Univerzita Karlova

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Fyzikalni chemie

<»
,) -1 ;"‘.& v°
o _maw.m...u.w &= Trl'\. S

oSN . J

M SRk

Q@ asz il
el

0
v
S

R

Mgr. Martin Ansorge

Pokrocilé techniky separace a analyzy dat v kapilarni elektroforéze

Advanced Separation Techniques and Data Processing in Capillary Electrophoresis

Disertacni prace

Uselova, Ph.D.

rina

Vedouci prace: RNDr. Kate

Praha 2021



Predkladana dizertacni prace shrnuje vysledky védeckého vyzkumu, kterych bylo
dosaZzeno béhem mého doktorského studia ve skupiné Elektromigracnich
a chromatografickych metod (ECHMET) na Prirodovédecké fakulté univerzity

Karlovy, katedie Fyzikalni a makromolekularni chemie.

Tato prace byla financovdna zfondti GA UK, grant & 1266217 a GA CR,
granty ¢. 15-18424Y a 18-11776S.

Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem tuto disertacni praci vypracoval samostatné a Ze jsem vSechny
pouzité prameny radné citoval. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla piredlozena
k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

Jsem si védom toho, Ze pripadné vyuziti vysledkl ziskanych v této praci mimo

Univerzitu Karlovu v Praze je moZné pouze po pisemném souhlasu této univerzity.

V Praze dne ...coooooevvvvvveeiieiiiees e



Podékovani

Byla to dlouha cesta... a ted’, kdyZ stojim na jejim konci, je nacase se ohlédnout za

témi péti blaznivymi roky...
...a podékovat.

Dékuji svému konzultantu Mgr. Pavlu Dubskému, Ph.D., ktery mi dovolil nastoupit
na doktorat ve skupiné ECHMET a nahlédnout tak pod pokli¢ku toho, jak se déla
véda, a Skolitelce RNDr. Kateriné USelové, Ph.D., ktera se mne nakonec ujala. Bez

nich by tato prace ani neméla prileZitost vzniknout.

Dékuji vSem tém dZasnym lidem, které jsem na své cesté potkal a mél Cest je
pokladat za své blizké pratele - Magdé, EliSce, Vlad'ovi, Vaskovi a Petrovi, Milanovi,
Michalovi a Denise, Marijané, Lucce. Bez Vas bych nebyl tam, kde jsem a predevsim

tim, kym jsem.

Dékuji i zbylému osazenstvu skupiny ECHMET, bylo mi cti sVami vSemi

spolupracovat.

A v neposledni radé dékuji své rodiné za podporu pri studiu, predevSim pak své

sestre; za vSe, co se neda slovy vyjadrit.

Dékuji!

Zavérem, protoze zde a pravé zde si to mohu dovolit: ,Prace se mi libila a byla

ptrinosna pro miij budouci rozvoj.”



Klicova slova
Kapilarni elektroforéza, kapilarni zoénova elektroforéza, afinitni kapilarni
elektroforéza, pf-ACE (metoda ¢asteCného plnéni afinitni kapilarni elektroforézy),

izoelektricka fokusace, kapilarni izoelektricka fokusace

Keywords
Capillary elektrophoresis, capillary zone electrophoresis, affinity capillary
electrophoresis, pf-ACE (partial-filling afinity capillary electrophoresis), isoelectric

focusing, capillary isoelectric focusing



Abstrakt

Metody kapilarni elektroforézy jsou esencialnimi postupy pro kvalitativni
i kvantitativni analyzu Siroké rady latek. Nachazeji uplatnéni v mnoha chemickych
oborech, pocinaje farmakologickym priimyslem pies potravinaistvi az po vysoce
specializovana biotechnologicka vyzkumna pracovisté. Za svou vice neZ stoletou
historii jsou z teoretického hlediska podrobné prostudovany. Soucasny vyzkum

je tedy cilen predevsim na vyvoj novych, stale specializovanéjsich aplikaci.

K nejvyznamnéjsim pokrokiim v oblasti afinitni kapilarni elektroforézy doslo
v 90. letech 20. stoleti, pficemZ mnoho autori pouzivalo pro popis obdobnych jevi
rozdilnou terminologii. Prvni Cast prace se zaméiuje na uceleni problematiky
afinitni kapilarni elektroforézy a sjednoceni pouZzivaného nazvoslovi. Souc¢asné jsou
zde diskutovany ukazy, ke kterym v priibéhu méreni miize dochazet, a jak mohou
ovlivnit vysledek. V ramci studia ACE se zabyvame podmnoZinou této metody,
konkrétné metodou afinitni kapilarni elektroforézy s c¢asteCnym plnénim, ktera
dosud nebyla dostate¢né teoreticky prozkoumana. Predstavujeme zde jeji
matematicky popis pro vyuziti ke stanovovani komplexa¢nich konstant a uvadime

i limitace dané metody.

Ve druhé casti této prace se vénujeme vyvoji a demonstraci vyuZiti pocitacovych
programi pro optimalizaci experimenti a zjednoduSeni vyhodnocovani
experimentalnich dat. PouZitelnost programu pro optimalizaci separace optickych
enantiomerti (ACEResol) ukazujeme na vzorové separaci S-blokatoru pindololu.
Soucasné uvedenou metodu validujeme pro ucely kvantifikace jednotlivych
enantiomert. Druhy z prezentovanych pocitacovych programii (AnglerFish) slouzi
k jednokrokovému ziskavani termodynamickych disociacnich konstant a limitnich
elektroforetickych pohyblivosti pfimo z experimentalnich dat a sloZeni pouZitych
zakladnich elektrolytli. Jeho pouZzitelnost demonstrujeme na stanoveni téchto
parametri c¢trnacti amfolytickych latek, které mohou nalézt uplatnéni jako
pl markery pii teoretickém studiu izoelektrické fokusace a nasledném

experimentalnim ovéreni.



Abstract

Techniques of capillary electrophoresis are essential for both the quantitative
and qualitative analysis of a large variety of compounds. They find application
in many areas of chemistry, from pharmacological industry and food processing,
up to highly specialized biotechnological laboratories. Over the last hundred years,
their mathematical model has been described with precision. Thus, current research
mainly aims for the development of more advanced and more specialized

applications.

