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ABSTRAKT

Anorganické ionty jsou jednou z nejdulezitéjSich skupin chemickych latek. Jejich vyznam
je kliovy pro vSechny zivé organismy na planeté a monitorovani jejich obsahu se uplatiiuje
jak v klinické nebo environmentdlni analyze ale také v potravinarstvi, zemédélstvi nebo fadé
dalSich pramyslovych odvétvi. Postupem let bylo navrzeno a pouzito mnoho analytickych
metod pro detekci ionti v zavislosti na oblasti jejich vyuziti. V posledni dobé dochazi
k adaptaci nékterych metod i do oblasti, ve kterych nebyly primarné zamysleny. Jednou
z takovych metod muze byt napiiklad laserova ablace s hmotnostni spektrometrii indukéné
vazaného plazmatu, kterd se v nedavné dobé& zaCala vyuzivat pro analyzu biologickych
vzorku. Jako dopliikovou metodu schopnou detekovat i nekovové ionty je mozné s vyhodou
vyuzit kapilarni elektroforézu.

V této diplomové préci byla testovana moznost aplikace kapilarni elektroforézy s neptfimou
fotometrickou detekci pro separaci anorganickych iontd v bunéénych lyzatech HelLa bunék
kapilarni elektroforézou. Pozomost byla zaméfena na chloridové ionty. Byla ovéfena
schopnost separace anorganickych iontl v bunééném materialu pii pouziti kyseliny salicylové
jako absorbujiciho aniontu v zdkladnim elektrolytu.

KLICOVA SLOVA
Anorganické ionty, bunky, iontové kandly, chloridovy kandl, kapilarni elektroforéza,
UV/Vis detekce



ABSTRACT

Inorganic ions are one of the most important group chemicals. Their importance is crucial for
all living organisms on the planet and monitoring of their content is essential for this purpose
in clinical or environmental analysis but also in the food industry, agriculture or many other
industries. Many analytical methods for ion detection have been designed and used,
depending on the area of their use. Recently, numerous methods have been adapted to areas
where not primarily intended. One such methods may be, for example, laser ablation with
inductively coupled plasma mass spectrometry, which has recently begun to affect the
analysis of biological samples. As a complementary method, able to detect also non-metallic
ions is capillary electrophoresis.

In this master thesis, the possibility of applying capillary electrophoresis with indirect
photometric detection for the separation of inorganic ions in cell lysates of HeLa cells by
capillary electrophoresis was verified. Main attention was paid to chloride ions. The ability
to separate inorganic compounds in cellular material using salicylic acid as an absorbing
anion in the base electrolyte was tested.

KEYWORDS
Inorganic ions, cells, ion channels, chloride channel, -capillary electrophoresis,
UV/Vis detection
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1 UVOD

Anorganické latky se vorganismu vyskytuji vrizném mnozstvi a slozeni. Nekteré
anorganické latky jsou nezbytné pro zivotni funkci — nukleové kyseliny, bilkoviny, sacharidy
a lipidy. Zejména v pfipadé anorganickych iontt je dalezité sledovat odchylky od optimalnich
biologickych koncentraci. Na zakladé odlisné koncentrace iontd lze diagnostikovat rlizné
poruchy (napt. diabetes, dysfunkce jater ¢i ledvin, srde¢ni problémy) nebo rozliSit nadorové
a zdravé bunky. Iontové toky a bunécna fyziologie byla zavedena mnohem dfive, nez byly
objeveny proteiny podilejici se na transportu iontd. Az v 80. letech doslo k charakterizaci
a identifikaci specifickych proteini odpovédnych za iontové toky. lonty v Zivém systému
se transportuji skrze biologickou membranu pomoci tzv. iontovych kanali po spadu svého
elektrochemického potencidlu [1].

Iontové kanaly maji fadu funkci. V uplynulém desetileti doslo k pozoruhodnému pokroku
v chéapani roli chloridovych kanala ve vyvoji lidskych nemoci. Genetické studie u lid{
identifikovaly mutace v genech kddujicich CI kanaly, které vedou ke ztraté aktivity
CI kanali. Nicméne v soucasné dobé nejsou kanaly chloridovych ionti zcela objasnény
a0je zapotrebi dalSiho vyzkumu. Doposud bylo zjisténo, ze chloridové kanaly vedou k tfadé
onemocnéni ve svalech, ledvinach, kostech, mozku apod. Typickymi patologickymi stavy
jsou cysticka fibréza, ledvinové kameny, osteopordza, nékteré druhy rakovin apod. [2].

Rakovinové bunky vykazuji zvySenou metabolickou aktivitu a jejich spotieba iontl
je mnohem vétsi ve srovnani se zdravymi burikami. Napfiklad prostatické buiiky jsou schopny
akumulovat zinecnaté ionty az s 10x vyssi koncentraci. ZvySenym poctem sodikovych kanalt
lze pozorovat metastaze rakovinovych bunék. Draselné kandly jsou prokdzdny u rakoviny
prostaty. Hlavni tfidou aniontovych kanali spojenych s riznymi patologickymi poruchami
jsou chloridové kandly [3].

Cilem diplomové price je zavést a otestovat metodu kapilarni elektroforézy (CE) pro
detekci anorganickych iontd (pfedevsim CI°). CE se ukazala jako ucinny nastroj pro analyzu
mnoha biologickych, farmaceutickych, klinickych nebo potravinarskych vzorkii. Metoda
umoziiuje pracovat s malymi objemy vzorku v jednotkach ul. To je obzvlasté dulezité pro
vzorky s omezenym mnozstvim. Optimalizovand metoda je urCena k analyze bunécnych
lyzati HeLa bunék. CE je kombinovana s nepfimou fotometrickou detekci, ktera umoziuje
vyuziti vyhod UV/Vis detekce (univerzalnost, dostupnost, cena) a nepiimé detekce. Metoda
nepifimé detekce muze slouzit pro snadnou a citlivou detekci mnoha anorganickych
a organickych ionta [4].
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Anorganické ionty
2.1.1 Chemické slozeni bunék

Burika je zakladni stavebni jednotka zivého organismu sklddajici se z biogennich prvkda,
které se vyskytuji ve formé anorganickych a organickych sloucenin. Nejzastoupenéjsi latkou
v burice je voda, ve které se odehrava vétsina reakci. Biogenni prvky nezbytné pro zivot jsou
podle obsahu rozdéleny na makrobiogenni, mikrobiogenni a stopové prvky. Makrobiogenni
prvky (C, H, O, N, P, S, Ca) tvoii 99 % hmotnosti zivé soustavy a jsou z nich vystavény
zdkladni biomolekuly — nukleové kyseliny, bilkoviny, sacharidy a lipidy. Mikrobiogenni
prvky (K, Na, Fe, Mg, Cl) tvoii 0,05 az 1 % hmotnosti. Stopové prvky se vyskytuji jen
v nekterych zivych soustavich a ve velmi nizkych koncentracich [5].

Mnozstvi hlavnich prvka obsazenych v lidském téle je uvedeno v tabulce 1. Kyslik tvofi
vice nez polovinu télesné hmotnosti. Kovovych prvka je pfitomno vyrazné mensi mnozstvi,
ale jedna se o zivotné dulezité prvky [6].

Tabulka 1 Obsah [g] hlavnich makrobiogennich a kovovych prvkii v lidském téle (priimérny zdravy
muz o hmotnosti 70 kg) [7]

Makrobiogenni p. Kovové p.
Kyslik 45 000 Draslik 140
Uhlik 12 600 Sodik 105
Vodik 7 000 Hor¢ik 25
Dusik 2100 Zelezo 42
Vapnik 1050 Zinek 23
Fosfor 700 Méd’ 0,11

Ziva hmota potiebuje pro svoji existenci ziskavat, pfeméfiovat a vyuZivat energii pro
aktivni transport molekul a iontd, k mechanické praci pii svalové kontrakci a dalSich
pohybech bunék, k biosyntéze makromolekul a k tvorbé tepla (termogenezi) [8].

2.1.2 Anorganické ionty v bunikach

Kovové prvky jsou zivotné dulezité, nebot hraji kliCovou roli v mnoha biochemickych
procesech. Prvky se nachdzi v molekulach metaloenzymi a enzymovych kofaktort,
neenzymatickych metaloproteinti, biomineral, vitamint, nukleovych kyselin, hormond,
antibiotik a chlorofylu [9].

Nedilnou slozku Zivych organism@ piedstavuji mineralni latky Na*, K*, Ca**, Mg** a CI,
PO,>, COs*. Kationty se v Zivych systémech podileji na stabilizaci bun&éné membrany,
enzymi a konformaci DNA a RNA. Anorganické ionty jsou soucasti télnich tekutin
isamotnych buné€k, a proto maji velky klinicky 1 fyziologicky vyznam. Uvnitf bunék
je pfevaha K* iontu, v t&lnich tekutinach je pfevaha Na"a CI (viz. tabulka 2) [10].
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Tabulka 2 Koncentrace [mM] hlavnich iontit v Zivych bunkach a krevni plazmé [7]

Intracelularni Krevni
tekutina plazma
Na* 10 140
K* 150 4
Ca™ 0,0001 2,5
Mg 10 1,5
Cr 4 100

Zména koncentrace kationti (vC. drasliku a sodiku) je charakteristicka pro apoptozu,
proto je dulezité tuto zmeénu koncentrace sledovat. Apoptoza vedle nekrozy zpusobuje
bunécnou smrt, u niz se neprojevuje zanétliva reakce. Apoptdza vyvola aktivaci endonukledz,
které rozstépi DNA burky. Bunéna smrt mize byt vyvolana vnéjsimi vlivy — teplotni Sok,
UV zafeni, nedostatek rastovych faktort, cytokiny, viry nebo genetickou modifikaci.
Apoptéoza umoziuje eliminovat poskozené, nebezpecné, zmutované bunky k zajisténi
udrzovani homeostazy mnohobunécénych organismu [11].

Na rozdil od metabolismu jinych latek (napf. metabolismu glukézy), anorganické latky
v organismu nevznikaji ani nezanikaji, ale do organismu se dostdvaji potravou. Rostliny jsou
schopny pfijimat anorganické ionty z pudy (dusi¢nany, fosfaty a draslik) [12].

Chloridy (CI)

Chlorid je v extracelularni tekutiné nejzastoupenéj§i anion, jehoz koncentrace v krvi
je regulovana ledvinami (nadbytek vylu¢ovan ve formé moci). Toxicita chloridi je zavisla
na prislusném kationtu — pro rostlinné i zivoCisné organismy jsou sodné a draselné soli
vurcitych koncentracich nezbytné. Chlorid v télnich tekutinach plni funkci elektrolytu
a je odpoveédny za udrzovani rovnovahy kyselin a zasad (pH) a pfenos nervovych impulzu.
Spole¢né s Na* reguluji pohyb tekutin dovnitf a ven z buné&k (osmoticky tlak). Koncentrace
chlorida lokalizovanych extracelularné je v rozmezi 95-105 mM a intracelularné 3-5 mM.
Prijatelné rozmezi koncentrace v krevni plazmé u dospélého clovéka je 85-125 mM,
u déti 80-125 mM [13]. Vyssi koncentrace chloridi vede k nespravné funkci ledvin,
dehydrataci a metabolické acidozy. Pokud jsou hladiny nizké, muze dojit k nadmérmému
poceni ¢i k zvraceni vlivem metabolické alkalézy [14].
patogenu z potravin. Chloridovymi ionty je aktivovana slinnd amyldza k traveni Skrobu [15].
Chlorid mé& vyznamné uclinky na vyvoj bunééného cyklu v lidskych buikach
napt. rakoviny zaludku a je vyznamnym anorganickym aniontem v mozku. Chloridova
homeostaza mize byt kliCovym determinantem zralého a nezralého fenotypu nervovych
bunék. Ve vétsine zralych neuronti se nachazi chlorid ve velmi nizkych koncentracich a slouzi
ke stabilizaci klidového membranového potencialu pii otevirani kanald. CI je akumulovan
proliferujicimi butikami v mozku, véetné nezralych neuront a nervovych kmenovych bunék.
Koncentrace CI' v gliomovych buiikach je ~100 mM, astrocytech ~40 mM a neuronech
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~10 mM. Akumulace CI ionti vlivem potencialni zmény na membrané vyvola hnaci silu pro
uvolfiovani chloridu, kterou lze wvyuzit k regulaci objemu bunék v procesech migrace
a proliferace. Vysoké koncentrace intraceluldrniho chloridu nachdzejiciho se v gliomovych
bunikach by po otevieni chloridovych kanald vedlo k zmenSeni objemu burky,
protoze osmoticky aktivni CI” ionty by pohanély odtok vody [16].

