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Souhrn

Piedkladana diplomova prace ma za cil provést separaci cisplatiny a transplatiny
kapilarni elektroforézou, aby bylo mozné dalsi vyuziti této metody ve forenznim zkoumani

preparatu cisplatiny.

Teoreticka Cast prace tesi teorii a aplikace kapilarni elektroforézy a izomery cisplatinu
a transplatinu. V prvni ¢asti je popsana kapilarni elektroforéza, jako nastroj pouzitelny pro
separaci protinadorovych 1éCiv. Zabyva se instrumentaci zafizeni, ale také mechanismem
samotné separace a moznosti, jak latky detekovat a nasledné ziskané informace vyhodnotit.
Resi moznost spojeni kapilarni elektroforézy s hmotnosti spektrometrii. Druha ¢ast je zaméiena

na samotné latky cisplatinu a transplatinu. Cisplatina je nejrozsifenéjsi a vibec nejucinngjsi

wewvr

Experimetndlni ¢ast se zabyva chovanim cisplatiny a transplatiny v nékolika prostfedich
zékladnich elektrolytii a hled4 optimalni podminky, za kterych je mozné latky rozseparovat. Je
diskutovan typ pracovniho elektrolytu, jeho pH, koncentrace a pridavana aditiva. V neposledni

radé je posuzovana moznost provést experimenty vV pokryté kapilare.



Summary

The aim of diploma thesis is to perform separation of cisplatin and transplatin by capillary
electrophoresis for another next utilizing this method in forensic examination of cisplatin

preparation.

The theoretical part deals with the theory and application of capilary electrtophoresis
and isomers of cisplatin and transplatin. The first part is devoted to the description of capillary
electrophoresis as utility usable for separation of anticancer drugs. It is also describing
interaction of cytostatics and their determination by capillary electrophoresis. The posibility of

conection of capillary electrophoresis and mass spectrometry is also discussed.

The second part is focusing on cisplatin and transplatin as a substances. Cisplatin is a
frequently used and very effective chemotherapeutic drug for treatment of cancer.

The experimental part describes the behaviour of cisplatin and transplatin in several
electrolytes and finding the most optimal conditions for their separation. The background
electrolytes, its pH, concentration and possible additives is also discussed. Last but not least it

is studying the influence of the covered capillaries.
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1 UVOD

Prvni objevy rakovinnych bunék sahaji 1,7 milioni na zpét do Jihoafrické republiky. U
predchtdce ¢loveka byl objeven osteosarkomalni nador. [1] Rakovina a vysoka amrtnost

S ni spojena zde byla vzdy. [2]

Blahobyt a doba plna stresu ma ve stale vétsi mife negativni dopad na lidské zdravi.
Celosvétove rok od roku piibyva mnozstvi diagnostikovanych rakoviny. Velkou roli hraje
genetika. Pfima souvislost mezi vznikem karcinomu a stylem zivota je vice neZ znac¢na.
Vyzkumy potvrzuji, ze rozvojové zemé jsou na rozdil od vyspélych zemi zasazeny
onkologickymi onemocnénimi méné. Kazdoroéné onemocni v Ceské republice okolo 96
tisic lidi zhoubnym nadorem. O néco vice jsou postizeni muZi nez Zeny. Dle poslednich

dat z roku 2016, zemielo na novotvary 27 261 lidi. [3]

Stale roste pocet hlasenych piipadii rakoviny tlustého stieva a koneéniku. Ceské
republika nanestésti patii k jednomu ze stati s nejvyssim vyskytem tohoto onemocnéni a
pomérné velkou iimrtnostni. A na ving je praveé zpisob zivota, typ konzumovanych jidel a
mnozstvi alkoholu. Koufeni ma az fatalni dopad na vznik rakoviny plic. Nejvice smutné a

zarazejici je, ze rakovina se nevyhyba ani malym détem. [3]

Nicméné¢ doba se Zene kupfedu milovymi kroky. Rapidné se zlepSuje diagnostika
" . .y e i . 1k .
onemocnéni, vyviji se stale nové 1éky a nové zpiisoby 1é¢by, at’ uz chemické ¢i alternativni

v

ptirodni. Doposud nejucinnéjsim a nejrozsifenéjSim cytostatikem je cisplatina.

Analytickd chemie je védni obor, ktery jde ruku vruce s farmaceutickym
vyzkumem 1 forenzni védou. Instrumentdlni metody jsou nenahraditelné. K analyze
cytostatik je vyuzivana predevsim hmotnostni spektrometrie. Do popiedi se ale dostava
stale vice metoda kapilarni elektroforézy, jakoZto relativné levny nastroj vyznacujici se

minimalni spotfebou vzorku elektrolytu.



2  CILE DIPLOMOVE PRACE

Cilem diplomové prace bylo vyvinout metodu pro separaci cisplatiny a transplatiny za
pomoci kapilarni elektroforézy. Bylo nutné nalézt optimalni podminky pro separaci, jako
vhodny typ zakladniho elektrolytu, jeho pH, koncentraci a ptipadné pfidavek riznych
aditiv.



3  TEORETICKA CAST

3.1 Kapilarni elektroforéza

Vysokou¢inna kapilarni elektroforéza (High — Performance Capillary Electrophoresis, CE)
je povazovana za jednu z nejcitlivéjSich (femtomol - zeptomol analytu v nano- az
pikolittrovych objemech) a nejucinnéjSich (stovky az miliony teoretickych pater)

separa¢nich metod umoznujici kvalitativni i kvantitativni analyzu. [4]

Podstatou elektromigraé¢nich metod je separace nabitych latek na zakladé rozdilné

pohyblivosti iontl ve stejnosmérném elektrickém poli. [4]

Pocatky CE sahaji do roku 1937 a jsou spojeny se jménem Tiselius. Tiseliovy
pokusy spocivaly v umisténi smési proteinit do zkumavky s pufry a nasledné na né bylo
aplikovéno elektrické pole. Diky svym nébojiim se daly analyty do pohybu ve sméru pole.
Za svou préci ziskal Nobelovu cenu za chemii. Byly polozeny zdklady separace ve volném
roztoku a vyuzivany polyakrylamidové a agarosové gely. V roce 1967 provedl Hjerten
prvni pokusy v tzké trubici (prvni kapilary o vnitinim priméru 1 mm). Primér kapilar
snizili Virtanen a Mikkers na 200 um. O tfinact let pozd&ji, Ameri¢ané Jorgenson a Lukas
poprvé pouZili kiemenné kapilary S vnitinim priimérem 75 um, potvrdili vysokou u¢innost
CE a polozili zdklady CZE. Upfednostnéni kapilar pfed gely (deskami) vyrazné zlepSilo
vykon metody a umoznilo separovat nejen makromolekuly, ale i malé kationty a anionty.
O moznost separace neutralnich latek se zaslouzil Japonec S. Terabe (1984), ktery polozil

zaklady MEKC. Prvni komer¢ni pfistroje se objevily na trhu roku 1988. [4, 5]

Elektromigra¢ni metody v kapilarnim uspofadani zahrnuji metody jako
nejpouzivanéjsi kapilarni zonovou elektroforézu (CZE), izotachoforézu (CITP) vyuzivajici
dvou pufrt, izoelektricka fokusace (CIEF) pro separaci amfolytt dle izoelektrického bodu,
kapilarni gelova elektroforéza (CGE) pro separaci biomakromolekul na zakladé
molekulové hmotnosti, micelarni elektrokinetickd chromatografie (MEKC), jez vyuziva
tvorbu nabitych micel a umozni tak separaci i neutralnich molekul. A v neposledni fadé
kapilarni elektrochromatografie (CEC) vyuzivajici spojeni staciondrni faze jako u HPLC a
CZE.[4,5,6,7]



3.1.1 Princip metody

Kapilarni elektromigrac¢ni separacni metoda je zalozena na separaci nabitych latek ve
stejnosmeérném elektrickém poli na zékladé¢ rozdilné -elektroforetické pohyblivosti.

Separace se provadi v uzkych kapilarach naplnénych zdkladnim elektrolytem (pufrem,

BGE). [4,5,7]

3.1.1.1 Elektroforeticka pohyblivost

Elektromigra¢ni metody vyuzivaji dva zakladni mechanismy pohybu. Prvnim z nich je
elektroforeticka pohyblivost neboli mobilita (ue). Vyjadiuje pohyb nabitych ¢astic ve
stejnosmérném elektrickém poli. Pole je charakterizovano jednotkovou intenzitou E.
Rychlost, kterou se nabité ¢astice pohybuji kK elektrodé s opaénym nabojem je oznacovana

jako elektroforeticka rychlost vep [5] :
Vep = Ue. E (m S—l ) (1)

Elektrické pole vzniké po aplikaci elektrického napéti mezi konce kapilar. Intenzitu

potom pocitame jako podil vkladaného napéti U a délky kapilary L [5]:
E=U/L 2

V zékladnim elektrolytu ptisobi na ionty dvé protichiidné sily. Castice o naboji q uvadi do

pohybu sila elektrického pole Fe [4] :
Fae =q.E (3)

A naopak, ¢astice S polomérem r brzdi frikéni sila Fir, kterd je dana Stokesovym zakonem

a podle ngj je funkci velikosti a tvaru molekul a viskozity daného prostiedi # [8]:

Ffr = -6mnrvep (4)

V okamziku, kdy se sily vyrovnaji a nastava ustaleny stav [4]:

Fe = Frr %)



muzeme elektroforetickou mobilitu definovat nasledujicim vztahem [4]:

Ue = Q/6mnr (6)

Nasledné¢ mizeme z uvedenych vztaht usoudit, ze elektroforeticka pohyblivost je
pfimo imérna naboji iontu g a nepiimo umérna jeho poloméru r a viskozité prostiedi 5. [4]
Malé a vysoce nabité Castice vykazuji vysoké hodnoty pohyblivosti, naopak velké ionty

s malym nabojem se pohybuji nizkou pohyblivosti. [6]

Rozlisujeme dva typy elektroforetickych pohyblivosti: absolutni (limitni)
a efektivni (aktualni). Na limitni pohyblivost se divame jako na fyzikalni konstantu
urcenou pii Uplné disociace analytu. Jeji hodnota je extrapolovana na nekonecné ziedéni.
Naopak efektivni pohyblivost je zjisStovana experimentalné a zavisi na slozeni zakladniho
elektrolytu. pH a disocia¢ni konstanté latky. V praxi to znamena, ze mame-li dvé latky,
které jsou podle tabelovanych hodnot nerozdélitelné, volbou vhodného pufru a jeho pH je

lze rozseparovat. Zejména diky riznym pak konstantam. [4,5,6]

