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Anotace

Kapilarni z6énova elektroforéza (CZE) v kyselych klasickych i izoelektrickych
zékladnich elektrolytech byla vyuZita jako kontrolni analyticki metoda
ke stanoveni stupné Cistoty a efektivni elektroforetické pohyblivosti nové
syntetizovanych dipeptidovych derivati methionin-statinu, potencidlnich inhibitord
methionin-aminopeptidas. Smési téchto dipeptidi byly separovdny metodou CZE
a kapilarni micelarni elektrokinetickou chromatografii (MEKC) v kyselych zakladnich
elektrolytech s micelarni pseudofazi tvofenou dodecylsulfatem sodnym.

Predmétova hesla: analytick4 chemie, separacni metody, kapilarni elektromigracni
metody, peptidy

Klitovad slova: kapilarni zénova elektroforéza, kapilami elektrokinetick4
chromatografie, dipeptidové derivaty methionin-statinu
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1 UvVoD

Kapilamni elektromigra¢ni metody jsou moderni separa¢ni techniky zaloZené na
migraci iontl v kapalném prostfedi plisobenim elektrického pole. Vlastni separace se
provadi v kapilardch o vnitinim priméru nékolika desitek mikrometrd, zhotovenych
zpravidla z taveného kfemene, méné ¢asto z jiného materialu. Kapilarni elektromigracni
metody vynikaji pfedev§im malou spotfebou vzorku a €inidel potfebnych pro separaci,
vysokou iinnosti separace a velkou rychlosti analyzy.

Z historie elektromigra¢nich metod jsou zndmy prvni experimenty jiZ na
pocatku 19. stoleti spojené s migraci iont v trubicich ve tvaru U [1]. Vroce 1897
odvodil némecky chemik F. Kohlrausch regulaéni funkci, kterd kvantitativné popisuje
vztah mezi koncentraci ionti pohybujicich se v elektrickém poli [2]. K vyvoji
elektroforetickych technik v kapilarnim méfitku dochézelo v druhé poloviné 20. stoleti
prostfednictvim praci Hjerténa [3], Everaertse [4], Virtanena [5], Mikkerse [6] a dalSich.
Ameri¢ti badatelé J. Jorgenson a K. Lukacsova poprvé pouzili v roce 1981 kfemenné
kapilary o vnitinim priméru 75 um jako separaéni kolony v kapilarni zénové
elektroforéze [7]. S. Terabe v roce 1984 poprvé vyuzil tenzid, dodecylsulfat sodny (SDS)
pro separaci neutrdlnich latek, a tim polozil zéklady pro micelarni elektrokinetickou
chromatografii [8]. Prvni komer¢ni pfistroj pro kapilarni elektromigraéni metody se
objevil na trhu v roce 1988 [9].

Kapilarni elektromigra¢ni metody jsou pro svou u€innost dosahujici stovek tisic
aZ miliéni teoretickych pater a citlivost na tirovni femtomol-zeptomol (10™"° — 107! mol)
analytu v nano- az pikolitrovych objemech analyzovanych vzorkt povaZovany za jedny
z nejucinnéjSich a nejcitlivej§ich analytickych separaénich metod. Kapilarni
elektromigra¢ni metody se souhrnné oznaduji jako vysokoucinna kapilarni elektroforéza
(high-performance capillary electrophoresis, HPCE), jakoZto protéjSek resp. doplnék
dosud nejrozsifenéjSich separaénich metod - riznych variant vysokou¢inné kapalinové
chromatografie (HPLC) [10].

Do kapilamich elektromigra¢nich separa¢nich metod se fadi celkem Sest
zékladnich technik, které se li§i pfedev§im médiem pfitomnym v separacni kapilafe
b&hem separace a vlastnim mechanismem separace. Jsou to metody elektroforetické:

1. Kapilarni z6nova elektroforéza (CZE, Capillary Zone Electrophoresis)
la. Kapilamni gelové elektroforéza (CGE, Capillary Gel Electrophoresis)
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2. Kapilamni izotachoforéza (CITP, Capillary Isotachophoresis)
3. Kapilarni izoelektricka fokusace (CIEF, Capillary Isoelectric Focusing)
4. Kapilarni afinitni elektroforéza (CAE, Capillary Affinity Electrophoresis)

Dile jsou to metody elektrochromatografické:

5. Kapilarni elektrokineticka chromatografie (CEKC, Capillary Electrokinetic
Chromatography)

6. Kapilami elektrochromatografie (CEC, Capillary Electrochromatography).

Elektroforetické metody 1ze pouzit pouze pro separace elektricky nabitych €astic,
elektrochromatografické metody jsou vhodné pro elektroneutralni molekuly i ionty [9].
Vyuziti CE je velmi rozséhlé, dosud byla popséna separace riiznych vzorki zahrnujicich
aminokyseliny [11], peptidy [12], nukleotidy [13], organické kyseliny [14], organické
aminy [7], anorganické ionty [15], bilkoviny [16], nukleové kyseliny a jejich fragmenty
[17].
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2 TEORETICKY UVOD
2.1 KAPILARNI ELEKTROMIGRACNI METODY
2.1.1 Migrace iontii v elektrickém poli

2.1.1.1 Elektroforetickd pohyblivost

Usttedni veli¢inou elektromigraénich separaénich metod je elektroforetické
pohyblivost (mobilita), m, definovand jako rychlost pohybu nabitych €astic v kapalném

prostfedi ve stejnosm&mém elektrickém poli o jednotkové intenzité:
4 2 -1 -
m=— |m'V s 1
- | ] M

kde v je rychlost pohybu iontu (nabité Eastice) v elektrickém poli o intenzité E. Intenzita
pole v kapilafe je dana podilem napéti U ptipojeného ke konciim kapildry a délky
kapilary L:

U
E=— @

Vysledny rovnomémy pohyb iontl v roztoku je vysledkem pilsobeni dvou sil.
Iont s ndbojem g je uvadén do pohybu silou elektrického pole F.:

F,=q.F 3)

Iont o poloméru r je brzdén frik¢ni silou prostfedi, F;, danou Stokesovym
zakonem:

F,=—6mnrv )

kde v je rychlost pohybu iontu a # je viskozita prostiedi.
Zrovnosti téchto opa¢né orientovanych sil v ustdleném stavu lze pro

elektroforetickou pohyblivost m odvodit:

m="=_14 )

Z rovnice (5) vyplyva, Ze pohyblivost iontu je pfimo iméma jeho naboji a
nepfimo umérna jeho poloméru (velikosti, relativni molekulové hmotnosti) a viskozité
roztoku.

Elektroforetické pohyblivosti jsou kvalitativnimi charakteristikami ionogennich

latek pro dané prosttedi a teplotu. Elektroforeticka pohyblivost ionti silnych elektrolyti
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pfi dané iontové sile a teplot¢ se nazyvad aktudlni pohyblivost, elektroforeticka
pohyblivost iontli v nekoneéném zfedéni se nazyva limitni pohyblivost.

V pfipadé slabych elektrolytli je pohyblivost zavisla na stupni jejich disociace,
a tudiZ na pH prostfedi. Pohyblivost slabych elektrolytd pfi daném pH, iontové sile a
teploté separaniho prostfedi se nazyva efektivni pohyblivost. Zavislosti efektivni
pohyblivosti na pH se vpraxi &asto vyuZiva. Elektromigratni separace slabych
elektrolyti a amfolyti (peptidi, bilkovin) se provadi pfi takovém pH, pfi kterém jsou

rozdily v efektivnich pohyblivostech separovanych latek maximalni [10].

2.1.1.2 Elektroosmoticky tok

Kromé elektroforetického pohybu je &astym transportnim jevem v kapilarnich
elektromigraénich metodach elektroosmoticky tok (EOF). Vznikd plisobenim
stejnosmérného elektrického pole na difuzni €ast elektrické dvojvrstvy na rozhrani
pevné a kapalné fize u vnitfni stény kapilary. EOF und$i vSechny pfitomné ionty
stejnou rychlosti, tj. z hlediska separace plisobi jako neselektivni sila, vyznamné vSak
ovliviiuje vyslednou migraéni rychlost pfitomnych analytli a tim i G¢innost separace a
dobu analyzy.

Pro rychlost EOF, v, a pro jeji velikost vztazenou na jednotkovou intenzitu

elektrického pole, tzv. elektroosmotickou pohyblivost, m,,, plati nasledujici vztahy:

VeO = meo E (6)
i ™
n

kde { je elektrokineticky (zeta) potencial, n je viskozita roztoku a ¢ je permitivita
prostiedi.

Elektrokineticky potencidl je v podstaté uren povrchovou hustotou naboje na
vnitini sténé kapilary. JelikoZ disociace ionogennich silanolovych skupin na vnitinim
povrchu kiemennych kapilér je zavisla na pH roztoku, jimz je kapilara naplnéna, je EOF
pfi elektromigra¢nich separacich v kiemennych kapilérach siln€ zavisly na pH nosného
elektrolytu. Mezi pH 3 - 8 EOF nékolikanasobné (4 - 5 krat) stoupa a elektroosmoticka
pohyblivost v alkalickych zakladnich elektrolytech pfevySuje elektroforetickou
pohyblivost i rychlych malych iontii, napt. chloridd.
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Elektrokineticky potencial, a tudiz i EOF 1ze regulovat zménou sloZeni nosného
elektrolytu (pH, iontova sila), Gpravou vnitfniho povrchu kapilary nebo téZ vné&j$im
pii¢nym elektrickym polem [18].

Vyznatnou pifednosti EOF ve srovnani slamindrmnim proud&nim
hydrodynamického toku je jeho téméf pravouhly rychlostni profil v celém priifezu
kapilary na rozdil od parabolického rychlostniho profilu hydrodynamického toku, takze
jeho pfispévek k celkové disperzi z6n analytii pfi jejich elektromigra¢ni separaci je
téméf zanedbatelny [19]. Toho se vyuZiva zejména v kombinovanych technikach
elektrokinetické chromatografie a elektrochromatografie, kde EOF slouZi jako hybna
sila mobilni faze [10].

2.1.2 Disperzni vlivy

Diftize
Vzorek k elektroforetické analyze, tak jak je nadavkovan do separa¢ni kapilary,

reprezentuje zénu analyzovanych latek, na jejimz rozhrani je velmi ostry skok
koncentraci té€chto latek. S postupem &asu se ostry skok koncentraci (pokud neptisobi
jind sila proti tomuto jevu) plynule rozmyvé difizi. Za zjednoduseného predpokladu, Ze
davkovany vzorek tvofi v ase t = 0 pravoihly tenky obdélnikovy schod koncentraci

analyzovanych latek, pak po uréitém Case ¢ jsou vysledkem difize koncentra¢ni profily

,»gaussovského“ tvaru. Lze je charakterizovat rozptylem o &i standardni odchylkou o
danou vztahem

0 = 2Dt (®)
kde ¢ je €as a D je diftizni koeficient [20].

Adsorpce

Interaguji-li ionty analyzovanych latek se sténou separa¢ni kapilary, dochazi
ke zménam migratnitho chovani jejich zén. Vzhledem ktomu, Ze na sténich
kfemennych kapilar jsou po naplnéni elektrolytem pfitomny ionizované skupiny,
dochazi k hromadéni separovanych latek opa¢ného naboje v blizkosti stén separacni

kapilary. Sté€ny se pak viéi separovanym iontiim chovaji jako iontoméni¢, coz vede ke
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zvySené sorpci [21]. Tato sorpce vede k rozmyvani zén, to se obvykle projevi silnym
chvostovanim zadniho rozhrani. Nékdy je fixace latky na sténu tak silnd, Ze sorbovanou
latku jiZ nelze z kapilary zakladnim elektrolytem vymyt. Sorbované latky mohou
zaroveii zménit rozloZeni naboje podél stén separa¢ni kapilary, a tim i lokaln€ ovlivnit
EOF. Tyto jevy vedou k rozmyvani zén analyzovanych latek a n€&kdy mohou i zcela
znemoznit analyzu. Proto bylo navrZeno nékolik zplisobi, jak tyto jevy potlalit.

Jednou z moznosti je pouziti BGE o takovém pH, Ze stény kapilary i separované
ionty nesou naboj stejného znaménka a navzajem se odpuzuji. Timto zptisobem byly
separovany nékteré bilkoviny jako anionty v BGE o pH vétSim nez 8, tj. pfi pH nad
jejich izoelektrickym bodem [16]. Analogicky lze ofekavat, Ze ve vhodném elektrolytu
a phi kladné nabitém vnitinim povrchu kapilary bude mozno separovat bazické latky
jako kationty.

V soudasnosti je nejCastéjS$im zplisobem omezeni sorpce deaktivace stén kapilary.
K tomu jsou vyuzivany riizné postupy vyvinuté piivodné€ pro kapilarni chromatografii.
Lze zminit pokryvani st€én separani kapilary riiznymi hydrofilnimi polymery typu
alkylcelulos, ptipadné polyakrylamidu. Timto zpisobem byva zaroveii podstatn€ sniZzen
1 EOF béhem separace [22].

Jouleovo teplo

PH prichodu elektrického proudu sloupcem elektrolytu o prifezu S (m?),

délce I (m) a mé&mé vodivosti x (S.m™) je produkovano Jouleovo teplo

2
woEL_ 1

S «xS? ®
kde W znadi disipovany elektricky vykon v jednotce objemu (W.m?>), I je elektricky
proud (A) a E je intenzita elektrického pole (V.m™).

Elektricky ohfev je hlavnim limitujicim faktorem pro pouZivani vysokych
intenzit elektrického pole, a tim i proudd a elektrickych vykoni, pfi snaze o zrychleni
analyzy. Je ziejmé, Ze dvojnasobné zrychleni analyzy vyZaduje dvojndsobné napéti,
avSak tepelny vykon tim stoupne ¢tyfikrat.

Nadbyte¢ny ohtev je pfi¢inou nezadoucich efekti v elektroforetickém systému.
Muze dojit k poskozeni termolabilnich separovanych latek, napt. k denaturaci bilkovin.

Dalsi problémy plynou z toho, Ze teplo vznikd v celém objemu sloupce elektrolytu,
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av3ak je odvad&no jen na okrajich, kde se elektrolyt styka se sténami separalni kolony.
Tim je d4no, Ze vnitini &4st sloupce je teplejsi nez okrajové ¢asti. Rozdil miize byt vEtsi
nez 10 K [23]. Pfitomnost teplotnich gradienti ma za nasledek nehomogenitu dalSich
fyzikaln&-chemickych vlastnosti, jako jsou mobility, pH, hustota, atd.

