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1. OBECNY UVOD DO PROBLEMATIKY
prof. Ing. Karel Stulik, DrSc.

Univerzita Karlova v Praze, Pfirodovédecka fakulta, katedra analytické chemie, Albertov
2030, 128 43 Praha 2
stulik@natur.cuni.cz

1.1 Vymezeni tématiky probirané v kursu

Analyza biologicky aktivnich latek je neobycejné€ rozsahlé a slozité pole. Zasahuje do mnoha oblas-
ti lidského Zzivota. Bez spolehlivych analyz se neobejde vyzkum v biologii, 1ékafstvi ¢i v environ-
mentalistice, prave tak jako kazdodenni Zivot, kdy 1ékarska a veterinarni praxe, kontrola Zivotniho
prostfedi ¢i hygienicka kontrola vyzaduji denné obrovské poéty stanoveni. S rozSifovanim nasich
znalosti o zakonitostech Zivota roste pocet hodnot, které je tieba urcit a zvysSuji se naroky na kvalitu
stanoveni a jejich aplika¢ni flexibilitu. To vSe, spolu se specializovanymi naroky odbératelli analy-
tickych vysledkli z nejriznéjsich obort lidské aktivity, vede k velkému tlaku na zdokonalovani
analytickych technik a na zjednoduSovani jejich aplikace. Tento kurs, v ramci PACI, chce prispét
k informacim o soucasném stavu analyzy biologicky aktivnich latek a o vyhledech do nejblizsi
budoucnosti, pficemz se koncentruje na jednu ze zasadnich slozek analytického postupu, na sepa-
racni krok..

Pfedevsim je zapotfebi vymezit probirané pole, protoze snaha o vyCerpavajici zpracovani
celé oblasti je pfedem odsouzena k nezdaru:

1. Co je biologicky aktivni latka — zcela obecné fecCeno, prakticky vSechny existujici latky
jsou vice ¢i mén¢ biologicky aktivni, tj., ovliviluji Zivot organismi. V tomto kursu se zaby-
vame pouze t€mi skupinami latek, které se bud’ pfimo podileji na stavbé a fungovani orga-
nismi, nebo jejich funkci zadsadné ovliviuji. Pfestoze nékteré prvky a nékteré anorganické
slouceniny jsou biologicky velmi vyznamné, nebudeme se jimi zabyvat a budeme se vénovat
pouze organickym slouceninam.

2. Zakladni schéma vystavby a funkce organismu spo¢iva na fadé organickych slou¢enin, ktera,
velmi zhruba feceno, po¢ind aminokyselinami a pokracuje peptidy, az po proteiny; je zde
samoziejmée fada boc¢nich vétvi. Druhou podstatnou skupinou jsou sacharidy. Tyto dvé sku-
piny a vSemozné jejich kombinace jsou zakladem probirané problematiky. Pozornost vénu-
jeme i lipidiim, jako tfetimu zakladnimu stavebnimu kameni zivé hmoty.

3. Jemné vyladéné interakce, které umoziuji a fidi zivot, jsou mnohdy zavislé na optické izo-
merii — aZ na vyjimky, L-izomery pieji Zivotu, zatimco D-izomery nebyvaji v Zivé hmot¢ pii-
tomny a jsou bud’ biologicky inaktivni, nebo pro organismy i toxické. Proto je problematika
chiralnich separaci diilezitou soucasti kursu.

4, Jak plyne z vySe uvedeného, rozmanitost analyzovanych systému je neobycejné velka a po-
zadavky na analyzy se pohybuji ve velmi Sirokych mezich, podle ti¢elu stanoveni. Analyzo-
vané vzorky se li§i jak charakterem a slozitosti matrice, tak komplikovanosti systému analy-
td. Dalsi pfednasky tohoto kursu uvadéji nékteré moznosti feseni, z hlediska separa¢niho
stupné v analytickém postupu..



1.2 Typy analyz biologicky aktivnich latek

Analyzy biologicky aktivnich latek 1ze rozdé€lit do vice skupin, podle riznych hledisek:

0y

)]

(&)

C))

Podle charakteru ¢innosti, ktera analyzy vyuZiva:

(a) vyzkum,;

(b) rutinni aktivity.

Zatimco ob¢€ tyto Cinnosti jist€¢ budou pozadovat zcela obecné kvality analytického postupu,
jako jsou spolehlivost méteni, dostatecna selektivita a citlivost a co nejnizsi finan¢ni nakla-
dy, ptfi vyzkumnych pracech bude kladen velky diiraz na flexibilitu analyzy a moZnosti mo-
difikaci procedury podle stale vznikajicich novych pozadavkd. Na druhé strané¢ vyzkum
mnohdy strpi, i kdyZ s t€zkym srdcem, sloZzitost a casovou naroc¢nost analytického postupu

a ptipadné i zvysené naklady. Rutinni aplikace naopak budou vyzadovat konstantni postup,
dokonale ovéteny pro dany ucel, neptilis slozity, aby jej mohli provadét i pracovnici nespe-

e

cializovani na analytickou chemii, pokud mozno co nejrychlejsi a nejlacingjsi.
Podle obecného zadani analytického problému:

(a) (identifikace a) stanoveni jediného analytu, Casto ve velmi slozité matrici vzorku;

(b) (identifikace a) stanoveni velké skupiny analytl, které si mohou byt velmi podobné
a mohou byt pfitomny ve velmi slozitych matricich;

(c) (identifikace a) stanoveni isomert urcité latky (urcitych latek), napf. enantiomert;

(d)sledovani pfemén uréité latky (uréitych latek), napf. rozklad matetské latky a vznik pro-
duktu(i1), v mnoha ptipadech vcetn¢ urceni kinetiky reakce (reakci).

V piipad¢ (d) samoziejmé vyrazné vystupuje do popredi ¢asovy faktor — nejlepsim piistu-

pem je jisté kontinualni monitorovani.

Podle charakteru analytii a matric vzorku:

Zde je nepteberné mnozstvi moznosti, které ovlivituje vybér métici metody a volbu experi-
mentalnich podminek.

Podle ucelu konkrétniho méreni:

(a) co nejrychlejsi a nejjednodussi orientacni sledovani petrzitych hodnot urcitého parametru
(napf. glukosa u diabetikil);

(b) co nejjednodussi monitorovani urCitych parametrii (napt. analyticka kontrola pfi dialyze
na umélé ledving);

(c) periodicka kontrolni méfeni nejriznéjsich klinickych, biochemickych, hygienickych
a environmentalnich faktoru;

(d) systematické sledovani rozsahlého problému meéfenimi téhoz typu — napi. genomika, pro-
teomika, cellomika, ..... ;

(e) analyticka kontrola v§emoznych ptirodnich ¢i vyrabénych latek, napft. 1éCiv;

(f) spolupréce na vyzkumu nové objevenych ¢i pripravenych latek — formule, struktura, kon-
formace, Cistota, .....

vvvvv

palety analytickych prostfedki. Co tedy ma soucasna analyticka chemie k dispozici?



1.3 Soucasna analyticka chemie

Jakykoli analyticky postup 1ze znazornit timto obecnym schématem:

odbér a uprava separace analytu(ii) v vyhodnoceni
N ) — méfeni — , o
vzorku od matrice vzorku vysledkit
pomyslna skutecna

Zjistit pritomnost urcité latky v objektu naseho zajmu a event. stanovit jeji mnozstvi Ize totiz pouze
métenim. Mefit pak umime jedinym zpisobem (s vyjimkou méfeni pfirozené radioaktivity a spekt-
roskopie vesmirného zafeni): systému dodame definovanym a reprodukovatelnym zptsobem urci-
tou energii (napft. tepelnou, zativou, elektrickou), tim systém perturbujeme (vyvedeme z rovnovaz-
ného ¢i ustaleného stavu) a pak sledujeme bud’ mnozstvi energie, kterou systém absorbuje, nebo
mnozstvi energie, kterd se uvolni pii nasledném piechodu systému zpét do stavu s nizsi energii ¢i
do ptivodniho stavu. Jde nyni o to odlisit mnozstvi energie absorbované ¢i uvolnéné latkou, ktera
nas zajima (analytem), od energie absorbované ¢i uvolnéné ostatnimi slozkami systému.

Je pfirozené nejvyhodnéjsi, dovoluje-li toto odliSeni vlastni, dostatecn¢ selektivni méfici
metoda. Pak dokazeme oddélit meéfenou hodnotu odpovidajici charakteru a mnozstvi analytu (sig-
nal) od hodnoty dané sumou vsech ostatnich slozek systému (pozadi, Sum), provedeme tedy pomy-
slnou separaci. V soucasnosti existuji neobycejné selektivni metody, napf. hmotnostni spektromet-
rie, vibracni spektrometrické metody ¢i spektrometrie NMR, pfesto vSak analyz, které vystaci
s pomyslnou separaci, je podstatné méné nez téch, které¢ vyzaduji separaci skute¢nou, vzhledem ke
slozitosti systémi analyti a matric vzorkli — jak uvedeno vyse, je napf. tfeba stanovovat stopy latek
ve velmi slozitych matricich, dale pak je stale Castéji zapotiebi jedinym postupem stanovovat velky
pocet latek, které se od sebe velmi malo lisi strukturou ¢i hmotnosti. Pfi vétSiné analyz se proto
musime uchylit ke skute¢né separaci analytu(i) od matrice a vétSinou i k separaci analyti mezi
sebou, pred vlastnim méfenim. A zde jsme u vlastniho tématu tohoto kursu.

V posledni dob¢ doslo k nevidanému rozvoji experimentalnich technik, kterych vyuziva fada
oborti a mezi nimi i analyti¢ti chemici. Zcela obecné platny je pokrok ve vypocetnich metodach,
slouzicich jak pro navrhovéni a fizeni experimentt, tak pro zpracovani experimentalnich vysledka
a modelovani procesi a systému. Prave tak se nesmirné rychle rozviji technologie méticich pfistro-
ju. V kontextu tohoto kursu nas zajimaji ptedev§im pokroky v prostfedcich separace latek a nava-
zujicich zptsobech méfeni na vystupu ze separacnich systémil. Radou konkrétnich aspektd této
problematiky se zabyvaji jednotlivé prednasky kursu, v této ivodni pirednaSce je vSak namisté po-
vSimnout si nékterych obecnéjsich rysi.

Lze myslim fici, Ze rozvoj technologie separaci a naslednych méfeni je vyraznéj$i nez po-
krok v objevovani novych separa¢nich a méficich principti. Zatimco zdokonalovani technologie
chromatografickych kolon, obrovsky rozvoj elektromigra¢nich technik, miniaturizace a Cipova
technologie a nevidany pokrok v hmotnostni spektrometrii, ktera se jiz stala zcela béznou soucasti
analytického repertoaru, jsou hlavni nosné sméry, zcela novych piistupt ke stanovenim a separa-
cim je pomalu. Vidim vlastné jen jeden, i kdyZz velmi vyznamny, a tim je vyuziti enzymatickych
a imunochemickych interakci pro vysoce selektivni méfeni i separace. Vznikaji tak témet specific-
ké sensory a afinitni metody separaci.



1.4 Analytické separace organickych latek

Kdyby to bylo mozné, pouzivali bychom vsichni plynovou chromatografii, ktera ma fadu vyhod:
je jednoducha, procesy v plynné fazi jsou rychlé, systém neni pfili§ vzdalen idedlnimu chovani a je
tedy relativné snadné dospét k teoretickym modeliim a interpretovat vysledky méfeni. Bohuzel je
plynova chromatografie omezena na latky, které lze bez rozkladu a za pfijatelnych experimental-
nich podminek pfevést do plynné faze - to neni vice nez asi 30 % znamych latek. Pocet stanovitel-
nych analytll 1ze ponckud rozsifit prevedenim malo tekavych latek na t€kavéjsi derivaty, tim se
vSak analyticky postup komplikuje. Navic pti vyssich teplotach, zvlasté pii styku s ¢asticemi nosi-
¢e, miize dochazet k vedlejsim reakcim tékavéjsich slozek. Dale pak mobilni faze v plynové chro-
matografii, nosny plyn, je inertni a tudiz neumoziuje ovliviiovat separaci.

vvvvvv
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tedy vzdalen idealnimu chovani a teoretické modely se tvofi tézko. Kromée toho je metoda pomérné
pomald, méné uCinna nez plynova chromatografie a podstatné nakladnéjsi. Vyhodou ovSem je to,
ze komplex technik, které dohromady tvofi celek kapalinové chromatografie, umoziuje délit pii-
nejmensim 80 % vSech znamych latek a slozitost systému umoziuje ladit podminky separace zmé-
nami stacionarni i mobilni faze.

Mezi témito dvéma krajnostmi lezi chromatografie v nadkritické tekutiné (SFC), ktera je
jakymsi kompromisem mezi plynovou a kapalinovou chromatografii, trpi vSak nepfili§ rozsahlym
vybérem separacnich systémil, a rizné techniky kapilarni elektroforézy, které jsou vysoce ucinné,
rychlé, avsak pon¢kud méné spolehlivé nez chromatografické techniky, pficemz moznosti ovlivne-
ni separac¢niho déje jsou doposud mensi nez v kapalinové chromatografii.

Konecné je tfeba mit na paméti rutinni pouziti separaci v ploSném uspoiadani, které jsou
empirické, avSak jednoduché, rychlé a nepiilis nakladné; maji proto velmi diileZitou roli predev§im
v biomedicinském vyzkumu i praxi (viz napf. déleni a identifikace peptidl a proteinti dvojrozmeér-
nou elektroforézou na vrstvé gelu, kde se latky v jednom rozméru d€li podle ndboje, tedy podle
izoelektrického bodu, a ve druhém rozméru podle své molekulové hmotnosti).

Prednasky v tomto kursu se blize zabyvaji n€kterymi konkrétnimi metodickymi otazkami
analytickych separaci z hlediska aplikaci na dilezité skupiny biologicky aktivnich organickych
latek. V tomto obecném uvodu bych chtél upozornit na dillezitou tendenci soucasné experimentalni
chemie, kterd pfesahuje hranice analytické chemie, ma vSak pro jeji rozvoj zcela zdsadni vyznam.
Vychazi ze dvou pficin: na jedné stran¢ je to nesmirny vzrist poZadavki na experimentatora,
jak z hlediska stale vétsi slozitosti studovanych systémi, tak z hlediska narokti na objem a kvalitu
ziskavanych informaci. Na strané¢ druhé je to velmi rychly rist technickych moZnosti, takze lze
realizovat experimentalni pfistupy jesté doneddvna nemyslitelné. Touto tendenci jsou kombinace
a vzajemna propojeni vice méficich metod pii feSeni daného problému. Jednodussi, avSak tézko-
padné&jsi moznosti je nasledné pouziti vétsiho po¢tu metod, tedy to, co se anglicky oznacuje jako
spojeni ,,off-line*. Stale vice se vSak uplatituje piimé spojeni, tedy anglicky ,,on-line*, ¢i ,,hyphe-
nation®.

Tato cesta, neobycejn¢ fascinujici, vSak pfinasi jeden zasadni problém: jak donutit metody,
které jsme vzajemné propojili, aby spolu nebojovaly, ale naopak v dobrém souladu pracovaly syn-
ergicky ke spolecnému cili. Je zajimavé, Ze mnohdy se vztahy takto spojenych metod velmi podo-
baji mezilidskym vztahtim. Z hlediska analytickych separaci ma tento problém dva stupné:



(a) kombinace separacniho a detek¢niho kroku;

(b) kombinace dvou (¢i dokonce vice) separa¢nich kroki, nasledovana detekci (jednoduchou ¢i
kombinovanou).

Musime tedy najit experimentalni podminky, které nejsou zcela nepfijatelné pro zaddného
¢lena systému a hlavné musime ustanovit dohazovace (interface), ktery spolupraci ¢lenii dojedna.
Pro ilustraci uvedu par poznamek ke kombinaci separace a detekce a priklad vztahti mezi dvéma

vvvvvv

troforézou.

(a) Vztah mezi separaci a detekci

V ne tak davné minulosti doslo k velkému posunu v nazirani na separacni a detek¢ni systém. Kla-
sicky pohled povazuje detekci za koncovku vysokotc¢inné separace a priliS se nestard o jeji vlast-
nosti — staci, kdyz je schopna zachytit zony latek vychazejicich ze separacniho systému s postacuji-
ci citlivosti a spolehlivosti. Pii nepfili§ slozitych, vétSinou rutinnich separacich je tomu tak dodnes.
Mezitim vSak doslo k obrovskému rozvoji méficich technik a narlstu pozadavkii na analyzy slozi-
tych systémti. Metody hmotnostni spektrometrie, vibrac¢nich spektrometrii, nuklearni magnetické
resonance a dalsi se nyni staly béznymi detekénimi technikami. Ale pozor - neni tomu uplné tak!
Zatimco klasicka detekce, dejme tomu spektrometricka v UV/VIS oblasti, skute¢né¢ predevsim
slouzila pro pouhé zachyceni latek vychazejicich ze separacni jednotky a tyto latky byly identifi-
kovany a charakterizovany pfedevSim na zéklad¢ separacnich charakteristik, moderni detekcni
techniky maji zasadni roli pii identifikaci a charakterizaci separovanych latek. Vede to k tomu, ze
napf. mnozi hmotnostni spektrometristé povazuji separacni krok za predbéznou tpravu vzorku. Jak
tomu byva, pravda je kdesi uprostied.

4

ho postupu je optimalni. Odhlédneme-li od materidlnich otazek, je stale zapotebi volit ten nejjed-
nodussi systém, ktery poskytne pozadované informace. Druhou zasadni otazkou je kompatibilita
separacni a detekéni ¢asti — ¢im véEtsi jsou rozdily v pozadavcich na experimentalni podminky, tim
naro¢néjsi je volba a realizace rozhrani, neboli interface.

(b) Kombinace vice separa¢nich kroki

Téchto kombinaci je velmi mnoho a opét zde plati dvé hlavni pravidla. Jednak volit co nejjedno-
dussi systém, ktery poskytne dostatecny objem a kvalitu pozadované informace, dale pak vybrat
techniky, které jsou si co nejblizsi z hlediska experimentalnich podminek, aby nebyly kladeny téz-
ko splnitelné pozadavky na rozhrani (interface). Jako piiklad uvadim srovnani nékterych vlastnosti
dvou velmi dulezitych technik, tradicni vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) a dyna-
micky se vyvijejici kapilarni elektroforézy (CE).

Myslim, ze vztah mezi HPLC a CE se, jak uvedeno vyse, v mnohém podoba lidskym vzta-
hiim — HPLC je jiz zcela dospély jedinec, ma bohaté zkusenosti, Siroké znamosti, je sebevédomy
aumi se Siroce uplatnit, avSak n¢kdy zacind byt pon¢kud té¢zkopadny a konzervativni a je i dost
naro¢ny na penize. Naproti tomu CE predstavuje dravé mladi — dychtivé se hrne vzhtiru, zkusenosti
jesté tolik nepobralo, ale je ambiciozni, nabizi jednoducha feseni, i kdyz ne vzdy pIn¢ opodstatné-
na, je rychlé, flexibilni a dokaze si poradit i v materialné jednodussSich podminkach. Vyhodou mla-
di CE je i schopnost se ucit — hlavnim problémem CE jsou omezené moznosti ovlivnéni selektivity
separac¢niho systému a zde se s vyhodou vyuzivaji zkuSenosti star§iho souputnika a vznikaji hyb-
ridni techniky kapilarni elektrochromatografie (CEC), miceldrni elektrokinetické chromatografie



(MEKC) a kapilarni gelové elektroforézy (CGE). Naopak hlavni piednosti CE oproti HPLC je pod-

statné vysSi ucinnost separace, dand predevsim priznivejsi distribuci lokalnich rychlosti v proudu
kapaliny, dale pak i jednoduchosti a rychlosti interakci analytii se separa¢nim systémem; jak lze

ocekavat, hybridni techniky maji i hybridni vlastnosti, mezi krajnostmi HPLC a CE (viz tab. 1.1).

Tab. 1.1: Difuzni hranice mezi HPLC a CE

CE
HPLC
CEC CGE MEKC CZE
stacionarni faze stacionarni faze polyakrylamidovy | p seudos?acmnarm
gel faze nosny elektrolyt
mobilni faze nosny elektrolyt nosny elektrolyt nosny elektrolyt
rozdélovaci 5 ) rozdé¢lovaci hydro- _ )
hvdrofobni rozdélovaci rozd¢lovaci fobni elektrostaticka| rychlost migrace (na-
ydrotobnt (hydrofobni vyluéovaci T boj, hmotnost)
elektrostaticka - .
N . elektrostatickd) rychlost migrace
vylucovaci .
micel
Hlavni rozdil — hnaci sila
Pretlak Elektrické pole (gradient potencialu)
Lo, plochy profil
parabolrlcky pfechod mezi parabolickym a plochym profilem elektroosmotického
rychlostni profil toku
> j T
Z —l
Tab. 1.2: Typické operacni parametry HPLC a CE
Parametr HPLC CE
vzorek 1-50 pl <1-5nl
objemovy priitok 0,1-2,0 ml min™' 0,1-2,0 ul min™
objem piku cca 500 pl 1-10 nl
elucni ¢as piku cca30s 1-5s
doba analyzy 10-40 min 5-15 min
cena kolony ¢i kapilary 300 USD cca 10-15 USD

cena mobilni faze ¢i nosného elektrolytu

cca 15-25 USD

cca 0,5-2,0 USD

pocet teoretickych pater cca 10 cca 10°

LOD (UV detekce) ccal0’to 10 moll1!  ccal0to 107" mol 1™
reprodukovatelnost retencnich parametrt. = <2,0 % <5%

presnost a spravnost stanoveni cca 2,0 % cca 2,0-5 %




Tab. 1.3: HPLC a CE z hlediska detekce

N

delice kapilarni HPLC
(citlivost!)

HPLC CE
slozity systém jednoduchy systém
kratka opticka draha
velké prutoky malé pritoky

slozeni mobilni faze, jeji programovani jednoduché elektrolyty — soli !

CEC, MEKC

nepohodli vysokého napéti (elektrochemie,
ale i vibracni spektroskopie — interface)

Zakladni operacni parametry HPLC a CE jsou schematicky shrnuty v tab. 1.2 a vlastnosti téchto

technik z hlediska detekce analytl v tab. 1.3. Z téchto udaji plynou nékteré dilezité zavery:

a)

b)

g)

CE je obecné jednodussi, levnéjsi a rychlejsi nez HPLC a méné ovliviiuje Zivotni prostiedi
(omezené pouziti organickych rozpoustédel).

Objem vzorkl pro CE je podstatné¢ mensi nez u HPLC. Vzacné vzorky se proto snaze analy-
zuji pomoci CE, av$ak pro preparativni ti¢ely (i pro odbér frakci pro nasledna méfeni) je da-
leko vhodnéjsi HPLC.

vvvvvv

Hodnota kapacity pikd byva ponékud mensi u CE, zvlasté pouzije-li se u HPLC gradientova
eluce.

Vyvoj novych postupti a jejich optimalizace je jednodussi a rychlejsi u CE.
Spolehlivost kvantitativnich analytickych dat je ponékud horsi u CE.

Z hlediska detekce ptfinasi CE vyhody v jednoduchosti realizace detek¢nich prostortt o ma-
lém objemu a dobfe definované geometrii piimo v kapilaie, avSak citlivost detekce a paleta
dostupnych detekénich technik jsou prozatim hor$i ve srovnani s HPLC. Pro hmotnostné
spektrometrickou detekci maji obé metody uréitou nevyhodu bud’ ve slozitosti eluatu
(HPLC), nebo v ptitomnosti silnych elektrolytt (CE); u klasické HPLC je objem eluatu pfilis
velky, u CE byva pfili§ maly — s rychlym rozvojem instrumentace jsou vsak tyto problémy
fesitelné.

vvvvvv

rozsahlou skupinu technik a umoziuje analyzy vétSiny znamych latek. Za tuto vyhodu ovsem plati

slozitosti systému a mnohdy znac¢nou empiri¢nosti analytickych postupti. Metoda CE nachazi pfi-

mocaré vyuziti predevsim pii analyzach malych iontl; analyzy nenabitych molekul o rizné veli-

kosti jiz vyzaduji kroky, které ve vétsi ¢i mensi mite potlacuji zakladni vyhody CE, tj. jednodu-

chost, rychlost a nenakladnost.




Myslim, ze vse, co je uvedeno vyse, jasné ukazuje, ze HPLC a CE jsou kolegové, plnohodnotni
partnefi pfi feSeni analytickych problémi, Ze se vzajemné inspiruji a dopliiuji jak pii spojeni
Woff-line’, tak v ,hyphenated systems*.

11.5 Zavér

Vime vSichni, jak nesmirné se rozsifuje objem nasich znalosti a moznosti feSeni védeckych i prak-
tickych problémti. Tento vyvoj vede ke stale vétsi specializaci pracovnikil a ke stale vétSim pro-
blémim v jejich vzajemné komunikaci. Domnivam se, ze nedostate¢nd komunikace je jednim
z nejvetsich problémi soucasného lidstva. Proto jsem se snazil v této ivodni prednasce zdlrazio-
vat spole¢né rysy predmétu, kterym se zabyva tento kurs a dulezitost Sirokého obecného rozhledu
pii feSeni 1 velmi specializovanych tikoli. Doufam, Ze komunikaci napomtizeme i bohatou diskusi
po prednaskach.
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2. MODERNI SEPARACNI TECHNIKY

doc. RNDr. Pavel Coufal, Dr.,

Univerzita Karlova v Praze, Pfirodovédecka fakulta, katedra analytické chemie, Albertov
2030, 128 43 Praha 2

pcoufal@natur.cuni.cz

2.1 Uvod

Miniaturizace je vyznamny smér dnes$ni doby, ktery zasahuje do vSech oblasti védeckého badani
a ovlivituje vyzkum a vyvoj, technicky pokrok a jakékoliv lidské ¢inéni. V poslednich nékolika
desitkach let se miniaturizace velmi vyznamné zaCala projevovat a uplathovat i v analytické che-
mii, nebot’ i tato védni disciplina byla a je pod neustalym tlakem analytické praxe na zvySeni citli-
vosti, zlepSeni selektivity, zrychleni analyzy, zmenSeni vzorku, pouziti méné béznych substanci,
snizeni neurcitosti, zaji§téni spravnosti a piesnosti, snizeni nakladti a minimalizaci vlivu na Zivotni
prostiedi. Analytické postupy zaloZzené na metodach vyuzivajicich prednosti miniaturizace dokazi
mnohem lépe vyhovét vSem témto naro¢nym pozadavkiim analytické praxe. Kapilarni separacni
techniky, jako je kapilarni elektroforéza a kapilarni kapalinova chromatografie, jsou pak disledkem
rozvoje miniaturizace v oblasti analytickych separacnich metod.

V poslednich letech dosdhla miniaturizace v analytickych separa¢nich metodach tak vy-
znamného pokroku, Ze mnohé z téchto technik byly pfeneseny do planarni ¢ipové podoby. Bezpro-
sttedné po konstrukci prvnich plynovych chromatografii na Cipu se pozornost obratila predevsim ke
kapilarni elektroforéze, nebot’ jeji realizace v ¢ipové podobé je snazsi nez u chromatografie. Kapi-
larni elektroforéza vSak neoplyva tak velkou vSestrannosti a univerzalnosti v separa¢nich mecha-
nismech, jako je tomu u kapalinové chromatografie, jejiz miniaturizace a pfenos na ¢ip je spojena
s mnohymi technickymi problémy. Pfes vSechny tyto instrumentalni obtize se dafi v poslednich
letech realizovat v ¢ipové podobé i kapalinovou chromatografii, ktera nachazi uplatnéni pii feseni
tak slozitych analytickych problémd, jako je naptiklad identifikace bilkovin.

Kapilarni separacni techniky pfedstavuji miniaturizacni stupen, ktery se nachazi mezi kon-
vencnimi analytickymi piistupy a planarnimi ¢ipovymi separa¢nimi metodami. Kapilarni separacni
techniky pfinaseji vyhody miniaturizace a nepotykaji se s tak velkymi technickymi problémy, jaké
nastavaji u ¢ipovych technik. Navic kapilarni techniky jsou velmi dobie kompatibilni s hmotnost-
nim spektrometrem jako detektorem umoziujicim identifikaci analyzovanych latek. Kapilarni z6-
nova elektroforéza je vSeobecné povazovéana za separacni techniku umoziujici rychlé vyvinuti
analytické metody a poskytujici v kratkém analytickém case levné vysledky, avSak s nizsi reprodu-
kovatelnosti a spolehlivosti. Kapilarni kapalinovd chromatografie naopak poskytuje analytické
sniZzeni financ¢ni, ale i Casové narocnosti analytickych vysledkti produkovanych kapilarni kapalino-
vou chromatografii 1ze dosahnout pouzitim kapilarnich monolitickych kolon. Tyto kolony, pfipra-
vované nejcastéji polymeraci vhodnych monomerd na pérovity monolit uvnitt kapilary, se vyzna-
¢uji jednoduchou pfipravou v porovnani se stacionarnimi fazemi chemicky vazanymi na silikagelu
a navic umoziuji, v disledku své dobie definované a rozsahlé porovitosti, zkratit dobu analyzy.
Monolitické kolony pfipravené polymeraci nejriznéjSich organickych i anorganickych monomeri
se dokonce ukazaly byt velmi vhodnymi separacnimi médii pro bioaktivni latky, tedy pro biomole-
kuly s velkymi relativnimi molekulovymi hmotnostmi.

11



2.2 Kapilarni elektroforéza

Prvni elektroforetické experimenty v riznych médiich byly provadény jiz na konci 19. stoleti. Hjer-
tén a Tiselius [1,2] v 50. a 60. letech minulého stoleti provadéli prvni zonove elektroforetické expe-
rimenty v rotujicich kapilarach o vnitinim priméru 1 az 3 mm. Na pocatku 80. let minulého stoleti
pouzili Jorgenson a Lukacs [3,4] kfemenné kapilary o vnitinim priméru 75 um pro kapilarni zéno-
vou elektroforézu a demonstrovali jeji velkou separacni ti€innost.

Kapilarni elektroforéza (CE) je Ui€inna analyticka separacni metoda, ktera umoziuje sepa-
raci, identifikaci a kvantifikaci nabitych iontd i neutralnich molekul, nebot’ zahrnuje nékolik elek-
troforetickych technik liSicich se svym separa¢nim mechanismem. Kapilarni zénova elektroforé-
za (CZE) je elektroforeticka technika, jejiz separacni mechanismus je zalozen vyhradné na rozdil-
nych elektroforetickych pohyblivostech analyzovanych iontt. Pfidavkem vhodnych komplexotvor-
nych Cinidel do separa¢niho média 1ze v CZE dosahnout dalSich separa¢nich mechanismii, které
mohou byt vhodn¢jsi a ucinnéjsi pro piislusné, pravé analyzované latky. Velmi specifickym pfipa-
dem je ptidavek tenzidu, ktery pii nadkritické micelarni koncentraci vytvaii v separacnim médiu
nabité micely, jez umoziuji separaci neutralnich molekul v kapilarni elektroforéze na principu
rozdilné distribuce mezi pseudostacionarni (micelarni) a vodnou fazi. Tuto elektroforetickou tech-
niku, vhodnou pro separaci a kvantifikaci neutralnich molekul, pak nazyvame micelarni elektro-
kineticka chromatografie.

Abychom v elektroforéze dosahli separace velkych biomolekul, které maji znacn€¢ podobné
vlastnosti, musime separacni médium zkomplikovat ptidavkem vhodného gelu, jenz zvyrazni roz-
dily v elektroforetickych pohyblivostech vzdjemné podobnych biomakromolekul tim, ze k prosté
elektroforetické pohyblivosti pfistoupi i rozdilné rychlost pohybu v pérech gelu. V plosné elektro-
foréze se jiz po nékolik desetileti pro tyto ucely pouziva sesitovany polyakrylamid a agarosa.
Kombinace sesitovaného polyakrylamidového gelu s dodecylsiranem sodnym umoziuje dokonce
elektroforeticky délit bilkoviny podle jejich relativnich molekulovych hmotnosti. V kapilarni gelo-
vé elektroforéze se osveédCily stejné typy geld, vcetné fyzikalnich geld (entangled polymers), které
nejsou sesitovany pomoci chemické vazby, a jsou tudiz snadno vyménitelné v separacni kapilare.
Pro separace biomolekul, které¢ velmi ¢asto maji amfolyticky charakter, 1ze s vyhodou pouzit dalsi
elektroforetickou techniku, a to je kapilarni izoelektrické fokusovani, jez déli molekuly podle
jejich izolektrickych bodua.

Kapilarni zoénova elektroforéza, jako nejjednodussi kapilarni elektroforeticka technika, na-
chazi Siroké uplatnéni pii analyze nejriznéjsich analytil ve velmi slozitych a komplikovanych mat-
ricich s minimalni pfedipravou analyzovaného vzorku. Pii pouziti této separacni techniky musi
nést analyty naboj, aby vykazovaly elektroforetickou pohyblivost. Mohou se vSak nachazet ve vel-
mi komplexni matrici, nebot’ ta, na rozdil od kapilarni kapalinové chromatografie, mize byt po
kazdé analyze velmi jednoduchym zpiisobem odstranéna ze separacni kapilary jejim vyplachnutim
a naplnénim novym separacnim médiem.

Kiemenna separacni kapildra pokryta polyimidovou vrstvou nabizi v CZE mnohé vyhody.
Kiemennou kapilaru lze vyrobit v riznych primérech, diky svému sendvicovému usporadani je
pruzna, lze ji snadno upravit na pozadovanou délku keramickym nozem, po odstranéni povrchové
polyimidové vrstvy je velmi dobfe prostupna pro viditelné i ultrafialové zatfeni, je levna a diky
ionizovatelnym silanolovym skupindm na vnitinim povrchu vykazuje rychly elektroosmoticky tok
(EOF), ktery vétSinou podstatné zkracuje dobu analyzy. Vnitini povrch kifemenné kapilary vSak
neni jednoznacné definovan, velmi lehce podléha fyzikalné-chemickym zménam vlivem latek ob-

12



sazenych v separacnim médiu a jako diisledek generuje nestabilni EOF kolisajici od analyzy k ana-
lyze, ba dokonce i béhem jedné analyzy. V kiemennych kapilarach je navic velikost EOF silné
zavisla na pH separa¢niho média. Nestabilita elektroosmotického toku se projevuje i z analytického
hlediska, protoze prave ta ¢ini CZE analytickou technikou méné reprodukovatelnou nez chromato-
grafii [5]. Stabilitu EOF, a tedy i reprodukovatelnost CZE Ize zvysit dynamickym pokrytim, nebo
trvalym, chemickym pokrytim vnitini stény kifemenné kapilary vhodnym c¢inidlem, které stabilizuje
¢i uplné eliminuje EOF. Tim se ovSem doba analyzy mnohdy prodluzuje a ztraci se vyznamny pro-
sttedek manipulace separacni selektivity. Kiemenné kapilary modifikované na vnitfnim povrchu
silné¢ kyselymi funkénimi skupinami (napt. -SO;H) vykazuji stabilni EOF v Siroké oblasti pH
a vyrazné zlepsuji reprodukovatelnost migracnich ¢ast analytii v CZE.

Mnozstvi vzorku potfebné pro analyzu v kapilarni zonové elektroforéze je velmi malé, coz
prinasi obrovskou vyhodu pfi analyze obtizn¢ dostupnych vzorkd, napft. télnich tekutin. Nadavko-
vat do kifemenné kapilary o priméru nékolika desitek mikrometrii reprodukovatelné vzorek o ob-
jemu né€kolika nanolitrit v§ak miize byt znacny technicky problém. Nereprodukovatelnost davkova-
ni vzorku v CE se pak promitd do nereprodukovatelnosti kvantitativnich analytickych vysledk,
ziskanych touto separa¢ni technikou pii analyze realnych vzorki [6].

Prestoze CZE obecné vykazuje nizsi reprodukovatelnost ziskanych analytickych dat v po-
rovnani s kapilarni kapalinovou chromatografii, je u¢innym analytickym néstrojem k separaci an-
organickych iontl [7], aminokyselin v realnych vzorcich [8], metabolitd v moci [9] ¢i ke kvantifi-
kaci necistot farmaceutickych preparatd [10]. CZE je i uzite¢na fyzikalné chemicka metoda k urco-
vani disociacnich konstant novych analytd, které maji slabé kyselé ¢i zasadité vlastnosti [10].

2.3 Kapilarni kapalinova chromatografie

Prvni pokusy o pouziti kolon malych primérii v kapalinové chromatografii byly provadény ke kon-
ci 60. let minulého stoleti. V této dob¢ jako prvni Horvath se svymi spolupracovniky [11,12] zrea-
lizoval mikrokapalinové chromatograficky experiment v naplnéné ocelové kapilafe o vnitinim
praiméru 1 mm. Kapilarni kapalinova chromatografie (CLC) se stala zahy experimentalni naplni
dalsich vyznamnych chromatografisti, jako Scotta a Kucery [13], Ishiiho se spolupracovniky [14],
dale pak Kennedyho a Jorgensona [15].

Separa¢ni mechanismus v CLC, podobn¢é jako v HPLC, tenkovrstvé ¢i papirové chromato-
grafii a na rozdil od CE, je zalozen na rozdilné distribuci analyzovanych latek mezi dvé nemisitelné
faze, mobilni a stacionarni. Mobilni fazi je v CLC kapalina, neboli eluent, a staciondrni fazi mtze
byt tuha latka nebo nemisitelna kapalina, tedy sorbent. Eluent po nadavkovani vzorku na separacni
kolonu unasi zoény analytd ze vzorku, které vice ¢i méné¢ interaguji se sorbentem, ¢imz se zpozd'uji
ve svém transportu kolonou, a tim se vzajemné deli. Transport zén analytli sorbentem pomoci
eluentu vede krome separace analytl i k rozmyvani zén separovanych latek v dusledku vitivé di-
fuze, podélné molekularni difuze a odporu proti pfenosu hmoty ve stacionarni a mobilni fazi. Oba
dva jevy, tedy separace a disperze, pusobi vzajemné proti sob¢ a nasi snahou je neustale maximali-
zovat separaci a minimalizovat disperzi, abychom ziskali v chromatogramu dobfe rozliSené, uzké
piky analyzovanych latek.

Z hlediska separacnich mechanismt je CLC v porovnani s CE metodou vSestrannéj$i a uni-
verzalnéjsi, nebot’ umoziuje libovolné kombinovat nepfeberné mnozstvi stacionarnich a mobilnich

Vv

a eluentu pro feseni vétSiny separacnich problému v kapalinové chromatografii je hydrofobni sor-
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bent promyvany hydrofilnim vodné-organickym eluentem, ktery jako organicky modifikator obsa-
huje methanol, acetonitril nebo tetrahydrofuran. Toto nepolarné/polarni uspotfadani stacionar-
ni/mobilni faze se bézné¢ oznacuje jako reverzni kapalinova chromatografie. Pro silné polarni
latky iontové povahy se mnohem Iépe uplatituje kombinace iontoméni¢ového sorbentu s eluentem
o vhodném pH a iontové sile. Mnoho molekul analytt, véetné biologicky aktivnich latek, vykazuje
castecn¢ hydrofobni a zaroven castecn¢ i hydrofilni charakter a pro jejich separace se osvédcily
stacionarni faze, které kombinuji reverzni a iontoméni¢ovy separac¢ni mechanismus na jednom
a tomtéz sorbentu.

Chceme-li ur¢ovat relativni molekulovou hmotnost biomakromolekul, oligomera ¢i polyme-
i, zvolime vylucovaci gelovou chromatografii na stacionarni fazi o vhodné a dobie definované
velikosti pori. Pro separace enantiomert se pouZzivaji stacionarni faze s navazanym chiralnim se-
lektorem, ktery pii separaci interaguje s opticky aktivnimi analyty za vzniku diastereomert. Sor-
benty pokryté vhodnym afinantem slouzi k separaci biologicky aktivnich latek, které jsou schopné
jedine¢né vazby s afinantem pomoci velmi specifické interakce.

Driive bézné pouzivané separacni kolony v HPLC o vnitinim priméru 4-5 mm jsou dnes
velmi Casto nahrazovany kolonami s priméry mensimi (1-3 mm), nebot’ to umozni dosahnout stej-
nych, v mnoha pfipadech dokonce lepSich vysledkli z hlediska u¢innosti separace pii soucasné
redukci finan¢nich nakladl na jednu analyzu. Kapalinova chromatografie provadéna v kolonach
o vnitinim praméru 0,5 az 1,5 mm se oznacuje jako mikrokapalinova; operuje s pratoky desitek
mikrolitrii eluentu za minutu. Kapilarni kapalinova chromatografie pouziva pritoky jednotek desi-
tek mikrolitri eluentu za minutu v kapilarnich separacnich kolondch o vnitinim priméru 0,15 az
0,50 mm. O nanokapalinové chromatografii mluvime tehdy, pouzivame-li kapilarni kolony
o vnitinim priméru 0,010 az 0,150 mm s prutoky stovek nanolitrii eluentu za minutu. Nanokapali-
novou chromatografii 1ze také realizovat v plo§ném ¢ipovém uspotadani a ¢ipy k tomu urcené vel-
mi ¢asto oznacujeme obecnéj$im terminem mikrofluidni zafizeni (microfluidic devices).

