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ANOTACE

Tato diplomovéa prace se zabyva optimalizaci derivatizacnich a extrakénich podminek
pro HPLC/MS analyzu metabolitt obsahujicich ve své molekule aminovou a hydroxylovou
funkéni skupinu. Prace je zamétena na nekolik derivatizacnich ¢inidel, které se pro dany typ
latek pouzivaji (fenylisothiokyanat, benzoylchlorid, dansylchlorid a fenylisokyanat). Vysledky

ziskané pomoci jednotlivych ¢inidel jsou diskutovany a porovnany.

KLICOVA SLOVA

aminy, hydroxyslouceniny, télni tekutiny, derivatizace, HPLC/MS

TITLE

Optimization of derivatization and extraction approaches for HPLC/MS analysis of metabolites

in body fluid samples

ANNOTATION

This diploma thesis deals with the optimization of derivatization and extraction conditions
for HPLC/MS analysis of metabolites containing amine and hydroxyl functional groups in their
molecule. The work is focused on several derivatizing agents that are used for a given type
of substances (phenyl isothiocyanate, benzoyl chloride, dansyl chloride and phenyl isocyanate).
The results obtained with each reagent are discussed and compared.
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

ACN acetonitril

Ade adenosin

Adr adrenalin

AMK aminokyselina(y)

Arq arginin

APCI chemickad ionizace za atmosférického tlaku
APPI fotoionizace za atmosférického tlaku
BA biogenni amin(y)

Bz-Cl benzoylchlorid

CE kapilarni elektroforéza

Cys cystein

DAD detektor s diodovym polem
DETA diethylamin

DNA kyselina deoxyribonukleova

Dop dopamin

Dns-ClI dansylchlorid

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova
ESI ionizace elektrosprejem

Gal kyselina gallova

GC plynové chromatografie

Glu D-glukosa

His histidin

HisA histamin

HPLC vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
Iso isopentylamin

LC kapalinova chromatografie

Leu leucin

Lys lysin

MeOH methanol

MF mobilni faze

MS hmotnostni spektrometr

NP systém s normalnimi fazemi



OPA o-ftaldialdehyd

Phe fenethylalanin

PheA fenethylamin

PIC fenylisokyanat

PITC fenylisothiokyanat

Pro prolin

Q kvadrupdlovy analyzator
QqQ trojity kvadrupol

RNA kyselina ribonukleova
RP systém s obracenymi fazemi
Ser serin

Sero serotonin

SPE extrakce tuhou fazi

Thr threonin

TOF analyzator doby letu
Tryp tryptamin

Tyr tyrosin

TyrA tryptamin

UPLC ultra-vysokou¢inna kapalinova chromatografie
uv ultrafialové zateni

Val valin

VIS viditelné zafeni

Xyl D-xylosa

Aex excitacni vinova délka
Aem emisni vlnova délka

1,7-DIA 1,7-diaminoheptan



UvVoD

Metabolomika je védni obor, ktery se v poslednich letech dostava do popiedi,
a to predevsim v klinické analyze. Zabyva se analyzou sloucenin ucastnicich se metabolickych
drah v biologickych systémech. V lidském organismu metabolické drahy zahrnuji nespocet
sloucenin, které ve své struktufe obsahuji aminovou nebo hydroxylovou funkéni skupinu,
¢i obé zaroven. Tyto latky zajist'uji v organismu dulezité funkce, a proto mohou slouzit jako
potenciondlni biomarkery rtiznych patologickych stavii organismu.

Pro metabolomickou analyzu se nejcastéji pouzivaji vzorky télnich tekutin jako je
plazma ¢i mo¢. Cely postup zpracovani vzorku by mél byt, pokud mozno, ¢asové a ekonomicky
usporny. Pfi analyze metabolitii zahrnuje pfiprava vzorku k analyze casto i derivatiza¢ni krok,
a to predevsim z divodu umoznéni detekce téchto malych molekul. K derivatizaci slou¢enin
s aminovou ¢i hydroxylovou funkéni skupinou lze vyuzit rizna derivatizacni ¢inidla. Separace
téchto derivatizovanych sloucenin je nejCastéji provddéna kapalinovou chromatografii
ve spojeni se spektrofotometrickou ¢i fluorimetrickou detekci nebo ve spojeni s hmotnostni

spektrometrii.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Metabolomika

Zakladni stavebni a funk¢ni jednotkou organismu je bunika (lat. cellula). Aby buika
ziskala pro své zivotni projevy potfebné latky a energii, dochdzi vni béhem riznych
chemickych reakci Kk pfeméné sloucenin. Tyto chemické piemény, které zahrnuji
jak katabolické, tak anabolické déje, se oznacuji jako metabolické drahy a souhrn téchto drah
jako metabolismus. Slou¢eniny, které se metabolickych drah ucastni, nazyvame metabolity
Jejich zastoupeni v metabolickych drahach je rizné a lisi se i jejich koncentra¢ni hladiny
v organismu. Komplexni sad¢ vSech metaboliti fikame metabolom, ktery je tedy souborem
vSech intra- a extracelularnich nizkomolekularnich sloué¢enin (Mw < 1000), jez jsou zapojeny
do metabolickych premén [1].

Identifikaci a kvantifikaci nizkomolekularnich latek v biologickych systémech, tedy
studiem metabolomu, se zabyva metabolomika. V porovnani s jinymi védnimi disciplinami,
jako jsou proteomika ¢i genomika, odraZzi metabolomika mnohem Iépe aktudlni stav bunky.
Ten je vsak velice proménny, a proto neni mozné provést analyzu celého metabolomu soucasné.
Pokud se provadi komplexni analyza intracelularnich metabolitd ve vzorku (endometabolom),
mluvime o tzv. metabolickém ,.fingerprintingu*, pokud ziskavame informace o extracelularnich
metabolitech  (exometabolom), hovoifime o tzv. metabolickém ,footprintingu®.
Pti metabolomickych analyzach se nejcastéji vyuziva piistup tzv. profilovani metabolitd. Jedna
se o identifikaci a kvantifikaci vétsiho poctu metaboliti, které maji podobné chemické struktury
obsahujici stejné funkéni skupiny nebo které se spole¢né ucastni urcité metabolické drahy.
V nékterych piipadech se vSak vyuziva i cilena analyza metabolitd, jez se zaméfuje
na kvalitativni a kvantitativni analyzu jen né€kolika malo konkrétnich metabolitti [1-4].

Pomoci metabolomickych technik miZeme sledovat vzajemné interakce metabolitl
v metabolickych drahdch a miizeme ziskat kvantitativni informace o mnoZzstvi meziproduktt
z n¢kolika metabolickych drah zaroven. To v§e nam poskytne ptehled o metabolické siti a mlize
nam pomoci odhalit a pochopit jeji odchylky. JelikoZ jsou patologické zmény v metabolismu
doprovazeny zménou profilu uréitych metabolitd [5], ma metabolomika velky vyznam
Vv biologickych tekutinach a tkanich poukazuji na pfitomnost patologickych stavi [6].
S vyuzitim metabolomiky mizeme rovnéz sledovat i mechanismy ucinku 1é¢iv, a tim uréovat

toxické ucéinky [1; 3; 7].
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V poslednich letech se hodné publikaci zamétfuje pravé na rtizné potenciondlni
biomarkery. Metabolomické techniky jsou hojné aplikovany napiiklad pfi studiu synaptického
pfenosu, piinémz dochdzi kuvoliiovani neurotransmiterit (pi. acetylcholin, adenosin,
katecholaminy, indolaminy, aminokyseliny, dipeptidy) z jednoho neuronu na neuroreceptory
neuronu druhého. Monitorovani neurotransmisi ma vyznam piedev§im pro vyvoj
farmakologickych sloucenin [7; 8]. Jako potencionalni metabolomické biomarkery jsou
zkoumany i slouCeniny spojené s metabolismem oxidu dusnatého (L-arginin, L-citrulin,
symetricky a asymetricky dimethylarginin a dimethylamin). Vyzkum odhalil, ze zvySené
hladiny symetrického argininu a dimethylaminu v krvi mohou byt spojeny se Spatnou funkci
ledvin, jelikoZ tyto slouceniny jsou z téla vyluGovany moci [9]. Pozornost je vénovana také
stanoveni biogennich amintl, a to napiiklad v matetském mléce, kdy byl porovnavan obsah
putrescinu, sperminu, spermidinu, histaminu, tyraminu a kadaverinu v matefském mléce
zdravych matek a matek trpicich mastitidou. Bylo zjisténo, ze mléko matek s mastitidou
obsahuje vyssi hladiny histaminu, putrescinu a sperminu [10].

Diky obrovskému potencialu metabolomiky v klinické analyze a v dalSich oblastech,
jako je mikrobiologie, biologie rostlin, fyziologie zvitat ¢i potravinaistvi, je ji v souc¢asné dobé

vénovana vEtsi a vétsi pozornost [7; 11].

1.2 Aminokyseliny

1.2.1 Obecna charakteristika

Aminokyseliny (AMK) jsou slouéeniny obsahujici aminovou (-NH>) a karboxylovou
(-COOH) funkéni skupinu zaroven. V piirodé se nachazi nepfeberné mnozstvi AMK, ovsem
v organismu je hlavni pozornost vénovdna pouze 20 tzv. proteinogennim neboli
bilkovinotvornym aminokyselinam, které jsou totiz zakladnimi stavebnimi kameny bilkovin.
Jelikoz je syntéza bilkovin fizena genetickym kodem, nesou diky tomu i oznaceni kodované.
Jedna se o a-aminokyseliny, coz znamena, ze ob¢ funk¢ni skupiny jsou navazany na stejném
atomu o uhliku. Téméf vSechny obsahuji minimélné jednu priméarni aminovou skupinu.
Vyjimkou je prolin, jehoZ aminoskupina je zacyklena v postrannim fetézci. Prolin tedy
obsahuje sekundarni aminovou funk¢ni skupinu, a je proto ¢asto povazovan za iminokyselinu.
Jednotlivé AMK se pak ve své struktute od sebe 1i$i postrannim fetézcem [12-14].

Diky ptitomnosti chiralniho uhliku v molekule jsou AMK opticky aktivni, tzn. ze staceji
rovinu polarizovaného svétla. V bilkovinach se nachazi pouze L-aminokyseliny, ovsem
Vv pfirodé, a v malé mife dokonce i v lidském organismu, se mizeme setkat i s AMK

v D-konfiguraci. Pivod a funkce D-aminokyselin nejsou zatim piesné znamé, avsak jejich
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abnormalni koncentrace v lidské krvi je spojovana s riznymi chorobami [13; 15]. Témét
vSechny AMK maji pouze jeden chiralni uhlik a poskytuji tak jen 2 stereoizomery. Vyjimkou
je isoleucin, threonin a glycin. Zatimco prvni dv€ zminované obsahuji chiralni uhlik
i ve struktufe postranniho fetézce, a tvoii tak dokonce 4 stereoizomery, glycinu chiralni
centrum absentuje [12-14].

Jelikoz AMK nese ve své struktuie zaporny (COO") i kladny naboj (NHz"), ¢imz tvoii
jakousi vnitini sul, je povazovana za amfoterni elektrolyt. To znamend, ze v neutradlnim
prostiedi jsou karboxylové skupiny deprotonizovany za soucasné protonizace aminoskupiny.
Dochazi tedy k pfenosu naboje uvniti struktury AMK. Hodnota pH, kdy se molekula AMK
chova jako neutralni sloucenina, se oznacuje jako izoelektricky bod. V zasaditém prostiedi
dochazi k reakci OH" skupin s kladné nabitou aminovou skupinou za tvorby aniontu. Naopak
v kyselém prostiedi dochazi k reakci H3zO" se zdpornym nabojem karboxylové skupiny
za tvorby kationtu [12-14].

AMK se mohou fetézit za vzniku peptidové vazby. Do tvorby peptidové vazby
(-CO-NH-) se zapojuje a-aminoskupina jedné AMK a a-karboxylova skupina AMK druhé
za soucasné¢ho odstépeni molekuly vody. Podle poctu vézanych aminokyselin peptidovou
vazbou dochazi ke vzniku peptidd (2 az 100 jednotek) a nasledné bilkovin (vice nez
100 jednotek) [12; 13].

Aminokyseliny mizeme rozdé€lit podle struktury postranniho fetézce na jednoduché
s nesubstituovanym postrannim fetézcem (glycin, alanin, valin, leucin, isoleucin),
hydroxyaminokyseliny (serin, threonin), sirné AMK (cystein, methionin), AMK
s karboxylovou skupinou Vv postrannim fetézci (asparagova a glutamova kyselina), amidy
dikarboxylovych AMK (asparagin, glutamin), AMK se zasaditymi funk¢énimi skupinami
Vv postrannim fetézci (lysin, arginin, histidin), aromatické AMK (fenylalanin, tyrosin, tryptofan)
a cyklické (prolin) [12; 13].

Dle polarity mizeme AMK klasifikovat na hydrofobni, hydrofilni a amfifilni.
Hydrofilni AMK délime dale na neutralni, kyselé a bazické [12].

AMK rozdé€lujeme také na esencidlni, podminéné¢ esencidlni a neesencialni. Esencialni
AMK si na rozdil od neesencialnich nedokaze lidsky organismus sam vytvofit, a tudiz musi byt
dodavany do téla potravou. Do této skupiny patii valin, leucin, isoleucin, threonin, methionin,
lysin, fenylalanin a tryptofan. Arginin a histidin jsou podminéné esencialni, jelikoZ si je neni

schopen v dostatecné mife syntetizovat mlady organismus [12].
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1.2.2 Uloha jednotlivych AMK v organismu

Aminokyseliny maji dilezitou roli v anabolickém i v katabolickém metabolismu. Podle
osudu jejich uhlikaté kostry je rozdélujeme na ketogenni a glukogenni. Vétsina AMK patii mezi
glukogenni, které jsou prekurzory glukosy. Ketogenni aminokyseliny poskytuji meziprodukty,
diky kterym dochazi k tvorbé ketolatek a mastnych kyselin. Patii mezi né pouze leucin a lysin.
Aminokyseliny isoleucin, fenylalanin, tyrosin a tryptofan jsou zaroven keto- i glukogenni [14;
16].

Strukturné nejjednodussi aminokyselinou je glycin. Podili se na biosyntéze hemu,
purinovych bazi adeninu a guaninu a je také jednim z prekurzorii pro syntézu svalové
makroergni slouceniny kreatinu. Ve vysokém podilu se rovnéz nachézi v kolagenu a elastinu,
neurotransmitery.

Alanin je aminokyselina, kterd vznika transaminaci z pyruvatu a podili se na transportu
dusiku ze svalt do jater. V jatrech dochazi zpétné k transaminaci L-alaninu za vzniku pyruvatu,
ktery slouzi jako vychozi latka pro glukoneogenezi (tzv. alaninovy cyklus) [13; 14; 16].

AMK s rozvétvenym fetézcem (valin, leucin a isoleucin) maji své zastoupeni predevsim
v bilkovinach kosterniho svalstva, s ¢imz jsou spjaté i jejich anabolické ucinky. K oxidaci
téchto AMK dochazi ptimo ve svalu, a proto jsou vyznamnym zdrojem energie béhem fyzické
aktivity. Volné se podili na regulaci hormonti, pfedevsim inzulinu, glukagonu a ristového
hormonu. Valin je spojovan s dédi¢nou chorobou zvanou srpkovita anémie. Toto onemocnéni
je zpisobené nahrazenim glutamové kyseliny valinem v Sesté pozici B-fetézce hemoglobinu,
coz vede k deformaci ¢ervené krvinky, a tudiz k porusSeni jeji funkce. Leucin dale urychluje
I hojeni pokozky a zlomenin [13; 14; 17].

Serin je diky své hydroxylové funkéni skupiné soucasti aktivniho centra enzymu
Stépicich bilkoviny, tzv. proteaz, které hydrolyzuji peptidové vazby. Aktivni centrum je
nejdilezitéjsi ¢asti enzymu. Nachézi se tam totiZ katalyticky aktivni aminokyselinové zbytky,
jez jsou kli¢ovym predpokladem k potencionalnimu prubéhu celé enzymové reakce. Mezi
serinové proteazy patii trypsin, chymotrypsin, elastaza, trombin a plasmin.

Threonin je esencidlni AMK, pfi jejimz nedostatku dochézi k ukladani tuku v jatrech.
Jelikoz jsou zdrojem threoninu zejména zivocisné produkty, jeho nedostatkem trpi predevsim
vegetariani.

Cystein se diky své thiolové funkéni skupiné (-SH) podili na tvorbé disulfidové vazby
a na oxida¢né-redukcénich reakcich, diky kterym chrani organismus pted toxickymi latkami.

Stejné jako serin je i cystein soucasti aktivniho centra nékterych proteaz. Cystein muze byt
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navic ze serinu syntetizovan, ovSem za ucasti L-methioninu, ktery je navic nezbytny
pro zahajeni syntézy bilkovin.

