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Abstrakt

Tato diplomova prace byla zaméfena na vyvoj separa¢ni metody pro kvalitativni analyzu
dvanacti vybranych pterinovych derivati pomoci hydrofilni interakéni kapalinové
chromatografie (HILIC) ve spojeni s tandemovou hmotnostni detekci. Pro separaci byly
pouzity dvé zwiterionické kolony, kde na silikagelovém nosi¢i byl navazan bud
sulfobetainovy ligand (kolona ZIC-HILIC) nebo fosforylcholin jako ligand (kolona ZIC-
cHILIC). Optimalizace separacnich podminek byla vedena s cilem zajistit dostatecnou
separaci analytll v akceptovatelném case. Byl sledovan vliv obsahu organického
modifikatoru a vliv koncentrace soli a jejiho pH ve vodné sloZzce mobilni faze na separaci
analytd. Optimalizované separani podminky (kolona ZIC-HILIC, mobilni faze o slozeni
83/17 (v/v) acetonitril/10 mM octan amonny, pH 6,8) byly aplikovany pro analyzu
extraktii z integumentu plostice Pyrrhocoris apterus. Extrakty byly ziskany pomoci péti
rozdilnych extrakénich cCinidel, konkrétn¢ acetonitrilu, methanolu, dimethylsulfoxidu
(DMSO) a dvou typi tzv. deep eutectic solvents obsahujicich smés cholinchloridu
amlécné kyseliny (DES 1) a smés cholinchloridu a ethylenglykolu (DES 2). Jako
nejucinngj$i extrakéni c¢inidlo se, s celkovym pocCtem osmi extrahovanych derivati
z dvanacti studovanych, ukazal byt DMSO, a naopak nejméné¢ vhodnou extrakéni
soustavou byl jeden z typi tzv. deep eutectic solvents, konkrétné DES 1, se Ctyimi
extrahovanymi derivaty. Byly nalezeny podminky hmotnostni detekce pro drosopterin

a byla provedena jeho pilotni separace.
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Abstract

This diploma thesis was focused on the development of a separation method for
qualitative analysis of twelve chosen pterin derivates by hydrophilic interaction liquid
chromatography coupled with tandem mass spectrometry detection. Two silica gel-based
columns with different ligands attached were used for the chromatographic separation —
a ZIC-HILIC column containing sulfobetaine as a ligand and a ZIC-cHILIC column
containing phosphorylcholine as a ligand. The optimizing procedure was performed to
achieve sufficient separation of the analytes in an acceptable time. Therefore, the effect
of the amount of organic modifier in mobile phases and salt concentrations and the pH of
the aqueous phase on the separation of pterin derivatives was studied. Under the
optimized separation conditions (column ZIC-HILIC, mobile phase composition 83/17
(v/v) acetonitrile/10 mM ammonium acetate, pH 6.8) the method was used for the analysis
of extracts from the integument of Pyrrhocoris apterus. The extracts were obtained using
five different extraction systems, namely acetonitrile, methanol, dimethyl sulfoxide
(DMSO) and two types of so-called deep eutectic solvents containing a mixture of choline
chloride and lactic acid (DES 1) and a mixture of choline chloride and ethylene glycol
(DES 2). DMSO was shown to be the most effective extractant, with a total of eight
extracted derivatives from the twelve studied, and in the opposite, the least suitable
extraction system was one of the so-called deep eutectic solvents, namely DES 1, with
four extracted derivatives. The conditions for tandem-mass spectrometric detection of

drosopterin were found and its pilot separation was performed.

Key words

pterins, hydrophilic interaction liquid chromatography, tandem-mass spectrometry, ZIC-

HILIC and ZIC-cHILIC columns
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Seznam zkratek a symbolu

2H-BIO
2H-NEO
4H-BIO
A.U.
BIO
CID
CZE
DAD
DES
ERY
ESI
HILIC

HPLC

IEC

IL

ISO

LC
LC-MS, LC-MS/MS

LEU
LIF
MF
MRM

MS

NEO

7,8-dihydro-L-biopterin

7,8-dihydroneopterin

(6R)-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin (sapropterin)

arbitrarni jednotka, (Arbitrary Unit)

biopterin

kolizi indukovana disociace, (Collision-Induced Dissociation)
kapilarni zonova elektroforéza, (Capillary Zone Electrophoresis)
detektor s diodovym polem, (Diode Array Detector)

deep eutectic solvents

erythropterin

ionizace eletrosprejem, (Electrospray ionization)

hydrofilni interakcni kapalinovéa chromatografie, (Hydrophilic
Interaction Liquid Chromatography)

vysokoucinna kapalinova chromatografie, (High Performance
Liquid Chromatography)

iontoveé vymeénna chromatografie, (Ion Exchange
Chromatography)

iontové kapaliny (Ionic Liquids)

isoxanthopterin

kapalinova chromatografie, (Liquid Chromatography)

kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni (tandemovou)
detekci, (Liquid Chromatography Coupled with Mass (Tandem
Mass) Spectrometry Detection)

leukopterin

laserem indukovana fluorescence, (Laser Induced Fluorescence)
mobilni faze, (Mobile Phase)

méfici mod sledovani vicero reakci, (Multiple Reaction
Monitoring)

hmotnostni spektrometr/hmotnostné-spektrometricky detektor,
(Mass Spectrometer)

D-(+)-neopterin



NP

PC
PTE
PTE-6-COOH

QQQ

ROS
RP

RTILs

SEP
SF
SIM
SRM
TIC

TLC
UHPLC

XAN

systém s normalnimi fazemi v kapalinové chromatografii, (Normal
Phase)

papirova chromatografie (Paper Chromatography)

pterin

pterin-6-karboxylova kyselina

trojity kvadrupdlovy analyzétor iontl, (Triple-Quadrupole
Analyser)

reaktivni formy kysliku, (Reactive Oxygen Species)

systém s obracenymi fazemi v kapalinové chromatografii,
(Reversed Phase)

iontové kapaliny, které jsou kapalné pti pokojové teploté, (Room
Temperature Ionic Liquid)

L-sepiapterin

stacionarni faze, (Stationary Phase)

meéfici mod sledovani vybraného iontu, (Selected Ion Monitoring)
mod sledovani vybrané reakce, (Selected Reaction Monitoring)
chromatogram celkového iontového proudu, (Total Ion Current
Chromatogram)

chromatografie na tenké vrstvé, (Thin-Layer Chromatography)
ultra-vysokouc¢inna kapalinovd chromatografie, (Ultra-High
Performance Liquid Chromatography)

xanthopterin



1 Uvod

Pteriny byly v pfirod¢ objeveny jakozto zvifeci pigmenty a poprvé byly izolovany
jiz vroce 1895 zmotyli z Celedi Pieridae (Celed bélaskoviti) [1]. Diky tspéSnému
experimentu pteriny obdrzeli sviij nazev, ktery byl odvozen z feckého slova pteron, coz
znamena kfidlo [2]. Bylo prokdzano, ze umotyli rodu bélaskovitych (Pieris),
v octomilkach (rod Drosophila), riznych obojzivelnicich a bakteriich dochazi ke vzniku
pteridinového bicyklu z guanosinu nebo guanosin monofosfatu, konkrétné z jejich
purinového kruhu [1]. Co se tyc¢e prokaryotickych organismtl, jako prvni byl objev pterind
zminén u Cyanobakterii [3].

Ne vSechny pfirozené se vyskytujici pteriny slouZzi jako pigmenty, je dokazano,
ze nekteré derivaty jsou zapojeny do syntézy nukleovych kyseliny, aminokyselin,
neurotransmiterd, monooxidas obsahujicich dusik a maji kli¢ovy vyznam jako kofaktory
enzymu [2]. Obecné jsou derivaty pterinti skupinou endogennich metabolitti, tudiZ mohou
v diagnostice slouzit jako biomarkery riznych druhi onemocnéni od autoimunitnich
az po rakovinu [4].

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout separa¢ni metodu pro analyzu dvanacti
vybranych pterinovych derivatl pomoci hydrofilni interak¢ni kapalinové chromatografie
(HILIC) ve spojeni s tandemovou hmotnostni detekci. Byla provedena optimalizace
separac¢nich podminek pro zajisténi dostatecné separace vSech studovanych derivati v co
mozna nejkratsim Case analyzy pro dva typy HILIC kolon zwitterionického typu.
Nasledné byly vysledky, ziskané na obou kolonach porovnany, vcetné analyzy extrakti
z integumentu plostic Pyrrhocoris apterus ziskanych za pouziti péti extrak¢énich soustav.
Zavérem byly optimalizovany podminky hmotnostni detekce pro drosopterin a byla

provedena jeho pilotni separace.
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2 Teoreticka cast

2.1 Pteriny

Pteriny jsou heterocyklické slouceniny, jejichz chemicka struktura je odvozena
od pyrazino-[2,3-d]-pyrimidinového bicyklického kruhu. Takto kondenzované jadro
se oznacuje jako pteridin [5]. Pteridiny jsou produkovany riznymi organismy, tudiz
ijejich biologické funkce maji velmi Siroké spektrum pusobeni [2]. Pteridinovy kruh
je vyznamnym biosyntetickym stavebnim kamenem nékolika molekul mj. listové
kyseliny [3].

