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Souhrn

V ramci diplomové prace byly metodou kapilarni éleforézy (CE) stanoveny
asoci&ni konstanty komplexenantiomek antimikrobiélniho dipeptid3-Ala-D,L-Tyr a jeho
derivati, N-Ac-B-Ala-D,L-Tyr, B-Ala-D,L-Tyr-NH, a p-D-fruktopyranosylB-Ala-D,L-Tyr,
se stereoselektivnim komplexam c¢inidlem pro chiralni CE separacechto analyi,
2-hydroxypropylp-cyklodextrinem. Asociéni konstanty byly vypéitany z experimentaén
zmefené zavislosti efektivni mobility anafytna koncentraci cyklodextrinu v zakladnim
elektrolytu nelinearni regresni analyzou. Efektipohyblivosti peptid byly korigovany na
standardni teplotu 25 °C a na viskozitu zakladnéwektrolytu nEénici se s fdavkem
2-hydroxypropylp-cyklodextrinu v zakladnim elektrolytu. V rdmci etpmentélnicasti byla
promeiena zavislost rozliSeni chiralnich CE separaciyaoabanych latek na pH v kyselé i
alkalické oblasti. Bylo o¥eno, Ze kapilarni elektroforéza je vhodna metoda saparace
enantiomel peptich a pro stanoveni asoérdch konstant kompléxpeptidi s cyklodextriny

v mikrometitku.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

BGE
CAE
CD

CE
CZE
DMSO
DNA
DOPA
EOF
ESI

FA
FACCE

GC

HD

HETP

HIA
HPCE

HPLC

HVA

LIF
MALDI

MEKC

MS

zakladni elektrolyt (background electrolyte)

kapilarni afinitni elektroforéza (capillaajfinity electrophoresis)
cyklodextrin/y

kapilarni elektroforéza (capillary electropésis)

kapilarni zénova elektroforéza (capillary e@lectrophoresis)
dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

3,4-dihydroxyfenylalanin

elektroosmoticky tok (electroosmotic flow)

ionizace elektrosprejem (electrospray iomirgt

frontélni analyza (frontal analysis)

kapilarni elektroforéza s kontinualni frdntanalyzou (frontal
analysis continuous capillary electrophoresis)

plynova chromatografie (gas chromatography)
Hummelova-Dreyerova metoda (Hummel-Dreyerhod)
vySkovy ekvivalent teoretického patra (héigfuivalent to a theoretical
plate)

kyselina hydroxyindol-3-octova

vysokodinna kapilarni elektroforéza (high-performance tapi
electrophoresis)

vysokodinna kapalinova chromatografie (high-performangeit
chromatography)

kyselina homovanilova

vnittni pimer (inner diameter)

laserem indukovana fluorescence (laser-indulerescence)
ionizace laserem zafffomnosti matrice (matrix-assisted laser
desorption/ionization)

micelarni elektrokinetick& chromatografiei¢eilar electrokinetic
chromatography)

hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)



NMR nuklearni magneticka resonance (nuclear ntagresonance)

RSD relativni standardni odchylka (relative stdddeviation)

SD standardni odchylka (standard deviation)

Tris tris(hydroxymethyl)aminomethan

uv ultrafialova oblast sstelného z&eni

Vis oblast viditelného stla

VP metoda vakantniho piku (vacancy peak method)

VCAE vakantni kapilarni afinitni elektroforézaapancy affinity capillary

electrophoresis)



SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U

analyt

rovnovazné koncentrace analytu [mdl |

koncentrace analytu nevazaného v komplexu [fiol

celkova koncentrace analytu [md] |

aktivita analytu, aktivita komplexu analyt-liggraktivita ligandu

komplex analyt-ligand

rovnovazné koncentrace komplexu analyt-ligandl[I]

standardni koncentrace, =1 mol I'*

optimalni koncentrace chiralniho selektorusgparacich

enantiomeit [mol I™]

difazni koeficient [Ms"]

pramerny difizni koeficient [Ms?]

intenzita elektrického pole [V T

sila elektrického pole [N]

frikeéni sila progtedi [N]

vysSkovy ekvivalent teoretického patra (HETP)
iontova sila roztoku

rychlostni konstanta vzniku komplexu
rychlostni konstanta zaniku komplexu

retedni faktor

normalizovana asodai konstanta
stechiometricka asodciai konstanta

termodynamicka asociai konstanta

asociani konstanta komplexn-enantiomeru [M]
asociani konstanta komplexw-enantiomeru [M]
celkova delka kapilary [m]

efektivni délka kapilary [m]

ligand

rovnovazna koncentrace ligandu [mdj |



[L] koncentrace ligandu nevazaného v komplexu [ifol

[Lto] celkova koncentrace ligandu [mdi |

Ma mobilita (pohyblivost) latky [m?V™*s™]

Meory mobilita korigovana na viskozitu [iv's?]

Meft efektivni mobilita latky [V s?]

Meof mobilita elektroosmotického toku frd ™ s™]

Mexp experimentals zmgiena mobilita analytu [AV's?]

Am rozdil mobilit

m pramérna mobilita [mMfV*s?]

M molarita

M, relativni molekulova hmotnost

n paiet vazebnych mist

N paiet teoretickych pater

N pramérna hodnota ptiu teoretickych pater

pH zaporny dekadicky logaritmus aktivity vodikatyionti

pPKa zaporny dekadicky logaritmus acidobazické dagikonstanty

q naboj [C]

ri polomer iontu i [m]

r poner koncentrace analytu vazaného v komplexu a celkové
koncentrace analytu

R rozliseni

t migracni ¢as [s]

U nagti [V]

% rychlost migrace latky v elektrickém poli [rif]s

Veof rychlost elektroosmotického toku [ri]s

Vi korekeni faktor

w efektivni pimér iontu

W, Sika piku u zakladny

W, Sitka piku v polovig vysky

X; molarni zlomek i-té iontové formy latky

z nabojov&islo iontu

Z nabojové&islo i-té slozky roztoku
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B. B, B"

Vas Vaor Vi

celkové asocimi konstanty (stechiometrickd, normalizovana,

termodynamicka)

aktivitni koeficienty analytu, komplexu analytidind, ligandu

stedni aktivitni koeficient
permitivita [F ni]
elektrokineticky potencial [V]
viskozita [N s rif]

viskozita roztoku pufru [N s )
standardni odchylka piku

celkovy rozptyl

rozptyl zgisobeny difuzi

rozptyl zgisobeny davkovanim

rozptyl zgisobeny teplotnim gradientem
rozptyl zgisobeny adsorpci

rozptyl zgisobeny detekci

rozptyl zgisobeny elektromigemi disperzi
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1 UvVOoD

Asocia&ni, vazebna, komplexotvorna konstanta nebo takéstkata stability
charakterizuje silu interakci mezi @wi latkami tvdicimi komplex, a tedy i stabilitu
vytvoieného komplexu. Stanoveni asdéaigh konstant ma velky vyznam pro charakterizaci
komplexi biomolekul obect Jde nafiklad o interakce hormdna I&€iv s receptory, enzytn
se substraty a inhibitory a protilatek s antige@yalost asocinich konstant je také
vyznamna fi separacich stereoizondest zejména optickych izomerkdy je mozné ze vztahu
mezi asociénimi konstantami jednotlivych enantiomiea koncentraci chiralniho selektoru
vypaocitat optimalni koncentraci chiréiniho selektoru @hou pro separaci enantiormer

Pro stanoveni vazebnych konstant se pouZada metod. Lze uvést ndidad
elektroforetické a chromatografické metody 41, spektrofotometrii [5], kalorimetrii [6],
potenciometrické metody [7,8] NMR [9]. Velky potencial maji elektroforetické rnoaly, a

to zejména kapilarni afinitni elektroforéza.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Kapilarni elektromigra ¢éni metody

Kapilarni elektromigréni metody jsou ¢&nné separni techniky, zalozené
na rozdilné rychlosti pohybu iantv elektrickém poli v tenké kapil@ naplgné zakladnim
elektrolytem. Hlavnimi pednostmi &chto metod jsou vysoka sepé&ma (innost (dosahuje
stovky tisic az miliony teoretickych pater), cithst (na urovni femtomol-zeptomol), rychlost
analyzy (jednotky az desitky minut), mala $pba vzorku (nano- az pikolitry) a Siroké
uplatreéni. Kapilarni elektromigréani metody jsou &kdy strigné ozna&ovany jako CE (resp.
HPCE) podle anglickéhocapillary electrophoresis (resp. high performance capillary
electrophoresis[10].

Kapilarni elektromigréni metody nachazeji uplam v rdmci mnoha analytickych
aplikaci. Rikladem je jejich pouziti i analyzach proteiin a peptid, aminokyselin,
sacharid, oligonukleotidi, fragment DNA, burgk a vin, 1&iv, vitamini, potravindskych
barviv, anorganickych ioff pesticiai a detergerit[11- 16].

V historii vyvoje kapilarnich elektromigéaich metod bylo dlezitym krokem
zmenSeni vnihiho paméru kapilary. Zpgatku se pouzivaly skléné trubéky o priméru
3 mm [17]. V 70. letech 20. stoleti setaly pouZzivat plastové kapilary sgpnérem 0,5 - 0,2
mm v izotachoforéze [18] i v zonové elektrofore18,p0]. Zasadnim plomem byla prace
Jorgensona a Lukacsové v roce 1981 a pougthknnych kapilar o vrifitim piméru 50 -
100um v elektrickém poli o intenzit30 kv m* [21].

Kapilarni elektromigréni metody zahrnuji Sest zakladnich mapdteré se [isi
mj. typem média fitomného v sepatai kapild&e a vlastnim mechanismem separace. Jsou to
kapilarni zénova elektroforéza, kapilarni izotadréta, kapilarni izoelektricka fokusace,
kapilarni afinitni elektroforéza, kapilarni elektmoetickd chromatografie a kapilarni
elektrochromatografie.
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2.1.1 Princip kapilarni zonové elektroforézy

Kapilarni zénova elektroforéza (CZE) je elektroraigni metoda, p které se pro
separaci pouzivaji zejménaeknenné kapilary n&sgji s vnittnim pfimérem 25 — 75um,
vngjSim pimérem okolo 360um a délkou 20-80 cmPrincip separace spiwa v rozdilné
rychlosti migrace latek v elektrickém poli (Obr1®.Vzhledem k tomu, Ze sepané prostor
ma vhodny por#r povrchu k objemu, dochazi KiGnému odvodu Jouleova tepla, a tudiz je
mozné pouzit vysokeé intenzity elektrického pole (@b kV/m). Tim se dosahuje vysoké
acinnosti a rychlosti analyzy. Diky malym roZmim kapilary se sniZuje speba vzorku i

pouzivanych chemikalii.

. o~
o 3
it
L

Py
sy

Obr. 2.1 Migrace latek v CZE - Rychlost migrace itemolekuly/iontu v elektrickém poli je
piimo unErna jejimu naboji a ndépmo unerna velikosti. VSechny molekuly (nabité i
nenabité) jsou undSeny elektroosmotickym tokenohod tvyplyva, Ze v tomto uspédani
(elektroosmoticky tok se pohybuje &mam ke katod) putuji nejvice nabité malé kationty ke
katoct nejrychleji, zatimco velké mémabité kationty putuji pomaleji. St&jtak malo nabité
velké anionty jsou fitahovany k anod slalgji nez silre nabité malé anionty, a tudiz za
pusobeni elektroosmotického toku putuji ke k&togchleji nez malé sik nabité anionty,

ovSem pomaleji nez neutralni latky, které jsou enggychlosti elektroosmotického toku.

Schéma fistroje pro CZE i ostatni CE techniky je zobrazere Obr. 2.2. Red
zatatkem experimentu je kapilara¢kolikrat promyvana. Poté je naghm zakladnim
elektrolytem(tzv. background electrolyte, BGE). Po kst vzorku jsou konce kapilary
pondeny do elektrodovych nadobek a na elektrody jeaoznapti. Pisobenim elektrického
pole a elektroosmotického toku putuji latky k débeld, kde jsou zaznamenany. K detekci se
¢asto pouziva UV absotpi detektor vzhledem k tomu, Zét§ina latek zéeni v UV oblasti

absorbuje. Dale je v CE mozno pouZit fiklad fluoresceéni detekci, laserem indukovanou
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fluorescenci, elektrochemickou detekci (konk#&etrpotenciometrickou, vodivostni a
amperometrickou detekci), dfeni indexu lomu a hmotnostni spektrometrii (MS)-[22].

Zaznam signalu z detektoru se nazglektroforegranmeboelektroferogram

napéti =

kapilara detektor

zaznam dat
<

(_: elektrodove 9

nadobky

elektroda
v
elektroda

Obr. 2.2 Schéma #aeni pro kapilarni elektromigtai metody

V CE metodach jsou mozné dvaigpby davkovaniHydrodynamického davkovaye
dosaZzeno hil pretlakem na vstupwi podtlakem na vystupu kapilary. 2mu tlaku lze
uskutenit gravitatnim tokem, fisobenim tlaku na roztok nebo vakuovym odsavanimhypr
typ davkovani jeelektrokineticke Elektroda je umigha do mikrozkumavky se vzorkem a
poté je na ni po kratkou dobu vloZzeno &apPisobenim nafii je vzorek vtazen do kapilary.

Nevyhodou elektrokinetického davkovani je selekdiwiici rizné nabitym latkam [25].

