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ABSTRAKT
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Nazev diplomové prace:

Vyvoj HILIC metodiky pro UHPLC- MS/MS stanoveni pteridini, porovnani selektivity

riznych stacionarnich fazi

Tato diplomova prace se zabyva vyvojem HILIC metodiky urcené k identifikaci a
stanoveni biologicky aktivnich latek neopterinu, biopterinu, 7,8-dihydroneopterinu a 7,8-
dihydrobiopterinu za pouziti ultra-G¢inné kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostnim
spektrometrem typu trojitého kvadrupolu.

Testovany byly tfi chromatografické kolony (BEH Glycan, BEH Amide a BEH HILIC),
na kterych bylo zkouseno né¢kolik druhd mobilnich fazi a jejich vliv na separaci zkouSenych
latek. Mobilni faze byla tvofena vodnou slozkou (Kyselina octova a mravenéi, octan a
mravencan amonny a hydroxid amonny o nizké koncentraci) s acetonitrilem.

Na chromatografické koloné BEH Glycan byly jako nejlepsi vyhodnoceny mobilni faze
ve slozeni ImM octan amonny 0 pH= 3,8 s acetonitrilem v poméru 30:70 a 1mM octan amonny
0 pH= 6,8 sacetonitrilem v poméru 28:72. Chromatograficka kolona BEH Amide poskytla
nejlepsi vysledky pii uziti dvou mobilnich fazi ve sloZzeni 1mM octan amonny 0 pH= 4,8 s
acetonitrilem v poméru 23:77 a ImM octan amonny 0 pH= 6,8 s acetonitrilem v poméru 28:72.
Chromatografickd kolona BEH HILIC byla vyhodnocena jako nevhodna, protoze neumoznila
docilit separaci vsech pteriding.

Pii zvolenych optimélnich podminkach byla zmétena opakovatelnost metody, linearita
metody a jeji citlivost. Metody jsou linearni (pro BEH Glycan- r= 0,9915-0,9999, pro BEH
Amide- r= 0,9987-0,9999). Vyssi citlivost vykazuje kolona BEH Amide (LOD se pohyboval u
NEO a BIO v rozmezi 0,22- 0,91 nmol/l, u redukovanych forem 113,94- 916,67 nmol/l, LOQ se
pohyboval u NEO a BIO v rozmezi 0,74- 3,00 nmol/l, u redukovanych forem 376,00- 3025,00

nmol/l).
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spektrometrie, BEH Glycan, BEH Amide, BEH HILIC
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Title of Doctoral Thesis:

The development of HILIC method for UHPLC-MS/MS determination of pteridins,

a comparison of selectivity of various stationary phases

This graduation thesis was dealing with the development of HILIC method for the
identification and quantification of biologically active substances neopterin, biopterin, 7,8-
dihydroneopterin and 7,8-dihydrobiopterin by ultra-high performance liquid chromatography
coupled to the mass spectrometry detector of triple quadrupole type.

Three chromatographic columns (BEH Glycan, BEH Amide and BEH HILIC) were
tested. Several mobile phases and their influence on the separation of target analytes were
tested. Mobile phase consisted of aqueous component (acetic and formic acid, ammonium
formate and acetate and ammonim hydroxide of low concentration) and acetonitrile.

On the chromatographic column BEH Glycan following best mobile phases were
evaluated: 1mM ammonium acetate pH= 3.8 with acetonitrile in the ratio 30:70 and 1mM
ammonium acetate pH= 6.8 with acetonitrile in the ratio 28:72. Two mobile phases composed of
1mM ammonium acetate pH= 4.8 with acetonitrile in the ratio 23:77 and 1mM ammonium
acetate pH= 6.8 with acetonitrile in the ratio 28:72 offered the best results on the
chromatographic column BEH Amide. The chromatographic column BEH HILIC was assessed
as unsuitable, because it did not allow to achieve the separation of pteridins.

System suitability test, linearity of the method and its sensitivity were measured at the
selected optimal conditions. The methods are linear (for the BEH Glycan r= 0.9915 to 0.9999,
for the BEH Amide r=0.9987 to 0.9999). The amide column show higher sensitivity (LOD of
NEO and BIO was 0.22 to 0.91 nmol/l, LOD of NH2 and BH2 was 113.94 to 916.67 nmol/I,
LOQ of NEO a BIO was 0.74 to 3.00 nmol/l, LOQ of NH2 and BH2 was 376.00 to 3025.00

nmol/l).
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SEZNAM ZKRATEK

AcAc kyselina octova

ACN acetonitril

AmF mraven¢an amonny

AmAc octan amonny

APCI chemicka ionizace za atmosférického tlaku
APPI fotoionizace za atmosférického tlaku
BH2 dihydrobiopterin

BH4 tetrahydrobiopterin

BIO biopterin

BTEE bis(triethoxysilyl)ethan

Cl chemicka ionizace

DAPCI desorp¢ni APCI

DESI desorpce elektrosprejem

E elektrostatické pole

El elektronova ionizace

ESI ionizace elektrosprejem

FAC kyselina mravenci

GC plynova chromatografie

GTP guanosintrifostat

HILIC chromatografie hydrofilnich interakci
HIV virus zpusobujici u ¢loveka ztratu obranyschopnosti
HPLC vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
ICR iontova cyklotronova rezonance

IC infradervena oblast

IT iontova past

LC kapalinova chromatografie

LDI ionizace desorpci laserem

LOD detek¢ni limit

LOQ kvantitativni limit

MAG magneticky analyzator



MALDI
MP

MS
NEO
NH2
NPLC
PC

PDI

RPLC
RSD
SIM
SFC
SRM
SSI
TEOS
TLC
TOF
UHPLC
uv

ionizace desorpci laserem v pfitomnosti matrice
mobilni faze

hmotnostni spektrometrie

neopterin

dihydroneopterin

chromatografie na norméalnich fazich

papirova chromatografie

ionizace plazmovou desorpci

kvadrupolovy analyzator

korelaéni koeficient

chromatografie na reverznich fazich
relativni smérodatna odchylka
monitorovani vybrané¢ho iontu
superkriticka fluidni chromatografie
monitorovani vybrané reakce

sonosprej

tetraethoxysilan

tenkovrstva kapalinova chromatografie
analyzator doby letu

ultra-u¢inna kapalinova chromatografie

ultrafialova oblast

-10 -



1. UVOD

-11 -



Koncentrace neopterinu v télesnych tekutinach napomaha piedvidat vyvoj
patologického stavu. Byl vyuzit jako ukazatel u zanétlivych stavli a k méteni aktivity
imunitniho systému. Jeho hladina je zvySena u infekci, kardiovaskularnich onemocnéni,
autoimunitnich onemocnéni, malignich onemocnéni a dusSevnich poruch.

7,8-dihydrobiopterin vznika odbouravanim z 5,6,7,8-tetrahydrobiopterinu (BH4).
Nasledkem nedostatku BH4 je hyperfenylalaninémie, jako 1 nedostatek
neurotransmitert serotoninu, dopaminu, adrenalinu a noradrenalinu.

Pteridiny byly doposud analyzovédny pouze pomoci HPLC s fluorescencni
detekci, pficemz neékteré nové vyvinuté metody jsou stale velmi ¢asoveé naro¢né. Navic
fluorescencni detekce pii nékterych analyzach biologickych vzorkli nevykazuje
dostatecnou selektivitu. Vétsi selektivitu vykazuje MS detekce, kterd zatim nebyla
uplatnéna, coz davd podnét pro nésledné zkoumani. Jako vyhodné se jevi spojeni
s metodou HILIC, protoze pteridiny jsou polarni bazické sloufeniny a pravé pro

analyzovani takovych latek je tato metoda vhodna.
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Tato diplomova prace se zabyva vyvojem HILIC metodiky uréené k identifikaci a
stanoveni biologicky aktivnich latek neopterinu, biopterinu, 7,8-dihydroneopterinu a
7,8-dihydrobiopterinu za pouziti ultra-i¢inné kapalinové chromatografie ve spojeni
s hmotnostnim spektrometrem typu trojit¢ho kvadrupolu a porovnadvanim selektivity

ruznych staciondrnich fazi z hlediska retence a separace pteridin.

Nejdiive budou zmétfenim hmotnostnich spekter neopterinu, biopterinu, 7,8-
dihydroneopterinu a 7,8-dihydrobiopterinu vybrany jejich prekurzorové ionty a
nasledn¢ bude optimalizovan parametr MS detekce- cone voltage. Po fragmentaci
prekurzorovych ionti bude vybran fragment s dostateCnou intenzitou a dal§im méfenim
zjiSténa optimalni kolizni energie. Za optimalizovanych podminek budou testovany tfi
chromatografické kolony. Detailn€é bude porovnavana jejich selektivita, vliv na retenci a
separaci analyzovanych latek pfi pouziti riznych mobilnich fazi. V literatufe je stale
nedostatek informaci o metodé¢ HILIC a tyto experimenty umozni jejich rozsifeni.
Nasledné budou vybrany chromatografické kolony a mobilni faze (pH, procentualni
zastoupeni organické a vodné slozky, koncentrace vodné slozky) poskytujici nejlepsi

vysledky a u nich bude nakonec ovéfena opakovatelnost metody, linearita a citlivost.
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3.1. Pteriny

Pteriny byly objeveny v roce 1889, kdy Hopkins izoloval zluty pigment z kiidel
lepidoptera [1]. Pozd¢ji skupina téchto pigmentd dostala nazev pteridiny (pteron= fecky
kiidlo) [2] a byla zjisténa jejich struktura [3]. U ¢lovéka byly pteriny nejprve objeveny
v mo¢i. Jedna se predev§im o xanthopterin [4], biopterin [5] a neopterin [6].

Vysoké koncentrace pterinit se nachazeji pouze jako pigmenty u hmyzu,
obojzivelniki, plazti a ryb [7, 8]. Zluty leukopterin a erveny erythropterin a jsou
obsazeny v kiidlech motyld, barvé mlokii a motském planktonu. Oranzovy xanthopterin

se krom¢ motylich k¥idel vyskytuje i v krabech, hmyzu a lidské mo¢i [9].

3.1.1. Chemicka charakteristika

Struktura a rozdéleni

Struktura pterini je odvozena od pyrazino-[2,3-d]-pyrimidinového bicyklického
systtmu zvaného pteridin (Obr. 1). Derivaty pteridinu se déli podle substituce
pyrimidinového cyklu na pteriny (derivaty 2-amino-4-oxo-3,4-dihydropteridinu) a
lumaziny (derivaty 2,4-dioxo-l,2,3,4-tetrahydropteridinu). Tyto derivaty pteridinu lze
podle velikosti substituentii rozdélit na nekonjugované (pteridiny s relativné malymi
substituenty, jako napft. neopterin, biopterin, molybdopterin, onkopterin) a konjugované,
které¢ obsahuji vétsi substituenty vdzané na pteridinovy cyklus (napt. kyselina listova,

riboflavin, methanopterin [10]).

N N
73 | 12
i N

Q‘“N 4"3‘:” 3

5

Obr. 1: Struktura pteridinu

Vlastnosti

Pteridin je Zluté latka (teplota tani 140°C), ktera se velmi dobte rozpousti ve vode
a ve veétsin¢ organickych rozpoustédel. Naopak, hydroxy a aminopteriny, které jsou
asociovany intermolekuldrnimi vodikovymi vazbami, jsou prakticky nerozpustné ve
vSech rozpoustédlech a maji vysoké teploty tani (kolem 350°C). Tautomerni rovnovaha

hydroxypterinti je posunuta na stranu oxo tautomeru [11].
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Pteriny jsou slouceniny citlivé na svétlo, jeho piisobenim se rozkladaji na rizné
derivaty pteridinu. Vyskytuji se ve tfech oxida¢nich formach, v 5,6,7,8-tetrahydro-, 7,8-
dihydro nebo v plné oxidované (aromatické) formé. Dihydropteriny rovnéz existuji v
méné stabilni chinoidni struktufe. Redukované formy pterind se snadno oxiduji
pusobenim vzdusného Kysliku, zvlasté v piitomnosti iontd kovi [12]. Pro redukované
formy pterinl jsou charakteristické velmi silné antioxida¢ni G¢inky a mohou in vivo
pusobit jako lapafe reaktivnich forem kysliku [13]. Biopterin a neopterin je mozné
ziskat z jejich redukovanych forem oxidaci jodem [14, 15]. Jen oxidované formy
pterinti vykazuji silnou modrou fluorescenci. Biopterin a neopterin vcetné svych

riznych oxidac¢nich stavii maji podobna UV spektra [14].

3.1.2. Biosyntéza pterinu

Biosyntéza vSech pterini a pteridini zacinad hydrolytickym $tépenim GTP pomoci
GTP cyklohydrolas. Pocateéni reakéni krok biosyntézy vétSiny pteridint katalyzuje
GTP cyklohydrolasa |, pficemz vyjimku tvofi biosyntéza riboflavinu u bakterii a rostlin,
které obsahuji GTP cyklohydrolasu 11 [16, 17].

Biosyntéza tetrahydrobiopterinu probiha ve tfech enzymovych krocich [18]. Pro-
biha piedevsim v hepatocytech, v lymfocytech a v serotoninergnich a dopaminergnich
synaptosomech.

Biosyntéza neopterinu probiha v monocytech/makrofazich. Pokud T-lymfocyty
rozpoznaji cizi struktury, za¢nou tvofit rizné mediatory, tzv. lymfokiny, jako je
interferon-y. V dal$im kroku vytvofeny interferon-y stimuluje lidské monocy-
ty/makrofagy, které tvoii a uvoliiuji neopterin [19].

Regulace biosyntézy: Biosyntéza BH4 je regulovana riznymi mechanismy [20],
které témet vyhradné ovliviiuji prvni a klicovy enzym, GTP cyklohydrolasu I. Kladny
kooperativni efekt ma na tento enzym substrat GTP, naopak konec¢né produkty di- a
tetrahydropteriny pusobi inhibicné [21]. Biosyntéza pteridini je stimulovana
prozanétlivymi cytokiny a to zvySenou transkripci a naslednou de novo syntézou GTP
cyklohydrolasy | [22]. Exprese enzymu je konstitu¢ni. Nejuéinngj§im stimulatorem je
interferon-y, velmi silnym kostimulatorem je TNF-a, ktery vSak stimula¢ni efekt sam o
sob¢ nevykazuje [23]. Inzulin, reserpin [24] a glukokortikoidy [25] stimuluji biosyntézu

o

BH4 rovnéz indukci GTP cyklohydrolasy |. Protizanétlivé cytokiny jako napf.
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transformujici rastovy faktor beta [26], interleukiny 4 a 10 [26] pusobi na indukci

inhibi¢né.

