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ABSTRAKT

Tato diplomova prace je za&iena na vyuziti kapilarni elektroforézy pro on-lisaudie

enzymovych reakci. Byla sledovana biotransformadefénaku prosednictvim cytochromu
P450 2C9. Pro miseni raa snesi uvnitt kapilary byly vyuzity dva z@soby. Prvni z
pouzitych technik byla elektroforeticky zpriekovana mikroanalyza, druhyfigtup

vyuZzival @gicnou difuzi laminarniho profilu toku. Vznikajici kat byly detekovany diodovym
polem a hmotnostnim spektrometrem s iontovou pasti.

VySSich vyezka enzymoveé reakce bylo dosazeno s druhyifsapem miseni redki snesi,
ktery byl aplikovan fi analyze spojujici vSechny kroky od enzymatickakoe, pes separaci
vzniklych produki az k identifikaci &chto slodenin pomoci iontové pasti.

ABSTRACT

The objective of this study was to introduce a radtfor on-line studies of enzyme reactions
by means of capillary electrophoresis. Reactioncgtbochrome P450 isoform 2C9 with

diclofenac was used as model system. Two waysaataats' mixing inside the capillary were
used: electrophoretically mediated microanalysis @&chniquie utilizing transverse diffusion

of laminar flow profiles. Products of enzymatic ¢ean were detected by diode array
detection or mass spectrometry with ion trap.

Higher yields of the enzyme reaction products wasexved with the second method. For this
reason, this way of mixing was applied within methotegrating incubation of enzymatic
reaction, separation of emerged reaction produxttheir indetification by ion trap mass
spectrometry.
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SEZNAM POUZIVANYCH ZKRATEK A SYMBOL U

SEZNAM POUZIVANYCH ZKRATEK

AcA Kyselina octova — Acetic Acid
BGE Zakladni elektrolyt — BackGround Electrolyte
CE Kapilarni elektroforéza — Capillary Electropleise
CYP Cytochrom P450 — CYtochrome P450
DC Diclofenak
EMMA Elektroforeticky zprostedkovana mikroanalyza

— Electrophoretically Mediated MicroAnalysis
EOF Elektroosmoticky tok — ElektroOsmotic Flow
ESI lonizace elektrosprejem — ElectroSpray lonorati
FOA Kyselina mraveti — Formic Acid
B Inkubani pufr — Incubation Buffer
MS Hmotnostni spektrometrrie — Mass Spectrometry
OHDC 4’-Hydroxydiclofenak
TDLFP Pricna difuze laminardavkovanych zon

— Transverse Diffusion of Laminar Flow Praddile
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Pti vyvoji nového léku je nejprve nutné vybrat vhodatky z obsahlé database. Tento &yb
je podmirn vlastnostmidchto latek, pedevsim rychlosti absorbce a distribuce, mirogheji
metabolismu, rychlosti eliminace a jejich toxicito€ytochromy P450 sdadi mezi
hemoproteiny podilejici se na metabolisniiblZné ti étvrtin béZné predepisovanych tév.

A proto je sodasti farmakologického vyzkumu i stanoveni, je-loaknana latka substratem
cytochromii P450, pipadré jaké metabolity jejich isobenim vznikaji. Vzhledem k velkému
poctu testovanych latekipprvnich fazich vyvoje je snaha vyiVibautomatizované metody,
které umo#uji tato rozsahla gteni.

Jednou z moznosti automatizace je vyuziti kapilalektroforézy samostatmebo nafiklad

ve spojeni s hmotnostni spektrometrii. Kapilarekgbforéza nabizi vyhody jako je velmi
mala spadieba vzorku, rychla separace a moznost automatiddeec kapilaru lze vyuzit
nejen jako sepatai kolonu, ale také jako re&ki prostor s objemem tadech nanolifr.
Detekce pomoci hmotnostni spektrometrie uinge identifikaci latek a poskytuje i strukturni
informace. Kombinaci kapilarni elektroforézy a hnustni spektrometrie se ziska vysoka
separéni (Cinnost sodasré s moznosti identifikace neznamych latek. Integesdymatické
reakce, separace a identifikace pomoci MS vznik&glitomatizovany systém.

BRNO 2012 10



KAPILARNI ELEKTROFOR EZA

1 KAPILARNI ELEKTROFOREZA

Kapilarni elektroforéza CE (Capillary Electrophasg@ge elektromigréni separéni metoda,
pii které se analyty di v kapil&e naplgné separaim pufrem vlivem stejnosémého
elektrického pole. Metoda je vhodna pro Sirokoulishkatek a Ize ji uplatnit jak i separaci
malych molekul, tak makromolekul. Umiaifje rozdlit soutasreé IéCiva, jejich metabolity a
enzymy. Navic kapilara ize byt vyuzita nejen k separaci, ale jgist nize slouzit jako
realkéni prostor. V této kapitole budou popsany zakladvsdrakteristiky a principy CE a poté
budou popsanydkteré ze zfisohi provedeni reakce v kapik

1.1 TEORETICKE PRINCIPY

Separace ip elektroforéze je zaloZzena na rozdilech v migraci analytelektrickém poli.
Rychlost iontu popisuje rovnice (1):

q
=u.E= E (1)
Ve 6mnr

kde v je rychlost iontu,pue elektroforetickd pohyblivost & intenzita elektrického pole.
Elektroforetickd pohyblivost iontu je zavisla nabog g, viskozi€ okolniho prosedin a
polomgru iontur. Hodnotaue je konstantni f definovaném médiu a popisuje dany ion.

Elektroosmoticky tok EOF (ElectroOsmotic Flow) je tok kapaliny v kapda Tento tok
vznika diky naboji na vnihi sené kapilary. V obvyklém fipact ve kemennych kapilarach
pii pH vysSim nez 4 dochazi k disociaci silanolovygitupin a vzniku zaporného néaboje.
Takto nabita $ha pgitahuje volné kationty z roztoku. V elektrickém psk pohybuji tyto
kationty ke katod, a protoZe jsou solvatované, je dosazeno grmucelého objemu kapilary
ve sneru ke zaporné elektréd Diky tomu dochazi ke sniZzeni nutné segairdélky kapilary
a [ jediné analyze Ize separovat kationty i aniorgyptoZze EOF jeradow vysSi nez
efektivni elektroforetické pohyblivostit8iny ionfi. Rychlostni profil kapaliny je pistovy, na
rozdil od parabolického rychlostniho profilu, ktewnika v disledku pohybu kapaliny
pomoci pumpy. Diky pistovému profilu EOF dosahufe &sokého rozliSeni. Na Obr. 1 je
znazorrna vysledna pohyblivostastic v zavislosti na elektroforetické pohyblivastEOF.

elektroforeticka vysledna
pohyblivost pohyblivost
—0 @ ©—
anoda @ katoda + @ G) —m
co(OW@ee () O O ,
®: O =

% 59%0e9 9%
PP7? P9799? P9 @ - @ ;
| | e — @ )
Obr. 1 Znézoreni sneru elektroosmotického toku, g elektroforetické pohyblivosti nabitych a

neutralnichcastic, a vysledné pohyblivoststic.
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KAPILARNI ELEKTROFOR EZA

1.2 ZAKLADNIi CHARAKTERISTIKY

Nejjednodussi formou CE je kapilarni zénova eldhieza CZE (Capillary Zone
Electrophoresis), ip které je kapilara naptma jen roztokem sepamiho pufru nebol

zakladnim elektrolytem BGE (BackGround Electrolyt®o vstupniho konce kapilary se
davkuje maly objem vzorku. Séaésti fFistroje je zdroj vysokého né&gp. Elektrody jsou

umisgné spolén¢ s kapilarou v elektrodovych nadobkach s BGE. Stozkorku se vlivem

elektrického pole pohybuji kazda jinou rychlostiznikaji oddtlené zony jednotlivych

analyti. Na druhém konci kapilary je detektor.

Kapilara je kkemennd a propustné pro UVieai. Kiemen je kehky, a proto se pro zvyseni
odolnosti pokryva polyimidem. Vriti pramér kapilary se pohybuje od 25 do 106.

Vzorek je davkovan do kapilary z nadobky, kterdusdsti na vstupni konec kapilary. Poté se
vyuzije bul’ tlaku, nebo elektrického pol®avkovani tlakem je univerzalni zfisob, i
kterém nevznika rozdil ve sloZeni nadavkovanéhouwogniho vzorku. Lze davkovat
pietlakem na vstupnim konci, nebo podtlakem na keystupnim. Vzhledem k tomu, Ze
objem hydrodynamicky nadavkovaného vzorku zavisviskozit pufru uvnit kapilary, je
nutné udrzovat stalou teplotu kapilary. Naopak emta vzorku vyznamh neovliviiuje
nadavkovany objem, protoZe jeho zonatityen velmi maly objem &i objemu kapilary [1].
Davkovany objenV;y I1ze vypcaitat podle Hagen-Poiseuillovi rovnice:

APrd*t. .
V =— (2)
w1281

tot

kde vystupuje rozdil tlaku na &tku a konci kapilanAP, vnittni praimér kapilary d, doba
davkovantiy;, viskozita pufrun a celkova délka kapilayio:.

Elektrokinetické davkovani uplatiuje pi zavadni vzorku do kapilary elektrické pole. Tento
zpisob davkovani zavisi na elektroforetické mobilanalytu, elektroosmotickém toku,
koncentraci analytu i vodivosti matrice vzorku,ratp je obect mére reprodukovatelné nez
davkovani tlakem. Dochazi kguinostnimu davkovani rychle se pohybujicichtiontyhodou
obou zmisohi davkovani je mala sp@tba vzorku tadech desitek nL.

Po nadavkovani vzorku se vyni vialka se vzorkem za vialku s BGE a zahaji gmssce
vloZenim napti. V pufru se p aplikaci nagti generuje elektricky proud &ouleovo teplo
Dochazi k okivani BGE, tvorb gradientu teploty aifpadré az vzniku bublinek plynu. Ve
stredu kapilary méa kapalina vySSi teplotu nez na ddnap néni se jeji viskozita. Zgna
viskozity vytv&i nerovnondrné proudni kapaliny a tim se sniZuje rozliSeni separace.
Vznikajici teplo se proto v komarich gistrojich odvadi chladicim gaenim, které vyuziva
bud’ vzduch, nebo kapalinu. Chlazeni dovoluje aplikataktrické pole 100 aZ 500 V-crma
kapilaru. Obvykle se pouziva nap5 az 30 kV.

Chladici zafizeni nezaji¥uje stabilni teplotu ve vSectastech kapilary, aledstavaji fi
netemperované oblasti: vstupni a vystupni koneddw@pa cast s detekni celou. Pozorovana
zmeéna teploty po aplikaci n&f je zavisla na vodivosti pouZitého BGE, vloZzenéap:ti,
vnitinim  paiméru  kapilary a pozadované teplot Zmeénu teploty v temperované i
netemperovanéasti kapilary lze i stanovit [2]. Pro mélo vodivéfgy je tato znéna teploty
zanedbatelna a teplota v netemperované oblastsizéaeai teplat okoli. Vzhledem k malé
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KAPILARNI ELEKTROFOR EZA

moznosti kontrolovat teplotu netemperované oblkagilary jsou tyto useky nevhodné pro
uskut&néni inkuba&nich reakci, protoZze neni zafiSa opakovatelnost této reakce.

Detekce separovanych zén probiha ¢egtji spektrofotometricky. Polyimidova vrstva je
v mist prichodu s¥telného paprsku odstréma a vznika tak ,deteéki okénko". Vzdalenost
od paatku kapilary po misto detekce se nazyva efekidtka kapilary kg Detekni draha
se shoduje s vritim piimérem kapilary. DalSi typy detekce jsou k&tad laserem
indukovana fluorescence, ktera dosahuje nizSichtiimietekce nez spektrofotometricka, a
univerzalni vodivostni. Hmotnostrspektrometricka detekce poskytuje nizsi détékmity a
nabizi i strukturni informace. Detadi8i popis tohoto spojeni je v kapitole 2.

Pro CE je typické vSestranné upkati) které je umozmo existencitznych elektromigrénich
metod. Rada =z ostatnich rezimje obménou CZE. Jde omicelarni elektrokinetickou
chromatografii, kde se do pufruffilavaji povrchow aktivni latky, ze kterych se v roztoku o
micely, sjejichz pomoci lze separovat i nenabitélekuly. DalSi je kapilarni gelova
elektroforéza pii které se navic uplatije sfovy efekt gelu. \chirlni kapilarni elektroforéze
se gidanim chiralniho selektoru do pufru docili rétei opticky aktivnich latekkombinace
elektromigr&nich a chromatografickych princise uplatuje u ndptovych kolon vyuZivanych
kapilarni elektrochromatografii.Afinitni kapilarni elektroforézaumoziuje studium interakci
biomolekul. DalSi typy elektromigéaich kapilarnich metod jsokapilarni isoelektricka
fokusace ktera @li v gradientu pH amfolyty, &apilarni izotachoforézaslouzici k separaci
anionti nebo kationi v prostedi vedouciho a koncového elektrolytu.

1.3 KAPILARA VYUZITA JAKO REAK CNi PROSTOR

Obecré Ize enzymy a jejich reakce s vyuzitim CE studosfitline nebo on-line metodou.
U off-line reakce probiha inkubace v réalch nadobkach v objemtadow stovekul, na
rozdil od toho fi on-line metod dochazi k reakciiiimo v kapilde, v objemuadow desitek
nL. EXxistuji dva zfisoby uskutenéni reakce v kapii@: heterogenni nebo homogenni
enzymovou analyzou.iPheterogenni analyze je jeden z reakiaimbobilizovan na snu
kapilary, obvykle se imobilizuje enzym. Naopak pomogennim usgadani jsou vSechny
reaktanty vols v roztoku. Welem enzymovych reakci je stanoveni kinetiky regBtenebo
uréeni aktivity enzymu [4], [5]. V kapii@ je také mozné provéddalSi typy reakci jako je
chelatace katiofit [6], derivatizace aminokyselin [7], [8] a jiné chieké reakce ndp
stanoveni kreatininu Jaffého reakci [9].

