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ANOTACE

Tato diplomova prace je zaméfena na separaci acetaminofenu a jeho metaboliti pomoci
kapilarni zénové elektroforézy. Teoreticka Cast se zabyva latkou acetaminofen, jeho
vlastnostmi, mechanismem ucinku, metabolismem, syntézou. V dalsi kapitole je pozornost
zaméfena na samotnou kapilarni elektroforézu a jeji vyuziti v praxi, zejména v oblasti
farmaceutické analyzy. Prace se také zabyva vyhodami a srovnanim kapildrni elektroforézy
s dal§imi technikami, jako je naptiklad HPLC. V experimentalni ¢asti prace jsou pak popsany
méfeni, které umoznily vybér vhodného elektrolytu pro separaci acetaminofenu a jeho
metabolitli. Byl zde také zkoumam vliv napéti a teploty a na zavér byla provedena kvantitativni

analyza vybranych metabolitl véetn¢ samotného acetaminofenu.
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TITLE
Analysis of paracetamol and its oxidative metabolites using capillary electrophoresis

ANNOTATION

This diploma thesis focuses on the separation of acetaminophen and its metabolites
using capillary zone electrophoresis. The theoretical part deals with acetaminophen, its
properties, mechanism of action, metabolism, and synthesis. The following chapter is dedicated
to capillary electrophoresis itself and its practical applications, particularly in the field of
pharmaceutical analysis. The thesis also discusses the advantages of this method and compares
it with other techniques, such as HPLC. The experimental part describes measurements that
enabled the selection of a suitable electrolyte for the separation of acetaminophen and its
metabolites. The effects of voltage and temperature were also investigated, and finally, a
quantitative analysis of selected metabolites, including acetaminophen, was performed.

KEYWORDS

Acetaminophen, paracetamol, paracetamol metabolites, capillary electrophoresis,

pharmaceutical substances
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK
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GSH

5-hydroxytryptaminovy receptor
amperometricka detekce
N-arachidonoyl-fenolamin
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aktivni slozka 1éciva
biofarmaceuticky klasifika¢ni systém
breast cancer resistance protein
bezkontaktni detekce vodivosti CB1
bezkontaktni detekce

kapilarni elektrochromatografie
kapilarni gelova elektroforéza
kapilarni izoelektricka fokusace
kapilarni izotachoforéza
cyklooxygenéza

kapilarni zonova elektroforéza
detektor diodového pole

induced liver injury
elektrochemiluminescence
elektroosmoticky tok
elektrosprejova ionizace

enzym hydrolédza amidi mastnych kyselin
plynova chromatografie

glutathion



HPLC vysokoucinnou kapalinovou chromatografii

HQ hydrochinon

LC kapalinova chromatografie

LOD limit detekce

LOQ limit kvantifikace

MALDI Matrici asistovana laserova desorpce/ionizace
MEKC micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie
Mrp Multidrug Resistance-associated Protein

MS hmotnostni spektrometrie

NAC N-acetylcystein

NAPQI N-acetyl-p-benzochinoniminu

Nrf2 nuklearni erytroidni faktor 2-like 2

NSAID nesteroidni protizanétlive 1é¢iva

PAP p-aminofenol

PG prostaglandin

RSD Residual standard deviation

SPE extrakce na pevné fazi

SULT sulfotransferaza

TLC chromatografie na tenké vrstvé

TRPV1 Ptechodny receptorovy potencialovy kationtovy kanal V1
UDPGT uridin 5°-difosfoglukuronyl-transferaza

uv ultrafialové

UV/VIS ultrafialova/viditelna



UvVoD

Acetaminofen (paracetamol) patii mezi nejrozsifenéjsi 1éCiva pouzivana k tlumeni
bolesti a snizovani horecky. Prestoze je pii bézném davkovani povazovan za bezpecny, jeho
metabolismus v jatrech zahrnuje tvorbu reaktivnich oxida¢nich produkti. NejvyznamnéjSim z
téchto metabolitd je N-acetyl-p-benzochinonimin (NAPQI), jenz je zodpovédny za
hepatotoxicitu pii predavkovani acetaminofenem. Stanoveni paracetamolu a jeho oxida¢nich
metabolitd v biologickém materialu je proto klicové nejen z toxikologického hlediska, ale i pro
farmakokinetické a klinické studie. Vyhodami kapilarni elektroforézy je vysoka ucinnost
separace, nizka spotieba vzorku a jednoducha instrumentace. Z téchto divodu je zajimavou

alternativou k bézn¢ pouzivanym chromatografickym metodam.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Acetaminofen

Acetaminofen (APAP) neboli paracetamol je bézné uzivané analgetikum a antipyretikum.
Maximalni doporuc¢ena davka pro dospélého je 4 g/den, davka vétsi nez 7 g/den je jiz
povazovana jako potencialné¢ toxicka pro jatra a ledviny, a to konkrétn¢ vlivem vysoce
aktivniho metabolitu N-acetyl-p-benzochinoniminu (NAPQI). Pro 1é¢ebné tucely byl APAP
poprvé syntetizovan Josefem von Meringem, a to reakci p-nitrofenolu a cinu v ledové kyseliné
octové. V 80. letech 19. stoleti byl zkouman paracetamol a fenacetin pro jejich antipyretické
a analgetické ucinky, pti¢emz popularité se nejdiive dostalo fenacetinu roku 1887, ktery byl
ale nasledn¢ kvuli vedlejsim ucinktim zakazan. Pozornost se poté obratila na APAP, ktery byl
1893 uveden na trh. Pozdg¢ji se ukazalo, ze je hlavnim metabolitem fenacetinu a proto jsou nyni
tyto GCinky pfipisovany pravé samotnému APAP. V 50. letech 20. stoleti se stal volné
dostupnym a také nejuzivangj$im volné dostupnym analgetikem pro 1écbu lehké az stiedni

bolesti a teploty (Mazaleuskaya, 2015; Ayoub, 2021).

Standardni terapeuticka davka APAP pro dospélé je 2 tablety po 500 mg kazdé 4 hodiny
a az 8 tablet (4 g) za 24 hodin. Pro déti se davka odviji od v€ku a vahy. Je prodavan jak
v samostatné form¢, tak v kombinaci s dal§imi analgetickymi 1é¢ivy, jako je aspirin, kofein,
nebo opioidy. S pfedavkovanim APAP je spojovana hepatotoxicita, coz je tématem debat
alternativy je jeho stazeni z trhu jen téZko ptedstavitelné. Proto by pro pfechazeni predavkovani
a nasledného poskozeni mohlo pomoct alespont obecné povédomi 0 riziku, které s sebou nese,

pokud nejsou dodrzeny davkovaci piedpisy (Ayoub, 2021).

1.1.1 Fyzikalni a chemické vlastnosti

APAP (p-hydroxyacetanilid) je bila krystalicka latka téméf bez zapachu, jejiz
molekulova hmotnost je 151,163 g/mol, bod tani je 169 — 170,5°C a disocia¢ni konstanta
pKa =9,0 — 9,5 . Patii do skupiny N-acetylovanych aromatickych aminti, které jsou dulezitou
soucasti 1ékt proti bolesti hlavy, a je zaroven poslednim dostupnym IéCivem ze skupiny
anilinovych derivatu, kam fadime také acetanilid a fenacetin. Vzhledem k jeho struktute dale
podléhd reakcim fenolii jako je acetylace, oxidace, reaguje s hydroxidem sodnym a dava

pozitivni test chloridu Zzelezitého. Vyznamnou reakci je také interakce s alkoholem, kdy
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mize dochazet az K akutnim toxickym jaternim symptomtm u chronickych alkoholikd, kteti

uzivaji paracetamol, a¢ v davkach obecné povazovanych za netoxické (Ogemdi, 2019).

APAP tvofi z nasyceného vodného roztoku krystaly, které maji tvar jednoklonnych
hranolti. Takovy koncentrovany roztok ma pH okolo 55 — 6,5. Dle biofarmaceutického
klasifika¢niho systému (BCS) patii do skupiny III, ktera je charakterizovana velkou
rozpustnosti a malou permeabilitou. Ve studené vod¢é se hlife rozpousti, s rozpustnosti asi 1,4
g/100 ml. Situace je lepsi v horké vodé, kde jeho rozpustnost ¢ini asi 59/100 ml. V nepolarnich
rozpoustédlech (toluen, benzen, pentan, petroleum ether) a ve chlorovanych uhlovodicich
(CCls) ma rozpustnost nizkou, naopak ve stfedné polarnich rozpoustédlech (N, N-
dimethylformamid; alkoholy; diethylamin) se rozpousti velmi dobie. Vyskytuje se v péti
polymorfnich formach, z nichz dvé jsou dosaZitelné za vysokého tlaku. Jeho struktura je
znazornéna na obrazku €. 1. Ve vyrob¢ farmaceutik je krystalizace z roztoku velmi dilezitym
krokem, protoze pies 90 % vSech produkti je formé tablet a kapsli, které obsahuji aktivni latku
Vv pevné podobé&. Rlizné postupy krystalizace mohou ovlivnit vyslednou formu krystalt, ktera

ma poté vliv také na mechanické vlastnosti tablet (Srabovic, 2016).

- b

H
N
YCH o
] PR
/\ H:C N

Obrazek 1: Struktura fenacetinu (a) a acetaminofenu (b) (Ayoub, 2021).

OH

1.1.2 Mechanismus u¢inku

Prestoze je APAP pouZzivan v praxi jiz n€kolik desitek let, jeho mechanismus G¢inku nebyl

-----

-----

-----

podobné (Jozwiak-Bebenista, 2014).
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APAP je metabolizovan na p-aminofenol, ktery snadno piechazi hematoencefalickou
membranou a je preménén na N-arachidonoyl-fenolamin (AM404). Ten je znamy jako hlavni
mediator APAP zapfiicinujici jeho analgeticky ucinek. Nejdiive bylo znamo, ze je AM404
pouze strukturné a funkéné podobny anandamidu a pusobi na kanabinoidni receptory 1 (CB1),
ale pozdéji bylo zjisténo, ze ma vliv i na receptory prechodného receptorového potencidlového
kationtového kanalu V1 (TRPV1), které jsou v mozku diileZité pro modulaci bolesti a jsou také
spojovany s kanabidiolem a dipyronem. Tyto mozkové receptory jsou povazovany za hlavni
mediatory analagesie. Obdobn¢ jako mozek, je i micha dileZitym mistem modulace bolesti
a dochazi zde k nociceptivnimu pfenosu pomoci primarnich aferentnich Ao a C vldken. CB1
a TRPV1 receptory jsou také zastoupeny i v ur¢ité ¢asti michy, coz muze prispivat k indukci
analgesie ptimou aktivaci v téchto mistech. Dal§imi divody analgetického u¢inku
acetaminofenu miZze byt aktivace opioidnich drah a serotoninového systému. To mtize byt vSak
potlacovano riiznymi antagonisty opioidnich receptoru a latkami, které blokuji serotoninové
receptory, kterym je naptiklad 5-hydroxytryptaminovy (5-HT3) receptor. Popsané mechanismy

jsou znazornény na obrazku ¢. 2 (Ohashi, 2020).

‘ Anandamid u
‘1..—"
Receptor CB1 |
AM404
@l Receptor TRPV1
] {1 -
Receptor 5-HT,

Opiodni
p-aminofenol receptory

ﬁ Micha

latra ” Receptor TRPV1
ﬁ Receptor CB1

Acetaminofen

Obrazek 2: Analgeticky mechanismus acetaminofenu (Ohashi, 2020).
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Tyto informace vedou k tomu, Ze acetaminofenem indukovana analgesie miuize byt do urcité
miry zavisla na opioidnich receptorech a serotoninergnich drahach. APAP nebyl povazovan za
indukovat analgesii v zanétlivych modelech. Slabé také inhibuje cyklooxygenazu (COX), ale
dale neinhibuje aktivaci neutrofilti G¢astnicich se zanétu. K inhibici COX dochazi pouze za
nizkych koncentraci kyseliny arachidonové a peroxidu, jejichz koncentrace jsou pii zavaznych
zanétlivych stavech z pravidla vysoké. V modelech zanétlivé bolesti byly analgetické ucinky
APAP (a AM404) vyrazngjsi v porovnani u zdravych jedinct, coz je zpisobeno zvySenou

expresi receptorid TRPV1 béhem zanétlivého procesu (Ohashi, 2020).

Primarnim G¢inkem by mohla byt také inhibice PG. Enzym prostaglandin H2 syntaza je
zodpovédny za preménu kyseliny arachidonové na nestabilni PGH2. Dvé& hlavni formy tohoto
enzymu jsou konstitutivni PGHS-1 a indukovatelnd PGHS-2, jsou také b&zné& oznaCovany jako
COX-1 a COX-2. Aktivita téchto enzymu vSak zavisi na tom, jestli je v oxidované formé¢. Je
mozné, ze APAP snizuje mnozstvi oxidovanych forem téchto enzymi. V preméné kyseliny
arachidonové na PGH, dale figuruje APAP jako kosubtrat redukujici Fe**, ktery je kli¢ovy pro
regeneraci radikalu Tyr385, na kterém je konverze kyseliny arachidonové zavisla. Dalsi
variantou inhibice PG by mohla byt existence enzymu COX-3, ktera je velmi citliva na vliv
APAP, avsak pozdéji se ukazalo, ze COX-3 v lidském organismu nefiguruje. Figuruje tam
pouze jeho analog, ktery se nachazi v n¢kterych ¢astech centralniho nervového systému a je
alternativni variantou COX-1, jez ale neni citlivdi na APAP (Anderson, 2008; Jozwiak-

Bebenista, 2014).

Perifernimi Skodlivymi stimuly dochazi k aktivaci N-metyl-D-aspartatovych receptort,
Nékteré studie naznacuji, Ze pravé tato aktivace nasledné podporuje syntézu NO, ktery jako
spinalni neurotransmiter pfenasi nociceptivni informace, tedy signdly bolesti. APAP a dalsi
NSAID do tohoto procesu zasahuji a bolest mohou tlumit pravé diky ovlivnéni NO. Problémem
spravného porozuméni mechanismu NO je, ze mize bolest jak zesilovat, tak tlumit, a to
v zavislosti na jeho mnozstvi. NO navic ovliviiuje aktivitu PGHS-1 a PGHS-2, které jsou
zodpoveédné za tvorbu PG, ¢imZ se jeho ucinek jesté vice propojuje s cestou ucinku APAP

(Anderson, 2008).
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1.1.3 Syntéza acetaminofenu

N-arylamidy jsou biologicky aktivni molekuly, které jsou Siroce vyuzivany Vv lé¢ivech
a agrochemikaliich. APAP ma relativné jednoduchou strukturu a proto jeho syntéza probiha
pouze Vv nékolika krocich, které jsou vysoce vytézné, a ma velkou ucinnost, takze vznika
minimum odpadnich produkti. Pro syntézu APAP bylo jiz zkouméano vice postupt, ale v§echny
prumyslové pouzivané jsou zaloZeny na acetylaci p-aminofenolu v kone¢ném kroku syntézy

(Joncour, 2014).

Cesta 1:
AICICI(Qc:at ) HNO3 NO2 1) 2 NaoH
3 @ H,SO, (cat.) 2) HCI
2 NaCl
HCI H,O Cl e
2
AR 0O, HNO4 NO,
© H* (cat.) H* (cat.) H,S0, (cat.) centa s
N Tb esta 2:
g o
3 H,
Cesta 3: (Pt cat.) 2H,0 o
2 ' X 29V
H,SO4 (cat.) i Pt (cat) | HN ' 2)2 NH4OH
HO § (NH4)2804 1,
2 H,0
PAP APAP

Obrazek 3: Komercni cesty syntézy acetaminofenu (Joncour, 2014).

Prvnim krokem syntézy je vznik p-aminofenolu, ktery mizeme ziskat tfemi zptsoby.
Prvni zplisob je nitraci chlorbenzenu s naslednou hydrolyzou za alkalickych podminek
(a nasledném okyseleni) a hydrogenaci odpovidajiciho p-nitrofenolu (viz obrazek ¢. 3 , cesta

1). Tato moznost se sklada ze 4 krokd od pocatecniho benzenu a vznika pfi ni spoustu soli, coz
18



vvvvv

aminofenolu pomoci 4 krokti z benzenu, ale s lepsi u¢innosti, a to 54 % (cesta 2). Obé tyto cesty
vedou k produkci vyznamného poméru orto-izomeru. Tieti moznosti je hydrogenace
nitrobenzenu na fenylhydroxylamin, ktery je za kyselych podminek pifeménén na p-aminofenol
pomoci Bambergerova pifesmyku (cesta 3). Nevyhodami této moznosti je mirna selektivita,
protoze jako vedlejsi produkt vznikd anilin, a vznik velkého mnozstvi sulfatovych soli, které
snizuji celkovou atomovou Géinnost na asi 52 %. Vzhledem ke korozivnim a znecistujicim
vlastnostem kyseliny sirové byla snaha najit lep$i mozZnost pro zivotni prostiedi (Joncour, 2014;
Ogemdi, 2019).

