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1 UvOoD

Kapilarni elektroforéza se fadi mezi metody elektromigraéni a k jejimu rozvoji doslo
predevsim ve druhé poloviné 20. stoleti. Principem kapilarni elektroforézy je migrace iont(
ve vodivém prostfedi vlivem elektrického pole a mdad pomérné Siroky rozsah
analyzovatelnych ldtek — od malych anorganickych ¢&i organickych iontl aZ po
biomakromolekuly, jako jsou proteiny ¢i DNA. Jednim z mdédu je kapildrni zénova
elektroforéza (CZE), kterou lze pouzit pro analyzu iontovych latek, ale nelze ji bohuzel
stanovit latky neutrdlni, tedy bez ndboje. Mezi vyhody kapilarni elektroforézy patfi
predevsim mald spotieba vzorku, rychlost analyz a vysoka Gcinnost separace. Pozitivem je
i Siroka Skdla detektor(, které zle pro analyzu vyuzit, v zavislosti na vlastnostech
analyzované latky.

V praxi se velmi ¢asto vyuziva spojeni separac¢nich metod s hmotnostni spektrometrii.
V pfipadé spojeni CE-MS se jednd o metodu poskytujici Ucinnou separaci latek a
dostatecnou strukturni analyzu, kterou umoziiuje hmotnostni detektor. Jako iontovy zdroj
je €asto zvolen elektrosprej, ktery stejné jako CE pracuje s kapalinou a jejich napojeni neni
konstrukéné ndrocné. Kromé ESI Ize ale také pouzit fotoionizaci za atmosférického tlaku,
MALDI, ¢i chemickou ionizaci za atmosférického tlaku. Hmotnostnich analyzatoru je cela
fada, pfi nasich experimentech byl ale vyuzit trojity kvadrupdl (QqQ). Ten umoziuje vyuZziti
nékolika pracovnich sken(, pf. TIC (,total ion current”), kde dochazi ke sbéru vsech iont(.
K citlivéjsim se radi SRM nebo SIM, kde dochazi k monitoringu pouze vybranych iont(.

Spojeni CE-MS je vhodna metoda pro analyzu biologického materidlu, pf. krevnich
vzorkd. V nich je moZné analyzovat biologicky aktivni latky, v naSem pripadé inhibitory
tyrosin kinazy (ITK). Jedna se o latky, které se v soucasnosti pouzivaji pro |é¢bu chronické
myeloidni leukémie (CML), ktera je charakteristicka vznikem fuzniho gen BCR-ABL, ktery
vznikd k¥izenim chromozomu 9 a 22. U&elem inhibitord tyrosin kindz (pf. dasatinib €i
erlotinib) je zastavit ¢i omezit katalytickou aktivitu proteinovych kindz, ¢imz by mély byt
schopny zablokovat nekontrolovatelny rast bunék.

Cilem prace je tedy vyvinout metodu pro stanoveni vybranych inhibitord tyrosin kinaz

pomoci CE-MS.



2 TEORETICKA CAST

2.1 KAPILARNiI ELEKTROFOREZA

2.1.1 HISTORIE A POUZITI

Termin elektroforéza byl vytvoren toku 1909 Michaelisem a za priikopnicky experiment
je povazovan Tisselilv experiment z roku 1937, ve kterém byla poprvé ukdzana separace
sérovych proteini — albuminy a a, B, y-globuliny, ¢imZ poukdzal na mozZnost
elektroforetické analyzy pro biologicky aktivni molekuly [1, p. 27]. Postupem casu doslo
k rozvoji elektromigracnich metod a jednou z nich je i kapilarni elektroforéza (CE), se kterou
se poprvé setkdvame v roce 1967, kdy Hjertén publikoval elektroforézu v rotujici kapilare s
nazvem ,volna zénova elektroforéza”. Roku 1989 bylo na trh uvedeno prvni zafizeni pro
kapilarni zénovou elektroforézou od firmy Beckman. [2, p. 16]

CE lze pouzit pro stanoveni anorganickych i organickych latek, jejichz molekuly jsou
schopny nést kladny ndboj v dlsledku protonizace nebo disociace (sodné, draselné ionty,
aminy, aminokyseliny a jiné), ¢i zaporny naboj v dlsledku disociace (pft. chloridy, sirany,
fenoly, sacharidy a dalsi). Vynika zejména diky malé spotiebé vzorku a Cinidel nutnych pro
separaci latek, velké ucinnosti separace, velké rychlosti analyzy a kratké dobé optimalizace
separacnich podminek. Oproti tomu nevyhodou je mensi reprodukovatelnost a nizsi

citlivost oproti jinym metodam. [3, p. 181]

2.1.2 PRINCIP ELEKTROFORETICKE SEPARACE

Elektroforéza je pohyb elektricky nabitych ¢astic ¢i molekul ve vodivém prostiedi
vlivem elektrického pole. Rychlost migrace iontd zavisi na jejich poméru naboje ku velikosti
iontu [4, p. 3]. lonty rlznych latek se budou tedy pohybovat rliznou rychlosti, ¢imZ bude
dochdzet k jejich separaci. Pozitivné nabité kationty budou migrovat smérem k negativné
nabité elektrodé, katodé, a negativné nabité anionty smérem ke kladné nabité elektrodé,
anodé. [5, p. 1]

Metoda kapilarni elektroforézy vyuziva dvou transportnich jevld — elektroforetické

migrace a elektroosmotického toku.
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2.1.2.1 Elektroosmoticky tok = EOF

Jak jiz plyne z ndzvu, klicovou slozkou kapilarni elektroforézy je kapildra. Pouzivaji
se rlizné materialy, mezi nejbéznéjsi vsak patfi kapilary kiemenné. Ty maji na vnitini sténé
kapilary silanolové Si-OH skupiny, které jsou pfi hodnotach pH > 4 v disociované formé Si-
O". Takto disociované negativné nabité skupiny k sobé pfritahuji kladné nabité ionty
z roztoku pufru a vznikd Utvar nazyvany elektricka dvojvrstva. Ta je tvofena Helmholtzovou
kompaktni vrstvou, jejiz kladné nabité ionty jsou pevné vazany na zaporné nabity povrch
kapilary, a vrstvou difuzni, kterd je od povrchu kapilary vice vzdalena a uplatiuji se v ni
difuzni jevy. lonty v difuzni vrstvé nejsou tak pevné vazany k povrchu kapilary a vytvafri tim
mobilni vrstvu. [5, p. 21]

Po aplikaci elektrického pole na kapilaru dojde k migraci pozitivné nabitych iont(
v mobilni vrstvé smérem k zdporné nabité katodé. Vzhledem ktomu, Ze ionty se
nenachazeji v roztoku samostatné, ale jsou solvatovany, dojde k tomu, Ze spolu s ionty je
ke katodé unasen cely objem roztoku. Tento efekt se nazyva elektroosmoticky tok, ddle jen
EOF (obr.1.). [6, p. 5]

Smér EOF je urcen polaritou naboju ve dvojvrstvé a rychlost toku (1) je pfimo
Umérnd hodnoté zeta-potenciadlu T [V], intenzité vloZzeného elektrického pole E [V/m],

relativni permitivité roztoku € a nepfimo Umérna viskozité roztoku n [Pa.s]. [2, p. 18], [3, p.

41]
UEOF == gn_{E (1)
.—\nt)da _— Smér elektroosmotického toku e Kat-oda
o o ® o0 ®
o 2 g = o
© ® ® o

© ® ® ® Difuzni
@ @ @ @ @ @ @ @ @ @ vrstva

P oH GG OB o =

Kapilarni sténa

Obr. 1. Schéma elektroosmotického toku [7, p. 9]
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Smér a intenzita EOF tedy vyrazné ovliviiuje priibéh separace a migraci iontd. Plati,
Ze rychlost EOF se pfricita k migracni rychlosti ¢astic, které migruji stejnym smérem a
odecdita se od téch, které migruji smérem opacnym. Latky neutrdlni, tedy bez naboje, budou
mit migracni rychlost shodnout s rychlosti EOFu. Jde tedy o dllezZity parametr, ktery Ize
kontrolovat, a s jeho pomoci modifikovat podminky separace [8, p. 283]. EOF mUze byt
upraven zménou sloZeni roztoku nebo modifikaci povrchu kapilary, ¢imz muze dojit ke
zméné jeho rychlosti, sméru, nebo jej Ize témér zcela odstranit pfi hodnotach pH < 2,5. [3,
p. 42]

Rychlost EOFu Ize ovlivnit dvéma zpuUsoby. Prvni mozZnosti je vliv pH a plati, Ze
rychlost EOF je funkci pH [8, p. 283]. Cim vy33i je pH roztoku uvnitf kapilary (tedy pH
tlumivého roztoku Ci elektrolytu), tim vétsi negativni naboj je rozprostfen po vnitini sténé
kapilary a tim vyraznéjsi a rychlejsi EOF pozorujeme. Nejedna se oviem o linearni zavislost,
jelikoZz mnoZstvi negativniho naboje na vnitfni strané kapilary je limitovano po¢tem Si-OH
skupin, které lze disociovat a u vysokych hodnot pH (pf. 9-10) uz nedochazi k vyraznym
rychlostnim rozdildm, protoZe nedochdzi k disociaci dalSich Si-OH skupin. Druhym
zpUsobem, jak ovlivnit rychlost, je koncentrace tlumivého roztoku. S rostouci koncentraci
roztoku se snizuje zeta-potencidl ( elektrické dvojvrstvy, ktery zpUsobi nizsi
elektroosmotickou pohyblivost, a tedy i pomalejsi EOF. Pfi pouziti roztokl s nizsi
koncentraci tedy pozorujeme rychlejsi EOF. [3, p. 185]

Znacnou vyhodu, kterou EOF poskytuje je to, Ze rychlostni profil kapaliny v kapilare
je plochy a zplsobuje tedy mensi rozmyti zén analytu v porovnani s chromatografickymi
metodami (obr.2.), coz vede ke zvySené separacni ucinnosti [5, p. 46]. UmozZnuje také
separaci aniontU a kationtd v ramci jedné analyzy. Bez EOFu by byli vyZzadovany dvé analyzy
— jedna s nastavenou polaritou napéti pro analyzu kationt(, druha s prepnutou polaritou

pro analyzu aniont(.

EOF Laminarni tok

Obr.2. Srovnani rychlostnich profili elektroosmotického a chromatografického toku [9, p. 7]

12



2.1.2.2 Elektroforeticka migrace
Elektroforeticka migrace je pohyb iont( v elektrickém poli vlivem elektrostatického
pfitahovani elektrického ndboje k opacné nabité elektrodé. lonty v elektrolytu migruji
urcitou elektroforetickou rychlosti vep v jednotkach m.s, danou vztahem (1)
Vep = Hgp * E (2)
kde uep je elektroforeticka pohyblivost a E je intenzita elektrického pole. Elektroforeticka

pohyblivost je dana vztahem (2)

_q
Hgp = p— (3)

s jednotkou m?/V - s, kde g — ndboj iontu, n — viskozita elektrolytu (tlumiciho roztoku), r —
efektivni (hydrodynamicky) primeér iontu. [5, p. 39]

Z rovnice (2) Ize vycist, Ze malé a vice nabité molekuly se budou kapildrou pohybovat
nejrychleji a velké molekuly s nizkym nabojem budou pomalejsi. Neutrdlni molekuly budou
mit elektroforetickou pohyblivost nulovou, protoZe jejich ndboj je nula. Zfejmé je také to,
Ze vzruast viskozity elektrolytu zpUsobi snizeni elektroforetické pohyblivosti.

