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1. Cile prace:

o Vypracovani reSerSe na téma Cyklosporin A, hmotnostni
spektrometrie a metoda pfimého nastfiku do hmotnostniho
spektrometru

o Vyvoj a optimalizace metody pro stanoveni Cyklosporinu A

o Validace metody

o Aplikace metody na vzorky krve pacientl



2. Teoreticka cast:



2.1. Cyklosporin A

2.1.1. Co jeto CyA

Cyklosporin A (CyA) (Obr.1) je pfirodni cyklicky polypeptid se selektivhim
imunosupresivnim ucinkem. Cyklosporiny jsou produkovany vlaknitymi houbami

Cylindrocarpon lucidum, Typocladiumum inflatum a dalSimi.
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Obr. 1. Cyklosporin A

(http://images.rxlist.com/images/rxlist/restasis1.gif)



2.1.2. Vyuziti CyA

CyA se vaze na bunécné cytoplazmatické proteiny cyklofiliny patfici mezi
imunofiliny. Muze se dale vazat s kalcineurin-kalmodium-kalciovym komplexem a
zpusobovat nekompetitivni inhibici aktivity kalcineurin fosfatazy. Kalcineurin
fosfataza je nutna k aktivaci intrabunéénych faktoru, jako je napf. NFAT (nuclear
factor of activated T-cells), ktery po vstupu do buné&cného jadra aktivuje transkripci
cytokind jako je interleukin 2 (IL-2), coz je dulezity krok aktivace T-lymfocytu.
Biologicka dostupnost CyA, prumérné kolem 30 %, je nesmirné variabilni
v rozmezi 5 az 70 %.

Imunosupresivni ucinky byly u Cyklosporinu A objeveny jiz v lednu roku 1972
firmou Sandoz v Bazileji a jeho prvni vyuziti u organovych transplantaci velmi
zlepsSilo preziti transplantovanych organu i pacientl po transplantaci. Poprvé byl
uzit k prevenci rejekce organt vroce 1980 pfi transplantaci ledvin (1) a
transplantaci jater (2).

Dva roky po jeho objevu v roce 1974 byl u CyA objeven i protizanétlivy ucinek
pfi IéCbé autoimunitnich chorob.

Pouziti CyA k |éCbé akutni rejekce po transplantaci plic bylo dalSim krokem
po jeho aplikaci pfi transplantacich jater a ledvin. Dobré vysledky IéCby pfinesly
znacny narUst poCtu transplantaci plic ve svété z 33 operaci v roce 1988 az na
1486 roku 2007. Bohuzel je akutni buné&na rejekce jiz v prvnim roce po
transplantaci u tohoto typu transplantace bézna. Vyskytuje se az v 90 % pfipadud
(3), kde se projevuje perivaskularni infiltraci tkané monoklearnimi burikami
imunitniho systému vedouci ke vzniku zanétu v okolni tkani a nasledné rejekci
organu (4). Uziti CyA vede k zamezeni této reakce a tedy i k vyraznému
prodlouzeni doby Zivota transplantatu (5).

Naproti akutni rejekci chronicka rejekce organu probihd zcela jinym
mechanizmem. Napfiklad takzvana obliterujici bronchiolitida (BOS — bronchiolitis
obliterans syndrom) se projevuje obstrukcemi dychacich cest a je spiSe nez zanét
fibroproliferativni porucha plicni tkané (6). Bohuzel median pfeziti pfi diagnoze
BOS je pouze 2 roky a navzdory dosazenému pokroku v IéCbé akutni rejekce
zUstava v podstaté beze zmény (7). Zjisténi, ze CyA ve formé aerosolu mulze

branit Ci zdrzet rozvoj chronické rejekce plic vedlo k vzestupu uziti aerosolu CyA,
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kdy v sou€asné dobé probiha nékolik studii zabyvajicich se vyuzitim CyA aerosolu
nebo prasku v této oblasti.

Dnes se CyA vyuziva také pfi IéEbé onemocnéni jako je atopicka dermatitida,
pyoderma gangrenosum, psoriaza (8), nebo tézké pfipady revmatoidni artritidy (9).
Mimo to byl uspésné pouzit u pacientd s tézkou akutni ulcerdzni kolitidou, ktefi
nereagovali na lécbu steroidy (10).

Také pfi |éCbé suchého zanétu rohovky je mozno vyuZzit terapie pomoci
oCnich kapek obsahujicich CyA jako alternativu k obvyklé |éCbé pomoci
steroidnich preparatd (11).

PFi 1éCbé pacientd s tézkym astmatem bylo pouzito CyA jak oralné, tak
inhalacni cestou. Nevyhodou oralni aplikace CyA je Casty vyskyt vedlejSich ucinkd
na organizmus (12). Tomuto se Ize vyhnout inhala¢ni aplikaci, kde jsou cilené
cyklosporinu vystaveny pfimo plice pacienta, a hladina CyA v krvi zUstava pod
hranici toxicity (13).

DalSi zajimava vlastnost CyA je jeho neuroprotektivni puasobeni u
traumatickych poskozeni mozku. Jak bylo prokazano v experimentu na zvifatech,
CyA snizuje toto poskozeni (14).

CyA muze byt vyuzit i u IéCby srdeCnich obtizi. Otevieni mitochondrialnich
permeabilnich pfevodnich poérad (PTP — permeability transition pore), k némuz
dochazi pfi ischemii, reperfuznim poskozeni tkané (15) nebo po infarktu myokardu
(16), je fyziologickou reakci na tyto stavy. ZvySi se koncentrace intracelularniho
Ca?*, ktery zrychli srdeéni cyklus (17), ale nadmérné otevieni PTP vede
k hypertrofii srdecni svaloviny. CyA vazici se na cyklofilin D blokuje pomoci vazby
na PTP jejich nadbyte¢né otevirani a tim nejen sniZuje koncentraci Ca®* v burice,
ale také zabranuje hypertrofovani srdce jako odpovédi na ataku (18). Blok PTP
dale vede k zmirnéni vyliti cytochromu C, ktery mize zpUsobovat programovanou

bunéénou smrt (15).

2.1.3. Nezadouci ucinky CyA

Jednim z Castych vedlejSich u€inku CyA je poSkozeni ledvin. Mechanizmus
tohoto efektu neni zcela objasnén, ale je znamo, ze zahrnuje zvySeni vaskularniho

odporu, vedouci ke snizeni pratoku krve ledvinami, produkci reaktivnich volnych
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radikald a aktivaci cytochromu P450. Dale dochazi ke zvy3ené expresi
fibrotizujicich rudstovych faktor(, stimulaci vazokonstrikce zasahem do bunééné
koncentrace Ca®* a zvy$ené expresi receptor(l pro angiotensin Il. Bylo téZ zji$téno,
ze CyA podporuje ovlivnénim Fas molekul, apoptézu renalnich bunék.
Nefrotoxicita CyA se tedy projevuje predevSim apoptézou bunék a vazokonstrikci
ledvin (19).

2.1.4. Mechanizmus uc¢inku CyA

Jak jiz bylo popsano vyse, CyA tlumi otevieni PTP (permeabilnich
prevodnich péri mytochondrii) a tim inhibuje vyliti cytochromu C a posileni
apoptozy bunky.

Dale spolu s cyklofilinem D tvofi komplex, ktery se zabudovava do PTP a
inhibuje fosfatazu (kalcineurin) (Obr. 2). PTP se vyskytuji v mitochondrialni
membrané bunék myokardu, kde slouzi k transportu Ca®" iontt do mitochondrii
(15). Ca®* vstupujici do mitochondrii méni transmembranovy potencial
mitochondrii a neni-li regulovan, vede k poru$e funkce mitochondrii (18). Ca?*
v mitochondrii ovéem také aktivuje kalcineurin, coz je fosfataza, jejiz vysoka
aktivita stoji za hypertrofii myokadu. Kalcineurin defosforyluje NFAT a tento
defosforylaci aktivovany faktor se vaze na transkripéni faktor GATA, jehoz funkci
je exprese genu zodpovédného za hypertrofii myokardu (20).

Pfes tato plUsobeni nasel CyA hlavni uplatnéni jako imunosupresivum
snizujici aktivitu T-lymfocytu. Toto pusobeni je opét zaloZzeno na kalcineurinu,
ktery kromé& genu kédujiciho hypertrofii, aktivuje toutéz cestou i transkripci
interleukinu 2 (IL-2). Aktivace receptort T-lymfocytl vede ke zvySeni nitrobunécné
koncentrace Ca?* a tedy ke vzrustu aktivace kalmodulinu a nasledné vzniku IL-2
tak, ze kalmodulin aktivuje NFATc, faktor zodpovédny za zvySeni transkripce genu
pro IL-2 a dalSi cytokiny. CyA do této drahy zasahuje vazbou na kalmodulin, ktera

mu zamezi defosforilovat NFATc (21).

12



physical stimulus

- putative mechanoreceptor(s)

: —> NJAG —p
“Nns - K
adenylyl 9 PKC -
cyclase {
ATP —
cyclosporin A =i (] thap5|garg|n \l J
calcineurin \ ;
l
" * Gene w7, If / Ca
PKA 1y \'} CREB t"ﬂuoperaZ|ne ca\lﬁwdulm T
Nucleus KN-93~  CaMKil chelerythrine,

Obr. 2: Mechanizmus uc€inku CyA
(http://www.biochemj.org/bj/361/0689/bj3610689a07.gif)

2.1.5. Syntéza a biotransformace CyA

Biosyntézu CyA zajistuje cyklosporinsyntaza, coz je neribozomalni syntaza.

