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Abstrakt

Cilem této bakalarské prace bylo vyvinout metodu pro stanoveni sirand v krevni plazmé
pomoci kapilarni zoénové elektroforézy. Byla pouzita kfemennd kapilara o vnitinim
praméru 50 um a efektivni délce 41,5 cm. Plazmatické proteiny byly srazeny
acetonitrilem. Jako optimalni zékladni elektrolyt byla uréena 0,4M kyselina mravenci
s 15mM chromanem draselnym. Separacni napéti bylo 25 kV. Vzorek byl davkovan
napétim -5 kV po dobu 40 s. K vyhodnoceni byla vyuzita nepiima UV detekce pii 260
nm. Vzhledem ke slozité¢ matrici je vhodné provést kvantifikaci metodou standardniho
pridavku. Po vztazeni ploch pikii na vnitini standard (500uM chlore¢nany) byla relativni
smérodatnd odchylka 5,97 %. Vyhodou této metody oproti dfive pouzivanym srazecim

metodam je kratka doba analyzy a jednodussi uprava vzorku.
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Pouzité zkratky a symboly

ACN

APCI

APPI

BGE

CE/CZE

CE-MS

CTAB

CTAC

EOF

ESI

HPLC

LIF

MALDI

MES

TCA

acetonitril

chemické ionizace za atmosférického tlaku (atmospheric pressure

chemical ionization)

fotoionizace za atmosférického tlaku (atmospheric pressure

photoionization)

zakladni elektrolyt (background electrolyte)

kapilarni elektroforéza/kapilarni zénova elektroforéza (capillary

electrophoresis/capillary zone electrophoresis)

kapilarni elektroforéza s hmotnostnim spektrometrem

cetyltrimethylamonium bromid

cetyltrimethylamonium chlorid

elektroosmoticky tok (electroosmotic flow)

ionizace elektrosprejem (electrospray ionization)

vysokouc¢inna kapalinovéa chromatografie (high-performance liquid

chromatography)

fluorescence indukovana laserem (laser induced fluorescence)

desorpce a ionizace laserem za ucasti matrice (matrix assisted laser

desorption ionization)

2-(N-morfolino)-ethansulfonova kyselina

trichloroctova kyselina (trichloroacetic acid)

elektroforeticka mobilita



MEOF

Ay

Fr

Im

mobilita elektroosmotického toku

vlnova délka

plocha

absorbance pii vinové délce A

latkova koncentrace

frik¢ni sila prostredi

sila elektrického pole

naboj iontu

hydratovany polomér iontu

migracni ¢as



1. Uvod a teoreticka &ast

1.1. Cil prace

Cilem préce je vyvinout dostate¢n¢ spolehlivou metodu stanoveni siranovych aniontli
v krevni plazmé, kterd by splnovala podminky pro diagnostické testovani. Predpoklady,
které¢ musi metoda vhodna pro klinickou laboratoi spliiovat, jsou snadné a rychla uprava
vzorkll a relativné maly objem vzorku potfebného k analyze (jednotky az desitky

mikrolitrl). Casové nendrocna by méla byt i samotna analyza.
1.2. Vyznam siranii v organismu

Sirany jsou hlavnim kone¢nym produktem metabolismu sirnych aminokyselin a jejich
plazmatickd koncentrace je pfimo ovlivnéna piijmem téchto aminokyselin v potravé a
rendlnim vylucovanim. Anorganicky siran hraje velkou roli pfi detoxikaci organismu
(jako sekundarni metabolit se ucastni konjugacéni faze biotransformace) a je dilezity pro
sttevni mikrofloru (zejména pro bakterie redukujici sirany). Sirany jsou jednim z aniontl
aniontové mezery, kterd ma za ukol vyrovnavat kladny néboj kationtd v krvi.
Anorganické sirany jsou v organismu pfeménovany takeé na kyselinu chondroitinsirovou,
ktera je zabudovéana do chrupavek a Slach [1]. Pfesto, Ze se pfimo nezapojuji do tvorby
ledvinovych kamend, vyrazné ovliviiuji zakoncentrovani moc¢i a tim 1 rozpustnost soli
tvoficich kameny. Dale slouzi jako ukazatel ptijmu bilkovin, renalni nedostatenosti a
dalSich ledvinovych onemocnéni [2].

Sifi¢itany jakoZto reaktivni meziprodukty metabolismu siry nejsou u zdravych jedinct
detekovatelné, ale pii sniZzeni aktivity oxiddz mulZe dochazet k neurologickym
poskozenim vlivem zvySeni koncentrace sifi¢itanovych iontd. Mohou také zptisobovat
alergické reakce na potraviny konzervované sifi¢itany.

Referen¢ni hodnota koncentrace siry v séru je 156 az 468 mmol/l (hlavné elementarni
sira, sirany, sifi¢itany). Odchylky od téchto hodnot mohou byt zplisobeny vrozenymi
poruchami metabolismu sirnych aminokyselin (homocysteinurie, hypermethionnemie,

cystationurie, sulfiturie, cystinoza, methioninovy malabsorp¢ni syndrom, cystinurie) [3].