Derivaty pteridinu lze dle riznych hledisek rozdelit do nékolika skupin. Podle
substituce pyrimidinoveé ¢asti cyklu se pteridiny d€li na pteriny (derivaty 2-amino-4-oxo-
3,4-dihydropteridinu) a lumaziny (derivaty 2,4-dioxo-1,2,3,4-tetrahydropteridinu),
jejichz struktury jsou zndzornéné na obrazku 1 [5]. DalSim vyznamnym derivatem,
je isoalloxazin. Jedna se také o pfirozené se vyskytujici latku, soucasné slouzici jako
zakladni skelet pro mnoho dalSich sloucenin. Lumaziny a isoalloxaziny maji shodné
substituovany pyrimidinovy cyklus a uobou sloucenin se vyskytuji oxosubstituenty

v poloze 2 a 4. [6]

YOI LD LG

pteridin pterin lumazin isoalloxazin

Obrazek 1: Strukturni vzorce pteridinu a jeho derivatli, zelené je zndzornéna rozdilna
substituce pyrimidinové ¢asti skeletu.

Dle velikosti substituentu navédzané¢ho na pyrimidinovy cyklus se mohou derivaty
pteridinu d€lit na pteriny s navdzanymi malymi substituenty (napf. neopterin, biopterin),
jez senazyvaji nekonjugované a na pteriny s vétSimi véazanymi substituenty
(pt. riboflavin), které se nazyvaji konjugované [6], [7]. Na obrazku 2 jsou pro ilustraci
znazornény struktury biopterinu a riboflavinu jakoZto zéastupcl ze skupiny
nekonjugovanych, respektive konjugovanych pterini. Jak je zobrazku 2 patrné,

riboflavin obsahuje oproti biopterinu isoalloxazin jako zékladni skelet.
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o Dbiopterm riboflavin
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Obrazek 2: Struktury biopterinu a riboflavinu pro srovnani velikosti jejich substituentt.

Tato diplomova prace se zamétuje na analyzu nekonjugovanych derivata, které obsahuji

jednodussi substituenty navazané na bicyklickém kruhu. Mezi studované nekonjugované

pteriny patii nize uvedené slouceniny:

6-biopterin (BIO),

7,8-dihydro-L-biopterin (2H-BIO),
(6R)-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin (4H-BIO),
D-(+)-neopterin (NEO),
7,8-dihydroneopterin (2H-NEO),
erythropterin (ERY),
leukopterin (LEU),
L-sepiapterin (SEP),
pterin (PTE),
isoxanthopterin (ISO),
xanthopterin (XAN),
pterin-6-karboxylova kyselina (PTE-6-COOH).

konstitucni polohové izomery

Struktury téchto zminénych derivati jsou zndzornény na obrazku 3.
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Obrazek 3: Struktury dvanacti vybranych studovanych derivata pterind.

Byl analyzovan taktéz methanolicky extrakt z oci octomilky obecné (Drosophila
melanogaster) obsahujici drosopterin. Oranzové zbarveny extrakt byl pfipraven

v laboratofi prof. E. Fonta na Univerzit¢ ve Valencii, ve gpanélsku. Strukturné

vvvvvv

pterin, jehoz struktura je zndzornéna na obrazku 4.
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Obrazek 4: Struktura drosopterinu.
2.1.1 Chemické a fyzikalni vlastnosti pterint

Ptirozené se vyskytujici pteriny jsou fotosenzitivni slouceniny, které na svétle podléha;ji
degradaci a nasledné preméné na rizné derivaty. Pteriny existuji ve tfech hlavnich
oxida¢nich  stavech, vpln¢ oxidovaném (aromatickém), semi-redukovaném
(dihydroforma) nebo v plné€ redukovaném (tetrahydroforma) stavu. Redukované derivaty
byvaji pomérné snadno oxidovany v aerobnim prostredi, zvIasté v ptitomnosti iontti kovl
[5], [8]. Pfi téchto reakcich mohou vznikat reaktivni formy kysliku. V ptirod¢ jsou
vyznamnymi piedevsim dihydro- a tetrahydroformy pterinii [6], [9].

Velké mnozstvi pterinii je zaClenéno do fady redoxné aktivnich kofaktort,
dokonce se piedpoklada, ze jsou latky redoxné aktivni samy o sob¢€. Tento mechanismus
ovSem stale zlstdva ne zcela objasnén. Existuji ovSem 1 pteriny, které nejsou spjaty
s redoxnimi reakcemi s pfisluSnymi biologickymi funkcemi. Takové pteriny byly
v n¢kterych piipadech oznaceny jako pigmenty (napt. xanthopterin, L-sepiapterin) [6].

Pteriny maji vysoky bod tani a jsou $patné rozpustné ve vodeé [10]. Ve vodnych
roztocich maji slabé kyselou povahu. Pii pH 5 lze fict, Ze se v rovnovaze nachézi jak
amidové (kyselda forma), tak fenolova skupina (bazickd forma). Hodnota pK. je pro
aromatické derivaty pfiblizné rovna 8 a pro dihydropterinové derivaty ptiblizné 10.
Pfitomnost aminoskupiny v pozici 2 zvySuje hodnotu pK,, zatimco stejné umisténa
hydroxylova skupina konstantu pKa snizuje [11]-[13].

Pteriny jsou zahrnuty v riznych fotobiologickych procesech [14]. Pokud
podléhaji excitaci UV-A zafenim (320—400 nm) mohou pteriny fluoreskovat, podléhat
fotooxidaci za vzniku rGznych produkti a také generovat reaktivni formy kysliku napf.

singletovy kyslik ('0) [12]. Bylo zjisténo, Ze fluorescenéni vlastnosti 4 vybranych
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derivati, a to pterinu, 6-karboxypterinu, 6-formylpterinu a listové kyseliny jsou
zavislé na pH, a ze nékteré anionty (fosfatovy, acetatovy) jsou za specifickych
experimentalnich podminek schopné ve vodnych roztocich vyznamné snizit jejich emisi
[14].

Absorpc¢ni spektra pterinii jsou zavisla na jejich redoxnim stavu. Fosforescencni
excitacni spektra jsou obdobna jako fluorescencni excitacni spektra a vykazuji stejna
absorpéni maxima [15]. Dva pasy fosforescence lze pozorovat diky dvéma tautomernim
formam, ve kterych se pteriny mohou vyskytovat [9]. Keto-enol tautomerie, konkrétné
laktamo-laktimo forma pterinu je zndzornéna na obrdzku 5. Laktamova forma (keto)
prevlada diky vyssi stabilité¢ nad laktimovou. [8]. VSechny dihydropterinové tautomery,

pokud nejsou vysoce substituovany, nakonec podléhaji pfeméné na termodynamicky

O
N N
) H‘\Ji j
N HN N N

enol (laktim) keto (laktam)

nejstabilng;si 7,8-dihydropterin [6].

Obrazek 5: Keto-enol tautomerni formy molekuly pterinu.

Nesubstituované pteridiny jsou rozpustné ve vodé¢, avSak nekteré funkcéni skupiny jako
napfiklad amino (-NH3) nebo keto (-C=0) snizuji jejich rozpustnost, z divodu své
schopnosti vytvaret intermolekuldrni vodikové vazby [16].

Ovsem ne vSechny piirozen¢ se vyskytujici pteridinové derivaty jsou fyziologicky
prospésné. Alkaloidy urochordamin A nebo surugatoxin jsou toxiny, pfitomné v téle

moftskych meékkysi, které ovlivituji nervovy systém [6].

2.1.2 Funkce a vyskyt pterinu v Zzivych organismech

Jak jiz bylo v uvodu zminéno, pteriny zastavaji pomérné Siroké spektrum rozmanitych
biologickych funkci, které zavisi na povaze substituentll v postrannim fetézci na uhliku
C6 nebo C7 [17]. Z hlediska hmyzu nabyvaji na vyznamu jako soucdsti pigmenti.

Pteridiny byly nalezeny v témét vSech hmyzich skupinach. Hlavnimi misty, kde dochazi

15



k jejich akumulaci u dospélych jedincii je predev§im hlava a télni pokryv (integument)
[18].

Z hmyzu je nejlépe zdokumentovana Drosophila melanogaster. Zbarveni o¢i toho
drobného hmyzu je déno pfitomnosti nékolika pterinti, a to zlutym L-sepiapterinem
(dihydropterin), ktery vykazuje intenzivni fluorescenci a vyskytuje se také u obratlovcet,
dale pak drosopterinem (dimericky pterin) a jeho dvéma izomery — isodrosopterinem
a neodrosopterinem, které jsou zodpovédné za oranzové az Cervené zabarveni oci. Pteriny
jsou ptitomny také v motylich kiidlech [9], [16], zejména L-sepiapterin, xanthopterin
a leukopterin [12]. Vyskyt drosopterinu a jeho derivati je také CasteCn¢ zodpovédny
za ornamentalni zbarveni integumentu jeStérek (Cervené zbarveni), k némuZz mimo jiné
pfispivaji 1 karotenoidy (Zluto-oranZzové zbarveni) [19]. TaktéZz bylo prokazano,
ze za zbarvenim dorzalni ¢asti klize u vybranych druhii Zab stoji nékteré pteridinoveé
derivaty, konkrétn€ pterin-6-karboxylovd kyselina, xanthopterin, isoxanthopterin
a erythro-biopterin spolu s 6-hydroxymethylpterinem [20].