2.1.2 Elektroforeticka pohyblivost a elektroosmotic ky tok

Elektroforeticka pohyblivost (mobilita) ja definovana jako rychlost pohybu nabitych

¢astic v kapalném prastdi ve stejnossmném elektrickém poli o jednotkové interézit
(rovnice 2.1).

m=v/E [m’V’s’] (2.1)
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kdev je rychlost iontu v elektrickém poli o intenziE, ktera je rovna podilu nap U a délky

kapilaryL;:

E=U/L [Vm'] (2.2)

Cast, za ktery latka doputuje k detektoru, ursigimu ve vzdalenostis; od paatku kapilary,

je dan vztahem:
Leff Leff D]‘t

t= =
Vv mLyU

[s] (2.3)

Sily, ktere na analytdnem elektroforetické separacéspbi, jsou sila elektrického pofe
(rovnice 2.4) a frikni sila prostedi F, (rovnice 2.5).

F.=qlE (2.4)
kdeq je naboj iontu.

F =67 (2.5)
kde  je viskozita progedi,r je polongr iontu av je rychlost pohybu iontu. V ustaleném
stavu se obsily rovnaji, a proto Ize pro mobilitu odvodit roei:

m= q/ 67y ¥ (2.6)
Z rovnice 2.6 je #ejmé, Ze mobilita iontu jeffmo Un¥rna jeho naboji a néfno untrna jeho
poloméru a viskozi¢ roztoku. Ztoho vyplyva, Zze malé silmabité ionty maji vysokou
pohyblivost. Pro velké sla&mabité ionty plati opak.

Elektroforetick& pohyblivost iofitv nekonén¢é zieddném roztoku se nazyviamitni
pohyblivost Hodnoty limitnich pohyblivostiipteplot 25 °C jsou tabelovany jako fyzikain
chemické parametry iolt V piipad slabych elektrolyt je pohyblivost zavisla na stupni
jejich disociace a tudiz na pH priesdi. Pohyblivost slabych elektrolyztazena k danému
pH, iontové sile a tepldt separaniho prostedi se nazyvaefektivni pohyblivost
Elektromigr&ni separace slabych elektraglya amfolyfi (peptici, bilkovin) se provadi ip
takovém pH, @ kterém jsou rozdily v efektivnich pohyblivostedeparovanych latek
maximalni [10]. Efektivni elektroforetickou pohyiatist Ize vypditat z migr&nich ¢asi

analytu a markeru elektroosmotického toku:

L. [l (1 1
eff t
U th oo

kdeta je migrani ¢as analytu &.fje migrani ¢as markeru elektroosmotického toku.
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DalSim transportnim jevem v CE jelektroosmoticky tok(EOF). Ten vznika
pusobenim elektrického pole na difuzédst elektrické dvojvrstvy na rozhrani pevné a
kapalné faze u vri seny kapilary. Vznik elektrické dvojvrstvy jeudledkem selektivni
adsorpce jednoho druhu idnha sénu kapilary a/nebo disociace ionogennich skupin na
vnitinim povrchu kapilary (nap silanolovych skupin vifjpact negastji pouzivanych
kiemennych kapilar). Adsorbované nebo disociaci Veéniklonty vytv& na sténé
imobilizovanouc¢ast elektrické dvojvrstvy, zatimco v jeji difazédsti snérem do roztoku
zastava pebytek volného néboje. Tim se v blizkostingt vytv&i potencialni rozdil, jehoz
cast vyskytujici se v difuzni oblasti elektrické garstvy se nazyva elektrokineticky potencial
nebo téZzetapotencial. Rsobenim stejnosémého pole v podélném sinu kapilary se uvadi
do pohybu nejen difuzriiast elektrické dvojvrstvy, ale i veSkery roztaktemny v kapilde.
EOF undsi vSechnyifpomné ionty stejnou rychlosti, to znamenda, Zeeriska separace
pusobi jako neselektivni sila, vyznagrvSak ovliviuje vyslednou migrai rychlost

piitomnych analyt a tim i &innost separace a dobu analyzy [10].

Pro rychlost EORv,, pak plati:
Veof = rneof [E (28)
a my=£Wn, (2.9)

kde m,; je mobilita EOF,{ je elektrokineticky potencial a je permitivita roztoku.

Elektrokineticky potenciél je v podstatircen povrchovou hustotou naboje na kmiit
sttné¢ kapilary. JelikoZ disociace ionogennich silanoldvyskupin na vnihim povrchu
kiemennych kapilar je zavisla na pH roztoku, jimZz Kapilara napléna, je EOF
v kiemennych kapilarach sénzavisly na pH nosného elektrolytu. Mezi pH 3-8 EOF
nékolikanasobr (ctyrikrat az @tkrat) stoupad a elektroosmoticka pohyblivoseyysuje
elektroforetickou pohyblivost i rychlych malych ihn

Elektrokineticky potencial a tudiz i EOF lze remudt znénou sloZeni nosného
elektrolytu (pH, iontova sila), Upravou wumtho povrchu kapilary (kovalentni nebo

Vyznainou gednosti EOF ve srovnani s laminarnim pgmich hydrodynamického
toku je jeho tér¥ pravouhly rychlostni profil v celém {itezu kapilary narozdil od
parabolického rychlostniho profilu hydrodynamickéio&u, takZze jeho fiispevek k celkové

disperzi zon analyitje zanedbatelny [26].
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2.1.3 Disperzni jevy

Problematika disperznich jevje v CE dilezitd vzhledem ktomu, Ze wvisledku
rozSkovani zén analytdochazi k ovlivini citlivosti a &innosti separace.

V CZE miZze byt disperze Zgobena &kolika miznymi faktory. Vyznamné jsou:
podélna difuze, zima teploty v dsledku vzniku Jouleova tepla, elektromigva disperze,
roz8ieni zén v dsledku davkovani a detekce, neroviéomy EOF a interakce analytu se
sttnou kapilary. Celkovy rozptyl je pak popisovan jalsuma jednotlivych rozptl
souvisejicich stiznymi vlivy (rovnice 2.10) [27].

Ooon = Opie + Oy + Orp + 0 o5+ O pert O 't (2.10)
Indexy u jednotlivych rozptyl prislusi podélné difuzi, davkovani, te@padsorpci, detekci a
elektromigrani disperzi.

Podélné difuze je jev, kdy dochazi k rozmyvani xalisledku koncentkaiho spadu.

Po ukitém caset od nadavkovani vzorku jsou vysledkem difuze kotregni profily

,gaussovského* tvaru. Lze je charakterizovat rolgmtyo? ¢i standardni odchylkou zony

danou vztahem
o =.2Dt, (2.11)

kdet je ¢as aD je difuzni koeficient.

Jouleovo teplo je teplo, které vznika ve wdprichodem elektrického proudu.
Zahrivani vodte lze vys¥tlit predavanimcasti kinetické energietastic zmsobujicich
elektricky proudtasticim, které se elektrickeého proudu ¢egini. Naiist teploty je zavisly na
vloZzeném nagti, protékajicim proudu, vodivosti pufru a rosmech kapilary. Velikost

Jouleova tepl&@), vznikajiciho ve vodi, jimz prochazi elektricky proutl po dobut a na
jehoz koncich je nagpi U, se vypdte ze vztahu:
U 2

Q, =Ult =RI2t:Ft, (2.12)
kdeR je odpor vodie.

Teplotni gradient v kapité zpisobuje zminu viskozity pufru. Teplotu v kapita 1ze
ovlivnit vnitinim pfimérem kapilary a tloudou stny kapilary a polyimidového povlaku.
Krome toho je zavisla na koeficientugnosu tepla z \#jsi s€ny kapilary do okoli. Jouleovo

teplo je mozné omezit snizenim intenzity elektricképole, pouzitim kapilary s mensim
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vnitinim primérem, sniZzenim iontové sily nebo koncentrace pulreplota kapilary se
reguluje chlazenim.

K rozSieni zény analytu dochazi také jeho davkovani. K tomu dochazi na vstupu
kapilary, kdy je vzorek davkovan vytkenim rozdilu tlak na obou koncich kapilary.
Davkovana zona je rozmyt@gobenim hydrodynamického tokahem davkovani. itspivek

davkovani k celkovému rozptylu je dan rovnici 2[23]:

2 _

O —1—‘2, (2.13)

kde w, je délka zony davkovaného vzorku. Idealmy w, mélo byt mensi nez standardni

odchylka z6ny zfisobena difazi/2Dt . Vhodna délka zény davkovani je ct2 % celkové
délky kapilary. Pro kapilaru o délce 50 cm je tetipdna délka zony vzorku rovna 5 mm, coz
se i ID 50 um rovna objemu 10 nl.

Adsorpce na lemennou s$hu je jev v CZE porrné casty, zejména pak
u vysokomolekularnich latek. Je tgmben iontovymi interakcemi mezi ionizovanymi
skupinami na povrchu kapilary a ionty analytu s dgan nabojem. Podle sily interakci
analytu se ghou kapilary se riize vyskytnout bdi chvostovani piku nebo celkova adsorpce
analytu na shu kapilary. Rozptyl zjpsobeny adsorpci je dan rovnici

kv 2
UEDS — eof Leff2 I:Er [R +£j ’ (214)
(L +k)" L 4D K,

kde k je reterni faktor aK, je disocigni konstanta lfadu. Reteéni faktor je definovan

jako k =& t_to | (2.15)

0

kdet, je migr&ni ¢as sorbujiciho se analytutaje migrani ¢as nesorbujiciho se analytu.

Rozptyl je zavisly na hodnétretertniho faktoru. | slabé interakce analytu mohou vést
ke zmené separéni (Cinnosti. Ri separacich proteinbyvaji hodnoty retefmich faktofi mezi
0,01a0,1[27].

Sorbujici se latky mohou zaravemenit rozloZzeni ndboje podélésty kapilary, a tim
lok&ln¢ ovlivnit elektroosmoticky tok, coz fite vést k rozmyvani zon separovanych latek a
nékdy i zcela znemozZnit analyzu.

Adsorpce analytu na povrch kapilaryibe byt regulovana zvySenim koncentré&ce

zménou pH zakladniho elektrolytu. Pouzitim pufru o $iyfontové sile se sniZuje rychlost
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EOF a tim se prodluzujéas pobytu analytu v kapiid Vhodnym zfisobem je pouZiti
zékladniho elektrolytu o takovém pH, abylynanalyt i sténa kapilary naboj se stejnym
znaménkem a nedochazelo ke vzajemnym interakcinh [2&ISi vhodnou metodou pro
snizeni adsorpce analytu je pokryti povrchu kapil&rznymi latkami. Podle Zjsobu
piipojeni pokryvu na shu kapilary rozliSujeme pokryti dynamické a stadickynamické
pokryti je zaloZeno na adsorpci pokryvacimidla (ionogenni nebo neionogenni detergenty
a nizné polymery) na povrch kapilaryriPstatickém pokryti se pokryvacinidlo vaze na
sttnu kapilary kovalenttr Jakocinidla pro statické pokryti separd kapilary se pouzivaji
razné hydrofilni a hydrofébni polymery [28].

Elektromigr&ni disperze zfsobuje deformaci zény vidledku nelinearni podstaty
elektromigr&nich d&ji. Dochazi k ni ve chvili, kdy je analyt davkovatakové koncentraci,
Ze ovliviiuje vodivost nebo pH zakladniho elektrolytu a tudizlkovou elektrickou vodivost.
Rozdily ve vodivosti zény vzorku a zé&kladniho elekttu pak zgisobuji asymetrické piky
[29].

2.1.4 Separaéni uéinnost a rozliseni

Separahi Wiinnostmtze byt vyjadena jako poet teoretickych pateM, pro ktery plati

Leff ’
N = (2.16)
o
nebo jako vySkovy ekvivalent teoretického patra IREH, ktery je roven:
H = e (2.17)
= _

Za idealnich podminek (maly objem davkovaného wzomkmezeni interakci analytu se
stnou kapilary atd.) je roz&vani zony analytu Zisobeno pouze podélnou difazi. Pak je
mozné rozptyl detekované zony vyjdadasledujici rovnici:
_ 2D O,

mU

kde D je difuzni koeficient aLes a L; je efektivni a celkova délka kapilary. Dosazenim

0?=2DM (2.18)

do predchozich rovnic dostaneme:

L) LEO
N = m D_Eﬁ = m LEﬁ (219)
2D, 2D
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Z této rovnice je patrné, Zecinost je pimo un®rna aplikovanému na&g a Ze velké
molekuly jako nap DNA a proteiny, které maji nizké difuzni koefietg, budou vykazovat
mensSi disperzi nez malé molekuly. &b teoretickych pater @te byt stanoven ifmo

z elektroforegramu za pouZiti rovnice:

2
N:5.51{ t j (2.20)
W,

kdet je migr&ni ¢as aw,,, je Sika piku v polovig vySky. Tato rovnice vSak plati pouze pro

symetrické (Gaussovské) piky.