1.3. Stanoveni sirand v plazmé

Vétsina metod stanoveni siranti je zaloZena na srdzeni siranii benzidinem,
chlore¢nanem barnatym, nebo rhodizoatem. Nejcastéji se k métfeni intenzity vzniklého
zakalu vyuziva klasickych turbidimetrickych metod, nebo kolorimetrickych testovacich
prouzki. Dale je mozné stanovit sirany nepiimo plamenovou spektrometrii. Tyto zplisoby
jsou vSak casto ovlivnény interferenci slozité matrice biologickych vzorka. Zejména u
spektrometrickych metod je nutné nejprve odstranit interferujici latky napt. reakci
s uranylacetatem, benzidinsulfatem, kyselinou trichloroctovou, smé&si NaCl a KCI. Déle
je potfeba zohlednit vliv hemolyzy, lipémie a vysoké koncentrace bilirubinu. Proto se u
nefelometrie a turbidimetrie pouzivaji stabilizatory obsahujici Zelatinu, dextran a
glycerol, které odstranuji vliv stalych koloidnich suspenzi. Pro chromatografické
stanoveni sirantl jsou interferenty nejéastéji odstranény vazbou na latex.

Vyssi selektivity simultanni analyzy anorganickych aniontii obsazenych v plazmé
(ptedevsim CI, SO4*) lze dosahnout iontovou chromatografii, ta je ovSem &asové

naroc¢na na upravu vzorki, coz je v klinické praxi nevhodné.

Turbidimetrické stanoveni

Turbidimetrické stanoveni je zalozeno na tvorb& bilého zdkalu BaSO4 reakci
s barnatymi ionty v prostfedi NaCl a HCI. Intenzita zakalu imérna koncentraci sirant je
meéfena spektrofotometricky.

Pii kvantichromsulfatové metodé€ jsou sirany srdZzeny v polyethylenglykolu a intenzita
zakalu je méfena pii 540 aZ 610 nm. Tato metoda je vhodna pro rozsah koncentraci 0,01
az 1,2 mmol/l [4].

Zelatindzova metoda vyuziva pro méfeni intenzity zékalu siranu barnatého Zelatinovy
roztok. Absorbance je métena pii 500 nm. Dynamicky rozsah této metody je 0,05 az 10

mmol/l [5].

Plamenova spektrometrie

Stanoveni siran®i plamenovou spektrometrii je zaloZzeno na srazeni SO4> nadbytkem
barnatych kationtd. Nespotiebovany nadbytek Ba®* iontl je po centrifugaci a inkubaci
spektrofotometricky stanoven pfi 510 nm. Plamenovou spektrometrii lze v plazmé

detekovat jednotky mikrogrami na litr.



Radioizotopové metody
Mezi radioizotopové metody patii napt. stanoveni koncentrace BaSO4 vazbou na

uranylacetat, nebo stanoveni BaSO4 po stabilizaci s kiemennym praskem.

1.4. Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza je elektromigracni separacni analytickd metoda zalozend na
pohybu nabitych castic v elektrickém poli v nosném médiu. Podle druhu nosného média
a zpisobu separace délime techniky kapildrni elektroforézy na kapilarni zénovou
elektroforézu, kapilarni gelovou elektroforézu, micelarni elektrokinetickou kapilarni
chromatografii, kapilarni isoelektrickou fokusaci a kapilarni izotachoforézu [6].

Rozliseni jednotlivych analyti je mozné diky rozdilnym migra¢nim rychlostem
elektricky nabitych ¢astic v elektrickém poli. Rychlost pohybu latek v elektrickém poli je
zavisld na jejich elektroforetické mobilité¢ x. a na elektroosmotickém toku kapaliny
kiemennou kapilarou [7].

Elektroforetickd mobilita je definovana jako migracni rychlost iontu v elektrickém
poli o jednotkové intenzité a je kvalitativni charakteristikou ionogennich latek pro dané
prostiedi [8]. Pohyb nabitych ¢astic je zpisobovan elektrostatickym ptitahovanim jejich
naboje k opacné nabité elektrod€. Vysledny pohyb c¢astic s nabojem g v roztoku je dan
pusobenim sily elektrického pole F), a frikéni silou prostiedi Fy, ktera ptisobi v opacném
sméru [9].

Vi q

Hi= E - é6mnr

wi — elektroforetickd mobilita, ¢ — naboj iontu, # — viskozita okolniho prostfedi,
r — hydratovany polomér iontu, £ — intenzita elektrického pole, vi — rychlost ¢astic

v elektrickém poli

EOF (elektroosmoticky tok, z anglického electroosmotic flow), je pohyb elektrolytu
dany ptsobenim stejnosmérného elektrického pole na elektrickou dvojvrstvu na rozhrani
pevné a kapalné faze u vnitini stény kapilary (silanolové skupiny — SiOH). Tato
dvojvrstva vznika disociaci ionogennich skupin (-Si0), ktera je zptisobena neutralnimi a
zasaditymi elektrolyty, nebo adsorpci urcitého druhu iontd na povrch kapilary. V difuzni
casti této dvojvrstvy se tvoii prebytek volného naboje, ktery se vlivem stejnosmérného

pole pohybuje a unasi i veSkery roztok v kapilafe. Miru tohoto prebytecného volného
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naboje vyjadiuje veliina nazyvana zeta potencidl. Mobilita elektroosmotického toku je
dana rovnici
€¢
Heor = —
U]
ueor — mobilita elektroosmotického toku, & — dielektrickd konstanta, {— zeta potencial,

n — viskozita okolniho prosttedi

Elektroosmoticky tok neni selektivni a ptisobi na vSechny piitomné ionty stejné, bez
ohledu na jejich naboj, ale ovlivituje vyslednou migracni rychlost a tim i ¢innost
separace a dobu analyzy [9]. K urceni rychlosti elektroosmotického toku se nejcastéji
pouzivaji elektroneutralni ¢astice, které jsou kapildrou unaseny jen elektroosmotickym
tokem.