Pteriny se nalézaji v pomémné velkém mnoZstvi v modro-zelenych fasach,
ve fotosyntetickych (molybdopteriny) i1 nefotosyntetickych bakteriich, stejné¢ tak
jako v methanobakteriich (methanopterin) [3], [16].

Pteriny funguji jako enzymy i jako vyznamné kofaktory enzymu. Fyziologicky
nejvyznamnéjSim nekonjugovanym derivatem je tetrahydrobiopterin. Je piitomen
v kazdé buiice lidského téla. Prave diky své vyznamné roli kofaktoru je soucasti skupiny
enzymu z tiidy oxidoreduktas, konkrétné¢ hydroxylas pulsobicich na aromatické
aminokyseliny, alkylglycerol monooxygenas a vSech tfi izoforem NO-synthas [17].
Derivaty pterini jsou obecné riiznorodou skupinou endogennich metabolitii, ¢imz mohou
fungovat v diagnostice jako biomarkery zanétl, autoimunitnich onemocnéni nebo
rakoviny [11], [4], [17], [21]. V eukaryotickych organismech byly role pteridinovych
derivatli intenzivné studovany ptedevSim pro jejich metabolickou roli redoxnich
kofaktort [3]

Pteriny také funguji jako inhibitory. Enzym pteridinreduktasa se nachazi
v protozoarnich parazitech z tadu Trypanosom. Jeho vlastnosti byly studovany s cilem

zlepsit terapii infekénich onemocnéni, které tito prvoci zptusobuji. [22].
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2.1.3 Metody analyzy pterint

Nejvice pouzivanymi chromatografickymi technikami pro studium pterin
je vysokoucinna kapalinovd chromatografie v reverznim moédu (RP-HPLC) nebo
hydrofilni interakéni kapalinovd chromatografie (HILIC). Plné aromatické formy
pterinovych derivatu vykazuji fluorescenci a jejich analyza je tedy mozna jiz pii nizkych
koncentracich za pouziti fluorescencniho detektoru. Pro analyzu redukovanych derivati
(tetrahydropterinovych) se mohou s vyhodou vyuzivat elektrochemické detektory [8].

Vzhledem k velkému vyznamu tetrahydrobiopterinu ve fyziologickych procesech
u cloveéka je znacna pozornost vénovana analyzam pterini v biologickych vzorcich,
zejména v télnich tekutindch (krevni sérum, mo¢ atd.). Jako potencidlni biomarkery
rakoviny byly pteriny, pfitomné v moci, analyzovany pomoci RP-HPLC a HILIC
chromatografie s UV a fluorescencni detekci. Tyto techniky se nejvice vyuZivaji pro
kvantitativni analyzu. Testovany byly dvé kolony C8 a C18 pro RP-HPLC a HILIC
kolona s navdzanymi zesitovanymi diolovymi skupinami na silikagelu. Vyvinuté metody
byly nasledné aplikovany na osm vybranych pterinovych derivat, konkrétné 6,7-
dimethylpterin, pterin, 6-OH-methylpterin, biopterin, isoxanthopterin, D-neopterin,
xanthopterin a pterin-6-karboxylovou kyselinu. Pro lepsi pochopeni separacniho
mechanismu byly vyuzivany rozdilné mobilni faze s acetonitrilem nebo methanolem jako
organickym modifikatorem a jako vodna slozka byly testovany octan amonny, fosfatovy
kvality separace [23].

Metoda HILIC ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii byla pouzita
pro analyzu dvanacti vybranych pterinovych derivatu vcetn¢ oxidovanych, dihydro-
a tetrahydroforem, nachézejicich se v lidské moci. Pro separaci byla vybrana ZIC-HILIC
zwitterionickd sulfobetainovd kolona. Byla optimalizovana metoda, pifi které doslo
pomoci gradientové eluce k separaci analytl do 20 minut. Mimo jiné byla testovana
stabilita realnych vzorkt po pfidani stabiliza¢niho ¢inidla dithiothreitolu [24]. Na skupinu
poléarnich bazickych pterintl, jmenovité D-neopterinu, biopterinu, 7,8-dihydroneopterinu
a 7,8-dihydrobiopterinu, byla aplikovana hybridni HILIC-UHPLC technika ve spojeni
s fluorescen¢ni a hmotnostni detekci. Cilem bylo zjiSténi retencnich vlastnosti staciondrni

faze jejim otestovanim nékolika parametry — vlivem sloZeni MF, typem pufru a jeho
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hodnotou pH — pro separaci pterinti. Bylo zjisténo, ze nejvétsi vliv mél obsah ACN jako
organického modifikatoru [25].

Pro analyzu vybranych pterini, konkrétné¢ biopterinu, isoxanthopterinu,
xanthopterinu, leukopterinu, D-neopterinu a erythropterinu, které se vyskytuji u dvou
druhii plostic rodu Graphosoma, byla vyvinuta metoda HILIC chromatografie ve spojeni
s tandemovou hmotnostni spektrometrii. Byly pouzity dva typy kolon se silikagelovou
a zwitterionickou, sulfobetainovou staciondrni fazi. Jako vodna slozka mobilni faze byly
pouzity pufry octan amonny a mravencan amonny. Byl sledovan vliv objemového
pomeéru organického modifikéatoru k vodné slozce a ukdzalo se, ze ZIC-HILIC kolona
(se sulfobetainem v SF) poskytuje vyssi retenci sledovanych analytli a zaroven vyssi
ucinnost a selektivitu separace oproti druhé koloné€ [26].

Iontové-vyménnd chromatografie s fluorescenéni detekci byla aplikovéana
na skupinu nekonjugovanych pterinii — isoxanthopterinu, xanthopterinu, pterinu, pterin-
6-karboxyloveé kyseliny, biopterinu, D-erythro-neopterinu, L-threo-neopterinu, 6-
methylpterinu, pterin-6-karboxaldehydu a 6-hydroxymethylpterinu. Pro separaci byl
pouzit silny katex snavazanymi sulfoskupinami (-SOzH). S methanolem jako
organickym modifikdtorem dosSlo k separaci vSech derivatl, vcetné problematické
dvojice pterin-6-karbaldehyd a xanthopterin [27].

Spojeni LC-MS bylo vyuzito i pro analyzu pterini v rostlinnych vzorcich [28]
a v extraktech z rajcat [29]. U analyz zaméfenych na hmyzi jedince, bylo pro identifikaci
pteridinh v Anastrepha ludens vyuzito RP-HPLC soucasn¢ s tenkovrstevnou
chromatografii (TLC) [18]. Pro analyzu pterint, pfitomnych ve vzorcich zfas byla
vyuzita i papirova chromatografie (PC) [30].

Deset pterinovych derivatl, jmenovité L-sepiapterin, 7,8-dihydroxanthopterin, 6-
biopterin, D-neopterin, pterin, isoxanthopterin, leukopterin, xanthopterin, erythropterin
a pterin-6-karboxylova-kyselina, bylo identifikovano a kvantifikovano pomoci kapilarni
zonove elektroforézy (CZE) s detekei diodovym polem (DAD). Optimalizovanid metoda
byla aplikovana na extrakty z integumentu plostic. Doba analyzy neptfesédhla 22 minut
[31]. Citliva, laserem indukovana fluorescencni detekce (LIF) byla pouzita pro CZE

analyzu pterintl, vyskytujicich se v mo¢i [32], [33].
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2.2 lontové kapaliny

V této diplomové praci byly pro extrakci pterini z integumentu plostic Pyrrhocoris
apterus jako extrak¢ni ¢inidla pouzivany dva druhy specidlnich iontovych kapalin.

Pojmem iontové kapaliny (ILs) se oznacuji soli, které maji bod tani nizs$i nez
100 °C asestavaji se ze dvou casti. Z vétSiho organického kationtu a mensiho
anorganického ¢i organického aniontu. V soucasnosti je znamo velké mnozstvi iontovych
kapalin a vice jak 400 je jich komer¢né dostupnych [34], [35]. Stfedem pozornosti jsou
piredev§im ty iontové kapaliny, které jsou v kapalném stavu pii laboratorni teploté
a oznacuji se zkratkou RTILs z anglického room temperature ionic liquids [34]. Jako
kation se nejcastéji pouziva amonny, méné fosfoniovy nebo sulfoniovy a jako anion se
vyuziva naptiklad chloridovy, hydrogensulfatovy nebo dimethylfostatovy [35]. Praveé
obsahem organického kationtu se RTILs odliSuji od konvenénich roztavenych soli
obsahujicich anorganicky kation [36].

Chemické 1 fyzikalni vlastnosti jsou zavislé na délce alkylového fetézce a povaze
aniontu. Pravé témito parametry lze pii syntéze iontovych kapalin jejich vlastnosti
ovlivnit [34]. Mezi zdkladni vlastnosti iontovych kapalin patii jejich schopnost
se solvatovat [34], avSak povaha solvata¢niho procesu zlstava nadale malo objasnéna,
podobné jako vztah mezi strukturou a polaritou rozpoustédla [37].

