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NAZEV:
UPLC-MS jako novy trend v sepdrdch technikach — aplikace v analyze biologicky

aktivnich latek

ABSTRAKT:

Neopterin, pterinovy derivat, je produkovan lidskyrmonocyty-makrofagy po
stimulaci interferonem gama.idRistavuje dlezity parametr v monitorovani aktivace
imunitniho systému, ktery doprovazi mnoho onemdntnVe wdeckych pracich je
popisovana spojitost neopterinu a 7,8-dihydroneonies intracelularnim oxidativnim
stresem a apoptézou hikn Hodnoty neopterinu pépjinych latek ze skupiny pterinse

v klinické praxi vyjaduji v poneru neopterin / kreatinin. Tato diplomova prace se
zabyva vypracovanim analytické metodyamé k identifikaci a stanoveni biologicky
aktivnich latek neopterinu, biopterinu, 7,8-dihropterinu, 5,6,7,8-
tetrahydroneopterinu a kreatininu pomoci ultiadé kapalinové chromatografie
(UPLC) ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem tymjitého kvadrupoélu. Byla
vyvinuta analyticka metoda k stanoveni biologickktiaich latek neopterinu,
biopterinu, 7,8-dihroneopterinu, 5,6,7,8-tetrahydropterinu a kreatininu pomoci
UPLC.
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TITLE:
UPLC-MS as a new trend in separation processepheapon in analysis of biological

active substances

SUMMARY:

Neopterin, a pterine derivate, is produced by humanocytes/macrophages stimulated
by interferon gama. Neopterin represents an impbgarameter for the monitoring of
the immune system activation that accompaniesrdiftediseases. In several scientific
studies the coherency between neopterin and 7)ghdiheopterin and intracelular
oxidative stress and apoptosis of the cells wasodsirated. The value of neopterin or
other substances from pterin’s group in clinicalcfice are expressed as the ratio of
neopterin / creatinin. This diploma work was degliwith the development of an
analytical method for the identification and qutatton of biological active substances
neopterin, biopterin, 7,8-dihroneopterin, 5,6, &8ahydroneopterin and creatinin by
utltra-performance liquid chromatography connedtethe mass spectrometry triple of
quadrupole type. Analytical method for the detemtion of biological active
substances neopterin, biopterin, 7,8-dihroneoptesi®,7,8-tetrahydroneopterin and
creatinin by UPLC has been developed.
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Seznam zkratek

AcAc Acetic acid — kyselina octova
APCI atmospheric pressure chemical ionization -entickd ionizace za
atmosfeérického tlaku

API atmospheric pressure ionization — ionizacatmosférickeho tlaku

APPI atmospheric pressure photoionization — fotiziace za atmosférického
tlaku

BEH bridged ethyl/siloxane silica hybrid — hybrideechnologie silikagelu a
polymeru

BH4 5,6,7,8-tetrahydrobiopterin

BIO Biopterin

BSM binary solvent manager — binarni pumpa

Cl chemical ionization — chemickd ionizace

CREA Creatinin — Kreatinin

DESI desorption electrospray ionization — desogie&trosprejem

DHN 7,8-dihydroneopterin

El elektronova ionizace

ESI electrospray ionization — ionizace elektrosgrej

FAC formic acid — kyselina mraven

GTP guanosintrifosfat

HILIC Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography

HPLC high performance liquid chromatogprahy — vys@knna kapalinova
chromatografie

INF-y interferon gama

LC liquid chromatography — kapalinova chromatografi

LOD limit of detection — limit detekce

LOQ limit of quantification — limit kvantifikace

m/z pongr hmotnosti a ndboje

MeOH methanol

MS mass spectrometry — hmotnostni spektrometrie

MS/MS tandemova hmotnostni spektrometrie

NEO Neopterin



NO
NOS
PTFE

QaQ
RPLC

RSD
S/N
SM
SRM
SST
THN
TNF-a
TOF
TSI
UPLC

oxid dusnaty

NO-syntaza

polytetrafluoethylen

kvadrupdl

trojity kvadrupol

reverse phase liquid chromatography — chrognafie na reverznich
fazich

relativni srodatna odchylka

pongr signalu k Sumu

sample manager — automaticky davkova

selected reaction monitoring

system suitability test — test vhodnosti systém
5,6,7,8-tetrahydroneopterin

tumor nekrotizujici faktor

time of flight — péiletovy analyzator

thermospray ionization - ionizace termosprejem

ultra performance liquid chromatography — asftinnd kapalinova

chromatografie
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1. Uvod
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Neopterin, derivat pteridinu, je produkovan lidskymonocyty / miakrofagy po
stimulaci interferonem gama. Koncentrace neopterijadiena jako porér neopterin /
kreatinin edstavuje uzity parametr v monitorovani aktivace imunitniho égysi.
Zvysené hodnoty neopterinu v séru acmbyly prokdzany viiznych patologickych
situacich. Neopterin a jeho derivat 7,8-dihydroriedp je také spojovan
s intracelularnim oxidativnim stresem a apoptéamii

Kapalinova chromatografie (Liquid chromatographyC) je separéni metodou
a dnes je jednou z dominantnich analytickych tdghdera se rutinvyuziva ve vSech
typech analytickych laboratoa’ se zabyvaji analyzou potravin, Zivotniho predt,
kontrolou I&€iv, monitorovani Iékovych hladin, toxikologii, bibemii nebo
diagnostikou markérriznych patologickych stdiv

Vyvoj kapalinové chromatografie dnes ddlsk ultra-vysoko@inné kapalinové
chromatografii (UPLC). Tato metoda je charaktérist vysokou dginnosti sepakaiho
procesu, minimalizaci ptgbnych systémovych objémvysokym tlakem systému a
zkracenicasu analyz.

Hmotnostni spektrometrie je analyticka detgktechnika uwfena k identifikaci
neznamych slatenin, objaséni jejich struktury a kvantifikaci znamych skanin.
Proces identifikace a kvantifikace latek hmotnastripektrometrem se odehrava ve
ttech hlavnich krocich. Nejprve musi dojit k ionizagorku v iontovém zdroji, poté
k rozdleni a urychleni iorit v analyzatoru a nakonec k detekci ioat zesileni signalu
v detektoru. Paralethjako u kazdé instrumentalni metody dochazi ke&wsdat pomoci

sofistikovaného softwaru.
Hmotnostni spektrometrie jako detek metoda v kapalinové chromatografii je

Mrivriw s

technik, které se velmi rychle rozviji a stdva stadou volby pro mnoho aplikaci.
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2. Cil prace
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Tato diplomova prace se zabyva analyzou biologaiiwnich latek neopterinu,
biopterinu, 7,8-dihydroneopterinu, 5,6,7,8-tetratoystopterinu a kreatininu pomoci
UPLC ve spojeni s hmotnostni spektrometrii vyuiéyajrojity kvadrupol, jehoz

hlavnimi vyhodami fi kvantifikaci je vysoka citlivost a Siroky linedrrozsah.

Budou hledany optimalni podminky pro spojeni URMS!/ V prvni fazi
experimentu budou hledany optimalni chromatografiggodminky pro separaci
analyzovanych latek. Budou zkouSeny aedhromatografické kolony tené k separaci
polarnich latek a hledano optimalni sloZzeni mobide. Poté bude optimalizovano
nastaveni MS detektoru. Nejprve bude zvolena vhadn&aini technika a bude
vybran prekurzorovy iont a poté bude nasledowktatina optimalizace paramétMS
detektoru v modu SIM (selected ion monitoring). gfovedeni fragmentarnich poKus
a vybrani produktovych iofitbude provedena optimalizace metody v SRM (selected
reaction monitoring) a budou &eny rekteré valid&ni parametry.

14



3. Teoretickaéast
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3.1. Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie byla objevena v roce@l8Q S. Tswettem, ktery
provedl separaci barevnych pigm&nbbsazenych v zelenych listech na keélom
kiidovou, aluminovou a sacharozovou naplni.

Kapalinova chromatografie je vysoce&inna separni technika, @ které
dochézi k odéeni jednotlivych sloZzek analyzované &hn SowasrE je mozné provést
jejich identifikaci a kvantifikaci.

Spoleénym principem vSech chromatografickych metod tedykapalinové
chromatografie je &geni analyzovanych latek mezi &aa fazemi, pevnou stacionarni
fazi (nepohyblivd) a mobilni fazi (pohyblivd). Viibehu chromatografického procesu
dochazi k postupnému a mnohokrat opakovanému tgrvarovnovaznych stav
délenych latek mezi stacionarni fazi a mobilni f&eéra unasi separované latky.

V kapalinové chromatografii je pevnou stacionardzif analyticka kolona
naplrena sorbentem a mobilni fazi kapalina ¢smozpoustdel), ktera touto kolonou
protéka a oznalje se jako eluent. iP realizaci kapalinové chromatografie je
analyzovana sus latek nejprve rozpuSta ve vhodném rozpousgiie a poté davkovana
do chromatografického systému, kterym protéka mébihze, jez je hybnou silou
chromatografického procesu. Mobilni faze undsSi ymwmlanou sms pes
chromatografickou kolonu, kde dochazi dteshi snési na jednotlivé slozky. Mira
rozc&leni snési zavisi na rozsahu interakci jednotlivych slozelalyzované sisi se
stacionarni a mobilni fazi. Jednotlivé slozky ésm(analyty) jsou stacionarni fazi
rozdilre zadrzovany a zpdovany (viz. obr.1l). Interakce analyts mobilni a
stacionarni fazi iive byt ovliiovana jak zrdnami ve sloZeni mobilni faze, tak
pouzitim fiznych typ stacionérnich fazi [1-3].

Jreluent
vzorek RS
D,EQE E\%

P}

E ot
L)

2 2085 et
o B D
220 analyt

'Lelu:«it

Obr. 1: separace analyli p¥i kapalinové chromatografii [4]
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Jednotlivé chromatografické metody lze podle meidman separniho dje

rozctlit na chromatografii [4] :

4+ Gelova permea&ni chromatografie:
vyuziva mechanickéhostbni molekul analyt v porech gelu na zaklagejich

rozdilné velikosti

4+ Rozdlovaci chromatografie:
vyuZziva rozdilné rozpustnosti (a tudiz i rozdiligtribuce) molekul analvt

mezi d¥ma zcela nemisitelnymi kapalinami

4 Adsorpéni chromatografie:
vyuZziva rozdilné adsorpce molekul analge povrchu tuhé faze s aktivnimi

centry

4 lontové vyménna chromatografie:
vyuZziva rozdilné vyrénné interakce analyt(ionti) na povrchu iontového

ménice.

4 Afinitni chromatografie:

je zaloZena na principu reakce mezi analytem aifsgexu protilatkou

+ Chiralni chromatografie
vyuziva chiralnich interakci mezi choralnim sele&to jako sowtasti mobilni

nebo stacionarni faze

V kapalinové chromatografii se pouzivaji dvaigby eluce. Jsou to eluce
izokraticka a gradientova.fiPizokratické eluci je po celou dobu analyzy podfia
mobilni faze stejného slozeni, zatimco u eluce igradvé se slozeni mobilni faze v
pribéhu analyzy mani [1].

V dnesni dob je dominantni a prakticky nejpouzivgdi chromatografickou
analytickou metodou HPLC (= vysok#iana kapalinova chromatografie). Vyvoj
v oblasti kapalinové chromatografie déksfx moderijSi tzv. UPLC (= ultra &inna

kapalinova chromatografie), ktera se dostava dogubpzajmu. FEnosem UPLC je
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predevSim mnohonésobn&irinost &liciho procesu, kratsi doba analyzy a vysSi
citlivost (viz. obr.2).

3.1.1. UPLC = ultra ®&inna kapalinova chromatografie

UPLC je novym srérem v kapalinové chromatografii. Technologie UP L& ip
mezi tzv. rychlé fistupy LC analyzy. Principiethvyuziva UPLC k separaci latek
stejné mechanismy jako konwemm HPLC, tedy opakované ustanovovani rovnovahy
mezi pevnou stacionarni fazi a mobilni fazi (viapikola 3.1).

Jako stacionarni faze sdi fkapalinové chromatografii vyuzZivaji analytické
kolony, které jsou pkny sorbentem td@nym malymi sférickyméasticemi, na jejichz
povrchu dochazi k separaci latek. Ohkeplati pravidlo, Z&im mensi je velikos&thto
¢astic, tim ¢tSi je jejich celkovy povrch, a tim¢ingjSi a caso¥ mére nara@ngjsi je
separace latek. V analytickych kolonackamych pro konvetni HPLC jsou obvykle
castice o velikosti 3-5um. Vyvojovy trend pi vyvoji a vyroke novych tym
stacionarnich fazi logicky 8@ ke zmenSovartiastic stacionarni faze.

V praxi se stavaji populérni tzv. sub-2-microngesétice, tedyastice mensi nez
2 um. AvSak takto malé&astice kladou v systému vysoky odpor atsqgbuji vysoky
tzv. zptny tlak. Tento zptny tlak je poté hlavnim limitem vyuziti takovycholkn
v konvergni HPLC. Se zvySovanim {oku sice dochazi k urychleni analyzy, ale k
dosazeni vySSiho {ioku je poteba phisobit na systém vySSim tlakem, ktery je
dostatény k prekonani zptného tlaku. V fipadt HPLC je zvySovéani tlaku mozné jen
do ukité miry, a to cca do 30-40 MPa.

Systém UPLC je oproti klasickym HPLC konstruovark, taby odolaval
mnohem vySSim tlakn, a to az do hodnot cca 100 MPa. Systém UPLC allaz plg
vyuzit vyhod sub-2-micronovyatéstic [5-7].

HPLC

2 c).u.&{
O_OOEL I ) R S | gy

0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25,00 30.00

Minutes

UPLC™

0.00 5.00 1000 15.00 20,00 2500 30.00

Obr. 2: porovnani chromatografickych zaznama HPLC a UPLC [7]
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3.1.2. Sub-2-micronova technologie

Kvalita sorbentu ma rozhodujici vliv ngignost separace.lezita je velikost a
stejnonmgrnostcastic, dale jejich tvar, porozita a struktura. Suimicronové analytické
kolony jsou obvykle napbmy ¢asticemi s pimérem 1,8 / 1,7um, pog. i 1,9 um, ale
obecr pro r¢ plati, Ze velikostcastic je do 2um. Analytické kolony vyuzivajici
sub-2-micronovou technologii jsou navrzeny spe€igpro velmi rychlé analyzy
pomoci UPLC a podobnych technik. R¥groto, Ze velikostéchto castic je takto mala,
acinnost analytické kolony stoupa, a to i se zvy3njise pitokem mobilni faze, coz
vyplyva z Van Deemterovy teorie [8].

Tyto malé sférické&astice stacionarni faze mezi sebou maji jen velmiém
prostory a kladou tak velky odpor toku mobilni fAPeo optimalni separaci je zapedti
pouziti vysokych tlak, nékdy az okolo hodnot 100 MPa. Nutnost pouziti takto
vysokych tlak vyplyva z velkého povrchu, na kterém dochazi lase@ latek. Odtud
nazev ultra-tinna kapalinova chromatografie — UPLC.