3.1.3. Funkce pterinii
Neopterin (NEO)

o) OH
N
PN 2 OH
H,N” N7 N

Obr. 2: Neopterin

T-lymfocyt

I
Interferon-y

|

Makrofag

Neopterin

Obr. 3: Aktivace imunitniho systému a produkce neopterinu monocyty/makrofagy

Funkce neopterinu (Obr. 2) v organismu neni doposud objasnéna. Jeho
koncentrace v télesnych tekutindch napomahé ptedvidat vyvoj patologického stavu,
ktery je spojen s aktivaci bunééného imunitniho systému [27, 28] (Obr. 3). Neopterin
byl vyuzit jako ukazatel u zanétlivych stavli a k méfeni aktivity imunitniho systému.
Neopterin je zvySen u infekci, kardiovaskuldrniho onemocnéni, autoimunitnich
onemocnéni (revmatoidni artritida, systémovy lupus a atopické astma), malignich

onemocnéni, dusSevnich poruch [29-35]. U autistickych déti, v porovnani s kontrolni
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skupinou, byly nalezeny vyznamné zvysené hladiny neopterinu v moci [36]. Neopterin
a jeho redukovana forma se u ¢lovéka podileji na modulaci cytotoxicity reaktivnich
forem kysliku a chloru [37-40] a nezavisle na kyslikovych radikalech a NO zptusobuji
apoptozu bunék [41, 42]. Dihydroneopterin ma schopnost aktivovat transkripéni faktory

a indukovat expresi HIV-1 genu [40].

Biopterin (BIO)

Obr. 4: Biopterin

Stanoveni poméru neopterin / biopterinu (NEO / BIO) v moci, spolu s ostatnimi
parametry jako je obsah fenylalaninu a tyrosinu, se pouZivaji pro stanoveni diagndzy
hyperfenylalaninemie. Velké mnozstvi biopterinu (Obr. 4) je obsazeno v matefském
mléce a to az 90x vice neZ v séru. Tato skutecnost ukazuje na moZnost vyroby BH4

z mléénych Zlaz [43].

Tetrahydrobiopterin (BH4)

O H OH
N7 SNTON OH
H

Obr. 5: Tetrahydrobiopterin

BH4 (Obr. 5) je kofaktor fenylalanin-4-monooxygenazy, tyrozin-3-monooxyge-
nazy, tryptofan-5-monooxygenazy, alkylglykol-ether-monooxygenazy a NO-synthazy.
Nasledkem nedostatku BH4 je hyperfenylalaninemie, jako i nedostatek neurotransmi-

tert serotoninu, dopaminu, adrenalinu a noradrenalinu [44] (Obr. 6).
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Obr. 6: Metabolizmus fenylalaninu a tetrahydrobiopterinu [44]

Nedostatek vySe zminénych neurotransmiteri vede k infantilnimu parkinsonismu,
ktery se projevuje hypokinezi, hypomimii, centralni hypotonii, hypertonii koncetin,
poruchami polykani s hypersalivaci, okulogyralni krizi, myoklonii. Bez 1é¢by dochazi
K vyraznému motorickému a mentalnimu opozdéni vyvoje [44].

Hyperfenylalaninemie je onemocnéni vznikajici v dasledku poruchy metabolizmu
aromatickych aminokyselin. Tato porucha je podminéna funkénim omezenim enzymu
fenylalanin-4-monooxygenazy (PAH, 98%) nebo defekty enzymu biosyntézy (GTP-
cyklohydrolaza, 6-pyruvoyl-tetrahydropterinsyntdza) nebo regenerace kofaktoru
fenylalanin-4-monooxygenazy, tetrahydrobiopterinu (2%, dihydropterinreduktaza,
pterin-carbinolamin-dehydrataza) [44]. Hyperfenylalaninemie, ktera je zplsobena
poruchami v metabolizmu pterint, je oznacovana jako maligni hyperfenylalaninemie. I
pfes mnohdy nevyrazné zvySeni koncentrace fenylalaninu v krvi muze vést K zavaz-
nému psychomotorickému opozdéni ditéte. Tento typ hyperfenylalaninemie neni mozné
1€¢it snizenym piijmem fenylalaninu ve straveé. Kauzalnim lékem je podavani tetrahyd-
robiopterinu [45].

Omezena dostupnost kofaktoru BH4 byla navrzena jako etiologicky faktor u
neurologickych chorob, véetné Alzheimerovy choroby, Parkinsonovy choroby, autizmu,
schizofrenie, deprese, stejné jako v jinych stavech jako inzulinova rezistence a kardio-

vaskularni onemocnéni [46-51].
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BH4 je ve zvysené mitfe produkovan aktivovanymi T- lymfocyty a zvysuje jejich
afinitu k interleukinu-2 a to nasledné vede k jejich zvySené proliferaci [52,53]. Dale se

BH4 ucastni na fizeni bunééného cyklu [54] nebo na regulaci melanogeneze [55].

Molybdopterin
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Obr. 7: Molybdopterin

O

Molybdopterin (Obr. 7) je soucasti pterinovych molybdenovych kofaktort [56].
Pteridinovy cyklus se zde nachazi v redukované formé a pravdépodobné se ucastni

v procesech pienosu elektront [57].

Xanthopterin
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Obr. 8: Xanthopterin

Xanthopterin (Obr. 8) ovliviyje rist a diferenciaci bun¢k [58-60]. Vyzkumem
bylo zjisténo, Ze nitrosvalové a nitrozilni podani xanthopterinu a isoxanthopterinu brani
ristu nadorG u zvifat. Xanthopterin podany usty zpomaluje tempo rozvoje
adenokarcinomu mlécné zlazy u mysi, coz vedlo k vyzkumu t¢inka isoxanthopterinu a
xanthopterinu na buiky lidského nadoru prsni Zlazy. Byl prokazan jejich cytotoxicky

ucinek na tyto bunky [61].
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Onkopterin
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Obr. 9: Onkopterin

V budoucnu by mohla tato sloucenina (Obr. 9) slouzit jako citlivy nadorovy
marker [62]. U zdravych a onkologicky nemocnych jedinci byla provadéna stanoveni
onkopterinu vmoc¢i. U pacientd sné€kterymi druhy rakoviny byla koncentrace
onkopterinu zvysena 70-100krat, zatimco koncentrace polyamina 2-10krat a neopterinu
2-8krat. U nemocnych s hematologickymi malignitami byla exkrece onkopterinu

zvysena, avSak ne statisticky vyznamné [62-64].

3.1.4. Metody stanoveni pteridini

Pteriny se stanovuji nej¢astéji v moci, plazmé, séru a mozkomi$nim moku, kde je
jejich koncentrace fadové 10-°az 10-° mol.dm-%. Doposud vsak neni Fadné
prozkoumano, jaka je stabilita pterinll v téchto vzorcich, protoZe vétSina studii, které se
tykaji stability, byla provadéna pouze v modelovych vzorcich. Kritickym mistem je

zpracovani vzorku pied vlastni analyzou [65].

HPLC metody

Stanoveni pterini je mozné pomoci reverzné- fazové [14, 66, 67], iontoveé-
parové [68], iontové-vymeénné [69] a chirdlni [70] vysokoucinné kapalinové
chromatografie ve spojeni s fluorescencni a/nebo elektrochemickou detekci. Ke
stanoveni mén¢ polarnich pterinii je vhodné pouzit chromatografii na reverzni fazi.
lontové-parovou nebo iontové-vyménnou chromatografii je vyhodné pouzit pro separaci
pterinti v rizném oxida¢nim stavu, nebo riznych tetrahydropterint, nebo pro separaci
mono-, di- a trifosfatd pterint. Biologicky vzorek se vétsSinou aplikuje piimo, pokud ale
obsahuje proteiny, je nutné provést deproteinaci [66-68, 71, 72]. Silna fluorescence
oxidovanych forem pterinti umoziuje jejich pomérné specifickou a citlivou detekci bez
ptedchoziho zkoncentrovani [66]. Redukované formy je nejdiive nutno ptred vlastni

analyzou chemicky [14, 66, 73] nebo elektrochemicky oxidovat [66].
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Fluorimetrie
Celkovy obsah pterini je mozné stanovit fluorimetricky po oxidaci redukovanych

forem jodem [74].

Hmotnostni spektrometrie
Detekce pterinii hmotnostni spektrometrii byla vyuzita pti jejich stanoveni

plynovou [24, 75] a kapalinovou chromatografii [76].

Mezi dalsi metody patfi:

Bioanalyza

ELISA

3.2. Chromatografické separa¢ni metody

Jedna se o vicestupiiové separa¢ni metody, kde jednotlivé slozky vzorku jsou
rozdélovany mezi dvé faze, pficemz jedna z nich je stacionarni a druha je mobilni.
Stacionarni fazi muze byt kapalina nebo pevna latka nanesena na tuhy nosi¢ nebo gel.
Tato stacionarni faze miize byt naplnéna do kolon, rovnomérné rozprostiena do vrstvy
nebo filmu atd. Mobilni faze mtize byt plynna, kapalna nebo kapalina v superkritickém
stavu. Separace muze byt zaloZena na adsorpci, rozdélovani, vyméné iontd atd. nebo
muze byt zaloZena na rozdilech ve fyzikalné-chemickych vlastnostech molekul, mezi

které patii napt. velikost, hmotnost, objem atd. [77].

Chromatografii mtizeme rozd¢lit na [78] :
A) plynova (GC)
a) adsorpéni
b) rozdélovaci
B) superkriticka fluidni (SFC)
C) kapalinova (LC)
a) kolonova (HPLC)
- adsorp¢ni- vyuziva rozdilné adsorpce molekul analytti na povrchu

tuh¢ faze s aktivnimi centry.
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- rozdélovaci - vyuziva rozdilné rozpustnosti (a tudiz i rozdilné
distribuce) molekul analytd mezi dvéma zcela
nemisitelnymi kapalinami.

- gelova- vyuziva mechanického déleni molekul analyt v pérech gelu
na zaklade¢ jejich rozdilné velikosti.

- iontové vyménnd- vyuziva rozdilné¢ vyménné adsorpce analytii

(iontlt) na povrchu iontového ménice.
b) planarni (plosna)
- papirova (PC)
- tenkovrstva (TLC)

3.2.1. HPLC- vysokoucinna kapalinova chromatografie

Technika HPLC zaujima mezi metodami kapalinové chromatografie vyznamné
misto. Zkratka HPLC je odvozena od ,high performance liquid chromatography*
(vysokoucinnd kapalinova chromatografie). Mobilni fazi je v tomto piipad¢ kapalina.
Stacionarni faze je tvofena bud’ pevnym adsorbentem, nebo filmem pfislusné latky,
ktery je zakotveny na povrchu nosice. Tato separacni metoda méd mnoho vyhodnych
vlastnosti. Jedna se 0 metodu umoziujici soucasné jak kvalitativni, tak i kvantitativni
hodnoceni separovanych slozek smési, a to svysokou citlivosti, selektivitou a
v relativné kratkém cCase. K méfeni staci velmi malé mnozstvi vzorku a pro velké série
vzorki je mozno svyuzitim automatického davkovae celou metodu plné
automatizovat. Z HPLC zaznamu je mozné ziskat podrobné informace o identité,
obsahu i Cistote separovanych slozek [79, 80].

V ramci rozdélovaci HPLC Ize zminit dva systémy. A to tzv. normalni systém,
kdy je stacionarni faze polarnéjsi nez faze mobilni a tzv. systém reverzni, neboli systém
obracenych fazi, kdy je stacionarni faze tvofena organickym hydrofobnim
rozpoustédlem a mobilni fazi je rozpoustédlo hydrofilni. Reverzni systém je pouzivan

mnohem Casté&ji a je vhodny k déleni méné polarnich latek [79, 81].

3.2.2. UHPLC- ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie
UHPLC se v posledni dobé stala Siroce pouzivanou technikou v analytickych

laboratofich vSech obort. Hlavni aplikaci této techniky jsou farmaceutické analyzy
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(vyvoj léciv, kontrola kvality 1é¢ivych pripravki, bioekvivalencni studie), analyza
zivotniho prostiedi, analyza potravin a mnohé dalsi [83].

S vyuzitim UHPLC lze pfi soucasném zachovani nebo zvySeni rozliSeni a
citlivosti dosahnout 2-21x rychlejsi separace. To je dano pouzitim malych Céstic
sorbentu. Pro UHPLC c¢astice je charakteristicka velikost mensi nez 2,0 um, coz je
optimalni velikost pro UHPLC, dal$i zmenSovani castic vede pouze ke zvySovani

zpétného tlaku a zvySeni u¢innosti je jiz zanedbatelné [83-85].

UHPLC ma tedy fadu vyhodnych vlastnosti oproti klasické HPLC technice [84]:

e krat$i doba analyzy

¢ snizeni ndkladl (mensi spotieba HPLC rozpoustédel)
e zvySeni separacni u¢innosti a rozliSeni

e zvyseni citlivosti

e vice kvalitativnich informaci

Sorbenty UHPLC

Pouzivané "klasické" HPLC sorbenty jsou v podstaté dvojiho typu. Jako nosi¢ se
pouziva bud”:

A) anorganicky nosi¢ - silikagel nebo

B) organicky nosi¢ - polymer
Pro oba dva typy jsou charakteristické urcité vyhody, ale i nevyhody. Sorbenty, které
jsou zalozené nabazi silikagelu, se vyznaCuji pomérné¢ vysokou mechanickou
odolnosti, vykazuji vysokou ucinnost a na téchto sorbentech se dobfe daji predikovat
retence soluti. Nevyhodu lze spatfovat v limitovaném rozsahu pH mobilni faze,
chemické nestabilité¢ a chvostovani bazickych solutii. Sorbenty zaloZzené na polymerni
fazi mohou pracovat v Siroké oblasti pH, jsou chemicky stabilni a nedochazi na nich k
iontovym interakcim. Nevyhodou je vSak jejich niz§i mechanicka odolnost, nizsi
ucinnost a Spatn¢ ptredvidatelna retence solutii. O Spojeni vyhodnych vlastnosti obou
typl sorbentll a dosaZeni tak optimalnich vlastnosti sorbentli se pokousi rizné hybridni
technologie, napt. hybridni technologic "Ethylene Bridged Hybrid (BEH) particle
technology”. K zamezeni vlivu volnych hydroxylovych skupin silikagelu a ke zvySeni

jeho mechanické odolnosti je pouzito tzv. ethylenovych mustka [84] (Obr.10).
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Obr. 10: Vznik polyethoxysilanu a BEH ¢astice (Ethylene Bridged Hybrid castice) [86]

V ramci mé diplomové prace jsem pro méfeni vyuzivala Acquity UPLC systém od

firmy Waters (Obr. 11).