Stejné jako u EOFu i na elektroforetickou migraci ma vliv pH roztoku a znaéné
ovliviiuje naboj ionizovatelné latky. Mobilita aniontovych latek roste se zvySujicim se pH,
protoze v tom pripadé existuji dominantné negativné nabité a s klesajicim pH je ¢ast z nich

neutralizovdna, ¢imz se jejich mobilita se snizuje.

Elektroforetickd mobilita spolu s elektroosmotickym tlakem maji vliv na rychlost
analytQ v kapilare. Ziskand (mérend) elektroforeticka rychlost vygs je ddna vztahem
Vops = Vep t Vgor (4)
kde vgor je elektroosmoticky tok v jednotkach m / s. [10, p. 62]. Stejny vzorec plati i pro
ziskanou (mérenou) mobilitu [5, p. 40]

Hops = Mep t+ Hgor (5)

13



2.1.3 SCHEMA KAPILARNi ELEKTROFOREZY

Usporadani kapilarni elektroforézy je pomérné jednoduché. Mezi zdakladni
komponenty patfi vstupni nddobka, separacni kapilara, vystupni nddobka, nadobka se
vzorkem, detektor, vysokonapétové napdjeni a zafizeni pro zpracovani dat, nejCastéji

pocitac (obr. 3.). Jednotlivé ¢asti budou podrobnéji popsany v kapitole 2.1.5.

zdroj vysokého
rp  napéti
s s s

separacni kapilara

uzemnéna
elektroda

detektor

vstupni  vzorek — gt
nédopt?llca vnjéﬁin

Obr.3. Schematické znazornéni kapilarni elektroforézy [3, p. 186]

Jako klasicky model v kapilarni elektroforéze je chapan takovy, kde je za detektorem
umisténa katoda a EOF je veden ze zdroje smérem k detektoru. V takovém pfipadé anionty
migruji proti sméru EOFu a jejich elektroforeticka rychlost i pohyblivost je nizsi nez ziskana
rychlost ¢i pohyblivost. U kationt(, které migruji ve sméru EOFu je situace opacna a ziskané

hodnoty jsou vyssi.

2.1.4 KAPILARNi ZONOVA ELEKTROFOREZA = CZE

Kapilarni zénova elektroforéza je Siroce pouzivany méd pro separaci aniontl a
kationtl, ale bohuzel neni schopna separovat latky neutrdlni. Schematické usporadani
vychazi z kap. 2.1.3, kde nadobky a kapilara jsou naplnény pufrem o konstantnim slozeni,
¢imz se odliSuje od jinych mddu jako je napf. izotachoforéza = ITP, kde se pouZiva
kombinace 2 elektrolytli — koncového (TE) a vedouciho (LE), mezi nimiz je separovany
vzorek. [5, p. 54]

Elektroforéza je realizovana naplnénim vstupni nadobky, vystupni nadobky a

kapilary elektrolytem, vétSinou vodnym roztokem pufru o vhodném pH pro dany typ
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separace. Nejprve je kapilara zavedena do nddobky se vzorkem a vzorek je nadavkovan do
vstupniho konce kapildry ve formé kratké zény. Poté se kapilara zavede do vstupni
nadobky, druhy konec je ve vystupni nadobce a mezi nimi je generovano elektrické pole
vloZzenim napéti na elektrody ponofené v roztoku. To iniciuje migraci roztoku skrze kapilaru
smérem k detektoru, kde jsou zaznamendny prlichozi analyty a nasledné zpracovany
pocitacem. V pribéhu migrace dochazi k separaci analytl v homogennim pufru na zakladé
jejich elektroforetickych mobilit a vytvareji se zony. [11, p. 293]

V pripadé klasického modelu je poradi analytl uvedeno na QObr. 4.

1 1

+ anionty neutralni latky kationty _
[
Ol —
EOF
I
A
kationty neutrdlni latky  anionty N

cas
Obr. 4. Pofadi separace a detekce analyzovanych latek s odliSnym iontovym charakterem a ukdzka

elektroforegramu [12, p. 7]

kde je vidét, Ze jako prvni detektorem projdou latky kladné nabité, poté neutralni, a
nakonec latky zaporné nabité. V pripadé, Ze v analyzovaném vzorku bude vice druh(
kationt(i, budou rozdéleny do zén podle své elektroforetické mobility a rychlosti, stejné
jako anionty. V pfipadé kationtl budou prvni detekovany latky malé a hodné nabité, poté
ionty vétsi a méné nabité. U aniontl bude poradi opacné (obr. 5.). Ty totiZ migruji smérem
k anodé, tedy proti EOFu a pro jejich detekci je nutné, aby byla rychlost EOFu vétsi, nez
elektroforetickd rychlost aniontl. V opacném pfipadé by totiz nebyly unaseny
elektroosmotickym tlakem k detektoru [6, p. 6]. Neutralni [atky budou vSechny v jedné
z6né a nebudou dale separovany, kvili jejich nenabitému charakteru, jak bylo zminéno
diive (separaci neutrdlnich latek metodou kapilarni elektroforézy se zabyvd micelarni

elektrokineticka chromatografie = MEKC).
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Obr. 5. Poradi separovanych analytd s ohledem na velikost a ndboj iontu [9, p. 7]

Zaznam z kapilarni elektroforézy je oznacovan jako elektroforegram (obr. 4.). Na ose
X je migracni ¢as — doba, za jakou analyzované latky dorazi ze vstupu kapildry k detektoru.
Nulova hodnota ¢asu je nastavena pfi sepnuti elektrického pole. [5, p. 10]. Na ose y je
odezva detektoru, v tomhle pripadé UV-VIS detektoru a jde tedy o absorbanci.

CZE je vyuZivana pro separaci malych anorganickych iontli nebo rozmérnych
biomolekul. V pfipadé, Ze dana latka neni rozpustna ve vodé, lze pouzit i nevodné pufry. [5,

p. 55]

2.1.4.1 Ztrata ucinnosti v CZE

V pfipadé, Ze béhem separace dojde kpoklesu Uucinnnosti, dochazi
v elektroforegramu ke vzniku rozmytych ¢i chvostujicich pikQ. To mze mit hned nékolik
pricin — zahtivani kapildry, geometrie kolony, absorpcni procesy, difuze a dalsi. [8, p. 281]

Zejména difuze ma znacny podil na deformaci pikd a zén. Lze ji omezit tim tak, ze
analyty travi v kapilafe co nejmensi dobu, tedy zkraceni doby analyzy. To lze docilit
zkracenim kapilary nebo zvySenim napéti. Efekty zahfivani Ize eliminovat nejcastéji
chlazenim kapilary, ¢i Upravou geometrickych parametr( jako je tfeba prodlouzeni a zuzeni
kapilary, ¢imzZ dojde ke zvétSeni povrchu a rozptyleni vznikajiciho tepla. Posledni zminénou
komplikaci jsou absorpéni a interakéni procesy, kdy v pripadé Ze sténa kapilary je zaporné
nabita, mlGzZe dochdzet k interakcim se stanovovanymi kationty a tim k rozmyvani zény.
Tomu Ize zabranit pridanim aditiv, napfiklad soli, jejiz kationty vykompenzuji zaporny nabo;j.

[11, p. 294]
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2.1.5 INSTRUMENTACE

Schematické usporadani (obr.3.) bylo zobrazeno v kapitole 2.1.3. V této kapitole se
podrobnéji zamérime na jednotlivé slozky kapildrni elektroforézy a jejich provedeni. Kromé
zakladnich komponent uvedenych dfive se v praxi vyskytuji systémy s termostatovanymi

kapildrami pro kontrolu teploty nebo kolektory frakci.

2.1.5.1 Zdroj vysokého napéti

Ukolem vysokonapétového zdroje je zajistit pfitomnost elektrického pole skrze
kapildru a umoznit zménu polarity systému. Lze pouzit nékolik pracovnich rezimi -
konstantni napéti, konstantni proud nebo konstantni reZzim napajeni, pficemzZ nejcastéji
pouzivany je rezim konstantniho napéti (5 — 30 kV), protoZze zmény v napéti miazou zpUsobit

zmény v migracnich ¢asech [5, p. 13], [6, p. 15].

2.1.5.2 Davkovani vzorku

Vzorky pro kapilarni elektroforézu byvaji pripraveny ve vialkach s objemy nékolika
mikrolitr( az mililitr(. Davkované mnozZstvi se pohybuje v jednotkach nanolitr( [13, p. 24],
pricemZ malé spotfeby vzorku jsou velkou vyhodou kapilarni elektroforézy.

Rozlisujeme tri zakladni zplsoby davkovani — hydrodynamicky, elektrokineticky a

gravitacni. [14, p. 288]

Hydrodynamické davkovani (obr.6) spociva v plsobeni tlaku na hladinu v nddobce
se vzorkem, kam je zavedena vstupni ¢ast kapilary. Zvyseni tlaku na hladinu roztoku zpUsobi
nacerpani definovaného objemu do kapilary. Davkovany objem (6) Ize vypocitat podle
vzorce

__ APrtmt
mj 7 q28L

(6)
kde A P — rozdil tlakd na koncich kapilary [mbar], r — polomér kapildry [um], t — doba
pusobeni tlaku [s], n — viskozita roztoku vzorku [Pa.s], L — celkovd délka kapilary [m].
Z rovnice je patrné, Ze nadavkovany objem vzorku zavisi na rozsahu a dobé pusobeni tlaku
na vzorek. Hydrodynamické davkovani se pouziva ve vétsiné pfipadl z toho divodu, Ze

vzorek nadavkovany do kapilary ma stejné sloZeni jako vzorek v nadobce. To neplati u
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davkovani elektrokinetického, které se pouzZiva predevsim u kapilar plnénych
polyakrylamidovym gelem, kde nefunguje reprodukovatelné hydrodynamické davkovani.