Biotransformace CyA probiha v jatrech, kde je zpracovavan systémem
jaternich monooxidaz cytochromu P450. Jeho enzymy metabolizuji CyA na ftficet
metabolitl s rlznou toxicitou i terapeutickou ucinnosti. Sam CyA ma kromé
imunosupresivnich  G¢inkG i nékteré acinky toxické, jako neurotoxicitu,
nefrotoxicitu, hepatotoxicitu (22).

Metabolizovani  CyA cytochromem P450 obnasi hydroxylaci
aminokyselinovych zbytku Cislo 1, 4, 6, 9, demethylaci na AMK-zbytku €. 4 a
oxidaci na AMK zbytku €. 1, vedouci k nové cyklizaci molekuly. K hlavni Casti
degradace dochazi preruSenim vazby mezi AMK-zbytky 1-11, 2-3 a 5-6.
Odpovidajici fragmenty molekuly Ize nalézt v hmotnostnim spektru. Stépeni
v pozici 1-11 lze podpofit zavedenim laktézy do molekuly béhem konverze na
isocyklosporin (23).
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VSechny metabolity vznikajici degradaci CyA jsou vice hydrofilni nez pavodni
molekula, avSak imunosupresivni efekt a vedlejSi u€inky v porovnani CyA a jeho
metabolitd je stale diskutované téma. Zda se, Ze nékteré metabolity vykazuji
dokonce vys8i imunosupresivni aktivitu nez CyA, jiné naopak vyrazné nizsi az
nulovou. Zmény na pozici 4, 6 a 11 vedou k uplné ztraté imunosupresivity, avSak
pfi zméné v pozici 1 zUstava imunosupresivita zachovana.

K degradaci CyA pfi oralnim podani dochazi i kvali HCI a enzymim
pritomnym v Zaludku. Tomuto Ize ucinné branit a zlepsit tak farmakokineticky profil
a dostupnost CyA v organizmu jeho navazanim na nanocCastice men$i nez
100 nm. Nanocastice neposkytuji jen ochranu proti pfimému pUsobeni zaludecni

kyseliny a nizkému pH, ale diky vysoké adhezi urychli i vstfebavani (23).

2.1.6. Stanoveni CyA

Kvuli toxicité a potfebé udrzet terapeutické okno v uzkém intervalu po celou
dobu imunosupresivni |éCby, ktera trva v pfipadé transplantovanych pacientt po
zbytek zivota, jsou hladiny CyA v krvi priilbézné monitorovany.

Terapeuticky index CyA ma uzké rozmezi a u kazdého pacienta je
individualni, stejné tak existuje u jednotlivych pacientd i znacna variabilita
v absorpci, distribuci organizmem, metabolizmu a eliminaci CyA. Bez monitorovani
hladiny CyA a jeho metabolitl by byla volba vhodné terapeutické davky
nemyslitelna. Je tedy zfejmé, Ze terapeutické monitorovani IéCiv (TDM -
therapeutic drug monitoring) je dulezitou soucasti potransplantacni 1éCby.

Existuje nékolik bézné pouzivanych metod monitoringu CyA.

Imunoanalyza, a¢ diky své nenaroCnosti na provedeni Casto pouzivana,
vykazuje niZsi specifitu a diky vyskytu kfizovych reakci mezi protilatkami testu a
riznymi metabolity pfitomnymi ve vzorku mlze dochazet k velmi vyznamnému
nadhodnoceni koncentrace CyA. Nevyhoda tohoto typu metod spocCiva také ve
vySSi cené oproti ostatnim alternativam.

Imunoanalyza je nahrazovana vysokoucinnou kapalinovou chromatografii
s UV detekci (HPLC-UV), ktera se zda byt vhodnéjSi pro tento typ analyz.
V posledni dobé& se rozviji pouziti kapalinové chromatografie ve spojeni

14



s hmotnostni spektrometrii (LC-MS), pfipadné LC-MS/MS. V porovnani s HPLC-
UV, se LC-MS/MS se zda byt vice nez devétkrat citlivejsi.

Identifikace CyA a jeho metabolitd v biologickém vzorku je komplikovana
zalezitost a HPLC-UV neni jiz v dusledku vyvoje na poli tandemové hmotnostni
spektrometrie nejvhodnéjsi technikou pro takové stanoveni. LC-MS poskytuje diky
pouziti mékkych ionizaCnich technik vyrazné lepSi specificitu pro kvantitativni
analyzu v oblasti stopovych koncentraci a navic dodava velké mnozstvi
strukturalnich informaci. Tato technika je pro svoji kombinaci separacnich
moznosti chromatografie s moznostmi hmotnostniho spektrometru v dnesni dobé
prvni volbou pfi strukturni a kvantitativni analyze CyA a jeho metabolitd (23).

Nevyhodou LC-MS/MS pro analyzu vétSiho mnozstvi vzorkd je vySSi
technicka naroCnost, spojena s potfebou online extrakce vzorku, ktera vyzaduje
navic pouziti dodateénych zafizeni. Cini tak tuto metodu ponékud nachyln&jsi ke
vzniku technickych komplikaci. Mimoto, pouZiti pro vice imunosupresiv nez pouze
CyA (Tacrolimus, Everolimus, Sirolimus) by vyZzadovalo zménu nastaveni LC-
MS/MS (24).
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2.2. Hmotnostni spektrometrie

2.2.1. Princip

Princip hmotnostni spektrometrie spocCiva v separaci a analyze molekul a

jejich fragmentd podle poméru jejich hmotnosti k naboji (m/z) ve hmotnostnim

spektrometru za hlubokého vakua. K tomu je tfeba molekuly pfevést na kladné Ci

zaporné nabité ionty (ionizovat). Béhem ionizace se molekulové ionty postupné

rozpadaji (fragmentuji) na mensi nabité i nenabité Casti — fragmenty. Vzniklé

nabité molekulové ionty a fragmenty jsou od sebe separovany podle jejich

hmotnosti m, pfipadajicich na naboj z odpovidajici jednomu elektronu, tedy podle

efektivnich hmotnosti m/z (25)

2.2.2. Instrumentace

Hmotnostni spektrometr obsahuje iontovy zdroj, hmotnostni analyzator,

detektor a vyhodnocujici zafizeni (Obr. 3).

vstup vzorku

vakuum

A 4

iontovy zdroj

v
v

hmotnostni
analyzator

detektor

v

vyhodnocovaci
zarfizeni

Obr. 3: Obecné schéma hmotnostniho spektrometru
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Vzorek je pfivadén do iontového zdroje, kde se rlznymi mechanizmy vytvari
ionty, které jsou dale v iontové optickém systému fokusovany na uzky svazek a
urychleny do hmotnostniho analyzatoru. Nasledné jsou ionty separovany jednim ¢i
vice analyzatory, které mohou ionty délit podle jejich riznych rychlosti letu, nebo
podle trajektorii jejich pohybu v elektrickém a magnetickém poli.

lonty putujici analyzatorem k detektoru musi pfekonat urCitou vzdalenost.
Aby nedochazelo ke ztratam iontl vlivem srazek s neutralnimi molekulami plynu,
musi byt zajisténa dostateCna stfedni volna draha letu iontd. Je tedy tfeba aby

hmotnostni spektrometr pracoval za nizkych tlakd. Obvykle mezi 10 az 10° Pa.

2.2.3. lonizacni techniky

Elektronova ionizace (El)

Elektronova ionizace patfi mezi tvrdé ioniza¢ni techniky. Diky velkému
prebytku ziskané ionizacni energie dochazi k fragmentaci iontll. Podminkou El je
tékavost analytu, protoze k ionizaci dochazi v plynné fazi za vakua.

Zhavena katoda emituje elektrony, jejichZ pFiblizenim k valenénim elektrontim
molekuly muze dojit k ovlivnéni magnetickych poli elektronl, vypuzeni elektronu
z valen¢ni slupky a vzniku radikal-kationtu.

Jestlize molekula ziska pfilis velky prebytek energie, muze dojit k jeji

fragmentaci a v pfipadé rozsahlé fragmentace molekularni ion zcela chybi.

Electron
N Ions Sél:ngyle
*
— IV & |
Filament \ SN

Ion Repeller Trap

Obr. 4: Princip elektronové ionizace
(http://lwww.analyticalspectroscopy.net/ap8 _html_m28d4b6el.jpg)
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Chemicka ionizace (ClI)

Chemické ionizace lze pouzit pouze pro plynné smési latek. Princip a
konstrukce zdroje je zde podobna s El, ovSem v cele je pfitomen reakéni plyn,
obvykle methan, isobutan, nebo amoniak, o tlaku 50 az 100 Pa. Nejprve jsou (diky
velkému nadbytku) ionizovany molekuly reakéniho plynu, které dale ion-
molekularnimi reakcemi ionizuji molekuly analytu.

V iontovém zdroji probiha fada konkurencnich reakci, tou nejCastéjsi je
protonace. Vznikaji, na rozdil od El, pouze ionty se sudym poctem elektronu. Cl je
mékka ionizacni technika, vznik riznych aduktd molekulovych iontl je zavisly na

pouzitém reakcnim plynu.

Chemicka ionizace za atmosferického tlaku (APCI)

Princip APCI je stejny jako u ClI, pouze dochazi k ionizaci za atmosferického
tlaku a prutoku eluentu z HPLC. APCI je tedy metoda ionizace kapalnych vzorku
latek.

Na elektrodu — jehlu — je vlozeno napéti, které zpUsobi koronovy vyboj, ten
ionizuje nejprve molekuly rozpoustédla a nasledné dojde ion-molekularnimi
reakcemi k ionizaci molekul vzorku.

