UNIVERZITA KARLOVA
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE

Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy

Optimalizace podminek derivatizac¢ni reakce pro

GC-MS analyzu vybranych latek

Diplomova prace

Tomas Jan

Vedouci diplomové prace: doc. PharmDr. Radim Kucera, Ph.D.

Hradec Kralové, 2022



,Prohlasuji, ze tato prace je mym plvodnim autorskym dilem. VeSkera literatura
a dalSi zdroje, z nichz jsem pfi zpracovani Cerpal, jsou uvedeny v seznamu
pouzité literatury a v praci jsou fadné citovany. Prace nebyla pouzita k ziskani

jiného nebo stejného titulu.”

V Hradci Kralové dne 10.05.2022 Tomas Jan



Podékovani:

Na tomto misté bych rad podékoval doc. PharmDr. Radimu Kucerovi, Ph.D. za
odbornou pomoc, vedeni, trpélivost a cenné rady pfi vypracovani této
diplomové prace. Mé podékovani taktéz patfi vSem &leniim vyzkumné skupiny
Pharmaceutical Analysis Group, ktefi mi pomahali s ovladanim pfistrojového

vybaveni katedry.

Tato diplomova prace vznikala za podpory projektu SVV 260 547.



Obsah

Y 015 £ = SO 6
Y 01 £ =T S 7
4 (0 T 15 8
T UVOD o 10
2 TEORETICKA CAST ..ottt 12
2.1 Chromatografi€..........oooeiiiiii e 13
2.2 Plynova chromatografi€...........coooeiiiiiiiiiiii e 14
2.2.1 Plynovy chromatograf .............oooeiimiiiiii i 14
2.2.2NOSNY PIYN oo 15
2.2.3 Regulator tlaku a protoku ..o 15
2.2 4 INJEKEON . 15
2.2.5 KOIONY .. 16
2.2.6 Teplotni Programi.........oouuii i 16
A A B L= (=] (o PP 17
2.2.8 RIAICT JEANOLKA ... 17

2.3 Hmotnostni spektrometrie ... 18
2.3.1 Hmotnostni spektrometr............ooovmiiiiiiiiei e 18
2.3.2 1onizalni teChNiKY..........coooiiiiiii 18
2.3.3 Hmotnostni analyZatory ... 19
2.3.4 DeteKiOry.....coooiiiiieee 21
2.3.5 Hmotnostni spektrum ... ... 22
2.3.6 Typy skenovacich mOdU .............oouuiiiiiiiiiiiiece e 22

24 GCIMS .o 23
2.5 UPFaVA VZOTKU ...ttt e, 25
2.5.1 Precipitace proteinU ..........cccooiiiiiiiiiiiiic e 25

P I U (= {111 =T Y 26
2.5.3 Extrakce kapalina-kapalina (LLE, Liquid-Liquid Extraction) .............. 26
2.5.4 Extrakce na pevnou fazi (SPE; Solid Phase Extraction) ................... 26

2.6 DErVAtIZACE. ... oo i 28
2.8.1 ACYIACE ... 28
2.6.2 Chloroformiaty..........cooeeeeiiiiiieeeeeee e 28
2.6.3 Prehled publikovanych praci............ccoooooiiiiiiiii e 29

2.7 KVANUTIKACE - e, 31



B CIL PRACE ...ttt 32

4 EXPERIMENTALNI CAST ..o, 34
4.1 Chemikalie, pfistroje a prisluSenstVi ... 35
4.1.1 ChemiKalie......cccoeeeeeeeee 35
4.1.2 Média, biologiCKeé VZOrKY.........cooooiiiiiiiii 35
4.3 PRISIOJE oo 36
4.1.4 POCItaCOVE PrOgramMy ........ieeeeiiiieeeeiiiieeeeeeiee e e e et e e e e eat e e e ean e e e eennnns 36
4.1.5 Chromatografické Kolony ............oouuuiiiiiiiiiice e 36
4.1.6 POMUCKY ....vueieieeeeeeeee et e e e e e e e e e 36

4.2 PHIPrava roZtoKU...........coovuiuiiiie e 37
G B o = 1V Y7o o (U S 38
4.4 Stabilitni VZOIKY ......ooooeeeeeeeeeee 39
4.5 Vzorky pro ovéreni linearity ... 39
4.6 Nastaveni parametrll GC/MS............oooooiiiiiiie 40

5 VYSLEDKY A DISKUZE ...t 41
5.1 Vyvoj metody derivatizace .............oouciiiiiiiiiiieee e 42
5.2 Vyvoj chromatografickych podminek .............ccooooiiiiiiiii, 43
5.2.1 Vyvoj nastaveni GC SEparace ...........ceeeeeeeeeeiiieeiiciee e, 43
5.2.2 Nastaveni MS detekce..........ooooviiiiii 47

5.3 Uprava biologického Materi@lu................ccveveveeveereeeee e, 49
5.4 Metoda kvantifiKace ...........oooeuuueeiiii i 55
5.5 Opakovatelnost PriPravy .........oeeeiiiii i 57
5.6 Opakovatelnost NASFIKU ...........eeeiiiiiiiii e 57
SIS =1 o111 = 58
5.8 LINGANA ... 58
5.9 Aplikace optimalizovanych podminek na realné vzorky .............ccccc.oco. 60
oI\ V= = T 61
7 SEZNAM CITOVANE LITERATURY ...ttt 64
8 SEZNAM OBRAZKU .......c.oviiiieiiiieieieeeeeie ettt 69

9 SEZNAM TABULEK ......ooiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 72



Abstrakt

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy
Vedouci diplomové prace: doc. PharmDr. Radim Kucera, Ph.D.
Kandidat: Tomas Jan

Nazev diplomové prace: Optimalizace podminek derivatizacni reakce pro

GC-MS analyzu vybranych latek

Chinolinova kyselina je endogenni molekula vznikajici kynurenatovou cestou
jako meziprodukt pfi metabolické preméné aminokyseliny L-tryptofanu.
Chinolinova kyselina pusobi jako agonista na NMDA receptorech, jejichz
nadmérna aktivace vede k bunécné smrti neuront. Sou€asné vyzkumy pfisuzuji
zvysSené hladiné chinolinové kyseliny vyssi riziko rozvoje neurodegenerativnich
chorob a poruch chovani. Hladina kyseliny mize byt zvySena vétSim pfijmem
tryptofanu (napf. doplriky stravy pro zklidnéni a podporu dusevniho zdravi)

nebo probihajicim zanétem v organismu.

Cilem této prace bylo vyvinout analytickou metodu pro stanoveni chinolinové
kyseliny v riznych matricich za vyuziti GC/MS a doplnit tak metody, kterymi
jsou stanovovany ostatni metabolity tryptofanu. Uspé&$né byla vyzkousena

derivatizace alkylchloroformiaty.

Selektivita byla testovana na koloné RTX-5MS s nepolarni stacionarni fazi a na
polarni koloné SLB-IL59 vyuzivajici iontové kapaliny. Analyty byly detekovany
na hmotnostnim spektrometru typu jednoduchého kvadrupdlu v SIM médu
s vyuzitim elektronové a chemické ionizace. Kalibraéni kfivka byla sestrojena v
rozmezi 0,5 az 12,5 ng, coz pokryva fyziologickou i patologickou hladinu

chinolinové kyseliny.

klicCova slova: chinolinova kyselina, alkylchoroformiaty, plynova

chromatografie, hmotnostni spektrometr



Abstract

Charles University
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Candidate: Tomas Jan

Title of Thesis: Optimization of derivatization reaction conditions for GC-MS

analysis of selected compounds

Quinolinic acid is an endogenous molecule, downstream product of the
kynurenine pathway, through which the amino acid L-tryptophane is
metabolised. Quinolinic acid acts as an agonist at the NMDA receptor.
Overactivity of this receptor leads to the cell death of neurons. Current research
shows the connection between a high level of quinolinic acid and a higher risk
of neurodegenerative diseases development and behavioural disorders. The
level can be increased by the excessive intake of tryptophane (e.g. food
supplements declaring calming effect and mental health support) or ongoing

inflammation in the organism.

The current work deals with the development of an analytical method for the
determination of quinolinic acid in various biological matrices using GC/MS and
complements methods analysing other metabolites of tryptophan. Derivatization

by alkyl chloroformate was met with success.

The selectivity was compared on column RTX-5MS containing non-polar
stationary phase and polar column SLB-IL59 using ion liquids. Analytes were
detected on a single quadrupole mass spectrometer in SIM mode using electron
and chemical ionisation. The calibration curve was plotted in the range of 0.5 to
12.5 nanograms. It covers both physiological and pathological levels of

quinolinic acid.

key words: quinolinic acid, alkylchloroformates, gas chromatography, mass

spektrometry
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Spojeni plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii je moderni, rutinné
pouzivanou metodou s vyuzitim ve vyzkumnych, Kklinickych i kontrolnich
laboratofich. Slouzi k separaci latek ve smési v plynném skupenstvi a k

nasledné identifikaci nebo kvantifikaci latek.

Tato prace se zabyva vyvojem analytické metody pro stanoveni chinolinové
kyseliny (kyseliny pyridin-2,3-dikarboxylové) v biologickém materialu. Byly
porovnany derivatizace ¢&tyfmi rGznymi Cinidly postupem prevzatym z
publikovanych praci. Separace probéhla na dvou odliSnych kapilarnich
kolonach. Molekuly analytu byly ionizovany pomoci elektronové a chemickeé

ionizace.

V ramci prace je zoptimalizovan proces upravy biologického vzorku,
derivatizaCni reakce, separace a detekce analytu. Dale je feSena otazka
kvantifikace a pfiprava vhodného kalibracniho rozmezi pro potfeby budouci

validace metody.
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2.1 Chromatografie

Chromatografie pfedstavuje soubor vysoce ucinnych separacnich metod. SlouZzi
k rozdéleni jednotlivych slozek ve smési a umoziuiji jejich naslednou identifikaci
a kvantifikaci. Separace je =zalozena na mnohonasobné ustanovované
rovnovaze mezi vzajemné nemisitelnymi fazemi, na schopnosti analytd
interagovat rliznou mérou se stacionarni a mobilni fazi, ktera analyty unasi ve

sméru jejiho toku [1].
Chromatografické metody muzeme délit podle rlznych kritérii:

- podle skupenstvi mobilni faze
o plynova chromatografie (GC),
o kapalinova chromatografie (LC),
o superkriticka fluidni chromatografie (SFC)
- podle usporadani stacionarni faze
o kolonova chromatografie,
o plosné techniky
» papirova chromatografie (PC),
» tenkovrstva chromatografie (TLC)
- podle pfevladajiciho separaéniho déje
o adsorbéni chromatografie,
o rozdélovaci chromatografie,
o iontové-vyménna chromatografie,
o gelova chromatografie,

o afinitni chromatografie [1][2].

Diky témto metodam je mozné presné stanovit i velmi nizké koncentrace
endogennich a exogennich latek. Chromatografické metody jsou vyuzivany v
klinickych, toxikologickych a forenznich laboratofich. Ve farmaceutickém
primyslu jsou rutinné pouzivany pfi vstupni kontrole surovin (kontrola Cistoty
aktivnich substanci a pomocnych latek, hodnoceni nelistot a stanoveni
zbytkovych rozpoustédel); pfi vystupni kontrole a stabilitnich zkouskach

vyrobenych Ié€ivych pfipravka apod. [3][4].

13



2.2 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC, Gas Chromatography) je separa¢ni metoda
zaloZena na rozdilné distribuci latek ve dvou vzajemné nemisitelnych fazich —
mobilni fazi je nosny plyn pohybuijici se skrz nebo podél stacionarni faze, ktera
je umisténa v koloné. Metoda je pouzitelna pro latky a jejich derivaty, které Ize
prevést do plynné faze a jsou stabilni za pouzitych provoznich teplot. GC je
zalozena na mechanismu adsorpce, rozdélovani nebo vyluCovani. Ve spojeni
s vhodnou detekci je plynova chromatografie vysoce citliva separaéni metoda.

