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SOUHRN

Predkladana disertacni prace se dotykd problematiky stanoveni nizkomolekuldrnich
latek pomoci kapilarni elektroforézy (CE). Prvni pasaZ teoretické Césti se zabyva ,,novou*
fadou protinddorovych 1éCiv nalécbu leukémie (antileukemik) v cele s prilomovym
preparatem imatinib. Seznamuje Ctendfe s etiologii leukémie a mechanismem jeji 1éCby
pomoci medikamentd této skupiny a podava detailni piehled stanoveni antileukemik
v biologickych vzorcich pomoci riznych analytickych technik. Nésleduje kratkd exkurze
do svéta nanocastic a jejich vyuziti v medicin€. Dalsi kapitoly popisuji princip nepiimé UV
detekce a zplisoby ovlivnéni selektivity separace pomoci této techniky. V nasledujicich
kapitolach je vénovana pozornost alloxanu - latce pouzivané k experimentdlnimu vyvoldni
diabetu u laboratornich zvifat a v soucasné dobé Sifeji diskutované kvili jejimu moznému
vyskytu v mouce, kde mlze vznikat pii jejim béleni a stat se tak potencidlni hrozbou i pro
Cloveka. Kapitoly zde popisuji chemicky a biologicky pohled na alloxan. Teoretickou ¢ast

uzavird zminka o kapilarni elektroforéze jako analytické separacni technice, pomoci které

byly vSechny latky studovany.

Vramci feSeni experimentdlni casti byly vyvijeny metody pro stanoveni vySe
zminénych nizkomolekularnich latek. Prvni z nich byla metoda pro simultanni stanoveni
vybranych antileukemik pomoci kapilarni zonové elektroforézy (CZE), ktera mtze slouzit pii
kontrole kvality 1€¢iv ve farmaceutickém primyslu. Nasledné byla vyvijena metoda
pro stanoveni kyseliny citronové uzitim CZE s nepiimou UV detekci. Jako modelovy vzorek
byly poté vybrany zlaté nanocastice, které na svém povrchu obsahuji citrat jako stabilizacni
¢inidlo brénici jejich agregaci. Pomoci bézn€ uzivanych elektrolyti v CE lze citrat vytésnit
z povrchu nanocastic a tim ovlivnit chovani nanocastic, coz muze byt zasadni napt. pii
studium interakci nanocastic s butikami. Zavérem byla vyvinuta metoda pro separaci alloxanu
spolu s jeho prekurzory pomoci kapilarni zonové elektroforézy. Vyvinuta metoda mize nalézt
uplatnéni pii kontrole kvality surovin v potravinaiském pramyslu. Stabilitni studie alloxanu,
kterd se ukézala jako naprosto zdsadni, byla realizovana simulaci skladovani mouky za
riznych podminek a ndslednym vyhodnocenim pfitomnosti alloxanu a jeho rozkladnych

produktii ve vzorcich pomoci ptimého nastfiku do hmotnostniho spektrometru.



SUMMARY

This thesis provides the introduction into the problematics of determination of low
molecular weight compounds using capillary electrophoresis. The theoretical part is devoted
to the "new" series of anti-tumor drugs for the treatment of leukemia (antileukemics) with the
breakthrough preparation imatinib. The etiology of leukemia and the mechanism of treatment
with these drugs are briefly discussed. The detailed overview of the determination of
antileukemics in different biological samples using different analytical techniques is
delivered. A short excursion into the world of nanoparticles and their use in medicine follows.
Other chapters describe the principle of capillary zone electrophoresis method with indirect
UV detection and influencing selectivity of analysis by the parameters of analysis. Attention
is paid also to alloxan — substance used for the experimental induction of diabetes in
laboratory animals. A lot of discussions and controversies arose currently due to its possible
occurrence in bleached flour, where it can be a significant issue and a potential threat for
consumers. In this chapter, one can find the view of chemistry and/or biology on alloxan
studies. The theoretical part is summarized with the description of capillary electrophoresis as

an analytical separation technique used for the study of all the substances mentioned.

In the experimental part, methods for the determination of the above-mentioned low
molecular weight molecules were developed. Firstly, a method for the simultaneous
determination of antileukemics by capillary zone electrophoresis has been developed. This
method can be used for the quality control in the pharmaceutical industry. Secondly, a method
for the determination of citrate using capillary zone electrophoresis with indirect UV
detection was developed. Gold nanoparticles, which contain citrate as a stabilizing agent to
prevent their aggregation, were as a real sample. Citrate molecules can be released from the
surface using electrolytes which are common in capillary electrophoresis which can be helpful
in clarification of the nanoparticles’ surface chemistry. This can be consequently employed in
further studies, e.g. on the interaction of nanoparticles with cells. In the last part, on
developing the method for the separation of alloxan with its precursors by capillary zone
electrophoresis as a quality control method in the food industry was developed. Alloxan and
its decomposition products in flour samples after their simulated storage under various

conditions had been studied by the direct injection mass spectrometry.
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,MOTTO¥

50 odstinii barev kapildrni elektroforézy?

,, Nedivam se na svét cernobile*

Miize se zdat, Ze védecky svét je pouze Gernobily. Ze v ném neni misto na pestrobarevnost,
ale kdyz se analytik dostane do nitra védy, kdyz detailné pozna chod laboratote, pochopi, ze
tomu tak neni. Ivédecky svét vsobé ukryvd spousty barev a pestrosti. Kapilarni
elektroforéza je pfistroj, ktery analytikovi prozradi odpovéd’ na 2 zdkladni otdzky analytické
chemie: ,,Co je ve vzorku*“? , Kolik toho je ve vzorku“? Pii préaci na kapilarni elektroforéze
sviti na displeji vzdy jedna ze ti barev. Cervené piistroj sviti v ptipadé varovného signalu,
kdy se vyskytl problém a je ho potfeba odstranit. Je-li v klidovém rezimu, pak sviti oranzové.
Funguje-li vS§e bez problémd, sviti na displeji zelené. A a¢ se to nezda, tyto pouhé tii barvy
jsou hodné dulezité, nebot’ provazi kazdodenni praci analytika v chemické laboratofi.
Nicméné kapilarni elektroforéza nabizi 1 jiné barvy, ovSem ty uz nejsou viditelné na diodach
displeje. Tyto barvy, kterych je nebety¢né mnoho, analytik postupné objevuje az pii praci
samotné, kdyZ piistroj poznava hloubé&ji a hloubé&ji, kdyz objevi pestrosti riznych vzorkd,
které lze pomoci ni analyzovat, moznosti mddi, které nabizi a kdyz je soucasné otevien

zkoumani a objevovani taji a kouzel chemie jakozto védy samotné.



1 UVOD

Nizkomolekularni latky tvofi Siroké spektrum sloucenin, kterymi jsme v lidském
zivoté obklopeni. Jejich zajimavé vlastnosti odrazeji spousty uZzite¢nych aplikaci. Stanoveni
téchto latek je neméné vyznamné a poslouzi ndm k tomu rizné techniky analytické chemie,
pomoci nichz lze stanovovat istopovd mnozstvi v riznych matricich ausuzovat tak

na pfitomnosti ¢i nepfitomnosti hledané latky.

Vitéto praci jsem se zaméiila na tfi aktualni témata soucasné védy,
zejména s presahem do mediciny. Jmenovité na skupinu ,,novych* 1é¢iv na 1écbu leukémie,
stanoveni citratu uvollovaného z povrchu nanocastic a alloxan, latku diskutovanou ve
spojitosti s diabetem zavislym na poddvani inzulinu. Vyvojem metody na separaci
sedmi ,,novych* antileukemik v béhu jedné analyzy, odpada nutnost vyvoje metod pro kazdé
1é¢ivo zvlast. Stanoveni citratu uvolnovaného z povrchu zlatych nanocéstic nés piiblizi
pochopeni interakei probihajicich na povrchu nanocastic. Vyvinuti metody na stanoveni
alloxanu ve vzorcich mouky pomoci kapildrni zénové elektroforézy poskytne metodu ke
kontrole kvality mouky v potravinaiském primyslu. V ramci této problematiky byla
navazana spoluprace s Fakultni nemocnici v Ostravé a spole¢né bylo feSeno studium vyskytu
alloxanu nejen v riznych typech mouk z riznych zemi (USA, Bélorusko, Rakousko, CR), ale

1 v lidské krvi.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Nizkomolekularni latky

Nizkomolekularni latky ¢i malé molekuly 1ze vydefinovat jako chemickd individua,
jejichz relativni molekulovd hmotnost se pohybuje pod 1000 g/mol. Patii sem velkd cast
chemickych sloucenin at’ jiz anorganické ¢i organické povahy. Z organickych napft. sacharidy
(ketosy, aldosy), flavonoidy, mastné kyseliny, aminokyseliny, nukleotidy, lipidy ¢i vitaminy,
hormony, feromony a synteticka 1é¢iva. Z anorganickych pak b&zné kationty a anionty. Pro
své zajimavé vlastnosti jsou zékladnimi stavebnimi slozkami Zivych organismi, zdrojem
energie Ci biokatalyzatory nezbytnymi pro metabolismus ¢i specifickymi latkami, které
ovliviiuji fyziologické procesy. Maji pomémne¢ jednoduchou strukturu, proc¢ez neni problém je
stanovit obvyklymi analytickymi technikami, za ne pfili§ sloZitych podminek analyz, napf. 1

pomoci kapilarni elektroforézy [1, 2].



2.2 Antileukemika

Léciva pro lécbu leukémie zaznamenala vyznamny rozkvét v pribéhu poslednich
desetileti objevenim nové fady 1é¢iv s lepSimi ucinky. Prikopnikem této skupiny preparatt
byl imatinib. Jeho zavedenim do klinické praxe doSlo k revoluci v 1é€bé v jedné ze Ctyr
hlavnich druhd leukémie - chronické myeloidni leukémie (CML). CML je ptikladem
onemocnéni, u kterého nové poznatky v molekularni biologii umoznily jak dikladné poznani
podstaty nemoci, tak soucasné objev nového principu 1é€by v podobé inhibice tyrosinové
kinazy, jako hlavniho terapeutického cile. Na konci vSeho usili dochazi k dramatickému
zvySeni uspéSnosti terapie, vcetné¢ kvality zivota pacienta. Nez se dostaneme
k sofistikovanosti u¢inku léku imatinib a moznosti jeho stanoveni, je na misté bliZze objasnit

etiologii této choroby.

2.2.1 Leukémie

Jak jiz nazev pochazejici z feCtiny napovida (,leukos* = bily, ,,haima*“ = krev;
leukémie = ,,bélokrevnost™), dochazi k onemocnéni matetrské krvetvorné tkané. Jedna se
o poruchu charakterizovanou malignim zvySenim poctu dfetiovych kmenovych bunék [3], coz
zpusobuje abnormdlné zvySené mnozstvi leukocytii v krvi. Jelikoz jsou vétSinou nezralé,
nejsou schopné plnit svoji funkci. Jejich pocCet se neustale zvySuje maligni proliferaci,
pricemz v bunécném procesu nezanikaji obvyklym zpisobem jako zdravé bunky, pretrvavaji
davaji tak vznik klinickému obrazu onemocnéni. Tyto zhoubné hematologické novotvary jsou
CastéjSi u dospélé populace, nez u déti. Existuji Ctyfi hlavni typy leukémie na zdkladé¢ toho,
jak rychle se onemocnéni rozviji (akutni a chronickd) a jaky druh leukocytii je zasazen

(myeloidni fada nebo lymfocyticka fada).

2.2.1.1 Lymfaticka (lymfoblasticka) leukémie (LL)

U akutni lymfatické leukémie (ALL) dochazi k rozsifeni leukocyti typu T nebo B
(lymfocytd T nebo B), pochdzejicich z maligni krvetvorné bunky. Za akutni formu a dalsi
formy akutni leukémie je povazovédna polovina diagnostikované leukémie, pficemz vSechny
formy jsou nejrozsitenéjsi u déti. Precizni diagnostika je v mediciné zakladnim piedpokladem
uréeni diagndzy a vyzvou pro Iékare stejné jako pro védce. Samostatné krevni testy nemusi

vibec v€as poukazat na piitomnost leukémie v jejim raném stadiu ¢i ve stadiu remise. Pro
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potvrzeni je nutnd aspirace (punkce) kostni difen¢. Morfologie bun¢k kostni diené, rozlisSeni
mezi lymfoblasty a myeloblasty, je vyznamnym voditkem k rozdilu mezi ALL a akutni
myeloidni leukémie (AML). Morfologické varianty buné¢k ALL je mozno vidét na obrazku 1.

Obrazek 1: Spole¢né morfologické varianty ALL; upraveno [4].

a) podtyp FAB L1 - lymfoblasty malé, jaderné, cytoplazmatické charakteristiky jsou
rovnomérné s nedostatecnou modrou cytoplazmou, pravidelnou jadernou formou, ¢astecné
kondenzovanym  chromatinem  se sotva  viditelnymi  nukleoly  a vysokym
nukleocytoplazmatickym pomérem; b) subtyp FAB L2 - lymfoblasty jsou variabilni velikosti
s nepravidelnymi jadernymi obrysy, heterogennim krajkovym chromatinem, stfedn¢ bohatou
slabou bazofilni cytoplazmou a variabilnim nukleocytoplazmatickym pomérem; ¢) subtyp
FAB L3 (Burkitt) - lymfoblasty jsou velmi velké azcela homogenni sjemné zrnitym
atomizovanym nukledrnim chromatinem s prominentnimi nukleoly; cytoplazma je modra

a vakuolovana (spiSe uznavané jako non-Hodgkiniv lymfom nez ALL).

Je zndmo, ze ALL vykazuje vzdy postizeni kostni diené, kde se musi podle definice
nachazet alesponn 20 % blastli. OvSem rozliSeni mezi nezralymi B a T lymfoblasty (nezralé
lymfocyty) uz byva pravidelné problémem, protoZe neexistuji Zadna reprodukovatelna kritéria
pro jejich diferencialni morfologii. Obdobny problém vyvstava pii rozliSovani mezi B-

4



lymfoblasty a lymfoblasty znormdlnich lymfoidnich prekurzorti typu B, znamych jako
hematogony, které se v periferni krvi bézné objevuji pfi riznych stavech, vcetné
hematologického onemocnéni postihujici kostni dfenn — primarni myelofibrozy. Klasifikace
lymfoidnich novotvari podle Svétové zdravotnické organizace (WHO) rozliSuje 2 kategorie:
neoplazmy odvozené od T lymfoidni linie prekurzort (T — ALL) aod B lymfoidni linie
prekurzor (B — ALL). Tyto prekurzory jsou pak odvozené od zralych T, B nebo NK bunék.
[5 — 7]. Oproti tomu chronickd lymfaticka leukémie typu B (B — CLL) je onemocnéni
charakterizované klondlni proliferaci a akumulaci morfologicky zralych B — lymfocytl
s funk¢éni nedostatecnosti. K akumulaci lymfocyti muize dochazet jednak v kostni dieni
a periferni krvi, ale rovnéz v lymfatickych organech (lymfatické uzliny, jatra a slezina), kde se
akumulace muze projevit az v pribéhu casu. V dasledku ptezivani malignich lymfocyti
zacnou postupné byt lymfocyty v téchto organech ptevladajici bunécnou slozkou. [8, 9] Tato
forma leukémie se vyskytuje nejcastéji v zapadnim svété u starsi populace, kde primérny vek
pacientil s diagnézou CLL dosahuje 72 let a 70 % pacienti je starSich 65 let. V roce 2008 bylo
diagnostikovano 20 — 30 novych diagnéz ro¢né na 100 000 lidi této vekové skupiny. Lze
konstatovat, ze pfevaha starSich pacientli vykazuje jistd uskali 1é¢by, proto je potieba vyvijet
neustale nové postupy a metody v€asného zachytu tohoto onemocnéni. Béhem poslednich let
doslo k vyraznému terapeutickému progresu diky pochopeni molekularni biologie. Doptedu
se posunula detekce klinickych prognostickych faktorti a doslo k rozkvétu cilenych terapii
zamétenych na specifické biochemické cesty. Za jejich vysokou lécebnou ucinnosti stoji
paralelni vyuziti riznych mechanismil pisobeni a pfedev§im neddvny objev 1é€iv ibrutinib,
idelalisib a venetoclax. V tomto smyslu lze zminit nartist uspésnosti diagnostického zachytu
CLL v 70. letech u pacientd v asymptomatické fazi z30 % na40 % [10]. ,Zlatym
standardem* mezi 1éky dlouhodobé zlstava jiz 40 let [11] alkylacni ¢inidlo chlorambucil.
Dal$i hojné uzivanymi léky jsou analogy purinii napt. fludarabin, fentostatin a kladribin.
V 90. letech se objevila i kombinovand chemoterapeutika, nebot’ jak alkylacni Cinidla, tak
purinové analogy maji rizné mechanismy uc¢inku a odliSnou toxicitu, coz predurcuje jejich

synergické ucinky pii kombinovaném uziti [11, 12].



2.2.1.2 Myeloidni leukémie (ML)

Chronickd forma myeloidni leukémie (CML) byla prvné popsdna patology
Virchandem a Bennettem v roce 1845. U tohoto typu leukémie dochazi k vyraznému zvySeni
poctu vSech elementli vyvojové fady granulocytd v kostni dfeni a periferni krvi.
Za nejkritictéjsi pti¢inu vzniku CML je povazovan defektni chromozom tzv. Philadelphsky.
V roce 1960 Nowell a Hungerford pracujici ve Philadephii (ptivod ndzvu chromozomu) si
prvné povsimli cytogenetické abnormality u pacientii s diagnostikovanou CML. Konzistentni
cytogenetickou strukturu povazovali za chromozomovou aberaci (deleci). V roce 1973
Rowley oznacila zkraceny chromozom 22 za Philadelphsky [13]. Na molekuldrni urovni je
formovan reciprokou translokaci, tj. pfenesenim genetického materialu po zlomeni dlouhého

ramene u chromozomu 9 a malého ramene chromozomu 22 [13, 14] (viz obrazek 2).
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Obrazek 2: Vznik Philadelphského chromozomu [14].

Studie v 70. a 80. letech pftinesly dal$i poznatky, Ze tato genova mutace v normalni
buiice je onkogenni, protoze dava vzniknout novému chimernimu (fiznimu) genu BCR-
ABLI, kde bylo zjisténo, Ze delece 3’'fragmentu regulacni domény c-ABL je nejcastéjSim
podkladem pro preménu protoonkogenu c-ABL ve virovy onkogen v-ABL (virovy onkogen
Abelsonovy mysi leukémie) a spolu s genem BCR utvareji lokalni koncentraci onkogennich
kodoni v genomu (tzv. ,breakpoint cluster region®). Hybridni mRNA poté kdduje
konstitutivné aktivovanou tyrosinovou kindzu Brc-Abl, ktera je kli¢ovou molekulou vedouci

ke vzniku onemocnéni [15]. O souvislosti mezi onkogeny a biochemii protein kinaz tak
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nemiize byt pochyb [16, 17]. V molekularni biologii lze gen BCR-ABL kvantifikovat
klasickym zplisobem pomoci zmnozeni cilovych usekli DNA polymerdzovou fetézovou
reakci spojenou s reverzni transkripci (RT-PCR). Enzym reverzni transkriptdza slouzi pro
piepsani komplementarni DNA z izolované RNA. RNA je izolovana z bun€k periferni krve.
Proces je ukoncen amplifikaci transkribované BCR-ABL [18].

Ptfesnd prtic¢ina vedouci ke vzniku defektu doposud neni znama ajedinym dobie
charakterizovanym rizikovym faktorem je expozice radioaktivnimu zateni. CML vzdy
prochdzi 3 fazemi, kde postup kazdé faze je jasné charakterizovan. Chronicka, prvni féze,
muze trvat roky aje pro ni typickd pfitomnost blastli (nezralé buriky myeloidni linie)
Chronickou fazi nasleduje faze akceleracni s vyrazné rychlej$im pribéhem, pii niz je pocet
blastii zvySen na 6 — 30 %. V posledni, blastické fazi, uz pocet blastl ptesahuje 30 % a mize
dojit az k blastické krizi projevujici se horeCkou a splenomegalii (zvétSenim sleziny).
Nelécena blasticka krize miize mit fatalni nasledky [19]. Neztidka se objevuji o¢ni projevy
leukémie. Statistiky udéavaji vyskyt leukemického hypopyonu u 60 — 90 % pacientt v urcité
fazi jejich onemocnéni. Leukemicky hypopyon je oc¢ni sediment tvofici se v zavislé Casti
predni komory oka (obrazek 3). Frekvence vyskytu je zavisla na typu leukémie, Castéji se

objevuje u akutni formy myeloidni leukémie [20].

4

Obrazek 3: (a) hypopyon na pravém oku, (b) hypopyon na levém oku, (¢) nédhlé zhorSeni

vidéni na pravém oku (d) persistentni hypopyon levého oka; upraveno [20].



2.2.2 Receptory tyrosinkinaz (RTK)

Tyrosinkinazy jsou enzymy prenaSejici fosfatové skupiny z makroenergetickych
molekul napt. adenosintrifosfatu (ATP) na aminokyseliny tyrozinovych zbytkl v proteinech
jednotlivych signalnich drah na povrchu jejich bunéénych receptorii. Fosforylace v proteinech
aktivuje bunécné procesy od proliferace pies diferenciaci az po jejich apoptdzu. Z popsaného
je patrné, Ze v pripad¢ deregulované aktivity tyrosinkinazy hrozi transformace v onkogenni
fenotyp buriky. Inhibitor RTK interakei s bilkovinou Bcl-Abr zablokuje misto pro ATP, coz
prerusi prenos aktivniho fosfatu na tyrosin bilkovin patiicich k substratim leukemické
tyrosinové kindzy. Nasledné inhibici fosforylace tyrosinovych zbytka proteinli se zastavi
aktivace signalnich drah, podilejicich se na vzniku leukemického fenotypu buiky [21].
Zajimavosti ziistava, ze RTK hraji dulezitou roli i v regulaci vyvoje folikuld, jakozto prvni
faze ovarialniho cyklu. Asadi-Azarbaijania a kol. osvétlili tento fakt zkoumanim vlivu G¢inku
imatinibu na primarni soubor folikuli a ¢asnou folikulogenezi postnatalnich samic potkant
zavérem, ze imatinib ovliviiuje folikulogenezi v ovariich potkanti po narozeni tim, ze
zpomaluje rozpad klastru folikuldrni sestavy a casnou aktivaci primordidlniho souboru

folikult [22].

2.2.2.1 TKI a souc¢asnost

V soucasné chvili existuje Siroka Skala relativné novych antileukemik a rozsifuje se
1 spektrum jejich indikaci u dalSich forem rakoviny. Impuls pro vyvoj dalSich novych
antileukemik vzeSel zrostouci rezistence ¢i intolerance u pacienti s CML Ié¢enych
imatinibem jako lékem prvni volby. Do druhé linie antileukemik fadime napf. bosutinib
(inhibice Abl a Src proteinu) [23], dasatinib [24], poskytujici pozitivni vysledky kromé terapie
CML i v preklinickych testech u rakoviny prsu (inhibice Src proteinu) [25], erlotinib (inhibice
EGRF) pro 1éébu nemalobunééného karcinomu plic [26], pazopanib pro 1é¢bu renalniho
karcinomu (RCC) [27] a vatalanib (inhibice KIT, PDGFR a VEGFR-1, VEGFR-2 a VEGFR-
3) pro 1écbu malignich gastrointestindlnich stromdalnich nadord (GIST) [28]. Jelikoz
predmétem mé disertace je stanoveni nizkomolekularnich latek, budu se v nasledujici kapitole
zabyvat stanovenim TKI v riznych télesnych tekutinach. Déle s ohledem na to, Ze imatinib je
nejvice zkouman napfi¢ vSemi studiemi, budu se zabyvat detailnim stanovenim pouze u ného

a stanoveni ostatnich 1¢¢iv zminim pouze okrajové.



2.2.2.1.1 Imatinib

rrrrr

aznamy pod obchodnim nazvem Gleevec ve Spojenych statech americkych a Glivec
v ostatnich zemich [29], byl schvalen americkym Utadem pro kontrolu potravin a 1é&iv (FDA)
v roce 2001 pro lécbu CML [30] a GIST [31] v roce 2002 jako prvni molekularné cileny 1ék
v 1écbé nadorového onemocnéni. DalSi informace o ném nasvédCuji, ze jim lze léCit
1 nefrogenni systémové fibrozy [32]. Jak jiz bylo zminéno dfive, jedna se o selektivni
inhibitor proteinovych tyrosinkindz. Inhibuje bunéény ABL, v-ABL, ABL-BCR [33], ARG,
PDGF-R, a, f a c-KIT [34]. Je podavan ordln¢ ve standardni ddvce 400 mg/den.
Metabolismus imatinibu v jatrech je zprostfedkovan systémem nékolika izoenzymi
cytochromu P450. VétSina imatinibu je vyloucena v podobé metabolitl, jen 25 % odchazi
z téla v plivodni podobé. Hlavni aktivni metabolit imatinibu je N - demethylovany derivat
piperazinu (obrazek 4B), ktery je stejné hojné studovan jako imatinib. Polocas zadrZeni

v organismu se u obou pohybuje mezi 18 — 40 hod. [35].

A CHy B H
CHs [N] CHs [Nj
M M
HMN HN
a o]
.CH;3SO3H .CH5SO;3H

Obrazek 4: Struktury (A) imatinib mesylat, (B) N - demethylovany derivat piperazinu
(metabolit), upraveno [35 ].

2.2.2.2 Stanoveni imatinibu v realném vzorku

Je nasnad¢, ze od doby objeveni imatinibu, uz vyslo nespocetné mnozstvi studii
zabyvajicich se kromé detailniho popisu mechanismu ucinku Iéku, jeho vlivu na lidsky
organismus, rezistenci a intoleranci lidského organismu na jeho terapeutické nasazeni, rovnéz
jeho stanovenim v biologickych vzorcich. Pro stanoveni plazmatickych ¢i intraceluldrnich
hladin bioanalytickymi metodami se vyuziva vSestrannosti rtiznych instrumentalnich technik

pritomnych v béznych klinickych laboratotich.