Vzniklé ionty jsou elektrodami usmérfiovany do analyzatoru proti proudu

susiciho plynu, ktery slouzi k rozbiti moznych nekovalentnich klastru.

HPLC inlet i Nebulizer

£ Thermal

/ . container

L |

- —— === Capillary

Corona 1
needle Drying
gas

Obr. 5: Chemicka ionizace za atmosferického tlaku

(http://www.chem.agilent.com/SiteCollectionImages/cag/wad/pharma8/article4_figl.gif)

18



Fotoionizace za atmosferického tlaku (APPI)

K ionizaci APPI se pouziva kryptonové vybojky, jejiz energie je vétSi nez
ionizaCni energie nepolarnich organickych molekul, ale mensi nez ioniza¢ni
energie slozek mobilni faze. Dochazi tedy k selektivni ionizaci pouze analytu.

Lze zde vyuzit pfidani dopantu (benzen, toluen), jenz je také ionizovan a poté
ion-molekularnimi reakcemi interaguje s analytem a tim zvySuje citlivost.

PFfi APPI obecné vznikaji ionty s lichym poctem elektrond a tato metoda je

vhodna pro méné stabilni a nepolarnéjsi latky nez ACPI.

lonizace elektrosprejem (ESI)

Eluent z kolony je do iontového zdroje pfivadén uzkou kapilarou, na niz je
vlozeno napéti 3 — 5 kV. Na konci kapilary dojde pomoci proudu zmlzujiciho plynu
ke vzniku aerosolu. Vzniklé kapi¢ky, nesouci naboj se odpafovanim zmensuji a
roste tedy na jejich povrchu hustota naboje, aZz dojde k tzv. Coulombické explozi,
Cili rozpadu na mensi kapicky, nesouci pomérnou ¢ast naboje. Opakovanim tohoto

déje dojdeme az ke vzniku kvazimolekularnich iontd.

Electrospray lonisation (ESI) and lon Source
Overview

lonised
Liquid (+)

Nebuliser M a S S
Inlet o Spectrometer
> 9§ lon
(LC System) o
Region

Obr. 6: Princip ionizace elektrosprejem

(http://www.lamondlab.com/MSResource/images/lcms/ESL.jpg)
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Mechanizmus fungovani elektrospreje Ize tedy rozdélit na tfi zakladni kroky:
zmlzovani vzorku na malé nabité kapiCky, odpareni téchto kapicek a uvolnéni
iontd.

Tvorba nabitych kapének zavisi na mnoha faktorech, at' jiZ na geometrii a
priméru kapilary, pratoku a sloZeni eluentu, zejména na obsahu aditiv, jako
napfiklad povrchové aktivnich latek, nebo na typu analytu a pouzitém zmlzovacim
plynu.

Zmlzovani mlze probihat pfimo pouze vystupem eluentu z kapilary vytazené
do velmi uzkého konce (nanoelektrosprej), tato metoda je vyhodna diky minimaini
spotiebé vzorku, vysSi citlivosti a mensim narokim na upravu vzorku. Nevyhodou
ESI je niz8i robustnost metody, zplsobovana ucpavanim kapilary. Ve spojeni
HPLC/MS se pouziva pneumatické podpory zmiZeni plynem proudicim ve sméru
vystupu z kapilary. Tfeti moznosti zmlZovani je pfidavny proud kapaliny, toto
usporadani je vhodné, je-li potfeba podpofit ionizaci a v pfipadé vodivého spojeni
pro CZE/MS (kapilarni zonova elektroforéza s hmotnostni detekci).

PFi vstupu iontll z iontového zdroje do vakua dochazi k velkému ochlazovani
a tvorbé nezadoucich klastri. Tomu lze zamezit vyhfatim iontového zdroje. Pro
odstranéni neutralnich molekul a vodni pary z transportni ¢asti ESI je mozné s
vyhodou pouzit protiproud dusiku (26).

ESI je Setrna ioniza¢ni technika hodici se i pro tékavé a termalné méné
stabilni latky. Je pouzitelna pro Siroké pole analytu, latek polarnich az iontovych.
Velkou pfednosti ESI je moznost vzniku vicenasobné nabitych molekulovych iont(
latek s vice potencialnimi nabojovymi centry (biomolekuly jako napf. peptidy).
Ziskame tedy spektrum kvazimolekularnich iontd s riznymi pocty naboji. Diky
tomuto jevu je ESI také vhodna pro analyzu biopolymeru s velikosti molekuly

v tisicich az desetitisicich Daltonu (27).

lonizace a desorpce laserem za ucasti matrice (MALDI)

Pouziti matrice je vyhodné v tom, Ze energie dodana laserem je absorbovana
slozkami matrice a az poté prfedana molekuldm. Energie dodana matrici uz
nedostaCuje k fragmentaci molekul. Ve spektru proto pozorujeme molekulové

ionty. Jde tedy o mékkou ionizacni techniku.
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Pro MALDI je dulezitda spravna pfiprava vzorku a vybér vhodného
rozpoustédla a matrice. Rozpustény vzorek se smicha s matrici a odpafi se
prebyteCné rozpoustédlo. Nasledné je kratky laserovy pulz absorbovan matrici a
dojde k pfenosu absorbované energie a desorpci a ionizaci molekul vzorku a jejich
ion-molekularnim reakcim.

Jak je patrno, MALDI je pulzni ionizaCni technika, pouziva se témér vyhradné
s TOF analyzatory. Je vhodna obzvlasté pro velké molekuly, jako jsou biopolymery

s hmotnostni v desitkach a stovkach tisic Daltonu.

1 To
& TOF MS
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Beam N, ~337 nm e
Ions
4, N\ &

t
'\“\ \\ R Sample
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30 NN i
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B ‘-I-.,-
ol = = / Holder

Obr. 7: MALDI ionizace

(http://www.psrc.usm.edu/mauritz/images/maldi2b.jpg)

DalsSi ambientni ionizaéni techniky (DESI, DART)

Od objevu DESI (desorpc¢ni ionizace elektrosprejem) se vyviji celd skupina
desorpcné-ionizacnich metod, zvanych ambientni ionizaCni techniky. Nazev
ambientni je odvozen od pfitomnosti analytu na povrchu vné hmotnostniho
spektrometru pied pfimym vstupem API (atmospheric pressure inlet), kterym jsou
analyzatory vybaveny kvuli kompatibilité s ESI. Laserem desorbovany analyt tudy
vstupuje do hmotnostniho spektrometru (28).

DESI je alternativa klasického elektrospreje, kdy je kapilarou pfivadéno
pouze rozpoustédlo a vzorek se nachazi na destiCce mezi ustim kapilary a
vstupem do analyzatoru pod takovym uhlem, aby byly ionizované molekuly analytu
strhavany dale do pfistroje. Jelikoz u tohoto usporadani odpada uprava vzorku, je

metoda vhodna napfiklad pro analyzu rostlinnych a zivocCiSnych tkani.
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DART (pfima analyza v realném case) funguje na podobném principu jako
DESI, kdy vzorek bez uprav vpravime do prostoru pfed vstup do analyzatoru a

nechame na néj pusobit proud ionizovaného plynu (He €i N,) (26).

2.2.4. Hmotnostni analyzatory

Hmotnostni analyzator je umistén za iontovym zdrojem a slouzi k rozdéleni
iontd o rdzném poméru hmoty a naboje (m/z), vystupujicich z iontového zdroje.
Mirou tohoto rozdéleni je rozliSovaci schopnost (RP — resolving power).

Existuji dvé moznosti definice rozliSovaci schopnosti analyzatoru.

Vypocet zaloZeny na prekryvu dvou pikd vyuzivd pomér hmotnosti m; a
rozdil hmotnosti m; a m, s jednotkovym nabojem, kdy oba piky jsou stejné vysoke,
prekryvaji se z 10 % (tj. ,udoli“ mezi nimi je 10 %) a maji jednotkovy nabo;j.

RP =my/ (my - my)

Tento druh vypoctu se pouziva pouze u magnetickych analyzatoru.

Univerzalné pouzivana je definice zalozena na Sifce jednoho piku (FWHM —
Full Width at Half Maximum), €ili pomé&r hmotnosti iontu m a Sifky piku tohoto iontu
Am v poloviné jeho vysky.

RP=m/Am

Spravnost uréeni hodnoty m/z (Mass Sccuracy) lze vypodcitat jako rozdil
hodnoty ziskané experimentem a hodnoty vypoctené, vztazeny k této teoretické
hodnoté.

e I

(m/2)..,,

Jak je patrno z rovnice, jde o bezrozmérnou veli€inu.

Spravnostm/z =

Diky vysoké presnosti urCeni hmoty iontu lze ur€it jeho slozeni. Jako
minimum, dostacujici k pfesnému ur€eni hmoty, se uvadi pfesnost 5 ppm s externi
kalibraci hmotnostni stupnice. V sou€asnosti vSak néktera feSeni poskytuji
presnost i pod 1 ppm.