Nejslibngjsi variantou syntézy se jevi pfimd amidace hydrochinonu s acetamidem,
nebot’ jako vedlejsi produkt vznika pouze voda. Hydrochinon (HQ) 1ze piipravit pfimou oxidaci
fenolu, ktery je zaroven béznou vychozi latkou pifi vyrob€ p-nitrofenolu. Pfi reakci
hydrochinonu s acetamidem za zvysené teploty a za ptitomnosti kyselého katalyzatoru dochazi
ke vzniku acetaminofenu s vytéznosti az 86 %. Alternativni pfistup k pfimé syntéze
acetaminofenu z hydrochinonu vyuzivé octan amonny jako amidacni ¢inidlo, viz obrazek €. 4 .
Tato metoda rovnéZ produkuje pouze vodu jako vedlejsi produkt a nevznikaji zddné soli.

Reakce navic vykazuje vysokou selektivitu piesahujici 95 % (Joncour, 2014; Ogemdi, 2019).

1

o)

OH ® © HN NH,

HN O
LS. +
AcOH, 220 °C, 15 h

OH OH OH
HQ APAP PAP

Obrazek 4: Amidace hydrochinonu v kyseliné octové (Joncour, 2014).
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1.1.4 Biotransformace acetaminofenu v organismu
APAP je slaba organicka kyselina
(pKa = 9,5) rozpustna ve vodé i v tucich a je “[
podavana oralné. Pti fyziologickém pH (7,35
— 7,45) je témé&f neutralni, absorpce probiha °r
V gastrointestinalnim traktu pasivnim
transportem, a to primarn¢ v tenkém stieve,
s maximalni koncentraci v plazmé do 15 — 30

minut po podani nalacno. Pomér koncentrace

Koncentrace v plazmé (u/ml)

v ¢ervenych krvinkach a v plazmé je asi 1,5:1.

Metabolismus APAP zavisi jak na véku, tak
1 “L s A i L A 1

na podané davce. U zdravych jedinci je 0 2 4 5 8
Cas po podani (h)

polocas rozpadu pfi terapeutické davce okolo

1,5—-2,5hodiny ado 24 h je vyloucen do moce Obrazek 5: Koncentrace APAP a jeho konjugatii v

. .o po oralni davce 20 mg/kg. APAP = e, sulfat = o,
Koncentrace APAP a jeho metaboliti po glukuronid = o (Prescott, 1980).

podani Vv Case je znazornéna na obrazku ¢. 5

(Prescott, 1980).

Ttemi hlavnimi jaternimi cestami metabolismu APAP jsou glukuronidace, sulfonace
a P450 oxidace. Po podani terapeutické davky dochazi k transformaci APAP na dva inaktivni
metabolity. Prvnim metabolitem je glukuronid APAP-Glu, ktery vznika glukuronidaci vlivem
enzymu uridin 5°-difosfoglukuronyl-transferazy (UDPGT) a druhym metabolitem jsou
sulfatové derivaty APAP-Sul (APAP-SO3zH), které vznikaji vlivem enzymu sulfotransferazy
(SULT). Tyto dva kroky odpovidaji piiblizné 80 — 90 % absorbovaného APAP, pii¢emz asi 40
— 65 % metabolitd v mo¢i tvoii APAP-Glu a asi 20 - 45 % tvoti APAP-Sul. Méné jak 5 % je
vylouceno v nezménéné podobé a piiblizné 5 — 15 % APAP je oxidovano oxida¢nim systémem
cytochrom P450, coz dale vede metabolickou aktivaci na produkty 3-(cystein-S-
yl)acetaminofen (APAP-Cys) a kyselinu merkapturovou, které jsou vylouceny do moce. Mimo
tyto popsané cesty muze dochazet také k deacylaci APAP vlivem N-acetylazy za vzniku p-
aminofenolu. Ten je vmozku a cerebrospinalni tekutiné konjugovan enzymem hydrolaza
amid mastnych kyselin (FAAH) s kyselinou arachidonovou za vzniku aktivniho metabolitu

AMA404, ktery je schopen aktivovat kanaly podilejici se na signaliza¢ni draze bolesti a podili se

20



na zprostfedkovani analgetického uc¢inku APAP (Mazaleuskaya, 2015; Yan, 2018; Kouznetsov,
2021).

Metabolicka aktivace APAP je katalyzovana enzymy cytochrom P450 (CYP2EL), ¢imz
vznikd minoritni ¢ast reaktivniho metabolitu NAPQI. Reaktivni NAPQI, ktery vznika prevazné
Vv jatrech, ale také v ledvindch, je primarn¢ zodpovédny za paracetamolem zplsobenou
hepatotoxicitu. Je to elektrofil, ktery reaguje s nukleofilni sulfhydrylovou skupinou. Detoxikace
tohoto reaktivniho metabolitu probiha rychle konjugaci na sulfhydrylovou skupinu glutathionu
(GSH) na APAP-SG (také APAP-GSH), ktery dale piechazi s N-acetylcysteinem na APAP-
NAC. Sulfatové derivaty a vétSina glukuronidovych derivati je zjater krevnim fecistém
transportovana do ledvin, kde jsou eliminovany moci, ¢ast APAP-Glu se nachazi ve zlugdi
a naslednym transportem stfevy se dostdva do krevniho fecisté. Ledviny jsou hlavnim mistem
dispozice konjugati sulfatu, at’ uz pfimou exkreci do moci, nebo dalsi biotransformaci. Pokud
je ale davka > 4 g za den, je cesta vzniku konjugatti saturovana a zvysi se vznik APAP-Glu
a NAPQI. Pti toxické davce se jiz APAP vylucuje nezmeénény a je nasledné oxidovan na dalsi
NAPQI, jehoz nadbytek spotiebuje zasoby GSH a za¢ne tak tvofit adukty s proteiny. To muze
vést k oxida¢nimu stresu, disfunkci mitochondrii a nasledné i k buné¢né smrti, tedy k nekroze
hepatocytli. VySe popsané metabolické piremény jsou zndzornény v obrazku ¢. 6

(Mazaleuskaya, 2015; McGill, 2013; Yan, 2018).

@ Netoxické metabolity
Vylougeno “Z 5o,

2045% —@—
HO.
108
«
. =l 4B
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ﬁ p-A @ 5-15% O _O_
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Obrazek 6: Schéma metabolismu APAP v jatrech (Kouznetsov 2021).
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Protoze metabolicka aktivace predchazi naslednym toxickym efektim, je inhibice
enzymu P450 efektivni cestou, jak zamezit poskozeni jater vlivem piedavkovani APAP. Mezi
moznosti patii etanol, ktery se ukazal byt kompetitivnim inhibitorem metabolismu
regulovanym P450 v nékterych zvifecich modelech. Akutni expozice etanolu by mohla
redukovat poskozeni jater vlivem APAP, naopak chronickd expozice miize zvySit metabolickou
aktivaci a naslednou toxicitu, a to pravdépodobné indukci enzymt P450. Stejné tak je tomu
u dalsi moznosti, kterou je izoniazid, ktery jak inhibuje, tak zvySuje metabolismus APAP, a to
opét v zavislosti na tom, zda doslo k soucasnému uziti s APAP nebo chronickému uzivani.
Mimo inhibici enzymi P450 se na metabolismu APAP podileji také latky, které jakkoliv
spotiebovavaji zasoby GSH nebo podporuji jeho resyntézu, coz ma vyznamny vliv na
nasledném poskozeni jater. Takovou latkou je napiiklad buthionin sulfoxid, ktery je inhibitorem
syntézy GSH, nebo opioidy, které se také podileji na snizené hladiné GSH v jatrech (McGill,
2013).

K doplnéni vycerpaného GSH pii vysokych dévkidch APAP efektivné pomdha
N-acetylcystein (NAC), ktery GSH dopliiuje a posiluje tim detoxikaci NAPQI. Ma také
protektivni ucinky pfi oxidacnim poskozeni, kdy vznikaji reaktivni formy kysliku
v mitochondriich, ptechazi selhani ledvin, mize dodavat energetické substraty pro Krebsiv
cyklus a podporuje vznik APAP-sul. Pii podani do 8 — 10 hodin po toxické davce APAP snizuje
riziko hepatotoxicity na méné nez 5 %. Pro ochranu mitochondrii jsou studovany i dalsi
slouceniny kromé NAC, napiiklad antioxidant 2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl nebo
methylenova modf. Jako odpovéd’ na hepatotoxicitu vyvolanou APAP jsou aktivovany rtzné
signaliza¢ni cesty, dochazi napiiklad k aktivaci transkripéniho faktoru nuklearni erytroidni
faktor 2-like 2 (Nrf2), ten indukuje syntézu antioxida¢nich enzymu, které katalyzuji prvni krok
syntézy GSH a podileji se na detoxikaci NAPQI (Yan, 2018; Stahl, 2015; Mazaleuskaya, 2015).

Konjugaty faze I a Il museji byt dale eliminovany. Studie na zvifecim modelu ukézaly,
ze na rozdil od APAP, eliminace konjugati APAP-Glu a APAP-Sul do Zlu¢i probiha pomoci
transportéra Multidrug Resistance-associated Protein 2 (Mrp2) a Breast cancer resistance
protein (Brcp) nachazejicich se v membrané hepatocyti. Naopak basolateralni vylucovani
APAP-Glu je spojeno s transportérem Mrp3 a castecné i s Mrp4. Po predavkovani APAP
dochdzi ke zvySeni exprese téchto transportérli, tedy jejich hladina se méni v zavislosti na
jaternim poSkozeni a ukazuje tak na jejich regula¢ni roli. Na regulaci t€chto zmén se podili také

transkrip¢ni faktory, naptiklad Nrf2, nebo cytokiny (McGill, 2013).
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1.1.5 Hlavni metabolity acetaminofenu a jejich stanoveni

Plazma, moc¢ a sérum jsou nejb€znéjSimi biologickymi vzorky pro farmakokinetické
studie a ke zkoumani expozice metaboliti paracetamolu. Za hlavni metabolity acetaminofenu
v mo¢i je povazovan APAP-Glu (s koncentraci az 100 ug/ml) a APAP-Sul. Konjugat APAP-
Cys vznikly zreaktivniho metabolitu NAPQI je spoleéné¢ s katecholovymi metabolity
povazovany za minoritni. Nejcastéji pouzivané techniky pro stanoveni a kvantifikaci metabolith
APAP v biologickych vzorcich jsou kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii. Chromatograficka metoda muize ale narazet na problém se separaci. Standardni
metodou pro odhad expozice pro posouzeni rizika se stanovuje celkovy APAP, ktery zahrnuje
volny APAP a konjugaty II. faze po enzymatické dekonjugaci. Tento pistup vsak stanovi pouze
¢ast metabolické cesty a zachyti pouze kratké ¢asové okno k uréeni ptivodu APAP, ktery mize
byt i environmentalni. Spolehlivé metody monitoringu jsou kli¢ové pro urceni rizik a standardni
metody posuzujici expozici pouze na zékladé nékterych metabolith mohou byt limitujici

(Caudet, 2025; David, 2021).

Ve studii (David, 2021) doslo k detekci celkové 13 metabolita APAP v moci a v Krvi
a ty zahrnovaly APAP-Glu a APAP-Sul konjugaty, které vznikaji v jatrech ptisobenim enzymy
SULT a UDPGT. Dale konjugaty GSH pochazejici z NAPQI, a to APAP-Cys a APAP-NAC,
ktery vznika piisobenim enzymu y-glutamyltransferazy, dipeptidazy a cystein-S-konjugaty N-
acetyltransferazy. Dal§imi metabolity detekovanymi v této studii byly katecholové metabolity,
kterymi jsou 3-OH-APAP a 3-OCHz-APAP. Mimo tyto také doslo k detekci konjugované
formy S-methyl-3-thioacetaminofenu (S-CHs-APAP-Sul a S-CH3-APAP-Glu) a S-methyl-3-
thioacetaminofen sulfoxidu (SO-CHs-APAP-Sul and SO-CHs-APAP-Glu), které byly dfive
znamy pouze u hlodavcil. Detekovaly se také metabolity, které do té¢ doby nebyly detekovany
vibec, a to NAC-O-APAP and SH-APAP-Glu. Na zaklad¢ analytické odpovédi téchto 6ti
poslednich zminénych metaboliti pouze S-CH3-APAP-Sul a SO-CHs-APAP-Sul prokazaly
potencial v APAP monitoringu, protoze jejich hladina pied podanim APAP byla minoritni a
naopak 24 — 48 h po podani byla majoritni, mohly by tedy byt dobrymi markery pro monitoring
u lidi. Metabolitem vhodnym pro vylepSeni sensitivity byl ozna¢en 3-OCHs-APAP-Glu pro
jeho vysokou analytickou odpovéd” u standardni metody kapalinové chromatografie
s elektrosprejovou ionizaci (LC-ESI-MS/MS). Vsech 14 latek je shrnuto v tabulce ¢. 1 (David,
2021).
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Tabulka 1: Metabolity APAP detekované pomoci hmotnostni spektrometrie ve studii (David, 2021).

Metabolit Sumarni vzorec
Piivodni sloucenina APAP CgHoNO;
Reakce II. faze APAP-Sul CgHyNOsS
APAP-Glu C14H17NOg
Katecholova draha 3-OH-APAP CgHoNO3
3-OH-APAP-Sul CgHgNO6S
3-OCH3-APAP-Glu CisH19NOg
Merkapturova draha APAP-Cys C11H14aN204S
NAC-APAP Ci13H16N20sS
NAC-O-APAP Ci3H16N206S
Thiometylova draha SH-APAP-Glu C14H17NOsS
S-CHs-APAP CoH11NO>S
S-CHs-APAP-Sul CoH1:NOsS;
S-CHs-APAP-Glu CisH19NOgS
SO-CH3-APAP-Sul CoH11NOsS;
SO-CH3-APAP-Glu C15H19NOoS

Ve studii (Caudet, 2025) bylo provedeno stanoveni ze séra a plazmy pomoci 2D
kapalinové chromatografie a doslo ke stanoveni 6 metabolitll paracetamolu: hlavni metabolit
APAP-Glu, produkt p-aminofenol (PAP) spolecné s AM404, NAPQI, APAP-SG a APAP-Cys.
Implementace 2D piistupu s UV detekci nastala pro to, Ze AM404 ma velmi nepolarni alkylovy
fetézec a naopak APAP-Glu je vazan na sacharid a je velmi polarni. V klasické 1D
chromatografii se tedy analyzovaly polarni metabolity APAP-SG a APAP-Cys a pouze
vyjimecné nepolarni metabolity. V tomto ptipadé 2D chromatografie byla pouzita pro separaci
reverzni faze pro separaci AM404, PAP a NAPQI a ve druhé dimenzi mix separacnich
mechanismu jako je iontova vymeéna a hydrofobni interakce pro separaci APAP-Cys, APAP-
Glu a APAP-SG (Caudet, 2025).

O analyze APAP a jeho metabolitt, konkrétné metabolitt APAP-gluc, APAP-sul,
APAP-merkapturat (kone¢ny produkt merkapturové drahy) a APAP-Cys v plazmé¢, plné krvi
a ve vysusené kapce krve ziskané pomoci objemového absorpcniho mikrovzorkovani pisou také
ve studii (Delahaye, 2021). Ke kvantitativnimu stanoveni pouzili metodu LC-MS/MS. Analyza
byla provedena u pacientli po terapeutické davce APAP, a na zéklad¢ predbéznych analyz nebyl

APAP-SG zahrnut do kvantitativniho stanoveni, protoze jeho koncentrace byla pravdépodobné
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pod limitem detekce. Jeho velmi nizka hladina muze byt odiivodnéna rychlou pfeménou na

APAP-Cys a jeho nestabilitou v plazmé (Delahaye, 2021).

