormoni.

Na zakladé strategie pro raciondini vybér podminek pro CE analyzu a separaci
strukturné podobnych peptidii byly ionogenni peptidy analyzovany jako kationty
v klasickych a izoelektrickych pufrech v kyselé oblasti pH (pH = 2-2,5) a jako anionty
v amfoternim pufru ve slabé€ alkalické oblasti pH, pH = 8,1. Neionogenni peptidy byly
analyzovany metodou miceldrni elektrokinetické chromatografie s micelarni fazi
tvofenou anionickym detergentem dodecylsulfaitem sodnym v alkalickém prostredi, pH
8,8. Tyto podminky byly zvoleny s cilem minimalizovat adsorpci peptidii na vnitinim
povrchu separacniho prostoru, ¢ehoz bylo dosazeno potlacenim disociace silanolovych
skupin na vnitini sténé kfemenné kapilary v kyselé oblasti pH a elektrostatickym
odpuzovanim zdporn€ nabitych peptidi od zdporné nabitych disociovanych
silanolovych skupin na vnitini stén€ kapildry v alkalické oblasti pH. Hodnota pH
zakladniho elektrolytu byla zvolena v oblasti pH, ve které analyzované peptidy
vykazovaly nejvétsi rozdily ve spoctenych hodnotiach svych specifickych nédboju, tj.
efektivnich ndbojii vztaZenych na jednotku relativni molekulové hmotnosti. U&innost
separaci peptidovych hormoni v klasickych pufrech a v izoelektrickych pufrech byla ve
vétSin€ pfipadl srovnatelnd, v pfipadé hormonti uvoliujicich gonadotropin dosahovala
vysSich hodnot v izoelektrickych pufrech.

Pii CZE analyze lidského insulinu a jeho oktapeptidového fragmentu znacenych
fluorescenéni znackou NBD bylo ukdzano, ze citlivost fluorescencéni detekce
s detektorem na bdzi argonovym laserem indukované fluorescence (excitace/emise
488/520 nm) je desetkrat az tfistakrat vyssi nez citlivost UV-absorpénich detektorti
v oblasti vinovych délek kolem 200 nm.

Kapildrni zdnova elektroforéza byla vyuzita rovnéz k fyzikalné-chemické
charakterizaci analyzovanych peptidi. Byl vypracovan postup pro uréeni teploty uvnitf
kapilary v pribéhu CE analyzy, ktery umozZnil pfesné stanoveni efektivnich

elektroforetickych pohyblivosti peptidi pfi standardni teploté 25°C.
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Pomoci semiempirickych modelti korelujicich efektivni elektroforetickou
pohyblivost peptidi s jejich efektivnim nabojem, velikosti a prostorovym uspofddanim
byly ovéfeny vzajemné vztahy téchto parametrii peptidi v roztocich a pro homologické
fady peptidovych hormoni bylo potvrzeno jejich podobné elektroforetické chovéni. Na
zakladé téchto studii byly navrZeny pravdépodobné tvary peptidovych molekul
v jednotlivych elektrolytovych systémech.
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10 Dodatek - jiné projekty

Soubézné se studiem peptidovych hormoni pomoci kapildrni zdénové
elektroforézy byla tato metoda vyuzita rovnéz ke stanoveni acidobazickych disociaénich
konstant, pK,, ionogennich skupin tfindcti amino- a guanidinopurinovych
nukleotidovych analogi a jejich pfibuznych litek. Tyto nové syntetizované acyklické
nukleosidové fosfonaty, acyklické nukleosidové fosfonatové diestery a dalSi analogy
predstavuji vyznamnou skupinu latek s cytostatickymi a antivirovymi u€inky. Hodnoty
acidobazickych disocia¢nich konstant ionogennich skupin, protonované guanidinylové
skupiny, kyseliny fosforité disociované do druhého stupné a protonovaného dusiku
vpozici (N1) purinové baze, byly stanoveny nelinedrni regresni analyzou
experimentdlné zméfené pH zdvislosti jejich efektivnich elektroforetickych
pohyblivosti. Efektivni elektroforetickd pohyblivost byla zméfena v sérii zdkladnich
elektrolytd s Sirokym rozsahem pH (3,50-11,25) za konstantni iontové sily (25 mM) a
teploty (25°C). Termodynamické acidobazické disociacni konstanty protonované
guanidinylové skupiny dosahovaly hodnot v rozmezi 7,75-10,32; pK, kyseliny fosforité
disociované do druhého stupné byly v rozsahu 6,64-7,46; a pK, protonovaného dusiku
v pozici (N1) purinové baze byly v rozmezi 4,13-4,89. Detailni informace o vysledcich
jsou uvedeny v pfilozené publikaci V, Solinova V., Kasi¢ka V., Koval D., Cesnek M.,
Holy A., Determination of Acid-Base Dissociation Constants of Amino- and
Guanidinopurine Nucleotide Analogs and Related Compounds by Capillary Zone
Electrophoresis, Electrophoresis, 2006, 27, 1006-1019.

Béhem mého doktorského studia byl sepsan piehledny &lanek, VI, Solinova V.,
Kasicka V., Recent Applications of Conductivity Detection in Capillary and Chip
Electrophoresis, J. Sep. Sci., 2006, 29, 1743-1762, ktery shrnuje problematiku, kterou se
zabyvala moje diplomovd prace ,,VyuZziti bezkontaktniho vodivostniho detektoru
v kapilarmi zénové elektroforéze“. Publikace se zabyva ptfehledem aktualnich aplikaci
kontaktni a hlavné bezkontaktni vodivostni detekce ve spojeni s kapildrmi a Cipovou
elektroforetickou analyzou Sirokého spektra latek. Téz shrnuje posledni vyvoj v oblasti

konstrukce vodivostnich detektoru.
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Abstract

Capillary zone electrophoresis (CZE) and micellar electrokinetic chromatography (MEKC) were used for the analysis of new synthetic
derivatives of hypophysis neurohormones—vasopressin and oxytocin, and pancreatic hormone—human insulin (HI) and its octapeptide frag-
ment, derivatized by fluorescent probe, 4-chloro-7-nitrobenzo[1,2,5]oxadiazol (NBD). The suitable composition of background electrolytes
(BGEs) was selected on the basis of calculated pH dependence of effective charge of analyzed peptides. Basic ionogenic peptides were
analyzed by CZE in the acidic BGE composed of 100 mM H3PO,, 50 mM Tris, pH 2.25. The ionogenic peptides with fluorescent label, NBD,
were analyzed in 0.5 M acetic acid, pH 2.5. The best MEKC separation of non-ionogenic peptides was achieved in alkaline BGE, 20 mM Tris,
5mM H3PO;, with micellar pseudophase formed by SO mM sodium dodecylsulfate (SDS), pH 8.8. Selected characteristics (noise, detectabil-
ity of substance, sensitivity of detector) of the UV-absorption detectors (single wavelength detector, multiple-wavelength photodiode array
detector (PDA), both of them operating at constant wavelength 206 nm) and laser-induced fluorescence (LIF) detector (excitation/emission
wavelength 488/520 nm) were determined. The detectability of peptides in the single wavelength detector was 1.3—6.0 umol dm~3 and in the
PDA detector 1.6-3.1 wmol dm~3. The LIF detection was more sensitive, the applied concentration of NBD derivative of insulin fragment in
CZE analysis with LIF detection was three orders lower than in CZE with UV-absorption detector, and the detectability of this peptide was
improved to 15.8 nmol dm™>.
© 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction Peptides and their analogs, fragments and derivatives are
either isolated from the natural material or synthesized from
amino acid building blocks. Sometimes they are prepared
semisynthetically; i.e. synthetic peptide is attached to the
isolated peptide or its fragment. In all cases it is important

to check the success of the whole isolation or synthesis,

High-performance capillary electromigration methods,
capillary zone electrophoresis (CZE) and micellar elec-
trokinetic chromatography (MEKC), providing fast (few
minutes) and high-efficient separation (10°-10° theoreti-

cal plates per meter) of picomole to attomole quantities of
analytes in the nanolitre sample volume, have a high appli-
cation potential in the field of chemistry of peptides: they
are broadly utilized for separation, analysis, preparation
and characterization of peptides in chemistry, biochemistry,
biomedicine, biotechnology, pharmacy and agriculture, as
documented in several recent reviews [1-7].