Pouziti castic s takto malym pmérem vyZaduje &kolik systémovych Uprav,
aby bylo dosaZeno jejich co nejlep&iininosti. Musi byt minimalizovany systémové
objemy, zvySena rychlost &t dat, aby bylo ziskdno dost&é mnozstvi boi
pottebnych k zaznamenani chromatografického piku, kferyxi vysoce winnych
analyzach eluovan ve velmi kratkéfase, musi byt optimalizovan igob davkovani
malych objemd vzorku a musi byt zaji& opakovatelny pitok spolé&né
s opakovatelnym sloZzenim mobilni faze pro isokkatic i gradientovou eluci iip
enormré vysokych tlacich [9-10].

3.2. UPLC Acquity systém

Existuje rkolik komekné dostupnych fistroji pracujicich v modu UPLC.
Méreni v rdmci mé diplomové prace bylo pro#dad na ACQUITY UPLC od firmy
Waters. Tento UPLC systém je sestavetityhlavnich modul [11] viz obr 3.

3.2.1. Binary Solvent Manager

Binary solvent manager (BSM) je vysokotlaka bingsampa, kterd umaikije
nastaveni mitoki mobilni faze systéemem v rozmezi od 0,01 az do 2q0@nin (s
piesnosti < 0,075% RSD). Tato pumpa umgeé vyker ze ¢tyk solvenfi, coz je
vyhodné pro tvorbu gradieiht také to umaiuje snadnou automatizaci, a tim i snadnou
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vymeénu solvend a prepinani iznych metod. Maximalni pracovni tlak je asi 100 MPa
(15 000 psi, 1000 bar) a umaje tak maximalni vyuziti sorbants velmi malym
zrrénim plrenych do kolon s tzkym pmérem. Pro odplyéni je zde uloZen Sesti-

komuarkovy degasser.

DETEKTOR

LLOZENT KOLOMY % KOLOMOWEM TERMOSTATL

SAMPLE MANAGER - AUTOMATICKY DAVKOWAL

BINARY SOLYENT MANSGER - BINARN] PUMPA,

Obr. 3: ACQUITY UPLC systém od firmy Waters [11]

3.2.2. Sample manager

Sample manager (SM) je automaticky davkovktery umoiuje davkovani
analyzovaného vzorku v rozsahu odid,do 50,0ul. Doba mezi jednotlivymi nasky
je velmi kratka, coz velmi urychluje davkovaci aykl- do 25 s bez oplachu jehly, do
45 s s jednim oplachem jehly a do 60 s&wv oplachy jehly. Pro oplach jehly jsou
pouzivany de kapaliny, tzv. silnd a slaba, které volime podb¥ghy analyzovanych
vzorka. Nastik vzorku je tlako¥ asistovany a je zde pouzit design jehla v jehim jB
omezen fenos vzorku mezi jednotlivymi néitly na mér nez 0,005% a sdéasre je
tim také eliminovana moznost ucpani jehly. Sampdemager je také vybaven vlastnim
termostatem, ktery umanje temperovani prostoru sample manageru v rozsahu
+4 °C do +40 °C.

3.2.3. Kolonovy termostat

Kolonovy termostat je samostatnou &sti a jsou v&m uloZzeny analytické
kolony uené pro UPLC. Umaiuje temperaci kolony od +5°C do 65°C. Kolony jsou
navic opateny mikraiipem eCord, ktery je trvalefipevrén k €lu kolony a khem
meieni zaznamenava informace ze ,Zivota kolony“. Jgamnamenavany naptyto
informace:, podet mefenych vzork, poiet realizovanych nasku, tlaky, kterym je

kolona vystavena nebo teploty, na které je kolenaperovana.
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3.3. Kolony pro UPLC

Pri pouziti UPLC je velmi dlezité, aby i stacionarni faze, st&jjako cely
systém, byla schopna odolavat ultra vysokymtittakkteré mohou dosahovat hodnot az
100 MPa. Pro spojeni s Acquity UPLC systéemem bylyinuty specialni analytické
kolony, které vyuZzivaji tzv. BEH technologii (,bgdd ethyl/siloxane silica hybrid®) —
obr. 4. Stacionarni fazeadhto kolon je tviéena specialnim hybridnim sorbentem, ktery
je syntetizovan z polymeru a silikagelu a spojughady obou ¢chto material. Tyto
hybridni sorbenty vykazuji jednak velmi vysokodininost a zaroue vysokou jak
mechanickou (odolavaji vysokym tkak), tak chemickou stabilitu (odolnost v rozmezi
pH 1 az 12). Fyzikélni a chemick& odolnasthto kolon je zaloZena na&ifmnosti
ethylenovych nistki v silikagelové matrici. Tim ziskavajéstice vysokou odolnost pro
podminky UPLC [11 - 12].

1.7um

Obr. 4: struktura BEH ¢&astice

Acquity BEH analytické kolony pro UPLC jsou dostépns G, Cis.
hydrofobnimi alkylovymi ligandy vazanymi na povrcttacionarni faze. Dale je
k dispozici kolona se stacionarni fazi Shield, terdu je vazan hydrofobni alkylovy
ligand s vloZenou hydrofilni polarni skupinou. Raslim typem je kolona, kde je
stacionarni fazi reverzni faze s fenylovym ligand@ior. 5) [13]. No¥¢ firma Waters

dodavé analytické kolony pro HILIC (viz. kapitolad3.
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e R ACQUITY UPLC™ BEH C8
e )
CHy
% L ACQUIT‘I" UPLC™ BEH Shield RP18
._M_r.__; 354
'.‘.:%—,;ﬂ_ = ACQUITY UPLC™ BEH Phenyl
fo

Obr. 5: Acquity UPLC BEH kolony a moZznosti chemickych modifikaci

3.4 HILIC = Hydrophilic Interaction Liquid Chromato graphy

HILIC je technologie kapalinové chromatografietema k separaci polarnich,
hydrofilnich latek. Technologie HILIC je novym tréem v kapalinové chromatografii,
ktery v poslednich letech nabyva na velkém vyznaowziti HILIC chromatografie je
alternativou klasické chromatografie na reverznighich (RPLC), ktera vyuziva k
separaci nepolarni stacionarni faziz(e hydrofobni modifikace silikagelu) a mobilni
fazi tvarenou polarni kapalinou (napsnesi vody, acetonitrilu nebo/a methanolu). Pro
separaci polarnich latek neni vhodna ani chromatmgna normalnich fazich, protoze
v nepolarnich rozpou&dlech je ¥tSina analy, jejichz stanoveni byloipdmétem této

prace, nerozpustnych.

zakladni charakteristiky HILIC:

4+ kolona naplana polarni hydrofilni stacionarni fazi, ktera daejgji obsahuje

hydroxyl-ethylové, amino nebo zwitteriotnové skupin

4+ mobilni faze tvoéena vodnou slozkou a organickym rozpeédiEm ve vysoké

koncentraci misitelnym s vodou

Typickd mobilni faze pro HILIC obsahuje organickézpoustdlo (nag.
acetonitril nebo methanol) v koncentraci mezi 5@a% a vodnou slozku s aditivy jako
je nag. octan amonny, mravéan amonny, kyselina mrav&nnebo kyselina octova.
Pouziti HILIC chromatografie je tedy vhodné i vi&yau UPLC/MS, protoZe vyuziva
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mobilni faze sloZzené Zkavych organickych rozpoustel a malého podilu vody, coz je
pIné kompatibilni z hlediska MS detekce.

Voda gitomna v mobilni fazi vyt na povrchu stacionarni faze tzv. stagnantni
vodnou vrstvu. A pravinterakce mezi analyty a touto stagnantni vodnsiveu jsou
podstatou separace jednotlivych slozek analyzowamsi mezi gevazri organickou
mobilni fazi a modifikovanou stacionarni fazi. Naahanismu separace anélye
krom¢ rozctlovani podileji také elektrostatické interakce typadikovych nistki a
interakci dipdl-dipdl mezi stagnantni vodnou vrstaomolekulami analyzovanych latek

viz. obr. 6.

Hydrophilic Electrostatic
Partitioning © interaction
S]]
a
©
H,O 173

Electrostatic
interaction

Obr. 6:

Mezi faktory ovliviiujici silu interakci, a tim i separaci tedy fpgiolarita a
dipdlovy moment analyt pH mobilni faze a ifitomnost funknich skupin schopnych
tvorit vodikové niistky. Separace latek je tedy vtomto systéemu dosaze
mechanismem roztbvani spolén¢ s elektrostatickymi interakcemi. Jednotlivé analyt

jsou ze systému eluovany vipdi rostouci hydrofility, tedy v opaém pdadi nez f

RPLC viz. obr. 7 [14 - 16].
oLc ﬁ\ J

HILIC L et
SRS e S =

o = 10 15 20
Retention time (min)

Obr. 7: porovnani separace peptidi pfi pouziti techniky HILIC a klasické chromatografie a
reverznich fazich (RPLC). Ri HILIC jsou analyty jsou eluovany v poradi rostouci polarity,tedy
v opafném parfadi nez i RPLC.
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3.4.2 Rehled stacionarnich fazi pro HILIC

Analytické kolony pro HILIC jsou &sSinou plrgné sorbenty na bazi silikagelu
nebo porézniho polymeru, které jsou modifikovaiEnymi funkcnimi skupinami jako
jsou nap. amino, aminoprolyl, diol nebo zwitterion  skupinychemicky
sulfonylalkylbetainové funkni skupiny).

V sowasnosti je na vyly velké mnoZzstvi analytickych kolon specialn
navrzenych pro HILIC chromatografii. V§bvhodné stacionarni faze, resp. analytické
kolony pro HILIC zavisi na sisi analyti, které maji byt separovany.

Priklady analytickych kolon pro HILIC chromatogradiistacionérnich fazi,

kterymi jsou tyto kolony plény je uveden v tabulce 1.
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KOMER CNi

MODIFIKUJICI

NAZEV KOLONY VYROBCE NOSIC FUNK CNi SKUPINA POUZITI CITACE
ZIC-HILIC Silikagel : separace N- 17
ZIC-p-HILIC SeQuant polymer sulfonylalkylbetain glykosilovanych peptidl 7]
. poly(2-hydroxyethyl analyza peptitl a 18
PolyHydroxyethyl A PolyLC silikagel aspartamid nukleovych kyselin [18]
- Poly(2-sulfonylethyl . : 19
PolySulfoethyl A PolyLC silikagel aspartamid) analyza peptitl [19]
PolyCAT A PolyLC silikagel Polyaspartamid analyza histori [20]
Alltima™Cyano Grace Alltech silikagel 3-kyanopropyl stanmdvRiperazinu [21]
: . L analyza acetylcholinu a 22
Lichrospher Merk silikagel 2,3-dihydroxypropyl| i reanjch vzorcich [22]
SpherisorfiNH, Waters silikagel 3-aminopropyl separace péptid [23]

Tabulka 1: piehled komegné vyrabénych kolon a stacionarnich fazi pro HILIC
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3.5. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je moderni a vysog&onna fyzikalri-
chemicka analyticka metoda, jejiZz princip je zaltoba separaciiere tézkych a tizné
elektricky nabitych iont v magnetickém nebo elektrickém pdili jejich kombinaci.
Tato analytickd metoda byla vyvinutagatkem 20 stoleti a jeji objev je spojen se
jménem Sira Josepha J. Thomsona [24jvddré byla tato metoda vyuZivana
piedevsim ve fyzice a v chemii¢Bem druhé sttové valky hrala MS ndiklad hlavni
roli v tzv. projektu Manhattan [citace].éBem poslednich dvaceti let se pouziti této
metody roz&ilo snad do vSech oblastitippdnich ¥d, od geologie, i@s fyziku,
astronomii a chemii k biologii, ale téZ do farmacéee mediciny. Hmotnostni
spektrometrie jako detéki metoda v kapalinové chromatografii je metodaoegs
citliva a spojeni LC/MS se stalo jednou z riggditéjSich analytickych technik, které se
velmi rychle rozviji a stdva se metodou volby proofmo aplikaci. Rostouci popularita

hmotnostni spektrometrie je vysledkem jejich jedinyeh viastnosti:

+ umoziuje separaci latek, jejich kvantifikaci a identdidd pomoci standatda
nantienych hmotnostnich spekter

4+ poskytuje reprodukovatelné informace o molekulovéotmosti a struktie
analyzovanych latek

+ je vysoce selektivni a vysoce citlivou analyticknetodou

4 spojeni hmotnostniho spektrometru s modernimi s@ép@mni metodami jako je
nag. UPLC umoduje provadt kvalitativni i kvantitativni analyzu latek ve
smesich ve stopovém mnoZstvi

+ dostupnost modernich iontovych zdrajozStuje oblast vyuZitelnosti MS na
vysokomolekularni neékavé latky (biochemicky, klinicky vyzkum a
monitorovani Iékovych hladin)

+ je pouzitelna pro vSechny typy vzdrk- ®kavé, netkavé; polarni, nepolarni;
pro pevné, kapalné i plynné substance

4+ hmotnostni spektrometrie také umaje ugit izotopovy pon&r prvki ve vzorku
(nag. *C/°C, 2HI*H, 0/M%0 Y00, NN, 3'SP?S, #S£%S), protoze izné
izotopy téhoz prvku majiiznou hmotnost, a tak je Ize pomoci MS separovat a

Zmefit jejich zastoupeni
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Zakladni princip hmotnostni spektrometrie &pé vV ionizaci neutralnich
molekul a nasledné separaci vzniklych elektrickbpitygh ionti podle pondru jejich

hmotnosti a naboje (m/z¥igejich prichodu magnetickymi nebo elektrickymi poli.

jednotlivé kroky i analyze pomoci MS:

4 jonizace atomi nebo molekul pri které dochazi k oddeni nebo fijeti
elektromi nebo protofi a jejich pFevedeni na elektricky nabité ionty.
NejvyznamrjSim produktem ionizace je tzv. molekulovy (prelanavy) iont,
ktery vznika z gvodni molekuly analyzované latkyijtim nebo oddlenim
jedné nabitécastce. Bhem ionizace dochazi i k dalSimgjiim, kdy se
molekulovy iont nebo fovodni molekula rozpada na mewastice. Tyto jevy se

ozna&uji jako fragmentace.