Fosfaty (PO4™")

Fosfatové ionty v kombinaci s vdpnikem jsou soucasti zubu a kosti. V zivém systému
se mohou vyskytovat voln¢ v roztoku nebo vazané ve formé organofosfatu. Organické fosfaty
se vyskytuji ve formé esterd jako nukleotidy (AMP, ADP, ATP apod.) a v DNA a RNA.
Uvolnéna energie oxidaci zivin je v organismu uskladnéna ve formeé ATP. Energie je vyuzita
k celé tadé biosyntetickych drah (syntéza proteint, RNA apod.). Fosfatové ionty se vyuzivaji
k 1écbé infekci mocovych cest a k zabranéni vytvareni kament v mocovych cestach [17].

Tonty sodiku (Na®)

Sodné ionty se podileji na pfenosu nervovych impulzii a pomahaji pii reabsorpci vody
v ledvinach za vzniku koncentrované moci. Sodné ionty se také podileji na prenosu glukozy
do bunék pomoci sondo-draselné pumpy. Sodny kationt je piecerpavan Na'/K*-ATP4zou ven
z buriky a do buiiky je naopak vhanén draslik. Neustala vymeéna iontd proti koncentra¢nim
spadim je energeticky velmi naroc¢na [18].

Hlavni funkci sodiku je udrzovat stily osmoticky tlak v buiice a acidobazickou rovnovahu.
Vsechny zivotni projevy buriky se odehravaji v zékladnim elektrolytu tvofeném sodikem
s chloridovymi a hydrogenuhli¢itanovymi anionty [18].

Tonty drasliku (K*)

Draselné ionty se podili na osmotické rovnovaze zejména v ledvindch. 98 % obsahu drasliku
je ulozeno intracelularné (ve svalovych burkach, jatrech, Cervenych krvinkadch) a jen
2 % extracelularn€. V intracelularni tekuting€ se draslik rozliSuje na volny a vazany. Vazany
draselny iont je soucasti intracelularnich fosfati a bilkovin. Pomér vazaného a volného
drasliku je zavisly na pH prostfedi. Mnozstvi iontl drasliku v plazmé se zvySuje pfi
uvolnovani iontd béhem katabolickych procest. V anabolickych procesech se draslik naopak
vaze a obsah v plazmé se snizuje [19].

K" slouzi také k aktivaci nékterych enzymt (enzymy glykolyzy, dychaciho fetézce atd.),
ovliviiuje Cinnost svali a podili se na vyuziti sacharidl, syntéze proteinl, tvorbé glykogenu
a udrzovani stalosti intracelularni tekutiny [20].

Tonty vapniku (Ca®")

Vapenaté ionty slouzi jako intracelularni posli, které krome tvorby kosti a svalové kontrakce
zprostiedkovavaji proces srazeni krve, vyluCovani neurotransmiterd a hormont nebo roli
kofaktoru stabilizujicitho proteiny. Vapnik je nejvice nezbytny v obdobi ristu — v détstvi,
béhem tehotenstvi a pii kojeni. Dlouhodoby nedostatek vapniku mize vést k osteopordze, pii
niz se kost zeslabuje a existuje zvySené riziko zlomenin. Vapnik také napomaha pfi tvorbé
lymfatickych tekutin [21].
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Tonty hoi¢iku (Mg?")

Hofecnaté ionty se nachazeji v aktivnich mistech nékterych enzymu, které se podileji
na katalyze ATP. Hoicik je soucasti porfyrinové molekuly chlorofylu. 65 % hotecnatych
iontd je ulozeno v kostech a 35 % je vyuzito ke konformaci nukleovych kyselin (RNA)
nebo jako enzymovy aktivator. Mg2+ se podili také na stabilizaci ribozomt. Nedostatek
hofecnatych iont v organismu ma za nasledek vznik kieci [22].

2.1.3 Iontové kanaly

Iontové kandly jsou specializované proteiny v plazmatické membrané, které umoziuji pasivni
transport nabitych ionti po koncentratnim gradientu. Kanalové proteiny vytvareji
v membrané hydrofilni pory, kterymi mohou rozpusténé latky difundovat. VétSinou mohou
prochazet pouze anorganické ionty, proto se znaci jako iontové kanaly. Iontové kandly
vykazuji iontovou selektivitu, ktera umoziuje prichod pouze konkrétnich ionti. Iontova
selektivita zdvisi na priméru a tvaru kanalu a na rozdéleni nabitych aminokyselin
v bunécnych sténach. Pokud je koncentrace iontil v mimobunééném prostoru vét§i nez uvnitf
buriky, usnadnénou difizi prochdzi ionty skrz membranu do butiky. K pasivnimu transportu
neni zapotfebi dodavat proteinu energii. Rychlost difuze je fizena rozdilem
elektrochemického potencidlu ionti na obou stranach membrany. Iontové kanaly se zménou
konformace uzaviraji a oteviraji v zdvislosti na aktivit¢ signalnich molekul. K typickym
iontovym kanalim patii sodikovy, draslikovy nebo chloridovy kandl. Na zakladé vysokého
po¢tu kanald (zejména sodikovych), lze pozorovat schopnost rakovinovych bunék
metastazovat. lIontové kanaly maji oproti prenaseCovym proteinim vyhodu rychlého
transportu. Naopak neni zde umoznén aktivni transport iontd [23].

Chloridové kanaly

Chloridové kanaly umoziuji pasivni transport CI pfes biologické membrany. Jsou
vSudypfiitomné exprimovany témef ve vSech eukaryotickych bunikach. CI' kandly se nachdzeji
také v membrdndch intraceluldrnich organel, jako jsou lysozomy a endosomy V plazmatické
membrané jsou CI kandly nezbytné pro regulaci objemu bun¢k, transepitelialni transport soli
a vody, stejné jako modulaci elektrické excitability v neuronech. C1” kanaly hraji kli¢ovou roli
v regulaci objemu organel a pH, coz jsou faktory, které jsou dulezit¢ pro dodavani
membranovych transportnich proteinti do plazmatické membrany. CI” kanaly hraji dalezitou
roli v modulaci bunécného cyklu a bunécné migraci.Cl" kandly se 1i§i od ostatnich kanala
pohybem aniontd a zahrnuji jak napéfove fizené, tak ligandové fizené mechanismy pro
transport ionti pfes bunéfnou membranu. U kanall fizenych napétim je pravdépodobnost
otevieni fizena membranovym potencialem. U kanali fizenych ligandem je pravdépodobnost
otevieni kanall fizena navazanim molekuly k iontovému kanalu [24].

Princip chloridovych kanala

CI' kandly se oteviraji v zavislosti na zmeénach elektrického potencialu membrany, aktivace
proteinkinazy, zvyseni intraceluldrnich hladin Ca**, zvy$enim objemu bunék, extracelularnim
okyselenim, stupném fosforylace a vazbou ATP. V gliomovych buikéach napfiklad inhibice
otokem aktivovanych CI kanall inhibuje migraci nadorovych bunék. CI' kanal aktivovany
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objemem hraje dulezitou roli také pfi migraci zavislé na bunétném cyklu v HelLa bunkach
[25].

Defekt chloridovych kanala

V uplynulém desetileti doslo k pozoruhodnému pokroku v chapani roli CI kanald ve vyvoji
lidskych nemoci. Genetické studie u lidi identifikovaly mutace v genech kddujicich
CI" kanaly, které vedou ke ztraté aktivity Cl kanali. Tyto mutace jsou odpovédné za vyvoj
celé fady onemocnéni ve svalech, ledvinach, kostech a mozku. Ztrata aktivity chloridového
kanalu regulovaného pomoci cAMP je piic¢inou svalové poruchy myotonie, cystické fibrozy,
astma, vysokého krevniho tlaku, ledvinovych kament, osteoporéza kosti nebo nékterych
druht rakoviny [26].

Cysticka fibréza (CF) je zdvazné dédicn€ podminéné onemocnéni, které postihuje zejména
dychaci a travici ustroji, ale i mnoho dalSich organi. Je zplsobeno mutaci v genu,
ktery se oznacuje jako gen CFTR (cysticky fibrézni transmembrianovy reguldtor vodivosti).
Ten fidi Cinnost chloridového kanalu v membrané bunék. Koncentrace chloridu v potu se
pouziva k diagnostice fady onemocnéni. Hodnoty nad 60 mmol/l se povazuji za diagnostiku
klasického onemocnéni CF. Normadlni koncentrace chloridi v potu se pohybuje mezi
10-30 mmol/l potu. Primérné hladiny chloridd v potu u nealergickych astmatik(i byly
22 + 8,5 mmol/l a u kontrol 20 + 7,0 mmol/l [27, 28].

2.14 Anorganické ionty v prostredi

Anorganické latky se v organismu vyskytuji v rizném mnozstvi a slozeni. Sledovani
odchylky koncentrace téchto ionti od biologickych koncentraci je velmi uziteCné pfi
diagnostice riznych poruch (napf. diabetes, dysfunkce jater ¢i ledvin, srdecni problémy
apod.). Na zaklad¢ odlisné koncentrace iontt Ize rozlisit nadorové a zdravé buriky [29].

Anorganické ionty se soblibou vyuzivaji ve farmacii — pro stanoveni protiiontl
ve farmaceutickych solich a ionizovatelnych 1é¢ivech. Farmaceutické roztoky (infuze,
hemodialyza, izotonické roztoky) jsou kromé organickych kyselin a uhlohydrati slozeny také
z anorganickych ionta [30].

Neviditelnou hrozbou pro zivot je pfitomnost ionti t€zkych kovi. Nachazi se ve vzduchu,
v potrave nebo v pudé nezbytné pro rast rostlin, ¢imz dochazi k ovlivnéni potravniho fetézce.
Pfi nizkych koncentracich nejsou Skodlivé, maji vSak jednu velkou nevyhodu — schopnost
akumulace v organismu a pomalé odbourdvani v téle. Mezi nejzastoupenéjsi tézké kovy
v prostiedi se fadi kadmium, méd’, olovo a rtut. Tyto kovy se mohou vdzat na proteiny
a zpusobit tak nadorova onemocnéni. Velkym problémem je pfitomnost chemickych
kontaminantd v détské vyziveé. Déti  jsou va¢i  kontaminantim  zraniteln&jsi,
a proto se stanovuje jejich pfitomnost a vliv na zdravi [31]. Mezi dalsi kontaminanty zdmérné
pfidavané do potravin, hnojiv a postiikl patii barviva, konzervanty, emulgatory
nebo stabilizitory [32].