Obr. 11: Acquity UPLC ( UHPLC systém) [87]
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3.3. HILIC- chromatografie hydrofilnich interakci

Termin HILIC vytvofil v roce 1990 Alpert, ktery vysvétlil jeho principy a néktera
dilezita pouziti [88]. HILIC je alternativou ke konven¢nim RP-HPLC (obracena faze
HPLC) nebo NP-HPLC (normalni faze HPLC). [83].

Separace HILIC je zaméfena pievazné na polarni, ve vod¢é dobie rozpustné latky.
K témto separacim se vyuzivaji polarni stacionarni faze a vodné mobilni faze obsahujici
vysoky podil organického rozpoustédla (vice jak 60 %), pricemz stacionarni faze musi
byt vice polarni nez faze mobilni. Toto uspotfddani umoziuje s vysokym rozliSenim
délit polarni analyty. Nepolarni latky, které nemaji afinitu ke stacionarni fazi, nejsou

zadrzovany [89].

3.3.1. Zakladni mechanismus separace HILIC

V ideéalnim ptipad¢ je separace HILIC fizena hydrofilni interakci mezi polarni
stacionarni fazi a solutem (tzv. primarni interakce). Béhem separace se ovSem uplatiiuji
i druhotné interakce (napf. elektrostatické interakce aj.). Podminkou je, aby zadrz solutu
byla primarn¢ fizena hydrofilnimi interakcemi. Aby mohlo k hydrofilni interakci dojit,
je pravdépodobné potiecba, aby se na povrchu sorbentu stacionarni faze vytvofila

hydratovana vrstva (obr. 12).

/ Hao AEN#H2\ T
H

Wiater !

Acetanitrile, Water (90:10)

Obr. 12: Princip metody HILIC [89]

Ptidanim amonnych soli organickych kyselin, jako je napf. mraven¢an nebo octan

amonny je mozné omezit elektrostatické odpuzovani separovanych slozek (druhotné
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interakce). Vyse uvedené plati zejména pro negativné nabitou stacionarni fazi na bazi
silikagelu. Amonné soli se obvykle pouzivaji v milimolarnich koncentracich, pficemz
kation NH, * je schopny kompenzovat negativni naboj stacionarni faze. Dilezita je
volba vhodné amonné soli a to z hlediska jeji rozpustnosti v mobilni fazi (dosazeni
pozadované iontové sily) s vysokym obsahem organického rozpoustédla. Optimalizovat
muzeme i dal§i parametry, napf. pro zvySeni ionizace pii hmotnostné spektrometrické
detekci je mozné obohatit mobilni fazi pfidavkem organické kyseliny (napf. kyseliny
mravenci). Retence muze byt ovlivnéna aciditou mobilni faze, teplotou a koncentraci

pouzité soli v mobilni fazi [89].

3.3.2. Mobilni faze pro HILIC

Jako mobilni faze je teoreticky mozné pouzit v§echny vodno-organické faze, ale
upiednostiluje se piedev§im acetonitril, ktery ma malou viskozitu. To vede k vysoké
ucinnosti separace a nizkému tlaku na chromatografické koloné. Obvykle se
koncentrace acetonitrilu pohybuje v rozmezi od 50 do 90 %, napiiklad pro separaci
sacharidd je obsah acetonitrilu 70 % jako optimalni. Muize byt pouzit také isopropanol,

ale mobilni faze pak maji vyssi viskozitu [90].

3.3.3. Stacionarni faze pro HILIC

BéZzné je mozné se setkat s polarnimi chemicky vazanymi fdzemi na partiku-
larnim nebo monolitickém nosici. Nejcastéji jde 0 klasickou silikagelovou stacionarni
fazi nebo faze modifikované diolovymi (-CH(OH)-CH,-OH), kyanovymi (-CN),
aminovymi (-NH,), amidovymi (-CONH,) funkénimi skupinami. Dale je mozné
pouzit silikagel modifikovany hydrofilnimi polymery, napt. poly(hydroxyethylem) nebo
poly(sulfoethylem). Jednou z nejnovejsich stacionarnich fazi pro HILIC je tzv.
zwitteriontova staciondrni faze. Jde o chemicky vazané funkcni skupiny, které nesou
pozitivni a negativni naboj a vyznacuji se vysokou polaritou a vysokou afinitou k vodé.

Zavedeny byly také sorbenty s chemicky vazanymi jednotkami oligosacharida [89].
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3.4. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je fyzikalné-chemickd metoda vyuzivajici separace
urychlenych ionti ve vakuu, a to podle jejich hmotnosti (pfesnéji podle poméru
hmotnosti k naboji), pii jejich prichodu magnetickymi a elektrickymi poli [91, 92].

Tato metoda je schopna analyzovat téméf jakykoli materidl, at’ uz anorganicky
nebo organicky. Mezi jeji prednosti patii vysoka citlivost a selektivita, potieba
minimalniho mnozstvi vzorku (napt.10 *?g), které muize mit téméf libovolnou formu
(kapalina, tuha latka, plyn, plazma), moznost pracovat s Cistymi latkami i s velmi
komplikovanymi smésmi, jako je napf. biologicky materidl. Principem analyzy je
méfeni hmotnostnich spekter, ze kterych je mozné pteCist, casto 1 velmi piesné,
struktury méfenych latek [92].

Hmotnostni spektrometrie byla vyvinuta pocatkem 20. stoleti a piivodné¢ byla
vyuzivana zvlasté ve fyzice a chemii. V soucasné dob¢ patii mezi klicové analytické
metody, a to jak ve vyzkumu, tak i v oblasti rutinni analyzy. V prib¢hu poslednich
dvaceti let se jeji vyuziti rozsifilo snad do vSech oblasti pfirodnich véd. S touto metodou
se mizeme bézné setkat 1 pfimo, napt. béhem osobnich bezpecnostnich prohlidek na
letiStich, nebo zprostfedkované, kdy je tato metoda pouzita napt. v Iékafstvi
(diagnostika nadorovych onemocnéni a metabolickych chorob). Velky vyznam ma pro
kriminalisty (identifikace pachatelt, identifikace drog, detekce vybusnin, apod.), je
vyhradnim nastrojem antidopingovych kontrol, pouziva se v geologii a archeologii
(datovani stafi pfedmétd), v monitorovani kvality zivotniho prostiedi, v chemii, ve
fyzice, biologii, pii kontrole kvality potravin, zemédé€lskych produktii nebo predmétt
denni potfeby obecné (kosmetika, apod.). Farmaceutické firmy pouzivaji hmotnostni
spektrometrii pfi hledani struktur novych 1éka [92, 93].

Za vyvoj technik hmotnostni spektrometrie byly ud€leny celkem étyfi Nobelovy
ceny za fyziku nebo chemii [92].

Jednotlivé kroky pii analyze pomoci MS [77]:
> ionizace
» separace iontll

> detekce
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Tyto kroky realizované pti analyze hmotnostnim detektorem jsou zndzornény na
obr. 13.

iontovy zdroj urychleni iontit

\

_elektromagnet

i s k vakuové
|" : . pumpé
vzorek / e 2
vychyleni ionti
detektor ¥

zesilovaé

hmotnostni spektrum [j

Obr. 13: schéma hmotnostniho spektrometru [94]

3.4.1. Zpusoby ionizace

Z dtvodu manipulace s latkami pomoci magnetického nebo elektrického pole, je
nezbytné vytvofit z neutralnich molekul ionty. VétSinu latek je mozné ionizovat
pomoci vice ionizacnich technik. Volba vhodné ionizace je zavisla na povaze latky
(polarita, rozpustnost, ionizacni energie, velikost, u MALDI moznost kokrystalizovat s

matrici, ....) a na volb¢ separaéni techniky [95].

Ionizac¢ni techniky lze rozdélit podle dvou hledisek:
A) podle energie ionizace

B) podle tlaku v iontovém zdroji

A) Ionizaéni techniky podle energie ionizace [95]:
1) Meékké ionizacni techniky
fadime sem napt. (ESIL, APCI, FAB, MALDI, CI, FD, TS,....)

pro mekkeé ionizacni techniky je charakteristickd nizké ionizaéni energie

dochazi k vytvoreni pfevazné molekularnich ionti nebo iontd moleku-

larnich aduktu

vytéznost ionizace a tvorba aduktd velmi zavisi na zvolenych podminkach

(slozky mobilni faze, matrice, pH, atd.)
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- kvantifikace je ve spojeni se separacnimi technikami problematicka, bez

pouziti vnitiniho standardu témét nemozna

2) Tvrdé ionizacni techniky
- spektra ve vétsi mife obsahuji fragmenty

dochéazi k tvorbé maximalné molekularnich ionta

pii zvolené ionizaéni energii vznikaji reprodukovatelna spektra

v

- tvorba knihoven spekter, na jejichz zakladé dochazi k snadnéjsi identifikaci

latek

v ptipadé¢ EI ionizace je nejpropracovanéjsi teorie fragmentace — to umoz-

nuje feseni struktur latek z EI spekter

B) Ionizac¢ni techniky podle tlaku v iontovém zdroji:
1) Ionizace za atmosférického tlaku (ES[,APCI, APPI... )
2) lonizace za snizeného tlaku (EI, FAB, MALDI... )

3.4.1.1. Elektronova ionizace (El)

Vzorek ptevedeny do plynné faze je ionizovan proudem elektronti emitovanych z
wolframového nebo rheniového vlakna zahfivaného stejnosmérnym proudem, jejichz
kinetickd energie (obvykle 70 eV) je vys$i neZ ioniza¢ni energie analyzovanych
molekul. Kromé& molekularniho iontu M* je mozno ve spektru pozorovat i ionty
fragmentové, které jsou charakteristické pro strukturu pozorovanych molekul. Tyto
fragmenty se tvofi, protoZe vzniklé ionty maji znacny prebytek energie a jen nékteré z
nich jsou stabilni dostate¢n¢ dlouhou dobu. Naslednymi pochody proto dochazi k frag-
mentaci (rozstépeni molekuly na nabité a nenabité Casti) a K presmykim (pfeskladani
struktury fragmentovanych ¢asti). Po ionizaci jsou tedy kromé ion-radikalt piitomny
také kationty, radikaly a neutralni molekuly. Proud elektront je smérovan prostorem
iontového zdroje smérem k anodé€. Vznikajici ionty jsou z prostoru iontového zdroje
vytlatovany elektrickym polem pomocné elektrody (repeleru). Tato ionizacni technika
je hlavné limitovéana nutnosti pievedeni vzorku do plynné faze a neni vhodna pro latky
polarni, termolabilni nebo vysokomolekularni. EI ionizace je vhodnd pro spojeni
hmotnostni spektrometrie s plynovou chromatografii, v nékterych ptipadech s

kapalinovou chromatografii [77, 94-96].
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3.4.1.2. Chemicka ionizace (CI)

Primarnim zdrojem energie je zde opét proud urychlenych elektront. Energie
téchto elektronii je pienaSena na analyzovanou latku zprostiedkované pres reakéni
medium (methan, propan, voda, vodik, amoniak, vodik/helium, oxid dusnaty a dusicity
nebo kyslik). Toto reakéni medium je v ioniza¢ni komdrce pfitomno pod tlakem 50 —
150 Pa. Jako reakéni medium je nejéast&ji pouzivan methan. Reakéni kationty (CHs" a
C,Hs") interaguji s molekulou analytu M za vzniku kvazimolekularniho iontu typu
[M + H]", [M — HJ’, nebo popiipadé aduktovych iontli, které vznikaji mezi vzorkem a
pouzitym plynem. Ve srovnani s EI ionizaci je produkovano méné fragmentovych iontd.
lontovy zdroj pro Cl je konstruovan prakticky totozn¢ jako EIl zdroj. Pro ionizaci
termolabilnich latek je vyuzivana varianta desorpéni chemické ionizace, pii které je
vzorek naneseny na Zhavené kovové vlakno velmi rychle odpafen vlivem Joule-

Thomsonova jevu [77, 94].

3.4.1.3. Ionizace desorpci laserem v pritomnosti matrice (MALDI- matrix-assisted
laser desorption ionisation)

Tato metoda se vyvinula se z LDI (ionizace desorpci laserem). Vzorek je nanasen
spole¢né s matrici na kovovou desticku a ionizovan zafenim pulzniho laseru (oblast
vinovych délek od UV do IC, délka trvani pulzu od pikosekund az k nanosekundam),
dochazi ke kokrystalizaci analytu a matrice. Z tohoto krystalizaci vzniklého systému
jsou piisobenim laseru uvoliiovany ionty i relativné velkych molekul. Pfevazné vznikaji
kvazimolekularni ionty analytu s vodikem. Tvorba iontl je komplikovana. Dochazi ke
ttem zakladnim typlim ionizace a to pfenos protonu, interakce s ionty (napt. kationizace
kovovymi ionty) a vytvofeni iontu odtrZzenim elektronu. Pro méfeni je diilezité nalézt
vhodnou matrici. Pouzivana je latka, ktera absorbuje energii laseru a nasledné ionizuje
analyt (kyselina a-hydroxyskotficova, kyselina sinapova ...). ZjednoduSen¢ lze fici, ze
pro hydrofilni polymery je vhodné pouzit hydrofilni matrice a naopak pro hydrofobni
polymery hydrofobni matrice. Tato ionizacni technika hraje kli¢ovou roli pfi analyze
makromolekuldrnich latek s hmotnosti az 100 kDa a je pouZivana ve spojeni s

pruletovymi hmotnostnimi analyzatory (TOF) [77, 95, 97].

3.4.1.4. Elektrosprej (ESI)
lonizace probiha za atmosférického tlaku. Vzorky v roztoku jsou ptivadény po

vystupu z chromatografické kolony do iontového zdroje kovovou kapilarou, na jejiz

-32-



konec je vlozeno vysoké napéti (3-5 kV). Na vystupu z kapilary vznikaji malé kapicky,
které nesou vlivem vysokého gradientu elektrického pole kladny nebo zadporny naboj a
to podle polarity vlozeného napéti. Odpafovanim rozpoustédla dochazi ke zmensSeni
kapicek, coz vede ke zvySeni hustoty povrchového ndboje, az dojde k rozpadu na mensi
kapicky a nakonec se uvolni jednou a nebo vicendsobné nabité ionty. Pritokova
rychlost kapalné faze, kterd ptichazi do elektrospreje se pohybuje v rozmezi nékolika
pul/min az 1 ml/min. Tato ionizacni technika je vhodna pro analyzu polarnich latek a
biomolekul do molekulovych hmotnosti az 100 kDa. ESI mize byt spojena s

kapalinovou chromatografii nebo kapilarni elektroforézou [77, 98].