ZmenS$ovani vnitiniho primeéru separacnich kolon v kapalinové chromatografii pfinasi mno-
hé vyhody, ale i nékteré nevyhody. Ty jsou spojeny predevsim s technickymi problémy realizace
kapilarni, popt. nanokapalinové chromatografie. K vyhodam separacnich kolon o mensich prime-
rech patii predevSim mensi spotieba stacionarni a mobilni faze, ktera umoznuje pouzit drazsi sor-
benty a komponenty eluentl s vyhranénymi specifickymi vlastnostmi, vyzaduje-li to feseni daného
analytického problému. Redukované mnozstvi stacionarni faze v kolon¢ si zada mensi objem vzor-
ku, ktery ma byt nadavkovan na separac¢ni kolonu. Niz§i pritok mobilni faze kolonou vede k men-
Simu natfedéni analytli eluentem b&hem jejich transportu kolonou k detektoru, coz mize vést k vét-
$im citlivostem u nékterych detektord. Neplati to v§ak obecné pro vSechny typy detektorti, nebot’
mens$i mnozstvi nadavkovaného vzorku a niz$i pritok mobilni faze vyzaduje detekéni celu mensiho
objemu s kratsi optickou drahou u spektrofotometrickych detektordi. Pii pouziti tohoto detektoru
nevede obecné redukce priiméru separacni kolony ke zvyseni koncentraéni citlivosti, ale pouze ke
zmenseni absolutné detegovaného mnozstvi analytu.

Kapilarni kapalinova chromatografie, pokud to finan¢ni situace dovoli, se v mnoha laborato-
fich kombinuje s hmotnostni spektrometrii a laserem indukovanou fluorescenci. Hmotnostni spekt-
rometr je velmi citlivy, téméf univerzalni detektor, umoznujici ziskat dalsi velmi dtlezité informa-
ce o analytech slouzici k jejich identifikaci. Laserem indukovana fluorescence je velmi citliva, ale
zéaroven i velmi specificka detekéni technika, nebot’ pouze nékteré analyzované latky fluoreskuji.

14



K dalsim detekénim metodam, které mohou byt snadno vyuzity v CLC, patii vodivostni a elektro-
chemické detektory.

Komplikace, které jsou spojeny s miniaturizaci separacnich kolon, lezi pfedevsim v oblasti
instrumentace. Mensi mnozstvi davkovaného vzorku a niz$i priitoky eluentu kladou velké naroky
na minimalizaci mimokolonovych mrtvych objemt kapilarniho kapalinového systému, chceme-li
dokonale vyuzit vétsi separacni ucinnost, jez kapilarni kolony nabizeji. Nejcast¢jSimi technickymi
problémy CLC mohou byt ptiprava G¢inné kapildrni separa¢ni kolony, efektivni napojeni vstupu
kapilarni kolony na davkovaci ventil a vystupu kolony na detekcni celu, konstrukce detekéni cely
kompatibilniho objemu, realizace nadavkovani malého objemu vzorku na kolonu, termostatovani
kolony béhem analyzy a zajisténi dostatecné malého stabilniho toku mobilni faze kolonou.

Ptes vSechny tyto nevyhody, se kterymi se miizeme setkat pii nasazeni CLC pro feSeni ana-
lytickych problémi [16,17], je CLC stale vice vyuZivana k separaci a kvantifikaci fady substanci ve
vzorcich s nejriiznéjSimi matricemi [18-24]. Vyhody a strasti spojené s pouzitim CLC pro separaci
a kvantifikaci analyti ve vzorcich s realnymi matricemi mohou byt demonstrovany na 1é¢ivu proti
Parkinsonové chorobé, ropinirolu, a jeho péti necistotach ze syntézy [25] a na potencialnich che-
moterapeutikach, kterymi mohou byt thioakridiny [26-29] a pyridochinoliny [30].

2.4 Kapilarni monolitické kolony

Prvni pokusy o vytvofeni jednoho bloku porézniho sorbentu, ktery by vyplioval cely vnitfek sepa-
racni kolony, byly provadény jiz v 60. a 70. letech minulého stoleti [31-33]. Praktické pouziti téch-
to kolon vSak nebylo mozné kvili jejich nizké propustnosti a stabilité¢ v nékterych organickych
rozpoustédlech. Hjertén se svymi spolupracovniky [34] v roce 1989 ptipravil stlaceny mékky poly-
akrylamidovy gel, ktery nazval kontinualni loZe (continuous bed), a uspeSn¢ pouzil toto monoli-
tické separaéni médium jako stacionarni fazi v kapalinové chromatografii. Svec a Fréchet [35] o tfi
roky pozd¢ji zavedli novy typ sorbentu zalozeny na pevném makroporéznim organickém polymeru,
tzv. monolitu, ktery se stal diky svym jedine¢nym vlastnostem S$iroce se rozvijejici stacionarni fazi
v kapalinové chromatografii a elektrochromatografii [36-41].

V poslednich deseti letech se vyzkum v oblasti separacnich kolon pro CLC velmi silné orien-
tuje praveé na pfipravu a vyvoj monolitickych kolon, jez se pfipravuji zaclenénim vhodnych mono-
mernich jednotek do bloku porézniho polymeru. Do polymeraéni smési se pridava smés vhodnych
porogennich rozpoustédel, ktera vytvoii ve vzniklém monolitu pory, jimiz miize prostupovat mo-
bilni faze. Cely blok takto vzniklého porézniho polymeru vypliuje vnitiek kapilarni separa¢ni ko-
lony a plni funkeci stacionarni faze v koloné. Pfipravu a vyvoj monolitickych kolon podnitil ptede-
v§im v poslednich letech prudky rozvoj kapilarni elektrochromatografie (CEC), protoze monolitic-
ké kolony miizeme na rozdil od naplinovych kolon pfipravit velmi elegantn¢ a pohodIné v kiemen-
nych kapildrach i o priméru pouze nékolika desitek mikrometri. Monolity pfipravované pro CEC
musi mit navic zabudované monomery s ionizovatelnymi funkénimi skupinami, aby dochazelo
v jejich porech pii aplikaci elektrického pole ke vzniku EOF, ktery unasi molekuly analyti pory
monolitu béhem vlastni separace. Jednim z monomerd slouzicich k tomuto ucelu je napf.
2-akrylamido-2-methylpropan-1-sulfonova kyselina.

K dosazeni vhodné pevnosti monolitu se do polymeracni smési krom¢ funkéniho monomeru
pridava i situjici monomer, ktery pfi polymeraci propoji linearni fetézce funkéniho monomeru do
trojrozmérné prostorové sité. Monomery zabudovavané do monoliti zpravidla obsahuji dvojnou
vazbu, a proto se s vyhodou pouziva k jejich propojeni radikalova polymerace. Iniciace této radika-
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lové polymerace lze dosahnout pouzitim vhodného inicidtoru, ktery rozpustény v polymeracni sme-
si roz§tépime na radikaly termostatovanim pii vyssi teploté, nebo UV-zafenim. Iniciace vyssi teplo-
tou je univerzalni, ale iniciaci UV-zafenim lze pouzit pouze u kiemennych kapilar pokrytych speci-
alnim polymerem propustnym pro toto zafeni, protoze hnéda polyimidova vrstva pokryvajici bézné
pouzivané kiemenné kapilary viditelné ani ultrafialové zafeni téméi nepropousti. Dal$i moznosti
iniciace radikalové polymerace je rozklad inicidtoru v polymera¢ni smési za laboratorni teploty za
prispéni vhodného katalyzatoru.

Uvniti kapilar napliiovych kolon pro CLC je nutné vytvorit frity zabranujici vymyti ¢astic
sorbentu eluentem z kolony, coz je znacné slozity technicky problém. Velkou vyhodou monolitic-
kych kolon pouzivanych v CLC je pravé to, Ze nemusi byt na vstupnim a vystupnim konci opatieny
fritou, tak jako napliiové sparacni kolony. Aby vsSak nedochazelo v CLC k vytlaceni cel¢ho bloku
monolitu z kapilary mobilni fazi, ktera je do monolitické separa¢ni kolony pumpovana pod tlakem,
musi byt monolit zachycen chemickou vazbou k vnitini sténé kapilary. K tomuto tcelu se vnitini
povrch kapilary pied vlastni polymeraci silanizuje Cinidly obsahujicimi dvojnou vazbu, ktera se
ucastni radikalové polymerace, a tim se vlastni blok monolitu zachyti kovalentni vazbou k vnitini
sténé kapilary. Silaniza¢ni ¢inidlo s dvojnou vazbou, vhodné pro tyto ucely, je napt. 3-(trimethoxy-
silyl)propylmethakrylat.

Charakterem funk¢niho monolitu v polymeracni smési lze velmi jednoduse a efektivné meénit
charakter a separacni vlastnosti vzniklého monolitu. Pro pfipravu monolitickych kolon se pouziva
fada riznych monomerQ. Polyakrylamidové monolity se pfipravuji polymeraci akrylamidu nebo
jeho derivatt a sit'ujiciho methylenbisakrylamidu ¢i piperazindiakrylamidu. Polystyrenové monoli-
tické kolony syntetizujeme ze styrenu nebo jeho derivatd a sitovadla divinylbenzenu. Pro ptipravu
polybutylmethakrylatovych, polymethakrylatovych a polyglycidylmethakrylatovych monoliti pou-
zivame butylmethakrylat, methakrylovou kyselinu a glycidylmethakrylat sesitované ethylendime-
thakrylatem. Diky moZznosti pfipravit monolity nejriznéjSich chemickych vlastnosti jsou monoli-
tické kolony vyuzivany k separacim Sirokého spektra analyti, jako jsou peptidy a bilkoviny, oligo-
nukleotidy, oligosacharidy, fragmenty DNA a dalsi organické latky. Kromé monolitickych kolon
na bazi poréznich organickych polymert byly vyvinuty monolitické kolony pfipravené z chemicky
modifikovaného silikagelu ¢i specenych, chemicky modifikovanych silikagelovych ¢astic. Dnes
jsou silikagelové a polystyrenové monolitické kolony jiz komeréné dostupné na trhu.

Polymerni monolitické kolony pfevazné pouZzivané pro separace biomakromolekul se nechaji
vyuzit i k separacim malych organickych molekul. Podatilo se pfipravit polybutylmethakrylatové
monolitické kolony o vnitinim priméru 320 pm, pouzitelné v CLC pro separace malych organic-
kych molekul, jako je uracil, toluen, anilin, fenol, ethylbenzen, 4-ethylanilin a N, N-dimethylanilin
[42-45]. Tyto prace o kapilarnich monolitickych kolonach jasné¢ demonstruji jejich hlavni pfednost
v porovnani s kapilarnimi naplnovymi kolonami, a to je jednoduchost jejich pripravy, ktera uréuje
1 jejich nizkou vyrobni cenu. Je ziejmé, Ze v oblasti monolitickych kolon jsou stale jesté nevyteSe-
né otazky a problémy, jez ¢ekaji na svoji jednoznacnou odpovéd’ a elegantni feSeni. Jednim z nich
je napiiklad G¢inné a oddélené tizeni velikosti velkych port (tzv. through-pores) o velikosti mik-
rometrd, nutnych pro tok eluentu monolitem, a malych port (tzv. mesopores) o velikosti nanomet-
i, potfebnych pro interakci analytu s monolitem. I navzdory témto faktim jsou kapildrni monoli-
tické kolony velmi jednoduchym a levnym konkurentem naplnovych kolon nejen pro CLC, ale
i CEC.
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2.5 Zavér

CZE a CLC jsou kapilarni separacni techniky, které se 1isi pfedev§im svym separacnim mechanis-
mem. CZE jako instrumentalné jednodus$si umoziuje rychle vyvinout analytickou metodu a na-
sledné analyzovat vzorky malych objemti s komplexni matrici bez nutnosti vétsi pfedupravy vzor-
ku. CLC je komplikovanéjsi metoda z hlediska technické realizace, avSak oplyva vétsi robustnosti
a univerzalnosti v separacnich moznostech a navic poskytuje reprodukovatelngjsi kvantifikacni
data za cenu vétsi financni a Casové narocnosti. Pies vSechny tyto rozdily nelze CZE a CLC chapat
jako vzajemné si konkurujici techniky, ale zejména jako doplnujici se nastroje chemické analyzy.
Kapilarni monolitické kolony jsou jednoduchou a levnou alternativou k napliovym kolonam, je-
jichz ptfednosti mtize uspésné vyuzivat jak CLC, tak i CEC. PiestoZze miniaturizace v separacnich
metodach dospéla v poslednich letech od kapilarnich technik dale, az k mikrofluidnim ¢iptm, bu-
dou se zajisté kapilarni separacni techniky i nadale rozvijet a plnit své ukoly v analyze praktickych
vzork.

Kapilarni separa¢ni techniky zaujimaji v analytické chemii nezastupitelné misto, které si
vybudovaly zejména v poslednim desetileti svym posunem z oblasti akademického vyzkumu smé-
rem do analytické praxe. Jejich spole¢nym jmenovatelem je hlavné to, ze umoznuji analyzu slozi-
tych vzorkl s vét§i separacni u¢innosti, mensimi finanénimi naklady, v kratSim ¢ase a s mensim
negativnim vlivem na Zzivotni prostfedi. VSechny tyto klady kapilarnich separacnich technik jsou
spojeny nejen s vétsi technickou a instrumentalni narocnosti pii jejich realizaci, ale také s vétSimi
naroky na znalosti a dovednosti obsluhujiciho personalu.
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3.1 Uvod

Zakladnim ptfedpokladem uspésného spojeni kapalinového chromatografu a hmotnostniho spekt-
rometru je ucinné odstranéni slozek mobilni faze pred vlastni ionizaci. K tomuto ucelu byla vyvi-
nuta specializovana zafizeni, dodnes je ve spojeni s EI/CI iontovymi zdroji pouzivano tzv. rozhra-
ni s pohybujicim se kovovym paskem (moving belt interface), jehoz schéma je uvedeno na obr.
3.1. Mobilni faze a separované latky vystupujici z kolony jsou naneseny na rotujici kovovou smy¢-
ku, t€kavé slozky mobilni faze jsou pred vstupem do iontového zdroje odpafeny a Cerpacim systé-
mem odvedeny mimo prostor ionizace. Po opusténi iontového zdroje je povrch kovového pasku in-
tenzivnim infraCervenym ohievem zbaven zbytkli separovanych latek a pfipraven pro dalsi cyklus.
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Obr. 3.1: Rozhrani s pohybujici se kovovou smyckou

Soucasna komercni instrumentace pro LC-MS prakticky vyhradn€ vyuziva sprejové ioni-
zacni techniky typu termospreje, elektrospreje a APCI, jez jsou principialné uzptisobeny pro praci
s prutokem kapalné faze a jsou schopny v prubéhu ionizace odvést vétsinu tékavych slozek mimo
prostor hmotnostniho spektrometru. Presto je nutno zdiiraznit, Ze pratoky mobilni faze v fadu jed-
notek mililitr za minutu, obvyklé u bézné HPLC, jsou pro nékteré komercni zdroje prilis velke,
a proto je nutno za vystup separacni kolony zatadit déli¢ odvad¢jici ¢ast mobilni faze mimo ionto-
vy zdroj. Velkou vyhodu pro spojeni LC-MS je vyuziti mikrokolonové kapalinové chromatogra-
fie, jez je svymi pratoky mobilni faze zcela kompatibilni s modernimi sprejovymi iontovymi
zdroji typu nanoelektrospreje. Volba konkrétniho typu iontového zdroje se fidi typem analyzova-
nych latek: TSI a APCI jsou primarné¢ urCeny pro ionizaci nizkomolekularnich latek do
m/z <1 000, ESI je mozno pouZit pro ionizaci makroolekularnich latek typu bilkovin a fragmentd
nukleovych kyselin.



Z hlediska instrumentalni kompatibility s kapalinovym chromatografem neexistuje zadné
omezeni volby hmotnostniho analyzatoru. Jeho konkrétni volba se fidi pfedevsim pozadovanym
hmotnostnim rozsahem, rozliSenim a samoziejm¢ téz hlediskem potizovacich a provoznich nakla-
di. V oblasti komer¢ni instrumentace LC-MS je v soucasnosti stale jest¢ nejbeéznéjsi pouziti kva-
drupélovych hmotnostnich analyzatora. Jsou prakticky univerzalni, mezi hlavni piednosti sys-
témi LC-MS s témito typy hmotnostnich analyzator patii dostatecna citlivost, zejména
v SIM-modu, vysoka rychlost skenovani a predev§im cenova dostupnost. Svymi parametry mini-
maln¢ srovnatelné jsou iontové pasti; pfistroje s timto typem hmotnostniho analyzatoru umoziuji
ve srovnani s kvadrupolovymi pfistroji dosdhnout nizSich mezi detekce a hodi se zejména pro sto-
povou analyzu. V ptfipadé pozadavku vysokého rozliseni mize byt alternativné pouzit magneticky
hmotnostni analyzator uzptsobeny pro rychlé skenovani (supravodivé civky elektromagnetu, jadro
ze slitin ceru) a nebo cyklotronovy rezonanéni analyzator (ion-cyclotron resonance — ICR). Poza-
davek velmi vysokého hmotnostniho dosahu, jez je logickym pozadavkem rostouciho zdjmu o ana-
lyzu biopolymerl typu bilkovin a fragmenti nukleovych kyselin, velmi dobte spliiuje priletovy
hmotnostni analyzator.

Volba vhodného typu detektoru muze byt kriticka zejména pro aplikace na vysokomoleku-
larni latky. Pro detektory typu elektronnasobice a fotonasobice plati, ze citlivost detekce klesa
s rostoucim m/z detegovan¢ho iontu. Proto byly vyvinuty rizné typy tzv. postakceleracnich detek-
tori, jez mohou s pomoci vhodné iontové optiky ionty pied vlastni detekei urychlit.

3.2 Tandemova hmotnostni spektrometrie ve spojeni s kapalinovou
chromatografii

Zasadni nevyhodou pouziti sprejovych ionizacnich technik je povétSinou zanedbatelny rozsah
fragmentace vznikajicich iontd. Strukturni informace systému LC-MS s jednim hmotnostnim ana-
lyzatorem je omezena v naprosté vétsing pripadl na urceni molekulové hmotnosti separované latky
na zaklad¢ pozorovaného molekularniho, kvazi-molekularniho ¢i aduktového iontu. Pro ucely po-
drobnéjsich strukturnich studii je nutno pouzit komplexni systémy tandemové hmotnostni spektro-
metrie sdruzujici dvojici hmotnostnich analyzatorti oddélenych kolizni celou. Nejstar$im instru-
mentalnim uspofadanim tohoto typu je tandemovy hmotnostni spektrometr sdruzujici dvojici mag-
netickych hmotnostnich analyzatord, v prvém je volbou intenzity magnetického pole vybran ion
uréitého m/z (tzv. matetsky ion), jez je nasledn¢ fizené fragmentovan v kolizni cele, vzniklé frag-
mentové ionty (dcefiné ionty) jsou podle m/z rozd€leny v druhém magnetu a nasledné detegovany.
Tandemovy hmotnostni spektrometr neni vzhledem k pomalému skenovani ptili§ vhodny pro spo-
jeni se separa¢nimi metodami, proto byl specialné pro ucely spojeni s kapalinovou chromatografii
vyvinut systém se tfemi kvadrupély. Prvy kvadrupdl slouzi pro vybér matefského iontu, do dru-
hého se piivadi pod vhodnym tlakem inertni plyn a slouzi jako kolizni cela pro fizenou fragmentaci
matetského iontu, skenovanim tetiho kvadrupolu se rozdéli vzniklé dcefiné ionty podle hodnoty
m/z. Pro cely strukturni analyzy makromolekul byly vyvinuty hybridni systémy, vyznacujici se
vysokym dosazitelnym rozliSenim a vysokou citlivosti a vhodné pro spojeni s kapalinovym chro-
matografem. Schematicky nakres tandemového hmotnostniho spektrometru sdruzujiciho dvojici
kvadrupolt a pruletovy hmotnostni analyzator je uveden na obr. 3.2.
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3.3 Volba separacnich kolon a mobilni faze v LC-MS

Pouziti hmotnostniho spektrometru jako detektoru nijak nezuzuje vybér typu stacionarni faze
z hlediska jeji chemické povahy. V praxi nejbéznéjsi je reverzni chromatografie na stacionarnich
fazi typu C8 a C18, v souvislosti s vyvojem metodik vhodnych pro analyzu peptidi a proteinti se
vyuziva vyluovaci chromatografie na mikroporéznich stacionarnich fazich, afinitni chromatogra-
fie na strukturné selektivnich fazich s navazanymi ligandy a iontové vyménna chromatografie.
Soucasna praxe LC-MS uptednostiuje pouziti kratSich kolon, o men§im vnitinim praméru, naplné-
nych mensimi ¢asticemi stacionarni faze. Pro soucasné sprejové iontové zdroje, jez toleruji pruto-
kové rychlosti mobilni faze do 2 ml min™, jsou optimalni kolony o vnitinim priméru 2 mm, délce
5az 15 cm a velikosti Castic stacionarni faze 3 az 4 um, u nichz se prutoky mobilni faze pohybuji
v fadu desetin mililitrd za minutu, kdy veskerou mobilni fazi je mozno s dostate¢nou rezervou pfi-
vést pfimo do iontového zdroje. Velmi perspektivni z hlediska pozadovaného mnozstvi vzorku
a ekonomiky provozu je i pouziti kapilarnich separacnich kolon o primérech pod jeden mm (ob-
vykle 75 az 350 um s pritoky mobilni faze v fadu jednotek mikrolitri za minutu) ve spojeni se
sprejovymi iontovymi zdroji s minimalnim pritokem kapalné faze, napiiklad nanoelektrosprejem.

Uziti hmotnostniho spektrometru klade jistd omezeni pro volbu pouzité mobilni faze, a to
zejména z hlediska tékavosti jejich slozek. Tato skutecnost mize komplikovat pievedeni experi-
mentalnich podminek HPLC s pouzitim konvencniho fotometrického detektoru na LC-MS. Pii
navrhu slozeni mobilni faze je vhodné respektovat nasledujici, z praxe vyplyvajici doporuceni:

- Je tfeba minimalizovat obsah netékavych slozek mobilni faze, nezadouci je pritomnost anorga-
nickych sodnych a draselnych soli jako pufrujicich ptisad. V jejich pfitomnosti dochazi k rych-
lému zaneseni iontového zdroje a pfitomnost Na" a K™ vyznamné snizuje vytézek ESI a APCI
ionizace pozitivnich iont. Pokud je nutno mobilni fazi pufrovat, je vhodné k tomuto ucelu pou-
zit ptidavek t€kavé soli typu octanu ¢i mravenéanu amonného.

- Pokud je nezbytny ptidavek netékavé anorganické soli, je vhodné optimalizovat jeji obsah
z hlediska minimalizace iontové sily mobilni faze. V pfitomnosti netékavého elektrolytu je pro-
blematicka realizace gradientové eluce spojené se zménou iontové sily mobilni faze, kdy muze
dojit k nezadoucimu pieruseni tvorby spreje.

- Pokud je nutno z hlediska dosazeni dostatecné separacni Ui€innosti a rozliSeni pouzit mobilni
fazi s vyssi iontovou silou, je vhodné provést postkolonové odsoleni zafazenim vhodné ionto-
ménicové kolony za kolonu separacni.
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- Z hlediska lepsi vytéznosti ESI a APCI je vhodné dat ptednost piidavku methanolu do mobilni
faze pted acetonitrilem. Vytézek ionizace, a tedy citlivost detekce hmotnostnim spektrometrem
mohou zvySovat nékteré v kapalinové chromatografii méné bézné slozky mobilni faze, jez tvoti
koordinaén¢ kovalentni komplexy se stanovovanymi latkami. Pfikladem miize byt pfidavek du-
si¢nanu stifbrného a médnatého, protoze ionty Ag” a Cu*" tvoii komplexy s $irokou skalou po-
larnich 1 nepoléarnich heterocyklickych sloucenin.

3.4 Aplikacni oblast LC-MS

3.4.1 Potravinarsky primysl

Metoda se vyuziva pro strukturni charakterizaci a kvantifikaci netékavych slozek podminujicich
chut’ a nutri¢ni vlastnosti nebo zptisobujicich toxicitu potravin. Jde zejména o analyzu umélych
i ptirozenych barviv, farmak typu antibiotik a ristového hormonu v potravinach zivocisného ptivo-
du, peptidd, proteind, lipidl, sacharidii, glykoproteinl a vitamind vyznamné ovliviyjicich nutri¢ni
hodnotu potravin. S pomoci LC-MS je mozno sledovat i strukturni zmény jmenovanych typt latek
béhem procest tepelné upravy a starnuti potravin. Z hlediska zajiSténi nezavadnosti potravin je
dalezita i informace o struktuie a obsahu netékavych xenobiotik. Na obr. 3.3(a) je uveden zaznam
LC-APCI-MS-analyzy netékavych barviv v extraktu z bortivek, jez zodpovidaji za jeho charakteris-
tické zbarveni a v procesu oxidace pti skladovani pisobi nezadouci barevné a chutové zmény pro-
duktu. Na obrazku 3.3 (b) je uvedeno smeésné APCI-hmotnostni spektrum, odpovidajici pfimému
nastiiku extraktu do iontového zdroje bez predchozi chromatografické separace s identifikovanymi
molekularnimi a fragmentovymi ionty téchto barviv.
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3.4.2 Farmaceuticky primysl

Metoda LC-MS nalezla vyznamné uplatnéni v oblasti strukturni charakterizace a kvantifikace 1é¢iv,
jejich syntetickych meziproduktti, doprovodnych necistot a rozkladnych produktt. Je ¢asto vyuzi-
vana pro studium kinetiky a mechanismu odbouravani 1é¢iv v organismu a strukturni identifikaci
vznikajicich metabolitd. Technika LC-MS je nezbytna pro strukturni charakterizaci bilkovin jako
potencialnich vazebnych mist 1é¢iv, kde nahrazuje dvojdimensionalni gelovou elektroforézu a izoe-
lektrickou fokusaci.

3.4.3 Toxikologie

Metoda LC-MS se nove vyuziva pro strukturni charakterizaci a kvantifikaci polarnich a netékavych
navykovych latek a jejich metabolitd v télnich tekutinach. Je v souCasnosti nejvyznamnéjsim na-
strojem kontroly nové generace dopingovych latek (steroidii, prostaglandinti, peptidf, proteinti) bez
nutnosti jejich derivatizace.

3.4.4 Ekologie

Metoda se vyuziva pro analyzu polarnich a malo té€kavych polutantii ve vzorcich vody a ptad. Na
obr. 3.4 je uveden zdznam separace stop netékavych vybusin v extraktu z pidy metodou LC-APCI-
-MS s ptislusnymi hmotnostnimi spektry umoziujicimi jejich strukturni identifikaci.
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Obr. 3.4: Analyza stop netékavych vybusin v extraktu z ptidy metodou LC-APCI-MS
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3.5 Kapilarni elektroforéza — hmotnostni spektrometrie (CE-MYS)

Je to dalsi, pro analytickou praxi uzitecnd kombinace vysokoucinné separatni metody
s hmotnostnim spektrometrem. Obdobn¢ jako v piipad€ kapalinové chromatografie je spojeni reali-
zovano nejcastéji pomoci iontového zdroje typu elektrosprej. Mezi hlavni technické problémy
komplikujici propojeni obou pfistroju patii predevsim piili§ nizky prutok nosného elektrolytu sepa-
racni kapilarou a problém realizace vodivého spojeni konce separacni kapilary se zemnici elektro-
dou vysokonapét'ového zdroje pro elektroforézu.

Bézny prutok nosného elektrolytu, dany elektroosmotickym tokem v kifemenné separacni
kapilare, se pohybuje v fadu nanolitrii za minutu, coz neposkytuje dostatecné objemové mnozstvi
pro vytvoreni stabilniho spreje v bézném ESI-zdroji. Chybéjici objem kapaliny je tedy nutno dodat
z externiho zdroje; obvykle se pro tyto ucely pouziva tzv. stinici roztok (sheet fluid), coz byva nej-
Castéji vodny roztok tékavé soli a vhodného organického rozpoustédla. Stinici roztok je protlaco-
van do ESI-zdroje tak, aby se celkovy objem pfivadéné kapalné faze (tj. nosného elektrolytu a sti-
niciho roztoku) pohyboval v fadu jednotek mikrolitrii za minutu. Kromé této funkce stinici roztok
umoziuje i vodivé spojeni mezi koncem separacni kapilary a zemnici elektroforetickou elektrodou,
jez je ponotena do zasobni nadobky se stinici kapalinou. Pro podpofeni tvorby spreje a zvysSeni
jeho stability se do prostoru ESI-zdroje ptivadi pod vhodnym tlakem inertni zmlzovaci plyn. Moz-
na realizace spojeni CE-MS s pfidavnym tokem stinici kapaliny je zndzornéna na obr. 3.5.
V principu jde o soustavu tii koncentrickych kapilar, vnitini je vlastni separacni kapildra, jez je
upevnéna v kapilafe pro piivod stiniciho roztoku, vné je kovova kapilara privadejici inertni plyn,
jez je spojena pies redukéni ventil se zasobni tlakovou nadobou. Stabilni pfivod stinici kapaliny je
zajistén nejcastéji linedrnim davkovacem s mikrostiikackou nebo chromatografickou pumpou
s délicem. Zemnici elektroforeticka elektroda je ponofena do zasobni nadobky se stinici kapalinou,
v ptipad¢ pouziti mikrostiikacky tuto elektrodu tvofi piimo jeji kovovy hrot.
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Obr. 3.5: Mozna realizace spojeni CE s ESI zdrojem s pfidavnym tokem stiniciho roztoku

Tok stinici kapaliny zptisobuje nafedéni vzorku pfi vstupu do prostoru ionizace a snizuje dosazitel-
nou citlivost detekce hmotnostnim spektrometrem. Proto se vyvijeji alternativni techniky spojeni
CE-MS bez ptidavného toku stinici kapaliny. Nejjednodussi zpiisob, tzv. sheetless interface, spoci-
va v pokoveni konce separacni kapilary pfimo ptivedené do prostoru ionizace; kovovy povlak
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slouzi jako zemnici elektroda elektroforetického zdroje. Postup je vyuzitelny pouze za podminek
dostatecné rychlého elektroosmotického toku, problém mohou ptisobit produkty elektrolyzy slozek
nosného elektrolytu, jez kontaminuji vzorek a zpisobuji ucpani asti kapilary. V usporadani s vodi-
vym kapalnym spojenim (liquid-junction interface) je separacni kapilara ukoncena pied vstupem
do ESI v nadobce s nosnym elektrolytem. Proti jejimu usti je orientovana pomocna kapilara, jez
vstupuje do elektrospreje. V nadobce s nosnym elektrolytem je umisténa elektroda, ktera slouzi
k uzavieni obvodu vysokonapétového zdroje pro elektroforézu a zaroven poskytuje napéti pro
tvorbu elektrospreje. Pro zachovani dostatecné separacni ucinnosti by vzdalenost mezi stim sepa-
racni kapilary a pomocnou kapilarou neméla presahnout 20 um. Z hlediska dosazitelné citlivosti je
optimalni pouziti nanoelektrospreje, u né¢hoz je mozno dosédhnout stabilnich podminek sprejové
ionizace i pro velmi nizké pritoky kapalné faze (10 az 1 000 nl min'). Separa¢ni kapilara u tohoto
usporadani je vytazena do ziizeného konce o vnitinim priméru 5 az 30 um a jeji Gsti je pokoveno.
Kovovy povlak tvoifi vodivé spojeni se zemnici elektroforetickou elektrodou. Tento typ spojeni
s hmotnostnim spektrometrem je nachylny k ucpani v misté¢ ziizeného usti.

3.6 Optimalizace experimentalnich podminek v CE-MS

Pti volbé sloZzeni nosného elektrolytu je nutno respektovat dodate¢na omezeni vyplyvajici z pouZiti
hmotnostniho spektrometru. Aby se zabranilo kontaminaci iontového zdroje a pieruseni tvorby
spreje béhem analyzy, je vhodné pouzivat pfi ptipraveé nosného elektrolytu pouze tékavé soli typu
mravenCanu nebo octanu amonného. Pokud je z diivodii dosazeni dostatecné separacni ucinnosti
a rozliSeni nutno pouzit nosné elektrolyty s obsahem netékavych slozek (jako je bézné pouzivany
fosfatovy nebo boratovy pufr), je nutno tyto pufry pouzivat v podstatné nizSich koncentracich nez
je v CE bézné. Z hlediska volby pH je u kombinace CE-MS obvyklé pracovat v alkalické oblasti,
za podminek stabilizované rychlosti elektroosmotického toku. Dostatecny ptivod stiniciho roztoku
nevylucuje praci za podminek nulového elektroosmotického toku v kyselych nosnych elektrolytech
nebo pii pouziti nekterych chemicky modifikovanych kapilar, mize vSak dojit k nezddouci migraci
iontl ze stiniciho roztoku dovniti separacni kapilary a ovlivnéni slozeni nosného elektrolytu. Pro
potlaceni tohoto efektu je vyhodné pfidavat do nosného elektrolytu a stinici kapaliny stejnou stl
o stejné koncentraci.

Volba slozeni a prutoku stiniciho roztoku je kriticka z hlediska dostate¢né ucinnosti sprejové
ionizace a ptimo ovliviiuje citlivost a meze detekce stanoveni. Jako organicky modifikator se pou-
zivaji bézna, s vodou misitelna rozpoustédla o koncentraci 50 % a vice, velmi dobrym modifikato-
rem je napf. methanol a isopropylalkohol, méné vhodny je acetonitril. Pro zajisténi dostatecné ion-
tové sily a elektrické vodivosti jsou do stiniciho roztoku piidavany t€kavé soli typu mravencanu
a octanu amonného. Zvolena iontova sila / stiniciho roztoku je vzdy kompromisem mezi pozadav-
kem dobré elektrické vodivosti pro spojeni zemnici elektrody vysokonapétového zdroje s tistim
separacni kapilary (Zadouci je vysoké /) a nutnosti zajistit stabilni podminky tvorby spreje
v ESI-zdroji bez nezddouciho jiskteni (pozadavek nizkého 7). Také volba pH stiniciho roztoku mu-
ze vyrazn¢ ovlivnit efektivitu ionizace separovanych slabych elektrolytt. Je Zadouci, aby pfi zvole-
ném pH byly separované a nasledn¢ ionizované latky dostatecné disociovany. Z hlediska minimali-
zace Sumu je dilezité zajistit plynuly pfivod stiniciho roztoku do ESI-zdroje. Z tohoto hlediska je
velmi vyhodné pouziti kvalitnich chromatografickych pump, u nichz je zajistén prakticky bezpulsni
pratok kapaliny.

Problémy s hodnotami vlozeného elektroforetického a elektrosprejového napéti mize pliso-
bit vzajemné ovliviiovani obou vysokonapétovych zdroji. Z hlediska jednoduchosti je optimalni
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elektrické zapojeni, kdy konec separacni kapilary je spolu se zemnici elektroforetickou elektrodou
na spoleném zemnicim potencialu - pak hodnoty napéti elektroforetického a elektrosprejového
zdroje odpovidaji zobrazovanym hodnotam. V ptipadé detekce negativnich iontl je nutno na konec
kapilary vkladat nenulové napéti, jehoz aktualni hodnota se pfi¢ita k hodnoté vkladaného elektrofo-
retického napéti. Nejproblemati¢téjsi je periodicka generace pozitivnich a negativnich iontl, kdy se
hodnota elektroforetického napéti periodicky méni se zménou napéti vkladaného zdrojem elektro-
spreje na konec kapilary. Protoze se velikosti elektroforetického a elektrosprejového napéti 1isi
zhruba o fad (desitky kV v elektroforeze, jednotky kV v elektrospreji), je podstatné vEtsi nebezpeci
nezadoucich zmén podminek v elektrospreji, kde pifi poklesu napéti dochazi k pieruseni tvorby
spreje a vzrast napéti zvySuje nebezpeci elektrickych vyboji mezi koncem separacni kapilary
a cylindrickou protielektrodou.

3.7 Aplikacni oblast

Spojeni CE-MS nachazi uplatnéni v oblasti analyzy latek iontové povahy v komplikovanych matri-
cich, kde se dobte uplatni vysoka ucinnost kapilarni elektroforézy s moznosti strukturné selektivni
detekce hmotnostnim spektrometrem. Vyznamnou aplikacni oblasti je farmaceuticka analyza, kde
je metoda CE-MS v praxi vyuZivana pii stanoveni obsahu a strukturni charakterizaci peptidovych
1é¢iv. Metoda CE-MS se velmi dobfe uplatiiuje pti analyzach biopolymert typu bilkovin a frag-
ment nukleovych kyselin. Je mozZzno predpokladat, ze spolu s LC-MS bude jednou z kli¢ovych
analytickych metod vyuzivanych v oblasti genomiky a proteomiky. Obr. 3.6 dokumentuje moznosti
vyuziti kombinace CE-ESI-MS pii farmakokinetickych studiich, v horni ¢asti obrazku je uveden
SIM-chromatogram analyzy kumulativniho vzorku moci pacienta 3-7 hodin po podani 1é¢iva etho-
dolak, ve spodni ¢asti je uvedeno odpovidajici hmotnostni spektrum této latky s vyraznym moleku-
larnim iontem (m/z = 461,9), umoziujicim jeji identifikaci. Moznosti aplikaci dale rozsifuje kom-
binovani separac¢nich metod pted vstupem do hmotnostniho spektrometru, napt. HPLC-CE-MS.
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Obr. 3.6: SIM-chromatogram a ESI-hmotnostni spektrum analyzy vzorku moci pacienta po podani léciva
ethodolak
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4.1 Uvod

Analyza biologicky aktivnich latek je dnes nepostradatelnou a velmi rozvinutou oblasti analytické
chemie. Mezi tyto latky patii hlavné proteiny, peptidy, 1éCiva a drogy a také slozité smési, které je
potieba rozdélit a piecistit. Biologické systémy jsou komplexni smési, takze pouzitd separacni
technika by méla byt vysoce selektivni a také dostate¢né€ ucinna, aby bylo mozno izolovat jednotli-
vé slozky. Jednou z metod vhodnych pro analyzy biologicky aktivnich latek je afinitni chromato-
grafie (AC).

Princip afinitni chromatografie je znam uz dlouho, ale jeji SirSi uplatnéni umoznily az nové,
rigidni stacionarni faze, které snesou praci za vysokych tlakli a nezplsobuji denaturaci proteint.
Afinitni metody, zaloZzené na molekulovém rozpoznavani, vykazuji vysokou selektivitu, proto jsou
¢asto vyuzivany pro analyzy proteind a dalSich biologicky aktivnich latek, ackoliv jejich separacni
ucinnost je nizsi nez u ostatnich separacnich metod.

Komer¢ni stacionarni faze nejsou pfili§ dostupné, protoze vétSina proteint pro tvorbu bioak-
tivniho komplexu vyzaduje specificky ligand navazany na pevny nosi¢. Proto jsou stacionarni faze
Casto pfipravovany na miru pro dany protein a kazda ¢ast procesu musi byt optimalizovana.

4.2 Princip metody

Afinitni chromatografie je typ adsorpcni chromatografie zalozeny na vyjimecné schopnosti biolo-
gicky aktivnich latek vazat specificky a reverzibilné komplementarni struktury, napt. enzym — sub-
strat, enzym — inhibitor, protilatka — antigen, hormon — receptor. Molekuly, které¢ jsou takovychto
interakci schopné, se nazyvaji afinitni ligandy. Biospecifické interakce zahrnuji vodikové vazby,
hydrofobni interakce, Londonovy disperzni sily a coulombické interakce .

Cely proces analyzy se sklada ze tii krokii. Na zacatku je nutné promyt stacionarni fazi, aby
doslo k ustaleni startovacich podminek. V prvnim kroku dojde k nadavkovani vzorku. Pouze kom-
plementarni molekuly se mohou z roztoku sorbovat na ligand stacionarni faze (viz obr. 4.1). Ve
druhém kroku se kolona promyje, aby byly vymyty necistoty a slouceniny, které neinteraguji se
stacionarni fazi (pik v mrtvém case). Ve tretim kroku je molekula sorbované latky eluovana zpét do
toku mobilni faze: nejcastéji se toho docili bud’ zménou pH nebo hodnoty iontové sily (nespecific-
ka eluce), nebo pridavkem disociacnich ¢inidel, kdy pfidana latka vytvoii s ligandem pevnéjsi
komplex (specificka eluce). Eluci biologicky aktivnich latek 1ze provést bud’ izokraticky (vhodné&;jsi
pro jednoduché latky s malou afinitou k ligandu), nebo pomoci gradientu (nutné zvolit optimalni
strmost gradientu, aby se analyty dobie rozd¢lily a piky byly uzké). Po kazdé analyze je nutné sta-
cionarni fazi regenerovat a tim pfipravit pro dalsi pouziti.