Nespornou vyhodou iontovych kapalin je témét nulova tenze par (nedochazi
k jejich odpafovani ani pii vyssi teplot€), diky cemuz jsou vyuzitelné tam, kde
je nezadouci tékavost organickych rozpoustédel. Vyznacuji se také nehoflavosti, nizkou
toxicitou a vysokou teplotni stabilitou, kterd je taktéz zavisld na jejich slozeni.
Termostabilita roste se zvétSujici se velikosti aniontu [34].

Iontové kapaliny se v soucasnosti t&€$i velké oblibé i pro jejich nizkou nebo
nulovou toxicitu, ¢imZ napliuji pojem ,,green chemistry* [34] a jejich vyzkum neustale
probihd, ¢emuz odpovidd znaéné mnozstvi publikovanych praci.

Zanovou tfidu iontovych kapalin by se daly povazovat tzv. deep eutectic solvents,
zkracené DESs, protoze sdili n€které vlastnosti s vySe popsanymi iontovymi kapalinami
(ILs) [38]. V literatufe jsou pojmy DESs a ILs casto zaméiovany, ackoli se jedna
o rozdilné typy rozpoustédel. Oproti ILs, které se sestavaji z jednoho aniontu a kationtu,
jsou DESs vytvorené z eutektické smési. Obecné jsou DESs molekularni komplexy,

vytvorené z eutektické smési Lewisovy nebo Breonstedovy kyseliny nebo béaze s riznymi
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kationty ¢i anionty. Typicky se tvofi mezi jednoduchou halogenidovou soli
(cholinchlorid, halogenidy fosfonia) a donorem vodikové vazby (mocovina, karboxylova
skupina atd.). Fyzikalni vlastnosti ILs a DESs jsou shodné, lisi se chemickou povahou,
ktera nasledné definuje oblast jejich pouziti [38]—[40].

DESs maji vétsi potencial k ptizptisobeni rozpoustédel urcitému typu chemie.
Mezi dalsi nesporné vyhody patfi nizka tenze par, nehoflavost a relativné Siroky rozsah,
vnémz se nalézaji v kapalném skupenstvi. Prestoze jsou jednotlivé slozky
DESs rozpoustédel dobie toxikologicky charakterizovany, existuje doposud velmi malo
informaci o toxikologickych vlastnostech samotnych rozpoustédel [38], [41].

Jejich ptiprava je snadnd, obvykle staci smisit dvé vybrané slozky pii soucasném
mirném zahiivani smési. Pravé diky jednoduchosti ptfipravy jsou v porovnani s ILs
vyrobni naklady nizké, coz umoziuje jejich pouziti ve velkém méftitku. [38]. Dva typy
téchto DESs smési byly v této diplomové praci vyuzity jako extrakéni ¢inidla pro extrakei

pterinl z integumentu plostic Pyrrhocoris apterus.

2.3 Hydrofilni interakéni kapalinova chromatografie

Termin hydrofilni interakéni kapalinovd chromatografie (HILIC) byl poprvé
pouzit v publikaci Andrewa J. Alperta v roce 1990, ackoli tato technika byla vyuZzivana
jiz diive [42]. Oproti chromatografii s normalnimi fazemi (NP-LC) a chromatografii
s obracenymi fazemi (RP-LC) ma HILIC mnoho vyhod, avSak nékteré¢ parametry sdili
HILIC s ostatnimi médy LC. Vyuziva poléarni stacionarni faze jako u NP-LC, umoziuje
analyzu nabitych sloucenin stejn¢ jako iontové-vyménnd chromatografie (IEC) a povaha
mobilni faze je obdobnd jako u RP-LC. Prolinani aspekti jednotlivych
chromatografickych technik je zobrazeno na obrazku 6.

Obliba této techniky v soucasnosti stale roste, a to praveé diky zvySujici se potiebé
analyzy polarnich latek v komplexnich smésich. Dal$im divodem je i Casté spojeni
HILIC chromatografie s hmotnostni detekci. Mobilni faze s vys$$im obsahem organického
modifikatoru jsou vhodné pro ionizaci elektrosprejem pii hmotnostni detekci [43].
Uspésné je HILIC chromatografie vyuZzivana v analyzach peptidi [44], sacharidd [45],
polarnich 1éCiv [46] a nabitych sloucenin [47]. Pteridiny a jejich derivaty se fadi
do skupiny polarnich bazickych sloucenin, a jsou proto vhodnymi adepty na HILIC
analyzu [48].

20



Obrazek 6: Schéma naznacujici piekryv HILIC moddu s jednotlivymi LC mody; HILIC —
hydrofilni interakéni kapalinovd chromatografie, NP — chromatografie s normalnimi
fazemi, RP — chromatografie s obracenymi fazemi, IEC - iontové-vymeénna
chromatografie, SF — stacionarni faze, MF — mobilni faze; pievzato a upraveno dle [47].

2.3.1 Mechanismus

Mechanismus hydrofilni interak¢ni kapalinové chromatografie je pomérné komplikovany
proces. Je zaloZen jednak na pfimé interakci stacionarni faze s analytem (adsorpce) a také
na nepiimé interakci analytu se stacionarni fazi, kterd je dédna rozdélovanim polarniho
analytu mezi mobilni fazi a vodnou vrstvu, imobilizovanou na povrchu hydrofilni
stacionarni faze. Imobilizovany vodny film vznika v disledku adsorpce molekul vody na
stacionarni fazi [47].

Cim vice je tedy analyt hydrofilni, tim vice je délici rovnovaha posunuta smérem
k imobilizované vodné vrstvé v SF, a tudiz je analyt vice zadrzovan. Dochézi tedy
k separaci zalozené na polarité slouceniny a stupni solvatace [47].

Hlavnim parametrem, ovliviiujicim retenci je pravé rozdélovani analytu mezi
vodou obohacenou vrstvu staciondrni faze a relativné hydrofobni mobilni fazi [43].
Vyznamnym podilem zde pfispivaji taktéz sekundarni elektrostatické interakce [49]
a vodikové vazby [50]. Tyto sekundédrni interakce se mohou podstatn¢ odliSovat
v zévislosti na pouzitych aditivech v mobilni fazi (kyseliny nebo soli) [48]. Schematicky

je separac¢ni mechanismus v HILIC chromatografii zobrazen na obrazku 7.
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Obrazek 7: Mechanismus HILIC chromatografie, prevzato a upraveno dle [51].

2.3.2 Mobilni a stacionarni faze pouzivané v HILIC

chromatografii

Stacionarni faze pouzivané v hydrofilni interak¢ni kapalinové chromatografii jsou
polarniho charakteru, obdobné jako u chromatografie s normalnimi fazemi (NP-LC).
Mohou byt neutralni nebo nabité. Pouziva se Cisty silikagel, popf. silikagel modifikovany
aminem, polysukcinimidem nebo jinymi polarnimi funkénimi skupinami (diolovou,
polyethylenglykolovou, kyano- nebo nitrilovou skupinou) [47], [52]. Déle se vyuzivaji
faze zalozené na polymernich slouceninach [47] nebo stacionarni faze na bazi
cyklodextrinu vhodné pro chirdlni separace [52]. Zwitterionické stacionarni faze byly
puvodné urceny pro pouziti v iontové-vyménné chromatografii, nasly ovSem uplatnéni
1 v HILIC mo6du. Komeréné se prodavaji pod obchodnimi znackami ZIC-HILIC
(se silikagelovym nosicem) a ZIC-pHILIC (s polymernim nosi¢em) [52].

V této praci jsou pouzivany dva typy zwitterionickych kolon. Obé€ jako nosic
obsahuji silikagel, na kterém je navdzany sulfobetain (kolona ZIC-HILIC) nebo
fosforylcholin (kolona ZIC-cHILIC). Oba navazané derivaty obsahuji kladné nabity
kvarterni amoniovy dusik. Sulfobetain mimo jiné obsahuje zaporné nabity zbytek

sulfonové kyseliny (sulfoskupinu) a fosforylcholin naproti tomu negativni zbytek
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fosforecné kyseliny (fosfoskupinu). Anion i kation u obou stacionarnich fazi jsou
v poméru jedna ku jedné, ndboje se navzdjem kompenzuji, a proto je vyslednd molekula
elektroneutralni. Struktury sulfobetainové a fosforylcholinové stacionarni faze jsou

znazornény na obrazku 8.
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Obrazek 8: Struktury stacionarnich fazi v HILIC chromatografii pouzivanych v této
diplomové praci; A — struktura sulfobetainové SF (kolona ZIC-HILIC), B — struktura
fosorylcholinové SF (kolona ZIC-cHILIC).

Mobilni faze, které se v HILIC vyuzivaji jsou podobné fazim, pouzivanym
v chromatografii s obracenymi fazemi (RP-LC). Jsou polarni s velkym podilem
organického modifikatoru (60 - 90 obj. %), nejcastéji se jedna o acetonitril pfipadné
methanol, a vodnou slozku, ktera je tvofena roztokem pufru, organické kyseliny nebo
baze [47].