Teplotni efekty mohou byt minimalizovany optimalizaci elektrolytovych
systémi & konstrukci aparatury. Ze vzorce (9) je patmé, Ze pomér intenzity
elektrického pole (ovlivilyjici rychlost analyzy - pozitivni jev) k Jouleovu ohfevu
(rusivé jevy) je pfi daném prifezu kolony S tim vétsi, ¢im mensi je proud 1. V praxi to
znamena, Ze je vyhodné pouzit pufry snizkou elektrickou vodivosti, napf. tzv.

izoelektrické pufry [20].

Elektromigraéni disperze

Elektromigraéni disperze zpilsobuje deformaci migrujici zény analytu
v disledku nelinedrni podstaty elektromigraénich dé€ji. Dochazi k deformaci Gaussova
tvaru piku na trojuhelnikovy. Vznika v ptipadech, kdy je davkovany analyt o takové
koncentraci, Ze ovliviiuje vodivost nebo pH zakladniho elektrolytu a tedy celkovou
elektrickou vodivost v mist€ zény analytu. Pro silné elektrolyty plati, Ze pokud iont
analytu ma vys$i pohyblivost nez koiont zékladniho elektrolytu, tak jeho pik bude
rozmyty v pfedni €asti. KdyZz bude pohyblivost iontu analytu niZ§i neZ pohyblivost
koiontu zakladniho elektrolytu, bude pik ,,chvostovat®, tedy bude rozmyty v zadni ¢asti
[24]. V ptipadé, ze pohyblivosti iontu analytu i koiontu zdkladniho elektrolytu budou
protoze jejich efektivni elektroforeticka pohyblivost je ovlivnéna také pH [26].

K celkové disperzi zoén v CE dale pftispivaji hustotni rozdily BGE a vzorku,

zakiiveni kapilary, Sitka zony vzorku a §itka detekéniho okénka.
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2.1.3 Separaéni ucinnost a rozliSeni

7

Separaéni uéinnost

Separaéni u¢innost volné zénové elektroforézy lze vyjadfit pomoci poctu

teoretickych pater, N:
L
N=—=— 10
H (10)

kde L je délka kolony a H je vyska teoretického patra dané vztahem:

0.2

H="- (11)

Zde je rozptyl (variance), o’, detekované zény dén soudtem viech disperznich vlivi,
které na migrujici zénu plsobi. V idealnim pfipadé, kdy jedinym zdrojem rozmyti je
difuze, lze psat

o’ =2Dt (12)

kde D je difuzni koeficient separovaného iontu a ¢ je ¢as analyzy. Vzhledem k tomu, Ze

¢as analyzy lze vyjadtit vztahem
t= L (13)
1%
a rychlost migrace vztahem
v=mE (14)
1ze odvodit vztah pro u¢innost separace ve tvaru
mU
N=— 15
2D (15)

kde U je elektrické napéti mezi konci separa¢ni kapilary. Rovnice (15) je vyznamna
pro praktické provadéni CZE, nebot udava, Ze polet teoretickych pater je pfimo
umémny pouzZitému napéti v kapilafe, a to bez ohledu na jeji délku [7]. Tato linearni
zavislost ufinnosti na vloZzeném napéti byla experimentdlné ovéfena. Pii vysSich
hodnotach napéti vSak zdvislost pfestivd byt monoténni, objevuje se maximum a

nasleduje sniZzovani ¢innosti zpisobené nadmérnym Jouleovym ohfevem.

21



Podet teoretickych pater miZe byt stanoven ptimo z elektroferogramu uzitim

2
vztahu N =5, 54(—’—) (16)
Wiz

kde ¢ je migratni &as a wy,; je $ifka piku v poloviné jeho vysky. Tato rovnice by méla

byt pouZita pouze pro symetrické (Gaussovské) piky.

RozliSeni

Pro kvantitativni popis vzajemné separace dvou latek se uziva parametr rozliSeni,

R, definované vztahem

R=2(t2_t1)=t2—t1 17
w+w, 40

kde ¢ je migralni &as, w je Sitka piku v zdkladné a o je standardni odchylka koncentracni
distribuce [27]. Dv& z6ny pokladame za plné separované, je-li jejich rozliSeni rovno
nebo vétsi nez 1,5. Na zdkladé vySe zminénych vztahli 1ze odvodit relace mezi

rozliSenim a po¢tem teoretickych pater ve tvaru

R=——N 18
4m, " © (18)

kde Am je rozdil mobility sledovanych analytid, m,, je jejich priméma pohyblivost a N,,
je primérny pocet teoretickych pater.

2.1.4 Moédy kapilarnich elektromigrac¢nich metod
Zakladni moédy kapilamich elektromigraénich metod jsou struén€ shruty

v Tabulce 1 (viz str. 23). Rlizné separaéni mechanismy umoziiuji uzivat CE techniky
pro Sirokou $kalu latek bez ohledu na jejich relativni molekulovou hmotnost, naboj,
chemické vlastnosti, atd. TotéZ zafizeni nebo jen s nepatrnou upravou miize byt uzivano
pro viechny moédy CE. Nékdy jen vyména pufru, kterd je jednoducha a vyzaduje péar
minut, je dostaCujici pro zménu jednoho separaéniho médu na jiny. To déla z CE metod
velmi pfizplsobivé a cenové dostupné techniky. Separaéni principy jednotlivych méda
CE jsou podrobnéji popsany na dalsi strané.
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Tabulkal Zikladni médy kapilarnich elektromigranich metod [1].

Méd Separadni princip Analyt
Kapilarni zénova Separace nabitych analytii podle jejich [ Nabité malé i velké
elektroforéza (CZE) pohyblivosti. analyty
Kapilarni gelova Separace analyti podle jejich velikosti | Nabité analyty stfedni
elektroforéza (CGE) v nosném elektrolytu v gelovém a vétsi velikosti
prostiedi vykazujicim sitovy efekt.
Kapilarni Separace nabitych analyti Nabité malé i velké
izotachoforéza (CITP) v diskontinualnim elektrolytovém analyty

systému podle jejich pohyblivosti.

Kapilami izoelektricka | Separace nabitych analyti podle jejich Amfoterni latky

fokusace (CIEF) izoelektrického bodu v BGE
s gradientem pH.
Kapilarni afinitni Selektivni zpomaleni analytii pomoci Biomolekuly

elektroforéza (CAE) ligandd, ke kterym vykazuji afinitu. | vykazujici vazebnou
aktivitu ke sloZce

BGE
Kapilarni Distribuce nabitych a neutralnich Neutralni a nabité
elektrokineticka analyti mezi dvé pseudofaze analyty
chromatografie pohybujici se riznou rychlosti.
(CEKC)
Kapilarni Rozdé€leni analytli mezi stacionarni a Neutralni a nabité
elektrochromatografie | mobilni fazi, jejiz hnaci silou je EOF. analyty
(CEC)
2.14.1 Kapildrni zénova elektroforéza

Kapilami zénova elektroforéza (CZE) je nejrozsifenéj$im médem kapilarnich
elektromigracnich metod. Pohyb nabitych astic je zpisoben plisobenim elektrického
pole, pfiemz ionty migruji ve sméru a v pofadi uréeném jejich nabojem a pohyblivosti
a pfi migraci kapilarou vytvati v zékladnim elektrolytu samostatné zoény, jejichZ
hranice jsou neostré. V hydrodynamicky otevieném systému v kfemenné kapilafe
s neupravovanym vnitinim povrchem kationty migruji jako prvni v pofadi, nebot’ smér
jejich migrace je stejny jako smér EOF. Neutralni latky v systému migruji, ale nejsou
separovany, protoZe jejich mobilita je nulova a jsou uniSeny pouze EOF. Anionty
migruji jako posledni, nebot’ smér jejich migrace je opaény neZ EOF (viz Obrazek 1).
CZE separace probihd v kapildfe naplnéné zakladnim elektrolytem (BGE). BGE

pouzity pro separaci by mél mit dostate¢nou pufraéni kapacitu, nizkou absorpci
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viditelného a UV zéfeni (pfi pouziti pfimé UV-VIS-absorp¢éni detekce) a nizkou

elektrickou vodivost s ohledem na tvorbu Jouleova tepla.

4 | pozitivné zéporné
5 nabité viechny nabité
5 titka neutréini létka
£3r atky
¥
T
Al
Q
T
o 1F

0 1 2 3 4 5

migracni &as (min)
Obrazek 1 Piiklad elektroferogramu separace kladné nabité latky, zaporné

nabité latky a elektroneutralni latky (znackovace elektroosmotického toku).

Zakladni experimentalni sestava pro CZE i ostatni CE metody je schématicky
znazornéna na Obrazku 2 (viz str. 25). Oba konce tenké kiemenné kapilary jsou
ponofeny do elektrodovych nadobek naplnénych zakladnim elektrolytem, kterym je
napln€na téz kapilara. Vnitini primér kfemenné kapilary je obvykle mensi nez 100 um
(typicky 50 resp. 75 pm) a jeji délka je vétSinou v rozsahu 30 az 80 cm. Kapilarni
format separatniho prostoru dovoluje relativné uéinny odvod Jouleova tepla, coz
umoziluje pouziti vysokych intenzit elektrického pole (desitky kV/m), a tim i dosaZeni
vysokych uéinnosti a rychlosti separace.

Na pocéatku experimentu je velmi kratky usek kapilary (cca jednotky mm)
naplnén roztokem vzorku. Davkovani vzorku se provadi hydrodynamicky nebo
elektrokineticky. Hydrodynamické davkovani se provadi pomoci pfetlaku na vstupu ¢i
podtlakem na vystupu separatni kapilary. Zménu tlaku lze uskuteCnit pomoci
stlateného plynu, vyvévy nebo prostym zvySenim polohy nadobky se vzorkem oproti
nadobce s BGE na vystupu kapilary. Elektrokinetické davkovani vzorku spociva
v aplikaci davkovaciho napéti po stanovenou dobu. Pfi elektrokinetickém davkovani
zavisi mnoZstvi nadavkovanych latek na jejich elektroforetickych pohyblivostech a na
EOF. Jakmile je zéna vzorku zavedena do kapilary, je konec kapilary obsahujici vzorek
ponofen zpét do elektrodové nadobky a k systému je pfipojeno stejnosmémé elektrické
pole ze zdroje vysokého napéti schopného poskytovat konstantni napéti (az 30 kV),
nebo konstantni proud (pracovni hodnoty v HPCE obvykle v fadu desitek pA).
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zdroj vysokého

napéti
Anoda detektor “ Katoda
+ —
poéitaé
vstupni vzorek vystupni
nadobka nadobka

Obrizek 2  Schéma zafizeni pro kapildrni elektromigraéni metody

CZE je vhodna pro separaci a stanoveni iontli liSicich se svym néabojem,
molekulovou hmotnosti a tvarem. Slozky vzorku liSici se svymi pohyblivostmi se
v kapildfe pohybuji riznymi elektroforetickymi rychlostmi smérem k detektoru a na
tomto principu se od sebe oddéluji. Kromé elektroforetického pohybu nabitych Eastic je
cely objem roztoku uvnitf kapilary uvddén do pohybu elektroosmotickym tokem.
V kiemennych kapilarach s chemicky nemodifikovanym vnitinim povrchem je tento tok
orientovan smérem ke katodé a jeho rychlost je relativné vysoka (vétSinou vyS$§i nez
rychlost elektroforeticka), takze vysledna rychlost pohybu kationtii a anionti ma stejny
smér (katodicky) a anionty i1 kationty mohou byt analyzovany soufasné v prib¢hu
jednoho experimentu.

Pohyb zén vzorku v kapiléfe je nejCastéji sledovan pomoci ,,on-columm* UV-
VIS-absorpéniho detektoru, tj. v uritém mist® kapilary je pfi zvolené vinové délce
méfena absorpce zafeni pohybujiciho se nosného elektrolytu a zén analyti. Ze
ziskaného ziznamu d&asového prib&hu absorpce mize byt ziskdna kvalitativni i
kvantitativni informace o sloZeni analyzovaného vzorku. Kvalita daného analytu je ddna
migra¢nim €asem jeho piku a kvantita tohoto analytu je pfimo umérna vySce resp. plose

jeho piku [10].
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2.14.2 Kapildrni elektrokinetickd chromatografie

Elektrokinetickd chromatografie (EKC) je zkapilamich elektromigraénich
technik nejmlad$i. Byla vynalezena Terabem a spol. vroce 1984 [8]. Jde o
kombinovanou separaéni techniku, kterd vyuziva jevy elektrokinetické (elektroforézu a
elektroosmoézu) i princip chromatograficky, tj. distribuci analyzovanych latek mezi dvé
faze a relativni pohyb té€chto fazi vii¢i sob€. V EKC je separace zaloZena na rozdilné
distribuci analyzovanych latek mezi pseudofazi tvofenou napf. micelami ionogenniho
detergentu dodecylsulfatu sodného (SDS) a vodnou fazi roztoku nosného elektrolytu,
ve které je pseudofaze homogenné rozptylena. Relativni pohyb té€chto (pseudo)fazi vici
sobé, coZ je nezbytnd podminka pro pfevedeni jednorazové distribuce na kontinuélni
separalni proces, je vyvolan EOF dvoufizového systému jako celku. Cely dvoufazovy
systém se pohybuje v kapilafe rychlosti v., a nabitd micelarni pseudofize se pohybuje
elektroforetickym pohybem o velikosti v, ve smé&ru opaéném. JelikoZ absolutni hodnota
rychlosti v,, je vy38i nez elektroforeticka rychlost v, vysledny smér pohybu obou fazi
je stejny, ale jejich rychlosti jsou riizné. Vodnou fazi nosného elektrolytu je tedy mozno

povazovat za fazi mobilni a micelarni fazi za fazi pseudostacionarni (viz Obrézek 3).

R I I ITHHTHHHN
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Obrazek3 Schéma vzniku relativniho pohybu vodné a micelarni faze
v elektrokinetické chromatografii; T — kapilara, E — elektrody, LP — vodna faze, MP —
micelarni pseudofaze iontového detergentu, DS — monomer detergentu ve vodné fazi,
DA - detergent absorbovany na vnitfni sténu kapilary, ve, - elektroforetickd rychlost
micelarni faze, v, - rychlost elektroosmotického toku roztoku v kapilafe, v - vysledna
rychlost micelarni faze.

(Ptevzato z [10]).

26



V diisledku riznych afinit slozek vzorku k micelarni pseudofazi jsou tyto slozky
rozdilné zpomalovany zp&tnym pohybem micel, coZ vede k jejich rozdilné migraCni
rychlosti, a tudiZ i kjejich separaci v pofadi zvySujici se afinity k micelarni fazi

(viz Obrizek 4).