Slouzi pro kvalitativni a kvantitativni stanoveni analytu[3][5].

2.2.1 Plynovy chromatograf

Plynovy chromatograf se sklada z tlakové lahve s nosnym plynem nebo
generatoru plynu, regulatoru prutoku a tlaku, nastfikového prostoru s
davkovacem, kolony, termostatu, detektoru a fidici jednotky (Obrazek 1).
Sestava muze byt doplnéna o filtry zajiStujici vysouSeni a precisténi nosného
plynu pfed jeho vstupem do pfistroje. Pfi pouzivani head-space analyzy je
instrumentace GC rozSifena o autosampler temperujici vzorky na zvolenou
teplotu [1][2].

vzorek vystup plynu do atmosféry

: 4 signal detektoru

S HO-HT

\ \\ \\ N vyhodnocovaci

: zafizeni
T davkovaé kolona deiekt@r

4 regulacni

4 systém

: \ termostat

éistici zafizeni

zdroj nosneho plynu

Obrazek 1 - Schéma plynového chromatografu; prevzato z [2]
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2.2.2 Nosny plyn

Nosny plyn pfedstavuje mobilni fazi a separacnich déji se pfimo neucastni,
rychlost pritoku a tlak v8ak ovliviiuji retenci analytd. Podle Iékopisné
monografie 2.2.28 se pfi separaci na napliové koloné muize vyuzit dusik a

helium, pfi praci s kapilarni kolonou dusik, helium a vodik [3].

DalSim moznym nosnym plynem je argon. Pouziva se vétSinou ve smési
s methanem (95:5) pfi analyzach s detektorem elektronového zachytu. Soucasti
tohoto detektoru je beta zafi€, ktery emituje elektrony s nizkou energii. Ty
koliduji s plynem (mobilni fazi) konstantni mérou. Na koloné separované
analyty po vstupu do detektoru s elektrony interaguji také, coz se projevi
zménou intenzity signalu a ve vysledném chromatogramu je zaznamenan pik.
Cisty argon, pfipadné ve vy$e zminéné smési s methanem je ve spojeni
s teplotné-vodivostnim detektorem vyuzivany pfi stanovovani mnozstvi vodiku

ve vzorku [6].

Pfi vybéru vhodného plynu hraje roli jeho inertnost, Cistota, viskozita, typ

pouzitého detektoru, bezpecnost prace a v neposledni fadé i cena [2][3][6][7].

2.2.3 Regulator tlaku a priatoku

Regulator zajistuje, ze po celou dobu analyzy pratok plynu kolonou odpovida
nastavenym parametrim. Se vzrlstajici teplotou klesa viskozita plynu. PFi
analyze s teplotnim gradientem je tedy nutné prabézné korigovat mnozstvi
plynu vstupujiciho do kolony. Moderni plynové chromatografy maiji regulaci

a korekci fizenou elektronicky [2].

2.2.4 Injektor

Injektor slouzi k naneseni vzorku na Celo kolony proudem nosného plynu.
Vzorek je z vialky pfenesen pomoci mikrostfikacky anebo davkovaci smycky.
Prvni zplsob je vyuzivany pfi méfeni kapalnych vzorkl, druhy pfi head-space
analyzach. Kapalny vzorek (vétSinou jednotky mikrolitr(l) je v prostoru tzv. lineru
— trubici naplnéné sklenénou vatou — rovnomérné zahfivan a prfeveden do

plynného skupenstvi [1][2].

15



2.2.5 Kolony
Kolona je ¢ast chromatografu, ve které dochazi k vlastni separaci jednotlivych
sloZek vzorku. Pouzivany jsou kolony naplhové a kapilarni, pficemz kapilarni

dnes prevladaji.

Naplriové kolony jsou trubice ze skla nebo nerezové oceli o priméru 2 — 4
milimetrld a délce 1 — 3 metru. Napln tvofi silikagel, grafit nebo alumina pokryta

vrstvou kapalné faze, na které se odehrava separace analytu.

Kapilarni kolony maji vnitfni pramér 0,1 — 0,53 milimetrtd a délku 15 — 60 metra.
Jsou vyrobeny z vysoce inertniho kiemene a potazeny polyimidovou vrstvou,
ktera zajistuje jejich flexibilitu a odolnost pfi manipulaci. Uvnitf kapilarni kolony
je vtenké vrstvé nanesena stacionarni faze. TlouStka filmu byva v rozmezi

0,25 — 5 mikrometra. RozliSujeme typy kapilarnich kolon:

- WCOT (Wall Coated Open Tubular Column) — kapalna stacionarni faze
tvofi tenky film na vnitfni sténé,

- SCOT (Support Coated Open Tubular Column) — na vnitfni strané
kapilary je vrstva nosicCe, na kterém je zakotvena kapalina,

- PLOT (Porous Layer Open Tubular Column) — na vnitfni sténé kapilary je

tenka vrstva pevného pérovitého materialu, ve kterém probiha separace

[2](8].

Kapilarni kolony se vyznacuji vy$Si u€innosti ale mensi kapacitou. Pfi analyze
koncentrovanych vzorkl je bo¢nim proudem plynu tzv. splitterem vétSina vzorku
odstranéna a analyzovan je pouze maly podil (desetiny az setiny). PFi

stopovych analyzach nemusi byt funkce délice toku vyuZito [2].

2.2.6 Teplotni program

Jednotlivé ¢asti chromatografu jsou po dobu analyzy zahfivany na nastavené
provozni teploty. Nastfikovy prostor, ve kterém pfechazi kapalny vzorek do
plynného skupenstvi, je zpravidla zahfivan na teplotu o 50°C vysS$i, nez je
teplota varu nejméné tékave slozky vzorku. Je nutno znat, pfipadné
experimentalné ovéfit teplotni stabilitu analyzovanych latek. Jejich ¢asteCnou Ci
kompletni degradaci v nastfikovém prostoru by ziskavané vysledky méfeni byly

nepresné [6].

16



Teplota pro kolonovy prostor mize byt nastavena jako konstantni anebo
postupné rostouci. Druha zminéna — metoda s teplotnim gradientem — je
pouzivana, pokud se jednotlivé slozky ve smési vyrazné liSi teplotou varu,
pfipadné pokud chceme analyzu urychlit. Teplotni profil se da libovolné zvolit,
pfipadné v prubéhu jednoho cyklu narust pozdrzet a zlepsit tak separaci blizko
se eluujicich piku. Kazda kolona ma vyrobcem uréenou maximailni teplotu, ktera
by neméla byt pfekroCena. Zabrani se tak naruseni separacni vrstvy a kolona

neztraci na zivotnosti [6].

2.2.7 Detektor

Po separaci analytl na koloné nasleduje jejich detekce. Nosny plyn prochazi
detektorem, coz vyvolava signal, ktery je v fidici jednotce zpracovan do grafické
podoby. Cisty plyn vyvolava konstantni signal zakladni linie, tzv. base line.
Separované latky svym pruchodem vyvolaji zménu signalu. Mezi velikosti
zmény signalu a koncentraci analytu plati uméra. Vysledkem analyzy je graf

zavislosti odezvy detektoru na ¢ase, tzv. chromatogram [2].

Pouzivané detektory se liSi svoji citlivosti. Pracuji na rdznych principech a voli
se na zakladé stanovovanych latek. Pouzivaji se teplotné vodivostni detektor
(TCD), plamenoioniza¢ni detektor (FID), termoionizaCni detektor (TID),
fotoionizaCni detektor (PID), plamenofotometricky detektor (FPD), detektor
elektronového zachytu (ECD) a hmotnostni spektrometr (MS) [2][5][7].

2.2.8 Ridici jednotka

Nastaveni pfistroje a zpracovavani dat je provadéno v pfislusnych programech
pomoci pocitate. Chromatograficky software je dodavan pfimo vyrobcem.
Programy obsahuji nastroje pro servis pfistroje, tvorbu sekvenci vzorkd,
vyhodnocovani ziskanych dat a jejich zpracovani do reportl. Informace
z méfeni jsou ukladana na disku pocitaCe, pfipadné na externich serverech. Je
mozné je zpétné dohledat a dale s nimi pracovat. Data, které do fidici jednotky
odesila detektor ve formé zmény signalu, jsou pfevedena do podoby kfivek, tzv.
pikd. Ty jsou nasledné pomoci integracnich nastroju Ciselné vyjadfeny. P¥i
kvantifikaci se pracuje s parametry Area (plocha piku), Height (vySka piku), S/N
(pomér signalu k Sumu) a Rs (rozliSeni) [3][4][9].
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2.3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (Mass Spektrometry, MS) je metoda separujici ionty
analyzovanych latek podle poméru jejich hmotnosti a naboje (m/z). Ze
ziskanych informaci je mozné urcit parametry kvalitativni (molekulova hmotnost
analytu a jeho fragmentl, poznatky o struktufe podle charakteristické
fragmentace) a kvantitativni. MS pFedstavuje vysoce citlivy analyticky nastroj
pro zkoumani komplexnich smési latek. Pro méfeni staCi malé mnozstvi vzorku,
které je vSak detekci nenavratné zniCeno. Detekéni limit hmotnostni

spektrometrie dosahuje fadu pikomoll az femtomolu [2][3][10].

2.3.1 Hmotnostni spektrometr

Hmotnostni spektrometr je iontové-optické zafizeni. Sklada se z iontového
zdroje, akceleratoru, analyzatoru a detektoru (Obrazek 2). Dale z portu pro
vstup vzorku, turbomolekularni a rotaéni pumpy zajistujici vakuum, iontové
optiky a Fidici jednotky k ovladani pfistroje a zpracovavani dat. Prvni krok
analyzy — ionizace probiha v pfipadé GC/MS ve vakuu. Pro naslednou separaci
a detekci iontd je nutné aplikovat vysoké vakuum (104 —10® Pa) zajistujici

minimalizaci vzajemnych kolizi mezi ionty analytu a plynu [2][10].

, ) Hmotnostni Hmotnostni
Vzorek m— lontovy zdroj P . Detektor I
analyzator spektrum

Vakuum

Obrazek 2 - Schéma hmotnostniho spektrometru

2.3.2 lonizaéni techniky
Nezbytnym krokem pfi analyzovani latek pomoci MS je jejich pfevedeni na
ionty. Vysledkem interakce jsou kladné a zaporné nabité ionty, které jsou

nasledné separovany.

loniza¢ni techniky mohou byt déleny podle miry energie, kterou analytu
dodavaji na tzv. ,tvrdé“, kdy molekula ziska velké mnozstvi vnitfni energie a
charakteristicky fragmentuje (coz se mUlze projevit az uUplnou ztratou

molekularniho iontu) a ,mékkeé"“, které jsou Setrné&jsSi a diky kterym ziskavame
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zejména informace o hmotnosti (de)protonizovanych molekul. | pfi pouziti
mékké ionizace dochazi k fragmentacim v molekulach analytl; ne vSak
v takové mife. Jako tvrdou ionizacni techniku oznacujeme elektronovou ionizaci
(El). Mezi mékké zplsoby ionizace patfi chemicka ionizace (Cl), ionizace
elektrosprejem (ESI), chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI) a
fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI). Off-line technikami (bez
pfedchoziho kroku separace) jsou ionizace desorpci laserem v pfitomnosti

matrice (MALDI) a desorpéni ionizace elektrosprejem (DESI) [3][7][10].

Pfi vybéru ionizacni techniky je nutno vzit v ivahu polaritu a molekulovou
hmotnost analytd. Pokud analyzujeme kladné nabité Castice, hovofime o
pozitivnim moddu. Je univerzalni a umozrniuje stanovit Siroké spektrum latek.
V negativnim modu jsou detekovany anionty. Spektrum latek, pro které je
vhodny, neni tak Siroké. Je vyuzitelny pro detekci latek maijici urcité funkéni
skupiny (sulfonovou, karboxylovou, hydroxylovou nebo nitro- funkéni skupinu),

pro halogenované slouceniny a organokovy [11][12].

