Chem. Listy 94, 1010 — 1013 (2000)

STANOVENI NANOMOLARNICH KONCENTRACT
ANTHRACYKLINOVYCH ANTIBIOTIK KAPILARNI
ELEKTROFOREZOU S UV DETEKCI"

ALES GAVENDA?, JURAJ SEVCIK*"
a JITKA PSOTOVA®

“Katedra analytické chemie, Univerzita Palackého, TFida Svo-
body 8, 771 46 Olomouc, e-mail: gavenda@prfnw.upol.cz,
bCentrum analytické chemie molekuldrnich struktur, Lekarskd
fakulta, Univerzita Palackého, Trida Svobody 8, 771 26 Olo-
mouc, “Ustav lékai'ské chemie a biochemie, Lékarskd fakulta,
Univerzita Palackého, Hnévotinskd 3, 775 15 Olomouc

Doslo dne 10.IV.2000

Klicova slova: anthracyklinova antibiotika, kapilarn{ elektro-
foréza, UV detekce

Uvod

Vysokoucinna kapildarni elektroforéza (HPCE) je meto-
da, kterou lze separovat latky s velice podobnou strukturou
ve velmi kratkém case. Velkou vyhodou kapildrni elektro-
forézy je vysokd ucinnost separace a velmi malé objemy
vzorku. S vyhodou Ize tuto metodu vyuzit pro analyzy vzor-
ki s relativné bohatou matrici, tedy zejména biologickych
vzork.

Jako kazd4 analytickd metoda md vSak i kapildrni elektro-
foréza své nedostatky. Jednim z nich je relativné vysokd mez
detekce pri pouziti UV/VIS detektoru, ktery se v HPCE bézné
vyuziva. Koncentracni citlivost se u téchto detektord pohybuje
fadové v jednotkach az desitkdch umol.1™.

Zvyseni citlivosti 1ze dosdhnout nékolika zptisoby. Prvnim
z nich je pouzit{ jiného detektoru. Idedlnim feSenim se jevi
vyuziti detektoru s laserem indukovanou fluorescenci L2(LIF).
Tento zpusob detekce vynikd z%jména svou vysokou citlivosti,
kterd se pohybuje v fadu 10 mol.l"". Nevyhodou laserem
indukované fluorescence je vsak relativné vysoka pofizovaci
cena, kterd brani jejimu vétsimu rozsiteni.

Druhou moznosti zlepSeni detekce je zakoncentrovani
analytu. Toho Ize dosahnout naptiklad zakoncentrovdnim na
kolonce (SPE), avsak u tohoto zptisobu prekoncentrace vzorku
je nutné provést optimalizaci.

Vyhodnéjsi metodou zakoncentrovdni analytu je on-line
prekoncentrace, coz je vlastné zakoncentrovani v pribéhu
vlastni analyzy. V odborné literatufe jsou podrobné popsdny
tfi zdkladni moznosti on-line prekoncentrace. Prvni z nich je
prechodnd izotachoforéza>*, jejiz princip spocivd v zakoncen-
trovani analytu v izotachoforetickém modu. V pribéhu izota-
choforetické prekoncentrace se analyty ze vzorku separuji do
uzkych zon a ionty, které byly pivodné v nizké koncentraci,
jsou zakoncentrovany fadove na koncentraci vedouciho elek-
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trolytu. Po zakoncentrovani je koncovy elektrolyt nahrazen
vedoucim elektrolytem a analyza pokracuje v modu zénové
elektroforézy.

Dalsi popsanou on-line prekoncentraci je vyuZiti tzv. sta-
cking efektu (z angl. stack — nahromadit)*, Je to velmi jedno-
duchd prekoncentracni technika velmi ¢asto pouzivand v kapi-
larn{ elektroforéze. Timto zptisobem lze zakoncentrovat i vét-
$i objemy vzorku do tizké zony.

Poslednim z publikovanych on-line prekoncentrac¢nich po-
stuptl je vyuziti tzv. sweeping efektu (z angl. zametani). Je to
specidlni prekoncentracni technika pouzivand v miceldrni
elektrokinetické chromatografii'® (MEKC). Tento zptisob se
pouziva pro neutrdlni analyty s velkou afinitou k pseudostacio-
narni fazi. Princip prekoncentrace, jak uz je z ndzvu patrné,
spociva v prostupovani pseudostaciondrni faze dlouhou zénou
vzorku, pfi kterém pseudostaciondrni fize pred sebou sbird
(zametd) neutrdlni analyty do uzké zoény, ¢imz dochézi k Za-
danému zakoncentrovani vzorku. Analyty v této uzké zéné se
v dal$im pribéhu analyzy od sebe separuji do zén, které jsou
detegovany. Tento princip je velmi jednoduchy a udcinny,
avsak je pouzitelny pouze v miceldrni elektrokinetické chro-
matografii.