RS _» _—’ P /
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Obrazek 4 Separalni princip elektrokinetické chromatografie; a — po€ateni stav
v fase tp: do kapilary (T) naplnéné roztokem skladajicim se z vodné fize (LP) a
micelarni fize (MP) je zavedena zbna vzorku (SV) obsahujici slozky A, B, C se
vzrﬁstajici aﬁnitou k micelémi fézi E elektrody, b — stav separace v ase ta: slozka A

cvwr

schematicky chromatogram: i — signal detektoru, t,, tg, tc — migra¢ni ¢asy slozek A, B,
C. (Pfevzato z [10]).

Kromé& micel jsou v EKC vyuzivany i jiné typy pseudofézi, napf. ionogenni
polymery, olejové mikroemulze a cyklodextriny. Témét pravouhly (pistovy) profil EOF,
na rozdil od parabolického profilu hydrodynamického toku, a rychlé ustavovani

rovnovah v makroskopicky homogennim systému dvou fazi v beznosiCovém prostiedi
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piispiva k vyS$§i separaéni u€innosti této metody ve srovnani s klasickou chromatografii.
EKC podstatn& zvySuje aplikaéni potencial HPCE metod, nebot’ umoZituje i separaci
latek neionogennich (elektroneutralnich). Ionogenni latky se v rezimu EKC separuji na
kombinovaném  principu rozdilnych interakci spseudofizi a rozdilnych
elektroforetickych pohyblivosti ve vodné fazi [10].

Pfi rozpousténi tenzidu v zdkladnim elektrolytu nedochazi hned od pocate¢nich
malych koncentraci k tvorbé micel — molekuly tenzidu existuji v roztoku zpoC€atku
osamocené a neuspofadané. Az po prekroCeni kritické micelarni koncentrace (CMC),
ktera je specifickou charakteristikou kazdého detergentu (tenzidu), dochazi
k organizovani molekul tenzidu do micel. PoCet molekul detergentu podilejicich se na
tvorbé jedné micely se oznaCuje jako agregatni Cislo, n, jeZ je opét specifickou
charakteristikou kazdého tenzidu. Krom& SDS se v MEKC pouzivaji i jiné tenzidy,
jejichz ptehled veetné CMC a n je uveden v Tabulce 2. Aniontové detergenty vytvafeji
v zékladnim elektrolytu zaporné nabité micely, které elektroforeticky migruji k anod¢,
tedy proti EOF. Naopak kationtové tenzidy se organizuji do micel s kladnym nabojem
na svém povrchu, a proto migruji ke katod€. Po pfidani kationtového tenzidu do
zakladniho elektrolytu dochazi k obraceni sméru EOF k anodé€, nebot kationtovy
detergent zméni naboj na vnitini sténé kapilary. Je tedy ziejmé, Ze i pseudostacionarni
faze tvofené micelami kationtového tenzidu migruji proti EOF zakladniho elektrolytu.
Neiontové detergenty vytvafeji elektroforeticky nepohyblivé micely, a proto je nelze
samostatné pouzit v MEKC k separacim neutrilnich analyti. Jsou vSak vhodné
k modifikacim hydrofobnich vlastnosti micel iontovych detergenti [9].

Tabulka 2  Kiritické micelarni koncentrace (CMC) a agregaéni &isla (n) nékterych

tenzidi [9].
Tenzid CMC n
[mmol.L"]
aniontovy |dodecylsulfat sodny (SDS) 83 62
dodecylsulfonan sodny 9,8 54
kyselina cholova 14,0 3
kyselina deoxycholova 5,0 4
kationtovy |dodecyltrimethylamoniumbromid (DTAB) 14,6 61
tetradecyltrimethylamoniumbromid (TTAB) 4,4 64
cetyltrimethylamoniumbromid (CTAB) 0,9 78
neiontovy |polyoxyethylen-23-laurylether (Brij 35) 0,1 40
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2.14.3 Ostatni médy kapilidrnich elektromigra¢nich metod

Elektroforéza v sitovacich prostfedich

Kapilarni elektroforéza se nejeastéji provadi ve volném roztoku. Maji-li viak byt
d&leny latky s rozdilnou velikosti molekul a velmi blizkym ¢i identickym specifickym
nabojem, tj. ndbojem vztaZenym na jednotku relativni molekulové hmotnosti, napf.
komplexy bilkovin sionogennim detergentem dodecylsulfitem sodnym (SDS),
polynukleotidy a nukleové kyseliny, je nezbytné, aby elektromigratni separace t&chto
latek probihaly v prostfedich vykazujicich sitovy efekt. Tento efekt zpisobuje
zpomaleni rychlosti migrujicich &astic, jez je pfimo imé&mé velikosti téchto Castic, tj.
vysledna elektroforeticka pohyblivost téchto astic je nepfimo uméma jejich velikosti a
tyto latky jsou oddélovany v pofadi podle vzristajicich relativnich molekulovych
hmotnosti.

Izotachoforéza

Izotachoforéza (ITP) je elektroforéza realizovand v diskontinudlnim systému
elektrolytii [28]. Vzorek, obsahujici smés ionti jednoho typu naboje (anionty, nebo
kationty), jez maji byt oddéleny, a téméf libovolné protiionty, je vloZen mezi tzv.
vedouci a koncovy elektrolyt, pfi€emz pohyblivosti délenych iontd vzorku musi byt
intermedidmi vzhledem k pohyblivosti vedouciho iontu vedouciho elektrolytu a
koncového iontu koncového elektrolytu. Protiiont vedouciho elektrolytu je volen tak,
aby mél pufra€ni kapacitu pfi daném pH separace, protiion koncového elektrolytu je do
znalné miry libovolny. Pokud k takto definovanému systému pfipojime stejnosmérné
elektrické pole, dojde po urditém Case k vytvofeni tzv. ustileného stavu, ve kterém
jednotlivé ionty vzorku putuji stejnou rychlosti v bezprostfedné sousedicich zénach
s velmi ostrymi rozhranimi, jejichz ostrost se diky samozaostfujicimu efektu s asem
neméni. V diisledku koncentra¢niho efektu diskontinualniho elektrolytového systému je
koncentrace separované latky v ITP z6né nezavisla na plivodni koncentraci ve vzorku.
Ustavuje se podle Kohlrauschovy regulaéni funkce a je konstantni v celém objemu zény.
Zaznam ITP separace (izotachoforegram) ziskany nej€ast&ji univerzalnim vodivostnim
detektorem ma charakteristicky stupfiovity priib&h, ve kterém vyska stupné odpovida

kvalité separované latky a délka stupné je pfimo imé&ma4 jeji kvantitg.
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Izoelektrick4a fokusace

Izoelektricka fokusace (IEF) umoZituje d&leni amfoternich latek (bilkovin a
peptidt) podle jejich izoelektrickych bodi, tj. podle distribuce kladnych a zépornych
naboji v jejich molekulach. Elektromigrace probiha v prostfedi gradientu pH, ktery je
vytvofen plisobenim elektrického pole na komplexni smési amfolytd, jeZ tvofi nosny
elektrolyt této metody. D&lené latky v tomto prostfedi migruji, dokud nedoputuji do té
&asti separatniho prostfedi, jehoZ pH je rovno jejich izoelektrickému bodu. Na rozdil od
ploinych gelovych uspofadani IEF, je tfeba v kapilarni IEF [29] po dosaZeni ustaleného
stavu fokusované zény mobilizovat, aby mohly byt detekovany detektorem pevné
umisténym u jednoho z koncii kapilary. Mobilizace se uskute¢iiuje hydrodynamickym
tokem vyvolanym pfetlakem nebo podtlakem u koncii kapilary, elektroeluci [29] nebo
elektroosmotickym tokem [30].

Elektrochromatografie

Kapilamni elektrochromatografie (capillary electrochromatography — CEC) je
technika analogicka kapilarni HPLC, tj. separaéni prostor je tvofen plnénou kapilarni
kolonou, jejiz sorbent pfedstavuje stacionarni fazi [31]. Na rozdil od HPLC v8ak pohyb
mobilni faze neni realizovan tlakové vyvolanym hydrodynamickym tokem, ale EOF
vyvolanym stejnosmémym elektrickym polem pfipojenym k obéma konciim kolony
ponofenym do roztoku mobilni faze v elektrodovych nadobkach. Podobné jako v EKC,
kde je hlavni pfednosti pravouhly profil EOF na rozdil od parabolického profilu
hydrodynamického toku. Kromé toho v CEC lze diky absenci zpétného tlaku kolony

uzit mens$i ¢astice sorbentu neZ v HPLC, coz téZ zvySuje G¢innost separace [32].

2.2 KAPILARNI ELEKTROFOREZA PEPTIDY)

Peptidy pfedstavuji velkou a komplexni skupinu biologicky aktivnich latek.
V piirodé se vyskytuji v obrovském mnozstvi a jejich funkce je velmi rozmanita. Hraji
vyznamnou roli v fizeni a regulaci procesii ve vSech zivych organismech. Peptidy
pusobi napf. jako hormony, neurotransmitery a imunitni modulatory, koenzymy,

substraty a inhibitory enzymi, 1é€iva, toxiny a antibiotika.
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Zajem farmakologického vyzkumu o analogy peptidi jako terapeutik
v poslednich letech stoupl; mnoho t&€chto latek ma silny G¢inek pfi velmi nizké davce, a
proto farmakologické a farmakokinetické studie musi byt podpofeny vysoce citlivou a
specifickou analytickou metodou. Rada peptidii a jejich derivat je syntetizovana, aby
napomahaly pfi studiu metabolismu a mechanismu jejich plsobeni v organismu.
Kontrola syntézy, identity a {istoty nabyva na dileZitosti, a proto zde maji své
nezastupitelné misto vysokouinné separaéni metody. Separace peptidd vzniklych
enzymatickym S$t€penim bilkovin &i bilkovinnych smési je kli€ovym krokem pii
proteomickych studiich.

Peptidy se skladaji z aminokyselin spojenych peptidovymi vazbami nebo
disulfidovymi mistky. Obrovské mnozstvi variaci sekvenci (pofadi) aminokyselin
v peptidovém fetézci je pfi€inou neobyCejné pestrosti peptidi. Naboj a tvar peptidu
nezavisi jen na typu aminokyselinovych zbytki, ale také na jejich pofadi v peptidovém
tetézci. VSechny tyto odliSnosti maji za nasledek rizné elektroforetické pohyblivosti
peptidl, coZ umoZiuje jejich dé€leni pomoci elektromigratnich metod [33].
Elektromigraéni metody separace peptidi se nepfetrzité rozSifuji a jednotlivé
elektroforetické, elektrokinetické a elektrochromatografické méody jsou uznavany jako

rovnocenné prot&jSky resp. doplitky HPLC metod [34].

2.2.1 Elektromigracni vlastnosti peptidi

Jako hlavni elektromigratni vlastnost je brana elektroforetickd pohyblivost,
kterA ma hlavni vyznam pro vSechny elektromigraéni metody. Mobilita peptidi je
funkci:

e vlastnosti peptidi (naboj, velikost, tvar),

e vlastnosti média (zdkladni elektrolyt, jeho sloZeni, pH, iontova sila, viskozita

a teplota),

e interakci peptidi se sloZkami média (solvatace, disociace, tvorba komplexi).
Malé peptidy se chovaji jako jednoduché organické latky (ionty). Mobilita je pfimo
umérna néboji a nepfimo uméma relativni molekulové hmotnosti, M;.

Prvné kvantitativn€ popsal tento vztah Offord [35] pro sérii oligo- a polypeptidi

délenych papirovou elektroforézou:

q
Mep =k.M 2/3 (19

r
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kde & je konstanta proporcionality, m, je elektroforeticka pohyblivost a g je efektivni
naboj.
Nasledujici vztah byl odvozen pro rigidni sférické molekuly v pufrech s nizkou

iontovou silou [36]:

q9
Mep =k.M 1/3 (20)

Dalsi semiempiricky model byl navrzen pro syntetické polymery s cylindrickym nebo
tyCovitym tvarem molekul [36]:

q
My =k~ 1)

r

2.2.2 Volba separacnich podminek

Volba separaénich podminek je komplexni proces, v némz hraji vyznamnou roli
rizné separaéni parametry. Hlavni faktory, které je tfeba brat v uvahu pii vyvoji
separace, jsou parametry roztoku zakladniho elektrolytu a instrumentalni parametry.

2221 Elektrolytovy systém

Zakladni elektrolyt je pro CZE velmi dilezity, nebot’ jeho sloZeni zisadné
ovliviiuje migraéni chovani analytii. Vhodny elektrolytovy systém musi zajistit spravné
elektroforetické chovani vSech rozpusténych latek vroztoku, dale musi =zajistit
dostatenou stabilitu systému a vyhovujici separaci analyti.

SloZeni pufru a koncentrace. Vhodné pufry (tlumivé roztoky) pro CZE maji
dostate¢nou pufraéni kapacitu ve vybrané oblasti pH a nizkou elektrickou vodivost, aby
se minimalizoval prochazejici elektricky proud. Pro zaostfeni zény vzorku v kapiléafe,
které zvySuje separa¢ni u€innost a zlepSuje detekci, je také dilezity typ pouzitého
rozpoustédla vzorku. Zvyseni koncentrace zakladniho elektrolytu (pro dané pH) sniZuje
EOF a pohyblivost analytu.

pH pufru. pH pufru mize ovlivnit separaci zménou néboje stanovované latky
nebo piisady a zmé&nou EOF. Phi separaci bilkovin a peptidi se pfi zméné pH z hodnoty
nad izoelektrickym bodem (p/) na hodnotu pod izoelektrickym bodem zméni vysledny
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naboj rozpusténé latky ze zaporného na kladny. Zvyseni pH pufru v kfemenné kapilafe
zvysuje EOF.

Velka rozmanitost elektrolytovych systémi je vyuZivana pfi separaci Siroké
$kaly analyti v CE. VétSina ztéchto elektrolyti jsou vodné pufry. Mezi béZné
pouzivané pufry v CE patii: fosfatovy pufr (pH 1,1 — 3,1 a pH 6,2 - 8,2), acetitovy pufr
(pH 3,8 - 5,8), boratovy pufr (pH 8,1 — 10,1), Tris (pH 7,3 — 9,3) a amfoterni pufr jako
napiiklad MES (pH 5,5 - 6,7), MOPS (pH 6,5 — 7,5), které jsou Siroce pouzivany pro
separace peptidii a proteinli. Volba elektrolytového systému v CE zavisi na mnoha
faktorech, jako je napiiklad rozpustnost, stabilita analytl v elektrolytu, stupei ionizace
analyti, vliv anionti a kationtl pfitomnych v elektrolytu, pH a organické modifikatory.