3.1.1.2EOF

Druhym jevem pfispivajicim k pohybu ¢astic v kapilafe je elektroosmoticky tok,
projevujici se jako tok kapaliny uvnitt separacni kapilary a vznikajici aZz po aplikaci
stejnosmérného elektrického pole. Na rozhrani stény kapilary a roztoku se nachazi
elektricka dvojvrstva. Jeji vznik je podminén disociaci ionizovatelnych skupin nebo

adsorpci ionti (napf. u neiontovych materialt jako je teflon) na povrchu kapilary. [4,5,8]

Pokud je pouzivana kiemenna kapilara a vodny pufr dochazi nejdiive k disociaci
silanolovych skupin. Diky této disociaci jsou produkovany negativni kiemicitanové
skupiny, jak znazoriiuje nasledujici obrazek. Tato vrstva je oznaCovana jako vnitini
imobilizovana vrstva a nese negativni naboj. [4,5,8]

oHoH oHonm V¥soképH o o o

————
| |

S S Sll .\'ll e T St S St S
ﬁ nizké pH
Obr. 1 Disociace silanolovych skupin na povrchu kiemennych kapilar. Pfevzato a upraveno
z [8]



Pozitivné nabité ionty (tzv.protiionty) tvoii druhou, difuzni ¢&ast elektrické
dvojvrstvy, smérem do roztoku. Tato vrstva kompenzuje negativni naboj stény, aby byla

dodrzena podminka elektroneutrality. [8]

Rozlozeni vrstev je podminkou pro vznik potencidlového rozdilu v blizkosti stény
kapilary a elektrokinetického (zeta) potencialu Vv roztoku. Po aplikaci napéti se difuzni
vrstva, tvofena kationty spolu se svymi solvata¢nimi obaly vody d4a do pohybu smérem
k zaporné nabité katod€. Tento pohyb sebou strhava i zbyvajici rozpusténé Castice. Vytvofil

se elektroosmoticky tok. [5,6,8]

~ rovina stfinn sténa
|- :&?{IJ' = C {zeta potencial) T kapilary )
- rovina
S = F stiihu
i)i ",
D &
'1‘;:;\__ e povrchowvy
\\\f-; 1 T ndbrog
\ C‘: - roste
~Z 1 k$cenh'ace
. e . elektricke e— ¥ m
stojici  pohybujici se pole IEc-ste

Obr.2 Rozlozeni vrstev v kapilare a vznik zeta potencidalu. Pievzato z [8]

Disociace silanolovych skupin fidi zeta potencial, a proto je EOF zavisly na pH
zékladniho elektrolytu. Sila EOF je tedy zavisla na konkrétnich podminkach prostredi.
Vyznamnéjsi vliv ma elektroosmoticky tok az nad pH 4. Do této hodnoty je disociace mala
a EOF ma malou, az nulovou silu. Nad hodnotami pH 9 jsou prakticky jiz vSechny skupiny
disociovany a EOF ma velkou silu. Mezi hodnotami pH 2 — 12 se v8ak muze liSit o vice
nez jeden fad. [6,8]

Migracni rychlost analytl, ucinnost separace i doba analyzy podléhaji vlivu
elektroosmotického toku. Pro vypocet toku plati nasledujici vztah (7), ktery tika, ze

rychlost EOF Veor je pfimo umérna intenzité E a elektroosmotické mobilité ueor.
Veof = HUeof. E ( m-S_l) (7)

Elektroosmoticky tok (ueof) je zavisly jednak na povrchovém naboji kapilary, na

permitivité roztoku € a také na poloméru kapilary r a viskozité prostiedi n:

uleo) =el/nr (8)



{ — elektrokineticky potencidl [8]

Diky existenci EOF je mozné v jediné analyze detekovat kationty a anionty za

podminek, ze velikost EOF je vyssi nez mobilita aniontt (napt. pH > 7). [8]

Prednosti EOF je plochy profil proudéni kapaliny v celém priiezu kapilar (obr.3).
Hnaci sila proudu je v kapalin¢ rovnomérné rozlozena po sténach kapilary, coz zpasobuje,
ze nedochazi ke kolisani tlaku a disperzi zon rozpuSténych analytd, a to vede k uzkym
piktim (napf. ve srovnani s HPLC). V porovnavani separa¢ni u¢innosti CE a HPLC ma CE
lepsi vysledky. Elektricky vykon (prochéazejici proud a vloZzené napéti) se méni na Joulovo
teplo. Cim vétsi pramér kapilary a vodivéjsi elektrolyt pouZijeme, tim vice tepla vznika.
Zvysena teplota separa¢niho elektrolytu pak deformuje profil piku. Jak vystihuje
nasledujici obrazek 4, v elektrolytu vznikd parabolicky profil proudéni. Teplo je nasledné

odvadéno sténami kapilary. [5,6]

EOF Laminar flow parabolicky
J > logaritmické
a) Flow b)
/! L
(4]
Obr. 3 Znazornéni () plochého a Obr. 4 Znazornéni parabolického a
(b) laminarniho toku a zobrazeni logaritmického profilu proudeéni. [5]

piku. [6]
Elektroosmoticky tok je v analyzach ku prospéch, ale musi byt regulovan a ob¢as byva

problematické najit spravné podminky, za kterych bude mit pravé pozitivni vliv.

Jak je jiz vySe zminéno, elektroosmoticky tok mé piimy vztah s danym elektrickym
polem, separac¢nim elektrolytem, teplotou analyzy, pouZzitymi organickymi modifikétory ¢i
povrchové aktivnimi latkami. Prvni volbou pfidatnych latek jsou povrchové aktivni latky,

predevsim SDS. Vlastnosti téchto latek jsou dale rozebrany v kapitole MEKC. [6]

Podstatné pro spravny EOF je i vhodné zvoleny pufr. Mél by mit nasledujici vlastnosti

— nizkou absorbanci pfi pouzité vinové délce detekce, dobrou pufrovaci kapacitu ve



zvolené oblasti pH a nizkou mobilitu pro snizeni generovani elektrického proudu. Pufry by

m¢ély udrzovat konstantni hodnotu pH. [6]

Tab.1 Priklady nejcastéji vyuzivanych pufri. [6]

Pufr Hodnota pKa

Fosfat 2,12 pKaz; 7,21 pKaz; 12,32 pKasz
Borat 9,24

Citrat 3,06 pKaz; 4,74 pKaz; 5,40 pKa2
Acetat 4,75

HEPES 7,55 pKai ;8,00 pKaz

MES 6,15

V tabulce uvedeny MES neboli kyselina 2-(N-morfolino)-ethansulfonova (dle
IUPAC) a HEPES ( 2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethansulfonova kyselina) jsou
biologickymi pufry.

VAN

Obr. 5 MES, 2-(morpholin-4-yl)ethanesulfonic acid

—_

Obr. 6 HEPES, 2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethanesulfonic acid



Tab. 2 Prisady do pufiii CE pro ovlivnéni mechanismu déleni 6]

Prisada Priklad Pouziti
Povrchové aktivni latky SDS, CTAB, TWEEN Aniontové PAL zvySuji
(kationtové, aniontové, EOF; kationtové PAL

neutralni) snizuji nebo meéni smér

EOFu; vliv na selektivitu

Organické modifikatory Methanol, TFA, acetonitril | Méni zeta potencial,

viskozitu a mé vliv na

selektivitu
Chiralni selektory Cyklodextriny, crown- Vznik komplexti a usnadnéni
ethery separace

Povrchy kapilar se rizn¢ modifikuji. Jejim pokrytim, at’ uz chemicky (ptisadou do
pufru) ¢i kovalentné vazanymi skupinami ovlivnime povrchovy naboj na kapilare, a ten ma
dopad na EOF. [6] Vnitini povrch kapilary je mozno modifikovat dynamicky, napft.
chemickou vazbou povrchové aktivni latky (CTAB, TWEEN) ze zakladniho elektrolytu.
Nebo vyuzit kovalentniho pokryti polymery (polyakrylamid, polyvinylalkohol,
polyethylenglykol). [6, 8]

Vazba Si-O-Si-R, R= polyakrylamid umozniuje analyzy v rozmezi pH 4 — 7. Jsou —
li tyto kapilary ptipravovany s Grignardovou vazbou Si-C polyakrylamidu umoziuje
pouziti kapilar v oblasti pH 2 — 10 a eliminuje ptipadné dal$i organické silylace. PVA
umoziuje pracovat v oblasti pH 3 — 8. [6]

Pro MEKC je dulezita koncentrace kationtovych tenzidu v elektrolytu. Je — i totiz
jejich koncentrace vyssi nez CMC, dojde k potlaceni EOF. [6, 10, 11]

3.1.2 Instrumentace CE

Zatizeni CE mé pomérné jednoduchou konstrukei, schéma vystihuje nasledujici obrazek.
(Obr. 7) Mezi zéakladni casti patii zdroj vysokého napéti, vstupni a vystupni nadobky
s zakladnim elektrolytem a v nich ponofené 2 elektrody, na které je piivadéno napéti.

Nadobka se vzorkem, separacni kapilara, detektor a vyhodnocovaci zatizeni.
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Obr. 7: Schéma kapildrni elektroforézy. [6]

Zaznam z detektoru je nazyvan jako elektroforegram a jedna se o zavislost signalu

detektoru (nejcastéji absorbance) na Case. [12]

3.2  Pracovni podminky

3.2.1.1 Separaé¢ni napéti

Na elektrody v elektrolytu je pfivadéno napéti, a to nejcastéji vV rozmezi 5-30 kV. Voli se
tak, aby produkovalo proud v rozsahu 10-100 pA. Vyssi proudy generuji velké mnozstvi

Joulova tepla a nasledné zpusobi rozmyti zon, ztratu rozliSeni a neopakovatelnost analyz.

8]

Dalsi vlastnosti, kterou by mél napdjeci zdroj mit, je schopnost prepinat polaritu
elektrického pole. [6] Protoze migrace molekul probiha od anody ke katodé (jak bézi EOF).
Ale existuji ptipady, kdy dochazi k obraceni sméru migrace. V takovych ptipadech dochézi

k obraceni polarity a davkovani nastane u zaporné elektrody. [10, 12]

3.2.1.2 Kapilary

V CE jsou pouzivany kapilary se sendvi¢ovym uspofaddanim vrstev taveného kifemene a
polyimidu k pokryti. Délka se pohybuje okolo 30-100 cm, nejcasteji 48 cm [5] a vnitinim
priumérem 50-75 um. [8] Miniaturizovany vnitini objem kapilar, a tedy prostor pro separaci

zvysuje citlivost metody. [4] Kapilara by neméla byt pftili§ dlouha. Idealné tak dlouha, aby
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mohly byt pouzity vysoka elektricka pole, a zaroven aby analyza bézela co nejkratsi dobu.

[6]

Ackoli je pouzivany material pruzny, je i pomérné kiehky. Mechanickou odolnost
kapilar zvySuje pravé vrstvicka polymeru. Aby prochéazelo zafeni musi byt v polyimidu
vypalena nebo vyskrabana ziletkou (pro pokryté kapilary) jeho ¢ést a tim vytvofeno tzv.
detek¢ni okénko, kudy pronika zareni. K vypaleni se vyuziva elektrick¢ého oblouku,
zhaveného dratu. Je nezbytné, aby se material kapilar vyznacoval chemickou a elektrickou
inertnosti, aby propoustél zateni v UV oblasti, byl robustni a zaroven finanén¢ nepiilis

nakladny. [5, 6].