2.3.3 Hmotnostni analyzatory

Analyzované molekuly jsou po ziskani naboje transportovany do analyzatoru
pomoci iontové optiky — série elektromagnetickych ¢oek — zaostfujici proud
iontd (podobné jako optické Cocky zaostiuji proud fotond). Nasledné jsou nabité

Castice od sebe déleny ruznymi fyzikalnimi principy:

- zakfiveni drahy letu plisobenim magnetického nebo elektrického pole
o Pfi prachodu iontl magnetickym polem, které sektorovy
analyzator vytvafi, je zakfivena jejich draha letu podle m/z. Na
vétsSi molekuly pusobi vétsi odstfediva sila a tim je vysledna
draha méné ovlivnéna. Pfi pfipadné aplikaci nasledujici
elektricko-statické fokusace elektrickym polem jsou drahy letu
Castic zakfiveny podle kinetické energie Ex.
- stabilita iontl v prostfedi stejnosmérného a stfidavého napéti
o Kvadrupdlovy analyzator (Q) se sklada ze 4 rovnobézné
ulozenych tyCi, na které je pfivadéno stejnosmeérné napéti
(vzdy shodny naboj na protilehlych ty€ich). Na v8echny tycCe je

dale zavedeno vysokofrekvenéni stfidavé napéti. Plynulou
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zménou napéti a amplitudy dochazi k postupnému propousténi
iontd o urcité hodnoté m/z smérem k detektoru. Pfipadnym
narazem do tyCi analyzatoru ionty zanikaji (Obrazek 3).

cesta

cesta vybraneho iontu

ostatnich iont(

/) ’ detektor
urychlovaci
elektrody \‘
Madmpm
vzor%égf

\zdrOJ iontd

Obrazek 3 - Schéma kvadrupolového analyzatoru; prevzato z [13]

o Trojity kvadrupol (QgQ, TQMS) predstavuje tandemové
zapojeni  kvadrupdlovych ~ hmotnostnich  spektrometra.
Chromatograficky separované a ionizované analyty vstupuji do
prvniho kvadrupdlu Q1. Ten podle operatorem nastavenych
parametru propusti ionty s uréitou hodnotou m/z dale do kolizni
cely qz2. Prostor kolizni cely g2 je vyplnén koliznim plynem
inertniho charakteru (dusik, argon, helium). Produktem kolize
iontd s molekulami plynu jsou fragmenty, které jsou pomoci

dalSiho kvadrupdlu Qs analyzovany (Obrazek 4).

lonty lonty urgitého Fragmenty
m/z

lontovy zdroj Analyzator Q; Kolizni cela q, Analyzator Qg

Obrazek 4 - Schéma trojiteho kvadrupdlu

o Kvadrupdlova iontova past (QIT) shromazduje ionty v
elektrodami vymezeném prostoru, ktery je vyplnén héliem.
Zménou parametrd jsou jednotlivé ionty propoustény smérem k
detektoru. Cim déle jsou ionty v pasti uzavfieny, tim vyssi je

pravdépodobnost kolize ¢astic a jejich zaniku.
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- rychlost letu nabité ¢astice

Analyzator doby letu (TOF) je rychly spektrometr délici ionty
podle m/z na zakladé rychlosti pohybu v evakuované trubici.
LehCi ionty se pohybuji rychleji a svym dopadem na detektor
vytvafi signal dfive nez ionty tézsi. Vyuzivano je Casto spojeni

tohoto analyzatoru s ionizatorem MALDI.

- frekvence harmonickych oscilatort

V analyzatoru Orbitrap ionty osciluji podél elektrody
vietenovitého tvaru, na kterou je vloZzeno napéti. Castice
zaujimaji stabilni drahu v urCitych vzdalenostech a zformuji se
do prstencu. Nasledné je méfen proud indukovany na vnéjSich
elektrodach a pomoci Fourierovy trasformace (matematickou

funkci) pfeveden na hmotnostni spektrum.

- absorbce energie pfi cykloidalnim pohybu iontd v kombinovaném

magnetickém a elektrickém poli

2.3.4 Detektory

Detektor nasleduje po vSech typech analyzatord kromé Orbitrapu a FT-ICR; ty

Analyzator iontové cyklotronové rezonance (FT-ICR) je
nejcitlivéjSi (a nejdrazsi) analyzator na trhu. Cela je umisténa v
silném magnetickém poli, diky kterému se ionty pohybuji po
stabilni draze s cyklotronovou frekvenci. Ta je charakteristicka
pro kazdé m/z. lonty stykem s detekénimi deskami vytvari
proud, ktery je zaznamenam a stejné jako u Orbitrapu
Fourierovou transformaci vykreslen do podoby hmotnostniho
spektra [2][10].

zajistuji i detekci. lonty svym dopadem na sténu detektoru vyrazi z jeho

povrchu elektron. Ten nasledné:

a) dopadem na povrch dynody zpusobi indukci -elektrického proudu

(Faradayova klec),

b) vyrazi dalSi elektrony a lavinovym efektem dojde ke znasobeni signalu

(elektronové nasobice),

c) dopadne na fosforescencni destiCku a vyrazi foton, ktery je zachycen a

zesilen (fotonasobic) [2][10].
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2.3.5 Hmotnostni spektrum

Vystupem z MS detektoru je hmotnostni spektrum. Jedna se o graficky zaznam
zavislosti absolutni nebo relativni intenzity na poméru hmotnosti a naboje m/z.
V zaznamu s relativni intenzitou je nejintenzivnéjSimu iontu pfifazena hodnota
100 %. Spektrum a jeho naslednda interpretace se odviji od pouZzité techniky
ionizace. P¥i ionizaci analytu mize molekula fragmentovat az do uplné ztraty

molekulového piku v hmotnostnim spektru (bézné pfi El).

Fragmentace pfi elektronové ionizaci je charakteristicka a reprodukovatelna.
Byly sestaveny komeréné dostupné knihovny spekter, napf. knihovny NIST,
Wiley, databaze IéCiv a pesticidd. Jsou béznou a Siroce pouzivanou soucasti
softwaru dodavaného vyrobcem, pfipadné je mozné je dokoupit. Programy
umoznuji vytvofit vlastni databaze namérfenych struktur a porovnavat je
s knihovnami. Nutnosti je pracovat se stejné nastavenym parametrem rychlosti
elektronl eV, které analyty ionizuji. Pro potfeby mezilaboratorniho porovnavani
ziskanych dat byla ur€ena hodnota parametru na 70 eV jako standard. Program
nabizi i procentualni vyjadifeni shody mezi spektry a navrhuje moznou

chemickou strukturu [10][11].

2.3.6 Typy skenovacich modu

Hmotnostni spektrometry nabizeji vice typl zaznamu:

- Full scan — sken celého spektra
o P¥i praci v tomto médu analyzator méni parametry napéti tak, ze
postupné propousti vSechny ionty smérem k detektoru. Tato
metoda je vhodna pro screening neznamych latek, k urceni
molekulové hmotnosti iontd a k popsani pfipadné fragmentace.
Sife rozmezi, ktera je nastavitelna, v3ak snizuje citlivost metody.
Full scan poskytuje zaznam s vyS$8im Sumem pozadi na zakladni
linii a latky s velmi nizkou koncentraci nemusi byt registrovany.
- SIM - Selective lon Monitoring — sken vybraného iontu/iontu
o Metoda SIM umozriuje sledovat jen vybrané hodnoty m/z, ¢imz je
zvySena citlivost detekce. Jeji pouziti je vhodné pfi znamé
struktufe analytu, pfi kvantifikaci a stopovych analyzach. Latky

majici pozménénou strukturu a jinou molekulovou hmotnost (napf.
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metabolity |éCiv a jinych xenobiotik, nové syntetizované
zneuzivané psychoaktivni substance) nejsou pfi nespravné
nastavenych parametrech metodou SIM zaznamenavany.
- SRM - Selective Reaction Monitoring — monitorovani vybrané reakce

o Metoda SRM poskytuje informace o fragmentacich v molekule
analytu, ke kterym dochazi vlivem fizené kolize (napf. s plynem
v kolizni cele g2 trojitého kvadrupdlu). Jedna se o hlavni méd pro
kvantifikaci latek v biologickych matricich. Interpretace takto
Obdobu SRM metody je Multiple Reaction Monitoring (MRM), kdy
operator vybere pomoci prvniho analyzatoru veétSi pocet
prekurzorovych iontd, které podstoupi fizenou kolizi a
fragmentaci. Prace v SRM, resp. MRM modu ma velké vyuziti

napfiklad v proteomice.

DalSimi vyuzivanymi detekénimi mody jsou sken prekurzorovych iontd, sken

produktovych iontl a sken neutralnich ztrat [12].

2.4 GC/MS

Spojeni plynové chromatografie pro separaci a hmotnostni spektrometrie pro
naslednou analyzu latek naslo své misto v analytickych laboratofich. Vyvoj
naplni kapilarnich kolon a nové derivatizaCni postupy vedly k vyznamnému

rozSifeni portfolia latek, které je mozné plynovou chromatografii separovat.

Pfi napojeni na GC je pouzita ionizace elektronova (El) nebo chemicka (Cl). P¥i
El dostavaji analyty velké mnozstvi vnitfni energie, coz ma za nasledek
rozsahlou fragmentaci vazeb az do mozné ztraty molekulového iontu. Elektrony
emitované katodou svym pfiblizenim se k molekulam analytu zpusobi zménu
jejich magnetického pole a uvolnéni valencénich elektront. Diky tomu analyt
ionizuje a mlze byt dale separovan. Pro chemickou ionizaci je pouzivana stejna
konstrukce, navic je do prostoru ioniza¢ni komurky pfivadén reakéni plyn (napfr.
methan, isobutan). V porovnani s mnozstvim analytu je plyn v nadbytku,

s emitovanymi elektrony interaguje pfednostné a nasledné analyt ionizuje

v v
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jeho adukty. Analyzatorem je jednoduchy nebo trojity kvadrupdl, iontova past

nebo TOF. Jako nosny plyn se dnes nejCastéji pouziva helium [10].
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2.5 Uprava vzorku

Biologické vzorky (plasma, sérum, moc, vlasy a dalSi) predstavuji slozité
matrice. Pfi jejich analyze je Casto nutné pfed samotnym méfenim vzorek
upravit a odstranit z néj interferujici slozky (polypeptidy, organické soli,
fosfolipidy aj.), které by =zanaSely soucasti chromatografického aparatu,
snizovaly jejich Zivotnost, vnasSely do vysledného zaznamu balastni piky a

ovliviiovaly u€innost analytické metody.

K nejCastéjSim a v bézné laboratorni praxi pouzivanym metodam patfi
precipitace, ultrafiltrace, extrakce kapalina-kapalina (LLE) a extrakce na pevnou
fazi (SPE) [14].

2.5.1 Precipitace proteint

Pfi precipitaci se ve vodé rozpustné proteiny vysrazi do pevného skupenstvi
pomoci vhodného precipitacniho Cinidla a oddéli se od zbytku matrice. Bézné
se vyuzivaji organicka rozpoustédla misitelna s vodou, silné anorganické
kyseliny a soli tézkych kovl. Jednotliva €inidla se liSi ucinnosti v odstranéni
proteinl, cholesterolu a triacylglycerold (Tabulka 1). Pro vySSi ucinnost je
mozné pouzit i kombinaci Cinidel. Pfi vybéru je nutné vzit v ivahu i dalSi upravu
biologického materialu (napf. zda nebudou vstupovat do derivatizaéni reakce a
tvofit vedlejSi produkty) [14][15].