2.2.2.2.1 Elektromigra¢ni techniky

Stanoveni imatinibu spolu sjeho hlavnim metabolitem pomoci kapilarni zénové
elektroforézy (CZE) v lidské moci popsali Rodriguez a kol [36]. Separace pomoci CZE
probihala v nepokryté kiemenné kapilare v kyselém prostiedi fosfatového pufru o koncentraci
100 mmol/l titrovanym triethanolaminem na poZzadované pH 2,0 pfi obracené polarité.
Metoda poskytla mez detekce (LOD) 0,1 mg/l. Vzorky moce nebyly nijak slozit€¢ upravovany.
Pted kazdou analyzou byly vzorky fedény pouze deionizovanou vodou v poméru 1:1 (v/v).
Stejni autofi publikovali vysledky kapilarni elektroforézy v nevodném prostiedi (NACE), kdy
se elektrolyt rozpusti v organickém rozpoustédle ¢i smési nékolika rozpoustédel. Nevodné
prostiedi v sobé ukryva zcela jiné chemicko — fyzikalni vlastnosti (viskozita, permitivita,
polarita atd.), coz se odrazi i ve zcela jinych podminkéach pro stanoveni a objeveni dalSich
vlastnosti studované¢ho vzorku. Mimo jiné vyhody, jakymi jsou vysoka ucinnost ¢i rozliSent,
dojde krozsiteni vyuziti metody pro hydrofobni latky, které jsou obtizné stanovitelné
ve vodném prostfedi. Imatinib spolu sjeho hlavnim metabolitem byl stanoven v pufru
obsahujicim 12 mmol/l octan amonny a 87,6 mmol/l kyselinu octovou v prostiedi methanol -
acetonitril v poméru 80:20 (v/v) pii 20kV svyrazné niz§imi LOD (24 png/l), lepSim
rozliSenim mezi imatinibem a jeho metabolity a Zddnym vlivem matrice v porovnani s CZE.
Vzorky moce byly pied analyzou upraveny pomoci extrakce na pevné fazi (SPE) s pouzitim
nepolarni staciondrni faze - kolony C;g [37]. Imatinib byl stanoven pomoci CE i v krevni
plazmé. Plazma, ktera jiz obsahovala antikoagulant (heparin), byla po zalkalizovani NaOH
podrobena extrakci kapalina - kapalina do methyl-zerc-butyl etheru (TMBE). Ke stanoveni
byl pouzit 50 mmol/l pufr fosfat/NaOH pH 2,5 [38].

2.2.2.2.2 Separacni techniky

V klinické praxi pro lepsi citlivost a reprodukovatelnost analyz oproti CE dominuje
vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) ve spojeni s UV detekci [39 — 41], s deteketi
diodového pole (DAD) [42], fluorescencni detekci [43] ¢i hmotnostni detekci obvykle
v tandemovém uspotradani (HPLC-MS/MS) [44, 45]. Vzhledem k chemické povaze imatinibu
se v drtivé vétSin€ studii jednd o reverzni systém s polarni mobilni fazi tvofenou kyselym
pufrem a methanolem/acetonitrilem. Jako nepolarni stacionarni faze je Casto
uzivana kolona C;g. Iontovymi zdroji ve spojeni s HPLC jsou v béznych sestavach chemicka
ionizace za atmosférického tlaku (APCI) nebo elektrosprej (ESI). Ionizace probiha

v pozitivnim modu a fragmenty jsou pozorovany v rezimu sledovanych vybranych piechodt.
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Kvantifikace je pak provadéna bud’ s pomoci interniho standardu (napi. chinoxalin nebo
klozapin) & spomoci izotopi. Upravu vzorku plazmy pred analyzou lze zprostiedkovat
pomoci extrakce na pevné fazi (SPE) uzitim kolony C,s [46] nebo polo-automatizovanou SPE
za pouziti 96-jamkové desticky, coz bylo v literatufe popsano pii stanoveni v opici [47]
a lidské plazmé za uziti srazeni proteinli acetonitrilem [48]. V ramci potieb stale rychlejSich
a efektivnéjSich analyz publikovali Micova akol. srovnani prutokové injekéni analyzy a
HPLC-MS/MS na kolon¢ naplnéné casteCkami v faddech pm, dovolujici diky svému velkému
povrchu rychlou separaci pii vysoké uc€innosti. Jimi vyvinutou FIA metodou byla
dosazena vysoka rychlost analyz (az 80 analyz/hod) [49]. Stejni autofi osvétluji stanoveni
metabolith u vzorkd pacienti 1éCenych imatinibem pomoci hmotnostni spektrometrie
s vysokym rozliSenim ve spojeni s kapalinovou chromatografii (LC-HRMS), kdy detekovali
24 novych strukturdlné neocekdvanych metabolitli. Nékteré z nich obsahovaly atomy siry, coz
korelovalo s navrhovanymi adukty cysteinu a cystinu. Detekce dalSich metabolitd siry
odvozenych miize byt nadpomocna v dalSich studiich popisu mechanismu hepatotoxicity ¢i
nefrotoxicity u Clovéka. Metoda byla piedstavena na pfistroji Ultimate 3000 Dionex ve
spojeni s Orbitrapem. Mobilni faze s gradientovou eluci obsahovala smés 10 mM mravencanu
amonného o pH 4 a acetonitrilu [50]. Klawitter a kol. vyvinuli metodu na stanoveni imatinibu
ve vzorcich plné lidské krve a v leukemickych burikdch v kombinaci s poloautomatickym
obohacenim vzorku, které zahrnuje srazeni proteinii jako jediny manualni krok. V tomto
provedeni byly supernatanty po precipitaci naneseny na extrakéni kolonu a promyvéany pfi
vysokém pratoku mobilni fazi (methanol/kyselina mravenéi v poméru 8:2, v/v) 5 ml/min po
dobu 1 minuty [51]. Jiné HPLC metody stanovuji za podobnych experimentalnich podminek
imatinib v mozkomiSnim moku [52], lidskych nddorovych tkénich [53], mySi plazmé
atkénich (jatra, mozek, ledviny, slezina, zaludek a srdce), [54] akrali¢ich tkanich (jatra

a srdce) [55].

2.2.2.2.3 FElektroanalytické techniky

Imatinib byl studovan a stanovovan i elektroanalytickymi metodami a vyvinuté
metody byly pro ovéteni aplikovany na vzorky moce a krve. Voltametrické chovani imatinibu
a jeho metabolitu popsali Rodriguez a kol. square wave voltametrii a adsorptivni rozpoustéci
square wave voltametrii (SWAdSV). Pfi studiu elektrochemického chovani vyuzivaji silnou
adsorpci imatinibu ijeho metabolitu na staciondrni rtutovou elektrodu. Lepsi citlivost

poskytla SWAASV s visici rtutovou kapkovou elektrodou (HMDE). Oxida¢ni mechanismus
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imatinibu byl objasnén cyklickou voltametrii. Vyvinutou metodu aplikovali na redlné vzorky
moc¢i pacienti s CML [56]. Hammam akol. studovali elektrochemicky mechanismus
imatinibu v Britton - Robinsonové pufru (B - R) vrozmezi pH 2 az 11 pomoci cyklické
voltametrie s HMDE, kdy se na voltamogramu ukéazal jeden nevratny katodicky pik
zpisobeny moZnou redukci ketonové skupiny ve struktufe molekuly. Silnou adsorpci
na povrch elektrody vykazoval imatinib zejména v rozmezi pH 6 az 7, ¢ehoz bylo vyuZito pro
optimalizaci SWAdSV. Vyvinutou katodickou SWAdSV metodu nasledné uspésné aplikovali
na vzorky lidského séra s pfidavkem standardu imatinibu [57]. Tendence eliminovat uZziti
toxickych latek vedla ke studii adsorpce imatinibu a jeho metabolitu na skelnou uhlikovou
elektrodu, kde oxidacni produkt imatinibu vytvaii kompaktni monovrstvu na povrchu
elektrody, ktera dale zabrarniuje oxidaci imatinibu [58]. Borem dopovany diamant uzili Bricht
a kol. ve své studii pomoci diferen¢ni pulzni voltametrie, kde imatinib poskytl anodicky pik
v B — R pufru. Nésledné metodu aplikovali na vzorky lidské moc¢i po pifidavku standardu
imatinibu [59]. Mezi dalsi kovové elektrody, na nichz byla oxida¢ni degradace imatinibu
studovana patii napf. titanova, platinova ¢i cinova elektroda [60]. Imatinib byl stanoven
1 pomoci uhlikovych mikroelektrod s elektrochemickou tpravou povrchu nanokompozity. Pro
vyrobu senzoru bylo vyuzito poly(amidoamin) dendrimeri (PAMAM), které byly
adsorbované na redukovaném oxidu grafenu. Dendrimery jsou znamé pro svij velky vnitini
povrch avelké mnozstvi funkénich skupin nasvém povrchu. Nanokompozit byl
nejprve ulozen na povrch grafitové tuzkové elektrody, ato celé bylo poté opatrné vlozeno

do dutého vldkna pomoci nosice v podob¢ iontové kapaliny [61].

2.2.2.2.4 Dalsi techniky

Dalsi moznosti stanoveni imatinibu je vyuziti fenoménu kvantovych tecek (CDs).
Jedine¢nost CDs spociva v jejich enormnich fluorescenc¢nich vlastnostech. Yan a kol.
ptedstavili fluorescencni metodu pro stanoveni imatinibu zalozenou na kvantovych teckach
jako fluorescenénich znackéach na bazi biomasy. Popsali jejich rychlou a jednoduchou syntézu
s pouzitim Skrobu jako prekurzoru a vyvinutou fluorescenéni metodu po optimalizaci
podminek (koncentrace CDs, pH, teplota, reak¢ni kinetika) aplikovali na detekci imatinibu
pridanim standardu do roztoku téchto nanocastic [62].

Stanoveni imatinibu 1lze feSit 1imunochemickymi metodami. Je napiiklad
popsana vysoce specifickd sendvicovd enzymova imunoanalyza (ELISA) pro stanoveni

imatinibu s pouzitim dvou novych protiladtek imatinibu [63].
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2.2.2.3 Jednotliva stanoveni dalSich TKI v realném vzorku

Vzhledem k tomu, Ze vyvoj novych TKI postupuje stale kuptedu, 1k tomu, Ze maji
podobné struktury, neni velkym problémem vyvinuti metod na stanoveni dalSich jednotlivych
1é¢iv v biologickych vzorcich. Piehled stanoveni ,,novych* protinadorovych 1é¢iv objevenych
po imatinibu shrnuje Tabulka I, vyjma cenartinibu, ktery je doposud ve fazi preklinického

testovani. Vybér 1€¢iv je v souladu s néplni experimentalni ¢asti disertace.

Tabulka 1: Prehled stanoveni nékterych dalSich ,novych®* protinadorovych 1é¢iv

v biologickych vzorcich.

Lécivo Metoda Biologicky Citace
(obchodni nazev) vzorek
bosutinib (Bosulif) | UHPLC- MS/MS krali¢i plazma [64]
dasatinib 1 CV, DPV.SWV lidské sérum, kralici [65]
asatinib (Sprycel) HPLC-FLD plazma [66]

lidska plazma,

erlotinib (Tarceva) HPLC-MS/MS plicni nadorova tki [67]
. mysi plazma,

pazopanib HPLC-MS/MS mozkova tkam [68]

vatalanib HPLC-MS/MS lidska plazma [69]

2.2.2.1 Simultanni stanoveni TKI v realném vzorku

Uziti kombinace riznych TKI mtize zkvalitnit 1é¢bu nadorovych onemocnéni, a tudiz
se existence bioanalytické metody pro simultanni stanoveni riznych TKI v klinické praxi
muze ukézat jako prospéSny nastroj pro sledovani plazmatickych koncentraci jednotlivych
1éki béhem 1écby, aby nedoSlo ke ztraté¢ 1écebné odpovédi. Dsiadosz akol. popsali

validovanou metodu na stanoveni sedmi IéCiv (vatalanib, bosutinib, canertinib, tandutinib,
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pazopanib, dasatinib — interni standard a erlotinib) v lidském séru, zaloZenou na rychlé
a jednoduché extrakci kapalina-kapalina (hexan:ethylacetdit) pomoci HPLC-DAD [70].
S ohledem na vySe zminény vyskyt pokrocilejSich technik HPLC-MS ¢ HPLC- MS/MS
v klinickych stanovenich je nejvétsi pozornost pfi vyvoji novych metod vénovéana témto
technikdm. Francia a kol. pfedstavili metodu pro plazmatické stanoveni imatinibu, dasatinibu
a nilotinibu na reverznich fazich s gradientovou eluci s mobilni fazi ve sloZeni acetonitril :
voda s piidavkem 0,05 % kyseliny mravenci. Analyza pomoci HPLC/MS trvala kolem 20
minut. Mez stanovitelnosti (LOQ) byla pro imatinib 78,1 ng/ml a pro dasatinib a nilotinib
62,5 ng/ml [71]. D"Avolio a kol. stanovili stejnou trojici 1é¢iv v mononuklearnich burikéach
z periferni krve. Stanoveni intracelularni hladiny 1é¢iva je stejné dilezité jako jejich
plazmatické stanoveni. V piipad¢, ze by 1€k ucinné nevstoupil do bunék, dojde k vyraznému
snizeni 1écebné odpovédi. Bunky byly izolovany z odebrané krve pacienti (10 — 14 ml)
pomoci centrifugace v hustotnim gradientu na komeréni vrstvé ,,Lymphoprep®. Stejné¢ jako
Francia akol. vyuzili interni standard chinoxalin a obdobné sloZzeni mobilni faze. Mez
stanovitelnosti pro vSechny léky byla 0,25 ng/ml [72]. Stanoveni gefitinibu, erlotinibu,
sunitinibu a sorafenibu je omezené jejich nedostatecnou piitomnosti chromofori
ve strukturach a tim padem nedostatecnou citlivosti jejich UV detekce. HPLC-MS/MS jako
jedna z méala pak muze byt pouzita pro jejich farmakokinetické stanoveni pii nizkych
koncentracich. Extrakce vzorkl krve (plazma, sérum aplna krev) byla provedena pomoci
jednoduché techniky precipitace proteinli acetonitrilem [73]. Alavi-Tabari a kol. vyuzili pro
elektrochemické stanoveni dasatinibu a doxorubicinu modifikovanou uhlikovou elektrodu
nanocasticemi oxidu zine¢natého a iontové kapaliny [74]. Jako prvni stanovili Haouala a kol.
imatinib a pét dalSich antileukemik (nilotinib, dasatinib, sunitinib, sorafenib a lapatinib)
ve vzorcich plazmy [75]. Dalsi studie stejnou metodou stanovuje Sest 1éCiv (erlotinib,
imatinib, lapatinib, nilotinib, sorafenib, sunitinib) [76] v lidské plazmé, zatimco jinad studie
téchto Sest 1€Civ (imatinib, sunitinib, nilotinib, dasatinib, pazopanib, regorafenib) spolu
s dvéma aktivnimi metabolity (N - demethylovany imatinib a N - desethylovany sunitinib
[77]. Nejveétsi pocet, coz je 17 TKI a dva metabolity stanovuji v lidské plazmé Merienne
a kol. [78]. Jednim z trendl v posledni dob¢ je ultra vysokoucinna kapalinovd chromatografie
(UHPLC), ktera nabizi extrémné rychlé analyzy oproti konvenéni HPLC. UHPLC-MS/MS
ptedstavili Zeng a kol. na stanoveni tfi TKI (imatinib, dasatinib a nilotinib) v plazmé [79],
zatimco Bouchet a kol popsali vyvinuti analytické metody na stanoveni deviti TKI v plazmé
za uziti SPE [80], ktera snizuje matricovy efekt ¢asto se vyskytujici pii precipitaci proteind.

Ten je jednim z kli¢ovych omezeni pti uziti MS.
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2.3 Nanocastice

Nanomateridly zaznamenaly v poslednich letech ,boom* diky svym fyzikalnim
a chemickym vlastnostem, které jsou zavislé zejména na velikosti a které jsou odlisné od
materidlu napt. v fddech cm, ale také postupné i diky jejich uplatnitelnosti v komercni sfére
pro vzrustajici aplikac¢ni potencial. V této oblasti se studuji vSechny materidly vymezené
vrozmezi 1 — 100 nm [81]. Tyto materidly disponuji unikdtnimi magnetickymi, optickymi,
elektrickymi a katalytickymi vlastnostmi, které odrazi jejich struktura. Nanocéastice mohou
byt riznych druhti, podle materialu z jakého jsou vyhotoveny napt. uhlikové [82], magnetické
[83], organické [84], kovové [85] apod. Pro moji praci jsou diilezité zlaté nanocastice, které

byvaji na svém povrchu nejcastéji stabilizovany citratovymi anionty.

2.3.1 Nanocastice v mediciné

V soucasné dob¢ se aplikace nanocéstic staly velice popularni. Tabulka II podava

piehled vyuziti riiznych druhi nanocastic v soucasné medicing.

Tabulka II: Piehled aplikaci riznych druhti nanoc¢éstic v medicing.

Druh nanodastic Aplikace Citace
Magnetické nanocastice. | Cileny transport 1é¢iv [83]
liposomy, dendrimery, Cileny monitoring
[84]
NPs polymery
Keramické nanocastice Tkanové inzenyrstvi [86]
Nanocastice oxidu Kontrastni latky pro 87]
(zejména oxidy zeleza) MRI

Prislibem ,,riizové budoucnosti mize byt napft. ,,nanorobot™ — hypotetické zatizeni schopné
pracovat na molekuldrni Girovni (manipulovat jednotlivymi molekulami ¢i pohybovat jejich

svazky) a pozménit chirurgii v méné invazni metodu [88].
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2.3.2 Stanoveni (malych) anorganickych iontii pomoci CE

V ptipad¢ stanoveni malych, obvykle anorganickych ionti (kationti a aniontil) je
iontova chromatografie (IC) metodou prvni volby. Piesto kapilarni elektroforéza ukazala
komplementarnost diky podobné selektivité, navic nabidla vyhody v lepsi separa¢ni G¢innosti,
kratSi dobé analyzy a nizké spotfebé vzorku a vSech ostatnich chemikalii béhem analyzy. Jako
prvni publikovali stanoveni malych iontli pomoci CE Jandik a kol. pod ndzvem kapilarni
iontova elektroforéza (CIE) v roce 1991 [89] a firma Waters pod obchodnim nazvem kapilarni
iontova analyza (CIA) v témzZe roce [90]. VétSina publikaci zamé&fuje svoji pozornost na vyber
vhodného elektrolytu, ktery =zasadné ovliviiuje selektivitu separace. Stanovujeme-li
anorganické ionty pomoci CE, musime brat v potaz otdzku nepiimé UV detekce a modifikace

elektroosmotického toku (EOF).

2.3.2.1 Neprima UV detekce

Chceme-li nejbéznéjsim UV/VIS detektorem ziskat signdl u analytl, které nemaji ve
své molekule vhodny chromofor (funk¢ni uskupeni atomt které poskytuje charakteristickou
absorbci v oblasti UV zafeni), pak jednou z moznosti, jestlize nebudeme uvazovat derivatizaci
analytli, je neptfimd UV detekce. Principem je pfidavek iontu oznacovaného jako proba ¢i
koion (ion s ndbojem stejného znaménka jako analyty), ktery UV zafeni absorbuje. Proba se
bud’ ptidava do elektrolytu, nebo ji mize byt sam elektrolyt jako tomu je napft. v pfipadé
chromanu. Jestlize mame v kapilare elektrolyt, ktery UV zafeni absorbuje, pak putujici zony
pro opticky detektor ptedstavuji zoény ziedéni a ptitomnost neabsorbujicich iont v detekéni
cele, se nasledné projevi poklesem signdlu, ktery na vysledném elektroferogramu poskytne
negativni piky [91]. Detekci si lze zjednodusSené vysvétlit vyménou UV absorbujiciho
iontu/iontll za ionty analytu. Klicovym pro ziskani nejlepSich vysledkl separace je zvazeni
znaménka a elektroforetické mobility absorbujicich iontd [91, 92]. V ptipad¢ velice odlisnych
elektroforetickych mobilit mezi probou a analytem maji vrcholy piku tendenci ,,frontovat™
(analyty migruji rychleji nez proba) nebo ,,chvostovat® (analyty migruji pomaleji nez proba),
coz zhorSuje ucinnost separace, potazmo selektivitu irozliSeni [93]. Citlivost detekce je
rovnéz ur¢ena moldrnim absorpénim koeficientem proby a dale tzv. pfenosovym pomérem
[94]. Tyto dva faktory miizou byt ovSem kontroverzni v piipad€, kdyz malé ionty maji
vysokou mobilitu. Silné absorbujici proby jsou vétSinou vysokomolekularni latky s nizkou

mobilitou, coz vede k nizkému pfenosovému poméru a vysoké elektrodisperzi. Z vyse
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popsaného vyplyva, Ze optimalni systém pro stanoveni malych iontl jako jsou napf. aminy je
nizkomolekularni proba sjednim néabojem, vysokou mobilitou a vysokym molarnim
absorp¢nim koeficientem [95].

Nespocetné mnozstvi studii nepiimé UV detekce iontl se detailnéji zabyva problémem
optimalizace separace a citlivosti detekce. Wang a Hartwick uvazovali pro lepsi symetrii pika
a zvySeni selektivy pii neptimé UV detekcei o pouziti binarniho systému (2 kyseliny a 1 baze).
Ukazali teoreticky i prakticky model, kde mobilita analytu se nachazi mezi mobilitou prob
[96]. Dobble a Haddad pokracovali v této teorii na modelu stanoveni anorganickych
a organickych iontll (smési 15 rtznych iontl) v elektrolytech, které obsahovali multisystém
prob (2 - 3 proby) a hledali nejoptimalnéjsi slozeni elektrolytu versus nejlepsi podminky
separace. Opét dosli k zavéru, ze analyt posunuje probu s nejpodobnéjsi mobilitou a vyhradné
vytlacuje probu se stejnou mobilitou. Empiricky odvodili jednoduchy vztah mobility
interferujicich systémovych pikii v elektrolytu obsahujiciho 2 proby vypocitdnim mobility

a prislusné koncentrace koiontu kazdého z nich [97].

2.3.2.1.1 Ovlivnéni selektivity separace

Jak je znamo, v CE Ize selektivitu ovlivnit 1ipfidavkem aditiv, coz ovlivni
elektroosmoticky tok (EOF) zménou zeta potenciélu, viskozity a permitivity prostredi. Salimi-
Moosavi a Cassidy studovali efekt ptidavku methanolu a dimethylformamidu na separaci
anorganickych iontii a zaznamenali zmény migracniho potadi vzhledem k systému bez
pridavku aditiv [98]. Diress a Lucy studovali v rdmci optimalizace elektrolytového systému
pro separaci Sesti aniontli koncentraci a pH elektrolytu a poté vliv methanolu. Po ptidavku 30
% methanolu zaznamenali snizeni doby separace pod 2, 5 min., ¢imz se potvrdilo, Ze pridavek
organickych aditiv mad vliv nejen na selektivitu, ale téz urychluje analyzu [99]. Vliv
organickych aditiv na stanoveni aniontt (chloridy, dusi¢nany a sirany) v fi¢ni vod¢ studovali
Yang akol. vzékladnim elektrolytu obsahujicim boratovy pufr s pfidavkem chromanu
a CTAB. Piidavek 10 % methanolu ovlivnil migraéni poradi SO4”aNO>. Ionty SO4*
migrovaly aZ zaionty Cl'a NO anerusily tak stanoveni t&chto iontii v piipadd své vyssi
koncentrace [100]. Chroman sodny se stal jednim z nejobvyklejSich koiontd diky své vhodné
mobilité a vysokému absorpcnimu koeficientu, ale presto skytd omezeni ve své nizké pufracni
kapacité. Dobble a kol. studovali pufracni kapacitu po pfidani vhodného protiiontu v podobé
baze. Rozpustény oxid chromity byl titrovan bazi tris(hydroxymethyl)-aminomethanem

(TRIS, pKa = 8,5) a diethanolaminem (DEA, pKa = 9,2) napH blizko disociacnim
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konstantdm bazi. Tyto elektrolyty poskytly leps§i opakovatelnost migracnich casti analyti,
stejné tak opakovatelnost velikosti ploch analyti. [101]. Jinymi alternativami popsanymi
v mnoha studiich jsou aromatické karboxylové kyseliny jmenovité pyromelitova [102] 2,6-
naftalendikarboxylova [103], benzoova, ftalova, [104] a 5-sulfosalicylova [105].