K rozdéleni iontl Ize pouzit hmotnostnich analyzatord, fungujicich na zakladé
rliznych fyzikalné chemickych principu.

o  magnetické analyzatory - zakfiveni drahy letu iontd v magnetickém nebo

elektrickém poli
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o  kvadrupdly a iontové pasti — rlizna stabilita oscilaci iontl v dvoj- nebo
troj- rozmérné kombinaci stejnosmérného a vysokofrekvencniho
stfidavého napéti

o  analyzatory na principu doby letu iontu (TOF — time of flight) - doba letu
iontd po definované draze bez pfitomnosti pole zavisi na poméru m/z

o iontova cyklotronova rezonance — ICR — rlizné absorpce energie pfi
cykloidalnim pohybu iontd v kombinovaném elektrickém a magnetickém

poli

Magneticky analyzator s jednoduchou fokusaci

Magnetické pole interaguje s prolétavajicim iontem a zakfivi jeho drahu. Mira
odstrediva sila. Kineticka energie iontu vstupujiciho do analyzatoru Ey je ovlivnéna
nabojem iontu z a potencialem urychlujiciho pole V. Nikoli vS8ak hmotnosti iontu m.

Ex = 1/2m-v*=z-V
Dostfediva sila magnetického pole B-z-v musi byt vrovnovaze se silou
odstiedivou m-V?/r, tedy:
B-z:v =m-AIr
Z Cehoz |ze odvodit zakladni rovnici pro magneticky analyzator:
m/z = B®-FPI2V

Polomér drahy iontd tedy zavisi na m/z, B, V a pokud plynule ménime B
(magnetické skenovani), nebo V (potencialové skenovani), pfi zachovani
poloméru drahy r, projdou postupné vSechny ionty vystupni $térbinou analyzatoru

a zaznamename jednotliva m/z. Timto zpusobem ziskame hmotnostni spektrum.

Elektrostaticky analyzator

Tento typ analyzatoru slouzi k energetickému sjednoceni iontl ze zdroje,
nebot' ty maji po ionizaci urCitou distribuci energii. Zde opét musi platit rovnost
dostfedivé a odstfedivé elektricke sily.

z-E=m-AIr
kde E je intenzita elektrického pole.
Energie iontd po urychleni potencialem je:
Ex =2V =1/2m-V
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Polomér zakfiveni drahy letu iontu v elektrickém poli Ize tedy dopocitat jako:
r=2-V/E
Jak vidime, draha iontu zde neni zavisla na m/z, ale pouze na jeho kinetické
energii.
Spojenim elektrostatické (E) a magnetické (B) fokusace dosahujeme
vyrazneého zvySeni RP. Geometrie E-B sektorovych analyzatord se znacné rdzni,

jak je vidét na obrazku €. 8.

magnetické magnetickf
pole A
elektrickeé
pole '
zdroj sdre; kolektor__
a)Uspofddén{ pol{ podle b)Uspoiddéni pol{ podle
Mattaucha a Herzoga -~ Niera a Johnsona
~
kolektor
| elektrické
skuteény .. ____ pole
obraz o ]
lektric_magnetické agnetxcké
ké pole pole ; pole
i kolektor
d.—
zdroj zdroj
c)Uspotfddant pol{ podle Matsudy d) Inverzn{ uspofdddni pol{

Obr. 8: Usporadani E-B sektorovych analyzator(
(http://www.okbpavlin.cz/prirucka/JVATO_soubory/image004.jpg)

Kvadrupdlovy analyzator (Q)

Jde vlastné o hmotnostni filtr, kdy iont, pfivedeny mezi Ctyfi kovové tyCe
projde po stabilni draze k detektoru pouze pfi urcité hodnoté napéti U a amplitudy
V. VSechny ostatni ionty vykazi nestabilni drahy oscilaci a jsou zachyceny tyCemi
(elektrodami).

Skenovani MS spektra je mozno plynulou zménou U a V, kdy ale jejich
pomér zlstane zachovan. V takovém pfipadé jsou postupné vSechny ionty

postupné propustény k detektoru.
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Na dvé protilehlé elektrody je viozeno kladné stejnosmérné napéni a na
druhé dvé elektrody zaporné stejnosmérné napéti. Na vSechny je také
superponovano vysokofrekvencni stfidavé napéti.

PfestoZe pro maximalizaci RP by byl optimalni hyperbolicky prufez elektrod,
Vv praxi se toto feSeni nevyuziva kvuli technické naro¢nosti vyroby.

Skenujeme-li v rozsahu napf. 1000 m/z, na detekci iontu mame pouze 1/1000
Casu skenu, po zbytek doby jsou ionty s timto m/z zachyceny elektrodami. Pro
zvySeni citlivosti skenu tedy snizime rozsah detekce (zvySime dobu registrace

daného iontu).

Detector

resonant ion

Source

dec and ac voltages

Obr. 9: Schéma kvadrupdlu

(http://www.files.chem.vt.edu/chem-ed/ms/graphics/quad-sch.gif)

Selektivni zaznam iontu (SIM, Selected lon Monitoring) sice vyrazné zvysi
citlivost ovéem na ukor méfeni pouze jednoho, popfipadé nékolika iontl. Tento
zaznam intenzity urcité m/z v ase je vhodny pro kvantitativni a stopovou analyzu

za predpokladu, Ze zname strukturu iontu.
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Jednoduchost, rozméry a relativné nizka cena kvadrupdlu vedly k jeho
masovému rozSifeni zejména u tzv. stolnich hmotnostnich spektrometrd pro
spojeni se separacnimi technikami (GC/MS, HPLC/MS, CZE/MS).

lontova past (IT)

lontova past je v podstaté trojrozmérny kvadrupal. lonty jsou ze zdroje pulzné
vypuzeny do prostoru pasti, kde vSechny ionty o hodnoté m/z vySSi nez je
amplituda vloZzeného vysokofrekvenéniho napéti osciluji po stabilnich drahach
v pasti a jsou postupné zvySovanim amplitudy vypuzovany k detektoru (jejich
drahy se stavaji nestabilnimi).

U iontové pasti Ize pouzit i interni ionizace — ionizace molekul pfimo
v prostoru pasti, tohoto je bézné pouzivano u GC/MS (plynova chromatografie
s hmotnostni detekci) s EI.

Sféricka iontova past je usporadani s externi ionizaci, kdy jsou ionty pulzné
davkovany otvorem v koncové elektrodé do iontové pasti, slozené z kruhové
elektrody s vlozenym stfidavym napétim a dvou uzemnénych koncovych
hyperbolickych elektrod. Vlozenim napéti o vhodnych pomérech na elektrody pasti
jsou uvnitf zadrZeny ionty (s ucinnosti cca 5 %), které jsou poté postupnou
zménou napéti vypuzovany k detektoru. Do pasti se zavadi helium, jako tlumici
plyn, vyrazné zlepSuje RP a zachyt iontl tak, ze tlumi oscilace iontd. | zde se
popis oscilaci fidi Mathieuovymi rovnicemi.

Druhou moznosti uspofadani je linearni iontova past, coz je obdoba
kvadrupodlu s vstupni a vystupni diskovou elektrodou a bez stejnosmérného napéti
na tycCich.

Mnozstvi iontl, davkovanych do pasti je tfeba regulovat, protoze v pfipadé
preplnéni pasti dochazi ke vzniku prostorového naboje, ktery ovlivni harmonicky
pohyb iontl. Rezonance iontl pfes hodnoty m/z bude vys$i a dojde k rozsifeni
pik(. Dojde tedy ke snizeni citlivosti a rozliseni, muze dojit i k posunu m/z
k vy$8im hodnotam.

Vzniku prostorového naboje Ize predejit velmi kratkym pfedskenem, kdy se
podle mnozstvi iontl v tomto prfedskenu automaticky upravi doba davkovani do
pasti tak, aby nedoslo k jejimu pfeplnéni. Alternativni moznosti je automaticka

Uprava plnéni pasti podle mnozstvi naboju v pfedchozim skenu. Obé tyto moznosti
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umozni stanoveni hlavniho piku i kontaminantu vedle sebe aniz by dochazelo
k pfeplnéni pasti.
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Obr. 10: lontova past

(http://Iwww.medicinescomplete.com/mc/clarke/current/images/Clkmass_spectrometryF007_

default.png)

Linearni iontova past

Pristroj QTRAP, pouZzity pfi vSech experimentech pracuje na principu QqQ,
s tim Ze posledni kvadrupdl muze fungovat jako linearni iontova past.

Linearni iontova past je v podstaté konstruk¢né shodna s klasickym
kvadrupélovym analyzatorem, ktery ma ovSem navic na tyCich i stejnosmérnou
sloZzku napéti. Hlavnim rozdilem proti kvadrupdlu je vioZeni stejnosmérného napéti
na vstupni a vystupni Stérbinu analyzatoru. Toto ma za nasledek uvéznéni Castic

v analyzatorové pasti.
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Analyzator doby letu (TOF)

Jak uz nazev napovida, TOF urCuje hmotnost iontu z doby letu Castice. lont
s menSi hodnotou m/z o stejné kinetické energii se bude pohybovat v oblasti bez
pole rychleji, takze dfive doputuje k detektoru. lonty jsou urychleny kratkym
pulzem a vstupuji do analyzatorové trubice, kde se méfi Cas jejich dopadu na
detektor. Z Casu se ur€i pomér m/z. Skenovani spektra je rychlé a rozsah m/z je
omezen v podstaté pouze dobou analyzy. Cim del$i &as skenovani, tim vyssi
pomér m/z Ize ziskat, Ize i vice neZ m/z =10°.

Molekuly, urychlené elektrickym potencialem V, ziskaji ionizaci pfiblizné
stejnou energii a plati tedy:

Ex=1/2mv* =2V

Pfi draze letu | a rychlosti v je tedy doba letu iontu t = I/v. Z téchto rovnic
ziskame vztah pro m/z:

m/z = 2-V-£I1?

RP neni u tohoto typu analyzatoru pfili§ vysoké, ale Ize dale nékolikanasobné
zvysit z cca 1000 - 3000 na 25000 az 50000 ve specialnich pfipadech.