During the greatest boom of affinity capillary electrophoresis within the nineties,
many authors would describe similar phenomena under different names. The first
part of this work focuses on the consolidation and unification of the problematics
and terminology of this method. It also discusses the phenomena which can affect
electromigration and separation during electrophoretic processes. We will focus
on a specific subset of affinity capillary electrophoresis, partial filling capillary
electrophoresis, which, to our knowledge, has not been fully theoretically explored
yet, and present a mathematical model allowing the determination of complexation

constants and state some limitations of this approach.

The second part of this thesis focuses on the development and application
of computer softwares, which are meant for the optimization of separations and
simplification of the experimental data processing. The first program (ACEResol)
specializes on the optimization of enantiomer separations and its applicability
is demonstrated by the enantioseparation and subsequent validation of the
enantiomer quantification of the /-blocker pindolol. The second software
(AnglerFish) serves for one-step calculations of thermodynamic dissociation
constants and limiting electrophoretic mobilities directly from the measured
effective electrophoretic mobilities and the background electrolyte composition.
The utility of this software was also demonstrated on the determination
of thermodynamic dissociation constants and limiting electrophoretic mobilities
of fourteen amphoteric compounds, which have the potential to serve as pl markers

in the theoretical study and experimental verification of isoelectric focusing.
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Seznam pouzitych zkratek a symbolii

ACE
pf-ACE
BGE
CA

CE

CZE
EOF
GMP
IEF
clIEF
0S-y-CD
PSF

afinitni kapilarni elektroforéza (affinity capillary electrophoresis)
metoda c¢astecného plnéni (partial-filling affinity capillary electrophoresis)
zakladni elektrolyt ( background electrolyte)

nosné amfolyty (carrier ampholytes)

kapilarni elektroforéza (capillary electrophoresis)

kapilarni zénova elektroforéza ( capillary zone electrophoresis)
elektroosmoticky tok (electroosmotic flow)

guanosin monofosfat

izoelektricka fokusace (isoelectric focusing)

kapilarni izoelektricka fokusace (capillary isoelectric focusing)
okta(6- O-sulfo)-y-cyklodextrin

pseudostacionarni faze (pseudostationary phase)



aktivita i-té castice

molarni koncentrace i-té castice

relativni molarni koncentrace i-té castice

molarni koncentrace ligandu

elementarni naboj, e = 1,602 176 634-1071° C

intenzita elektrického pole

aktivitni koeficient i-té Castice

dynamicky viskozitni koeficient

kysela disocia¢ni konstanta

zdanliva kysela disocia¢ni konstanta

zdanliva komplexacni konstanta mezi analytem a ligandem

rozdil zapornych dekadickych logaritmii dvou kyselych disocia¢nich
konstant

kysela disocia¢ni konstanta jednomocné kladné nabité formy amfolytu
kysela disocia¢ni konstanta jednomocné zaporné nabité formy amfolytu
iontova sila

izoelektricky bod

rozdil izoelektrickych bodi

elektroforeticka pohyblivost analytu

elektroforeticka pohyblivost i-té formy analytu

efektivni elektroforeticka pohyblivost analytu

limitn{ elektroforeticka pohyblivost analytu

elektroforeticka pohyblivost komplexu analyt-ligand
hydrodynamicky polomér i-té ¢astice

migracni rychlost i-té ¢astice

molarni zlomek i-té Castice

nabojové Cislo i-té Castice



Cile prace

1) Sjednoceni pouZivaného nazvoslovi a uceleni problematiky afinitni kapilarni

elektroforézy (publikace I).

2) Revize postupu stanoveni interak¢nich konstant metodou ¢astecného plnéni

(publikace II).

3) Vyvoj a validace metody pro stanoveni optickych isomerd pomoci CZE

(publikace III).

4) Vyvoj nového software pro zjednoduSeni experimenti (publikace III)

a vyhodnoceni namérenych dat (publikace IV).

5) Charakterizace nizkomolekularnich amfolytickych latek pro vyuziti

k simulacim isoelektrické fokusace (publikace V).
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Zakladni aspekty kapilarni elektroforézy

Kapilarni elektroforéza (CE) v sobé zahrnuje mnoho riiznych pristupi slouzicich
jak k separaci zpravidla nabitych analyti ve vzorku, tak i ke studiu chemickych
procesi a stanoveni fyzikdlné chemickych parametra latek. Spolecnym
jmenovatelem vSech téchto postupti je elektromigrace - tedy pohyb nabité Castice

v roztoku plisobenim elektrického pole.

Elektroforeticky proces probiha typicky vtenkych kremennych kapilarach
o priméru desitek mikrometrd naplnénych roztokem elektrolytu. Tim byva pufr
o vhodné zvoleném pH nebo, v pripadé elektroforézy v nevodnych prostiedich,

polarni organicka slozka.

Jednou z hlavnich podskupin CE je kapilarni zénova elektroforéza ( capillary zone
electrophoresis, CZE), pti které je celd kapilara naplnéna uniformnim roztokem
zakladniho elektrolytu (background electrolyte, BGE) a vzorek je davkovan jako
kratka zona na zacatek kapilary. Po vloZeni stejnosmérného elektrického napéti
naoba konce Kkapildry je vzorek separovan na zdény piislusejici jednotlivym

analytiim na zakladé jejich elektroforetickych pohyblivosti.

Elektroforeticka pohyblivost i-té Castice u; je fyzikdlné chemickou velic¢inou,
vyjadrujici rychlost migrace dané castice v; vztazenou na jednotkovou intenzitu
elektrického pole E. Elektroforetickd pohyblivost zavisi kromé velikosti Castice
(charakterizované jejim hydrodynamickym polomérem r;) i na jejim nabojovém
Cisle z; a miZe byt téZ vyrazné ovlivnéna viskozitou BGE, charakterizovanou

dynamickym viskozitnim koeficientem n (1)

U; ze

V nekonec¢né ziedénych roztocich nabyva elektroforeticka pohyblivost maximalni
hodnoty oznacované jako limitni elektroforetickd pohyblivost, pa i, (pro dané

rozpoustédlo a teplotu se jedna o tabelované hodnoty). V redlnych roztocich, kde
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se uplatiiuje vliv mezimolekulovych interakci, zavisi elektroforeticka pohyblivost

téZ na iontové sile.

