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21. ro¢nik celostatni soutéZe o nejlepS$i student-
skou védeckou praci v oboru analyticka chemie
,O cenu Karla Stulika 2018 asp&né probéhl
pod zastitou Ustavu analytické chemie Fakulty
chemicko-inZenyrské Vysoké Skoly chemicko-
technologické v Praze ve dnech 7. a 8. 2. 2018.

Leto$ni ro¢nik této soutéze, ktera od roku 2015 nese
jméno profesora Stulika, opét diistojné piipomenul pamat-
ku tohoto vynikajiciho analytického chemika, ucitele
iclovéka. Diky bezchybné praci organiza¢niho vyboru
z Ustavu analytické chemie FCHI VSCHT Praha ve sloze-
ni prof. Ing. Oto Mestek, CSc., doc. Ing. RNDr. Pavel Re-
zanka, Ph.D. a doc. Ing. Kamil Zaruba, Ph.D., kterym
patii vielé diky vSech tcastnikli soutéze, vSe probéhlo v
pfijemné a pratelské atmosféfe distojného prostiedi Kon-
ferenéniho centra VSCHT Praha na koleji Sizava v Praze
4 — Kunraticich. Soutéze se v tomto roce zicastnilo celkem
20 studentt ze 7 ¢eskych vysokych skol a jedné slovenské
vysoké Skoly uvedenych na strankdch tohoto ro¢niku sou-
téze (https://uanlch.vscht.cz/studium/souteze/stulik2018).
Stejné jako v minulych letech mohu s radosti konstatovat
tradi¢né vysokou odbornou uroven piihlasenych student-
skych praci i jejich vynikajici prezentaci. A rad bych za to
podé€koval nejen soutézicim studentiim, ale i jejich Skolite-
[im a matefskym pracovistim, bez jejichz podpory a po-
moci by tak kvalitni soutézni prace té¢zko mohly vzniknout.
Porota, kterd jako kazdoro¢né€ reprezentovala prakticky
vSechny zicastnéné Skoly, pracovala ve slozeni prof. RNDr.
Jiti Barek, CSc. (Univerzita Karlova, Praha), prof. Ing.
René Kizek, DrSc., MBA (Veterinarni a farmaceuticka
univerzita Brno), doc. Ing. Zdenka Kolska, Ph.D.
(Univerzita J. E. Purkyng, Usti nad Labem), prof. RNDr.
Premysl Lubal, Ph.D. (Masarykova univerzita, Brno), prof.
Ing. Oto Mestek, CSc. (VSCHT Praha, piedseda komise),
doc. Ing. David Milde, Ph.D. (Univerzita Palackého v Olo-
mouci), Ing. Radmila Rapkovéa (Chemické listy), doc. Ing.
Lubomir Svorc, PhD. (Slovenska technicka univerzita
v Bratislavé), prof. Ing. Vaclav Svor¢ik, DrSc. (VSCHT
Praha). Jeji prace byla letos opravdu tézka. Pro velkou
vyrovnanost a rozmanitost soutéznich praci udélila komise
dvé prvni mista, jedno druhé ajedno treti misto a Sest
zvlastnich cen poroty.

1. misto ziskali studentka 2. ro¢niku navazujiciho
magisterského studia Be. Dita Spalovska (Ustav analytic-
ké chemie, VSCHT Praha) za praci Studium struktury
nové syntetické drogy butylonu v roztoku metodami mole-
kulové spektroskopie a student 2. ro¢niku pétiletého studia
Michael Gargulak (VFU Brno) za praci Aplikace SPION
nanocastic a uhlikovych nanotrubek pro doruceni doxoru-
bicinu do nadorovych bun€k za vyuziti analyzy peroxida-
sové aktivity a FRET.

2. misto ziskal student 1. rocniku navazujiciho magis-
terského studia Be. Oleksandr Volochanskyi (Ustav ana-
lytické chemie, VSCHT Praha) za praci Vyuziti spektro-
skopie povrchem zesileného Ramanova rozptylu pro de-
tekei a identifikaci 1ékafsky vyznamnych alkaloidd.
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3. misto ziskala studentka 2. ro¢niku navazujiciho
magisterského studia Be. KateFina Kovaiikova (Ustav
inZenyrstvi pevnych litek, VSCHT Praha) za praci
Elektrochemicka syntéza stiibrnych nanocastic.

Zvlastni cenu poroty ziskali (abecedné)

Bce. Kinga Dobéova (STU Bratislava) za préci Flu-
orescencna spektrometria a chemometria v klasifikacii
slivovic,

Be. Kristina Kianickova (STU Bratislava) za praci
Stanovenie kyseliny mocovej pomocou modernych elek-
trochemickych senzorov,

Bc. Barbora Rumlova (UK Praha) za praci Vyvoj
a aplikace iontovych zdroji s mikrofluidnim ¢ipem pro
hmotnostni spektrometrii,

Bc. Diana Sokolovska (UP Olomouc) za praci Nové
extrakéni postupy pfi analyze archeologickych vzorkd,

Bc. Renata Zatopkova (UP Olomouc) za praci Se-
parace optickych izomerl vybranych flavanonti pomoci
nano-LC s vyuzitim pfidavku derivatizovanych cyklodex-
trintt do mobilni faze a

Lukas$ Zima (MU Brno) za praci IC studium retenc-
niho chovéni aniont

S radosti blahopfeji vSem ocenénym k mimofadnym
podanym vykonim. A srdeéné¢ d€kuji ivSem ostatnim
soutézicim za kvalitni prezentace a vysoké osobni nasaze-
ni, které si zaslouzi uctu vSech ¢eskych analytickych che-
miktl. Je mi milou povinnosti podékovat zde i Ing. Radmi-
le Rapkové, vykonné redaktorce ¢asopisu Chemické listy,
a doc. RNDr. Vlastimilu Vyskocilovi, PhD. za peclivou
pripravu zvlastniho elektronického cisla Casopisu Czech
Chemical  Society =~ Symposium  Series  (http://
www.ccsss.cz/) vénovaného této soutézi.

Vitézové soutéze ,, O cenu Karla Stulika 2018 . Zleva: prof. Ing.
Oto Mestek, CSc., predseda poroty, Be. Volochanskyi Olexandr
( VSCHT Praha, Ustav analytické chemie, 2. misto), Bc. Kovaii-
kovd Katefina (VSCHT Praha, Ustav inZenyrstvi pevaych latek,
3. misto), Be. Spilovskd Dita (VSCHT Praha, Ustav analytické
chemie, 1. misto), Gargulak Michael (VFU Brno, 1. misto), prof-
RNDr. Jifi Barek, CSc., predseda odborné skupiny analytické
chemie CSCH



Velmi dékuji i vedoucim pracovnikiim VSCHT Praha
za vynikajici a uc¢innou podporu této soutéze, jmenovité
prof. Ing. Karlu Melzochovi, CSc. rektorovi VSCHT Pra-
ha, prof. Ing. Zdenku Bé¢lohlavovi, CSc., prorektorovi
VSCHT Praha pro pedagogiku, prof. Dr. RNDr. Pavlu
Matgjkovi, prorektorovi VSCHT Praha pro vnéjii vztahy
a komunikaci, prof. RNDr. Marii Urbanové, CSc., d¢kan-
ce FCHI VSCHT Praha a prof. RNDr. Stdpanu Urbanovi,
CSc., vedoucimu Ustavu analytické chemie FCHI VSCHT
Praha, ktefi i svou osobni ucasti prispéli k lesku této sou-
téze.

Muj velky dik patii pochopitelné i vS§em sponzorim
této soutéze, bez jejichz financniho pfispéni by se viibec
nemohla konat. Jejich zvefejnéna loga necht vyjadiuji
podekovani moje, soutézicich studentll i celé analytické
komunity za jejich chvalyhodnou podporu nastupujici
generace analytickych chemiku jako predstavitelt discipli-
ny, bez niz si nelze ptedstavit dal§i Gspésny rozvoj nasi
spolecnosti a naseho statu.

A na zavér s potéSenim oznamuji nasi odborné vetej-
nosti, ze nelehkého tkolu zorganizovat dalsi kolo soutéze
,, O cenu Karla Stulika® ve dnech 6. a 7. unora 2019 se
ujal tym kolegii z Ustavu chemie P¥irodovédecké fakulty
Masarykovy Univerzity v Brn€ pod vedenim prof. RNDr.
Viktora Kanického, DrSc.

Jiri Barek
predseda Odborné skupiny analytické chemie
Ceské spolecnosti chemické
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VYUZITI SPION NANOCASTIC A UHLIKOVYCH NANOTRUBEK PRO DORUCENI
DOXORUBICINU DO NADOROVYCH BUNEK

MICHAEL GARGULAK™”, DAGMAR UHLIROVA®
a RENE KIZEK™"

“ Centrdlni laboratore Farmaceutické fakulty, * Ustav hu-
manni farmakologie a toxikologie, Farmaceuticka fakulta,
Veterinarni a farmaceuticka univerzita v Brné, Palackého
tr. 1, 612 42 Brno

michaelgargulak@seznam.cz

Kli¢ova slova: uhlikové nanotrubice, magnetické nano-
Castice, peroxidasova aktivita, doxorubicin

Uvod

Nadorova onemocnéni jsou druhou nejcastéjsi prici-
nou umrti lidi v rozvinutych statech'. Je znamo, e stan-
dardni protinadorova 1é¢ba vykazuje celou fadu zavaznych
zatadit nedostatek selektivity k nadorové tkani, coz vede
k nezanedbatelnym vedlejSim ucinkdm. Relativné nizka
terapeuticka koncentrace ucinné latky vede Casto ke vzni-
ku rezistence a multirezistence na lécbu zhoubného nado-
ru”*. Z dostupnych statistickych udaji je znamo, e karci-
nom pankreatu patii mezi nejobtiznéji 1écitelné typy
zhoubnych nadort. Kvuli svému anatomickému ulozeni
totiz byva diagnostikovan az ve znacné pokrocilém stadiu,
navic se jedna o velmi agresivni typ’. Mortalita rapidné

roste spolu s incidenci, kdy se obé hodnoty pohybuji ko-
lem 2000 ptipadti ro¢né (obr. 1).

Nanomedicina pravdépodobné fadu z vyse popsanych
nedostatkd bude schopna vyfesit véetné personalizovaného
pristupu®. Nanotransportér pro 1é&bu zhoubnych nadort
vyuziva: a) nespecifického pasivniho zaméfeni efektem
zvysené permeability a retence (EPR)’, b) specifického
cileného zaméfeni na nddorové buiky (pfipojeni dalSich
molekul: protilatky, albumin, kyselina listova a celé fady
dalsich)®. Dale lze transportér vyuzit i k prenaseni nukleo-
vych kyselin a imunoterapeutik”*. Rizné in vitro a in vivo
studie ukézaly, Ze mnoho funkcionalizovanych uhlikovych
nanotrubek (CNTs) je Dbiologicky kompatibilnich
s biologickym prostiedim s velmi nizkou toxicitou™'".
Nejvétsi pozornost je vénovana modifikaci uhlikovych
materidlli pro transport chemoterapeutik (doxorubicin'’,
methotrexat'?, taxany'®, platinové analogy'®, kamptothe-
cin' a gemcitabin'®). Diky jejich velkému povrchu na sebe
mohou navazat protinadorové 1éCivo v relativné vysoké
lokélni koncentraci. CNTs mohou vstoupit do bun€k neza-
visle na typu buiiky a funkéni skuping na povrchu trubice®.
Superparamagnetické nanocastice oxidu zeleza (SPION)
jako magnetit Fe;0, nebo jeho oxidovana forma maghe-
mit (y-Fe,O;3) jsou pro své magnetické vlastnosti hojné
uzivany k purifikaci a navic jejich povrch 1ze velmi dobie
modifikovat zlatymi nanocasticemi. Magnetické zlaté na-
nocastice (SPION/Au/NPs) jsou v nanotechnologii Casto
vyuzivany diky svym paramagnetickym vlastnostem
umoziujicim snadnou purifikaci a také moznost detekce
pomoci pseudoperoxidasové aktivity' "',

2500
Incidence —e—Mortalita
= 2000
=
[
)
) -
a.1500
-
-2
'3
a 1000 4
500 4
0II\IIIIIIIIIIIIIIIIIII\IIIIIIIIIIII\II
I~ @ ™ M W [~ & v M [~ S v 0 W [~ SN v oy
[~ = Q& O 0 o0 o & =& & & & o o @ @ =2 — = —
A S AT S AN ESE S S EESEs S
L T e T T T e T = TR T B T T = B o T o B o IR o B o8 B o Y o I o |
Roky

Obr. 1. Incidence a mortalita karcinomu pankreatu v Ceské republice v letech 1977-2015, meziro¢ni nariist 3 %, upraveno podle
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Cilem této prace je vyvinout uhlikovy nanotransportér
modifikovany doxorubicinem, protilatkou a zlatou nano-
castici, ktery by byl specificky pro 1écbu karcinomu pan-
kreatu®.

Experimentalni ¢ast

Veskeré chemikalie byly zakoupeny od firmy Sigma-
Aldrich v ¢istoté >99 %. CNTs s karboxylovou skupinou
byly pfipraveny nasledujicim postupem: ke 2 mg uhliko-
vych nanotrubic (CNTs) byla pfiddna smés 65% kyseliny
dusicné a 96% kyseliny sirové a roztok zahiivan v topném
hnizdé€ na 70 °C po dobu 7 hodin pod zpétnym chladi¢em.
Nasledné¢ byly uhlikové trubice =ziskany centrifugaci
(16 000 g, 30 min, 20 °C, Eppendorf 5418R) a 3krat pro-
myty 18 MQ vodou pomoci automatické pipety'’. SPION/
Au/NPs byly pfipraveny termalni syntézou, ktera probihala
na magnetické michacce (Starlab, Velka Britanie)
s ohfevem za kontrolované teploty (60 °C) a michani po
dobu 120 min, promyty 3krat vodou na magnetu. Nanoc¢as-
tice byly modifikovany 0,09 M citratem®’, za vzniku Au/
NPs.

Mgefteni peroxidasové aktivity zlatych nanocéstic 1 mg
(Au/NPs) a 1 mg SPION/ Au/NPs probihalo tak, ze nano-
Castice byly pipetovany do mikrotitracni desti¢ky (Brand,
Némecko) se substratovym roztokem s 5 mM TMB
(cit.'”"). Fluorescence doxorubicinu byla méfena v UV
mikrotitraéni desti¢ce (IAB, CR). Pro viechna méfeni byl
pouzit multifunkéni reader Infinite M200 PRO (TECAN,
Svycarsko).

