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Pro monitorovani bromidi v krevni plazmé, moci a Zaludecni §tave prasat jako laboratornich organismil je vyuZita
kapilarni elektroforéza s UV detekei. K analyze je pouzito 20 pl télni tekutiny, ktera je upravena 60 pl acetonitrilu s 2 mM
KSCN jako internim standardem. Separace je provadéna v 90 mM tetraboritanu sodném s ptidavkem 10 mM NaCl pii pH
9,2. Pti té€chto experimentalnich podminkéach je migra¢ni ¢as bromidl 2,1 min, LOD se pohybuje na Grovni 48-51 uM
a LOQ v rozmezi 148—171 uM pro jednotlivé télesné tekutiny. Hodnoty RSD pro migraéni ¢as jsou mensi nez 0,1 % a pro
plochu piku v rozmezi 1,9-2,5 %. Vyvinutad metodika je pouZita pro ¢asové monitorovani bromida v klinickych vzorcich
po intravendzni aplikaci NaBr laboratornimu zvifeti v davce 50 mg kg™’ a aplikovana pro vyzkum v oblasti anesteziologie

a resuscitace.
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Uvod

Bromidy na rozdil od chloridd, jodidt a fluoridi jsou
ziidka zmifiovany v biochemii, ale patfi ke kofaktorim
nékolika enzyml. Bromidy se podili na post-translacnich
tipravach kolagenu IV (cit."), eozinofily imunitniho systé-
mu je vyuZzivaji v boji s parazity” a jejich hlavnim zdrojem
pro ¢lovéka je motska stil a plody mofe’. Farmakologicky
se NaBr a KBr hojné vyuzivaly pro 1é¢bu a prevenci schi-
zofrenie a jako sedativa®. Pfili§ vysoké davky bromida
jsou ovsem pro ¢lovéka toxické a spojené s vaznymi neu-
rologickymi a dermatologickymi ptiznaky™®.

Dutlezité uplatnéni ovSem nalézaji bromidy v inten-
zivni medicing pro méfeni objemu extracelularni tekutiny’.
Objem extracelularniho prostoru se vyrazné méni pii infu-
zich, zanétlivych procesech, anabolické terapii a proteino-
vé malnutrici, které jsou pfedmétem intenzivniho studia®’.
Objem extracelularni tekutiny se méfi pomoci specific-
kych markerti, jako jsou chloridy, sirany nebo bromidy,
které patii mezi elektrolyty extracelularniho prostoru.
V piipadé¢ bromidd neni potfeba pouzivat radioaktivni
formy, kdy se studovanému organismu aplikuje pouze
nizkd davka neznaceného NaBr a po dosazeni rovnovahy
se z koncentrace bromidi ur¢i objem extracelularniho pro-
storu'®. Pro fyziologické monitorovani bromidii se stan-
dardné& pouziva iontova chromatografie'' nebo neutronova
aktiva¢ni analyza'?.

Pro pfimé sledovani bromidt v komplexnich klinic-
kych matricich 1ze s vyhodou vyuzit i kapilarni elektrofo-
rézu (CE)", popiipadé elektroforézu na mikroipu'®.
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CE separace provadéna v kapilaraich o malém vnitinim
priméru se vyznacuje vysokou separacni ucinnosti, krat-
kou dobou analyzy a také malymi pozadavky na mnozstvi
klinického vzorku a jeho laboratorni tipravu'>. Dosud byly
popsany pouze dvé klinické aplikace techniky kapilarni
zonové elektroforézy (CZE) pro stanoveni bromida
v krevnim séru pro ucely forenzni analyzy ve spojitosti
s predavkovanim 16¢ivy'®'7. Cilem této studie bylo vypra-
covat CZE metodu pro rychlé monitorovani bromida
v krevni plazmé, moci a zaludecni §tavé prasat jako labo-
ratornich organismi, na nichz se provadi fyziologické
experimenty.