Je dobré si uvédomit, ze kfemen neobsahuje kationty, které absorbuji svétlo v UV
oblasti. Tavenim ztraci kiemen nepravidelnost krystalové struktury a stava se propustny

pro UV zafeni. [8].

Podstatnou soucasti, jako u vSech pfistrojii, je termostat. Zatizeni dostupné na trhu
vyuzivaji nucenou ventilaci chlazeného bloku. Zajimavy je pfistroj vyrabény spole¢nosti

SCIEX, ktery vyuziva chladici kapaliny pro regulaci teploty celé kazety. [8]

3.2.1.3 Davkovani

Vzorek je obvykle ptipravovan do vialek o objemu 150 pul a separacni elektrolyt do vialek
s objemem 600 pl. | z tohoto jiz minimalniho mnozstvi je do kapilary davkovano pouze
nékolik nanolitrii (10-100 nl). [8]. Vyuziti pouze minimalniho mnozstvi realnych vzorka

dostava do popiedi elektroforézu zejména v oblasti zdravotnictvi a forenznich véd.

Vzorky jsou obvykle davkovany dvéma zpisoby - hydrodynamicky a
elektrokineticky. (obr. 8) Druhé zminované davkovani vyuziva jev elektroosmozy a vlastni
migrace iontl, vlivem které migruji rozpusténé castice vzorku do kapiladry. Nesmi byt
opomenut fakt, Ze kationty se pohybuji vyssi elektroforetickou rychlosti nez anionty a do
kapilary putuji ve veétSim mnozstvi a méni se tak sloZzeni vzorku. Toto negativum vede
k omezeni pouzivani elektrokinetického davkovani a upfednostiuje se hydrodynamické.
Nicméng, naptiklad v gelové elektroforéze je davkovani vlivem elektroosmoézy

nenahraditelné. [5]
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elektrokinetické  hydrodynamicke

stladeny
wzduch

Tr

vIorek

Obr. 8 Zndzornéni dvou moznych typu davkovani vzorki — elektrokineticky a

hydrodynamicky. [13]

Podstata hydrodynamického davkovani spociva v pfeneseni vzorku do kapilary
pusobenim tlaku, za pomoci vakua nebo gravitace — tzv. sifonovani. VSechny tfi metody
znazornuji nasledujici obrazky. Objem vsttikovaného vzorku zavisi na sile tlaku, vakua ¢i

gravitaci, viskozité vzorku a rozmérech kapilary. [12]

kapilara kapilara
3 detektor > detektor
tlak — — vakuum
vzorek odpad vzorek odpad
a) b)
kapilara

c)

Obr. 9 Schématické zndzornéni moznosti hydrodynamického davkovani — a) pod tlakem;

b) za pomoci vakua; c) siféonovani [12]

3.2.2 Separa¢ni mody

3.2.2.1 Kapilarni zoénova elektroforéza (CZE)

CZE je nejjednodussi technika kapilarnich elektromigraénich metod, diky jednoduchosti
V provozu, univerzalnosti a nizkym finanénim nakladtim. [6] Separuje a stanovi latky dle

jejich molekulové hmotnosti, naboje nebo tvaru. Vyuziti nachazi v analyze nabitych
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organickych i anorganickych latek, enantiomerti, aminokyselin, peptidi mnoha dalSich
latek iontové povahy. V praxi se uplatiiuje ve farmacii k analyze 1€¢iv, v potravinarstvi,

v oblastech zivotniho prostfedi, pro rizné kontrolni analyzy. [5, 6].

CZE je metoda instrumentalné¢ mén¢ narocna. Schématicky popis CZE znézoriiuje
obr. 10. Separace b&zi v kapilaie zhotovené z taveného kiemene naplnéné separanim
pufrem, tvorici kapalné prostiedi pro analyzu. Nejdiive je zacatek kapilary naplnén
rozpusténym vzorek a poté elektrolytem a piipojen ke zdroji vysokého napéti. Dusledkem
rozlisnych mobilit iontl se vytvofi zony, kterymi putuje rozpustény analyt k detektoru a

zaznamenava se jejich prichod detektorem v zavislosti na Case. [4]

zdro) vysokeho
fiapeti

e
— 1

separatni kapilara

uzemneéna
eleltroda

deteltor

wetupnd  vEorek vystapnd
nadoblka nado

Obr. 10 Schématické zndzorneni zarizeni kapilarni zonové elektroforézy. [13]

Op¢t je vyuzivano vice moznosti nadavkovani vzorku. Jednou z nich je davkovani
na zakladé rozdilu hladin mezi roztokem nosného elektrolytu a roztokem vzorku, nad

kterym vznika pretlak. Rozdilné elektroforetické rychlosti vep zajisti separaci.

Jsou — li pouzity kiemenné kapilary s nemodifikovanym povrchem, je tok
orientovan smérem ke katod€. Rychlost solutu byva vyssi nez elektroforetické rychlost a

zZ toho vyplyva, ze pohyb kladn¢ i zaporn¢ nabitych ionti ma stejny smér. [4]
Separa¢ni mechanismus znazornuje obrazek ¢. 11. Rychlost zony dle rovnice [8]:
Vpoz, i = Veof + Vef, i 9)

Veof = 0; Vet+ >0 ; Ver. < 0
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Obr. 11 Separacni mechanismus CZE. [8]

Molekularni difuze zplsobuje rozsifovani zon a zhorSuje rozliSeni. Jev je mozné
eliminovat zkracenim doby, po kterou se vzorek bude nachazet v kapilafe. [6, 14]
Souvislost nachazime mezi rozlisenim a selektivitou. Selektivita je definovana jako pomér

mobilit separovanych analytti dle nasledujiciho vztahu (10):
a = Il’tepvl /IL‘epr2 1 (X’Z 1 (10)

Oproti béznym chromatografickym metodam popisujicim proces separace pomoci
distribu¢nich konstant Kp, pracujeme v CE s pomérem elektroforetickych mobilit. [15]
Moznost mit pod kontrolou selektivitu pfispiva k lepSimu rozliSeni. Zejména pH a vhodné

zvoleny pufr zajistuji dobré hodnoty selektivity. [6]

Jedina analyza dovoluje sledovat jak kationty, tak anionty zaroven a CZE neni vhodné
pro detekci neutralnich latek. Prvni volbou z moznych detektori je detektor diodového pole
(DAD). Poté se ptiklanime k ,,on-column® UV-VIS absorp¢ni detektoru, fluorimetrickému,

vodivostnimu a amperometrickému. [8, 13]

3.2.2.2 Micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC)

Micelarni elektrokinetickd chromatografie mize byt popsana jako elektricky fizena
chromatografie, vyvinutd pfednostné pro neutrdlni molekuly hydrofilni i hydrofobni
povahy. [14] Poc¢atky metody sahaji do roku 1984 a jeji objev je spojen se jménem Terabe.
[4]

Zakladem MEKC jsou povrchové aktivni latky piidavané do zékladniho

elektrolytu. V okamziku, kdy jejich koncentrace ptekroci kritickou micelarni koncentraci
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(CMC) dojde k vytvoieni micel. Micelarni faze je oznacovana jako ,,pseudostacionarni
faze* a jeji funkce je srovnatelna s ulohou stacionarni faze v béznych chromatografickych
metodach. Nenabité analyty jsou v micelach solvatovany. NejéastéjSim surfaktantem je
SDS (sodium dodecylsulfate, obr. 13), ktery vytvaii kulovité ¢astice s hydrofobnim

uhlikatym fetézcem a na konci s hydrofilni sulfatovou skupinou. [5, 14]

-—
. . POHYB MICEL )
®- .“5' e .//- - 2 ©
) EOF ’

Obr. 12 Struktura micel a oviivneéni elektroosmotického toku. Ptevzato a upraveno z [8]

O\\S /o' Na'
I N N S VN e \\O

Obr. 13 Dodecylsiran sodny

Micely rozliSujeme podle charakteru dutiny na dva typy. Ty s hydrofobni dutinou
vznikajici v hydrofilnim prostfedi a opacné€, micely s hydrofilni dutinou tvofici se
V hydrofobnim prostiedi. Dochazi-li k tvorb&é micel v hydrofilnim prosttedi BGE, micela
ma polarni povrch a nepolarni dutinu. Hydrofobni dutiny pojmou nepolarni molekuly

analytu a tim dochazi k jejich solvataci ¢i rozpusténi. [5]

Analyty jsou tedy separovany, jako v klasické chromatografii, mezi dvé faze —
vodnou fazi a micelarni fazi, na zaklad¢ polarity. Pohyb micel nastdva ve sméru, nebo proti
sméru EOF. SDS, jako aniontové tenzidy, migruji k anodé¢ proti sméru EOF,

elektroforetickou rychlosti Vmc a davaji elektroforetickou pohyblivost pme . [5]:
Vme = pmc . E (11)

Rychlost pohybu micel k detektoru ovliviiuje stupen solvatace. EOF ma vyssi

rychlost veof nez je elektroforeticka rychlost micel a cely systém unasi smérem ke katode¢,
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k detektoru. Pomér latkového mnozstvi analytu v micelarni (Nm¢) a vodné fazi (Naq )

vyjadiuje retencni faktor ki [5]:
Ki = Nmc / Nag (12)

Pocet molekul PAL, které tvofi jedinou micelu je dédn agrega¢nim cislem n.

Nejcastéji pouzivané tenzidy v MEKC jsou popsany v nasledujici tabulce. [5]

Tab. 3 Prehled tenzidu vyuzivanych v micelarni elektrokinetické chromatografii s udaji
o jejich kritcké miceldrni koncentraci (CMC) a agregacnim cisle. [5]

PAL CMC (mmol.I) Agregaéni ¢islo
Aniontové
SDS 8,3 62
Kyselina cholova 14,0 3
Kationtové
DTAB 14,6 61
TTAB 4,4 64

3.3 Detektory

Dilezitou soucasti vSech analytickych pfistroji je detektor. Na trhu je nabizena Siroka skala
riznych detektori, které jsou voleny dle vlastnosti separovanych analyti a tak,
aby dosahovaly vysoké citlivosti. Prvni pfi¢ku nejpouzivanéjsich detektorti bezesporu drzi
spektrofotometricky detektor (UV/vis a DAD). Velky rozvoj zazilo spojeni CE
S hmotnostnimi detektory. Dalsi bézné vyuzZivané detektory popisuje nasledujici tabulka

(Tab.4). [15]

Tab.4 Prehled pouzivanych detektorii v elektomigracnich metodach. [6]

Typ detektoru UV/Vis | Fluorescen¢ni | Amperometricky | Hmotnostni | vodivostni
LOQ (mol.I'Y) 106-10° 107 -10° 1010101t 108-10° | 107 -10%
vysoce
o citlivy, citlivy,
citlivy, '
Vyhody/nevyhody selektivni, pro | ziskdvame
univerzalni nutnost ) univerzalni
detektoru o elektroaktivni informace
derivatizovat
latky 0 struktuie
vzorek
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3.3.1 Spektrofotometrické UV/Vis detektory

Detektory zaloZzené na principu absorpce zafeni v ultrafialové a viditelné oblasti jsou
vzhledem ke své univerzalnosti nejvice pouzivanymi detektory elektromigra¢nich metod.