* Corresponding author. Tel.: +420-220-183-239;
fax: +420-220-183-592.
E-mail address: kasicka@uochb.cas.cz (V. Kagi¢ka).
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eventually single steps of the process, because the obtained
products can contain various admixtures, e.g. by-products
of peptide synthesis. This is a suitable task for capillary
electrophoresis (CE), since determination of purity degree is
the most common application of CE in peptide chemistry [2].

One group of biopeptides analyzed in this work are
represented by synthetic derivatives of neurohormones,
oxytocin and vasopressin, produced by the pituitary gland
(hypophysis) [8]. Oxytocin is responsible for contraction
of the uterus in labor and ejection of milk from mammary
glands during breast-feeding. Vasopressin and its analogs
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are also known as hormones with anti-diuretic activity [9];
they stimulate the retention of water by kidneys [10].

Structurally similar analogues of vasopressin and other
biopeptides, enkephalins and dalargins, have been separated
by CZE in acidic background electrolyte (BGE), 150 mM
phosphoric acid, pH 1.8 [11,12]. Analogues of dalargin
were analyzed by CZE in 0.5M acetic acid, pH 2.5, and
then separated in preparative scale by free-flow zone elec-
trophoresis [13]. These peptides were also separated by
MEKC in 20mM tetraborate BGE with micellar pseu-
dophase formed by sodium dodecylsulfate (SDS), pH 9.2
[11.12]. Oxytocin, vasopressin and other neurohypophyseal
nonapeptides were determined by MEKC in four different
micellar systems—with cationic, anionic, zwitterionic and
neutral micellar constituents [14]. Chiral separations of
dalargin analogs with D- and L-isomers of phenylalanine
in the fourth position in peptide chain were performed in
50 mM phosphate buffer, pH 2.5 with 10 mM B-cyclodextrin
{12]. Peptide neurohormones, derivatives of vasopressin,
enkephalins and dalargin, and human insulin (HI) were
analyzed also by different variants of HPLC, reverse-phase
[11,12] and ion-exchange [15,16] HPLC.

Insulin is the peptide hormone produced by pancreatic
B-cells that regulates the metabolism of carbohydrates, pro-
teins and fatty acids [17]. Insulin molecule consists of 2
polypeptide chains, A and B, containing 21 and 30 amino
acid residues, respectively. The two chains of insulin are
connected by two disulfide bonds and the third disulfide
bond is intra-chain bond in chain A. Its relative molar mass
is M; = 5808, the isoelectric point, pl, is 5.4-5.5.

CZE and HPLC have been frequently used for analysis
of human insulin and its derivatives. Stable derivative of
insulin with exo-3,6-epoxy-1,2,3,6-tetrahydrophtalic anhy-
dride (ETPA) were identified by ion-exchange HPLC and
CE [18]. CZE with UV detection was utilized for analysis of
HI in CHES-acetate-acetonitrile BGE, pH 7-8 | 19]. CE was
also used to validate the HPLC assay of insulin as an ana-
lytical method [20]. Human insulin, proinsulin and interme-
diate forms were simultaneously quantified by CE in TAPS
(N-[tris(hydroxymethyl)-methyl]-3-aminopropanesulfonic
acid), DETA (diethylenetriamine) and methanol [21]. CZE
with fluorescence detection was used mainly for immunoas-
say of insulin. In some cases the native fluorescence of
insulin was detected (excitation 275 nm, emission 305 nm)
[22]. The analysis was performed in acidic BGE—50 mM
citric acid, pH 2.3, or in alkaline BGE 20 mM Tricine, pH
8.5. Insulin with bonded fluorescent dye NN 382 was an-
alyzed in S0 mM phosphate and 25 mM potassium sulfate,
pH 7.0 with laser-induced fluorescence (LIF) detection in
near infrared range [23].

The aim of this work was to analyze synthetic deriva-
tives and analogs of hypophyseal neurohormones, oxytocin
and vasopressin, and of pancreatic hormone, human in-
sulin, and its octapeptide fragment, B23-30-HI, derivatized
by fluorescent label, 4-chloro-7-nitrobenzo[1,2,5]oxadiazol
(NBD), by CZE and MEKC, in the home-made CE de-

vice with single wavelength UV-absorption detector and
in commercial Beckman—Coulter CE-MDQ apparatus with
multiple-wavelength UV-absorption detector and LIF de-
tector. The rational approach, based on the calculated pH
dependence of effective charge of peptides, is used for se-
lection of suitable separation conditions. The sensitivity of
UV and LIF detectors and detectability of non-labeled and
labeled peptides as well as other characteristics of detectors
are compared and discussed.

2. Experimental
2.1. Chemicals

All chemicals used were of analytical reagent grade. Tris
(tris(hydroxymethyl)aminomethane) was obtained from
Serva (Heidelberg, Germany), phosphoric acid, acetic acid
and dimethyl sulfoxide (DMSQ) were supplied by Lachema
(Brno, Czech Republic) and sodium dodecylsulfate was
from Fluka (Buchs, Switzerland).

2.2. Peptides

The sequences of analyzed peptides and their abbrevi-
ations are presented in Table 1. Analogs of oxytocin, va-
sopressin and octapeptide B23-B30 of the C-terminal part
of the B-chain of human insulin (HI) were synthesized in
our institute (IOCB) by the solid phase method described
elsewhere [24]. 4-Chloro-7-nitrobenzo[1,2,5]oxadiazol
(NBD) was used as fluorescent probe for B23-B30 oc-
tapeptide of HI. NBD reacted with free e-amino group of
lysine B29 in octapeptide of HI. The a-amino group of
lysine was protected by the Fmoc protecting group [25].
Fluorescent-labeled human insulin was prepared semisyn-
thetically by the trypsin-catalyzed peptide bond formation
between C-terminal arginine B22 of desoctapeptide of
insulin and N-terminal glycine residue of NBD-labeled
octapeptide B23-B30 of HI |26].

2.3. Instrumentation

The electrophoretic experiments were carried out in two
apparatuses. The first one was home made CE device devel-
oped in our institute, IOCB, further indicated as CE-IOCB
[27]. It is equipped with single wavelength UV-absorption
photometric detector operating at 206 nm; the light source is
electrodeless, high-frequency excited iodine discharge lamp
(LKB-Pharmacia, Uppsala, Sweden), and UV-sensitive
Si-photodiode with built-in preamplifier (Hamamatsu Pho-
tonics Deutschland, Herrsching, Germany) is used as light
detector. The bare fused silica capillary with outer poly-
imide coating, SOpum i.d. x 200pwm O.D., total length
30cm and effective length 19 cm, was supplied by the In-
stitute of Glass and Ceramics Materials, Czech Academy of
Sciences (Prague, Czech Republic). The separations were
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Peptide