1.3.1 ELEKTROFORETICKY ZPROST REDKOVANA MIKROANALYZA

Jeden ze ol uskuténéni reakce v kapii@ vyuZivajici k vytvéeni homogenni sési
enzymu se substratem elektroforetického pohylohtd sloZzek, se nazyva elektroforeticky
zprostedkovana mikroanalyza EMMA (Electrophoretically Nedd MicroAnalysis).
EMMA je technika, kterou poprvé popsali Bao a Regmoku 1992 [4]. V citované préaci byla
stanovena aktivita enzymu glukosa-6-fosfat dehyeinagy prosednictvim gemeny NADP a
glukosa-6-fosfatu. Substratem a koenzymem byla néapl cela kapilara a poté byla
davkovana zona enzymu. AtitoyuZili elektroforetické mobility enzymu. Po seghnagti
prochazel enzym kapilarou a dochazelo k t¢goboduktu NADPH. Schematicky je postup
znézorgn na Obr. 2-A. Jde o kontinualni méd EMMA.
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KAPILARNI ELEKTROFOR EZA

Pfi zonovém modu EMMA, se davkuji pouze zony substratenzymu, které musi mit
rozdilnou elektroforetickou mobilitu. K jejich mighi dochazi vlivem elektrického pole jak je
znazorrno na Obr. 2-B. Poipkryti zon dochazi k zahajeni reakce. Nasledujelaii faze
nutna pro vznik dostataého mnozstvi produktu a separace jednotlivych komapt a jejich
detekce. Existujitizné variace této techniky. \tipact, Ze separace vyzaduje odliSny pufr
nez je nutny pro separaci, je kapil&ast&né naplrena inkub&nim pufrem, ktery mize mit
rozdilné slozeni a pH [10], coZ je zobrazeno na @i8. U enzym s nizkyméislem genmeny

se uplatiuje amplifikace s nulovym potencialemi fteré se po protnuti zon ngpvypne a
reaktanty se i@stanou pohybovat vlivem elektrického pole. Sepmass znovu zahaji az po
¢ase patbném pro inkubaci [11]. fPamplifikaci s nulovym potencidlem seude z&it
projevovat vliv podélné difuze. P prodluzovani doby reakce dochazi k zvySeni difuze
vznikajiciho produktu v podélném 8m, coZ vede ke sniZeni rozliSeni separace.

) J 3y ) Eam
@ >>DetektorT >[3

o) s
D ) e

—» DetektorT

C

m }} > ngzry;r)nro inkubaci
£/0> I A L
o

Detektor

Obr. 2 Schémaiznych mod EMMA; A kontinualni méd EMMAB z6novy mod EMMAC mod
EMMA scaste’nym plrenim

VYPOCET DOBY APLIKACE NAP ETi PRO MICHANI

Vypocet doby michani je zaloZen na pozorovanych niigcd ¢asech reagencii. Pro
jednoduchost lze pracovat s rychlosti pohybchto reagencii namisto elektroforetickych
mobilit, jestlize se ve zkoumaném systéemu &eindélka kapilary, pouZité na&p a vnitni
pramér kapilary. Rychlost reagencii se i@ z migra&nich ¢asi a efektivni délky kapilary
(vzdalenost mezi vstupnim koncem kapilary a datek okénkem). Déle je p@ba popsat
pocateni pozici enzymu a substratu. Nejprve se W@ délka davkované zonyy
odvozenim z rovnice (2).
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V. =———— V. =
inj 128,“_“)t vélec 4
APt
|, = ! (3)
32L

Pro (el popisu poateini pozice se vyuzije d davkované zony. Pozicéestu zon enzymu
a substratu na patku se oznd P’ a R°. P sepnuti nafti se zény pohybuji svymi
rychlostmi a pozice jejich &du (R, Ps) se véase néni podle rovnic:

P. =v t+P.°

P, =vt+ P’

(4)

Pt rovnosti pozic B a R, dochazi k maximalnimuiekryti zén. Lze vypéitat ¢as nutny pro
optimalni michani.

Vet +PL = vt + P’
vet-vgt =R’ -P.°

PO_PO
= ©
E S

Poté Ize spditat i misto v kapilée kde bude reakce probihat.

0 po
P =v 15 e 4pO (6)
Ve ~Vs

V piipac, Ze nelze uit migratni ¢as jednoho z reagentlze optimalnicas michani wit

viv s

1.3.2 DIFUzi ZPROSTREDKOVANA MIKROANALYSA

Druhy zpisob michani reaktainty kapil&e vyuziva jevu, ktery popsal Krylov a kolektiv jako
TDLFP (Transverse Diffusion of Laminar Flow Pro§)g12]. Ri tomto michani se uvazuje i
parabolicky profil tlakem davkovanych zén, kteryzedzorgn na Obr. 3. Pomoci tlaku se
davkuje postuph zona substratu, enzymu a substratu jak je zné&zorna Obr. 4-1,-2,-3.
Nasled® dochazi k promichaniédhto zon prosgednictvim gicné difuze Obr. 4-4. Reakce
probihd na vstupnim konci kapilary. Problémem jeu&ni homogenity vzniklé sési a
stanoveni reaiiho objemu, nicménjde o univerzalni fistup nevyzadujici zdlouhavé
optimalizace, ktery byl jiz vyuzit pro stanovenng&tickych parameilr enzymovych reakci
[13], disoci&ni konstanty mezi proteinem a DNA [14] a k lyzovBniek [15].

T F 125

Obr. 3 Srovnani rychlostnich prafitoku. A — profil vyvolany elektrickym polem; Brefp) vznikajici
nasledkem tlaku.
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Obr. 4 Znazorani davkovnani zén tlakem. 1 — davkovani substatugdavkovani enzymu; 3 —
davkovani substratu; 4 — idealizované michafdru difizi. Vytvéeno podle [12].
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2 SPOJENi KAPILARNI ELEKTROFOREZY S HMOTNOSTNI
SPEKTROMETRII

Hmotnostni spektrometrie MS (Mass Spectrometr§yjealné-chemicka analytickd metoda,
pii které se pevadi zkoumana latka na ion v plynném stavu a sgpgvodle pordru
hmotnosti a naboje (m/z). Metoda je vhodna pro¢témechny typy vzork lonty mohou
vznikat tiznymi mechanismy, ifemz zgisob tvorby ioni vyrazré ovliviiuje vysledné
spektrum. Separace idinfe zaloZena na interakci igns elektrickym nebo i magnetickym
polem. Detekované ionty poskytuji signal, kterypfeveden do formy hmotnostniho spektra.
Informace z 8 Ize vyuZzit k identifikaci slotenin porovnavanim spektra se znamymi spektry
v knihovnach a také ke zji&ti pritomnosti prvki, které maji vyrazné zastoupeni dvou izégtop
(pt. Br, Cl). V pipact dostaténé vysoké pesnosti a vysokém rozliSeni stanoveni hmotnosti
iontu lze zjistit i pravépodobné elementarni slozeni sleniny. K ziskani podrokggich
informaci o struktte se vyuZivaji fragmentai reakce. R nich se matisky ion rozpada na
ionty dcdiné, které se poté detekuji.

Kombinaci CE a MS se ziska vysoka se@irakinnost sodasré s informaci o hmotnosti
analyzované latky s vysokou citlivosti detekce. ldaMS poskytuje domjici strukturni
informace o analytu, které poméhaji identifikovaznamé latky. Problémentigpropojeni
téchto metod je, Ze vyuzivaji pohyb idnte zcela rozdilnych prastdich. CE dli ionty podle
jejich migrace v roztoku, zatimco MS analyzuje jona zaklad jejich m/z v plynné fazi. #
separaci pomoci CE se vyuziva ndimodivy vodny pufr, naproti tomu MS pracuje za
vysokého vakua. Primarni roli rozhrani mezi CE a MSyytvareni "mostu” mezidmito
odliSnymi prostedimi. DalSi funkci je ionizace latek.

Kombinace CE a MS fize byt uskuténéna jak offline, tak online. i# online propojeni je
vystupni konec kapilary napojerrimo do iontového zdroje hmotnostniho spektrometru.
Hmotnostni analyza probiha neprodlgmo separaci a eluci latky z kapilary na rozdil od
offline spojeni, kde mohou byt procesy separaceEvaCanalyzy pomoci MSaso¥ a
prostoro¥ oddleny. Rikladem ionizace vyuzivané&ipffline CE-MS je MALDI. U online
uspdadani se vyuzivaienych druli ionizace, ale obvykle jde o ionizaci za atmosfé&io
tlaku API (Atmospheric Pressure lonizationyi kterych se vakuum nutné pro MS analyzu
vytvari diferencialnim pumpovanim. Mezi API techniky fabag. chemicka ionizace za
atmosférického tlaku APCI (Atmospheric Pressure riibal lonization), fotoionizace za
atmosférického tlaku APPI (Atmospheric Pressuret®lbaoization), a také techniky jako je
termosprej TSI (ThermoSpray lonization)iagevsim elektrosprej ESI (ElectroSpray lonization).

2.1 ESIIONIZACE

Pri této ioniz&ni technice dochazi ke sprejovani kapaliny, ktdvaahuje i analyzovanou
latku, do jemného aerosolu pomoci elektrického .pSletasti ESI ionizace je sprejovaci
jehla umistna v ioniz&ni komade, viz Obr. 5. Jehla fide byt v fizném Uhlu vzhledem
ke vstupnimu otvoru MS. Mezi jehlu a vstupni otdetektoru se vklada stejno8mé napti
2-5 kV. Pro zvySeni dinnosti rozpraSovani je jehloufipadén koaxialni proud inertniho
plynu, obvykle se pouziva dusik. Vznikajici drobkapky maji vysoky povrchovy naboj,
ktery zabrauje jejich shlukovani a usnagje jejich disperzi. Odgavanim rozpousgtla se
zvySuje povrchovy néboj kafkly, aZz dojde kjejimu roztrhnuti - coulombické el
Opakovanim tohoto procesu dochazi ke snizovanimbjeapek, desolvataci a vzniku iént
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vystupni konec CE kapilary
pfidavna kapalina
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Obr. 5 Schéma ESI ionizace. Orthogondlni @édani sprejovaci jehly a vstupniho otvoru MS.
Vytvaeno na zaklaglobrazlg v literatue [1].

2.1.1 RozHRANi PRO CE-ESI-MS

V bézném usptadani CE jsou oba konce kapilary ptené ve vialkach s BGE. Pomoci
elektrod pipojenych k obkma kon@m kapilary je zajidin gradient nagti. i detekci ESI-MS
neni zachovana vystupni vialka. Rozhrani mezi GESamusi zajistit elektricky gradient jak
pro separaci mezi ¢ma konci kapilary, tak pro ionizaci mezi vystupnkencem kapilary a
vstupnim otvorem do MS. Nejvhoggim feSenim jsou dva odikné elektrické obvody.
Sprejovaci jehla je uzerana a napti se vklada na elektrodu ve vstupni vialce CE a na
~capillary shield“. Takto je mozné nastavit gépro elektroforézu a elektrosprej jednatliv

U rozhrani zalozeného na ESI se iontyftvprimo z roztoku proudiciho z kapilary za
atmosférického tlaku. Broky v kapilarni elektroforéze zaleZzi na EOF a obgsou velmi
malé (viadu stovek nL/min) a pro tvorbu stabilniho spregevhodné zajistit dostateé
mnozstvi kapaliny. Existujtitzpasoby spojeni CE a MS, které jsou znazamna Obr. 6.

zmlzovaci plyn  CE kapilara

L
_—\

pokoveni

piidavna _‘(

L\
kapalina %

A
A —

B C pfidavna kapalina

Obr. 6 Rizné typy ESI rozhranh - s pfidavnym tokemsheath flowB - bez gidavného toku;
sheathlessC - kapalinovy spoj;liquid junction. Vytvéeno na zaklagobrazlg v literatue [1].
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Prvni zgisobieSeni pimého propojeni CE a MS bylozhrani bez pridavného toku[16].
Elektricky obvod pro elektroforetickou separacugaven Fimo mezi kemennou kapilarou
a vstupni elektrodou. Konec kapilary se zuzi lejptanpokovi se a ifpoji do obvodu.
Nevyhodou p tomto zpisobu spojeni je kratkd Zivotnost pokoveného konapil&ry a
problémy s udrzenim stabilniho proudu v CHilkelektrodovym procesm probihajicim na
konci kapilary. Na druhou stranu nedochazi k Zadnéedni analyfi, jako u spojeni
s pridavnym tokem, a tim se snizuji limity MS detekderoce 2007 publikoval Moini novy
zpisob spojeni CE-MS prasidnictvim porézniho konce kapilary [17]. Z konceilkday se
odstrani dlouhy Usek polyimidu &emen je odleptan az na & i pramér priblizné 90 um,
piicemZ vznikne porézni kapildra. Ta umoje elektricky kontakt mezi sep&rdm
elektrolytem uvnit kapilary a elektrolytem, ktery tuto kapilaru obglge. Elektrodové
procesy probihaji az vtomto elektrolytu, a prowovliviiuji separaci. Tento spoj uvedla
spole&nost BeckmanCoulter a bude dostupny kamef18].

V dnesni dob Ize vyuzit komameé dostupnérozhrani s piidavnym tokem Konstrukce
rozhrani vychazi z usp@ddani navrzeného pro spojeni kapalinové chromdiegea MS.
Souasti spojeni je ifvod pro gidavnou kapalinu a zmlzZzovaci plyn a mechanismus pro
piesné nastaveni konce kapilary od konce jehly. Spagji je diky pistupu gidavné kapaliny
nezavislé na itoku CE. Pétok v CE se odviji od rychlosti EOFtiBavna kapalina slouZzi i

k vymyvani produki elektrolyzy slozek BGE, protoZze elektrodové prgcesobihaji na
sttedové kovové kapité a neovliviuji separaci. Na druhou stranu dochazi dikgni
piidavnou kapalinou k dosazeni vySSich limdetekce MS fistroje.

