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12. ROCNIK CELOSTATNI SOUTEZE O NEJLEPSI
STUDENTSKOU VEDECKOU PRACI
V OBORU ANALYTICKA CHEMIE

Ve utery 3.tUnora 2009 uspésné¢ probchl v novych
krasnych prostorach Fakulty chemicko-technologické Uni-
verzity Pardubice jiz 12. ro¢nik soutéze mladych analytic-
kych chemikt ,,0 cenu firmy Merck®. Tuto soutéz letos
vyborné€ zorganizovali kolegové z Katedry analytické che-
mie FChT Univerzity Pardubice ve spolupraci s Odbornou
skupinou analytické chemie Ceské spole¢nosti chemické
za tradi¢ni a ucinné podpory firmy Merck, s.r.o. Vyznam
této akce podtrhlo i jeji slavnostni zahdjeni dékanem FChT
panem prof. Ing. Petrem Lost’akem, DrSc. 18 Gcastnikd ze
7 piednich analytickych pracovist v Ceské republice do-
kazalo, ze kvalita védecko-vyzkumné prace v oblasti ana-
lytické chemie ma v nasi republice bezesporu vzrustajici
trend a ze stejny potésitelny trend ma i schopnost mladych
védeckych pracovniku z této oblasti prezentovat své po-
znatky na irovni snesouci mezinarodni srovnani. VSechny
pfednesené piispévky byly rozhodné dlistojnou reprezenta-
ci jak prednasejicich, tak i vysilajicich pracovist a autor
tohoto pfispévku s potéSenim vyuziva této moznosti, aby
vSem soutézicim bez rozdilu pod€koval za odvedenou
préci, za kterou se rozhodné nemusi stydét.

1. misto ziskala Pavlina Novotn4 z Ustavu analytické
chemie Fakulty chemicko-inzenyrské, VSCHT v Praze za
praci ,,Konformaéni studie poly-gama-benzyl-L-glutamétu
metodou vibraéniho cirkularniho dichroismu®. 2. misto
ziskala Veronika Mlejova z Katedry analytické chemie
Fakulty chemicko-technologické Univerzity Pardubice za
praci ,,Aplikace vybranych mikroextrakénich technik pfi
stanoveni rostlinnych silic® a 3. misto ziskal Dalibor
Huska z Ustavu chemie a biochemie Agronomické fakulty
Mendelovy zemédé€lské a lesnické univerzity v Brné za
praci ,,PIn¢ automatizovana izolace celkové mRNA z in
vitro kultivovanych rostlin ve spojeni s elektrochemickou
detekei®.

Fotografie z celého pribéhu soutéze, vysledky a dalsi
informace je moZné najit na internetovych strankéch http://
kalch.upce.cz/merck09/index.htm. Zde je jist€ namisté
podékovat celému tymu kolegli z Univerzity Pardubice,
jmenovité doc. Ing. Karlovi Venturovi, CSc., Ing. Martinu
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Foto: Vitezové souteze ,,O cenu firmy Merck 2009 zleva: prof.
RNDr. J. Barek,CSc., predseda odborné skupiny analytické che-
mie Ceské spolecnosti chemické, manazerka prodejniho tymu
firmy Merck pani Ing. Lenka Ungrmanova, Bc., Dalibor Huska
(Mendelova zemédelska a lesnicka univerzita v Brné), Veronika
Miejova  (Univerzita Pardubice), Pavlina Novotnd (VSCHT
v Praze) a doc. Ing. Karel Ventura, CSc., predseda organizacni-
ho vyboru letosni soutéze.

Adamovi, Ph.D., Ing. Petrovi Ceslovi, Ph.D., Ing. Ivé Ulb-
richové, CSc. a Ing. Bohuslavu Dvorakovi za dokonalé
organizaCni zabezpeceni celé akce a za vytvofeni neoby-
Cejné piijemné a pratelské atmosféry, kterd vyvrcholila
kulinafskymi hody v Mexické restauraci. Dik vSech ucast-
nikt patii pochopitelné i firmé Merck a jejim zastupctim
pfitomnym na soutézi, jmenovité pani Ing. Lence Ungrma-
nové, Be., manazerce prodejniho tymu a pani Ing. Marcele
Kubaskové, oblastni zastupkyni firmy Merck.

Na z4vér nezbyva nez sdélit, Ze 13. ro¢nik této soute-
ze se uskutecni na Pfirodovédecké fakulté Jihoceské uni-
verzity v unoru 2010 a mizeme se tedy t¢sit na dalsi setka-
ni v Ceskych Budgjovicich.

Jiri Barek
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VYUZITi ANALYTICKYCH METOD PRI SYNTEZE A CHARAKTERIZACI NOVEHO
KONJUGATU AMFOTERICINU B CITLIVEHO K B-GLUKOSIDASAM

ELISKA BILKOVA a MILOS SEDLAK

Ustav organické chemie a technologie, Fakulta chemicko-
technologickd, Univerzita Pardubice, nam. Cs. legii 565,
532 10 Pardubice

eliska.bilkova@centrum.cz

Uvod

Amfotericin B (AMB) (obr. 1) pfedstavuje zivot za-
chranujici antibiotikum aplikované u imunosupresivnich
pacientd (naptf. AIDS) pfilécbé systémovych houbovych
infekei'.

Cilem této prace bylo vyuzit instrumentalnich analy-
tickych metod (NMR, HPLC, GPC, GC-MS, UV-VIS
spektroskopie a elementarni analyza) pii pfipravé a cha-
rakterizaci nového konjugétu, ktery byl syntetizovén tak,
aby uvoliloval AMB selektivné pouze v misté napadeného
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Schéma 1. Princip uvoliiovani amfotericinu B z AMB,-sPEG
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orgénu. Enzymatickou hydrolyzou B-glukosidické vazby
v molekule konjugatu AMB4-sPEG (sPEG = star poly
(ethylenglykol)) vznika glukosa a naslednou 1,6-eliminaci
se uvoliiuje amfotericin B (Schéma 1)2.

7 wr

Experimentalni ¢ast

Finalni konjugat AMB,-sPEG byl pfipraven nasledu-
jicimi reakcemi (Schéma 2)* a spolu s meziprodukty cha-
rakterizovan vzdy nékolika analytickymi metodami. 'H
NMR spektra a ?C NMR spektra byla méfena na piistroji
Bruker AVANCE 500. 'H NMR spektra byla kalibrovana
na stfedovy signal multipletu rozpoustédla (dy = 2,55 resp.
7,24). PC NMR spektra byla mé&fena standardnim zpiiso-
bem s Sirokopasmovym dekaplinkem protonti a pulzni
sekvenci APT. Uhlikova spektra byla kalibrovana na stfe-
dovy signal multipletu rozpoustédla (6 = 39,6). Pulzni
sekvence 'H-"°C HMQC byla méfena s CH interakci
145 Hz. Pro urceni M,, polymert byla pouzita gelova per-
meacni chromatografie (GPC). Méfeni ptipravenych poly-
mert a konjugatu AMB,-sPEG bylo provedeno na HE-
MA-BIO kolonéch (hydrofilni modifikovany HEMA-Gel,
velikost ¢astic 10 wm, porozita 40/100/300/1000) pti poko-
jové teploté s vyuzitim RI detektoru a UV/VIS detektoru.
Jako eluent byla pouzita redestilovana voda (pH 7,1). Ko-
lony byly kalibrovany na sérii standardi PEG o riiznych
molekulovych hmotnostech (PSS, Polymer Standard Ser-
vice GmbH, Mainz, Germany). Cistota konjugitu AMB-
sPEG byla stanovena HPLC s pouzitim LiChroCART®
125 x 4 mm kolony pln&né LiChrospher™ 100 RP-18e 5 um
(Merck) a eluované mobilni fazi acetonitril s 20 mM chela-
tonem II.

0
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Schéma 2. Syntéza AMB,-sPEG; reagenty a podminky: i: 2-nitro-4-hydroxymethylfenol, Ag,0O/acetonitril, ultrazvuk 5 h 25 °C; ii: PtO,/
H,, ethylacetat 3 h 25 °C; iii: sSPEG-O-CO-0O-C¢H4-NO,, DMAP/DMF 48h 65 °C; iv: a) 4-nitrofenylchloroformiat/toluen 72 h 25 °C, b)
AMB, DMAP/DMF 144 h 25 °C; v: a) KCN/methanol 5 h 25 °C, b) Amberlite 120-H/ methanol 10 min 25 °C
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Obr. 2. '"H-3C HMQC NMR spektrum (2-amino-4-hydroxymethylfenyl)-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl)-p-D-glukopyranosidu

Vysledky a diskuse

K ovéfeni B-konfigurace meziproduktli (gluko-
pyranosida) bylo vyuzito 'H — *C HMQC NMR spekter
(obr. 2). (2-Amino-4-hydroxymethylfenyl)-(2,3,4,6-tetra-
O-acetyl)-p-D-glukopyranosid ma anomerni atom uhliku
pfi 98,4 ppm, ¢emuz odpovida dublet anomerniho atomu
vodiku pii 5,68 ppm (J = 7,9 Hz). Tato interakéni kon-
stanta odpovida vicinalni interakci anomerniho atomu
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vodiku (H;) se sousednim vodikem (H,). Z jeji vysoké
hodnoty vyplyva, Ze se oba tyto atomy nachazeji v axialni
poloze, nebot interakéni konstanty pro vodiky
v diekvatorialnim resp. axialné-ekvatorialnim usporadani
jsou vrozmezi 1-4 Hz (obr. 3). Glukosovy fragment tedy
zaujima B-konfiguraci potiebnou pro reakci s enzymem f3-
glukosooxidasou.

Homonuklearni korelace "H-'"H COSY NMR (obr. 4)
byla pouZita ke kompletnimu pfifazeni signald protonové-
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Obr. 3. MoZné prostorové uspoiadani vodiki H, a H, v glykopyranosach
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Obr. 4. 'TH-'TH COSY NMR spektrum (2-amino-4-hydroxy-
methylfenyl)-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl)-p-D-glukopyranosidu
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Obr. 5. Zaznam ¢asové zmény spektra pro enzymatickou hyd-
rolyzu konjugitu AMB,sPEG (3-10°M) katalyzovanou f-
glukosidasou (2 mg/l mL; 66,6 jednotek/g;) ve fosfatovém
pufru (pH 7,4; 2-10 M) pti 37 °C. Inset predstavuje kinetickou
zavislost absorbance na Case pii 409 nm (1, =103 £ 4 s)
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ho NMR spektra a uréeni struktury. Ve vyiezu obsahuji-
cim vsechny glukosové vodiky je z jednotlivych krospiki
patrna konektivita v celém kruhu. Navic se v této oblasti
chemickych posunit objevuji vodiky NH,-skupiny tvofici
roz$ifeny singlet (4,61 ppm), které v HMQC spektru ne-
maji zadny krospik a dale hydroxymethylova skupina na
benzenovém jadfe. Diastereotopickou CH,-skupinu pted-
stavuje dublet 4,36 ppm s interakci (5,5 Hz) s protonem
OH-skupiny, ktery je diky tomuto 2D spektru odlisitelny
od splyvajiciho multipletu pti 5,02-5,06 ppm.

Findlni konjugdt AMB,-sPEG byl charakterizovan
pomoci elementarni analyzy (Cij9gH2004NgOs76 (25 160)
(%): C, 55,23; H, 8,70; N, 0,45; nalezeno: C, 55,61; H,
9,08; N, 0,52); GPC bylo vyuzito ke stanoveni M, (M,/M,
= 1,12) a HPLC ke stanoveni Cistoty konjugdtu; obsah
volného AMB byl mensi nez 1 mol.%. Dale bylo pomoci
UV/VIS spektroskopie (typickd maxima shodnd s polyeno-
vym systémem AMB) prokazano, ze obsah AMB v konju-
gatu koresponduje s molarnim zlomkem 1:4 (sSPEG:AMB).

Pripraveny konjugat byl analyticky testovan za pod-
minek in vitro ve fosfdtovém pufru resp. s pfidavkem (-
glukosidasy (E.C.3.2.1.21) (A4spergillus niger). Ze spekt-
ralnich zdznami je patrny pfirtistek absorpéniho pasu pfi
409 nm, ktery je specificky pro monomerni AMB (1, =
103 £4 s) (obr. 5). Uvolnéni AMB z konjugatu bylo také
potvrzeno pomoci HPLC.

Zavér

Uvedena prace dokumentuje, ze Gspéch cilené orga-
nické syntézy vyzaduje aktivni znalost a kombinaci vSech
dostupnych instrumentalnich metod analytické chemie.
Z vysledki pfedbézné studie in vitro lze piedpokladat, ze
k uvolnéni AMB bude dochazet cilen¢ v misté pasobeni
houbového patogenu.

Tento projekt byl uskutecnén za podpory Ministerstva
Skolstvi, mladeze a télovychovy, Projekt ¢. MSM 002 162
7501.
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2. Sedlak M., Drabina P., Bilkova E., Simanek P., Buch-
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ANALYZA LIPIDU V PRIRODNICH EXTRAKTECH POMOCI HPLC/MS

Eva CANOVA, MIROSLAV LiSA a MICHAL
HOLCAPEK

Katedra analytické chemie, Fakulta chemicko-technolo-
gicka, Univerzita Pardubice, nam. Cs. legii 565, 532 10
Pardubice

canovae(@seznam.cz

Uvod

Lipidy jsou pfirodni latky rostlinného i Zivo¢isného
puvodu obsahujici estery vysSich mastnych kyselin.
Funkéné i1 chemicky jsou velmi rozdilné, ale jejich spolec-
nou charakteristickou vlastnosti je nerozpustnost ve vodé
a dobra rozpustnost v organickych rozpoustédlech. Lipidy
tvori v lidském téle rezervoar energie, mechanickou a te-
pelnou ochranu nékterych organt, dale jsou dulezité jako
zdroj vitamind rozpustnych v tucich (A, D, E, K), jsou
soucasti bunénych membrdn a zdrojem esencidlnich
mastnych kyselin. Pfevaznou ¢ast lipidl v potravé ¢loveka
pfedstavuji triacylglyceroly, mén¢ jsou zastoupeny fosfoli-
pidy, glykolipidy a steroly. Poruchy metabolismu lipida
v lidském téle nebo jejich nevyvazeny piijem potravou
mize zpusobovat fadu onemocnéni, napf. obezitu, atero-
skler6zu, rakovinu, kardiovaskularni problémy, atd.

Na metabolismus lipidit ma znacny vliv jejich struktu-
ra, navazana funkéni skupina a sloZeni mastnych kyselin.
Cilem této prace bylo vyextrahovat lipidy z ptirodnich
vzorkll a nasledné je separovat a identifikovat pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) ve spo-
jeni s hmotnostni spektrometrii (MS).

Experimentalni ¢ast
Vzorky

Pro extrakci lipidt z pfirodnich material byla pouzita
modifikovand metoda extrakce podle Bligh a Dyerl. lg
prirodniho materialu byl smichén s 20 ml smési chlorofor-
m/methanol (2:1) a homogenizovan po dobu 3 min. Poté
byl extrakt prefiltrovan ptes skladany filtr a k filtratu byly
pfidany 4 ml redestilované vody. Vznikld emulze byla
odstfedéna na centrifuze po dobu 2 min. Po rozdéleni ex-
traktu na dve faze byla horni vodni faze odstran¢na. Dolni
organicka faze s obsahem lipidu byla odpafena do sucha
proudem dusiku a vznikly odparek byl rozpustén
v isopropanolu.

Pro oddéleni polarnich a nepolarnich lipida byla pou-
zita extrakce tuhou fazi na kolonce Supelclean LC-NH,
(Supelco, Bellefonte, PA, USA). Kolonka byla nejprve
promyta hexanem a poté bylo naneseno 100 pl extraktu.
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Nepolérni lipidy byly vymyty 6 ml smési isopropanol/
hexan (2:1) a nasledné polarni lipidy 6 ml methanolu.

HPLC/MS analyza

Meéfeni bylo provadéno na vysokoucinném kapalino-
vém chromatografu sestaveném zpumpy Waters 616
s kvarternim gradientovym systémem, automatickym dav-
kovacem vzorkli Waters 717 a chromatografickym soft-
warem Millenium (Waters, Milford, MA, USA). Pro sepa-
raci jednotlivych tfid lipidi byla pouzita kolona Nova-Pak
Silica (3,9 x 150 mm, Waters, Milford, MA, USA) a mo-
bilni faze H,O/isopropanol/hexan. Analyza triacylglycerolii
byla provadéna na koloné¢ Nova-Pak Cg (150 x 3,9 mm,
Waters, Milford, MA, USA) s mobilni fazi isopropanol/
acetonitril. Analyza fosfolipidii byla provedena na koloné
Luna Cig (250 x 4,6 mm, Phenomenex, Torrance, USA)
smobilni fazi isopropanol/acetonitril/HyO s riznym
obsahem aditiv. Pritok mobilni fize byl nastaven na
1 ml min™", nastfik vzorku byl 5 pl a teplota separace 35 °C.
Byl pouzit hmotnostni spektrometr s analyzatorem typu
iontova past (Bruker Daltonics, Brémy, Némecko), na
kterém byly nastaveny nasledujici podminky: zmlZzujici
plyn 60 psi, susici plyn 10 ml min™", teplota susiciho plynu
365 °C a hmotnostni rozsah 50—-1000 m/z.

Vysledky a diskuse

Prvnim krokem této prace bylo testovani extrakce
lipidt z biologického materialu, kterd byla provedena po-
moci systému rozpou$tédel methanol/chloroform/H,O

x10'

Nepolarni lipidy

Polarni lipidy

0

30 40 50 60 0 80 ‘Time [min]

Obr. 1. RP-HPLC/MS chromatogram extraktu lipidi
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Obr. 2. RP-HPLC/MS separace fosfatidylcholint z vajeéného
Zloutku

podle Bligh a Dyer'. Extrakce lipida byla testovana na
vajecném Zloutku, ktery obsahuje velké mnoZzstvi riznych
tfid polarnich a nepolarnich lipidd. Pti extrakcei lipidl pou-
zitymi rozpoustédly vznikd emulze, kterd byla pomoci
centrifugy rozdélena na vodnou a organickou fazi
s obsahem lipidi (obr. 1).

Bylo testovano dé¢leni extraktu lipidd na polérni
a nepolarni lipidy pomoci extrakce tuhou f4zi na aminové
kolonce podle Takatera”. K vymyti nepolarnich lipida byla
misto smési chloroform/propanol pouzita smés isopropa-
nol/hexan vzhledem k pouzivanym mobilnim fazim. Ex-
trakt lipidd byl rozdélen podle polarity na nepolarni
(triacylglyceroly, sterolestery, atd.) a polarni lipidy
(fosfolipidy, sfingolipidy, atd.). Jednotlivé frakce byly
kontrolovany pomoci HPLC/MS a bylo zji$téno, ze polarni
a nepolarni lipidy byly kvantitativné oddé¢leny. Pro separa-
ci tfid lipidi byla pouzita HPLC v systémech s normalnimi
fazemi se silikagelovou kolonou a mobilni fazi isopropa-
nol/hexan/H,O. Vysledny chromatogram obsahoval sepa-
rované jednotlivé tfidy lipida, jejichz frakce byly sbirany.
Ttidy lipida byly separovany v normalnich fazich podle
jejich rozdilné polarity, od nepoldrnich lipidt az po lipidy
polarni.

Dalsim krokem byla analyza ziskanych frakci tiid
lipidi pomoci HPLC/MS. Polérni lipidy byly analyzovany
v systému s obracenymi fazemi s pouzitim mobilni faze
acetonitril/isopropanol/H,O s pfidavkem rlizného obsahu
aditiv podle druhu analyzovanych lipidt. V ramci tfid byly
separovany podle pfitomnosti mastnych kyselin, jejich
délky fetézce a poctu dvojnych vazeb (obr. 2).

Jednotlivé polédrni lipidy byly identifikovany hmot-
nostnim spektrometrem s ionizaci elektrosprejem (ESI)
v kladném a zdporném zédznamu iontl. Jednotlivé polarni
lipidy byly identifikovany na zakladé jejich molekulové
hmotnosti, neutralnich ztrat mastnych kyselin a neutrdlnich
ztrat funk¢nich skupin lipida (obr. 3).

Nepolarni lipidy byly separovany v systému s obrace-
nymi fazemi s mobilni fazi acetonitril/isopropanol. Lipidy
byly separovany podle hodnoty skupiny ECN, ktera vyja-
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Obr. 3. ESI-MS/MS hmotnostni spektrum fosfatidylserinu; a —
kladny zaznam ionti, b — zdporny zaznam iontl

dfuje vztah mezi poctem uhlikti (CN) a poctem dvojnych
vazeb (DB) (ECN=CN-2DB). Jednotlivé nepolarni lipidy
byly identifikovany = hmotnostnim  spektrometrem
s chemickou ionizaci za atmosférického tlaku na zakladé
molekulové hmotnosti a neutralnich ztrat mastnych kyse-
lin.

Zavér

Byla zoptimalizovana extrakce lipidd z pfirodniho
materidlu pomoci systému chloroform/methanol/H,0.
Polarni a nepolarni lipidy byly oddéleny pomoci extrakce
tuhou fazi. Rozdéleni na tfidy lipidi bylo provedeno po-
moci HPLC/MS na silikagelové koloné. V ziskanych frak-
cich byly separovany a identifikovany jednotlivé lipidy
metodou HPLC/MS.

Tato prace byla podporovana grantovymi projekty
MSM0021627502 (Ministerstvo Skolstvi, mladeze a télovy-
chovy), dale 203/09/0139 a 203/09/P249 (Grantova agen-
tura Ceské republiky).

LITERATURA

1. Bligh E. G., Dyer W. J.: Can. J. Biochem. Physiol. 37,
911 (1959).

2. Takatera A., Takeuchi A.: J. Chromatogr., B 838, 31
(2006).



Chem. Listy 103, s156—s159 (2009)

Cena Merck 2009

TERMODYNAMICKE STUDIUM INTERAKCI FYZIOLOGICKY VYZNAMNYCH

DERIVATU PURINU

DANA DOSPIVOVA, PREMYSL LUBAL,
MARTA FARKOVA a LIBUSE TRNKOVA

Ustav chemie, Prirodovédeckd fakulta, Masarykova Uni-
verzita,Kotlarska 2, 611 37 Brno
16001 6@mail. muni.cz

Uvod

Adenin (6-aminopurin) tvoii vyznamnou stavebni
slozku nukleovych kyselin, které se podileji na pfenosu
genetické informace, a koenzymi, spojenych s pfenosem
energie, naboje a biologicky diilezitych latek'.

No6-derivaty adeninu zvané cytokininy patfi mezi
fytohormony. Podle fetézce navizaného na N6 dusiku
adeninu se déli na isoprenoidni (napf. isopentenyladenin,
trans-zeatin aj.) a aromatické (6-benzyladenin, kinetin,
topoliny aj.). Cytokininovou aktivitu vykazuji také nekteré
derivaty mocoviny (napt. N,N’-difenylmocovina, thidiazu-
ron).

Nézev pochazi z feCtiny: cyto — ,kytos — builka,
kinesis — pohyb a vyjadiuje jejich stimulaci bunééného
déleni. CK a auxin ovlivituji celkovy habitus (vnéjsi
vzhled) rostliny. Mezi dalsi G¢inky patii vznik sekundar-
nich meristému, podporuji zvyseni po¢tu i hmoty plodu,
oddaluji senescenci listtl aj.

U nékterych analog cytokininu jako olomoucin ¢i
roskovitin byly objeveny protirakovinné uc¢inky. Efekt
jejich ucinku spociva v inhibici cyklin-dependentnich ki-
nas, proteinit odpovédnych za bunééné déleni. Pfi aplikaci
in vitro k bunkam tumorové a zdravé linie doslo k apopto-
ze pouze u nadorové linie’.

Pro pochopeni procest, které probihaji nejen
v roztocich, ale i na nabitém fazovém rozhrani, je tfeba se
zabyvat studiem protoniza¢nich rovnovah.

Cilem moji prace bylo piedbézné studium téchto rov-
novah adeninu a jeho derivati pomoci potenciometrickych
acidobazickych titraci.

Experimentalni ¢ast
Kalibrace elektrody

Pro vypocet disociacnich konstant je dilezita kalibra-
ce elektrody, kterd byla provadéna potenciometrickou
titraci roztoku silné kyseliny (HCI, p.a, Penta) odmérnym
roztokem silné baze (NaOH, p.a, Penta) pomoci titratoru
835 Titrando — Tiamo Metrohm (Svycarsko). Zména po-
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Schéma 1. Strukturni vzorce studovanych ligandi
Titrace byly provedeny pro nasledujici vzorky:
R' = 2-chlorobenzyl (2-CI-BAP)

R' = 2-methoxybenzyl (2-methoxy-BAP)

R' = 3-chlorobenzyl (3-CI-BAP)

R' = 3-methoxybenzyl (3-methoxy-BAP)

R'! = 4-chlorobenzyl (4-CI-BAP)

R' = 4-methoxybenzyl (4-methoxy-BAP)

R' =benzyl (6-BAP)

R*=H

R? = D-ribosa

tencialu béhem potenciometrického stanoveni konstant
byla méfena kombinovanymi sklenénymi elektrodami LL
Ecotrode Plus Metrohm (pro vodna prostfedi) a Solvotrode
Metrohm (pro smésna organickd rozpoustédla). Méfeni
bylo provadéno v inertni atmosféfe argonu z divodu elimi-
nace CO,. Bod ekvivalence této titrace a hodnota pKi,
ktera byla dulezitd pro vypocet disociacnich konstant
v bazické oblasti pH, byly vyhodnoceny pomoci Granovy
linearizace titra¢nich ktivek. Pfi zpracovani dat byly vyu-
zity programy MS Excel a Opium.

Titrace vzorkd, stanoveni protonaénich konstant

Pro titraci roztoku adeninu (Ade) a adenosinu (Ado)
o koncentraci 5 mM ve vodném prostiedi byla iontova sila
0,15 M nastavena pomoci NaCl (Sigma-Aldrich), teplota
se zvySovala pro Ade v rozmezi 25-45 °C, pro Ado byla
teplota konstantni 25,0 + 0,1 °C. Adenin i adenosin o nej-
vyssi dostupné Cistoté byly zakoupeny u firmy Sigma-
Aldrich. Spektra roztoki ligandu pro riizna pH byla zméte-
na na spektrofotometru PYE UNICAM UV2 (Velka Brita-
nie).

Titrace vybranych purinovych derivati (¢ = 1 mM)
byly provadény ve smésném organickém rozpoustédle
50% (v/v) CH;0H 2z divodu jejich men$i rozpustnosti.
Iontova sila byla proménna (/ = 0-0,02 M), teplota byla
konstantni 25,0 £ 0,1 °C. Studované derivaty byly synteti-
zovany na Katedfe anorganické chemie Pfirodovédecké
fakulty Univerzity Palackého v Olomouci.
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Vysledky a diskuse
Kalibrace elektrody

Cilem méfeni bylo kalibrovat pouzivané elektrody
stanovenim jejich parametrd (E,, g) a autoprotolytické
konstanty pKya zjistit jejich spravnou funkei v obou pro-
sttedich (vodné, smésné H,O — CH;0H).

Z obr. 1 je vidét, ze zavislost elektromotorického
napéti galvanického ¢lanku na —log[H'] je linearni v obou
pfipadech. Kalibra¢ni parametry elektrod byly pouzity
k vypoctu autoprotolytické konstanty vody pK, (viz
tab. I). Z experimentalnich dat (viz obr. 1) bylo zjisténo, Ze
ob¢ elektrody vykazuji spravnou funkci v obou prostiedich

Cena Merck 2009

Tabulka II
Protonacni konstanty a termodynamické parametry liganda
(/=0,15M)

Ligand Teplota [°C] Termodynamické
25 37 45 parametry
Adenin  4,18(4)" 4,03(5)" 4,00(5)" AH® =—17,4(4) kJ mol™
422 AS® =23(13) TK " mol™
Adenosin 3,59(5)" --- - —
3,58°

* Tato prace, ° cit.?

8x10° -

7x10°

gl

330 4 E 6xto ‘-""'-‘;:“:'% s
y=-61,036x + 457,11 2 ] o n’,
310 A R = 0.9996 2 s5x10° o 2°,
290 — S wav oS ,
~ SOLVOTRODE 8 aole  ue o e
'E,270 g 0’4, A .
o 4 2x103_',,:.f’#:._-;..-* e
250 1 y=-57,769x + 403,48 ECOTRODE s 1
0 | R® = 0,9999 2 110
04
210 T T T T T | 230 2&0 2%0 2!‘50 27‘0 2é0 29‘0 30IO
2,0 2,2 24 2,6 2,8 3,0 32 Vinova délka, nm
~log[H']
Obr. 1. Kalibraéni piimky pouZitych elektrod Obr. 3. Spektralni profil jednotlivych forem adeninu
a jsou pouzitelné pro stanoveni protonacnich konstant
vybranych liganda.
Tabulka I y Y &
Kalibra¢ni parametry pouzitych sklenénych elektrod Titrace vzorka Ade a Ado
Typ elektrody PR Sljneérfnsiz‘)eva E Experimentalni data zmétena z acidobazickych titraci
'8 adeninu (Ade) a adenosinu (Ado) v rozmezi —log[H'] = 2—
Ecotrode 13,82(1) —58,05(6)  404,05(1) 12 (viz obr. 2) byly pouzity ke stanoveni jejich protonac-
Solvotrode 14,04(6) —61,7,(3)  460,25(2) nich konstant (viz tab. II). Z teplotni zavislosti protonac-
12 1
* e e 4 . . .
A a4, A ., * 10 Asde @ Ado
rs
| ¥
L
ERE
4 'y
. s A 4 a
N R RPN
1 -0‘,5 0 0,‘5 lI

Obr. 2. Normalizované titracni ki'ivky Ade a Ado
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[ ]

Obr. 4. Spektralni profil jednotlivych forem adenosinu

-log[H']
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nich konstant byly stanoveny termodynamické parametry
(viz tab. II). Porovnanim hodnot stanovenych v této praci
s hodnotami literarnimi je zfejmé, ze jsou ve shodé. Dale
je patrné, ze bazicita Ado jako derivatu Ade, poklesla
v disledku substituce (viz tab. II). Ze zavislosti protonac-
nich konstant obou ligandl pro rizna pH byly vypocteny
spektralni profily jednotlivych forem (viz obr. 3 a 4).

Titrace vybranych derivatl 6-benzylaminopurinu
(6-BAP)

Zkoumané derivaty 6-benzylaminopurinu jsou ome-
zené rozpustné ve vodnych roztocich, proto bylo nutné
provadét titrace ve smésném organickém rozpoustédle
(H,O — CH30H). Experimentalni data titra¢nich ktivek
vybranych ligandt (viz obr. 5 a 6) byly pouzity k vypoctu
protonac¢nich konstant (viz tab. III).

* 2-CI-BAP
= 3-CI-BAP
4 4-CI-BAP
e BAP

““'\\-sau\.

-1 -0,5 0

0,5 1

Obr. 5. Normalizovana titra¢ni kiivka chloroderivati 6-benzylaminopurinu

12
LYY PRy + 2-methoxy-BAP
R 2107 = 3-methoxy-BAP
— 8‘* 4 4-methoxy-BAP
% ¢ BAP
< 6 -
R
4 a0 20 aPeiPoun un®y
T T 2 T 1
-1 -0,5 0 0,5 1

Obr. 6. Normalizovana titra¢ni kiivka methoxyderivati 6-benzylaminopurinu
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Tabulka III

Protonacni konstanty studovanych ligandii

Latka pKa, pKa,
Ade? 4,18(4) 9,58(4)
Ade® 3,99 10,12
Ade’ 4,3009) 9,30(6)
6-BAP° 3,87(7) 9,31(7)
6-BAP* 4,01; 4,24; 4,10
2-CIl-BAP¢ 3,57(9) 9,79(4)
3-CI-BAP¢ 3,58(9) 9,81(6)
4-C1-BAP¢ 3,59(9) 9,83(7)
2-Methoxy-BAP® 3,52(8) 9,66(7)
3-Methoxy-BAP* 3,68(9) 9,68(4)
4-Methoxy-BAP* 3,71(8) 9,91(6)

“H,0, 1 = 0,15 M-NaCl, ¢ = 25 °C, ° 50%(w/w) acetonitril,
1=0,15 M-NaCl, ¢ = 37 °C, cit.*, °50% (v/v) methanol, /=
0-0,02 M, ¢ = 25°C, “H,0, I = 0,075 M, ¢ = 25 °C UV-
VIS, CZE, DP voltametrie, cit.’

Zavér

Cilem této prace bylo stanoveni protonacnich kon-
stant adeninu a adenosinu a dale derivati benzylaminopu-
rinu s vyuZitim potenciometrické acidobazické titrace.

Byly stanoveny protona¢ni konstanty pro Ade a Ado
pro iontovou silu 0,15 M a jejich hodnoty byly porovnany
s literarnimi hodnotami i mezi sebou navzajem. Protonacni
konstanty té€chto ligandli velmi dobfe odpovidaji hodnotdm
literarnim.

Pti porovnani pK, 2-CI-BAPu s 2-methoxy-derivatem
1ze fici, ze hodnoty pK,; jsou stejné a hodnoty pK,, se lisi,
v pfipadé¢ 2-methoxy-BAPu je hodnota nizsi. U 3-Cl-
BAPu je pK, nizsi nez hodnota pro 3-methoxy-derivat.
V piipadé pK,; je tomu naopak. U 4-Cl-BAPu je opét pKy,,
niz8$i nez u 4-methoxy-BAPu. U pK,, dochazi ke zméné —
pKa pro 4-methoxy-BAP je vyrazné vyssi. Pfi porovnani
chloroderivati BAPu bylo zjisténo, Ze obé hodnoty pK, se
u Cl-derivati neméni, tedy poloha Cl jako substituentu

s159

Cena Merck 2009

nema vliv na jejich acidobazické chovani. V ptipadé
methoxyderivatl BAPu jsou zmény pK, vyrazné€jsi. Obé
hodnoty pK, s polohou substituentu rostou. Z toho vyply-
va, ze poloha substituentu u methoxyderivatl ovliviiuje
elektronovou hustotu v molekule a tim bazické vlastnosti
derivatu.

Benzylova skupina na N6-atomu adeninu ovlivnila
pouze hodnotu pK,;, kdyZ pro 6-BAP doslo k jejimu po-
klesu. Porovnanim 6-BAPu s jeho Cl-derivaty se hodnota
pK,i snizila a naopak hodnota pK,, se zvysila. Srovname-li
6-BAP s methoxy-derivaty, je situace stejna jako u chloro-
derivati.