Kromé¢ malé spotieby vzorku i zédkladniho elektrolytu a vysoké ucinnosti je velkou
vyhodou CZE (kapilarni zonova elektroforéza, =z anglického capillary zone
electrophoresis) plochy profil EOF, ktery na rozdil od parabolického profilu typického
pro laminarni proudéni zplsobeného wvné&jSi hnaci silou nosného média, napt. u
kapalinové chromatografie, nezpiisobuje rozmyti zon jednotlivych analyti a piky
elektroferogramu jsou ostfejSi [10]. Nevyhodou této metody jsou relativné vysoké
detek¢ni limity, zejména u spektrofotometrické detekce v UV a viditelné oblasti, cozZ je

zpusobeno velmi kratkou optickou drahou paprsku v méteném prostiedi [11].

1.5. Metody pro stanoveni anorganickych iontii pomoci kapilarni elektroforézy

Stanoveni kationtu

Anorganické kationty maji stejné jako malé organické molekuly mobilitu okolo
0,4 cm*/kVs, proto se jako BGE ¢&asto vyuziva imidazol. Pii nizkych koncentracich
imidazolu nejsou piky jednotlivych kationtd symetrické. Zony draselnych iontli jsou
rozmyty vpiedu a u lithnych iontl, které jsou nejpomalejsi, se zony naopak rozmyvaji
vzadu. Symetric¢téjSich pika lze dosahnout zvySenim koncentrace imidazolu. S jeho
rostouci koncentraci vSak dochazi k nezddouci tvorbé tepla kvuli prachodu vétSiho
elektrického proudu. Optimalni koncentrace imidazolu je 3 az 5 mM.

Analyzu 1ze urychlit zkrdcenim kapilary, zvySenim napéti (30 kV) a pouzitim 3mM

pufru pii pH 6,0 [12].
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Stanoveni aniontil

Anorganické anionty se obvykle stanovuji v zasaditych nebo slab¢ kyselych BGE, aby
byla zajiSténa jejich disociace a migrace v elektrickém poli. Citlivost stanoveni aniontil
je mensi, nez u kationtd [13].

Malé anorganické anionty je mozné stanovit nepfimou UV detekci v BGE
s vizualizujicim ko-iontem. Nejvhodnéjsi je chroman, protoze ma podobnou mobilitu
jako analyty a tim je potlaCena nezadouci elektromigraéni disperze. S rostouci
koncentraci chromanu dochazi k potlaceni EOF, coz prodluzuje migracni ¢asy. Dobu
separace lze zkratit potlacenim EOF pii pouziti kyselého BGE nebo obracenim sméru
EOF modifikaci stény kapildry. V obou ptipadech je nutno také obratit polaritu elektrod.
Separaci ovliviiuje také ptidavek organickych rozpoustédel (methanol, acetonitril,

aceton), kterda méni viskozitu elektrolytu a pKa silanolovych skupin na vnitinim povrchu

kapilary [14].
1.5.1. Stanoveni anorganickych iontl v plazmé

Pro stanoveni iontl v krevni plazmé neni vhodné pouzit BGE obsahujici MES a
histidin, protoZe koncentrace nékterych iontd (Na*, Ca?", Mg?") jsou fadové vyssi nez
jinych a piky malo koncentrovanych iontll nelze rozpoznat. BGE obsahujici kyselinu
mléénou a histidin neumoziiuje separaci viech kationtd. Uginngjsi separace lze v tomto
pfipad¢é dosahnout pfidanim 10% methanolu.

Elektroforetické mobility vapenatych, hotfecnatych a sodnych ionti v BGE
obsahujicim 18-crown-6 ether a arginin, miZou byt upraveny komplexaci 6,5mM
kyselinou maleinovou. Takovéto slozeni BGE neni vhodné pro simultinni stanoveni
kationtli a aniontll, protoze dochazi k prekryti zon dusi¢nanti a sirant. Upravou
koncentrace kyseliny maleinové na 13 mM a ptfidanim modifik4toru EOF lze dosahnout
rozliSeni jednotlivych zén vSech iontd [15]. Pro stanoveni chloridd, siranti, fosfore¢nanti
a hydrogenuhli¢itanti v plazmé kapilarni elektroforézou s neptimou UV detekci 1ze jako
hlavni slozku BGE pouzit chroman. Ptidavek cetyltrimethylamonium bromidu (CTAB)

a acetonitrilu pii pH 9,3 zamezuje adsorpci proteinti na vnitini sténu kapilary [14].
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1.6. Metody pro potlaceni elektroosmotického toku

Zpomaleni EOF ma zasadni vliv na separaci jednotlivych analyti. V nékterych
pfipadech je z&douci zpomaleni nebo uplné potlaceni EOF. Pro separaci kationti a
aniontll v rdmci jedné analyzy je naopak nutné zajistit rychly a stabilni EOF.

Pokud je vnitini sténa kapilary zaporn¢ nabit4, dochéazi k nezadouci adsorpci kladné
nabitych latek. Pfi nizkych hodnotach pH jsou silanolové skupiny na povrchu kapilary
protonizované, coz potlacuje sorpci kationtl a snizuje rychlost EOF [8].

