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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra analytické chemie

Kandidat: lva Kaufmannova

Skolitel: PharmDr. Lucie Novékova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Hodnoceni vlastnosti novych HILIC staciondrnich fazi pro

analyty ze skupiny pteridind s vyuzitim metodiky UHPLC-FD

Predmétem této diplomové prace je hodnoceni vlastnosti tfi typd novych HILIC
stacionarnich fazi uréenych k identifikaci a stanoveni biologicky aktivnich latek biopterinu,
neopterinu, dihydrobiopterinu a dihydroneopterinu za pouziti metody UHPLC ve spojeni
s fluorescen¢ni detekei.

Neopterin slouzi jako ukazatel aktivace imunitniho systému a zanétlivych
onemocnéni. Jeho véasna detekce v moci nebo plazmé muize pomoci odhalit patologickou
imunitni aktivitu. Se zvySenou hladinou neopterinu se setkdvame u virovych
¢i bakteridlnich onemocnéni, u autoimunitnich nemoci, pti HIV infekci ¢i U zhoubnych
nadord. 7,8 - dihydroneopterin je schopen branit proteiny a lipoproteiny pied oxida¢nim
poskozenim.

HILIC je chromatografickou metodou, kterou lze pouzit ke zvyseni retence velmi
polarnich sloucenin. Vyuziva polarni stacionarni faze a mobilni faze obsahujici urcité
mnozstvi vody a polarniho rozpoustédla. UHPLC je nejmoderné;jsi technologii umoziujici
vyvinout tlak okolo 100 MPa. Pouziva kolony s malymi ¢asticemi (< 2 um), které piispivaji
ke zlepSeni separacni ucinnosti a rozliseni.

Celkem byly testovany tii chromatografické kolony (BEH AMIDE, BEH
GLYCAN, BEH HILIC) za rtznych podminek, za kterych byla ménéna hodnota pH,
koncentrace a procentudlni obsah vodné slozky mobilni faze. Kolona BEH HILIC
neposkytovala za zadnych podminek dostate¢nou retenci a selektivitu pro separaci vSech
Ctyt pteridini. Naopak tomu bylo u kolony BEH AMIDE, ktera vykazovala silnou retenci
pro vSechny analyzované latky, a to zejména pii vysokych hodnotach pH (9,8). Nicméné
pii takto vysokém pH byla vyrazn¢ snizenad selektivita separace pro pary neopterin —
dihydroneopterin a biopterin — dihydrobiopterin, coz vedlo k nezaddouci velmi dlouhé dobé
analyzy. Nejlepsi separace vSech Ctyf pteridint, a zaroven dobré retence (do osmi minut),

bylo dosazeno pomoci 50mM octanu amonného pfi pH Vv rozmezi 4,8 - 7,8.

Kli¢ova slova:
HILIC, UHPLC-FD, biopterin, neopterin, dihydrobiopterin, dihydroneopterin,
5,6,7,8 - tetrahydrobiopterin, BEH AMIDE, BEH GLYCAN, BEH HILIC



ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of analytical chemistry

Candidate: Iva Kaufmannova

Supervisor: PharmDr. Lucie Novakova, Ph.D.

Title of Doctoral Thesis: Evaluation of properties of new HILIC stationary phases for pteridins
using UHPLC-FD method

The subject of this thesis was to evaluate the characteristics of three new types of HILIC
stationary phases for the identification and quantification of biologically active substances
biopterin, neopterin, dihydrobiopterin and dihydroneopterin by UHPLC with fluorescence
detection.

Neopterin is used as a marker of immune system activation and inflammatory diseases.
Its early detection in urine or plasma may indicate a pathological immune activity. Elevated
concentration of neopterin is described in viral or bacterial diseases, in autoimmune diseases
in HIV infection or in malignant tumors. 7,8 - dihydroneopterin is able to prevent proteins
and lipoproteins from oxidative damage.

Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography (HILIC) is a chromatographic method
that can be used to improve retention of very polar compounds. It uses a polar stationary phase
and mobile phase containing a certain amount of water and polar solvents. UHPLC is the most
advanced separation technology to develop a pressure of about 100 MPa. It uses columns
with small particles (< 2 um), which contribute to the improvement of the separation efficiency
and resolution.

Overall the three chromatographic columns were tested (BEH AMIDE, BEH
GLYCAN, BEH HILIC) at different chromatographic conditions, where the pH and
the concentration and the percentage of aqueous content of mobile phase components were
changed. BEH HILIC did not provide sufficient retention and selectivity for the separation
of four pteridines under any tested conditions. Conversely BEH AMIDE provided a strong
retention for all analytes, especially at high pH values (9.8). However, at this high pH the
selectivity of separation for the pairs neopterin — dihydroneopterin and biopterin —
dihydrobiopterin was significantly reduced, leading to very long analysis time. The best
separation of all four pteridines, lasting up to eight minutes, was achieved with 50mM

ammonium acetate buffer at pH range 4.8 - 7.8.
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SEZNAM ZKRATEK

8-OH-G
AA
AcAc
ACN
AmAc
BEH
BH2
BH4
BIO
CSF
DTT
GTP
HILIC

HIV

HPLC

INF-y
MP

MS

NEO
NH2
NP-HPLC
PTPS
RP-HPLC
SST
TCA
TNF-a
UHPLC

uv

8 - hydroxyguanine

Ascorbic acid; kyselina askorbova

Acetic acid; kyselina octova

Acetonitril

Ammonium acetate; octan amonny

Bridged ethyl hybrid; hybridni stacionarni faze

7,8 - dihydrobiopterin

5,6,7,8 - tetrahydrobiopterin

Biopterin

Cerebrospinal fluid; mozkomi$ni mok

Dithiothreitol

Guanosintrifosfat

Hydrophilic interaction liquid chromatogramy; chromatografie
hydrofilnich interakci

Human Immunodeficiency Virus; virus u c¢lovéka zpiasobujici ztratu
obranyschopnosti

High performance liquid chromatogramy; vysokou¢inna kapalinova
chromatografie

Interferon - gama

Mobile phase; mobilni faze

Mass Spectrometry; hmotnostni spetrometrie

Neopterin

7,8 - dihydroneopterin

Chromatografie na normalnich fazich
6-pyruvoyltetrahydropterinsynthasa

Chromatografie na obracenych fazich

System suitability test; test zptisobilosti systému

Trichloroacetic acid; trichloroctova kyselina

Tumor nekrotizujici faktor a

Ultra High Performance Liquid Chromatography; ultra vysokoucinna
kapalinova chromatografie

Ultraviolet; ultrafialova oblast
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Metoda chromatografie hydrofilnich interakci (HILIC) se teprve nedavno stala
popularni pro separaci biologicky aktivnich latek, které jsou pro svoji polarni strukturu
pomoci ostatnich separa¢nich pfistupti obtizné analyzovatelné. HILIC je alternativou
konvenéni RP-HPLC ¢i NP-HPLC pro analyzu malych polarnich molekul. Rozdil
je vtom, ze metoda HILIC pouziva polarni stacionarni fazi a organické rozpoustédlo
(vétSinou ACN > 70%) s uréitym obsahem vody (nejméné 2,5%) jako fazi mobilni.
Vymyvani polarnich latek je umoznéno zvySenim polarity mobilni faze, Cili zvySenim
obsahu vody. Z toho vyplyva, Ze reten¢ni pofadi eluovanych analytd bude ve srovnani
s RP-HPLC opacné. Analyty budou vymyvany v poradi rostouci hydrofility. Metoda
HILIC nabyva stale vétSiho vyznamu. Dnes nachéazi uplatnéni naptiklad v analyze
antibiotik, toxin{ll, cytostatik, metabolitli, sacharidf, saponint, peptidl, aminokyselin,
bilkovin ¢i glykanti.

V roce 2004 doslo v oblasti vysokouc¢inné kapalinové chromatografie k velkému
pokroku v technologii kolon a piistrojového vybaveni, které ptispé€ly k dosazeni velmi
vyrazného zvyseni rozliSeni, rychlosti a citlivosti. Tato metoda dostala nazev ultra
vysokoucinna kapalinova chromatografie (UHPLC) a byla pouzita Vv této diplomové
praci K popisu reten¢nich vlastnosti zkoumanych pteridini v systému HILIC, ktery byl

zvolen pravé diky polarni struktuie pteriding.
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Tato diplomové prace se zabyva hodnocenim novych HILIC stacionarnich fazi
pro analyzu biologicky aktivnich latek biopterinu, neopterinu, 7,8 — dihydrobiopterinu
a 7,8 — dihydroneopterinu pomoci UHPLC s fluorescen¢ni detekei.

Primérnim cilem bylo pomoci HILIC metody ovéfit retencni chovani zminénych
pteridint na pfedem zvolenych kolonach a urcit chromatografické podminky, za kterych
by dochazelo knejlepsi separaci jednotlivych derivatd. V ramci optimalizace
chromatografickych podminek byly testovany celkem tii analytické HILIC kolony
(BEH AMIDE, BEH HILIC a BEH GLYKAN), u kterych bylo zkouméno retenéni
chovani jednotlivych pteridinti v zavislosti na poméru organické a vodné slozky mobilni
faze, na vlivu pridanych piisad do mobilni faze, molarité a pH. Po nalezeni optimalnich
chromatografickych podminek pro analyzu smési standardu nésledoval test zptsobilosti
systému, ovéfeni linearity a citlivosti pro jednotlivé latky. Dale byla zkoumana stabilita
redukovanych forem pteridind (BH2, NH2), které i pies spravné zachazeni se vzorky
podléhaly b&éhem analyzy oxidaci. Pfidani dithiothreitolu ¢i kyseliny askorbové

(za ucelem zvyseni stability) vSak problém kompletné nevytesilo.

13



3. TEORETICKA CAST

14



3.1 PTERIDINY

Prvni zaznam o pteridinech byl dochovan z roku 1889, kdy pan Hopkins izoloval
zluty pigment z kiidel lepidoptera [1]. Pravé podle feckého slova pteron (= ki¥idlo) byl
odvozen nazev pro celou skupinu téchto pigmentt [2].

Nejvyssi koncentrace pteridini byly nalezeny u hmyzu, obojzivelniki, ryb
aplazii v podobé pigmentt [3]. Savci si umi sami syntetizovat pouze nekonjugované
pteridiny, zatimco konjugované syntetizovat neumi [4]. U cloveéka byly pteridiny
zkoumany vV moci [5], plazmé¢ [6], mozkomi$nim moku [7] a ascitu [8]. Pomérn¢ vysoké
koncentrace byly nalezeny zejména v moci, kde §lo predevsim o biopterin a neopterin.
Pteridind existuje Siroké mnozstvi. Biologickd funkce vSak nebyla popsana u vsech

zastupcu [2].

3.1.1 Chemicka struktura a rozdéleni

Zéakladni  strukturou téchto latek je pteridin, ktery byl odvozen
od  pyrazino-[2,3-d]-pyrimidinového bicyklického  systému.  Podle  substituce
pyrimidinového cyklu se derivaty pteridinu déli na pteriny (obrazek 1), coz jsou
derivaty 2-amino-4-oxo-3,4-dihydropteridinu a na lumaziny, coz jsou derivaty
2,4-dioxo-1,2,3,4,-tetrahydropteridinu [2].

0

HN =~ |N“x R
LA
R2—HN~ N° N

Obrazek 1: Strukturni vzorec pteridini v oxidované formé

Podle velikosti substituent 1ze derivaty pteridinu rozd¢€lit na nekonjugované,
které obsahuji relativné malé substituenty (napf. biopterin, neopterin, molybdopterin)
a konjugované, které obsahuji vétsi substituenty (napf. riboflavin, kyselina listova) [9].

Dalsi mozZnosti dé¢leni téchto latek je podle postranniho fetézce
v poloze 6 ¢i podle oxida¢niho stavu pteridinového cyklu. V tabulce 1 je uveden piehled

hlavnich pteridint, které byly detekovany u ¢lovéka [2].
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Sloucenina { R1 R2
Pterin H H
Xanthopterin OH H
6-Formylpterin CHO H
6-Karboxypterin COOH H
6-Hydroxyymethylpterin CH20H H
Sepiapterin (2S)-CO-CHOH-CH3 H
Biopterin (1‘R,2S)-CHOH-CHOH-CH3 H
Orinapterin (1°S,2°S)-CHOH-CHOH-CH3 H
Onkopterin (1‘R,2°S)-CHOH-CHOH-CH3 CH2- CH2- CH2-NH2
Neopterin (1°S,2‘R)-CHOH-CHOH-CH20H H
Monapterin (1¢S,2°S)-CHOH-CHOH-CH20H

Umanopterin

H
(1‘R,2°'R)-CHOH-CHOH-CH20H H
H

Molybdopterin CSH=CSH-CHOH-CH20-P0O32-

Tabulka 1: Piehled hlavnich pteridinu zjisténych u ¢lovéka [2]

3.1.2 Fyzikalné - chemické vlastnosti

Analyza pteridind je pomérn¢ slozita v disledku jejich chemickych vlastnosti.
V biologickych tekutinach se nachazeji v celkem nizkych koncentracich, které se Spatné
detekuji [2].

Pteridiny jsou fotosenzitivni slouceniny, které jsou pusobenim svétla
pfeménovany na piislusné redukované formy [10]. Proto je dilezité dbat na vhodné
zachazeni se vzorky. Naptiklad by mély byt uklddany na tmavych mistech a nemély by
byt vystavovany velkym teplotnim zménam. Nejvhodnéjsi je pfiprava do tmavych
vialek a ukladani do lednice ¢i mrazaku. BIO a NEO jsou v porovnani s BH2 a NH2

antioxidanty (napf. kyselinu askorbovou ¢i dithiothreitol) [11][12].

Pteridiny se vyskytuji ve tfech oxida¢nich formach: v 7,8-dihydro-,
5,6,7,8-tetrahydro- a plné¢ oxidované (aromatické) form¢. Redukované formy snadno
podléhaji oxidaci vzdusnym kyslikem a maji velmi silné antioxidacni Ucinky. Proto
mohou in vivo pusobit jako lapace reaktivnich forem kysliku [13].

Jednou z velmi dulezitych vlastnosti pro analyzu je, Ze pouze oxidované formy
pteridini vykazuji silnou modrou fluorescenci [10]. Biopterin, neopterin a jejich
derivaty maji podobna UV spektra [14]. Strukturni vzorce pteridinii zkoumanych v této

praci jsou znazornény na obrazku 2.
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BIOPTERIN 7.8- DIHYDROBIOPTERIN

Obrazek 2: Vzorce pteridinti zkoumanych v této praci

3.1.3 Biosyntéza pteridini

Nejlépe je prozkoumana biosyntéza tetrahydrobiopterinu a neopterinu.
Neopterin je syntetizovan z guanosintrifosfatu (GTP) pomoci GTP cyklohydrolazy 1.
GTP je pfeveden na 7,8-dihydroneopterintrifosfat. Pokud dale pisobi
6-pyruvoyltetrahydropterinsynthasa (PTPS) vznika BH4. A% lidskych
monocytech/makrofazich vsak chybi aktivita PTPS. V disledku toho dochazi
k defosforylaci a oxidaci 7,8-dihydroneopterintrifosfatu a vznika neopterin (obrazek 3)
[2][15].

Zvysené biosyntézy neopterinu vV monocytech/makrofazich bylo dosazeno po
aktivaci  cytokiny, zejména INF-y [10]. Vétsi  produkce  neopterinu
ze 7,8-dihydroneopterintrifosfatu probihd na ukor vzniku BH4, coZz vysvétluje, proc¢
nemoci zpusobené nedostatkem BH4 jsou identifikovatelné pomoci zvysené hladiny
neopterinu [8]. Biosyntéza jednotlivych pteridini je znazornéna na obrazku 4 [16].

Guanosine triphosphate (GTP)
GCH | === IFN~y

7,8-Dihydroneopterintriphosphate
I

PTPS
Dephosphorylation [ . ]
Oxidation (HOCI) 5,6,7 8-Tetrahydrobiopterin

o OH
N]/‘\rCHon
HN | &>
)\\ Z OH
H,N N N

Neopterin

Obrazek 3: Vznik neopterinu [8]
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GTP cyclohydrolase
GTP OH OH
OH OH
OH ou H—CH—CH ,OH
jt( “j/cu-cu—cn (PO,Na);/—PO,0HNa —> NJ\
7,8-dihydr: pterin triphospaht D-Neopterin (NEO)

l 6-pyruvoyl-tetrahydropterin synthase

u
j?[ Y AR
xanthin

0 dehydrogenase 6—pyruvoyl—tetmhydroptenn
HN i
NJ\\ | sepiapterin reductase
H, N
Isox mlhoplum (I1ISO) Pterin (I’I ik g ‘ H_(I:H_CH;
NJ\\ | OH OH
HZ

N N
H

Tetrahy druhinlm rin (BH4)

Phenylalanine Tyrosine

H—CH'—CH ;
- e
dihydropteridine phenylqlanine

hvdroyylase

Tryptophan

reductase L-Biopterin (BIO)
\* Serotonine

4a-carbinolamipe Dopamine

H— CH—CH
OH OH

Dihvdrobiopterin (BH2)

Tyrosine

Obrazek 4: Schéma biosyntézy pteridind [16]

3.1.4 Regulace biosyntézy pteridini

Biosyntéza pteridinti mize byt regulovana riznymi mechanismy. Velky vyznam
hraje ovlivnéni klicového enzymu GTP cyklohydroldzy I. Naptiklad kladny efekt ma
GTP substrat, prozanétlivé cytokiny, inzulin, reserpin a glukokortikoidy, které indukuji
GTP cyklohydroldzu 1. Na druhou stranu inhibi¢én€¢ plsobi konecné substraty
a protizanétlivé cytokiny (napf. interleukiny 4 a 10, transformujici rstovy faktor f).