Z vyse uvedenych porovnani bylo zji§téno, ze adenin
ma nejvy$si hodnoty pK,; a ze navazanim benzylové sku-
piny a nasledné Cl, resp. (CH30) skupiny se hodnota pro-
tonacni konstanty snizuje. Hodnoty pK,, jsou nejmensi
u adeninu a s navazanim Cl, resp. (CH;0) skupiny se hod-
nota protonacni konstanty zvySuje.

Dosazenych vysledki bude vyuzito na mozné analy-
tické stanoveni ve smési pomoci separacnich metod,
zejména HPLC.

Rada bych podékovala panu prof. Z. Travnickovi
z Katedry anorganické chemie, Prirodovédecké fakulty
Univerzity Palackého v Olomouci za poskytnuti 6-BAP
derivatii.
Prace byla financné podporovana projekty MSMT CR

BIO-ANAL-MED (LC060335).
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PRIPRAVA A TESTOVANI NAPLNOVYCH KOLON PRO KAPILARNI
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martinfrancx@gmail.com

Uvod

PInéni vlastnich kapilarnich kolon pro vysokou¢innou
kapalinovou chromatografii pfinasi fadu vyhod oproti pou-
zivani kolon komerénich. Nejvyraznéjsi je rozdil v cené.
Zatimco komer¢ni kolony stoji nekolik desitek tisic K¢,
naplnéni kolony stoji pouze n€kolik set K¢. Dalsi vyhodou
je mnohem vétsi flexibilita. Je mozné si pripravit kolonu
se staciondrni fazi, kterd je vyZadovana k feSeni daného
problému. Ukaze-li se jako nevhodna, je velmi jednoduché
a ekonomicky nendrocné pripravit kolonu vhodné&jsi.
V nékterych piipadech je dokonce jedinym zptisobem, jak
ziskat kolonu s pfisluSnou stacionarni fézi, jeji vlastni pii-
prava. Tyka se to naptiklad kapilarnich kolon pro separace
optickych isomert, které se komer¢né nevyrabi.

Existuji tfi metody plnéni kolon pro kapilarni kapali-
novou chromatografii. Podle média pouZzitého k doprave
Castic stacionarni faze rozliSujeme plnéni plynem, super-
kritickym fluidnim oxidem uhli¢itym a kapalinou. To se
také oznacCuje jako plnéni suspenzni a jedna se o metodu
pouzitou v této praci. Plnéni chromatografickych kolon
byva oznacovano za uméni a témét vzdy probiha metodou
pokust a omyld. Podminky pro naplnéni kvalitni kolony se
pro kazdou stacionarni fazi 1iSi, proto je nemozné
v literatufe najit univerzalni postup. Byl zkoumén vliv
mnoha parametrll plnéni na uc¢innost kolony, napiiklad
vliv frity uzavirajici kolonu', vliv pouzitych rozpoustédel’
nebo rozdily v plnéni pfi konstantnim tlaku a konstantnim
pritoku’. Tato prace si klade za cil najit postup pro plnéni
kvalitnich kapilarnich kolon, ktery bude co nejrychle;jsi
a bude mit co nejmensi naroky na pfistrojové vybaveni.

Experimentalni ¢ast

Jako mobilni faze byl pouzit acetonitril (Cistota pro
HPLC, LiChrosolv, Merck) a deionizovana voda, jako
stacionarni faze byl pouzit Nucleosil C18 s velikosti ¢astic
5 pm (Macherey-Nagel). Pro testovani kolon byla pouzita
thiomocovina (Sigma), fenol (p.a., Penta), toluen (Cisty,
Merck) a anilin (99,5%, Aldrich).

Ultrazvukova lazen Elmasonic S 15 H byla zakoupe-
na u firmy P-lab. Kolony byly plnény na izokratické pum-
p¢ LCP 4000 (Ecom). Jako zasobnik suspenze slouzila
nerezova kolona pro HPLC s vnitinim objemem asi 1,7 ml.
Testovani kolon probihalo na pumpé 100DM (ISCO)

Obr. 1. Plnici aparatura; (1) zasobnik mobilni (plnici) faze; (2)
izokratickd pumpa; (3) zasobnik suspenze; (4) kolona; (5) frita

s dvoukanalovym UV detektorem UVIS-205 (Linear In-
struments). Davkovaci kohout (Valco Instruments) mél
objem 100 nl. Chromatogramy byly zaznamendvany po-
moci programu Clarity 2.4.4.105.

Postup plnéni a sestaveni aparatury byly pievzaty
z literatury™ a upraveny dle nasi instrumentace, jak je
uvedeno na obr. 1. Na konec kolony (vnitini primér 320 pm,
délka priblizné 25 cm) byla vlozena frita ze skelné vaty
a zajisténa vlepenim kapildry o vnitfnim priméru 75 pm
do kolony (viz obr. 1). Kolona byla k zasobniku suspenze
pfipojena PEEKovou trubi¢kou a promyta 65% aceto-
nitrilem. Suspenze staciondrni fize v acetonitrilu
o koncentraci 0,05 g cm™ byla sonifikovana v ultrazvu-
kové 14zni po dobu 10 min a poté naplnéna do zasobniku.
Nasledné byla suspenze pumpovana skrz kolonu, jako
plnici faze byl pouZzit 65% acetonitril, tlak byl udrZzovan
priblizné 30 MPa. Po naplnéni kolony byl tlak zvySen na
33 MPa a udrzovan po dobu né¢kolika minut, aby doslo
k usazeni napln€. Nekteré kolony byly zaroven
sonifikovany v ultrazvukové lazni (viz tab. I). Poté byla
pumpa vypnuta a kolona ponechana, nez tlak poklesl na

Tabulka I
Podminky plnéni kolon
Oznaceni kolony  Doba usazovani ~ Doba sonifikace

naplné [min]
[min]

Eva, Fiona, Gertru- 15 -

da, Helenka

Eliska, Frantiska, 15 10

Ginny

Iva 5 _

Jana 30 -
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hodnotu atmosférického tlaku.

Testovani kolon probihalo formou méfeni Van Deem-
terovy kiivky a vypocCtem separacni impedance. Jako mo-
bilni faze byl pouzit 65% acetonitril (v/v), nezadrzujicim
se analytem byla thiomocovina o koncentraci 1 mg cm™.
Na zjiStovani poctu teoretickych pater byl pouzit fenol
a u nekterych kolon také toluen, oba analyty mély koncen-
traci 10 mg cm . Uginnost separace byla testovana na
smési fenolu a anilinu o koncentracich obou analytd
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Obr. 2. Van Deemterova kiivka pro kolony pripravené bez
pouziti sonifikace; (0) Eva, (0) Fiona, (A) Gertruda, (%) Helenka;
analyt fenol 10 mg cm>; mobilni faze acetonitril-voda (65:35, v/
v); detekce UV pfi 214 nm
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Obr. 3. Van Deemterova kfivka pro sonifikované kolony; (0)
Eliska, (0) Frantiska, (A) Ginny; analyt fenol 10 mg cm™; mobil-
ni faze acetonitril-voda (65:35, v/v); detekce UV pii 214 nm
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5 mg cm . M&feni probihalo v médu konstantniho tlaku,
pouzity tlak byl v rozsahu 0,67 MPa. Detek¢ni kapildra
méla vnitini pramér 100 pm, vinové délky detektoru byly
nastaveny na 214 a 254 nm.

Vysledky a diskuse

V prvni fazi byla zkoumana reprodukovatelnost plné-
ni a vliv sonifikace pfi usazovani naplné na ucinnost kolo-
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Obr. 4. Van Deemterova kiivka pro (a) fenol 10 mg cm™, (b)
toluen 10 mg em™; kolony (0) Helenka, (o) Iva, (A) Jana; mobil-
ni faze acetonitril-voda (65:35, v/v); detekce UV pii 214 nm
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Obr. 5. Van Deemterova kfivka pro kolony (o) LiChrosorb
RP-18, (%) Nucleosil 100 C8; analyt fenol 10 mg cm 3. mobilni
faze acetonitril-voda (65:35, v/v); detekce UV pii 214 nm

ny. Vysledné Van Deemterovy kiivky pro ptislusné kolo-
ny jsou uvedeny na obr. 2 a 3. Pouziti ultrazvukové lazné
se ukazalo jako nevyhodné, protoze do plniciho postupu
vnasi uréity prvek nahodnosti. Zatimco vSechny kolony
plnéné bez sonifikace (obr. 2) maji ucinnost témer stejnou,
kolony sonifikované (obr. 3) vykazuji velké rozdily. Jejich
ucinnost je navic v primeéru o néco nizsi nez u kolon neso-
nifikovanych.

Druhym parametrem, ktery by mohl mit vliv na u¢in-
nost kolony, je doba usazovéani naplné. Bylo pfedpoklada-
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no, ze ucinnost poroste s dobou usazovani. Jak je vidét na
obr. 4, tento pfedpoklad se nepotvrdil. Oba dva testované
analyty vykazovaly velmi podobné¢ Van Deemterovy kiiv-
ky, nezavislé na dob¢ usazovani naplné.

Pro zhodnoceni celkové ucinnosti kolon byly naméte-
ny ¢asti Van Deemterovych kiivek dvou kolon komerénich
(stacionarni faze Nucleosil 100 C8 a LiChrosorb RP-18).
Ob¢ kolony mély Gc¢innost téméf stejnou (viz obr. 5). Po-
rovnani s obr. 3 ukazuje, ze jejich ucinnost odpovida
nejméné ucinné laboratorn€ plnéné koloné. Druhym testem
byla separace smési fenolu a anilinu. Na komer¢ni i na
laboratorné piipravené koloné¢ bylo dosaZeno separace
téméf na zakladni linii, pfislusné chromatogramy jsou
uvedeny na obr. 6.

Druhym parametrem pro hodnoceni kolon byl vypo-
Cet separacni impedance. Separacni impedance, zavedena
Knoxem a Barstowem®, je bezrozmérna veli¢ina charakte-

Tabulka II
Separacni impedance

Kolona E (fenol) - 10°  E (toluen) - 10
LiChrosorb RP-18 27 -

Eva 13 -

Eliska 33 -

Ginny 9 -
Helenka 13 6,5

Iva 10 5,5

Jana 10 5,5

Hodnoty jsou zaokrouhlené na tisice pro analyt fenol
a stovky pro analyt toluen

U [mV]

60 -

40

20 -

-20

0 2 4 6 8 10
t[min]

Obr. 6. Separace smési (1) fenolu a (2) anilinu o koncentracich 5 mg cm™ na koloné (a) EliSka a (b) LiChrosorb RP-18; tlak 3 MPa;

mobilni faze acetonitril-voda (65:35, v/v); detekce UV pfi 214 nm
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rizujici kvalitu kolony. Zahrnuje v sob€ separacni U¢in-
nost, rychlost analyzy, provozni tlak i vliv mobilni faze. Je
mozné ji spocitat jak z veliCin absolutnich, tak z veli¢in
redukovanych. Plati, ze ¢im mensi impedance, tim kvalit-
n¢&jsi kolona. U velmi kvalitnich kolon je mozné dosahnout
hodnoty az 2000. Separac¢ni impedance se pocitd podle
vztahu:

H?*Ap
Lmu

E =

kde E je separacni impedance, H je vyskovy ekvivalent
teoretického patra [m], Ap je tlakovy spad [Pa], L je délka
kolony [m], 1 je viskozita mobilni fize [0,65-10° Pa s] a u
je linearni pritokova rychlost [m s™']. Vypocet byl prove-
den pro hodnoty naméfené pii tlaku 3 MPa. Tento tlak
totiz pro vétsinu studovanych kolon odpovida optimalni
linearni prutokové rychlosti. Separacni impedance pro
vybrané kolony jsou uvedeny v tab. II. Hodnoty potvrzuji
zavéry ziskané z Van Deemterovych ktivek. Impedance
jsou ve srovnani s komeréni kolonou velice nizké a ukazuji
na pomeérné vysokou kvalitu kolon.
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Zavér

Bylo prokazano, ze k plnéni kvalitnich kolon neni
potieba pouzivat ultrazvukovou lazen, coz znacné€ zjedno-
duSuje provedeni. Dale bylo zjisténo, ze doba usazovani
naplné do kolony nema na ucinnost vliv a je tedy mozné
kolonu naplnit v minimalnim ¢ase. Takto naplnéné kolony
jsou svou ucinnosti srovnatelné s kolonami komer¢nimi.

Autor dekuje projektu ¢. 78808 Grantové agentury
Univerzity Karlovy a vyzkumnému zdaméru MSM
0021620857 Ministerstva Skolstvi, mldadeze a télovychovy.
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VYVOJ DIAGNOSTICKE METODY PRO KVALITATIVNI A KVANTITATIVNI
ANALYZU FARNESOLU A TYROSOLU JAKO PRODUKTU METABOLISMU
KVASINKY Candida albicans V BIOLOGICKYCH VZORCICH S VYUZITIM

TECHNIKY UPLC/MS/MS

PETR GREGUS a LUCIE NOVAKOVA

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, UK Praha, Hey-
rovského 1203, 500 05 Hradec Kralove

gregpdaa@faf.cuni.cz

Uvod

Candida albicans je obecné jeden z nejvice izolova-
nych houbovitych patogent v lidském téle. Je obecny pu-
vodce nosokomidlnich ndkaz a ¢tvrtym nejrozsifenéjsim
pvodcem infekci krevniho ob¢hu, stejné€ tak jako z 31 %
je pivodcem urinarnich infekcei a infekei zazivaciho traktu
na jednotkéach intenzivni péce. Je také bézn€ soucasti lid-
ské mikrobidlni mikrofléry a medicinsky dilezitym opor-
tunnim patogenem — zvlast¢ u imunokompromitovanych
osob. Candida albicans se také stala modelem pro systém
hub v molekularni biologii. Muze rist jako hyfa, pseudo-
hyfa nebo rasici kvasinka. DosaZitelnost této rtiiznorodosti
a vnitini proménlivosti morfologie je velkym pfinosem pro
patogenni zivot tohoto organismu. V tomto ohledu se zaji-
mame o tzv. quorum-sensing molekuly, jako je farnesol,
ktery, pokud je akumulovan nad urCitou mez, zabraiuje
preméné z kvasinky na mycelium a zptisobuje rust kultury
jako aktivni raici kvasinky bez ohledu na miru ristu'.
Tato morfologick4 transformace z kvasinky v mycelium je
rozhodujici krok v patogenezi Candidy albicans. Zabloko-
vanim této pfemény by mohl byt zastaven patogenni cha-
rakter tohoto oportunisty®. Naproti tomu tyrosol urychluje
pfeménu v zdrodeCnou formu (germ tubes), tedy
z kvasinky na vléknitou formu. Identifikace tyrosolu jako
autoregulatorni molekuly ma dulezity vliv na dynamiku
ristu a morfogenezi Candidy albicans™’.

Cilem nasi prace bylo tyto dvé molekuly, tj. farnesol
a tyrosol, selektivné identifikovat a kvantifikovat v biolo-
gickém materialu. Vysledky pak poslouzi pro lékarské
ucely jako nastroj k rozpoznani miry rustu kvasinky Can-
dida albicans, jakozto infek¢éniho agens.

7 wr

Experimentalni ¢ast

K praci byly pouzity standardy latek farnesolu a tyro-
solu:

H,C OH

=
CHs

=
CH3

=
CHjy

Obr. 1. Tyrosol
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Obr. 2. Farnesol

Tyrosol 2-(4-hydroxyfenyl)ethanol 500 pl (Fluka)
o Cistoté¢ > 99,5 % (GC), CsH;O,, priméma Mr 138,17,
vzorec obr. 1.

Farnesol — trans, trans-farnesol, 1 g (Aldrich) o Ccistoté
96 %, CisH,60, pramérna Mr 222,37, vzorec obr. 2.

Pro pfipravu mobilni faze byla pouzita rozpoustédla:
Ultra-Cista voda vyrobend na Farmaceutické fakulté, Mili-
Q, Millipore pted kazdym doplnénim mobilni faze byla
prefiltrovana.

Acetonitril — acetonitrile LC-MS 11 Chromasolv o ¢istoté
(GC) 99,9 %, Riedel-de Haen.

Kyselina mraven¢i — formic acid, 98—100 % puriss. p.a.,
Reag. ACS, Reag. Ph. Eur, 11, Riedel-de Haen, CH,0,.

Analyzovéany byly biologické vzory, konkrétné vagi-
nalni vyplachy, dodané FN Hradec Kralové.

Pro experimentalni praci byl pouzit Acquity UPLC
systém s dualnim UV detektorem, Waters, CR; separacni
kolona ACQUITY UPLC BEH C18 1,7 um 2,1 x 100
mm, Waters, CR a hmotnostni analyzator typu trojitého
kvadrupolu Quattro Micro, Waters, CR. Pro zpracovani
dat byl pouzit software MassLynx.

Cilem bylo nalézt vhodnou smés a vhodné slozeni
mobilni faze pro izokratickou eluci farnesolu a tyrosolu.
Pro hmotnostni detekci byla pouzivana ioniza¢ni technika
ESI — ionizace elektrosprejem v pozitivnim modu. Jako
analyzator byl vyuzit trojity kvadrupdl s moznosti tande-
mové hmotnostni spektrometrie.

Vysledky a diskuse

Béhem méfeni byl zjistén vznikajici molekulovy iont
jako [M+H-H,0]" u kazdé nami hodnocené latky.

V zaznamu spekter tyrosolu byl vyhodnocen nejinten-
zivnéjsi pik a vypocitana izotopickd molekulovd hmotnost
(obr. 3).

V zéznamu spekter farnesolu byl vyhodnocen nejin-
tenzivnéjsi pik a vypocitana izotopickd molekulova hodno-
ta (obr. 4).

Dale byly ziskany zdznamy produktovych i prekurzo-
rovych iontli obou molekul pro jasnou identifikaci nami
sledovanych molekul v biologickém materialu.
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K vyvoji metody vybranych ptechodl iontl byly pou- ZAveér

zity zaznamy produktovych iontd jednotlivych latek, ¢imz
se vysledoval charakter t¢chto malych molekul. Aplikace
této metody poslouzila k sledovani pritomnosti latek
v biologickém vzorku. Na obr. 5 je uveden zaznam jedno-
ho vzorku, v némz je identifikovana pfitomnost molekuly
tyrosolu. Tento fakt byl nadale potvrzen zdznamem pre-
kurzorovych a produktovych iontd této molekuly.
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Z namétenych vysledki bylo stanoveno slozeni mo-
bilni faze, prutokova rychlost, aditivum pro vyssi odezvu
signalu. Dale pak byly stanoveny hodnoty vSech parametri
detektoru pro ziskani spekter.

Byla vyvinuta analytickd metoda pro stanoveni farne-
solu a tyrosolu v biologickém materialu. Tyto vysledky by
mély  poslouzit kdalsim vyzkumnym  zadmérim
v klinickém 1ékatstvi v problematice onemocnéni zptisobe-
né kvasinkou Candida albicans u Zen.
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Obr. 5. SRM biologického vzorku
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PLNE AUTOMATIZOVANA 1ZOLACE CELKOVE mRNA Z IN VITRO
KULTIVOVANYCH ROSTLIN VE SPOJENI S ELEKTROCHEMICKOU DETEKCI
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“ Ustav chemie a biochemie, " Ustav vyZivy zviFat a picni-
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prirvodnich léciv, Farmaceutickd fakulta, Veterindarni a
farmaceuticka univerzita v Brné, Palackého 1-3, 612 42
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Uvod

Lidstvo na pocatku 21. stoleti fe$i zavaznou otazku
spojenou se zménami klimatu a s tim souvisejicimi zavaz-
nymi globalnimi nasledky'. Organizace spojenych narodi
na svém zasedani panelu vénovanému klimatické zméné
vyhlasilo jednozna¢nou ucast antropogenni c¢innosti
(Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC),
Fourth Assessment Report, 2007)>. Vétsina vlad svéta
panel klimatické zmény pfijala a zah4jila programy smétu-
jici ke snizeni emisi piedevsim sklenikovych plynt. Nej-
vyznamnéjsi roli v této oblasti mohou sehrat predevsim
programy trvalé udrzitelnosti ve vSech lidskych ¢innos-
tech. Do této oblasti je moZné zatadit technologie vyuziva-
jici zelenych rostlin pro zajisténi vyzivy, zdravi anebo
ochrany prostfedi. Bylo zjiSténo, ze rostliny jsou schopné
z prostedi pfijimat rizné slouceniny (organické i anorga-
nické) v nezanedbatelnych koncentracich a ty ukladat nebo
pfeménovat. Rostliny vykazujici takové vlastnosti byly
oznaceny jako hyperakumuldtory a staly se zakladnim
kamenem v technologickych procesech oznacenych jako
fytoremediace®. Vétsina takovych rostlin viak nevykazuje
rychly vzestup biomasy, ale je mozné z téchto rostlin vy-
hledavat vhodné tseky DNA (geny) pro zavedeni tako-
vych vlastnosti do rostlin kulturnich®. Kulturni rostliny se
vyznacuji rychlym rlistem biomasy a predevsim s velmi
dobte zvladnutou agrotechnikou. Kontaminované rostliny
jsou nasledné uloZeny na zabezpe&enych skladkach’. Nyni
diky klimatické zméné v§ak mohou rostliny nastoupit jako
technologie ziskdvajici primyslové vyuzitelné suroviny
z prostiedi za relativné nizkych energetickych vstupti.
V dohledné dobé se tak hyperakumulatory a geneticky
upravené rostliny se znacnou hyperakumula¢ni schopnosti
mohou stat ,,zelenymi horniky* pii ziskavani zlata, stiibra,
zeleza a dalsich klicovych prvki z pid s jejich zvySenymi
obsahy. Takové technologie budou vyzadovat fadu mole-
kuldrné-biologickych tUprav v genomech rostlin. Bude
nezbytné jednotlivé geny nalézt, izolovat a nasledné také
velmi peclivé monitorovat. Exprese vnesenych genl je
sledovana na trovni mRNA nebo vysledného proteinové-
ho produktu. Nejbéznéjsi je sledovani hladiny mRNA vét-
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Sinou pomoci technik vyuZivajici polymerdzové fetézové
reakce (PCR, nebo real time-PCR). Proto, abychom byli
schopni takové detekce, je potiebné izolovat dostate¢né
mnozstvi nedegradované celkové mRNA s minimalni kon-
taminaci nezddoucimi nukleovymi kyselinami.

Cilem této prace bylo navrhnout plné automatizova-
nou izolaci celkové mRNA pomoci magnetizovatelnych
mikrocastic z in vitro kultivovanych rostlin ve spojeni
s elektrochemickou detekci na uhlikovych nanocasticich
a na tiSténych elektrodach.

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

Jednotlivé koncentrace poly(A) byly michany ze za-
sobniho roztoku o koncentraci 100 pM pfipraveného z
lyofilizované poly(A) (0,5 mg ml™") Mr = 400 000 (Sigma-
Aldrich, Ceska republika). Oligonukleotidy byly syntetizo-
vany spolecnosti Sigma-Aldrich a purifikovany pomoci
HPLC. Koncentrace zasobnich roztokd byla stanovena
spektrofotometricky pii vinové délce 260 nm na pristroji
Spekord 210 (Analytic Jena, Némecko).

Pufry pouzité pro experimenty

a) fosfatovy pufr: 0,1 M-NaCl + 50 mM-Na,HPO, +
NaH2P04 a 0,2 M-NaCl + 100 mM-N32HPO4 + NaH2PO4;
b) acetatovy pufr: 0,2 M-CH;COOH + 0,2 M-CH;COONa.
Ostatni pouzité chemikalie byly ziskany v Cistot¢ ACS od
spole¢nosti Sigma.

Magnetické mikrocastice

Byly zakoupeny od spolec¢nosti INVITROGENE
(Norsko). Povrch téchto mikroc¢astic je upraven navazanim
oligonukleotidové sekvence (dT)25. Velikost Castic se
pohybuje kolem 2,80 + 0,2 um. Dalsi magnetické mikro-
Castice byly zakoupeny od firmy ROCHE (Némecko).
O modifikaci povrchu mikro¢astic neni nic znamo
s ohledem na patentovou ochranu spole¢nosti ROCHE.

Tisténé elektrody

Byly vyrobeny na Ustavu mikroelektroniky Vysokého
uceni technického v Brné technikou sitotisku. Pracovni
elektroda byla uhlikova, referentni stiibrna (Ag/AgCl)
a pomocna uhlikova.

Na pracovisti Fyzikalni elektroniky MU byly na po-
vrch tiSténych elektrod naneseny uhlikové nanotrubice.
Takové elektrody byly pouzity jako pracovni. Uhlikové
nanotrubice byly syntetizovany v mikroplasmé ve smési



Chem. Listy 103, s167—s171 (2009)

argonu, vodiku a methanu. Zelezo a nikl byl pouzit jako
katalyzétor. Teplota depozice byla kolem 970 K (cit.).

Eliminacéni voltametrie

Metoda EVLS (elimina¢ni voltametrie s linearnim
skenem) byla uskute¢néna pomoci programu EVLS
z LSV (voltametrie s linedrnim skenem) zdznamu pfi riz-
nych rychlostech polarizace. Ziskané EVLS zaznamy byly
hodnoceny dle cit.®.

In vitro kultivace rostlin

Obilky kukufice odridy Gila byly sterilizovany
v roztoku 5% chlornanu sodného v prostfedi sterilniho
flow-boxu. Poté byly omyty v destilované vod¢. Nasledné
byla kazda takto pfipravena obilka umisténa do pfipravené
sklenéné zkumavky s médiem. Kultivani médium bylo
pripraveno podle postupu a sloZzenim uvedeného Murashi-
gem a Skoogem’ s piidavkem pevné slozky, kterou tvofil
gerlit. Do média byly pfidany koncentrace kademnatych
iontd v podobé komplexu s EDTA v koncentracich (0, 5,
10, 25, 50 a 100 uM). Takto pfipravené experimentalni
rostliny byly umistény do kultivacniho boxu (Sanyo)
s 14 h osvétlenim 80 luxt, teplotou vzduchu 22 °C a 60%
vlhkosti vzduchu a 10h tmy s teplotou vzduchu 18 °C
a 60% vlhkosti. VSechny experimenty byly uskute¢nény
ve tiech nezavislych opakovanich. Pouzité chemikalie byly
testovany pro explantatové kultury a byly zakoupeny od
spolecnosti Duchefa (Nizozemi).

Méteni fluorescence chlorofylu

Meéfeni fluorescence chlorofylu bylo provedeno zafi-
zenim vyrobenym na Ustavu mikroelektroniky Vysokého
uceni technického v Brné. Pas svételnych diod o vinové
délce 560 nm osvétluje tercik listu rostliny o plose
50 mm®. Poté je detegovan signal fluorescence chlorofylu.
Ziskany signal je zaznamenavan do PC pomoci fidiciho
a vyhodnocovaciho programu.

Elektrochemicka analyza na rtutové elektrodé

Elektrochemické stanoveni s visici rtutovou kapko-
vou elektrodou (HMDE; s plochou kapky 0,4 mm?) jako
pracovni elektrodou bylo provedeno pomoci piistroje AU-
TOLAB analyzator (EcoChemie, Holandsko), ktery byl
napojeny na VA-Stand 663 (Metrohm, Svycarsko). Byla
pouzivana pracovni cela s tiielektrodovym zapojenim.
Referentni elektroda byla Ag/AgCl/3M KCl a pomocna
elektroda byla uhlikova ty¢inka. Zakladni elektrolyt aceta-
tovy pufr (pH 5,0). LSV parametry: pocatek analyzy: 0 V,
konec analyzy: —1,65V, step potencial: 5 mV, rychlost
polarizace: 25, 50, 100, 200, 300, 400, 500 a 600 mV st
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Elektrochemicka analyza na uhlikové elektrodé

Elektrochemicka analyza na uhlikové pracovni elek-
trod¢ byla provedena na pfistroji CH Instruments (USA),
ktery byl trielektrodové zapojen: referentni elektroda byla
Ag/AgCl/3M KCl, pomocna elektroda byla uhlikova ty¢in-
ka a pracovni pastova uhlikova elektroda. Zakladni elekt-
rolyt acetatovy pufr (pH 5,0). SWV (square wave voltame-
trie parametry): pocatek analyzy: 0V, konec analyzy:
1,5V, frekvence 120 Hz, step potencial: 5 mV.

Elektrochemickd analyza na tiSténych elektrodach

Elektrochemické meéteni pomoci tisténych elektrod
(SPE, Screen Printed Electrodes) bylo provedeno na pfi-
stroji PalmSens (Holandsko) pti aplikaci multikanalové
analyzy. Pro vSechny elektrochemické analyzy byl pouzi-
van jako zakladni elektrolyt acetatovy pufr pH 5. SWV
parametry: pocatek analyzy: 0V, konec analyzy: 1,5V,
frekvence 50 Hz, step potencial: 5 mV.

Postup izolace

Izolace poly(A) byla provadéna pomoci paramagne-
tickych ¢astic Dynabeads Oligo (dT)25 od firmy Dynal
(Oslo, Norsko). Zachyceni nukleovych kyselin (polyA,
ODN, mRNA) na paramagnetické ¢astice spo¢iva v hybri-
dizaci mezi fetézcem adeninu, kterym je tvoiena poly(A)
a feté¢zcem thymint, ktery je ukotven na povrchu paramag-
netickych castic. Paramagnetické Castice byly pritahovany
pomoci magnetického stojanu MPC—S (Magnetic Particle
Concentrator), ktery byl vyroben firmou Dynal Biotech
ASA (Oslo, Norsko). VSechny experimenty s paramagne-
tickymi ¢asticemi byly provadény za sterilnich podminek,
které zajistoval RNA/DNA UV cleaner box UVT-S-AR
(Biosan, Litva). Pro centrifugaci a tfepani vzorkl byla
vyuzita centrifuga multi-spin MSC-3000 (Biosan), ktera
byla umisténa v RNA/DNA UV cleaner box UVT-S-AR.
Proces denaturace probihal za konstantni teploty 85 °C za
vyuziti Thermomixer 5355 Comfort/ Compact (Eppendorf,
Neémecko).

Plné automaticka izolace technikou epMotions

PIn¢ automatizovana analyza byla provedena na pipe-
tovacim robotu epMotion 5075 (Eppendofr, Némecko). Na
pozici B4 je umistén magneticky separator (Promega).
Pozice C1 a C4 jsou termostatovatelné (Epthermoadapter
PCR96). Prenos zabezpeCuje robotické rameno
s pipetovacimi nastavci (TS50, TS300, TS1000) a piemis-
tovaciho gripperu (TG-T). Vzorky jsou umistény v pozici
B3 v adaptéru Ep0.5/1.5/2ml. V pozici Bl je umistén Mo-
dule Reservoir, kde jsou k dispozici promyvaci roztoky
a odpad. Zatizeni je ovladano mikroprocesorem a editace
programové sekvence byla provedena v epEditoru 4.0.
Spi¢ky jsou umistény v pozicich A4 (ePtips 50), A3
(ePtips 300) a A2 (ePtips 1000). Jako pracovni jednotky
byly pouZzivany PCR 96 desti¢ky.



Chem. Listy 103, s167—s171 (2009)

Kapilarni ¢ipova elektroforéza

Kvalita izolované mRNA byla sledovana za vyuziti
Cipové Kkapilarni elektroforézy na zafizeni Experion
(BioRad, USA). V analyze bylo vyuzito RNAStSens Chips
(BioRad, USA). Na cip se nanasely 2 pl vzorku. Cely pro-
ces analyzy je fizen a kontrolovan pomoci PC.

Vysledky a diskuse

Trvale udrzitelné ziskdvani nerostnych surovin za
vyuZziti rostlin by mohlo pfinést velmi zajimavé moznosti
ve snizeni emisi zvySujicich globalni teplotu. Bézn¢ se
vyskytujici rostliny nebudou schopny takové naroky uspo-
kojit a je velmi pravdépodobné, Ze tyto rostliny budou
geneticky upraveny s ohledem na zvyseni jejich primyslo-
vého potencialu. Za takovymi cili nesmi zaostat ani analy-
tické techniky. Moderni analytické techniky musi byt
schopné  monitorovat  pfitomnost takovych gent
(pfedev§sim jako specifické molekuly mRNA) jak
z hlediska monitorovani pfipadného rizika, tak z hlediska
zvySovani G¢innosti. Takové naroky vyraznym zpisobem
zvysi tlak na zabezpeceni velkého poctu analyz pii maxi-
malni opakovatelnosti celého analytického postupu
s minimalnimi lidskymi zasahy. Pro takové tucely jsou
vhodné pln¢ automatizované robotické stanice a ruzné
zpusoby on-line nebo off-line napojeni s detekénim systé-
mem.

Izolace mRNA za vyuziti magnetickych mikrocastic

Pro izolaci nukleovych kyselin byly vypracovany
ruzné postupy vychazejici z odstranéni interferujicich pro-
teinll a nadsledného vysrazeni alkoholem nebo ionty t&éz-
kych kovi. Klasicka izolace vykazuje stale nejvyssi vytéz-
ky nukleové kyseliny, ale je ¢asové ndrocnd a vnasi do
postupu fadu systematickych chyb zpisobenych lidskym
faktorem. Tento zdvazny problém je feSen nékolika rtizny-
mi zpusoby, piedevsim za vyuziti pevnych sorbentil a nej-
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novéji pomoci magnetizovatelnych mini- a mikrocastic.
Ptiprava magnetickych mikroc¢astic pro poloautomatizova-
nou analyzu byla ned4avno popsana v praci®. Zkracend je
mozné postup shrnout do nasledujicich kroki: ze zasobni-
ho roztoku se odebere 10 pl mikroc¢astic do mikrozkumav-
ky, kterd se prenese do magnetického stojanu, pfida se
20 ul  promyvaciho roztoku (0,1 M-NaCl + 50 mM-
Na,HPO, + NaH,PO,). Nésledn¢ se mikrozkumavka pie-
sune ze stojanu a kratce protfepe v ruce tak, aby se para-
magnetické Castice rozptylily v promyvacim roztoku. Na-
sleduje série krokti za pouziti pfistroje multispin MSC-
3000, u které¢ho se stiida centrifugace a tiepani. Oba proce-
sy se 6krat opakuji. Po odstranéni zbylého promyvaciho
roztoku se k paramagnetickym casticim ptida hybridiza¢ni
roztok, ktery je slozen z NaCl, fosfatového pufru a inhibic-
niho roztoku. Celkovy objem hybridiza¢niho roztoku i se
vzorkem byl 30 ul. Hybridizace probihala opét na pfistroji
multi-spin MSC-3000 po dobu 40 min. Po hybridizaci
nasledovalo stejné promyti paramagnetickych ¢astic, které
se opét 3krat opakovalo. Promyté paramagnetické Castice
s navazanou nukleovou kyselinou se umistily na Thermo-
mixer 5355 a pfi teploté 85 °C po dobu 5 min probihala
denaturace. Poté se paramagnetické Castice ptitahly mag-
netickym stojanem a roztok obsahujici pouze mRNA se
odsal a ptenesl do nové sterilni mikrozkumavky (obr. 1).