Pfi nulovém EOF nebo EOF s obracenymésem (od detektoru sénem ke vstupni vialce)
mohou byt pozorovany problémy s udrZzenim stabilpittmdu elektroforetické separace [19].
Dochazi pravépodobré k migraci ionfi pridavné kapaliny neborfgavné kapaliny samotné
do separéni kapilary. Tento problém geSi vytvdenim pohybu kapaliny v sepéra kapil&e

ve snéru k MS pomoci externi pumpy [20].

Kapalinovy spoj je tvaren nadobkou s elektrolytem, ve které jsodsné blizkosti umighy
separéni kapilara a kapilara sprejovaci [1]. Mezera m&znito kapilarami umoiuje
dostateény pristup kapaliny zajidijici stabilni sprejovani. Mezera musi byggré nastavena,
jinak hrozi ztrata teoretickych pateti geparaci. Nevyhodou je Zze, BGE musi byt zvolen
s ohledem jak na separaci, tak na ionizaci. Spagjokapilara ale f¥e byt zUZena a Ize
sprejovat s nizSimi fitoky a dosahnout nizSich liniitdetekce ve srovnani s rozhranim
s pridavnou kapalinou. Spoj neni kortwa¥ dostupny.

2.1.2 PRIDAVNA KAPALINA

SloZeni této kapaliny vyznaroviiviiuje MS detekci. Kapalina slouzi k zajist elektrického
kontaktu mezi BGE a jehlou, a proto musi byt vodiMéavni podil tvéi voda a organické
rozpoustdlo, které slouzi k zvySenékavosti smdsi a usnadéni odpd@ovani i sprejovani.
Obvykle se pouzivd methanol, isopropanol a acetbnitznik kladnych nebo zapornych
iontd je zajiStn pridavkem tkavé kyseliny nebo baze na vyslednou koncentrdci @, %.
Pouziti kyseliny je vhodné pro vznik kladnych imt pozitivnim ioniz&nim modu, obvykle
se pouzivaji kyselina octova nebo kyselina mravddaopak baze sdidavaji pro vytvéeni
zapornych iont v médu negativnim, vyuziva se amoniak a byl pouziethylamin [21].
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2.1.3 TYPYIONTU

U ESI ¢asto vznikaji nejen molekularni ionty [M]pseoudomolekularni ionty [M + H]a

adukty [M+ NaJ, [M+K]*, [M+NH,]"; ale i vicenasoln nabit¢ ionty [M + zH]"

popipack zdvojené molekuly typu [2M + H] [2M + NaJ'. U zapornych iorit Ize atekavat
[M-H] a[M - zHF ale i adukty [M - HCOQ] [M - CHsCOQ]J. Vicenasob# nabité ionty se
objevu;ji také.

2.2 VZNIK LAMINARNIHO TOKU

Laminérni tok diky svému parabolickému rychlostniprofilu sniZuje sepatai &innost.
Tok mize vznikat sifonovym efektem. Proto musi byt obadekapilary ve stejné vysce.
DalSi okamzik, kdy nize dochazet ke vzniku laminarniho toku, jé gavkovani. V tomto
okamziku je&t neni sepnuté n&p, a proto se neupkaije pohyb kapaliny pomoci EOF. Na
vystupnim konci vznika diky sprejovacimu plynu pakit Proto je vhodnéipd z&atkem
separace snizit ok zmlzovaciho plynu na mininum.®ok zmlzovaciho plynu ma vliv i na
rozliSeni pi separaci [22]. B vySSim pfitoku nebulizaniho plynu dochézi ke zkracetdsu
nutného k separaci, coz ale zarnowede ke snizeni ptu teoretickych pater. Tento jev se
projevuje jak u elektroforetické separace, tak u dégkce.

2.3 VVYBER BGE pPrO CE-MS
Pri volbé pufru se obvykle voli kompromis mezi podminkamobgthymi pro separaci a pro

koncentraci &kavych puffi jako je kyselina octova, kyselina mrawénoctan amonny,
mravegan amonny a hydrogenutitan amonny. Zpravidla se do BGE tieidvaji
surfaktanty, jako je dodecylsulfat sodny, protober&uji ionizaci analytu a sami poskytuji
silny signal jak v negativnim, tak v pozitivnim modPokud z dvodi nedostaténé separace
nelze pouzitdkave pufry, Ize vyuzit i nékavych pufti [23]. Ty se pouZivaji v koncentracich
nizsich, nez je obvyklé v samotné CE. Byly poudigpriklad fosfat, boritan nebo citrat
sodny. V tomto fipact jsou dosazené limity detekce vysSi, iontovy zdeonutnécast;i
Cistit a je poteba vhodi zvolit ptidavnou kapalinu, ktera tento BGédi.

2.4 |ONTOVA PAST

Po ionizaci analytu se pomoci iontové optiky iotrgnsportuji do hmotnostniho analyzatoru,
ktery separuje ionty podle jejich m/z. lontova pastuziva radiofrekvetniho pole

k zachyceni a vypuzeni iantSchematicky nakres je na Obr. 7fizani je ve skutaosti
velké zhruba jako tenisovy tgk. Sklada se ze vstupni a z vystupni elektrodsréktvdi
uzawry, a z prstencove igdové elektrody. Krajni elektrody jsou uzemy, na stedovou
elektrodu je vkladano vysokofrekwar nagti s prongnnou amplitudou. Pohyb iaint
vyvolany elektrickym polem zajisije zachyceniéchto ionti nebo jejich vypuzeni z pasti.
Zachycené ionty se pohybuji po uawych kruhovych drahach.tiPzvySeni frekvence
vysoko frekveriniho pole dochazi k zachyceni i@t nizSim m/z.
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prstencova stfedova
elektroda

vstupni vystupm

elektroda elektroda
konverznl'
dynoda

Slal™

Obr. 7 Schéma iontové pasti. Vyt®no na zaklaglobrazlg v literatue [1].

elektronovy
nasobic

Velmi uzitelna je moznost zachyceni jednoho konkrétniho ioastiatni jsou vlivem pole
vypuzeny z pasti. l1zolovany ionttbe byt nasledhfragmentovan kolizi s inertnim plynem
(He, N) a fragmenty po vypuzeni z pasti detekovany. Vyhontové pasti je, Ze umibdje

provadt nekolikanasobné fragmentace v jednom hmotnostnimyaatdru. Fragmentace a

izolace je oddlena ¢asem. DalSi vyhodou je moznost zachyceni a akumulaah, coz
zvySuje intenzitu signélu.
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3 METABOLISMUS XENOBIOTIK

Zivy organismus P eliminaci cizorodych latek vyuziva celdadu metabolickych drah, které
zaji¥uji degradaci polutaft pesticidi, I&iv, karcinogei a dalSich latek. Vzhledem
k lipofilni povaze ¥tSiny I&iv je nutné tyto latky femenit na slodeniny vice rozpustné ve
vodé, aby mohlo dochazet kjejich vylgeni (gedevSim m&). i metabolismu I&iv
dochazi nejprve k zvySeni jejich polarityi prvni fazi. Ri druhé fazi se smito polarnimi
latkami konjuguji sloteniny, které zvysuji jejich rozpustnost ve woWe fteti fazi dochazi
pomoci membranovych transpoiiés vyloucéeni slodeniny z butky. Prvni faze probiha ve
vétSing tkani, ale nej#tSi podil maji na tomto metabolismu jatra, ledvitmgyici trakt a plice.
Nejcastji uplatiované reakce prvni faze metabolismu jsou oxidakikce a hydrolyza.

3.1 CyTocHROMY P450

Na oxid&nim metabolismu kv se vyznamnou grou podili cytochromy P450, které o
superrodinu hemoprotains monooxygenasovou funkci. Jejich r#$v vyskyt je v jatrech.
Podili se na metabolismu xenobiotik i endogenniatekl nap. biosyntéze steroid
Cytochromy P450 seéasto oznéuji zkratkou CYP (CYtochrome P450). &lovéka bylo
nalezeno 57 CYP a z nich s#iighizn¢ 15 podili na metabolismud& a ostatnich xenobiotik
[24], [25]. Biotransformaci zhruba 90 %¢lé zprostedkovava pt enzymi: CYP 1A2,
CYP 2C9, CYP 2C19, CYP 2D6 a CYP 3A4 [24]. Mnozd#dhto enzyni v jednotlivych
tk&nich se niize liSit v zavislosti na genetickém polymorfismwy géipads inducibilni formy i
na vlivu vregjSiho prostedi, vyziw, koueni, konzumaci alkoholu a spofigobeni
podavanych l&v. Obr. 8 znazatuje vyskyt cytochrom a jejich podil na metabolismuig.

ostatni P450 1B1
1%

" ostatni enzymy

21%

3% 3%

Obr. 8A Zastoupeni hlavnich jaternich CYP podilejicicimaenetabolismu tév. B Podil ¥chto CYP
na prvni fazi metabolismud&. Enzymy neobsahujici CYP jsou zahrnuty v kategstatni enzymy.
Grafy vytvageny na zaklaglUdaj: z literatury [24], [25].

3.1.1 NAzvOsLOVi A STRUKTURA CYP

Pojmenovani jednotlivych CYP je zaloZeno na podstinoprimarni struktte. Za pismeny
CYP nasledujeislo, které enzymy roztlje do rodiny. Enzymy Zazené do stejné rodiny
maji spoléné vice jak 40 % aminokyselinové sekvencisl@Snost do podrodiny se ztha
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prostednim pismenem. V podrodinmusi byt vice jak 55 % shoda aminokyselinovée
sekvence. Konkrétni enzym je oZea posledningislem. Jednotlivé enzymy se od sebe musi
liSit alespadi ve 3 %. Nejkonzervovasi aminokyselinou vSech CYP je cysteinovy zbytek,
ktery se vaze jako paty ligand na hemové ZelezatoTkgand ma kibovou roli @i Stépeni
kyslikové vazby. Thiolatova skupina je gasti konzervované vydutnazyvanép-bulge.
Sekvence této oblasti je F-XX-G-K(R)-XX-C-X-G [26].

3.1.2 FunNkce CYP

CYP oxiduji strukturg rozdilné substraty (RH) prdstinictvim molekuly kysliku. Oba atomy
kysliku jsou redukovany pomoci 4 redunkch ekvivaleni (2€, 2H"). Jeden z atofnkysliku

je vnesen do molekuly substratu a vznika hydroxgigvprodukt (ROH). Z druhého atomu
kysliku vznikd molekula vody. ignos elektrofh z hemového Zeleza na kyslik je popsan
v katalytickém cyklu na Obr. 9.dpe popisuje souhrnna rovnice:

RH+ O ROH + HO

Na zaéatku cyklu je hemové Zelezo v oxigdm stavu F& koordinovano Sesti ligandgl).
Ctyfmi atomy dusiku z hemu, SH skupinou z cysteinusty&e slaty vazanym ligandem je
kyslik vody. Po vniknuti substratu RH do aktivnihdsta dochazi k vytteni vody (2).
Vazbou substratu dochazi k usn&dinprijeti elektronu od reduktasy a redukci hemového
7eleza na P& (3). Tato forma enzymu je pak schopna vazat molekiléyslik a vznika
ferrisuperoxidovy komplex4). Tento komplex neniifis stabilni a snadnoifiméa od
reduktasy druhy elektroniimz dochazi k aktivaci kysliku na peroxidovy ani®). Jde

o aktivni formu cytochromu P450, ktera je schoprgisvazbu mezi kysliky. Pofjjeti dvou
protoni je jeden z kyslik redukovan za vzniku molekuly vody. Druhy atom Kyslzistava
navazan na Zeleze v oxyferrylovém radikalovém kexypl7). Tento reaktivni kyslikovy
radikal je schopen vytrhnout vodikovy atom z molgkuhodného substratu za vzniku
radikalu substratu a hydroxylového radikalu vazanah Fe hemu. Dochazi k rekombinaci
radikal za vzniku nativni formy cytochromu P48D a hydroxyderivatu substratu ROH [26].

/O
O
RH Redlejktasa RH o RH
e « 2 »
S 2 S 3 S 4
AN AN

AN

<—>/U)

-RO Reduktasa Ie'

2_

¢/ *ﬁ# ¢H

Obr. 9 Katalyticky cyklus cytochromu P450 [26].
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3.1.3 INTERAKCE S DALSIMI SLOZKAMI

Tyto enzymy se v eukaryotickych tikédch vyskytuji vazané na membranuckali bylo
nalezeno &kolik CYP vazanych na membranu mitochondriétSina jich je vazana na
cytoplasmatickou stranu membrany endoplasmatickétikula. Na membranhemoproteiny
ke své funkci vyzaduji interakci s dalSimi proteirkteré tvdi redoxni partnery CYP a
poskytuji elektrony k redukci hemového Zeleza. Emgymohou byt podle reduktasy
roz&leny na 4 skupiny [26].

1. V bakteriich i eukaryotech se na mitochondridlnicembranach nachézeji CYP, které
prijimaji elektrony od feredoxinu prasdnictvim Fe-S klastru obsazeném ve ferredoxin
reduktase.

2. U eukaryot se na endoplasmatickém retikulu nacG&#®?, ktery elektrony ziskava od
NADPH. Jde o dva jednoelektronovéeposy. Pedani prvniho elektronu z NADPH
probihd pomoci cytochrom P450:NADPH oxidoreduktagypaované CPR. CPR je
diflavoprotein, ktery obsahuje FAD i FMN. Tok elaiti je ve sméru NADPH — FAD
— FMN — Hem. Druhy elektron je poskytovandwopst s vyuzitim CRP anebo pomoci
cytochromu b, ktery genési elektrony z NADH.

3. U bakterii byly objeveny i fazované enzymy, ve ktdr je CYP spojen s CPR
polypeptidovymretézcem.

4. N¢které organismy obsahuji CYP schopiignpout elektron pimo od NADPH.

Nejjednodussi systém zavisly na NADPH obsahuje CERP, fosfolipidovou membranu,
NADPH a substrat.