Abbreviation

Sequence in three-letters code

Sequence in single-letter code

Oxytocin or Cys-Tyr-llc-GIn-Asn-Cys-Pro-Lcu-GlyNH2 CYIQNCPLG-NH;
L | I
Deamino-oxytocin doT Mpa-Tyr-llc-Gln-Asn-Cys-Pro-Leu-GlyNH; MpaYIQNCPLG-NH;
1 |
Argb-vasopressin AVP Cys-Tyr-Phe-Gln-Asn-Cys-Pro-Arg-GlyNH; CYFQNCPRG-NH;
L J |
(Deamino-D-Arg8)-vasopressin dDAVP Mpa-Tyr-Phe-GlIn-Asn-Cys-Pro-D-Arg-GlyNH; MpaYFQNCPrG-NH;
[ J |
Insect diuretic hormone IDH Cys-Leu-Ile-Thr-Asn-Cys-Pro-Arg-GlyNH; CLITNCPRG-NH;
L l L
(Deamino-D-Arg®)-IDH dDA-IDH Mpa-Leu-lle-Thr-Asn-Cys-Pro-D-Arg-GlyNH; MpaLITNCPrG-NH2
L J I
(D-Arg?)-IDH DA-IDH Cys-Leu-Ile-Thr-Asn-Cys-Pro-D-Arg-GlyNH; CLITNCPrG-NH;
L | L
(Deamino-Arg®)-vasopressin dAVP Mpa-Tyr-Phe-Glin-Asn-Cys-Pro-Arg-GlyNH; MpaYFQNCPRG-NH;
L J L
NBD-derivative of B23-B30-human NBD-B23-30-HI Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr-Pro-Lys-(NBD)-Thr GFFYTPK(NBD)T

insulin fragment

NBD: 4-chloro-7-nitrobenzo(1,2,5]oxadiazol.

performed at ambient temperature 22-24 °C without active
cooling of the capillary.

The second apparatus was commercial PPACE MDQ
System (Beckman—Coulter, Fullerton, CA, USA), further
indicated as CE-MDQ, with multiwavelength spectrophoto-
metric photodiode array (PDA) detector (190-600 nm) and
Ar-ion laser-induced fluorescence (LIF) detector (excitation
wavelength 488 nm, emission wavelength 520 nm). The
fused silica capillary with outer polyimide coating as well
as in IOCB device was internally uncoated, total length
was 40cm and effective length was 30.2cm, with diame-
ters 75 wm [.D. x 360 um O.D. The temperature was set at
25°C with liquid coolant continuously circulating around
the capillary.

The new capillary was gradually flushed with water, 0.1 M
NaOH, water and BGE, each wash for 5 min. Finally, the
capillary was conditioned by a 20 min application of the
high voltage to equilibrate the inner surface and to stabi-
lize electroosmotic flow. Between runs under the same con-
ditions, the capillary was rinsed with the BGE for 2 min.
Prior to any change of the BGE the capillary was rinsed
with 0.1 M NaOH for 5 min and then repeatedly stabilized.
The separation voltage was in the range 10-20kV. The sam-
ples were injected with pressure 5-10 mBar for 5-15s. The
samples were dissolved in deionized water or in BGE and
their concentrations were in the range 0.005-1.3 mg/ml for
UV-absorption detection and 10-1000x lower for CE with

LIF detection. The BGEs were filtered through a 0.45 pm
syringe filter (Millipore, Bedford, MA, USA) before use.

3. Results and discussion
3.1. Selection of separation conditions

The strategy of the rational selection of conditions in CE
separation of peptides follows the general rules of selection
of suitable CE separation conditions {28.29] and takes into
account the specific peptide properties. The specific proper-
ties of peptides result from their primary structure—number
and sequence of the linked amino acid residues. The struc-
ture determines the electric charge, size (relative molecular
mass), shape (conformation), hydrophobicity and specific
binding capability. From the structure of peptides also their
ionogenicity is deduced, which determines whether CZE or
MEKC can be used for analysis of given peptide sample.
CZE is used for analysis of ionogenic peptides and the sep-
aration is based on differences in electrophoretic mobilities,
which are determined by charge, size and shape of peptide
molecules. MEKC is used for analysis of non-ionogenic
peptides; the separation is based on their different hy-
drophobicity.

The selection of the composition of the BGEs includes
buffer components type and concentration, pH and takes into
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account the request for chemical and temperature stability
and biological activity of analyzed peptides [30]. Effective
charges of peptides are strongly dependent on pH and pK,
of ionogenic groups of amino acid residues present in pep-
tide chain. Analyzed peptides contain ionogenic groups—all
except one a-NH3* group of N-terminal of peptide chain
(average pK; 8.0), four of them guanidium of arginine
(average pK, 11.2) or hydroxy group of tyrosine (average
pK, 10.0) and form cyclic structures by disulfide bridges of
cystine. The relative molecular mass of nonapeptides was
around 1000. The pH dependence of effective charge was
calculated with the earlier developed computer program
Nabamfo [31] using the above given average values of pK,
of ionogenic groups. The program is based on mathematical
model of acid-base equilibrium of general ampholyte. The
effective charges of ionogenic peptides reached values +1
or +2 elementary charges in the whole acidic pH range.
Some peptides behaved as weakly negatively charged in
strongly alkaline BGE, which was not suitable for these
peptides due to the lability of cystine bond at high pH. In
conclusion, ionogenic peptides were analyzed by CZE as
cations in acidic BGE. The pH dependence of the effective
charges of analyzed nonapeptides is depicted in Fig. |.
The solubility of peptides is given by their structure.
The analyzed peptides were dissolved in deionized water
or BGEs. Solubilization in deionized water is advantageous
due to the possibility to apply the same sample solution for
CE separations in different BGEs and in addition the con-
centrating effect is utilized. On the other hand using BGE
as sample solvent ensures the constant separation conditions
(BGE composition) in the whole CE experiment.
Tonogenic peptides were analyzed by CZE as cations in
acidic BGEs. The best results were obtained in BGE com-
posed of 100mM phosphoric acid, 50mM Tris, pH 2.25,
and with the applied voltage 10kV. The examples of pep-
tide CZE analyses are shown in Fig. 2. The effective elec-
trophoretic mobilities of analyzed peptides in the above
tris-phosphate BGE are presented in Table 2. The aver-
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Fig. 1. The pH dependence of the effective charge of analyzed neurohy-

pophyseal peptides. For peptide abbreviations see Table |.

Table 2

Effective electrophoretic mobility and differently expressed purity degrees
of peptides determined by CZE in home-made CE-IOCB device and in
commercial CE-MDQ device with UV-absorption detection (206 nm) in
BGE composed of 100mM H3PO4, SOmM Tris, pH 2.25

Peptide mer (1079m2V-'s~ly Py (%) Pa (%) Pca (%)
Analyses in CE-IOCB device
oT 11.6 95.6 95.0 94.5
doT 0 93.3* 89.1* 89.3*
AVP 233 94.1 90.1 915
dDAVP 12.7 95.1 96.9 96.4
IDH 245 423 28.6 26.7
dDA-IDH 134 66.7 69.3 68.4
dAVP 12.6 92.0 89.9 89.3
DA-IDH 244 70.8 529 482
Analyses in CE-MDQ device
or 9.1 935 90.6 90.4
AVP 16.8 87.7 83.2 80.4

mes: Effective electrophoretic mobility; Py, Pa, Pca: purity degrees ex-
pressed on the basis of relative peak height, relative peak area and relative
peak corrected area, respectively; (*): purity degrees of dOT obtained
from MEKC analyses.

age electroosmotic mobility of the tris-phosphate buffer was
3.46x 1079 m2 V~!s~! Peptides with two positive elemen-
tary charges migrated the fastest. Peptides containing tyro-
sine in the second position in peptide chain migrated slower
than peptides with other amino acids in this position and
the same total positive charge, obviously due to larger size
of their hydrated molecules. On the other hand peptide con-
taining arginine residue in position 8 instead of leucine mi-
grated faster than peptides with free N-terminal group, the
slowest migrating positively charged peptide had just free
N-terminal group. The peptides with fluorescent label NBD
were analyzed by CZE in 0.5M acetic acid, pH 2.5, and
with the applied voltage 15kV. The examples of their elec-
trophoregrams are shown in Fig. 3.