4 takto vznikla smis nabitych iont je potéurychlovana (negasgji v elektrickém
poli) a separovanav magnetickém podle pairu hmotnosti a naboje (m/z)
nabitychcastic

4 Vv poslednim kroku jsou jednotlivé separovingty detekovany

Schéma jednotlivych krdkrealizovanych p analyze hmotnostnim detektorem

je znéazorgno na obr. 8. [26]

urychleni ionid

iontovy zdroj
\ clekiromagnet

detektor —% J_

zesilovaé

|
hmotnostni spektrum I:I

Obr. 8: zakladni schéma hmotnostniho spektrometru
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zékladni komponenty, ze kterych se sklada hmotnbspektrometr:

1)

2)

3)

4)

5)

s v L

iontovy zdroj — slouzi k ionizaci neutralnich molekul analytunabitécastice a
fragmentaci. Konstrukce se |iSi podle pouzité iafmz techniky

hmotnostni analyzator — slouzi k rozdleni sngsi ionti podle pondru
hmotnosti a naboje (m/z)

detektor — slouZi k detekci iofit po jejich separaci m/z a kdaani relativni
intenzity jednotlivych ioni

ridici jednotka —nahrava, zpracovava, uklada a zobrazuje data. Ktohoridi
chod celého chromatografického systému

vakuovy zdroj — udrzuje v hmotnostnim spektrometru velmi nizkyk.tla
V oblasti iontového zdroje udrZuje tlak v rozmesi*1az 10° torr podle typu
iontového zdroje. Vyjimkou jsou ionizai techniky pracujici za atmosférického

tlaku (viz. kapitola 3.5.1.). Pe¢kud nizsi tlak je udrZovan v oblasti

hmotnostniho analyzatoru [25 - 26].

Zavedeni lonizace Analkyzér Detekce
YZOrku
- &P
- kapalinow _ES| - K ADRUPGL, TROJTY Ky ADRUPOL - ELEKTROMOWY
chromatagrafie _apo) (2gE) MASOBIS
- kapilarni - PPl - AMALYZATOR DOBY LETU ( TOF S
elektorforéza i . ( ) - FOTOMNAZOBIC
- MAGHETICKY ANALYIATOR (B)
| . - [ONTOW A PAST (IT) R L
noWa - . .
Chrﬂ;‘;mgraﬁe -El - IONTONA CYELOTROMON A, DESTICK &,
-l REZOMNANCE S FOLWIERDYOL
TRAMNSFORMACT (FT-ICR)

SMER PROCESU

Obr. 9: moznosti spojeni separénich technik s technikami MS

3.5.1. loniz&ni techniky v hmotnostni spektrometrii

lonizace analyzovanych latek je prvnim vyznamnyok&m ¥ analyze pomoci

hmotnostni spektrometrie. Hmotnostni detektory Wwajz k ionizaci analyt razné

ionizatni techniky (obr. 9).
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Klicem k uspsSné analyze pomoci MS jegvedeni molekul analyzované latky
do plynného ionizovaného stavu, protoze veSkewrimdce poskytované hmotnostnim
spektrometrem se tykaji pouzastic nesoucich naboj. S elektricky nabityasticemi
je navic jednodussi manipulace ve smygteni jejich pohybu. Aplikaci elektrickych a
magnetickych sil se energie a rychlost todaji kontrolovat a oboji takiigpiva k jejich
separaci a detekci. Neutralni neionizovana plyréze foy se pohybovala libovélra
necilert. lonizace je také nutna k eliminaci rozpads.

lonty produkované iontovym zdrojem hmotnostniho k&menetru maji
vyznamny vliv na kvalitu dat ziskanyctii @nalyze. Vykr ionizani techniky je proto
velmi dilezity a zavisly na fyzikdkchemickych vlastnostech analytu, konkeétma
jeho tkavosti, molekulové hmotnosti, tepelné stabilda slozitosti matrice, ve které je
analyt obsazen aj.

V prostoru iontového zdroje dochazi &Sin¢ fragmentanich reakci. R
fragmentaci dochazi krozpadu tzv. prekurzorovébotu nebo fivodni molekuly
analyzované latky na mensgastice (fragmenty), iifemz tyto fragmenty jsou pro
kazdou latky specificke.

Podle mnozstvi dodané energie je obvykdt donizac¢ni techniky na rskké a
tvrdé. Ri mékkych ioniza&nich technikach je energetickyeabytek dodany molekule
latky maly a prav&podobnost fragmentace primamzniklého iontu je nizka. Naopak
pii tvrdych ioniz&nich technikach dodana energie pésja k rozsahlejsi fragmentaci

primérre vzniklého iontu [25 - 26].

3.5.1.1. lonizace elektrosprejem — ESI

lonizace elektrosprejem pat mezi ioniz&ni techniky realizované za
atmosférického tlaku, tzv. APl (atmospheric pressionization) techniky. ESI je
technikou, kterd umaitije ionizaci a nasle@nanalyzu velkych biomolekul jako jsou
nag. proteiny, peptidy nebo nukleotidy [27]. Sarfgmosti je moznost analyzy latek
s malymi molekulovymi hmotnostmi neboripadre vysSi polaritou. ESI je také
nejvhodrjSi ionizani technikou pro spojeni LC/MS [28].

Jak jiz naznéuje pojmenovani této techniky, ESI je procéskperém dochazi
k produkci spreje ti@ného vysokym pitem elektricky nabitych kapének, které
vznikaji pisobenim silného elektrického pole. Analyt, kterygepusény ve vhodném
eluentu sm¥tuje z kapalinového chromatografu do hmotnostnitekspmetru kovovou

kapilarou kolem které proudi dusik. Na kapilarisgetasré vkladano vysoké nag 3
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az 5 kV. V proudu dusiku vznika velké mnoZstvi kegi€ které nesou velké mnozstvi
ionizovanych molekul.

Poté dochazi k dalSimu odpsanim rozpoustla z povrchu kagek,
nasledkem toho se zmenSuje jejich objem aistarpovrchova hustota elektrického
naboje. Jakmile dosadhne povrchova hustota elektnclaboje kritické hodnoty dojde
k rozpadu kagky na rékolik menSich kagiek nesoucich naboj. Tento jev se azpa
jako tzv. Coulombicka exploze. Proces Coulombickyekplozi a odpa@vani
rozpoustdla se opakuje tak dlouho, aZz je kdai dostatené mala na to aby doSlo
k uvolréni elektricky nabitécastice z jejiho povrchu, tzv. vyfmvani ionfi (obr.10).
Jednotlivé uvoldné ionty jsou poté unasSeny &mem k analyzatoru a detektoru MS.

evaporation fission fission ion evaporation

+
i — @+
++

ficld-assisted ion desorption

Obr. 10: vyparovani ionti; schéma Coulombickych explozi a odp@vani rozpousgdla p¥i ionizaci
elektrosprejem [25]

Na piibéh ionozace technikou ESI ma krénjiného vliv pH mobilni faze.
Hodnota pH by réla byt upravena podle charakteru analytu, ktengmpézovan.Vhodna
Uprava pH ma pozitivni vliv na kvalitu ionizace tim i celé MS analyzy. Kysela oblast
pH podporuje ionizaciip stanoveni bazickych sléanin. Pro tento zaén se nejastji
pouzivaji gidavky organickych kyselin jako je niapkyselina octova nebo kyselina
mraverti v koncentraci do 0,1 %, které podporuji protonawsaekul analyzovanych
latek a vznik kladnych ioft(ESI positive = ES).

schéma protonizace bazickych slenin pro zaznam kladnych idént
po @idani kyselé substance HA (fagH;COOH, HCOOH)
(podtrzenim jsou ozrany kyselé vodiky organickych kyselin)

B +HA — [B-H]" + A
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Zasaditd oblast pH naopak podporuje ionizaci, a M& analyzu kyselych
slowenin. Pro podp@ni ionizace, resp. deprotonace anabtvznik zapornych iofit
(ESI negative = ES)Ise pouzivaipdavek 0,1 az 0,5% NH

schéma deprotonace kyselych gknin pro zaznam zapornych iént

po ridani bazické substance — najH3

HA + NHz — A™ + NH,'

Pri ESI maji vliv na piibéh ionizace také pouZzitd rozpoédia. Methanol je
proton donoroveé rozpou&tio a v piibchu ESI podporuje vznik kladnych igntNaproti
tomu acetonitril je proton akceptorové rozp&d&i a podporuje deprotonaci a vznik
zporre nabitych iont.

Optimalni &innosti ESI a citlivosti hmotnostniho spektromg&wdosazenoip
pratokoveé rychlosti od 2 do 1@/min.

Technika ionizace elektrosprejem (ESI) je vyuzivamotnostnim detektorem
v UPLC laboraté na katede analytické chemie Farmaceutické fakulty Univerzit
Karlovy, kde byla realizovana tato diplomova praagyroto je tato ionizai technika
popsana podrolgji [29 - 31]. U ostatnich ionizmich technik bude popsan pouze

zakladni princip, na kterém pracuiji.

3.5.1.2. lonizace nanoelektrosprejem — nano-ESI

lonizace nanoelektrosprejem je miniaturizovanazeestandardni ESI a je
navrzena pro analyzytippou?Ziti pitokovych rychlosti wadech nl/min [32]. B nano-
ESI se pouziva zlatem potazena jemna kapilarakte@u se vklada mensSi ndp
(obvykle 500-800 V). R této technice se nepouZziva rozprasujici plynjaramasitiku
vzorku je typicky mensSi nezull Vznikajici kapénky jsou logicky mensSi ne# gSI.

Obvykle maji ptmér mensi nez 200 nm [25].

3.5.1.3. Desorpce elektrospejem — DESI

Jedna se o novou metodu, ktera kombinuje ESI gachidesorpci [33].i#Ptéto
metod dochazi k vzniku kapének jakaipESI pomoci proudu dusiku. AvSak tyto
kapénky jsou absorbovany na specialni povrcketwp nap. PTFE. Z tohoto povrchu se

poté uvohuji pouze jednotlivé elektricky nabit&stice. Tato metoda se da pou#it p
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stanoveni polarnich i nepolarnich latek. Mohou ¥yt hBnalyzovany jak malé jako
molekuly, tak velké molekuly typu peptic proteiri [25].

3.5.1.4. Chemicka ionizace za atmosférického tlaku APCI

Tato metoda je vhodna pro analyzu eluatuéisificiho od kapalinového
chromatografu, tedy ip spojeni LC/MS. Je vhodna k analyze raéwolarnich latek
s molekulovou hmotnosti do 1500 Daltoati mezi neékke ioniza&ni techniky.

Princip APCI je obdobny jako u konvém chemické ionizace ClI (viz. kapitola
3.5.1.7), ale ionizace probih& za atmosférickéakutl Konstrukce je obdobna jako u
ESI, oproti které je v APClijmlana vybojova elektroda (jehla), na kterou je ukido
vysoké napti. Pisobenim rozpraSovaciho plynu a teploty na k&pi(850 az 500 °C)
vznika proud plynu. Tento proud plynu nasleégrochazi pes vybojovou elektrodu,
ktera ionizuje jednotlivé molekuly podle jejich poaové afinity. Nejprve jsou tedy
ionizovany molekuly mobilni faze @@, CHOH, CHCN), které opousji systém
specialnimi  zGzenymi otvory. Molekuly analyzovanatky jsou ionizovany se
zpozdnim, vlivem ion-molekularnich chemickych reakci shini fazi a smuji dale
k analyzatoru (obr. 11).

Metoda APCI je pouzitelna pouze pro dekkkavé a termostabilni analyty a

pouzita mobilni faze musi byt vhodna pro acido-tlezireakce v plynné fazi [25].

eater (200-500 degree )

Nebulizer gas Drying gas

MS

om0
I ; <::]

vacuum

HPLC

] Corona discharge
needle (3 -5 kV)

Obr. 11: APCI — chemicka ionizace za atmosférickéhtlaku [25]

3.5.1.5. Fotoionizace za atmosférického tlaku — APP

Tato technika pracuje na obdobném principu jako P& &tejrg jako APCI paiti
mezi ntkké ioniz&ni techniky. Misto koronarniho vyboje je k ionizagiolekul
v plynné fazi pouzito UV zZ@ni (obr. 12). Zdrojem UV %éni je kryptonova vybojka.

Energie fotod je volena tak, aby byla vySSi nez iorimaenergie ¥tSiny organickych
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molekul, ale p tom menSi nezZ ionizai energie jednotlivych slozek pouzité mobilni
faze [25].

HPCL inler

MNehulizing gas e

UN lump . Dirying gaz

Capillary

Obréazek 12: schématické znazoréni fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI) [25]

3.5.1.6. Elektronova ionizace — El

Elektronova ionizace pat mezi nejstarSi ionizai techniky a poprvé byla
pouZzita jiz vroce 1918 [34]. Tato ionigd technika je oznmvana jako ,,tvrda“.
lonizovana molekula ip ni ziska nadbytek vriti energie a dochazi k fragmentaci
molekuly na mensiasti (obr. 13).

Pri elektronové ionizaci je analyzovany vzorek venidrplynu bombardovan
proudem energeticky nabitych elektéorkteré smiiuji od katody, ktera je generuje
k anod. Dochazi k interakcim mezi elektrony a molekulaamalyzované latky, ze
kterych vznikaji klad& nabité radikalové ionty (f1).

M+e —>M™+26

magnet

sample

, axit slit

.
| &
repeller

source block

[“"™ filament

magnat

Obr. 13: schéma elektronové ionizace [25]
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K ionizaci dochazi pokud je kineticka energie elekii emitovanych katodou
vySSi nez ionizéni energie molekul analyzované latky. Obvykle seizpea proud

elektrori s energii 70 eV. lonizované molekuly dale putmérem k analyzatoru [25].

3.5.1.7 Chemicka ionizace — CI

Chemick& ionizace pracuje na obdobném principuo j&d nebo APCI.
Analyzovany vzorek ve fortnplynu reaguje s tzv. rea&kim plynem. Tato reakce je
podstatou ionizace molekul analytuie® vlastni ionizaci molekul analytu musi dojit
k aktivaci reakniho plynu (ionizaci reaiiho plynu). Jako re&ki plyny se nejastji
pouzivaji methan, isobutan, vodni para nebo amdgik

realkéni schéma chemické ionizac# pouziti methanu jako reékiho plynu:

1. ionizace reaéniho plynu:

CH;+e — CH4+. + 2€
CH4 + CH4+. — CH5Jr + CH3.

2. vlastni ionizace molekul analytu:
M+ CHs — [M+H] " + CH,

3.5.1.8 lonizace termosprejem — TSI

Zajimavosti je, Ze se jedn& o prvni techniku nawiepro spojeni LC/MS. Dnes
tato technika nahrazena ESI a APCI.
Rozpustna latka se ffivede kapilarou do iontového zdroje, kde je kapilayhrivana
v bloku. Dochazi Kasténému odpgeni rozpousdla a vzniku malych kapek
s ndbojem, dochéazi pak ke Coulombickym explozimypatovani iontu, které jsou

unésSeny k analyzatoru. lonizaci Ize potipelektrony nebo elektrickym vybojem [25].

3.5.2 Analyzatory v hmotnostni spektrometrii

Hmotnostni analyzator je oziwvan za srdce celého hmotnostniho spektrometru

a vysledek analyzy (citlivost a rozliSeni) velkowrou zavisi pr&y na designu a
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principu tohoto analyzatoru a jeho spojeni s detekh. V hmotnostnim analyzéatoru
dochazi k rozéleni ionti vzniklych @i ionizaci podle poréru jejich hmotnosti a naboje

(m/z). Hmotnostni analyzatory pracuji za vysokéakua [25].