Vazba protilatky na CNTs a SPION/Au/NPs byla
ovétena imunometodou DOT BLOT, kdy v misté vazby
protilatek dochézelo k agregaci zlatych ¢astic. Na nitroce-
lulosovou membranu byl pipetovan 1 pl protilatky

A
;’//‘
| Spion Fe,0,
| Au/NPs/Cs/Ab2 | WO
LS f‘
\ £
=7 o

MWCNTs/COOH/CS/DOX0/Ab1

Cena Karla Stulika 2018

(1 mg ml ") za snizeného tlaku (zDHM-96 Slot and Dot
Blot Hybridisation Manifolds, Velka Britanie). Nasledné
byla membrina blokovédna 40 min roztokem 1% BSA
v PBS a membrana vlozena na 1 h do roztoku nanocastic
nami pfipraveného nanotransportéru. Poté byla membrana
vlozena do roztoku protilatky znacené zlatou nanocastici
(1 mg ml™") a michana 1 h na rotatorové michadce.

Analyza kazdého vzorku byla provedena 4krat. Ziska-
na data jsou prezentovana jako primeérnd hodnota. Data
byla zpracovana, ulozena a vyhodnocovana matematicky
a statisticky v laboratornim informacnim systému Qinslab
(Uzitny vzor 26797).

Vysledky a diskuse

Navrzeny nanotransportér se sklada ze dvou ¢asti, kdy
prvni  obsahuje oxidovanou uhlikovou nanotrubici
(1 mgml™) v chitosanové siti (1 mg ml™)
s enkapsulovanym doxorubicinem a navédzanou protilatkou
(Abl). Druhou c¢ast tvofi magneticka zlatd nanocastice
(40 mg ml ") v chitosanové siti (1 mg ml™") s navazanou
protilatkou (Ab2). Chitosan je polysacharid, ktery obalil
nanotrubici a magnetickou zlatou ¢astici a slouzil pro ukot-
veni protilatek. Ob¢ ¢asti jsou spojeny vazbou obecnych
protilatek (o koncentraci 1 mg ml ™) (obr. 2).

Chemicka modifikace povrchu nanotrubic

V experimentu byl navrzen a nésledné studovan bio-
fyzikalnimi metodami CNTs nanotransportér antracyklino-
vych antibiotik (obr. 2). Redukované vicesténné nanotrubi-
ce (MWNTs) byly nejdiive upraveny oxidaci smési kyseli-
nou dusi¢nou asirovou za zvySené teploty (detaily
v experimentalni ¢asti). Oxidaci MWCNTs byly vytvoreny

Obr. 2. Pravdépodobné schéma pro uhlikovy nanotransportér doxorubicinu pro zacileni na nadorovou buiiku. Prvni ¢ast konstruk-
tu obsahuje oxidovanou uhlikovou nanotrubici (1 mg ml™") v chitosanové siti (1 mg mI™") a s enkapsulovanych doxorubicinem a navéza-
nou protilatkou (Abl). Druhou &ast tvoii magneticka zlati nanoGastice (40 mg ml™") v chitosanové siti (1 mg ml™) s navézanou protilat-
kou (Ab2). Obg &asti jsou spojeny vazbou obecnych protilatek (Abl — Ab2 o koncentracich 1 mg ml™). (A). Strukturni vzorec chemotera-

peutika doxorubicinu. (B)
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MeOH MWCNTs

MWCNTs-OX

Obr. 3. Foto MWCNTSs (1 mg ml™") pied a po oxidaci (ve smési
3:1 H,SO4:HNOs), jako rozpoustédlo pouZzit methanol (4 ml).
Fotografie po 5 min po intenzivniho protfepani. Dal§i podrobnosti
v Experimentalni ¢asti

MWCNTs/COOH, coz bylo mozné zaznamenat lepsi dis-
perzi v pouZzitém rozpoustédle, jak je zfejmé z obr. 3.

Modifikace povrchu nanocastic chitosanem
a vytvofeni komplexu se SPION nanocastici

Byl pfipraven nanokonstrukt s chitosanem (CS)
aprotilatkami  (Abl, Ab2) SPION/Au/NPs/CS/Ab2
a MWCNTs/COOH/CS/DOXO/Abl. Nasledujicim  kro-
kem bylo ovéfeni jednotlivych ¢éasti nanokomplexu.
Nejdiive byla sledovana peroxidasova aktivita kienové
peroxidasy (HRP). V mnoha biologickych procesech do-
chazi k pfeméné peroxidu vodiku na vodu. S timto jsou
spojeny oxida¢né-redukéni procesy popsané v rovnici (1),
kdy H,A je bezbarva, ale reakci s peroxidem vodiku zni
vznika latka A, ktera je barevna a je mozné méfit jeji absor-
banci®.

Hy05+ HbA pesbarva) = 2 HoO + A (parevns) (1)

Tyto procesy bylo mozné vyuZzit v bioanalytickych
metodach s enzymy (peroxidasami)™. Zlaté nanocastice
vykazuji pseudoperoxidasovou aktivitu®, kterou jsme po-
rovnavali s peroxidasovou aktivitou (PA) bézného enzymu
HRP. Vypocet aktivity byl proveden podle rovnice (2),
kdy PA HRP je 1U a PA SPION je 1 mg.

Aktivita SPION = PA HRP/PA SPION x 100 (%) )

Tento fakt je mozné vyuzit pro hodnoceni pritomnos-
ti téchto nanoc4stic na nanotransportéru i pro dalsi kvanti-
fikaci. V dalsi ¢asti prace byly pfipraveny magnetické SPI-
ON nanocastice, které byly nasledné pokryty zlatymi na-
nocasticemi. Jako dikaz ptitomnosti zlatych nanocastic na
povrchu SPION nanocastic bylo vyuzito pseudoperoxida-
sové aktivity. Zjistili jsme, Ze aktivita SPION nanocastic
byla 45 % HRP. Tyto procesy se sledovaly jako oxidace
TMB pii 655 nm (cit.?").
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Modifikace povrchu nanoc¢astic pro zachyceni
DOXO a protilatek

MWCNTs/COOH/CS/DOXO/Abl. Specifickou vaz-
bou mezi protildtkou Abl a Ab2 proteinem byl vytvoren
nanotransportér pro zacileni na nadorovou buniku mecha-
nismem EPR (SPION/Au/NPs/CS/Ab2/MWCNTs/COOH/
CS/DOXO/Ab1). Zjistili jsme, ze velikost MWCNTSs/
COOH/CS/DOXO se pohybovala v rozsahu 180-230 nm.
Zeta potencial (§) vytvoreného komplexu se pohyboval
mezi —10 az —25 mV. Mnozstvi doxorubicinu bylo analy-
zovano fluorimetricky (A = E, 480 nm, A = E;, 600 nm).

Efektivita vazby DOXO byla stanovena podle rovnice
3):

EE = DOXO aplikovany/DOXO vazany x 100 3)

Ve vytvoifeném komplexu MWCNTSs byl analyzovan
obsah elektrostaticky navazaného doxorubicinu uvnitf
nanometrické struktury s efektivitou enkapsulace priblizné
25 %.

V nasledujicim experimentu byl MWCNTSs/CS/
DOXO modifikovan protilatkou Abl (cit.?*). Proto jsme se

A

Spion
Fe,0;Au/CS/Ab1

=

Obr. 4. Imunodetekce uhlikovych nanokonstrukti na nitroce-
lulosové membrané. ZjednoduSené schéma experimentu: na
membranu jsou vazany protilatky Abl, jeji zablokovani protei-
nem a vazbou sekundarni protilatky Ab2 a jejich znaceni zlatem,
podrobnosti v Experimentalni c¢asti. (B) Typické DOT BLOT
analyzy jednotlivych testovanych nanokonstruktt MWCNTSs/
COOH/CS/DOXO0O/Ab1 a SPION Au/NPs/CS/Ab2 o koncentraci
1 mg ml !, dobg interakce 1 h, barveni zlatem 1 h, K — kontrola,
VZ — testovany nanokonstrukt. (A)
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v dalsi ¢asti experimentu rozhodli sledovat schopnost mo-
difikovanych CNTs (MWCNTs/CS/DOX0) vazat se
k proteinu Ab2 (magnetické zlaté nanocastice byly modifi-
kovéany chitosanem (CS) a Ab2, 1 mgml', SPION/Aw/
NPs). Vytvoreny komplex (MWCNTs/CS/DOXO/SPION/
Au/NPs/CS/Ab1-Ab2) byl nasledné potvrzen nékolika
nezavislymi metodami. Byla provedena optimalizace me-
tody DOT BLOT pro detekci navazané protilatky (obr. 4).
Nejlepsi odezvy byly zjistény, kdyz byl na nitrocelulosovou
membranu pipetovan 1 pl protilatky (1 mg ml™) za snizené-
ho tlaku. A poté vlozena do roztoku protilatky znacené
zlatymi nano&asticemi (1 mg ml™") a michana 1 h na rota-
torové michacce. Vysledkem je vytvoreni tecky tvorené
agregovanymi zlatymi nanocasticemi. Ziskana data doka-
zuji pfitomnost modifikovaného uhlikového nanotranspor-
téru (jak je vidét na obr. 4A).

Budouci perspektiva a zavér

V této studii jsme prokazali modifikaci uhlikové na-
notrubice s antracyklinovym antibiotikem doxorubicinem
k potencionalnimu vyuziti v oblasti cilené 1é¢by karcinomu
pankreatu. Predpokldddme, Ze navrZzeny uhlikovy na-
notransportér DOXO bude vysoce selektivni k agresivnim
formam zhoubnych nadord pankreatu®*. Je charakteris-
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Fe,0,Au/CS{Ab

Nidorovi tkan, vysoka exprese FAP

A 4

Cytotoxicky efekt typicky pro uc¢inky doxorubicinu

) 4

Cilena eliminace nadorové tkané
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ticky vétsi afinitou k nadoru pankreatu a lepsi biodostup-
nosti (obr. 5).

Tato prace byla financné podporena grantem Liga
proti rakoviné Praha 260/LPR/2018. Podékovani za tech-
nickou pomoc na experimentech patri: Ruttkay-Nedeckému
B., Docekalové M., Staiikové, M., Léffelmannovi M., Kep-
inské M.
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M. Gargulak®, D. Uhlifova”, and R. Kizek™"
(“ Department of Human Pharmacology and Toxicology,
b Central Laboratory, Faculty of Pharmacy University of
Veterinary and Pharmaceutical Sciences Brno, Brno):
Application of Spion Nanoparticles and Carbon Nano-
tubes for Delivery Doxorubicin into Tumor Cells

Tumor diseases are the second most common cause of
death in developed countries. Standard anti-tumor therapy
is known to show a number of serious biological effects.
Nanomedicine and nanotechnology are likely to be able to
solve a number of these deficiencies, including
a personalized approach. A nanotransporter of anthracy-
cline antibiotics was designed and subsequently studied by
biophysical methods of the CNTs. For this purpose, the
nanoconstruction  of  SPION/Au/NPs/CS/Ab2  and
MWCNTs/COOH/CS/DOXO/Abl was prepared. A specif-
ic binding between Abl and Ab2 is a transporter targeting
the tumor cell by the EPR mechanism (SPION/Au/NPs/
CS/Ab2/MWCNTs/COOH/CS/DOXO0O/Abl). We found
that the size of MWCNTs/COOH/CS/DOXO ranged from
10 to 20 nm. The zeta potential of the complex formed
ranged between —10 and —25 mV. Individual parts of the
construct were analyzed by absorbance and fluorescence
spectra. We assume that the new nanotransporter will be
highly selective for aggressive forms of malignant pancre-
atic tumors.

Keywords: carbon nanotubes, magnetic gold nanoparti-
cles, peroxidase activity, doxorubicin
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ELEKTROCHEMICKA SYNTEZA STRIBRNYCH NANOCASTIC

KATERINA KOVARIKOVA, JAKUB SIEGEL
a VACLAV SVORCIK

Ustav inzenyrstvi pevaych latek, Vysokd Skola chemicko-
technologicka v Praze, Technicka 5, 166 28 Praha 6
kovarikovakate@gmail.com

Kli¢ova slova: stiibrné nanocastice, elektrochemicka
syntéza, charakterizace nanocastic

Uvod

S rozvojem nanotechnologii se dafi pfipravovat nano-
slouceniny vzacnych kovli novymi postupy, pricemz stale
vétsi diiraz je kladem na ekologi¢nost zvolenych procesii' ™.
Vlastnosti nanocastic se Casto vyrazné liSi od vlastnosti
pozorovanych u jejich objemovych prot&jska. Stiibrné
nanocastice (AgNPs) vynikaji svymi jedineCnymi opticky-
mi, elektrickymi®, biologickymi vlastnostmi a specialng
svoji antibakterialni aktivitou’. Diky tomu nasly uplatnéni
v Siroké Skale obort jako je medicina, katalyza, biotechno-
logie a bioinZenyrstvi, elektronika, optika a mnoho dal-
sich®. Existuje mnoho zpiisobii, jak nanocastice vzacnych
kovi syntetizovat. Kazda z téchto metod ma rizné vyhody
i nevyhody, zejména s ohledem na cenu, ¢asovou néaroc-
nost, stabilitu a distribuci velikosti &astic’. Jednou z t&chto
metod je elektrochemickd syntéza nanocastic, kterou jako
prvni detailn& popsali Reetz a Helbig®. V jejich praci byl
kovovy plisek anodicky rozpoustén a vznikla kovova stl
byla redukovana na katod¢ za vzniku kovovych cCastic
stabilizovanych tetraalkylamoniovymi solemi. Hlavni vy-
hody této metody spocivaji ve vysoké chemické Cistoté
¢astic, v moznosti kontroly velikosti vznikajicich nanoc¢as-
tic pfizpusobenim proudové hustoty, bez potieby drahého
vybaveni, vakua nebo vysokych tlaki®. Chemické a biolo-
gické syntézy nanocastic jsou vétSinou provadény v pri-
tomnosti redukénich a stabilizatnich &inidel’. V  experi-
mentalni praci®'® byly stfibrné nano¢astice usp&sné synte-
tizovany 1 bez jejich pouziti, z dlivodu vétsi a vEtsi potieby
syntetizovat nanocastice ekologicky piivétivou cestou,
tedy bez pouziti toxickych chemikalii. Jedinou nevyhodou
této metody syntézy je depozice stiibra na katodé béhem
elektrochemického procesu. Tento fakt snizuje efektivitu
syntézy z divodu snizovani velikosti povrchu katody, kte-
rd by byla jinak dostupna pro produkci nanocastic. Jakmi-
le se cely povrch katody pokryje stfibrem, cely proces
syntézy nanoCastic se zastavi®. Nicméné tato nevyhoda se
da casteéné obchazet, zménou polarity stejnosmérného
proudu mezi elektrodami, jak bylo popsano v praci®.
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Experimentalni ¢ast

Cely proces se da jednoduse popsat pomoci elektroly-
zy, tedy prichodem stejnosmérného elektrického proudu
kapalinou, do které jsou ponofeny dvé elektrody, v nasem
piipadé stiibrné plisky, kde na anodé probiha oxidace a na
katodé redukce. Pfi studiu vlivu napéti, vzdalenosti elek-
trod, teploty a pH elektrolytu pfi elektrolytickém rozpous-
téni stiibra na vznik nanocastic bylo pouZzito jednoduché
dvouelektrodové usporadani, kde anoda i katoda byly tvo-
feny identickymi stifbrnymi plisky s cistotou 99,95 %
a rozméry (5 x 1,2 x 0,2) cm’. Elektrody byly ponoteny do
100 ml 0,4 mM roztoku citronanu sodného dihydratu
v destilované vodé. K syntéze byly pouzity chemikalie od
firmy Sigma-Aldrich.