HILIC se pomérné snadno kombinuje s riznymi detekénimi technikami jako je
napi. UV spektrofotometrie, fluorescenéni nebo refraktometrickd detekce. Diky
vysokému obsahu organického modifikatoru v mobilni fazi v HILIC chromatografii je

tento separa¢ni mod vyhodny pro spojeni s hmotnostni detekei [47].
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2.3.3 Hmotnostni detekce

Ve spojeni s HILIC chromatografickou metodou byla v této préci jako detekeni technika
zvolena hmotnostni detekce (MS) s ionizaci elektrosprejem a trojitym kvadrupdlovym
analyzatorem.

Ionizace elektrosprejem (ESI) patfi mezi nejmek¢i ionizacnich techniky, protoze
mnozstvi energie dodavané analytu je relativné malé. Z tohoto diivodu dochazi u ESI
k malé fragmentaci v porovnani s jinymi, tvrd§imi ionizanimi technikami [53]. Pfi
fragmentaci mtze dochazet jak ke ztrat¢ vodikového protonu [M-H], tak k jeho pftijeti
[M+H]", podle toho, v jakém moédu piistroj operuje (negativni/pozitivni) a k vytvoieni
tzv. molekulového iontu. V pfitomnosti soli mize dochézet ke vzniku aduktt s anionty
(Gasto C17) nebo kationty (nejcast&ji K, Na") [53], [54]. Velkou vyhodou ESI je jeho
aplikovatelnost pro Siroky okruh sloucenin, od anorganickych ionti [55] az po vétsi
biomolekuly (peptidy, proteiny, aminokyseliny) [54]. Tento pomérn¢ jednoduchy zpiisob
ionizace probiha za atmosférického tlaku a pii mirné teploté. Cely proces probihajici
v ESI-MS lze priméarné rozdélit do tfech zakladnich krokd. Prvné dochazi k rozpraseni
vzorku (tzv. nebulizaci) na drobné elektricky nabité kapicky, néasledované uvolnénim
jednotlivych iontd z kapicek, jez jsou transportovany =z oblasti zdroje ionizace
do hmotnostniho analyzatoru, ktery jiz pracuje pod plnym vakuem [56].

Kvadrupélovy analyzator se sestava ze Ctyf podélnych kovovych tyc¢i, na které je
piivadéno napéti. Kombinaci méniciho se (vysokofrekvencniho) a konstantniho napéti
1ze vyselektovat pomérné zké pasmo hodnot m/z (pomér hmotnosti ku néboji). Praveé
zmeénou napéti v Case, lze skenovat napii¢ rozsahem m/z hodnot a nasledné ziskat
hmotnostni spektrum. Spojeni tiech kvadrupolovych analyzatora (QQQ) je jednou
z moznosti realizace tandemové hmotnostni spektrometrie (MS/MS). Zna¢nou vyhodou
tandemové MS je zvySena specifita hmotnostni analyzy oproti jednokrokové [53]. Prvni
(Q1) aposledni (Q3) kvadrupdl slouzi jako hmotnostni filtry (pro hmotnostni analyzu).
Prostiedni (Q2) potom jako oblast pro zadrzovani iontd a jako kolizni cela, kde mohou
ionty ve styku s inertnim plynem podléhat fragmentaci. [54], [57].

Diky sériovému zapojeni kvadrupoli lze prvni a posledni kvadrup6ly nastavit bud’
na konstantni hodnoty m/z, nebo skenovat v rozsahu hodnot m/z, coZ umoziuje vyuZziti

MS v nekolika operacnich médech [54].
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V modu SCAN pracuje hmotnostni analyzator v rezimu jednoho kvadrupdlu, ktery
umoznuje propousténi vSech iontd pfimo na detektor. Tim lze obdrzet celkové hmotnostni
spektrum daného vzorku, z néjz lze vybrat konkrétni hodnotu m/z jako prekurzorovy ion.

V moédu SIM, z angl. selected ion monitoring, pfistroj operuje v rezimu jednoho
kvadrupdlu, ktery umozni propustit jednu nebo vice zvolenych specifickych hodnot m/z,
které nasledné dopadaji na detektor [57], [58].

Moédy Product Ton a MRM, z angl. multiple reaction monitoring, maji spole¢né, ze
hmotnostni analyzator pracuje v rezimu vSech tfi kvadrup6la a druhy kvadrupol funguje
jako kolizni cela. Vmodu Product Ion prochazi zvolena hodnota m/z prvnim
kvadrupolem, v Q2 podléhd fragmentaci a vzniklé ionty prochdzi Q3 az na detektor.
V moédu MRM opét prvnim kvadrupdlem projde definovana hodnota m/z, kterd je
nasledné St€pena v kolizni cele Q2 a tfetim kvadrupdlem prochézi zvolena hodnota m/z,
ktera je detekovana. MRM je velmi casto vyuzivdn ve spojeni s kapalinovou
chromatografii (LC-MS) a poskytuje pomérné velkou citlivost (nejvyssi citlivost méteni

ze vSech modi) [53], [54], [58].

25



3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie

Seznam chemikalii pouzivanych pro pfipravu mobilnich fazi, pufrl, rozpoustédla

pouzivana k ptipravé standardnich roztokli analyzovanych pterind aj.:

acetonitril (ACN), &istota 99,9 % pro LC-MS (Honeywell Riedel-de-Haén™,

Seelze, Némecko)

dimethylsulfoxid, &istota pro headspace GC (SupraSolv®, Sigma-Aldrich®,
St. Louis, USA)

octan amonny, Cistota > 98,5 % p.a. (Penta s.r.o., Praha, Ceska republika)

octova kyselina, ¢istota > 99 % p.a. (Penta s.r.o., Praha, Ceska republika)
deionizovand voda, Gprava pomoci zatizeni Ultrapur pro ptipravu ultracisté vody

deionizaci (vodivost 0,06 pS-cm-1) (Watrex®, Praha, Ceska republika).

Jako kolizni, nebuliza¢ni a suSici plyn byl pouzivan dusik.

3.1.1 Standardy analyzovanych latek

Pro analyzy byly pouzivany standardy dvanacti pterinii:

6-biopterin (BIO), &istota > 97 % (Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA)
(6R)-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin dihydrochlorid (4H-BIO), ¢istota > 98 %
(Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA)

7,8-dihydro-L-biopterin (2H-BIO), &istota > 94 % (Sigma-Aldrich®, St. Louis,
USA)

D-(+)-neopterin (NEO), ¢istota > 97,5 % (Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA)
7,8-dihydroneopterin (2H-NEO), ¢&istota > 97 % (Sigma-Aldrich®, St. Louis,
USA)

erythropterin (ERY) (Serva Feinbiochemica, Heidelberg, Némecko)
isoxanthopterin (ISO), &istota > 97,5 % (Honeywell Fluka™, Seelze, Némecko)
xanthopterin monohydrat (XAN), &istota > 97 % (Honeywell Fluka™, Seelze,
Némecko)

leukopterin (LEU), &istota 95 % (Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA)
L-sepiapterin (SEPIA) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA)
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e pterin (PTE), &istota 95 % (Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA)
e pterin-6-karboxylova kyselina (PTE-6-COOH), ¢istota > 98 % (Sigma-Aldrich®,
St. Louis, USA).

Jelikoz standard drosopterinu neni komeréné dostupny, byl pro analyzy vyuzivan

methanolicky extrakt z o¢i octomilky obecné (Drosophila melanogaster).

3.2 Pripravy roztoku
3.2.1 Priprava mobilni faze

Jako mobilni faze byla pro separaci pouZivana smés acetonitrilu a octanu amonného, ktera
byla zvolena na zakladé¢ publikace [26]. Mobilni faze byla pfipravena smichdnim
piislusnych objemt organického modifikatoru (ACN) a vodné slozky (pufru). Octanovy
puftr byl pfipraven odvazenim odpovidajiciho mnozstvi octanu amonného, kvantitativnim
pievedenim a rozpusténim navazky v deionizované vodég, popt. naslednou upravou pH.
Navazky pouzivané pro piipravu pufru o objemu 250 ml dané koncentrace jsou uvedeny

v tabulce 1.

Tabulka 1: Navazky CH3COONH4 pouZzivané pro ptipravu 250 ml vodné slozky mobilni
faze o prislusné koncentraci.

3
CcHscoonH, [mmol-dm™] mcy,coonn, (8]

5 0,0964
10 0,1927
25 0,4818

3.2.2 Priprava standardnich roztoku

Zasobni roztoky standardli pterini o rozdilnych koncentracich byly pfipraveny
navazenim odpovidajictho mnozstvi standardu, kvantitativnim pfevedenim
a rozpusténim v 1 ml dimethylsulfoxidu. Zasobni roztoky byly skladovany v tmavych

vialkach obalenych parafilmem a ptekrytych alobalem, umisténych v lednici.
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3.2.3 Priprava smésného roztoku 12 pterint

Ptiprava smésného vzorku byla provedena smichanim odpovidajicich objemt zasobnich
roztoki standardi jednotlivych derivati tak, aby vysledna koncentrace smésného vzorku
byla 0,01 mg'ml'. Objemy odméfené k ptipravé 1 ml smésného roztoku jsou uvedeny

v tabulce 2.