Smér EOF lze zménit pfidanim kationtovych tenzidli do BGE. Tyto povrchové aktivni
latky s dlouhym alifatickym fetézcem se vaZou na zaporné nabitou sténu kapilary, tim
meéni naboj stény kapilary a obraci smér EOF (Obr. 1). Mezi nej¢astéji pouzivané tenzidy
patii cetyltrimethylamoniumbromid (CTAB), cetyltrimethylamoniumchlorid (CTAC)
[16].

Dal8i moZnosti je pouziti neiontovych polysorbati (tzv. TWEEN) nebo kovalentni

navazani hydrofilnich polymeri jako je polyakrylamid, nebo hydroxyethylceluloza [10].

NN EECEECEECTEECECEECECEECECECEECEECEECEECECEE .
AN G G G G G ) G G G

Obr. 1: Navazani kationtového tenzidu na sténu kapilary, ptevzato z [10] a upraveno.
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1.7. Uprava vzorki

Ptfed samotnou separaci aniontll v plazm¢ je nutné vysrazet plazmatické proteiny.
Nejucinngj$imi  srazedly jsou ACN (acetonitril), TCA (trichloroctova kyselina
z anglického trichloroacetic acid) a siran zine¢naty o koncentraci asi 0,7 g/l. TCA vysrazi
91 % proteinti, ACN 92 % a siran zine¢naty 96 % [17].

Pfestoze je siran zine¢naty nejucinnéjsi, je nevhodny pro stanoveni anorganickych
iontl v plazmé, nebot se jeho ptidavkem vzorek kontaminuje velkym mnozstvim
stanovovanych siranovych iontl. SraZeni proteiniit TCA by mélo byt nasledované jejim
vymytim ze vzorkl acetonem. Zbytky TCA ve vzorku miiZzou ovliviiovat pH a rychlost
elektroosmotického toku [18]. SraZzeni TCA je tedy vhodnéjsi v pfipadech, kdy se dale
pracuje se srazeninou proteind, nikoli s deproteinovanym roztokem. Srazeni ACN je pro
stanoveni anorganickych iontl v plazmé nejvhodnéjsi, protoze neinterferuje s zddnym
z analytl, je kompatibilni se zdkladnim elektrolytem a zasadné neovliviiuje vysledny

elektroferogram.

1.8. Detekce v kapilarni elektroforéze

1.8.1. Opticka detekce

UV-VIS spektrofotometrie

Vétsina komercéné dostupnych systému vyuziva jako primarni detektor UV nebo UV-
VIS spektrometr. Detekce probiha ,,on-line* ptimo na kapilafe. Detek¢ni cela ma ve
srovnani s celou napf. u HPLC (vysokoucinna kapalinova chromatografie, z anglického
high-performance liquid chromatography) mnohem mensi rozméry. Draha paprsku
v méfeném roztoku je rovna vnitinimu praméru pouzité kapilary, tedy pouze desitky
mikrometrt, proto je citlivost detekce u CZE o 1 aZ 2 tady mensSi. Pro zvySeni citlivosti
je mozné pouzit kapilary s detekéni celou ve tvaru bubliny, nebo pismene Z, jejichz
optickd draha je delsi. Nevyhodou takto modifikovanych kapilar je horSi rozliSeni
jednotlivych analytd. Dal$i moZnosti je zakoncentrovani analytu v kapildfe (sample

stacking) [10].

Neprima UV detekce
Pro latky, které neobsahuji vyrazné chromofory, se vyuziva nepfima UV detekce. Do

BGE se pridava siln¢ absorbujici iont, tzv. vizualizujici ko-iont, jako je napf. chroman,
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nebo imidazol [12]. Vzorek je proméien pii vinové délce odpovidajici nejvyssi
absorbanci vizualizujiciho ko-iontu. V momenté, kdy detekéni celou prochazi
neabsorbujici ionty, dochéazi k poklesu signalu, protoze tyto ionty kvuli zachovani
podminky elektroneutrality vytésni ze své zony odpovidajici mnozstvi ko-iontti BGE.
V elektroferogramu jsou piky téchto iontd zaporné. Pomoci této metody je mozné
stanovit mnoho anorganickych i organickych iontl. Vizualizujici ko-iont musi mit stejné
znaménko naboje jako stanovované ionty a vinova délka jeho absorpéniho maxima by

m¢éla byt dostatecné vzdalena od vinové délky, pii které absorbuji analyty [19].

Fluorescence

Fluorescen¢ni detektory maji oproti UV a VIS spektrometrim vétsi citlivost a
selektivitu, proto jsou vyuzivany ke stanoveni latek v biologickych matricich. Nevyhodou
téchto detektori je nepouzitelnost pro latky, které nefluoreskuji, nebo je nelze prevést na

fluoreskujici derivaty. Velmi ¢asta je fluorescence indukovana laserem (LIF) [20].

1.8.2. Vodivostni detekce

Vétsi citlivosti 1ze dosdhnout pouzitim vodivostnich detektord, které méfi a
porovnavaji rozdil vodivosti zén analyti a BGE. Elektrody prvnich vodivostnich
detektori byly umistény pifimo v kapilafe. Nevyhodou piimého kontaktu s BGE byla
adsorpce sloZek roztoku na povrch elektrod, coZ mélo za nasledek nizkou opakovatelnost
méfeni [21].