Druhou otdzkou v pifipadé stanoveni anorganickych aniontd je ovlivnéni EOF.
V nepokryté kapilaie anionty migruji stejnou rychlosti, ale v opacném sméru, nez se pohybuje
EOF ajeho obraceni je tak nezbytné pro optimalizaci doby analyzy (vyrazné redukuje Cas
analyzy) azlepSeni selektivity. Obraceni EOF lze docilit modifikaci stény kapilary tzv.
dynamickym pokrytim pomoci modifikatori EOF pfidavanych do elektrolytu. Separace
anionti pak probihd v médu EOF smétujiciho k anod¢ a obracené polarité. K dynamickému
pokryti kapilary se pouzivaji napt. povrchové aktivni latky (PAL). Dochazi v podstaté
k nastoleni dynamické rovnovahy mezi povrchem kapilary a PAL. Mira sniZeni ¢i obraceni
EOF zavisi na koncentraci pfidané PAL. Aby doslo k obraceni EOF, musi koncentrace PAL
v elektrolytu prekrocit kritickou miceldrni koncentraci (CMC) [106]. Jako modifikatory pro
nepfimou UV detekci anionti jsou obvykle uzivany dlouhé alkylové fetézce povrchove
aktivnich latek, napf. hexadecyltrimethylammonium bromid (CTAB),
tetradecyltrimethylammonium bromid (TTAB) apod. [106, 107] S ohledem na rychlost EOF
apotazmo migratni cas analyti je pro reprodukovatelnost dilezité pravé ustanoveni
dynamické rovnovahy mezi volnym modifikdtorem a absorbovanym modifikatorem
na povrchu kapildry. Za Gcelem udrzeni této rovnovahy byly studovany rizné metody
ustaveni podminek pied analyzou prostfednictvim promyti kapilary zasadou, pufrem nebo
kyselinou. Ehmann a kol. prokazali, ze proplach kyselinou misto proplachu pufrem pted
analyzou ma signifikantni vliv na reprodukovatelnost migracnich Casii analytii, zejména pfi
uziti CTAB [108]. Stanoveni anorganickych iontl v systému 3 mM K,CrO4 jako UV
absorbujici slozkou elektrolytu, 30 uM CTAB a 3 mM kyselin€ borité pii pH 8,0 bylo pouzito
ve vzorcich tekoucich a povrchovych vod, kde bylo separovano a stanoveno 13 iont [109].
Jiné studie popisuji uziti chromanového elektrolytu pro stanoveni iontli ve vzorcich pitné,
odpadni a podzemni vody [110], mo¢i [111] ¢i pfi zpracovani bauxitu Bayerovym procesem
[112, 113]. Je znamo, Ze vybusniny obsahuji charakteristické organické a anorganické slozky.
Sarazin a kol. vyuzili tohoto faktu a predstavili simultanni stanoveni 10 aniontli na redlném
vzorku pred- a povybuchovych rezidui v systému oxidu chromitého, chromanu sodného a
TRIS (pH = 8,2) uzitim CE. Metoda muze poslouzit ik identifikaci vybusSnin v pfirodnim
prostiedi [114]. Geiser vyvinuli metodu na stanoveni disifi¢itanu a jeho oxida¢niho produktu

ve farmaceutickych substancich, kdy pouzili pyromelitova kyselinu jako UV absorbujici
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slozku a TTAB jako modifikator EOF [115]. Stanovenim stabilizatorti (kaprylat sodny a N-
acetyltryptofan) a zbytkl citratu jako vedlejSich produktu frakcionace v roztocich lidského
albuminu pomoci nepiimé UV detekce se zabyvala Jaworska akol. Nejlepsi podminky

separace poskytl elektrolyt obsahujici mono- nebo dikarboxylové kyseliny [116].
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2.4 Alloxan

Alloxan je spojovan s diabetem jiz fadu let [117, 118]. Prvni informace sahaji do roku
1818, kdy tato organicka latka byla prvné izolovana Brugnatellim, ale jméno alloxan ji bylo
pridéleno o 20 let pozdéji Wohlerem a Liebigem [119], kteti popsali syntézu pyrimidinového
derivatu oxidaci kyseliny mocové. O mnoho let pozdé€ji, az v roce 1943, se alloxan postupné
stal vyznamnou latkou ve vyzkumu diabetu. Dunn a kol. prvné zpozorovali jeho toxicky
ucinek na specifické pankreatické B-buriky u zvitat [120], nacez po jejich selektivni destrukci
ustava sekrece inzulinu az k jeho uplnému deficitu a rozvoji stavu odpovidajicimu diabetes
mellitus 1. typu ulidi. Od té doby je popsan a znam experimentélni stav diabetes mellitus
u zvitat nazyvany ,,alloxanovy diabetes* [121]. Nasledné studie poukézaly, ze tento diabetes
lze vyvolat kromé kralikli i u dalSich zvitat (mysi, krysy, opice, kocky ¢i psa) [123, 124].
Alloxan je experimentdlnim zvifatim podavam peroralnim zplisobem, intraperitonealné,
intraven6zné ¢i subkutanné. Pozadovana efektivni davka pro vyvolani stavu diabetu musi
zohlednit druh zvifete, stav jeho vyzivy a také zplisob podavani [125]. Potiebnd intravendzni
davka k vyvolani diabetu u potkand se udavd 65 mg/kg t. hm. (télesné hmotnosti) [126].
V ptipadé, Ze alloxan je podavan intraperitonealné ¢i subkutdnné, je potieba pro efektivni
ucinek zvysit davku na trojnasobek hodnoty. Katsumata a kol. potvrdili, ze davka pod 150
mg/kg t. hm. u potkanti se jevi jako nedostatecnd pro vyvolani diabetického stavu [127]. Jind
studie udava, Ze pfi intraperitonedlnim podani je nejvice efektivni ddvka v rozmezi 170 — 200
kg/mg t. hm. [128]. Experimentalné bylo déle zjisténo, Ze vyhladovéla zvitata snaz podléhaji
ucinkim, zatimco zvysSena hladina glukdézy v krvi jim poskytuje ¢asteCnou ochranu [129].
Z vyse uvedeného vyplyva, Ze vytvofit jasny vztah mezi podanou dévkou alloxanu a jeho
koncentraci v pankreatu, kterd vyvold morfologické a funkéni zmény tkéané€, je prakticky
nemozné. Zajimavosti navic je, ze lidska tkan pankreatu, je na rozdil od tkdn¢ pankreatu
potkanli a my$i vac¢i alloxanu zna¢né rezistentni, coz mulze byt zpisobeno odliSnymi
mechanismy absorpce glukozy [130]. ,,Alloxanovy diabetes” vykazuje klasické znamky
diabetu jako u lidi — hyperglykémii, vyrazny tbytek hmotnosti, glykosurii (pfitomnost cukru
v moci), polydipsii (nadmérnou zizen), polyurii (Casté a vydatné moceni), ketonurii
(ptitomnost ketolatek) a acidézu (prekyseleni organizmu) [131]. I z tohoto divodu vyzkum
»alloxanového diabetu® pomohl porozuméni patologie a fyziologie pankreatickych B-bunék
objasnit diabetes mellitus 1. typu ulidi. Kromé indukce diabetu, byl prokézan také
karcinogenni u¢inek alloxanu u potkant a ryb. Dale mtze indukovat rakovinu adenohypofyzy

umysi [132]. V roce 1994 Mrozikiewicz a kol. publikovali pfedbéZznou studii dokumentujici
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zvySené hladiny alloxanu v krvi u nékterych détskych pacientl s diabetem I. typu, na zakladé
¢ehoz usuzuji, Ze mize existovat souvislost mezi zvySenou hladinou alloxanu v organismu
a mechanismem rozvoje inzulin-dependentniho diabetu u clov€ka. Ve své praci
spektrofotometricky stanovili fyziologické koncentrace alloxanu u zdravych jedincii kolem
2,20 pg/ml, coz je vSeobecné¢ povazovano za hodnotu nedostate¢nou pro indukci
morfologickych zmén pankreatu u ¢loveéka. Oproti tomu u détskych pacientl s diabetem 1.
typu byly v nékterych piipadech koncentrace alloxanu v krvi az na tirovni 30 — 40 pg/ml.
Neni pochyb, ze tato hodnota je jiz k vyvolani morfologickych zmén pankreatu dostate¢na
[133]. Pfestoze se jednd o mimoiddné zajimavé vysledky s dalekosdhlym potencidlnim
impaktem na studium etiologie diabetu, nebyly od té doby zvetejnény zddné dalsi navazujici

studie, ktery by se touto problematikou zabyvaly.

2.4.1 Alloxan z hlediska chemie

Z chemického hlediska je alloxan oxidovany pyrimidinovy derivat [(2,4,5,6-
tetraoxopyrimidin)] s pomérn€ jednoduchou strukturou (viz obrazek 5). Ve své molekule
obsahuje 4 silné akceptory protont a 2 silné donory protond, diky nimz muiize prechazet na
rizné tautomerni formy, o nichz se predpoklada, ze jsou zodpovédné za jeho biologickou

aktivitu [134].

O

X

HN NH

O O

Obrazek 5: Struktura alloxanu

Vyskytuje se v hydratované form¢ jako monohydrat ¢i tetrahydrat (obrazek 6), kdy
aktivni karbonylova skupina je hydratovana. Jak jiz publikovali ve své studii elektronovych
spekter alloxanu Patterson akol., alloxan je stabilni okolo pH 7,0 a nestabilnim se stava

v kyselém a zasaditém prostfedi. Hydratovana karbonylova skupina ma bazicky charakter

21



a bude se ionizovat v kyselém prostiedi (pKb < 1) oproti tomu karbamidova skupina je kysela
a bude se ionizovat v zasaditém prostiedi (pKa 7,2 — 10,0). Vzhledem k jeho nestabilité je
vhodné pfiipravovat roztoky v kyselém prosttedi (pH 3,0) a hodnoceni experimentalnich
vysledkt pti vy$§im pH musi tuto nestabilitu brat v potaz [135]. Richardson a Cannan pomoci
potenciometrickych metod zjistili polo¢as rozpadu alloxanu okolo 1 min pii pH 7,4 a teploté
30°C [136]. Vznikla kyselina alloxanova diabetické u¢inky uz nevykazuje [137]. Z logiky
veci stejny problém vyvstdva pii stanoveni alloxanu in vivo za fyziologickych podminek.
Pomoci jedné z nejcitlivéjSich spektrofotometrickych metod (fluorimetrie) byly v roce 1945
stanoveny koncentrace alloxanu v plazmé psi 1 lidské, tak v moci pod 0,02 mg/100 ml [138],
coz bylo povazovano za nedostacujici koncentraci pro jeho stanoveni. Na druhou stranu
z hlediska rozpustnosti se jedna opomérné dobfe rozpustnou latku. V protickych
rozpoustédlech dosahuje maximaélni rozpustnosti v methanolu, nejmensi v ethan-1,2-diolu.
V aprotickych rozpoustédlech je I1épe rozpustny v tetrahydrofuranu neZz v acetonu.

Rozpustnost byla stanovovana v teplotnim rozmezi od 293,15 do 323,15 K [139].

A) O H B O H

HO N HO N

HO N HO N
0/ H O/ H Mo

Obrazek 6: Hydratované formy alloxanu: (A) monohydrat; (B) tetrahydrat

2.4.2 Alloxan z hlediska biologie

Ovlivnéni procesu glykolyzy probiha mutaci genu ve specifickych pankreatickych
buiikéch. Jakozto strukturnimu analogu gluk6ézy mu nic nebrani ve vstupu pres glukézovy
transportér (GLUT 2) v cytoplazmatické membrané do cytosolu bunék pankreatickych
ostriivkd, a jeho akumulaci v nich [140]. Selektivné blokuje sekreci inzulinu inhibici enzymu

glukokinaza , ¢imz se zna¢n¢ snizi inzulinova sekrece B-bunék Langerhansovych ostrivkd.
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Mechanismus patofyziologického pusobeni alloxanu je v zasadé dvoji. Jednak
prostfednictvim inhibice glukokinazy (hexokinazy typ IV), nejcitlivéjsiho thiolového enzymu,
fosforylujiciho glukézu vsttebanou do buiiky, omezuje produkci ATP oxidativni fosforylaci
a nepiimo tak potlacuje ATP signal sekrece inzulinu [141, 142]. Za druhé indukuje tvorbu
reaktivnich forem kysliku (ROS) v pribéhu cyklické redoxni reakce sjeho redukénim
produktem kyselinou dialurovou [143]. Takto vzniklé volné radikaly kysliku jsou toxické pro
B-buniky a zptisobi jejich nekrozu. Lenzen piedklada navrh schématu, podle kterého probiha
soubor redoxnich cyklickych reakci mezi alloxanem a kyselinou dialurovou. Tvorbé ROS
pfedchazi redukce alloxanu na kyselinu dialurovou za ptitomnosti redukénich cinidel.
Vysokou afinitu k reakci s karbonylovou skupinou alloxanu vykazuji v buiikach thiolové
slouceniny, obsahujici ve své molekule sulfanylovou skupinu (redukovany glutathion GSH,
cystein a sulthydrolové skupiny vdzané na proteiny). V pifipadé glukokindzy, alloxan vaze dvé
SH skupiny v misté¢ vazby glukdzy senzymem za vzniku disulfidickych vazeb, ¢imz
inaktivuje enzym. Inhibice glukokinazy pierusi glykolyticky proces, potlac¢i fosforylaci
glukozy a generovani adenosintrifosfatu (ATP), v dasledku cehoz potlaci signal ATP
nezbytny k aktivaci enzymu. Postupné nartista defekt inzulinové sekrece [144, 145]. Jedna se
o velmi rychly proces, kinhibici dojde do jedné minuty od expozice alloxanu [146].
Glukokinaza tohoto typu neni piitomna jen v bunkach tkdné¢ pankreatu, rovnéz
v hepatocytech, které jsou viici ROS odolnéjsi a tak chranéné proti toxicité alloxanu [147]
[148]. Autooxidace kyseliny dialurové generuje dalsi formy ROS (superoxidové radikaly,
peroxid vodiku aptfi Fentonové reakci (za pfitomnosti zelezajako katalyzatoru) také
hydroxylové radikaly) [149, 150]. Dalsim faktorem hrajicim roli pfi diabetogennim plisobeni
alloxanu je porucha intracelularni homeostazy vapniku. Bylo zjiSténo, ze alloxan zvySuje
koncentraci Ca*" B-bungk Langerhansovych ostrivki [151]. Zjednodugené schéma je mozno

vidét na obrazku 7.
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Obrazek 7: Mechanismus alloxanem vyvolané tvorby reaktivnich forem kysliku v B -
burikach potkaniho pankreatu. GK, — glukokinaza aktivni, GK, — glukokinaza neaktivni, HA

- alloxanové radikaly, [Ca; ];— intracelularni koncentrace vapniku; upraveno [117].
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2.5 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforézu (CE) fadime mezi separacni elektromigracni techniky. Jako
kazda analytické technika 1 tato nabizi mnohé vyhody. Jmenovité: mala spotieba vzorku (pl -
nl) [152], mala spotieba rozpoustédel, vysokd separacni ucinnost (az miliony teoretickych
pater), rychlost analyzy a jednoduchost instrumentace. Nevyhodou CE je niz$i detekéni
citlivost v pfipad¢ spektrofotometrického detektoru vzhledem k malému priméru detekéni
cely. Citlivost CE metod lze zvysit pouzitim prekoncentracnich systému ¢i uzitim jiného
detektoru napt. fluorescen¢niho ¢i spojeni CE s hmotnostni spektrometrii. V literatuie lze
nalézt uziti CE metod pro stanoveni Siroké $kaly vzorki od malych molekul (napft. 1é¢iva),
pres nanocastice [153], mikroorganismy [154] aZz po makromolekuly (napt. proteiny ¢i velké
fragmenty DNA [155]) a Siroké Skale odvétvich jakymi jsou piedevsim farmaceutickd analyza
[156], potravinafska analyza [157] €1 environmentalni analyza [158]. Trend moderni doby
vede k rozvinuti miniaturizovanych systémil pro analyzu a dal rozvinout i tady mikrofluidice

(elektroforéza na Cipech) [159].

2.5.1 Teoretické aspekty kapilarni elektroforézy

2.5.1.1 Elektroforeticka pohyblivost

Separace probiha v kapilate o malém priméru v fadu desitek mikrometri na zaklade

rozdili v pohyblivostech (mobilitach) iontl v elektrickém poli. Elektroforetickd pohyblivost
(mobilita) pe charakterizuje rychlost iontu v elektrickém poli (migraci) o jednotkové intenzité

E a je charakteristickd pro kazdy ion. Jeji hodnoty uvazujeme konstantou pro dany ion pouze
za idedlnich podminek, tj. kdy je extrapolovana k nekone¢nému tedéni a mezi ionty

predpokladame uplnou disociaci latky (o = 1).

pe == (1)

Pod vlivem elektrického pole plisobi na nabité Castice sily dvojiho charakteru: odporova
(frik¢ni) sila Frdana Stokesovym zakonem, ktera pohyb iontu brzdi a elektricka sila Fe, ktera

ion naopak uvadi do pohybu
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Ff=-6nyrv (2)

Fe=qE 3)

kde 7 je dynamicka viskozita prostiedi, »je efektivni polomér iontu (v€etné solvata¢niho
obalu), v je rychlost pohybu daného iontu, E je intenzita vloZeného elektrického pole a g je
naboj daného iontu.

Nastane-li staciondrni stav, dojde k vyrovnani obou sil, a pro elektroforetickou

pohyblivost iontu pak 1ze odvodit nasledujici vztah:

q
e =
H 6mnr

4)
Je nutné pifihlédnout k faktu, ze velikost atvar Céastic se miize znacné liSit v dusledku
solvatace v daném kapalném prostfedi. AvSak pro teoretické vypocty se tato skutecnost
zjednoduSuje auvazuje se, ze ion ma kulovity tvar o efektivnim poloméru r. Z vyse
uvedeného vyplyva, Zze castice svelkym nabojem amalym polomérem budou mit
elektroforetickou mobilitu znan€ vétsi a projdou kapilarou rychleji, oproti ¢asticim, jejichz
naboj je maly, ale polomér je vétsi a budou mit mnohem mensi elektrolytickou pohyblivost
v daném prostiedi. Neutrdlni molekuly maji nulovou elektrolytickou pohyblivost, protoze
maji nulovou hodnotu naboje q. Rovnéz je znam vliv teploty na elektroforetickou mobilitu.
Viskozita prostfedi #je zavisla nateploté 7, takze miZeme predpokladat, ze s nardstem
teploty se bude elektroforeticka pohyblivost zvySovat, a tudiz 1ze o¢ekavat 1 vétsi pohyblivost
¢astic. V zéavéru lze podotknout, ze elektroforetickd pohyblivost neni zavisla na aplikovaném
elektrickém napéti na koncich kapilary.

V praxi se vSak elektroforetickd pohyblivost 1isi od experimentalné¢ zmétené a zavadi
se tzv. efektivni pohyblivost (hodnota byvad mensi), ktera zohledniuje vlastnosti zakladniho
elektrolytu (pH, iontova sila) a dalsi latky (napf. organicka rozpoustédla) piidavané do
elektrolytu [160 - 162].

Heff = & . U (5)
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2.5.1.2 Elektroosmoticky tok

Vliv elektroosmotického toku déva zavést dalsi veli¢iné tzv. zdanlivé elektroforetické
mobilité u,, kterd je vektorovym souctem elektroforetické mobility u., a elektroosmotické

mobility feor

Hav= Hept Ueof (6)

Elektroosmoticky tok je druhym diilezitym transportnim jevem v elektroforetickém systému,
ktery zprostfedkovava pohyb analyti v kapilafe. Jeho vznik je ptikladan piitomnosti

silanolovych skupin na vnitinim povrchu kiemenné kapildry, které jsou schopné disociace.

-Si-OH + H.O 2 -Si-O"+ H30"

V prostiedi kyselého pH nad 3 — 4 (pKa 3 — 5) jsou silanolové skupiny zdporné¢ nabité a jejich
naboj je vysycen naadsorbovanou vrstvou protiiontl ze zékladniho elektrolytu, ¢imZ vznika
na vnitinim povrchu kapilary elektricka dvojvrstva [163]. Tato elektricka dvojvrstva je
tvofena tzv. Sternovou vrstvou (nepohyblivou) a diftzni vrstvou (pohyblivou). Sternova
vrstva vznika bezprostiedné vedle nabitého vnitiniho povrchu kapildry s protiionty, které v ni
jsou nepohyblivé diky silnym elektrostatickym interakcim. Protiionty mimo Sternovu vrstvu
tvofi vrstvu difuzni. Zde jsou ionty vazany slabsi elektrostatickou interakci a mizou se pod
vlivem vloZeného elektrického pole pohybovat smérem ke katod€ a s sebou strhavat i okolni
prostiedi uvniti kapilary. Tento jev nazyvame elektroosmotickym tokem. Difizni vrstva je
charakterizovana zeta potencidlem {, ktery vznikd na rozhrani vrstev a lze si ho ptedstavit

jako elektrické rozhrani vrstvy [164] (obr. 8).

w

i i
| et
| 1
1 zeta potencial { :
—_— "
LA L | €
4 f i i
Fei e s 7
Negativné % ! !
nabita q I ; -
cfe €.6 € :
1 1

Rovina skluzu

Obrazek 8: Vznik elektrické dvojvrstvy na povrchu kapilary; upraveno [165].
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Rychlost elektroosmotického toku 1ze pak definovat vztahem:
Veof = [leof. E (7)

kde peof je jiz vySe zminéna elektroosmoticka mobilita a £ je intenzita elektrického pole

Elektroosmoticka pohyblivost (mobilita) je pak vyjadrena vztahem:
Heof = 1 ®)

kde € je relativni permitivita prostiedi,  je zeta potencial, 1 je dynamicka viskozita prostiedi.

Diky EOF miizeme stanovit pomoci CE béhem jedné analyzy kationty i anionty, kde
kationty budou diky svému zapornému néboji migrovat jako prvni a anionty budou nésledné
migrovat po nich. Mezi nimi se pohybuji neutralni latky, které vSak vSechny migruji stejnou
rychlosti, bez separace, z diivodu absence néboje. Jako hybnd sila CE muze ovlivnit dobu
analyzy i rozliSeni separace [166].

Je nasnadé, ze EOF lze ovlivnit faktory, které ovliviiuji disociaci. Na EOF ma
signifikantni vliv pH a iontova sila zédkladniho elektrolytu. ZvySenim iontové sily elektrolytu
dochazi ke stlaceni elektrické dvojvrstvy (ovliviiujeme zeta potencial), redukuje se EOF a to
obvykle vede k nartstu doby analyzy. EOF ovliviluje i ptfidavek organickych rozpoustédel do
zékladniho elektrolytu prostfednictvim zmény disociace a viskozity prostiedi [167]. NejCasteji
pouzivanymi jsou methanol a acetonitril [168].

V nékterych piipadech (eliminace adsorpce analyti na vnitini sténu kapildry) je na
mist¢ EOF zpomalit, potlacit ¢i dokonce zménit jeho smér. Jednou z nejcastéjsich moznosti
jak ovlivnit EOF je modifikace povrchu kapilary tzn. navazani urcitych skupin latek na vnitini
povrch kapilary. Bézné uzivané postupy zahrnuji ptidavek dal$i komponenty do zékladniho
elektrolytu (dynamické pokryti), trvalym navézadnim polymeru (kovalentni pokryti) ¢i
aplikace radidlniho elektrického pole. Dynamické pokryti 1ze provést uzitim nékterych amint
(napt. kadaverin, putrescin, spermidin), polymeri (napf. polybren, polyethylen oxid,
polydimethylakrylamid) ¢i povrchové aktivnich latek typu kationtovych tenzidi napi. CTAB
¢i DDAB, které dokazi EOF zpomalit, eventualné se vzristajici koncentraci az obratit [169].
Pomérné zndmou moznosti je semipermanentni pokryti kapildry uzitim nékolika vrstev tzn.

kde negativné nabity povrch kapildry je pokryt pozitivné€ nabitym polybrenem, poté negativné
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nabitym dextransulfatem, opét pozitivné nabitym polybrenem atd. Vytvofena vrstva je velmi

stabilni a umoznuje provést vice nez 100 analyz, aniz by doslo k jejimu znehodnoceni [170].

2.5.1.3 Techniky kapilarni elektroforézy

V ramci CE méame na vybér z nékolika riznych technik liSicich se svym uspofadanim
a mechanismem separace. Jmenovité kapilarni zonova elektroforéza (CZE), kapilarni gelova
elektroforéza (CGE), izotachoforéza (CITP), kapilarni izoelektricka fokusace (CIEF) a
micelarni elektrokinetickd chromatografie (MEKC). CZE je nejuZivanéjSim médem z nich.
Jedna se o pomérné jednoduchou techniku, kterd uzivéa zékladni elektrolyt a separace probiha
na zéklad¢ elektroforetickych mobilit jednotlivych analytd. Vyuziti nachdzi pro stanoveni
nabitych latek [171]. CGE se odliSuje tim, ze separace probiha v kapilaife naplnéné gelem a
molekuly jsou separovany na zakladé svych mobilit a velikosti skrz péry gelu. Tato technika
je vhodna pro separaci makromolekul napt. proteint [172]. CITP je charakteristickd pouzitim
diskontinualnich elektrolytdl — vedouci (obsahuje koion s nejvyssi mobilitou) a koncovy
elektrolyt (obsahuje koion s nejnizsi mobilitou). Béhem analyzy dochazi k separaci analytii
do uzkych vzajemné sousedicich zén podle klesajici elektroforetické pohyblivosti a je mozné
separovat pouze ionty jednoho znaménka [173]. V ptipadé CIEF je separace uskutecnéna
v pH gradientu vytvofeném uzitim smési amfolyth jako elektrolytu, kde separace latek je pak
na zaklad¢ rozdili v jejich izoelektrickém bodé pl [174]. MEKC (kombinace chromatografie
a elektroforézy) je posledni technikou, kde jsou do elektrolytu pfidany surfaktanty
v koncentraci dostate¢né pro vytvoreni micel a separace pak probiha na zaklad¢ rozdélovaci

rovnovahy analytu mezi vytvoienou pseudostacionarni fazi a vodnou fazi [175].
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3

CILE PRACE

Cile této prace Ize shrnout do tfi bodu:

1.

Vyvoj rychlé aufinné metody simultanni separace sedmi novych antileukemik
pomoci kapilarni zonové elektroforézy (CZE) s UV detekci a micelarni elektrokinetické
chromatografie (MEKC) zejména pro rychlou farmaceutickou kontrolu. Validace

metody. Test robustnosti.

Vyvoj rychlé ajednoduché metody pii stanoveni kyseliny citronové pomoci CZE
s nepfimou UV detekci. Analyza uvolnéného mnozZstvi kyseliny citronové ze vzorka

zlatych nanocastic po jejich umisténi do jinych pufrt. Validace metody.

. Vyvoj metody pro separaci alloxanu a jeho prekurzori pomoci CZE s UV detekei.