[3, p. 186], [5, p. 101]

Elektrokinetické davkovani (obr.6) je uskute¢néno diky napéti, které je vloZzeno na
elektrody. Anoda je po dobu davkovani umisténa v nadobce se vzorkem, po nadavkovani
se vloZi zpét do vstupni nadobky. VloZzené napéti zplsobi migraci iontl do kapilary vlivem
elektroosmdzy a elektroforetické mobility. Nadavkovany objem (7) Ize vypocitat podle
vzorce

Vinj = Vmetr?(ugp + pgor)/L (7)
kde V — napéti [V], ¢ — koncentrace vzorku [mol.m3], t — doba plsobeni napéti [s], r —
polomér kapildry [um], per — elektroforeticka mobilita peor — elektroosmoticka mobilita.
Zrovnice vidime, Ze mnoiZstvi nadavkovaného vzorku zavisi na elektroforetickych
mobilitach iontl ve vzorku. V pripadé klasického usporadani (migrace kationtl k detektoru)
budou tedy zvyhodnény kationty a anionty budou znevyhodnény. Pokud by byly kationty
s rliznymi naboji, dojde k tomu, Ze v kapilafe budou prevaZzovat kationty vice nabité, poté
jednou nabité a nejméné bude aniontl. Neutralni latky budou unaseny elektroosmotickym
tlakem. Pro reprodukovatelné méreni je tedy nutné provadét nastrik vidy z nové nadobky,

protozZe v té plvodni se méni pomér zastoupeni iontl [3, p. 186], [5]

Gravitacni davkovani (obr. 6.) spociva ve mechanickém zvednuti kapilary, jejiz vstupni ¢ast
je ponofen do nadobky se vzorkem a vystupni ¢ast je ponofena do nadobky s pufrem.
Zvednutim kapilary dojde k na sati vzorku do kapilary, bézné se uziva zvednuti o 5 cm po

dobu 10 s. Naddvkovany objem (8) zle vypocitat podle vzorce

pgAHd*mt
Ving =~ ——
1281L

(8)
kde AH — vySkovy rozdil [cm], g — gravita¢ni konstanta, p — hustota roztoku [kg.m?3], d —
prdmér kapilary [cm], t — ¢as davkovani [s], n — viskozita roztoku [Pa.s], L — celkova délka
kapildry [m]. MnoiZstvi davkovaného vzorku lze ovlivnit vySkovym rozdilem a dobou

zvednuti kapilary. [6, p. 11]
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Obr. 6. Moznosti ddvkovani v CE (Altria, 1996, p. 10, upraveno)

2.1.5.3 Kapildra

V kapilarni elektroforéze se poziva nejc¢astéji kfemenna kapildra s délkou 25 — 100
cm a vnitfnim prdmérem 25 — 100 pum. Kapildry s malym vnitinim primérem, tedy co
nejuzsi, maji tu vyhodu, Ze snizuji postranni diftzi (pficnou) a zajistuji minimalni teplotni
rozdily mezi stredem kapilary a jeji sténou [15, p. 23]. Kapilary jsou pokryty ochrannou
vrstvou polyimidu, ktery je silnym UV absorbentem (Altria, 1996, p. 15 - 16).

V pfipadé, Ze je pouzita CE v kombinace s UV/VIS detekci, je nutné upravit detekcni
okénko pro prichod svételného paprsku. To lze provést jednoduchou Upravou
polyamidové vrstvy — bud’ ¢ast povlaku opatrné seskrabat nebo spalit pomoci Zhaveného
vldkna. [5, p. 13]

Aplikované napéti zplsobuje zahfivani kapilary, protoZze dochazi k uvolnéni tzv.
Jouleova tepla, které je vedeno sténou kapilary do okolniho prostredi [3, p. 185]. To je
pfimo umérné vkladanému napéti (9), podle vztahu

Q = V.I.t (9)
kde V —vkladané napéti [V], | — proud [A], t — ¢as [s] a Q—uvolnéné teplo [J] [2, p. 21]. Takto
uvolnéné teplo muizZe ovlivnit viskozitu roztoku vkapildfe a ovlivnit tim EOF i
elektroforetickou migraci iontl, coz mlze zpUsobit mirné rozmyti zény. Z toho dlivodu

byvaji kapilary ochlazovany a uvolnéné teplo rozptyleno. [5, p. 13]
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2.1.5.4 Detekce

Posledni vyznamnou soucasti instrumentace pro CE je detektor. V kap. 2.1.5.2. bylo
zminéno, Ze pfi kapilarni elektroforéze se pracuje s velmi nizkymi objemy, v fadu nanolitrd.
To znamen3, Ze stanovované latky se ¢asto nachazi v minimalnich koncentracich a je tedy
nutné zajistit dostatecné citlivou detekci. Kromé nizkych koncentraci se v CE uplatiiuje i
Siroké rozmezi typu chemickych latek, které Ize takto stanovit — od malych anorganickych
latek aZ po proteiny a DNA molekuly. Velmi ¢asto jsou analyzovany latky nachdzejici se ve
sloZité matrici, napriklad krevni vzorky, mo¢, tkané a jiné. V takovém pfipadé je nutné pfi
urcovani selektivity detekce zhodnotit moZné interference z matrice. Pro efektivni a
ucinnou detekci v CE je nutno zohlednit vlastnosti analytu, matrici vzorku a jeho slozeni a
pozadované limity detekce. (Khaledi, 1998, p. 304, 305)

Mezi Siroce pouzivané detekéni metody (tab.1.) v CE patti UV/VIS absorbance (pfima
a nepfima), fluorescence (pfima a nepfima), hmotnostni spektrometrie, vodivostni méreni,
pfipadné amperometricky Ci refraktometricky detektor. Ze zminénych detektoru je nejvice

pouzivany UV/VIS detektor, ktery bude rozebran nize podrobnéji.

Tab. 1. Vybrané detekéni metody s jejich limity detekce [2, p. 23]

Detekéni metoda  Limit detekce LOD (mol)

Uv/VIS 1083 -10"%
Fluorescence 5.10'%
MS 1.10Y
Vodivostni 1.10°16
Amperometricky 1.10°%

UV/VIS absorpéni detektor je kompatibilni s fadou méda CE a jednou z nich je i CZE
[10, p. 308]. Je zaloZen na absorpci ultrafialového nebo viditelného zareni. Aby mohla dand
latka absorbovat, musi ve své struktufe obsahovat chromofor — ¢ast molekuly schopna
absorpce. V pfipadé, Ze chromofor neobsahuje, je moZné provést derivatizaci a do
struktury vnést chromofor a nebo provést nepfimé meéreni, kdy kapildrou prochazi
absorbujici roztok a v misté zony analytu dojde k Ubytku absorbance [10, p. 310]. Pfepocet
absorbance na koncentraci analytu je dan Lambert-Beeerovym zakonem (10)

A = ecl (10)
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kde A —absorbance [nm], e — molarni dekadicky absorpéni koeficient [L.molt.cm™], | - délka
absorbujici vrstvy [cm] a c — koncentrace analytu. Absorpce zavisi na vinové délce pouZzitého
zareni, pH roztoku, sloZeni pufru v kapilare a na pfitomnosti chromoforu [5, p. 116]. .
Analyty s hodnotami € 10* — 10° jsou povaZovany za silné absorbenty a analyty s hodnotami
< 102 za slabé absorbenty [10, p. 310].

Zakladni CE absorpcni detektor je sloZzen ze zdroje svétla, fokusacni optiky, selektoru
vinové délky a fotodetektoru, napriklad diode array detektor (DAD), ktery umozriuje méfit

nékolik vinovych délek soucasné. [10, p. 311]

2.2 SPOJENI CE-MS

Ve spojeni s CE se poziva fada detekcnich technik a jednou z nich je spojeni
s hmotnostni spektrometrii (MS), kterd poskytuje nejlepsi kombinaci citlivosti, separace a
strukturni informace (Jianyi and Henion, 1995, p. 669). CE poskytuje vysoce ucinnou
separaci analytll pritomnych v nizkych koncentracich a MS poskytuje vysokou uroven
strukturni informace. Toto spojeni je vhodné zejména pro slozZité a komplexni smési vzorkd,
jako jsou biologické vzorky, kde se analyty nachazi v malych mnoistvich [17, p. 115].
Citlivost analyz Ize zvysit zapojenim off-line prekoncentracnich technik, kterych je cela fada,
napriklad SPE nebo L-L extrakce [17, p. 116].

MS je povazovan za univerzalni detektor a je schopen zaznamenat veskeré latky
s molekulovou hmotnosti M; vrozsahu hmotnosti spektrometru. V pfipadé molekul
s hodnotami M, nad limit spektrometru lIze vyuzit vicenabité ionty, které mohou vznikat za
pouziti ESI. Tim se hodnota m/z snizi do detekovatelného limitu a Ize zaznamenat i napfr.
proteiny. Pro analyzu Ize pouZit nékolik rezim( — sledovani vybraného iontu (EIC), sledovani
vybrané reakce (SRM), a nebo sledovat skupinu iont(, kdy prepindme mezi hodnotami m/z.
V pripadé EIC a SRM mddu se jedna o velmi selektivni detektor, kdy je zvolena hodnota m/z

konkrétniho iontu. [5, p. 130]

2.2.1 PRINCIP CE-MS

Jedna se on-line spojeni, ve kterém je kiemenna kapilara z CE ptfimo zavedeno do
iontového zdroje, coz byva nejéastéji elektrosprej (ESI). Vyhodou ESI je, Ze velmi dobre
ionizuje poldrni a nabité latky, idealné termolabilni, pro jejichZz separaci se ¢asto pouziva CE
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[18, p. 107]. Kapalina proudici z CE je smisena se stinici kapalinou a rozprasena v ESI. Vznikly
sprej je odpafen a nabité ¢dastice analytu jsou sméfovany do MS detektoru [15, p. 48].
V hmotnostnim spektrometru je vzorek rozloZzen na nabité fragmenty, které jsou
analyzovany. Vysledek analyzy je hmotnostni spektrum, ve kterém je zdavislost poméru
hmotnosti ku ndboji (m/z) na intenzité daného iontu [5, p. 130]

Separace probihda v kiemenné kapildfe a v kapalné fazi, zatimco detekce iontu
probihd v plynné fazi a v prostiedi vakua.

Spojeni CE/ESI-MS lze provést dvojim zplsobem. V prvnim pfipadé je do sprejovaci
Spicky zavadéna stinici kapalina, ve druhém tato kapalina chybi, tzv. ,sheathless”. Spojeni
bez stinici kapaliny je vhodné zejména pro nanoelektrosprej (nanoESl), kdy se vyuZiva
nizkych pratokl v kapilafre. MzZe byt realizovano pokovenim zkoseného konce kapildry.
[19] Redeni s kapalinou je popsano dale, vzhledem k tomu, Ze bylo pouZito pfi vyvoji

metody v experimentdlni ¢asti.

2.2.2 KOMPLIKACE SPOJENI CE-MS

2.2.2.1 Prltokova rychlost

V CE probihad separace za pritomnosti relativné malych pratokovych rychlosti a
pohybuje se vadech nl/min. Pro vznik stabilniho elektrospreje je nutny pratok v radu
pl/min [20, p. 575] . Ztoho dlvodu se pouziva tzv. stinici kapalina (,,sheath liquid”)
doddvana z externiho zdroje, ktera dorovna chybéjici obsah kapaliny a zvysi priatokovou
rychlost pro ESI. Stinici kapalinou je nejcastéji vodny roztok tékavé soli a vhodného
organického rozpoustédla a jeji pratoky se pohybuji v rozmezi 5 — 10 pl/min.