Tabulka 2: Objemy a koncentrace jednotlivych standardnich roztokd pterin pouzitych
k ptipravé 1 ml smésného roztoku 12 pterini o vysledné koncentraci pterind
0,01 mg-ml™!, objem do 1 ml doplnén 398 pl ACN.

derivat cm [mgml™]  V[pl]

SEPIA 0,20 50
PTE 0,06 167
4H-BIO 1,00 10
BIO 1,00 10
ISO 0,05 200
2H-BIO 1,00 10
XAN 1,00 10
LEU 0,40 25
NEO 1,00 10
ERY 0,20 50
2H-NEO 1,00 10
PTE-6-COOH 0,20 50

3.2.4 Priprava vzorku extraktu z integumentu Pyrrhocoris

apterus

Integumenty z plostic P. apterus, dodané doc. Exnerovou z Katedry zoologie, byly
nejprve rozstiihany na kousky cca 2 x 2 mm a pfiblizné¢ 7 mg integumentu bylo poté
pomoci pinzety vloZeno do kazdé Eppendorfovy mikrozkumavky a zalito 1,0 ml
piislusného rozpoustédla. Poté byly mikrozkumavky umistény na temné misto
a ponechany samovolné extrakci pii laboratorni teploté. Ze vzorku bylo v ur€itych
casovych intervalech odebirano 200 pl extraktu, ktery byl nasledné analyzovan a poté

vracen do mikrozkumavky k ptivodnimu roztoku.
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Obrazek 9: Plostice Pyrrhocoris apterus.

3.2.5 Priprava extrakénich €inidel DES

Jako extrak¢ni soustavy byly vyuzivany dva typy tzv. deep eutectic solvents. DES 1

obsahoval cholinchlorid a mlécnou kyselinu, DES 2 byl smési cholinchloridu

a ethylenglykolu. Ob& smési byly pfipraveny smisenim vychozich latek v molarnim

poméru 1:1 a zahfivanim na 80 °C aZ do vzniku homogenni smési.

3.3 Instrumentace

3.3.1 Pouzité pristroje a pomucky

analytické vahy APX-100 (Denver Instrument, New York, USA)

hmotnostni spektrometr Agilent Technologies 6460 Triple Quad LC/MS
(Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko) s trojitym kvadrupdlovym
analyzatorem

pH metr Jenway 3510 (Jenway®, Stone, Velka Britanie)

ultrazvuk LC30H (P-LAB a.s., Praha, Ceska republika)

vysokoucinny kapalinovy chromatograf Agilent Technologies series 1290
(Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko) s UV-Vis spektrofotometrickym
detektorem s diodovym polem, termostatovanym autosamplerem, kolonovym
termostatem a kvarterni vysokotlakou pumpou se zabudovanym odplynovacem
mobilni faze

kolony:

1. SeQuant ZIC-HILIC, 150 x 4,6 mm, zrnéni 3,5 pm

2. SeQuant ZIC-cHILIC, 100 x 2,1 mm, zrnéni 3,0 pm

ob¢ (Merck, Darmstadt, Germany)
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3.3.2 Pouzivany software

Pro jednotlivé tkony spojené s méfenim a vyhodnocovanim experimentalnich dat byl
vyuZivan niZe uvedeny software:
e pro sbirani dat byl pouzivan LC/MS Data Acquisition for 6400 Series Triple
Quadrupole, verze: B.07.00 (Agilent Technologies, Santa Clara, USA)
e pro vyhodnocovéani chromatogramti: Qualitative Analysis, verze: B.06.00
(Agilent Technologies, Santa Clara, USA).
e pro tvoreni graf: OriginPro 2016 (64-bit), verze: b9.3.226 (OriginLab
Corporation, USA).
e pro vytvafeni strukturnich vzorci: ChemDraw, verze: 16.0.1.4 (77)

(PerkinElmer Informatics, Inc., USA).

3.4 Experimentalni podminky meéreni
3.4.1 Podminky hmotnostni detekce

Veskera méteni byla provedena metodou LC/MS s ionizaci elektrosprejem a trojitym
kvadrupolovym analyzatorem. Experimentalni podminky ESI byly pievzaty z publikace
[26]:

e polarita ionizace: pozitivni

e napéti na sprejovaci kapilare: +5,5 kV

e pritok susiciho plynu: 10 I'min!

e teplota susiciho plynu: 350 °C (623,2 K)

e tlak nebulizacniho plynu: 55 psi (379,2 kPa).

Vychozi experimentalni podminky hmotnostniho analyzatoru byly také ptevzaty
z publikace [26] a [59], s vyjimkou drosopterinu. Shrnuti podminek pro tandemovou

hmotnostni detekci je uvedeno v tabulce 3.
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Tabulka 3: Ptehled relativnich molekulovych hmotnosti (M:) m/z prekurzorovych
a produktovych iontd a optimalnich hodnot koliznich energii a fragmentacnich napé&ti
pro MS/MS detekei, pievzato z publikace [26] a [59].

derivat M,  prekurzorovy produktovy fragmentaéni  kolizni energie
ion [m/z] ion [m/z] napéti [V] [eV]
PTE 163,13 164,1 119,1 100 20
ISO 179,14 180,1 135,1 125 20
XAN 179,14 180,1 135,1 125 20
LEU 195,14 196,1 140,1 120 16
PTE-6-COOH 207,15 208,1 162,1 100 15
BIO 237,22 238,1 178,1 115 17
SEP 237,22 238,2 165,1 120 20
2H-BIO 239,24 239.9 164,9 100 20
4H-BIO 241,25 241,9 165,9 130 15
NEO 253,22 2542 206,0 115 14
2H-NEO 255,23 256,0 164,9 100 20
ERY 265,19 266,1 220,1 110 8

3.4.2 Podminky chromatografické separace

Jako vychozi experimentdlni podminky chromatografické separace byly na zakladé
publikace [26] urceny:

e mobilni faze: ACN/CH;COONH4

e koncentrace mobilni faze: 5 mM

e pritok mobilni faze: 0,5 ml-min~"

e teplota na kolonég: 30 °C
Pro chromatografickou separaci byly v této praci vybrany dvé chromatografické kolony,
jejich srovnani je uvedeno v tabulce 4. Kolony maji stejny typ nosi¢e stacionarni faze —
silikagel, na prvni z nich je na nosi¢ navdzany sulfobetainovy ligand (ZIC-HILIC),

na druhé je na silikagel navdzany fosforylcholin (ZIC-cHILIC). Kolony se také lisi

rozméry, velikosti porti a zrnénim.
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Tabulka 4: Srovnani parametri obou pouzivanych chromatografickych kolon.

Srovnani parametri pouZivanych separacénich kolon

poradi: 1 2
typ kolony: SeQuant® SeQuant®
ZIC®-HILIC ZIC®-cHILIC
zakladni ¢astice silikagel silikagel
funk¢éni skupina sulfobetain fosforylcholin
HO-O FHO-®
velikost ¢astic 3,5 um 3 um
velikost péri 200 A 100 A
délka kolony 150 mm 100 mm
vnitini primér kolony 4,6 mm 2,1 mm
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4 Vysledky a diskuze

Tato kapitola se zamétuje na popis a shrnuti dosazenych vysledkli béhem optimalizace
LC-MS metody pro kvalitativni analyzu vybranych pterini. Jsou porovnavany
a diskutovany vysledky ziskané z méfeni extraktli z integumentu plostice Pyrrhocoris
apterus a porovnani profilu pterind, detekovanych pro jednotlivd extrakéni cinidla
v riiznych ¢asovych usecich.

Diky polarni povaze funkénich skupin analyzovanych derivati pterinii byl pro
separaci vyuzit HILIC moéd. V poradi prvni testovand zwitterionicka sulfobetainova
kolona ZIC-HILIC (150 x 4,6 mm) byla pouZita k zdkladnimu studiu vlivu jednotlivych
parametrl (obsah organického modifikatoru, koncentrace pufru, pH) na retenci a separaci
dvanacti derivath pterinii. Optimalizované podminky pak byly vyzkouSeny 1 pro druhou
testovanou kolonu a vysledky, dosazené v obou separacnich systémech, byly
navzajem porovnany a diskutovany.

Jako mobilni faze byla pro chromatografickou separaci pouzita smés acetonitrilu
(ACN) jako organického modifikatoru a roztok octanu amonného (CH3COONH4),
o riznych koncentracich a hodnotach pH, jako vodna slozka mobilni faze, kompatibilni
s ESI-MS detekeci.

Nasledujici parametry byly stejné pro ob¢ testované kolony: davkovany objem
vzorku 10 pl a teplota na kolon¢ 30 °C. Objemova pritokova rychlost byla pro prvni
testovanou kolonu 0,5 ml'min~!, pro druhou, krat§i kolonu byl vhodn&jsi pritok
0,2 ml'min'. Optimalizace separace byla vedena smérem k rozdéleni co nejvice analytt

v akceptovatelném Case pi1 zachovani dostatecné separacni €innosti.