Non-ionogenic peptides with blocked or derivatized
ionogenic groups were analyzed by MEKC in alkaline
BGE—20mM Tris, 5mM H3PO4, pH 8.8, with micellar
pseudophase formed by an anionic detergent sodium do-
decylsulfate, see Fig. 4. The applied voltage was 20KkV.
In all systems symmetrical peaks were obtained without
any shoulders and with high separation efficiency in short
times. All analyses did not take more than 7 min. The num-
ber of theoretical plates/meter was in the range 8 x 10°
to 3 x 108.

3.2. Determination of purity degree

The purity degrees of the crude synthetic or semisyn-
thetic peptide preparations after HPLC purification were
determined. Standards of synthesized peptides were not
available. Peptide purity and peptide content in the sample
can be quantified by several ways: (i) relative peak height,
Pn(#) (1), (ii) relative peak area, Pa(i) (2), and (iii) relative
peak corrected area, Pca(i) (3), of the UV-positive peaks
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Fig. 2. CZE analyses of derivatives of hypophyseal neurohormones: (A) (deamino-Arg®)-vasopressin, 0.40mgml~'; (B) (deamino-D-Arg?)-IDH,
1.15mgml~!; (C) (D-Arg?)-IDH, 1.0mgmi~!; all three analyses performed in CE-IOCB device, current 48-50 p.A, injection 10 mBar x 5 s, (D) oxytocin,
095mgml~!, in CE-MDQ device, 69-70 pA, injection 7mBar x 5s. All analyses performed in BGE composed of 100mM H3PO, 50mM Tris, pH
2.25; applied voltage 10kV; (1) main synthetic product; (x) non-identified admixtures.

for i-th component:

. h@) .
Ph(’)_zh(i) i=1...n )]
L AG
PA(i) = _ZA(i) i=1...n (2)
L Ac)
Peali) = A (3)

where h(i) is height of the i-th peak, A(i) is area of the i-th
peak and A.(i) is corrected area of the i-th peak, corrected
peak area is peak area corrected with respect to migration
velocity of the given peak, i.e. it is equal to peak area divided
by migration time of the given peak, n is the number of
sample components.

The values of differently expressed purity degrees are
presented in the Table 2. The values of purity degrees were
determined as averages of two subsequent analyses, which
differed less than 1%. Analyses of peptides with high
purity degree are demonstrated by CZE of (deamino-Arg?®)-
vasopressin in Fig. 2A and oxytocin in Fig. 2D. On the other

hand analysis of peptide with low purity degree and with at
least three major impurities is shown in electrophoregram of
(deamino-D-Arg®)-insect diuretic hormone in Fig. 2B. As
follows from the above definitions, the most exact charac-
teristic of peptide purity is the relative corrected peak area.
Sometimes other, the simpler ways of purity evaluation,
relative peak height or relative peak area, can be used, par-
ticularly in the cases when the peaks of sample components
are uniformly dispersed and their migration velocities are
not too different. The comparison of differently expressed
purity degree is demonstrated on (D-Arg8)-insect diuretic
hormone in Fig. 2C. DA-IDH relative peak height dif-
fered in around 20% against relative peak area and relative
peak corrected area. As follows from the presented data,
the determination of purity degree depends on separation
conditions and mostly also on the way of its determination.

3.3. Sensitivity of detection

3.3.1. UV-absorption detection
The most common detection of peptides in CE is
UV-absorption detection in the range 200-220nm, due to
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Fig. 3. CZE analyses of fluorescence labeled peptides in CE-MDQ device
with LIF-detection: (A) NBD-B23-30-HI, 0.05mgml~!; (B) NBD-HI,
0.5 pgmi~!. Analyses performed in BGE composed of 0.5M AcOH, pH
2.5; injection 10mBar x 5s; applied voltage 15kV; current 20-21 pA;
(1) main synthetic product; (x) non-identified admixtures.

the absorption of peptide bond CO-NH in this short wave-
length UV region. The background electrolytes (BGEs)
should not absorb light significantly in this range in order
to prevent the decrease of the signal of analytes [7].

In this work two different UV-absorption detectors were
tested. The comparison was performed from the analy-
ses on new synthesized nonapeptides by CZE in acidic
tris-phosphate buffer, pH 2.25. The first absorption detector
used high-frequency excited iodine discharge lamp with
emission at 206 nm and UV-sensitive silicon photodiode

Table 3
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Fig. 4. MEKC analysis of non-ionogenic peptide, deamino-oxytocin,
1.15mgmi~!, in CE-MDQ device with PDA detector, BGE: 20 mM Tris,
5SmM H3PO4, 50mM SDS, pH 8.8, injection 5 mBar x 10s, applied volt-
age 20kV, current 69-71 wA, (1) main synthetic product, (2) peak of
electroosmotic flow marker, (x) non-identified admixtures.

as detector of radiation. The second one was based on
multiple-wavelength detection realized by photodiode array
and deuterium lamp. Both detectors operated at constant
wavelength 206 nm. The characteristics of the detectors,
noise, n, response of the detector, R, signal to noise ratio,
Ri/n, detectability of substance, D, and sensitivity of de-
tector, S, were compared. The sensitivity of detector was
calculated as the ratio of response of detector and concen-
tration of analyte, S = R/c. The detectability of substance
was determined as treble of noise divided by sensitivity,
D = 3n/S. The values of the above characteristics of single
wavelength detector (CE-IOCB) measured with oxytocin
and Arg8-vasopressin are presented in Table 3 and for PDA
detector in CE-MDQ device in Table 4. The values were
determined as averages of two subsequent analyses with
maximal difference 2% in response of the detector. The
ratio R/n of the oxytocin and Arg®-vasopressin was slightly
higher in PDA detector. The detectability of substances
copied with small deviations the increase of R/n in PDA
detector.

The influence of BGEs absorption on detector sensi-
tivity and detectability of substance was investigated by
CZE of oxytocin and Arg8-vasopressin, performed in tris-
phosphate buffer and acetic acid-based BGEs, respectively.

The characteristics of single wavelength (206 nm) UV-absorption detector of CE-IOCB device determined from CZE analyses of peptides in BGE

composed of 100mM H3;PO4, SOmM Tris, pH 2.25

Peptide ¢ (wmol dm~3) R (mV) Rin S (Vmol™'dm?) D (pmoldm™3)
or 89.1 64.0 89.0 717.7 3.00
AVP 84.4 141.8 197.3 1680.6 1.28
dDAVP 1036 658.5 916.4 635.4 3.39
IDH 329 181.8 253.0 553.5 3.89
dDA-IDH 818 300.9 418.7 367.7 5.86

¢: Peptide concentration; R: detector response; n: noise, average value of noise was 0.72mV; S: sensitivity of detector, S = R/c; D: detectability of

substance, D = 3n/S.
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Table 4

The characteristics of the UV-absorption PDA detector (operating at 206 nm) of CE-MDQ device determined from CZE analyses of peptides in different
BGEs, BGE I: 100mM H3PO4, 50mM Tris, pH 2.25; BGE II: 0.5M acetic acid, pH 2.5

Peptide BGE ¢ (mmol dm~3) R (mAU) Rin S (AU.mol~! dm3) D (umoldm™3)
or I 0.85 438 1093.2 51.4 2.34

|| 091 16.4 859.2 18.0 3.18
AvP I 0.92 67.2 1675.6 729 1.65

I 0.86 24.6 1285.8 28.4 2.02

¢: Peptide concentration; R: detector response; n: noise, average value of noise was 0.04 mAU for BGE I and 0.02mAU for BGE II; S: sensitivity of

detector, S = R/c; D: detectability of substance, D = 3n/S.