Pokud napt. enzym E interaguje s ligandem L, vznikne komplex E...L, jehoz tvorbu popisu-
je pfislusna rovnice a rovnovazna konstanta K [1]:
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Obr. 4.1: Princip navazani molekuly na ligand stacionarni faze. Kp, - hodnota konstanty stability komplexu [2]

E+LSE-~L (1)

Hodnota této rovnovazné konstanty byva b&zné v rozmezi 10* — 10°. Pokud je jeji hodnota mensi
nez 10*, vazebna interakce je piilis slaba a cilova molekula se mize uvolnit do mobilni faze piilis
snadno a tim davat $iroké zony. Je-li konstanta je vétsi nez 10°, tak se molekula vzorku vaze p¥ilis
siln¢ a k jejimu vymyti jsou zapotiebi drastické podminky. V takovém ptipadé hrozi ztrata biolo-
gické funkce dané molekuly nebo jeji ireverzibilni vazba na afinitni medium [3].

Jednou z modifikaci této metody je afinitni chromatografie na vazanych kovovych iontech —
Immobilized Metal Affinity Chromatography (IMAC). Jako chelatotvorné kovy se velmi casto uzi-
vaji Ni**, Cu®*, Zn*" nebo Co>". Metoda IMAC se stala jednim za zakladnich purifikagnich postupii
pro rekombinantni proteiny [4]. Tato metoda je zaloZena na specifickych interakcich biopolymert
v roztoku s ionty kovi, které jsou vazany na stacionarni fazi. Podminkou separace je, aby protein
byl schopen vytvofit s iontem dostatecné stabilni komplex. Protein se ke kovu vaze ptes vhodnou
reaktivni skupinu. Kovové ionty jako akceptory elektronil interaguji se skupinami, které mohou
naopak elektrony poskytovat (v proteinech atomy N, S, O, ptipadné P) [5].

4.3 Nosice pro afinitni chromatografii

Jak jiz bylo zminéno na zacatku, komer¢ni stacionarni faze pro afinitni chromatografii ne-
jsou pfili§ dostupné, proto je ve vétSin€ piipadt nutné pripravit si fazi vlastni. Cely proces se sklada
z n€kolika krokli. Na zac¢atku je dalezity vybér vhodného nosice, protoze stacionarni faze se ptipra-
vuji navazanim afinitniho ligandu na tuhy nosi¢. Matrice musi spliiovat urcité pozadavky: co nej-
slabsii interakce s aynalytem, chemicka i mechanicka stabilita a stabilita proti zménam pH (teplotni
stabilita neni urcujici, protoze vétSina analyz se provadi pii laboratorni teploté). Dale matrice musi
obsahovat velké mnozstvi chemickych skupin, které umozni kovalentni pfipojeni ligandu. Nékteré
nosice dodava vyrobce jiz v aktivované formé, ostatni je nutné predem aktivovat.
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Silikagel je bézny nosi¢ pro rtizné stacionarni faze. Na povrchu silikagelu jsou silanolové
skupiny schopné disociace ve vodném prostiedi, ale to nestaci pro kovalentni navazani ligandu.
Proto je nutné zavést do silikagelu reaktivni funk¢ni skupiny. To se vétSinou provadi reakci se sila-
ny, které modifikuji povrch reaktivnimi epoxy-skupinami [4]. Silikagel snese vysoké tlaky, ale je
stabilni pouze v rozmezi pH 2 az 8 [6].

Oxidy ALQO;, TiO, a ZrQ, tvoii dalsi skupinu anorganickych nosi¢l. Jsou chemicky stabilngjsi
nez silikagel a také odolavaji vysokym tlakiim. Alumina ma heterogenni povrch, proto vykazuje nizsi
ucinnost. Oxidy TiO, a ZrO, jsou velmi odolné, snaseji praci i v extrémnich podminkach pH [3].

Agarosové nosice se skladaji ze dvou polysacharidovych jednotek spojenych glykosidickou
vazbou B-(1,4)-O—. Jsou vysoce chemicky stabilni, hydrofilni a vykazuji nizkou tendenci k nespe-
cifickym interakcim. Jejich nevyhodou je omezena pH-stabilita [4-9] a tendence k mikrobidlnimu
ataku [7]. Nejb&znéjsim agarosovym nosic¢em je Sepharosa.

Polyakrylamidové gely jsou syntetické kopolymery na bazi akrylamidu. Jejich vyhodou je
stabilita ve zfedénych roztocich soli, v organickych rozpoustédlech, mocovin€ i guanidinium chlo-
ridu. Kvili svému syntetickému plvodu nejsou napadany mikroorganismy. Jejich nevyhodou je
nizky stupen porozity. Tento material je komeréné dostupny pod nazvem Bio-Gel [8].

Hydroxyalkylmethakrylatové nosife jsou rovnéz syntetické matrice, které se piipravuji
kopolymeraci hydroxyalkylestert kyseliny methakrylové s alkylen-bis(methakrylaty). Jejich vyho-
dou je chemicka i mechanicka stabilita (pH 2-12, kompatibilnost s vétSinou organickych rozpous-
tédel, tlakova odolnost az do 20 MPa) a rezistence vii¢i mikroorganismiim. Jejich nevyhodou je
¢astecné hydrofobni charakter, a tedy nachylnost k nespecifickym hydrofobnim interakcim. Mezi
nejrozsitenéjsi patii hydroxyalkylmethakrylat (HEMA), coz je makroporézni kopolymer 2-hydro-
xyethylmethakrylatu a ethylendimethakrylatu. Dodava se v rozdilné velikosti ¢astic a s riznymi
aktivnimi skupinami. Déle sem patii Toyopearl (komeréné dostupny pod nazvem TSK-gel), coz je
makroporézni sorbent na bazi ethylenglykolu a methakrylatu. Vyhodou oproti nosi¢i HEMA jsou
nizsi nespecifické interakce [3].

Dextran je vétveny polysacharid sloZzeny z glukosovych jednotek spojenych vazbou a-1,6-
a vétvenych vazbami 1,2-, 1,3- a 1,4-. Je chemicky staly (snese prostiedi NaOH), i kdyz glykosi-
dické vazby jsou citlivé k hydrolyze pti nizkych hodnotach pH. Jeho nevyhodou, jako vSech pii-
rodnich nosict, je tendence k bakterialnimu ataku [1]. Tyto gely jsou komeréné znamé pod nazvem
Sephadex a Superdex.

Celulosa se sklada z linearnich glukosovych jednotek spojenych vazbou f-1,4, v malém
mnozstvi se vyskytuje i vazba 1,6. Komer¢né dostupna mikrokrystalicka celulosa je obvykle zesi-
téna Cinidlem se dvéma funk¢nimi skupinami, napf. epichlorhydrinem, a je zna¢n¢ chemicky stala
Protoze je snadno dostupna a levna, je nejvic vyuzivana v prumyslové oblasti. Perliva celulosa je
vSestranny, makroporézni, hydrofilni material s velkou kapacitou. V1dknita celulosa je dulezity
sorbent pro vazbu DNA [3].

Monolitické faze kompaktnéji zapliuji prostor kolony (v porovnani s napliovymi stacionar-
nimi fazemi), ktera je vyplnéna polymerem o definované poérovitosti. Polymer se vytvaii vhodnou
polymeracni reakci pfimo v koloné. Monolity maji nékolik vyhod oproti klasickym stacionarnim
fazim v rychlé separaci, coz je velmi dilezité pti analyze labilnich latek [9].
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Vtisténé polymery (imprinted polymers) jsou rovnéz syntetické materialy. Jejich ptiprava
spociva v polymeraci monomeru se zesitovadlem a iniciatorem polymerace v pfitomnosti ligandu.
V polymeru zlstanou ,,obtisky* s umélymi vazebnymi misty, do kterych se specificky vaze vtisténa
molekula. Toho se ¢asto vyuziva pro chirdlni separace, pfi nichz lze odd¢€lit napf. L- a D-formy
aminokyselin [9].

4.4 Aktivace nosici pro afinitni chromatografii

Pokud neni nosi¢ dodan v aktivované formeé od vyrobce, je nutné jej jesté pred navazanim ligandu

MV wervr

aktivovat. Aktiva¢nich reakci existuje mnoho, nejbéznéjsi jsou:

. bromkyanova metoda (CNBr);
o aktivace bisoxiranem (zavedeni epoxy skupin);
. aktivace divinylsulfonem (DVS);

. aktivace organickymi sulfonylchloridy (tosylchlorid = p-toluensulfonylchlorid, tresylchlorid =
2,2,2-tri-fluoroethansulfonylclorid)

4.5 Imobilizace afinitniho ligandu na tuhy nosi¢

Imobilizace ligandd na povrchu tuhého nosice je obvykle zaloZena na kovalentni vazbé (méné¢ cas-
to se vyuziva fyzikalni adsorpce, zachyceni v semipermeabilni membrané ¢i mikroenkapsulace
v polymernich kuli¢kach nebo hydrogelech; tyto zptisoby se pouzivaji jen pro vybrané specifické
analyty a aplikace).

Podminky imobilizace se 1isi v zavislosti na vlastnostech ligandu a typu aktivnich skupin no-
sice. Na vétSinu béznych nosict je mozné imobilizovat afinitni ligand v teplotnim rozmezi 4-25 °C
(pfi imobilizaci stejné jako pti analyze se vétSinou pracuje pii laboratorni teploté, proto teplotni
stabilita nosicli neni urcujicim limitem), pouze pro epoxy-aktivované nosice Ize teplotu zvysit az na
60 °C. Ligandy se navazou na nosi¢ fadové v hodinach (na vétSinu nosicl se ligand navaze do
12 hodin, imobilizace se nejcastéji provadi pies noc). Hodnota pH se 1isi podle konkrétniho typu
ligandu a jeho reagujici skupiny (vétsinou se ale nepracuje s extrémnimi hodnotami pH) [1].

Jako ligandy mohou byt pouzity vSechny latky schopné biospecifické reverzibilni vazby.
Nizkomolekularni ligandy jsou stabilngjsi a stéricky 1épe dosazitelné nez vysokomolekularni ligan-
dy, které jsou hiife definovatelné a mohou podléhat denaturaci [9].

4.6 Blokace nezreagovanych aktivnich skupin

Protoze po imobilizaci afinitniho ligandu na tuhy nosi¢ zdstane na nosic¢i vzdy ¢ast skupin aktiv-
nich, je nutné je zablokovat. K tomu se nej¢astéji vyuziva dvou postupti [3]:

1. Na zbytkové aktivni skupiny nosice (na nezreagované aktivni misto nosice) se vaze vhodna
latka, napt. glycin, glycerol nebo ethanolamin, kterd by neméla ovliviiovat sorpci a desorpci
analytu.

2. Hydrolyzou se odstrani zbytkové aktivni skupiny; hydrolyza se provadi v alkalickém pro-

stiedi a je vyuZzitelna pouze pro ligandy, které jsou v tomto prostiedi stalé.
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4.7 Stanoveni mnoZstvi imobilizovaného ligandu

Dulezitou charakteristikou afinitni stacionarni faze je mnozstvi kovalentné navazaného ligandu. Ke
zjisténi jeho koncentrace bylo vypracovano mnoho metod [10]:

Diferen¢ni analyza: mnozstvi ligandu vazaného na nosi¢ se vypocita z rozdilu mezi celko-
vym mnozstvim ligandu piidaného do reak¢éni smési a mnozstvim nezreagovaného ligandu, které se
ziska po dikladném promyti sorbentu. Tato metoda je velmi nepiesna, zejména kdyz se kovalentné
vaze jen mala Cast ligandu, nebo je-li ligand Spatn¢€ rozpustny.

Piima spektroskopie: v piipadé transparentnich nosica lze zjistit mnozstvi kovalentné na-
vazaného ligandu piimou spektroskopii.

vvvvvv

k hydrolyze vazby mezi ligandem a nosi¢em a uvolni se ligand nebo produkt jeho degradace, ktery
lze stanovit (napt. v pfipad¢ proteinli analyzou aminokyselin). Tato metoda neni pfili§ vyhodna,
protoze mize dojit k sou¢asnému rozkladu nosice (tento problém lze ¢asteéné fesit enzymovou
hydrolyzou za mirnych podminek).

Elementarni analyza: mnozstvi navdzaného ligandu lze také urcit z elementarni analyzy.
Stanovuje se pfitomny prvek, napf. sira, jod, dusik nebo fosfor. Elementarni analyza dusiku mize
poskytovat zkreslené vysledky, protoze jeho obsah vzrista pii aktivaci bromkyanem.

Radioaktivita: v nékterych piipadech lze pouzit ligand znac¢eny radioizotopem. Jako radio-
izotopy se nejéast&ji pouzivaji *H, **P nebo *’Co.

4.8 Priklady pouziti afinitni chromatografie

Metoda afinitni chromatografie se nejCastéji pouziva k izolaci peptidii, proteind, glykoproteinti
a obecné biologicky aktivnich latek. Moznosti aplikace metody jsou velmi $iroké. Afinitni metody
se hodi pro prekoncentraci stopovych mnozstvi sloucenin, ¢isténi analytl v komplexnich smésich
i k analyze latek. Také se pouzivaji v oblasti zivotniho prostfedi, napt. pro analyzy pesticidi a toxi-
nii. Cetné aplikace jsou v lékafstvi a medicing, napf. enzymy, hormony, viry a jejich geneticky
fond, rakovinotvorné markery, protilatky, proteiny semenné plazmy a léky/drogy. Afinitni chroma-
tografie je nepostradatelnou metodou v proteomice [3]. Dilezité jsou prace zaméfené na stanoveni
vazebnych konstant pro kvantifikaci interakce protein-ligand. Jako piiklad je mozné uvést stanove-
ni vazebné konstanty komplexu heparinu s protrombinem III (3,4 - 10”) [11]. Afinitni chromatogra-
fie se Casto kombinuje a dopliuje s dalS$imi separa¢nimi technikami, napt. s dvoudimensionalni
elektroforézou (2-DE). Pred vlastni separaci proteinti pomoci 2-DE lze afinitni chromatografii pou-
Zit pro prekoncentraci a ptedupravu vzorku [3].

Na nasi katedfe jsme se zabyvali n€kolika riznymi aplikacemi afinitni chromatografie:
1. Pepsin

Praseci pepsin A byl analyzovan stacionarni fazi HEMA-3,5-dijod-L-tyrosin (HEMA-DIT), kterou
jsme sami pfipravili. Kolona byla pfed analyzou ekvilibrovana roztokem acetatového pufru
o pH 3,5. Pii tomto pH byl vzorek také davkovan. Pepsin byl eluovan zvysenim pH na hodnotu 5,6.
Jednotlivé chromatografické frakce byly testovany na chymasovou aktivitu, aby se potvrdila ¢i
vyloucila pfitomnost pepsinu. Pribéh analyzy je znazornén na obr. 4.2. Pro tento typ analyz byly
pfipraveny tii riizné typy stacionarni faze: DIT byl navazdn na HEMA s aktivnimi vinylsulfono-
vymi nebo epoxidovymi skupinami a na epoxy- aktivovany Toyopearl'*.

32



400

300

t (min)

Obr. 4.2: Afinitni chromatografie prase¢iho pepsinu A na stacionarni fazi HEMA-DIT [12]

1, 2 - necistoty; 3 - praseci pepsin

2. Proteiny semenné plazmy

Dalsim ptikladem aplikace afinitni chromatografie je separace proteinii semenné plazmy. Byly
provedeny analyzy kanci, by¢i a lidské semenné plazmy na komer¢né dostupné stacionarni fazi
Toyopearl-heparin. Heparin vazajici (H+) frakce byla eluovéna zvySenim iontové sily roztoku
(z 0,15M-NaCl na 1,50M-NaCl). Fosforylcholin vazajici (P+) frakce byla eluovana ptidavkem
fosforylcholinu (¢ = 50 mmol 1) do mobilni faze. Pribéh analyzy plné semenné plazmy by¢i, kan-
¢i a lidské je na obr. 4.3 A-C [13].

3. Glykoproteiny

Také jsme se také zabyvali analyzou glykoproteinti. Redlnymi vzorky byly vybrané alergeny, které
Casto patfi do skupiny glykoproteini. Jako ligand byl na nosi¢ navazan konkanavalin A (Con A).
Analyzy byly provedeny na pfipravené stacionarni fazi Toyopearl-Con A. Pro tento projekt jsme
vyrobili a otestovali dvé rizné stacionarni faze na nosici Toyopearl, ktery byl aktivovan skupinami
epoxy- a trestli-. Na epoxy-aktivované koloné doslo k rychlejsi eluci vSech sledovanych latek. Pii-
klad analyzy pylového alergenu Artemisia vul. je na obr. 4.4.

4.9 Zavér

Afinitni chromatografie je I€¢inna metoda pro selektivni CiSténi a izolaci velkého mnozstvi slouce-
nin. Soucasnym cilem je, aby bylo mozné izolovat jednotlivé slouceniny ze slozitych smési a mat-
ric ve vysokém stupni Cistoty. Béhem poslednich dvaceti let metoda prosla velkym vyvojem a stala
se ucinnym nastrojem pro fadu aplikaci. V dne$ni dobé dochazi k velkému pokroku ve vyvoji afi-
nitnich stacionarnich fazi (vtis§téné polymery a monolitické faze) i v miniaturizaci techniky (napf.
afinitni membrany). Budoucnost této metody spociva v dalSim vyvoji a pokroku technologickych
postupll a zvyseni ti€innosti celého systému.
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Obr. 4.3: Afinitni chromatografie plné semenné plazmy na stacionarni fazi Toyopearl-heparin [13]

A - kanci; B - by¢i; C — lidska; 1 - proteiny nevazajici heparin; 2 - proteiny vazajici heparin
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Obr. 4.4: Afinitni chromatografie pylového alergenu Artemisia vul. na stacionarni fazi Toyopearl-Con A
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5.1 Uvod

Soucasny pokrok v biologickych védach zavisi do zna¢né miry na vyvoji novych modernich analy-
tickych separacnich technik, jako jsou chromatografické a elektroforetické metody. U elektrofore-
tickych metod se kromé molekulové hmotnosti uplatiuje i elektricky naboj. Metody, které vyuziva-
ji bioafinitni princip, maji vyhodu v tom, Ze se v nich uplatiuje snad viilbec nejvyznamnéjsi vlast-
nost biomolekul, tj. specifické rozpoznavani, které tvoii zaklad vSech vysoce selektivnich biologic-
kych procest. Aplikace separacnich metod ke studiu specifickych interakci vedla ke vzniku fady
technik, které ve svém nazvu nesou slovo ,,afinitni* (afinitni chromatografie, afinitni elektroforéza).

Vyznam a rozsah aplikaci elektroforetickych metod znacné vzrostl rozvinutim a komerciali-
zaci kapilarni elektroforézy (CE). Vysoka citlivost, vynikajici rozliSovaci schopnost, kratka doba
analyzy, dobra pfesnost stanoveni, maly objem vzorkd potiebny pro analyzu, nizka spotfeba rea-
gencii a rozsahlé moznosti automatizace jsou hlavni vyhody CE. Kapilarni elektroforéza se obvyk-
le provadi v homogennim roztoku (kapilarni zénova elektroforéza, CZE), avSak je mozné vyuzit
kapilary naplnéné gelem (kapilarni gelova elektroforéza, CGE) nebo chromatografickou stacionarni
fazi (kapilarni elektrochromatografie, CEC). Afinitni elektroforéza v kapilafe se nazyva afinitni
kapilarni elektroforéza (ACE) a vyuziva se jak pro analytické ucely, tak ke studiu molekularnich
interakci.

5.2 Principy afinitni elektroforézy

Dvé molekuly A a B, které maji riznou elektroforetickou pohyblivost (z, ts), vytvareji komplex
AB, jehoz pohyblivost usp se 1i8i od pohyblivosti molekul A a B (v dasledku rdzného poméru né-
boje k hmotnosti),

kon

A+B S AB (1)
koff

kde k., je rychlostni konstanta pro tvorbu komplexu a ko je rychlostni konstanta pro jeho disociaci.
Existuji v podstaté dva zplsoby provadéni ACE:

1. Obé¢ slozky A i B, ligand i receptor, interaguji v homogennim roztoku (CZE).

2. Jedna ze slozek je imobilizovana na sténach kapilary, v gelu (CGE) ¢i na chromatografickém
nosic¢i (CEC).

Metodu CZE (ad 1) miZzeme aplikovat dvéma riiznymi zpisoby, v zavislosti na rychlosti rozpadu
vzniklého komplexu AB. Pokud je disociace komplexu AB pomala vzhledem k dob¢ analyzy, mii-
zeme v CZE piimo detegovat komplex. Analyzuje se vzorek, ktery obsahuje rovnovaznou smés
receptoru a ligandu (analyza rovnovaznych smési). Pokud je disociace komplexu AB rychla, kom-
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plex nelze detegovat. Komplexotvorné reakce vSak ovliviiuji elektroforetické pohyblivosti intera-
gujicich slozek (analyza zaloZenda na zméné elektroforetickych pohyblivosti).

Pohyblivost komplexu lezi obvykle mezi pohyblivostmi slozek A a B. Pokud je vSak jedna
ze slozek nerozpustna nebo imobilizovand, pak je pohyblivost komplexu nulova. V piipadé in-
terakci proteint s ligandy je zména naboje ligandu hlavnim zdrojem zmény pohyblivosti komplexu,
protoze zména molekulové hmotnosti je zanedbatelna.

Techniky provadéné v homogennim roztoku jsou nejroz$ifenéjsi, protoze jsou aplikovatelné
na Siroky rozsah analytli i separacnich podminek. Jsou pouzitelné za pfedpokladu, ze tvorbou kom-
plexu dojde k méfitelné zméné pohyblivosti migrujicich ¢astic. V tomto piipad¢ Ize urcit vazebné
konstanty vznikajicich komplext bud’ z méfeni posunti migracnich ¢asii, nebo na zakladé zjisténi
koncentraci slozek komplexu. Pokud separace volnych slozek od komplexu neni dostatecna (sepa-
racni faktor R > 1), nelze tuto techniku pouzit.

Techniky vyuzivajici imobilizovanych ligandii maji vyhody i nevyhody: Vyhodou je, Ze
interakce probihaji s maximalni ucinnosti. To vSak pfinasi i nevyhodu v tom, Ze koncentrace aktiv-
nich molekul po imobilizaci je velmi mala, a tedy obtizné stanovitelna. Dale mtize dojit v disledku
imobilizace k pozménéni procesu rozpoznavani. Mize byt také obtizné regenerovat povrch s imo-
bilizovanym ligandem, aniz by doslo ke sniZeni aktivity a koncentrace imobilizovaného materialu.

5.3 Analyza rovnovaznych smési

Analyza rovnovaznych smési je vhodna pro systémy s pomalou kinetikou, coz je vét§ina systému
s vysokou afinitou. Odd¢leni komplexu od rovnovazné smési a jeho detekce je nejpiiméejSim dika-
zem molekularnich interakci mezi slozkami. Koncentrace komplexu béhem analyzy klesa v du-
sledku disociace; proto jsou vyhodné kratké doby analyzy, kterych se v CE bézné dosahuje. V tom-
to pripadé je CE pouze prostiedkem jak separovat a kvantifikovat volné a vazané molekuly.

Ligand a receptor, pfitomné ve vzorku v riznych pomérech, jsou po ekvilibraci separovany
v systému CE a piky odpovidajici volnému a vazanému ligandu vyhodnoceny. Ttebaze koncentra-
ce komplexu béhem analyzy klesa, koncentrace pivodnich slozek A a B se béhem analyzy neméni.
Protoze jsou slozky A a B od komplexu separovany, nemohou se zicastnit opétovné tvorby kom-
plexu a reprezentuji rovnovazné koncentrace. Rovnovazné konstanty a stechiometrie vazebné in-
terakce se urCi ze zavislosti koncentrace vazaného ligandu [L-L,] na koncentraci volného ligandu
[L,] ¢i na celkové koncentraci ligandu [L] nebo z poméru koncentraci vazaného a volného ligandu
[L-L./L,] jako funkce koncentrace vazaného ligandu L-L,] (obr. 5.1). Podobny postup se pouziva
1 v jinych méfenich, napt. ve vyluCovaci chromatografii, ale vyhodou ACE metody je, ze receptor
nemusi byt Cisty a dale ze ligand a receptor nemusi mit rozdilnou velikost. Dobu potiebnou pro
ustaleni rovnovéhy lze snadno zjistit z opakovanych analyz, coz umoziiuje velmi mald spotieba
vzorku (v nl). Sycenim jedné slozky druhou slozkou (titrantem) se zjisti stechiometrie komplexu.
Nasyceni se pozna bud’ tim, Ze pik komplexu dosahne maximalni konstantni hodnoty, nebo se ob-
jevi pik titrantu. Pokud mé molekula vice vazebnych mist, jako napft. protilatky, pak se postupné
nasyceni jednotlivych mist projevi sérii pikd piislusnych komplexii a tim ziskame dal$i cennou
informaci o stechiometrii jednotlivych vazeb.
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Obr. 5.1: Princip stanoveni vazebnych konstant na zékladé CE analyzy rovnovaznych smési - adaptovano
podle Heegaard N. H. H. a spol., J. Chromatogr. B 715, 29 (1998)

A. Generace dat pro kalibracni kiivku (zavislost plochy piki na koncentraci ligandu L; M — znac-
kova¢ (marker)

B. CE analyza rovnovazné smési riznych koncentraci ligandu [L] s fixni koncentraci receptoru R;
vzorky byly ekvilibrovany pied CE analyzou (R — receptor, R*L komplex, L, — volny ligand

C. Vyhodnoceni dat - pfimé vazebné kiivky, z koncentrace [L,] se uréi koncentrace vazaného
ligandu, [L-L,], a z této koncentrace na koncentraci L, se urci Kp jako L, v poloviné saturace

D. Scatchardova zavislost poméru koncentraci vazaného ligandu k volnému ligandu na koncentra-
ci volného ligandu. Smérnice této zavislosti je 1/Kp

Tuto metodu lze pouzit jen tehdy, kdyz je disociace komplexu v pribéhu CE analyzy zane-
dbatelna. Dalsi omezeni pouzitelnosti této techniky predstavuje pomérné nizka citlivost UV foto-
metrické detekce, dana kratkou drahou paprsku. Pro silné interagujici slozky je koncentrace volné-
ho ligandu velmi nizka a tedy obtizné stanovitelna. Tento problém se vétSinou fesi pouzitim fluo-
rescencni detekce buzené laserem (LIF).

Zakladnim pozadavkem je dostate¢na separace ligandu od komplexu. Pokud se pohyblivost
komplexu lisi jen velmi malo od pohyblivosti jedné ze slozek, 1ze komplex detekovat na zakladé
vymizeni piku jedné ze slozek pfi saturaci a jeho opétovném objeveni po nasyceni vSech vazebnych
mist. DalSi moznosti je oznacit jednu ze slozek fluoroforem a detekovat technikou LIF.
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5.4 Analyza zaloZen4 na zméné mobilit

Nizkoafinitni (nestabilni) komplexy s kratkym poloc¢asem je mozné charakterizovat pomoci CE na
zékladé zmény pohyblivosti jedné ze slozek v disledku multiasociacnich a disociac¢nich reakci
v roztoku. Pfi tomto postupu je receptor pritomen ve vzorku a ligand v nosném elektrolytu. Jedna
se 0 obdobu klasické afinitni chromatografie, avSak v ACE je snazsi kontrolovat koncentraci ligan-
du. Podminka pro pouziti této metody je, aby kinetika tvorby komplexti byla rychla ve srovnani
s dobou analyzy. Pievracena hodnota rychlostni konstanty disociace komplexu, 1/ky, musi byt
mnohem niz§i nez migracni doba receptoru, a polocas rozpadu komplexu vyjadieny jako In 2/k,
musi byt mensi nez 1 % migracniho casu. Pokud jsou tyto podminky splnény, mtizeme tuto techni-
ku povazovat za rovnovaznou. Pokud vSak je stabilita komplexu vysoka, pak pocet naslednych
rovnovah mezi receptorem a ligandem ustavenych v kapilafe béhem analyzy je nizky a pik davko-
vané slozky je Siroky a rozmyty. Rychlostni konstanty vazebnych reakci mohou byt urc¢eny analy-
zou elucnich profili pika.

Provadime-li elektroforézu slozky A v roztoku B, pak elektroforeticka pohyblivost slozky A
se v okamzicich disociace a asociace diskontinualné méni mezi hodnotami g, a tg a pozorovana
pohyblivost u slozky A je pak vazenym primerem Casovych intervall, po néZz se pohybuje jako
volna molekula a jako komplex AB. Pokud aap je doba, po kterou existuje komplex AB, pak je
pohyblivost x dana vztahem

4= (1 — aaB) Ha + aaB LiaB (2)
Tuto rovnici miizeme piepsat ve forme
Al = Allax Oan 3)

kde Ay= 1 — pa je pozorovana zména pohyblivosti slozky A v pritomnosti B a Aply.x = Hag — Ha j€
maximalni zména pohyblivosti A v pfitomnosti B pfi nekone¢ném ziedéni neboli rozdil pohybli-

vosti volné slozky A a komplexu AB. ProtoZe axp mizeme vyjadfit jako molarni zlomek,
aas = [AB]/([A] + [AB]) 4)

ktery souvisi s rovnovaznou konstantou Ky

Kq4=[A][B)/[AB (%)
vztahem
axs = [B]/(Kq + [B]) (6)

lze pro zménu pohyblivosti Az odvodit rovnici (7)
Apr= Apimax [BJ/(K4 + [B]) (7

Veli¢iny Apimax @ K4 1ze urcit nelinearni regresni analyzou zméfenych hodnot Ax pii riizné koncent-
raci B. Na zaklad¢ analogie s rovnici Michaelise a Mentenové pro kinetiku enzymt lze pouzit fadu
linearizovanych zavislosti, napt. Au= F(Ax/[B]), podle rovnice

A/u = A/umax - Kd (A/J /[B]) (8)

Zména pohyblivosti se zjisti z experimentalnich proménnych
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A= Lp/E {(1/ty - 1/tg)- (1/t' n— 1/t o)} = (Lp/E).A(1/ty) 9)
takZze dostaneme
A(1/tm) = A(1/tm)max - Kp A(1/ty)/[B] (10)

kde #, a % jsou migracni ¢asy slozky A a znackovace (markeru) elektroosmotického toku EOF za
nepfitomnosti slozky B v nosném elektrolytu a ¢, a ¢y jsou tyto Casy za pfitomnosti slozky B, Lp
je délka kapilary k detektoru, E je intenzita elektrického pole.

Rovnovazné konstanty se experimentaln¢ stanovi takto: Kapilara se naplni pufrem, ktery
obsahuje jednu ze slozek, napt. ligand (A). Stejny pufr, avSak bez ligandu, se pouzije v elektrodo-
vych nadobkéch. Davkuje se roztok druhé slozky, receptoru (B), a méfi se jeho mobilita pfi riiz-
nych koncentracich ligandu. Rovnovazna konstanta se urci na zaklade rovnic (7) az (10) (viz obr.
5.2). Pokud ma ligand mensi pohyblivost nez receptor, musi byt obsazen v pufru u anody. Rozhod-
nuti, ktera slozka bude pfitomna ve vzorku a ktera v pufru, zavisi na dostupnosti interagujicich
latek a relativni snadnosti pozorovani zmén pohyblivosti. Rozpustime-li v zakladnim elektrolytu
vysokomolekularni slozku, pak zaznamename nejvétSi zménu pohyblivosti u nizkomolekularni
slozky. Proto studuji-li se interakce proteint s 1éCivy, pak je tfeba rozpustit protein v zédkladnim
elektrolytu. Jsou-li interakce receptoru s ligandem slabé, je vhodné snizit pohyblivost ligandu napft.
tim, Ze ho kovalentné navazeme na gel, ktery vytvorime v kapilafe.

b
a [L] M R
h {4, Al/t Al
4 tmO I(J _____
2 Iml I?. Ii| _
6 M ~Kq (L] M
lmels [L]

Obr. 5.2: Princip stanoveni vazebnych konstant na zakladé¢ méteni zmén pohyblivosti - adaptovano podle
Heegaard N. H. H. a spol., J. Chromatogr. B, 715, 29 (1998)

A. CE analyza receptoru v elektrolytu, ktery obsahuje rizné koncentrace ligandu; M - znackovac,
mo» tm2»> tme JSOU migracni ¢asy znackovace M a fy, f,, 5 jsou migracni ¢asy receptoru R pfi riizné
koncentraci ligandu [L]; B. vyhodnoceni dat na zaklade rov. (10)

Koncentrace se voli tak, aby jejich numerické hodnoty byly srovnatelné s hodnotou disoci-
acni konstanty a koncentracni rozsah byl dostatecné Siroky pro ptesné stanoveni. V pfipad¢ protei-
nt jako receptord postacuje rozsah koncentraci 0,1 az 0,5 mg/mL pro UV detekcei pii 214 nm. Dav-
kovany objem receptoru je fadové v nL a tim i mnozstvi spotiebovaného ligandu je zanedbatelné.
Ustaveni rovnovahy po nadavkovani je rychlé, pokud je koncentrace ligandu vysoka ve srovnani
s koncentraci receptoru.

Metodu lze pouzit za téchto podminek: reakce musi byt dostatecné rychla, vazebna stechio-
metrie 1: 1 a koncentrace receptoru musi byt mnohem nizs§i nez koncentrace ligandu (méné nez
0,1 Kp), avsak jeho absolutni koncentrace nemusi byt znama (stanoveni nizkych koncentraci, napt.
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proteind, je obtizny ukol). Dale se predpoklada, Ze vazebna mista jsou homogenni a rovnomérné
distribuovana, ze nedochazi k interakci s vnitinimi sténami kapilary a vlozené napéti neovliviuje
tvorbu komplexu.

Vyhodou této metody je, ze vzorek nemusi byt Cisty, coz je zvlasté vyznamné, je-li ligand
nestaly a tvoii neaktivni produkty. Lze tak stanovit soucasné afinitni konstanty isoenzymt. Ptes-
nost stanoveni zmén mobility zavisi na stabilit¢ komplexu vzhledem k dob¢ separace. Lze postih-
nout i zmény v mobilité proteint, které se 1isi o jediny elementarni naboj.

5.5 Pozadavky na CE systém

Vzhledem k tomu, Ze molekularni interakce zavisi na teploté, je nutné v ACE termostatovat sepa-
racni kapilary a pfi kvantitativni praci (stanoveni rovnovaznych konstant) pouzivat kapilary dosta-
tecn¢ dlouhé, aby délka Casti, ktera neni termostatovana, byla zanedbatelna viici celkové délce ka-
pilary. Vliv elektrického pole na molekularni interakce je zanedbatelny. Vyznamny je vliv adsorp-
ce, kterou Ize omezit modifikaci vnitfnich stén kapilary, napt. filmem vhodného polymeru.

Vnitini objem kapilary a davkované mnozstvi vzorku jsou zhruba tisickrat nizsi v CE nez
v HPLC nebo pfi elektroforéze v gelové vrstvé. Meze detekce pii UV-fotometrickém méfeni se
pohybuji pro proteiny kolem absolutniho mnozstvi 0,1 az 1 ng, coz pro CE aplikace predstavuje
koncentraci 0,1 az 1 mg ml™". Citlivost detekce lze zvysit pouzitim fluorescenéniho detektoru
s laserovou excitaci (LIF), pfi niz se jedna z interagujicich slozek oznaci fluoroforem. Meze detek-
ce jsou zhruba o 3 tady nizsi nez pii UV-spektrofotometrické detekci.

Koncentrace nosnych elektrolyti pouzivana v CE je obecné vyrazné nizsi néz koncentrace
soli ve fyziologickém roztoku. Vyssi koncentrace nosného elektrolytu je tolerovana pii niz§im se-
para¢nim napéti. Doporucené pufry pro ACE jsou napt. 0,1M-tricin, 0,2M-glycin, S0mM-taurin
nebo 0,5M-trimethylamoniumpropylsulfonat.

Hodnoty K4 uréené metodou ACE jsou v dobré shodé s vysledky ziskanymi jinymi metoda-
mi. Relativni smérodatnd odchylka pro 5 méfeni byla 10 % u pfistrojit s manualnim fizenim a 6 %
u pristrojii s automatickou kontrolou. Pravé rovnovazné konstanty jsou ziskany pouze tehdy, kdyz
jsou obé vyse uvedené metody méteni kombinovany, tj. receptor pritomny ve vzorku je pfedem
ekvilibrovan s ligandem a poté jsou stanoveny rovnovazné konstanty na zakladé meéfeni mobilit
interagujicich slozek.

5.6 Imunitni stanoveni zaloZena na kapilarni elektroforéze

ACE je alternativni metodou k existujicim imunitnim stanovenim. Jeji vyhody spocivaji v moznosti
oddélit volné protilatky od komplexu i latek pfitomnych ve vzorku, ve schopnosti soucasné stano-
vovat vice latek, napt. drogy i jejich metabolity, v krat§i dobé analyzy ve srovnani s imunitnimi
testy na pevné fazi a snizené cené analyzy dané malymi objemy davkovanych vzorkd (cca nanolit-
ry). Citliva LIF detekce je umoznéna oznacenim antigenu, bud’ fluoroforem, nebo enzymaticky,
napt. alkalickou fosfatasou ve spojeni s fluorogennim substratem (fluoresceindifosfatem). V nekte-
rych piipadech vSak takto zvySena citlivost nepostacuje, napf. pfi stanoveni estradiolu a hCG pro-
teinu, kde je vyzadovano uréeni koncentraci nizsich nez 10" mol I". Nevyhodou ACE je moznost
sorpce analytl na stény kapilary a nizsi produktivita (max. 20 vzorkli za hodinu). Kompetitivni

vvvvvv
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5.6.1 Nekompetitivni (pFfimé) imunitni stanoveni

Nekompetitivni stanoveni spo¢iva v pridani prebytku protilatky nebo jejiho fragmentu, Ab*, ozna-
¢enych fluoroforem nebo enzymaticky, ke vzorku, aby bylo zajisténo, Ze veskery antigen, Ag, pii-
tomny ve vzorku, interaguje s protilatkou:

Ab* + Ag + matrice 5 Ab* + [AbAg]* + matrice 11
Po probehlé interakci (inkubaci) se ¢ast vzorku nadavkuje do CE-kapilary, separuje se komplex

[AbAg]* od nadbytku Ab* a deteguji se obé slozky pomoci LIF (viz obr. 5.3a). Pti vazbé znace-
nych protilatek na antigen dochazi k vyznamné zméné jejich elektroforetické pohyblivosti.

Priklady vyuziti ACE k pfimému imunitnimu stanoveni jsou v literatufe zatim ojedinélé
a neni prokazana jeji vyhodnost ve srovnani s béznym uspotfadanim. Hlavni problém téchto stano-
veni je heterogenita znacenych protilatek nebo jejich fragmentl, ktera ma za nasledek fadu pikt
v elektroferogramu. Ptiprava a Cisténi fragmentd z monoklonalnich protilatek neni snadné, avSak
aplikace genového inzenyrstvi miize tento problém vyfesit a rozsifit pouZzitelnost této metody.

a M [Antigen] b [Antigen]

Ab komplex
~__A 0 = 0
komplex
_/\_j\‘\_A__ 2
4
__/\//\_A_ 4

¢,

Obr. 5.3: Princip piimého a kompetitivniho imunitniho stanoveni pomoci CE s LIF - adaptovano podle
Heegaard N. H. H. a spol., J. Chromatogr. B, 715, 29 (1998)

a) Pfimé stanoveni: Protilatka znacena fluoroforem, Ab a fluoreskujici znackova¢ M, jsou ptidany
k roztoku, ktery obsahuje neznaceny antigen Ag ve zvysujici se koncentraci. Dva piky komplexu
jsou diisledkem mono- a divalentni protilatky

b) Neptimé (kompetitivni) stanoveni: Antigen znaceny fluoroforem je smichan s rostoucim mnoz-
stvim protilatky Ab, kterd vytésnuje FITC-Ag z komplexu Ag-FITC-Ag. Méfi se plocha piku zna-
¢eného Ag, ktera je umérna mnozstvi neznaceného Ag

5.6.2 Kompetitivni (nepiim¢é) imunitni stanoveni

Pti této metodé se vzorek, ktery obsahuje neznaceny antigen Ag v pritomnosti matrice, inkubuje
s protilatkou (antisérem) Ab a znacenym antigenem Ag* (nebo jeho fragmentem):

Ab+ Ag* + Ag + matrice 5 [AbAg]* + [AbAg] + matrice (12)

Béhem inkubace soutézi Ag* s Ag ptitomnym ve vzorku o omezeny pocet vazebnych mist protilat-
ky Ab. Po ustaveni rovnovahy se davkuje alikvot smesi do CE systému s LIF detekci, kde se oddeli
volny Ag* od komplexu [AbAg]*. Vyska nebo plocha piku volného Ag* a [AbAg]* nebo jejich
pomér jsou umerné obsahu antigenu v pivodnim vzorku (viz obr. 5.3b). Kalibra¢ni kiivky jsou
nelinedrni; ke stanoveni se pouziva pouze jejich linearni uisek. Dilezité je spravné zvolit koncentra-
ce [Ag*] + [Ag], aby lezely v linearni ¢asti kalibracni kiivky.
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Kompetitivnimu imunitnimu stanoveni se dava ptfednost pfed pfimym stanovenim tehdy,
kdyz je obtizné separovat volnou protilatku od komplexu (nelze tudiz pouzit pfimé stanoveni).
Tento ptfipad nastava u nizkomolekularnich protilatek, napt. peptidi, které vyznamné neovliviuji
pohyblivost komplexu [AbAg]*.