RozliSenidvou sloZek vzorku 1 a 2 je definovano vztahem:
2(t,-t,) _t, -ty
W, + W, 40

R=

(2.21)

kdet je migrani ¢as,w je Stka piku @i zakladrt a o je standardni odchylka konceriina
distribuce. Na zakladvysSe uvedenych rovnic je mozné odvodit vztah nreziiSenim a

pocétem teoretickych pater:
R:%\/ﬁ[é%mj. (2.22)

Dosazenim rovnice pro vypet (innosti ziskame vztah:

Am U
R=—[— 2.23
4 Jzommmlof) (2.23)
piicemz
Am=m-m, —rmLZmZ, _Nzy a_D:LZDZ. (2.24)

Dvé sloZky analyzované sfsi jsou povazovany za pirseparovane, je- R vétSi nez 1,5
[27].
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2.2 Asocia éni konstanta komplexu

Vznik komplexu v poréru 1:1 (analyt:ligand) je popséan nasledujicim sciutém:
A+L o AL, (2.25)

kde A je analyt, L je ligand a AL je komplex analjggand.

Bezroznérnou termodynamickou aso¢is konstantuk iy Ize vyjadit:

n_ K _ 8y
AS k’ aAa- ’

kde k a k™ jsou rychlostni konstanty tvorby a zankomplexu AL aaa, a_ a aa_ jsou

(2.26)

piislusné aktivity analytu, ligandu a komplexu andigand. Pro schéma vzniku komplexu
musi platit pedpoklad, Ze slozky A a L vchazeji do rovnovahgdné chemické foréna Ze

A, L a AL nepodléhaji jinym reakcim. Z rovnice 2.26 evidentni, Ze siljSi interakce
zvy3uji stabilitu komplexu, a tudiz i hodnokY,.

Aktivita sloZky souvisi s jeji koncentraci v roztokPro A, L a AL plati, ze

a, =[§]WA (2.27)
a :[CLO]Q,L (2.28)
Ay = [CATL] W ac s (2.29)

kde [Al, [L] a [AL] jsou rovnovazné koncentracemol I*, co, ¢’ a c} jsou standardni

koncentrace, jejichz hodnota se obvykle Vothol . Bezrozngrné veltiny y,, y, ay, Se
nazyvaji aktivitni koeficienty a vyjdd;ji aktivity pfislusnych sloZek v roztoku za standardnich
podminek (tj. za teploty 25 °C a tlaku 0,1 MPa).

Analogicky podle termodynamické asagid konstanty jsou definovany
stechiometricka (zdanliva) asotm konstantaK,, a normalizovana asoc¢iai konstanta
Kos:

_ 1AL

Kas = 2.30
% T TALL (2.30)

22



ko = 1AL cae (2.31)

[AlY .

Z predchozich rovnic Ize odvodit vztah:

0 0 0.0
K" = KOAS[:_]yAL - K ASE?AOCL /A - [AL] DC/BCL A (2.32)
Yavi Ca Voo [ALU cy V.

Stechiometricka rovnovazna konstanta je zavisléomaovazné koncentraci slozek A,
L a AL za konkrétnich podminek. Jeji hodnota zanesiteplog, tlaku a iontové sile roztoku.
Tuto konstantu Ize po#émné jednoduse stanovit. Vygtena hodnota konstanty plati pouze pro
dané experimentalni podminky. Diky normalizaci rmwéZnych koncentraci], [L] a [AL],
pti pouziti ¢, ¢ ac), rovnychl mol [* se eliminuje zavislost aso¢is konstanty na tlaku.
Zavislost na tepl@ta iontové sile roztokuistava.

Zavislost na iontové sile roztoku je odstaa [Fi pouziti konstantyK .. Jeji hodnotu

je v8ak obtizné stanovit vzhledem k neznalostivitkiich koeficienti jednotlivych slozek
soustavy.

DalSim problémemipvypoctu asocidnich konstant je platnosterpokladu, Ze Zadna
ze slozek nevstupuje do jiné reakce. Tentedpoklad neni ip pouziti chiralniho selektoru
casto splin. V CE jsou totiz Bzné interakce chiralniho selektoru se sloZzkami aékiho
elektrolytu a s aditivy v BGE. Pokud sékterd ze sloZek soustavy A, L a Akastni jinych
interakci, neni mozné vypitat realnou hodnotu termodynamické asémtikonstanty [2].

Pokud sloZky soustavy vytk&i komplex v jiném porru nez 1:1, je takova reakce
popsana elementarnimi kroky podle rovnice 2.25ndtidé konstanty takovych krdkse

nazyvaji konsekutivni konstanty. Celkové konstagfity 5° a S", popisujici celkovy proces

tvorby komplexu, mohou byt vygéany z namsienych dat nebo z hodnot jednotlivych

konsekutivnich konstant. Pro celkovou stechiomiktiickonstantug, ktera popisuje proces
tvorby komplexu sestavajici 1z elementarnich krak charakterizovanych konstantatqj,

K,, ...K, plati
B=KK, K, =[K,. (2.33)

Vypocet asociani konstanty je dlezity mj. u chirdlnich separaci, kdy jelba ziskat

maximalni mozny rozdil mobilit kompléxchiralniho selektoru s enantiomery. Z aséeieh
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konstant komplek enantiomel Ize podle rovnice 2.34 snadno vyjtat optimalni
koncentraci chiralniho selektoruii fxteré je rozdil mobilit komplek s enantiomery nejvyssi
[2].

Copt = (Kas oK as )™ (2.34)

2.3 Metody kapilarni elektroforézy pro ur  €ovani asocia ¢ni
konstanty

Klasické elektroforetické metody se pro stanovesdcanich konstant, zejména
komplexi ion-ligand pouZzivaji &kolik desetileti [1]. V dnesni deébjsou studovanytizné
interakce, jako najklad protein-protein [30,31]|éCivo-protein [32 36], protein-sacharid
[37], peptid-antibiotikum [38],antigen-protilatka [39] cyklodextrin-enantiomer [4044],
cyklodextrin-steroidni hormon [45] a dali [3,4Blada elektroforetickych metod kamvani
asoci&ni konstanty Kas byla vyvinuta z kapalinové chromatografie [1,3].etddy CE
pouzivané k wovani asociénich konstant jsou shrnuty v Tab. 2.1.

Tab. 2.1 CE metody pouZzivané ke stanoveni asoicia konstant komplexu analyt-ligand
(AL)

Metodd | Vzorek Roztok StanoveKis
CAE A Pufr + L Zmina mobility A

L Pufr + A Zn¢na mobility L
VCAE Pufr Pufr+ A+ L Zrgna mobility A nebo L (vakantni pik)
HD Pufr+ A+ L Pufr+L (nebo A)| Plocha vakantniho piku odpiayici [AL]
VP Pufr Pufr+ A+ L Plocha vakantniho pisdpovidajici A]
FA Pufr+ A+ L Pufr VySka pikwdpovidajici A

& CAE (kapilarni afinitni elektroforéza), VCAE (vakiai kapilarni afinitni elektroforéza),
HD (Hummel-Dreyerova metoda), VP (metoda vakantmitkol), FA (frontalni analyza)

(upraveno podle [3])

24



Krom¢ VCAE byly vS8echny metody odvozeny z afinitni chettografie. VSech ¢
metod uvedenych v tabulce 2.1 se pouZiva pro stamoasociénich konstant. Metodami
VCAE, VP, FA a HD je moZné také stanovitépb vazebnych mist [3,35].

CAE (HD) VCAE (VE) Fi

|

BGE: pufr + & BGE pufr+ A+ L BGE: pufr
WVeorels L Vezorels pufr Veorelo pufr + 4 + L

Obr. 2.3 Schématické alni profily metod pouzivanych ke stanoveni astitieh konstant

Asociani konstanty Ize stanovit duze zngény plochyc¢i vySky piku nebo ze zémy
elektroforetické pohyblivosti latek obsazenych stéynu. V HD a VCAE zavisi plocha piku
linearre na koncentraci analytu, proto se koncentrace Variggandu [¢] pocita z plochy
piku jako funkce koncentrace analytu. V FA zisk&inekou z6nu obsahujici plato vzhledem
k tomu, Ze je davkovano relati&wvelké mnozstvi vzorku @né 100 — 200 nl). VySka zény
s platem je lineaghzavisla na koncentrace analytu. Ve VCAE a CAEgec#&ni konstanta
vypaocitana ze zavislosti elektroforetické mobility nankentraci volného a vazaného analytu.
Tento zisob je pesrEjSi a neniiteba gipravovat kalibréni piimku [3].

2.3.1 Kapilarni afinitni elektroforéza

Kapilarni afinitni elektroforéza (CAE) je nejpopuigsi CE metoda pro govani
asoci&nich konstant. Mimo jiné jéasto pouzivana pro analyzu a separaci enantiomer

Vyzkumem afinitni elektroforézy jako experimentalrtechniky se zabyval
v Sedesatych letech minulého stoleti Nakamura $&73vymi kolegy. Roku 1966 publikovali

praci, ve které popisovali pouziti techniky nazvanéiZzova elektroforéza“ (,cross
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electrophoresis®). V jejich metédbyly dva vzorky davkovany na filtéai papir do dvou
nerovnolznychiradek. Po spu&ti elektroforézy se tyto latky #iily. Interakce mezi odmi
latkami  byly vyhodnoceny na zakkadleformaceradki v bot kiizeni. Na zaklatl této
metody Nakamura a jeho spolupracovnici zkoumali Zshd specifickych interakci jako
nagiklad protilatky-antigeny, lektiny-glykoproteiny, rypsin-inhibitor trypsinu a enzym-
substrat [48]. Pro stanoveni asd@ciich konstant na zakladafinitnich interakci byla ¢kolik
let poté pouzita gelova elektroforéza na agarodowpolyakrylamidovych gelech [49,50] a
nasleds byly odvozeny zakladni rovnice pro vyt vazebnych konstant [48].

Metoda CAE je zaloZena na faktu, Ze se elektroftk@tpohyblivost mini v zavislosti
na afinitnich interakcich mezi ligandem a analytdiyto afinitni interakce jsou Zigobeny
elektrostatickymi vazbami, vodikovymitmstky, hydrofobnim efektem a van der Waalsovymi
interakcemi [51].

CAE Ize provadt dvéma zpisoby. Bul’ obé slozky A a L interaguji v homogennim
roztoku nebo je jedna ze sloZek imobilizovana nand&th kapilary, v gelu¢i na
chromatografickém no&i (kapilarni elektrochromatografie). Technika prd¥da
v homogennim roztoku je vice pouzivana, protozapjgkovatelna na Siroky rozsah analyt
[52].

Pti pouziti metody CAE je kapilara nagima pufrem obsahujicim ligand tznych
koncentracich. Davkovano je malé mnoZstvi analyghoZ koncentrace se nénmi. Se
zvySujici se koncentraci ligandu mobilita analybstoipré klesa. Po ustanoveni rovnovahy
zéavisi efektivni mobilita analytu na asasida konstant. Asociani konstanta je tudiz
vypoctena ze zrny efektivni mobility analytu. Metoda CAE ke byt také pouzita
v provedeni, kdy je do pufrutipdan analyt a v malém mnoZzstvi je davkovan ligavighody
CAE jsou nasledujici: ptgba malého mnozstvi analytu a ligandu, davkovaralyamebo
ligand nemusi byt vysocéisty a asociéni konstanty iznych analyi nebo liganéd mohou
byt uovany simultané Pri CAE maze byt davkovan i racemat. V poslednich letechAE C
uplatiuje ve farmacii i méieni fyzikalre chemickych paramaeitrléciv a @i charakterizaci
interakci mezi l&vy a jejich receptory [3].

Relativie novou technikou kapilarni afinitni elektroforéze [CAE scaste’nym
plnenim (Partial-filling CAE, Obr. 2.4), kdy je kapilar&asti naplgna ligandem a posléze je

davkovan analyt. Qbzoény po spughi nag@ti migruji kapilarou. Rovnovaha nastane ve
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chvili, kdy zéna analytu migruje skrz zénu ligaralok® zény jsou pak spote¢ detekovany.

Asociani konstanta je ¥dena z mobilit analytu a ligandu.

@ | Daleklor |

Datehlor

wia lagandis

Obr. 2.4 CAE gésteénym plrénim (L -ligand, A — analytupravengodle [53])

Technika PFCAE, kdy z6na analytu migruje kompdetkrz zénu ligandu, se nazyva

priutokova CAE géasteinym plrenim (Flow-through partial-filling CAE, Obr. 2.5) [54].
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CHE (5] e—

Obr. 2.5 Piitokova CAE sasténym plrénim (A - analyt, L - ligand) (upraveno podle
[53])

DalSimi moznymi provedenimi CAE¢ast&nym plrenim jsoukompetitivni piitokova
CAE scaste’nym plrenim (Competitive flow-through partial-filling CAE) EAE scaste’nym
plnéenim se syntézou ligandu v kap@4qOn-column ligand synthesis partial-filling CAE)
[53].

Dale se pro stanoveni asagich konstant pouZivaCAE s @kolikanasobnym
davkovanim ligandu(analytu) (Multiple-step ligand (analyte) injeatiocapillary affinity
electrophoresis, Obr. 2.6) [51], kdy je nejprve ldaxdna zona vzorku obsahujici
neinteragujici standard. Za ni néasledujkalikandsobné zény vzorku obsahujici analyt.