Vyskytuje-li se latka A v roztoku ve vice formach, mezi nimiZz dochazi k rychlému
ustanoveni chemické rovnovahy, pak je jeji efektivni elektroforeticka pohyblivost
Ua efs dana vaZenym primeérem elektroforetickych pohyblivosti jednotlivych jejich

forem [1]

Haeff = Z Xila,i » (2)
i

kde x; je molarni zlomek i-té formy latky A. Pro slabé elektrolyty, které podléhaji
disociaci, je pak jejich efektivni elektroforetickd pohyblivost funkci pH BGE.
Zavislosti iy o iontl slabych elektrolyti na pH lze vyuZit mimo jiné i pri
kvantitativni analyze vzorkli. Soucasné je sledovani zmény efektivni
elektroforetické pohyblivosti analytu v zavislosti na pH zakladniho elektrolytu
i béZnym postupem pri stanovovani kyselych disociacnich konstant, Ka, a pa jim

pomoci CE.

Ke zlepsSeni separace je dale moZno vyuZit alternaci elektroforetické pohyblivosti
analytu reverzibilni interakci svhodnym c¢inidlem. Vysledna elektroforeticka
pohyblivost je pak zavisld na mire interakce mezi analytem a zvolenym cinidlem
a na elektroforetické pohyblivosti komplexu analyt-ligand. Z hlediska mechanismu
se jedna o obdobu z chromatografie znamé interakce mezi analytem a stacionarni
fazi s tim rozdilem, Ze roli stacionarni faze plni v CZE interakcni ¢inidlo rozpusténé
pifimo v BGE (tzv. pseudostacionarni faze /PSF/ Ci pseudofaze). Mezi postupy CZE
vyuzivajici interakce mezi analytem a PSF je razena predevsim afinitni kapilarni

elektroforéza (affinity capillary electrophoresis, ACE).
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Teoretické aspekty afinitni kapilarni elektroforézy (Publikace I)

Afinitni kapilarni elektroforéza (ACE) odkazuje na skupinu metod, jejichz
spole¢nou vlastnosti je reverzibilni interakce analytu s jednou nebo vice sloZkami
elektroforetického systému béhem elektroforetického procesu [2, 3]. Interaké¢ni
slozka (komplexacni €inidlo, ligand) plni roli PSF a zpravidla ji byvaji cyklodextriny
[4], crown-ethery [5], makrocyklicka antibiotika [6], pfipadné proteiny [7, 8]. Mezi
ligandem a analytem dochazi k tvorbé nekovalentnich, tzv. , host-guest‘ komplexu.
Silu interakce popisuje interakéni (komplexacni) konstanta. Metoda ACE se kromé
separace vyuziva pravé i pro studium téchto interakci a stanovovani interak¢nich
konstant. Ddale, je-li PSF tvorena chirdlnim ligandem, je moZno ACE pouZit

i k separaci optickych izomert, enantiomert, analytu [9].

Metody ACE nachazeji uplatnéni pfi studiu proteinti, v imunologii, ve vyzkumu
lé¢iv, v molekularni biologii a mikrobiologii, stejné jako v separacnich védach [2, 3,

10-12].

Pravé vzhledem kvyuZiti metod ACE v Sirokém spektru védeckych odvétvi
je pouzivana terminologie, piripadné i konkrétni postupy (korekce na viskozitu
¢iiontovou silu) autory casto ,upravena“ pro ucely konkrétni aplikace. Z divodu
uceleni problematiky a sjednoceni pouZivané terminologie jsme tématiku afinitni

kapilarni elektroforézy zpracovali v prehledovém ¢lanku [13].

V prvni C¢asti ¢lanku se zabyvame teoretickym, fyzikalné chemickym popisem
komplexacnich procest probihajicich v ACE mezi analytem a ligandem a jejich
vlivem na efektivni elektroforetickou pohyblivost analytu. PrestoZe by se mohlo
zdat, Ze efektivni elektroforetickd pohyblivost analytu je v ACE vSeobecné dobie
definovana, mnoZstvi rozdilnych typi rovnovah (komplexacnich a disocia¢nich),
které se mohou v separacnich systémech ACE projevit, se odrazi ve velké skale
riznych vyjadreni pro vypocet této veli¢iny, coZ znesnadnuje orientaci v dané

problematice.

Pozornost zamérujeme zejména na interakce v poméru 1:1, ktery je nejbéznéji

predpoklddanym a nejcastéji pouzivanym interakénim pomérem. V publikaci
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shrnujeme, Ze pro komplexaci v poméru 1:1 je vétSina publikovanych vztahi

Pro i off Upravou rovnice (3), pripisované Wrenovi a Rowemu [14]

pa + paLK' arcy

; (3)
1+ K ALCL

Upeff =

Symboly pus a pa; znac¢i elektroforetickou pohyblivost analytu a komplexu,
¢, molarni koncentraci ligandu a K'p; tzv. zdanlivou komplexaéni konstantu

zavislou na iontové sile BGE.

Soucasné zde pojedndvame i o problematice interakce jednoho analytu s vice
ligandy [15]. UvaZujeme také systémy, ve kterych kromé komplexacnich rovnovah
vystupuji i rovnovahy acidobazické, ¢imZ se efektivni elektroforeticka pohyblivost
stava navic funkci pH a iontové sily BGE. Rovnéz zde komentujeme jevy, ke kterym
dochazi, jsou-li poruseny zakladni predpoklady, tedy interakéni stechiometrie 1:1,
rychlost komplexace vzhledem k separa¢ni rychlosti, ubytek volného ligandu
v diisledku komplexace a interakce ligandu se slozkami BGE. Ukazujeme, které jevy
mohou nastat pri poruseni jednotlivych zakladnich predpokladi: v pripadé pomalé
interak¢ni rychlosti, respektive pomalého ustanoveni komplexatni rovnovahy,
mize dojit az krozsStépeni piku analytu, nachazi-li se ligand v BGE v nizké
koncentraci, mlize dojit k nepredvidané disperzi migrujici zény a, v pripadé
komplexace ligandu se sloZkami BGE, miZe dochazet ke zméné pH BGE. Z tohoto
diivodu doporucujeme pH BGE vZdy po pridani ligandu premérit. Dojde-li ke zméné
pH i v ptipadé pridavku neutralniho ligandu, je to indikatorem vedlejSich interakci

mezi ligandem a slozkou/sloZkami BGE.