Tabulka 1 - Zbytkové mnozstvi proteint, cholesterolu a triacylglycerolt

v supernatantu pfi pouZiti riznych precipitacnich ¢inidel; prevzato a preloZzeno z

[15]

Mérené vzorky Celkovy protein  Celkovy cholesterol = Triacylglyceroly

(9/) (mM) (mM)

Nativni plasma 71,6 4,16 1,70
Supernatanty po precipitaci:

Kyselinou trichloroctovou 1,03 (1,4%) 0 0,05 (2,9%)
Kyselinou chloristou 1,53 (2,1%) 0,05 (1,2%) 0,05 (2,9%)
Smési Ha[P(W3010)4]+MgCl2 | 10,0 (14,1%) 0,02 (0,5%) 0,05 (2,9%)
Acetonitrilem 6,63 (9,3%) 0,06 (1,4%) 0,08 (4,7%)
Methanolem 12,65 (17,7%) 0,18 (4,3%) 0,10 (5,9%)
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2.5.2 Ultrafiltrace

Pfi ultrafiltraci dochazi k prostupu molekul pfes semipermeabilni membranu.
Skrze membranu prochazi pouze volné molekuly analytu; frakce s vaznosti na
proteiny je zachycena. Vzorky jsou po naneseni na filtr staCeny v centrifuze. O
ucinnosti ultrafiltrace rozhoduje velikost péri a material, ze kterého je filtr
vyroben (napf. modifikovana celuléza, PTFE). PFi vybéru filtrd je nutné vzit
v uvahu s jak velkym objemem biologického materialu se bude pracovat a podle
toho zvolit vhodnou velikost. Na trhu jsou dostupné filtry o objemu od stovek
mikrolitrd az po desitky mililitrd. Pfi spravné regeneraci je mozné filtry pouzit

vicenasobné a Seffit tak finan¢ni naklady metody [14][16].

2.5.3 Extrakce kapalina-kapalina (LLE, Liquid-Liquid Extraction)

LLE je extrakéni metoda, pfi které analyt pfechazi pfes rozhrani dvou vzajemné
nemisitelnych kapalin — vodné vrstvy (napf. nafedény biologicky vzorek) a
organického rozpoustédla — do ustaveni fazové rovnovahy. Tento zpusob
upravy vzorku je velmi vyhodny pro analyzu nepolarnich latek, které maiji
v organickych rozpoustédlech vySSi rozpustnost nez ve vodnych roztocich.
Extrakci je mozné podpofit upravou pH roztoku dle hodnoty pKa analytt, aby
byl pomér neionizované a ionizované formy 100:1 (u latek kyselého charakteru
pH o 2 fady nizsi nez je hodnota pKa, u bazickych slou€enin o 2 fady vyssi nez
je hodnota pKs). Pro zlepSeni vytéznosti je mozné dale provadét extrakci

opakované nebo zvétsit objem organické faze [14].

LLE je rychlda a financné nenakladna uprava. Umoziiuje precistit a
zakoncentrovat vzorek pred jeho analyzou. Pro podpofeni prechodu latek je
vzorkem tfepano, ¢imz se zvétSuje se povrch fazového rozhrani. Neni vhodna,
potfebujeme-li analyzovat vysoce polarni latky. Nezadoucim jevem, ktery maze
pfi LLE nastat, je vytvofeni emulze. Ta mize byt natolik stabilni, Zze dalSi

manipulace se vzorkem je obtizna az nemozna [2][14][15].

2.5.4 Extrakce na pevnou fazi (SPE; Solid Phase Extraction)

SPE je vysoce vykonnou a rutinné pouzivanou extrakéni metodou. Principem
metody je zachyceni analytu na pevné fazi (sorbentu), skrze kterou protéka
vzorek, podobné jako u stacionarnich fazi v chromatografickych kolonach.

V prvnim kroku SPE — kondicionace je sorbent proplachnut vhodnym cCinidlem,
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které aktivuje funk&ni skupiny sorbentu. Nasledné je na kolonku pomalu
nanesen biologicky vzorek. Molekuly analytu a funkéni skupiny sorbentu spolu
vzajemneé interaguji slabymi a silnymi fyzikalnimi silami (Van der Waalsovy sily,
vodikové vazby, interakce dipol-dipdl, elektrostatické interakce) v zavislosti na
jejich chemickych strukturach. V promyvacim kroku je analyt zadrzovan,
zatimco balastni latky jsou z kolonky vymyty. ZavéreCnym krokem SPE je
eluce, pfi které je analyt uvolnén v podobé precisténého a koncentrovaného

extraktu a mize byt dale analyzovan (Obrazek 5) [2][14].

A B C D
. \ /;\ l/‘\\r / \, - Analyt

&/ o/ U/
. -

l { " leCistoty
| i
| :'-’ | ‘ A - Kondicionace
U i . o
/\ . A\ :\ /\ B — Davkovani vzorku
U & /\D} &) C - Promyvani
D - Eluce

Obrazek 5 - Postup SPE; prevzato z [17]

Prace s SPE je automatizovatelna a v jedné sérii Ize pfi vhodné instrumentaci
upravit i vétsi pocet vzorkll. Vhodnym vybé&rem sorbentu je mozno stanovit
Siroké spektrum latek. Sorbenty jsou vétSinou na bazi silikagelu,
modifikovaného Cs, C1s alkylovymi fetézci, fenylovymi jadry nebo alkyly
zakoncenymi polarnimi funkénimi skupinami. Mohou se téz chovat jako silné

nebo slabé iontoménice [2][14].
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2.6 Derivatizace

Plynova chromatografie je vhodna pro analyzu tékavych organickych latek. U
latek, které se nedaji snadno prevést do plynného stavu, pfipadné nejsou
stabilni pfi vySSich teplotach (vysoka teplota je pro uUspéSnou separaci
podminkou), je mozné provést derivatizaéni reakci. Derivatizace dale zlepSuje
chromatografické chovani, zvySuje tékavost a stabilitu analytd, selektivitu a

citlivost metody [18].

Idealni derivatizacni Cinidlo by mélo splfiovat nasledujici kritéria:

vysoka a opakovatelna vytéznost reakce (95 - 100%),

zachovani chemické struktury a mnozstvi analytu,

tvorba derivatu, které nebudou reagovat s naplni analytické kolony,

dostatecCna teplotni a Casova stabilita produktu [18].

Molekula analytu musi obsahovat vhodnou funkéni skupinu (napf. hydroxyl,
karboxyl, thiol, amin, imin), ktera vstupuje do reakce. Pouzivanymi

derivatizacnimi reakcemi jsou acylace, alkylace a silylace [18].

2.6.1 Acylace

Acylace je vhodnou reakci pro molekuly, které obsahuji funkéni skupiny s
aktivnim vodikem. Aminy, hydroxyly a thioly jsou pfevedeny na méné polarni
amidy, estery, respektive thioestery. Pouziti acyla¢nich Cinidel pfinasi fadu

vyhod:

- chrani nestabilni funkéni skupiny,
- snizuje polaritu molekuly,
- zlepSuje tékavost a odolnost vuci zvySenym teplotam,

- umoziuje GC analyzu latek, které by jinak analyzovatelné nebyly.

Jako acylaéni Ccinidla se vyuzivaji anhydridy perfluorovanych kyselin,
perfluoracylimidazoly, flourované acetamidy. V poslednich desitkach let roste

mira vyuziti alkylchloroformiatt [18].

2.6.2 Chloroformiaty
Derivatizace alkylchoroformiatem (RCF) pfedstavuje rychly zplsob prevedeni
hydrofilniho analytu na lipofilngji derivat. Chloroformiaty splfiuji fadu podminek

pro idealni zplsob derivatizace. Konverze je rychla a cela reakce i s analyzou
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zabere nékolik minut. Oproti sylilaci neni potfeba pracovat v bezvodém
prostfedi ani zahfivat reagujici slozky. V porovnani s alkylaci muzeme pomoci
RCF provést derivatizaci SirSiho spektra latek. Alkylchloroformiaty jsou kromé
analyzy vyuzivany i pfi syntéze organickych latek kochrané volnych

hydroxylovych skupin [19][20].

Na trhu jsou k dostani chloroformiaty s CcCisté alkylovym nebo arylovym
fetézcem, perfluorovanym anebo riznymi halogenidy substituovanym fetézcem.
RCF jsou silné korozivni, hoflava a karcinogenni Cinidla. Manipulace s nimi ma

probihat v digestof pfi pouziti ochrannych pomucek [21][22].

Chloroformiaty (téz chlormravencany) vnaseji do molekuly analytu alkylovy
zbytek esterifikaci (Obrazek 6), thioesterifikaci, resp. amidaci (v zavislosti na
reagujicich funkénich skupinach). Pro zvySeni vytéZznosti reakce o desitky
procent se k chloroformiatu pfidava alkohol. Ten mize mit s chloroformiatem
shodny anebo odlisny alkylovy fetézec. Tomu odpovidaji i vysledné produkty
derivatizac¢ni reakce. V ramci reakce se z molekuly RCF uvolni oxid uhliCity a
chloridové anionty. Uvolnéni CO2 se projevi mléénym zakalem ve zkumavce.
Vycefeni jejiho obsahu je znamkou dokoncCeni reakce. Do soustavy je pfidavan
pyridin jako katalyzator reakce a organické rozpoustédlo, do kterého jsou
lipofilni derivaty extrahovany. V zavéreCném kroku reakce je prostiedi
okyseleno kyselinou chlorovodikovou. Timto krokem ziska pyridin naboj a je
zachycen ve vodné vrstvé jako pyridinium chlorid. Pro potfeby analyzy se dale
pracuje s organickou vrstvou. Tu je mozné bud pfimo nastfiknout a analyzovat,

anebo odpafit a analyt tim zakoncentrovat [23].

0 0 pyridin 0
R,OH
: R? HCI R?
R OH ClI o _co, K o

Obrazek 6 — Esterifikace karboxylové kyseliny pomoci chloroformiatu

2.6.3 Prehled publikovanych praci
Derivatizace polarnich molekul pomoci chloroformiatd a jejich nasledné
stanoveni GC/MS predstavovala revoluci a pro plynovou chromatografii

¢aste€nou renesanci. Prvni experimenty s alkylchloroformiaty v analyzach
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slouCenin byly popsany v roce 1976. Nejvice praci bylo publikovano v

devadesatych letech minulého stoleti a poCatkem tohoto milénia [24].

V Ceské republice je prikopnikem a celosvétové uznavanym odbornikem
Ing. Petr HuSek, Dr.Sc. Ve spolupraci s dalSimi ¢leny své vyzkumné skupiny
vyvinuli a opublikovali metody pro stanoveni aminokyselin [25][26], biogennich
aminu [27][28], mastnych kyselin [29], fenolickych kyselin [30], vicesytnych
kyselin [31], sterolu a tokoferolt [20] chloroformiaty v rlznych biologickych
vzorcich. Vysledné produkty analyzovali nejenom GC/MS ale téz kapalinovou
chromatografii s naslednou hmotnostni detekci. Taktéz ve svych pracich
popsali mechanismus reakce [21][23] a charakteristickou fragmentaci molekul
pfi pouziti MS s tvrdou ionizacni technikou [31]. Huskav tym zaved| do klinické
praxe metodu ke stanoveni aminokarboxylovych metabolitl ve vzorku moci
pacienta. Jednoduchou a levnou upravou vzorku je mozné detekovat a
kvantifikovat 153 analytd; fada z nich je v mediciné vyuzivana jako biomarkery
u onemocnéni provazenych metabolickymi zménami (fenylketonurie, cystinurie,

Alzheimerova choroba, diabetes 1. typu a dalsi) [32].

Analyzam s vyuzitim alkylchloroformiatl se vénovaly i tymy Vincentiho a
Huanga. Ve svych pracich povétSinou s Huskem bud spolupracovali anebo na
néj odkazuji [22][24][33][34][35].