[6] Tyto zafizeni jsou schopny rychle snimat cela spektra v prabéhu analyzy. [8]

3.3.1.1 Déleni UV/VIS detektoru

Podle konstrukce mizeme rozliSovat 4 zakladni typy spektrofotometrickych detektort:

1. DAD — detektor diodového pole.

2. Detektor s fixni vinovou délkou — Zdrojem zafeni je nizkotlaka Hg vybojka.

3. Detektor s ménitelnou vinovou délkou — maji moznost ménit vinovou délku, ale
musime byt nastaveny pred za¢dtkem méteni.

4. Detektor s programovatelnou vinovou délkou — moznost piepinat vinové délky i

Vv pritbéhu experimentu. [16]

3.3.1.2 Princip UV/VIS detektori

Detekce probiha po absorpci zafeni v oblasti vinovych délek 190-800 nm. [16] Princip
UV/VIS detektort je zalozen na Lambert — Beerové zakonu a absorbanci popisuje
nasledujici vztah (13) a z ngj vyplyva, ze je zavisla na koncentraci ¢ absorbujici latky a

tloust'ce absorbujici vrstvy d.
A=¢.c.d=log 1T, (13)
g [Lmolt.c] je moldrni absorpcni koeficient.

Jsou — li ptitomny dvé a vice absorbujici slozky, celkovou absorbanci definuje aditivni

vztah (14) [16]:
A=1Y & .G (14)

Typ chromoforu analyzované latky, vinova délka pouzité svétla i pH roztoku ovliviiuji
silu absorbance ¢i transmitance T (viz. Tab.5). Minimalni detekovatelné mnozstvi se pohybuje

v oblasti 10° — 107 mol/l. [12]
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Tab. 5 Nejcasteji se vyskytujici

zareni. [12]

chromofory a jejich vinové délky, pri kterych pohlcuji

Typ chromoforu Vinova délka absorpce
Phenyl 202, 255 nm
Amino skupina 195 nm
Esterova skupina 205 nm
Aldehydova skupina 210 nm
Karboxylova skupina 200 nm

bilé svétlo
)

zdroj

s

svétla  monochromatické

vetlo

fotodetektor

Obr. 14 Schématické zndzorneni detektoru UV/Vis — zdroj monochromatického svétla,

otocna mrizka, detekcni okénko v kapilare, fotodetektor. Pievzato a upraveno z [12]

Zdroj svétla zastupuje deuteriova lampa. Svételné paprsky dopadaji na oto¢nou miizku,

ktera se pohybuje pomoci krokov

Mrizka vybere vhodnou vinovou

¢ho (,,stepping®) motoru (ve sméru $ipky na obrazku 14).

délku, se kterou bude monochromatické zateni prochazet

pres detekéni okénko a nasledné dopadat na fotodetektor a systémem fotodiod bude

zmé&feno. Hodnota se vyjadii v absorpénich jednotkach. [12]

Detektor diodového pole

bilé svetlo kapilara
)

zdroj
svétla

pevna miizka

detektor
diodoveého pole

Obr. 15 Detektor diodového pole. Pievzato a upraveno z [12]
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Dals8im typem absorpénich detektori je detektor diodového pole (DAD). (Obr. 15)
Hlavnim rozdilnym znakem s vySe rozebiranym UV/Vis detektorem je postup prachodu
zateni. U DAD prochézi paprsek nejdiive kapildrou a az poté dopada na mfiizku, kterd je
navic nepohybliva a dochazi na ni k difrakci zafeni. Zatrivy tok dopada poté na systém 200-

500 fotodiod. [12]

Tyto detektory jsou vhodné pro ziskani spektralnich dat, identifikaci latky a ureni
Cistoty. Cistotu (neboli pritomnost jiné latky) uréujeme podle spektra. Spektra ziskana
proméfenim neznamé latky jsou normalizovana a piekrytim porovnavana se standardy.
Druhou moznosti identifikace latky v CE je porovnavani migracnich Cast pii alespoil dvou
rozdilnych vinovych délkach. Jedna-li se o totozné latky, nesmi se vrcholky pikd po
prekryti lisit. Musime v$ak mit na paméti, ze UV/Vis spektra maji Sirokou distribuci a
hodnoty maxim nekterych piki se jevi velmi podobné, ackoli se jedna o dvé rozdilné latky.

Identifikace nemusi byt 100% a vzdy je vyhodné porovnavat vice faktort. [12]

3.3.1.3 Nepiima absorp¢ni detekce

Latky, které obsahuji organické nebo anorganické kationty bez chromoforu, nemaji
moznost pohlcovat zateni v UV/Vis oblasti. ReSenim je pro né metoda neptimé UV/Vis
absorpc¢ni detekce. Jeji podstatou je pouziti elektrolytu, ktery sam o sob€ vytvaii absorpéni
pozadi. O zvoleni typy elektrolytu rozhoduje hodnota elektroforetické pohyblivosti. [8]
V okamziku prichodu analyzované latky detektorem je zaznamenan pokles absorbance, a

to ma za nasledek snizeni zakladni linie a tvorbu negativniho piku. [12]

Obecné se jako chromoforni ionty vhodné pro detekci aniontii pouzivaji chromany
a ftalaty, pro detekci kationtli chinin ¢i malachitova zelenn a mnoho dalSich uvadénych
V literatufe. Vybér vhodnych iontli samoziejmé podléha uritym kritériim. Zakladem je
podobna mobilita chromofort a iontii analytu a velka molarni absorpce chromoforu pfi
vybrané vlnové délce, protoze v momenté priichodu neabsorbujici analyzované latky

dochazi k prudkému poklesu absorbance. [12]

3.3.1.4 ZlepSeni citlivosti

V porovnani S HPLC maji elektromigracni metody 10-100krat vyssi LOD, diky kratkému
detekénimu okénku v kapilare. Délka kapilary a jeji vnitini pramér jsou zakladem pro

absorbanci, dle Lambert — Beerova zakona, jak je uvedeno vyse. Dalsi vyhodou CE je
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pouziti pufrt, které nepohlcuji zafeni tak siln€, jako organicka rozpoustédla v HPLC.
Jednou z moznosti, jak zlepsit LOD je proto zvétSit pramér kapilary. To ale souvisi
s naslednym vznikem nezadouciho Joulova tepla. EfektivnéjSim feSenim je proto pouziti
kapilar ohnutych do tvaru ,,Z“ (obr. 16 a) ¢im vzroste délka optické drahy. Druhou
moznosti jsou obdélnikové kapilary (obr.16 b). Jejich vyhodou jsou ploché stény kapilary,
které zamezi zkresleni a rozptyleni zafeni. Tfeti moznosti jsou tzv. ,,Bubble cell* (obr.16
C), zde zvétSujeme prumér kapilary, ale pouze ten vnitini. Zminéné moznosti vystihuji

nasledujici obrazky. [12]

¢— kapilara

svitlo —s —

svétlo

imér Kapiliry primér "bubble”

I

svétlo

c)

Obr. 16 Zobrazeni moznosti upravy cely pro zvyseni Citlivosti detektoru UV/Vis.

a) ,,Z" cela; b) obdélnikové kapilary, c) ,,bubble cell “. Ptevzato a upraveno z
[12]

3.3.2 Elektrochemické detektory

Dalsimi na seznamu pouzivanych detektorti jsou elektrochemické detektory (ECD), pro
latky podléhajici elektrochemické reakci (klasicka oxida¢né-redukéni reakce). Jedna se
pfedev§im o 1éciva a piirodni produkty. Podstatou ECD detektori je méfeni urcité
elektrické veli¢iny (potencial, proud, kapacity). Naméfeny signal je umérny koncentraci
analyzované latky. Do této skupiny fadime i amperometrické a vodivostni detektory. [15,
17]
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3.3.2.1 Amperometrické detektory

Amperometrické detektory jsou zalozené na méfeni proudu vyvolaného prichodem
elektroaktivni latky celou s detektorem. [17]. Vyznacuji se vysokou citlivosti, Sirokym
linearnim dynamickym rozsahem a dobrou selektivitou. Vyhodou oproti klasickym
spektrofotometrickym metodam je moznost miniaturizace. [12] Material elektrod je volen
na bazi C (uhlikova vlakna, pasty, inkousty, soubory uhlikovych elektrod na disku), Pt a
Au. [18]

Nezbytnost izolovat ECD detektor od zdroje vysokého napéti predstavuje jednu
z komplikaci spojeni metod CE-EC. Dvéma moznymi feSenimi, jsou decoupling a
postkolonova detekce. Pti decoupling dochéazi k mechanickém zlomeni kapilary, coz
Vv praxi znamena vyvedeni elektrického pole z kapilary jesté pied detekeni celou. Obecné
je vyhodnéjsi pouzivat kapilary o mensSim vnitinim priméru, protoze ¢im mensi prameér,

tim nizsi intenzita elektrického pole. [18]

3.3.2.2 Vodivostni detektory

Dalsi z fady univerzalnich detektori je vodivostni detektor, ktery méfi vodivost eluatu
mezi dvéma elektrodami v cele, na néz je vkladano stfidavé napéti, aby nedochazelo
k polarizaci elektrod. [19] Bézné¢ komeréné dostupné jsou detektory v bezkontaktnim
provedeni (CCD), vhodna pro detekci malych iontl, které nejsou schopny absorbovat UV

zateni. [15]

3.4 Spojeni CZE — MS

Soucasnd doba a pfibyvajici nové a neznamé latky kladou stidle vyS$i naroky na
identifika¢ni schopnost, citlivost, pfesnost a rychlost provadénych analyz. [20] K hojné
pouzivané metod¢ HPLC, byla roku 1987 Smithem pfidana nova, alternativni metoda
piedevsim pro separaci latek iontové povahy. Metoda spociva ve spojeni elektromigracnich

metod s hmotnostni spektrometrii (CZE — MS). [25]