Pozd¢ji byla vyvinuta bezkontaktni metoda s koaxidlnim uspotadanim. Detektor je
tvofen dvéma elektrodami umisténymi na vné&jSku kfemenné kapilary, vzdalenymi 2 mm
od sebe. Pti priichodu analytu touto mezerou, kterd funguje jako rezistor, se méni jinak
konstantni odpor. V zavislosti na zméné odporu se méni napéti sériové zapojeného
rezistoru. Napéti je dale zesileno a zpracovano jako signal [22]. Tato metoda je nejCastéji
vyuzivéana ke stanoveni latek neabsorbujicich v UV oblasti (anorganické ionty, sacharidy)
a ve farmaceutické analyze [23].

Pti vybéru vhodného zékladniho elektrolytu je potteba dbat na to, aby mezi vodivosti
BGE a analytl byl velky rozdil. Rozdilné vodivosti v§ak maji za nasledek mensi i€¢innost

separace a asymetrii pikl vlivem elektromigracni disperze. Plati také, Ze ¢im vice je BGE

15



vodivy, tim vice Jouleova tepla vznika pii vloZeni napéti, coz ma rovnéz negativni vliv

na uc¢innost a reprodukovatelnost separace [24].

1.8.3. Hmotnostni detekce

Spojeni kapilarni elektroforézy s hmotnostnim detektorem CE-MS (z anglického
capillary electrophoresis — mass spectrometry) kombinuje vysokou separacni G¢innost
kapilarni elektroforézy a citlivost hmotnostniho spektrometru s nizkym detekénim
limitem. V minulosti bylo spojeni CE-MS limitovano nizkou citlivosti a spolehlivosti
[25]. Pro odstranéni problému s robustnosti a zajisténi kompatibility CE-MS je zdsadni
volba iontového zdroje. NejCast&j$i je ionizace elektrosprejem ESI (z anglického
electrospray ionization), u které jsou mozné tii druhy propojeni.

Spojeni s pfidavnym pritokem kapaliny je nejb&znéjsi, protoze nejlépe vyrovnava
malé odchylky zplsobené riznymi podminkami méfeni. Kapildra Gsti na konci ESI
sondy, kde se jednotlivé zony vzorku postupné misi s vodivou kapalinou. Na konec
kapilary je kvili funkénosti elektrospreje vkladano napéti 2 az 6 kV. Nevyhodami jsou
nutnost upravy BGE, aby nezptisoboval zanaSeni iontového zdroje a neovlivitoval signal,
a pokles vodivosti zplisobeny fedénim vzorku pfidanou vodivou kapalinou. Nevyhodou
spojeni bez ptidavné kapaliny je Casté ucpavani a ldmani ziiZeného konce kapilar (5 az
30 um), coZ mé za nasledek sniZeni robustnosti metody. Funk¢nost elektrospreje je mozné
zajistit pokovenim (pozlacenim) Spicky kapilary. U kapalného spoje konci kapilara
v nadobce s elektrolytem, kde uzavird obvod kapilarni elektroforézy. Mezi separacni a
ESI kapildrou je mezera asi 15 um a na ESI kapilaru je vkladano napéti potiebné
k ionizaci analyti [26].

Dalsi zptsoby ionizace jsou chemickd ionizace za atmosférického tlaku (APCI, z
anglického atmospheric pressure chemical ionization), fotoionizace za atmosférického
tlaku (APPI, z anglického atmospheric pressure photoionization), ¢i ionizace laserem za

ucasti matrice (MALDI, z anglického matrix assisted laser desorption ionization), ktera

je vhodna zejména pro analyzu proteint.
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2. Experimentalni ¢ast

2.1. Pouzité chemikalie
Kyselina mravenéi, 85% (Penta, Ceska republika)
Tetrahydrat chromanu draselného, p.a. (Lach:Ner, Ceska republika)
Hydroxid sodny, p.a. (Penta, Ceska republika)
Acetonitril, p.a. (Lach:Ner, Ceska republika)
Dusi¢nan draselny, p.a. (Lach:Ner, Ceska republika)
Chlorid draselny, p.a. (Penta, Ceska republika)
Siran draselny, p.a. (Penta, Ceska republika)
Sifi¢itan draselny, p.a. (Lach:Ner, Ceska republika)
Chloristan sodny, p.a. (Penta, Ceska republika)
Chlore¢nan draselny, p.a. (Lach:Ner, Ceska republika)
Pentahydrat thiosiranu sodného, 99,5% (Sigma-Aldrich, USA)

Smésny vzorek krevni plazmy od anonymnich darcii (odbérové zkumavky s didraselnou

soli kyseliny ethylendiamintetraoctové)

2.2. Pouzité pristroje

Kapilarni elektroforéza Agilent Technologies CE3p (Waldbronn, SRN) s UV-VIS
detektorem s diodovym polem; kiemenna kapilara celkové délky 50,0 cm (efektivni délka

41,5 cm), vnitini primér 50 pm (Polymicro Technologies, Phoenix, USA)
Centrifuga Microcentrifuge, Denver Instrument (Bohemia, USA)

Analytické vahy Kern ALS (Balingen, Némecko)
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2.3. Experimentalni podminky
Separacni napéti: -25 kV (proud pii pouziti optiméalniho BGE pftiblizné 65 pA)
Optimalizovany BGE: 0,4M kyselina mravenci + 15mM chroman draselny
Optimalizované davkovani: elektrokinetické (-5 kV, 40 s)
Vlnova délka detekce: 260 nm

Ptiprava nové kapilary: promyti 10 minut 1M roztokem hydroxidu sodného a poté

10 minut deionizovanou vodou

Ptiprava kapilary pted separaci: promyti 1 minutu BGE do odpadni vialky a poté 1 minutu

BGE do vialky s BGE

Teplota kazety s kapilarou: 25 °C

2.4. Priprava vzorki a vypocty

Proteiny ve vzorku plazmy byly srazeny acetonitrilem v poméru 3:1 (50 ul plazmy +
150 pl acetonitrilu) a ndsledné oddé€leny centrifugaci pti 14000 otd¢kach za minutu po
dobu 10 minut.