3.5.2.1 Kvadrupolovy analyzator — Q

Kvadrupdlovy analyzator (obr. 14) je dnes nejra®jSim analyzatorem
pouzivanym v MS a byl pouZzivan i v ramci experinoediplomové prace. Konstrake
je kvadrupolovy analyzator slozen ggi paralelnich kovovych ty hyperbolického
nebo kruhového firezu, které jsoufpojeny ke zdrajm stejnosmirného a gidaveého
nagti. lonty se dostavaji do prostoru mezidyni, kde na & pasobi vysokofrekvetni
sttidavé elektrické pole.iobenim tohoto pole Zaou ionty oscilovat. # vhodném
ponkru stejnosmrné a stidavé slozky naii a dané hodneéttéchto nagti projdou
kvadrupolem pouze ionty oditém pongru m/z, které poté séiuji k detektoru.

Kvadrupdl se tedy chova jako jakysi filtr, kteryelznastavit tak, Ze jim
prochazeji pouze tité ionty (podle poréru m/z). Ostatni ionty jsou zachyceny na
tycich. Znmenou vkladanych nagi je mozné nechat projit kvadrupdlem postupnty

v celém rozsahu hodnot m/z [35 - 36].

— (U = Vcoswt)

J

Detector

+ (U — Vcoswt)

Obr. 14: kvadrupélovy analyzator Q [25]

3.5.2.2 Trojity kvadrupol — QqQ

QqQ je sestaven zé&i tkvadrupoh fazenych za sebou (obr. 15). Predni (q)
slouzi jako tzv. kolizni cela. Do kolizni cely sgpmibéhu MS detekce zavadi kolizni
plyn, kterym je nejasgji argon. Zavedeni argonu do kolizni cely vyvolagmentaci

prekurzorového iontu, ktery byl ,vybran“ v prvnimadrupdlu Q.
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Trojity kvadrupdl se vyuZiva ip tzv. tandemové hmotnostni spektrometrii
(LC/MS/MS). V prvnim kvadrupolu Q je realizovdn vytx prekurzorového iontu
z iontového zdroje. Tento iont poté podléha fragiaerv kolizni cele (q) a ve druhém
kvadrupdlu Qdochazi k analyze a v§tu vzniklych fragment. Trojity kvadrupdl nam
tak umo#uje realizovat selektivijSi kvantifikaci a ziskani podroB$ich informaci o
struktue latky nez samotné provedeni LC/MS. VSe s daké diky kvalitnim
pocitatovym progranim a zvladnuté technice &l dat, jejich uchovavani a jejich
analyz [25] [37].

Kolizni cela

I+H| H| c— a >\, @ >
?EI+—‘kﬂ+'+‘+|+ GTl———‘_J*G-)Q{—)_—ﬁ);) +T————Ht+

Qi Q2 Q3
| | | —— ) ] |
dc/RF RF only, dc/RF
no dc

Triple-quadrupole LC/MSMS system.

Obr. 15:

3.5.2.3 Piiletovy analyzator — TOF

Priletovy analyzator je nejjednodusSim hmotnostnimlyaatorem. Sklada
z trubice, ktera je dlouh&a asi 100 cm. Zakladnh@p separace io@itpomoci TOF
spaiva v tizné doks letu ionti z iontového zdroje do detektoru podle jejich gom
m/z (viz obr. 16). R praletu ionfi trubici plati, Ze &Si ionty (vySSi porr m/z) se
pohybuji nizsi rychlosti nez ionty l&h(nizSi pondr m/z) a dorazi do detektoru pajd
[38]. Separace ioftje untrna délce drahy, kterou ionty vibpetovém analyzatoru
urazi. Péletovy analyzator vyZaduje pouZiti iontového zdrpjacujiciho v pulsnim
rezimu [25].

Field-lree drift regron

Obr. 16: Princip priletového analyzatoru. BzSi ionty (znazorrény vlevo) se analyzatorem pohybuiji
| pomaleji nez ionty lel¥i (znazorrény vpravo) [25]
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3.5.2.4 Magneticky hmotnostni analyzéator

Jednd se o nejstarSi a z hlediska rozliSeni a hostino rozsahu analyzéator
s vysokym rozliSenim [24]. Umdaje prostorove roztleni monoenergetického svazku
iontd podle hodnoty m/z. Konstrdké se jedna o elektromagnet, kterym prochazeji
ionty sn®fujici z iontového zdroje (obr. 17)fiPvstupu ionti se stejnou kinetickou
energii a rozdilném pofru m/z do magnetického hmotnostniho analyzatoraupipiyto
ionty drahy o @iznych polondrech a dochazi k prostorové separacitigmbdle jejich
hmotnosti [25] [26].

{{j\ magneticky analvzator

e

iontovy zdroj

Obrazek 17: schéma magnetického analyzatoru [26]

3.5.2.5 lontova past

lontova past je z#&eni, které umaije &inkem elektrického pole uz#v ionty
v ohranéeném prostoru. lontova past se sklada ze vstupmivygstupni elektrody
kruhového plifezu a z prstencoveé fetlové elektrody. Kruhové elektrody jsou
uzemrgny a na sedovou elektrodu je vkladano vysokofrek¥ennagti s pronénnou
amplitudou. lonty jsou nuceny pohybovat se uvndntové pasti po uzdenych
kruhovych drahach. S rostouci amplitudoudtbpe ionty s rostoucim m/z dostavaji na

nestabilni trajektorie a opowgtprostor iontové pasti strem do detektoru [25] [26].

3.5.3. Detektory v hmotnostni spektrometrii

Funkci detektoru je poskytnout operatorovi infocma analytu, ktery opousti
hmotnostni analyzator ve foeniontového toku. Detektoripvadi signal paprsku ioint
na elektricky signal, ktery tiie byt zesilen, uloZzen a zobraz#dici paitacovou

jednotkou do formy, kterou fite operator snadno interpretovat [25].
3.5.3.1. Elektronovy nasohi

V dnesdni dob je nejl#Zngji pouzivanym detektorem v hmotnostni spektrometrii
RozliSujeme dva typy elektronovych nasahji25] [26].
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Elektronovy nasoldis diskrétnim dynodovym polem:
Tento detektor se sklada ze série kovovych elditripropojenych dynod. Po
vloZeni napti mezi prvni a posledni dynodu mohou byt elektrgoystupr

urychlovany elektrickym polem k nasledujicim dyneda nakonec jsou zachyceny

kolektorem. Po dopadu iontu na povrch jsou z matemprvni konverzni dynody
vyzaeny elektrony, jejichz pmt se dopadem na dalSi dynody nasobi. Nésobi
s diskrétnimi dynodami byvaji konstruovany az jakeacetistupové a dosahuji

hodnot zesileni 70 1& (obr. 18).

Positive 1on
beam Anode

Conversion
dynode

Obr. 18: elektronovy nasobg s diskrétnim dynodovym polem [25]

Elektronovy nasolsis kontinualni dynodou:

V tomto pipact je detektor tvéen zakivenou trubici, ktera je obvykle z olovnatého
skla s vysokym elektrickym odporem. Trubice je naitimi strag pokryta
vrstvickou oxidu berylnatého nebo hlinitého. Kontakty psti a na konci trubice
jsou gipojeny ke zdroji vysokého nap. Po dopadu iontu jsou z materialu trubice
uvolrény elektrony, které jsou elektrickym polem urychdoy snmérem ke
kolektoru. Opakovanymi narazy elektfona s&énu trubice jejich peéet lavinovig

roste (obr. 19).

Incoming
ion beam Resistive conductive

coating

Emitted
electrons

Obr. 19: elektronovy nasobg s kontinualni dynodou [25]

3.5.3.2. Scintil&ni fotonasobitové detektory

Dopadajici ionty jsou nejprve na scintitam stinitku konvertovany na fotony.

Fotony jsou poté zesileny a detegovanyriym fotonasoldiem. Hlavni vyhodou
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scintilatniho fotonasoliiového detektoru je moZznost jeho urim$t mimo oblast
vysokého vakua [25] [26].

3.5.4. Typy sketa v hmotnostni spektrometrii

Fullscan (zakladni sken):

V tomto modu je progieno hmotnostni spektrum ve zvoleném rozsahu hodnot

poneru m/z[25].

Selektivni zadznam iontu (SIM):

V tomto modu je réfena citlivost odezvy pouze ugmem vybraného iontu.
Tento iont se ozriaje jako tzv. prekurzorovy a vznika z analyzovagiiy v iontovém

zdroji [25].

Sken produktovych ionti (MS/MS sken):

Timto skenem je ziskano spektrum produktovychtigarekurzorového iontu.

Interpretace hmotnostnich spekter umge vyker fragmentt prekurzorového iontu
pouzitelnych pro kvantifikéni mod SRM25].

Selected reaction monitoring (SRM):

Mod SRM je kvantifikgni mod, @i kterém se hodnoti citlivost detekce
produktovych ioni vzniklych @i fragmentaci2s.

3.6. Validaéni parametry

3.7.1 Test vhodnosti systému — System Suitabilityet (SST)

Nedilnou sotasti vyvoje analytické metody je &eni vhodnosti systému neboli
System Suitability Test.#Ptomto testu se zji¥iji parametry vhodnosti analytického
systému jako celku (zahrnuto jeéigirojové vybaveni, elektronika, analytické operace
analyzovany vzorek) a@venim odpovidajicich chromatografickych paraidnetr

opakovatelnost nastu, rozliSeni pik, asymetrie piku. kapacitni faktor, s
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teoretickych pater. V rdmci této diplomové pracéaltyodnocena opakovatelnost (viz.
kapitola 3.6.3.).

3.6.2. Linearita

Linearita analytické metody je schopnost poskytowgsledky ngieni gimo
ameérné koncentraci analytu ve vzorku. Linearita seyle stanovuje minimakhna
péti koncentrénich hladinach. Popisuje se rovnidiimpky, korel&nim koeficientem

piipadré dalSimi parametry linearni regrese [39].

3.6.3. Opakovatelnost v ramci SST (system suitaliifi testu)
Opakovatelnost analytické metody jeétmni metody za stejnych podminek,
béhem kratkéhocasoveho intervalu, ve stejné labofata stejnym pracovnikem.

Obvykle je vyjadena pomoci relativni strodatné odchylky [% R. S. D.] [39].

3.6.4. Limit detekce — LOD

Limit detekce je nejnizSi mnozstvi analytu ve vagrkkteré nize byt
detekovano, ne vSak nutrkvantifikovano. P& mezi parametry citlivosti metody.
Existuji tizné gistupy utovani limitu detekce. femi hlavnimi jsou: vizualni stanoveni
limitu detekce, metoda vyuzivajici pémsignalu k Sumu (limit detekce je pak
trojndsobek tohoto po¥ru) a teti metodou je sloZijSi vypaiet zaloZeny na

smérodatné odchylce signélu odpal [39].

3.6.5 Limit kvantifikace - LOQ

Limit kvantifikace je dalSim parametrem citlivostietody, zejména u metod.
Definuje nejnizSi mnoZzstvi analytu ve vzorku, ktdme kvantitativié stanovit s
vhodnou pesnosti a spravnosti. @p existuji Gzné gistupy utovani limitu
kvantifikace. Femi hlavnimi jsou podolinjako u LOD: vizudlni stanoveni limitu
kvantifikace, metoda vyuZivajici p@msignalu k Sumu (limit kvantifikace je pak
desetinasobek tohoto peém) a teti metodou je slojSi vypaiet vyuZivajici ukeni

smerodatné odchylky signalu odp&di a rozsahu kalibtai kiivky.
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3.7. Pteriny

Historie pteriri se z&ina pséat v roce 1889, kdy Hopkins izoloval Zlutgrpent
z kiidel lepidoptera. Pozfl skupina &chto pigmeni dostala nazev pteridiny a byla
zjisténa jejich struktura. Neopterin (NEO) byl poprvél@an v roce 1963 z larexel
a ve \elich clnicich [40]. V roce 1967 byl neopterin izolovahidské mai [41] a ve
stejném roce byla objagma jeho chemicka struktura viz. obr. 20 [42].

OH

-||II||O
T

y\‘ \ N\ OH
)\ N F OH
N N

Obr. 20: chemicka struktura neopterinu

HoN

V roce 1979 publikoval Watcher et al. praci o zwgsh hladindch neopterinu
v madi u pacient s malignitami a infekcemi [43]. Po&d bylo v celétadé studiiin
vitro ain vivo prokazano, Ze produkce neopterinu Uzce souvikfiwai burgéného
imunitniho systému. ZvySené hladiny neopterinu rasé maii byly prokazany u
raiznych patologickych situacich jako mtapautoimunitnich onemoeéni, akutniho
infarktu myokardu, u nefrotického syndromu, inzolig rezistence, rakoviny pankreatu
a mnoha dalSich [44].

3.7.1. Chemickéa charakteristika pterini

Zakladni struktura pterin je odvozena od pyrazino-[2,3-d]-pyrimidinového
bicyklického systému (obr. 21), ktery se nazyv&igie. Derivaty pteridinu se podle
substituce pyrimidinového cyklu ¢l na pteriny (derivaty 2-amino-4-0xo-3,4-
dihydropteridinu) a lumaziny (derivaty 2,4-diox@-B,4-tetrahydropteridinu)

@
3 6
R2. L1 8.~
N)\N 8a'N

Obr. 21: strukturni vzorec pterini v oxidované formg
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Podle velikosti substitueintlze derivaty pteridinu rozdit na nekonjugované
(pteridiny s relativd malymi substituenty, jako n&p neopterin, biopterin) a
konjugované, které obsahujiétgi substituenty vazané na pteridinovy cyklus thap
kyselina listova, riboflavin). Jednotlivé pterinye sod sebe vzajenin odliSuji
charakterem postranniliettzce v pozici 6 a oxidaim stavem pteridinového cyklu.

Pteriny jsou fotosenzitivni slégaeniny a na sitle se rozkladaji naizné derivaty
pteridinu. Vyskytuji se ve téch oxidanich formach, v 5,6,7,8-tetrahydro-,
7,8-dihydro- nebo v pkh oxidované (aromatické) form Redukované formy pterin
snadno podléhaji oxidaci vzduSnym kyslikem, z¢lagt pritomnosti iontt kova
[44 - 45].