Interferon-y je nejucinnéj$im stimulatorem, TNF-a je velmi silnym kostimulatorem [2].
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3.1.5 Vyznam a funkce zkoumanych pteridinia

Biopterin a 7,8 - dihydrobiopterin

Jsou to oxidacni produkty tetrahydrobiopterinu. NedostateCna syntéza muze
zpusobit poskozeni v biosyntéze monoaminovych neurotransmitert [17]. Biopterin také
stimuluje mitosu u trypanosomy Crithidia flagellata [18]. Vysoké procento biopterinu

se nachazi naptiklad v matefském mléce [11].

5,6,7,8 - tetrahydrobiopterin

Slouzi jako kofaktor fenylalanin-4-monooxygenasy, tyrosin-3-monooxygenasy,
tryptofan-5-monooxygenasy, alkylglykol-ether-monooxygenasy a NO-synthasy [4].
Dale ovliviluje nékteré mechanismy na neuronech [15]. Je nepostradatelny
pfi biosyntéze neurotransmiterti, jako jsou dopamin, noradrenalin a serotonin [16].
Pravé snizenad koncentrace BH4 zpusobuje nékolik neurologickych onemocnéni, mezi
které patii naptiklad Parkinsonova choroba, Alzheimerova choroba, autismus, tzkost
¢i deprese [15].

Vzhledem ke své funkci jako kofaktor NO-synthasy byl zkouman
u kardiovaskularnich onemocnéni provazenych endotelovou dysfunkci [6]. V cévach
je deficit BH4 zapojeny do mechanismi nékolika chorob, mezi které patii napiiklad
ateroskler6za, hypertenze, diabeticka cévni choroba a cévni komplikace z koufeni
cigaret. Tyto choroby jsou zpusobeny schopnosti BH4 regulovat mnozstvi reaktivnich
kyslikovych latek v endotelu. Také proto se moznost vyuzit BH4 jako 1éCebny
prostiedek U kardiovaskularnich onemocnéni zda byt stale vice presvédciva. V dnesni
dob¢ se timto navrhem zabyva mnoho studii [19]. BH4 hraje také dulezitou roli u 1é¢by
fenylketonurie, u které se muzeme setkat bud’ s deficitem v biosyntéze BH4, nebo

s nedostate¢nou citlivosti fenylalanin hydroxylasy [6][20].

Neopterin

Slouzi jako ukazatel aktivace imunitniho systému a zanétlivych onemocnéni.
Je produkovan makrofagy, které jsou stimulovany interferonem-y a TNF-a. Tyto dva
cytokiny jsou povazovany za kliCové spoustéce imunologicky vyvolaného zvySeni
koncentrace NEO. Mg¢tenim hladiny NEO v moc¢i nebo plazmé lze vcas odhalit
patologickou imunitni aktivitu. Se zvySenou koncentraci neopterinu se setkavame
napiiklad u virovych, bakteridlnich, autoimunitnich (napf. lupus erythematoides,

revmatoidni artritida, atopické astma) ¢i kardiovaskularnich onemocnéni, pii rejekénich
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reakcich transplantované tkan¢, inzulinové rezistenci, U urcitych typt malignit
(napt. leukémie, lymfom), u zhoubnych nadorti (napf. mnohocetny myelom, rakovina
vajeéniku, tlustého stfeva nebo plic) ¢i u psychickych poruch [8][21][22]. Neopterin
také sehral velmi dulezitou roli ve vyzkumu HIV infekce. Jeho zvy$ené hladiny jako
prvni signalizovaly imunitni aktivaci HIV patogeneze. Navzdory tomu, Ze jsou jiz
Vv dnesni dobé dostupné dostate¢né citlivé konkrétni HIV 1 ukazatelé, stanoveni
koncentrace neopterinu v krvi ¢i moci pacienti zastava stale uziteCna pro svou

jednoduchost a nizké naklady [23].

7,8 - dihydroneopterin

Je redukovanou formou neopterinu. Chova se jako silny antioxidant, u n¢hoz
bylo in vitro dokdzano, Ze je schopen branit proteiny a lipoproteiny pied oxidacnim
poskozenim [12]. Také je schopen aktivovat transkripéni faktory, a tim indukovat

expresi HIV-1 genu [24].

3.1.6 Metody stanoveni pteridinia

Pteridiny se nejcastéji stanovuji v moci, séru, plazmé a mozkomisnim moku.
Hodnoty koncentraci se pohybuji okolo 10 - 10 mol/l. Otazka stability t&chto vzorki
vsak stale zlstava neprozkoumana. Po technické strance pievladaji metody
chromatografické. Doposud byly pteridiny nejlépe stanoveny pomoci HPLC
s naslednou fluorescenéni nebo elektrochemickou detekcei [2]. Mezi dalsi metody patii:
fluorimetrie [25], radioimunolyza [26], ELISA [27], imunoanalyza, detekce pomoci

enzymu fenylalanin-4-monooxygenasy nebo dihydropterin-reduktasy [28 - 29].

3.1.7 Ptehled publikovanych metod pro stanoveni pteridini

V tabulce 2 a 3 je uveden piehled nedavno publikovanych metod pro stanoveni
pteridini. VétSina studii vyuzila metody reverzné-fazové vysokoucinné kapalinové
chromatografie s fluorescencni detekci 0 excitacni vinové délce 355 nm a emisni vinové
délce 450 nm. Mobilni faze byla nejcastéji slozena z 5 - 150 mM fosfatového pufru o
pH 2,3 - 6,7. Pro retenci byl dilezity vysoky procentudlni obsah vodné slozky mobilni
faze. Objem nastiiku vzorku byl volen podle typu kolony v mezich 20 - 250 pul. Prutok
mobilni faze kolonou se pohyboval vrozmezi 0,4 - 1 ml/min. Pteridiny jsou
stanovovany z biologickych materiald. Jedna se zejména o mo¢, plazmu ¢i mozkomisni

mok.
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Zdroj

’ Stacionarni faze

Mobilni faze

‘ Priitok

Nastrik

Detekce

Priprava vzorku

BH4 Plazma ODS-1 Spherisorb Hydrogenfosfatovy pufr 1,2 ml/min | 20 pul FD (350nm/450nm) Plazma [6]
(250 x 4,6 mm, 5 pum) (1,5 mmol/l, pH 4,6) 2,7 ml EDTA
Piedkolona: C8 Spherisorb 8% MeOH (v/v) 0,1% DTT (w/v)
(40 x 4,6 mm, 5 pm) 0,04% AA (W/V)
BIO Mozko- | 1) Nucleosil C-18 1 umol/l KH,PO,/methanol 1 ml/min 20 pl FD (350nm/450nm) 200 pl CSF
NEO misni (250 x 5mm, 5 um) (91/9vIv) 20 pl 1 mol/l HCI1 [7]
mok 1 mg MnO
2) ODS Teknochroma 2
(20 x 4 mm)
BIO Mo¢ Nova-Pack C18 Tris-NaCl (15mM Tris, ImM 1 ml/min 20 pl UV (230 nm) 10pg/ml ultra ¢isté vody | [10]
NEO (150 x 3,9 mm,5um) NaCl, HCI upraveno na pH 6,8) FD (280nm/444 nm)
NEO Plazma Zorbax Eclipse XBD-C18 | Smés 10mM pufru AA 1 ml/min 20 ul UV (256,272,330 nm) | ultra Cista voda [11]
BIO (150 x 4,6 mm, 5 pum) (PH 5,5) : ACN (99:1) FD (272/435, 444nm) | 0,1% DTT
BH2
NEO Plazma Develosil ODS-MG-5 0,5% MeOH ve fosfatovém 1 ml/min 10 pl FD (353nm/438 nm) a) 100 ul plazmy
NH2 (4,2 mm x 250 mm) pufru (20mM, pH 6,0) 10 pl 50% TCA
10 ul 0,6 mM AA [12]
b) 100 pl plazmy
100 pl 100% ACN
BIO Mo¢ Zorbax Eclipse XBD-C18 | Citratovy pufr (10 mM, pH 5,5) | 0,7 ml/min | 20 pl UV (256 nm) Pteridiny (90 pg/ml) [16]
NEO (250 mm x 4,6 mm a : ACN (99:1) FD (272 m/445nm) 0,1% DDT
BH2 150 mm x 4,6 mm, 5 pm) ultracista voda
BH4 Predkolona: XDB - C18
(12,5 mm x 4,6 mm)
NEO Mo¢ RP C18 (125 mm) Fosfatovy pufr (15 mmol/I, 1 ml/min - FD (353nm/438 nm) 100 pl mo¢
NH2 pH 6.4), Na, EDTA (2g/1) 1000 ml 15 mmol/| [30]
fosforeé. pufru o pH 6,4

Tabulka 2: Pfehled publikovanych metod pro stanoveni pteridint

(AA — kyselina askorbova, ACN — acetonitril, CSF — mozkomi$ni mok, DTT — dithiothreitol, TCA - kyselina trichloroctova)




Latka | Zdroj

’ Stacionarni faze

Mobilni faze

Prutok

Nastiik | Detekce

Uprava vzorku

NEO Mo¢ Diasfer C16 ACN : voda (1:99) 600 pl/min 20 pl UV (350 nm) 100 ng/ml NEO
Plazma | (100 x 4 mm, 5 pm) FD (350nm/430 nm) 0,01 M NaOH [31]
Piedkolona : Phenomenex
C18 (4 x 3 mm)
NEO Mo¢ HPLC-1: Iontové vyménna | HPLC-1: HPLC-1: 20 pl FD (353nm/438nm) Moc¢
BIO chrom. MCI GEL CAO8F | 296 ACN v 0,3mM H,SO, 45 pl/min 4% ACN
(7um) 8-OH-G (120pg/ml) | [32]
HPLC-2: Capcell Pak C18 HPLC-2: HPLC-2: 130 mM NaOAc
(250 x 4,6 mm, 5 pm) Fosfatovy pufr (pH 6,7) 0,8 ml/min 0,6 MM H,SO,
BIO Plazma Hypersil C18 column Fosfatovy pufr 0,4 ml/min 10 pl FD (360 nm/440 nm) 7,2 mg K2-EDTA [33]
BH4 (2,1 mm x 200 mm, 5 um) | (15 mM, pH 6,45) + 0,1 ml 1%, 2% nebo
Predkolona (2,1 x 20 mm) | * 10%, 100%, 0% MeOH 4% DTT (W/v)
BIO Mozko- Ultra Pure Torsic Acid 4,6 g/l NH;HPO, (pH 3,5) - 250 ul FD (350 nm/450 nm) 0,2 ml CSF [34]
NEO | misni (5 um) 0,1 ml 0,1M HCI
mok 0,1 ml 0,2% 1,/0,4% KI
0,1 ml 1% AA
NEO Mo¢ RP 18 Licrospher 100 150 mM fosfore¢nan sodny 0,8 ml/min 100 ul UV (353, 360, 370 a Prefiltrovana mo¢ [35]
(4 x4 mm, 5 pm) (pH 4,0) 390 nm)
Predkolona : Aquapore OD
300 (250 x 4,6mm,5um)
NEO Mo¢ EC 150/4,6 Nucleosil 100 | Fosfatovy pufr 0,8 ml/min 20 ul FD (353 nm/438 nm) 1) 10 ul moci + 990 ul | [36]
Plazma to 3C18 3 mm (15 mmol/l, pH 6,4) MP s Na,-EDTA (2g/1)
2) 500 pl plazmy +
500 pl 0,5 mol/l HCIO,
BH4 Mysi Develosil ODS-K-5 50 mM fosfore¢nan amonny 1 ml/min S50l FD (350 nm/450 nm) + 100 pl 0,2 M HCI/ [37]
locus (150 x 4,6 mm) (pH 3,0) 0,2 M NaOH
coeruleus + 10ul kyselého/alka-

lického roztoku jodu

Tabulka 3: Prehled publikovanych metod pro stanoveni pteridint

(8-OH-G — 8 - hydroxyguanine, AA — kyselina askorbova, ACN — acetonitril, CSF — mozkomisni mok, NaOAcC — octan sodny)
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3.2 VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

Chromatografie obecné je separacni metoda, pii které jsou oddélovany
jednotlivé slozky obsazené ve vzorku. V analyze je Siroce vyuzivana zejména pro SVOu
schopnost souc¢asného kvantitativniho i kvalitativniho hodnoceni separovanych slozek
ve sm¢ési, a to s vysokou citlivosti, selektivitou a v pomérné kratkém case [38].

Zakladnim principem chromatografie je nestejnomérné rozdélovani slozek smési
mezi dvé vzajemné nemisitelné faze (Stacionarni a mobilni). Stacionarni faze
je nepohybliva, mobilni faze je pohybliva. Rozdilna afinita jednotlivych slozek k fazim
¢1 jejich nestejna schopnost do nich difundovat je hlavnim piedpokladem
nestejnomérnosti rozdélovani. Analyza probiha tak, ze mobilni faze unasejici s sebou
zkoumanou smeés se pohybuje pies stacionarni fazi. Slozky vzorku se mohou
na staciondrni fazi zachycovat, a tim padem zpoZzdovat oproti slozkdm, které
se na stacionarni fazi nevdzi a dostdvaji se na konec stacionarni faze diive. Timto
zpusobem dochazi k separaci [39].

V kapalinové chromatografii je mobilni fazi kapalina, a proto o separaci slozek
smési rozhoduje nejen jejich interakce se stacionarni fazi, ale také sloZzeni mobilni faze.
Diky moznosti vybrat si pro stanovovany vzorek vhodnou mobilni fazi, existuje pro
separaci Vv kapalinové chromatografii vétsi pravdépodobnost dosahnout idealnich
podminek nez naptiklad v chromatografii plynové [40]. Separa¢ni Gcinnost je také
zavisla na velikosti Castic stacionarni faze a na dostate¢né rychlém pratoku mobilni
faze, kterou zajist'uje ¢erpadlo pod vysokym tlakem [41].

V klasické kapalinové chromatografii byla jako kolona pouZivana sklenéna
trubice umisténa ve svislé poloze a naplnéna zrnitym sorbentem s velkymi ¢asticemi.
Na horni vrstvu sorbentu byl davkovan vzorek a nasledovné kapalna mobilni faze.
Mobilni faze postupovala kolonou plsobenim gravitaéni sily, a tak dochazelo
k separaci. Toto kolonové provedeni ale nemélo potfebnou ucinnost. Stalo se vSak
zékladem vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC), ktera na rozdil od klasické
kapalinové chromatografie pro U¢innou separaci pouziva dostate¢né mald zrnicka
sorbentu a pusobeni vysokého tlaku. K separaci jsou vyuzitelné vSechny mozné
mechanismy — adsorpce, rozdélovani na zakladé rizné rozpustnosti, molekulové sitovy

efekt, iontova vymeéna ¢i specifické interakce v afinitni chromatografii [40].
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3.2.1 Technologicky pokrok v kapalinové chromatografii

Zkratka HPLC piavodné oznacovala technologii High Pressure Liquid
Chromatography. Duraz byl kladen na skute¢nost, ze pro potiebny pritok mobilni faze
skrze kolonu je tieba vysoky tlak. Na zacatku vyvoje HPLC technologie byla tlakova
kapacita pouze 3,5 MPa. Dusledkem rychlého technologického rozmachu byl roku 1970
sestrojen piistroj, ktery byl schopen vyvinout tlak okolo 40 MPa. To pro vyrobu
stacionarnich fazi umoznilo pouziti mensich cCastic (< 10 um), které dfive nemohly byt
vyuzivany kvuli zvySenému zpétnému tlaku. Zaroven K pfistroji pfibyly lepsi
davkovace, detektory i kolony. Zkratka HPLC ziistala stejna, ale nazev byl zménén
na High Performance Liquid Chromatography [42].

K dal§imu pokroku pfistrojového vybaveni a technologie kolon v oblasti
kapalinové chromatografie doslo v roce 2004. Nové kolony obsahuji ¢astice o velikosti
< 2 pm. Pfistroj umoziuje vyvinout tlak okolo 100 MPa. Tato technologie dostala nazev

ultra vysokoucinnd kapalinova chromatografie (UHPLC) [42].