Dalsi vyhodou, kterou poskytuje stinici kapalina, je moZnost pouziti
koncentrovanéjsich roztokt pufrd v CE, které budou touto kapalinou pred ionizaci zfedény.
Plati totiz, ze ptiliS koncentrované roztoky, tj. s velkou iontovou silou, nejsou efektivné
ionizovany [5, p. 131]. V neposledni radé stinici kapalina zajistuje propojeni elektrickych
obvodl v CE a v MS. Na konci Sprejovaci Spicky ESI dochazi ke kontaktu eluentu z CE a
sprejovacim prostorem, ¢imz se elektricky obvod spoji a stabilizuje pribéh sprejovani [20,
p. 576].

Pro podpofreni tvorby spreje a zvySeni jeho stability se do prostoru ESI privadi inertni

zmlzovaci plyn, napfiklad dusik, pod vhodnym tlakem [3, p. 243].
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Stinici kapalina a zmlZzovaci plym proudi z vnéjsi strany kapilary pro CE (obr. 7.).
Typické sloZeni stinici kapaliny je vodnd smés methanolu, acetonitrilu, nebo isopropanolu
s dalSimi aditivy jako je octova kyselina, Stavelova kyselina pro tvorbu kationtd, nebo

amoniak pro tvorbu kationt(. [18, p. 112]

Zmlzovaci plyn J - s T

@= -
w TR ':'\f ..d“* -
Separacni kapilara {:*L:?_@\'n' T
Pomocna kapalina W= _ “\@'_ o
Tw, Yt s
L— —7 .

Obr. 7. Sprejovaci ESI Spicka [9, p. 12]

2.2.2.2 Vlastnosti pufru

Dalsi komplikaci je samotny pufr pouzivany v CE. Pro spojeni CE-MS je nutné
pouzivat pufry vyhovujici obéma systémim. Mezi nevhodné patfi pufry netékavé, ty
mohou vést ke kontaminaci systému a iontového zdroje [15, p. 48] a jedna se vétSinou o
soli alkalickych kov(, jako je fosfat sodny. Pritomnost téchto alkalickych kovi vede navic ke
vzniku adukt( analyt( s témito ionty. Tohle rozdéleni analytu do nékolika rGznych signalQ
s riznou hodnotou m/z snizuje citlivost detekce. Z toho dlivodu je fada vyvinutych systému
pro CE nekompatibilni s MS.

Bylo také prokazano, Ze pufry svysokou iontovou silou ¢i koncentraci snizuji

intenzitu signalu. [10, p. 415]

2.2.3 ELEKTROSPREJOVA IONIZACE (ELEKTROSPREJ)

Elektrosprej (ESI) je povazovan za mékkou ionizacni techniku. [19] Diky tomu
dochazi v pribéhu ionizace k mensi fragmentaci a dostavame dostate¢nou informaci o
molekulovém iontu analytu. Zna¢nou vyhodou ESI je to, Ze je schopen vytvaret vicenabité
ionty. To umozZnuje analyzovat latky, jejichz rozsah molekulové hmotnosti by jinak
hmotnostni analyzator nebyl schopen zaznamenat. VyuZziva se zejména pfi studiu protein(.

Postupem casu byl kromé velkych molekul vyuzivan i k ionizaci malych polarnich latek. [21,

pp. 1-2]
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lonizace probiha tak, Ze na Spicku ESI je vloZzeno napéti a vznika silné elektrické pole
pfi atmosférickém tlaku, které plsobi na kapalinu prochazejici kapalinou uvnitf Spicky [22,
p. 883]. Soucasti Spicky je i stinici kapalina stabilizujici sprejovani, jak bylo uvedeno v kap.
2.2.2.1. Vkladané napéti se vétSinou pohybuje vrozmezi 3 — 6 kV a jeho hodnota je
ovlivnéna rozpoustédlem a jeho povrchovym napétim [23, p. 43]. Cim vétsi bude povrchové
napéti rozpoustédla, tim vy3si napéti je potfeba pouZit.

Vytvorené elektrické pole zplsobi hromadéni naboje na povrchu kapaliny na konci
sprejovaci Spicky — pfi pouziti kladného napéti se hromadi kladny naboj a jde tedy o
pozitivni mod, v pfipadé zdporné hodnoty napéti se akumuluji zaporné ionty a mluvime o
modu negativnim. Na zacatku ma kapalina na konci kapilary tvar kulaty. S narGstem napéti
a hromadéni naboje na povrchu kapaliny se jeji tvar méni a prodluZzuje se vlivem
odpudivych Coulombickych sil mezi ndboji [22, p. 884]. Jakmile tato sila prekond povrchové
napéti kapaliny, dochazi ke vzniku tzv. Taylorova kuZele, z jehoz hrotu dochazi k uvolfiovani

jednotlivych kapek (obr. 8.).

prekonani
molekula . .. : -
analytu vyparovani Rayleighova ion
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Obr. 8. Postup sprejovani pomoci ESI za vzniku Taylorova kuzele [9, p. 13]

Tayloriv
kuzel

Vlivem vyhifatého pomocného plynu, ktery proudi do prostoru ESI dochazi

k odparovani rozpoustédla z kapky. Ta se timto zmensSuje a opét dochazi k akumulaci

naboje na povrchu kapaliny a opakuje se proces, ke kterému dochazi na konci sprejovaci

Spicky. TaylorGv kuZel na kapce vznikd pfi dosazeni Rayleighova limitu (11), ktery je dan
rovnici

q? = 8m?gyyD3 (11)

kde g — relativni permitivita vakua, D — primér kapky, g — ndboj kapky, y — povrchové

napéti rozpoustédla. Z jednoho Taylorova kuZele se uvolni az 20 mensich kapicek [23, p.

45]. Ty jsou opét odparovany a zmensovany.
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V pfipadé ionizace malych polarnich molekul dochazi ktomu, Ze pfi dosazeni
Rayleighova limitu se z povrchu kapky uvolni jednou nabité ionty. Pokud jsou analyzovany
velké molekuly, napfiklad proteiny, dochazi k postupnému odparovani a hromadéni naboje
na povrchu, ¢imz vznikaji vicenabité ionty [23, p. 45].

PfestoZe v pribéhu ionizace dochazi k odparovani sloZek roztoku, mizou se zde
vyskytovat latky netékavé. V takovém pfipadé by doslo ke kontaminaci a znecdisténi vstupu

do hmotnostniho analyzatoru, a proto se v praxi uplatfiuje ortogonalni usporadani (obr. 9.).

zmliovaci ionty
plyn

\ 1 susich
' plyn

kapicky spreje e -‘;:.

vstup iontd
odpad do nabité kapiliry

Obr. 9. Ortogonadlni usporadani ESI [9, p. 14]

2.2.4 HMOTNOSTNi ANALYZATOR

Poté, co jsou analyty pfevedeny na ionty v plynné fazi, je nutné je od sebe oddélit
podle jejich hmotnosti. Fyzikalni vlastnost, kterou méfime hmotnostnim analyzatorem, je
pomér hmotnosti ku naboji (m/z). V pfipadé vicenabitych iontd tedy neziskdme molarni
hmotnost dané latky, ale pouze zdanlivé hodnoty m/z odpovidajici pouze c¢astecné
hmotnosti.

Existuje celd rada hmotnostnich analyzatord a principy, na jejichz zakladé dochazi
k separaci iontl, se mlzou lisit (tab. 2.). Kazdy z téchto analyzator(i vyuziva statické nebo
dynamické elektrické a magnetické pole budto samostatné, nebo v rliznych kombinacich.

[23, p. 85]

25



Tab. 2. Vybrané hmotnostni analyzatory a jejich princip separace [23, p. 86]

Typ analyzatoru Znacka analyzatoru Princip separace
Kvadrupdl Q m/z (stabilita trajektorie)
lontova past IT m/z (rezonancni frekvence)
Analyzator doby letu TOF Pohyblivost (doba letu)
Elektricky sektor E/ESA Kineticka energie

2.2.4.1 Kvadrupdlovy analyzator

Kvadrupdlovy analyzator (obr. 10.) patfi mezi analyzatory s rozliSenim kolem 2 000,
zatimco u TOFu to mlzZe byt az 20 000. Rozliseni (R) je schopnost poskytnout dva signaly
pro ionty s malou diferenci hodnot m/z. [23, p. 89]. Je velmi vyuZivany zejména diky nizké

cené a snadné automatizaci.

DETEKTOR
g

tyée kvadrupélu

IONTY vystupni §térbina

rezonujici iont
(detekovan)

nerezonujici iont
(nedetekovan)

vstupni Stérbina

Obr. 10. Znazornéni kvadrupdlového analyzatoru (Argoti, 2008, p. 36, upraveno)

Kvadrupdl je slozen ze 4 paralelné usporadanych tyci s hyperbolickym priarezem.
Dvé protilehlé tyCe jsou propojeny tak, Ze jsou pripojeny ke zdroji stejnosmérného
kladného napéti, dalsi dvé jsou pfipojeny k zapornému zdroji. Kromé stejnosmérného
napéti (U) je na tyce vkladano také vysokofrekvencni napéti (V). Kombinace téchto dvou
zdroju vytvari dvou dimensiondlni elektrické pole, které urcuje trajektorii iontl a jejich

detekci [24, p. 35]. JestliZe do analyzatoru vstoupi kladné nabity ion, bude se
pohybovat mezi zdporné nabitymi tyéemi po hyperbolické linii.

Potencidl na tycich kvadrupdlu je dan vztahem (12)

®, = U—-Vcoswt (12)
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kde ® — uhlova rychlost, V — amplituda stfidavého (vysokofrekvencniho) napéti, U —
stejnosmérné napéti, t — ¢as [23, p. 91]. Pomér U a V je udrZovan konstantni stejné jako
a pro selekci iontd se méni jednotlivé hodnoty napéti. lonty jsou v analyzatoru tedy
ovliviiovany oscilujicim elektrickym polem, které je ddno hodnotami U a V. Zvolené ionty
cestuji po stabilni trajektorii smérem k detektoru, ostatni jsou vybity na tycich. Po vstupu
do analyzatoru jsou ionty urychleny do prostoru mezi ty¢emi, ktery se nachazi ve sméru osy
z a v ose x ay se nachazi tyce kvadrupélu.