3.7.2. Funkce pterina v organismu

Neopterin je ve vyznamném mnoZstvi produkovan kiids monocyty-
makrofagy po stimulaci interferonem gama (INEFktery je produkovan aktivovanymi
pomocnymi T-beikami (obr. 22). Neopterin, fjpadré jeho redukované formy 7,8-
dihydroneopterin a 5,6,7,8-tetrahydroneopterin, p&dstavuji dlezity a uZzitény
parametr v monitorovani aktivace imunitniho systénkiera doprovazi mnoho
patologickych situaci.
\3 T helper cell

(_ RSN,
S e

Interferon-y

|

A Macrophage
B\:ﬁ 31\

o]
LAy
/'/l ﬂ\\"‘?‘_ﬁ \“\_
vd kS
ROS i TNF- o
MNzaopterin

Obr. 22: aktivace imunitniho systému a produkce negterinu monocyty-makrofagy indukovany
INF- y

Neopterin a jeho redukované formy jsou také spajgv s intracelularnim
oxidativnim stresem a je popisovana i mozna spijiteopterinu s apoptézou l#n
kterd je vyvolana timto oxidativnim stresem [46].sduvislosti s tim je vyzkum
v oblasti pterii smEfovan také konemoénim jako je neurodegenerativni

onemockni, Parkinsonova choroba, Alzheimerova choroba ahardalSich. Neopterin
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také stimuluje expresi inducibilni NO-synthasy (NO®endotelu cév [47]. Tento
enzym poté katalyzuje NADPH-dependentni oxidacirdgiranu za vzniku oxidu
dusnatého.

7,8-dihydroneopterin je schopen aktivovat trangkr faktory a indukovat
expresi HIV-1 genu [48].

Biopterin (obr. 23) a jeho 5,6,7,8-tetrahydroforn(BH4) je nezbytnym
kofaktoremtady monooxygenaz aromatickych aminokyselin a je& tallpo¢dny za

konverzi argininu na citrulin a oxid dusnaty.

CHs

Obr. 23: chemicka struktura biopterinu

3.7.3. Biosyntéza pterié

Biosyntéza vSech ptefina pteridii zaina hydrolytickym &Stpenim GTP
pomoci GTP cyklohydrolas. Prvni reak krok biosyntézy &sSiny znamych pteridiin
katalyzuje enzym GTP cyklohydrolasa I. V tomto kroke molekula GTP &ti na
D-erythro-1,8-dihydroneopterintrifosfat. Tato stenina je kléovym meziproduktem v
biosyntéze ¥tSiny ostatnich pteridin V dalSim stupni je 7,8-dihydroneopterintrifosfat
oxida:né defosforylovan M@§'-dependentni 6-pyruvoyltetrahydropterinsynthasou na
6-pyruvoyltetrahydropterin. V poslednim stupni jsduwé oxoskupiny v postrannim
rettzci 6-pyruvoyltetrahydropterinu redukovany NADPHpdadentni
sepiapterinreduktasou na 6R-L-erythro-5,6,7,8-tgtleobiopterin.

Biosyntéza tetrahydrobiopterinu probiharegevSim v hepatocytech, v
lymfocytech a v  dopaminergnich a  serotoninergnichynagtosomech.
6-pyruvoyltetrahydropterinsynthdza chybi v lidskychmonocytech-makrofazich.
Nasledkem toho dochazi k akumulaci 7,8-dihydroneramtifosfatu v échto bukach a
7,8-dihydroneopterintrifosfatu je po hydrolyze uwmlan jako 7,8-dihydroneopterin a
neopterin.

ZvySena biosyntéza neopterinu probiha ¥&im nefitku prav v monocytech-
makrofazich aktivovanych cytokinyigoevsim INFy. U aktivovanych makrofédgje
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pomeér celkového neopterinu k celkovému biopterindbizné 50:1. Prozégtlivé
cytokiny stimuluji biosyntézu pteridin zvySenou transkripci a naslednde novo
syntézou GTP cyklohydrolasy | NejanéjSim stimulatorem je jiz zmovany INFy.
Velmi silnym kostimulatorem je TNk; ktery vSak sdm o sémevykazuje stimukani

efekt. Biosyntéza pterinje zndzortina na nasledujicim schématu (obr. 24) [45].

Guanosintrifosfat

l
GTP-cyklohydrolasa |

0 OH
N <
. o 0-@-@-®
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fosfatasy — 5, 7 a-dmydroneoptenn

7 8-dihydroneopterintrifosfat
| N

6-pyruvoyltetrahydroptennsynthasa

AT\OH
N
H

7,8-dihydro-6-hydroxymethylipterin

-~

56,7 B-tetrahydro-6-pyruvoyipterin : ~ _pakaene
‘ a
sepiaptennreduktasa ! ~ﬁ_&;‘;a }b‘om ]
HN
| = 0-@
‘j
HQN)L‘N HS SH OH
H
BR)-L-erythro-5 6,7 8-tetrahydrobiopterin [};;o,ybdgg,ér;};]

Obr. 24: schéma biosyntézy pteriii z guanosintrifosfatu
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3.8. Kreatinin

Kreatinin (obr. 25) je latka, kter4 vznika jakoniedny produkt svalového
energetického metabolismu a to neenzymovou delaariteatinu. Kreatinin obsazeny
v krevni plaznd je pri prachodu ledvinou z 90 % filtrovan do glomerularnifilardtu,
piicemz jen 10 % je secernovano dodmledvinnymi tubuly. Za Bznych okolnosti je
poner produkce a exkrece kreatininu konstantni a mé2ma pochody se ustavuje
rovnovazny stav. Koncentrace kreatininu je vyrazéto rovnovahy je iimo ungérna
mnoZzstvi svalové hmoty (a tedy higpo zavisla na&ku a pohlavi) a funkci glomeriul
Jeji koncentrace v krvi odrazi funkci ledvin. Vy&eti clearence kreatininu seZi¢

pouziva pro stanoveni glomerularni filtrace [49].

o)

NH

N
NH
/
H3C

Obr. 25: chemicka struktura kreatininu

3.8.1. Kreatinin p¥i stanoveni neopterinu a jeho derivéai

Hodnoty neopterinu pdp jinych latek ze skupiny pterinse v klinické praxi
vyjadiuji v poréru neopterin / kreatinin (NEO / CREA), a teedevSim § stanoveni
neopterinu v mdé. V porovnani s jinymi biologickymi tekutinami iét nema mo
konstantni obsah vody a v zavislosti na kolisarsiabh vody v mé& kolisaji v mai i
koncentrace neopterinu,fipadré jeho derivai. Kreatinin se do m® vylucuje
v konstantnim mnoZstvi, a préproto se pouziva panNEO / CREA . Tento pown je
zdravych jedintg delSi dobu konstantni a prakticky nezavisli figru a ztratach vody.

Muzi maji normalg vice svalové hmoty nez Zeny, a proto existuje stasi
poneru NEO / CREA na pohlavi a také néku [50].
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3.9. Stanoveni neopterinu pomoci kapalinové chromagrafie

K prvnimu néfeni neopterinu v mid pacientt s malignitami a virovymi

infekcemi pouZil v roce 1979 Wachter techniku HPUG]. Stanoveni pomoci HPLC je

dosud povazovano za standardni techniku a referemetodu. Stanoveni pomoci

HPLC je v sodasné dob spol&né s technikou RIA (radioimmunoassay) [51- 52]

negasgji pouzivanou metodou pro stanoveni neopterinuoloickych materialech.

V posledni dob bylo publikovdno wkolik praci vyuZivajicich spojeni HPLC

s fluorimetrickou detekci. Pouziti techniky UPLC/Nd® stanoveni neopterninu a jeho

derivati nebylo zatim publikovano.

Podrobnosti o hodnoceni ptatipomoci HPLC vychazejici z literarni reSerSe

jsou uvedeny v nasledujicinighledu (tabulka 2).

Latka stacionarni faze mobilni faze detekce citace
FD
. Spherisorb RP+5 voda / acetonitril Aexc 353
neopterin. | 56 x 4.6 i.d, 5um) (99:1) rome 38| O3
FD
. Develosil ODS-K-5 50 mM amonium fosfatovy pufr | Aey 355
oncopterin | 154y 4.6 i.d, 5um) bH 3,0 homcd50| P4
neopterin 10 mM fosfatovy pufr pH 3,2 A ngs
biopterin U Bondapack Gg Methanol exe 440 [55]
(96:4) Reris
neopterin Nova-Pack Gg A FIZSO
biopterin column Tris-NaCl pufr pH 6,8 xexf 444 [56]
kreatinin (150 x 3.9mm, 5 pm) emis
FD
. Seladon SGX RPqg e hexc 353
neopterin (150 x 3.3mm, 5 pum) 15 mM fosfatovy pufr pH 6,4 Do 438 [57]

Tabulka 2: hodnoceni pterini pomoci HPLC
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4. Experimentalni ¢ast
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4.1. Material a pomicky

4.1.1. chemikalie

(1'R,2°S)-Biopterin (>98%, Sigma-AldrickR)
D-(+)-Neopterin (>98,5%, Sigma-Aldrick;R)
7,8-dihydroneopterin (>97%, Sigma-AldrichR)

5,6,7,8-tetrahydro-D-neopterin (poskytnuto fakutiemocnici v HK)

Kreatinin (poskytnuto fakultni nemocnici v HK)
Methanol LC-MS, Sigma-Aldrich(R

Acetonitril LC-MS, Sigma-AldrichCR

Acetic acid LC-MS, Sigma-Aldrici(R

Formic acid, 98-100%, Sigma-AldricAR

4.1.2. Fistroje a pomicky

vahy Sartorius 2004 MP

chromatografické kolony:

0 Acquity UPLC™ BEH HILIC (1,7pm, 2,1 x 100 mm), WateSR
0 Acquity UPLC™ BEH Shield RP18 (1,7pm, 2,1 x 100 mm),

WatersCR

UPLC systém, Water§R:

o

o
0]
0]

Binary solvent manager
Sample manager
Kolonovy termostat
TUV detektor

vakuova pumpa a filteai zaizeni, Chromservi€,R
ultrazvukova laz& SONOREX DIGITEC

dalSi pondcky:

o

o

automatické pipety se $iami, BIOHIT,CR

membranové filtry, Albet, ChromserviSR
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4.2. Riprava zasobnich roztoki a pracovnich roztoki

4.2.1. Rriprava zasobnich roztok

Jako rozpousgtlo pro gipravu zasobnich roztékzkousenych latek byla pouzita
ultracista voda pro MS. VSechny zkouSené latky jsou v\ dukladném michani
ponerné dokfe rozpustné. Rozpustnost biopterinu byla horStdakonalému rozpu&hi
zbyvajicich ¢éastic byla pouZzita ultrazvukova l|aze Zasobni roztoky neopterinu,
biopterinu a kreatininu jsoufipdodrzeni witych zasad, fedevsSim zfisobu jejich
skladovani, relativ stabilni. Naproti tomu zasobni roztoky 7,8-dihyaopterinu a
piedevsim 5,6,7,8-tetrahydroneopterinu jsou nestallrpodléhaji oxidaci. Zasobni
roztoky byly gipravovany v hadych odmérnych baikach, které byly pro zvySeni
stability zabaleny do celofanu. lhned pidppaw byly umistny do lednice p teplo&
4 ° C. Zasobni roztoky sledovanych latek bylyippavovany v koncentracich
10* mol /1.

4.2.1.1. Vypdty pro pripravu zasobnich roztoki
Zasobni roztoky zkouSenych latek bylyigpavovany do 100 ml odénnych
barek v koncentracich IOmol /1. Vypaset teoretickych navazek zkousenych latek pro

piipravu vySe uvedenych zasobnich roatdkiz. tabulka 3) se provede podle vztahu:

m=c.V.M

kde: navazka latky

m
M molarni hmotnost navaZzované latky
c koncentrace zasobniho roztoku

\Y

objem zasobniho roztoku

koncentrace objem
. sumarni molekulova zasobniho zasobniho navazka
latka
vzorec hmotnost roztoku roztoku [mg]
[mol.l" 1
NEO | GHuN:O, 253,08 1d 0,1 2,53
BIO | CHuNsOs 237,09 1d 0,1 2,37
DHN | CoHi3NsO, 255,10 1d 0,1 2,55
THN | CoH1sNsO4 257,11 1d 0,1 2,57
CREA | C,H:N;0 113,06 1d 0,1 1,13

Tabulka 3: vypocet teoretickych navazek zkouSenych latek pro ifjpravu zasobnich roztoki o
koncentraci 10* mol /1.
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4.2.2. Riprava pracovnich roztoki

Pracovni roztoky jednotlivych latek analyzovanychiamci experimentu byly
piipravovany ze zasobnich roztoKviz. kapitola 4.2.1) smisenim 100 pl zasobniho
roztoku a 900 pl vhodného rozpotdia. Koncentrace pracovnich roztokedy byla
10° mol.I" pro pteriny. Vyjimkou byl kreatinin, ktery bylip prvnich négicich
detekovan velmi citli¥ a jeho pik byl na chromatografickém zéznamu natoli
dominantni, Ze zhorSoval a znesiaehl vyhodnocovani vysledk Z tohoto divodu
byly pracovni roztoky kreatininuijpravovany smisenim 20 pl zasobniho roztoku
kreatininu a 980 ul vhodného rozpaia. Koncentrace pracovniho roztoku kreatininu
tedy byla 2.16 mol.I™.

V prabéhu experimentu bylyijpravovany ti druhy pracovnich roztak Jednalo
se 0 vodné roztoky, dale roztoky methanolické aamigilové. Pracovni roztoky byly
pripravovany kazdy denipd zahajenim pracefipadre v ¢as poteby. Pokud se jednalo

o vodné roztoky, byla pouzitaerst\ filtrovana voda.
4.3. Optimalizace podminek pro UPLC-MS/MS spojeni

4.3.1. Optimalizace podminek pro UPLC separaci

P¥i spojeni UPLC/MS byly nejprve optimalizovany podiky separace, ale jiz
od paatku s ohledem na odezvu hmotnostniho detektoaipde pouzita rozpousktla
maji velky vliv na odezvu detektoru. V prvni fazitomalizace byl vybran prekurzorovy
iont zmefenim spekter jednotlivych latek. Naslédmylo optimalizovano slozeni
mobilni faze a jeho vliv na separaci analyzovaniatiek. Zarové byla hodnocena
intenzita odezvy prekurzorového iontu s ohledem paaametr S/N v modu SIM
(selected ion monitoring). Retence a separac&chtd polarnich latek

v chromatografickém systému byla problematicka.

4.3.1.1. Hledani optimalni mobilni faze

V dalsim kroku optimalizace bylo definovano sloZzemobilni faze a
koncentrace aditiva pro podporu ionizace a pro noftii separaci neopterinu,
biopterinu, kreatininu, 7,8-dihydroneopterinu a,3,8-tetrahydroneopterinu.
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Byly testovany d¥chromatografické kolony:
1) Acquity UPLC™ BEH Shield RP18 (1,7um, 2,1 x 100 mm)
2) Acquity UPLC™ BEH HILIC (1,7pm, 2,1 x 100 mm)

Pii vSech analyzach byl pouZit vySe popsany UPLC ésgsicquity (viz.
kapitola 4.1.2.). Posiné sloZeni jednotlivych soéasti mobilni faze bylo nastaveno
pomoci binary solvent manageru UPLC systému. Na B8N nastaveny i dalSi
parametry, a to limity maximalniho tlaku na kaloa piitok mobilni faze. Vychozi
hodnota pitoku mobilni faze byla i vSech mdtenich 0,2 ml/min. Teplota
autosampleru byla zigtodu stability analyt pro vSechna gfeni nastavena na 4 ° C.

