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ANOTACE

Tato diplomova prace s nazvem Stanoveni symetrického a asymetrického dimethylargininu
v lidské plazmé metodou HPLC/MS se zamétuje na vyvoj a optimalizaci analytické metody pro
stanoveni téchto latek, které predstavuji potenciondlni biomarkery fady onemocnéni. Pro ucely
separace byly testovany dvé rizné chromatografické kolony — modifikovand Cg kolona
a kolona typu HILIC. Prace je dale zaméfena na optimalizaci piipravy vzorkil a srovnani

ucinnosti separace na obou kolonach.
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TITLE

The Determination of Symmetric and Asymmetric Dimethylarginine in Human Plasma

by HPLC/MS

ANNOTATION

This thesis, titled The Determination of Symmetric and Asymmetric Dimethylarginine in Human
Plasma by HPLC/MS, focuses on the development and optimization of an analytical method
for the determination of these compounds, which represent potential biomarkers for a number
of diseases. Two different chromatographic columns were tested for separation — a modified
Cig column and a HILIC column. The work further focuses on sample preparation optimization

and comparison of separation efficiency between the two columns.
KEYWORDS

L-arginine, symmetrical dimethylarginine, asymmetrical dimethylarginine, HPLC, MS/MS,
HILIC, sample preparation



OBSAH

SEZNAM ILUSTRACT ...ttt 10
SEZNAM ZKRATEK ...ttt ettt sttt et 13
UVOD .ttt ettt et et h et e it be et e st e s ae e bt eat e e bt e bt et e ae et enees 14
1 TEORETICKA CAST ...oouiiiriireiieriiesseeeeseee st sssssesses st ssses s ssssssssessssons 15
R N =433V 1 OO SRRSO PSRRI 15
1.1.1 Asymetricky dimethylarginin (ADMA) .......cccoevviiiriiieieee e 16

1.1.2  Symetricky dimethylarginin (SDMA).......ccooiieeiiieiiieeee e 17

1.2 MEtaDOLISINUS ...ttt ettt ettt e bt e e esbaesaeeens 17
1.2.1 Syntéza ADMA @ SDMA .......ooiiiieeeee ettt 19

1.2.2  Metabolismus a eliminace oxidu dusnatého...........ccccceeveeniiiiiiniiiiiieniceiieees 20

1.3 Degradace @ liMINACE .........c.ceeuieiieiiieiieeie ettt ettt et ebe e 21
1.3.1 Degradace a eliminace ADMAL..........ccccootiiiiiiniiiiniteecceee e 22

1.3.2 Degradace a eliminace SDMA ........cccooiiiiiiiiiiiiiiieiee e 22

1.4 Klinicky vyznam argininu a dimethylarginingd...........ccccceceverienienenncnienenicneeeeeen 23
LAl ATININ ..ottt ettt et et e et eeaaeesbe e tbeenteesateenbeensreenreas 24

LA.2  ADMA ..ottt et sttt et st ae s 24

143 SDIMA . ettt et sttt eaee 25

1.5 Genova exprese L-argininu a vyuziti v protinddoroveé 16¢be..........ccovvvvvviiniiiniennnnnnn. 26
1.6 L-arginin jako dOpINEK Sravy.....c..cooviiiiiiiiiiieeiieeeeee et 28
1.7 Piiprava biologickych vzorkil pro stanoveni dimethylovanych arginind..................... 29
1.8 Stanoveni ADMA a SDMA pomoci kapalinové chromatografie..........c.cccceeeeveenneen. 35
1.8.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)..........cccovvvviiiinciiiniiieiees 35

1.8.2 Hmotnostni SPEKIrOMELIIC ......cccuviieiiieeiiieeiie ettt 37

2 CIL PRACE ...t 40
3 EXPERIMENTALNI CAST....ooiiiiiiiiiieiiiseiiesie et 41

3.1 Chemikalie, pfistroje @ POMUCKY ......cceeouieiiiiiieiie ittt 41



3.1.1  ChemiKAle @ PLYNY....cooiiiiriieiiieiiecie ettt ettt ee e e b e eseeeaneens 41

3.1.2  PTStrOJe @ SOTEWALE ...ccvieiiiieiieciie ettt ettt et eb e eeseenes 41

3 1.3 POMUCKY .ottt ettt et e et eba e aaeenbeeees 42

3.2 BIOIOZICKE VZOTKY ..cooueiiiiiiieeiie ettt et 42
3.3 ROZEOKY c.eteeeiee ettt et e et et e et e e et e e et e e e taaeenbaeennaaeennneenn 42
3.3.1 Priprava standardll..........cccceecuieiiiiieeiiie e e 42

3.3.2 MODIINT fAZC....eceiieieiieeeeee e 43

3.4 Stanoveni dimethylarginintt pomoci LC-MS/MS........cccoiiiiiiiiiieeeeeeeee e 44
3.4.1 ChromatografiCkd SEPAraCE ..........coeevuiriiriiriiriieieetertee ettt 44

3.42 HmOtNOSINT AEtEKCE ...c.uiieiieiiiiiieiee e 45

4 VYSLEDKY A DISKUZE .....osstiiriimriiririeesimessisesessessssssssessssesssssssssssssssesssssssssnns 46
ZAVER ...ttt 69



SEZNAM ILUSTRACI

Obrazek 1: Arginin a methylované argininy (upraveno) [S].....ccccvceevvveerieeeniiieeniee e, 16
Obrazek 2: Metabolickd draha argininu (upraveno) [1].....cccccveeviieeiieecieeeee e 18
Obrazek 3: Posttranslacni Gpravy argininu (upraveno) [17]......ccevvervieneinenieneenennne 19
Obrazek 4: Syntéza oxidu dusnatého (Upraveno) [24].......ccceeveeriierieniieiieeie e 20
Obrazek 5: Degradace L-argininu (Upraveno) [27].....cccveveeeeieereeeieenieeieeieeeveeseee e 21
Obrazek 6: Metabolickd draha ADMA a SDMA (upraveno) [31]....ccccceeevveeeeieencneeennne. 23
Obrazek 7: Degradaci argininu v nddorovych buiikach s deficitem ASS1 nebo s vysokou
spotfebou exogenniho argininu (UPraveno) [1].....ccccevieeiiieniiiiiienieeieeee e 28
Obrazek 8: Vrstva vody na povrchu HILIC stacionarni faze [52]......ccccceevveeieenieennnnnne. 36
Obrazek 9: MS/MS fragmentace dimethylarginind (upraveno) [4]......cccceeveeveveerineeens 38

Obrazek 10: Retencni casy ADMA a SDMA pii 85 % ACN a 15 % MF A (0,05% kys.
mravenci; 3,8 mM mravencan amonny); pritok 0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C....... 47
Obrazek 11: Retenéni casy ADMA a SDMA pii 82 % ACN a 18 % MF B (0,05% kys.
mravenci; 6 mM mravencan amonny); pratok 0,05 ml/min; teplota kolony 30 °C........ 48
Obrazek 12: Reten¢ni ¢asy ADMA a SDMA pii 82 % ACN a 18 % MF B (0,1% kys.
mravenc¢i; 6 mM mravencan amonny); prutok 0,05 ml/min; teplota kolony 30 °C........ 48
Obrazek 13:Reten¢ni casy ADMA a SDMA pii 80 % ACN a 20 % MF A (0,05 % kys.
mravenci; 3,8 mM mravencan amonny); prutok 0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C....... 49
Obrazek 14: Retenéni casy ADMA a SDMA pii 80 % ACN a 20 % MF A (0,05% kys.
mravenci; 3,8 mM mravencan amonny); pritok 0,5 ml/min; teplota kolony 25 °C....... 50
Obrazek 15: Retencni casy ADMA a SDMA pfii 80 % ACN a 20 % MF A (0,05%¢ kys.
mravenci; 3,8 mM mravencan amonny); prutok 0,5 ml/min; teplota kolony 37 °C....... 50
Obrazek 16: Retencni casy ADMA a SDMA pii 80 % ACN a 20 % MF B (0,05% kys.
mravenci; 6,0 mM mravencan amonny); pritok 0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C....... 51
Obrazek 17: Retenéni casy ADMA a SDMA pii 80 % ACN a 20 % MF B (0,05% kys.
mravenci; 6,0 mM mravencan amonny); pratok 0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C; fedény
SEANAATA SOX...uiiiiiiiieiie ettt et e et e et e e e ee e e e taeesteeeesbaeessseeessseeessseeennaeeenssaeenns 51
Obrazek 18: Retencni casy ADMA a SDMA pii 80 % ACN a 20 % MF B (0,05% kys.
mravenci; 6,0 mM mravencan amonny); prutok 0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C;

STANAATA S VOUOU ..ottt e e e e e e e e et eeaeeeeeeereaenaaeaeeeeeraees 527



Obrazek 19: Retencni casy ADMA a SDMA pii 80 % ACN a 20 % MF B (0,05% kys.
mravenci; 6,0 mM mravenan amonny); prutok 0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C;
standard s acetonitril/voda (80:20).......cccuvieeiiieiiieeeiie et 52
Obrazek 20: Retencni ¢asy ADMA a SDMA pii 80 % ACN a 20 % MF C (0,1% kys.
mraven¢i; 6,0 mM mravencan amonny); prutok 0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C;
standard NAFEdEN SOX......ccuiiiiiiiiii e 53
Obrazek 21: Retencni casy ADMA a SDMA pii 80 % ACN a 20 % MF D (3,8 mM
mravencan amonny); pritok 0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C; standard nafedén 50x..53
Obrazek 22: Retencni casy ADMA a SDMA pii 80 % ACN a 20 % MF D (0,05% kys.
mravenci; 10 mM mravencan amonny); priitok 0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C; standard
NATEACT SOX ...ttt ettt et b e et e bt e et e e sbeesabeenaeeenee 54
Obrazek 23: Retencni casy ADMA a SDMA pii 80 % ACN a 20 % MF F (0,1% kys.
mravenci; 10 mM mravencan amonny); priitok 0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C; standard
NATEASN SOX ..ttt ettt ettt ettt et e sttt st e bt et e et e sbeebeeneen 54
Obrazek 24: Retenéni casy ADMA a SDMA pii 80 % ACN a 20 % MF G (0,01% kys.
mraven¢i; 1,2 mM mravencan amonny); prutok 0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C;
standard NATEdEN SOX.........ooiiruiiiirieeeeete e et 55
Obrazek 25: Retenéni casy ADMA a SDMA pii 78 % ACN a 22 % MF B (0,05% kys.
mravenci; 6 mM mravenc¢an amonny); pratok 0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C.......... 55
Obrazek 26: Retencni ¢asy ADMA a SDMA pii 78 % ACN a 22 % MF B (0,1% kys.
mravenc¢i; 6 mM mravencan amonny); prutok 0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C; standard
NATEAGN SOX ..ttt ettt ettt et ettt et et eebe et et e saeebeeaeen 56
Obrazek 27: Retencni ¢asy ADMA a SDMA pii 75 % ACN a 25 % MF B (0,1% kys.
mravenci; 6 mM mravencan amonny); pratok 0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C; standard
NATEASN SOX ..ttt ettt sttt et sb et ettt nae e 56
Obrazek 28: Retenéni casy ADMA a SDMA pii 75 % ACN a 25 % MF B (0,05% kys.
mravenci; 6,0 mM mravenan amonny); prutok 0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C;
StANAATd S VOAOUL......eiiiiieiiieiiee ettt ettt et s e et e st e ebeesaeeens 57
Obrazek 29: Retencni casy ADMA a SDMA pii 75 % ACN a 25 % MF B (0,05% kys.
mraven¢i; 6,0 mM mravencan amonny); prutok 0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C;
standard s acetonitril/voda (80:20).......cccvieeiiiieiiiieeeiie et 57
Obrazek 30: Retencni casy ADMA a SDMA pii 75 % ACN a 25 % MF B (0,05% kys.
mraven¢i; 6,0 mM mravencan amonny); prutok 0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C;

standard s acetonitril/voda (50:50) ......cc.eiriiiiiiiniieiieieee e 58



Obrazek 31:Retencni casy ADMA a SDMA pii 75 % ACN a 25 % MF B (0,1% kys.
mravenci; 10 mM mravencan amonny); prutok 0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C; standard
NATEACT SOX ...ttt ettt ettt e et e bt e et e e bt e et e e nbeesateenaeeenee 58
Obrazek 32: Gradientova eluce 1 (1,2 mM mravencan amonny, 0,01% kys. mravenci ve
VOAE @ V ACELONIIITIU) ...evieiiieiieiie ettt ettt e e e e seaeensees 59
Obrazek 33: Gradientova eluce 2 (1,2 mM mravenc¢an amonny, 0,01% kyselina mravenci
e LS Tt o) 4 V3 o ) RS 60
Obrézek 34: Gradientova eluce 3 (1,2 mM mravenc¢an amonny, 0,01% kyselina mravenci
VE VOAE; ACCTONILIIL)...eeiiiviiiiiiiieiie ettt ettt e e e e eabeeeeareeeearee e 60

Obrazek 35: Gradientova eluce 4 (1,2 mM mravencan amonny, 0,01% kyselina mravenci

GO e LS Tt o) 4 V3 o ) RS 61
Obrazek 36: Retencni casy ADMA a SDMA ve standardu (davkovani 0,2 pl)............. 62
Obrazek 37: Retencni casy ADMA a SDMA ve standardu (davkovéni 1 pl)................ 63
Obrazek 38: Retenéni casy ADMA a SDMA ve standardu (davkovani 2 pl)................ 63
Obrazek 39: Retencni casy ADMA a SDMA ve vzorku (davkovani 0,2 pl).................. 64
Obrazek 40: Retencni casy ADMA a SDMA ve vzorku (davkovani 1 pl).........cceeee. 64
Obrazek 41: Retencni casy ADMA a SDMA ve vzorku (davkovani 2 pl)..................... 65
Obrazek 42: Retenéni casy ADMA a SDMA ve vzorku (davkovani 5 pl)..........c.......... 65
Obrazek 43: Obrazek 42: Retencni ¢asy ADMA a SDMA ve vzorku s ptidavkem
(AAVKOVANT 2 L) 1ttt ettt ettt e eaes 66
Obrazek 44: Retencni casy ADMA a SDMA v mobilni fazi s ptidavkem..................... 66
Obrazek 45: Retencni casy ADMA a SDMA ve vzorku s vodou...........cceeeveeiieniiennnnnn. 67

Obrazek 46: Retencni Casy ADMA a SDMA ve vzorku se standardem..............c.......... 67



SEZNAM ZKRATEK

ACN Acetonitril

ADC Arginindekarboxylaza

ADI Arginin deiminaza

ADMA Asymetricky dimethylarginin

AGXT2 Alaninglyoxylat-aminotransferaza 2

ASL Argininosukcinat lyaza

ASS Argininosukcinat syntetaza

Ca®* Vépenaty iont

CAT Transportéry kationtovych aminokyselin

CKD Chronické onemocnéni ledvin

DDAH Dimethylarginin-dimethylaminohydrolaza

ESI Ionizace elektrosprejem

GC Plynova chromatografie

HCI Kyselina chlorovodikova

HDL Lipoprotein o vysoké hustoté¢

HILIC Hydrofilni interak¢éni chromatografie

HPLC Vysokoucinné kapalinova chromatografie

HPLC-MS Vysok(’)ﬁéinné kapalinova chromatografie s hmotnostni
detekci

LDL Lipoprotein o nizké hustot¢

L-NMMA NYmonomethyl-L-arginin

ME Matricové efekty

MF Mobilni faze

MMA Monomethylarginin

nNos, eNOS, iNOS

Neuronalni, endotelova, indukovatelna syntdza oxidu
dusnatého

NO* Oxid dusnaty

NOS Syntdza oxidu dusnatého

ODC Ornitindekarboxyldza

PEG Polyethylenglykol

PRMT Protein arginin methyltransferaza
SDMA Symetricky dimethylarginin

SPE Extrakce na pevné fazi

TFA Kyselina trifluoroctova




UvVOD

Symetricky dimethylarginin a asymetricky dimethylarginin pfedstavuji vyznamné
endogenni derivaty aminokyseliny L-argininu, které vznikaji enzymatickou posttranslacni
metylaci argininovych zbytkl v proteinech. Za poslednich dvacet let jsou tyto molekuly stale
vice v centru zajmu biomedicinského vyzkumu diky jejich uzkému propojeni s patofyziologii
celé fady onemocnéni, zejména kardiovaskuldrnich arendlnich. Zatimco asymetricky
dimethylarginin ptisobi jako pfimy inhibitor syntdzy oxidu dusnatého a snizuje biologickou
dostupnost oxidu dusnatého, symetricky dimethylarginin ovliviiuje dostupnost L-argininu

nepiimo a zaroven se povazuje za cenny indikator rendlnich funkei.

Oxid dusnaty, jehoz produkce je klicova pro regulaci cévniho tonu, krevniho tlaku
a funkci endotelu, je syntetizovan z L-argininu pomoci izoforem enzymu syntdzy oxidu
dusnatého. Jakykoli zasah do tohoto procesu, naptiklad zvySené koncentrace asymetrického
dimethylargininu v plazmé, mize vést k endotelidlni dysfunkci, aterosklerdze, hypertenzi
a dal$im chorobnym staviim. Vyznam symetricky dimethylarginin je pak casto spojovan

predevsim s rychlosti glomerularni filtrace, coZ jej ¢ini biomarkerem zhorSené funkce ledvin.