1.1.6 Hepatotoxicita acetaminofenu

APAP je jednim znejvice uzivanych 1é¢iv a to pro jeho kombinaci antipyretickych
a analgetickych u¢inkd, je ale zaroven nejcastéjsi pti¢inou vzniku léky vyvolanym poskozeni
jater, z angli¢tiny ,,drug-induced liver injury* (DILI) a je hlavni pii¢inou akutniho selhani
ledvin (vice nez 50 % piipadi), které je spojenou s vysokou umrtnosti a také nutnosti
transplantace ledvin. Akutni jaterni selhani spociva v jaterni dysfunkci, coz potvrzuje nasledna
koagulopatie, Zloutenka a encefalopatie. Bezpe¢na davka APAP je udavana maximalné 4 g/24
hodin, u lidi s onemocnénim jater nebo alkoholismem je tato ddvka maximaln€ 2 g/24 hodin.
I pres to je toxicita APAP komplikovanou zalezitosti vzhledem K jeji tézké identifikaci, ktera
je obtizné kvuli rostoucimu uzivani kombinace volné prodejnych 1€kii proti nachlazeni a 1¢kt
proti bolesti na pfedpis. Tuto situaci dale komplikuje i uzivani alkoholu, ktery se také podili na
hepatotoxicité. Jak jiz bylo zminéno, metabolismem APAP dochazi mimo jiné ke vzniku
reaktivnich forem kysliku, které byly diive povazovany za hlavni pfi¢inu poskozeni jater.
Pozdé&ji zacala byt pticina poSkozeni pfipisovana spi§ mitochondrialni dysfunkci, jako hlavnimu
zdroji volnych radikalti a oxida¢niho stresu pii hepatotoxicité. Mitochondridlni dysfunkce
souvisi se vznikem NAPQI a s pfitomnosti mitochondridlnich proteinti, které jsou zahrnuty
Vv elektronovém transportnim fetézci. Mitochondrialni superoxid reaguje s NO za vzniku
reaktivnich peroxynitritii, které jsou hlavnim zdrojem oxidac¢niho a nitrosativniho stresu. Pti
podani APAP dochazi ke sniZeni aktivity enzymu GSH-peroxidazy az 0 60 %. Tento enzym
slouzi k detoxikaci reaktivnich forem kysliku za sou¢asné oxidace GSH. Pti depleci GSH vsak
dochazi oxida¢nim stresem k otevieni mitochondridlnich pérd, a to vede k destrukci
membranového potencidlu a k zastaveni syntézy adenosintrifosfatu. Takovy krok vede nakonec
az k indukci apoptdzy, tedy k bunééné smrti a vzniku akutniho zanétu (Li, 2023; Rotundo,
2015).

DILI je jaterni poskozeni zplisobené fadou bézné pouzivanych 1€ki, bylinnych produkta,
nebo dietnich suplementl. A€ jsou jatra klicovym faktorem k metabolizaci téchto latek, DILI
je jednim z nejcastéjsich nezaddoucich efektli 1€Civ a jeho vznik je ¢asto divodem k odstranéni
daného 1é¢iva z trhu. Klinicky obraz mize byt od mirného zvyseni jaternich enzymu bez dalsich
symptomi, K vaznému jaternimu poskozeni, transplantaci, ¢i az k smrti v fadu dni. VétsSina

postizenych se uzdravi po vysazeni 1é¢iva zptsobujiciho problém, nékteti pacienti ale postoupi
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do stadia fatalniho jaterniho selhani. Pfesna patogeneze DILI je zatim ne Gplné jasna, proto je
k tomuto tézké pristoupit z hlediska prevence. Lécba je také velmi limitovana a spoléha pouze
na podporujici terapii a antidota. Mezi rizikové faktory patii veék, pohlavi, Zivotni styl aj.,
shrnuté v tabulce ¢. 2. Diagnostika DILI je slozitd pro nedostatek potvrzujicich a objektivnich
laboratornich testd. Vyzaduje také vyloucCeni jinych pficin poskozeni jater, jako je virova
hepatitida, hepatitida vlivem alkoholu, ¢i autoimunni onemocnéni, Wilsonova choroba
a dalsich. Mezinarodni skupina expertt navrhla néktera kritéria pro diagnézu DILI, mezi které
patii prahové hodnoty alaninaminotransferazy a alkalické fosfatazy. Mezi dalsi dulezité faktory
patii sledovani ¢asové osy uziti 1éku a vzniku posSkozeni jater. K potvrzeni diagndzy se
pouzivaji také zobrazovaci metody a nebo v nékterych pfipadech jaterni biopsie, ktera ale neni

rutinni (Wang, 2023).

Tabulka 2: Rizikové faktory DILI (Wang, 2023).

Rizikovy faktor Diivod
Vek Star$i vék sniZuje regeneracni schopnost jater a méni farmakokinetiku.
Pohlavi Zeny maji vy33i riziko imunitng zprostfedkované DILI kviiki hormonalnim rozdilim.

Komorbidita Piitomnost hepatitidy B a C zvy3uje prozanétlivé prostiedi, coz zvysuje riziko DILL
Stfevni mikrobiota Neékteré bakterie mohou ovlivnit metabolismus 1éki a zvy3ovat riziko DILL

Zivotni styl Malnutrice a nadvaha zvysuji riziko DILI, stejné jako konzumace alkoholu a drog.

Vlastnosti 1é¢iv Davkovani a lipofilnost 1ékii ovlivituji riziko DILI; vysoké davky a lipofilni léky zvysuji riziko.

Geneticke faktory Genetické polymorfismy ovliviiuji metabolismus 16k a mohou zvySovat riziko DILI.

Samotna davka APAP, stejné jako cas mezi davkou a antidotem NAC, je vyznamnym
faktorem v zavaznosti hepatotoxicity. Zavaznost také zvétSuje kombinace s dal§imu 1éky,
ptitomnost malnutrice, mezi pacienty se zvySenym rizikem kvili $patnému nutri¢nimu stavu
fadime pacienty trpici alkoholismem, nebo také mentéalni anorexii. Riziko zvySuje také vek,
1écba opiaty pti rakovin€ nebo chronické bolesti a chronické jaterni onemocnéni. UZivani
APAP je rizikové v te€hotenstvi, kdy mizou byt nasledky pfedavkovani fatalni jak pro matku,
tak pro plod. Hlavni moznosti terapie hepatotoxicity je podani NAC, ktery obnovuje GSH
hladinu a tim umoznuje odstrannovani NAPQI. NAC je hydrolyzovan na cystein, dojde k obnové
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GSH a také poskytuje thiolové skupiny, které dale reaguji s NAPQI v hepatocytech. Nejlepsi
vysledky antidota jsou dosazeny pii podani do 8 h po pfedavkovani, ale ke snizeni timrtnosti
dochazi az do 36 h od piedavkovani. NAC je podavan intraven6zné nebo oralné. Pokud je
hladina APAP v séru vyssi nez 10 pg/ml, nebo pokud je dale zvySena alaninaminotransferaza,
davkovani mize pokracovat, obzvlast’ v ptipadech acidoézy, koagulopatie, akutniho poskozeni
ledvin a hyperbilirubinémie. Ackoliv se vétSina pacientii po 1é¢bé NAC uzdravi kompletné, u
nekterych se miize rozvinout chronické DILI a nebo dokonce akutni selhani jater. To nastava u
piipadl, u kterych byla podéna extrémné vysoka davka APAP a nebo nedoslo k v€asnému

zahgjeni 1écby. (Rotundo, 2015; Sabaté, 2011; Li, 2023).

1.2 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza je analytickd technika, ktera dovoluje rychlou a efektivni
separaci nabitych latek ptitomnych v malém mnozstvi vzorku. Separace je mozna diky odlisné
elektroforetické pohyblivosti jednotlivych iontl Vv elektroforetickém médiu nachédzejicim se
v kapilafe. Vyhodou této techniky je jednoducha instrumentace, ktera se sklada ze zdroje
vysokého napéti, dvou zasobniku pufru, kapilary a detektoru. Muze byt doplnéna napiiklad
autosamplerem, dal$imi zafizenimi pro davkovani, kontrolou teploty kapilary nebo vzorku
a dalsimi detektory. S uzitim zakladni instrumentace 1ze analyzy provadét v nékolika méodech,

mezi které patfi:
e Kapilarni zonova elektroforéza (CZE)
o Kapilarni gelova elektroforéza (CGE)
e Micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie (MEKC nebo MECC)
e Kapilarni elektrochromatogratie (CEC)
e Kapilarni izoelektrické fokusace (CIEF)

e Kapilarni izotachoforéza (CITP)

V piipadé kontinualniho elektrolytického systému tvoii elektrolyt jednotny roztok podél
migracni cesty, kKtery se neméni v ¢ase a vytvaii vodivé prostiedi pro tok elektrického proudu
a pro vznik elektrického pole. Elektrolytem byva obvykle pufr, ktery mtze selektivné ovlivnit

efektivni mobilitu jednotlivych slozek separace. V diskontinudlnim elektrolytickém systému
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dochazi k migraci vzorku mezi dvéma riznymi elektrolyty. Prvnim elektrolytem je vedouci
elektrolyt, ktery tvofi pfedni zonu, a koncovy elektrolyt, ktery tvoii zadni zonu. Piikladem
tohoto typu separace je CITP (Li, 2001).

1.1.1 Kapilarni zénova elektroforéza

Separace v CZE je zalozena na rozdilech v elektroforetické mobilité, kterd se projevi
v rozdilné rychlosti separace iontii v pufru, ktery se nachazi v kapilaie. Tento mechanismus
ovlivituje prevazné velikost Castic a naboj v daném pH. Kapilary jsou obvykle z oxidu
kfemicitého (silika) a obsahuji povrchové silanolové skupiny, které mohou byt v pfitomnosti
elektroforetického média ionizovany. Rozhrani mezi sténou kapilary a médiem se sklada ze tii
vrstev, a to z negativné nabitého povrchu stény siliky (v pH > 2), imobilni vrstvy a z difizni
vrstvy kationtt, které ptiléha k vrstve siliky. Na tomto tenkém misté styku pevné Casti kapilary
a média vznika elektrickd dvojvrstva, jejiz pevna Cast se nepohybuje, zatimco kapalnd ¢ast
opacného naboje v kapalné ¢asti dvojvrstvy se miize pohybovat v elektrickém poli, viz obrazek

¢. 1.

+ ® D) © @ EOF\> -

Diftznivrstva —t (+) ) @ E) @ () _l /

- ' r /
Stacionarni vrstva N T

Kapilarni sténa

Obrazek 1: Jednotlivé vrstvy kapilary siliky (Lodén, 2008).

Této migraci kapilarou fikame elektroosmoticky tok (EOF), nebo také elektroosmoza. Béhem
jedné separace mohou byt déleny kationty i anionty. Kationty jsou pfitahovany ke katodé
a jejich rychlost je ovlivnéna EOF. Anionty jsou sice pfitahovany k anodé, ale vlivem toku
elektroforetického média jsou strhnuta smérem ke katod€. Vzhledem k této skutecnosti migruji
jako prvni kationty s nejvétSim pomérem naboj/hmotnost, poté kationty s mensim pomérem,
poté neutralni komponenty s nulovym pomérem a nakonec anionty. Prvni migruji ty anionty,

které¢ maji mensi pomér naboj/hmotnost, poté ty s vétSim pomérem. Rychlost migrace lze
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ovlivnit zménou pH, vizkozity, iontovou silou, napétim a dielektrickou konstantou pufru (Li,

2001; Gas, 2001).

Jednou z vyhod CZE je, ze zde neni potieba tlak pro tok v kapilate, ktery by jinak vyustil
Vv parabolicky profil toku, ¢imz by doslo K rozsifeni pikd. To je minimalizovano také pomoci
otevienych tubularnich kapilar malého vnitiniho priméru. Jedinym faktorem piispivajicim
Kk rozsifovani pikt je podélna diftze. Za podminek, pii kterych nema elektroosmoticky tok vliv,

je rychlost migrace v dana:

HepV
= E =
V= Uep I
1)
Kde: p,), je elektroforetickd mobilita
E je intenzita elektrického [V/m]
V je aplikované napéti [V]
L je délka kapilary [m]
Migracni Cas t je dan:
. L L?
HepV
)

Elektroosmoticky tok je vyznamnym ve vét§in€ béZzné pouzivanych pufri a je vEtsi, nez
elektroforetické mobility iontd. Pochazi z negativné nabitych skupin kapilarni stény, ktera
zpisobuje vytvoreni elektrické dvojvrstvy, kterd se skladad z pevné vrstvy a diftzni vrstvy
tvofené mobilnimi kationty. Elektricky potencidl, ktery se nachazi v téchto vrstvach, se nazyva

zeta potencial ¢ a je popsan Helmholtzovou rovnici:

_ Amn peo
&

¢

@)

Kde: ¢ je zeta potencial

n je viskozita
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Ueo € Mobilita elektroosmotického toku

€ je permitivita

Pod vlivem aplikovaného elektrického pole se za¢nou kationty z difizni vrstvy pohybovat
smérem ke katod¢ a to zplisobi, Ze S sebou zacnou strhavat i dals$i molekuly roztoku. Rychlost

EOF je dana:

(4)

Elektricka dvojvrstva je obvykle velmi tenka vrstva (n€kolik stovek nanometrti) a vzhledem
k poloméru kapilary (typicky 50 — 100 um), povazujeme EOF za jev pochazejici ze
stény kapilary. Svym vlivem nezpiisobuje rozsifovani pikli pfimo, ale ovliviiuje ¢as migrace
kapilarou, ¢imZ muZe ovliviiovat jak u¢innost, tak rozliSeni. V pfitomnosti EOF je ddna rychlost

v a ¢as t migrace rovnicemi:

(Heottep)V L?
v= — t= ————
L (HeotHep) V
(5.6)
Rozptyl a pocet teoretickych pater je dan:
. 2 DI?
(Heo + Hep) V
A (7)
+
N = Ueo T Uep
2D
(8)

Kde: a2 je rozptyl
N je pocet teoretickych pater
D je difuzni koeficient
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Rozliseni dvou pikt R je v elektroforéze dano rovnici:

vV
ZLD (lzep + ILLEO)

1
R = Z (.uep,l + .uep,z)-

©)

Ovlivnit EOF mizeme sloZenim roztoku, napiiklad ptidavky povrchové aktivnich latek
(tenzidy), které pokryvaji povrch kapildry a mohou tak zménit rychlost a nebo i smér toku.
Nejjednodussim piikladem jeho Upravy je Gprava pH a iontového slozeni pufru. Dalsi moznosti
je pouziti aditiv, které mohou ménit zeta potencidl. Pfidanim kationtového surfaktantu
cetyltrimethylammonium bromidu (CTAB) mizeme elektroosmoticky tok obratit, pfidanim
methanolu miizeme EOF vyznamné redukovat, naopak acetonitril je schopen EOF zvysit (Li,

2001)

1.1.2 Instrumentace

Zakladni instrumentaci znazoriiuje obrazek ¢. 8. Davkovani vzorku a jeho
reprodukovatelnost je klicovym aspektem spravné kvantitativni analyzy a v pfipadé CE je
hlavnim problémem velmi maly objem davkovaného vzorku, ktery je v rdmci nanolitrti. Pro
davkovani se pouziva dva zakladni moédy: hydrodynamicky a elektrokineticky. V obou téchto
ptipadech se davkovani provadi ptimo na jeden konec kapilary, ¢imz je potlaceno rozSifovani
z0n, které by mohlo nastat v piipadé davkovacich ventild. Pti elektrokinetickém, nebo také
jinak elektromigra¢nim modu je elektroda odejmuta z vialky s pufrem a je vlozena do vialky se
vzorkem. Po kratky ¢asovy tsek je aplikovano davkovaci napéti a tim se pomoci elektromigrace
piesune vzorek do konce kapilary. Objem nadavkovaného vzorku mize byt v tomto piipadé
regulovan pomoci ¢asu davkovani a také pomoci pouzitého napéti. Vzhledem K rozdilné
pohyblivosti jednotlivych komponent ve vzorku miize dochéazet k tomu, Ze s vétsi pohyblivosti
komponenty se také zvétsi jejich mnozstvi v davkovaném objemu oproti t¢ém méné mobilnim.
Druhym problémem je rozdil vodivosti pufru a vzorku, coz nastava v piipadé, ze vzorek nebyl
pfipraven z daného pouzitého pufru. V tomto pifipadé davkovani je vhodné pouZiti interniho
standardu pro kvalitativni analyzu. Druhym typem davkovani je hydrodynamicky, nebo také
hydrostaticky mod. Ten vylucuje diskriminaci vyskytujici se v elektrokinetickém modu a jeho
principem je rozdil tlaku. Témito dvéma metodami davkovani muZzeme dosahnout

reprodukovatelnosti v oblasti 2 — 3 % RSD. Dal$imi moznostmi davkovani mize byt uZiti
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davkovacich ventili, rozdélovach a stiikacek, které jsou podobné jako ty pouzivané ve

chromatografii, narazeji ale na problém Vv oblasti prakti¢nosti (Ryvolova, 2009; Li, 2001).

Malé kapilary a objemy v CE mohou byt vyzvou pro citlivou detekci bez rozptylu zon,
ktery nastava pii pouziti spojek a konektorti, cemuz se miizeme vyvarovat pouzitim detekce
ptimo na kolong. Proto jsou UV a fluorescen¢ni detekce nejbéznéjsimi detekénimi technikami
pro CE, ale moznosti volby detekéni techniky pro CE jsou velmi bohaté. Zajimavou moznosti
je elektrochemickd detekce, do které patii nesporné vyhodné amperometické
a konduktometrické detekce, obzvlasté pro detekci malych anorganickych iontd, které nejsou
schopny absorpce svétla. Obecné populdrni hmotnostni detekce vzrostla na oblibé ve spojeni
s CE, a to v on-line spojeni s elektrosprejem a off-line spojeni s laserovou desorpci a ionizaci
za Ucasti matrice (MALDI). Vybér vhodné detekéni techniky zavisi na konkrétni aplikaci a také
na citlivosti, které chceme dosdhnout (Ryvolova, 2009; Li, 2001).