Kyselina asparagova se v organismu vyskytuje ve form¢ své soli — aspartatu, ktery je
donorem dusikovych atomi Vv ornitinovém cyklu a uplatiiuje se i pii syntéze nukleotida.

Glutamova kyselina je hlavnim excitatnim neurotransmiterem v centralni nervové
soustave a hraje roli v metabolismu tukt. Podili se také na detoxikaci amoniaku v organismu,
¢imz udrzuje spravnou dusikovou bilanci. Podobnou roli jako kyselina glutamova ma
i glutamin. Krom¢ odbouravani piebyteéného amoniaku se uplatfiuje pii syntéze purinovych
bazi a je vyznamnym zdrojem energie pro ledviny, stfeva a jatra.

Lysin je dulezity pro vstiebavani vapniku a pro tvorbu svalové a pojivové tkané.
Arginin je prekurzorem pro syntézu kreatinu a je vychozi slou¢eninou pro vznik signalni
molekuly oxidu dusnatého, ktery se podili pfedevsim na vasodilataci hladkého svalstva.
Arginin se také ucastni ornitinového cyklu [13; 14; 16].

Vyznamnou AMK je fenylalanin, ktery se vyuziva pii 1é€bé deprese a tlumeni bolesti.
Za katalyzy enzymem fenylalaninhydroxylazou je odbouravan na tyrosin. Pokud je tato
metabolicka cesta fenylalaninu narusena, dochazi k onemocnéni zvanému fenylketonurie,
coz je dédi¢na choroba, ktera se pii nedostateéné ¢i absentujici 16€bé projevuje predevsim
psychickymi poruchami [13; 14; 18].

Tyrosin je tedy meziproduktem metabolismu fenylalaninu a dale slouZzi jako vychozi
slouCenina pro fadu dulezitych latek pfedev$im hormondlni povahy. Z tyrosinu vznikaji
hormony dfené nadledvin neboli katecholaminy (adrenalin, noradrenalin, dopamin) a hormony
Stitné zlazy. Tyrosin je rovnéz i prekurzorem pro tvorbu pigmentu melaninu.

Tryptofan je vyznamnou vychozi latkou pro syntézu vitaminu nikotinamidu
a neurotransmiteru serotoninu a je vyuzivan k 1é¢b¢ uzkosti, stresu a deprese.

Histidin ma svij vyznam piedev§$im ve struktufe hemoglobinu a myoglobinu,
kde pomoci koordina¢né kovalentni vazby vaze atom Zeleza. Histidin je stejné jako serin
soucasti aktivnich mist nékterych enzymd.

Prolin nachazime zejména v pojivovych tkanich [13; 14].

1.3 Biogenni aminy

1.3.1 Obecna charakteristika
Biogenni aminy (BA) patii mezi nizkomolekularni dusikaté organické slou¢eniny, které
vznikaji aminaci aldehydt a ketonti nebo dekarboxylaci aminokyselin za ptsobeni enzyma. BA

jsou v malém mnozstvi syntetizovany v rostlinnych i zivoc¢isnych bunkach. V lidském stieve
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jsou pomoci enzymii monoaminooxiddz ¢i diaminooxidaz detoxikovany na mensi degradacni
produkty. U¢inek enzymi vsak inhibuji nékteré 1éky (napi. antidepresiva) a alkohol.
Pii nadmérné konzumaci BA vSak neni na§ organismus schopen jejich piebytek zcela odbourat,
¢imz dochazi k jejich akumulaci, ktera zptsobuje mnohé zdravotni problémy [19-21].

BA zahrnuji mnoho strukturné odlisnych sloucenin, které lze rozdélit dle nékolika
parametr. Podle chemické struktury rozliSujeme alifatické (kadaverin, putrescin, spermidin),
aromatické (fenylethylamin, tyramin) a heterocyklické (histamin, tryptamin) biogenni aminy.
Dle po¢tu aminovych funk¢nich skupin je pak délime na monoaminy (tyramin), diaminy
(histamin, kadaverin) a polyaminy (spermidin, spermin) [10; 21].

Jelikoz BA vnikaji béhem mikrobidlniho metabolismu, jsou pfirozenou slozkou
fermentovanych potravinarskych vyrobku jako jsou syry, kvasena zelenina, pivo ¢i vino. Druh
a koncentrace BA, které se v potravinach vytvoii béhem fermenta¢niho procesu, jsou ovlivnény
nékolika faktory: sloZzenim potravin, bakterialni mikroflorou a podminkami skladovani, mezi
které patii naptiklad teplota, proces zrani ¢i baleni produktu. Tvorba BA ve fermentovanych
i nefermentovanych potravinach je spojovana hlavné s jejich kvalitou. BA lze tudiz vyuzit jako
indikatory kvality potravin (stupné Cerstvosti) napiiklad u zeleniny a ovoce, ale pfedev§im
u masa a masnych vyrobki a u jinych potravin s vysokym obsahem bilkovin. Dal§im divodem

stanoveni BA v potravinach je i jejich potencialni toxicita ve vy$§im mnozstvi [14; 19; 21-23].

1.3.2 Uloha v organismu

BA zastavaji dilezité fyziologické funkce ve tkanich a biologickych tekutinach [14; 20;
24]. Mezi nejvyznamnéjsi BA ptitomné v organismu patii histamin, serotonin, dopamin,
noradrenalin (norepinefrin), adrenalin (epinefrin), spermidin, spermin a putrescin.

Histamin vznika dekarboxylaci histidinu pomoci enzymu histidindekarboxylazy a je
dalezitym neurotransmiterem v centralni nervové soustavé. Podili se na sekreci zalude¢ni
kyseliny a vyznamnou roli hraje také pii alergickych reakcich. V piipadé, Ze je organismus
atakovan alergenem, dochédzi k uvolovani histaminu. Jeho cilem je zmirnit podrazdéni
vyvolané alergenem, tudiz je jakymsi prostfednikem pro zaktivovani adekvatni odpovédi
organismu. Cilovymi misty pro ptsobeni histaminu jsou endotelidlni bunky a bunky hladké
svaloviny. Zde vyvolava samotné piiznaky alergie jako je vazodilatace cév, zarudnuti kize
¢i zvySeni sekrece zlaz v misté reakce. Diky rozsifeni cév tak dochazi ke snadnéj$imu putovani
bilych krvinek, které se podileji na imunitnich mechanismech. ZvySena sekrece tekutin (slzy,
vytok z nosu) zase ptispiva k vyluCovani alergenu z téla. Pti silnych alergickych reakcich vsak

mize byt jeho ucinek také smrtelny [14; 25].
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Serotonin vznika hydroxylaci a naslednou dekarboxylaci tryptofanu za ucasti enzymu
tryptofanhydroxylazy. V lidském téle se serotonin vyskytuje v gastrointestinalnim traktu,
v granulech krevnich desticek a v centralni nervové soustave. Serotonin ma vazokonstrikéni
ucinek, ktery uplatituje predev$im pii kontrakci hladké svaloviny stiev. Je prekurzorem
pro biosyntézu hormonu melatoninu, jez V lidském téle reguluje periodicky se opakujici
biologické rytmy (napt. spanek). Serotonin také fadime mezi neurotransmitery a jeho snizena
aktivita ¢i uplny nedostatek jsou spojovany s psychickymi poruchami (obzvlasté deprese),
poruchami nalad, spanku, paméti a chuti. Naopak v dusledku zvy$ené koncentrace tryptofanu
dochazi ¢asto k vyskytu migrény ¢i nevolnosti [14; 26].

Dopamin, adrenalin a noradrenalin obsahuji ve své struktuie pyrokatechol, a proto se
jim obecné tika katecholaminy. Vychozi slou¢eninou pro vznik katecholaminti je tyrosin, jehoz
hydroxylace a nasledna dekarboxylace vede ke vzniku dopaminu. Noradrenalin pak vznika
hydroxylaci dopaminu za pomoci enzymu dopamin-p-hydroxylazy a adrenalin ziskdme
methylaci  noradrenalinu  pomoci enzymu fenylethanolamin-N-methyltransferazy.
Katecholaminy jsou produkovany dieni nadledvin a pusobi jako hormony a neurotransmitery.
Adrenalin je vylucovan do krve pii fyzickém a psychickém stresu a zplsobuje zvySeni
koncentrace glukozy, laktatu a volnych mastnych kyselin. Noradrenalin vyvolava kontrakci cév
(kromé cév srdecnich), ¢imz zvySuje krevni tlak. Dopamin zase inhibuje sekreci hormonu
prolaktinu, ktery stimuluje rst mlé¢né Zlazy a tvorbu matetského mléka. Se sniZenou
koncentraci dopaminu se poji Parkinsonova choroba, cozZ je neurodegenerativni onemocnéni
centralni nervové soustavy [14; 27; 28].

Dekarboxylaci ornitinu je v téle tvofen BA putrescin, jehoZz enzymatickou pfeménou
poté vznikaji polyaminy spermin a spermidin. Tyto dva se podili na proliferaci a diferenciaci
bun¢k a na syntéze RNA, DNA a bilkovin. V rakovinnych tkanich je aktivita enzymul
podilejicich se na syntéze sperminu a spermidinu zvySend, cozZ ma za nésledek zvyseni celkové

koncentrace BA v téle, a tim i zvySeni proliferace rakovinnych bunék [10; 24; 29; 30].

1.4 Hydroxyslouceniny

Hydroxyslou¢eniny jsou organické latky, které ve své struktufe obsahuji minimalné
jednu hydroxylovou funkéni skupinu (-OH). Také hydroxyslouceniny lze rozdé€lit do nékolika
kategorii. Podle toho, na jakém uhlovodikovém zbytku je hydroxylova funkéni skupina vazana,
rozliSujeme alkoholy (alifaticky uhlovodikovy fetézec) a fenoly (aromatické jadro). Pokud

posuzujeme uspotradani na uhliku nesoucim funkéni skupinu, odliSujeme hydroxyslouceniny
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primarni, sekundarni ¢i tercidlni. Dle poctu funkénich skupin v molekule délime
hydroxyslouceniny na jednosytné, dvojsytné ¢i vicesytné [31].

Metabolity obsahujici hydroxylovou funkéni skupinu jsou duleZitou tfidou metabolomu
[32]. Jedna se piedev§im o sacharidy, lipidy [33], steroidy [8; 33; 34], vitaminy, [34],
ribonukleosidy [35] a jiné polyoly [36].

1.5 Druhy biologickych vzorki a jejich priprava k analyze

Pro metabolomické studie je nesmirné dulezita vhodna uprava vzorku. Optimalni
metoda by méla byt neselektivni, jednoducha, rychld, reprodukovatelna a zahrnovat krok
zastaveni (tzv. zhaseni) metabolismu. Béhem ptipravy vzorku by nemélo dojit k degradaci
¢ijiné ztrat¢ metabolitl, proto je nutné dobu a kroky postupu piipravy minimalizovat
a optimalizovat [37].

Jelikoz je stabilita metabolith zavislA na jejich chemické povaze, uCasti
vV enzymatickych procesech a na velikosti enzymatické aktivity ve vzorku béhem jeho
skladovani, je potfeba pii pripravé vzorku zafadit krok zhaseni metabolismu. Vzorek si tak
uchova skute¢né slozeni metabolomu, jaké mél v dobé jeho odbéru. Napiiklad degradace
proteinlt mize zvysit hladiny aminokyselin ve vzorku, a tim negativné ovlivnit vysledky
analyzy. ZhaSeni metabolismu se provadi rychlymi zménami teplot (chlazeni tekutym dusikem)
¢itpravou pH vzorku na extrémni hodnotu. Pro dosazeni nizké hodnoty pH lze pfidat ke vzorku
kyselinu chloristou, chlorovodikovou nebo trichloroctovou, naopak siln¢ alkalického pH
vzorku dosdhneme pfidanim hydroxidu sodného nebo draselného. V nékterych ptipadech v§ak
ani tyto kroky nemusi zabranit negativnimu ovlivnéni experimentu. Naptiklad pouziti kyseliny
pii zhaSeni metabolismu muze vést k degradaci nékterych vyznamnych metaboliti a také
ke Spatné kompatibilité s hmotnostni detekci. Krok zhaseni metabolismu se bézné pouziva
pfi metabolomickych analyzach bunék a tkani, av§ak u vzorkl biologickych tekutin je obecné
vynechavan. Disledky zahrnuti ¢i vynechani tohoto kroku u vzorkt télnich tekutin nejsou zcela
pirezkoumany, Ize jej vSak opomenout V piipadé, Ze se jedna o velmi stabilni metabolity, avSak
Vv piipadé analyzy snadno oxidovatelnych sloucenin (napf. kyselina askorbova, adrenalin,
dopamin) by mél byt zatazen [37-39].

Po procesu zhaseni metabolismu se pii pfipravé biologickych vzorkil vyuZivaji
jednoduché techniky upravy jako je zfedovani vzorku, srdzeni proteini rozpoustédlem,
ultrafiltrace ¢i extrakce tuhou fazi (SPE). Proteiny jsou ze vzorkl odstranovany organickymi
rozpoustddly, kyselinami nebo solemi. U&inné je pouziti acetonitrilu, acetonu, methanolu,

ethanolu ¢i jejich smési nebo pouziti kyseliny trichloroctové ¢i siranu zine¢natého. Metoda
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ultrafiltrace vyuziva specialnich filtrii (membran), které jsou schopny propustit pouze molekuly
o specifické molekulové hmotnosti. Filtrace je pak dosazeno pusobenim tlaku
nebo odstfedénim [37]. SPE extrakce se pouziva pro CiSténi a zakoncentrovani vzorku.
K tomuto tcelu se pouzivaji kolonky s vhodnym sorbentem, nejcastéji Cis. Material sorbentu
zvySuje selektivitu metody, a proto je SPE extrakce vhodné pro cilenou analyzu metabolitt.
Kolona je nejdiive aktivovana vhodnym rozpoustédlem, ¢imz se vytvoii vhodné podminky
pro zachyt analytti. Nasledn¢ je nanasen vzorek S cilovymi analyty, které jsou pomoci sorbentu
na kolon¢ zachyceny. Pro odstranéni interferujicich latek je kolona nasledné promyvana
a v poslednim kroku jsou zachycené analyty z kolony vypuzeny elu¢nim ¢inidlem [37; 40; 41].
Pokud je tfeba rozdélit metabolity dle polarity pouze do dvou frakei (polarni a nepolarni), 1ze
vyuzit i techniku extrakce kapalina-kapalina [39].

VétSina klinickych analyz se provadi v plazmé, séru a moci. K analyze lze vSak vyuzit
1 jiné biologické tekutiny, napfiklad mozkomisni mok, sliny, plodovou vodu, matefské mléko,

synovialni tekutinu, travici tekutiny, seminalni plazmu, ale také vzorky tkani [4].

1.5.1 Sérum, plazma

Plazma se ziska z plné krve ve dvou krocich. Nejprve se pfida antikoagula¢ni ¢inidlo
(pt. heparin, citrat, EDTA), které zabrani zahajeni sraZeci (tzv. hemokoagula¢ni) kaskady. Poté
je suspenze odstifedéna, ¢imz je oddélena bunéfnd ¢ast od supernatantu, tedy plazmy.
Pro ziskani séra se zadné antikoagulanty nepiidavaji. Po srazeni krve je sérum od bunééné casti
oddéleno pomoci centrifugace. Jelikoz se n€které bilkoviny podili na hemokoagula¢ni kaskade,
jsou z krve odstranény, a tim je jejich obsah v séru nizsi nez v plazmé. Piiprava séra trva delsi
dobu, coz zvysuje pravdépodobnost vyskytu enzymatickych a degradaénich procest ve vzorku.
Z tohoto duvodu je pro metabolomické analyzy upiednostiiovana plazma [37]. K odstranéni
bilkovin ze séra ¢i plazmy se vyuzivaji organicka rozpoustédla jako je acetonitril [8; 42; 43],

kyselina sulfosalycilova [18], chlorista [11] ¢i trichloroctova [10].

1.5.2 Krev

Dals§im druhem biologického vzorku je plna krev, jez se v metabolomickych analyzach
vyuziva jen ziidka. BéZné se vSak pouZiva pii novorozeneckém screeningu vrozenych vad
tzv. metodou susené kapky krve. Pii této metodé se mala kapka krve nanese na filtra¢ni papir,
necha se zaschnout a metabolity jsou nasledné ze skvrny extrahovany organickym
rozpoustédlem (napi. methanolem). K vyhodam této metody patii pfedev§im potfeba mensich

objemil vzorka (20-25 pl), snadnost odbéru a mensi naroky na skladovani. Nevyhodou je vSak
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omezena stabilita nékterych metabolitli ve vysusené kapce krve. Analyzu mohou také narusovat
slouc¢eniny uvolnéné béhem extrakce z filtraéniho papiru. Nékteré metabolity mohou navic

S papirem siln¢ interagovat, a tudiZ je obtizné vybrat vhodny extrak¢ni postup [37].