Pro studium téchto dvou methylovanych derivati je nezbytné vyuzivat analytické
metody s vysokou citlivosti, selektivitou a dostate¢nou schopnosti odlisit strukturni izomery.
Jednou z nejucinnéjSich metod soucasné analytické chemie je kombinace vysokoucinné
kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii, kterd umoziuje ptesnou identifikaci

a kvantifikaci téchto latek i ve velmi nizkych koncentracich.
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1 TEORETICKA CAST
1.1 Arginin

Arginin je semi-esencialni aminokyselina, ktera hraje kli€ovou roli v mnoha
fyziologickych procesech, véetné¢ syntézy bilkovin, bunécné proliferace, svalové kontrakce,
imunitni odpovédi, neurotransmise, vazodilatace (rozsifeni cév), sekrece hormont a syntézy
dal§ich aminokyselin. Nedavné studie naznacuji, ze arginin mize rovnéz podporovat hojeni
ran, bunécné déleni, tvorbu amoniaku a snizovat hladinu cukru v krvi. Tyto vlastnosti argininu
mohou byt piinosné pii 1€cbé nadorovych onemocnéni jeho deprivaci, nebot’ nddorové bunky
casto vykazuji zménény metabolismus a jsou zavislé na vnéjSim piisunu argininu pro svj rust.
Nadbytek nebo nedostatek argininu, tak mize mit vyznamny dopad na zdravotni stav

organismu. [1]

Arginin se rovné€z podili na pfeméné amoniaku, toxické latky produkované organismem
na netoxickou mocovinu. Kromé toho je prekurzorem v biosyntéze oxidu dusnatého,
polyaminii, prolinu, kreatinu a agmatinu. Arginin je ziskdvan jak z potravy, tak i endogenni
syntézou. Tato syntéza probihd z citrulinu primarn¢ ve stfevech a ledvinach, ale mize se
syntetizovat i v jinych typech bunck. Epitelové buiiky tenkého stieva rozkladaji bilkoviny
z potravy a uvoliuji citrulin do krevniho obé&hu. Citrulin je nasledné v ledvinovych buikach

pfeménén na arginin a vracen zpét do ob&hu jako zésoba. [1-3]

Jedna zvyznamnych metabolickych drah L-argininu zahrnuje metylaci jeho
guanidinové skupiny, coz vede ke vzniku t¥i hlavnich slou¢enin: N®-monomethyl-L-argininu
(L-NMMA), asymetrického dimethylargininu (ADMA) a symetrického dimethylargininu
(SDMA). Tyto latky vznikaji posttranslacni metylaci argininovych zbytkii v proteinech, kterou
katalyzuji enzymy z rodiny protein arginin methyltransferaz. Tyto enzymy hraji zasadni roli
nejen v regulaci bunééné signalizace a transportu do jadra, ale také v modulaci interakci

s nukleovymi kyselinami. [4]

Na obrazku ¢. 1 jsou znazornény chemické struktury L-argininu a jeho tii

methylovanych derivati: ADMA, SDMA a L-NMMA (n€kdy oznacovany jako MMA).
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Obrazek 1: Arginin a methylované argininy (upraveno); ADMA — asymetricky dimethylarginin, SDMA — symetricky
dimethylarginin, MMA — monomethylarginin [5]

ADMA a SDMA jsou toxické, neproteinogenni derivaty aminokyseliny argininu. Obég
latky jsou klasifikovany jako uremické toxiny, které se podili na inhibici produkce oxidu
dusnatého a hraji multifunkéni roli v mnoha lidskych onemocnénich. ADMA a SDMA se
ukazaly jako silné faktory kardiovaskularnich onemocnéni a fady dalSich riiznych onemocnéni.
[6]

ADMA 1 SDMA se podileji na regulaci riznych biologickych funkci, vcetné
endotelidlni dysfunkce, coz je neschopnost endotelidlnich bun€k produkovat dostatecné
mnozstvi bioaktivniho oxidu dusnatého a zvySuje tak riziko kardiovaskuldrnich piihod,
aterosklerdzy, oxidacniho stresu, apoptdzy, urémie, autofagie (autodegradacni proces, ktery
ma klicovou roli v energetické rovnovaze a odstraiovani poskozenych organel a proteind.
Deregulace autofdgie mize vést k nemocem, jako je rakovina a neurogeneze, kardiopatie ¢i

diabetes.) a imunitni dysfunkce. [6, 9]
1.1.1 Asymetricky dimethylarginin (ADMA)

ADMA piisobi jako kompetitivni inhibitor syntazy oxidu dusnatého (NOS). Inhibuje
cévni produkci oxidu dusnatého pii koncentracich, které se bézné vyskytuji za patologickych
podminek. V poslednich letech je ADMA studovan také jako biomarker kardiovaskularniho
rizika. Zvysené hladiny asymetrického dimethylargininu v krevnim obé&hu jsou u pacientii
s chronickym onemocnénim ledvin, obdobné¢ jako v ptipadé SDMA. Enzym NOS vyuziva L-
arginin jako substrat k produkci oxidu dusnatého a L-citrulinu. Jak uz bylo uvedeno ADMA je

syntetizovan posttranslaéni modifikaci argininu pomoci protein arginin methyltransferéz,
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konkrétné¢ enzymy typu I. Pribéh této modifikace bude detailn¢ zndzornén a vysvétlen

v kapitole 1.2. [10-12]

Monomethylarginin a L-arginin plsobi také jako kompetitivni inhibitory enzymu NOS.
Vzhledem k tomu, Ze koncentrace ADMA v krvi je ptiblizné 5 az 10krat vyssi koncentraci nez
MMA, je ADMA povazovan za biologicky vyznamnéj$i z té€chto dvou inhibitort. Naproti tomu
SDMA je v obéhu ptitomen v podobné koncentraci, ale neni povazovan za piimého inhibitora

NOS. [13, 14]
1.1.2 Symetricky dimethylarginin (SDMA)

SDMA soutézi s ADMA a L-argininem o transport do bunck a reabsorpci v ledvinach.
Z tohoto ditvodu se predpoklada, ze SDMA miiZze nepiimo ovlivilovat dostupnost L-argininu

pro NOS a tim produkci oxidu dusnatého (NO"). [4]

Jak uz bylo zminéno vysSe, koncentrace SDMA v krvi byva zvySend u pacientd
s poruchou renalnich funkci, a proto je povazovan za spolehlivy marker rychlosti glomerularni
filtrace. SDMA vzniké ve vSech bunkach jako vedlejsi produkt bunééného metabolismu a je
vyluc¢ovan prevazné ledvinami. Kromé vlivu na dostupnost NO* se SDMA podili i na modulaci

zanétlivych procest, signalizaci NO* a funkci lipoproteinti s vysokou hustotou (HDL). [12, 13]
1.2 Metabolismus

Arginin pfedstavuje kli¢ovy metabolicky substrat, ktery se podili na syntéze celé fady
biologicky vyznamnych latek v téle. Mezi tyto latky patfi mocovina, polyaminy, prolin,
glutamat, kreatin, oxid dusnaty, agmatin a ornitin. Agmatin a ornitin slouzi jako prekurzory
putrescinu, jenz je vychozi molekula pro syntézu polyaminti. Oxid dusnaty a polyaminy hraji
dalezitou roli v bunééné proliferaci a diferenciaci, a jejich poruchy metabolismu mohou
ovliviiovat nadorové procesy. Metabolickd draha argininu v lidské bunice bude zndzornéna na

obrazku ¢. 2. [1, 15]

Koncentrace L-argininu v organismu je regulovana rovnovahou mezi jeho syntézou,
degradaci, preménou na dal$i metabolity a vyluCovanim. Vstfebavani L-argininu probiha
predevsim ve stfevech, kde se pfeménuje na L-citrulin, ktery dale vstupuje do krevniho ob¢hu.
Arginin mize rovnéz byt syntetizovan prostiednictvim mocovinového cyklu, jak je zndzornéno
na obrazku €. 2. Klicovymi enzymy této drahy jsou arginosukcinat syntetaza 1 (ASS1), kterad
katalyzuje citrulin a aspartat za vzniku argininosukcindtu, a arginosukcinat lyaza (ASL), ktera
nasledné Stépi argininosukcindt na fumarat a arginin. Obrazek zndzornuje kromé syntézy

argininu i jeho naslednou degradaci, kterd bude podrobnéji popsana na obrazku €. 5 v kapitole
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Degradace a eliminace. Obrazek také naznacuje vznik patologického jevu v podobé rakoviny,
touto Casti obrazku se budu zaobirat v kapitole o genové expresi a vyuziti v protinadoroveé

16eb&. [3, 16]
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Obrazek 2: Metabolicka draha argininu (upraveno); ASL — argininosukcinat lyaza, NOS — syntdza oxidu dusnatého, ASS1 —
argininosukcinat syntetaza 1, ARG — argindaza, ADC — arginindekarboxyldza, AGM — agmatindza, ODC —
ornitindekarboxylaza, NO® — oxid dusnaty [1]

Jiz vroce 1968 se Paik a Kim pokusili purifikovat enzym zodpovédny za metylaci
lyzinovych zbytki histonti. [zolovany enzym, oznaceny jako protein metylaza I, nebyl lyzin
methyltransferazou, ale protein arginin methyltransferazou (PRMT). V soucasnosti bylo
identifikovano celkem 11 PRMT enzymd, které jsou rozd€leny do Ctyt typt na zéklade typu
produktt, které katalyzuji. [18, 19]

Typy I az III se vyskytuji u savcil a vSechny jsou schopny katalyzovat pfenos jedné
methylové skupiny na koncovy atom dusiku v guanidinové skupiné argininu za vzniku N-
monomethylargininu. Enzymy typu I (PRMT 1, 2, 3, 4, 6, 8) jsou nejrozsifené;si a nasledné
pripojuji druhou methylovou skupinu na tentyz atom dusiku, ¢imz vznika asymetrického
dimethylargininu. Enzymy typu II (PRMT 5, 9) pfidavaji druhou methylovou skupinu na druhy
koncovy atom dusiku, ¢imZ vznik4 symetricky dimethylarginin. PRMT enzymy typu III (napf.
PRMT 7) katalyzuji pouze tvorbu MMA. PRMT enzymy typu IV (doposud popsany pouze
u kvasinek) se rovnéz podili na tvorbé MMA, pticemz methylova skupina se vaze na vnitini

dusik. [18, 19]

Na obrazku 3 jsou zndzornény rizné typy enzymi PRMT a jejich produkty vznikajici

methylaci argininu — MMA, ADMA a SDMA.
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Obrazek 3: Posttranslacni upravy argininu (upraveno); MMA — monomethylarginin, SDMA — symetricky
dimethylarginin, ADMA — asymetricky dimethylarginin [17]

Volné formy MMA, SDMA ADMA se uvoliuji do obéhu nebo jsou pfijimany do jinych
bunék prostfednictvim transportéri kationtovych aminokyselin (CAT), které jsou rovnéz
zodpovédné za transport L-argininu. L-arginin miiZze byt dale transportovan pies bunécné
membrany prostfednictvim sodikem sptazeného citratového transportéru (NaCT/Nact), ktery

je vysoce exprimovan v jaternich a mozkovych bunikach. [13]
1.2.1 Syntéza ADMA a SDMA

Jak uz bylo zminéno ADMA vznika metylaci z argininu za ptfitomnosti enzymu PRMT
typu 1. Uvoliovani ADMA z endotelidlnich bun€k se zvySuje pfi plsobeni nativniho nebo
oxidovaného lipoproteinu s nizkou hustotou (LDL), pravdépodobné prostrednictvim regulace
methylace zavislé na S-adenosylmethioninu, ktery slouzi jako donor methylové skupiny pro
PRMT. Nedavné studie navic naznacuji, ze plicni tkdné ziejmé obsahuji zna¢né mnozstvi
bilkovinné vazaného ADMA, coz je piipisovano vysoké expresi riznych PRMT v plicich. [4,

6, 20]

Cirkulujici ADMA je aktivné transportovana do hlavnich organt, jako jsou ledviny,

mozek a jatra, prostfednictvim CAT. [21]

Aktivita PRMT I byva obecné vyssi nez aktivita PRMT I, coZ se projevi na poméru

produktl. VétSina methylovanych argininovych zbytkl v proteinech je pfeméiiovan na ADMA,
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¢imz dochazi k tomu, ze ADMA je 4-5x vice nez SDMA. Piesny pomér téchto dvou metabolit

se muze liSit v zavislosti na typu bunky a jejich metabolickém stavu. [4]
1.2.2 Metabolismus a eliminace oxidu dusnatého

Oxid dusnaty je molekula, kterd hraje klicovou roli v udrzovéani cévni homeostazy,
regulaci imunitni odpovédi a neurotransmisi. Mezi jeho hlavni funkce patii regulace pritoku
krve, potlacovani zanétlivych procest a podpora obranyschopnost organismu proti infekcim

a nadorovym bunkam. [3, 19, 22]

NO® je syntetizovan z L-argininu za pfitomnosti molekuldrniho kysliku a NADPH
(nikotinamidadenindinukleotidfosfat) prostfednictvim tfi izoforem enzymu syntazy oxidu
dusnatého: neuronalni NOS (nNOS), endotelové NOS (eNOS) a indukovatelné NOS (iNOS).
Aktivita téchto enzymii, konkrétné¢ eNOS a nNOS, je Uizce zavisla na intracelularni koncentraci
vapenatych iontdi (Ca’"). Tyto izoformy jsou kalmodulin-dependentni, coZz znamena, Ze po
navazani Ca?>" na kalmodulin dochéazi k aktivaci eNOS/nNOS a nasledné produkci NO".
Naopak iNOS je aktivovan pfevazné transkripné jako odpovéd na zanétlivé podnéty a jeji
¢innost je na koncentraci Ca®* nezavisla. Mira produkce NO* je lizce zavisld na dostupnosti
argininu, ktery je jednim z limitujicich faktorti syntézy. Citrulin, ktery vzniké4 jako vedlejsi
produkt reakce NOS, muze byt recyklovan zpét na arginin postupnym pisobenim enzymi

argininosukcinat syntetdzy a argininosukcinat lyazy. [14, 19, 23, 24]

Na obrazku €. 4 je mozné vidét zjednodusené schéma syntézy oxidu dusnatého.

L- arginin + NADPH + O, L- citrulin + H,0 + NADP’-l-@)

~ 1 O

eNOS A iNOS
| t t
Ca?*- zavislé Ca?*- nezavislé

Obrazek 4: Syntéza oxidu dusnatého (upraveno); FMN — flavinmononukleotid, NADPH — redukovand forma
nikotinamidadenindinukleotidfosfitu, FAD — flavinadenindinukleotid, BH, — tetrahydrobiopterin, NADP*—
nikotinamidadenindinukleotidfosfat, eNOS — endotelova syntdaza oxidu dusnatého, nNOS — neurondlni syntdza oxidu
dusnatého, iNOS — indukovatelnd syntdza oxidu dusnatého, NO® — oxid dusnaty [24]

Naopak enzym argindza muize nepiimo snizovat produkci oxidu dusnatého tim, ze

snizuje intracelularni koncentraci argininu. V prub¢hu poslednich let bylo vynalozeno znacné
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usili na zkoumani patogenni role ADMA, ktery inhibuje syntézu NO® a tim pfispiva k rozvoji

a progresi kardiovaskularnich onemocnéni. [19, 23]

1.3 Degradace a eliminace

Arginin miiZze byt ziskdvan bud’ pfijmem ze stravy, nebo jako produkt nékterych bunck
prostiednictvim uplného ¢i castecného mocovinového cyklu. V tomto cyklu je arginin
pfeménovan enzymem arginazou typu I (ARG1) na ornitin a mocovinu, coZ umoziuje efektivni
vyluCovani piebyte¢ného dusiku z organismu. [25, 26]

Na metabolismu a eliminaci argininu se podili n€kolik kli¢ovych enzymi, vcetné
argininosukcinat syntetazy, dvou izoforem arginazy (ARG 1 a 2), tfi izoforem syntazy oxidu
dusnatého (iNOS, nNOS, eNOS) a arginindekarboxylaza. [15]

Na obrazku ¢.5 je znazornéno, jaké metabolity vznikaji z L-argininu plsobenim

jednotlivych zminénych enzymt.
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Obrdazek 5: Degradace L-argininu (upraveno); GABA — kyselina y-aminomdaselnda, NO* — oxid dusnaty [27]
V pfirozeném stavu organismu se v§echny aminokyseliny preménuji na jiné metabolity,
které se z lidského téla vylucuji. V ptipad¢€ metabolické poruchy dochéazi k vylu€ovani argininu

do moci. [26]

21



1.3.1 Degradace a eliminace ADMA

Koncentrace ADMA je fyziologicky regulovana dvéma hlavnimi mechanismy —
vyluCovanim ledvinami a enzymatickou degradaci. Na degradaci ADMA se podileji enzymy
dimethylarginin-dimethylaminohydrolaza (DDAH) a alaninglyoxylat-aminotransferdza 2

(AGXT2). [14, 21]