Material a metody
Kapilarni elektroforéza

Elektroforetické experimenty byly provadény na pfii-
stroji Agilent 7100 (Agilent Technologies, Némecko)
s vestavénym detektorem diodového pole a bromidy byly
detegovany pfi vinové délce 200 nm. Separace byly pro-
vadény v kiemenné kapilafe o vnitinim/vnéj$im praiméru
25/360 pm (PolymicroTechnologies, CM Scientific, Velka
Briténie) a efektivni/celkové délce 23/31,5 cm. Nova kapilara
byla nejprve kondiciovéna promytim 0,1 M NaOH po dobu
15 min, nasledné deionizovanou (DEI) vodou po 15 min
anakonec zakladnim elektrolytem po dobu 30 min, vse tla-
kem 940 mbar. Vzorek byl do kapilary davkovan hydrody-
namicky tlakem 50 mbar po dobu 5 s a separace byla po-
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hanéna napétim —15 kV, kdy kapilarou tece proud 40 pA.
Mezi analyzami byla kapilara promyvana zakladnim elek-
trolytem po dobu 2 min.

Chemikalie, uprava vzorku a fyziologicky
experiment

Vsechny pouzité chemikalie byly stupné Cistoty > 99 %
a ziskany od téchto dodavateli: tetraboritan sodny (borax,
Sigma-Aldrich, Némecko), NaCl (Lachema, CR), NaOH
(LachNer, CR), NaBr (Sigma-Aldrich, Némecko), KSCN
(Lachema, CR), acetonitril (Sigma-Aldrich, Némecko).
Pro piipravu roztoktli byla pouZzita DEI voda (18,2 MQ cm,
Millipore, Francie).

T¢lni tekutiny byly odebrany do 1 ml zkumavek Ep-
pendorf a zamrazeny na —80 °C. Po rozmrazZeni byly télni
tekutiny protiepany po dobu 2 min (Vortex Genie 2,
Scientific Instrument, USA) a Zalude¢ni §tavy byly navic
filtrovany pomoci centrifugacni vialky vybavené 0,45 um
PVDF filtrem (Merk Millipore, Irsko). K analyze bylo
pouzito vzdy 20 pl t€lni tekutiny, ke kterym bylo pfidano
60 pl acetonitrilu s rozpusténym 2 mM KSCN jako inter-
nim standardem. Tato smés byla protfepana v 0,2 ml mi-
krozkumavce Eppendorf po dobu 3 min a nasledné centri-
fugovéna po dobu 2 min pfi zrychleni 4000 g (MiniSpin
Plus, Eppendorf, Némecko). 50 ul ziskaného supernatantu
bylo pfeneseno do plastové vialky s integrovanym inser-
tem a vlozeno do karuselu elektroforetického pristroje.
Pridavek acetonitrilu slouzi k i¢innému odstranéni protei-
nd z télni tekutiny a zaroven potlacuje elektrickou vodi-
vost klinickych vzorka'®.

Fyziologické experimenty byly provadény na prasa-
tech, kterym je na pocatku experimentu aplikovana jedno-
razova davka bromidi v mnozstvi 50 mg kg ' intravenoz-
né. Nasledné byly prasatim odebirany vzorky krve, moce
a zalude¢ni §tavy po dobu 28 h. Krev byla odebirana do
nadobek s antikoagulantem EDTA a zpracovana na krevni
plazmu. VSechny tyto experimenty byly provadény na
Klinice anesteziologie a resuscitace 3. lékaiské fakulty
Univerzity Karlovy a byly schvaleny Odbornou komisi pro
zajiStovani dobrych Zivotnich podminek pokusnych zvirat
(3. 1ékafska fakulta).