Anthracyklinovd antibiotika

Tato skupina latek byla objevena a izolovdna v 60. letech
z kultur plisné Streptomyces peucetius varieta Caesius. Ve
druhé poloviné Sedesdtych let pak nékteré z nich nasly uplat-
néni pii 1écbé onkologickych onemocnéni. Mezi nejvyznam-
néjsi z nich patif doxorubicin, daunorubicin a idarubicin. Tato
léc¢iva maji fadu negativnich dcinkd, zejména vSak maji za
ndsledek poskozeni srde¢niho svalu.

Zejména z divodu kardiotoxicity je nutné monitorovat
hladinu anthracyklinovych antibiotik a jejich metabolitl
v plazmé. Pro stanoveni hladiny anthracyklind se v minulosti
pouzivaly nejCastéji metody méfeni celkové fluorescence po
extrakci okyselenym ethanolem'"'?, tenkovrstvd chromato-
grafie s fluorescenéni detekci'”'® a radioimunoanalyza'"'*
(*H). Od poloviny sedmdesdtych let byly tyto metody postup-
né nahrazovdny citlivéjS§imi a selektivnéjsimi metodami. Ob-
sah anthracyklini v plazmé se pohybuje ve velmi malych
koncentracich, fadové v desitkdch az stovkdch nanomold na
litr. Analyzu navic znesnadnuje relativné slozitd matrice redl-
nych vzorkd.

V dnes$ni dobé se pro stanoveni hladiny anthracyklint
v plazmé pouzivaji vyhradné separa¢ni metody a to vysoko-
ucinnd kapalinova chromatografie s fluorescencni nebo elek-
trochemickou detekci'>'” a vysokoti¢inna kapilarni elektrofo-
réza s laserem indukovanou fluorescenci'®!” (LIF).

Cilem prdce bylo navrzeni alternativniho analytického
postupu pro stanoveni nizkych koncentraci anthracyklinovych
antibiotik v modelovych vzorcich kapilarni elektroforézou
s UV/VIS deteket, kterd by s uspéchem vyuzila fyzikdlné-che-
mickych vlastnosti analyti a odstranila problémy, které se
u pouzivané metody vysokoucinné kapilarni elektroforézy
s pouzitim LIF detekce vyskytuji. Jsou to piedevsim sorpce
analytu na sténu kiemenné kapilary a problematickd reprodu-
kovatelnost elektrokinetického nastfiku.

Tato prace ziskala 3. misto v soutézi o cenu firmu Merck za nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru analytické chemie 2.2.2000 v Brné
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Obr. 1. Separace doxorubicinu v kationtovém médu; pufr fosfat
100 mmol.I" pH 2.5, 20 % methanolu (v/v), standardni roztok doxo-

rubicinu o koncentraci 10 (DHa 10° mol.I"! (2), nastrik 1 s hydrody-
namicky, separacni napéti 30 kV

Experimentalni ¢ast
Chemikdlie

Vsechny pouzité latky byly Cistoty p.a. od firmy Sigma
(St. Louis, MO, USA). Standardy anthracyklinovych antibio-
tik byly ziskany jako dar firmy Pharmacia & Upjohn S.p.A.,
Itdlie. Standardn{ roztoky anthracyklinovych antibiotik byly
pripraveny pro hydrodynamické davkovani v zakladnim elek-
trolytu a pro elektrokinetické ddvkovani ve smési rozpoustédel
acetonitril-voda (95:5 v/v).

Aparatura a experimentdlni podminky

Meéfteni bylo provddéno na piistroji Spectra PHORESIS
100 s rychle snimajicim UV/VIS detektorem SpectraFOCUS
(TSP). Pro méfeni byla pouZzita nepokrytd kiemennd kapildra
s vnitinim primérem 50 pwm o celkové délce 75 cm (efektivni
délka 40 cm). Aplikované separacni napéti bylo 30 kV. VSech-
ny analyzy byly provadény pri laboratorni teploté (25 °Cx1 °C).

Jako zdkladni elektrolyt byl pouzit fosfatovy pufr 100 mmol.l”,
pH 2,5 s obsahem 20 % methanolu (v/v). Ve vstupni ¢dsti byl
fosfatovy pufr 100 mmol.1", pH 2,5 s obsahem 100 mmol.I"!
dodecylsulfatu sodného a 20 % methanolu.

Popis ,,on-line” prekoncentrace

Fosféatovy pufr pH 2,5 umoziuje kladnou ionizaci anthra-
cyklint, proto bylo elektrokinetické ddvkovéni vzorku prové-
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Obr. 2. Elektroforeogram doxorubicinu s elektrokinetickym dav-
kovanim; pufr fosfat 100 mmol.I" pH 2,5, 100 mmol.I"' SDS, 40 %
methanolu (v/v), standardni roztok doxorubicinu s koncentraci 5. 10°
mol.I" ve smési acetonitril-voda v poméru 95:5 (v/v), elektrokinetic-
ky nastiik 50 s pfi 30 kV, separacni napéti 30 kV; 7 — slcp?? pokus
(acetonitril-voda 95:5 v/v), 2 — doxorubicin (D) 5. 10 mol.I

déno pri kladné polarité elektrod. Pfi hydrodynamickém dav-
kovani analytu byla vzorkem naplnéna témér celd efektivni
délka kapilary.