4.1 Kolona ZIC-HILIC (150 x 4,6 mm)
StéZejnim oddilem experimentalni ¢asti této diplomové praci jsou analyzy pterini
provadéné na zwitterionické koloné¢ ZIC-HILIC, jejiz zéklad je tvofen silikagelovou
matrici s navazanymi sulfobetainovymi ligandy. Na této prvni testované koloné prob&hlo
testovani jednotlivych parametrii a optimalizace separacnich podminek a nasledné

analyzovani realnych extraktu.
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4.1.1 Vliv organického modifikatoru na separaci

Na zékladé informaci z publikace [26] bylo pro prvni experimenty zvoleno nasledujici
slozeni MF: ACN/5 mM CH3COONH4, pH 6,8. Pro testovani vlivu obsahu organického
modifikatoru na separaci pterinti bylo vybrano rozmezi 75-87 obj. % ACN v mobilni fazi
a mobilni faze byly proméfovany od nejnizsiho obsahu acetonitrilu smérem k nejvyssimu

obsahu. Vysledky méfeni jsou uvedeny na obrazku 10 jako soubor TIC chromatogramtl.
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Obrézek 10: Srovnani vlivu obsahu organického modifikatoru (acetonitrilu) na separaci
smési standardii pterinti (c = 0,01 mg-ml ') na chromatografické koloné& ZIC-HILIC (150
x 4,6 mm) v MF: ACN/5 mM CH3;COONH, (pH 6,8), pritok 0,5 ml'min~!, davkovany
objem vzorku 10 pl, teplota na koloné¢ 30 °C. Pod sebou jsou zobrazeny TIC
chromatogramy separace analytd s rostoucim obsahem ACN v MF. Piky odpovidaji: 1 —
SEPIA, 2 — PTE, 3 — 4H-BIO, 4 — BIO, 5 — ISO, 6 — 2H-BIO, 7 — XAN, 8 — LEU, 9 —
NEO, 10 - ERY, 11 — 2H-NEO, 12 — PTE-6-COOH.
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Z obrazku 10 je na prvni pohled patrné, ze s nartistajicim obsahem acetonitrilu v mobilni
fazi dochazi k prodluzovani celkové doby analyzy. Tento jev je v souladu se separaénim
mechanismem chromatografie HILIC. V mobilni fazi 75/25 (v/v) ACN/pufr, byla analyza
velmi rychla (doba analyzy do 15 minut), avSak neposkytujici dobrou separaci. Pii
poméru 83/17 a 85/15 doslo prohozeni elu¢niho poradi pika 6 a 7, tedy 2H-BIO a XAN
a pii poméru 83/17 a 84/16 ACN/pufr neni viditelny pik 4H-BIO, ktery se v analyzach
ukazal jako problematicky detekovatelny, vzhledem k oxidaci na ptislusné derivaty 2H-
BIO a BIO a nizkému signalu, potla¢enému v dusledku vyssich intenzit ostatnich piku.

Zaroven je vidét, Ze piky 9—12 odpovidajici NEO, ERY, 2H-NEO a PTE-6-COOH jsou
na koloné zadrzovany nejvice. Tyto derivaty obsahuji v postrannim fetézci, navazaném
na pteridinovém jadfe, polarni funkéni skupiny — tfi hydroxylové skupiny -OH (obsahuji
NEO, 2H-NEO) a karboxylovou skupinu -COOH (obsahuje ERY, PTE-6-COOH). Se
vzrustajicim podilem organické slozky v mobilni fazi, tudiz 1 vzristajici tlouStkou
imobilizovaného vodného filmu na stacionarni fazi, se rozdélovaci rovnovaha téchto
polarnéjSich analytii posouva smérem k vodnému filmu, a tim padem jejich retence roste.
Na druhou stranu retencni chovani PTE a SEPIA se s proménnym slozenim mobilni faze
v podstaté¢ neméni. Retencni povaha ostatnich derivati se meéni, avSak v porovnani
s polarngj$imi derivaty pouze minimalné. Souhrnné Ize fict, Ze zmény o pouhé 1 obj. %
organického modifikdtoru ACN v MF, maji velky vliv nareten¢ni chovani zejména

polarngjsich derivath pterint.
4.1.2 Vliv koncentrace soli na separaci

Jako druhy parametr byl sledovan vliv koncentrace octanového pufru na reten¢ni
a separacni chovani studovanych pterini. Byly proméfeny mobilni faze o stejnych
objemovych pomérech jako v predchozim ptipadé, avSak s 10 mM a 25 mM koncentraci
vodného roztoku octanu amonného o pH 6,8.

Na obrazku 11 jsou uvedeny TIC chromatogramy ziskané pro 10 mM a 25 mM
octanovy pufr pfi riznych objemovych pomérech acetonitril/pufr. Z porovnani prubc¢hu
separace pro 10 mM a 25 mM pufr je patrné, Ze v mobilni fazi s koncentrovanéjSim
pufrem doslo u vSech proméfovanych poméra acetonitril/pufr k vyraznému prodlouZeni

retence.
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Obrazek 11: TIC chromatogramy separace smési standardi pterind (c = 0,01 mg'ml™') na
chromatografické kolon¢ ZIC-HILIC (150 x 4,6 mm) v MF: nahofe ACN/10 mM
CH;COONH4a dole ACN/25 mM CH3COONHz4 (pH 6,8) s postupné rostoucim obsahem
ACN v MF, priitok 0,5 ml'min~!, ddvkovany objem vzorku 10 pl, teplota na kolon& 30 °C.
Piky odpovidaji: 1 — SEPIA, 2 — PTE, 3 4H-BIO, 4 - BIO, 5 — ISO, 6 — 2H-BIO, 7 —
XAN, 8 —LEU, 9 —NEO, 10 - ERY, 11 —2H-NEO, 12 — PTE-6-COOH.
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Jako nejvhodnéjsi slozeni mobilni faze se pro vSechny tfi studované koncentrace
pufru jevil pomér ACN/pufr 83/17 (v/v), a proto je pro vétsi prehlednost uvedeno srovnani
separaci, dosazenych v tomto poméru pii vSech prométovanych koncentracich pufru,

na obrazku 12.
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Obrazek 12: Porovnani separace studovanych pterinii na chromatografické kolon¢ ZIC-
HILIC (150 x 4,6 mm) v MF: 83/17 (v/v) ACN/CH3;COONH4 (pH 6,8) o rizné
koncentraci pufru, pritok 0,5 ml-min~!, ddvkovany objem vzorku 10 pl, teplota na koloné
30 °C. Piky odpovidaji: 1 — SEPIA, 2 — PTE, 3 — 4H-BIO, 4 — BIO, 5 - 1SO, 6 — 2H-BIO,
7—-XAN, 8 - LEU, 9 —NEO, 10 — ERY, 11 — 2H-NEO, 12 — PTE-6-COOH.

Z obrazku 12 je patrné, Ze zatimco zvySeni koncentrace pufru z 5 mM na 10 mM
vedlo v zasad€ k lepSimu rozdé€leni diive eluujicich pikl (2-8), celkova doba analyzy
se nijak vyrazn€ neprodlouZzila. Vyména 10 mM pufru za 25 mM méla dramaticky vliv
na retenci a separaci zejména pozdé€ji eluujicich analytd (10 a 12), jejichZ retence
se vyrazn¢ prodlouzila, prakticky zdvojnédsobila. VysSi koncentrace solvatovanych
molekul soli, pfitomnych ve vodném filmu SF, pravdépodobné zplisobuje zvétSeni jeho

v

objemu. To miiZe vést k siln&jsi interakci polarngjSich pterini (ERY a PTE-6-COOH),
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které obsahuji karboxylovou skupinu, s touto vrstvou molekul vody, a tim i k jejich vyssi
retenci. Vysoké koncentrace soli navic ziejmé potlacuji elektrostatické repulzni sily mezi
zaporn¢ nabitymi sulfoskupinami amfoterni SF a zaporné¢ nabitou karboxylovou
skupinou ERY a PTE-6-COOH. V dusledku toho nejsou tyto pteriny elektrostaticky
odpuzovany a jejich retence je prodlouzena. Ve vSech testovanych mobilnich fazich,
s vyjimkou faze o slozeni 87/13 (v/v) ACN/10 mM CH3COONH4 (pH 6,8), nebylo
prakticky mozné detekovat 4H-BIO pro jeho velmi nizkou odezvu a problematické byla
taktéz detekce 2H-NEO. Jejich stabilita je nizkd a po n¢jaké dobé prechazeji na svoje plné
oxidované formy, tj. BIO a NEO.