On-line spojeni CE a hmotnostni detekce je povazovano za silny analyticky nastroj.
Metoda spojuje vyhody kapilarni elektroforézy, jeji nizkou spotiebu vzorku a toxickych
organickych rozpoustédel, vysokou separacni ti¢innost a kratkou dobu analyzy s vyhodami

hmotnostnich spektrometrti (citlivost, selektivita, univerzalnost). [20, 21]
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Avsak, spravné instrumentalné spojit tato dve€ rozhrani, aby nebyla snizena u¢innost
CE ani citlivost MS nepatii k nejlehéim ukolim. [20] Metoda se do popiedi dostala a stale
vice dostava v oblasti farmacie, bioanalytiky, ve forenznich védach a zivotnim prostiedi.
[9, 25] Je vhodna pro vSechny typy iontd, od anorganickych, pfes organické az po
makromolekuly. [15] Mezi nevyhody této metody patii ovliviiovani separacniho a
sprejovaciho napéti a nekompabilita pufri. Je na misté volit vice t¢kavé pufry (octan

amonny) oproti tém mén¢ tékavym, uzivanym v CE (borat, fosfat). [20]

Hmotnostni spektrometrie je analytickd metoda, ktera separuje ionty a fragmenty,
vznikajici ionizaci molekul analytd. Ionizované ¢astice jsou separovany podle tzv.
efektivni hmotnosti m/ze (pomér hmotnosti iontu m ku nédbojovému ¢islu z elementarniho
naboje e). lonty jsou urychlovany pomoci silného elektrického pole do homogenniho
magnetického pole a tam jsou jejich drahy zakiiveny dle m/z. Castice se uspoiadaji do
svazkl podle efektivnich hmotnosti a dopadaji na detektor. Pocet dopadlych ¢astic je pfimo

umérny intenzité signalu. [22]

Vyhody CE — MS se lisi podle pouzité ionizacni techniky. Prvni pozici z nejvice
pouzivanych ioniza¢nich technik drzi ionizace elektrosprejem (ESI), méné bézné jsou za
ni pak ionizace za atmosférického tlaku (APPI), chemicka ionizace za atmosférického tlaku
(APCI) a pro biomakromolekuly a oblast proteomiky vyuZivané ionizace laserem za ui€asti

matrice (MALDI). [15]

3.4.1 CZE — MS s ionizaci elektrosprejem

lonizaci elektrosprejem fadime mezi me&kké ioniza¢ni techniky, pracujici za
atmosférického tlaku. Za vyuziti této techniky ve spojeni s hmotnostni spektrometrii ziskal

roku 2002 J. Fenn Nobelovu cenu.

Zakladni princip ESI je moZzné shrnout do tfech krokl. Tvorbu nabitych kapicek,
jejich rozpraseni a vznik iontd v plynné fazi. [23, 24, 26]
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Obr. 17 Princip ionizace elektrosprejem. Pievzato a upraveno z [26]

Problém spojenych technik je jejich rozhrani. Kapilarni elektroforéza vyzaduje
vodivé spojeni, obou konct kapilér, se zdrojem vysokého napéti. V samotné CE je to
jednoduché, v elektrolytu jsou elektrody a na né je aplikovano napéti. Hmotnostné
spektrometrické detektory jsou ale pripojeny az za stim kapilary. Jedna se o tzv. ,,post —
column® detekce. Rozhrani by mélo splitovat nasledujici podminky. Musi dojit k uzavieni
separac¢niho okruhu, musi byt mozné aplikovat sprejovaci napéti na konci kapilary a musi
byt stidle zachovana vysoka separacni ucinnost. Aby byly tyto podminky splnény, byly
vynalezeny tfi mozna pouzivana rozhrani — bez a s piidavnou kapalinou a kapalinovy spoj.

[20]

Rozhrani vytvofené bez piidavné kapaliny (,,Sheatless interface”, obr. 18) je
zaloZeno na usti separacni kapilary do sprejovaci. Vyhoda spocivéa v nezfedéni zon diky
nepiitomnosti jiné kapaliny, jako u dalSich dvou typl rozhrani. Ac¢koli se jedna o metodu
nejcitlivéjsi, je malo robustni, kiehka a nestabilni. Diky nizkym prutokim CE vytvari

pomérné nestabilni elektrosprej. [25, 20]

pfidavna kapalina separatni kapildra

zaostiend Spicka

kapildra/elektroda
z nerezove oceli

Obr. 18 Rozhrani CE-MS vytvorené bez pridavné kapaliny. [25]
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Dalsi dvé zminované metody jsou vice robustni, ale diky zfed’ovani zon se sniZuje
citlivost. Metoda s kapalinovym spojem (,,Liquid-Junction Interface, obr. 19) pouziva usti
separacni kapilary do nadobky s elektrolytem a zvySenym tlakem. [25] Separaéni obvod je
zde uzavien. Zvyseny vstupni tlak brani zpétnému toku kapaliny. Tato technika nalezla své
uplatnéni zejména v oblasti klinické analyzy [20] a zejména se pouziva pro Cipové

techniky.

sprejovaci kapalina

/ : h = hydrostat. tlak

f

Obr. 19 Metoda spojeni CE-MS pomoci kapalinového spoje. [20]

Schéma na obrazku (20) znadi tieti typ rozhrani s pifidavnym tokem kapaliny
(,,Sheath-Flow Interface) a jeho tfemi moznymi uspotfddanimi. Typické uspotradani je
koaxialni, vyuzivajici kapilarni systém dvou kapilar. Separa¢ni kapilara je obklopena
druhou kapilarou s vétsim primérem a v té proudi vodiva kapalina, na niz je aplikovano
elektrické napéti. Kapaliny se potkaji pfi vystupu z kapilar. [23, 26] Pouzita piidavna
kapalina zvySuje pritok z CE, a stabilitu elektrospreje. Navic mize byt rozdilna oproti
elektrolytu, a nést tak vlastnosti podporujici tvorbu elektrospreje. [20, 26] Proto se s timto

typem uspotadani setkdvame v na trhu dostupnych pfistrojich.

saparaénikapiléra pFidavné kapalina

2 narezové ocali

Obr. 20 Spojeni CE-MS s pridavnym tokem kapaliny. [20]

Ptfevazna vétSina komeréné€ dostupnych piistrojti preferuje ionizace elekstrosprejem
diky tfem podstatnym vlastnostem. Jednou z nich je umoznéni pfenosu analyti z kapalné
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faze separacni kapilary CE piimo do plynné faze hmotnostniho spektrometru pies rozhrani
za atmosférického tlaku. [23] Dale tvorba stabilniho elektrospreje [20] a v neposledni fadé

moznost detekce vicenasobnych iontt. [20, 23, 24]

Problém, jak uz bylo zmiflovano je kompatibilita pufri. Kapildrni elektroforéza
vyuziva koncentrovanéjsi roztoky, nez je schopen zvladnout iontovy zdroj ESI, protoze
dochazi k jeho zanaSeni. Pro hmotnostni spektrometry jsou dulezité tékavé pufry s malou
iontovou silou. Nejcastéji vyuzivané jsou kyselina octova, mravenci a jejich amonné soli.

Pouziti net€kavych pufru (citrat, fosfat, CHES, TRIS) pfinasi zna¢na omezeni. [20, 23]

3.5 Cisplatina

1écivy ptipravek, fadici se do skupiny alkylaénich cytostatik. Pouziva se pii 1é€b¢ rakoviny,
zejména pii vzniku karcinomu varlat, hlavy, krku, mo¢ového méchyte, plic a rakoviny
délozniho ¢ipku. Jedna se anorganickou slouceninu, tvotici kovalentni vazby s DNA. [27,
28]. Jde o latku s planarni strukturou a zaroven je vysoce polarni. V podstaté neexistuje
chemoterapeuticka 1écba, které by nebyla zalozena na cisplatiné, jejich derivatech nebo

jakykoliv latkach neobsahujicich platinu. [34]

H,N ~ o /Gi
H,N"f H‘““m

Obr. 21 Strukturni vzorec Cis-[Pt(NH3)2Clz] — centralni atom Pt a na ni navdzdany dva nosné

ligandy NHz a dva ligandy C! odstupujici ve fyziologickém prostredi. [29]

Cisplatina je pfi 1é€b¢ aplikovéana intraven6zné ve formé koncentratu ziedéného
roztokem chloridu sodného. Latka nesmi pfijit do styku S materialy obsahujici hlinik [28].
Krevnim fe¢istém je latka dopravena do postihnuté tkané a podléha hydrolyze vazeb Pt-Cl,
¢imz vznikaji (dle nasledujiciho schématu) mono a dihydratované komplexy. Tyto
produkty hydrolyzy atakuji molekuly DNA. Vazi se na atomy dusiku nukleovych kyselin.
[29] Pretvaii narusené a slabé vazby mezi fetézci DNA na pevnéjsi. [30] Vznikaji vnitro-

a mezitetézové crosslinky. A pravé kovalentni vazby mezi fetézci DNA brani separaci
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crosslinkti pfi replikaci a inhibuji proces transkripce. [27] V podstaté cisplatina ovliviiuje

proces bunécného déleni, opravuje poskozenou buiiku nebo indukuje bunécnou smrt.

[29, 30]
o
Pt
/7 N\
HN  Q
Cisplatin
+HO J I+Cl‘
-
HsN\ /DHZ oK, 6.56' H?'N\ /OH
Mounohydrated Pt S——— P
VRN T /N
Compiex HN HN a
Monoaqua Monohydroxo
+Hz0“*‘31' +Hzo”+cr
24+ +
HiN OH2|" pk 5377 [HaN OH | ° g 721”7 HyN - OH
H ——
et B [HPS K| — N
H,N  OH, HN  OH, H,N'  TOH
Diaqua

Obr. 22 Popis vzniku monohydratovaného a dehydratovaného komplexu platiny a hodnoty

jejich pK. [31]

H,N W/ Cl
H N/ N cl Plazmaticka
' I membrana
HN OH H.N oH, 1"
Nl FING A
Pt Pt
H,N/ \CI H,N/ \OH
Jaderna
membrana

Obr. 23 Naznaceni kovalentni interakce molekul cisplatiny s molekulami DNA a jejich
vazba na guaninovou bazi jaderné molekuly DNA. [29]
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Ackoli je tedy platina v 1écb¢ nadort nenahraditelna, jeji vedlejsi ucinky maji na
organismus zéavazny dopad. Odumirani zdravych bunék je stile velkym problém.
Zpusobuje nefrotoxicitu (onemocnéni ledvin), neurotoxicitu (postihnuti nervového
systému) a myelosuprese (porucha krvetvorby) [27, 29] a negativné ptisobi na krvetvorbu.