Elektrochemicka detekce mRNA na riznych
pracovnich elektrodach

Izolovanou nukleovou kyselinu jsme analyzovali
podle jiz optimalizovaného postupu technikou adsorptivni-
ho ptenosu (5 pl vzorku) pii dobé akumulace 240 s. Byla
sledovéna zavislost elektrochemickych signali adeninu na
dobé polarizace u poly(A) a ODN-A20, ODN-A25, ODN-
A30 a ODN-A40 (5 ug ml™) pii rychlostech polarizace
25, 50, 100, 200, 300, 400, 500 a 600 mV s™. Na elimi-
nacnich voltamogramech studovanych nukleovych kyselin
byla jasné prokazana ptitomnost typického signalu; pik-
protipik (adsorbovana Castice) na povrchu pracovni elek-
trody’. Pozorované redukéni signaly adeninu byly velmi

Princip spojeni elektrochemické detekce a
magnetické separace

Povrch interakce

Separacni povrch

Detekéni povrch

CE

Ag/AgCl

Obr. 1. Obrazek zachyceni mRNA pomoci magnetickych ¢astic. Interakce (probihd interakce mezi magnetickou ¢astici a nukleovou
kyselinou), separace (dochazi k oddéleni specificky zachycenych molekul od ostatnich), detekce (stanoveni zachycené molekuly nukleo-

vé kyseliny)
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dobfe vyvinuté a symetrické. Jejich potencidl se menil
s rychlosti polarizace od pozitivngjSich (kolem —1,395 V pfi
rychlosti polarizace 25 mV s™") do negativngjsich (kolem —
1,495 V, pii rychlosti polarizace 600 mV s™). Pii vyneseni
zavislosti vySky signalu (/p) na rychlosti polarizace
(v) byly ziskané zavislosti linearni: polyA (R* = 0,991),
ODN-A20 (R* = 0,996), ODN-A25 (R* = 0,994), ODN-
A30 (R* = 0,995) a ODN-A40 (R* = 0,993). Ziskané vy-
sledky ukazuji, ze na povrchu pracovni elektrody probiha
difuzné fizena elektrodova reakce. Byly porovnany pri-
mérné signaly nukleovych kyselin v elektrochemické na-
dobce a pomoci techniky adsorptivniho pfenosu. Signaly
v nadobce byly u vSech studovanych nukleovych kyselin
signifikantn€ snizeny (t-test, P < 0,05).

Studované molekuly byly, kromé detekce na HMDE,
analyzovéany také na tiSt€nych uhlikovych elektrodach.
Vzorek (3 pl) byl nanesen na povrch elektrody a nasledné
akumulovan po dobu 240 s. Poté byla SPE oplachnuta
destilovanou vodou a probihala elektrochemicka analyza
v acetatovém pufru (pH 5,0). Ziskané SWV signaly adeni-
nu byly pozorovany pfi primérném potencialu pro vSech-
ny studované molekuly +1,38+£0,02V (n = 5). Jedno
elektrochemické ¢idlo (SPE) bylo mozné pro stanoveni
nukleové kyseliny pouzit opakované. Pracovni elektroda
byla po ukonceni analyzy oplachnuta destilovanou vodou
a pomoci jemné aluminy a vatového tamponu mechanicky
obnoven povrch. Pti deseti opakovanich elektrochemické
detekce polyA (30 ug ml™") byla relativni smérodatna od-
chylka stanoveni 8,8 %. Vysledek naznacuje, ze SPE je
mozné opakované pouzit pii analyze nukleovych kyselin.
V dal§$im experimentu byly sledovany zévislosti na kon-
centraci studovanych nukleovych kyselin a byly charakte-
rizovany rovnicemi piimek, jejichz korelacni koeficient
neklesl pod 0,95. Limit detekce byl urcen fedénim pro
poly A: 25ngml™'; ODN-A20: 85ngml™', ODN-A25:
70 ng ml™', ODN-A30: 65 ngml™" a ODN-A40: 50 ng ml™".
Kromé pouzitého uhlikového prasku k tisku pracovni elek-
trody byly vyzkouseny také uhlikové nanotrubice jako
indikaéni elektrody. Prozatim velkou technologickou ne-
vyhodou uhlikovych nanotrubic je obtiznost jejich pripra-
vy a piipadné definovaného ristu na uréeném pracovnim
povrchu. Proto jsme méli k dispozici pouze omezeny pocet
pracovnich elektrod. Ziskané signaly nukleovych kyselin
na uhlikovych elektrodach s uhlikovymi nanocésticemi
byly v priiméru o 15 % vyssi v porovnani se signaly nukle-
ovych kyselin na SPE.

Vazba polyA na magnetické ¢astice za pouziti
poloautomatizovaného a plné automatizovaného
zpusobu izolace

Manualni izolace nukleové kyseliny (polyA) je zati-
zena pomérné znaCnou experimentalni chybou (7 az
10 %), ktera je zpuisobena obtiznym dodrzovanim c¢aso-
vych bodu jak v prabéhu promyvacich, tak hybridiza¢nich
krokl. Experimentalni chyba je snizena asi o 1-2 %
v ptipad¢, ze je do experimentalniho postupu zafazen ter-

s170

Cena Merck 2009

moblok s asovacem, fizenou teplotou a intenzitou tfepani.
Pozorovand u¢innost separace se pohybuje kolem 10 az
15% ve shodé sdiive publikovanymi vysledky'.
V pfipad€, Ze do procesu ptfipravy je zafazen krok plné¢
automatické piipravy magnetizovatelnych castic, byla
zvySena ucinnost separace polyA na 30 az 55%
s experimentalni chybou stale kolem 8 %. Z vysledku je
tedy zfejmé, ze automatizacni krok vyraznym zplsobem
omezil chyby zplsobené experimentatorem a umoznil tak
zvysit Giéinnost separace nukleové kyseliny''.

V dalSich experimentech byla provedena plné auto-
matickd izolace polyA za vyuziti robotického zafizeni. Pro
nase ucely byla navrzena nasledujici pracovni sekvence:
magnetizovatelné mikrocastice (10 pl) se transportuji do
PCR desticky, promyvaci cyklus 3krat (50 pl), ptidani
vzorku (polyA) (10 pl) a hybridiza¢ni roztok (30 pl), hyb-
ridizace 15 min, 25 °C, promyti 3krat (50 ul). Nasleduje
prenos PCR desticky na termostatovanou pozici, kde pro-
bihda denaturace navazaného fetézce nukleové kyseliny.
Ukinnost separace polyA (25 ug ml™") se pohybovala ko-
lem 40 % a experimentalni chyba byla 6,5 % (n = 10).
PIn¢ automaticky postup pfinasi ¢asovou usporu pracovni-
ka a predevsim sniZuje experimentalni chybu. Mezi tech-
nické problémy, které jsou stale spojené s vyuzitim tohoto
postupu, je odpafovani analyzované¢ho vzorku. Za vyuziti
plné automatické techniky byla sledovana vazba polyA na
DBT a ROCHE magnetické ¢astice. Na DBT mikrocastice
byly nukleové kyseliny vazény s vytézkem primérmné
45 %. Navic bylo mozné sledovat rostouci trend elektro-
chemického signalu v zavislosti na délce fetézce (smérnice
rovnice piimky a = 16,5). V pfipadé¢ magnetickych mikro-
¢astic ROCHE byla vytéznost primérné 25 %. Pozorovany
elektrochemicky signal nerostl s ohledem na délku fetézce
zachyceného ODN.

In vitro kultivované rostliny kukufice

Rostliny kukufice byly vystaveny abiotickému stresu
zpusobenému kademnatymi ionty. Z ristové charakteristi-
ky je ziejmé, ze se zvySujici se koncentraci kademnatych
iontli a dobou kultivace byl rist rostlin vice inhibovan.
Nejvyraznéjsi zmény v rustu byly pozorovany u aplikova-
né koncentrace 50 uM. U téchto rostlin byly pozorovatelné
maximalné 1-2 pfevazné zmensené listy na konci experi-
mentu. U kontrolni varianty byly zaznamenany dobie vy-
vinuté 4 az 5 listy. Histochemicky byly sledovany zmény
v pletivech. K5[Fe(CN)s] je v pletivech redukovan latkami
s volnymi —SH skupinami na modie zbarvené redukéni
produkty (Sipky, obr. 2). U kontrolnich rostlin byla pfitom-
nost latek s volnymi —SH skupinami omezena pouze na
rhizodermis. Vys8i syntéza latek s -SH skupinami byla
pozorovana v piipadé 10 uM koncentrace Cd(II). Naopak
témef zadné latky s volnymi —SH skupinami nebyly proka-
zany u dvou nejvysSich koncentraci kadmia. Zde bylo
pozorovano, ze v buitkdch mezodermis dochazelo k synté-
ze Cervené zbarvenych latek (oznaceno X), tj. latek ze
skupiny polyfenold s vyraznymi antioxidanimi vlastnost-
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Koncentrace nukleové Kyseliny (ug/ml)
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Obr. 2. Fotografie explantatové kultury kukufice vystavené kademnatym iontim. Srovnani anatomickych zmén v kofenech. LSV
elektrochemické zaznamy signalt mRNA izolované pfimo z pletiv in vitro kultivovanych rostlin. Hladina mRNA detegovana v paty den

experimentu

mi (obr. 2). Zmény ve fluorescenci chlorofylu mohou byt
povazovany za jasné fyziologické ukazatele stresu u rost-
lin. Rostliny vystavené abiotickému stresu jsou nuceny
zvysit syntézu riznych biologicky aktivnich molekul, jako
jsou slouceniny obsahujici volné —SH skupiny (glutathion,
fytochelatiny, metalothioneinu podobné proteiny). Rada
takovych molekul je syntetizovana chemickou reakci,
avSak enzymy ucastnici se téchto reakci jsou genové regu-
lovéany. Z téchto pfi¢in je mozné pozorovat zvySenou ex-
presi urCité skupiny geni, které povedou k nardstu hladi-
ny celkové mRNA (transkriptomu) v rostlindch. U vSech
analyzovanych vzorkd byla ziskdna mRNA pomoci mag-
netizovatelnych mikrocéstic, kterd se analyzovala jak na
HMDE, tak na SPE. Pfitomnost a kvalita ziskané mRNA
byla ovéfena na kapildrni elektroforéze. Na ziskanych
voltametrickych zdznamech byly pozorovany dobie rozli-
Sené piky pfi potencialu kolem —1,5 V. Mnozstvi izolova-
né mRNA se pohybovalo od 10 do 30 ug ml™ po jejich
pfepoctu na polyA. V takto velmi dobfe charakterizované
mRNA je mozné hledat specifickou sekvenci konkrétniho
genu. V oblasti stresové reakce na kademnaté ionty u rost-
lin jsou to geny spojené s aktivitou thiolovych sloucenin
(glutathionu a fytochelatinu).

Zavér

Izolace a detekce nukleovych kyselin bude hrat stale
vyznamngjsi roli v oblasti trvale udrzitelnych primyslové
vyuzitelnych technologii.

Prezentované vysledky bylo mozné ziskat za podpory
projektii: FRVS A GA AV KAN208130801.
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Uvod
Purinové nukleotidy jsou v bunééném metabolismu

velmi dilezité. Jsou syntetizovany de novo (obr. 1) nebo
prostfednictvim zachrannych drah.

Dosud byly popsany pouze genetické dysfunkce tii
enzymu purinové de novo syntézy (PDNS) — superkaktivi-
ta/deficit fosforibosyldifosfatsynthetasy'~, deficit adeny-
losukcinat-lyasy* a AICA-ribosidurie’. Enzymové deficity
jsou charakterizovany abnormalni koncentraci substratd
v bunice a jejich naslednym vyloucenim do télnich tekutin
v defosforylované formé (ve formé ribosidu).

S rozvojem dostupnosti 1écby metabolickych poruch
v posledni dobé (genova terapie, terapie enzymovou na-
hradou) se zvySuje rozsah novorozeneckého screeningu
dédicnych metabolickych poruch. Pro vysoky prastup
vzorki (1 vzorek/4 min), automatizovatelnost a relativni
ekonomickou pfijatelnost je v soucasnosti nejpouzivanéjsi
technikou tandemovéa hmotnostni spektrometrie (MS/MS)°.

Vzhledem k vyjime¢né struktufe aminoimidazolribo-
sidd muze byt absorpéni spektrometrie k jejich stanoveni
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Obr. 1. Purinova de novo syntéza; PRPPS — fosforibosyldifosfatsynthetasa, PPAT — amidofosforibosyltransferasa, GARS — glycinami-
dribonukleotid-synthetasa, GART — glycinamidribonukleotidtransformylasa, FGAMS — fosforibosylformylglycinamidinsynthetasa, AIRS
— fosforibosylaminoimidazolsynthetasa, AIRC — fosforibosylaminoimidazolkarboxylasa, SAICARS — fosforibosylaminoimidazolsukcino-
karboxamidsynthetasa, ADSL — adenylosukcinatlyasa, AICARFT — fosforibosylaminoimidazolkarboxamid-formyltransferasa, IMPCH —

inosinmonofosfatcyklohydrolasa
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Obr. 2. Schéma Brattonovy-Marshallovy reakce

po derivatizaci vhodnou alternativou. Tato technika ma
velmi vysoky prustup vzorkl (1 vzorek/15 s), lze ji roboti-
zovat a je velice ekonomicky vyhodna.

Cilem prace bylo vyvinout jednoduchou a ekonomic-
ky efektivni screeningovou fotometrickou metodu pro
stanoveni vSech ribosidii druhé poloviny PDNS v moci.
ProtoZze vSechny ribosidy (kromé FAICAr) maji primarni
aminoskupinu na aromatickém jadfe, mohla se pro jejich
stanoveni uplatnit Brattonova-Marshallova reakce’
(obr. 2). Principem je tvorba diazoniové soli, ktera podléha
kopulaéni reakci s N-1-naftylethylendiaminem.

N
N\

N-1-naftylethylendiamin

L,
Rib (NEDA)

CHZ_CHEN H2

7 wr

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

P1i této studii byly pouZity defosforylované mezipro-
dukty (ribosidy) druhé c¢asti PDNS a sulfonamidy (mozné
interference). 5-Aminoimidazol-4-karboxamidribosid
(AICAr) byl zakoupen u firmy Toronto Research Chemi-
cals Inc. (North York, Kanada). 5-Formaminoimidazol-4-
-karboxamidribosid (FAICAr), aminoimidazolkarboxyri-
bosid (CAlr) a 5-aminoimidazolribosid (Alr) byly pfipra-
veny, jak bylo popsano diive®’. 5-Aminoimidazol-4-(N-
-sukcinylkarboxamid)ribosid (SAICAr) byl obdrzen od Dr.
Marie Zikanové’ (Ustav d&diénych metabolickych poruch
v Praze, Vseobecna fakultni nemocnice Praha).

a b
03
SAICAr
0,25
) 5 02
< <
8 8
5 g 0.15
o 2
5 5
3 3
2 < g1
0,05
T T T T 0 T T T T
400 450 500 550 600 400 450 500 550 600
Vinova délka (nm) Vinova délka (nm)
Obr. 3. Absorpéni spektra azobarviv jednotlivych ribosidii, A — bez kyselé hydrolyzy, B — s kyselou hydrolyzou
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Tabulka I

Absorpéni maxima produktli Brattonovy-Marshallovy

reakce

Stanovovany max [NM]

ribosid bez kyselé s kyselou
hydrolyzy hydrolyzou

Alr 500 —

CAIr 530/570 530/570

SAICAr 555 560

AICAr 540 540

FAICAr - 550

Pacienti

Byly analyzovany vzorky moci od déti vySetfovanych
pro podezieni na dédicnou metabolickou poruchu a vzorky
mo¢i od pacienti s molekularné biologicky prokaza-
nym deficitem ADSL.

Postup

Po kyselé hydrolyze (1 hodina v 1,5 M-HCI; konverze
FAICAr na AICAr) byly vzorky neutralizovany a poté
inkubovany 30 min s acetanhydridem (zabranéni interfe-
rence sulfonamidd — acetylace jejich aminoskupin). Poté
nasledovala inkubace na ledu a postupné pfidavani 4 M-
HCl, 0,1 % NaNO,, 0,5 % amidosulfonanu amonného
a 0,1 % N-1-naftylethylendiaminu (NEDA). Absorbance
vzniklé azoslouceniny byla spektrofotometricky stanovena
pfi 530 nm na mikrotitra¢ni desticce pomoci multifunk¢ni-
ho modularni readeru (Infinite 200, Tecan, Svycarsko).

Vysledky a diskuse

Protoze Alr je v 1,5 M-HCI nestabilni, musi byt sou-
Casti metody dva rtizné postupy — bez a s piedchozi kyse-
lou hydrolyzou (obr. 3).

Metoda umoznuje stanoveni vSech ribosidi v rozsahu
linearity 40-500 pmol 1I™' (R?> 0,99) s limitem detekce
niz§im nez 20 pmol 1", U 300 vzorkti moéi nebyly pozo-
rovany zadné interference. V piipadé pozitivniho vysledku
je mozné rozliSit jednotlivé ribosidy podle jejich absorpc-
niho spektra v rozsahu vlnovych délek 400-630 nm
(obr. 3, tab. I).

Vsechny ribosidy byly stanoveny v simulovanych
realnych vzorcich (pridavek ribosidd do vzorkli moci),
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SAICATr byl téz stanoven piimo ve vzorcich moci pacientti
s prokdzanym deficitem adenylosukcinatlyasy.

Zavér

Nami popsanou metodou mohou byt stanoveny
vSechny ribosidy druhé poloviny PDNS. Metoda je velmi
jednoducha na provedeni (mize byt plné robotizovana),
o fad rychlejsi nez MS/MS a ekonomicky velmi vyhodna.
Miuze byt tedy uplatnéna jako jednoduchy screeningovy
test pro jiz existujici ¢i dosud nepopsané enzymové defek-
ty druhé céasti PDNS. Pro potvrzeni jednotlivych poruch
pak H]ﬁie slouzit napt. HPLC/MS' & kapilarni elektrofo-
reza .
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HPLC-ED AMINOBIFENYLU POMOCI BOREM DOPOVANE DIAMANTOVE

FILMOVE ELEKTRODY

LUCIE MAIXNEROVA”, KAROLINA
PECKOVA" a JIti BAREK"

Univerzita Karlova v Praze, Prirodovédecka fakulta,
UNESCO Laborator elektrochemie Zivotniho prostiedi,
Albertov 6, 128 43 Praha 2, “ Katedra uditelstvi a didakti-
ky chemie, * Katedra analytické chemie
maixner@natur.cuni.cz

Uvod

Aminoderivaty bifenylu jsou toxické pii vdechovani,
styku s kiiZi a pfi poziti, hrozi nebezpe¢im kumulativnich
ucinki, jsou Skodlivé pro vodni organismy a mohou vyvo-
lat dlouhodobé nepfiznivé U€inky ve vodnim prostfedil.
Soucasné predstavuji metabolity dalSich genotoxickych
polutantli — nitrovanych polycyklickych aromatickych
uhlovodikii (NPAH)? a tudiz mohou slouzit jako biomar-
kery miry expozice témto nebezpednym latkim’. Proto
neustale roste poptavka po stanoveni téchto genotoxickych
latek v nejriiznéjsich matricich.

Elektrochemicka detekce (ED) ziskala od svého zave-
deni v priatokovych metodach v sedmdesatych letech mi-
nulého stoleti nezastupitelné misto mezi ostatnimi detekc-
nimi metodami®, podpofené v poslednich deseti letech
zijmem o miniaturizované detekéni systémy’. Nejvétsi
uplatnéni nachazeji materidly obsahujici riizné formy uhli-
ku (skelny uhlik, uhlikova vlakna, porézni grafit, modifi-
kované uhlikové pasty a inkousty) a platiny zlata a stiibra,
které jsou zpravidla pouzivany v komeréné dostupnych
pfistrojich.

Extrakce patii mezi separa¢ni metody, které jsou za-
lozené na kontaktu dvou makroskopicky zfeteln¢ odd¢le-
nych nemisitelnych fazi. V extrakci tuhou fazi
v dynamickém uspotadani je tuhy sorbent v extrakéni ko-
loné prolévan roztokem vzorku. V analytické chemii se
extrakce tuhou fazi vyuzivd zejména k prekoncentraci
a predb&zné separaci latek®.

Velkou oblibu v poslednich dvou desetiletich si
v elektroanalytické chemii ziskaly borem dopované dia-
mantové filmy (BDDF). K vyhodnym vlastnostem téchto
filmt patii mechanicka a chemicka stabilita, mald nachyl-
nost k pasivaci, Siroké potencialové okno, nizky zbytkovy
proud a biokompatibilita’.

Cilem této prace bylo stanoveni 2-aminobifenylu
(2-AB), 3-aminobifenylu (3-AB) a 4-aminobifenylu
(4-AB) v modelovych vzorcich pitné a fi¢ni vody metodou
vysokoucinné kapalinové chromatografie s elektrochemic-
kou detekci (HPLC-ED) v tenkovrstvé cele pomoci borem
dopované diamantové filmové elektrody (BDDFE) a nale-
zeni vhodnych podminek pro jejich predbéznou separaci
a prekoncentraci pomoci extrakce na tuhou fazi.
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Experimentalni ¢ast

Zasobni roztoky 2-AB (Sigma-Aldrich, 97%), 3-AB
(Katedra organické chemie PiF UK) a 4-AB (Sigma-
Aldrich, 97%) o koncentraci 1-10* mol I"' byly ptipraveny
rozpuSténim piesné navazeného mnozstvi dané latky
v 250 ml deionizované vody (Milli-Q plus system, Milli-
pore, USA) za pomoci ultrazvuku. Déle byly pouzity tyto
chemikalie Cistoty p.a.: Kyselina octova (Lach-Ner, Nera-
tovice), hydroxid sodny (Lach-Ner, Neratovice), kyselina
fosfore¢na (Lach-Ner, Neratovice), aceton (Lach-Ner,
Neratovice), diethylether (Lachema, Neratovice), ethyles-
ter kyseliny octové (Lachema, Brno), kyselina chlorovodi-
kova (Lachema, Neratovice). Methanol a acetonitril
v chromatografické Cistot¢ dodal Merck, Praha. Octanovy
tlumivy roztok o koncentraci 0,01 mol " a pH 5,0 byl
pfipraven smisenim 0,577 ml 99% kyseliny octové
$ 900 ml deionizované vody. pH vzniklého roztoku bylo
upraveno na hodnotu 5,0 roztokem hydroxidu sodného
o koncentraci 0,2 mol I"'. Roztok byl doplnén deionizova-
nou vodou na 1 1. Fosfatovy tlumivy roztok o koncentraci
0,01 mol 1" a pH 1,5 byl piipraven smisenim 0,068 ml
85% kyseliny fosforecné s 90 ml deionizované vody. pH
vzniklého  roztoku bylo upraveno na  hodnotu
1,5 koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou. a doplné-
no deionizovanou vodou na 100 ml. Pfesnd hodnota pH
byla méfena digitalnim pH-metrem Jenway 4330 (Jenway,
Essen, Velka Britanie) s kombinovanou sklenénou elektro-
dou (typ 924 005). pH-metr byl kalibrovan standardnimi
vodnymi pufry za laboratorni teploty.

HPLC byla provadéna na kapalinovém chromatografu
ve slozeni: gradientova pumpa L-7100, autosampler L-
7200, spektrofotometricky UV/VIS detektor L-7400, fidici
jednotka D-7000 (v§e Merck-Hitachi, Némecko). Obsluhu
systému, sbér a vyhodnoceni dat zajistoval osobni pocita¢
s programem HSM (Merck-Hitachi, Némecko) pracujici
v operac¢nim systému MS Windows NT. Pro HPLC separa-
ci aminobifenyld byla pouzita kolona LiChroCART Chira-
Dex®(250 x 4 mm, 5 pm, Merck, Némecko) s kovalentné
vazanym P-cyklodextrinem a pfedkolonka LiChroCART
ChiraDex® (4 x 4 mm, 5 pm, Merck, Némecko). Méfeni
byla provadéna za laboratorni teploty, kolona nebyla ter-
mostatovana. Pouzivané mobilni faze byly odvzdusnovany
ultrazvukem. Spektrofotometricky UV/VIS detektor byl
stabilng nastaven na 290 nm (cit.®). Tenkovrstvy ampéro-
metricky detektor pracujici v tiielektrodovém uspotadani,
kde pracovni elektrodou byla BDDFE, byl sériové zapojen
za vystup ze spektrofotometrického UV/VIS detektoru.
Pracovni potencial, tj. potencial vkladany na pracovni
elektrodu, pfi kterém dosahuje pomér signalu k Sumu ma-
ximalni hodnoty, byl +1,2 V (pievzato z prace Jandové’).
Byl pouZit potenciostat ADLC 2 (Laboratorni pfistroje,
CR).
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Pracovni elektroda byla poskytnuta prof. G. M. Swai-
nem (Michigan State University, East Lansing, Michigan,
USA). Jednalo se o borem dopovany mikrokrystalicky
diamantovy film pfipraveny technikou CVD ze smési
methanu, vodiku a diboranu. Jako referentni elektroda byla
pouzita argentchloridovd referentni elektroda typu 66-
EE009 (Cypress Systems, Chelmsword, USA). Pouzita
tenkovrstva detekéni cela se sklada se ze dvou polychloro-
trifluoroethylenovych (Kel-F) ¢asti. V horni jsou vyvrtany
tfi otvory — pro vstup a vystup mobilni faze a pro umisténi
referentni elektrody. Pomocnou elektrodu ptedstavuje
6 cm dlouhd kapildra z nerezové oceli slouzici zaroven pro
vystup mobilni faze z kolony. Na spodnim dilu je ulozen
meédény plisek zajistujici elektricky kontakt a pracovni
elektroda. Oddéleni pracovni elektrody od horniho dilu je
zaji§téno 0,1 cm silnym t&snénim z Vitonu® (GUSCHU —
tésnici technika, CR). Predpokladame-li 25% stladeni Vi-
tonu” pii utazeni Sroubu, pak by objem detekéni cely mél
byt 10 pl.

Extrakce tuhou fazi byla provadéna na kolonach Li-
Chrolut®EN (Merck, Némecko, objem 6 ml, 500 mg sor-
bentu divinilbenzenu a ethylvinylbenzenu) za pouziti
vzduchové vyvévy a dvanactimistného extrakéniho mani-
foldu.

PouZivand mobilni faze byla pfipravovana smisenim
40 objemovych dila 0,01 mol I"'  octanového pufru
o pH 5,0, 30 dilt methanolu a 30 dild acetonitrilu’. Pred
méfenim byla mobilni faze 10 min odvzdusnovana ultra-
zvukem a dale 10 min probubldvéna heliem. Po kazdém
dni méteni byl podle doporuceni dodavatele kolony cely
systém minimaln€ 15 min promyvdn smési methanolu,
acetonitrilu a deionizované vody v poméru 30:30:40 (v/v/
v), ¢imZ doslo k vymyti pufru ze systému.

Pii pfimém stanoveni aminobifenyld v pitné a ficni
vodé byly modelové vzorky pfipraveny tak, Ze do 10 ml
odmérné banky bylo odpipetovano potiebné mnozstvi
zasobnich roztoktl 2-AB, 3-AB a 4-AB o koncentraci 1-107
mol I a dopln&no na 10 ml pitnou, nebo Fiéni vodou. Ri¢-
ni voda byla pted HPLC piefiltrovana.

Pii extrakci 2-AB, 3-AB a 4-AB z pitné a fi¢ni vody
byla ptiprava vzorkil, aktivace extrakénich kolonek
(Lichrolut®EN) a davkovani vzorku provadéna dle postupu
uvedeného vyrobcem pro stanoveni anilinu'®. pH vzork
bylo upraveno pred extrakci na hodnotu 9,0 roztokem
0,2 M-NaOH. Byla provedena aktivace kolonky jejim

Tabulka I
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postupnym promytim 3 ml ethylacetatu, 3 ml methanolu
a 3 ml deionizované vody. Nasledné bylo na kolonku na-
neseno 100 ml analyzovaného vzorku a prosato rychlosti
2 ml min"'. Poté byla kolonka promyta 1 ml destilované
vody slouzici k vymyti nezadoucich pfimési a 1 min vysu-
Sovéana vzduchem. Zachycené analyty byly eluovany 10 ml
diethyletheru. Eluat byl nasledné odpafen odfoukanim
dusikem, k odparku pfidan 1,0 ml mobilni fdze obsahujici
smés methanolu, acetonitrilu a octanového pufru o kon-
centraci 0,01 mol 17" a pH 5,0 v poméru 30:30:40 (v/v/v)
a tento roztok byl davkovan do HPLC systému. Tento typ
eluce byl pouzit pro proméfeni kalibracnich zavislosti pro
vzorky pitné a fi¢ni vody. Vytézek extrakce byl vzdy vy-
hodnocovan jako pomér vysky analytu I, k vySce piku Ipo
ziskan¢ho pridavkem potiebného objemu standardniho
roztoku k roztoku po extrakci slepého vzorku. Slepy vzo-
rek byl vzdy podrobovan stejnym extrakénim postuptim
jako modelové vzorky fi¢ni a pitné vody. Meze stanovitel-
nosti (Lg) byly stanovovany jako koncentrace analytii po-
skytujici signal odpovidajici trojnasobku absolutni hodno-
ty Sumu.

Vysledky a diskuse
Ptimé stanoveni v pitné vodé

Piimym stanovenim metodou HPLC-ED v pitné vodé
byly ziskany kalibracni zavislosti 2-AB, 3-AB a 4-AB
v koncentraénim rozmezi 2-107—1-107 mol "', Kalibraéni
z4vislosti jsou line4rni v celém méfeném rozsahu, parame-
try kalibracnich pfimek jsou uvedeny v tabulce 1.

Pro piimé stanoveni aminobifenyll v pitné vodé byla
také sledovana reprodukovatelnost odezvy detektoru
s BDDFE v Sesti jednotlivych dnech v pribéhu dvou mési-
cl. 7% relativni smérodatna odchylka pro proudové pozadi
a maximaln¢ 20% relativni smérodatna odchylka pro ode-
zvu detektoru na studované analyty svéd¢i o dostatecné
stalosti odezvy elektrochemického detektoru pii jeho dlou-
hodobém pouzivani. Opakovatelnost odezvy detektoru
(sedm po sobé nasledujicich davkovani) pro 2-AB, 3-AB
a 4-AB o koncentraci 1-10~° mol 1" je <2,9 % .

Parametry kalibracnich zavislosti 2-AB, 3-AB a 4-AB vyhodnocené z vysek piki pii pfimém stanoveni v pitné vodé. Mére-
no metodou HPLC-ED s BDDFE, F,, = 1,0 ml s™!, Ego=+1,2 V, mobilni faze: methanol: acetonitril: octanovy pufr o kon-

centraci 0,01 mol I"'a pH 5,0 v poméru 30:30:40 (v/v/v)

Latka LDR Smérnice Usek Korela¢ni Lqg
[mol '] [mA mol 1] [nA] koeficient [mol ']
2-AB 2:107-1-107 12,7+0,2 -0,1+0,8 0,9992 2,1-107
3-AB 2:107-1-107 9,0£0,1 2,1+£0,4 0,9996 3,0-1077
4-AB 2:107-1-107° 44+0,1 0,8 +0,4 0,9988 6,2:107
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Pi#imé stanoveni v fi¢ni vodé

Piimym stanovenim metodou HPLC-ED v ti¢ni vodé
byly obdobné¢ jako v pitné vodé ziskany kalibracni zavislosti
2-AB, 3-AB v koncentra¢nim rozmezi 110 7=1-10 > mol I"!
a4-AB v koncentraénim rozmezi 2:107'—1-10~ mol I'". Ka-
libracni ptimky byly opét linearni v celém rozsahu, para-
metry kalibrac¢nich pfimek jsou uvedeny v tab. II. Ziskané
chromatogramy jsou pro ilustraci na obr. 1.

I, nA

210
205

200/

Obr. 1. Chromatogramy smési 2-AB, 3-AB a 4-AB pii pfimém
stanoveni v Fiéni vodé; ¢: 0 (1), 1107 (2), 21077 (3), 4-1077 (4),
6-1077 (5), 8107 (6) , 1-107° (7) mol I"". M&feno metodou HPLC-
ED sBDDFE, F,, = 1,0mls™), E4 = +1,2V, mobilni fize:
methanol: acetonitril: octanovy pufr o koncentraci 0,01 mol 1! a
pH 5,0 v poméru 30:30:40 (v/v/v)

Tabulka II
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Stanoveni aminoderivati bifenylu v pitné a fi¢ni
vodé metodou HPLC s elektrochemickou detekci
s vyuzitim extrakce tuhou fazi

Nalezeni optimalnich extrakcnich podminek

Ke stanoveni 2-AB, 3-AB a 4-AB v pitné a fi¢ni vodé
s vyuzitim extrakce tuhou fazi je nutné nalézt optimalni
extrakéni podminky, tj. pfedev§im vhodnou tuhou fazi
a elucni ¢inidlo. Jako tuha faze byl zvolen sorbent kolonek
LiChrolut”"EN obsahujici kopolymer ethylvinylbenzenu
a divinylbenzenu.

Pii volbé eluc¢niho ¢inidla byly testovany nasledujici
rozpoustédla: methanol : acetonitril : aceton (50:50:1),
acetonitril : 0,01 mol I"" fosfatovy pufr pH 1,5 (1:1), die-
thylether.

Nejlépe se osvedcil diethylether. Ten byl pro extrakci
zvolen i pro jeho snadné odpafeni umoziujici vysokou
prekoncentraci stanovovanych latek.