3.1.4 PODRODINA 2C

V lidskych jatrech jsou z CYP nejvice obsazeny asofy podrodiny 3A a 2C. Enzymy
z podrodiny CYP 2C tvd v praméru 18 % celkového obsahu jaternich CYP [24]. Poidod
2C tvai 4 isoformy: CYP 2C8, CYP 2C9, CYP 2C18 a CYP 2C28 kterych jsou pro
metabolizmus l&v dulezité zejména CYP 2C9 a CYP 2C19. ik strukturni homologii
vramci podrodiny vykazuji tyto enzymy rozdilnou bstratovou specifitu. Najklad
CYP 2C9 se liSi jen v 43 aminokyselindch ze 490CxP 2C19. Kvantitativé nejvice je
exprimovan CYP 2C9 a jeho obsah v jatrech zhrulikrft prevySuje expresi CYP 2C109.
Mezi substraty CYP 2C9 pat predevSim S-warfarin, tolbutamid, protizéliva léciva
(diclofenak, ibuprofen) agktera antiepileptika (fenytoin).

3.2 DICLOFENAK

Diclofenak (DC) je derivat aryloctové kyseliny. I0br. 10. je strukturni vzorec této latky se
systematickym nazvem {2-[(2,6-dichlorfenyl)aminaijfg}octova kyselina.

O

Cl OH
o
Cl

Obr. 10 Struktura diclofenaku.
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Jde o nesteroidni protiz&thve |écivo. Predstavuje &innou latku v l1écich wenych k I€b¢
revmatickych onemoemi (revmaticka artritida, osteoartritida) a v amdigich. Po podani
DC dochazi ucloveéka krozsahléemu metabolismu DC v jatrech zahrnufigéiroxylaci
zprostedkovanou CYP a fize také dochazet ke konjugdm reakcim s kyselinou
glukuronovou a glutathionem [27]. Metabolity se m&azi v plasmd a ZIW&i, vylucuji se
Z organismu md.

Pti metabolismu DC progtdnictvim cytochrorm dochazi ke vzniku hydroxyderivat na
jejichz vzniku se podiliazné isoformy: 1A2, 2C8, 2C9, 2C18, 2C19, 2B6, 3A48]|
Majoritnim produktem je 4°-hydroxydiclofenac (OHDtery je v metabolické draze na
Obr. 11 zvyrazén twné. Za jeho vznik je tégt vyhradré zodpowdny CYP 2C9 (99,5 %)
[28]. Specifické pemény DC na OHDC 4’-hydroxylaci se vyuziva ke stanévebsahu
aktivni formy CYP 2C9.

HO

Cl

by
~ 5

CYP 2C9 Q Q c CYP oo

\ NH CYP 2C8/9/19 HG
QCI neobjasnéno @—¥CYP 2B6 C P 2C9 QG
Cl N— / NH

/

OH
HO HO HO

Obr. 11 Metabolismus diclofenaku zpr@stkovany cytochromy P450 v lidskych hepatocyteletvni
produkt 4"-hydroxydiclofenak je zvyramrtucne. Prevzato z literatury [28].

Monoisotopicka molekulova hmotnost DC je 295,02 B85l ionizaci v kladném modu vznika
predevsim molekularni kladmabity ion m/z = 296 [29].Ve sléaniné jsou gitomny dva
atomy chloru, které se Wipods prirozens vyskytuji ve dvou isotopecfiCl a*’Cl. Molekula

DC je v hmotnostnim spektru charakteristicka vyshytisotopickych pikM, M+ 2 a M + 4

ve vzajemném po#nu 9:6:1 a lze &ekavat 2 hlavni isotopické piky s rozdilem dvouneiek
m/z. Intenzita druhého piku bude 2/3 intenzity finenpiku, jak je znazoemo na Obr. 12.
Navrzené schéma fragmentace DC fevpato z literatury a je uvedeno na Obr. 13. a lze
otekavat, Zze podobné fragmetitareakce budou platit i pro OHDC.
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intenzita
100 1
90 -+
80 -+
70 - __
60 -
50 +
40 +
30 -
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10 ] mom

M M+1 M+2 M+3 M+4 M+5K

Obr. 12 Isotopicky vyskyt DC a OHDC ¥ipack z = 1. Graf sestrojen z hodnot free software
Molecular Weight Calculator.

0 0
o)
Cl OH Cl OH Cl
+ + +
T NH +H @ENHZ -H,0 ©1HN
e e
295,02 296,02 'CO)/ 278,01
Cl
+
L
A~ Cl
215,05 250,02

Obr. 13 Schéma fragmentace diclofenakevgaté z literatury [29]. Pod sldaninami jsou uvedené
monoisotopické hmotnosti
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4 CILE DIPLOMOVE PRACE

Cilem této diplomové prace bylo vytemi metody, ktera vyuziva prostor v kapglgak pro
uskut&néni inkuba&ni reakce, tak pro separaci produkdd reaktant pomoci kapilarni
elektroforézy. Vd&chto on-line inkubénich reakcich byly uplabvany enzymy prvni faze
metabolismu l&v, konkrétt CYP 2C9 a jako modelovy substrat slouzil diclotena
K michani reaé&ni snesi byla pouzita technika elektroforeticky zptestkované
mikroanalyzy EMMA (Electrophoretically Mediated MaAnalysis). DalSim krokem bylo
vyuziti on-line inkub&ni metody pi spojeni kapilarni elektroforézy s detekci hmotnom
spektrometrem.

BRNO 2012 27



PRAKTICKA CAST

5 PRAKTICKA CAST
5.1 CHEMIKALIE

Sodna 8l diclofenaku, Sigma-Aldrich, Bmecko

Sodna 8l 4’-hydroxydiclofenakugistota> 98%, Sigma-Aldrich, mecko
NADPH, ¢istota 93 — 100 %, Sigma Aldrich, St. Louis, MisspUSA
Tris(hydroxymethyl)aminomethan baze99,8 %, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Kyselina chlorovodikova, p. a., Flukagiiecko

Kyselina borita, purum, Lachema-Chemayiteéska republika

Hydroxid sodny, p. a., ONEXeska republika

Octan amonny, p. a., Fluka, Nizozemi

Amoniak, p. a., Fluka, &imecko

Kyselina octov4, p. a., Flukaghhecko

Kyselina mravedi, p. a. pro MS, Fluka, &necko

Voda, LC-MS, Fluka, Svycarsko

Kalibraéni roztoky pufti pro pH-metr, Hanna Instruments, Rumunsko
Deionizovana voda zifstroje Millipore, Millipore, Francie

5.2 BIOLOGICKY MATERIAL

Lidsky mikrosomalni CYP 2C9 s cytochrom P450 redsktl pipraveny expresi v
hmyzich buikdch Sf9 (Sigma-Aldrich, Massachusetts, USA)

5.3 PRISTROJE

Agilent 3D Kapilarni elekroforeticky systém, detektdiodové pole s UV-VIS detekci s
rozsahem 190 - 600 nm (Waldbronngnecko), software: Agilent 3D CE ChemStation

Agilent 6320 lontovéa past (Waldbronmg¢iecko), software: Bruker Daltonik 6300 Series
TrapControl

Agilent interface sprejovaci jehla pro CE-MS vywgjiei Agilent IsoPump 1200 Series
opatena Agilent Degasser 1620 Infinity (Waldbronngniecko)

Kiemenné kapiléry: vrihi priimér 50 a 75um (Polymicro Technologies, Arizona, USA)
pH-metr: EA 940 (Orion Research, Massachusetts,)USA

Ultrazvukové laz#: Branson 1510 (Branson Ultrasonic, ConnecticutAJS

Trepaka: Thermomixer comfort (Eppendorfgiecko)

Centrifuga: miniSpin (Eppendorf,dhecko)

Chladici box s keramickymi kulkami: N°ICE (Techne, Velka Britanie)

Digitalni vahy: Sartorius 2004 MP (Sartorius, Swta)

Stiikackovy filtr s nylonovou membranou, velikost [id,45um

Automatické pipety
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5.4 PRIPRAVA ROZTOKU

Pri pfipraw vSech BGE pouzitych pro kapilarni elektroforézd fmztok na za&dr zfiltrovan

bud’ pres stikackovy filtr nebo pomoci filtréani aparatury aied pouzitim byl odplygn 10

minut v ultrazvukové lazni. Hodnota pH BGE, kterglybupravovany titraci, byla pro
zajiseéni stabilniho pH kontrolovana kazdy den pomoci pétrn a v pipac€ neshody
s pozadovanou hodnotou @pupravena. Pufry byly fies den uchovavanyiiplaboratorni
teplo& a pes noc v chladice. DalSi roztoky pro elektroforézu rtagydroxid sodny a
kyseliny pro promyvani byly porfpraw pouze filtrovany.

Jako inkubani pufr (IB) pro pfibéh reakce substratu a cytochromu byl zvolen na #dékla
literatury [30] 50 mM TRIS-HCI o pH 7,50. Pufr séigravoval z 50 mM roztoku TRIS baze
a pozadované pH bylo nastaveno titraci koncentrmyayselinou chlorovodikovou pomoci
pH-metru. Na za&u byl roztok filtrovan. Tento pufr se pouzival Kpraw vSech ndfenych
vzorki.

Preparat s enzymem CYP 2C9 byl po dodani rozmrazeapjpetovan do alikvéat po 10
anebo 20ul a uchovéavan i -70 °C. V den pouZiti byl enzym po rozmraZzenieadn

inkubatnim pufrem na poZzadovanou koncentraci a uchovatidegot 2 + 1 °C v chladicim
boxu. Do karuselu pro vzorky byla mikrovialka stakem enzymu vkladdangdre pred jeho
davkovanim do kapilary.

Roztok NADPH byl chystanterstvy kazdy den ac¢hem dne byl uchovavan spoie
s enzymem v chladicim boxu.

Pii pripraw pridavné kapaliny pro CE-MS analyzu bylo vyuZivanouzm sklesné
laboratorni nadobi, byla pouzivana vodstoty LC-MS a roztok nebyl filtrovan ani
odplyiovan. Roztoky pro CE-MS analyzu bylyfigravovany do skleimych vialek
s vyjimkou hydroxidu sodného, ktery bylipravovan do plastové vialky z polypropylenu.

5.5 PRIPRAVA KAPILARY

Vnittni povrch kazdé kapilary byl nejprve aktivovan pgmdnim @i 50 °C pomoci série
roztoki v paradi uvedeném v Tab. 1:

Tab. 1 Kroky pi aktivaci nové kapilary

Poradi Prikaz Roztok Doba [min]
1 promyti - flush deionizovana voda 2
2 promyti - flush 1 M NaOH 20
3 cekani - wait - 5
4 promyti - flush deionizovana voda 15
5 promyti - flush BGE 20
6 promyti - flush deionizovanda voda 15

promyti — flush: promyvani kapilary pomoci tlaktibtizné 950 mbar

Kapilara byla pouzivana nejdéleésic v gipad meéreni, [ kterych byl do kapilary
davkovan protein. Poté byla nahrazena kapilarownov
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6 VYSLEDKY
6.1 ON-LINE REAKCE DC A CYP 2C9

Tato prace navazuje na diplomovou praci A. Maddd, [Btery zjistil, Ze enzymaticka reakce
CYP 2C9 a diclofenaku je v kapit pravépodobr znemoZzuna gidanim surfaktantu
dodecylsulfatu sodného (SDS) do BGE. N&v vliv ma SDS na proteiny, protozZetzpbuje
jejich denaturaci a z tohotaidodu se SDS do BGE niggaval. DalSi jev, ktery mohl ovlivnit
enzymatickou reakci, je pokryti viviiho povrchu kapilary proteiny z enzymového prepara
a z tohoto dvodu byla kapilara intenziwpromyvana.

6.1.1 PROMYVANI KAPILARY

Kazdy den miteni byl zahjen nasledujicimi krokyi 87 °C popsanymi v Tab. 2, které
zaji¥ovaly, Ze vnitni povrch kapilary bude mit i pro prvni analyzu nejpodobgjSi
piedchozi podminky:

Tab. 2 Kroky g prvnim promyvani daného dne.

Porradi Piikaz Roztok Doba [min]

1 promyti - flush deionizovana voda 15
2 promyti - flush 0,5 M HCI 2

3 promyti - flush deionizovana voda 15
4 promyti - flush 1 M NaOH 2

5 promyti - flush deionizovana voda 15

6 promyti - flush BGE 3

7 aplikace nagi 14 kV BGE 3

8 promyti - flush BGE 3

promyti — flush: promyvani kapilary pomoci tlakiibtizné 950 mbar
Promyvani Bhem dne ped a po analyzefp37 °C je popsano v Tab. 3:

Tab. 3 Kroky pi promyvani ped a po analyze.

Poradi Prikaz Roztok Doba [min]
Pred analyzou:
1 promyti - flush BGE 2
2 aplikace nagi 14 kV BGE 1
3 promyti - flush BGE 2
Po analyze:
4 promyti - flush deionizovana voda 15
5 promyti - flush 0,5 M HCI 2
6 promyti - flush deionizovana voda 15
7 promyti - flush 1 M NaOH 2
8 promyti - flush deionizovana voda 15

promyti — flush: promyvani kapilary pomoci tlaktibtizné 950 mbar

Na zavr dne byla kapilara promyta 10 min vodaii 50 °C.
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6.1.2 VYBER SEPARACNICH PODMINEK PRO INKUBA CNi REAKCI VEDENOU V KAPILA RE

Pro separaci latek byla nejprve zvolena teplotd@7a to hlava kvili enzymatické reakci.
Jak jiz bylo zmigno vySe do BGE se nggaval SDS. DalSim kritériemipvybéru BGE byla
moznost davkovat dlouhou z6énu vzorku a tim umoZrdtiavkovat co nefiSi objem
inkubaini snesi do kapilary. Bhem néteni se ukazalo, Ze v BGE ovliviiuje i moznost
ponechani vzorku v kapild na dobu nutnou pro inkubaci.

