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Abstrakt v ¢eském jazyce

Predmétem této diplomové prace je stru¢né shrnuti literarnich poznatkl o bilirubinu a jeho
strukturniho derivatu ranarubinu. Experimentdlni ¢ast je vénovana prozkoumani nékterych
vlastnosti téchto dvou latek a jejich vzajemnému srovnani. Sledovana byla predevsim rychlost
degradace za laboratornich podminek a urceni jejich disociacnich konstant, oboji za pomoci
kapilarni zoénové elektroforesy. Ziskané vysledky poukazuji na zna¢né odlisnosti v chovani

obou latek.

Klic¢ova slova: bilirubin, ranarubin, kapilarni zonova elektroforesa, disociacni konstanta
Abstract in English

The concise summary of literary information about bilirubin and its structure derivative
ranarubin is the topic of this thesis. The experimental part is dedicated to investigation of
some properties of this substances and their comparison. The rate of degradation and acid-
base behaviour was monitored under the laboratory conditions using capillary zone

electrophoresis. The results point to differences in their behaviour.

Keywords: bilirubin, ranarubin, capillary zone electrophoresis, acidity constant
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1. Seznam zkratek a symbolu

BACE Bioafinitni kapilarni elektroforesa (Bioaffinity Capillary Electrophoresis)

BR Bilirubin

BV Biliverdin

BVR Biliverdinreduktasa

CE Kapilarni elektroforesa (Capillary Electrophoresis)

CEC Elektrochromatografie v napInénych kapilarach (Capillary
Electrochromatography)

CGE Kapilarni gelova elektroforesa (Capillary Gel Electrophoresis)

CIEF Kapilarni isoelektrické fokusovani (Capillary Isoelectric Focusing)

CITP Kapilérni izotachoforesa (Capillary Isotachophoresis)

CZE Kapilarni zoénova elektroforesa (Capillary Zone Electrophoresis)

DMSO Dimethylsulfoxid

EC Elektrochromatografie (Electrochromatography)

HO Hemoxygenasa

HPCE Vysokoucinna kapilarni elektroforesa (High Peformance Capillary
Electrophoresis)

MEKC Micelarni elektrokinetickd chromatografie (Micellar Electrokinetic
Chromatography)

THF Tetrahydrofuran

UCB Nekonjugovany bilirubin (Unconjugated Bilirubin)

UV/VIS Ultrafialova a viditelna oblast spektra

a efektivni priimér iontu

aa- aktivita aniontu kyseliny

ana aktivita neutralni formy kyseliny
au3o+ aktivita oxoniovych iontl

A anion kyseliny HA

c analyticka koncentrace

CA- koncentrace aniontu kyseliny



Ci

CHA

mp
MEFF

m;

Vs
tror

tmig

koncentrace i-té formy

koncentrace neutralni formy kyseliny
elementarni naboj

intenzita elektrického pole
permitivita roztoku

elektricka sila

viskozitni sila

aktivitni koeficient aniontu kyseliny
stfedni aktivitni koeficient

neutralni forma kyseliny

iontova sila

termodynamicka disociacni konstanta
smiSena disocia¢ni konstanta

celkova délka kapilary

délka kapilary od vstupniho konce k detektoru
stupeni disociace

elektroforeticka mobilita

aktualni pohyblivost

efektivni mobilita elektrolytu
efektivni elektroforetickd pohyblivost
pohyblivost i-té formy

efektivni mobilita vzorku

limitni pohyblivost

aktualni pohyblivost kationtu
viskozitni koeficient

zaporny dekadicky logaritmus termodynamické disociacni konstanty
zaporny dekadicky logaritmus smiSené disociacni konstanty
naboj

hydrodynamicky polomér

relativni mobilita

migracni ¢as elektroosmotického toku
migracni ¢as analytu

napé&ti



v rychlost

VEOF rychlost elektroosmotického toku
z nabojové Cislo

¢ zeta potencial

zZ; nabojové ¢islo i-t¢ho iontu

Zy nabojové C¢islo kationtu

z- nabojové ¢islo aniontu



2. Uvod

Bilirubin, hlavni zlucovy pigment u ¢loveka, je konecnym produktem katabolismu ¢erveného
krevniho barviva hemu. Jeho produkce, metabolismus i vylucovani jsou organismem
udrzovany v rovnovaze. Pii naruseni této rovnovahy dochazi k akumulaci bilirubinu v séru;
mluvime pak o hyperbilirubinemii, ktera se projevuje zloutenkou.

Ackoli je bilirubin obvykle vniman jako potencialné toxicka latka, data z posledni doby
naznacuji, ze diky svym silnym antioxida¢nim vlastnostem mtze mit i protektivni vyznam.
Bilirubin se vyskytuje v organismu ve tfech iontovych formach. Pomér koncentraci téchto
iontovych forem je pochopiteln¢ zavisly na pH okolniho prostiedi. Kazda z iontovych forem
se lisi svymi vlastnostmi i funkcemi které vykonava, a proto je dobré védet, jak lze upravit
jejich pomér. Spravné urceni pK, vodného roztoku nekonjugovaného bilirubinu ma tudiz
velky vyznam pro pochopeni jeho chovani. Piestoze je molekula bilirubinu znama od
poloviny 19. stoleti, jeji disociacni konstanty dosud nebyly spolehlivé urceny.

K urceni disociacni konstanty bilirubinu by mohl dopomoci ranarubin neboli bilirubin-C10-
sulfonova kyselina. Diky odlisSnym fyzikalné-chemickym vlastnostem (piedevSim pak pro
svou vyssi polaritu a vy$si rozpustnost ve vodé) a velmi podobné struktufe je vhodn&jSim
modelem kurceni disociacnich konstant karboxylovych skupin a dalSich fyzikalné

chemickych charakteristik bilirubinu.
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3. Teoreticka ¢ast

3.1. Historie

Historii elektromigrac¢nich metod lze vysledovat az k roku 1807, kdy Reuss poprvé na
konferenci v Moskvé ptedstavil jev nazvany elektroosmosa [1]. Teoretické vysvétleni tohoto
fenoménu bylo navrzeno az roku 1897 Kohlrauschem [2]. Koncem 18. stoleti se ve snaze o
separaci nejriuznéjSich toxinli provadely pokusy v U-trubicich. Tyto pokusy byly odrazovym
mustkem k elektroforese, o jejiz znacny rozvoj se zaslouzil Tiselius; po mnohaletém
zdokonalovani ji ptedstavil v roce 1937 [3, 4]. Na zékladé rozdilnych elektroforetickych
mobilit se mu podafilo G¢inné rozdé€lit proteiny slozité bilkovinné smési, za coz ziskal v roce
1948 Nobelovu cenu za chemii. Piky vSak mély nizké rozliSeni (diky Jouleovu teplu a
molekularni difusi), proto byly nasledné k prevenci téchto jevii pouzivany Skrobovy ci
polyakrylamidovy gel a acetat celulosy. Tato opatfeni minimalizovala problém konvekce, ale
dochazelo diky nim k jinym nezadoucim jeviim, jako jsou napt. vznik difusnich vird ¢i
interakci mezi analyty a stabilizdtorem. Pozd¢ji Hjertén a Tiselius vyvijeli elektroforesu
v polyakrylamidovém gelu v rotujici kapilafe o vnitinim priméru 3 mm; tuto techniku
pouzivali k separaci ribozomti a vir [5, 6]. Hjertén myslenky shrnul v praci z roku 1967,
z niz je ziejmé, ze stabilizace separovanych zon bylo dosazeno nepietrzitou rotaci kapilary
v jeji podélné ose [7]. Na zaklad¢ Giddingsovy predikce [8] pouZivaji Everaerts a Hoving-
Keulemans teflonovou kapilaru o vnitinim priméru 0,5 mm [9] a Virtanen sklenénou kapilaru
o vnitinim praméru 0,2-0,5 mm [10], ¢imz potvrzuji, Ze zmenseni praméru kolony pulisobi
proti konvekénimu proudéni, tedy Ze mezi vnitinim pramérem kolony a Gc¢innosti je nepiima
umérnost. V roce 1981 pouzili Jorgenson a Lukacsova k separaci derivati aminokyselin
sklenéné kapilary o vnitinim priméru 75 um, délce 1 m a napéti 30 kV [11]. Vysoka ucinnost
separace odpovidala Giddingsové teoretické predikci.

Spolu srozvojem kapilarnich separacnich prostort byly popsany dal§i odvozené
elektromigracni separac¢ni metody. V roce 1970 je publikovan ¢lanek Everaertse a Hoving-
Keulemana o pouziti izotachoforesy (CITP) [13]. V roce 1983 vychazi ¢lanek Hjerténa o
pouziti kapilarni gelové elektroforesy (CGE) k separaci aromatd [14]. Za zakladatele
micelarni elektrokinetické chromatografie (MEKC) je povazovan Terabe; s jeji pomoci

dokazal roku 1984 oddélit derivaty fenolu [12]. V roce 1985 Hjertén piedstavuje kapilarni
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isoelektrické fokusovani (CIEF) [15] a v roce 1987 pokladaji zaklady elektrochromatografie
v naplnénych kapilarach (CEC) Knox a Grant [16].

Z Ceské republiky pochazi fada chemiki, podilejicich se na zdokonalovéni elektromigragnich
metod, a to zejména v oblasti detekce. Z nejvyznaméjsSich praci jmenuji studii Gase, Vacika a
Demjanenka, zakladatele bezkontaktni vodivostni detekce v izotachoforese [18] (touto praci
se inspiruji Silva a Laga, autofi bezkontaktni vodivostni detekce pro CZE [17]); Bocek a kol.,
zabyvajici se nepfimou fotometrickou detekci [19] a chiralnimi separacemi v CZE [20];
Opekar a kol., autofi bezkontaktni vodivostni detekce pro CZE na bazi mikroCipu [21];
Jelinek, Snopek a Smolkova-Keulemansova, autofi prvni chirdlni separace v izotachoforese
[22] a Prusik, Kasicka a kol., zabyvajici se vysokoucinnou separaci peptidd v CZE a

izotachoforese [23].

3.2. Elektromigracni metody

Elektromigra¢ni metody patfi mezi metody separacni. U vSech elektromigracnich metod
dochazi k separaci nabitych komponent vzorku vlivem stejnosmérného elektrického pole.

Do skupiny elektromigracnich metod fadime metody provadéné v plosném a v kapilarnim
formatu. Elektromigra¢ni separacni metody, u kterych vlastni separace probihd v kapilare,
byvaji Casto oznacované jako vysokoucinna kapilarni elektroforesa (HPCE).

Separace probihaji obvykle v kiemennych kapilardch o vnitinim priméru nékolika desitek
mikrometrii, dovolujicich pouzit vysoka napéti. Uginnost t&chto metod dosahuje stovek tisic
az miliont teoretickych pater a citlivosti na urovni femtomol — zeptomol (10'15 az 10%! mol)
analytu v nano az pikolitrovych objemech, diky cemuz patii kapilarni elektromigra¢ni metody
mezi nejucinngjsi, nejcitlivéjsi a nejperspektivnéjsi analytické separacni metody moderni
analytické laboratofe [38].