Pti eluci 10,0 ml diethyletheru bylo dosazeno pro oba
analyty ~70 % vytézku, dalsi zvySovani elu¢niho objemu
by nebylo tcéelné. Opakovatelnost tohoto stanoveni pro
10,0 ml diethyletheru byla testovana analyzou ¢tyf modelo-
vych vzorkd pitné vody obsahujici 2-AB a 4-AB (¢ = 1-107
mol 17"). Vysledky jsou shrnuty v tab. III.

Z vysledku vyplyva, ze vytézek se pro 2-AB i 4-AB
blizi 70 %. Vzhledem k uspokojivému vytézku a vysoké
prekoncentraci analytli umoZnéné odpafenim eludtu byl
tento extrakéni postup zvolen pro stanoveni 2-AB, 3-AB
a 4-AB ve vzorcich pitné a ficni vody.

Stanoveni aminobifenyld v pitné vodé metodou
HPLC-ED s vyuzitim extrakce tuhou fazi

Pro stanoveni aminobifenylll v pitné vodé metodou
HPLC-ED s vyuzitim extrakce tuhou fazi byl pouZzit ¢tvrty

Parametry kalibracnich zavislosti 2-AB, 3-AB a 4-AB vyhodnocené z vysek pikd pfi pfimém stanoveni v fi¢ni vod¢. Méfe-
no metodou HPLC-ED s BDDFE, F,, = 1,0 ml s, Eg = +1,2 V, mobilni faze: methanol: acetonitril: octanovy pufr o kon-

centraci 0,01 mol 1" a pH 5,0 v poméru 30:30:40 (v/v/v)

Analyt LDR Smérnice Usek Korela¢ni Lq
[mol "] [mA mol 1] [nA] koeficient [mol 1]
2-AB 11071107 12,8+0,2 -0,7+0,7 0,9993 2,1-1077
3-AB 1-1077=1-107° 9,7+0,1 -04+04 0,9996 2,8-1077
4-AB 2:107-1-107 49+0,2 0,3+0,2 0,9996 551077
Tabulka III

Vytézek a opakovatelnost extrakce 2-AB a 4-AB (¢ = 1-107 mol 1"") ze 100 ml pitné vody vyhodnocovany jako pomér L/
Ipo, kde Ipo je vyska piku standardu (¢ =1.10°mol I™") a I« je vyska piku po extrakci. Elu¢ni ¢inidlo: diethylether, Ve =

10 ml
Analyt 1, [nA] I px[nA] LJL [%] s [%] 5. [%]
2-AB 88,9 61,3 69,0 4,0 5.8
4-AB 37,5 24,0 63,9 11,6 18,1
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Tabulka IV
Parametry kalibra¢nich zavislosti vyhodnocené z vySek pikd pfi stanoveni 2-AB, 3-AB a 4-AB v pitné vodé s vyuzitim
extrakce tuhou fazi. M&feno metodou HPLC-ED s BDDFE, Fy,= 1,0 mls™, Eg = +1,2 V, mobilni faze: methanol: aceto-
nitril: octanovy pufr o koncentraci 0,01 mol1™" a pH 5,0 vpoméru 30:30:40 (v/v/v), eluéni &inidlo: diethylether,
Vee=10ml

Analyt LDR Smérnice Usek Koreladni L [mol 1]
[mol 17 [A mol 1] [nA] koeficient
2-AB 5,0-10°-1-107" 0,78 + 0,04 —41+1,9 0,9925 3,4-107
3-AB 7,5:107°-1-107" 0,62 + 0,05 -52+25 0,9851 4,410
4-AB 7,5-107°-1-10"7 0,25+ 0,02 ~2,1+1,0 0,9849 1,1-10°8
Tabulka V

Parametry kalibracnich zavislosti vyhodnocené z vysek piku pfi stanoveni 2-AB, 3-AB a 4-AB v fi¢ni vodé s vyuzitim
extrakce tuhou fazi. Méfeno metodou HPLC-ED s BDDFE, F,,= 1,0 ml s", E4: = +1,2 V, mobilni faze: methanol: aceto-
nitril: octanovy pufr o koncentraci 0,01 mol "a pH 5,0 v poméru 30:30:40 (v/v/v), elucni cCinidlo: diethylether, V.. =
10 ml

Analyt LDR Smérnice Usek Korelaéni Lo[mol 1]
[mol 1] [A mol 1] [nA] koeficient
2-AB 2,5-10°-1-107" 0,32 + 0,04 ~1,0£2,5 0,9869 8,4-107°
3-AB 2,5-10°-1-107" 0,20 0,01 02+0,3 0,9985 1,3-10°
4-AB 5,0-107°-1-107" 0,16+ 0,01 02+04 0,9953 1,7-10°
Tabulka VI

Meze stanovitelnosti Ly pro 2-AB, 3-AB a 4-AB pro pfimé stanoveni 2-AB, 3-AB a 4-AB v pitné a fi¢ni vod¢€ a pro stano-
veni téchto analytl po extrakci tuhou fazi s vyuzitim diethyletheru jako elu¢niho c¢inidla

Analyt Mez stanovitelnosti Lg [mol "
piimé stanoveni extrakce tuhou fazi
destilovana voda * pitna voda ficni voda pitna voda ficni voda
2-AB 2-107 2-1077 2-1077 3.107° 8:107°
3-AB 3.1077 3.1077 3.1077 4-107° 1-10°°
4-AB 5107 6-107 6-107 1107 2107

“Hodnoty prevzaty z prace’

typ eluce diethyletherem a jeho nasledné odpateni. Byly 2,5’10_2—1’10_; mol 1_11, 3-AB v koncengraénim7 rozmezli
ziskany kalibra¢ni zavislosti 2-AB v koncentraénim roz- 2,5-107-1-10"" moll™ a 4-AB 5,0-107-1-10"" mol I
mezi 2,5-10°-1-107 mol 1!, 3-AB a 4-AB v koncen- Ziskané zavislosti jsou linearni v celém rozsahu, paramet-

ry kalibrac¢nich pfimek jsou uvedeny v tab. V.

Jako optimalni elucni ¢inidlo pfi extrakci tuhou fazi
byl zvolen diethylether, ktery lze snadno odpafit. NavrZe-
nym postupem bylo dosazeno cca 65 % vytézka a byl dale
Stanoveni aminobifenylt v ¥i&ni vodé metodou aplikovan pro proméfeni kalibrac¢nich zavislosti pro mode-
HPLC-ED s vyuzitim extrakce tuhou fazi lové vzorky pitné a fi¢ni vody.

DosaZené meze stanovitelnosti Lg pro toto stanoveni
jsou niz8i v porovnani s Ly dosazenymi pfi pfimém stano-
veni, jak vyplyva ztabulky VI. Extrakce 2-AB a 3-AB
z modelovych vzorki pitné vody umoziuje jejich stanove-

traénim rozmezi 5-10°-1-10" mol I"". Ziskané zavislosti
jsou linedrni v celém rozsahu, parametry kalibrac¢nich pfi-
mek jsou uvedeny v tab. IV.

Pro stanoveni aminobifenyld v fi¢ni vodé metodou
HPLC-ED s vyuzitim extrakce tuhou fazi byla pouzita
eluce diethyletherem a jeho nasledné odpareni. Byly ziska-
ny kalibraéni zévislosti 2-AB v koncentra¢nim rozmezi ni v koncentraénim fadu 10~ mol ™!, 4j. aZ pii stokrat niz-
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Sich koncentracich nez pfi pfimém stanoveni. 4-AB, ktery
na ampérometrickém detektoru s BDDFE vvkazuje nejniz-
§i odezvy. Tyto koncentrace jsou limitni pro stanoveni

v

nez voda pitna.

Zavér

V této praci bylo HPLC ve spojeni s ampérometric-
kym detektorem s BDDFE pouzito pro analyzu aminobife-
nylii v modelovych matricich pitné a fi¢ni vody.

Nejprve byla ovéfena moznost pfimého stanoveni
2-AB, 3-AB a 4-AB v pitné a fi¢ni vodé metodou HPLC-
ED. Kalibra¢ni zavislosti 2-AB, 3-AB a 4-AB v pitné vodé
byly zméfeny v koncentra¢nim fadu 2-107'-1-107 mol 1!,
v fiéni vod& v koncentraénim fadu 1-107-1-10" mol I
pro 2-AB a 3-AB a 2-107-1-10° mol I"! pro 4-AB. Dosa-
zené meze stanovitelnosti jsou srovnatelné s hodnotami
dosazenymi v destilované vod¢ jako idealni matrici a lezi
v koncentraénim ¥adu 107" mol "' .

Dale bylo navrzeno stanoveni vyuzivajici predbéznou
separaci a prekoncentraci extrakci tuhou fazi na kolonkach
Lichrolut”EN. Jako nejvhodngjsi elu¢ni &inidlo byl zvolen
diethylether. Kalibracni zavislosti 2-AB, 3-AB a 4-AB
v pitné vod¢ jsou pro 2-AB linearni v koncentracnim fadu
5,0:10°-1-10" mol I, pro 3-AB a 4-AB v koncentracnim
fadu 7,5-10°-1-107 mol 1"'. Kalibraéni zavislosti 2-AB,
3-AB a 4-AB v fi¢ni vod€ byly zméfeny pro 2-AB
v koncentraénim fadu 2,5-107°-1-107 mol I}, pro 3-AB
v koncentraénim fadu 2,5-10°-1-107 mol 1" a pro 4-AB
v koncentraénim fadu 5-10°-1-10" mol I"".

Ze ziskanych vysledkt vyplyva, ze popsané metody
HPLC-ED jsou za danych podminek vhodné pro stanoveni
2-AB, 3-AB a 4-AB ve vzorcich pitné a fi¢ni vody a testo-
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vany ampérometricky detektor s borem dopovanou dia-
mantovou filmovou elektrodou poskytuje stabilni odezvu
pro studované analyty.

Tato prace vznikla v souvislosti s FeSenim vyzkumné-
ho zameru MSM0021620857, dale byla financné podporo-
vana Ministerstvem Skolstvi, mladeze a télovychovy
(projekt LC 06035) a Grantovou agenturou Ceské republi-
ky (projekt GACR 203/07/P261).
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SPECIACNI ANALYZA STOPOVYCH PRVKU V LISTECH VRBY

KATERINA MALISOVA a OTO MESTEK

Ustav analytické chemie, VSCHT Praha, Technickd 5,
166 28 Praha 6
Katerina.Malisova@yvscht.cz

Uvod

Fytoremediace je definovana jako vyuziti zelenych
rostlin a s nimi asociovanych mikroorganismi, ptidnich
doplikt a agronomickych technik pro odstranéni ¢i trans-
formaci kontaminantii zivotniho prostiedi. Pii fytoremedi-
acich se mohou uplatiovat ¢tyfi rizné procesy: extrakce
kontaminantt z pidy a vody (hlavné tézkych kovi a radio-
nuklid), degradace organickych sloucenin, volatilizace
organickych sloucenin a nekterych anorganickych slouce-
nin Hg, Se a As a stimulace mikrobidlniho metabolismu
v rhizosféte. Proces fytoremediace tézkych kovii mize byt
zjednoduSené popsan jako odstranéni kovll z pidy jejich
transportem do kofend, stonkd a listd. Rostliny jsou na-
sledné& sklizeny a odstranény a plocha je opé&t osdzena rost-
linami do té doby, nez se koncentrace kovii v pudé snizi na
pijatelnou hladinu'. Rostlina vhodna pro fytoremediaci by
méla splnovat tii zakladni predpoklady: méla by rychle
rist a produkovat velké mnozstvi biomasy, méla by mit
dostatecné hluboké kofeny, lehce sbératelnou nadzemni
¢ast a akumulovat velké mnoZzstvi kovll v nadzemni ¢asti.
Dodnes vsak nebyla nalezena rostlina, ktera by vSechny tfi
diaci na mista s mélkou kontaminaci organickymi latkami,
makrozivinami, nebo kovy, a to na velké plochy s nizsi
kontaminaci. Nevyhodami fytoremediaci jsou dlouhé Casy
na odstranéni kontaminace, omezena ucinnost na horni
¢ast pudy a mozny vstup kontaminantd do potravniho fe-
tézce’.

Jako hyperakumulatory jsou oznaCovany latky, které
vazou kovy ve velkych mnozstvich, koncentrace tézkych
kovi v biomase takovychto rostlin piekracuje o jeden az
dva tady hodnoty ziskané v béznych rostlinach. Penizek
modravy (T. caerulescen) dokaze vazat az 30 g kg™ niklu,
43 g kg™' zinku, a 2 g kg™' kadmia a olova, jeho nedostat-
kem je viak mal4 tvorba biomasy”.

V soucasné dob¢ vyuzivaji fytoremediacni technolo-
gie dvé dostupné strategie. Prvni moZnosti je pouZziti vyse
zminénych hyperakumulatord napt. 7. caerulescens nebo
druh tafice Alyssum bertolonii Desv., které specificky pfi-
jimaji jeden nebo dva kovy, mala produkce biomasy je
kompenzovana velmi vysokym obsahem tézkych kovu
v nadzemnich ¢astech rostliny. Druhou moznosti je pésto-
vani rostlin, jenZ maji vysokou produkci biomasy, tyto
rostliny zpravidla nepfijimaji specificky néktery kov
a dosahuji mirné nadprimérnych obsahii kovi v biomase,
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toto ale kompenzuji vysokym vynosem biomasy. Na pi-
dach kontaminovanych do hlubsich vrstev se pii fytoreme-
diacich osvédeuji druhy &eledi Salicaceae (viby a topoly)”.
Velkou vyhodou vrb je moznost Castych sklizni, vysoky
vynos biomasy, dobra regenerace (poskliziiové odrustani),
efektivni piijem zivin, vysoka intenzita a specificka kapa-
cita jednotlivych druhd, hybridd a klonti absorbovat t€zké
kovy’. Nékteré druhy a klony vrb a topolil viak maji vyso-
ky koeficient bioakumulace, diky némuz mohou vykazovat
az Skrat vyssi kapacitu piijmu kovii nez T. caerulescens™®.
Cilem této prace je vyzkum rozpustnych forem stopo-
vych prvki v listech vrby rostouci v kontaminované padé.

Experimentalni ¢ast
Vzorky

Smés listi (VK) strom@ Salix smithiana, S. alba, S.
rubens a S. dasyclados byla sbirana na podzim roku 2007
v okoli feky Litavky na Pfibramsku v ptidé kontaminované po
protrzeni hraze odkalisté. Piida obsahovala 64,1 + 4,3 mg kg™
As, 30,5 £ 29 mg kg' Cd, 2297 + 42 mg kg' Pb
a3718 +317 mg kg ™' Zn (cit.). Dva kontrolni vzorky byly
trhany v nekontaminované oblasti u feky Vltavy v Praze
Zbraslavi na jate (VZJ) a na podzim (VZP) roku 2008.

Chemikalie

Pouzité kyseliny dusi¢na a chlorovodikova, hydroxid
sodny a amoniak byly tfidy Suprapur® (Merck, Némec-
ko), octova kyselina byla &istoty p.a. (Lachema, CR). Za-
kladni roztoky prvki o koncentraci 1000 mg 1™ byly pofi-
zeny od firmy Merck. Latka tris(hydroxymethyl)
aminomethan (Tris) byla ziskana od firmy Fluka
(Némecko). K fedéni roztokti byla pouzita destilovana
demineralizovana voda (Millipore, USA).

Ptiprava extraktu v 0,02 mol 1! Tris-HCI

Navazka 2 g rozdrcenych listd byla extrahovana
50 ml pufru 0,02 mol I"! Tris-HCI (pH 7,5) po dobu jedné
hodiny v PE lahvi¢ce. Poté byla smés odstfedéna
(20 000 g, 4 °C, 20 min), odstfedéna kapalina byla pouzita
k dalSim analyzam.

Ptiprava extraktu v 1 mol 1" NaOH

Navazka 0,5 g rozdrcenych listd byla extrahovana
5 ml NaOH o koncentraci 1 mol I"' v PP zkumavce po
dobu jedné hodiny. Po nafedéni byla suspenze neutralizo-
vana na pH 7,5 ptidavky kyseliny octové o koncentraci
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1,7 mol 1"! 2 0,17 mol I"! za neustélého michani a sledové-
ni pH, smés byla doplné€na na objem 50 ml a odstfedéna
(20 000 g, 4 °C, 20 min), odstfedéna kapalina byla pouzita
k dal$im analyzam.

Stanoveni celkového obsahu prvki

0,5 g listi nebo 10 ml extraktu bylo v 110 PTFE na-
dobce rozkladano s 3 ml kyseliny dusi¢éné v mikrovinném
rozkladném zatizeni Uniclever BM1-Z (Plazmatronika,
Polsko). Digerat byl pfeveden do 50 ml odmérné banky
a obsah prvkd byl stanoven metodou ICP-MS, pfistroj
Elan DRC-e (Perkin-Elmer, USA).

Spojeni GPC/ICP-MS

Aparatura pro kvantitativni vyhodnoceni frakcionace
stopovych prvkl byla sestavena z vysokotlakého Cerpadla
Varian Inert 9012 (Varian, USA), dvou injektorti umisté-
nych pied (smycka 100 pl pro davkovani vzorku) a za
kolonou (smy¢ka 500 pl pro davkovani kalibraénich rozto-
ki prvka) a kolony Superdex 75 HR 10/30 (Amersham
Pharmacia Biotech, Svédsko); jako detektor slouZil hmot-
nostni spektrometr, mobilni faze byla Tris-HCI (pH 7,5)
o pritoku 0,5 ml min™'. Pro preparativni separace byla
pouzita kolona Fractogel EMD Bio SEC (Merck), smycka
pro davkovani vzorku méla objem 2 ml, jako detektor byl
pouzit hmotnostni spektrometr a detektor 9050 UV
(Varian, USA), jako mobilni faze byl pouZzit pufr Tris-HCI
(pH 7,5), pritok 2 ml min™".

Tabulka I
Celkové obsahy stopovych prvkii v susing [pg g ']

Cena Merck 2009

Izolace ligandt stopovych prvkl pomoci afinitni
chromatografie

Ligandy stopovych prvki obsazené v nizkomole-
kularni frakei extraktu v roztoku Tris-HCI byly zachyceny
absorpci v 1 ml chelatacni kolonce HiTrap (GE Healthca-
re, Svédsko) nasycené ionty Cu®’. Absorbované latky byly
eluovany pomoci 0,3 mol "' roztoku amoniaku a eluat byl
lyofilizovan.

MALDI-MS

Megfteni probéhlo na spektrometru Biflex IV (Bruker
Daltonics, Némecko), jako matrice byla pouzita kyselina
2,5-dihydroxybenzoova, métfeni probihalo v pozitivnim
modu.

Analyza aminokyselin

Po kyselinovém rozkladu vzorku byly aminokyseliny
stanoveny pomoci iontové vyménné chromatografie
s pokolonovou derivatizaci ninhydrinem a spektrofotomet-
rickou detekei.

Vysledky a diskuse

Celkové obsahy stanovovanych prvkd
v analyzovanych vzorcich shrnuje tab. 1. Ze ziskanych dat
je patrné, ze listi kontaminovanych vzorkt obsahuje vyraz-
né vice kadmia (30x), olova (30x) a zinku (5x) nez listi
nekontaminované. Arzen, ktery byl v pudé obsazen také ve
vysokém mnozstvi, nebyl rostlinou akumulovan. Z porov-

Prvek VK vZ] vzZp

\% 0,230+ 0,021 0,657 = 0,065 3,5+0,2
Ag 0,0611 +0,0062 0,0088 + 0,0019 0,0476 + 0,0028
Cd 60,4 £4,0 0,398 +£ 0,032 1,81+£0,14
Co 0,742 + 0,034 1,299 + 0,068 7,86 £0,33
Cu 7,33 +£0,38 9,28 + 0,40 39,5+1,8
Cr 0,462 = 0,054 0,655+ 0,074 3,77+£0,53
Fe 200 £ 11 290 £ 22 1452 + 233
Mo 0,096 + 0,012 0,205+0,012 1,351 £ 0,078
Mn 318 +28 120,0 £ 8,3 1057 + 62
Ni 8,93 £0,53 1,94 £ 0,12 13,8£1,8
Zn 1543 + 101 66,4+ 5,2 334 +£21

As 0,535 +0,059 0,1224 +0,0091 1,303 £ 0,075
Tl 0,0318 +0,0019 0,00486 + 0,00049 0,0275 + 0,0023
Pb 89,7+8,6 0,518 + 0,044 3,74 £ 0,21
Susina 91,8 % 90,2 % 98,0 %
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Obr. 1. GPC profily jednotlivych prvki pro extrakci do Tris-HCI (1) a do NaOH (2)

nani obsahl stopovych prvki v nekontaminovanych vzor-
cich VZJ a VZP vyplyvé, ze b&hem vegetacniho obdobi
doslo k péti az desetinasobnému nartistu obsahu stopovych
prvka. Déle je patrné, Ze nekontaminovany vzorek VZP
obsahuje vyrazné vice zeleza, manganu a médi, nez vzorek
kontaminovany.
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Tab. II ukazuje extrahovatelné obsahy stopovych
prvkl ve vzorku VK. Pfi extrakci do pufru Tris-HCI se
vyextrahovalo vice Fe, Mn a TI; pfi extrakci do roztoku
NaOH se vyextrahovalo vice Cu, Mo, Ni, Zn, As a Pb. Pfi
frakcionaci specii stopovych prvkli pomoci spojeni GPC
aICP-MS byly sledovany pouze prvky obsazené
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Tabulka II
Extrahovatelné obsahy prvki a podily proslé kolonou [pg g™']

Prvek Extrahovatelny podil * Podil proly kolonou

extrakce do Tris extrakce do NaOH extrakce do Tris extrakce do NaOH

v <0,001 (<1%) <0,001 (<1%)

Ag 0,002 (3%) 0,009 (15%)

Cd 8,8 (15%) 9,9 (16%) 0,045 (<1%) 7,5 (76%)
Co 0,31 (42%) 0,27 (37%)

Cu 1,1 (14%) 3,3 (45%)

Cr 0,01 (2%) 0,25 (54%)

Fe 56 (28%) 37 (19%)

Mo 0,03 (34%) 0,06 (61%)

Mn 245 (77%) 193 (61%) 0,16 (<1%) 0,13 (<1%)
Ni 5,4 (61%) 6,5 (73%) 4,0 (61%) 4,4 (66%)
Zn 573 (37%) 956 (62%) 10,5 (1%) 60,8 (6%)
As 0,096 (18%) 0,39 (73%)

Tl 0,012 (37%) 0,0052 (16%)

Pb 2,6 (3%) 18,9 (21%) 0,21 (1%) 5,4 (29%)

*Procenticky podil je vztazen k celkovému obsahu, ® procenticky podil je vztazen k extrahovatelnému obsahu

Tabulka IIT
Vysledky analyzy aminokyselinového slozeni

Aminokyselina Zastoupeni [% mol/mol]
Asp 19
Ser 12
Glu 13
Gly 14
Cys 36
Lys 6

v extraktu ve vysSich koncentracich (Cd, Zn, Pb, Mn a Ni).
Tabulka II ukazuje podily téchto prvkd proslé kolonou
GPC. Tato veli¢ina urcuje podil kovii vazanych do stabil-
nich komplexd. Zbyly podil obsazeny v iontové formé je
GPC kolonou pevné vazan a musi byt po skonceni analyzy
odstranén roztokem EDTA. Je patrné, Ze pii extrakci do
NaOH se v pfipadé Cd, Pb a Zn uvoliuje vyssi podil sta-
bilnich komplext. V ptipadé Ni a Mn podily proslé kolo-
nou na pouzitém typu extrakéniho C¢inidla nezavisi.
V obr. 1 jsou ukazany prvkové specifické chromatogramy
extraktu v pufru Tris-HCI a v roztoku NaOH. Je patrné, ze
pro piipad extrakce do roztoku Tris-HCI jsou ligandy eluo-
véany pfevazné v jednom retencnim ¢ase v nizkomolekular-
ni oblasti, zatimco v pripadé extrakce do roztoku NaOH
jsou ligandy eluovédny ve vice reten¢nich ¢asech ve vyso-
komolekularni, stiedn¢ i nizkomolekularni oblasti.
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Nizkomolekularni frakce extraktu v pufru Tris-HCI
(reten¢ni ¢as na koloné Superdex 32 min) byla separovana
pomoci preparativni GPC (kolona Fractogel), dale piecis-
téna technikou afinitni chromatografie s imobilizovanym
iontem kovu a podrobena dal$im analyzam. V tab. III jsou
ukazany nalezené obsahy aminokyselin. Je ziejmy vysoky
vyskyt kyseliny asparagové Ci asparaginu a glutamové ¢i
glutaminu, serinu, glycinu a cysteinu. V. MALDI-MS
spektrum této precisténé frakce byl nalezen jeden pik od-
povidajici molekulové hmotnosti 1753 Da (obr. 2).

40000
1753
30000
s
B
$ 20000 -
£
10000 |
0 .k b ll; b, b
1500 mz 2000

Obr. 2. MALDI-MS spektrum nizkomolekularni frakce vzor-
ku vrby VK precisténé technikou IMAC
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Zavér

Vrba rostouci v kontaminované pudé dovede do
svych listd akumulovat zna¢né mnozstvi tézkych kovd.
Tyto kovy jsou obsazeny pfevazné v nerozpustné formé.
Nizkomolekularni latky tvofici rozpustné komplexy s kovy
v extraktech obsahuji vysoky podil aminokyselin cysteinu
a kyselin asparagové a glutamové, tedy u latek s vysokou
komplexacni schopnosti.

Tato prace vznikla za podpory vyzkumného zdaméru
MSMT CR MSM 6046137307.
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U PACIENTU S CHRONICKOU MYELOIDNI LEUKEMII{

KATERINA MICOVA®, DAVID FRIEDECKY?,
EDGAR FABER” a TOMAS ADAM®

“ Laborator dédicnych metabolickych poruch, Lékaiska
fakulta, Univerzita Palackého v Olomouci, I. P. Pavlova 6,
775 20 Olomouc, ® Hemato-onkologickd klinika, Fakultni
nemocnice Olomouc, I. P. Paviova 6, 775 20 Olomouc

K.Micova@seznam.cz

Uvod

Chronick4 myeloidni leukemie je myeloproliferativni
onemocnéni charakteristické piitomnosti Filadelfského
chromosomu, ktery vznikd translokaci chromosomu 9
a 22. Novée vznikly gen BCR/ABL m4 za nésledek produk-
ci proteinu p210, konstitutivné aktivni tyrosinkinasy zapfi-
¢inujici vznik choroby. Jeji 1écba je v soucasnosti Gispésna
diky nové vyvinutym Iékim (Imatinib, Dasatinib, Niloti-
nib) zalozenych na selektivni inhibici téchto tyrosinkinas.
Imatinib poskytuje velmi dobrou hematologickou, cytoge-
netickou a molekularni odpovéd’, ale znevyhodiuje jej
mozny vznik rezistence. Monitorovani hladin 1éku
v télnich tekutindch ndm poskytuje informace o jednotli-
vych odpovédich na latku u 1é€enych pacientt, ¢imz mutze
byt 1écba vhodné modifikovana.

Prace je zaméfena na stanoveni imatinibu v krevni
plasmé pacientti s CML na terapii Glivecem metodou vy-
soce ucinné kapilarni elektroforézy. Plasma byla deprotei-
novana methanolem, zcentrifugovéana, vysuSena v proudu
dusiku a nasledné rozpusténa ve vod¢. Separaéni pufr je
slozeny z kyseliny citronové (c =50 mmol 1™") titrované
kyselinou y-aminomaselnou na pH 3,6. Analyza byla pro-
vedena na nepokryté kiemenné kapilafe o efektivni délce
20 cm (celkova délka 27 cm) a praméru 75 pum, pfi napéti
15 kV a nastfiku 3 nebo 6 s.

Nové vyvinutd metoda pro stanoveni imatinibu
v krevni plasmé pomoci HPCE je vysoce ucinnd, ¢asove
nenaro¢na a ma nizké naklady na provoz.

Chronicka myeloidni leukemie (CML)

CML je klonalni myeloproliferativni onemocnéni
vznikajici transformaci hemopoetické kmenové bunky.
V krvi pacienti se nachazi velké mnozstvi nemocnych
nezralych bunék — blastd, vpiipadé CML se jedna
z nejvetsi ¢asti o basofilni granulocyty. Charakteristickym
rysem patologické bunécné populace je v 90 % pripadi
CML piitomnost chromosomélniho markeru — Ph chromo-
somu (Filadelfsky chromosom, BCR/ABL). Filadelfsky
chromosom vznika v diisledku reciproké translokace
t(9;22)(q34;q11), kterd byla poprvé popsana u pacientd
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s CML ve Filadelfii vroce 1960. Flzi genu BCR -
,.breakpoint cluster region* na 22. chromosomu s genem
ABL — ,,Abelson tyrosine kinase gen“ na 9. chromosomu
vznikd onkogen BCR/ABL, ktery vede ke vzniku chime-
rického onkogenniho proteinu BCR/ABL s molekulovou
hmotnosti od 185 do 230kD (dle oblasti breakpointu
v BCR genu). U vétsiny pacienti s CML se exprimuje
protein o velikosti 210 kD zvany p210° ™", Tento protein
je konstitutivné aktivni tyrosinkinasa (2.7.10.2.), ktera
aktivuje cytoplasmatické a jaderné signalni transdukéni
dréhy, které podporuji bunécné déleni a blokuji apoptozu,
coz vede kneregulovanému mnozeni hemopoetickych
kmenovych bun¢k. Tato kinasa rovnéz ovliviiuje reparaci
DNA, coz muze podporovat dal§i chromosomalni zmény
a mutace zahrnuté v progresi choroby a mohou hrat roli
v agresivni povaze pozdnich stadii CML.

Onemocnéni ma tfi faze vyvoje: chronickou fazi
(zvySeny pocet leukocytl ¢i krevnich destiCek a pocet
blastii v kostni dfeni nepiesahujici 10 %), akcelerovanou
fazi (zvySena splenomegalie a leukocytosa, zvySeny pocet
blastti od 10 do 30 % a basofild do 20 %) a blasticky zvrat
(pocet blastii v kostni dfeni prekracuje 30 %, myeloidni
prekurzory mohou rovnéz tvofit nadory v lymfatickych
uzlinich, ktizi a kostech). Pfechod mezi jednotlivymi faze-
mi je plynuly, ale obrazy jednotlivych fazi se vyrazné lisi.
Rovnéz se lisi vlastnosti nadorovych bunck v prabéhu
onemocnéni.

Cilem lécby je redukce nadorové masy, eliminace Ph-
pozitivniho chromosomu a zabranéni vyvoje nemoci do
akcelerované a blastické faze. Usp&snost 16¢by je hodnoce-
na dosazenim hematologické remise (normalizace poctu
krevnich bunék), cytogenetické remise (eliminace dieiio-
vych bunék pozitivnich na Ph chromosom) a molekularni
odpovédi (vymizeni Ph chromosomu). Diky novym po-
znatkim v molekularni biologii a patofyziologii CML jsou
hled4ny vysoce U¢inné a cilené metody 1écby. Nadéjnym
objevem novych 1éki se stal vyvoj selektivnich inhibitori
tyrosinkinas pouZzivanych k inhibici maligniho rlistu bungk
a utvafeni metastazi. V druhé poloviné 90. let vedla tato
snaha k objeveni derivatii 2-fenylaminopyrimidinu, kam
fadime Imatinib, Dasatinib a Nilotinib.

Imatinib (STI571, Glivec)

Tento selektivni inhibitor konstitutivné aktivni tyro-
sinkinasy je derivat fenyalminopyrimidinu oznaCovany
také jako STI-571 (signal transduction inhibitor) nebo
CGP57148B. Konkrétné se jedna o 4-[(4-methylpiperazin-
1-yl)methyl]-N-[4-methyl-3-[(4-pyridin-3-ylpyrimidin-2-
yl)amino]-fenyl]-benzamid (obr. 1).

Imatinib (IM) interaguje s bilkovinou p210°7* tak,
ze obsadi ABL doménu enzymu ve vazebném misté pro
ATP, stabilizuje protein v inaktivni konformaci a nedocha-
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Obr. 1. Molekula Imatinibu

zi k fosforylaci tyrosinu bilkovin patiicich k substratim
p210*7** Zablokovanim fosforylace tyrosinovych zbytki
bilkovin dochazi k zastaveni celé fady signdlnich drah,
které hraji roli ve vzniku leukemického fenotypu buiky.
Pusobenim IM dochazi k apoptdze bunék exprimujicich
p210*7*"! 3 také k inhibici jejich proliferace.

Navzdory prvotni velké uspésnosti 1é€by CML pomo-
ci imatinibu — velkému stupni hematologickych i cytoge-
netickych odpovédi, je sledovan stale vzristajici pocet
pacientd stavajicich se na lécbu rezistentni, a to hlavné u
pokrocilejsich fazi nemoci. V dnesni dobé zname 5 hlav-
nich mechanismi rezistence na IM.

Jako prvni mechanismus je velmi pevna vazba IM na
6-1-kysely glykoprotein, dale dochazi ke zvySenému vylu-
¢ovani 1éku pomoci P-glykoproteinové pumpy, zvySené
expresi a amplifikaci genu BCR/ABL a dale k aktivaci
signalnich drah nezavislych na BCR/ABL. Patou a zaro-
ven nejhlavngjsi pri¢inou rezistence jsou BCR/ABL geno-
vé mutace — mutace ABL kinasové domény, které zabra-
fluji vazbeé IM.

Stanoveni 1é¢ebné davky IM je problematické, proto-
ze rezistentni CML mutace mohou byt selektivni a rychle
se $ifici. Monitorovani hladiny IM je velmi uZziteéné, ale
jen malo laboratofi je schopno toto méfeni vykonavat
zejména kvilli ndro¢né instrumentaci a vysokym finan¢nim
nakladim. Nicméné nové generovand data naznacuji, Ze
hladina IM zcela urcuje stupent odpovédi (HR, CR a MR).
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Experimentalni ¢ast

Plasma byla ziskana z hemato-onkologického oddéle-
ni FN Olomouc. Pacientim s CML byla odebrana nesrazli-
va krev do zkumavek s EDTA v pruméru 18 hodin po uziti
posledni davky pripravku Glivec. Krev byla poté zcentri-
fugovana a ziskana plasma byla zamrazena na —20 °C.

Imatinib obdrzeny od firmy Novartis (Curych, Svy-
carsko) byl rozpustén v dimethylsulfoxidu (DMSO)
a deionizované vodé (18,3 MQ cm™) na vyslednou kon-
centraci 10~ mol I"". Tento standardni roztok byl pouzit
pro pfipravu vSech ostatnich standardd.