Anionty pufri

Anionty pfitomné v elektrolytovém systému ovliviiuji elektricky proud,
vytvotené Jouleovo teplo, elektroosmoticky tok, interakci analyti se st€énou kapilary 1
pohyblivosti iontd. Riiznd méfeni poukazala na velké rozdily v migranich fasech
analyti (v&tsi nez 50 %), které mohou byt zplisobeny pouzitim riznych pufri. Bylo
zji§té€no, ze nékteré pary pikd mély lepsi rozliSeni pouze v jednom uréitém pufru a ze
Jiné pary mély rozliSeni stejné dobré ve vSech zkoumanych pufrech. Tento fakt
dokumentuje existenci rozdili v selektivité¢ pufri. Tyto rozdily zpidsobuji, Ze zména
typu aniontu pufru miZe byt povazovana za metodu zlepSeni rozliSeni v CE separaci
[37]. Vzhledem k vyznamnym vliviim aniontd pufri na EOF, proud, migra¢ni &as,
rozliSeni a selektivitu je proto velmi dilezité vé€novat zvlastni pozornost spravné volbé

pufru [38].

Kationty pufra

Kationty v zédkladnim elektrolytu ovliviiuji migraci analyti v CE systému.
Pfitomnost riznych kationtd kovii na sténé kapilary brani adsorpci proteind [39].
Napfiklad kationty soli LiCl, NaCl, KCl a CsCl brani adsorpci proteini v tomto potadi:
Cs™>K"™ Na™> Li".

Organické modifikatory

Ptidani organickych rozpoustédel do zakladniho elektrolytu umoziiuje stanoveni
nékterych analytd, které nejsou rozpustné ve vod€. Organicka rozpoustédla jsou také
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znama jako latky sniZzujici elektroosmotickou mobilitu, kterd miiZze mit za nasledek lepsi
rozliSeni v del$im &ase analyzy. Elektroosmoticka pohyblivost se sniZuje s rostouci
koncentraci pfidanych organickych rozpoustédel do elektrolytu. Nejméné je ovlivnéna

elektroosmoticka mobilita v ptipad€ acetonitrilu [38].

2.2.2.2 Instrumentalnf parametry

Napéti. Cas separace je neptimo imémy vloZenému napéti. Zvy$eni napéti viak
miiZze zplisobit nadmé&mou tvorbu tepla, které zvySuje teplotu, vysledkem je gradient
viskozity zakladniho elektrolytu v kapilafe. Tento jev zpisobuje rozSifeni zény a
sniZuje rozliSeni.

Teplota. Teplota ovliviluje pfedev§im viskozitu a elektrickou vodivost
zékladniho elektrolytu, a tim i migra¢ni rychlost. V nékterych pfipadech miize zvySeni
teploty zptisobit konforma¢ni zmény bilkovin, coZ pozmé&ni migraéni ¢as a innost
separace.

Kapilara. Rozméry kapilary (délka a vnitini primér) ovliviluji ¢as analyzy,
ucinnost separace a pikovou kapacitu. ZvétSeni celkové délky kapilary sniZuje intenzitu
elektrického pole (pfi konstantnim napéti), coz prodlouzi migraéni €as. Pro dany
zékladni elektrolyt a intenzitu elektrického pole zavisi uvolnéné teplo a tim i rozsifeni
z6ny vzorku na vnitinim priméru kapilary. Ten také ovliviiuje detekéni limit, ktery dale
z4visi na nastfiknutém objemu vzorku a pouzitém detekénim systému. JelikoZ adsorpce
slozek vzorku na sténu kapilary omezuje u€innost, musi byt pfi vyvoji separatni metody
brany v uvahu postupy, které témto interakcim zabrafiuji. V piipadé bilkovin bylo
navrzeno né€kolik metod, jak zabranit adsorpci na sténu kapilary. N&které z téchto metod
vyzaduji pouze modifikaci sloZeni tlumivého roztoku (pouziti extrémni hodnoty pH,
adsorpce kladn€ nabitych pfisad tlumivého roztoku). V jinych piipadech je vnitini sténa
kapilary pokryta kovalentn€ navazanym polymerem na oxid kfemicity, ktery zabraiiuje
interakcim mezi bilkovinami a zdporné& nabitym kfemennym povrchem. Pro tyto ucely
jsou dostupné komer¢ni kapilary pokryté neutralnimi hydrofilnimi, kationtovymi a
aniontovymi polymery.
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2.2.3 Detekce peptidu

2.2.3.1 Z4ikladni parametry detektoru

Citlivost CZE analyzy je zejména zavislda na typu pouzitého detektoru.
Vseobecné lze fici, Ze CZE s UV-absorpéni detekci se vyznafuje pomémé omezenou
koncentradni citlivosti v disledku davkovani malych objemii vzorku (b&€zn€ 1 % objemu
kapilary, 2 az 10 nL) a diky kratké optické detekéni draze (rovna maximalné priméru
kapilary: 50 aZz 75 pm). Tato skute€nost je nepiijemnou pfekdZkou v rutinni analyze
latek. Jiné detektory jako fluorescenéni a elektrochemické se sice vyznaCuji vySsi
citlivosti, ale za to je moZné je aplikovat na méné typd analytli a to i po modifikaci
pomoci chemické derivatizace. Efektivni cestu ke zvySeni citlivosti pfinasi on-line
prekoncentraéni techniky, kde jsou do kapilary davkovéany vétsi objemy vzorku nez
obvykle a postupné dochazi k zaostieni vzorku do uzké zény. Dosud jsou znamé tfi
hlavni on-line prekoncentratni techniky, které se opiraji o odliSny fokusani
mechanismus: ,Field enhanced stacking” [40], ,sweeping” [41], ,dynamic pH
juction“ [42].

Citlivost detektoru, Sp, 1ze vyjadtit vztahem:

S, = RTD (V.mol™ dm*) (22)
kde Rp [V] je odezva detektoru a ¢ [mol.dm™] je koncentrace analytu. Limit detekce,
LOD, a limit stanovitelnosti, LOQ, jsou dany vztahy:

Lop=321 (23)
SD
n
LOQ =102 24)
Sy

v nichZ n [V] zna&i $um a Sp [V.mol™.dm?] citlivost detektoru.

2.23.2 UV-absorpéni detekce

Nejcastéji pouzivanou detekci peptidi v CE je UV-absorpéni detekce v rozsahu
vinovych délek 200 aZ 220 nm, tj. v oblasti, ve které absorbuje peptidova vazba. Cim
delsi je peptidovy fetézec a vétsi poet peptidovych vazeb, tim intenzivnéjsi je odezva
signalu pfi stejné molarni koncentraci [43]. Citlivost se miize téz zvySit pouzitim

specidlnich typtli detekénich cel, jako jsou napiiklad cely ve tvaru Z, U, ,,sleeve” nebo
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bubliny [44]. Peptidy obsahujici v fetdzci aromatické aminokyseliny mohou byt
detekovany pti vinové délce 275 - 280 nm anebo s niZsi citlivosti pfi 254 nm. Nejvyssi
molarni absorpéni koeficienty maji tryptofan a tyrosin, o néco nizsi hodnotu molarniho

absorpéniho koeficientu ma fenylalanin.
2,233 Dalsi detek&ni techniky

Laserem indukovana fluorescentni detekce

Nejcitlivéj$i detekci v CE je laserem indukované fluorescentni detekce (LIF),
jejiz citlivost je o dva aZ tfi fady vyssi neZ UV-absorpéni detekce. Pfi této detekei je
vétsinou nutné provadét pre-, on- a postcolumn derivatizace peptidii fluorescenénimi
znackami [45]. Tento postup znamena v detekci peptidii a proteindl urity problém.
Peptidy a proteiny obvykle obsahuji vice derivatizaénich center v molekule. Mezi asto
pouzivanid derivatizaéni &nidla reagujici s aminoskupinou patfi naftalen-2,3-
dikarboxyaldehyd (NDA), furoylchinolin-3-karboxyaldehyd (FQ), fluorescein
isothiokyanat (FITC) a (4-karboxybenzoyl)chinolin-2-karboxyaldehyd (CBQCA) [46].
Pouze peptidy obsahujici aromatické aminokyseliny s excita¢ni vinovou délkou 240 az

280 nm mohou byt detekovéany bez derivatizace [47].

Hmotnostni spektrometricka detekce

Hmotnostni spektrometrie (MS) pfedstavuje idealni detekéni princip, protoze je
to citlivd, univerzalni i selektivni detekéni technika pro CE [48]. MS ma velmi
vyznamné postaveni pfi analyze a urfovani struktury peptidi a proteini. NejbéZnéji
pouzivanym iontovym zdrojem pfi spojeni CZE-MS je elektrosprej (ESI) a ionizace
laserem za pfitomnosti matrice (MALDI), které umoziiuji nejen rychlou charakterizaci
elektroforeticky separovanych peptidi jejich relativnimi molekulovymi hmotnostmi, ale
také poskytuji dilezité informace o struktufe a sekvenci aminokyselin v fetézci, o post-
transladnich modifikacich, o peptidovych mapéich bilkovin a o nekovalentnich
interakcich peptidi.

Elektrochemick4 detekce

Mezi elektrochemické detekce patti amperometrickd, voltametrické a vodivostni.
Elektrochemicka detekce neni pfili§ Castd v kapilarni elektroforéze peptidi. Vysoce

citliva i selektivni amperometrickd a voltametrickd detekce se pouziva pro peptidy
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obsahujici oxidovatelné a redukovatelné funkéni skupiny, tedy pro peptidy obsahujici
aminokyseliny jako tyrosin, cystein nebo tryptofan. Univerzalni bezkontaktni
vodivostni detekci 1ze detekovat viechny peptidy bez omezujicich pozadavki na jejich
strukturu [24].

2.2.4 Kvalitativni a kvantitativni analyza
V CZE migruji zény separovanych latek riznymi rychlostmi a prochazeji

detektorem v riznych &asech. Ziskany zdznam se nazyva elektroferogram, ktery je
obrazem zoén separovanych analyti. Poet separovanych z6n analyti proSlych
detektorem pak odpovidd poétu pikii v elektroferogramu. Poloha piku
v elektroferogramu ud4va migraéni as pfisluného analytu, z n€hoz lze vypocitat jeho
elektroforetickou pohyblivost a ta miize €asteéné slouzit i k jeho identifikaci. Jinymi
slovy feéeno, elektroforetick4 pohyblivost zavisi na povaze analyzované latky a je tedy
kvalitativni informacf o analytu. Plocha piku v elektroferogramu je imémé mnozstvi
pfislusného analytu naddvkovaného do separacni kapilary a vztaZzena na dévkovany
objem vzorku udavé koncentraci analyzované latky ve vzorku. Plocha piku nese tudiz
kvantitativni informaci o analytu. Pro kvantitativni vyhodnocovani elektroferogrami
se nejlastéji pouziva metoda kalibracni ptimky, ale i1 dal§i vyhodnocovaci metody jako
je metoda vnitintho standardu, metoda standardniho piidavku a metoda vnitini
normalizace, nachazeji uplatnéni v CE [9]. Kolisajici rychlost EOF, jez je ¢&asto
pozorovana v CE, zna¢né ovliviiuje opakovatelnost migraénich €asii a ploch piki
analyzovanych latek. Pro lep§i opakovatelnost se proto obvykle misto plochy piku
vyhodnocuje korigovana plocha piku, coz je plocha piku délena migraénim asem
analytu. Korigovana plocha piku se pak vynasi do kalibra¢nich zavislosti misto plochy
piku a slouzi ke kompenzaci posunu migra¢nich €asti od analyzy k analyze (dochézi tim
ke zmenSeni rozptylu odezvy) a rozdilu v odezvach sloZzek vzorku s riznymi
migra¢nimi ¢asy.

Velmi vyhodné pro kvalitativni analyzu je simultanni detekce univerzalnim a
selektivnim detektorem, napf. vodivostnim a optickym [49]. Kvantitativni analyza je
v CE zaloZena na kalibraci standardnimi roztoky, kdy kalibrani graf reprezentuje

zavislost plochy piku na ddvkovaném mnozZstvi [50].
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2.24.1 Stanoveni stupné Listoty peptidi

Cistota peptidd a obsah jednotlivych sloZek ve vzorku mohou byt stanoveny
riznymi postupy, které zivisi na dostupnosti standardu peptidu. Jestlize je standard
peptidu dostupny, miZe byt mnoZstvi peptidu v analyzovaném vzorku urfeno absolutng
pomoci metody kalibraéni k¥ivky nebo metodou vnitiniho standardu, tzn. porovnanim
migradnich &ast, vysky a/nebo plochy piku standardu peptidu a peptidu v daném vzorku.
Pokud standard peptidu neni dostupny, tzn. kdyZ je peptid prvné syntetizovan (izolovan)
a analyzovan, pak stupefi &istoty i-té slozky peptidového preparitu miZe byt
kvantifikovan na z4kladé vyhodnoceni: relativni vysky piku, P, (i) (25), relativni plochy

piku, P,(i)(26) a relativni korigované plochy piku, P, (i) (27):

~_ k(i) N

B() =573 B i=1.n, 25)
A0

PA(I)—ZA(I') i=1.n, (26)
N A

P, (i)= 4. (1) i=1.n, 27)

kde h(i)je vyska piku i-té slozky peptidového preparitu, A(i) je plocha piku i-té
slozky peptidového prepardtu a A4, (i) je korigovand plocha piku i-té slozky
peptidového preparatu, n je po€et slozek ve vzorku peptidového preparatu. Korigovana
plocha piku je plocha piku vztazena k migraéni rychlosti daného analytu a je rovna
plose piku délené migraénim ¢asem daného piku.

Takto stanoveny stupeil Cistoty je pouze pfiblizny, nebot” molarni absorp€ni
koeficienty jednotlivych slozek peptidového prepardtu se mohou liit. Nejcastgji
syntetické peptidy obsahuji jako pifimési strukturné podobné latky vysledného produktu,
které maji podobné moladmi absorp¢ni koeficienty. Stanoveni na zdklad€ relativni vysky
piku (25) je vhodné pouzit v ptipadech, kdy piky maji podobny tvar a Sitku. Stanoveni
na zaklad¢€ relativni plochy piku (26) se uziva pfi vyhodnocovani piku, jejichZ rozdilna
Sitka neni zpisobena riznou migra¢ni rychlosti, ale elektromigra¢ni disperzi nebo
adsorpci na sténu kapilary. Nejpfesnéjsi stanoveni stupné Cistoty je pomoci relativni

korigované plochy piku.
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2.2.5 Fyzikalné-chemicka charakterizace

2251 Efektivni a specificky ndboj, izoelektricky bod

Z fyzikalné-chemického hlediska jsou peptidy amfolytické (poly)elektrolyty
nebo (poly)amfolyty. Amfolyty, tedy latky amfolytické povahy, maji ve své molekule
jak kyselou funkéni skupinu, tak funkéni skupinu zasaditou, a mohou proto nést kladny,
zaporny nebo nulovy naboj, podle pH okolniho prosttedi. Efektivni ndboj peptidi je dan
sumou naboji vSech iontovych skupin pfitomnych v polypeptidovém fetézci.
Z ptitomnych iontovych skupin v polypeptidovém fetézci a jejich disociaCnich konstant
je mozné odhadnout, které skupiny jsou disociovany v daném pH a jak pfispivaji
k efektivnimu naboji. Specificky naboj je dan efektivnim nébojem délenym relativni
molekulovou hmotnosti.