3.2.2 Technika UHPLC

Jelikoz bylo dokazéno, ze zmenSovani Castic stacionarni faze vede ke zlepSeni
separa¢ni Uc€innosti, zvyseni citlivosti a zkraceni reten¢nich €asii, vyvoj novych kolon
byl soustfedén timto smérem. Zména velikosti Castic byla nasledujici: roku 1980
(5 um), 1990 (3 — 3,5 um), 1996 (neporézni silikagelové Castice o velikosti 1,5 pum),
2004 (porézni silikagelové castice o velikosti 1,5 - 2 um). Nicméné nevyhodou takto
malych ¢astic je nezadouci zvyseni zpétného tlaku (> 40 MPa), ktery je neslucitelny
S béznym pristrojovym vybavenim HPLC technologie. Proto bylo tfeba vyvinout novy
systém, ktery bude tento fakt tolerovat. Problém rostouciho zpétného tlaku lze také
redukovat zvySenim teploty, ¢imz je docileno snizeni viskozity eluentl (a tedy snizeni
tlaku), nebo pouzitim specialnich stacionarnich fazi tvofenych neporéznimi casticemi
[43].

Dalsi rozdil mezi HPLC a UHPLC metodou je ve velikosti praiméru kolon.
Zatimco u HPLC je primér kolon relativné Siroky (coz zplsobuje mensi
koncentrovanost analytu, vétsi moznost pohybu molekul v kolong, Siroké piky a nizsi
citlivost), UHPLC kolony jsou tenci a na chromatogramu se projevi uzsimi a vyssimi
piky o vétsi senzitivité. Metoda UHPLC ma také oproti HPLC niZsi spotiebu eluentt
(diky kratsi dob¢ analyzy) [44].
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Obecné¢ tedy plati, z2 UHPLC systémy musi vydrzet vysoky zpétny tlak, mély
by byt ptizptisobeny provozu v rychlém a ultra rychlém rezimu se snizenym primeérem
kolon (2,1 mm). Snizuji spotiebu rozpoustédel a vyuZzivaji pouze malé objemy
analyzovanych latek. UHPLC technologie dale vyzaduje robusni Cerpaci a vstiikovaci
moduly, rychlé vstiikovaci cykly, malé zpozdéni gradientového objemu, rychlou
detekéni konstantu, vysokou frekvenci sbéru dat, vhodné kolony a stacionarni faze.
Jednotlivé UHPLC systémy se V zavislosti na vyrobci liSi ve vysi maximalniho

zpétného tlaku, rychlosti pratoku, objemem nastiiku, mrtvym objemem, teplotnim

rozmezim a dal§imi parametry. Piehled aktualné dostupnych UHPLC pfistroji uvadi

tabulka 4 [43 - 46].

Nazev Uvedeni Vvrobce Maximalni zpétny | Priitok | Teplota Objem

piistroje na trh y tlak [MPa] [mi/min] |  [°C] nastiiku [pl]
Acquity UPLC 2004 Waters 100 az 2 az 90 0,1-50
Acella High 2006 | [Thermo 100 272 2% 100 1-1000
Speed Electron
X-treme LC 2006 Jasco 100 az 10 az 65 0,1-100
LChrom Ultra 2007 Hitachi 60 az5 az 85 0,1-50
RSLC . . .
UltiMate 3000 2008 Dionex 80 az 5 az 110 0,01 - 500
Platin Blue 2008 Knauer 100 az?2 az 140 1-500
Flexar 2009 el 100 - 2790 | minimalng 1

Elmer

Infinity 2009 Agilent 120 az 5 az 100 0,1-100
Acquity UPLC | 54 Waters 104 az.2 a7 90 <400
H-Class
Nexera 2010 Shimadzu 130 az 3 az 150 0,1-100

Tabulka 4: Piehled aktualné dostupnych UHPLC pfistroji [46]

Bylo potvrzeno, Ze pouziti vysokého tlaku a staciondrnich fazi s malymi
¢asticemi je jednim z nejlepsich feseni, jak urychlit analyzu pii zachovani jeji uc¢innosti
a rozliseni. U¢innosti chromatografické separace (vyjadiené jako vyskovy ekvivalent
teoretického patra H) se podrobnéji zabyva van Deemterova teorie, ktera popisuje déje
pfispivajici k rozmyvani zon separovanych latek [44].

Vyskovy ekvivalent teoretického patra Ize vypocitat podle vzorce:
H=A+B/u+Cxu

A = vifiva diftize analytu v mobilni f4zi pfi prichodu naplni kolony
B = podélna diftize analytu v mobilni fazi

C = odpor proti pfevodu hmoty mezi mobilni a stacionarni fazi

u = linearni pratokova rychlost [44].

25




(A) Viriva difuze
Vitiva difaze je zavisla na riznorodosti stacionarni faze. Mobilni faze v SirSich
kanalcich proudi jinou rychlosti, nez v kanalcich uzsich. Je ovliviiovana velikosti
a tvarem castic, strukturou pord, kvalitou kolony (material, drsnost, pramér) a rychlosti
prutoku mobilni faze. Se zmenSujicim se primérem castic jsou eluovany uzsi piky,

diky kterym vzrusta u¢innost analytické kolony [44].

(B) Podélna difuze
Molekuly analytu se v mobilni fazi §ifi podélné, nezavisle na sméru proudéni.
Nékteré molekuly se kolonou pohybuji rychleji, jiné pomaleji nez ostatni, coz pii

v

pomalém pritoku zpasobi rozmyvani zén. Pii vyssi pratokové rychlosti molekuly
analytu projdou kolonou v krat§im case, coz zplisobuje vyssi koncentrovanost zony
analytu. Piky proto budou uZzsi, a tak je docileno zvySeni U¢innosti a zkraceni doby
analyzy. Podélna diftze je ovliviiovana linearni rychlosti mobilni faze, teplotou, typem

analytu ¢i difaznim koeficientem. Neni pfimo zavisla na velikosti ¢astic [44].

(C) Odpor proti pievodu hmoty mezi mobilni fazi a staciondrni fazi
Vztahuje se k pienosu molekul analytu mezi staciondrni a mobilni fazi.
Je zavisly na rychlosti pratoku, kterym se dociluje rovnovazného rozd¢leni analytu mezi
fazemi. Dale je ovliviiovana velikosti Castic, reten¢nim faktorem, viskozitou mobilni

faze, slozenim stacionarni faze ¢i teplotou [44].

Van Deemterova kiivka vznika sloucenim kiivek A, B, C (obrazek 5).

H [um]

H=A+B/u+C.u

-
_—
-
L
™
-

et DmR W g

optimalni déinnost

@/

B/u

linedrni pritokova rychlost [u]
Obrazek 5: Van Deemterova kiivka [47]
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Mobilni faze pro UHPLC

Pii ptipravé mobilnich fazi je dilezité dbat na absenci nerozpustnych cEastic
Vv rozpoustédlech, protoze velikost frit a ¢astic obsazenych v kolonéch je mnohem mensi
nez u HPLC. M¢ly by byt pouzivany pouze vysoce kvalitni organickd rozpoustédla

(filtrovana ptes 0,22 um membranu) a velmi Cista filtrovana voda [45].

Staciondrni faze pro UHPLC

V pribéhu poslednich péti let bylo vyrobeno velké mnozstvi novych
stacionarnich fazi s ¢asticemi menSimi nez 2 um. Sorbenty jsou vétSinou zalozeny
na silikagelovém nebo hybridnim podklad¢. Tyto nosi¢e mohou byt dale modifikovany
riznymi funkénimi skupinami (tabulka 5). Jednou z vyhod hybridnich fazi je vysoka
chemicka stabilita, ktera umoznuje pracovat v Siroké oblasti pH (1 — 12). Silikagelové
sorbenty vyuzivaji rozmezi pH 2 — 8 [46]. Kolony od jednotlivych vyrobct se svymi
vlastnostmi lisi. Napftiklad firma Waters vyrabi kolony zalozené na technologii ,,bridged
hybrid particle" (hybridni stacionarni fazi), kterd vynika svou mechanickou pevnosti
a separacni ucinnosti (obrazek 6) [44][46].

UHPLC kolony maji fadu vyhod: ¢astice o velikosti < 2 um umoziiuji dobré
rozliSeni, krat§si dobu analyzy, moznost pouziti vysokého pH i teplot a UV, MS
¢i amperometrickou detekci [42].

dc /3 ‘ [ty CHo-CHp OEt ]
o 7 Al Bridged Ethanes Em-\ ! : \2 0 ?Et
’ : ) 7‘\ In Silica Matrix _— L gj—~8i—-04Ft
Y / !
0 0 0
/ v /
| EtO (OFt OFt | .

Obrazek 6: Znazornéni ethylenového mustku v matrici silikagelového nosice [48]
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Velikost . . Teplota
Nazev kolony Nosi¢ . pH Funk¢ni skupina Vyrobce
¢astic[pm] [°C]
1-12 | (C8, C18, Fenyl)
Acquity S 2-11 (Shield)
BEH Hybridni 1,7 1-8 (HILIC) 20-90 | Waters
2-11 (Amid,Glykan — HILIC)
Acquity . 2-8 (T3, C18 SB)
20-4 Wat

HSS Silikagel 1,8 1-8 (C18) 0-45 aters
Alltima HP Hybridni 1,5 1-10 (HILIC) 20-60 | Alltech
Platinum Silikagel 15 2-8 (C8, C18) 20-60 | Alltech
GP Series Silikagel 1,8 2-85 | (C8,C18,C4) 20-60 | Sepax

. - i (PHE, CN, NH, SCX, B
HP Series Silikagel 1,8 2-85 SAX, silikagel, HILIC) 20-60 | Sepax

. - 1-11 (C18) Thermo
Hypersil Gold | Silikagel 19 5.9 (C8, Q) 25-60 Electron

. 1-11 (C8, C18) . Machery
Nucleodur Silikagel 1,8 1-10 (C18 isis, Sphinx RP) az 85 Nagel
Pathfinder Hybridni 1,5 1-12 (AS, AP, PS, MR) az 250 | Shimadzu
. - ) (C18, CN, PFP-propyl, .

Pinnacle DB Silikagel 19 2,5-75 silikagel, C8) az 80 Restek
gsD'ége' SUPEr | silikagel 20 |25-75 | (C18,C8, PHE) 20- 60 | Tosoh
YMC ultr.fast | Silikagel 2,0 2-8 (C18, Hydro C18) 20-60 | YMC
Zorbax Silikagel 1,8 2-9 (Eclipse plus C8, C18) az 60 Agilent

Tabulka 5: Piiklady aktualné dostupnych analytickych kolon s velikosti ¢astic < 2 um [46]

Pro méreni této diplomové prace byly pouzity nasledujici kolony:

Kolona

pH rozmezi

| BEHHILIC
1-8

| BEH GLYKAN
2-11

BEH AMIDE
2-11

Teplotni limit [°C]

Nizké pH = 45°C
Vysoké pH = 45°C

Nizké pH = 90°C
Vysoké pH =90°C

Nizké pH = 90°C
Vysoké pH = 90°C

Velikost ¢astic [pm]

1,7

1,7

1,7

Velikost péra 130 A 130 A 130 A

Plocha povrchu [m%g] 185 185 185

Pokryti uhlikem [%0] - 12% 12%

Typ sorbentu BEH BEH BEH

Aplikace Velmi polarni, bazické | Analyza fluorescencné | Velmi polarni latky,

a ve vod¢ rozpustné lat.

oznacenych glykant

zejména sacharidy

Moznost spojeni s:

MS, UV, Fluorescence

MS, UV, Fluorescence

MS, UV, Fluorescence

Generace BEH sorbentu:

Tabulka 6: Porovnani vlastnosti kolon BEH HILIC, BEH GLYKAN a BEH AMIDE [42]
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Kolony BEH AMIDE a BEH GLYKAN jsou chemicky shodné (tabulka 5),

ptesto se ale lisi. Kolona BEH GLYKAN je amidova stacionarni faze prvni generace,

narozdil od kolony BEH AMIDE, ktera patfi do generace druhé. Viditelny pokrok

ve vyvoji technologie kolon je zndzornén na obrazkach 7 a 8, ze kterych je patrné,

ze amidova faze druhé generace vice maximalizuje Gc¢innost a minimalizuje variabilitu

vyrabénych kolon [49].

Phase I Process

Phase II Process
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Obrazek 7: Porovnani ucinnosti amidové stacionarni faze prvni a druhé generace [49]
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Obrazek 8: Porovnani optimalni ucinnosti amidové stacionarni faze prvni a druhé generace

pomoci van Deemterovych kiivek [49]
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3.2.3 NP-HPLC, RP-HPLC

Kapalinovéd chromatografie byla objevena pozorovanim separace barevnych
smési na polarnich sorbentech (napf. celuléozova vlakna, anorganické oxidy), kde byly
jednotlivé latky vymyvany pomoci nepolarnich organickych rozpoustédel. Tento zptsob
uspotfadani byl nazvan chromatografie na normalnich fazich (NP-HPLC). M¢l vsak
neékolik nedostatkli, mezi které patiila napt. pomald ekvilibrace, Spatnad rozpustnost
polarnich analyt v mobilni fazi, chvostujici piky ¢i toxické a prostfedi znecistujici
mobilni faze (napft. heptan, hexan, cyklohexan, pentan) [50][51].

Roku 1970 se zacaly objevovat prvni kolony s chemicky modifikovanymi
stacionarnimi fazemi, které byly charakteristické opac¢nou polaritou, a to S nepolarni
staciondrni fazi a poldrni mobilni fazi (napf. vodny roztok organického rozpoustédla
misitelného s vodou). Tato metoda byla nazvana chromatografie na obracenych
(reverznich) fazich (RP-HPLC). Ukazku moznosti retence nékterych analytli na

NP-HPLC ¢i RP-HPLC naznacuje obrazek 9 [50][51].

Compound — analyte examples

OH

oH CHs
)
HOOC™ “NH, HC)LCH 02<:>=o
OH OH E 2

LlogP=-32 logP=-18 lLogP=-02 LogP=05 LogP=15 LogP=27 LogP=48

Analyte

Log P -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5

Normal Phase Separation Reverse Phase Separation
Column with hydraphilic surface Calumn with hydrophobic surface

Typical mobile phases

Obrazek 9: Ukéazka moznosti retence n€kterych analyt na NP-HPLC a RP-HPLC v zavislosti

na rozdélovacim koeficientu oktanol — voda (log P) [52]

V chromatografii mezi nejproblemati¢téj$i analyty patii slouceniny vysoce
hydrofilni a nenabité. Postradaji totiz interakce na zakladé Coulombovych sil a polarni
skupiny obvykle zpiisobi nizkou tekavost. Jednim ze zplsobil, jak zvysit retenci
takovych latek, je pomoci chemickych reakci pfeménit jednu nebo vice polarnich

funkénich skupin na hydrofobni. Tato technika je nazyvana derivatizace. Derivatizace
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mize zlepsit detekovatelnost, ale na druhou stranu je ¢asové naro¢na a do kvantitativni
analyzy vnasi nepiesnost. DalSim zplisobem, jak feSit analyzu nenabitych a vysoce
hydrofilnich sloucenin, je pomoci metody zvané Chromatografie hydrofilnich interakci

[50 - 57].

3.2.4 Chromatografie hydrofilnich interakci (HILIC)

Ackoli zkratku HILIC navrhl Alpert jiz roku 1990 [58], podstatny nartst
popularity této separa¢ni metody byl zaznamenan az od roku 2003 [59].

HILIC je chromatografickou technikou, kterou lze pouzit ke zlepSeni retence
velmi polarnich sloucenin, které jsou na RP-HPLC zadrzovany jen slabé [53]. Stejné
jako NP-HPLC pouziva HILIC polarni stacionarni faze. Mobilni faze je podobna
RP-HPLC. Obsahuje uré¢it¢é mnozstvi vody a polarni rozpoustédlo (ACN, aceton,
metanol) [60][61]. Oproti konvenénim normalnim ¢&i reverznim metodam ma HILIC

metoda mnoho specifickych vyhod, které jsou uvedeny na konci kapitoly.

Mechanismus HILIC

Princip metody HILIC je pon€kud diskutabilni. Zatimco retence u konven¢ni
NP-HPLC je zaloZzena pievazné na povrchové adsorpénim jevu, v HILIC je reten¢ni
mechanismus rozdélovaci, kdy rozpoustédlem o vysoké elucni sile je voda. Alpert
podporoval myslenku, Ze retencni mechanismus je zalozen na rozdéleni analyzované
latky mezi objem hydrofilni mobilni faze a vodou obohacenou vrstvu, kterd je c¢aste¢né
navazana na polarni stacionarni fazi. Existuji dva faktory, kterymi se retence fidi.
Prvnim faktorem je vodikovéa vazba, jejiz rozsah zavisi na kyselosti nebo zasaditosti
rozpuSténych latek. Druhym faktorem je interakce dipol - dipol, ktera je zavisla
na dipdlovych momentech a polarité mobilni faze. Primarni funkci HILIC stacionarni
faze je tedy véazat vodu. Nicméné retence byva ovlivilovana také elektrostatickymi

(iontovymi) interakcemi, a to v piipadé nabitych HILIC stacionarnich fazi [50][62 - 64].