VSechny sloZzky mobilni fazetipravované fimo pro poteby neieni byly
nejprve filtrovany pes membranovy filtr s jmenovitou velikosti pdrejvyse 0,2 um za
snizeného tlaku pod vakuovou pumpou.

SloZeni mobilni faze bylo ugpobeno také zamyslenému pouziti MS detekce.
Vzhledem k vlastnostem hmotnostniho detektoru ejigro vykeér mobilni faze wita
omezeni. Mobilni faze musi nd@trobsahovatékave slozky, pokud mozno acetonitril
nebo methanol v kombinaci s vodnou fazi, ktera éketnéla sphovat podminku
tékavosti. Zde fipada v uvahu &kolik malo aditiv jako je nap kyselina octova,
kyselina mraveti, roztok amoniaku a pufry typu octanu nebo mréaen amonného.
Z téchto omezeni vyplyva, Ze optimalizace separacek lage sngsi miZze byt casto

porgkud problematicka.

Pro kolonu Acquity UPLE" BEH Shield RP18 byly zkou$eny tyto typy mobilnich

fazi:

1. methanol, acetat amonny (10:90) az (90:10)
2. acetonitril, acetat amonny (90:10) az (70:30)

Pro kolonu Acquity UPLE' BEH HILIC byly zkou$eny tyto typy mobilnich fazi:

1.acetonitril, acetat amonny (50:50) az (95:5)
2.acetonitril, kyselina mravein (50:50) az (90:10)
3.methanol, kyselina mraveén (50:50) az (95:5)
4.acetonitril, kyselina octova (20:80) az (80:20)
5.methanol, kyselina octova (20:80) az (90:10)
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4.3.2 Optimalizace podminek pro MS detekci

4.3.2.1 Optimalizace podminek v modu SIM

Po optimalizaci podminek pro UPLC separaci naslelfovoptimalizace
nastaveni vlastniho MS detektoru. V modu SIM (dekkéon monitoring) byla #fena
citlivost odezvy prekurzorovych ioit Tedy ionfi sledovanych latek vzniklych ionizaci
pomoci metody ESI v pozitivnim modu — [M+H]

Dulezitymi podminkami jsou teplota, ngpvkladané na kapilaru, ok dusiku
jako suSiciho plynu a nastaveni iontové optiky (RRs a Extraktoru). Jednim
Z nejdilezit¢jSich parametr je nagti vkladané na vstupni kuzel, tzv. cone voltageret
je specifické pro kazdou latku a lze ho tak nastavkazdém ¢asovém uUseku
individualne s ohledem na typ analytu.iiPoptimalizaci podminek detékich
schopnosti MS byl testovan vliv jednotlivych parameMS na citlivost detekce
sledovanych latek. Tato optimalizace byla realizavgprong¢tovanim pracovnich
roztoki sledovanych latek o koncentraci@nol.lI', za pouZiti analytické kolony
Acquity UPLC™ BEH HILIC a mobilni faze methanol : kyselina mrawe o
koncentraci 0,01% v po¥ru (80:20). Jednotlivé optimalizované parametryamezi,

ve kterych byl sledovan jejich vliv na citlivostté&ce je uveden v tabulce 4.

OPTIMALIZOVANY
PARAMETR TESTOVANE ROZMEZi
MS DETEKTORU

susici teplota 250 — 450 °C
napti vkladané
na kapilaru 20 —3.5kwW
extraktor 0,0 -10,0V
RF Lens 0,0 -3,0V
cone gas 0-200 I/ hod
gas flow 100 - 600 I/hod
cone voltage 20-60

Tabulka 4: optimalizace parametmi MS detektoru v modu SIM
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Po optimalizaci podminek v modu SIM byla &ena opakovatelnost metody —
SST (systém suitability test). Pro&eni opakovatelnosti byla provedena série 10 po
soke nasledujicich r¥eni, které byly provedenyipstejném nastaveni vSech pararmgetr
tedy za stejnych podminek,éhem kratké casové doby a ve stejné labotato
Opakovatelnost metody byla vyjé&ha pomoci relativnich smmodatnych odchylek [%
R.S.D.] retetinichc¢adi a ploch pik jednotlivych sledovanych latek.

4.3.2.2. Sken produktovych ioni

Po ziskani maximalni intenzity prekurzorového uortyly sledované latky
méreny modu MS/MS. ®# tzv. MS/MS skenu byl prekurzorovy iont podroben
fragmentaci a byla pro#ghovana produktova hmotnostni spektra. Jako koliiyn pyl
pouzit argon. Vyhodnoceningahto spekter byly vybrany fragmenty prekurzorového

iontu vhodné pro kvantifikani mod SRM.

4.3.2.3. Optimalizace podminek v modu SRM

Poté nasledovala optimalizace parafhetr modu SRM (selected reaction
monitoring). Cilem této optimalizace byl wWitakoveho fragmentového iontu, ktery by
poskytoval dostat@ou intenzitu pro tzv. igchod (transition) pétbny pro nastaveni
SRM kvantifika&niho modu. Krom vybéru vhodného iontu byla optimalizovana kolizni
energie dodavana do kolizni cely trojitého kvadiup@qQ.

Za optimalizovanych podminek byla #wana opakovatelnost metody v modu
SRM, kterd byla vyjadgtna pomoci relativnich smodatnych odchylek [% R.S.D.]
retertnich ¢asi a ploch pik jednotlivych sledovanych latek. Na zawylo provedeno
ovéreni linearity dané metody pratenim kalibrgnich Kivek sledovanych latek

v rozmezi koncentraci Ttaz 10'° mol/l.
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5. Vysledky a diskuze
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5.1. Optimalizace podminek pro UPLC-MS/MS spojeni

Jako ioniz&ni technika byla f vyvoji této metody pouzita ESI (viz. kapitola
3.5.1.1). Intenzita odezvy MS detektoru je hodnacgmnak jako plocha piku na
chromatogramu a soasré jako pongr signalu k Sumu (S/N), protoze&kieré mobilni
faze mohou vykazovat vysokou intenzitu Sumu, a\gklednd metoda nemusi mit
poZzadovanou citlivost. Byla testovana jak ionizaceegativhim modu za vytveni
iontu [M-H], tak ionizace v pozitivnim modu za tvorby iontu -#)*. V3echny
sledované latky vykazuji lepsi citlivost v pozititmmodu a pro naslednou kvantifikaci
byly vybrany ionty [M+H] v pozitivnim modu ionizace ESI jako nejintenzijgi ionty
v hmotnostnim spektru Kro#riontt [M+H] ™ byly je$& pozorovatelné dukty se sodikem
[M+Na]*. Prehled hmotnostnich spekter jednotlivych analyzoehniatek nasleduje
(viz. obr. 26 az obr. 29).

Problematickd byla interpretace hmotnostniho spelkétrahydroneopterinu.
V dobé méteni hmotnostnich spekter analyzovanych latek hyjisgozici pouze starSi
standard této latky, afipméieni hmotnostniho spektra bylo z§i8o, Zze doSlo k tént
aplnému  rozlozeni 5,6,7,8-tetrahydroneopterinu, a fpredevSim na 7,8-

dihydroneopterin (viz. obr. 30).

NEOPTERIN ESI POS 1 (0.702) Scan ES+
100+ 254.080 4.99e9

[M+H]+ = 254.08
OH oH

MW = 253.08

HaN

255.006
[M+Na+ = 276.06
276,059

185102 273.074
116.838 148.904 236.104

90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

Obr. 26: hmotnostni spektrum neopterinu
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BIOPTERIN ESI POS 1 (0.702) Scan ES+
100+ 238.097 4.67e9

[M+H]+ = 238.1

CHzs

MW = 237.09

%

239.105 [M+Na]+ = 260.1
260.074

116.845 134.784 185.208 257.114

138.561 220.089

I} 1. A
SRty A S A AL A TS A A AR S A S A L G M AR A S U RN M LA T A S S I S N S A A L A B S U S i s s s N TFS
100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

Obr. 27: hmotnostni spektru biopterinu

DIHYDRONEOPTERIN ESI POS 1 (0.702) Scan ES+
100+ 256.113 1.99e9
[M+H]+ = 256.1 o
’\T | N OH
)\ OH
HaN N N
H H
MW =255.1
=
254.080
257066 11 Naj+ = 278.0
238.073 278.029
132.776
220.097
148.904 185.165 208.029 nN
A,\JL N N ) Dot Ml e o N

L ) a A SSRGS M S R S A A SN B S UM BSOS SIS N L T s s s L 74
90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

Obr. 28: hmotnostni spektrum 7,8-dihydroneopterinu
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CREATININ ESI POS2 1 (0.702)

Scan ES+
100+ 114022 2.72¢9
[M+H]+ = 114.02 o
/I\Q
P NH
HsC MW = 113.06
<
[M+Nal+ = 136.01
136,014
114.842
85.606
116.795 185171
T T T T T T T T T T T T T T T T 7 T T T T T T T T 1 m/z
70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200
Obr. 29: hmotnostni spektrum kreatininu
TETRAHYDRONEOPTERIN ES| POS3 1 (0.702) Scan ES+
1004 256,113 9.08e8
(@) OH
H H
'\T ‘ OH
)\ OH
H2N N N
H H
MW = 257.11
<
254.143
166,113
164.018
238.136 257.066
132,776 278,029
185.165
116,775 148,968 5, 220034

il il

n ;58.145 nf—/g'l—lz
[M+H]+ = 258.14
. b
90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220

369.326
! Dol

|
230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 35‘:(;‘ P
Obr. 30: hmotnostni spektrum 5,6,7,8-tetrahydroneoterinu; nejv étSi odezvu ma iont s hodnotou
poméru m/z 256,1, coz odpovida iontu [M+H] 7,8-dihydroneopterinu a ukazuje na oxid&ni
rozklad pavodniho 5,6,7,8-tetrahydroneopterinu, jehoz odezvig minimalni
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5.1.1. Volba optimalniho sloZeni mobilni faze

Cilem tohoto kroku bylo ziskat takoveé kvalitatiwhdZeni mobilni faze, které by
umoziovalo dokonalou separaci zkouSenych latek, v nag#ipact neopterinu,
biopterinu, kreatininu, 7,8-dihydroneopterinu a,3,8-tetrahydroneopterinu v néis
dlouhém ¢ase analyzy. Vzhledem k vlastnostem hmotnostnittektieu byla Skala

organickych rozpouétlel pouzitelnych do mobilni faze omezena (viz. t@pi4.3.1.1).

5.1.2.1 Analyticka kolona Acquity UPLC'™ BEH Shield RP18

Tato analyticka kolona je &&na k retenci polarnich latek, a proto byla vybrana
k prvnim poku8m o separaci analyzovanych latekii ouziti analytické kolony
Acquity UPLC™ BEH Shield RP18 byly zkousenyizné pondry methanolu a acetatu
amonného, a to vrozmezi 10:90 az 90:10. Totoesloinobilni faze ndmeslo
v Zzadném z uvedenych péni uspokojivé vysledky separace analy@&i vysSim podilu
acetatu amonného byly piky neostré, rozmyté a &¢mfetasy jednotlivych latek
dosahovaly téwt totoZznych hodnot a jejich separace byla minimak¥i. otoceni
pongru ve prospch methanolu (tzn. po¥ry methanol : acetat amonny od 70:30 do
90:10) byly piky sice ostré adhy lepsi tvar, ale aniip tomto sloZzeni mobilni faze

nedochazelo k dosta&tee separaci zkousenych latek (viz. obr. 31).

test
NeoBio SIM test 80 MeoH-AmAc-Shield 1: SIR of 1 Channel ES+

0.80 254.1
1005 3.47e5
<]
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 2.20 2.40 2.60 2.80 3.00
NeoBio SIM test 80 MeoH-AmAc-Shield 2: SIR of 1 Channel ES+
0.81 238.1
1005 2.48e6
LI
o T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 2.20 2.40 2.60 2.80 3.00
creatinin SIM test 80 MeoH-AmAc-Shield SIR of 1 Channel ES+
0.81 114.1
1003 6.01e7
<]
o T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 2.20 2.40 2.60 2.80 3.00
tetrahydroneopterin SIM test 80 MeoH-AmAc-Shield SIR of 1 Channel ES+
1004 0.80 258.1
3.21e6
<]
o T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 2.20 2.40 2.60 2.80 3.00
dihydroneopterin SIM test 80 MeoH-AmAc-Shield SIR of 1 Channel ES+
0.80 256.1
1007 7.05e5
<]
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Obr. 31: chromatogramy sledovanych latek pi pouziti mobilni faze methanol-acetat amonny (v
poméru 80:20) a kolony Acquity UPLC™ BEH Shield RP18

- 58 -



Pri dalSim ngteni byl jako organick&ast mobilni faze pouZzit acetonitril, a to
rovnéz ve sndsi s acetatem amonnym. Tato &rbyla pouzita v posmech 90:10 az
70:30 ve prosgch organickeé slozky. Vysledné chromatografické aaxy sledovanych
latek byly obdobné jako vipdchozim pokusu (obr. 31). Doslo k nepatrnému ekriac
retertnich ¢adi, avSak u vSech sledovanych lateksmg, takZze vyndna methanolu za
acetonitril ve srési s acetatem amonnym nevedla k lepSi separaciicNdoSlo ke

zhorSeni kvality pik, coZ neni zadouci z hlediska integrace a opakimeti metody.
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Obr. 32: chromatogramy sledovanych latek pi pouziti mobilni faze acetonitril-acetat amonny (v
poméru 80:20) a kolony Acquity UPLC™ BEH Shield RP18

Na koloré Acquity UPLC™ BEH Shield RP18 nedochazelo k dostate
separaci sledovanych latek, a to ami pouziti mobilni faze slozené a methanolu a
acetatu amonného, aniti ppouziti mobilni faze sloZzené z acetonitrilu a tate
amonného. ® pouziti €chto mobilnich fazi dochazelo pouze k nepatrnémacaai
nebo prodlouzeni reténich cadi sledovanych latek. Proto bylo rozhodnuto po&raat

v mgteni s jinou chromatografickou kolonou.