Jako zdroj napéti byl pouzit stabilizovany zdroj PS
305D. Kazdy z roztokti byl michan magnetickou michac-
kou C MAG HS 7 (IKA) pfi otackach 600 rpm po dobu
30 min. Ziskané stiibrné nanocastice byly uchovavany ve
tmé& pii pokojové teploté. K charakterizaci pfipravenych
castic byly pouzity metody analyzy UV-Vis spektrometrie,
transmisni elektronové mikroskopie (TEM), dynamického
rozptylu svétla (DLS) a atomové absorpcni spektrometrie
(AAS). V této praci byl k prokdzani vzniku ¢astic pouZzit
UV-Vis spektrofotometr Lambda 25 od firmy Perkin El-
mer (deuteriova a halogenové lampa, rozsah 300-800 nm,
skenovaci rychlost 240 nm min™', pokojova teplota). Od
vSech spekter byla odectena absorbance referencniho roz-
toku, v naSem ptipadé 0,4 mM roztoku citronanu sodného
dihydratu. K ziskani udaji o velikosti a morfologii vznik-
Iych Castic byla vyuzita metoda transmisni elektronova
mikroskopie (TEM) na pfistroji JEOL JEM-1010 (JEOL
Ltd., Japonsko). Snimky byly pofizeny pii urychlovacim
napéti 80 kV a analyzovany v programu AnalySIS 2.0.
Metoda dynamického rozptylu svétla (DLS) byla vyuzita
ke zjisténi velikosti ¢astic a distribuce velikosti Castic za
pouziti piistroje Zetasizer ZS90 (Malvern Instruments
Ltd., England) v DLS rezimu pro méfeni velikosti distribu-
ce Castic, ktery je vybaven lavinovou fotodiodou pro de-
tekei signalu. Ke zjisténi koncentrace Ag v roztoku byl
pouzit  atomovy  absorpéni  spektrometr  (AAS)
s plamenovou technikou atomizace Agilent 280 FS AA
Spectrommeter (Agilent Technologies Australia). Nasled-
né byly od kazdého roztoku tfi identické vzorky podrobe-
ny centrifugaci pfi otdckach 17 500 rpm, po dobu 1 h.
Analyza Ag iontd byla provedena na spektrometru Agilent
8800 triple-quadrupole (Agilent Technologies, Japonsko)
s automatickym vzorkovacem. Nebulizace vzorku probiha-
la na zafizeni MicroMist za pouziti peristaltického Cerpa-
dla. Nejistota stanoveni koncentrace Ag byla mensi nez
3 %. Diky tomu je mozné urcit, jaka ¢ast koncentrace stfi-
bra pfipada na stiibrné ionty a jaka ¢ast na sttibro ve formé
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nanocéstic. Méfeni bylo provedeno tfikrat, takze byla sle-
dovéana i reprodukovatelnost pripravy.

Vysledky a diskuse
Vliv napéti

V praci® poukazuji na skute¢nost, 7e se zvySujicim se
napétim roste koncentrace nanocastic a tudiz dochazi
k vzristu rychlosti reakce. Pti studiu vlivu napéti na vznik
AgNPs byl kazdy z roztokd vystaven riznému napéti
v rozmezi 5-20 V. Po 24hodinové depozici za nepfistupu
svétla bylo 1 bez pouZiti analytickych metod, pouhou vizu-
alni kontrolou zfejmé, Ze pfi nejniz$im napéti 5 V nanocas-
tice nevznikly, coZ bylo potvrzeno i nadslednou UV-Vis
spektrometrii.

Jak je vidét na obr. 1, pfi nastaveném vySSim napéti se
v oblasti 420 nm vyskytuje maximum, které je charakteris-
tické pro pifitomnost stfibrnych nanocastic. Na obr. 2 je
snimek z TEM, ktery prokazuje vznik nanocastic prevazné
sférického tvaru s velikosti 5-50 nm. Tabulka I shrnuje
vysledky analytického méfeni koncentrace Ag metodou
AAS a poukazuje na skuteCnost, Ze v roztoku, ktery byl
pripraven pfi napéti 5 V, se Ag vyskytuje ve formé Ag”.

Vliv vzdalenosti elektrod

V praci® poukazuji na skute¢nost, Ze zmengenim vzda-
lenosti eletrod roste koncentrace nanocéstic a tudiZz se
rychlost reakce zvysuje. Pii studiu vlivu vzdalenosti elek-
trod na vznik AgNPs byla pfi kazdém experimentu zméné-

500

500 700

A (nm)

800

Obr. 1. UV-Vis spektra AgNPs pripravovanych p¥i napéti
520V
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Tabulka I
Souhrn vysledki stanoveni koncentrace Ag metodou AAS

Napéti [V] Koncentrace Ag [ mg 1™ ]

5 25,9
10 47,1
15 46,1
20 65,4

na vzdalenost elektrod postupné na 1 cm, 2 cm, 3 cm, 4 cm
a 5 cm za pokojové teploty a pii konstantnim napéti 15 V.
Vysledky z UV-Vis méfeni na obr. 3 prokazuji vznik stfi-
brnych nanocastic i zvySujici se koncentraci ¢astic se sni-
zujici se vzdalenosti elektrod, coz bylo potvrzeno i pomoci
AAS. Naslednou centrifugaci s analyzou supernatantu
metodou ICP-MS byla zji§téna koncentrace Ag' v jednotli-
vych vzorcich (vysledky jsou shrnuty v tab. II).

Vliv teploty

Mnozstvi nano&astic roste se zvysenou teplotou''. Pi
zvySené teploté se reakce znacné urychluje, a proto se zvy-
Suje i mnozstvi syntetizovanych &astic'>. P¥ studiu vlivu
teploty na vznik AgNPs byla pii kazdém experimentu na-
vySovana teplota o 20 °C v rozmezi 40-100 °C, pii kon-
stantnim napéti 15 V. UV-Vis metoda (obr. 4) prokazala
vznik nanocastic. U vzorku, ktery byl pfipravovan pfi
100 °C, se vyskytuji dva vrcholy, prvni v oblasti 420 nm,
ktery je charakteristicky pro sférické stfibrné nanocéstice a
druhy v oblasti 520 nm, ktery poukazuje na vznik nanoc¢as-
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Obr. 2. TEM snimek AgNPs (aplikované napéti 15 V)
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Obr. 3. UV-Vis spektra AgNPs (vzdalenost elektrod 1-5 cm )

Tabulka II
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Obr. 4. UV-Vis spektra AgNPs (teplota 40-100 °C )

Souhrn vysledk stanoveni koncentrace Ag metodou AAS a stanoveni koncentrace Ag” metodou ICP-MS

Vzdalenost [cm] AAS ICP-MS

Cmgl] chyba méfeni Clugl™] chyba méfeni
1 97,9 +17,9 % 577 +5,6%
2 53,3 +10,4 % 607 +143 %
3 36,2 +4,4% 53,7 +8,4 %
4 474 +4,1% 2762,7 +6,5%
5 40,9 +8,5 % 8293 +53%
Tabulka III
Souhrn vysledki stanoveni koncentrace Ag metodou AAS a stanoveni koncentrace Ag" metodou ICP-MS
Teplota [°C] AAS ICP-MS

Cmgl] chyba méfeni Clpgl" chyba méfeni
40 59,8 +7,0% 147 +13,9%
60 71,4 +6,5% 235,3 +22,4%
80 132,3 +10,4 % 193,7 +7,6%
100 297,3 +13,4% 277,7 +6,7%

tic, které jsou odlisné morfologie nez sférické. Metoda
AAS a ICP-MS (tab. IIl) prokazaly, ze koncentrace se
zvysuje se zvySsujici se teplotou.

Vliv pH

Pti studiu vlivu pH na vznik AgNPs bylo pH ménéno
v rozmezi 3-9, k tomuto Gcelu byla pouzita 1 M kyselina
citronovd a 1 M roztok hydroxidu sodného. K méfeni pH
byl pouzit digitalni pH metr pH-100 TC (VOLCRAFT®).



Czech Chem. Soc. Symp. Ser. 16, 278-282 (2018)

Tabulka IV
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Souhrn vysledki stanoveni koncentrace Ag metodou AAS a stanoveni koncentrace Ag' metodou ICP-MS

pH AAS ICP-MS
C[mgl] chyba méieni Clugl chyba méfeni
3 144.5 +19,7% 994,7 +4,0 %
4 65,4 +12,8% 63945,7 +2,8%
5 73 +12,3% 69787,7 +1,2%
6 85,3 £7,3% 29600,3 =1,4%
7 46,2 +9,0% 10510,7 +53%
8 75 +18,7% 463,7 +18,2 %
9 43,1 +16,1 % 3223 £6,3 %
A B
0,7 0,3
A A
0,25
02
0,15
0,1
0,05
0
300 400 500 600 700 800 300 400 500 600 700 800
A (nm) A (nm)

Obr. 5. A) UV-Vis spektra AgNPs pripravovanych pfi pH v rozmezi 3-5, B) UV-Vis spektra AgNPs pripravovanych pri pH

Vv rozmezi 6-9

Elektrochemicka syntéza probihala pfi napéti 15 V. Pred
samotnym provedenim analyz bylo pouhou vizualni kon-
trolou ziejmé, ze pfi silné€ kyselém pH nanocastice nevzni-
kaji. Roztoky nevykazovaly barvy v odstinech Zzluté
a oranzové, které jsou charakteristické pro vzniklé stfibrné
nanocastice. Vysledky UV-Vis (obr. SA,B) tuto skute¢nost
potvrdily. AAS i nasledna ICP-MS analyza prokazaly, ze
stfibro se v t&chto roztocich vyskytuje pouze ve formé Ag”
(tab. IV).
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Zavér

V ramci této prace byly Gspésné syntetizovany stiibr-
né nanocastice elektrochemickou cestou. Vznik ¢éstic byl
prokazan UV-Vis spektrometrii, kde vykazuji typicky ab-
sorpcni pas v oblasti 420 nm. Metodami AAS byla zji§téna
koncentrace stiibra v roztoku a naslednou centrifugaci
a analyzou vzniklého supernatantu bylo metodou ICP-MS
stanoveno, jaka cast koncentrace stiibra pfipad4 na ionty
a jaka na stfibrné nanocastice. Diky tomu bylo potvrzeno,
ze pii ptili$ nizkém napéti a prili§ kyselém pH nanocastice
nevznikaji a v roztoku se vyskytuji pouze ve formée stribr-
nych iontl. Bylo prokdzano, Ze koncentrace AgNPs se
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zvySuje se snizujici se vzdalenosti elektrod, se zvySujicim
se napétim a zvysujici se teplotou. Metoda transmisni elek-
tronové mikroskopie (TEM) prokézala vznik pfevazné
sférickych castic. Urceni velikosti distribuce Castic meto-
dou dynamického rozptylu svétla (DLS) ukazala, ze Casti-
ce jsou uzce disperzni a nevykazuji agregaci.

Autori dékuji za financni podporu Grantové agenture
Ceské republiky v projektu ¢. 18-076198.
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K. Kovarikova, J. Siegel, and V. Svoréik
(Department of Solid State Engineering, University of
Chemistry and Technology, Prague): Electrochemical
Synthesis of Silver Nanoparticles

This work deals with synthesis of silver nanoparticles
by electrochemical route. Choice of process conditions is
a key for successful synthesis. In this work the influence of
electrolyte pH, temperature, voltage and distance of elec-
trodes was investigated during the electrolytic dissolution
of silver to produce silver nanoparticles. In order to char-
acterize the prepared particles, the methods of size analy-
sis, size distribution analysis, morphology and nanoparticle
concentration by means of Transmision Electron Micros-
copy (TEM), Dynamic Light Scattering (DLS), UV-Vis
Spectrometry, and Atomic Absorption Spectrometry
(AAS) were used. The best results in terms of AgNPs con-
centration were achieved at high temperatures at 15 V and
distance of electrodes 4 cm.

Keywords: silver nanoparticles, electrochemical synthesis,
characterization of nanoparticles
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Uvod

Erektilni dysfunkce je ve svété béznou sexualni poru-
chou, ktera se vyskytuje ptiblizné u 50 % muzské popula-
ce ve vékovém rozmezi 4070 let (cit."). Pro jeji 1é¢bu byl
vyvinut sildenafil, inhibitor fosfodiesterasy patého typu
(PDE-5), ktery se pod obchodni znatkou Viagra® stal roku
1998 prvnim oraln& podavanym piipravkem tohoto typu®".
V roce 2003 byly Utadem pro kontrolu potravin a 1é&iv
(FDA) schvéleny dal§i inhibitory PDE-5: tadalafil
(Cialis®) a vardenafil (Levitra®) (cit.*). JelikoZ tyto 1é¢ivé
latky mohou pfedstavovat vazné zdravotni riziko (napf.
pro pacienty s kardiovaskuldrnimi poruchami'), jsou do-
stupné pouze na lékaisky predpis. Predevsim citlivd pova-
ha zdravotnich obtizi a relativné vysoka cena vede nekteré
pacienty ke koupi téchto pfipravkli z nelegalnich zdroja,
kterymi jsou nejcastéji neregistrované internetové 1ékarny.
Vétsina takto ziskanych ptipravkil jsou vSak padélky, které
mnohdy obsahuji adulteranty o neznamé toxicité a jejich
poziti miize mit az fatalni nasledky’. K identifikaci téchto
padélkd se dnes pouzivaji napt. chromatografické metody®,
rentgenova fluorescence’ nebo infradervena® a Ramanova
spektrometrie’. Posledni jmenovana metoda umoziiuje pfi
zméné polarizovatelnosti molekul analyzované latky ziskat
informace o jejich vibra¢nich (pfipadné i rota¢nich) pre-
chodech'®. Oproti ostatnim analytickym metoddm méa Ra-
manova spektrometrie fadu vyhod: lze s ni analyzovat
vzorky v ptivodnim nezménéném stavu, je nedestruktivni,
rychla a uZzivatelsky nenaro¢na. Mimoto je mozné provadét
analyzu 1 pfimo v terénu pomoci mobilnich spektrometrti.