Mobilni faze pro HILIC

Mobilni faze se v HILIC sklada z vysokého procenta organického rozpoustédla
misitelného s vodou (nejcastéji 40 — 97% acetonitrilu) a malého procenta vody
nebo tékavého pufru (minimalné¢ 2,5 % v/v). Na rozdil od vétSiny ostatnich

chromatografickych technik je €ast mobilni faze nedilnou soucésti stacionarni faze,
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aproto je velmi dilezit¢ udrzovat koncentraci vody v eluentu v urcitych mezich,
aby byla dosaZena dostate¢na hydratace ¢astic stacionarni faze [64].

Pufry vhodné pro HILIC zahrnuji amonné soli octanu ¢i mravencanu. Dale
je také doporuCovana kyselina octova ¢i mravenéi, diky vynikajici rozpustnosti
I ve velmi vysokych koncentracich organickych rozpoustédel. Fosfaty a jiné malo
rozpustné pufry jsou sice spojeny s vyssi citlivosti pfi UV detekei, ale mély by byt
pouzivany s opatrnosti, aby se zabranilo nezadoucimu srazeni. Je-li pro analyzu
pozadovano vyssi pH, pouziva se hydroxid nebo uhli¢itan amonny [64].

Vymyvani polarnich analytli je umoznéno zvySenim polarity mobilni faze, tedy
zvySenim obsahu vody Vv mobilni fazi. Naproti tomu je-li treba dosédhnout vétsiho
zadrzeni polarniho analytu v chromatografickém systému, zvysi se koncentrace
organického rozpoustédla v mobilni fazi. V HILIC bude reten¢ni pofadi opacné
ve srovnani s potadim analytd vymyvanych pii RP-HPLC. Analyty budou vymyvany
v poradi rostouci hydrofility [64 - 66].

Stacionarni faze pro HILIC

Stacionarni faze pro HILIC jsou hydrofilniho charakteru a v uréitém rozmezi
pH byvaji také pomérn¢ Casto nabité. Slouceniny odd¢€lujici se na kolon¢ interaguji
se stacionarni fazi. Obecné lze stacionarni faze pro HILIC separaci rozdélit na faze
na silikagelovém ana polymernim podkladé. Castéji jsou pouzivany kolony na bazi
silikagelu, které netoleruji mobilni faze o vysokém pH. Rozsah pH vhodny
pro silikagelové HILIC kolony se pohybuje mezi 3 — 8. Kolony na polymernim
podkladé maji pH 2 — 10, pfesto se vyuzivaji mnohem méné [64].

Pro HILIC separace lze pouzit naptiklad tyto stacionarni faze: silikagel
modifikovany aminopropylovymi skupinami, polysukcimidem a jeho derivaty, amido-
skupinami, diolovou skupinou, kyanopropylovymi skupinami ¢i sulfoalkylbetainem,
nemodifikovany  silikagel, nesilikagelové  stacionarni  faze  modifikované

aminoskupinami ¢i kolony s cyklodextrinem [51] [64].

Priklady ldatek separovanych v HILIC

Metoda HILIC nabyva Vv oblasti vyzkumu stile vétSiho vyznamu. Dnes
je vyuzivana zejména k detekci sacharidi [67 - 68], oligosacharidt [69 - 70], saponint
[71 - 72], glykana [73], glykopeptida [74 - 75], peptida [76 - 77], aminokyselin
[78 - 80], histond [81], bilkovin [82 - 83], ale také antibiotik a cytostatik [84 - 85],
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kokainu [86], toxini [87 - 89], syntetickych polymert [90], pfirodnich extrakti
[91 - 92] ¢i metabolitt [93 - 94].

Vyhody HILIC separace

Mezi hlavni vyhody pouziti této metody patii:

dobra retence polarnich slouc¢enin

snizeni zpétného tlaku, coz umoznuje pouziti vyssi pritokové rychlosti, delSich
kolon a mensich velikosti ¢astic stacionarni faze

symetrické tvary pikt

piimé davkovani extraktii z RP-SPE (kompatibilita rozpoustédel s mobilni fazi)
pouziti mobilnich fazi Setrnéjsich k zivotnimu prostfedi (nepouziva toxicka
organicka rozpousteédla)

snadnéj$i pifiprava mobilni fize (v NP-HPLC nesméla obsahovat vodu,
nepotiebuje draha ¢inidla iontovych parut, atd.)

zvySeni citlivosti hmotnostni spektrometrie diky pfitomnosti vysokého procenta
organického rozpoustédla v mobilni fazi

metoda je oproti NP-HPLC reprodukovatelné&jsi [51][60].

Nevyhody HILIC separace:

» vysoka spotieba acetonitrilu (ndkladné)

» nedostate¢na rozpustnost nékterych slouc¢enin v organickém rozpoustédle [60].
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3.3 VALIDACE ANALYTICKE METODY

vvvvvv

metody. Jejim smyslem bylo ovéfit, zda je vypracovana metoda pro dané pouziti
vhodna. Cilem validace bylo urCit podminky, za kterych by byl zkuSebni postup
pouzitelny, a zaroven stejné spolehlivy i1 pii opakovaném pouziti v jinych laboratotich

[38].

3.3.1 Test zpiisobilosti systému

Test zpusobilosti systému piredstavuje nedilnou soucdst validace analytické
metody a slouzi kzajisténi pfimcéfené ucinnosti chromatografického systému.
Pii kazdém novém pouziti metody neni tiecba opakovat celou validaci, ale jsou
definovana pouze urcitd kritéria, ktera musi byt splnéna. V pfipadé splnéni téchto

pozadavku testu zpusobilosti se piedpoklada, ze diive provedena validace plati [38].

Utinnost chromatografické kolony a zddnlivy pocet teoretickych pater
Utinnost kolony charakterizuje jeji schopnost separovat slozky smési.
Cim je kolona G&inngjsi, tim 1épe od sebe dokaze oddélit jednotlivé latky. Uéinnost
kolony roste s poétem teoretickych pater kolony N. Teoretické patro je pomyslna ¢ast
kolony, ve které dochazi k ustaveni rovnovahy mezi mobilni a stacionarni fazi.
Utinnost kolony vyjadiena podtem teoretickych pater N se d4 vypoditat podle

vzorce:
N = 5,54 x (tg/ Wp)?
tr = retencni ¢as (nebo objem) nebo vzdalenost podél zakladni linie od bodu

nasttiku ke kolmici spusténé z vrcholu piku odpovidajiciho dané slozce

W, = §itka piku v poloving jeho vySky

Z poctu teoretickych pater (N) Ize pro kolonu o délce L vypocitat vySkovy

ekvivalent teoretického patra H:

H=L/N

Na zaklad¢ tohoto parametru je mozné porovnavat ucinnost chromatografickych

kolon o riznych délkach [40] [95].
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Faktor symetrie chromatografickych piki
Faktor symetrie pikli (As) vyjadiuje symetrii chromatografického piku a da
se vypocitat podle vzorce:

As= Woy05/ 2d

W o5 = Sitka piku v jedné dvaceting jeho vysky
d = vzdalenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku a vzestupnou ¢asti piku

Vv jedné dvaceting jeho vysky

Hodnota faktoru symetrie 1,0 znaéi Gplnou (idealni) symetrii piku [95].

RozliSeni chromatografickych piki

Rozliseni (Rs) mezi piky dvou slozek se mize vypocitat podle vzorce:
Rs=1,18 X (tr2- tr1) / (Wny + Whyp), Kde tro> try

tr1 @ try = retencni Casy latek

Wh1 @ Wi = Sifky pikl v poloviéni vysce

Rozliseni vétsi nez 1,5 odpovida rozde€leni pikli na zékladni linii. Nejsou-li piky

rozdéleny na zékladni linii, vzorec nemusi byt pouzitelny [95].

Opakovatelnost
Opakovatelnost je ovéteni spolehlivosti metody provadéné béhem kratkého
¢asového intervalu za stejnych podminek (ve stejné laboratofi, stejnym pracovnikem).
Je vyjadiena jako odhad relativni smérodatné odchylky (RSDy,) Vv procentech

pro fadu naslednych métfeni porovnavajiciho roztoku. Vypocita se podle vzorce:
RSDy, = (100/y) x V [Z(yi- )’/ (n - 1)]

yi = jednotlivé hodnoty vyjadiené jako plocha piku, vyska piku nebo pomér
ploch u metody vnitiniho standardu
y = primér jednotlivych hodnot

n = pocet jednotlivych hodnot [95].
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Kapacitni faktor
Kapacitni faktor urcuje schopnost latek d€lit se mezi stacionarni a mobilni fazi.
Je to bezrozmémé &islo. Cim vys$si je jeho hodnota, tim vice bude latka v kolond

zadrzovana. Vypocita se podle vzorce:
k=(tr—1tm) / tm

k = kapacitni faktor

tr = retencni Cas (nebo objem)

tw = mrtvy ¢as (nebo objem) nebo vzdalenost podél zékladni linie od bodu
nastiiku ke kolmici spusténé z vrcholu piku odpovidajiciho nezadrzované

slozce [95].

3.3.2 Validace metody

Spravnost

Spravnost vyjadiuje shodu mezi spravnou hodnotou a ziskanym vysledkem.
Analyza je provadéna obvykle nejméné se Sesti vzorky. Spravnost miZze byt vyjadiena
jako rozdil spravné a ziskané hodnoty, nebo jako vytéznost R, kterd se vypocita podle

VzZorce:

R (%) =100 % ¢; / ¢,

Ci = koncentrace stanovena u testovaného vzorku

Co = spravna znama koncentrace [38]

Piesnost

Pfesnost je mira shody jednotlivych vysledkli metody opakované ziskanych
s jednim homogennim vzorkem. Podle podminek opakovani se rozliSuji tfi Grovné
pfesnosti — opakovatelnost, mezilehla pfesnost a reprodukovatelnost. Presnost

se vyjadiuje pomoci relativni smérodatné odchylky [38].

Selektivita
Selektivita je schopnost metody zméfit spravné a specificky danou latku
Vv ptitomnosti jinych latek, které se mohou ve vzorku vyskytovat. Je urCovana

porovnavanim vysledka vzorkt standardu s vysledky testovanych vzorku [38].
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Detekcni limit
se nestanovuje kvantitativn¢. Charakterizuje citlivost metody. U instrumentalnich metod
se muze urCit jako koncentrace analyzované latky spomérem signalu k Sumu

s hodnotou 3. Analyzou pfislusné koncentrace vzorku se ovéii nalezeny detek¢ni limit
[38].

Kvantitativni limit

Kvantitativni limit (LOQ) je také parametrem citlivosti metody. Urcuje nejnizsi
koncentraci latky, kterd je jesté stanovitelna S pfijatelnou ptesnosti a spravnosti.
Za limitujici relativni smérodatnou odchylku se povazuje 10 %. Kvantitativni limit

se Casto vyjadiuje jako koncentrace s pomérem signalu k Sumu s hodnotou 10 [38].

Linearita

Linearita je schopnost metody davat vysledky pfimo umérné koncentraci
stanovované latky. Stanovuje se obvykle minimalné pét riiznych koncentraci v rozmezi
50 - 150 % deklarovaného obsahu. Pfi této metod€ se pracuje s roztoky standardd,

protoze rusivé vlivy realnych vzorkt jsou hodnoceny jinymi parametry validace [25].

Rozsah

Rozsah se obvykle odvozuje z linearity metody. Pfedstavuje koncentra¢ni
rozmezi, ve kterém muize byt metoda pouZivana. Za dolni limit miZe byt povazovan
detek¢ni limit a za horni limit maximalni odezva, pii jejimZ piekroceni uz pfistroj

nepracuje piesné [38].

Robustnost

Robustnost vyjadiuje miru proménnych podminek na vysledky analyzy. Béhem
analyzy jsou sbirdny poznatky z vyvoje metody s cilem upozornit na podminky,
které by mohly ovliviiovat vysledky. Napiiklad u HPLC se sleduji tyto podminky:
slozeni mobilni faze, pH vodné sloZky mobilni faze, teplota na koloné¢, rychlost pritoku,

stabilita analyzovanych vzorka ¢i rozdil mezi kolonami [38].
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4. EXPERIMENTALNI CAST
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41 MATERIALY A POMUCKY

4.1.1 Pristrojové vybaveni

=  UHPLC: ACQUITY UHPLC SYSTEM, Waters, CR
Pumpa: ACQ-binary solvent manager, Waters, CR
Davkovaci jednotka: ACQ sample manager, Waters, CR
Termostat: ACQ column manager, Waters, CR
Detektory: ACQ FLR detektor, Waters, CR

Program: Empower 2

*  Chromatografické kolony:
ACQUITY UPLC BEH AMIDE 1,7 um, 2,1 x 100 mm, Waters, CR
ACQUITY UPLC BEH HILIC 1,7 pm, 2,1 x 100 mm, Waters, CR
ACQUITY UPLC BEH GLYCAN 1,7 um, 2,1 x 100 mm, Waters, CR

* Laboratorni pH metr: Hanna, FISCHER SCIENTIFIC, CR

*  Analytické vahy: Sartotius 2004 MP, SARTORIUS, Némecko

=  Automatické pipety se §pi¢kami: Biohit, FISCHER SCIENTIFIC, CR

*  Minitfepac¢ka: lka Works, USA

»  Ultrazvukova vodni lazeii: Sonorex Digitec, BANDELIN ELECTRONIC, Berlin

*  Vakuova pumpa a filtra¢ni za¥izeni: MEDIST s.r.0., Slovensko

4.1.2 Chemikalie

= Biopterin, > 98%, SIGMA — ALDRICH, CR

= Neopterin, >97,5%, SIGMA — ALDRICH, CR

= 7,8—dihydroneopterin, > 97,0%, SIGMA — ALDRICH, CR

= 7,8 —dihydrobiopterin, > 94,0%, SIGMA — ALDRICH, CR

= Acetonitril R, CHROMASOLYV for HPLC, SIGMA — ALDRICH, CR

= Kyselina octova koncentrovana, 99%, FLUKA, SIGMA — ALDRICH, CR
*  QOctan amonny, 99%, FLUKA, SIGMA — ALDRICH, CR

* Hydroxid amonny, 25%, FLUKA, SIGMA — ALDRICH, CR

= Ultradista voda pro HPLC
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4.2 PRIPRAVA ROZTOKU

4.2.1 Priprava zasobnich roztoki

Pteridiny jsou latky pomérné polarni, a proto byla pro jejich rozpusténi nejdiive
pouzita ultraista voda. Derivaty biopterinu a neopterinu (BH2, NH2) byly ve vodé
snadno a rychle rozpustné. Urc¢ité problémy byly u biopterinu a neopterinu, které
ve vod¢ nebyly zcela rozpustné, a proto byla pouzita smés acetonitrilu s vodou
v poméru 50:50. S pouzitim tfepacky byly Vv této smési dané vzorky rozpustény.
Koncentrace pteridinil v zasobnich roztocich byla u viech zkoumanych latek 10 mol/l.

Zasobni roztoky biopterinu a neopterinu byly pii spravném skladovani stabilni.
Byly uchovavany v mrazaku a kazdé rano byly rozmrazovany. Naproti tomu roztoky
dihydroneopterinu a dihydrobiopterinu byly velice nestabilni a postupem ¢asu podléhaly
oxidaci. Rychlé ulozeni vzorkli do mrazaku nepomohlo. Proto byly kazdy den
piipravovany vzorky cerstvé. Uchovavany byly ve tmavych vialkach bez pfistupu
kysliku. Mezi jednotlivymi analyzami byly uklddany do lednice o teplot¢ 4 °C
nebo do mrazaku.

Kvuli vysoké nestabilit¢ dihydrobiopterinu a dihydroneopterinu byla hledana
alternativa, jak tento problém vyfesit. V mnoha publikacich bylo uvedeno, ze pro
zvyseni stability byl pouzit roztok dithiothreitolu (DTT) nebo kyseliny askorbové.
Nésledné bylo zkouseno né¢kolik koncentraci DTT (0,1%, 0,5% a 1,0%) a nékolik
koncentraci kyseliny askorbové (0,1%, 0,5% a 1,0%). Nejlepsi vliv na plochy pikd méla
0,5% koncentrace DTT. Proto byla smés acetonitrilu s vodou (50:50) pozd¢ji zménéna
na sm¢s acetonitrilu s 0,5% roztokem DTT v pomé&ru 50:50.

4.2.2 Ptiprava pracovnich roztoki

Pracovni roztoky pteridini pouZivanych v pribéhu analyzy byly u BIO a NEO
pfipravovany smisenim 10 pl zdsobniho roztoku a 990 pl rozpoustédla tvofen¢ho smési
acetonitrilu a vody (50:50) a u BH2 a NH2 smisenim 100 pl zasobniho roztoku a 900 pl
rozpoustédla. Pozdé&ji byla tato smés nahrazena smési acetonitrilu s 0,5% DTT (50:50).