Kromé iontt té€zkych kovi v potravé a ptde€ se monitoruji koncentrace anorganickych latek
ve vzduchu, ve vodé nebo také v zabavni pyrotechnice. Ve vzduchu se nejcasteji sleduji
zneCistujici slozky SO, a (NH4)2SO4. SO, se dostava pruduchy do tél rostlin a negativné
ovliviiuje fotosyntézu a respiraci (vznik astma). Siran amonny ma za ndsledek vysoké emise
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amoniaku v zemé&délstvi [33]. Stanovenim koncentrace anorganickych iontl je mozné sledovat
Cistotu CiSténé vody [34]. Anorganické ionty (sirany, dusi¢nany, chloridy nebo sodik) se také
mohou stanovovat v kriminalistice. Pomoci techniky iontové chromatografie lze vySetfovat
stopové dukazy zmista Cinu bombardovdani — identifikace a potvrzeni piitomnosti
anorganickych vybusnych zbytka [35][36].

2.15 Definice a vlastnosti anorganickych iontu

Anorganické ionty jsou elektricky nabité atomy, jejichz elektricky naboj vznika pfi ztraté
¢izisku elektronu valen¢ni vrstvy. Zisk/ztrata elektroni vede k zaplnéni vnéjSich orbitalt
atim ik vyS$si stabilit¢ atomové struktury. Proces odevzdani vnéjsiho elektronu za vzniku
stabilnéjsiho kladné nabitého sodného iontu je zobrazen na obrazku 1 [37].

Ztrata
elektronu \

Sodny kation
Atom sodiku

Obrdzek 1 Schéma zndzornujict tvorbu sodného iontu

Ionty se podle ndboje deli na kationty a anionty (tabulka 3) a prostfednictvim iontové
vazby vytvati soli za uvolnéni tzv. mfizkové energie, ktera uréuje pevnost vazby. Mrizkova
energie jeOodhad sily vazby v iontovych slouceninach. Je definovana jako teplo tvorby pro
ionty opacného naboje v plynné fazi, které se spoji do iontové pevné latky. Hodnota energie
je zavisla na vzdalenosti iontl v krystalové mfizce, na rozmérech iont, velikosti naboje,
na jejich usporadani a na elektronové konfiguraci ionti. Velkymi elektrostatickymi silami
jsou k sobé& v krystalové miizce pfitahovany malé ionty s velkymi naboji (napi. Na™ a CI").
Iontové slouceniny jsou také obvykle rozpustnéjsi ve vodé nez kovalentni slouceniny.
Rozpustnost iontim umoziuje vlastni difizi a osmézu. Rozpustnost iontd zavisi na rozdilu
mezi mfizkovou a hydratacni energii. Pokud pfevazuje miizkova energie, jsou slouceniny
mélo rozpustné [38].

Vlastnosti iontovych slou€enin (vysoka teplota tani a varu, kiehkost, nevodivost) vyplyvaji
z usporadani krystalové mfizky pevné vazanych nabitych castic. Nicméné pokud jsou iontové
slouCeniny rozpustény a mohou se disociovat na jednotlivé ionty pohybujici se roztokem,
mohou byt dobfe vodivé [39].
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Tabulka 3 Srovndni kation vs. anion [39]

Anion (-) Kation (+)
Vznik Ziskem e redukci Ziskem H* oxidaci
Zastoupeni pr(:tonu a Vice & Vice H'
elektronu
Typ prvku Nekov Kov
Piiklady 0%, 8%, F,CI Na* Pb*" Fe**
Elektroda, ke které j
.. ¢ r0’ & S’, ere Jso,u Anoda Katoda
pritahovany pri elektrolyze
Tontove polomé Vétsi nez kation Mensi nez anion
vy polomér
yp (CT ~ 181 pm) (Na* ~ 95 pm)
2.1.6 Moznosti stanoveni anorganickych iontu

Kvantifikace iontd se bézné€ provadi pii laboratornich vySetfenich z klinickych vzorkda.
V klinickych aplikacich se pro stanoveni anorganickych ionti bézné€ pouzivaji standardni
analytické metody jako je:

Atomova absorp¢ni spektrometrie (AAS)

Atomova absorpéni spektroskopie je analytickd metoda urCend ke stanoveni obsahu
stopovych koncentraci prvka s citlivosti od setin do stovek ppm. Analyzovany roztok
je zmlzen za vzniku aerosolu, ktery je veden do plamene nebo grafitového atomizatoru, kde
je roztok odparen, a jsou rozruSeny chemické vazby v molekuldch. Metodou AAS je mozné
stanovit Siroké spektrum prvka alkalickych kovii nebo také kovy alkalickych zemin. Pomoci
metody AAS se stanovuji dvojmocné anorganické kationty (pi. Ca** a Mg™). Nékteré
ptiklady analyzovanych stopovych prvki mohou byt arsen, rtut’ a olovo. Piikladem aplikace
AAS nalidskou tkarn je méfeni elektrolytd sodiku a drasliku v plazmé. U vzorkl potravin
se nejCastéji stanovuje mnozstvi minerald a stopovych prvkd, kovéfeni deklarovaného
mnozstvi vyrobcem. Vzorky jsou také analyzovany za tclelem stanoveni tézkych kovu,
které mohou byt pro spotiebitele Skodlivé. Metodou je mozné analyzovat vodu od pitné
po odpadni a motiskou [40].

Plamenova emisni spektrometrie (AES)

Metodou plamenové emisni spektrometrie se stavuji monovalentni anorganické kationty (Na*
a K"). Stanoveni se provadi méfenim intenzity emitovaného svétla o vinové délce po excitaci
atomu daného prvku plamenem. Zfedény vzorek je rozprasen na jemnou mlhu a preveden
do plamene, ve kterém dochdzi k odstranéni rozpoustédla a atomizaci, excitaci a nasledné
deexcitaci atomu za uvolnéni fotonu. Foton je pfes monochromator detekovan detektorem.
Intenzita zafeni je imérna koncentraci méfeného prvku ve vzorku [41].

Hmotnostni spektrometrie indukéné vazaného plazmatu (ICP-MS)
Hmotnostni spektrometrie indukéné vazaného plazmatu je analytickd metoda pro stanoveni
stopovych viceprvkovych a izotopovych vzorki. ICP-MS oddéluje ionty generované
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horizontdlnim plazmatem na zakladé jejich pomérd hmotnost/naboj. Diky své vysoké
propustnosti ICP-MS je citlivou metodou pro viceprvkovou detekci ve vzorcich hornin
a mineralt (lithium, skandium, titan atd.). Metoda je vyuzivana pro identifikaci stopovych
kovi pfitomnych v podzemnich vodéach. Elementdrni analyza ve vodé je také dulezita pro
zdravi vodnich druht, které mohou v konecném disledku ovlivnit cely potravni fetézec [42].

Atomova emisni spektroskopie s indukcéné vazanym plazmatem (ICP-AES)

Atomova emisni spektroskopie s indukéné véazanym plazmatem je spektrdlni metoda
pouzivana k velmi pfesnému stanoveni elementarniho slozeni vzorkd. Hlavni rozdil mezi
ICP-MS a ICP-AES je zpuasob, jakym jsou ionty vytvareny a detekovany. V ICP-AES jsou
ionty excitovany vertikdlnim plazmatem a emituji fotony, které jsou detekovany na zaklade
jejich emisnich vlnovych délek [43].

Spektrofotometrické metody

Anorganické €1 organické ionty vbiologickych systémech Ize kvantifikovat
spektrofotometrickymi metodami za predpokladu, ze jsou pfitomny ve vhodnych
koncentracich (n€kolik mg/ml a vice). Prvky jako hlinik, kadmium, chrom a nikl je téméf
nemozné stanovit pomoci UV/Vis spektrofotometrie, protoze se v biologickych systémech
vyskytuji v piili§ nizkych koncentracich. Ke stanoveni anorganickych iontd pomoci
UV/Vis spektrofotometrie je mozné pouziti cCinidel vytvarejici barevnou slouceninu
(viz. tabulka 4) [44].

Tabulka 4 Charakteristiky anorganickych prvkit pomoci UV/Vis spektrofotometrického stanoveni

[44]
Anorganicky prvek Cinidlo A max [Nnm]
Zelezo 1,10-fenanthrolin 510
Méd’ Cuproine 546
Hor¢ik Thiazol zluta 540
Sulfid N - N- dimethyl- p -fenylendiamin 669
Vapnik Klonanat sodny 520

Iontové selektivni elektrody (ISE)

Iontové selektivni elektroda je analyticka technika pouzivana ke stanoveni aktivity iontd
ve vodném roztoku méfenim elektrického potencialu. ISE maji mnoho vyhod ve srovnini
s jinymi technikami — levné, snadno proveditelné, Siroky rozsah meéfeni koncentrace, méfeni
v realném case a stanoveni kladn€ i zapomé nabitych iontl. Pomoci metody ISE se stanovuji
monovalentni i dvojmocné anorganické kationty. ISE nachazi vyuziti pfi monitorovani
znedisténi piirodnich vod (CN°, F, S, CI' atd.), pii zpracovani potravin (NO*, NO*
v konzervagnich latkach, Ca** v mlé&nych produktech a K* v ovocnych §tavach) [45].

Tyto analytické metody vykazuji dobrou presnost a opakovatelnost, jsou vSak mimo ICP
schopné analyzovat najednou pouze jeden analyt. K ziskani uplnych informaci o sloZeni iontt
v télnich tekutinach je potfeba pouzit kombinace metod, coz ma za nésledek velkou spotiebu
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vzorku, dlouhou dobu analyzy a vysoké ndklady na stanoveni. Proto byly vyvinuty
alternativni pfistupy zalozené na separa¢nich metodach, které umoziuji stanoveni celé fady
anorganickych kationtl i aniontll v jediném méfeni [46].

Pro stanoveni anorganickych iontii ve vzorcich krevniho séra a moci Ize pouzit naptiklad
iontovou chromatografii (IC) s vodivostni nebo UV/Vis detekci. IC je chromatografickd
metoda, ktera oddé€luje ionty a polarni molekuly na zaklad€ jejich afinity k iontomeénici.
Funguje pro téméf jakykoli druh nabité molekuly — vcetné velkych proteint, malych
nukleotidi a aminokyselin. IC musi byt provadéna v prostiedi s pH o jednotku odlisSném
od izoelektrického bodu/pK, analytu. Je idealni pro analyzu iontd ve farmaceutickych
aplikacich. Nicmén¢ tento pfistup ma urcité nevyhody — drahé kolony s kratkou Zzivotnosti,
pouziti silné kyselé mobilni faze, vysoké naklady na analyzu apod. [47].

Jako dalsi alternativa muze byt pouziti kapilarni elektroforézy, kterd poskytuje v porovnani
s jinymi analytickymi metodami fadu vyhod napf. moznost stanovit kationty i anionty
soubézné, kriatkou dobu analyzy, nizkou spotifebu vzorku (nl), nizké ndklady na materidl
a provoz. Metoda je vhodna pro analyzu anorganickych ionti mobilnich a snadno rozpustnych
ve vodé (pf. chlorid, dusicnan a siran). Analyt ma& omezené absorpcni vlastnosti,
proto je vhodnd nepifima detekce [48].