Jednim ze zdsadnich piinost publikace je pirehledné zpracovani jevi, které maji
vliv na silu interakce a na efektivni elektroforetickou pohyblivost analytu. Kromé pH
zdkladniho elektrolytu, které se projevuje zejména pri disociaci analytu (slabého
elektrolytu), zde zminujeme i posunuti K, analytu zplsobené komplexaci, tedy

Ze Castice vazana v nekovalentnim komplexu majinou hodnotu K, neZ ¢astice volna.

Ve druhé ¢asti publikace pojednavame o vlivu prostiredi, viskozity a iontové sily

BGE na elektroforetickou efektivni pohyblivost analytu. Kriticky zde hodnotime
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pouziti zejména nasledujicich tii zplisobl korekce elektroforetické pohyblivosti
na viskozitu prostredi, a to 1) tzv.Waldenovo pravidlo [16,17], 2) pouziti
neinteragujiciho analytu jako mobilitntho standardu [18] (diskutujeme zde
i o moZnosti pouZiti elektroosmotického toku /electroosmotic flow, EOF/ coby
mobilitniho standardu; na zakladé protichtidnych nazord uvadénych v literature
[19-21] vSak tento postup nedoporucujeme) a 3) alternativni zplisob pouziti
Waldenova pravidla vychazejici z predpokladu, Ze castice zpusobujici zvySeni
viskozity separacniho prostredi budou ovliviiovat elektroforetickou pohyblivost jen
podobné velké castice [22]. Konstatujeme, Ze nalezeni univerzalniho zptsobu
korekce elektroforetické efektivni pohyblivosti na vliv viskozity je problematikou

vyZadujici dalsi vyzkum.

Iontova sila v ACE ovliviiuje komplexacni a acidobazické rovnovahy a tedy i pohyb
iontu v BGE. Ukazujeme, Ze hodnota komplexatni konstanty neni ovlivnéna
iontovou silou, interaguje-li neutralni analyt s jakymkoliv selektorem nebo jejich
smési. V pripadé interakce nabitého analytu je zapotiebi hodnoty zdanlivych
komplexacnich konstant prepocitat na hodnoty termodynamické pomoci vhodné
aproximace. V této souvislosti uvddime, Ze tento postup lze aplikovat pouze
v pripadé pouZiti smési nabitych ligand{i o zndmém sloZeni. V pripadé korekce vlivu
iontové sily na efektivni elektroforetickou pohyblivost analytu doporucujeme
pouZzit Onsagerovu-Fuossovu teorii, ackoliv i dalsi ptistupy jsou moZné [23]. Bez
ohledu na pouzitou metodu korekce navrhujeme pouzivat BGE o nizké a predevsim
konstantni iontové sile, je-li to mozZné. Na zavér podotykame, Ze v piripadé pouzivani
ligandli s vysokym nabojovym c¢islem (napf.: heptasulfatované cyklodextriny [24-
27]) je spolehlivost korekce elektroforetické pohyblivosti na iontovou silu

prinejmensim sporna.
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Teorie metody castecného plnéni afinitni kapilarni elektroforézy
(Publikace II)

Ze stejnych principtli jako ACE vychazi i metoda ¢astecného plnéni (partial filling
aftinity capillary electrophoresis, pf-ACE) [7]. Jediny rozdil, kterym se tyto dva
pristupy odliSuji, spociva v distribuci ligandu v kapilare. Zatimco v klasické ACE
je ligand v BGE pritomen v celém objemu kapilary, v pf-ACE je smési naplnéna pouze
cast kapilary, zatimco ve zbytku se nachdazi Cisty BGE. Rozdil v instrumentalnim

uspoiadani je ukdzan na obr. 1.
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Obrazek 1: Srovnani experimentalniho uspoiadani pf-ACE (A) a ACE (B); 1) pocatecni stav po
nadavkovani analytu (Cervend), 2 + 3B) migrace analytu roztokem zdkladniho elektrolytu
s pridavkem ligandu (zelend) smérem k detektoru (Seda), 3A) migrace analytu roztokem zdkladniho
elektrolytu bez ligandu (modra), 4) detekce analytu. Pro demonstraci byl zvolen neutralni ligand a
vliv elektroosmotického toku neni uvazovan. Pismena I a O oznacuji vstupni (inlet) a vystupni
(outlet) rezervoar se zasobnim roztokem BGE.

Vyhodou uspotadani pf-ACE je, Ze pri vhodné zvolenych podminkach neprochazi
ligand detektorem a nemtzZe tak svou pritomnosti zkreslit detekci. Toho lze vyuZit
v pripadé kombinace CE s hmotnostni spektrometrickou detekci (CE-MS) [28-30].
Piipadné lze touto metodou eliminovat Sum zplsobovany UV-absorbujicim
ligandem. Dalsi vyhodou pak miZe byt i nizsi spottfeba ligandu [31, 32]. Tato

technika nachazi uplatnéni prevazné pti separaci léciv a jejich enantiomert [33-36].

V publikaci II jsme se zamérili na teorii pf-ACE pro potieby stanoveni

interak¢énich konstant mezi analytem a ligandem. Poprvé byla pro tyto tucely
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piredstavena Heintzem a kol. [37]. Autofi tuto techniku vyuzili kvili jeji nizké
spotiebé ligandu. V jimi publikovaném experimentalnim usporadani bylo ¢elo zény
ligandu dopraveno elektroosmotickym tokem k detektoru jeSté pred samotnou
detekci analytu. To jim umozZnilo vyuZit ke stanoveni komplexa¢ni konstanty vztahy

pouzivané v klasické ACE.