DDAH je specificky enzym, ktery katalyzuje degradaci vyhradné ADMA, nikoli jeho
symetrické formy SDMA. Enzymaticka aktivita DDAH byla prokézdna v ledvinéch, slinivce
biisni, jatrech, mozku a aorté. DDAH pifeménuje ADMA na citrulin a dimethylamin. Dosud
byly identifikovany dvé izoformy DDAH (DDAHI1 a DDAH2). DDAHI1 je hlavnim enzymem
zodpovédnym za metabolismus ADMA, piicemz je exprimovan v tkdnich produkujicich
neuronalni NOS. Naproti tomu DDAH2 se vyskytuje zejména v tkdnich s pfitomnosti
endotelové izoformy NOS. Aktivita DDAH muze byt negativné ovlivnéna zvysSenou hladinou
glukézy, oxidovaného LDL a homocysteinu, coz vede ke zvysSeni koncentrace ADMA

v plazmé. [13, 20, 28]

U zdravého dospélého jedince je denné produkovano ptiblizn¢ 300 umol ADMA (cca
60 mg). Z tohoto mnozstvi je piiblizné¢ 80 % ADMA metabolizovano pomoci DDAH1, zatimco
zbylych 20 % je vylu€ovéano ledvinami mo¢i. [6, 13, 20, 21]

Intracelularni ADMA muze inhibovat aktivitu CAT, ¢imz nejenze brani aktivit¢ NOS,
ale také snizuje intracelularni pfisun L-argininu. Tim pfispiva ke zvysSeni oxida¢niho stresu

a k dalsimu omezeni biogeneze NO". [15, 29]

Dalsi cestou degradace ADMA je pomoci enzymu AGXT2, mitochondrialni
aminotransferazou exprimovanou pievazné v ledvinach. Tato reakce vede ke vzniku a-keto-o-

(N(G), N(G)-dimethylguanidino) kyseliny valerové (DMGV). [13, 21]
1.3.2 Degradace a eliminace SDMA

SDMA je z organismu odstrafiovan pievazné moc¢i (>90 %). Jak uz bylo zminéno vyse,
enzym DDAH se nepodili na degradaci SDMA. Na jeho metabolismu se vS§ak muze podilet
enzym AGXT2, ktery je exprimovan zejména v ledvinach. Tato schopnost AGXT2
metabolizovat SDMA by mohla ¢aste¢né vysvétlovat, pro€ je povazovan za citlivéjsi biomarker
nez vypoctové rovnice, jako jsou CKD-EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology
Collaboration) a MDRD (Modification of Diet in Renal Disease), zaloZzené na odhadované

glomerularni filtraci. Eliminace SDMA a ADMA neni vylu¢né zéavisla na ledvinné funkci.
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Studie naznacuji, ze i jatra se podileji na odstranovani téchto molekul z organismu, ¢imz

piispivaji k jejich celkové homeostaze. [13, 30]

Na obrazku €. 6 je mozné vidét syntézu ADMA a SDMA pomoci enzymit PRMT a takeé
degradaci pomoci enzymi DDAH a AGXT?2.

/ Pro!em

PRMT )
Meth y/ovan ¥ protein

Proteolyza

gy l\

L-citrulin Vylouéeni mo ‘

Dimethylguanidino
valerova kyselina

L-citrulin
dimethylamin

Obrazek 6:Metabolickd draha ADMA a SDMA (upraveno); NO* — oxid dusnaty, PRMT — protein arginin
methyltransferaza, DDAHI a DDAH?2 — dimethylarginin-dimethylaminohydrolaza, AGXT?2 — alaninglyoxylat-
aminotransferdaza 2, ADMA — asymetricky dimethylarginin, SDMA — symetricky dimethylarginin, NO® — oxid dusnaty [31]

1.4 Klinicky vyznam argininu a dimethylargininii

Rada klinickych studii prokazala zvysené hladiny ADMA a SDMA u §irokého spektra
onemocnéni. Jak jiz bylo zminéno, ob¢ tyto latky jsou uremické toxiny. Patofyziologicky
vyznam téchto aminokyselin byl zkouman u chronického onemocnéni ledvin a kone¢ného
stddia onemocnéni ledvin. Ac¢koli vétSina studii uvadi zvysené koncentrace ADMA u pacientli
s CKD, a to dokonce jesté pred poklesem glomerularni filtraci, proto nelze ADMA jednoznacné

povaZzovat jako prediktivni biomarker u pacientll s onemocnénim ledvin. [6]

Fyziologické koncentrace ADMA u zdravého dospélého ¢lovéka se pohybuji v rozmezi

0,4 a 0,6 pmol/l. [6]
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Hladiny SDMA u zdravého jedince se pohybuji mezi 0,4-0,7 pmol/l. Hodnoty SDMA
se v riaznych publikacich lisi, a to mimo jiné z diivodi, Ze rutinni stanoveni SDMA v klinické
praxi u lidi neni bézné. Naproti tomu v oblasti veterinarni mediciny, zejména u pst a kocek, je
laboratorni méfeni SDMA jiz pomérné rozsifenou metodou monitorovani rendlnich funkci.

[32]
1.4.1 Arginin

Astma je bézné onemocnéni charakterizované pretrvavajicim zanétem dychacich cest
areverzibilni obstrukci dychacich cest. PreruSovana obstrukce je dusledkem infiltrace
zanétlivych bunek, zvySené sekrece hlenu, edému a ztuzeni hladkého svalstva dychacich cest.

[16]

Soucasné metody diagnostiky astmatu a hodnoceni u¢innosti 1é¢bu jsou stale neptesné,
a to pfedevSim kvili omezenim spirometrie, ktera méti plicni funkce, a neinvazivnim
biomarkertim, jako je analyza vydechované¢ho vzduchu a vzorku sputa. Jednim z biomarkeru,
ktery je pfitomen ve vysSich koncentracich ve vydechovaném vzduchu u astmatikd, je NO".

[16]

Oxid dusnaty, ktery je produkovan predevSim z metabolismu L-argininu za ucasti
enzymt NO syntaz, je nezbytny pro spravnou funkci plic. Produkce NO® muze byt pii zanétu

vyrazné zvySena, avsak pii nedostatku aktivniho enzymu muiiZe byt produkce NO® sniZena. [16]
1.4.2 ADMA

Zvysené koncentrace ADMA byly popsany v krevnim obéhu u riznych onemocnéni
napti¢ v€kovymi a pohlavnimi skupinami. Rozdily v koncentracich ADMA mezi pohlavimi
jsou relativné malé, zatimco rozdily mezi jednotlivymi v€kovymi skupinami jsou vyraznéjsi.
U novorozenct je hladina ADMA vyrazné zvysSend (zhruba 1,06 umol/l), pfi¢emZ postupné
klesd na hodnoty blizké t¢ém u dospélych. U déti je hladina vyssi nez u dospélych a hladina
klesa zhruba do véku 25 let. [6]

Kromé onemocnéni ledvin, kde jsou zvySené hladiny ADMA bézné pozorovany, jsou
vysoké koncentrace tohoto biomarkeru také spojeny stadou dalSich onemocnéni, vcetné
hypertenze, hypercholesterolemie, diabetes mellitus, cévni mozkové piihody, obezity,
ischemické choroby srdecni, syndromu polycystickych vaje¢niki a srpkovité anémie. Mnoho
z téchto onemocnéni postihuje jak Zeny, tak muze. Nicméné nékteré nemoci castéji se
vyskytujici u Zen napftiklad systémovy lupus erythematodes, nebo postihujici vyhradné Zeny,

jako je preeklampsie ¢i syndrom polycystickych vajecnikli, jsou spojeny se zvySenymi
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koncentracemi ADMA. N¢kterd détskd onemocnéni, jako je nedonoSenost nebo vrozené
defekty enzymi mocovinového cyklu, jsou rovnéZ spojena se zvySenymi hodnotami ADMA

v krvi. [6, 11]

Chronické onemocnéni ledvin (CKD) bude podrobnéji rozebrano v nasledujici
kapitole 1.4.3 o SDMA. ZvySené hladiny ADMA pozorované u CKD jsou pficitany predevsim
snizené aktivité¢ enzymil, které metabolizuji ADMA, spiSe nez snizenému pfimému vylucovani

ADMA moc¢i. [10, 30]

Urémie je zdvaznou komplikaci CKD a je definovdna jako hromadéni rozpusténych
latek, které jsou za normalnich okolnosti vylu¢ovany ledvinami. V ptipadé pokrocilé urémie se
muze jednat o zivot ohrozujici stav. Ackoliv dialyza vyznamné prodluzuje Zivot pacientl
s konecnym stadiem ledvinového onemocnéni, neni schopna zcela eliminovat uremicky
syndrom. I ptes pravidelnou dialyzu nedochézi k uplnému odstraiiovani nékterych organickych
odpadnich latek. Tyto tzv. uremické toxiny hraji zdsadni roli nejen v progresi CKD, ale také

v rozvoji kardiovaskuldrnich onemocnéni. [10]

Endotel, vnitini vystelka cév, hraje kli¢ovou roli pfi udrzovani cévni tenze a struktury.
Je znamo, Ze endotelidlni dysfunkce predstavuje rany a dilezity krok v patogenezi koronarnich
onemocnéni. Oxid dusnaty je jednou z hlavnich vazoaktivnich latek produkovanych endotelem,
ktera je nezbytnd pro zachovani vaskularni homeostazu. SniZzena produkce NO® je spojena se
zhorSenou funkci endotelu. ZvySené koncentrace ADMA inhibuji syntézu NO® tim, Ze
kompetitivn€ blokuji enzym NOS. Timto zptisobem ADMA pftispiva k endotelidlni dysfunkci
a podporuje vznik a progresi aterosklerézy. Zvysené hladiny ADMA byly popsany u pacientli
s hypercholesterolemii, ateroskler6zou, hypertenzi, chronickym srde¢nim selhdnim

a cukrovkou. [13, 20]

Ve vztahu k arteridlni hypertenzi bylo prokazéano, Zze NO® hraje zésadni roli v regulaci

cévniho tonu a krevniho tlaku. [30]
1.4.3 SDMA

Studie prokézaly, Ze hladiny SDMA tuzce koreluji s funkci ledvin. SDMA je navic
povazovan za potencidlni biomarker akutniho poSkozeni ledvin. VéEtSina patologickych stavi
spojenych se zvysenou hladinou SDMA je obdobna tém, které byly uvedeny vyse v souvislosti

s ADMA (viz kapitole 1.4.2). [6, 30]

Chronické onemocnéni ledvin je progresivni a nevratna ztrata funkce ledvin. CKD je

definovano jako strukturdlni nebo funk¢ni poskozeni ledvin trvajici déle nez tifi mésice.
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Odhaduje se, Ze celosvétove postihuje 8-16 % populace, pfiCemz prevalence stoupa s vékem.
V kone¢ném stadiu onemocnéni ledvin je nutné zahdjit nahradni lé€bu — dialyzu nebo

transplantaci ledvin. [10, 21]

Progresivni pokles funkce ledvin vede k hromadéni toxind, které jsou za normalnich
podminek vylucovany ledvinami, coZ nasledné vede k rozvoji urémie. Uremické toxiny se
klasifikuji do tfi kategorii: ve vodé volné rozpustné nizkomolekuldrni latky; latky vazané na
bilkoviny a stfedné¢ velké molekuly. Pacienti s CKD jsou vystaveny zvySenému riziku
kardiovaskularnich onemocnéni, a to v diisledku celé fady rizikovych faktori specifickych pro

toto onemocnéni. [10]

Jedna z klinickych studii uvadi souvislost mezi zvySenymi hladinami SDMA v plazmé
nebo mozkomi$nim moku u pacientti po ischemické ¢i hemoragické cévni mozkové piihodé.
ucinky a pfeménit je na dysfunkéni lipoproteiny. Tyto zménéné HDL mohou nésledné vyvolat

zanét, oxidacni stres ¢i dysfunkci endotelidlnich buné¢k. [13]
1.5 Genova exprese L-argininu a vyuziti v protinadorové 1é¢bé

Aminokyseliny predstavuji zakladni stavebni kameny pro syntézu bilkovin a plni fadu
dalSich nezbytnych funkei v rdmeci fyziologickych procesii. Nadorové bunky casto vykazuji
zvySenou zavislost na ur¢itych aminokyselinach, a proto se terapie zamétena na jejich deprivaci
stala slibnou strategii v protinddorové 1€cbé. Tento pfistup spociva v cileném omezeni piisunu
specifickych aminokyselin do nadorovych buné€k, ¢imz dochazi k inhibici jejich ristu

a proliferaci. [1]

V kapitole 1.2. (viz obrazek 2) byl popsan metabolismus argininu, ktery je rovnéz tizce

propojen s nddorovou biologii.

Katabolismus argininu mulze ovliviiovat progresi nadorovych onemocnéni
prostiednictvim tii drah. (1) Draha syntézy polyamini. Arginin je hydrolyzovan na moc¢ovinu
a ornitin. Ornitin je ndsledné pfeménén pomoci ornitindekarboxylaza (ODC) a dalSimi enzymy
(spermidin a spermin syntazou) na 3 polyaminy — putrescin, spermidin a spermin. Tato draha
je u vetsiny nadord aktivnéjsi a vyssi koncentrace polyaminii mohou podporovat nddorovou
progresi. (2) Draha syntézy NO°. NO* vznika z argininu pomoci NOS syntaz (nNOS, eNOS,
iINOS). Bylo prokazano, NO* miize mit dvoji ¢inek — NO* produkovany imunitnimi buiitkami
muze aktivovat protinddorovou imunitu, zatimco NO® produkovany samotnymi naddorovymi

bunikami naopak podporuje jejich rst a metastdzovani. (3) Ornitinovy cyklus. Ornitin je
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pfeménovan na citrulin a nasledné za ptisobeni argininosukcinat syntetazy na argininosukcinat.
Ten je dale Stépen na arginin a fumarat. Arginin je posléze hydrolyzovan argindzou zpét na
ornitin a mocovinu. Zvysend exprese argininosukcinat syntetdzy je nezbytna pro proliferaci

a metastazovani nadorovych bunék. [3, 33]

Deprivace argininu se stala slibnou terapeutickou strategii v 1é¢bé nadorovych
onemocnéni. Tento pfistup selektivné cili na nddorové buiiky s tzv. argininovou auxotrofii,
které vykazuji sniZzenou expresi enzymu ASS1 (enzym, omezujici rychlost mocovinového
cyklu, ktery syntetizuje arginin z citrulinu). Jeho nedostatek ¢ini nadorové buiiky zavislymi na
vnéjSim piijem argininu pro zajiSténi rdstu a proliferace. Tento terapeuticky pfistup lze
realizovat pomoci riznych latek, zejména enzymd, které rozkladaji arginin a tim brani rstu
nadorovych bunék. Mezi tyto enzymy patfi arginin deimindza (ADI), arginaza
a arginindekarboxylaza (ADC). Timto zptisobem jsou nadorové buiky zbaveny kliCové

aminokyseliny, coZ omezuje jejich schopnost riist a preziti. [1, 3]

Jiz v roce 1986 byly zahajeny vyzkumy zaméfené na vyuZiti deprivace argininu jako
terapeutické strategie v 1é¢bé nadorovych onemocnéni, naptiklad s vyuzitim latky L-kanavanin.
V ramci dalSich studii byl identifikovan enzym karboxypeptiddza-D, ktery dokaZe rozkladat
arginin. Hlavni pozornost se vSak soustfedi na enzym ADI, ktery vykazuje zna¢ny terapeuticky
potencidl. Jeho klinické vyuZziti je vSak limitovano vysokou antigennicitou a rychlym
odbouravanim v organismu. Védci proto modifikovali ADI polyethylenglykolem (PEG), ¢imz

doslo k prodlouzeni jeho biologického polocasu a snizeni antigenni odezvy organismu. [3]

Dalsi inovativni metodou je zapouzdifeni ADI do specialnich pH-citlivych mikrocastic
na bazi biopolymeri, které umoziuji jeho cilené uvolnéni v kyselém nadorovém prostiedi.

Tento zpiisob ukazal schopnost zpomalit rist nadorovych bunck. [3]

Kromé enzymu ADI se vyuziva také enzym arginaza, rovnéz modifikovana PEG. Tato
uprava prispiva k prodlouzeni jejiho uclinku. Rekombinantni lidska argindza (rhArg),
produkovana pomoci bakterii a upravend PEGylaci, dok4dze dlouhodob¢ snizovat hladinu
argininu v téle — az na tfi dny. Verze enzymu s obsahem kobaltu (Co**) navic zlepsila jeji

enzymatickou U¢innost a stabilitu. [3]

PEGylovand forma argindzy zndma jako BCT-100 ukézala protinddorové ucinky
u riznych typt rakoviny (napf. u melanomu, jaternich a krevnich nadortt). Nov¢jsi enzym NEI-
01, ktery se specificky vaze na sérovy albumin, také slibné phsobi proti nddortim

v predklinickych testech. [3]
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Obrazek 7 zndzornuje degradaci argininu v nadorovych buiikach s deficitem ASS1 nebo

s vysokou spotiebou exogenniho argininu.