Koncentrace pteridinéi v pracovnich roztocich byla 10° mol/l u BH2 a NH2
a 10°mol/l uBIO a NEO. Pracovni roztoky byly kazdé rano pred prvnim méenim
pfipravovany vzdy nové. Redény byly do tmavych vialek, které slouzily jako ochrana
pred svétlem a po odpipetovani potfebného mnozstvi byly ukladany zpét do lednice

¢i mrazéku. Vzorky pfipravené pro separaci byly ukladany do autosampleru, ktery byl
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chlazen na 4 °C. V pozdnich odpolednich hodinach jiz bylo nutné pro NH2 a BH2

pfipravit vzorky nové, nebot’ u nich dochazelo k oxidaci a zkreslovani vysledkd.

4.2.3 Priprava vodnych sloZek mobilni faze

0,1% roztok kyseliny octové byl pfipraven pifidanim 100 pl kyseliny octové
do vody a doplnénim v odmérné baice do 100 ml.

0,5% roztok kyseliny octové byl pfipraven pfiddnim 1 ml koncentrované kyseliny
octové do vody a doplnénim v odmérné banice do 200 ml. Kyselina octova byla
vzdy vstiikovéana pod hladinu vody.

Roztoky octanu amonného o koncentraci 50 mmol/l a pH 3,8, 4,8 a 5,8 byly
ptipraveny ptfidanim 570 pl koncentrované kyseliny octové do kadinky se 150 ml
vody. Smési byly dale titrovany zfedénym roztokem hydroxidu amonného
az do dosazeni pozadované hodnoty pH. Poté byly pifevedeny do 200 ml odmérné
banky a doplnény po rysku vodou.

Roztoky octanu amonného o koncentraci 50 mmol/l a pH 6,8, 7,8, 8,8 a 9,8 byly
pfipraveny navazenim 0,3854 g octanu amonného a jeho rozpusténim v 75 ml
vody. Smési byly dale titrovany zifedénym roztokem hydroxidu amonného
az do dosazeni pozadované hodnoty pH. Poté byly pfevedeny do odmérné bariky,
doplnény vodou do 100 ml a zfiltrovany.

Roztok octanu amonného o koncentraci 100 mmol/l a pH 9,8 byl pfipraven
navazenim 0,7708 g octanu amonného a jeho rozpusténim v 75 ml vody. Smés byla
déle titrovana zfedénym roztokem hydroxidu amonného aZz do dosaZeni hodnoty
pH 9.8. Poté byla pievedena do odmérné banky, doplnéna vodou do 100 ml
a zfiltrovana.

Roztok octanu amonného o koncentraci 10 mmol/l a pH 9,8 byl ptipraven ziedénim
10 ml roztoku octanu amonného 0 koncentraci 100 mmol/l apH 9,8 vodou,

ktera byla doplnéna v odmérné bance do 100 ml.

Vsechny roztoky byly po piipravé dany na 10 minut do ultrazvukové laznég,

aby doslo k dokonalejsimu odplynéni, které bylo nutné z divodu fluorescencni detekce.

Pro spravnost metody bylo dulezité vzdy pii vyméné mobilni faze, zméné€ poméru

koncentraci stavajici faze ¢i vyméné kolony nechat pfistroj po uréitou dobu

(15 az 20 minut) ustalit. To neni pro UHPLC techniku obvyklé, avSak kvili ustaleni

rovnovahy v systému HILIC to bylo nutné.
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Mobilni faze byly vden méfeni kazdé rano pfipravovany Ccerstvé. Voda
pouzivana pro ptipravu mobilni faze byla vzdy ptefiltrovana. Do separacni kolony byla
mobilni faze vhanéna pomoci binarniho Cerpadla, které zaroven misilo organickou
avodnou slozku. Slozeni mobilni faze se vétSinou pohybovalo v téchto pomérech
(ACN : vodna slozka): 50:50, 60:40, 70:30, 75:25, 80:20, 85:15, 90:10 a 95:5.
V ptipadé potieby detailn¢jSitho odd€leni jednotlivych pikd, byly zkouSeny i jiné
poméry. Souhrnny piehled pouzitych mobilnich fazi uvadi tabulka 7.

Cislo MP SloZeni mobilni faze

1 Acetonitril : voda

2 Acetonitril : kyselina octova 0,1%

3 Acetonitril : kyselina octova 0,5%

4 Acetonitril : 50mM octan amonny pH = 3,8
5 Acetonitril : 50mM octan amonny pH = 4,8
6 Acetonitril : 50mM octan amonny pH = 5,8
7 Acetonitril : 50mM octan amonny pH = 6,8
8 Acetonitril : 50mM octan amonny pH = 7,8
9 Acetonitril : 50mM octan amonny pH = 8,8
10 Acetonitril : 50mM octan amonny pH = 9,8
11 Acetonitril : 100mM octan amonny pH = 9,8
12 Acetonitril : 10mM octan amonny pH = 9,8

Tabulka 7: Prehled a slozZeni pouzitych mobilnich fazi
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4.3 OPTIMALIZACE CHROMATOGRAFICKYCH PODMINEK

Na zaklad¢ jiz publikovanych védeckych ¢lankti a po nasledném vlastnim
ovéfeni byla pro detekci biopterinu, neopterinu a jejich derivatii zvolena fluorescencni
detekce sexcita¢ni vinovou délkou 353 nm a emisni vinovou délkou 438 nm.
Tyto hodnoty byly zachovany po celou dobu analyzy.

Cilem prace bylo najit vhodné chromatografické podminky, mezi které patii

sloZzeni mobilni faze a vybér analytické kolony.
Celkem byly vyzkousSeny tii kolony:

-1- ACQUITY UPLC BEH AMIDE 1,7 pm, 2,1 x 100 mm
-2- ACQUITY UPLC BEH HILIC 1,7 pum, 2,1 x 100 mm
-3- ACQUITY UPLC BEH GLYCAN 1,7 um, 2,1 x 100 mm

U kazdé kolony bylo testovano né€kolik druhli mobilnich fazi, které vzdy
obsahovaly vodnou a organickou ¢ast. Organickou fazi ptedstavoval ACN. Jako vodna
slozka byla pouzivana voda a dalsi latky lehce misitelné s vodou (napf. kyselina octova,
octan amonny). Poméry a pH téchto mobilnich fazi byly rizné¢ ménény za ucelem
nalezeni optimalnich podminek. Dale byly pozménovany i objemy nastiikii vzorku.
Nastaveni excita¢ni a vlnové délky, pritokova rychlost a teplota byly po celou dobu
analyzy zachovany beze zmény.

Béhem analyzy byla prutokova rychlost nastavena na 0,4 ml/min a teplota

na kolong byla 30°C. Objem nastiiku se podle potieby pohyboval v rozmezi 1 — 10 pl.
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5.VYSLEDKY A DISKUZE
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51 VYVOJHILIC METODY PRO SEPARACI

Na zakladé vlastniho ovéfeni byla pro detekci stanovovanych pteridind zvolena
fluorescenéni detekce s excitaéni vlnovou délkou 353 nm a emisni vlnovou délkou
438 nm (obrazek 10 a 11). Méfeni bylo provedeno pii pH 3,8, 6,8 a 9,8. Nebyl vsak
zaznamenan vyrazny rozdil v zavislosti na pH (asi proto, ze velké procento mobilni faze
byl acetonitril).

Primérnim cilem této prace bylo pomoci HILIC metody ovéfit retencni chovani
biopterinu, neopterinu a jejich derivati na tfech pfedem zvolenych kolonéch a stanovit
chromatografické podminky, za kterych by dochazelo Kk nejlepsimu oddéleni

jednotlivych derivatu.
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5.1.1 Chromatograficka kolona BEH AMIDE

Jako prvni byla testovana chromatografickd kolona BEH AMIDE
(2,1 x 100 mm, 1,7 um). Za reprezentativni piedstavitele nami analyzovanych pterini
byly vybrany neopterin a biopterin. Jednim z duvodt takového vybéru byla vyssi
stabilita téchto latek oproti jejich derivatim. Objem nastiiku ¢inil 10 pl. Koncentrace
roztoku byla 10° mol/I.

Cilem tohoto uvodniho méfeni bylo zjistit reten¢ni Casy neopterinu a biopterinu
za pouziti riiznych mobilnich fazi. Diraz byl kladen zejména na vliv pH pufru,
koncentraci pufru (tvoficiho vodnou slozku mobilni fadze) a na vliv procentudlniho
obsahu organick¢ a vodné slozky v mobilni fazi. Vysledky jsou zaznamenany
v tabulkach 8 a 9.

Ze ziskanych vysledki retencnich Casii jednotlivych analytii a z naméfeného
mrtvého retencniho ¢asu byl podle vzorce uvedeného v kapitole 3.3.1 vypocitan
kapacitni faktor. Diky nému lze 1épe porovnavat rizné kolony. Hodnotit vlastnosti
odliSnych kolon pomoci reten¢niho c¢asu nelze, protoze zavisi na délce kolon
a na dalsich chromatografickych podminkach. Vysledky meétfeni vyjadiené pomoci
kapacitniho faktoru pro BIO a NEO jsou uvedeny v tabulkach 10 a 11 a na obrazcich
12 a13.

Vliv procentudlni koncentrace vodné slozky mobilni faze na retenci
stanovovanych latek byl v intervalu od 50% do 20% pomérné neménny. Nalezené
hodnoty k° se pohybovaly pro NEO v rozmezi 0,3 — 5 a pro BIO 0,3 — 3. P#i dal$im
snizovani koncentrace vodné slozky MP (na 15% — 5%) doslo K prudkému nartstu
retence stanovovanych pteridini. Velky rozdil byl zaznamenan pii zméné
z 10% koncentrace vodné slozky MP na 5%, kdy byl naméten téméf ¢tyinasobny rozdil.
Se vzristajicim objemem ACN v mobilni fazi se postupné prodluZuje retencni Cas.
V rozmezi od 10% — 20% koncentrace vodné slozky MP byly hodnoty kapacitniho
faktoru neopterinu oproti kapacitnimu faktoru biopterinu dvojnasobné. Rozdil mezi
hodnotou kapacitniho faktoru 10mM AmAc (k° = 13) a 100mM AmAc (k* = 26)
pti pH 9,8 byl asi dvakrat takovy.

Vlivem vzrustajiciho pH vzrtstala i doba retence. V rozmezi pH 3,8 - 8,8 byl
rozdil jen nepatrny. VéEtSiho prodlouzeni retence bylo dosazeno pii pH 9,8.
Ob¢ koncentrace kyseliny octové (0,5% a 0,1%) mély na retenci stejny vliv (obrazek 12

al3).
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Na zakladé ziskanych vysledkt byly zvoleny podminky Kk testovani separacnich
schopnosti chromatografické kolony BEH AMIDE, za kterych byla ptedpokladana
€0 mozna nejdokonalejsi separace jednotlivych pterinti ze smési.

Vsechny kyselé modifikatory az do pH 3,8 vykazovaly nedostate¢nou selektivitu
a vyznamné rozmyvani pikl derivat, které neumoziovaly odd€leni NH2 od NEO
a BH2 od BIO. V rozmezi pH 4,8 — 7,8 se separace vyrazné zlepsila. VSechny Ctyfi piky
byly od sebe odd¢leny. Dalsim zvysenim pH (8,8 — 9,8) jiz nedochazelo k lepsi separaci
jednotlivych derivati. Navic byla prodluzovana doba analyzy (stejné jako pii vysoké
koncentraci ACN a vysoké molarit¢), coz bylo nezadouci (obrazek 14).

S vyuzitim 50mM octanu amonného pti pH 6,8 a 15% koncentraci vodné slozky
mobilni faze byl ziskan vyhovujici tvar a separace pro vSechny piky, stejn¢ jako pti pH

9,8 a 10% koncentraci vodné slozky mobilni faze (obrazek 14).
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T_ 50mM | 50mM 100mM | AcAc AcAc

slozky MP AmAc 4,8 | AmAc 5,8 AmAc 7,8 AmAc98 | 0,5% 0,1%
5% 11,198 14,191 11,640 14,294 14,294 14,036 14,239 14,611 18,757 - 11,212 11,113
10% 3,726 4,613 3,812 4,593 4,593 4,585 4,618 4,767 6,498 7,947 3,760 3,728
15% 2,129 2,460 2,144 2,437 2,437 2,450 2,465 2,559 3,417 3,984 2,152 2,129
20% 1,530 1,566 1,532 1,661 1,661 1,679 1,691 1,744 2,153 2,377 1,548 1,534
30% 1,068 0,901 1,063 1,096 1,096 1,103 1,111 1,140 1,173 1,269 1,078 1,073
40% 0,889 0,693 0,882 0,891 0,891 0,893 0,895 0,900 0,854 0,906 0,894 0,889
50% 0,744 0,606 0,795 0,797 0,797 0,799 0,797 0,779 0,721 0,760 0,803 0,801

Tabulka 8: Reten¢ni ¢asy biopterinu [min] v zavislosti na koncentraci vodné slozky mobilni faze na kolon¢ BEH AMIDE

AMAC — octan amonny, AcAc — kyselina octova

T_ 50mM | 50 mM 100mM | AcAc AcAc

slozky MP AmAc 4,8 | AmAc 5,8 AmAc 7,8 AmAc 9,8 0,5% 0,1%

5% 35,151 - - - - - - - - - 35,946 -
10% 8,917 12,000 9,280 10,806 11,992 12,056 12,050 12,570 18,253 24,414 8,999 8,895
15% 4,007 5,012 4,068 4,473 4,895 4,921 4,965 5,210 7,442 9,132 4,060 4,011
20% 2,413 2,604 2,413 2,553 2,719 2,753 2,774 2,919 3,790 4,406 2,446 2,424
30% 1,357 1,089 1,353 1,372 1,400 1,425 1,435 1,483 1,547 1,720 1,372 1,362
40% 1,014 0,705 1,006 1,011 1,019 1,026 1,028 1,030 0,904 1,048 1,019 1,014
50% 0,813 0,621 0,852 0,853 0,855 0,855 0,857 0,828 0,756 0,793 0,861 0,859

Tabulka 9: Retenc¢ni ¢asy neopterinu [min] v zavislosti na koncentraci vodné slozky mobilni faze na koloné BEH AMIDE

AmMAC — octan amonny, AcAc — kyselina octova
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T_ 50mM | 50mM 100mM | AcAc AcAc

slozky MP AmAc 4,8 | AmAc 5,8 AmAc 7,8 AmAC 9,8 0,5% 0,1%
5% 15,814 15,406 16,991 20,560 13,782 20,043 15,144 15,528 19,680 - 15,911 15,711
10% 4,835 4,738 4,984 6,267 3,755 6,243 4,604 4,764 6,708 7,830 4,903 4,834
15% 4,321 3,039 2,521 2,982 1,649 3,016 2,532 2,385 3,490 4,134 2,499 2,451
20% 2,983 1,266 1,375 1,675 0,841 1,686 1,440 1,517 2,093 2,410 1,580 1,561
30% 1,894 0,291 0,769 0,867 0,365 0,832 0,766 0,891 0,862 1,040 0,779 0,759
40% 1,369 0,097 0,497 0,539 0,483 0,481 0,474 0,178 0,405 0,505 0,441 0,439
50% 1,029 0,000 0,314 0,377 0,324 0,357 0,008 0,004 0,014 0,127 0,287 0,271

Tabulka 10: Kapacitni faktor BIO v zavislosti na slozeni mobilni faze pro kolonu BEH AMIDE

AMAC — octan amonny, AcAc — kyselina octova

T 50mM | 50mM 100mM | AcAc | AcAc

slozky MP AmAc 4,8 | AmAc 5,8 AmAc 7,8 AmAc 9,8 0,5% 0,1%

5% 51,779 - - - - - - - - - 53,217 -
10% 12,966 13,925 13,568 16,098 11,414 18,046 13,624 14,200 20,652 26,127 13,127 12,920
15% 9,018 7,230 5,680 6,309 4,321 7,067 6,113 5,892 8,779 10,768 5,602 5,501
20% 5,284 2,768 2,741 3,111 2,014 3,405 3,003 3,212 4,445 5,321 3,077 3,047
30% 2,678 0,560 1,251 1,337 0,743 1,367 1,281 1,459 1,456 1,765 1,263 1,233
40% 1,703 0,116 0,708 0,746 0,696 0,701 0,694 0,348 0,487 0,741 0,643 0,641
50% 1,218 0,025 0,408 0,473 0,420 0,452 0,071 0,067 0,031 0,037 0,380 0,363

Tabulka 11: Kapacitni faktor NEO v zavislosti na sloZeni mobilni faze pro kolonu BEH AMIDE
AmMAC — octan amonny, AcAc — kyselina octova
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Obrazek 12: Kapacitni faktor BIO v zavislosti na slozeni mobilni faze pro BEH AMIDE

AmAC — octan amonny, AcAc — kyselina octova
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Obrazek 13: Kapacitni faktor NEO v zavislosti na sloZzeni mobilni fdze pro BEH AMIDE

AMAC — octan amonny, AcAc — kyselina octova
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5.1.2 Chromatograficka kolona BEH HILIC

Druhou testovanou chromatografickou kolonou byla kolona BEH HILIC
(2,1 x 100 mm, 1,7 um). Stejné jako u kolony BEH AMIDE byly nastfikovany vzorky
NEO aBIO o koncentraci 10® mol/l. Cilem tohoto méfeni bylo zjistit retenéni Gasy
pterinll za pouziti riznych mobilnich fazi.