Obecny postup pro stanoveni komplexac¢ni konstanty v ACE vychazi ze vztahu
Uaete @ K'ap (3). Vptipadé pf-ACE, kdy je roztokem ligandu naplnéna jen cast
separacniho prostoru, je tento pristup v porovnani sklasickou ACE
komplikovanéjsi. Touto problematikou se jako prvni zabyvali Amini a Westerlund
[38, 39]. Jejich pristup vychazi z predpokladu, Ze pozorovana elektroforeticka
pohyblivost analytu je dana vazenym pramérem jeho elektroforetickych
pohyblivosti v zoné ligandu (ua efr) @ mimo ni (us) a pripadnou elektroforetickou
pohyblivosti EOF. Soucasné predpokladaji, Ze analyt interaguje s neutralnim
ligandem, a tudiZ vlastni elektroforetickad pohyblivost ligandu je nulova. Pozorovana

elektroforeticka pohyblivost se tak stava funkci délky z6ny ligandu.

Cilem nasi publikace [40] bylo predevsim ukazat, Ze predpoklad pozorované
elektroforetické pohyblivosti coby vazeny primér elektroforetickych pohyblivosti
uvniti a vné zony ligandu neni obecné platny. V literatuie uvadény pristup jsme
podrobili rozboru za pomoci pocitacovych simulaci ve vypocetnim softwaru
Simul 5 Complex [41, 42]. Kritérium pro nas predstavovala odchylka, s jakou byla
ze simulovanych dat zpétné dopocitdna hodnota komplexatni konstanty
vporovnani s hodnotou vklddanou do simulaci jako vstupni parametr.
Pro pocitacové simulace byly pouzity systémy srlznymi stupni komplexace.
Ziskané vysledky ukazaly, Ze tento pristup je z vétsi Casti pouze aproximativni

a spolehlivé funguje jen v pripadé slabé interagujicich systémi.

Z tohoto divodu jsme navrhli novy zplisob vyhodnoceni. Nami prezentovany
zplisob soucasné pocita s vlivem EOF a moZnosti pouZit ligand s vlastni nenulovou
mobilitou. Spravnost odvozeni jsme ovérili vyhodnocenim stejnych dat, ktera jsme

predtim vyuzili ke studiu v literature uvadéného pristupu.
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V publikaci dale uvadime a porovnavame nékolik zplisobii vypoctu efektivni
elektroforetické pohyblivosti pomoci nami navrZzeného vztahu (primy vypocet,
pripadnéjeho linearizované formy) a nasledného stanoveni komplexacni konstanty.

Soucasné uvadime pozadavky a limitace jednotlivych postupt.

Tato publikace je, dle nasich informaci, viibec prvni, ve které byla metoda pf-ACE

studovana pomoci pocitacovych simulaci.

18



VyuzZiti ACE pro rychlou enantioseparaci f-blokatoru pindololu
a validace metody (Publikace III)

Metodu ACE lze kromé stanovovani fyzikalné-chemickych parametri analyti
vyuzit i k jejich separacim. Predevsim se vSak ACE vyuZiva k chirdlnim separacim
(enantioseparacim). Enantioseparace hraji stéZejni roli nejen ve farmaceutickém
pramyslu, ale i v zemédélstvi a potravinaistvi. Metody analyzy chirdlnich latek maji
Siroké vyuziti pri kontrole kvality a Cistoty produktd, uplatiiuji se vSak i pri studiu
jejich degradace a pfi monitoringu jejich pritomnosti v Zivotnim prostredi.
Enantioselektivni separace umoziuji studium farmakokinetiky a farmakodynamiky

kazdého z enantiomert, piipadné diastereomert, zvlast.

Jednou z vyznamnych skupin 1é¢iv jsou B-blokatory, latky blokujici f-adrenergni
receptory. Pindolol (pK, = 9,49 [43]) jako jeden ze skupiny pB-blokatora
se predepisuje zejména pri 1é¢bé kardiovaskularnich onemocnéni [44 - 48]. Jako
vétSina biologicky aktivnich léc¢iv, i pindolol je opticky aktivni latka s jednim
chirdlnim centrem a dvéma enantiomery. K1écbé se predepisuje jako racemat,
aleuvadi se, Ze S-(-) forma ma asi 200x vy$si biologickou aktivitu nez R-(+)
forma [44]. Navic dle Evropské agentury pro 1écivé pripravky (EMA) by 1éky mély
obsahovat pouze terapeuticky aktivni latku. Neni-li to moZné, druhy z enantiomerii

by mél byt uveden jako necistota [49].

V publikaci III jsme se zamérili na soucasnou separaci a kvantifikaci optickych
izomerli pindololu pomoci sulfatovaného okta(6-0-sulfo)-y-cyklodextrinu
(0S-y-CD) [25, 50]. PrestoZe 0S-y-CD je pritomen pouze jako jeden izomer, jeho

separacni schopnost umoziuje rychlou a Gi¢innou enantioseparaci pindololu.

Vramci publikace jsme stanovili interak¢ni konstanty pro oba enantiomery
v neutralnim (pH = 7,12, nabita forma pindololu) a v zasaditém (pH=12,2, neutralni
forma pindololu) prostredi. Ziskané hodnoty interak¢nich konstant ndm umoznily
optimalizovat metodu pro minimalni ¢as separace a maximalni rozliSeni pomoci
jednoduchého, nami navrzeného vypocetniho software ACEResol. Pfi optimalnich

podminkach, tj. BGE MOPS/Na 80/40 mM, pH = 7,12 s pridavkem 6mM 0S- y-CD,
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bylo separace kzakladni linii dosaZeno za 6 minut. Za téchto podminek jsme
navrzeny postup separace validovali dle smérnic Mezinarodni rady pro harmonizaci
technickych pozadavkd na léc¢ivé pripravky ICH [51], a to vrozmezi nizkych
koncentraci (5-55 pg/mL) a vysokych koncentraci (50-300 pg/mL). Metoda
poskytuje v obou koncentra¢nich rozmezich prijatelnou spravnost a preciznost,
limity detekce (1,2 pg/mL) a kvantifikace jsou srovnatelné s vysledky analyzy
pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) pri pouZiti stejného typu
detektoru [52]. PouZitelnost validované metody jsme ovérili kvantitativni
enantiomerni analyzou pindololu ve dvou druzich léciva: Visken® Sandoz
pro intravendzni pouZiti s deklarovanym obsahem ucinné latky 200 upg/mL
a ve Visken® Teofarma tabletach pro oralni uZiti s deklarovanym obsahem ucinné

latky 5 mg.
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AnglerFish - software pro jednoduchy a presny vypocet limitnich
elektroforetickych pohyblivosti a termodynamickych disocia¢nich
konstant slabych elektrolyta (Publikace 1V)