3.4.1.5. Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI)

Uspotadani iontového zdroje je podobné jako u elektrospreje. Na kapilaru vsak
neni vloZeno napéti, ale u jejiho konce je umistnéna vybojova jehla (elektroda). Napéti
je vloZeno prave na tuto vybojovou jehlu, ¢imz dochazi ke vzniku koronarniho vyboje,
kterym jsou ionizovany molekuly mobilni faze ptitomné v plynné fazi ve velkém
nadbytku vici vzorku. Tyto vzniklé ionty nasledné ionizuji molekuly vzorku, podobné
jako pfi klasické chemické ionizaci. Vznikly aerosol je rychle odpatfen v kratké zoné
vyhfivané na vysokou teplotu (az 600 °C). Vzniklé ionty jsou vétSinou jednou nabité,
typu [M + H]*, [M — H] a to podle podminek ionizace. Miize byt pouzita pritokova
rychlost kapalné faze az 2 ml/min. Tato ioniza¢ni technika je proto idealni pro spojeni s

kapalinovou chromatografii [77, 98].

Dalsi, méné pouZivané ionizacni techniky:
e Jonizace narazem urychlenych neutralnich atomu a nebo ionti (FAB-fast
atom bombardment, LSIMS-liquid secondary ion mass spectrometry)
e lonizace elektrickym polem (FI)
e Jonizace desorpci polem (FD)
e Termosprej (TSI)
e Jonizace plazmovou desorpci (PD)
e Fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI)
e Sonosprej (SSI)
e Desorpce elektrosprejem (DESI)
e Desorpce APCI (DAPCI)
e Kombinovany ESI/APCI zdroj
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3.4.2. Hmotnostni analyzatory
Hmotnostni analyzator je uren K separaci iontt v prostoru nebo ¢ase v plynné
fazi a to podle poméru m/z. Vyuziva pii tom principi pohybu nabitych castic v

elektrickém nebo magnetickém poli [95].

Hmotnostni analyzatory lze rozd¢lit do nékolika skupin [95] :
A) Skenujici — postupné propousti ionty ruznych hmotnosti (sektor, kvadrupol)
B) Zadrzujici ionty — zachyti ionty, pak je analyzuje (iontova past, orbitrap, ICR)
C) Priletovy — méfi ¢as, ktery potiebuji ionty k piekonani dané vzdalenosti (TOF)

3.4.2.1. Magneticky analyzator (MAG)

Jedna se o nejstarsi, avSak z hlediska hmotnostniho rozsahu a rozliseni dokonaly
disperzni prvek. Po konstrukéni strance se jedna o elektromagnet, mezi jehoz p6lovymi
nastavci prochazeji ionty. lonty, které jsou produkované v iontovém zdroji, jsou
urychlovany napétim V a fokusovany na vstup magnetického analyzatoru (magneticka
indukce B). V magnetickém poli ionty opisuji drahu o poloméru r. lonty o rozdilném
poméru m/z opisuji drahy o riiznych polomérech, dochazi k prostorové separaci iont

podle jejich hmotnosti [77, 94-96].

3.4.2.2. Analyzator doby letu (TOF) = priletovy analyzator

Jednd se 0 nejjednodussi hmotnostni analyzator, v principu je tvofen pouze
prazdnou trubici. lonty vytvofené v iontovém zdroji jsou urychlovany napétim V v
rozsahu 10 kV az 20 kV. Nasledn¢ prochazeji analyzatorem, ktery je tvofeny tzv.
letovou trubici 0 délce 25 cm aZ 150 cm bez vlivu elektrického a magnetického pole.
Doba priletutiontu trubici k detektoru je pfimo Umérna druhé odmocniné z
poméru m/z. Hmotnéjsi ionty se pohybuji nizsi rychlosti nez ionty leh¢i a dorazi do
detektoru pozd¢ji. Hmotnostni rozsah analyzatoru je teoreticky neomezeny, praktické
limitace jsou dany typem pouzZitého iontového zdroje (metodou ionizace nebo
desorpce). TOF analyzatory jsou vyuzivany zejména pii analyze makromolekuldrnich
latek do hmotnosti az n€kolika set kDa. Tyto analyzatory jsou velmi citlivé (pro analyzu
jsou postacujici mnozstvi fadoveé jednotek pikomolll). Dosazitelné rozliSeni a presnost
méfeni je mozno vyrazné zvysit pouzitim elektrostatického zrcadla (reflektronu). TOF

analyzator je idealni pro pulzni ionizaci (spojeni s MALDI) [77, 94, 95].
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3.4.2.3. Kvadrupolovy analyzator- filtr (Q)

Tento analyzator je tvofen Ctyimi paralelnimi kovovymi tyCemi hyperbolického
nebo kruhového prifezu. Je uspofddany symetricky vzhledem k trajektorii prochaze-
jicich ionti, tyCe orientované proti sob¢ jsou elektricky propojené. Jsou pfipojeny ke
zdrojim stejnosmérného a sttidavého napéti. lonty, které vlétnou do prostoru mezi
tyCemi, se dostanou do stiidavého elektrického pole a za¢nou oscilovat. Pfi vhodné
zvoleném pomeéru stejnosmérné a stiidavé slozky napéti a dané hodnoté téchto napéti
projdou kvadrupolem pouze ionty o ur¢itém poméru m/z. Analyzator se tak chova jako
filtr nastaveny na ur¢itou hodnotu m/z. Zménou napéti je mozné docilit toho, ze filtrem
projdou postupné ionty v celém rozsahu hodnot m/z. Kvadrupolovy filtr dosahuje nizsi
rozliSovaci schopnosti nez magneticky analyzator. Je vhodny pro spojeni s plynovou
chromatografii a s HPLC. Kombinaci kvadrupolovych filtrii 1ze ziskat pfistroje typu
tandemovych hmotnostnich spektrometrti, kde jsou v sérii zatfazeny tfi kvadrupoly Q;,
Q2 a Q3 (Q2 slouzi jako kolizni cela a neni pravym analyzatorem, nejéastéji pouzivanym
koliznim plynem je argon).

Kvadrupolové filtry je mozné kombinovat s magnetickymi analyzatory nebo
elektrostatickymi sektory. Tyto pfistroje jsou 0znacovany jako hybridni hmotnostni
spektrometry [77, 94].

3.4.2.4. Tontova past (IT)

Je funk¢ni obdobou kvadrupolovych filtri S trojrozmérnym elektrostatickym
polem. Jde o0 pomocné zatizeni umoziujici uc¢inkem elektrického pole uzaviit ionty
V ohrani¢eném prostoru. Pomoci iontové pasti lze ziskat spektra iontovych produktii
nékolika generaci dcefinnych iontl. Tento analyzator se sklada ze vstupni a z vystupni
elektrody kruhového prifezu a z prstencové stfedové elektrody. Krajni elektrody jsou
uzemnény, na stfedovou elektrodu je vkladano vysokofrekvencni napéti s proménnou
amplitudou. lonty se tak pohybuji uvnité pasti po uzavienych kruhovych drahach.
S rostouci amplitudou napéti se ionty s rostoucim m/z dostavaji na nestabilni trajektorie

a opouste¢ji prostor iontové pasti smérem do detektoru [77, 94].

3.4.2.5. lontova cyklotronova rezonance (ICR)
lonty, které jsou vystavené homogennimu magnetickému poli o dostatecné velké
intenzit€, se pohybuji po uzavienych kruhovych drahach. Jejich uhlovym rychlostem je

mozno prifadit piislusné hodnoty m/z. Tento jev se nazyva iontova cyklotronova
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rezonance. Analyzatory tvofené supravodivymi magnety dosahuji extrémné vysoké
rozliSovaci schopnosti (do 1 000 000 a vyse). Pro funkci ICR analyzatort je nutné velmi

nizké vakuum fadu 107 Pa [77].

3.4.2.6. Orbitrap

Lze nazvat ,elektrostatickou pasti. Princip je podobny iontovému rezonan¢nimu
cyklotronu. lonty jsou vhanény do axialné symetrického elektrostatického pole, které je
tvofené centralni elektrodou a prstencem, pii ¢emz ionty krouzi kolem elektrody. lonty
oscilujici podél osy elektrody jsou detekovany — hovofime 0 indukéni detekei. Vyhodou
je velmi vysoka piesnost a Spravnost, velmi vysoké rozliSeni, nizké provozni a
pofizovaci naklady (oproti ICR) a také to, Zze neni potieba magnet. Tento analyzator

vyzaduje velmi nizké tlaky [95].

3.4.3. Hmotnostni detektory

Slouzi k méfeni zastoupeni jednotlivych druhli separovanych iontl proslych

analyzatorem.

Hmotnostni detektory lze rozdélit [94]:

A) Detektory pro prima méfeni deteguji elektricky proud, ktery vznikd pfimym
dopadem stanovovanych ionti. Jsou nezbytné pro ureni piesného
izotopového zastoupeni prvki. Obvykle jsou soucasti specializovanych
zakéazkovych systémi.

B) Nasobicové detektory vyuzivajici efekt nasobeni elektronti uvolnénych z
prvni konverzni dynody po dopadu iontli. Patii mezi nejcastéji pouzivany
typ detektori v metodé MS. Poskytuji méfitelny signal pro jednotlivé
ionty.

3.4.4. Vakuovy systém
Vysoké vakuum je dulezité z toho dlivodu, Ze ionty musi mit dostate¢né dlouhou

sttedni drahu a nesmi dochazet ke koliznim srazkam s neutralnimi atomy. Podle typu

analyzatoru se 1isi hodnota vakua, cca 10 = a7z 107'° Pa. Kromé ioniza¢nich technik,

které pracujici za atmosférického tlaku (ESI, APCI, APPI), musi pracovat ve vakuu i

-36-



iontovy zdroj. K ziskani tak vysokych hodnot vakua je obvykle potieba dvou nebo i
tiistupfiové Cerpani velmi vykonnymi vakuovymi pumpami.
- 1. stupen Cerpani - rotaéni pumpy (vykon 80 1/s)

- 2. stupen Cerpani - turbomolekularni nebo difazni pumpy (vykon 250 1/s) [99]

3.5. Validace analytickych metod

vvvvvv

Smyslem validace je dolozit, Zze vytvofend metoda je pro dany Gcel vhodna. Cilem
validace je uréit podminky, za kterych je zkuSebni postup pouzitelny, a zajistit tak

stejnou spolehlivost pii opakovaném pouziti v jedné nebo i v riznych laboratotich [80].

3.5.1. Test zpusobilosti (system suitability test)

Test zptisobilosti analytického systému je nezbytnou soucasti validace analytické
metody. U instrumentalnich fyzikalné-chemickych metod (pfedevsim separacnich)
V podstaté neni mozné piesn¢ definovat vSechny podminky, za kterych mé byt metoda
pouZita, tak aby poskytovala spolehlivé vysledky. Kazdé nové pouziti metody nevyza-
duje opakovani celé validace, ale jsou definovana urcita kriteria, kterd musi byt splnéna
a ktera se obecné nazyvaji test zptsobilosti analytického systému. Pii splnéni pozadav-

ki testu zpusobilosti se pfedpoklada, Ze diive provedena validace plati [80].

3.5.1.1. Opakovatelnost v ramci SST (repeatability)
Je vyjadiena jako relativni smérodatna odchylka ploch pika [% RSD] pro
opakované nastiiky [77].

3.5.2. Vybrané valida¢ni parametry

3.5.2.1. Detekéni limit (limit of detection, LOD)

Detekéni limit vyjadiuje citlivost metody. Jedna se o nejnizsi detekovatelnou
koncentraci latky, nestanovované kvantitativné. U neinstrumentalnich metod se
detekéni limit hledd experimentalné. U instrumentalnich metod mutize byt urcen jako
koncentrace analyzované latky s pomérem signalu k Sumu s hodnotou 3. Nalezeny

detek¢ni limit se ovéti analyzou piislusné koncentrace vzorku [80].
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3.5.2.2. Kvantitativni limit (limit of quantitation, LOQ)

stanovitelna s piijatelnou presnosti a spravnosti. Relativni smérodatnd odchylka je
stanovena do 10 %, proto je mozné kvantitativni limit vyjadtit jako koncentraci, pfi jejiz
analyze se dosdhne této relativni smérodatné odchylky. Zpravidla to byva trojndsobek
detekéniho limitu. Casto se vyjadiuje jako koncentrace s pomérem signalu k Sumu

s hodnotou 10 [80].

3.5.2.3. Linearita (linearity)
Je to schopnost davat vysledky pfimo umérné koncentraci stanovované latky.

Vétsinou se stanovuje minimaln€ pét rdznych koncentraci v rozmezi 50-150 %

deklarovaného obsahu [80].
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4. EXPERIMENTALNI CAST
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Material a pomicky

. Chemikalie

Biopterin, 98%, SIGMA-ALDRICH, Praha, CR

Neopterin, 97,5%, SIGMA-ALDRICH, Praha, CR

7,8-dihydrobiopterin, 94%, SIGMA-ALDRICH, Praha, CR
7,8-dihydroneopterin, 97%, SIGMA-ALDRICH, Praha, CR Ceska republika
Methanol, LC-MS CHROMASOLYV, SIGMA-ALDRICH, Praha, CR
Acetonitril, LC-MS CHROMASOLYV, SIGMA-ALDRICH, Praha, CR
Kyselina octova koncentrovana, 99%, FLUKA, SIGMA-ALDRICH, Praha, CR
Hydroxid amonny, 25%, SIGMA-ALDRICH, Praha, CR

Octan amonny, 99%, SIGMA-ALDRICH, Praha, CR

Ultracista voda pro UHPLC

. Pristroje a pomiicky

Véhy Sartorius 2004 MP, SARTORIUS, Némecko
Chromatografické kolony:

¢ ACQUITY UPLC BEH Amide (1,7um, 2,1 x 100mm), Waters, CR

e ACQUITY UPLC BEH Glycan (1,7um, 2,1 x 100mm), Waters, CR

e ACQUITY UPLC BEH HILIC (1,7um, 2,1 x 100mm), Waters, CR
ACQUITY UPLC Systém, Waters, CR:

e Cerpadlo

¢ Automaticky davkovac

e Kolonovy termostat
Quattro Micro, ( trojity kvadrupol), Waters, CR
Vakuova pumpa a filtraéni zafizeni, CHROMSERVIS, CR
Ultrazvukova vodni ldzeih SONOREX DIGITEC, FISCHER SCIENTIFIC, CR
Automatické pipety se $pickami BIOHIT, FISCHER SCIENTIFIC, CR
Laboratorni pH metr- HANNA INSTRUMENTS pH 212 Microprocessor pH
Meter, FISCHER SCIENTIFIC, CR
Magneticka michacka- KA RET basic, FISCHER SCIENTIFIC, CR
Ttepacka- IKA MS 3 basic, CHROMSERVIS, CR
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4.2. Priprava roztoki a vzorki

Jako rozpoustédlo pro piipravu roztoki a vzorki zkouSenych latek byla pouzita
ultradistd voda. Redukované formy, dihydrobiopterin a dihydroneopterin, jsou ve vodé
pii dukladném promichani na tfepacce dobie rozpustné. Rozpustnost biopterinu a
neopterinu je ve vod¢ Spatna, proto byly rozpustény ve smesi ACN/voda a to v poméru
v pocatku 50:50 a dale byly fedény dle slozeni mobilni faze. K lep§imu rozpusténi latek
byla pouzita tfepacka a ultrazvukova lazen. Z duvodu nestability byly roztoky

redukovanych forem pfipravovany vzdy Cerstvé v hnédych vialkach.