FyzikdIni proménné, ktefi fidi trajektorii iontl jsou zaloZeny na diferencialni rovnici
druhého fadu, zvand Mathieuova rovnice. [24, p. 35] Re$enim této rovnice jsou dva
parametry ay a qu, které urcuji, jaké hodnoty U, V a ® musi byt nastaveny, aby iont o zvolené

hodnoté m/z prosel tycemi do detektoru. [23, pp. 92-93]

2.2.4.2 Trojity kvadrupdl
Mezi Casto pouZivany typ tandemového MS spektrometru je trojity kvadrupdl,

znacend QqQ (obr. 11), kde jsou zapojeny tii kvadrupdlové analyzatory v sérii. Césti

kvadrupélovy kvadrupdlova kvadrupélovy
ionizacni zdroj hmotnostni filtr  kolizni cela hmotnostni filtr
(ESI) "Q1" "g2" nQa"
I | fotondsobic
[T o —o
vzorek I =" c— l
[t 4
vybér hodnoty vybér fragmentdi o
m/z fragmentace dané m/z

Obr. 11. Znazornéni trojitého kvadrupdlu (QqQ) (Yost, 1979, p. 1251, upraveno)

znacené Q1 a Q3 maji roli hmotnostniho analyzatoru, zatimco g2 vystupuje jako
kolizni cela, ve které dochazi k fragmentaci iontl pomoci kolizi indukované disociace (CID).
lonty putujici do kolizni cely jsou vybirdny v prvnim kvadrupélu. Kolizni cela je
naplnéna koliznim plynem a propousti vSechny ionty. Pracuje pouze s vysokofrekvencnim
napétim, vkladané na tyce. Pfi srazce analytu s inertnim plynem (He, N2) dojde k predani
energie, kterd se méni z kinetické na vnitini a dochazi k fragmentaci piivodniho iontu [23,

p. 99]. V pripadé pouziti reaktivniho plynu mize dochdazet k iontové-molekulovym reakcim
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[26, p. 2162]. Ve tfetim kvadrupdlu jsou analyzovany fragmenty a produkty z kolizni cely a
propoustény na detektor.
Kromé tfi kvadrupdlu se v systému nachaziiontova optika, napfiklad cocky, oktapdly

a hexapdly pro smérovany drahy iont(i smérem do hmotnostniho analyzatoru. [24, p. 38]

2.2.4.3 Druhy iontovych chromatogramu

lontovy chromatogram je zdznam reprezentujici vyskyt a intenzitu iontu v daném
retencnim case a existuje nékolik druht téchto chromatogram(

Chromatogram celkového iontového proudu - TICC (,total ion current
chromatogram®), kdy se jednd o souhrn vSech iontl v daném spektru diky tomu, Ze Q1 a
g2 propousti veskeré ionty vuréitém rozsahu m/z o Q3, kde jsou skenovany a
zaznamenany. [27, p. 24]

MRM / SRM chromatogram (,multiple reaction monitoring”, ,selected reaction
monitoring”) kde dochdazi k monitoringu jedné reakce rodiovského iontu se zndmou
hodnotou m/z za vzniku produktového iontu také se zndmou m/z. Jedna se o rezim
vyuzivany ke kvantifikaci pomoci MS.

Chromatogram extrahovanych iont( — EIC (,,extracted ion chromatogram®), coz je
chromatogram jednoho vybraného iontu s danou hodnotou m/z. Takovy zdznam umoziiuje
zobrazeni retenéniho ¢asu jednoho konkrétniho iontu, tedy jeho lokalizaci a stejné tak

zobrazeni necistot ¢i dalSich latek. [28]

2.3 PROTEINOVE TYROSIN KINAZY

Proteinové tyrosin kindzy (PTK) katalyzuji prenos fosfatu z ATP na tyrosinové zbytky
na proteinovém substratu. Fosforylace tyrosinovych zbytkli moduluje enzymatickou
aktivitu a vytvari vazebné misto pro signalizacni molekuly. Touto cestou dochazi k tomu, Ze
extracelularni signalni molekuly jsou schopny ovliviiovat funkci a procesy cilovych bunék.
Mezi procesy ovliviované kindzami patfi napfiklad mitdza, kterd je zavisld na interakci
extraceluldrnich rlstovych faktor( s prislusSnymi receptory v membrané. DalSim procesem
je napfiklad cyklus déleni bunék, kdy jednotlivé faze déleni jsou regulovany pravé kinazami.
[29]. Dale maji PTK vyznamnou roli v regulaci diferenciace, ristu bunék, apoptdze, podili se

na tvaru bunky ¢i adhezi. Vzhledem k jejich stézejni roli k organismu neni divu, Ze jsou
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zapojeny do mnozstvi lidskych onemocnéni a poruch, jako je aterosklerdza, nemoci ledvin,
neurologické poruchy, leukémie a nadorové onemocnéni. [30]. Z toho dlivodu musi byt
jejich katalyticka aktivita striktné regulovana.

Analyzou lidské genomové sekvence bylo odhaleno pfiblizné 518 lidskych PTK a
alespon 90 z nich bylo identifikovdno. Jsou déleny do dvou skupin — receptorové tyrosin
kindzy (RTK) a nereceptorové (NRTK) a seskupeny do rodin. Nejprozkoumanéjsi rodinou
tyrosin kindz je rodina oznacovdna jako EGFR. [31, p. 2]

Pri¢inou fady nemoci je Spatnd funkce PTK, vétSinou se jednd o zvySenou aktivitu
nékdo proteinl. Pfes 80% onkogen, které zpusobuji vznik rakoviny v lidském organismu,
je kédovano pravé PTK. Kromé rakovinnych onemocnéni se podili také na méné zdvaznych
nemocich jako je lupénka ¢i pulmondlni fibréza. Jsou ptipady, ve kterych je moZzné jeden
konkrétni PTK, resp. jeho zvySenou aktivitu, pfifadit uréitému onemocnéni. Napriklad
chronicka faze chronické myeloidni leukémie (CML), kde jednim z pficin vzniku leukémie je
fuzni protein BCR-ABL, coz? je produkt Filadelfského chromozomu. [32]

Pti hledani nizkomolekularnich terapeutickych latek plsobicich proti rakoviné bylo
cileno na PTK hned z nékolika divod(:

Zaprvé, v kazdé burice se nachdazi zhruba 200 — 300 proteinovych kinaz, jsou tedy
velmi rozsitené a bude snadnéjsi je v bunce zacilit. Zadruhé lze predpokladat, Ze proteinové
kindzy se budou nachazet v blizkosti onkogenl ¢i tumorl. Tretim divodem je rozlozeni
vétsiho mnoiZstvi ATP vazebnych mist napfi¢ tyrosin kindazami, coZz umoziuje tvorbu
farmokoforovych modeltd a design léciv. [33]

Veskeré proteinové kinazy vyuzivaji jako substrat ATP. Z toho dlvodu je v rdmci
struktury proteinovych kinaz silné zastoupena primarni aminokyselinova sekvence, kterd je

schopna vazat ATP. [29]

2.3.1 INHIBITORY TYROSIN KINAZ (TKI)

Nadmérna exprese specifickych proteinovych kinaz je tedy spojena s urcitym typem
rakoviny u lidi. Z téchto znalosti Ize tedy vyvodit, Ze latky, které budou schopny zastavit &i
omezit tuto katalytickou aktivitu proteinovych kinaz, by mél byt schopny zablokovat

nekontrolovatelny rlist bunék, ke kterému u rakovin dochazi. Inhibitory kindz jsou tedy

29



novym potencialnim |é¢ivem nejen v oblasti rakoviny, ale jsou pouzivany i pro |écbu
cukrovky ¢i Alzheimerovy choroby. [29]

Pro vyvoj inhibitor( PTK bylo dllezZité objasnit jejich strukturu a ukazalo se, ze RTK
jsou multi-doménové proteiny. Jednou z domén je doména katalytickd, kterd obsahuje ATP
vazebna mista. Vyvoj léCiv urychlilo zejména porozuméni molekuldrnim interakcim rlznych
Casti vazebnych mist ATP. PfestoZe ve struktufe tyrosin kindz se vyskytuje vice ATP
vazebnych mist, diky drobnym rozdilim v usporddani domén bylo mozné vyvinout vysoce
selektivni inhibitory.

VétSina malych molekul v klinickém vyvoji l1éCiv se vaze v blizkosti ATP vazebnych
mist cilovych kindz a napodobuji vazbu ATP. Jedna se tedy o kompetitivni inhibitory
vazebnych mist substratu v katalytické doméné, ¢imz konkuruji endogennimu ATP o vazbu
a blokuji aktivitu téchto kinaz. V pfipadé, Ze nedojde k prenosu ATP na kinazu, nedojde k jeji
aktivaci a prenosim signdlu. Byli vyvinuty i takové malé molekuly, které jsou schopny cilit
na nékolik tyrosin kindz a maji tedy potencidl zablokovat vice vazebnych mist, ¢imz dochazi
k zvySenému protinddorovému efektu. V roce 1980 byli popsany prvni pfirodni TKI a od té

doby byli zna¢né rozvijeny. [30]

2.3.2 CHRONICKA MYELOIDNi LEUKEMIE (CML)

Prestoze postupem casu doslo k pokroku v diagnostice a 1écbé rakoviny, stdle je
velmi ¢astym zdrojem umrti. Dodnes se mezi dostupné |écebné procesy radila operace,
chemoterapie, radioterapie a endokrinni terapie. Ty byli schopny zajistit preziti u pacient(
s nékterymi typy nddorl, bohuzel vsak stidle odchdazelo ke vzniku rezistence na léky a
s léCbou byla Casto spojena i toxicita. Z toho davodl je stale nutné vyvijet novéjsi metody
IéCby rakoviny, které by zajistili pacientlim Ié¢bu bez vazinéjsich vedlejSich nasledkd. [30] a
jednim z novych slibnych cilG pro 1é¢bu rakoviny jsou TKI.

CML je myeloproliferativni porucha zplsobena mutaci, jez postihuje
hematopoetické kmenové burky, které maji na starosti péci o krvetvorné buriky. CML byla
popsana jiz v roce 1845.V roce 1960 Dr. Nowell a Hungerford, pracujici ve Filadelfii, popsali
chromozomalni abnormalitu, vyskytujici se u pacientd s CML. Tento chromozom byl
pojmenovan jako Filadelfsky chromozom (Ph). Vroce 1972 Rowley popsal, Ze tento

chromozom vznika vzajemnou translokaci mezi chromozomy 9 a 22 a fuzi mezi ABL genem
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tyrosin kindzy na chromozomu 9 a BCR genu na chromozomu 22 (obr. 12). Vysledkem je
fuzni gen BCR-ABL, ktery se od plvodni tyrosin kinazy strukturné lisi a neni ovlivnén
regulacnimi mechanismy. Dochazi poté k jeho nekontrolovatelnému déleni, jelikoz je stale
aktivni. Fazni protein BCR-ABL zprostifedkovava a udrzuje vyvoj CML pomoci signdlnich
interakci s dalSimi burikami, které vedou k bunécné adhezi, spusténi mitdzy ¢i inhibuji
apoptdzu poskozenych bunék. Tyhle procesy vedou k transformaci hematopoetickych
kmenovych bunék. Signalizacni procesy vedené BCR-ABL proteinem jsou ¢asto spojeny
s narusenim opravnych procesd DNA, coZ vede k dalsSim chromozomdlnim zménam a

mutacim. [34]

CHROMOSOME
9
CHROMOSOME
22 BCR ]
L Chromosome Ph
1(9;22)
Bcer/Abl

Obr. 12. Vznik fuzniho BCR-ABL proteinu [31, p. 8]

Prvnim TKI, ktery byl pouZit pro lé¢bu CML, je Imatinib. V pfipadé pokrocilého
onemocnéni vSak dochazelo k velmi rychlému nastupu resistence vici tomuto lécivu.
Resistence mlze vzniknout na zakladé nékolika mechanisma, napfiklad pfiliSné zmnozeni
BCR-ABL proteinu ¢i nizka biologicka dostupnost Imatimibu [35, p. 469]. Pro pfekonani této
odolnosti byli vyvijeny nova |éciva na bazi TKI, jako je dasatinib ¢i bosutinib (SKI-606).