Jednou z nespornych vyhod CE je jeji takika dokonale popsany matematicky
model. To umoZiiuje vyvoj software, sjehoZ pomoci lze zkoumat jevy, k nimz
dochazi v pribéhu elektroforetickych procest, aniz by byl proveden vlastni
experiment. Soucasné lze simula¢ni software vyuZit 1 koptimalizaci
elektroforetickych separaci. Nezbytnou podminkou je ale existence spolehlivych
vstupnich parametrt. V nasi vyzkumné skupiné postupné vznikly dva programy
k predpovédi elektroforetického chovani - PeakMaster [53] a Simul [54]. Tyto
programy vyuZivaji jako vstupni parametry limitni iontové pohyblivosti
a termodynamické disociacni konstanty, jejichZ hodnoty jsou pro omezeny pocet
nejbéznéji pouzivanych latek prejaty z praci Hirokawy a kol. [55-63]. Pro simulace
specifickych systémi je potfeba manualné zadat konkrétni experimentalné
stanovené hodnoty limitnich iontovych pohyblivosti a termodynamickych konstant,
které spolecné spH BGE urcuji efektivni elektroforetickou pohyblivost iontu

slabého elektrolytu.

Efektivni elektroforetickd pohyblivost i disociacni konstanta jsou v realnych
roztocich zkresleny vlivem prostiedi, vnémZ se analyt vyskytuje. V disledku
coulombickych interakci se kolem iontu vytvari shluk opacné nabitych castic,
tzv. iontova atmosféra, ktera stini ndboj iontu. Sila tohoto stinéni vzriista s rostouci

koncentraci iontd v roztoku.

Popis chovani iontové atmosféry predstavili Debye a Hiickel ve své teorii
aktivitniho koeficientu, y; [64, 65]. Ta vyjadiuje aktivitu i-té Castice, a;, jako relativni

molarni koncentraci i-té ¢astice korigovanou na vliv iontové sily I roztoku:
a; = CirelVi 4)

logy, = —AzAVT )
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V rovnici (5) konstanta A zahrnuje termodynamickou teplotu a dielektrickou
konstantu. lontova sila je definovdna jako polovina sumy soucini molarnich

koncentraci jednotlivych iontovych forem c; a kvadratu jejich nabojovych Cisel.

I =

N| =

n
c;z}? (6)
i=1

l

Z Debyeovy-Hiickelovy teorie také vyplyva, Ze pravou termodynamickou
disocia¢ni konstantu K, je nezbytné vyjadrovat nikoliv pomoci koncentraci, ale za
pomoci aktivit jednotlivych sloZek. Pravé aktivita i-té formy analytu je tak klicovou

veli¢inou pfi stanoveni termodynamické disocia¢ni konstanty.

Proces korekce efektivni elektroforetické pohyblivosti na vliv iontové sily je
statické castice, v pripadé pohybujici se Castice je potteba vzit v ivahu i dynamiku
formovani iontové atmosféry, ktera se pohybuje spolecné s ¢astici. Pfi transportnim
déji se na castici migrujici viontové atmosfére projevuji dva jevy: i) elektroforeticky
efekt, pti kterém je migrujici ion brzdén opacné migrujicimi ¢asticemi tvoricimi
iontovou atmosféru, a ii) relaxa¢ni efekt, pri kterém dochazi k desymetrizaci iontové
atmosféry a dalSimu zpomaleni migrujictho ionu. Oba tyto jevy a jejich vliv
na migrujici Castici popisuje Onsagerova-Fuossova teorie elektromigrace [66].
Nezjednodusena teorie uvazuje i vliv tzv. ,smésného efektu“, ktery je zvlasté patrny
v extrémnich oblastech pH. Vtéchto oblastech se vyskytuji ve vysokych
koncentracich predevsim rychle se pohybujiciionty H;0%, respektive OH ™, které svou
elektromigraci strhavaji ostatni koionty, a tim zvySuji jejich elektroforetickou

pohyblivost. Pii korekcich je tedy potreba brat v avahu vSechny tyto efekty.

Stanovovani pK, a s pomoci CZE se bézné provadi sledovanim zavislosti pa e
na pH zadkladniho elektrolytu a naslednym proloZenim namérenych hodnot
vhodnou nelinedrni regresni funkci [67-70]. Ziskané parametry jsou dale
korigovany na nulovou iontovou silu pouZitim Debyeovy-Hiickelovy teorie
a Onsagerovy rovnice [71] v ptipadé elektroforetickych pohyblivosti. Takovyto
postup vyZaduje sadu méreni v pufrech o konstantni iontové sile, které je prakticky

nemozné dosahnout pii velmi nizkych a vysokych pH. Zaroven je ve své podstaté
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inespravny, jelikoZ nameérené hodnoty ppee jsou soucCasné zavislé jednak
na limitnich elektroforetickych pohyblivostech, jednak na pK, konstantach.
Nepresnost tohoto postupu se projevi zejména v pripadé€, kdy dvé pK, analytu lezi

blizko sebe a pu, o je funkci obou pK, zaroven, coz znesnadiiuje vyhodnoceni.

Z uvedeného vyplyva, Ze celkovy design experimentu pro ziskani
termodynamickych hodnot K, a pa )i, je narocna zalezitost vyZadujici presné
planovani, pii které se lze snadno dopustit Ffady nepresnosti. V publikaci IV
prezentujeme pocitacovy program AnglerFish, ktery tento proces do zna¢né miry

zjednodusSuje a vyhodnoceni namérenych dat automatizuje.

Program AnglerFish tresi na zakladé zadanych parametri (slozeni pouzitych
pufr, naméiené pae¢ vkazdém ze zadanych pufr, odhady pKa a pajim)
tzv. Tiseliovu rovnici (3) pro kazdy ze zadanych pufri soucasné a pomoci nelinearni
regrese se snazi nalézt takova pa iy, a Ka, aby zavislost pp or na pH co nejlépe
odpovidala experimentalnim hodnotam. JelikoZ se navic jako vstupni parametry
zadavaji presna slozeni pufri, provadi program soucasné v kazdém iteracnim kroku

i korekci na iontovou silu dle Debyeovy-Hiickelovy a Onsagerovy-Fuossovy teorie.