Mezi zéstupce kapilarnich elektromigracnich separa¢nich metod patii sedm zakladnich
technik, které se lisi mechanismem separace:

kapilarni zonova elektroforesa (CZE),

kapilarni gelova elektroforesa (CGE),

kapilarni izotachoforesa (CITP),

kapilarni isoelektricka fokusace (CIEF),

micelarni elektrokineticka kapildrni chromatografie (MEKC),

elektrochromatografie (EC, CEC),
12



bioafinitni kapilarni elektroforesa (BACE).

Nékteré¢ z metod Ize vyuzit pouze pro separace iontii (CZE, CGE, CIEF, CITP), ostatni jsou
vhodné jak pro ionty, tak i pro neutrdlni molekuly (MEKC, CEC). VSechny metody maji
Siroké uplatnéni v chemickych, farmaceutickych i biologickych analyzach [31, 32] a pouzivaji
se i ke stanoveni fyzikdlné-chemickych konstant, jako jsou napf. disociacni konstanta,

konstanta stability ¢i limitni pohyblivost [28, 29, 30].

3.2.1. Zonova elektroforesa

Zonova elektroforesa je nejjednodussi elektromigracni metoda, pouzitelna pro separace a
stanoveni organickych i anorganickych latek. K separaci slozek vzorku dochazi diky rozdilné
rychlosti pohybu ¢astic v elektrickém poli; 1ze tedy analyzovat pouze latky nabité, tedy ty,
které v roztoku podléhaji disociaci.

Vzorek je nadavkovan do separacniho prostiedi, do tzv. nosného elektrolytu, a to jako uzka
ohraniCena zona, ktera slozeni nosného elektrolytu prakticky neovlivni. Nosnym elektrolytem
je obvykle puft, protoZe spravné pH separacniho prostiedi je ¢asto pro analyzu stéZejni. Zona
vzorku se pohybuje vlivem elektrického pole, pficemz se jednotlivé komponenty vzorku
s odlisnou elektroforetickou pohyblivosti odd€luji a soustfed’uji se do samostatnych zon.
Detektor, zpravidla umistény u konce separacniho prostoru, zaznamenava vysledek separace
ve form¢ ¢asového pribéhu odezvy detektoru, tzv. elektroferogramu.

Zoénovou elektroforesu lze provadét ve dvou uspotfddanich — v provedeni plosném ¢i
kapilarnim.

Kapilarni zonova elektroforesa vyuziva dvou zékladnich transportnich jevii — elektroforetické
migrace iontl v elektrickém poli a elektroosmotického toku kapaliny kapilarou. Nasledujici

text je vénovan kapilarnimu uspotradani zonové elektroforesy.

3.2.1.1. Elektroforeticka migrace

Principem kazdé elektroforetické separace je pohyb (neboli migrace) nabitych ¢astic
v kapalném médiu, vystavenému piisobeni elektrického pole. Castice o hydrodynamickém
poloméru r (tedy poloméru iontu vcetné prvni solvatacni vrstvy) a ndboji g je unasena
gradientem elektrického pole o intenzit¢ E smérem k elektrodé¢ s nabojem opacného
znaménka a to rychlosti v; intenzita pole v kapilafe je dana podilem napéti U piipojeného ke

konctim kapilary a jeji celkové délky L., tedy
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_ U
E=1. (1)

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

ve stejnosmérném elektrickém poli o jednotkové intenzité

" E - )
Elektroforeticka mobilita je pro jednotlivé ionty charakteristicka. Hodnoty elektroforetickych
pohyblivosti, charakteristické pro jednotlivé ionty (v nekonecné ziedénych roztocich a za
standardni teploty), lze nalézt ve fyzikalné-chemickych tabulkach [26] ¢i odbornych ¢lancich
[27].

Protoze se Castice pohybuje v kapaliné o viskozitnim koeficientu #, je brzdéna teci silou Fp,
jejiz velikost je dana Stokesovym zakonem

Fp=—6mnrv (3)
Rovnomérny pohyb iontii v roztoku je vysledkem ptisobeni dvou sil; frikéni sily Fr a hnaci

sily Fg, ktera je rovna soucinu

Fp=qFE 4)
pricemz velikost naboje ¢ je ddna souc¢inem nabojového ¢isla iontu z a elementarniho naboje
e, tedy
q=lzle (5)

Z rovnosti té€chto opa¢né orientovanych sil v ustaleném stavu, tedy
Fpg=-F F (6)

1ze pro elektroforetickou pohyblivost odvodit

E o6mnr

Ze vztahu je zfejmé, ze pohyblivost iontu je pfimo tmérna jeho naboji a nepfimo timérna jeho
poloméru a viskozité roztoku. Mobilita iontu, jak dale z rovnice vyplyva, ma vzdy kladnou
hodnotu. Obvykle se vsak zavadi konvence, podle kter¢ ma pohyblivost kationtli kladnou
hodnotu a pohyblivost anionti hodnotu zépornou.

Ionty v roztoku nejsou nikdy volné, ale solvatované. Velikost a tvar solvata¢niho obalu zavisi
na slozeni systému a experimentalnich podminkach. Castice, ligici se rozmérem a velikosti
naboje, se v elektrickém poli pohybuji rozdilnou rychlosti, a tudiz je Ize od sebe separovat.

Pohyblivost iont regulujeme pravé pomoci zmény jejich naboje ¢i poloméru; naboj iontd
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slabych elektrolytii ménime zménou pH, u silnych elektrolytii pak koordinacnimi reakcemi
s vhodnymi ligandy. Interakci iontu s ligandem pak ménime pochopitelné i velikost iontl jak
slabych tak silnych elektrolytt.

V praxi elektroforetické separace neprobihaji v nekonecné zfedénych roztocich, ale
v roztocich o kone¢nych koncentracich. V tomto pifipadé neni iontova pohyblivost konstantni,
ale zavisi na koncentraci elektrolytového systému. Rychlost migrace iontl je v takovémto
systému mensi nez v podminkach nekonec¢ného ziedéni.

Podstatny vliv na separaci maji (kromé vlastnosti délenych latek) i vlastnosti prostredi, jak
elektrolytu, tak nosice. Mezi né patii koncentrace elektrolytu, pH, iontova sila, viskozita,
dielektricka konstanta, homogenita pole atd [24].

Elektroforeticka pohyblivost iontd v elektrolytu vztaZzend k dané iontové sile a teploté se
nazyva aktualni pohyblivost, ma. V piipadé, Ze ionty pfitomné v roztoku nejsou plné
disociované, ovliviiuje jejich disociace o pohyblivost iontu a mluvime o efektivni
pohyblivosti, mger; ta je tedy vztazena k danému pH, iontové sile a teploté separacniho
prostredi. Pokud jsou roztoky iontli nekonecné zfedéné, je jejich pohyblivost nazyvana limitni
~ absolutni pohyblivosti my; ta je pro dané ionty (pfi teplote 25° C) tabelovana.

Zavislost aktualni pohyblivosti iontu binarniho elektrolytu na iontové sile vyjadiuje rozsifeny
Onsagertv limitni zdkon [33], ktery ma pro aktualni pohyblivost kationtu m a nabojové ¢islo

z4+ tvar

o k I
m,= m(),+ (m0,+Z+Q-D911+—,\}:+ B2Z+)( 1+ Ba:ZF) ) (8)

kde B, B; a B, jsou konstanty a a znaci efektivni primér iontu. Soucin Ba je casto
aproximovan hodnotou 1,5 mol™?dm™? (viz dale). Koeficientu k odpovida vztah

_ozzl my tmg
z 2 [z0m, + z.m,_ > )

pro symetrické ionty je roven hodnoté 0,5. Pro latky, vyskytujici se v roztoku ve vice
formach, mezi kterymi se rychle ustavuje rovnovaha, plati vztah

5 (10)

— b

m -
EFF
C

kde m; je aktualni pohyblivost i-té formy latky a ¢ analyticka koncentrace.
Nejucinnéjsi separace dvou latek (slabych kyselin a zasad) je ptfi pH rovném priméru jejich

disociacnich konstant, tento zplisob se nazyva ,,separace podle hodnot pK*. Pokud je limitni
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pohyblivost separovanych kyselin dostatecné odli$na, Ize je separovat za takového pH, kdy
jsou pln¢ disociovany. Tento zptisob se nazyva ,,separace podle pohyblivosti®.

Elektroforesa se vyuziva piedevsim k separaci organickych latek. Situace je u slabych kyselin
a bazi komplikovangjsi; vlivem pH pufru nastdvd dynamickéd rovnovédha mezi ionizovanou a
neionizovanou formou. Latka se pfi elektroforese nerozdéli na dvé slozky, nybrz putuje jako
celek, takze pfitomnost neionizované¢ formy ma za nasledek zpomalovani (pro kation) ¢i
zrychlovani (pro anion) pohybu [24].

U amfolytt je vliv pH na dé€leni téchto latek velmi vyznamny. Pii vysokém pH je podpotena
disociace a navenek se projevuji kyselé vlastnosti karboxylovych skupin, vytvareji se anionty
R-COQ'". Pti nizkém pH je naopak disociace kyselych skupin potlacena a projevuji se pouze
skupiny bazické. Naboj molekuly je potom kladny, R-NH;'. Mezi témito dvémi extrémnimi
stavy existuje takové pH, pfi némz je ionizovan stejny pocet kyselych i bazickych skupin,
takZe celkovy naboj molekuly je roven nule. Toto pH nazyvame isoelektricky bod a je pro
kazdy amfolyt charakteristickou veli¢inou. Hodnota isoelektrického bodu je jesté ovliviiovana

iontovou silou pufru, ve kterém se méteni provadi [24].

3.2.1.2. Elektroosmoticky tok

Elektroosmoticky tok neboli elektroosmosa je méfitelny tok roztoku nosného elektrolytu
kapilarou vlivem stejnosmémého elektrického pole na difusni cast elektrické dvojvrstvy na
rozhrani mobilni a stacionarni faze u vnitini stény kapilary. Elektroosmoticky tok unasi
vSechny pfitomné ionty stejnou rychlosti, z hlediska separace se tedy jedna o neselektivni silu.
Vyznamné vSak ovliviluje migracni rychlosti pfitomnych analytli, tim i G¢innost separace a
dobu analyzy.

Rychlost elektroosmotického toku je dana rovnici

ECE
vior= £ L (an

n

kde ¢ je permitivita roztoku nosného elektrolytu, {je potencial vnitiniho povrchu kapilary.