V dnesni dobé jsou léciva na bazi TKI prvotni volnou pro l1é¢bu CML. [34]

2.3.3 ERLOTINIB

Jednd se o silny a selektivni inhibitor rodiny EGFR tyrosin kindz s hodnotou ICsp 20
nM. Studie in vitro s lidskymi bunéénymi liniemi tlustého stfeva postizeného rakovinou

ukazali, Ze erlotinib zpomaluje postup bunécného cyklu a spousti u poskozenych bunék
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apoptoézu. Ke zvySeni protinadorové aktivité doslo ve spojeni s chemoterapii ¢i radioterapii.

(30]

Obr. 13. Chemicka struktura erlotinibu [36, p. 1490]

Pro stanoveni erlotinibu (obr. 13.) a jeho metabolitli byla popsana fada metod jako
je HPLC-UV/VIS, HPLC-QgQ, LC-MS/MS a jiné. Vhodnou alternativou namisto LC-MS metod
je CZE a byla vyvinuta rychld, snadnd a citlivd metoda pro stanoveni erlotinibu a jeho

metabolitd v lidské moci pomoci CE s UV detekci. [36]

2.3.4 DASATINIB

Jedna se o subnanomolarni inhibitor branici interakci BCR-ABL proteinu s ATP tim,
Ze soutézi o vazebné misto na tyrosin kindze v BCR-ABL bunce. To vede k inhibici proteinu,
resp. jeho schopnosti fosforylace a tedy aktivace, a protoze tak bunka pfichdzi o zdroj
fosfatu, dojde k zastaveni jejiho rlstu ¢i dokonce apoptdze. Lécivo je schopno inhibovat
hned nékolik tyrosin kinaz, kdy kromé samotného BCR-ABL proteinu plsobi také na jeho

zmutované verze a dalsi rodiny TKI, napfiklad SCR, a je 100 aZ 300krat Ucinnéjsi nez

s *w N

u/\/

Imatimib. [35, p. 469]

HsC

Obr. 14. Chemicka struktura dasatinibu, komeréné znacen Sprycel (Gonzalez et al., 2017, p. 401)

Dasatinib (obr. 14.) je povaZovan za vyznamné protinadorové Iécivo a je tedy nutné

mit vhodné analytické metody pro jeho stanoveni v komplexni matrici, jako jsou tablety Ci
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biologické vzorky. Mezi vhodné metody patfi UHPLC a CZE. CZE je rychla, ucinna a Siroce
vyuZivana separacni technika pro analyzu farmaceutickych vzork(. Hlavni vyhodou CZE je
malé mnoizstvi vzorku potfebného pro analyzu, vysokd separacni ucinnost a kratky cas

analyzy. [37, p. 401]

2.3.5 BOSUTINIB

Bosutinib (obr. 15.) je podobné jako dasatinib dualni IéCivo, je tedy schopnost opét
inhibovat jak BCR-ABL protein, tak i SCR rodinu PTK, a je aktivni jiZ v rozsahu nanomolarnich
koncentraci.

Prvotni analytickou metodou byla HPLC spojena se sloZitou L-L extrakci a delSimi
¢asy analyzy. V dnesni dobé je bézné uzivanou analytickou metodou pro kvantifikaci léciv
z biologickych matric je UPLC-MS/MS. Jeji vyhodou je predevsim citlivost, specifita a
rychlost. [38, p. 9188]

= CH;
A N
N o Nﬁ
N
b CH,

Obr. 15. Chemicka struktura bosutinibu [38, p. 9184]
2.3.6 CANERTINIB

Canertinib (obr. 16.) je nejméné prozkoumané |éCivo z uvedenych TKI a jeho
inhibi¢ni aktivita neni presné specifikovana. Je ovSem zndmo, Ze jeho plsobenim dochazi
k blokaci a inhibici enzymatické aktivity BMX, coz je kindza vdzana v kostni dreni, a
fosforylaci Stat3, coz je transkripéni faktor aktivovan pravé diky fosforylaci tyrosinového
zbytku BMX, a podili se na tvorbé specializovanych bunék tvofricich kostni tkan. [39, p. 97]

Bylo zjisténo, Ze aktivace Stat3 hraje rozhoduijici roli v pribéhu metastaze, véetné
proliferace a preziti bunék, jejich invaze a migrace a podili se tedy na rozsifovani

nadorovych onemocnéni v organismu. [40]
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Obr. 16. Chemicka struktura canertinibu [41]

Pti zpracovani reSerSe byli objeveny publikace na stanoveni canertinibu pomoci

metod LC-MS/MS, LC-NMR-MS a CZE.

PFi zpracovani resSerSe nebyla u Zadného z uvedenych |éciv nalezena publikace
zabyvajici se jejich stanovenim metodou CE-MS. U vsech byly ale nalezeny metody pro
stanoveni pomoci CE, které jsou uvedeny u jednotlivych latek. VSechny ctyti byli spole¢né
s dalSimi stanovovany pomoci CZE [42], kdy se podafilo validovat metodu a veSkeré analyty
stanovit v jedné analyze.

Vzhledem k tomu, Ze pfti stanoveni analytll pomoci CE dochazi k detekci iontq, je
zfejmé, Ze se stanovované latky ucastni disociaCni rovnovahy. Proto je vyznamnou
hodnotou disociacni konstanta. J ednotlivé konstanty vybranych inhibitor(i jsou uvedeny

v Tab. 3 ve tvaru pKa.

Tab. 3. Disociac¢ni konstanty vybranych inhibitor( tyrosin kinaz [43]

Analyt pKa
Bosutinib 8,43
Dasatinib 7,22
Erlotinib 4,62
Canertinib 6,87
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3 EXPERIMENTALNi CAST

3.1 PRISTROJOVE VYBAVENI

Méreni bylo provddéno na pfistroji kapilarni elektroforézy Agilent 7100
s hmotnostnim spektrometrem Agilent 6460 (Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko)
s trojitym kvadrupdlovym analyzatorem a ionizaci pomoci elektrospreje. Pomocna
sprejovaci kapalina byla privadéna izokratickou LC pumpou Agilent 1260 a pred vstupem
do spojeni CE-ESI-MS (interface) délena délicem toku v poméru 1:100. Pr(tok sprejovaci
kapaliny byl nastaven na 1 ml/min.

Pro ovladani pfistroje a sbér signalu byl pouzit software MassHunter, verze B.06.00.

Pro méreni byla pouZita nepokrytd kiemennd kapildra firmy Molex s vnitfnim
prdmérem 50 um a celkovou délkou 90 cm. Kazdy den byla kapilara kondicionovana
promytim 0,1 M NaOH (10 min) a deionizovanou vodou (10 min). Mezi kazdym méfenim
byla kapilara promyvdana deionizovanou vodou (2 min) a zakladnim elektrolytem (3 min).

K pfipravé vzork( a roztok(l byla pouZita tfrepacka VORTEX IKA MS 3 Basic od firmy
Merci, Centrifuga Eppendorf MiniSpin od firmy Merci, a pH metr laboratorni WTW inolLab
pH 7110 od firmy Merci

3.2 CHEMIKALIE A POMUCKY

Veskeré pouzité chemikalie byli zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich v ¢istoté p.a.,
vyjma methanolu a vody, které byly v Cistoté LC-MS.

Chemikalie: deionizovana voda, kyselina mravenci, kyseliny octova, methanol pro LC-
MS, H20 pro LC-MS, hydroxid sodny (standardni roztok o koncentraci 0,1001 mol/I od firmy
Sigma-Aldrich), standardy inhibitor( tyrosin kinazy (TKI) — bosutinib, dasatinib, erlotinib,

canertinib

3.3 PRIPRAVA STANDARDU

Standardy stanovovanych latek byly pfipraveny v koncentraci 10 (mol/l). Jednotlivé
standardy byly pfipraveny navazenim pfislusného mnozstvi TKI a rozpusténim v MeOH pro
LC-MS. Nasledné byla pripravena smés vSech 4 TKI v poméru 1:1:1:1. Pro dudkladné

rozpusténi byl pouZzit ultrazvuk a vortex.
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Pripravené roztoky standardud byly uchovavany v lednici.

3.4 PRIPRAVA ZAKLADNIHO ELEKTROLYTU (ZE)

Pro ptipravu zakladniho elektrolytu bylo nutné zvolit tékava rozpoustédla, aby
nedochazelo ke kontaminaci iontového zdroje. Mezi zvolena rozpoustédla patfi kyselina

mravenci a octova, bez aditiv a soli, kterymi by opét mohlo dojit k zaneseni systému MS.

3.4.1 KYSELINA MRAVENCI

Zakladni elektrolyt byl pfipraven o koncentracich 200, 100, 50 a 10 mM. P¥iprava
byla provedena odpipetovanim pfislusného mnozstvi dané kyseliny do 250 ml odmérné

banky, doplnéna po rysku vodou pro LC-MS a promichana.

3.4.2 KYSELINA OCTOVA

Zakladni elektrolyt byl pfipraven o koncentracich 100, 50 a 10 mM. Pfiprava byla
uskutecnéna odpipetovanim prislusného mnozstvi dané kyseliny do 250 ml odmérné banky

a doplnéna po rysku vodou pro LC-MS a promichana.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Pti praci v laboratofi bylo cilem vyvinout metodu na separaci vybranych inhibitor(
tyrosin kinazy, konkrétné bosutinibu, dasatinibu, erlotinibu a dasatinibu, pomoci kapilarni
elektroforézy s hmotnostnim spektrometrem, jakozto detektorem. Molarni hmotnosti
téchto latek jsou uvedeny v Tab. 4.

Mezi optimalizované parametry patfi sloZzeni elektrolytu, podminky separace a
podminky detekce pomoci hmotnostni spektrometrie. Po optimalizaci systému nasledovala

kalibrace.

Tab. 4. Nazvy analytl s jejich molarni hmotnosti a protonovanou molekulou

Analyt Molarni hmotnost Mr [g.mol?] [M+H]*
Bosutinib 530,4 531,4
Dasatinib 488,0 489,0
Erlotinib 393,4 394,3

Canertinib 4859 486,9

Vzhledem k tomu, Ze metoda by v budoucnu méla byt pouzita pro stanoveni analyt(
v biologickém materialu, kde se nachazi ve velmi nizkych koncentracich, je nutné vyvinout
metodu dostatecné citlivou. Z toho dlivodu je hodnocena na prvnim misté plocha piku

spolu s vySkou a teprve poté je bran do uvahy ¢as analyzy.