Nejistota vysledkl byla vyjadfovana smérodatnou odchylkou, relativni smérodatnou

odchylkou, nebo intervalem spolehlivosti, které byly vypocitany podle nasledujicich

20— %)?
e

x; —namé&fend hodnota, X — aritmeticky primér namétenych hodnot, n — pocet méteni

vzorcu.

Smérodatna odchylka s

Relativni smérodatna odchylka s, vyjadiena v procentech
100 s

X

Sy

s —smérodatnd odchylka, X — aritmeticky primér naméfenych hodnot
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Interval spolehlivosti L; > pro hladinu 95 %
x; —nameéfend hodnota, X — aritmeticky primér naméfenych hodnot, K7 — Dean-Dixoniiv

koeficient pro 7 méteni
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3. Vysledky a diskuze

3.1. Optimalizace zakladniho elektrolytu

Jako zakladni elektrolyt pro stanoveni sirani byla zvolena kyselina mravenci
s ptidavkem chromanu jakoZzto vizualizujiciho ko-iontu. Chroman je vhodny, protoze ma
podobnou elektroforetickou mobilitu jako ionty obsazené v plazmé, a nedochézi tedy
k vyrazné elektromigracni disperzi. Pro ur¢eni optimalniho slozeni zakladniho elektrolytu
byl pouzit vzorek obsahujici standardy aniontd, které lze ocekavat v plazmé a
chlore¢nany jako potenciadlni vnitini standard. Koncentrace vSech aniontti byly 1mM.
Vzorek byl ddvkovan hydrodynamicky tlakem 5 kPa po dobu 3 s.

Piehled elektroferogramti ziskanych v pribéhu optimalizace BGE nabizi Obr. 2. Na
zakladé¢ clanku A. N. de Macedo a kol. byla pocatecni koncentrace kyseliny mravenci
v BGE 0,4 M [27]. V BGE obsahujicim niz§i koncentraci absorbujiciho ko-iontu CrO4*
(0,4M HCOOH + 5mM K,CrO4) neni absorbance BGE dostate¢né vysoka, pokles
absorbance pfi prichodu nékterych ionti detektorem je maly a piky jsou Spatné
rozlisitelné, také protoze dochézi k vyraznéjsi elektromigracni disperzi, kterd se projevuje
trojihelnikovym rozmytim pikli. Vyraznéjsich a 1épe rozlisitelnych pikti 1ze dosahnout
zvySenim koncentrace chromanu. Pti koncentracich nad 15 mM K,CrO4 vSak dochazi
k zvySeni proudu prochazejiciho kapilarou a k nezddoucimu zahtivani. Pfi pouziti BGE
s niz§i koncentraci kyseliny mravenci (0,3 M HCOOH + 15 mM K>CrO4) piky nelze
rozlisit témet vibec, protoZe je migrace analytl rychlejsi a efektivni délka kapilary
nestaci k jejich separaci. Elektroferogram vzorku obsahujiciho standardy analytii v BGE
obsahujicim 0,4M kyselinu mraven¢i a 15mM chroman draselny ma nejstalejsi zakladni
linii, nejvice ostré a symetrické piky, které se vzdjemné neptekryvaji, a rozdil mezi
absorbanci iontli a zakladni linii je dostatecné velky. Vyssi koncentrace kyseliny
mravenc¢i (0,5M HCOOH + 15mM K>CrO4) v BGE se pro vysoky Sum a malé piky

ukézala jako nevhodnd, navic pfi ni nejsou rozliSeny piky chlore¢nanu a siranu.
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Obr. 2: Porovnani elektroferogrami smési standardli aniontli pfi ctyfech riznych
koncentracich kyseliny mraven¢i a chromanu draselného v zakladnim elektrolytu.
Vlozené napéti -25 kV, davkovani hydrodynamické — 5 kPa po dobu 3 s, efektivni délka
kapilary 41,5 cm, celkova délka 50,0 cm. 1 — CI, 2 — S,05%, 3 — NOs7, 4 — ClOs7, 5 —
SO4*
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3.2. Optimalizace dalSich podminek

3.2.1. Optimalizace vkladané¢ho napéti

Pro optimalizaci vklddaného napéti byl méfen vzorek 1mM sirani v BGE
obsahujicim 0,4M HCOOH a 15mM K>CrOs. Pfinapéti -20 kV byla zékladni linie signdlu
pii 260 nm nestala a analyza byla pomald (migracni ¢as sirant byl 3,0 min). Pti aplikaci
-25 kV se zakladni linie ustalila a migracni ¢as sirani se snizil na 2,3 min. Pfi zvySeni
napéti na -30 kV, doslo k vyraznému zvySeni Sumu a destabilizaci zékladni linie.