Prvni moznosti jak toho dosahnout je pouziti reflektronového (nebo téz
iontového) zrcadla, tzv. rTOF. Reflektron vyrovna distribuci energii iontd, vzniklou
béhem ionizace a tim zlepSi RP analyzatoru. lonty s vys$Si Ex proniknou hloubéji
do reflektronu nez ionty s niz8i Ex (hloubka praniku nezavisi na m/z), ¢imz dojde
k opozdéni jejich odrazu a vyrovnani distribuce energii.

Druhou moznosti je opozdéna extrakce iontd (DE), ktera koriguje disperzi
kinetickych energii tak, Ze se extrakéni napéti na MALDI zdroji neaplikuje hned po
ozareni laserovym paprskem. Toto zpozdéni zplsobi zménu distribuce iontd. lonty
o stejném m/z, ale s vy$Si Ex se budou nachazet dale od nosiCe a po aplikaci
napéti se pocatecni distribuce Ei pro ionty o stejné m/z vyrovna. Nevyhodou této

metody je jeji fungovani pouze v pfedem zvoleném intervalu m/z (26).

lontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci (FT-ICR)

Dostane-li se iont do silného magnetického pole (cca 7 Tesla), zatne se
pohybovat po cykloidalni trajektorii o urcité frekvenci, kolmé na smér viozeného

magnetického pole. Uhlova frekvence wc iontd je nepfimo umérna jejich m/z.
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Kde r je pramér magnetického pole, v postupova rychlost a B indukce
magnetického pole. Vzhledem ke draze, kterou ionty opisuji, je jejich doba
setrvani v analyzatoru relativné dlouha (5 - 10 ms). Dojde-li k rezonanci frekvence
pohybu iontu a frekvence vloZzeného radiofrekvencniho pole, absorbuje iont energii
z tohoto pole. Absorbce vyvola indukci proudu v pfijimaci, kterou lze registrovat.
Zaznam MS spektra Ize provést plynulou zménou radiofrekvenéniho pole pfi
konstantni indukci pole magnetického.

Celu pro FT-ICR tvofi dvé desticky, Celni a zadni, kolmé na smér
magnetického pole, dvé bocni transmisni desti¢ky, slouzici k buzeni iontd a dvé
destiCky detekéni, pfijimajici signal od jiz vybuzenych iontd. Supravodivych
podminek je dosazeno ulozenim cely v kapalném heliu.

Kratky pulz elektront pfes otvory v €elni a zadni desti¢ce ionizuje molekuly.
Poté nasleduje vystaveni ionizovanych molekul radiofrekvenénimu stfidavému
napéti s frekvenci rostouci od nuly do nékolika MHz, diky kterému dojde k excitaci
iontd. Po skoncCeni excitace nastava faze detekéni — zaznamenani signalu
vybuzenych ionth. Casova zavislost proudu obsahuje informace o frekvencich
iontd s riznymi m/z a je feSena Fourierovou transformaci.

Vyhodou cyklotronové rezonance je to, Ze vznik iontdl a jejich MS i MS"
probiha v jednom misté. Navic jsou vSechny ionty detekovany zaroven. Umoznuje
tedy rychlé snimani a akumulaci spekter. Vedle vysoké citlivosti se vyznacuiji i
vybornou rozliSovaci schopnosti. Nevyhodou jsou vysoké naroky na vakuum a

vysoka cena pfistroju (25, 26).

2.2.5. Tandemova hmotnostni spektrometrie

Za tandemovou hmotnostni spektrometrii se oznacuje takova technika, kdy je
zapojeno vice analyzatorl za sebe, pfiemz jeden Ci vice analyzator( vyberou
z ionizované smeési hledany prekurzor a nasledujici analyzator separuje ionty,
vzniklé ztohoto prekurzoru. Tento proces se muze nékolikrat opakovat. Pocet

opakovani je dan pouze mnozstvim analyzatoru a citlivosti detekce, nebot’ vytéZzek
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jednotlivych  kroki je pouze v jednotkach procent z mnozstvi iontl
v pfedchazejicim stupni.

Pouziti tandemové hmotnostni spektrometrie naslo uplatnéni v identifikaci
latek ve smésich, strukturnim studiu iontl a kvantitativni analyze. Identifikace
jedné sloZzky smési pomoci MS/MS je rychla a efektivni, ovSéem MS/MS analyza
neni vhodna pro analyzu vice slozek, zde se s vyhodou da pouzit kombinace

hmotnostni spektrometrie s nékterou ze separacnich technik (HPLC, GC, CZE).

Trojity kvadrupélovy analyzator (QqQ)

Toto uspofadani ziskame, zafadime-li za sebe tfi kvadrupodly, pficemz
prostfedni z nich slouzi po zavedeni kolizniho plynu jako kolizni cela. lonty
vybrané analyzatorem Q1 vstupuji do kolizni cely g2, kde dochazi ke srazkam s
molekulami kolizniho plynu a fragmentaci iontd — kolizné indukovana disociace.
Diky opakovanym srazkam jak prekurzorového, tak produkovaného iontu
s molekulami plynu vznika mnohem vice fragmentovych iontl nez u MS/MS
meéfeni s iontovou pasti.

QgQ nam umoziuje vice moznosti analyzy. Lze skenovat produktové ionty,
prekurzorové ionty, pfipadné vyuzit moznosti skenu neutralnich ztrat.

Pro méfeni MS?® by bylo tfeba usporadani QqQqQ, &ili 5 kvadrupdlu za
sebou, toho se v praxi nevyuziva, nebot je vyhodnéjsi pouzit iontovou past nebo
FT-ICR.
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Obr. 11: Schéma tandemového hmotnostniho spektrometru
(http://'www.caslab.com/Pesticide-Testing/triple-quad-LVI-GC-MS-MS.gif)
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2.3 Primy nastrik ve spojeni s MS

2.3.1. FIA metody

Pfimy nastfik vzorku do hmotnostniho spektrometru, tedy bez pfedchozi
separace, spada do FIA analyz (Flow Injection Analysis), coz je jedna z moznosti
automatizace analyzy poskytujici velké mnozstvi analyz v kratkém Case a
s dostateCnou spolehlivosti, presnosti, citlivosti a minimalnimi naroky na cenu
analyzy a lidskou praci. Je tedy vhodna pro rutinni provoz napfiklad klinickych
laboratofi.

Do proudu nosné kapaliny cerpané cCerpadlem se nadavkuje pomoci
davkovaciho ventilu takovy definovany objem vzorku, aby do$lo k minimalni
zméné pratoku. Do smési vzorku a nosného média je dale mozné davkovat
reakCni Cinidla. Poté, byla-li €inidla pfidana, projde smés reaktorem, kde dojde
k michani a potfebnym reakcim a vzorek pokraCuje dale k detektoru, jimz je

v naSem pripadé QqQ hmotnostni spektrometr s ionizaci elektrosprejem.
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Obr. 12: Schéma FIA
(http://users.prf.jcu.cz/sima/analyticka_chemie/spektrab_soubory/image002.jpg)
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Zakladni charakteristikou sestavy pro FIA je disperze D, jez je definovana
jako pomér koncentrace vzorku nenafedéného (co) k jeho koncentraci v detektoru
(Crmax)-

D = Co/ Cmax

Disperzi systému ovliviiuje mnoho faktorli, jak prutokova rychlost, objem
vzorku, tak délka a tvar reaktoru, pfipadné objem celého systému. Podle hodnoty
disperze systémy délime na nizkodisperzni s vysokou prutokovou rychlosti,
velkym objemem vzorku a s malym ¢&i zadnym reaktorem. Je vhodny, pokud
nepotifebujeme pred detekci provadét zadnou reakci a jde nam pouze o transport
vzorku do detektoru. Pfednosti je zde vyS$Si citlivost a vzorkovaci rychlost.

Stfedni disperzi vykazuji systémy, kdy v reaktoru probiha chemicka reakce.
Vyzaduiji niz8i prutokovou rychlost a del$i reaktor, pfipadné vice misicich stupna.

Vysocedisperzni systémy s michaci komuarkou ¢&i dlouhym reaktorem se
obvykle nevyuzivaji, vyznamu nabyvaji u FIA titraci (29).

FIA dosahuje velmi dobrych vysledktd v kombinaci s technikami s vysokou
detekéni silou, jako je hmotnostni spektrometrie.

Injektovani vzorku do toku nosného roztoku vstupujiciho do iontového zdroje
zabezpecCuje ochranu pred ovliviiovanim se vzorkl navzajem (jsou oddéleny
mnozstvim kapaliny). Efektivita FIA-MS umozfiuje méfeni za pouziti standardu i
izotopové znacenych vnitfnich standardu, vSe bezprostfedné v fadé za sebou, coz
shizuje moznost kontaminace, minimalizuje systematické chyby a zjednodusuje
kvantifikaci. DalSi vyhodou je omezeni driftu zakladni linie pfistroje béhem analyz
(30, 31). Diky rychlosti analyzy a potfebé malého objemu vzorku bylo vyvinuto
mnozstvi metod spojeni s MS, coz vedlo k vylepSeni moznosti zavadéni vzorku,
odstrafiovani obtizi s efekty matrice u komplikovanych smési a zavadéni moznosti
on-line kalibrace (32).