Integrator
nebo pocditad

\ ‘EI

Pufr e Katoda

Kapildra

Anoda Pufr
Vstupni vialka Vialka se vzorkem Vystupni vialka

Zdroj vysokého
napéti

Obrazek 8:Instumentace CZE (Shah, 2022)
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1121  Detekce
bez pritomnosti disperze zon. Rozsiteni zon je obvykle zptsobeno spojenimi a konektory

a tomu je predchazeno detekci pfimo na kapilate (Li, 2001).

Vodivostni detekce byla Casto pouzivana jiz v zacatcich CE. Je univerzalni a vhodna
pro detekci naptiklad anorganickych ionti. Velmi uziteCnou je bezkontaktni detekce (CCD),
pii které jsou dvé nerezové trubicky omotané kolem kapilary, takzvana ,,ak¢éni® a snimaci
elektroda. Mezi kapalinou uvnitt kapilary a ak¢ni elektrodou je generovan kapacitni proud a pfi
priachodu mezerou mezi obéma elektrodami je generovan dalsi kapacitni proud, ktery sleduje
snimaci elektroda. Pokud je vodivost zménéna vlivem analytu, je tato zména zachycena snimaci
elektrodou. Rozdil vodivosti mezi samotnym elektrolytem a analytem by mél byt co nejvetsi.
Vodivost elektrolytu nesmi byt pfili§ vysoka z divodu piredchazeni Sumu a zaroven nesmi byt
prilis nizka z divodu vzniku elektrodisperze. Pti pouziti tohoto typu detekce byl ziskan limit
detekce az v ng/ml. CCD je lehce pouzitelny v kombinaci s dal$imi detekcemi a je vhodny pro
mikrofluidni CE (Guijt, 2004; Jong, 2016).

Dalsi pouzivanou detekci je hmotnostni spektrometrie (MS). Jedna se o citlivou
a selektivni detekci malych 1 velkych molekul, zaroven je MS a MS/MS vhodna pro identifikaci.
Vyzvou v optimalizaci této detekce je kombinace kapalinové faze s detekcéni technikou
probihajici ve vakuu. Na druhou stranu je CE pouzivana pii velmi nizkych prutocich (nl/ml)
a ionizace elektrosprejem je vhodna pro ionizaci polarnich a nabitych molekul, které jsou

pomoci CE separovany. Dnes je jiz CZE-MS témé&f rutinni zalezitosti (Shen, 2019; Jong, 2016)

V neposledni fad¢ fluorescencni detekce je velmi citliva detekéni technika, obzvlaste
Vv pfipad€ pouziti laseru. Excitani zafeni by mélo byt soustiedéno na velmi maly objem
a zaroven by méla byt nasledné emise efektivné sbirdna ze stejného detekéniho objemu. Vnitini
a vn&j$i povrch, ktery lame pronikajici excitacni a emisni svétlo zptsobuje rozptyl, ktery mize
byt divodem vysoké Sumu. Fluorescence je vyzafovana do vSech sméru a sbér probiha pouze
urcité ¢asti tohoto svétla, proto je zde optickéd konfigurace velmi dilezita, aby byla zachovana
pozadovana citlivost. Vzhledem Kk tomu, ze ne kazda molekula fluoreskuje, je tato detekce
velmi selektivni. V piipadech, kdy neni tato detekce vhodna prave z téchto divodi, lze vyuzit
fady derivatizacnich cinidel. Detekce fluorescence probihd cCasto pomoci fotondsobice

v kombinaci s filtrem (Jong, 2016; Xu, 2007).
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UV-Vis je velmi popularni detekéni technikou pro kapilarni elektroforézu i dalsi
ptibuzné techniky. Vyhody a nevyhody UV/Vis jsou shrnuty v tabulce ¢. 3. Jeji hlavni vyhodou
je univerzalnost a rozsifenost. Casto se totiz jedna o komeréni detektory vytvotené piimo pro
HPLC, kde je pratokova cela nahrazena kapilarou pro piimou detekci na kapilare. Vrstva
polyimidu na vngjsi stran¢ kapilary musi byt pro ti¢el detekce odstranéna v oblasti detekéniho
okna. Toho je docileno naptiklad jednoduchym spalenim polyimidu, poleptanim alkaliemi, ¢i
mechanickym odstranénim. Poté je detekéni okno ocisténo pomoci acetonu a piipraveno

k detekci (Li, 2001).

Limit detekce pro UV/Vis detekci je viak pouze 10° — 10° M, proto se vyuziva
pomocnych metod zvySeni koncentrace analytu a zvySeni citlivosti detektoru. Pro zvySeni
koncentrace se pouZzivaji prekoncentra¢ni techniky, jako je napiiklad on-line extrakce na pevné
fazi (SPE) nebo koncentra¢ni vrstveni vzorku. Tyto techniky jsou ale omezeny slozenim matrix.
Pro zvyseni citlivosti detektoru se pouzivaji tzv. bublinové cely, nebo Z-cely pro zvétseni délky
optické drahy. Pro sloZky, které neabsorbuji v UV oblasti, 1ze vyuZiti neptimé UV detekce, pti
kter¢ je absorbujici ion ptidan do samotného elektrolytu. V misté analytu tak vznikne negativni

pik. Optimalizace této detekce je komplexni (Jong, 2016; Xu, 2007).

Pro dosaZeni co nejvétsi detekeni citlivosti je dalezité zvazit fadu faktord, mezi které
patii typ svételného zdroje, amplifikacni systém, svételné pozadi a také délku optické drahy.
Z divodu obtiznosti soustfedéni dostatecného mnozstvi svétla do malého vnitiniho priméru
kapilary je potfeba, aby byla intenzita svétla co nejvétsi. Proto je zde dilezité pouziti lamp
s velkou intenzitou, optimalni $itky $térbiny, spravné a stabilni umisténi kapilary a nebo také
pouziti optickych vldken. Vétsi detekéni citlivost mlze byt také dosazena zlepSenim
elektronickych obvodd a zpracovani signalu. DalSim faktorem je svételné pozadi kolem
kapiléry, které je snaha redukovat pomoci otvorll a Sté€rbin. Problém ale nastava, kdyZ jsou
otvory moc malé a redukuji tak intenzitu svétla nadbytecné a naopak, kdyz jsou Stérbiny moc
velké a neefektivni pro minimalizaci svétla pozadi a mohou tak dokonce vést az ke ztraté
ucinnosti kolony. Opticka délka drahy je pti detekci na koloné limitovana vnitinim primérem
kapilary. Pro zvétSeni optické drahy se vyuziva metod, jako je zavedeni Z-cely, multireflexni
cely, dalsich. Hlavni vyhodou pouziti detekce fotodiodového pole (DAD detektor) je ziskani
spektralnich informaci napfi¢ vice vinovych délek, coz miize byt vyhodné pro identifikaci
neznamych slozek. Diky vyuziti rGznych vinovych délek muzeme také odhalit, zda ve

chromatogramu nedochazi k ptekryvu nékolika pika (Li, 2001; Crego, 2005).
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Tabulka 3: UV/Vis detekce - vyhody a nevyhody (Deeb, 2016; Li, 2001).

Vyhody

Vysoka dostupnost a jednoduchost zapojeni

Nizké naklady na provoz
Dobré kvantitativni presnost a linearita
Moznost multivinové detekce (DAD)
Nevyhody

Kratka optickd drédha — nizsi citlivost
Nutnost pfitomnosti chromoforu v molekule

Moznost Sumu/interference pii nizkych koncentracich

MozZnost zvySeni detekce

Zvétseni optické drahy (bublinkova nebo Z-cela)
On-line koncentra¢ni techniky
Derivatizace analytu pro zvySeni UV odezvy

Pouziti DAD detektoru pro vice vinovych délek

1.1.3 Srovnani CE s dalSimi technikami

Kapilarni elektroforéza je technika Casto srovnavana s vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii (HPLC) a s klasickou gelovou elektroforézou. CE ma velky potencial v docileni
vysoké ucinnosti. Hlavnim divodem je jiz zminény pistovy profil toku, ktery je fizen
aplikovanym napétim. Na druhé strané v ptipadé HPLC je tok fizen Cerpadlem a ma tak profil
parabolicky, coZ miZze mit vliv na rozsifeni pikd. Tento rozdil je dlivodem velmi vysoké
ucinnosti dosazitelné pomoci CE, piky tak mohou byt v tomto ptipadé uzsi a mohou mit lepsi
rozliSeni. CE ma dale vétsi pikovou kapacitu nez HPLC, coz umoziuje rozliSeni piki
eluovanych velmi blizko sebe a tim separaci smési velkého poctu komponent. Vyhodou HPLC
je ale velké mnoZstvi moZznosti stacionarni a mobilni faze pro systémy HPLC, coz zvySuje
selektivitu konkrétnich separaci. V instrumentaci se CE lisi tim, ze nema injektor a cerpadlo
(v ptipadé HPLC 1 vice Cerpadel ¢i sméSovac mobilnich fazi) a nema ani specialni detekcni
celu, protoze je zde vyuzivano jednoho konce kapilary pro davkovani a detekce je uskute¢néna
pomoci detekéniho okénka na kapilafe. CE nema ani ventil, jako tomu je u HPLC, vzorky jsou
obvykle zavadény do kapilary pomoci hydrodynamického nebo elektrokinetického modu. Za
béznych podminek jsou oba konce kapilary ponotfeny v pufru a sbirani frakci miize byt
provedeno pomoci pferuSeni aplikovaného napéti a presunuti konce s detekénim oknem do
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vialky s elektrodou a pufrem, ktery je obvykle stejny jako pufr pouzity pro separaci. Nevyhodou
CE je omezeni v ramci praméru kapilary, a to z divodu ucinnosti a rozptylu tepla. Teplotni
gradient mezi stfedem a sténou kapilary je tmérny druhé mocniné poloméru kapilary, mensi
kapilary umoznuji vétsi rozptyl tepla. HPLC muze byt na druhou stranu provedena jako makro
i mikro separacni technika, vzhledem k moznosti znaéné ménit primér kolony. V rdmci detekce
jsou HPLC a CE velmi podobné, k detekci jsou pouzivany UV, fluorescencni, elektrochemické,
vodivostni, hmotnostni a dalsi detektory. Ve vSeobecnosti je CE technika s vyznamnou
ucinnosti a veétsi schopnosti separace s vysokym rozliSenim oproti jinym separa¢nim
technikam. Nevyhodou oproti ostatnim muize byt nedostatecna selektivita. Srovnani technik CE

a LC je v tabulce ¢. 4 (Shah, 2022; Li, 2001).

Tabulka 4: Srovndni CE a LC (Shah, 2022).

Parametr CE LC
Doba analyzy Rychla (1-20 min) Stredni (10-60 min)
Naklady Nizké Stredni
Objem vzorku Velmi nizké Stredni
Objem reagencii 1-100 nl 1-100 pl
Instrumentace Jednoducha Komplexngjsi
Tvar Uzké piky Parabolicky

2.1 Analyza farmaceutik

Farmaceutickd analyza hraje klicovou roli v zaruceni bezpecnosti, kvality a efektivity
farmaceutickych produkt. Na pocatku vyvoje 1éCiva stoji identifikace latky, kterd vykazuje
terapeuticky potencial ve spojitosti s uréitym onemocnénim. To vede K vytvofeni

a charakterizaci molekul, oznaovanych jako aktivni farmaceutické slozky (API).

Piikladem analytickych technik pro farmaceutickou analyzu jsou titra¢ni techniky. Jejich
pocatek saha az do roku 1835, kdy byla poprvé predstavena volumetrie. Casem doslo
K vyznamnému posunu a modernizaci této metody, pies zavedeni titracnich metod
V bezvodném prostiedi, rozsifeni aplikovatelnosti pro velmi slabé kyseliny a zasady, az po

zvyseni presnosti pomoci potenciometrické detekce. Titraéni metody jsou také uzitecné pro
36



méfteni reakéni kinetiky, tedy pro urcovani reakénich rychlosti. Vyhodami jsou zde laboratorni
nenarocnost, vysoka piesnost, absence referenénich standardd. Mimo kvantitativni analyzu
1éCiv  se titratni metody pouzivaly také pro khodnoceni degradacnich produktt

farmaceutickych slou¢enin (Rao, 2023)

Dalsi oblasti jsou chromatografické techniky. Chromatografie na tenké vrstvé (TLC) stale
hraje vyznamnou roli ve farmaceutické analyze a je pouzivana pro Sirokou fadu organickych a
anorganickych materiald. Vyhodami je zde minimalni pfiprava vzorku, vybér mezi fadou
mobilnich fazi, moznosti rozliSeni riiznych vzorkul, vysokd vzorkova kapacita, nizké naklady.
Své uplatnéni nalezne také ve screeningu neznamych latek v drogach. Vysoka specifita TLC
umoznuje kvantitativni analyzu pomoci bodové eluce a nasledného spektrofotometrického
slozeni necistot a degradacnich produkti v 1é¢ivu. HPLC je moderni analytickd metoda, bézné
pouzivana pro separaci komplexnich smési a identifikaci komponent. Vyhodou HPLC je
vysoka specifita a pfesnost a je jednou z nejvice pouzivanych chromatografickych technik. Je
casto kombinovana s hmotnosti spektrometrii a toto spojeni se stalo metodou ¢islo jedna pro
kontrolu kvality ve farmaceutickém prumyslu. HPLC-MS je vSestranna a vykonna technika,
ktera poskytuje odpovédi na duilezité otazky ve farmaceutickém primysl. Na druhé strané
plynova chromatografie je 0€innad technika pro separaci a detekci tékavych organickych
sloucenin, umoziujici presnou kvantitativni analyzu komplexnich smési, a to 1 v nizkych
koncentraci. Jeji omezeni spociva ve nemoznosti analyzy vysokomolekularnich a tepelné
nestabilnich latek. Zaroven nizka t€kavost farmaceutik zde vyzaduje pouziti derivatizace (Rao,

2023; Sharma, 2021)

Principem spektrofotometrickych metod zalozenych na UV absorpci a chemickych reakcich
je vlastnost materidlu odrazet ¢i propoustét svétlo v zavislosti na vinové délce. Vyhodou je
Casova nendrocnost a vybornd piesnost. Derivatizacni techniky se vyuzivaji jak v UV
spektrometrii, tak v infracervené, atomové absorp¢ni fluorescencni spektrometrii a fluorimetrii.
Derivatiza¢ni metody vSak ptispivaji k Sumu. Spektrofotometrické metody jsou dilezitym
nastrojem farmaceutické analyzy, vhodné pro efektivni a pfesnou kvantifikaci latek (Sharma,

2021; Rao, 2023).
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V poslednich letech byl zaznamenan narist vyuziti elektrochemickych metod pro analyzu
farmaceutik. Aplikovany byly riizné metody, naptiklad pro analyzu imipraminu a trimipraminu
byly pouzity metody s modifikovanou skelnou uhlikovou pastovou elektrodou a nanocastic
oxidu titani¢itého. Nasledn¢ byly pouzity techniky cyklickd voltametrie, chronocoulometrie,
elektrochemicka impedancni spektroskopie adsorp¢ni stripovaci voltametrie. Dalsim piikladem
je analyza benzokainu a lidokainu kapsaicinem modifikovanou uhlikovou -elektrodou
z nanotrubi¢ek. Ke stanoveni dopaminu, levedopa, epinefrinu a norepinefrinu byly také pouzity
modifikované elektrody, konkrétné modifikovana sklenéné elektroda s Cu?* a nanodasticemi
stiibra. Pro stanoveni riznych farmaceutik byly také vyvinu metody jako adsorp¢ni stripovaci
voltametrie a CE s amperometrickou detekci. Pro studium chovani farmaceutickych latek se
vyuziva cyklicka, diferen¢né pulzni a ,,square-wave® voltametrie. Pfehled analytickych technik

pro farmaceutické analyzy je na obrazku ¢. 9 (Sanghavia, 2013; Rao, 2023).