1.5.3 Mo¢

Moc¢ obsahuje predevSim polarni latky, které jsou ztéla vyluCovany v disledku
katabolismu [4]. Po odbéru je vhodné vzorek moci odstiedit. Dojde tak k odstranéni buné¢nych
elementt, jez se mohou v moc¢i nachazet (napt. erytrocyty, leukocyty). Pozor si musime dat
narychlost otacek beéhem odstfedéni. Pi1 vysSich otackach totiz mize dojit k poskozeni
nékterych bungk, a tim k ovlivnéni vysledkt analyzy. Ke vzorku se nékdy piidava azid sodny,
jez zabranuje rustu bakterii béhem jeho skladovani, avSak lepsi je bakterie ze vzorku zcela
odstranit pomoci mikrofiltrace [37; 38; 44]. Vzorek moci je pted analyzou nejcastéji pouze
fedén vodou v poméru 1:1 az 1:10. [37; 38]. K extrakci analytl ze vzorku moci Ize v8ak vyuzit

metodu SPE s nepolarni stacionarni fazi (C1g) a methanolem jako elu¢nim ¢inidlem [45; 46].

1.5.4 Mozkomi$ni mok

Analyzy metaboliti v mozkomi$nim moku jsou klicové pro porozuméni poruch
centralniho nervového systému. Vzorek mozkomis$niho moku sta¢i pouze natedit vodou [8],
ale z davodu odstranéni proteini je vhodné piidat srazeci rozpoustédlo, napiiklad methanol

¢i studeny acetonitril a nasledné odstiedit [37; 43]

1.5.5 Tkané

V porovnani s biologickymi tekutinami pfinasi analyza tkani mimo jiné i prostorové
informace o obsahu metabolitl, ¢imZz mizeme naptiklad rozlisit zdravou a kancerozni tkan [4].
Vzorky tkani se doporucuje zbavit zbytkl krve oplachem, jelikoZ by mohly naruSovat profil
metaboliti. Nasleduje krok homogenizace tkani, ktera se provadi za snizené teploty pomoci
homogenizaénich kuli¢ek nebo rota¢nich homogenizatora [37].

Z homogenizované tkané ziskame metabolity pomoci extrakce, ke které 1ze pouzit riizna
¢inidla dle polarity analytii. Nejcastéji se vyuzivaji rozpoustédla jako je voda, ethanol,
methanol, chloroform atd. Pro extrakci hydrofilnich i hydrofobnich sloucenin zaroven se pak
pouzivaji smési extrak¢nich ¢inidel, napi. kombinace chloroform/methanol

¢i chloroform/methanol/voda [37].
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1.6 Derivatizace

Derivatizace je zptisob modifikace struktury analytu, diky které ziskd nové fyzikalni
nebo chemické vlastnosti. Provadi se pro umoznéni detekce analytli, pro zvySeni citlivosti
a selektivity detekce a ke zlepSeni chromatografické separace. K tomuto ucelu se vyuzivaji
derivatizacni ¢inidla, kterd jsou schopna za urcitych podminek selektivné reagovat s urCitou
funk¢ni skupinou analytu a vnasi do struktury analytu chromofor, fluorofor nebo elektrofor.

V plynové chromatografii (GC) se vyuzivaji derivatiza¢ni ¢inidla ptedev§im z duvodu
zvySeni tékavosti stanovovanych latek, jelikoz podminkou analyzy pomoci GC je tékavost
a termostabilnost analytd. Diky derivatizaci tak mohou byt stanovovany metodou GC
I netékavé slouceniny. V piipadé vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) se
derivatiza¢ni techniky provadi predevsim kvuli zlepSeni citlivosti a selektivity detekce, ale také
ke zlepSeni chromatografické separace (napfi. retencni Cas, tvar a Ssymetrie piku) [40; 47-49].

Obecny princip derivatizace je uveden na obrazku 1.

Funk.é ni Reak.c“:ni Modifikovana skupina
skupina skupina »
- *
Cilova slouc¢enina Derivatiza¢ni ¢inidlo

3

Derivatiza¢ni produkt
Obrizek 1 - Obecny derivatizacni mechanismus [49]

Kvantitativni prubéh derivatiza¢ni reakce je velmi zavisly na rek¢énich podminkach, jako
je vhodné pH, teplota a doba reakce. Prave tato kritéria se pfi pouziti derivatizacnich ¢inidel
optimalizuji. Pfi volbé vhodného c¢inidla se také vénuje pozornost stabilité¢ derivati ¢i cené
derivatiza¢niho ¢inidla [11; 47-49].

Derivatiza¢ni reakce miiZe byt realizovéana pted vlastni separaci analytt (pfedkolonova)
nebo az po ni (postkolonova). U obou provedeni jsou na reakci, pouzita ¢inidla i na vzniklé

derivaty kladeny rtizné pozadavky [47; 48].

1.6.1 Piedkolonova derivatizace
Piedkolonova derivatizace probiha jesté pied zavedenim analytu na kolonu a v tomto

pfipad¢ musi reakce probihat kvantitativné, selektivné, za mirnych reakénich podminek,
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bez vzniku vedlej$ich produkti a nezreagované c¢inidlo musi byt dobfe separovatelné
od produkti. Pfedkolonovou derivatizaci 1ze provadét v offline provedeni, pfi némz je reakce
uskute¢néna jesté pied nastiikem vzorku na kolonu nebo v online upofadani, kdy derivatiza¢ni
reakce probiha v davkovaci smycce, mezi smyCkou a kolonou ¢i pifimo na koloné.
Ptredkolonovou derivatizaci je ovliviiovana nejen selektivita detekce, ale i separovatelnost
sloucenin, ¢imz je mozné samotnou separaci analytu zjednodusit. Zaroven muze také slouzit
jako krok cisténi vzorku. Vyhodou tohoto typu derivatizace je pfedevsim neomezena volba
reak¢nich podminek (napf. teplota, rozpoustédla, pH a ¢as). Naopak nevyhodou je pak Casty
vznik vedlejSich produktii, které¢ ztézuji orientaci v chromatogramu, a také vysoké naroky
na zkusenost operatora, ktery nesmi negativné ovlivnit reprodukovatelnost vysledka [21; 47;

48].

1.6.2 Postkolonova derivatizace

Postkolonova derivatizace se pouziva pro latky, jenz Ize dobfe separovat, avsak jejich
detekce neni dostate¢né selektivni. V tomto provedeni je derivatizac¢ni ¢inidlo dodavano
do mobilni faze az poté, co probéhne separace analytli na koloné. Z tohoto divodu je nutné
do instrumentace zavést dal$i specialni zafizeni a reaktory, ¢imz se zvysi pofizovaci naklady
celé techniky. Reakce analytu s derivatizaénim ¢inidlem musi probihat rychle a v prostiedi
mobilni faze, coz nas omezuje v jejim vybéru. Derivatiza¢ni ¢inidlo by samo o sobé nemélo
poskytovat odezvu detektoru. Nadbytek piivadéného derivatizacniho ¢inidla do systému navic
zpusobuje fedéni mobilni faze, ¢imz dochazi k rozmyvani pikd, a tim snizeni ucinnosti
separace. Vyhodou postkolonové derivatizace je eliminace manudlni prace a také moZnost
zapojeni dalSiho detektoru, ktery je zafazen do instrumentace jeSté pied derivatizaci [33; 47;

48; 50].

1.6.3 Derivatiza¢ni ¢inidla pro HPLC

V soucasné¢ dobé& je jiz vyvinuto nepieberné mnozstvi derivatiza¢nich cinidel
aplikovanych na rizné skupiny latek. Obecné se pro derivatizaci amino skupiny vyuZzivaji
acylchloridy, arylsulfonylchloridy, sulfonylchloridy, karbonylchloridy, nitrobenzeny,
isokyanaty, isothiokyanaty, ninhydrin, halogennitrobenzofurany ¢i fluorescamin. Derivatizace
hydroxysloucenin je provadéna pomoci acylchloridi ¢i fenylisokyanati. V nasledujici kapitole
jsou bliZze pfedstavena nckterd derivatizacni Cinidla, kterd jsou pouZivana pro derivatizaci

aminokyselin, biogennich amint a hydroxysloucenin [47].
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1.6.3.1 Cinidlo benzoylchlorid

Benzoylchlorid (Bz-Cl) je komer¢né i cenové dostupné derivatizaéni ¢inidlo ze skupiny
acylchloridl, které reaguje se slouceninami obsahujici aminové a hydroxylové skupiny jiz
za mirnych podminek (obrazek 2). Je nositelem chromoforu, ktery umoziuje naslednou

spektrofotometrickou detekci analyti [47].
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Obrazek 2 - Benzoylace primarnich, sekundarnich amint a fenolt [7]

Benzoylace aminu se fidi Schotten-Baumannovym reakénim schématem, v némz Bz-Cl
reaguje S primarnimi a sekundarnimi aminy za vzniku amidi. S hydroxyslouc¢eninami tvofi
Bz-Cl estery a je vhodny predevsim k esterifikaci cukri, alkoholt a glykolii [7; 36; 47]. V obou
piipadech se béhem reakce uvolnuje kyselina chlorovodikova, ktera je schopna vazat se
na plivodni amin, a tim snizovat vytéZek reakce. Prav€ z dlivodu neutralizace a eliminace
negativniho vlivu generované HCI, musi benzoylace probihat v mirné¢ alkalickém prostiedi
(pH 9) [47; 51]. Pro tpravu pH je ¢asto pouzivan hydroxid sodny [36; 48], boratovy pufr [9;
43], triethylamin [36; 48], uhlicitan sodny [8], hydrogenuhli¢itan sodny [52] ¢i pyridin [48].

Benzoylace probiha za laboratorni teploty do 10 minut [9; 36; 43; 52] a poskytuje
stabilni derivaty, jez nejsou nachylné k fotodegradaci [7; 8; 21; 53]. Po probéhnuti reakce lze
zvySit stabilitu derivati pfidanim kyselého cinidla napt. kyseliny mravenci, sirové [7]
nebo fosforeéné [36]. Hotové derivaty mohou byt nasledné extrahovany napf. ethylacetatem
[36] ¢i chloroformem [52]. Derivaty benzoylchloridu absorbuji v rozmezi 230 az 260 nm [7;
36; 47, 48].
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1.6.3.2 Cinidlo dansylchlorid

Dansylchlorid ~ (Dns-Cl,  5-N,N’-dimethylaminonaftalen-1-sulfonylchlorid) je
derivatiza¢ni ¢inidlo ze skupiny sulfonylchloridt, které je povazovano za jedno z nejstarSich
anejvice pouzivanych derivatizacnich c¢inidel [21; 47; 48]. V mirn¢ alkalickém prostiedi
poskytuje fluoreskujici derivaty s primarnimi i sekundarnimi aminy (obrazek 3). Za vyssiho pH
reaguje i s fenoly, imidazoly, a dokonce i s alkoholy (obrazek 3). Se vzrustajicim pH se zvySuje
rychlost dansyla¢ni reakce, ale i rychlost hydrolyzy ¢inidla i derivati. Hydrolyzni produkty
vSak rovnéz fluoreskuji, ¢imz negativné ovliviiuji separaci a orientaci v chromatogramech.
Pii dansylaci hydroxysloucenin se nékdy ke vzorku ptidava 4-(dimethylamino)pyridin
(DMAP), jez slouzi k aktivaci reakce. Dle literatury je pro urychleni reakce nutné derivatiza¢ni
smés zahtat na teplotu 60-100 °C, ale i ptesto je reak¢éni doba dlouha az kolem 45-60 min [11;
32; 34; 47; 48; 54]. Velkou nevyhodou Dns-Cl ajeho derivata je velka citlivost na svétlo.
Derivatizaéni reakce tedy musi probihat ve tmég, aby nedochazelo k rozkladnym reakcim [11;
53]. Dansylderivaty jsou detekovany pii vinovych délkach excita¢niho zafeni (Aex) 340-380 nm
a emisniho zatreni (Aem) 470-530 nm [21; 47; 48].
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Obrazek 3 — Reakce dansylchloridu s aminy, alkoholy a fenoly [34; 40; 47]
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1.6.3.3 Cinidlo fenylisokyanat

Derivatiza¢ni ¢inidlo fenylisokyanat (PIC) reaguje s primarnimi i sekundarnimi aminy
za vzniku disubstituované mocoviny a S hydroxyslou¢eninami za vzniku esterd
N-substituovanych karbamovych kyselin (obrazek 4). Derivatiza¢ni reakce probiha nejen
za zvySené ale i za laboratorni teploty a trva okolo 15-20 minut [47; 55-61]. Nadbytek ¢inidla
Ize po probéhnuti reakce nasledné odstranit pridavkem alifatického alkoholu, napt. methanolu.
Derivaty jsou detekovany pfti vinové délce 230-260 nm.

Obdobou tohoto ¢inidla je také derivatiza¢ni ¢inidlo fenylisothiokyanat (PITC), jeZ se

pouziva pro derivatizaci amint ¢i aminokyselin za vzniku fenylthiokarbamoylu [47; 62-64].
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Obrazek 4 — Reakce PIC s aminy a alkoholy [47]

+ HO

1.6.3.4 Cinidlo o-ftaldialdehyd

Derivatiza¢ni ¢inidlo o-ftaldialdehyd (OPA) je jednim z nejpopularnéjsich cinidel
vhodnych pro pfedkolonou i postkolonovou derivatizaci. OPA reaguje pouze s primarnimi
aminy (obrazek 5). Reakce probihd v zasaditém prostiedi pii laboratorni teploté
a za pritomnosti redukéniho ¢inidla, kterym je nejcastéji 2-merkaptoethanol nebo kyselina

3-merkaptopropanova [42; 65-68].
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Obrazek 5 - Reakce OPA s primarnimi aminy [65]
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Vyhodou derivatizace s OPA ¢inidlem je kratka reak¢éni doba obvykle do 2 min a vznik
vysoce fluoreskujici slouceniny detekovatelné pti Aex = 340 nm a Aem = 455 nm. Nevyhodou je
nedostatecna stabilita pfipravenych derivata. Z tohoto ditvodu je OPA ¢inidlo upfednostinovano

v postkolonové derivatizaci [65-68].

1.6.3.5 Cinidlo FMOC-CI

Diive byl FMOC-CI (9-(fluorenyl)methyloxykarbonyl chlorid) pouzivan jako
protektivni Cinidlo amino skupiny pfi syntéze peptidd. Az pozdé€ji naSel své vyuziti
V derivatizacich. FMOC-CI| reaguje s primarnimi i sekundarnimi aminy za tvorby
fluoreskujiciho derivatu karbamatu (obrazek 6). Derivatizaéni reakce je rychla a probiha
v mirn¢ alkalickém prostiedi zajisténym nejcastéji boratovym pufrem. S vyssim pH se zvysuje

i tvorba hydrolyzniho produktu. Detekce probiha pii Aex = 260 nm a Aex = 310 nm [47; 69; 70].
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Obrazek 6 - Reakce FMOC-CI s aminokyselinami [69]

1.7 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Siroce vyuzivanou analytickou separaéni metodou je vysokou¢inna kapalinova
chromatografie. Princip HPLC spociva v rozdilné afinité jednotlivych slozek smési ke dvéma
fazim — stacionarni a mobilni. Stacionarni fazi je pevny sorbent a fazi mobilni je kapalina.
Vyhodou této metody je velky vybér mobilnich a stacionarnich fzi, jejichz kombinacemi je
mozné separovat Sirokou Skalu latek nepolarni az iontové povahy. Dle principu distribuce
slozek mezi fazemi rozliSujeme chromatografii v systému s normalnimi fazemi (NP-HPLC),
vV systému s obracenymi fazemi (RP-HPLC), iontové-vyménnou, gelovou permeacni
chromatografii, afinitni, chiralni aj. Rozdil mezi NP-HPLC a RP-HPLC spociva V rozdilné
polarité stacionarni a mobilni faze. Pokud je staciondrni faze polarnéjs$i nez fdze mobilni,
hovotime o NP-HPLC, naopak je-li faze stacionarni méné polarni nez faze mobilni, jedna se
0 RP-HPLC. Pravé s vyuzitim RP-HPLC se setkame nejcastéji [71-75].

Kapalinovy chromatograf se sklada z n¢kolika zakladnich c¢asti: zasobnik(y) mobilni
faze, Cerpadla, davkovaci zafizeni, kolona a detektor. Schéma HPLC instrumentace je

zobrazeno na obrazku 7 [71].
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Obrizek 7 - Schéma HPLC [76]

1.7.1 Cerpadla a mobilni faze

Mobilni faze (MF) je Cerpana ze zasobniku pomoci ¢erpadla vyrobeného z chemicky
a mechanicky odoIného materialu. Cerpadla pracuji za velmi vysokého tlaku od 5 do 60 MPa
a v piipad¢ ultra vysokoucinné kapalinové chromatografie (UPLC) se pfi analyzach dosahuje
tlakd az do 130 MPa. Vysokotlaka Cerpadla musi zajistovat konstantni prutok mobilni faze
bez tlakovych pulzaci. Rychlost prutoku se obvykle pohybuje v rozmezi 0,5-1,5 ml/min. MF
unasi nadavkovany vzorek do kolony a zaroven se Gcastni fazovych rovnovah a tedy i separace.
Velky vliv mé na eluéni charakteristiky jako je rozliSeni, retencni pomér, doba analyzy
a citlivost. Proto je volba mobilni faze pro analyzu velmi dulezita. U NP-HPLC se pouzivaji
nepolarni organicka rozpoustédla jako je hexan, heptan nebo cyklohexan spolu s ptidavkem
polarni slozky, napt. 2-propanolu. V RP-HPLC byvaji mobilni fazi vodné roztoky methanolu
¢i acetonitrilu [71-75].