Nakonec se davkuje vzorek obsahujici sekundarmidatd. Mezi kazdym davkovanim
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vzorku je davkovana mala zona pufru, ktery obsaliggnd, jehoZz koncentrace se postéipn
zvySuje. Tato metoda umindje rychlejSi stanoveni asoérdch konstant nez tragii CAE.
Nevyhodou je nutnost pouziti delSi kapilary [54].

| | [
Li.ﬂﬂ*-.,;_ f J,._. Jﬂl 1@ ' lﬁf,ﬂ | ;.ﬁ_L!»L

LTI L
N
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Obr. 2.6 CAE s &kolikanasobnym davkovanim ligandu (A - analyt, ligand) (upraveno podle
[53])

2.3.1.1 Vyhodnoceni experimentalnich dat

Efektivni mobilita latky (n,, ) ptitomné v roztoku v formach, které jsou v rovnovaze,

je rovna sottu efektivnich mobilit jednotlivych iontovych foremtj. sowtu souwinu
iontovych pohyblivosti a molérnich zlorkednotlivych iontovych forem (rovnice 2.35).

meff:ZmB%:Z m X, (2.35)

kde m je mobilitai-té formy gitomné v roztoku v koncentracj, x je molarni zlomek i-té
iontove slozkyac=g+cC+¢ ....

Pro reakci probihajici podle rovnice 2.25 plati

c=[A]+ AL. (2.36)
Efektivni mobilita analytun,, , je vyjadena rovnici 2.37:

[A] AL
M= [:* ] EmA+[[ ; ]] m, 2.37)
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Tu Ize dale upravit:

K.l L
— 1 Chn, + aslL ] }
1+ Kpsll ] 1+K dL |

My a (2.38)

Pro vypa@et asociani konstanty se pouziva vztah 2.38, kter§Zzm byt pouZit jako regresni
funkce pro metodu nelinearni regresni analyzy mabbe byt greveden nait linearni formy
(rovnice 2.39, 2.40, 2.41) [1,4,29,55]:

1. Dvaoijité reciproké vyneseni (Benesi-Hildebrandovo ve spéstometrii nebo
Lineweaver-Burkovo v enzymovych studiich [56])
1 1 1 1

= —+ (2.39)
My — My (mu__ nl)DKAS[LJ m— m
2. y-reciprokeé vyneseni
L
td____ 1 oL, ]+ L (2.40)
My — My (”LL‘”D (nAL_ r@DK\s
3. x-reciprokeé vyneseni (Scatchardovo ve studiich bagko chovani proteimebo
Eadieho v enzymové kinetice [56])
-m
Mo == —Kas mmeff - mA) + KAsm My~ m) (2.41)

[L]
Asociani konstanta je ziskana linearnim vynesenim exmariainich dat (Tab 2.2) a
vypoétem zaloZenym na rovnicich pouzitych pro lineariZasvnice 2.39, 2.40, 2.41) nebo
zpracovanim dat nelinearni regresni analyzou perved pomoci pitace. Pouziti poitace
je dnes povazovano za nejefektijéi. FrevedeniK ., na K2 nebo naK} je dalsim krokem

Vypoctu.
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Tab. 2.2 ZiskanKasz grafu (podle [29,57])

Vyneseni Osy Kas

Dvojité reciproké| 1/y vs. 1/x| bl/a
y-reciproké xlyvs. x| alb
X-reciproké y/IX vs.y -a

y=ax +b, y =Me—Ma, X = [L{]

Mobilita volného analytum, je dosazitelna experimentdinTo vSak neplati pro
mobilitu m, . Stanoveni asodiai konstanty z jednoho experimentti koncentraci ligandu
[Lf];éOje mozné pouze tehdy, zname-li hodnaty a pokud se mobilita komplexu,,
blizi mobilite ligandu.

K% lze ziskat extrapolaci stechiometrickych konstariskanych # raznych
iontovych silach roztoku. Vyneseni logaritmi(f, proti iontové silel, nebo odmocni

iontové sily1'?, je linearni. Pro roztoky o nizké iontové sil&10® mol I* (iontové sily
BGE pouzivanych v elektroforéze mohou se pohybigideci0? az 10° molT) Ize pouzit
tzv. Debye-Huckeiv limitni zakon (rovnice 2.42), z¢hoZz Ize vypditat stedni aktivitni
koeficient, y, pro komplexy 1:1

__azzyl
logy, =-24%Y 1
9% 1+bW\/_|

Koeficientya ab jsou parametry zavislé na te@a na permitivit¢ kapalného média a

(2.42)

jsou tabelovanyz a z, jsou nabojov&isla iont tvoricich elektrolyt aw je efektivni pemer

iontu.

lontova sila je vyjaiena rovnici 2.43:
| :%zci 2 (2.43)

kde ¢ a z jsou koncentrace a nabojogisloi-té slozky roztoku. Bzn¢ se pro redény roztok
zavadi, ze individualni aktivitni koeficiempt je roven stednimu aktivitnimu koeficientuy, .
Pro Zedkné vodné BGE i teplot 25 °C, jejichz iontova sila se pohybujeéadech milimoi,
je tvar Debye-Huckelova limitniho zdkona néasledujic

0,5852% 1
1+ 0,328/ 1

|og V.=~ (2.44)

31



kde zje nabojovécislo iontu. Hodnota efektivniho joméru iontu, w neni ¥tSinou znama.
Jako obect pouzitelna je dopotiena iblizna hodnota 0,5 nm pro malé ionty. Tato hodnota
je také pouzivanaip vypoctu acidobazickych disodiaich konstant slabych elektroiyt

z efektivnich mobilit mitenych elektroforeticky [2].

2.3.2 Metoda vakantniho piku

Pti metodt vakantniho piku (VP) jsou analyt a ligand rozpogtv BGE. Koncentrace
jedné slozky je zachovana konstantni, koncentraubédslozky se #mi. Po nadavkovani
pufru bez obsahu analytu nebo ligandu se objevi degativni piky. Jeden souvisi
s koncentraci volného analytu, druhy s koncentkachplexu AL a koncentraci volného
ligandu [35,58]. Asociéni konstanta se vygda z koncentrace volného analytu, kterou

uréime z plochy (nebo vysky) piku [1,35].

2.3.3 Vakantni afinitni kapilarni elektroforéza

Vakantni afinitni kapilarni elektroforéza (VCAE) jeelativie nova metoda pro
stanoveni asodtaich konstant. Kapilara je pina pufrem obsahujicim analyt i ligand,
davkovan je pufr bez flavku ligandu nebo analytu [1,3,51,59].0B¥Zn¢ se nméni
koncentrace jedné slozky ¢ se nechava konstantni koncentrace analytu) [3,59].
Pritomnost analytu a ligandu v pufru tigobuje velkou odezvu na detektoru [51,59].
V elektroforegramu jsou stejjako u metody VP zaznamenany dva negativni pikyJgden
odpovida zo6# ktera je deficitni na analyt, druhy odpovida deficitni na ligand [51,59].
Migra¢ni ¢as odpovida stupni komplexace [51]. Asdniakonstanta je stanovena zeény
migratniho chovani analytu v zavislosti na & koncentrace ligandu, stéjjako u CAE.
VCAE metoda je obzvldS vhodna pro stanoveni asaséch konstant analfit Spatr
rozpustnych ve vaf] vzhledem k tomu, Ze rozpustnost analytuitopnosti ligandu v pufru
stoupa. VCAE se pouZziva kr@nstanoveni asodiaich konstant také pro stanovenicfo
vazebnych mist [3,59].
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2.3.4 Hummelova-Dreyerova metoda

V Hummelow-Dreyerow metod (HD) je kapilara napkna pufrem obsahujicim
analyt, zatimco ligand je davkovan jako vzorek. Ktem AL migruje a nechava za sebou
z6nu se snizenou koncentraci analytu, ktera jekdeéma jako negativni pik a jeji plocha
souvisi s koncentraci navdzaného analytu. Druhyitipoi pik prislusi komplexu AL
[1,34,35]. Asociani konstanta je posléze vy§iena z plochy vakantniho piku odpovidajiciho
koncentraci analytu [48]. Vzhledem k tomu, Ze s&irkoncentrace navazanéeho ligandu, je

metodou HD mozné stanovit stechiometrii interal@s.[

2.3.5 Frontélni analyza

Frontalni analyza (FA) byla poprvé pouzita roku 498i studiu interakci protein-
protein gelovou filtraci [60]. V CE formatu se fréiri analyza objevila roku 1992 [61].
Princip metody je nésledujici: Analyt a ligand jssmichany fed analyzou a posléze jsou
davkovany jako jedna rozsahla zéna (asi 60-200dalkapilary naplané BGE [1,58]. Po
vytvoieni rovnovahy jsou od sebe separovany volné a eaglaiky soustavy [32]. idezité
je, aby mobilita analytu byla dostate odliSna od mobility ligandu a mobility komplexu AL
[1]. Stejre jako u CAE Zistava koncentrace jedné latky konstantni, konceatauhé latky se
v prabéhu analyzy mini [58]. Asoci&ni konstanta je vypidtana z mobility volného analytu.
FA Ize pouZit pro komplexy s aso&dmi konstantami v rozmezi 16 16 M™. U slabsich
interakci (konstanty men$i neZ *1M1™) je obtizné experimentainzjistit rozdil mezi
frontalnimi z6nami komplexu AL a analytu. V takovéfipadt je vhodné pouzit CAE. Na
druhou stranu, pokud je asafiié konstanta &si nez 18 M™, bude koncentrace analytu ve

srovnani s koncentraci komplexu nizka a vyska pitary pislusi analytu, $lis mala [3].

FA se stejd jako ostatni metody pouzZivéaiipseparaci enantiomé&r Rozdleni
enantiomel je dosazeno jiz ve vialce se vzorkem. Diky tomoujg¥i analyze dosazeny
rozdilné mobility enantiomérjako funkce rozdilnych asociaich konstant [3].

V nedavné dob se zFA vyvinula metoda nazvankapilarni elektroforéza
s kontinualni frontalni analyzoyFrontal analysis continuous capillary electropkwme
FACCE). Rozdil mezi FA a FACCE sgiwa vtom, Ze p FACCE je vzorek davkovan po
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celou dobu analyzy (Obr. 2.7). Vyhodou FACCE jsouShidetekni limity. Nevyhodou

oproti FA je \&tSi spoteba vzorku [3].
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Pufr Odpad
¥ Detektor 4 -
—
i Davkovani
L
Mrorek Odpad
Detektor b4 .
Wymywvani

(a)

Obr. 2.7 Schémagtirg pouzivané FA (a) a FACCE (b) (upraveno podle [3])
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2.4 Peptidy

2.4.1 Analyza peptid a kapilarni elektroforézou

Peptidy jsou organické sléeniny sloZzené ze dvou a vice aminokyselin spojenych
peptidovymi vazbami nebo disulfidovymi ustky. Peptidy pedstavuji velkou skupinu
biologicky aktivnich latek. Velkou roli hraji tizeni a regulaci mnoha proées Zivych
organismech. V organismu se vyskytuji fiklad jako hormony, neurotransmitery,
koenzymy, enzymové substraty a inhibitorgiv@, toxiny a antibiotika [62].

Naboj a tvar peptitl zavisi na p&tu a typu aminokyselinovych zbytla na jejich ptadi
v peptidovém fetzci. Ztohoto dvodu se iWzné peptidy [iSi svoji elektroforetickou
pohyblivosti a tim padem jsou elektromigma metody vhodné pro jejich separaci. Jejich
efektivni elektroforetickd pohyblivost je funkciagtnosti peptidu (tvar, velikostfipmnost
ionogennich skupin), vlastnosti zakladniho eleltto(sloZeni, pH, viskozita aj.) a interakci
peptidu se sloZkami média [63].

Z fyzikalné-chemického hlediska jsou peptidy amfolytické (pelgktrolyty neboli
(poly)amfolyty. Amfolyty nesou kladny, zaporny nelmulovy naboj podle pH okolniho
prostedi. Efektivni ndboj peptidje dan sumou nébibjvSech iontovych skupiniftomnych
v polypeptidovéntetézci. Z pritomnych iontovych skupin v polypeptidovémtézci a jejich
disoci&nich konstant je mozné odhadnout, které skupiny gisociovany v daném pH a jak
prispivaji k efektivnimu naboji. Aminokyseliny aspgoaa a glutamova kyselina igobuji
piitomnost zaporného naboje na peptidovi@®zci, lysin, arginin a histidin jsou zdrojem
kladného naboje na peptidovéakzci [63].

Dulezitou vlastnosti peptidje jejich izoelektricky bod (9. Jde o pH roztoku, ip
kterem je efektivni naboj peptidu nulovy (@b kladnych nabdjje roven pétu zapornych
ndboji), a tudiz i jeho efektivni mobilita setfiptomto pH rovna nule. pl lze &it
z acidobazickych disoataich konstant ionogennich skupin peptidki: p

Z pK;
=

ol = (5.1)

Elektroforeticka pohyblivost peptide popsana vztahem:
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m= k. I\/?,a (5.2)
kdem je elektroforeticka pohyblivosk je konstanta proporcionality, je efektivni nabojM;,
je relativni molekulova hmotnostagje konstanta nabyvajici hodnoty od 1/3 do 2/3. ivixtd
¢islaa se ngni podle vlastnosti peptidu a sepanido prostedi [64].