Pouzitelnost ndmi predstavovaného software jsme ovérili na vzorovém piikladu
stanoveni termodynamickych disociacnich konstant a limitnich elektroforetickych
pohyblivosti jednotlivych iontovych forem guanosin monofosfatu (GMP) a jejich
srovnani s hodnotami ziskanymi ,klasickou“ procedurou [67]. V klasickém postupu
jsme zmérili pp g v 33 BGE 0 konstantni 10mM iontové sile v rozmezi 2 < pH < 12.
Ziskané hodnoty jsme vprogramu OriginPro proloZili Hendersonovou-

Hasselbalchovou funkci (7),

Ha
.uA,eff = 1 + 10pK'A—pH (7)

a ziskané parametry, K', a u, dale korigovali. Hodnoty K', jsme piepocitali na K,
pomoci Debyeovy-Hiickelovy funkce. Limitni u, jsme stanovili ru¢né pomoci
postupné Upravy parametri analytu zadanych do programu PeakMaster nasledujici
procedurou: Jako BGE jsme zvolili 10,000mM roztok hydroxidu sodného, ve kterém

se predpoklada uplna disociace jakékoliv slabé kyseliny. Poté jsme krok po kroku
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poskladali GMP jako analyt. Nejprve jako hypotetickou univalentni formu
s hodnotou pK, ziskanou z nelinearni regrese; hodnota pip )i, jednomocné nabité
formy byla upravovana tak dlouho, dokud hodnota py (¢ neodpovidala hodnoté
ziskané z nelinearni regrese. Nasledné jsme stejny postup provedlii pro hypoteticky

bivalentni a trivalentni formu GMP.

Postup vypoctu v programu AnglerFish je po zadani vstupnich parametri zcela
automatizovany. Vysledky ziskané obéma pristupy byly v ramci chyby stanoveni

shodné.

Nami prezentovany program AnglerFish skyta oproti klasickému pristupu
nékolik vyhod. Prvni z nich je moZnost stanoveni termodynamickych hodnot K,
a faim Vjednom kroku bez potfeby mezivypoctl. Tim je brana do uvahy i jejich
mozna vzajemna zavislost, coz se v konecném dusledku projevi v nizsich hodnotach

smérodatnych odchylek, respektive stanovené hodnoty jsou presnéjsi.

Druhd znich vychazi ze zabudovani nezjednoduSené Onsagerovy-Fuossovy
teorie primo do vypocetniho algoritmu. Tim je bran v potazivliv,smésného efektu®,

ktery je v klasickém postupu mnohdy opomijen.

Posledni vyhoda vychazi z planovani experimentii. Zatimco v klasickém postupu
je potieba pracovat s BGE o konstantni iontové sile, pro program AnglerFish je
dilezitym vstupnim parametrem presné slozeni BGE, nikoli jen jeho iontova sila.
Toho Ize s vyhodou vyuZit pii méfeni v kyselejSich ¢i zasaditéjSich oblastech pH,

ve kterych je problematické pripravit BGE o nizké iontové sile.
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Charakterizace pl markeri pro isoelektrickou fokusaci
(Publikace V)

Nami prezentovany software AnglerFish jsme vyuZili pfi urcovani
termodynamickych pK, a limitnich iontovych pohyblivosti nizkomolekularnich

latek, které mohou slouzit jako pI markery v izoelektrické fokusaci.

Metoda izoelektrické fokusace (IEF) je jednou zpodskupin kapilarni
elektroforézy a slouzi zejména k separaci amfolytickych latek. Vyznamné uplatnéni
nachazi napriklad pti studiu proteint, kde se vyuziva jak pti jejich prosté separaci,
tak pri sledovani cistoty v priibéhu purifika¢niho procesu. Mechanismus separace
v IEF je zaloZen na principu distribuce analyti ve stabilnim pH gradientu na zakladé

hodnot jejich isoelektrickych bodu (pl).

Separatnim médiem v IEF je smés cCitajici az nékolik stovek specidlné navrZenych
amfolyt(, tzv. nosnych amfolytl (carrier ampholytes, CA) [72, 73], které po vloZeni
stejnosmérného napéti na elektrody a ndasledné fokusaci vytvaii stabilni,
monotonné rostouci pH gradient. Amfolytické analyty jsou pted vlastni separaci
pridavany do roztoku nosnych amfolytii a podili se tak na tvorbé pH gradientu.
K fokusaci analytii dochazi v misté, kde pH odpovida jejich pl. Proto je pro urceni pl

analyti klicovym tidajem presné stanovené pH v misté, kde je analyt fokusovan.

V pripadé kapilarni isoelektrické fokusace (cIEF) je stanoveni pH v misté
fokusace zajisténo nepiimo. Do smési vzorku a CA se pridavaji standardy o predem
definovaném pl, tzv. pl markery. Soucasné se predpoklada, Ze distribuce pH je

v Useku mezi dvéma takovymi standardy linearni.

Pro ucely znackovani pH bylo navrZeno a je pouzivdno mnoho riiznych,
strukturné odlisnych skupin latek: oligopeptidy [74, 75], synteticky pripravené
substituované nitrofenoly [76, 77] a monoalkylpyperidinoamidy fluoresceinu [78],

azobarviva [79] ¢i amfolytické trisulfonamidopyreny [80].
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U mnoha z téchto markert jsou zndmy jen jejich hodnoty pl, které jsou stanoveny
bud’ experimentalné, nebo dopocitany jako aritmeticky primeér z namétenych
hodnot jejich disocia¢nich konstant (8)

[ = pK, + pK_

; ®

Symboly K, a K_ znac¢i kyselou disocia¢ni konstantu jednomocné kladné
ajednomocné zaporné nabité formy amfolytu. Pfesné stanoveni jejich limitnich
elektroforetickych pohyblivosti a pripadné dalSich pK, vSak chybi. To je do zna¢né
miry limituje k vyuziti pti teoretickém studiu cIEF procesti pomoci pocitacovych

simulaci.

Z tohoto dlvodu jsme se vpublikaci V zamérili na vybér vhodnych
nizkomolekularnich amfolytickych latek, které mohou slouZit jako alternativa
k bézné pouzivanym pl markeriim, a na jejich charakterizaci pro potreby pouziti
v pocitacovych simulacich cIEF coby referencni metody ovéifovani spravnosti

experimentu.