Table 5

The characteristics of the UV-absorption PDA detector set to 206 nm and LIF detector (488 nm/520nm) of CE-MDQ device determined from CZE

analyses of peptides in BGE composed of 0.5M acetic acid, pH 2.5

Peptide ¢ (mmoldm—3) R (mAU) Rin S (AU.mol~! dm?) D (pmol dm~3)
Analyses with UV detector
NBD-HI 629 2.77 184.7 441 1.02
NBD-B23-30-HI 729 8.57 571.1 11.7 3.83
Peptide ¢ (pmoldm™3) R (mRFU) Rin S (RFU.mol ! dm?) D (umol dm=3)
Analyses with LIF detector
NBD-HI 5.09 505.7 136.6 99331 0.112
NBD-B23-30-HI 0.89 629.1 169.9 706590 0.016

¢ Peptide concentration; R: detector response; n: noise, average value of noise was 3.70mRFU for LIF detector and 0.02mAU for PDA detector;

§: sensitivity of detector, S = R/c; D: detectability of substance, D = 3n/S.

The acetic acid absorbs more light, the peaks were smaller
and noise was also lower. The value of the noise in tris-
phosphate buffer was 0.0401 mAU and in acetic acid
reached 0.0191 mAU in Beckman CE-MDQ with PDA de-
tector. The separation in acetic acid BGE was influenced
by electromigration dispersion; the peaks were wide and
non-symmetrical. The sensitivity of PDA detector decreased
2.5 times in acetic acid BGE; the detectability was lower in
comparison with tris-phosphate buffer in both equipments.
On the other hand, the differences were not dramatic (see
Table 4) and acetic acid can be also used as BGE in CZE.

33.2. LIF detection

Laser-induced fluorescence detection is the most sensi-
tive detection in CE, its sensitivity is two or three orders
higher than UV-absorption detection. On the other hand it
is necessary to derivatize peptides by fluorogenic labels.
Only peptides with aromatic amino acid residues of tryp-
tophane and tyrosine exhibit native fluorescence in the re-
gion 200-300 nm. The necessary condition for excitation is
UV-laser systems or multiphoton excitation |7].

In this work, the sensitivity of PDA and LIF detectors
of CE-EMDQ device were compared. Firstly, the deriva-
tives of human insulin and its B23-30 octapeptide fragment
with NBD label, NBD-HI and NBD-B23-30-HI, respec-
tively, were detected by PDA detector in CE-MDQ device
in 0.5M acetic acid, pH 2.5. Fluorescent probe NBD was
bonded on e-amino group of lysine B29, the excitation max-
imum was at 475-478 nm and the emission maximum at

530-534 nm in pH 3-8 [32]. Labeled human insulin is nec-
essary for monitoring of interactions between insulin and
insulin-receptor at low concentrations in in vivo conditions.
Consequently, LIF detector with Ar-ion laser (excitation
at 488 nm, emission at 520nm) was used for analyses of
NBD-derivatives of HI and its fragment. The electrophore-
grams of peptide analyses in acetic acid, pH 2.5, with LIF
detection are depicted in Fig. 3. Whereas single peak was
obtained for NBD-derivative of B23-30 octapeptide frag-
ment of human insulin (see Fig. 3A), several admixtures
have been found by CZE analysis of NBD-labeled human
insulin, as shown in Fig. 3B. This indicates that the rest of
fluorescent probe was not completely removed from the oc-
tapeptide fragment and it reacted with non-protected groups
of amino acid residues of desoctapeptide of HI. For LIF
detection the concentration of human insulin was 10 times
lower than for UV-absorption detection, for octapeptide the
solution was diluted 1000 times due to too high signal in
LIF detector. The main characteristics of detectors as well
as the comparison of UV detectors are shown in Table 5.
The detectability of substance is one or two orders better
for fluorescence detection.

4. Conclusions

CZE and MEKC proved to be powerful and useful tools
for fast and sensitive analyses of ionogenic or non-ionogenic
derivatives of peptide hormones, oxytocin, vasopressin,
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human insulin and its fragment. The purity degrees and
effective mobilities of ionogenic peptides were determined
by CZE in acidic BGEs. Purity degree of non-ionogenic
peptides was evaluated by MEKC in alkaline BGE with
SDS micellar pseudophase. Sensitivity of single wavelength
UV-absorption detector in home-made CE device was found
to be comparable with that of multiple-wavelength PDA
detector in commercial Beckman CE-MDQ apparatus. LIF
detector was able to detect NBD-labeled octapeptide frag-
ment of human insulin with two orders lower detectability
than UV-absorption detector.
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Abstract

Capillary zone electrophoresis (CZE) has been applied to qualitative and quantitative analysis and separation of synthetic analogues and
fragments of enkephalins ([Leu®)enkephalin, H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-OH, [Met’]enkephalin, H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-OH), and dalargin
(H-Tyr-p-Ala-Gly-Phe-Leu-Arg-OH), biologically active peptides with morphin-like effects acting as ligands for the opiate receptors in the
brain. These oligopeptides (dipeptides to hexapeptides) were analyzed as cations in two acidic background electrolytes (BGEs), BGE I
(100mM H;3PO,, 50mM Tris, pH 2.25), BGE 1l (100 mM iminodiacetic acid, pH 2.30), and both as cations and anions in alkaline BGE
IV (40 mM Tris, 40 mM Tricine, pH 8.10). Purity degrees of peptides, expressed in three different ways (relative peak height, relative peak
area and relative corrected peak area), were determined by their CZE analyses in the above BGEs, and their values were compared with
respect to the peak shapes and migration times of the main synthetic products and their admixtures. Selected analogues and fragments of
enkephalins and dalargin were successfully separated by CZE in acidic isoelectric buffers, 100 and 200 mM iminodiacetic acid, pH 2.30 and
2.32, respectively. The effective electrophoretic mobilities at standard temperature 25 °C, and effective and specific charges of all analyzed
peptides in the above three BGEs were determined. Correlation between effective electrophoretic mobility of the analyzed peptides and their
charge and size (relative molecular mass) was investigated, which revealed different molecular shape of analyzed peptides in acidic and
alkaline BGEs. In addition, the selected characteristics of the UV-absorption detector (noise, signal to noise ratio, sensitivity, and limits of
detection and quantification) were determined.
© 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Capillary zone electrophoresis; Peptides; Enkephalins; Dalargin

1. Introduction

Capillary zone electrophoresis (CZE), one of the high-
performance capillary electromigration methods, providing
fast (few minutes) and high-efficient separation (10°~10° the-
oretical plates per meter) of picomole to attomole amounts of
analytes in the nanolitre sample volume, possesses a high ap-
plication potential in the field of separations of peptides: it is
broadly utilized for analysis, preparation and physicochemi-
cal and biochemical characterization of peptides both in the

* Corresponding author. Tel.: +420 220 183 239; fax: +420 220 183 592.
E-mail address: kasicka@uochb.cas.cz (V. Kasi¢ka).

0021-9673/$ — see front matter © 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.chroma.2005.01.046

research and in practical applications in chemistry, biochem-
istry, biomedicine, biotechnology, pharmaceutical industry,
food and feed industry and fishing farming, as documented
in several recent reviews [1-7].