Chloroformiaty je mozné vyuzit i ve farmaceutickém primyslu v ramci kontroly
Cistoty léCiv na bazi peptidi. Hydrolyzou oktapeptidu karbetocinu (analog
oxytocinu) a naslednou derivatizaci uvolnénych D- a L-aminokyselin je mozné
stanovit chiralni Cistotu a zajistit tak pro pacienta vysokou terapeutickou

ucinnost lécivého pfipravku [36].
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2.7 Kvantifikace

Rada endogennich molekul byla vybrana jako biomarkery pro monitoring
fyziologickych a odhalovani patologickych procesu v téle. Skute€nost, Ze jde o
télu vlastni latky, komplikuje kalibraci a validaci analytickych metod. Autority
posuzujici nové vyvinuté metody doposud nevydaly jasné smérnice

(guidelines), jak postupovat z hlediska kvantifikace [37][38][39].

Vhodnym postupem dle prace Thakare et al. zroku 2016 je a) kalibrace v
nahradni matrici (surrogate matrix), ktera je analytu prosta, b) kalibrace s
vyuzitim nahradniho analytu (surrogate analyte) v biologické matrici. DalSimi
pouzitelnymi metodami je c)odecitani pozadi (background subtraction) a

d) standardni pfidavek analyzované latky (standard addition) [40].

Nahradnimi matricemi mohou byt napf. roztok albuminu ve fosfatovém pufru,
matrice precisténa imunologicky nebo aktivnim uhlim, anebo matrice ziskana

odbérem vzorku z jiného organismu. Posledni z uvedenych je vhodny pro

vrv o wo

Pfi kalibraci s nahradnim analytem se vyuziva stabilniho izotopicky znaceného
analytu (SIL), ktery se pfi upravé vzorku a analyze chova stejné jako analyt, lisi
se vSak molekulovou hmotnosti. Endogenni latka a nahradni analyt mohou
poskytovat lehce odliSnou odezvu pfi detekci. Tuto skuteCnost (RF, Response
Factor) je nutné zohlednit pfi tvorbé kalibra¢ni kfivky a ur€ovani koncentrace
v realnych vzorcich. Dale je vhodné pfidat do vzorku vnitfini standard pro
korekci ztrat vzniklych pfi manipulaci se vzorkem. Detekce se provadi pomoci

hmotnostni spektrometrie [40].
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3 CiL PRACE
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Cilem prace bylo vyvinout vhodnou analytickou metodu pro stanoveni
chinolinové kyseliny skladajici se z dostate¢né ucinného zplsobu extrakce
kyseliny z biologickych vzorkd, optimalizace procesu derivatizace pomoci
alkylchloroformiat, nalezeni vnitfniho standardu pro GC/MS analyzu a
sestrojeni kalibraCniho rozmezi. Ziskana data byla pouzita pro ovéfeni moznosti

tuto metodu do budoucna validovat.
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4 EXPERIMENTALNI CAST
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4.1 Chemikalie, pristroje a prislusenstvi

4.1.1 Chemikalie
Biologické centrum AV CR — 2,2,3,3,4,4 4-heptafluorobutylchloroformiat

Fluka Chemie — tetrabutylamonium bromid

Fluorochem — 2,2,3,3,4,4,4-heptafluorobutan-1-ol

Lachema — tetraethylamonium jodid

Lachner — hydroxid sodny, kyselina chlorovodikova, kyselina sirova

Merck — dimethylsulfoxid, kyselina ethylendiamintetraoctova, kyselina

pyridin-2,4-dikaboxylova, methanol

Millipore — voda upravena reverzni osmozou
Penta — chloroform, pyridin

Reachim — isobutanol

Sigma-Aldrich — dichlormethan, ethylchloroformiat, ethanol,
isobutylchloroformiat, kyselina chlorista, kyselina pyridin-2,3-dikaboxylova,
kyselina pyridin-2,5-dikaboxylova, kyselina pyridin-2,6-dikaboxylova, kyselina
pyridin-3,4-dikaboxylova, kyselina pyridin-3,5-dikaboxylova,
methylchloroformiat,  propan-1-ol, siran médnaty, siran zinecCnaty,

tetramethylamonium chlorid, tetrapropylamonium bromid, wolframan sodny
Supelco — isooktan

Toronto Research Chemicals - kyselina
4.,5,6-trideuterido-pyridin-2,3-dikarboxylova, kyselina
5-ethylpyridin-2,3-dikarboxylova

VWR — acetonitril

4.1.2 Média, biologické vzorky

Hovézi sérum FBS, médium pro kultivaci bunéénych kultur DMEM, placentarni
homogenat (lidsky, potkani), plasma (lidska, krali¢i, potkani), sérum (lidské) —
dodano z Katedry farmakologie a toxikologie a Katedry farmaceutické chemie a

farmaceutické analyzy FaF UK
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4.1.3 Pristroje
ECOM — termovap

Ecoson — ultrazvukova lazen Ecoson U-3 STH
Eppendorf — Centrifuga MiniSpin

KERN&Sohn — analytické vahy ABT 220-4M
Qsonica — Sonicator Q500

Sartorius — analytické vahy CPA225D-0CE

Shimadzu Corporation - autoinjektor/autosampler AOC-20i, plynovy
chromatograf/hmotnostni spektrometr GCMS-QP2010 Plus, spektrofotometr
UV-2401PC

Supelco — SPE vakuovy manifold Visiprep 5-7030
Velp Scientifica — tfepacka Vortex Classic

4.1.4 Pocitacové programy
Microsoft 365

PerklinElmer — ChemDraw Professional 17.1
Shimadzu Corporation — GCMSsolution Version 4.45, UV Probe 2.43

4.1.5 Chromatografické kolony
RTX-5MS — 30 m x 0,25 mm, 0,2 uym, Restek

SLB-IL59 — 30 m x 0,25 mm, 0,2 ym, Supelco

4.1.6 Pomucky
- SPE kolonky:

HyperSep™ Retain CX (30 mg/1 ml, Thermo Scientific)
HyperSep™ Verify CX (50 mg/1 ml, Thermo Scientific)

Supelclean™ LC-SCX (100 mg/1 ml, MilliporeSigma™)
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- membranové filtry:
LUT membrane disc, MCE (25 mm, 0,45 pm, Labstore)
LUT membrane disc, nylon (25 mm, 0,45 um, Labstore)
LUT membrane disc, PTFE (25 mm, 0,45 uym, Labstore)
- centrifugacni filtry:
Amicon® Ultra 0,5 (MWCO 30 kDa, 0,5 ml, Merck)
Microcon-30kDa (MWCO 30 kDa, 0,5 ml, Merck)

4.2 Priprava roztoku

Derivatizaéni smés s MeCF byla pfipravena v odmérné barnce o objemu 5 ml,
smisenim 250 pl MeOH, 1000 ul MeCF a dopinénim CHCI3 po rysku.

Derivatizaéni smés s EtCF byla pfipravena v odmérné barice o objemu 5 ml,
smisenim 250 pl EtOH, 1000 ul EtCF a doplnénim CHCIs po rysku.

Derivatizacni smés s iBCF byla pfipravena v odmérné barice o objemu 5 ml,
smisenim 250 pl iBOH, 1000 pl iBCF a doplnénim CH2Cl2 po rysku.

Derivatizacni smés s HFBCF byla pfipravena v odmérné barnce o objemu
5 ml, smisenim 250 yl HFBOH, 1000 ul HFBCF a dopInénim ISOO po rysku.

Katalytické médium bylo pfipraveno v odmérné barnce o objemu 5 mi. 200 pl

pyridinu bylo doplnéno 1M roztokem NaOH po rysku a promichano.

Roztoky standardd (orienta€ni) byly pfipraveny navazenim 1 mg substance
do vialky z hnédého skla a pfidanim 1 ml vody. Takto pfipravené roztoky byly
uchovavany v lednici a pfed pouzivanim temperovany na laboratorni teplotu

v ultrazvukové lazni.

Roztoky standarda (presné) byly pfipraveny navazenim pfislusné substance
do odmérné banky a doplnénim vodou po rysku. Pfesné navazky:

2,3 PDA — 0,00535 g/50 ml
3,5_PDA — 0,00560 g/50 ml

d3_PDA - 0,00078 g/5 ml
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Takto pfipravené roztoky byly uchovavany v chladu a pfed pouzivanim

temperovany na laboratorni teplotu v ultrazvukoveé lazni.

V ramci otestovani stability roztokd analytd byly pfipraveny smésné roztoky

s DMSO v poméru 1:1 a uchovavany v laboratorni teploté.

Zasobni roztoky anorganickych soli pouzivané pro precipitaci byly pfipraveny

v 1 M koncentraci a nasledné fedény v Case potfeby. Navazky soli:

ZnS0O4 — 8,07 g/50 ml
Na2WO4 — 1,47 g/5 ml

CuSO4 - 0,80 g/5 ml

Zasobni roztoky tetraalkylamoniovych soli byly pfipraveny v 1 M koncentraci

a nasledné fedény v Case potfeby. Navazky soli:

TMAC - 0,55 g/5 ml
TEAI - 1,29 g/5 ml
TPAB — 1,33 g/5 ml

TBAB - 1,61 g/5 ml

4.3 Priprava vzorku

1.

kondicionace filtrd — Filtr Milipore Microcon byl naplnén 500 pl 0,1M
roztoku TEAI a nasledné staCen po dobu 15 minut rychlosti
13,6k ot./min. Filtrat i pfebyteCna kapalina nad filtrem byly odstranény a
filtr byl uzavifen v eppendorfce, aby byl chranén pfed necistotami a
vyschnutim.

pfiprava biologického vzorku — Ve sklenéné zkumavce bylo smiseno
50 yl biologického materialu, pfisluSné mnozstvi roztokd standard
kyselin a 200 yl 0,25M roztoku TEAI. Objem byl doplnén vodou na
vyslednych 500 ul, pfenesen na filtr a staCen po dobu 30 minut rychlosti
13,6k ot./min.
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3. derivatizace — Ultrafiltrat byl pfenesen beze zbytku do Cisté sklenéné
zkumavky, ve které byla provedena derivatizace. Za stalého protfepavani
bylo postupné pfidavano: 50 ul derivatizaéni smési HFBCF, 2x25 ul
katalytického média, 1000 ul ISOO a 60 uyl 1M HCI

4. 900 pl isooktanové vrstvy bylo pfeneseno do Cisté sklenéné zkumavky a
vysuseno proudem dusiku v Termovapu zahfivaném na 50 °C. Zbytek po
vysuSeni byl nasledné rekonstituovan ve 100 pl ISOO a prenesen do

inzertu k nasledné GC/MS analyze.

4.4 Stabilitni vzorky

Ve sklenéné zkumavce bylo smiseno 10 ul roztoku standardu 2,3 _PDA, 10 pl
roztoku standardu d3_PDA, 200 pl 0,25M roztoku TEAI a 260 pl vody.
Derivatizace byla provedena podle kroku 3 postupu ,Pfiprava vzorku®.
Isooktanova vrstva byla pfenesena do vialky a uchovavana pfi laboratorni
teploté. Vzorek byl pravidelné mérfen a ziskané udaje byly souCasné pouzivany

pro ovéfeni nastaveni GC/MS systému.

4.5 Vzorky pro ovéreni linearity

Linearita metody byla ovéfena na biologickych vzorcich podle postupu
,Pfiprava vzorku“. Byly pouZzity roztoky standardd o pfesné znamé navazce pro
ziskani  kalibraéni  kfivky vrozmezi 0,5 az 12,5ng. Kyselina
pyridin-3,5-dikarboxylova byla ve vSech vzorcich kromé blanku v mnozstvi

3,5 ng. Jednotlivé slozky byly dany podle Tabulky 2.
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Tabulka 2 - Priprava vzorku pro ovéreni linearity; objemy jsou uvedeny v ul

matrice | TEAI 0,025M 3,5_PDA 2,3 _PDA d3_PDA voda

zfedéni *50 *2000 *200 | *2000 *200

blank 50 200 0 0 0 0 0 250
0+35 |50 200 10 0 0 0 0 240
0,5 50 200 10 10 0 10 0 220
0,75 50 200 10 15 0 15 0 210
1 50 200 10 20 0 20 0 200
1,5 50 200 10 30 0 30 0 180
2,5 50 200 10 0 5 0 5 230
5 50 200 10 0 10 0 10 220
7,5 50 200 10 0 15 0 15 210
10 50 200 10 0 20 0 20 200
12,5 50 200 10 0 25 0 25 190

4.6 Nastaveni parametrtii GC/MS

V Tabulce 3 je uvedeno nastaveni GC/MS soustavy, pfi kterém probihalo
méreni vzorka.