Obecné plati, Ze pti pH = pK, budou dané skupiny disociovat v roztoku z 50 %,
pii pH = pK, + 1 bude disociace 90 % a pfi pH = pK, — 1 bude disociace 10 %.
Aminokyseliny asparagova a glutamova kyselina zptlisobuji pfitomnost negativniho
naboje na peptidovém fetézci, lysin, arginin a z&4asti histidin jsou nosi¢i pozitivniho
naboje na peptidovém fetézci.

Piesnéjsi charakteristiku amfolytii poskytuje po€itaCovy program, ktery vypocita
efektivni naboje na zdkladé matematickych modelti acido-bazickych rovnovah
zékladnich amfolytd [51].

Velmi dilezitou charakteristikou peptidi je jejich izoelektricky bod (pl), je to
pH roztoku, pfi kterém je efektivni ndboj peptidu nulovy, a proto i jeho efektivni
mobilita pfi tomto pH bude nulovi. Pro nékteré malé oligopeptidy obsahujici maly
pofet aminokyselinovych zbytki ma pH, ve kterém je jejich efektivni naboj nulovy,
pomé&mé Siroky rozsah. A proto misto o izoelektrickém bodu mluvime o izoelektrickém
pasmu. Peptidy se v elektrickém poli pohybuji jako kationy pifi pH < pl nebo jako
anionty pfi pH > p/ [34].

Zavislost efektivniho ndboje nebo efektivni pohyblivosti peptidi na pH 1ze uréit
téZ jinymi metodami, jako mnapf. acidobazickou titra¢ni kiivkou [52] nebo
elektroforetickou titraéni kiivkou [53], ptipadné pro malé oligopeptidy v rozmezi pH 4
az 10 kapilamni izotachoforézou [54]. Izoelektricky bod peptidi 1ze téZ stanovit kapilarni
nebo gelovou izoelektrickou fokusaci [55] nebo CZE [56].
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2.2.5.2 Efektivni elektroforeticka pohyblivost

Efektivni elektroforetickou pohyblivost peptidu v zakladnim elektrolytu, meg, 1ze
ziskat z experimentaln& ureného migracniho asu peptidu, #n [s], a migraniho ¢asu

elektroneutralni latky — markeru EOF, ¢, [s], podle vztahu:
LL
m, ='_4(L_LJ (28)

kde L; [m] je celkova délka kapilary, Ly [m] je efektivni délka kapilary, U [V] je
vloZené separani napéti.

Pii analyzach v siln€ kyselych zakladnich elektrolytech s velmi pomalym EOF
zpisobenym potladenou disociaci silanolovych skupin na sténach kifemenné kapilary
byla efektivni elektroforetickd pohyblivost stanovena pomoci tlakem urychleného
méfeni EOF [57]. Vzorek byl davkovan spolené se zénou A neutrdlniho
elektroosmotického markeru do kapilary naplnéné zékladnim elektrolytem. Poté bylo
vloZeno separaéni napéti, analyty byly separovany a neutrdlni marker zény A se
pohyboval elektroosmotickou rychlosti. Analyza byla pferuSena, separani napéti
vypnuto v pfesn€ daném Case, t,, poté co zona peptidu prosla detektorem. Nasledn€ byla
naddvkovana druhid zéna B stejného neutrdlniho markeru, kapilara byla vracena do
nadobky se zdkladnim elektrolytem, a na nddobku byl vloZen davkovaci tlak. Obé zény
markeru, A i1 B, byly registroviny detektorem v danych fasech, 74 a tg. Potom
elektroforeticka pohyblivost byla stanovena podle vztahu:

LL
my =——L 1 1. 4 (29)
U \t, t, tt,

m u

kde L; [m] je celkova délka kapilary, L.s [m] je efektivni délka kapilary, U [V] je

vlozené separacni napéti a #, [s] je migra¢ni Cas peptidu.

2.253 Dalsi fyzikalné-chemické parametry

Dal$imi fyzik&ln€-chemickymi parametry, které ovliviiyji CE analyzu a separaci
peptidi a které lze zjejich CE analyz uréit jsou: Stokesiv polomér, relativni
molekulovd hmotnost, difuzni koeficient, acidobazicki disociacni konstanta, asociatni

konstanty komplexi peptidi s nizko- i vysokomolekuldrnimi ligandy [58].
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2.3 DIPEPTIDOVE DERIVATY METHIONIN-STATINU

Dipeptidové derivaty methionin-statinu (dale v textu uZivané oznatni MStaXaa)
se skladaji ze spoleéné zikladni struktury methionin-statinu, ke které je pfipojena
piisluiné standardni aminokyselina. Timto spojenim dochazi k tvorbé peptidové vazby.
NiZe jsou znizomnény dv& zakladni formy methionin-statinu, MStaOH a MStaNH,,
strukturni vzorce dipeptidovych derivatd jsou uvedeny na dalsi stran€ v Tabulce 3 [59].

OH O OH O
HzN\/'\/lKOH HoN ; NH,
S S\
MStaOH MStaNH,
M;= 193,08 M:=192,09

MStaXaa byly syntetizovany na pevné fazi a poté byly purifikovany pomoci
HPLC a charakterizovany MS. Jednim z cilii této prace bylo stanovit stupefi Cistoty
danych MStaXaa.

Dipeptidové derivaity MStaXaa byly syntetizovany s cilem testovat je jako
inhibitory vyznamné tfidy proteolytickych enzymid, methionin aminopeptidas.
Methionin aminopeptidasy odstépuji N-termindlni methionin z nascentniho peptidového
fetézce a predstavuji tak jedny zkli€ovych enzymii v biosyntéze a zrani bilkovin
v eukaryotickych butikich, nebot’ biosyntéza vSech eukaryotickych proteini v cytosolu
zaCind pomoci inicidtoru methioninu. Aminopeptidasy se podileji na tvorb€ novych
krevnich cév (angiogenezi) pfi §ifeni agresivnich nadorovych bunék, proto inhibice
angiogeneze prostfednictvim inhibitori aminopeptidas je jednou ze zkoumanych
strategii 1é¢by rakovinovych onemocnéni [60]. Z dvaceti testovanych peptidli prokazaly
nejvyssi inhibiéni u€inky dipeptidové derivaty MStaCys a MStaVal, jejichz struktury
poskytuji vhodny zdklad pro syntézu novych jesté ucinnéjSich inhibitorti aminopeptidas.
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Tabulka3  Strukturni vzorce a M; dipeptidovych derivati methionin-statinu.

Oznateni Strukturni M, Oznaceni Strukturni M,
analytu vZorec analytu VZOrec
MStaAla OH O CHs, 263,16 MStaT OH 35516
H""\./'\)LNJ}I/NH2 g OH O
H H o H2N\;)\)LN NH,
S -\ H o
Hzn\/k/u\b MStaTrp 378,17
=\‘ < NH
H,N NH,
; N
WY L
s MStaGlu Oy -OH 321,40
~N
MStaCys SH 295,10 OH O
o N G H,N\)\)LNJiNHz
2N N 2 E H
B H 5 \ o
3 L
~ MStaGin O NH2 320,15
MStaAsp OH 307,12
OH O
OH O 6]
Nk v
S
N MStaArg HNS N 34819
MStaAsn NH, 306,14 H ’
OH O o
H H O
2N\é/k/ll\u NH, HzN\i/IKN NH,
Nl Ty
EN NG
MStaThr oH o YoM 293,14  MStaLys NH; 320,19
HN N NH,
5 H o OH 0
1 HzN\_/'\/U\N NH,
~ E H
MStaSer on o OH 27913 N ©
S
HoN NH ~
2 :/'\/u\ﬁ/(g/ 2 MStaMet s~ 323,13
\ OH O
SN HzN\/'\/lJ\N NH,
MStaPhe 339,16 H H o
OH O 1\
PN Ny MStaLeu 305,18
'\ o OH O
S HZN\MN NH,
MStaVal OH O 291,41 '\ H o
HZN\__/K/U\N NH, 5
\ H o MStaHis HNR 329,15
S OH O =
HoN N NH,
MStalle 305,44 \ H o
OH O S
HzN\_/K)LN NH, 42
N Mo




3 VYZKUMNE CiLE

Cilem diplomové prace bylo:

1.

Provést analyzu a stanovit stupné &istoty dipeptidovych derivati
methionin-statinu kapilarni zénovou elektroforézou (CZE) v rliznych
kyselych (klasickych a izoelektrickych) zdkladnich elektrolytech, uréit limit
detekce a limit stanovitelnosti t¥chto latek v CZE analyzatoru

s UV-absorpénim detektorem.

Vypotitat efektivni a specifické néboje dipeptidovych derivatl
methionin-statinu a urdit jejich efektivni elektroforetické pohyblivosti
metodou CZE v riznych zékladnich elektrolytech pifi standardni teploté
25 °C.

Separovat smési  strukturn€ podobnych  dipeptidovych  derivati
methionin-statinu  metodou CZE a micelarni elektrokinetickou
chromatografii (MEKC), testovat vhodnost kyselych (klasickych a
izoelektrickych) zakladnich elektrolytli pro analyzu a separaci dipeptidovych
derivati methionin-statinu.
- Porovnat separa¢ni uc€innost a rozliSeni riznych zakladnich
elektrolyti (klasickych a izoelektrickych).

- Porovnat separa¢ni u€innost a rozliSeni metod CZE a MEKC.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 CHEMIKALIE

Vsechny pouzité chemikalie dosahovaly stupné istoty p.a., krom& derivatl
celulosy, které byly dostupné ve stupni isté. Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethan),
SDS (dodecylsulfat sodny), MHPC (methylhydroxypropyl celulosa), MHEC
(methylhydroxyethyl celulosa) a HEC (hydroxyethyl celulosa) byly dodany firmou
Serva (Heidelberg, Némecko). Kyselina fosfore¢na, kyselina octova, kyselina mraventi,
dimethylsulfoxid (DMSO) a hydroxid sodny byly ziskany od firmy Lachema (Bmo,
CR), methanol od firmy Penta (Chrudim, CR), kyselina iminodioctova (IDAA) byla
dodédna od Bachemu (Bubendorf, Svycarsko), hexadecyl-trimethylamoniumbromid
(CTAB) a hydroxid litny od firmy Fluka (Buchs, Svycarsko). Kyselina asparagova byla
doddna firmou Sigma — Aldrich (Steinheim, Némecko) a kyselina glutamova byla
ziskana od firmy Merck (Darmstadt, Némecko).

4.2 UPRAVA VZORKU

Dipeptidové derivaty methionin-statinu byly syntetizovany na pevné fazi [61]
v Ustavu organické chemie a biochemie AV CR (UOCHB). Rozpustnost peptidii je
dana jejich aminokyselinovym sloZzenim a sekvenci. Pfi CE analyze se peptidy
nejCastéji rozpoustéji v deionizované vodé nebo v zikladnim elektrolytu. Dodané
vzorky byly rozpustény v deionizované vodé (v koncentraénim rozsahu 2,62 - 9,88
mmol.L") zdivodu moZnosti pouziti stejného roztoku vzorku v riznych

elektrolytovych systémech.

4.3 PRISTROJOVE VYBAVENI

VSechna méfeni byla provadéna na laboratornim CE analyzatoru sestrojeném
v UOCHB AV CR [62]. Tento analyzétor byl obsluhovan manuéln, sbér a zpracovani
dat bylo provadéno pomoci chromatografické stanice Clarity (DataApex, Praha, CR).
Byla pouZzita kfemenna kapilara Polymicro o vn&j§im priméru 375 pm a vnitfnim
priméru 50 pum, ktera méla celkovou délku 31 cm a efektivni délku 20 cm. Jednotlivé
experimenty byly provadény pfi laboratorni teploté 23 az 24 °C, davkovani vzorku bylo



hydrodynamické. Latky byly detekovany UV detektorem s pevnou vinovou délkou 206
nm, zdrojem zéifeni byla bezelektrodovd vysokofrekvenéné buzend jédova vybojka
(LKB - Pharmacia, Uppsala, svédsko), a UV-senzitivni kfemikova fotodioda
s vestavenym piedzesilovatem (Hamamatsu Photonics Deutschland, Herrsching,
Némecko).

Kapiléra pfed zménou zékladniho elektrolytu byla promyvana nejprve vodou,
poté 0,1 M hydroxidem sodnym, opét vodou a nakonec novym zdkladnim elektrolytem.
Separagni napéti bylo v rozsahu 6 az 20 kV. Vzorky byly davkovany hydrodynamicky,
tlakem 10 — 14 mbar po dobu S az 15 s.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 ANALYZA DIPEPTIDOVYCH DERIVATU
METHIONIN-STATINU

5.1.1 Strategie volby experimentilnich podminek

Strategie pro volbu vhodnych podminek pro CE separaci peptidi byla pouzita pti
vybéru  experimentdlnich podminek pro analyzu dipeptidovych derivati
methionin-statinu. Tato strategie je zavisla na charakteristickych vlastnostech peptidi,
které vyplyvaji z jejich aminokyselinového sloZeni a sekvence a urcuji tak elektricky
naboj peptidu, velikost, tvar, hydrofobicitu a specifické vazebné schnopnosti.
Ze struktury také vyplyva ionogenni €i neionogenni charakter peptidu, ktery hraje
dilezitou roli pfi volbé separaéniho médu metody. Pokud jsou peptidy nabité alespori
v ur¢ité oblasti pH, miizeme volit metodu CZE, pokud ne, volime metodu CMEKC.

Dalsi dilezity faktor, ktery ovliviluje vybér zakladniho elektrolytu, je rozpustnost
analytu. Na rozpustnost peptidu ma zasadni vliv pH, iontova sila a sloZeni pufru, ale

také rizna aditiva.