2.2 Elektroforetické metody a jejich vyuziti ke studiu interakci ionti
Elektroforetické ¢i elektromigraéni metody jsou separacni techniky vyuzivajici rozdilného
pohybu ionizovanych castic v elektrickém poli. Mezi elektroforetické metody se fadi kapilarni
elektroforéza (CE). CE je rychlda a vSestranna elektroforetickd metoda, kterd kombinuje
jednoduchost, reprodukovatelnost, citlivost a vysokou separac¢ni ucinnost. Pro svou ucinnost
CE dosahuje stovek tisic az miliona teoretickych pater v nano- az pikolitrovych objemech
analytu. Technika nabizi vysoky stupeii rozliSeni, snadnou automatizaci u nanaseni vzorku
¢i vyhodnocovani zaznama a pomérné snadnou kvantifikaci. Jeji vyhodou je také moznost
separace témer vSech typu analytd napt. biomolekul, iontt, nanocastic apod. Pravé diky témto
vlastnostem a moznostem aplikace byla CE vybrdna jako vhodnd metoda pro stanoveni
anorganickych ionti vbunécném lyzitu. Metoda CE zvolena pro tuto praci zahrnujici
hydrodynamické davkovani vzorka byla kombinovana s nepiimou UV/Vis detekci [49].

2.2.1 Princip metody

K detekci jednotlivych slozek smési je vyuzivano stejnosmérného elektrického pole.
K separaci dochézi na zéklade odlisSnych migracnich rychlosti slozek smési po vlozeni napéti.
V nepfitomnosti elektrického pole je pohyb ionti nahodny (obrazek 2a). Po vloZeni napéti
se ionty pohybuji smérem k opacné nabité elektrod€ (obrazek 2b) [50].
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Obrdzek 2 a) Elektroforéza bez pritomnosti elektrického pole — pohyb iontil je ndhodny,
b) Elektroforéza po vioZeni stejnosmérného elektrického pole — sporadany pohyb iontil

Konstantni rychlost pohybu iontd (v) je iméma velikosti naboji a je definovana pomoci
vztahu (1):

V=l E (1)
Intenzita elektrického pole (E) je funkci vlozeného napéti a délky kapilary. Elektroforeticka
mobilita (u.) je pro dany ion a dané médium konstantou. Elektroforetickou mobilitu je mozné
vyjadfit jako:

q

6mnr 2
Z rovnice (2) vypliva, ze malé Castice s velkym nabojem se budou pohybovat rychleji nez
velké Castice s malym ndbojem (viz. obrazek 3). Na cCastice pusobi odporova sila (Fr)
vnitiniho tfeni média, kterd se méni s viskozitou (7). Sila vnitiniho tfeni 1 rychlost pohybu
Castice se zméni teplotou. V prubéhu elektroforézy dojde k vytvofeni rovnovahy sily

Ue =

elektrického pole a vnitiniho tfeni. Jednotlivé sily budou mit stejnou velikost s opaénym
znaménkem [51].

K elektroforetické separaci dochdzi v kifemenné kapilafe, jejiz konce jsou ponofeny
do elektrolytu a umistény mezi dvéma elektrodami. Samotna kapilara je naplnéna médiem,
které pii vhodném pH (>6) zptisobi ionizaci silanovych skupin na vnitinim povrchu kapilary
za vzniku elektrické dvojvrstvy. Pisobenim stejnosmémeého elektrického pole na difuzni cast
elektrické dvojvrstvy, dochazi ke vzniku elektroosmotického toku (EOF), ktery strhava cely
vnitini objem kapilary smérem ke katodé [52].

20



Elektricka
BEBBBARBARR R AR AR KRR dvojvrstva

Anoda

Smér migrace

Obrdzek 3 Schéma separace iontii v kfemenné kapilare na zakladé odlisné migracni rychlosti
zaloZené na velikosti molekuly a naboji. Skupiny SiOH jsou ionizované a vytvareji elektroosmoticky
tok uvnitr kapilary.

Kationty separovaného vzorku putuji ve sméru EOF ke katod¢ (od + k -). Celkova rychlost
kationt(l (vs,) pfi jejim pohybu kapilirou je ddna souctem jeji elektroforetické rychlosti
arychlosti EOF (obrazek 4). Anionty se pohybuji k anod€, proti sméru EOF, proto jsou
detekovany v delsi migracni Cas. Celkova rychlost aniontll (v4,) pfi jejich pohybu kapilarou
je0déna rozdilem jejich elektroforetické mobility a mobility EOF. Tato metoda tedy umoziiuje
analyzu kationtl a aniontd vedle sebe. Neutrdlni molekuly nejsou separovany. Mezi faktory,
které¢ ovliviiuji elektroforetickou separaci, patifi pH, hydrodynamicky polomér molekul,
viskozita a teplota separacniho média. To plati v piipadé kladné polarity, kterd je vhodna pro
stanoveni kationti. Zaporna polarita zpusobi pohyb ve sméru EOF kanodé
(od - k +) a anionty jsou detekovény jako prvni [53].

Veof _ Vep

K ation . >
Neutralni Veof
Neutralm =
molekula/atom ‘ 7 ”
Veof
Anion . .o
Vtot Vep

Obrdzek 4 Vizualni vysvétleni obecného poradi eluce v CE. KaZdy druh iontu ma stejny
elektroosmoticky tok. Kationty se eluuji jako prvni, protoze maji kladnou elektroforetickou rychlost.
Anionty se eluuji jako posledni, protoze jejich zdporna elektroforetickd rychlost castecné kompenzuje
rychlost elektroosmotického toku. Neutrdlni molekuly/atomy se eluuji rychlosti elektroosmotického
toku [54].
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Zaznam analyzy se nazyva elektroferogram, ktery znazoriuje zavislost signalu na Case.
Kvalitativni vlastnosti jsou vztazeny k dobé migrace a kvantitativni charakteristiky jsou
reprezentovany vyskou/plochou piku [55].

2.2.2 Instrumentace

Typicky systém CE se skldda z vialek s elektrolytem a vzorkem, zdroje vysokého napéti
s vystupem na platinové elektrody a kfemenné kapilary. Na injekéni konec kapilary
se naddvkuje vzorek, ktery je na detekénim konci kapildry detekovdn a zaznamenany signdl
v Case vyhodnocovan pocitaCem. Detektor je zafizeni, které monitoruje zmény slozeni
prochdzejiciho roztoku. Odpovéd’ detektoru na konci kapilary je zavisla na mnoha faktorech
(typ vzorku, davkovani, sloZeni elektrolytu, vloZzené napéti, zpisob detekce, sorpce na stény
kapilary, rozdily v pohyblivosti atd.) [56].

Kapilary z oxidu kiemicitého jsou velmi kiehké, proto jsou zvnéjSku potazeny vrstvou
polyimidu pro zajisténi potfebné mechanické odolnosti a flexibility. Touto vrstvou neprochazi
UV zéfeni, proto je nutné polymerni vrstvu v misté optické detekce odstranit. Nekteré
piistroje obsahuji také =zafizeni pro regulaci teploty, které =zajiStuje opakovatelnost
a reprodukovatelnost  analyz. Kompletni instrumentace je schematicky znézornéna
na obrazku 5 [56].

Zdroj vysokého
napéti

I

Kapilara g
3 Okénko [—
kapilary

Detektor

Anoda (+) Katoda (-)
Obrdzek 5 Schéma instrumentace kapildrni elektroforézy [56]

223 Typy detekce

Detekce analytickych zon v CE muze byt provedena bud v prabéhu jejich migrace kapilarou
(UV/Vis absorpéni detekce, fluorescencni detekce, vodivostni detekce, detekce na zakladé
indexu lomu atd.) nebo po eluci z kapilary (elektrochemickd detekce, hmotnostni
spektrometrie). V tabulce 5 jsou zminény nejcastéji vyuzivané detekéni metody a porovnany
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jejich vyhody a nevyhody [57].

Univerzalni detektor reaguje na co nejveétsi pocCet analytt. Selektivni detektor reaguje
pouze na urcitou skupinu latek a specificky detektor reaguje pouze na jediny analyt, pfipadné
na velmi malou skupinu latek velmi podobnych vlastnosti [58].

Tabulka 5 Srovndni detekcnich metod [58]

Vyhody Nevyhody
Univerzédlnost
Uginnost .
UV/Vis e L Detekéni citlivost
L. Pouziti nizké vinové délky 3
absorpcni (~190 nm) Analyt musi obsahovat
detekce e chromofor
Nizké nédklady
Jednoduché pouziti
Selektivita Analyt musi obsahovat fluorofor
L. Specifi¢nost (nebo nutna derivatizace)
Fluorescenc¢ni . “xi 2
Citlivost Vyssi naklady
detekce .. . - . .
Minimum interference Citlivost na necistoty, bubliny ve
Siroky rozsah koncentraci vzorku, pH
Sloucenina musi vykazovat
Selektivita elektrochemickou aktivitu
Elektrochemicka . .
detek Citlivost Pasivace elektrod
etekce o , e exot
Bez derivatizace vzorku Nasledné cisténi
Nutnost pouziti vodivého média
Selektivita Drahé
Hmotnostni . .  xos - L
Univerzalnost Provadéni specializovanymi
spektrometr . . .
Citlivost technikami
Tvorba usazenin na elektrodé
Vodivosti Univerzalnost v elektrolytu
detekce Detekendi citlivost
Nespecificnost

UV/Vis absorp¢ni detekce

UV/Vis absorpce je nejbeznéjsi detekéni metoda v CE (obrazek 6). Tato metoda je pouzivana
k detekci absorpce UV (190-400 nm) nebo viditelného (400-800 nm) zafeni molekulami
ve vzorku. Existuji tfi typy detektorit — s pevnou vinovou délkou, s proménlivou vinovou
délkou ¢i fotodiodové pole. Absorbance je popsdna pomoci Lambert-Beerova zdkona.
S pouzitim UV/Vis absorp¢niho detektoru je mozné detekovat Siroké spektrum sloucenin.
Predpoklada se, ze vice nez 90 % sloucenin absorbuje v rozsahu vinovych délek UV/Vis.
U sloucenin, které nevykazuji tuto absorpci, 1ze pouzit nepfimou detekci. Pfi nepfimé detekci
je pouzito separacni médium obsahujici chromofor a detektor pak zaznamena snizeni odezvy
signdlu, coz se na elektroferogramu projevi jako zaporny pik. Citlivost UV/Vis detekce zavisi
na prumeéru kapilary [59].
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Zdro) Vstupni Disperzni Vystupni sz _
svitla Stérbina oxikaal $térbina Vzorek Detektor

Obrdzek 6 a) Schéma CE Agilent Technologies [60] b) Schéma UV/Vis spektrofotometru

Fluorescen¢ni detekce
Dalsi velmi pouzivand detekce v CE je fluorescencni (nejCastéji laserem indukovana
fluorescen¢ni detekce, LIF). Jako budici zdroj byva pouzivan laser nebo laserovd dioda,
ktera se stala alternativou pro lasery diky malym rozméram, stabilnimu
a monochromatickému zafeni. Fluorescence umoziiuje extrémné nizké detekéni limity,
které se pohybuji, v zdvislosti na zdroji excitace, postupu derivatizace a fluorescenéni znacce
[61].

Detektor je zvlasté dilezity pro stopovou analyzu v biologickych aplikacich, zejména
u analytl obsahujicich primarni aminy (napf. aminokyseliny, peptidy a proteiny), dulezity
je ipfi sekvenovani DNA. V soucasné dobé je vyvinuta §iroka Skala fluorescen¢nich znacek,
které udéluji fluorescencni vlastnosti slouceninam, které nejsou inherentné fluorescencni [61].