Predvybér moZnych kandidati jsme provedli na zakladé naSich piedchozich
zkuSenosti se strukturné podobnymi latkami. Volili jsme takové latky, jejichz
teoretické pl se nachazi vrozmezi 3 < pH < 10, které maji dobie definovanou
strukturu s ne vice jak dvéma kyselymi a dvéma zasaditymi funkénimi skupinami
ajsou komerc¢né dostupné (levné, pripadné snadno syntetizovatelné) v prijatelné
Cistoté. Zaroven jsme cilili na analyty, které spliiuji kritéria pro dobry pl marker
stanovend Rilbem [81, 82] a Stastnou [79], a to zejména na jejich dobrou zaostiovaci
schopnost (charakterizovana vysokou hodnotou -dz/dpH v pl; dobry pl marker by
mél mit hodnotu -dz/dpH > 0,66) a dobrou detekovatelnost.

Na zakladé vyse uvedenych podminek jsme vybrali 14 amfolytickych latek,
u nichZ jsme promérili zavislost ps ¢r na pH v pufrech o iontové sile 10 mM v oblasti
2 <pH < 12. Na zakladé znalosti jejich struktury (poctu disociujicich funkénich
skupin) jsme z namérenych dat pomoci software AnglerFish (vice viz komentar
k publikaci 1V) [83] stanovili jejich pKa, pajim a nasledné dopocitali hodnoty

jejich pl. Jedenact ze Ctrnacti ndmi vybranych amfolytl spliiuje vytyCenou
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podminku -dz/dpH > 0,66(ApK, < 1,5) pro excelentni pl markery. Zbylé tri
amfolyty s 1,55 < ApK, < 2,45 lze pokladat za markery s dostatecnou fokusacni

schopnosti.

Markery, z nichZ 12 absorbuje zareni o vinové délce 280 nm (absorbance pfi této
vlnové délce je povaZovana za nejbéZnéji pouzivanou vinovou délku pti detekci
proteinti [84]), jsme pouzili ke sledovani formovani a finalniho tvaru pH gradientu
komerc¢ni smési nosnych amfolytli, CEInfinite AESlyte SH 3-10 od spolecnosti
Advanced Electrophoresis Solutions, Ltd. Experimenty jsme provedli pomoci
pristroje CEInfinite, zarizeni pro cIEF s detektorem zobrazujicim celou kapilaru
v ,readlném case“, respektive v nékolikavterinovych intervalech (,,on-/ine” whole-
column imaging detection). Experimentalni vysledky jsme porovnali se zdznamem
simulace (v programu Simul 5 Complex) vyvoje pH gradientu smési 181
hypotetickych amfolytl s ekvidistantné rozdélenymi pl (ApK, = 1, Apl = 0,04),

pokryvajicimi rozsah 3 < pH < 10 za soucasné fokusace ,nasich” markert.

Zaznamy z experimentu a simulace vykazuji stejny trend - pH gradient se zna¢né
odklani od linearity, a to jak ve vyrazné kyselé, tak ve velmi bazické oblasti. Tento
ukaz je zplisoben obousmérnymi izotachoforetickymi procesy [85], pfi kterych
dochazi k nepretrzitému odcerpavani nejkrajnéjsich nosnych amfolytt, a tim padem
i k rozsitovani jejich zény. Predpoklad linearity redlného gradientu v celé oblasti

jeho pH tedy neni obecné spravny.
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Zavér
Predkladana dizertalni prace je zamérena na teoretické aspekty pokrocilych

metod kapilarni elektroforézy a na vyvoj software pro optimalizaci experimentt

a vyhodnocovani dat v kapilarni zénové elektroforéze.

Sjednotili jsme problematiku a ucelili nazvoslovi pouZivané v afinitni kapilarni

elektroforéze publikované v literature mezi roky 1993-2015.

Dale jsme revidovali v literature uvedeny postup stanoveni komplexacnich
konstant metodou Castecného plnéni afinitni kapilarni elektroforézy, ktery bylo
mozno aplikovat pouze za specifickych podminek, a navrhli postup novy, ktery se
neomezuje pouze na slabé interagujici analyty s neutralnimi ligandy, ale je
pouzitelny univerzalné. Soucasné jsme predstavili i pouziti ndmi predkladaného
postupu pro vypocet komplexacnich konstant a ukazali limitace jednotlivych

aplikaci.

Vramci separace optickych izomerti metodou afinitni kapilarni elektroforézy
jsme vytvorili jednoduchy pocitacovy program ACEResol pro optimalizaci
separacnich podminek analyti snabitymi ligandy. PouZitelnost daného
pocitacového programu jsme oveérili na nalezeni optimalnich separa¢nich podminek
B-blokatoru pindololu s 0S-y-CD. Za optimalizovanych podminek jsme metodu
separace validovali dle smérnic ICH pro kvantitativni analyzu ve dvou

koncentrac¢nich rozmezich.

Vytvorili jsme pocitacovy program AnglerFish pro jednoduché a presné
vyhodnocovani  experimentalnich  vysledki  pfi  stanovovani limitnich
elektroforetickych pohyblivosti a termodynamickych Kkyselych disociacnich
konstant pomoci Kkapilarni zoénové elektroforézy. Tento nami predstaveny
pocitacovy program stanovuje dané parametry piimo z experimentdlnich hodnot
efektivnich elektroforetickych pohyblivosti asloZzeni prislusnych zakladnich
elektrolytli. Soucasné provadi i korekci na iontovou silu pomoci Debyeovy-

Hiickelovy a Onsagerovy-Fuossovy teorie.
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Program AnglerFish jsme vyuzili i pii stanovovani izoelektrickych bodt
vybranych amfolytickych latek, majicich potencial slouZzit jako tzv. pl markery
v kapilarni izoelektrické fokusaci, a to zejména pri experimentalnim ovérovani déji
studovanych pomoci pocitacovych simulaci. PouZitelnost nami navrZenych
pl markeri jsme demonstrovali pocitaCovou simulaci a experimentalnim ovérenim

vyvoje a konec¢ného tvaru pH gradientu komer¢ni pH-gradientové smési.
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