Aby byla zjiSténa mira zahfivani roztoku v kapilafe za riznych podminek, byl
proveden nésledujici experiment. Na kapilaru bylo po dobu 30 s postupné aplikovano
napéti -5 kV, -10 kV, -15 kV, -20 kV, -25 kV a -30 kV. Po ustaleni byla zaznamenéana
hodnota proudu prochézejiciho kapilarou. Prométeny byly tfi rizné koncentrace HCOOH
v BGE (0,3 M, 0,4 M a 0,5 M). Koncentrace KoCrO4 byla ve vSech tiech typech BGE 15
mM. Z grafii zavislosti naméteného proudu na vlozeném napéti (Obr. 3) je patrné, ze pii
napéti vyssim, nez asi 20 kV se zavislost odchylila od linearniho pribéhu. Je také patrné,
ze s rostouci koncentraci kyseliny mravenci se mira odchyleni zvySovala. Proud pfi napéti
-25 kV dosahoval hodnoty 60-70 pA, coz mélo za nasledek ohtivani roztoku v kapilafe a
pokles viskozity BGE. Ten zptisobil narist vodivosti. To je v souladu s pfedchozim
pozorovanim, ze zvySeni napéti z -25 kV na -30 kV se projevovalo sniZenim stability
zakladni linie, zaroven vSak dochdzelo ke zkraceni doby analyzy. Jako kompromis mezi

témito trendy byla zvolena hodnota vkladaného napéti -25 kV a BGE s 0,4M HCOOH.
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Obr. 3: Zavislost proudu protékajiciho kapildrou na vlozeném napéti pti tfech rtiznych
koncentracich kyseliny mravenci (0,3 M, 0,4 M a 0,5 M) v BGE. Koncentrace K>CrO4
byla ve vSech ptipadech 15 mM. Doba aplikace napéti 30 s, efektivni délka kapilary 41,5

cm, celkova délka 50,0 cm.
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3.2.2. Optimalizace davkovani

Hydrodynamické davkovani je obvykle robustnéjsi, v nékterych piipadech vSak
nemusi poskytovat dostate¢nou citlivost. Pfi elektrokinetickém dévkovani je mozné
vyuzit zakoncentrovani analyti vlivem zesileni pole, které zvysi citlivost méfeni.
Nevyhodou elektrokinetického davkovani je nizsi opakovatelnost zplisobena zavislosti
mnozstvi nadavkovaného analytu na vodivosti vzorku. Tento jev lze Caste¢né eliminovat
ptidavkem vnitiniho standardu. Jelikoz je mnozstvi ddvkovaného analytu zavislé na jeho
mobilité, méla by byt mobilita vnitiniho standardu co nejblizsi mobilité analytu.

Ocekavana koncentrace sirani ve vzorku plazmy je v rozmezi 100 az 1000 uM a
normalni hodnota koncentrace chlorida v plazmé je zhruba 100 mM, proto byl pro uréeni
optimalniho d4avkovani pouzit vzorek obsahujici 500uM SO4>", 100mM CI" a 2 mM ClO5"
v BGE s 0,4M HCOOH a 15mM K>CrOs a bylo testovano hydrodynamické davkovani
tlakem 5 kPa po dobu 3 s a elektrokinetické davkovani napétim -5 kV po rizné dlouhou
dobu. Z elektroferogramu (Obr. 4) je patrné, Ze pii davkovani -5 kV po dobu 40 s neni
pik siran dostate¢né velky. Prodlouzenim doby davkovani dosdhneme vétsich piki.

Nejvétsi citliovsti bylo dosazeno pii elektrokinetickém davkovani -5 kV po dobu 40 s.

N
o

260 MAU

A}l
[E
o

— — - hydrodynamické

-10 elektrokinetické

-20

2 2,25 .25
t, min

Obr. 4: Porovnani -elektroferogramti pii hydrodynamickém (5 kPa po dobu 3 s) a
elektrokinetickém davkovani (-5 kV po dobu 40 s) na vzorku 500uM sirani, 100mM Cl" a 2 mM

24



ClOs". VlozZené napéti -25 kV, efektivni délka kapilary 41,5 cm, celkova délka 50,0 cm. 1 — CI,
2 —ClOs3, 3 —SO4*.

3.3. Optimalizace upravy vzorku

Na vzorku plazmy bylo porovnano srazeni plazmatickych proteinii acetonitrilem v
objemovém poméru ACN:plazma 1:1, 3:1 a 9:1. Po vysrazeni byl vzorek 10 minut
odstied’ovan pii 14 000 otackach za minutu. V elektroferogramech (Obr. 5) mizeme
vidét, ze ptidavek ACN nem¢l vliv na tvar ani symetrii pikd. Pfidanim velkého nadbytku
ACN (9:1) plazma byla ACN nafedéna tak, ze pik siranu neni v elektroferogramu vidét.
U vzorki s pfidavkem ACN v poméru 1:1 a 3:1 jsou elektroferogramy velmi podobné.
Vhodnéjsi je davkovat vzorek s ACN v poméru 3: 1 (150 ul ACN a 50 pl plazmy), protoze

nadbytek ACN vysrazi vice plazmatickych proteini a nedochazi tak k castému ucpani

kapilary.
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Obr. 5: Porovnani elektroferogrami vzorkt plazmy sraZzenych ve tiech riznych pomérech
ACN:plazma (1:1, 3:1 a 9:1). BGE: 0,4M HCOOH a 15mM K>CrOs, elektrokinetické
davkovani -5 kV po dobu 40 s, efektivni délka kapilary 41,5 cm, celkova délka 50,0 cm.
1-CI,,2-CIO53, 3 — SO4™.
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3.4. Kvantifikace

Jako vnitini standard byl pouzit chlore¢nanovy iont, jehoZz tm je 2,40 min, takze se jeho
pik neptekryva s piky ostatnich iontti. Velikost piku 0,2mM KCIOs3 byla vzhledem
k okolnimu Sumu pfili§ nizka a pii zvySeni koncentrace KClO3 na 1 mM byl pik naopak
prili§ velky a castecné se prekryval s pikem sirand. Proto byla zvolena koncentrace
0,5 mM.