Vsechny reagencie mély analyticky stupen Cistoty
abyly ziskany od firmy Sigma (St. Luis, MO, USA).
K pripravé citratového pufru byla pouzita pevna kyselina
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citronové, ktera byla rozpusténa v deionizované vodé na
koncentraci 50 mmol "' a nasledng titrovana kyselinou -
aminomaselnou (GABA) na pH 3,6.

Priprava vzorku spocivala v deproteinaci 90 pl
plasmy pomoci 400 pl methanolu. Poté byl vzorek 3 min
ttepdn na vortexu a nasledné¢ 1 min centrifugovan pfi
10 000 RPM. Supernatant byl vysusen v proudu dusiku,
vysuSeny vzorek byl rozpustén v 50 pul vody a nésledné
analyzovan nebo uchovan pti —20 °C pro pozdé&jsi analyzu.
Modifikovany postup byl pfevzat z publikace Velpanldian
T. a spol., 2004.

Veskeré experimenty byly provadény na pfistroji
Beckman P/ACE 5510 s detektorem diodového pole
(Fullerton, USA).

Kapilara:  Elektroforeticka  separace  probihala
v nepokryté kapilafe ztaveného kiemene (75 pm id. x
375 pm o.d.; Polymicro Technologies). Jeji efektivni délka
¢inila 20 cm, celkova délka 27 cm.

Termostat: Systém byl termostatovan na teplotu 25 °C.

Detektor: Byla pouzita UV detekce v rozmezi 190 az
300 nm. Pro dosazeni lepsi citlivosti metody byl aplikovan
soucet vlnovych délek v rozmezi 255-275 nm, ¢imZ bylo
dosazeno 7x lepsi odezvy ve srovnani se standardnim za-
znamem. Analyty byly kvantifikovany integraci plochy
pikti korigovanych na migra¢ni ¢as.

Zdroj napéti: Na kapilaru bylo aplikovdno napéti
o velikosti 15 kV, coz odpovida intenzité elekrického pole
555,56 V cm ™. Frekvence sbéru dat byla 2 Hz.

Vzorky byly davkovany pouzitim nizkotlakového
nastfiku (0,5 psi; 3s; 2 %). Pufr byl filtrovan pomoci
13 mm nilonového filtru (0,45 um; Fisons Ins., Mountain
View, CA, USA) a pted analyzou byl 0,5 minuty sonifik-
ovan pro eliminaci vzduchovych bublin. Pfed zacatkem
analyzy byla kapilara vzdy promyta aplikaci vysokého
tlaku (20 psi) 5 minut HCI (0,1 mol I'*), NaOH (1 mol I™)
a SDS (50 mmol 1) a mezi jednotlivymi analyzami vodou
po dobu 0,3 min a separacnim pufrem po 0,7 min.

Vysledky

Pfi inicialnim experimentu se vychazelo ze struktury
latky, kterd se v kyselém prostfedi chova jako kation. Pro-
to bylo testovano nékolik pufri: fosfatovy (100 mmol 1™,
pH 1,8 a 2), formidtovy, chloridovy a citratovy (50 mmol ™',
pH 3,6). Mimo citratovy pufr byl systém v téchto podmin-
kach velmi nestabilni diky vysokému proudu a generaci
velkého Jouleova tepla v kapilafe, dale dochazelo k variaci
migracnich Cast, U€innosti a selektivity. Piky byly chvos-
tujici a z divodu extrémné kyselého pH elektroforegram
obsahoval mnozstvi interferujicich kladné nabitych analy-
ta. Chloridovy pufr poskytoval velmi Spatné rozliSeni
a ucinnost.

Na zaklad¢ téchto experimentl byl pro dalsi optima-
lizaci zvolen citratovy pufr (¢ = 50 mmol I™") titrovany
GABA (diky lep$im pufraénim schopnostem), u kterého
diky hodnotam pK citratu (pK,; = 3,15; pKay = 4,77; pKas =
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Tabulka I
Ucinnost citratového pufru v zavislosti na pH. Méfeno na
realném vzorku

pH t [min] Win N N/m
vzorku
4.4 3,170 0,027 76366 381830
42 3,233 0,024 100531 502655
4,0 3,166 0,030 61701 308505
3,8 3,092 0,033 48636 243180
3,6 2,775 0,038 29544 147720
3,4 2,616 0,045 18722 93612
3,2 2,695 0,058 11961 59805
3,0 2,524 0,057 10863 54315
3.2
30
34
2
£ ’
8 36
C
8 20
[]
a
(]
3.8
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Obr. 2. Porovnani ucinnosti citratového pufru o riznych hod-
notach pH

6,40) bylo mozno zvolit pH zakladniho elektrolytu v Siro-
kém rozmezi. Dale byl pufr v rozmezi pH 2,8—4,4 testovan
na realnych vzorcich (obr. 2). S rostoucim pH se vyrazné
zvySuje uéinnost separace (tab. I), ale zaroven klesa rozli-
Seni mezi imatinibem a jeho metabolitem. Jako kompromis
mezi G¢innosti a rozlisenim bylo zvoleno pH 3,6.

Dale byla sledovana doba nastfiku (obr. 3). S rostouci
dobou nastriku se zvySuje ucinnost separace, ale zmensuje
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Obr. 3. Utinnosti rizné délky nastfiku; a—6s;b—12s, ¢ —
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Obr. 4. Méfeni koncentrace imatinibu v plasmé v zavislosti na
denni davce uZivané pacientem: a) standard (¢ = 10 mol 17);
b) denni davka 400 mg; c) denni davka 800 mg
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Koncentrace IM v plasmé v zavislosti na denni davce
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Obr. 5. Aplikace metody na realné vzorky pacienti

se rozliSeni mezi latkou a jejim metabolitem. Optimalni
doba nastiku je 6s. Pii nastiiku 18 s byl dosazen limit
detekce roven 8-107F mol 1”'. Vysoky nastiik byl umoznén
nizkou vodivosti vzorku diky deproteinaci methanolem.

Finalni pufr pouzity pro validaci metody mél slozeni
kyselina citronovd o koncentraci 50 mmol I™ titrovana
GABA na pH 3,6.

Koncentrace imatinibu v plasmé byla méfena na 116
vzorcich pacienti s CML a pohybovala se v rozmezi 0,46
az 9,14 pmol I"'. V 7adném analyzovaném vzorku nebyly
pozorovany interference. Plasmaticka koncentrace imatini-
bu byla v souladu s mnozstvim uzivané davky (200 az
1600 mg den™") (obr. 4, 5), s dobou odbéru krve po posled-
ni podané davce (0,5-28 h) a s jinymi parametry pacientl
(vaha, vek, ...).
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Zavér

Tato prace je zaméfena na vyvoj nové metody pro
stanoveni imatinibu v krevni plasmé pacientli trpicich
chronickou myeloidni leukemii, a to pomoci techniky vy-
soce ucinné kapilarni elektroforézy.

V experimentalni ¢asti byla popsana optimalizace
a aplikace metody. Metoda se v soucasné dob¢ dostava do
rutinni praxe v laboratofi dédiénych metabolickych po-
ruch, Odd¢leni klinické biochemie, FN Olomouc.

Dalsi vyzkum bude sméfovan do oblasti stanoveni
imatinibu v leukocytech pacienti s CML. Predpoklada se,
ze stanoveni hladiny intracelularniho IM a v kombinaci se
stanovenim plasmatické hladiny pfi souCasném vySetieni
aktivity transportnich systémt umozni 1épe predpoveédét
vznik rezistence na IM a bude mit lepsi prakticky dopad na
rozhodovani o 1écbé u nemocnych s CML 1éCenych IM,
nez izolované stanoveni plasmatické hladiny IM.
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Uvod

Bézné pouzivané metody pro izolaci silic z rostlin
jsou destilace s vodni parou, lisovani ¢i extrakéni metody.
Vzhledem k tomu, Ze silice jsou té€kavé slouceniny, je
mozné je analyzovat po zakoncentrovani z plynného
prostoru nad vzorkem, tzv. headspace (HS). K tomuto
ucelu se jako perspektivni jevi mikroextrakéni techniky,
mezi které patii mikroextrakce tuhou fazi (SPME)
a mikroextrakce jednou kapkou (SDME). Obg tyto
techniky vyuzivaji ustavovani rovnovahy mezi vzorkem,
headspace prostorem a sorpcni fazi (sorbentem nebo
rozpoustédlem).

V ptipadé SPME je vzorek sorbovan na kfemenné
vlakno potazené vhodnym sorbentem, ze kterého jsou
analyty uvolilovany tepelnou desorpci. V pripadé SDME
jde o absorpci tékavych latek do vhodného extrakéniho
rozpoustédla a ziskany extrakt obsahujici zachycené
slouceniny je nasledné zaveden do nastiikového prostoru
plynového chromatografu bez nutnosti zafazeni
desorp¢niho kroku. Pro identifikaci jednotlivych slouc¢enin
je mozné pouzit metodu standardniho pridavku.

Silice jsou komplexni smési organickych sloucenin
obsazenych v rostlinach. Vyskytuji se prakticky ve vsech
castech (kvéty, plody, listy, stonky, kofeny ...). Skladaji se
pfedev§im z terpenickych sloucenin (monoterpeny
a seskviterpeny), které ale vétSinou nemaji velky vliv na
vini a chut’ silic, protoze nositelem téchto vlastnosti jsou
hlavné kyslikaté slouceniny (alkoholy, aldehydy, ketony,
estery atd.). Vliv silic na lidské zdravi je zndmy jiZ mnoho
let. Lidé vyuzivali mnoho druht bylin a kofeni k 1éCeni
ruznych nemoci (napf. medunka proti kasli, pelynék pro
zazivani, izané
ucinek, atd.).

Hlavnimi cili této studie byla optimalizace experi-
mentalnich podminek HS-SPME a jeji porovnani s HS-
SDME. Vysledky obou metod byly srovnany s klasickou
technikou destilace s vodni parou, a to pfi analyzach silic
v bylinach levandule lékarska, Salvéj lékarska, mata
peprna a medurika 1ékarska.

P
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K analyze byly pouzity rostliny od firmy Botanicus
5..0. (Ostra, Ceska republika). Jednalo se o kvét levandule
I€katské (Lavandula spica), listy Salvéje lékaiské (Salvia
officinalis), listy maty peprné (Mentha piperita) a listy
medunky 1ékatské (Melissa officinalis). VSechny vzorky
byly rozdéleny na jednotlivé ¢asti a ususeny pfi laboratorni
teploté. Skladovany byly na temném mist¢ v tmavych
lahvich pfi cca 4 °C.

Zkoumané vzorky byly extrahovany z plynného pro-
storu nad vzorkem technikami SDME a SPME. Pro srov-
nani byly vSechny vzorky jesté analyzovany klasickou
destilacni metodou. Pro SDME byla pouzivana GC mikro-
stitkacka HAMILTON Microliter 756N o objemu 5 pl
(Hamilton-Bonaduz AG, Bonaduz, Svycarsko). Jako roz-
poustédlo byl pouzit p-xylen p.a. od firmy Merck
(Darmstadt, Némecko). Pti SPME byla testovana 3 rtizna
vlakna, a to 100 um polydimethylsiloxan (PDMS), 65 pum
polydimethylsiloxan/divinylbenzen (PDMS/DVB)
a 50/30 um divinylbenzen/carboxen/polydimethylsiloxan
(DVB/CAR/PDMS) s pouZitim SPME drzéku pro manudl-
ni vzorkovani (v§e Supelco, Bellefonte, PA, USA). Vsech-
ny extrakce byly provedeny 3x. Extrakéni teplota byla
upravena termostatem typu Julabo EC-5 (Julabo Labor-
technik, Seelbach, Némecko).

Extrakce silic byly provadény bezprostiedné po tempe-
raci vzorku. Byly pouzity 10ml vzorkovaci nadobky
(Supelco, Bellefonte, PA, USA), do kterych bylo navazova-
no 0,5 g nadrceného vzorku byliny. SDME byly provadény
do 2 pul p-xylenu pii 70 °C po dobu 90 s, SPME byly prova-
dény pti 70 °C po dobu 25 min. Na destilaci s vodni parou
bylo pouZito 20 g nadrceného vzorku, destilace probihala po
dobu 4 h, silice byly zachytavany do 1 ml p-xylenu.

Ziskané extrakty byly analyzovany na plynovém
chromatografu Hawlett-Packard 5890 (Hawlett-Packard,
Avondale, PA, USA) s plamenové-ioniza¢nim detektorem
na kapilarni koloné Ultra #2 o rozmérech 25 m x 0,32 mm,
film 0,52 pm fenylmethylsilikon (HPST s.r.o., Praha, CR).

Podminky GC analyzy byly nasledujici: teplota na-
stiiku 250 °C, teplota FID detektoru 290 °C, nosny plyn
dusik (&istota 5,0, Linde gas a.s., Praha, CR), vodik
a vzduch (oba Linde) o priitoku 30 a 300 ml min™" (pfetlak
na kolon¢€ 50 kPa), dé€li¢ toku 1:10. Teplotni program byl
nasledujici: pocatecni teplota 60 °C, teplota byla zvySo-
vana do 150 °C rychlosti 5 °C min™', narfist rychlosti
30 °C min™" do 280 °C a tato teplota byla 2 min udrzovéna
konstantni.

Vyhodnocovani jednotlivych silic bylo provadéno
metodou standardniho pfidavku, pomoci né&jz byla nejen
potvrzena pritomnost sledovanych sloucenin, ale i prove-
dena kvantitativni analyza jednotlivych silic.
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Vysledky a diskuse

Cilem této studie bylo srovnani extrakcnich technik
(SPME a SDME) vhodnych k analyze silic v bylinach.
Predtim bylo nutné provést optimalizaci jednotlivych ex-

Cena Merck 2009

trakénich parametrti, aby bylo dosazeno maximalni U¢in-
nosti extrakce analyzovanych slozek.

U techniky SPME byla testovana vhodna doba extrak-
ce, teplota extrakce, navazka vzorku, velikost vzorkovaci
nadobky, teplota nastiiku, vybér vlakna. Byly pouzity

Tabulka I

Obsah silic ve 100 g kvéta levandule 1ékafské a list meduiiky 1ékarské

Silice Levandule 1ékatska Meduika lékatska
SDME RSD SPME RSD dest. RSD SDME RSD SPME RSD dest. RSD
[mg] [%o] [mg] [%o] [mg] [%0] [mg] [%0] [mg] [7o] [mg] [7o]
o-Pinen 11,09 7,63 3,22 3,30 6,48 1,84 <LoQ - <LoQ --- <LoQ -—-
Myrcen 8,26 7,78 2,59 5,63 28,01 2,79 <LoQ - <LoQ -- <LoQ --
1,4-Cineol 9,09 6,65 4,02 5,48 5,49 1,27 4,84 3,24 2,72 1,86 3,90 2,31
Eucalyp- 191,57 3,13 64,56 0,84 36,43 2,64 96,33 5,36 6,69 3,78 10,51 1,46
tol
Limonen <LoQ --- <LoQ --- <LoQ --- <LoQ --- <LoQ - <LoQ -
o-Tujon 6,68 8,54 8,40 2,03 8,90 4,23 15,63 3,27 3,37 4,23 3,78 3,22
Camphor < LoQ - <LoQ - <LoQ - <LoQ - <LoQ -- <LoQ --
Menthon 14,45 5,94 12,74 5,98 15,81 1,31 129,49 4,70 73,29 0,15 33,09 7,18
Borneol <LoQ - <LoQ - <LoQ - <LoQ - <LoQ - <LoQ -
Menthol 86,52 7,95 18,57 4,68 17,45 1,70 <LoQ - <LoQ --- <LoQ ---
Nerol 62,52 3,11 21,45 5,41 44,15 0,51 62,42 3,45 31,12 3,46 34,16 5,25
Carvacrol < LoQ - <LoQ - <LoQ - <LoQ - <LoQ - <LoQ -
< LoQ = pod mezi stanovitelnosti (Limit of Quantification); RSD — relativni smérodatna odchylka [%], n =3
Tabulka IT
Obsah silic ve 100 g listli maty peprné a $alvéje 1ékaiské
Silice Mata peprna Salvéj 1ékaiska
SDME RSD SPME RSD dest. RSD SDME RSD SPME RSD dest. RSD
[mg]  [%] [mg]  [%] [mg] (%] [mg] [%] [mg] (%] [mg]  [%]
o-Pinen 5,15 3,41 3,64 2,47 3,52 2,10 16,26 5,69 11,87 1,94 15,37 3,48
Myrcen 17,72 7,78 3,99 0,95 29,44 0,36 <LoQ --- <LoQ - <LoQ ---
1,4-Cineol <LoQ - <LoQ - <LoQ -—- 0,62 2,92 0,37 6,08 1,06 1,54
Eucalyptol <LoQ - <LoQ - <LoQ - <LoQ - <LoQ - <LoQ ---
Limonen 247,98 3,00 331,50 2,10 118,01 4,55 54,89 8,73 44,93 5,49 72,24 4,58
o-Tujon 22,82 8,81 3,37 1,13 13,49 1,15 <LoQ -—- <LoQ -—- <LoQ ---
Camphor  <LoQ --- <LoQ - <LoQ - 221,02 2,76 91,69 0,63 131,37 6,84
Menthon 308,73 8,51 888,46 093 187,66 0,71 <LoQ -—- <LoQ - <LoQ ---
Borneol <LoQ --- <LoQ -—- <LoQ -—- 32,59 6,08 11,39 5,43 25,22 4,87
Menthol 828,00 2,64 790,00 2,25 88332 0,30 <LoQ - <LoQ - <LoQ ---
Nerol <LoQ - <LoQ - <LoQ - <LoQ - <LoQ - <LoQ --
Carvacrol  <LoQ - <LoQ --- <LoQ --- <LoQ --- <LoQ --- <LoQ ---

<LoQ = pod mezi stanovitelnosti (Limit of Quantification); RSD — relativni smérodatna odchylka [%]
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Obr. 1. Chromatogram SPME extraktu maty peprné; 1 — a-pinen, 2 — myrcen, 3 — limonen, 4 — o-tujon, 5 — menthon, 6 — menthol
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Obr. 2. Chromatogram SDME extraktu maty peprné; 1 — a-pinen, 2 — myrcen, 3 — limonen, 4 — a-tujon, 5 — menthon, 6 — menthol

3 typy vlaken, nejvyssi citlivost byla pozorovana pfi pou-
ziti vlakna 50/30 yum DVB/CAR/PDMS. Proto bylo toto
vldkno zvoleno pro dalsi extrakce. Navazka vzorku byla
zvolena 0,5 g susen¢ho vzorku byliny do 10ml vzorkovaci
nadoby. Optimalizace extrakéni teploty byla provedena
nasledujicim zptisobem. Teplota byla ménéna od 40 do
90 °C v intervalu po 10 °C, extrakéni doba byla 30 min,
bylo sledovano mnozstvi o-pinenu, myrcenu, o-tujonu,
a mentonu ve smesi bylin. Bylo pozorovano, ze nejvéetsi
plochy piku se vyskytovaly pii teploté 70 °C, proto byla
tato teplota zvolena pro dalsi extrakce. K optimalizaci
extrakeni doby byla stejnd smés bylin extrahovana pti 70 °C
po dobu 10, 20, 30, 40, 50 a 60 min. Za optimalni byla
povazovana extrakéni doba 25 min, pfi delSi dobé jiz
k nérdstu extrahovaného mnozstvi silic nedochazelo.

Pro metodu SDME byl jako extrakéni rozpoustédlo
pouzit p-xylen, 2 pl. Extrakéni teplota byla 70 °C, extrakce
probihala 90 sekund. Navazka vzorku byla 0,5 g suSeného
vzorku bylin, extrakéni nadobka méla objem 10 ml.

Optimalizované podminky byly nasledn¢ aplikovany
na realné vzorky bylin uvedenych v experimentalni casti.
Kazd4 extrakce byla provedena tiikrat, k identifikace
a kvantifikaci jednotlivych sloucenin byla pouZzita metoda
standardniho ptidavku. Ziskané vysledky jsou shrnuty
v tabulkach I a II.
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Metody byly porovnany na zakladé nékolika kritérii.
Prvni bylo zaloZzeno na srovnani hodnot LOD (mez detek-
ce) a RSD pro jednotlivé vzorky. Bylo zjisténo, Zze metoda
SDME méla vé&tsi citlivost, ale presnéjsi vysledky poskytla
metoda SPME. Porovnanim vysledkt kvantitativni analy-
zy byly riznymi metodami zjiStény odlisné obsahy silic.
Odchylky mohou byt zplisobeny tim, ze vSechny metody
(SPME, SDME a destilace vodni parou) maji odlisné ex-
trakéni mechanismy.

Typické GC-FID chromatogramy extrakti pro matu
peprnou jsou znazornény na obr. 1 (technika SPME) a na
obr. 2 (SDME).

Zavér

Studie se zabyvala izolaci silic z bylin pomoci metod
mikroextrakce tuhou fazi (SPME), mikroextrakce jednou
kapkou (SDME) a destilace vodni parou. Analyzované
silice byly extrahovany z levandule 1ékafské, maty peprné,
Salvéje lékarské a medunky Iékaiské. Nejprve byla
provedena optimalizace jednotlivych mikroextrakénich
technik a pak jejich porovnani. Ziskané extrakty byly
analyzovany na plynovém chromatografu s plamenove
ioniza¢nim detektorem. Porovnanim LOD a RSD hodnot
bylo zjisténo, ze metoda SDME je vice citliva v porovnani
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s SPME, ale metoda SPME ma vétsi presnost. Navrzené LITERATURA
mikroextrakéni metody jsou jednoduché na provedeni

a vhodné pro semi-kvantitativni stanoveni silic v bylinach. 1. Pawliszyn J., Solid-Phase Microextraction: Theory
and Practise. Wiley-VCH, New York 1997.
Projekt byl realizovan diky financni podpore granto- 2. Dugay J., Miege C., Hennion M.-C.: J. Chromatogr.,
vého projektu Ministerstva Skolstvi, mladeze a télovychovy A 795,27 (1998).
CR (projekt MSM 0021627502). 3. Zhang Z., Yang M., Pawliszyn J.: Anal. Chem. 66,
844 (1994).
4. Jeanot M. A., Cantwell F. F.: Anal. Chem. 69, 235
(1997).

5. Zhao E., Han L., Jiang S., Wang Q., Zhou Z.: J. Chro-
matogr., A 1114, 269 (2006).

6. Adam M., Dobias P., Eisner A., Ventura K.: J. Sep.
Sci. 31, 356 (2008).
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LASEROVA ABLACE S HMOTNOSTNi SPEKTROMETRII V INDUKCNE VAZANEM
PLAZMATU PRO 2D MAPOVANI MOCOVYCH KAMENU

MONIKA NOVACKOVA, MARKETA HOLA
a VIKTOR KANICKY

Oddéleni analytické chemie, Ustav chemie, PFirodovédec-
ka fakulta, Masarykova univerzita, Kotlarska 2, 611 37
Brno

monikanovackovam@seznam.cz

Uvod

Tvorba mocovych kament je jednim z nejcastéjSich
onemocnéni a na jeho 1é¢bu je vynakladano zna¢né mnoz-
stvi finanénich prostfedkd'. Onemocnéni mo¢ovymi kame-
ny je pro pacienta nepfijjemné a bolestivé. Jednou
z nejnepiijemnéjSich stranek tohoto onemocnéni je dlou-
hodoba 1écba. Toto onemocnéni se ve velké vétsing pripa-
dii bohuzel vraci’. Mocové kameny jsou ttvary pro lidské
télo cizi, tvori se v ledvinach a pfi uvolnéni putuji moco-
vodem do mocového méchyie (obr. 1). Piesny divod je-
jich vzniku zatim neni znam, jako mozné davody jsou
uvadény geneticky ziskané pfedpoklady jako odliSna stav-
ba ledvin a metabolicka porucha, slozeni stravy a nedosta-
tek tekutin a také t&zké kovy’.

V minulosti byly mo¢ové kameny vétSinou rozpouste-
ny a zkoumany metodami, které kvantifikovaly a kvalifi-
kovaly latky, z nichZ jsou mocové kameny sloZeny. Jejich
struktura a samotné zdrodecné jadro tak unikly pozornosti.
Tim, jak se zdokonaluji pfistroje, je mozné separovat
a analyzovat men$i mnoZstvi materialu. Naptiklad pomoci
laseru je mozné z velkého nehomogenniho vzorku analy-
zovat presné tu Cast, kterd je pro nas zajimava (laserova
ablace). K tomuto ucelu je mozné pouzit laser. Laserova
ablace se nejCastéji pouziva ve spojeni se spektrometrii
induk¢né vazaného plazmatu (ICP), at’ uz s optickou (ICP-

6.9
RF

Kidney stones in
the minor and
major calyces

of the kidney

Kidney stone
in the ureter

Obr. 1. Tvorba mo&ovych kameni v ledvinach®
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Obr. 2. Rez motového kamene, zalitého v epoxidové prysky¥i-
ci. V pravém dolnim rohu je v obdélniku zvétSenina, jejiz delsi
strana je 1 mm

OES) nebo hmotnostni (ICP-MS) detekei’. V dnesni dobé
je dobfe znamo, z jakych latek se mocové kameny prevaz-
n¢ skladaji, jsou to jednoduché latky, apatity, oxalaty, ky-
selina mo&ova®, a proto nam sta¢i znat pomér prvki, aby-
chom ur¢ili sloZeni vzorku. MoCovy kdmen ma vrstevna-
tou strukturu, jednotlivé vrstvy jsou pfirastkovymi liniemi,
vzniklymi za uréité ¢asové obdobi’. Na obrazku (obr. 2) je
znazornén fez mocovym kamenem, delsi strana obdélniku,
ktery oznacuje vyfez, je 1 mm dlouhd a je pies tii rizné
vrstvy. Sitka jednotlivych vrstev se pohybuje vétsinou
kolem 50 pm, a proto se laserova ablace jevi jako velmi
vhodna metoda k analyze zarode¢ného jadra i okrajovych
¢asti moc¢ového kamene.

Jelikoz neni mozné opakovat méfeni, musime optima-
lizovat metodu, kterou budeme mocové kameny zkoumat.
Parametry, které hraji vyznamnou roli, jsou: frekvence
pulst, primér a energie laserového paprsku, rychlost posu-
vu vzorku a integracni doba hmotnostniho spektrometru.
Na priméru laserového paprsku zalezi, zda je ablatovana
jedna, nebo vic vrstev. Energie laserového paprsku ovliv-
fiuje mnozstvi ablatovaného materidlu. Frekvence pulst
laserového paprsku urcuje pocet pulst za sekundu, a tudiz
udava, jak Casto je odebrdn vzorek k analyze. Rychlost
posuvu vzorku ovliviiuje, kolikrat dopadne paprsek na
stejné misto. Hodnota integra¢ni doby stanovuje cas, po
ktery je sniman signal daného izotopu.

Cilem této prace je zjiSténi moznosti laserové ablace
ve spojeni s hmotnostni spektrometrii indukéné vazaného
plazmatu (LA-ICP-MS) pro 2D mapovani mocovych ka-
menl. Prace zahrnovala studium vlivu parametrd laseru
a hmotnostniho spektrometru na intenzitu a stabilitu signa-
Iu a oddéleni linii mocového kamene. Zkoumanymi para-
metry byla frekvence pulst, primér a energie laserového
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paprsku, rychlost posuvu vzorku a integra¢ni doba hmot-
nostniho spektrometru.

7 wr

Experimentalni ¢ast

Vzorky mocovych kament se k analyze ve vétSiné
ptipadu dostavaji z nemocnice v celku (obr. 3). Je potieba
je upravit, tak aby na nich mohlo byt provedeno méteni.
Uprava pro laserovou ablaci miize byt provedena dvéma
zpusoby, jejichz vysledkem je bud’ tenky vybrus na pod-
loznim skli¢ku, nebo tlustsi fez zality do epoxidové prys-
kyfice. V obou ptipadech je konecnym krokem vylesténi
fezu (obr. 4).

Upravené laserem

vzorky byly analyzovany

(Nd:YAG laser UP-213), ablatovany material byl ionizo-
indukéné

van v vazaném plazmatu a detegovan

7191647/7

Obr. 3. Mocové kameny bez tipravy

1
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v hmotnostnim spektrometru (ICP-MS Agilent 7500ce).
Pro zkoumané parametry byly vybrany dvé az tfi hodnoty,
které by teoreticky mély byt vhodné k méfeni. Pro pramér
laserového paprsku byly vybrany hodnoty 25 pm, 55 pum,
65 um, pro energii laserového paprsku byly vybrany hod-
noty 40 %, 55 %, 70 % (hustota zafivého vykonu 1,2 J cm ™,
9,9 J em™, 20,9 J cm’z), pro frekvenci pulsi laserového
paprsku byly vybrany hodnoty 5 Hz, 10 Hz, pro rychlost
posuvu vzorku byly vybrany hodnoty 30 pm s™, 60 pm s,
80 um s™', pro integratni dobu hmotnostniho spektrometru
byly vybrany hodnoty 0,05 s a 0,01 s.

Vysledky a diskuse

Z grafu 1 je patrnad zvySujici se intenzita signalu
s polomérem laserového paprsku. Velikost priméru lasero-

N

Obr. 4. Vylestény Fez mocového kamene zalitého v epoxidové
pryskyfrici

Izotop “ca; prumér laserového paprsku 25 pm; 55 ym; 65 um
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Graf 1. Vliv priméru laserového paprsku na intenzitu, stabilitu signalu a oddéleni pFirtastovych linii mocového kamene
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Izotop *‘Ca; energie laserového paprsku 40 %, 55 %, 70 %
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Graf 2. Vliv energie laserového paprsku na intenzitu, stabilitu signalu a oddéleni pFiristovych linii mo¢ového kamene

Izotop *‘Ca; frekvence pulsti laserového paprsku 5 Hz a 10 Hz
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Graf 3. Vliv frekvence pulsii laserového paprsku na intenzitu, stabilitu signdlu a oddéleni pFiristovych linii mo¢ového kamene

vého paprsku nema vliv na stabilitu signalu a oddéleni
pfirstovych linii mo¢ového kamene, avSak hodnota 65 pum
je hrani¢ni hodnotou, kterou lze pouZit, protoze okrajové
linie mo¢ového kamene maji cca 50 um. Mezi intenzitami
signalu pro polomér laserového paprsku 65 pm a 55 pm
neni vyznamny rozdil. Proto doporu¢ujeme hodnotu pri-
méru laserového paprsku 55 pm.

Z grafu 2 vyplyvd zvySujici se intenzita signdlu
s energii laserového paprsku, av§ak snizuje stabilitu signa-
lu, velikost priméru laserového paprsku nema vliv na od-
déleni prirtustovych linii mocového kamene. Proto doporu-
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¢ujeme hodnotu energie laserového paprsku 70 %.

Z grafu 3 je patrnd zvySujici se intenzita signalu
i oddéleni ptirGstovych linii mocového kamene s frekvenci
pulsii laserového paprsku, na stabilitu signalu frekvence
pulsti laserového paprsku nema vliv. Frekvence pulsi lase-
rového paprsku 10 Hz je hrani¢ni hodnotou, kterou lze
pouzit, protoze pii vyssich hodnotach by dochézelo k pro-
palovani do jinych vrstev moc¢ového kamene. Proto dopo-
ru¢ujeme hodnotu frekvence pulst laserového paprsku
10 Hz.

Z grafu 4 je patrné, ze na intenzitu signalu rychlost
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lzotop “Ca; rychlost posuvu vzorku 30 ym s”, 60 Hm s”, 81 um s’
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Graf 4. Vliv rychlosti posuvu vzorku na intenzitu, stabilitu signalu a oddéleni pFirastovych linii mo¢ového kamene
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Graf 5. Vliv integra¢ni doby hmotnostniho spektrometru na intenzitu, stabilitu signalu a oddéleni pFiristovych linii moc¢ového

kamene

posuvu nema vliv, hodnota 81 um s nedostateénd vykres-
luje jednotlivé linie mocového kamene oproti 60 pm s
a 30 pm s ' ma nestabilngjsi signal. Proto doporudujeme
hodnotu rychlosti posuvu vzorku 60 pm s™.

Z grafu 5 vyplyva, Ze na intenzitu signalu a oddéleni
linii mocového kamene integraéni doba hmotnostniho
spektrometru nema vliv, kratsi integracni doba hmotnost-
niho spektrometru je sice nestabilnéjsi, avSak ¢im kratsi je
integra¢ni doba hmotnostniho spektrometru, tim vice iso-
topt je mozné béhem jednoho pulsu laserového paprsku
zmefit. Proto doporucujeme hodnotu integraéni doby
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hmotnostniho spektrometru 0,01 s.

Zavér

Ze zjisténych vlivil jednotlivych parametri na pribéh
a stabilitu signadlu LA-ICP-MS pii 2D mapovani moco-
vych kamenit midzeme pro méteni doporucit hodnoty jed-
notlivych parametrti uvedené v tabulce 1.

Zavérem lze konstatovat, Ze pfi méfeni metodou lase-
rové ablace by za téchto podminek nemélo dochazet
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Tabulka I Vyzkum byl financné podporovan Grantovou agentu-
Doporu€ené hodnoty pro jednotlivé parametry LA-ICP- rou Ceské republiky (projekt ¢. 203/09/1394).
MS
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Primér laseru 55 pm .
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ICP-MS. Studium bude provedeno na homogennim mate-
ridlu, ktery je svymi vlastnostmi a sloZenim podobny mo-
¢ovym kamentim.

Jako dalsi cil si klademe pfepocitavani intenzit signa-
Iu na koncentrace pomoci dostupnych standard.

Kone¢nym krokem by méla byt kvalitativni a kvanti-
tativni 2D analyza zajmovych prvkd v jadie a okrajovych
castech mocového kamene a statistické zpracovani vysled-
ka.
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Uvod

Polypeptidy jsou vyznamné latky predevsim diky
jejich blizkému vztahu k proteinim. Kromé chemického
slozeni jsou unikatni a rliznorodé vlastnosti proteinii dany
predevsim konfiguraci jejich fetézce a poradim a poctem
aminokyselin v fetézci. Jedinecnou prilezitosti, jak zkou-
mat vzajemné vztahy mezi t€émito zékladnimi vlastnostmi
urcujicimi funkeci a strukturu proteint, je studium syntetic-
kych polypeptidt, jako poly-y-benzyl-L-glutamatu (PBLG).