Hlavni vyhody CE pii kompetitivnim imunitnim stanoveni jsou vysoka citlivost (mez detek-
ce 0,1 nmol 17"), malé mnozstvi vzorku potiebné k analyze (méné nez attomol), moZnost analyzovat
nékolik analyt soucasné a vysoka piesnost stanoveni. Vzhledem k tomu, Ze postaci stanovit pouze
znaceny antigen, lze zjednodusit CE separaci a zkratit dobu analyzy az na 0,5 az 1 min. Rovnéz
neni nutné pouzivat elektroforeticky Cisté protilatky; polyklonalni protilatky byly pouzity v radé
ptipadt. Miniaturizace CE systému s umisténim celého pfistroje na mikrocip je jednim ze soucas-
nych trendd. Zvyseni vytéznosti analyz umoznuje uspotadani s vice kapilarami (az 48 kanalové
usporadani).

5.7 Priklady pouziti ACE

Do ACE jsou v soucasné dobé zahrnovany vSechny separace, pii nichz se vyuziva selektivnich
interakci. V tomto Sirokém pojeti sem patii vSechny selektivni interakce s aditivy, pfitomnymi
v elektrolytu, tedy i chiralni separace. ACE se predevs§im vyuziva ke stanoveni vazebnych konstant.
Zabyvali jsme se méfenim disociacnich konstant komplexti konkanavalinu A s glykoproteiny oval-
buminem, fetuinem a kyselym o-glykoproteinem. Analyzou rovnovaznych smési byly zjistény
hodnoty Kp, pro ovalbumin 8,1 - 107, pro fetuin 9,5 - 107® a pro kysely a-glykoprotein 18 - 107
Déle jsme zjistovali disociani konstanty komplexu prase¢iho pepsinu A s 3,5-dijod-L-tyrosinem

(DIT) metodou zaloZzenou na méfeni posunu migraénich &asti. Nalezena hodnota Kp, ¢inila 6 - 107°.

5.8 Zavér

ACE je vhodnou komplementarni separacni metodou k afinitni HPLC a lze predpokladat, ze ji
bude v fad¢ pripadd postupné nahrazovat pro svou vysokou separa¢ni uc¢innost, rychlost analyzy,
nizké naroky na mnozstvi vzorku a tim i podstatné niz$i naklady na analyzu. Mazeme proto oceka-
vat dalsi rozvoj kapilarnich elektromigracnich metod, zejména jejich spojeni on-line s hmotnostni
spektrometrii a nuklearni magnetickou rezonanci pti ur€ovani struktury biologicky aktivnich latek.
Do budoucna lze oéekavat dalsi vyvoj novych separacnich medii zvySujicich ucinnost a selektivitu
separaci, zdokonalovani detek¢nich metod a dal§i miniaturizaci. Miniaturizace, které se dosahuje
v CE, je velmi vhodna pro studium interakci ve velmi malych objemech, které se blizi objemu bu-
n¢k. Elektroforéza na Cipu je slibnou alternativou pro miniaturizaci CE. Novée pouzivana separacni
media v ACE jsou vti§téné polymery (imprinting polymers), které dovoluji pfipravu materialu po-
zadované afinity. Dalsi zvySeni citlivosti fluorescencni detekce bude mozné dosdhnout laserovymi
diodami, které jsou mensi a Casto U€innéjs$i nez ostatni lasery. Hmotnostni spektrometrie jako de-
tek¢ni metoda jiz ma nezastupitelné misto v ACE.
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Opticka aktivita byla objevena na pocatku devatenactého stoleti francouzskym védcem Jeanem-
Baptistem Biotem, ktery studoval povahu rovinné polarizovaného svétla. Ale byl to Louis Pasteur,
kdo v roce 1848 poprvé izoloval krystaly Cistych optickych izomerd z racemické smeési vinanu
sodno-amonného. Dal§imi nasledovniky byli Van't Hoff a Le Bel, ktefi jsou povazovani za zakla-
datele stereochemie svym navrhem ctyfvazného atomu uhliku, jehoz vazby smétuji do vrcholu
tetraedru a uhlikovy atom je v jeho centru. A tak nejznaméjsi a nejsnadnéji rozpoznatelna forma
chirality je spojena s atomem uhliku, ktery nese Ctyfi rizné substituenty. Takovy uhlik je nazyvan
stereocentrum nebo také chiralni centrum. Cesta od Pasteurovy prvni izolace Cistého enantiome-
ru k dne$nim rychlym chromatografickym technikam je vydlazdéna fadou poznatki z oblasti stereo-
chemie. Objasnéni reakénich mechanismil, jako jsou nukleofilni substituce nebo eliminacéni reakce,
by nebylo mozné bez studia opticky aktivnich latek. A znalost téchto mechanismil vedla v konec-
ném dusledku i k uplné syntéze tak dulezitych biologicky aktivnich latek, jakymi jsou naptiklad

reserpin nebo prostaglandinF,,,.

Schopnost zivych organismt produkovat a konvertovat chiralni latky s vyznamnou stereo-
specifitou je velka. Pohled na vnitini strukturu enzymu ukazuje, jak dulezité je prostorové uspofa-
dani s mnohonasobnymi aktivnimi misty, uzptisobenymi pro interakci substratu. Podobné i interak-
ce mezi biologicky aktivni latkou a pfisluSnym proteinovym receptorem vykazuje vysokou nebo
prakticky uplnou stereospecifitu. Identifikace, charakterizace, separace a stanoveni takovychto
latek ma tedy naprosto zasadni vyznam piedevsim v biologii, biotechnologii a 1ékatstvi.

Protoze optické izomery (enantiomery) maji prakticky totozné fyzikalné-chemické vlastnos-
ti, prostfedky pro jejich déleni musi byt vysoce selektivni a separace musi byt dostatecné tcinné.
Proto ptichazeji v tivahu piedevsim vysokoucinné separacni techniky, které vyuzivaji interakci
biologického rozpoznavani.

Pro ptimé dé¢leni enantiomerti (bez pfedchozi derivatizace opticky ¢istou latkou) Ize v pod-
staté pouzit libovolny separacni systém (napf. plynovou chromatografii, kapalinovou chromatogra-
fii, kapilarni zénovou elektroforézu, elektrochromatografii aj.), v némz se vhodné enantioselektivni
prostiedi vytvofi zabudovanim nebo ptidanim ptislusného chiralniho selektoru(i). Jednotlivé enan-
tiomery analytu pak vytvaii s chiralnim selektorem (opticky Cistou latkou) tzv. diastereoizomery,
jejichz vlastnosti se mohou lisit a nasledné je Ize separovat.

Vétsina modell chiralniho rozpoznavani je zaloZena na teorii tzv. tfibodové interakce, navr-
zené Dalglishem v roce 1952, podle které jsou pro uspésnou chiralni diskriminaci (a tim i separaci)
potiebné tfi soucasné probihajici interakce mezi enantiomerem a chiralnim selektorem, jak nazna-
cuje obr. 6.1. Celkova vazebna energie neni v koneéném dusledku tak dilezita jako vzajemny roz-
dil celkovych vazebnych energii vytvarejicich se prechodnych diastereoizomerd, tzn. jejich rozdil-
na stabilita. Usp&nému stereoselektivnimu déleni napoméha velka stereogenni odlisnost mezi
enantiomery analytu a chiralnim selektorem (rozdilna velikost, strukturni odli$nost, rigidita skupin
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vazanych v tésné blizkosti chiralniho centra) a vzajemna blizkost stereogennich center. Dtlezitym
faktorem je i kinetika vzniku diastereoizomernich komplext, kdy pomalejsi pfenos hmoty ma
zpravidla za nasledek hors$i ucinnost separace. Na chiralnim rozliSeni se podili fada molekulovych
interakci. Stupen asociace mezi enantiomerem a chirdlnim selektorem, vyjadfeny pomoci rovno-
vazné konstanty, je funkci typu a velikosti vazeb i funkci repulsnich interakci. Mezi nejcastéjsi
interakce kratkého dosahu patti vodikova vazba, interakce pfenosu naboje, hydrofobni interakce,
elektrostatické a dipol-dipdlové pritazlivé nebo odpudivé sily. Jako chiralni selektor mize byt pou-
zita v podstaté libovolna sloucenina, kterd vykazuje molekulovou asymetrii, tzn. neobsahuje zadny
prvek symetrie.

analyzované
enantiomery

chiralni
selektor

Obr. 6.1: Schéma tfibodové interakce

V poslednim desetileti prudce vzrostl zajem o chiralni separace opticky aktivnich latek, ze-
jména léciv a pesticidii. Novéji se zajem soustied’'uje i na enantioseparace slozek potravin a potra-
vinového fetézce. Je znamo, Ze se jednotlivé enantiomery mohou v chiralnim prosttedi, jaké pied-
stavuje zivy organismus, vyrazné kvalitativn€ i kvantitativné 1iSit ve svych ucincich. Tuto skutec-
nost lze vysvétlit rozdilnou stereoselektivni interakci enantiomerti na proteinovych receptorech.
Casto ma pouze jeden opticky izomer 1é¢iva pozadované pozitivni uéinky, zatimco druhy je v lep-
§im ptipadé n€kolikanasobné mén¢ aktivni nebo neaktivni, v hor§im pfipadé¢ ma protichtidné tera-
peutické vlastnosti nebo je dokonce toxicky. V soucasné dobé tvoii téméi polovinu vsech 1é¢iv
chirdlni latky, ale pouze mala cast synteticky pfipravenych preparati je produkovana v opticky
Cisté forme. Ziskani Cistého enantiomeru 1éCiva enantioselektivni syntézou je v mnoha piipadech
zna¢n¢ komplikované (n€kdy i nemozné) a drahé. V souvislosti s pfipravou selektivné pisobicich
1é¢iv sili poptavka po vyvoji metodik, schopnych separovat racemat v dostate¢né kratkém elu¢nim
Case, at’ uz pro ucely mezioperacni kontroly nebo hodnoceni I€kovych forem, a zaroven s vysokou
hodnotou rozliSeni, umoznujici semipreparativni az preparativni déleni, rozsifujici klasické metody
purifikace (napt. pouziti stereoselektivnich enzymi, opakovanou rekrystalizaci diastereoizomer-
nich pard: enantiomer-chiralni ¢inidlo nebo jejich destilaci). Pro tyto U¢ely je nejcastéji vyuzivana
metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie.

V literatufe je publikovana fada praci, tykajicich se problematiky optimalizace separace vel-
kého poctu opticky aktivnich latek a snahy formulovat schematické modely, jimiz lze vysvétlovat
principy enantioseparace. Vzhledem ke slozitosti interakce chiralni solut-chiralni selektor, ktera je
v kapalinové chromatografii navic komplikovana i vlivem pouzité mobilni faze, mohou tyto mode-
ly poskytnout pouze piiblizné vysvétleni enantioselektivity. Tak i u strukturné velmi podobnych
latek miZze byt za stejnych experimentalnich podminek vysledny chiralné diskriminacni mechanis-
mus diky odlisnému prostorovému uspoiadani jednotlivych enantiomerti zna¢né rozdilny.
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V soucasné dobé¢ existuje velky pocet chirdlnich selektort (CS), vazanych ve formé komerc-
n¢ dostupnych chiralnich stacionarnich fazi (CSP) pro techniku vysokoucinné kapalinové chroma-
tografie (HPLC). Rada z nich vykazuje vysokou selektivitu vii¢i uzkému okruhu analytii a postrada
prvky urcité univerzalnosti, nékolik z nich poskytuje vysoké enantiorozliSovaci schopnosti i pro
velky pocet chiralnich sloucenin. Mezi n€ patfi zejména, n-komplexujici a H- vazebné (napf. dinit-
robenzoyl- derivaty) chiralni selektory, CS na bazi proteinti, derivatli amylosy a celulozy, cyklo-
dextrinti a makrocyklickych antibiotik, pficemz nejvyssi pocet aplikaci vykazuji posledni dva vyse
jmenované typy chiralnich selektorti, resp. chirdlnich stacionarnich fazi. Dtivodem je dostupnost
fady jejich derivati a moznost pracovat s nimi v riiznych separacnich moédech — normalnim, re-
verznim a polarné-organickém. V jednotlivych separacnich mddech se uplatiuji vice ¢i méné roz-
dilné stereoselektivni i nestereoselektivni interakce, které mohou pfispivat k enatiorozliseni Siroké-
ho spektra latek.

6.1 Cyklodextriny

Cyklodextriny (CD) vznikaji enzymatickym plsobenim amylas nékterych mikroorganismii na
skrob a jakozto biodegradacni produkty jsou dostupné vyhradné ve formé pravotocivého enantio-
meru. Jsou tvoteny cyklickymi polysacharidy, ve kterych jsou D-(+)-glukopyranosové jednotky
spojené a-(1-4)-vazbami. Ze smési cyklickych oligosacharidii s 6 az 12 molekulami glukosy
v cyklu maji prakticky vyznam pouze tfi — se Sesti (a-cyklodextrin, a-CD), sedmi (B-cyklodextrin,
B-CD) a osmi (y-cyklodextrin, y-CD) glukopyranosovymi jednotkami. Ve vodnych roztocich maji
cyklodextriny tvar komolého kuZele s otevienymi zakladnami. Sirsi okraj je ohrani¢en sekundar-
nimi hydroxylovymi skupinami (glukosovych jednotek C2 a C3), uzsi zakladna je ohranicena pri-
marnimi hydroxylovymi skupinami (C6) schopnymi rotace. Vnitfek dutiny (kavity) je hydrofobni,
vnéjsi povrch je hydrofilni diky jiz zminénym hydroxylovym skupinam na obou okrajich kuzele.
Ty umoziuji snadnou derivatizaci cyklodextrinli polarnimi i nepolarnimi substituenty, jejichz vy-
sledkem je Siroké spektrum derivat, vyuzivanych v riznych separacnich systémech, v soucasné
dob¢ napft. sulfatovany B-cyklodextrin, methyl-, hydroxyethyl- a hydroxypropyl-p-cyklodextrin
nebo heptakis(2,6-di-O-methyl)- a heptakis(2,3,6-tri-O-methyl)-B-cyklodextrin. Zakladni interakci
analytu s cyklodextrinem pfedstavuje inkluze hydrofobni ¢asti analytu do apolarni dutiny cyklo-
dextrinu na trovni slabych van der Waalsovskych vazebnych interakci. Volné nebo substituované
hydroxylové skupiny, zejména v poloze 2 a 3, mohou poskytnout dalsi potiebné stereoselektivni
interakce. Vyznamnou ulohu hraje rozmérova kompatibilita komplexované ¢asti hostujici molekuly
(solutu) a hostitele (cyklodextrinu), jez je zavisla nejen na velikosti, ale i na tvaru hostujici moleku-
ly. Obecné lze fici, ze dutina a-cyklodextrinu je rozméroveé nejvhodnéjsi pro nesubstituovanou
fenylovou skupinu, pro substituované fenylové, naftylové a bifenylové kruhy je vhodna kavita
B-cyklodextrinu a polycyklické aromaty se tiemi az péti cykly jsou silné komplexovany
v-cyklodextrinem. Zatimco struktura - a y-cyklodextrinu je zcela rigidni a stabilni jak ve vodé, tak
v organickych rozpoustédlech, flexibilnéjsi a-cyklodextrin je schopny v prostfedi o vysokém obsa-
hu vody komplexovat i rozsahlejsi molekuly.

6.1.1 Chiralni stacionarni faze zaloZené na bazi cyklodextrini v HPLC

Diky svym vysoce stereoselektivnim vlastnostem, pomérné¢ snadné dostupnosti a piiznivé cené
nasly cyklodextriny uplatnéni prakticky ve vSech dulezitych separacnich technikach. Prvnimi chi-
ralnimi selektory ze skupiny cyklodextrinti, pouzitymi k piipraveé chiralnich stacionarnich fazi
v HPLC, byly nativni a-, B-, a y-cyklodextriny. Pomoci jedné nebo dvou primérnich hydroxylo-
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vych skupin je cyklodextrin kovalentné navazan na nosi¢ (nejcastéji silikagel), zatimco sekundarni
hydroxylové skupiny jsou dostupné pro selektivni derivatizaci, pfednostné v pozici 2.

Vsechny cyklodextrinové stacionarni faze mohou byt pouzity v reverznim separa¢nim modu.
Ve vodné-organické mobilni fazi dominuje inkluzni reten¢ni mechanismus (viz. obr. 6.2), z jehoz
podstaty vyplyva, ze separovany analyt by mél obsahovat alesponi jeden aromaticky kruh. Vyjim-
kou je separace nékterych heterocyklii a blokovanych aminokyselin na hydroxypropyl-f-cyklo-
dextrinové CSP. Ur¢ité funkéni skupiny, napft. -1, -Br, -NO,, -SO3;H, -PO, vykazuji silnou afinitu
k cyklodextrinové dutiné, skupiny jako karboxylova, karbonylova nebo aminoskupina preferuji
vodikovou vazbu s hydroxylovymi skupinami na Sir§im okraji cyklodextrinového kuzelu. Oba typy
substituce mohou zvySovat retenci aromatické struktury analytu na cyklodextrinovych CSP. Volbu
sloZzeni mobilni faze ovliviiuje nékolik faktord. S cyklodextrinovou kavitou interaguje nejméné
voda a ma tedy nejmensi vytésitovaci schopnost. Ta roste u alkohold se stoupajicim poctem methy-
lenovych skupin, siln€ interagujicich s glykosidickymi kysliky cyklodextrinového prstence. Metha-
nol je schopny vytvaret slabé vodikové vazby se sekundarnimi hydroxylovymi skupinami cyklo-
dextrinu a blokovat je tim pro interakci s akceptorovym mistem vodikové vazby analytu. Stupen
rozliSeni je ovlivilovan i typem pufru, jeho koncentraci a hodnotou pH. S vyjimkou mozné depro-
tonace hydroxylovych skupin jsou nativni cyklodextriny ve vodnych roztocich stabilni v neutral-
nim az siln¢ alkalickém prostfedi, ale snadno podléhaji hydrolyze pti pH < 3. Vhodnou volbou
hodnoty pH vodné slozky mobilni faze vzhledem k hodnotam pK analytu lze podpofit ¢i omezit
vznik vodikové vazby u polarnich skupin analytu, vazanych piimo nebo v t€sné blizkosti chiralniho
centra. Diky inkluzi pufru do kavity cyklodextrinu ovliviiuje typ pufru a jeho koncentrace retenci
analytu.

Obr. 6.2: Schématické znazornéni inkluze analytu do dutiny cyklodextrinu vazaného ve formé CSP.

Moznosti ovliviiovat inkluzni komplexaci analytu pfimo pfes interakci se sekundarnimi hyd-
roxylovymi skupinami nativnich cyklodextrinli nebo s karbamatovymi, acetatovymi a hydroxypro-
pylovymi funkénimi skupinami derivatizovanych cyklodextrini vyuziva polarné-organicky sepa-
racni mod. Majoritni slozku mobilni fize tvoii acetonitril s mensim piidavkem methanolu, kontro-
lujici retenci analytu. ZvySeni obsahu methanolu vede ke snizZeni retence. Pfidavek velmi malého
mnozstvi kyseliny octové a triethylaminu (v desetinach objemovych procent) ovliviiuje selektivitu
enantioseparace. Pouziti kyseliny a baze v bezvodém prostiedi stimuluje vznik vodikové vazby.
Polarné-organicky mod je proto vhodny pro enantioseparace latek, obsahujicich alesponn dvé
funk¢ni skupiny, schopné elektrostatickych interakci, z nichZ jedna by méla byt v tésné blizkosti
stereogenniho centra.

Pfi enantioseparaci v normalnim separacnim modu se uplatiiuji pfedevsim interakce n-m
a vodikova vazba. Mobilni faze se nejcCastéji sklada z hexanu, zprosttedkovavajiciho interakce,
ktery je zpravidla modifikovan propan-2-olem nebo ethanolem, n€kdy i malymi piidavky kyseliny
octové a triethylaminu pro podpofeni vzniku vodikové vazby.
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Vedle chiralnich stacionarnich fazi zalozenych na bazi nativnich cyklodextrinti existuje cela
fada derivatizovanych cyklodextrind, vazanych ve formé CSP, kter¢ na svych substituentech nesou
dalsi chiralni centra, aromatické zbytky nebo skupiny, schopné tvofit vodikové vazby a poskytuji
tak dal$i interakéni moznosti a rozsiiuji okruh analytt, chirdln¢ separovatelnych pomoci cyklodex-
trinovych selektorti. Diky své vyznamné rozmérové kompatibilité s malymi molekulami z oblasti
farmaceutické i environmentalni analyzy se stal zakladem pro pfipravu stéricky odlisnych derivati

B-cyklodextrin, jehoz zakladni derivaty jsou uvedeny na obr. 6.3.

silikagel
CY CLOBOND
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— COCH; AC
-
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Hsg
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™t
2 C I'-I_.

Obr. 6.3: Chiralni stacionarni faze zalozené na bazi derivatizovaného p-cyklodextrinu

6.2 Makrocyklicka antibiotika (MA)

Chiralni selektory na bazi makrocyklickych antibiotik (ansamyciny a glykopeptidy) byly zavedeny
do praxe v 90. letech minulého stoleti D. W. Armstrongem a béhem deseti let se n¢kolik z nich
(vankomycin, teikoplanin, ristocetin A) zafadilo mezi jedny z nejcastéji vyuzivanych chiralnich
selektorti jak v HPLC, tak v kapilarni elektroforéze a kapilarni elektrochromatografii. Ptirodni
makromolekuly glykopeptidd jsou syntetizovany pfirodni cestou jako fermentacni produkty urci-
tych bakterii. Na obr. 6.4 jsou uvedeny struktury tii nejpouzivanéjsich glykopeptida: vankomycinu,
syntetizovaného bakterii Streptomyces orientalis, vankomycinu podobného teikoplaninu, ktery je
produkovan bakterii Actinoplanes teichomyceticus a ristocetinu A, jenzZ je fermenta¢nim produktem
bakterie Nocardia lurida. Zakladni kostru vSech tii glykopepptidl tvoii peptidicky fetézec, substi-
tuovany navzajem propojenymi fenyly, cukernymi zbytky, fadou funkénich skupin (z nichz nékteré
jsou schopné ionizace) a velkym poétem stereogennich center. Pismeny A-D jsou oznaceny mélké
kavity, v jejichz blizkosti se nachazeji stereoselektivné dilezita donor/akceptorova mista vodikové
vazby. Stereoselektivni interakce poskytované makrocyklickymi antibiotiky akcentuji predevsim
elektrostatické interakce, vodikové vazby a m-m interakce. Na rozdil od B-cyklodextrinovych chi-
ralnich selektort, inkluze do vice ¢i méné prostorové uzaviené struktury glykopeptida je podstatné
méng vyznamna. Také hodnoty vazebné energie mezi solutem a selektorem jsou slabsi, takze kine-
tika separac¢niho déje je rychlejsi.
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Obr. 6.4: Struktura vankomycinu, teikoplaninu a ristocetinu A

6.2.1 Chiralni stacionarni faze, zaloZené na bazi makrocyklickych antibiotik
Vankomycin (glykopeptid), rifamycin (ansamycin) a thiostrepton (polypeptid) byly prvnimi chiral-
nimi selektory, navazanymi na silikagelovy nosi¢ ve formé chiralni stacionarni faze. Z téchto tii
CSP byla do praxe zavedena pouze vankomycinova CSP (CHIROBIOTIC V), nasledovana teiko-
planinovou (CHIROBIOTIC T), ristocetinovou (CHIROBIOTIC R) a avoparcinovou CSP, ko-
mer¢né nedostupnou. Chirobiotické CSP mohou pracovat ve tfech zakladnich separacnich systé-
mech, a to v reverznim, normalnim a novém polarné organickém separa¢nim modu. Kazdy z nich
preferuje jiny typ z moznych interakci (komplexace n-n, vodikova vazba, inkluze, sterické interak-
ce, elektrostatické interakce).

Binarni mobilni faze - polarni rozpoustédlo/vodny roztok pufru - tvoii zaklad reverzniho
modu. Typ a mnozstvi organického modifikatoru ovliviuji retenci analytu, typ pufru a hodnota pH
jeho vodného roztoku kontroluji selektivitu. V mobilni fazi s vysokym obsahem organického modi-
fikatoru se uplatiiuji predevsim elektrostatické interakce a vodikova vazba. Se zvySujicim se podi-
lem vodné slozky nabyvaji na vyznamu hydrofobni interakce a inkluze analytu do vice ¢i méné
prostorové uzaviené struktury selektoru. Stabilita pfechodnych diastereoizomernich komplexi
chiralni stacionarni faze/analyt je zavisla zejména na ionizaci analytu. V pfipad¢, ze skupina
schopna ionizace je v té€sné blizkosti stereogenniho centra analytu, preferuji bazické analyty nizkou
a kyselé vysokou hodnotu pH pufru (3,5 az 7,0). Novy polarné-organicky separa¢ni mod je modifi-
kaci polarné-organického modu, zavedeného pro cyklodextrinové CSP. Diky ptfitomnosti silné
ionizovatelnych funk¢nich skupin v molekulach glykopeptidl, mtize byt organicky podil v mobilni
fazi realizovan pouze methanolem. Velmi malé piidavky kyseliny a baze (jednotky az tisiciny ob-
jemovych procent) do methanolické mobilni faze ovliviluji retenci polarnich analyt. Z hlediska
rozliSeni je kliCovy jejich vzajemny pomér, stimulujici prevazujici elektrostatické interakce. Tento
separa¢ni mod je ucinny zejména v piipad€, Ze molekula analytu obsahuje alespon dvé funkéni
skupiny, schopné interakce se staciondrni fazi (napt. hydroxylovou, karbonylovou, karboxylovou
skupinu, aminoskupinu, halogenidy aj.), z nichz alesponi jedna se nachazi v tésné blizkosti stereo-
genniho centra.

Normalni separacni méd, uptfednostitujici hydrofobni interakce, je realizovan mobilni fazi —
nepolarni/polarni rozpoustédlo — pficemz podil polarniho rozpoustédla tidi retenci analytu. Na
rozdil od cyklodextrinovych CSP mohou byt vedle propan-2-olu, ethanolu aj. pouzita jako polarni
slozka také halogenovana rozpoustédla.
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Chirobiotické CSP vykazuji stereoselektivni specifitu k velkému poctu chiralnich latek, lisi-
cich se jak svou strukturou, tak polaritou. I kdyz maji glykopeptidy podobnou strukturu, mohou
viéi jednotlivym analytim vykazovat odlisnou, ale komplementarni enantioselektivitu. Diky drob-
nym odliSnostem je stereodiskriminacni mechanismus podobny, ale ne identicky.

Vankomycinova CSP vykazuje selektivitu mimo jiné k barbituratim, cyklickym amidim,
semi-syntetickym namelovym alkaloidim aj. Teikoplaninova CSP byla s uspéchem pouzita pro
enantioseparaci nativnich aminokyselin a jejich blokovanych analogii a malych peptidii. Ristoceti-
nova CSP vykazuje afinitu zejména k anionogennim chiralnim molekulam. Ve snaze rozsifit okruh
chiralnich latek, separovatelnych pomoci glykopeptidovych chirdlnich selektorti, byly pfipraveny
1 CSP na bazi jejich derivatizovanych analogii. DMP — vankomycinova CSP (vankomycin derivati-
zovany 3,5-dimethylfenylisokyanatanem) a vankomycin—aglykonova (CHIROBIOTIC VAG) CSP
vykazovaly komplementarni enantioselektivitu k vankomycinové CSP16. Komer¢né dostupna CSP
s vazanym teikoplanin-aglykonem (CHIROBIOTIC TAG), poskytovala napt. vyssi hodnoty enan-
tiorozliSeni nativnich i cyklickych aminokyselin nez teikoplaninova CSP. Pro enantioseparaci hyd-
rofobnich latek byla ptipravena CSP s vazanym methylovanym teikoplanin-aglykonem.

CSP pripravené s vys$Sim pokrytim nosi¢e chiralnim selektorem (CHIROBIOTIC V2 a T2)
poskytuji vetsi mnozstvi stereoselektivnich vazebnych mist, zvySujici moznost chirdlni diskrimina-
ce. Vyssi kapacita kolon, spolu s Casto lepSimi hodnotami dosahovanych enantiorozliSeni jsou vy-
hodné i pro aplikaci semipreparativniho médu. Na nasledujicich obrazcich (obr. 6.5 az 6.7) jsou
uvedeny priklady enantioseparace 1é¢iv ¢i jejich prekursorti na cyklodextrinovych a glykopeptido-
vych chiralnich stacionarnich fazich.
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Obr. 6.5: Ukazka enantioseparace tryptofanu (L/D-Trp) a N-tert.-butyloxykarbonyl tryptofanu (L/D-Boc-
Trp) ve dvou mobilnich fazich ACN/1% TEAA, pH 4,1 s riiznym obsahem acetonitrilu: (a) 60:40
(v/v), (b) 20:80 (v/v) na teikoplaninové CSP
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Obr. 6.6: Ukazka enantioseparace thioridazinu na B-cyklodextrinové CSP v mobilni fazi 20:80 (v/v)

ACN/1%TEAA, pH 4,1 (vlevo) a promethazinu na vankomycinové CSP v mobilni fazi 80:20 (v/v)
MeOH/1%TEAA pH 4,1 (vpravo)
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Obr. 6.7: Porovnani enantioseparace lorazepamu na teikoplaninové (A) a teikoplanin-aglykonové (B) chi-
ralni stacionarni fazi v mobilni fazi o slozeni MeOH/ 1% TEAA, pH=4, 80:20 (v/v)
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7. SEPARACE AMINOKYSELIN A PRIBUZNYCH LATEK

RNDr. Petr Simek, CSc., a Ing. Petr Husek, DrSc.
Biologické centrum AV CR, Branisovska 31, CZ-370 05 Ceské Budgjovice
psimek@bclab.eu , phusek@bclab.eu, www.bclab.eu

7.1 Uvod

Analyza aminokyselin (AK) patfi odedavna mezi nejvyznamnéjsi ukoly a vyzvy v oboru analytické
chemie organickych latek. Fundamentalni tiloha AK v zivych organismech vyvolala rychly zajem
o separaci a stanoveni individualnich AK v prikopnickém obdobi rozvoje separac¢nich véd. Prvni
automatizovand analyza této tfidy latek pomoci iontové vyménné chromatografie (IEC) byla publi-
kovana Spackmanem, Steinem a Moorem v roce 1958 a ocenéna Nobelovou cenou v roce 1972 [1].
Od této doby zaznamenaly separacni techniky ohromny rozvoj a vedle IEC, dosud bézn¢ a rutinné
pouzivané zejména v klinické chemii a potravinafstvi, postupné nastupuji rychlé a citlivé separacni
techniky: napted kolonova a pozdéji kapilarni plynova chromatografie (GC), nasledovana vysoko-
ucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) a o dekadu pozdé&ji pak kapilarni elektroforézou (CE),
nejnoveji také separaci latek na mikrofluidnim Cipu [2,3.,4].

Prakticky kazdd nové vyvinutd technika vysokoucinné separace prirodnich latek je vzdy
prednostné testovana na stanoveni AK, protoze separace i pfipadna chemicka modifikace téchto
polyfunk¢nich sloucenin piedstavuje vzhledem k ptitomnosti rozmanitych funk¢nich skupin mimo-
fadn€ naro¢ny problém.

V soucasné dob¢ se analytikovi nabizi n€kolik technik a velky pocet metod pro analyzu AK
modernimi vysoceucinnymi separacnimi technikami. Jejich podrobny piehled, popis soucasného
stavu a metodické navody lze nalézt v recentnich monografiich a prehlednych clancich [2, 3]. Je
ziejmé a obecné znamé, Ze neexistuje jedina univerzalni metoda pro feSeni konkrétniho problému
analyzy AK. Zvoleny postup analyzy se odviji od konkrétniho pfistrojového vybaveni, znalostech
a zkuSenostech feSitele, od jeho invence, z4jmu laboratoie a povahy samotného analytického pro-
blému.

Kvalita stanoveni a ucinnost separace zpravidla Uizce souvisi s pfipravou vzorku k vlastni
analyze. Redlné vzorky, v prvé fad¢ biologicky a klinicky material (t€lni tekutiny), predstavuji
komplexni, heterogenni smési nizkomolekuldrnich latek, anorganickych soli a polymernich struktur
(proteiny, polysacharidy, lipidy), jez negativné ovliviiuji ¢i pfimo znemoznuji separacni proces,
v ptipad¢ chemické modifikace (derivatizace) pak také reakcni pribéh.. Jak tyto soli, tak polymerni
struktury jako proteiny, polysacharidy, lipidy a jejich kombinace (lipo- a glykoproteiny, glykolipi-
dy atp.), u rostlinnych vzorki typicky flavonoidy, antokyany, jsou v biologickych vzorcich Casto ve
velkém nadbytku. Navic jsou v mobilnich fazich analytického systému ¢asto malo rozpustné, irre-
verzibiln¢ se sorbuji na povrchy stacionarnich fazi, ucpavaji nebo postupné “otravuji“ separacni
systém, coz vede k rychlé ztrat¢ GCinnosti a kvality stanoveni. Interferujici slozky ze separacni
kolony mohou dale zahlcovat detektor tvorbou nezadouciho Sumu a potla¢ovat odezvu sledovanych
analytli. Z uvedenych divodi je tfeba mit na paméti, ze o uspéchu analyzy AK, zvlasté ve slozité
biologické matrici, rozhoduje dobfe promyslena a provedena ptiprava vzorku. Ta zpravidla pred-

wevr

analyzy.
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7.2 Extrakce AK z matrice a priprava vzorku k separaci

Vzhledem k rozpustnosti AK ve vodnych médiich o definovaném pH (kyselé ¢i zasadité prostiedi),
predstavuje prvni krok stanoveni volnych AK napft. v ZivociSnych matricich jejich extrakce, vesmes
vzdy spojena se srazenim proteinovych struktur vhodnym médiem. V tomto sméru se osvédcCily
zejména vodné roztoky kyseliny chloristé, 5-sulfosalicylové, dale acetonitril, alkoholy, aceton ap.
[5]. Po vysrazeni proteint ¢i pfipadném uvolnéni AK hydrolyzou je vodné médium oddéleno od
pevné frakce a jeho pH vhodné upraveno podle potieby dalsiho kroku analyzy.

V mnoha aplikacich je naopak nutno uvolnit a stanovit AK vazané v proteinovych struktu-
rach. V téchto pripadech je prvni krok analyzy zaméten na izolaci konkrétniho proteinu a jeho na-
slednou hydrolyzu, provadénou vétSinou ptisobenim 6 M HCI za piesné definovanych podminek
reakcni teploty a doby hydrolyzy.

Pti pripravé vzorku k analyze AK se v principu nabizeji ¢tyfi hlavni praktické pfistupy:

- Naredit biologicky vzorek vhodnym médiem, zpravidla pufrem o definovaném pH a nadav-
kovat vzorek ptimo do separacniho systému, tzv. postup ,,dilute and shoot*;

- Nadavkovani extraktu do separa¢niho systému po vysrazeni polymernich struktur;

- Zachyt aminokyselin pfimo z matrice vzorku nebo vodného extraktu na vhodném sorbentu,
zpravidla silném katexu;

- Derivatizace AK vhodnym derivatizacnim Cinidlem na reak¢ni produkt zddanych separac-
nich a detek¢nich vlastnosti.

vvvvvv

IEC ve spojeni s postkolonovu derivatizaci ninhydrinem a UV detekei. Tato metodologie vychazi
z pivodniho sdéleni [1] a je nedilnou soucasti tzv. analyzatori aminokyselin (AAAnalyser), stale
hojné a uspésné vyuzivanych predevsim v klinickych aplikacich.

Druhy pfistup je zalozen na deproteinaci vzorku a davkovani supernatantu AK do separacni-
ho systému, kde jsou v efluentu volné AK a ptibuzné latky nasledné detekovany [6]. V soucasné
dobé¢ je davana prednost stanoveni nativnich AK, tedy bez jakékoli derivatizace, pomoci tandemo-
vé hmotnostni spektrometrie (MS/MS) [7-10].

Tteti pristup formou zachytu AA na vhodném ionexu byl zaveden v souvislosti s pozadavky
odsolit a vysusit extrakty AK pted derivatizacni Gipravou, pro ucely stanoveni t€kavych derivati
technikou GC nebo i HPLC. Vysledkem je vy¢lenéni tiidy AK odstranénim ostatnich latek.

Poslednimu pfistupu, tj. derivatizaci AK, byla vénovana nejvétsi pozornost a bylo navrzeno
ohromné mnozstvi derivatizacnich postupti pfed vlastnim stanovenim [2]. V soucasné dob¢ je tento
krok vyuzivan vice v kombinaci s technikami HPLC a CE, kdy modifikovana aminoskupina slouzi
jako fluorofor nebo chromofor pro detekéni ucely. Tim je eliminovano podstatné omezeni uvede-
nych separacnich metod, tj. nedostupnost dostate¢né citlivych a selektivnich detektorti pro stanove-
ni AK. V GC technice, jez vyzaduje pokud mozno uplnou derivatizaci molekuly, tedy i esterifikaci
nebo silylaci karboxylu, nastal astup od klasickych a ¢asové naro¢nych derivatizacnich technik
[11]. Nedavny objev okamzité konverze AK na vhodné formy plsobenim alkylchlorformiatt
(RCF) na vodné roztoky [12] vSak znamenal zasadni obrat ve vyuziti GC techniky pro ucely stano-
veni AK.
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Pti praktickém feseni analyzy AK je problematika ptipravy vzorku neoddéliteln€ spojena se
zvolenou metodou separace a zpusobu detekce analytl. V nasledujici ¢asti je jsou vSechny kroky
analyzy, tj. metoda piipravy vzorku, vysoceucinna separacni metoda a zpusob detekce diskutovany
v zavislosti na pouzité separacni technice.

7.3 Prehled soucasnych hlavnich metod vysocetcinné separace AK a
pribuznych latek

7.3.1 Iontové vyménna chromatografie s postkolonovou ninhydrinovou deprivatizaci
a UV-detekei

Ackoli byla tato metoda popsana jiz koncem 50.let [1], je stale rozsifena a oblibena pro svoji ro-
bustnost a schopnost piesné a kvantitativné stanovit kolem 80 AK a piibuznych latek v krevni
plazmé, moci a jinych tekutindch pomoci automatizovanych analyzatord béhem 120 min. Analyza-
tory AK jsou stale nabizeny na trhu, napt. Beckman 6300, Hitachi L-8900, Biochrom 30.

Ukazka separace 50 fyziologickych AK a ptibuznych latek technikou IEC pomoci analyzato-
ru Hitachi L8900 je na obr. 7.1.
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Obr. 7.1: Separace a stanoveni AK analyzatorem Hitachi L8900. Kolona Hitachi IEC, gradientova eluce
citronanem sodnym.UV detekce soucasné pii 440 a 570 nm. Zdroj: firemni materialy Hitachi

7.3.2 HPLC a CE nederivatizovanych AK

Ptimé HPLC/MS/MS analyze volnych AK a piibuznych latek v extraktech télnich tekutin pro dia-
gnostiku metabolickych poruch je vénovana velka pozornost. Byly vyvinuty separa¢ni systémy pro
separaci souboru 76 AK a pfibuznych metabolit [6-10]. Pfes znacné usili vSak kompletni validace
metody nebyla dosud publikovana. Validace stanoveni 17 proteinotvornych AK v nederivatizované
formé technikou UPLC/MS/MS byla nedavno prezentovana firmou Waters na konferenci HPLC
2006 v San Franciscu [13]. Na kolon¢ 50 x 2,1 mm (BEH C18) a sorbentu nové generace o velikosti
¢astic 1,7 pm bylo dosazeno gradientové separace a kvantifikace 17 proteinovych AK béhem 8 min.