Vznik elektrické dvojvrstvy je disledkem disociace ionogennich skupin na vnitini sténé
kapilary nebo selektivni adsorpce jednoho druhu iontl. U nejcastéji pouzivanych kiemennych
kapilar dochazi nejprve k hydrolyze siloxanovych skupin (=Si-O-Si=) za vzniku silanolovych
skupin (=Si-OH) a jejich nasledné disociaci (pK, = 5,5 [24]). Tim vznik4 negativni naboj
vnitiniho povrchu kapilary (=Si-O%). Na vnitinim povrchu kapilary se nachazi zhruba pét

silanolovych skupin na 1 nm’ [39]; na n& se navaZe vrstva kladn& nabitych iontli. Vrstva
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kationtli tvofi nepohyblivou cast elektrické dvojvrstvy, tzv. Sternovu vrstvu. K ni pfiléha
difusni vrstva, kterd jiz pohybliva je a jeji Sitka zavisi na iontové sile roztoku. Na rozhrani
téchto dvou vrstev vznikd elektrokineticky (zeta) potencidl, jehoz velikost je Umeérna
povrchové hustoté naboje na sténé¢ kapilary. Schéma vnitiniho povrchu kapilary je naznaceno

na obr. 1.

Selution

: ; @
® @ @ o
@ ® @
®
an ®
Lh_h"l:;:‘-:_:______ —— Diftuse |gyer
TR T surfoce of shear

—

T Starn layer

Obr. 1 Schéma povrchu kfemenné kapilary s disociovanymi silanolovymi skupinami, vytvarejicimi
negativni naboj na vnitini sténé kapilary; k ni pfiléhajici nepohyblivd Sternova vrstva a bliZze stfedu
kapilary pak pohybliva difusni vrstva (pfevzato z [25]).

Po vlozeni elektrického napéti dochazi k pohybu hydratovanych vodikovych iontii smérem ke
katod¢, pficemz s sebou unasi veskery roztok v kapilare. Vznika tak elektroosmoticky tok.
Nespornou vyhodou elektroosmotického toku ve srovnani s laminarnim proudénim
hydrodynamického toku je pravouhly rychlostni profil v celém prifezu kapilary (zobrazen
na obr. 2), diky cemuz je prispévek elektroosmosy k celkové disperzi separovanych zon

minimalni.

M
L

Il

|

I

Obr. 2 Schéma rychlostniho profilu elektroosmotického toku kapilarou (prevzato z [25]).

Utinkem elektroosmotického toku dochazi k migraci viech iontli (bez ohledu na naboj) ve
stejném sméru. Pfi negativnim naboji na vnitini sténé kapilary se vSechny ionty pohybuji
smérem ke katodé. Toto plati i pro anionty, nebot’ elektroosmoticky tok podstatné prevySuje

elektroforetickou mobilitu. Nejrychleji migruji  kationty, ucinek elektroosmosy i
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elektroforetické migrace se sc¢ita. Neutralni molekuly se pohybuji pouze vlivem
elektroosmotického toku, nemohou tedy byt separovany navzajem. U aniontd je pohyb
zpomalovan vlivem elektroforetické migrace, k detektoru se dostanou jako posledni.

Cas potiebny k transportu iontu od startovniho Gisti kapilary po detektor se nazyva migraéni.
Je dan efektivni délkou kapilary a rychlosti pohybu iontti. Rychlost pohybu zavisi na
pouzitém elektrolytu, vlozeném napéti, elektroforetické pohyblivosti jednotlivych iontd, jejich
tvaru a velikosti, koncentraci elektrolytu, resp. iontové sile, pfidavku organického
rozpoustédla a na pH elektrolytu.

Rychlost elektroosmotického toku Ize regulovat a tim dosdhnout lepsiho rozliSeni
separovanych latek ¢i zkraceni Casu separace. Se zvySujicim se pH roztoku roste i negativni
naboj u stény kapilary a elektroosmosa se zrychluje. VIiv na rychlost elektroosmosy ma i
koncentrace nosného elektrolytu. S rostouci koncentraci pufru dochazi ke snizeni potencialu
dvojvrstvy a tim ke snizeni rychlosti elektroosmotického toku. DalSim zplsobem, jak
modulovat rychlost elektroosmosy, je zména intenzity elektrického pole, aplikace externiho
pole [34] ¢i pridavek surfaktantd do pufru, které jsou nasledné bud permanentné nebo

dynamicky navazany na vnitini sténu kapilary [35].

3.2.1.3. Disperze

Elektroforetické separace jsou vzdy doprovazeny jevy, které vyplyvaji z principu metody jako
produkce Jouleova tepla, podélna molekularni difuse, adsorpce na sténu kapilary a
elektromigracni disperze. Hromadné¢ jsou tyto jevy nazyvany disperznimi a jejich potlaceni je
v praxi velmi dulezité. Zpusobuji totiz rozSitovani a deformaci pikt, ktera vyplyva z rozdilt

v rychlostech jednotlivych molekul analytu béhem analyzy.

Jouleovo teplo

Jouleovo teplo je teplo vznikajici ve vodi¢i prichodem elektrického proudu. Teplota
elektrolytu uvnitt kapilary neni stejnd, ale smérem k jejimu stiedu je vyssi nez u stén; vznika
gradient. Teplotni profil uvnitt kapilary je parabolicky, coZ ma za disledek nesymetrické
rozmyti zény vzorku. Prehiivani elektrolytu mtze mit navic za nasledek destrukci
termolabilnich slozek vzorku (napf. denaturaci), tvorbu bublin a nasledny kolaps analyzy.

Narust teploty elektrolytu v kapilafe oproti laboratorni teploté zavisi na vloZeném napéti,
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vodivosti pufru a rozmérech kapilary; tpravou téchto veli¢in se da generovani Jouleova tepla

omezit.

Difuse

Podélnd molekularni difuse je zpisobena koncentratnim gradientem analytu v kapilare
s elektrolytem a projevuje se symetrickym rozmytim zon. Nadévkovand zéna vzorku ma
zpocatku tvar ostrého schodu a s pfibyvajicim casem se stale vice rozsifuje podle Gaussova
(normélniho) rozdé€leni. Rozmyti piku v zavislosti na case je vidét na obr. 3. Difuse je
nedilnou soucasti kapilarni elektroforesy a nelze ji odstranit; kazdy pokus o jeji snizeni (napf.

zvySenim viskozity elektrolytu) ma za nasledek pokles mobility.

Obr. 3 Deformace piku difusi v Case; ti<t,<t; (pfevzato z [25]).

Elektromigra¢ni disperse

Zona vzorku ovlivnénd elektromigraéni disperzi ma charakteristicky tvar pravouhlého
trojuhelnika. Vznika tehdy, kdyz je analyt natolik koncentrovan, ze podstatné ovlivni vodivost
vzorku a pH elektrolytu. Tento typ disperze vyplyva ze vztahu

m

N

rE (12)

kde 7, je relativni mobilita, m, efektivni mobilita vzorku a m, efektivni mobilita elektrolytu.
Pokud je pomér mobilit nizsi nez 1 (tedy »; < 1), vodivost vzorku je niz$i nez vodivost
zakladniho elektrolyt a pik je frontujici. Pokud jsou koncentrace zakladniho elektrolytu a
vzorku srovnatelné (tedy 7, = 1), elektromigracni disperze neptispiva k rozmyti vzorku. Pokud

je relativni mobilita vyssi jez 1 (r;, > 1), vodivost zony vzorku je vyS$i nez vodivost
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zakladniho elektrolytu. Pik je chvostujici. Tvary pika v zavislosti na jejich relativni mobilité

jsou zobrazeny na obr. 4.

s
1 JL

Obr. 4 Typické profily zény vzorku vzniklé elektromigraci. S znaci zénu vzorku v ¢ase 0, r; relativni
mobilitu, ¢ je koncentrace vzorku a t migracni ¢as (pfevzato z [25]).

Adsorpce na sténu kapilary

Interakce vzorku s vnitini sténou kapilary obvykle neni u CZE Zadouci, protoze sniZuje
ucinnost separace. Neupravena kapilara s elektrolytem ma ionizované skupiny, které
z roztoku piitahuji ionty opa¢nych naboji. Caste¢né navazani vzorku na kapildru ma za
nasledek tvorbu chvostujicich pikd, plna adsorpce analytu na vnitini sténu kapilary pak jeho
ztratu. Proto se tento typ disperze obvykle snazime potlacit.

Neékdy se vSak adsorpce na sténu naopak vyuziva u selektivnich separaci, naptf. u

elektrochromatografie [36].

3.2.1.4. Instrumentace

Vyhodou kapilarni zénové elektroforesy je jednoducha instrumentace, CZE je dostupna pro
vétsinu analytickych laboratofi. Zakladnimi ¢astmi CZE jsou separacni kapildra, zdroj
vysokého napéti, detektor a pocita¢ s vyhodnocovacim programem. ZjednoduSené vyobrazeni
instrumentalniho uspotfadani pro provadéni CZE je uvedeno na obr. 5. Pro rutinni analyzy je

zapotiebi vice sofistikovany, nejlépe automatizovany piistroj.
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Obr. 5 Schéma pfistroje pro CZE. ZVN — zdroj vysokého napéti, D — detektor, SK — separacni
kapilara, PC — pocitacova jednotka a Ah rozdil hladin pfi gravitanim davkovani (upraveno podle
[25]).

Separaéni kapilara

Separace probihd v kapilare, obvykle kfemenné (dale napi. sklenéné ¢i teflonové), pro veétsi
mechanickou odolnost pokryté vrstvou polyimidu. Cim uzsi a del§i kapilara je, tim veétsi
separacni u€innosti byva dosazeno. Bézny vnitini pramér kapilary je v rozmezi 50 — 100 pum;
takovéto rozméry snizuji difusi komponent vzorku a usnadiiuji odvadeéni tepla, vzniklého
prichodem elektrického proudu. Délka kapilary je nejcastéji v rozmezi 30 — 100 cm, vysledna
G¢innost je v rozmezi tisicti az miliont teoretickych pater. Cast kapilary obvykle funguje jako

meérna cela detektoru.

Z.droj vysokého napéti
K maximalnimu vyuziti potencidlu CE je nezbytné vlozeni napéti z vysokonapétového

stejnosmérného zdroje, fadove v desitkach kilovoltii. Zdroje umoziuji ménit polaritu elektrod.

Detektor

Detektorti pouzitelnych v CZE je cela fada. Mezi nejrozsitenéjsi patii absorpcni fotometricky
detektor, pouzivany v UV/VIS oblasti (je soucasti vice nez padesati procent veskerych
separaci v CZE [25]), dale fluorescen¢ni a vodivostni. Detekéni okénko pro UV/VIS
spektrofotometrii se vytvoii ¢asteCnym odstranénim ochranné ume¢lé hmoty na vnéjsi sténé

kapilary (obvykle polyimidu), detekce tedy probihd pfimo uvnitf kapilary (tzv. online
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detekéni systém), zpravidla v blizkosti vystupniho konce. VInovou délku lze nastavit, u
detektoru s diodovym polem lze proméfit celé spektrum vzorku. Detekovat lze vzorek
v dostatecné koncentraci (tzv. pifima detekce) ¢i, pokud je odezva analytu nedostatecna,

vyuziva se absorpce zakladniho elektrolytu (tzv. neptima detekce).