Jak je patrné ztabulek reten¢nich Casu (tabulka 12, 13), vliv procentudlni
koncentrace vodné slozky mobilni faze na retenci stanovovanych latek byl v intervalu
od 50% do 15% pro BIO i NEO priblizn¢ stejny a nevyznamny. Nalezené hodnoty
kapacitnich faktor byly nizké a velice podobné. Pohybovaly se v rozmezi od 0,2 — 3,0
(tabulka 14, 15 a obrazek 15, 16). Pti dalSim sniZovani koncentrace vodné slozky MP
(z10% na 5%) nedoslo ktak vyraznému nardstu retence stanovovanych pteridind
jako u kolony BEH AMIDE. Retence se prodlouzila dvojnasobné.

Vliv pH a molarity pufrti byl podobny jako u ptedchazejici kolony. Disledkem
vzristajictho pH vzristala 1 doba retencniho Casu. V rozmezi pH 3,8 — 8,8 dochazelo
K nepatrnému zvySovani retence. Vyraznéjsi rozdil byl zaznamenan u 50mM a 100mM
AmAc pii pH 9,8. Reten¢ni ¢asy obou koncentraci kyseliny octové byly opét témer

stejné.

Nasledn¢ byly hledany nejvhodnéjsi podminky pro separaci vSech ¢tyt pteridint.
BEH HILIC, ve srovnani s ostatnimi zkousenymi kolonami, neposkytovala pro smeés
pteridinli dostate¢nou schopnost separace. Za zkoumanych podminek doSlo k separaci
pouze NEO aBIO, zatimco derivaty pteridinG (BH2, NH2) nebyly od BIO a NEO
oddé€leny vlibec, a to za zadnych podminek.

Na kolon¢ BEH HILIC byl vypozorovan negativni vliv kyselého pH na tvar
pikd. Vznikajici piky byly velmi §iroké a chvostujici (obrazek 17). Ke zlepseni separace
doslo pfi zvySeni pH a zéaroven pii pouZiti vysokého procentudlniho obsahu ACN.
K dostatecné separaci jednotlivych pteridint ale nedoslo (obrazek 18).

Tato kolona nebyla shleddana jako optimalni pro separaci oxidovanych

a redukovanych forem pteridint pro nedostate¢nou selektivitu a Spatny tvar pika.
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T_ 50mM | 50mM 100mM | AcAc AcAC
slozky MP AmAc 4,8 | AmAc 5,8 AmAc 7,8 AmAc 9,8 0,5% 0,1%
5% 2,598 3,752 2,592 3,058 3,476 3,719 3,489 3,695 5,419 7,902 2,409 2,442
10% 1,414 1,898 1,441 1,662 1,816 1,826 1,844 1,921 2,559 3,421 1,409 1,408
15% 1,079 1,310 1,140 1,222 1,298 1,301 1,317 1,361 1,726 2,096 1,137 1,136
20% 0,784 0,972 1,013 1,048 1,094 1,095 1,103 1,136 1,315 1,504 1,018 1,016
30% 0,731 0,771 0,897 0,903 0,920 0,923 0,925 0,937 0,931 1,032 0,899 0,899
40% 0,629 0,671 0,840 0,841 0,847 0,850 0,847 0,842 0,785 0,850 0,843 0,844
50% 0,533 0,616 0,813 0,811 0,814 0,815 0,811 0,790 0,726 0,772 0,815 0,815
Tabulka 12: Retenéni ¢asy biopterinu [min] v zavislosti na koncentraci vodné slozky mobilni faze na koloné¢ BEH HILIC
AmAC — octan amonny, AcAc — kyselina octova
T_ 50mM | 50mM 100mM | AcAc | AcAc
slozky MP AmAc 4,8 | AmAc 5,8 AmAc 7,8 AmAc 9,8 0,5% 0,1%
5% 5,060 6,834 4,216 5,210 6,053 6,248 6,206 6,307 10,205 16,634 3,516 3,619
10% 1,811 2,646 1,807 2,184 2,500 2,486 2,552 2,698 3,967 5,169 1,712 1,718
15% 1,215 1,503 1,289 1,427 1,571 1,566 1,592 1,671 2,264 2,789 1,273 1,273
20% 0,786 0,980 1,091 1,146 1,224 1,227 1,239 1,290 1,493 1,784 1,090 1,089
30% 0,731 0,771 0,920 0,931 0,956 0,961 0,963 0,981 0,983 1,100 0,924 0,923
40% 0,621 0,669 0,844 0,846 0,855 0,858 0,857 0,851 0,798 0,875 0,847 0,847
50% 0,524 0,613 0,808 0,809 0,810 0,814 0,811 0,789 0,728 0,778 0,810 0,812

Tabulka 13: Retenéni ¢asy neopterinu [min] v zavislosti na koncentraci vodné slozky mobilni faze na koloné BEH HILIC

AmMAC — octan amonny, AcAc — kyselina octova
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T_ 50mM | 50mM 100mM | AcAc AcAC
slozky MP AmAc 4,8 | AmAc 5,8 AmAc 7,8 AmAc 9,8 0,5% 0,1%
5% 3,041 6,342 3,947 3,816 3,966 4,406 4,294 4,118 6,225 9,578 2,088 2,143
10% 2,863 2,788 1,809 1,822 1,887 1,955 1,969 2,035 2,747 3,592 0,786 0,789
15% 1,854 1,620 1,131 1,043 1,067 1,102 1,131 1,171 1,710 1,848 0,456 0,485
20% 1,036 0,956 0,806 0,707 0,726 0,738 0,759 0,809 1,118 1,146 0,322 0,328
30% 0,837 0,545 0,505 0,424 0,422 0,449 0,457 0,497 0,539 0,396 0,169 0,169
40% 0,573 0,339 0,357 0,292 0,293 0,316 0,326 0,349 0,308 0,322 0,088 0,095
50% 0,316 0,232 0,259 0,210 0,213 0,242 0,252 0,264 0,212 0,197 0,020 0,026
Tabulka 14: Kapacitni faktor BIO v zavislosti na slozeni mobilni faze pro kolonu BEH HILIC
AmAC — octan amonny, AcAc — kyselina octova
T_ 50mM | 50mM 100mM | AcAc | AcAc
slozky MP AmAc 4,8 | AmAc 5,8 AmAc 7,8 AmAc 9,8 0,5% 0,1%
5% 12,713 12,374 7,046 7,205 7,647 8,081 8,417 7,735 12,607 21,268 3,508 3,658
10% 3,948 4,281 2,522 2,708 2,975 3,023 3,110 3,262 4,808 5,938 1,170 1,183
15% 2,214 2,006 1,409 1,386 1,502 1,530 1,576 1,665 2,554 2,789 0,630 0,664
20% 1,042 0,972 0,945 0,866 0,931 0,948 0,976 1,054 1,404 1,545 0,416 0,424
30% 0,837 0,545 0,544 0,468 0,478 0,509 0,517 0,567 0,625 0,488 0,202 0,200
40% 0,553 0,335 0,363 0,300 0,305 0,328 0,341 0,364 0,330 0,361 0,093 0,099
50% 0,294 0,226 0,251 0,207 0,207 0,421 0,252 0,262 0,215 0,206 0,014 0,023

Tabulka 15: Kapacitni faktor NEO Vv zavislosti na sloZzeni mobilni faze pro kolonu BEH HILIC
AmMAC — octan amonny, AcAc — kyselina octova
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Obrazek 15: Kapacitni faktor BIO v zavislosti na slozeni mobilni faze pro BEH HILIC
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Obrazek 16: Kapacitni faktor NEO v zavislosti na slozeni mobilni faze pro BEH HILIC

AMAC — octan amonny, AcAc — kyselina octova
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Obrazek 17: Separace smési pteridinti na koloné BEH HILIC s MP ACN:50mM AmAc pH 3,8
(90:10)
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Obrazek 18: Separace smési pteridinti na koloné BEH HILIC s MP ACN:50mM AmAc pH 9,8
(90:10)
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5.1.3 Chromatograficka kolona BEH GLYCAN

Posledni testovanou kolonou byla kolona BEH GLYCAN (2,1 x 100 mm,
1,7 um). Opét byly nejdfive nastfikovany vzorky NEO a BIO o koncentraci 10 mol/l.
Utelem tohoto méfeni bylo zjistit retenéni ¢asy pteridinii za pouZiti riiznych mobilnich
fazi.

Jak je patrné z tabulek 16 — 19 a obrazka 19 a 20, reten¢ni Casy mirné stoupaly
S klesajicim obsahem vodné slozky v mobilni fazi (50% — 15%). Znateln¢&js$i rozdil byl
zaznamenan pii obsahu 10% vodné slozky. Pii 5% obsahu doslo k téméf trojnasobnému
zvySeni retenéniho casu. Retence BIO pfi této koncentraci trvala i 20 minut.
NEO pii 5% koncentraci vodné slozky v MP nebyl méfen, protoze jiz pii 10%
koncentraci vodné slozky byl naméten retencni ¢as pres 20 minut.

Vliv pH a molarity pufru byl podobny jako u piedchazejicich kolon. V rozmezi
pH 3,8 — 8,8 dochazelo jen k nepatrnému zvySovani retencniho Casu. Vétsi rozdil byl
zaznamenan u 50mM AmAc pii pH 9,8 a jeste vétsi u 100mM AmAc pii pH 9.8.
Retencni ¢asy obou koncentraci kyseliny octové byly opét témét stejné a v porovnani

s ostatnimi aditivy nizsi.

Nasledné byly hledany nejvhodnéjsi podminky pro separaci smési pteridind.
Protoze je tato kolona chemicky stejna s kolonou BEH AMIDE, svymi vlastnostmi
se podobaji. Separa¢ni ucinnost kolony BEH GLYKAN byla vSak v porovnani s BEH
AMIDE nedostate¢na. Za stanovenych podminek doslo k zadouci separaci jednotlivych
pikd pouze pii pouziti S0mM AmAc pii pH 6,8 a 20% koncentrace vodné slozky
mobilni faze. V ostatnich ptipadech doslo pouze k rozdéleni pikiit BIO a NEO. Piky
redukovanych forem pteridinii nebyly vétSinou odseparované od BIO a NEO. Naptiklad
pomoci kolony BEH AMIDE za pouziti 50mM AmAc pH 3,8 a ACN (20:80) byly
vSechny Ctyfi pteridiny separované. Na koloné BEH GLYKAN se vSak pary BIO-BH2 a
NEO-NH2 od sebe viibec neseparovaly (obrazek 21). Pti nastiiku smési téchto pteridind
byly eluovany misto Ctyt piku jen piky dva. V tomto ptipad¢ vyraznégji nepomohlo ani
vyrazné zvyseni pH ¢i zvySeni poméru ACN v mobilni fazi. Vzdalenosti mezi piky se
sice zvétsily, ale neoddé€lily se az na zakladni linii. Piky byly v zédkladu Siroké a
asymetrické (obrazek 22).

Pouze s vyuzitim 50mM octanu amonného pii pH 6,8 a 20% koncentraci vodné
sloZky mobilni faze byl ziskan vyhovujici tvar a separace pro vSechny piky

(obrazek 23).
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T_ 50mM | 50mM 100mM | AcAc AcAC

slozky MP AmAc 4,8 | AmAc 5,8 AmAc 7,8 AmAc 9,8 0,5% 0,1%

5% 11,703 14,339 12,013 13,904 15,093 14,557 14,526 14,869 18,060 - 12,653 12,097

10% 3,786 4,679 3,896 4,401 4,839 4,675 4,692 4,845 6,149 7,426 4,026 3,905

15% 2,090 2,510 2,166 2,313 2,520 2,475 2,486 2,583 3,278 3,797 2,236 2,189

20% 1,456 1,629 1,535 1,587 1,693 1,684 1,691 1,747 2,101 2,354 1,587 1,556

30% 0,960 0,937 1,051 1,063 1,093 1,093 1,099 1,129 1,156 1,267 1,085 1,073

40% 0,744 0,710 0,867 0,870 0,879 0,881 0,882 0,887 0,843 0,904 0,890 0,885

50% 0,585 0,610 0,778 0,779 0,782 0,780 0,779 0,766 0,708 0,753 0,794 0,795
Tabulka 16: Retenéni ¢asy biopterinu [min] v zavislosti na koncentraci vodné slozky mobilni faze na koloné BEH GLYKAN

AmAC — octan amonny, AcAc — kyselina octova
T_ 50mM | 50mM 100mM | AcAc | AcAc
slozky MP AmAc 4,8 | AmAc 5,8 AmAc 7,8 AmAc 9,8 0,5% 0,1%
5% - - - - - - - - - - - -

10% 9,129 11,968 9,544 11,179 12,929 12,274 12,246 12,846 17,131 22,471 9,648 9,390

15% 3,948 5,080 4,144 4,566 5174 5,017 5,024 5,303 7,089 8,581 4,258 4,158

20% 2,278 2,742 2,447 2,577 2,818 2,780 2,792 2,953 3,686 4,274 2,541 2,481

30% 1,196 1,158 1,350 1,366 1,414 1,425 1,428 1,481 1,539 1,718 1,392 1,375

40% 0,827 0,754 0,994 0,998 1,013 1,016 1,016 1,018 0,931 1,055 1,020 1,015

50% 0,613 0,627 0,837 0,839 0,841 0,840 0,840 0,812 0,741 0,784 0,855 0,855

Tabulka 17: Retenéni ¢asy neopterinu [min] v zavislosti na koncentraci vodné slozky mobilni faze na koloné¢ BEH GLYKAN

AmMAC — octan amonny, AcAc — kyselina octova
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T_ 50mM | 50mM 100mM | AcAc AcAC

slozky MP AmAc 4,8 | AmAc 5,8 AmAc 7,8 AmAc 9,8 0,5% 0,1%

5% 30,802 15,889 13,200 15,205 16,289 15,829 15,754 16,071 34,342 - 14,009 13,350

10% 9,879 6,068 3,963 4,515 4,945 4,772 4,814 4,959 8,563 7,420 4,404 3,968

15% 4,971 2,809 2,332 2,521 2,812 2,739 2,562 2,771 4,203 4,471 2,076 2,028

20% 3,136 1,994 1,452 1,376 1,666 1,752 1,786 1,873 2,537 2,477 1,519 1,506

30% 1,468 0,716 0,698 0,731 0,807 0,807 0,808 0,860 0,901 1,112 0,756 0,736

40% 0,943 0,305 0,421 0,422 0,492 0,503 0,503 0,506 0,434 0,553 0,481 0,473

50% 0,531 0,164 0,227 0,221 0,218 0,311 0,360 0,281 0,184 0,285 -0,006 0,000
Tabulka 18: Kapacitni faktor BIO v zavislosti na slozeni mobilni faze pro kolonu BEH GLYKAN

AmAC — octan amonny, AcAc — kyselina octova
T_ 50mM | 50mM 100mM | AcAc | AcAc
slozky MP AmAc 4,8 | AmAc 5,8 AmAc 7,8 AmAc 9,8 0,5% 0,1%
5% - - - - - - - - - - - -

10% 25,233 17,079 11,158 13,009 14,883 14,153 14,175 14,801 25,642 24 477 11,950 10,947

15% 10,280 6,709 5,375 5,950 6,828 6,579 6,198 6,742 10,252 11,365 4,857 4,751

20% 5,472 4,040 2,909 2,858 3,438 3,542 3,600 3,857 5,205 5,313 3,033 2,995

30% 2,075 1,121 1,181 1,225 1,337 1,355 1,349 1,440 1,531 1,863 1,252 1,225

40% 1,159 0,386 0,630 0,631 0,720 0,734 0,731 0,728 0,583 0,813 0,697 0,689

50% 0,605 0,197 0,320 0,315 0,310 0,412 0,466 0,358 0,239 0,338 0,070 0,075

Tabulka 19: Kapacitni faktor NEO Vv zavislosti na sloZeni mobilni faze pro kolonu BEH GLYKAN

AmMAC — octan amonny, AcAc — kyselina octova
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Obrazek 19: Kapacitni faktor BIO v zavislosti na slozeni mobilni faze pro BEH GLYCAN

AMAC — octan amonny, AcAc — kyselina octova
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Obrazek 20: Kapacitni faktor NEO v zavislosti na sloZzeni mobilni faze pro BEH GLYCAN

AmMAC — octan amonny, AcAc — kyselina octova
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Obrazek 21: Separace smeési pteridind na koloné BEH GLYKAN s MP ACN:50mM AmAc

pH 3,8 (80:20)
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Obrazek 22 Separace smési pteridind na kolon¢ BEH GLYCAN s MP ACN:50mM AmAc

pH 9,8 (80:20)
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Obrazek 23: Separace smesi pteridinii na kolon¢ BEH GLYCAN s MP ACN:50mM AmAc

pH 6,8 (80:20)
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5.1.4 Hodnoceni zpétného tlaku v chromatografickém systému

Béhem jednotlivych méfeni byl zaznamenavan tlak na koloné. Z tabulek 20 - 22
je patrné, Ze nejniz$i tlak byl zaznamenan na koloné BEH HILIC, po ni nasledovala
kolona BEH AMIDE a nejvyssi hodnoty byly zaznamenany u kolony BEH GLYCAN.