Stabilitni studie alloxanu a jeho produkti simulaci skladovani mouky v rtiznych

prostiedich pomoci pfimého nastiiku do hmotnostniho spektrometru.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Chemikalie

Komponenty = zékladnich  elektrolytti:  kyselina fosfore¢nd,  kyselina boritd,
kyselina ftalov4, hydroxid sodny, hydroxid amonny, kyselina octova, TRIS, DMSO, SDS,
CTAB, DDAB, PB, MOPS, kyselina trichloroctova, chlorid sodny, 1-propanol, acetonitril
byly zakoupeny od firmy Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). Methanol byl zakoupen od
firmy Merck (Darmstadt, Némecko). Standardy: bosutinib, dusi¢nan amonny, molybdenan
amonny, kyselina citronova, alloxan, kyselina barbiturova, kyselina mocova byly téz
zakoupeny od firmy Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). Standardy: imatinib, dasatinib,
pazopanib, erlotinib, canertinib a vatalanib byly zakoupeny od firmy LC Laboratories
(Woburn, USA). Zlaté nanoc¢astice (20 nm) stabilizované citratem byly taktéz zakoupeny od

firmy Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). VSechny pouzité chemikalie byly Cistoty p. a.

4.2 Instrumentace

Analyzy byly provadény na instrumentu kapilarni elektroforézy HP *°CE (Agilent
Technologies, Waldbronn, Germany) s detektorem s diodovym polem (DAD). Pro analyzy
byly pouzity nepokryté kiemenné kapilary (MicroSolv Technology Corporation, NJ, USA)
o vnitinim primeéru 50 um s celkovou délkou 33,0 cm a efektivni délkou 24,5 cm v piipadé
stanoveni antileukemik nebo s celkovou délkou 48,5 cm a efektivni délkou 40,0 cm v piipade
stanoveni citratu ve vzorcich nanocastic a stanoveni alloxanu. Prostor kapilary béhem vSech
analyz byl termostatovan na 25°C. V ptipad¢ stanoveni 1éCiv a alloxanu, byla kazdy den pted
prvnim experimentem kapilara promyvana 10 min 0,1 M NaOH, 20 min deionizovanou
vodou a 10 min pfislusSnym elektrolytem. V ptipad¢ stanoveni citratu, byla kazdy den pied
prvnim experimentem kapilara promyvana 10 min 0,1 M NaOH, 20 min deionizovanou
vodou, 30 min polybrenem a 10 min pfislusSnym elektrolytem. Mezi jednotlivymi experimenty
byla kapilara promyvana 2 min 0,1 M NaOH, 3 min deionizovanou vodou a 5 min pfisluSnym
elektrolytem. Pouze v ptipad¢ alloxanu bylo promyvani snizeno na 1 min 0,1 M NaOH, 1 min
deionizovanou vodou a 3 min pfislusnym elektrolytem. Veskeré promyvani bylo automatické,

tlakem 925 mbar.
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Elektrolyty byly pfipravovany rozpusténim vypocteného mnoZstvi kyseliny
v deionizované vodé (18 MQcm, Millipore, USA), néasledn¢ bylo pH byl upraveno titraci
ptislusnou bazi (napt. 50 % (w/w) NaOH). Pro CE-MS byly elektrolyty pfipravovany ve vodé
zakoupené od firmy Merck (LC-MS kvalita). V pfipadé¢ pouziti aditiv byla aditiva
pfidavana az k findlnimu roztoku po titraci pH. VSechna méfeni byla provadéna 5 x, neni-li

uvedeno v textu jinak.

4.3 Priprava vzorki

Zasobni roztoky roztoky Sesti 1éCiv — antileukemik byly piipraveny o koncentraci
1 mg/ml v methanolu, pazopanib byl rozpustétn v DMSO. Roztoky byly poté tedény
v deionizované vodé na piipravu pracovnich roztokli na pozadované koncentrace. VSechny
roztoky byly uchovavany v podminkach pod -20°C bez pfistupu svétla. Zasobni roztoky
modelové smési (chlorid sodny, molybdenan amonny, dusi¢nan amonny a kyselina citronova)
pro separaci aniontl (chloridovy, molybdenanovy, dusi¢nanovy a citratovy) byly pfipraveny
v koncentraci 1 mg/ml v deionizované vod¢ a poté fedény deionizovanou vodou na piipravu
pracovnich roztoki. Zasobni roztoky alloxanu spolu s kyselinou barbiturovou a mocovou byly
pfipraveny v koncentraci 1 mg/ml v deionizované vodé a poté fedény deionizovanou vodou
na ptipravu pracovnich roztok.

Vzorky zlatych nanocastic (5 nm, 10 nm, 20 nm a 50 nm) byly koupeny od firmy
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). Pouzité nanocastice byly skladovany v lednici pfi
teplote 4°C.

Pro analyzu mouky byl vybran vzorek bélené mouky z USA, Gold Medal, zakoupeny
v bézném obchodnim fetézci (Walmart). Mouka byla poskytnuta spolupracujicim pracovistém
FN Ostrava (MUDr. Véclav Prochazka, Ph.D.). K navdzenému cca 1 g mouky byl ptidan
standard alloxanu (2 mg), poptipadé 0 mg (blank — slepy pokus). Vzorky mouky byly
extrahovany kyselym vyluhem. Ke vzorku bylo piidano 10 ml 0,01 M HCI a vzorek byl
sonifikovan po dobu 10 minut v ultrazvukové l1azni. Po dekantaci byl supernatant odebran,
prefiltrovan pies sttikackovy filtr (0,45 pm, PTFE, Membrane Solutions) a davkovan ptimo
do hmotnostniho spektrometru.

Pro analyzu alloxanu ve vzorcich krve byla pouzita krev zdravého dobrovolnika. Krev
byla ihned po odbéru zamraZena na -80°C a takto uchovéana az do analyzy. Vzorky krve byly

pted analyzou upraveny. Bylo provedeno rychlé rozmrazeni vzorku a néaslednd deproteinace
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kyselinou trichloroctovou (TCA). 350 pl vzorku bylo smichano se 650 pl 1 mol/l TCA a smés
byla promichéana na vortexu po dobu 5 s. Posléze byla sonifikovana v ultrazvuku po dobu 30 s
a nasledné centrifugovana po dobu 1 minuty pii 5000 otackdch/min. Supernatant byl
zfiltrovan ptes stiikackovy filtr s velikosti pord 0,45 um a rekonstituovan methanolem. Ke
vzorku krve byl pfidavan standard alloxanu (finalni koncentrace 1 x 10 mol/l) v riiznych
fazich procesu jejiho zpracovani nasledujicim zpisobem: a) do plné krve, b) do
deproteinované krve c) do filtrované krve.

Se vSemi vzorky krve bylo nakladano jako s potencialné infekénim materidlem. Byly
pouzity zakladni ochranné pomticky pro praci s infekénim materidlem a odpad byl ukladan do

zvlastnich kontejnert a nasledné zlikvidovan predepsanym zptsobem.

4.4 Validace metod

Identifikace pikii analytG byla provddéna porovnavanim UV spekter a metodou
standardnich pfidavki (,,spajkovani®) jednotlivych analytd. K validaci bylo pouzito
vyhodnoceni pomoci statistického programu QC Expert 2.5 (TriloByte Statistical Software,
Pardubice, Ceska republika). Piesnost v ramci jednoho dne byla vyhodnocena z kalibra¢nich
zéavislosti na pfislusnych koncentracnich hladindch vztazenim ke koncentraci interniho
standardu. Jednotlivé kalibrace byly méfeny po uréené dny s tim, Ze byla spoctena primérna
hodnota relativni smérodatné odchylky. Pfesnost v ramci vice dnti byla poté urcena jako
relativni smérodatna odchylka vSech méfeni v ur¢enych dnech. Meze detekce (LOD) a meze
kvantifikace (LOQ) byly odhadnuty v pouzitém softwaru jako hodnoty 3S/N a 10S/N.
Vytéznost byla spocitdna jako podil mezi znamym ptidanym mnoZstvim analytu a vzorku bez

pridavku analytu.

4.5 Kapilarni elektroforéza s hmotnostni spektrometrii (CE-MS)

Pro analyzy hmotnostni spektrometrii s pfimym nastfikem byl vyuzit hmotnostni
spektrometr Agilent 6460 (Agilent, Waldbronn, Némecko) s trojitym kvadrupdlovym
analyzatorem. Stiikackova mikropumpa (New Era Pump System, Farmingdale, NY, USA)
byla vyuzita pro dopravu vzorku do elektrospreje. Priitok byl nastaven na hodnotu 3 pl/min.
Software MassHunter, verze B.06.00, byl pouzit pro ovladani pfistroje i sbér signalu. Data
byla sbirdna po stabilizaci signdlu nejméné¢ 3 minuty a pak bylo analyzovano priamérné

spektrum.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Separace novych léciv pro 1é¢bu leukémie pomoci kapilarni zénové

elektroforézy s UV detekei

Jak je znamo, pH elektrolytu ma signifikantni vliv naionizaci silanovych skupin
na vnitini sténé kapilary a elektroforetickou mobilitu analyzovanych slozek [37]. VSechny
analyty (imatinib, bosutinib, dasatinib, pazopanib, erlotinib, canertinib a vatalanib) maji
pomérné podobnou strukturu (obr. 9) ajejich disociacni konstanty (pKa) se pohybuji
v rozmezi 2,3 — 5,0 (odhadnuto programem MarvinSketch) [176]. Je tak patrné, Ze budou
kladné nabité v kyselé oblasti pH a proto bylo zvolené nizké pH pro experimenty v mddu
kapilarni zénové elektroforézy (CZE) avysoké pH pro experimenty v modu micelarni

elektrokinetické chromatografie (MEKC), kde naopak budou vSechny analyty neutralni.
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Obrazek 9: Struktury analytt protinadorovych 1é¢iv.
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5.1.1 Vyvoj metody

V rdmci hledani optimalnich CZE podminek byl zvolen jako startovaci pufr fosfatovy
pufr o koncentraci 100 mM akyseld oblast 2,0 - 3,0. Nejprve byl studovan vliv pH
na separaci vSech sedmi analytd béhem jedné analyzy. Jako protiionty v pufru byly pouzité
sodikové ionty. Efekt pH byl studovan pii pH 2,0; 2,25; 2,5; 2,75 a 3,0. Uplnou separaci, tj.
separaci vSech sedmi analyti poskytlo pH 2,75, a proto byla tato hodnota vybrana pro dalsi
experimenty. Ostatni hodnoty pH poskytly pouze ¢aste¢nou separaci.

DalSim studovanym parametrem byl vliv protiiontii. Protiionty jsou dal§im dileZitym
parametrem, ktery mlze ovlivnit separaci prostfednictvim jejich interakce s analyty. Rovnéz
je mozna jejich interakce se silanovymi skupinami na sténé kapilary atim zmeéna zeta
potencialu potazmo EOF. Za timto ucelem byl fosfatovy pufr o koncentraci 100 mM titrovan
pomoci TRIS na pH 2,75; ovSem nebyl zaznamenan Zadny signifikantni vliv v efektivnich
mobilitach analytl oproti pouzitym sodnym iontiim.

Poslednim studovanym parametrem byla koncentrace elektrolytu. Je obecné zndmo, ze
iontova sila ma vliv jak na elektroosmoticky tok, tak na vlastni separaci latek, nebot’ ovliviiuje
disociaci. ZvySeni koncentrace elektrolytu vede ke snizeni EOF. Byly studovany
tf1 koncentrace fosfatového elektrolytu: 50 mM, 75 mM a 100 mM. Nizs§i koncentrace
elektrolytu opét neposkytly separaci vSech sedmi analytli. Nejlepsi separace byla ziskana pii
koncentraci 100 mM. Vyssi koncentrace nebyla zkousSena z diivodu generovani relativné
velkého elektrického proudu (pfi pouziti této koncentrace byl generovan proud 60 pA pfti
+15 kV). Vyssi koncentrace by tak pravdépodobné vedly ke generovani Jouleova tepla a tim
k horsi opakovatelnosti analyz.

Pod optimalizovanymi podminkami prob¢hla analyza vSech sedmi analyti do osmi
minut v nasledujicim migra¢nim potadi: vatalanib; imatinib; bosutinib; canertinib; dasatinib;
pazopanib; erlotinib (obrazek 10A).

Jako dalsi otdzka v ramci vyvoje metody na separaci vSech sedmi 1é¢iv byl feSen mod
MEKC. Pro tyto experimenty, jak jiz bylo vySe zminéno, byla pouzita zasadita oblast a byly
studovany dva elektrolyty. Jako startovaci elektrolyt byl zvolen borat/NaOH o koncentraci
100 mM a pH 9,5.

Vyznamnym parametrem v MEKC je ptidavek tenzidu (napt, SDS) a tvorba micel.
Ptidavek SDS ovlivni separaci tim, ze ovliviiuje retenéni faktory analyti. Byly studovany
nasledujici koncentrace SDS: 50 mM, 75 mM, 100 mM a 150 mM. Z4dna z téchto
koncentraci nevedla k separaci vSech analytll. Jako druhy studovany elektrolyt byl 50 mM
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fosfat/NaOH pH 8,0 s ptidavkem SDS o koncentracich 10 mM, 25 mM a 50 mM. V tomto
piipad¢ byla ziskana opét pouze CasteCna separace analytl (4 piky) a navic analyza trvala
okolo 30 min (obrazek 10B). Proto pro dalsi kroky byla vybrana CZE separace
v optimalizovanych podminkach (100 mM fosfat NaOH pH 2,75).
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Obrazek 10: CZE a MEKC elektroferogram protinadorovych 1é¢iv;

(A) CZE: BGE: 100 mM fosfat/NaOH pH 2,75; separacni napéti 25 kV, teplota 25°C,
hydrodynamické davkovani 5 stlakem 50 mbar, koncentrace analytl: vatalanib, imatinib,
canertinib and dasatinib 10 pg/ml; bosutinib 100 pg/ml; pazopanib 33 pg/ml; erlotinib 25
ng/ml; (B) MEKC: BGE: 50 mM fostat/NaOH pH 8,00; separa¢ni napéti 25 kV, teplota 25°C,

hydrodynamické davkovani 5 s tlakem 50 mbar, koncentrace vSech analytt: 10 pg/ml.

Doposud byla vSechna 1é¢iva stanovena oddélené jednotlivymi analyzami. Vyvinutad
metoda umoziuje stanovit vSech sedm 1€¢iv béhem jediné analyzy. Dalsi vyhodou je jeji
rychlost (analyza je hotova do 8 minut) a jednoduchost. Vyvinutd metoda mize byt pouzita

pro kontrolu kvality 1é¢iv ve farmaceutickém primyslu.
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5.1.2 Validace metody

U vyvinuté metody za pouziti nasledujicich optimalnich podminek byly validovany
zakladni parametry metody, viz tabulka III. Relativni smérodatné odchylky migracnich ¢ast
(RSD ty) analyti nepifesahly 0,9 % aRSD ploch (area) byly niz§i nez 6,6 % vyjma
pazopanibu (12,4 %). V tomto ptipad¢ lze usuzovat degradaci pazopanibu béhem analyz. Je
ziejmé, ze vyvinutd metoda poskytuje dobré vysledky umoziujici jeji pouziti pro

farmaceutickou analyzu (koeficienty determinace pro vSechny analyty byly vyssi nez 0,96).

Tabulka III: Parametry validace vyvinuté metody

Lécivo (a) (b) () (d) (e (H (8)
Piesnost korigovanych migracnich ¢asu
RSD (%)
_ 0,2 0,4 0,2 0,3 0,4 0,4 0,3
jednodenni®
RSD (%)
0,5 0,8 0,6 0,5 0,9 0,8 0,6
mezidenni®
Pi‘esnost korigovanych ploch piku
RSD (%)
2,2 2,7 3,7 3.9 4,7 8,5 2,1
jednodenni®
RSD (%)
5,5 4,4 5,5 4,1 6,4 12,4 6,6
mezidenni®
Vytéznost (recovery), kalibrace
Vytéznost )
b 95,33 i.s. 96,26 | 100,41 83,6 95,52 85,58
(%0)
Linearita
5-100 | 5-100 | 5-100 | 5-100 | 5-100 | 5-100 | 5—100
(ng/ml)
Koeficient
' 0,9989 i.s. 0,9992 | 0,9990 | 0,9634 | 0,9993 | 0,9999
determinace
Limity detekce a kvantifikace
LOD®
0,5 0,9 2,0 1,5 0,5 0,5 0,75
(ng/ml)
LOD®
1,7 3,0 6,7 5,0 1,7 1,7 2,5
(ng/ml)

37



(a) vatalanib, (b) imatinib, (c) bosutinib, (d) canertinib, (e) dasatinib, (f) pazopanib, (g)
erlotinib

®Ptesnost jednodenni (,,intraday*) byla po¢itana z kalibraci z poméru plochy piku a plochy
piku internitho standardu (imatinib 100 pg/mL) jako primér z kalibra¢nich zavislosti
(kalibrace 5 pg/mL az 100 pg/mL, 6 bodd, n = 5) méfenych v jednom dni, pifesnost mezidenni
(,,interday*) byla vypoctena jako primér z kalibra¢nich zavislosti (kalibrace 5 pg/mL az 100
pug/mL, 6 bodt, n = 5) métenych po 3 po sobé jdoucich dnech.

®LOD a LOQ hodnoty byly vypoéteny softwarem QC Expert (Pardubice) jako hodnoty 3ca
10c.

“Vytéznost byla vypodtena z piidavku 10 pg/ml standardd jednotlivych 16¢iv do smési

standarda 7 1é¢iv.

5.1.3 Test robustnosti

Pro zhodnoceni robustnosti validované metody byl pouzit Youdentv test robustnosti.
[176]. Bylo testovano sedm vybranych parametrii metody (Tabulka IV.). Parametry
proménnych byly zvoleny podle nejcastéjSich zdroji zmén podminek v laboratofi napt. pfi
ptipravé roztokt, nestabilita teploty v laboratofi ¢i zmény zplisobené pftistroji napi. stard UV
lampa. Pro navrh 8 experiment byla pouzita kombinace faktord, viz ptiloha P1. Vysledky
téchto experimentii (migracni ¢asy a velikosti ploch) jsou uvedeny v ptilohach P2 a P3.
Z téchto vysledkd pak byly vypocteny tzv. kontrasty piedstavujici zmény migracnich cast
a velikosti ploch. Nakonec byly kalkulovéany intervaly spolehlivosti vypocitanych kontrastl
(viz ptiloha P4 - P10), kde se metoda prokdzala byti robustni pro vSechny analyty (jelikoz
kontrasty na urovni spolehlivosti 0,05 nejsou statisticky vyznamné, coz svéd¢i o tom, ze

piesnost stanoveni neni ovlivnéna malymi zménami laboratornich podminek).
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Tabulka I'V: Analytické parametry a odchylky pro hodnoceni robustnosti metody

Analyticky »X X
parametr (nominalni hodnota) (proménna)
Ala pH elektrolytu 2,75 2,6
B /b | Koncentrace elektrolytu 100 mM 100 mM
Cle Teplota 25°C 25°C
D/d Napéti 20 kV 20 kV
E/e Doba davkovani 5s 5s
F/f Tlak davkovani 50 mbar 50 mbar
Glg Vlnova délka 214 nm 214 nm
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5.2 Stanoveni citratu uvoliiovaného z povrchu zlatych nanocastic

pomoci CZE s neprimou UV detekci

Nanocastice byvaji na svém povrchu stabilizovany béhem syntézy, coz brani jejich
agregaci. NejCastéji uzivanym stabilizacnim ¢inidlem je citrat (kyselina citronova), predevsim
v ptipadé€ zlatych (Au NPs) a stfibrnych nanocéstic (Ag NPs). Nicméné, citrat v ptipadé¢ zlata
a stfibra neni kovalentné¢ vézan k povrchu. Tento fakt vedl k myslence, Ze pokud jsou
nanocastice vlozeny do elektrolytu obsahujictho rtizné koionty, pak zakonit¢ dochazi ke
zméné povrchu nanocastic a celkové ke zmeéné chovani nanocastic v tomto prostiedi. Tento
velmi vyrazny efekt 1ze pozorovat pii studiu nanoc¢astic pomoci CE (napi. nanoc¢éstice maji
riznou mobilitu v prostiedi o stejném pH, stejné iontové sile, nicméné rizném chemickém
slozeni), kterd je zndmym néstrojem pro charakterizaci nanocastic [177]. Stejny efekt lze

piedpokladat, 1 pokud jsou nanocastice pfitomny napft. v buiikach.

5.2.1 Stanoveni kyseliny citronové pomoci CZE s nepiimou UV detekci

Pro studium mnozstvi citratu uvoliiovaného z povrchu nanocéstic, je nejprve nutné
vyvinout vhodny elektrolytovy systém pro neptimou UV detekci. Jako modelova smés byly
vybrany anionty: molybdenanovy, citrat, chloridovy a dusi¢nanovy. Chloridovy a
dusi¢nanovy byly vybrany na zakladé toho, Ze se pouzivaji pii syntéze NPs a mohly by byt
zdrojem interferenci. Molybdenanovy byl pouzit jako interni standard, vzhledem k jeho
nepravdépodobnosti vyskytu ve vzorcich nanocéastic a podobnému elektroforetickému

chovani k ostatnim analytim.

5.2.1.1 Vyvoj metody

Prvni otazkou v ramci vyvoje metody s nepifimou UV detekci je vybér vhodné UV
absorbujici proby. Ta méa mit co nejbliz§i mobilitu vzhledem k analytu (citratu). Diky tomu
byla vybrana kyselina ftalova (odhad softwarem Peakmaster s korekci na iontovou silu pro pH
5,5;  (ftalat) = - 37,5 x 10° m* V' s, p (citrat) = - 46,2 x 10° m* V' s™). Kyselina ftalova
byla pouzita jako zdkladni elektrolyt. Nejdiive byl studovan efekt koncentrace kyseliny
ftalové a to o koncentracich 1 mM, 5 mM, 15 mM a 30 mM vytitrované NaOH na pH 5,5. Pri
téchto experimentech byla kapilara pokryta polybrenem. Nejlepsi separaci vSech 4 analyti

poskytla koncentrace 5 mM.
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Pii stanoveni aniontd pomoci CZE je naprosto zdsadni otdzka zmény sméru EOF,
¢ehoz bylo dosazeno dynamickym pokrytim kapilary. Jako druhy krok byl studovan efekt
modifikatoru EOF, kdy byly vybrany kationtové tenzidy CTAB a DDAB (oba v koncentraci
10 mg/mL), které byly pfidany piimo do elektrolytu a polymer PB, kterym byl pouZit
k pokryti vnitini stény kapilary pied analyzou (promyti po dobu 30 minut). Jako elektrolyt
byla pouzita vySe popsana 5 mM kyselina ftalova vytitrovand NaOH na pH 5,5. Nejlepsi
vysledky (opakovatelnost migracnich Casti) byly ziskany pti pokryti s PB.

Poslednim byl studovan efekt pH pouZitého elektrolytu. Bylo testovano pH 4,5; 5,0;
5,5; 6,0; 6,5 a 7,0 opét s NaOH jako protiionty. Nejlepsiho rozliSeni separace a tvaru pikli
bylo dosazeno pii pH 6,5.

Za optimalizovanych podminek (5 mM ftalat/NaOH pH 6,5) bylo dosazeno separace
vSech Ctyf iontd do 2 minut s ndsledujicim migracnim pofadim: chloridovy, dusi¢nanovy,

molybdenanovy a citrat (obr. 11).

15 1. chloridovy anion

2. dusi¢nanovy anion
20 7 ’ 3. molybdenanovy anion
4, citrat

mAU 254 nm

30 EOF

1 T T T T T
1 2 3 4 5 &

Obrazek 11: CZE separace aniontli s neptimou UV detekci
BGE: 5 mM ftalat/NaOH pH 6,5; separacni napéti - 15 kV, teplota 25°C, hydrodynamické

davkovani 5 s tlakem 50 mbar, koncentrace analytti: 50 pg/ml.
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5.2.1.1 Validace metody

Dal$im krokem byla validace metody pro stanoveni kyseliny citrénové. Zakladni
analytické parametry metody jsou uvedeny v tabulce V. Kalibraéni zavislosti byly linearni v

oblasti mezi 10 pmol/l a 100 pmol/l (5 bodi; n =5), s koeficientem determinace 0,998.

Tabulka V: Parametry validace vyvinuté metody

Parametr Hodnota

Piesnost korigovanych migraé¢nich ¢asa *

RSD (%) jednodenni®, 0,6 %

RSD (%) mezidenni® 1,5 %
Presnost korigovanych ploch*

RSD (%) jednodenni® 2,8 %

RSD (%) mezidenni® 4,5 %
Vytéznost (recovery), kalibrace

Vyt&znost (%)° 96,4 %

Rovnice regrese y=8470 (27)x 12 (5)
Koeficient determinace 0,9978

Limit detekce a kvantifikace

LOD® (umol/l) 7,0

LOQ® (umol/l) 22
*Piesnost jednodenni (,,intraday*) byla po¢itana z kalibraci z poméru plochy piku a plochy

piku interniho standardu (molybdenan amonny 50 mmol/l) méfenych po 3 po sobé jdoucich
dnech, ptesnost ,,mezidenni* (,,interday*) byla vypoctena jako primér z kalibra¢nich
zavislosti métenych po 3 sobé jdoucich dnech (kazdy den 3 méfeni). Koncentrace kyseliny
citronové byla 0,1 mmol/l.

® Vyt&znost byla vypodtena z pridavku 0,5 mmol/l standardu kyseliny citronové ke vzorku Au
NPs.

“LOD a LOQ hodnoty byly vypocteny softwarem QC Expert (Pardubice) jako hodnoty 3ca
10c.
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5.2.1 Stanoveni citratu ve vzorcich zlatych nanocastic pomoci CZE

s neprimou UV detekci

Jak jiz bylo popsano, ddme-li nanocastice zlata, pivodné stabilizované kyselinou
citronovou, do prosttedi napt. MOPS pufru, dojde ke zméné jejich naboje, coz se projevi napf.
jejich riznym elektroforetickym chovanim. Pravdépodobné dochazi k vyméné iontd mezi
povrchem nanocastic a elektrolytem. Pro studium tohoto modelového piipadu, tj. uvolnéni
kyseliny citronové z povrchu nanocastic v prostfedi MOPS pufru, je nutné dobie zvolit
pracovni elektrolyt. Pokud davkujeme vzorek nanocastic s uvolnénym citraitem v MOPS
pufru, je MOPS pftitomen ve velkém nadbytku. Pokud by MOPS migroval rychleji nez citrat,
byl by pravdépodobné pik kyseliny citrénové nedetekovatelny. Nicméné podle softwaru
Peakmaster ma citrat pohyblivost -53,0 x 10° m? V' s, zatimco ionty MOPS maji nizsi
pohyblivost (MOPS -4,6 x 10° m? V' s™), takze zvoleny systém (pH 6,5) je vhodny pro toto
stanoveni.