VYBER BGE

Pti volbé BGE byl vyzkouSen k separaci standalbstratu a produktu i inkubr@ pufr
50 mM TRIS-HCI, pH 7,50 a stejny pufr s hodnou pptavenou na 8,50, coz je pH vhodné
pro separaci¢thto latek. Jako dalSi BGE byl vyzkouSen roztok §HRbratu o koncentraci
50 MM TRIS baze upravované roztokem 0,8 M kyseloyité na pH 8,50. Vzhledem
k moznému pozfSimu spojeni s hmotnostni spektrometrii byl vyAearui tkavy pufr acetat
amonny o koncetraci 50 mM a pH 8,50. Zaznarfiygehto podminkach jsou na Obr. 14.

Podminky separace:

Vzorek: 100uM DC, 100uM OHDC v TRIS-HCI 50 mM pH 7,50
Davkovani: tlakem 150 mbar-s
Teplota v kazet 37 °C
Kapilara: vnitni pamér 50 um, Lot 34 cm, Leg 25,5 cm
Napsti: 30 kV
DAD: UV detekce v 25,5 cmip200 nm
] P¢ ompc oa%c

201

15 DC
50 mM Tris - borat, pH = 8,50
. T

10L’~—v-~L A Lot
LJUL 50 mM acetat amonny, pH = 8,50

50 mM Tris-HCI, pH = 8.50
0 ¢ Iy o Ao,

50 mM Tris-HCI, pH = 7,50 j L
5]

-10
0

T T T T T T T T -
0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 min

Obr. 14 Vliv sloZeni BGE na separaciésirstandard diclofenacu DC a 4”-hydroxydiclofenacu
OHDC o koncentraci 100M rozpusénych v inkubénim pufru.

Pri pouziti inkub&niho pufru jako BGE nedochazelo k separaci staricigstbto byl poté
pouzit tento BGE s hodnotou pH upravenou na 8,%paface s timto BGE je mozna,
nicméré ma nedostatmou &innost. Ri pouziti acetatu amonného a TRIS-boratu jako BGE
dochazi k separaci standara &innost separace je dostgici, proto byly k dalSim gfenim
vybrany tyto roztoky.

BRNO 2012 31



VYSLEDKY

CASTEENE PLNENI INKUBA ENIM PUFREM

Vzhledem k tomu, Ze nebylo mozné pouzit k sepatagmy pufr jako k inkub#ni reakci bylo
nutné pro budouci uskut@ni reakce v kapii@ vyuzit médtast&éného plrni, pri kterém se
pied a za zonu vzorkuriga zona inkub&niho pufru. Schéma davkovani pféasténé plreéni

je na Obr. 15. Zarowe byl zkouman i vliv difuze P budouci inkub&ni reakci a to
desetiminutovynmtekanim ped sepnutim nagi a startem analyzy. Vlivigani zény ped a

za zonu vzorku a vliv difuze byl prasien s 50 mM acetatem amonnym (pH 8,50) a 50 mM
TRIS-boratem (pH 8,50). Zavislosti jsou uvedenyek&oforeogramu na Obr. 16 a Obr. 17.

Podminky separace:

Vzorek: 100uM DC, 100uM OHDC v TRIS-HCI 50 mM pH 7,50
Inkubani pufr zn. IB: TRIS-HCI 50 mM pH 7,50
Davkovani: tlakem 10 mbar:

Normalni: 10 s vzorek

Castené plreni: 10 s IB, 15 s vzorek, 10 s IB

Castené plreni se zohledinim difuze: 10 s IB, 15 s vzorek, 10 s IBgkani 10 min
Teplota v kazet 37 °C

Kapilara: vnitni pamér 50 um, Lot 34 cm, Leg 25,5 cm
Napsti: 30 kV
DAD: UV detekce v 25,5 cmip200 nm
IB
-]
DetektorT

Obr. 15 Schéma davkovani pro Zisitvlivu caste’ného pl@ni a difuze i cekani 10 min na separaci

mAU

50 1 M
40 - ‘

30 pc OHDC
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L

/\\ /ﬁ \ davkovani ¢aste€nym plnénim se zohlednénim difuze
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A f
i |
'\l // \ // |, davkovani gastecnym pinénim

10 +

Lﬁvkovéni normalni

T T T
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Obr. 16 Vlivéaste’ného plrni a difuze p ¢ekani 10 min na separaci s acetatem amonnym jake. BG
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Obr. 17 Vlivcasteného plrni a difuze p ¢ekani 10 min na separaci s TRIS-boratem jako BGE.

Pfi pouziti acetatu amonného jako BGE dochazelovpuziti cast&ného plrgni a @i 10

minutovéméekani ke snizenicinnosti separace, na rozdil od toho &eppuziti TRIS-boratu
jako BGE neprojevovali Zzadné vyznamnéémm pfi separaci standaiid Na zaklad téchto

vysledka byl pro separaci latek zvolen TRIS-boratovy pufr.

SEPARACE S CELOU INKUBA €Ni SMESI

Dale bylo owfeno, Ze dochazi i k separaci standastibstratu a produktu od kofakiior
NADPH a NADP, které jsou satésti reakni snési. Do vzorku bylo fidano NADPH o
vysledné koncentraci 2 mM, Zjnvznikd @i inkubaci nebo degradaci v inkuipém pufru
jeho oxidovana forma. Tyto latky se v zdznamu oljjeaz za DC a OHDC. Déle byl do
vzorku @idan enzym o koncentraci 52 nMEidanim enzymu doSlo ke ztéaseparace, a proto
bylo upraveno pH BGE z 8,50 na 8,10. Separatengvych podminkach je na Obr. 18.
Schéma davkovani je shodné jakorgdgrhozim pokusu. Podminkyi péchto neienich byly
rovréZ stejné az na jiné pH BGE a prodlouZzenou doekéni (15 min) fed spudnim
analyzy. Bi téchto podminkach je separace &Spa.
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Obr. 18 Separace celé inkura sn¥si s enzymem a bez enzymu. Po nadavkovéaeka 15 min a
pH BGE bylo 8,10.
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6.1.3 USKUTECNENI INKUBACNi REAKCE V KAPILA RE

Po zajiséni podminek pro separaci celé inktibasnesi byla o¥ifena moznost uskutrit
inkubaini reakci v kapilée. Vzhledem kiznym zmsobim uskuténéni reakce byly
vyuzivany 3 postupy.

1) Off-line inkubace na trepatce:

Reakni snEs byla gipravena tak, aby obsahovala poZadovanou vysledummecentraci
substratu a NADPH (100M a 2 mM). Tato sis se nechala pre-inkubovat 5 minut na
trepace @i teplo€ 37 °C a 450 rpm. Reakce byla odstartovafidgpim enzymu, tak aby
vysledna koncentrace byla 52 nM. Po uplyria$u inkubace byla re&ki snts zastavena
zmrazenim na -70 °C.riPanalyze byl vzorek rozmraZzewsste pired davkovanim aipveden
do davkovaci vialky.

2) On-line inkubace v kapil&e s ruéné michanou snési:

Reakni snes byla gipravena tak, aby obsahovala pozZadovanou vysledammecentraci
substratu a NADPH (100M 2 mM). Reakce byla odstartovanéidanim enzymuésnre pred

davkovanim, tak aby vyslednad koncentrace byla 52 ®dté byla sis pevedena do
davkovaci vialky, umigha do karuselu a nadavkovana. &Snbyla inkubovana vifmo

v kapilae a po uplynuti inkuimihoc¢asu byla analyzovana.

3) Off-line inkubace v karuselu:

K tomuto &elu byla vyuZita realni snmés pipravena pro on-line inkubaci michanowmé

Po nadavkovéani s#si do kapilary byla davkovaci vialka ponechéana mugalu, kde byla
teplota 27 °C, a po uplynutasu inkubace byla reéki snts zastavena zmrazenim na -70 °C.
Pti analyze byl vzorek rozmrazen a promich&snt pied davkovanim.

Z roztoku gipraveného pro on-line inkubaci michanodrmubyl také po nadavkovani reak
smesi do kapilary odebran alikvot a okan&izamrazen. Tato s#a slouzila jako kontrola,
kolik produktu vzniklo pi vSech manualnich operacich.

Tyto postupy slouzily kiznym &elim. Postup 1) osfoval, Ze reaéni snes je funkni pri
standardnich podminkach. Postupem 2) séajao, jestli inkubace fize probihat i uvnit
kapilary. Postup 3) zajidval velmi podobné podminky které bylyi postupu 2), tedy
nehomogenizovana reak snes a stejna teplotaipnkubaci.

Podminky separaci pro vSechny postupy:

Vzorek: 100uM DC, 52 nM CYP, 2 mM NADPH v TRIS-HCI 50 mM pH 05
Davkovani: tlakem 10 mbar: 10 s IB, 15 s vzoreks 1B
Inkubace: 15 min

Teplota v kazet 37 °C
Teplota v karuselu: 27 °C

Kapilara: vnitni pramér 50 um, Lot 34 cm, Leg 25,5 cm
Napsti: 30 kV

DAD: UV detekce v 25,5 cm, 200 nm

BGE: 50 mM TRIS-borét, pH 8,10

Pfi téchto nefenich bylo davkovano do kapilary podle schématu @bar. 19.
Elektroforeogramy se zaznamy jsou na Obr. 20. Zelkiivka odpovida zdznamu pro
separaci po inkubaci v kapi Vznikly produkt byl pod limitem detekcerimormalnich
podminkach nai¢pace a v karuselu reakce probihala a byl detekové&pneiduktu.
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Inkubaéni smés (DC, CYP, NADPH v IB)

Detektor|
Obr. 19 Schéma davkovani pro uskutai inkubace v kapilé.
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Obr. 20 Inkubace (15 min) uskeena v riznych progedich, popiskvek pimo v elektroforeogramu.

ZVYSENi DAVKOVAN| VZORKU

Pti inkubaci v kapilée nevznikalo dostateé mnozstvi produktu, a proto bylo jednirreZeni
zvySit davkovani inkubmi snesi. Fi stavajicich podminkdch bylo moZzné davkovat
inkubaini smés bez proteindtyiikrat delSi dobu tedy 60 s, alé piidani enzymu do vzorku
doSlo ke ztrat separace, a proto bylo @pipraveno pH BGE. Snizenim hodnoty pH na 7,90
doSlo k separaci stai.

mAU
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125+
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25 | | \\Kﬁ
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o Y DC OHDC NADPH
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Obr. 21 Vliv zvySeni davkovani réaksn¥si na separaci. Koncentrace DC a OHDC M.
Cervené Kivky znazokuji zaznam separace s enzymem a bez enz§BGE o pH 8,10.
Zelena Kivka znazotuje zaznam separace s enzymenB@BE o pH 7,90
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Pti podminkach umatujicich davkovani &sSiho objemu reaki smesi byl opit proveden
pokus pro owieni, Ze reakce @ize probihat v kapii&@. Schéma davkovani je stejné jako p
piedchozim pokusu, separ podminky se z#mili jen v dok& davkovani inkubéni snesi a
pH BGE. Ri téchto podminkéach byly natreny elektroforeogramy na Obr. 22.

Shrnuti podminek separace:

Vzorek: 100uM DC, 52 nM CYP, 2 mM NADPH v TRIS-HCI 50 mM pH 15
Davkovani: tlakem 10 mbar: 10 s IB, 60 s vzoreks1B

On-line inkubace: 15 min

Teplota v kazet 37 °C

Teplota v karuselu: 27 °C

Kapilara: vnitni pramér 50 um, Lot 34 cm, Leg 25,5 cm
Napsti: 30 kV

DAD: UV detekce v 25,5 cm, 200 nm

BGE: 50 mM TRIS-borét, pH 7,90

20

154 ‘

10+

I
5 - | il ‘ ‘
| inkubace na tfrepacce 37 C
inkubace v karoselu 27 C
inkubace v kapilafe 27 C !
bez inkubace |

‘i‘ﬁ%”“\

Mi\:g LWWMQZ:{’“M

T T T T T T T
1.2 1.4 1.6 1.8 2 2,2 2,4 min

Obr. 22 Inkubace uskuteena v riznych prosiedich, popis kvek pimo v elekroforeogramu.

Bylo owéfeno Ze reakce e probihat v kapii&@. Na tepace bylo dosazeno nejvyssSich
vytézka, predevsim diky vySSi tepkatV karuselu byly nizsi vy¥ky, protoze zde byla teplota
pouze 27 °C. V kapité se daji nizZSi vysledky oproti vyslddk v karuselu psoudit difuzi
substratu a NADPH i enzymu v podélnéméamdiky koncentrénimu gradientu. Tento
proces niZze probihat, kdyZz neni roztok s inkgha snesi v uzavené nadobce a
v definovaném objemu.

Proto je vhodné pro metodu EMMA s vyuZzitim ampkifde pi nulovém potencialu davkovat
jednu ze zon delSi. Vifpadt, Ze je jedna ze zon delSi jedts$i pravédpodobnost, Ze se zény
protnou.
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6.1.4 OPTIMALIZACE MiICHANIi METODOU EMMA

Pro nefeni s vyuzitim metodologie EMMA byla vytiena metoda ip které bylo mozné
davkovat velky objem vzorku a zaravezorek s vyssi koncentraci enzymii. tFojnasobném
zvysSeni koncentrace enzymu (156 nM) bylo nutnézahovani separace zvysit i koncentraci
BGE na 100 mM TRIS a 120 mM kyselinu boritou. Tagtipraveny roztok rél pH 8,40. Po
zvySeni koncentrace pufru bylo snizeno sefmaraagti na 14 kV. DoSlo ke zpomaleni
separace, ale zaraveke sniZeni tvorby bublinek plynu, které naruSovadéiparaci a
vyhodnoceni zaznamu. Pro zajist rozliSeni bylo také nutné prodlouzit segaiadélku
kapilary na 40 cm.

Optimalizace doby michani reak snesi vloZzenim nagti vyZzaduje znalost mobilit vSech
reaktant v aplikovaném elektrickém poli. \fipads, Ze je znama rychlost pohybu pouze
jedno z reaktaidt nelze vypeitat optimalni dobu aplikace n&pa tuto dobu Ize zjistit pouze
na zaklad experimentu, f kterém se réi plocha produktu vznikajicihoripinkubaini reakci
michanéiznou dobou aplikovaného n#p

Vzhledem k tomu, Ze byla znama rychlost DC a jedlooj ale v elektroforetickém zaznamu
nebyl spolehli¥ identifikovan pik enzymu, optimalizace byla réha na dva experimenty
ozna&enéA aB. V uspdadaniA se davkovala nejprve zéna enzymu a poté zénaratinst
Naopak v pipadc B se do kapilary nejprve nadavkoval substrat a patéym. Pro
zpiehledréni situace je vyhodné zanedbdi popisovani dchto systém vliiv EOF, ktery
zpasobuje vysledny pohyb vSech uvazovanych latek v&skndetektoru.