Citrulin
Arginin + NHs
ADI
Ornitin
+ Urea ASS1 deficit nebo
: 3 Autofagie
s vysoka poptavka po g
exogennim argininu # nebo
u nadorovych bunék apoptoza
Arginin
ADC

Arginin Agmatin
+ CO:

Obrazek 7: Degradace argininu v nadorovych burikdach s deficitem ASS1 nebo s vysokou spotrebou exogenniho
argininu (upraveno);, ADI — arginin deimindza, ADC — arginindekarboxylaza, ASS1 — argininosukcindt syntetaza 1, NH; —
amoniak, CO; — oxid uhlicity [1]

1.6 L-arginin jako doplnék stravy

Endogenni latky souvisejici s metabolismem NO*, mezi které patii zejména arginin,
mohou pozitivn€ ovlivnit sportovni vykon ¢lovéka zlepsenim fyziologickych a metabolickych
procest. Vysledky studii se vSak li§i, coZ mize byt zplisobeno rozdily ve fyziologickych

pozadavcich mezi anaerobnimi a aerobnimi disciplinami. [26, 34]

Nejvyznamnéj$i piinos argininu spoc¢iva v jeho roli prekurzoru NO*, jenz funguje jako
dalezita signalni molekula. Bylo prokdzano, ze NO* zvySuje priutok krve, zlepSuje svalové
kontrakce a usnadnuje vyménu plyni. Arginin navic stimuluje sekreci ristového hormonu
(somatotropinu), ktery podporuje rist bunék a reguluje metabolismus zivin, coz pfispiva
k narustu svalové hmoty a hypertrofii. Arginin jako doplnék stravy navic vedl ke snizeni
hladiny amoniaku, laktatu, mastnych kyselin a oxidaci tukl po fyzické zatézi. Kromé toho bylo
zaznamenano zvysSeni glycerolu po cviceni, pficemz se zlepSila oxidace sacharidli a u¢innost

kysliku s ohledem na vytrvalost pii sportovnim vykonu. [34]

Kromé uzivani argininu jako doplnék stravy pro lepsi sportovni vykony muze také

slouzit k prevenci nékterych zdravotnich problémi, jako naptiklad poranéni zptisobena tlakem.
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Ty se velmi Casto vyskytuji u pacientil, ktefi jsou hospitalizovani v nemocnicich ¢i osob
dlouhodobé¢ péci. Toto poranéni postihuji kizi a podkozni mékké tkan€. Poranéni zplisobena
tlakem vyznamné zvysuji riziko onemocnéni, infekcim a zhorSuji celkovy zdravotni stav

pacienta. [35, 36]

1.7 Priprava biologickych vzorkii pro stanoveni dimethylovanych
arginina

Pted chromatografickou analyzou je ¢asto nezbytné provést vhodnou ptipravu vzorku,

ktera umozni efektivni separaci cilovych analytd od pfitomnych proteini a dalSich

interferujicich latek v biologickych matricich, naptiklad v plazmé. Mezi nejCastéjsi pouzivané

techniky pfipravy vzorku patii precipitace proteintll, extrakce na pevné fazi (SPE) a extrakce

kapalina-kapalina. [36]

V piehledové studii od tureckého autora Ali Unlu a kolektivu z roku 2021 byly shrnuty
ruzné analytické postupy ke stanoveni dimethylargininu v rtiznych lidskych biologickych
vzorcich jako je sérum, plazma, moc¢ ¢i erytrocyty. Piehled rovnéz zahrnoval studie pracujici
se zivo€iSnymi vzorky, zejména potkanil. Jednotlivé studie se od sebe liSily nejen pouzitym
biologickym materialem, ale také zvolenymi €inidly (napt. deproteinacnimi ¢inidly), pouzitymi
standardy, stanovovanymi latkami (v¢etné dalSich aminokyselin) a aplikovanymi metodami

(nejcasteji je pouzivana kapalinova chromatografie s hmotnostni detekei). [38]

V této Casti se budu vénovat pouze piipravé vzorkl, u kterych byla pouzita prave
kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci, ionizaci elektrosprejem a separaci na koloné
Cis a HILIC. Nize jsou tak popsany riizné piipravy vzorki z ¢lanki k jejichz prostudovani
bylo inspiraci jiz zminéné turecké review. Také jsou zde popsany metody piipravy, které byly
sepsany po vydani tureckého review.

Po popisu jednotlivych postupl piipravy vzorkil nasleduje tabulka, kterd prehledné
uvadi podminky chromatografickych analyz, které byly pouZity pti analyze takto pfipravenych
vzorkll. Tabulka obsahuje informace o pouzitych mobilnich fazich, typech kolon, pritocich

mobilni faze, teplotach kolon a objemu davkovani vzorku.
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Rozd¢leni podle typu kolony:

1. HILIC

Rozdéleni podle typu biologického materialu:

A. S

tanoveni v lidskvch erytrocytech:

V této studii jako deproteinacni c¢inidlo byla pouzita smés acetonitrilu
a methanolu vpoméru (1:1) anésledné provedena pouze -centrifugace
k oddéleni srazenych bilkovin od supernatantu. Nasledné tak nebyla potieba
jina uprava vzorku ¢i extrakce pomoci SPE.

Vyzkum se zaméfil na erytrocyty z divodl, ze hraji velmi dilezitou roli
v metabolismu oxidu dusnatého. Ze zavéru clanku vyplyva, ze u vysledka

méteni byla dobra opakovatelnost a tim lze fict, ze byla metoda GspéSna. [39]

B. Stanoveni v lidské plazmé:

Védci vtéto studii jako deproteinacni c¢inidlo pouzili smés acetonitrilu
a methanolu v poméru (3:1). Po smichéni vzorku s deproteina¢nim c¢inidlem

byla smés pouze centrifugovéana a nebylo pouzito jiné Gpravy.

Vyhodou u této metody byla vysoka ptesnost, rychlost (doba analyzy kratsi nez
5 minut), pouziti mensiho objemu vzorku a velmi dobré oddéleni ADMA

a SDMA. [40]

V dalsi studii ke vzorku ptidali kyselinu mravenci, nasledn¢ odebrali ¢ast vzorku
a pridali acetonitril. Tuto smés centrifugovali a bez dalSich Gprav analyzovali.
Tato metoda prokazala vysokou ptfesnost a robustnost. Také zjistili, ze analyty
zlistavaji stabilni az tyden po oddéleni od cervenych krvinek, pfiCemz
extrahované vzorky vykazovaly jen mirn¢ snizenou stabilitu. [41]

Pti této analyze byl vzorek smichan s vnitfnim standardem. Proteiny ve vzorku
byly vysrazeny pomoci acetonitrilu a pufru sloZzeného z kyseliny mravenci
a mravencanu amonného. Vzorek byl vortexovan a odstiedén.

Metoda byla povazovana jako uspés$na z diivodi vysoké presnosti, rychlosti,
bez nutnosti derivatizace, pouziti stabilnich izotopovych vnitinich standardi.

[42]
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C. Stanoveni v modi

2. C]s

V této studii byl stanovovan pouze homocystein a ADMA.

Ziedény vzorek moci (1:9 s deionizovanou vodou) byl smichan s vnitinim
standardem cystamin dihydrochloriduchloridem a NaOH, ktery byl pouzit na
upravu pH. K pfipravenému vzorku bylo pfidané DTT (dithiotreitol), nasledné
se smés vortexovala a nechala né€kolik minut pfi pokojové teploté. Po uplynutém
Case byla pfidana kyselina mravenc¢i v methanolu a doSlo k precipitaci proteinti.
Sm¢és byla vortexovana, centrifugovana a pfipravena na analyzu.

Analyza probihala bez derivatizace. Metoda tak byla rychla, efektivni, méla

vysokou citlivost a ptesnost. [43]

Rozdéleni podle typu biologického materialu:

A. Stanoveni v plazmé

1. ODPARENI DUSIKEM A DERIVATIZACE POMOCI BUTANOLU

A ACETYLCHLORIDU

Vnitini standard v methanolu pfidali autofi ke vzorku plazmy. Vzorek byl
odstfedén a supernatant byl odebran a vysusen pod proudem dusiku. Nasledné
byl proveden derivatiza¢ni krok a to tim, ze vysuSeny extrakt byl rozpustén
v roztoku butanolu obsahujici acetylchlorid. Rozpoustédlo bylo odpateno pod
proudem dusiku. Derivatizované vzorky byly rozpustény ve smési vody
a methanolu (90:10) obsahujici kyselinu mravenci, nasledn¢ byl vzorek
analyzovan.

Metoda stanoveni byla hodnocena jako uspé$né. Bylo umoznéno detekovat velmi
nizké koncentrace ADMA, SDMA a jinych metaboliti. Byla potvrzena vysoka
pfesnost meteni, rychlost a t¢innost metody.

Vzorek byl po derivatizaci odpatren z divodl odstranéni piebytecnych tékavych
slozek, které by mohly negativné ovlivnit analyzu. Odpatenim se zajiStuje vyssi
Cistota vzorku, coz vede k lepsi citlivosti a pfresnosti méfeni. Kromé odparovani
pouzili i derivatizaci pomoci acetylchloridu, aby zvysili citlivost a selektivitu
detekce. Také doslo ke zlepSeni chromatografického rozdéleni a zlepsila se

stabilita a opakovatelnost méteni. [44]

31



. ODPARENI DUSIKEM A DERIVATIZACE S OPA

Ke vzorku plazmy byl pfidan vnitini standard a acetonitril, ktery slouzi jako
deproteinacni ¢inidlo. Vzorek byl odstfedén a ¢iry supernatant odpaten ve vakuu.
Po odpateni byl vzorek rozpustén ve vod¢ a pienesen do autosampleru, kde
probéhla automaticka derivatizace.

V této studii jako derivatiza¢ni ¢inidlo pouzili OPA (o-ftalaldehyd),
2-merkaptoethanol, methanol a kyselinu boritou. V autosampleru bylo toto
derivatiza¢ni Cinidlo smichano se vzorkem. Pouzité derivatizacni ¢inidlo byla
OPA zdtvoda, zvySeni citlivost a selektivnosti pii detekci, je kompatibilni
s vodnymi matricemi jako jsou plazma a moc.

Citlivost a selektivita u této metody byla vysoka. Byla také velmi pfesna a rychla.
Jako deproteinacni ¢inidlo pouzili acetonitril, ktery efektivné odstranuje proteiny
je také velmi kompatibilni s LC-MS/MS, jelikoZ se mize pouzivat i jako mobilni

faze. [45]
. ODPARENI DUSIKEM A DERIVATIZACE S HCL A N-BUTANOLEM

Ke vzorku byl pfiddn vnitini standard a acetonitril. Vysrdzeny protein byl
odstranén a organickd faze odebrana a odpafena pomoci dusiku. K vysuSenému
vzorku byla pfiddna sm&s HCl/n-butanol. Smés byla odstiedéna a ¢ast pievedena
do ependorfky a vysuSena dusikem. VysuSeny vzorek byl nasledné rozpustén
v mobilni fazi a analyzovan.

Autofi vyvinuli jednoduchou, citlivou a pfesnou metodu. Ptiprava vzorku byla
rovnéz uspésna. Metoda umoznila efektivni extrakci a analyzu cilovych latek

v plazmé. [46]
. ODPARENI, DUSIKEM

Deproteinace vzorku byla provedena pomoci methanolu. Nésledné byly
supernatanty odebrany, odpafeny a rozpustény v roztoku kyseliny mravenci ve
vode.

Metoda byla hodnocena jako velmi tspésna. Vyhodou této metody bylo, ze nebyla
pouzita derivatizace a byla minimalni pfiprava vzorku. Byla vysok4 pfesnost
a citlivost této metody. Byl 1 stanoven nizky limit detekce pro vSechny analyty,

coz umoznuje detekci 1 nizkych koncentraci. [47]
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FILTRY

V ependorfce byl smichan vnitini standard se vzorkem a vodou. Vysledna smés
byla nalita na filtry Amicon Ultra s limitem 10 000 nominalnich molekulovych
hmotnosti. Nadobka s filtrem byla odstiedéna a prefiltrovany roztok pfeveden do
vialky.

Vysledky této metody byly vysoka piesnost, dobra opakovatelnost a nizké limity
detekce. Piiprava vzorki byla jednoducha a vyuziti filtr jim umoznilo odstranéni

proteini bez pouziti kyselin ¢i organickych rozpoustédel. [48]
ODPAREN{ DUSIKEM A FILTRY

Vzorek, vnitini standard a acetonitril byly smichany a odstfedény. Nasledné byl
supernatant odebran a odpaten proudem dusiku. Odparek byl rozpustén ve vodé
a prefiltrovan pifes mikrospinovy centrifugacni filtr a odstiedén. Odebrany
supernatant byl analyzovan.

Metoda byla rychld a spolehliva bez nutnosti derivatizace nebo pouZiti

organickych rozpoustédel kromé acetonitrilu. [49]
SPE KOLONKY, ODPAREN{ A DERIVATIZACE S HCL V 1-BUTANOLU

Vzorek plazmy byl smichadn s vnitinim standardem a Na,HPO,. Aminokyseliny
byly extrahovany pomoci extrak¢nich kazet Oasis MCX na pevné fazi. Vzorky,
proslé pies SPE byly shroméazdény do sklenénych vialek a odpaieny pod dusikem.
K vysuSenym vzorkim byla nésledné pfiddna smés HCIl v 1-butanolu. Vialky
byly promichany, odpaieny a rozpustény v mobilni fazi.

Autofi ¢lanku vyvinuli a validovali metodu sfedénim stabilnimi izotopy
v plazmé, bunkach a tkanich. Metoda byla velmi piesna, citlivd pro vSechny

analyty a uspé$na pii aplikaci na riizné biologické matrice. [50]

Stanoveni v mocdi

V jiz uz zminéné studii v 2.A.ii. se kromé stanoveni ADMA a SDMA v plazmé
pokusili stanovovat tyto analyty i v moci.
Ke vzorku moci ptidali roztok vnitiniho standardu a pufr kyseliny borité. Takto
pfipravené vzorky byly vlozeny do autosampleru, kde byla provedena
1 derivatizace, stejna jak u vzorkl plazmy.

Analyza v mo¢i byla stejné tispé$na jako analyza v plazmé. [45]
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1.8 Stanoveni ADMA a SDMA pomoci kapalinové chromatografie

Vzhledem k izkému rozmezi fyziologickych koncentraci ADMA a SDMA je nezbytné
pouziti pfesnych analytickych metod pro spolehlivé odliSeni normdlnich a lehce zvySenych

hodnot. [6]

Vzhledem k tomu, Ze ADMA a SDMA jsou vzdjemnymi strukturnimi izomery
s identickou molekulovou hmotnosti 202, 25, je nutnd chromatografickd separace. Pro
kvantifikaci hladin ADMA a SDMA se zatim nejvice vyuzivaji vysokoucinnd kapalinova
chromatografie s elektrochemickou a fluorescen¢ni detekci (HPLC — ED a FD), plynova
chromatografie (GC) — hmotnostni spektrometrie (MS), vysokoucinnd kapalinova
chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekci (HPLC-MS a HPLC-MS/MS), ultra-
vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (UPLC) — MS/MS a z imunochemickych metod se

pouziva ELISA. [2, 6]

Ve své diplomové praci se vénuji separaci a naslednému stanoveni dimethylarginini
pomoci kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci. Nasledujici dvé kapitoly 1.8.1 a 1.8.2

budu vénovat analytickym technikam jez jsem pouzila.
1.8.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Kapalinovéa chromatografie je jedna z technik, kterd se pouziva k separaci a purifikaci
v ruznych oblastech, vcetné¢ farmaceutického, biotechnologického, enviromentdlniho
a potravinarského primyslu. HPLC se v poslednich deseti letech stala metodou vhodnou pro
analyzu Siroké skaly sloucenin. Jednou z hlavnich vyhod oproti GC je skutecnost, Ze neni nutné,
aby analyzované latky byly tékavé. HPLC miizeme klasifikovat do péti skupin podle fazi:

obracend (neboli reverzni), normdlni, iontové vyménna, HILIC a chirdlni. [51]

Ve své diplomové praci se budu vénovat separaci dimethylarginin na koloné¢ HILIC

a na upravené koloné C18 s polarnim endcappingem.