Déavkovani

Pro zajisténi reprodukovatelnosti stanoveni je tfeba davkovat definované malé objemy
vzorku. Existuji tfi zékladni zptisoby davkovani, pticemz zadny z nich neni zcela idealni.
Gravitacni zptsob davkovani

je nejjednodussi a nejméne presny. Nadoba s pufrem, do které je ponoiena separacni kapilara,
je zaménéna za nadobu se vzorkem. Ta je zvednuta do definované vySky oproti nddob¢ se
separa¢nim pufrem se zanofenym druhym koncem kapilary. Rozdil hladin zpiisobi ptetlak a
tim 1 nasati vzorku do usti kapilary. Nadavkovany objem je pfimo umémy pretlaku.
Davkovani fizené tlakem

je nejcastéjsi zptasob davkovani u komercnich pfistroji. Do uzaviené nadobky se separacnim
pufrem, do které je ponoiena kapilara, je ptiveden pietlak vzduchu ¢i inertniho plynu. Objem
nadavkovaného vzorku je dan velikosti pietlaku a dobou davkovani.

Elektrokinetické davkovani

U elektrokinetického davkovani je kapilara ponofena do nddoby se vzorkem, nasledné je na
dvojici elektroforetickych elektrod piivedeno vysoké napéti. Mnozstvi nadavkovaného vzorku
je umérné velikosti napéti, dobé davkovani a elektroforetické pohyblivosti. Nadavkované
mnozstvi jednotlivych komponent vzorku neodpovida jejich zastoupeni v pivodni matrici,

diskriminuje méné pohyblivé ionty.
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3.3. Teoretické vztahy k urceni disocia¢ni konstanty metodou

kapilarni zonové elektroforesy

Stanoveni disociacni konstanty metodou CZE patii mezi bézn¢ pouzivané analytické metody.
Je zaloZeno na vztahu mezi efektivni mobilitou analytu a pH elektrolytt [37]. Principielné jde
o feSeni dvou rovnic se dvémi neznamymi; jednou nezndmou je disociacni konstanta, druhou
limitni pohyblivost. Za pfedpokladu srovnatelné iontové sily elektrolytii jsou obé veliCiny
konstantami. Technicky se jedna o promeéfeni zavislosti efektivni mobility studovaného
analytu na pH elektrolytii a nasledném prolozeni experimentalnich hodnot regresni funkci.
Optimalni regresni funkci je teoreticky odvozeny vztah mezi pH, disociacni konstantou,
limitni pohyblivosti a efektivni pohyblivosti. Grafickym zobrazenim této zavislosti je
sigmoida. Nasledujici odvozeni plati pro slabou jednosytnou kyselinu.

Pro slabou kyselinu ve vodném roztoku popisuje rovnovahu rovnice

HA + H,0 & H;0" + A,

kde HA symbolizuje nedisociovanou formu jednosytné kyseliny a A" jeji anion. Této
stechiometrické rovnici odpovida termodynamicka disociacni konstanta K,

a. _.a,.
K =10 Ta (13)

a 9
aya

kde a znaci aktivitu dané¢ formy. Protoze ke stanoveni disocia¢ni konstanty pouzivame
zmeéfené hodnoty pH a efektivni mobilitu, imérnou analytické koncentraci obou forem
kyseliny, zavadime smiSenou disociacni konstantu K, *

. aH30+cA,

Ki=——, (14)

Cha

pficemz termodynamickd a smiSena konstanta jsou ve vztahu
K=Ky, (15)
kde ya- predstavuje aktivitni koeficient univalentniho aniontu kyseliny. Vztah je platny za
predpokladu jednotkového aktivitniho koeficientu nedisociované formy kyseliny. Pro vypocet
aktivitniho koeficientu Ize vyuzit Mclnnesovy aproximace
togy, = A= 1T (16)

RN
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kde 4 je konstanta, majici pro vodné roztoky a teplotu 25°C hodnotu 0,509 (mol dm™) 2ar
iontové sila roztoku. Pouzitelnost tohoto vztahu je piiblizng do iontovych sil 10? mol.dm™.

Iontova sila roztoku / je definovana vztahem

_1
=32 a5 17)

kde ¢; je molarni koncentrace i-tého druhu iont a z; nabojové Cislo i-tého druhu iontd. Pro
efektivni mobilitu plati
m =m L

= (18)
kde m4- je mobilita anionu kyseliny. Kombinacemi ptedchozich rovnic ziskame vztah

. ) m
K'=10 pH EFF (19)

M A= Mgpp

a z n¢j po dalsi uprave

my_

M= -
K-pH -
1+10°%7°

(20)

Za predpokladu konstantni iontové sily jsou ua- a pKa* konstanty. Korekci smiSené disociacni
konstanty a pohyblivosti aniontu na nulovou iontovou silu elektrolytu ziskame limitni
pohyblivost aniontu a pravou termodynamickou disociacni konstantu. Tento piepocet nebyl
v experimentalni ¢asti proveden, protoze pfi iontovych silach nosnych elektrolytl, béznych
v CZE, se pK, a pK,* od sebe 1isi 0 £ 0,01 jednotek pH (zjisténo podle [92]), coZ je na hranici
presnosti pouzité analytické metody. Nadto, v kontextu s vysledky experimentalnich praci
k uréeni pK, UCB (shrnuty v tabulce 4), poskytuje i smiSena disociacni konstanta dostatecné

presny vysledek.
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3.4. Bilirubin

3.4.1. Historické mezniky

Prvni zminky o bilirubinu Ize vysledovat az k polovin¢ pfedminulého stoleti. Nazev bilirubin
pouzil Stadeler v roce 1864 [40]; slovo bilirubin je odvozeno z latinskych slov bilis (zIuc) a
ruber (Cerveny). Strukturu urcil Fischer v roce 1933 a v nasledujicich letech jej poprvé
syntetizoval [41]. Konjugace bilirubinu s kyselinou glukuronovou si v§iml Talafant v roce
1956 [42]; enzymy hemoxygenasu a biliverdinreduktasu popsal Tenhunen v letech 1968, resp.
1970. O Sest let pozdéji byla na zaklad¢ rentgenové krystalografie odhalena konformace
nekonjugovaného bilirubinu se Sesti intramolekularnimi mustky [43]. Dodnes se diky neustale
se zdokonalujicim metodam dovidame detailnéjsi informace o bilirubinu a jeho vlastnostech.
Nejvétsi usili je vynakladano na prozkoumani fyzikalné-chemickych vlastnosti bilirubinu,
konkrétn¢ na urceni jeho disociacnich konstant. Jejich znalost objasni chovani bilirubinu

v organismu za riiznych podminek (riizna pH, solubiliza¢ni podminky...).

3.4.2. Struktura hemu

Hem (Fe-protoporfyrin IX) je nebilkovinna slozka krevniho barviva hemoglobinu (jehoz je
bilirubin hlavnim rozpadovym produktem), kterd ma schopnost reverzibilné vazat kyslik.
Hemoglobin je slozen ze ¢tyt hemovych skupin a globinu, bilkovinné ¢asti molekuly. Kazdy
hem je tvofen ¢tyfmi pyrolovymi jadry, spojenymi methenylovymi mustky (-CH=) a centralné
navazanym kovem (Fe*"). Pyrolova jadra jsou substituovéna postrannimi fetdzci, v piipadé
nejrozsitenéjsiho z nich (hem b) jsou substituenty methyl, propionat a vinyl. Rozmisténi
substituenti molekuly hemu b je zfejmé z obr. 6.

\Y M

P P

Obr. 6 Strukturni vzorec hemu b. Zkratky: M = -CH3, P = -CH,CH,COOH, V = -CH=CH,.
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3.4.3. Biosyntéza hemu

Vychozimi latkami pro syntézu hemu jsou glycin a sukcinyl-CoA, k zapoceti syntézy je

ham
O3
hemoxygenasa
Fe 2*
CO

NADRPR

biliverdinreduktasa

NADP

bilirubie (X

Obr. 7 Odbouravani hemu (upraveno
podle [41]).

potieba pyridoxalfosfat. Enzymem, ktery urcuje
rychlost syntézy hemu, je ALA-synthasa. Biosyntéza
hemu probiha v mitochondriich a cytosolu, nejvice
hemu vznikéa v kostni dieni a jatrech, pfevazné béhem

vzniku a vyvoje ¢ervenych krvinek [44].

3.4.4. Metabolity hemu

Fyziologicky dochazi k rozpadu hemu ve slezing,
odkud se nekonjugovany bilirubin (UCB) dostava
portalnim fecistém k jatram. Kromé UCB pii
katabolismu hemu vznik4 fada odpadnich produkti a
pravé jatra je dokazi odstranit. 75-80 % produkce
bilirubinu pochazi z hemoglobinu z ¢ervenych krvinek,
zbyvajicich 20-25 % pak z ostatnich hemoproteind,
jako jsou napf. cytochrom a myoglobin. Denni
produkce bilirubinu u dospélého clovéka je piiblizné

4,4 £ 0,7 mg na kg télesné hmotnosti [45].

Katabolismus hemoglobinu probiha podle nasledujiciho
schématu: Zelezo a globin se reutilizuji, hemova &ést je
degradovana v jatrech, sleziné¢ a kostni dfeni. Enzym
hemoxygenasa  (HO)  katalyzuje  Stépeni  a-
methenylového mustku za vzniku biliverdinu (BV) a
uvolnéni oxidu uhelnatého. Oxid uhelnaty pochazi
z oxidace o uhliku [46], toto misto je ze sterickych
divodl nejlépe pristupné HO. Nahodile dochazi ke
S$tépeni i na jiném methenylovém uhliku (viz déle). Poté
dochazi pisobenim enzymu biliverdinreduktasy (BVR)
k redukci methenylového mustku a tim ke vzniku

bilirubinu [44]. Schéma metabolismu hemu je
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zobrazeno na obr. 7. Reakce BVR je velmi rychla, navic se BVR v lidském téle vyskytuje
v blizkosti HO, coz vysvétluje, pro¢ v plazmé BV nedetekujeme [41]. Konverze biliverdinu
na bilirubin (BR) je energeticky naro¢ny proces, zatizeny rizikem metabolickych chyb. Pro
tento evolu¢ni krok existuji vysvétleni: Polarni molekula biliverdinu neprostupuje placentou,
u plodu by tedy dochazelo k hromadéni bilirubinu v téle a tim k potencionalnimu poskozeni
organismu. Nepolarni bilirubin naproti tomu prostupuje placentou prostou difusi i za pomoci
aktivniho transportu [47]. Dalsi funkci bilirubinu je jeho Uc¢ast na eliminaci volnych
kyslikovych radikala [48].

Vétsina UCB v plazmé (u dospélych 90%) se ihned pevné, ale reverzibiln¢ vaze na albumin
[49]. Kazd4 molekula albuminu ma jedno misto s vysokou afinitou a jedno ¢i vice mist
s nizkou afinitou (asi patnactinasobné& nizsi) k UCB [50]. Zbyvajicich 10 % UCB je vazano na
apolipoprotein D [49]. Jen velmi mala ¢ast UCB neni navazana na zadny z ptenasSecd. Tato
frakce se nazyva volny nekonjugovany bilirubin a pfi prekrodeni koncentrace 70 nmol.dm™ je
toxicka pro tkané, nejvice pro centralni nervovou soustavu [41].