Tabulka 3 - Nastaveni parametri GC/MS

GC: MS:

Teplota termostatické pece: 80 °C
Narust teploty: 30 °C/min

Teplota iontového zdroje: 220 °C
Teplota pfechodu: 300 °C

Konecna teplota: 260 °C lonizace: El

Teplota injektoru: 240 °C

Nosny plyn: Helium Scan (m/z): 70 -750
Tlak plynu: 72,4 kPa SIM (m/z): 304
Celkovy prutok plynu: 9,5 ml/min 307
Prutok plynu kolonou: 1,09 ml/min 332
Linearni rychlost: 38,5 cm/s 335

Split: 5

Injekce za vysokého tlaku: 172,0 kPa
Doba trvani vysokého tlaku: 1 min
Celkovy €as analyzy: 6 min
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5 VYSLEDKY A DISKUZE
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5.1 Vyvoj metody derivatizace

Postup derivatizace alkylchloroformiaty jsme pfevzali z prace Husek et al. [32] —
zachovali jsme mnozstvi a poradi pfidavani reakcCnich Cinidel do soustavy a
pomeéry jednotlivych slozek v derivatizaCni a katalytické smési. Upravili jsme
mnoZstvi a pomér vodné a organické vrstvy a pfidavek kyseliny chlorovodikové
v zavéru reakce (Tabulka 4). V ramci této prace jsme porovnali derivatizaci
chinolinové kyseliny nasledujicimi chloroformiaty: MeCF, EtCF, iBCF a HFBCF.
Pro zvySeni vytéznosti reakce byl do derivatizaCni smési pfidan i alkohol se

shodnym alkylovym fetézcem. Vysledné produkty jsou na Obrazku 7.

] o
RN e " TN
P O~ P O
1 2

j/ G /w

] M F

= = o

F \)\ | Z ° ot
d F

(=]

3
Obrazek 7 - Vysledné produkty derivatizace 2,3 PDA s MeCF (1), EtCF (2),
IBCF (3) a HFBCF (4)
Vzniklé estery byly vytfepany do organického rozpoustédla nemisitelného
s vodou a analyzovany. NejlepSi vytéznost poskytla reakce chinolinové kyseliny
s derivatizacni smési HFBCF-HFBOH-ISOO. Fluorovany derivat vykazoval
stabilitu, lepSi t€kavost a interakci se stacionarni fazi. S isooktanem se téz

dobfe pracovalo pfi zakoncentrovani vzorku proudem dusiku v mirné

vyhfivaném Termovapu.
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Tabulka 4 - Postup derivatizacni reakce

Postup dle prace [32] Zoptimalizovany postup
25 pl mogi + 25 pl IS + 25 yl THP! ultrafiltrat (ca 470 pl)
! !
+ 50 pl der. smési + 50 yl der. smési
(ISOO : HFBCF : HFBOH; 15:4:1) (ISOO : HFBCF : HFBOH; 15:4:1)
! !
+ 2x 25 yl kat. média + 2x 25 pl kat. média
(1M NaOH : pyridin; 24:1) (1M NaOH : pyridin; 24:1)
! 1
+ 50 yl ISOO + 1000 pl ISOO
! !
+ 25 pl 1M HCI + 60 ul 1M HCI
! 1
1 ul organické vrstvy k GC/MS 900 ul organické vrstvy vysusit
analyze !
+ 100 pl ISOO
1
1 ul organické vrstvy k GC/MS
analyze

5.2 Vyvoj chromatografickych podminek

5.2.1 Vyvoj nastaveni GC separace

Analyzou chinolinové kyseliny zderivatizované smési s HFBCF jsme ziskali
hmotnostni spektrum latky (El; full-scan; sledovany rozsah m/z 70 — 750).
Nejintenzivnéjsi hodnoty m/z 304 a 332 potvrzovaly, ze vlivem elektronové
ionizace dochazi k fragmentaci molekuly. Na Obrazku 8 je fragmentace
naznaCena Cervené. V ziskaném spektru absentuje m/z odpovidajici

M+ radikalu z davodu pouziti tvrdé ionizacni techniky.

"' THP = redukéni &inidlo disulfidickych vazeb; tris(3-hydroxypropyl)phosphine
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Obrazek 8 - Hmotnostni spektrum 2,3 _PDA HFBCF pri aplikaci El;
fragmentace v molekule vyznaceny ¢ervené

Dale byl zoptimalizovan teplotni gradient. Porovnavali jsme rlzné pocateCni
teploty v kolonovém prostoru (80 °C, 100 °C a 120 °C) a rychlost narustu
teploty (10 °C/min, 20 °C/min, 30 °C/min) pfi dosazeni konec¢né teploty 320 °C
(Obrazek 9). Jako nejlepSi teplotni gradient jsme zvolili po¢atec¢ni teplotu 80 °C
a narist 30 °C za minutu. Analyza vzorku plasmy stimto gradientem
poskytovala dostateCnou separaci latek ve sledovaném useku az na zakladni

linii a nedochazelo ke koeluci pikd vlivem rychlého narastu teploty.

Poéatecni | Narlst °C/min

teplota ]
80°C 10°C 222
20°C B
30°C B
100°C
30°C

Obrazek 9 - Optimalizace teplotniho programu

Na vzorku ultrafiltraci upraveného a zderivatizovaného séra byla porovnana
separace na dvou kapilarnich kolonach liSicich se polaritou stacionarni faze.
Endogenni latky obsaZené v séru (pfedevSim organické kyseliny, aminokyseliny
a jejich metabolity) vykazovaly dle predpokladd odlisné retenéni chovani

(Obrazek 10, zména retence naznacena Sipkami).
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Obrazek 10 - Porovnani separace analytu v séru na koloné RTX-5MS (nahore)
a SLB-IL59 (dole)

Na obou kolonach jsme proméfili s pouzitim stejného teplotniho programu
(80 °C, narast 30 °C/min) vzorek chinolinové kyseliny ve vodé a vzorek placenty
upraveny ultrafiltraci, oboji po zderivatizovani heptafluorobutylchloroformiatem
(Obrazky 11 a 12). Na koloné RTX-5MS byl po prolozeni vysledku
pozorovatelny CasteCny piekryv pikd chinolinové kyseliny s jinou endogenni
latkou; na koloné SLB-IL59 nikoliv. Proto jsme se rozhodli pokraovat s kolonou
SLB-IL59 s naplni na bazi iontové kapaliny. Teplota kolonového prostoru
260 °C v zavéru analyzy byla dostateCna pro eluci vSech latek obsazenych
v realnych vzorcich, nasledné proplachy neobsahovaly stopy po analytech. Pfi

nastaveni teplotniho gradientu byla celkova doba analyzy 6 minut.

45



(1.000,000)

0.9+
0.8+
0.7+
0.6+
0.5+
0.4+
0.3+

0.2+

L B B s ey B e L e e e S s s s S
5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5

Obrazek 11 - Méreni homogenatu placenty (Gerné) a 2,3 PDA (ridzové) na
koloné RTX-5MS

DD, P00}

Obrazek 12 - Méfeni homogenatu placenty (¢erné) a 2,3_PDA (riZové) na
koloné SLB-IL59

PFi porovnavani dat z opakovanych nastfiki jednoho vzorku jsme zjistili, Ze se
retenéni Casy derivatizovanych latek mirné li§i a automaticky provadéna
integrace neni vzdy uspésné dokon&ena. Problém byl vyfeSen nastfikem vzork
na kolonu za zvySeného tlaku — prvni minutu analyzy byl tlak plynu 172 kPa,
nasledné byl snizen na 72,4 kPa (Obrazek 13).
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172 kPa
1 min

Obrazek 13 - High pressure nastiik
Experimentalné jsme ovérili, ze pfi praci s realnymi vzorky ve split i splitless
modu je mozné zvySenim nastfikovaného objemu dosahnout lepSich hodnot pro
limit detekce a kvantifikace (Obrazek 14). Nastfik jednoho aZz tfi ul poskytoval

dobfe vykresleny, izolovany pik. U vySSich objemu se v zaznamech projevil

Vv s

1ul
2ul
3ul

Obrazek 14 - Vliv velikosti nastfiku na tvar pik( 2,3 _PDA a ostatnich metabolitt

5.2.2 Nastaveni MS detekce

Detekce byla provadéna hmotnostni spektrometrii. Vzorek byl do své iontové
formy preveden elektronovou ionizaci, separace kladné nabitych iont( probihala
na jednoduchém kvadrupolu. Méfenim ve scan modu byly zjiStény hodnoty m/z
nejvice zastoupenych fragmentt (Obrazek 8); nasledné experimenty probihaly
v citlivéjSim SIM modu. Nami zjisténa fragmentace odpovidala informacim

z odborné literatury [31].

V ramci vyvoje metody byla vyzkouSena i chemicka ionizace se zaznamem
negativnich iontl ve skenovacim rozsahu m/z 80 —800. Nejvétsi intenzitu
v hmotnostnim spektru mély m/z 348 (fragment) a 531 (molekulovy ion)
(Obrazek 15).
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Obrazek 15 — Hmotnostni spektrum 2,3 _PDA HFBCEF pri aplikaci NCI;
fragmentace v molekule vyznacena cervené

Porovnali jsme intenzitu, kterou poskytoval pik odpovidajici 4 ng chinolinové
kyseliny ve vodé pfi EI a NCI. Vysledkem chemické ionizace byla odezva
zhruba o 3 fady vysSi nez u elektronové ionizace (Obrazek 16). Aplikaci NCI pfi

GC/MS analyze je mozné zlepsit limity detekce a kvanitifikace.
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Obrazek 16 - Porovnani odezvy 2,3_PDA pri ionizaci El (¢erné) a NCI (riZove)
Vzorek standardu kyseliny chinolinové jsme proméfili pfi riznych hodnotach
napéti — 0,00 kV, 0,05 kV a 0,10 kV (Obrazek 17). VyS8si napéti poskytovalo
vyS8Si odezvu detektoru zplsobenou vétsi kinetickou energii iontl. Zaroven se

vSak zvysil Sum na zakladni linii a v zaznamu se objevily piky latek, které pfi

48



nulovém napéti nebyly separovany a detekovany. Pro potfeby analyzy neni

nutné zvySovat napéti.

90,000)

Obrazek 17 - Vliv rostouciho napéti na pik 2,3 _PDA_HFBCF (0,00 kV ¢erné,
0,05 kV razové, 0,10 kV modre)

Pro spravné mérfeni je nutné Cistit prostor lineru a vyménovat septum a
sklenénou vatu v pravidelnych intervalech (zhruba po 200 nastficich). Pfi
zajisténi spravného servisu a spravné nastaveném teplotnim programu

nedochazi ke carry-overu latek z pfedchozich nastfika.

5.3 Uprava biologického materialu

V ramci diplomové prace byla vyzkouSena fada precipitatnich postupl a
dalSich zpusobl upravy biologického materialu na vzorcich plasmy, séra,
placentarniho homogenatu, média DMEM a laboratorné pfipraveného roztoku

albuminu. Optimalizace byla provadéna se vzorkem plazmy.