Nejcéastji pouzivanou detekci pepfidv CE je UV-absorgni detekce v oblasti, ve
které absorbuje peptidova vazba, tedy v rozsahowylth délek 200 az 220 n@im delsi je
peptidovytettzec a ¥tSi paet peptidovych vazeb, tim intenzijgi je odezva signaluip
stejné moléarni koncentraci. Citlivost séfe téZ zvySit pouzitim specialnich tydeteknich
cel, jako jsou naiiklad cely ve tvaru Z, U, ,sleeve” nebo bubliny plidy obsahujici ¥etzci
aromatické aminokyselinové zbytky mohou byt detékowv @i vinové délce 275-280 nm
anebo s niZsi citlivostifp254 nm. NejvysSi molarni absaérp koeficient maji tryptofan a
tyrosin, nizsi hodnotu molarniho absémfho koeficientu ma fenylalanin [63].

Citlivou detekni technikou v CE je laserem indukovana fluoregonédetekce (LIF).
Jeji citlivost je o dva a#itrady vySSi nez UV-absofpi detekce. Pro tuto detekci je nutné
provést derivatizaci peptidfluorescetnimi znakami. Peptidy a proteiny obvykle obsahuji
vice derivatizanich center v molekule a tudizuie dochazet ke vzniku vice prodiukt
derivatiza&ni reakce jedné latky.Casto pouZivana derivatisai cinidla reagujici
s aminoskupinou jsou naftalen-2,3-dikarboxyaldehyfiiroylchinolin-3-karboxyaldehyd,
fluorescein isothiokyanat a (4-karboxybenzoyl)chim@-karboxyaldehyd. Bez derivatizace
mohou byt detekovany pouze peptidy obsahujici atickéa aminokyseliny s excitai
vinovou délkou 240-280 nm [63].

Elektrochemicka detekce neniil pouzivanou detekci v kapilarni elektroforéze
peptidi. Do elektrochemické detekce u#eme z#adit detekci amperometrickou,
voltmetrickou a vodivostni. Amperometricka a vodtimicka detekce, jsou techniky vysoce
citlivé i selektivni a pouzivaji se pro peptidy ahsjici oxidovatelné a redukovatelné fank
skupiny, tedy pro peptidy obsahujici aminokyseljaio tyrosin, cystein nebo tryptofan.
Univerzalni bezkontaktni vodivostni detekci Izeeftewvat vSechny peptidy bez omezujicich
poZadavk na jejich strukturu [63].

Hmotnostni spektrometrie (MS) je idealni deét@kpostup pro analyzu a davani
struktury peptid a bilkovin. Nejl§Zr¢ji pouzivanym iontovym zdrojemipspojeni CZE-MS

je elektrosprej (ESI) a ionizace laserem z#@omnosti matrice (MALDI), které umakiji
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nejen rychlou charakterizaci elektroforeticky sepanych peptid jejich relativnimi
molekulovymi hmotnostmi, ale také poskytujileZité informace o strukie a sekvenci
aminokyselin etzci, o post-transtaich modifikacich, peptidovych mapéach bilkovin a

o nekovalentnich interakcich peptif63].

2.4.2 Dipeptid B-Ala-D,L-Tyr a jeho derivaty

B-Alanyl-D,L-tyrosin  (-Ala-D,L-Tyr), dipeptid sloZzeny ze dvou aminokyselin
B-alaninu a tyrosinu, byl nalezen v hemolgmérev masky Neobellieria bullata Tento
dipeptid pati do skupiny antimikrobialnich pepfid které jsou v posledni ddébstudovany
jako slibni kandidati pro nova antibiotika. Jehatimikrobialni aktivita byla prokazana
u bakterii Escherichia coli Staphylococus aureusa Pseudomonas aeruginosa
v milimolarnich koncentracich. \éle dosglych jedindi masaky a jiného hmyzu zisobuje

paralyzu az smrt [65].

V ramci diplomové prace byly metodou CAEcovany asociéni konstanty pro
komplexy enantiomér dipeptidu B-Ala-D,L-Tyr a jeho derivét s chirdlnim selektorem
2-hydroxypropylp-cyklodextrinem. Struktury analyzovanych pefitifjsou zobrazeny na
Obr. 2.8.

OH 0
¥ N
0 ~_ \A"/ OH
HO 8] OH OH
NH, 0 OH 0
UL )
M
OH

H

B-Ala-D,L-Tyr B-D-fruktopyranosylp-Ala-D,L-Tyr
HO o] OH
HaN o OH H3C——C——NH 0

MNHz o] ||
LT ML

N N

H
B-Ala-D,L-Tyr-NH; N-Ac-B-Ala-D,L-Tyr

Obr. 2.8 Struktury analyzovanych dipepitid
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2.5 Cyklodextriny
2.5.1 Zakladni charakteristiky a vyuZziti
Cyklodextriny (CD) jsou neutralni cyklické nerediikii oligosacharidy majici tvar

komolého kuzele (Obr. 2.9). Obsahuji 6 az 13 glykapdzovych jednotek (Obr. 2.10) [66
68].

OoH

H
hydrofébni kavita
hydroxylové skupiny na uhlikéch 2a 3 o Q
o HO
N— Ho OH Ho
4 i oH
: i 0

H
Q
: HO
-_.l;. | - ; HO. . H H
E -- e o
) = H "o 8]
cr 3 ) g
hydroxylové skuginy na uhliku 6 - 0{‘%
HO e O
Obr. 2.9 Schematicka struktura CD Obr. 2.10 Chké&nstrukturg3-cyklodextrinu

CD jsou znamy jiz dlouhotadu let. Poprvé jeffpravil Villiers roku 1891 rozkladem
Skrobu za pomoci bakterie Bacillus amylobacter.[6@)ku 1903 Schardinger potvrdil jejich
cyklickou strukturu [70]. V dnedni debje kometné dostupnych vice nez 50izanych
cyklodextrini [66- 68].

CD vytvéeji stadou latek inkluzni (host-guest) komplexy (Obr. 13,1které jsou
stabilizovany sekundarnimi vazbami mezi okrajem £Rinkénimi skupinami analytu [41].
CD jsou popularnimi selektory v CE a dalSich sefpdch metodach. Vyznamné je jejich
pouZziti @ enantiomernich separacich, kdy dochazi k rozdiingrakci enantiomér
s molekulou cyklodextrinu a k vytveni diastereoizomernich skmnin. CD se pouZzivaji
k enantioseparacim nejen v kapilarni elektroforéde, i v HPLC a GC. Krog toho se
pouzivaji ke zlepSeni sepand selektivity pro pozini izomery a jiné achirélni latky majici
podobné struktury [68,71]. Jsou to mj. peptidy,teimy a malé achiralni molekuly [68].
Prednostmi CD jsou: dobra rozpustnost ve vodnychomzh, nizka absorpce ighi v UV

oblasti, nizk&a cena, vysoka selektivita a mozneswdtizace [29,41,72,73].
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Obr. 2.11 Schéma tvorby inkluzniho komplexu katioataniontu s neutralnim CD v CE a
rychlosti migrace vytvieného komplexu, volného kationtu a aniontu a EOF

Vhodné vlastnosti CD (zvySeni rozpustnosti Spatrepustného analytu, stabilizace
labilnich hostujicich molekul, kontrolaékavosti a sublimace, zma chuti a né
maskovanim ndjfjemnych zapaah a grichuti aj.) umo#uji jejich pouziti viadk oboii a
oblasti. Pouzivaji se n#glad v potravinach a ochucovadlech, kosmeticdjltdm primysilu,
pii vyrob¢ lé&civ ve farmaceutickém gmyslu, @i vyrobé obali, pii kvasnych a katalytickych
procesech atd. [74].

Pouziti cyklodextrif je vyznamné také v oblasti Zivotniho presli. Zde se pouZivaji
ke zlepSeni rozpustnosti organickych poluiané vod a k odstra#ni organickych latek a
téZkych kowi z pady, vody a ovzduSi. Diky tvo&b inkluznich komplex mohou byt
odstragny toxické latky z odpadnich vod zipnyslovych vyrob [74]. Row¥ bylo
diskutovano jejich pouziti ip bioremediaci dy ex-situ [75]. DalSi aplikace CD v oblasti
Zivotniho progiedi jsou popsany vighlednéntlanku [74].

CD se pouzivaji v nativnim stavu, chemicky modifiané, polymerizované nebo ve
smesich [67,72,73].

2.5.2 Cyklodextriny v nativnim stavu

Pro separace se pouzivaji cyklodextrinyp ay, které obsahuji 6, 7 a 8 glukbézovych
jednotek [66,68,76]. Tyto CD maji rozdilné roam dutiny, rozpustnost a relativni
molekulovou hmotnost (Tab. 2.3). Hloubka dutiny $§ak stejna, a to 0,79 nm [66]. Molekula

nebo jeji ¢ast, ktera se vmetiedo kavity cyklodextrinu, rize byt pomdrné velka [72].
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Rozpustnost CD zavisi na ¢o o-1,4-glykosidicky vazanych glukopyranéz [73].
Z cyklodextrini, které se pouZzivaji nappro enantioseparace, je nejraé@ozpustnyp-CD
[68]. CD maji relative hydrofébni kavitu, avSak z ¥j$i strany jsou diky hydroxylovym
skupinam hydrofilni [66,68]. Kazd®-glukbézova jednotka obsahujeétpasymetrickych

uhlika, z ¢ehoz vyplyva, Ze cyklodextrinovy makrocyklus jeréii [68].

Tab. 2.3 Vlastnosti cyklodextnin(podle [25,68,76])

a-cyklodextrin  |B-cyklodextrin [y-cyklodextrin
Patet gluk6zovych jednotek 6 7 8
Patet hydroxylovych skupin 18 21 24
Patet primarnich hydroxyl 6 7 8
Patet sekundarnich hydroxyl |12 14 16
Relativni molekulova hmotnos#72 1135 1297
Vnittni pramér dutiny (nm) 0,47 — 0,52 0,60 - 0,64 0,75-10,83
VnéjSi pramér dutiny (nm) 1,46 + 0,04 1,54 + 0,04 1,75+£0,04
Hloubka dutiny (nm) 0,79-10,80 0,79 -0,80 0,189
Objem dutiny (nri) 0,176 0,346 0,510
Patet molekul vody v kavée |5 11 17
Bod tani (K) 551 572 540
Zj(/)fopgsr:;)%t ve vadii 25°C |, g 1,85 23,2
EESF;%ZFE“' hydroxylovyeh 1151 126 121-126 | 12,1-12,6
Specificka rotacefa]’’ 150,5 + 0,5 162,5+05 | 177,4+0,5
Hustota (g/cr) 1,42 — 1,45 1,42 — 1,45 1,42 — 1,45

Casto pouzivanym komple&aim ¢inidlem jep-CD. Do jeho kavity se ize vmezét

mnoho tyg hydrofébnich organickych sléenin nebo také hydrofilni ionty [68]. Molekuly,
které vytvdeji sp-CD komplexy, jsou najklad alifatické uhlovodiky, aldehydy, ketony,
alkoholy, karboxylové kyseliny, aromatické uhlovioglihalogeny, oxokyseliny, aminy [74].
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Neutralni CD mohou byt v CE pouZzity pouze pro segarabitych analyt. Ve chuvili,
kdy analyt vytvai s cyklodextrinem komplex, je jeho mobilita snidewn disledku zngny
velikosti molekuly (Obr. 2.11).

Jedna z tlezitych aplikaci neutralnich CD je CE separace idépSeparace peptid
se stejnym nebo podobnym pé&mam relativni molekulové hmotnosti a naboje je i Ri
pouziti CD se selektivita separace zvySuje. Ponigise také separuji barviva z potravin
[77,78], I&€iva z biologickych vzork [79], aromatické polohové izomery [80], rostlinkaéy
[81,82] a dalSi chemické latky [68].

2.5.3 Derivatizované cyklodextriny

Derivatizace CD probiha na primarnich a sekundarrigdroxylech molekuly,
piicemz primarni (C-6) hydroxyly jsou reaktijgi nez sekundarni (C-2 a C-3). Selektivni
substituce Ize dosdhnout pouZitisinpych selektivnich reakci nebo rtépo, neselektivnimi
reakcemi doprovazenymi selektivnim chfidim funkénich skupin. Chemické modifikace CD
vedou ke vzniku heterogennich &h CD, které museji bytipd pouzitim separovany a
cistény [68].

Podle charakteru fugtki skupiny se 8i derivatizované cyklodextriny na nenabité a
nabité. Nenabité furthi skupiny jsou nap methyl, hydroxyethyl a acetyl. Tyto skupiny
modifikuji hloubku a otekeni kavity. Nabité funéni skupiny jsou karboxyl, fosfat,
alkylsulfat, methylaminoskupiny a dalSi. Tyto skuprovrez meni parametry kavity a navic
jsou schopny coulombickych interakci [29].

Zavedenim funéni skupiny do molekuly CD Ize dosahnout &m jeho vlastnosti.
Napiiklad methylovany CD je stabiljsi nez jeho matsky cyklodextrin. B substituci
hydroxylu nap. methylem, hydroxyethylem, hydroxypropylem nebetglem se také zvySuje
rozpustnost CD ve v@d40,68]. \EtSina derivatizovanych cyklodextfinsoup-CD [68].

Pouziti nabitych CD umditije CE analyzu nabitych i nenabitych analy$eparace a
detekce neutralnich analyje velmi dilezita v analyze Zivotniho prdstli, protoZze &které
polutanty a toxiny jsou nenabité a nerozpustné wek,vjako napiklad polychlorované
bifenyly, polychlorované dibenzodioxiny a polycydeé aromatické uhlovodiky a jejich
derivaty [68]. Jednou z mozZnych aplikaci CE se z&poaabitymi CD je separace a detekce
fenolickych slodenin z kontaminované vody dgy [83] nebo detekce sisi karcinogennich

polycyklickych aromatickych uhlovodik kdy Ize také pouZzit st8 neutralnich a zapafn
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nabitych CD [84]. B pouziti CD k separaci enantionieniznych tym je (€innost separace
ovlivnéna pouzitim cyklodextriin s tiznymi substituenty a siznym pa@tem hydroxylovych
skupin [72].