Vysledky a diskuse
Elektroforetickd separace

CZE separace bromidi byla provadéna v 90 mM boraxu
s ptidavkem 10 mM NaCl (pH 9,2) v negativnim elektrofo-
retickém modu a pohdnéna napétim —15 kV. Za téchto
podminek protéka kapilarou katodicky elektroosmoticky
tok (EOF) a bromidy jako anionty migruji v opa¢ném smeé-
ru. Vzhledem k tomu, Ze mobilita bromidii je v absolutni
hodnot¢ vEtsi nez mobilita EOF, tak se bromidy pohybuji
v kapilafe smérem k detektoru a jejich pozorovana mobilita je
rozdilem elektroforetické mobility bromidi a mobility EOF
(mobilita EOF je zméfena experimentalné na zakladé migracni-
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ho cCasu zony elektroneutralni latky v pozitivnim separanim
modu a ma hodnotu 28,7 +0,1-107° m*> V! s™!, zatimeo tabulko-
vé hodnota limitni mobility bromidii je —81,0-10”° m* V™' s7),
Separace provadéna v protismérném rezimu prispiva
k oddéleni bromidi od ostatnich slozek vzorku, nebot
bromidy jsou vystaveny delsi dobu pisobeni separacniho
elektrického pole.

Dalsi pfednosti protismérného EOF je vytlaceni ma-
trice vzorku ven z pocatku separacni kapilary do vstupni
vialky se zdkladnim elektrolytem, ¢imz se z kapilary od-
strani nezadouci acetonitril, ktery by jako organické roz-
poustédlo zplisoboval fluktuace elektrického proudu
amohl vést az k preruseni separace’’. Dalsim dilezitym
faktorem je ptidavek NaCl do zékladniho elektrolytu. T¢l-
ni tekutiny se vyznacuji vysokym zastoupenim NaCl a pii
separaci aniontl bude vysokd koncentrace majoritnich
chloridii ve vzorku narusovat oddé€leni minoritné zastou-
penych bromidd, které¢ vykazuji podobnou hodnotu elek-
troforetické mobility jako chloridy. Piidavek chloridi do
zakladniho elektrolytu odstini chloridy pfitomné ve vzor-
ku, které se zobrazuji na elektroferogramu jako maly po-
tlaceny pik (obr. 1). Naopak bromidy poskytuji ostry pik,
ktery je oddélen od ostatnich slozek télnich tekutin az na
zakladni linii detektoru.

Podstatnou soucasti analyzy klinickych vzorki je
jejich tprava pro CE analyzu. V piivodnim néavrhu bylo
pouzito pouhé desetindsobné ziedéni krevni plazmy pfi-
davkem DEI vody, které se v praxi ukazalo jako nevyho-
vujici'. Proteiny ptitomné ve vzorku zpiasobovaly nesta-
bilitu migra¢niho ¢asu bromidi s hodnotou RSD vétsi nez
10 %. Z tohoto divodu se pfistoupilo na deproteinizaci

4

i 1 mAU

L2

0 1 2 3
Migraéni ¢as, min

Obr. 1. Elektroferogram krevni plazmy prasete odebrané 4 h
po aplikaci davky bromidi 50 mg kg™ intravenézné. Identifi-
kace pikt: 1 — bromidy, 2 — chloridy, 3 — neidentifikovana latka,
4 — thiokyanidy jako interni standard. Experimentalni podminky:
zakladni elektrolyt 90 mM borax + 10 mM NaCl (pH 9,2), sepa-
rani napéti/proud —15 kV/40 pA, hydrodynamické davkovani
vzorku tlakem 50 mbar po dobu 5 s
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Obr. 2. Elektroferogram krevni plazmy (A), moce (B) a Zalu-
deé¢ni $tavy (C) prasete v ¢ase 4 h po aplikaci davky NaBr
50 mg kg’1 vahy prasete. Identifikace pikd: 1 — bromidy, 2 —
thiokyanidy, * — neidentifikovana latka. Experimentalni pod-
minky stejné jako u obr. 1

klinickych tekutin pfidavkem acetonitrilu v poméru 1:3 v/v,
coz se ukazuje jako dostatecna eliminace vlivu matrice
uvSech klinickych vzorkd. Spole¢na hodnota RSD pro
migracni ¢as v krevni plazmé, moci a zaludecni §taveé je
rovna 0,1 % (obr. 2). Uvedena Gprava vzorku navic umoz-
nuje reprodukovatelné zpracovavat pouhych 20 ul télni
tekutiny, coz spliiuje pozadavky mikroanalytického postu-
pu analyzy a nezptsobuje nadmérné dopady na zivotni
prosttedi®’.