V jatrech BR disociuje od albuminu a pomoci transportérii je dopraven do cytoplasmy
jaternich bun¢k. V cytoplazmé je navdzan na jiné transportéry (protein Y a Z) a za jejich
pomoci dopraven do endoplasmatického retikula, kde je konjugovan [51].

Ptirozeny isomer bilirubinu je minimalné rozpustny ve vod¢ a jeho ptfima exkrece do Zluce je
tak znemoznéna; musi byt pfeveden na polarnéjsi formu. Déje se tak konjugaci se sacharidem
a to esterifikaci propionati bilirubinu, coZ je spojeno s uvolnénim dvou vodikovych mustkd.
Vétsina  konjugovaného  bilirubinu  je ve formé Dbisglukuronosylbilirubinu. Tato
biotransformace s kyselinou glukuronovou meéni trojrozmérnou strukturu bilirubinu a tim
zvySuje jeho rozpustnost ve vodném prostiedi. Strukturni vzorec bisglukuronosylbilirubinu je
vyobrazen na obr. 8. Bisglukuronosylbilirubin tvoii asi 80% konjugati bilirubinu, zbyvajici
¢ast je ve formeé monoglukosiduronatt [52]. Cely proces od rozstépeni hemu az po konjugaci

bilirubinu je pomérné rychly, trva 1-2 minuty [53].
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Obr. 8 (a) nahote: Bismonoglukuronosyibilirubin.
Sacharidy zvysily rozpustnost bilirubinu ve
vodném prostiedi. (b) vpravo: Realnéjsi model

struktury konjugovaného bilirubinu (pfevzato
z [55]).

Konjugovany BR je z hepatocytl (jaternich bunék) vyloucen do Zluéi proti koncentracnimu
gradientu; nasledné prochazi systémem zluCovodi do tenkého stieva a odtud do tlustého
stteva, kde je dekonjugovan [41]. Nasleduje redukce bilirubinu stfevnimi bakteriemi na
urobilinoidy, které jsou spolu s nemetabolizovanym BR vylucovany stolici [54].

U cloveka je prioritni vyluovaci cestou bilirubinu exkrece zazivacim traktem. Bilirubinu se
vylou¢i 10 % z celkové denni produkce, urobilinoidli pfiblizné 50%. Zbytek bilirubinu je
metabolizovan na jiné, bliZze nespecifikované produkty [55]. Rozklad BR na urobilinoidy tedy

predstavuje hlavni katabolickou cestu bilirubinu.

3.4.5. Struktura bilirubinu

Bilirubin je nepolarni linedrni pigment, tvofeny Ctyfmi pyrolovymi kruhy (A - D),
propojenymi methenylovymi mistky. Kruhy A — B a C — D jsou planarni struktury a vici
sobé jsou uspotadany tak, ze pfipominaji vrtuli; lopatky vrtule jsou tvofeny dipyroly a
spojeny jsou centralnim methenylovym mistkem, ktery svira thel 95° [56]. Vnéjsi pyrolové
struktury (A a D) nesou polarni skupinu laktamu, na vnitini cykly (B a C) je navazan
propiondt. Zbyla mista na pyrolovych kruzich jsou obsazena asymetricky uspofadanymi
vinylovymi a methylovymi substituenty [44].

Ptirozen¢ se vyskytujici bilirubin je oznaovan jako 4Z, 15Z — bilirubin IX, jeho struktura je
zobrazena na obr. 9. 4Z, 15Z — bilirubin IX vznika z izomeru [X protoporfyrinu rozstépenim
a-methenylového muistku hemu, kde stereochemické usporadani uhlikd v poloze 4 a 15je v Z

konfiguraci.
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Obr. 9 Bilirubin IXa - 4Z, 15Z. Nahofe: konvenéni
tetrapyrolova struktura pfirozené se vyskytujiciho bilirubinu
IXa. Vpravo: planarni zobrazeni trojrozmérné konformace
molekuly bilirubinu s vodikovymi mastky (...) (pFevzato

z [55]).

Struktura a konfigurace 4Z, 15Z — bilirubinu IXa umoziiuje vznik intramolekularnich
vodikovych mustki. Vodikové vazby vznikaji mezi karboxylovymi skupinami vnitinich a
polarnimi skupinami vné&jSich pyrolovych kruhii protilehlé poloviny molekuly, jak je
naznaceno na obr. 9. Tyto vodikové mustky zpisobuji vyznamné konformacni zmény,
protoze brani expozici poldrnich skupin molekuly vodnému prostfedi a zaroven zvysuji
rigiditu celé molekuly. Praveé tato konformace vysvétluje nepolarni charakter bilirubinu a
vysvétluje nutnost konjugace bilirubinu kyselinou glukuronovou, aby mohl byt z téla
vylougen. Rozpustnost bilirubinu ve vodé je mensi nez 70 nmol.dm™ [57]. Pokud dojde
k ionizaci jedné z karboxylovych skupin a jeden vodikovy mustek se pferusi, rozpustnost BR
ve vodném prostiedi bude caste¢né vyssi, nicméné ostatni vodikové vazby drzi molekulu ve
3D konformaci [55].

Nekonjugovany bilirubin se vyskytuje v nekolika typech izomeri: [Xa, IXB, IXy a IX9,
pojmenovanych podle toho, ktery methenylovy mistek hemu byl rozstépen. Hlavnim
isomerem vyskytujicim se v plasmé je isomer [Xa. Zbylé isomery nevytvareji vnitini
vodikové vazby, jsou proto rozpustnéjsi a pro vylouceni Zlu¢i nevyzaduji konjugaci. Isomer
IXB byl ve vétsi mife zaznamenan v plazmé novorozenct [58], zbylé dva isomery jsou
ptitomny jen ve stopovych mnozstvich [41].

Jinym typem isomerie je konfigurace, ktera opét vede ke zméné polarity molekuly. Ptirozeny
isomer 47, 157 (oznaceni z ném. ,,zusammen*) se snadno méni fotoexcitaci na 4Z, 15E / 4E,
15Z, ptip. 4E, 15E isomery (oznaceni z ném. ,,entgegen®) a to rotaci o 180° okolo C4 nebo
C15 [59]. Tyto intermedidty samovolné prechazeji zpét na ptvodni 4Z, 15Z isoformu, ale

isoforma 4E, 15Z muze vytvofit cyklickou strukturu zvanou lumirubin, neschopnou jakékoli
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dalsi konfiguratni zmény. Tohoto principu se vyuzivda u fototerapie patologické
novorozenecké zloutenky [59].

Poslednim typem isomerie jsou konstitu¢ni isomery. Vznikaji samovolnym rozstépenim
molekuly na dva dipyrolové fragmenty a naslednou asociaci za opétovného vzniku
tetrapyrolové struktury [60]. Molekula BR je asymetrickd, proto existuji konstitu¢ni isomery
IMlo, IXa a XIIIo.

S vyjimkou 4Z, 15Z — bilirubinu IXa nevytvaii zadny z isomerti vodikové mustky.

Byly objeveny dvé enantiomerické formy 4Z, 15Z — bilirubinu [Xa, které mohou pfechazet
jedna ve druhou. Ob¢ formy jsou stabilizovany Sesti vodikovymi vazbami a byly popsany na
zaklad¢ krystalografickych studii [60]. K pfechodu z jednoho enantiomeru ve druhy je nutné
zptetrhat vSech Sest vodikovych mistkli a znovu je sestavit, k cemuz je zapotiebi energie o

velikosti 17,9 + 0,5 kcal.mol™ [61].

3.4.6. Fyzikalni vlastnosti bilirubinu

Bilirubin je nepolarni linearni tetrapyrol oranzové az cCervené barvy, za laboratornich
podminek pevného skupenstvi, tvorici monoklinické hranoly. Sumérni vzorec bilirubinu je
C33H36N4Og, relativni molekulova hmotnost 584,26348. Rozpustnost ve vodnych roztocich je
mensi neZ 70 nmol.dm™ [57], se zvy3ujici se bazicitou roztoku rozpustnost vzrista [62]. Ve
vod¢ vytvari koloidni roztoky a filmy. Molekula je dobfe rozpustnd v nepolarnich
rozpoustédlech, jako jsou napt. DMSO, formamid, acetonitril [63]. Molekula bilirubinu tvofi
amidy a estery; estery jsou slouceniny vice polarni, protoZe jejich vznik je spojeny s ubytkem
vodikovych mustki, které jsou zodpovédné za hydrofobicitu molekuly. Bilirubin je amfolyt,
avSak diky vodikovym intramolekularnim vazbam, spojujicim vSechny polarni skupiny

bilirubinu, se projevuje lipofilné.

3.5. Ranarubin

Ranarubin patii mezi malo prozkoumané derivaty bilirubinu. Sviij nazev ziskal podle rodu
zab, u kterych byl objeven (Rana catesbeiana) [64]; zatim neni znamo, zda je u nich jedinym
produktem odbouravani hemu [64, 65]. Zajem o ranarubin (neboli bilirubin-C10-sulfonovou
kyselinu) vyplyva pravé ze strukturni podobnosti s bilirubinem, ktera je ziejma z obr. 10.
Rozdil mezi ranarubinem a bilirubinem je pfitomnost sulfonové skupiny u ranarubinu, ktera
zaptiCinuje jeho podstatné veétsi rozpustnost v polarnich rozpoustédlech. Ranarubin je diky

své vysSi polarit¢ nadéjnym modelem pro studium fyzikalné-chemickych vlastnosti
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bilirubinu, jako jsou napf. disociacni konstanty karboxylovych skupin. Piedpokladem je, Ze
SOsH skupina hodnoty disocia¢nich konstant vyrazné neovliviiuje. Znalost fyzikalng-
chemickych charakteristik bilirubinu by usnadnila pochopeni interakci nekonjugovaného

bilirubinu s dal$imi molekulami a predikci téchto interakci pii zménach pH.

HOOC COOH

Obr. 10 Strukturni vzorec ranarubinu (bilirubin-C10-sulfonové kyseliny), hlavniho Zlu¢ového pigmentu
ve Zluci skokana volského (pfevzato z [64]).
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4. Cile diplomové prace

Cilem této diplomové prace bylo ovéfit moznost vyuziti kapilarni zénové elektroforesy pro
ur¢eni disociac¢nich konstant bilirubinu a ranarubinu a dale sledovani stability vodnych

roztokd bilirubinu a ranarubinu kapilarni zénovou elektroforesou.
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5. Experimentalni ¢ast

5.1. Chemikalie

K ptipravé elektrolytu byl pouzit tetraboritan disodny Na;B,07-10H,O (p. a., Lachema, Ceska
republika), k upraveni pH elektrolytu pak dihydrogenfosfore¢nan sodny NaH,PO4.H,O (p. a.,
Lachema, Ceské republika) a hydroxid sodny NaOH (p. a., Lachema, Ceska republika). Pro
prométeni mobility v kyselé oblasti byly jako nosné elektrolyty pouzity roztoky kyseliny
octové CH3;COOH (p. a., Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika) a kyseliny fosfore¢né H3POy (p.
a. Lachema, Ceska republika), upravené NaOH. K uréeni elektroosmotického toku slouzila
thiomo&ovina (NH,),CS (p. a., Lachema, Ceska republika). K rozpusténi vzorku bilirubinu
byl pouzit acetonitril CH3CN (Cistota > 99,9%, Merck, Spolkova republika Némecko). Ke
kalibraci pH metru byly pouzity pufry Fluka Analytical (Sigma-Aldrich Chemie, Spolkova
republika Némecko) o hodnotach 4,00; 7,00; 10,00. VsSechny roztoky byly pfipraveny

z deionizované vody.