5.1.1.1 SloZeni zékladnich elektrolyti

Zékladni elektrolyt (BGE) byl vybiran tak, aby splitoval n€kolik diilezitych kritérii.
Bylo nezbytné, aby zaru€oval poZadované pH v z6né putujiciho analyzovaného vzorku.
To znamena, Ze BGE musel mit dostate€nou pufra¢ni kapacitu a jeho pH bylo co
nejméné vzdalené od konstanty acidity (pK,) pufrujici slozky nebo byly pouZity
pomémé vysoké koncentrace slabych kyselin, které také dostate€nou pufracni kapacitu
zajistily. V uvahu byla také brana pouzitd UV-absorp€ni detekéni technika.

Na zakladé¢ strategie pro raciondlni volbu experimentalnich podminek byly pro
CZE analyzu dipeptidovych derivati methionin-statinu vybrany BGE v kyselé oblasti
(pH 2,05 aZ 2,98). V Tabulce 4 je uvedeno jejich slozeni, pH, zkratka dale pouzivana
v této praci, jejich elektroosmoticka pohyblivost, napéti a elektricky proud, pfi kterych
byly experimenty provadény.
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Tabulka4  Slozeni, pH a elektroosmotickd pohyblivost, m.,, zakladnich elektrolyti,
vlozené napéti, U, a elektricky proud, I.

Zkratka Slozeni zakladniho elektrolytu pH Meo .10° u 1
[m°V'.s" [kv] [uA]
BGE | 100 mM H3POy4; 50 mM Tris 2,18 2,27 10 49,5
BGE Il 500 mM kyselina octova 2,54 5,72 15 114
BGE Il 2 M kyselina octova 2,18 7,87 15 20,7
BGE IV | 200 mM kys. mravenc¢i; 200 mM kys. octova 2,05 6,24 15 31,9
BGE V 200 mM kyselina iminodioctova 2,26 4,92 10 338
BGE VI 100 mM kyselina asparagova 2,98 2,69 15 10,5

5.1.1.2 Volba kapilary

Pro vybér vhodné separa¢ni kapilary byla dilezitd dvé hlediska, geometrické
parametry a vnitini povrch kapilary. Délka kapilary byla volena tak, aby v rozumné
kratké dob€ bylo mozné tplné rozdéleni analyzovanych latek. Rozmér vnitfniho
pruméru kapilary byl dilezity pii kontrole teploty zakladniho elektrolytu a citlivosti
optické detekce. Pro analyzu a pozd€ji i separaci dipeptidovych derivati methionin-
statinu byla pouzita vnitiné nepokryta kiemenna kapilara s polyimidem na vné&jsi strané
dodani od firmy Polymicro Technologies, Phoenix, AR, USA. Vnitfni primér separa¢ni
kapilary byl 50 um a vné&j§i primér 375 um, jeji celkova délka byla 31 cm a efektivni
délka 20 cm, proto viechny analyzy probihaly v pomémé kritkém &ase, CZE analyzy
do 5 min, MEKC separace do 5 — 25 min.

5.1.2 Stanoveni stupné Cistoty

Analyza a stanoveni stupné Cistoty dipeptidovych derivatli methionin-statinu byly
uskute¢nény metodou CZE v kyselych zakladnich elektrolytech BGE I — VI. Uréeni
stupné Cistoty analyti je velmi dileZitym hlediskem pro dalsi vyuziti téchto latek.
Standardy t&€chto nové syntetizovanych latek nebyly dostupné, proto byl stupeii Cistoty
danych dipeptidovych derivati kvantifikovan na zakladé vyhodnoceni relativni
korigované plochy piku a dale na zdklad€ relativni plochy a relativni vysky piku (viz
kap. 2.2.4.1). Hodnoty stupné &istoty viech analytd s vyjimkou MStaCys se pohybovaly
vrozmezi 90,9 az ~100 %. MStaCys s nékolika neidentifikovanymi pfimésmi mél
hodnotu stupné€ &istoty kolem 60 %. V Tabulkach 5 - 7 (viz str. 48 a 49) jsou shruty
pfesné hodnoty stupiiii Cistoty méfenych analyti tfemi vySe uvedenymi postupy
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vyhodnoceni. Stanoveni stupné €istoty na zdkladé vyhodnoceni relativni korigované
plochy piku je z uvedenych zptisobii vyhodnoceni nejpfesnéjsi. Hodnoty stupiid istoty,
ziskané vyhodnocenim relativni plochy a vySky piku byly velmi podobné jako u
vyhodnoceni pomoci korigované plochy piku.

Piiklady né&kterych analyz dipeptidovych derivati methionin-statinu jsou
znazormnény na Obriazku 5 (viz str. 50). CZE analyza dipeptidu s vysokym stupném
distoty (~100 %) je pfedstavena na zaznamu s MStaVal (viz Obr. 5A) v kyselém
elektrolytu BGE IV. Opaénym ptikladem je CZE analyza MStaCys, ktery pfedstavuje
zneCistény analyt s n€kolika neidentifikovanymi piimésmi (viz Obr. 5B), na Obrazku
5C je znazomén MStaPhe jako analyt s minoritnimi pfim&smi. Na pfikladech CZE
analyzy MStaGlu je ukizano (viz Obr. 5D a 5E), Ze se¢ mohou objevovat rozdily ve
stupni Cistoty v zavislosti na pouZitém zakladnim elektrolytu. MStaGlu mél stupeii
Cistoty ~100 % v 2 M kyseliné octové, zatimco v 0,2 M kyseliné iminodioctové byl
stupeii Cistoty tohoto analytu 97,7 %.

Tabulka 5  Stupeil Cistoty Pca jednotlivych analyt vyjadfeny relativni korigovanou
plochou piku stanoveny metodou CZE v kyselych zakladnich elektrolytech BGE I - VL.
Slozeni BGE viz Tabulka 4.

Analyt P, A %

BGEl BGEHN BGEIIl BGEIV BGEV BGEVI
MStaAla | ~100 ~100 ~100 98,5 ~100 98,3
MStaPro | ~100 ~100 ~100 96,9 ~100 97,6
MStaGly | ~100 ~100 ~100 97,7 ~100 ~100
MStaCys | 56,6 54,2 67,7 58,9 53,7 52,4
MStaAsp | 94,2 95,1 ~100 95,0 ~100 93,3
MStaAsn | ~100 ~100 ~100 ~100 ~100 ~100
MStaThr | ~100 ~100 ~100 ~100 ~100 ~100
MStaSer | ~100 ~100 ~100 ~100 ~100 ~100
MStaPhe | 96,4 96,7 97,1 96,9 97,6 96,0
MStaval | ~100 ~100 ~100 ~100 ~100 ~100
MStalle | ~100 ~100 ~100 ~100 ~100 ~100
MStaTyr | ~100 ~100 ~100 ~100 ~100 ~100
MStaTrp | 98,4 97,6 99,5 97,5 98,9 97,4
MStaGlu | ~100 97,5 ~100 ~100 97,7 97,6
MStaGin | ~100 ~100 ~100 ~100 ~100 ~100
MStaArg | ~100 98,8 ~100 98,8 ~100 98,4
MStaLys | ~100 ~100 ~100 ~100 ~100 ~100
MStaMet | 95,9 95,2 96,3 94,6 ~100 ~100
MStaLeu | ~100 ~100 ~100 ~100 ~100 ~100
MStaHis | 98,6 98,8 ~100 98,5 ~100 98,8
MStaOH | ~100 ~100 ~100 ~100 ~100 ~100
MStaNH, | ~100 ~100 ~100 ~100 ~100 ~100
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Tabulka 6  Stupeti Cistoty P, jednotlivych analytli vyjadfeny relativni plochou piku
stanoveny metodou CZE v kyselych zakladnich elektrolytech BGE I - VI.

Analyt Pa [%]
BGE! BGEIl BGEIll BGEIV BGEV BGEVI
MStaAla | ~100 ~100 ~100 98,4 ~100 97,9
MStaPro | ~100 ~100 ~100 98,6 ~100 98,6
MStaGly | ~100 ~100 ~100 97,3 ~100 ~100
MStaCys | 61,5 59,8 61,3 53,1 55,7 62,0
MStaAsp | 92,0 94,1 ~100 94,0 ~100 90,9
MStaAsn | ~100 ~100 ~100 ~100 ~100 ~100
MStaThr | ~100 ~100 ~100 ~100 ~100 ~100
MStaSer | ~100 ~100 ~100 ~100 ~100 ~100
MStaPhe | 98,7 99,0 98,9 98,8 99,2 98,0
MStaval | ~100 ~100 ~100 ~100 ~100 ~100
MStalle | ~100 ~100 ~100 ~100 ~100 ~100
MStaTyr | ~100 ~100 ~100 ~100 ~100 ~100
MStaTrp | 988 99,0 98,7 98,8 99,2 98,9
MStaGlu | ~100 97,5 ~100 ~100 97,6 97,6
MStaGIn | ~100 ~100  ~100 ~100 ~100 ~100
MStaArg | ~100 98,8 ~100 98,7 ~100 98,0
MStaLys | ~100 ~100 ~100 ~100 ~100 ~100
MStaMet | 97,8 98,2 96,0 97,8 ~100 ~100
MStaLeu | ~100 ~100 ~100 ~100 ~100 ~100
MStaHis | 98,3 98,6 ~100 98,2 ~100 96,9
MStaOH | ~100 ~100 ~100 ~100 ~100 ~100
MStaNH; | ~100 ~100  ~100 ~100 ~100 ~100

Tabulka7  Stupeii &istoty Py jednotlivych analytl vyjadfeny relativni vySkou piku
stanoveny metodou CZE v kyselych zakladnich elektrolytech BGE I — V1.

Analyt Py, [%]
BGE|I BGEIl BGEIll BGEIV BGEV BGEVI
MStaAla | ~100 ~100 ~100 97,3 ~100 98,3
MStaPro | ~100 ~100 ~100 95,1 ~100 98,1
MStaGly | ~100 ~100 ~100 96,7 ~100 ~100
MStaCys | 77,7 73,2 69,8 77,7 71,4 53,8
MStaAsp | 91,1 94,7 ~100 91,1 ~100 93,7
MStaAsn | ~100 ~100 ~100 ~100 ~100 ~100
MStaThr | ~100 ~100 ~100 ~100 ~100 ~100
MStaSer | ~100 ~100 ~100 ~100 ~100 ~100
MStaPhe | 978 979 97,2 97,0 97,9 98,6
MStaval | ~100 ~100 ~100 ~100 ~100 ~100
MStalle | ~100 ~100 ~100 ~100 ~100 ~100
MStaTyr | ~100 ~100 ~100 ~100 ~100 ~100
MStaTrp | 97,8 97,7 97,3 98,2 98,2 98,5
MStaGlu | ~100 95,8 ~100 ~100 96,4 96,9
MStaGIn | ~100 ~100 ~100 ~100 ~100 ~100
MStaArg | ~100 98,4 ~100 97,4 ~100 97,0
MStaLys | ~100 ~100 ~100 ~100 ~100 ~100
MStaMet | 944 959 95,4 94,9 ~100 ~100
MStaLeu | ~100 ~100 ~100 ~100 ~100 ~100
MStaHis | 958 96,2 ~100 96,7 ~100 96,3
MStaOH | ~100 ~100 ~100 ~100 ~100 ~100
MStaNH, | ~100 ~100 ~100 ~100 ~100 ~100

49



4,86
1 MStaval MSX=Cys
4,544 4881
- X,
4,56
- S 4,90
8 8
458
& &1
L %
4,604, %
o L
R a 3 : Y o 1 5 3 1 ¢
t_[min] t,[min]
(o}
4,554 MStaPhe
4,60
T -4,65-
8, ]
& 470/
4,75- f, :s X
-4,80 Y
0 1 2 3 4
t_[min]
-3,80 D E
4,354 MStaGlu
-3,854
; MStaGlu £) 4,40
<§ S,
-3,904 445 )(1\\
A
'3,95 T v T T v T -4,$ T v T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 20 25 30 35 40 45 50 55
t_ [min] t, [min]
Obrizek 5 CZE analyzy dipeptidovych derivati methionin-statinu:

(A) MStaVal, ¢ = 0,452 mM (Pca~ 100 %) v BGE IV; (B) MStaCys, ¢ = 0,763 mM

(Pca=60%) v BGEL
(D) MStaGlu, ¢ = 0,860 mM (Pca ~ 100 %) v BGE III; (E) MStaGlu, ¢ = 0,860 mM

(Pca=97,7%) v BGE V; divkovani 14 mbar, 5s; slozeni BGE viz Tabulka 4;
x- neidentifikované pfimési.

(C) MStaPhe, ¢ =0,740 mM (Pca = 96,7 %) v BGEIL
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5.1.3 Stanoveni meze detekce a meze stanovitelnosti

Pfi detekci peptidi v CE je nejvice pouzivanda UV-absorpEni detekce
v oblasti 200 az 220 nm, tj. v oblasti absorpce UV-zéfeni peptidovou vazbou. Absorp&ni
detektor, ktery byl soudasti CE-analyzitoru sestrojeného v UOCHB, se skladal
z vysokofrekvenéné buzené jodové vybojky s emisni vinovou délkou 206 nm jako zdroje
svétla a UV-senzitivni kfemikové fotodiody s vestavenym pfedzesilovatem.

Sum, n, odezva detektoru, Rp, pomér signal/Sum, Rp/n, mez detekce, LOD, mez
stanovitelnosti, LOQ, a citlivost, Sp, jsou charakteristikami detektoru, které jsou uvedeny
v Tabulkdch 8 - 10. Tyto charakteristiky byly stanoveny metodou CZE pro vSechny
analyty a ve vSech testovanych zikladnich elektrolytech (BGE I - VI). Kwvilli vétsi
piehlednosti byly v téchto tabulkidch uvedeny charakteristiky detektoru pro 10 vybranych
analyti reprezentyjicich dipeptidy s hydrofébnimi i1 hydrofilnimi, ionogennimi 1
neionogennimi, aromatickymi i nearomatickymi aminokyselinovymi zbytky v poloze 2
dipeptidu a samotny methionin-statin ve tfech zakladnich elektrolytech, mezi kterymi je
zastoupen neabsorbujici BGE v UV oblasti BGE I (0,1 M H3;POy; 0,05 M Tris), relativné
siln€ absorbujici zakladni elektrolyt BGE III (2 M kys. octovd) a jako piedstavitel
izoelektrického zakladniho elektrolytu je uvedena 0,2 M kys. iminodioctova, BGE V.