Pro separaci jednodussich vzorkt se vyuZziva izokratické eluce, pti niz se béhem analyzy
neméni sloZzeni mobilni faze. Pro komplexni vzorky se naopak vyuziva eluce gradientova,
pfiniZ se sloZzeni mobilni faze méni, coz méni selektivitu latek na analytické kolon&. Pomoci
gradientové eluce lze vyrazné snizit dobu analyzy, oddélit od sebe latky velmi podobné

struktury a ovlivnit tvar pika [72].

1.7.2 Davkovaci ventil

Vzorek se davkuje pomoci vicecestného (vétSinou Sesticestného) davkovaciho ventilu
se smyckou presné definovaného objemu, ktera tak zajistuje davkovani stejného mnozstvi
vzorku. Davkovani vzorku lze provést manualné nebo pomoci autosampleru, jenz minimalizuje
chyby operatora. Nastiikovy objem je dan velikosti smycky a pro vétSinu analytickych aplikaci

se pohybuje v rozmezi 1-50 ul [71-75].
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1.7.3 Kolona

Kolona je trubice o délce 3-25 c¢cm a vnitinim praméru od 2,1-4,6 mm vyrobena
nejcastéji z nerezové oceli a je vyplnéna vhodnym sorbentem. Podle tvaru naplné rozliSujeme
kolony na monolitické a napliiové. Monolitické kolony jsou zcela vyplnény jednim kusem
porézniho materidlu, jez byva nejcCastéji na bazi organického polymeru (methakrylat,
akrylamid, styren) ¢i silikagelu. Kolony jsou charakteristické velikosti pord, které umoziuji
prutok mobilni faze a zajist'uji povrch pro interakci s analytem. Monolity na bazi organického
polymeru jsou pfipravovany radikalovou polymeraéni reakci iniciovanou zvySenim teploty
¢1 UV zafenim. Monolitické kolony Ize vyuZit pro separace nizko i vysokomolekularnich latek,
Casto se vSak vyuzivaji pfi analyze proteint, oligo- ¢i polynukleotidii nebo $tépti DNA.

Naplinové analytické kolony jsou plnéné casticemi nejcastéji 0 velikosti 2-5 um,
v ptipadé UPLC pod 2 um. Castice mohou byt porovité, povrchové porovité, Sirokoporézni
¢ineporézni a jsou zpravidla tvofeny silikagelem, ktery je chemicky modifikovany riznymi
alkyly, aryly, ¢i jinymi skupinami, podle pozadovanych vlastnosti stacionarni faze.
U NP-HPLC systému jsou na nosi¢ navazany polarni funkéni skupiny, napi. kyanoskupina,
aminoskupina nebo diolova skupina a u systému RP-HPLC jsou to pak stacionarni faze
nepolarniho charakteru, jako jsou alkylové fetézce rizné délky (C18, C8 atd) [71-75].

Pro ochranu analytické kolony a zvySeni jeji Zivotnosti se pfed ni Casto zarazuji kratké
predkolonky. Jejich funkci je zachytavani necistot a latek, které se nevratn€ vazi na stacionarni

fazi analytické kolony, a mohly by tak zpusobit jeji destrukci [71-75].

1.7.4 Detektory

Detektor je zatizeni, které slouzi k detekci latek v eluatu vedeného z kolony. Detekce je
uskutecnéna sledovanim urcitych vlastnosti analytd, jako je schopnost absorpce zafeni, vést
¢i indukovat elektricky proud, lamat svétlo nebo vyzatovat sekundarni zafeni. S tim souvisi
I rozdéleni detektori na univerzalni, které lze vyuzit pro vétsSinu latek, a selektivni, které jsou
urceny pouze pro konkrétni tfidy analyth. Selektivni detektory se oproti univerzalnim vyznacuji
vyss$i citlivosti a vySSi pofizovaci cenou. Typ a vlastnosti béznych detektorti jsou uvedeny
v tabulce 1 [71-75].
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Tabulka 1- Srovnani detektort [75]

Detektor Typ detektoru Mérena velic¢ina Citlivost
Spektrofotometricky | selektivni absorbance ng-pg
Fluorimetricky selektivni intenzita fluorescence fg-pg
Elektrochemicky selektivni elektricky proud pg
Refraktometricky univerzalni index lomu ug
Vodivostni univerzalni vodivost ng

Spektrofotometrické detektory

K nejbéznéjsim detektorim patii spektrofotometricky detektor, ktery monitoruje
absorpci eluentu v ultrafialové (UV) a viditelné (VIS) oblasti vinovych délek (A=190-800 nm).
Nékteré analyzované vzorky vSak obsahuji velké mnozstvi latek absorbujici zafeni Stejnych
vinovych délek, nebo naopak tuto vlastnost stanovované analyty postradaji. Z tohoto divodu
se Casto pred Ci za samotnou separaci zafazuje derivatizacni krok [40; 47-49].

Spektrofotometrické detektory s diodovym polem (DAD) mohou Vv libovolném case
zaznamenavat celé spektrum eluatu bez pieruSeni chromatografické separace. Spektra lze
nasledné porovnavat s knihovnou spekter. Schéma DAD je znazornéno nha obrazku 8. Svétlo
vychazejici z deuteriové vybojky, prochazi §térbinou, priatokovou celou a nasledné je celé
spektrum svétla rozptyleno disperznim prvkem a dopada na soustavu fotodiod tzv. fotodiodové

pole, které méfi intenzitu svétla pro kazdou vinovou délku [71-75].

Disperzni mfizka

Pratokova

Stérbina
Deuteriova

vybojka Fotodiodové pole

Obrazek 8 - Schéma DAD detektoru [75]

Fluorescencni detektor
Fluorescen¢ni detektor je selektivni a velmi citlivy detektor méfici intenzitu
emitovan¢ho zafeni. Aby latka vykazovala fluorescenci, musi ve své struktuie obsahovat

alespoii 2 aromatickd jadra. Z tohoto diivodu je nutné vétSinu analytd pied detekci derivatizovat
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derivatizacnimi cCinidly. Soucasti fluorescenéniho detektoru, jehoz schéma je znézornéno
na obrazku 9, je zdroj excitacniho zafeni, excitatni monochromator, prutocna cela, emisni
monochromator a fotonasobi¢ pro zesileni emitovanych fotonu [71-75].

Pritoc¢na cela

O— Il —

Zdroj Excita¢ni
excita¢niho monochromator
zareni

Emisni
monochromator

Fotonasobic .

Obrazek 9 - Schéma fluorescenéniho detektoru [75]

Refraktometricky detektor

Refraktometricky detektor je vhodné pouzivat k detekei latek, které nevykazuji absorbci
ani emisi. Detektor méfi index lomu eluatu prochazejiciho mérnou celou a porovnava jej
s indexem lomu ¢isté mobilni faze v cele referentni. Odezva detektoru je pfimo imérna rozdilu
intenzity svétla a je velmi zavisla na teploté, Cistot¢ a slozeni mobilni faze. Pouziti

refraktometrického detektoru je tedy vhodné pouze pro izokratickou eluci [77].

Elektrochemické detektory

Elektrochemické detektory jsou zaloZzené na méfeni urcité elektrické veli€iny, jeZ vznika
pii prichodu oxidovatelnych nebo redukovatelnych analyti mérnou celou. Vyuzivaji se tedy
k detekci latek schopnych elektrochemické reakce. V mérmé cele jsou umisténé elektrody
(pracovni, pomocnd, referentni), na které je vloZeno napéti potfebné k reakci. Podminkou
pouziti elektrochemického detektoru je vodivost mobilni faze. RozliSujeme detektor
amperometricky a coulometricky. Zatimco amperometricky detektor je zalozen na méieni
proudu vyvolaného prichodem redukované ¢i oxidované latky mérnou celou, coulometricky

m¢éii naboj potfebny k oxidaci nebo redukci latky [77].

Vodivostni detektor

Vodivostni detektor, Casto fazen mezi elektrochemické, meéfi elektrickou vodivost
eluatu prochazejiciho prutokovou celou mezi dvéma elektrodami. Na elektrody je vkladano
stfidavé napéti, aby se zabranilo jejich polarizaci. Pro pouziti vodivostniho detektoru jsou

kladeny vysoké naroky na mobilni fazi. Aby bylo mozné detekovat i stopova mnozstvi iontl,
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je nutné, aby byla mobilni faze, pokud mozno, nevodiva. Pokud by byla pouzita mobilni faze
disponujici mnohem vyssi vodivosti, V pfitomnosti stopového mnozstvi iontu by doslo pouze
k nepatrnému zvySeni vodivosti, a tudiz ke ztizeni ¢i dokonce znemoznéni detekce. Tento typ

detektoru ma své uplatnéni piedevsim v iontové-vyménné chromatografii [77].

1.8 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je analyticka metoda, pfi niz dochazi k prevedeni
molekul analytu na ionty, které jsou nasledné separovany podle poméru jejich hmotnosti
anaboje (M/z). Vyslednym zaznamem je hmotnostni spektrum, které zobrazuje relativni
intenzitu jednotlivych iontd v zavislosti na m/z [5; 71; 78].

Hmotnostni spektrometr se sklada ze trech zakladnich casti: iontového zdroje,

hmotnostniho analyzatoru a detektoru (obrazek 10) [71; 78].

vzorek IontOV)"E HmOtnosm1—Detekto| » DATA

zdroj | : |analyzator

(vakuum) vakuum

Obrazek 10 - Schéma hmotnostniho spektrometru [78]

1.8.1 Ionizaéni techniky

Iontovy zdroj pievadi neutralni analyzovanou latku na ionty v plynné fazi. Podle
konstrukéniho uspofadani miize iontovy zdroj pracovat za atmosférického tlaku nebo za vakua.
Dle mnozstvi dodané energie rozliSujeme ioniza¢ni techniky mékké a tvrdé. Pokud ziska
molekula vétsi prebytek vnitini energie pfi ionizaci, jedna se o tvrdou ionizacni techniku
a dochazi k rozsahlejsi fragmentaci, kdy mize zcela chybé&t molekularni ion. Pokud je pfebytek
dodané energie maly, jedna se o mekkou ionizaéni techniku. Pii pouziti m&kké ionizacni

techniky nevznikaji fragmentové ionty ¢i jen ve velmi nizké intenzité [71; 78].

Elektronovd ionizace

Elektronova ionizace je jedinym zéastupcem tvrdych ioniza¢nich technik a vyhradné se
pouziva pfi spojeni plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC-MS). Elektronova
1onizace probiha za snizeného tlaku a jako iontovy zdroj se vyuziva wolframové nebo rheniové
vladkno. Elektricky zhavend katoda emituje elektron, ktery putuje prostorem iontového zdroje
k anod¢. Jakmile se elektron ptiblizi k valencnim elektronim molekuly, dojde k vzajemnému
ovlivnéni jejich magnetickych poli, coz vede ke vzniku iontu s lichym poctem elektronu, ktery

je pomoci vytésnovaci elektrody vypuzen a fokusovan do analyzatoru [78].
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Chemicka ionizace

Prikladem mékké ionizacni techniky je chemicka ionizace. Stejné jako u ionizace
elektronové dochazi pomoci iontového zdroje k emisi elektronii, ovSem v piipadé chemické
ionizace je ve zdroji navic pfitomny reakéni plyn o tlaku 50-100 Pa. Mezi nejbéznéjsi reakéni
plyny patii methan, izobutan a amoniak, mén¢ se pak pouziva napiiklad propan, methanol,
dusik aj. Elektrony nejdfive ionizuji molekuly reakéniho plynu, které az nasledné ionizuji

molekuly analytu [71; 78].

lonizace elektrosprejem (ESI)

ESI je nejcastéji pouzivanou mekkou ioniza¢ni technikou, pouzivanou predevsim
pro spojeni HPLC-MS. Ionizace probihd za atmosférick¢ho tlaku a je uréena pro nizko-
i vysokomolekularni latky stfedné polarni az iontové povahy. Princip spoéiva v tom, Ze je
analyt rozprasen na konci kovové kapilary, naniz je vloZeno vysoké napéti. Na povrchu kapicek
vzniklého aerosolu jsou akumulovany naboje a pfi odpafovani rozpoustédla suSicim plynem
dochazi ke zhustovani naboje. Jakmile je dosazeno kritické hodnoty, dojde k tzv. Coulombické
explozi. Opakovani tohoto procesu vede az kuvolnéni iontd, které jsou pfitahovany

do analyzatoru [40; 78].

Chemickd ionizace za atmosférického tlaku (APCI)

APCI je mekka ionizacni technika pouzivana pro stfedné polarni nizkomolekularni
slouceniny. Tento zdroj ionizace je vhodny i pro analyzy s postkolonovou derivatizaci. U APCI
je eluat z chromatografické kolony pfivadén do vyhiivané zony, kde dochazi k jeho rozpraSeni
a odpateni. Pomoci koronového vyboje zprostiedkovaného koronovou jehlou s vlozenym
vysokym napétim, dochazi k ionizaci molekul analytu. Vzniklé ionty jsou pak pomoci elektrod

nasmérovany do analyzatoru [40; 50; 71; 78].

Fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI)

Dalsi mé&kkou ionizacni technikou je fotoionizace za atmosférického tlaku, ktera je
vhodna pro nizkomolekularni latky stfedné polarni az velmi nepolarni povahy. Uspofadani
Vv této technice ionizace je analogické jako u APCI, ovSem Kk ionizaci dochazi pomoci fotont,
kdy se jako zdroj UV zafeni pouziva kryptonova vybojka. Fotony musi mit vyssi energii, nez je
ionizacni energie analytl, ovSem niz$i, neZ je ionizacni energie mobilni faze, tim dochazi

k selektivni ionizaci molekul analytu [71; 78].
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1.8.2 Hmotnostni analyzatory
Dalsi ¢asti hmotnostniho spektrometru je hmotnostni analyzator, v némz jsou vzniklé
ionty rozdéleny podle poméru jejich hmotnosti a naboje. Proud iontd je dale sméfovan

do detektoru [71; 78].

Kvadrupdlovy analyzator

Kvadrupolovy analyzator (Q) se bézné¢ vyuziva u hmotnostnich spektrometri
v kombinaci s GC a LC. Konstrukéné je slozen ze Ctyf kovovych ty¢i s kruhovym prifezem.
Na dvé protilehl¢ je vlozeno kladné stejnosmérné napéti a na druhou dvojici protilehlych tyci
zaporné. Na vSechny tyCe je zaroven aplikovano i napéti stiidavé. Jakmile se ionty analytu
dostanou do prostoru kvadrupdlu, zaénou oscilovat. Podle nastaveného poméru stejnosmérného
a stiidavého napéti je z prostoru mezi ty¢emi uvolnén vzdy pouze ion o urcité hodnoté m/z.
Zménou poméru stejnosmérného a sttidavého napéti jsou z analyzatoru postupné vypuzeny
vSechny ionty, které nasledné dopadaji na detektor. Vyhodou tohoto analyzitoru je
jednoduchost, rychla zména volby vkladaného napéti a nizsi finan¢ni nakladnost. Naopak
nevyhodou je omezeny hmotnostni rozsah [71; 78].

Pro kvantitativni analyzu je vhodné pouzit trojity kvadrupol (QgQ). Jedna se o tii
kvadrupdly fazené za sebou. Prvni kvadrupol vybira analyzované ionty, druhy kvadrupol slouzi
jako kolizni cela, kde dochézi k fragmentaci iontt, a tfeti slouzi k analyze vzniklych fragmentt

[78].

3D iontova past

Iontova past je analyzator, ktery se sklada zjedné prstencové elektrody a ze dvou
elektrod koncovych. Na koncové elektrody je vlozeno stejnosmérné napéti, naopak na elektrodu
prstencovou napéti sttidaveé o malé amplitudé. lonty jsou sméfovany do vnitiniho prostoru pasti,
kde jsou vhodnymi poméry napéti zadrzovany. Diky postupnym zménam v pomeru napéti,
respektive zvySovanim amplitudy stfidavého napéti na prstencové elektrodé, jsou ionty podle

jejich m/z z analyzatoru vypuzovany [71; 78].