Vlastni vzorky a jejich pfiprava

Bilirubin

Nekonjugovany bilirubin (Frontier Scientific, Inc., Spojené staty americke) byl purifikovan
A. Cepou (Katedra organické chemie, PFFUK) modifikaci metody McDonagha a Assisi [88].
UCB byl rozpustén v chloroformu, ptiveden k varu, po zchladnuti pfefiltrovan a promyt
vodou, 0,1M NaHCOs3 a 0,1M NaCl v objemovych pomérech 5:2:2. Po vytvoteni rozhrani byl
supernatant odstranén, ptidan Na,SO, a roztok s krystalky Na,SO4 odstfedén (1800 rpm).
Chloroformovy roztok s UCB byl nasledné zfiltrovan a opét piiveden k varu. Za stalého
michani byl k roztoku ptidavan metanol. Po vychladnuti byl vysledny roztok centrifugovan a
supernatant byl odstranén. Vznikla oranzova srazenina byla promyta metanolem, horni faze
byla opét odstranéna, vysledny UCB lyofilizovan, ulozen do exsikatoru a na zavér v tmavé

nadobé€ umistén do mraziciho boxu.

Ranarubin

Ranarubin byl pfipraven L. LeSetickym (Katedra organické chemie, PfFUK) modifikaci
metody [83] z biliverdin hydrochloridu (Frontier Scientific, Inc., Spojené staty americké).
V atmosféfe argonu byl biliverdin hydrochlorid, rozpustény v butanolu, smichan s roztokem
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hydrogensifi¢itanu sodného v butanolu a michan dvé hodiny. Poté byl pridan siran sodny
(srazeci €inidlo), druhy den byl roztok zfiltrovan, vysrazen THF, odstfedén a pteveden do

atmosféry argonu. Vysledny ranarubin byl pevného skupenstvi.

5.2. Pristroje

Meéteni pH bylo provedeno za pomoci digitalniho pH metru 4430 (Jenway LTD, Britanie).
Kalibrace pH metru byla provadéna tfemi pufry o hodnotéach 4,00; 7,00 a 10,00.

Vodivost roztoki byla proméfena konduktometrem IONcheck 30 (Radiometer Analytical S.
A., Francie).

Experimenty probihaly na nekomerénim pfistroji pro kapilarni zénovou elektroforesu, jehoz
soucasti je spektrofotometricky detektor (Spectra 100 HPLC UV-VIS Detector, Spectral-
Physics, Spojené staty americké) s deuteriovou vybojkou a zdroj vysokého napéti (HCN 35-
35000, Feg Elektronik GMBH, Spolkova republika Némecko). Soucasti aparatury je pocita¢
s programem LabVIEW 8 (National Instruments, Spojené staty americké) slouzici ke sbéru
dat a program Clarity 3.0 (DataApex, Ceska republika), slouzici k vyhodnocovani a
zobrazovani vysledkd. VSechny vzorky byly davkovany hydrodynamicky s rozdilem hladin
10 cm (tj. pretlak 981 Pa).

K separaci dochazelo v kfemennych kapilarach (Silica Tubing et Optical Fibers, Slovenska
republika) s vnitinim primérem 75 pm, vnéj$im primérem 375 pm, celkovou délkou kapilary
65 cm a efektivni délkou kapilary 44 cm.

Kalibra¢ni ktivka pro stanoveni UCB byla prométena za pomoci spektrofotometru Evolution
60S UV-Visible (Thermo Scientific, Spojené staty americké) a kiemennych kyvet s Siikou
1,000 cm. Soucasti spektrofotometru byl pocita¢ s programem Vision Lite 2.2. (Clemex
Technologies inc., Kanada).

Ke zobrazeni strukturnich vzorci byly pouzity programy ChemDraw Ultra 11.0.
(CambridgeSoft Corporation, Britanie) a Inventor Professional 2011 (Autodesk, Spojené staty

americké).
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5.3. Experimentalni podminky a postupy

Ur¢eni disociacni konstanty nekonjugovaného bilirubinu

K wurceni pK, UCB pomoci kapilarni zénové elektroforesy bylo rozpusténo 1,7 mg
precisténého vzorku bilirubinu v 600 pl acetonitrilu a doplnéno 20mM boratovym pufrem na
celkovy objem 3 ml. K roztoku UCB byly nésledné ptfidany 2 mg thiomocoviny. Pied
zacatkem kazdé série experimentll byl vysledny roztok zfiltrovan pres stiikackovy filtr
Anotop 25 (0,02 pum, Whatman plc, Britanie). Nebyl pouzivan roztok bilirubinu a
thiomocoviny star§i deseti hodin a mezi jednotlivymi méfenimi byl vzorek v atmosfére
argonu. Nosnym elektrolytem byl boratovy pufr, jehoz pH bylo za pomoci pH metru
upravovano nasycenym roztokem NaOH nebo pevnym hydrogenfosforeénanem sodnym.
Vodivost elektrolytu byla nasledné upravena na vodivost rovnou konduktivité Ccisté
boratového pufru (3,73 mS.cm™) deionizovanou vodou. Na zavér bylo zkontrolovano pH. P
analyze UCB bylo pouZito napéti 20 kV a vlnova délka pro detekci 220 nm. Pro kazdé pH
nosného elektrolytu byl vzorek proméfen tiikrat, do grafu byl vynesen median. Slozeni

pouzitych nosnych elektrolytd je uvedeno v tabulce 1.

Tab. 1 Slozeni nosnych elektrolytl, pouzitych k ur€eni disociaéni konstanty UCB.

Slozeni pufra pH*
20mM tetraboritan sodny + dihydrogenfosfore¢nan sodny 8,3
20mM tetraboritan sodny + dihydrogenfosfore¢nan sodny 8,5
20mM tetraboritan sodny + dihydrogenfosfore¢nan sodny 8,7
20mM tetraboritan sodny + dihydrogenfosfore¢nan sodny 8,9
20mM tetraboritan sodny + dihydrogenfosfore¢nan sodny 9,0
20mM tetraboritan sodny + dihydrogenfosfore¢nan sodny 9,1
20mM tetraboritan sodny 9,3
20mM tetraboritan sodny + nasyceny NaOH 9,5
20mM tetraboritan sodny + nasyceny NaOH 9,6

* Hodnota zméfena po Uprave vodivosti.
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Urceni disocia¢ni konstanty ranarubinu

K urc€eni pK, ranarubinu pomoci CZE byl pouzit vzorek ranarubinu o koncentraci 0,1 mg/ml
v deionizované vod¢. K prométeni Skaly pH byly jako nosné elektrolyty pouzivany octanovy,
fosfatovy a boratovy pufr; pH vSech nosnych elektrolyti byla stanovena za pomoci pH metru,
jejich vodivost byla nasledné upravena deionizovanou vodou na hodnotu vodivosti nejméné
vodivého elektrolytu, tj. 20mM fosfatového pufru o pH 5,05 (1300 uS.cm™) a na zavér bylo
pH opét zkontrolovano pH metrem. Zasobni roztok byl uchovéan v inertni atmosféfe a nebyl
pouzivan vzorek star$i deseti hodin. Pfi analyze ranarubinu bylo pouZito napéti 20 kV a
vinova délka pro detekci 220 nm. SloZeni pouzitych nosnych elektrolytli je uvedeno v tabulce

2.

Tab. 2 Slozeni nosnych elektrolytd, pouzitych k uréeni disociacni konstanty ranarubinu.

Slozeni pufra pH*
30mM kyselina octova + nasyceny NaOH 4,2
30mM kyselina octova + nasyceny NaOH 4,7
20mM kyselina fosfore¢na + nasyceny NaOH 5,2
20mM kyselina fosfore¢na + nasyceny NaOH 6,1
20mM kyselina fosfore¢na + nasyceny NaOH 7,1
20mM tetraboritan sodny + dihydrogenfosforecnan sodny 8,2
20mM tetraboritan sodny + dihydrogenfosfore¢nan sodny 9,2
20mM tetraboritan sodny + nasyceny NaOH 10,4

* Hodnota zméfena po tpraveé vodivosti.

Pro podrobnéjsi prométeni oblasti pH v okoli pK, ranarubinu byly pouZity nosné elektrolyty

uvedené v tabulce 3.
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Tab. 3 Slozeni nosnych elektrolytd, pouzitych k pfesnému uréeni pK, ranarubinu.

Slozeni pufrt pH*
30mM kyselina octova + nasyceny NaOH 4,72
30mM kyselina octova + nasyceny NaOH 4,87
20mM kyselina fosfore¢na + nasyceny NaOH 5,05
20mM kyselina fosfore¢na + nasyceny NaOH 5,16
20mM kyselina fosfore¢na + nasyceny NaOH 5,34
20mM kyselina fosfore¢na + nasyceny NaOH 5,61

* Hodnota zméfena po tpraveé vodivosti.

Monitorovani stability UCB pomoci CZE

Ke sledovani stability bilirubinu pomoci CZE bylo rozpusténo 1 mg bilirubinu a 2 mg
thiomocoviny v 600 pl acetonitrilu a doplnéno 2,4 ml 20mM boratového pufru. Roztok byl
zfiltrovan a ihned proméfen na elektroforese, kde byl 20mM boratovy pufr nosnym
elektrolytem. Méfeni se provadélo ve zvolenych Casovych intervalech, vzdy jedenkrat, pii
vlozeném napéti 20 kV a vinové délce pro detekci 220 nm. Mezi jednotlivymi méfenimi byl

vzorek za béznych laboratornich podminek.

Monitorovani stability ranarubinu pomoci CZE

Ke sledovani stability ranarubinu byl jako nosny elektrolyt pouzit roztok 20mM kyseliny
fosfore¢né a NaOH, upraveny na pH 5,05; ranarubin byl rozpustén v destilované vodé na
koncentraci 0,1 mg/ml. Méfeni se provadélo v hodinovych intervalech, pii vlozeném napéti
20 kV a vlnové délce pro detekci 220 nm. Mezi jednotlivymi méfenimi byl vzorek ponechan

za béznych laboratornich podminek.