Vzhledem k slozité matrici vzorku plazmy je vhodnéjsi metodou kvantifikace metoda
standardniho ptfidavku. K 50 pl plazmy bylo pfidano 150 ul ACN. Vzorek byl odstfedén
10 minut pti 14000 otdckach za minutu. Nejdiive byl davkovan samotny supernatant, poté
k nému bylo postupné ptidano 10 a 30 ul 1mM roztoku sirant. Skutecnd koncentrace
siranti ve standardnim piidavku tedy byla 190 a 522 uM. Méfeni bylo provedeno v tripletu
a primérné hodnoty relativnich ploch pikd siranid byly vyneseny do grafu (Obr. 6)
v zavislosti na koncentraci siranti ve standardnim piidavku. Priimérna plocha piku sirana
ve vzorku bez standardniho pfidavku vztazend na vnitini standard byla 0,4475, coz

odpovida koncentraci 0,1542 mmol/l.

2,0 ®
& y = 2,9405x + 0,4533
R?=0,9999
1,5
1,0 K
0,5 .....
0,0
-0,5
-0,2 0,0 0,2 0,4 ¢, mmol/I 0,6

Obr. 6: Graf zavislosti relativnich ploch pikd sirand na koncentraci standardniho

ptidavku.
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3.5. Opakovatelnost

Opakovatelnost ploch pikii byla ovéfena méfenim vzorku plazmy s acetonitrilem
v poméru 3:1, které bylo provedeno osmkrat ze stejné vialky. Relativni smérodatna
odchylka ploch pikt sirant je 9,4 %. Chybu lze zmensSit vztazenim ploch piki analytu na
vnitini standard. Po vztazeni ploch piki siranii na plochy piki chlore¢nani je smérodatna
odchylka jen 5,97 %. Vysledky méteni shrnuje Tab. 1.

Vlivem vlozeni napéti -25 kV dochazi k degradaci BGE. Pro dosaZeni lepsi

opakovatelnosti je vhodné po kazdych 10 méieni meénit BGE ve vstupni i vystupni vialce.

Tabulka 1: Namétené a vypocitané hodnoty opakovatelnosti ploch pikti v plazmé
s ACN vpoméru 3:1. A — plocha piku, 4, — relativni plocha piku (vztazena

k vnitfnimu standardu), s — smérodatné odchylka, s, — relativni smérodatna odchylka.

A
[mAu.s] Ar

ClOy SO,* SO,*

1 92 55 0,598

2 8,5 5.8 0,682

3 94 5.6 0,596

4 11,1 6,6 0,595

5 8,5 59 0,694

6 8.4 5,1 0,607

7 8,6 5.6 0,651

8 9.8 6,1 0,622

s 0,9 0,4 0,038
Spet [%0] 9.4 7,2 5,97
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4. Zavér

Béhem této prace byly shrnuty dosud vyuzivané metody klinické biochemie, které
umoziuji stanoveni siranti v krevni plazmé pacientl s poruchami metabolismu sirnych
aminokyselin. VétSina téchto metod je zaloZend na méteni optickych vlastnosti riznych
srazenin siranovych iontd. Tyto metody jsou narocné na piipravu vzorku a zastaralé.
Cilem této prace byl vyvoj nové, jednodussi a rychlejsi metody.

Stanovenim siranu a dalSich anorganickych iontt kapilarni zénovou elektroforézou se
zabyva velké mnozstvi védeckych praci. VétSina z nich vSak popisuje uspésné stanoveni
pfedevsim ve vodnych roztocich s jednoduchou matrici. Pro stanoveni v biologickém
materidlu se slozitou matrici bylo nutné urcit vhodné podminky tpravy vzorku a
optimalizovat podminky meéfeni. Pro srdzeni plazmatickych proteini byl vybran
acetonitril v poméru k plazmé 3:1 a jako wvnitini standard 500uM chlore¢nany.
Nejvhodngjsim zakladnim elektrolytem byla 0,4M kyselina mraven¢i s 15mM
chromanem draselnym, ktery plnil funkci vizualizujiciho ko-iontu. Separa¢ni napéti bylo
-25 kV. Vzhledem k tomu, Ze pfi hydrodynamickém davkovani nebyl pik sirani v jejich
fyziologické koncentraci detekovatelny, bylo zvoleno elektrokinetick¢ davkovani
napétim - 5 kV pod dobu 40 s.

Ke kvantifikaci byla pouzita metoda standardniho pifidavku. Pfi méfeni
opakovatelnosti bylo po vztaZeni ploch pikl na vnitini standard dosaZeno smérodatné
odchylky 5,97 %. Bez vyuziti vnitiniho standardu to bylo 9,4 %, protoze nebyl

eliminovan vliv slozité matrice biologického materialu.
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