Komer¢né prodavané zlaté nanocastice (20 nm), které jsou na svém povrchu
stabilizovany citratem, byly pouzity jako modelovy vzorek. Tyto NPs maji odliSny zeta
potencidl v riznych elektrolytech bézné¢ pouzivanych v CE (napi.: -11 £ 1 mV v 50 mM
acetatu pH 4,5; -28 £ 2 mV v 50 mM MOPS pH 7,5 nebo -77 =3 mV v 50 mM boratu pH 9,5
(vSechny udaje byly méteny pomoci ptistroje Malvern Zetasizer). Se zménou zeta potencidlu
souvisi 1 migrace téchto NPs v elektrolytech. Zmény v zeta potencidlu popsané vySe jsou
pravdépodobné zplsobeny ligandem/iontovou vyménnou rovnovahu, kde jsou citratové ionty
vyménéné jinymi ionty z roztoku, jak je poznamenano také v nedavné publikaci [178]. Pro
studium tohoto efektu byla pfidana rtizna mnozstvi MOPS do vzorkt NPs a po 30 minutach
kvantifikovano mnozstvi uvolnéného citratu z povrchu NPS pomoci vySe popsané vyvinuté
metody. Za vySe popsanych optimalnich podminek byla provedena CZE analyza nanocastic
(obr. 12) a to se stejnymi vysledky, jaké predpovidal program Peakmaster. Je zifejmé, ze

metoda mtiZze byt pouZzita pro studium mnozstvi citratu uvoliiovaného ze vzorku nanocastic.
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Obrazek 12: CZE elektroferogram citratu ve vzorku Au NPs,
BGE: 5 mM ftalat/NaOH pH 6,5; separacni napéti - 15 kV, teplota 25°C, hydrodynamické

davkovani 5 s tlakem 50 mbar, koncentrace analyti: 50 pg/ml.

Zavislost plochy piku citratu na koncentraci MOPS je nelinearni (obr. 13). Plocha piku
citratu byla konstantni do ptidavku 5 mmol/l MOPS, poté kiivka linearné rostla az do
ptidavku 0,3 mol/l MOPS, kde pravdépodobné doslo k vysyceni povrchu nanocéstic, resp.
ustanoveni rovnovahy mezi citratovymi a MOPS ionty na povrchu nanocastice. Je patrné, ze
pridavek elektrolytu méni iontové chovani NPs. Tento uc¢inek taktéz odrazi, ze NPs nejsou
stabilizovany kovalentné. Zavérem lze konstatovat, Ze tato prace potvrzuje, Ze chovani
nanoCastic muze byt napf. v piitomnosti biologickych struktur (proteiny, buiiky, DNA)
odlisné od jejich chovéni ve vodném prostiedi. Tato informace mize byt naprosto zasadni pro
studium NPS v zivych organismech, kde maji slouzit jako potencidlni ,,nanoptfenaSec¢i 1é¢iv
v zivych systémech a kde vyvstava otazka, zda tato cilena terapie mize byt uspéSnou, kdyz

celularni prostfedi de facto méni chovani NPs.
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Obrazek 13: Priklad zavislosti plochy citratu na koncentraci ptidavku MOPS.
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5.3 Separace alloxanu a jeho prekurzoru pomoci kapilarni zonové

elektroforézy s UV detekei

Alloxan je v poslednich dvou dekadach povazovéan rovnéz za kontroverzni latku diky
hypotéze jeho vzniku v pribéhu procesu béleni mouky. Bélena mouka (,,bleached flour”) se v
Evropé pftili§ nepouziva, nicméné je hojné¢ vyuzivana v USA. Zaroven, obzvlast v USA, je
pozorovan zvyseny vyskyt diabetu, zejména u déti. Jedna z teorii fikd, Ze tento zvySeny
vyskyt diabetu mize byt disledkem ptitomnosti alloxanu v bélené mouce. Ve Spojenych
statech jsou ovSem chlor a chlornany (pouzivané pro béleni mouky) povazovany za bezpecné
slouceniny pro potravinaiské zpracovani, konkrétné chlor spadd do seznamu ptidatnych latek
podle Utadu pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA). [179]. V jinych zemich plati zakaz ptidavat
alloxan do jakékoliv potraviny [180]. Tyto latky mohou v procesu oxidacnich reakci
produkovat alloxan jako minoritni slozku mouky, (viz déle). Literatura uvadi, ze alloxan
vzniké jako vedlejsi produkt oxidace proteint, ¢imZ proces béleni mouky, pii némz se mouka
stava ,,CistéjSi™ a ,,belejsi, se vlastné stava toxickym [181]. Mouka sama o sobé podléha
piirozenym procestim starnuti béhem svého skladovani, kdy probihéd fada oxidacnich reakci
zahrnujicich reakci s karotenoidy a sulfhydrylovymi skupinami proteini [182]. Potravinarsky
primysl za Gcelem tento proces urychlit a ziskat tak diiv ,,kvalitn¢j$i* mouku cilené pridava
bélici prostiedky do mouky (benzoylperoxid, plynny chlor, oxid chloricity, nitrosylchlorid a
oxidy dusiku) [183]. Probihajici oxida¢ni procesy mohou modifikovat slozky mouky [184] a
hypoteticky produkovat toxické latky jako je alloxan. Fukayama a kol. publikovali studii, ve
které se zabyvaji spojitosti bélicich prostiedkd mouky a diabetem [185]. V soucasné dobé
existuje pouze jedna odbornd studie potvrzujici pfitomnost alloxanu ve vzorcich bélené
mouky. Giaccone a kol. analyzovali 175 vzorka ze 3 druhit mouk ziskanych ptfimo od vyrobce
¢i ze sicilskych supermarketti pomoci LC-MS/MS s pre-kolonovou derivatizaci alloxanu na
alloxazin [186]. Alloxan nalezli pouze ve variant¢ ozna¢ované jako ,, cake bleached flour* (42
vzorkd mouk) s LOD 0,73 mg/kg a vyteznosti mezi 94 % az 102 %. Kvuli derivatizaci je
metoda LC-MS/MS pracnd a Casové narocnd, z tohoto divodu jsem se zaméfila na vyvoj

metody na stanoveni alloxanu pomoci CE.

45



5.3.1 Vyvoj metody

Kyselého charakteru alloxanu, kyseliny mocové a kyseliny barbiturové bylo vyuzito
v CZE experimentech. V zasaditém prostiedi se budou tyto slouceniny chovat jako anionty
(obr. 14). Z tohoto divodu byl jako vychozi elektrolyt pro prvotni experimenty vybran
bazicky elektrolyt - borat sodny. Spolu s alloxanem byly pii analyze dale separovany kyselina
barbiturova a kyselina mocova, mozné syntetické prekurzory alloxanu, které Ize ale 1 vyuzit v
kontrolni fdzi potravin jako interni standardy (kyselina barbiturovd se v potravinach

pravdépodobné vyskytovat nebude).

Obrazek 14: Struktury: (A) alloxan, (B) kyselina barbiturova, (C) kyselina mocova.

V ramci optimalizace podminek byl nejprve testovan efekt pH boratu (50 mM) pfi
hodnotach 8,0; 8,25; 8,5; 8,75 a 9,0. Nejlepsi separace dle rozliSeni a tvaru pikli bylo
dosazeno pii pH 8,0 (uplna separace). Nasledné byl studovan efekt koncentrace elektrolytu.
Byly studovéany tyto koncentrace boratu: 25 mM, 50 mM, 75 mM a 100 mM. Optimalni
hodnota byla 50 mM. Nizsi koncentrace vedly k SirSim pikim, zatimco vys$i koncentrace
zpusobily nestabilitu elektrického proudu pfi analyzach. Nejlepsiho rozliSeni bylo dosazeno

pii pH 8,0. Tyto podminky vedly k separaci vSech tii analytii do 2 minut. (obr. 15).
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Obrazek 15: CZE separace alloxanu, kyseliny barbiturové a mocové;
BGE: 50 mM borat/NaOH pH 8,0; separacni napéti 20 kV; 25°C; hydrodynamické davkovani
po dobu 5 s, tlakem 50 mbar, koncentrace analytti 50 pg/mL.

Dal§im vyznamnym parametrem ovliviiujici rychlost analyzy je separa¢ni napéti.
Ovliviiyje jak migracni Cas analytd, tak vznikajici Jouleovo teplo. Napéti bylo studovano
v rozsahu od 5 kV az po 30 kV v optimalnich podminkach (50 mM borat/NaOH pH 8,0), za
hydrodynamického dévkovani vzorku tlakem 50 mbar po dobu 5 s. Optimalni hodnota byla
10 kV. Pfi nizsich hodnotach napéti dochazi k prodlouzeni migracnich €ast analytl a tedy i
analyzy, naopak v ptipadé vyssiho napéti dochazi ke zvySenému generovani Jouleova tepla a
analyza se stdva neopakovatelnou.

Posledni parametr, ktery je potfeba brat v potaz, je vliv teploty. Stejné jako napéti i
teplota ovliviiuje délku analyzy diky ovlivnéni viskozity prosttedi. Efekt teploty byl studovan
pii 25°C, 40°C a 60°C. Optimalni hodnota byla 25°C. ZvySeni teploty urychli analyzu
zménou viskozity prostiedi, ale zdroven zplsobi nestabilitu signalu, jelikoz se bude generovat
vice Jouleova tepla.

Na zakladé vySe uvedeného je ziejmé, Ze neni potieba testovat ptidavky aditiv, protoze

separace vsech tii analyta je uplnd, rychlé a s dostate¢nym rozlisenim.
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5.3.2 Stanoveni zakladnich parametri metody

Vyvinutd metoda byla ¢aste¢né validovana. Zékladni parametry metody jsou uvedeny

v tabulce VI.

Tabulka VI: Zakladni parametry vyvinuté metody

Parametr Hodnota

Piesnost korigovanych migraé¢nich ¢asa *

RSD (%) jednodenni®, 1,2
Presnost korigovanych ploch*
RSD (%) jednodenni® 4,7
Kalibrace
Linearita (umol/l) 10-100
Rovnice regrese y=217(12) x 101 (26)
Koeficient determinace 0,993

Limit detekce a kvantifikace

LOD® (umol/l) 8

LOQ® (umol/l) 27
*Pfesnost jednodenni ,,intraday* byla po¢itana z kalibraci z poméru plochy piku a plochy piku

interniho standardu (kyselina barbiturova 50 pg/ml ) métenych po 3 po sobé jdoucich dnech.
®LOD a LOQ hodnoty byly vypo&teny softwarem QC.Expert (Pardubice) jako hodnoty 3ca
10c.

5.3.2.1 Analyza alloxanu pomoci hmotnostni spektrometrie (MS)

Jak bylo popsano vyse, pfed uplnou validaci metody mi bylo umoznéno, vyuzit
ptistroje CE-MS pro analyzu alloxanu. Tato moznost je z pohledu analyzy redlnych vzorki (z
pohledu identifikace) natolik zajimava, Ze jsem se rozhodla vyuzit této moznosti.

Nejprve byl analyzovan vodny roztok alloxanu o koncentraci 10* mol/l ve
skenovacim rezimu, aby bylo zjist¢tno MS spektrum alloxanu. Pouzité podminky pro MS

detekci jsou v nasledujici tabulce (Tabulka 7).
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Tabulka VII: Parametry MS detekce pro pilotni studii alloxanu

Parametr

Podminky

Sprejovaci napéti

-4000 V

Tlak nebuliza¢niho plynu

15 psi (1 psi = 6894,76 Pa)

Pritok nebuliza¢niho plynu 10 1/min
Teplota plynu 300°C
Napéti na fragmentoru 70 V

V MS spektru alloxanu (obr. 16) je patrny molekulovy ion alloxanu [M-H] o m/z 141,

dale jeho ,,adukt s vodou* predstavujici kyselinu alloxanovou [M-H+H,O] o m/z 159 a

dekarboxylovanou formu kyseliny alloxanové [M-H+H,0-CO;]" o m/z 115 (Am/z 44

predstavuje logickou ztratu CO,).
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Obrazek 16: Priklad MS spektra alloxanu

5.3.2.1.1 Optimalizace MS parametr

Dalsim krokem byla optimalizace parametri MS detekce pro dosazeni co nejlepSiho

signdlu alloxanu. Bylo ménéno sprejovaci napéti v rozsahu -4,0 kV, -3,5 kV, -3,0 kV a -2,5

kV, teplota nebuliza¢niho plynu v rozsahu 150°C, 200°C, 250°C a 300°C a napéti na
fragmentoru v rozsahu 135 V, 120 V, 100 V, 90 V, 80 V, 70 V a 60 V. Nejlepsiho signalu

bylo dosazeno pii pouziti sprejovaciho napéti -3,0 kV, teploty nebuliza¢niho plynu 200°C a

napéti na fragmentoru 70 V. Prvni dva parametry ovliviiovaly stabilitu elektrospreje, zatimco
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posledni parametr pfedevS§im podobu MS spektra — pii pouZiti vyrobcem nastaveného napéti

135 V byl detekovan pouze produktovy ion o m/z 59.

5.3.2.1.2 Studium fragmentace v MS

Po této optimalizaci bylo pfistoupeno ke studiu fragmentace alloxanu a kyseliny
alloxanové pomoci skenu produktovych ionti (m/z 141 a m/z 159) pfi koliznich energiich 0,
2,5,10,15a20eV. V pfipadé¢ alloxanu (m/z 141) vznika pfi nizkych koliznich energiich (2 a
5 eV) pouze jediny produktovy ion o m/z 59. Pravdépodobné se jedna o ion vznikly
fragmentaci obou vazeb CO-NH ve struktufe alloxanu. V ptipadé¢ kyseliny alloxanové (m/z
159) dochazi opét pii nizkych koliznich energiich (2 a 5 eV) k tvorbé fragmentu o m/z 115,
(Am/z 44). Zbylé ionty odpovidaji pravdépodobné fragmentim vzniklym $tépenim CO-NH
vazeb, viz obrazek 16.

Pro potvrzeni této hypotézy byla fragmentovana molekula kyseliny barbiturové, ktera
ma obdobnou strukturu jako alloxan. Zaroven byla kyselina barbiturové vyuzita i jako interni
standard v pfedchozim studiu — vyvoji metody na stanoveni alloxanu pomoci CE s UV
detekci.

Kyselina barbiturova ma molekulovy ion [M-H] o m/z 127. Tento je i optimaln¢
pozorovatelny v piedchozich podminkach (200°C, -3,0 kV) s pouzitim napéti na fragmentoru
135 V. V ptipad¢ pouziti 70 V je pozorovatelny molekulovy ion s velmi malou intenzitou,
zatimco nejvyssi intenzitu méa produktovy ion o m/z 59. Kolizni spektrum kyseliny
barbiturové (pii 200°C, -3,0 kV, napéti na fragmentoru 70 V a kolizni energii 15 eV)
poskytuje produktové ionty o m/z 84, 59, 42 a 40.

Z vyse uvedencého je ziejmé, ze pro CE-MS analyzu alloxanu v piipad¢ analyzy
v MRM moédu (,,multiple reaction monitoring®) bude nutné pro identifikaci vyuzit jak vlastni
migraéni cas, tak hmotnostné-spektrometricka data. Alloxan totiz poskytuje pouze jediny
fragmentacni pfechod m/z 141 - 59, kde produktovy ion ale neni charakteristicky (kyselina
barbiturova jej poskytuje rovnéz). Jako charakteristicky proces se ve vodé jevi hydrolyza
alloxanu (m/z 141) na kyselinu alloxanovou (m/z 159) a jeji dekarboxylace (m/z 115).
Nicméné kyselina alloxanova je jiz z pohledu struktury jinou molekulou, ktera mize mit jiné
elektroforetické vlastnosti a mize dojit k jeji separaci od alloxanu. A proto ani tento proces
nemusi byt charakteristicky pro vlastni identifikaci alloxanu. Proto bude pro identifikaci nutné

pouzit i data ze separace (napt. migracni cas).
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5.3.2.2 Studium hydrolyzy alloxanu

Vyse popsany jev hydrolyzy alloxanu na kyselinu alloxanovou je v literatufe popsany
(viz teoretickd cast) jako relativné rychly proces. Pokud by tento proces byl velmi rychly
(rychlejsi nez je vlastni separace), tak nemusi dojit k odseparovani alloxanu a kyseliny
alloxanové pomoci kapilarni elektroforézy (bylo by mozné vyuzit tento jev pro identifikacni
ucely). Na druhou stranu je ale popsano, Ze kyselina alloxanova na rozdil od alloxanu
nevyvolava experimentalni diabetes, takze de facto by bylo daleko zajimav¢jsi mit informace
o koncentraci alloxanu nez o koncentraci obou latek dohromady.

Pro ovéfeni rychlosti hydrolyzy byl proveden pokus, pii kterém byl alloxan smichan
s vodou a ihned analyzovan pomoci MS. Doba od prvniho kontaktu vody s alloxanem do
nastiiku do MS byla 20 sekund (polocas rozpadu alloxanu v organismu byl publikovan jako
1 minuta). Na nasledujicim obrazku 17 je vidét srovnani MS spekter primérovanych z méteni

po 0,5 — 0,8 minut¢ a po 4,5 — 4,8 minuté od smichani alloxanu s vodou.
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Obrazek 17: Srovnani MS spekter alloxanu po kontaktu s vodou (A) po 0,5 — 0,8 min; (B) po
4,5 — 4,8 min.

Z obrazku je vidét rizné pomérné zastoupeni alloxanu a kyseliny alloxanové (m/z 141 ku
m/z 159). Nicméné zaroven je ziejmé, ze jiz po 20 s od kontaktu alloxanu s vodou dochazi ke
vzniku kyseliny alloxanové. Niz§i cCas analyzy od kontaktu vody s alloxanem neni
v soucasnosti experimentalné dosazitelny z divodu ruéniho michani alloxanu s vodou.
Zajimavé je, ze pomér alloxanu (m/z 141) a kyseliny alloxanové (m/z 159) se po ustanoveni

jisté ,,rovnovahy®, cca po 1,5 minuté, uZ neméni. Zarovei jsou tyto ionty ve stejném poméru
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intenzit detekovatelné ve stejném vzorku (alloxan rozpustény ve vode¢) i1 po 48 hodinéch.
Z toho vyplyva, ze pravdépodobné je rovnovaha tvorby kyseliny alloxanové natolik rychla, ze
nebude mozné detektovat alloxan samostatné. Nicméné alloxan, resp. kyselina alloxanova

jsou ve vodném prostredi stabilni i 48 hodin.

5.3.2.3 Stabilitni studie alloxanu

V dalSich experimentech byla testovana stabilita alloxanu v dalSich prostiedich.
Nejprve bylo studovdno chovani alloxanu v prostiedi 0,01 mol/l NaOH a 0,01 mol/l HCIL.
V kyselém prostiedi byl alloxan (m/z 141) i kyselina alloxanova (m/z 159 a 115) detekovéna.
Zatimco v zasaditém prostiedi byla detekovana jen kyselina alloxanova (m/z 159 a 115) a
fada dalSich iontl odpovidajicich pravdépodobné aduktim (vCetné sodnych aduktll) a
hydrolytickym produktim (nebyly dale identifikovany). Tato skutecnost je zasadni z pohledu
vyvoje metody pro kapilarni elektroforézu, kde je optimalni pouziti pravé zasaditého
prostiedi. Zaroven je otdzkou, zdali pfedchozi studium (CE-UV s pouzitim boratového
elektrolytu o pH 8,0) skutecné umoziiuje detekci alloxanu.

Z tohoto divodu bylo provedeno dalsi studium stability pomoci MS — alloxan byl
davkovan v prostiedi acetatu/NH4OH pH 8,0, formiatu/NH4OH pH 8,0 (prostiedi vhodna pro
CE-MS) a v prostiedi boratu/NaOH pH 8,0. V prostfedi acetatu byly pozorovany ionty o m/z
115, 141 a 159 (byl detekovan alloxan 1 kyselina alloxanova), nicméné nejvyssi intenzitu mél
fragment o m/z 59. Ve formiatu byl pozorovan pouze ion o m/z 115 a 159 (kyselina
alloxanova), nicmén¢ s velmi malou intenzitou. Z vyse uvedeného vyplyva, Ze obé prostiedi,
ktera jsou vhodna pro spojeni CE s MS, neposkytuji dostatecnou odezvu alloxanu.
Pravdépodobné dochazi k hydrolytickym procesim, stejné jako v prostiedi hydroxidu
sodného.

Poslednim studovanym prostfedim byl borat/NaOH pH 8,0. V tomto prostiedi byl
alloxan 1 kyselina alloxanova pozorovana (m/z 115, 141, 159). Byla studovana koncentrace 1
mM, 5 mM a 20 mM. Se zvySujici se koncentraci sodnych ionti dochazi k tvorbé aduktti ve
spektru a prevaze dalsich iont. Nicméné pokud je pouzity NH4OH misto NaOH na ptipravu
boratového elektrolytu, pak dochéazi k lepsi ionizaci a detekci jak alloxanu, tak kyseliny

alloxanové (viz obr. 18) s 5 mM borat/NH,OH pH 8§,0).
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Obrazek 18: MS spektrum alloxanu v 5 mM borat/NH4OH pH 8,0.

Pouziti boratu pravdépodobné stabilizuje alloxan v zdsaditém prostiedi a diky tomu je
mozné jej analyzovat jak pomoci spojeni CE-MS, tak 1 ve spojeni CE-UV.

Je otazkou, zda je alloxan, resp. kyselina alloxanova detekovatelna 1 v jinych
prostfedich nez ve vodég, napt. v organickych rozpoustédlech. Z toho divodu byl alloxan
rozpu$tén v methanolu, propanolu a acetonitrilu a byl pfimo davkovan do MS. Ve vSech
piipadech byl pozorovan jak signal odpovidajici alloxanu (m/z 141) tak signal odpovidajici
kyselin¢ alloxanové (m/z 115 a 159). Nicméné¢, intenzity téchto signali byly rozdilné oproti
analyze ve vodé (viz obr. 19). Samoziejmé intenzity signali se méni nejen riznou hydrolyzou

alloxanu, ale pfedevsim rtiznou ionizaci v téchto prostiedich.
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Obrazek 19: Srovnani MS spekter alloxanu v organickych rozpoustédlech

(A) methanolu, (B) propanolu a za (C) acetonitrilu.
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Alloxan byl popsan jakozto relativné malo stabilni sloucenina ve vodném prostredi. Je
tedy otazkou, zdali by v ptipad¢ jeho hypotetického vzniku v mouce nedoslo k rozkladu napf.
jiz v prubéhu skladovani mouky. Z tohoto divodu byla pfipravena nasledujici série
experimentl, kdy byl odvdzen alloxan do vzorkl bélené mouky a tyto byly podrobeny rizné
sérii skladovéani a dprav (viz tabulka nize). Mouka byla upravena dle postupu uvedeného
v Experimentalni ¢asti prace. Pokud byl pozorovan signal o m/z 115, 141 a 159 (o intenzité
alespont 5 %), vyhodnotila jsem, ze vzorek obsahuje alloxan, pokud tyto signaly nebyly ve
spektrech pfitomny, vzorek alloxan neobsahoval. Signély pouze kyseliny alloxanové (m/z 115
a 159) bez signdlu alloxanu (m/z 141) nebyly pozorovany. Stejné tak nebyl pozorovan

samotny signal alloxanu.

Tabulka VIII: Piehled podminek upravy a skladovani vzorkt a jejich vyhodnoceni

Podminky Zavér MS

Mouka bez alloxanu,
‘ Neobsahuje alloxan
5 dnti uskladnéna pfi teploté laboratote (23°C)

Mouka s alloxanem,
‘ Alloxan ptitomen
5 dnti uskladnéna pfi teploté laboratote (23°C)

Mouka s alloxanem,

Alloxan pfitomen
5 dnt uskladnéna v lednici (8°C)

Mouka s alloxanem,
‘ Alloxan pfitomen
5 dnti uskladnéna pti zvysené teploté (60°C)

Mouka bez alloxanu,
' Neobsahuje alloxan
pusobeni UV zateni po dobu 60 minut

Mouka s alloxanem,
. Alloxan ptitomen
pusobeni UV zateni po dobu 60 minut

Mouka bez alloxanu,
' Neobsahuje alloxan
pusobeni teploty 150°C po dobu 60 minut

Mouka s alloxanem,
‘ Alloxan pfitomen
pusobenti teploty 150°C po dobu 60 minut

Z vySe uvedeného vyplyva, ze alloxan je stabilni pfi vySe uvedenych podminkach,

které simuluji jednak uskladnéni mouky, jednak proces zpracovani mouky (UV dezinfekce,
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ptipadné peceni). Je samoziejmé otdzkou, jak velkou roli ma na pifitomnost alloxanu vzdusna
vlhkost, ktera byla v tomto ptipad¢ na hodnot¢ ptiblizn¢ 20 %. Bohuzel experimenty s fizenou

vlhkosti nebylo mozné dosud provést, protoze laboratot nedisponuje timto vybavenim.

5.3.2.4 Studium pritomnosti alloxanu v krvi

Dalsi otazkou je, zdali po injekci alloxanu do krevniho fecCisté (pro vyvolani diabetu),
dojde ke stabilizaci alloxanu nebo nikoliv, resp. jak moc dojde k zmén¢ struktury alloxanu na
kyselinu alloxanovou, ktera jiz diabetes nezptsobuje. pH krve byva v rozmezi 7,36 — 7,44,
coz predstavuje rozmezi, které by nemélo zpiisobit ani kyselou ani zasaditou hydrolyzu. Krev
samoziejm¢ obsahuje vodu, tj. zfegmé muze dojit k procesu tvorby kyseliny alloxanové.
Hypoteticky je 1 mozné, Ze i pies rychly rozpad alloxanu muze dojit k jeho transportu az do
mista u¢inku, protoze srdce je schopno ptecerpat cely objem krve do jedné minuty.