Elektrochemicka detekce

Elektrochemickd detekce je zaloZzena na oxidaci nebo redukci analytu na elektrodé. Tato
metoda vykazuje nizsi limity detekce v porovnani s UV/Vis absorpcni detekei a nevyzaduje
zadnou derivatizaci vzorku jako je tomu u fluorescen¢ni detekce. I pfesto je v CE vyuzivana
méné. Divodem muze byt to, Ze vysoké napéti aplikované pii separaci a vysledny proud
v kapilare jsou vnimany jako nekompatibilni s elektrochemickou detekci [62].
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Hmotnostni spektrometr (MS)

Propojeni CE-MS je velmi atraktivni, protoze umoziiuje propojeni ucinné separacni techniky
s citlivou a selektivni detekci jak malych, tak velkych molekul. Analyty jsou detekoviny
na zakladé poméru jejich hmotnosti a naboje. Ziskané informace jsou zvlasté uzitecné
pro identifikaci struktury sloucenin [63].

Vodivostni (konduktometricka) detekce

Vodivostni detekce vyuziva rozdilnosti elektrickych vodivosti jednotlivych zén v CE
v porovndni s vodivosti okolniho elektrolytu. Detekce je zalozena na méfeni elektrické
vodivosti roztoku v detekéni cele mezi dvéma kovovymi elektrodami, které jsou umistény
na vystupu separacni kapilary. Na elektrody se vklada stfidavé napéti, aby se zabranilo
polarizaci. Tato detekce je vhodna pro detekci vSech typu organickych kyselin,
protoze nezavisi na pfitomnosti chromofort [64].

224 Pouziti CE

Aplikace jsou velmi rozsdhlé a v této praci jsou zminény jenom nékteré vyznamné. CE
je pouzivana k analyze velkych i malych molekul ¢i iontl, k chirdlni separaci pro analyzu
vzorki séra pacienti s rakovinou, pro stanoveni Cistoty fady farmaceutickych pfipravkd,
k separaci peptidd, k analyze sacharidi a oligosacharidl, k analyze nukleosidt, nukleotida
anukleovych kyselin nebo ke klinickym ucelim (napf. pro analyzu riznych farmak
a sloucenin — pf. aspirinu, paracetamolu, cimetidinu, hypoglykemickych 1éki, antiepileptik,
morfinu nebo kokainu v moci ¢i v krevni plazmé). CE je vhodnou metodou pro separaci
anorganickych ¢i organickych iontt [65].

Priklady stanoveni ionti [66,67]

e Stanoveni anorganickych kationtd v biologickych tekutindich — V lidské moci
se stanovuji napf. amonné, draselné a sodné ionty. Koncentrace ionti v moci zavisi
na pfijmu potravy, na pitném rezimu, zdravotnim stavu apod.

e Separace anorganickych kationtd v pyrotechnice — Metodou CE lze stanovit ionty
zastoupenych v anorganickych explozivnich latkdch (amonné, draselné, barnaté,
vapenaté, sodné, hotfecnaté, olovnaté, strontnaté a zinecnaté).

e Separace organickych a anorganickych iontd ve vin€ — Ve viné€ se kromé vody,
alkoholu, glycerinu, fruktozy, kyselin vyskytuji také mineralni latky (fosfore¢nany,
sirany, kiemicitany, sodik, hot€ik, draslik, zelezo) a dusikaté latky (aminokyseliny,
aminy, bilkoviny), které 1ze stanovit zminénou metodou.

e Stanoveni kovovych iontd ve vitaminovych tabletach

e Detekce a kvantifikace anorganickych ionti (sodik, draslik, vapnik ¢i hoicik)
je vyuzitelna pifi vyzkumu iontovych kanali v bunkach a miZze pfinést nové
poznatky v této védni oblasti

e Analyzy anorganickych iontd ve vzorcich prostiedi (pitna, destova, odpadni voda,
snih apod.)
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Popis experimentu

Experimentalni Cast se zabyva optimalizaci metody pro stanoveni anorganickych iontd
a ovéfeni optimalizovaného postupu na bunééném lyzatu Hela bunék. Optimalizovana
metoda je urcena k detekci chloridovych iontd v HeLa bunkach. V budoucnu je pldnovéno jeji
vyuziti pro analyzu HeLa bun¢k s modifikovanym chloridovym kandlem k ovéfeni uspésnosti
genetické modifikace. Separace roztoku smési vybranych ionti a bunécného materialu byly
provedeny na piistroji CE vybaveném UV/Vis detekci.

3.2 Materialy
Seznam potiebnych chemikalii, slouCenin a ostatnich materialti pro separaci vybranych ionta
je uveden v tabulce 6.

Tabulka 6 Seznam pouZzitych materidlii potiebnych k optimalizaci pracovniho postupu

Material Vyrobce Cistota

Chlorid sodny Sigma Aldrich (USA) 99,5%

Hydrogenfosfore¢nan disodny Sigma Aldrich (USA) 99,0%

Hydroxid sodny Sigma Aldrich (USA)

Salicylové kyselina Sigma Aldrich (USA) 99,0%

Trizma baze (TRIS) Sigma Aldrich (USA) 99,8%

Kapalny dusik Cryotherm

Kyselina citrénové bezvoda Penta (CZ)

Kyselina dusi¢na 70% Sigma Aldrich (USA)

Kyselina chlorovodikova 35% Penta (CZ)

DoTaOH Pfi‘pravgrio na Mvendelové
univerzit€é v Brné

Filtracni zafizeni Amicon 3K Merck Millipore

3.3 Pristrojové vybaveni

K piipravé anorganickych sloucenin, bunééného materialu a k nésledné analyze byly pouzity
zafizeni uvedené v tabulce 7. Na méfeni pH zakladniho elektrolytu byl pouzit pH metr
s citlivosti 0,1 vybaveného sklenénou elektrodou. Pro hiife rozpoustéjici se vzorky byla
pouzita vysokorychlostni tfepacka a blokovy termostat. K oddéleni slozek riznorodé smesi
o rozdilné hustoté byla pouzita centrifuga.
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Tabulka 7 Seznam pouZzitého pristrojového zarizeni vcetné uvedeného vyrobce

Pristroj Nazev Vyrobce

Orbitalni tfepacka Vortex mixer PV-1 GRANT-BIO

pH metr INOLAB WTW

Blokovy termostat Thermal Shake lite VWR

Centrifuga Eppendorf® Centrifuge 5424/5424R Sigma Aldrich (USA)
Agilent

f;%l/?;llsl Ziﬁg&iﬁza 7100 Capillary Electrophoresis Téjychnolo gies,
Némecko

3.4 Podminky separace

Signal UV/Vis detektoru byl zaznamendvan pii vinové délce 232 nm. Vzorek byl davkovéan
hydrodynamicky tlakem 10 mbar po dobu 1 s. Pii vSech separacich byla zvolend zdporna
polarita (katoda na vstupni Casti kapilary, anoda na vystupni ¢asti kapilary). Zapornd polarita
umozni migraci separovanych slozek od - k +. Tzn. k detektoru migruji rychleji zadporné
Castice (chlorid, octan, hydrogenfosforecnan). Kationty se pohybuji ke katodé, proti sméru
EOF,

proto jsou detekovany v del§i migracni Cas. Na elektrody bylo vlozené napéti -20 kV.
Podminky separace jsou shruty v tabulce 8.

Tabulka 8 Podminky separace

Podminky separace
Vinova Tlak Délka Nanéti
délka | dévkovéni | dédvkovéni P
232 nm 10 mbar 1s 20 kV

3.5 Volba kapilary

Pro separaci byla pouzita kiemenna kapilara z taveného oxidu kiemicitého, ktera je vné
potazena vrstvou polyimidu. Délka separacni kapilary byla zvolena tak, aby v kratké dobé
bylo mozné separovat analyzované latky. Citlivost UV/Vis detekce zavisi na praméru
kapildry. Pro experiment byla pouzita kapilara o vnitinim praméru 75 pm, vnéj$im priméru
375 um. Nové kapilara byla promyta 0,1M hydroxidem sodnym. Pied kazdou analyzou byla
kapildra promyta po dobu 60 sekund roztokem zdkladniho elektrolytu. Za podminek
uvedenych v tabulce 8 byla separace provedena dvéma rozdilné dlouhymi kapilarami
(tabulka 9).

Pro rychlejsi separaci byla pouzita kapilara s celkovou délkou 48,5 cm a ucinnou délkou
40 cm (podminky t=1). Pro pfesnéjsi separaci byla pouzita kiemenna kapilara s celkovou
délkou 64 cm a ucinnou délkou 55,5 cm (podminky t=2). Podminky budou porovnany
na zakladé citlivosti a Gi€innosti separace.
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Tabulka 9 Podminky separace t=1 a t=2 na zakladé odlisné délky kapilary

Celkova délka kapilary | Uéinna délka kapilary

Podminky t=1 48,5 cm 40 cm

Podminky t=2 64 cm 55,5 cm

3.6 Priprava roztoku zikladniho elektrolytu (BGE)

Zikladni elektrolyt pro stanoveni anorganickych latek obsahoval 75mM tris-
(hydroxymethyl)-aminometan (TRIS), 2,5mM dodecyltrimethylamoniumhydroxid (DoTaOH)
a 37,5mM kyselinu salicylovou. VSechny slozky byly rozpustény v MilliQ vodé. Vysledné pH
Cinilo 8,4.

3.7 Priprava DoTaOH

DoTaOH byl pfipraven z ptislusného bromidu za pouziti bazického iontomeéni¢e. Do 50 ml
zkumavky bylo pfidano 15 ml ionexu, 40 ml MilliQ (30 min. tfepano). Voda byla odlita
a0ionex odsat. Pfidano 30 ml 3M NaOH (30 min. tfepano). Hydroxid byl odlit a ionex odsat.
Do zkumavky bylo pfidano 10 mM decyltrimethylamoniumbromidu do celkového objemu
50 m1 (60 min. tfepano). Vznikly roztok vykazoval pH > 8.

3.8 Priprava roztoku smési vybranych iontu
Roztoky  anorganickych  slouCenin  byly  pfipraveny o vhodné  koncentraci
rozpusténim/nafedénim sloucenin v MilliQ vodé. K analyze byly pfipraveny roztoky chloridu
sodného, kyseliny chlorovodikové, kyseliny citronové a hydrogenfosforeCnanu sodného.
Koncentrace sloucenin jsou zobrazeny v tabulce 10.

Tabulka 10 Koncentrace anorganickych sloucenin

Sloucenina Koncentrace
NaCl I uM, 5 uM, 0,5 mM, 1,5 mM, 4,8 mM,15 mM, 30 mM, 60 mM a 0,12 M
HCI 1,5 mM,3mM, 6 mMa 11 mM
CsHsOr 0,9 mM
Na,HPOs 0,5 mM

3.9 Priprava bunééného vzorku
Optimalizovand metoda je urCena k analyze bunécného lyzatu HelLa bun¢k a v budoucnu bude
pouzita pro monitorovani efektivity genové modifikace chloridového kandlu. HelLa buriky
byly kultivovany na Masarykové univerzité.

Pred analyzou bunék je nutnd dprava vzorku. Bunky byly pfipraveny dvéma zpusoby:
1) tekutym dusikem (-196 °C) a 2) pomoci 5% HNO;. Bunécny material byl rozmélnén
za pifidavku 500 pl vody. Tepelnou denaturaci (20 min, 100 °C) byly proteiny zni¢eny
a odstranény centrifugaci (10 min, 15000 rcf). Vysokomolekuldrni litky byly odfiltrovany
pomoci Amicon 3K a centrifugovany (10 min, 15000 rcf).
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Diplomova prace je soucasti projektu, ktery ma za cil studovat slozeni ionti v butikach. Jako
hlavni metoda pro stanoveni iontd kovl byla pouzita laserova ablace a hmotnosti
spektrometrie indukén€ vazaného plazmatu. Do projektu diplomova prace pfispéla
stanovenim nekovovych prvkd v buiikach pomoci CE, kterd je v soucasnosti zavedena ke
stanoveni iontd a optimalizuje se. Fyziologické zkoumani transportu iontd v buikach
poskytuje znalost o jejich spravné funkci. Nejdulezitéjsi je detekce CI iontu ke stanoveni
zavaznych nemoci zejména fibrozy.