Tabulka I
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Kalibrac¢ni zavislosti, meze detekce a separacni
ucinnost

Kalibrace metody byla provedena standardnim pfi-
davkem NaBr v koncentra¢nim rozmezi 0,2—5 mM na péti
koncentra¢nich hladindch ke slepym vzorkim jednotli-
vych télnich tekutin. Slepé vzorky byly odebrany pied
intravendzni aplikaci bromidt laboratornimu zviteti. Na-
sledné byly kalibracni vzorky zpracovany piidanim 60 pl
acetonitrilu s obsahem 2 mM KSCN stejné jako vzorky
z dynamického monitorovani. Kvantifikace bromidi byla
provedena z linedrni zavislosti plochy piku na koncentraci.
Zmétené plochy pikd byly korigovdny na migracni ¢as a na
plochu piku interniho standardu. Meze detekce (LOD)
a meze stanovitelnosti (LOQ) byly urceny jako trojnaso-
bek, resp. desetinasobek Sumu zékladni linie detektoru
délené smérnici kalibracni zévislosti vysky piku na kon-
centraci. Separacni ucinnost byla vypoctena jako pocet
teoretickych pater dle vzorce N = 5,54 (¢#/w, /2)2.1/Leff, kde ¢
je migracni Cas, wy, Sitka piku v poloviné vysky a Ly je
efektivni délka separa¢ni kapilary. Separacni wGcinnosti
byly uréeny pro kalibra¢ni vzorek télni tekutiny o koncen-
traci 0,5 mM. Parametry kalibra¢nich zavislosti jsou shr-
nuty v tabulce 1.

Vsechny ziskané kalibracni zavislosti v koncentrac-
nim rozsahu 0,2 az 5,0 mM byly linearni s koeficientem
determinace R* > 0,999. LOD se pohybuje na trovni
50 uM pro neupravenou télni tekutinu, coz je dostatecné
nizka hodnota pro monitorovani bromidd ve vSech typech
sledovanych télesnych tekutin. Pomérné vysoké hodnoty
LOD jsou zapfi¢inény nizkou absorpci bromidi v UV
oblasti spektra a také nizkym davkovanim vzorku do sepa-
racni kapilary, kdy nebylo pouzito elektroforetické zao-
stfeni vzorku. RSD pro migra¢ni ¢as byly excelentni na

Parametry linedrnich kalibra¢nich zéavislosti plochy a vysky piku na koncentraci bromida v krevni plazmé, moci a Zaludec-

ni §t'ave prasete, LOD, LOQ a separac¢ni u¢innost

Parametr Plazma Mo¢ Zaludeéni §tava
Koncentra¢ni rozsah, mM 02-50 02-50 0,2-50
Smérnice — plocha = SD, mAU-s/mM 3,05+ 0,06 3,19+ 0,03 2,96 + 0,02
Usek — plocha + SD, mAU's 0,25+ 0,08 0,09 £ 0,04 0,34 +0,03

R 0,9990 0,9997 0,9999
Smérnice — vyska = SD, mAU/mM 1,76 £ 0,01 1,87 +0,02 1,90+ 0,01
Usek — vyska + SD, mAU 0,11+0,01 0,05+ 0,02 0,21 £ 0,02