Pridavek Cistého organického rozpoustédla (acetonitril, methanol) vytvofil sice
pevny precipitat a po centrifugaci vzorku byl ziskan &isty supernatant, 2,3 PDA
se vSak nepodafilo zderivatizovat a stanovit. Pfisuzujeme to nizké rozpustnosti
chinolinové kyseliny v pouzivanych cinidlech, ackoliv byly pfidavany v malych
objemech (Obrazek 18). V prostiedi 10% acetonitrilu bylo mozZzné provést
derivatizaci; precipitace vSak byla nedostateCna a zbytkovy protein se vysrazel

na mezifazovém rozhrani.
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Obrazek 18 - Porovnani velikosti piku 2,3 _PDA pfi precipitaci séra 100% ACN
(ruzové) a 10% ACN (modfre) oproti standardu ve vodé (Cerné)

Pfi praci s ACN jsme opakované pozorovali nasledujici jev - béhem vytfepavani
derivatd do isooktanu vznikla z organické vrstvy stabilni emulze a se vzorkem
nebylo mozné dale pracovat. Stejny fenomén popisuje HuSek ve své praci

z roku 2012 [15], ackoliv pro derivatizaci pouZil odliSnou kombinaci Cinidel.

Dale jsme zkouSeli precipitovat proteiny varem. Biologicky vzorek byl v
eppendorfce ponofen do vodni lazné po dobu péti minut, dokud nevznikla
pevnha hmota. Ta byla po vychladnuti nafedéna vodou a rozruSovana pomoci
tyCového ultrazvukového sonikatoru (vykon 30%, doba sonikace 1
minuta v nastaveni 2 sekundy sonikace + 2 sekundy pauza). Ziskana data jsme
porovnavali s vodnym roztokem chinolinové kyseliny, ktery byl vystaven stejnym
fyzikalnim podminkam. Vytéznost takovymto precipitaénim postupem byla

nedostate¢na, pohybovala se jen okolo 30 - 50 %.

Pfi praci se silnymi kyselinami (sirova, chlorista, trichloroctova) mél ziskany
supernatant pfili§ kyselé pH, které branilo uspésné derivatizaci. Snaha zménit
pH bazickymi latkami do neutralni/slabé bazické oblasti nebyla uspésna. Na
vodnych standardech jsme vSak uspésné ozkous$eli moznost derivatizace pfi
mirné Kkyselém, neutralnim i mimmé bazickém pH (rozsah 3-10 podle
orientacniho méfeni s vyuzitim indikatorovych papirkd; Obrazek 19). Rozsifili

jsme tak informace z prace Hu$kovi vyzkumné skupiny z roku 2012 [41], ve
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které uvadi potfebu upravit hodnotu pH na 8 -9 pro zdarnou derivatizacni

reakci.

100,000)

Obrazek 19 - Porovnani derivatizace 2,3 _PDA v prostredi neutralnim (pH 7;
cerné), kyselém (pH 3; riZzové) a bazickém (pH 10, modre)

Taktéz jsme provedli jsme sérii experimentd s precipitaci proteind
v biologickych matricich pomoci vodnych roztok( anorganickych soli a sice
ZnS04, CuSOs4 a Na2WOs. NejlepSich vysledkl jsme dosahli pfi praci
s roztokem siranu zine¢natého. Cast Zn2* iontd, ktera se pevné nenavazala na
proteiny a po sto€eni zustala v supernatantu, vSak vyrazné snizovala vytéznost
navazujici derivatizaCni reakce. V prostfedi 100 mM ZnSOa4, ktery precipitoval
vyborné a bez viditelnych zbytkovych proteinQ, byla vytéznost niz§i nez 10 %
(Obrazek 20, ruzové). PokousSeli jsme se problém vyfesSit pfidanim EDTA
(roztok pfipraven jako zkoumadlo Kyselina edetova R podle Ceského Iékopisu
2017), se kterou zine€naté ionty ochotné tvofi ve vodé rozpustné komplexy.
Ackoliv pfidavek vedl k vyvazani zineCnatych iontd a zlepSila se vytéznost
derivatizace chinolinové kyseliny (Obrazek 20, modfe), v ramci optimalizace
mnozstvi se nam nepodafilo urCit vhodny pomér slozek. VytéZznost reakce
ovlivhovaly jak volné zineCnaté ionty, tak nadbytek EDTA. Nadbytek volnych

zineCnatych iontl se nepodafilo odstranit ani pouzitim kolonek s iontoménici.
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Obrazek 20 — Porovnani standardu 2,3 _PDA ve vodé (Cerné), precipitace séra
pomoci ZnSOg4 (riZové) a viiv pfidavku EDTA (modfe) na velikost piku

Proteiny z biologické matrice jsme se pokusili odstranit pomoci SPE. S
ozkouSenymi sorbenty z modifikovaného silikagelu nas analyt budto
neinteragoval a v ramci promyvaciho kroku byl z kolonky vymyt spole¢né
s bilkovinami, anebo se ho nepodafilo eluovat Cinidly umoziujicimi naslednou

derivatizaci.

Dobrou eluéni silu poskytoval 1mM NH4OH pfi pFfedchozim promyvani
acetonitrilem. Roztoky pouZzité na promyti a eluci byly proméfovany na UV-Vis
spektrometru (Obrazek 21 — promyvani zelena kfivka, eluce dCervena).
Experimentalné jsme na roztoku standardu chinolinové kyseliny v prostiedi
NH4OH ovéfili, Ze derivatizaci smési HFBCF-HFBOH-ISOO nerusi. Pfesto byl
vysledny pik vyrazné menS$i (Obrazek 22 — standard v bazickém prostredi

cerné, elucni faze s SPE rtzové).
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Obrazek 21 - Spektrometricky proméreny vodny standard 2,3 _PDA (Cerné),
roztok k proplachu (zelené) a k eluci (¢ervené)
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Obrazek 22 - 2,3 PDA ziskana z SPE (razové) eluci NH4+OH v porovnani se
standardem 2,3_PDA v NH4;OH (¢erné)

Z doposud ziskanych poznatkl jsme vyvodili, Zze po ozkousenych precipitaénich
postupech v soustavé stale zlstava latka, ktera vyznamnou mérou snizuje
vytéznost reakce. Pokusili jsme se o dodateéné precisténi precipitatl
(plasma+ZnS04) pomoci membranovych filtrl. Zadny vSak neposkytoval
dostatecné precisténi, pfipadné pro jejich hydrofobni charakter nebylo vibec

mozné filtraci provést.

DalSi metodou, kterou jsme se pokusili odstranit proteiny z biologickych vzorkd,
byla ultrafiltrace. Porovnali jsme ucinnost dvou filtrd (Amicon, Microcon); oba
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s membranou z modifikované celulézy a shodnou velikosti poérd 30 kDa.
VytéZnost u obou filtrd byla pfes 75 %; vysSi u filtru Microcon (Tabulka 5). Na
tomto filtru jsme prFecistili rGzné biologické vzorky a média — na Obrazku 23

plasma lidska (1), plasma potkana (2), homogenat placenty (3) a FBS (4).

Tabulka 5 - VytéZnost 2,3 PDA a d3_PDA na filtru Microcon

Plasma Homogenat
voda lidska placenty
Area 2,3_PDA | 17523 100% | 15536 88,7 % | 14384 82,1 %
Area d3_PDA | 12459 100% | 10588 85,0 % | 9786 78,5 %
| m
l & JL hk : L w
3 4

Obrazek 23 — Full scan chromatogramy lidské plasmy (1), potkani plasmy (2),
homogenatu placenty (3) a FBS (4) pfecisténé ultrafiltraci

Pro zlepSeni prostupnosti fluorovanych derivatd pres fazové rozmezi jsme
provedli sérii experimentlu s roztoky tetraalkylamoniovych soli (TMAC, TEAI,
TPAB a TBAB). U vSech ozkouSenych doSlo ke zvySeni signalu kyseliny
chinolinové i kyseliny pyridin-2,4-dikarboxylove, kterou jsme chtéli pouzit jako
potencialni vnitfni standard (Obrazek 24). Pfi praci s TPAB a TBAB by ve
vyslednych chromatogramech piky i téchto soli a to s pfili§ vysokou a rusivou
intenzitou. Vybrali jsme proto vodny roztok TEAI a pfidavali ho v kroku 1
(kondicionace filtru) a v kroku 2 (pfiprava biologického vzorku).
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Obrazek 24 - Vliv pridavku TMAC (¢erne), TEAI (raZzové) a TPAB (modrfe) na
velikost piktl 2,3 PDA (Tr- 5,156 min) a 2,4 _PDA (Tr- 5,50 min)

Ultrafiltrace poskytovala dostateéné precisténi biologickych vzorku s pfidavkem
2,3 PDA od proteinu. Filtry Microcon uspésné precistili sérum, plasmu i
placentarni homogenat. VytéZznost byla navic zvySena pfidavkem roztoku
tetraethylamonium jodidu, ktery nerusSil pribéh derivatizacni reakce. Oproti
jinym zpusobUm upravy vzorku se derivatizaci na fazovém rozhrani voda-
isooktan dodate¢né nevysrazely proteiny a odbér organické vrstvy tak nebyl

zkomplikovan.

Usuzujeme, Ze latkou, ktera v jinych precipitacnich postupech sniZzovala
vytéznost chinolinové kyseliny, byl protein o molekulové hmotnosti vétSi nez

30 000 Da (velikost pord v membranég).

5.4 Metoda kvantifikace

V ramci vyvoje metody byl hledan vhodny vnitfni standard a zpusob
kvantifikace. Prvnimi méfenimi realnych vzorkl se ukazalo, Ze koncentrace
chinolinové kyseliny se bude pohybovat ve velmi nizkych hladinach (fadové
jednotky ng).

Podle doporuCeni z prace Thakare [40] jsme zvolili kombinaci vnitfniho
standardu a nahradniho analytu. Jako nahradni analyt jsme zvolili komercné
dostupnou izotopicky zna¢enou obdobu 2,3 PDA - kyselinu 4,5,6-trideuterido-
pyridin-2,3-dikarboxylovou. Pro pfesnéjSi kvantifikaci jsme hledali jesté dalSi
vnitini standard exogenniho charakteru. Porovnali jsme retencni chovani
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riiznych polohovych izomera kyseliny pyridindikarboxylové (2,4-, 2,5-, 2,6-, 3,4-,
3,5-) a 5-ethylpyridin-2,3-dikarboxylové kyseliny (Obrazek 25). Na zakladé
ziskanych dat jsme jako wvnitfni standard zvolili kyselinu pyridin-3,5-
dikarboxylovou. Vysledny zaznam z méfeni vzorku média DMEM s pfidanymi

analyty v SIM modu je na Obrazku 26.
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Obrazek 25 - Porovnani retenc¢nich ¢ast 2,3_PDA (Cervena Sipka) a moznych
vnitfnich standardd (modré Sipky)
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Obrazek 26 — Zaznam vybranych m/z (304, 307, 332, 335) z méfeni DMEM s
pfidavkem 3,5_PDA, 2,3 PDA a d3_PDA
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5.5 Opakovatelnost pripravy

Byla pfipravena série tfi vzork( 2,3 PDA ve vodném prostfedi v€etné kroku
zakoncentrovani a ziskané hodnoty poslouzily pro urCeni opakovatelnosti
pripravy (Tabulka 6). Vyslednou hodnotu smérodatné odchylky pfi vicekrokové

derivatizaci, radé pipetovani, transferu vzorku a odparovani vnimame jako velmi

uspokojivou.

Tabulka 6 - Opakovatelnost pfipravy

Area

684285

2,3 PDA

646257
658713

pramer

663085

RSD

15829,68

%

2,39%

5.6 Opakovatelnost nastriku

Do matrice DMEM s proteiny (FBS) byly pfidany roztoky standardd 2,3 PDA,
d3_PDA a 2,4 PDA. Vzorek byl zpracovan podle postupu ,Pfiprava vzorku® a
ziskané hodnoty poslouzily pro urCeni opakovatelnosti nastfiku. Vysledky

mérfeni jsou uvedeny v Tabulce 7. Vyslednou odchylku okolo jednoho procenta

hodnotime jako uspokojivou.