HILIC neboli hydrofilni interakéni chromatografie, je specificky typ kapalinové
chromatografie, pfi némz analyt interaguje s hydrofilni stacionarni fazi. Pouzitd mobilni faze
je obvykle binarni smési obsahujici organické rozpoustédlo (napf. acetonitril) s pifidavkem
vody, kterd ptisobi jako silné elu¢ni €inidlo. Voda je nejsilnéjSim eluentem, kdy jen malé

zvyseni koncentrace vody vede ke snizeni retence. [52]

Mechanismus separace v HILIC neni dosud zcela objasnén, avSak mezi nejcastéji

navrhované principy patii rozdélovani analytu mezi hydrofobni ¢ast mobilni faze a vrstvu vody,
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ktera se pevné vaze na povrch polarni stacionarni faze. Na téchto polarnich mistech dochazi
k preferen¢ni adsorpci vody, coz vede k vytvoreni difizni vrstvy smérem do mobilni faze,

jak znazorniuje obr. 8. [52, 53]

polérni staciondrni faze I8 mobilni fize
©  molekula H,0

Obrazek 8: Vrstva vody na povrchu HILIC staciondrni fize [52]

Pti separaci na HILIC je stacionarni faze polarni a je tak pouzivan napft. silikagel nebo
polarni funkéni skupiny navazany na silikagelovy ¢i jiny materidl. Stacionarni faze pouZivané
pro HILIC je mozné rozdélit do tii skupin podle pfitomnosti elektrostatickych interakei a to na:
neutralni (amidové, kyanové), nabité (kladné¢ — aminové a negativné — karboxylové kyseliny)
a zwitterionty (fosfatové, peptidové). Nejpouzivangjsi stacionarni fazi v HILIC jsou silikagely

nebo hybridni silikagel. [52, 53]

Mobilni faze v HILIC se sklada z vysokého podilu organické slozky, jako napftiklad
acetonitrilu. Vodnou ¢ast tvoii malé mnozstvi vody a malé mnozstvi pufru. Obsah vodné slozky
v mobilni fazi musi byt alespon 2-3 % a naopak pouziti vysokého procenta vody v mobilni fazi
(20-50 %) minimalizuje separaci a méni se pouze retence. Eluce polarnich latek je umoZznéna
pomoci zvySovani polarity mobilni faze, jinak tedy zvySovanim obsahu vodné slozky. V HILIC
jsou nejcasteji pouzivany izokratické a gradientové eluce. Elucni sila organickych rozpoustédel
obecné roste s jejich polaritou a schopnosti ucastnit se interakci mezi protonovymi donory

a akceptory. [52, 53]

Do mobilni faze se ptidavaji soli (pufry) pro ovlivnéni elektrostatickych interakci mezi
analyty a staciondrni fazi. Tyto soli upravuji pH, iontovou silu a ionizaci analytu. Nejcastéji se

pouzivaji organické pufry, jako jsou mravencan a octan amonny. Jejich koncentrace se pohybuji
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v rozmezi 5—-100 mM. Zvysenim koncentrace soli v mobilni fazi mé za nasledek snizit nebo az
omezit elektrostatické interakce mezi nabitymi analyty a nabitou staciondrni fazi. Lze vyuzit

1 roztoky kyselin nebo bazi (cca 0,1 %) ¢i samotnou vodu. [52, 53]

HILIC tak umoznuje jedinecnou selektivitu pro separaci polarnich sloucenin, protoze
kombinuje charakteristické vlastnosti chromatografie s normalni fazi (kde je polarni staciondrni
faze), reverzni fazi (kde je polarni mobilni faze) a iontové vyménnou chromatografii (moznost

iontoveé vymeénnych interakci). [53]

Nejrozsifengjsi technikou chromatografie je separace na obracené (reverzni) fazi,
pouzitelnd pro Sirokou Skalu sloucenin a matric vzorkli. Mezi nejpouzivanéjsi faze
v chromatografii s obracenou fazi patii oktadecylové faze na béazi oxidu kifemicitého
(silikagelu). K nejnovéjsim stacionarnim fazim, které ziskavaji na popularité patfi: stacionarni
faze s polarni vestavbou (polar-embedded) nebo stacionarni faze s polarnim koncem (polar-
endcapped). Tyto faze jsou modifikaci klasické C;g a polarni funkéni skupiny, jako je amidova,
aminova, etherova ¢i karbamatova skupina. Obecné se tvrdi, ze tyto polarni faze nabizeji lepsi

vyhody, jako je stabilita ve vysoce vodném prostiedi, lepsi tvar piki a lepsi selektivita. [52, 54]

Pouzitim vodnych mobilnich fazi poskytuji faze s polarni vestavbou ucinné&;jsi
chromatografii pro analyzu bazi. Pfedpoklada se, zZe tyto faze s polarni vestavbou vytvareji na
povrchu oxidu kiemicitého ,,8tit* a zabranuji pfistupu bazi ke zbytkovym silanolovym mistim.
To napoméha eliminovat shlukovani a ,,chvostovani pikl u bazickych roztokii. Polarni faze
s koncovou i vestavénou skupinou sice obsahuji polarni funkéni skupiny, ale vétSinou vykazuji
selektivitu typickou pro reverzné-fazovou chromatografii — polarni latky eluuji diive, nepolarni
jsou zadrzovany déle (pfi izokratickych podminkéch). Faze s vestavénou polarni skupinou
navic Casto vice zadrzuji kyseliny tvofici vodikové vazby, diky interakci se zasaditymi
polarnimi skupinami. [52, 55]

1.8.2 Hmotnostni spektrometrie

Separace ADMA a jeho izomeru, SDMA, pomoci kapalinové chromatografie je
pomérné narocna kvili jejich témér identické struktute. Z toho dliivodu je pfi jejich kvantifikaci
upiednostiiovana tandemova hmotnostni spektrometrie (HPLC-MS/MS), ktera umoziiuje

selektivni detekci na zaklad¢ rozdilnych produktovych iontd. [49, 56]

Obe latky maji identicky prekurzorovy iont s hodnotou m/z 203,2, ktery pti fragmentaci
produkuje pirevladajici produktovy iont m/z 70,2. Tento produktovy iont je vSak pozorovan

u obou dimethylarginint, a proto je potfeba vybrat specifické m/z pro kazdou latku. Pozorované
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hodnoty m/z fragmentovych iontti byly m/z 203—46 pro ADMA a m/z 203—172 pro SDMA.
Fragmentovy iont m/z 46 souvisel s tvorbou dimethylamoniového iontu, coz je ¢ast, ktera je
nalezena pouze v ADMA a nikoli v SDMA, zatimco fragmentovy iont m/z 172 souvisel
s neutrdlni ztratou methylaminu, coz je €ast, ktera byla nalezena pouze v SDMA a nikoli

v ADMA. [4, 28, 48]

Na obrazku nize je mozné vidét MS/MS fragmentaci pro ADMA a SDMA. Jsou zde

vyznacené vySe uvedené fragmentové ionty.
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Obrazek 9: MS/MS fragmentace dimethylargininii (upraveno); ADMA — asymetricky dimethylarginin, SDMA —
symetricky dimethylarginin [4]

Pti kvantitativni analyze vyuzivajici HPLC-MS, zejména pti pouziti elektrosprejové
ionizace, se Casto setkdvame s matricovymi efekty, které predstavuji jednu z hlavnich
komplikaci této analytické metody. Projevuji se jako rozdil v intenzité detekovaného signalu
mezi standardnim roztokem a redlnym biologickym vzorkem, coz mize vést k potlaceni ¢i

naopak zesileni signalu analytu. [4, 57]

Matricové efekty mohou byt zpiisobeny pfitomnosti endogennich slozek biologického
materidlu, které nebyly zcela odstranény béhem ptipravy vzorku, ptipadné vznikaji v disledku
kontaminace béhem samotného analytického procesu. Mezi nejcastéjsi endogenni interferujici
latky patii soli, elektrolyty a rizné polarni slou€eniny, jako jsou fenoly, aminy, mo€ovina ¢i
cukry. Vyznamny vliv mohou mit také lipidy, zejména fosfolipidy, které¢ se bézn¢ vyskytuji
v plazmé. Kromé téchto slozek mohou matricové efekty vyvolat i neznamé metabolity nebo
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latky silné zadrzované na kolong, které mohou eluovat az pti nasledujicich analyzach. Béhem
extrakce se vzorek mize kontaminovat latkami pouzitymi jako extrakéni cinidlo. Mezi
problematicka extrakéni ¢inidla z hlediska HPLC-MS analyzy patii napiiklad soli nebo
organické latky jako je TFA (kyselina trifluoroctovd) nebo TEA (trimethylamin). [57]

Existuji tfi metody pro ovéteni pfitomnosti matricovych efekti:

1. Post-kolonového ptidavku — k mobilni fazi se ptida roztok standardti. Do mobilni faze
se nadavkuje Cistd mobilni faze nebo rozpoustédlo vzorku a nasledné extrakt blanku

biologického materidlu (tj. extrakt matrice biologického materialu bez analytu).

2. Vypocet matricovych efektli — ze zjiSténé koncentrace analytu v extraktu, ke kterému

byl pfidan standardni roztok az po extrakci.

3. Porovnani smérnic kalibracnich kiivek — kiivky jsou ziskdny méfenim standardnich
roztokll analytl a kalibra¢nich kiivek ziskanych pomoci metody standardniho ptidavku

do métfenych vzorki. [57]

Ptitomnost matricovych efektl zavisi na celé fadé faktord, mezi které patii chemické
vlastnosti analytu, typ ionizacni techniky, zpisob piipravy vzorku, typ hmotnostniho
spektrometru a typ matrice. Tyto faktory mohou mit kumulativni G¢inek, coz znamena, Ze jejich
vzajemnd interakce muze zhorSit kvalitu analyzy. Pro sniZzeni vlivu matricovych efekti lze
aplikovat nékolik ptistupli v jednotlivych krocich analytické metody. V piipravé vzorka se
naptiklad pouziva SPE technika, avSak mtize zde dojit ke zvySeni koncentrace interferujicich
latek, coz mize mit za nasledek zesileni matricového efektu, ktery by nasledné byl problém
pro analyzu. Pfi chromatografii je u¢innym feSenim pouzitim dvourozmérné chromatografie
(2D LC), ktera umoziiuje lepsi separaci analytu od interferujicich slozek a tim snizuje vliv
matricovych efektd. V hmotnostni spektrometrii lze snizit vliv matricovych efekti volbou
vhodné ioniza¢ni techniky, jako jsou APPI (fotoionizace za atmosférického tlaku), APCI

(chemicka ionizace za atmosférického tlaku) nebo EI (elektronova ionizace). [57]

Vliv matricového efektu je mozné vypocitat podle vzorce, ktery vypada nasledovné:
A . .
ME = Ai x 100 , kde Agp je plocha piku vzorku s ptidavkem standardu (spiked sample)
MFS

a Aurs je plocha piku standardu v mobilni fazi. [49]
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2 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo vypracovat a optimalizovat metodu HPLC-MS pro
stanoveni symetrického a asymetrického dimethylargininu v lidské plazmé. Prace se zaméiuje
na testovani dvou riznych chromatografickych kolon, a to modifikované C,g kolony (Arion
Polar C;g) a HILIC kolony (Ascentis Express HILIC), pficemz pro kazdou z nich optimalizovat
podminky separace. Nasledn¢ zhodnotit =ziskané vysledky vzhledem k vysledkiim

publikovanych v literatuie.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie, pristroje a pomiicky

3.1.1

Chemikalie a plyny

Acetonitril pro LC-MS > 99 9% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Kyselina mravenci pro LC-MS > 99 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Mravencan amonny pro LC-MS > 99 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Methanol LiChrosolv > 99,8 % (Supelco, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Stlaceny plynny dusik (Linde, Dublin, Irsko)

Stlaceny plynny argon 5.0 (Linde, Dublin, Irsko)

Stlaceny plynny vzduch

Ultracista voda

NG, NG-dimethyl-L-arginin ~ dihydrochlorid  (di(p-hydroxyazobenzen-p -
sulfonat) (SDMA), > 99 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

NG, NS-dimethyl-L-arginin dihydrochlorid (ADMA), > 98 % (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA)

Pristroje a software

Kapalinovy chromatograf LC-40B x3 (Shimadzu, Japonsko)

Hmotnostni spektrofotometr LCMS-8045 (Shimadzu, Japonsko)

Software Labsolution (Shimadzu, Japonsko)

Systém pro ptipravu ultracisté vody model MicroPure UV (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA)

Vortex (Heidolph, Schwabach, Némecko)

Ultrazvukova vodni lazei K12 (Kraintech, Podhajska, Slovensko)

Centrifuga 5417R (Eppendorf, Hamburk, Némeckou

Centrifuga Sorvall TC-6 (Sorvall, Newtown, CT, USA)

republika)

Predvazky (KERN, Frankfurt, Némecko)

Ptenosny pH/mV/°C metr model HI 8314 (HANNA instruments, Woonsocket,
Rhode Island, USA)
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3.1.3 Pomiicky

® Chromatograficka kolona Ascentis Express HILIC, 15 cm x 2,1 mm, 5 pym

® Chromatograficka kolona ARION® Polar Cig, 15 cm x 4,6 mm, 3,0 um
(Chromservis, Praha, Ceska republika)

¢ Automatické pipety: 10 pl, 100 pl, 1000 pl (BioHit, Finsko)

® Mikrozkumavky Eppendorf: 1500 pl

® Plastové extrakéni zkumavky 15 ml

e Sklenéné vialky

* Plastova stéicka (Fisher Scientific, CR)

® Laboratorni sklo
3.2 Biologické vzorky

Plna krev byla odebrana do vakuovanych EDTA (kyselina ethylendiaminotetraoctova)
zkumavek v odbérovém centru MeDiLa v Polabinach. Krev byla stac¢ena pti 3000 rpm po dobu

10 minut. Vzorky plazmy byly do analyzy uchovany v chladu pfi -80 °C.

Vzorky plazmy byly ziskany od 3 riznych jedinct (dobrovolnych déarcli) a nasledné
byly smichany do jednoho homogenniho smésného vzorku. Tento vzorek byl rozd€len na

alikvoty.

Za ucelem odstranéni proteinti bylo ke kazdé mikrozkumavce (po 100 pl) pfidan 1 ml
predchlazeného acetonitrilu. Po smichani byla smés kratce vortexovana a 10 minut uchovana
v chladu. Poté byly vzorky centrifugovany pii 11 000 otackach za minutu po dobu 10 minut
apii teplot¢ 4 °C. Po centrifugaci bylo odebrano 350 pl organické vrstvy bez naruSeni
sedimentované faze obsahujici vysraZené proteiny. Supernatant byl nasledné odpatfen pod

proudem dusiku pti 60 °C. Poté byly odparky rozpustény v 150 ul ultracisté vodé.

Pro testovani matricovych efektti bylo do jedné mikrozkumavky (po 190 pl extraktu)
pridano po 10 pl ultracisté vody, zatimco do druhé mikrozkumavky (po 190 ul extraktu) bylo

ptidano 10 pl ptfipravené¢ho smésného standardu o koncentraci 5 pM.
3.3 Roztoky
3.3.1 Priprava standardi

Zasobni roztok ADMA byl pfipraven o koncentraci 1817 umol/l do vialky o objemu
Iml. Zasobni roztok SDMA byl pfipraven o koncentraci 331 umol/l do vialky o objemu. Takto
pfipravené vialky byly nasledné uchovany pii -80°C.
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Roztoky jednotlivych standardii byly pfipraveny o koncentraci 10 pmol/l nafedénim
pripravenych zasobnich roztokt ultracistou vodou. Smésny standard byl vytvofen smichanim

obou roztokil v poméru 1:1 a vysledny roztok mél koncentraci 5 umol/Il.

Abychom snizili zatéz kolony a intenzitu signalu vychazejici z MS byl smésny roztok

ziedén 50krat ultrac¢istou vodou.
3.3.2 Mobilni faze

Mobilni faze A az H byly pfipraveny pro separaci na kolon¢ HILIC. Mobilni faze I byla
poté pouzita pouze na koloné C;s. Kromé& mobilnich fazi A az I byla jako mobilni faze pouzity
1 Cisty acetonitril.

Mobilni faze A byla sloZena z 0,05% kyseliny mraven¢i a mravencanu amonného
o koncentraci 3,8 mmol/l ve vodé. Mobilni fadze byla pfipravena rozpusténim 0,072 g
mravenCanu amonného a pifidanim 150 pl kyseliny mraven¢i do 300 ml ultracisté vody.

Nasledn¢ byla mobilni faze odplynéna v ultrazvukové lazni na 15 minut.

Mobilni faze B se skladala z0,05% kyseliny mraven¢i a mravenfanu amonného
o koncentraci 6 mmol/l v ultracisté vod¢. Na pifipravu bylo navaZzeno 0,114 g mravencanu
amonného a pfidano 150 pul kyseliny mocové do 300 ml ultracisté vody. Poté byla takhle

pfipravend mobilni faze odplynéna v ultrazvukové 14zni po dobu 15 minut.

Mobilni faze C byla vytvofena z 0,1% kyseliny mravenc¢i a mraven¢anu amonného
o koncentraci 6 mmol/l v ultracisté vod¢. Mobilni faze byla pfipravena rozpusténim 0,114 g
mravenc¢anu amonného a ptfidanim 300 pl kyseliny mravenéi a doplnéno ultracistou vodou do

300 ml. Takto ptipravena mobilni faze byla po dobu 15 minut odvzdusnéna.

Mobilni faze D byla slozena z 3,8 mmol/l mravenc¢anu amonného a ultracisté vody.
0,072 g mravencanu amonného bylo rozpusténo v 300 ml ultracisté vody. Mobilni faze byla

nasledné odvzdusnéna po dobu 15 minut.

Mobilni faze E byla pfipravena z 150 pl 0,05% kyseliny mravenci a rozpusténi 0,189
g (10 mmol/I) mraven¢anu amonného v ultradisté vodé. Takto pfipravena mobilni faze byla

odvzdus$néna na ultrazvukové lazni po dobu 15 minut.

Mobilni faze F byla vytvofena z 0,1% kyseliny mraven¢i a mravenanu amonného
o koncentraci 10 mmol/l. 0,189 g mravencanu amonného bylo rozpusténo ve 300 ml
acetonitrilu a bylo pfidano 300 pl kyseliny mravenc¢i. Mobilni faze byla poté 15 minut

odvzdusiovana.
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Mobilni faze G byla pfipravena pro gradientni eluci. Mobilni fazi tvotila 0,01% kyselina
mraven¢i a mravencan amonny o koncentraci 1,2 mmol/l. Bylo smichano 30 pl kyseliny
mravenci a navazeno 0,023 g mravencanu amonného do 300 ml acetonitrilu. Mobilni fazi jsme

nasledné odvzdusnovali po dobu 15 minut.

Mobilni fdze H byla pfipravena stejn¢ jako mobilni faze G, ale tato mobilni faze byla
pripravena do ultracisté vody. Nasledn€ byla po dobu 15 minut odvzdusnéna na ultrazvukové

lazni. Byla pouZzita jak pro gradientovou eluci, tak 1 pro izokratickou eluci.