Polypeptid PBLG vykazuje topologickou chiralitu.
Jeho konformace a agregacni stav jsou vyrazné zavislé na
pouzitém rozpoustédle a koncentraci. Predstavuje tak vel-
mi dobry modelovy systém pro studium biologicky vy-
znamnych interakci v z4vislosti na pouzitém rozpoustédle
a tim i na struktufe pouzité chiralni matrice. Pravé chiralita
je duleZitou vlastnosti charakterizujici Zivé organismy.
Biologicky vyznamné molekuly jsou Casto chirdlni a jejich
enantiomery se navic mnohdy v pfirod¢ viibec nevyskytu-
ji. Také vétsina reakci v lidském téle probiha za Ucasti
jednoho i ze stovek moznych stereoisomert. Stereospecifi-
ta takovych reakci je pak Casto zalozena pravé na interakci
chirdlnich latek a na ovliviiovani jejich konformace. Sle-
dovani systémd, jako napt. PBLG v riznych rozpousté-
dlech, vede k bliz§imu pochopeni konformacnich a agre-
gacnich zmén piirodnich polypeptidii ¢i proteind, coz je
jeden zprvnich krokti k pochopeni stereospecifickych
reakci probihajicich v zivych organismech.

Chiralni molekuly absorbuji v jiné mife levo- a pravo-
toCivé cirkularné polarizované zatreni. Cirkularni dichrois-
mus je definovan jako rozdil absorbance vlevo a vpravo
cirkularné polarizovaného zafeni. Pfi pouziti zafeni
v infracervené oblasti spektra dochazi k pfechodiim mezi
vibra¢nimi hladinami molekuly a jedna se o vibracni cir-
kularni dichroismus (VCD)'.

Vlastnosti syntetickych polypeptidli byly charakteri-
zovany fadou fyzikalné-chemickych metod. VCD nabizi
alternativni pohled na PBLG s vyhodami' oproti b&zng&;jsi-
mu elektronovému cirkuldrnimu dichroismu (ECD) a in-
fradervené (IC) spektroskopii.

Pro konformacni a agregacni stav PBLG je dulezita
pfedev§im polarita a acidita rozpousStédla. V rozpous-
tédlech, jako trichlormethan, benzen ¢i nitrobenzen, zauji-
méa PBLG o-helikélni konformaci®, ktera je stabilizovana
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intramolekularnimi  vodikovymi mustky. Dochazi zde
k molekularni asociaci za vzniku agregatii. Roztok PBLG
ma pak z tohoto diivodu velmi velkou viskozitu — pfevlada
zde interakce polymer-polymer nad interakci polymer-
rozpoustédlo. Moznost tvorby vodikovych mistkli mezi
polymerem a rozpoustédlem je zde tudiz minimalni. Na-
opak, tvoii se intermolekuldrni vodikové vazby typu ,,end
to end” (antiparalelni) a ,,side-by-side” v nepolarnim ben-
zenu, benzylalkoholu a dioxanu a typu ,head-to-tail“
v trichlormethanu®*. V asociatech si PBLG vétSinou pone-
chavad svou nativni helikdni konformaci. Po pfekroceni
urcité kritické koncentrace dochazi v téchto roztocich ke
vzniku chirdlnich struktur, tzv. kapalnych cholesterickych
krystald®. Molekuly jsou v nich orientovany ve vrstvach,
v nichZ jsou osy molekul navzajem rovnobézné, ale v kaz-
dé vrstvé je smér os molekul oproti osam molekul v pred-
chozi vrstvé pootoCen. Tak vznikd helikalni struktura —
tzv. superhelix. Ta vykazuje vysokou optickou aktivitu’,
kterd vysvétluje velmi silny signal ve VCD pozorovany
pro cholesterické krystaly'’.

V' kyselych rozpoustédlech, jako je trifluoroctova
kyselina (TFA), naopak molekuly PBLG neasociuji
a PBLG nabyva konformace polyprolin II°. Velky vyznam
maji pfedevS§im sekundarni interakce mezi rozpoustédlem
a polypeptidovym Fetézcem®. Konformace polyprolin II
byla diive oznaCovana jako ,random coil“, statistické
klubko. ECD’ a VCD?® studie ale prokazaly, 7e se jedna
o lokaln€¢ pravidelnou strukturu tvofenou levotocivymi
helikalnimi Gseky. Metoda VCD se zde ukéazala mnohem
vhodnéjs$i k rozpozndvani struktury polyprolin II nez
ECD".

V této praci jsou metodou VCD doplnénou o IC ab-
sorpéni spektroskopii charakterizovany jednotlivé zminéné
konformace, sledovana agregace a hledany podminky pro
realizaci riznych konformacnich forem PBLG v roztoku.

Experimentalni ¢ast

Pro tuto praci byl pouzit poly-y-benzyl-L-glutamat
(obr. 1) s primé&rnou molekulovou hmotnosti 69 000 g mol™
(Sigma), tedy polymer stiedni délky fetézce. K pfipravé
roztokl byla pouzita deuterovana rozpoustédla trichlor-
methan-d1, trifluoroctova kyselina-d1, benzen-d6 a nitro-
benzen-d5 (vSe Sigma).

Spektralni méfeni byla provadéna na spektrometru
s Fourierovou transformaci IFS-66/S (Bruker, Némecko)
ve spektralni oblasti 1800—1400 cm™ s rozligenim 8 cm™.
Spektra VCD jsou prumérem ze 6 blokid, kazdy méfeny
20 min, a jsou normovana na jednotkovou hodnotu absor-
bance pasu amidu I. Pfed a po méfeni VCD byla zmétena
absorpcni spektra z divodu kontroly stalosti a homogenity
studovaného vzorku. V nékterych uvedenych spektrech
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Obr. 1. Strukturni vzorec poly-y-benzyl-L-glutamatu (PBLG)

byly vynechany urcité spektralni oblasti z divodu vysoké
absorbance rozpoustédel, ktera by mohla vést ke vzniku
nezadoucich artefaktd ve VCD spektru. Byly pouzity skla-
dané kyvety tvoiené okny z CaF, a teflonovou distan¢ni
folii o tloust’ce 50 um (25 pum pro kapalné krystaly).

VCD signal byl korigovan na nulovou linii, kterou
prestavovala spektra pfislusnych rozpoustédel méfenych
za stejnych podminek jako roztoky vzorkil. Absorpéni
spektra byla také korigovana na signal rozpoustédla.

Roztoky PBLG v CDCl;, benzenu-d6, nitrobenzenu-
d5 a smésném rozpoustédle CDCI3/TFA byly méteny pro
hmotnostni koncentraci p=30g1™", objemové zlomky
TFA ve smésnych rozpoustédlech mély hodnoty 0,05; 0,1;
0,15 a0,20.
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Kapalné krystaly byly pfipraveny z roztoku polypep-
tidu v benzenu-d6 o hmotnostni koncentraci 50 g I Vy-
soce viskozni roztok byl nanesen pfimo na spodni okno
kyvety (CaF,) do prostoru vymezeného teflonovou folii,
kde se odpafil zbytek rozpoustédla, aby byla dosazena
koncentrace nutnd k vytvoreni krystalll, a poté byla kyveta
sestavena béznym zplusobem.

Vysledky a diskuse
Asociované formy PBLG

Na obr.2 jsou VCD a absorpéni spektra PBLG
v CDCl3, benzenu-d6 a nitrobenzenu-dS, ktera maji obdob-
ny pribéh — pozitivni VCD couplet v oblasti amidu I se
sttedem u 1650 cm™', ktery je charakteristicky pro o-
helikalni konformaci’. Vzhledem k citlivosti VCD spekter
ke struktuie peptidd je mozné toto pozorovani interpreto-
vat tak, Ze a-helix je zdkladni sekundérni strukturou
PBLG v téchto roztocich. Nicméné jednotliva spektra
nejsou zcela totozna.

V benzenu-d6 je negativni signal coupletu v oblasti
amidu I intenzivngjsi nez v CDCl;. Zesileni intenzity nega-
tivniho pasu je patrné i ze spektra PBLG v nitrobenzenu-
d5. V roztocich benzenu-d6 a nitrobenzenu-d5 se objevuje
novy pozitivni VCD signal u 1736 cm™, navic je patrné
i zesileni intenzity tohoto pasu v absorpcnim spektru.

Zesileni intenzity negativniho signalu coupletu amidu

AAX10*

1736

T T T T

1800 1700 1600 1500

0
1400 1800

Vinoget (cm™)

T T T

1500 1400
Vinodet (cm™)

1700 1600

Obr. 2. VCD (A) a absorpéni (B) spektra PBLG v CDCI; (a), v benzenu-dé6 (b) a v nitrobenzenu-d5 (c); spektralni oblast 1620
az 1400 cm™ byla u posledniho spektra vynechana z divodu vysoké absorbance nitrobenzenu-d5
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I oproti pozitivnimu signalu je patrné u vSech tii roztoki
amohlo by byt projevem interakce mezi Sroubovicemi,
nebot’ signal charakteristicky pro o-helix vykazuje veétsi
vyrovnanost obou pasii coupletu amidu I°. Jina intenzita
tohoto signalu v benzenu-d6 a nitrobenzenu-d5 ukazuje
bud’ na jiny zplsob agregace Sroubovic nez v roztoku
CDCl;, nebo na vyraznéjsi agregaci, kterou je mozno pred-
pokladat i z mnohem viskéznéjsiho roztoku polypeptidu
v benzenu-d6 nez v CDCls.

Pfi agregaci pravdépodobné dochazi k mirné defor-
maci o-helikalni kostry tvorbou intermolekularnich must-
kil mezi jednotlivymi fetézci PBLG, kterd se odrazi ve
zméné poméru intenzity obou pasu. V benzenu-d6 a nitro-
benzenu-d5 je tato interakce jesSté zesilena piitomnosti
benzenovych jader v rozpoustédle. Solvatacni efekt benze-
nu-d6 a nitrobenzenu-d5 je tak jiny nez CDCl; a pravdépo-
dobné podporuje vznik m-m interakci. Dusledkem téchto
interakci je i pozitivni VCD signal u 1736 cm™ v obou
spektrech a zesileni intenzity tohoto signalu v absorpénim
spektru. Signal VCD u 1736 cm™" byl pozorovén diive pro
roztoky PBLG v benzenu-d6 a interpretovan jako dusledek
vlivu chirdlniho usporadani polypeptidové matrice na C=0
skupinu esteru v postrannim fetézci polypeptidu'®. Ve
spektru PBLG v CDCIl; tento signal neni patrny. Benzylo-
vé kruhy v postrannim fetézci PBLG jsou totiz z divodu
vySe uvedené interakce vice stabilizovany v roztocich
obsahujicich benzenova jadra nez v CDCl;, nemohou jiz
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tedy volné rotovat kolem esterové vazby, coZ se projevi na
zesileni jejiho signalu'®.

Dusledkem siln¢jsi agregace PBLG v benzenu-d6
nez vCDCl; je i tvorba kapalnych krystali PBLG
v benzenu-d6 pfi nizSich koncentracich PBLG nez
v roztoku CDCls.

Zavislost struktury PBLG na slozeni smésného
rozpoustédla CDCI;/TFA

Na obr. 3 jsou uvedena spektra PBLG v CDCl; a poté
ve smésném rozpoustédle CDCl;/TFA o rizném obsahu
TFA. S postupnym zvySovanim obsahu kyseliny dochazi
ke zménam jak v absorpénim, tak ve VCD spektru. Inten-
zita absorp&niho pasu u 1548 cm™ se s pridavkem kyseliny
snizuje. Naopak piiblizn¢ soucasné narlistd intenzita pasu
u 1702 cm™. Ve VCD spektrech lze oviem pozorovat vy-
raznéj$i zmény. ZvySovanim obsahu TFA v rozpoustédle
do 10 0bj.% dochazi k vyrovnani intenzity past coupletu
v oblasti amidu I, poté se pii pfidavku kyseliny na
15 0bj.% zméni znaménka pasti coupletu a pas se posune
k niz§im vino&tim — stied pasu z 1650 na 1641 cm™'. Sou-
Casné se posouva i pas absorpéniho spektra. Ke zménam
dochdzi také v oblasti amidu II — intenzita VCD pasu
u 1518 cm™ se postupné sniZuje.

Zmény intenzit absorp&nich pasi 1548 a 1702 cm™
1ze vysvétlit nasledovné. V obou piipadech se jedna o vib-
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Obr. 3. VCD (A) a absorpéni (B) spektra PBLG v CDCl; (a), ve smésném

Vinocet (cm™)

rozpoustédle CDCL;/TFA — 5 obj.% TFA (b), 10 obj.%

TFA (c), 15 obj.% TFA (d) a 20 obj.% TFA (e); nékteré spektralni oblasti byly u spekter pro PBLG ve smésném rozpoustédle vyne-

chany, z divodu vysoké absorbance TFA
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race volnych koncovych skupin fetézce polypeptidu, pas
u 1548 cm™ je piitazen asymetrické vibraci COO™, pas
u 1702 cm™ pak vibraci C=0 nedisociované skupiny
COOH. S pridavkem kyseliny roste kyselost roztoku
a tudiz ubyva volnych disociovanych skupin COO~, nao-
pak roste pocet skupin COOH, odtud také proporcionalni
zmeéna intenzity obou pasu.

Vyrovnani intenzity coupletu amidu I ve VCD spekt-
ru mize byt spojeno s klesajici intenzitou agregace jednot-
livych Sroubovic. Mnohem vice polarni a kyselé rozpous-
tédlo TFA zabranuje asociaci tim, ze interakci TFA-PBLG
konkuruje tvorbé intermolekularnich vodikovych miistk
mezi molekulami PBLG. Tyto zmény lze pozorovat i na
zdklad¢ konzistence vzorku. Pfi obsahu 10 obj.% TFA
v rozpoustédle je viskozita vzorku mala, nedochézi tedy
pravdépodobné k vyrazné molekularni asociaci PBLG
a pozorovana intenzita negativniho a pozitivniho pasu
coupletu je stejna. To, Ze vyrovnani obou past neni zpaso-
beno pouhou konkurenci spektralnich pasa struktury poly-
prolin II a a-helix, je patrné z absorpéniho spektra, kde
nedochazi k postupnému posunu polohy pasu amidu I.
Jeho poloha se méni skokové z 1650 na 1641 cm™" az se
zménou znamének coupletu.

Pii obsahu kyseliny 15 0bj.% TFA v rozpoustédle
dochdzi ke zméné znamének pastu coupletu amidu I
a k posunu celého tohoto pasu. Sledované zmény lze vy-
svétlit zménou konformace z pravotocivé a-helikalni na
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strukturu polyprolin II charakterizovanou jako lokalni
levotogivou Sroubovici®. Protoze se lokalné méni smysl
staceni Sroubovice z pravotoCivé na levotocCivou, méni se
zcela i znaménka VCD past vopacna. Posun stfedu
coupletu je taktéz charakteristicky pro konformaci poly-
prolin II''. Soudasny posun pasu absorpéniho spektra je
zpusoben zménou dihedralnich thli ve struktute polypep-
tidu. VCD spektra jsou pro obsah kyseliny 15 a 20 obj.%
témef totozna, z toho je mozno usoudit, ze jiz k Zadnym
konforma¢nim ani agreganim zméndm nedochéazi. Po-
stupnym pridavanim TFA se navic snizuje intenzita pasu v
oblasti amidu II. Tento efekt je opét v souladu s tvarem
spektra pro strukturu polyprolin II%.

Ziskané vysledky tedy interpretujeme tak, Ze postup-
nym zvySovanim obsahu TFA v roztoku PBLG v CDCl;
do 10 obj.% nejprve piestanou jednotlivé Sroubovice agre-
govat a vyrazné se snizi viskozita roztoku. V rozmezi ob-
sahu kyseliny 10—15 obj.% dojde k vyrazné konformacni
zméné — pravotoCiva Sroubovice se zméni na strukturu
polyprolin II. Dalsim pfidavkem TFA do 20 obj.% jiz
k Zadnym konformacnim ani agrega¢nim zménam vzorku
nedochazi.

Kapalné krystaly

Na obr. 4 je uvedeno VCD a absorp¢ni spektrum ka-
palnych krystali PBLG v benzenu-d6 a pro srovnani
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Vinocet (cm™) Vinoget (cm™)

Obr. 4. VCD (A) a absorp¢ni (B) spektrum PBLG v benzenu-d6 nad kritickou koncentraci, pii niz se tvoi'i kapalné krystaly (a),
pro srovnani je ve stejném méritku uvedeno VCD (A) a absorpé¢ni (B) spektrum PBLG v CDCl; (b)
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i spektrum PBLG v CDCl;, které bylo jiz uvedeno na
obr. 1. Pro srovndni intenzit signalt obou forem PBLG je
ve VCD spektru zachovano méfitko, které¢ odpovida inten-
zit¢ VCD pésii kapalnych krystalli. Spektra kapalnych
krystald jsou zde uvedena bez odectu rozpoustédla, nebot
prakticky nelze ur¢it miru jeho absorbance v tomto systé-
mu.

Intenzita VCD signalu kapalnych krystalt pfi srovna-
telnych hodnotach absorbance je asi stondsobnd nez
u vSech ostatnich naméfenych spekter. Opét je vSak pozo-
rovan pozitivni VCD couplet v oblasti amidu I, ktery je
charakteristicky pro a-helikalni konformaci. Nelze zde jiz
pozorovat signal u 1736 cm™ typicky pro vibraci C=0.
Kapalné krystaly totiz obsahuji velmi malé mnozstvi roz-
poustédla, které je pravdépodobné imobilizovano ve struk-
tufe superhelix, ktera vznika agregaci jednotlivych Sroubo-
vic polypeptidu. Nedochazi tak jiz k tak intenzivnimu pro-
pojeni mezi jednotlivymi Sroubovicemi pomoci ©-m in-
terakci. To vede k opétovnému uvolnéni esterové funkéni
skupiny a tak k vyraznému sniZeni intenzity tohoto pasu ve
spektru.

Zaveér

Vysledky ziskané v predkladané praci jsou shrnuty do
nasledujicich bodi.
1. Jasné se prokazalo, ze metoda VCD je velmi citlivou
metodou na rozpozndvani jak zmén v sekundarni
struktufe PBLG, tak i jemn¢jSich rozdila
v agregacnich stavech. Ve VCD spektru byly ukézany
ruzné agregacni stavy PBLG — od specificky organi-
zované¢ho v benzenu-d6, ktery vede az ke vzniku ka-
palnych krystald, pfes slabsi agregaci v CDCl;, aZ po
dispergované Sroubovice polypeptidu ve smésném
rozpoustédle CDCI;/TFA pti 10 obj.% TFA. Toto
pozorovani odpovida i konzistenci métenych roztokd.
Poprvé byla metodou VCD ukéazana zavislost sekun-
darni struktury PBLG na slozeni smésného rozpousté-
dla CDCI;/TFA. Ve VCD spektrech byly pozorovany
charakteristické pasy v oblasti amidu I pro formy o-
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helix a polyprolin II. Ke zcela jednozna¢nému piecho-
du mezi obéma formami, jejichz VCD spektra se
v oblasti amidu I a II vyrazné lisi, dochéazi v rozmezi
10-15 obj.% TFA v rozpoustédle.

Bylo pozorovano VCD spektrum kapalnych krystala
PBLG v benzenu-d6, které je charakteristické vysokou
intenzitou jednotlivych VCD past. Tato tématika v§ak
bude kvili své komplexnosti pfedmétem dalSiho stu-
dia, nebot’ postup pro ptipravu vzorkl kapalnych
krystalti vhodnych pro méfeni VCD spekter je tfeba
dale optimalizovat.

Tato prdace byla financné podporovana Ministerstvem
Skolstvi, mladeze a telovychovy (MSM 6046137307).

P. N. dekuje za pomoc pri pocatecnich mérenich VCD
spekter Ondreji Julinkovi a Tomasi Krupinskému.
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KINETICKE STUDIUM Ce(I1T) A Cu(Il) KOMPLEXU CYKLENOVYCH DERIVATU
S PENDANTNIMI SKUPINAMI OBSAHUJiICiMI FOSFOR

RADEK SEVCIK a PREMYSL LUBAL

Ustav chemie, Prirodovédeckd fakulta, Masarykova uni-
verzita v Brné,

Kotlarska 2, 611 37 Brno

150735@mail. muni.cz

Uvod

Polyazamakrocyklické ligandy s koordinujicimi pen-
dantnimi skupinami tvofi stabilni komplexy s celou fadou
iontl kovu, které se vyznacuji vysokou termodynamickou
stabilitou a kinetickou inertnosti. Téchto jedinecnych
vlastnosti se vyuzivda vmediciné jak vl1écbe, tak
k diagnostickym tucelim, kdy vysoka kineticka inertnost
komplexu zajistuje jeho pomalou disociaci a zaroven
vzhledem k jeho termodynamické stabilité¢ in vivo pak
nedochazi k nezddoucimu ukladani iontd kovid v lidském
téle.

Nejcastéji se k tvorbé komplexti pouzivaji 12- az 14-
¢lenné derivaty tetraazamakrocykld s acetatovymi, methyl-
fosfonovymi nebo methylfosfinovymi pendantnimi funkc-
nimi skupinami, které tvoti s ionty kovli komplexy vhodné
pro medicinskou aplikaci. Strukturni faktory, jako je veli-
kost dutiny, rigidita makrocyklického skeletu, typ a pozice
donorovych atomt hraji zasadni roli pti tvorbé komplexu
pozadovanych vlastnosti. Ukazuje se, ze pravé komplexy,
které obsahuji tetraazamakrocyklicky skelet s vyse uvede-
nymi pendantnimi rameny, vykazuji vysokou kinetickou
inertnost a termodynamickou stabilitu.

N N
N N
RJ \ / \ R4

R'=R?=R*=R*=CO,H H.dota
R'= R2 R’ = cozH R4 P(O)(OH), Hsdo3ap
R'=R"=CO,H; R? = R* = P(O)(OH), H¢do2a2p
R'= COzH R2 R3 4:P(O)(OH)2 Hydoa3p
R'=R?=R’=R*=P(0)(OH), Hgdotp

Obr. 1. Strukturni vzorce studovanych a diskutovanych liganda
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Zminované komplexy se nejCastéji pouzivaji jako
bifunkéni chelaty komplexujici ionty kovi jednak
v radiofarmaceutické 16¢bé& (napt. *’Cu, Y, '**Sm, '“Ho,
aj.) nebo jako:

—  kontrastni latky v tomografii magnetické rezonance

(napt. Gd**, Fe**, Mn*") (cit."”

—  PET/SPECT sondy (napt. **Cu) (cit.>);
—  luminiscen¢ni sondy v VIS (Eu**, Tb’") nebo NIR

(Yb*", Nd*") oblasti’.

Také lze vyuzit komplexd tatraazamakrocyklickych
ligandi pro analytické stanoveni Cu(II) iont&™*

Cilem této prace je studium kysele katalyzované diso-
ciatni  kinetiky Ce(ll) a  Cu(ll) komplexd
s makrocyklickymi ligandy cyklenového typu (cyklen =
1,4,7,10-tetraazacyklododekan). Strukturni vzorce ligandd
jsou znazornény na obr. 1.

Experimentalni ¢ast

Meéteni byla provadéna na spektrofotometrech
Hewlett Packard 8453A (Agilent, USA) a Unicam UV2
(Pye Unicam, UK). Disocia¢ni kinetika Ce(III) komplexd
byla méfena pfi teplotach v rozmezi 25-90 °C v 0,05 az
3,00 mol dm™ HCl a konstantni iontové sile (/=3 mol dm
(Na, H)CI). Disociacni kinetika Cu(Il) komplexd byla mé-
fena pii teplotdch 10-60 °C v 0,10-5,00 mol dm™ HCIO,
a konstantni iontové sile (/ = 5 mol dm™ (Na, H)CIO,).
Koncentrace komplexii byly 0,5-107~1-10"° M. Méfeni byl
provadéna pii vinovych délkach 300-327 nm.
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Vysledky a diskuse

Kysele katalyzovany rozklad Cu(IT) a Ce(Ill) kom-
plext byl sledovan z Casové zmény jejich spekter za da-
nych experimentalnich podminek (viz obr. 2) a z nich pak
byly vypocteny rychlostni konstanty pseudo-prvniho fadu
kobs, které byly méfeny jako funkce acidity roztoku a teplo-
ty (viz obr. 3). Ze zavislosti na acidité roztoku (viz obr. 3)
byly pro jednotlivé komplexy vypocteny rychlostni kon-
stanty k, ko a ky (viz obr. 3) a z jejich teplotnich zavislosti
byly vyhodnoceny jejich termodynamické a aktivaéni pa-
rametry.

Nejdiive byl studovan vliv zdmény karboxylové
funkéni skupiny za skupinu fosfonovou na pendantnich
ramenech makrocykll (viz obr. 4 a tab. I). Zatimco u Ce
(IIT) komplext se pro zvétsujici pocet fosfonovych skupin
rychlost dekomplexacni reakce snizuje, pro Cu(ll) kom-
plexy je tento trend opaény. Vyznamnou roli hraje ptistup

h =310 nm
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protond do vnitini dutiny makrocyklického skeletu kom-
plexti. Transfer protonii do dutiny komplexid mutize byt
branén protonaci (formaci sité stalych vodikovych vazeb,
napf. s kyselinami obsahujici fosfor) nebo piitomnosti
hydrofobniho substituentu. V ptipadé¢ Cu(Il) komplexu,
pfitomnost nekoordinovanych pendantnich skupin poma-
haji ptenosu protont k centralnimu iontu v dutiné komple-
xu béhem dekomplexaéni reakce, coz pak vede ke snizeni
jejich kinetické inertnosti.

Ce(IIT) komplexy obsahujici na pendantnich rame-
nech fosfonovou ([Ce(dotp)]”, [Ce(dotp®™)]7) nebo fosfi-
novou skupinu [Ce(dotp™)]” podléhaji dekomplexacni re-
akci fadové stejnou rychlosti. Ce(IIT) komplex obsahujici
fenylfosfinovou pendantni skupinu [Ce(dotp”™)] se roz-
klada o tad mensi rychlosti v disledku vyssi hydrofobicity
této skupiny. Jind situace nastava u Cu(Il) komplexu, kde
komplexy [Cu(dotp)]®, [Cu(dotp®]* a [Cu(dop™)]*
vykazuji podobnou inertnost, kdezto komplex [Cu(dorp™)]*

h=320 nm

250 300 l 350 400 450

Obr. 2. Casova zména spekter komplexii [Ce(do2a2p)]* (¢ = 5-10™* mol dm™) v prostredi 3,00 mol dm™ HCI pfi teploté 40 °C a [Cu
(do2a2p)]* (c =1-107* mol dm™) v prostiedi 5,00 mol dm™ HCIO, pfi teploté 25 °C
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Obr. 3. Zavislost ko, na acidité roztoku pro komplexy [Ce(do2a2p)]* a [Cu(do2a2p)]*~
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1000 - Tabulka I
Hodnoty rychlostnich konstant pseudoprvniho fadu pro
100 O O Cu(Il) (¢ycios = 5 mol dm™) a Ce (1) (cycy = 3 mol dm™)
N © komplexy pfi teplote 25 °C
: ’
g 1 H <> . [oCu Ce(IIT) Cu(IT)
= o 1 2 3 4 5 Kgpe 10° /5™ T Kgpe 10° /57 T
gl H,dota 2045 33,97 0,0687 28,1h
0,01/ Hsdo3ap 36,61 3,16 min 1,00 1,9h
pocet P Hgdo2a2p 6.71 17,21 min 12.8 9,05 min
H,doa3p 1.91 1,0h 58.8 1,97 min
Hyd 1.1 1,6 h 1 1,15 mi
Obr. 4. Vliv zamény karboxylové funkéni skupiny za skupinu wdotp ont s 0 00 13 m%n
fosfonovou na pendantnich ramenech makrocyklickych kom- Hydotp 118 L.6h 43.8 2,64 min
plexit H,dotp™ 1.01 19h 1583 438s
Hdotp™ 0,01842" 10,5h 484 2,39 min
120 -
do2a2p doa3p
- dotp OF dotp™"
) 100 -
£ \ /
-
x
T 80 - dotp dotp”!
S|
T T T T 60 T T T 1
-80 -60 -40 -20 0 20 40 60 80
AS* 1 J K" mol”
Obr. 5. Isokineticky diagram Ce(III) komplexii vypocteny pro rychlostni konstantu ky
do3ap 120 -
dotp dotp °F! dota
O
= 100 -
]
S
) - 80 -
. O
I /
< / / 60 -
doa3p dotp" dotp ™" do2azp " U
40
T T T T T T U
-60 -50 -40 -30 -20 -10 0

AS? 1 J K" mol”

Obr. 6. Isokineticky diagram Cu(II) komplexii vypocteny pro rychlostni konstantu ky
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rychle

ML +n H*

H,ML" + H*

ko

M +H" + H,L""

Obr. 7. Schéma disociace komplexii

disociuje o tad rychleji. Navic Ce(Ill) komplexy s DOTP
analogy makrocyklickych ligandi jsou kineticky inertnéjsi
ve srovnani s Cu(IT) komplexy. Na zaklad¢ isokinetickych
diagrami (viz obr. 5 a 6) bylo prokazano, Ze studované Ce
(IIT) a Cu(II) komplexy disociuji podle stejného reakéniho
mechanismu (viz obr. 7).

Zavér

Byla studovana disocia¢ni kinetika Cu(Il) a Ce(III)
komplexti. Bylo zjisténo, Ze nahrazenim karboxylové
funk¢éni skupiny za skupinu fosfonovou se u Ce(IIl) kom-
plexti rychlost dekomplexacni reakce sniZuje, naopak
opacny trend byl pozorovan u Cu(Il) komplext. Vysvétle-
nim je rozdilna koordinac¢ni schopnost obou iontd kovu,
kdy Ce(Ill) ion (koordinacni ¢islo 8-9) koordinuje vice
donorovych atomid nez Cu(Il) ion (koordinacni ¢islo 4-6),
a rozdilna schopnost transferu protonti do dutiny makrocy-
klu, ktera se jevi jako rozhodujici pro kinetickou inertnost
studovanych komplexti.
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Hn+1ML(n+1)+
k

rychle

M + Hn+1L(n+l)+

Deékuji doc. P. Hermanovi a jeho spolupracovnikiim

z Katedry anorganické chemie PiF UK a prof. I. Santos
(ITN, Sacavém, Portugalsko) za syntézu a poskytnuti stu-
dovanych ligandii. Tato prace je podporovana EU progra-
mem COST D38 a grantem MSMT (LC06035).
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INTERAKCE BENZO(c)FENANTRIDINOVYCH KVARTERNICH ALKALOIDU S DNA

JANA URBANOVA?, PREMYSL LUBAL?,
EvVA TABORSKA” a PETR TABORSKY"

“Ustav chemie, PFirodovédeckd fakulta, Masarykova Uni-
verzita, Kotlarska 2, 611 37 Brno, b Ustav chemie a bio-
chemie, Lékarska fakulta, Masarykova Univerzita, Kame-
nice 2, 625 00 Brno

Jani.urba@gmail.com

Uvod

Tato prace se zabyva studiem spektralnich, zejména
fluorescencnich vlastnosti sedmi vybranych kvartérnich
benzo[c]fenantridinovych alkaloidl (sanguinarin, chelery-
thrin, chelirubin, sanguirubin, chelilutin, sanguilutin
a makarpin). Dale jsou studovany interakce alkaloidi
s DNA s cilem porovnat afinitu jednotlivych alkaloidii
k DNA. Pro vSechny zkoumané alkaloidy byly odhadnuty
fluorescencni kvantové vytézky a také byla studovéana
zména fluorescencnich vlastnosti alkaloidd v ptitomnosti
DNA. Z vysledki experimentii byly vypocteny asociacni
konstanty, které slouzily jako kritérium pro porovnani
afinity jednotlivych alkaloidéi k DNA'.

Kvartérni benzo[c]fenantridinové alkaloidy jsou niz-
komolekularni sekundarni rostlinné metabolity.
V rostlinach se vyskytuji v minoritnim podilu, a to v celedi

Obr. 1. N-Methylbenzo[c]fenanthridiniovy kationt

Pryskyfnikovité (Ranunculacea), Zemédymovité
(Fumariaceae), Routovit¢ (Rutaceae) a Makovité
(Papaveraceae)’. Do posledni &eledi patii i u nas hojné se
vyskytujici Vlastovicnik vétsi. Tyto alkaloidy maji vy-
znamné biologické aktivity, za zminku stoji zejména jejich
antiproliferacni, antiapoptoticky, antimikrobialni a protiza-
nétlivé UCinky. Trividlni nézvy alkaloidd jsou zpravidla
tvofeny z nazvu rostliny a latinského nazvu barvy alkaloi-
du napt.: z rostliny Sanguinaria canadensis byl izolovan
zluty alkaloid, ktery byl pojmenovan sanguilutin (luteus =
zluty), z téze rostliny byl izolovén i Cerveny alkaloid, byl
proto pojmenovan sanguirubin (ruber = erveny). Sangui-
narin a chelerythrin byly izolovany jiz v 19. stoleti a jsou
to jediné dva alkaloidy dostupné komer¢né, ostatni alkaloi-
dy studované v této praci byly izolovany na Lékarské fa-
kulté MU v Brné€. Zakladem struktury kvartérnich benzo
[c]fenantridinovych alkaloidi je N-methylbenzo[c]
fenanthridiniovy kationt (obr. 1), ktery ma rtizn¢ substituo-
vané¢ vodikové atomy skupinami -OCH; a -OCH,O-
(tab. I)*.

Kondenzovana aromatickd jadra s elektron-
donorovymi skupinami obsahujicimi kyslik zodpovidaji za
barevnost a schopnost latek vykazovat fluorescenci. Kvar-
térni benzo[c]fenantridinové alkaloidy jsou téZ schopny
rychle pronikat do zivych bunék a kvantitativné se vazat
na DNA. Pfi védomi toho, Ze tyto latky maji rizné biolo-
gické aktivity, jsou barevné a schopné fluorescence, je na
misté studovat interakce téchto alkaloidii s bunécnymi
strukturami pomoci fluorescenéni mikroskopie, dale je
vyuZzivat napf. jako fluorescencni sondy a nékteré dokon-
ce jako latky pronikajici do zZivych nepermeabilizovanych
bunék, jako tzv. DNA supravitalni sondy™*.