Kladr¢ nabité mohou byt ndjklad CD obsahujici aminoskupinu, alkylaminoskupinu
nebo jinak vazany atom dusiku. Mezi zagonabité CD pat nagiklad ty, které obsahuji
sulfoskupiny, karboxymethyl, karboxyethyl, sukcinstilfoethyl a sulfobutyl [68].

V z4vislosti na pouzité furtki skupiré, mize byt CD nabity H nizkém pH (pi
pouziti CD obsahujicich aminoskupinu), vysokém pldnkéni skupinou je naiklad
karboxyl, karboxyethyl a sukcinyl) a v celé Skate ffunkéni skupinou nize byt sulfat nebo
sulfobutylether) [41].

CD je mozné také pouzit v polymerni farniNejwtsi vyhodou pouZziti polymérCD
je vysSi rozpustnost oproti monoraer. Nevyhodou je nutnost pouZiti polymetin&ch
¢inidel. Schopnost enantioselekce neni stejna jakmonomeru [73]. Polymery CD se mohou

adsorbovat na &u kapilary a tim ovliiovat rychlost a sgr elektroosmotického toku [41].
V Tab. 2.4 jsou uvedenyfilady nativnich a derivatizovanych CD pouzitych

k stereoselektivnim a enantioselektivnim separa@ianych analyi, zejména pak peptida

aminokyselin.
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Tab. 2.4 Fiklady cyklodextriri pouzitych k CE separaaiznych analyi

L-Dns-Phe|-Dns-Trp,L-Dns-Val

CD Analyt Reference
o-CD 3-nitrofenol, 4-nitrofenol [85]
kyseliny salicylova a sorbova [86]
fenylalanin, tyrosin, tryptofan [87,88
B-CD L-Ala-L-Phe,D-Ala-L-Phe,L-Ala-D-Phe, [71]
D-Ala-D-Phe
3-nitrofenol, 4-nitrofenol [85]
A kyseliny salicylova a sorbova [86]
© guanidin a jeho derivaty [89]
i DOPA, HVA , HIA [90]
3 di- a tripeptidy [91]
y-CD guanidin a jeho derivaty [89]
derivaty aminokyselin (citrulin, serin, homoser [92]
tyrosin, fenylalanin, histidin, threonin, leucin,
norleucin, izoleucin, valin, norvalin, asparagin,
ornithin, lysin, prolin, aspartat, glutamat)
peptidy (nap Gly-Met, Gly-Phe) [91]
Heptakis(2,3-di©-acetyl)$-CD  [rizné aminokyseliny (nd&pvalin) [93]
2,6-di-O-methyl+-CD aminokyseliny [94]
3,6-di-O-methyly-CD (a-naftalensulfonyl- nebo
B-naftalensulfonyl- alanin, valin, norvalin, leucin,
norleucin, fenylalanin)
Komerni amfotern3-CD asparagin, kyselineeaminobutanova, glutamat, [95]
serin, valin, norleucin, leucin, fenylalanin
Karboxymethylp-CD dipeptidy (Asp-PheOM&-Asp-PheOMe, Asp- [96,97
8 PheNH, B-Asp-PheNH)
% Karboxymethylp-CD polymer aminokyseliny (Arg, Lys, His) [98]
@]
N Heptakis(2,6-di©-methyl)$-CD [3-(3-karboxyfenyl)alanin, [98,99
S 3-karboxyfenylglycin,
o) 3-(3-karboxy-4-hydroxyfenyl)alanin, Trp, Ala,
a Val, lle, Met, Pro, Cys, Lys, Ser, Thr, Asn, GIn
Phe, Tyr, His)
2-hydroxypropylp-CD derivaty aminokyselin, kyselina dansylasparac [100]
kyselina
dansyle-aminokapronové, kyselina
2-fenoxypropanova, dansylfenylalanin
D-Dns-Phep-Dns-Trp,db-Dns-Val [101]
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Derivatizované CD

CD Analyt Reference
(Kvartérni amoniumB-CD aminokyseliny (aminobutanova, Glu, Leu, Met [102]
norleucin, norvalin, Phe, Ser, Thr, Trp, Val)
Trimethylamonio-deoxyp-CD acetylb-Phe, acetyl--Phe [103]
Sulfobutylether3-CD monomery peptidovych nukleovych kyselin [104]
6-deoxy-6N-histaminop-CD monomery peptidovych nukleovych kyselin [104]
Sulfobutyl(IV)ethery-CD derivatizované aminokyseliny, dansyl (Leu, Val [105]
norvalin)
Sulfo3-CD dipeptidy (Asp-PheOMe, Asp-PheyH [106]
analoga nukleosid [107]
D-Ala-D-Phe,L-Ala-L-Phe, [108]
D-Ala-D-Tyr, L-Ala-L-Tyr,
D-Asp-D-PheOMe L -Asp4-PheOMe,
D-Pheb-Ala, L-Phet-Ala,
D-Pheb-Phe,L-Phet-Phe
D-Phe,D-Trp, D-Tyr [109]
Heptakis(2,3,6-tr©-methyl)$-CD aminokyseliny (lle, Pro, Trp) [110]
Heptakis(6-hydroxy-ethylamino-gaminokyseliny (Glu, Asp) [1171]
deoxyf$-CD)
Heptakis(2,3-diacetyl-6-sulfat@- |p-Ala-D-Phe,L-Ala-L-Phe, [108]
CD D-Ala-D-Tyr, L-Ala-L-Tyr,
D-Asp-D-PheOMeL-Asp+-PheOMe,
D-Pheb-Ala, L-Phet-Ala,
D-Pheb-Phe,L-Phet-Phe
Heptakis-6-sulfat@-CD D-Ala-D-Phe,L-Ala-L-Phe, [108]
D-Ala-D-Tyr, L-Ala-L-Tyr,
D-Asp-D-PheOMe L -Asp4-PheOMe,
D-Pheb-Ala, L-Phet-Ala,
D-Pheb-Phe,L-Phet-Phe
Hydroxypropyle-CD atrofin, baklofen, nicardipin, promethazin [112]

44



3  VYZKUMNE CILE

Hlavnim cilem diplomové préce bylo:

» stanovit asocini konstanty komplex enantiomel dipeptidu -Ala-D,L-Tyr a jeho
derivati B-D-fruktopyranosylp-Ala-D,L-Tyr (Fruf-Ala-D,L-Tyr), N-Ac-B-Ala-D,L-Tyr a
B-Ala-D,L-Tyr-NH, s vhodnym stereoselektivim komplérém  cinidlem
(cyklodextrinem) kapilarni elektroforézou (CE).

Dil¢i cile této prace byly:
* vybér vhodného stereoselektivniho kompléxgno cinidla (cyklodextrinu) pro chiralni

separaci vySe uvedenych latek

» promeieni zavislosti rozliSeni CE separaci analyzovanytbkl na pH a koncentraci
chiralniho selektoru

» ze zavislosti efektivni mobility analytu na konamwi cyklodextrinu v zakladnim

elektrolytu vypd@itat asociani konstanty pro dané latkyircitém pH
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Chemikalie

VSechny pouzité chemikalie dosahovaly stugistoty p. a. a byly dodanymito
firmami:
+ 2-hydroxypropylp-cyklodextrin firmou Sigma Aldrich (Prah@R)
» dimethylsulfoxid (DMSO), kyselina fosfotea, tetraboritan sodny (borax), kyselina
mraverti a hydroxid sodny firmou Lachema (Brr¢R)
» tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) firmou Sertte{delberg, Nmecko)
Zakladni elektrolyty byly filtrovany fes 0,4fwm filtr (Millipore, Bedford, MA, USA).

4.2 Uprava vzork d

V ramci prace byly analyzovany tyto syntetizovaatky p-Ala-D-Tyr, p-Ala-L-Tyr,
Fru$-Ala-D-Tyr, Fruf-Ala-L-Tyr, N-Ac-p-Ala-D-Tyr, N-Ac-B-Ala-L-Tyr, B-Ala-D-Tyr-NH,
a B-Ala-L-Tyr-NH,. Tyto latky byly syntetizovany v Ustavu organickéeafie a biochemie
AV CR [113]. Byly vytvaeny smési L a D enantiomek v poméru L:D = 1:2. Analyty byly

rozpusény v destilované vag koncentrace jejich roztdkoyla 1 mg/ml.

4.3 PFistrojové vybaveni

Méeieni bylo provedeno v komgrim zd&izeni P/ACE MDQ System (Beckman-
Coulter, CA, USA). Tentoiistroj je plré automaticky, jehdizeni, sbr a zpracovani dat je
provadno pomoci softwaru P/ACE System MDQ, verze KaratkBsan-Coulter, Fullerton,
CA, USA). Pouzité kemenné kapilary wh pokryté polyimidem byly dodané firmou
Polymicro Technologies (Phoenix, AR, USA)glsn vnittni pramér 50 pum, vigjSi pramer
375 um, celkovou délku 394 (resp. 395) mm a efektilélku 292 (resp. 294) mm. Kapilara
byla chlazena kapalinou na standardni teplotu 25 T@avkovani vzorku bylo
hydrodynamické. Latky byly detekovany UV-abstpn detektorem s diodovym polem
(PDA) s vinovym rozsahem 190-300 nm.
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Kapilara byla postupn promyvana 0,1 M hydroxidem sodnymfi(mdré 1 M
hydroxidem sodnym), vodou a zakladnim elektrolytenmo vzdy pod tlakem 1000 mbar po
dobu 5-10 minut. Nasledrbyly vnitrni s€ény kapilary a elektroosmoticky tok stabilizovany
nagtim 12 kV po dobu 10 minut. Mezi jednotlivymid&ienimi byla kapilara promyvana
zakladnim elektrolytem tlakem 1000 mbar po dobuifuim Velikost sepakmiho nagti se
pohybovala od 12 do 25 kV. Vzorky byly davkovarakém 6,9-20,7 mbar po dobu 2-10 s.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Analyza a separace enantiomer & $Ala-D,L-Tyr a jejich derivat a

5.1.1 Volba zékladnich elektrolyt G a chiralniho selektoru

Dipeptid B-Ala-D,L-Tyr a jeho derivaty obsahuji futki skupiny typické pro peptidy.
Na N-konci je aminoskupina -Nfl ktera zfisobuje kladné nabiti peptidu v kyselé oblasti pH.
Naopak karboxylova skupina -COOH @akonci zpisobuje v miral kyselém a zasaditém pH
zaporny naboj. Ze struktury pepiidna Obr. 2.8 je patné, Z@-Ala-D,L-Tyr a
Fru$-Ala-D,L-Tyr budou klada nabité v kyselém a zap@mabité v zasaditém zakladnim
elektrolytu. B-Ala-D,L-Tyr-NH, je kladré nabity pouze v kyselé oblasti pH, vzhledem
k ptitomnosti volné aminoskupiny ng-konci a neionogenni amidové skupiny -CONhh
C-konci. N-Ac-B-Ala-D,L-Tyr ma chrasny N-konec a volnyC-konec, a proto je zapafn
nabity ve slab kyselé a v zasadité oblasti pH.

Jako zakladni elektrolyty byly pouzity pufry uveden Tab. 5.1 bez iflavku a
s pridavkem cyklodextrinu. Byly zvoleny takové hodngild, aby analyty byly progteny
jako kationty v kyselé a jako anionty v zasaditéaseth podle toho, jaky v daném pH nesou
néboj.p-Ala-D,L-Tyr a Frug-Ala-D,L-Tyr byly prontieny ve vSech z&kladnich elektrolytech
uvedenych v Tab. 5.N-Ac-B-Ala-D,L-Tyr byl prongien v zasaditém pH (pH 9,50 az 10,50)
ap-Ala-D,L-Tyr-NH; v kyselém (pH 2,00 az 4,00).

Jako stereoselektivni komplexa cinidlo byl vybran na zéklad predchozich
experimeni [65] 2-hydroxypropylB-cyklodextrin (2-HPB-CD) se stup&m substituce 0,6,
ktery je dolbe rozpustny ve vada ktery vykazoval lepsi rozliSeni nez 2-hydroxypep-
cyklodextrin se stupim substituce 0,9. Koncentrace cyklodextrinu v zdikien elektrolytu
byla volena vzdy 0, 10, 20, 30, 40 a 60 mg/ml (résp7,25; 14,50; 21,75; 29,00 a 43,50
mM).