Kromé vyse zminénych ptipravenych mobilnich fazi byla pouzita i mobilni faze ¢istého

acetonitrilu, kterd byla pravé s témito mobilnimi fAzemi michana v riznych pomérech.

Mobilni faze 1 byla pfipravena z 0,1% kyseliny mraven¢i a mraven¢anu amonného
o koncentraci 20 mmol/l ve vodé. Mravencan amonny o navazce 0,378 g byl rozpustén s 300 pl
kyseliny mravenc¢i a 300 ml ultracisté vody. Takto pfipravena mobilni faze byla po dobu

15 minut odvzdusnéna na ultrazvukové lazni.
3.4 Stanoveni dimethylarginini pomoci LC-MS/MS

Stanoveni asymetrického a symetrického dimethylargininu bylo pomoci vysokotu¢inné

kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci.
3.4.1 Chromatograficka separace

Chromatografickd separace probihala na kapalinovém chromatografu Shimadzu LC-
40B. Nejdiive pro separaci standardli byla vyuzita kolona Ascentis Express HILIC o délce
15 cm, priméru 2,1 mm a velikosti ¢astic 5 pm. Nésledné byla pouzita kolona ARION® Polar
Cis 0 délce 15 cm, praméru 4,6 mm a velikosti Castic 3,0 um na separaci standardii a poté

1 vzorkl plazmy.

[zokratickd eluce spocivala v michani jednotlivych mobilnich fazich v riznych
pomerech. Po kazdé zméné€ poméru mezi mobilnimi fazemi nésledovalo 10ti az 15ti minutové
ekvilibrovani kolony. Toto platilo pouze pro kolonu Cig, u kolony HILIC to bylo 30 az
45 minut. Analyzy byly provaddény za riznych teplot kolony, priitoku mobilni faze a jiného
mnozstvi davkovani vzorku/standardu pro zjisténi nejlepSich optimalnich podminek pro
separaci. Gradientova eluce byla vytvotfena mobilni fazi H v kombinaci bud’ s acetonitrilem

nebo mobilni fazi G. Tuto eluci jsme pouzili pouze na koloné HILIC.
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3.4.2 Hmotnostni detekce

Hmotnostni detekce byla provadéna pomoci pfiistroje LC-MS 8045 (Shimadzu)
vybaveného trojitym kvadrupolem a elektrosprejovou ionizaci (ESI). Analyty byly ionizovany

za vzniku protonovanych ionti [M+H]".

K ionizaci a odpatfovani slouzil dusik jako nebuliza¢ni (3 L/min) a suSici plyn
(10 L/min), pricemz susici plyn (v nasem ptipad¢ vzduch) mél teplotu 400 °C. Interfacer byl
zahtaty na 300 °C. Méfeni probihalo v pozitivnim ioniza¢nim reZimu pfi napéti 4 kV na vstupu

do kapilary.

Ptistroj pracoval v rezimu MRM (monitorovani vice reakci), coZ umoznilo selektivni
detekci fragmentacnich iontli vzniklych z jednoho ¢i vice prekurzorovych iontt. Ty byly
nejprve vybrany v prvnim kvadrupdlu, néasledné rozstépeny ve druhém kvadrup6lu pomoci
argonu jako kolizniho plynu (CID — kolizi indukovana disociace) a vysledné fragmenty byly
analyzovany ve tfetim kvadrupdlu. Pro ADMA byl zvolen fragment s hodnotou m/z 46,2, zatim

co pro SDMA byl sledovan produktovy iont m/z je 71,15.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

V ramci této diplomové prace bylo cilem vyvinout a optimalizovat metodu kapalinové
chromatografie s hmotnostni detekci pro stanoveni asymetrického a symetrického
dimethylargininu v lidské plazmé. Pro separaci byly testovany dva typy kolon — modifikovana
kolona Arion Polar C;g a kolona Ascentis Express HILIC — s cilem porovnat jejich separacni

schopnosti, citlivost detekce a vliv biologické matrice na vysledky méteni.

Jelikoz jsme pfi analyze pomoci kolony C,g s polarnim endcappingem méli mobilni fazi
pouze vodnou, z toho diivodu jsme chtéli vyzkouset analyzu na koloné HILIC. Vybrali jsme
typ klasicky — silikagel a délkou srovnatelny s pouzitou C;g kolonou. Testované mobilni faze
jsme piipravovali tak, aby neobsahovaly TFA a aby obsah mravencanu amonného, vzhledem
k vysokému obsahu ACN nebyl pfili§ vysoky. Cilem bylo, aby analyza nebyla pfili§ dlouha

a byla tak, do budoucna pouzivana rutinné. [58]

ADMA a SDMA byly separovany na kolon¢ HILIC za izokratickych a gradientovych
podminek a na koloné C;g pouze za izokratickych. Byly testovany i razné teploty kolony, rizné
pritoky a rizné objemy davkovani, tak aby byly vybrany nejvhodné;jsi podminky pro separaci.
Pro detekci byl pouzit trojity kvadrupdl s iontovym zdrojem ESI. Analyty byly ionizovany za
vzniku [M+H]" iontt, které byly nasledné fragmentovany. Pro sledovani vSech analytd byla

pouzita metoda MRM.

Nejprve byly zméieny specifické hmotnosti jednotlivych latek, po ¢emz nésledovalo
stanoveni retencnich Casti samostatnych standardi obou analytii. Pro ADMA i SDMA byl
prekurzorovy iont identicky, s hmotou m/z 202,25, coz vedlo ke vzniku téméf shodnych
fragmentovych iontl. Tyto se liSily pouze ve dvou charakteristickych fragmentech — specificky
fragment s m/z 46 byl typicky pro ADMA, zatimco fragment s m/z 71,15 byl specificky pro
SDMA. Z tohoto diivodu byl ve vétSing pfipadii prezentovan totalni iontovy proud (TIC), ktery
zobrazoval prub¢h signali pro ADMA, SDMA a odpovidajici fragmenty m/z 46 a m/z 71,15.
[58]

Chromatogramy obou izomeril jsou zobrazeny nize na obrazcich 10 az 46.
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SEPARACE NA KOLONE ASCENTIS EXPRESS HILIC

IZOKRATICKA ELUCE
Rozdé¢leni podle pomérd ACN a MF:
1. 85% ACN a 15 % MF
Rozd¢leni podle MF:
a. MF A - 0,05 % kyselina mravenc¢i a 3,8 mM mravencan amonny; prutok 0,5 ml/min;

davkovani 0,2 pl; teplota kolony 30 °C

[i:SDMA_stand TIC(+)
600000~/ ADMA stand TIC(+)

B:ADMA_stand TIC(-)

4:SDMA_stand TIC(-)

550000-1:SDMA_stand 203,26>71,15(+) CE: 23,0
p:ADMA_stand 203,26>46,20(+) CE: -15,0
500000
450000-]
400000
350000
300000
250000
200000
1500009

100000

50000

[}

T T T T T T T T T
0.0 25 5.0 75 10.0 12,5 15.0 17.5 200 22,5 min

Obrazek 10: Retencni casy ADMA a SDMA pri 85 % ACN a 15 % MF A (0,05% kys. mravenci; 3,8 mM mravencan
amonny), priitok 0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C

Jelikoz analyza pti 85 % ACN probihala ptes 20 minut, piky byly roztfepené, dochazelo
ke ,,chvostovani* a separace nebyla ani moc Uspésna, tak jsme chtéli vyzkouset chovani kolony
pfi snizeni ACN na 82 % s postupnou upravou koncentraci mravenc¢anu amonného a kyseliny

mravenci.
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2. 82 % ACN a 18 % MF
Rozdéleni podle MF:
a. MF B - 0,05 % kyselina mravenci a 6,0 mM mravencan amonny; prutok 0,5 ml/min;

davkovani 0,2 pl; teplota kolony 30 °C

-11:SDMA_stand TIC(+)
1000000 2 DA -Stand T\CM
3:SDMA_stand TIC(-)
4:ADMA_stand TIC(-)
9000001:SDMA_stand 203,26>71,15(+) CE: -23,0
2:ADMA_stand 203,26>46.20(+) CE: -15,0
800000
700000
600000
500000
400000
300000

200000

100000

0

T T T T T T T T T T T T T
0,0 10 2,0 3.0 4,0 50 6,0 7.0 8,0 9,0 10,0 11,0 12,0 13,0 min

Obrazek 11: Retencni casy ADMA a SDMA pii 82 % ACN a 18 % MF B (0,05% kys. mravenci; 6 mM mravencan
amonny), pritok 0,05 ml/min, teplota kolony 30 °C

Z obrazku 11 je mozné vidéet, Ze doslo ke sniZeni reten¢niho €asu oproti obrazku 10,
ptestoze jsme snizili pouze 3 % ACN. Také doslo k menSimu zlepSeni separace a piky nebyly
uz moc rozttepené, jak na pfedchozim zdznamu. ,,Chvostovani zistalo, proto jsme vyzkouseli

pfidat trochu kyseliny mravenci, ktera by méla pomoci s rozmyvanim.

b. MF C - 0,1 % kyselina mravenci a 6,0 mM mravencan amonny; pratok 0,5 ml/min;

davkovani 0,2 ul; teplota kolony 30 °C; standard nafedén ultracistou vodou 50x

450001:SDMA_stand TIC2+)

D’ADMA stand TIC(+)

3:ADMA_stand TIC(-)

4+:SDMA_stand TIC(-)

40000-1:SDMA_stand 203,26>71,15(+) CE: -23,0
2:ADMA_stand 203,26>46,20(+) CE: -15,0
350001
300001
250001
200001
15000

10000+

5000

T T T T T T T T T T T T T
0.0 1.0 2,0 3.0 4,0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10,0 11.0 12,0 13,0 min

Obrazek 12: Retencni casy ADMA a SDMA pri 82 % ACN a 18 % MF B (0,1% kys. mravenci; 6 mM mravencan
amonny); prutok 0,05 ml/min; teplota kolony 30 °C
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Pfidani menSiho mnozstvi kyseliny mravenci do mobilni faze ¢aste¢né¢ pomohlo od
»chvostovani“, ale zhorSilo to separaci. U tohoto pokusu byl také vzorek standardu natedén

ultracistou vodou 50x, abychom snizili odezvu na detektoru.

3. 80 % ACN a 20 % MF
Rozd¢leni podle MF:
a. MF A - 0,05% kyselina mravenci a 3,8 mM mravenc¢an amonny; prutok 0,5 ml/min;

davkovani 0,2 pul; teplota kolony 30 °C

““““““ :SONA_stand TIC(:]
’ADMAstand TIC(+)

'3:ADMA__stand TIC(-)

4:SDMA_stand TIC(-

1750000-/1:SDMA_stand 203,26>71,15(+) CE: 23,0

2:ADMA__stand 203,26>46,20(+) CE: -15,0

1500000+
1250000
1000000+
750000+
500000+

250000+

T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.0 0.5 1.0 15 20 25 3.0 3.5 4,0 45 5.0 55 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 min

Obrazek 13:Retencni ¢asy ADMA a SDMA pri 80 % ACN a 20 % MF A (0,05 % kys. mravenci; 3,8 mM mravencan
amonny), prutok 0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C

Analyza ukdzala, Ze tento pomér mobilnich f4zi je zatim nejlepsi, proto jsme pfi téchto
podminkach vyzkouseli, jak velkou roli bude mit na separaci teplota kolony. Obrazky 14 a 15
jsou zaznamy pii stejném pomeru, stejné mobilni fazi A a pritoku jako u obrazku 13, 1isi se
pouze teplotou kolony. Vyzkouseli jsme teplotu analyzy snizit na 25 °C a zvysit na teplotu

37 °C.
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e MF A -0,05% kyselina mravenéi a 3,8 mM mravencan amonny; pritok 0,5 ml/min;

davkovani 0,2 ul; teplota kolony 25 °C

T:SOMA_stand TIC(:]
17500002 ADMA stand TIC(+)
3:ADMA__stand TIC(-)
4:SDMA_stand TIC(-)
[1:SDMA stand 203,26>71,15(+) CE: -23,0

150000072:ADMA_stand 203,26>46,20(+) CE: -15,0

1250000+
1000000
750000+
500000+

250000+

T
0.0 05 1.0 15 20 25 3.0 3.5 4,0 45 5.0 55 6.0 6.5 7.0 75 8.0 8.5 min

Obrazek 14: Retencni casy ADMA a SDMA pri 80 % ACN a 20 % MF A (0,05% kys. mravenci; 3,8 mM mravencan
amonny), pritok 0,5 ml/min; teplota kolony 25 °C

e MF A -0,05% kyselina mraven¢i a 3,8 mM mravencan amonny; pritok 0,5 ml/min;

davkovani 0,2 ul; teplota kolony 37 °C

2000000-f:SDMA_stand TIC}+)
p:ADMA stand TIC(+)

3:ADMA_stand TIC(-)

4:SDMA_stand TIC(-

1750000-{1:SDMA_stand 203,26>71,15(+) CE: -23,0

2:ADMA_stand 203,26>46,20(+) CE: -15,0

1500000+
1250000
1000000+
750000+
500000+

250000+

0.0 05 1.0 1.5 20 25 3.0 3.5 40 45 5.0 55

Obrazek 15: Retencni casy ADMA a SDMA pri 80 % ACN a 20 % MF A (0,05%¢ kys. mravenci; 3,8 mM
mravencan amonny); pritok 0,5 ml/min, teplota kolony 37 °C

Zjistili jsme, Ze teplota nema velkou roli na separaci. Zaznamy pii 30 a 25 °C byly témét
identické. U teploty 37 °C se pouze zménil Cas retence. Takze nebylo potfeba pro dalsi analyzy

ménit teplotu, nechali jsme ji na ptivodnich 30 °C.

V naslednych analyzach jsme tak upravovali mobilni faze bud’ zvySenim nebo snizenim

koncentrace mravenanu amonného ¢i procent kyseliny mravenci.
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b. MF B -0,05% kyselina mravenéi a 6,0 mM mravenc¢an amonny; pratok 0,5 ml/min;

davkovani 0,2 ul; teplota kolony 30 °C

-1:SDMA_stand TIC(+)
1750000 2:ADMAstand T\Cm
3:ADMA_stand TIC(-)
4:SDMA_stand TIC(-)
1:SDMA_stand 203,26>71,15(+) CE: -23,0
1500000-2:ADMA_stand 203,26>46,20(+) CE: -15,0

1250000+
1000000+
750000+
500000+

250000+

T T
0.0 05 1.0 15 2,0 25 3.0 3.5 4,0 4,5 50 55 6.0 6.5 7.0 75 8.0 85 9,0min

Obrazek 16: Retencni casy ADMA a SDMA pri 80 % ACN a 20 % MF B (0,05% kys. mravenci; 6,0 mM mravencan
amonny), pritok 0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C

Pfidéni o 2,2 mM mravenanu amonného posunulo retenéni ¢as o par minut

a ,,chvostovani* se po ptidavku zmensilo.

Pi1 nasledném zfedéni standardu s ultracistou vodou, a to 50x se zmeénila intenzita

signalu a plochy piki, i presto, Ze podminky byly upln¢ stejné, jak u obrazku 16.

e Standard fedén ultracistou vodou 50x

[ADMA_stand TIC(+)
D:SDMA stand TIC(+)

[3:ADMA_stand TIC(-)

{4+:SDMA_stand TIC(-
17500{1:ADMA__stand 203,26>46,20(+) CE: 15,0
2:SDMA_stand 203,26>71,15(+) CE: 23,0

15000~
12500+
10000~

7500+

5000~

2500-

T T T T T T T T T T T T T T T T T

0.0 05 1.0 15 20 25 3.0 35 4.0 4.5 5.0 55 6.0 6.5 7.0 75 8.0 85 min

Obrazek 17: Retencni casy ADMA a SDMA pri 80 % ACN a 20 % MF B (0,05% kys. mravenci; 6,0 mM mravencéan
amonny), pritok 0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C; redeny standard 50x

Pfi tomto poméru a mobilni fazi jsme standard fedili kromé vodou, tak i smési

acetonitril/voda (80:20), abychom se tak co nejvice pfizptsobili podminkdm v mobilni fazi.
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e Standard nafedén ultraéistou vodou 50x

ADNR_stend TICTE]
17500-2'SDMA stand TIC(+)
3:SDMA_stand TIC(-)
#+:ADMAstand TIC(-)
[1:ADMA_stand 203,26>46,20(+) CE: -15,0

1SOOO_Z:SDMA_stand 203,26>71,15(+) CE: -23,0

12500+
10000+
7500+
5000+

2500

Obrazek 18: Retencni casy ADMA a SDMA pii 80 % ACN a 20 % MF B (0,05% kys. mravenci; 6,0 mM mravencan

amonny), pritok 0,5 ml/min, teplota kolony 30 °C; standard s vodou

Analyza na obrazku 18 probihala za stejnych podminek jako analyza na obrazku 17,

lisila se pouze dnem provedeni. Pfestoze piiprava vzorku i nastaveni piistroje zistaly beze

zmény, zaznam na obrazku 18 vykazuje odliSnosti oproti obrazku 17. Tyto rozdily naznacuji,

ze méteni neni zcela opakovatelné.