4.3. Optimalizace podminek pro UHPLC-MS/MS

4.3.1. Optimalizace podminek pro MS detekci

4.3.1.1. MS sken- zjisténi prekurzorovych ionti ze spekter

Byla proméfena hmotnostni spektra jednotlivych latek. Vybrany byly [M+H]"

ionty, které vykazovaly nejvétsi intenzitu.

4.3.1.2. Optimalizace podminek v modu SIM

Témét vSechny optimalizované parametry MS detektoru v modu SIM byly
prevzaty zdfive provadéné diplomové prace [100]. Mezi tyto dulezité pievzaté
parametry patii teplota, napéti vkladané na kapilaru, pritok dusiku jako suSiciho plynu a

nastaveni iontové optiky (RF lens a Extraktoru).

Prevzaté optimalizované podminky MS detektoru:

e typ ionizace: ESI+

e napéti na kapilare: 3,0 kV

e extraktor: 20V

e RF Lens: 0,2V

e desolvacni teplota: 375°C

e prutok dusiku: 400 I/hod

e prutok dusiku na vstupnim kuzelu: 50 I/hod

e teplota ve zdroji: 130°C
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vvvvvv

voltage- napéti vkladané na vstupni kuzel. Cone voltage urCuje typ ionti, které vstupuji
vstupnim kuZelem do analyzatoru. Toto napéti je pro kazdou latku specifické, a proto

byly optimalni hodnoty tohoto parametru uréovany pro kazdou latku zvlast.

4.3.1.3. Sken produktovych ionti a optimalizace podminek v modu SRM

Ziskané prekurzorové ionty byly fragmentovany v MS/MS modu Vv kolizni cele.
Fragmentace byla vyvoldna zavadénim kolizniho plynu, argonu, do kolizni cely
trojit¢tho kvadrupolu. Po fragmentaci byla ziskand hmotnostni spektra produktovych
iontll, na jejichz zaklad¢ byly vybrany fragmenty s dostate¢nou intenzitou. Méfenim

byla zji$téna optimalni kolizni energie doddvana do kolizni cely.

4.3.2. Optimalizace podminek pro UHPLC separaci

Cilem prace bylo porovnavani riznych stacionarnich fazi z hlediska retence a
separace pteridind. V ramci této prace byly zkouSeny rizné chromatografické kolony a
rizné mobilni faze. Bylo optimalizovano sloZzeni mobilni faze a sledovan vliv tohoto

sloZeni na separaci, tvar piki a ¢as analyzy zkoumanych latek.

4.3.2.1. Chromatografické kolony

Byly pouzity tyto chromatografické kolony:
e ACQUITY UPLC BEH Amide (1,7um, 2,1 x 100mm), Waters, CR
e ACQUITY UPLC BEH Glycan (1,7um, 2,1 x 100mm), Waters, CR
e ACQUITY UPLC BEH HILIC (1,7um, 2,1 x 100mm), Waters, CR

4.3.2.2. Mobilni faze

Bylo zkouSeno né¢kolik druhii vodnych slozek mobilnich fazi (Tab. 1), jejich

pomérné zastoupeni v téchto mobilnich fazich a vliv na separaci zkousenych latek.
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Cislo mobilni Mobilni faze Pomérné zastoupeni
faze jednotlivych slozek
1 acetonitril : kyselina mravenci 0,1% (50:50) az (95:5)

2 acetonitril : kyselina mravenci 0,01% (50:50) az (95:5)
3 acetonitril : kyselina mravenci 0,001% (50:50) az (95:5)
4 acetonitril : kyselina octova 0,1% (50:50) az (95:5)
5 acetonitril : kyselina octova 0,01% (50:50) az (95:5)
6 acetonitril : kyselina octova 0,001% (50:50) az (95:5)
7 acetonitril : hydroxid amonny 0,1% (50:50) az (95:5)
8 acetonitril : hydroxid amonny 0,01% (50:50) az (95:5)
9 acetonitril : TmM octan amonny pH=3,8 (50:50) az (95:5)
10 acetonitril : TmM octan amonny pH=4,8 (50:50) az (95:5)
11 acetonitril : TmM octan amonny pH=6,8 (50:50) az (95:5)
12 acetonitril : 1mM octan amonny pH=9,8 (50:50) az (95:5)
13 acetonitril : 1mM mraven€an amonny pH=3,0 (50:50) az (95:5)

Tab. 1: Pehled zkouSenych mobilnich fazi

Pro meéteni byl pouzit Acquity UHPLC systém. Nastaveny byly potiebné
parametry. Na Cerpadle byla nastavena rychlost pritoku mobilni faze 0,4 ml/min a
pomérné zastoupeni vodné slozky a acetonitrilu tvoticich tuto mobilni fazi. Z divodu
nestability zkouSenych latek byla v automatickém davkovaci zvolena teplota 4° C a
zaroven nastavena velikost nastfiku 1 pl. Na kolonovém termostatu byla zvolena teplota
30° C. Pred kazdym méfenim bylo tfeba nechat ustélit teplotu v automatickém
davkovaci a kolonovém termostatu a provést potiebné ustdleni chromatografické
kolony.

Pii vybéru vodné sloZzky mobilni faze musela byt brana v avahu MS detekce,
kterd vyzaduje, aby byla mobilni faze tvotfena tékavymi slozkami. Jako stdlou soucasti
mobilni faze byl vybran t€kavy acetonitril a k nému vodna slozka taktéZ tékava a to:
kyselina mravenci, kyselina octova, roztok hydroxidu amonného a roztoky octanu a
mravenCanu amonného o nizké koncentraci, aby nedochéazelo k potlaceni signalu a
ztraté citlivosti. Vzhledem K tomu, Ze podobné pozadavky ma i chromatograficka
technika HILIC (tzn. vysoky podil organického rozpoustédla v mobilni fazi, pticemz se
upfednostiiuje predevSim acetonitril s malou viskozitou a ptidavek amonné soli
organické kyseliny, ktery omezuje elektrostatické odpuzovani separovanych slozek),
jevi se pouziti HILIC mobilni faze jako velice vhodné.

Réno v den méfeni byly pfipravovany vzdy Cerstvé mobilni faze.
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Piiprava vodnych sloZek mobilni faze:

e (1% roztok kyseliny octove

Byl piipraven odpipetovanim 200 pl koncentrované kyseliny octové do vody
Vv 200ml odmérné batice a doplnénim vodou po rysku.

e 0,01% roztok kyseliny octové

Byl ptipraven odpipetovanim 20 ml odmérného roztoku 0,1% roztoku kyseli-
ny octové do vody v 200 ml odmérné baiice a doplnénim vodou po rysku.

e 0,001% roztok kyseliny octovée

Byl pfipraven odpipetovanim 20 ml odmérného roztoku 0,01% roztoku
kyseliny octové do vody v 200 ml odmérné baiice a doplnénim vodou po
rysku.

o 0,1%, 0,01%, 0,001% roztok kyseliny mravenci

Byly pfipraveny z koncentrované kyseliny mravenci a naslednym fedénim a
to stejnym postupem jako roztoky kyseliny octové.

o (,1% roztok hydroxidu amonného

Byl pfipraven odpipetovanim 2 ml 10% hydroxidu amonného do 200 ml
odmérné banky a doplnénim objemu vodou po rysku.

e 0,01% roztok hydroxidu amonného

Byl pfipraven odpipetovanim 20 ml 0,1% roztoku hydroxidu amonného do
200 ml odmérné banky a doplnénim objemu vodou po rysku.

e ImM roztok octanu amonného o pH = 3,8

Nejdiive bylo pfipraveno 100 ml 10mM roztoku octanu amonného o pH=
3,8 a z n&j potom piipraveno 200 ml ImM roztoku octanu amonného. Do
asi 75 ml vody ve 100 ml kédince bylo odpipetovano 57 pl
koncentrované kyseliny octové, pomoci roztoku hydroxidu amonného bylo
upraveno pH na 3,8, poté byl roztok kvantitativné pieveden do 100 ml
odmérné banky a objem doplnén vodou po rysku. Z této odmérné baiiky bylo
odebrano 20 ml do 200 ml odmérné bailky a objem doplnén po rysku.
Nakonec byla zkontrolovana hodnota pH.

o [mM roztok octanu amonného o pH = 4,8

Byl piipraven stejnym postupem jako 1mM roztok octanu amonného

o pH = 3,8, pH roztoku bylo upraveno na 4,8.
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ImM roztok octanu amonného o pH = 6,8

Nejdiive bylo piipraveno 100 ml 10mM roztoku octanu amonného o pH=
6,8 a zn¢ potom 200 ml ImM roztoku octanu amonného. Do 100 ml
kadinky bylo navazeno 0, 07708 g Ccisté substance octanu amonného,
rozpu$téni v asi 75 ml vody, pH metrem bylo zméfeno pH (vétSinou byva
kolem 6,8), které bylo v pfipadé nutnosti upraveno roztokem hydroxidu
amonného do dosazeni pH 6,8. Poté byl roztok kvantitativné pieveden do
100 ml odmérné baiikky a objem doplnén vodou po rysku. Z této odmérné
banikky bylo odebrano 20 ml roztoku do 200 ml odmérné baiikky a objem

doplnén vodou po rysku. Nakonec byla zkontrolovana hodnota pH.

ImM roztok octanu amonného o pH = 9,8

Byl pfipraven stejnym postupem jako 1mM roztok octanu amonného
0 pH = 6,8, pH roztoku bylo upraveno na 9,8.

ImM roztok mravencanu amonného o pH = 3,0

Nejdiive bylo ptipraveno 100 ml 10mM roztoku mraven¢anu amonného o
pH = 3,0 a z n&j potom 200 ml ImM roztoku mravencanu amonného. Do asi
75 ml vody ve 100 ml kadince bylo odpipetovano 38 pl koncentrované
kyseliny mravenc¢i, pomoci roztoku hydroxidu amonného bylo upraveno pH
na hodnotu 3,0. Poté byl roztok kvantitativné pfeveden do 100 ml odmérné
baikky a objem doplnén vodou po rysku. Ztéto odmérné baiky bylo
odebrano 20 ml roztoku do 200 ml odmérmné banky a objem opét doplnén

vodou po rysku. Nakonec byla zkontrolovana hodnota pH.

4.4. Opakovatelnost v ramci SST

Pti zvolenych optimdlnich podminkach byla zméfena opakovatelnost metody.
Provadi se sérii deseti po sobé ndsledujicich méfeni, které probihaji za stejnych
podminek, na stejném pfistroji, v kratkém casovém tuseku. Opakovatelnost byla
vyjadiena pomoci nasledujicich parametrt: relativni smérodatné odchylky pro retenéni

Casy a plochy pikt analyzovanych latek.

4.5. Ovéreni linearity a citlivosti metody

Na zéavér byla ovéfena linearita metody proméfenim kalibracnich kiivek

analyzovanych latek a citlivost metody.
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5. Vysledky a diskuze
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5.1. Optimalizace podminek pro MS detekci

Jako ionizacni technika byla pouzita metoda ESI V pozitivnim modu ionizace
(kap. 3.4.1.4.) a jako analyzator trojity kvadrupol (kap. 3.4.2.3.).

Ioniza¢ni technika ESI je pro ionizaci vhodna, protoze pteridiny jsou polarni
latky. Ve své molekule obsahuji terciarni dusik, diky kterému snadno ionizuji
V pozitivnim modu. Dusik snadno piijima H " za vzniku hlavniho iontu [M + H] ", ktery
je v hmotnostnim spektru nejintenzivnéjsi a byl vybran jako prekurzorovy iont pro SIM.
Kromé¢ iontu [M + H]* vznikaji také adukty se sodikem [M + Na] ™ a s draslikem [M +
K]". Dalsim dualezitym iontem ve spektru je protonovana molekula po ztraté vody-

[M+H-H,0]".

5.1.1. MS sken- zjisténi prekurzorovych ionti ze spekter

Hmotnostni spektra neopterinu biopterinu, dihydroneopterinu a dihydrobiopterinu
(Obr. 14 az 17)

1004 253.90
[M+H]"
140.96
294.90
[M+K]"
=]
[M+Na] "
275.90
4
117.92 [M+H-H 2 O]
254,93
236.00 29183 |1h95 07
10032 || 12086 ﬁdwwm&w#w&wﬂu 206.03 RL‘ L 276.86 L

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

Obr. 14: Hmotnostni spektrum neopterinu, ionizace ESI *
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Obr. 15: Hmotnostni spektrum biopterinu, ionizace ESI
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Obr. 16: Hmotnostni spektrum dihydroneopterinu, ionizace ESI
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Obr. 17: Hmotnostni spektrum dihydrobiopterinu, ionizace ESI *

5.1.2. Optimalizace podminek v modu SIM

Témet vSechny optimalizované parametry MS detektoru v modu SIM byly
pievzaty z diive provadéné diplomové prace [100].

Méfenim byla zjistovana optimalni hodnota parametru cone voltage (Obr. 18),
kterd je pro kazdou latku specifickd. Toto napéti urCuje typ iontidl, které vstupuji

vstupnim kuzelem do analyzatoru.