[30]

Vylucovani cisplatiny probiha v ledvinach. Aby nedochazelo k jejich rozsdhlému
poskozeni, aplikuji se pfed i po podani cisplatiny infuze, které zajisti dostatecny piivod

tekutin. [37]

Izomer transplatiny se rovnéz vaze na fetézce DNA, ale je klinicky neta¢inny. [34]

3.5.1 Historie cisplatiny

Za objevem cisplatiny stoji prof. Rosenberg. Roku 1965 se zabyval bakterii
Escherichia coli a v jeji kultufe mél ponofenou platinovou elektrodu. Vsiml si, Ze na
elektrodé dochazi k inhibici ristu bakterii. Bylo zjiSt€no, ze za to mohou platinové
komplexy vznikajici na elektrodé. [32] Zapocala tak vyvoj protinadorovych 1é¢iv na bazi
koordina¢nich sloucenin. Cisplatina byla oficialné¢ schvalena a zafazena na seznam
chemoterapeutik v roce 1978. Komplex cis-[Pt(NHz3)2Cl2] byl znam jiz od roku 1844 pod

trivialnim nazvem Peyronova sul. [29]

3.5.2 Transplatina

Izomer transplatiny se vaze na fetézce DNA, ale v protinadorové 1é¢be¢ je neucinny.
[34] Jeho neaktivita je zptisobena piredev§im dvéma faktory. Prvnim z nich je kineticka
nestabilita podporujici deaktivaci transplatiny. A druhym faktorem je tvorba aduktii
s molekulami DNA, jejichZz stereochemie a regioselektivita jsou odlisné od izomeri

cisplatiny. [35]

3.5.3 Detekce a stanoveni cisplatiny a transplatiny

Pti detekci izomerl platiny zkoumame 1 jejich hydratované formy. Ke stanoveni jsou
vyuzivany metody atomové absorpcni spektrometrie (AAS), atomové emisni spektrometrie
(AES) a spojené metody indukéné vazaného plazmatu s hmotnostni spektrometrii (ICP-
MS) ¢&i kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii s vyuZitim ionizace

elektrosprejem (LC — MS). [33]
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Problémy stanoveni piedstavuji hydrolytické reakce. Extrakce kapalinovou
chromatografii je provadéna na silnych iontoméni¢ich nebo reveznich fazich. Podstatny je
fakt, ze v prosttedi o nizké pH se komplex platiny $tépi na kationty a ty jsou, na rozdil od
neutralnich molekul, velmi reaktivni. Aquakomplexy reaguji se slozkami mobilni faze
(elektrolytu), bézi-li analyza napiiklad v acetronitrilu nebo fosfatu. Dihydratované
komplexy podléhaji reakci s chloridem sodnym (NaCl). Vzhledem k tomu, Ze pouze
mininalmi ¢ast (mensi nez 1%) monohydratovanych komplexii je pfevedena na diaqua
komplexy. Latku izolujeme jako monohydrat a to uz je konecna cytotoxicka latka, ktera

bude pacientovi aplikovana. [31]
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4  EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material

4.1.1 Chemikalie

Analyzy byly provadény ve vodé v Cistoté LC-MS od firmy Merck (Darmstadt, Némecko).
Jako promyvaci roztok byl pouzit hydroxid sodny od firmy Sigma-Aldrich (St.Louid, MO,
USA). Pro ptipravu zakladnich elektrolytti byly pouzity kyseliny borita a fosfore¢na, a
standardy latek HEPES, MES, SDS a DNA byly taktéz od firmy Sigma-Aldrich.

4.1.2 Vzorky

Analyzované vzorky byly pfipraveny ze standardd cisplatiny a transplatiny od firmy
Sigma-Aldrich. Série vzorka byla pfipravena navazenim 0,1 mg cisplatiny a rozpustény ve
vod¢ s cistotou LC-MS tak, ze vysledna koncentrace ¢inila 0,1 mg/ml. Druha série
cisplatiny a transplatiny byla pfipravena rozpusténim 0,1 mg standardu v 1 ml 50 mM NaCl

v chromatografické vode¢.

4.2 Priprava elektrolyti

Bylo testovano nékolik zakladnich elektrolyti o riznych koncentracich a hodnotach pH.
Jejich ptiprava probihala vzdy stejné. Nejdiive byl pfipraven zasobni roztok (50 mM)
odvazenim ¢i odmétenim piislusného mnozstvi kyseliny (kyseliny borité HsBOs a kyseliny
fosfore¢né HsPO4) a standardnich latek (HEPES, MES) a jejich rozpusténim
V deionizované vod¢. Nasledné byl roztok za stalého michani titrovan 0,1 M roztokem
NaOH na pozadovanou hodnotu pH, ktera byla v prib¢hu titrace kontrolovana pH-metrem.
Postupnym fedénim poté probihala ptiprava pufrii 0 potfebnych koncentracich. Dale byly
ptridavany k zakladnimu elektrolytu aditiva SDS a DNA, odvazenim potfebného mnozstvi

standardu a rozpusténim v daném pufru.
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4.3 Instrumentace a experimentalni podminky

Vsechny analyzy cisplatiny i transplatiny byly méfeny pomoci kapilarni elektroforézy CE
Agilent 7100 s UV detekci (viz. obr. 24). VInova délka byla nastavena na hodnotu 205 nm.

Témer vSechny analyzy bézely v kiemenné kapilafe pokryté vrstvou polyimidu.
Vnitini pramér ¢inil 50 um, a celkova délka dosahovala 48,5 cm (MicroSolv Technology,
Eatontown, NJ, USA). Efektivni délka kapilary byla 40 cm.

Kiemenna kapilara byla vlozena do kazety vytemperované na 25°C. Pted prvni
analyzou bylo nutné kapilaru promyt 0,1 M NaOH po dobu 30 minut, vodou
v chromatografické ¢istoté po dobu 15 minut. Poté zakladnim elektrolytem, taktéZ po dobu
15 minut. Kapilara byla promyvana vzdy pfed méfenim, 5 minut 0,1 M NaOH, 3 minuty
H20 a 2 minuty pomoci BGE.

Pro analyzy hmotnostni spektrometrii s ptimym néstfikem byl vyuZzit hmotnostni
spektrometr Agilent 6460 (Agilent, Waldbronn, Némecko) s trojitym kvadrupdlovym
analyzatorem. Stfikackova mikropumpa (New Era Pump System, Farmingdale, NY, USA)
byla vyuzita pro dopravu vzorku do elektrospreje. Prutok byl nastaven na hodnotu 3 pl/min.
Software MassHunter, verze B.06.00, byl pouzit pro ovladani pfistroje 1 sbér signalu. Data
byla sbirdna po stabilizaci signalu nejméné 3 minuty a pak bylo analyzovano primérné

spektrum.

’

e
Obr. 24 Kapilarni elektroforéza Agilent 7100 ve spojeni s trojitym kvadrupolovym
analyzatorem MS Agilent 6460. Pievzato z [39]
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5  VYSLEDKY A DISKUZE

Jedinou praci zabyvajici se separaci derivati cisplatiny pomoci kapilarni elektroforézy
publikoval Nussbaumer a kol. [36]. V této praci se autofi zabyvali separaci cisplatiny,
karboplatiny a oxaliplatiny za pouziti 25 mM fosfatového pufru o pH 7,0 s ptidavkem 80
mM SDS.

Jako prvni bylo tedy studovéno pouziti stejného systému pro separaci cisplatiny a
transplatiny. Nicméné, bylo zjisténo, ze separace obou derivatli neni v tomto prostredi
mozna. Bylo potfeba nalézt spravné experimentalni podminky, spocivajici ve vybéru
vhodného elektrolytu, jeho pH a koncentrace, typu a mnozstvi piidavanych latek a také

moznosti davkovani.

5.1 Optimalizace zakladniho elektrolytu

V ramci optimalizace byl nejprve zkouméan vliv slozeni zékladniho elektrolytu a jeho pH.
Z provedenych pilotnich experimenti (fosfat s SDS) se zda, ze interakce cisplatiny a
transplatiny s SDS je minimalni (jejich migrace je v tomto prostfedi velice rychla, coz
neodpovida jejich interakci s SDS). Navic oba derivaty se v prostedi o pH 7,0 chovaji jako
kationty. To odpovida jejich hydrolyze dle schématu na obr. 25, kdy se z cisplatiny i
transplatiny vytvaii ve vodném prostfedi aquakomplex, ktery podléha disociacni
rovnovaze.
W,

N\
HSN/ Cl

Cisplatin

o |-

Obr. 25 Popis vzniku monohydratovaného komplexu cisplatiny a hodnoty jejich pK. [31]
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V literatufe Ize nalézt hodnoty pK pro oba produkty hydrolyzy cisplatiny i transplatiny a
to v rozmezi hodnot 4,4 — 7,3 (viz Tab. 6).

Tab. 6 Hodnoty pK cisplatiny

Hodnota pK Cisplatina Transplatina
pKaz 5,5 4.4
pKa2 7,3 7,3
pKas 6,6 5,6

Z pKa hodnot vyplyva, Zze se zménou pH elektrolytu by mélo dojit k separaci obou
zminénych derivati. Z tohoto diivodu byl jako prvni testovan vliv pH a to v oblasti pH 6 —
9,5. Pouzité elektrolyty zahrnovali MES, HEPES, fosfat a borat, vSechny o koncentraci 50
mM. Studovala se migrace markeru elektroosmotického toku (mesityloxid, 1000x zfedény
v methanolu), cisplatiny, transplatiny a jejich smési 1:1. Detekce cisplatiny i transplatiny
V zaznamu ze separace probihala na zakladé UV spektra, které maji oba derivaty velmi
podobné, viz obrazek 26 (neni mozné je na zakladé UV spektra rozlisit mezi sebou, ale je

mozné je odlisit od ostatnich migrujicich latek).

x10 1 |UV (6.830 min) cistrans0115.d

1.4+

1.2+

0.8+
0.6
0.4+

0.2

200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
mAU vs. Wavelength (nm)

Obr. 26 UV spektrum cisplatiny
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5.1.1 Vliv zakladniho elektrolytu — fosfat

Ukazky analyz ve fosfatovych elektrolytech jsou na nasledujicich obrazcich (Obr. 27 — 29).

Vyssi pik predstavuje EOF marker, mensi transplatinu.

x10 2 |CEDAD1 - B:Sig=210,4 Ref=360,100 cistrans0037.d

02 04 06 08 1 12 14 16 18 2 22 24 26 28 3 32 34 36 38 4 42 44 46 48 5 52 54 56 58 6 62 64 66 68 7 72 74 76 78 & 82 84 86 88 & 92
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Obr. 27 Analyza transplatiny v 50 mM fosfatu pH 6,5
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Obr. 28 Analyza transplatiny v 50 mM fosfatu pH 7,0
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Obr. 29 Analyza transplatiny v 50 mM fosfatu pH 7,5

V ramci provedenych analyz nebylo moZné rozseparovat cisplatinu a transplatinu. Navic
pomérné hodné provedenych analyz bylo neopakovatelnych, pfipadné v rdmci analyz se

objevovaly dalsi piky, viz napf. obr. 30.
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Obr. 30 Analyza cisplatiny v 50 mM fosfatu pH 6,0

Dtivodem neopakovatelnych analyz mtize byt jiz nékolikrat zminéna hydrolyza cisplatiny

I transplatiny. Hydrolyza nemusi probihat pouze do formy monoaquakomplexu, ale mtize

probihat do formy diaquakomplexu, viz obr. 31.
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HSN Cl
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+HO l*CI' mp“mr
2 +
N 2" k5377 | HaN OH |7 gk 7217 HgN
Pl Pt ——
A S i | A — /A
H3N 2 H,N  OH, HyN

Obr. 31 Popis hydrolyzy cisplatiny [31]

Jednim z feSeni, jak zabranit, resp. potlacit hydrolyzu je ptidavek chloridi do vzorku.