Enkephalins (ENKs), ([Leu’}enkephalin [Leu’]ENK),
pentapeptide H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-OH, and
[Met5]enkephalin ([Met’]JENK), pentapeptide H-Tyr-
Gly-Gly-Phe-Met-OH, and dalargin (DLR), hexapeptide
H-Tyr-p-Ala-Gly-Phe-Leu-Arg-OH, are biologically active
peptides with morphin-like effects acting as ligands for the
opiate receptors in the brain [8]. Enkephalins are fragments
of nature opioid hormones, dynorphin A (17 amino acid
residues) and dynorphin B (13 amino acid residues).
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Enkephalins and dynorphins originate from the two large
precursor proteins, preproenkephalin and preprodynorphin
[8]. They play significant roles in mediating stress and
abatement of pain and are involved in temperature control,
feeding behavior and respiration. These peptides and their
analogues are used for the treatment of some mental illnesses
(e.g. chronic schizophrenia, senile dementia of Alzheimer
type).

CZE has been frequently used for analysis of enkephalins
and dalargins, most often to check the purity of synthetic
preparations of these peptides but also for their determina-
tion in biological fluids (serum, plasma, cerebrospinal fluids).
Rational approach to selection and optimization of important
experimental parameters (composition and pH of the back-
ground electrolyte (BGE), loading limit, capillary diameter
and fraction collection) in analytical and preparative CZE
of opioid peptides including enkephalin and dynorphin ana-
logues with off-line mass spectrometric (MS) detection was
reviewed by Lee and Desiderio [9]. [Leu’]JENK, [Met’JENK
and [desTyr!-Leu’]JENK were analyzed with high sensitivity
(with limits of detection as low as 3-11 attomole) by CZE
in citrate and phosphate BGEs using electrospray ionization
time-of-flight mass spectrometry (ESI-TOF-MS) [10]). Ana-
logues of enkephalins and dalargin and other biopeptides,
such as e.g. vasopressin, desmopressin, insulin-like growth
factors, have been separated by CZE in strongly acidic BGE,
150 mM phosphoric acid, pH 1.8 [11]. These analogues were
also analyzed and separated by capillary micellar electroki-
netic chromatography (CMEKC) with micellar pseudophase
formed by anionic detergent sodium dodecylsulfate (SDS) in
alkaline BGEs (20 mM tetraborate, pH 9.2, and 20 mM phos-
phate, pH 8.8) or by cationic detergent cetyltrimethylammo-
nium bromide (CTAB) in acidic BGE (50 mM phosphate,
pH 4.1) [11-13]. Analogue of dalargin, [D-Tle2'5]dalargin,
was analyzed by CZE in 0.5 M acetic acid, pH 2.5, and then
purified in preparative scale by free-flow zone electrophore-
sis [14]. Six analogues and fragments of enkephalins were
separated and determined in biological matrices by multidi-
mensional separation system consisting of on-line coupling
of size-exclusion chromatography (SEC), reverse-phase C18
trapping column and CZE {15,16] and by liquid secondary
ion mass spectrometry and tandem mass spectrometry (LSI-
MS-MS-MS) [ 17]. Dynorphin peptide analogues were sepa-
rated by CMEKC employing anionic (SDS), cationic (CTAB)
and zwitterionic (CHAPS) surfactants [18]. Enkephalin-
related peptides were derivatized by fluorescein isothio-
cyanate and then separated by CMEKC in borate BGE with
SDS micelles and detected with laser-induced fluorescence
detector [19]. [D-Pen®’JENK (p-Pen is D-penicillamine or
D-3-mercaptovaline) and [D-Ser?, Thi®]DLR were analyzed
in rat serum by CZE in phosphate (pH 2.4) and borate (pH
8.3) buffers [20,21]. ENKSs and their fragments were electro-
chemically detected as in-capillary formed copper complexes
after their CZE separation {22]. ENK analogues were sepa-
rated in tris-phosphate and sodium phosphate BGEs, pH 2.5,
in capillary noncovalently coated with two layers of oppo-

sitely charged polymers [23]. [Leu3]ENK, [Met’]JENK and
other peptide hormones were separated in three BGEs, pH
2.61, 2.85 and 10.0, and their pK, were determined from
the pH dependence of their electrophoretic mobilities in the
broad pH range, 2-12, [24], and subsequently analyzed with
CE-ESI-MS in 50mM acetic acid and 50 mM formic acid,
pH 2.85 [25].

The aim of this work was to perform qualitative and quan-
titative analysis of synthetic preparations of opioid peptide
hormones, enkephalins and dalargin, and their analogs and
fragments, by CZE both in acidic and alkaline BGEs. Suitable
experimental conditions should be found for CZE separation
of the mixtures of these structurally related peptides. In ad-
dition to the purity degree also some physicochemical char-
acteristics of the analyzed peptides, such as effective elec-
trophoretic mobilities, effective and specific charges should
be determined, and the correlation between effective elec-
trophoretic mobility of analyzed peptides and their charge
and size (relative molecular mass) should be investigated.

2. Experimental
2.1. Chemicals

All chemicals used were of analytical reagent grade. Imin-
odiacetic acid (IDAA) was obtained from Bachem (Buben-
dorf, Switzerland), Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethane)
was supplied by Serva (Heidelberg, Germany), phosphoric
acid and dimethyl sulfoxide (DMSQ) were obtained from
Lachema (Brno, Czech Republic) and Tricine ([tris(hydroxy-
methyl)-methyl}-glycine) was from Merck (Darmstadt, Ger-
many). Isophorone (3,5,5-trimethyl-2-cyclohexen-1-one)
was supplied by Fluka (Buchs, Switzerland).

2.2. Peptides

The list of analyzed peptides and their abbreviations, se-
quences and relative molecular masses, M;, are presented
in Table I. The oligopeptide fragments of ENKs, Tyr-Gly
(YG) and Tyr-Gly-Gly (YGG), were obtained from Bachem
(Bubendorf, Switzerland), the di- and tripeptide fragments
of DLR, Tyr-Ala (YA) and Tyr-p-Ala-Gly (YaG), were pur-
chased from Sigma (St. Louis, MO, USA). The analogs and
derivatives of ENKs and DLR were prepared by solid phase
synthesis |26]. The structure of DLR was altered by the sub-
stitution of leucine in position 5 by bulky amino acid such
as D-tertiary leucine [27], by glycosylation [28] or iodination
of tyrosine in position 1, by derivatization of the C-terminal
arginine carboxy! group and by combination of these modi-
fications.

2.3. Instrumentation

The capillary electrophoretic experiments were carried
out in commercial P/ACE MDQ System (Beckman-Coulter,
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Table 1

Sequences of analyzed peptides and their relative molecular masses (M;)

Peptide Abbreviation Sequence in three-letters code M
[Leu’Jenkephalin [Leu’JENK H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-OH 555.8
[Met®Jenkephalin (Met’]JENK H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-OH 573.8
ENK dipeptide fragment YG H-Tyr-Gly-OH 2383
ENK tripeptide fragment YGG H-Tyr-Gly-Gly-OH 2954
Dalargin DLR H-Tyr-p-Ala-Gly-Phe-Leu-Arg-OH 726.1
DLR dipeptide fragment YA H-Tyr-Ala-OH 252.3
DLR tripeptide fragment YaG H-Tyr-p-Ala-Gly-OH 309.4
[p-Tle’)dalargin [p-Tle’]IDLR H-Tyr-p-Ala-Gly-Phe-D-Tle-Arg-OH 726.1
Dalargin ethylamid DLR-NHEt H-Tyr-p-Ala-Gly-Phe-Leu-Arg-NH-Et 749.0
[Tyr(I;)]dalargin I,DLR H-(3,5-di-1)-Tyr-p-Ala-Gly-Phe-Leu-Arg-OH 960.8
(p-Ser?, Thrd]dalargin [D-Ser’Thr®]DLR H-Tyr-p-Ser-Gly-Phe-Leu-Thr-OH 689.9
N-Phenylacetyl-dalargin PacDLR CgHs-Ac-Tyr-p-Ala-Gly-Phe-Leu-Arg-OH 859.1

Fullerton, CA, USA), data acquisition and evaluation were
performed using the software P/ACE System MDQ, version
2.3 supplied by Beckman.