Vlastni analyza pak byla provdadéna v aniontovém médu
(zdporné nabitd vstupni elektroda). V inletové ¢dsti byl fosfa-
tovy pufr s obsahem dodecylsulfdtu sodného (SDS). V priibé-
hu analyzy migruje kladné nabity analyt k inletovému konci
kapildry a proti nému migruje zéna zdporné nabitého SDS,
ktery na rozhrani se zénou vzorku tvoii komplexy s anthra-
cykliny. Tyto komplexy pak diky celkovému efektivnimu
zdpornému ndboji migruji k detektoru.

Vysledky a diskuse

Pti zakoncentrovani s vyuzitim tzv. sweeping efektu jsme
pouzili oba bézné vyuzivané zplsoby ddvkovani vzorku do
kapildary. Tedy jak elektrokinetické, tak i hydrodynamické
ddvkovani.

DosaZené detek¢ni limity ilustruji obrdzky 2 a 3. V pfipadé
elektrokinetického davkovani vzorku je dosazeny limit detek-
ce 5.10"° mol.I'\ P¥i pouZiti hydrodynamického ndstfiku vzor-
ku je dosazeny limit detekce 1.10® mol.1". Ve srovndni s li-
mitem detekce pfi analyze kapildrni elektroforézou bez on-line
prekoncentrace (obr. 1), ktery byl s pouzitim UV/VIS detek-
toru 1.10° mol.1", je zvy3eni citlivosti UV/VIS detekce velmi
vyrazné. Pfi analyze bez tzv. sweeping prekoncentrace se
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Obr. 3. Elektroforeogram doxorubicinu s hydrodynamickym dav-
kovanim; pufr fosfiat 100 mmol.l” pH 2,5, 100 mmol.I" SDS, 20 %
methanolu (v/v), standardni roztok doxorubicinu v zakladnim elektro-
lytu, nastiik tlakem 20 s, separa¢ni napéti 30 kV; I — slepy pokus
(zékladni elektrolyt), 2 — doxorubicin 1.10° mol.l", 3 — doxorubicin
5.10% mol.I"

navic uplatiuje silnd sorpce anthracyklin@ na sténu kapilary.
Velkou vyhodou ,,sweeping* efektu je kromé samotné prekon-
centrace také odstranéni jiz naadsorbovaného analytu. Odstra-
néni sorpce na kapilaru je velkou vyhodou zejména pii vyuZiti
elektrokinetického néstiiku vzorku, protoZe sorpci analytu na
sténu kapildry se znacné meénil charakter povrchu kapildry
a zpusoboval patnou reprodukovatelnost elektroosmotického
toku a tim také elektrokinetického ndstiiku. Také se vyrazné
zlep§ila reprodukovatelnost migra¢nich ¢asti anthracyklind.

Dalsi vyhodou je také skutecnost, Ze i pfes velkou zénu
vzorku pfi hydrodynamickém ddavkovani nedochdzi k vyraz-
nému zhorseni ¢i dplné ztraté separace jednotlivych anthra-
cyklint (obr. 4).

Zavér

Prezentovand metoda on-line prekoncentrace s vyuZzitim
tzv. sweeping efektu umoziiuje rychlé, jednoduché a dcinné
zakoncentrovdni anthracyklinovych antibiotik. Tato prekon-
centrace umoziuje vyuziti UV/VIS detektoru pro stanoveni
anthracyklini a mohla by byt alternativou k b&Zzné pouziva-
nym metodam stanoveni anthracyklinovych antibiotik v plaz-
mé.

Autori dékuji grantiim MSMT CR VS 96021 a MSM
153100013 za podporu této prdce.
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Obr. 4. Separace modelové smési doxorubicinu (DOX) a dauno-
rubicinu (DAU); pufr fosfat 100 mmol.I" pH 2,5, 100 mmol.1I" SDS,
20 % methanolu (v/v), nastfik tlakem 20 s, separacni napéti 30 kV;
1 —slepy pokus (zdkladni elektrolyt), 2— modelovd smés 1.10"* mol.I""
3 —modelovd smés 1.107 mol.1"
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sity, bCenter of Analytical Chemistry of Molecular Structures,
Faculty of Medicine, Palacky University, ‘Institute of Me-
dical Chemistry, Faculty of Medicine, Palacky University,
Olomouc): Determination of Nanomolar Concentrations
of Anthracyclines by Capillary Electrophoresis with UV
Detection

On-line preconcentration was used to get better UV detec-
tion limits in capillary electrophoresis. The sweeping effect in
micellar electrokinetic chromatography was used to detect
trace amounts of the biologically active group of anthracycli-
nes in model samples. The improved sweeping preconcentra-
tion technique provides for excellent detection limits decrea-
sing down to concentration 10 mol.l".