7 wr

Experimentalni ¢ast

Origindlni pfipravky pro 1é¢bu erektilni dysfunkce
Viagra® (01) od firmy Pfizer s 1é¢ivou latkou sildenafil ve
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formé citratu o sile (tj. obsahu 1é¢ivé latky v jedné tablet¢)
100 mg a Cialis® (02) od firmy Eli Lilly s lé&ivou latkou
tadalafil o sile 20 mg byly zakoupeny v ramci oficidlni
distribuce na tizemi Ceské republiky.

Standardy sildenafil citratu (S1; deklarovana cistota
> 99 %) a sildenafilu ve formé baze (S2; deklarovana Cis-
tota > 95 %) byly poskytnuty Laboratoii forenzni analyzy
biologicky aktivnich litek (BAFA) na VSCHT Praha.
Standard tadalafilu (S3; deklarovana ¢istota 99,9 %) byl
zakoupen od firmy Sigma-Aldrich (USA).

Tti vzorky padélkt (V1-V3) po jedné tableté s obsa-
hem sildenafil citratu o deklarované sile 100 mg z redlnych
zéachytt Policie Ceské republiky byly poskytnuty Krimina-
listickym tGstavem Praha (KUP). Jeden vzorek padélku
(V4) po ctyfech tabletach s obsahem sildenafil citratu
o deklarované sile 100 mg byl poskytnut Forenznim vé-
deckym institutem Spolkového kriminalniho ufadu
ve Wiesbadenu (Némecko). Dva vzorky padélka (V5
a V6) po Ctyfech tabletach s obsahem sildenafil citratu
o deklarované sile 100 mg a jeden vzorek padélku (Cl)
po Ctyfech tabletach s obsahem tadalafilu o deklarované
sile 20 mg pochézi z online 1ékaren s internetovymi stran-
kami v Cestin€. Padélky V5 a C1 byly odeslany z Vilniusu
(Litva) a padélek V6 z Kowloonu (Hongkong).

K identifikaci adulteranttl, pfipadné chybéjici pomoc-
né latky, v padé€lcich V1-V3 byly pouzity nasledujici stan-
dardy: siran vapenaty ve formé& dihydratu (p. a., Penta,
CR), mikrokrystalickd celulosa (Sigma-Aldrich, USA)
a sacharosa (puriss., Sigma-Aldrich, USA).

K ziskani Ramanovych spekter byl vyuzit disperzni
Ramantv spektrometr DXR SmartRaman (Thermo Fisher
Scientific, USA) s diodovym excita¢nim laserem o vlnové
délce 780 nm a vykonem 45 mW na vzorku. Méfeni probi-
halo s rozlienim 2,4-4,4 cm ™' a ve spektralnim rozsahu
700-1800 cm'. Pro viechna méfeni bylo nastaveno
10 expozic po 30 s.

Standardy a adulteranty byly analyzovany v pivodni
praskové formé. Jejich analyza probihala pres stény skle-
nénych vialek. Od kazdého vzorku byla spektrometricky
analyzovana jedna tableta v nezménéné formé, tedy bez
jakychkoliv uprav. Tablety byly meéteny z ptedni i zadni
strany (dvacet méteni na kazdé stran¢).

Vysledky a diskuse

Tablety originalnich a padélanych pfipravkid byly
nejdiive analyzovany na zdkladé¢ vzhledu, hmotnosti
a rozmérl. Pfi porovnani originalni tablety Ol s tabletami
padélktt V1-V6 byla dle tvaru, barevného odstinu a ozna-
¢eni népisem origindlu nejblize tableta V3. Tablety V1
a Vo6 se lisily zejména ostrymi hranami a svétlejsi barvou
povrchu. Tableta V2 byla z hlediska barvy i tvaru pomérné
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zdafilou imitaci, méla vSak na povrchu vyrazeny jiny na-
pis. Z padé¢lkt obsahujicich sildenafil citrat se hmotnosti
tableté originalu O1 podobala nejvice tableta V3 (tab. I).
U ostatnich tablet byly rozdily hmotnosti veétsi, pticemz
nejvyssi odchylku od hmotnosti tablety O1 bylo mozné
sledovat u tablety V1. Pfi porovnani tablety O1 s tabletami
V1-V6 se zakladni rozméry liily nejméné u tablety V5
a nejvice u tablety V4 (tab. II). Pfi dostupnosti blistru
s vice tabletami byly zjiStény rozméry kazdé tablety
a k vysledné hodnoté byl uveden interval spolehlivosti
(hladina vyznamnosti a = 0,05) (cit.'").

V ramci spektrometrické analyzy byla nejdiive namé-
fena Ramanova spektra standardl sildenafil citratu (S1)
a sildenafilu ve form¢ baze (S2) (obr. 1A) a tadalafilu (S3)
(obr. 2A). U spekter jsou téz vyznaCeny charakteristické
pasy (1-7 pro sildenafil a 1-6 pro tadalafil). Spektra stan-
dardi S1 a S3 byla interpretovana pomoci tabulek vinocti
pro charakteristické vibrace'?.

Ve spektrech originalnich tablet O1 (obr. 1B) a O2
(obr. 2B) byly na zakladé srovnani se spektry standarda S1

Tabulka I
Hmotnosti tablet originalti piipravka Viagra® (O1)
a Cialis® (02) a jejich pad&lka

Kod pripravku Hmotnost [g] Interval
spolehlivosti [g]

0O1 0,632 0,011
02 0,3635 0,0026
Vi 0,7472 -
V2 0,5999 -
V3 0,6267 -
V4 0,744 0,028
V5 0,680 0,039
Cl 0,480 0,020
V6 0,69 0,21
Tabulka II
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a S3 nalezeny charakteristické pasy vibra¢nich pfechodt
molekuly sildenafil citratu (1-7), resp. tadalafilu (1-6),
¢imZ byla jednozna¢né potvrzena jejich pifitomnost. Ve
spektru tablety O2 je mozné v oblasti kolem 1500 az
1000 cm™' pozorovat pasy reflektujici piitomnost pomoc-
nych latek. Pro tabletu O1 byly navic na zéklad¢ porovnani
se spektrem standardu mikrokrystalické celulosy identifi-
kovany pasy 8—10 pfislusejici vibracim tohoto bézné pou-
zivaného excipientu.

Ve spektrech padélki V1-VS5 (obr. 1C a 1D) byly
identifikovany pasy 1-7 odpovidajici charakteristickym
vibracim molekuly sildenafil citratu. U padélku V6
(obr. 1D) byla identifikovana pouze valen¢ni vibrace C=C
(pas 2), tudiz nelze s jistotou tvrdit, ze tento padélek obsa-
huje deklarovanou lé¢ivou latku. Ve spektrech padélka V5
a V6 se navic nachazi intenzivni pas 16, jehoz identifikace
bude pfedmétem dalSich analyz.

Ve spektru padélku V1 (obr. 1C) se v porovnani se
spektrem tablety O1 objevil navic intenzivni pas 11 cha-
rakteristicky pro vibraci molekuly siranu vapenatého ve
formé dihydratu'®. Ve spektru tablety V2 (obr. 1C) naopak
nebyly pozorovany pasy 8—10 vyskytujici se ve spektru
originalni tablety. Tyto pasy prislusi vibracim mikrokrysta-
lické celulosy', které je v originalnim piipravku O1 dekla-
rovana jako pomocna latka a v tableté V2 pravdépodobné
chybi. Spektrum tablety V3 (obr. 1C) vykazovalo oproti
spektru tablety O1 navic pasy 12—15, kterymi se projevuje
molekula sacharosy'”. Pfitomnost adulterantti (dihydratu
siranu vapenatého a sacharosy) i absence pomocné latky
(mikrokrystalické celulosy) byly ovéfeny analyzou stan-
dardu téchto latek.

Ve spektru padélku C1 (obr. 2C) byly identifikovany
pasy 1-6 pfislusejici charakteristickym vibracim molekuly
tadalafilu. V oblasti 1500-1000 cm ' Ize stejné jako
u spektra originalni tablety O2 pozorovat matri¢ni efekt.

Zakladni rozméry tablet originaldi pipravkil Viagra® (O1) a Cialis® (02) a jejich padélki

Kod pripravku Sitka [mm] Interval Délka [mm] Interval Vyska [mm] Interval
spolehlivosti spolehlivosti spolehlivosti
[mm] [mm] (mm]
0Ol 10,4025 0,0080 14,288 0,048 5,453 0,069
02 7,585 0,021 12,313 0,020 4,920 0,013
V1 10,90 - 15,05 - 6,05 -
V2 10,48 - 14,44 - 5,24 -
V3 10,37 - 14,40 - 5,76 -
\Z 10,895 0,072 15,04 0,14 6,38 0,21
V5 10,418 0,030 14,303 0,053 5,60 0,13
Cl 7,658 0,020 12,670 0,023 5,43 0,19
Vo6 10,45 0,12 14,47 0,10 5,53 0,19




Czech Chem. Soc. Symp. Ser. 16, 283-286 (2018)

100 r 16

V6

800

600

Sy
o
o

200

Ramanova intenzita

300

200

100

800

400 +

0 = L
1100 1300 1500

vinocet (cm™)

700 900

Obr. 1. Ramanova spektra standardi sildenafil citratu S1
a sildenafilu ve formé baze S2 (A), originalniho pripravku
Viagra® O1 (B), padélkii V1-V4 (C) a padélki V5 a V6 (D).
Spektra v rameccich C a D byla pro lepsi prehlednost offsetovana

Zavér

V ramci této prace byly studovany vybrané originalni
a padélané pripravky pro 1é¢bu erektilni dysfunkce obsahu-
jici lé¢ivou latku sildenafil ve formé citratu o sile 100 mg
(Viagra®™) ¢&i tadalafil o sile 20 mg (Cialis™). Nejprve byly
analyzovany jejich vizudlni, hmotnostni a rozmérové vlast-
nosti. Na zakladé jejich srovnani s originalnim IéCivym
pripravkem bylo témito metodami mozné padélky identifi-
kovat. Dalsim krokem byla vibracné spektrometricka ana-
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Obr. 2. Ramanova spektra standardu tadalafilu S3 (A), origi-
nalniho piipravku Cialis® 02 (B) a padélku C1 (C)

lyza Ramanovou spektrometrii. Pfi interpretaci spekter
standardd 1é¢ivych latek byly identifikovany charakteris-
tické pasy jednotlivych funkénich skupin. Dle interpretace
Ramanovych spekter standardd byla az na jednu vyjimku
prokazéna pfitomnost lécivych latek ve vSech spektrech
padé€lanych ptipravkd. Bylo zjisténo, Ze potahované table-
ty, jejichz spektra nevykazuji zvySenou fluorescenci, mo-
hou byt Gspé$n¢ analyzovéany technikou Ramanovy spek-
trometrie bez jakychkoliv uprav. Nakonec byla porovnana
spektra padélkd se spektry origindlnich pfipravka.
U padélki V1 a V3 typu Viagra® byly identifikovany pii-
mési, zatimco padélek V2 neobsahoval mikrokrystalickou
celulosu, kterd se u originalniho 1é¢iva pouziva jako exci-
pient. Kombinace vySe uvedenych metod vedla k jedno-
znacné identifikaci originalnich i pad€lanych ptipravkd.
Vysledky této prace mohou poslouZit pfi analyze dalSich
1éc¢ivych pripravkd urCenych k 1é¢be erektilni dysfunkce.
Ze ziskanych Ramanovych spekter byla vytvofena spek-
tralni knihovna a ucelena databaze s vyse uvedenymi udaji,
o které jiz projevilo zajem Ministerstvo vnitra CR a organy
Policie CR zabyvajici se touto problematikou.
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versity of Chemistry and Technology, Prague; °Forensic
Laboratory of Biologically Active Substances and Depart-
ment of Chemistry of Natural Compounds, University of
Chemistry and Technology, Prague): Identification
of Counterfeit Drugs for the Treatment of Erectile Dys-
function with Raman Spectroscopy

Phosphodiesterase type 5 inhibitors Viagra® and Cial-
is” for the treatment of erectile dysfunction and their pre-
sumed counterfeits were studied in this work. After meas-
uring the weight and dimensions of each tablet the spectral
analysis of tablets and standards was performed using Ra-
man spectroscopy as a rapid and non-destructive method.
By interpretation of Raman spectra of sildenafil (active
ingredient in Viagra®) and tadalafil (active ingredient
in Cialis™) standards the characteristic bands of the indi-
vidual functional groups were identified. These character-
istic bands were found in each Raman spectra of the stud-
ied preparations with one exception. Finally, Raman spec-
tra of presumed counterfeits were compared with Raman
spectra of genuine products. In the most Raman spectra of
suspect tablets, additional or missing bands were observed.
The combination of above described methods led to the
reliable distinction of genuine tablets and their counter-
feits.

Keywords: sildenafil, tadalafil, erectile dysfunction, coun-
terfeit drugs, Raman spectroscopy
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Uvod

Metabolomicka analyza télnich tekutin je rychle se
rozvijejici oblasti klinického vyzkumu, jejimz cilem je
sledovat vykyvy endogennich metabolitd a urcit tak jejich
vztah se specifickymi patofyziologickymi podminkami.
Jednou z hlavnich profilovacich technik této oblasti je
spektroskopie nuklearni magnetické rezonance (NMR),
ktera je u¢innym nastrojem pfi identifikaci metabolitii drog
nebo biomarkert rozli¢nych onemocnéni'~.