— UV-VIS
—— IR
Spektroskopie
b P — NMR
HPLC
Chromatografie GC
TLC
. FElektroforéza .|  CE
Analytické techniky ve _ GE
farmaceutické analyze _
Redoxni titrace
Titra¢ni B -
techniky Acidimetrie
Potenciometrie
Elektroanalyza

Voltametrie

—— Opticka mikroskopie

Mikroskopie -

—— Elektronova mikroskopie

Termélni —— (Calorimetrie

analyza —— Termogravimetrie

Obrazek 9: Souhrn analytickych technik pouzivanych pro farmaceutickou analyzu
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1.2.1 Aplikace elektroforézy pro analyzu farmaceutik

CE je velmi vyznamnou soucasti analytické farmacie a to od vyvoje, klinické studie, az
po kontrolu kvality 1é¢iv. Abychom zajistili a¢innost a bezpecnost 1é¢iv, je dulezité, aby byl
zaveden systém pro kontrolu kvality jak pro syntézu léCiv, tak pro vyvoj novych metod.
Necistoty 1é¢iv jsou vSechny ostatni komponenty 1é¢iva, které nepovazujeme za API ¢i latky
pomocné. Priklady vyuziti CE v analyze API (Active Pharmaceutical Ingredient) jsou uvedeny
v tabulce ¢. 5. Ke kontaminaci mtize dojit jiz ve vyrobnim procesu vlivem reagencii,
meziproduktti, vedlejSich produktl, katalyzatort, rozpoustédel, nebo také vlivem degradace
finalniho 1é¢iva. Pritomnost takovych necistot zvysSuje riziko toxicity, vedlejsich efektd, nebo
nezadoucich G¢inkil na lidsky organismus. V souladu s Mezindrodni radou pro harmonizaci
technickych pozadavki na 1é¢ivé ptipravky (ICH) je pro 1é¢ivo S maximalni davkou 2 g/den
stanovena hranice pro zhodnoceni toxicity dané necistoty na 0,15 % z celkového mnozstvi
1é¢iva. Pro 1éky uzivané na denni bazi je tato hranice 0,05 %. Detekce, kvantitativni
a kvalitativni analyza je tedy dulezitou soucasti farmaceutického priimyslu. Analyza necistot,
vzhledem K jejich ¢asto stopovému mnozstvi, miize byt naro¢na a vyzaduje efektivni techniku.
CE ma dobry potencidl pro aplikaci v této oblasti diky své vysoké separaéni u€innosti, ale také
pro moZznost automatizace, jednoduché spojeni s fadou detekénich technik, ¢i pro variabilitu
dostupnych elektroseparacnich méda. CE ¢asto nevyzaduje vyraznou upravu vzorku, neprekazi

ani vyssi koncentrace soli a dalSich latek (Reminek, 2021; Zhu, 2018).

Analyza lé¢iv je z velké Casti provadéna pomoci HPLC, a to v€etné analyzy hlavnich
sloZek, ur€eni jejich necistot, chirdlnich separaci, stopové analyzy, kvantitativni analyzy
kovovych a anorganickych iontd. VSechny tyto oblasti jsou proveditelné i pomoci CE a proto
je tato technika povaZovana za alternativni ¢i komplementarni techniku HPLC pro analyzu
farmaceutik. Vyhodou CE je vysoka separa¢ni uc¢innosti, pfiprava vzorku, kratky ¢as analyzy
a malé objemy jak vzorku, tak pufru. Ma také velmi jednoduchou instrumentaci a velkou
vyhodou je zde fada moznych mddd, jako je CZE, MEKC, CITP a CGE, coz umoziluje separaci
ruznorodych slou€enin. Pfevazna vétSina 1éCiv je bazického charakteru a jsou protonovany pfi
nizkych pH, proto je pro analyzu fady lé¢iv vhodny naptiklad fosfore¢nanovy pufr o pH 2,5.
Acidicka lé¢iva mohou byt analyzovdna pomoci boratového nebo fosfore¢nanového pufru o pH
7 — 10. Neutralni slou€eniny, nebo smési neutralnich a nabitych komponent mohou vyzadovat
analyzu pomoci MEKC nebo MEEKC metody. Validace metod CE pro analyzu farmaceutik je

velmi obdobna jako je tomu v piipadé HPLC a zahrnuje posouzeni valida¢nich parametrt jako
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je presnost, spravnost, specifita, linearity a sensitivita. Nejvétsi prekazkou pro analyzu CE jsou
necistoty 1éCiva, které maji obvykle stejny pomér naboj/hmotnost a tim padem jsou tézko

odlisitelné od hlavniho piku 1é¢iva (Montaseri, 2018; Altria, 1999).

Tabulka 5: Piiklady vyuziti CE pro analyzu API (Suntornsuk, 2010).

Analyt Metoda
Alendronat, clodronat, fosfomycin CZE — nepiima UV
Kyselina alginova MEKC - UV
Ketoprofen a indapamid CZE - DAD
Chondroitin sulfat CZE - DAD
Ciprofloxacin, gatifloxacin, moxifloxacin, ofloxacin CZE - DAD
Clenbuterol, salbutamol, procaterol, fenoterol CZE - DAD
Klindamycin CE-ECL
Ertapenem CZE - UV
Ethambutol CZE-UV
Etoricoxib CZE - DAD
Kyselina kavova, ferulova a protokatechova; vanilin CZE - AD
Glukosamin CZE-C*D
Heparin nizkomolekularni CZE-UV
Inzulin a jeho analoga MEKC - DAD
Isoniazid, p-aminosalicylova kyselina CZE-CL
Maprotilin, desipramin, moklobemid CZE - UV
Mesembrin a piibuzné alkaloidy CZE -MS
Nadolol, labetalol CEC - MS
Neomycin CZE - UV
Oxaliplatina MEKC - UV
Piperacin CZE - DAD
Pravastatin MEKC - DAD
Salbutamol CZE - DAD
Suxamethonium CZE -C'D
Vitaminy MEEKC — DAD
Ziprasidon CZE - DAD

AD = amperometrické detekce, C*D = bezkontaktni detekce vodivosti, (E)CL =

elektrochemiluminescence
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Co se tyka 1é¢iv s malou molekulou, jsou elektromigracni techniky pouzivany ve vSech
oblastech analyzy, a to vcetné stanoveni obsahu léCiva, analyzy necistot, organickych
a anorganickych protiiontli, stereochemické Cistoty a nebo stanoveni fyzikalné-chemickych
parametri (pKa, lipofilita). Detekce genotoxickych necistot je pro CE naro¢na, protoze jejich
koncentrace se pohybuje v oblasti ppm. V takovém piipadé mize pomoct spojeni CE-MS
a vyuziti derivatizace. Toho bylo vyuZito pro stanoveni potencidlné genotoxickych alkyla¢nich
¢inidel po derivatizaci, citlivost byla dale také zvySena pouzitim elektrokinetického davkovani
a po optimalizaci bylo dosahnuto hodnoty LOD v rozsahu ppm 0,1 a 0,4 mg/kg, coz bylo
VvV tomto ptipadé asi 10x citlivéjsi v porovnani s HPLC-MS. CE je také vhodna pro analyzu
stereoizomert, a to pravé diky vysokému rozliSeni, coz se také odrazilo na tad¢ publikaci
separaci enantiomertl. Reden je také rozsah chiralni CE-MS a aplikace bezvodné CE v chiralni
analyze. Vyhodou separacnich technik pro uréeni pKa je naptiklad pouziti nizkych koncentract,
vzorky nemusi mit vysokou ¢istotu a dale nizkd spotteba vzorku. Zaroven velkou nevyhodou
LC ve stanoveni pKaje, ze pH mobilni faze a tedy i rozsah stanovitelnosti je omezen stabilitou
naplné kolony. Nevyhodou CZE je zde vsak zdlouhavost a je tak malo uzitecna pro vykonny
screening. Protiionty hraji dulezitou roli ve fyzikalné-chemickych vlastnostech 1é¢iva a tim
ovliviluji i jeho farmaceutické vlastnosti. Protionty maji obvykle 2-30 % w/w IéCiva a jejich
stanoveni vyZaduje piesnou kvantifikaci. CE se ke stanoveni pouziva s oblibou, jeji vyhodou je

pouziti nepiimé UV detekce pomoci chromoforu pfidaného do pufru (Deeb, 2016).

Necistoty jsou definovany jako cizi material, ktery je ptitomen v 1é¢ivu. Tyto latky musi
byt sledovany 1 v pfipad€, Ze jsou inertni ¢i maji dobré farmakologické vlastnosti. Témito
latkami mohou byt organické a anorganické slouceniny (typicky zbytky roztoki) pochéazejici
z vychozich latek, vedlejSich produktl, mezi-produktli, degradacnich produktii, nebo se miize
jednat o reagencie, katalyzatory a podobné. Ptiklady vyuziti analyzy necistot 1é¢iv jsou uvedeny
Vv tabulce ¢. 6. Necistoty mohou ovlivnit biologickou dostupnost 1é¢iva, vést k nezddoucim
ucinkiim, toxicité, a proto musi byt vyrobcem sledovany a stanoveny. Identifikace

a kvantifikace se provadi pomoci TLC, HPLC, GC nebo také CE (Suntornsuk, 2010).
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pristrojové vybaveni

Vsechny analyzy byly provedeny na pftistroji kapilarni elektroforézy Agilent CE 7100
(Agilent, USA), které je vybaveno autosamplerem s padesati pozicemi. Spojeni mezi pfistrojem
a pocitacem bylo pomoci programu ChemStation Edition, ktery umoziuje nastaveni podminek,

metod, sekvenci a také je zde provadéno vyhodnoceni.
Pro experimentalni ¢ast byly dale pouzity:

Analytické digitalni vahy (Sartorius, Némecko)

Mikropipety a $pi¢ky (Thermo Scientific, USA)

pH metr (Thermo Scientific, USA)

Ttepacka typu vortex (Thermo Scientifix, USA)

Kiemenna kapilara (Agilent, USA) o vnitinim priiméru 50 pm a délce 50 cm, efektivni délky

41,5 cm

2.2 Chemikalie a pomiicky:

CHEMIKALIE:

Deionizovana voda — pfipravena na zafizeni Milli-Q Reference Merck, Némecko
Kyselina borita > 99,5 % Honeywell, USA
Tetraboritan sodny > 99,5 % Chemapol, Ceska republika
Hydroxid sodny > 98 % Penta Chemicals, Ceska republika
Hydrogenfosforec¢nan sodny dihydrat >99,5 % Sigma-Aldrich, USA
Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat > 98 % Sigma-Aldrich, USA
Thiomocovina

Etanol
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Standardy:

Konjugaty APAP-SG, APAP-NAC, APAP-CYS byly pouzity ze zasob na Fakulté chemicko-

vvvvvv

Pomtcky:

0,45 pm membranové filtry Avantor, USA

2.3 Pracovni postup

2.3.1 Priprava standardi
Vzorky thiomocoviny, APAP, APAP-NAC a APAP-Cys byly ptipraveny rozpusténim
1 mg latky v 1 ml vody.

Kalibra¢ni fady byly pfipraveny s koncentracemi 100, 70, 40, 10, 5, 2 a 1 mg/l.
Kalibra¢ni fada APAP byla ptipravena navazenim 10 mg standardu a rozpusténim ve 100 ml
vody, takto vznikly zasobni roztok mél koncentraci 100 mg/l. Kalibra¢ni fada APAP-NAC byl
ptipravena navazenim 0,93 mg a naslednym rozpusténim v 1 ml, tento roztok mél koncentraci
930 mg/l a byl z n¢ho dale ptipraven zasobni roztok 0 koncentraci 100 mg/l. Posledni kalibra¢ni
fada APAP-Cys byla pfipravena navazenim 1,15 mg a rozpusténim v 1 ml, takovy roztok mél
koncentraci 1150 mg/ml. Z tohoto roztoku byl pfipraven zasobni roztok o koncentraci 105,4
mg/l, ze kterého byla udélana kalibra¢ni fada o koncentracich 105,4; 73,8; 42,2; 10,5; 5,3; 2,1
a 1,1 mg/l.

Vzhledem ke Spatné dostupnosti ¢istého standardu nebyl nakonec APAP-SG pouzit

k analyzam kvantitativnich parametrt.

2.3.2 Priprava zékladnich elektrolytu
Pro optimalizaci separacnich podminek byly ptipraveny dva rizné pufry o dvou riznych

koncentracich, a to:

e 50 mM a 25 mM boratovy pufr (kyselina borita + tetraboritan sodny)
e 50 mM a 25 mM fosfatovy pufr (dihydrogenfosforec¢nan sodny + hydrogenfosfore¢nan
sodny)
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Kazdy pufr byl pfipraven smichanim kyselé a zasadité slozky roztoku ptislusného pufru
o stejné koncentraci na pozadované pH pomoci pH-metru. Ten byl nakalibrovan pomoci
kalibra¢nich roztok o pH 4, 7 a 9. Boratovy pufr byl upraven na pH 9,5; 8,5 a 7,5. Fosfatovy
pufr byl upraven na pH 8,5; 7,5 a 6,5.

Takto pfipravené elektrolyty byly vzdy zfiltrovany pomoci 0,45 pm membranového

polytetrafluorethylenového filtru a po 1,5 ml pipetovany do tii elektroforetickych nadobek.

2.3.3 Priprava kapilary

K analyzam byla pouzita kiemenna kapilara potazena tenkou vrstvou polyimidu
(Agilent, USA). Pro vSechny analyzy byla pouzita kapilara 0 praméru 50 um a délce
50 cm, efektivni délky 41,5 cm.

Kapiléra byla pfipravena ufiznutim pozadované délky kapilary pomoci keramického
noze. V misté detekéniho okénka byla pomoci zapalovace odstranéna vrstva polyimidu a
necistoty v tomto misté byly ociStény denaturovanym etanolem. Stejnym zplUsobem byly

pfipraveny i konce kapilary po vloZeni do kazety.

2.3.4 Proplach kapilary
Pied prvni analyzou byly vzdy kapilary kondiciovany 1 M NaOH po dobu 20 minut,
nasledné proplachovéna redestilovanou vodou 5 minut a na zavér byla proplachnuta separacnim

pufrem po dobu 10 minut.

Pted jednotlivymi analyzami byla proplachovéna 0,1 M NaOH po dobu 5 minut a zdkladnim
elektrolytem také 5 minut.
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2.4 Podminky méreni

Optimalizace zakladniho elektrolytu:

— Teplota kapilary: 25 °C

- Dévkovani: 50 mBar/8 s

- Vkladané napéti: 25 kV a 15kV v 0,5 min
— Detekce: 246, 244 a 298 nm

- Doba analyzy: 15 — 25 minut

VIiv teploty na separaci:

Teplota kapilary: 20, 25, 30 °C

- Davkovani: 50 mBar/8 s
Vkladané napéti: 25 kV v 0,5 min
Detekce: 246, 244 a 298 nm
Doba analyzy: 15 — 25 minut

Kvantitativni stanoveni:

— Teplota kapilary: 25 °C

- Davkovani: 50 mBar/8 s

— Vkladané napéti: 25 kV a 20 kV
— Detekce: 246, 244 a 298 nm

— Doba analyzy: 15 — 25 minut
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3 Vysledky a diskuze

3.1 Optimalizace zakladniho elektrolytu

V prvni ¢asti experimentalni Casti byla provedena série méteni, ktera se zaméfovala na
vybér optimalniho zékladniho elektrolytu (BGE). Spravny vybér BGE je klicovy pro uspésnou
separaci a zavisi na typu analyzovanych latek, pozadovaném pH a iontové sile. Mé&l by

zajistovat stabilni EOF, vysokou u¢innost separace a dobré rozliseni.

Provedena méteni zahrnovala dva typy elektrolytd: boratovy pufr a fosfatovy pufr, oba
v kombinaci 50 mM a 25 mM. Dale byly tyto elektrolyty pfipraveny o riznych pH. Analyzy
byly provadény pii napéti 25 kV a 15 kV.

e 50 mM boratovy pufr: pH 9,5; 8,5; 7,5
e 25 mM boratovy pufr: pH 9,5; 8,5; 7,5
e 50 mM fosfatovy pufr: pH 8,5; 7,5; 6,5
e 25 mM fosfatovy pufr: pH 8,5; 7,5; 6,5

Analyzovany byly latky: thiomocovina, APAP, APAP-SG, APAP-NAC a APAP-CYS.
Analyza byla vzdy provadéna v dubletu. Ze ziskanych zaznamut byl odecten migraéni Cas tm
a sitka vysky v poloviné piku wip. Z téchto udaju byla vypocitana efektivni elektroforeticka
pohyblivost pef pro kazdou latku dle vztahu:

Lg.L¢
Herr = V.t — Hem

(10)
Kde:
e Ueff= efektivni pohyblivost [m?/V-s]
e Ugn= pohyblivost mocoviny — EOF [m?/V 5]
e Lg=délka detekce [m]
e L¢=celkova délka kapilary [m]
e V =aplikované napéti [V]

e tm = migracni Cas [S]
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Dale byly provedeny vypocty ucinnosti v podob¢ poctu teoretickych pater N dle vztahu:

t
N = 5,544 (—)?