The apparatus was equipped with the internally non-
coated fused silica capillary with outer polyimide coat-
ing, total/effective length 39.4/29.2 cm, 1.D./O.D. 75/360 pm
(Polymicro Technologies, Phoenix, AR, USA). The ana-
lytes were detected by UV-vis absorption spectrophotomet-
ric photodiode array detector (190-600 nm) set at constant
wavelength 206 nm. The temperature was set at 25 °C with
liquid coolant continuously circulating around the capillary.

The new capillary was gradually flushed with water, 0.1 M
NaOH, water and BGE, each wash for 5 min. Finally, the cap-
illary was conditioned by a 20 min application of the high
voltage to equilibrate the inner surface and to stabilize elec-
troosmotic flow. Between runs under the same conditions,
the capillary was rinsed with the BGE for 2 min. Prior to
any change of the BGE the capillary was rinsed with 0.1 M
NaOH for Smin and then repeatedly stabilized. The sepa-
ration voltage was 10kV. The samples were injected with
pressure 5—10 mbar for 5-15s. The samples were dissolved
indeionized water or in BGE and their concentrations were in
the range 0.1-1.5 mg/ml. The BGEs were filtered through a
0.45 pm syringe filter (Millipore, Bedford, MA, USA) before
use.

3. Results and discussion
3.1. Selection of separation conditions

The strategy for the rational selection of experimental
conditions for CZE analysis and separations of ENKs, DLR
and their derivatives and fragments followed the general
rules of selection of suitable CZE separation conditions [29]
and took into account the specific properties of these peptides
resulting from their structure—number and sequence of the
linked amino acid residues, i.e. their amphoteric character
and strong pH dependence of effective electrophoretic mobil-
ities, which are governed by the effective electric charge, size

(relative molecular mass) and shape (conformation) of these
peptides.

The selection of the composition of the BGEs includes
the type and concentration of buffer components and pH,
and it also takes into account the requests for preserving
chemical and temperature stability and biological activity
of analyzed peptides [30,31]. Effective charges of peptides
are strongly dependent on pH and pK, of ionogenic groups
of amino acid residues present in peptide chain. The ana-
lyzed peptides, see Table 1, contain several different types of
ionogenic groups—all peptides, except Pac-DLR, possess a-
amino group of the N-terminus of the peptide chain (average
pK, 8.0), and all peptides, except DLR-NHEt, contain a-
carboxyl group of the C-terminus of the peptide chain (aver-
age pKa 2.6), dalargin analogues (except [D-Ser”Thr®]DLR)
possess guanidium group of arginine (average pK, 11.3) and
all of them hydroxy group of tyrosine (average pK, 10.4).
The relative molecular mass of analyzed peptides was in the
range 238.3-1065, see Table 1.

One of the most important parameters for selection of suit-
able experimental conditions for CZE analysis and separation
of peptides is the pH dependence of their effective and spe-
cific charges, since the electrophoretic mobility of peptides is
directly proportional to their effective charge. For that reason
the dependence of effective charge and specific charge (effec-
tive charges divided by relative molecular mass) of all pep-
tides to be analyzed has been calculated by the earlier devel-
oped computer program Nabamfo [32] using the above given
average values of pK, of ionogenic groups. From the course
of the pH dependence of the specific charge of peptides to be
analyzed and separated (see Fig. 1) it follows, that these pep-
tides can be analyzed both as cations (preferably in acid pH
range) and as anions (preferably in alkaline pH range). Conse-
quently, the two strongly acidic BGEs (pH 2.25-2.30) and one
weakly alkaline BGE (pH 8.1) were selected for CZE analy-
ses and separations of the above peptides. Full composition of
the used BGEs together with the separation voltage and elec-
tric currents are presented in Table 2. Separation conditions
are significantly influenced by solubility of peptides. With re-
spect to the relatively hydrophilic character of the analyzed
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Fig. 1. The pH dependence of specific charge (effective charge divided by
relative molecular mass) of selected peptides. (A) Enkephalin analogues and
fragments and (B) dalargin analogues and fragments.

peptides most of them could be dissolved in deionized water,
which brings an advantage that the same sample solution can
be applied to CZE analyses in different BGEs, and in addition
the electric-field-enhanced concentrating effect is utilized to
concentrate the diluted peptide solutions. On the other hand
using BGE as sample solvent ensures the constant separation
conditions (movement in the BGE of the same composition)
in the whole CZE experiment, which is important when CZE
is applied for the physicochemical measurements.

3.2. Qualitative and quantitative analysis

The selected BGEs were used for qualitative and quanti-
tative analysis of synthetic preparations of ENKs, DLR and
their new analogues and fragments. For full characterization
of these peptides before their application in the biological
tests it is necessary to find out the content of their all ad-
mixtures, originating from the synthesis of peptides and/or

Table 2

Composition and pH of the BGEs applied for CZE analyses and separations
of ENKs and DLR analogues and fragments, and electric current, /, in these
BGEs at constant voltage 10kV

BGE no. BGE constituents pH I (pA)

1 50 mM Tris, 100 mM H3PO4 225 58-65
11 100 mM iminodiacetic acid 2.30 36.7-37
1 200 mM iminodiacetic acid 2.32 52.3-52.8
v 40 mM Tris, 40 mM Tricine 8.10 13.2-14.2

from their subsequent purification procedures. Consequently,
the purity degrees of these peptides, both crude synthetic
products and peptides purified by chromatographic meth-
ods, size-exclusion chromatography and reverse phase high-
performance liquid chromatography (RP-HPLC), were deter-
mined. Peptides were analyzed as cations in acidic BGEs and
as anions or cations in weakly alkaline BGE. The examples
of CZE analyses of some peptides are shown in Fig. 2. Stan-
dards of synthesized peptides were not available, therefore
only relative degrees of purity could be determined. Peptide
purity and peptide content in the sample was quantified by
three ways: (i) relative peak height, Py(i) (1), (ii) relative peak
area, P4(i) (2), and (iii) relative corrected peak area, Pca(i)
(3), of the UV-positive peaks for the ith component of the
peptide preparation:

h(i)

Ph(i)=m, i=1,...,n 1)
L AGD

PA(’)——ZA(I,), i=1,...,n @
L Al .

PCA(’)—ZAC(i). i=1,....n 3)

where h(i) is height of the ith peak, A(i) is area of the ith peak
and A¢(i) is corrected area of the ith peak, corrected peak area
is peak area corrected with respect to migration velocity of
the given peak, which is obtained as peak area divided by the
migration time of the given peak, n is the number of sample
components.