CONE VOLTAGE

4000000

3500000

3000000
2 2500000 @10V
£ m15V
& 2000000 o220V
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. H:]]:
0 !
NEO BIO BH2 NH2

Obr. 18: Optimalizace parametru cone voltage
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5.1.3. Sken produktovych ionti a optimalizace podminek v modu
SRM

Ziskané prekurzorové ionty byly v kolizni cele trojitého kvadrupolu vystaveny
fragmentaci za vzniku produktovych iontli. Po fragmentaci byla ziskdna hmotnostni
spektra produktovych ionta (Obr. 20 az 23).

Byly vybrany prekurzorové ionty s dostatecnou intenzitou vhodné pro
kvantifikaci v modu SRM (Tab. 2)

M¢tenim byla zjisténa optimalni hodnota kolizni energie doddvané do kolizni

cely, ktera je pro kazdou latku specificka (Obr. 19).

KOLIZNi ENRGIE
120000
100000 1
5 80000 ooV
= mi15V
£ 60000 020V
o
% o25v
40000 B30V
20000
0 ,LL :L_ﬁ
NEO BIO BH2 NH2

Obr. 19: Optimalizace parametru kolizni energie

cone kolizni
prekurzor typ fragment voltage [V] | energie [V]
NEO 253,7 [M+H] " 206,2 25 15
BIO 237,8 [M+H] * 178,1 30 20
NH2 255,8 [M+H] " 165,1 25 25
BH2 239,8 [M+H] " 165,1 15 10

Tab. 2: Prekurzorové a produktové ionty, optimalizované podminky v modu SIM a SRM
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Obr. 20: Hmotnostni spektrum produktovych iont neopterinu, ionizace ESI
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Obr. 21: Hmotnostni spektrum produktovych ionti biopterinu, ionizace ESI *
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Obr. 23: Hmotnostni spektrum produktovych ionti dihydrobiopterinu, ionizace ESI *
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5.2. Optimalizace podminek pro UHPLC separaci

V ramci této prace byly zkouSeny rizné chromatografické kolony a riizné mobilni

faze a jejich vliv na retenci, separaci a tvar piki zkoumanych latek.

5.2.1. Chromatograficka kolona ACQUITY UPLC BEH Glycan

Prvni testovanou chromatografickou kolonou byla ACQUITY UPLC BEH
Glycan (1,7um, 2,1 x 100mm). Pro zmapovani retence byly vybrany latky biopterin a
neopterin a 12 druhGt vodnych slozek mobilnich fazi. Ptfi postupném zkouSeni
jednotlivych mobilnich fazi byl sledovan vliv téchto mobilnich fazi na reten¢ni Cas,
separaci zkouSenych latek a tvar piki. Po proméfeni vSech mobilnich fazi byly
vyhodnoceny mobilni faze, které se pro separaci hodi nejlépe. Vybrané mobilni faze
byly pouzity k dalSim meétfenim, pii kterych byly jiz kromé biopterinu a neopterinu
zkousSeny 1 jejich redukované formy, dihydrobiopterin a dihydroneopterin. Nakonec
bylo vyhodnoceno, kterd mobilni faze a v jakém sloZeni, se pro separaci vSech Ctyf
pteridint hodi nejlépe.

Z uvedenych udaji (Tab. 3, 4 a Obr. 24, 25) vyplyva, Ze pii pouziti 0,1%
NH,OH, 0,01% NH,OH a 1mM roztoku octanu amonného o pH= 9,8 jako vodné
slozky mobilni faze dochéazi k nizké retenci biopterinu a neopterinu. U neopterinu Ize
pozorovat nizkou retenci v rozmezi koncentraci od 50% do 20% vodné sloZzky mobilni
faze, u biopterinu dokonce az do koncentrace 15%. U vSech téchto tii vodnych slozek,
za predpokladu, Ze byly pouzity nizké koncentrace (20%-5%), dochazi k mirné separaci
biopterinu a neopterinu. Derivaty NH2 a BH2 sice byly separované dostatecné, ale tvary
pikt téchto derivati byly nevhodné (Obr. 26). Z tohoto divodu byly vyse zminované

vodné slozky vyhodnoceny za nevhodné.
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concentrace | 1% | 001% | 0001% Almxlc Almxlc ir':m 01% | 001% | 0,001% | 01% | 001% | 1mm
FAc FAc FAc 9.8 42 6.8 AcAc AcAc AcAc | NH,OH | NH,OH | AmF 3,0
10 8.9 8,88 8,83 7,82 9,07 9,32 9,27 9,18 9,2 3,67 5,99 9,51
15 4,02 4,03 4 2,71 4,04 411 418 4,12 4,09 1,08 1,83 4,29
20 2,425 2.4 2,39 1,02 2,42 2,42 25 2,46 2,45 0,58 0,86 2,58
30 1,36 1,36 135 0,62 135 1,34 14 137 137 0,43 0,68 143
40 1,01 1,01 1,01 0,58 1 0,98 1,04 1,02 1,02 0,41 0,42 1,05
50 0,85 0,85 0,85 0,48 0,85 0,83 0,87 0,86 0,86 0,41 0,4 0,88

Tab. 3: Reten¢ni ¢asy neopterinu v zavislosti na sloZzeni mobilni faze

FAc- kyselina mravenci, AmAc- octan amonny, AcAc- kyselina octova, AmF- mraven¢an amonny

concentrace | 01% | 001% | 0,001% /img"c /img"c im/'l"c 01% | 001% | 0001% | 01% | 001% | 1mm
FAc FAc FAc 0.8 4.2 6.8 AcAc AcAc AcAc | NH,OH | NH,OH | AmF 3,0
5 108 | 1079 | 1074 i i i 1161 | 1169 | 1161 431 6.46 118
10 3715 | 372 37 3,21 3,74 3,85 3,87 3,79 38 183 2,68 3,95
15 211 213 2,09 1.35 213 218 218 218 2.16 0,76 1.16 2,25
20 152 153 151 0,74 152 153 157 153 1,54 0,5 0,67 161
30 1,06 1,05 1,05 0,62 1,06 1,04 11 1,07 1,07 0,41 0,46 111
20 0,88 0,88 0,88 0,57 0,88 0,86 0,9 0,89 0,89 0.4 0,41 0,92
50 078 | 0785 | 078 0,47 0,78 0,78 0,82 0.8 0.8 04 0.4 0,82

Tab. 4: Reten¢ni ¢asy biopterinu v zavislosti na slozeni mobilni faze

FAc- kyselina mravenc¢i, AmAc- octan amonny, AcAc- kyselina octovd, AmF- mravencan amonny
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Obr. 24: Zavislost reten¢niho ¢asu neopterinu na koncentraci a typu vodné slozky mobilni faze

FAc- kyselina mravenci, AmAc- octan amonny, AcAc- kyselina octova, AmF- mraven¢an amonny
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Obr. 25: Zavislost reten¢niho ¢asu biopterinu na koncentraci a typu vodné slozky mobilni faze

FAc- kyselina mravenci, AmAc- octan amonny, AcAc- kyselina octova, AmF- mraven¢an amonny
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Neuspokojivé vysledky byly ziskany také pii pouziti 0,1%, 0,01% a 0,001%
roztokll kyseliny octové a kyseliny mravenci. S klesajici koncentraci vodnych slozek
mobilnich fazi sice dochazelo k separaci biopterinu, neopterinu i jejich derivata,
nicméné u derivatu byly pozorovany nevhodné tvary pikt (Obr. 27).

Pouziti 1mM roztoku mravencanu amonného o pH= 3,0 1ze hodnotit stejné jako
vySe zminéné roztoky kyseliny octové a kyseliny mravenéi. Bylo sice dosazeno
separace vSech Ctyt pteridint, ale piky derivati mély opét nevhodny tvar.

Jako nejlepsi byly vyhodnoceny mobilni faze s vodnymi slozkami 1mM roztoku
octanu amonného o pH= 3,8 a 1mM roztoku octanu amonné¢ho o pH= 6,8. V piipadé
ImM roztoku octanu amonného o pH= 3,8 bylo nejlepsi separace a nejkvalitnéjsich
piki dosazeno pouzitim 30% této vodné slozky a 70% acetonitrilu (Obr. 28). Vyssi
koncentrace vodné slozky vedla k nedostate¢né separaci, naopak snizovani koncentrace
vodné slozky se projevilo vyrazngjsi separaci, ale na ukor kvality pikti. U 1mM roztoku
octanu amonného o pH= 6,8 byla jako nejlepsi vyhodnocena koncentrace 28:72 (28%
vodné slozky, 72% acetonitrilu, Obr. 29). Snizeni nebo zvySeni pomérného zastoupeni
vodné slozky se projevilo stejnym zptisobem jako u vySe zminéného 1mM roztoku

octanu amonného o pH= 3,8. V obou pfipadech nebyla ale G¢innost nijak zavratna.
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Obr. 26: Chromatogram separace smési pteridinti— 0,1% NH , OH : acetonitril (20 : 80)
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r. 27: Chromatogram separace smési pteridinti— 0,1% kyselina octova : acetonitril (35 : 65)
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Obr. 28: Chromatogram separace smési pteridini— 1mM octan amonny pH= 3,8 : acetonitril (30 : 70)
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Obr. 29: Chromatogram separace smési pteridinti— 1mM octan amonny pH= 6,8 : acetonitril (28 : 72)
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5.2.2. Chromatograficka kolona ACQUITY UPLC BEH Amide

Druhou testovanou kolonou byla kolona ACQUITY UPLC BEH Amide (1,7um,
2,1 x 100mm). Pro zmapovani retence byly opét vybrany latky neopterin, biopterin a 12
druhti vodnych slozek mobilnich fazi. Dalsi méfeni byla provadéna stejnym postupem
jako u predeslé kolony. Nakonec byly opét vybrany takové mobilni faze, pfi jejichz
pouziti dochazi k separaci neopterinu, biopterinu i jejich derivata.

U niZe uvedenych tabulek (Tab. 5, 6) a grafa (Obr. 30, 31) je patrny jejich
podobny charakter, co se reten¢nich ¢asu tyka, jako u grafii zobrazujicich chovani

neopterinu a biopterinu na glykanové chromatografické koloné. Je to z toho diivodu, ze

se jedna o chemicky stejné kolony, jen jde o BEH sorbent 1. a 2. generace.

10 4

[min]

¢ni ¢as
[$,]

reten
SN

——0,1% FAc
—=-0,01% FAc
0,001% FAc
—o—0,1% AcAc
——0,01% AcAc
0,001% AcAc
1mM AmAc 3,8
—— 1mM AmAc 6,8
—o— 1mM AmAc 9,8
1mM AcF 3,0
——0,1% NH40H
—=-0,01% NH40H

10 15 20 30
koncentrace vodné slozky [%]

Obr. 30: Zavislost reten¢niho ¢asu neopterinu na koncentraci a typu vodné slozky mobilni faze

FAc- kyselina mravenc¢i, AmAc- octan amonny, AcAc- kyselina octovd, AmF- mravencan amonny
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——0,1% FAC
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——0,1% AcAc
——0,01% AcAc
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——1mM AmAc 9,8
1mM AmF 3,0
——0,1% NH40H
—#-0,01% NH40H

5 10 15 20

koncentrace vodné slozky [%]

Obr. 31: Zavislost reten¢niho ¢asu biopterinu na koncentraci a typu vodné slozky mobilni faze

FAc- kyselina mravenci, AmAc- octan amonny, AcAc- kyselina octova, AmF- mraven¢an amonny

U vodnych slozek 0,1% NH,OH, 0,01% NH,OH a 1mM roztok octanu

amonného o pH= 9.8 lze opét pozorovat nizkou retenci neopterinu a biopterinu. Pfi

niz8ich koncentracich vodnych slozek doslo k separaci, ale tvary pikti byly nevyhovujici

a to jak u neopterinu, biopterinu, tak i u jejich redukovanych forem.

Pti pouziti roztokd kyseliny octové a mravenci jako vodnych slozek mobilnich

fazi bylo dosazeno stejnych vysledki jako u glykanové kolony (Obr. 32).

Pfi pouziti ImM roztoku octanu amonného o pH= 3,8 lze na chromatogramu
pozorovat nedostate¢nou separaci. Neopterin vykazuje témét shodny retenéni ¢as jako

dihydrobiopterin (Obr. 33). Ani snizeni koncentrace vodné slozky separaci nezlepsilo,

navic vedlo k rozmyti piki.

Lepsi vysledky Ize pozorovat pti uziti ImM roztoku octanu amonného o pH=4,8.

Separovany byly vSechny c¢tyti pteridiny. Nejlepsi separace s nejkvalitn€jSimi piky bylo

dosazeno pii slozeni mobilni faze 23:77 (vodna sloZka : acetonitril, Obr. 34).

| v pfipadé amidové kolony se 1mM roztok octanu amonného o pH= 6,8 ukézal
jako vyhovujici slozka mobilni faze. Jako optimalni bylo vyhodnoceno slozeni

28 : 72 (vodna slozka : acetonitril, Obr. 35), pfi kterém doslo k separaci pteridint pii

zachovani kvality piki.
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voncentrace | 1% | 001% | 0,001% imxc imxc im/';’l 01% | 001% | 0001% | 01% | 001% | 1mm
FAc FAc FAc 0.8 4.2 6.8 AcAc AcAc AcAc |NH,OH | NH,OH | AmF 3,0
10 9,61 9,51 93 8,38 9.2 9,6 9,22 9,27 9,26 35 6,3 8,94
15 431 423 412 2,48 4,09 417 413 4,09 41 0,95 1,71 4,05
20 2,58 2,52 2,48 0,87 2,44 2,44 2,48 2,45 2,46 0,57 0,7 2,43
30 1,43 1,4 1,39 0,62 1,37 1,34 1,4 1,38 1,37 0,43 05 1,38
40 1,05 1,04 1,02 0,59 1,02 0,99 1,03 1,02 1,02 0,42 0,43 1,03
50 0,89 0,87 0,87 0,48 0,86 0,84 0,87 0,86 0,87 0,42 0,42 0,88

Tab. 5: Reten¢ni ¢asy neopterinu v zavislosti na sloZzeni mobilni faze

FAc- kyselina mravenci, AmAc- octan amonny, AcAc- kyselina octovd, AmF- mraven¢an amonny

01% | 001% | 0,001% imx'c imx'c i'\nrz‘/';’(': 01% | 001% | 0001% | 01% | 001% | 1mm
koncentrace FAc FAc FACc 9.8 42 6.8 AcAc AcAc AcAc NH,OH | NH,OH | AmF 3,0