Nussbaumer a kol. [36] pouzivali ve své praci ptidavek 150 mM NaCl do vzorku a popsali,

ze K hydrolyze nedochazelo. Tato koncentrace je nicméné velmi vysoka a vede k dal$im

nezadoucim efektiim jako je ¢astéjsi nestabilita elektrického proudu, roz§ifeni piku analytu,
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piipadné problémy s opakovatelnosti. Z tohoto divodu bylo pouzito rozpusténi vzorku
v 50 mM NaCl, coz se ukézalo jako dostatecné pro zajisténi stability elektrického proudu

v CE analyzach.

Nicméné i v tomto ptipadé dochézi k postupné degradaci obou derivatii platiny, které se
projevuji detekci vice signalu v elektroforegramu, viz napt. obr. 32. Tato degradace je
viditelna zhruba po 24 hodinach od pfipravy standardniho roztoku. Je tedy nutné

pripravovat standardy pted analyzou vzdy Cerstvé.

x102 [CEDAD1 - B:Sig=210,4 Ref=360,100 cistrans0070.d
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Obr. 32 Analyza cisplatiny rozpusténé v NaCl v 50 mM fosfatu pH 7,0

Jako pomérn¢ zajimavy se jevil piidavek SDS do vyse uvedeného pufru s davkovanim
hydrolyzovanych derivati platiny (obr. 33). Z obrazku je patrné, ze pomoci SDS lze
nékteré produkty hydrolyzy separovat. Nicméné toto, vcetné studia vlastnich produkt,

nebylo cilem diplomové préace, proto tato problematika nebyla dale studovana.
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Obr. 33 Analyza cisplatiny rozpustené v NaCl v 50 mM fosfatu pH 7,0 s 20 mM SDS

Nicméné ani s pfidavkem NaCl do vzorku nebylo mozZné cisplatinu a transplatinu v téchto

prostiedich separovat, viz ukdzka na obr. 34.
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Obr. 34 Analyza smesi transplatiny a cisplatiny rozpustené v NaCl v 50 mM fosfatu pH 6,5

Vzhledem k tomu, Ze cisplatinu a transplatinu se v prostiedi fosfatového pufru nepodaiilo
rozseparovat, byly testovany dalsi dva zakladni elektrolyty — HEPES a MES. Duvodem
jejich pouziti je hypoteticka moznost jejich interakce s obéma derivaty platiny. Cisplatina
(1 transplatina) interaguji s DNA, viz teoretickd cast, resp. schéma na obr. 35, diky
hydrolyze ,,chloro ligandu® na ,,aqua ligand** a nésledné komplexaci s dusiky guaninovych
bazi DNA. Hypoteticky by tedy bylo mozné, aby cisplatina a transplatina interagovali
s dusiky v molekulach HEPES a MES.

H,N N oA Cl
H N/ AN cl Plazmaticka
' | membrana
N\ OH HN\ /ou,j‘
Pt Pt
H,N/ \Cl H,N/ \OH
Jaderna
v
membrana
H,N NH,
Pt
> i
~ &)1

¥

Obr. 35 Naznaceni interakce molekul cisplatiny s molekulami DNA [29]

5.1.2 Vliv zdkladniho elektrolytu — HEPES

HEPES byl ptipraven rozpusténim ve vodeé s Cistotou LC-MS, a jeho koncentrace byla 50
mM. Poté byl vytitrovan do pH 6,5 a 7, vzhledem k tomu, Ze tato oblast pH se pro fosfat

jevila jako nejptijatelnéjsi feSeni (a zarovenn je blizkéd fyziologické hodnoté pH). Na
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nasledujicich obrazcich (obr. 36 a 37) jsou ukézany analyzy smési cisplatiny a transplatiny

ve studovanych pufrech.
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Obr. 36 Analyza smési transplatiny a cisplatiny rozpusténé v NaCl v 50 mM HEPES pH
6,5
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Obr. 37 Analyza smési transplatiny a cisplatiny rozpusténé v NaCl v 50 mM HEPES pH
7,0

Vzhledem k tomu, Ze pouziti HEPES pufru nevedlo k separaci obou izomerd, byl testovan
pridavek methanolu o koncentraci 10 % (v/v), ptidavek 20 mM SDS, a pridavek SDS i
MeOH. Ukazka analyzy je na obr. 38. Ani v jednom piipadé vSak nedoslo k separaci.
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Obr. 38 Analyza smési transplatiny a cisplatiny rozpusténé v NaCl v 50 mM HEPES pH
7,0 + 10% MeOH + 20 mM SDS; zaporny pik predstavuje marker EOFu, kladny pak

migraci derivatii platiny

5.1.3 Vliv zakladniho elektrolytu typu MES

V dalsim kroku bylo zvoleno prostiedi typu MES. Opét byl ptipraven jako 50 mM o pH 6
a6,5. A opét byl testovan ptidavek 10% methanolu a 20 mM SDS. Ukazky analyz jsou na

obrazcich 39 a 40. Ani zde nebylo dosazeno pozadované separace.
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Obr. 39 Analyza smési transplatiny a cisplatiny rozpusténé v NaCl v 50 mM MES pH 6,0
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Obr. 40 Analyza smési transplatiny a cisplatiny rozpustéené v NaCl v 50 mM MES pH 6,0
S 20 mM SDS, pik v 5,5 minuté identifikovan jako EOF marker, pik v 5,8 minuté jako

transplatina a cisplatina, ostatni piky neidentifikovany

5.1.4 Vliv boratového zakladniho elektrolytu

V dalsi ¢asti prace byl zkouman vliv boratového zékladniho elektrolytu. Borat je znam pro
svoji schopnost interakce s vicinalnimi dioly. Nedavno bylo prokazano, ze je schopny
interagovat i s piperazinovym kruhem nékterych 1é¢iv. Proto byla testovana moznost jeho
interakce s derivaty platiny a zarovent moznost jejich analyzy ve vice alkalickém pH. Aby
byla podpofena moznost komplexace boratu, byla pro analyzy zvolena jeho vysoka
koncentrace 500 mM. Dale byl studovan vliv pH boratu v rozmezi 8,5 az 9,5 a pridavek
SDS 2,5 mM, 10 mM, 25 mM, 100 mM a 250 mM. Nasledujici obrazky (obr. 41 — 45)

predstavuji ukazky analyz v téchto prostiedich.
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Obr. 41 Analyza cisplatiny v 500 mM boratu pH 8,5, pik v 3 minuté identifikovan jako EOF

marker, pik v 9,7 minuté jako cisplatina, ostatni piky neidentifikovany
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Obr. 42 Analyza cisplatiny v 500 mM boratu pH 8,5 + 10 mM SDS, pik v 3 minuté
identifikovan jako EOF marker, pik v 10 minuté jako cisplatina, ostatni piky

neidentifikovany
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Obr. 43 Analyza cisplatiny v 500 mM boratu pH 8,5
identifikovan jako EOF marker, pik v 10 minuté jako

neidentifikovany
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+ 25 mM SDS, pik v 3 minuté

cisplatina, ostatni piky

x102 [CEDAD1 - B:Sig=210,4 Ref=360,100 cistrans0025.d
11

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 5.‘5 6 6.5 7 15
Response Units (%) vs. Acquisition Time (min)

Obr. 44 Analyza cisplatiny v 500 mM bordtu pH 8,5 + 250 mM SDS, pik v 5,8 minuté

identifikovan jako EOF marker, pik v 8,9 minuté jako cisplatina,

neidentifikovany

ostatni piky
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Obr. 45 Analyza transplatiny v 500 mM bordtu pH 8,5 + 250 mM SDS, pik v 5,3 minuté

identifikovan jako EOF marker, pik v 8,7 minuté jako transplatina, ostatni piky

neidentifikovany
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Z vySe uvedenych obrazkl je patrné, ze s ptidavkem SDS dochazi k posunu migracnich
casu (odpovidajici zméné iontové sily pufru). Zaroven je detekovano zvlastni rozstépeni
piku cisplatiny a transplatiny v pfipadé 250 mM SDS. Nicméné ani v tomto piipadé
nedojde k separaci cisplatiny a transplatiny v ptipad¢, Ze jsou nadavkovany ve smési.
Zména pH pufru nevede k zlepSeni separace. Je zajimavé, Ze pozorované dva piky
Vv piipadé pouziti 250 mM SDS se objevuji i1 pfi jiném pH pufru. Ziejmé jde o dalsi
hydrolyticky produkt ¢i necistotu obou derivati platiny. Vyssi koncentrace SDS nebyla
testovana z divodi vysokych elektrickych proudt pii jejich pouziti (a tim 1 jejich

nestabilit¢ a Spatné opakovatelnosti analyz).

515 ESI-QQQ—MS

Vzhledem k neuspéchu Vv separaci cisplatiny a transplatiny a Casté Spatné opakovatelnosti
analyz, bylo pfistoupeno k moznosti otestovat cisplatinu a transplatinu pomoci ESI-MS
(hmotnostni spektrometr s trojitym kvadrupolem a ionizaci elektrosprejem), aby byla

potvrzena struktura analyzovanych latek v prostiedi, které je pro analyzu vyuzivano.

Experimentalni podminky byly optimalizovany, aby bylo dosazeno co nejvétsi odezvy, a
byly nastaveny takto: sprejovaci napéti -3,5 KV, teplota nebuliza¢niho plynu N2300°C,
pratok 11 L min™, nebuliza¢ni plyn aplikovan pod tlakem 15 psi (1 psi = 6894,76 Pa),
napéti na fragmentoru: 135 V. Vzorky cisplatiny a transplatiny byly ptipraveny
rozpusténim standardi latek ve vodé o Cistoté LC-MS na koncentraci 0,05 mg/ml. Takto

ptipravené roztoky byly pifimo davkovany do ESI-MS.