Soucasny stav a moznosti separace volnych AK a aminl bez derivatizace technikou CE byly
nedavno publikovany Klampflem [14]. Derivatizaci rovnéz nevyZzaduje elektrochemicka detekce,
publikovana sdéleni na téma stanoveni AK jsou shrnuta v nedavném piehledném ¢lanku [15].
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7.3.3 HPLC a CE derivatizovanych AK

Predkolonova derivatizace je v souc¢asné dob¢é nejoblibenéjsim metodou pii analyze AK technikami
HPLC i CE. Mezi nejcastéji pouzivana derivatiza¢ni Cinidla patii fenylizokyat (PITC) ve spojeni
s UV-detekeci, o-ftaldialdehyd (OPA), dimethylaminonaftalensulfonylchlorid (Dansyl-Cl), 9-fluore-
nylmethyl chloroformiat a 6-aminochinolyl-N-hydroxysukcinimidyl karbamat (AQC), které posky-
tuji fluoreskujici derivaty. Pfednosti a omezeni téchto Cinidel a jejich vyuzitelnost v HPLC a CE
byly nedavno podrobné diskutovany v literatute [2]. Obecné plati, ze tato Cinidla reaguji s primarni,
a s vyjimkou OPA i sekundarni aminoskupinou AA ve vysokych vytézcich. Kazdé z ¢inidel ma
urcité prednosti a nevyhody. Kritické faktory byvaji: rusivy nadbytek derivatizacniho ¢inidla, ne-
stabilita produktl, zejména v piipadé isoindolovych derivati AA s OPA a omezena rozpustnost
¢inidel ve vodnych pufrovanych médiich, coz snizuje reaktivitu ¢inidel a ovliviiuje celkové sepa-
raéni procesy a kvantitativni stanoveni.

Zavadéni novych chromatografickych materialii, ultravysokotlakové LC (UPLC), rychle
skenujicich a o tad citlivéjsich detektor neustale rozsifuji moznosti kvalitnéjsi a rychlejsi analyzy
AK, amini a dalSich ptfibuznych latek. Recentni ukazku excelentni UPLC separace 27 AK béhem
8 min po derivatizaci Cinidlem AQC (AccQeTagTM Ultra reagent) a UV-detekci pfi 260 nm pre-
zentovala firma Waters na 54. konferenci ASMS v Seattlu [16], obr. 7.2.
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Obr. 7.2: Separace 10 pmol 27 fyziologickych aminokyselin pomoci UPLC na koloné Xbridge C18,
2,1x100 mm, sorbent 1,7 um

7.3.4 GC aminokyselin

V GC je transformace pokud mozno vsech protickych funkénich skupin AK a jejich prevedeni na
tékavé derivaty nezbytnou podminkou pro nasazeni této separacni techniky a celé skaly citlivych a
selektivnich detektorti, véetné GC-MS [12,13]. Pfedchozi derivatizacni metody vyzadovaly dlouhé
reak¢ni doby a bezvodé prostiedi (silylace) anebo 2-stupniové metody s odde€lenymi kroky esterifi-
kace karboxylu a nasledné alkylace ostatnich skupin po odpateni pfedchoziho média. Zahtivani
reak¢niho média bylo témét pravidlem a vytézky Casto znacné zavislé na povaze matrice, podmin-
kach reakce, Cistote ¢inidel a rozpoustédel [2, 11].
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Objev schopnosti RCF cinidel esterifikovat okamzité karboxylovou skupinu ve vodne-
alkoholickych roztocich v ptfitomnosti pyridinu zménil podstatné ptistup k derivatizaci protickych,
hydrofilnich sloucenin pro ucely GC stanoveni [12, 17]. A to za témét idealnich podminek, obecné
kladenych na derivatizaci: v pritomnosti katalytickych mnozstvi pyridinu probiha reakce pfimo ve
vodném prostiedi a to pouhym fazovym pievodem, tzv. extrakéni alkylaci. Derivatizace a extrakce
jsou tak spojeny do jednoho kroku a chemicka transformace hydrofilnich latek na organofilni, jez
je vychozim piedpokladem pro GC stanoveni, je zaleZitosti n€kolika sekund, pfipadné minut. Mlu-
vit o derivatizaci v pivodnim slova smyslu zde ztraci vyznam.

Metodika byla optimalizovana pro mastné kyseliny, AK po reakci s ¢inidly ECF a MCF a i
pro jiné tfidy karboxylovych kyselin [17] . Vedle primarni studie analyzy AK ve formeé N(O,S)-
ethoxycarbonyl (EOC) ethylesterti, jez umoznila stanoveni celého spektra proteinovych slozek
v dob¢ krat$i 5 min [18], byl pozd¢ji pro komer¢ni stanoveni ,,EZ-faast™ kitem (Phenomenex, Tor-
rance, USA) pouzit hydrofobnéjsi PCF (propylCF) (obr. 3) [3]. Kit je rovnéZ nabizen pro stanoveni
technikou LCMS, kdy je mozno kvantifikovat i arginin, jez neni na GC-zdznamu piitomen pro
nedostatec¢nou modifikaci guanidiniové skupiny.
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Obr. 7.3: TIC chromatogram GC-MS analyzy standard AK (10 pmol) derivatizovanych kitem EZ-Faast
a analyzovanych na kapilarni koloné¢ ZB-PAAC, 10 m x 0,25 mm, za piedepsanych podminek

Kombinaci ¢inidla a alkoholu o nestejnych alkylech se dosdhlo metodického rozsiteni pfi
zachovani téhoz zakladniho pfistupu a alkoholyza byla potvrzena jako mechanismus tvorby esteru.
Tak byla mj. uspésn€ vyzkousena napi. kombinace IBCF s heptafluorbutanolem (HFB) a AK ana-
lyzovany ve formé N(O,S)-IBOC HFBestert [19].

Pouziti fluorovanych ¢inidel bylo vyhodné pro GC analyzu optickych antipodii AK na chi-
ralnich fazich, jejichz teplotni stabilita je oproti nechiralnim fazim vyrazn¢ omezena. Jelikoz analy-
ty s fluorovanymi alkyly vykazuji obecné nizsi retenci, je jejich eluce v daném teplotnim rozmezi
faze usnadnéna. Tak byly enantiomery analyzovany napt.ve form¢ N-trifluorethyl(TFE) TFEesteru
[20]. Alternativné, pro analyzu enantiomeri AK na nechiralnich, teplotné stabilngjSich fazich byl
vypracovan postup derivatizace menthylchlorformiatem (MeCF) v pfitomnosti methanolu nebo
ethanolu [21].
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V priabéhu dekady se novy metodicky pfistup stal zakladem mnoha aplikaci v nejriiznéjsich
oborech [2, 17]. Byl vyuzit napt. k cilenému stanoveni AK obsahujicich siru nebo selen v moleku-
le, ke stanoveni AK a jinych polyfunkénich latek v klinickych, farmaceutickych a biologickych
preparatech, potravinarskych produktech, vzorcich z kosmu i starozitnych predméti. K analyze
stopovych mnozstvi polyhydroxyaminosloucenin byly syntetizovany komeréné nedostupné chlor-
formiaty s dlouhymi fluorovanymi alkyly [22]:

Ke klinickym aplikacim patii kromé stanoveni profilu AK rovnéz sledovani zastoupeni
vSech kyselych metabolit v télnich tekutinach, krvi a moci. Jiz v polovin¢ 90. let jsme vypracovali
metodicky postup pro soucasné stanoveni keto, amino, mastnych a dikarboxylovych kyselin
v plazmé [23] a v moci [24] po derivatizaci ¢inidlem ECF. Ve svétle novych poznatkt, jez souvise-
ly s tvorbou paralelnich forem u diC4 (jantarova) a diC5 (glutarova) kyselin v disledku snadné
cyklizace na vlastni anhydridy, jejichz teplotni nestabilita znemoziovala jejich stanoveni, jsme
predlozili novy metodicky postup pro derivatizaci metaboliti moce [25]. Zaznam profilu mocovych
metabolit technikou GC-FID je na obr. 4. Tento modifikovany postup byl pouzit i pro plazmatické
kyseliny a je detailn¢ popsan v monografii [2].

Vyzkumem novych derivatiza¢nich ¢inidel separace aminokyselin se zabyvame na pracovisti
Biologického centra. V soucasnosti se jevi velmi perspektivni vyuziti metodiky v metabolomice,
zvlaste po syntéze novych Cinidel s fluorovanymi alkoholy, mj. pentafluorpropyl a heptafluorbutyl-
chlorformiati (PFPCF, HFBCF). Tato syntéza byla uskute¢néna na naSem pracovisti a Siroké spek-
trum pouziti je pfedmétem probihajiciho projektu (GACR, ¢&. 203/04/0192).
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Obr. 7.4: Komplexni GC-MS analyza organickych kyselin véetné AA v lidské moci po derivatizaci metabo-
litd ¢inidlem ECEF in situ [2]

AK maji mezinarodni jednopismenové oznaceni. Zkratky karboxylovych kyselin: 3HIV = 3-OH-
isovalerat, KIV = ketoisovalerat, KMV = ketomethylvalerat, KIC = ketoisokapronat, MMA = me-
thylmalonat, EMA = ethylmalonat, SA = sukcinat, LAC = laktat, 4HB = 4-hydroxybutyrat,

2PB = 2-fenylbutyrat = [.S1., HMG = 3-hydroxy-3-methylglutarat, ADA = adipat, NV = norvalin
(I.S.2), PIM = pimelat, ACA = aconitat, CIT = citrat, 3HP = 3-hydroxyfenylacetat,

4HP = 4-hydroxyphenylacetat, BG = hippurat (benzoylglycine), IAA = indoleacetat, HVA = ho-
movanilat, SHIAA = 5-hydroxyindoleacetat, VMA = vanilmandelat
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7.4 Zavér

Problematice analyzy AK je stale vénovana mimotadna pozornost. Navzdory enormnimu Usili je
jiz od zavedeni klasické IEC metody stale pocitovan nedostatek spolehlivé validovanych metod
pro rychlou separaci a stanoveni této velmi obtizné tfidy latek. Nové technologie vyroby naplni LC
kolon, jejichz produkty jsou vyuzity v technikach UPLC, LC-MS-MS i LC-LIFD, lepsi citlivost
a skenovaci rychlosti hmotnostnich spektrometrii, laserové technologie a v neposledni fadé nové,
rychlé a nenaro¢né zptisoby chemické modifikace smési AK, jak to prokazala metodika pouzivajici
RCEF ¢inidel, oteviraji nové moznosti pii analyze AK, amini a s nimi metabolicky spojenych slou-
cenin.
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Grantové agentufe Ceské Republiky patii nase podékovani za ptidélené finanéni prostiedky na
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8.1 Uvod

Peptidy jsou pfedmétem vyzkumu bioanalytického, biochemického a lékaiského, nebot’ mnoho
z nich jsou biologicky aktivni a nejen v lidském organismu vykonavaji specialni funkce. Nejzna-
proteiny; peptidy slouZi i jako neurotransmitery, hormony, toxiny ¢i antibiotika. Zajem farmakolo-
gického vyzkumu o analogy peptidl jako terapeutika v poslednich letech stoupl; mnoho téchto
latek ma silny ucinek pii velmi nizké davce, a proto farmakologické a farmakokinetické studie
musi byt podpofeny vysoce citlivou a specifickou analytickou metodou. Rada peptidovych a pro-
teinovych sloucenin a analogil je syntetizovana, aby napomahaly studiu metabolismu a pisobeni
v organismu. Kontrola syntézy, identity a Cistoty proto nabyva na dilezitosti. Zde maji také své
nezastupitelné misto vysokouc¢inné separa¢ni metody.

Separace peptidii vzniklych enzymatickym $tépenim bilkovin ¢i bilkovinnych smési je kli-
¢ovym krokem pfii proteomickych studiich. Pro uc¢inné peptidové mapovani je nezbytné kombino-
vat vysokouc¢inné separac¢ni metody s vykonnou detek¢ni technikou, jakou je hmotnostni spektro-
metrie. Casto je tfeba rozpoznat zaménu jedné aminokyseliny v peptidové &i proteinové sekvenci,
nebot’ tato drobna modifikace zméni strukturu molekuly daného peptidu ¢i proteinu, a tak vyznam-
né ovlivni jeho biologickou funkci. Pfikladem miize byt zaména hydrofobni aminokyseliny valinu
za kyselou aminokyselinu kyselinu glutamovou v p-fetezci hemoglobinu. Tato substituce zptisobi,
ze se redukovany protein (bez kysliku) srazi v erytrocytech, které tak ziskavaji typicky srpkovity
tvar a predCasné zanikaji. Vysledkem sniZzeného poctu cervenych krvinek je onemocnéni nazyvané
srpkovita anémie. Vyuziti vysokoucinych separacnich metod pro charakterizace peptidi je nezbyt-
nym krokem pfi tvorbé tzv. peptidovych knihoven. Takovéto databaze, které obsahuji informace
o peptidech riznych velikosti a vlastnosti, jsou diilezité pro farmaceutické spolecnosti ptfi vyvoji
a testovani novych leciv. Lze tak snaze a rychleji urcit protein, peptid ¢i pouze jeho cast zodpoveéd-
nou za bioaktivitu, kterou vyvijené 1é¢ivo ma vykazovat.

Pro studium peptidd a proteintt mame k dispozici chromatografické a elektroforetické sepa-
ra¢ni metody, které vyuzivaji odlisné délici mechanismy, a proto jsou technikami komplementar-
nimi, dopliujicimi se. Kombinace té€chto separacnich technik ndm umoznuje ziskat spolehliva
a nezkreslena data o analyzovaném celku. V nasledujicim textu budou popsany jednotlivé chroma-
tografické metody pouzivané pro déleni peptidi a proteind. Stru¢né budou také popsany elektromi-
graéni metody.
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8.2 Chromatografické separacni techniky

Vylucovaci (gelova permeacni) chromatografie (SEC, size-exclusion chromatography) vyuziva
jeden ze zakladnich principti déleni molekul, a to na zakladé jejich rozdilné velikosti. Vylucovaci
chromatografie je nerovnovazna separacni technika, pfi které se neustavuje rozdélovaci rovnovaha
analytu mezi stacionarni a mobilni fazi a k déleni nedochazi vlivem selektivnich interakci se staci-
onarni fazi. Tato chromatograficka technika vyuziva jako stacionarni fazi nerozpustny porézni gel,
proto se také vzilo oznaceni gelova chromatografie. Pfi prichodu proteini ¢i peptidi kolonou do-
chazi k déleni analytl podle velikosti a tvaru molekul. Malé molekuly jsou schopny penetrovat
hluboko do péru ¢astic stacionarni faze, a tak jsou zpozd'ovany ve svém pruchodu kolonou oproti
velkym molekulam, které do port gelu vstupuji jen ¢astecné, nebo viibec ne. Vybérem sorbentu
o urcité velikosti pord ovlivitujeme rozsah molekulovych hmotnosti analytd separovatelnych na
zvoleném sorbetu (tzv. vylucovaci limit kolony). Rozsifeni vylu¢ovaci chromatografie jako nastro-
je pro separace peptidil a proteind je Gizce svazano s komercni dostupnosti stacionarni faze Sepha-
dex. Podminky eluce pfi vyluovaci chromatografii nezpiisobuji inaktivaci biologické aktivity dé-
lenych latek, a proto je tato technika bézné uzivana jako dulezity krok pfi ¢isténi peptidd, proteint,
rychlost, jednoduchost a univerzalnost pouziti. Rozvoj tohoto typu vysokoucinné kapalinové chro-
matografie nastal v 80. letech 20. stoleti s nastupem semirigidnich (napt. polystyrenovych) a rigid-
nich (silikagelovych) Castic s jednotnou a dostate¢nou velikosti porti pro vstup bilkovin. Aplikacni
pole vylucovaci chromatografie ovSem neni omezeno jen na separaci a/nebo Cisténi peptida a pro-
teindl, které se vyznamné 1isi svoji velikosti. Vyluovaci chromatografii lze také vyuzit ke zméné
prostiedi vzorku, jako je tomu pii odsolovani bilkovin (obecné oddéleni nizkomolekularnich latek
od vysokomolekularnich) pted naslednou chromatografickou analyzou, a pfedevs§im jako nastroj
k urceni molekulové hmotnosti neznamé latky na zakladé porovnani retencnich charakteristik ne-
znamé latky a latek standardnich o znamé molekulové hmotnosti.

Iontové vyménna chromatografie (IEC, ion-exchange chromatography) byla prvni chro-
matograficka technika pfevedend z klasického sloupcového uspotadani do vysokoucinné formy,
i kdyz tlakova odolnost tehdejSich iontové vyménnych kolon byla velice nizka. Velky pokrok v
iontové vyménnych materidlech pro HPLC nastal v 70. letech 20. stoleti, kdy se zacaly pouzivat
iontoménicové materialy na bazi silikagelu. Hlavnim aplikaénim polem IEC je purifikace bilkovin.
IEC je Casto jednim z krokti pti tomto procesu, nebot’ prakticky vSechny proteiny maji povrchovy
naboj umoziujici jejich interakci s iontoménicovou stacionarni fazi. Peptidy a proteiny vykazuji, na
zéklad¢ funkénich skupin obsazenych v jejich struktufe, celkovy kladny nebo zaporny naboj, ktery
zavisi na hodnoté izoelektrického bodu peptidu ¢i proteinu a na pH okolniho prostiedi. Neékteré
peptidy ¢i proteiny budou tedy pii zvoleném pH kladn€ nabité, jiné zaporné nabité. Této vlastnosti
peptidi a proteint je vyuzito pfi iontové vyménné chromatografii. Mechanismus déleni, ktery se
uplatiuje pii IEC, vyuziva reverzibilni elektrostatické ¢i iontové interakce mezi nabitymi analyty
(peptidy, proteiny nebo solemi) v mobilni fazi a nabitymi iontové vyménnymi skupinami stacio-
narni faze. Pti déleni IEC se mohou uplatiovat i jiné procesy jako adsorpce ¢i hydrofobni interak-
ce. lontové vyménné stacionarni faze jsou silikagelové materialy ¢i materialy na bazi organickych
polymert, které obsahuji ve své struktufe negativné nabité funkéni skupiny (méni¢ kationtll) nebo
pozitivné nabité funkcni skupiny (méni¢ aniontli). Ménice kationt a aniontll jsou dale podle pii-
tomnych funkcnich skupin dale déleny na slabé a silné. Peptidy ¢i proteiny, s opacnym nabojem
nez ma stacionarni faze, soutézi se stejné nabitymi ionty z mobilni faze o funkcni skupiny stacio-
narni faze a jsou tak d€leny. Pii pouziti eluce s gradientem iontové sily jsou peptidy a proteiny
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eluovany z kolony podle své stoupajici afinity k meénici. V oblasti analyzy peptidid je iontoveé vy-
meénna chromatografie vytlacovana reverzni chromatografii, pfedevsim pro jeji univerzalni pouziti.
I pfes tuto skutecnost se iontové vyménna chromatografie v posledni dobé opét dostava do poptedi
zajmu jako metoda alternativni pravé k reverzni chromatografii pro déleni peptidi. Dalsim dtvo-
dem vzrustajici oblibenosti IEC je skutecnost, ze témét vzdy zlstava zachovana biologicka aktivita
délenych latek a také tato metoda umoznuje jednoduchym zptisobem zakoncentrovat zfedéné vzor-
ky peptidi a proteind.

Chromatografie s reverznimi fazemi (RPC, reversed phase chromatography) je dilezitou
a ucinnou metodou identifikace, charakterizace a ¢isténi peptidil, peptidovych smési a bilkovin.
Diky témto atributim je reverzni chromatografie nepostradatelnou technikou nejen v analytickych
laboratotich, ale i v biofarmaceutickém primyslu, kde velice rychle roste mnozstvi peptidovych
a proteinovych 1éCiv a peptidové mapovani se stalo standardni metodou identifikace, zjisténi stabi-
lity a shodnosti produkovanych Sarzi terapeutik bilkovinné povahy. RPC je u¢inna separac¢ni meto-
da aplikovatelna na Siroky okruh analytil, latky nepolarni i latky iontové povahy. Mechanismus
déleni v reverzni chromatografii je kombinaci tii interakci, a to interakce analytu s mobilni fazi,
interakce mobilni a stacionarni faze a distribuce analytu mezi mobilni a stacionarni fazi. Nejpouzi-
van¢jsi stacionarni faze v RPC jsou chemicky vazané faze, nebot’ maji fadu vyhod, mezi které patii
dostupnost fazi s velkym rozsahem polarity a v dostatecné Cistoté, velké aplikacni pole, rychlé usta-
vovani rozdélovaci rovnovahy a moznost jejich kombinace s vodnymi mobilnimi fdzemi, coz
usnadnuje aplikaci na biologické vzorky se slozitou matrici (krev, plasma, moc). Vlastnosti che-
micky véazané faze zavisi na druhu a koncentraci funk¢énich skupin, kterymi jsou nejcastéji okta-
decylové C18, oktylové C8, butylové C4 ¢i fenylové skupiny. Klasickym a nejdéle pouzivanym
nosi¢em reverzni chemicky zakotvené stacionarni faze je silikagel. Zptsob piipravy velice Cistého
silikagelu i postupy zachyceni chemicky vazané faze na silanolové skupiny, které jsou lokalizova-
ny na povrchu silikagelu, jsou dobie propracovany a popsany. V dnesni dob¢ existuje velka varia-
bilita charakteru komercn¢ dostupnych reverznich silikagelovych fazi. Separace latek peptidového
a proteinového charakteru, stejné jako jinych biologicky aktivnich latek, predev§im s bazickymi
oblastmi ve své struktufe, jsou na kolonach se silikagelovym nosi¢em komplikovany nezadoucimi
jevy, mezi které patii predevsim interakce se zbytkovymi, nezreagovanymi silanolovymi skupinami
silikagelového nosiCe stacionarni faze. Tyto sekundarni interakce zplisobuji nezadouci adsorpci
délenych latek, zna¢n¢ komplikuji retencni mechanismus, zhorSuji separacni ucinnost, symetrii
pika a také moznost identifikace a kvantifikace. Jednou z moznosti, jak snizit nezadouci silanofilni
interakce, je dodatecnd uprava silikagelového nosice navazanim alkylovych skupin, tzv. endcap-
ping. Dalsi moznosti zlepSeni prubehu separace problematickych analytli je piidavek iontové paro-
vych ¢inidel nebo pufrti o nizké hodnoté¢ pH do vodné organické mobilni faze. V neposledni fadé
1ze pouzit kolony specialné urcené pro analyzu problematickych latek, at uz na bazi silikagelu ¢i na
bazi jinych materialti (polymery, oxidy zirkonu, titanu ¢i hliniku). Pfikladem specialni silikagelové
stacionarni faze je napfiklad silikagel modifikovany pentafluorfenylovymi skupinami. Pentafluor-
fenylové stacionarni faze jsou schopné délit urcité skupiny problematickych analytli s vybornou
selektivitou a jeji dal§i vyhodou je snadna prenesitelnost metody vypracované pro C18 kolony.
Fluorovana stacionarni faze se vyznacuje dobrymi tvary piki a zvysSenou stabilitou v porovnani
s klasickymi silikagelovymi materialy. Je tedy vhodna pro spojeni LC/MS, kdy nizka ztrata stacio-
narni faze (tzv. low bleed) je nutnosti. Pentafluorfenylpropylova stacionarni faze je komplementar-
nim HPLC materidlem pro reverzni analyzy peptidi a je vyuzivana pro rychlé LC/MS analyzy
komplexnich smési analyti, bazickych 1é¢iv a jejich metabolitd.
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Obecné vsak maji kolony na bazi silikagelu omezenou chemickou stabilitu, ktera souvisi
s pevnosti vazby mezi silikagelem a chemicky vazanou fazi pfi nizkém pH (pH < 2) a naopak roz-
pustnosti silikagelovych ¢astic v bazickych roztocich (pH > 7-8). I tepelna stabilita silikagelovych
kolon je omezena, limitni hodnotou je vétSinou 70 °C. Nevyhody silikagelovych nosict se projevu-
ji nejen u klasickych kolon, ale i u specialn€ upravenych materialti. Trendem poslednich let je sna-
ha nahrazovat silikagelové nosice reverznich chemicky vazanych fazi stabiln¢j$imi materialy. Re-
verzni kolony na bazi organickych polymert jsou stabilni v Sirokém rozsahu pH, nemaji zbytkové
aktivni skupiny, ale také vykazuji rusivé interakce s analyty, napt. kromé hydrofobnich interakci se
objevuji i vyluovaci efekty. Velice slibnymi materidly pro reverzni chromatografii jsou faze na
bazi oxidu zirkonicitého, titani¢itého a hlinitého. Zatim se jako nejvhodnéjsi alternativa jevi oxid
zirkoniCity, ktery se v porovnani se silikagelem vyznaCuje vétsi chemickou stabilitou v kyselé
i alkalické oblasti (rozsah pH 1-12) a podstatné vyssi teplotni stabilitou, az do 200 °C. Moznost
separace pti vysSich hodnotach pH vyrazné rozsifuje aplikacni moznosti sorbentti, 1ze tedy analy-
zovat i silng bazické latky. Termostatovani chromatografického systému na vyssi teploty snizuje
viskozitu mobilni faze, umoziuje tedy zvysit pratokovou rychlost, a pozitivné ovliviiuje kinetiku
separac¢niho dé&je, coZ se projevuje zejména zlepSenim symetrie pikt. Za vysSich teplot dochazi i ke
zkraceni doby analyzy, coz je velkym piinosem hlavné ve farmaceutickych a klinickych laborato-
fich, kde se analyzuji velkd mnozstvi vzork.

Separace peptidt a proteind v RPC vyuzivaji jak izokratickou, tak i gradientovou eluci. Jako
mobilni faze se pouzivaji smesi vody a organického rozpoustédla (acetonitril, methanol, tetrahydro-
furan) v riznych objemovych pomérech. Do mobilni faze jsou dale piidavany modifikatory jako
kyselina fosforecna, trifluoroctova ¢i heptafluormaselna kyselina, jejichz typ a koncentrace ma
velky vliv na selektivitu separace peptidl a proteint.

Hydrofobni interakéni chromatografie (HIC, hydrophobic interaction chromatography) se
v poslednich letech stala velmi dtlezitou technikou vyuzivanou pro separace proteini i peptidu.
Vyhodou této metody je minimalizace ¢i uplné odstranéni nebezpeci denaturace peptidi a bilkovin,
ktera je velice ¢astym problémem pii pouziti reverzni chromatografie. Ackoliv je separacni mecha-
nismus uplatnujici se u HIC a RPC obdobny, déleni je zalozeno na relativni sile interakci mezi
nepolarni stacionarni fazi a hydrofobnimi ¢astmi separovaného peptidu ¢i proteinu, 1ze mezi obéma
metodami nalézt nékolik zdsadnich odli$nosti. RPC a HIC techniky se jednak li§i pouzivanymi
sorbenty. Na nosic¢ stacionarni faze jsou v ptipadé¢ HIC navazany ligandy, které jsou mnohem mén¢
hydrofobni v porovnani s ligandy v RPC (napiiklad hydroxypropyl, methyl, butyl, benzyl). Také
hustota navazaného ligandu je odlisnad — HIC kolony maji vyrazné nizsi hustotu pokryti nosice nez
reverzni stacionarni faze. Dal§im vyraznym rozdilem HIC techniky od reverzni chromatografie je
pouzivani vodné mobilni faze o vysoké iontové sile a neutralnim pH. Neni tedy tfeba aplikovat
mobilni faze o nizkém pH a obsahujici organicka rozpoustédla tak, jak je tomu pii RPC.

Afinitni chromatografie (AC, affinity chromatography) je metoda, kterd v poslednich le-
tech zaznamenava velky rozvoj v disledku zvySeného zajmu o biomedicinskou a biotechnologic-
kou problematiku. Afinitni chromatografie je povazovana za techniku, ktera za poslednich zhruba
30 let nejvice ovlivnila v pozitivnim smyslu proces ¢isténi biomolekul. Diky vysoké specifité této
techniky postacuje pro t¢innou purifikaci pouze jediny krok, béhem n¢hoz zlistdva zachovana bio-
logicka aktivita nadavkovaného vzorku. Afinitni chromatografie vyuziva schopnosti biomolekul se
pevné, specificky a reverzibiln€ vazat na tzv. komplementarni latky, kterymi mohou byt jejich sub-
straty, kofaktory, prostetické skupiny, receptory ¢i protilatky. Dé¢leni separovanych biomolekul
zavisi na jejich konformaci a vazebné afinité k ligandu, imobilizovanému na vhodném nosici (sili-
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kagel ¢i syntetické hydrofilni gely). Afinitni interakce se velmi lisi svou silou a speficitou. Ptikla-
dem vysoce specifické interakce je vazba protilatky na jeji antigen. Naopak vazba mezi konkanava-
linem A jako ligandem a glykoproteiny jako délenymi analyty je méné specificka, a proto je kon-
kanavalin A fazen mezi tzv. multifunk¢ni ligandy se skupinovou selektivitou. Kromé jinych krité-
rif, jakymi jsou vybér vhodného nosice, zplisobu a podminek navazani ligandu, je volba ligandu
krok odpovidajici za uspéch ¢€i netspéch tohoto typu chromatografie. Afinitni chromatografie je
vSeobecné povazovana za nejvice specifickou délici techniku uzivanou pfi analyze biomolekul. AC
je také dillezitym nastrojem pii studiu interakci mezi bilkovinami ¢i mezi bilkovinami a peptidy.

8.3 Elektromigracni separacni techniky

Elektromigra¢ni metody lze vedle chromatografickych metod pouzit k analyze peptidii a proteinti.
K déleni latek dochézi v elektrickém poli vlivem rozdilného néboje a tvaru; analyty pak maji roz-
dilnou elektroforetickou pohyblivost. Elektromigra¢ni metody Ize realizovat v plo§ném nebo kapi-
larnim uspotadani. Z plo$nych technik se pro analyzu peptidii a proteind pouziva gelova elektrofo-
réza (SDS — PAGE). Polyakrylamidovy gel (PAGE) je umistén mezi dvéma sklenénymi deskami
a k denaturaci peptidl a proteinid je pouzit negativné nabity detergent dodecylsulfat sodny (SDS).
Denaturované peptidy a proteiny pak maji stejny negativni naboj a rychlost migrace v gelu je pak
funkci pouze velikosti molekuly. Gelovou elektroforézu Ize provadét i v kapilarnim formatu. Kapi-
larni gelova elektroforéza (CGE, capillary gel electrophoresis) vyuziva stejny dé€lici princip
a stejné typy geld jako plosna technika. V poslednich letech se zacaly v CGE vyuzivat jako sepa-
racni média tzv. fyzikalni gely, které nejsou sitovany pomoci chemické vazby a lze je tak snadno
vyménit po kazdé analyze.

Kapilarni zénova elektroforéza (CZE, capillary zone electrophoresis) je technika, pii které
délené latky musi nést naboj, aby se v elektrickém poli pohybovaly a mély nenulovou elektrofore-
tickou pohyblivost. CZE se provadi v kfemennych kapilarach naplnénych vhodnym elektrolytem,
pufrem o rizné hodnoté pH. V ptipadé silné adsorpce délenych latek na stény kapilary nebo nere-
produkovatelnych migrac¢nich Casti se pouzivaji modifikované kapilary, jejich vnitini povrch je
potazen vhodnym polymerem.

Micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC, micellar electrokinetic chromato-
graphy), jako dalsi elektromigracni technika, vyuziva pfidavek povrchové aktivnich latek do za-
kladniho elektrolytu; dojde tak k vytvoreni tzv. pseudostacionarni faze. Techniku MEKC lze tadit
mezi dvou dimensionalni techniky, nebot’ zde ve stejném prostoru a ve stejném case dochazi ke
kombinaci déleni na zakladé naboje a hydrofobnosti. Hydrofobni interakce a nasledné déleni pro-
biha na fazovém rozhrani elektrolytu a povrchu micel, zatimco separace na zakladé naboje probiha
v elektrolytu.

Pro separace biomolekul amfolytické povahy, mezi které peptidy a proteiny bezesporu patii,
lze vyuzit dal$i elektromigracni techniku, a to kapilarni izoelektrické zaostrovani (IEF, isoelect-
ric focusing). Tato metoda déli molekuly podle jejich izoelektrickych bod®; tedy hodnoty pH, pfi
které¢ ma dana molekula stejny pocet kladnych a zapornych nabojui a navenek je tedy elektroneut-
ralni.

Metodou kombinujici principy chromatografické a elektromigracni a vyuzivajici vyhodné
vlastnosti obou metod je kapilarni elektrochromatografie (CEC, capillary electrochromato-
graphy). CEC je metoda, ktera se velmi rychle rozsifuje do analytické praxe. Separace probiha
v kapilarach, které jsou naplnény stacionarni fazi, a priitok mobilni faze je zajist'ovan elektroosmo-
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tickym tokem. Ziskan je tak rovny profil pritoku mobilni faze, ktery umoziuje dosazeni velmi
ucinnych separaci. Vyhodou této metody je moznost automatizace pro tzv. high-throughput analy-
zy, analyzy velkého poctu vzorkd. Ve spojeni s hmotnostni detekei je silnym nastrojem pro charak-
terizaci peptidii obsazenych ve slozitych vzorcich bilkovinné povahy

8.4 Zavér

Analyza latek peptidové povahy je prvotrada a klicova pro fadu obord na pomezi chemie a biologie,
naptiklad biochemii, molekularni a bun&énou biologii ¢ lékaisky vyzkum. Usp&iné fedeni této
problematiky neni mozné bez vysokoucinnych separacnich technik, které je navic vhodné kombi-
novat s hmotnostni spektrometrii jako detekéni technikou. Stale se zvySujici slozitost analyzova-
nych vzorkl, vétsi komplexnost matrice, vyzaduje neustaly vyvoj v oblasti separacnich technik.
Kromég vyvoje v oblati materiall pro stacionarni faze (nosice, ligandy) dochazi k neustalému zmen-
Sovani separacnich sytému pii zachovani, nebo i zlepSeni, jejich UcCinnosti a selektivity. Proces
zmensovani se kromé pouzivané instrumentace samoziejmé tyka i pouzitych separacnich médii.
Pouzivaji se kratsi kolony o mensim primeéru naplnéné mensimi Casticemi. Dfive byly standardné
pouzivany cCastice o pruméru 5 um, nyni jsou bézné ¢astice o priméru 1-2 um. Je tak dosahovano
velmi ucinnych a rychlych analyz. Velky zlom v oblasti stacionarnich fazi zptisobily monolitické
kolony, které se velice rychle rozviji a nachazi uplatnéni v mnoha oblastech bioanalytického vy-
zkumu. Dal$im smérem vyvoje bioanalytiky jsou multidimensionalni separacni techniky, které
kombinuji vice separacnich mechanismi; naptiklad pro peptidii je velice vyhodné spojeni vyluco-
vaci Ci iontové vyménné chromatografie s reverzni chromatografii ¢i spojeni reverzni-reverzni
chromatografie.

V pirednasce budou podrobnéji diskutovany vybrané vysokoucinné sepracni techniky pouzi-
vané pro latky peptidové povahy. Kromé vybéru vhodné kolony a mobilni faze budou uvedeny
parametry ovliviwyjici selektivitu a retenci a konkretni ptfiklady vyuziti jednotlivych instrumental-
nich technik. Nejvice Casu bude vénovano vysokoucinné kapalinové chromatografii s reverznimi
fazemi jako technice vykazujici nejenom vysokou separacni Uc¢innost, ale také velkou univerzal-
nost, a tedy vyuzitelnost pro Siroké spektrum analytli o riznych vlastnostech.
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9. SEPARACE PROTEINU A PROTEOMIKA
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hudecek@natur.cuni.cz

Chceme-li se podrobnéji zabyvat metodami separace proteind, je vhodné zacit od stru¢ného piehle-
du separacnich metod, které se postupné prosadily v proteinové chemii, a v dal§im se zaméfit na
specialni potfeby proteomiky a postaveni separa¢nich metod v proteomickém vyzkumu.

9.1 Separacni metody v chemii proteinii

Chemie proteind se zabyva studiem vlastnosti (struktury, funkce, reaktivity, stability atd.) jednotli-
vych proteinti. Odtud vyplyva zasadni vyznam separacnich metod pro tento obor: jejich tkolem je
ziskat studovany protein z vychoziho biologického materialu (izolace a purifikace proteinu, prepa-
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Hlavni problémy pii izolaci proteint vyplyvaji z téchto skutecnosti:

a) Biologicky material je komplexni a obsahuje velké mnozstvi (fadovée tisice az desetisice) Casto
jen velmi malo chemicky odlisnych bilkovin, samoziejmé vedle fady dalSich sloucenin riznych
typt. To si vynucuje pouziti dostateéné selektivnich separacnich metod, nejcastéji je nutno pouzit
kombinaci po sobé nésledujicich separacnich krokt, pfi nichZ postupné zmensujeme pocet protei-
novych komponent soustavy. (Obvykle o néco vyhodné&jsi je situace pfi izolaci rekombinantnich
proteinti v molekuldrni biologii - izolovany protein casto tvofi znacny podil celkového mnozstvi
bilkovin, navic je mozné jej vhodnym zptisobem modifikovat a usnadnit tak jeho purifikaci.) Po-
sloupnost pouzitych metod vétS§inou neni mozné libovolné ménit, typicky je napf. nutno zacinat
metodami s vysokou kapacitou (Casto maji nizsi selektivitu) a postupné prechazet k selektivnéjsim
postuptim s niz§i kapacitou. (Nékdy se v tomto smyslu purifikaéni postup déli na tii faze - oznaco-
vané jako "capture, purification and polishing", v praxi mize byt ale pocCet purifika¢nich krokt
rizny.)

b) Proteinové molekuly jsou relativné velmi citlivé vici vnéjSim vlivim. Tento faktor je velmi
dilezity, nema-li byt izolovany protein pozménén proti své pivodni (v §ir§im slova smyslu nativni)
struktuie, a nema-li byt nasledujici zkoumani izolované bilkoviny ovlivnéno artefakty. Omezuje se
tim vybér metod a technik a celd izolace musi byt provadéna za podminek, které chrani izolované
proteiny (sniZena teplota, ptidavek inhibitort proteolytickych enzymt, kosmotropnich ¢inidel atd.).
Pti analytickém pouziti separa¢nich metod je naproti tomu Casto mozné pfipustit urcité omezené
strukturni zmény analyzovanych molekul.

Piehledné je mozno separacni metody nejcastéji pouzivané v chemii proteint rozdélit do tfi
velkych skupin, které jsdou popsany dale.

9.1.1 Separace na zakladé rozdila v rozpustnosti

K témto metodam patii historicky nejdéle pouzivané izolacni postupy (vsolovani a vysolovani,
frakcionace sraZzenim), mnohé z nich se vsak staly také standardni soucasti molekularné biologic-
kych pracovnich protokoltl (napt. rozpousténi tzv. inkluznich télisek pomoci ptidavku chaotropnich
¢inidel).
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V podstate se tento de€lici princip uplatituje prakticky pfi vSech experimentech, obvykle totiz
biochemicka prace s biologickym materidlem zacina jeho dezintegraci a extrakci (solubilizaci). Ve
vétSing pripadd tedy dochazi i k ur¢itému vydéleni nejméné dvou zakladnich frakei, totiz téch pro-
teint, které se podafilo prevést do roztoku, a (danym postupem) nerozpusténych (neextrahovanych)
proteind. Pfi védomém vyuziti rozdili v rozpustnosti (napf. postupna extrakce roztoky se stoupajici
koncentraci soli, detergentll, chaotropti atd.) je mozno ziskat hned né€kolik frakci. Velmi casto pou-
zivanym postupem je také vysolovani (frakéni srazeni) siranem amonnym.

Selektivita téchto postupti je velmi nizka, jde vSak obvykle o pfistrojoveé a pracovné nena-
ro¢né, rychlé metody s vysokou kapacitou, pfi nichz je mozno zpracovavat velké objemy biologic-
kého materialu (tvoii obvykle zaklad faze "capture").

9.1.2 Chromatografické separace

Pfi izolaci proteini se uplatiiuje vyhradné kapalinova chromatografie, volba stacionarnich fazi
a konkrétniho provedeni je obvykle omezena pozadavkem na jejich "biokompatibilitu" (v praxi to
omezuje preparativni pouziti vétsiny hydrofobnich stacionarnich fazi a vétSiny nevodnych rozpous-
tédel, ktera obvykle denaturuji proteiny, fada proteinti také $patné snasi zvyseny tlak). Z pohledu
separac¢niho principu lze odd¢lit gelovou permeacni chromatografii od ostatnich metod, které by
bylo mozno chapat jako modifikace adsorpéni chromatografie s riznou mirou selektivity interakce
mezi délenymi proteiny a sorbentem.

Gelova permeacni chromatografie (SEC) proteind vyuziva obvykle hydrofilnich gelti na bazi
polysacharida (dextran, agarosa) nebo polyakrylamidu s riiznym stupném zesiténi a déleni probiha
podle (hydrodynamické) velikosti molekul, v analogickych fadach molekul pak prakticky podle
relativni molekulové hmotnosti (nejveétsi molekuly jsou eluovany s Celem mobilni faze, molekuly
v pracovnim rozmezi gelu postupné podle své klesajici velikosti).