Wi/2
(11)
Kde:
e Wy = Sifka piku v poloving vysky [min]
A vysky teoretického patra H dle vztahu:
Lq
H=—
N
(12)

Ziskané elektroforetické idaje z analyz v boratovém pufru jsou uvedeny Vv piiloze 1
v tabulkach 1-12 a ve fosfatovém pufru v ptiloze 2 v tabulkach 13-24. U vsech analyzovanych
latek byly u vétSiny elektrolytii zaznamenany vyS$s$i migracni ¢asy nez u thiomocoviny, coz
znamena, Ze jsou zaporné nabité a migruji jako anionty. Tomu odpovidaji 1 namétené efektivni

pohyblivosti. Nebylo tomu tak ale u analyzy APAP-Cys v téchto elektrolytech:

e 50 mM boratovy pufr s pH = 7,5 (25 kV)
e 50 mM fosfatovy pufr s pH = 6,5 (25 kV)

Mensi migracni €as neZ thiomoc€ovina byl zaznamenan také pii analyze APAP a to v téchto

elektrolytech:

e 50 mM boratovy pufru s pH = 7,5 (15 kV)
e 50 mM fosfatovém pufru s pH = 6,5 (25 kV)
e 50 mM fosfatovy pufrs pH = 7,5 (15 kV)
e 50 mM fosfatovy pufr s pH = 6,5 (15 kV)
e 25 mM fosfatovy pufr s pH = 6,5 (15 kV)
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Migra¢ni ¢asy byly v téchto ptipadech skoro shodné s thiomocovinou (byly ve vétsing
mensi o setiny minuty) a znamena to, ze molekula neméla zadny naboj a migrovala tedy jako
neutralni latka. Divodem mizou byt strukturni vlastnosti a nevhodné pH pro separaci, pii

kterém nedochazelo k nabiti molekuly.

Na zaklad¢ vypocitanych parametrd N a H byl vybran zakladni elektrolyt, u kterého
bylo dosazeno nejvyssich hodnot G¢innosti (poctu teoretickych pater N). Zavislosti migra¢niho
Casu, pohyblivosti a separa¢ni ucinnosti na pH pufru ve vSech uvedenych elektrolytech jsou
uvedeny v priloze 1, grafy 1-12 (pro boratovy pufr) a v ptiloze 2, grafy 13-24 (pro fosfatovy
pufr).

Boratovy puft:

Nejvétsi separacni ucinnosti bylo dosazeno pfi pouziti elektrolytu 50 mM boratového
pufru pii pH 9,5 a 25 kV. Zavislost u¢innosti na pH 50 mM boratového pufru je znazornéna
v grafu ¢. 1. Separacni u¢innost pii pH 7,5 a pH 8,5 je téméf srovnatelna u vSech analyzovanych
latek. Vyssi ucinnost zaznamenana pii pH 9,5 mize souviset s vyssi vodivosti BGE a tedy

1 vyssi pohyblivosti EOF.

Graf 1. Zavislost separacni ucinnosti na pH

Zavislost separacni ucinnosti na zvoleném pH

50 mM boratovy pufr, 25 kV
250000
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48



Z grafu ¢. 2, ktery popisuje zavislost migra¢niho ¢asu na pH 50 mM boratového pufru,
bylo vyc¢teno, Ze pro separaci smési APAP a jeho metabolitt APAP-SG, APAP-Cys a APAP-
NAC bude nejvhodnéjsi pH 9,5. Pti tomto pH jsou rozdily migracnich ¢ast nejvétsi a bude zde

pravdépodobné nejlepsi rozliseni v piipad€ analyzy smési latek.

Graf 2: Zavislost migracniho ¢asu na pH

Zavislost migracniho ¢asu na zvoleném pH
50 mM boratovy pufr, 25 kV
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Graf ¢. 3 znazornuje zavislost efektivnich pohyblivosti latek na pH vybraného

elektrolytu 50 mM boratového pufru. Nejvétsich pohyblivosti je dosazeno pravé pii pH 9,5.

Graf 3: Zavislost efektivnich pohyblivosti na pH

Zavislost pohyblivosti na zvoleném pH
50 mM boratovy pufr, 25 kV
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Z porovnani grafii 2 a 3 je zjevné, ze pii pH 8,5 a 9,5 jsou efektivni pohyblivosti
analyzovanych latek nejrozdilngjsi, avSak migracni Casy, a tedy i celkové rozliseni je nejlepsi

pti pH 9,5.

Fosfatovy pufr:

Nejvyssi separacni ucinnosti v piipadé fosfatového pufru bylo dosazeno pti koncentraci 50
mM pii pH 7,5 a 15 kV. Zavislost Gc¢innosti na pH 50 mM fosfatového pufru je znazornéna

v grafu ¢. 4.
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Graf 4: Zavislost ucinnosti separace na pH
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Graf ¢. 5 popisuje zavislost migra¢niho ¢asu na pH 50 mM fosfatového pufru pii 15 kV.
Z tohoto grafu bylo vy¢teno, ze by bylo pro separaci smési APAP a jeho metabolitt APAP-SG,
APAP-CYS a APAP-NAC pii téchto podminkach nejvhodnéjsi pH 8,5. Pfi tomto pH jsou

rozdily migra¢nich ¢asti nejvétsi a bude zde pravdépodobné nejvétsi rozliseni.

Graf 5: Zavislost migracnich casii na pH

Zavislost migra¢niho ¢asu na zvoleném pH
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Graf ¢. 6 znazornuje zavislost efektivnich pohyblivosti latek na pH vybraného
elektrolytu 50 mM fosfatového pufru pii 15 kV. Nejvétsich pohyblivosti je dosazeno pii pH
8,5.

Graf 6: Zavislost efektivni pohyblivosti na pH

Zavislost pohylivosti na zvoleném pH
50 mM fosfatovy, 15 kV

— O 4
Hu> 6 6,5 7 7,5 8 8,5 9
0
~  -5E-09
=3
|_
8 -1E-08
>
_
m
> -1,5E-08
T
O
o

-2E-08

PH
O-APAP SG NAC CYS

Zporovnani grafi 5 a 6 je zjevné, Ze pii pH 8,5 jsou efektivni pohyblivosti
analyzovanych latek nejrozdilnéjsi. Migracni Casy a tedy 1 celkové rozliSeni je dosazeno také

pii pH 8.
Zaver:

Jako nejvhodnéjsi elektrolyt pro separaci z pohledu poctu teoretickych pater N byl
vyhodnocen 50 mM boratovy pufr s pH 9,5 pii 25 kV. Analyzy s timto pufrem dosahovaly
nejvetsi ucinnosti. Nejvetsi rozdil v migracnich casech byl za téchto podminek pii pH 9,5. Tyto
podminky jsou tedy vhodné i pro separaci smési latek APAP, APAP-SG, APAP-Cys a APAP-
NAC. 50 mM boratovy pufr s pH 9,5 byl dale pouzit pro analyzu vlivu teploty na separaci

a také pro kvantitativni analyzu a analyzu smési.
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Jako nejvhodnéjsi elektrolyt v piipadé fosfatového pufru byl vyhodnocen 50 mM fosfatovy
pufr pii pH 7,5 pii 15 kV. Analyzy stimto elektrolytem vSak nedosahovaly tak vysoké
separa¢ni uc¢innosti, jako tomu bylo v ptipadé¢ 50 mM boratového pufru o pH 9,5 pii 25 kV.

3.2 Vliv teploty

Teplota mlze mit na priab¢h separace vyznamny vliv. Se zvySujici se teplotou dochazi ke
snizeni viskozity BGE a tim i k vétsi elektroforetické pohyblivosti analyti. S teplotou se
zvySuje také vodivost BGE, coz vede ke zvySenému ohfevu a vétSimu teplotnimu rozptylu

Vv kapilafe, coz mize mit za néasledek vétsi rozSifeni zon a ztratu ucinnosti.

V této Casti experimentalniho méfeni byl testovan vliv teploty na separaci APAP, APAP-
SG, APAP-NAC a APAP-Cys. Pro analyzy byl pouzit jako BGE 50 mM a 25 mM boratovy
pufr s pH 9,5. Byly testovany teploty 20, 25 a 30 °C pii 20 kV.

Z provedenych analyz byl zaznamenan ¢as migrace, Sifka piku v poloviné vysky a byla
vypoctena efektivni pohyblivost latek, pocet teoretickych pater N a vyska teoretického patra H.
Vse je shrnuto v ptiloze 3, tabulky ¢. 25-26. Zavislost ucinnosti separace na teploté je

znazornéna v grafu ¢. 7 a 8.
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Graf 7: Zavislost ucinnosti na teploté — 50 mM
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Graf 8: Zavislost ucinnosti na teploté - 25 mM
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Dalsi grafy popisujici zavislost migracniho ¢asu a efektivni pohyblivosti na teploté jsou

uvedeny v priloze 3, grafy ¢. 27-28.

Zaver:
Z namétenych dat je patrna zavislost migrace na teploté, kdy s rostouci teplotou migraéni ¢asy

klesaji a tim padem rostou pohyblivosti latek a EOF.

Z grafu 1ze vy¢ist nejidealnéjsi teplotu pro separaci z pohledu poctu teoretickych pater N.
Pfi koncentraci 50 mM boratového pufru s pH 9,5 byla nejvhodnéjsi teplota 25°C. Pii

koncentraci 25 mM boratového pufru s pH 9,5 je nejvhodnéjsi teplota pro separaci 30°C.

3.3 Kvantitativni parametry analyzy
Ovéteni moznosti kvantitativniho stanoveni APAP a jeho metaboliti bylo provedeno za

ruznych podminek:

e 50 mM boratovy pufr pH 9,5; 20 kV
e 25 mM boratovy pufr pH 9,5; 25 kV

Pro kalibra¢ni fadu byly pfipraveny nasledujici koncentrace:

e APAP: 100, 70, 40, 10, 5,2 a1 mg/l
e APAP-NAC: 100, 70, 50, 40, 20 a 10 mg/I
e APAP-Cys: 1054, 73,8; 42,2; 10,5; 5,3; 2,1

Ziskané elektroforetické tidaje analyz jsou uvedeny vV ptiloze 4 v tabulkach 27-29 (pro
koncentraci 50 mM, 20 kV) a 30-32 (pro koncentraci 25 mM, 25 kV).
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Kalibraéni grafy 50 mM boratovy pufr; pH 9,5

Graf 9: Kalibracni graf APAP

PLOCHA PiKU

60

50

40

30

20

10

Kalibra¢ni kiivka APAP

.
y = 0,5294x + 2,7578
R* =0,9982 -0
o -1
/ol,
o

(-]
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105

KONCENTRACE (MGI/L)

Graf 10: Kalibracni graf APAP-NAC
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Graf 11: Kalibracni graf APAP-CYS
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Kalibraéni grafy 25 mM boratovy pufr; pH 9,5

Graf 12: Kalibracni graf APAP
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Graf 13: Kalibracni graf APAP-NAC
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Graf 14: Kalibracni graf APAP-CYS
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Tabulka 6: Regresni parametry

50 mM 25 mM
Analyt . . ) Sum - , ) Sum
Smérnice | Usek R [MAU] Smérnice | Usek R [MAU]
APAP | 0,5294 | 2,7578 |0,9982| 0,01812 | 0,4016 | 1,2218 | 0,993 | 0,00823
NAC | 0,5892 |-0,0517|0,9929| 0,01907 | 0,3864 |-1,1216| 0,991 | 0,007419
CYS 0,559 | -0,996 [0,9992| 0,024231 | 0,3311 | -1,751 |0,9921| 0,007615
Tabulka 7: Vypocet LOD a LOQ
50 mM 25 mM
Analyt | LOD LOQ LOD LOQ
[mg/l] [mg/l] | [mg/l] [mg/1]
APAP 0,14 0,48 0,09 0,29
NAC 0,32 1,06 0,32 1,06
CYS 0,73 2,43 0,81 2,7
Zaver:

Bylo provedeno stanoveni kvantitativnich parametrti latek APAP, APAP-NAC a APAP-
Cys. APAP-SG nebyl kvantifikovan vzhledem ke $patné dostupnosti ¢istého standardu.

Pfi srovnani smérnic jednotlivych analyz bylo zji$téno, Ze smérnice byly obecné vétsi
v 50 mM boratovém pufru. Nejvétsi hodnota smérnice, a tedy i nejlepsi citlivost, byla ziskana
Z regresni rovnice u analyzy v 50 mM boratovém pufru u APAP-NAC. Srovnany byly také
hodnoty useku, ktery mize mit vyznamny vliv na limit detekce (LOD) a limit kvantifikace
(LOQ). Divodem vysokého useku muize byt fada faktort, jako je velky Sum, nebo také chyby
v fedéni. Nejmensi Gisek byl uréen z regresni rovnice analyzy APAP-NAC. Hodnoty R? jsou

u kalibraénich kiivek >0,99, coz znaci spolehlivou linedrni kalibraci.

Dle vypoctu LOD a LOQ analyz Ize usoudit, ze nejhtie detekovatelnym analytem je
APAP-Cys (pii analyze v 25 mM elektrolytu) protoze jeho hodnoty téchto parametrti byly
nejvyssi. Naopak nejlépe detekovatelnym analytem je APAP, jehoz hodnoty LOD a LOQ byly
v 25 mM elektrolytu nejmensi. Z porovnani mezi koncentracemi 50 mM a 25 mM lze také

vidét, ze hodnoty LOD a LOQ jsou obecné niz$i u vSech analyti v 25 mM elektrolytu.
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3.4 Smés
V posledni c¢asti byla provedena analyza smési APAP, APAP-SG, APAP-NAC
a APAP-Cys. Analyza byla provedena v 50 mM boratovém pufru pii pH 9,5 a pfi napéti 30 kV.

Obrazek 10: Separace smési

Separace APAP, APAP-SG, APAP-NAC a APAP-Cys

APAP
12 /

APAP-CYS APAPINAC

/ / APAP-SG
8 /

Vyska piku [mAU]

¢as [min]

Zavér:

Byla provedena separace smési latek APAP, APAP-SG, APAP-NAC a APAP-Cys.
Separace probéhla v 50 mM boratovém pufru pii pH 9,5, ktery byl navrhnuty jako optimalni
elektrolyt pro separaci APAP a jeho metabolitii na zac¢atku experimentalni ¢asti této prace.
Separace vsech ctyr latek probehla do 5ti minut, migracni Casy latek jsou dostate¢né odlisné
pro spolehlivé rozliSeni bez prekryvu piki. Lze si vSimnout nékterych mensich vedlejSich piku,

které jsou disledkem pouziti standardi, které¢ nemély 100% Cistotu.
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ZAVER
Cilem této diplomové prace bylo ovéfit moznost separace APAP a jeho oxidacnich
metaboliti APAP-SG, APAP-NAC, APAP-CY'S pomoci kapilarni zénové elektroforézy, ktera

je Casto komplementarni metodou k separacim kapalinovou chromatografii.

V prvni casti této diplomové prace byl zpracovan teoreticky uvod na téma
acetaminofenu, zejména je zde popsana jeho metabolickd pifeména a hlavni metabolity. Déle je
V praci popsana kapilarni elektroforéza, jeji zakladni principy a instrumentace a takeé jeji vyuziti

Vv oblasti farmaceutické analyzy.

Experimentalni ¢ast byla nejprve zamétena na vybér optimalniho zakladniho elektrolytu
a zaroven byl zkouman vliv riiznych parametrii na separaci, v€etné napéti a teploty. Bylo
zjisténo, ze pH ma zasadni vliv na separaci APAP a jeho oxida¢nich metaboliti a vyznamné
ovliviiuje G¢innost separace. Z provedenych analyz byl vybran jako optimalni elektrolyt pro
separaci 50 mM boratovy pufr pti pH 9,5 s napétim 25 kV. Tento elektrolyt byl dale pouzit pro
dalsi analyzy této prace, jako je zkoumani vlivu teploty na separaci, ale také pro urceni
kvantitativnich parametr. V této ¢asti byly stanoveny parametry kalibra¢ni pfimky jako je
smérnice a usek, dale byly urceny limity detekce (LOD) a limity kvantifikace (LOQ). V zavéru
prace byla také provedena analyza smési APAP, APAP-SG, APAP-NAC a APAP-CYS v 50
mM boratovém pufru pii pH 9,5, ktery byl jiz na zacatku prace vybran jako optimalni elektrolyt.

Dle vysledkt vSech analyz Ize usoudit, ze je kapilarni zénova elektroforéza vhodna pro
ucinnou separaci APAP a jeho metabolitl. Velkou vyhodou této metody je rychlost analyz a
také nizké naklady vzhledem k jednoduchému slozeni zakladniho elektrolytu a zaroven diky
eliminaci pouziti organickych rozpoustédel pii srovnani metody s jiZ zmifiovanou kapalinovou
chromatografii. Nevyhodou naopak mohou byt mirn¢ horsi kvantitativni parametry, zejména
Z provedenych analyz se da ptredpokladat, Ze by optimalizovand metoda mohla byt prakticky
vyuzitelna 1 pro analyzu vzorki z biologického materialu, nicméné k jeji aplikaci by bylo nutné
ovetit vlivy matriénich efekti vzorka biologického plivodu na elektroforetickou separaci.