Urceni kalibraéni zavislosti nekonjugovaného bilirubinu
Kalibra¢ni zavislost pro bilirubin byla déale pouzivana pro hodnoceni aktualni rozpustnosti
bilirubinu v pouzitych roztocich. K prométeni zavislosti absorbance na koncentraci bilirubinu

bylo navdzeno 0,5 mg bilirubinu, ktery byl rozpustén v 600 pl acetonitrilu a doplnén
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boratovym pufrem na celkovy objem 3 ml. Takto pfipraveny zasobni roztok byl dale fedén na
pozadované koncentrace. Jako slepy roztok byl pouzit roztok 600 pl acetonitrilu a 2400 pl
boratového pufru. Absorpéni spektrum bylo proméfeno v oblasti 200 — 500 nm pro kazdou
z koncentraci; hodnota absorbance bilirubinu, pouzitd k sestaveni kalibra¢ni ptimky,
odpovidala vinové délce 446 nm (lokalni maximum, typické pro bilirubin). Absorp¢ni spektra
UCB byla proméfena béhem 30 minut, mezi jednotlivymi méfenimi byl vzorek bilirubinu

ponechan v béZznych laboratornich podminkach.

Ptiprava kapilary pro CZE

Nova kapilara byla promyta 0,1 M roztokem NaOH po dobu 5 minut a nasledné stabilizovana
promytim 20mM boratovym pufrem po dobu 20 minut pfi vloZzeném napéti (5 kV). Po
stabilizaci byla kapilara kratce proplachnuta aktualné pouzivanym nosnym elektrolytem.

Pro konstrukci grafii byl pouzit program Origin 8 (OriginLab, Spojené staty americké).
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6. Vysledky a diskuze

6.1. Monitorovani stability UCB

Bilirubin absorbuje ve viditelném spektru. Pokud je exponovan vzduchem, dochazi k jeho
izomerizaci, fotooxidaci bilirubinu na biliverdin a vzniku dal§ich polarnich mono- a
dipyrolovych produktd. Vsechny tyto zmény vedou ke zvySeni polarity bilirubinu. Tento
princip se vyuzivad pii 1écbé patologické novorozenecké hyperbilirubinemie, proto je
sledovani fotodegradace a oxidace bilirubinu vénovana zna¢na pozornost [87, 89, 90].

Zavislost relativniho ubytku bilirubinu v boratovém pufru ve zvolenych casovych intervalech
je uvedena na obr. 11. Byly odecitany poméry velikosti odezev vlastniho bilirubinu a
standardu (thiomocovina). Analyza byla provadéna v 20mM tetraboritanu sodném, vzorek byl
nejprve prefiltrovan a nasledné mezi jednotlivymi analyzami ponechdn za béZnych

laboratornich podminek.
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Obr. 11 Graf zavislosti relativniho ubytku vzorku bilirubinu v boratovém pufru vici standardu
(thiomocovina); méfeno ve zvolenych ¢asovych intervalech. Pouzity nosny elektrolyt 20mM
tetraboritan sodny. VloZzené napéti 20 kV, pouzita vinova délka pro detekci 220 nm.
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Z grafu stability bilirubinu je zfejmy ubytek bilirubinu v ¢ase a to jak relativnim snizenim
intenzity odezvy tak plochy piku. Za 24 hodin dojde k degradaci necelé tietiny bilirubinu, coz
odpovida vysledkim ziskanych spektralni metodou vyuzivajici reakci bilirubinu

s diazoniovou soli [87].

6.2. Monitorovani stability ranarubinu

O stabilité¢ ranarubinu nebyla dosud publikovana Zadna studie. Pfesto je ranarubinu, jakozto
modelové molekule pro zkouméni fyzikalné-chemickych vlastnosti bilirubinu, vénovana
znacna pozornost. Graf zavislosti ubytku ranarubinu v ¢ase je uveden na obr. 12.

Ranarubin byl detegovan pfi vinové délce 220 nm a vlozeném napéti 20 kV. Analyza byla

provadéna ve fosfatovém pufru o pH 5,05.
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Obr. 12 Graf zavislosti Gbytku vzorku ranarubinu v destilované vodé (c = 0,1 mg.dm™); méFeno

v hodinovych intervalech pomoci CZE. Pouzity nosny elektrolyt: fosfatovy pufr o pH 5,05; vlozené
napéti 20 kV, pouzita vinova délka pro detekci 220 nm. Mezi jednotlivymi analyzami byl vzorek
ponechan za béznych laboratornich podminek.
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V grafu je uveden procentualni ubytek z plochy piku ranarubinu. Béhem 235 minut doslo za

béznych laboratornich podminek ke snizeni plochy piku ranarubinu na polovinu.

Z odectenych polocast rozkladu ranarubinu (235 min) a bilirubinu (51,5 hod) je ziejmé, ze
degradaci za piistupu svétla a vzduchu podléha ranarubin nékolikanasobné rychleji. V praxi je
proto nezbytné pouzivat metody analyzujici ranarubin v fadech minut nebo béhem
experimentu zamezit expozici vzorku svétlu a zabranit pfistupu vzduchu. Piprava Cerstvého

roztoku ranarubinu pied kazdym experimentem je dulezita.

6.3. Urceni kalibra¢ni zavislosti pro nekonjugovany bilirubin

Na spektrofotometru byla zmétena spektra roztoku bilirubinu ve 20% acetonitrilu, doplnéném
boratovym pufrem o pH 9,3. Maximalni absorbance byla zméfena pii 446 nm; tato vinova
délka byla pouzita k odectu absorbance pti urcovani kalibra¢ni zavislosti. VIiv acetonitrilu na
rozpustnost BR dosud nebyl publikovan, nicméné absorp¢ni spektrum bilirubinu v acetonitrilu
odpovida spektru BR v 1% NH4sOH v metanolu (Anax = 452 nm) [83]. UV/VIS absorpéni
spektrum 160puM roztoku bilirubinu je uvedeno na obr. 13. Zjisténa kalibracni zavislost je

uvedena na obr. 14.
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Obr. 13 UV/VIS spektrum roztoku 160uM bilirubinu ve 20% acetonitrilu, doplnéném 20mM
tetraboritanem sodnym. Proméreno rozmezi 200-500 nm, pro bilirubin charakteristické lokalni
maximum pfi 446 nm.
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Z absorp¢niho spektra bilirubinu je ziejma vysoka absorbance v oblasti vinovych délek 200-
250 nm. Tato oblast neni typicka pro molekulu bilirubinu, ale poskytuje vétsi odezvu, a proto

byla vlnova délka 220 nm vyuzita ke studiu vlastnosti bilirubinu i ranarubinu pomoci CZE.
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Obr. 14 Kalibracni zavislost roztoku bilirubinu ve 20% acetonitrilu, dopInéném 20mM tetraboritanem
sodnym. Slepy roztok 20% acetonitril a 20mM tetraboritan sodny. K odectu absorbance pouzita vinova
délka 446 nm.

6.4. Stanoveni disocia¢ni konstanty nekonjugovaného bilirubinu

UCB existuje ve vodném roztoku ve tiech formach, které jsou neustdle v rovnovaze: H,B,
HB™ a B*. Pomér zastoupeni jednotlivych forem je pochopitelné zavisly na pH roztoku a na
pK, UCB. Kazda z forem se lisi svymi vlastnostmi i funkcemi, které v organismu v rtiznych
tkanich a télnich tekutinach vykonava [66]. H,B volné prochazi pies lipidovou membranu
[67], HB™ je hlavni substrat pro aktivni pfenos UCB ABC transportéry [68] a HB* se
prednostné vaze k albuminu [69], apolipoproteinu D [70] i ligandinu [71].
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Mezi experimentalné zjistenymi pK, hodnotami UCB jsou obrovské rozdily, v zavislosti na
pouzité metod¢ [72]. Ve vétsiné studii jsou uréeny pK, hodnoty UCB niz$i nez 7,0,
v nekterych dokonce nizsi 5,0 [72], zatimco jiné studie naznacuji, Ze hodnoty pK, budou
podstatné vyssSi, 8,12 a 8,44 [73, 74], ¢i dokonce 9,3 [75]. Dlvodem natolik odlisnych
vysledkd je velmi nizka rozpustnost UCB (pro pH < 7,8 je rozpustnost < 0,1 uM [76]) a
rychld degradace UCB na polarng€jsi derivaty s mnohem vys$i rozpustnosti ve vodnych
roztocich a s rozdilnymi acidobazickymi vlastnostmi [77].

Ackoli je prace s UCB obtizna, fadé moznych chyb métfeni se dd predchazet striktnim
dodrzovanim experimentalnich podminek [78]. Mezi né patfi: 1) Precisténi UCB pied jeho
experimentalnim vyuzitim a nasledna kontrola kvality chromatografickou ¢i spektralni
metodou; 2) Vzorek by nemél byt skladovan ve forme zasobniho roztoku ani inkubovan, aby
nedochazelo k degradaci UCB na jeho polarnéjsi derivaty; 3) Méfeni by méla byt provadéna
az po dosazeni rovnovahy vsech iontovych forem UCB. Ta by méla byt ustanovena rychle,
aby se zabranilo degradaci UCB; 4) Roztok UCB by nem¢l byt piesycen, aby nedochazelo
k ovlivnéni vysledkil pfipadnymi agregaty ¢i nerozpusténymi casteCkami UCB; 5) Vzorek by
nem¢l byt vystaven svétlu ani kysliku a byt prométen v kratkém ¢asovém obdobi.

K urceni disociac¢nich konstant UCB byla pouzita fada metod. V tabulce 4 jsou uvedeny
vysledky studii, které vétSinu vySe uvedenych podminek splnily, avSak i pfesto zjisténé

hodnoty pK, zna¢n¢ kolisaji.
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Tab. 4 Seznam experimentalnich studii, zabyvajicich se ur€ovanim disocia¢nich konstant UCB.
Upraveno podle [78].

Odkaz Pouzita metoda pK, Mozna chyba [78]

na studii

[79]  Spektrofotometricka titrace = pK,;=5,2; pK,2= Chybi experimentalni idaje

59

[80]  Spektrofotometricka titrace pK.=7,1 Pouzity derivaty UCB

[81]  Spektrofotometricka titrace  pK,; = 6,0; pKa2>= pK,; urceno aproximaci
8,3

[82] Potenciometricka titrace =~ pK,;=4,4; pK.>= Roztok nebyl prefiltrovan
5,0

[75]  Mgfeni rozpustnosti UCB v| pK,;=6,8; pK,,= | Obtiznost dosazeni rovnovahy

zavislosti na pH 9,3 pfi rozpousténi krystalu UCB
[84] Titrace v nevodném pK.=43; pKyo= Roztok nebyl prefiltrovan,
prostiedi (DMF) 53 pouzito organické rozpoustédlo
[85] Titrace v nevodném pK,=4,4 Roztok nebyl prefiltrovan,
prosttedi (DMSO) pouzito organické rozpoustédlo
[86] Titrace v ¢astené pK.1=4,2; pKyo= Pouzit derivat UCB,
nevodném prostiedi 4,9 dlouhotrvajici analyza (NMR),
(DMSO) pouzito organické rozpoustédlo
[74] Rozd¢lovaci rovnovahy pKar=8,12; Pouzito organické rozpoustédlo
CHCI; - voda pK,>= 8,44
[72]  Spektrofotometricka titrace pK,=4,4-54 Pouzit konjugat bilirubinu,
konjugovaného bilirubinu roztok nebyl prefiltrovan

Potize s jednozna¢nym ur¢enim hodnoty pK, bilirubinu jsou z vyse uvedenych studii zfejmé.
Duivodem je nizka rozpustnost UCB ve vodnych roztocich a jeho rychld degradace. Problém
s nizkou rozpustnosti je feSen nckolika zplisoby: stanovenim v ¢aste¢né i zcela nevodném

prostiedi, ve kterém je UCB vice rozpustny [84-86], vyuzitim polarnéjSich derivati [80] ¢i
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konjugati UCB [72]. Nestabilitu UCB Ize minimalizovat uchovavanim vzorku ve tmavych

nadobach pod inertnim plynem a prométenim v kratkém casovém intervalu.