5 11,87 | 1208 | 11,99 i i i 11,84 | 1186 | 1197 35 671 | 10,98
10 4,01 3,97 3,88 333 3,87 4 3,85 3,85 3,86 181 2,82 3,60
15 2,27 221 2.18 1.26 213 2.2 217 2.18 2.16 0.71 11 2.16
20 161 159 155 0,73 1,54 1,54 155 155 1,54 0,5 0,65 153
30 111 11 1,08 0,63 1,07 1,05 11 1,08 1,07 0,42 0,48 1,09
40 0,92 0,91 0,9 0,58 0,89 0,87 0,9 0,89 0,89 0,41 0,43 0,9
50 0.83 0,81 0,81 0,47 0,81 0.78 0,81 0,81 0,81 0.41 0.41 0,82

Tab. 6: Retencni ¢asy biopterinu v zavislosti na slozeni mobilni faze

FAc- kyselina mravenc¢i, AmAc- octan amonny, AcAc- kyselina octovd, AmMF- mravencan amonny
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Obr. 32: Chromatogram separace smési pteridinti— 0,01% kyselina mravenci : acetonitril (30 : 70)
1003 O 20 HA ME PTERIDINY 30 11mM AmAL 38 A 4 MRM of 1 Channel E3+
100 23604
# BH2
D 1 1 1 1 1 1 1 T ) 1 1 1 1
oo 02 080 07 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500
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100 12085
U\D_
0 "H\‘Hw""|""\"H\"H\‘HwH"\H"|""\‘H‘\‘H‘\H"\H"\H"|""|H"\HH\HH\HH\
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O\°_
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000 022 080 078 100 125 180 178 200 226 280 279 300 329 340 376 400 429 480 471 400

Ob

r. 33: Chromatogram separace smési pteridinti— ImM octan amonny pH= 3,8 : acetonitril (30 : 70)
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2008 10 26 ARMIDE PH 458 S5T3 Sm (Mn, 2x3) 1: MRK of 1 Channel ES+

256.1 = 165.2
100+ 243 5.10e4
- e
0 T T T T T T T T T T T T T T 1
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.80 4.00
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100 ) 3.75eS
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Obr. 34: Chromatogram separace smési pteridinti— lmM octan amonny pH= 4,8 : acetonitril (23 :

S
2009 10 27 AMIDE B8 55T4 4: MRR of 1 Channel ES+
1 76 2561 = 1B5.2
100 ° 1.65e5
] NH2
D T T T T T T T T T T 1
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00
2009 10 27 AMIDE B8 55T4 1: MBEM of 1 Channel ES+
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100 1 43 5. 07e5
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O T T T T T T T T T T 1
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=]
1.09
015 o047 99¢ 186205 221235 5379595
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- BIO
o T T T T T T T T T T T  Tirme
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Obr. 35: Chromatogram separace smési pteridini— 1mM octan amonny pH= 6,8 : acetonitril (28 :
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5.2.3. Chromatograficka kolona ACQUITY UPLC BEH HILIC

Jako posledni byla testovana chromatografickd kolona ACQUITY UPLC BEH
HILIC (1,7um, 2,1 x 100mm). U nize uvedenych tabulek (Tab. 7, 8) a grafa (Obr. 36,
37) si lze vS§imnout, Ze dochdzi jen k velmi nizké retenci neopterinu a biopterinu na
kolon¢ BEH HILIC. Tato kolona prokazala vyrazné niz$i retenci a nedostate¢nou
selektivitu v porovnani s pfedchozimi kolonami, proto ani nebyly proméfovany vSechny
vodné slozky mobilnich fazi. Kiivky grafi jsou pro oba pteridiny témeét totozné. Pii
pouziti jakychkoliv z testovanych vodnych slozek mobilnich fazi lze pozorovat, ze
neopterin a biopterin maji téméf shodné nizké retenéni Casy (Obr. 38, 39). Z tohoto
divodu bylo velmi obtizné docilit jejich separace. S klesajici koncentraci témét vSech
vodnych slozek mobilnich fazi byly u NH2 a BH2 pozorovany §iroké a rozmyté piky.
Tato kolona byla vyhodnocena jako nevhodnad pro separaci pteridinti a dalsi blizsi

méfeni se s ni jiz neprovadéla.

12

——0,1% FAc
—8-0,01% FAC
0,1% AcAc
0,01% AcAc
——1mM AmAc 3,8
84 —— 1mM AmAc 6,8
— 1mM AmAc 9,8
1ImM AmF 3,3
—*—0,1% NH40H
—o—0,01% NH40H

10

[min]

¢éni ¢as
(2]

reten

5 10 15 20 30 40 50
koncentrace vodné slozky [%]

Obr. 36: Zavislost reten¢niho ¢asu neopterinu na koncentraci a typu vodné slozky mobilni faze

FAc- kyselina mravenci, AmAc- octan amonny, AcAc- kyselina octova, AmF- mraven¢an amonny
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Obr. 37: Zavislost reten¢niho ¢asu biopterinu na koncentraci a typu vodné slozky mobilni faze

FAc- kyselina mravenci, AmAc- octan amonny, AcAc- Kyselina octova, AmF- mraven¢an amonny
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1mM

1mM

1mM

01% | 0,01% 01% | 001% | 01% | 001% | 1mm
koncentrace | ¢ FAC A;"QC A;"?C A;"QC AcAc | AcAc |NH,OH |NH,OH | AmF 3,0
5 3,43 3,41 2,37 4,02 - 3,41 3,55 0,86 0,87 8,33
10 1,68 1,63 0,87 1,7 0,9 1,64 1,69 0,85 0,84 1,77
15 1,27 1,27 0,81 1,26 0,84 1,26 1,28 0,58 0,75 1,29
20 1,08 1,08 0,79 1,08 0,85 1,08 1,09 0,48 0,57 1,08
30 0,91 0,92 0,54 0,91 0,91 0,92 0,92 0,44 0,47 0,92
40 0,84 0,85 0,49 0,85 0,82 0,85 0,86 0,44 0,44 0,85
50 0,81 0,81 0,48 0,81 0,77 0,81 0,81 0,45 0,43 0,81
Tab. 7: Reten¢ni ¢asy neopterinu v zavislosti na sloZzeni mobilni faze
FAc- kyselina mravenci, AmAc- octan amonny, AcAc- kyselina octova, AmF- mraven¢an amonny
koncentrace 0.1% 0.01% ,imxc ,imxc irr:,z\/(l: 0.1% 0.01% 0.1% 0.01% tmM
FAc FAc AcAc AcAc |NH,OH | NH,OH | AmF 3,0
9,8 4,2 6,8
5 2,25 2,33 1,93 2,4 - 2,33 2,34 0,87 0,87 2,87
10 1,39 1,31 0,88 1,39 0,89 1,37 1,37 0,84 0,83 1,36
15 1,13 11 0,82 1,13 0,83 1,14 11 0,55 0,73 1,12
20 1 1,01 0,79 1 0,84 1,01 1 0,47 0,57 1
30 0,89 0,89 0,55 0,89 0,89 0,89 0,9 0,45 0,47 0,89
40 0,83 0,84 0,5 0,84 0,82 0,84 0,85 0,45 0,45 0,84
50 0,81 0,82 0,49 0,82 0,78 0,81 0,82 0,45 0,44 0,83

Tab. 8: Retenéni ¢asy biopterinu v zavislosti na sloZzeni mobilni faze

FAc- kyselina mravenci, AmAc- octan amonny, AcAc- kyselina octova, AmF- mraven¢an amonny
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Obr. 38: Chromatogram separace smési pteridini— 0,1% kyselina octova : acetonitril (30 : 70)
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Obr. 39: Chromatogram separace smési pteridini— 1mM octan amonny pH= 6,8 : acetonitril (30 : 70)
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5.3. Opakovatelnost v ramci SST

Pti zvolenych optimalnich podminkéch byla zméfena opakovatelnost metody na
kolon¢ BEH Glycan a BEH Amide vmodu SRM, ktera byla vyjadifena pomoci
nasledujicich parametrii: relativnich smérodatnych odchylek reten¢nich Casti a ploch

pikt analyzovanych latek (Tab. 9).

BEH Glycan BEH Amide
pH=3,8 pH=4,8
A[% RSD] | t; [% RSD] A[% RSD] | t; [% RSD]
NEO 4,29 0,84 NEO 1,43 0,00
BIO 2,92 0,85 BIO 1,43 0,00
NH2 4,61 0,80 NH2 5,61 0,20
BH2 1,88 0,93 BH2 4,82 0,17
pH=6,8 pH=6,8
A[% RSD] | t; [% RSD] A[% RSD] | t; [% RSD]
NEO 3,37 0,67 NEO 1,98 0,21
BIO 2,63 1,14 BIO 3,00 0,00
NH2 1,29 0,53 NH2 3,84 0,17
BH2 2,58 0,81 BH2 3,58 0,37

Tab. 9: Opakovatelnost na koloné¢ BEH Glycan- 1 mM octan amonny pH= 3,8 a pH= 6,8 a na koloné
BEH Amide- 1 mM octan amonny pH= 4,8 a pH= 6,8

e Pozadavek na opakovatelnost pro retencni ¢as byl RSD<1%.
Pozadek splnily v§echny analyzované latky na obou kolonach pii obou pH
kromé& BIO na BEH Glycan pfi pouziti vodné slozky 1mM roztok AmAc pH=
6,8. Lepsi vysledky poskytla chromatografickd kolona BEH Amide.

e Pozadavek na opakovatelnost plochy piki byl RSD<10%.
Pozadavek byl splnén. Lepsi vysledky NEO a BIO poskytla chromatograficka
kolona BEH Amide, naopak co se tyka NH2 a BH2, bylo lepSich vysledku

dosazeno na chromatografické koloné¢ BEH Glycan.
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5.4. Ovéreni linearity a citlivosti metody

Na zavér bylo provedeno ovéfeni linearity metody proméfenim kalibracnich

kiivek analyzovanych latek a testovani jeji citlivosti (Tab. 10). Pro méfeni byly pouzity

roztoky o koncentracich pro NEO a BIO v rozmezi 0,1- 5000 nmol/l a pro redukované

formy v rozmezi 0,1- 10 000 nmol/l. Citlivost metody byla vyjadiena pomoci dvou

parametrt- limitu detekce (LOD) a limitu kvantifikace (LOQ).

BEH Glycan BEH Amide
pH=3,8 pH=4,8
[nl;r%ID/I] [nl?r(m)o(lgll] korel.koef. [nI;T(m)ollD/I] [nLn%?n] korel.koef.
NEO 1,39 4,60 0,9997 NEO 0,91 3,00 0,9997
BIO 0,48 1,58 0,9997 BIO 0,22 0,74 0,9999
NH2 587,88 1940,00 0,9963 NH2 916,67 3025,00 0,9987
BH2 545,45 1800,00 0,9962 BH2 416,67 1375,00 0,9997
pH=6,8 pH=6,8
[nLnsz)Bl] [nl_rr%%l] korel.koef. [nl_rrfz)?ll] [nLn%(SI] korel.koef.
NEO 0,70 2,30 0,9997 NEO 0,45 1,50 0,9997
BIO 0,24 0,79 0,9999 BIO 0,45 1,48 0,9997
NH2 587,88 1940,00 0,9915 NH2 384,24 1268,00 0,9994
BH2 545,45 1800,00 0,9976 BH2 113,94 376,00 0,9987

Tab. 10: Ovéfeni linearity a citlivosti metody pro jednotlivé analyzované latky na kolon¢ BEH Glycan-

amonny pH= 4,8 a pH= 6,8

Limity detekce

ImM roztok octan amonny pH= 3,8 a pH= 6,8 a na kolon¢ BEH Amide- 1mM roztok octan

Neopterin a biopterin vykazovaly velmi dobré limity detekce. Pti srovnani obou
kolon bylo dosazeno lepSich vysledki u kolony amidové. Limity detekce
derivata, 7,8-dihydroneopterinu a 7,8-dihydrobiopterinu, byly v porovnani
s limity neopterinu a biopterinu horsi o tii fady, u obou kolon se pohybovaly

v piiblizné stejnych hodnotach. VIiv pH na citlivost a linearitu byl nepatrny.

Linearita metody

Byla vyjadiena pomoci korela¢niho faktoru (Obr. 40-43). Metody jsou linearni.
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=| # | Marme Type Stol. Conc RT Ares | Sec. bres IS Area Responze| Detection Flags nimol WDy S [ lon Ratio lon Rati A
ol 14 14201010 13 GLYHAN 65 CAL 10 56 Standard o010 1.51 251435 251435 bt oo 1760 1352535

13 1520101013 GLYHANGS CAL 2108 Standard 0.020 1.53 50,230 50.280 b 0.0 953 39276

16 16 (20101013 GLYKAMBS CAL 210 8B Standard 0.020 1.51 59.740 59.740 b 0.0 116.5 10.260

17 17201010 13 GLYHAMES CAL S108 Standard 0.0s0 1.50 104 648 104 648 [al:] 0.1 26.8 73478

18 15 [2010 1013 GLYHARN 65 CAL 510 58 Standard 0.050 1.49 95.637 95 637 hahal 0.1 215 55 .924

19 1920101013 GLYHANGE CAL 107 Standard 0.100 1.51 173.9591 179.991 bk 0.1 =28 137707

20 2020101013 GLYKAMES CAL107E Standard 0.100 1.50 151.947 181.947 bk 0.1 -1.9 153.858

21 2120101013 GLYHAN G5 CalL 2107 Standard 0200 1.51 412.071 412071 2] 0z 06 47 957

22 2220101013 GLYHAN G5 CAL 2107 B Standard 0.200 1.30 395.5651 395.551 hahal 0.2 -2.4 131.663

23 23 (20101013 GLYKAMES CAL S0 7 Standard 0.500 1.50 1079.632 1079632 bk 0.5 0.0 633.332

24 24 (20101013 GLYKANMNEBS CAL 510 7B Standard 0.500 1.50 1080.278 1030.278 21 0.5 0 591 861

25 25|2010 1013 GLYHAN G5 CAL 106 Standard 1.000 1.50 2041 047 2041 047 2] 09 -649 252 164

26 26 (20101013 GLYHARN 63 CAL 10 6B Standard 1.000 1.50 2061438 2051 495 bk 0.9 -6.0 G47 135

27 27 (20101013 GLYHAM EBS CAL 2106 Standard 2.000 1.50 43858.192 4388.192 haAhd 2.0 -09( 1259638

28 28|201010 13 GLYHAMES CAL 21068 Standard 2.000 1.50 4363.465 4363 465 [al:] 2.0 -1.4 1056.5849

29 2920101013 GLYHAN G5 CAL 3106 Standard 5.000 1.30 11176.710 11176710 bh 5.0 05| 30M9.823

30 30 (20101013 GLYHARN 65 CAL 510 6B Standard 5.000 1.50 11166.904 11166.904 bk 5.0 04| 30534335