Pro pouziti pro nestalé analyty byla vyvinuta FIA-MS s propustnou
membranou a prostupem tékavych analytl pfes tuto membranu z FIA prostoru do
prostoru iontoveho zdroje. Vyhodou FIA se selektivhi membranou je segmentace
vodou k promyti membrany. Voda oddéli vzorky a standardy a nemuze dojit
k pfenosu analytu mezi vzorky. Davkovanim vzork(l o objemu 200 pl oddélenych
vodou dostacCuje k zavadéni nefedéného vzorku do ionizaCni komory. Je k tomu
potfeba membrana selektivnhé propustna pro analyt vyhfata na 75-90°C. Molekuly

analytu prostupuji membranou do vakua, které zvySuje u€innost extrakce (28).
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Uziti membrany je omezeno jeji selektivitou, proto se CcCastéji vyuziva
externiho iontového zdroje. At jiz nejCastéjSiho elektrospreje, tak ACPI, APPI, ale i
méné obvyklé FIA-ICP-MS, tedy pouziti indukéné vazané plazmy Kk ionizaci

molekul. Tato moznost je vSak vyuzitelna pouze pro kovové ionty.

2.3.2. FIA-ESI-MS

FIA Ize snadno spojit s ESI zdrojem hmotnostniho spektrometru pfi
nasledném pratoku kolem 1 ml mobilni faze za minutu. Misto specializované FIA
Casti Ize uzit i kapalinového chromatografu, kdy sampler chromatografu nedavkuje
vzorek do kolony, ale pfimo do vystupu z pfistroje. Mobilni fazi jsou obvykle
polarni roztoky, jako acetonitril, methanol, smés ethanol - voda atd.

S vyhodou Ize toto usporadani pouzit jako alternativu k LC (kapalinova
chromatografie) nebo GC (plynova chromatografie), kdy nam odpada zdlouhavy
separacni krok. Pfitomnost matrice muze bud sniZzovat odezvu analytu nebo zvysit
vliv pozadi. Pfi pouziti izotopicky znaceného vnitfiniho standardu je tento efekt
meéné vyznamny a lze dale potlaCit vlozenim pryskyficové kolonky nebo
odparovaciho zafizeni. Timto zpusobem lIze dosahnout pfi potlaceni efektu
matrice i zlepSeni detekCnich Ilimitd. Velky pfinos FIA-ESI-MS je v
nékolikanasobném zrychleni analyzy oproti LC (nebo GC)-MS (33).
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Obr. 13: FIA-ESI-MS
(http://ars.sciencedirect.com/content/image/1-s2.0-S157002320900539X-gr3.jpg)
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2.3.3. Aplikace FIA-ESI-MS

Tato metoda nachazi uplatnéni mimo jiné v oblasti metabolomiky, ktera se
stava vyznamnym nastrojem v diagnostice chorob.

Subjektem zkoumani metabolomiky je metabolom, tedy soubor vSech malych
molekul — metabolitd — produkovanych burfkami. Vyznam metabolomiky spociva
predevSim v objasnéni bunécnych funkci, kdy na rozdil od jinych védnich oborq,
jako napfiklad proteomiky, metabolom reflektuje aktualni stav bunky, ktery se
soustavné meéni. Metabolicky pool nereaguje pouze na genovou expresi ale i
zmény v Zivotnim prostfedi, vyvojové zmény nebo je ovlivnén genetickou mutaci.
Je tedy nasnadé uziti metabolomiky v mediciné jako nastroje pro stanoveni
markerd chorob, zejména dédi¢nych metabolickych poruch. Dale je mozZno pouzit
moznosti metabolomiky pro monitorovani hladin IéCiv a odpovédi organizmu
léCivem zprostfedkované.

Dédicné metabolické poruchy jsou zpusobeny defektem biochemickych
pochodu. Jejich frekvence v populaci je rizna od ojedinélych pfipadu az po velmi
vazné a Casto se vyskytujici poruchy. Tyto poruchy jsou v dnesni dobé
odhalovany pravé novorozeneckym screeningem zaloZzenym obvykle na pfimém
nastfiku vzorku do tandemového hmotnostniho spektrometru (FIA-TMS, neboli
prutokova analyza s tandemovou hmotnostni spektrometrii) (34, 35). Tato metoda
se bézné vyuziva i v mnoha metabolomickych studiich. Pro snizeni vlivu iontové
suprese se pfi screeningu jako standardi uziva deuterovanych analogU
stanovovanych latek.

Pomoci FIA-TMS Ize odhalit defekty animokyselin. Jednim z nich je
fenylketonurie zplUsobena defektem fenylalaninhydroxylazy, ktery muze za
hromadéni fenylalaninu. Dale homocystinurie, porucha -cystathion-B-synthasy,
projevujici se vzestupem koncentraci homocysteinu a methioninu. Leucindza,
nemoc javoroveho sirupu, je defektem dehydrogenazy vétvenych a-keto kyselin
(izoleucin, leucin) vedoucim ke vzrlstu jejich koncentrace v plazmé. Tyrosinemie
je charakterizovana vysokou koncentraci tyrosinu v plazmé vlivem defektu
fumarylacetoacetathydrolazy.

Dalsi moznost vyuziti FIA-TMS je odhaleni mitochondridlnich defektl a
organickych acidurii. Napfiklad propionova a methylmalonova acidemie, kdy se

poruchy methylmalonyl-CoA-mutazy a propionyl-CoA-karboxylazy jez se ucastni
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metabolizmu aminokyselin (valin, isoleucin, methionin, threonin), dale cholesterolu
a mastnych Kkyselin, projevi vzestupem koncentrace propionylkarnitinu v Kkrvi

pacientu (36).
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3. Experimentalni ¢ast
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3.1. Material

Vzorky krve pacientu byly ziskany zIll. Interni kliniky, FN Olomouc.
Pacientim byla odebrana nesrazliva krev do zkumavek s EDTA.

VSechny reagencie byly ziskany od firmy Sigma (St. Luis, MO, USA) a mély
analyticky stupen Cistoty. Mobilni faze obsahovala 50 % acetonitrilu (CH3CN) a
50 % 20 mM acetatu amonného, pH 9,45.

Standardy byly ziskany z kalibratorového setu pro imunosupresiva od firmy
Chromsystems (Mnichov, Némecko). Interni standard Cyklosporin D byl rozpustén
v methanolu na vyslednou koncentraci 20 ng/ml.

Pristrojové vybaveni:

o  Analytické vahy (KERN ABT 120-5DM, Belingen, Némecko)

o  Priprava deionizované vody (Werner Reinstwassersystem,
Némecko)

o  pH metr Cyberscan ph 510 (Thermo scientific, Waltham, MA,
USA)

o  Magneticka michacka RCT Basic (IKA labortechnik, Staufen,
Némecko)

o  Vortex (IKA Works, USA)

o  Centrifuga (Micro 120, Hettich, Némecko)

o  Sonifikator (Kraintek s.r.o., Slovensko)

o  UHPLC Dionex Ultima 3000 RS (Sunnyvale, CA, USA)

o  Hmotnostni spektrometr QTRAP 5500 (AB Sciex, USA)

3.2. Deproteinace krve

Po vytemperovani krve pacientd na laboratorni teplotu bylo odebrano 10 pl
vzorku. K odebranému vzorku bylo pfidano 5 pl smési pro podporu ionizace (smés
obsahovala 2,1 % hydroxidu amonného a 0,1 % Kkyseliny mravenc¢i) a 90 pl
methanolu, slouziciho k samotné deproteinaci, s pfidavkem interniho standardu
(ISTD), kterym byl cyklosporin D (CyD). Poté byl roztok 5 minut sonifikovan,

nasledné vortexovan a umistén po dobu 30 minut do mraziciho boxu pfi — 20°C.
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Po zmrazeni byl vzorek 5 minut centrifugovan pfi 14 000 RPM. Vznikly
supernatant byl oddélen od pevné faze do vialek s insertem a analyzovan nebo

uschovan pro dalsi analyzu pfi — 20°C.

3.3. Metoda

Veskeré experimenty byly provadény na hmotnostnim spektrometru QTRAP
5500 ve spojeni s kapalinovym chromatografem Dionex Ultra 3000 RS.

V této praci pouZzita metoda pfimého nastfiku do hmotnostniho spektrometru
(FIA  — Flow injection analysis) byla porovnavana s rutinné pouzivanou
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii ve spojeni s tandemovou hmotnostni
detekci (HPLC-MS/MS).

Mobilni faze pro metodu pfimého nastfiku obsahovala 50 % acetonitrilu
(CH3CN) a 50 % 20 mM acetatu amonného, pH 9,5. Pratok mobilni faze byl do
0,25 minuty nastaven na 0,15 ml/min a poté byl zvySen na 0,50 ml/min az do
konce analyzy v ¢ase 0,60 minuty. ZvySenim pratoku byl zabezpecen jednak lepsi
tvar pikl analytu a také diky dostate¢né dobé, po kterou byl pratok zvySen, byla
kapilara dostatec¢né proplachnuta pfed dalSi analyzou.

Do hmotnostniho analyzatoru bylo nastfikovano bez pfedchozi separace
0,5 ul vzorku a celkova doba analyzy trvala 0,6 minuty do nastfiku dalSiho vzorku.
Jako hmotnostni analyzator byl pro detekci a kvantifikaci pouzit pfistroj QTRAP
5500 (AB Sciex Instruments, USA) s ionizaci elektrosprejem v pozitivnim maodu.
Pro analyzu byl pouzit méd MRM (multiple reaction monitoring). Optimalizace

MS/MS podminek je popsana nize.