Analyzdtor doby letu (TOF)

Priletovy analyzator rozdéluje ionty s riznym m/z podle doby, kterou urazi Vv letové
trubici z pulzniho iontového zdroje do detektoru. lonty, které maji stejnou kinetickou energii
ale rozdilnou hodnotu m/z, dopadaji na detektor v riizném Case, tzn. ionty vysokomolekularnich
latek dopadaji na detektor pozdéji nez ionty latek nizkomolekulédrnich. Béhem ionizace vSak

mohou ionty o stejném m/z ziskat rozdilnou kinetickou energii, coz vede ke snizeni rozliSeni.
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Z tohoto divodu lze do konstrukce analyzatoru zatradit iontové zrcadlo neboli reflektron, jez
slouzi k vyrovnani rozdilné kinetické energie ionti o stejné hodnoté m/z. Diky reflektronu tudiz

urazi ionty 0 stejné hodnoté m/z drahu k detektoru za stejnou dobu [71; 78].

1.8.2.1 Detektory

K detekci proudu ionti pfivadénych z hmotnostniho analyzatoru slouzi detektory.
Detektory generuji signal, ktery je nasledné programové zpracovan do formy hmotnostnich
spekter. Obecné lze rozdélit detektory v hmotnostni spektrometrii na detektory indukujici
proud, jez vznika pti dopadu ionti, a detektory vyuzivajici efekt nasobeni elektroni. NejcCastéji
vyuzivanym detektorem v MS je elektronovy nasobi¢. V tomto piipadé dopad iontl na dynodu
zpisobi vyrazeni elektront, jejichz pocet se opakovanymi narazy na dalsi dynody nasobi, a tim
dochazi k zesileni signalu. Déle lze detekovat ionty pomoci fotonasobice. V tomto piipade
dopadaji ionty z hmotnostniho analyzatoru také na dynodu, ze které vyrazi elektrony. Ty ovsem
nasledné atakuji scintilac¢ni vrstvu (fosforovou desticku), ¢imz jsou emitovany fotony, které
jsou nasledné zesileny ve fotonasobici. K detekci lze vyuzit také Faradayovu klec. Ionty analyti
opét narazi na dynodu, ze které jsou emitovany elektrony, avSak dochazi k indukci proudu.

Proud je nasledné zesilen a zaznamenavan [71; 78].

1.8.3 Spojeni vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii
(HPLC/MS)

V poslednich letech se hojné vyuZiva spojeni vysokotc¢inné kapalinové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii, jez nAm umoznuje separaci a identifikaci slozité smési latek béhem
jedné analyzy [71; 74; 78]. Detekce pomoci hmotnostni spektrometrie se vyznauje svoji
vysokou citlivosti, Sirokym dynamickym rozsahem a vysokou selektivitou [1; 5; 7; 35].

Pfi vybéru kolon pro LC/MS jsou uptednostiiovany kratsi kolony, s mensim vnitinim
primérem a mensi velikosti ¢astic. Pfi vétSin€ analyz se pouzivaji RP-LC systémy, Casto se
stacionarni fazi C8 nebo C18. Dilezita je volba mobilni faze. Pouzita rozpoustédla i aditiva
moznému znecisténi iontového zdroje hmotnostniho spektrometru by neméla obsahovat
netékavé slozky, jako jsou sodné a draselné soli. Aditiva se do MF piidavaji v co nejnizsi
koncentraci a musi byt t€kava (napf. kyselina mravenci a octova, octan i mraven¢an amonny).
Nejcastéji vyuzivanym typem ionizace je ionizace za atmosférického tlaku (ESI, APCI, APPI),
béhem niz vznikaji hlavné ionty se sudym poctem elektronli. Pfi zdznamu kladnych iont

vznikaji protonované molekuly, [M+H]", ¢i adukty se sodnymi, [M+Na]", draselnymi, [M+K]",
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nebo amonnymi ionty, [M+Na]". Pfi zaznamu zapornych iontll vznikaji zpravidla deprotované

molekuly, [M-H] [71; 74].

1.9 Stanoveni metaboliti

Pro stanoveni metabolitti obsahujicich aminovou ¢i hydroxylovou skupinu neexistuje
idedlni analytickd metoda. Vybér vzdy zdlezi na typu vzorku, pfistrojovém vybaveni,
dostupnosti reagencii a cili studie [66]. Nejvice se vyuzivaji separac¢ni techniky, jako je HPLC,
GC [1; 7-9; 79] ¢i CE, ¢asto ve spojeni S hmotnostni spektrometrii [1; 7; 17]. Muzeme se vSak
setkat i s méné¢ tradi¢nimi technikami jako je naptiklad nuklearni magneticka rezonance [1; 5].
Z kapalinové chromatografie se nej¢astéji vyuziva RP-HPLC a pro stanoveni velmi polarnich

metabolitil 1ze vyuzit i kapalinovou chromatografii hydrofilnich interakci (HILIC) [9; 33; 80].

1.9.1 Analyza aminu a hydroxyslouc¢enin pomoci RP-HPLC

Metabolity obsahujici aminovou [8-11; 36; 42-46; 62; 64; 68; 81; 82] ¢i hydroxylovou
[32; 34-36; 55] funkéni skupinu se stanovuji v riznych biologickych matricich, nejcastéji v séru
[8; 9; 11; 36; 42; 68; 81], plazmée [43; 62; 64], moci [32; 35; 42; 44-46; 82], mozkomisnim
moku [8; 40; 42], mateiském mléce [10; 55] a také v riznych druzich tkani [34; 43].

Pro selektivni stanoveni metabolitii obsahujicich aminovou nebo hydroxy skupinu
(aminokyseliny, biogenni aminy, hormony, cukry atd.) je nezbytné zatadit derivatizacni krok.
Hojné vyuzivanymi derivatiza¢nimi ¢inidly jsou Bz-Cl a Dns-Cl. Dale se vyuziva i derivatizace
pomoci OPA [42], FMOC-CI [83], PIC ¢i PITC.

Cinidlo PITC je &asto vyuzivano k derivatizaci AMK. K separaci derivati zpravidla
dochdzi na oktadecyl silikagelové (C18) stacionarni fazi a jako mobilni faze se vyuZziva smés
vody a acetonitrilu. K apravé pH vodné slozky mobilni faze se vétSinou pouziva octan sodny
[62; 64]. PITC derivaty absorbuji v UV/VIS oblasti, a proto se pro detekci vyuziva
spektrofotometricky detektor [62; 64]. Derivaty lze analyzovat i s pouzitim HPLC/MS spojeni,
kde se k okyseleni vodné slozky mobilni faze pouziva kyselina mravenci [63].

Obdobou je derivatiza¢ni ¢inidlo PIC, které reaguje s aminovou [59] i hydroxylovou
skupinou [55; 57; 58; 60]. Derivaty se separuji na C18 stacionarni fazi pomoci binarni mobilni
faze slozené z vody a acetonitrilu [55-61]. Do vodné slozky mobilni faze se zpravidla piidava
kyselina trifluoroctova [61], octan sodny [56], nebo hydrogenuhli¢itan draselny [58]. K detekci
se vyuziva spektrofotometricky detektor [55-61] ¢i MS pfi snimani kladnych iontt [56; 61].

Derivaty vzniklé reakci Dns-Cl s amino [11; 41; 54; 84] ¢i hydroxyslouc¢eninami [34]

jsou separovany na C18 koloné. Jako mobilni faze se vyuziva acetonitril s vodou [34; 54; 84]
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nebo s roztokem mravencanu [54] ¢i octanu amonného [11]. Pro detekci dansylderivata lze
vyuzit spektrofotometricky [11] nebo fluorescencni detektor [84]. Pii pouziti hmotnostniho
spektrometru [41; 44; 54] je vhodné derivaty pied analyzou extrahovat ethylacetatem [41].

Dalsim derivatizacnim ¢inidlem v metabolomice, které se vyuziva pro analyzu latek
obsahujici aminovou [8; 9; 36; 43; 52; 53] nebo hydroxy skupinu [36], je benzoylchlorid.
Vzniklé derivaty jsou analyzovany v RP-HPLC na kolon¢ plnéné C18 stacionarni fazi. Jako
mobilni faze se pouziva smés vody a acetonitrilu [8; 36] nebo metanolu [9; 52; 53]. Do vodné
slozky mobilni faze se v nékterych piipadech piidiva mravenc¢an amonny [8], kyselina
mravenci [9] ¢i octanovy pufr [53]. Benzoylderivaty lze detekovat spektrofotometricky [36;
52], ale také pomoci hmotnostni spektrometrie [8; 9; 43; 53], a to pfedev§im pii snimani
Kladnych iontd. Pred vlastni HPLC/MS analyzou je vSak vhodné zatadit extrakéni krok, napt
pomoci ACN [9], ethylacetatu [36], diethyletheru [53] nebo chloroformu [52].

Pro spojeni HPLC/MS je nejpouzivanéj$im iontovym zdrojem ESI [9; 44; 46; 81]
a nejbéznéjsim analyzatorem Q-TOF [9; 41; 44] ¢i QqQ [7; 8; 43; 46; 81].
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2  EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pristroje a zarizeni

Pro analyzu vzorka derivatt byl pouzit kapalinovy chromatograf, ktery byl slozeny
z autosampleru SIL-20ACXR, cerpadel mobilni faze LC-20ADXR, detektoru s diodovym
polem SPD-M30A (vie Shimadzu, Japonsko) a termostatu kolon LCO 102 (Ecom, CR). Stejny
chromatograficky systém byl spojen s hmotnostnim spektrometrem QTrap 4500 (AB Sciex,
USA). Dale byl pouzit kapalinovy chromatograf, jehoz soucasti byla ¢erpadla LC-30AD,
fluorescenéni detektor RF-20AXS (vSe Shimadzu, Japonsko) a termostat kolon LCO 102
(Ecom, CR).

K separaci latek byla pouzita pfevazné kolona Zorbax SB-Aq (3,0 x 150 mm; 3,5 pum
Castice, Agilent, USA), dale Ascentis Express C18 (150 x 3 mm; 2,7 um castice, Supelco,
USA).

Pro piipravu standardi a vzorkd byly pouzity mikropipety s nastavitelnym objemem
(ThermoLabsystems; Finnpipette; Sartorius; Biohit) a analytické vahy. Béhem derivatiza¢nich
postupit byla vyuzita centrifuga (Centrifuge 5424, Eppendorf, Némecko), tfepacka Promax
1020 (Heidolph, Némecko), michacka REAX 2 (Heidolph, Némecko), vatfi¢ MR2002
(Heidolph, Némecko), vortex REAX top (Heidolph, Némecko). Dale byly pouzity vialky
riznych objemi, odmémé a bézné laboratorni sklo a pH metr (Metrohm, Svycarsko).
Pro piecisténi vzorki s derivaty pied analyzou byly pouzity stiikacky s filtry PTFE o velikosti
port 0,45 um (Labicom, Ceska republika). Mobilni faze byly filtrovany pies filtr Nylon 66
Membranes o velikosti pori 0,2 pm (Supelco, USA) pomoci vakuové jednotky Labobase SBC
860 s regulatorem vakua CVC 3000 (vacuubrand).

2.2 Pouzité chemikalie a standardni latky

2.2.1 Standardni latky

Standardy aminokyselin a biogennich amint (vSe Sigma Aldrich, USA): L-Arginin
monohydrochlorid (Arg) (>98%), L-cystein hydrochlorid (Cys) (>98%), L-histidin
monohydrochlorid monohydrat (His) (>98%), L-leucin (Leu) (>98%), L-lysin
monohydrochlorid (Lys) (>98%), L-fenylalanin (Phe) (=98%), L-prolin (Pro) (=99%), L-serin
(Ser) (>99%), L-threonin (Thr) (>98%), L-tyrosin (Tyr) (>98%), L-valin (Val) (>98%),
fenethylamin (PheA) (>99%), isopentylamin (Iso) (>99%), tryptamin (Tryp) (>98%), tyramin
(TyrA) (>99%), 1,7-diaminoheptan (1,7-DIA) (>98%), histamin (HisA) (>96%), diethylamin
(DETA) (>97%).
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Dalsi pouzité standardy: D-glukosa bezvoda (Glu) (Penta, Chrudim, CR), D-xylosa

(Xyl) (>99%), adenosin (Ade) (>99%), adrenalin (Adr), dopamin (Dop), serotonin (Sero),
kyselina gallova (Gal) (>98%) (vS$e Sigma Aldrich, USA).

2.2.2 Chemikalie a rozpoustédla

Acetonitril (ACN) >99,9% (Sigma Aldrich; USA)
Benzoylchlorid >99% (Sigma Aldrich, USA)
Dansylchlorid >98% (TCI, Japonsko)

Diethylether p.a. (Penta, CR)

Ethylacetat p.a. (Penta, CR)

Fenylisokyanat > 90% (Sigma Aldrich, USA)
Fenylisothiokyanat > 98 %(Sigma Aldrich, USA)
n-hexan >95 (Penta, CR)

Hydroxid sodny p.a. (Penta, CR)

Chloroform >99% (Penta, CR)

Kyselina chlorovodikova (Lach-Ner, CR)

Kyselina mravenéi 98% (Penta, CR;) a pro LC-MS > 98% (TCI, Japonsko)
Kyselina octova 99% (Penta, CR)

Methanol (MetOH) >99,9% (Sigma Aldrich, USA)
Mravencan amonny pro MS >99% (Fluka, Némecko)
Octan amonny >98% (Lach-Ner, CR) a pro MS >99,99% (Honeywell, Némecko)
Octan sodny >99,5% (Fluka, Némecko)

n - pentan p.a. (Penta, CR)

Pyridin >99% (Penta, CR)

Deionizovana voda (Milli-Q, Merck, Némecko)
Triethylamin 99,8% (TEA) (Lach-Ner, CR)
Uhli¢itan lithny >99% (Sigma Aldrich, USA)

2.3 Pracovni postupy

2.3.1 Priprava standardi

Zasobni roztoky aminokyselin a biogennich aminti (¢ = 1g/l) byly pfipraveny navazenim

standardu a doplnénim destilovanou vodou (aminokyseliny), 50 % acetonitrilem (biogenni

aminy) nebo 100% acetonitrilem (DETA, PheA, 1s0). Na piipravu ostatnich standardu (c = 1g/l)
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byla pouzita také voda (dopamin a D-xylosa) nebo ethanol (adrenalin). Adenosin a serotonin

byl rozpustén v 5 M kyselin€ chlorovodikové (¢ = 10 mg/ml) a nafedén vodouna c =1 g/l.

2.3.2 Analyza PITC derivatia

2.3.2.1 Derivatizacni postup

Postup derivatizace ¢inidlem PITC byl pievzat z literatury [62; 64] a mirné upraven.
Do Eppendorfovy zkumavky bylo napipetovano 60 ul kazdého standardu o koncentraci 1 g/l
(Ser, Pro, His, Phe, Arg, Lys, HisA, Ade, Adr, Dop, Sero). Celkovy objem smési (660 ul) byl
vysuSen pod proudem dusiku. Po vysuseni bylo ptidano 40 ul derivatiza¢ni smési 1 (D1), ktera
obsahovala MetOH, 1 M octan sodny a TEA v poméru 2:2:1, a po rozmichani byl roztok opé&t
vysusen. Nasledné bylo k suSiné napipetovano 100 pl derivatizani smési 2 (D2), jez byla
slozena z MetOH, redestilované H2O, TEA a PITC v poméru 7:1:1:1. Roztok byl dikladné
promichan na vortexu a ponechan 20 min reagovat pii laboratorni teploté. Dale byl roztok
vysusen a rozpu$tén v 200 ul MetOH. Po odstfedéni (2 min, 10 000 ot/min) a zfitrovani pomoci
PTFE stiikackového filtru byl ptfipraveny roztok analyzovan pomoci systému HPLC/UV.

Pro HPLC/MS analyzu byla provedena extrakce k odstranéni rusivého vlivu matrice.
Po reakci byla smés vysusena a rozpusténa v 50 pl MetOH. Po rozpusténi bylo ke smési ptidano
150 pl redestilované H20 a 200 pl ethylacetatu. Tento roztok byl tfepan po dobu 5 minut
anasledn¢ byla odebrana horni organickéd faze (150 pl). Odebrana faze byla vysuSena pod
proudem dusiku, a nakonec rozpusSténa v 200 ul MetOH. Po rozpusténi v MetOH byl roztok
odstfedén a zfiltrovan pomoci PTFE sttikackového filtru. Pfipraveny derivatizovany roztok byl

analyzovan pomoci HPLC/MS.

2.3.2.2 Podminky chromatografické analyzy

Separace probé¢hla na kolon¢ Zorbax SB-Aq (15 cm x 3 mm x 3,5 mm), na niz byla
udrZzovana konstantni teplota 30 °C. Mobilni faze byla slozena ze 70 mM octanu amonného
0 pH 6,55 (A) a 60% ACN (B). Pro upravu pH octanu amonného byla vyuzita kyselina octova
¢i roztok hydroxidu sodného. Pritok mobilni faze byl 0,6 ml/min a na kolonu byly davkovany
2 ul vzorku. Analyty byly detekovany spektrofotometrickou detekci pfi 254 nm. Pro separaci
byla vyuzita gradientova eluce s nasledujicim programem: 0 min - 10 % B; 2,5 min - 30 % (B);
4,5 min - 50 % (B); 8,5 min - 80 % (B); 9,5 min - 100 % (B). Po skonc¢eni gradientového
programu nasledoval navrat na pocate¢ni podminky a ekvilibrace kolony.