Tab. 5.1 Pufry pouzité praipravu zakladnich elektroliyt

pH Slozeni pH Slozeni

2,00 50 mM HPQy, 15 mM Tris 4,00 25 mM NaOH, 37 mM HCOOH
2,50 50 mM HPQy, 32 mM Tris 9,50 50 mM borax

2,75 50 mM HPQy, 40 mM Tris 10,00 50 mM borax + NaOH
3,00 50 mM HPQ,, 44 mM Tris 10,50 50 mM borax + NaOH
3,50 50 mM HPQ,, 48 mM Tris
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5.1.2 Separace enantiomer G v kationické form é v kyselém pH

V kyselych zakladnich elektrolytech (BGE) byly armlyany a separovany

enantiomery dipeptidp-Ala-D,L-Tyr, B-Ala-D,L-Tyr-NH, a Frug-Ala-D,L-Tyr. Tyto latky se

v nizkém pH vyskytuji jako kationty.
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Obr. 5.1 CE separace enantiomprAla-D,L-Tyr pii pH 2,50 a koncentraci 2-HR-CD 0 (A),
10 (B), 20 (C), 30 (D), 40 (E) a 60 (F) mg/mkoA absorbanceip206 nm, t, migrani ¢as



B-Ala-D,L-Tyr) a Obr. 5.2 (pro enantiomef¢Ala-D,L-Tyr-NH,). Z €chto ukazek je patrna

Ukazky CE separaci v BGEigpH 2,50 jsou uvedeny na Obr. 5.1 (pro enantiomery

zavislost rozliSeni enantiormiena koncentraci cyklodextrinu.
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Obr. 5.2 CE separace enantiomprAla-D,L-Tyr-NH, pii pH 2,50 a koncentraci 2-HR-CD
0 (A), 10 (B), 20 (C), 30 (D), 40 (E) a 60 (F) mg{mbos, absorbanceip206 nm, t, migrani

cas
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K separaci enantioméi3-Ala-D,L-Tyr dochazelo  pH 2,00, 2,50 a 2,75. Nejlepsiho
rozliSeni bylo dosazenotippH 2,00 a koncentraci 2-HR-CD 60 mg/ml a fi pH 2,50 a
koncentraci 2-HPB-CD 40 mg/ml (Tab. 5.2). Zavislost rozliSeni na kemictaci 2-HPB-CD je

pro enantiomerf-Ala-D,L-Tyr znazorgna na Obr. 5.3.
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Obr. 5.3 RozliSeni CE separace enantidgnfiefla-D,L-Tyr v zavislosti na koncentraci

chiralniho selektoru 2-HB-CD, ¢p, a @i rizném pH zakladniho elektrolytu

Pro enantiomer-Ala-D,L-Tyr-NH; je zavislost rozliSeni jejich CE separaci na pH a

na koncentraci 2-HB-CD zobrazena na Obr. 5.4. K separaci enantion@noto derivatu

dochéazelo p vSech hodnotach pH. Maximalniho rozliSeni bylosalceno p pH 2,75 a

koncentraci 60 mg/ml arppH 3,50 a koncentraci 30 mg/ml (viz Obr. 5.4 a TaR).
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Obr. 5.4 RozliSeni CE separace enantidgnfiefla-D,L-Tyr-NH, v zavislosti na koncentraci

chiralniho selektoru 2-HB-CD, c:p, a @i rizném pH zakladniho elektrolytu

Enantiomery derivatizovaného dipeptidu Brdla-D,L-Tyr se v &chto podminkach
témet necklily. K ndznaku dleni dochéazelo ip nizSich hodnotach pH, kdy bylo na piku
analytu patrné tzv. ,ramenoCéasténé oddleni nastalo p pouZiti zakladniho elektrolytu
o pH 3,50 a koncentraci 2-HRED 60 mg/ml (Obr. 5.5 a Tab. 5.2).
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Obr. 5.5 CE separace enantioth&rru{f3-Ala-D,L-Tyr (A, kleni L- a D-enantiomei pii pH
3,50 a ¢p 60 mg/ml, B, rameno pikurippH 2,00 a gp 40 mg/ml; Apes absorbanceip206

nm, t, migr&ni ¢as
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Hodnoty maximalniho rozliSeni CE separaci analyzgefanenantiomer dipeptich

v kationické forn& jsou uvedeny v tabulce 5.2.

Tab. 5.2 Maximalni rozliSeni CE separaci enantignaipeptich v kationické fornd pri

optimalni koncentraci 2-hydroxypropgtcyklodextrinu

B-Ala-D,L-Tyr B-Ala-D,L-Tyr-NH, Fru$-Ala-D,L-Tyr
H max. |optimalni| max. | optimalni| max. | optimalni
P rozliSeni Ccp rozliSeni Ccp rozliseni Ccp
2,00 1,499 | 60 mg/ml 1,334 | 30 mg/ml 0 -
2,50 1,406 | 40 mg/ml 1,714 | 60 mg/mi 0 -
2,75 0,952 | 60 mg/ml 1,872 | 60 mg/ml 0 -
3,00 0 - 1,771 | 60 mg/m 0 -
3,50 0 - 1,855 | 30 mg/m 0,554 60 mg/ml

5.1.3 Separace enantiomer @ v anionické form é v zasaditém pH

V z4saditém pH byly analyzovany a separovany eoaetiy dipeptid g-Ala-D,L-Tyr,

FruB-Ala-D,L-Tyr a N-Ac-p-Ala-D,L-Tyr. Tyto latky se v alkalickém pH vyskytuji verfoé

anionti. Enantiomeryp-Ala-D,L-Tyr a Frup-Ala-D,L-Tyr se v &chto podminkach nedly.

Ukazky CE separaci enantiomederivatizovaneho dipeptidiN-Ac-p-Ala-D,L-Tyr jsou

uvedeny na Obr. 5.6. NejvysSiho rozliSeni bylo desa @i pH 10,50 a koncentraci

chiralniho selektoru 60 mg/ml (Tab. 5.3). ZavislostliSeni na koncentraci cyklodextrinu

byla pro vSechnyi hodnoty pH podobna (Obr. 5.7).

53



0,40

DMSO .
0,30 A
0,35
N-Ac-B-Ala-D,L-Tyr 1
0,25+ 0,30
0,25
0,204
£ £ 4
E £
© © 0,204
5 IS
< 015 < 1
0,154
0,104 0,10
kww 0,05
0,05 .
; ; 0,00 ; ;
4 6 55 6,0 6,5 7,0
t [min] t [min]
0,40 0,40
C 4
0,35 0,35
0,30 0,30
0,25 0,25+
£ £ 1
3 D
g 0204 D o 020
[=]
N I3 L
< < .
0,15 L 015
0,10 0,10
0,05 0,05
0,00 ; ; ; 0,00 : :
55 6,0 6,5 55 6,0 6,5 7,0
t [min] t [min]
0,40 0,40
E F
0,35 0,35
0,30 0,30
D
0,25 0,25
£ £ L
© 0,20 A D © 0,20
8 8
I I
< L <
0,15 0,15
0,10 4 0,104
0,05 0,05+
0,00 T T 0,00 T T
55 6,0 65 7,0 6,0 6,5 7,0 75
t [min] t [min]

Obr. 5.6 CE separace enantiomeN-Ac-B-Ala-D,L-Tyr pfi
2-hydroxypropylg-cyklodextrinu 0 (A), 10 (B), 20 (C), 30 (D), 40 (8)60 (F) mg/ml, Age,
absorbanceip206 nm, t, migrani ¢as

pH 9,50 a koncentraci
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Obr. 5.7 Rozliseni CE separace enantignAc-p-Ala-D,L-Tyr v zavislosti na koncentraci

chiralniho selektoru 2-HB-CD, c-p, a @i raizném pH zékladniho elektrolytu

Hodnoty maximalniho rozliSeni CE separaci analyzgefanenantiomer dipeptich

v alkalickém pH jsou uvedeny v tabulce 5.3.

Tab. 5.3 Maximalni rozliSeni CE separaci enantidmdipeptich v anionické formi

pii optimalni koncentraci 2-hydroxypropglcyklodextrinu

B-Ala-D,L-Tyr N-Ac--Ala-D,L-Tyr Fru$-Ala-D,L-Tyr
H max. |optimalni| max. | optimalni | max. optimalni
P rozliSeni Ccp rozliSeni Ccp rozliSeni Ccp
9,50 0 - 0,993 | 60 mg/m| 0 -
10,00 0 - 1,336| 60 mg/ml 0 -
10,50 0 - 1,466 | 60 mg/ml| 0 -
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5.2 Stanoveni asocia €nich konstant komplex @ enantiomer g

[Ala-D,L-Tyr a jeho derivat g s 2-hydroxypropyl- S-cyklodextrinem

5.2.1 Stanoveni efektivnich pohyblivosti

Efektivni pohyblivosti jednotlivych anal§t byly vypoiteny podle vzorce 2.7.
Pohyblivost latek je zavisla na teplod vziistd giblizné o 2 % na 1 °C, proto prorgsné
stanoveni je nezbytné znét teplotti,teré byla pohyblivost zitena.

Korekce na viskozitu byla provedena vynasobenimilitplyypoétené z migraéniho
¢asu pormirem proudu fi méieni bez pidavku cyklodextrinu a siflavkem cyklodextrinu

podle vztahu:
rrLor,l] = %xpdlg (51)

kde m,, , je mobilita analytu po korekci na viskozitne, je pohyblivost analytu vypitena

ze ziskaného migéaiho ¢asu, Iy elektricky proud p CE analyze v BGE bezijavku
cyklodextrinu d je elektricky proud  analyze v BGE sijidavkem cyklodextrinu.

Pro korekci mobilit na teplotu 25 °C byl pouZzit pgs [114] zaloZeny na &eni
elektrické vodivosti standardniho roztoku 0,02 Mocidu draselného o znamé teplotni
zavislosti elektrické vodivosti. Byla prafifena zavislost elektrického proudu v kafsla
naplrené roztokem KCI na vkladaném r&ip Z nangienych hodnot byla sgdana vodivost
roztoku KCl,k, a posléze vypien procentudlni nast elektrické vodivosti:

(i —xo)/xo . 100 %, (5.2)
kdex; je vodivost roztoku KCI # postupr se zvySujicich hodnotachiikonu, které zpsobuji
ohtev roztoku v kapilge, akg je vodivost roztoku KCI i minimalnim gikonu v kapilde,
kdy je olrev elektrolytu a virst teploty zanedbatelny. Z relativnich &mvodivosti roztoku
KCl a ze zndmého koeficientu teplotni zavislostilivosti tohoto roztoku (nést vodivosti o
1,9 % na 1 °C) byl @en vzist teploty v kapilée pi postupr se zvysSujicich hodnotach
piikonu, vztaZzenych na jednotkovou délku kapilaryiioe 5.3).

T= (x; —k,) 00

5.3
1,90k, (-3)
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Zavislost vziistu teploty na fikonu je znazoréna na Obr. 5.8.

12

10 - *

AT [C]
(o]

0 T T T T T T T T
0 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5 4 4,5

P [W/m]

Obr. 5.8 Zavislost viistu teploty v kapilée AT na gikonuP vztazeném na jednotkovou

délku kapilary

Rovnice regresniifmky této zavislosti byla pouZita pro vyfs vziistu teplotyAT oproti
standardni teplét25 °C, na kterou byl chlazen &jgi povrch kapiléry cirkulujicim kapalnym
médiem, pi elektroforetické separaci analytZ takto ziskanych hodnot byla vyjena
korigovana mobilita podle vztahu:

m,; = m, (1-0,020A T) (5.4)

kde mps je mobilita korigovana na teplotu 25 °@,, je mobilita vyp@tena z migraniho
¢asu analytu AT je nafist teploty uvnit kapilary.

Mobility analyti vypoitené z migranich casi nangrenych i pH 9,50, 10,00 a 10,50
byly korigovany pouze na teplotu.fiPkorekci na viskozitu totiz vznikl vysSi rozptyl
nantienych hodnot pohyblivosti, fgmé v disledku tzného obsahu ulitani

(absorbovaného GQe vzduchu) v BGE siznymi koncentracemi cyklodextrinu.
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5.2.2 Zavislost efektivnich pohyblivosti na koncent raci cyklodextrinu —

stanoveni asocia €ni konstanty

Jak jiz bylo feteno, hodnota asodai konstanty vyjatlje pevnost komplexu

N~y

vytvoreného interakci analytu a cyklodextrinu &ijé se ze zavislosti efektivni pohyblivosti

analytu na koncentraci cyklodextrinutil®ady €chto zavislosti jsou zobrazeny na Obr. 5.9,

5.10a5.11.
17
164 = —m— B-Ala-D-Tyr, pH = 2,00
15 ] —0— B-Ala-L-Tyr, pH = 2,00
14 = B-Ala-D-Tyr, pH = 2,50
] . _
5] —v— B-Ala-L-Tyr, pH = 2,50
13 \_ B-Ala-D-Tyr, pH = 2,75
— 21 v -%_ —<— B-Ala-L-Tyr, pH = 2,75
w11 \ \ g = B-Ala-D,L-Tyr, pH = 3,00
& 10 (N — S ——=n —@— B-Ala-D,L-Tyr, pH = 3,50
é 9 _- R I — v\V\.
o ] e v
o 8] —
g 7
6 -
54 o
44 ‘\\\\ ///‘\\ °
3] e e
T T T T T
0 10 20 30 40 50
C., [MM]

Obr. 5.9 Zavislost efektivni pohyblivosti enantiaiingd-Ala-D,L-Tyr, meg, Na koncentraci
2-HP$-CD, cp, pri riznych hodnotach pH zakladniho elektrolytu
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104 e \_
el e . —m— Fru-B-Ala-D,L-Tyr, pH = 2,00
T e, — e Fru-p-Ala-D,L-Tyr, pH = 2,50
S 8] T . Fru-g-Ala-D,L-Tyr, pH = 2,75
i3 '\v\ —v— Fru-p-Ala-D,L-Tyr, pH = 3,00
> 64 v Y—y v Fru-B-Ala-D-Tyr, pH = 3,50
Bl —<— Fru-p-Ala-L-Tyr, pH = 3,50
Ed)
44 e B
<\\4/ T