Na piistroji CE byla ovéfena separace roztoku smeési vybranych iont a iontd v bunécném
materidlu, ktery byl kombinovdn s UV/Vis absorpénim detektorem s diodovym polem
meéficim v oblasti délek od 190 nm az po 600 nm. Obvykle detekce sloucenin neabsorbujicich
UV zéafeni vCE se provadi nepiimou detekci. CE s pouzitim nepiimé UV detekce
je demonstrovana jako uziteCna technika pro soucasné stanoveni anorganickych ionti
v bunécnych vzorcich. Neptima UV/Vis detekce je univerzalni metoda detekce, ale poskytuje
niz§i citlivost nez pfimou detekci. Diky mechanismu nepfimé detekce je iontova sila
elektrolytu pomérmé omezena, a proto je nevyhnutelné fedéni vzorka. Vysoké fedéni vzork
bude vyzadovat velmi nizké detekcni limity pro stanoveni stopovych sloucenin. Detekcni
limit analytu zavisi na rozdilu mobility mezi analytem a elektrolytem.

Stanoveni anorganickych iontd CI, PO, C6H5O73', které jsou soucasti lidského
metabolismu, bylo provedeno metodou kapildarni zénové elektroforézy (CZE). CZE
je nejjednodussi metodou CE, pii které jsou molekuly, ionty nebo Castice oddé€leny pouze
svou elektroforetickou mobilitou. Detekce téchto ionti byla sledovana pii vinové délce
232 nm. Anorganické ionty neabsorbuji UV ani viditelné zafeni, proto je k nepfimé metode
vyuzita absorbujici slozka. Absorbujici iont v zdkladnim elektrolytu se nazyvd ko-iont.
Vizualizujici ko-iont musi mit stejné znaménko naboje jako detekovany iont. Pro nepfimou
detekci k vizualizaci iontu byla zvolena kyselina salicylova, ktera ma dostatecné velky
molarni absorp¢ni koeficient pro zajisténi dobré citlivosti metody. Kyselina salicylova
zprostiedkovavajici nepfimou detekci iontd dosahuje absorpcniho maxima pfi vinové délce
232 nm (obrazek 7) [68].
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200 400 &02
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Obrdzek 7 Absorpcni spektrum a chemicky vzorec kyseliny salicylové [68]

Na zakladé citlivosti a u€innosti separace se optimalizuji podminky analyzy anorganickych
sloucenin a bunécného materialu. Citlivost méfeni lze stanovit pomoci meze detekce (LOD)
ameze stanovitelnosti (LOQ). Piiklad elektroferogramu zobrazujictho rozdil mezi LOD
a LOQ je znazornén na obrazku 8. LOD stejn¢ jako LOQ zavisi na poméru signal/Sum a jsou
stanovované opakovanou analyzou slepého vzorku [69].

Intenzita signalu [mAU)]

Migracni ¢as [min]

Obrdzek 8 Graf elektroferogramu zobrazujici mez detekce (LOD) — kdy Ize prohlasit, Ze ldtka je
prFitomna, mez kvantifikace (LOQ) — kdy Ize zmé¥it obsah latky.

Mez detekce (LOD — limit of detection) je nejnizsi koncentrace analytu ve vzorku, kterou
lze spolehlivé detekovat a odliSit od limitu slepého vzorku (LOB). Odezva (S) pfistroje pro
koncentraci LOD je vyjadfena jako trojnasobek Sumu zékladni linie %,. Koncentraci meze
detekce Ize vypocitat podle vztahu (3) jako soucet primérného signalu slepého vzorku (X;)
a trojnasobku smeérodatné odchylky pro slepy vzorek (sy). U separacnich metod se LOD
pocita podle vztahu (4), kde h, je Sum zakladni linie a b je smérnice kalibra¢ni piimky
z koncentracni zavislosti vysky piku y = b - x [69].

LOD =X +3-sg 3)

3-h
LOD = I

“)

Mez stanovitelnosti (LOQ — limit of quantification) je nejnizsi mnozstvi analytu ve vzorku,
které 1ze stanovit s definovanou presnosti. LOD je vzdy mens$i nez LOQ. Mez stanovitelnosti
lze vyjadiit jako desetindsobek Sumu zadkladni linie. LOQ Ize vypocitat jako soucet
pramémého signalu slepého vzorku (Xg;) a desetindsobku smérodatné odchylky slepého
vzorku (s5) podle vztahu (5). U separanich metod se pocita LOQ podle vztahu (6) [69]:

LOQ =X + 10" 54 (5)
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10- h,
> (©)

Utinnost separace se mé&fi poétem teoretickych pater N. Cim je vé&tsi polet teoretickych
pater, tim je vyS§Si ucinnost separace. VyS§sim poctem teoretickych pater (N) se separovand
zona latky méné rozmyva pii prichodu kapilarou a pik je uzsi (nizké W). Ve stejné kapilate
ma kazda latka jiny pocet teoretickych pater. PocCet teoretickych pater lze vypocitat podle

vztahu (7) pomoci hodnoty Sitky piku v jeho polovingé (W,,) a retencniho Casu (¢g) zobrazeného
na obrazku 9 [70].

LOD =

tr\?2
N =5,54- (W’) (7)
'
Retencni cas tp ?

A
Polovina wsky piku

Intenzita signalu

» Cas

Obrdzek 9 Parametry potiebné k stanoveni poctu teoretickych pater N [70]

Vyska teoretického patra H slouzi k porovnani ucinnosti separace v kapilarach razné délky.
Vypocita se obvykle v milimetrech jako pomér délky kapilary (L) a poctu pater (N) podle
vztahu (8). Cim je niz§i H, tim je lepsi rozlifeni a efektivn&j§i separace. Uinnost je
optimalizovéana, kdyz je N maximdlni a H minimdln{ [70].

H=y5 (8)

4.1 Separace anorganickych iontd, podminky t=1 (L, = 48,5 cm, L. = 40 cm)

4.1.1 Optimalizace koncentrace NaCl

Optimalizaci je snaha nalézt rychly separacni systém, ve kterém budou separované slozky
vykazovat dobré rozliSeni a odpovidajici odezvu detektoru. RozliSeni uddvd miru separace
mezi dvéma piky (obrazek 10) a je dano rozdilem migrace jednotlivych slozek a je snizovano
elektromigracni disperzi (EMD). Pokud v kapilafe dominuje difuze, ma pik Gaussovsky tvar.
Elektromigracni disperze je pozorovana, kdyz je koncentrace ionti vzorku srovnatelna
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s koncentraci iontu elektrolytu. Dusledkem nelinearity elektromigracnich jevli vznikdi EMD
a zpusobuje rozsifovani piku — trojihelnikovy tvar piku, ktery se popisuje tzv. Haarhoff-van
der Lindeho (HVL) funkci [71].

Nizka Vysoka Nizka Vysoka Nizka Vysoka
vodivost vodivost vodivost Ekvivalentni vodivost vodvost VOd.IILOSt
SET—
© O . o &
+] o o W

) 4+ ) @
+) +) o
(+) () ()

Zona vzorku Zona vzorku Zona vzorku

Obrdzek 10 Schéma procesii elektrodisperze

Rozdil ve vodivosti v zonach rozpusténého analytu a elektrolytu se projevi deformaci piku
na elektroferogramu (obrazek 10). Zménu vodivosti (AK) Ize vypocitat pomoci
Kohlrauschovy rovnice (9). AK je zména vodivosti, kP je vodivost zdkladniho elektrolytu,

B

cjje koncentrace z6ny analytu, cg je koncentrace zény v zdkladnim elektrolytu a A znaci
molarni vodivost [72].

K" Moy G

k'B ‘Lla Cg (9)
Koncentracni fada za podminek t=1 (L = 48,5 cm, Ler = 40 cm) byla proméfena s 0,5 mM,
1,5 mM, 15 mM, 30 mM, 60 mM a 0,12 M NaCl. Chloridovy pik byl detekovan ve 2. minuté
(obrazek 11a). Z kalibra¢ni kiivky na obrdzku 11b Ize pozorovat linearné rostouci intenzitu
signdlu s koncentraci NaCl. Linearni kalibra¢ni fada vykazuje schopnost metody poskytnout
vysledky pfimo umérné ke koncentraci analytu. Intenzita signdlu jsou v zdpornych hodnotach,
protoze byla vyuzita nepfima detekce. Pii nepfimé detekci je pouzito separacni médium, které
obsahuje absorbujici slozku (kyselina salicylovad) a detektor pak zaznamena snizeni odezvy
signdlu, cozse na elektroferogramu projevi jako zdporny pik. Také lze vobrdazku 1la
pozorovat vyraznou elektromigracni disperzi pii koncentraci NaCl 0,12 M, kterou je v piipadé
potieby mozno eliminovat zvySenim koncentrace separa¢niho elektrolytu.
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Obrdzek 11 a) Elektroforetickd analyza roztokit NaCl a detekce CI” za podminek t=1(Ly,, =
48,5 cm, Ly = 40 cm); b) Kalibracni kFivka NaCl s linedrni regresi a koeficientem determinace R’

Citlivost méfeni je charakterizovana pomoci LOQ a LOD. Na zikladé vysledného
elektroferogramu (obrdzek 12) byla stanovena nejmensi koncentrace analytu ve vzorku
(LOD), kterou lze detekovat 0,5 mM.
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Obrdzek 12 Stanoveni meze detekce chloridu pomoci CE za podminek t=1

Presnéji 1ze LOD stanovit vypoctem zrovnice 4 jako trojnasobkem Sumu zakladni linie
a ze smérodatné odchylky z linearni regrese. Vypoctem byla stanovena LOD 0,2 mM.
3-0,029
LOD = W = 0,2 mM
Desetinasobkem Sumu zakladni linie a ze smérodatné odchylky z linedrni regrese (rovnice 6)
bylo stanovena nejmensi mnozstvi, které 1ze stanovit se specifickou presnosti 0,7 mM.

Lop 2100029
C="0308 ~07M
4.1.2 Detekce chloridovych iontu v HCI

Na elektroferogramu z obrazku 13a byl ve 2. minuté za podminek t=1 (Li: = 48,5 cm,
Ler = 40 cm) detekovan chloridovy pik roztokd 1,5 mM, 3 mM, 6 mM a 11 mM HCIL. Intenzita
signdlu linearné roste s koncentraci HC1 (obrdazek 13b). Linearni kalibracni fada vykazuje
schopnost metody poskytnout vysledky pfimo imérné ke koncentraci analytu.
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Obrdzek 13 a) Detekce chloridu v HCl pomoci CE za podminek t=1(L;,; = 48,5 cm, Ly = 40 cm);

b) Kalibracni kiivka HCI s linedrni regresi a koeficientem determinace R’

Trojnasobkem Sumu zakladni linie a ze smérodatné odchylky z linedrni regrese (rovnice 4)

byla stanovena nejmensi koncentrace analytu ve vzorku, kterou Ize detekovat 0,2 mM.
30,023

~ 70,2941

Desetinasobkem Sumu zakladni linie a ze smérodatné odchylky z linedrni regrese (rovnice 6)
bylo stanovena nejmensi mnozstvi, které 1ze stanovit se specifickou presnosti 0,8 mM.
10-0,023

LOQ = ——=2 _ 0,8 mM
Q=—02941 m

Vysledny LOD i LOQ uvedeny v tabulce 11 u analyzy HCl a NaCl vyslo témét totozné.
Stanovenim se potvrdilo, Ze zvolena metoda je spolehliva, protoze vykazuje obdobné
vysledky pro dve rizné slouceniny obsahujici chloridy.