Uvedeny vyzkum vSak jiz ptesahuje ramec a cil diplomové prace.
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PRILOHA 1:

Boratovy pufr
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Tabulka 1: 50 mM boratovy pufr pH 9,5; 25 kV;

Latka tm (mMin) tm (min) @tm (min) | p(m%s™V?!) | wgs(min) Wo,s (min) | @wos (min) N H (um)
™ 3,206 3,228 3,217 4,30007E-08 0,0852 0,0814 0,0833 8269 50,2

APAP 3,976 3,967 3,972 -8,16922E-09 0,0374 0,0353 0,0364 66180 6,3
SG 7,129 7,091 7,110 -2,35446E-08 0,0380 0,0382 0,0381 193069 2,1
NAC 6,712 6,691 6,702 -2,23586E-08 0,0489 0,0496 0,0493 102649 4,0
CYS 6,242 6,170 6,206 -2,07105E-08 0,0323 0,0318 0,0321 207869 2,0

Tabulka 2: 25 mM boratovy pufr pH 9,5; 25 kV

Latka tm (Min) tm (mMin) Ptm (Min) | p(m>s™V?) | wos(min) | wos(min) | @wos (min) N H (pm)
™ 2,815 2,826 2,821 | 4,90457E-08 | 0,0696 0,0692 0,0694 9157 45,3

APAP 3,218 3,217 3,218 -6,05163E-09 0,0296 0,0287 0,0292 67543 6,1
SG 4,691 4,958 4,825 -2,03726E-08 0,0268 0,0289 0,0279 166371 2,5
NAC 4,904 4,906 4,905 -2,08432E-08 0,0499 0,0525 0,0512 50882 8,2
CYS 4,653 4,627 4,640 -1,92325E-08 0,0210 0,0208 0,0209 273254 1,5

Tabulka 3: 50 mM boratovy pufr pH 8,5; 25 kV

Latka tm (min) tm (mMin) Ptm (Min) | p(m%s™V?) | wos(min) | wos(min) | @wos (min) N H (pm)
™ 2,267 2,272 2,270 6,09532E-08 0,0701 0,0724 0,0713 5625 73,8

APAP 2,357 2,359 2,358 -2,28768E-09 0,0228 0,0220 0,0224 61435 6,8
SG 3,114 3,117 3,116 -1,65516E-08 0,0555 0,0588 0,0572 16476 25,2
NAC 3,279 3,275 3,277 -1,87398E-08 0,0769 0,0757 0,0763 10227 40,6
CYS 2,767 2,767 2,767 -1,09592E-08 0,0382 0,0365 0,0374 30427 13,6
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Tabulka 4: 25 mM boratovy pufr pH 8,5; 25 kV

Latka tm (mMin) tm (min) @tm (min) | p(m%s™V?!) | wgs(min) Wo,s (min) | @wos (min) N H (um)
™ 2,152 2,152 2,152 6,42813E-08 0,0614 0,0643 0,0629 6500 64

APAP 2,214 2,211 2,213 -1,75775E-09 0,0184 0,0164 0,0174 89638 4,6
SG 2,970 2,971 2,971 -1,77122E-08 0,0785 0,0726 0,0756 8571 48,4
NAC 3,136 3,138 3,137 -2,01840E-08 0,1104 0,1073 0,1089 4605 90,1
CYS 2,593 2,586 2,590 -1,08604E-08 0,0626 0,0469 0,0548 12402 33,5

Tabulka 5: 50 mM boratovy pufr pH 7,5; 25 kV

Latka tm (min) tm (Min) Btm (min) | p(m*s™V?) | wos(min) | wos(min) | @wos (min) N H (pm)
™ 2,190 2,249 2,220 6,23263E-08 0,0389 0,0315 0,0352 22042 18,8

APAP 2,276 2,254 2,265 -1,25203E-09 0,0271 0,0249 0,0260 42074 9,9
SG 2,977 2,985 2,981 -1,59213E-08 0,0830 0,0928 0,0879 6376 65,1
NAC 3,122 3,169 3,146 -1,83482E-08 0,0929 0,0926 0,0928 6376 65,1
CYS 2,189 2,181 2,185 9,84100E-10 0,0459 0,0466 0,0463 12374 33,5

Tabulka 6: 25 mM boratovy pufr pH 7,5; 25 kV

Latka tm (min) tm (mMin) Ptm (Min) | p(m%s™V?) | wos(min) | wos(min) | @wos (min) N H (pm)
™ 2,182 2,186 2,184 6,33394E-08 0,0313 0,0387 0,0350 21587 19,2

APAP 2,200 2,208 2,204 -5,74768E-10 0,0237 0,0236 0,02365 48149 8,6
SG 2,981 3,029 3,005 -1,73051E-08 0,0927 0,0927 0,0927 5826 71,2
NAC 3,184 3,190 3,187 -1,99339E-08 0,1018 0,1002 0,1010 5520 75,2
CYS 2,275 2,277 2,276 -2,56029E-09 0,0486 0,0473 0,04795 12491 33,2
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Tabulka 7: 50 mM boratovy pufr pH 9,5; 15 kV

Latka tm (min) tm (min) @tm (min) | p(m*s™V?) | wos(min) | wos(min) | @wos (min) N H (um)
™ 5,707 5,831 5,769 3,99646E-08 0,1063 0,1135 0,1099 15279 27,2

APAP 5,986 6,028 6,007 -1,5834E-09 0,0577 0,0588 0,0583 58969 7,0
SG 7,991 8,009 8,000 -1,1145E-08 0,0651 0,0670 0,0661 81346 51
NAC 10,337 10,311 10,324 -1,7633E-08 0,1923 0,1960 0,1942 15679 26,5
CYS 7,536 7,542 7,539 -9,3828E-09 0,0754 0,0735 0,0745 56859 7,3

Tabulka 8: 25 mM boratovy pufr pH 9,5; 15 kV

Latka tm (Min) tm (mMin) Ptm (Min) | p(m>s*V?) | wos(min) | wos (min) | @wos (min) N H (pm)
™ 2,937 2,945 2,941 7,83936E-08 0,0633 0,0625 0,0629 12122 34,2

APAP 2,991 2,995 2,993 -1,3620E-09 0,0305 0,0307 0,0306 53048 7,8
SG 3,823 3,818 3,821 -1,8047E-08 0,0311 0,0158 0,0235 147183 2,8
NAC 4,747 4,724 4,736 -2,9707E-08 0,1096 0,1097 0,1097 10342 40,1
CYS 3,589 3,590 3,590 -1,4163E-08 0,0421 0,0420 0,0421 40405 10,3

Tabulka 9: 50 mM boratovy pufr pH 8,5; 15 kV

Latka tm (min) tm (Min) @tm (min) | p(m>s™V?) | wos(min) | wos(min) | @wos (min) N H (pm)
™ 6,459 6,459 6,459 3,56952E-08 0,1282 0,1274 0,1278 14163 29,3

APAP 6,472 6,470 6,471 -6,6194E-11 0,0957 0,0961 0,0959 25247 16,4
SG 7,555 7,548 7,552 -5,1641E-09 0,0486 0,0477 0,0482 136388 3,0
NAC 11,482 11,461 11,472 -1,5597E-08 0,2272 0,2261 0,2267 14205 29,2
CYS 7,087 7,075 7,081 -3,1355E-09 0,0498 0,0513 0,0506 108805 3,8
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Tabulka 10: 25 mM boratovy pufr pH 8,5; 15 kV

Latka tm (mMin) tm (min) @tm (min) | p(m2sV?) | wgs (min) Wo,s (min) | @wos (min) N H (um)
™ 5,448 5,451 5,4495 4,23077E-08 0,1042 0,1084 0,1063 14573 28,5

APAP 5,496 5,495 5,4955 -3,5414E-10 0,0789 0,0795 0,0792 26697 15,5
SG 6,329 6,325 6,327 -5,8677E-09 0,0448 0,0434 0,0441 114135 3,6
NAC 8,961 8,947 8,954 -1,6559E-08 0,2087 0,2153 0,2120 9892 42,0
CYS 6,008 6,014 6,011 -3,952E-09 0,0478 0,0512 0,0495 81768 51

Tabulka 11: 50 mM boratovy pufr pH 7,5; 15 kV

Latka tm (min) tm (min) @tm (min) | p(m>s™V?) | wos(min) | wos(min) | @wos (min) N H (um)
™ 3,886 3,868 3,8770 5,94675E-08 0,0839 0,0849 0,0844 11701 35,5

APAP 3,858 3,843 3,8505 4,09269E-10 0,0735 0,0750 0,0743 14912 27,8
SG 3,997 3,984 3,9905 -1,6914E-09 0,0384 0,0390 0,0387 58957 7,0
NAC 6,984 6,885 6,9345 -2,622E-08 0,1362 0,1352 0,1357 14480 28,7
CYS 3,928 3,935 3,9315 -8,2436E-10 0,0322 0,0336 0,0329 79182 5,2

Tabulka 12: 25 mM boratovy pufr pH 7,5; 15 kV

Latka tm (min) tm (mMin) Ptm (Min) | p(m>s*V?) | wos(min) | wos (min) | @wos (min) N H (pm)
™ 5,773 5,780 5,777 3,99127E-08 0,1103 0,1115 0,1109 15044 27,6

APAP 5,802 5,798 5,800 -1,6172E-10 0,0937 0,0928 0,0933 21452 19,3
SG 6,025 6,007 6,016 -1,5889E-09 0,0556 0,0559 0,0558 64570 6,4
NAC 11,786 9,785 10,786 -1,8536E-08 0,2320 0,2343 0,2332 11866 35,0
CYS 5,861 5,865 5,863 -5,8885E-10 0,0667 0,0676 0,0672 42272 9,8
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Zavislost migra¢niho ¢asu na pH

Graf 1: 50 mM boratovy pufr, 25 kV
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Graf 2: 25 mM boratovy pufr, 25 kV
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Graf 3: 50 mM boratovy pufr, 15 kV
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Graf 4: 25 mM boratovy puftr, 15 kV
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Zavislost pohyblivosti na pH:

Graf 5: 50 mM boratovy pufr, 25 kV
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Graf 6: 25 mM boratovy pufr, 25 kV
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Graf 7: 50 mM boratovy pufr, 15 kV
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Graf 8: 25 mM boratovy pufr, 15 kV
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Zavislost ucinnosti na pH:

Graf 9: 50 mM boratovy pufr, 25 kV
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Graf 10: 25 mM boratovy pufr, 25 kV
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Graf 11: 50 mM boratovy pufr, 15 kV
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Graf 12: 25 mM boratovy pufr, 15 kV
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PRILOHA 2:

Fosfatovy pufr
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Tabulka 13: 50 mM fosfatovy pufr pH 8,5; 25 kV

Latka tm (min) tm (min) @tm (min) | p(m2sV?) | wgs (min) Wo,s (min) | @wos (min) N H (pm)
™ 3,059 3,040 3,050 4,5363E-08 0,065 0,065 0,065 12280 33,8

APAP 3,107 3,116 3,112 -9,0390E-10 0,027 0,027 0,027 74465 5,6
SG 4,864 4,842 4,853 -1,6858E-08 0,059 0,080 0,069 27115 15,3
NAC 5,305 5,482 5,394 -1,9714E-08 0,106 0,143 0,125 10406 39,9
CYS 4,662 0,000 4,662 -1,5690E-08 0,121 0,000 0,121 8204 50,6

Tabulka 14: 25 mM fosfatovy pufr pH 8,5; 25 kV

Latka tm (Min) tm (mMin) Ptm (Min) | p(m>s*-V?) | wgs(min) | wos (min) | @¢wos (min) N H (pm)
™ 2,805 2,813 2,809 4,92465E-08 0,0572 0,0575 0,0574 13303 31,2

APAP 2,875 2,882 2,879 -1,189E-09 0,0261 0,0275 0,0268 63968 6,5
SG 4,258 4,215 4,237 -1,6594E-08 0,0706 0,0701 0,0704 20109 20,6
NAC 4,681 4,816 4,749 -2,0114E-08 0,1296 0,1444 0,1370 6662 62,3
CYS 4,019 4,115 4,067 -1,5233E-08 0,1039 0,1057 0,1048 8351 49,7

Tabulka 15: 50 mM fosfatovy pufr pH 7,5; 25 kV

Latka tm (min) tm (Min) gtm (min) | p(m*s™V?) | wos(min) | wos(min) | @wos (min) N H (pm)
™ 3,525 3,540 3,533 3,91602E-08 0,0722 0,0881 0,0802 10771 38,5

APAP 3,548 3,546 3,547 -1,6009E-10 0,0501 0,0539 0,0520 25800 16,1
SG 5,508 5,511 5,510 -1,4052E-08 0,0904 0,0892 0,0898 20872 19,9
NAC 6,327 6,318 6,323 -1,7281E-08 0,1426 0,1459 0,1443 10652 39,0
CYS 4,232 4,228 4,230 -6,4573E-09 0,0324 0,0324 0,0324 94513 4,4
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Tabulka 16: 25 mM fosfatovy pufr pH 7,5; 25 kV

Latka tm (min) tm (min) @tm (min) | p(m2sV?) | wgs (min) Wo,s (min) | @wos (min) N H (pm)
™ 3,199 3,199 3,199 4,32427E-08 0,0645 0,0668 0,0657 13166 31,5

APAP 3,207 3,209 3,208 -1,2132E-10 0,0495 0,0509 0,0502 22645 18,3
SG 4,739 4,735 4,737 -1,404E-08 0,1023 0,0944 0,0984 12864 32,3
NAC 5,333 5,335 5,334 -1,7308E-08 0,1472 0,1471 0,1472 7286 57,0
CYS 3,740 3,742 3,741 -6,265E-09 0,0328 0,0321 0,0325 73697 5,6

Tabulka 17: 50 mM fosfatovy pufr pH 6,5; 25 kV

Latka tm (Min) tm (mMin) Ptm (Min) | p(m>s*-V?) | wgs(min) | wos (min) | @¢wos (min) N H (pm)
™ 4,280 4,251 4,266 3,2431E-08 0,0929 0,0908 0,0919 11959 34,7

APAP 4,232 4,219 4,226 3,0700E-10 0,0939 0,0924 0,0932 11410 36,4
SG 7,064 7,022 7,043 -1,2789E-08 0,1248 0,1215 0,1232 18136 22,9
NAC 8,557 8,502 8,530 -1,6213E-08 0,2056 0,2032 0,2044 9656 43,0
CYS 4,377 4,367 4,372 -7,9000E-10 0,0392 0,0386 0,0389 70043 5,9

Tabulka 18: 25 mM fosfatovy pufr pH 6,5; 25 kV

Latka tm (min) tm (Min) gtm (min) | p(m*s™V?) | wos(min) | wos(min) | @wos (min) N H (pm)
™ 3,658 3,651 3,655 3,78529E-08 0,0752 0,0754 0,0753 13061 31,8

APAP 3,662 3,659 3,661 -6,2045E-11 0,0692 0,0729 0,0711 14718 28,2
SG 5,697 5,691 5,694 -1,3558E-08 0,1159 0,1156 0,1158 13418 30,9
NAC 6,652 6,650 6,651 -1,7054E-08 0,1913 0,1891 0,1902 6780 61,2
CYS 3,801 3,804 3,803 -1,4733E-09 0,0387 0,0376 0,0382 55087 7,5
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Tabulka 19: 50 mM fosfatovy pufr pH 8,5; 15 kV

Latka tm (min) tm (min) @tm (min) | p(m?s*V?) | wgs (min) Wo,s (min) | @wgs (min) N H (um)
™ 5,986 5,939 5,9625 3,86676E-08 0,1130 0,0123 0,0626 50257 8,3

APAP 5,984 5,975 5,9795 -1,0993E-10 0,0584 0,0590 0,0587 57538 7,2
SG 7,891 7,869 7,880 -9,4093E-09 0,0747 0,0703 0,0725 65506 6,3
NAC 10,271 10,226 10,249 -1,6171E-08 0,2679 0,2643 0,2661 8225 50,5
CYS 7,339 7,308 7,324 -7,186E-09 0,0775 0,0769 0,0772 49900 8,3

Tabulka 20: 25 mM fosfatovy pufr pH 8,5; 15 kV

Latka tm (mMin) tm (mMin) Btm (min) | g(m?sV?) | wos (min) Wo,s (min) | @wos (min) N H (um)
™ 5,065 5,074 5,070 4,5479E-08 0,0974 0,0988 0,0981 14808 28,0

APAP 5,136 5,136 5,136 -5,8885E-10 0,0544 0,0553 0,0549 48618 8,5
SG 6,447 6,436 6,442 -9,6867E-09 0,0540 0,0524 0,0532 81293 51
NAC 8,315 8,286 8,301 -1,7703E-08 0,2422 0,2371 0,2397 6652 62,4
CYs 6,057 5,944 6,001 -7,0562E-09 0,0563 0,0457 0,051 76760 5,4