5.1.2.2. Analytick& kolona Acquity UPLC™ BEH HILIC
V dalSim hledani optimalniho sloZzeni mobilni faaga pouzita analyticka
kolona s technologii HILIC, ktera je vhodnd k referm separaci polarnich latek.
Na analytické kolo Acquity UPLC'™ BEH HILIC byla nejprve zkousena
mobilni faze acetonitril : acetat amonny, a taixnem zastoupeni obou slozek (@oyn
50:50 az 95:5). P pouziti kolony s HILIC pistupem doSlo k lepSi separaci sledovanych
latek. Jako prvni byla testovana&acetonitril : acetat amonny v pém 50:50.
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DoSlo keéasténé separaci pikjednotlivych sledovanych latek, avsak piky byly
nekvalitni, a to zejména u tetrahydroneopterinuilgydtoneopterinu. Lepsi vysledky

negineslo ani pouziti této mobilni s vySSim podilenetaaitrilu (80:20, 90:10) ani

weir .o , o , . . v v
pouziti acetonitrilovych roztak sledovanych latek. NejhorSi odezvu élm
dihydroneopterin a tetrahydroneopterin (obr. 33).
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Obr. 33: chromatogramy sledovanych latek pi pouziti mobilni faze acetonitril — acetat amonny(v
poméru 80:20) a pouZiti acetonitrilovych roztoki na koloné Acquity UPLC ™ BEH HILIC
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Obr. 34: chromatogramy sledovanych latek pi pouziti mobilni faze acetonitril — kyselina mravaéi
(v poméru 80:20) na koloré Acquity UPLC ™ BEH HILIC
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Déle byla zkouSena mobilni faze, ve které byl @uétl ve snési s kyselinou
mravergi. Byly provedeny nagiky, kdy byl pongr acetonitrilu a kyseliny mraveén
70:20, 80:20 a 90:10. Tato mobilni faze byla nevidod to ve vSech uvedenych
ponerech (viz. obr. 34).

DalSi mobilni fazi byla s#s methanolu a kyseliny mrav#nv pongrech od
50:50 do 90:10. Zejménatippomérech 80:20 a 90:10 dochazela:dst&né separaci
sledovanych latek, které tak bylo mozno r8idlo dvou skupin (obr. 35).#Pnastiku
smeési methanol kyselina mravéinv pontru 80:20 byl nejprve eluovan kreatinin
(retertni ¢as 0,75) a tetrahydroneopterin (réteincas 0,78), od kterych byl separovan
biopterin (retetni ¢as 1,07), neopterin (ret&m ¢as 1,08) a dihydroneopterin (1,10).
S vySSi koncentraci methanolu (90:10) byly navinglivé piky ostejSi a StihlejSi a
doSlo k nepatrnému zkraceni reteith ¢adi kreatininu a tetrahydroneopterinu a
prodlouzeni retefmiho ¢asu dihydroneopterinu (obr. 36). Kvalita pikistala na stejné
arovni a nebyly pozorovanyétsi odliSnosti. Naopakipsnizovani podilu methanolu
v mobilni fazi (pondry 70:30, 50:50) dochazelo ke zhorSovani kvalil i separace

sledovanych latek byla horsi.

test
dihydroneopterin SIM test 80 MeOH-FormAcid-HILIC SIR of 1 Channel ES+

1.10 256.1
1004 8.96e6
LIS
[ T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 220 240 2.60 2.80 3.00
tetrahydroneopterin SIM test 80 MeOH-FormAcid-HILIC SIR of 1 Channel ES+
100+ 0.78 258.1
2.42e7
=]
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 220 2.40 2.60 2.80 3.00
creatinine SIM test 80 MeOH-FormAcid-HILIC SIR of 1 Channel ES+
0.75 1141
1004 3.50e7
=
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 220 240 2.60 2.80 3.00
NeoBio SIM test 80 MeOH-FormAcid-HILIC 1: SIR of 1 Channel ES+
1.08 254.1
1007 1:67e6
=]
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 220 2.40 2.60 2.80 3.00
NeoBio SIM test 80 MeOH-FormAcid-HILIC 2: SIR of 1 Channel ES+
1.07 238.1
1007 1.20e7
<]
[ T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 Time
0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 220 2.40 2.60 2.80 3.00

Obr. 35: chromatogramy sledovanych latek pi pouziti mobilni faze methanol — kyselina mravedi
(v poméru 80:20) na kolorg HILIC.
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Obr. 36: chromatogramy sledovanych latek pi pouziti mobilni faze methanol — kyselina mravedi
(v poméru 90:10) na kolorg HILIC.

Na z&¢r byla k separaci sledovanych latek pouZzita mobitaie sloZzena
z methanolu a kyseliny octové v pérach 70:30 az 90:10 ve pr@sp methanolu. #
pouziti této mobilni faze, a to zejména v gom 80:20 dochazelo k té&fh totozné
separaci sledovanych latek jakid pouZziti mobilni faze methanol, kyselina mravien

Jako prvni tedy bylo definovano kvalitativni slokemobilni faze. K
nejlepsSi separaci dochazelt pouziti @iblizné 80% methanolu v mobilni fazi ve sl
s tkavym vodnym aditivem.

Nasledw byl hodnocen vliv koncentrace aditiv na ionizdeidevanych latek, a
tim na citlivost odezvy MS detektoru — vyhodnocavge plocha piku a pofn S/N
(viz. obr. 37). Sotasré byl sledovan vliv koncentrace aditiv na separéeil@vanych
latek (viz. tabulky 5 a 6). Byla testovana klasicditiva jako je kyselina octova a

kyselina mravedi.

CiSLO |KONCENTRACE | CREATR | THN | DHNTg | BIOTr | NEO Tq
KYSELINY Tr
1 0,001% 0,73 0,78 1,10 1,06 1,08
2 0,005% 0,73 0,76 1,09 1,07 1,09
3 0,01% 0,74 0,78 1,09 1,07 1,07
4 0,05% 0,74 0,79 1,08 1,06 1,07
5 0,1% 0,74 0,78 1,09 1,07 1,08

Tabulka 5: vliv koncentrace kyseliny mraver&i na retenéni ¢asy kreatininu, tetrahydroneopterinu,
dihydroneopterinu, biopterinu a neopterinu.
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CISLO | KONCENTRACE CREA Tg THN Tg DHN Tg BIO Tr NEO
KYSELINY TR
1 0,001% 0,90 0,94 1,10 1,07 1,08
2 0,01% 0,73 0,74 1,09 1,07 1,08
3 0,05% 0,73 0,74 1,08 1,08 1,08
4 0,1% 0,74 0,74 1,09 1,07 1,09

Tabulka 6: : vliv koncentrace kyseliny octové na rienéni ¢asy kreatininu, tetrahydroneopterinu,
dihydroneopterinu, biopterinu a neopterinu.

600
koncentrace aditiv 0 kyselina octové 0.1 %
50 W kyselina octova 0.06 %
- O kysslina octova 0.01. %
400 O kyselina octova 0.0019%
B kyselina navends 0.1 %
200 @ kyselina naventi 0.05%
O kyselina naventi 0.01%
200 | D kyselina nayendi 0.008%
O kyselina nayeni 0.001.%
100 1
i {| Wi
CREA THN DHN BIO NEO

Obr. 37: vliv koncentrace aditiv na citlivost odezy MS detektoru

Pfi hodnoceni vlivu jednotlivych aditiv na citlivosMS detekce se jako
kompromis optimalni pro vSechny sledované latkyilgepouziti kyseliny mraveti
o koncentraci 0,01%.®&né koncentrace aditiv nétg témet Zadny vliv ani na retemi
¢asy a tvary pik sledovanych latek. Pouzei pouZiti kyseliny octové o koncentraci
0,001% doslo kvyrazfsimu  prodlouzeni reténich c¢asi  kreatininu
a tetrahydroneopterinu, coz viak pro nasdemmadny prakticky vyznam.

Nasledujicim krokem optimalizace byla optimalizapemérného slozeni
mobilni fadze s ohledem na separaci, odezvu MS teigkale také dobu trvani analyzy
(viz. obr. 38, 39). SloZzeni mobilni faze je udavanpaadi methanol : kyselina

mraverki o koncentraci 0,01%.
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6 000
slozeni mobilni faze
5000
0 95%MeOH - 5% HCOOH
4000
@ 90%MEOH - 10% HCOOH
3000~ @ 85%AVEOH -15 % HOOOH
0 80%MEOH - 20 % HCOOH
2 000
0 70%MeOH - 30% HCOOH
1 000 1
O 41
CREA THN DHN BIO NEO

Obr. 38: optimalizace ponérného slozeni mobilni faze (methanol : kyselina mraeri o koncentraci
0,01%) a jeho vliv na citlivost odezvy MS detektoru

pomeérné slozeni nobilni faze a jeho viiv na
reten éni €asy sledovanych latek
1,20
_ /
. ﬁ
0,80 |
—e— 90% MeOH - 10% FAC
0,60 -
—o— 95% MeOH- 5% FAc
85% MeOH - 15% FAC
0,40 -
—o— 8020MeOH- 2026 FAC
0.20 —@— 70% MeOH - 3096 FAC ||
0,00
CREA THN DHN BIO NEO

Obr. 39: optimalizace ponérného slozeni mobilni faze (methanol : kyselina mrgenéi o koncentraci
0,01%) a jeho vliv na separaci sledovanych latek@dobu trvani analyzy
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Z hlediska vSech &i sledovanych latek byla optimélni mobilni fazi ¢&m
methanolu a kyseliny mraveéino koncentraci 0,01% v pamu 80:20. B pouZiti této
mobilni faze vykazuji dobrou citlivost zejména dingneopterin a tetrahydroneopterin,
tedy latky jejichz citlivost je obeénslabsSi. Porrné sloZzeni mobilni faze ¢o
minimalni vliv na reteéni ¢asy sledovanych latek &igoouziti fiznych snési mobilni
faze dochézelo jen k nepatrnému posunu tefeh ¢asi jednotlivych sledovanych
latek. Pouze ip poneru 70:30 doSlo k @itému posunu reténich ¢adi kreatininu a
tetrahydroneopterinu, avSak tento posun retmm c¢asi byl snmErem k ostatnim
sledovanym latkam, takZze separace viethspedovanych latek bylafptomto pongru
nejhorSi. B ostatnich porrech (80:20 aZz 95:5) byly retémi ¢asy jednotlivych
sledovanych latek té#htotozné a zaznamenané rozdily byly minimalni.

DalSim optimalizovanym parametrem bylufmk mobilni faze analytickou
kolonou. Byla promrovana citlivost detekcetfippratocich 0,1 az 0,4 ml/ min (obr. 40).
Souasre byl sledovan vliv pitoku mobilni faze na separaci sledovanych late&lkaud

analyzy (obr. 41).

18 000
16 000 = optingelizace / ry:hlost pr utoku
nobilni faze
14000 - _ —
120001 ] pritok 0.4
10000 |_ r || Opritok 0.3
8000 || mpritok 0.2
6000 - ,
O pritok 0.15
4000 -
O pritok 0.1
2000 u
0 |
CREA THN DHN BIO NEO

Obr. 40: optimalizace pratoku mobilni faze analytickou kolonou a jeho vliv ra citlivost detekce MS
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Obr. 41: optimalizace pratoku mobilni faze analytickou kolonou a jeho vliv ra separaci
sledovanych latek a celkovou délku analyzy

Praitok mobilni faze kolonou musi byt kompromisem medézvou detektoru a
délkou analyzy. lonizai technika ESI umailije lepSi ionizaci, resp. citlivost MS
detektoru p nizSich pfitokovych rychlostech. Pro ret&n ¢asy sledovanych latek
plati, Ze pi zvySujici se rychlosti gitoku mobilni faze kolonou se retamn casy
prodluzuji, vzajemé k sok¥ priblizuji a separace sledovanych latek je tedy horsi
Z obou grai vyplyva, Ze jako optimalni ptok mobilni faze analytickou kolonou byl

zvolen pfitok 0,15 ml/ min.

Optimalizované podminky pro UPLC separaci jsou tedyhasleduijici:

v stacionarni faze: Acquity UPL¥ BEH HILIC
(200 x 2,2 mm, 1,7 um)

v" mobilni faze: methanol : kyselina mraée(c = 0,01%) v
pomeru 80:20

v’ pratok mobilni faze: 0,15 ml/ min

v' davkovany objem: 5l

v’ teplota na kolo& 30 °C

v’ teplota v autosampleru: 4°C
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5.1.3. Rozpou&tdla pro pripravu pracovnich roztoki
V pribéhu experimentu se ukazalo, Ze volba rozpaldt pro gipravu

pracovnich roztok analyzovanych latek ma velky vliv na kvalitu piklako vhodn& se
ukazala rozpouétila, ktera svym slozenim odpovidala sloZzeni moléae. Z tohoto
duvodu byly @i optimalizaci nastaveni MS detektoru pouzivanyharblické pracovni
roztoky analyzovanych latek. Porovnani kvality ipifii pouziti methanolickych a
vodnych roztok je ukdzano na nasledujicim obrazku (obr. 42). Aladmi metanolu
acetonitrilem vedlo kidmo drastickému zhorSeni tvaru piku.
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Obr. 42: porovnani methanolického a vodného pracoviho roztoku a vliv pouzitého rozpousédia
na kvalitu pika

- 67 -



5.1.4. Optimalizace nastaveni MS detektoru

5.1.4.1. Optimalizace podminek MS detekce v modu €I
Nasledovala optimalizace nastaveni vlastniho MSkietu, a to zejména
podminek pro ionizaci. @ezitymi parametry jsou teplota, napvkladané na kapilaru,

pratok dusiku jako suSiciho plynu a nastaveni iontopky (RF lens a Extraktoru).

Prehled optimalizovanych param&S detektoru nasleduje (viz. obrazky 43 az 48).

14 000

ik -~ - @ napéti na kapilare 2.0 kw
optimalizace MS detekce / nap éti na kapila fe pet prar

12 000 O napéti na kapilare 2.5 kWi

O napéti na kapilare 3.0 kw

10 000
O napéti na kapilare 3.2 kW

8000 + @ napéti na kapilare 3.5 kW

6000 7]

4000

N m Hﬂ_ﬂ m H
0 T T T T
THN DHN BIO

CREA

NEO

Obr. 43: optimalizace nagti na kapilare a jeho vliv na citlivost MS detekce
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14 000

12 000

0250 €
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— 0350 T
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[ {400 T
6000 T 7 — @425 T
0450 T

4000 A .
2000 -
0 T T T T —
CREA THN DHN BIO NEO

Obr. 44: optimalizace susici teploty a jeji vliv nitlivost MS detekce
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Obr. 45: optimalizace nastaveni extraktoru iontovéoptiky a jeho vliv na citlivost MS detekce
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Obr. 46: optimalizace nastaveni iontové optiky (RFens) a jeho vliv na citlivost MS detekce
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(|
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0
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Obr. 47: optimalizace pratoku dusiku jako suSiciho plynu a jeho vliv na ciivost MS detekce
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Obr.

48: optimalizace cone gas a jeho vliv na citlost MS detekce
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Vysledné podminky pro ionizaci byly tedy kompronmsero sledovani danych
latek ve smisi. Parametr source temperature, cozZ je teplotantevém zdroji neni
optimalizovan a byl nastaven automaticky na 130jakje dopordovano pi pratocich
LC-MS.