3.4. Kvantifikace

VSechny kvantifikace analytu pfi validaénich experimentech a méfeni
realnych vzorkd krve pacientd byly provedeny vztazenim k internimu standardu.
Vysledné koncentrace byly vypolteny pomoci programu Analyst 1.5 z ploch piku
Cyklosporinu A a interniho standardu, kterym byl Cyklosporin D (obr. 14)
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Obr. 14: Cyklosporin D
(http://www.antialabs.com/img/p/40-69-thickbox.jpg)

3.5. Validace metody

3.5.1. Linearita

Vypocet linearity metody byl proveden metodou nejmenSich &tvercu a pro
vyhodnoceni kalibracni pfimky byla pouzita rovnice y =ax+b.

K ovéfeni linearity metody bylo uzito komeréni koncentracni fady v rozmezi 0
az 757 ug/l (0, 24, 124, 296, 480, 757 ug/l) kalibratorového setu pro
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imunosupresiva od firmy Chromsystems (Mnichov, Némecko). VSechny vzorky

byly pfipravovany v triplikatech.

3.5.2. Navratnost (recovery)

K méfeni a vypoCtu navratnosti (recovery) metody bylo pouzito vzorku
obsahuijicich biologickou matrici a analyt o koncentraci v riznych hladinach (nizka,
stfedni a vysoka koncentrace).

Vtomto pfipadé byla k méfenim pouzita krev pacientl neléCenych
Cyklosporinem A. Hladina CyA ve vzorcich byla upravena na koncentrace 50, 200

a 500 ug/ml. Bylo pfipraveno 10 vzork( pro kazdou koncentracni hladinu.

3.5.3. Preciznost

Preciznost metody byla méfena v sérii (within-run, intraassay), kdy byl vzorek
0 jedné koncentraci méfen opakované jednim pracovnikem v jeden den, jednou
metodou, na tomtéz pfistroji, pfi stejné kalibraci a v jedné laboratofi.

Déle bylo provedeno méfeni preciznosti mezi sériemi (between-run,
interassay), kdy byl vzorek o téze koncentraci méren jednim pracovnikem, toutéz
metodou, na jednom pfristroji, ve stejné laboratofi, vrizné dny a pfi razné
kalibraci.

Preciznost v jednom dni a po dobu deviti dni byla méfena s vyuzitim tfi
vzorkl pacientské krve adované Cyklosporinem A na vysledné koncentrace 50,

200 a 500 pgl/l, stejné jako v pfipadé mérfeni nepfesnosti.

3.5.4. lontova suprese

lontova suprese popisuje vlivy matrice komplexniho vzorku na ionizaci a tedy

na analyzu vzorku. Byly pfipraveny triplikaty vzorku o koncentraci CyA 50, 200 a

500 ng/ml. Dale byly pfipraveny dalSi triplikaty vzorkd o téchto koncentracich

s potlaenym vlivem iontové suprese. lontova suprese byla dopoc€itana jako podil
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vySek pikd vzorku pfipraveného obvyklym zpusobem a vzorku s potlatenym

vlivem iontové suprese.

3.6. Vysledky

3.6.1. Optimalizace MS/MS podminek

V uvodni casti experimentu bylo proméfeno hmotnostni a fragmentacéni
spektrum Cyklosporinu A (Obr. 15, 16) a Cyklosporinu D pouzivaného jako interni
standard (Obr. 17, 18) kvuli nalezeni optimalnich MRM pfechodl ke sbéru dat.
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Obr. 15: Inicidlni spektrum CyA
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cps

Intensity
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Obr. 16: Fragmentacni spektrum CyA
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Obr. 17: Inicialni spektrum CyD
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+MS2 (1233.51) CE (51): 12 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of CyD 1_FinalPrdt_Pos.wiff (Turbo Spray) Max. 9.6e6 cps.
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Obr. 18: Fragmentacni spektrum CyD

V nasledujici ¢asti experimentu byly automaticky pfistrojem optimalizovany
hodnoty deklasteracniho potencialu (DP), kolizni energie (CE) a vystupniho
potencialu kolizni cely (CXP). Jako optimalni hodnota DP pro Cyklosporin A bylo
zvoleno 116 V (Obr. 19) a pro CyD 106 V (Obr. 20). NejlepSich vysledkl analyz
bylo dosazeno pfi hodnotach CE = 31 V pro Cyklosporin A (Obr. 21) a pro CyD
CE=51V. (Obr. 22)
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Obr. 19: DP pro CyA

XIC of +Q1 MI (1 ion): 1233.496 Da from Sample 1 (TuneSampleName) of CyD 1_DP_Pos.wiff (Turbo Spray) Max. 1.6e6 cps.
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Obr. 20: DP pro CyD
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"W XIC of +MRM (2 pairs): 1219.450/1184.687 Da from Sample 1 (TuneSampleName) of CYA_CE_Pos.wiff (Turbo Spray) Max. 1.2e4 cps.
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Obr. 21: CE pro CyA

XIC of +MRM (2 pairs): 1233.514/1198.665 Da from Sample 1 (TuneSampleName) of CyD 1_CE_Pos.wiff (Turbo Spray) Max. 1.1e5 cps.
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Obr. 22: CE pro CyD
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Dale byly nastaveny hodnoty tlaku kolizniho plynu (CAD), zmlzujiciho plynu
(GS1) a susiciho plynu (GS2), vstupniho potencialu (EP), napéti na kapilare
v iontovém zdroji (IS), teploty zmlzujiciho plynu (TEM) a ,curtain gas“ (CUR).

Hodnoty jsou shrnuty nize.

CAD = Medium
GS1 =45 psi
GS2 = 45 psi
EP=10V

IS = 5500 V
TEM =450 °C
CUR = 30 psi

3.6.2. Validace metody

Byla sestrojena linearni kalibracni zavislost pro analyzu CyA. Rovnice
kalibraCni kfivky ma tvar y = 178,2x + 493,8 (R = 0,985) (obr. 23). Preciznost
(nepfesnost) méfeni béhem jednoho dne (n = 10) byla 1,78 %; 1,91 %; 5,5 %
(Tab. 1). Preciznost mezi jednotlivymi dny (n = 9) byla 2,78 %; 4,14 %; 6,22 %
(Tab. 2). VSechny vzorky byly ziskany pfidanim Cyklosporinu A ke vzorku krve
pacienta neléCeného CyA, aby vysledna koncentrace byla 50, 200 a 500 ng/ml.
Limit detekce LOD = 3,03 ng/ml a limit kvantifikace LOQ = 10,11 ng/ml byly
stanoveny na zakladé odstupu signalu analytu a Sumu zakladni linie jako
trojnasobek Sumu (LOD) a desetinasobek Sumu (LOQ) (Tab. 3). Dale byly

zmeéreny iontové suprese (Tab. 4).
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Obr. 23: Kalibraéni pfimka FIA metody: linearita pro koncentrace 124, 296,

480 a 757 pg/!

Tab. 1: Preciznost méfena béhem jednoho dne

analyza 50 ng/ml 200 ng/ml 500 ng/ml
1 47,6 200 504
2 52,7 202 514
3 48,3 210 512
4 47,4 198 501
5 47,1 208 502
6 54,5 201 509
7 52,3 207 500
8 51,8 206 488
9 53,5 205 517
10 47,7 203 487

prameér 50,29 204,00 503,40

SD 2,77 3,63 9,64
RSD 5,50 1,78 1,91
BIAS 0,58 2,00 0,68

47




Tab. 2: Preciznost mérena béhem deviti dnu

analyza 50 ng/ml 200 ng/ml 500 ng/ml
1 48,6 200 525
2 47,3 186 513
3 54,3 200 516
4 48,3 199 511
5 48,2 204 512
6 54,5 197 513
7 54,8 205 505
8 48,4 192 483
9 54,4 198 452
pramér 50,98 197,89 503,33
SD 3,17 5,53 21,09
RSD 6,22 2,79 4,19
BIAS 1,96 -1,06 0,67

Tab. 3: Vypocet LOD a LOQ

wéka  Kone. ) LOD LOQ

iku CyA SUM  mg/ml)  (ng/ml)
P (ng/ml) 9 9

1100 7.85 140 3,00 9,99

1100 7,30 150 2,99 9,95

1100 7,30 150 2,99 9,95

5000 31,20 160 3,00 9,98
4100 25,00 170 3,11 10,37
4400 26,87 170 3,11 10,38
pramér 3,03 10,11

Tab. 4: lontova suprese — poc€itano z vysky piku

1 2 3

standard 1880 2480 2770
50 ng/ml  adovana krev | 20600 30400 19400
suprese (%) 90,87 91,84 85,72

standard 8230 8590 8890
200ng/ml  adovana krev 38600 35400 57300
suprese (%) 78,68 75,73 84,49

standard 26000 25100 27300
500 ng/ml adovana krev | 218000 272000 200000
suprese (%) 88,07 90,77 86,35
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3.6.3. Analyza realného vzorku

Pro potfebu porovnani validované metody s metodou bézné& na pracovisti
pouzivanou bylo analyzovano 400 vzork( krve pacientu v Sirokém rozmezi
koncentraci CyA. Obrazky dale ukazuji typicky pfiklad zaznamu analyzy vzorku

obsahujiciho nizkou (obr. 24) a vysokou (obr. 25) koncentraci analytu.