Mezi nejcastéji analyzované vzorky patii krev a jeji
derivaty, nasledné moc a dalsi télni tekutiny ¢i extrakty
tkani*’. Nedilnou souc¢asti mnoha biologickych matric jsou
proteiny a jiné biologické makromolekuly, jejichz Siroké
NMR signaly mohou znesnadiiovat detekci menSich meta-
bolitl. Nezadouci signaly makromolekul Ize potlacit na
zaklade¢ jejich kratkych relaxaénich €asti 72 pomoci vhod-
nych pulsnich sekvenci. Tento princip vyuziva pulsni sek-
vence Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG), pomoci které
jsou sledovany rezonance pouze nizkomolekularnich latek
obsazenych v krevni plazmé*. Dalsi moznosti analyzy
malych metaboliti je separace proteint a lipidi z krevni
plazmy jeité pred NMR méfenim’.

Cilem této prace je predevSim vyvoj metodiky pro
kvantitativni analyzu nizkomolekuldrnich metaboliti
v krevni plazmé s naslednou aplikaci pti hledani novych
krevnich biomarkerti karcinomu slinivky bfi$ni. Nalezeni
optimalnich podminek ptipravy vzorku a naslednych para-
metri méfeni je klicovym tkolem pro splnéni daného cile.
V préci je hodnocen a porovnavan piistup méfeni '"H NMR
spekter plné plazmy a deproteinizované plazmy pomoci
filtrt s hmotnostni hranou.
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Méfeni viech 'H NMR spekter bylo provadéno na
spektrometru Varian INOVA 500 MHz (Varian, USA) pfi
25 °C. Pouzivana pulsni sekvence vznikla modifikaci sek-
vence CPMGT2br (soucést softwaru VnmrJ od firmy Agi-
lent, USA), zahrnujici 10 000 skenti, dobu akvizice 2,7 s,
saturacni ¢as 4 s a 128 cykli.

Vzorky plné krve byly odebrany na Odd¢leni gastro-
enterologie a hepatologie, Ustiedni vojenské nemocnice
v Praze za pouziti 9ml odbérnic obsahujicich tridraselnou
sul kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA) jako anti-
koagulant. Thned po odbéru byly vzorky podrobeny centri-
fugaci pii 1500 g po dobu 10 min a ziskana frakce krevni
plazmy byla okamzité zamrazena a uchovavana pii — 80 °C.

Zpracovani a vyhodnoceni namétenych spekter bylo
provedeno softwarem ChenomX (Chenomx Inc., Kanada),
ktery umoziiuje celkovou analyzu metabolitd v '"H NMR
spektrech komplexnich biologickych smési. Zakladni kni-
hovna ChenomX zahrnuje ptes 350 metabolitl, u nichz je
stanovena  zavislost chemického posunu na pH.
V nejnovéjsi aktualizaci softwaru je knihovna propojena
s databézi projektu Human Metabolome Database®.

Vysledky a diskuse

Nejprve bylo zmé&feno 'H NOESY spektrum plné
plazmy, pro které jsou typické Siroké rezonance proteind
a lipidd’, a proto neni tato technika vhodné pro kvantifika-
ci nizkomolekularnich metabolitd. Nasledovalo pouziti
spin-echo pulsni sekvence CPMG, ktera diky potlaceni
signalll protond proteind a mastnych kyselin vdzanych na
albumin umoznuje sledovani metaboliti s niz$i molekulo-
vou hmotnosti’.

Jelikoz 'H NOESY i 'H CPMG méfeni probiha-
la v D,0, byla pouzitym referencnim standardem chemic-
kého posunu sodna sul kyseliny trimethylsilylpropionové
(TSP). Nevyhodou pfi méteni plné krevni plazmy je fakt,
ze pouzivany referencni standard se vaze na bilkoviny
krevni plazmy, ¢imz se zkrati jeho relaxacni ¢as 72 a dojde
k rozgifeni jeho signalu®. To je také diivod, pro¢ neni moz-
né tento signal vyuzit ke kvantitativnimu vyhodnoceni
spekter. V ptipadé analyzovanych vzorktu dosahovala Sitka
signalu TSP v "H NOESY spektrech hodnoty az 13,5 Hz,
pficemZ standardné se pohybuje okolo 0,7 Hz.

Jako pH standard byl ke vzorku ptidavan imidazol,
jehoZ signdly se s rostoucim pH pohybuji smérem
k niz§imu chemickému posunu. Dalsim cilem pfidavku
imidazolu bylo vyuZit jeho signaly k vyhodnoceni koncen-
traci metabolitti. Od tohoto zaméru bylo nicméné upuste-
no, nebot’ v pfiddvaném roztoku imidazolu dochézelo
k vyméné vodiku za deuterium a tim ke snizovani jeho
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signalu. Tento problém by mohl byt vyfeSen pfipravou
Cerstvého roztoku imidazolu pro kazdé méteni, coz by
vSak nebylo ekonomicky ani ¢asov€ vyhodné.

Alternativou ke spin-echo sekvencim pro kvantifikaci
latek s niz§i molekulovou hmotnosti je odstranéni proteind.
Pro separaci metabolitl z t€lnich tekutin obsahujicich pro-
teiny 1ze vyuzit rizné metody — filtraci, extrakci rozpouste-
dlem a suseni’. Filtrace pfes membranu s hmotnostni hra-
nou (Amicon Ultra 3 nebo 10 kDa) byla navrzena jako
vhodny zpiisob pro separaci makromolekularnich metabo-
lith (proteind, lipidit). Pfi porovnani naméfenych
'"H spekter plné a filtrované krevni plazmy (obr. 1) je patr-
ny rozdil ve tvaru zékladni linie i Sifce signdlu. Navic
spektrum naméfené po filtraci je bohatsi a je identifikova-
no vétsi mnozstvi metabolittl.

Pred filtraci vzorkt bylo nutné filtry nékolikrat pro-
myt pro odstranéni glycerolu, ktery slouzi k ochrané¢ mem-
brany filtru béhem skladovani. Dle doporuceni vyrobce je
k promyvani vhodna voda, pfipadné roztok hydroxidu
sodného (0,1 mol I'"). Dostupné literatura® se odkazuje na
vyuziti 50% vodného roztoku methanolu. Ani jedna
z metod vSak nebyla schopna odstranit glycerol Gplné a do
vysledkl je tedy pfi pouziti filtrdi zanaSena systematicka
chyba nadhodnocujici jeho koncentraci. Nejvhodnéjsim
a nadale pouzivanym feSenim byl zvolen postup zahrnujici

a) *H CPMG 3 kDa filtr
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promyti filtru roztokem NaOH (0,1 mol ), prestoze Ucin-
n¢&jsi by bylo promyvani methanolem. Methanol vsak patii
mezi stanovované latky a pii jeho pouZivani by dochazelo
k zanaseni dalsi systematické chyby do vyhodnoceni.

Vzorek plazmy urceny k analyze byl rozmrazen pii
pokojové teploté¢ a odebrany podil 300 pl byl nasledné
filtrovén pfi 12 000 rpm pfes membranu promytou rozto-
kem 0,1 mol 1" NaOH. Filtrat byl v daldim kroku promyt
300 pl fosfatového pufru o koncentraci 0,1 mol I"' v D,O
(pH 7.,4; 30 mmol "' NaNs; 1 mmol 1" TSP) pii stejnych
podminkach jako u plazmy. Timto promytim doslo
k uvolnéni metabolitt, které jsou slabé vazany na plazma-
tické bilkoviny, pfipadné lipidy, a zérovenn byl zajistén
dostatecny objem vzorku pro NMR analyzu. V pftipadé
tohoto postupu slouzilo TSP zéroven i jako standard pro
vyhodnoceni koncentrace metabolitd.

Odstranénim  bilkovin z krevni plazmy doslo
k podstatné zméné pH a nékteré rezonance bylo obtizné
vyhodnotit (napf. glutamin, citrat), protoze databaze soft-
waru ChenomX ma pro nékteré metabolity omezeny roz-
sah zavislosti hodnot chemického posunu na pH. Bylo
proto nutné zajistit konstantni hodnotu pH, ¢ehoz bylo
dosazeno pridavkem fosfatového pufru o pH 7,4, ktera
odpovida fyziologické hodnoté krevni plazmy.
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/ \1
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Obr. 1. Srovnani aromatickych oblasti '"H CPMG spekter krevni plazmy s vyznatenymi signaly metabolitii; a) 3 kDa filtr; b) plna

nefiltrovana plazma
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Na zaklad& dostupné literatury® '* byl pro dalsi méfe-
ni zvolen pouze filtr s hmotnostni hranou 3 kDa.
Z hlediska ucinnosti separace proteind a lipidi nebyly
mezi filtry s hranou 3 kDa a 10 kDa pozorovany vyrazné
rozdily. TaktéZ identifikované metabolity se nijak vyznam-
n¢ nelisily pfi srovnani téchto dvou filtri. Po odstranéni
proteinli bylo mimo jiné mozné stanovit napf. fenylalanin
a tryptofan (obr. 1) a dale také pyruvat a cholin. Zminéné
latky jsou v nékterych studiich''™" povazovany za mozné
biomarkery onemocnéni napf. karcinomu pankreatu.

Zavér

V praci byly zkoumany rizné postupy piipravy vzor-
ku a parametry analyzy krevni plazmy. Nejprve byla
'"H NMR analyza metaboliti krevni plazmy provadéna
pomoci CPMG pulsni sekvence, ktera selektivné tlumi
signaly velkych molekul (proteintl). Omezenim této meto-
dy vsak byla obtizna kvantifikace metabolitl, jelikoz pfi
analyze dochéazelo k vazbé NMR standardu na proteiny
krevni plazmy a tim k rozSifeni signalu. Vhodné&jS$im pii-
stupem pro kvantitativni analyzu je odstranéni proteint
pfed meéfenim, a to filtraci vzorku plazmy pfes filtr
s hmotnostni hranou 3 kDa, ktery byl promyvan roztokem
NaOH. Tento postup vedl k identifikaci vétsiho poctu me-
tabolitll v porovnani s analyzou nefiltrované krevni plaz-
my.

Vyvoj metodiky byl realizovan za podpory grantii
Ministerstva zdravotnictvi CR (16-310284) a Grantové
agentury CR (17-05292S), cdstecné také za podpory na
specificky vysokoskolsky vyzkum (MSMT ¢ 21-SVV/2018),
Operacniho programu Praha — Konkurenceschopnost
(CZ.2.16/3.1.00/24503 a CZ.2.16/3.1.00/21537) a Narod-
niho programu udrZitelnosti (NPU MSMT — LOI60I;
43760/2015).
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L. Michilkova®, J. Sykora”, and V. Setnitka®
(“ Department of Analytical Chemistry, University of
Chemistry and Technology, Prague; ” Institute of Chemical
Process Fundamentals of the ASCR, Prague): Optimaliza-
tion of Procedures for 'H NMR Analysis of Metabolites
in Blood Plasma

NMR-based metabolomics is promising way in dis-
ease diagnosis and biomarker discovery, because it allows
nondestructively identify and quantify large numbers of
metabolites in biofluids, eg. blood plasma. In this work the
quantification of low molecular metabolites in blood plas-
ma is based on removal of proteins and lipids by ultrafil-
tration (membrane with 3 kDa cut-off limit). Before using,
filter is washed with sodium hydroxide to eliminate glycer-
ol from the membrane. It is necessary to add phosphate
buffer to stabilize pH of the plasma sample after ultrafiltra-
tion. In 'H NMR spectra of deproteinized blood plasma, it
is possible to identify and quantify more than 55 low mo-
lecular metabolites.

Keywords: metabolomics, NMR, blood plasma, quantita-
tive analysis, method optimalization
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PRIPRAVA A CHARAKTERIZACE KREMICITYCH NANOCASTIC

PRO STANOVENI pH

ANETA MOTYCKOVA a PAVEL REZANKA

Ustav analytické chemie, Vysokd Skola chemicko-
technologickad v Praze, Technicka 5, 166 28 Praha 6
Aneta. Motyckova@yscht.cz

Klicova slova: fluorescencni latky, kfemicité nanocastice,
povrchova modifikace, stanoveni pH

Uvod

Kiemicité nanocastice se jevi diky svym vlastnostem
jako vhodné nosice pro transport 1ékt ¢i jinych latek do
bundk'. Jsou vyvijeny rizné modifikace povrchu
1 moZnosti navazdni urcitych latek do nanocéstic
s aplikacemi v mediciné za ucelem diagnostiky a cilené
1é¢by?. Modifikace povrchu nanogastic fluorescenénimi
latkami umoznuje pomoci zobrazovacich metod poskyt-
nout pozadované informace pro diagnostiku a terapii urci-
tych onemocnéni’.

Tato prace byla vénovana ptipraveé kiemicitych nano-
Castic, jejich povrchové modifikaci riznymi fluorescenéni-
mi latkami a nésledné charakterizaci pfipravenych nano-
Castic. Dale byly studovany fluorescencni vlastnosti pfi-
pravenych modifikovanych nanocéstic v zavislosti na pH.
Kiemicité nanocastice byly pfipraveny alkalickou hydroly-
zou tetraethoxysilanu a na jejich povrch byly navazany
fluorescencéni latky. Ptipravené nanocastice byly charakte-
rizovany transmisnim elektronovym mikroskopem, Rama-
novou a infraCervenou spektrometrii a termogravi-
metrickou analyzou. Bylo zjiSténo, Ze intenzita fluorescen-
¢niho zafeni nanocastic modifikovanych fluoresceinem
a rhodaminem z4visi na pH vodného roztoku v rozmezi od
5 do 7,5 a nezavisi na koncentraci nanocastic, ¢ehoz muze
byt vyuzito pro zjisténi pH uvniti buné¢k.

7 wr

Experimentalni ¢ast

Pouzité chemikalie, fluorescein isothiokyanat iso-
mer I (FITC, 98 %), 4,4',4" ,4""~(porfin-5,10,15,20-tetrayl)
tetrakis(benzova kyselina) (porfyrin; 75 %), thodamin B
(rhodamin), tetraethoxysilan (99 %), N-hydroxysukcinimid
(98 %), (3-aminopro-pyl)triethoxysilan (98 %), kyselina
octovda (99 %) a N-(3-dimethylaminopropyl)-N'-ethyl-
karbodiimid hydrochlorid (98 %), byly zakoupeny od fir-
my Sigma-Aldrich. Dale byl pouzit bromid draselny
(PIKE technologies), kyselina fosfore¢né (Fluka Analyti-
cal, 50%), methanol (Lach-Ner, 99,99 %), amoniak (Penta,
25-29 % p.a.), hydroxid sodny (Merck, 1 mol I'") a chlorid
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sodny (Penta, p.a.).