Tabulka 8  Charakteristiky detektoru (Rp, odezva detektoru; Sp, citlivost detektoru;
LOD, limit detekce; LOQ, limit stanovitelnosti) stanovené pii CZE analyze dipeptidovych
derivati methionin-statinu v BGE I (0,1 M H3POy; 0,05 M Tris).

c Rp Rp/n * So LOD LoQ
Analyt [mmol.dm® | [mV] [-]1__ [V.mol'.dm’] [umol.dm®] [umol.dm"*]

MStaAla 0,967 127,38 136,97 131,73 21,18 70,60
MStaVal 0,452 98,73 106,16 218,43 12,77 42,58
MStaAsp 0,594 99,68 107,18 167,81 16,63 55,42
MStaAsn 0,756 131,28 141,16 173,65 16,07 53,56
MStaSer 0,262 58,61 63,02 223,70 12,47 41,57
MStaCys 0,763 77,33 83,15 101,35 27,53 91,76
MStaPhe 0,740 369,98 397,83 499,97 5,58 18,60
MStaTrp 0,461 343,90 369,78 745,99 3,74 12,47
MStalys 0,406 136,23 146,48 335,54 8,31 27,72
MStaOH 0,715 35,87 38,57 50,17 55,61 185,38

*n, 8um, n=0,93+0,08 mV
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Tabulka 9  Charakteristiky detektoru (Rp, odezva detektoru; Sp, citlivost detektoru;
LOD, limit detekce; LOQ, limit stanovitelnosti) stanovené pti CZE analyze dipeptidovych
derivatli methionin-statinu v BGE III (2 M kys. octova).

[~ Rp Rpln * So LOD LoOQ
Analyt [mmoldm® | [mV] [-]1 __ [V.mol"'.dm*] [umol.dm™®] [umol.dm™]

MStaAla 0,967 37,80 4883 39,09 59,41 198,03
MStaVal 0,452 37,68 48,68 83,36 27,86 92,86
MStaAsp 0,594 36,25 46,83 61,03 38,05 126,84
MStaAsn 0,756 4626 59,76 61,19 37,95 126,51
MStaSer 0,262 2397 3097 91,49 25,38 84,61

MStaCys 0,763 2895 37,40 37,94 61,21 204,02
MStaPhe 0,740 136,96 176,93 185,08 12,55 41,82

MStaTrp 0,461 133,20 172,07 288,94 8,04 26,79
MStaLys 0,406 30,49 39,39 75,10 30,92 103,08
MStaOH 0,715 9,98 12,89 13,96 166,38 554,58

*n,Sum,n=0,77 +£ 0,09 mV

Tabulka 10 Charakteristiky detektoru (Rp, odezva detektoru; Sp, citlivost detektoru;
LOD, limit detekce; LOQ, limit stanovitelnosti) stanovené pti CZE analyze dipeptidovych

derivatti methionin-statinu v BGE V (0,2 M kys. iminodioctova).

C RD Roln * SD LOD LOQ
Analyt [mmol.dm®] | [mV] [-1__ [V.mol'.dm®] [umol.dm™] [umol.dm™]
MStaAla 0,967 129,04 148,87 133,44 19,49 64,96
MStaVal 0,452 72,77 83,95 161,00 16,15 53,84
MStaAsp 0,594 7453 8598 125,47 20,73 69,08
MStaAsn 0,756 99,30 114,56 131,35 19,80 65,99
MStaSer 0,262 44,51 51,35 169,89 15,31 51,02
MStaCys 0,763 52,25 60,28 68,48 37,97 126,58
MStaPhe 0,740 298,92 344,85 403,95 6,44 21,46
MStaTrp 0,461 321,54 370,94 697,48 3,73 12,43
MStaLys 0,406 103,41 119,30 254,70 10,21 34,03
MStaOH 0,715 26,54 30,62 37,12 70,06 233,52

*n, 3um, n = 0,87 + 0,06 mV

*wwvr

hodnoty meze detekce z hlediska méteni v riznych BGE byly dosaZeny pfi méfeni analytii
v neabsorbujicim BGE v UV oblasti (tj. 0,1 M H3;POy4; 0,05 M Tris) a naopak nejvyssi

hodnoty meze detekce byly nalezeny pii analyze v relativné nejvice absorbujicim BGE

(ve 2 M kyseliné octové). Citlivost detektoru poklesla pfiblizné tfikrat ve 2 M kyseliné
octové oproti BGE I (0,1 M H3POy; 0,05 M Tris) a BGE V (0,2 M kys. iminodioctova), ve

stejném poméru se zvySila mez detekce. Hodnoty Sumu jako dalsi dilezité vlastnosti

detektoru byly pfiblizn€ srovnatelné, pohybovaly se v rozmezi 0,77 az 0,93 mV.
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Porovnani LOD a LOQ 10 zastupci dipeptidovych derivati methionin-statinu
v kyselych (klasickych a izoelektrickych) BGE je uvedeno v Tabulkdch 11 - 12. Nejnizsi

hodnoty meze detekce, LOD, z hlediska méfeni riiznych analyti se objevily u dipeptidi

s aromatickymi aminokyselinami v poloze 2 jako je MStaPhe a MStaTrp, u ostatnich

analyti odpovidala mez detekce hodnotam o jeden fad vy$Sim. Podobné€ tomu bylo i pfi

stanoveni meze stanovitelnosti, LOQ, kdy nejniZz§i hodnoty se objevily u analyti

s aromatickou skupinou. Nejvys§i hodnoty LOD a LOQ ze vSech uvedenych analyti mél

MStaOH, ktery neobsahuje peptidovou vazbu, a tudiz nejméné absorbuje UV zéfeni.

Tabulka 11 Hodnoty meze detekce, LOD, stanovené pti CZE analyze dipeptidovych
derivati methionin-statinu v BGE I - VL.

LOD [pmol.dm™]

Analyt ¢ [mmol.dm"" BGE! BGEIl BGEN BGEIV BGEV BGEVI
MStaAla 0,967 21,18 49,12 59,41 32,97 19,49 20,59
MStaVal 0,452 12,77 18,01 27,86 14,54 16,15 19,06
MStaAsp 0,594 16,63 26,23 38,05 23,21 20,73 22,65
MStaAsn 0,756 16,07 28,09 37,95 24,13 19,80 23,27
MStaSer 0,262 12,47 17,61 25,38 16,17 15,31 19,156
MStaCys 0,763 27,53 38,89 61,21 35,91 37,97 39,97
MStaPhe 0,740 5,58 9,28 12,55 8,13 6,44 7,66
MStaTrp 0,461 3.74 6,72 8,04 4,71 3,73 4,69
MStalLys 0,406 8,31 28,29 30,92 18,07 10,21 26,74
MStaOH 0,715 55,61 137,68 166,38 95,35 70,06 88,34

Tabulka 12 Hodnoty meze stanovitelnosti, LOQ, urené pii CZE analyze dipeptidovych
derivatii methionin-statinu v BGE I - VL.

Analyt c¢[mmol.dm*]l BGE|

LOQ [pmol.dm?]
BGEIlL BGEIl BGEIV BGEV BGEWVI

MStaAla
MStaVal
MStaAsp
MStaAsn
MStaSer
MStaCys
MStaPhe
MStaTrp
MStaLys
MStaOH

0,967
0,452
0,594
0,756
0,262
0,763
0,740
0,461
0,406
0,715

70,60
42,58
55,42
53,56
41,57
91,76
18,60
12,47
27,72
185,38

163,67 198,03 109,91 64,96 68,66
60,01 92,86 48,48 53,84 63,52
87,39 126,84 77,37 69,08 75,51
93,69 126,51 80,43 65,99 77,58
58,67 84,61 53,92 51,02 63,84
129,61 204,02 119,70 126,68 133,23
30,93 41,82 27,09 21,46 25,53
22,39 26,79 15,69 12,43 15,64
94,28 103,08 60,22 34,03 89,14
458,77 554,58 317,97 233,63 294,48
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5.2 CHARAKTERIZACE DIPEPTIDOVYCH DERIVATU
METHIONIN-STATINU

5.2.1 Vypocet efektivnich a specifickych naboji

Efektivni, gesr, a specificky naboj, g, (efektivni ndboj déleny relativni molekulovou
hmotnosti) byly vypofteny pro vSechny dipeptidové derivaty analyzované v BGE I
(100 mM H3POy4; S0 mM Tris, pH 2,18) a v BGE VI (100 mM kyselina asparagova, pH
2,98). Efektivni a specifické naboje analyti jsou uvedeny v Tabulce 13.

Tabulka 13  Efektivni néboj, ger, a specificky naboj, gs, dipeptidovych derivati
methionin-statinu pro BGE I a BGE VI

BGE | BGE VI
Analyt 1qule] gsple] |genle] gsole]l
MStaArg +2  +0,0057 | +2  +0,0057
MStalLys +2 +0,0062| +2  +0,0062
MStaHis +2 +0,0061 +2  +0,0061
MStaGly +1 +0,0040 | +1 +0,0040
MStaAla +1 +0,0038 | +1 +0,0038
MStaSer +1 +0,0036 +1 +0,0036
MStaPro +1 +0,0035| +1 +0,0035
MStaThr +1 +0,0034 | +1 +0,0034
MStaCys +1 40,0034 | +1 +0,0034
MStaVval +1 +0,0034 | +1 +0,0034
MStalle +1 +0,0033 +1 +0,0033
MStaLeu +1 +0,0033 | +1 +0,0033
MStaMet +1 +0,0031 +1 +0,0031
MStaPhe +1 +0,0029 +1 +0,0029
MStaTyr +1 +0,0028 +1 +0,0028
MStaTrp +1 +0,0026 | +1 +0,0026
MStaAsn +1 +0,0033 ] +1 +0,0033
MStaGin +1 +0,0031 +1 +0,0031
MStaGlu | +0,99 +0,0031 | +0,95 +0,0030
MStaAsp | +0,98 +0,0032 | +0,91 +0,0030

Efektivni nédboj peptidi je funkci pH roztoku zékladniho elektrolytu a pKa hodnot
ionogennich skupin aminokyselinovych zbytkl obsaZzenych v peptidu [63]. Pro peptidy
s jednou kyselou a jednou bazickou skupinou MStaAsp a MStaGlu se vypocte podle
vztahu:

1.10PKe\-PH _] ]QPH-PKa2

B = Yo o7 o GO

kde gesr je efektivni naboj, pK,1 a pK,2 jsou zadporné dekadické logaritmy acidobazickych
disociaénich konstant ionogennich skupin analytu. Pro dipeptidy s bazickymi

aminokyselinami v poloze 2 byl efektivni ndboj roven 2 e a pro ostatni dipeptidy byl roven
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1 e. Ze zavislosti ndboje na pH zakladniho elektrolytu je moZné ziskat dilezité informace,
jako napf. oblast minimalniho a maximalniho niboje a hodnotu pH, v jehoZ okoli se naboj

blizi nule, &i je roven nule, tzv. izoelektricky bod (p/) peptidu.

5.2.2 Stanoveni efektivnich pohyblivosti

5.2.21 Korekce na standardni teplotu

Vsechny experimenty byly uskute¢nény na laboratornim CE analyzatoru
sestrojeném v UOCHB AV CR bez aktivniho chlazeni kapilary. Z tohoto diivodu byly
naméfeny efektivni elektroforetické pohyblivosti pfi okolni teploté rozdilné od standardni
teploty 25 °C. Aby metoda poskytovala spolehlivé vysledky, je nutné provadét méfeni
efektivnich pohyblivosti pfi znamé a konstantni teploté. Za ucelem kompenzace zmén
efektivnich pohyblivosti kvili zvySujici se teploté uvnitt kapilary byla pouzita korekce
efektivnich pohyblivosti na standardni teplotu 25 °C [64].

V této praci byl pouzit postup korekce zaloZeny na méfeni elektrické vodivosti
vodného roztoku chloridu draselného o koncentraci 20 mmol.L". Elektricky proud byl
zméfen pfi Sirokém rozsahu vloZzeného napéti za stejnych experimentalnich podminek,
pouze s vyjimkou toho, Ze kapilara byla naplnéna roztokem KCI. Pro specifickou vodivost,

k , 20 mM vodného roztoku KCl plati v teplotnim rozmezi 15 — 35 °C linearni vztah:

k=0,14304+536.10° T (31)
Specificka vodivost zakladniho elektrolytu, x [S.m™], byla vypoétena z rovnice:
L 1
= — 32
nR}U G2

kde L; [m] je celkova délka kapilary, R; [m] je vnitini polomér kapilary a I [A] je elektricky
proud vyvolany napé&tim U [V]. PH nizkém aplikovaném napéti (do 2 kV) se miize
zanedbat teplotni narist roztoku uvnitt kapilary. V Sirokém rozsahu byla proméfena
zavislost elektrického proudu na vloZeném napéti a byl sestrojen graf zavislosti rozdilu
teplot uvnitf a vné kapilary na elektrickém piikonu, P, vloZeném na kapilaru
(viz Obrazek 6). Okolni teplota béhem méfeni byla obvykle v rozmezi 23 az 24 °C a
teplota v kapilafe 7; byla vyS$§i neZ standardni teplota 25 °C, proto byly efektivni
elektroforetické pohyblivosti naméfené pti teploté T; pfepolteny na efektivni pohyblivosti
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pfi standardni teploté podle nize uvedeného vzorce, ve kterém se uvazuje nartst efektivni
pohyblivosti 0 2 % na 1 °C:

Moy 25 =My (1= 0,020(T, + AT -25)]  (33)
kde m_,; je efektivni elektroforetickd pohyblivost pfi 25° C, mg, je efektivni

elektroforeticka pohyblivost pfi aktualnich experimentilnich podminkach, 7 je okolni
teplota béhem experimentu a AT (T; - Tp) je rozdil teplot roztoku uvnitf kapilary oproti

okoli.
254
20 -
%) 15
-
< 40
54
0 ' T v T T T v T
0,0 0,5 1,0 15 2,0
PW.m"]
Obrazek 6 Kalibra¢ni graf zavislosti nartistu teploty roztoku uvnitt kapilary oproti

okoli AT (T; - Ty) na elektrickém ptikonu, P, vztazeném na jednotku délky kapilary.

5.2.2.2 Efektivni pohyblivosti v riiznych zdkladnich elektrolytech

Elektroforetické pohyblivosti 20 dipeptidovych derivati methionin-statinu a
elektroosmoticky tok byly méfeny v riznych zakladnich elektrolytech BGE I — VI, jejichz
sloZeni a pH je uvedeno v Tabulce 4. BGE byly voleny tak, aby ve skupin€ riiznych BGE
byly jak klasické, tak 1 izoelektrické pufry.