Tabulka 7 - Opakovatelnost nastriku

2,3 PDA d3_ PDA 2,4 PDA
Area 70827 55448 278354

70253 54563 275932

70681 56224 280691
prameér 70587 55412 278326
RSD 243,58 678,59 1942,96
% 0,35% 1,22% 0,70%
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5.7 Stabilita

V ramci prace byla ovéfena stabilita derivatizaCni a katalytické smési, vodnych
zasobnich roztokd standardl i zderivatizovanych produktl vytfepanych do
isooktanu. Roztoky uchovavané v chladu vykazovaly stabilitu v fadu mésica.
Pro zvySeni stability roztokd standardl jsme je smisili s DMSO v poméru 1:1 a
uchovavali pfi pokojové teploté. VSechny pfipravené vzorky vykazovaly
dostateCnou stabilitu mezi extrakci do isooktanu a vilastnim zméfenim (tzv. rack
stability).

Po dobu péti tydnU jsme méfili stabilitu zderivatizované standardd 2,3 PDA a
d3_PDA. Vzorek byl uchovavan pfi laboratorni teploté ve vialce pod
neporusenym teflonovym septem. Pomér naméfenych hodnot byl po celou
dobu konstantni (Obrazek 27).
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Obrazek 27 — Stabilita 2,3 _PDA a d3_PDA v izooktanu uchovavaného za
laboratorni teploty

5.8 Linearita

Pro ovérfeni linearity metody byla sestrojena kalibracni kfivka v médiu DMEM v
rozmezi 0,5 - 12,5 ng podle Tabulky 2. Rozmezi bylo ureno na zakladé méreni
realnych vzorkl dodanych z Katedry farmakologie a toxikologie FaF UK, ve

kterych byla oCekavana zvySena hladina chinolinové kyseliny.

Vzorky byly pfipraveny z roztok(l standardd o pfesné znamych navazkach —
2,3 PDA, d3_PDA a 3,5 PDA. Mnozstvi 3,5 PDA jakoZzZto vnitfniho standardu
bylo konstantni — 3,5ng. Plocha 2,3 PDA byla korigovana u kazdého
kalibracniho bodu odectenim velikosti piku v blankovém vzorku. Na zakladé
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presnych navazek byla prepocitana skutena mnozstvi analytl (Obrazek 28).
Hodnoty 2,3 PDA a d3_PDA byly dany do poméru s vnitinim standardem a ze

ziskanych rovnic byla zpétné vypocitana koncentrace.

U posledniho vzorku kalibraéniho rozmezi (12,5ng) doSlo s nejvétsi
pravdépodobnosti pfi pipetovani standardu k chybé. Plocha piku 3,5 PDA
vySla u tohoto vzorku 3x vétSi nez u vSech ostatnich a negativné se to projevilo
na vyslednych kalibracnich kfivkach. Po odebrani tohoto bodu a zuzeni
kalibracniho rozmezi na rozsah 0,5 - 10,0 ng (8 kalibracnich bodu), jsme ziskali

kiivky s korelaci pfevysSujici 0,99 (Obrazek 29).

30000

2,3_PDA d3_PDA
Pfesna Area Pfesna
navazka korig. navazka Area 25000
0,5 0,54 413 0,5 0,78 683 .
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1 1,07 1082 1 1,57 1355 15000
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10000
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Obrazek 28 — Vysledné plochy 2,3 PDA a d3_PDA ve vzorcich pro ovéreni
linearity metody
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Obrazek 29 — Kalibracni rozmezi 0,5 - 10,0 ng
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5.9 Aplikace optimalizovanych podminek na realné vzorky

Soucasti experimentd bylo i ovéfeni, v jakych biologickych matrici by bylo
mozné hladiny chinolinové kyseliny v praxi stanovovat. Testovany byly: plasma
heparinizovana, plasma s pfidavkem EDTA, sérum a homogenat placenty
riznych zivoCisnych druhl. Dale laboratorni média: DMEM s pfidavkem
protein( a antibiotik, DMEM se zvySenym obsahem glukdzy, fyziologicky roztok
a roztok hovéziho albuminu. VSechny vzorky byly upraveny ultrafiltraci
s pfidavkem TEAI a nasledné zderivatizovany v souladu s postupem
(4.3 Priprava vzorku). Precisténi bylo ve vSech pfipadech uspokojivé a

vytéznost prevySovala 85 %.
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6 ZAVER
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V ramci této diplomové prace byla vyvinuta GS/MS metoda pro stanoveni
chinolinové kyseliny v biologickych vzorcich a médiich. V ramci derivatizace
byla porovnana Ctyfi rizna Cinidla z fad alkylchloroformiatd. Nejlepsi vysledky
byly ziskany pfi pouziti smési 2,2,3,3,4,4,4-heptafluorobutylchloroformiatu a
alkoholu se stejnym alkylovym fetézcem. Porovnali jsme citlivost MS detekce
pfi pouziti elektronové a chemické ionizace a za ruznych hodnot napéti. Za
pomoci informaci z odborné literatury jsme k nejintenzivnéjSim hodnotam m/z

v hmotnostnich spektrech pfifadili struktury fragmenta.

Separace analytl byla porovnana na kolonach RTX-5MS a SLB-IL59 s odliSnou
polaritou stacionarni faze. Pro méfeni biologickych vzorkd jsme vyhodnotili
kolonu s naplni z iontové kapaliny SLB-IL59 jako vhodnéjsi, protoZe s pouzitym
teplotnim programem nehrozila koeluce chinolinové kyseliny s jinou endogenni

latkou obsazenou v matrici.

V kroku Upravy biologické matrice jsme uspésSné vyfeSili komplikace
vzajemnych inkompatibilit mezi precipitacnimi Cinidly a derivatizaCni reakci
kyseliny chinolinové. Zjistili jsme, Ze fada bézné pouZzivanych precipitacnich
postupl je nevhodnych (methanol, acetonitril, silné anorganické a organické
kyseliny) anebo poskytuji pouze nizkou a nereprodukovatelnou vytéznost
(precipitace varem s naslednou sonikaci, pouziti roztoki anorganickych soli,
SPE). Jako metodu s vysokou vytéznosti vybrali ultrafiltraci. Pracovali jsme
s filtry tvofenymi celul6zovou membranou s velikosti port 30 kDa. Pro zlepSeni
prostupnosti prfes semipermeabilni membranu a mezifazové rozhrani pfi
nasledné LLE jsme pfistoupili k pfidavku tetraalkylamoniové soli. Vyborné
vysledky jsme ziskali experimenty s TEAI. Vysledna vytéZznost reakce presahla
90 %.

Pro potifeby kvantifikace jsme porovnali fadu vnitfnich standardd, ze kterych
jsme pro vyslednou kalibraci zvolili izotopicky znacenou 4,5,6-trideuterido-
pyridin-2,3-dikarboxylovou kyselinu a pyridin-3,5-dikarboxylovou kyselinu.
V kalibra¢nim rozmezi 0,5 - 10,0 ng dosahla optimalizovana metoda linearity
s R? prevysujicim 0,99. Pouzivané pracovni roztoky, roztoky standard( i
zderivatizované produkty jsou stabilni. Ovéfovani opakovatelnosti pfipravy a

nastfiku poskytlo uspokojiva data a nizké hodnoty RSD.
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V budoucnu bychom radi tuto metodu validovali u nékteré z regulac¢nich autorit
a zavedli tak stanovovani chinolinové kyseliny v biologické matrici pomoci

GC/MS do laboratorni praxe.
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Obrazek 1 - Schéma plynového chromatografu; pfevzato z [2]

Obrazek 2 - Schéma hmotnostniho spektrometru

Obrazek 3 - Schéma kvadrupolového analyzatoru; pfevzato z [13]

Obrazek 4 - Schéma trojitého kvadrupdlu

Obrazek 5 - Postup SPE; pfevzato z [17]

Obrazek 6 — Esterifikace karboxylové kyseliny pomoci chloroformiatu

Obrazek 7 - Vysledné produkty derivatizace 2,3 _PDA s MeCF (1), EtCF (2),
iBCF (3) a HFBCF (4)

Obrazek 8 - Hmotnostni spektrum 2,3 PDA_HFBCEF pfi aplikaci El;
fragmentace v molekule vyznaceny Cervené

Obrazek 9 - Optimalizace teplotniho programu

Obrazek 10 - Porovnani separace analytll v séru na koloné RTX-5MS (nahofe)
a SLB-IL59 (dole)

Obrazek 11 - Méfeni homogenatu placenty (Cerné) a 2,3 PDA (rdzové) na
koloné RTX-5MS

Obrazek 12 - MéFeni homogenatu placenty (Cerné) a 2,3 _PDA (rlZové) na
koloné SLB-IL59

Obrazek 13 - High pressure nastfik

Obrazek 14 - Vliv velikosti nastfiku na tvar pika 2,3 PDA a ostatnich metabolit
Obrazek 15 — Hmotnostni spektrum 2,3 PDA_HFBCF pfi aplikaci NCI;
fragmentace v molekule vyznacena Cervené

Obrazek 16 - Porovnani odezvy 2,3 PDA pfi ionizaci El (¢erné) a NCI (rdzoveé)
Obrazek 17 - Vliv rostouciho napéti na pik 2,3 _PDA_HFBCF (0,00 kV cernég,
0,05 kV riizove, 0,10 kV modfe)

Obrazek 18 - Porovnani velikosti piku 2,3 PDA pfi precipitaci séra 100% ACN
(rdzové) a 10% ACN (modfe) oproti standardu ve vodé (Eerné)

Obrazek 19 - Porovnani derivatizace 2,3 _PDA v prostifedi neutralnim (pH 7;
cerné), kyselém (pH 3; rizové) a bazickém (pH 10; modfe)

Obrazek 20 — Porovnani standardu 2,3_PDA ve vodé (Cerné), precipitace séra
pomoci ZnSO4 (rdZzové) a vliv pfidavku EDTA (modfe) na velikost piku
Obrazek 21 - Spektrometricky proméfeny vodny standard 2,3_PDA (Cerné),
roztok k proplachu (zelené) a k eluci (Cervené)

Obrazek 22 - 2,3_PDA ziskana z SPE (rizove) eluci NH4OH v porovnani se
standardem 2,3 _PDA v NH4OH (&erné)
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Obrazek 23 — Full scan chromatogramy lidské plasmy (1), potkani plasmy (2),
homogenatu placenty (3) a FBS (4) precisténé ultrafiltraci

Obrazek 24 - Vliv pfidavku TMAC (Cerné), TEAI (rizové) a TPAB (modfe) na
velikost piku 2,3 _PDA (Tr- 5,15 min) a 2,4 _PDA (Tr- 5,50 min)

Obrazek 25 - Porovnani retencnich ¢asu 2,3_PDA (Cervena Sipka) a moznych
vnitfnich standardd (modré Sipky)

Obrazek 26 — Zaznam vybranych m/z (304, 307, 332, 335) z méfeni DMEM s
pfidavkem 3,5 _PDA, 2,3 PDA a d3_PDA

Obrazek 27 — Stabilita 2,3_PDA a d3_PDA v izooktanu uchovavaného za
laboratorni teploty

Obrazek 28 — Vysledné plochy 2,3 PDA a d3_PDA ve vzorcich pro ovéreni
linearity metody

Obrazek 29 — Kalibraéni rozmezi 0,5 - 10,0 ng
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Tabulka 1 - Zbytkové mnozstvi proteint, cholesterolu a triacylglycerol(

v supernatantu pfi pouziti riznych precipitacnich Cinidel; pfevzato a pfeloZzeno z
[13]

Tabulka 2 - Pfiprava vzorkd pro ovéfeni linearity; objemy jsou uvedeny v pl
Tabulka 3 - Nastaveni parametrd GC/MS

Tabulka 4 - Postup derivatizaCni reakce

Tabulka 5 - Vytéznost 2,3_PDA a d3_PDA na filtru Microcon

Tabulka 6 - Opakovatelnost pfipravy

Tabulka 7 - Opakovatelnost nastfiku
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