Tabulka 21: 50 mM fosfatovy pufr pH 7,5; 15 kV

Latka tm (Min) tm (Min) otm (min) | p(m%sV?) | wgs (min) Wos (min) | @wos (min) N H (pm)
™ 6,121 6,104 6,1125 | 3,77187E-08 | 0,1294 0,1210 0,1252 13217 31,4

APAP 6,115 6,097 6,106 4,01526E-11 0,0949 0,0969 0,0959 22479 18,5
SG 7,030 7,007 7,0185 -4,869E-09 0,0437 0,0434 0,0436 144017 2,9
NAC 10,317 10,277 10,297 -1,5328E-08 0,2174 0,2219 0,2197 12186 34,1
CYs 6,955 6,957 6,956 -4,5739E-09 0,0445 0,0443 0,0444 136099 3,0
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Tabulka 22: 25 mM fosfatovy pufr pH 7,5; 15 kV

Latka tm (min) tm (min) @tm (min) | p(m?s*V?) | wgs (min) Wo,s (min) | @wgs (min) N H (um)
™ 5,132 5,134 5,133 4,49163E-08 0,1015 0,1005 0,1010 14322 29,0

APAP 5,156 5,152 5,154 -1,8301E-10 0,0746 0,0746 0,0746 26467 15,7
SG 5,844 5,830 5,837 -5,4174E-09 0,0376 0,0375 0,0376 133987 3,1
NAC 8,118 8,061 8,090 -1,6416E-08 0,2062 0,1981 0,202 8880 46,7
CYS 5,788 5,784 5,786 -5,0692E-09 0,0394 0,0397 0,039 118677 3,5

Tabulka 23: 50 mM fosfatovy pufr pH 6,5; 15 kV

Latka tm (mMin) tm (mMin) Btm (min) | g(m?sV?) | wos (min) Wo,s (min) | @wos (min) N H (um)
™ 6,044 6,001 6,023 3,82824E-08 0,1193 0,1167 0,1180 14444 28,7

APAP 5,966 5,928 5,947 4,86013E-10 0,1081 0,1068 0,1075 16986 24,4
SG 8,463 8,345 8,404 -1,0848E-08 0,0915 0,0906 0,0911 47240 8,8
NAC 9,397 9,235 9,316 -1,3534E-08 0,1655 0,1639 0,1647 17741 23,4
CYs 5,852 5,810 5,831 1,25726E-09 0,0493 0,0470 0,0482 81320 51

Tabulka 24: 25 mM fosfatovy pufr pH 6,5; 15 kV

Latka tm (Min) tm (Min) otm (min) | p(m%sV?) | wgs (min) Wos (min) | @wos (min) N H (pm)
™ 4,798 4,762 4,780 4,82334E-08 0,0959 0,0957 0,0958 13805 30,1

APAP 4,750 4,715 4,7325 4,84117E-10 0,0809 0,0814 0,08115 18858 22,0
SG 4,801 4,761 4,781 -1,0089E-11 0,0424 0,0408 0,0416 73241 5,7
NAC 6,817 6,712 6,7645 -1,415E-08 0,1440 0,1382 0,1411 12744 32,6
CYs 4,637 4,604 4,6205 1,66502E-09 0,0340 0,0343 0,03415 101507 4,1
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Zavislost migraéniho ¢asu na pH:
Graf 13: 50 mM fosfatovy pufr, 25 kV
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Graf 14: 25 mM fosfatovy pufr, 25 kV
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Graf 15: 50 mM fosfatovy pufr, 15 kV
Zavislost migracniho ¢asu na zvoleném pH
50 mM fosfatovy, 15 kV
11

10

=
s’ )
=7
Q

6 N— L © *c

5

4

6 6,5 7 75 8 8,5
PH
-0-APAP O-SG O-NAC CYS

Graf 16: 25 mM fosfatovy pufr, 15 kV
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Zavislost pohyblivosti na pH:
Graf 17: 50 mM fosfatovy pufr, 25 kV
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Graf 18: 25 mM fosfatovy pufr, 25 kV
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Graf 19: 50 mM fosfatovy pufr, 15 kV
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Graf 20: 25 mM fosfatovy pufr, 15 kV
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Zavislost ucinnosti na pH:
Graf 21: 50 mM fosfatovy pufr, 25 kV
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Graf 22: 25 mM fosfatovy pufr, 25 kV
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Graf 23: 50 mM fosfatovy pufr, 15 kV
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Graf 24: 25 mM fosfatovy pufr, 15 kV
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PRILOHA 3

Zavislost na teploté
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Tabulka 25: 50 mM boratovy pufr; pH 9,5

T(°C) Latka tm (min) tm (min) @tm (min) | p(m?>s?V?) | w0.5(min) | w0.5(min) | @wgs (min) N H (pm)

™ 3,131 3,113 3,122 4,43092E-08 0,0641 0,0651 0,0646 12951 32,0

APAP 3,660 3,659 3,660 -6,508E-09 0,0299 0,0291 0,0295 85330 4,9

25 SG 6,075 6,056 6,066 -2,1503E-08 0,0350 0,0339 0,0346 171892 2,4
NAC 5,894 5,887 5,891 -2,0825E-08 0,0399 0,0429 0,0414 112255 3,7

CYS 5,612 5,580 5,596 -1,9589E-08 0,0364 0,0357 0,0361 133612 3,1

™ 3,381 3,404 3,393 4,07762E-08 0,0679 0,0679 0,0679 13842 30,0

APAP 3,993 3,992 3,993 -6,1279E-09 0,0338 0,0339 0,0339 77139 54

20 SG 6,509 6,481 6,495 -1,9478E-08 0,0436 0,0447 0,0442 120005 3,5
NAC 6,443 6,448 6,446 -1,9314E-08 0,0471 0,0476 0,0474 102748 4,0

CYS 6,080 6,039 6,060 -1,7947E-08 0,0407 0,0427 0,0417 117085 3,5

™ 2,897 2,878 2,888 4,79076E-08 0,0906 0,0923 0,0915 5528 75,1

APAP 3,655 3,655 3,655 -1,006E-08 0,0169 0,0159 0,0164 275416 1,5

30 SG 5,458 5,442 5,450 -2,2525E-08 0,0368 0,0375 0,0372 119337 3,5
NAC 5,302 5,302 5,302 -2,1817E-08 0,0438 0,0430 0,0434 82756 5,0

CYS 4,98 4,951 4,9655 -2,0049E-08 0,0343 0,0327 0,0335 121825 3,4
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Tabulka 26: 25 mM boratovy puftr; pH 9,5

T(°C) Latka tm (min) tm (min) @tm (Min) | p(m?>s?V?) | w0.5(min) | w0.5(min) | @wgs (min) N H (pm)

™ 2,644 2,654 2,649 5,2221E-08 0,0842 0,0842 0,0842 5488 75,6

APAP 2,991 2,995 2,993 -6,002E-09 0,039 0,0393 0,03915 32408 12,8

30 SG 4,616 4,597 4,6065 -2,2191E-08 0,0338 0,0341 0,03395 102086 4,1
NAC 4,523 4,543 4,533 -2,1704E-08 0,0374 0,0452 0,0413 66799 6,2

CYS 4,319 4,292 4,3055 -2,0092E-08 0,0335 0,0317 0,0326 96719 4,3

™ 2,844 2,862 2,853 4,8487E-08 0,0852 0,0863 0,08575 6138 67,6

APAP 3,184 3,196 3,19 -5,1223E-09 0,0217 0,0228 0,02225 113978 3,6

25 SG 4,883 4,886 4,8845 -2,0166E-08 0,0427 0,0437 0,0432 70888 5,9
NAC 4,891 4,887 4,889 -2,0192E-08 0,0436 0,0501 0,04685 60384 6,9

CYS 4,603 4,522 4,5625 -1,8167E-08 0,0406 0,0385 0,03955 73793 5,6

™ 3,084 3,105 3,0945 4,4703E-08 0,0892 0,0876 0,0884 6795 61,1

APAP 3,461 3,45 3,4555 -4,6702E-09 0,0632 0,064 0,0636 16369 254

20 SG 5,211 5,233 5,222 -1,8212E-08 0,0538 0,056 0,0549 50168 8,3
NAC 5,304 5,308 5,306 -1,8632E-08 0,048 0,0532 0,0506 60973 6,8

CYS 4,929 4,871 4,9 -1,6472E-08 0,0511 0,0508 0,05095 51287 8,1
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Zavislost migracniho Casu na teploté:

Graf 25: 50 mM boratovy pufr, pH 9,5
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Graf 26: 25 mM boratovy pufr, pH 9,5
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Zavislost pohyblivosti na teplotég:

Graf 27: 50 mM boratovy pufr, pH 9,5
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Graf 28: 25 mM boratovy pufr, pH 9,5
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Graf 29: Zavislost G¢innosti na teploté¢ — 50 mM
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Graf 30: Zavislost G¢innosti na teploté — 25 mM
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PRILOHA 4:

Kvantitativni parametry analyzy

96



50 mM boratovy pufr; pH 9,5

Tabulka 27: Elektroforetické udaje APAP

C(mg/l) | Latka (:::/:1) A [min.mAU] H [mAU] ?m-l;nM) oA ¢H
tm 4,233 4,244 4,252 33,0 32,1 32,1 4,70 4,60 4,60 4,243 32,40 4,63

100 APAP 1 5,196 5,207 5,216 59,5 54,8 52,7 5,80 5,60 5,50 5,206 55,67 5,63
70 APAP 2 5,223 5,230 5,244 41,8 37,7 37,1 4,60 4,40 4,40 5,232 38,87 4,47
40 APAP 3 5,304 5,323 5,359 25,2 25,7 25,8 3,20 3,10 3,10 5,329 25,57 3,13
10 APAP 4 5,538 5,534 5,737 9,7 8,8 7,8 1,40 1,30 1,30 5,603 8,77 1,33

5 APAP 5 5,906 6,164 6,269 5,2 51 4,8 0,98 0,86 0,77 6,113 5,03 0,87
APAP 6 4,855 5,029 5,198 3,2 3,3 3,1 0,41 0,38 0,38 5,027 3,20 0,39

APAP 7 5,131 5,119 5,229 3,0 2,8 2,9 0,37 0,36 0,38 5,160 2,90 0,37

Tabulka 28: Elektroforetické udaje APAP-NAC

C(mg/l) | Latka (;':’r']) A [min.mAU] H [mAU] ?meM) oA oH
™ 4,450 4,447 4,453 35,2 35,4 35,9 4,60 4,70 4,70 4,450 35,50 4,67
100 NAC1 9,659 9,719 9,767 64,9 58,8 56,5 15,80 14,30 13,70 9,715 60,07 14,60
70 NAC 2 9,759 9,734 9,718 43,6 39,1 37,5 10,70 9,50 9,20 9,737 40,07 9,80
50 NAC 3 9,940 9,450 9,454 28,6 26,9 25,9 6,70 6,80 6,50 9,615 27,13 6,67
40 NAC4 9,693 9,774 9,905 26,7 25,3 24,5 6,60 6,10 5,90 9,791 25,50 6,20
20 NAC5 9,480 9,403 9,410 11,4 10,9 10,4 2,90 2,80 2,70 9,442 10,90 2,80
10 NAC 6 9,923 9,908 10,021 7,6 6,8 6,3 1,80 1,60 1,50 9,951 6,90 1,63
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Tabulka 29: Elektroforetické udaje APAP-CYS

C(mg/l) | Latka (:::/:1) A [min.mAU] H [mAU] ?m-l;rl\‘/)l @A OH
™ 4,614 4,629 4,701 32,0 33,1 33,4 4,40 4,40 4,40 4,648 32,83 4,40
73,8 CYS1 6,508 6,533 0,000 41,4 39,7 0,0 3,20 3,20 0,00 6,521 40,55 3,20
42,2 CYS2 7,332 7,329 7,318 22,7 21,6 22,1 2,60 2,60 2,60 7,326 22,13 2,60
10,5 CYS3 7,337 7,341 7,335 5,3 4,5 4,4 0,92 0,81 0,79 7,338 4,73 0,84
5,3 CYS4 7,356 7,351 7,358 1,7 1,4 1,6 0,33 0,29 0,31 7,355 1,57 0,31
2,1 CYS5 8,836 8,821 8,857 0,9 1,0 0,8 0,21 0,20 0,17 8,838 0,89 0,19
Kalibraéni kiivky: 25 mM boratovy pufr, pH 9,5
Tabulka 30: Elektroforetické tidaje APAP
C(mg/l) | Latka (:1?/:1) A [min.mAU] H [mAU] (¢m1;nM) oA OH
™ 4,367 4,048 3,615 9,9 9,1 16,9 2,00 2,00 3,30 4,010 11,97 2,43
70 APAP 1 4,521 0 4,382 26,9 0 29,9 7,20 0 7,30 4,452 28,40 7,25
40 APAP 2 0 4,160 4,413 0 20,4 17,3 0 5,80 4,40 4,287 18,85 5,10
10 APAP 3 0 4,676 4,566 0 5,8 5,2 0 2,00 1,60 4,621 5,50 1,80
5 APAP 4 4,360 4,486 4,151 3,5 3,6 3,8 1,40 1,20 1,50 4,332 3,63 1,37
2 APAP 5 4,158 4,574 4,42 1,6 1,5 1,5 0,57 0,54 0,37 4,384 1,53 0,49
1 APAP 6 3,919 4,196 0 0,79 0,85 0 0,30 0,28 0 4,058 0,82 0,29
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Tabulka 31:

Elektroforetické idaje APAP-NAC

C(mg/l) | Latka TM (min) A [min.mAU] H [mAU] ?mTI:/)I DA OH
™ 3,031 3,284 3,184 19,5 17,8 18,5 4,00 3,60 3,70 3,166 18,60 3,77
100 NAC 1 5,888 6,496 5,86 11,1 38,2 36,9 12,90 9,10 11,60 6,081 38,73 11,20
70 NAC 2 6,701 6,200 5,691 25,5 22,8 23,5 5,60 6,20 7,70 6,197 23,93 6,50
50 NAC 3 5,646 5,612 5,836 18 17,5 17 5,90 5,70 5,00 5,698 17,50 5,53
40 NAC4 5,504 5,524 5,552 16 15,8 14,8 5,60 5,40 5,00 5,527 15,53 5,33
20 NACS5 5,869 5,850 6,555 7,2 6,7 6,7 2,10 1,90 1,40 6,091 6,87 1,80
10 NAC 6 5,746 5,879 5,827 2,8 2,9 2,6 0,84 0,79 0,70 5,817 2,77 0,78
Tabulka 32: Elektroforetické idaje APAP-CY'S
. . . @T™M
C(mg/l) | Latka TM (min) A [min.mAU] H [mAU] (min) oA OH
tm 3,203 2,941 2,840 17,8 20,1 20,5 3,60 4,20 4,30 2,995 19,47 |4,033333
105,4 cysl 4,637 4,405 4,391 34,5 33,6 33,5 5,30 5,80 5,90 4,478 33,87 |5,666667
42,2 cys3 5,42 5,513 5,696 11,9 9,8 8,9 2,40 2,00 1,60 5,543 10,20 2
10,5 cysd 5,623 5,116 5,519 2,2 2,3 2,1 0,37 0,48 0,33 5,419 2,20 0,393333
5,3 cys5 5,796 0 0 0,83 0 0 0,15 0 0 5,796 0,83 0,15
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Tabulka 33: Parametry regrese

Analyt . 50 mM . 25 mM
smérnice | usek R? Sum smérnice | usek R2 Sum
APAP | 05294 | 2,7578 |0,9982| 0,01812 | 0,4016 | 1,2218 | 0,993 | 0,00823
NAC 0,5892 |(-0,0517|0,9929| 0,01907 | 0,3864 |-1,1216| 0,991 | 0,007419
CYS 0,559 | -0,996 [0,9992|0,024231| 0,3311 | -1,751 |0,9921| 0,007615
Tabulka 34: Vypocéty LOQ a LOD
50 mM 25 mM
Analyt LOD LOQ LOD LOQ
[mg/l] | [mg/l] | [mg/l] | [mg/l]

APAP 0,14 0,48 0,09 0,29

NAC 0,32 1,06 0,32 1,06

CYS 0,73 2,43 0,81 2,7
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Kalibraéni grafy 50 mM boratovy pufr; pH 9,5

Graf 29: Kalibra¢ni graf APAP
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Graf 31: Kalibra¢ni graf APAP-CYS
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Graf 32: Kalibra¢ni graf APAP
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Graf 33: Kalibra¢ni graf APAP-NAC

Kalibra¢ni fada APAP-NAC
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Graf 34: Kalibra¢ni graf APAP-CYS
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