Jednotlivé analyzy CZE byly dostate¢né rychlé. Pfistroj, na kterém se provadély
jednotlivé analyzy, nebyl vybaven aktivnim chlazenim kapilary. Proto bylo nutné naméfené
pohyblivosti analyti pfepocitat na efektivni pohyblivosti pfi standardni teploté 25 °C. Tato
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korekce je velmi dilezitd pro piipadné pozdé&jsi analyzy t&€chto latek na jinych pfistrojich.
Efektivni pohyblivosti jednotlivych analytd v BGE I — VI pfi standardni teploté 25 °C jsou
uvedeny v Tabulce 14. Zde je patrné, Ze hodnoty efektivnich pohyblivosti strukturné
podobnych analyti obsahujicich stejné nabité skupiny jsou velmi blizké. Tento poznatek
byl nadale vyuzit tak, aby pii ptipravé smési dipeptidl pro separaci byly spole¢né v jedné
smesi obsaZeny obtizn& oddélitelné analyty. Tedy ty, které maji velmi podobné hodnoty
efektivnich pohyblivosti.

44

Nejvyssi hodnoty efektivnich pohyblivosti dipeptidd byly nalezeny pfi analyzéach
v BGE II (0,5 M kys. octova, pH 2,54), protoZe tento BGE ma nejmensi iontovou silu.
Nejnizsi hodnoty efektivnich pohyblivosti byly zjistény u analyz v BGE I (0,1 M H3;POy;
0,05 M Tris, pH 2,18), jehoz iontov4 sila je nejvyssi. Porovnanim efektivnich pohyblivosti
podle specifického naboje analyti bylo zjisténo, Ze nejvyssi efektivni pohyblivost vykazuji

swwr

hodnoty efektivnich pohyblivosti byly nalezeny u dipeptidi s aromatickou skupinou, které

meély specificky naboj nejmensi.

Tabulka 14 Efektivni pohyblivosti analytd v BGE I — VI pfi standardni teploté 25 °C.

Mt 25 - 109 [I’l'l2 V" 3.1]

Analyt | BGEI BGEINl BGEINl BGEIV BGEV BGEVI
MStaAla | 14,12 21,23 18,11 19,27 15,74 19,75
MStaPro | 14,10 20,65 17,82 18,75 15,75 19,32
MStaGly | 15,11 22,81 19,37 20,26 17,00 20,51
MStaCys | 14,16 20,84 18,41 18,54 15,70 19,25
MStaAsp | 13,02 18,96 16,75 17,38 14,31 15,59
MStaAsn | 13,79 20,70 17,70 18,26 15,41 18,76
MStaThr | 13,34 20,43 17,59 18,12 15,21 18,66
MStaSer | 13,81 20,71 18,02 18,53 15,87 19,37
MStaPhe | 13,05 19,90 17,00 17,53 14,74 18,06
MStaval | 13,46 20,25 17,563 18,01 14,79 18,71
MStalle | 13,16 19,77 17,25 17,67 14,52 18,27
MStaTyr | 12,53 18,53 16,00 16,48 13,69 17,38
MStaTrp | 12,69 18,37 16,20 16,64 13,85 17,48
MStaGlu | 12,81 18,56 16,81 17,41 14,36 16,93
MStaGin | 13,00 19,46 16,98 17,77 14,99 18,41
MStaArg | 21,71 36,98 31,68 32,98 25,94 31,70
MStaLys | 22,05 36,87 32,05 33,07 26,43 32,48
MStaMet | 13,08 19,21 17,10 17,34 14,82 17,60
MStaLeu | 13,26 19,25 17,02 17,54 14,87 17,82
MStaHis | 22,77 38,28 33,00 34,22 27,70 33,03
MStaOH | 16,64 22,75 20,85 21,56 18,59 19,78
MStaNH, | 17,58 24,74 22,18 22,72 20,05 23,59
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5.3 SEPARACE STRUKTURNE PODOBNYCH DIPEPTIDOVYCH
DERIVATU METHIONIN-STATINU

Separace nov€ syntetizovanych dipeptidovych derivati methionin-statinu ma velky
vyznam pfi jejich Cisténi po syntéze a pii jejich soucasném biologickém testovani. Zakladni
elektrolyty pouzivané pro separaci analyti byly vybrany na zakladé¢ jejich sloZeni, pH a
podle zkuSenosti ziskanych z pfedchozich analyz jednotlivych dipeptidi. Separace smési
dipeptidi byly provedeny v rezimu CZE a MEKC. Rozdé€leni analyti do smési I - III a
smési A a B bylo provedeno na zékladé naméfenych hodnot efektivnich elektroforetickych
pohyblivosti dipeptidi v BGE I-VI a podle jejich podobné struktury. Pfi separaci smési
byly testovany separa¢ni schopnosti BGE a ureny efektivni elektroforetické pohyblivosti

jednotlivych analyti, elektroosmoticka pohyblivost, dale pak rozliSeni a u€innost separace.

5.3.1 Separace v médu CZE

Dipeptidové derivaty methionin-statinu byly rozdéleny do tfi smési (smés I - III),

sloZeni téchto smési je uvedeno v Tabulce 15.

Tabulka 15 Rozdéleni dipeptidovych derivati methionin-statinu do smési I - I11.

Smés

| Il m
MStaLys MStaCys MStaGly
MStaArg MStaSer MStaPro
MStaHis MStaThr MStaAla
MStaAsn MStaMet MStaVval
MStaAsp MStaPhe MStaleu
MStaGIn MStaTrp MStalle
MStaGlu MStaTyr -

4

Separace dipeptidii rozdélenych do tfi smési (smési I — III) byly provedeny
v BGE - VI, v téchto BGE rtizného sloZeni, rizné iontové sily a s pfidavky 3 druhd
celulosy (0,1 % (m/v) HEC, MHEC, MHPC). Smés I obsahovala analyty s bazickymi a
kyselymi aminokyselinovymi zbytky, smés II obsahovala analyty s aromatickymi a
polarnimi aminokyselinovymi zbytky a smés III hydrofobni aminokyselinové zbytky.
Vysledky t&€chto separaci, efektivni pohyblivosti analytl, elektroosmotické pohyblivosti,

rozliSeni a u€innost separace jsou uvedeny v Tabulkach 17 — 22 (viz str. 63 — 68).
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Na zéklad& porovnani kyselych klasickych a izoelektrickych BGE bylo zjiSténo, Ze
nejlepSi podminky pro separaci smési I - III se objevily u izoelektrickych zékladnich
elektrolytid, tj. 100 mM kyselina asparagové, pH 2,98, a 200 mM kyselina iminodioctova,
pH 2,26, spfidavky derivati celulosy (viz Tabulka 22). Nejvys§i hodnotu separalni
Wtinnosti az 1,99.10° teoretickych pater na metr poskytovala 200 mM kyselina
iminodioctova (viz Tabulka 17). Nejlepsi rozliSeni separace bylo nalezeno ve 100 mM
kyseliné asparagové s pifidavkem 0,1 % (m/v) MHEC (viz Obr. 7B). Zména kationtu
v BGE (Tris, Na*, Li*) pfi téchto analyzach neméla z4sadni vliv na rozlifeni a separaéni
ucinnost (viz Tabulka 18). Na Obrazku 7A a 7B je ukazéano, Ze po piidavku derivati
celulosy dochazi k vyraznému zlepSeni rozliSeni vtomto pfipadé hlavn€ u analytd
s bazickou funkéni skupinou a k prodlouzeni asu analyzy. Zména iontové sily elektrolytu
vyvolala zna¢né odlinosti u rozliSeni a G¢innosti, a to takové, Ze jejich hodnoty se zvysily

‘*wwrs

rozliSeni v izoelektrickém BGE oproti klasickému BGE je zobrazeno na Obréazku 7E a 7F.
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Obrizek7 CZE separace: (A) smési I v0,1 M kys. asparagové, pH 2,98; (B) smési 1
v 0,1 M kys. asparagové; 0,1 % (m/v) MHEC, pH 2,98; (C) smé&si III v0,2 M H;POy;
0,1 M LiOH, pH 2,18; (D) smési III v 0,1 M H3POq4; 0,05 M LiOH, pH 2,18; (E) smési I
v2 M kys. octové, pH 2,18, (F) smési I v0,2 M kys. iminodioctové, pH 2,26.
Experimentalni podminky: kfemenna kapilara celk./efekt. délka 310/200 mm, i.d./o.d.
50/375 pm, separaéni napéti 15 kV, UV absorp€ni detektor, A =206 nm.
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5.3.2 Separace v médu CMEKC

Analyty byly nejprve rozdéleny do tf smési (smési I - III), jejich rozdéleni do smési
je uvedeno Tabulce 15 a dale pak do dvou smési (smési A a B), toto rozd€leni je uvedeno

v Tabulce 16.
Tabulka 16 Rozdé&leni dipeptidovych derivati methionin-statinu do smési A a B.

Smés
A B
MStaLys MStaAsn
MStaArg MStaAsp
MStaHis MStaGin
MStaCys MStaGlu
MStaSer MStaGly
MStaThr MStaPro
MStaMet MStaAla
MStaPhe MStaVal  Separace dipeptidii byly uskutein&ny v kyselych zakladnich
MStaTrp MStalLeu
MStaTyr MStalle  elektrolytech s micelarni pseudofazi tvofenou dodecylsulfitem

sodnym (SDS) a déale vtéchto elektrolytech spfidavky organickych modifikatort
(methanolu, acetonitrilu). Vysledky téchto separaci, efektivni elektroforetické pohyblivosti
analytd, elektroosmotickd pohyblivost, rozliSeni a u¢innost separace jsou uvedeny
v Tabulkach 23 — 28 (viz str. 69 — 74).

V porovnani s CZE separacemi maji separace v MEKC rezimu obecné lepSi
rozliSeni, ale za to delsi ¢as analyzy. Porovnanim rozliSeni a separa¢ni u¢innosti mezi BGE
s riznou koncentraci SDS bylo zji§téno, Ze nejlepsi podminky separace se objevily u BGE
s koncentraci SDS ¢ = 40 mM. K vyraznému zlepSeni rozliSeni a u¢innosti separace doslo
po prfidani organickych modifikatori (methanol, acetonitril). Nejvyssi hodnoty separa¢ni
uinnosti az 2,90.10° teoretickych pater na metr (viz Tabulka 26) byly dosaZeny v Tris-
fosfatovém zékladnim elektrolytu (100 mM H3;PO,; 50 mM Tris; 40 mM SDS). Nejlepsi
rozliSeni u MEKC separace smési I - III bylo nalezeno u analyz v klasickém zakladnim
elektrolytu (2 M kys. octova; 20 mM SDS), separace smési II a III jsou znadzormény na
Obrazku 8A a 8B. Dikazem uspé$né separace smési A s nejlep§im rozliSenim je Obrazek
8D a smési B Obrazek 8F, kdy se v obou pfipadech jednalo o separaci v zakladnim
elektrolytu (100 mM H3;PO4;; 50 mM Tris; 40 mM SDS) s ptidavky organickych
modifikatord acetonitrilu pro smé€s A a methanolu pro smés B. Obrazky 8C a 8E
piedstavuji MEKC separace smési A a B v samotném zékladnim elektrolytu (100 mM
H3PO,; 50 mM Tris; 40 mM SDS) bez pfidavku organickych modifikatord.
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Obrazek 8 MEKC separace (A) smési II ve2 M AcOH; 40 mM SDS, pH 2,18; (B)
smési III ve 2 M AcOH; 40 mM SDS, pH 2,18; (C) smési A v 100 mM H3PO4; 50 mM Tris;
40 mM SDS, pH 2,18; (D) smési A v 100 mM H3;PO4; 50 mM Tris; 40 mM SDS; 10 %
(m/v) ACN, pH 2,18; (E) smési B v 100 mM H3PO4; 50 mM Tris; 40 mM SDS, pH 2,18;
(F) smési B v 100 mM H;PO4; 50 mM Tris; 40 mM SDS; 20 % (m/v) MeOH, pH 2,18.
Experimentalni podminky: kfemenna kapilara celk./efekt. délka 310/200 mm, i.d./o.d.
50/375 pum, separa¢ni napéti 15 kV, UV absorpéni detektor, A =206 nm.
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6 ZAVER

Vysledky v této diplomové praci dokazuji, Ze kapilarni zénova elektroforéza
(CZE) a kapilarni micelarni elektrokineticka chromatografie (CMEKC) jsou vhodnymi
metodami pro analyzu peptidi. Tyto metody s vysokou ufinnosti a citlivosti jsou
vhodné pro kvalitativni a kvantitativni analyzu, fyzikalné-chemickou charakterizaci a
separaci nové syntetizovanych dipeptidovych derivatii methionin-statinu.

Byla provedena analyza dipeptidovych derivatli methionin-statinu metodou
CZE v klasickych a izoelektrickych zakladnich elektrolytech v kyselé oblasti pH (pH =
2,05 — 2,98) a dale byly stanoveny jejich stupné€ C¢istoty v téchto zakladnich
elektrolytech. Byly uréeny zéakladni charakteristiky detektoru, ktery byl soucasti
CE analyzatoru sestrojeného na UOCHB AV CR.

Kapilarni  zénova elektroforéza byla vyuzita k fyzikdlné-chemické
charakterizaci analyzovanych dipeptidii. Byly vypocteny efektivni a specifiké naboje
analytid a urCeny jejich efektivni elektroforetické pohyblivosti v kyselych (klasickych a
1zoelektrickych) zdkladnich elektrolytech. Pro piesné stanoveni efektivnich pohyblivosti
pfi standardni teploté 25 °C byl vypracovan postup korekce efektivnich pohyblivosti na
standardni teplotu.

Byla provedena separace strukturné podobnych dipeptidovych derivati
methionin-statinu metodami CZE a CMEKC a bylo provedeno testovani vhodnosti
kyselych (klasickych a izoelektrickych) zakladnich elektrolytti pro analyzu a separaci
dipeptidi. Porovnanim separa¢nich i¢innosti a rozlieni riznych kyselych (klasickych a
izoelektrickych) zékladnich elektrolyti pro metodu CZE bylo dokazéano, Ze nejlepsi
podminky separace poskytovaly izoelektrické zakladni elektrolyty. Pfidanim derivatl
celulosy k zékladnim kyselym elektrolytim doSlo ve vSech pfipadech k vyraznému
zlepSeni u€innosti separace a rozliSeni.

Nejuspésnéjsi separace peptidovych smési s u€innosti pfesahujici milién
teoretickych pater byly dosazeny metodou CMEKC s micelarni pseudofizi tvofenou
anionickym detergentem dodecylsulfitem sodnym (SDS) v Tris-fosfaitovém pufru

s pfidavkem organickych modifikatorti (acetonitril, methanol).
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Porovnanim analyz metodou CZE a CMEKC bylo zjisténo, ze metoda
CMEKC poskytuje pro dané smési dipeptidovych derivatii methionin-statinu nejvyssi

hodnoty separa€nich u€innosti a rozliSeni, ale pfi delSich ¢asech analyzy.
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