7 wr

Experimentalni ¢ast

Pomoci fluorescenéni spektroskopie byla zmétena
emisni a excitani spektra jednotlivych benzo(c)
fenantridinovych kvarternich alkaloidi (KBA) a také za-

Tabulka I

Pozice substituovanych skupin jednotlivych alkaloidi

Alkaloid R' R’ R’ R* R’ R®
Sanguinarin -OCH,0O- -OCH,0O- -H -H
Chelerythrin -OCH,0O- -OCH; -OCH; -H -H
Chelirubin -OCH,0- -OCH,0- -OCH; -H
Cheliluthin -OCH,0- -OCH; -OCH; -OCH; -H
Sanguirubin -OCH; -OCH; -OCH,0- -OCH; -H
Makarpin -OCH,0- -OCH,0- -OCH; -OCH;
Sanguiluthin -OCH; -OCH; -OCH; -OCH; -OCH; -H
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vislosti intenzity fluorescencni emise KBA na koncentraci
CT DNA. Pomoci fluorescenc¢ni a UV-VIS spektroskopie
byly zméfeny kvantové vytézky KBA. Vsechny experi-
menty byly provadény pfi pH 5,3 v prostfedi fosfatového
pufru, kdy se alkaloidy vyskytuji v nabité kvartérni neboli
iminiové formé. Tato forma je dilezitd, nebot’ je schopna
interakce s DNA. Méfeni probihala pti pokojové teploté.

Pouzité ptistroje

SPEKTROFLUORIMETR AMINCO — Bowman, Series 2
(AB-2), Thermospectronic, USA

150 W xenonova lampa

7 W zébleskova xenonova lampa

rozsah vlnovych délek 220-950 nm

ovladani pomoci programu AB-2

UV-VIS SPEKTROFOTOMETR UNICAM UV2, ATI
UNICAM, UK

dvoupaprskovy spektrofotometr

wolframova a deuteriova vybojka (zaména pii 325-370 nm)
rozsah vlnovych délek 190-900 nm

ovladani pomoci programu VISION 32

pH-metr ORION, 720 A, Thermo Electron, USA
sklenéna iontové selektivni elektroda

Vysledky a diskuse
Excita¢ni a emisni spektra studovanych alkaloida

U vSech sedmi studovanych alkaloidii se objevuji
v excitatnim spektru Ctyfi pasy, kdy tfeti a Ctvrty pas
u nékterych alkaloidl témét splyva v jeden. Dale je pro
né typické emisni spektrum o dvou pasech, vysokoener-
geticky (350-500 nm) a nizkoenergeticky (500—-700 nm)

80 -
70 A
60 -
—~50 A
S
.40 4
=30 1
20 A
10

0 T T T
200 300 A (nNm) 400 500

Obr. 2. Excita¢ni spektrum sanguinarinu; vinova délka emise
byla 586 nm, koncentrace sanguinarinu byla 2,134-10° mol I™*
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(obr. 2 a 3). Zménu intenzity téchto dvou past sledujeme
pfi interakci alkaloidi s CT DNA (viz nize).

Kvantové vytézky

Kvantové vytézky byly stanoveny sekundarni meto-
dou, podle IUPAC®, kdy byl jako standard pouzit fluo-
rescein v ethanolu. Pro vypocet byla pouzita rovnice (/)
(viz nize). Asje ve zmiflované rovnici oznacenim pro ab-
sorbanci standardu, A je symbol pro absorbanci alkaloidu,
F, resp. Fyjsou hodnoty z integrované plochy emisniho
spektra standardu resp. alkaloidu. ¢gje kvantovy vytézek
fluoresceinu v ethanolu, ktery ¢ini 0,79 (cit.é).

0x = [(As x FOT 7 (Ax X F9] ¥ s 1)

Hodnoty kvantového vytéZku se pohybuji v rozmezi
titech radu (viz tab. II). Nejvyssi hodnota je u makarpinu,
coz odpovida jeho rigidni a plandrni struktue. Naopak
u sanguilutinu se objevuje nizs$i hodnota, coz miZze byt
vysvétleno tim, Ze je molekula tohoto alkaloidu méné aro-
maticka a planarni.

Tabulka II
Kvantové vytézky studovanych alkaloidd
Alkaloid (x) ox
Makarpin 0,016
Sanguinarin 0,0084
Chelirubin 0,0062
Sanguirubin 0,0043
Chelerythrin 0,0031
Chelilutin 0,0015
Sanguilutin 0,000098
40 -
30 -
5
\(_UI/ 20 A
L
10 -
0 T T
380 480 580
A (nm)

Obr. 3. Emisni spektrum sanguinarinu; vinova délka excitace
byla 330 nm, koncentrace sanguinarinu byla 3-107° mol 1™
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Obr. 4. Emisni spektrum a) sanguilutinu (Aex = 328 nm), b) chelilutinu (Aex = 287 nm), c¢) chelirubinu (Aex = 360 nm), d) sanguina-

rinu (Aex =330 nm), e) sanguirubinu (Aex =390 nm), f) makarpinu (Aex =390 nm), g) chelerythrinu (Aex =348 nm), samotného
as CT DNA
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Studium interakce KBA s CT DNA

CT DNA neboli calf thymus je smés ribonukleovych
a deoxyribonukleovych kyselin, ve které prevazuje DNA
v nativni B formé. KBA reaguje s DNA pomoci interkala-
ce, kdy se alkaloid v kvartérni formé vmezeti mezi dvé
vlakna dvousroubovice’. Pii této studii byly pozorovany
zmény intenzity vysoko- a nizkoenergetického pasu
v emisnim spektru alkaloidu v zavislosti na ménici se kon-
centraci CT DNA. Experiment byl provadén tak, ze roztok
alkaloidu a CT DNA se zfedoval roztokem samotného
alkaloidu. Koncentrace alkaloidu tedy zGstavala konstantni
a to 3-10° mol 1" a koncentrace CT DNA se ménila
v rozsahu 1-107*-0 mol I"". pH bylo nastaveno fosfatovym
pufrem na 5,3 o koncentraci 0,03 mol "' a kontrolovano
pH metrem. Ukazky meénicich se emisnich spekter
v zavislosti na koncentraci CT DNA jsou na obr. 4.

Ze zmény intenzity fluorescence pii vybrané vinové
délce, zavislé na koncentraci CT DNA byly sestrojeny
ktivky, jejichz ukézka pro sanguinarin a chelerythrin je na
obr. 5.

Poté byly z experimentalnich dat pomoci programu
OPIUM® spogitany asociaéni konstanty pro interakci alka-
loid s CT DNA. Vysledky jsou uvedeny v tab. III.

U sanguilutinu, chelilutinu a chelirubinu se intenzita
prvniho (vysokoenergetického) pasu sniZuje s rostouci
koncentraci CT DNA, intenzita druhého (nizkoenerge-
tického) pasu se naopak zvysuje. U makarpinu a chelery-
thrinu ziistava intenzita prvniho pasu téméf nezménéna,
intenzita druhého pasu se s rostouci koncentraci CT DNA
zvySuje. Pro sanguinarin plati, Ze intenzita klesd pro oba
pasy s rostouci koncentraci CT DNA, sanguirubin se cho-
va presné naopak (viz obr. 4). Z doposud dosazenych vy-

Cena Merck 2009

Tabulka IIT

Asociacni konstanty alkaloidi s CT DNA

Alkaloid log K1,
Sanguinarin 5,394 0,03% (6,0+0,1)°
Sanguilutin 4,52 £0,02°
Sanguirubin 4,60+ 0,06°
Chelirubin 5,19 £0,02°
Chelerythrin 4,827 + 0,009°
Chelilutin 4,50+ 0,03%
Makarpin 4,48 £0,02°

 Vypocet pro komplex KBA:DNA 1:1, ® hodnota uvadéna
v literatute’

sledki mizeme fici, Zze kvarterni benzo(c)fenantridinové
alkaloidy jevi silnou interakci s DNA, nejsilnéjsi interakce
je u sanguinarinu a chelirubinu. Vypocitané asociacni
konstanty pro ostatni alkaloidy (chelerythrin, sanguirubin,
chelilutin, sanguilutin, makarpin) jsou témér stejné a uka-
zuji na neselektivitu pfi interakci téchto alkaloidd s CT
DNA.

Zavér

Pomoci fluorescen¢ni a UV-VIS spektroskopie bylo
studovano sedm kvartérnich benzo(c)fenantridinovych
alkaloidt (sanguinarin, chelerythrin, chelirubin, sanguiru-
bin, chelilutin, sanguilutin a makarpin). Byly popsany

A chelerythrin (exc. 468, | pfi 556 nm)
M sanguinarin (exc. 468, I. pfi 584 nm)

30
25

AA
AA

20

15

I(@.u.)

10

Cer ona X 10°°mol/l

Obr. 5. Zavislost intenzity fluorescence sanguilutinu a chelerythrinu na koncentraci CT DNA
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a porovnany jejich fluorescencni vlastnosti a jejich rozdil-
né chovani v pfitomnosti CT DNA. Pro vyuziti jako fluo-
rescencni sondy se nejslibnéji jevi makarpin a sanguirubin,
u kterych se intenzita v pifitomnosti CT DNA mnohona-
sobné zvysuje. Jako dalsi pfedmét studie bude predpokla-
dana sekvence DNA selektivita KBA, ktera byla doposud
prostudovana pouze u sanguinarinu a chelerythrinu.

Tato prace byla podporovana Grantovou agenturou
Ceské republiky (projekt GACR 525/08/0819).
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VOLTAMETRICKE STAN OVENI I-NITROPYRENU A 1-AMINOPYRENU
NA BOREM DOPOVANE DIAMANTOVE FILMOVE ELEKTRODE

OKSANA YOSYPCHUK a JIRi BAREK

Univerzita Karlova v Praze, Prirodovédecka fakulta, Ka-
tedra analytické chemie, UNESCO Laborator elektroche-
mie Zivotniho prostiedi, Albertov 6, 128 43 Praha 2
oksana.yosypchuk@seznam.cz

Uvod

Nitrované polycyklické aromatické uhlovodiky
(NPAH), mezi které patii jedna ze stanovovanych latek
I-nitropyren, jsou vyznamnou skupinou toxickych a karci-
nogennich kontaminantl zivotniho prostiedi, a predstavuji
znacny rizikovy faktor pro zdravi ¢loveka. Jiz od konce
70. let je ziejmé, Ze jsou pritomny ve vSech slozkach zi-
votniho prostiedi, do néhoZz pronikaji jako dasledek spalo-
vacich procest'. Jsou vyznamnou soudasti vyfukovych
plynii naftovych i benzinovych motorii. Ve vzorcich ¢éstic,
které jsou emitovany naftovymi motory, bylo urceno vice
nez padesat riiznych NPAH, pfi¢emZ pievladajici slouc¢eni-
nou je 1-nitropyren’.

Druhou stanovovanou latkou je 1-aminopyren (1-AP),
ktery patii do skupiny amino derivati polycyklickych aro-
matickych uhlovodikd (APAH). APAH jsou také znamé
svymi  karcinogennimi 0c¢inky, hojnym vysky-
tem v zivotnim prostfedi a navic jsou metabolity piislus-
nych NPAH®. Konkrétng 1-AP je jednim z produkti pre-
meény 1-NP v savéich organismech a byl nalezen v moci,
stolici, krvi, ledvinach, jatrech a plicich laboratornich zvi-
fat®.

Vzhledem k tomu, Ze nitroskupina a aminoskupina
jsou elektrochemicky aktivni, je mozno k jejich stanoveni
pouzit moderni voltametrické metody. Pro tyto tucely se
pouzivaji rtutove, amalgamové, uhlikové a dalsi stacionar-
ni pracovni elektrody. Borem dopovana diamantova filmo-
va elektroda (BDDE) patii mezi nejnovéjsi typy elektrod
odpovidajici konceptu tzv. zelené analytické chemie. Kvu-
li svym vhodnym mechanickym a elektrochemickym
vlastnostem se pouZiva i pro stanoveni NPAH® a APAH®.
Vzhledem k tomu, ze v literatufe doposud nebyla nalezena
zminka o stanoveni l-nitropyrenu a l-aminopyrenu na
BDDE, byla ptedpokladané studii vénovana pozornost.

Cilem této prace je na zadklad¢ studia elektrochemic-
kého chovani roztokli 1-nitropyrenu a 1-aminopyrenu ve
vodné-methanolickém prostfedi nalézt optimalni podmin-
ky pro jejich stanoveni metodou diferencni pulsni voltame-
trie na borem dopované diamantové filmové elektrode.

7 wr

Experimentalni ¢ast

Reagencie
Studované latky: zasobni roztok 1-NP (Cistota p. a.,
99%, Sigma-Aldrich, Praha, CR) o koncentraci 1-107
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mol dm” byl pfipraven rozpusténim 0,02473 g 1-NP
v methanolu (&istota p. a., 99,8%, Penta, CR) za pomoci
ultrazvuku a doplnénim na celkovy objem 100 ml.

Zasobni roztok 1-AP (Cistota p. a., 99%, Sigma-
Aldrich, Praha, CR) o koncentraci 1-10° mol dm~ byl
pfipraven rozpusténim 0,02171 g 1-AP v methanolu
a dopnénim na celkovy objem 100 ml.

Roztoky o niz§i koncentraci byly pfipravovany pres-
nym fedénim zasobnich roztokl.. VSechny roztoky studo-
vanych latek byly skladovany ve sklenénych nadobach ve
tmé za laboratorni teploty.

Dalsi pouzité chemikalie: 2-propanol pro spektrofo-
tometrii (Merck, Némecko), kyselina borita (Cistota p.a.,
Lachema, Brno), kyselina orthofosfore¢na (Cistota p. a.,
85%, Lach-Ner, CR), octova kyselina (Cistota p.a., 99,8%,
Lach-Ner, CR), hydroxid sodny (Cistota p. a., Lach-Ner,
CR), deionizovana voda (Milli-Q plus systém, Millipore,
USA).

Britton-Robinsontv pufr (ddle BR pufr) o pH 2-12
byl pfipraven obvyklym zpiisobem, tj. smisenim kyselé
slozky (obsahujici kyselinu boritou, octovou kyselinu
a kyselinu fosforecnou o koncentraci 0,04 mol dm’3)
a slozky zasadité obsahujici 0,2 mol dm™ NaOH.

Aparatura

Voltametrickd méfeni byla provadéna s vyuzitim po-
¢itacového Eco-Tribo Polarografu PC-ETP (Polaro-
Sensors, Praha) v programu PolarPro verze 5. Jednotliva
méfeni byla provadéna ve trielektrodovém zapojeni.
referentni elektroda: argentchloridova (3 mol dm” KCl,
Monokrystaly, Turnov, CR)
pomocna elektroda: platinovy plisek (Monokrystaly, Tur-
nov, CR)
pracovni elektroda: borem dopovana diamantova filmova
elektroda (Windsor Scientific Ltd, Velka Britanie)
digitalni pH-metr: Jenway 4330 (Jenway, Essen, Velka
Britanie) s kombinovanou sklenénou elektrodou
ultrazvukova lazen: PSO 200A Ultrasonic Compact Cleaner

Pracovni postupy

Pro dosazeni stanovenych cilti byla pouzita diferencni
pulsni voltametrie (DPV) s nasledujicimi parametry:

polarizaéni rychlost 20 mV s™'

pulsy o Sifce 80 ms

modulacni amplituda —50 mV pro méfeni
a+50 mV pro méieni 1-AP

Elektrochemicka regenerace BDDE byla provadéna
pred kazdym métfenim 1-NP pomoci padesati potencia-
lovych skokti mezi E' e, = +800 mV, ', = 0,3 s a E*op =
500 mV, t2rcg = 0,3 s. Pfi méfeni 1-AP se regenerace ne-
provadéla. Po ukonceni meéfeni byla pracovni elektroda
uchovévana v deionizované vode.

1-NP
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Pii pfipravé roztoku 1-NP a 1-AP pro voltametrické
méfeni se postupovalo nasledujicim zpisobem: do odmér-
né baniky na 10 ml bylo odméteno dané mnozstvi roztoku
1-NP nebo 1-AP v methanolu, pfiddn methanol do celko-
vého objemu 7 ml a roztok byl doplnén po znacku BR
pufrem o daném pH. Vzdus$ny kyslik byl z roztoku odstra-
fovan pétiminutovym probublanim dusikem. Méfeni byla
provadéna pii laboratorni teploté.

Vyska pikd obou sledovanych latek pti diferencni
pulsni voltametrii byla vyhodnocovéana od spojnice minim
pred a za pikem.

Mez detekce (LOD) byla pocitana jako trojnasobek
smérodatné odchylky stanoveni odpovidajici nejniz§imu
bodu prométené koncentracni zavislosti a mez stanovitel-
nosti (LOQ) jako desetinasobek této smérodatné odchylky.

-1500

Obr. 1. Voltamogramy 1-NP (¢ = 1-10™* mol dm™) v prostiedi
MeOH-BR pufr (7:3), pH BR pufru 3,0 (1), 6,0 (2), 7,0 (3), 9,0
(4) a 12,0 (5). Méteno metodou DPV na BDDE
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Obr. 2. Voltamogramy I1-AP (¢ =1:10* mol dm™) v prostiedi
MeOH-BR pufr (7:3), pH BR pufru 3,0 (1), 4,0 (2), 7,0 (3), 9,0
(4) a 12,0 (5). Méteno metodou DPV na BDDE
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Vysledky a diskuse

Nejdfive byl sledovan vliv pH na chovani 1-NP a 1-AP
v prostfedi methanol-BR pufr o pH 2 az 12 (7:3) metodou
diferen¢ni pulsni voltametrie (obr. 1 a 2). Za optimalni
bylo pro obé latky zvoleno prostiedi methanol-BR pufr
opH 3,0 (vysledné pH vodné-methanolického roztoku
4,5), kde byly ziskany nejvyssi a nejsnaze vyhodnotitelné
piky.

Koncentra¢ni zavislost 1-NP a 1-AP byla proméfena
v tomto prostfedi v koncentraénim rozmezi 1-107° az 1-10™
mol dm™ u 1-NP (obr.3a4)a 1:10” az 1-10* mol dm™
u 1-AP (obr. 5-7). Parametry kalibra¢nich pfimek obou
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R =0,9998
00 30x10° 60x10° 9,0x10°
¢, mol.dm-

I nA -400

-200

-300 -900 -1200

E, mV

Obr. 3. Voltamogramy 1-NP v koncentraénim rozmezi 1-10~°-
110 mol dm™. Mgfeno metodou DPV na BDDE v prostredi
MeOH-BR pufr (7:3), pH BR pufru 3,0. Koncentrace 1-NP: 0 (1)
1:107° (2), 2:107° (3), 4107 (4), 6:107° (5), 8107 (6) a 1-107*
mol dm™ (7)
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Obr. 4. Voltamogramy 1-NP v koncentraénim rozmezi 1-107°-
110" mol dm™. Mgfeno metodou DPV na BDDE v prostredi
MeOH-BR pufr (7:3), pH BR pufru 3,0. Koncentrace 1-NP: 0
(1), 1-10° (1), 2:10°° (2), 4-10°° (3), 6:10°° (4), 810° (5) 1-10°7°
mol dm™ (6)
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Tabulka I
Parametry kalibracnich pfimek stanoveni 1-NP a 1-AP. Méfeno metodou DPV na BDDE v prostiedi MeOH-BR puft (7:3),
pH BR pufru 3,00
Latka c Smérnice Usek R LOD LOQ
[mol dm™] [nA mol™ dm’] [nA] [mol dm] [mol dm™]
1-NP 1-105-1-10* -5,39-10° -9,95 0,9998 3107 8-107
1-AP 1-1107-6:107 1,50-10’ 0,32 0,9996 610" 2-107
1200 T T T
7 900 "
900 |- /zw e / 135 - . i
“/ ”‘i ' i R5= 0,999? A
"“ / \\\ 0.0 3‘0x100 mzo:::_g 9,0x10 7 4
I, nA I a4 \\ . 6\ R=0,9953
oo /] /""N;\\ \ 1 304107 60x107 8,0x107
/ \‘~\ \\ ¢, mol.dm®
W\ el
300 |- AN \\
I 1 I 1

450
E, mV

Obr. 5. Voltamogramy 1-AP v koncentraénim rozmezi 1-10~°-
110 mol dm™. Mgfeno metodou DPV na BDDE v prostredi
MeOH-BR pufr (7:3), pH BR pufru 3,0. Koncentrace 1-AP: 0 (1)
1-107° (2), 2:107° (3), 4107 (4), 6:107° (5), 8107 (6) a 1-107*
mol dm™ (7)

240
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R =0,9942 []

3,0x10° 6,0x10° 9,0x10°

¢, mol.dm™3

Obr. 6. Voltamogramy 1-AP v koncentraénim rozmezi 1-107°-
1-10°mol dm™. Mgieno metodou DPV na BDDE v prosttedi
MeOH-BR pufr (7:3), pH BR pufru 3,0. Koncentrace 1-AP: 0 (1),
1-107° (2), 2:10° (3), 4-10°° (4), 6:10°° (5), 8:10° (6) a 1-107
mol dm (7)

latek jsou uvedeny v tab. I. Hodnota korelaéniho koefici-
entu 1-NP (R = 0,9998) ukazuje vysokou linearitu v celém
koncentra¢nim rozsahu. U 1-AP je tomu obdobné¢ (R =
0,9996) v rozmezi 1:10" a7 6:10> mol dm>. Odchyleni od
linearity v useku 6:107 az 1-10™ mol dm™ mize souviset s
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Obr. 7. Voltamogramy 1-AP v koncentraénim rozmezi 1-107-
1-10°mol dm™. Méieno metodou DPV na BDDE v prosttedi
MeOH-BR pufr (7:3), pH BR pufru 3,0. Koncentrace 1-AP: 0 (1),
1-1107 (2), 2:107 (3), 4107 (4), 6:107 (5), 8:107 (6) a 1-10°
mol dm™ (7)

adsorpci 1-AP na povrchu elektrody nebo s jeji pasivaci.
Na druhou stranu se u 1-AP podatilo dosdhnout pomérné
nizké meze detekce 4-107° mol dm’3, zatimco u 1-NP je to
110”7 mol dm™ a jejimu dal3i sniZeni bude vénovana po-
zornost pii dal§im vyzkumu.

Zaveér

Na zéklad€ provedeného vyzkumu elektrochemického
chovéani roztokt 1-nitropyrenu a 1-aminopyrenu ve vodné-
methanolickém prostfedi na borem dopované diamantové
filmové elektrodé metodou diferen¢ni pulsni voltametrie
byly vyvozeny nasledujici zavéry:

Optimalni podminky pro DPV stanoveni studovanych
latek na BDDE jsou nasledujici: prostfedi methanol:
BR pufr o pH 3,0 (7:3) (vysledné pH vodné-
methanolického roztoku 4,5).

Koncentraéni zavislost 1-NP proméfena v rozmezi
1-10 az 1-10~* mol dm™ je linearni v celém rozsahu
s R =0,9998. Dosazena mez detekce je 3-107 mol dm™
a mez stanovitelnosti 8-10 mol dm (stanoveno z 11
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paralelnich méfeni roztoku 1-nitropyrenu o koncen-
traci 1-10°° mol dm™).

3. Koncentra¢ni zavislost 1-AP proméfenda v rozmezi
1-107 az 1-10™* mol dm je linearni v useku 1-1077 az
6:10° mol dm™ s R = 0,9996. Dosazena mez detekce
je 6:10° moldm” a mez stanovitelnosti 2-107
mol dm (stanoveno z 11 paralelnich méFeni roztoku
1-aminopyrenu o koncentraci 2-10”" mol dm ).

4. Z provedené studie plyne, Ze za stanovenych podmi-
nek 1ze na borem dopované diamantové filmové elek-
trodé provést voltametrické stanoveni 1-nitropyrenu
a 1-aminopyrenu s dostate¢nou citlivosti a pfesnosti.

Tato prace vznikla v souvislosti s FeSenim vyzkumné-
ho zameéru MSM0021620857, dale byla financné podporo-
vana Ministerstvem Skolstvi, mladeze a télovychovy
(projekt LC 06035) a Grantovou agenturou Ceské republi-
ky (projekt GACR 203/07/P261).
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Abstrakt

Studium protein-protein interakci v in vitro podmin-
kach je velmi zajimavé a pfinasi fadu unikatnich vysledku.
Hlavnim cilem nasi prace bylo studovat matrixovou meta-
loproteinasu 9 (MMP-9) a jeji interakce s kolagenem. Pri-
marné jsme se zaméfili na optimalizaci chronopotenciome-
trické rozpoustéci analyzy pro detekci MMP-9 a interakce
s kolagenem. Za optimalnich podminek (¢as akumulace
90 s, zakladni elektrolyt 0,2 M acetatovy pufr pH 5, roz-
poustéci proud 1 pA) byl stanoven detekéni limit pro
MMP-9 jako 100 pM. Kolagen o koncentraci 1 ug ml™' byl
akumulovan po dobu 90 s na povrch rtutové kapkové elek-
trody (HMDE). Poté byla modifikovanda HMDE omyta ve
vod¢ a ponofena do roztoku MMP-9 (5 ul) o koncentraci
1 ng ml™" po dobu 90 s. Zjistili jsme, Ze po aplikaci MMP-
9 na kolagen se signal kolagenu zvysil pfiblizné dvakrat
a pozice se posunula na —1,63 V oproti detekci samotného
kolagenu a MMP-9 (1,4 V). Lze usuzovat, Ze vzrist sig-
nalu kolagenu ovlivituje MMP-9 tim, Ze kolagen je Sté€pen
na mensi fragmenty, které jsou 1épe pristupné na povrch
HMDE a davaji vyssi signal. Vysledky byly ovéteny po-
moci gelové chipové elektroforézy. Dale jsme pouzili dife-
renéni pulsni voltametrii Brdi¢kovu reakci pro studium
ovlivnéni aktivity MMP-9 zvySenou teplotou a koncentraci
zine¢natych ionttl, jako kofaktoru pro tyto enzymy. Aktivi-
ta MMP-9 v prostiedi =zineCnatych ionti je vysSsi
v porovnani s experimentem kolagen-MMP-9 bez jejich
pritomnosti.

Uvod

Matrixové metaloproteinasy (MMP) jsou pocetnou
skupinou zinek-dependentnich proteint, které maji za kol
Stépeni a prestavovani jednotlivych soucasti pojivové tka-
n¢ (kolagen, elastin, zelatina a kasein). Degradace pojivo-
vé tkan¢ je déj, ktery probiha pii ontogenetickych zménach
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v organismu, jako je napfiklad rust, morfogeneze, ale také
hojeni ran a poskozeni tkéani. S tim také souvisi aktivita
MMP pfi onemocnéni a patologickych procesech (zanéty,
kozni ¢i nadorova onemocnéni). Skupina téchto enzymi
hraje dileZitou roli v fad¢€ procesil a proto neni divu, Ze se
v organismu vyskytuji ve vice formach. Je znamo kolem
20-ti typlh MMP podle presyntetického useku na chromo-
somech a specifitou k substratu'. Diky metodam rentgeno-
vé krystalografie a nuklearni magnetické rezonance je dnes
znama struktura mnoha MMP*”.

Vétsina téchto enzymu (kromé membranovych MMP)
je zbunky sekretovana ve formé proenzymu, ktery je
podle potieby pro samotné Stépeni aktivovan ionty zinku.
Miuzeme se tedy domnivat, ze by zde mohl existovat typ
transportu iontll zinku a to na bazi transportniho proteinu,
ktery by mohl doposud neznamym zpisobem piena-
Set zinek pro aktivni §tépeni tkan€¢ metaloproteinasami.
Jednim z takovych pfenasecl je nizkomolekularni protein
metalothionein®’.

Studium protein-protein interakci v in vitro podmin-
kach je v dob¢, kdy se pozornost mnoha védeckych skupin
po celém svété obraci smérem k proteomu, velmi zajimavé
a pfinasi fadu unikatnich vysledki. Primarné jsme se za-
méfili na optimalizaci chronopotenciometrické rozpoustéci
analyzy pro detekci MMP-9 a interakci s kolagenem.
Chronopotenciometrickd rozpoustéci analyza byla pouzita
pro detekci n&kolika biologicky dilezitych peptidi®’
aproteinii jako metalothionein® ¥, alpha-synuclein',
MutS protein'®, glutathion-S-transferasa'’, thrombin'®.
Navic, Ostatnd a spol. prokazala, Ze 1ze tuto elektroche-
mickou metodu pouzit pro studium strukturnich zmén
bovinniho sérového albuminu'’*’. Dale nase pozornost
sméfovala na studium riiznych zpasobt aktivace MMP-9.
Vysledky byly ovéfeny pomoci gelové chipové elektrofo-
rézy*'. Hlavnim cilem této prace je ukazat, e aplikace
modernich  elektrochemickych  metod v kombinaci
s klasickymi molekularné-biologickymi technikami pfi
feSeni urcitych problémi v biologii mize byt velmi vyhod-
na.

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

Lidska MMP-9 byla dodéna od firmy Chemicon In-
ternational (Temecula, USA). Lyofilizovany kolagen byl
ziskan od Vyzkumného tustavu pletaiského (Brno, Ceska
republika). Ostatni pouzité chemikalie byly zakoupeny od
firmy Sigma-Aldrich v ACS Cdistoté, pokud neni uvedeno
jinak. Zasobni roztoky standardii (koncentrace 10 pug ml™)
byly pfipraveny ve vodé ACS Cistoty (Sigma-Aldrich,
USA) a uchovany ve tmé pfi teplot€ —20 °C. Pracovni
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roztok byl pripravovan denné fedénim zasobnich roztoki.
Hodnoty pH byly méfeny s pouzitim WTW inoLab Level
3 (Weilheim, Némecko), spojenym s osobnim pocitacem
(Weilheim). pH-elektroda (SenTix-H) byla pravidelné
kalibrovana souborem WTW pufri. VSechny roztoky byly
pfed analyzou filtrovany pfes teflonovy filtr 0,45 pm
(MetaChem, Torrance, CA, USA). Voda byla deminera-
lizovédna pomoci reverzni osmoézy na pfistrojich Aqua
Osmotic 02 (Aqua Osmotic, Tignov, Ceska republika)
a dale cisténa pomoci Millipore RG (Millipore Corp.,
USA, 18 MQ).

Adsorptivni pfenosova rozpoustéci technika
chronopotenciometrickd rozpoustéci analyza

Elektrochemické analyzy byly provadény na AUTO-
LABu (EcoChemie, Nizozemi) ve spojeni s VA-Stand 663
(Metrohm, Svycarsko). Byl pouzit ttielektrodovy systém
skladajici se z visici rtutové kapkové elektrody jako pra-
covni elektrody s plochou 0,4 mm? argentochloridové
elektrody (Ag/AgCl/3 M-KCIl) jako referentni elektrody
a uhlikové tycky jako pomocné elektrody. Analyzované
vzorky byly pied detekci deoxygenovany probublanim
argonem (99,999%), saturovanym ve vodé po 120s.
Vsechny experimenty byly provadény pfi laboratorni tep-
loté. Software GPES 4.9 (EcoChemie) byl pouZit pro zpra-
covani hrubych dat (vyhlazovani, korekce na zékladni
hladinu). Experimentalni podminky pro detekci MMP
pomoci adsorptivni pfenosové rozpoustéci (AdTS) techni-
ky chronopotenciometrické rozpoustéci analyzy (CPSA)
byly optimalizovény.

Diferenéni pulsni voltametrie Brdickova reakce

Elektrochemické analyzy byly provadény na pfistroji
HLAUTOLAB III (EcoChemie, Nizozemi) ve spojeni
s VA-Stand 663 (Metrohm, Svycarsko). Byl pouzit tiielek-
trodovy systém skladajici se z visici rtutové kapkové elek-
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trody jako pracovni elektrody s plochou 0,4 mm?, argen-
tochloridové elektrody (Ag/AgCl/3 M-KCl) jako referentni
elektrody a uhlikové tycky jako pomocné elektrody. Za-
kladni elektrolyt (1 mM Co(NH;)sCl; a 1 M amonny pufr;
NH;(aq) + NH4Cl, pH 9,6). Parametry diferencni pulsni
voltametrie byly nésledujici: pocatecni potencidl —
0,6 V, konecny potencial —1,6 V, modulacni ¢as 0,057 s,
Casovy interval 0,2 s, potencidlovy krok 1 mV, modulacni
amplituda 250 mV, teplota 37 °C, ktera byla udrzovana
pomoci  prutokového pfistroje JULABO FI12/ED
(Labortechnik GmbH, Némecko).

Chipova gelova elektroforéza — Experion

Analyzy byly provadény na chipové gelové elektrofo-
réze Experion (Bio-Rad, USA). VSechny analyzované
vzorky byly fedény tak, aby koncentrace proteinli nepie-
sahla 300 pg ml™'. Nasledn& byly 4 ul tohoto roztoku smi-
chany s 2 pl redukéniho pufru (systémovy pufr ve smési
s merkaptoethanolem (100%) v poméru 30:1 (v/v)). Tato
smés byla ponechana 4 min pti 100 °C a poté bylo ptidano
84 pl vody (ACS). Po naplnéni chipu gelem a pfipravé
barviciho roztoku byla zfedéna smés vzorku, redukéniho
pufru a vody (6 ul) davkovéana do systému. Jako standard
byl pouzit Pro260 Ladder (Bio-Rad). Pro inkubaci vzork
pfed analyzou byl pouzit thermomixer (Eppendorf 5430,
USA).

Vysledky a diskuse
Detekce matrixové metaloproteinasy 9

Navrhli jsme elektrochemickou metodu zalozenou na
katalytickém vylucovani vodiku, oznaovanou jako pik H,
za které jsou odpoveédné —SH a NH, skupiny MMP. Detek-
ce probihala pomoci adsorptivni pfenosové techniky
(obr. 1A). Nejdiive jsme hledali elektrochemické paramet-
ry pro analyzu metaloproteinasy. Prvnim parametrem, jenz

3.

obnoveni omyti 147
povrchu elektrody Potencidl (V)

A

13100 s/V
<>

Obr. 1. (A) Schéma adsorptivni rozpoustéci prenosové techniky (AdTS) pouZité pro detekci metalothioneinu; (1.) obnova povrchu
visici rtutové kapkové elektrody (HMDE); (2.) adsorpce MMP resp. Kolagenu v kapce roztoku na povrch HMDE pfi otevieném potenci-
alu; (3.) omyti elektrody v deionizované vodé¢; (4.) analyza MMP anebo kolagenu metodou CPSA pii zapojeni elektrod A-pomocna
(uhlikova ty¢ka); W-pracovni (HMDE); R-referentni (Ag/AgCl/KCl). (B) CPSA voltamogram MMP. Zakladnim elektrolytem byl ace-
tatovy pufr (pH 4,6). AdTS CPSA parametry byly nasledujici: iniciaéni potencial 0 V, kone¢ny potencial —1,85 V, teplota 20 °C, doba

akumulace 90 s
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byl optimalizovan, byla doba akumulace metaloproteinasy
na rtutové elektrod¢. Zakladni koncentrace metaloprotei-
nasy byla velmi nizka (0,01 ng ml™") a detekce probihala
v boratovém pufru pH 7,6. Jednotlivé casy akumulace
byly urceny na 30, 60, 90, 120, 150 a 180 s. Zjistili jsme,
ze s dobou akumulace roste 1 vyska piku az do 90 s, kde
dosahuje svého maxima, poté vyska piku klesa.