Fluorescenc¢ni spektra byla métfena na fluorescen¢nim
spektrometru FluoroMate FS-2 firmy SCINCO. VSechna
spektra byla méfena s krokem 0,1 nm v kiemenné kyveté
s optickou drahou 1 cm.

Me¢teni nanocastic bylo provedeno na Ramanové
spektrometru s Fourierovou transformaci (FT-Raman) od
firmy BRUKER, model Equinox s vlnovou délkou excita-
ce laseru 1064 nm a na infraCerveném spektrometru
s Fourierovou transformaci (FT-IR), model Nicolet IS50
od firmy Thermo Scientific.

Analyzu nanocéstic na transmisnim elektronovém
mikroskopu (TEM) provedl Ing. Jakub Koktan. Byl pouzit
mikroskop Philips CM 120 s urychlovacim napétim
120 kV a se zdrojem elektronti LaB6. Pro kazdy typ nano-
castic bylo ke zjisténi poloméru zméfeno minimalné
200 nanocastic.

Termogravimetrickou analyzu (TGA) nano¢éstic pro-
vedla RNDr. Mgr. Jana Ederova, CSc. na VSCHT Praha
v Laboratofich termické analyzy na piistroji TG-750 od
firmy Stanton-Redcroft. Navazka nanocastic v platinové
nadobce byla ohiivana rychlosti 2 °C min' do 150 °C, pak
10 °C min™" do 750 °C za proudéni vzduchu 10 ml min ™.

Modifikace SiNH, fluorescenéni latkou FITC

Pti modifikaci aminokfemicitych nanocastic (SiNH,)
pfipravenych dle publikovaného postupu® fluorescenéni
latkou FITC bylo ve sklenéné vialce o objemu 4 ml soni-
kovano 10,0 mg SiNH, ve 2 ml methanolického roztoku
FITC o prislusné koncentraci (¢ = 1,7; 1; 0,5; 0,1; 0,03;
0,01; 0,005 mmol l"). Vialka byla zabalena do alobalu
a suspenze byla intenzivné michana pfes noc. Suspenze
byla poté prevedena do 2ml plastovych zkumavek
a centrifugovana 10 min (8609 g). Promyvani nanocastic
methanolem, sonikace a centrifugace byla provedena 4x.
Modifikované nanocastice (SiNH-FITC) byly proméreny
na fluorescencnim spektrometru. V piipadé¢ analyz na pfi-
strojich FT-Raman, FT-IR, TGA a TEM, nebo pokud byly
SiNH-FITC déle modifikovany, byl methanol odpafen na
rotacni vakuové odparce.

Modifikace SiNH-FITC porfyrinem,
resp. rhodaminem

K modifikaci SiNH-FITC porfyrinem byly pouzity
SiNH, modifikované roztoky FITC o koncentracich 0,01;
0,03; 0,005 mmol 1"\, Nejdtive byl ptipraven roztok NaCl
navazenim 58,4 mg NaCl a rozpu$ténim ve 2 ml vody, ve
kterém byl rozpustén porfyrin (resp. rhodamin) o latkovém
mnozstvi 2 mmol. K tomuto roztoku bylo pfidano 40 pl
roztoku NaOH (1 mol 1) a poté 29 ul 50% H;PO,. pH
tohoto roztoku bylo upraveno na 5-6. Dale bylo rozpuste-
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no 5,7 mg N-(3-dimethylaminopropyl)-N'-ethylkarbodi-
imid hydrochloridu v 1,5 ml tohoto roztoku o pH 5 az 6.
Poté¢ bylo rozpuSténo 5,8 mg N-hydroxysukcinimidu
v 1 ml roztoku pfipraveného v minulém kroku. Vznikly
roztok byl 15 min tfepan a nasledné bylo jeho pH uprave-
no na 7,2-7,5 roztokem NaOH (1 mol 1""). Do 2ml plasto-
vé zkumavky bylo navazeno 5 mg SiNH-FITC. Navazené
nanocastice byly tfepany v 1 ml roztoku o pH 7,2-7,5 po
dobu 2 hodin. Po centrifugaci (10 min, 8609 g) byly nano-
Castice promyvany vodou, sonikovany a nasledné centrifu-
govany 5 min (4x). Vzniklé nanocastice (SiNH-FITC-
PORFB, resp. SiNH-FITC-RHD) byly proméfeny na fluo-
rescencnim spektrometru v pufrech o pH 5-7,5.

Vysledky a diskuse
Ptiprava a charakterizace nanocastic

Analyzou nanocastic na TEM mikroskopu bylo zjiste-
no, ze prumérny polomér piipravenych sférickych nano-
Castic se pohybuje v rozmezi 69-74 nm. Z TGA analyz
bylo zjisténo mnozstvi navdzanych aminopropylovych
skupin (0,7 % (m/m)) a mnozstvi FITC (1,5 % (m/m)), coz
odpovida mensimu nez monomolekularnimu pokryti po-
vrchu nano¢astic FITC. Pifi tomto vypoctu byla pouZzita
hustota SiNP 2,0 g cm ™ (cit.”).

Ramanova spektra nanocastic jsou uvedena na obr. 1.
Po navazani FITC na povrch nanoc¢astic chybi ve spektru
pas v oblasti 2000 cm ', ktery je charakteristicky pro iso-
thiokyanatovou skupinu®, coz nasvédéuje tomu, Ze se FITC
vaze na nanoCastice kovalentnd pravé pres tuto skupinu’.
Ve spektrech je také patrny pas okolo 1025 cm™, ktery je
charakteristicky pro valen¢ni symetrickou vibraci skupiny
Si-O-Si (cit.). Pasy v oblasti mezi 1180—1650 cm™ piislu-
Seji vibracim FITC (cit.%).
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V infracervenych spektrech nanocastic byly patrné
pouze pasy piisluSejici vibracim kiemicitych skupin, tj.
valen¢ni vibrace Si-O (1095 cm’l), deformacni vibrace
Si-OgH (953 cm™) a valen¢ni vibrace Si-O (793 cm)
(cit.”).

Studium fluorescencnich vlastnosti pfipravenych
nanocastic

Pro stanoveni pH v ur¢itém rozmezi nezavisle na kon-
centraci nanocastic bylo potfeba navazat na povrch nano-
¢astic fluorescencni latku, ktera je zavisla na pH, a dalsi,
ktera na pH zavisl4 neni. Jako fluorescencni latka, ktera je
zavisla na pH, byl zvolen FITC. Fluorescen¢ni latkou,
kterd na pH v rozmezi od 4 do 10 zavisla neni'’, byl zvolen
rhodamin.

Pro ptipravu vyse uvedenych nanocastic bylo nejprve
potieba proméfit kalibracni ktivku FITC, pficemz byly
zjistény koeficienty (a = (124,6 + 2,9) I nmol ™', b = 488 +
362) pro linearni zavislost intenzity fluorescenéniho zafeni
(1) na koncentraci FITC (c): I = a x ¢ + b. Koeficient deter-
minace (R?) byl 0,9962. Kalibrace byla méfena pii Aex =
495 nm a Ay, = 518 nm.

Poté bylo nutné zjistit vhodnou koncentraci FITC
k modifikaci SiNH,, nebot’ bylo potfeba, aby na vysled-
nych nanocésticich zbyly volné aminoskupiny pro modifi-
kaci rhodaminem. Jako modelovy piipad byla zvolena
modifikace SiNH-FITC porfyrinem. Na zaklad¢ experi-
mentu s koncentracemi FITC 1; 0,5; 0,1; 0,03; 0,01; 0,005
mmol 1! byla jako vhodna koncentrace FITC k modifikaci
SiNH, zvolena 0,03 mmol I'".

Déle byla proméfena zéavislost intenzity fluorescen-
¢niho zéafeni SINH-FITC-RHD na pH. Tato zavislost ma
tvar sigmoidni kfivky, ktery je ddn ionizaci hydroxylové a
karboxylové skupiny FITC v roztoku v zavislosti na stou-
pajicim pH. Pro zavislost poméru intenzit fluorescen¢niho

—FITC
SiNH-FITC
SiNH;
SiNP

2500 3000 3500

Ramandv posun (cmt)

Obr. 1. Ramanova spektra fluorescein isothiokyanatu (FITC), kiemicitych nanodastic (SiNP), aminokiemicitych nanocastic
(SiNH,) a aminoki'emi¢itych nanocastic modifikovanych fluorescein isothiokyanatem (SiNH-FITC)
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zateni FITC/RHD, tj. I51¢/I573 na pH byla ziskana nasledu-
jici rovnice:

] 14,147—0"41';%

1 +e e

518 _

I =086 16,77-PH
578 lee T0,413

Z poméru intenzit fluorescen¢niho zatreni FITC a rho-
daminu Ize tedy stanovit pH vodného roztoku v rozmezi od
5 do 7,5 nezavisle na koncentraci nanocastic.

Zavér

V ramci této prace byly pripraveny kiemicité nano-
¢astice s navazanymi aminopropylovymi skupinami, které
byly modifikovany FITC o koncentraci 0,03 mmol 1.
Tato koncentrace byla zvolena tak, aby zbyly volné amino-
skupiny pro naslednou modifikaci rhodaminem. Pro pfi-
pravu nanocastic, jejichZ vyuziti je sméfovano na stanove-
ni pH, byl zvolen FITC, jehoz intenzita fluorescen¢niho
zafeni je zéavisld na pH, a rhodamin, jehoZ intenzita flu-
orescenc¢niho zafeni neni zavisla na pH v rozmezi od 5 do
7,5. Ze zavislosti poméru intenzit fluorescen¢niho zareni
FITC a rhodaminu na pH Ize stanovit pH vodného roztoku
v rozmezi 5-7,5 nezavisle na koncentraci nanoc¢astic. Tak-
to modifikované nanocastice lze vyuzit ke stanoveni pH
v bunkach nezavisle na tom, kolik nanocastic se dostane
do bungk.

Tato prdce byla realizovana za podpory grantu IGA
A2 _FCHI 2017 _021.
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and characterization of such prepared nanoparticles. It also
studies fluorescent properties of fluorescent compounds in
solutions with different pH. Nanoparticles were character-
ized by transmission electron microscopy, infrared and
Raman spectroscopy and thermogravimetric analysis. Rho-
damine, fluorescein isothiocyanate and porphyrin were
used as fluorescent compounds. Fluorescent intensity of
nanoparticles modified by fluorescein isothiokyanate and
rhodamine depends on the pH of solution in the range from
5 to 7.5 and does not depend on the concentration of nano-
particles which can be used for pH determination inside
cells.

Keywords: fluorescent compounds, silica nanoparticles,
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Uvod

Pocet monitorovanych novych psychoaktivnich latek
(NPS — new psychoactive substances) v Evropé je v sou-
gasné dob& vyssi nez 620 (cit.)). Vyznamnou skupinou
jsou nové syntetické drogy, které predstavuji latky struk-
turné podobné jiz znamym omamnym a psychotropnim
latkdm (OPL) a diky tomu jsou jejich U€inky na lidsky
organismus Casto analogické ¢i dokonce silngjsi. Jde
0 farmakologicky =~ neidentifikovand  xenobiotika
s neznamym efektem a toxicitou, coz pro uzivatele pred-
stavuje znaéné zdravotni riziko'. Butylon (obr. 1) je chiral-
ni latka, kterd patii mezi syntetické kathinony, a na evrop-
ském drogovém trhu byl poprvé zachycen v roce 2008
(cit.?). Zptisobuje vzriist mimobunééné koncentrace dopa-
minu a je inhibitorem dopaminového, norepinefrinového
a serotoninového transportéru’.

Spektrometrické metody predstavuji Gcinnou, rych-
lou, dostupnou a spolehlivou moznost identifikace nezna-
mych latek?. Metody vibragni spektrometrie — infradervena
(IR) a Ramanova — pifedstavuji v kombinaci s kvantove
chemickymi vypocty ucinny nastroj pro studium a identifi-

Cr
a; Qay |
0 NH,"
< 3
o) %4

Obr. 1. Struktura hydrochloridu butylonu s vyznacenymi
dihedralnimi ahly o, azZ a4
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kaci NPS. A4b initio vypocCty zalozené na teorii funkciondlu
hustoty (DFT) umoziuji nejen detailni interpretaci experi-
mentalnich  spekter, ale také popis  struktury
a konformacnich moznosti latek na Grovni blizké atomar-
nimu rozliSeni, coz bylo jednim z cilii této prace. Jelikoz
butylon patii mezi chiralni latky, 1ze k jeho studiu vyuzit
metody chiroptické spektrometrie, konkrétn¢ vibracni
(VCD) a elektronovy cirkularni dichroismus (ECD). Tyto
metody jsou mnohem citlivéjsi k trojrozmérné struktufe
chirdlnich latek nez metody konvencni molekulové spek-
trometrie a v kombinaci s metodami DFT umoziuji navic
spolehlivé ur¢it absolutni konfiguraci, ktera hraje vyznam-
nou roli pii studiu biologické aktivity’.

Experimentalni ¢ast

Standard racemického butylonu ve formé hydrochlo-
ridu s deklarovanou cistotou > 99 % byl dodan firmou
Alfarma (Ceska republika). Nasledné byla provedena
enantioseparace tohoto racematu se ziskem dvou produkti
— butylonu 1 (Cistota 99,5 %) a butylonu 2 (Cistota
98,7 %), které byly taktéz ve forme hydrochloridu. K mé-
feni spekter ECD byl pouzit spektrometr J-815 (Jasco,
Japonsko) a kfemenna kyveta s optickou drahou 1 cm, ve
které byl analyzovan vzorek butylonu o koncentraci
15 mg 1" v demineralizované vodé. K méfeni spekter
VCD a IR absorpc¢nich spekter bylo vyuzito spektrometru
s Fourierovou transformaci IFS-66/S vybaveného VCD/
IRRAS modulem PMA 37 (Bruker, Némecko)® a méfeni
probihala s rozlifenim 8 cm™. Vzorek o koncentraci
100 g I"' v D,0O byl umistén do kyvety BioCell (BioTools,
Inc., USA) s CaF,okny a optickou drahou 27,3 pum. Pro
méfeni Ramanovych spekter byl vyuzit spektrometr DXR
SmartRaman (Thermo Scientific, USA) vybaveny laserem
o excitacni vlnové délce 532 nm a s nastavenym vykonem
10 mW. Mgfeni vzorku o koncentraci 100 g 1" v demine-
ralizované vodé¢ probihalo v optické cele o rozmeérech
3x4x10 mm s antireflexni vrstvou (BioTools, Inc., USA).
Vsechna méfeni probihala za laboratorni teploty.