31 31 (201010 13 GLYHAN blank3m Blank b -

< >
Chromatogram r_|rﬁ|g| s 0 010

200101013 GLyEAMN B2 CAL 210 6 Smoaoth{Mn, 1x2) F2:MRM of 1 channel ES+
FULL 2541 = 206.1
MNED 5.272e+004
1009 1.60
438819
52638
g
I T T e T T AT R e T T min
20 0.40 0.60 020 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 2.20

Respanse

0.00

Compound name: KED

Carrelation coefficient r= 0999855, r2 = 10995711
Calibration curve: 2231 .97 *x +-36.902

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: Null, Axis trans: Mone

0.50 1.00 1.50

2.50

3.00

3.50

T T T T T T T T T T T T T e e, himol

2.00

4.00

4.50 5.00

Obr. 40: Linearita metody pro neopterin- BEH Glycan, ImM octan amonny pH=6,8:acetonitril (28:72), pritok mobilni faze 0,4 ml/min
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olx

# | Mame Type RT Ares | Sec.trea 1= Ares Response| Detection Flags nrmol Dy =01 lon Rsti

14 1420101013 GLYHAN G5 CAL 10 5B Standlard 1135 162 655 162 655 [al1] oo &5.0 589.545
13 1520101013 GLyHAaM G5 CAL 2108 Stanclard 1.14 266.327 266.327 [=13] 0.0 311 63.204
16 AG(20101013 GLYHAN G2 CAL 210 8B Stanclard 1.14 299 447 299.447 [z]4] 0.0 43.4 56.655
17 A7 (201010 13 GLYHAN GBS CAL 5108 Stanclard 1.14 G635 673 S65.673 bk 0.0 -2.3 117151
18 15[(20101013 GLYHANGE CAL 510 8B Standard 113 586744 586.744 2] 0.1 0.2 114,285
19 1920101013 GLYHAMNES CAL10 7 Stanclard 1.14 1238.894 1238.894 bt 0.1 -1.3 348.197
20 20020101013 GLyHAaM G5 CAL10 7B Standard 1. 1235.954 1235.954 bhb 01 -1.5 253318
21 21 (20101013 GLyHAMES CAL 2107 Standard 1. 2474 463 2474 463 helbd 0.2 -4.6 524.375
22 22120101013 GLYHANES CAL 2107 8B Standard 1 2483172 2483172 [al1] 0.z -4.35 461 220
23 2320101013 GLyHAMGE CAL 5107 Stanclard 1. 6101.233 6101 2335 [=13] 0.5 -7.6| 1535.609
24 24 (20101013 GLYHANGE CAL 51078 Standard 1. B023.273 B023.273 [z1] 0.5 9.0 1213.941
25 25|201010 13 GLYHAN GBS CAL 106 Standlard 1 13541093535 13410955 [al1] 1.0 0.6 25355870
26 2620101013 GLvHAM G5 CAL 10 6B Stanclard 1. 13261.769 13261 .789 [=13] 1.0 =06 1410220
27 27 (20101013 GLYHAN GBS CAL 2106 Stanclard 1. 26875338 2B875.3358 bk 20 0.4 4056.003
28 25(20101013 GLyHAMGS CAL 21068 Standard 1. 26947 564 26947 564 bhb 2.0 0.7 | 45565.6235
29 29(20101013 GLYyHANES CAL 106 Standard 1. 67204 150 E7204.180 2] 5.0 0.3 9519.750
30 3020101013 GLYHKAMNES CAL S 10 EB Stanclard 1. BES46.575 BES4E6.875 bl 5.0 -0.3| 10527 .886
31 31 (20101013 GLYyH AN hlank3a, Blank

<

100

Chromatogram

20101013 GLYkARN B2 CAL 2106 Smoathibn, 1:2)
FLILL

[=]Le]
1.13

26875 34
349545

F1:MRM of 1 channel ES+

Compound name: BIO

Correlation coefficient: r= 0.999946, "2 = 0.999293

Calibration curve: 134223 *x +-856053

Fesponse type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: Mull, Axis trans: Mone

Respanse

¥ e nmial

0.00 0.50 1.00

1.80

2.00 2.40

3.80

4.00

5.00
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Obr. 41: Linearita metody pro biopterin- BEH Glycan, ImM octan amonny pH=6,8:acetonitril (28:72), pritok mobilni faze 0,4 ml/min



=| # |Name Type Std. Conc RT Area|Sec.Area IS Area Response| Detection Flags nmol Falnew S [ lon Ratio lon Ratio ()
=l 1 1120101013 AMIDE Il 63 der blank10 Blank 2.31 4.900 4.900 bk n.z2 1.727
2 2|2010 10 13 AMIDE Il 65 der blank20 Blank
5 320101013 AMIDE 1| 65 der blank30 Blank 1.73 1.0635 1.0635 bk 0.z 0.956
4 4120101013 AMIDE | 65 cler CAL 2107 B Standard 0.200 2.00 10520.5371 10520.5371 bk 0.3 66.5 1014.890
5 5120101013 AMIDE Il 680 der CAL S107 Standard 0.500 1.99 27206.070 27206.070 e 0.5 15.5 2500.846
B 5|2010 1013 AMIDE Il 65 der CAL 510 7B Standard 0.500 1.99 25535.559 25535559 Tah 0.5 107 2129774
T V120101013 AMIDE Il 65 der CAL 106 Standard 1.000 1.99 55610664 55610 664 Peihd 1.0 -0.7 3695.820
5] S]20101013 AMIDE Il 68 cer CAL 10 6B Standard 1.000 1.99 52738045 S2738.645 e 1.0 -4.9 3593.646
g 9120101013 AMIDE Il 68 der CAL 2106 Standard 2.000 198 MM7TEET2 117716672 bk 1.9 -4.9 5435.344
10 |[10]|201010 13 AMIDE Il 65 der CAL 2 106 B Standard 2000 198| 113609595 113609 598 Tah 1.8 78| 3522488
11 11201010135 AMIDE || 65 der CAL 5106 Standard 5.000 1.96( 3350457 344 F30457 G4 Peihd 5.0 0.2[ 10603.510
12 12|20101013 AMIDE || 65 der CAL 510 6B Standard 5.000 1.97 [ 329059.094 320059.094 bk 5.0 -0.2 84587 152
13 13{20M101013 AMIDE || 65 der CAL 10 5 Standard 10.000 1.95| EES445.313 BE5448.313 e 10.0 -0.5 7835.0758
14 |[14]|201010 13 AMIDE Il 68 der CaL 10 5B Standard 10.000 194| B7T960125 677360125 [ 1001 LE] 754 061
13 15|201010 135 AMIDE || 65 der blank40 Blank 211 65569 63569 bk 0.z 3.5943
16 16[201010 13 AMIDE || 65 der blanks0 Blank
< >
Chromatogram ] E| _| i 5 0 0
20101013 AMIDE 1 68 der AL 10 5 Srmoothitn, 1x2) F2:MRM of 1 channel ES+i{Compound name: MHZ
FULL 256.1 = 1659.3 fiCorrelation coefiicient r= 0999721, r"2 = 0.9994432
Ton- MHZ 3.386e+006 i alibration curve: BE391.3 %% +-12289
1.95 Fesponse type: External Std, Area
GES448.31 Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: Mull, Axis trans: Mone
3378263
BO0000-
S00000-3
% o 00000
]
=
5 3
&
a 300000
o
200000
1000004
0 . 0
T T T T T T rmin T T T T T T T T T T T T T T T 1 hirnal
0.24 0.a0 n.7a 1.00 1.28 1.80 0.0 1.0 2.0 2.0 4.0 5.0 6.0 T.0 2.0 9.0 10.0
s . . . . , _ . .. . o o .
Obr. 42: Linearita metody pro dihydroneopterin- BEH Amide, 1mM octan amonny pH=6,8:acetonitril (28:72), prutok mobilni faze 0,4 ml/min
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x| # [ Mame Type Sted. Conc RT Area|Sec.Area IS Ares Response| Detection Flags nimol ey S | lon Ratio lon Rati #
ol 7 T(20101014 AMIDE | 65 der CAL 21058 Standard 0.020 Padhd-
8 S[2010 1014 AMIDE | 65 der CAL 5108 Standard 0.050 hhd-
9 920101014 AMIDE | 55 der CAL 51068 Stancard 0.050 hhd-
10 |10{2010 1014 AMIDE || 68 der CAL 107 Stanciard 0.100 1.51 30.908 30.908 Tl 03| 1892 6.723
11 1120101014 AMIDE | 65 cer CAL 107 B Standard 0100 1.50 36.355 36.355 bh 0.3 191 .0 21.912
12 |12[(20101014 AMIDE | 65 der CAL 2107 Standard 0.200 1.49 85725 85725 bh 03 537 15661
13 |13[20101014 AMIDE | 65 der CAL 2107 B Stancard 0.200 1.50 §65.599 86.599 bh 03 538 39.925
14 |14[2010 1014 AMIDE | 680 der CAL 5107 Stanciard 0.500 152 473.3149 473.319 b 0.4 -129 §9.139
15 1520101014 AMIDE || 65 der CAL S10 7B Standard 0.500 1.52 451 400 481400 bh 0.4 -12.4 96733
16 |16[2010 1014 AMIDE | 65 der CAL 106 Standard 1.000 1.51 16534 996 1634.996 hibid 05 -18.0 332.895
417 |17[2010 1014 AMIDE Il 65 der AL 10 6B Stancard 1.000 1.54 1649.213 1649.213 1At 05 176 99.051
18 |18[20101014 AMIDE | 68 der CAL 2106 Stanciard 2.000 152 4774 864 4774.864 b 19 -7 602.433
19 19|2010 1014 AMIDE || 63 der CAL 21068 Standard 2.000 1.52 4597 042 4397 .042 Tl 18 -5.1 1233.659
20 |20{20101014 AMIDE I| 65 der CAL 5106 Standard 5.000 150 14409385 14409386 bh 50 08 a03.135
21 |21 [2010 1014 AMIDE Il 65 der C&L 510 6B Standard 5.000 150 14445321 14445.321 1At s 11| 1650.607
22 [22{2010 1014 AMIDE || 68 der CAL 10 5 Stancard 10.000 148 29525.344 29525.344 [ 10.0 0.4| 1803.376
23 23120101014 AMIDE || 65 der CAL 10 5B Standard 10.000 1.45 29350.0738 29380.078 bh 10.0 -0.1 346.315
24 | 24[2010 1014 AMIDE Il 65 der blank40 Blank 169 2234 2234 bh 03 2352 -
< >
Chromatogram E|@|E|
20101014 AMIDE 1 68 der CAL 10 8 Smoothihn, 1x2) F1mRM of 1 channel ES+ MCampound name: BH2
FULL 239.9=165.05 Ml orrelation coefiicient r= 0999361, r2 = 0995723
100- BH2Z _ 1.740e+005 P alibration curve: 3024.71 3 +-543.803
1.48 Fesponse type: External Std, Area
209528.34 Curve type: Linear, Qrigin: Exclude, Weighting: Mull, Axis trans: Maone
173491
25000
200004
% - 3
o
S 15000
&
O E
iy
10000
5000
. ' . 0
0 T min T T T T T T T T T T T T T T T T 1 nmol
4] 0.0 1.0 2.0 2.0 4.0 5.0 6.0 T.0 2.0 9.0 1000

Obr. 43: Linearita metody pro dihydrobiopterin- BEH Amide, ImM octan amonny pH=6,8:acetonitril (28:72), pratok mobilni faze 0,4 ml/min
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6. ZAVER
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1. Byla proméfena hmotnostni spektra neopterinu, biopterinu, 7,8-dihydroneopterinu a
7,8-dihydrobiopterinu. Vybrany byly [M+H] " ionty, které vykazovaly nejvétsi

intenzitu.

Byl optimalizovan parametr MS detekce- cone voltage:
- cone voltage= NEO (25V), BIO (30V), NH2 (25V), BH2 (15V)

Byla zméfena hmotnostni spektra produktovych iontd a vybran nejintenzivngjsi

fragment.

Byl optimalizovan parametr MS detekce- kolizni energie:
- kolizni energie= NEO (15V), BIO (20V), NH2 (25V), BH2 (10V)

2. Byly testovany tii chromatografické kolony. Porovnavana byla jejich selektivita,
vliv na retenci a separaci analyzovanych latek pfi pouziti riznych mobilnich fazi.
Nasledné byly vybrany chromatografické kolony a mobilni faze poskytujici nejlepsi

vysledky.

Chromatografické kolona BEH Glycan
- mobilni faze: 1mM roztok AmAc pH= 3,8 : acetonitril (30 : 70)
1mM roztok AmAc pH= 6,8 : acetonitril (28 : 72)

Chromatograficka kolona BEH Amide
- mobilni faze:  1mM roztok AmAc pH= 4,8 : acetonitril (23 : 77)
1mM roztok AmAc pH= 6,8 : acetonitril (28 : 72)

3. Pfi zvolenych optimélnich podminkach byla zméfena opakovatelnost metody vy-
jadiena pomoci relativnich smérodatnych odchylek retencnich ¢asti a ploch piki
analyzovanych latek.

- pozadavek na opakovatelnost pro retencni ¢as (RSD<1%) splnily vSechny analyzo-
vané latky na obou kolonach pii obou pH kromé& BIO na BEH Glycan pfi pouziti
vodné slozky ImM roztok AmAc pH= 6,8

- pozadavek na opakovatelnost plochy pikti (RSD<10%) byl splnén u obou kolon pfi

vSech podminkach
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4. Byla ovétena linearita metody a stanovena citlivost metody.

- metody jsou linearni (BEH Glycan- r = 0,9915-0,9999, BEH Amide- r = 0,9987-
0,9999)

- vyssi citlivost vykazuje BEH Amide, neopterin a biopterin poskytuji lepsi
odezvu v porovnani s derivaty, LOD se pohyboval u NEO a BIO v rozmezi 0,22-
0,91 nmol/l, u redukovanych forem 113,94- 916,67 nmol/l, LOQ se pohyboval u
NEO a BIO v rozmezi 0,74- 3,00 nmol/l, u redukovanych forem 376,00- 3025,00
nmol/l

5. Z hlediska separace a kvality pikll jednotlivych analyzovanych latek poskytla lepsi
vysledky chromatograficka kolona BEH Amide. Pii srovnani obou pH (pH= 4,8 a
6,8) v ramci této kolony bylo lepsi separace dosazeno pii pH= 4,8, naopak z pohledu

citlivosti poskytuje lepsi vysledky pH= 6,8.
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