LOD = 0,2 mM
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Tabulka 11 Porovndni vypoctenych hodnot LOD, LOQ u NaCl a HCI

NaCl HCl

LOD | 02mM 0,2 mM

LOQ | 07mM | 0,8mM

4.2 Separace anorganickych iontid, podminky t=2 (L = 64 cm, L = 55,5 cm)
4.2.1 Optimalizace koncentrace vzorku NaCl a stanoveni limitu detekce

Koncentracni fada byla proméfena za podminek t=2 (Liot = 64 cm, Les = 55,5 cm) s 4,8 mM,
S5uM a 1 uM NaCl. V elektroferogramu z obrazku 14a byl ve 3,8. minuté detekovan chlorid.
Linearni kalibra¢ni fada zobrazena na obrazku 14b vykazuje schopnost metody poskytnout
vysledky pfimo umérné ke koncentraci analytu.

a)

1 uM
5 uM

Intenzita signalu [mAU]

— 4.8 mM

—25mM

2.5 3 3.5 4 4.5
Migracni ¢as [min]

1
_.08
2
= 0.6
=
a
g
W 0.4
o
=

0.2 ¥ =0,1985% +0,1125
R2=0.9979
0
0 1 2 3 4

Koneentrace [mM]

Obrdzek 14 a) Detekce chloridu v NaCl pomoci CE za podminek t=2, b) Kalibracni krivka NaCl

. - - . . . 2
s linedrni regresi a koeficientem determinace R
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Citlivost méfeni byla charakterizovana pomoci LOQ a LOD. Trojnasobkem Sumu zakladni
linie a ze smérodatné odchylky zlinearni regrese (rovnice 4) byla stanovena nejmensi
koncentrace analytu ve vzorku, kterou lze detekovat 0,2 mM.

3-0,014

LOD = ———=0,2 mM
0,1985

Desetinasobkem Sumu zakladni linie a ze smérodatné odchylky z linedrni regrese (rovnice 6)
bylo stanovena nejmensi mnozstvi, které lze stanovit se specifickou pfesnosti na 0,7 mM.
Hodnoty LOD 1 LOQ vysli totozné jako pii podminkach t=1.

Lo o l0-0014
Q=198 ~ /M
4.2.2 Stanoveni citratu, fosfatu a chloridu

K optimalizaci postupu byly detekovany ionty chloridu, citrdtu a hydrogenfosforecnanu
za podminek t=2 (Lt = 64 cm, L = 55,5 ¢cm). Byla pouzita k analyza delsi kapilarou
(Lot = 64 cm, L¢s = 55,5 cm), kterd na zakladé poctu teoretickych pater nabizi vyssi a¢innost
separace. Separace anorganickych soli 4,8 mM chloridu sodného, 0,9 mM kyseliny citrénové
a4,8 mM hydrogenfosforecnanu disodného je zobrazena na obrdzku 15. Prokdzalo se,
ze metoda je univerzdlni pro analyzu Sir§iho spektra iontt, které jsou soucasti lidského
metabolismu (citrat, hydrogenfosfore¢nan).

Intenzita signdlu [mAU]

NacCl
CsHsO-
Na:HPO:

]
=]

3 - 3 6 7
Migraéni ¢as [min]

Obrdzek 15 Separace anorganickych iontii v elektrolytu pomoci CE (podminky separace t=2).
Identifikace piku 1 = chlorid, 2 = citrdt, 3 = fosfdt.

4.3 Porovnani podminek t=1 a t=2

Kvalitativni charakteristika analyzy je dana dobou migrace. Stanoveni pomoci kratsi kapilary
(Lot = 48,5 cm, Les = 40 cm) umoznilo detekci chloridd v 15mM NaCl ve 2. minuté
(obrazek 16a). Separaci pomoci delsi kapilary (Liot = 64 cm, Ler = 55,5 cm) byl chloridovy
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iont v 4,8mM NaCl detekovan ve 3,8. minuté (obrazek 16b). Kvantitativni charakteristiky
jsou reprezentovany vyskou/plochou piku. Rozdilem ve vodivosti v zonach rozpusténého
analytu a elektrolytu dochdzi k deformaci piku a nejednéd se tak o klasicky Gaussovsky tvar.
Pfi nesymetrickém piku je vhodné porovndvat plochy piku. Plocha piku 4,8 mM NaCl
je piiblizné 3x mensi nez u 15 mM NaCl.

-30,5

-32.5

Intenzita signalu [mAU]

-34,5
NaCl 15 mM
-36.5 —BGE
38.5
1 15 2 2.5 3
Migracni ¢as [min]
b)
-6.13
=)
fé
= -6.63
=
b
wn
=
§ -7.13
2 NacCl 4.8 mM
k=
BGE
-7.63
3 3.5 4 45

Migraéni ¢as [min]

Obrdzek 16 Detekce chloridu a) 15 mM NaCl, podminky t=1 (L,,; = 48,5 cm, Ly =40 cm),
b) 4,8 mM NaCl, podminky t=2 (L,,; = 64 cm, Ly = 55,5 cm)

Utinnost separace byla zm&fena pomoci teoretickych pater a vysky teoretického patra. Cim
je vetsi pocet teoretickych pater, tim je vysSi ucinnost separace. Vyska teoretického patra H
slouzi k porovnani uéinnosti separace v kapilarach rizné délky. Cim je niz§i H, tim je lepsi
rozlifeni a efektivngjsi separace. Utinnost je optimalizovana, kdyz je N maximalni
a H minimalni.

38



a) Meéreni za podminek t=1 (Liy; = 48,5 cm, Lo = 40 cm)
2,02 \2

= (——) =9042
N'= 554 (0,050)
48,5
H=———=0,005cm
9 042

b) Meéreni za podminek t=2 (Liy; = 64 cm, Los = 55,5 cm)
2

N = 5,54 (—3’79 ) = 41104
o 0,044/

H:41104:O,002cm

Podle poctu teoretickych pater a vysky teoretického patra se jevi ucinnéjsi separace s delsi
kapildrou za podminek t=2 (Lt = 64 cm, Les = 55,5 cm), coz perfektné koreluje s teorii.
Za téchto podminek byly stanoveny i dal§i ionty — citrat a hydrogenfosfore¢nan, abychom
prokazali univerzalitu metody ke stanoveni dalSich iontii. K analyze bunécného lyzatu bude
pouzita metoda s krat$i kapilarou za podminek t=1 (L = 48,5 cm, Ler = 40 cm) pro rychlejsi
stanoveni.

4.4 Stanoveni realnych vzorki, podminky t=1 (L, = 48,5 cm, L = 40 cm)
Pro stanoveni iontl v bunéfném lyzatu byla zvolena metoda podminek t=1 (L = 48,5 cm,
Les = 40 cm) protoze na zakladé stanoveni LOD a LOQ se potvrdila jeji citlivost. Vzhledem
ke kratSimu Casu analyzy byla pro efektivni stanoveni CI" v bunéném lyzatu pouzita metoda
s kratsi kapilarou.

Konfokalni fluorescencni mikroskop umoziuje bunécné zobrazovani s vysokou uc¢innosti
a presnosti pro usnadnéni klinického screeningu a diagnostiky. Na obrdzku 17 jsou
mikroskopicky zobrazené zivé HelLa buiky s detaily bunécné struktury znaleny pomoci
zeleného barviva Invitrogen Tubulin Tracker Green.

il o

Obrdzek 17 Mikroskopické snimky lidskych bunék cervikalniho adenokarcinomu tzv. Hela bunék
(zvétSeni 200x)
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44.1 Stanoveni chloridi v bunééném lyzatu HeLa bunék pripravenych pomoci
5% HNO3

Analyzou HeLa bunék piipravenych pomoci 5% HNO3 bylo zjisténo, ze tato pfiprava neni
vhodna. Nepodatilo se detekovat signal bun¢k, ale slozky soucasti ptipravy (obrazek 18a).
Reprodukovatelnost optimalizovaného postupu je znazornéna na obrazek 18b.
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Obrdzek 18 Detekce chloridu v bunécném lyzatu Hela bunék pripravenych pomoci 5% HNOj3,
identifikace piku 1 = chlorid, 2 = signdl bunék, a) Separace bunék, 3 mM HCI a roztoku bunék + HCI

b) Stanoveni reprodukovatelnosti

Z kalibracnich kiivek NaCl a HCI byla vypoctena koncentrace Cl” v burikach. Koncentrace
podle kalibra¢ni kiivky NaCl je 76 mM, podle kiivky HCI je 107 mM. Coz odpovida
hodnotdm uvedenym v kapitole 2.1.2. Rozdilné hodnoty zji§téné pomoci obou kalibra¢nich
kiivek jsou dany pouzitim vySek pikti namisto jejich ploch. Je potieba tedy zdiraznit potiebu
spravného postupu pii vyhodnocovani signala a kvantifikaci vzorku.
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a) Linedrni regrese NaCl

y = 0,398x + 0,9003

~31,2-0,9003
B 0,398

= 76 mM

b) Linedrni regrese HCI

y = 0,2941x — 0,2703

~31,2+0,2703 107 mM
T 0201 '™
44.1 Stanoveni chloridu v bunééném lyzatu HeLa bunék pripravenych tekutym

dusikem

Analyzou Hela bunék pfipravenych tekutym dusikem byl detekovat chloridovy iont
ve 2. minuté. Pfitomnost chloridi byla potvrzena analyzou 3 mM HCI (obrazek 19). Piiprava
tekutym dusikem se prokazala jako vhodna volba, protoze se do systému nezakomponuji dalsi
potencialné rusivé slozky.

0 /A\/,\/J\/\/\fv-

-12

-14

Intenzita signalu [mAU]

-16 Builky

3mM HCI

1.5 1.7 1.9 2.1 2.3 2.5
Migraéni ¢as [min]

Obrdzek 19 Detekce chloridu v bunécném lyzatu Hela bunék pripravenych tekutym dusikem
a ovérent detekce pomoct 3 mM HCI

4.5 Porovnani se soucasnymi postupy

a) Clanek Determination of Inorganic Anions, Carboxylic Acids and Amino Acids in
Plant Matrices by Capillary Zone Electrophoresis se zabyva fyziologickym
vyzkumem transportu rozpusténych latek v rostlindch poskytujici znalosti o distribuci
rozpusténych latek mezi riznymi tkanémi. Metodou CE pomoci neptimé UV detekce
byli stanoveny anorganické anionty, aminokyseliny a karboxylové Kkyseliny
ve vzorcich rostlin. V €lanku se prokézal salicylatovy elektrolyt s komplexnim
¢inidlem (DoTaOH) vhodny pro nepiimou detekci poskytujici vysoké rozliSeni
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b)

anorganickych aniontli s detekci v nizkém mikromoldrnim rozsahu.  Mobilita
elektrolytu by meéla byt upravena tak, aby vyhovovala slouceninam v nejnizsi
koncentraci. To je ddno salicylitem. Vyrovnavaci pamét BGE je nezbytna pro
reprodukovatelné a robustni separace. Jednou z béznych metod ukladani BGE
do vyrovnavaci paméti, kdyz se pro analyzu anionti pouziva nepiima detekce,
je pouziti TRIS. K separaci anorganickych iontl probéhla uspésné v elektrolytu
7,5 mM kyseliny salicylové, 15 mM TRIS a 0,5 mM DoTaOH, pH 8,3. Separace
probéhla v kiemenné kapilafe s délkou 62 cm, 55 cm k detektoru. Signdl byl
detekovan pii 232 nm [73].