Startovni geometrie pro konformacni analyzu byly
ziskany systematickymi zménami vybranych dihedralnich
uhld hydrochloridu (R)-butylonu. Tyto startovni geometrie
byly optimalizovany na urovni B3LYP/6-31G a ziskané
energeticky vyhodné konformery pak byly reoptimalizova-
ny na urovni B3LYP/6-311++G(d,p) se zahrnutim vlivu
rozpoustédla pomoci modelu polarizovaného kontinua. Pfi
DFT vypoctech spekter VCD a IR byl taktéz zahrnut vliv
vymény atoml vodiku aminoskupiny za atomy deuteria.
Relativni zastoupeni nalezenych stabilnich konformert
bylo vypocteno pomoci Boltzmannova rozdéleni na zakla-
deé Gibbsovy volné energie pfi teploté 298 K. DFT vypocty
byly provadény pomoci sady programli Gaussian 09



Czech Chem. Soc. Symp. Ser. 16, 293-296 (2018)

a probihaly za pomoci virtudlni organizace Metacentrum
na poéitaovych clusterech v Brné a v Jihlavé. Skalovaci
faktory pro simulovana spektra byly urfeny programem
CDSpecTech’.

Vysledky a diskuse

Pro teoretické simulace byl vybran (R)-enantiomer
hydrochloridu butylonu. Mozné konformace této molekuly
jsou urceny velikosti Ctyt dihedralnich thld a;, oy, 03 a o4
(obr. 1). Uhel o, byl systematicky ménén s krokem 180°,
uhly o, o3 a a4 pak s krokem 120°. Vysledkem bylo
54 startovnich geometrii, které byly nésledn€ optimalizo-
vany na urovni B3LYP/6-31G(d).

Jelikoz vétSina startovnich struktur konvergovala ke
stejné geometrii nebo jejich populace byla prili§ nizka,
konformacni analyza odhalila Sest stabilnich konformeri
(obr. 2). Reoptimalizace geometrii téchto konfomert pro-
beéhla na trovni B3LYP/6-311++G(d,p). Na zakladé
Boltzmannova rozdéleni bylo nésledné urceno jejich rela-
tivni rovnovazné zastoupeni (tab. I).

Cena Karla Stulika 2018

Nasledné byla simulovana ECD, UV, VCD, IR a Ra-
manova spektra jednotlivych konformert na B3LYP/6-
311++G(d,p) Grovni a vyslednad spektra byla vypocitdna
jako jejich vazeny pramér. Simulovana spektra byla skalo-
vana a porovnavéna se spektry experimentdlnimi (obr. 3,
obr. 4 a obr. 5), pficemz u vSech spektrometrickych metod
bylo dosaZeno velmi dobré shody. Na ziklad€¢ porovnéni
simulovaného spektra ECD se spektrem experimentalnim
(obr. 3 vlevo) bylo mozné jednoznacné urcit absolutni
konfiguraci butylonu 1 jako (S)-enantiomer a butylonu 2
jako (R)-enantiomer. Ze spekter jednotlivych konformert
(obr. 3 a obr. 4 nahofe) je patrna vyrazné vyssi citlivost
chiroptickych metod k trojrozmérné struktuie molekul, nez
je bézné u metod konvenéni absorpcni IR a UV spektrome-
trie.

Zavér

Pomoci DFT vypocétli na urovni B3LYP/6-311++G
(d,p) se zahrnutim vlivu rozpoustédla (vody) bylo nalezeno
Sest stabilnich konformerd hydrochloridu (R)-butylonu. Na
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Obr. 2. Struktury Sesti stabilnich konformeri hydrochloridu (R)-butylonu optimalizované na trovni B3LYP/6-311++G(d,p).

Struktury jsou vyobrazeny se stejnou orientaci aromatického kruhu

Tabulka I

Relativni Gibbsovy energie, relativni rovnovazné zastoupeni a hodnoty dihedralnich ahli a,, ap, a3 a a4 Sesti stabilnich
konformert hydrochloridu (R)-butylonu

Konformer AG [kJ mol™'] Relativni zastoupeni Dihedralni uhel [°]
[%] o o S o
I 0 37 8 —-101 83 57
I 1,1 24 7 —83 73 —68
I 1,4 21 -170 -101 83 58
v 33 10 —-172 —-101 89 —-165
\Y% 4,3 7 —-168 —85 75 —67
VI 8,6 7 —98 85 —-166
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Obr. 3. Simulovana spektra ECD (vlevo) a UV spektra (vpravo) Sesti stabilnich konformera hydrochloridu (R)-butylonu (nahofte),
jejich vazeny pramér (uprostied) a experimentalni spektra butylonu 1 a butylonu 2 (dole)
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Obr. 4. Simulovana spektra VCD (vlevo) a IR spektra (vpravo) Sesti stabilnich konformera hydrochloridu (R)-butylonu (nahofte),
jejich vazeny primér (uprostied) a experimentalni spektrum (R)-butylonu (dole). V piipadé VCD je téz prezentovano spektrum
VCD Sumu
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Obr. 5. Simulovana Ramanova spektra Sesti stabilnich konfor-
merd hydrochloridu (R)-butylonu (nahoie), jejich vazeny
primér (uprostied) a experimentalni spektrum (R)-butylonu
(dole)

zakladé Boltzmannova rozdéleni pak bylo urceno jejich
relativni rovnovazné zastoupeni pii laboratorni teploté:
37 % (konformer 1), 24 % (konformer II), 21 %
(konformer III), 10 % (konformer IV), 7 % (konformer V)
a 1 % (konformer VI). Nasledovala simulace ECD, UV,
VCD, IR a Ramanovych spekter jednotlivych konformerd.
Pro vSech pét spektrometrickych metod bylo dosazeno
velmi dobré shody mezi simulovanymi a experimentalnimi
spektry, ktera umoznila nejen detailni interpretaci past, ale
1 spolehlivé urceni absolutni konfigurace a detailni popis
trojrozmérné struktury butylonu v roztoku na arovni blizké
atomarnimu rozliSeni. Pokud je ndm zndmo, jde o prvni
systematickou strukturni studii novych syntetickych drog,
ktera kombinuje metody chiroptické a vibrac¢ni spektrome-
trie s ab initio vypocty.

Detailni znalost trojrozmérné struktury latek mize do
budoucna umoznit nejen podrobné studium vazebnych
vlastnosti, moznosti metabolismu, transportu ¢i distribuce
téchto latek v organismu, ale také vyvoj antagonistickych
1éc¢iv pro pripady predavkovani, zavislosti ¢i otravy.

Tato prace byla realizovana s podporou Ministerstva
vaitra CR (MV0/VI20172020056), za iicelové podpory na
specificky vysokoskolsky vyzkum (MSMT & 20-SVV/2017
a 21-SVV/2018), Operacniho programu Praha — Konku-
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renceschopnost (CZ.2.16/3.1.00/24503
a CZ.2.16/3.1.00/21537) a Narodniho programu udrZitel-
nosti (NPU MSMT — LO1601; 43760/2015).
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functional theory calculations at B3LYP/6-311++G(d,p)
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Obr. 1. Strukturni vzorce atropinu (a), pergolidu (b)

Uvod

Alkaloidy ptedstavuji riiznorodou skupinu latek vétsi- Elektrochemickd zlatici ldzenl byla piipravena pfida-
nou piirodni povahy, ktera patii mezi sekundarni rostlinné nim 0,5 ml 0,IM roztoku H[AuCl,] do 25 ml 1M roztoku
metabolity. Maji vyrazné uinky na Zivoéisné i lidské or- NH,4CI. Roztoky byly piipraveny v ultracisté vodé€. Lazen
ganismy a mnohé z nich jsou v dne$nim lékafstvi nepostra- obsahuje komplex chloridu diamminzlatit¢ho [Au(NH;),]*".
datelné. V soucasné dobé& patii stopova detekce 1€k, 16¢i- Dany roztok je moZzné uchovévat za laboratorni teploty
vych piipravki, drog, jedti a dalSich latek pfirodni nebo po dobu nekolika tydnd az mésici, avsak na temném misteé
syntetické povahy v téle lovéka mezi vyznamné oblasti s minimalnim pfistupem svétla.
zdjmu mediciny, toxikologie a forenzniho zkoumani. Po vyndani z elektrochemické lazn€ byl platinovy
Z diivodu rychlého vyvoje nanotechnologii, uplatnéni ve ter¢ik se zlatym povrchem oplachnut ultradistou vodou,
forenznich i biologickych v&dach, uméni a také potravi- ziedénou kyselinou sirovou 1/4 (v/v) a opét ultracistou
nafstvi v soucasné dobé stoupa zajem o spektroskopii po- vodou. Nésledné byl pfipraveny substrat ponofen minimal-
vrchem zesileného Ramanova rozptylu (SERS)'. né¢ na 20 hodin do methanolického roztoku jednoho

V této praci byly studovany dva rostlinné alkaloidy — z alkaloidi (atropin, pergolid). V této praci bylo studovano
atropin a pergolid. Jejich strukturni vzorce jsou uvedeny adsorp¢ni chovani analyt s ohledem na jejich koncentra-
na obr. 1. Atropin je tropanovy alkaloid s lékaiskym po- ce. Byla zméfena mensi sada koncentraci obou latek
tencialem, ktery se v souasnosti pouziva napf. v oénim v rozsahu 107~ 10 mol 1"\, Po vyndani z depozi¢niho
lékaistvi, k 16¢bé bradykardie, slouzi také jako protijed pti ~ roztoku byl ter¢ik s adsorbovanym analytem dikladné
otravach organofosfitovymi insekticidy™” a v neposledni osusen v proudu dusiku a uchovavan ve tmé pfi laboratorni
fadé také k léceni Parkinsonovy choroby®’. Pergolid je teploté.
derivatem ergolinu a pusobi jako agonista na dopamino- Ramanova spektra byla méfena na disperznim Rama-
vych a serotoninovych receptorech, coz indikuje jeho vyu- nové spektrometru Advantage NIR (DeltaNu, USA)
7iti jako 1é¢iva k potlageni Parkinsonovy choroby. Soucas- s kamerovym nastavcem NuScope vybaveném diodovym
né se ale pouZiva ve veterinafstvi k 1ééeni Cushingova laserem chlazenym Peltierovym ¢lankem s excitacni vino-
syndromu u koni®. Tato price je zaméfena na detekci vou délkou 785 nm. Nejvyssi vykon laseru byl 100 mW.
a identifikaci téchto vybranych alkaloidd pomoci spektros- Doba expozice zlatych substrati byla 10 az 15 sekund
kopie povrchem zesileného Ramanova rozptylu s vyuZitim s rozlienim 8 cm ™. Vysledné spektrum bylo ziskavano
velkoplo$nych kovovych substrati. primérovanim 15 akumulaci na kazdém z 9 bodii na po-

vrchu substratu pro kazdou zméfenou koncentraci. Rama-

Experimentalni ¢ast

Tabulka I
Pro zesileni signalu Ramanova rozptylu byly vyuzity Proudova sekvence pouzitd pfi piiprave zlatych substrati
zlaté velkoplo$né zdrsnéné substraty na nano/mikro urov-
ni. Dané substraty byly pfipravovany katodickou redukci Zlaté substraty
na platinovych ter¢icich v elektrochemické lazni, kde jako roud [mA] Sas [min]
anoda byl pouzit platinovy tercik, jako katoda zlaty plisek. P
Zdrojem stejnosmérného elektrického proudu byl BS 525 5 5
(Tesla, CSR). Pouzita proudova sekvence pro pripravu 10 5
SERS-aktivniho substratu je uvedena v tab. 1. 15 5
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nova spektra byla také méfena na FT-Ramanové spektro-
metru Equinox 55/S (Bruker Optik, Némecko), ktery obsa-
huje Nd:YAG laser (Coherent, USA) o excitacni vlnové
délce 1064 nm. Soucasti pfistroje je detektor
s germaniovou diodou chlazenou kapalnym dusikem. Kaz-
dé spektrum na FT-spektrometru bylo ziskdno primérova-
nim 1024 scanii s rozliSenim 4 cm .

Cena Karla Stulika 2018

Vysledky a diskuse

V Ramanovych spektrech Cistych latek byly ptifazeny
charakteristické vibracni pasy na zékladé porovnani
s tabulkami charakteristickych vibraci. Nésledné byla
SERS spektra zkoumanych analytd porovnavana se spek-
try Cistych latek v pevném stavu za ucelem identifikace
charakteristickych vibraci.

Na obr. 2 je uvedeno porovnani spekter atropinu
a pergolidu ziskanych pomoci FT-Ramanova spektrometru
s excitacni vlnovou délkou 1064 nm a disperzniho Rama-
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Obr. 2. Porovnani spekter atropinu a pergolidu ziskanych na FT-Ramanové a disperznim spektrometru s riznou excita¢ni vino-
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Obr. 3. Porovnani spektra cistého atropinu a SERS spekter méfenych pri riiznych koncentracich deponovaného roztoku ziska-
nych na FT-Ramanové spektrometru s excita¢ni vinovou délkou 1064 nm. Spektra jsou zobrazena v ,,off set* rezimu
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Tabulka II

Piehled vybranych vlno&tii (cm ') v Ramanovych a SERS
spektrech atropinu a pergolidu a jejich pfifazeni k typu
vibrace

Cista SERS Intenzita Ptifazeni
latka [em™']  [em™] past
Pergolid

1610 1607 m-s v(C=C), Ar

1550 1556 v v(C=C)

1426 1425 w 3(CH,)

1189 1193 m Vas(CNC),
R,NH

1141 1131 m-w vs(CNC), R,NH

933 927 m-s v(CCC)

740 741 w, br o(NH)

595 598 m-s v(CC)

Atropin

1602 1607 m-s v(C=C), Ar

1583 1585 v v(C=C)

1377 1382 w-m 5s(CH)

1351 1353 w S(CH)

1185 1184 m-s vas(COC),
R-CO-O-R’

1003 1004 s-m S3(CH)

876 881 s-m v(CCO), prim.
(R-OH)

751 761 s Vas(C-N-C)

Cena Karla Stulika 2018

nova spektrometru s vystupni vinovou délkou 785 nm.
Obecné lepSich vysledkti z hlediska celkové spektralni
odezvy a ziskané informace bylo dosazeno u spekter méte-
nych na FT-spektrometru s maximem excitacni vinové
délky 1064 nm. Z dtvodu silného fluorescenéniho pozadi
nebylo mozné pouzit spektra atropinu ziskana prostrednic-
tvim disperzniho Ramanova spektrometru pro identifikaci.
V piipadé pergolidu ob¢ excita¢ni vinové délky byly vhod-
né pro ziskani relevantnich vysledkt za t¢elem identifika-
ce latky. Avsak Ramandv spektrometr s Fourierovou trans-
formaci umoziuje ziskat SERS spektra s vétsi intenzitou
signald odpovidajicich jednotlivym vibraénim ptechodiim
oproti disperznimu spektrometru. Piehled vybranych cha-
rakteristickych vibraci atropinu a pergolidu je uveden
v tab. II.