Ovéfeni této hypotézy ale neni jednoduché, protoze piima analyza piitomnosti
alloxanu v krvi neni technicky jednoduchéd (krev obsahuje mnoho latek a zaroven velké
mnozstvi NaCl, coz znesnadiiuje ionizaci). V tomto ptipad¢ byla nejprve testovdna moznost
detekce alloxanu v prostiedi o vysoké koncentraci NaCl (150 mM). MS spektra obsahovala
majoritné samoziejmé ionty odpovidajici aduktim NaCl (m/z 35, 93, 151, 211, 269, 327
apod.). Nicméné¢ 1 v téchto podminkach byly po ptidavku alloxanu detekovany ionty o m/z
115, 141 a 159. Alloxan je tedy mozné detekovat i v prostfedi o vysoké koncentraci NaCl.

Jako posledni krok bylo testovano, zdali by bylo mozné detektovat alloxan
v deproteinované krvi pomoci pifimého nastiiku do MS. Alloxan byl s krvi smichan tésné pred
nastfikem do MS. MS spektrum vzorku obsahujiciho alloxan odpovidalo slozité matrici,
nicmén¢ alloxan byl 1 v této matrici detekovan (m/z 141), viz obrazek 20. Je zajimavé, Ze ve

stejném vzorku po 10 minutach stani jiz nebylo mozné alloxan detekovat.
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Obrazek 20: Piiklad MS spektra alloxanu v krvi.

Celé vyse uvedené studium je piislibem pro vyvoj metody na stanoveni alloxanu pomoci
spojeni kapilarni elektroforézy s hmotnostni spektrometrii. Je vidét, Ze stabilita alloxanu hraje
dilezitou roli ve vyvoji metody a zaroven muze hrat roli i v piipadé detekce alloxanu

v biologickych vzorcich.
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6 ZAVER

V této praci jsem se snazila predstavit moznosti stanoveni nizkomolekularnich latek
pomoci kapilarni elektroforézy prostfednictvim tii aktudlnich témat, zejména v oblasti
mediciny. V prvni ¢asti mé prace byla vyvinuta a validovdna metoda simultanniho stanoveni
sedmi relativné novych protinadorovych 1é¢iv pomoci CZE. Ve druhé ¢asti prace pak byla
vyvinuta metoda pro stanoveni citratu uvolfiovaného z povrchu zlatych nanocastic rovnéz
pomoci CZE po ptidani MOPS iontd k nanoc¢asticim. Metoda zahrnovala pouziti obraceného
elektroosmotického toku a nepiimé UV detekce. V posledni Césti prace pak byla vyvinuta
metoda pro separaci alloxanu spolu s jeho prekurzory pomoci CZE a nasledovala stabilitni
studie alloxanu v mouce Gold Medal (USA) pomoci pifimého nastiiku alloxanu do
hmotnostniho spektrometru. Lze konstatovat, ze kapilarni elektroforéza se ukdzala byt
vhodnou technikou pro studium a stanoveni vSech tii feSenych skupin nizkomolekuldrnich
latek. Vyvinuté metody poskytuji rychlou, jednoduchou a efektivni analyzu a mohou slouzit
ke kontrole kvality v pfipad¢ 1é¢iv ve farmaceutickém primyslu a v pfipad¢ alloxanu
v potravinaiském primyslu, kde mohou byt obé komplementarni k vysokouc¢inné kapalinové

chromatografii (HPLC).
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7 SEZNAM ZKRATEK

ABL
ALL

ATP
ARG
BCR
BDDE
BGE
CE
CEC
CIA
CIE
CIEF
CITP
CGE
CLL

CMC
CML
CTAB
Ccv
DAD
DDAB
DEA
DMSO
DPV
ELISA
EGRF
EOF
ESI
FAB
FDA

Nédorovy vir Abelson (Abelson murine leukemia viral oncogene homolog)
Akutni lymfaticka/lymfoblastickd leukémie (acute lymphocytic/lymphoblastic
leukemia)
Adenosintrifosfat
gen kodujici protein argindza
,,Breakpoint cluster region protein*
Borem dopovana diamantova elektroda (Boron — doped diamond electrode)
Zakladni elektrolyt (background electrolyte)
Kapilarni elektroforéza (capillary electrophoresis)
Kapilarni elektrochromatografie (capillary electrochromatography)
Kapilarni iontova analyza
Kapildrni iontova elektroforéza
Kapilarni izoelektrické fokusace (capillary isoelectric focusing)
Kapilarni izotachoforéza (capillary isotachophoresis)
Kapilarni gelova elektroforéza (capillary gel electrophoresis
Chronicka lymfaticka/lymfoblasticka leukémie (chronic
lymphocytic/lymphoblastic leukemia)
Kritickd micelarni koncentrace (Critical Micelle Concentration)
Chronicka myeloidni leukémie (chronic myeloid leukemia)
Cetyltrimethylammonium bromid
Cyklicka voltametrie
Detektor s diodovym pole
Didodecyldimethylammonium bromid
Diethanolamin
Dimethylsulfoxid
Diferencni pulzni voltametrie
Enyzmova analyya s imunosorbentem (Enzyme — linked immunosorbent assay)
Receptor pro epidermalni ristovy faktor (the epidermal growth factor receptor)
Elektroosmoticky tok (electroosmotic flow)
Ionizace elektrosprejem (electrospray ionization)
Francouzsko — americko — britska klasifikace

Utad pro kontrolu potravin a 1é¢i
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FIA
FLD
GIST
GKa
GKn
GSH
HMDE
HPLC

HRMS
IC
KIT

LL
LOD
LOQ
MEKC

MOPS
MRM
MS
MS/MS
MRI
mRNA
NACE
NK

NP

PAL
PAMAM
PB
PDGRF - R

QD
RCC

Pratokova injek¢ni analyza

Flourescen¢ni detektor

Gastrointestindlni stromalni tumor (gastrointestinal stromal tumor)
Glukokinaza aktivni

Glukokinaza neaktivni

Glutathion

Visici rtutova kapkova elektroda (hanging mercure drop electrode)
Vysokoucinna kapalinova chromatografie (High performance liquid
chromatography)

Hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim

Iontova chromatografie

protoonkogen kodujici transmembranovy receptor tyrosin-kinazy III. Typu (c-
KIT)

Lymfatickd/lymfoblasticka leukémie (lymphocytic/lymphoblastic leukemia)
Limit detekce (limit of detection)

Limit stanovitelnosti (limit of quantification)

Micelarni elektrokineticka chromatografie (micellar electrokinetic
chromatography

3-(N-Morpholino)propansulfonova kysleina

Sledovani vice reakci (multiple reaction monitoring)

Hmotnostni spektrometrie (mass spektrometry)

Tandemova hmotnosntni spektrometrie (tandem mass spectrometry)
Magneticka rezonance (magnetic rezonance imaging)

Messenger RNA

Nevodna kapilarni elektroforéza (nonaqueous capillary electrophoresis)
,,Prirozeny zabijec¢* (natural killer cell)

Nanocastice

Povrchové aktivni latka

Poly(amidoamin) dendrimer

Polybren

Receptor pro destickovy ristovy faktor (Platelet-derived growth factor
receptor)

Kvantové tecky (Quantum dot)

Renalni karcinom (renal cell carcinoma)

59



RNA
ROS
RTK
RT-PCR

SDS
SMIL
SPE

Src

SWV
SWAdSV

TCA
TKI
TMBE
TRIS
TTAB
uv
UHPLC

VEGRF

WHO

Ribonukleova kyselina
Superoxidové radikaly (reactive oxygen species)
Receptor tyrosinkinaz
Reverzni transkripce s naslednou polymerazovou fetézovou reakci (reverse
transcription polymerase chain reaction)
Dodecylsulfat sodny
Postupné vicenasobné iontoveé polymerni vrstvy
Extrakce na pevné fazi
protoonkogen kddujici nereceptorickou tyrosinkinazu
Square wave voltametrie (voltammetry)
Square wave adsorpcni rozpoustéci voltametrie (adsorptive stripping
voltammetry)
Kyselina trichloroctova
Inhibitor tyrosinkinaz
Methyl - terc- butylether
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Tetradecyltrimethylammonium bormid
Ultrafialova oblast (ultraviolet)
Ultravysokoucinna kapalinova chromatografie (Ultra - high performance liquid
chromatography)
Receptor pro vaskularni endoteliarni riistovy faktor (vascular endothelial
growth factor receptor)

Svétova zdravotnickd organizace (World Health Organization)
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9 PRILOHY

P1-P10: Youdentyv test robustnosti stanoveni antileukemik pomoci CZE
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Tabulka P1: Kombinace faktoru

Analyticky Kombinace faktoru
parametr

1 2 3 4 5 6 7 8
pH elektrolytu A A A A a a a a
Koncentrace B B b b B B b b
elektrolytu
Teplota C c C c C c C c
Napéti D D d d d d D D
Doba davkovani E e E e e E e E
Tlak davkovani F f f F F f f F
VInova délka G g g G g G G g
Vysledky S t u v A4 X y z

A /a, pH elektrolytu; B /b, Koncentrace elektrolytu; C /c,Teplota; D /d, Napéti; E /e, Doba
davkovani; F /f, Tlak davkovani; G /g, Vlnova délka

Vyhodnoceni kontrastii V; testu robustnosti

Vi=Y(stttut+v)—Ya(W+x+y+2z)
Vp=Ya(stt+w+x)—Y(utv+y+z)
Ve=Ya(stutw+y) -(t+v+x+z)
Vp=Ya(s+t+ty+tz)—Ya(u+tv+w+t+x)
Ve=Y(stut+x+z)—Va(t+v+wty)
Ve=Y(s+v+tw+z)-Y(t+tu+x+y)
Ve=Ya(stvt+x+ty) -lYa(ttu+tw+z)

Vypocet intervalt spolehlivosti kontrasti:
L1,2 = Vl i t(l_a fp—

27) V2

t je parametr Studentova rozdéleni pravdépodobnosti; s, je smérodatna odchylka
parametru,,s“ — ,,z* (migracni ¢as nebo plocha piki)



Tabulka P2: Migracni ¢asy analytl

Primér migracnich ¢asi

1 2 3 4 5 6 7 8
vatalanib | 4,82 4,53 5,48 5,21 5,46 5,23 4,75 4,55
imatinib 5,31 4,98 6,04 5,74 5,96 5,68 5,17 4,94
bosutinib | 5,51 5,16 6,25 5,94 6,22 5,93 5,38 5,15
canertinib | 6,07 5,70 6,89 6,55 6,90 6,58 5,98 5,70
dasatinib | 7,00 6,55 7,98 7,56 7,86 7,48 6,80 6,47
pazopanib | 7,45 6,91 8,50 8,05 8,36 7,90 7,23 6,87
erlotinib | 8,59 8,10 9,75 9,28 9,87 9,37 8,58 8,08
Tabulka P3: Plochy analytl

Primér ploch

1 2 3 4 5 6 7 8
vatalanib | 56,40 32,54 49,62 47,10 40,63 50,94 31,06 41,40
imatinib 77,56 58,18 90,50 64,82 73,85 69,34 41,46 74,20
bosutinib | 30,70 24,98 36,96 24,78 31,25 26,66 15,90 30,98
canertinib | 26,22 18,23 28,00 21,58 23,25 23,22 13,90 23,16
dasatinib | 33,92 22,90 36,24 27,84 29,78 29,72 17,90 29,16
pazopanib | 14,30 9,95 12,70 9,70 10,18 9,93 5,98 9,82
erlotinib | 67,12 43,70 66,86 56,34 55,48 61,48 36,62 55,88

Tabulka P4: Vysledky kontrasti V4

Interval spolehlivosti

kontrasti migracnich ¢asi

Interval spolehlivosti
kontrasti ploch piki

vatalanib (-8,63; 8,38) (-67,69; 78,51)
imatinib (-9,08; 9,24) (-106,90; 123,00)
bosutinib (-9,48; 9,56) (-43,29; 49,61)
carnetinib (-10,52; 10,55) (-34,49; 39,76)
dasatinib (-11,94; 12,18) (-43,96; 51,13)
pazopanib (-12,67; 12,95) (-14,57; 19,86)
erlotinib (-14,99; 14,93) (-86,56; 98,84)

Tabulka PS: Vysledky kontrastl V5

Interval spolehlivosti

Interval spolehlivosti

kontrasti migra¢nich ¢asi | kontrasti ploch piki
vatalanib (-8,35; 8,38) (-70,27; 75,93)
imatinib (-9,15; 9,17) (-11296; 116,94)
bosutinib (-9,49; 9,54) (-45,21; 47,69)
carnetinib (-10,50; 10,57) (-36,05; 38,20)
dasatinib (-12,04; 12,08) (-46,25; 48,84)
pazopanib (-12,82; 12,80) (-15,72; 18,71)
erlotinib (-14,89; 15,03) (-89,68; 95,72)




Tabulka P6: Vysledky kontrasti V¢

Interval spolehlivosti Interval spolehlivosti

kontrasti migrac¢nich ¢asti | kontrasti ploch piki
vatalanib (-8,12; 8,61) (-71,67; 74,53)
imatinib (-8,87; 9,44) (-110,74; 119,16)
bosutinib (-9,22; 9,81) (-44,60; 48,30)
carnetinib (-10,20; 10,86) (-35,84; 38,41)
dasatinib (-11,67; 12,46) (-45,49; 49,60)
pazopanib (-12,35; 13,26) (-16,32; 18,11)
erlotinib (-14,49; 15,44) (-90,53; 94,87)

Tabulka P7: Vysledky kontrastt V)

Interval spolehlivosti
kontrasti migracnich ¢asi

Interval spolehlivosti
kontrastu ploch piki

vatalanib (-9,05; 7,69) (-79,82; 66.38)
imatinib (-9,91; 8,40) (-126,73; 103,17)
bosutinib (-10,30; 8,73) (-50,72; 42,18)
carnetinib (-11,40; 9,66) (-40,75; 33,50)
dasatinib (-13,07; 11,05) (-52,47; 42,62)
pazopanib (-13,90; 11,72) (-17,88; 16,56)
erlotinib (-16,20; 13,72) (-101,91; 83,49)

Tabulka P8: Vysledky kontrast Vg

Interval spolehlivosti
kontrasti migracnich ¢asi

Interval spolehlivosti
kontrastu ploch piki

vatalanib (-8,33; 8,40) (-61,34; 84,86)
imatinib (-9,12; 9,19) (-96,63; 133,27)
bosutinib (-9.,49; 9,55) (-39,35; 53,55)
carnetinib (-10,51; 10,56) (-31,22; 43,03)
dasatinib (-12,02; 12,10) (-39,89; 55,20)
pazopanib (-12,77; 12,85) (-14,53; 19,91)
erlotinib (-14,96; 14,96) (-77,90; 107,50)

Tabulka P9: Vysledky kontrast Vy

Interval spolehlivosti
kontrastii migra¢nich ¢asu

Interval spolehlivosti
kontrasti ploch piki

vatalanib (-8,35; 8,38) (-67,76; 78,43)
imatinib (-9,14; 9,18) (-107,21; 122,69)
bosutinib (-9,49; 9,54) (-43,15; 49,75)
carnetinib (-10,51; 10,55) (-34,42; 39,83)
dasatinib (-12,04; 12,08) (-44,06; 51,03)
pazopanib (-12,76; 12,86) (-15,90; 18,54)
erlotinib (-14,94; 14,98) (-86,16; 99,24)




Tabulka P10: Vysledky kontrasti Vg

Interval spolehlivosti Interval spolehlivosti

kontrasti migra¢nich ¢asi | kontrasti ploch piki
vatalanib (-8,37; 8.36) (-67,77; 78.43)
imatinib (-9,16; 9,15) (-125,84; 104,06)
bosutinib (-9,52;9,51) (-52,98; 39,92)
carnetinib (-10,54; 10,53) (-39,06; 35,19)
dasatinib (-12,07; 12,06) (-49,72; 45,37)
pazopanib (-12,81; 12,81) (-17,95;16,49)
erlotinib (-14,97; 14,95) (-92,79; 92,61)
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SOUHRN

Predkladana disertacni prace se dotykd problematiky stanoveni nizkomolekularnich
latek pomoci kapilarni elektroforézy (CE). Prvni pasdz teoretické casti se zabyva ,,novou
fadou protinddorovych 1é¢iv nalécbu leukémie (antileukemik) v cele s prilomovym
preparatem imatinib. Seznamuje ctendfe s etiologii leukémie a mechanismem jeji 1écby
pomoci medikamentii této skupiny a podava detailni piehled stanoveni antileukemik
v biologickych vzorcich pomoci riznych analytickych technik. Nasleduje kratka exkurze
do svéta nanocastic a jejich vyuziti v medicin€. Dalsi kapitoly popisuji princip nepiimé UV
detekce a zplsoby ovlivnéni selektivity separace pomoci této techniky. V nasledujicich
kapitolach je vénovana pozornost alloxanu - latce pouzivané k experimentdlnimu vyvoldni
diabetu u laboratornich zvitat a v soucasné dob¢ Sifeji diskutované kvili jejimu moznému
vyskytu v mouce, kde mlze vznikat pii jejim béleni a stat se tak potencidlni hrozbou i pro
¢lovéka. Kapitoly zde popisuji chemicky a biologicky pohled na alloxan. Teoretickou ¢ast
uzavird zminka o kapilarni elektroforéze jako analytické separacni technice, pomoci které

byly vSechny latky studovany.

V ramci feSeni experimentdlni ¢asti byly vyvijeny metody pro stanoveni vySe zminénych
nizkomolekularnich latek. Prvni z nich byla metoda pro simultanni stanoveni vybranych
antileukemik pomoci kapiladrni zénové elektroforézy (CZE), ktera maze slouzit pii kontrole
kvality léCiv ve farmaceutickém primyslu. Nasledné¢ byla vyvijena metoda pro stanoveni
kyseliny citrénové uzitim CZE s nepifimou UV detekci. Jako modelovy vzorek byly poté
vybrany zlaté nanocastice, které na svém povrchu obsahuji citrat jako stabiliza¢ni ¢inidlo
branici jejich agregaci. Pomoci béZzné uzivanych elektrolyti v CE lze citrat vytésnit z povrchu
nanocastic a tim ovlivnit chovani nanocastic, coz mlize byt zasadni napf. pfi studium interakci
nanocastic s butikami. Zavérem byla vyvinuta metoda pro separaci alloxanu spolu s jeho
prekurzory pomoci kapilarni zonové elektroforézy. Vyvinuta metoda miize nalézt uplatnéni
pii kontrole kvality surovin v potravinaiském pramyslu. Stabilitni studie alloxanu, kterd se
ukézala jako naprosto zasadni, byla realizovana simulaci skladovani mouky za riznych
podminek a naslednym vyhodnocenim pfitomnosti alloxanu a jeho rozkladnych produktii ve

vzorcich pomoci pfimého nastriku do hmotnostniho spektrometru.



SUMMARY

This thesis provides the introduction into the problematics of determination of low
molecular weight compounds using capillary electrophoresis. The theoretical part is devoted
to the "new" series of anti-tumor drugs for the treatment of leukemia (antileukemics) with the
breakthrough preparation imatinib. The etiology of leukemia and the mechanism of treatment
with these drugs are briefly discussed. The detailed overview of the determination of
antileukemics in different biological samples using different analytical techniques is
delivered. A short excursion into the world of nanoparticles and their use in medicine follows.
Other chapters describe the principle of capillary zone electrophoresis method with indirect
UV detection and influencing selectivity of analysis by the parameters of analysis. Attention
is paid also to alloxan — substance used for the experimental induction of diabetes in
laboratory animals. A lot of discussions and controversies arose currently due to its possible
occurrence in bleached flour, where it can be a significant issue and a potential threat for
consumers. In this chapter, one can find the view of chemistry and/or biology on alloxan
studies. The theoretical part is summarized with the description of capillary electrophoresis as

an analytical separation technique used for the study of all the substances mentioned.

In the experimental part, methods for the determination of the above-mentioned low
molecular weight molecules were developed. Firstly, a method for the simultaneous
determination of antileukemics by capillary zone electrophoresis has been developed. This
method can be used for the quality control in the pharmaceutical industry. Secondly, a method
for the determination of citrate using capillary zone electrophoresis with indirect UV
detection was developed. Gold nanoparticles, which contain citrate as a stabilizing agent to
prevent their aggregation, were as a real sample. Citrate molecules can be released from the
surface using electrolytes which are common in capillary electrophoresis which can be helpful
in clarification of the nanoparticles’ surface chemistry. This can be consequently employed in
further studies, e.g. on the interaction of nanoparticles with cells. In the last part, on
developing the method for the separation of alloxan with its precursors by capillary zone
electrophoresis as a quality control method in the food industry was developed. Alloxan and
its decomposition products in flour samples after their simulated storage under various

conditions had been studied by the direct injection mass spectrometry.



1 UVOD

Nizkomolekularni latky tvoii Siroké spektrum sloucenin, kterymi jsme v lidském
zivoté obklopeni. Jejich zajimavé vlastnosti odrazeji spousty uzitecnych aplikaci. Stanoveni
téchto latek je neméné vyznamné a poslouzi nam k tomu rizné techniky analytické chemie,
pomoci nichZ lze stanovovat istopovd mnozstvi v rliznych matricich ausuzovat tak

na pritomnosti ¢i nepfitomnosti hledané latky.

Vitéto praci jsem se zaméfila na tfi aktudlni témata souCasné védy,
zejména s presahem do mediciny. Jmenovité na skupinu ,,novych* 1é¢iv na 1écbu leukémie,
stanoveni citratu uvoliiovaného z povrchu nanocéstic a alloxan, latku diskutovanou ve
spojitosti s diabetem zavislym na poddvani inzulinu. Vyvojem metody na separaci
sedmi ,,novych* antileukemik v béhu jedné analyzy, odpada nutnost vyvoje metod pro kazdé
1éCivo zvlast. Stanoveni citratu uvolnovaného z povrchu zlatych nanocéstic nés piiblizi
pochopeni interakci probihajicich na povrchu nanocastic. Vyvinuti metody na stanoveni
alloxanu ve vzorcich mouky pomoci kapildrni zénové elektroforézy poskytne metodu ke
kontrole kvality mouky v potravinaiském pramyslu. V ramci této problematiky byla
navazana spoluprace s Fakultni nemocnici v Ostravé a spole¢né bylo feSeno studium vyskytu
alloxanu nejen v riiznych typech mouk z riznych zemi (USA, Bélorusko, Rakousko, CR), ale

1 v lidské krvi.



2 PREHLED AKTUALNIHO STAVU PROBLEMATIKY

2.1.1 Inhibitory tyrosin kinaz (TKI)

Tyrosinkindzy jsou enzymy prenasejici fosfatové skupiny z makroenergetickych molekul
napf. adenosintrifosfatu (ATP) na aminokyseliny tyrozinovych zbytkli v proteinech
jednotlivych signalnich drah na povrchu jejich bunéénych receptorti. Fosforylace v proteinech
aktivuje bunécné procesy od proliferace pies diferenciaci az po jejich apoptozu. Z popsaného
je patrné, Ze v pripad¢ deregulované aktivity tyrosinkinazy hrozi transformace v onkogenni
fenotyp buriky. Inhibitor RTK interakcei s bilkovinou Bcl-Abr zablokuje misto pro ATP, coz
pferusi pienos aktivniho fosfatu na tyrosin bilkovin patficich k substratim leukemcké
tyrosinové kindzy. Nasledné inhibici fosforylace tyrosinovych zbytk proteinli se zastavi

aktivace signalnich drah, podilejicich se na vzniku leukemického fenotypu buriky [1].

V soucasné chvili existuje Siroka Skala relativné novych antileukemik a rozsifuje se
1 spektrum jejich indikaci u dalSich forem rakoviny. Impuls pro vyvoj dalSich novych
antileukemik vzeSel zrostouci rezistence ¢i intolerance u pacienti s CML Ié¢enych
imatinibem jako lékem prvni volby. Do druhé linie antileukemik fadime napt. bosutinib
(inhibice Abl a Src proteinu) [2], dasatinib [3], poskytujici pozitivni vysledky kromé terapie
CML 1 v preklinickych testech u rakoviny prsu (inhibice Src proteinu) [4], erlotinib (inhibice
EGRF) pro 1écbu nemalobunééného karcinomu plic [5], pazopanib pro 1écbu rendlniho
karcinomu (RCC) [6] a vatalanib (inhibice KIT, PDGFR a VEGFR-1, VEGFR-2 a VEGFR-3)
pro 1écbu malignich gastrointestindlnich stromélnich nadort (GIST) [7]. Jelikoz predmétem
mé disertace je stanoveni nizkomolekularnich latek, budu se v nasledujici kapitole zabyvat

stanovenim TKI v riiznych télesnych tekutinach.
2.1.1.1 Stanoveni imatinibu v realném vzorku

Je nasnadé, Ze od doby objeveni imatinibu, uz vyslo nespocetné mnozstvi studii
zabyvajicich se krom¢ detailniho popisu mechanismu uc¢inku léku, jeho vlivu na lidsky
organismus, rezistenci a intoleranci lidského organismu na jeho terapeutické nasazeni, rovnéz
jeho stanovenim v biologickych vzorcich. V literatufe lze nalézt rizné techniky stanoveni
imatinibu. Stanoveni imatinibu spolu s jeho hlavnim metabolitem pomoci kapilarni zonové
elektroforézy (CZE) v lidské moci popsali Rodriguez a kol [8].). Stejni autofi publikovali

vysledky stanoveni imatinibu v moci i pomoci kapilarni elektroforézy v bezvodém prostiedi
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(NACE) [9]. Imatinib byl stanoven pomoci CE i v krevni plazmé¢. [10]. V drtivé vét$ing studii
byl imatinib stanoven v biologickych vzorcich zejména pomoci technik separa¢nich. Z nichz
1ze uvést napi: vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) ve spojeni s UV detekei [10
— 12], s detekcei diodového pole (DAD) [13], fluorescen¢ni detekci [14] ¢i hmotnostni detekci
obvykle v tandemovém usporddani (HPLC-MS/MS) [15, 16]. Micova a kol. provedli srovnani
pratokové injekéni analyzy a HPLC-MS/MS na kolon¢€ naplnéné ¢asteckami v fadech um,
dovolujici diky svému velkému povrchu rychlou separaci pii vysoké ucinnosti. Jimi
vyvinutou FIA metodou byla dosazena vysoka rychlost analyz (az 80 analyz/hod) [17]. Stejni
autofi osvétluji stanoveni metabolit u vzorkll pacientli lécenych imatinibem pomoci
hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim ve spojeni s kapalinovou chromatografii

(LC-HRMS), kdy detekovali 24 novych strukturalné neocekavanych metabolith [18].