Pii urcovani disociacnich konstant nekonjugovaného bilirubinu metodou kapilarni zénové
elektroforesy byly splnény vSechny znamé podminky, popsané vyse. Nebylo tieba pracovat
s konjugaty ¢i derivaty UCB ani pouzivat organicka rozpoustédla, kterd by piipadné¢ mohla
vést k preruseni vodikovych mustkll, zméné 3D struktury, odkryti poldrnich skupiny molekuly
a tim i ke zméné pK, hodnot karboxylovych skupin UCB. Jako nesporné vyhody CZE ke
stanoveni disociacni konstanty UCB se projevily mala spotieba vzorku, analyza UCB piimo
ve vodném prostiedi, vysoka rychlost analyzy, ¢imZ se minimalizuje uroven degradace
bilirubinu a vzhledem ke vzajemné separaci vSech slozek vzorku je moZné v principu
pracovat i sne zcela Cistymi latkami. Ukdzkovy elektroferogram UCB a thiomocoviny

v nosném elektrolytu o pH &,8 je uveden na obr. 13.
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Obr. 15 Elektroferogram UCB a thiomocoviny pro pH nosného elektrolytu 8,8. Vlozené napéti 20 kV,
detekce pfi 220 nm.
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Ze vSech ziskanych elektroferogramii byly odecteny migrac¢ni Casy bilirubinu (#,;;) a
thiomocoviny (#zor), slouzici jako marker elektroosmotického toku. Efektivni elektroforetické
pohyblivosti byly uréeny podle vztahu

1 1\ LL,

M= (——=——)

twig  Lror u - (1)

Zavislost efektivni elektroforetické mobility UCB na pH nosného elektrolytu je uvedena na
obr. 16. Pro kazdé pH nosného elektrolytu byla provedena nejméné tti opakovani, do grafu
byl zanesen median. Nejvétsi odchylka od medianu odpovidala 3% znaméfené hodnoty,
proto jsou v grafu zaneseny chybové Gsecky, pfi¢emz skutecna hodnota lezi minimalné s 97%

pravdépodobnosti uvniti stanoveného intervalu.

Z grafu je zifejma klesajici zavislost mobility bilirubinu na pH nosného elektrolytu, pficemz
hodnota inflexniho bodu kiivky odpovida pK,* bilirubinu. K proloZzeni namétenych bodl byla
pouzita Boltzmannova sigmoida. Jednd se o nejbéznéjsi sigmoidalni funkci, kterd popisuje
namé&fené hodnoty s nejmensi odchylkou (R* = 0,99464). Odeétena hodnota pK,* byla 9,0.
Vzorek bilirubinu se i pfi pH 8,3 nepohybuje soucasné s elektroosmotickym tokem, ma
zbytkovou mobilitu (-3,5487.10™ cm*V™'s™). To Ize vysvétlit tim, Ze i pfi pH 8,3 je bilirubin
ve formé aniontu; pfechod z formy H,A na HA™ je zfejmé v kyselejSi oblasti a namétena
hodnota pK,* 9,0 odpovida druhému disociacnimu stupni bilirubinu, pK,,*. K uréeni hodnoty
prvniho disociacniho stupné nekonjugovaného bilirubinu kapilarni zénova elektroforesa
poslouzit nemtize, protoze pii pH nosného elektrolytu mensim nez 8,3 dochazi diky
nedostateéné rozpustnosti k jeho vysrazeni a k ucpavani kapilary. Resenim by bylo pouzit
organické rozpoustédlo jako soucast nosného elektrolytu, coz by vSak vyrazné ovlivnilo

acidobazické chovani bilirubinu.
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Obr. 16 Zavislost mobility UCB na pH nosného elektrolytu. Mé&feno 20 kV a detegovano pfi 220 nm.
Odecteno pK,* 9,0.

Z principu urcovani disociacnich konstant metodou CZE nemohou byt inflexni body dokonale
odd¢leny, pokud jsou od sebe vzdaleny mén¢ nez dvé jednotky pH [92]. Podle ¢-testu neni
mezi mediany mobilit BR pro pH 8,3 a 8,5 statisticky vyznamna odlisnost pro koeficient
spolehlivosti 0,95 [91], tedy spojnice obou bodl je rovnobézna s osou x. Z toho vyplyva, ze
pK.* je nejméné o dvé jednotky niz$i neZ pK,,*a A% a H>A nekoexistuji v roztoku spole¢ng.
Tomuto zavéru odpovida studie Ostrowa [75], podle které jsou od sebe pK konstanty UCB

vzdaleny o 2,5 jednotky pH.

6.5. Stanoveni disocia¢ni konstanty ranarubinu

Acidobazické chovani ranarubinu v zavislosti na pH okolniho prostfedi bylo sledovano za
pomoci kapildrni zénové elektroforesy. Béhem méteni byl kladen diraz na minimalizaci
kontaktu vzorku ranarubinu se vzduchem a svétlem. Testované bylo pH v rozmezi 4,2 — 10,4

a nasledn¢ podrobnéji v oblasti 4,72 — 5,61. Pro kazdé pH nosného elektrolytu byly provedeny
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tfi méfeni a z vyslednych elektroferogrami vypocteny efektivni elektroforetické mobility
ranarubinu (podle (21)). Ukdzkovy elektroferogram vzorku ranarubinu pro pH nosného

elektrolytu 5,16 je uveden na obr. 17.
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Obr. 17 Elektroferogram ranarubinu, pro pH nosného elektrolytu 5,16. VloZzené napéti 20 kV, detekce
pfi 220 nm.

Mediany hodnot efektivnich pohyblivosti ranarubinu byly vyneseny do obr. 18 v zavislosti na
pH hodnotéach zékladnich elektrolytii. Pro zadny z medianti nebyla zaznamenana odchylka
vEtsi ti procent. Aplikaci regresni funkce (Boltzmannova sigmoida) do grafu s hrubsi skélou
pH byla ziskéna kiivka, jejiz inflexni bod (tedy pK,*) nabyva hodnoty pH 5,1. Detailni
zavislost zmény elektroforetické pohyblivosti na pH je uvedena na obr. 19. Namérenymi
hodnotami byla proloZena Boltzmannova sigmoidalni kiivka, v inflexu byla odectena hodnota
pK,* byla upravena na 4,98. Rozdil jednoho desetinného mista v urcovani pK,* oproti
pfedchozimu meéfeni je na hranici dosazitelné piesnosti CZE. Dalsi studie, urcujici pK,

ranarubinu, dosud nebyly publikovany.
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Obr. 18 Zavislost mobility ranarubinu na pH nosného elektrolytu. Viozeno napéti 20 kV a detegovano

pfi 220 nm.
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Obr. 19 Podrobné proméfena zavislost mobility ranarubinu na pH nosného elektrolytu. Spektralni
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detekce pfi 220 nm, vloZené napéti 20 kV. Odecteno pK, * 4,98.
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7. Z.avér

V této diplomové praci byly shrnuty nejdulezitéj$i informace o bilirubinu a jeho derivatu
ranarubinu a prozkoumdny moznosti vyuziti kapilarni zonové elektroforesy ke stanoveni
kyselych disocia¢nich konstant propionatovych karboxyli obou molekul a ke sledovani
stability vodnych roztokii nekonjugovaného bilirubinu a ranarubinu.

Bilirubin je v experimentalnich studiich obvykle popisovan jako nestabilni, snadno
oxidovatelna a vysoce fotosenzitivni latka. Toto bylo potvrzeno — polocas rozpadu bilirubinu
byl stanoven na 51,5 hodiny. Stabilita ranarubinu, polarnéjSiho derivatu bilirubinu podobné
struktury, nebyla dosud urcovana; za pomoci CZE se podafilo zjistit, Zze se jedna o molekulu
jesté méng stabilni (polocas rozpadu 235 minut). Pii laboratorni praxi je tedy zapotiebi
k analyze obou molekul pouzivat dostatecné rychlé analytické metody a zabranit expozici
analytu svétlem a vzduchem.

K urceni disociacnich konstant UCB byla dosud pouzita fada metod, avsak mezi
vykazovanymi daty jsou znacné rozdily (v rozmezi nejmén¢ péti jednotek pH). Hlavni davody
jsou zfejm¢ dva: rychld degradace molekuly a velmi nizka rozpustnost UCB ve vodnych
rozpoustédlech. Problém s nizkou rozpustnosti je feSen nékolika zpiisoby: stanovenim
v Casteéné Ci zcela nevodném prostiedi, ve kterém je UCB vice rozpustny nebo vyuzitim
polarnéjsich derivatt ¢i konjugati UCB. To vsak sebou piinasi fadu otazek. Dochazi vlivem
organického rozpoustédla k rozruSeni vodikovych mdastka bilirubinu? Maji derivaty i
konjugaty stejnou disociacni konstantu jako vlastni nekonjugovany bilirubin? Byly analyzy
dostatecné rychlé, nedochéazelo béhem nich k degradaci bilirubinu?

Zda se, ze vyuziti kapilarni zénové elektroforesy je schopno vSechny tyto mozné chyby ve
stanoveni eliminovat. Experimentdlni méfeni probihala v Cist¢ vodném prostiedi, piimo
s nekonjugovanym bilirubinem a v ¢asovém intervalu v fadech minut. Hodnota smiSené
disociacni konstanty, ziskana za pomoci CZE, je 9,0. Vzhledem ke zbytkové mobilité pro pH
nosného elektrolytu 8,3 se jedna o druhy disociacni stupen. K urceni hodnoty prvniho
disocia¢niho stupné nekonjugovaného bilirubinu kapilarni zonova elektroforesa poslouzit
nemuize, pti pH nosného elektrolytu mensim 8,3 dochazi k vysrazeni bilirubinu a k ucpavani
kapilary.

Smisena disociacni konstanta pro ranarubin byla téz stanovena pomoci kapilarni zénové

elektroforesy, a to na hodnotu 4,98.
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Z vysledkt ziskanych kapilarni zonovou elektroforesou lze jednoznacné fici, ze disociacni
konstanty bilirubinu a ranarubinu jsou odli$né a ranarubin je jakozto modelova molekula pro
studium disocia¢nich konstant bilirubinu nevhodna.

Smisené disociacni konstanty a polocasy rozpadu bilirubinu a ranarubinu za pomoci kapilarni

zonové elektroforesy byly stanoveny, vytycené cile se podatilo splnit.
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