¢ Standard nafedén smési acetonitrilu/vody (80:20) 50x

TADNR_stend TICTE]
£:SDMA stand TIC(+)
17500-3:SDMA_stand TIC(-)

{#+:ADMAstand TIC(-)
[1:ADMA_stand 203,26>46,20(+) CE: -15,0
2:SDMA_stand 203,26>71,15(+) CE: 23,0
15000

12500+
10000
7500+
5000+

2500+

T T
11.0 min

Obrazek 19: Retencni casy ADMA a SDMA pii 80 % ACN a 20 % MF B (0,05% kys. mravenci; 6,0 mM mravencan

amonny), pritok 0,5 ml/min, teplota kolony 30 °C; standard s acetonitril/voda (80:20)

Tento zpusob ptipravy standardu se 1épe projevi az u poméru mobilnich fazi 75:25 na

obrazku 29.

52



¢. MF C - 0,1% kyselina mravenc¢i a 6 mM mravencan amonny; prutok 0,5 ml/min;
davkovani 0,2 ul; teplota kolony 30 °C

e Standard nafedén ultrac¢istou vodou 50x

1:SDMA_stand TIC(+)
50000-p:ADMA stand T\C$+))

[3:SDMA_stand TIC(-)

+:ADMA_stand TIC(-
45000-1:SDMA_stand 203,26>71,15(+) CE: -23,0
2:ADMA_stand 203,26>46,20(+) CE: -15,0
40000
35000
30000
25000-]
20000
15000-|

10000

5000-]

Obrdazek 20: Retencni casy ADMA a SDMA pri 80 % ACN a 20 % MF C (0,1% kys. mravenci; 6,0 mM mravencan
amonny), pritok 0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C; standard naredén 50x

Po ptfidani malého objemu kyseliny mravenci se oproti zdznamu na obrazku 17 mirné

zlepsil. Ale velky vliv pfidani kyseliny na separaci nemé¢lo.

d. MF D - 3,8 mM mraven¢an amonny; prutok 0,5 ml/min; davkovani 0,2 ul; teplota
kolony 30 °C

e Standard nafedén ultraéistou vodou 50x

TADMA_stand TIC}+)
R:SDMAstand TIC(+)
17500-3:ADMA_stand TIC(-)
4:SDMA_stand TIC(-)
1:ADMA_stand 203,26>46,20(+) CE: -15,0
2:SDMA_stand 203,26>71,15(+) CE: -23,0

15000+

12500+

10000

7500+

5000

25000 S\~

Obrdazek 21: Retencni casy ADMA a SDMA pri 80 % ACN a 20 % MF D (3,8 mM mravencan amonny); priitok 0,5
mi/min; teplota kolony 30 °C; standard naredén 50x

Bez ptidavku kyseliny mraven¢i v mobilni fazi dosSlo k roztfepeni celého zdznamu

a prodlouzeni analyzy. Separace také nebyla optimalni.
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e. MF E - 0,05% kyselina mravenci a 10 mM mraven¢an amonny; prutok 0,5 ml/min;
davkovani 0,2 ul; teplota kolony 30 °C

e Standard nafedén ultrac¢istou vodou 50x

-ADMA_stand TIC(+)
50000-12'SDMAstand TIC(+)

13:ADMA_stand TIC(-)

4+:SDMA_stand TIC(-)

1:ADMA_stand 203,26>46,20(+) CE: -15,0

450007, SDMA stand 203.26>71.15(+) CE: -23.0

40000
35000
30000
25000
20000
15000-]
10000-]

5000-]

Obrazek 22: Retencni casy ADMA a SDMA pii 80 % ACN a 20 % MF D (0,05% kys. mravenci; 10 mM mravencan
amonny), pritok 0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C; standard naredén 50x

f. MF F - 0,1% kyselina mravené¢i a 10 mM mravenc¢an amonny; prutok 0,5 ml/min;
davkovani 0,2 ul; teplota kolony 30 °C

e Standard nafedén ultrac¢istou vodou 50x

[ADMA_stand TIC(+)
D:SDMA stand TIC(+)
60000-3:ADMA_stand TIC(-)
4+:SDMA_stand TIC(-)
1:ADMA_stand 203,26>46,20(+) CE: -15,0

55000 SDMA_stand 203,26>71.15(+) CE: -23.0

50000
45000
40000
35000
30000
25000
20000
15000+
10000+

5000

T
0,0 05 1,0 15 2,0 25 3.0 3.5 4,0 4,5 50 55 6,0 6.5 7.0 7.5 8,0 85 9,0 95 100 min

Obrazek 23: Retencni casy ADMA a SDMA pii 80 % ACN a 20 % MF F (0,1% kys. mravenci; 10 mM mravencan
amonny); priitok 0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C; standard naredeén 50x

Zvysenim mravencanu amonného az na 10 mM nem¢élo vliv na zaznamy, a tak tyto

zaznamy byly velmi podobné zaznamtm pii koncentraci 6 mM.
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g. MF G-0,01% kyselina mravenci a 1,2 mM mravencan amonny; pritok 0,5 ml/min;
davkovani 0,2 ul; teplota kolony 30 °C

e Standard nafedén ultrac¢istou vodou 50x

:ADMA_stand TIC(+)
350002:SDMA_stand TIC(+)

3:ADMA_stand TIC(-)

4:SDMA_stand TIC(-

11:ADMA _stand 203,26>46,20(+) CE: -15,0
[2:.SDMA_stand 203,26>71,15(+) CE: -23,0

32500

30000

27500

25000

22500

20000

17500+

15000+

12500+

10000

7500

5000

2500

o

Obrazek 24: Retencni casy ADMA a SDMA pri 80 % ACN a 20 % MF G (0,01% kys. mravenci; 1,2 mM mravencan
amonny), pritok 0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C; standard naredén 50x

Ani snizeni kyseliny mravenc¢i a mraven¢anu amonného nebylo pro separaci idedlni.
A proto nejidedInéjSimi podminky pfi tomto poméru 80:20 byly pravdépodobné 0,1% kyseliny

mravenc¢i a 6 mM mravené¢anu amonného.

Pozorovali jsme, Ze po nafedéni vzorku 50x at' uz ultraCistou vodou ¢i smési

acetonitril/voda u obrazkl 19 az 24 se nam dva piky spojily téméf do jednoho piku.

4. 78 % ACN a 22 % MF
a. MF B - 0,05% kyselina mraven¢i a 6 mM mravenc¢an amonny; pratok 0,5 ml/min;

davkovani 0,2 ul; teplota kolony 30 °C

[1:SDMA_stand TIC(+)
P'ADMA stand TIC(+)

3:SDMA_stand TIC(-)

4:ADMA__stand TIC(-

:SDMA_stand 203,26>71,15(+) CE: -23,0
2000000-2:ADMA_stand 203,2646,20(+) CE: -15,0

2250000

1750000+

1500000

1250000+

1000000

750000

500000

250000

T T T T T T T T T T T T T T T
0.0 0.5 1.0 1.5 20 25 3.0 35 4.0 4.5 5.0 55 6.0 6.5 7.0 7.5 min

Obrazek 25: Retencni casy ADMA a SDMA pri 78 % ACN a 22 % MF B (0,05% kys. mravenci; 6 mM mravencan
amonny), pritok 0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C
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Zaznam na obrazku 25 byl velmi podobny zdznamu 16, za stejnych podminek jen pfi
jiném pomeéru 80:20. Rozdil mezi nimi je, Ze doba analyzy se zkrétila, ale separace se mirné

zhorsila pfi poméru 78:12.

b. MF C - 0,1% kyselina mraven¢i a 6 mM mravenc¢an amonny; prutok 0,5 ml/min;
davkovani 0,2 pl; teplota kolony 30 °C

e Standard nafedén ultraéistou vodou 50x

[:3ONR_stend TICTE]
R'ADMA stand TIC(+)

3:ADMA_stand TIC(-)
900007, 'SpMA stand TIC(-)
1:SDMA_stand 203,26>71,15(+) CE: -23,0
so000_2ACVAstand 203,26>45,20(+) CE: 15,0

70000
60000
50000
40000
30000
20000

10000+

T T T T T T T T T T T
0,0 0.5 1,0 15 2,0 25 3.0 3.5 40 45 50 55 6.0 6,5 min

Obrazek 26: Retencni casy ADMA a SDMA pri 78 % ACN a 22 % MF B (0,1% kys. mravenci; 6 mM mravencan
amonny), pritok 0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C; standard naredén 50x

75 % ACN a 25 % MF

a. MF C - 0,1% kyselina mravenc¢i a 6 mM mravenc¢an amonny; prutok 0,5 ml/min;
davkovani 0,2 pl; teplota kolony 30 °C

e Standard nafedén ultraéistou vodou 50x

2D sand TICT)
110000-R"ADMAstand TIC(+)
B:ADMA_stand TIC(-)

4:SDMA_stand TIC(-)

100000-J1:SDMA_stand 203,26>71,15(+) CE: -23,0
P:ADMA_stand 203,26>46,20(+) CE: 15,0
900004
800004
700004
600004
500009
40000
300009

20000+

10000

[}

T T T T T T T T T T T T T
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50 1,75 2,00 2,25 2,50 2,75 3,00 3,25 3,50 3,75 4,00 425 4,50 4,75 min

Obrazek 27: Retencni casy ADMA a SDMA pri 75 % ACN a 25 % MF B (0,1% kys. mravenci; 6 mM mravencan
amonny); priitok 0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C; standard naredeén 50x

SniZzenim poméru na 75 % ACN doslo ke snizeni ¢asu analyzy skoro o polovinu oproti
80 % ACN.
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b. MF B - 0,05% kyselina mravenci a 6 mM mravenc¢an amonny; pratok 0,5 ml/min;
davkovani 0,2 ul; teplota kolony 30 °C

e Standard nafedén ultrac¢istou vodou 50x

TADMA_stand TIC(+§
2:SDMA_stand TIC(+
20000-3:SDMA_stand TIC(-)
l+:ADMAstand TIC(-
1:ADMA_stand 203,26>46,20(+) CE: -15,0

17500 2'SOMA_stand 203,26>71,15(+) CE: 23.0

15000+
12500
10000~
7500-
5000-

2500-

T T T T T T T T T T

T
0.0 1.0 2,0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 min

Obrazek 28: Retencni casy ADMA a SDMA pri 75 % ACN a 25 % MF B (0,05% kys. mravenci; 6,0 mM mravencan
amonny), pritok 0,5 ml/min, teplota kolony 30 °C; standard s vodou

¢ Standard nafedén smési acetonitrilu/vody (80:20) 50x

'T:ADMA _stand TIC(+)
P'SDMAstand T\CM
13:SDMA_stand TIC(-)

22500-4:ADMA_stand TIC(-)

1:ADMA_stand 203,26>46,20(+) CE: 15,0
12:SDMA_stand 203,26>71,15(+) CE: -23,0
20000

17500
15000
12500
10000
7500
5000

2500

T T T T T T T T T T T T
0,0 1,0 20 3.0 40 50 6,0 7.0 8,0 9,0 10,0 11,0 12,0min

Obrazek 29: Retencni casy ADMA a SDMA pri 75 % ACN a 25 % MF B (0,05% kys. mravenci; 6,0 mM mravencan
amonny), pritok 0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C; standard s acetonitril/voda (80:20)
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¢ Standard nafedén smési acetonitrilu/vody (50:50) 50X

TADNR_stend TICTE]
R'SDMA stand TIC(+)

13:SDMA_stand TIC(-)
200007, A DA stand TIC(-)
1:ADMA_stand 203,26>46,20(+) CE: -15,0
2:SDMA_stand 203,26>71,15(+) CE: 23,0
17500

15000
12500
10000+
7500
5000

25004

Obrazek 30: Retencni casy ADMA a SDMA pii 75 % ACN a 25 % MF B (0,05% kys. mravenci; 6,0 mM mravencan
amonny), pritok 0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C; standard s acetonitril/voda (50:50)

¢. MF F - 0,1% kyselina mravenc¢i a 10 mM mravencan amonny; prutok 0,5 ml/min;
davkovani 0,2 pul; teplota kolony 30 °C

e Standard nafedén ultrac¢istou vodou 50x

[izADMA_stand TIC(+)
D:SDMA_stand TIC(+)
B:ADMA_stand TIC(-)
4:SDMA_stand TIC(-)
H:ADMA_stand 203,26>46,20(+) CE: -15,0
P:SDMA_stand 203,26>71,15(+) CE: 23,0

110000}

100000

90000

80000

70000

60000~

50000

40000

30000

20000+

10000+

[}

T T T T T T T
0,00 0,25 0,50 075 1,00 1,25 1,50 1,75 2,00 2,25 2,50 2,75 3,00 325 3,50 3,75 4,00 425 4,50 4,75min

Obrazek 31:Retencni casy ADMA a SDMA pri 75 % ACN a 25 % MF B (0,1% kys. mravenci; 10 mM mravencan
amonny), pritok 0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C; standard naredén 50x

Izokratickd separace standardii se nam nezdatila, pfestoze jsme vyzkousSeli rtizné
poméry acetonitrilu a vodné faze, rtizné koncentrace mraven¢anu amonného 1 koncentrace

kyseliny mravenci. Bylo ziejmé, ze k separaci by doslo az pti velmi dlouh¢ analyze.

Zjistili jsme, Ze teplota kolony separaci ovliviiovala minimalné, za to velky vliv mélo
fedéni standardii. Konkrétné slozeni roztoku, kterymi jsme standardy fedili — vodou a smési
acetonitril/voda v riiznych pomérech, coz se u separace na HILIC se projevuje vyraznéji, coz
zminuji 1 v publikaci Novakova a kolektiv. U standardl fedénych smési acetonitril/voda, bylo

pozorovana lepsi separace nez pii fedéni vodou. [52]
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Kdyz se nam podafilo ziskat podminky, pfi kterych uz byla naznacena zaCinajici
separace piki, nepodatilo se ndm tento vysledek zopakovat. Problémem byly také proplachy.
Pted zaCatkem méfeni prvni smési standardi byl nutny dlouhy proplach, aby byl zdznam
reprodukovatelny, a také byl potfeba dlouhy proplach i mezi analyzami, coz byl rozdil oproti
kolony Cg, kde byl proplach kratsi. Proplach u prvni analyzy dne byl zhruba 45 minut dlouhy,

mezi jednotlivymi analyzami trval proplach zhruba 15-30 minut, coz je typické pro HILIC.
Prokazalo se, ze vyhodou této metody bylo, ze se jevila jako vysoce citliva.

GRADIENTOVA ELUCE

Gradientové eluce byly provadény mobilni fazi H v kombinaci bud’ s acetonitrilem,
nebo s mobilni fazi G. U vSech gradientovych eluci byl pritok 0,5 ml/min a davkovéani 0,2 pl.
Teplota kolony byla 30 °C u vSech analyz. Standard byl nafedén ultracistou vodou 50x.
¢ Gradient 1 probihal nasledovné: na pocatku bylo 90 % MF G a béhem 7 minut kleslo na

30 %; nasledné béhem 2 minut na 5,5 %, pfi tomto pomeéru se to drzelo 1 minutu a béhem

2 minut dostalo zpét na 90 % MF G

:ADMA_stand TIC(+)
600002:SDMA_stand TIC(+)

3:ADMA_stand TIC(-)
4:SDMA_stand TIC(-
550001:ADMA_stand 203,26>46,20(+) CE: -15,0
12:SDMA_stand 203,26>71,15(+) CE: -23,0
50000
45000+
40000
35000
30000
25000
20000*‘
15000*‘

10000+

5000

0,0 0‘,5 1‘,0 115 2‘,0 2‘,5 310 315 410 4‘,5 510 5:5 5‘,0 515 710 715 ! min
Obrazek 32: Gradientova eluce 1 (1,2 mM mravencan amonny, 0,01% kys. mravenci ve vodé a v acetonitrilu)
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e Gradient 2 probihal nasledovné: na pocatku bylo 85 % ACN (15 % MF H) a béhem
5 minut kleslo na 10 %, na tomto poméru se to drzelo 2 minutu a béhem 2 minut dostalo

zpétna 85 % ACN

[ADMA_stand TIC(+)
P:SDMA stand TIC(+)
13:SDMA_stand TIC(-)

l+:ADMA_stand TIC(- |
550001:ADMA_stand 203,26>46,20(+) CE: -15,0
2:SDMA_stand 203,26>71,15(+) CE: 23,0

600007

50000

45000+

40000+

35000

30000

25000

20000+

15000

10000

5000

[}

T T

0.0 Utﬁ 1TU 1‘,5 Z‘,U 25 3.0 3?5 ATU 4t5 5TU 5‘,5 5‘,0 5t5 7?0 7t5 ETU 5‘,5 9‘,0 9',5 1&,0 10',5 min
Obrazek 33: Gradientova eluce 2 (1,2 mM mravencan amonny, 0,01% kyselina mravenci ve vode, acetonitril)

¢ Gradient 3 probihal nasledovné: na pocatku bylo 95 % ACN a béhem 5 minut kleslo na
50 %; béhem 0,5 minuty se ACN dostal zpét na 95 %

1:ADMA_stand TIC%-&%
12:SDMA_stand TIC(+
25000-3:ADMA_stand TIC(-)
#4:SDMA_stand TIC(-)
1:ADMA_stand 203,26>46,20(+) CE: -15,0
22500-2:SDMA_stand 203,26>71,15(+) CE: -23,0

20000
17500
15000+
12500+
10000+

7500

50004

2500

[}

T T T T T T T T T T T T T T T T T
0,0 05 1,0 15 2,0 25 3.0 3.5 4,0 45 50 55 6,0 6.5 7.0 7.5 8,0 85 min

Obrazek 34: Gradientova eluce 3 (1,2 mM mravencan amonny, 0,01% kyselina mravenci ve vodé, acetonitril)
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¢ Gradient 4 probihal nasledovn¢: na pocatku bylo 95 % ACN a béhem 5 minut kleslo na
80 %; béhem 2 minut se ACN dostal na 70 % a nasledn¢ béhem 2 minut zpét na 95 % ACN

ADMA_stand TIC(+)
D:SDMA stand TIC(+)
13:SDMA_stand TIC(-)

l+:ADMA_stand TIC(-)
1:ADMA_stand 203,26>46,20(+) CE: -15,0
b:SDMA_stand 203,26>71,15(+) CE: 23,0

25000

22500

20000

17500

15000~

12500+

10000+

7500

5000+

2500

0

0.0 0“5 1:0 1:5 2“0 2:5 3“0 375 410 415 510 5“5 GZU GZ5 710 715 BZO BZS 9:0 9:5 10‘,0 10‘,5 11‘,0 mir‘\
Obrazek 35: Gradientova eluce 4 (1,2 mM mravencan amonny, 0,01% kyselina mravenci ve vodé; acetonitril)

Vyzkouseli jsme rlizné typy gradientll mezi, neZ patiil 1 typicky gradient pro HILIC.
Dale jsme vyzkouseli 1 ,,agresivnéjsi® metody, kdy dochazelo k velkému snizeni a opétovnému

zvySeni procent ACN. K tspéSné separaci nedoslo ani béhem ,,mirng;$i* zmény procent ACN.