2.1.2 Stanoveni (malych) anorganickych ionti pomoci CE

Stanovujeme-li anorganické ionty pomoci CE, musime brat v potaz otdzku nepiimé
UV detekce a modifikace elektroosmotického toku (EOF). Klicovym pro ziskani nejlepSich
vysledkl separace je zvazeni znaménka a elektroforetické mobility absorbujicich iontd [19,
20]. Druhou otazkou v piipad¢ stanoveni anorganickych aniontd je ovlivnéni EOF, kdy je
nutno pro stanoveni aniontti obraceni EOF. Toho lze docilit modifikaci stény kapilary tzv.
dynamickym pokrytim pomoci modifikatori EOF ptiddvanych do elektrolytu. Jako
modifikatory pro nepiimou UV detekci aniontl jsou obvykle uzivany dlouhé alkylové fetézce
povrchové aktivnich latek, napf. hexadecyltrimethylammonium bromid (CTAB),

tetradecyltrimethylammonium bromid (TTAB) apod. [21, 22]

2.2 Alloxan

Prvni informace o souvislosti mezi alloxanem a vyvolanim stavu diabetu sahaji do roku 1818,
kdy tato organicka latka byla prvné izolovana Brugnatellim, ale jméno alloxan ji bylo
pridéleno az o dvacet let pozdéji [23]. Od 40. let minulého stoleti je popsan a znam
experimentalni stav diabetes mellitus u zvitat nazyvany ,,alloxanovy diabetes [24]. Nasledné
studie poukazaly, ze tento diabetes l1ze vyvolat krom¢ kralika i1 u dalSich zvitat (mysi, krysy,

opice, kocky ¢i psa).



CILE PRACE

Cile této prace Ize shrnout do tfi bodu:

1.

Vyvoj rychlé aufinné metody simultdnni separace sedmi novych antileukemik
pomoci kapilarni zonové elektroforézy (CZE) s UV detekci a micelarni elektrokinetické
chromatografie (MEKC) zejména pro rychlou farmaceutickou kontrolu. Validace

metody. Test robustnosti.

. Vyvoj rychlé ajednoduché metody pfi stanoveni kyseliny citronové pomoci CZE

s nepifimou UV detekci. Analyza uvolnéného mnozZstvi kyseliny citronové ze vzorka

zlatych nanocastic po jejich umisténi do jinych pufrt. Validace metody.

. Vyvoj metody pro separaci alloxanu a jeho prekurzorit pomoci CZE s UV detekei.

Stabilitni studie alloxanu a jeho produkti simulaci skladovani mouky v rtiznych

prostiedich pomoci pfimého nastiiku do hmotnostniho spektrometru.



3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie

Komponenty = zékladnich  elektrolytli:  kyselina fosfore¢nd,  kyselina boritd,
kyselina ftalovd, hydroxid sodny, hydroxid amonny, kyselina octovd, TRIS, DMSO, SDS,
CTAB, DDAB, PB, MOPS, kyselina trichloroctova, chlorid sodny, 1-propanol, acetonitril
byly zakoupeny od firmy Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). Methanol byl zakoupen od
firmy Merck (Darmstadt, Némecko). Standardy: bosutinib, dusi¢nan amonny, molybdenan
amonny, kyselina citronova, alloxan, kyselina barbiturova, kyselina mocova byly téz
zakoupeny od firmy Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). Standardy: imatinib, dasatinib,
pazopanib, erlotinib, canertinib a vatalanib byly zakoupeny od firmy LC Laboratories
(Woburn, USA). Zlaté nanocéstice (20 nm) stabilizované citratem byly taktéz zakoupeny od

firmy Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). Vsechny pouzité chemikélie byly Cistoty p. a.

3.2 Instrumentace

Analyzy byly provadény na instrumentu kapilarni elektroforézy HP *°CE (Agilent
Technologies, Waldbronn, Germany) s detektorem s diodovym polem (DAD). Pro analyzy
byly pouzity nepokryté kiemenné kapilary (MicroSolv Technology Corporation, NJ, USA)
o vnitinim primeéru 50 um s celkovou délkou 33,0 cm a efektivni délkou 24,5 cm v piipadé
stanoveni antileukemik nebo s celkovou délkou 48,5 cm a efektivni délkou 40,0 cm v ptipade
stanoveni citratu ve vzorcich nanocastic a stanoveni alloxanu. Prostor kapilary béhem vsech
analyz byl termostatovan na 25 °C. V piipadé stanoveni 1€Civ a alloxanu, byla kazdy den pred
prvnim experimentem kapilara promyvana 10 min 0,1 M NaOH, 20 min deionizovanou
vodou a 10 min pfislusSnym elektrolytem. V ptipad¢ stanoveni citratu, byla kazdy den pied
prvnim experimentem kapilara promyvana 10 min 0,1 M NaOH, 20 min deionizovanou
vodou, 30 min polybrenem a 10 min piisluSnym elektrolytem. Mezi jednotlivymi experimenty
byla kapilara promyvana 2 min 0,1 M NaOH, 3 min deionizovanou vodou a 5 min pfisluSnym
elektrolytem. Pouze v piipad¢ alloxanu bylo promyvani snizeno na 1 min 0,1 M NaOH, 1 min
deionizovanou vodou a 3 min piislusnym elektrolytem. Veskeré promyvani bylo automatické,

tlakem 925 mbar.



Elektrolyty byly pfipravovany rozpusténim vypocteného mnoZstvi kyseliny
v deionizované vodé (18 MQcm, Millipore, USA), nésledné bylo pH byl upraveno titraci
ptislusnou bazi (napt. 50 % (w/w) NaOH). Pro CE-MS byly elektrolyty pfipravovany ve vodé
zakoupené od firmy Merck (LC-MS kvalita). V pfipadé¢ pouziti aditiv byla aditiva
ptfidavana az k findlnimu roztoku po titraci pH. VSechna méfeni byla provadéna 5 x, neni-li

uvedeno v textu jinak.

3.3 Priprava vzorki

Zasobni roztoky Sesti 1é¢iv — antileukemik byly pfipraveny o koncentraci 1 mg/ml
v methanolu, pazopanib byl rozpustén v DMSO. Roztoky byly poté fedény v deionizované
vodé na piipravu pracovnich roztok na pozadované koncentrace. VSechny roztoky byly
uchovavany v podminkach pod -20 °C bez pfistupu svétla. Zasobni roztoky modelové smési
(chlorid sodny, molybdenan amonny, dusi¢nan amonny akyselina citronovd) pro
separaci aniontll (chloridovy, molybdenanovy, dusi¢nanovy a citratovy) byly piipraveny
v koncentraci 1 mg/ml v deionizované vod¢ a poté fedény deionizovanou vodou na piipravu
pracovnich roztoki. Zasobni roztoky alloxanu spolu s kyselinou barbiturovou a mocovou byly
pfipraveny v koncentraci 1 mg/ml v deionizované vodé a poté fedény deionizovanou vodou
na ptipravu pracovnich roztok.

Vzorky zlatych nanocastic (5 nm, 10 nm, 20 nm a 50 nm) byly zakoupeny od firmy
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). Pouzité nanocastice byly skladovany v lednici pfi
teplote 4°C.

Pro analyzu mouky byl vybran vzorek bélené mouky z USA, Gold Medal, zakoupeny
v bézném obchodnim fetézci (Walmart). Mouka byla poskytnuta spolupracujicim pracovistém
FN Ostrava (MUDr. Véclav Prochazka, Ph.D.). K navdzenému cca 1 g mouky byl ptfidan
standard alloxanu (2 mg), poptipadé 0 mg (blank — slepy pokus). Vzorky mouky byly
extrahovany kyselym vyluhem. Ke vzorku bylo pfidano 10 ml 0,01 M HCI a vzorek byl
sonifikovan po dobu 10 minut v ultrazvukové 1azni. Po dekantaci byl supernatant odebran,
prefiltrovan pies sttikackovy filtr (0,45 pm, PTFE, Membrane Solutions) a davkovan ptfimo
do hmotnostniho spektrometru.

Pro analyzu alloxanu ve vzorcich krve byla pouzita krev zdravého dobrovolnika. Krev
byla thned po odbéru zamraZena na -80 °C a takto uchovéana az do analyzy. Vzorky krve byly

pfed analyzou upraveny. Bylo provedeno rychlé rozmrazeni vzorku a néaslednd deproteinace



kyselinou trichloroctovou (TCA). 350 pl vzorku bylo smichano se 650 pl 1 mol/l TCA a smés
byla promichéana na vortexu po dobu 5 s. Posléze byla sonifikovéana v ultrazvuku po dobu 30 s
a nasledné centrifugovana po dobu 1 minuty pii 5000 otackach/min. Supernatant byl
zfiltrovan ptes stiikackovy filtr s velikosti pori 0,45 um a rekonstituovdn methanolem. Ke
vzorku krve byl pfidavan standard alloxanu (finalni koncentrace 1 x 10™ mol/l) v réiznych
fazich procesu jejiho zpracovani nasledujicim zpdsobem: a) do plné krve, b) do
deproteinované krve, ¢) do filtrované krve.

Se vSemi vzorky krve bylo nakladano jako s potencidlné infekénim materidlem. Byly
pouzity zakladni ochranné pomticky pro praci s infekénim materidlem a odpad byl ukladan do

zvlastnich kontejnert a nasledné zlikvidovan predepsanym zptsobem.

3.4 Validace metod

Identifikace pikii analytG byla provadéna porovnavanim UV spekter a metodou
standardnich pfidavki (,,spajkovani®) jednotlivych analyti. K validaci bylo pouzito
vyhodnoceni pomoci statistického programu QC Expert 2.5 (TriloByte Statistical Software,
Pardubice, Ceska republika). Piesnost v ramci jednoho dne byla vyhodnocena z kalibraénich
zévislosti na pfislusnych koncentra¢nich hladinidch vztazenim ke koncentraci interniho
standardu. Jednotlivé kalibrace byly méfeny po uréené dny s tim, Ze byla spoctena primérna
hodnota relativni smérodatné odchylky. Pfesnost v ramci vice dnli byla poté urcena jako
relativni smérodatna odchylka vSech méfeni v urCenych dnech. Meze detekce (LOD) a meze
kvantifikace (LOQ) byly odhadnuty v pouzitém softwaru jako hodnoty 3S/N a 10S/N.
Vytéznost byla spocitana jako podil mezi znamym ptidanym mnoZstvim analytu a vzorku bez

pridavku analytu.

3.5 Kapilarni elektroforéza s hmotnostni spektrometrii (CE-MS)

Pro analyzy hmotnostni spektrometrii s pfimym nastfikem byl vyuzit hmotnostni
spektrometr Agilent 6460 (Agilent, Waldbronn, Némecko) s trojitym kvadrupdlovym
analyzatorem. Stiikackova mikropumpa (New Era Pump System, Farmingdale, NY, USA)
byla vyuzita pro dopravu vzorku do elektrospreje. Priitok byl nastaven na hodnotu 3 pl/min.
Software MassHunter, verze B.06.00, byl pouzit pro ovladani pfistroje i sbér signalu. Data
byla sbirdna po stabilizaci signdlu nejmén¢ 3 minuty a pak bylo analyzovano priamérné

spektrum.



4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Separace novych l1éciv pro 1é¢bu leukémie pomoci kapilarni zénové

elektroforézy s UV detekei

Jak je patrné ze struktury vSechny analyty (imatinib, bosutinib, canertinib, dasatinib,
erlotinib, pazopanib a erlotinib, viz. obr. 1) budou kladn¢ nabité v kyselé oblasti pH a proto
bylo zvolené nizké pH pro experimenty v modu kapilarni zénové elektroforézy (CZE)
a vysoké pH pro experimenty v moédu micelarni elektrokinetické chromatografie (MEKC),

kde naopak budou vSechny analyty neutralni.
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N c
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Obrazek 1: Struktury analyti protinadorovych 1é¢iv.
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4.1.1 Vyvoj metody

V rédmci hledani optimalnich CZE podminek byl zvolen jako startovaci pufr fosfatovy
pufr o koncentraci 100 mM a kyseld oblast 2,0 — 3,0. Nejprve byl studovan vliv pH
na separaci vSech sedmi analytd béhem jedné analyzy. Jako protiionty v pufru byly pouzité
sodikové ionty. Efekt pH byl studovan pti pH 2,0; 2,25; 2,5; 2,75 a 3,0. Uplnou separaci, tj.
separaci vSech sedmi analyti poskytlo pH 2,75, a proto byla tato hodnota vybrana pro dalsi
experimenty. Ostatni hodnoty pH poskytly pouze ¢aste¢nou separaci.

DalSim studovanym parametrem byl vliv protiiontl. Protiionty jsou dal$im dalezitym
parametrem, ktery mize ovlivnit separaci prostfednictvim jejich interakce s analyty. Rovnéz
je mozna jejich interakce se silanovymi skupinami na sténé kapilary atim zmeéna zeta
potencialu potazmo EOF. Za timto ucelem byl fosfatovy pufr o koncentraci 100 mM titrovan
pomoci TRIS na pH 2,75; ovSem nebyl zaznamenan Zadny signifikantni vliv v efektivnich
mobilitach analytl oproti pouzitym sodnym ionttim.

Poslednim studovanym parametrem byla koncentrace elektrolytu. Je obecné zndmo, ze
iontova sila ma vliv jak na elektroosmoticky tok, tak na vlastni separaci latek, nebot’ ovliviiuje
disociaci. ZvySeni koncentrace elektrolytu vede ke snizeni EOF. Byly studovany
tf1 koncentrace fosfatového elektrolytu: 50 mM, 75 mM a 100 mM. Nizs§i koncentrace
elektrolytu opét neposkytly separaci vSech sedmi analytli. Nejlepsi separace byla ziskana pii
koncentraci 100 mM. Vyssi koncentrace nebyla zkouSena z diivodu generovani relativné
velkého elektrického proudu (pii pouziti této koncentrace byl generovan proud 60 pA pfii
+15 kV). Vyssi koncentrace by tak pravdépodobné vedly ke generovani Jouleova tepla a tim
k horsi opakovatelnosti analyz.

Pod optimalizovanymi podminkami prob¢hla analyza vSech sedmi analyti do osmi
minut v nasledujicim migra¢nim potadi: vatalanib; imatinib; bosutinib; canertinib; dasatinib;
pazopanib; erlotinib (obrazek 2A).

Jako dalsi otdzka v ramci vyvoje metody na separaci vSech sedmi 1é¢iv byl feSen mod
MEKC. Pro tyto experimenty, jak jiz bylo vySe zminéno, byla pouzita zasaditd oblast a byly
studovany dva elektrolyty. Jako startovaci elektrolyt byl zvolen borat/NaOH o koncentraci
100 mM a pH 9,5.

Vyznamnym parametrem v MEKC je ptidavek tenzidu (naptf. SDS) a tvorba micel.
Ptidavek SDS ovlivni separaci tim, ze ovliviiuje retencni faktory analyti. Byly studovany
nasledujici koncentrace SDS: 50 mM, 75 mM, 100 mM a 150 mM. Z4dna z téchto
koncentraci nevedla k separaci vSech analyti. Jako druhy studovany elektrolyt byl 50 mM
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fosfat/NaOH pH 8,0 s ptidavkem SDS o koncentracich 10 mM, 25 mM a 50 mM. V tomto
piipad¢é byla ziskana opét pouze CasteCna separace analytl (4 piky) a navic analyza trvala
okolo 30 min (obrazek 2A). Proto pro dalsi kroky byla vybrana CZE separace
v optimalizovanych podminkach (100 mM fosfat NaOH pH 2,75).

4
1.vatalanib
| 2.erlotinib
1 3.canertinib
1. vatalanib imatinib
2 2. imatinib | 4.bosutinib
3. bosutinib e dasatinib
4, canertinib £ pazopanib
20/ 5. dasatinib -4 : 1
E 6. pazopanib 6 ~n 2
* 7. erlotinib 7 %
R 2| 4
E : 3
10 5
1 M_J :
I
0
H 3 i 5 [ 7 [ ] s )
& k] a u bl %
A) o B) &as [min]

Obrazek 2: CZE a MEKC elektroferogram protinddorovych 1é¢iv;

(A) CZE: BGE: 100 mM fosfat/NaOH pH 2,75; separacni napéti 25 kV, teplota 25 °C,
hydrodynamické davkovani 5 stlakem 50 mbar, koncentrace analytli: vatalanib, imatinib,
canertinib and dasatinib 10 pg/ml; bosutinib 100 pg/ml; pazopanib 33 pg/ml; erlotinib 25
ug/ml; (B) MEKC: BGE: 50 mM fosfat/NaOH pH 8,00; separa¢ni napéti 25 kV, teplota 25

°C, hydrodynamické davkovani 5 s tlakem 50 mbar, koncentrace vSech analyti: 10 pg/ml.

Doposud byla vSechna léciva stanovena oddélen¢ jednotlivymi analyzami. Vyvinuta
metoda umoziluje stanovit vSech sedm 1é¢iv béhem jediné analyzy. Dalsi vyhodou je jeji
rychlost (analyza je hotova do 8 minut) a jednoduchost. Vyvinutd metoda muize byt pouzita

pro kontrolu kvality 1é¢iv ve farmaceutickém primyslu

4.1.1 Validace metody

U vyvinuté metody za pouziti nasledujicich optimalnich podminek byly validovany
zakladni parametry metody, viz tabulka I. Relativni smérodatné odchylky migracnich casii
(RSD t;) analyti neptfesahly 0,9 % a RSD ploch (area) byly nizs§i nez 6,6 % vyjma
pazopanibu (12,4 %). V tomto ptipadé lze usuzovat degradaci pazopanibu béhem analyz. Je
ziejmé, Ze vyvinutd metoda poskytuje dobré vysledky umoziujici jeji pouziti pro

farmaceutickou analyzu (koeficienty determinace pro vSechny analyty byly vys$si nez 0,96).
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Tabulka I: Parametry validace vyvinuté metody

Létivo (a) (b) (c) (d) (e) () (2
Presnost korigovanych migracnich ¢asu
RSD (%)
0,2 0,4 0,2 0,3 0,4 0,4 0,3
jednodenni®
RSD (%)
0,5 0,8 0,6 0,5 0,9 0,8 0,6
mezidenni®
Piesnost korigovanych ploch piki
RSD (%)
_ 2,2 2,7 3,7 3,9 4,7 8,5 2,1
jednodenni®
RSD (%)
5,5 4,4 5,5 4,1 6,4 12,4 6,6
mezidenni®
Vytéznost (recovery), kalibrace
Vytéznost
b 95,33 i.s. 96,26 | 100,41 83,6 95,52 85,58
(%)
Linearita
5-100 | 5-100 | 5-100 | 5-100 | 5—-100 | 5—-100 | 5—100
(ug/ml)
Koeficient
0,9989 i.s. 0,9992 | 0,9990 | 0,9634 | 0,9993 | 0,9999
determinace
Limity detekce a kvantifikace
LOD*
0,5 0,9 2,0 1,5 0,5 0,5 0,75
(ng/ml)
LOD®
1,7 3,0 6,7 5,0 1,7 1,7 2,5
(ng/ml)

(a) vatalanib, (b) imatinib, (c) bosutinib, (d) canertinib, (e) dasatinib, (f) pazopanib,

erlotinib

®Ptesnost jednodenni (,,intraday*) byla pocitana z kalibraci z poméru plochy piku a plochy
piku interniho standardu (imatinib 100 pg/mL) jako primér z kalibracnich zavislosti
(kalibrace 5 pg/mL az 100 pg/mL, 6 bodd, n = 5) méfenych v jednom dni, pfesnost mezidenni

(,,interday*) byla vypoctena jako pramér z kalibracnich zavislosti (kalibrace 5 ug/mL az 100

pg/mL, 6 bodl, n = 5) métenych po 3 po sobé jdoucich dnech.

®LOD a LOQ hodnoty byly vypodteny softwarem QC Expert (Pardubice) jako hodnoty 3ca

100.
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¢ Vytéznost byla vypocltena z piidavku 10 pg/ml standardi jednotlivych 1é¢iv do smési

standarda 7 1é¢iv.

4.1.2 Stanoveni citratu ve vzorcich zlatych nanocastic pomoci CZE

s neprimou UV detekci

Jak jiz bylo popséno, dame-li nanocastice zlata, pivodné stabilizované kyselinou
citrénovou, do prostiedi napt. MOPS pufru, dojde ke zméné jejich néboje, coz se projevi napft.
jejich rliznym elektroforetickym chovanim. Pravdépodobné dochdzi k vyméné iontd mezi
povrchem nanocastic a elektrolytem. Pro studium tohoto modelového pripadu, tj. uvolnéni
kyseliny citrénové z povrchu nanocastic v prostiedi MOPS pufru, je nutné dobie zvolit
pracovni elektrolyt. Pokud déavkujeme vzorek nanocastic s uvolnénym citrastem v MOPS
pufru, je MOPS pftitomen ve velkém nadbytku. Pokud by MOPS migroval rychleji nez citrat,
byl by pravdépodobné pik kyseliny citronové nedetekovatelny. Nicméné podle softwaru
Peakmaster ma citrat pohyblivost -53,0 x 10° m? V' s™, zatimco ionty MOPS maji niZsi
pohyblivost (MOPS -4,6 x 10° m? V' s™), takze zvoleny systém (pH 6,5) je vhodny pro toto
stanoveni.

Komeréné proddvané zlaté nanocastice (20 nm), které jsou na svém povrchu
stabilizovany citratem, byly pouzity jako modelovy vzorek. Tyto NPs maji odlisSny zeta
potencial v riiznych elektrolytech bézné pouzivanych v CE (napf.: -11 £ 1 mV v 50 mM
acetatu pH 4,5; -28 £ 2 mV v 50 mM MOPS pH 7,5 nebo -77 £ 3 mV v 50 mM boratu pH 9,5
(vSechny udaje byly méteny pomoci ptistroje Malvern Zetasizer). Se zménou zeta potencidlu
souvisi 1 migrace téchto NPs v elektrolytech. Zmény v zeta potencidlu popsané vyse jsou
pravdépodobné zplisobeny ligandem/iontovou vyménnou rovnovahu, kde jsou citratové ionty
vyménéné jinymi ionty z roztoku, jak je poznamenano také v nedavné publikaci [25]. Pro
studium tohoto efektu byla ptidana riznd mnozstvi MOPS do vzorki NPs a po 30 minutach
kvantifikovano mnozstvi uvolnéného citratu z povrchu NPS pomoci vyse popsané vyvinuté
metody. Za vySe popsanych optimalnich podminek byla provedena CZE analyza nanocastic
(obr. 3) a to se stejnymi vysledky, jaké ptfedpovidal program Peakmaster. Je ziejmé, ze

metoda miZze byt pouzita pro studium mnozstvi citratu uvoliiovaného ze vzorku nanocastic.
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Obrazek 3: CZE elektroferogram citratu ve vzorku Au NPs;
BGE: 5 mM ftalat/NaOH pH 6,5; separacni napéti - 15 kV, teplota 25 °C, hydrodynamické

davkovani 5 s tlakem 50 mbar, koncentrace analyti: 50 pg/ml.

Zavislost plochy piku citratu na koncentraci MOPS je nelinearni (obr. 4). Plocha piku
citraitu byla konstantni do pfidavku 5 mmol/l MOPS, poté kiivka linearné rostla az do
ptidavku 0,3 mol/l MOPS, kde pravdépodobné doslo k vysyceni povrchu nanocéstic, resp.
ustanoveni rovnovahy mezi citratovymi a MOPS ionty na povrchu nanocastice. Je patrné, ze
pridavek elektrolytu méni iontové chovani NPs. Tento Uc¢inek taktéz odrazi, ze NPs nejsou
stabilizovany kovalentné. Zavérem lze konstatovat, Ze tato prace potvrzuje, Ze chovani
nanocastic muze byt napf. v piitomnosti biologickych struktur (proteiny, buiiky, DNA)
odlisné od jejich chovani ve vodném prostiedi. Tato informace muze byt naprosto zasadni pro
studium NPS v zivych organismech, kde maji slouzit jako potencidlni ,,nanopfenaSec¢i 1é¢iv
v zivych systémech a kde vyvstava otazka, zda tato cilena terapie mize byt uspéSnou, kdyz

celularni prostfedi de facto méni chovani NPs.
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Obrazek 4: Priklad zavislosti plochy citradtu na koncentraci ptidavku MOPS.
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4.1.2.1 Validace metody

Dal$im krokem byla validace metody pro stanoveni kyseliny citrénové. Zakladni
analytické parametry metody jsou uvedeny v tabulce II. Kalibra¢ni zavislosti byly linearni v

oblasti mezi 10 pmol/l a 100 pmol/l (5 bodi; n =5), s koeficientem determinace 0,998.