V souladu s o¢ekavanim tlak klesal s rostouci koncentraci ACN v mobilni fazi.
Rozdil mezi 5% a 50% koncentraci vodné slozky mobilni faze byl az dvojnasobny.
Pti zméné pH se hodnota tlaku vyraznéji nemeénila.

Kolona BEH GLYKAN je amidova stacionarni faze prvni generace, zatimco
kolona BEH AMIDE patii do novéjsi druhé generace, u které byl pomoci novych
technologii snizen zpétny tlak. Tato skute¢nost byla béhem méfeni potvrzena.

Rozdily tlaki v ramci jednotlivych kolon vsSak nebyly vyrazné. Odchylky

se pohybovaly v fadu n¢kolika stovek PSI.

slozky MP AmAc 4,8 AmAc 5,8

5% 3189 3050 2990 3004 3001 2974
10% 3466 3404 3244 3271 3277 3234
15% 3822 3636 3556 3598 3621 3556
20% 4162 3978 388 3948 3958 3909
30% 4895 4718 457 4676 4696 4633
40% 5564 5423 522 5358 5400 5310
50% 6148 6030 5819 5988 5985 5881
5% 3050 3028 3002 3113 2980 2978
10% 3333 3313 3281 3404 3249 3246
15% 3676 3656 3618 3742 3559 3560
20% 4048 4030 3985 4099 3903 3894
30% 4828 4780 4745 4876 4569 4592
40% 5550 5515 5458 5626 5242 5265
50% 6160 6145 6066 6245 5823 5894

Tabulka 20: Zpétny tlak béhem analyzy na koloné¢ BEH HILIC

AmMAC — octan amonny, AcAc — kyselina octova
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T_ 50mM | 50mM 100mM | AcAc AcAc
slozky MP AmAc 4,8 | AmAc 5,8 AmAc 7,8 AmAc 9,8 0,5% 0,1%
5% 3253 3479 3345 3332 3334 3340 3338 3332 3368 - 3331 3349
10% 3570 3715 3612 3602 3646 3609 3651 3719 3699 3803 3616 3634
15% 3952 4106 3972 3955 3974 3961 4037 4039 4095 4236 3979 3969
20% 4341 4542 4379 4369 4384 4670 4461 4463 4569 4689 4372 4358
30% 5168 5376 5197 5197 5189 5189 5238 5330 5316 5675 5193 5188
40% 5947 6196 6005 5998 5954 5978 6145 6146 6097 6567 5956 5966
50% 6656 6934 6678 6659 6662 6798 6678 6920 6920 7364 6667 6656
Tabulka 21: Zpétny tlak béhem analyzy na koloné BEH AMIDE (2. generace BEH sorbentu)
AMAC — octan amonny, AcAc — kyselina octova
T_ 50mM | 50mM 100mM | AcAc AcAc
slozky MP AmAc 4,8 | AmAc 5,8 AmAc 7,8 AmAc9,8 | 05% 0,1%
5% 3464 3422 3420 3419 3426 3422 3431 3403 3404 - 3410 3413
10% 3778 3727 3730 3834 3730 3744 3739 3727 3721 3742 3733 3736
15% 4155 4111 4132 4105 4120 4129 4119 4117 4117 4142 4104 4120
20% 4562 4542 4538 4524 4542 4549 4539 4537 4536 4538 4523 4539
30% 5422 5378 5499 5386 5414 5422 5412 5407 5395 5448 5353 5374
40% 6205 6199 6472 6191 6238 6245 6249 6218 6206 6677 6189 6186
50% 6900 6932 7407 6909 6956 6942 6966 6947 7112 7482 6873 6986

Tabulka 22: Zpétny tlak béhem analyzy na koloné BEH GLYCAN (1. generace BEH sorbentu)

AmMAC — octan amonny, AcAc — kyselina octova




5.2 ZVYSENI STABILITY REDUKOVANYCH FOREM PTERIDINU

Vzhledem k nedostatecné stabilit¢ redukovanych forem pteridini byl hledan
zpusob, jak tento nedostatek odstranit. Kvuli fotosenzitivné a snadné oxidaci
redukovanych forem pteridin diky pusobeni vzdu$ného kysliku byly hledany
podminky, jak spravné zachazet se vzorky téchto latek. Zakladnim piedpokladem bylo
ukladat je vtemnu, v dobfe uzavienych tmavych vialkach apfi snizené teploté
(v lednici). Pouze tato opatfeni ale nebyla dostate¢na. Po nastiiku samotného NH2
se tvorily misto jednoho piku (HN2) piky dva (NEO a NH2). BH2 dokonce n¢kdy tvofil
piky tii (BIO, BH2 a pravdépodobné BH4). V mnoha studiich byly za G¢elem zvySeni
stability redukovanych forem pouzity antioxidac¢ni latky (napi. kyselina askorbova,
dithiothreitol). Na zaklad¢ téchto poznatkd byl vyzkouSen vliv kyseliny askorbové

a dithiothreitolu na stabilitu redukovanych forem.

5.2.1 Zvyseni stability pusobenim dithiothreitolu (DTT)

Jako prvni byl testovan vliv pfidaného DTT. Za uc¢elem najit nejlepsi podminky,
bylo zkouseno nékolik koncentraci téchto roztoku (0,1%, 0,5% a 1,0%). V piislusné
koncentraci roztoku DTT byl rozpoustény standard zkoumané latky. Dale byl pouzit
jako vodna slozka zasobniho roztoku, kterd se smisila s ACN v poméru 50:50.

Testovana byla smés vSech ¢tyf pteridint v prabéhu 24 hodin za pouziti 0,1%,
0,5% a 1,0% DTT. Pokud byla v zasobnim roztoku pouzita pouze voda, redukovana
forma byla postupem ¢asu oxidovana na BIO u BH2 a na NEO u NH2. Ptidanim DTT
do zasobniho roztoku sice nebylo zabranéno uplné oxidaci redukovanych forem,
ale byla vyrazné zvétSena jejich plocha a zaroven zmensena plocha piku vznikajiciho
BIO a NEO (obrazek 24). Vysledky kratkodobé stabilitni studie byly znazornény
pomoci grafu. Plochy pikt byly znazornény procentualné. V nulté a prvni hodiné byla
plocha piku rovna 100%, protoze b&hem prvni hodiny jesté¢ nedochazelo k vyrazné
oxidaci redukovanych forem pteridint. Pfidani DTT nepomohlo uplné zastavit oxidacni
proces, ale ¢asteéné ho zpomalit. Jak je vidét z nasledujicich grafa (obrazek 25 — 30),
po piidani DTT se plocha BIO a NEO lisila o = 10%. Plocha BH2 a NH2 byla
postupem c¢asu zmenSovana piiblizné 0 20% (ale mnohem pomaleji nez bez pfidani
DTT) a plocha BIO a NEO vzniklych z derivati (BH2 a NH2) se ménila o + 20%. Pik
BI1O a NEO se z nastiiku redukovanych forem nepodatilo odstranit. Byly by tieba dalsi

studie, které by dokazaly, zda jejich stopy nejsou pfitomny jiz v substanci.
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UPLC_Columns: Solvents: pH: SampleName: HILIC GLYKAN20 50mMAmMAc6.8 SMES
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Obrazek 24: Porovnani piki redukovanych forem pteridind s pfidanim a bez ptidani DTT
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Obrazek 25: Vyvoj plochy piku BIO v pribéhu 24 hodin s pouzitim 0,1%, 0,5% a 1,0% DTT
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Obrazek 26: Vyvoj plochy piku NEO v pribehu 24 hodin s pouzitim 0,1%, 0,5% a 1,0% DTT
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Obrazek 27: Vyvoj plochy piku BIO vzniklého pfi nastfiku BH2 v prabéhu 24 hodin s pouzitim
0,1%, 0,5% a 1,0% DTT
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Obrazek 28: Vyvoj plochy piku BH2 v prubéhu 24 hodin s pouzitim 0,1%, 0,5% a 1,0% DTT
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Obrazek 29: Vyvoj plochy piku NEO vzniklého pfi nastfiku NH2 v pribé¢hu 24 hodin s
pouzitim 0,1%, 0,5% a 1,0% DTT
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Obrazek 30: Vyvoj plochy piku NH2 v pribéhu 24 hodin s pouzitim 0,1%, 0,5% a 1,0% DTT

5.2.2 ZvySeni stability pusobenim Kkyseliny askorbové (AA)

Dale byl testovan vliv kyseliny askorbové na stabilitu redukovanych forem
pteridin. Byly zkouseny tfi koncentrace této latky (0,1%, 0,5% a 1,0%). Stejné jako
v piedeslém piipad¢ byl v tomto roztoku rozpoustény standard zkoumané latky. Dale
byl pouzit jako vodné slozka zasobniho roztoku, ktera byla misena S ACN v poméru
50:50.

Smés zkoumanych pteridini byla méfena v prubéhu 24 hodin. Stejné jako
u DTT nebylo dosazeno uplného zastaveni oxidace, ale pouze zpomalen jeji pribé&h.
Vysledky byly znazornény pomoci grafii. Plochy piki BIO se ménily 0 = 10%, u NEO
0 £ 20%. U redukovanych forem BH2 a NH2 byly plochy pikii pomém¢ stabilni, byly
zmenSovany pouze o 10%. Razantni zména byla zaznamenéana u BIO a NEO ziskanych
oxidaci derivatd. Plocha piku BIO ziskaného z BH2 vzrostla dvojnasobn¢ a plocha NEO
ziskaného z NH2 vzrostla az osminasobné (Obrazek 31 - 36). Tyto zmény se nam
nepodafilo vysvétlit a vyzaduji dalsi podrobnou studii, ktera je nyni provadéna v ramci

navazujiciho projektu GA-UK.
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Obrazek 31: Vyvoj plochy piku BIO v priibéhu 35 hodin s pouzitim 0,1%, 0,5% a 1,0% AA
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Obrazek 32: Vyvoj plochy piku NEO v prubehu 35 hodin s pouzitim 0,1%, 0,5% a 1,0% AA
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Obrazek 33: Vyvoj plochy piku BIO vzniklého pii nastiiku BH2 v prib&hu 35 hodin s pouzitim
0,1%, 0,5% a 1,0% AA
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Obrazek 34: Vyvoj plochy piku BH2 v priibéhu 35 hodin s pouzitim 0,1%, 0,5% a 1,0% AA
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Obrazek 35: Vyvoj plochy piku NEO vzniklého pifi nastiiku NH2 v pribéhu 35 hodin
s pouzitim 0,1%, 0,5% a 1,0% AA
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Obrazek 36: Vyvoj plochy piku NH2 v pribéhu 35 hodin s pouzitim 0,1%, 0,5% a 1,0% AA
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5.3 VALIDACE METODY HILIC

Testované parametry:
e SST: Uginnost chromatografické kolony
(pocet teoretickych pater a vyskovy ekvivalent teoretického patra)
Faktor symetrie pika
Rozliseni chromatografickych pikt

Opakovatelnost retencniho casu a plochy piku

e Validace: Linearita a kalibraéni rozmezi

Citlivost (LOD, LOQ)

Vzhledem k tomu, Ze na chromatografické kolon¢ BEH HILIC od sebe nebyly
jednotlivé piky oddéleny az na zékladni linii, byly zminéné parametry zkoumany pouze
na dvou chromatografickych kolonach (BEH AMIDE a BEH GLYCAN). Testovani
probéhlo za podminek, které byly vyhodnoceny jako optimalni pro analyzu smési
standardii. Dtraz byl kladen na tvar piku, c¢as analyzy a zejména na to,

aby za stanovenych podminek byly jednotlivé piky dostate¢né separované.

Podminky, které byly vyhodnoceny jako optimalni, jsou uvedeny v tabulce 23.

BEH AMIDE
(1,7 pm, 2,1 x 100mm)

BEH GLYCAN
(1,7 pm, 2,1 x 100mm)

50mM AmAc, pH=3,8 : ACN | 50mMAmAc, pH = 6,8 : ACN
(20:80) (20:80)

Analyticka kolona

50mM AmAc, pH=6,8 : ACN
Mobilni faze (15:85)

50mM AmAc, pH=9,8 : ACN

(10:90)
Priitokové rychlost | 0,4 mi/min 0,4 mi/min
Davkovaci objem (pl) 1l 1wl
Teplota (°C) 30°C 30°C
Detekce (nm) FD (353nm/438nm) FD (353nm/438nm)

Tabulka 23: Podminky pouzité pro testovani SST parametri
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5.3.1 Chromatograficka kolona BEH AMIDE

Na této koloné byl proveden test zpusobilosti syst¢ému (SST) se smési BIO,

NEO, BH2 a NH2. M¢éieni bylo provedeno desetkrat.

Napoprvé byl vzorek na kolonu nanasen v objemu 5 pl. Po prvni analyze

ale bylo toto mnozstvi vyhodnoceno jako nevhodné, vzhledem k Sirokym pikim BIO

aNEO, coz vyznamné snizovalo u¢innost. Davkovaci objem byl ve studii pana

Hermtroma a Irguma [50] vyhodnocen jako klicovy pro HILIC metodu. Vysledky této

studie byly nasi analyzou potvrzeny. Proto byl pro dal§i méfeni pouzit pouze 1 pl

vzorku, kdy byl tvar pikt pteridind vice symetricky.

Byly zvoleny tfi koncentrace 50mM AmAc pii tiech odlisSnych hodnotach pH.

Vybér byl zalozen na chromatogramech zobrazenych na obrazku 37, 38, 40.

A) 20% 50mM AmAc, pH = 3,8/ACN, f = 0,4 ml/min

SampleName: HILIC AMIDE25 50mM AmAc3.8 SMES
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it |\ \

ool —

SampleName: HILIC AMDE20 50mM AmAc3.8 SMES

5 500.004 20%
w
0.00
SampleName: HILIC AMIDE15 50mM AmAc3.8 SMES
600,004
., 400.00; 15%
w
200,004
0.004
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Minutes

Obrazek 37: Vyhodnoceni nejlepsich separa¢nich podminek pro smés pteridini za pouziti

50mM AmAc pH 3,8 s obsahem vodné slozky: 25%, 20%, 15%
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Test zpitsobilosti systému

Latka

Ucinnost Vyskovy Faktor RozliSeni

RSD (ny | RSD gy

(N) ekvivalent (H) | symetrie (As) (Rs)
BIO 1512 66 1,08 - 1,66 0,08
BH2 1958 51 0,99 2,24 0,28 0,07
NEO 1978 50 1,79 2,68 5,21 0,05
NH2 4124 24 1,11 3,00 1,05 0,05

Tabulka 24: Primérné hodnoty testovanych parametr SST pro 20% 50mM AmAc p#i pH 3,8

Pozadavek na pocet teoretickych pater N > 900 byl splnén u vSech latek.

Pozadavek na faktor symetrie piku As< 1,5 byl splnén u vsech latek kromé NEO.
Pozadavek na rozliSeni Rs > 1,5 byl splnén u vSech testovanych latek.

Pozadavek RSD < 1% pro opakovatelnost plochy piku byl splnén pouze u BH2, tésné
nad pozadovanou hranici byl NH2.

Pozadavek RSD < 1% pro opakovatelnost retencniho casu byl splnén u vSech

testovanych latek.

Linearita, rozmezi kalibrace a citlivost

Pro sestrojeni kalibra¢nich kiivek BIO, BH2, NEO, NH2 byly pouzity roztoky
0 koncentracich v rozmezi 0,2 — 2000 nmol/l. Méfeni bylo opakovano tiikrat. Kalibra¢ni
kiivky sestavené ze ziskanych hodnot byly pro vSechny latky linearni. Korela¢ni
koeficient pro BIO, NEO a BH2 se pohyboval v rozmezi 0,9990 — 0,9997, zatimco
u NH2 byl 0 néco nizsi (0,9984). Podle ocekavani byla metoda nejcitlivéjsi pro BIO
aNEO, a to diky jejich silné fluorescenci (viz. kapitola 3.1.2). Ziskané hodnoty byly

zaznamenany do tabulky 25.