Nejintenzivnéjsi pasy v SERS spektrech pergolidu
odpovidaji valencnim vibracim aromatického kruhu a de-
formacnim vibracim alifatickych skupin. Nejintenzivné&jsi
spektralni pasy atropinu odpovidaji valen¢nim vibracim
aromatického kruhu, deformac¢nim vibracim alifatickych
skupin a vibracim tropanového kruhu.

Atropin je prikladem analytu, jehoz identifikace po-
moci SERS je komplikovand v dasledku uplatnéni tzv.
povrchovych vybé&rovych pravidel. VétSina charakteristic-
kych vibraci Cisté latky byla pfifazena konkrétnim pasim
ve spektrech, nicméné celkovy pribéh povrchem zesile-
nych spekter je odlisny. V jednotlivych spektrech dochéze-
lo k zesileni riznych pasi v zavislosti na koncentraci
métené latky. Divodem je nejspise preusporadani moleku-
ly na nanostrukturovaném povrchu SERS-substratu
a vznik povrchovych komplexti s odlisSnou geometrii vici
povrchovym spéciim substratti. Na obr. 3 jsou vidét dva
intenzivni vibracni pasy ve spektru Cisté latky kolem
1000 cm™ a 751 cm'. Vibraéni pas v okoli 1000 cm ',
jenz se projevil ve v§ech méfenych koncentracich, odpovi-

Pergolid cisty

1610
1357

1380

Pergolid Au 10-4

Pergolid Au 10-6

Ramanova intenzita

1303
1237

2000 1600 1400

1200
Ramaniv posun

800 600

Obr. 4. Porovnani spektra ¢istého pergolidu a jeho SERS spekter méfenych s excita¢ni vinovou délkou 1064 nm. Spektra jsou zob-

razena v ,,off set” rezimu
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d4 deformacni rovinné vibraci kruhu. Dalsi vibra¢ni pés
v okoli 750 cm ™' je dan asymetrickou vibraci mezi atomy N
a C tropanového kruhu, ktery je charakteristicky pro atro-
pin (viz obr. 1). Intenzita nékterych vibraci pozorovatel-
nych v Cisté latce s klesajici koncentraci analytu také klesa
(napk. vibraéni pas v okoli 1600 cm ™).

Pergolid je vybornou latkou pro analyzu pomoci
SERS, jelikoz vibraéni ptechody ve spektrech maji relativ-
né vysokou intenzitu pro ob¢ excitacni vlnové délky (viz
obr. 2, obr. 4). Ve spektrech této latky stejné jako u atropi-
nu dochézelo ke fluktuacim intenzity jednotlivych vibraci
v zavislosti na koncentraci (napt. vibrace kolem 1035 cm™).
v okoli nad 1700 cm™ projevil vibraéni pas, ktery neni
pfitomen ve spektru c¢isté latky. Za zminku také stoji va-
lenéni vibrace sekundarniho aminu pfitomného ve struk-
tufe zkoumané latky kolem 1190 cm™'. Celkovy priibéh
vibracnich prechodi ve spektrech byl obdobny ve vSech
koncentracich, z toho 1ze usoudit, Ze pro pergolid nedocha-
zelo k vyznamnym reorientacim molekul analytu na po-
vrchu substratu. Pergolid mél velmi dobrou spektralni ode-
Predpokladem je, Ze limit detekce daného analytu Ize snizit
az na hodnotu 1-107 — 1-10* mol I"".

Zavér

Cilem této prace bylo naméfit povrchem zesilena Ra-
manova spektra vybranych alkaloidti (atropin, pergolid) do
racni pasy v naméfenych spektrech charakteristickym vib-
racim funkénich skupin na zékladé porovnani s literarnimi
zdroji. Z experimentélnich dat lze ucinit n€kolik zavéru.
Bylo zjisténo, ze pergolid a atropin jsou vhodné latky pro
analyzu pomoci SERS spektroskopie, nebot je bylo mozné
identifikovat ve vSech méfenych koncentracich. LepSich
vysledki méfeni, tzn. vyss$i intenzity a prubéhu charakte-
ristickych vibra¢nich pasi méfenych analytt, bylo dosaze-
no pomoci povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie
s Fourierovou transformaci s excitatni vlnovou délkou
1064 nm. Vibracni pasy ve spektrech analytd ziskanych
pomoci disperzniho spektrometru s excita¢ni vlnovou dél-
kou 785 nm byly Spatné rozliSitelné. Pergolid mél lepsi
spektralni odezvu ve vSech zmétenych koncentracich opro-
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ti atropinu a vyznacil se dobrou spektralni odezvou i ve
své nejnizs§i zméfené koncentraci, proto se predpoklada,
ze limit detekce této latky pomoci SERS mize byt snizen
az na koncentraci 1-107 — 1-10° mol I"". V SERS spek-
trech atropinu byla pozorovana jeho reorientace vuci zesi-
lujicimu povrchu a tvorba povrchovych komplexi s riznou
geometrii.
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IC STUDIUM RETENCNIHO CHOVANI ANIONTU
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zace analytické metody

Uvod

Iontové chromatografie (IC) se fadi do velké skupiny
separac¢nich metod, jejichZz podstatou je rozdéleni slozek
vzorku mezi dv€é vzajemné nemisitelné faze: mobilni
a stacionarni'”. Latky jsou separovéany vlivem jejich rtizné
silnych coulombovskych interakci se stacionarni fazi. Diky
kratké dobé analyzy, vysoké ucinnosti a selektivité, vybor-
né reprodukovatelnosti vysledkd a nizkym nakladim na
spotiebni material nalezla IC $iroké uplatnéni v pramyslu’,
v klinickych laboratorich (testovani 1&¢iv*), pii kontrole
potravin  (detekce kyseliny fytové v potravinach®)
a vneposledni fad¢ také pro analyzy vzorkd zivotniho
prostiedi (napt. detekce dusiénant a dusitanii ve vodach®).

Tato prace se zabyva studiem retenc¢niho chovani
iontll a vlivu rozdilnych podminek (teplota, pH) na sepa-

10
t (min)

15

racni ucinnost. Tyto parametry jsou dilezité pro optimali-
zaci experimentalnich parametrii iontového chromatografu
pro analyzu vybranych aniontii (F, CI', NO,, Br, NO;,
PO, SO, aI). Optimalizovana analytickd metoda pak
byla pouzita pro analyzu redlnych vzorkt vod.

Experimentalni ¢ast

Pro pfipravu roztokti byly pouzity tyto chemikalie:
fluorid sodny, dusi€nan draselny, jodid draselny
(LACHEMA, CR), chlorid sodny (Sigma-Aldrich, USA),
dusitan draselny, heptahydrat fosfore¢nanu draselného
(Merck, Né&mecko), bromid sodny (Fluka, Svycarsko),
siran sodny (Lach-Ner, CR). Pro piipravu mobilni faze
byla pouzita smeés uhliéitanu sodného
a hydrogenuhli¢itanu sodné¢ho (Sigma-Aldrich, USA)
v molarnim poméru 1,2:2,3, 1,8:1,7 a2,3:1,2 (cecary =
3,5 mmol I"). Viechny chemikalie byly &istoty p. a.

Experimenty byly provedeny na iontovém chromato-
grafu Metrohm 861 Advanced Compact IC (Metrohm,
Svycarsko) s vodivostni detekci a anexovou kolonou Me-
trosep A Supp4 —250/4.0. Pritok F byl nastaven na
1 ml min"". Hodnoty pH byly méfeny pomoci pH metru
MU 6100 L (VWR, USA).

Vysledky a diskuse

Experimentalni podminky byly optimalizovany pro
IC analyzu smési aniontil (F, CI', NO, , Br, NOs', PO437,
SO, a I') v koncentraénim rozpéti 0,08-10 mg 1, kdy
jednotlivé roztoky byly pfipraveny postupnym fedénim

100 4
B = Fluoridy
= Chloridy

= Dusitany
Bromidy

= Dusiénany

= Fosforenany
Sirany

= Jodidy

80

@
-3
1

A (uS min cm™)
8

20

¢(mgl")

Obr. 1. A) Chromatogramy smési aniontia F~ (1), CI (2), NO, (3), Br (4), NO5 (5), POs (6), SO (7)al (8), (c=5mgl !, F=

1 ml min~"

chybové tsecky odpovidaji smérodatnym odchylkam, 4 je plocha piku
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Tabulka I
Parametry kalibrace pro jednotlivé anionty

Cena Karla Stulika 2018

Parametr * F~ cr NO,” Br~ NO;~ PO, SO I

b [uS minlem 'mg™'] 9,023)  7,61(5)  5,02(2)  3,96(1)  423(1) 1,73(1)  592(2)  1,94(3)

b[uSminlem 'mol™]  0,1713 0,270(2)  0,2311 0,317(1)  0,2620  0,164(1)  0,569(2) 0,246(4)
(5) 9 3)

R’ 0,9998  0,9991 0,9997  0,9997  0,9998  0,9986 09997  0,9941

LOD  [ugl] 4 3 9 20 20 100 9 200

LOQ [ngl™ 10 10 30 50 50 400 30 600

LOD [pumol I'"] 0,2 0,2 0,5 0,9 0,8 6 0,5 9

LOQ [umol I'"] 0,7 0,6 2 3 3 20 2 31

b je smérnice, R’ je koeficient determinace, LOD je mez detekce a LOQ je mez stanoveni

zasobniho roztoku (koncentrace aniontdi 10 mg )
v poméru 1:1. Analyza pro kazdy roztok byla opakovana
tiikrat. Na obr. 1A je uveden pfiklad chromatogrami pro
roztok o koncentraci aniontd 5 mg 1. Obr. 1B zobrazuje
kalibracni pfimky pro jednotlivé anionty, z jejichz parame-
tra byly urceny citlivost stanoveni (smérnice) a limity de-
tekce a kvantifikace, které jsou uvedeny v tab. 1.

Z dosazenych vysledku je patrné, ze IC analyzy po-
skytuji vynikajici reprodukovatelnost vysledkt pro kalib-
racni roztoky o riznych koncentracich. Vysoce reproduko-
vatelné byly ianalyzy realnych vzorkt (obr.2 — analyza
vzorku Dobré vody neperlivé), kdy dosazené vysledky
jsou v dobré shodé s hodnotami deklarovanymi vyrobcem
(tab. II).

Kli¢ovou casti prace bylo studium vlivu experimen-
talnich podminek (pH, teplota) na reten¢ni chovani sledo-
vanych anionttl. Bylo zji$téno, ze vyssi pH vyrazné snizuje

retencni ¢as ¢, ptedevS§im pro fosfore¢nany, sirany a jodi-
dy, kdezto nizsi pH jej vyrazné zvysuje. Hodnoty retenc-
nich ¢ast jsou rovnéz ovlivilovany zménami teploty, kdy
s rostouci teplotou klesaji. Nejvyraznéjsi ucinek méla tep-
lota na retencni cas jodidového iontu, kdy doslo
k posunu z 22 na 14 min pfi zvyseni teploty z 22 na 50 °C
a zaroven byla pozorovana zména poradi pikli nékterych
iontd. Z hodnot reten¢nich Casii aniontl a mrtvého Casu
byly vypocteny reten¢ni faktory ka, jejichz zavislost na pH
a teploté je zobrazena na obr. 3.

Je zfejmé, Ze s rostoucim pH a teplotou se retencni
faktory pro vSechny studované ionty snizuji. Zatimco vliv
pH méa podobny trend pro vSechny zkoumané anionty, pro
teplotu to pozorovano nebylo. Hodnoty retencnich faktort
fluoridti, fosforeCnanti asirani se vyrazné¢ neméni
v Sirokém teplotnim rozsahu, pro jodidy zpiasobila vyssi
teplota vyrazny pokles jeho retence.

A B oo,
/ 1
/ 0,000
1,0 1 L)
' i 5 5
081 @ 0,005
] E
5061 3 4 N
%04 (- AMFenie.3 g
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Obr. 2. A) Chromatogramy vzorku Dobra voda neperliva, F~ (1), Cl” (2), NO, (3), NO; (4), SO, (5), (F=1mlmin ', t=22°C,
n=3). B) Detailni ¢ast chromatogrami zobrazujici piky dusitant (3) a dusi¢nani (4)
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Tabulka II

Porovnani nalezenych (ca) a deklarovanych (cp) hodnot koncentraci aniontii ve vzorku Dobra voda neperliva
Parametr * F Cr NO,~ NO;~ SO+
cp [mg 1] 0,70 1,01 <0,01 <0,50 2,03
ca[mgl] 1,07(7) 0,87 (15) <LOQ 0,075(76) 2,32(9)
8¢ [%] 0,37 1,1 59 11 0,33

s, je relativni smérodatna odchylka

|

|

| Fluoridy

| I Chloridy

| B2 Dusitany

| I Bromidy

| B Dusi¢nany
| I Fosforeénany
| I Sirany
| I Jodidy
|

Obr. 3. Zavislost reten¢niho faktoru jednotlivych anionti na
zméné pH a teploty (F = 1 ml min ', pH = 9,82-10,39, ¢ = 22—
50 °C, ¢ = 10 mg 1!, n = 3), chybové usetky odpovidaji sméro-
datnym odchylkdm

Zavér

V této préci byla provadéna separace vybranych anio-
ntd (F, CI, NO,, Br, NO;, PO,", SO+ a I') metodou
iontové chromatografie, kterd vynika vysokou reproduko-
vatelnosti i pro analyzy realnych vzorkd. Také bylo zjiste-
no, ze retencni chovani aniontll vyrazné zéavisi na pH
a teploté mobilni faze, proto se pro zkraceni doby analyzy
nabizi moZznost modifikace metody pouzitim zvySenim pH
a teploty, avSak mize dojit k sniZzeni rozliSeni jednotlivych
pikl, napf. v pifipadé jodidu dochdzi k zastinéni sirany
nebo fosfore¢nany. Tyto vysledky mohou najit uplatnéni
v rutinni analyze vzorki zivotniho prostiedi (napf. kontro-
ly kvality pitné nebo povrchové vody), dale kontroly ja-
kosti potravin, aj.
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