Dalsim krokem bylo zjistit, jak se metaloproteinasa
chova v riznych pufrech. Byla vybrana nasledujici pufro-
vana prostiedi: acetatovy pufr (pH 4,6); Britton-Robinson
pufr (pH 6,5), fosfatovy pufr (pH 6,95) a boratovy pufr
(pH 7,6). V acetatovém pufru jsme pozorovali nejvyssi
odezvu. Zaroven lze fici, ze nizsi pH je pro elektrochemic-
kou analyzu metaloproteinasy vhodnéjsi nez pH vyssi.
Kazdy pufr, tedy i rizné pH, dava vznik signalu metalo-
proteinasy v mirné odliSném potencidlu. Acetatovy pufr v
—1,47 V (obr. 1B); Britton-Robinson —1,62 V, fosfatovy
pufr —1,71 V a boratovy pufr —1,74 V. Za pozorované
zmény Vv potencialech piki jsou pravdépodobné odpovéd-
ny rozdily v pribéhu elektrodové reakce. DalSim experi-
mentem bylo sledovani zavislosti vysky piku metaloprotei-
nasy o koncentraci 1 ng ml™' na rizném pH acetitového
pufru. Bylo zji§téno, Ze optimalnim je pH 5. Odezvu sig-
nalu metaloproteinasy v acetatovém pufru pH 5 vyrazné
ovliviiuje aplikovany rozpoustéci proud. Byly sledovany
tyto hodnoty rozpoustéciho proudu (1, 2, 4, 6, 8, 10 a 12 pA).
S tim, jak roste hodnota rozpoustéciho proudu, klesa signal
metaloproteinasy. Proto jsme zvolili hodnotu rozpoustéci-
ho proudu 1 pA. Limit detekce byl stanoven jako 3% sig-
nal/$sum dle Longa a Winefordnera® jako 100 pM (cit. >).

Ptiprava kolagenu

Samotnd piiprava roztoku kolagenu neni pfili§ tech-
nologicky jednoduchou zalezitosti. V ptipadé rozpousténi
kolagenu ve vod¢ jsme velice limitovéani jeho omezenou
rozpustnosti, za coz je odpovédna jeho kompaktni struktu-
ra. Vlivem mechanického plisobeni (tfepani, michani) lze
dosédhnout omezeného rozpousténi kolagenu, ale pravde-
podobné za poskozeni vyssich proteinovych struktur. Zlep-
Seni fyzikalnich vlastnosti kolagenni hmoty je mozné doci-
lit ptisobenim snizeného tlaku. Bylo zjisténo, ze v takové
kolagenni hmoté vznikaji nehomogenni shluky (neni uka-
zano). Urceni koncentrace kolagenu spektrofotometricky
je proto velmi obtizné. Alternativni metodou, jak zjistit
koncentraci kolagenu, se zd4 byt elektrochemicka detekce
pomoci metody square wave voltametrie na uhlikové pas-
tové elektrodé, kde je pozorovan charakteristicky voltame-
tricky zaznam. V experimentu byl kolagen rozpoustén ve
vode, pfipadné kyseliné chlorovodikové (9%). Suspenze
byla tfepana pomoci Vortex 2 (400 rpm) 15 minut. Ko-
lagen se pomérné velmi dobie rozpoustel v prostredi kyse-
liny chlorovodikové. Ziskany signal kolagenu se zvySoval
v zavislosti na jeho koncentraci. V ptipadé, ze byl kolagen
rozpousStén pouze v demineralizované vodg, byla jeho
rychlost rozpousténi siln¢ omezena.

V nésledujicim experimentu byl studovan vliv rizné
koncentrace kyseliny chlorovodikové na rozpustnost ko-
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lagenu. Pro tento ucel byly ptipraveny roztoky HCI (od 0,1
az po 10 %) a ke kazdému bylo navazeno 100 mg kolage-
nu. Takto pfipraveny 1 ml roztoku byl umistén na tiepacku
a po dobu 30 min intenzivné protfepavan (400 rpm). Poté
byly vzorky analyzovany pomoci square wave voltametrie
na uhlikové pastové elektrod€é (doba akumulace 120 s,
frekvence 200 Hz, zékladni elektrolyt: acetatovy pufr
pH 5, pocatecni potencial 0 V a kone¢ny potencial 1,5 V).
Bylo mozné pozorovat, ze s narGstajici koncentraci kyseli-
ny chlorovodikové dochazi k nartstu obsahu rozpusténého
kolagenu ve sledovaném vzorku. Na druhou stranu jsou
roztoky obsahujici kolagen velmi kyselé (pH 0,5 az 1,5),
coz muze negativné ovliviiovat nativni strukturu proteinu.
Do dalsich experimenti jsme zvolili rozpousténi v prostiedi
kyseliny chlorovodikové o koncentraci 9 % (m/m).

Interakce kolagenu s MMP-9

Jednim z hlavnich cila této prace bylo studovat akti-
vaci MMP-9. Kolagen patfi mezi hlavni substraty MMP
v organismu. Rozhodli jsme se pfistoupit k optimalizaci
anasledné elektrochemické detekci interakce MMP-9
s kolagenem. Nejdfive jsme optimalizovali dobu akumula-
ce kolagenu na rtutovou elektrodu. Ostatni parametry byly
pro analyzu kolagenu stejné jako u MMP-9. Nejvhodnéjsi
doba akumulace byla 90 s. Nésledné jsme mohli pfistoupit
ke studiu interakce MMP-9 a kolagenu. Nejvhodnéjsi pod-
minky pro §tépeni kolagenu MM-9 (1 ng mI™") byly v pro-
stiedi 0,05 M-Tris-HCI pH 7,6 + 0,2 M-NaCl + 0,01 M-
CaClz.

Nyni jsme mohli provést analyzu vlastni interakce,
ktera probihala nasledovné. Pouzili jsme vzorek kolagenu
o koncentraci 1 pg ml™' a akumulovali ho po dobu 90 s na
HMDE. Po této dobé jsme HMDE omyli ve vodé o ACS
Cistoté a ponofili do kapky vzorku MMP-9 o koncentraci
1 ngml™ a opét akumulovali 90 s. Po uplynuti této doby
byla HMDE omyta a analyza mohla prob&hnout. Zjistili
jsme, ze po aplikaci MMP-9 na kolagen se signal kolagenu
zvysil priblizn€ dvakrat a pozice se posunula na —1,63 V
oproti detekci samotného kolagenu a MMP-9 (—1,4 V).
Pro ovéfeni jsme sniZili koncentrace obou latek o polovi-
nu, tedy na 0,5 pg ml™" a zméfili jsme samotny kolagen a
poté po aplikaci 0,5 ng ml™' MMP-9. Vlivem toho signal
poklesl oproti koncentracim 1 pg ml™ témé& o polovinu a
rovnéz tak i signdl po interakei klesl o polovinu. Lze usu-
zovat, ze vzrast signalu kolagenu ovliviiuje MMP-9 tim,
ze byl kolagen $t€pen na mensi fragmenty, které jsou 1épe
pfistupné k povrchu pracovni elektrody a poskytuji tak
vyssi signal. Vysledky byly potvrzeny pomoci gelové chi-
pové elektroforézy (neni ukazano).

Brdic¢kova reakce jako dal$i nastroj pro studium
MMP-9

Jak bylo vyse ukazano, CPSA je vhodnym nastrojem
pro studium interakci MMP-9 s kolagenem.

I ptes citlivost pouZité elektrochemické techniky neni
vhodné pro sériové analyzy a studium fady riznych fakto-



Chem. Listy 103, s216—s220 (2009)

Cena Merck 2009

*Pougité ko entrace:
Eeligenh pymit — — — — KohgentMMP+Zn
MMP 100 ng/ml 8 hodin
Zn100 ng/ml
Kolagen+MMP mmmimfmme = = — — Kolhgen+MMP+Zn
8 hodin A\ T hedin
Kohgen+NMP
lea 7 hodin
\
: \
N /) =z Ab---- Kolagen
A % =
.:'.r- \\\. > = -\".\\\L 7 a8 hodin n
> o MrwisigdCadl
¥ L L L} 1
170 L& .L,20 4,90 470
E V)

Obr. 2. Typické voltamogramy kolagenu inkubovaného v prostiedi MMP-9

rt, které mohou aktivitu MMP-9 ovlivnit. Proto nés zaji-
malo, jestli jsme schopni takové interakce studovat i po-
moci dalsi elektrochemické metody. Pro tento Ucel jsme
zvolili metodu diferencni pulsni voltametrie v Brdickové
roztoku®. Byly pouzity roztoky o zasobni koncentraci:
kolagen 1 mg ml™ (v 9% HCI), MMP-9 10 ug ml™', ZnCl,
10 pug ml™'. Ptiprava pracovniho elektrolytu probihala tak,
ze nejprve byl do pracovni elektrochemické nadobky obsa-
hujici 2 ml Brdi¢kovy soluce naddvkovan zésobni roztok
kolagenu v objemu 20 pl za odebrani ekvivalentniho obje-
mu Brdi¢kovy soluce znadobky. Vysledna koncentrace
kolagenu v pracovnim roztoku Brdickovy soluce tak Cinila
10 pg ml™'. Po pfidani kolagenu byla teplota pracovniho
roztoku zvySena z laboratorni na teplotu fyziologickou,
tedy 37 °C pomoci pratokové nadobky piipojené na ter-
mostat Julabo a byla pfiddna MMP-9. Déle nasledovaly tfi
varianty analyzy. Prvni varianta byla detekce samotného
kolagenu o mnozstvi 20 pg (obr. 2, modra kiivka). Druha
varianta byla detekce kolagenu (20 pg) s MMP-9 o mnoz-
stvi 200 ng (obr. 2, zelend kiivka). Treti varianta analyzy
probihala ve smési kolagen (20 pg), MMP-9 (200 ng)
a ZnCl, o mnozstvi 200 ng (obr. 2, Cervena kiivka). Rozto-
ky byly utésnény v nadobce parafilmem, aby nedochézelo
k vypafovani vzorkl, které bylo béhem osmihodinové
analyzy minimalni (do péti procent z celkového objemu).
Interakce kolagenu s MMP-9 pfinesla zajimavé vy-
sledky. Pik, ktery zodpovida za pfistupnost elektroaktiv-
nich skupin proteinti (-SH, -NH,) snazvem Cat1l se
v pribéhu inkubace téchto dvou proteinl postupné zvySo-
val. Tento fakt je mozné vysvétlit interakci MMP-9
s kolagenem, kde dochazelo k postupné degradaci kolage-
nu a tim se zvySoval pocet elektroaktivnich skupin schop-
nych elektrochemické pfemény na povrchu pracovni elek-
trody (obr.2 a obr. 3, zelena kiivka). Signal samotného
kolagenu se béhem inkubace pfili§ neménil (obr. 3, modra
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ktivka).

Tyto proteiny ve své struktufe obsahuji zine¢naté
ionty, které je schopen transportovat protein metalothione-
in. Proto jsme cely experiment zjednodusili a analyzovali
smés kolagenu, MMP-9 a zineCnatych ionti. Vysledek
naSich analyz je mozné vidét na obr. 2 a 3, ervena kiivka.
Elektrochemicky signal Cat 1 se zvySoval po celou dobu
inkubace. Pfiblizn€ v 360. minuté¢ doslo ke zlomu a signal
vzrostl béhem nasledujicich nékolika desitek minut témeéf
o padesat procent. Struktura kolagenu je kompaktni a je
velmi pravdépodobné, ze tento zlom znaci Sté€peni této
struktury na mensi fragmenty. Nejzajimavéj$im vysledkem
je, ze aktivita MMP-9 v prostiedi zine¢natych iontd
(100 ng mI™") je vys§i vporovnani sexperimentem ko-
lagen-MMP-9 bez piitomnosti téchto iontt (obr. 3).

Zavér

V této praci se nam podaftilo unikatni volbou metod
pro analyzy prokazat moznost vyuziti elektrochemickych
metod pro studium aktivity matrixové metaloproteinasy 9,
ktera je hlavnim prvkem v degradaci a ptestavovani zivo-
¢iSné extracelularni matrix. Nejprve byly optimalizovany
postupy elektrochemické detekce pomoci chronopotencio-
metrické analyzy ve spojeni s adsorp¢ni pienosovou tech-
nikou. Nasledné byla touto metodou testovana moznost
elektrochemického monitorovani zmén pii vazbé MMP na
substrat kolagenu, jenz byl akumulovéan na povrch pracov-
ni elektrody. To v§e ndm dalo dostatek podkladi pro dalsi
préci, kterd se tykala ovéfeni experimentalniho schématu
pomoci chipové elektroforézy. Tou bylo prokazano, ze
zvySend teplota mulze aktivovat u MMP-9 Stépeni
v pritomnosti substratu kolagenu. S témito vysledky jsme
se opét vratili k elektrochemické analyze. Zvolili jsme
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Pozice katalytického
signalu Cat 1

—o— Klagen Prosty
—=— Kolagen + MMP

—a— Kolagen + MMP + Zn
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Analyza (¢)

Obr. 3. Zavislost vy$ky a pozice signalu Cat 1 na délce interakce mezi MMP-9 a kolagenem. Casovy rozestup mezi analyzami byl
17 minut

metodu diferencni pulsni voltametrie — Brdickovy reakce.
Tou jsme ziskali experimentalni data, ktera svéd¢i o priibé-
hu enzymatického ptisobeni MMP-9 na kolagen pfi fyzio-
logické teplot¢ a o zvySeni aktivity v piipad¢ aplikovani
ekvimolarniho mnozstvi zinkovych iontd.

Tento vyzkum byl financné podporovan granty GA AV

144401990701 a 24-1591/122 - MPO.
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STUDIUM POVRCHOVE MODIFIKACE STRIBRNYCH NANOCASTIC
A JEJICH MOZNE VYUZITI V ANALYTICKE CHEMII
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PAVEL REZANKA a VLADIMIR KRAL

Ustav analytické chemie, Fakulta chemicko-inzenyrskd,
Vysoka Skola chemicko-technologickd v Praze, Technicka
5, 166 28 Praha

pavel.zvatora@yscht.cz

Uvod

Rigidni konformace Trogerovy baze predstavuje zaji-
mavy strukturni motiv umoziiujici preorganizaci funkénich
skupin potfebnych pro ziskani latky schopné selektivnich
interakci. Imobilizace téchto latek na nanocastice by
umoznila sledovat jejich interakce s analyty napf. pomoci
povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie. Molekularni
design latek (5) a (6) dovoluje pomoci n-m vazeb vazat
elektronové deficitni systémy jako napi. areny’. Tato vlast-
nost jiz sama o sobé€ ¢ini z Trogerovych bazi potencionalné
zajimavé medicinalni a analytické nastroje. Nanocastice by
také mohly dovolit snadnou separaci Trogerovych bazi po
komplexaci se zvolenym analytem z roztoku na zakladé
centrifugace, coz by jist¢ vedlo k uspofe Casu a finan¢nich
prostiedkt napiiklad v ptipadé slozitych matric a vzorku,
kdy by jinak musela byt tato separace provadéna pomoci
chromatografickych metod.

V této praci byl sledovan vliv zpisobu piipravy'™
a iontové sily* roztoku na kvalitu SERS spekter nano&astic
stiibra. Pfipravené nanocastice byly charakterizovany po-
moci absorp¢ni spektroskopie ve viditelné oblasti spektra.
SERS aktivni vlastnosti byly ovétovany povrchové zesile-
nou Ramanovou spektroskopii po imobilizaci 3-merkapto-
propanové kyseliny (1) na povrchu nanocastic. Dale byl
studovan zpuisob imobilizace latek vazajicich se na stiibr-
ny povrch pres dusikovy atom, jako modelové latky byly v
tomto pripadé zvoleny triethylamin (2), 1,10-fenantrolin
(3) a 4,4’-bipyridin (4), pomoci kterych byl hledan vhodny
zpusob pfipravy nanocastic pro imobilizaci derivata Tro-
gerovych bazi (5) a (6) (struktury latek viz obr. 1).

Experimentalni ¢ast
Chemikalie a zafizeni

Vsechny pouzité chemikalie byly Cistoty p.a. Pro
pfipravu nanocéstic byla pouZzita deionizovand voda, ktera
byla ziskdna pomoci iontoménict (R = 10 MQ). Absorp¢ni
spektra byla méfena na pfistroji Varian Cary 400 SCAN.
Meéfteni bylo provadéno ve sklenéné kyveté o tloust'ce
1 cm v rozsahu 300 az 800 nm s krokem 1 nm. Ramanova
spektra (SERS spektra) byla méfena pomoci Ramanova
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Obr. 1. Struktury latek pouzitych v této praci: (1) 3-merkapto-
propanova kyselina; (2) triethylamin; (3) 1,10-fenantrolin, (4)
4,4’-bipyridin, (5) methoxy derivat Trogerovy baze 3A; (6) kvar-
ternizovana forma methoxy derivatu Trogerovy baze 3A

spektrometru NIR Advantage s méticim rozsahem 100—
2000 cm™ a s vinovou délkou excitaéniho zdroje byla
785 nm.

Centrifugace byly provadény v umélohmotnych zku-
mavkach o objemu 2 ml na centrifuze Eppendorf CENT-
RIFUGE 5418. Vzorky byly odstfedény pti 13 000 otac-
kéch za minutu (odstfedivé zrychleni 92 665 m s?) po
dobu 10 min.

Sonifikace byla provadéna v ultrazvukové lazni
TRANSSONIC 570 pii 35 kHz.

Ptiprava nanocastic

a) redukce citratem sodnym

Roztok AgNO; byl pfipraven rozpuSténim 9 mg
AgNO; v 1 ml vody (¢(AgNO3) = 5,33:102 mol 1""). Roz-
tok citratu sodného (1% (m/m)) (Na;CsHsO;- 2 H,0) byl
pripraven navazenim 250 mg Na;CsHsO7 - 2 H,O do 25 ml
odmérné baiiky (c(Na;CsHsO; - 2 H,0) = 3,410 mol I'").

Do dvouhrdlé banky 100 ml bylo nalito 50 ml vody
a vloZeno michadlo. Batika byla opatfena zp&tnym chladi-
¢em a tato aparatura byla umisténa do olejové lazné. Voda
byla pfivedena k varu, poté byl pfidan roztok AgNO;
a 1 ml roztoku citratu. Reakéni smés se za stalého michani
vafila 15 min.
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b) redukce pomoci NaBH,4

Roztok AgNO; byl pfipraven rozpuSténim 3,36 mg
AgNO;v 9 ml vody (c(AgNOs) = 2,2:107 mol I""). Déle
byl piipraven roztok NaBH, rozpusténim 3,5 mg NaBH,4
v 75 ml vody (¢(NaBH,) = 1,210~ mol 1""). Vzniklé roz-
toky byly chlazeny ve vodni lazni s ledem. K roztoku Na-
BH,4 v 100 ml bafice bylo vloZzeno magnetické michadlo a
za stalého michani byl po kapkéach ptfiddn roztok AgNOs.
Michani poté pokracovalo bez preruseni dalSich 45 min az
do doby, nez se rozlozil nadbyte¢ny NaBH, a ustalila se
laboratorni teplota roztoku.
¢) redukce pomoci Chelatonu III

Byl pripraven zasobni roztok Chelatonu III rozpustée-
nim 22,8 mg latky v 2 ml vody, roztok NaOH rozpusténim
180,9 mg NaOH ve 2 ml vody a roztok AgNO; rozpusteé-
nim 9,10 mg AgNO; v 0,5 ml vody.

Do dvouhrdlé barniky o objemu 100 ml bylo odpipeto-
vano 268 pl roztoku Chelatonu III (c(Chelaton III) =
1,64:10™* mol I"") a 88 pl NaOH (¢(NaOH) = 1,0-10™" mol I'").
Déle bylo vloZeno michadlo. Barika se zpétnym chladicem
byla umisténa do olejové lazné€ a roztok byl pfiveden
k varu. Poté byl ptidan roztok AgNO; 485 ul (c(AgNOs) =
2,60-1072 mol I'") a reakéni smés se vatila 15 min.

Charakterizace nanodastic

Roztoky byly po pfipravé ponechany jeden den
v temnu a poté byly charakterizovany pomoci UV-VIS
absorp¢ni spektroskopie a Ramanovy spektroskopie.

Modifikace nanocastic

Ke 2 ml roztoku nanoc¢éstic byl pfidan vodny roztok
modelovych latek (1), (2), (3), (4) a roztok latek (5) a (6)
v rozpoustédle (DMSO). Koncentrace pfidané latky byla
v rozmezi 1-10° a7 1-10™" mol I"". Po ptidavku modelové
latky byl roztok ponechén dalSich 24 hodin v temnu. Vliv
modifikace byl sledovan pomoci Ramanovy spektroskopie.

Cilena agregace nanocastic

Z divodu ovéfeni vlivu agregace nanocastic na inten-
zitu povrchem zesileného signdlu v Ramanové spektrosko-
pii byl k roztokiim nanocastic modifikovanych vybranymi
latkami ptidavan 0,1 mol 1™ roztok KCI. Ptidavky KClI
byly realizovany v rozsahu 20-200 ul, s krokem 20 pl
a 200-300 pl s krokem 50 pl. Vliv zvySovani iontové sily
byl sledovan pomoci Ramanovy spektroskopie a pomoci
UV-VIS absorp¢ni spektroskopie.

Vysledky a diskuse
Ptiprava nanocéstic stfibra

Nanocastice byly pfipraveny redukci AgNO; riznymi
redukénimi &inidly'™. Takto pfipravené nano&astice byly

Cena Merck 2009

Tabulka I

Vlnové délky absorp¢nich maxim hlavnich absorpcnich
past roztokd nanocéstic stiibra v zavislosti na pouzitém
redukénim ¢inidle

Intenzita

s222

Redukéni ¢inidlo Max. absorbance Velikost
[nm] [nm]
A) citrat sodny 430 ~45
B) borohydrid sodny 392 ~20
C) chelaton IIT 414 ~30
s o &
S T3 3
‘ P ™

500
Vinoget (cni’')

2000 1500 1000

Obr. 2. SERS spektra imobilizované latky (1) o koncentraci
1-10° mol I''. Roztoky nanoéastic byly pfipraveny redukci (A)
citratem sodnym, (B) borohydridem sodnym, (C) chelatonem III

charakterizovany pomoci UV-VIS absorpéni spektrosko-
pie. Velikost nanocastic v jednotlivych roztocich lze pfi-
blizné¢ odhadnout z polohy maxima absorbance téchto
roztoki naméfenych pomoci UV-VIS absorpéni spektro-
skopie®. Jednotlivd maxima se pohybovala v rozmezi od
392 do 430 nm. Pfiblizna velikost nanocéstic je uvedena
v tab. 1.

Dalsi charakterizace pfipravenych nanocéstic probi-
hala pomoci Ramanovy spektroskopie, kdy jednotlivé
roztoky poskytovaly riznou intenzitu signalu v SERS
spektrech (obr. 2).

Modifikace nanocéstic a jejich SERS aktivni
vlastnosti

SERS aktivni vlastnosti jednotlivych roztokd nano-
Castic stfibra pripravenych redukci AgNO; rtiznymi re-
dukénimi ¢inidly byly ovéfeny pomoci ptidavku latky (1),
kterd obsahuje S/COOH funkéni skupiny, protoze thioly
ochotng interaguji s povrchy stiibra’. Ramanova spektra
jednotlivych roztokd nanocastic s pridavky latky (1)
o koncentraci (¢ = 110~ mol I™) jsou znazornéna na
obr. 2. Ze spekter je patrné, ze SERS aktivni vlastnosti pfi
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pouzité vinové délce excitacniho zafeni (785 nm) maji
pouze nanocastice pfipravené redukci AgNO; citratem
sodnym (A). V ostatnich piipadech spektrum znazoriuje
Cisté rozpousteédlo ((B) a (C) — voda).

Drive provedena studie nanocastic stiibra stabilizo-
vanych citratem (A) ukdzala, Ze citrat se vyznacuje pomer-
n¢ vysokou afinitou vici stiibrnému povrchu a vytésnit jej
dovedou pouze trioly®. Interakce latek vazajicich se pres
dusik nebyla u takto stabilizovanych nanocastic piili§ pru-
kazna.

Z téchto diivodii se nanocastice stabilizované citratem
jevi jako nevhodné pro imobilizaci latek vazajicich se ptes
atom dusiku. Z divodu nedostate¢né schopnosti ostatnich
koloidnich roztokl (redukce borohydridem a chelatonem
IIT) zesilovat signaly v Ramanové spektroskopii, byly stu-
dovany postupy, jak intenzitu SERS signalii nanocastic
podpofit pomoci cilené agregace®.

Vazba latky (1) ptes atom siry byla v pozitivnim pii-
padé potvrzena absenci valenéné vibracniho pasu CS
(670 cm™), ktery se rozstépil na dva nové pasy s vinodty
732 cm™ a 654 cm™'. Ty piislusi valenénim vibracim CS
transu 732 cm™ a CS gauche u 654 em™ (cit.”) (obr. 2).

Cilena agregace nanocastic

K tomuto kroku bylo pfistoupeno z divodu, ze ko-
loidni roztoky (B) a (C) po ptidavcich latky (1) neposkyto-
valy v Ramanové spektroskopii pti dané vinové délce ex-
citacniho laserového zatfeni (785 nm) zadné zesileni. Agre-
gace byla provadéna zvySovanim iontové sily vodného
roztoku nanocastic modifikovanych latkou (1)
0 ¢=7,33-10" mol I"' pomoci pridavki 1 mol "' roztoku
KCl. Pfidavky byly realizovany v ndasledujicich krocich
20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 250 a 300 ul
KClI ke 2 ml roztoku nanocastic.

——AgNP (C)
20 ul KCI

1,6 40 ul KCI

60 ul KCl
1,4
80 ul KCl
12 ——100 ul KCI

120 ul Kl
0s 140 ul Kl
160 ul Kl

0,6

675 180 ul KCI

0,4 200 ul KCI

02 A 250 ul Kcl

300 ul KCI

300

400

500 600 700 800

2(nm)

Obr. 3. UV-VIS absorpéni spektra roztoku nanocastic (C)
modifikovanych latkou (1) s p¥idavky 1 mol I'' roztoku KCI.
Sipky znézoriiuji pokles hlavniho absorpéniho pasu u 409 nm a
vzrist nového absorpéniho pasu s maximem intenzity kolem
700 nm v zavislosti na vzrustajicim mnozstvi ptidaného KCl

Intenzita
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Na obr. 3 jsou UV-VIS absorpéni spektra roztoku
nanocastic (C) s latkou (1) po pridavcich roztoku KCI.
Vychozi roztok modifikovanych nanocastic byl pied pri-
davky KCI nafedén vodou v poméru 1:3 (V:V), aby jeho
absorbance byla pftiblizné¢ 1. Pfi srovnani jednotlivych
spekter je patrnd zména intenzity hlavniho absorpéniho
pasu u 409 nm a vznik nového Sirokého absorpéniho pasu
s maximem kolem 700 nm, ktery se s rostouci koncentraci
KCI posouva k vyssi vinové délce.

Na obr. 4 jsou Ramanova spektra roztoku nanocastic
(O) s latkou (1) po ptidavcich KCI. Z obrazku je patrné, ze
pfi zvySovani koncentrace KCI v roztoku dochazi vlivem
agregace nanocastic ke zvySovani intenzity signalu SERS
spekter. Jednotlivé pasy odpovidaji spektru latky (1) na
povrchu nano&astic stifbra®.

Interakce latek obsahujicich atom dusiku

Z duvodu Spatné rozpustnosti latek (5) a (6) ve vodé
byl jako modelovy systém pro vazbu latek obsahujicich
atom dusiku zvolen triethylamin (2), 1,10-fenantrolin (3)
a 4,4’-bipyridin (4).

Diive provedené prace® prokazaly velice slabou in-
terakci latky (2) s citratovym roztokem nanocastic (A).
Slabé interakce této latky byla prokdzéna také v ptipadé
pridavki latky (2) k nanocasticim (C) po zagregovani roz-
toku. U roztoku (B) nebylo mozné kviili slabému zesileni
intenzity Ramanovych signall interakci ptidanych latek
prokazat.

Na obr. 5 je znazornéno SERS spektrum nanocastic
(C) s piidavkem latky (3) o (c = 2,510 mol I'") a dale
pak Ramanovo spektrum cisté latky (3). Polohy hlavnich
pasu cisté latky (3) a pfidavki této latky k roztoku nano-
castic (C) jsou shodné, nebo jsou jen lehce posunuty,
z Cehoz se lze domnivat, Ze doSlo spiSe k fyzikalni sorpci
latky na povrch nanocastic.

N

N

(o)
|

1391

1291

Vinoget (cm")

Obr. 4. SERS spektra roztoku nanoéastic (C) modifikovanych
latkou (1) o ¢ = 7,33-107° mol I"' s p¥idavky 1 mol I"! roztoku
KCl. Sipka znézorfiuje vzrist intenzity pasu u 922 cm™', ktery
odpovida valen¢ni vibraci C-COO™ v zavislosti na vzristajicim
mnozstvi pfidaného KCl
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Obr. 5. SERS spektra roztoku nanocastic (C) modifikovanych
latkou (3) o ¢ = 2,510 mol I"' a Ramanovo spektrum cisté
latky (3)

©
N
Intenzita l \
8 c \
8 J 9 [\
h \
(o} ~ §§ ” ©
D ™ QB [ | \
85 - - L e /
e e J ~___J
= ¥ /
iy | A /
/} G U
< (4)
2000 1500 1000 500
vinoget (cm™)

Obr. 6. SERS spektra roztoku nanocastic (C) modifikovanych
litkou (4) o ¢ = 2,510 mol I"' a Ramanovo spektrum disté
latky (4)

Na obr. 6 je znazornéno SERS spektrum nanocastic
(C) s piidavkem latky (4) o (¢ = 2,510 mol I'") a dale
pak Ramanovo spektrum ¢isté latky (4). Polohy hlavnich
pasu Cisté latky (4) a ptidavkl této latky k roztoku nano-
¢astic (C) jsou lehce posunuty, z ¢ehoz se 1ze domnivat, ze
mezi povrchem nanocastic a latkou (4) doslo
k chemisorpci (1236 a 1024 cm™).

Na obr. 7 jsou znazornény Ramanova spektra latek
(5) a (6). Navazky téchto latek byly rozpustény v DMSO
a prislusné mnozstvi bylo odpipetovano k roztoku nano-
castic (C) vzdy tak, aby vysledna koncentrace odpovidala
(¢ = 1107 mol 1""). Pro porovnani byl pfipraven slepy
pokus, kdy byly pfipraveny roztoky stejnym zplsobem
pouze s tim rozdilem, Ze misto roztoku nanocastic byla
pouzita destilované voda. ProtoZe pasy ve vSech spektrech
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Obr. 7. Ramanova spektra nanocastic (C) s pridavky latek (5)
a (6) a spektra latek s DMSO o téZe koncentraci bez nanocas-
tic. Spektra byla pro vétsi prehlednost vzajemné posunuta pouze
vosey

na obr. 7 odpovidaji DMSO ve vod¢, k zadné interakci
latek (5) a (6) s povrchem nanocéastic stiibra nedoslo.

Zavér

V této praci byly studovany metody pifipravy SERS
aktivnich nanocastic stiibra, které by bylo mozné modifi-
kovat latkami vézajicimi se na stfibrny povrch pies dusi-
kovy atom. Nanocastice stiibra byly pfipraveny metodami
redukce AgNO; riznymi redukénimi Cinidly (citratem
sodnym (A), borohydridem sodnym (B), chelatonem III
(C)). SERS aktivni vlastnosti pfipravenych nano¢astic
byly ovéfovany pomoci imobilizace 3-merkaptopropanové
kyseliny (1). Bylo zjisténo, Ze za danych podminek méteni
jsou SERS po ptipravé SERS aktivni pouze nanocastice
pfipravené redukci citratem sodnym (A). Z diivodu zesile-
ni intenzity signalid v SERS spektrech byla vyzkouSena
cilend agregace nanocéstic zvySovanim iontové sily rozto-
ku pomoci 1 mol 1"! roztoku KCI. Tento postup se ukézal
byt velice GCinny v piipadé koloidniho roztoku (C), kdy
v duasledku cilené agregace doslo k vyraznému zesileni
signald imobilizované latky (1). V piipadé ostatnich rozto-
kt nevedly ptidavky KCl1 k vyrazné zméné SERS vlastnos-
ti. Jak se ukazalo v ptfipad¢ roztoku (C), SERS aktivni
vlastnosti souvisi s polohami maxim plasmonové absor-
bance. Pii agregaci nanocastic vznikaly ve viditelné oblasti
spektra dalsi pasy a v pripadé, kdy maximum nové vznik-
1ého pésu lezelo v blizkosti vinové délky excitacniho lase-
rového zafeni, dochazelo k intenzivnimu zesileni téchto
signalu (k tzv. SERS efektu).

Slaba interakce triethylaminu (2) byla pozorovana
s roztoky nanocastic (A) a (C). V ostatnich ptipadech se
lze domnivat, Ze triethylamin s povrchy neinteraguje nebo
ze nedochazi k dostatecnému zesileni signald v SERS
spektrech. Interakce 1,10-fenantrolinu (3) a 4,4’-bipyridi-
nu (4) byla prokazana s roztokem nanocastic (C). Proto 1ze
usuzovat, ze podminkou interakce latky se stfibrnym po-
vrchem pres atom dusiku je, ze roztok nanocastic nesmi
byt stabilizovéan pfili§ silnymi stabiliza¢nimi ¢inidly. Toto
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stabilizacni ¢inidlo by dana latka nebyla schopna vytésnit.
Atom dusiku by mél byt rovnéZ zapojen do systému na-
sobnych vazeb tak, aby pisobil zapornym indukénim efek-
tem. Trogerovy baze (5) a (6) svou strukturou neodpovida-
ji této predstave a jejich interakce nebyly prokazany.
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