Také v dalSich chromatografickych separacich se vyuzivaji nejcastéji sorbenty na bazi modi-
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fikovanych hydrofilnich geld. Na jeden pol selektivity "adsorpcné" chromatografickych metod by
bylo mozno zafadit afinitni chromatografii, v idealnim piipadé (v realném svété vsak dosti vzac-
ném) umoziujici ziskani Cistého izolovaného proteinu z komplexniho extraktu v jediném kroku.
Podstatou této metody je vyuziti specifickych biologickych interakei mezi izolovanym proteinem
a dalsi slouceninou ("afinantem"). Tento afinant je imobilizovan na stacionarni fazi (obvykle s
pomoci tzv. raménka, které zarucuje jeho sterickou dostupnost) a pii aplikaci vzorku "vychytava"
svého vazebného partnera, izolovany protein. Eluce probiha vytésiovacim mechanismem po "od-
myti" balastnich proteinil (adsorbovanych jen slab&, nebo viibec ne), pouziva se pti ni bud’ pridavek
volného afinantu do mobilni faze, nebo takova zména vnéjsSich podminek (pH, iontova sila), ktera
vede k uvolnéni interakce a eluci navazaného proteinu (to je piipadné mozné realizovat v nékolika
krocich a ziskat tak frakce se stoupajici afinitou k zakotvené sloucening).

Jako afinant je mozné pouzit protilatku k izolovanému proteinu (v tomto pripadé ma afinitni
chromatografie obvykle nejblize k idealnimu, bioselektivnimu provedeni), substraty enzymi nebo
jejich analogy, oligo- a mononukleotidy apod. Vyuziva se také znamych interagujicich dvojic slou-
¢enin (napf. avidin-biotin) s tim, Ze se jeden z interak¢nich partnert uméle pfipoji na izolovany
protein jako jakasi "jmenovka" (tag). Vyhodou tohoto piistupu (ktery je stale vice vyuzivan zejmé-
na v molekularni biologii, kde je k dispozici fada riznych "tagi" na bazi antigennich peptidi
apod.) je moznost pouZzit opakované stejnych protokoll, poptipadé komeré¢né dodavanych sorbentd,
pro izolaci riznych proteind. Pravdépodobné nejznaméjsi a nejrozsifenéjsi aplikaci tohoto pFistupu
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je pouziti tzv. His-tagti, histidiny bohaté sekvence exprimované soucasné€ s izolovanym proteinem.
Tato sekvence slouzi jako "kotva" pro sorbci izolovaného proteinu na Ni-chelata¢ni kolonu, ze
které je po odmyti balastnich slou¢enin pozadovany protein eluovan obvykle pufrem s obsahem
imidazolu.

Praveé popsana metoda ukazuje na moznosti ptrechodd od "absolutni selektivity" biochemic-
kych interakci v afinitni chromatografii pfes skupinové selektivni sorbenty napf. v chelatacni
chromatografii, vyuziti interakci lektind s oligosacharidovymi strukturami glykoproteind, tzv. hyd-
rofobni chromatografii (pfi které jsou na hydrofilnim sorbentu imobilizovany hydrofobni fetézce
napf. oktylu nebo fenylu a k eluci se pouziva vodna mobilni faze) az po metody, které se obvykle
pfimo k adsorb¢ni chromatografii nepfifazuji, jako je iontové vymeénna chromatografie s velmi
Sirokou selektivitou pro kationty nebo anionty. Také v tomto ptipad¢ se v proteinové chemii pouzi-
vaji obvykle ionexy na bazi hydrofilnich gela.

Pouziti klasickych anorganickych hydrofilnich sorbent je v separaci proteini velmi omeze-
né (s vyjimkou hydroxyapatitu pro docistovani proteinovych preparatil), naopak se v soucasnosti
lze stale Castéji setkat s vyuzitim chromatografie s reverzni fazi na bazi specidlnich biokompatibil-
nich sorbentt, ¢astéji ovSem stale k analytickym ucelim nezli pro preparaci vétSich mnozstvi pro-
teinti. Tato oblast proziva v dnesni dobé bouflivy rozvoj.

9.1.3 Elektromigra¢ni metody

Také tyto metody se uplatiiuji v proteinové chemii spiSe pro analytické ucely nebo pro preparaci
malych mnozstvi proteinti. Z hlediska mechanismu separace je Ize zhruba rozdélit na elektrofore-
tické metody, izotachoforézu a izoelektrické fokusace.

Spole¢nym technickym problémem vyuziti téchto metod je - vedle odvodu tepla vznikajiciho
prichodem proudu - nutnost stabilizovat separované zony proti promichavani konvekei a difuzi.
Lze pouzit n¢kolika pristupl: nejrozsifenéjSim je stabilizace hmotnym nosicem (dnes obvykle ge-
lem) nebo provedenim separacniho déje v kapilafe. Oba piistupy vSak omezuji méfitko metody
prakticky pouze na analytické vyuziti. Zvétseni Skaly separace umoziuje pouziti stabilizace hustot-
nim gradientem nebo provedeni separace ve specialnich labyrintovych celach se semipermeabilni-
mi membranami, obyc¢ejné v kombinaci s délenim izoelektrickou fokusaci.

Velkého rozsiteni jako analytickd metoda v biochemickych laboratotich dosahla diskontinu-
alni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS (fakticky kombinace izotachofore-
tického a elektroforetického déliciho kroku). Tato metoda slouzi k odhadu relativni molekulové
hmotnosti proteind a rutinné se vyuziva také pro zakladni charakterizaci ¢istoty bilkovinnych pre-
paratii.

Repertoar elektroforetickych metod rozsitily v nedavné minulosti také tzv. pfenosové (bloto-
vaci) techniky, pfi nichz se separované zény proteinti pfenesou (napt. elektroforeticky s vyuzitim
nizkého napéti) z déliciho gelu na vhodnou membranu (nitrocelulosovou, PVDF), kde mohou snaze
reagovat i s makromolekuldrnimi vazebnym partnery, napf. protilaitkami (tzv. Western blot).
Z hlediska moznosti automatizace vyhodnocovani jsou nejperspektivnéjsi kapilarni metody (s moz-
nosti kombinovat elektromigracni separaci s chromatografickou), kde lze registrovat postupny pri-
chod separovanych latek podobn¢ jako pii chromatografii.

Vedle metod z uvedenych tii skupin se mohou - zejména napf. pii oddélovani nizkomoleku-
larnich kontaminant preparatu - uplatnit jest¢ dalsi postupy jako déleni na zakladé velikosti Castic
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(ultrafiltrace a dialyza), na zakladé rozdilti v hustoté (ultracentrifugace), na zakladé rozdilt ve sta-
bilité vici tepelné denaturaci, frakcionace tokem v silovém poli apod.

K hodnoceni prubéhu a efektivity separace je nezbytné, abychom mohli méfit néjakou cha-
rakteristiku A, typickou (a co mozna vylu¢nou) pro dany protein (napf. enzymovou aktivitu, in-
terakci s protilatkou). Separacni postup je pak mozné hodnotit bud’ na zakladé vytézkt jednotlivych
krokt (tj. pomoci extenzivnich veli¢in typu £4), nebo Castéji pomoci tzv. faktord nacisténi, pomoci
"specifickych", intenzivnich veli¢in, kde je charateristika 4 vztaZzena na néjakou jinou extenzivni
veli¢inu, obvykle celkovy obsah proteinu. Ackoliv jde o velmi obvykly postup, je tieba si uvédo-
mit, Ze prakticky neexistuje spolehlivd metoda pro stanoveni "celkového obsahu proteinu" v urci-
tém preparatu. Omezuje to zejména mezilaboratorni srovnavani vysledkt separaci, resp. kvality
preparatil.

9.2 Separacni metody v proteomice

Proteomika se rozvinula v poslednim desetileti jako samostatna disciplina, zabyvajici se soubory
proteinti (proteomy). Pojem proteomu byl vytvotren jako analogie k pojmu genom (= soubor gent
daného organismu) a vznikl v reakci na zjisténi, Ze neni pfima korelace mezi existujicimi geny (tj.
genomem) a tim, jaké proteiny se v urcité butice v daném c¢ase vyskytuji (tj. proteomem v uzsim,
puvodnim slova smyslu). Tato disproporce mezi genomem a proteomem ma celou fadu pficin:

1. Uz na trovni regulace transkripce probihd urcita "selekce", takze pocet riznych mRNA je vy-
razné mensi nez pocet gentl

2. Mnozstvi ur¢itého proteinu v burnce je fizeno jak rychlosti jeho syntézy, tak jeho "polocasem
rozpadu", takze neni pfimé korelace mezi irovni mRNA a trovni jejiho produktu.

3. Proteiny mohou podléhat riznym posttranslaénim modifikacim, takze jednotlivym mRNA muze
odpovidat nékolik produkta.

Protoze jednotlivé Zivotni funkce jsou realizovany proteiny a nikoliv geny, je s ohledem na
vyse zminéné rozdily genom—proteom nezbytné samostatné zkoumat i proteom, v soucasnosti se
pod timto pojmem obvykle rozuméji i soubory proteini, vyskytujici se v urcitych tkanich nebo
napf. t€lnich tekutinach.

9.2.1 Dvourozmérna elektroforéza

Piivodni a dodnes pievladajici pfistup k proteomice je "katalogizacni" (proteome mining) a je spo-
jen zejména s pouzitim kombinace velkého potencialu separacni metody oznacované neptresné¢ jako
dvourozmérna elektroforéza (2D-E, ve skutecnosti jde o obvykle o kombinaci izoelektrické fokusa-
ce a elektroforézy ve dvou na sebe kolmych smérech) s detekénim potencialem hmotnostni spekt-
rometrie (MS), ktera umoziuje identifikaci proteinti na zaklad¢ analyzy peptidovych Stépd, ziska-
nych z nich trypsinem nebo jinymi specifickymi proteasami (obvykle metodou MALDI-TOF),
popt. stanovenim sekvence na zakladé fragmentace molekularnich iontd.

Kombinace 2D-E/trypsinolyza/ MALDI-TOF je natolik typicka a sehrala ve vyvoji proteo-
miky takovou ulohu, Ze se obcas chape jako synonymum samotného pojmu proteomika. Proto je na
misté se vénovat podrobnégji pouzitému separacnimu postupu (schema pribéhu takové analyzy
prinasi obr. 9.1, detekci proteini MS popiSeme pozdéji). Zakladem je, stejné jako pii purifikaci
proteint, extrakce biochemického materialu; diraz je ovsem v tomto piipad¢ kladen spiSe na tpl-
nost extrakce nez na zachovani funk¢né nativniho stavu proteind. Extrakt je rozdélen nejprve izoe-
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lektrickou fokusaci v polyakrylamidovém gelu s imobilizovanym gradientem pH, dnes v pievazné
vétSing piipadll pomoci komeréné dostupnych "prouzkd" (IPG strips). Po této prvni separaci, zalo-
zené na rozdilech v izoelektrickych bodech proteint, je k prouzku "dopolymerovana" tenka vrstva
(slab) polyakrylamidového gelu a provedena separace elektroforézou v denaturujicim (obvykle
i redukujicim) prosttedi v pfitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS). Tento ionogenni detergent
udéluje v podminkach separace proteinim zaporny naboj, jehoz velikost je (s jistou aproximaci)
umérna velikosti molekul, resp. jejich relativni molekulové hmotnosti (jinak fe¢eno, pomér na-
boj/hmotnost je viceméné konstantni). Dé¢leni takto nabitych ¢astic pak probiha v zavislosti na veli-
kosti porti polyakrylamidového gelu ("hustote", obvykle se vyjadiuje v procentech sitovaciho Cinidla
v polymerac¢ni smési). Kombinaci téchto separacnich metod lze rozdélit fadove az tisice proteind.

Proteom

1 extrakce

Smés proteinu

Jednotlivé proteiny Smés peptidd
proteolyza 2D-HPLC
Smés peptidl Jednotlivé peptidy
MS-analyza

Obr. 9.1: Schematické shrnuti hlavnich postupl proteomické analyzy. Prvni operaci je pfevedeni proteint
do roztoku. Smés je pak bud’ nejprve rozdélena dvourozmérnou elektroforézou, jednotlivé proteiny
Stépeny specifickymi proteasami a vzniklé peptidy (smési odpovidajici jednotlivym proteintim)

vvvvvv

a vzniklé peptidy rozdéleny napf. vicerozmérnou chromatografii nebo jinou kombinaci separac-
nich metod, poté jednotlivé analyzovany hmotovou spektrometrii (slabsi Sipky v pravé ¢asti)

Jednotlivé proteiny jsou detegovany obarvenim gelu (které umoziuje denzitometricky pfi-
blizn¢ stanovit jejich koncentrace) a Stépeny specifickou proteasou, nejcastéji trypsinem (ktery
§tépi vazby na karboxylové strané argininu a lysinu). Stépeni je mozné provadét piimo v gelu, nebo
¢asto vyhodnéji po pfenosu (blotovani) proteinu na povrch membrany (nitrocelulosa, PVDF).
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Ptes velky potencial "dvourozmérné elektroforézy" ma i tato separacni metoda svad omezeni.
délici metody (tj. rozliSeni), tak vétSiny pouzivanych metod barveni (tj. kvantifikace). Pfitom roz-
sah koncentraci, v nichz se riizné proteiny vyskytuji v buiice, je minimaln¢ Ctyfi fady. Metoda tedy
neni vhodna pro detekci nejméne zastoupenych proteinovych komponent. Zdanlivé by bylo mozno
tento problém odstranit tim, Ze by se do separace vzalo vét§i mnozstvi extraktu (tak, aby byly patr-
né i skvrny pfislusejici méné koncentrovanym proteiniim), ale v takovém pripadé koncentrované;si
proteiny "zahlti" délici gel. Také celkova rozliSovaci schopnost metody je zhruba o fad mensi, nez
pocet proteint (resp. jejich rozlicnych forem), které se mohou vyskytovat napt. v lidské buiice.
Toto rozliSeni je mozno zvétsit napt. pouzitim mensiho rozsahu pH pro déleni izoelektrickou fo-
kusaci, ovSem za cenu ztraty kompletnosti zkoumani proteomu (které tak musi byt rozdéleno na
nékolik samostatnych proteomickych studii). Stejny vyznam maji i dal$i metody "redukovani" slo-
zitosti proteomu napf. nezavislymi analyzami subsetii proteinti, ziskanych postupnou extrakci za
proménnych podminek, nebo pouzitim vhodnych separacnich metod (vysolovani, chromatografické
frakcionace). Klicovym problémem pfi jejich pouziti je standardizace a reprodukovatelnost.

9.2.2 Vicerozmérna chromatografie

Alternativou k eletroforetickému déleni proteinti je moznost pouzit chromatografické déleni pepti-
di, vzniklych tryptickym §tépenim ptivodniho proteomu (viz. obr. 9.1, prava strana) s jejich na-
slednou identifikaci hmotnostni spektrometrii. Je si ovSem tfeba uvédomit, ze pocet riznych tryp-
tickych $tépli je obrovsky (typicky protein dava 10-30 $tépti), a proto je nelze dostatecné rozdélit
v jednom chromatografickém kroku. Re$enim, alespoii teoreticky, je kombinace nékolika chroma-
tografickych krokd. Napfillad v metodé¢ oznacované akronymem MudPIT (Multidimensional
Protein Identification Technique) se smés nejprve déli na silném ménici kationtll, z néhoz jsou
peptidy postupné po krocich eluovany mobilni fazi se stoupajici iontovou silou a déleny na dalsi
kolon€ adsorpcni chromatografii s reverzni fazi. Eluce probihda v cyklech, takze kazda frakce
z prvni kolony je rozdé€lena gradientovou eluci na druhé koloné.

Hlavni obtiZe této a podobnych metod jsou spojeny s obrovskym objemem dat a jejich ne-
snadnou interpretaci, proto jsou zatim vyuzivany podstatné méné, nez postup popsany v piedcho-
zim oddilu. Na druhou stranu jejich vyhodou je, Ze umoziuji 1épe studovat i ty proteiny, které jsou
v proteomu jen velmi malo zastoupeny.

9.2.3 Dalsi typy proteomickych studii a alternativy v pouziti separacnich metod

Hlubsim cilem proteomickych studii je poznani proteomu jako systému, tj. zejména funkce a vy-
znamu jednotlivych proteinti a vzajemnych vztahi mezi nimi. K tomu nepostacuje vySe popsana
"katalogizace" komponent proteomu. Rozvijeji se proto i dalsi pfistupy k feSeni proteomickych
uloh a uplatnuji se v nich také dalsi separa¢ni metody. Zasadnim rozdilem oproti "proteome mi-
ning" je to, ze se tyto studie ¢asto zaméfuji jen na urcity vysek proteomu, resp. skupinu nékolika
proteinti.

Identifikace rozdild mezi proteomy (napft. zdravé a rakovinné bunky) se oznacuje jako "pro-
tein expression profiling" nebo "proteome profiling". Mlze byt zamétena kvalitativné (vyskyt ji-
nych proteind, resp. jinych modifikaci stejnych proteinil) i kvantitativné (rozdily v koncentracich
tychz proteinti mezi riznymi proteomy). I pro tento tikol ma zasadni vyznam metoda dvourozmeér-
né elektroforézy, at’ uz ve vyse popsaném provedeni, nebo vhodnym zpisobem modifikovana (po-
uziti mensich rozsahti pH pro fokusaci, omezeni rozsahu zesiténi gelu pro elektroforézu, provedeni
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v nedenaturujim/neredukujicim prostiedi atd.). ProtoZze dvourozmérné elektroforetické metody
nejsou obvykle dokonale reprodukovatelné, vyuziva se pro srovnavani elektroforeogramt tzv. mar-
kerovych proteinti, které umoznuji presngjsi srovnavani vysledku.

Prechodem ke "klasické" proteinové chemii jsou metody, zaméfené na studium nékolika
malo (resp. jednotlivych) proteind s vyuzitim protilatek nebo jinych "afinitné" reagujicich slouce-
nin Napiiklad provedeni separace s pifidavkem takového €inidla a bez né&j (za podminek, pii nichz
je zachovana specificka interakce) umoznuje selektivné identifikovat interagujici komponenty (je-
jichz pohyblivost je v obou pokusech rozdilnd). Specificky interagujici latky mohou byt vyuzity
také k selektivni detekci (a tedy zjednoduseni analyzy vysledku), typickym piipadem je metoda
oznacovand jako "Western blot" ¢i "dot-blot", pfi niz se vyuzivéa k vizualizaci vysledki separace
kombinace specifickych (primarnich) protilatek proti detekovanym proteinlim a s nimi reagujicich
enzymove znacenych nespecifickych protilatek (sekundarni, druha protilatka).

Zvlastni moznosti je pouziti tzv. izotopovych znacek (Isotope Coded Affinity Tags), které
vyuziva moznosti MS detekce k vyraznému zjednoduseni problému separace. Porovnavané prote-
omy reaguji v ptipravném pokusu s chemicky identickym ¢inidlem, které se 1is§i obsahem stabilnich
nuklidi a které usnadnuje naslednou separaci. Typicky takové ¢inidlo obsahuje jodacetamid, reagu-
jici s thioly proteinu, kratky spojovaci "linker" (v jednom piipad¢ deuterovany) a biotin (afinitné
reagujici s avidinem). Po reakci s ¢inidlem jsou obé€ srovnavané soustavy smiSeny ve znamém po-
méru (napf. 1:1) a podrobeny specifické proteolyze. Vnikla smés peptidi je rozd€lena afinitni
chromatografii a analyzovana hmotovou spektrometrii. Stejné peptidy pochazejici z rozdilnych
proteomu se li§i o pevny hmotnostni rozdil (dany rozdilem ve hmotnosti linkeru) a pomér jejich
zastoupeni odrazi pomér koncentraci "matetskych" proteind v obou soustavach.

Protilatky se Casto vyuzivaji také ke studiu vzajemnych interakci mezi proteiny. Mohou
slouzit jako "navnada" (bait), na kterou je zachycen pfi afinitni chromatografii jeden ze studova-
nych proteind a spolu s nim i dalsi s nim interagujici proteiny. Setrnou eluci je mozné tento "clus-
ter" oddélit od ostatnich komponent proteomu a podrobit jej oddélené proteomické analyze. Opa-
kovanim pokusu s protilatkami proti takto identifikovanym interagujicim proteinim ("reverse
bait") je mozno nejen potvrdit informaci ziskanou v prvém pokuse, ale také postupné rozsitfovat
informace o siti vzajemnych interakci (protein networking, pathway building).

9.3 Hmotnostni spektrometrie a proteomika

Rozvoj technik hmotnostni spektrometrie (MS) umoznil jejich pouZiti pro identifikaci resp. sekve-
naci peptidii a proteint a stal se jednim z kli¢ovych faktord vyvoje proteomiky. Struéné se tedy
zminime o hlavnich technikach a zplsobech jejich aplikace v proteomice.

Zékladni usporadani hmotnostniho spektrometru obsahuje tii klicové soucasti: zdroj iontil
(ktery poskytuje ionty analyzovanych sloucenin), jejich analyzator (ktery pomoci elektromagnetic-
kého pole tfidi ionty na zakladé rozdilt v hodnoté m/z) a detektor. Pouziti MS v proteomice je spja-
to s rozvojem Setrnych metod produkce iontli a metod analyzy velkych iontl s dostatecné vysokym
rozliSenim a pfesnosti, z nichZ nejrozsifenéjsi se stala kombinace ozna¢ovana jako MALDI-TOF,
které se budeme vénovat nejpodrobnéji, zminime se ale i o dal§ich moznostech.

9.3.1 MALDI-TOF analyza peptidi a identifikace proteint

V této metode se vyuziva fotochemicka ionizace studovanych molekul v pevné fazi pomoci vhod-

CAl)

nych "prostfednikd", jako jsou napt. derivaty skoficové kyseliny (Matrix-Assisted Laser Desorpti-
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on lonization). Jde o velmi Setrnou metodu ionizace, ktera typicky nevede k fragmentaci moleku-
lovych iontt. Pii proteomické aplikaci jsou nejcastéji analyzovany proteolytické Stépy. Separované
peptidy jsou smiseny s pomocnou slou¢eninou - "matrici" - a smés na vhodné podlozce odpafena
do sucha. Ionty jsou pak ziskdvany pulsy laseru vhodné vinové délky, ktery ionizuje nejprve po-
mocnou slouceninu, z niz se naboj (obvykle proton) pienasi na analyzovany peptid (nejcetnéjsi
tedy budou ionty m+[H'] /1).

Takto ziskané ionty jsou analyzovany metodou TOF (Time Of Flight) v analyzatoru, ktery je
"tfidi" v poradi klesajicich hodnot m/z. Soudobé pfistroje pracuji s vysokym rozliSenim, kterého je
dosahovano jakousi "fokusaci" iontli, bud’ ve fazi jejich produkce (tzv. delayed extraction s pouZi-
tim pulsnich laserl) nebo jakymsi "zdvojenim" analyzatoru pomoci tzv. reflektronu (tato modifi-
kace umoznuje pomoci modulace napéti na reflektronu ziskavat informaci i o fragmentaci pu-

.....

metody MS).

Ziskana informace o hmotnostech tryptickych st€pti pak slouzi k nepfimé identifikaci pu-
vodnich proteinii, komponent studovaného proteomu. Metoda se oznacuje jako "peptide fingerprin-
ting" a je zaloZena na zjisténi, ze vyskyt ur¢itého peptidu v délce 6 az 20 aminokyselin je vzhledem
k obrovskému mnozstvi moznych kombinaci obvykle charakteristicky ("unikatni") pro urcity pro-
tein, popft. jeho analogy. Prozkoumanim databaze moznych peptida - proteolytickych stépti ziska-
telnych danou proteasou - s vysledkem MS-analyzy je tedy mozné identifikovat i pivodni protein.
Musi byt ovSem splnéna cela fada predpokladl, zejména musi byt k dispozici takovad kompletni
databaze (napf. z analyzy genomu nebo z proteomu piibuznych druhti).

Metoda MALDI-TOF ovsem obvykle poskytuje pouze informaci o hmotnostech (resp. m/z)
peptidi, nikoliv o jejich sekvenci. Tato informace je vyrazné mén¢ "unikatni", nez by byla znalost
presné sekvence. Protoze vSak relativni hmotnosti jednotlivych atomti (nuklidd) nejsou celociselné,
je hodnota m/z zmétend s dostateCnou piesnosti charakteristicka pro urcité slozeni peptidu a je ji
mozno pouzit pro identifikaci (obvykle je k tomu ovSem tfeba pouzit shody s vétSim poctem §tépti
odvoditelnych z daného proteinu). Pro tento "peptide fingerprinting" je k dispozici specializovany
software, ktery hodnoti pozorované shody také ze statistického hlediska (zohlednéni vétsi pravde-
podobnosti shody pro mensi peptidy a vétsi proteiny apod.). Je logické, ze spolehlivost takto ziska-
nych vysledkt kriticky zavisi na pfesnosti a spravnosti ziskanych hodnot m/z, komplikaci zde mo-
hou byt postranslacni modifikace i jin€, artificialni chemické modifikace peptidii (napf. reakci
s nezreagovanym akrylamidem).

Vyhodou metody MALDI-TOF je jeji vysoka citlivost a rozliSeni, relativni robustnost a cena
pfistrojii ve srovnani s jinymi technikami MS a kompatibilita s proteomickymi roboty. Urcitou
nevyhodou je, Ze fada sloucenin bézné pouzivanych v proteomice mutze komplikovat ionizaci
a proto je né¢kdy nutné zaradit pfed hmotnostni analyzu dodate¢ny purifikaéni krok.

9.3.2 Alternativni mozZnosti analyzy MS

Zakladem téchto alternativnich metod je odliSny zplisob ionizace tzv. elektrosprejem (Electrospray
Tonization), kombinovany s pouzitim analyzatorti, umoznujicich kontrolovat fragmentaci separova-
nych piivodnich iontli a analyzovat vzniklé dcefinné ionty. Souhrnné se proto tyto techniky oznacu-
ji jako ESI-MS-MS (ESI-tandem MS).

Ionizace ESI je zalozena na faktu, ze proteiny (a peptidy) jsou polyelektrolyty, v zavislosti
na hodnoté pH roztoku proto mohou nést vétsi pocet kladnych nebo zapornych naboja (proteiny se
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prevazné ionizuji z kyselych roztokt, jsou tedy kladn€ nabité, obvykle jsou schopny navazat 5 az
15 protonti na M, = 10 000). Z jedné molekuly proteinu tak vznika cela série iontl (tzv. multichar-
ge envelope), lisicich se hodnotou z v poméru m/z (napt. z hypotetického proteinu o M, = 10 000
bychom ziskali mj. ionty s hodnotami m/z rovaymi 1 112 (= 10 009/9), 1001 (= 10 010/10) a 910
(=10011/11). To umoznuje stanovit relativni molekulovou hmotnost daného proteinu (jako spo-
le¢ny nasobek ziskanych hodnot m/z), v praxi (smés proteintl) je ovSem tato moznost jen omezene
vyuzitelna a je nutné pouzit dokonalejSich algoritmd.

Pti ionizaci ESI prochazi roztok ionizovanych molekul nerezovou tryskou nebo kapilarou,
udrzovanou na vysokém pozitivnim elektrickém potencialu. Vznikajici drobné kapicky jsou rychle
desolvatovany ("vysuSeny") a molekuly rozpoustédla separovany od iontt, které jsou zavedeny do
analyzatoru. V tandemovém analyzatoru jsou nejprve rozdéleny molekularni ionty (prvni analyza),
ty jsou pak fragmentovany koliznim mechanismem (Collision Induced Dissociation) a vzniklé
fragmenty analyzovany (druha analyza).

Tandemova analyza umoziuje ziskat kromé informace o vychozi molekule také informaci
o jejim Stépeni a vniklych fragmentech, tedy sekvenovat jednotlivé peptidy. Sekvenace peptidi
de novo vychazi z védomosti o preferovanych mechanismech a zptisobech fragmentace a je obecné
obtiznd (zejména pokud bychom vychazeli ze smési peptidli), ale tento tkol miize zjednodusit
srovnavani s databazemi nebo jiné predbézné védomosti, k dispozici je i specializovany software.

Podle stavby a principu pouzité¢ho analyzatoru je mozno rozlisit n€kolik typt pfistroji. Tzv.
trojité kvadrupdlové analyzatory (triple-quad) vyuzivaji principu kvadrupélového filtru. Kvadrupé-
lovy filtr je v zasadé Ctvetice rovnobéznych vodivych tyc¢i, na které je vloZeno elektromagnetické
pole s proménnou (radiofrekvencni) slozkou. lonty se v kvadrupélu pohybuji po spiralnich drahach,
pfi daném nastaveni pole "proleti" kvadrupodlem jen ionty s urcitou hodnotou m/z (pro niz je spirala
souosa s kvadrupdlem). Postupnou zménou pole je mozné tuto hodnotu m/z ménit (m/z skan).

V trojitém analyzatoru prolétaji ionty postupné tfemi kvadrupély (obvykle oznaCovanymi
jako Q1, g2 a Q3). Prvni a tfeti kvadrupol slouzi k analyze, prostfedni q2 funguje jako tzv. kolizni
cela pro fizenou fragmentaci (srazkami iontd a plynnym argonem). Nejprve se provede analyza
hmotového spektra molekularnich iontt ("full-scan"), pti které se méni nastaveni kvadrupolu Q1
(bez fragmentace). Poté je tento kvadrupol pouzit jako hmotnostni filtr, nastaveny na pevnou hod-
notu a vydeélujici uréity molekuldrni ion. Fragmenty, vznikajici z tohoto iontu v q2 jsou pak analy-
zovany skanovanim v kvadrupolu Q3. Na podobném ("prostorovém") principu pracuje také kombi-
nace kvadrupolu s analyzatorem TOF (Q-TOF), na misté kvadrupdlu Q3.

Naproti tomu v tzv. iontové pasti (ion trap) je analyza rozd€lena "v ¢ase". lonty jsou nejprve
akumulovany v iontové pasti, kterou tvoti systém elektrod a uvniti které se pohybuji po kruhovych
drahach. Zménou elektromagnetického pole je mozno ionty postupné "vystielovat" v zavislosti na
hodnoté m/z. Vzhledem k uspofadani je nutno pracovat v cyklech (plnéni/ejekce). Nejprve je ana-
lyzovéano spektrum molekularnich iontli. ZvySovanim napéti vloZeného na past jsou ionty uvnitf
pasti urychlovany a dochazi k jejich fragmentaci, vzniklé fragmenty je mozno analyzovat opét je-

"nx

jich vypuzenim z iontové pasti. Postupnym "fetézenim" tohoto postupu je v principu mozno reali-
zovat nejen tandemové, ale i vicestupiiové déleni (MS"). Iontové pasti fragmentuji intezivnéji nez
trojity kvadrupdl, coz predstavuje vyhodu pro sekvenaci.

vvvvvv

toto konstatovani plati pro tzv. FT-MS (Fourier Transform Ion Cyclotron Resonance), kde je na
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misté iontové pasti cyklotron se silnym magnetickym polem a spektrum (naraz) vypuzovanych
iontl je analyzovano metodou Fourierovy transformace. Jedna se ovsem o potencialn¢ nejsilnéjsi
nastroje MS pro proteomiku.
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10. MIKROFLUIDIKA A NANOTECHNOLOGIE PRO
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10.1 Uvod

Mikrofluidika a nanotechnologie pfedstavuji v chemické analyze dva vzajemné se dopliiujici sméry
pro rychlé manipulace a separace velmi malych mnozstvi vzorkll (mikrofluidika) a pfipravy senzo-
ri a monitorovani interakci na strukturach o rozmérech stovek nanometrti a mensich (nanotechno-
logie).

Kdyz kolem roku 2000 vrcholila exploze na americkém akciovém trhu, kterou tehdejsi
predseda Banky federalnich rezerv Alan Greenspan nazval ,.iracionalni nevazanosti”, byla orienta-
ce firem na mikrofabrikaéni a mikrofluidické technologie zarukou uspéchu. Rada za¢inajicich spo-
le¢nosti zbohatla prakticky pfes noc. Dnes jich po n€kolika letech pfeziva jen né€kolik a jest€ méné
z nich ma ze své Cinnosti profit. Paradoxné se objevuji také stale nové spolecnosti, které zkouseji
Stésti navzdory soucasné nepiizni investorti. Tato skute¢nost souvisi s nastupem novych cilenych
védeckych projektt, které pro své uskuteénéni vyzaduji rychlejsi a citlivéj§i analytické metody,
vhodné pro hromadné analyzy velkého mnozstvi vzorkli. Po ispésném zakonceni projektu sekve-

oznacuji jako ,,-omics* jako naptiklad proteomika (proteomics).

Spolu s mikrofluidikou jsou i nékteré aplikace nanotechnologii povazovany za sméry, je-
jichz rozvoj umozni proteomické analyzy, které v soucasnosti nelze efektivné provadét. Predpokla-
dané dopady rozvoje nanotechnologii maji ovlivnit fadu primyslovych odvétvi a vétSina rozvinu-
tych zemi (USA, EU) také podporuje narodni nanotechnologické iniciativy. Tento trend nasleduje
i fada dalSich statt. Naptiklad thajska vlada vyhlasila program NANOTEC. Na druhé strané jsou
vSak investofi, pouceni finan¢nimi ztratami z pielomu stoleti, zdrzenlivi. Je to dano také velmi
pfedbéznym stavem vyzkumu, jehoz vyznamnéjsi masové aplikace jsou vzhledem k zdkladnimu
vyzkumu o¢ekavany s posunem mnoha let.

PrestoZe na hlavni praktické aplikace novych technologii budeme jesté nékolik let ¢ekat, 1ze
na zaklad¢ soucasného vyvoje s jistotou fici, ze budou mit zna¢ny podil na formovani mnoha v¢-
deckych, technickych a lékatrskych obort. Pocatky miniaturizace, jako védeckého odvétvi lze sle-
dovat jiz od konce padesatych let dvacatého stoleti, kdy Richard P. Feynman piednesl svou slavnou
prednasku [] ,,There's Plenty of Room at the Bottom*. Piikladem vyuziti novych vyrobnich postupt
vyvinutych v mikroelektronice i pro konstrukci chemického analyzatoru je plynovy chromatograf
na kiemikovém platku, publikovany v sedmdesatych letech ['].

Soucasny ternd nastupu miniaturizace v chemii a biologii 1ze dokumentovat na frekvenci
slova ,,microfluidic ve védecké literatuie. Paradoxné, jak ukazuje obr. 10.1, lze skute¢ny nastup
mikrofluidiky datovat do doby korekce na akciovych trzich.
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Obr. 10.1: Pocet ¢lankd obsahujicich slovo ,,microfluidic v databazi PubMed,
www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed

Lze olekavat, 7e mikrofluidika a koncept ,,laboratof na &ipu“["'] bude hrat dalezitou roli
v nové instrumentaci pro vysoce citlivé hromadné analyzy. Mezi hlavni vyhody nové technologie
patii rychlost analyz, minimalni spotfeba vzorki a ¢inidel, moznost integrace fady funk¢nich prvka
v malém zafizeni a moznost snadné replikace pro piipravu paralelnich systému. Jako pftiklad
uspésného vyuziti mikrofluidickych systémt mize slouzit komeréni sekvenator DNA, zalozeny na
detekci uvolnéni pyrofosfatu pfi DNA-sekvenacni reakci (pyrosequencing) provadéné soucasné
v n&kolika stech tisicti jamek na mikrofluidické desti¢ce ["], nebo paralelni mikrofluidické sekve-

V,Vi]

natory s desitkami az stovkami separacnich kolon na sklenéném platku [

vvvvvv

nologie moznost vytvaiet mnohocetna spojeni kanalkli bez nebezpeci tvorby mrtvych objemt
a netésnosti. Typické ,,jednotkové operace™ vyvijené pro vyuziti v proteomice zahrnuji mikrokolo-
nové separace (elektroforézu, chromatografii), predupravy vzorkd (odsoleni, predkoncentraci, afi-
nitni vybér), chemické mikroreaktory (imobilizované enzymy), nebo elektrosprejové rozhrani ['].
Spojeni mikrofluidiky s hmotnostni spektrometrii je pro vyuziti v proteomice velmi dtlezité a prvni
komer¢ni zafizeni jsou jiz na trhu.

10.2 Technologie

Technologie pro piipravu mikrofluidiky vychazi z postupii vyuzivanych v mikroelektronice kde je
standardnim materialem kiemik. Nejmoderné;jsi postupy dnes umoznuji tvorbu struktur s velikosti
60 nm. Mikrofluidicka zatizeni jsou obvykle podstatné jednodussi, s velikosti kanalkti v rozsahu
desitek mikrometrti, a celé mikrofluidické bloky dosahuji rozméra 5-100 cm?. Mikrofluidické ,,&i-
py“ mohou byt vyrobeny z rtiznych materiald, napt. skla, kiemene, kifemiku nebo polymernich
substrattl, v zavislosti na povrchovych vlastnostech, dostupné technologii vyroby a cené. Nejpouzi-
vangj$i technika pro vyrobu mikro¢ipt je fotolitografie nasledovana chemickym leptanim, kdy je
na vychozi material ve vakuu nanesena asi 100 nm silnad ochranna kovova vrstva (chrom, zlato)
a nasledné tenka vrstva fotoresistu (0,4-2 um). Poté je pfes masku se zvolenou strukturou expono-
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van fotoresist UV-zafenim pfi vlnové délce 300-400 nm. Fotochemicka reakce béhem expozice
bud’ rozrusi polymerni strukturu fotoresistu (positivni resist), nebo ji zesituje (negativni resist). Po
chemickém vyvolani a odstranéni ochranné kovové vrstvy je pak exponovany substrat leptan roz-
tokem HF do pozadované hloubky kanalkd (5-50 um). Pfi pouziti skla jako substratu je leptani
aniztropické a Sirka vysledného kanalku je vetsi nez rozméry masky. Po dikladném vycisténi jsou
vyleptané kanalky shora uzavieny krycim sklem pomoci tepelného slinuti (thermal bonding) pfi
500-600 °C.

Na rozdil od mikrofluidiky, ktera je definovana celkem ohranicené, pfedstavuje nanotechno-
logie spiSe fadu rtznych struktur a efektd, jejichz sty¢nym bodem je velikost, typicky mensi nez
100 nm. Také potencialni vyuziti zahrnuje podstatné $irs$i okruh problémtl, od chemie (napt. kata-
lyza), ptes biologii (napf. fluorescencni znaceni - quantum dots), medicinu (napf. cilena doprava
1é¢iv) a spotiebni aplikace (,,chytré* textilie), az po priimyslové aplikace (napf. t€zba a zpracovani

ropy).

10.2.1 Spojeni s hmotnostni spektrometrii
Na rozdil od analyzy DNA, v jejichz molekuldch se vyskytuji jen Ctyfi rtizné nukleotidy, coz
umoziuje snadnou analyzu s kédovanim pomoci fluorescencnich znacek, je analyza proteint pod-

jednotlivych proteint a peptidovych §tépti pomoci hmotnostni spektrometrie. Hmotnostné spektro-
metrické méfeni je dnes typicky sériovy proces a soucasné piistroje umoziuji velmi rychla méteni.
V porovnani se stovkami sekund potfebnymi pro typickou chromatografickou separaci mize hmot-
nostni spektrometr zaznamenat i desitky spekter za sekundu. To plati zejména pro prilletové analy-
zatory (time-of-flight, TOF) s laserovou ionizaci za pfitomnosti matrice (matrix assisted laser
desorption ionization, MALDI), jejiz rychlost umozinuje i hmotnostné spektrometrické zobrazovani
povrchu vzorku ["7], ale i pro moderni spektrometry z ionizaci elektrosprejem (ESI). Je proto moz-
né navrhovat spojeni s mikrofluidickymi systémy pro zpracovani vétsiho po&tu vzorkt [**]. Prvni
komeréng dostupna zafizeni byla vyvinuta pro infuzni analyzy s ESI ionizaci [*'] vyuZivajici pole
100 elektrosprejovych Spicek pripravenych reaktivnim iontovym leptanim v platku kiemiku. jejhoz

detail je na obr. 10.2.
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Obr. 10.2: Pole ESI spicek vytvorené na platku kfemiku. Kazda $picka o praiméru 20 um je umisténa v
ochranné jamce
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Pfima integrace dalSich jednotkovych operaci, napt. ,,solid phase extraction® s vyuzitim monolitic-
kych materialt byla také Gsp&$né testovana [*']. Hlavni vyhodou pole elektrospreji viak ziistava
vysoka reprodukovatelnoost, citlivost, odstranéni kontaminace mezi vzorky a snadné pouziti plné
automatizovaného systému. Detaily vyvoje a pouziti mikrofluidiky pro MS lze najit v ptehlednych

vii,xiii-xiX]

¢lancich [

10.2.2 Spojeni se separacemi

Mikrofluidicka zafizeni pro infuzni aplikace jsou vhodna hlavné pro aplikace s limitovanou kom-
plexitou vzorkli. Pro vyuziti v proteomice je obvykle nutné vyuzit hmotnostni spektrometrii ve
spojeni se separacnimi metodami, které v miniaturizovaném provedeni slouzi jako rozhrani mezi
sadou vzorkti a hmotnostnim spektrometrem [**™*] — viz obr. 10.3.