MS spektrum cisplatiny i transplatiny bude pomé&rné slozité, protoze se platina pfirozené
vyskytuje ve dvou pfiblizné stejné zastoupenych izotopech %Pt (32,8 %) a 1*°Pt (33,8 %)
a dale v méné zastoupeném izotopu %Pt (25,2 %). Dalsi izotopy Pt predstavuji minimalni
piispévky ke tvaru spektra. Navic cisplatina i transplatina nesou ve své struktufe dalsi dva
atomy chloru, ktery se rovnéz vyskytuje ve formé dvou izotopti *Cl (75,8 %) a *'Cl (24,2
%). Diky tomu bude i MS spektrum standardu bohaté jednotlivé m/z hodnoty, jak popisuje
napt. prace Cui a kol. [33], viz Tab. 7.
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Tab.7 Hodnoty m/z vzhledem k *** Pt [33]

Sloucenina Hodnoty m/z
A" A+l A+2 A+3 A+4 A+5 A+6
Cisplatina, 321 322 323 324 325 326 327
Na" adukt
Monohydrat 281 282 283 284 285
cisplatiny
Dihydrat 263 264 265 266 267
cisplatiny

Ukazka zméteného MS spektra cisplatiny je na obrazku 46.
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Obr. 46 MS spektrum cisplatiny

Counts (%) vs. Mass-to-Charge (m/z)
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Interpretace MS spektra (obr. 46) je slozita, nicméné pomoci selektivniho monitorovani

iontll bylo potvrzeno, Ze ve vodném roztoku se cisplatina i transplatina vyskytuji ve formé

monoaqua a diaqua komplexu (m/z 281, 263 atd.). Zaroven byly pravdépodobné

detekovany i dalsi adukty cisplatiny i transplatiny. Vzhledem k tomu, ze hydrolyza nastava

téméf okamzité (ihned po smichani standardi s vodou bylo provedeno méfeni na ESI-MS),

lze ptedpokladat, ze v ramci elektroforetické analyzy je nutné pocitat s moznosti horsi

opakovatelnosti v ptipad¢ pomalych separaci (potvrzuje to zavéry z predeslych analyz).
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5.1.6 VIiv DNA na separaci cisplatiny a transplatiny

Dal$im moznym feSenim, které by umoznilo separaci cisplatiny od transplatiny je vyuziti
jejich interakce s molekulami DNA (viz teoreticka cast). Interakce s DNA je znama a
zéaroven je pro oba izomery rozdilnd (proto se pouziva jako 1éCivo cisplatina). Pro ucel
separace obou derivatl byla vybrana nizkomolekularni DNA a fosfatovy pufr o pH 7 kvuli

stabilité struktury DNA.

Nejprve byla optimalizovana koncentrace DNA v rozmezi 107 mol/l az 10 mol/l. Pti
vysokych koncentracich DNA, dochazi pravdépodobné k navazani DNA i na sténu

kapilary a analyzy jsou neopakovatelné, viz napt. obr. 47.

x10 2 |CEDAD1 - B:Sig=210,4 Ref=360,100 cistrans0101.d
11

1
0.9
08
07
06
05
04

03

02

0.1

0

0.1

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 & 85 9 95 10 105 11 115 12 125 13
Response Units (%) vs. Acquisition Time (min)

Obr. 47 Analyza cisplatiny v50 mM fosfitu pH 7,0 + 1 mM DNA, pik v 10 minuté
identifikovan jako EOF marker, ostatni piky neidentifikovany (cisplatina nedetekovana)

Naopak pokud se pouzije nizsi koncentrace DNA, dochézi k ¢astecné separaci cisplatiny a
transplatiny, viz obrazek 48. Migrac¢ni poradi je transplatina a cisplatina, coz odpovida

vétSimu zadrzovani cisplatiny na molekulach DNA.
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Obr. 48 Separace cisplatiny a transplatiny v 50 mM fosfatu pH 7,0 + 0,1 mM DNA
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Se snizujici se koncentraci DNA roste rozliSeni obou derivati do koncentrace 0,01 mM

DNA, pak rozliseni klesa (obr. 49).
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Obr. 49 Zavislost rozliseni cisplatiny a transplatiny na koncentraci DNA

Nicméné i1 v tomto piipadé je mozné po 4 hodinach pozorovat dalsi piky v zdznamu

separace, viz obr. 50. Pravdépodobné mize jit bud’ o produkty degradace cisplatiny a

transplatiny nebo o adukty derivati s DNA, které se uvolnily z DNA, ktera je napt. vazana

na vnitini sténé kapilary.
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Obr. 50 Separace cisplatiny a transplatiny v 50 mM fosfatu pH 7,0 + 0,01 mM DNA
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5.2 Diskontinualni davkovani

Pro zlepSeni opakovatelnosti separace bylo testovano diskontinudlni davkovani.
Dévkovani probihalo postupné, dle nasledujiciho obrazku 51. Po promyti kapilary
fosfatovym pufrem byl nejdiive davkovan roztok DNA ve fosfatovém pufru (10 s), pak

pouze fosfatovy pufr (5 s) a poté vzorek cisplatiny a transplatiny (5 s).

EOF

>

@ cisPt™ DNA- DETEKTOR Q

Obr. 51 Schéma diskontinuadlni davkovani pro kapilarni zonovou elektroforézou

V tomto ptipad¢ byl pfedpoklad, Ze DNA se nebude pfili§ vazat na kapilaru, resp. interakce
DNA a derivati platiny bude probihat po omezenou dobu a tim bude vice opakovatelna.
Opét byla optimalizovana koncentrace DNA a to v rozmezi 10 mol/l az 10 mol/l. Na
obrazku 52 je ukdzana ispé$na separace obou derivatll za pouziti 10”7 mol/l DNA. Separace
byla mozna i v piipadé 10 mol/l DNA, nicméné rozli$eni bylo horsi. Zarovei je ale nutné
zminit, zZe opakovatelnost separace v tomto diskontinualnim uspotadani byla daleko horsi.
Pravdépodobné ptitomnost DNA v celém objemu kapilary umoZiuje stabilizaci podminek
pro interakci, kdezto v ptipadé nadavkované zony dochézi k interakci ndhodné a tim mtize
vzniknout vice komplexil derivati platiny a DNA, coZ vede k hors$i opakovatelnosti analyz.
Druhou variantou je, Ze DNA interaguje se sténou kapildry a zna¢né tak ovliviiuje jak
vlastni interakci, tak velikost elektroosmotického toku.
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Obr. 52 Separace cisplatiny a transplatiny v50 mM fosfitu pH 7,0 s diskontinudlné

davkovanou DNA o koncentraci 107" mol/l
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Jako posledni experiment bylo provedeno diskontinualni davkovani derivati platiny
v kapilafe s pokrytym vnitinim povrchem polyakrylamidem. V tomto uspotadani by mél
byt eliminovan vliv EOF a sorpce na sténu kapilary. Hypoteticky by tedy mély byt analyzy
opakovatelnéjsi. Nicméné pokud by divodem mensi opakovatelnosti analyz byla interakce

mezi derivaty platiny a DNA, pak by tento krok nem¢l mit na opakovatelnost analyz vliv.

V piipadé pouziti pokrytych kapilar nedoslo k separaci cisplatiny a transplatiny 1 pfes
optimalizaci koncentrace DNA v rozmezi 10 mol/l az 10 mol/l. Navic opakovatelnost
zdznamu byla srovnatelna s pouzitim nepokrytych kapilar. Ukézka analyzy je na obrazku

53.
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Obr. 53 Analyza cisplatiny a transplatiny v 50 mM fosfatu pH 7,0 s diskontinudlné

davkovanou DNA o koncentraci 10 mol/l

Jako nejlepsi pro separaci cisplatiny a transplatiny se tedy jevi pouziti kontinualniho
zpisobu analyzy, kdy DNA je pfitomna v celém objemu kapilary a zaroven ve vstupni i
vystupni vidlce. RozliSeni 1,1 v 50 mM fosfatu pH 7,0 s 0,01 mM DNA je dostacujici 1 pro
ukoly forenzni kontroly preparatt cisplatiny. Pokud by se na trhu objevil preparat
cisplatiny, ktery by vykazoval §patné vlastnosti (napf. z pololegalni syntetické laboratote,
resp. z laboratofe, kde nejsou dodrzeny standardy vyroby, napf. ze syntetickych
laboratoti/firem v rozvojovych zemich) je moZné jej pomoci vyvinuté metody rychle
zkontrolovat co do obsahu transplatiny (do 8 minut). Z forenzniho pohledu by tedy bylo
mozné do 8 minut podat informaci o pfitomnosti necistoty a vyvodit z toho patficné pravni

ukony ve vztahu k danému produktu, ptipadné dodavateli ¢i vyrobci.
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6 ZAVER

Predlozena diplomova prace si kladla za cil rozseparovat cisplatinu a transplatinu pomoci
kapilarni elektroforézy. V praci bylo testovano pouziti riznych elektrolytt (fostat, HEPES,
MES, borat) o rizném pH a s ptidavky rtiznych aditiv. Jako nejlepsi se ukdzal ptidavek
nizkomolekularni DNA, kdy vzhledem k rozdilné interakci transplatiny s DNA oproti
cisplatin¢ s DNA, doslo k jejich separaci. Dale byla optimalizovana koncentrace DNA a
bylo testovano diskontinualni uspofadani experimentu. Jako nejleps$i pro separaci
cisplatiny a transplatiny se jevilo pouziti kontinualniho zpisobu analyzy, kdy DNA je
pfitomna v celém objemu kapildry a zaroven ve vstupni i vystupni vidlce. RozliSeni 1,1
Vv optimalnim 50 mM fosftatu pH 7,0 s 0,01 mM DNA je dostacujici 1 pro tkoly forenzni
kontroly preparati cisplatiny. Diky vyvinuté metodé by bylo mozné do 8 minut podat
informaci o pritomnosti necistoty v preparatu a vyvodit z toho patficné pravni ukony ve

vztahu k danému produktu, piipadné dodavateli ¢i vyrobci.

Zavérem lze fici, Ze kapilarni zonova elektroforéza je nastroj vhodny pro separaci
chemoterapeutickych 1é¢iv cisplatiny a jeji necistoty transplatiny a je tedy vhodna i pro

kontrolu ve forenznich védach.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

CE kapilarni elektroforéza

CZE kapilarni zonova elektroforéza

CITP izotachoforéza

CIEF izoelektrické fokusace

CGE kapilarni gelova elektroforéza

MEKC elektrokineticka chromatografie

CEC kapilarni elektrochromatografie

EOF elektroosmoticky tok

BGE zakladni elekrolyt

uv ultrafialovy

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
SDS dodecyl siran sodny

MES kyselina 2-(N-morfolino)-ethansulfonova
IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry
CTAB cetyl trimethylammonium bromide

TWEEN polyoxyethylensorbitan

TFA kyselina trifluoroctova

PAL povrchové aktivni latky

CMC kritickd micelarni koncentrace

DAD detektor diodového pole

CCD charge coupled detector

MS hmotnostni spektrometrie

ESI ionizace elektrosprejem

APCI ionizace elektrosprejem za atmosférického tlaku
APPI chemickd ionizace za atmosférického tlaku
MALDI ionizace elektrosprejem za Gi€asti matrice

CHES N-Cyclohexyl-2-aminoethanesulfonova kyselina
TRIS tris(hydroxymethyl)aminoethan

DNA deoxyribonukleova kyselina

AAS atomova absorp¢ni spektrometrie

AES atomova emisni spektrometrie

ICP — MS hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
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