A) PORADI 1.ENZYM, 2. SUBSTRAT:

Paadi davkovanych zénfptomto nefeni je znazorno na Obr. 23. ProtoZze ma DC zaporny
ndboj dochazi ip aplikaci nagti k pohybu této latky stmem od detektoru vifpact
zanedbani vlivu EOF jak je zngimo vySe. B predpokladu, Ze enzym ma zaporny vysledny
naboj a mobilitu ¥tSi nez mobilita substratu dojde po aplikaci dtapaké k pohybu enzymu
ve snéru od detektoru, aleé&Si rychlosti nez se pohybuje DC. K¢ chvili dochazi k
protnuti zon. Srkr pohybu DC a enzymu je znazémv Obr. 23 barevnymi Sipkami.

Podminky separace:

Roztok substratu zn. DC: 20 DC, 1 mM NADPH v TRIS-HCI 50 mM pH 7,50

Roztok enzymu zn. E: 156 nM CYP v TRIS-HCI 50 mM pj30

Roztok inkubaniho pufru zn. IB: 1 mM NADPH v TRIS-HCI 50 mM pH50

Davkovani: tlakem 50 mbar:
13s1B,3sE,3s1B,15sDC, 2sIB ,BGE

Aplikace napti: 14 kV po fiznou dobu

On-line inkubace: 15 min

Teplota v kazetkaruselu: 37/30 °C

Kapilara: vnitni pamér 50 um, Lot 48,5 cm, kx 40,0 cm

Napsti: linearni naiist kkthem 0,2 min na 14 kV

DAD: UV detekce v 40,0 cm, 200 nm

BGE: 120 mM TRIS 100 mM kyselina borita, pH 8,40
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)L

NADPH v IB

Enzym v IB

)R

DetektorT

Obr. 23 Pgadi davkovani zén a smpohybu latek bez uvazovani EOF (Zluta Sipka Ahva enzym).

Na Obr. 24 jsou elektroforeogramy pr@i@ni s timto systémem. Po aplikaci &4 kV po

dobu 0 aZz 70 s po nadavkovani reaktairtkubaci i vypnutém nagti a nasledné separaci,
dochéazelo ke snizovani plochy produktu, coz je aammano v grafu na Obr. 25. Tuto

zavislost Ize vysitlit tim, Ze gedpoklad neodpovidal skdteosti a po aplikaci napi dochazi

naopak ke vzdalovani DC a enzymu. Proto gnalyze s inkubaci nemichanou vloZzenim

nagiti vznika nejvice produktu. Zony jsou v tomtéigact nejblize u sebe a upiate se

casténé michani ve smyslu TDLFP viz kapitola 1.3.2.
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Obr. 24 Optimalizace michanfigporadi davkovani 1. enzym, 2. substrat. V popisku

v elektroforeogramu je nad jednotlivymi zdznamyadaplikace nagti a plocha produktu OHDC.

Inkubace probihala 15 minut.
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Vliv doby michani na plochu produktu
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Obr. 25 Graf zavislosti plochy produktu OHDC na éahichani.

B) PORADI SUBSTRAT, ENZYM:

Druhy pripad pdital s moznosti neutralniho nebo kladného vyslednédiboje anebo také
zaporného vysledného nabojeii [xterém byla ¢ekdvana mobilita enzymu mensi nez
mobilita substratu. Radi davkovanych zoniptomto neteni je zndzorno na Obr. 26. Qg

je pro gehlednost zanedbavan vliv EORi predpokladu, Ze se enzym pohybuje veism

k detektoru je skr pohybu znazorm Sipkami na nakresu A. Nakres B popisuje enzym
pohybujici se s&rem k detektoru a vifpac neutralniho enzymu popisuji situaci Sipky na
nakresu C. V kazdéntipacd v pii néjakémcase dojde k protnuti zon reaktént

Podminky separace, které se liSi od podminek pokug\):
Davkovani: tlakem 50 mbar:
13s1IB,15sDC,3s1B,3sE,2s 1B, 2GEB

NADPH v IB
Enzym v IB

0T -]

DetektorT

B «
C "

Obr. 26 P@adi davkovani zon a gimpohybu latek bez uvazovani EOF. Fialové a ZliéySA, B, C
popisuji rizné moznosti pohybu enzymu a DC.
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Pii méfeni s timto usp@danim byly narteny elektroforeogramy na Obr. 27, zavislost
plochy produktu na dabmichani je znazoima v grafu na Obr. 28. NejvysSich ploch bylo
dosazenoip aplikaci nagti po dobu 15 s.
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20 s aplikace napéti h 5,3

15 s aplikace napéti

10 s aplikace napéti
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.

80

0 s aplikace napéti

6°““““%WDW /

Obr. 27 Optimalizace michanfigporadi davkovani 1. substrat 2. enzym. V popisku
v elektroforeogramu je nad jednotlivymi zaznamyadablikace nagti a plocha produktu OHDC.
Inkubace probihala 15 minut.

Vliv doby michani na plochu produktu
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Obr. 28 Graf zavislosti doby michani na ploSe pitdW HDC

Pfi pokusuA bylo pi prodluzovani délky aplikace nép pred inkubaci pozorovan pokles
plochy produktu. B pokusuB bylo pozorovano zvyseni plochy produkiti @plikaci nagti
14 kV po dobu 15 sipd inkubaci. Pomoci vzarma straf 15 Ize vypditat, Ze migrani ¢as
enzymu pi téchto podminkach byl iblizné 4 min. Vzhledem k tomu, Ze secase 4 min
objevoval systémovy pik odpovidajici EOR¢Irenzym nulovy vysledny naboj a pohyboval
se s elektroosmotickym tokem. Reakce probihdialipné 3,8 cm od vstupniho konce
kapilary. Nicmég mnozstvi vznikajiciho produktu v pokuBye nedostaté.
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6.1.5 PRODLOUZENIi DOBY INKUBACE

Jednim ze zjsohi jak ziskat vice produktu je prodlouzeni inkéhia doby. Doba se
prodluZzovala po 10 minutach a zaznamy jsou uvedenyOobr. 29 a graf na Obr. 30ii P
inkubaci trvajici vic jak 30 minut jiz nevznika uyamre vice produktu a iize se projevovat
vliv difuze. Prodluzovanim doby inkubace se takiinvg@rodluzZuje celkova doba analyzyi P
inkubaci probihajici 30 min trva celé analyza &&hodinu.

mAU DC
1404

130
plocha|OHDC

1o S

110] inkubace 40 min

100+

90 +

inkubace 20 min
80 1 N W | il

inkubace 10 min
70 g

60

T T T T
1 2 3 4

Obr. 29 Elektroforeogram inkubaci s prodluzujicidedou inkubace

Vliv délky inkubace na plochu produktu
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Obr. 30 Graf znézaiujici vliv délky inkubace na plochu produktu enzijché reakce — OHDC.

6.1.6 PRODLOUZENi ZONY ENZYMU

Prodlouzeni doby davkovani enzymu, byl druhyasgb, jak zvySit mnozstvi vzniklého
produktu. Jak je vigt na elektroforeogramu na Obr. 31ji planych podminkach se
neodseparoval OHDC na zakladni linii. Tentasagb zvySeni vyzku byl nedsgsny.
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Obr. 31 Elektroforeogramy/pprodlouzeni zény enzymu

6.1.7 OPAKOVATELNOST

Pro optimalizovanou metodB byla prontiena opakovatelnost samotné separace. Substréat
byl davkovan ve svém obvyklém jaali a produkt enzymatické reakce byldan do zony
enzymu Vv koncentraci 1QM. Davkovani zon je na schématu na Obr. 26 a pokinin
davkovani jsou uvedeny na stéa®9. Poté bylo na 15 s aplikovano #@p Inkubace
neprobihala a sés byla proto ihned analyzovana.cebopakovani byl 8. Elektroforeogramy
jsou na Obr. 32. Vypitené statistické parametry jsou v Tab. 4.

160+

Obr. 32 Opakovatelnost metody B (1.substrat, 2yrahz
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Tab. 4 Statistické parametry pro metodu EMMA

Parametr Hodnota [%0]

Diclofenak

Opakovatelnost plochy piku 2,7
Opakovatelnost migeaihocasu 11

Opakovatelnost vysky piku 6,0
4’-Hydroxydiclofenak

Opakovatelnost plochy piku 4,0
Opakovatelnost migeaihocasu 1,7

Opakovatelnost vysky piku 8,1

Bylo dosazeno relativndobré opakovatelnosti, avSaki inkubanich reakcich nevznikalo
dostaténé mnozstvi produktu.

6.1.8 MeTopA TDLFP

Vzhledem k nizkym vyZkam metody EMMA byla k michani re&ki snesi pouZzita i metoda
TDLFP (Transverse Diffusion of Laminar Flow Profije ktera jiz v naSi laboraiobyla
aspesre aplikovana na tento systém [34]. Byla vyuzita adkli varianta tohoto systému, tedy
davkovani 3 zon v adi substrat, enzym, substrati&ti davkovanych zénfiptomto nefeni

je znazorgno na Obr. 33.

) ) e

DetektorT

Obr. 33 P@adi davkovani zonpmetod vyuzivajici TDLFP.

On-line inkubace michand v kag#abyla srovnana s inkubacemi probihajicimi v kdwse
na tepace. Vzhledem kiznym zpgisobim uskuténéni reakce byly vyuzivany 4 postupy.

1) Off-line inkubace na trepatce:

Reakni snes byla fipravena tak, aby vysledna koncentrace substrdau38uM a vysledna
koncentrace NADPH byla 1 mM. Tato &nse nechala pre-inkubovat 5 minut fep&ce i
teplog 30 °C a 450 rpm. Reakce byla odstartovaraapim enzymu na vyslednou
koncentraci 156 nM. Po uplynutasu inkubace byla re&ki snts zastavena zmrazenim na
-70 °C. Ri analyze byl vzorek rozmrazenste pred davkovanim arpveden do davkovaci
vialky.

2) On-line inkubace v kapilde s ruéné michanou snési:

Reakni snes byla gipravena tak, aby vysledna koncentrace substrdaud8uM a vysledna
koncentrace NADPH byla 1 mM. Reakce byla odstaravgiidanim enzymu na
pozadovanou vyslednou koncentraésrt pred davkovanim, sés byla gevedena do
davkovaci vialky, umisha do karuselu a davkovana. &mbyla inkubovana vifmo
v kapil&e a po uplynuti inkuliiho ¢asu byla analyzovana.
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3) Off-line inkubace v karuselu:

K tomuto &elu byla vyuZita realni smes pripravena pro on-line inkubaci michanowmé
Po nadavkovani stsi do kapilary byla davkovaci vialka ponechana nukalu a po uplynuti
¢asu inkubace byla reahi smés zastavena zmrazenim na -70 °@. ahalyze byl vzorek
rozmrazendsre pred davkovanim.

4) On-line inkubace michana v kapilde:

Byly piipraveny 2 roztoky. Roztok substratu sigd DC a 1 mM NADPH a roztok enzymu
obsahujici enzym v poZzadované koncentraci bez NADPHo roztoky byly uchovavany
v chladicim boxu a do karuselu byly undisg tésre pred davkovanim.

V pripad inkubace michané i probihajici v kap#ébylo davkovani nasleduijici:

Roztok substratu zn. DC: 20 DC, 1 mM NADPH v TRIS-HCI 50 mM pH 7,50
Roztok enzymu zn. E: 156 nM CYP v TRIS-HCI 50 mM pj30
Davkovani: tlakem 50 mbar: 10 s DC, 3 s E, 10 s DPEBGE

Pro ostatni pipady byla zona enzymu nahrazena zénou s irkuilsa#si:
Roztok substratu zn. DC: 5 DC, 1 mM NADPH v TRIS-HCI 50 mM pH 7,50
Roztok inkubani sneési:  50uM DC, 1 mM NADPH, 156 nM CYP v TRIS-HCI 50 mM pHbD,

Davkovani: tlakem 50 mbar: 10 s DC, 3 s inktiiasnts, 10 s DC, 2 s BGE
Podminky separace:
Inkubace: 15 min
Teplota v kazeétfkaruselu: 37/30 °C
Kapilara: vhitni pramér 50 um, Lot 48,5 cm, k¢ 40,0 cm
Napsti: linearni naiist kthem 0,2 min na 14 kV
BGE: 120 mM TRIS 100 mM kyselina borita, pH 8,40
DAD: UV detekce v 40,0 cm, 200 nm
DC
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Obr. 34 Elektroforeogramy ziskané& méreni enzymovych reakci #znych prostedich.
Nad Kivkami je uveden postup inkubace a plocha prodQtiDC.
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Pti reakci probihajici narépace vznikalo vice produktu neZiipinkubaci probihajici
v karuselu. Vzhledem k tomu, Ze byla teplotaipkubaci na tepace i v karuselu stejna, Ize
vySSi vysledky enzymatické reakce probihajicitepdce vysétlit homogenizaci této sési.
Vysledky separaci s#si probihajicich v karuselu, v kag#és rénim michanim a v kapité

s michanim uplaujicim pi¢cnou difuzi jsou srovnatelnéfiRryuziti tohoto zisobu michani
byly plochy produktu inkubmi reakce vyssi nezipmetod EMMA. Pro spojeni CE-MS byl
proto vybran tento Zysob michani.
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6.2 SPOJENI CE-MS
6.2.1 ANALYZA STANDARD U DC A OHDC

Zakladni podminky pro analyzu byly zvoleny na zdkiabecnych informaci z manigB2],[33].