V c¢lanku Indirect photometric detection of anions in capillary Electrophoresis byly
nepiimou metodou separované anorganické ionty (chlorid, citrat, fosfat). Byly
porovnany migracni ¢asy separovanych iontl stejného ko-iontu a vyrovnavaci paméti
BGE TRIS s daty v diplomové praci (obrazek 20). V obou piipadech byl chlorid
detekovén ve 3,7. minuté, citrat po 5. minut€ a fosfat v 6,3. minuté [74].

j -
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Obrdzek 20 Elektroferogram separovanych anorganickych ionti stanovenych CE s nepfimou

detekci. Identifikace piku 1 = chlorid, 6 = citrdt, 11 = fosfdt.
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5 ZAVER

Na zakladé odbornych ¢lanki byla demonstrovana CE jako vhodna technika pro stanoveni
velkého poctu rozpusténych latek a metabolitl, jako jsou napf. anorganické anionty
v lidskych burikach. Jeji zakladni principy, vcetné charakteristiky elektroforetické
pohyblivosti iontd a elektroosmotického toku, jsou uvedeny v teoretické cCasti této prace.
Prace se dale zabyva teorii anorganickych iontl, které jsou bézné zastoupeny v anorganickych
latkach a metodami jejich detekce.

Byla optimalizovana metoda CE pro stanoveni nékolika anorganickych aniontli pomoci
UV/Vis detektort. V prvni fadé bylo stanoveno prostiedi, ve kterém byly stanovované slozky
separované. V metodé CE snepfimou UV/Vis detekci meéla koncentrace elektrolytu
vyznamny vliv na rozliSeni, pofadi migrace a doby migrace anionti. Anorganické slouceniny
neabsorbuji zareni, proto je nezbytna nepfima detekce. Elektrolytické systémy pro nepfimou
UV detekci byly zalozeny na kyseliné salicylové jako sondy absorbujici UV zareni
a DoTaOH jako modifikatoru elektroosmotického toku. Kyselina salicylova umoziuje detekci
pfi 232 nm, kde vykazuje absorpéni maximum. Nepfima UV detekce s pouzitim kyseliny
salicylové jako zakladniho elektrolytu poskytuje dostatecnou citlivost. Pro reprodukovatelnost
vysledku je soucasti elektrolytu vyrovnavaci pamét’ TRIS.

Citlivost méfeni je prokdzdna pomoci meze detekce (LOD) a meze stanovitelnosti (LOQ).
Byly porovnany dvé délky kiemenné kapilary t=1 (Lt = 48,5 cm, L = 40 cm) a t=2
(Liot = 64cm, Ler = 55,5 cm). V obou pripadech doslo k uspésné separaci anorganickych
iontti. U&innost separace v kapilarach rizné délky byla vyjadiena podtem teoretickych pater N
a vyskou teoretického patra H. Analyza s G¢inné&jsi del$i kapilarou s vy$sim rozliSenim pika
byla pouzita k optimalizaci metody a ke stanoveni iontll soucasti lidského metabolismu.
Migracni Cas iontd byl porovnan s vyslednym elektroferogramem z odbomého clanku.
V obou piipadech byl chlorid detekovan ve 3,7. minuté, citrdt po 5. minuté a fosfat
v 6,3. minuté.

Dusledkem nelinearity —elektromigracnich jevli vznika elektromigracni disperze
a zpusobuje rozSifovani piku — trojuhelnikovy tvar piku. To ma za nasledek nepfesné
vyhodnocovani vysledki pomoci vysky pikd. Je zapotiebi stanovit kvantitativni
charakteristiky pomoci plochy piku, ktera bude reprezentativnéj§i a presnéjsi.

Optimalizovanou metodou byl detekovan chloridovy iont v HelLa burikach. K stanoveni
chloridi v lyzatech HelLa bunék byla pouzita rychlejsi metoda s krats$i kapilarou,
ktera prokazala vysokou citlivost méfeni. Buriky byly pfipraveny dvéma zptisoby: 1) tekutym
dusikem (-196 °C) a 2) pomoci 5% HNOs. Piiprava tekutym dusikem se prokazala jako
vhodnéj$i, protoze se do systému nezakomponuji dalsi potencialné rusivé slozky.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

AAS
AES
BGE
CE

CF
CFTR
CZE
DoTaOH
EMD
EOF

EP
HVL
ICP-AES
ICP-MS
ISE

LIF
LOB
LOD
LOQ
MS

SA
TRIS

Vis

Atomova absorp¢ni spektrofotometrie

Plamenové emisni spektrofotometrie

Z4kladni elektrolyt

Kapildrni elektroforéza

Cysticka fibréza

Cysticky fibrozni transmembranovy reguldtor vodivosti
Kapilarni z6nové elektroforézy
Dodecyltrimethylamoniumhydroxid

Elektromigracni disperze

Elektroosmoticky tok

Elektroforeticky tok

Haarhoff-van der Linde

Atomova emisni spektroskopie s indukéné vazanym plazmatem
Hmotnostni spektrometrie indukéné vazaného plazmatu
Iontové selektivnich elektrody

Laserem indukovana fluorescence

Limit slepého vzorku

Limit detekce

Limit kvantifikace

Hmotnostni spektrometr

Kyselina salicylova

Tris-(hydroxymethyl)-aminometan

Ultrafialové

Viditelné

52



8 SEZNAM OBRAZKU

Obrazek 1 Schéma znazorfiujici tvorbu sOdNEh0 I0NTU .....c..cevveieiiriiiiiiiiniicccce 16
Obrazek 2 a) Elektroforéza bez pfitomnosti elektrického pole — pohyb ionti je nahodny, b)
Elektroforéza po vlozeni stejnosmémého elektrického pole — spofadany pohyb iontl ........... 20

Obrazek 3 Schéma separace iontti v kiemenné kapilafe na zaklad€ odliSné migracni rychlosti
zalozené na velikosti molekuly a naboji. Skupiny SiOH jsou ionizované a vytvareji
elektroosmoticky tok uvnitt Kapilary. .......ccoeeeveeeoircniiineiciciceece e 21
Obrazek 4 Vizualni vysvétleni obecného poradi eluce v CE. Kazdy druh iontu ma stejny
elektroosmoticky tok. Kationty se eluuji jako prvni, protoze maji kladnou elektroforetickou
rychlost. Anionty se eluuji jako posledni, protoze jejich zapoma elektroforetickd rychlost
CasteCné kompenzuje rychlost elektroosmotického toku. Neutralni molekuly/atomy se eluuji

rychlosti elektroosmotick€ho toku [S4]. ...c.ooiiiiieriiiec 21
Obrazek 5 Schéma instrumentace kapilarni elektroforézy [S6] ... 22
Obrazek 6 a) Schéma CE Agilent Technologies [60] b) Schéma UV/Vis spektrofotometru .. 24
Obrazek 7 Absorpéni spektrum a chemicky vzorec kyseliny salicylove ..o 29
Obrizek 8 Graf elektroferogramu zobrazujici mez detekce (LOD) — kdy lze prohlasit, ze latka
je ptitomna, mez kvantifikace (LOQ) — kdy 1ze zméfit obsah latky..........ccccoevviiiiiiiinnnnnnn. 30
Obrazek 9 Parametry potiebné k stanoveni poctu teoretickych pater N [70] ........cccccoevunnnnne 31
Obrazek 10 Schéma procesul elektrodiSPerze .........coevveeeueriieniiiininieinieiecicecececceeeees 32

Obrazek 11 a) Elektroforeticka analyza roztoki NaCl a detekce Cl” za podminek t=1(Lio =
48,5 cm, L¢ = 40 cm); b) Kalibracni kiivka NaCl s linedrni regresi a koeficientem

AELEIMINACE R ... es bbb 33
Obrazek 12 Stanoveni meze detekce chloridu pomoci CE za podminek t=1 ............cccccocueuee 34
Obrizek 13 a) Detekce chloridu v HC1 pomoci CE za podminek t=1(L = 48,5 cm, Lt = 40
cm); b) Kalibra¢ni kfivka HCI s linedrni regresi a koeficientem determinace 1 2SI 35
Obréizek 14 a) Detekce chloridu v NaCl pomoci CE za podminek t=2, b) Kalibracni kifivka
NaCl s linedrni regresi a koeficientem determinace R ............cooooevvueerveeeveeseoerseenssessesessennns 37
Obrazek 15 Separace anorganickych ionta v elektrolytu pomoci CE (podminky separace t=2).
Identifikace piku 1 = chlorid, 2 = citrdt, 3 = fOSAL. .....cceovevviriiiiiiiiii 38
Obrizek 16 Detekce chloridu a) 15 mM NaCl, podminky t=1 (L, = 48,5 cm, L¢r = 40 cm), b)
4,8 mM NaCl, podminky t=2 (Liot = 64 cm, Ler = 55,5 CM).coveviiieiniiiiiiiiiiiiiiciicicciee, 39
Obrazek 17 Mikroskopické snimky lidskych bunék cervikalniho adenokarcinomu tzv. HeLa
DUNEK (ZVELSENT 200K ) ...vevenreriieiirieieieierteiietes ettt ettt e eae et sb et a s ae s asaseae s enseaens 40

Obrazek 18 Detekce chloridu v bunécném lyzatu HeLa bunék pfipravenych pomoci 5%
HNOs, identifikace piku 1 = chlorid, 2 = signal bunék, a) Separace bun€k, 3 mM HCI a
roztoku bunék + HC1 b) Stanoveni reprodukovatelnosti .........ccueeveeereeiericrieneneenieieieicieeenens 41
Obrazek 19 Detekce chloridu v bunécném lyzatu HelLa bunek pfipravenych tekutym dusikem

a ovefeni detekce pomoci 3 MM HC ..o 42
Obrizek 20 Elektroferogram separovanych anorganickych iontd stanovenych CE s nepiimou
detekei. Identifikace piku 1 = chlorid, 6 = citrat, 11 = foSfat........ccoocevivininininiiiis 43

53



9 SEZNAM POUZITYCH TABULEK
Tabulka 1 Obsah [g] hlavnich makrobiogennich a kovovych prvka v lidském téle (primérmy

zdravy muz 0 hmotnosti 70 KE) [7]..eveeueereriieenieirieieitcree ettt e 11
Tabulka 2 Koncentrace [mM] hlavnich ionti v Zivych burikach a krevni plazmé [7] ............. 12
Tabulka 3 Srovnani kation vS. anion [39].......oo oot eeree e e e e e e e raae s 17
Tabulka 4 Charakteristiky anorganickych prvki pomoci UV/Vis spektrofotometrického
STANOVEIT [A4] ettt ettt et ee e ee e e taeeeetae s e s saeesssseessaesssee e ssaaenssseassssesnseeensseennsaesnssens 18
Tabulka 5 Srovnani detekCnich metod [58]....c.ccvieieriieieiieieee e 23
Tabulka 6 Seznam pouzitych materialti potfebnych k optimalizaci pracovniho postupu........ 26
Tabulka 7 Seznam pouzitého pristrojového zafizeni véetn€ uvedeného vyrobce..................... 27
Tabulka 8 POAdMINKY SEPATACE......cccecvuiriiriiiiiriiieiiieiinicrcct ittt 27
Tabulka 9 Podminky separace t=1 a t=2 na zaklad¢ odlisné délky kapildry............ccocevenrnnn 28
Tabulka 10 Koncentrace anorganickych SIoUCENIN .........cccoeceverieinienieiinciniicinciccicccicene 28
Tabulka 11 Porovnani vypoctenych hodnot LOD, LOQ u NaCl a HClI.......ccccccccvvviiinninnes 36

54