Subatmaspheric
X i ESI Chamber
Microdevice "

Translation
Stage

) MS Sampling
o=/ /A — ¢ "’“'"'“‘
a)
1 load sample - 2 & 4 ‘/?\ wash - 5_ .
1 E | D
ERIE= i, G
9 I!...I_ ﬁ_ LS ‘ | r ' |_! Y
-1 1l L1l iyl 10 mm
4 ] Il |
® W
2 L 3 @ | ']
g i'_.-] o i
®  inject sample - 2 5 Separation — 30-500 s |‘ e | | [ . ]
b)
Obr. 10.3: a) Koncept stacionarni mikrofluidické jednotky slouzici jako rozhrani mezi vzorkem a

hmotnostnim spektrometrem

b) Schéma analyzy: P = vstupni port pro stlaeny dusik; V = vstupni port pro vakuum. Fotografie
zobrazuji postup davkovani vzorku s pomoci zeleného barviva. V prvni fazi je vzorek pies vstupni
kapilaru vnesen do zafizeni a nasledné vyplni davkovaci segment separacni kolony

Tento koncept byl mnohokrat testovan hlavné ve spojeni s kapilarni elektroforézou a integrovanym

XX1V,XXX1,XXX11

trypsinovym reaktorem [ ]. Vzhledem k malym rozmériim ¢ipu miize separace prob&€hnout
velmi rychle, s rozliSenim podobnym jako ve standardnich kapilarnich analyzatorech. Piiklad na-

slednych analyz proteinovych fragmentti po $tépeni trypsinem je na obr. 10.4.
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Obr. 10.4: Rychlé sekvencni analyza (CE/ESI/MS) peptidovych fragmenti po stépeni trypsinem.

Vzorky byly davkovany z mikrotitra¢ni desticky pomoci pocitacem fizeného x-y-z stolku a pneu-
matického davkovaciho systému. Pivodni koncentrace proteind 50 pg/mL. Elektroforeticka sepa-
race probéhla v 10 mM kyseliné mravenci, pH 2,9 a elektrickém poli 500 V/cm

Dilezitou soucasti zafizeni pro spojeni s hmotnosti je navrh elektrosprejové Spicky. Pfimé pouziti
oteviené Casti kanalku se po pocatecnich studiich ukazalo jako nedostate¢né. Dal§i moznosti zahr-

nuji integraci pneumatického rozpraovace [*""****"] nebo monolitickych materialéi ve vystupnim
kanalku [*"]. Nejéast&ji jsou viak studovany moznosti integrace elektrosprejové $picky piiprave-
né z materialli jako poly(dimethylsiloxane) (PDMS) [V, fotoresistu SU-8 [**""™™**]  nebo

x1-xlii

polyimidu [*™"]. Polyimid byl také pouzit v prvnim komerénim zatizeni integrujicim davkovaci

smyCku, chromatografickou ptfedkoncentracni a separacni kolonu a electrosprejovou Spicku
PNV CTento systém, vyrabény laserovou ablaci, je na obr. 10.5. V tomto systému tvori mik-
rofluidicka kolona stator davkovaciho kohoutu, ptfipojenému k externim mikropumpam dodavaji-

cich mobilni fazi. Typické pritoky béhem separace jsou na urovni 50-300 nL min™.

a) b)

Obr. 10.5. Polyimidovy ¢ip pro nano-LC/ESI/MS (a) a schéma piipojeni k rotoru davkovaciho kohoutu (b)
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10.2.3 Spojeni s MALDI MS

Piimé (on-line) spojeni separaci s MALDI je sice technicky proveditelné [

xlv, xIvi

], ale nepatii k Casté
praxi. Bézn¢ se rozseparované frakce sbiraji pfimo na MALDI-tercik a nasledné analyzuji dle po-
treby [*"']. Pro podobny el jsou vyvijena i miniaturizovana zatizeni vyuZivajici struktury ptipra-
vené v kiemikovych platcich a piezoelektrického nanaseni [*""*'']. V nedavné dobé byl téz po-
psan systém vyuzivajici kontinualni pfenos separovanych latek z elektroforetického ¢ipu do vakuo-
vé &asti hmotnostniho spektrometru pomoci rozhrani s rotujici kkulickou [*]. Doned4vna byl na
trhu téZ mikrofluidicky systém velikosti kompaktniho disku kombinujici paralelni pfedkoncentra-

ci/odsoleni s ptidavkem MALDI matrice pro 96 vzorkd [].

10.3 Zavér

Vyvoj mikrofluidiky a nanotechnologii pro analytickou instrumentaci a pouziti v proteomice teprve
zagina. Nejnovéjsi trendy jsou publikovany v piehlednych ¢lancich [**Y1], specializovanych &aso-
pisech [ nebo zvlastnich &slech renomovanych Gasopisti [™]. Potencial novych technologii,
zvlasteé pro rychlé hromadné analyzy velmi malych mnozstvi vzorkd, byl jiz jasné demonstrovan.
Pro dalsi praktické rozsifeni budou tieba jak investice na stran¢ vyrobcl instrumentace, spolehli-

vost a nizka cena pfistroju, tak i potfeby uzivateli tyto nové technologie vyuzit.
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11.1 Importance of Glycosylation

New directions of modern biology have been increasingly associated with the creation of novel
enabling technologies. The “systems biology” approach, advocating the utilization of extensive
molecular and quantitative data for enhancing our knowledge of basic physiological processes in
different species, has been an outstanding example of this trend. This approach is congruent with
the central theme of the field of life sciences: from empirical and descriptive toward more exact,
molecular, and dynamically characterized. Following the examples of genomics and proteomics,
the other “omics” entities (transcriptomics, lipidomics, glycomics and glycoproteomics, etc.) emer-
ge as specialized fields in their own right, as they all contribute to creating the integrated knowled-
ge base under “systems biology”. The basic technologies, measurements and instrumentation for
the molecular aspects of these fields are now amply provided by separation science, mass spectro-
metry, and an extensive use of modern computational tools and techniques (bioinformatics).

Unraveling the complexities of processes in the living cells is a daunting task. With the cur-
rent knowledge of various genomes, there is an increasing awareness that genes of any biological
organism are merely a “blueprint” that must be amply supplemented by additional regulatory me-
chanisms to enhance the sophistication of different phenotypes. Posttranslational modifications
(PTMs) of proteins now emerge as a most important aspect of the more developed biological enti-
ties (e.g., mammalian cells). Among the many PTMs recognized at this time, glycosylation appears
to be the most sophisticated, varied, abundant, and functionally most important mode. For example,
it is estimated that at least 50% of all mammalian proteins are glycosylated. Preponderance of this
PTM has been traditionally attributed to eukaryotic cells, although there is now increasing evidence
that even the lower forms of living organisms are capable of some, however, primitive types of
glycosylation.

Along different lines, the field of glycoscience has evolved over the years to a high degree
of sophistication. The structural uniqueness of carbohydrates has fascinated many generations of
scientists since the time of Emil Fischer. While the structural diversity of different sugar molecules
in Nature is enormous already, it is the capability of the sugar-like molecules to link with each
other and additional molecular entities, such as peptides and lipids that provides the enormous ver-
satility to different glycoconjugate biomolecules: from the relatively small glycolipids to structural-
ly diverse glycoproteins, to the giant extracellular biomolecules called proteoglycans. In contrast to
the other highly important biomolecules (nucleic acids and polypeptides), sugars provide various
branching forms and unparalleled types of isomerism. In no small part, this contributes to the three-
dimensional intricacies of glycoconjugate molecules and their selective biological roles.

An increasing awareness that oligosaccharides are the major determinants of sophisticated
biological processes (through sugar-sugar or sugar-lectin interactions) has led to the recent em-
phasis on the field of glycomics as a “glycan-centric” approach to understand human and animal
diseases and their important biosynthetic pathways, to promote diagnostic array technologies, and
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design new therapeutic agents and vaccines, among other activities. These directions are now being
substantially influenced by our capabilities of providing ever more details on the structure of gly-
coproteins. The field of glycoproteomics then emerges as an important extension of the wide-
ranging activities in proteomics with one important and overwhelming task: to understand how the
glycans, or their local “arrays” within a polypeptide backbone, act as biological determinants in
a fine-tuning process. Indeed, substantial evidence now links glycosylation and its fine-tuning attri-
butes to the processes as important as cell growth and development, tumor growth and metastasis,
immunological responses, and microbial pathogenesis. While glycosylation occurs with proteins
small and large, with their location ranging from membrane receptors, intracellular and extracellu-
lar entities and even the nucleus, many glycans seem to modulate protein activities at the cell-
extracellular interface. Among many different activities (functional genetic approaches, develop-
ment of glyco-gene microarrays, antibody-based diagnostics, etc.) of the glycobiology field, the
molecular analysis assumes a very substantial role in providing the structural information to sup-
plement functional knowledge. Glycoprotein isolation strategies and structural characterization of
both the protein and oligosaccharide parts (sequencing) are the first essential steps in the process of
molecular analysis. Owing to the recent advances in high-sensitivity glycomic and glycoproteomic
measurements, it has now become feasible to design unified analytical platforms for the initial as-
sessment of glycosylation/protein expression in the health-disease and other biological processes.

11.2 Glycoproteins: Basic Structural Aspects and Tools

The functional uniqueness of glycoproteins goes hand-in-hand with the multitude of structural vari-
ants in which they may occur. Being a “composite” of the polypeptide core and the sugar substitu-
tions at distinct amino acid residues, glycoproteins can be quite diverse molecules. While the pri-
mary structure of the polypeptides is relatively tightly controlled by the genetic code, proteins con-
jugate with various sugar chains through asparagine (N-linked glycans), serine and/or threonine
(O linked glycans) and only very seldom with additional residues (e.g., hydroxylysine or hydroxy-
proline, but these are rare). In contrast, glycans (broadly classified as “linear” or “branched”) can
be expressed as numerous isomers, with not only a variable sequence and chemical modifications
of certain sugar residues, but also with a different degree of branching, combinations of such bran-
ched forms, and various linkages between different sugar residues. Interestingly, the biosynthesis
of oligosaccharides is basically a non-template driven process which may involve a complex, quan-
tified expression of numerous glycosyltransferases — this may have important biological implicati-
ons in forming tissue-specific “isoforms”. In the strict sense, what we call a glycoprotein may well
be a conglomerate of the structures with a well-defined (in terms of primary structure) polypeptide,
but very variable glycan substitutions at certain residues. These substitutions may, however, have
a very pronounced effect on proteins’ overall advanced structural dynamic behavior and/or in-
teractions with other biomolecules in their biological environment. Such important structural vari-
ations represent a formidable challenge to our structural/analytical tools. To understand the varied
functions of glycoproteins, the relevant structural finesses must be recognized by our tools as well
as Nature recognizes them in the functional sense.

In accordance with the varied structures and functions, some glycoproteins may feature
a minor sugar substitution, whereas others are glycosylated heavily, resembling a molecular equi-
valent of a sugar-coated pill. Heavily substituted large proteins (e.g, mucins) are methodologically
quite challenging. While biochemists and bioanalysts have gradually learned how to isolate nume-
rous glycoconjugates, the isolated molecules can seldom be studied structurally in their intact form
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by X-ray crystallography or NMR spectrometry directly. Thus, modern glycomic and glycoprote-
omic methodologies often utilize controlled degradation procedures by protein-cleaving enzymes
(proteases) or sugar-releasing enzymes (endo- or exoglycosidases) to simplify the overall analytical
task.

Using a “generic glycoprotein” (Figure 1) as the starting point of our structural discussion,
i.e. determination of its primary structure(s), we can recognize that the extending structures of dif-
ferent glycans can be released (either enzymatically or chemically) from the protein “backbone” to
yield a mixture of oligosaccharides for analysis. Alternatively, we can cleave just N-glycans or
O-glycans, separately, or as a mixture. In a glycomic determination, we can display this mixture as
a “glycan map” (either through mass-spectral (MS) methodologies or a separation-based procedu-
re), and with further diligence and the use of additional methodologies, we can determine which
sugars are contained in the individual glycans, and what is their sequence. In doing so, we do not
gain much information as to where in the overall protein structure are these oligosaccharides con-
jugated (sites of glycosylation and the relative ratios of different glycans). Different techniques
must alternatively be used to extract this information (see below).

The variation in sequence and linkage between the individual monosaccharides that consti-
tute each oligosaccharide chain are being assessed with a different degree of difficulty for N-linked
and O-linked structures. It so happens that the complexity of the determination with the N-linked
structures is reduced by the known existence of their core structure (consensus sequence) of the
common trimannosyl chitobiose core, with the variable antennas extending from it (Figure 2). The
biosynthetic pathways leading to the functional N-glycans have been studied extensively and the
distinct genes for the glycosidases and glycosyltransferases located in the endoplasmic reticulum
(ER) and the Golgi apparatus (GA) have now been identified. N-Glycosylation is wide-spread
among different surface and secreted proteins. The key steps in the biosynthesis of the additional
class of proteins, linked to membranes through glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchor (Figure
1), have also been elucidated. In contrast, much less is known about the O-linked structures, in
spite of their perceived biological significance.

O-Glycan

O-Glycan

N-Glycan
O-Glycan

B N-Acetylglucosamine
@ N-Acetylgalactosamine
@® Mannose
A Galactose
-+ Fucose
& Sialic acid
® Glucosamine
Inositol
Ethanolamine
@ Phosphate

Fig. 11.1: General features of a glycoprotein structure

The studies of O-glycans have been made more difficult by the unavailability of glycosida-
ses that could cleave quantitatively these glycans from glycoproteins. The apparent lack of a con-
sensus sequence for O-glycans is yet another drawback, although it is obviously possible to classify

87



these oligosaccharides into distinct cores (Figure 2). Serine and threonine residue are often encoun-
tered in patches within the proteins, making it methodologically difficult to assign correct structu-
res for glycosylation. Most O-linked structures involve N-acetylgalactosamine (GalNAc) in their
linkage to a protein, but the simplest type of O-glycosylation features just one sugar residue,
N-acetylglucosamine (O-GIcNAc). O-GlcNAc-modified proteins are quite abundant in eukaryotic
cells. They are being increasingly perceived as highly important in intracellular signaling.

Unlike in protein science, where amino acid residues have been distinctly designated by the
letter coding already for some time, there was no uniform glycan nomenclature until recently. As
seen in Figure 2, the most common sugar components have their color and signs now assigned, as
recommended by the Consortium for Functional Glycomics (USA).
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N-linked glycans O-linked glycans Glycosaminoglycans
Glycan @Mannose O Galactose B N-acetyl glucosamine [ N-acetyl galactosamine ¥y Xylose

nomenclature & Glucuronic acid <plduronic acid € N-acetyl neuraminic acid <> N-glycolyl neuraminic acid

Fig. 11.2: Main variations in glycan structure

The figure also indicates different linkages between the sugar residues. Based on the number of
antennas, we can distinguish them as biantennary, triantennary, etc. systems, with a further structu-
ral and functional distinction of N-glycans as “high-mannose”, “hybrid” and “complex” types.
Based on the extent of sialylation, we also distinguish between neutral and acidic glycans. The
remainder of this figure features the linear O-linked structures with heparin, heparin sulfate, chon-
droitin sulfate, and dermatan sulfate, which the biochemists commonly associate with the modifi-
cations in proteoglycans, but find increasingly in other glycoconjugates as well.

For the most detailed structural studies of glycoproteins, it is often advisable to isolate them
as highly purified entities through affinity-based steps or an extensive use of chromatographic
and/or electrophoretic principles. This is not without a danger of adsorptive losses of minor pro-
teins and introducing analytical artifacts. In studying glycoproteins in mixtures, as is increasingly
popular in comparative glycoproteomic studies, glycoproteins are often subjected to a common
protease digestion, followed by a mass-spectrometric measurement, possibly preceded by a fractio-
nation of glycosylated and non-glycosylated peptides.
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Many attempts have also been made to resolve differently glycosylated entities within the
same protein (glycoforms) in a direct fashion. Based on the common observations that some glyco-
proteins with a different content of sialyl residues migrate differently in isoelectric focusing and
form distinct “spot trains” in 2-D gel electrophoresis, it became appealing to use newer methodolo-
gies with higher resolving power (e.g., capillary electrophoresis) to characterize further the sys-
tems. So far, most of these investigations have not been very successful due to the extreme com-
plexity of most glycoproteins.

11.3 Isolation of Glycoproteins and Direct Analysis

In biological materials such as cellular extracts and physiological fluids, glycoproteins are often
encountered in minute quantities, placing high demands on isolation methodologies. Such demands
are less stringent when working with typical recombinant proteins. Clearly, the strategies will dif-
fer, depending on the amount of material available for analysis, a protein mixture complexity and
the concentration range in which the studied glycoproteins may be encountered. This has been well
illustrated (see below) with the challenging analysis of blood plasma or serum samples.

Glycoproteins of interest may be encountered as either soluble or membrane-bound mole-
cules. The isolation strategies may also vary, depending on whether such biomolecules occur in
cytosolic space, nucleus, extracellular space, membrane, etc. While some general principles of
these procedures have been described in the recent reviews, specific isolation/analysis may differ in
particular cases. A combination of orthogonal separation techniques and the use of affinity princi-
ples (antibody-based or lectins) are the most commonly practiced procedures. The practice of ana-
lytical glycobiology often demands a multitude of technical approaches to suit a particular problem.

Glycoproteins can often be purified by a proper combination of the conventional protein
HPLC methodologies (size-exclusion, ion-exchange, hydrophobic interaction, and reversed phase),
so long as sufficient precautions are applied concerning possible adsorption losses. Miniaturized
forms of separation (use of microcolumns with appropriately reduced volumetric flow rates) are
particularly conducive to glycoprotein analysis at high sensitivity.

Electrophoretic separations in gels have become standard in complex protein analysis. Sepa-
rations based on both the size and isoelectric points are thus also applicable to glycoprotein isolati-
on, as the MS measurement sensitivity has been advanced to provide both basic proteomic and
glycomic information, on the routine basis, from individual gel spots. A “global glycoprotein”
screening, based on specific staining procedures, can now certainly be applied to major glycopro-
teins in a mixture. It is often advisable to lectin-preconcentrate glycoproteins from a complex mix-
ture prior to separation in a gel system.

Lectin affinity provides a unique opportunity to enrich the glycoproteins of interest seen in
very complex biological media. Although Nature provides us with very many lectins of plant or
animal origin for very specific interactions with glycoproteins, the practical considerations of avai-
lability and price confine the uses of lectin affinity to less than about ten alternatives. Some are
readily available as the commercial products on typical biochemical solid supports such as agarose.
However, there is an increasing awareness that the lectin-saccharide interactions should still be
explored more efficiently for creating new valuable analytical reagents.

While some lectin-based isolations emphasize specificity of certain lectins toward different
glycan moieties, most studies use germ agglutinin or Concanavalin A (lectins with a broad specifi-
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city) to capture most glycoproteins in a biological sample. Large pools of glycan structures are thus
sampled in most studies of this type. Due to the gel nature of typical commercial packings, the
most popular technique of lectin affinity chromatography involves preparation of a small column
containing 1-5 ml of lectin-bound material. Employing a gravity-flow mode, glycoproteins are then
displaced from such a column through an addition of haptene saccharides.

Additional analytical approaches utilizing lectin selectivity have stimulated research on the
binding conditions to various surfaces: membranes, microchip arrays, and porous silica beads. Due
to its mechanical stability under high pressure conditions and a well-defined spherical shape for the
benefits of chromatography, silica has been a popular matrix in high-efficiency separations. To
bind the lectins to silica surface, it is first necessary to activate the beads through silanization and
then employ a series of chemical treatments. Successful uses of this direction in preparing pressure-
stable microcolumns for glycoprotein enrichment have recently been demonstrated, with sample
capacities comparable to the agarose-based materials. These microcolumns can be readily incorpo-
rated into the integrated analytical systems for quantitative glycoproteomic investigations (see be-
low). The sample enrichment can either be accomplished, for a comprehensive trapping of glyco-
conjugates, through (a) mixed-lectin mode interactions; or (b) use of lectin microcolumns in a se-
rial arrangement. The use of microcolumns is particularly beneficial for high-sensitivity determi-
nations, while a trapping step is feasible at the level of intact glycoproteins or glycopeptides gene-
rated through the action of proteases.

11.4 Site-0F-Glycosylation Determinations

The mass spectrometers utilizing either MALDI or ESI sources are now readily employed in the
structural studies of glycoproteins. To a variable extent, the intact glycoproteins can be resolved to
their individual glycoforms (if different in mass) by both methodologies, dependent on their size
and the extent of glycosylation. The success of these methodologies is, at the initial stage, due to an
appropriate selection of a MALDI matrix for desorption/ionization of intact glycoproteins as well
as optimized instrumental conditions. While broad and partially resolved peaks are typically obser-
ved in the case of large glycoproteins with multiple glycosylation sites, some recent studies using
FT-MS have shown impressive gains due to MS resolution.

For each site of glycosylation, there are possible structural variations (extent of substitution,
site-specific microheterogeneities, etc.) which can have important biochemical consequences. In-
vestigating protein glycosylation at the level of glycopeptides (generated through protease or other
reagents) is at least as important as the investigation of glycan chains. A typical procedure for this
involves separation of peptides/glycopeptides by capillary LC, while the eluting peaks are subjec-
ted to tandem mass spectrometry (MS/MS) and the system searches for the fragments diagnostic
for the sugar-peptide attachment (e.g., sugar oxonium ion fragments, originating from collisionally-
excited glycopeptides). Such determinations are typically performed with triple quadrupole instru-
ments or Q-TOF (quadrupole/time-of-flight) instruments, or now even better with a linear ion
trap/FT-MS combination. The instrumental sensitivity of such techniques has recently reached
impressive gains. It can also be readily demonstrated that separating the studied glycopeptides from
the remaining peptides in a digest, i.e. reducing “chemical noise” is highly beneficial for substantial
sensitivity gains. Using capillary LC at nanoflows is typically preferable to coupling CE with
ESI-MS in high-sensitivity profiling of glycopeptide mixtures.
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11.5 Investigations at Glycan Level

In order to study glycan sequences, branching, linkages, and other structural aspects, it is customa-
ry to cleave them from the polypeptide backbone. This can be accomplished either chemically,
using some classical methods of carbohydrate chemistry which have been modified to work at
microscale. Alternatively, N-glycans can be readily deconjugated from glycoproteins upon the
action of commercially available enzymes, such as PNGase F (peptide N-glycosidase) which has
a very wide specificity. For narrower specificities, some other enzymes are also available. For
O-glycans, there are no viable alternatives to using enzymes, so that a chemical cleavage
(B-elimination) is still the best procedure. During the recent years, the chemical cleavage procedu-
res have been developed for analytical work at microscale.

The glycan pools produced by the cleavage procedures can be very complex, so that their
separation is often needed prior to their MS characterization and sequencing. For less complex
oligosaccharide mixtures, it is feasible to employ selective exoglycosidase reagent cocktails, in
conjunction with MALDI-MS, for structural characterization. Glycans released from the studied
glycoproteins can be displayed in a profile (glycan map), but MS alone cannot easily distinguish
various types of isomerism that may occur. Although a subsequent MS" investigation of
a particular glycan (for example, in an ion trap instrument) can provide a substantial improvement
in structural terms, this procedure is tedious and consuming large quantities of sample. It seems
thus preferable to perform an LC/MS-MS experiment with a mixture of glycans.

In separating glycan mixtures chromatographically, there are different options: hydrophilic
interaction mode; size-exclusion chromatography; anion-exchange chromatography; and adsorption
chromatography using graphitized carbon columns. Not all of these modes are readily amenable to
a direct coupling to MS through ESI. Off-line trapping is an option, which is more tedious to per-
form with individual glycans. The ESI-coupled micro- or nanocolumns must use “MS-friendly”
buffers and mobile phases. Another alternative is to separate the glycans of interest chromatogra-
phically and “spot” them in a continuous spot array on a MALDI plate for a further MS investigati-
on. Such procedures have now been developed into analytically acceptable robotic systems for
MALDI-MS/MS using time-of-flight technologies.

A plausible alternative in investigating complex glycan pools has recently been quantitative
methylation of all sugars, followed by reversed-phase capillary LC and MALDI-MS/MS. Totally
methylated oligosaccharides yield a more effective MS (increased fragmentation) and highly sensi-
tive measurements. Additionally, their hydrophobicity allows using reversed-phase LC and resolu-
tion of numerous isomers prior to MS detailed analysis.

Capillary electromigration techniques such as CZE or CEC are both competitive and com-
plementary to high-efficiency LC methodologies, although their coupling with MS is still proble-
matic, as is their limited capacity for handling dilute samples. However, their power is perhaps best
exemplified in their use with laser-induced fluorescence (LIF) detection of fluorescently-tagged
oligosaccharides in high-sensitivity measurements. The capability of CE-LIF in resolving isomeric
glycans is also remarkable. Like other capillary separation techniques, CE-based methodologies
can potentially be transferred to their microchip equivalent for better and faster separations. Some
illustrations of this trend already exist in the recent literature.
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11.6 Developing Analytical Platforms

11.6.1 Glycomics through Capillary LC/MALDI-TOF/TOF-MS

A suitable general platform for functional glycomic measurements must, first of all, consider the
best possible structural technique that is capable of distinguishing different forms of sugar isome-
rism at high sensitivity. The effectiveness of a particular ionization technique, i.e., the use of ESI
versus MALDI is highly important here in view of the relatively inefficient ionization of oligosac-
charides when compared to peptides. While MALDI forms exclusively the sodium adduct ions in
the positive-ion mode, multiply-charged states in ESI cause a loss of sensitivity due to splitting the
detectable signal. To recognize the branched structures and differently linked residues, it is not
sufficient to generate secondary fragments due to the cleavages at the sites of glycosidic bonds
(necessary in sequencing), but sufficient fragmentation energies must be delivered to form the more
informative cross-ring fragments. An approach chosen in our laboratory has been to use
MALDI-TOF/TOF instrument, which satisfies the needs for extensive fragmentation in complete
structural assignments. Other viable alternatives are the recently developed FT-MS-based approa-
ches to enhanced fragmentation.

In choosing the MALDI-TOF/TOF approach, it became useful to evaluate the merits of per-
O-methylation as the means to include both acidic and neutral glycans in a single analytical run
(e.g., glycan profiling). While sample derivatization represents an additional procedural step, there
are substantial advantages of this chemical modification: stabilization of sialylated structures;
enhanced sensitivity; and improvements in the MS/MS interpretation capabilities. As oligosaccha-
rides become substantially hydrophobic through quantitative methylation, they can be separated
from complex mixtures using capillary reversed-phase LC. While permethylation of the oligosac-
charide mixtures is performed inside of a NaOH-filled capillary, the derivatives can be subsequent-
ly displayed mass-spectrometrically in a glycan profile, as exemplified in Fig. 11.3. Alternatively,
the complex glycan mixtures can be resolved through the reversed-phase LC capillary or a micro-
chip, if the resolution of glycan isomers is required.

In building a complete analytical platform for routine and quantitative glycomic measurements, the
individual steps, including the solid-phase permethylation, must be integrated and automated for
repeated runs.

11.6.2 Glycoproteomics Utilizing Lectin Enrichment

In studying glycoproteins in extremely complex mixtures, it is very tedious to employ multiple
fractionation and isolation steps prior to the MS measurements. Moreover, when working with
limited volumes and small quantities of biological materials, significant sample losses will inevita-
bly occur due to the manipulation steps. On-line glycoproteomic investigations provide potentially
a holistic approach to such situations, but they will undoubtedly generate massive amounts of pro-
teomic data to process and evaluate. Fortunately, the recent advances in proteomic methodologies
and MS instrumentation, coupled with advancing bioinformatic tools, have enabled several leading
scientific teams to explore this potential.
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Fig. 11.3: Example of a medically relevant glycan profile determined through MALDI mass spectrometry

Sample fractionation strategies appear crucial in dealing with the problems of comprehensi-
ve glycoproteomic analysis. In the analysis of typical biological specimens, such as blood serum or
plasma, or a tissue protein extract, glycosylation may occur with both the major components (e.g.,
tranferrin or immunoglobulins) as well as some trace (albeit, extremely important) biomolecules,
including disease biomarkers. It has recently become attractive to separate the minor and major
proteins through the use of the so-called “depletion columns™ based on the immunoaffinity princi-
ples. Additionally, lectin-based fractionations have become attractive in searching for disease bio-
markers. Alternatively, glycoproteins can be separated from non-glycosylated proteins on the basis
of the sugar moieties reacting with a hydrazide-activated, immobilized column matrix.

As an example of the on-going research and development of a versatile glycoproteomic
analytical platform, Figure 4 shows the utilization of combined chromatographic column technolo-
gies used in front of a standard proteomic, MS-based experiment. A small sample of human serum
is first subjected to a chromatographic process that removes several most abundant protein compo-
nents, while the trace proteins are further subjected (in a valve-based arrangement) to a fractionati-
on on the lectin microcolumn. The lectin-trapped glycoproteins are then released (with a suitable
buffer) onto a reversed-phase column, operating at elevated temperature of 70°C, and fractionated
into some 30 fractions, which are then collected in a 96-well plate and subjected to a tryptic degra-
dation into peptides/glycopeptides. In turn, each fraction is subjected to the now routine LC/MS-
MS experiment involving an appropriate mass analyzer: an ion trap-based instrument or, prefera-
bly, the LTQ-FT mass spectrometer.
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Fig. 11.4: Diagram of a glycoproteomic analytical platform. (M. Madera, Y. Mechref, Y. Klouckova, and
M. V. Novotny, J. Proteome Research, in press, available on web)

The following database searching then identifies the proteins of interest and, in comparative
glycoproteomic runs, putative biomarkers of a disease or altered metabolic conditions. This exam-
ple is representative of the multimodal/multidimensional approaches needed in solving today’s
biomedical problems.
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12. CHROMATOGRAFICKE METODY V ANALYZE

LIPIDU
RNDr. Eva Tvrzicka, CSc.

Univerzita Karlova v Praze, 1. 1ékarska fakulta
email

12.1 Uvod

Lipidy, jedna ze tfi hlavnich slozek zivé hmoty (vedle bilkovin a uhlohydrati), predstavuji velmi
rozmanitou skupinu latek, které se navzajem lisi chemickym slozenim i biologickou aktivitou. Za
nejmensi jednoduchy lipid 1ze povazovat kyselinu octovou s pouhymi dvéma atomy uhliku, za
nejvetsi slozeny lipid pak gangliosid GH; ., obsahujici Sest molekul kyseliny N-acetylneuraminové,

jehoz strukturni vzorec je uveden na obr. 12.1.

IV’NeuAc,llI*NeuAcl*NeuAc,Gg,Cer
[Cer = N-(1-dokosanoyl)-sfing-4-enin]
gangliosid GH, .o
(Mr = 3028)

CH,COOH
kyselina octova
(Mr = 60)

Obr. 12.1: Vzorec gangliosidu

Velké rozmanitost jednotlivych lipidi i jejich molekularnich druhti nabizi vyuzZiti prakticky
vSech chromatografickych technik jak pro zakladni vyzkum, tak pro rutinni biochemické stanoveni.
Z zivoCisné fiSe byly nejpodrobngji prostudovany lipidy obratlovcd (zejména savcil), v rostlinné
FiSi se t&81 nejveétsi pozornosti semena olejnatych rostlin a dale nékteré plody a listy, které se uplat-
nuji v potravnim fetézci obratlovcl. Zvlastni oblast zajmu predstavuji bakterie.

Slozeni lipidi a jejich molekularnich druhti je pro kazdy Zivocisny druh i pro jednotlivé
organy charakteristické a lze je podle tohoto sloZeni identifikovat. V nasledujicich kapitolach bu-
dou diskutovany jednotlivé formy lipidd (transportni, tkanové), lipidové tridy i jejich molekularni
druhy se zietelem na vyuziti chromatografickych technik pro jejich stanoveni.
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12.2 Lipoproteiny

Lipoproteiny jsou micelarni castice transportujici cholesterol a triglyceridy v krevni plasmé.
V prostoru zaujimaji ptiblizn€ kulovity tvar. Na povrchu maji monovrstvu slozenou z molekul fos-
folipidid a cholesterolu, uspotadanych tak, ze jejich hydrofilni ¢asti jsou orientovany vné a hydro-
fobni dovnitt ¢astice. Proteinova slozka je zndma pod ndzvem apolipoprotein ¢i apoprotein (apo).
Molekuly apoproteinti jsou uloZeny na povrchu ¢astice, nebo jsou do ného zanoteny a jejich hydro-
filni ¢ast je orientovana do vodného prostiedi. Jadro ¢astice tvofi nepolarni triglyceridy a estery
cholesterolu. Klasifikace a nazvoslovi lipoproteinti jsou poznamenany historickym vyvojem meto-
dologie jejich analyzy. Z praktickych divodua se stale pouzivaji nazvy charakterizujici lipoprotei-
nové Castice na zakladé jejich hustoty, podle niz jsou izolovany ultracentrifugaci v hustotnim gra-
dientu:

- lipoproteiny o vysoké hustoté (high density lipoproteins, HDL),

- lipoproteiny o nizké hustoté (low density lipoproteins, LDL),

- lipoproteiny o stiedni hustoté (intermediate density lipoproteins, IDL),

- lipoproteiny o velmi nizké hustoté (very low density lipoproteins, VLDL).

Castice, které pii této technice flotuji vzdy na povrchu, se nazyvaji chylomikrony (chylomicrons,
CM). Lipoproteinové tiidy se kromé svého chemického slozeni, jez ma vliv na jejich densitu, lisi
také svou velikosti. Zakladni charakteristiky jednotlivych lipoproteini a jejich subfrakei jsou pie-
hledn¢ uvedeny v tab. 12.1.

Tab. 12.1: Zakladni parametry lipoproteini lidské krevni plasmy

Frakce Zdroj Primér Relativni Protein Lipid
(nm) hustota (%) (%)
CM stfevo 90-1 000 <0,95 1-2 98-99
VLDL jatra (stfevo) 30-90 0,95 - 1,006 7-10 90-93
IDL VLDL 25-30 1,006 - 1,019 11 89
LDL VLDL 20-25 1,019 - 1,065 21 79
LDL-I 27,5-26,0 1,025 - 1,034
LDL-II 26,0-25,5 1,034 - 1,044
LDL-III 25,5-24,2 1,038 - 1,050
LDL-1V 24,2-21,8 1,048 - 1,065
HDL jatra, stfevo, VLDL, CM 7,5-20 1,065 - 1,210
HDL, 10-20 1,065 - 1,125 33 67
HDL; 7,5-10 1,125 - 1,210 57 43

Pro klinickou diagnostiku i zakladni vyzkum ma vyznam stanoveni velikosti ¢astic jednotli-
vych lipoproteind, zejména atherogenniho LDL. Tento problém lze fesit bud’ elektroforézou na
gradientu akrylamidu, ktera je velmi pracnd i Casové narocnd, anebo gelovou filtraci [1,2]. Gelova
filtrace (angl. synonyma gel permeationn chromatography, GPC, size-exclusion chromatoraphy,
SEC, nebo molecular sieve chromatography, MSC) je separa¢ni technika, ktera neni chromatogra-
fii v pravém slova smyslu (nedochazi k ustavovani rovnovahy mezi mobilni a stacionarni fazi).
Touto technikou jsou separovany molekuly podle své velikosti. Jako hydrofilni stacionarni faze
(SF) slouzi silikagel nebo methakrylatové pryskyfice s definovanou velikosti pért, dobrych vy-
sledkti bylo dosazeno i na Sepharose (2). Separace probiha za izokratickych podminek, jako mobil-
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ni faze (MF) slouZzi fyziologicky roztok, ktery mize byt pufrovany fosfatem. Velké molekuly se
nedostanou do pérd a jsou vylouceny v nejkrat§im mozném ¢ase; nejmensi velikost molekuly, ktera
nemuze vstoupit do pord, urcuje tzv. vylucovaci limit kolony (vrchni limit). Mens$i molekuly, které
do porti vstoupi, jsou v nich zadrzovany podle své velikosti. Nejmensi molekula, kterou lze jesté
oddélit, urcuje tzv. permeacni limit kolony (spodni limit), mensi molekuly se jiz pak nedéli. Sepa-
racni rozmezi kolony je urCeno velikostmi separovatelnych molekul, zavisi na velikosti pord
a v tomto rozmezi plati linearni zavislost logaritmu molekulové hmotnosti (velikosti molekuly ¢i
¢astice) na elucnim objemu (Case). K detekci se vyuziva bud’ charakteristicka vinova délka pro
bilkoviny v UV-oblasti (280 nm) nebo na zaklad¢ tzv. ,,post-column® reakce cholesterolu s enzy-
matickym ¢inidlem ve viditelné oblasti (600 nm).

Pomoci afinitni chromatografie na kolon¢ pInéné iontovyménnou pryskytici (ligand die-
thyaminoethyl) a mobilni fazi tris pufr pH 7,4 s gradientem NaClO, se lipoproteiny déli v opaéném
potadi - HDL, LDL, IDL, VLDL, CM [3]. Detailngjsi rozdéleni lipoproteinti na subfrakce reflektu-
jici rzné katabolické stavy poskytuje afinitni chromatografie na heparin-Sepharose. Mobilni fazi je
pufr (fosfat, tris) s gradientem NaCl [4].

Problémem pro ob¢ analytické metody — elektroforézu i gelovou filtraci — je kalibrace. Béz-
n¢ pouzivané polydextrany nejsou vhodné vzhledem k odliSnému tvaru molekuly. Vhodnym mode-
lem se sice zdaji byt kulovité latexové Castice definované velikosti, ty se vSak vzhledem k rozdil-
nému povrchovému naboji chovaji odlisné pfi elektroforéze a v chromatografické kolon¢ jsou ire-
verzibiln¢ zadrzeny. Jedinym exaktnim zptisobem kalibrace je sada separovanych lipoproteinovych
frakei, jejichz velikost byla stanovena pomoci elektronového mikroskopu [4, 5].

12.3 Apoproteiny

Apoproteiny jsou strukturalni bilkoviny lipoproteinovych castic, které vazou lipidy v povrchovém
polarnim obalu lipoproteind a umoziuji tak vytvaret rozpustné polydisperzni ¢astice. V kazdé tride
lipoproteinti se vyskytuje nékolik apoproteinti, které jsou pro dany lipoprotein charakteristické.
Jejich vzajemné poméry v ramci jednotlivych lipoproteinil se za riznych patofyziologickych stavi
lisi, a proto ma jejich stanoveni svlij nezastupitelny vyznam. Ptehled jednotlivych apoproteinti
a jejich dosud znamych charakteristik udava tab. 12.2.