4.1 OPTIMALIZACE CE

V ramci CE byly optimalizovany dva hlavni parametry. Jedna se o sloZeni zakladniho
elektrolytu a jeho pH.

PFfi praci se samotnou elektroforézou by se optimalizovalo i napéti vklddané na
elektrody, oviem spojeni s MS tuhle moznost limituje na maximalni prochazejici elektricky
proud 50 pA. V analyzach bylo pouzito napéti 20 kV, které zarucilo dostatecnou rychlost

separace s prochazejicimi elektrickymi proudy do 50 pA.
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4.1.1 DAVKOVANI

Davkovani vzorku bylo provadéno hydrodynamicky za tlaku 100 mbar. Béhem

optimalizace byl zkousen vliv doby davkovani vzorku a pufru na vysledek, resp. rychlost

analyzy (prvni byl davkovdan vzorek a pak elektrolyt). S rostoucim ¢asem davkovani vzorku

byl jasné viditelny narlst ploch a vysek pik(, zatimco zvysujici se doba davkovani pufru

zpUsobila zkraceni ¢asu analyzy a migracnich c¢asl (tab. 5.). Ke zméné ¢asu analyzy doslo

diky tomu, Ze naddvkovany pufr posunul zénu analytl dédle do kapilary (obr.17) a ta dfive

doputovala k detektoru.

Tab. 5. Plochy a vysky pik( dasatinibu pfi rizném davkovani v prostfedi 10 mM CH3COOH

Davkovani Davkovani Plocha piku Vyska piku Migracni cas
vzorku [s] pufru [s] [min]
10 200 4 951,93 769,19 2,654
30 100 11 239,42 1,301,27 5,14
30 50 13 343,29 1 405,16 5,575
o [ ST ST T e
b a)
o)

+ESIEIC(489.0000)SIMFrag=135.0V CF=0.000 DF=0.000 antileuk(27 d
«0? MNeise (PeakToPeak)=9.58; SNR (5.575min) = 146.7

~5575

Obr. 17. Elekroforegramy analyz pfi a) 100 s davkovani pufru a za b) 50 s davkovani pufru

s migracnimi ¢asy uvedenymi nad pikem

Bez davkovani pufru za vzorkem byla doba analyzy desitky minut.

Casy davkovani (jak vzorku, tak elektrolytu) byly optimalizovany. Doba davkovéni

vzorku byla nastavena na 10 s, protoZe nedochazelo k problémim se stabilitou

prochazejiciho elektrického proudu (analyzy byly vice opakovatelné). Doba ddvkovani

elektrolytu byla zvolena na 120 s, protoZe poskytovala dostatecné rychlé analyzy

(dostatecné posunuti zény analytl v kapilare), ale zaroven doslo k separaci vSech

studovanych analytl pomoci kapilarni elektroforézy.
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4.1.2 SLOZENIi A pH ZAKLADNIHO ELEKTROLYTU

U sloZeni elektrolytu je nutné vzit do dvahy tékavost slozek a zvolit ¢inidla a
rozpoustédla netékava, aby nedoslo ke kontaminaci MS systému pfi sprejovani. Vsechny
analyty, jak jiz bylo zminéno, migruji v kyselém prostfedi jako kationty. Z toho divodu bylo
studovdno pouziti kyseliny octové a mravendi jako zakladniho elektrolytu, bez dalSich
aditiv.

Jako prvni se optimalizovalo pH zdkladniho elektrolytu. pH ma na separace v CE
znacny vliv proto, Ze ovliviiuje EOF a naboj latek, coz ovliviiuje jejich elektroforetickou
mobilitu.

Pro urceni optimdlniho pH byla provedena série méreni s obéma kyselinami o
raznych koncentracich a tim i pH (tab. 6). Hodnoty pH byly vypocteny pomoci programu
Peakmaster 5.3. [44]

Tab. 6. Hodnoty pH pripravenych zakladnich elektrolyt

Zakladni elektrolyt Koncentrace [mmol.I}] pH
Kyselina mravenci 200 2,232
100 2,386
50 2,540
10 2,906
Kyselina octova 100 2,881
50 3,033
10 3,387

Optimalni prostredi (elektrolyt i pH) bylo zvoleno na zdkladé rychlosti analyzy a
ucinnosti separace (obr. 18). Na zobrazenych elektroforegramech lze vidét, Ze v prostredi
50 mM HCOOH byly ziskany ostrejsi piky, nedochazelo tedy uvnitf kapilary k rozmyvani zén
a také byl pozorovan mensi Sum, nez v prostfedi 100 mM HCOOH (obr. 18a). Z téchto
dlvodu byla jako zakladni elektrolyt zvolena 50 mM HCOOH (obr. 18b), se kterou se

pracovalo dale.
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Obr. 18. Elekroforegramy analyz s a) 100 mM a b) 50 mM CHCOOH; 1) erlotinib, 2)

canertinib, 3) dasatinib, 4) bosutinib

4.2 OPTIMALIZACE MS

V ramci hmotnostniho spektrometru byly optimalizovany zejména podminky tykajici
se iontového zdroje. Jako iontovy zdroj byl pouzit ESI a mezi optimalizované parametry
patfi sprejovaci napéti, teplota, tlak a pratok zmlzovaciho plynu. Jako zmlzujici plyn byl
pouzit dusik N2. VeSkera méreni byla provedena trikrat.

SloZeni stinici kapaliny bylo zvoleno na zdkladé predchozich experimentd a jednd se

0 smés MeOH a H,0 pro LC-MS v poméru 1:1. Jeji pritok byl nastaven na linearni pumpé
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na 1 ml / min, tok byl pak délen délicem 1:100 tak, aby pritok pomocné kapaliny
v elektrospreji byl 10 ul/min.

Jako detektor byl pouzit trojity kvadrupdl a v pribéhu optimalizace byli pouzivany
dva reZzimy. Prvnim byl TIC, kdy byly sbirdny vSechny ionty (ndsledujici obrazky obsahuji bud’
zaznam pfi TIC reZimu nebo extrahované zaznamy pti daném m/z charakteristickém pro

analyty, pfipadné oboji), a pfi kalibraci byl pouZit SRM reZim.

4.2.1 SPREJOVACI NAPETI

Na Spic¢ku ESI byva vkladano napéti v rozmezi 3 -5 kV. V této praci bylo aplikovano
napéti vrozmezi 3 — 4,5 kV s narustem o 0,5 kV. Konkrétni hodnoty jsou uvedeny v Tab. 8
spolu s integrovanymi hodnotami analyt(, které byly srovnany a podle nichz bylo zvoleno

optimalni sprejovaci napéti.

Tab. 8. Plochy, vysky pik(i a migracni ¢asy vybranych TKI pfi rizném napéti

Analyt Sprejovaci napéti [kV] Plocha piku  Vyska piku  Migracni ¢as [min]
Bosutinib 4,5 403 727,66 32 406,33 6,062
4 820 557,70 143 801,80 5,518
3,5 252,424,06 21 990,55 6,062
3 120 589,39 9 975,78 5,856
Dasatinib 4,5 874 668,75 96 407,85 7,602
4 2 841 665,13 620 242,44 6,96
3,5 519 693,55 64 104,81 7,775
3 305 995,39 38411,61 7,388
Erlotinib 4,5 11319 050,39 1976 032 8,615
4 31868 896,69 5982903,17 7,849
3,5 6 696 642,94 1197 270,31 8,928
3 4385 134,21 819 309,73 8,409
Canertinib 4,5 585 531,89 63 673,55 6,984
4 1750757,23 248 684,67 6,284
3,5 318481,33 37462,7 7,05
3 195 229,05 29435,51 6,745
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Z Tab. 8 je jasné vidét, Ze hodnoty ploch a vysek pikd s rostoucim napétim stoupaji a
dochazi tedy k Ucinnéjsi ionizaci analyt(. U napéti 4,5 kV (obr. 19a) dochazi oviem ke
zna¢enému poklesu, protoze dochazi k naruseni Taylorova kuzele a napéti je pro systém
pfrilis vysoké. Jako optimalni napéti bylo tedy zvoleno napéti 4 kV (obr. 19b), pfi kterém byly
ziskany nejvyssi hodnoty a také je vidét pokles retencnich ¢asu, snizeni doby analyzy a

mensi Sum zakladni linie.
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Obr. 19. Elekroforegramy analyz pti napéti a) 4,5 kV a b) 4 kV; 1) erlotinib, 2) canertinib, 3)

dasatinib, 4) bosutinib
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4.2.2 TEPLOTA ZMLZOVACIHO PLYNU

Teplota zmlZovaciho plynu byla nastavena na hodnoty 250, 300 a 350 °C. Dochazi
pfi ni k odpafovani rozpoustédla a tvorbé iontu. Cilem bylo dohledat teplotu, pfi niz bude

odparovani a vznik iont(i co nejefektivnéjsi.

V Tab. 9. je zobrazena ukdazka analytl pfi rlznych teplotnich hodnotach.

Tab. 9. Plochy, vysky pikd a migracni ¢asy vybranych TKI pfi rlizné teploté zmlzovaciho

plynu
Analyt Teplota [°C] Plocha piku Vyska piku Migracni cas [s]

Bosutinib 200 670 889 68 709,44 5,749
250 939 620,04 137 196,82 5,634
300 1094 465,75 177 149,25 6,861
Dasatinib 200 2 339901,39 445 073,38 7,355
250 3711 820,20 613 571,24 6,943
300 3359 263,25 666 678,94 8,277
Erlotinib 200 29 743 891,25 5124 718,69 8,409
250 35661 546,80 6 304 667,69 7,791
300 31976 784,31 7 264 164,29 9,076
Canertinib 200 1782194,04 359 095,41 6,441
250 1892 134,57 300 479,17 6,35

300 2571928, 474 272,01 7,6

Z Tab. 9 je vidét, Ze s rostouci teplotou zmlZovaciho plynu dochazi k narlstu ploch a
vySek pikd, ovsem u teploty 250 a 300°C jsou hodnoty podobné. Rozdily Ize pozorovat
v migracnich ¢asech, které jsou za pouziti teploty 300°C vyssi. O vysledné teploté plynu bylo
rozhodnuto na zakladé elektroforegramu vsech analytl (obr. 20.), na kterych lze vidét, ze
pfi teploté 300°C dochazi k lepsi separaci jednotlivych latek a proto byla zvolena tato

teplota jako optimalni.
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Obr. 20. Elekroforegramy analyz za teploty a) 300°C a b) 250°C

4.2.3 PRUTOK ZMLZOVACIHO PLYNU

Pritok zmlZovaciho plynu byl optimalizovan pfi hodnotach 7, 10 a 13 I/min. V Tab. 10
jsou vypsany integrované hodnoty analytl pfi rGznych pratocich zmlzZzovaciho plynu. U
pfedchozich dvou parametrl je z Tab. 8 a 9. vidét, Ze retencni ¢as analytl se vyrazné
nemeéni, oviem vlivem rozdilného pratoku plynu dochazi k jeho posunu a zkraceni analyzy.