Tabulka II: Parametry validace vyvinuté metody

Parametr Hodnota

Piesnost korigovanych migraé¢nich ¢asa *

RSD (%) jednodenni®, 0,6 %

RSD (%) mezidenni® 1,5 %
Presnost korigovanych ploch*

RSD (%) jednodenni® 2,8 %

RSD (%) mezidenni® 4,5 %
Vytéznost (recovery), kalibrace

Vyt&znost (%)° 96,4 %

Rovnice regrese y=8470 (27)x 12 (5)
Koeficient determinace 0,9978

Limit detekce a kvantifikace

LOD® (umol/l) 7,0

LOQ® (umol/l) 22
*Piesnost jednodenni (,,intraday*) byla po¢itana z kalibraci z poméru plochy piku a plochy

piku interniho standardu (molybdenan amonny 50 mmol/l) méfenych po 3 po sobé jdoucich
dnech, ptesnost ,,mezidenni* (,,interday*) byla vypoctena jako primér z kalibrac¢nich
zavislosti métenych po 3 sobé jdoucich dnech (kazdy den 3 méfeni). Koncentrace kyseliny
citronové byla 0,1 mmol/I.

® Vyt&znost byla vypodtena z pridavku 0,5 mmol/l standardu kyseliny citronové ke vzorku Au
NPs.

“LOD a LOQ hodnoty byly vypocteny softwarem QC Expert (Pardubice) jako hodnoty 3ca
10c.
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4.2 Separace alloxanu a jeho prekurzori pomoci kapilarni zénové

elektroforézy s UV detekei

Alloxan je v poslednich dvou dekadach povazovan rovnéz za kontroverzni latku diky
hypotéze jeho vzniku v prubéhu procesu béleni mouky. Literatura uvadi, ze alloxan vznika
jako vedlejsi produkt oxidace proteind, ¢imZ proces béleni mouky, pfi némz se mouka stava
,»Cist&j8i* a ,,belejsi*, se vlastné stava toxickym [26]. Mouka sama o sob& podléha ptirozenym
procestim starnuti béhem svého skladovani, kdy probiha fada oxidac¢nich reakci zahrnujicich
reakci s karotenoidy a sulfhydrylovymi skupinami proteinti [27]. Potravinaisky pramysl, za
ucelem tento proces urychlit a ziskat tak difv ,kvalitnj$i* mouku, cilen¢ pridava bélici
prostiedky do mouky (benzoylperoxid, plynny chlor, oxid chloricity, nitrosylchlorid a oxidy
dusiku) [28]. Probihajici oxida¢ni procesy mohou modifikovat slozky mouky [29] a
hypoteticky produkovat toxické latky jako je alloxan. V soucasné dob¢ existuje pouze jedna
odbornd publikace zabyvajici se stanovenim alloxanu v bélené mouce. Giaccone a kol.
analyzovali 175 vzorkd ze 3 druhi mouk ziskanych pfimo od vyrobce ¢i ze sicilskych
supermarketi pomoci LC-MS/MS s pre-kolonovou derivatizaci alloxanu na alloxazin [30].
Alloxan nalezli pouze ve vzorcich mouky oznacovanych ,,cake bleached flour‘ (42 mouk) s
LOD 0,73 mg/kg a vytéznosti mezi 94 % az 102 %. Kvili derivatizaci je metoda LC-MS/MS
pracna a Casové naro¢nd, z tohoto divodu jsem se zaméfila na vyvoj metody na stanoveni

alloxanu pomoci CE.

4.2.1 Vyvoj metody

Kyselého charakteru alloxanu, kyseliny mocové a kyseliny barbiturové bylo vyuzito
v CZE experimentech. V zésaditém prostiedi se budou tyto slouceniny chovat jako anionty
(obr. 5). Z tohoto diivodu byl jako vychozi elektrolyt pro prvotni experimenty vybran bazicky
elektrolyt - borat sodny. Spolu s alloxanem byly pfi analyze dale separovany kyselina
barbiturova a kyselina mocova, mozné syntetické prekurzory alloxanu, které lze ale 1 vyuzit v
kontrolni fazi potravin jako interni standardy (kyselina barbiturova se v potravinich

pravdépodobné vyskytovat nebude).
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Obrazek 5: Struktury: (A) alloxan, (B) kyselina barbiturova, (C) kyselina mocova.

V ramci optimalizace podminek byl nejprve testovan efekt pH boratu (50 mM) pfi
hodnotach 8,0; 8,25; 8,5; 8,75 a 9,0. Nejlepsi separace dle rozliSeni a tvaru piki bylo
dosazeno pii pH 8,0 (uplna separace). Nasledné byl studovan efekt koncentrace elektrolytu.
Byly studovany tyto koncentrace bordtu: 25 mM, 50 mM, 75 mM a 100 mM. Optimalni
hodnota byla 50 mM. NiZzs§i koncentrace vedly k $ir§im pikim, zatimco vyssi koncentrace

zpusobily nestabilitu elektrického proudu pii analyzach. Nejlepsiho rozliSeni bylo dosazeno

2

20 1. kyselina barbiturova
2. alloxan
17.51 3. kyselina mocova
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pii pH 8,0. Tyto podminky vedly k separaci vSech tii analytii do 2 minut. (obr. 6).

Obrazek 6: CZE separace alloxanu, kyseliny barbiturové a mocové;
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BGE: 50 mM borat/NaOH pH 8,0; separacni napéti 20 kV; 25°C; hydrodynamické davkovani
5 s tlakem50 mbar, koncentrace analytti 50 pg/mL.

Dal§im vyznamnym parametrem ovliviiujici rychlost analyzy je separacni napéti.
Ovliviiuje jak migraéni Cas analytl, tak vznikajici Jouleovo teplo. Napéti bylo studovano
v rozsahu od 5 kV az po 30 kV v optimalnich podminkach (50 mM borat/NaOH pH 8,0), za
hydrodynamického davkovani vzorku tlakem 50 mbar po dobu 5 s. Optimalni hodnota byla
10 kV. Pfi nizs§ich hodnotach napéti dochazi k prodlouzeni migracnich Casti analytl a tedy i
analyzy, naopak v pfipad¢ vyssiho napéti dochazi ke zvySenému generovani Jouleova tepla a
analyza se stdva neopakovatelnou.

Posledni parametr, ktery je potieba brat v potaz, je vliv teploty. Stejné¢ jako napéti i
teplota ovliviiuje délku analyzy diky ovlivnéni viskozity prosttedi. Efekt teploty byl studovan
pii 25°C, 40°C a 60°C. Optimalni hodnota byla 25°C. ZvySeni teploty urychli analyzu
zmeénou viskozity prostiedi, ale zaroven zplisobi nestabilitu signélu, jelikoz se bude generovat
vice Jouleova tepla.

Na zéklad¢ vySe uvedeného je zfejmé, ze neni potieba testovat piidavky aditiv, protoze

separace vSech tfi analyti je Gplna, rychla a s dostate¢nym rozliSenim.

4.2.2 Stanoveni zakladnich parametri metody

Vyvinutd metoda byla ¢aste¢né validovéana. Zakladni parametry metody jsou uvedeny

v tabulce III.

Tabulka III: Zakladni parametry vyvinuté metody

Parametr Hodnota

Pi‘esnost korigovanych migraénich ¢asa®

RSD (%) jednodenni®, 1,2
Piesnost korigovanych ploch*
RSD (%) jednodenni® 4,7
Kalibrace
Linearita (umol/I) 10 - 100
Rovnice regrese y=217(12) x 101 (26)
Koeficient determinace 0,993

Limit detekce a kvantifikace

LOD® (umol/I) 8
LOQ" (umol/l) 27
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“Pfesnost jednodenni ,,intraday* byla po¢itana z kalibraci z poméru plochy piku a plochy piku
interniho standardu (kyselina barbiturova 50 pg/ml) méfenych po 3 po sobé jdoucich dnech.
®LOD a LOQ hodnoty byly vypocteny softwarem QC.Expert (Pardubice) jako hodnoty 3ca
10c.

4.2.2.1 Analyza alloxanu pomoci hmotnostni spektrometrie (MS)

Pted tUplnou validaci validaci metody bylo umoznéno, vyuzit piistroje CE-MS pro
analyzu alloxanu. Tato moZnost je z pohledu analyzy redlnych vzorki (z pohledu identifikace)
natolik zajimava, Ze jsem se rozhodla vyuzit této moZnosti.

Nejprve byl analyzovan vodny roztok alloxanu o koncentraci 10 mol/l ve
skenovacim rezimu, aby bylo zjisttno MS spektrum alloxanu. Pouzité podminky pro MS

detekci jsou v nasledujici tabulce (Tabulka III).

Tabulka III: Parametry MS detekce pro pilotni studii alloxanu

Parametr Podminky
Sprejovaci napéti -4000 V
Tlak nebuliza¢niho plynu 15 psi (1 psi = 6894,76 Pa)
Priitok nebuliza¢niho plynu 10 I/min
Teplota plynu 300°C
Napéti na fragmentoru 70V

V MS spektru alloxanu (obr. 7) je patrny molekulovy ion alloxanu [M-H] o m/z 141,
dale jeho ,,adukt s vodou* piedstavujici kyselinu alloxanovou [M-H+H,0] o m/z 159 a
dekarboxylovanou formu kyseliny alloxanové [M-H+H,0-CO;]" o m/z 115 (Am/z 44
predstavuje logickou ztratu CO5).
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Obrazek 7: Priklad MS spektra alloxanu

4.2.2.1.1 Optimalizace MS parametrti

DalSim krokem byla optimalizace parametri MS detekce pro dosazeni co nejlepSiho
signalu alloxanu. Bylo ménéno sprejovaci napéti v rozsahu -4,0 kV, -3,5 kV, -3,0 kV a -2,5
kV, teplota nebulizacniho plynu v rozsahu 150°C, 200°C, 250°C a 300°C a napéti na
fragmentoru v rozsahu 135 V, 120 V, 100 V, 90 V, 80 V, 70 V a 60 V. Nejlepsiho signélu
bylo dosazeno pii pouziti sprejovaciho napéti -3,0 kV, teploty nebuliza¢niho plynu 200°C a
napéti na fragmentoru 70 V. Prvni dva parametry ovliviiovaly stabilitu elektrospreje, zatimco
posledni parametr piedev§im podobu MS spektra — pfi pouziti vyrobcem nastavené¢ho napéti

135 V byl detekovan pouze produktovy ion o m/z 59.

4.2.2.2 Studium hydrolyzy alloxanu

Vyse popsany jev hydrolyzy alloxanu na kyselinu alloxanovou je v literatufe popsany
(viz teoreticka cast) jako relativné rychly proces. Pokud by tento proces byl velmi rychly
(rychlejsi nez je vlastni separace), tak nemusi dojit k odseparovani alloxanu a kyseliny
alloxanové pomoci kapilarni elektroforézy (bylo by mozné vyuzit tento jev pro identifikacni
ucely). Na druhou stranu je ale popsdno, Ze kyselina alloxanovd na rozdil od alloxanu
nevyvolava experimentalni diabetes, takze de facto by bylo daleko zajimavéjs$i mit informace
o koncentraci alloxanu nez o koncentraci obou latek dohromady.

Pro ovéfeni rychlosti hydrolyzy byl proveden pokus, pii kterém byl alloxan smichan
s vodou a ihned analyzovan pomoci MS. Doba od prvniho kontaktu vody s alloxanem do
nastiiku do MS byla 20 sekund (polocas rozpadu alloxanu v organismu byl publikovan jako
1 minuta). Na nésledujicim obrazku 8 je vidét srovnani MS spekter primérovanych z méfeni

po 0,5 — 0,8 minut¢ a po 4,5 — 4,8 minuté¢ od smichani alloxanu s vodou.
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Obrazek 8: Srovnani MS spekter alloxanu po kontaktu s vodou (A) po 0,5 — 0,8 min; (B) po
4,5 — 4,8 min.

Z obrazku je vidét rizné pomérné zastoupeni alloxanu a kyseliny alloxanové (m/z 141 ku
m/z 159). Nicméné zaroven je ziejmé, Ze jiz po 20 s od kontaktu alloxanu s vodou dochézi ke
vzniku kyseliny alloxanové. Niz§i cas analyzy od kontaktu vody s alloxanem neni
v soucasnosti experimentaln¢ dosazitelny z divodu ru¢niho michani alloxanu s vodou.
Zajimaveé je, ze pomér alloxanu (m/z 141) a kyseliny alloxanové (m/z 159) se po ustanoveni
jisté ,,rovnovahy®, cca po 1,5 minuté, uzZ neméni. Zarovei jsou tyto ionty ve stejném poméru
intenzit detekovatelné ve stejném vzorku (alloxan rozpustény ve vod¢) i po 48 hodinach.
Z toho vyplyva, ze pravdépodobné je rovnovaha tvorby kyseliny alloxanové natolik rychla, ze
nebude mozné detektovat alloxan samostatné. Nicméné¢ alloxan, resp. kyselina alloxanova

jsou ve vodném prostiedi stabilni i 48 hodin.

4.2.2.3 Stabilitni studie alloxanu

V dalSich experimentech byla testovdna stabilita alloxanu v dalSich prostfedich.
Nejprve bylo studovano chovani alloxanu v prostfedi 0,01 mol/l NaOH a 0,01 mol/l HCI.
V kyselém prostiedi byl alloxan (m/z 141) i kyselina alloxanova (m/z 159 a 115) detekovana.
Zatimco v zasaditém prostfedi byla detekovana jen kyselina alloxanovd (m/z 159 a 115) a
fada dalSich iontl odpovidajicich pravdépodobné aduktim (vCetné sodnych aduktl) a
hydrolytickym produktiim (nebyly dale identifikovany). Tato skutecnost je zasadni z pohledu

vyvoje metody pro kapilarni elektroforézu, kde je optimalni pouziti pravé zasaditého
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Intenzita (CPS)

prostfedi. Zaroven je otazkou, zdali pfedchozi studium (CE-UV s pouzitim boratového
elektrolytu o pH 8,0) skute¢n¢ umoziuje detekci alloxanu.

Z tohoto divodu bylo provedeno dalsi studium stability pomoci MS — alloxan byl
davkovan v prostiedi acetatu/NH4OH pH 8,0, formiatu/NH4OH pH 8,0 (prostfedi vhodna pro
CE-MS) a v prostiedi boratu/NaOH pH 8,0. V prostiedi acetatu byly pozorovany ionty o m/z
115, 141 a 159 (byl detekovan alloxan 1 kyselina alloxanova), nicméné€ nejvyssi intenzitu mél
fragment o m/z 59. Ve formidtu byl pozorovan pouze ion o m/z 115 a 159 (kyselina
alloxanova), nicméné s velmi malou intenzitou. Z vySe uvedeného vyplyva, Ze obé prostiedi,
kterd jsou vhodnd pro spojeni CE s MS, neposkytuji dostatecnou odezvu alloxanu.
Pravdépodobné dochdzi k hydrolytickym procestim, stejné jako v prostiedi hydroxidu
sodného.

Poslednim studovanym prostiedim byl borat/NaOH pH 8,0. V tomto prostiedi byl
alloxan 1 kyselina alloxanova pozorovana (m/z 115, 141, 159). Byla studovéana koncentrace 1
mM, 5 mM a 20 mM. Se zvySujici se koncentraci sodnych ionti dochazi k tvorbé aduktti ve
spektru a prevaze dalSich iont. Nicméné pokud je pouzity NH4OH misto NaOH na piipravu
boratového elektrolytu, pak dochéazi k lepsi ionizaci a detekci jak alloxanu, tak kyseliny

alloxanové (viz obr. 9) s 5 mM borat/NH4,OH pH 8§,0).
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Obrazek 9: MS spektrum alloxanu v 5 mM borat/NH4,OH pH 8,0.

Pouziti boratu pravdépodobné stabilizuje alloxan v zasaditém prostredi a diky tomu je
mozné jej analyzovat jak pomoci spojeni CE-MS, tak i ve spojeni CE-UV.

Je otazkou, zda je alloxan, resp. kyselina alloxanova detekovatelnd 1 v jinych
prostiedich nez ve vodé, napt. v organickych rozpoustédlech. Z toho divodu byl alloxan
rozpu$tén v methanolu, propanolu a acetonitrilu a byl ptimo davkovan do MS. Ve vSech
ptipadech byl pozorovan jak signédl odpovidajici alloxanu (m/z 141) tak signél odpovidajici

kyselin¢ alloxanové (m/z 115 a 159). Nicmén¢, intenzity téchto signald byly rozdilné oproti
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analyze ve vod¢ (viz obr. 10). Samoziejmée intenzity signali se méni nejen riznou hydrolyzou

alloxanu, ale pfedevsim rtiznou ionizaci v téchto prostiedich.
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Obrazek 10: Srovnani MS spekter alloxanu v organickych rozpoustédlech

(A) methanolu, (B) propanolu a za (C) acetonitrilu.

4.2.2.1 Studium prFitomnosti alloxanu v krvi

Dalsi otazkou je, zdali po injekci alloxanu do krevniho fecCisté (pro vyvolani diabetu),
dojde ke stabilizaci alloxanu nebo nikoliv, resp. jak moc dojde k zméné¢ struktury alloxanu na
kyselinu alloxanovou, kterd jiz diabetes nezpusobuje. pH krve byva v rozmezi 7,36 — 7,44,
coz predstavuje rozmezi, které by nemélo zptisobit ani kyselou ani zésaditou hydrolyzu. Krev
samoziejm¢ obsahuje vodu, tj. zfejm¢é muze dojit k procesu tvorby kyseliny alloxanové.
Hypoteticky je i mozné, ze i ptes rychly rozpad alloxanu miize dojit k jeho transportu az do
mista ucinku, protoze srdce je schopno precerpat cely objem krve do jedné minuty.

Ovéteni této hypotézy ale neni jednoduché, protoze piiméa analyza piitomnosti
alloxanu v krvi neni technicky jednoducha (krev obsahuje mnoho latek a zaroven velké
mnozstvi NaCl, coz znesnadniuje ionizaci). V tomto piipad¢ byla nejprve testovana moznost
detekce alloxanu v prostiedi o vysoké koncentraci NaCl (150 mM). MS spektra obsahovala
majoritné¢ samoziejmé ionty odpovidajici aduktim NaCl (m/z 35, 93, 151, 211, 269, 327
apod.). Nicméné 1 v téchto podminkach byly po ptidavku alloxanu detekovany ionty o m/z

115, 141 a 159. Alloxan je tedy mozné detekovat i v prostiedi o vysoké koncentraci NaCl.
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Jako posledni krok bylo testovano, zdali by bylo mozné detektovat alloxan
v deproteinované krvi pomoci piimeého nasttiku do MS. Alloxan byl s krvi smichéan tésné pied
nastfikem do MS. MS spektrum vzorku obsahujiciho alloxan odpovidalo slozité matrici,
nicméné alloxan byl i1 v této matrici detekovan (m/z 141), viz obrazek 11. Je zajimavé, ze ve

stejném vzorku po 10 minutach stani jiz nebylo mozné alloxan detekovat.
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Obrazek 11: Piiklad MS spektra alloxanu v krvi.

Celé vyse uvedené studium je piislibem pro vyvoj metody na stanoveni alloxanu pomoci
spojeni kapilarni elektroforézy s hmotnostni spektrometrii. Je vidéet, Ze stabilita alloxanu hraje
dilezitou roli ve vyvoji metody a zaroven mulze hrat roli i v ptipadé detekce alloxanu

v biologickych vzorcich.
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5 ZAVER

V této praci jsem se snazila predstavit moznosti stanoveni nizkomolekularnich latek
pomoci kapilarni elektroforézy prostrednictvim tii aktudlnich témat, zejména v oblasti
mediciny. V prvni ¢asti mé prace byla vyvinuta a validovana metoda simultanniho stanoveni
sedmi relativné novych protinadorovych 1é¢iv pomoci CZE. Ve druhé ¢asti prace pak byla
vyvinuta metoda pro stanoveni citratu uvolfiovaného z povrchu zlatych nanocéstic rovnéz
pomoci CZE po ptidani MOPS iontli k nanocasticim. Metoda zahrnovala pouziti obracen¢ho
elektroosmotického toku a nepiimé UV detekce. V posledni Césti prace pak byla vyvinuta
metoda pro separaci alloxanu spolu s jeho prekurzory pomoci CZE a nasledovala stabilitni
studie alloxanu v mouce Gold Medal (USA) pomoci pifimého nastiiku alloxanu do
hmotnostniho spektrometru. Lze konstatovat, ze kapilarni elektroforéza se ukdzala byt
vhodnou technikou pro studium a stanoveni vSech tii feSenych skupin nizkomolekuldrnich
latek. Vyvinuté metody poskytuji rychlou, jednoduchou a efektivni analyzu a mohou slouzit
ke kontrole kvality v pfipad¢ 1é¢iv ve farmaceutickém primyslu a v pfipad¢ alloxanu
v potravinaiském primyslu, kde mohou byt obé komplementarni k vysokouc¢inné kapalinové

chromatografii (HPLC).
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05/2015 —02/2017 védecky pracovnik, projekt MZ CR — RVO - FNOs/ 2015, Fakultni
nemocnice Ostrava

Jazykové znalosti
Anglicky jazyk — stfedn¢ pokrocily

Odborné staze a studijni pobyty:

03/2012 ucitelska praxe, Zakladni Skola Javornického, Vysoké Myto

10/2013 ucitelskd praxe, Gymnazium Otmara Vaniorného, Vysoké Myto

03/2017 - 06/2017  Latvian Institute of Organic Synthesis, Laboratory of Membrane Active
Compounds, Riga, Latvia, Supervizor: Dr. Karlis Pajuste

Odborné védecké zaméreni:
Analytickd chemie, klinickd biochemie, analyza biologickych vzorkl, charakterizace
nanocastic

Pedagogicka Cinnost:

Prednasky (klinickd analyticka chemie, chemie zivotniho prostfedi), cvi¢eni (zékladni
analytickd chemie), vedouci 1 bakaldiské prace, vedouci 1 prace stfedoskolska odborna
¢innost, popularizace védy, (spoluorganizatorka Veletrh védy a vyzkumu PiF UP, Noc védct
a Badatel)

Publikaéni ¢innost:

J. Horska, J. Sev&ik, J. Petr: Determination of citrate released from stabilized gold
nanoparticles by capillary zone electrophoresis, Chemical Papers 72, 419-424 (2018).
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J. Horska, P. Ginterova, J. Sev¢ik, J. Petr: CZE separation of new drugs for treatment of
leukemia, Chromatographia 77, 1413-1574 (2014).

J. Horska, P. Ginterova, J. Sev¢ik, J. Petr: A pilot study on separation of new drugs for
treatment of leukemia by capillary zone electrophoresis, Chem. Listy 107, 373-375 (2013).

Konference s uvedenim piednaskovych prispévkii:
J. Horska, K. Vitkova, J. Jur¢ikova, V. Prochazka, J. Petr: Perspektivy vyuziti kapilarni
elektroforézy v medicing, 68. sjezd chemikd, 4. 9. — 7. 9. 2016, Praha

Konference s uvedenim platkovych prispévku:

J. Horska, P. Ginterova, J. Sev¢ik, J. Petr: A pilot study on separation of new drugs for
treatment of leukemia by capillary zone electrophoresis, CECE 2013, 12. 11. — 13. 11. 2013,
Brno

J. Horska, J. Sev¢ik, J. Petr: A pilot study on determination of citrate as the stabilization
agent of nanoparticles using by capillary zone electrophoresis with indirect UV detection,
CECE 2014, 20. 10. - 22. 10. 2014, Brno

D. Baron, J. Horska, J. Petr: Layer-by-layer capillary coating for modification of
electroosmotic flow in capillary electrophoresis, (spoluautorka), CECE 2014, 20. 10. - 22. 10.
2014, Brno

J. Horska, P. Ginterova, J. Sev¢ik, J. Petr: Comparison of capillary zone electrophoresis and
micellar electrokinetic chromatogryphy for separation of new drugs for treatment of leukemia,
10. 2. — 14. 2. 2014, Chiranal 2014, Olomouc

J. Horska, J. Sev¢ik, P. Ginterova, J. Petr: Determination of citrate as the stabilization agent
of nanoparticles using by capillary zone electrophoresis with indirect UV detection, ISSS
2014, 30. 8. —2.9. 2014, Praha

J. Horska, D. Baron, P. Chodorowska, C. del Cacho, J. Petr: Study of interactions between
magnetite — core/poly (acrylic acid) — shell nanoparticles and biologically active compounds
as cellular proteins and DNA, BioNanoMed 2014, 26. 3. 2014 - 28. 3. 2014, Krems, Rakousko

J. Horska, K. Vitkova, J. Jur¢ikova, V. Prochazka, A. Sebestova, J. Petr: Analysis of alloxan
and its precursors by capillary electrophoresis, CECE 2015, 21. 3. - 23. 9. 2015, Brno

J. Horska, K. Vitkova, J. Jur¢ikové, V. Prochazka, A. Sebestova, J. Petr: Analyza alloxanu
kapilarni zonovou elektroforézou, (spoluautorka), 67. zjazd chemikov, 7. 9. — 11. 9. 2015,
Vysoké Tatry

K. Holusova, D. Riman, J. Rozsypal, J. Horska: Analysis of antioxidants in chocolate by
capillary electrophoresis with online electrokinetic preconcentration, Chiranal 2016, 6. 6. — 9.
6. 2016, Olomouc
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K. Vitkova, J. Horska, J. Jurc¢ikova, R. Papousek, P. Bartak, V. Prochazka, J. Petr: Studium
chemické stability alloxanu pomoci kapilarni zonové elektroforézy, (spoluautorka), 68. sjezd
chemikd, 4. 9. - 7. 9. 2016, Praha

ReSené projekty
IGA 2014: Matricovy efekt a jeho vliv na vytéZznost analytického postupu,
IGA_PrF 2014 031, ¢lenka fesitelského tymu

FRUP 2014: Inovace predmétu Aplikace elektromigracnich technik vytvofenim uloh pro
laboratorni cviceni, FRUP 2014 2 093, ¢lenka feSitelského tymu

IGA 2015: Matricovy efekt a jeho potlaceni pii analyze vzorki, IGA PrF 2015 020, ¢lenka
fesitelského tymu

IGA 2016: Bianalyza a analyza potravin, IGA_PrF 2016 016 ¢lenka fesitelského tymu

IGA 2017: Matricovy efekt a mez detekce, IGA PrF 2017 020 ,Clenka feSitelského tymu

Clenstvi:
Ceska spole¢nost chemicka (od roku 2016)
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