Latka ‘ Rovnice primky H Korelaéni koeficient | LOQ [nmol/I] | LOD [nmol/l]

BIO ‘ 33794x + 451077 0,9990 0,584 0,177
33 VA 1748,5x —7179,4 0,9997 1,650 0,500
NEO 50860x + 49066 0,9992 0,490 0,148
NH2 280,4x — 8359,6 0,9984 10,600 3,210

Tabulka 25: Ovéfeni linearity a citlivost metody pro jednotlivé analyzované latky za pouziti
50mM AmAc 20% pH 3,8 na BEH AMIDE
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B) 15% 50mM AmAc, pH = 6,8/ACN, f = 0,4 ml/min

SampleName: HILIC AMIDE25 50mM AmAc6.8 SMES
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Obrazek 38: Vyhodnoceni nejlepSich separa¢nich podminek pro smés pteridinii za pouziti
50mM AmAc pH 6,8 s obsahem vodné slozky: 25%, 20% a 15%

Test zpusobilosti systému

Ucinnost Vyskovy Faktor " Rozlideni |
WT‘ ekvivalent (H) | symetrie (As) (Rs) RSD () | RSD y

Bl 5297 12 1,18 - 0,59 0,12
| BH2 [EELE 6 0,95 6,60 0,31 0,27
| neo EE 11 1,09 11,78 1,14 0,13
WG 13474 7 1,07 5,80 1,00 0,26

Tabulka 26: Primérné hodnoty testovanych parametra SST pro /5% 50mM AmAc pii pH 6,8

Pozadavek na pocet teoretickych pater N > 900 byl splnén u vSech latek.

Pozadavek na faktor symetrie piku As< 1,5 byl splnén u vSech latek.

Pozadavek na rozliSeni Rs > 1,5 byl splnén u vSech testovanych latek.

Pozadavek RSD < 1% pro opakovatelnost plochy piku nebyl splnén pouze u NEO.
Pozadavek RSD < 1% pro opakovatelnost retencniho casu byl splnén u vSech

testovanych latek.
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Linearita, rozmezi kalibrace a citlivost

Pro sestrojeni kalibra¢nich kiivek BIO, BH2, NEO, NH2 byly pouzity roztoky
0 koncentracich v rozmezi 0,2 — 2000 nmol/l. Méfeni bylo opakovano tiikrat. Kalibra¢ni
kiivky sestavené z namétenych hodnot byly pro vSechny stanovované pteridiny linearni.
Korela¢ni koeficient se pohyboval v rozmezi 0,9992 — 0,9998, u BH2 byl dokonce
roven jedné (obrazek 39). Metoda byla nejcitlivéjsi pro NEO. Vysledky BIO a BH2
se hodnot¢ NEO velmi blizily (tabulka 27).

Latka | Rovnice pfimky | Korela¢ni koeficient | LOQ [nmol/l] | LOD [nmaol/l]

BIO 7175,2x + 16737 0,9998 0,780 0,236
3 vA 393,66X + 372,77 1,0000 0,844 0,256
NEO 14256x — 4371,6 0,9999 0,504 0,153
NH2 ‘ 333,04x —2007,1 0,9992 5,500 1,677

Tabulka 27: Ovéfeni linearity a citlivost metody pro jednotlivé analyzované latky za pouziti
50mM AmAc 15% pH 6,8 na BEH AMIDE
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Obrazek 39: Kalibra¢ni kiivky BIO, NEO, BH2 a NH2 - 15% 50mM AmAc pH 6,8



C) 10% 50mM AmAc, pH =9,8/ACN, f = 0,4 ml/min

SampleName: HILIC AMIDE20 50mM AmAc9.8 SMES
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Obrazek 40: Vyhodnoceni nejlepSich separacnich podminek pro smés pteridinii za pouziti
50mM AmAc pH 9,8 s obsahem vodné slozky: 20%, 15% a 10%

Test zpusobilosti systému

oy | ety | i | gsp | RsD
- 810 LR 3 1,29 - 1,40 0,09
- sH2 [JEEE 9 0,99 7,31 0,99 0,02
N=el 0017 11 1,14 18,76 1,85 0,02
NV 16931 6 1,14 4,45 0,79 0,02

Tabulka 28: Primérné hodnoty testovanych parametra SST pro /0% 50mM AmAc pii pH 9,8

PoZadavek na pocet teoretickych pater N > 900 byl splnén u vSech latek.

Pozadavek na faktor symetrie piku As< 1,5 byl splnén u vSech latek.

Pozadavek na rozliSeni Rs > 1,5 byl splnén u vSech testovanych latek.

Pozadavek RSD < 1% pro opakovatelnost plochy piku byl splnén pouze u BH2 a NH2,
BIO a NEO byly nad poZadovanou hranici.

Pozadavek RSD < 1% pro opakovatelnost reten¢niho ¢asu byl splnén u vSech

testovanych latek.
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Linearita, rozmezi kalibrace a citlivost
Pro sestrojeni kalibra¢nich kiivek BIO, BH2, NEO, NH2 byly pouzity roztoky

0 koncentracich v rozmezi 0,2 — 2000 nmol/l. Méfeni bylo opakovano tiikrat. Kalibra¢ni

kiivky byly pro vSechny stanovované pteridiny linearni. Korelacni koeficient byl

v rozmezi 0,9990 — 0,9998. Metoda byla nejcitlivéjsi pro BIO a NEO a nejméné citliva
pro NH2 (tabulka 29).

Latka | Rovnice pfimky | Korela¢ni koeficient | LOQ [nmol/l] | LOD [nmol/l]

BIO |

BH2

NEO
NH2 |

5586,1x — 5977,6 0,9993 0,510 0,155
180,5x — 588,84 0,9998 5,820 1,760
10321x + 21316 0,9994 0,544 0,165

313,7x — 3577 0,9990 13,340 4,040

Tabulka 29: Ovéfeni linearity a citlivost metody pro jednotlivé analyzované latky za pouziti
50mM AmAc 10% pH 9,8 na BEH AMIDE
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5.3.2 Chromatograficka kolona BEH GLYCAN

Pro tuto kolonu byla za optimalni mobilni fazi vybrana 50 mM AmAc o pH 6,8
s 20% obsahem vodné slozky a 80% ACN. Pfi menSim mnozstvi vodné slozky
(nez 20%) se sice jednotlivé piky od sebe vice separovaly, ale u BH2 dochazelo

k nezadoucimu chvostovani, které zkreslovalo vysledky (obrazek 41).

20% 50mM AmAc, pH = 6,8/ACN, f = 0,4 ml/min

UPLC_Columns: Solvents: pH: SampleName: HILIC GLYKAN21 50mM AmAc6.8 SMES

200.00 \
o | !
100.00- 21% \\

EU

[
| \ //
000 )\~

UPLC_Columns: Solvents: pH: SampleName: HILIC GLYKAN20 50mM AmAc6.8 SMES

300.00

200.00+

EU

20%

100.004

UPLC_Columns: Solvents: pH: SampleName: HILIC GLYKAN18 50mM AmAc6.8 SMES

300.00+

2 200.00]
18%

100.004

0.00 e — — — — R —
0.00 050 1.00 150 200 250 3.00 350 4.00 450 5.00 550 6.00

Minutes

Obrazek 41: Vyhodnoceni nejlepSich separa¢nich podminek pro smés pteridint
za pouziti 50mM AmAc pH = 6,8 s obsahem vodné slozky: 21%, 20% a 18%

Test zpusobilosti systému

Pro tento test byl stejné jako u predchazejici kolony pouzit roztok smési vsech

standard pteridini. Méfeni bylo provedeno desetkrat.

Ucinnost Vyskovy Faktor Rozliseni
(N) ekvivalent (H) | symetrie (Ag) (Rs) RSD @ | RSD @y

BIO 2150 46 1,04 - 0,69 0,15
BH2 1961 51 1,84 2,11 2,73 0,23
NEO 3446 29 1,12 4,00 2,87 0,14
NH2 4526 22 1,19 2,95 1,52 0,21

Tabulka 30: Praimérné hodnoty testovanych parametra SST pro 20% 50mM AmAc pri pH 6,8

Pozadavek na pocet teoretickych pater N > 900 byl splnén u vSech testovanych latek.
Pozadavek na faktor symetrie piku As< 1,5 byl splnén u vSech testovanych latek.

Pozadavek na rozliSeni Rs > 1,5 byl splnén u vSech testovanych latek.
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Pozadavek RSD < 1% pro opakovatelnost plochy piku byl splnén pouze u BIO.

RSD pro ostatni pteridiny bylo vétsi nez 1%, a proto nesplnovaly stanovené limity. Vliv

na tento vysledek miize mit mala separacni ucinnost kolony, tvar piku nebo stabilita.

Pozadavek RSD < 1% pro opakovatelnost retencniho casu byl splnén u vSech

testovanych latek.

Linearita, rozmezi kalibrace a citlivost

Pro sestrojeni kalibrac¢nich kiivek BIO, BH2, NEO a NH2 byly pouzity roztoky

0 koncentracich v rozmezi 0,2 — 2000 nmol/l (tabulka 31). Kalibra¢ni kiivky sestavené

ze ziskanych hodnot byly pro vSechny latky linearni. Korela¢ni koeficient byl
pro vsechny pteridiny kromé NH2 roven 0,9990, u kterého byl nizsi (0,9988). Metoda

byla nejcitlivéjsi pro BIO a NEO a nejméné citliva pro BH2.

Latka | Rovnice pfimky | Korela¢ni koeficient | LOQ [nmol/I]

LOD [nmol/l]

BIO 8715x + 8982,4 0,9990 0,708 0,214
3 VA 405,02x — 1059,7 0,9990 4,570 1,380
(0l 8015,6x + 39216,8 0,9990 0,576 0,174
;A 255,13x —5943,4 0,9988 2,950 0,894

Tabulka 31: Ovéfeni linearity a citlivost metody pro jednotlivé analyzované latky za pouziti

50mM AmAc 20% pH 6,8 na BEH GLYKAN
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6.ZAVER
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1. Byly testovany celkem tfi analytick¢ HILIC kolony (BEH AMIDE, BEH GLYCAN,
BEH HILIC) za pouziti riznych chromatografickych podminek. VSechny kolony
byly zaloZzeny na hybridni stacionarni fazi (BEH), ktera umoznovala pracovat
vrozmezi pH od 1 — 8 (pro BEH HILIC) a 2 — 11 (pro BEH AMIDE a BEH
GLYCAN). Délka kolony i velikost castic byly u vSech tii typt kolon stejné
(2,1 x 100 mm, 1,7 pm). Za HILIC podminek bylo elu¢ni potadi pozorovanych
analyti nasledujici: BIO — BH2 — (BH4) — NEO — NH2,

2. Vramci testovani bylo zkoumano reten¢ni chovani jednotlivych pteridind
Vv zavislosti na poméru organické a vodné slozky mobilni faze, vliv ptidanych piisad
do mobilni faze, molarit¢ a na pH.

Nejvétsi vliv na retenci pteridind méla zména poméru vodné a organické slozky
mobilni faze. Se zvySujici se koncentraci organické slozky mobilni faze zaroven
rostla retence. Od 50% - 85% koncentrace ACN v MP rostla retence pozvolna,
naproti tomu pii 95% koncentraci ACN byl ndrGst mnohem vyraznéjsi. Doslo
K extrémni retenci, ktera ale uz nebyla pro bézné a rychlé stanoveni pteridind
zadouci. Doba analyzy se pro NEO pohybovala i v fadech hodin.

Do vodné slozky mobilni faze byl pfidavan octan amonny (10mM — 100mM)
nebo kyselina octova (0,1% a 0,5%). Vliv pH byl testovan v rozmezi 3,8 — 9,8.

Nejsilngjsi retence bylo dosazeno pii pouziti 100mM octanu amonného
pii pH 9,8. U 50mM octanu amonného v rozmezi pH 4,8 — 8,8 byla schopnost
retence podobnd. Nejniz§i retence bylo dosaZeno pouZitim octanu amonného

pti pH 3,8 a pfi pouziti zfedéné kyseliny octové.

3. Kolona BEH HILIC nebyla pro analyzu smési pteridini pouzita, protoze
neposkytovala dostate¢nou selektivitu ani retenci. Piestoze bylo separace samotného
BIO a NEO docileno za v§ech zkoumanych podminek, nedochazelo u ni k vyhovujici
separaci smési pteridini. Zejména pary BIO — BH2 a NEO — NH2 se od sebe viibec

nepodafilo oddélit. Proto byla pro tuto studii oznacena jako nevhodna.

4. Naproti tomu kolony BEH AMIDE a BEH GLYKAN umoznily dobrou separaci
vSech Ctyf pteridint. pH nizsi nez 4,8 sice poskytovalo velmi Siroké piky, které
neumoznily separaci derivatt, ale pH 4,8 — 7,8 bylo pro separaci vhodné. Za pouziti
vysokého pH (9,8) jiz nedochazelo klepsi separaci derivati. Navic byla

prodluZzovéna doba analyzy, coz nebylo zadouci.
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5. Kli¢ovy problémem analyzy byla stabilita derivat pteridini (BH2 a NH2). Piestoze
bylo dodrzovano uchovavani vzorkd vtemnu, chladu a bez pfistupu kysliku,
redukované formy podléhaly oxidaci. Snaha zvysit stabilitu piidanim dithiothreitolu
¢1 kyseliny askorbové piispéla k pomalejsi oxidaci derivatl, ale zcela ji nezastavila.

Nejlepsi vysledky poskytl 0,5% dithiothreitol, ktery zvétsil plochu pikt
redukovanych forem, zpomalil oxidaci a zmensil plochu piki BIO a NEO,
které vznikaly z redukovanych forem. Kyselina askorbova také zpomalila oxidaci
derivatii pteridina. Plochy pika derivath se sice béhem 24 hodin zmenSili pouze
0 10%, ale zaroven se vyrazné zvétsila plocha piki BIO a NEO separovanych
ze vzorku derivati. U BIO vzrostla plocha piku dvakrat a u NEO dokonce osmkrat.

Otazka stability redukovanych forem pteridini b&hem této studie nebyla

vyresena.

6. Pro test zptisobilosti systému a ovéteni linearity byly vybrany dvé chromatografické
kolony (BEH AMIDE a BEH GLYCAN) analezeny optimalni mobilni faze
pro separaci zkoumanych latek. Pro kolonu BEH AMIDE byly zvoleny tfi druhy
mobilni faze, a to:

50mM AmAc pii pH = 3,8, voda: ACN (20:80)
50mM AmAc pii pH = 6,8, voda: ACN (15:95)
50mM AmAc pii pH = 9,8, voda: ACN (10:90)

Pro chromatografickou kolonu BEH GLYCAN byl zvolen pouze jeden druh

mobilni faze, a to:

50mM AmAc pii pH = 6,8, voda: ACN (20:80).

Test zpusobilosti systému poskytl za vSech testovanych podminek uspokojivé
vysledky. Porovnani vysledkli separaéni ucinnosti ukazalo, ze je zvySovéna
Vv zavislosti na rostoucim pH. Separa¢ni ucinnost pti pH 3,8 byla nizsi nez pii pH 9,8,
kdy bylo dosazeno nejlepsich vysledkd.

Porovnanim amidovych kolon prvni a druhé generace pii pH 6,8 bylo zjisténo,
ze kolona prvni generace (BEH GLYKAN) vykazuje niz$i separacni ucinnost

nez kolona generace druhé (BEH AMIDE).
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7. Po sestaveni kalibracnich kfivek bylo zjisténo, Ze vSechny vybrané metody jsou
linearni. NejlepSich vysledkti bylo dosazeno na koloné¢ BEH AMIDE pfi pH 6,8,
kde byla hodnota korela¢niho koeficientu v rozmezi 0,9992 — 1. Piestoze se vSechny
hodnoty korelacnich koeficientl blizily jedné, bylo patrné, Ze s rostoucim pH rostla
I hodnota korelacnich koeficientti. Hodnoty ziskané na koloné BEH GLYKAN byly
nizsi, nez na koloné¢ BEH AMIDE.

V ramci kvantitativniho a detek¢éniho limitu bylo zjisténo, ze citlivost metody
pro B1O a NEO byla na obou kolonach (BEH GLYKAN a BEH AMIDE) pii stejném
pH podobna. Naproti tomu hodnoty limitt redukovanych forem pteridina (BH2,
NH2) se vyrazné lisily (tabulka 32). V ramci rostouciho pH na kolon¢ BEH AMIDE
nebylo pozorovano zvyseni citlivosti metody. Podle o¢ekavani byla metoda (na obou
kolonach i pfi rizném pH) vzdy pro BIO a NEO citlivéjsi nez pro redukované formy,

a to diky jejich silné fluorescenci charakteristické pro oxidované formy pteridinti.

» A DE P 8 B A DE pH 6,8
OQ 0 OD 0 R OQ 0 OD 0 R
BIO 0,584 0,177 0,9990 0,780 0,236 0,9998
O 0,490 0,148 0,9992 0,504 0,153 0,9999
B 1,650 0,500 0,9997 0,844 0,256 1,0000
10,600 3,210 0,9984 5,50 1,667 0,9992
» A Dl=Ne B AN P
OO0 0 OD R 00, 0 OD R
BIO 0,510 0,155 0,9993 0,708 0,214 0,9990
O 0,544 0,165 0,9994 0,576 0,174 0,9990
B 5,820 1,760 0,9998 4,570 1,380 0,9990
13,300 4,040 0,9990 2,950 0,894 0,9988

Tabulka 32: Porovnani citlivosti metody a ovéfeni linearity na zkoumanych kolonach

Pro tuto analyzu byla za nejvhodné&jsi kolonu zvolena kolona BEH AMIDE,
ato diky svym vlastnostem umoznujicich dostate¢nou retenci a selektivitu pro

separaci smesi vSech Ctyft pteridind.
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