R’ 0,9999 0,9997 0,9999

LOD, uM 51 48 47

LOQ, uM 171 161 157

¢, min £ SD 2,13 £ 0,00 2,12 £ 0,00 2,12+ 0,00

N, m"'+SD 124300 + 7700 132800 £ 9500 162100 £ 5700
RSD - ¢as, % 0,06 0,10 0,06

RSD — plocha piku, % 1,9 2,1 2,5
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Obr. 3. Monitorovani hladiny bromidd v krevni plazmé (=),
mo¢i (0) a Zalude¢ni §avé (A) prasete po aplikaci davky
50 mg kg™ intraven6zné

urovni 0,1 %, na ¢emz se podili stabilni EOF v bazické
oblasti pH zékladniho elektrolytu. RSD pro plochu piku na
urovni kolem 2 % predstavuji bézné dosahované hodnoty
charakteristické pro CZE separace provadéné na komerc-
nich pfistrojich.

Dynamika bromidu v télnich tekutinach prasete

Vyvinuta CE metoda byla aplikovana pro monitoro-
vani hladin bromidd ve tfech t€lnich tekutinach prasete.
Experimentalnimu zvifeti byla na pocatku experimentu
intraven6zné aplikovana davka NaBr 50 mg na 1 kg
vahy prasete a poté byly odebirany télesné tekutiny
s ¢asech 0, 4, 7, 10, 16, 22 a 28 hodin (obr. 3). Hladina
bromidl v krevni plazmé byla nejvyssi v ¢ase 4 h po apli-
kaci, mezi 10 az 16 h dosahla stabilniho rovnovazného
stavu a poté pozvolna klesala. Hladiny bromidi v moci
nartstaly pomaleji a v ¢ase 7 h dosdhly Girovné nalezené
v krevni plazmé. Zajimavym zjisténim je vysoka koncen-

vvvvv

znamnou cestu jejich vylucovani z organismu. Rovnovaz-
nda hladina bromidd v plazmé se po korekci na ztraty bro-
midd moci a zalude¢ni §tavou pouzila pro vypocet extra-
celulérniho prostoru.

Zavér

Kapilarni elektroforéza byla poprvé pouzita pro sta-
noveni bromidd v krevni plazmé¢, moci a Zzalude¢ni Stave
prasete pro Ucely anesteziologie a resuscitace. CZE stano-
veni je provedeno z pouhych 20 ul télesné tekutiny, kterd
byla upravena piidavkem 60 pl acetonitrilu. Dalsi pted-
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nosti CZE je kratka doba analyzy, vysoka stabilita migrac-
niho Casu a aplikace jedné metodiky na nékolik odlisnych
klinickych vzorkl. CZE tak piedstavuje vhodny néstroj pro
klinickou analyzu, kterd je provadéna na rozsahlych soubo-
rech vzorkl za i¢elem monitorovani farmakokinetiky.

Autor dékuje za financéni podporu GACR, grant 22-
22398S.
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P. Tama (Charles University, Third Faculty of
Medicine, Prague, Czech Republic): Electrophoretic
Determination of Bromides in Body Fluids

Capillary electrophoresis with UV detection is used
to monitor bromides in blood plasma, urine, and gastric
juice of pigs as laboratory organisms. For analysis, 20 pL
of body fluid is used, which is treated by 60 pL of
acetonitrile with 2 mM KSCN as an internal standard.
Separation is performed in 90 mM sodium tetraborate with
the addition of 10 mM NaCl at pH 9.2. Under these
experimental conditions, the migration time of bromides is
2.1 min, the limit of detection ranges from 48 to 51 pM,
and the limit of quantification from 148 to 171 uM for
individual body fluids. The relative standard deviation
values for migration time are less than 0.1 % and for peak
area in the range of 1.9-2.5 %. The developed
methodology is used for time monitoring of bromides in
clinical samples after intravenous administration of NaBr
to a laboratory animal at a dose of 50 mg kg™ and applied
for research in the field of anaesthesiology and
resuscitation.

Keywords: bromides, extracellular space, capillary
electrophoresis, clinical samples
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