Kromé citlivé metody je cilem vyvinout metodu dostatecné rychlou a jednda se tedy o

vyznamny parametr.

Tab. 10. Plochy, vysky pik( a migracni ¢asy vybranych TKI pfi rGzném pritoku zmlZovaciho

Analyt

Bosutinib

Dasatinib

Erlotinib

Canertinib

Pratok [I/min]
7
10
13
7
10
13
7
10
13
7
10
13

plynu
Plocha piku
657 127,75
360947,65
199 420,03
1504 604,05
939 734,12
564 200,95
16 104 468,45
9511 893,27
9 898 208,99
1201 801,29
795 226,45
461 765,64
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Vyska piku
123 882,33
74 064,23
53 060,65
238 332,79
177 497,19
153 452,90
2791110,31
1196 119,77
2734 452,74
160 310,74
176 260,94
112 332,82

Retencni cas [s]
3,352
4,069
4,744
3,92
4,653
5,724
4,192
5,288
6,144
3,673
4,406
5,23




Z Tab. 10 je jasné vidét, Ze intenzita ploch a vySek pikd s rostoucim pritokem klesaji,
zatimco retenéni ¢as roste. Cilem je vyvinout metodu co nejrychlejsi, optimalni by tedy

z tohoto hlediska byl pritok 7 I/min, kde jsou i hodnoty ploch a pikd nejvyssi.
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Obr. 21. Elekroforegramy analyz za prutoku a) 13 I/min b) 7 I/min

Pro volbu optimalniho pritoku byly brany do uvahy elektroforegramy analyz (obr.
21.), kde je vidét, Ze separace latek je v pripadé pratoku 7 I/min (obr. 21b) nedostatecna.
Za poutziti pratoku 10 I/min tomu byli podobné, proto byla hodnota 13 I/min (obr. 21a)

vyhodnocena jako optimalni pro pratok.

4.2.4 TLAK ZMLZOVACIHO PLYNU

Poslednim parametrem optimalizovanym v ramci MS je tlak zmlZovaciho plynu. Ten
byl testovan v rozmezi 10 — 20 psi, konkrétné se jedna o hodnoty 10, 15 a 20 psi. Opét v Tab.

11 je ukazka integrovanych hodnot analyt( pti rGznych tlacich.

Tab. 11. Plochy, vysky pikd a migracni ¢asy vybranych TKI pfi rizném tlaku zmlZovaciho

plynu
Analyt Tlak [psi] Plocha piku Vyska piku Retencni cas [s]
Bosutinib 10 293 102,84 63 747,08 6,325
15 199 420,03 53 060,65 4,744
20 273 371,94 47 885,27 4,826
Dasatinib 10 1377 791,49 355 352,55 8,5
15 564 200,95 153 452,90 5,724
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20 856 540,64 175 183,15 5,609

Erlotinib 10 24 391 419,34 3 841 864,72 10,106
15 9 898 208,99 2734452,74 6,144

20 21903 051,21 4 248 688,96 5,897

Canertinib 10 788 569,78 123 998,85 7,577
15 461 765,64 112 332,82 5,23

20 873 728,56 171 175,13 5,296
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ZTab. 11 je vidét, Ze nejvyssich hodnot bylo dosaZzeno za pouziti 10 a 20 psi. Pfi
pouziti tlaku 10 psi doslo k narlstu retencniho ¢asu az o 2 minuty, z toho didvodu byl jako
optimalni tlak zvolen 20 psi, kde jsou analyzy kratsi, pfestoZe jsou za jeho podminek nizsi

hodnoty ploch a pik(.
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Obr. 22. Elekroforegramy analyz za tlaku a) 10 psi b) 20 psi

Na elektroforegramech (obr. 22.) je vidét, Ze za pouziti tlaku 20 psi (obr. 22b) je
separace analytd horsi, nezZ pfi pouziti tlaku 10 psi (obr. 22a), ale piky jsou od sebe zfetelné
oddéleny.

S ohledem na nizsi retencni ¢as a dostatecnou separaci byl zvolen jako optimalni

tlak 20 psi.

4.3 PARAMETRY METODY

Zatimco pfti optimalizaci byl pouzit TIC rezim, pro kalibrac¢ni méreni byl zvolen jako
vhodnéjsi rezim SRM. Konkrétni SRM prechody byly zvoleny na zakladé meéreni

hmotnostnich spekter a studia fragmentace analytl. Pro kvantifikaci byly vybrany
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nejintenzivnéjsi prechody, které jsou shrnuty v Tab. 12 (vybér prechod( byl potvrzen i

reSersi dostupné literatury) i s pfislusSnym fragmentacnim napétim.

Tab. 12. SRM prechody pro kvantifikaci analytd

Analyt Pfechod (m/z) Fragmentacni napéti
Bosutinib 530,0 -->141,0 10 eV
Dasatinib 488,0 -->401,0 20 eV
Erlotinib 394,0 --> 336,0 20 eV

Canertinib 486,0 --> 128,0 15 eV

4.3.1 OPAKOVATELNOST

Pro optimalizaci byla pouZivdna smés vybranych TKI o koncentraci 10 mol/I. Z této
koncentracni hladiny byly stanoveny opakovatelnosti. V Tab. 13. jsou pro jednotlivé analyty

uvedeny pfislusné RSD hodnoty v %.

Tab. 13. Relativni smérodatné odchylky migracnich ¢as( a ploch pik( vybranych TKI

Analyt Migracni ¢as [min]  RSD migracniho ¢asu [%] RSD plochy piku [%]
Bosutinib 4,78 0,77 2,5
Dasatinib 5,74 0,22 1,5
Erlotinib 6,20 0,47 3,8

Canertinib 5,29 1,09 6,4

Pramérné hodnoty byly vypocteny ze 3 méreni za optimalnich podminek.

4.3.2 KALIBRACE

Pro kazdy z analytl byla sestavena kalibracéni kfivka (obr. 23. — 26.) jako zavislost

plochy pikl na koncentraci smési standardd.
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Obr. 23. Kalibraéni krivka erlotinibu
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Obr. 24. Kalibracni kfivka bosutinibu
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Obr. 25. Kalibra¢ni krivka dasatinibu
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Kalibracni zavislost canertinibu
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Obr. 26. Kalibra¢ni krivka canertinibu

Z obrazk( je vidét, Ze kalibracni zavislosti jsou linearni s koeficientem determinace

od 0,9707 do 0,9994.

Na zdkladé poméru signalu a Sumu byly odhadnuty meze detekce (3 S/N) a meze

stanovitelnosti (10 S/N) vybranych TKI. Hodnoty jsou uvedeny v Tab. 14.

Tab. 14. Mez detekce a stanovitelnosti vybranych TKI

Analyt Mez detekce [mol/I] Mez stanovitelnosti [mol/I]
Dasatinib 8,6.10° 2,9.10°8
Bosutinib 9,3.10°8 3,1.107
Erlotinib 1,3.10% 4,3.108
Canertinib 4,1.10° 1,4.10%

Mez detekce i stanovitelnosti jsou nizsi, nez jsou bézné klinické koncentrace, ve
kterych se TKI vyskytuji v télnich tekutinach. Metoda je tedy pouzitelnd pro stanoveni
vybranych TKI v biologickych vzorcich, napf. vkrvi. Navic pouziti hmotnostniho
spektrometru jako detektoru umoznuje specifickou detekci TKI. Pro potvrzeni pfitomnosti
TKI v krvi by bylo jesté nutné vybrat konfirmacni SMR prechod pro kazdou TKI (jeden

prechod pro kvantifikaci a jeden aZ dva dalsi SRM prechody pro konfirmaci/identifikaci TKI).
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ZAVER

Cilem prace bylo vyvinout metodu pro stanoveni vybranych inhibitor( tyrosin kinazy
pomoci CE-MS. Vyhodou CE-MS je kombinace citlivosti, separace a strukturni informace.
Je tedy vhodna pro analyzu biologického materialu, napft. krve.

Mezi vybrané inhibitory, které byli stanovovany, patfi bosutinib, dasatinib, erlotinib a
canertinib. Jsou to latky pouZivané pro Ié¢bu CML a vyskytuji se ve velmi nizkych
koncentracich.

Hlavni slozkou vyvoje metody byla optimalizace zakladnich parametrt CE-MS. Jedna
se o slozeni zakladniho elektrolytu a jeho pH, sprejovaci napéti a vlastnosti zmlzovaciho
plynu (tlak, teplota a pritok). Optimalni hodnoty parametru byli voleny na zdkladé
integrovanych hodnot a elektroforegram.

Vyvinuta metoda ma ndsledujici podminky: nepokryta kiemennad kapilara s vnitfnim
pramérem 50 um a celkovou délkou 90 cm, zakladni elektrolyt 50 mM HCOOH, davkovani
vzorku 100mbar/10s, davkovani pufru 100mbar/120s, separacni napéti 20kV, sprejovaci
napéti 4kV, tlak zmlZovaciho plynu (N2) 20 psi, teplota 300°C a pritok 13 |/min, nepokryta
kifemenna kapildra s vnitfnim primeérem 50 um a celkovou délkou 90 cm. Pratok
pomocné kapaliny byl nastaven na 1ml/min.

Po optimalizaci metody byly uréeny jeji parametry. Byla tedy provedena kalibrace a
urcena opakovatelnost metody. Koeficienty determinace u kalibrace nabyvaji hodnot od
0,9707 do 0,9994. Na zakladé pomér( signalu a Sumu byly LOQ a LOD, které jsou nizsi nez
jsou klinické koncentrace vybranych inhibitor(i a metoda je tedy pouzitelnd pro jejich

stanoveni v biologickych vzorcich.
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SEZNAM ZKRATEK

CE — kapilarni elektroforéza

CE-MS - kapilarni elektroforéza ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
CID - kolizi indukovana disociace

CML — chronicka myeloidni leukémie

CZE — kapilarni zonova elektroforéza

DAD — detektor s diodovym polem (, diode array detector”)

EOF — elektroosmoticky tok

ESI — elektrosprej

HPLC — vysoce ucinna kapalinova chromatografie

LC — kapalinovd chromatografie

L-L extrakce — extrakce kapalina-kapalina

LOD — mez stanovitelnosti

LOQ — mez detekce

MEKC — miceldrni elektrokineticka kapilarni chromatografie

MS — hmotnostni spektrometrie

SRM — multiple reaction monitoring — sken vice fragmentacnich prechodu
NRTK — nereceptorové tyrosin kinazy

PTK — protein tyrosin kinazy

QgQ - trojity kvadrupdl

RTK — receptorové tyrosin kinazy

SPE — extrakce pevnou fazi

SRM — single reaction monitoring — sken jednoho fragmentacniho prechodu
TKI — inhibitory tyrosin kindaz

TOF — analyzator doby letu

UV — ultrafialové zareni

VIS —viditelné zareni

ZE — zakladni elektrolyt
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