Pii HPLC/MS analyze byla pouzita stejna kolona, ktera byla udrzovana na teploté 30 °C.

Pritok mobilni faze musel byt snizen na 0,4 ml/min zddvodu poruchy pfistroje.
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Pti experimentu byla porovnavana ioniza¢ni Gc¢innost pfi dvou pouzitych mobilnich fazich.
Nejprve byla testovana stejna mobilni faze jako u HPLC/UV méfeni (octan amonny a 60%
ACN). Poté byla testovdna smés vody okyselené kyselinou mravenci (0,05 %, A) a 70% ACN
(B). Separace latek probéhla linearni gradientovou eluci 10-100% B za 15 minut. Analyty byly
detekovany spektrofotometrickou detekci pii 254 nm a hmotnostnim spektrometrem (m/z
100-600). Hmotnostni spektrometr pracoval za nasledujicich podminek: ESI+, pratoky plyni
pouzitych na rozpraSeni a suSeni eluatu, ,,curtain gas®, ,,ion source gas 1« a ,,ion source gas 2
byly 20 psi, 40 psi a 50 psi (v uvedeném potadi). Teplota byla 400 °C, ,,ion spray voltage*
4500 V a vstupni potencial 10 V, deklasteracni potencial byl 90 V.

2.3.3 Analyza Bz-Cl derivatu

2.3.3.1 Derivatizace Bz-Cl pro HPLC/MS

Derivaty jednotlivych standard byly pfipraveny nasledujicim zptsobem. Do vialky
(o objemu 8 ml) bylo napipetovano vzdy 50 ul zasobniho roztoku standardu (PheA, DETA,
1,7-DIA, Fen, Glu, Gal, Phe, Pro, Lys), jeZ byl nasledné vysuSen pod proudem dusiku. Poté
bylo ptidano 25 ul 100% ACN, 60 ul pyridinu a smés byla dukladné promichéana na vortexu.
Dale bylo ptidano 30 pl Bz-Cl. Reakce probihala 1 hodinu pfi laboratorni teploté za neustalého
ttepani na tfepacce. Derivat byl ze smési extrahovan dvéma rlznymi extrakénimi Cinidly.
Jednim byla smés 1 ml MetOH a 2 ml chloroformu a druhym extrakénim cinidlem byl
ethylacetat o objemu 3 ml. K extrakénimu ¢inidlu bylo pfidano také 600 pl 1 M uhlicitanu
amonného. Nasledné¢ bylo odebrano 500 pl organické faze, ktera byla odpafena a nasledné
rozpus$téna v 500 pul MetOH. Vzorky zastupci BA a hydroxysloucenin byly z diivodu vysoké
odezvy natedény, a to 1:5 MetOH v piipad€ BA a 1:1 u hydroxysloucenin.

2.3.3.2 Podminky HPLC/MS analyzy

Separace probéhla na koloné Zorbax SB-AgQ (15 cm x 3 mm x 3,5 mm), na niz byla
udrzovana konstantni teplota 30 °C. Mobilni fadze byla sloZena z vody okyselené pomoci
kyseliny mraven¢i na pH 2,46 (A) a 100% ACN (B). Pritok mobilni faze byl 0,6 ml/min
a nakolonu byly davkovany 2 ul vzorku. Analyty byly detekovany spektrofotometrickou
detekci pii 237 nm a hmotnostnim spektrometrem v rozsahu m/z 50-800. Pro separaci byla
vyuzita gradientova eluce s nasledujicim programem:

AMK: 0 min — 5% B, 10 min — 100% B

BA: 0 min —30% B, 10 min —100% B

Hydroxyslouc¢eniny: 0 min —5% B, 10 min —100% B
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Po skonceni gradientového programu nasledoval navrat na pocatecni podminky
a ekvilibrace kolony.

Hmotnostni spektrometr pracoval za nasledujicich podminek: ESI+, pritoky plyni
pouzitych na rozpraseni a suSeni eluatu, ,,curtain gas*, ,,ion source gas 1 a ,,ion source gas 2
byly 20 psi, 40 psi a 50 psi (v uvedeném potadi). Teplota byla 400 °C, ,,ion spray voltage*
4500 V a vstupni potencial 10 V, deklasteracni potencial byl 90 V.

Pro sledovani pfitomnosti derivat ve smési byla provedena rovnéz piima infuze roztoku
do hmotnostniho spektrometru, pficemz parametry hmotnostniho spektrometru byly
nasledujici: pratok 7 pl/min, ESI+, pritoky plynt ,,curtain gas* 10 psi, ,,ion source gas 1°— 20
psi a,,ion source gas 2 — 0 psi; ion spray voltage 4500 V, vstupni potencial 10 V, deklastera¢ni
potencial 60-120 V.

2.3.4 Analyza Dns-Cl derivati

2.3.4.1 Derivatiz¢ni postup

K derivatizaci standardti derivatiza¢nim ¢inidlem Dns-Cl byly vyuzity dva derivatizaéni
postupy. Prvni postup byl pievzat z literatury [54] a mirn€ upraven. Do vialky (o objemu 8 ml)
byl napipetovan vzdy 1 ml standardu (Pro, Ser, Lys, Glu, Fen, Gal, PheA, DETA nebo 1,7-DIA)
oc=1g/l, knémuz bylo pfidano 150 pl 2M NaOH a 300 pl nasyceného roztoku uhli¢itanu
sodného. Po dukladném promichani byl ke smési ptidan 1 ml Dns-Cl (c = 1 g/l v ACN). Reakce
probihala 60 min na vodni 14zni pfi teploté 50 °C a za nepfistupu svétla, a po zreagovani byly
ke smési pfidany 3 ethylacetatu. Po deseti minutovém ttepani byla vzdy odebrana organicka
faze, vysuSena, a nakonec rozpusténa v 500 ul ACN.

Druhy postup vychazejici z literatury [84] byl také mirné¢ modifikovan.
Do Eppendorfovy zkumavky bylo navazeno vzdy 10 mg uhli¢itanu lithného, k némuz byl
napipetovan vzdy 1 ml standardniho roztoku (Pro, Ser, Lys, Glu, Fen, Gal, PheA, DETA nebo
1,7-DIA) o ¢ = 1 g/l a 0,5 ml ¢inidla Dns-Cl (¢ = 0,02 M v ACN). Reakce probihala

pfi laboratorni teploté pouze 5 minut za neustalého tfepani a za nepfistupu svétla.

2.3.4.2 Podminky chromatografické analyzy

Separace probéhla na koloné Zorbax SB-AQ (15 ¢cm x 3 mm x 3,5 mm), na niz byla
udrzovana konstantni teplota 30 °C. Mobilni fidze byla sloZena z vody okyselené pomoci
kyseliny mravenc¢i na pH 2,46 (A) a 100% ACN (B). Prutok mobilni faze byl 0,8 ml/min
a na kolonu byly davkovany 2 pl vzorku. Analyty byly detekovany fluorimetrickou detekci
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pii Aex = 264 nm a Aem = 497 nm. Pro separaci byla vyuzita gradientova eluce s nasledujicim

programem: 0 min — 25% B, 2 min — 35%B, 4 min — 80% B, 5 min — 100% B.

2.3.5 Analyza PIC derivata

2.3.5.1 Derivatizacni postup

Na vybrané zastupce hydroxyslouéenin (Gal a Glu) byl aplikovan derivatiza¢ni postup
prevzaty z literatury [61] a mirn¢ upraven. Ke 100 ul standardu vysuSeného pod proudem
dusiku bylo ptidano 200 pl TEA a 200 pul PIC.

2.3.5.2 Podminky chromatografické analyzy

Separace probéhla na koloné Zorbax SB-AQ (15 ¢cm x 3 mm x 3,5 mm), na niz byla
udrZovana konstantni teplota 30 °C. Mobilni faze byla sloZzena ze 70 mM octanu amonného
0 pH 6,55 (A) a 60% ACN (B). Pro upravu pH octanu amonného byla vyuzita kyselina octova
¢i roztok hydroxidu sodného. Prutok mobilni faze byl 0,6 ml/min a na kolonu byly davkovany
2 ul vzorku. Analyty byly detekovany spektrofotometrickou pii = 240 nm. Pro separaci byla

vyuzita gradientova eluce s nasledujicim programem: 0 min —40% B, 9 min — 100% B.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

V ramci experimentalni ¢asti diplomové prace byla porovnavana derivatiza¢ni ¢inidla
pro stanoveni aminokyselin, biogennich amint a hydroxysloucenin. Derivatiza¢ni ¢inidla byla
vybrana na zéklad¢ dostupnosti, snadnosti pouziti a reaktivnosti, a podminky derivatizacnich

reakci byly optimalizovany.

3.1 Derivatizace PITC

Derivatizace smési zasobnich roztokit AMK byla provedena podle modifikovaného
postupu uvedeného v literatuie [62; 64]. Tento postup se skladal ze dvou krokd, kdy nejprve
byla k vysusenému vzorku pfidana prvni derivatiza¢ni smé&s tvofena methanolem, 1 M octanem
sodnym a TEA v poméru 2:2:1 a po promichani a vysuseni byla pfidana druha derivatizacni
smés slozena z MetOH, redestilované H20O, TEA a PITC v poméru 7:1:1:1. Po promichani byla
smés opéet vysusena a nasledné rozpusténa. Po odstiedéni a filtraci pomoci stiikackového filtru
nasledovala HPLC analyza. Postup derivatizace je uveden v experimentalni ¢asti v kapitole
2.3.2.1. Pro testovani derivatiza¢ni reakce byla pouzita smés aminokyselin: serin (Ser), histidin
(His), fenylalanin (Phe), prolin (Pro), arginin (Arg) a lysin (Lys).

Nejprve bylo testovano vhodné rozpoustédlo kone¢ného derivatu pied HPLC analyzou.
Byla porovnavana voda a methanol. Jak 1ze vidét ze zdznamt na obrazku 11, pii pouziti H20
I MetOH jako rozpoustéciho ¢inidla byla odezva vzniklych derivatd srovnatelna. Pro dalsi
analyzy byl vSak vybran methanol, ktery byl u¢innéjsi pro rozpousténi derivatl ostatnich ttid
sledovanych latek. Na zakladé poznatku z literatury [62; 64] byla pro separaci derivati vybrana
mobilni faze skladajici se ze 70 mM octanu amonné¢ho a 60% ACN. Vhodnou volbou
jednotlivych parametrti gradientové eluce bylo dosazeno optimdlni separace testovaci smési

aminokyselin. Spektrofotometricka detekce byla provedena pti vinové délce 254 nm.
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Obrazek 11 - Separace standardt 6AMK po derivatizaci PITC a rozpusténim ve vodé nebo MetOH

Podminky analyzy: Zorbax SB-Aq (15 cm x 3 mm x 3,5 um); teplota 30 °C; mobilni faze A: 70 mM octan amonny (pH 6,55),
B: 60% ACN ve vodg; gradient: 0 min—6 % B, 1 min — 10 % B, 4 min — 18 % B, 8,5 min — 60 % B, 9 min 100 % B; pritok
0,6 ml/min; davkovani: 2 ul; 254 nm.

Pozn.: Ser = serin, Pro = prolin, His = histidin, Arg = arginin, Phe = fenylalanin, Lys = lysin.

Pro ovéfeni reten¢niho chovéani byly jednotlivé aminokyseliny derivatizovany
a analyzovany samostatné. V tomto piipadé byl pouzit lehce modifikovany postup derivatizace,
ktery se liSil v objemech piidavanych derivatizanich smési. K derivatizaci bylo pouzito 150 pl
zasobniho roztoku jednotlivych standardt (¢ = 1 g/l) a po vysuSeni bylo pfidano 10 pul D1, smé&s
byla dikladné promichana a opét vysusena. Nasledn¢ bylo k suSiné ptfidano 25 ul D2
a po promichéani a reakci byla smés opét vysuSena rozpusténa v 200 pl MetOH. Nasledovalo
odsttedéni, filtrace a analyza. Timto modifikovanym postupem byly dale analyzovany zastupci
dalSich skupin metabolitli obsahujici aminovou ¢i hydroxylovou funkéni skupinu, konkrétné
histamin (HisA), dopamin (Dop), adrenalin (Adr), serotonin (Sero), adenosin (Ade), xylosa
(Xyl) a glukosa (Glu). Nejprve byly jednotlivé derivaty pfipraveny a analyzovany samostatné
a poté byl pfipraven i smésny vzorek napipetovanim 50 pl kazdé latky do Eppendorfovy
zkumavky. U tohoto smésného vzorku byl vyuzit postup s vétsimi ptidavky derivatizacnich
smési uvedeny v experimentalni ¢asti v kapitole 2.3.2.1.

Opét bylo porovnano rozpousténi suSiny v MetOH a ve vodé. V piipadé vody
Kk rozpusténi susiny vitbec nedoslo, tudiz byl pro vSechny vzorky pouzit metanol. Porovnanim
zaznamu pii analyze derivati xylosy a glukosy se slepym pokusem bylo patrné, Ze sacharidy
nereaguji s PITC ¢inidlem ochotné a za téchto podminek s ¢inidlem nereaguji. Dale bylo

pozorovano, ze adrenalin, ktery samostatné po reakci s PITC poskytuje signal, ve smési
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nezreagoval, a to zfejmé z divodu kompetice o derivatiza¢ni €inidlo, ktera v reakci probiha
(obrazek 12). Za stejnych podminek bylo analyzovano i samotné vhodné nafedéné cinidlo

PITC, jehoz zaznam je uveden v piiloze (Obrazek P1).
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Obrazek 12 - Separace standardl po derivatizaci PITC

Podminky analyzy: Zorbax SB-Aq (15 cm x 3 mm; 3,5 um); teplota 30 °C; mobilni faze A: 70 mM octan amonny (pH 6,55),
B: 60% ACN ve vodg; gradient: 0 min —30 % B, 3 min—60 % B, 9 min 100 % B; pratok 0,6 ml/min; davkovani: 2 pl; 254 nm.

Pozn.: Ade = adenosin, HiA = histamin, Adr = adrenalin, Dop = dopamin, Sero = serotonin

Nasledné byl vytvoien smésny vzorek 11 standardt (Ser, Pro, His, Phe, Arg, Lys, HisA,
Ade, Adr, Dop, Sero), které s PITC ¢inidlem reagovaly, a tato smés byla podrobena derivatizaci
podle postupu uvedeného v kapitole 2.3.2.1. Optimalizaci chromatografickych podminek bylo
docileno separace sledovanych derivatl s rozliSenim vét§im nez jednotkovym (obrazek 13).

V ptiloze na obrazku P2 je ukazka dalsi z optimalizovanych separaci.
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Obrazek 13 - Separace 11 standard po derivatizaci PITC

Podminky analyzy: Zorbax SB-Aq (15 cm x 3 mm; 3,5 um); teplota 30 °C; mobilni faze A: 70 mM octan amonny (pH 6,55),
B: 60% ACN ve vodé; gradient: 0 min — 6 % B, 1 min — 10 % B, 4 min — 18 % B, 14 min — 100 % B; pratok 0,6 ml/min;
davkovani: 2 pl; 254 nm.

Pozn.: Ser = serin, Pro = prolin, His = histidin, Arg = arginin, Ade = adenosin, HiA = histamin, Phe = fenylalanin, Lys = lysin,

Adr = adrenalin, Dop = dopamin, Sero = serotonin.

Vyse zminéné postupy lisici se pouze objemovymi poméry komponent reakce jsou vSak
casové zdlouhavé, a to predevsim kvili vkladani suSicich mezikrokl. Z tohoto divodu byl
testovan upraveny derivatizacni postup bez suSicich krokd. Do zkumavky bylo napipetovano
60 ul kazdého standardu (Pro, Phe, Arg, His, Lys, Ser, HisA, Ade, Dop, Adr, Sero) a nasledné
byl roztok vysusen pod proudem dusiku. Po vysusSeni byla susina rozpusténa ve 150 ul H»O,
k ¢emuz bylo ptidano 25 ul 1 M octanu sodného, 25 ul TEA a zavérem 25 ul PITC. Reakce
probihala na tfepacce za laboratorni teploty po dobu 20 minut. Po prob&hnuti reakce bylo
k derivatizacni smési pfidano 150 pl MetOH. Zfiltrovana smés derivati byla nasledné
analyzovana (obrazek 14). Pti porovnani chromatografickych zaznaml analyzované smési
derivath ptipravenych se suSicimi mezikroky (obrazek 13) a bez nich (obrazek 14) je patrné, Ze
zjednodusena derivatizace prob¢hla u vSech standardu, avsak vlivem matrice doslo Kk ovlivnéni
separace a doslo ke koeluci piku HiA a Phe a pfi pouziti kratsi gradientové eluce (ptiloha

obrazek P3) je pik Phe negativné ovlivnén neznamou necistotou.
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Obrazek 14 — Separace 11 standardd derivatizovanych PITC bez susicich krokl

Podminky analyzy: Zorbax SB-Aq (15 cm x 3 mm; 3,5 pum); teplota 30 °C; mobilni faze A: 70 mM octan amonny (pH 6,55),
B: 60% ACN ve vodé; gradient: 0 min — 6 % B, 1 min — 10 % B, 4 min — 18 % B, 14 min — 100 % B; pratok 0,6 ml/min,
davkovani: 2 pl; 254 nm.