XIC of +MRM (2 pairs): 1219.454/1202.600 Da ID: CyA 1 from Sample 21 (16) of 2012-03-22 pacienti.wiff (Turbo Spray), Smoothed Max. 1000.0 cps.
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Obr. 24: Analyza vzorku pacienta, CyA = 19 ng/ml (modra), ISD (Cervena)
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XIC of +MRM (2 pairs): 1233.514/1198.700 Da ID: CyD 2 from Sample 9 (4) of 2012-03-22 pacienti.wiff (Turbo Spray), Smoothed Max. 6460.0 cps.
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Obr. 25: Analyza vzorku pacienta, CyA = 186 ng/ml (modra), ISD (Cervena)

3.7. Srovnani metod

Koncentrace Cyklosporinu A v krvi, ziskané z rutinniho méfeni v laboratofi
metodou LC-MS/MS a zméfené vySe popsanou metodou FIA byly porovnany
pomoci regresni analyzy (obr. 26) a Bland Altmanova grafu (obr. 27). Primérna
odchylka FIA analyzy od LC-MS/MS je -10.22 ng/ml, SD = 33,49. Obé metody
poskytuji srovnatelné vysledky. Metoda FIA se tedy jevi jako vhodna pro rutinni

pouziti v laboratofi.
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Obr. 26: Korelace koncentraci CyA u pacientu, méfenych pomoci LC-MS/MS a

FIA metody.
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Obr. 27: Bland-Altmanuv graf pro srovnani FIA metody s LC-MS/MS
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4. Diskuse

Terapie spojena s podavanim Cyklosporinu A tvofi vyznamnou soucast
potransplantacni medikace a |éCby celé Fady autoimunitnich chorob. CyA dale
nachazi uplatnéni napfiklad i v |éCbé téZkého astmatu a srdeCnich obtizi. Diky
Sirokému spektru aplikaci je Cyklosporin A Casto vyuzivany lék.

Monitorovani hladin Iéka je dalezitym nastrojem péce o pacienty. Méfeni
koncentrace CyA v krvi je uziteCné ke zhodnoceni reakce pacientd na denni
davku, ucinnosti |éCby, pfedchazeni zavaznym nezadoucim ucinkim spojenym
s podavanim léku, a obzvlasté u I|ékd interferujicich s cytochromem P450
potencialnim lékovym interakcim. Mimoto TDM slouZzi jako vyznamny nastroj pro
kontrolu pacientd samotnych, ktefi ne vzdy léky uzivaji.

Cilem této prace bylo vyvinout novou metodu pro stanoveni koncentrace
Cyklosporinu A v krvi pomoci pfimého nastfiku vzorku do hmotnostniho
spektrometru. Této problematice se vénuji pouze néktera pracovisté zejména kvuli
nezbytné koordinaci se specializovanym zdravotnickym zafizenim, naro¢nosti na
instrumentaci a personal.

Byly optimalizovany podminky pro detekci a pro kvantifikaci analytu pomoci
MS/MS. V prvni Casti byla zméfena hmotnostni a fragmentacni spektra CyA a
vnitfniho standardu. Poté byly optimalizovany hodnoty vstupniho potencialu, tlaku
kolizniho plynu, suSiciho a zmlzujiciho plynu, teploty zmlzujiciho plynu, ,curtain
gas“, napéti na vstupni kapilare iontového zdroje, deklasteracniho potencialu,
kolizni energie a vystupniho potencialu kolizni cely. Dale byla provedena
optimalizace objemu nastfikovaného vzorku, pritoku mobilni faze a doby analyzy.

Metoda pfimého nastfiku byla porovnana s metodou LC-MS/MS, bézné
v laboratofi pouzivanou. Obé& metody vykazuji srovnatelné vysledky, ukazuje se
tedy, Ze je FIA metoda vhodna i pro rutinni analyzu Cyklosporinu A. Jeji pouzivani
podporuje i vyhoda mensiho objemu nastfikovaného vzorku (0,5 ul) a vyznamné
kratSi doba analyzy (36 s) bez separa¢niho kroku, s ¢imz souvisi i nizSi spotfeba
materialu. Metoda je dostate¢né citliva a tedy vhodna k vyuZiti v terapeutickém
monitorovani hladiny CyA.
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Dale byla metoda validovana pomoci komer¢nich kalibratoru i krve adované
Cyklosporinem A a poté aplikovana na realné vzorky krve pacientu lé€enych CyA,
¢imz bylo ovéfreno, Ze je pouzitelna v klinické praxi.

Mezi prfednosti metody jisté patfi uspora reagencii i Casu a tedy snizeni
nakladd na analyzu. To je ovSem CasteCné vyvazeno narocnosti na personal a
pristrojové vybaveni laboratofe. Zna¢nou nevyhodu pfredstavuje vysoka iontova
suprese. Jeji efekt se sice pfi vysokych koncentracich CyA v organizmu neprojevi,
avSak mohl by predstavovat problém v pfipadé stanoveni jinych imunosupresiv,

jejichz hladiny v krvi jsou pfiblizné o dva rady nizsi.
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5. Zaver

Tato prace je zamérfena na vyvoj nové analytické metody pro stanoveni
Cyklosporinu A v krvi pacientl po transplantaci a s autoimunitnimi chorobami. Byla
vyvinuta metoda stanoveni za pomoci pfimého nastfiku vzorku do hmotnostniho
spektrometru.

V teoretické €asti byla vypracovana reSerSe na téma: Cyklosporin A, jeho
vyznam a stanoveni. Dale byla popsana technika hmotnostni spektrometrie a
analyza pfimym nastfikem do MS.

V experimentalni ¢asti byla popsana optimalizace a validace metody, jeji
aplikace na realné vzorky a srovnani s metodou, v sou¢asné dobé pouzivanou
v rutinni praxi v Laboratofi dédi¢nych metabolickych poruch, Oddéleni klinické

biochemie, FN Olomouc.
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7. Seznam zkratek

APCI

API
APPI

BOS
CAD

CE

Cl

CUR
CXP
CyA
CyD
CZE
CZE/MS

DART
DE
DESI
DP

El

EP
ESI
FIA

FIA-ESI-MS

FIA-TMS

FT-ICR

chemicka ionizace za atmosferického tlaku ("atmospheric pressure
chemical ionization™)

ionizace za atmosférického tlaku ("atmospheric pressure inlet")
fotoionizace za atmosferického tlaku ("atmospheric pressure
photoionization™)

obliterujici bronchiolitida ("bronchiolitis obliterans syndrom")

tlak kolizniho plynu

kolizni energie ("colision energy")

chemicka ionizace ("chemical ionization")

protiproud plynu z analyzatoru do iontového zdroje "curtain gas"
vystupni potencial kolizni cely ("collision cell exit potential)
cyklosporin A

cyklosporin D

kapilarni zénova elektroforéza ("capillary zone electrophoresis")
kapilarni zénova elektroforéza s hmotnostni detekci ("capillary zone
electrophoresis - mass spectrometry detection")

pfima analyza v realném Case ("direct analysis in real time")
opozdéna extrakce iontl ("delay extraction")

desorpéni ionizace elektrosprejem ("desorption electrospray ionisation")
deklasteracni potencial

elektronova ionizace ("electron ionization")

vstupni potencial ("entrance potential")

ionizace elektrosprejem ("electrospray ionization™)

Analyza pfimym nastfikem pritokova vstfikovaci analyza ("flow injection
analysis")

primy nastfik do hmotnostniho spektrometru ("flow injection analysis-
electrospray injection-mass spectriometry”)

prutokova vstfikovaci analyza s tandemovou hmotnostni spektrometrii
("flow injection analysis-tandem mass spectrometry")

iontova cyklotronova rezonance s fourierovou transformaci ("fourier

transform ion cyclotron resonance”)
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FWHM

GATA
GC
GC/MS

GS1
GS2
HPLC

HPLC-UV

ICR
IL-2

IS

IT

LC
LC-MS

LC-MS/MS
LOD

LOQ
MALDI
MRM
MS/MS

NFAT
PTP

QaQ
QgqQQ9Q

spektralni rozliSeni hmotnostniho spektra - Sitka piku v poloviné vysSky
("full width at half maximum™)

transkripéni faktor pro globin ("globin transcription factor")

plynova chromatografie ("gas chromatography™)

plynova chromatografie s hmotnostni detekci ("gas chromatography -
mass spectrometry

tlak zmlzujiciho plynu

tlak susiciho plynu

vysokoucinna kapalinova chromatografie ("high-performance liquid
chromatography")

vysokoucinna kapalinova chromatografie s UV detekci ("high-
performance liquid chromatography - UV detection”)

iontova cyklotronova rezonance ("ion cyclotron resonance")
interleukin 2

napéti na kapilare v iontovém zdroji

iontova past ("ion trap")

kapalinova chromatografie ("liquid chromatography")

kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii ("liquid
chromatography - mass spectrometry ")

kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii
("liquid chromatography - tandem mass spectrometry ")

limit detekce ("limit of detection™)

limit kvantifikace ("limit of quantification™)

ionizace a desorpce laserem za ucasti matrice ("matrix-assisted laser
desorption/ionization™)

sledovani produktu rozpadu molekularnich iontu ("multiple reaction
monitoring™)

tandemova hmotnostni spektrometrie ("tandem mass spectrometry")
jaderny faktor aktivace T-lymfocytu ("nuclear factor of activated T-cells")
permeabilni pfevodni péry mitochondrii ("permeability transition pore")
kvadrupélovy analyzator ("quadrupole")

trojity kvadrupodlovy analyzator ("triple quadrupole")

pétinasobny kvadrupdl ("pentaquadrupole”)
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RP
ITOF
SIM
TDM
TEM
TOF

rozliSovaci schopnost ("resolving power")

reflektronovy analyzator doby letu ("reflectron time of flight")
selektivni zaznam iontu (" selected ion monitoring")
terapeutické monitorovani I&Civ ("therapeutic drug monitoring")
teplota zmlZujiciho plynu

analyzator doby letu ("time of flight")
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