ProtoZe separace nebyla dobré v pfipadé izokratické ani gradientové eluce a jelikoZ se
analyzy zdaly dlouhé, pro dalsi pokusy jsme uptfednostnili analyzu na Cg s tim, Ze do budoucna
si tedy kolona HILIC z4da podrobnéjsi optimalizaci a hlubSi pochopeni retencnich
mechanismd.

které jsme se chtéli vyhnout pro jeji mozné snizovani signalu.

SEPARACE NA KOLONE ARION® Polar C;g

IZOKRATICKA ELUCE

Chromatografické podminky na této koloné pro standardy byly zjiStény jiz v diplomové
praci Dominika Novaka, proto jsme se vénovali redlnym vzorkiim.

Podminky uréené v ptedchozi diplomové praci byly za pouziti mobilni faze I (ultracista
voda s 20 mM mravencanem amonnym a 0,1% kyselina mravenci), teploty kolony 25 °C.
Upravili jsme pouze pratok na 0,25 ml/min, abychom vylepsili opakovatelnost metody pii
pfipravé nové mobilni faze. Vyzkouseli jsme také jaky vliv bude mit na analyzu objem
davkovani. [58]

Do systétmu byl zafazen pfepinaci ventil, ktery umoznil oddélit cast eluatu
prichazejiciho z chromatografické kolony ptfed vstupem do detektoru. Tento krok mél klicovy

vyznam pro ochranu hmotnostniho spektrometru pfed kontaminaci nechténymi slozkami
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vzorku, zejména v pocatecni fazi eluce, kdy z kolony vychazi vysoka koncentrace soli, aditiv
nebo nerozpusténych zbytkll z matrice. Z praktického hlediska tedy prepinaci ventil ptispél ke

zvyseni zivotnosti pfistroje, zajiSténi vyssi stability signalu a sniZzeni potieby udrzby.

Po zjisténi retencnich ¢asti pro ADMA a SDMA, jsme nastavili ¢asy pro pfepinani
ventilll. Prvnich 11,5 minut Sel eluat do odpadu, nasledné doslo k ptepnuti ventilu a eluat tak
Sel na kolonu. Kdyz bylo mozné analyzu vypnout, §la mobilni faze i se zbytky z kolony do
odpadu.

Jelikoz jsme nechtéli piehlcovat kolonu, kladli jsme velky diiraz na deproteinaci.
Nakonec jsme se rozhodli pro ptipravu vzorku s velkym nadbytkem deproteinacniho ¢inidla —
ACN. Odebrany objem, ktery jsme odpafili nebyl tak velky, aby pii postupu doslo k velkému
zakoncentrovani vzorku (nabrani minima proteint), ale chtéli jsme davkovat odparek po
rozpusténi ve vode€, vzhledem ke sloZzeni mobilni faze.

1. STANDARDY
Rozd¢leni podle davkovani:
a. davkovani 0,2 pl; - MF I; pritok 0,25 ml/min; teplota kolony 25 °C; fedéno
ultracistou vodou 50x
By
| SouA-sandTIc)

[1:ADMA_stand 203,26>46,20(+) CE: -15,0
R:SDMA_stand 203,26>71,15(+) CE: -23,0

1,75+

1,50

1,25+

1,00

0,754

0,50

0,25

0,00

T T T T T T T T T T T T T T T
11,50 1,75 12,00 12,25 12,50 12,75 13,00 13,25 13,50 13,75 14,00 14,25 14,50 14,75 15,00 15,25 min

Obrazek 36: Retencni casy ADMA a SDMA ve standardu (davkovani 0,2 ul)
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b. davkovani 1 pl; - MF I; pritok 0,25 ml/min; teplota kolony 25 °C; fedéno

ultracistou vodou 50x

(x1,000;
11:ADMA_stand Tlcm
8,02:SDMA_stand TIC(+
$3:ADMA_stand TIC(-)
7,54:SDMA_stand TIC(-) N
1:ADMA_stand 203,26>46,20(+) CE: -15,0 [\
7,02:SDMA_stand 203,26>71,15(+) CE: -23,0 [

T T T T T T T T T T T T T T T
11,50 1,75 12,00 1225 12,50 12,75 13,00 13,25 13,50 1375 14,00 14,25 14,50 14,75 15,00 15,25 min

Obrazek 37: Retencni casy ADMA a SDMA ve standardu (davkovani 1 ul)
c. davkovani 2 pl; - MF I; prutok 0,25 ml/min; teplota kolony 25 °C; fedéno

ultradistou vodou 50x

10,000)

fLADMA s TICrE)

D:SDMA_stand TIC(+

1,3-3:ADMA_stand TIC(-)

4:SDMA_stand TIC(-)

1.2-/ADMA _stand 203,26>46,20(+) CE: -15,0
+22:SDMA_stand 203,26>71,15(+) CE: -23,0

T T T T T T T T T T T T T T T
11,50 11,75 12,00 1225 12,50 12,75 13,00 13,25 13,50 1375 14,00 14,25 14,50 14,75 15,00 15,25 min

Obrazek 38: Retencni casy ADMA a SDMA ve standardu (davkovani 2 ul)
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Rozdéleni podle ptidavku:
2. VZOREK BEZ PRIDAVKU STANDARDU
Rozd€leni podle davkovani:

a. davkovani 0,2 pl; - MF I; pritok 0,25 ml/min; teplota kolony 25 °C

(x100)

7,0-1:ADMA_stand TIC%+)
*“:SDMA_stand TIC(+)

B:ADMA_stand TIC(-)

6,574:SDMA_stand TIC(-)

:ADMA_stand 203,26>46,20(+) CE: -15,0

6,0-2:SDMA_stand 203,26>71,15(+) CE: -23,0

T T T T T T T T T T T T T T T
11,50 11,75 12,00 1225 12,50 12,75 13,00 13,25 13,50 13,75 14,00 14,25 14,50 14,75 15,00 15,25 min

Obrazek 39: Retencni casy ADMA a SDMA ve vzorku (davkovani 0,2 ul)

b. davkovani 1 pl; - MF [; pratok 0,25 ml/min; teplota kolony 25 °C

(x1,000

1:ADMA_stand TIC$+)

3,00-R:SDMA stand TIC(+)
" B:ADMA_stand TIC(-)

#4:SDMA_stand TIC(-)
2,751:ADMA _stand 203,26>46,20(+) CE: -15,0

:SDMA_stand 203,26>71,15(+) CE: -23,0
2,504
2,25+
2,004
1,754
1,50
1,25+
1,004
0,754
0,50

4 / e N X/
0,25 . Z — N\ R O —

= . - AN ——
— — T
0,00 —
T T T T . T T T T T T . T T T
11,50 11,75 12,00 1225 12,50 12,75 13,00 13,25 13,50 13,75 14,00 14,25 14,50 14,75 15,00 15,25 min

Obrazek 40: Retencni casy ADMA a SDMA ve vzorku (davkovani 1 ul)
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¢. davkovani 2 pl; - MF [; prutok 0,25 ml/min; teplota kolony 25 °C

(x1,000)
6.071:ADMA_stand TIC(+)

p:SDMA_stand TIC(+)
B:ADMA_stand TIC(-)
5.54:SDMA_stand TIC(-)
:ADMA_stand 203,26>46,20(+) CE: -15,0
P:SDMA_stand 203,26>71,15(+) CE: -23,0

T T T T T T T T T T T T T T T
11,50 11,75 12,00 12,25 12,50 12,75 13,00 13,25 13,50 13,75 14,00 14,25 14,50 14,75 15,00 15,25 min

Obrazek 41: Retencni casy ADMA a SDMA ve vzorku (davkovani 2 ul)

U analyzy standardi byla zjiSténa nejoptimalnéjsi objem davkovani a to bylo 2 pl. Ale
jelikoz odezva ve vzorku byla pfi stejném davkovaném mnozstvi niz§i vyzkouseli jsme tak
1davkovani 5 pl. Porovnani mezi zdznamy standardu a vzorku je ale mozné jen cCastecné,

protoze standardy byly pouze natedény, zatimco u vzorkl doslo k uplné tpravé.

d. davkovani 5 pl; - MF [; pratok 0,25 ml/min; teplota kolony 25 °C

(x10.000)
[1:ADMA_stand TIC$+)
pSDMA stand TIC(+)

1.3 8:ADMA_stand TIC(-)

4:SDMA_stand TIC(-)

1,2-1:ADMA_stand 203,26>46,20(+) CE: -15,0

P:SDMA_stand 203,26>71,15(+) CE: -23,0

T T T T T T T T T T T T T T T
11,50 11,75 12,00 12,25 12,50 12,75 13,00 13,25 13,50 13,75 14,00 14,25 14,50 14,75 15,00 15,25 min

Obrazek 42: Retencni casy ADMA a SDMA ve vzorku (davkovani 5 ul)
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3. VZOREK S PRIDAVKEM STANDARDU
Rozd€leni podle davkovani:

a. davkovani 2 ul; - MF [; priitok 0,25 ml/min; teplota kolony 25 °C

(x10.000)
6,5-1:ADMA_stand TIC(+)

R:SDMA stand TIC(+)
B:ADMA_stand TIC(-)
6.094:SDMA_stand TIC(-)
H:ADMA_stand 203,26>46,20(+) CE: -15,0
5,5-2:SDMA_stand 203.26>71,15(+) CE: -23,0

T T T T T T T T T T T T T T T
11,50 1,75 12,00 12,25 12,50 12,75 13,00 13,25 13,50 13,75 14,00 14,25 14,50 14,75 15,00 15,25 min

Obrazek 43: Obrazek 42: Retencni casy ADMA a SDMA ve vzorku s pridavkem (davkovani 2ul)

MATRICOVE EFEKTY

U smeési vzorkli od 3 riiznych jedinct jsme vypocitali vliv matricovych efekt. Byly
piipraveny 3 vialky: 1. mobilni faze a ptidavek; 2. smés vzorki s vodou a 3. smés vzorki
s ptfidavkem

Byla pouzita mobilni faze MF I; davkovani bylo 2 pl; pratok 0,25 ml/min; teplota
kolony byla 25 °C.

1. Mobilni faze a ptidavek standardu

70X10000)
\01:ADMA_stand TIC(+)
P:SDMA_stand TIC(+)
6,53:ADMA_stand TIC(-)
4:SDMA_stand TIC(-)

1:ADMA_stand 203,26>46,20(+) CE: -15,0

6.07:SDMA_stand 203,26>71,15(+) CE: -23,0

T T T T T T T T T T T T T T T
11,50 1,75 12,00 1225 12,50 12,75 13,00 13,25 13,50 13,75 14,00 14,25 14,50 14,75 15,00 15,25 min

Obrazek 44: Retencni casy ADMA a SDMA v mobilni fazi s pridavkem

Zjisténé plochy pikt v MF s pfidavkem byly pro ADMA — 2027102 a pro SDMA —
1850678.
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2. Extrakt vzorku s vodou
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Obrazek 45: Retencni casy ADMA a SDMA ve vzorku s vodou

3. Extrakt vzorku s ptfidavkem standardu

(x10,000)
6 5_1:ADMA_stand TIC(+;

.5 SDMAstand TIC(+

B:ADMA_stand TIC(-)
6,04:SDMA_stand TIC(-)
H:ADMA_stand 203,26>46,20(+) CE: 15,0
55 R:SDMA_stand 203,26>71,15(+) CE: -23,0
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Obrazek 46: Retencni casy ADMA a SDMA ve vzorku se standardem

Zjisténé plochy pikd ve vzorku s ptidavkem byly pro ADMA — 1870670 a pro SDMA
—1678248.

VYPOCET MATRICOVYCH EFEKTU

. A
Vypocet matricovych efektl bylo podle vzorecku: ME = " Aj; % 100.

18700670

Vypocet pro ADMA: ME = 2007102

x 100 ME =92,28 %

1678248

Vypocet pro SDMA: ME = 1850678

% 100 ME =90,68 %
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Pro orientacni ureni matricovych efektti jsme méli jen tfi dobrovolné darce, pro
zopakovani by bylo potieba mit ve smési vzorkli vyssi pocet jedincti a ur€ité 1 pro planovany
okruh pacienti, napt. kardiaky. Vypoctené hodnoty matricového efektu (ME) byly vyssi nez
90 %. Tento vysledek naznacuje, Ze ptitomnost slozek biologické matrice (napt. fosfolipidd,
soli, metabolitll) neméla vyrazny vliv na ionizaci analytu béhem hmotnostn¢ spektrometrické
analyzy. Hodnoty matricového efektu nad 90 % obecné indikuji, Ze potlaceni ¢i zvyraznéni
signalu zplisobené interferencemi z matrice je minimalni, coz svéd¢i o dobré selektivité

a vhodnosti zvoleného analytického postupu pro stanoveni. [55]

Na dosazenou nizkou miru matricového efektu méla zasadni vliv jednoducha, ale velmi
ucinna metoda ptipravy vzorkl. Ta spocivala v deproteinaci pomoci acetonitrilu a nasledované
centrifugaci. Tento pfistup umoznil rychlé odstranéni vétSiny interferujicich latek bez nutnosti
1 dostatecné selektivni pro ucely stanoveni ADMA a SDMA. Dale bylo mozné separovat

vzorky bez pouziti derivatizace, coz bylo pro nas velmi dulezité.

Ptestoze potlaceni signalu pii testovani matricovych efektti nebylo vysoké, mélo by do
budoucna dojit ke zlepSeni pouzitim znaCenych vnitinich standardii, které jsou momentalné

htre dostupné, proto nebylo mozné je pouzit v této diplomové praci.

Metoda vyuzivajici modifikovanou C;gkolonu vykazovala v pribéhu experimentu lepsi
separacni U€innost nez analyza na HILIC koloné¢. I pfesto ma HILIC chromatografie potencial
do budoucna, zejména pokud se podafi optimalizovat podminky mobilni faze a popiipade
nastaveni gradientu. Za piedpokladu dosazeni téchto podminek, muze byt separace na HILIC

v budoucnosti srovnatelna nebo dokonce ucinné€jsi nez separace na reverzni fazi.
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ZAVER

V ramci této diplomové prace bylo pokracovano ve vyvoji a optimalizaci metody LC-
MS/MS pro stanoveni asymetrického a symetrick¢ého dimethylargininu v lidské plazmé
s vyuzitim dvou odliSnych chromatografickych kolon — modifikované C;g kolony a HILIC
kolony. Separace na HILIC kolon¢€ nebyla tspésna. Optimalizované podminky pfipravy vzorku
umoznily pokracovat v piiprav€é metody na koloné CI18 spolarnim endcappingem.
Je velka pravdépodobnost, ze po pouziti zna¢eného vnitiniho standardu by metoda mohla byt
uspesné zvalidovana.

Vypoctené matricové efekty dosahovaly u smési vzorku od tfi osob hodnoty ME vyssi
nez 90 %, coZ sv&d¢i o minimalnim vlivu sloZité matrice plazmy na ionizac¢ni ucinnost
v hmotnostnim spektrometru. Tento vysledek potvrzuje vysokou robustnost a vhodnost zvolené

metodiky pro analyzu biologickych vzorki.

Pro ochranu hmotnostniho detektoru a prodlouzeni jeho Zivotnosti byl do systému
zafazen prepinaci ventil, ktery umoznil fizené oddé€leni nepotiebnych slozek eluatu a zabranil
tak jejich ptfimému vstupu do detektoru. Tim bylo minimalizovano riziko kontaminace zdroje

iontl a zdroven zvySena stabilita a reprodukovatelnost vysledki méfeni.
Zvoleny postup ptipravy vzorkd, zalozeny na jednoduché proteinové precipitaci pomoci
organického rozpoustédla, se ukazal byt nejen Casoveé nenaro¢ny, ale 1 vysoce u¢inny. UspéSné

odstranil vétSinu interferujicich slozek a pfispél tak ke zvySeni citlivosti a spolehlivosti

wev
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