Pozn.: Ser = serin, Pro = prolin, His = histidin, Arg = arginin, Ade = adenosin, HiA = histamin, Phe = fenylalanin, Lys = lysin,

Adr = adrenalin, Dop = dopamin, Sero = serotonin.

Pro ovéfeni pikli byly derivatizovany a nasledné€ analyzovany také standardy samostatné
(Pro, Phe, Arg, His, Lys, Ser, HisA, Ade, Dop, Adr, Sero), navic byly testovany také dalsi
zastupci BA a hydroxysloucenin (PheA, DETA, 1,7-DIA, Glu, Fen, Gal). Byl pouzit postup,
kdy ke 100 pl jednotlivych standardfi bylo pfidano 50 ul 1M octanu sodného, 50 ul TEA a 50 pl
PITC. Derivatizacni reakce probihala 20 min pfi laboratorni teploté a za neustalého tfepani
na tfepacce. Po probéhnuti reakce vSak objem zkumavky tvofil tfi faze, a po piidani 100 pl
MetOH doslo ke vzniku dvoufazového systému. Analyzovéana byla horni organicka vrstva. Dle
vyslednych zdznamt bylo ovéteno, Ze za téchto podminek reaguji AMK. Tento modifikovany
postup vsak nebyl uspésny u BA a hydroxy sloucenin.

Na tyto standardy byly aplikovany dalsi modifikace derivatizacnich postupt
zahrnujicich predev§im zmény v objemech jednotlivych komponent reakce. Konkrétné byl
testovan vliv pfidani polovicniho mnozstvi TEA a PITC, ptiddni desetinného mnozstvi
derivatizacniho ¢inidla PITC (5ul) s poloviénim objemem dal$ich komponent v reakci (25 pl)
¢i zvySeni objemu standardu na 300 pl. VSechny poméry se v8ak kvili vysokému pozadi jevily

jako nevhodné. U zastupct hydroxysloucenin byla dale testovana derivatizace za zvySené
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teploty, konkrétné za teploty 70 °C ve vodni lazni. Ani za téchto podminek vsak derivatizace
neprobéhla.

Krom¢ octanu amonného (70 mM; pH = 6,55) jako mobilni faze A byla také testovana
voda okyselena kyselinou mravenc¢i (pH = 2,46). Jak je z pfilozeného zaznamu (obrazek 15)
patrné, zména mobilni faze siln¢ ovliviiuje chromatografickou separaci, pfi¢emz pouziti pufru

znacéng¢ snizilo retenci a Sitku piku.
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Obrazek 15 - V1iv mobilni faze na separaci prolinu derivatizovaného PITC

Podminky analyzy: Zorbax SB-Aq (15 cm x 3 mm; 3,5 pm); teplota 30 °C; mobilni faze Al: H.O (HCOOH, pH 2,46) a B1:
100% ACN; mobilni faze A2: 70 mM octan amonny (pH 6,55), B2: 60% ACN ve vodg¢; gradient: 0 min — 30 % B, 8 min — 60
% B, 9 min — 100 % B; prutok 0,6 ml/min; davkovani: 2 ul; 254 nm.

Pozn.: Pro = prolin.

3.1.1 Reakce s PITC pro HPLC/MS

Pro HPLC/MS analyzu byl zvolen smésny vzorek 11 standarda (Pro, Phe, Arg, His, Lys,
Ser, HisA, Ade, Dop, Adr, Sero), ktery byl pfipraven dle postupu uvedeného v kapitole 2.3.2.1.
Pro odstranéni ruSivych vlivii matrice byly derivaty extrahovany pomoci ethylacetatu.
Po rozpusténi odparku derivati pomoci MetOH nasledoval piidavek vody a ptidavek
ethylacetatu. Horni organickd vrstva byla odebrana a vysuSena pod proudem dusiku.
K rozpusténi vyextrahovanych derivati byl opét pouzit MetOH.

K analyze pfipraveného vzorku byly pouzity optimalizované chromatografické

podminky uvedené v kapitole 2.3.2.2.
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Oproti spojeni HPLC/UV musel byt pii spojeni HPLC/MS snizen pritok mobilni faze
z 0,6 ml/min na 0,4 ml/min z dtivodu snizeni pracovniho tlaku. Pti tlaku nad 30 MPa dochazelo
k vymyvani neznamych necistot do hmotnostniho spektrometru, coz negativné ovliviiovalo
odezvu. Pro separaci piipravenych derivati byly porovnavany dva typy mobilni faze a sledovan
jejich vliv na ionizaci vzniklych derivatl pii zaznamu kladnych i zapornych iontt.

Prvni pouzitou mobilni fazi (MF1) byla stejna smés jako u HPLC/UV stanoveni (70 mM
octan amonny s 60% ACN). Druhd mobilni fdze (MF2) byla zvolena na zakladé poznatkt
z literatury [63] a tvofila ji smés vody okyselené kyselinou mravenci (0,05%) a 70% ACN.

Derivatiza¢ni ¢inidlo PITC o M, = 135 g/mol reaguje s piislusnymi latkami uvedenymi

v tabulce 2, za tvorby derivatu, jejichz M je téz uvedena v tabulce.

Tabulka 2 — Souhrnné informace o separovanych latkach

Sloucenina Mr [g/mol] Mr derivatu [g/mol]

Adenosin 267 402
Adrenalin 183 318
Serotonin 176 311
Dopamin 153 288
Histidin 155 290
Serin 105 240
Lysin 146 281
Prolin 115 250
Histamin 111 246
fenylalanin 165 300
Arginin 174 309

Pii pouziti MF1 byly pomoci MS detekovany témét vSechny derivaty s vyjimkou
derivatu serinu a adenosinu. Vétsi intenzita signalu byla pozorovéana pii snimani kladnych
iont. Zajimavosti je, ze misto protonované molekuly byly ve spektru pozorovany radikaly,
které nejsou u ESI ionizace b&ézné. Pti pouziti MF2 (0,05 % kyseliny mravenci) jako mobilni
faze bylo v porovnani s MF1 (70 mM octan amonny) dosazeno vyssich signald, jak lze vidét
naptiklad u histaminu na obrazku 16, zaroven nedochazelo ke chvostovani pikl. Pti porovnani
zdznamu pii snimani kladnych a zdpornych ionti bylo pozorovano ,,CistSi* spektrum, bez

rusivych vlivli matrice pfi snimani zdpornych ionti, coz je vidét na spektru argininu na obrazku
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17, avSak intenzita iontd byla pii snimani kladnych iontd vyssi. Zajimavosti bylo spektrum
dopaminu, kde pii pouziti okyselené vody jako mobilni faze byl pozorovan Siroky pik
molekularniho iontu (obrazek 18A), ktery v sobé zahrnoval jak radikal, tak protonovanou
molekulu. Zaroven je pozorovan ion s m/z o jednotku a dvé jednotky niz8i. Pravdépodobné
pfi ionizaci dochazi k néjakym pfesmykovym reakcim. Pfi zméné mobilni faze vSak k tomuto
jevu nedochazelo a byl pozorovan pouze radikal kation (obrazek 18B). V piipadé adenosinu
byl ve spektru misto protonované molekuly ¢i radikal kationtu pozorovan ion o dvé jednotky
nizsi, coz mize byt opét zptisobeno presmykem ¢i zacyklenim. Tato skutecnost vSak potvrzena
prozatim nebyla. Pro ilustraci vlivu mobilni faze a polarity vlozeného napéti pti hmotnostné

spektrometrické detekci je v pfiloze na obrazku P4 uvedena ukazka hmotnostnich spekter

serotoninu.
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Obrazek 16 - MS spektrum histaminu
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Podminky analyzy LC/MS: Zorbax SB-Ag (15 cm x 3 mm x 3,5 um); teplota 30 °C; gradient: 0 min — 10% B, 15 min - 100 %
B; pritok 0,4 ml/min; davkovani: 2 pl; 254 nm; ESI+

Pozn.: A) mobilni faze A: 0,05% HCOOH; B = 70% ACN ve vod¢; B) mobilni faze A: 70 mM octan amonny (pH 6,55), B:
60% ACN ve vodé
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Obriazek 17 - MS spektrum argininu

Podminky analyzy LC/MS: Zorbax SB-Aq (15 cm x 3 mm x 3,5 um); teplota 30 °C; mobilni faze A: 0,05% HCOOH, B: 70%
ACN ve vodg; gradient: 0 min — 10% B, 15 min - 100 % B; prtitok 0,4 ml/min; davkovani: 2 ul; 254 nm
Pozn.: A) ESI-; B) ESI+
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Obrazek 18 - MS spektrum dopaminu

Podminky analyzy LC/MS: Zorbax SB-Aq (15 cm x 3 mm x 3,5 um); teplota 30 °C; gradient: 0 min — 10% B, 15 min - 100 %
B; pratok 0,4 ml/min; davkovani: 2 ul; 254 nm; ESI+

Pozn.: A) mobilni faze A: 0,05% HCOOH, B: 70% ACN ve vod¢; B) mobilni faize A 70 mM octan amonny (pH 6,55), B: 60%
ACN ve vodé

Smésny vzorek 11 standarddl, pii jehoz ptipravé byl pouzit extrakéni krok, ktery byl
analyzovan pomoci HPLC/MS, byl za stejnych podminek proméfen pomoci HPLC/UV
(obrazek 19). Jak je z obrazku patrné, extrakéni u¢innost pro vétsinu aminokyselin a adenosin

byla velmi nizka ve srovnani s pivodnim neextrahovanym vzorkem (obrazek 13).
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Obrazek 19 — Separace 11 standardt derivatizovanych PITC po extrakci

Podminky analyzy: Zorbax SB-Aq (15 cm x 3 mm; 3,5 um); teplota 30 °C; mobilni faze A: 70 mM octan amonny (pH 6,55),
B: 60% ACN ve vodé¢; gradient: 0 min — 6 % B, 1 min — 10 % B, 4 min — 18 % B, 14 min — 100 % B; prutok 0,6 ml/min;
davkovani: 2 pl; 254 nm.

Pozn.: Ser = serin, Pro = prolin, His = histidin, Arg = arginin, Ade = adenosin, HiA = histamin, Phe = fenylalanin, Lys = lysin,

Adr = adrenalin, Dop = dopamin, Sero = serotonin.

3.2 Derivatizace Bz-Cl

V ramci optimalizace derivatizace pomoci Bz-Cl byly testovany rizné reak¢ni postupy
a poté rizné chromatografické podminky pro separaci vzniklych derivat.

Pro optimalizaci derivatizace byl vybran nejprve fenylalanin. Nejdiive byl jeho zasobni
roztok (¢ = 80 mg/l) derivatizovan Bz-Cl v zasaditém prostiedi [85] po dobu 10 minut
pii laboratorni teploté za tiepani nebo pomoci ultrazvuku. Dle pivodni literatury byla reakce
provadéna v silné¢ zéasaditém prostiedi 30% NaOH, kromé tohoto roztoku byly pro zajiSténi
zasaditého prostfedi testovany dalsi roztoky zasad o rizné koncentraci (1 M NaOH; 0,5 M
NaOH; 0,2 M NaOH; 7,5 % Na.COs; 3,7 % Na,CO3 a 1% NaxCOs). Protoze vzniklé derivaty
m¢ély byt nasledné analyzovany pomoci hmotnostniho spektrometru bylo nutné optimalizovat
I extrakci, aby se odstranil rusivy vliv matrice. Na zaklad¢ poznatkt z literatury [85] byl
testovan pentan a hexan. Po odpareni rozpoustédla byl derivat rozpustén ve vod¢ a analyzovan
na koloné Ascentis Express C18 (150 x 3 mm; 2,7 um) s vyuzitim dvouslozkové mobilni faze
voda/ACN.

Protoze extrakce do pentanu a hexanu nebyla tispé$na a Zadny derivat nebyl pozorovany

pfistoupilo se k testovani dalSich extrakénich ¢inidel. Kromé& pentanu a hexanu, byl zvolen
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toluen, ethylacetat, chloroform a diethylether. Po odebrani organické faze, vysuseni a pfidani
vody nedoslo u vSech vzorki K ocekdavanému rozpusténi, ale ke tvorbé shlukti a mlééného
zakaleni. Z tohoto diivodu byl ke vzorkiim pfidan podil ACN. Po HPLC analyze opét nebyl
pozorovan zadny pik odpovidajici Bz-Cl derivatu, pouze hydrolyzni produkt reakce (kyselina
benzoova). Pro potvrzeni, ze derivat nekoeluuje s hydrolyznim produktem, byly testovany
rizné stacionarni a mobilni faze a rizné profily gradientové eluce. I ptes v§echnu snahu nebyl
pozorovan zadny pik derivatu. ProtoZze nebylo jasné, zda je problém v extrakci nebo samotné
derivatizaci, byla provedena derivatizace dalSich vybranych aminokyselin (Ser, Pro, His)
a derivat byl analyzovan z ptivodni derivatiza¢ni smési bez extrakce. Jednotlivé derivatizacni
smési byly prométeny na koloné Zorbax SB-Aq (3 x 150 mm; 3,5 pm), kterd pfi testovani
riznych chromatografickych podminek poskytovala lepsi rozliSeni. Z chromatogramii vSak
opét nebylo mozné s presnosti urcit, zda derivatizace aminokyselin probé&hla. Proto byla
provedena extrakce téchto vzorkli a extrakty byly proméfeny piimou infuzi pomoci
hmotnostniho spektrometru. V hmotnostnich spektrech nebyl pozorovan zadny derivat, proto
Ize s jistotou fict, Ze se potencionalni derivat nepodafilo vyextrahovat. Otazkou vSak zistava,
jestli dana reakce probéhla.

JelikoZ béhem derivatizacnich reakci dochédzelo ke tvorbé velkého mnozstvi
hydrolyznich produktl, které negativné ovliviiuji interpretaci chromatografickych zaznami
a narusuji kvantitativni pribéh reakce, byla provedena zkouska hydrolyzy €inidla. Hydrolyza
¢inidla byla testovana v prostiedi roztokt v§ech pouzitych zasad (1 M NaOH, 0,5 M NaOH,
0,2 M NaOH, 7,5 % Na>COg, 3,5 % Na>COs, 1 % Na2CO3) a navic v pyridinu a TEA [36; 48].
Hydrolyza ¢inidla byla nejmensi v prostfedi pyridinu a TEA, proto se dale pfi optimalizaci
pouzivala tato ¢inidla.

Na zakladé pavodniho Schotten—Baumannova postupu [36] se extrakéni ¢inidlo téastni
pfimo reakce, je tedy pfitomné v reakéni smési. Proto se v optimalizaci pokraovalo timto
zpusobem. Pro testovani byl pouzit serin a jako extrakéni Cinidlo byl pouzit chloroform,
ethylacetat nebo diethylether. Pro udrzeni zasaditého prostiedi byl vyuzit pyridin a TEA, kde
nedochézi k tak velké hydrolyze Bz-Cl. Reakce probihala 30 min za neustalého michéni
pfi laboratorni teploté. Pro usnadnéni extrakce vzniklych derivatl, které se v zasaditém
prostiedi vyskytuji jako soli, byla nasledné reak¢éni smés okyselena pomoci HCI. Podil
organické faze byl vzdy odebran, vysusen a nésledné rozpustén v 50% ACN. Po porovnani
vSech zdznamt opét nebylo ziejmé, zda reakce ¢i naslednd extrakce probé&hla. Stejny postup
byl aplikovan také na dalsi zastupce AMK, BA a hydroxysloucenin, ale dle HPLC/UV zaznamu

nebylo mozné urcit piky derivati. Proto byly vybrané vzorky analyzovény s vyuzitim MS
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ptimou infuzi, kdy bylo zjisténo, ze Bz-Cl zreagoval pouze s BA. Nebylo nam vsak jasné, pro¢
derivat nelze pozorovat i s vyuzitim HPLC/UV, i kdyz ve své molekule obsahuje chromofor.

Déle byla prace zaméiena na derivatizaci BA, u kterych byly pozorovany prvni Gspésné
vysledky. Derivatizace a extrakce AMK je vlivem tvorby soli v zasaditém prostiedi velmi
komplikovana. Pro derivatizaci dalSich zastupci BA byl vybran pyridin jako prostiedi
a ethylacetat jako extrak¢éniho ¢inidlo. Na HPLC/UV chromatogramech vsak opét nebyl patrny
zadny pik derivatu.