The values of differently expressed purity degrees of ana-
lyzed peptides are presented in Table 3. The values of purity
degrees were determined as averages of values obtained in
two subsequent analyses, which differed less than 1%. The
synthetic peptides exhibited rather different degree of purity.
Analyses of peptides with high purity degree, [Leu’]JENK
and DLR-NHEt, are demonstrated in Fig. 2A and F, respec-
tively. On the other hand analysis of peptide with low pu-
rity degree, with one major and several minor impurities,
is shown in electrophoregram of [p-Tle’]DLR in Fig. 2D.
Analysis of peptide with some minor impurities is demon-
strated in electrophoregram of I;DLR in Fig. 2C. As follows
from the above definitions, the most exact characteristic of
peptide purity is the relative corrected peak area. Sometimes
other, the simpler ways of purity evaluation, relative peak
height or relative peak area, can be used, particularly in the
cases when the peaks of sample components are uniformly
dispersed and their migration times (velocities) are not too
different. The great difference in differently expressed purity
degree was found, e.g. in the CZE analysis of DLR presented
in Fig. 2B. Relative peak height of DLR was about 10-15%
lower than its relative peak area and relative peak corrected
area in acidic BGEs I and II due to the relatively high height
and small area of the sharp peak of the main admixture X. On
the other hand relative peak height of tripeptide fragment of
ENK, YGG, was about 6-7% higher than relative peak area
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Fig. 2. CZE analyses of selected synthetic peptides. Experiments were carried out in uncoated fused-silica capillary: total/effective length 394/292 mm, 1.D.
75 wm, O.D. 360 p.m, constant voltage U = 10kV, UV-absorption detection at 206 nm. (A) [Leu’]JENK, 1.25 mgml~!, in BGE IV; (B) DLR, 1.25mgml~!, in
BGE II; (C) I;DLR, 1.00mg ml~!, in BGE II; (D) [D-Tle’]DLR, 1.00mg ml~!, in BGE I; (E) YGG, 1.10mgmi~!, in BGE II; (F) DLR-NHE, 1.15mgml~!,
in BGE IV. (1) Main synthetic product; (2) neutral electroosmotic flow marker; and (X) non-identified impurities.

Table 3
Purity degrees of analyzed peptides, expressed alternatively as relative peak height, Py, relative peak area, Py, and relative peak corrected area, Pc4, determined
by CZE in three BGEs
Peptide BGE I, pH 2.25 BGEIl, pH 2.3 BGE 1V, pH 8.1

Py (%) Pa (%) Pca (%) Py (%) Pa (%) Pca (%) Py (%) Py (%) Pca (%)
[Lew’JENK 94.5 92.7 92.7 93.3 89.4 89.4 95.8 93.1 93.0
[Met’JENK 94.0 92.6 92.6 913 95.7 95.6 97.5 97.8 97.8
YG 98.3 98.8 98.9 97.4 98.5 98.7 98.5 99.0 99.0
YGG 92.5 86.0 85.7 95.8 89.6 89.6 96.2 91.0 91.8
DLR 75.4 84.6 84.6 65.8 80.7 819 91.5 89.2 90.3
YA 99.2 99.2 99.3 99.7 99.8 99.9 99.3 99.4 98.2
YaG 92.7 93.1 93.4 96.3 96.3 94.4 98.5 98.7 98.7
[o-TleS]DLR 66.6 69.8 709 50.8 58.8 58.8 91.3 92.1 92.1
DLR-NHEt 94.5 96.8 96.9 95.0 94.2 94.2 94.7 94.3 94.2
LDLR 91.5 90.5 90.6 87.5 82.8 82.8 90.2 89.9 90.5
[D-Ser?Thr8)DLR 87.7 88.3 873 925 94.2 94.2 979 98.7 98.8
PacDLR 81.0 78.1 81.8 94.9 95.0 89.7 nd. nd. nd.

nd.: not determined.
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or relative corrected peak area in acidic BGEs I and II due
to the relatively small height and broad width of the peaks of
its admixtures (see Fig. 2E). Similar values of purity degrees
expressed by relative peak height, relative peak area and cor-
rected peak area were obtained in analysis of highly purified
peptides, as e.g. in analysis of DLR-NHE:t both in acidic and
alkaline BGEs, see Table 3 and Fig. 2F. As follows from the
presented data, the purity degree of given peptide depends on
BGE used and on the way of purity degree evaluation. Con-
sequently, purity degree of peptides should be tested in more
than one BGE and only the purity degrees obtained under
the same conditions and evaluated in the same way can be
compared.

As can be seen from the analyses presented in
Fig. 1A-F, in all BGEs used symmetrical peaks were
obtained with high separation efficiency in short times,
with migration times of the main component between
3 and 12min. The best results were obtained in BGE
II (100mM iminodiacetic acid, pH 2.30) using the
separation voltage 10kV. The separation efficiency in
BGE Il was in range (0.5-1.0) x 10% theoretical plates
per meter, concentration limit of detection (LOD =three
times noise) was (0.60-2.26) x 109 moldm™3, concen-
tration limit of quantification (LOQ=10 times noise)
was (2.01-7.54) x 10~% mol dm=3, sensitivity of the UV-
absorption detector was 46.5-114.4 AUmol~! dm? and the
noise of UV-detector signal was 0.023 mAU. These parame-
ters for BGE I were almost the same as for BGE II, however
the time of analysis was longer because of the very low elec-
troosmotic flow (EOF) in this BGE. BGE IV was found less
suitable for analysis of these series of peptides due to the
basic character of some of the analyzed peptides, DLR and
its derivatives, which are positively charged even at pH 8.1
and due to the fast EOF at this pH, which means that the
electrophoretically migrated trajectory of these peptides is
relatively short and they could not be well separated from
their admixtures and other structurally related peptides. The
characteristics of the UV-absorption detector for all BGEs
are presented in Table 4.

3.3. Separation of structurally related peptides

In addition to qualitative and quantitative analysis of
individual synthetic peptide preparations, the separation
of closely related structures of ENKs and their fragments,
and DLR and its analogues and fragments was tested.
These separations are important from the point of view
of separations of the whole molecules of ENKs and DLR
from their degradation products. The suitable conditions
for the separations were derived from the course of the
pH dependence of specific charge of these peptides (see
Fig. 1), and from the experience obtained in the analysis of
individual peptides by CZE in BGEs I, 11, and IV. As it was
already mentioned above from the BGEs tested the BGE
II, composed of isoelectric buffer, 100 mM iminodiacetic
acid (IDAA), provided the best results. To achieve the best
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Fig. 3. CZE separations of structurally related peptides. Experiments
were carried out in uncoated fused-silica capillary: total/effective length
394/292 mm, 1.D. 75 um, O.D. 360 pm, constant voltage U= 10kV, UV-
absorption detection at 206 nm. (A) Enkephalin analogues and fragments
in BGE III: 1, YG; 2, YGG:; 3, [Leu’]ENK; 4, [Met*]ENK. (B) Dalargin
fragments and analogues in BGE II: 1, DLR-NHEL; 2, DLR; 3, I;DLR; 4,
YA; 5, YaG; and 6, PacDLR.

resolution different concentrations of IDAA and separation
voltages were tested. Finally, 100 mM iminodiacetic acid, pH
2.30 and voltage 10kV were selected as the best conditions
for separation of DLR and its analogues and fragments.
The doubled concentration of IDAA, i.e. 200mM, pH 2.32,
was found to be most suitable for separation of ENKs and
their fragments, providing the best resolution at the same
separation voltage, 10kV. Separations of these two mixtures
are shown in Fig. 3, mixture of [Leu’]ENK, [Met’]JENK
and their fragments (YG, YGG) in Fig. 3A, and the mixture
of DLR and its derivatives (DLR-NHEt, I,DLR, PacDLR)
and fragments (YA, YaG) in Fig. 3B. The resolution of any
pair of peptides was higher than 2.1 with the exception of
[Leu’]JENK and [Met’]JENK, which were separated with
resolution 1.11. In the mixture of ENKs and their fragments
the latter migrated faster, with migration times in the order
YG < YGG <[Leu’]JENK < [Met’|ENK. In the mixture of
DLR and their analogues and fragments the longer peptides
with higher values of effective and specific charges migrated
faster than the short fragments with lower specific charges.

3.4. Determination of effective mobility

From CZE analyses of ENKs, DLR and their analogues
and fragments the effective electrophoretic mobilities of these
peptides were determined. The effective electrophoretic mo-
bility, mes, of peptide in the given BGE was calculated
from the migration time of the peptide, tmg, in this BGE,
and from the migration time of the electroneutral marker of
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