Rutinni stanoveni apo Al a apo B je v soucasné dobé provadéno imunoelektroforeticky,
polymorfismy apo E elektroforézou na agarose nebo polyakrylamidu. Pro stanoveni profilu apopro-
teinl v separovanych lipoproteinech lze vyuzit tyto techniky kapalinové chromatografie
s UV-detekei (280 nm):

a) SEC — jako stacionarni faze slouzi silikagel nebo methakrylatové pryskytice, mobilni fazi je
vétSinou fosfatovy pufr s gradientem NaCl [6];

b) chromatografie na reverzni fazi (RP-HPLC) — stacionarni fazi je RP C4, C8 nebo C18, mobil-
ni fazi 0,1% kyselina trifluoroctova nebo 1% triethylamonium fosfat s gradientem CH;CN [7];

c) iontové vyménnad chromatografie (ion exchange fast protein liquid chromatography, IE-
FPLC) — jako stacionarni faze slouzi celulosa nebo trisakryl s ligandem diethylaminoethyl,
jako mobilni faze 0,01-0,1M Tris-urea pH 7,6-8,2 s gradientem NaCl [§03;

d) kombinace imunoafinitni chromatografie (IAC), kde stacionarni fazi je sorbent (Sepharosa,
Sephacryl) aktivovany bromkyanem se zakotvenou specifickou protilatkou a mobilni fazi
0,002-0,005M pufr pH 7,4 s gradientem NaCl, NaSCN, s dal$imi separacnimi technikami -
SEC, UC, SDS-PAGE [9].
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Tab. 12.2: Apoproteiny a jejich vlastnosti

Apo Vznik M, Lipoprotein Funkce
(v tisicich)
A-1 stievo, jatra 28 HDL, CM aktivator LCAT, ligand pro HDL receptor
A-11 stievo, jatra 17 HDL, CM strukturalni protein, aktivator HL, inhibitor
LCAT
A-1V stievo 46 HDL, CM spojen s tvorbou LP bohatych na triglycerid
B-48 stievo 264 M strukturalni protein, vazba na receptory
B-100 |jatra 550 LDL ligand pro LDL receptor
C-1 jatra 5.8 CM, VLDL, aktivator LCAT
IDL, HDL
C-l1 jatra 9,1 CM, VLDL, aktivace LPL
IDL, HDL
C-111 jatra 8,75 CM, VLDL, inhibice LPL
IDL, HDL
D nadledviny, 30-33 HDL, CM lipokalin — multiligandovy a multifunkéni pro-
slezina,ledviny 2%193 tein, 1 koreluje s poruchami NS, obesitou, DM,
placenta, CNS i Ca,
E jatra,  periferni 35 CM, VLDL, strukturalni protein, ligand pro receptory CM a
tkané IDL, HDL LDL
F jatra 33 HDL, LDL LTIP, reguluje interakci CETP a LP
H jatra 50mm, 904m, | CM, VLDL, antigen pro anti-PL, s apoC-II aktivace LPL, s
1304, HDL, apoE aktivace desticek, 1T u DM
J HDL, CSF 2 X 4041, HDL vazba PONI, transport lipidd a FA, vazba na
solubilni amyloid f
L slinivka 42 a39 HDL 1 u schizofrenie
M jatra, ledviny 23 a26 VLDL, LDL,
HDL

LCAT - lecithin:cholesterol acyltransferasa, HL - jaterni lipasa, LP - lipoprotein, LPL - lipoproteinova lipasa,
NS - nervovy systém, DM - diabetes mellitus, Ca - karcinom, LTIP - lipid transfer inhibitor protein, CETP -
cholesteryl ester transfer protein, PONI1 - paraoxonasa, FA - mastna kyselina, mm - monomer, dm - dimer,
tm - trimer

12.4 Jednoduché lipidy

Jednoduché lipidy jsou estery mastnych kyselin a alkohold, steroll ¢i glycerolu. Jejich klasifikace
je velmi slozitou a stale diskutovanou problematikou. Pro analytické ti¢ely je vyhodné jejich rozdé-
leni podle chromatografického chovani na silikagelu na nepolarni (neutralni, NL), které se pohybuji
v nepolarni mobilni fazi (uhlovodik-diethylether-kyselina octova) a polarni (PL), které¢ se déli
v polarni mobilni fazi (chloroform-methanol-voda, Casto s pfidani kyseliny octové nebo amoniaku).
Strukturni vzorce a jejich systematické i trividlni nazvy vcetné zkratek ukazuji obr. 2 a 3. Podle
zminéného chromatografického chovani fadime mezi nepolarni lipidy také volné mastné kyseliny,
parcialni glyceridy a volné steroly, pfestoze obsahuji volnou (neesterifikovanou) funkéni skupinu.
Biologicky vyzkum vyzaduje, v zavislosti na sledované problematice, analyzovat jak vSechny zmi-
néné tiidy NL i PL v intaktni podobé (stanoveni obsahu celé lipidové tiidy), tak i jejich molekular-
ni druhy. Pro stanoveni jednotlivych NL a PL Ize vyuzit vSechny techniky kapalinové chromatogra-
fie, pro stanoveni molekularnich druhti jsou vhodné techniky kapalinové i plynové chromatografie.
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Obr. 10.2: Strukturni vzorce neutralnich lipida

99



o (o]
/\/\/\/\/\/\/\)\o/\<\ o7 .
o" ‘H HO \_<
° cion NV AN NH
VA0 o J

0" TH o 1-hexadekanoyl-2-(52,82,112Z,14Z-ikosatetraenoyl)-
=/ =/ =/ \= OH -sn-glycero-3-fosfoserin
o HO (fosfatidylserin, glycerofosfolipid)
1-hexadekanoyl-2-(5Z,8Z,11Z,14Z-ikosatetraenoyl)- PS

-3-0-p3-D-glukosyl-sn-glycerol

o
(glykoglycerolipid) WW 1}

GGL a o 0”7 ™ oH
S

VAAAAAAAR /}‘ ——
/\<\ \ Tz 1°-[1,2-Di-(92,12Z-oktadekadienoyl)-
\/\/\—MM -sn-glycero-3-fosfo]-sn-glycerol

< (fosfatidylglycerol, glycerofosfolipid)

1-hexadekanoyl-2-(52,82, 112, 14Z-ikosatetraenoyl)- PG
-sn-glycero-3-fosfo-(1 -myo-inositol)

o
(fosfatidylinositol, glycerofosfolipid) \/\/\/\/\/\/\/\;k /}g‘
; o ™OH
; M "

o
/\/\/—\/_\/\/WOK i 1-hexadekanoyl-2-(5Z,82,112,14Z-ikosatetraenoyl)-
=N P, -sn-glycero-3-fosfat
lo] o (o]
/o><,..\ of ™ (kyselina fosfatidova, glycerofosfolipid)
VIANAANNAN PA
o HOwm /.. H
W y
== o AAAAAAAR
(o] o o] ~
o7 i Ho}3 /\<\ f el
WWM/\( M/W k/“”z
9 o
17,3"-Bis[1,2-Di-(92,12Z-oktadekadienoyl)- 1-hexadekanoyl-2-(52,82,112, 14Z-ikosatetraenoyl)-
-sn-glycero-3-fosfol-sn-glycerol -S_n-giyoero-S-qufoethanolamin_ )
(difosfatidylglycerol, kardiolipin, glycerofosfolipid) (fosfatidylethanolamin, glycerofosfolipid)
DPG (CL) PE

5 o /\/\/\/\/\/\/\\&\OH

o Yu HO </|+ °
PN SmL NS e )‘ N-(1-hexadekanoyl)-sfing-4-enin
= ) (ceramid)
1-hexadekanoyl-2-(52,82,112,14Z-ikosatetraenoyl)- Cer
-sn-glycero-3-fosfocholin
(fosfatidylcholin, glycerofosfolipid) H oOH

PC -, CH,OH
N 0 g OH
A8 NAAANAAANM NS
]
-, o HO
/\/\/\/\/\/\/\&\o/f __0

\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/y NHoH MO k/ I, N-(1-dokosanoyl)-sfing-4-enin-3-O-f-D-galaktosid
a f' (galaktocerebrosid, glykosfingolipid)
ceramid monohexosid

GalCer
CcM

N-(1-dokosanoyl)-sfing-4-enin-1-fosfocholin
(sfingomyelin, sfingofosfolipid)
SPH

Obr. 12.3: Strukturni vzorce polarnich lipidi
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12.5 Stanoveni jednotlivych lipidovych tiid

Tenkovrstevna chromatografie s densitometrickou detekci, vyuzivajici klasické tenké vrstvy sili-
kagelu jako SF, je stale vyuzivanou analytickou technikou vzhledem k nenaroc¢nosti piistrojového
vybaveni. Tato technika s fluorescenéni detekei je stale nejvyhodnéjsi metodou i pro ucely prepara-
tivni. Slozeni MF zavisi na separovanych lipidech, jako ptiklad je uvedeno n€kolik systémi [10]:

- Separace NL s MF hexan-diethylether-kyselina octova (80:20:1), PL zlstavaji na startu.
Poradi eluce (klesajici Ry) je: WE, SE, GEDE, TG, FA, FS, DG, MG, PL.

- Separace PL. s MF chloroform-methanol-kyselina octova, voda (60:50:1:4), NL se pohybuji
s ¢elem. Poradi eluce: NL, CL, PE, PI, PS, PC SM, LPL (lysoPL).

- Separace PL a MG s dvojim vyvijenim. Prvni systém hexan-aceton (3:1) oddéli MG a dalsi
vyvijeni v systému chloroform-methanol-kyselina octova-voda (80:13:8:0,3) rozvine PL
v potadi: CL, PA, CM, PG, PE.

- Separace PL a fosfatd PI v systému methanol-chloroform-30% amoniak-voda (48:40:5:10)
v potadi: PE, PC, PI, PI-monofosfat, PI-difosfat.

Dvourozmérna separace NL a PL. Vsechny tfidy lipidl (vcetné jednotlivych lysoforem)
nelze rozdélit jednotlivym vyvijenim, maximalni Gispésnosti bylo dosazeno vyvijeni ve dvou sme¢-
rech. V prvnim systému — chloroform-methanol-30% amoniak-voda (90:54:,5:5,5) — bylo dosazeno
rozdg¢leni skupin: NL, CL, FA+CM+PE+PC, GS+LPE, PI+SM, PA+PS+LPC, LPS+LPI. Nerozdé-
lené skupiny byly pak separovany v druhém systému - chloroform-methanol-aceton-kyselina octo-
va-voda (60:20:80:20:10) — ve sméru kolmém k prvnimu vyvijeni. Jednotlivé skupiny jsou takto
separovany v uvedeném potadi (klesajici Ry).

Tenkovrstva chromatografie s plamenoioniza¢ni detekci vyuziva jako SF kifemennych
ty¢inek o primeéru cca 1 mm se zakotvenym silikagelem, ptipadné aluminou. MoZnosti déleni jed-
notlivych tfid jsou obdobné jako u klasické tenké vrstvy. Princip detekce je obdobny jako v plyno-
vé chromatografii, spalovanim rozdélenych frakci se zaroven regeneruje tenka vrstva pro dalsi
pouziti. Vyhodou uspotadani je malé mnozstvi vzorku (pg), moznost analyzovat az 10 vzorkl sou-
¢asné, moznost postupného vyvijeni a spalovani skupin latek; nevyhodou je pracnost nanaseni
vzorku [11].

Kapalinova chromatografie na normalni fazi s detekci rozptylu svétla. Jako SF jsou
vyuzivany silikagel (—Si—OH), alumina (—Al-OH), aminopropyl (—(CH,);—NH,), kyanopropyl
(—(CH;);—CN a diol (—(CH;);—O—-CH,—~CHOH—-CH,OH) [12]. Na rozdil od RP-HPLC je MF mén¢
polarni nez SF, a k interakci mezi solutem a SF dochazi na polarnéjsi strané¢ molekuly (neesterifi-
kované funk¢ni skupina, polarni ,,hlava* fosfolipidu). Jednotlivé lipidové tiidy jsou eluovany podle
stoupajici polarity — nepolarni molekuly jsou zadrZovany nejméné. Polarita MF v prtibéhu separace
rovnéZ stoupa. Rozdéleni komplexni smési NL a PL bylo dosazeno postupnym gradientem smeési
hexan-tetrahydrofuran, chloroform-isopropylalkohol, isopropylalkohol-voda. Potadi eluce je ob-
dobné jako na tenké vrstvé: SE, TG, FS. FA, CM, CL, PE, PI, LPE, PS, PC, SM, LPC (13). Systém
detekce - ELSD (Evaporative Light-Scattering Detector), zvany téz ,hmotnostni* detektor, ma
pred vSemi ostatnimi detektory vyhodu citlivosti a univerzalnosti. UV detekce neni vhodna, protoze
lipidy absorbuji pii kratkych vinovych délkach, kterymi byva detektor limitovan, pii refraktomet-
rické detekci vadi gradient MF, fluorescencni detektor vyzaduje derivatizaci, elektrochemicka de-
tekce je mozna jen pro snadno oxidovatelné latky, u plamenoionizac¢niho detektoru je tieba predem
odstranit MF a neni mozné pouziti pufr [14].
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12.6 Stanoveni molekularnich druhii lipidovych trid

Kazda lipidova tfida v sobé zahrnuje slozity profil molekul, které se lisi zastoupenim mastnych
kyselin a alkoholickych slozek. Nejslozitéjsi jsou triglyceridy, kde je jedna molekula glycerolu
esterifikovana se tfemi riznymi mastnymi kyselinami; nasleduji ether-lipidy, obsahujici dvé mast-
né kyseliny a ethericky vazany alkyl ¢i alkenyl, vesmés se 16 a 18 atomy C. Také diglyceridy, které
byvaji minoritni tfidou, obsahuji dvé mastné kyseliny a mastné kyseliny obsahuji i vSechny glyce-
rofosfolipidy. Sterolestery obsahuji v molekule jednu mastnou kyselinu, ta vSak muze byt esterifi-
kovana s riznymi steroly (v lidské plasmé to jsou vedle cholesterolu rostlinné steroly kampesterol
a B-sitosterol). Molekula vosku je slozena z mastné kyseliny a alkoholu, které se li$i po¢tem atomu
C, vétvenim fetézce a u mastnych kyselin i poctem dvojnych vazeb. Stanovit molekularni druhy v
intaktni formé znamena urcit vSechny kombinace slozek podle délky a vétveni fetézce i poctu
dvojnych vazeb. Toto stanoveni se provadi po predchozi separaci lipidové tridy jako celku nékterou
z preparativnich metod, vétSinou tenkovrstvou chromatografii. Pfi nesmirné rozmanitosti lipidd
vSak nelze nikdy tyto druhy urcit beze zbytku, tj. véetné druhl obsahujicich minoritni slozky. Vét-
Sinou dochazi k ptrekryvu retencnich parametr u nékolika slozek. Tento problém lze beze zbytku
vytesit kompletni hydrolyzou lipidu a separatnim stanovenim profili jednotlivych komponent po
prislusné derivatizaci.

Pro stanoveni molekularnich druhtt vSech uvedenych tfid je mozné vyuzit RP-HPLC (Cg
nebo Cyg), jako MF se podle slozeni vzorku pouziva kombinace organickych rozpoustédel a vod-
nych roztokl (methanol, acetonitril, isopropylalkohol, dichlormethan, chloroform, hexan, isooktan,
kyselina octova, voda). Nejnaro¢néjsi je z hlediska analytu stanoveni molekularnich druhd fosfoli-
pida, kde je tieba navic potlacit interakci pozitivné nabité bazické Casti se silanoly obsazenymi
v SF [15]. Srovnatelné svou narocnosti je i stanoveni molekularnich druhti triglycerida, kde vedle
RP-HPLC lze vyuzit i GLC [16]. Slozeni MF je pro TG obdobné jako pro PL, k detekci je nej-
vhodngjsi ELSD, ptipadné UV-detektor (205-210 nm). Plynovou chromatografii na nepolarni ko-
lon¢ lze separovat TG podle poc¢tu atomit C v molekule bez ohledu na pocet dvojnych vazeb v ky-
selinach. Pro separaci molekularnich druhii reflektujicich jednotlivé kyseliny je pti GLC vyuzivano
tzv. polarizovatelnych kolon, které jsou pii teploté do cca 250 °C nepolarni a jejich polarita stoupa
s dale se zvysujici teplotou [16].

Lipidy s etherickou vazbou jsou analyzovany obdobné jako pfedchozi skupiny. V zasadé
plati pro obé metodiky, Ze jednotlivé skupiny jsou eluovany v poradi alkenylacyl, alkylacyl a dia-
cyl. Je vyhodné provést nejprve separaci téchto skupin na normalni fazi a potom stanovit profily
pomoci RP-HPLC nebo GLC. Stanoveni molekularnich druhti PL 1ze zjednodusit jejich pievede-
nim na diglyceridy odstépenim polarni skupiny fosfolipasou C. Volnou hydroxylovou skupinu lze
maskovat esterifikaci s kyselinou s kratkym fetézcem nebo silylaci (trimethylsilylether).

Obé metody, GLC 1 HPLC, maji své specifické vyhody i nevyhody. Pro GLC je nastiikova-
né mnozstvi v fadu nano- az mikrogrami, pro HPLC to jsou mikro- az miligramy. Plyn pfedstavuje
ekologickou a dokonale reprodukovatelnou mobilni fazi oproti organickym rozpoustédliim. Nastiik
za studena piimo na kolonu (cold on-column) v GLC nezpuisobuje ztraty tékavéjsSich slozek ve
srovnani s nastfikem do vyhfivaného injektoru. Diky modernim aparaturam je zajiSténa dobra re-
produkovatelnost teplotniho programu pii GLC, stejné jako reprodukovatelnost gradientu mobilni
faze u HPLC. Pfi chromatografickém procesu dochazi u obou metod ke kontaminaci SF jednak
rozkladnymi produkty vzorku, jednak samotnou MF, coz vede ke zménam v dé€leni i kvantitativni
odezvy jednotlivych slozek. U GLC lze problém fesit pouzitim pfedkolony, kterd je v pribéhu zi-

102



votnosti ménéna, ptipadné odiiznutim ¢asti kolony s viditelnymi deposity. U HPLC lze rovnéz po
urcitou dobu vymeénovat predkolony, pak nasleduje ¢aste¢na vymeéna napln¢ kolony. Plamenovy
ioniza¢ni detektor v GLC poskytuje pro stejna mnozstvi slozek odpovidajici odezvy, ELSD
v HPLC poskytuje rizné odezvy pro jednotlivé lipidové t¥idy (krystalické latky maji vyssi odezvu
nez latky amorfni). U obou metod plati, Ze kalibra¢ni z&vislost odezvy detektoru na nastfikovaném
mnozstvi jednotlivych slozek neni linearni a je tfeba ji pro kazdy systém individualné urcit a v pri-
béhu Zivotnosti kolony kontrolovat.

12.6 Stanoveni mastnych kyselin, steroli a alkoholu

V piirodé se vyskytuje velké mnozstvi mastnych kyselin (FA), jen v lidské plasmé jich bylo identi-
fikovano okolo Sedesati. Maji vétSinou rovny fetézec se sudym poc¢tem atomti C a dvojnymi vaz-
bami v pentadienovém uspofadani, prevazné v konfiguraci Cis; jsou obecné znaceny CN:P n-x, kde
CN je celkovy pocet atomi C, P pocet dvojnych vazeb, x poloha prvni dvojné vazby od methylo-
vého konce. Pro rtizné metabolické studie jsou obvykle stanovovany pouze ty FA, které v metabo-
lismu maji vyznamnou roli (v biochemickych a biomedicinskych studiich obvykle pouze sudé, s
CN 12 —22). Analyza profilu FA v separovanych lipidovych tfidach po jejich hydrolyze a nasledné
derivatizaci je nejcastéj$im stanovenim v analyze lipidd, s vyuzitim metod GLC nebo RP-HPLC.
Pro GLC jsou FA pifevadény nejCastéji na methylestery za alkalické ¢i kyselé katalyzy (napf.
methoxid sodny, fluorid bority, acetylchlorid, methyl chloroformat, kyselina sirova); pro HPLC
jsou derivatizovany chromofory pro detekci UV (napf. fenacylbromid, 2-bromo-2’-acetonafton,
2-nitrofenylhydrazin, dibromoacetofenon, 1-naftylamin) nebo fluorescenéni (napi. panacylbromid,
9-anthryldiazomethan, 9-(2-hydroxyethyl)-karbazol, 9-bromomethylakridin, 3-bromoacetyl-7-me-
thoxykumarin).

Pro stanoveni GLC se pouzivaji kolony stedni ¢i vysoké polarity (25-30, resp. 50-100 m).
U stfedné polarnich kolon je poradi eluce urceno délkou fetézce a stoupajicim poctem dvojnych
vazeb (RTra 18403 < RTEa 200). Jejich pomérné vysoky teplotni limit umoznuje i eluci steroli pii
analyze sterolestertl, nelze vSak oddé€lit izomery v konfiguraci trans. Ty mohou byt analyzovany na
velmi polarnich kolonach, které maji nizsi teplotni limit, trans-izomery jsou eluovany pted prislus-
nymi Cis-izomery, pro stejné CN roste RT s poctem dvojnych vazeb, ale poradi eluce je ovlivnéné
jesté dalsimi faktory (RTga 20.0 < RTEa 183 n3). Analyzy HPLC mohou byt izokratické, nebo gradien-
tové, pro MF jsou pouzivany smesi methanol, acetonitril, tetrahydrofuran, kyselina octova. Poradi
eluce je vyrazné odlisné — cis-izomery jsou eluovany pied odpovidajicimi trans-izomery, pfi stej-
ném CN jsou FA eluovany podle klesajiciho poctu dvojnych vazeb (RTga 20:5 1.3 < RTEA 14:0)-

Zavislot odezvy detektoru na analyzovaném mnozstvi je linearni v Sirokém rozmezi koncen-
traci; obsah slozek byva vétSinou stanovovan jako relativni molarni procento, méné Casto je urco-
van absolutné€, metodou vnitiniho standardu.

V zivé hmoté je obsazeno velké mnozstvi riznych sterol, které maji spoleéné sterolové
jadro s hydroxylovou skupinou na tfetim atomu C a li$i se po¢tem a polohou dvojnych vazeb v
jadru i délkou a poctem dvojnych vazeb v postrannim fetézci. Pro jejich separaci Ize vyuzit TLC s
densitometrickou ¢i fluorescenc¢ni detekci, HPLC na normalni i reverzni fazi s UV detekci, a GLC s
nepolarni i sttedné polarni kolonou s plamenoionizacni detekci. Mobilni faze pro TLC i HPLC je
nevodna s vyuzitim kombinaci rozpoustédel volenych podle charakteru analytu (chloroform,
dichlormethan, methanol, isopropylalkohol, acetonitril, hexan, isooktan, diethylether, ethylacetat,
kyselina octova). Metodami TLC a HPLC jsou steroly stanovovany obvykle bez derivatizace, pro
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GLC je vyhodngjsi pracovat s acetaty nebo trimethylsilylethery. Podobné jako u FA je zavislost
odezvy detektoru na analyzovaném mnozstvi linedrni a jednotlivé slozky jsou kvantifikovany me-
todou vnitiniho standardu na zaklad¢ kalibrace systému.

Alkoholy jsou soucasti voskil a rovnéz jejich zastoupeni v biologickém materialu je zna¢né€ rozma-
nité. Vosky jsou obsazeny napt. v kiizi a srsti Zivocichtl, v sekretech ptakd a hmyzu (véeli vosk) a v
listech rostlin. Délka fetézce se miize pohybovat mezi 8 a 32 atomy C, fetézec je rovny nebo vétve-
ny, pocet hydroxylovych skupin je jedna az tfi. Pro chromatografické stanoveni jednotlivych slozek
plati obdobné zasady jako pro steroly co do vybéru metod, derivatizace i kvantifikace.

12.7 SloZené lipidy

Slozené lipidy jsou sfingoglykolipidy, které délime na cerebrosidy (ceramid-monosacharidy),
sulfatidy (ceramid-monosacharid-sulfaty), globosidy (neutralni ceramid-oligosacharidy) a gangli-
osidy (kyselé ceramid-oligosacharidy obsahujici 1 az 6 molekul kyseliny neuraminové). Zaklad
molekuly tvofi ceramid — ester aminoalkoholu sfingosinu nebo dihydrosfingosinu (CN18-20) a
nasycené mastné kyseliny, event. hydroxykyseliny (CN16-24). Jejich stanoveni v krevnim séru
novorozence nebo v plodové vodé umoziuje diagnostiku vrozenych metabolickych poruch (napf.
choroba Tay-Sachsova, Niemann-Pickova, Gaucherova, Fabryova, Sandhofova, Krabeova).

Pro analysu v intaktni podobé se dnes vyuzivd HPLC na normalni i reverzni fazi s detekci
UV (benzoyl-derivaty), fluorescencni nebo ELSD [19]; pfed 20-30 lety to byla i sloupcova chroma-
tografie (adsorpCni na silikagelu nebo florisilu a iontovyménna na DEAE-celulose, DEAE-
Sephadexu nebo DEAE-Sepharose), dale tenkovrstva chromatografie na silikagelu a dokonce i
plynova chromatografie na nepolarni kolon¢, kterou byly mozno stanovit cerebrosidy po derivati-
zaci na trimethylsilylethery [20]. Jako MF pro HPLC slouzi opét riizné kombinace rozpoustédel s
malym mnozstvim vody nebo vodnych roztoki (methanol, isopropylalkohol, acetonitril, chloro-
form, triethanolamin, hexan, tetrahydrofuran, dioxan, ethylacetat, kyselina mravenci). Pro kvantifi-
kaci je tieba pocitat s nelinearnimi kalibraénimi zavislostmi.
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13. EXTRAKCE STLACENYMI TEKUTINAMI K PRIPRAVE

ORGANICKYCH VZORKU PRO ANALYZU
doc. RNDr. Michal Roth, CSc.

Ustav analytické chemie AV CR, Veveii 97, 61142 Brno
roth@iach.cz

13.1 Uvod

Extrak¢ni techniky jsou dilezitou Casti okruhu postupti, souhrnné oznacovanych jako “sample
treatment” a slouzicich k pfevodu analyzovanych latek z matrice vzorku do formy slucitelné s na-
slednou separaci a kvantifikaci analytdl ', ktera se Gasto provadi chromatografickymi metodami.
Soudobé tendence odklonu od pouzivani organickych rozpoustédel, vedend ohledy na Zivotni pro-
stiedi a snahou o trvale udrzitelny rozvoj, se projevuje i v této oblasti. Extrak¢ni techniky provade-
né za zvySenych tlakd, jako je superkriticka fluidni extrakce, extrakce stlaCenymi kapalnymi orga-
nickymi rozpoustédly za teplot nad normalnim bodem varu rozpoustédla nebo extrakce stlacenou
kapalnou horkou vodou, vesmeés spliuji pozadavek eliminace nebo alesponn minimalizace spotieby
organickych rozpoustédel. VSeobecné lze fici, Ze vyvoj v této oblasti extrak¢nich technik ma v po-
slednich letech spise evolucni nez revolucni charakter. Okruhy vyuziti vysokotlakych extrakci sa-
moziejm¢ nejsou omezeny na analytickou chemii, protoze tyto techniky nachazeji uplatnéni
1 v poloprovoznim, pfipadné provoznim meéfitku. To plati pfedevsim o superkritické fluidni extrak-
ci, ale v posledni dob¢ stale vice i o extrakci stlacenou horkou vodou, u které se funkce vody jako
pouhého extrakéniho rozpoustédla nékdy prolina s jeji roli jako reakéniho média nebo dokonce
reaktantu. Pfistroje pro extrakce stlatenymi tekutinami jsou kromé svého piivodniho analytického
ucelu bez velkych uprav vyuzitelné i jinak, predevsim k méfeni dulezitych fyzikaln¢ chemickych
udajii (napt. rozpustnosti), které se jinymi postupy zjistuji jen obtizné a pfitom mohou byt velmi
cenné pro navrhy extrak¢nich procest v provoznim méfitku.

V dalsim textu budou stru¢né probrany specifické rysy, klady a zapory jednotlivych metod, které
budou v piednasce doplnény konkrétnimi piiklady z &innosti Ustavu analytické chemie AV CR.
Literarni prameny zminéné v zavéru tohoto textu uvadgji predeviim aktualni piehledové ¢lanky *” ,
ve kterych mize pripadny zdjemce najit podrobngjsi informace. Vybé&r dvou piivodnich praci ® byl
velmi subjektivni a poplatny autorovu uzs§imu zaméteni, coz snad lze z€asti omluvit rozsahem té-
matu extrakci stla¢enymi tekutinami. V této souvislosti se jevi ucelné uvést pocty publikaci, tykaji-
cich se jednotlivych extrakénich technik, a to jak pro ctenafovu piedstavu a srovnani s jinymi ob-
lastmi analytické chemie, tak i k naznaCeni korespondence mezi terminy uzivanymi v anglicky psané
literatute a jejich ¢eskymi protéjsky uzivanymi v tomto textu. Tab. 13.1 uvadi pocty publikaci podle

databaze Web of Science® za obdobi od roku 1980 do aktualizace ze dne 9. 6. 2006.

Pomérné vysoky pocet zdznami u superkritické fluidni extrakce zahrnuje i veskeré aplikace
této techniky mimo sféru analytické chemie. Techniky popsané v tab. 13.1 zkratkami PFE, PLE,
PSE a ASE oznacuji z vécného hlediska totéz, tedy extrakci stlacenymi kapalnymi organickymi
rozpoustédly za teplot nad normalnim bodem varu rozpoustédla. Podobna zdménnost termint plati
do jist¢ miry i u PHWE a SubWE, i kdyz termin ,,extrakce subkritickou vodou® byva né€kdy pouzi-
van pro extrakce za teplot blizkych kritické teploté vody (374 °C), zatimco oznaceni ,,extrakce
stlatenou horkou vodou‘ se obvykle vztahuje k extrakcim za relativné nizsich teplot. Nizky pocet
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zaznami u extrakce superkritickou vodou neni nijak ptekvapivy, protoZe za pomérn¢ extrémnich
teplot nad kritickym bodem uz voda ve vztahu k organickym latkam vétSinou neni pouhym inert-
nim rozpoustédlem, ale reakénim Cinidlem.

Tab. 13.1: Poéty publikaci o jednotlivych extrakénich technikach podle Web of Science® (1980 — 9.6.2006).

ZKkratka Anglicky nazev Cesky nazev Pocet Z? )
znami
SFE supercritical fluid extraction superkriticka fluidni extrakce 3770
PFE pressurized fluid extraction . , . 202
. — : extrakce stlacenymi kapalnymi
PLE pressurized liquid extraction organickymi rozpoustédly za teplot 260
PSE pressurized solvent extraction nad normalnim bodem varu roz- 187
- poustédla

ASE accelerated solvent extraction 465
PHWE | pressurized hot water extraction extrakce stlacenou horkou vodou 46
SubWE | subcritical water extraction extrakce subkritickou vodou 106

- supercritical water extraction extrakce superkritickou vodou 17

13.2 Superkriticka fluidni extrakce

vvvvvv

rozpoustédla, kterou lze v Sirokych mezich ,,ladit zménami pracovni teploty a tlaku. Zdaleka nej-
pouzivanéjsim rozpoustédlem pro SFE je oxid uhlicity (t. = 30.98 °C, p. = 7.38 MPa). Zhruba lze
fici, Ze solvatacni schopnost superkritického CO, za vyssich hustot odpovida ptfiblizné hexanu a po
expanzi na normalni tlak klesne efektivné k nule. Pfi expanzi fluidniho roztoku v superkritickém
CO, tedy rozpusténé organické latky vytvareji shluky molekul, agregaty a Castice, a jde-li o latky
s dostatetné vysokym bodem tani, tvoii se praSkovitd tuhd faze. V procesnich a preparativnich
aplikacich ma tato vlastnost SFE zna¢nou hodnotu, a to pfedevsim ze dvou divodui:

1. zménami podminek pfi expanzi lze do urcité miry ovladat velikost a morfologii vznikajicich
¢astic, coz ma aplikacni vyznam (napf. pfi mikronizaci),

2. takto vzniklé ¢astice neobsahuji zadna rezidua té€kavych organickych rozpoustédel, coz je
dalezité napt. ve farmaceutickych a potravinaiskych aplikacich.

Z pohledu analytického chemika je ovsem tvorba agregatii nebo Castic pti expanzi fluidniho
roztoku spiSe zdrojem potizi. Pti pouziti plamenového ioniza¢niho detektoru v superkritické fluidni
chromatografii, kdy stlaceny CO, z kolony vstupuje do restriktoru a expanduje do vodikového
plamene, vede shlukovani molekul analytu k typickym zaskubim (“spikes”) v ¢asovém zaznamu
odezvy detektoru a k faktické nemoznosti urcit skutecnou plochu piku. V analytické SFE pfispiva
agregace molekul analyti v expandujicim CO, k potizim s kvantitativnim zachytem analyt (“ana-
lyte trapping”) pied jejich (zpravidla chromatografickou) separaci a kvantifikaci. Tvorby moleku-
larnich agregatd analytl bylo naopak s vyhodou vyuzito v navrhu sofistikované techniky® zachytu
analytdl s pouzitim horké pary organického rozpoustédla; tato technika vyuziva kondenzace orga-
nického rozpoustédla na ¢asticich analyti v expandujici smési, coz vede k téméf kvantitativnimu
zachytu (pievodu) do organického rozpoustédla, ¢imz tento postup piekonava diive popsané zpt-
soby zachytu, zejména probublavani expandujiciho CO, vrstvou organického rozpoustédla.

I kdyz analytické aplikace superkritické fluidni extrakce byly ptivodné soustfedény na tuhé
vzorky (zejména pid, sedimentti a dal$ich vzorki z oblasti zivotniho prostfedi), SFE je vyuzitelna
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i k analyzam kapalnych, pfedevs§im vodnych vzorkt, protoze vzajemna rozpustnost vody a super-
kritického CO, je pomérné nizka. Obr. 13.1 a 13.2 ilustruji pfistrojové sestavy pro SFE tuhych
a vodnych vzorki, vyvinuté v Ustavu analytické chemie AV CR, a v piednasce bude zminéno vyu-
ziti ptimé kontinudlni SFE k analyze vin.

Obr. 13.1: Extraktor pro SFE tuhych vzorka

Obr. 2. Ptistrojova sestava pro SFE kapalnych vzorkt
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Pokud jde o uplatnéni SFE v analytické chemii, Ize fici, Ze se SFE v poslednich letech do-
stala pon¢kud ,,do stinu“ aplikaci extrakénich technik, které vyuzivaji stlacenych kapalnych roz-
poustédel. Tento stav ma fadu pficin. Jednou z nich je skuteCnost, Ze nejpouzivangjsi rozpoustédlo
pro SFE, oxid uhli¢ity, neni pro svlij nepolarni charakter vhodné pro zpracovani vzorkd zajimavych
z pohledu biochemie a souvisejicich aplikovanych oboril. Zajmové latky z této vyznamné a aktual-
ni oblasti jsou zpravidla vysoce polarni, takZze omezena €innost extrakci Cistym superkritickym
oxidem uhli¢itym zde nijak neptekvapuje. Pouziti polarnich pfisad k CO,, tzv. modifikatorti (napf.
vody nebo methanolu), mtize sice byt v urcitych situacich schiidnym feSenim, ziskané zvyseni
ucinnosti extrakce vSak Casto neodpovida vynaloZzenému experimentalnimu tusili. Dalsi pfi¢inou
klesajiciho poctu aplikaci SFE v analytické chemii mohou byt n¢které ,,nepfijemné* vlastnosti latek
ve fluidnim stavu, pfedev§im kombinace vysokého tlaku a vysoké stlaCitelnosti média, protoze
personal analytickych laboratofi vétSinou neni Skolen pro praci za téchto podminek.

13.3 Extrakce stlaCenymi kapalnymi organickymi rozpoustédly za teplot
nad normalnim bodem varu rozpoustédla
(“pressurized fluid extraction”, PFE)

Tato extrakéni technika je vysledkem snahy zlepsit nékteré charakteristiky kapalinovych extrakci
za nizkych teplot a tlakti, pfedev§im pokud jde o rychlost extrakce (a tedy zvladnutelny pocet vzor-
ki za ¢asovou jednotku), usnadnéni automatizace a snizeni spotfeby rozpoustédel. Ve srovnani
s klasickymi postupy kapalinové extrakce za nizkych tlakdi (napf. extrakce podle Soxhleta) tedy
PFE nabizi nékteré dulezité vyhody:

Zvysena teplota pfi extrakci zvySuje t€kavost analyzovanych latek, a tim zpravidla i jejich
rozpustnost v pouzitém rozpoustédle. Kromé toho zvysena teplota usnadiiuje uvolnéni analyzova-
nych latek z matrice vzorku diky urychleni transportnich procesii a zeslabeni interakci analyzova-
nych latek s matrici. Kombinace vSech téchto efektli vede ke zrychleni extrakce s rostouci teplotou.
To se dale projevuje celkovym snizenim spotfeby rozpoustédel, niz§imi naklady na jejich potizeni
a likvidaci a niz8i zatézi prostredi tékavymi organickymi rozpoustédly. V ptipad¢ pouziti smésnych
rozpoustédel umoznuje PFE jednozna¢nou kontrolu sloZeni rozpoustédla, protoze na rozdil od So-
xhletovy extrakce nezahrnuje destilaci a tedy ani Zadné zmény sloZeni rozpoustédla. Tato vyhoda
PFE neni natolik ,,akademicka®, jak by se snad na prvni pohled mohlo zdat, protoze v aplikacich
PFE se smésnych rozpoustédel vyuziva pomémé Casto. Relativni nevyhodou PFE proti nizkotlaké
kapalinové extrakci naopak mize byt vyssi pofizovaci cena zafizeni, kterd je ovSem postupné kom-
penzovana snizenymi naklady na rozpoustédla.

Na rozdil od superkritické fluidni extrakce je PFE vyuzivana vyluéné k extrakcim tuhych
vzorkl. Obr. 13.3 ukazuje jeden z modeld laboratornich extraktord pro PFE a v pfednasce budou

podany piiklady vyuziti této extrak¢ni techniky pii stanoveni obsahu nutri¢né vyznamnych latek
v rostlinnych materialech.
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Obr. 13.3: Pristroj pro extrakce stlaCenymi kapalnymi organickymi rozpoustédly za teplot nad normalnim
bodem varu rozpoustédla (model s jedinou extrakéni celou)

13.4 Extrakce stlatenou kapalnou horkou vodou

Extrakce vodou za normalnich podminek (25 °C, 0,1 MPa) je v povédomi chemikt spojena s roz-
pousténim elektrolytii (napt. anorganickych soli) nebo polarnich organickych neelektrolyti (napf.
cukri). Okruh typa latek, které je mozno vodou ucinné extrahovat, je vSak obecné Sirsi a je velmi
zavisly na pouzité teploté a tlaku. Je tomu tak proto, Ze veli¢iny, které urcuji solvataéni schopnosti
vody, zejména rozpustnostni parametr, relativni permitivita (,,diclektricka konstanta) a iontovy
produkt, se s teplotou a tlakem velmi vyrazné meéni; nékolik ilustrativnich tdaji uvadi tab. 13.2. Za
»extrémnich®™ teplot a tlakii nad pfislusSnymi kritickymi veli¢inami vody jsou proto iontové soli
(napt. NaCl) ve vod¢ jen velmi malo rozpustné, zatimco benzen je s vodou pIn¢ misitelny. Kromé
ziejmé skutecnosti, ze je voda ,,nejzelenéjSim* rozpoustédlem, je tedy i rozpoustédlem ,,nejladitel-
n&j$im* ve smyslu dosazitelnych zmén solvatac¢nich schopnosti s teplotou a tlakem. I kdyz super-
kritickd voda je vyuzivana spiSe jako reak¢ni prostfedi (zejména pro “supercritical water oxidati-
on”) nez jako pouhé rozpoustédlo, je velmi dilezité si uvédomit, Ze ,,prostor solvatacnich schop-
nosti“ mezi normalnimi podminkami a superkritickou oblasti je spojity. Netypické solvatacni
schopnosti, které se plné manifestuji v superkritickych stavech, se proto ¢astecné€ projevuji i u stla-
¢ené kapalné vody za teplot mezi normalnim bodem varu (100 °C) a kritickym bodem (374 °C),
tedy v pracovni oblasti extrak¢nich technik oznacenych v tab. 13.1 jako PHWE a SubWE. Slovo
»stlaCené™ v predeslé veété zdlraziuje, ze ma-li voda zistat v kapalném stavu, musi byt pracovni
tlak pii extrakci vys$si nez tenze (tlak) nasycenych par vody za piislusné teploty.
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Tab. 13.2: Rozpustnostni parametr, relativni permitivita a iontovy produkt vody v zavislosti na teploté
a tlaku; iontovy souéin je vyjadien sou¢inem molalit, (mol.kg™")*

Teplota / °C Tlak / MPa Rozpustnostni Relativni permitivita  Iontovy soucin /

parametr / MPa'? (mol kg™)*
25 0.1 47,9 78,4 1,01x107™
100 0,1015 44,8 55,4 5,43x107"
200 5 39,7 34,9 5,38x10"
300 10 32,6 20,4 4,16x10™"*
350 20 27,7 14,1 9,46x107"
400 30 17,9 5,94 1,59x10°"
500 15 2,54 1,20 7,11x10%
500 30 5,96 1,68 1,.18x107!

Po uvedeni * PHWE jako metody piipravy vzorku v roce 1994 se dalsi aplikace zabyvaly
predevsim extrakcemi organickych polutantd (zejména polycyklickych aromatickych uhlovodikd,
polychlorovanych bifenyld, fenold, pesticidii a herbicidil) z tuhych vzorkii z oblasti zivotniho pro-
stfedi (ptdy, sedimenty, tuhé aerosoly). Tuto ,klasickou* oblast vyuziti PHWE postupné doplnily
extrakce vybranych bioaktivnich latek a silic z rostlinnych materiald; podrobnosti o téchto aplika-
cich PHWE lze nalézt v n&kolika piehledovych &lancich.”” Moznost vyuziti stlatené horké vody
k extrakci biologickych materiall je samoziejmé vzdy podminéna dostatecnou teplotni stabilitou
ptislusnych cilovych latek a jejich odolnosti vii¢i hydrolyze za podminek extrakce. Katalyticka
aktivita nekterych kovii obsazenych v konstrukénich materidlech extrakéni cely (nerezova ocel,
specialni slitiny) mize vést k nezddoucim chemickym zménam extrahovanych latek. Kromé toho je
ve vSech aplikacich PHWE vzdy nezbytné vodu pied extrakci dikladné zbavit rozpusténého
vzdusného kysliku.

Analytické aplikace PHWE poskytuji vice ¢i mén¢ zfedéné vodné extrakty. Pokud se k na-
sledné separaci a stanoveni extrahovanych analytd pouZije separacnich metod pracujicich s vod-
nym prosttedim (napi. HPLC), nepfedstavuje pritomnost vody v davkovaném vzorku zddné kom-
plikace. V pfipadé pouziti plynové chromatografie je ovSem obsah vody ve vzorku nezadouci
a pted plynové chromatografickou analyzou je nutny dalsi krok, napt. pfevod analytd z vodného
roztoku do organického rozpoustédla nebo SPME (,,solid phase microextraction®) analytd z vodné-
ho roztoku nésledovana jejich termalni desorpci pfimo do nastfikového portu chromatografu. Po-
sledné uvedeny postup zcela eliminuje pouziti organickych rozpoustédel.

Vliv teploty na solvatacni schopnosti vody bude v pfednasce ilustrovan na ptikladu méteni
vodnych rozpustnosti polycyklickych aromatickych uhlovodike, ktera byla provedena v Ustavu
analytické chemie AV CR. Obr. 13.4 ukazuje p¥islu§nou piistrojovou sestavu.

111



Obr. 13.4: Pristrojova sestava pro méfeni rozpustnosti tuhych latek ve stlacené horké vodé
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