Elektroforéza:

Kapilara: vnitni pramér 50 um, celkova délka 90 cm
Napsti: linearni naiist bkthem 0,3 min na 30 kV
Kazeta: 37°C

BGE: 10 mM acetat amonny, pH 8,50
Davkovani: tlakem 30 mbar 10 s

DAD: UV detekce v 25,5 cm, 200 nm
Hmotnostni spektrometr:

Pridavna kapalina: 5 mM acetat amonny v MeOH:Voda 1:1
Pratok piidavné kapaliny:  4/min, splitter 1:100

Polarita: pozitivni mod

Napeti: - 4000 V

Tlak nebuliz&niho plynu: 10 psi

Pratok suSiciho plynu: 10 I/min

Teplota: 200 °C

Rozsah m/z: 120 - 500

Smart Target Settings: 300 m/z

Tyto podminky byly pouzity na separaci&nstandard DC a OHDC o koncentraci 1Q0M.
Poté byla prorfrena zavislost na koncentraci BGE. Zaznam z elaktéal je na Obr. 35 a
extrahovany iontovy elektroforeogram z MS na Olér. Be zdznamu CE je \Wit] Ze i vySsi
koncentraci BGE dochazi k zvySeni rozliSeni semardtzaznamech z MS lze pozorovat
stejnou zavislost, ale Ize také #d sniZzeni intenzity signaluiipvyssi koncentraci BGE. To
je pravaépodobré zpisobeno iontovou supresfiponizaci. Pro dalSi &feni byla vybrana

koncentrace BGE 15 mM acetat amonny.

mAU

30

25

20

15

10

15 mM acetat amonny

10 mM acetat amonny

st T

20 mM ecetat amonny
o W

T T T T T T
2 4 6 8 10 12

1‘4 min

Obr. 35 Vliv koncentrace BGE na migrd ¢as a separaci standafiddC a OHDC gi UV detekci
v 25,5 cm i 200 nm. Koncentrace acetatu amonného je uvedaddivkou.
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Diclofenac EIE m/z 296

10 mM acetat amonny
15 mM acetat amonny,
_20 mM acetat amonny
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Hydroxydiclofenac EIE m/z 312

10 mM acetat amonny
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A

2 4 6 8 10
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Obr. 36 Vliv koncentrace BGE na migrd ¢as a intenzitu signalu standatrdC a OHDC @i MS
detekci v 75 cm. Koncentrace acetatu amonnéhogéamna nad zaznamem.. Extrahované ionotvé
elektroforeogramy f m/z 296 pro DC a 312 pro OHDC.

Déle byla pronsiena zavislost na tlaku nebulérdho plynu. Byly promdteny hodnoty tlaku 3,
4,5,6,7,8,9,10 a 12, 14, 16 psi (psi: poumdd per square inch; 1 psi = 68,948 mbar).
Zaznamy elektroforeograimjsou na Obr. 37 a zaznamy s extrahovanymi ionatovy
elektroforeogramy z MS jsou na Obr. 38

mAU
454
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b
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bttt P
6 psi
5 psi
] 4 psi
\ 3 psi
VSO o )
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Obr. 37 Vliv tlaku nebulizaniho plynu na migreni ¢asy standard DC a OHDC pi UV detekci.
Hodnota tlaku nebulizgéniho plynu je uvedena nadikkou zaznamu
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Obr. 38 Vliv tlaku nebulizaniho plynu na migréni ¢asy standard DC a OHDC pi MS detekci.
Extrahované iontové elektroforeogramy pro m/z 2842. Hodnota tlaku nebulizaiho plynu je
uvedena nad/kvkou zaznamu.

Ze zavislosti migréniho ¢asu na tlaku nebulizaiho plynu Ize odvodit, ZetfpvysSSim tlaku
dochazi k zrychleni separace a sniZeni rozliSamistBle stejném ptoku susiciho plynu
(20 I/min) dochazi $ zmeéné nebuliz&niho tlaku ke zrgnam intenzity signalu.

6.2.2 STUDIUM VLIVU SLOZENI PRIDAVNE KAPALINY

Pro spojeni CE-MS se vyuZiv&igavna kapalina, ktera svym sloZentiza vyznamnym
zpasobem ovlivnit ionizaci, protoZet@dstavuje hlavni podil ionizovaného roztoku. Jeji
sloZeni bylo optimalizovanoipsledovani ionizace DC. Roztok standardu byl iilastan
injekéni stikackou umisgnou v infuzni pump, kde byl nastaven fitok 4 ul/min (0,24
mi/hod). Byla vyzkouSena sfs methanolu s vodou v pénu 1:1 v obou médech ionizace, a
stejna smis s 0,5 % fidavku kyseliny octové (AcA) nebo amoniaku. Vyslgdgou uvedeny
vTab.5
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Parametry hmotnostni spektrometru:

Polarita: pozitivni mod/negativni mod
Napeti: —/+ 3500 V
Tlak nebuliz&niho plynu: 9 psi
Pratok susiciho plynu: 4 I/min
Teplota suSiciho plynu: 210 °C
rozsah m/z: 200 - 325 m/z
Smart Target Settings: 296
Fragmentace SRM:

Isolace: 296 m/z

Sitka: 4 mlz

CutOff: 80 m/z

Amplituda: 10V

Tab. 5 Intenzity matekého a dagnych ionti DC pfi riuzném sloZeniffdavné kapaliny

intenzita matefského iontu
slozeni MeOH/HO MeOH/HO MeOH/HO MeOH/HO
aditivum - - 0,5 % AcA 0,5 % N§
ionizatni méd pozitivni negativni pozitivni negativni
[nM] m/z 296 294 296 294
koncentrace DC
100 1106 2,510 - 2 10
50 - 2,010 - 6 10
10 - 1,0 16 - 2 10
0 - - - 2 10

meieni ve scanu v rozsahu m/z 200 — 325
AcA - kys. octova, FOA - kys. mravéin symbol - znai, Ze ve spektru nebyl ion nalezen

intenzita dcefinych ionti
slozeni MeOH/HO MeOH/HO MeOH/HO MeOH/HO
aditivum - - 0,5 % AcA 0,5 % NH
ionizatni méd pozitivni negativni pozitivni negativni
[nM] m/z 278 250 278 250 278 250 278 25
koncentrace DC
100 3,810 3,6 10 - 380 | 2,516|2,6 10 - 170
50 1,116|1,110 - 200 | 3,116| 110 - 110
10 400 350 - - 1,6 £d 2,1 10 - -
0 - - - - - - - -

fragmentace iontu 296 m/zipozsahu 200 — 325 m/z

AcA - kys. octova, FoA - kys. mraveéin symbol - znai, Ze ve spektru nebyl ion nalezen

Z vysledki vyplyva, Ze pi pouziti snési methanol/voda bez aditiv poskytuje negativni
ionizace pi méfeni ve scanu vyssi signal na rozdil od pozitivmizace. Naproti tomuip
MS? médu je intenzita vzniklych fragmenpti negativni ionizaci nizsi.
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Pri pouziti kyseliny octové jako aditiva se ve scamatgsky ion \ibec neobjevil, ale
intenzita dcéinych ionti se zvysila. B MS mefeni s kyselinou octovou se objevuje velké
mnoZstvi jinych iont, jde pravédpodobré o n&istoty ve vzorku. Bdani amoniaku némeslo
zlepSeni uci zakladni smisi bez aditiva ani v MS ani v M3n4du.

Pro dalSi optimalizace byl vybran pozitivni méd w@ybvyzkouSeny d¥ kyseliny, octova

(AcA) a mravesi (FoA), v riznych koncentracich. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 6

Tab. 6 Intenzity matsekého a dognych iont: DC pi riuzném sloZeniffdavné kapaliny.

intenzita matefského iontu
slozeni MeOH/EO MeOH/H,O MeOH/H,O MeOH/H,O
aditivum 0,1 % AcA 1 % AcA 0,1 % FoA 0,2 % FoA
ionizatni méd pozitivni pozitivni pozitivni pozitivni
[nM] m/z 296 296 296 296
koncentrace DC
100 2,210 - 2 10 1,0 10
50 - - 110 0,5 16
10 - - - -
0 - - - -

méteni ve scanu v rozsahu m/z 200 — 325
AcCA - kys. octova, FoA - kys. mraveérn symbol - znéi, Ze ve spektru nebyl ion nalezen

intenzita dcafinych iontia
slozeni MeOH/HO MeOH/HO MeOH/HO MeOH/HO
aditivum 0,1 % AcA 1 % AcA 0,1 % FoA 0,2 % FoA
ionizatni méd pozitivni pozitivni pozitivni pozitivni
(M] m/z 278 250 278 250 278 250 278 250
koncentrace DC
100 810 | 710 |2,810(2,410|2,410|2,810 (2,310 1,810
50 3616[3,216[1,316G|1,016|8,016|1,21d|3,21d|6,01C
10 22106[2,016 1,016 200 | 3,416| 410 | 1,714 -
0 - - - - - - - -

fragmentace iontu 296 m/zipozsahu 200 — 325 m/z
AcA - kys. octova, FoA - kys. mraveéin symbol - znai, Ze ve spektru nebyl ion nalezen

Pri pouziti kyseliny octové dochazelo ve scantedevSim k detekci jinych hodnot m/z.
NejlepSich vysledk bylo dosazeno se $si obsahujici methanol a vodu v pom 1:1
s pridavkem 0,1 % kyseliny mraveéin Spektrum scanu 8rhito podminkami je na Obr. 39.
Byl identifikovan molekularni kladnhnabity ion [M + H] = 296 a [M + Na] = 318. Ostatni
ionty jsou pravdpodobré netistoty. Hodnota 284 m/z se objevovala ve scanti ppuZiti
nulové koncentrace DC. JednoZngch vysledk bylo dosazenoip fragmentaci. Spektrum
MS? je znazortino na Obr. 40. Ve spektru jsou fragmenty s m/z 288, a 215, coZ souhlasi
s daty v literatie [29]. Pro dali praci byl t&f vzdy volen citliwjsi a selektivijsi MS
mod.
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Obr. 39 ESI MS spektrum 100 nM DC vefsirmethanol:voda 1:1 sfwavkem 0,1 % kyseliny

mravern.
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Obr. 40 ESI M&spektrum 100 nM DC ve gsimethanol:voda 1:1 sifrlavkem 0,1 % kyseliny
mraveri.

6.2.3 PROMYVANI KAPILARY P RI ON-LINE INKUBACI

Stejre jako @ metode EMMA bylo nutné intenzivaé promyvat kapilaru, aby bylo zaj&to,
Ze na vnitnim povrchu siny kapilary nebudoutstavat né&istoty. Kyselina chlorovodikova
byla nahrazena 0,2% kyselinou octovou a vzhledemegitomnosti vialky na detekim
konci kapilary byl vynechan krok s aplikaci &dp Promyvani probihaloip 37 °C a je
popsano v Tab. 7.

Tab. 7 Kroky g prvnim promyvani daného dne.

Poradi Prikaz Roztok Doba [min]
1 promyti - flush deionizovana voda 15
2 promyti - flush 0,2% kyselina octova 2
3 promyti - flush deionizovana voda 15
4 promyti - flush 1 M NaOH 2
5 promyti - flush deionizovana voda 1,5
6 promyti - flush BGE 5

promyti — flush: promyvani kapilary pomoci tlakiiltizné 950 mbar

Promyvani Bhem dne ped a po analyzefp37 °C je popsano v Tab. 8:
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Tab. 8 Kroky pi promyvani ped a po analyze.

Porradi Prikaz Roztok Doba [min]

Pred analyzou:
1 promyti - flush BGE 5

Po analyze:
2 promyti - flush deionizovana voda 15
3 promyti - flush 0,2% kyselina octova 2
4 promyti - flush deionizovana voda 15
5 promyti - flush 1 M NaOH 2
6 promyti - flush deionizovana voda 15

promyti — flush: promyvani kapilary pomoci tlakiigtizné 950 mbar

Na z&¥r dne byla kapilara promyta 10 min vodaii 50 °C.

6.2.4 SEPARACE REAK €Ni SMESI

Pro on-line inkubaci probihajici v kapi&a s vyuzitim CE-MS byla rea&ki snés michana
univerzalijSi technikou TDLFP. Davkovaci schéma je znazooma Obr. 41.