Optimalizované podminky MS detektoru jsou nasleduiii:

v’ typ ionizace: ESI

v napti na kapilde: 3.0kV

v’ extractor: 2V

v RF Lens: 0,2V

v desolvation temperature: 375 °C

v gas flow: 400 I/ hod
v cone gas flow: 50 I/ hod
v source temperature: 130 °C

Jak bylo uvedenoidie individual® byl nastaven parametr cone voltage (viz.
kapitola 4.3.2), ktery @uje typ ionfi vstupujicich vstupnim kuzelem do analyzéatoru
(obr. 49).

14 1 optimalizace MS detekce / cone voltage
12 W core 15
i core 20
10
@ core 25
8 -
O core 30
@ core 35
O core 40

CREA THN DHN BIO NEO

Obr. 49: optimalizace cone voltage a jeho vliv naittivost MS detekce
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5.1.4.2. Opakovatelnost metody pro selektivni zdzrmaiontu (SIM)

Po optimalizaci podminek pro UPLC separaci a poéiipro MS detekci byla
pii zvolenych podminkach ztfena opakovatelnost metody pro prekurzorové ionty
sledovanych latek. Opakovatelnost metody byla wgad pomoci relativnich
smérodatnych podminek [% R.S.D.] retgrich ¢asi a ploch pik jednotlivych

sledovanych latek (viz. tabulka 7).

NEO BIO DHN THN CREA
SIM [M+H] * 254,08 238,09 256,10 258,11 114,06
t, 2,12 2,18 2,15 1,57 1,504
cone V 30 25 25 25 25
t; [% RSD] 0,00 0,00 0,00 0,00 0,34
A [% RSD] 1,44 2,06 2,02 7,18 1,66

Tabulka 7: opakovatelnost metody pro prekurzorové enty sledovanych latek v modu SIM

5.3. Sken produktovych ionfi

Po ziskani maximalni intenzity prekurzorového iobylo treba ziskat fragment
specificky pro kazdou latkusehoz bylo docileno tzv. MS/MS skenem produktovych
iontd. Nastaveni analyzatoru obnasi dodani kolizni eneagreastaveni minimalnich
hodnot pordru m/z na vstupu a vystupu druhého kvadrupolu.

MS/MS skenem produktovych iant(viz. kapitola 4.3.2.2.) a interpretaci
hmotnostnich spekter byly vybrany fragmenty prekuwzych ionti pouZzitelné pro
kvantifikacni mod SRM. Interpretace spekter produktovych tiosiedovanych latek
nasleduje (obr. 50 az obr. 54).
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Obr.

50: hmotnostni spektrum produktovych iontii neopterinu a jeho interpretace
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Obr. 51: hmotnostni spektrum produktovych ionti biopterinu a jeho interpretace
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Obr. 52: hmotnostni spektrum produktovych ionti dihydroneopterinu a jeho interpretace
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Obr. 53: hmotnostni spektrum produktovych ionti creatininu a jeho interpretace
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Obr. 54: hmotnostni spektrum produktovych ionti tetrahydroneopterinu a jeho interpretace

Dalsim krokem byla optimalizace kolizni energie @oaha do kolizni cely a
vybér takového produktového iontu, ktery by poskytodastaténou intenzitu pro tzv.
piechod (transition) péebny pro nastaveni SRM kvantifikdho modu (obr. 55).

fragmentovy iont vhodny pro SRM kvantifikaci a apélni kolizni energie:
> piechod pro kreatinin 114,06 85,8 (i kolizni energii 10
piechod pro neopterin 254;2 206,0 @i kolizni energii 20
piechod pro biopterin 238,09 178,0 @i kolizni energii 20
piechod pro tetrahydroneopterin 258;31166,2 i kolizni energii 20

vV V V V

piechod pro dihydroneopterin 25654 165,2 i kolizni energii 20
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SRM transition searching @ collision energy10
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O collision energy 15
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114-86 258-166 256-238 238-220 254-236 114-72 258-141 256-208 238-178 254-206 114-72 258-240 256-165 238-192 254-182 114-72 258-240 256-179 238-177 254-218 114-86 258-166 256-238 238-193 254-218

Obr. 55: optimalizace kolizni energie a jeji vliv @ intenzitu MS detekce fragmentovych ioni sledovanych latek;éervenou Sipkou jsou vyznéeny zvolené podminky
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5.3.1. Opakovatelnost metody v modu SRM

Po optimalizaci podminek v modu SRM a byl& pvolenych podminkach
zmeéiena opakovatelnost metody. Opakovatelnost metodg byjadena pomoci
relativnich smirodatnych podminek [% R.S.D.] retgrich ¢asi a ploch pik

jednotlivych sledovanych latek (viz. tabulka 8).

X NEO BIO DHN THN CREA
SRM 254,08 238,09 256,10 258,11 114,06
transition l L | ! !
206,00 178, 00 165,02 166,0 86,00
t, 2,13 2,13 2,17 1,57 1,51
cone V 30 25 25 30 25
t; [% RSD] 0,00 0,00 0,00 0,31 0,35
A [% RSD] 3,36 3,73 3,28 4,15 1,25

Tabulka 8: opakovatelnost metody v modu SRM

5.3.2. O¥reni linearity a citlivosti metody

Na za¥r bylo provedeno asteni linearity dané metody a testovani jeji citlivos
(tabulka 9 a obr. 56 az 59). Linearita metody bylgadiena pomoci koretamiho
koeficientu a jeji citlivost pomoci limitu detekgeOD) metodou vyuZivajici po#n
signélu k Sumu. Kde limit detekce je trojnasobekoto pongru (viz. kapitola 3.6.3).
Limit kvantifikace (LOQ) je pak desetinasobkemdthpongru.

Problematické bylo asteni linearity a citlivosti metody tetrahydroneojer

protoZze v dob méteni byl k dispozici pouze stary standard tét&ylgwiz. kapitola

5.1.).
NEO BIO DHN CREA

korelaéni

koeficient r 0,99947 0,9995 0,99918 0,99959
Citlivost 102 | 510° 5.10° 10°

[mol/]
LOD [nmol] 3,48 9,73 28,98 5,68
LOQ [nmol] 11,48 32,1 95,64 18,74

Tabulka 9: ovéreni linearity (pomoci korelaniho koeficientu) a citlivost metody pro jednotlivé
analyzované latky
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Metoda byla linearni v rozsahu koncentraci:
« 10°az 10" mol/l pro neopterin
« 10°az 5.1¢ mol/l pro biopterin
« 10°aZ 5.1¢ mol/l pro dihydroneopterin

« 10°aZz 10° mol/l pro kreatinin

Limity detekce se pohybovaly od 3,48 nmol u nedpterpo 28,98 nmol u
dihydroneopterinu (viz. tabulka 9).
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Obr. 56: citlivost a linearita metody pro biopterin
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Obr. 57: citlivost a linearita metody pro dihydroneopterin

- 80 -



[E] Quanlynx - 2008 04 29 QUAN.qld =
File FEdit Wew Display Processing Window Help

& | [ [E BT «B b | e -

# | Mame Type St Conc RT Area| 1S Response | Detection FI... nmol HaDrew T+ Lol LoD Flag [Mele) LG Flag
1712008 04 25 cal-MRM 10-5 Standard 1000.0000 212 5185.538 5155.538 b 992 632 -0.74) 2195.02 10.5091 YES 13641 WES
15| 2008 04 25 cal-MRM 10-6b Standard 1000.0000 212 5339831 5339531 hihd 1011 1 111 o.00 91665 YE= 9167 VEZ
15 |2008 04 25 cal-MREM 10-7 Stancard 100.0000 212 E72.727 Eva.7av MR 59.990 -10.01 242.57 10.1664 TES 12.499 ES
16| 2008 04 25 cal-MRM 10-7B Standard 100.0000 212 E79.625 E79.625 hihd Q0818 -9.18 14255 10.8552 YES 14.895 VEZ
13 |2005 04 28 cal-MRM 5 10-8 Standard S0.0000 213 171 .3567 171 367 bb 289.755 -40.49 41.28 10 B632 WES 14155 VES
14 |20058 04 25 cal-MRM 5 10-58 Stanclard S0.0000 213 163.034 163.034 bhk 25.754 -42.49 57 .54 101863 TES 12.565 ES
11 | 20058 04 25 cal-MRM 10-5 Standard 10.0000 214 64 935 64 9355 bk 16969 69 69 1.96 211250 [§le] 49.027 o]
12|2008 04 28 cal-MREM 10-58 Standard 10.0000 213 71.934 71.9354 bk 17509 F8.09 38.32 9.5434 WES 11.422 ES

92005 04 25 cal-MRM 5 10-9 Stanclard S5.0000 213 20281 20.281 bhk 11.603 132.07 13.09 97231 TES 11.025 ES
10| 2008 04 25 cal-MRM 5 10-98 Standard 5.0000 213 25327 25327 bb 12570 151 .40 175 150064 RO 25 632 [§le]

7| 2005 04 28 cal-MRM 10-39 Stancard 1.0000 91668 9167

5| 2005 04 258 cal-MRM 10-98 Standard 1.0000 NI ENLT

5| 2005 04 25 cal-MRM 5 10-10 Standard 0.5000 214 6.063 6063 bb 9895 1579.04 4.34 96704 YES 10846 [§le]

52005 04 28 cal-MRM 5 10-108 Stancard 0.5000 213 3.967 3.967 bk 29643 182868 1.66 10.0305 MO 12.045 MO

3| 2005 04 28 cal-MRM 10-10 Standard 01000 2.02 3.007 3.007 bk 9525 9425.04 i) =1 = 10.205 [§e]

4 [2008 04 28 cal-MREM 10-108 Standard 01000 31668 89167

1| 2005 04 28 cal-MRM -hlank 3 Blank 91668 9167

2| 2005 04 28 cal-MRM -blank 4 Blank 91668 9167

Chromatogram

i Compound name: KED
FEmMEM of 1 channel ES+ fle o e lation coeflicient r= 0.099473 12 = 0.893846
2541 = 206
. alibration curee 4 E]
MED; 2128185 84,67072 6.7E8e+004 Response type: External Std, Area
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weaighting: Mull, Axis trans: Maone

2008 04 28 cal-MRM 10-6 Srmoothihn,1x2)

100+

&000-

Foa0-
BOO0

S000-

4000

Response

T T T T T T T T T T T T T 1_Amo
o 100 200 300 400 500 G600 700 200 0o 1000

L NEC CAP UM

Obr. 58: citlivost a linearita metody pro neopterin
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a3 17| 2008 04 26 cal-MRM_10-6 Standard 1000.0000 1.56 16540461 16540461 [ 1010.6... 1.07| 2813.22 5.8887 “wES 5.393 wES
2 15]2008 04 28 cal-MRM _10-6b Standard 1000.0000 1.56 16230.594 16230.594 [T 991 542 -0.52| 299851 5.3046 YES 5109 wES
3 15(2008 04 28 cal-MRM_10-7 Standard 100.0000 1.56 1612.954 1612.954 bh 102.905 EE RS 5.9017 YES 5.432 wES
4 16]2008 04 25 cal-MRM_10-78 Standard 100.0000 1.56 1429709 1429.709 [ 91 761 -s24| 20008 5.1207 ES 9163 VES
5 13[2008 04 25 cal-MRM 5 10-5 Standard 50.0000 1.56 395.077 393.077 by 25721 4256 67 .86 58735 WES 5.338 wES
5 14[2008 04 26 cal-MRM 5 10-88 Standard 50.0000 1.55 405.505 405.505 [ 25.477 -41.05 55.02 51617 WES 5.299 wES
7 11]2008 04 28 cal-MRM _10-5 Standard 10.0000 1.56 123511 123811 bk 12.346 23.46 24.91 5.7237 YES 7.839 wES
5 12[2008 04 28 cal-MRM_10-58 Standard 10.0000 1.55 135.981 135.981 [T 15.056 30.56 16.21 5.3472 YES 9.915 wES
3 9| 2008 04 25 cal-MRM 5 10-9 Standard 5.0000 1.55 49207 49.207 bb 7809 5619 579 5.1402 ES 9.227 =)
10 |10][2008 04 28 cal-MRM_5 10-38 Standard 5.0000 1.56 34.258 34.258 [ 5.900 35.01 5.49 5.7503 ES 5.028 =)
11 712008 04 28 cal-MRM _10-9 Standard 1.0000) 1.56 7.085 7.085 bb 5248 42479 238 5.3600 =) 5.627 =)
12 5| 2008 04 28 cal-MRM _10-98 Standard 1.0000 1.53 10,080 10,090 Tiht 5.431 443.07 212 5.5837 =) 7706 =)
13 52008 04 258 cal-MRM 5 10-10 Standard 0.5000 1.56 55.945 55.945 bh 5402 158033 5.37 5.1025 wES 9.102 (=)
14 5| 2008 04 25 cal-MRM_S 10-108 Standard 0.5000 1.57 51.205 51.205 bh 7931 148620 4.40 5.9413 WES 11.898 (0=
15 3| 2008 04 25 cal-MRM 10-10 Standard 0.1000 1.54 10541 10541 [ 5476 537634 1.64 5.0266 =) 5.849 =)
16 42008 04 25 cal-MRM_10-108 Standard 01000 1.59 5.9z 5921 b 5477 507744 1.70 5.4528 =) 5.936 =)
17 1]2008 04 28 cal-MRM kiank 3 Blank 48171 4817
15 2[2008 04 28 cal-MRM -blank 4 Blank 4.8171 4817
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Obr. 59: citlivost a linearita metody pro kreatinin
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Byla vybrdna vhodné ioniZai technika a prekurzorové ionty pro MS detekci
neopterinu, biopterinu, 7,8-dihydroneopterinu, B®&;tetrahydroneopterinu a
kreatininu. Pro v3echny latky byly vybrany prekuag ionty [M+H] v

pozitivnim modu ionizace ESI.

Byla vybrana analytickd kolona a nalezena optimétobilni faze pro separaci
sledovanych latek. Konkrétrse jednalo o analytickou kolonu Acquity UPI*C
BEH HILIC a mobilni fazi a sk methanolu a kyseliny mrav#ro koncentraci

0,01% v pomndru 80:20.

Byl vybran optimalni pitok mobilni faze chromatografickym systémem,

konkrétrg 0,15 ml/min.

Bylo vybrano optimalni nastaveni MS detektoru préreni citlivosti odezvy

prekurzorovych iorit [M+H] " hodnocenych latek v modu SIM.

Byla hodnocena opakovatelnost, resp. reprodukavagelmetody v modu SIM.
Reprodukovatelnost metody byla vyhovuijici.

Byla zmetena MS/MS produktova spektra pro ziskani produlktbvyonti
vhodnych pro kvantifikéni mod SRM.

Byl vybran nejintenzivSi produktovy iont a kolizni energie k jeho fragrteei

optimalni pro kvantifikani mod SRM.

Byla hodnocena opakovatelnost metody v modu SRMowyijici.

Byl ovérena linearita metody a stanovena citlivost metodyg pednotlive

analyzované latky, metoda je linearni.
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