Po spousté dal$ich pokust a konzultaci s odborniky v oboru byl nakonec na vybrané
standardy AMK, BA a hydroxysloucenin (PheA, DETA, 1,7-DIA, Fen, Glu, Gal, Phe, Pro, Lys)
aplikovan nasledujici postup uvedeny v Kkapitole 2.3.3.1. 50 ul zasobniho roztoku standardu
bylo vysuSeno a ptidano 25 pl 100% ACN, 60 pl pyridinu a smés byla dikladné promichana.
Dale bylo pfidano 30 pl Bz-Cl a smés se nechala reagovat 1 hodinu za neustalého tfepani.
Derivat byl ze smési extrahovan riznymi extrakénimi ¢inidly. Jednim byla smés MetOH
a chloroformu v poméru 1:2 a druhym extrak¢énim cCinidlem byl ethylacetat. Testovany byl
i pfidavek 1 M uhli¢itanu amonného. Nasledné byla odebrana organicka faze (500 ul), ktera
byla odpafena a nasledné rozpusténa v MetOH nebo v kombinaci s chloroformem v poméru
1:1. Nékteré vzorky byly pfed analyzou vhodné nafedény.

Vysledné extrakty byly analyzovany s vyuzitim spojeni HPLC/UV/MS (kapitola
2.3.3.2) pomoci mobilni faze slozené ze smési vody okyselené kyselinou mravenéi (pH 2,46)
a ACN [9; 36]. ZHPLC/MS chromatogramii bylo patrné, ze rozpousténi derivati ve smési
MetOH:chloroform je pro chromatografickou analyzu nevhodné z diivodu chvostovani pikd,
proto byl dale prorozpusténi pouzivan pouze Cisty MetOH. Pii porovnani zaznami
pro jednotlivé extrakty bylo zajimavé, ze s vyuzitim spektrofotometrického detektoru byly
vSechny chromatogramy po extrakci ethylacetdtem shodné pro vSechny derivaty a stejné tak
po extrakci smési MetOH a chloroformu. Ani jedna z pozorovanych latek vSak neodpovidala
sledovanému derivatu. Zajimavosti je, Ze pii porovnani zdznamid s vyuZitim rGznych
extrak¢nich ¢inidel uz zaznamy stejné nebyly. Do jednotlivych rozpoustédel piechazely jiné
latky z derivatizacni smési. Jelikoz spektrofotometricka detekce se zda byt pro monitorovani
derivati nevhodna, ackoli by derivaty na zakladé jejich struktury mély absorbovat v UV/VIS
oblasti, byly sestrojeny rekonstruované iontové chromatogramy pro jednotlivé derivaty.
Po rekonstrukci chromatogramii bylo zjiSténo, Ze néktera extrak¢éni smés obsahuje cilovy
derivat, ale neposkytuje signal pti UV/VIS detekci. Pomoci hmotnostniho spektrometru byla
potvrzena pritomnost v§ech derivatl az na prolin a fenol. V piipadé glukosy (obrazek 20) byla

situace velmi komplikovana, po sejmuti spektra v dob¢ eluce derivati byla sice pozorovana
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protonovana molekula derivati, ale zaroven velké mnozstvi velmi intenzivnich iontl. Prozatim
neni jisté, z jakého diivodu k tomuto jevu doslo. Je mozné, Ze vzhledem ke slozité struktufe
glukosy dochazi k reakci na rtiznych hydroxy skupinach a pak K tvorbé riznych fragmentd
nebo aduktt.

Extrakéni ucinnost ethylacetaitu a MetOH s chloroformem byla u vSech derivata
viceméné podobna. V ramci porovnani téchto cinidel nejde jednoznacné urcit, které
z extrakCnich ¢inidel je vhodnéjsi pro vSechny derivaty. Kazdy z derivati preferoval jiny typ
extrakce. Pro potvrzeni ur¢eni molekulové hmotnosti dané¢ho derivatu byly MS zaznamy
pofizené pfi sniméani kladnych i zapornych iont. Pfi snimani kladnych iontl byla intenzita
derivati vyssi, avSak pozoruhodné je, ze vétSinou byl pozorovan radikal kation misto
ocekavané protonované molekuly, coz pro ESI neni bézné. Dale byly pozorovany adukty
s amonnym, sodnym ¢i draselnym iontem. Pro podpofeni ionizace byla vyzkouSena dalsi
mobilni faze, kde okyselena voda byla nahrazena 10 mM mraven¢anem amonnym [8]. Bylo
zjisténo, ze pouziti pufru béhem separace ovliviluje, respektive zvysuje, ionizaci pouze
u nekterych latek. Naptiklad u kyseliny gallové dochazi ke zvyseni intenzity aduktu s amonnym
iontem (obrazek 21). Zavérem lze konstatovat, ze nelze urcit jednotnou metodu pro vSechny
stanovované latky, jelikoz kazda vyzaduje jiné extrakéni, separacni i ionizacni podminky.

V tabulce 3 jsou uvedeny souhrnné informace o jednotlivych standardech

a 0 pozorovanych iontech v MS spektrech po reakci s Bz-Cl (140 g/mol).
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Tabulka 3 - Souhrnné informace o derivatizovanych standardech

Sloucenina Mr [g/mol] | Pocet Mr derivatu
benzoylaci | [g/mol]
Fenylalanin 165 1x 269
Lysin 146 2 X 354
Fenethylamin 121 1x 225
2 X 329
Diethylamin 73 1x 177
1,7-diaminoheptan 130 1x 234
2 X 338
3X 443
Kys. gallova 170 3 X 482
Glukosa 180 1x 284
2 X 388
3 X 492
Me
Intens. 492
x 10°
50 1
40 1
3,0
20 |
10 |
" W !
100 200 300 400 500 600 700 800
m/z

Obriazek 20 — MS spektrum glukosy

Podminky analyzy LC/MS: Zorbax SB-Aq (15 cm x 3 mm x 3,5 um); teplota 30 °C; mobilni faze A: redestilovana voda
okyselena HCOOH (pH = 2,46), B: 100% ACN; gradient: 0 min — 5% B, 15 min - 100 % B; prutok 0,4 ml/min, davkovani:
2 ul, 237 nm, CUR: 20 psi, IS: 4500 V, TEM: 400 °C, GS1: 40 psi, GS2: 50 psi, DP: 90 V, EP: 10 V, ESI+

Pozn.: extrakce ethylacetatem
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Obrazek 21 - MS spektrum kys. gallové

Podminky analyzy LC/MS: Zorbax SB-Aq (15 cm x 3 mm x 3,5 pm); teplota 30 °C; mobilni faze B: 100% ACN; gradient:
0 min — 5% B, 15 min - 100 % B; pratok 0,4 ml/min, davkovani: 2 ul, 237 nm, CUR: 20 psi, IS: 4500 V, TEM: 400 °C, GS1:
40 psi, GS2: 50 psi, DP: 90 V, EP: 10 V, ESI+

Pozn.: extrakce MetOH s chloroformem, A) mobilni faze A: redestilovana voda okyselena HCOOH (pH = 2,46), B) 10 mM

mraven¢an amonny
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3.3 Dalsi derivatizaéni ¢inidla

3.3.1 Derivatizace Dns-Cl

Protoze dansylderivaty fluoreskuji, probihala jejich separace na kapalinovém
chromatografu, jehoz soucasti byl i fluorescen¢ni detektor. Nejdiive bylo zméfeno samotné
derivatiza¢ni ¢inidlo, kdy byl zasobni roztok o ¢ = 1 g/l v ACN 300 x nafedén. Vysledny

zaznam Je na obrazku 23.
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Obriazek 22 - Cinidlo Dns-Cl, 300x fedéné

Podminky analyzy: Zorbax SB-Aq (15 cm x 3 mm; 3,5 pm); teplota 30 °C; mobilni faze A: redestilovana voda okyselena
HCOOH (pH 2,46), B: 100% ACN; gradient: 0 min — 25 % B, 2 min — 35 % B, 4 min — 80 % B, 5 min — 100 %B; pritok 0,8
ml/min, davkovani: 2 pl; Aex = 264, Aem = 497

Postup derivatizace pievzaty z literatury [54] byl nejprve testovan pomoci vybranych
standardiit BA (DETA, PheA, 1,7-DIA). Vzdy 1 ml standardu (c =5 g/1) byl smichan se 150 pul
2M NaOH a 300 ul nasyceného roztoku uhli¢itanu sodného. Po promichani byl ke smési piidan
1 ml Dns-Cl ¢inidla (c = 1 g/l). Reakce probihala 60 min na vodni lazni pfi teploté 50 °C
a za nepftistupu svétla. Narozdil od postupu uvedeného v literatufe byl do postupu piipravy
vzorku zahrnut také extrak¢ni krok. Porovnavany byly extrakce dvéma rliznymi extrakénimi
rozpoustédly, a to ethylacetatem a chloroformem. Ke zreagované smési byly vZzdy napipetovany
3 ml extrak¢éniho rozpoustédla a obsah vialky byl tfepan po dobu 10 minut. Dale byla vzdy
organicka faze odebrana, vysusena, a nakonec rozpusténa v 500 pl ACN. Odezva pro jednotlivé
derivaty byla srovnatelna v obou extraktech. Pro dalsi experimenty byl vSak vybran ethylacetat,

se kterym je lepSi manipulace.
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Stejny postup (P1), ovSem s nizsi pocate¢ni koncentraci standardniho roztoku (1 g/l),
byl aplikovan na nasledujici standardy: PheA, DETA, 1,7-DIA, Lys, Pro, Ser, Glu, Fen a Gal.
Po reakci nasledovala extrakce do ethylacetatu. Pro porovnani byl na stejnou smés standardi
aplikovan dalsi zjednoduSeny, modifikovany postup (P2) dle literatury [84]. Do Eppendorfovy
zkumavky bylo nejprve navazeno 10 mg uhli¢itanu lithného a nasledné byl pipetovan 1 ml
standardniho roztoku a 0,5 ml ¢inidla Dns-Cl (¢ = 0,02 M v ACN). Reakce probihala
pii laboratorni teploté pouze 5 minut za neustalého tiepani a za nepiistupu svétla.

Pro ukazku jsou zobrazeny vysledky reakci Dns-Cl s AMK (obrazek 24)
a hydroxyslouc¢eninami (obrazek 25). Piky v retenénim ¢ase 1 min a 5 min naleZi hydrolyznim
produktim reakce. Dle zaznami lze fict, ze Dns-Cl pravdépodobné zreagoval s prolinem,
serinem a kys. gallovou, a to jednodussim a ¢asové méné narocnym postupem (P2), avsak bez
zatazeni extrakéniho kroku. Z diuvodu poruchy piistrojového vybaveni vsak nebylo mozné dale

V ovétovani a optimalizaci metody pokracovat.
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Obrazek 23 — Reakce Dns-Cl s AMK rtiznymi derivatizaénimi postupy

Podminky analyzy: Zorbax SB-Aq (15 cm x 3 mm; 3,5 um); teplota 30 °C; mobilni faze A: redestilovana voda okyselena
HCOOH (pH 2,46); B: 100% ACN; gradient: 0 min — 25 % B, 2 min — 35 % B, 4 min — 80 % B, 5 min — 100 %B; pratok
0,8 ml/min; davkovani: 2 pl; hex = 264, kem = 497

Pozn.: derivatiza¢ni postup 1 (P1), derivatiza¢ni postup 2 (P2); A) prolin, B) serin, C) lysin
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Obrazek 24 — Reakce Dns-Cl s hydroxyslou¢eninami riznymi derivatizaénimi postupy

Podminky analyzy: Zorbax SB-Aq (15 cm x 3 mm; 3,5 um); teplota 30 °C; mobilni faze A: redestilovana voda okyselena
HCOOH (pH 2,46); B: 100% ACN; gradient: 0 min — 25 % B, 2 min — 35 % B, 4 min — 80 % B, 5 min — 100 %B; pritok
0,8 ml/min; davkovani: 2 pl; kex = 264, Aem = 497

Pozn.: derivatiza¢ni postup 1 (P1), derivatizacni postup 2 (P2), A) glukosa, B) fenol, C) kys. gallova

3.3.2 Derivatizace PIC
Standardni roztok glukosy a kyseliny gallové byl derivatizovan také ¢inidlem PIC dle

nasledujiciho upraveného postupu [61], ktery zahrnoval reakci 100 pl standardu vysuSeného
pod proudem dusiku s 200 pul TEA a 200 pl PIC. AvSak ani tento postup nebyl pro zvolené
standardy vhodny a derivat nebyl pozorovan.

Z ¢asovych dlivodu jiz v dalsich experimentech nebylo pokra¢ovano.
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4 ZAVER

Cilem této prace bylo najit vhodné derivatizacni Cinidlo schopné reagovat s latkami,
které se bézné vyskytuji Vv biologickych vzorcich a obsahuji ve své struktufe aminovou
nebo hydroxylovou funk¢ni skupinu. Testovana byla celkem tii rizna derivatizacni Cinidla,
pfiCemz byla optimalizovana jak samotna derivatiza¢ni reakce, tak i nasledna extrakce
a separace derivatu.

Jednim z ¢inidel pouzitych ke kvalitativnimu stanoveni zastupci AMK, BA
a hydroxyslouc¢enin bylo ¢inidlo Bz-Cl, jez velmi ochotné¢ reagovalo s BA. V piipadé
vybranych AMK a hydroxy sloucenin, reakce ne vzdy probéhla. I kdyz dle struktury by benzoyl
derivaty mély absorbovat v UV/VIS oblasti, jevila se spektrofotometricka detekce jako
nevhodna a derivaty byly detekovany pouze pomoci hmotnostni spektrometrie.

Dale bylo zvoleno ¢inidlo PITC, které dobie reagovalo s AMK, BA a hormony. I kdyz
puvodni derivatizacni postup je kvili zafazeni suSicich mezikrokli zdlouhavy, béhem
optimalizace se ukazalo, Ze suSeni neni nutné. PITC derivaty byly z derivatizaéni smési
extrahovany ethylacetatem a jejich separace a detekce prob&hla pomoci systému HPLC/MS.

Poslednim z testovanych derivatizacnich ¢inidel byl Dns-Cl. Derivatizace byla
provedena pomoci dvou odlisnych postupt, které se lisily pfedevsim ¢asem reakce. Experiment
vSak musel byt pferuSen z divodu poruchy pfistroje, proto nemohlo byt ovéfeno, zda
derivatizace probiha ¢i ne.

Diplomova prace neni dokoncena v plném rozsahu, a to z divodu poruch pftistrojového
vybaveni a mimofadné situace vyhlasené vladou CR. Diplomova prace viak miiZe slouZit jako

pilotni studie pro dalsi prace.
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Obrazek P1 — Analyza ¢inidla PITC

Podminky analyzy: Zorbax SB-Aq (15 cm x 3 mm; 3,5 pm); teplota 30 °C; mobilni faze A: 70 mM octan amonny (pH 6,55),
B: 60% ACN ve vodg; gradient: 0 min —30 % B, 3 min—60 % B, 9 min 100 % B; pritok 0,6 ml/min; davkovani: 2 pl; 254 nm.
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Obrazek P2 - Separace 11 standardii po derivatizaci PITC
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Podminky analyzy: Zorbax SB-Aq (15 cm x 3 mm; 3,5 um); teplota 30 °C; mobilni faze A: 70mM octan amonny (pH 6,55),
B: 60% ACN ve vodg¢; gradient: 0 min — 10 % B, 2,5 min — 30 % B, 4,5 min — 50 % B, 8,5 min — 80 % B, 9,5 min — 100 % B;

pritok 0,6 ml/min; davkovani: 2 pl; 254 nm.
Pozn.: Ser = serin, Pro = prolin, His = histidin, Arg = arginin, Ade = adenosin, HiA = histamin, Phe = phenylalanin, Lys = lysin,

Adr = adrenalin, Dop = dopamin, Sero = serotonin.
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Obriazek P3 — Separace 11 standardti derivatizovanych PITC bez susicich krokt
Podminky analyzy: Zorbax SB-Aq (15 cm x 3 mm; 3,5 um); teplota 30 °C; mobilni faze A: 70 mM octan amonny (pH 6,55),
B: 60% ACN ve vodé¢; gradient: 0 min — 10 % B, 2,5 min — 30 % B, 4,5 min — 50 % B, 8,5 min — 80 % B, 9,5 min 100 % B;

pritok 0,6 ml/min; davkovani: 2 pl; 254 nm.
Pozn.: Ser = serin, Pro = prolin, His = histidin, Arg = arginin, Ade = adenosin, HiA = histamin, Phe = fenylalanin, Lys = lysin,

Adr = adrenalin, Dop = dopamin, Sero = serotonin.
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Obrazek P4 - MS spektrum serotoninu

Podminky analyzy LC/MS: Zorbax SB-Aq (15 cm x 3 mm x 3,5 um); teplota 30 °C; gradient: 0 min — 10 % B, 15 min — 100 %
B; pritok 0,4 ml/min; davkovani: 2 pl; 254 nm

Pozn.: A) mobilni faze A: 0,05% HCOOH, B: 70% ACN ve vodg, ESI+; B) mobilni faze A: 70 mM octan amonny (pH 6,55),
B: 60% ACN ve vodé; ESI+; C) mobilni faze A: 0,05% HCOOH, B: 70% ACN ve vodég, ESI-; D) mobilni faze A: 70 mM
octan amonny (pH 6,55), B: 60% ACN ve vodé, ESI-
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