B3 )

DetektorT

Obr. 41 Schéma davkovani pn-line inkubaci pi CE-MS

Pri uskute&néni reakce v kapii@ bylo nejprve pdeba upravit podminky, tak aby dochazelo
k separaci substratu a produktii plavkovani celé inkuldai snesi prii vyuZziti acetatu
amonného. Byla z#ména koncentrace BGE na 30 mM o pH 9,20. Aplikovaagtin bylo
nastaveno na hodnotu 30 kVii Bpojeni CE-MS je v softwaru automatickyednastavena
maximalni hodnota proudu na 50 uA. Vzhledem k tétdtaci bylo skut€éné napti pri
separaci korigovano softwarem a pohybovalo se okotinoty 18 kV. Pro urychleni analyzy
byl po 10 minuw na vstupni vialku aplikovan tlak 50 mbar. Vyslednastaveni obou

pristroji:

Elektroforéza:
Roztok substratu zn. DC: 1M DC, 4 mM NADPH v TRIS-HCI 50 mM pH 7,50
Roztok enzymu zn. E: 333 nM CYP v TRIS-HCI 50 mM B30

Davkovani: 50 mbar: 2s DC, 2s E, 2 s DC; 15 mbaBGE

Inkubace: 10 min

Teplota v kazetkaruselu: 37/30 °C

Kapilara: vnitni pamér 75um, celkova délka 75 cm, brouSen&&pi
Napeti: linearni naiist kthem 0,2 min na 30 kV, limit pro proud Hi&
BGE: 30 mM acetat amonny, pH 9,20

Pritlak: do 10,0 min O mbar, od 10,2 min 50 mbar

DAD: UV detekce v 26 cm, 200 nm
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Hmotnostni spektrometr:

Pfidavna kapalina: MeOH:W 1:1 0,3 % kyselina mrawen
Pritok pridavné kapaliny: 0,4l/min, splitter 1:100

Polarita: pozitivni mod

Pratok susiciho plynu: 4 I/min

Tlak nebuliz&niho plynu: 5 psi
Teplota suSiciho plynu: 200 °C

SPS (Smart Target Settings) umoge optimalni nastaveni iontové pasti pro poZzadouan
hodnotu m/z, SRM (Single Reaction Monitoring) uriigz fragmentaci vybrané hodnoty m/z.
P analyze s hmotnostnim spektrometrem lze pro ka@sei analyzy nastaviizné podminky:

Prvni segment: Druhy segment:
Trvani: 0,0 - 0,5 min Trvani: 0,5 - 8,2 min
Napsti: oV Napsti: - 4000 V
Scan: 290 - 320 m/z Scan: 100 - 800 m/z
Smart Target Settings: 300 m/z Smart Target Settings: 300 m/z
Treti segment prdC: Ctvrty segment pr®HDC:
Trvani: 8,2-11,1 min Trvani: 11,1 - 13,0 min
Napeti: - 4000 V Napeti: - 4000 V
Scan: 230 - 325 m/z Scan: 230 - 325 m/z
Smart Target Settings: 296 m/z Smart Target Settings: 312 m/z
SRM: SRM:
Isolace: 296 m/z Isolace: 312 m/z
Sirka: 4 m/z Sirka: 4 m/z
CuttOff: 80 m/z CuttOft: 84 m/z
Amplituda: 10V Amplituda: 10V

6.2.5 ON-LINE ENZYMOVA REAKCE

Toto nastaveni se pouZzilo pro spojeni on-line idagbse separaci a naslednou MS detekci.
Inkubace probihala 10 min s vialkou BGE na vstupiiomci kapilary. VSechny ostatni
podminky Zstaly zachovany. Nicménpii téchto analyzach se neobjevil Zadny signal
hledanych latek ani v elektroforeogramu ani v hroetnim zaznamu. Vzhledem k tomu, Ze
se neobjevil ani signdl NADPHtip340 nm, zdalo se praypdodobné, Ze inkuldai smés po
nadavkovani nestava v kapilée kuili sifonovému efektu.

Nejprve byl vstupni konec kapilary posunut co népjycoz problém ip on-line inkubaci
nevyresilo. Poté byl upravovan tlak nebuliného plynu na vystupnim konci kapilary. Bylo
oveéieno, Ze k pohybu kapaliny v kapgi#askuténé dochazi a toip nasledujicim pokusu:

V nastaveni iontové pasti bylamén tlak nebulizaniho plynu v prvnim segmentu. S@sti
analyzy bylo promyti kapilary 4 min BGE tak jakied kazdou analyzou. Pak byla na vstupni
konec umisina vialka s roztokem substratu a NADPH. Poté sedhsepnul zaznam bez
aplikace nagti. Detekce probihala pomoci DAD v 26 cm.
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Vysledky €chto nefeni jsou vyobrazeny na Obr. 42t Rysokych tlacich nebulizaiho
plynu dochézelo k pohybu kapaliny &®m k hmotnostnimu spektrometru a nasavani vzorku
do kapilary. B 15 psi se roztok se vzorkem dostal k déteéku okénku uz za 4 minuty#iP
snizovani pittoku dochazelo k postupnému prodlouzéasu patebnému k posunu roztoku
vzorku az k detalnimu okénku. B tlaku 7,5 psi se sts dostala k detékimu okénku i 25
minuté. Na druhou stranuipnizSim tlaku nebulizéniho plynu 6 psi je zakladni linie relativn
stabilni a pi 5 psi je zakladni linie nestabilni a dochazi panbwue k jejimu prudkému
poklesu. Vzhledem k tomu, Zé&i@nalyzach s nastavenim 1. segmentu na 5 psicgavd
ani v elektroforeogramu ani v hmotnostnim zaznaradny signal hledanych latek, byla
nastaven tlak nebulizaiho plynu na 6 psi, ale aniijomto nastaveni nebyl detekovan signal
v CE nebo MS. Proto byl pro prvni segment zvolak #,5 psi.

Pri tomto usp#adani nebyl problém s detekci latek a tealsnts zistavala v kapilge.

mAU
1400/ 1 (ﬂ
12001 _ _
15 psi 10 psi 7,5 ps
10001
800 1
600 -
400 1
200 1
i 6 ps
o ) 5 psi P
5 10 15 20 25 30 35 min

Obr. 42 Vliv tlaku nebulizaniho plynu na pohyb kapaliny v kapiéa Bez jbliZeni.
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Obr. 43 Vliv tlaku nebulizaniho plynu na pohyb kapaliny v kapi#a S piblizenim.
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Vysledné nastaveni prvniho segmentu iontové pasii getekci on-line generovaného
produktu inkubace. Ostatni nastaveistalo zachovano.

Prvni segment:

Trvani: 0,0-0,5min
Napsti: oV

Tlak nebuliz&niho plynu: 7,5 psi

Scan: 290 - 320 m/z
Smart Target Settings: 300 m/z

Toto nastaveni bylo 0gpné a byl detekovan produkt inkubace. Extrahovam#ové
elektroforeogramy M% analyzy jsou uvedeny na Obr. 44 vpravo. Hmotnospgktrum
produktu je uvedeno na Obr. 44 vlevo.

Intens. Intens.

X105 TTEIE250+4MS2(2960) DC — EIE 266 +MS2(312,0) +MS2(312,0) 11,7min #1053 2939

25 1 5000+

265,9

2.0 1 4000+

15 1 3000

1,0 2000

230,9
] 1000
0,5
' 299,3
*
0,0 ! ! ! ! | | i i — | 0 e e e e
85 9,0 9,5 10,0 10,5 11,0 11,5 12,0 Cas[min] 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 m/z

Obr. 44Vpravo: Cast extrahovanych iontovych elektroforeogiaBiE pi 250 m/z pro DC a /b 266
pro OHDC z M8spektraVlevo: CE-MS spektrum maiského iontu 312 &ase 11,7 min

6.2.6 OPAKOVATELNOST

Pro CE-MS metodu son-line inkubaci byla pé&éema opakovatelnost n=10. Relativni
smerodatna odchylka byla pro DC (SRM: 29@50) 34 % a pro OHDC (SRM: 312266) 46 %.
Kvuli nedostaténé opakovatelnosti nebyla metoda pouzita ke kviaaiflatek.

BRNO 2012 55



VYSLEDKY

6.3 DIsSkKUzE

V této diplomové praci jsem se zabyvala vyemim metody EMMA pro studium
hydroxylace diclofenaku prastdnictvim isoformy cytochromu P450 2C9. U této rdgto
probihd enzymova reakceimo v kapil&e a po inkubéni fazi dochazi k ukareni reakce
separaci reaktaint pomoci elektrického pole. Nejprve byla éena moznost, Ze tento
enzymovy systém fize reagovat v kapité a to metodou, ktera zahrnovala davkovani celé
realkéni snesi, jeji inkubaci a naslednou separaci.

Jako prvni byla vyzkouSena moznost pouzit jedem prd inkubaci i separaci.iPpouziti
inkubainiho pufru TRIS-HCI o pH 8,50 jako BGE sice docHaze separaci, ale s malou
acinnosti. R pouziti acetatu amonného nebo TRIS-boratu jakoEBByla separace
dostaténa. Poté byl zkouman vliv difuze po nadavkovanirkmoobsahujiciho substrat a
produkt a nasledném ponechani vzorku 10 min v &&piffed zahajenim separace. Pro
omezeni vlivu pipadnych jeu zpisobenych komplexni matrici vzorku byl vyuZit pouze
vzorek standaiid bez enzymu. # pouZziti acetatoveého pufru se vice projevoval difuze,
dochazelo ke zhorSeni tvaru fjla proto byl pro dalSi experimenty zvolen TRIS&iovy
pufr.

Pri davkovani celé rea&ki sntsi bylo vyuzivano davkovani co nejvyssiho objenak, aby
v kapilae vzniklo co nej¥tsSi mnozstvi produktu. Separace tétoesinbyla optimalizovana
volbou koncentrace a pH BGE.iiPovéifovani, Zze reakce iie probihat v kapité se
vyuZzivaly 1izné postupy pro zohledni riznych podminek v kapité a ve vialce umishé na
tiepace. V kapilde byl poté detekovan produkt enzymatické reakce.

Po owieni, Ze reakce fiie probihat v kapii@ bylo pokré@ovano s optimalizaci metody
EMMA. Pii optimalizaci byl zakladni otdzkou $mpohybu enzymu v elektrickém poli.
K urceni jeho sréru byly provedeny dva experimentyi&nym uspéadanim davkovanych
reaktant (1. enzym, 2. substrat; 1. substrat, 2. enzym)Zziajici ke stanoveni mobility
enzymu jeho enzymové aktivityBylo zjiStno, Ze vysledny naboj enzymui pdanych
podminkach byl nulovy a v kapi& se pohyboval pouze s EOF. Nicréaépii michani
vyuZzivajicich aplikaci nafti dochazelo k neuspokojivym \#kam enzymové reakce,
piicemz mozné ficiny nizké produkceipvyuZziti tohoto gistupu michani jsou:

e Michanim elektrickym polem dochéazi k inaktivaci wma.

* Vzhledem ktomu, Ze nejde o jeden enzym ale o kermmnzyni vazanych na
membrag (cytochrom P450, cytochrom P450 reduktasajizenpo aplikaci nagti
dochézet k jejich separaci a tim znemidrpribéhu enzymové reakce.

*  Slozky enzymového komplexu interaguji sensu kapilary.

Kvili nizkym vytzkam pii metod EMMA byla k michani pouzita i technika TDLFPii P
tomto zmisobu miseni reaktahtvznikalo dosta@né mnoZstvi produktu, a proto byl tento
piistup vyuzit pro metodu vyuzivajici MS detekci iovibu pasti.

Pro spojeni CE-MS byl vybrarékavy pufr acetat amonny. Na separaci standdlo
ovéreno, Ze se snizujici se koncentraci BGE dochayctejSi separaci s vysSi intenzitou
signélu, nicméa pro separaci inkukiai snesi bylo nutné pouzit vyssi koncentraci acetatu
amonneého. B niZSi koncentraci nedochazelo k separaci, cozlonbfit zpisobeno velkym
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mnozZstvi proteinu ve vzorku nebo velkym objememkdaeané zény. R CE-MS separaci je
separani nagti limitovAno maximalni hodnotou prochézejiciho ymo 50 pA, ktera je
definovana v software.rPvysSi koncentraci acetatu amonného a tiii nzSim aplikovaném
napsti dochazelo k snizeni velikosti EOF a vyraznémadfmuzeni separace, a proto byl pro
urychleni analyzy po 10 minuaplikovan tlak 50 mbar na vstupni vialku s BGE.

Pfi inkubanich reakcich se projevil vliv sifonového efektdery byl zpisoben obtiznou
nastavitelnosti f@sné vzajemné polohy vystupniho konce kapilaryektebspreji a vstupniho
konce kapilary v CE. # pocatenich podminkach dochézelo k pohybu kapalingrem od
hmotnostniho spektrometru. Po nadavkovani zon sitbsd enzymu a inkubai fazi, tedy 10
minutovém prostoji bez aplikace riip nebyl po zahdjeni separace detekovan signal
sledovanych latek. Tento problém byl nejprteSen kontinualni aplikaci tlaku na vialku
umis€nou na vstupni konec kapilarghem inkubani faze. B tomto zmisobu dochéazelo jiz

k detekci analyt, ale byl vyzkouSen i druhyigob, jak omezit sifonovy efekt ohledupsi

k ptistrojovému vybaveni.

Sifonovy efekt byl potléen prostednictvim znény tlaku nebulizaniho plynu. Byla nalezena
optimalni hodnota tohoto tlaku a poté byla us&mtea reakce vyuzivajici on-line probihajici
enzymatickou reakci spojenou s MS detekci. Byl¢asp detekovan produkt enzymové
reakce, ale opakovatelnost stanoveni neumoZznilatéaci vzniklého produktu. Mozné

duvody velké chyby p stanoveni jsou:

e Cela analyza obsahuje velké mnoZzstwidi kroki.

* Nevhodnost iontové pasti ke kvantifikaci.
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Pfi vyvoji on-line inkub&ni metody pro studium modelové reakce cytochromibOP4
isoformy 2C9 s diclofenakem byla v této diplomovégd vyuzita metodologie EMMA
v kombinaci s technikodast&ného plini a amplifikaci pi nulovém potencialuCastené
plnéni umoznilo uskut&nit enzymatickou reakci a zaraveseparaci Vv optimalnich
podminkach. Pro enzymové systémy vyzadujici delBudnkubace pro ziskani dostatého
mnozstvi produktu Ize vyuzit amplifikacitipnulovém potencidlu. Krogn metodologie
EMMA byla v této praci pro miseni reaktantyuzita i technika TDLFP a lepSich vyslédk
dosazeno s touto technikou.

Po zavedeni metody zaloZené na TDLFP vyuZivajicideikci byl optimalizovana i CE-MS
metoda, vyuZivajici komeémi interface pro ionizaci elektrosperejem a iontoyuast. Pro
identifikaci sledovanych latek bylo vyuzito speckych fragment. Byl detekovan substrat i
produkt, nicméd nedostatné vysledky B opakovatelnosti neumoznili kvantifikaci
vzniklého produktu.

SUMMARY

The EMMA methodology in combination with partialliig and zero-potential amplification
was used in this diploma thesis. The reaction abadyome P450 2C9 isoform with
diclofenac was chosen as a model system. Patfiabfiechnique enables to carry out the
enzymatic reaction and separation simultaneousbptimal conditions. Amplification at zero
potential allows to obtain sufficient amount of guat in case of enzyme systems require
longer incubation time. In this work both EMMA metlology and the technique TDLFP
were used for mixing of reactants; better resuktsenachieved with TDLFP.

First was optimized method using UV detection, CE-Method was introduced afterwards.
MS detection was achieved using commercial avalai#ctrospray ionization interface and
ion trap. Compound was identified by specific fragation patterns. Substrate and product
was succesfully detected, but insufficient repaétalof substrate and product area did not
allow consequent quantification.
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