0 10 20 30 40 50
Cep [MM]
Obr. 5.10 ZAvislost efektivni pohyblivosti enantiedh Fruf-Ala-D,L-Tyr, myg, na

koncentraci 2-HRB-CD, ccp, pii riznych hodnotach pH zakladniho elektrolytu

-8 e |
-9 ¥ Y
] — / —m— N-Ac-p-Ala-D-Tyr, pH = 9,50
— 104 . —e— N-Ac-B-Ala-L-Tyr, pH = 9,50
H.: ] — A N-Ac-B-Ala-D-Tyr, pH = 10,00
"= -11+ /' —v— N-Ac-p-Ala-L-Tyr, pH = 10,00
- " 1 . /' o N-Ac-B-Ala-D-Tyr, pH = 10,50
g i /v = — <4~ N-Ac-p-Ala-L-Tyr, pH = 10,50
E% -13+1 L - 4
4 4
-14
] 4/
(I) ' 1|0 2|O ' SIO 4|0 50
Cep [MM]
Obr. 5.11 Zavislost efektivni pohyblivosti enantiemn N-Ac-p-Ala-D,L-Tyr, mey, na

koncentraci 2-HRB-CD, ccp, pii riznych hodnotach pH zakladniho elektrolytu

Z Obr. 5.12 a 5.13 je patrné, Ze pohyblivost amajgttaké zavisla na pH a Ze tato

zavislost je protzné analytyizna. Na pH jsou tedy zavislé i asatiakonstanty analyt
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Obr. 5.12 Efektivni pohyblivost anatytv zavislosti na pH z&kladniho elektrolytu, zakladn

elektrolyt s koncentraci selektoru 10 mg/ml

-6
) —m— B-Ala-D,L-Tyr
o —o— N-Ac-B-Ala-D-Tyr
N-Ac-B-Ala-L-Tyr
1 —v— Fru-p-Ala-D,L-Tyr
-10 4
.\I

-12 4

-14 4 v\

-16 T T T T T T T T T T T T
9.4 9.6 9.8 10.0 10.2 10.4 10.6

9 2\ ;1 _-1
m 10" [m*V's]

o4n

Obr. 5.13 Efektivni pohyblivost anatytv zavislosti na pH zakladniho elektrolytu, zakladn

elektrolyt s koncentraci selektoru 30 mg/ml

60



Pro vyp@et asociani konstanty se pouziva nelinearni regresni anakigeou provadi
k tomu uteny software. Korigované hodnoty pohyblivosti bylgZzeny do programu Origin
6.1 a vyneseny v zavislosti na koncentraci 2-hygpoapyl-8-cyklodextrinu. Asociani
konstanty vypgitané programem podle rovnice 2.38 a jejich stadmaa relativni standardni
odchylky jsou uvedeny v tabulkach 5.3, 5.4, 5.5 5

Pro komplexy enantiomér p-Ala-D,L-Tyr a 2-HPB-CD byla nalezena nejvyssi
hodnota asociai konstanty i pH 2,50, a to 68,7 [| md] pro komplexb-enantiomeru a
79,1 [I mol'] pro komplex L-enantiomeru, nejniz&i hodnota byla zjis @ pH 10,00.
Z vypcctenych hodnot asodimich konstant pro komplexy enantioref-Ala-D,L-Tyr
vyplyva, Ze v pipadt, kdy dochazi k separaci enantiofherytvai L-enantiomer tohoto

dipeptidu pevijSi komplex s 2-hydroxypropyi-cyklodextrinem neb-enantiomer.

Tab. 5.3 Hodnoty asoaiaich konstant kompléxenantiomel 3-Ala-D,L-Tyr s 2-HPB-CD
pii vybranych hodnotach pH a jejich standardni (SBglativni standardni odchylky (RSD)

B-Ala-D-Tyr B-Ala-L-Tyr
pH Kas SD RSD [%)] Kas SD RSD [%)]
[l mol™] [l mol™]
2,00 53,2 7,4 13,9 53,6 6,9 12,9
2,50 68,7 4,3 6,2 79,1 4,6 5,9
2,75 55,9 4,1 7,3 62,5 4,3 6,9
3,00 27,9 8,1 29,0 27,9 8,1 29,0
9,50 19,9 1,1 5,6 19,9 1,1 5,6
10,000 9,8 3,4 34,3 9,8 3,4 34,3

Pro komplexy enantiomé&rp-Ala-D,L-Tyr-NH, s 2-HPB-CD byla zjiStna nejvysSi
hodnota asocimi konstanty fi pH 2,75, a to 46,8 [| md] pro komplexD-enantiomeru a
53,7 [ mol'] pro komplexL-enantiomeru, nejnizsi hodnota byla nalezefpid 2,50. Bi pH
od 2,50 vytvéi enantiomer B-Ala-L-Tyr-NH, pevrgjSi komplex s 2-HB-CD nez

D-enantiomer.
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Tab 5.4 Hodnoty asociaich konstant kompléx enantiomekr p-Ala-D,L-Tyr-NH,
s 2-HPB-CD pii vybranych hodnotach pH a jejich standardni (SDiekativni standardni
odchylky (RSD)

-Ala-D-Tyr-NH, B-Ala-L-Tyr-NH,
pH Kas SD RSD [%)] Kas SD RSD [%)]
[l mol™] [l mol™]
2,00 40,8 9,5 23,4 38,6 8,3 21,4
2,50 19,6 3,1 15,7 25,4 3,3 13,0
2,75| 46,8 8,4 17,9 53,7 8,7 16,3
3,00 23,5 2,9 12,2 29,2 3,0 10,4
3,50 | 43,7 7,1 16,2 48,6 7,1 14,6

K nejsilrgjSi interakci Frup-Ala-D,L-Tyr s 2-HPB-CD dochazelo  pH 2,75, kdy

byla hodnota asodiai konstanty rovna 76,8 [I mdj.

Tab 5.5 Hodnoty asodiaich konstant kompléx enantiomel Fruf-Ala-D,L-Tyr
s 2-HPB-CD pii vybranych hodnotach pH a jejich standardni (SDiekativni standardni
odchylky (RSD)

Fru$-Ala-D,L-Tyr
pH Kas SD RSD [%)]
[l mol™
2,00 66,4 20,8 31,4
2,50 31,1 2,7 8,8
2,75 76,8 13,3 17,3
3,00 51,9 24,0 46,3
9,50 7,6 1,3 17,4
10,00 9,0 4,3 47,5

Pro komplexy enantiomérN-Ac-p-Ala-D,L-Tyr s 2-HPB-CD nebyly vypditané

asociani konstanty Hli§ rozdilné. Jejich hodnoty se pohybovaly mezid13 [| mol'].

VY s

D-enantiomeru s 2-HB-CD a @ pH 10,00 byla silgSi interakce mezi 2-HB-CD

aL-enantiomerem.
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Tab. 5.6 Hodnoty asodciaich konstant kompléx enantiomer N-Ac-B-Ala-D,L-Tyr
s 2-HPB-CD pii vybranych hodnotach pH a jejich standardni (SDiekativni standardni

odchylky (RSD)
N-Ac-B-Ala-D-Tyr N-Ac-B-Ala-L-Tyr
pH Kas SD RSD [%)] Kas SD RSD [%)]
[l mol™ [l mol™
9,50 12,3 11 8,9 11,2 1,0 9,0
10,00 11,6 3,7 31,6 12,0 3,6 29,8

Obecrt I1ze srovnanim hodnot uvedenych v Tab. 5.3, 55 ,a55.6tici, Ze nejsilijSi

interakci s 2-hydroxypropyp-cyklodextrinem v kyselém pH vykazuje FpeAla-D,L-Tyr a

nejslabsip-Ala-D,L-Tyr-NH,. V alkalickém pH vytvB nejsilrgjSi komplex s 2-HR-CD

B-Ala-D,L-Tyr a nejslabsi Fr-Ala-D,L-Tyr.
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5.2.3 Srovnani asocia €nich konstant ziskanych nelinearni regresni

analyzou a linearnim vynesenim dat pro  B-Ala-D,L-Tyr p¥i pH 2,50

Pro enantiomery B-Ala-D,L-Tyr byly ze zavislosti jejich efektivnich mobilit
nametenych @i pH 2,50 na koncentraci 2-HBRCD stanoveny asodiai konstanty jejich
komplexi kromé nelinearni regresni analyzy tak@rmi linearnimi vynosy. Zavislosti, ze

kterych byly asocini konstanty ziskany, jsou zobrazeny na Obr. 5.14.

15
14 Chi"2/DoF =0.00409 A
R"2 = 0.9991
13+ ml 7.32652 +0.16191
T K 68.70647 +4.2876
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NZ K_2 79.13743 +4.64896
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g’ 104
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Obr. 5.14 Vyneseni pouzita pro stanoveni asoéth konstant ze zavislosti efektivni
mobility enantiomek B-Ala-D,L-Tyr na koncentraci 2-HB-CD pri pH 2,50: A, nelinearni

regresni analyza; B, dvdjitreciproké vyneseni; C, x-reciproké vyneseni; Degiproké
vyneseni

Asociani konstanty ziskané nelinearni regresni analyzoasecigni konstanty
vypoétené podle vztahuvedenych v Tab. 2.2 jsou shrnuty v Tab. 5.7. Hdé@m asociénich
konstant komplek enantiomei analyzovaného dipeptidu stanovenym nelinearniessdr

analyzou se nejvice blizi hodnoty ziskané y-regimovynesenim.
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Tab. 5.7 Hodnoty asogianich konstant kompléxenantiomel g-Ala-D,L-Tyr s 2-HPB-CD

ziskané nelineérni regresni analyzoieani linearnimi vynosy dat z CE analy# pH 2,50

Kasp KasL

[ mol™] [ mol™]
nelinarni vyneseni 68,7 79,1
dvoijité reciproké vyneseni 65,3 75,4
y-reciproké vyneseni 68,2 79,0
x-reciproké vyneseni 66,6 76,8
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6 ZAVER

V ramci této diplomové prace byly metodou kapilaetéktroforézy (CE) stanoveny
asoci&ni konstanty komplex enantiomek antimikrobiélniho dipeptid3-Ala-D,L-Tyr a jeho
derivati, N-Ac-p-Ala-D,L-Tyr, B-Ala-D,L-Tyr-NH, a B-D-fruktopyranosyl-Ala-D,L-Tyr,
se stereoselektivnim komplexam c¢inidlem pro chiralni CE separace&chto analy,
2-hydroxypropylp-cyklodextrinem. Asociéni konstanty byly ueny z experimentain
zmefené zavislosti efektivni mobility anafytna koncentraci cyklodextrinu v zakladnim
elektrolytu nelinearni regresni analyzou. Efektipohyblivosti peptid byly korigovany na
standardni teplotu 25 °C a na viskozitu zakladnéektrolytu n€énici se s fdavkem
2-hydroxypropylp-cyklodextrinu v zakladnim elektrolytu. Hodnoty a&gnich konstant se
pohybovaly v rozsahu 7,6-79,1 [I nfdl Nejvyssi hodnotu asociai konstanty rd komplex
byla zjiS€na pro komplex B-D-fruktopyranosylpB-Ala-D,L-Tyr s 2-hydroxypropyl-
B-cyklodextrinem g pH 9,50.

V ramci experimentalniasti byla promitena zavislost rozliSeni chiralnich CE separaci
analyzovanych latek na pH v kyselé i alkalické stlaNejlepSi rozliSeni v kyselé oblasti bylo
dosazeno pro enantiomery-Ala-D,L-Tyr-NH, pii pH 2,50 a 2,75 a koncentraci
2-hydroxypropylp-cyklodextrinu 60 mg/ml. ® téchto experimentalnich podminkach byly
také nalezeny ne§Si relativni rozdily mezi asociaimi konstantami kompléxD- a L-
enantiomel. V alkalické oblasti bylo nejlepSi rozliSeni dosa@ pro enantiomery
N-Ac-B-Ala-D,L-Tyr pii pH 10,50 a koncentraci 2-hydroxyprofdeyklodextrinu 60 mg/ml.
Nejhife se dlily enantiomeryp-D-fruktopyranosylB-Ala-D,L-Tyr, kdy doSlo kiast&énému
déleni pouze B pH 3,50 a koncentraci 2-hydroxyprogddeyklodextrinu 60 mg/ml.

Asociani konstanty komplekx enantiomel dipeptidu B-Ala-D,L-Tyr s 2-hydroxy-
propyl$-cyklodextrinem pi pH 2,50 byly stanoveny kro¥melinearni regresni analyzy také
linearizovanym x-reciprokym, y-reciprokym a dvejieciprokym vynesenim dat. Hodnotam
asocignich konstant kompléxenantiomel dipeptidup-Ala-D,L-Tyr stanovenym nelinearni
regresni analyzou se nejvice blizi hodnoty ziskareEiprokym vynesenim dat.

Bylo oweieno, Ze kapilarni elektroforéza je vhodna metoadasgparace enantionger
peptidi a pro stanoveni asoérdch konstant kompléx peptidi s cyklodextriny

v mikrometitku.
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