4.1.3 Vliv pH vodné slozky mobilni faze na separaci

Vzhledem k retenénimu mechanismu HILIC chromatografie je pH vodné slozky mobilni
faze nezanedbatelnym faktorem, ktery mulze ovliviiovat jak naboj analyti, tak i naboj
stacionarni faze. V pifipad¢ zwitterionické sulfobetainové ZIC-HILIC kolony
s permanentnim kladnym a zdpornym ndbojem to plati pouze pro analyty. Pfi vSech
piedchozich experimentech byla hodnota pH octanového pufru 6,8, coz je pH hodnota
vlastniho, neupravovaného pufru. S ohledem na pracovni rozsah pH kolony ZIC-HILIC
byl pro studium vlivu pH octanovy pufr titrovan ledovou octovou kyselinou na pH 3,0
a pro porovnani separace dosazené pii téchto dvou rozdilnych hodnotach pH byl vybran
opét pomér acetonitril/pufr 83/17 (v/v) a vysledky, ziskané pro tfi rizné koncentrace
octanového pufru jsou uvedeny na obrazku 13. Z obrazku 13 je vidét, ze doslo
se zvySujici se koncentraci pufru v mobilni fazi k prodlouzeni retence, hlavné pro pozdéji
eluyjici pteriny. Je také vidét, Ze v mobilni fazi s nejvyssi koncentraci pufru doslo jiz
k sniZeni intenzity signalu vSech derivat, které vedlo 1 k vymizeni signdlu (piku) ERY

(10).
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Obrazek 13: Porovnani separace studovanych pterinii na chromatografické kolon¢ ZIC-
HILIC (150 x 4,6 mm) v MF: 83/17 (v/v) ACN/CH;COONH4 (pH 3,0) o rizné
koncentraci pufru, pritok 0,5 ml-min~!, ddvkovany objem vzorku 10 pl, teplota na koloné
30 °C. Piky odpovidaji: 1 — SEPIA, 2 — PTE, 3 — 4H-BIO, 4 — BIO, 5 - ISO, 6 — 2H-BIO,
7 —XAN, 8 — LEU, 9 — NEO, 10 — ERY, 11 — 2H-NEO, 12 — PTE-6-COOH.

Z porovnani obrazka 12 a 13 je vidét, ze pii nizSim pH dochazi k mensi disociaci
karboxylovych skupin (pteriny ztraceji sviij zaporny naboj), které tim padem nejsou tolik
odpuzovany negativné nabitou sulfoskupinou, pfitomnou v sulfobetainovém ligandu
stacionarni faze a tim padem dochézi ke zvySeni retence téchto derivati. Opacné, se
zvySujici se hodnotou pH nastava vétsi disociace -COOH skupin, které jsou tim padem
vice odpuzovany od zaporné nabité stacionarni faze a jejich retence se zmensuje a celkova

doba analyzy se zkracuje.
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Ze ziskanych souhrnnych vysledkii vyplynulo, Ze pro separaci vSech dvandcti
studovanych derivati pterinii je nejvhodnéj$i mobilni faze o slozeni 83/17 (v/v)
ACN/10 mM CH3COONH;4 o pH 6,8. V tabulce 5 je uvedeno elucni potadi jednotlivych
pterintl v této mobilni fazi spolu s jejich retenénimi Casy. Je také vidét, ze doba analyzy

nepiesahla 22 minut, coz je pro separaci 12 analytd akceptovatelné.

Tabulka 5: Souhrnna tabulka obsahujici poradi eluujicich pikd s jejich retenénimi Casy
(#), zméfenymi v mobilni fazi o sloZeni: 83/17 (v/v) ACN/10 mM CH3COONH;4 (pH 6,8),
prittok: 0,5 ml'-min!, ddvkovany objem vzorku 10 ul, teplota na kolong: 30°C.

elu¢ni poradi zkratka t, [min]
1. SEPIA 5,9
2. PTE 72
3. 4H-BIO 8,2
4. BIO 9,0
5. ISO 9,1
6. 2H-BIO 10,5
7. XAN 10,5
8. LEU 12,5
9. NEO 17,5
10. ERY 19,2
11. 2H-NEO 19,9
12. PTE-6-COOH 21,3

40



4.1.4 Separace pterina z extrakt integumentu plostic

Pyrrhocoris apterus

Optimalizovana metoda pro kvalitativni analyzu 12 pterini byla pouzita na analyzu
realného vzorku, extraktu z plostice Pyrrhocoris apterus. Extrakce byla provadéna péti
riznymi extrakénimi ¢inidly, a to methanolem, acetonitrilem, dimethylsulfoxidem, smési
DES 1 a smési DES 2. Do kazdé vialky s integumentem byl pfidan 1 ml extrakéniho
¢inidla a vialky byly ponechany v temnu a za laboratorni teploty samovolné extrakci.
Tteti a Sesty den extrakce byly odebrany vzorky extraktll a analyzovany vyvinutou
metodou na pfitomnost pterini. DalSi odbér byl bohuzel realizovan az za dva mésice
vzhledem k nouzovému stavu v dob& epidemie koronaviru. Vzorky byly analyzovany
vypracovanou HPLC-MS/MS metodou v mobilni fazi 83/17 (v/v) ACN/10 mM
CH3COONHgy, pH 6,8, pritok 0,5 ml'min!, davkovany objem vzorku 10 ul, teplota
na koloné 30 °C.

Tabulka 6 sumarizuje piitomnost/absenci sledovanych pterinit v jednotlivych
casech odbéru extraktu. Z tabulky 6 je vidét, ze jiz treti den doslo k extrakci nékterych
pterinti, nejvice jich bylo extrahovano pomoci DMSO a DES 2 (5 derivatl) a az na 4H-
BIO vs NEO, byly extrahovany stejné pteriny. Jako nejslabsi extrak¢éni Cinidlo se ukazal
byt acetonitril, ktery extrahoval pouze 4H-BIO. Mirného zlepsSeni bylo dosazeno 6. den
extrakce methanolem, acetonitrilem a kapalinou DES 1. Po dvou mésicich bylo
dimethylsulfoxidem extrahovano 8 z 12 sledovanych derivath pterini, 6 derivata
iontovou kapalinou DES 2, 5 derivatt acetonitrilem a po Ctyfech derivatech methanolem
a kapalinou DES 1. Jako nejlepsi se ukazal byt dimethylsulfoxid, ktery pokryval extrakci
vSech derivatii pterinli, extrahovanych ostatnimi extrakénimi Cinidly. Z extrakénich
¢inidel na bazi DES se wukdzal byt lepSi polarni DES 2, sestavajici
se ze smési ethylenglykolu a cholinchloridu. Po dvou mésicich nebyl v Zadném extraktu
ptitomny plivodné detekovany 4H-BIO, ktery podléha oxidaci a pravdépodobné presel na
svoji plné oxidovanou formu BIO. Pomoci DMSO byl extrahovan Zluty L-sepiapterin
(SEPIA), oranzovy xanthopterin (XAN) a cerveny erythropterin (ERY), jez jsou
zodpové&dné za Cerveno-oranZové zabarveni integumentu Pyrrhocoris apterus. Pomoci

DES 2 se bohuzel xanthopterin extrahovat nepodafilo.
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Na obrazku 14 jsou pro ilustraci uvedeny MRM chromatogramy pterint,
detekovanych ve vzorku po 3. dni extrakce v DMSO (4H-BIO, BIO, ISO, LEU, ERY).
Na obréazku 15 je MRM chromatogram D-neopterinu (NEO), ktery bylo mozno detekovat
3. den extrakce pouze v extraktu ziskaném pomoci kapaliny DES 2. MRM chromatogram
separace isoxanthopterin a xanthopterin (ISO a XAN) v methanolickém extraktu je na
obrazku 16. Isoxanthopterin a xanthopterin jsou polohové izomery, které maji stejné m/z
prechody (180,1 — 135,1), a tak je pro jejich identifikaci nutna dobra chromatograficka

S€parace.

Tabulka 6: Piehled jednotlivych detekovanych pterint z extraktu integumentu plostice
Pyrrhocoris apterus po 3. dni, 6. dni a 2 mésicich od po¢atku samovolné extrakce pomoci
rozdilnych extrakénich €inidel, podminky méteni: sloZzeni MF 83/17 (v/v) ACN/10 mM
CH3COONHgy, pH 6,8, pritok 0,5 ml'min!, davkovany objem vzorku 10 ul, teplota
na koloné 30 °C; vysvétlivky: v detekovano, - nedetekovano.

3. DEN
extrakéni ¢inidlo
latka ACN MeOH DMSO DES 1 DES 2

SEPIA - - - - -
PTE - - - - -
XAN - v - - -
ISO - v v v v
BIO - v v v v
2H-BIO - - - - -
LEU - - v - v
4H-BIO v - v - -
NEO - - - - v
2H-NEO - - - - -
PTE-6-COOH - - - - -
ERY - - v v v
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Pokracovani tabulky 6

6. DEN
extrakéni ¢inidlo
latka ACN MeOH DMSO DES 1 DES 2
SEPIA - - - - -
PTE - v - - -
XAN - v - - -
ISO - v v v v
BIO - v v v v
2H-BIO - - - - -
LEU - - v - v
4H-BIO v - v - -
NEO v - - - v
2H-NEO - - - - -
PTE-6-COOH - - - - -
ERY - - v v v
2 MESICE
extrakéni ¢inidlo
latka ACN MeOH DMSO DES 1 DES 2

SEPIA - - v v v
PTE v v v - v
XAN v - V4 - -
ISO v v v v v
BIO v v v v v
2H-BIO - - - - -
LEU - - v - v
4H-BIO - - - - -
NEO v v v - v
2H-NEO - - - - -
PTE-6-COOH - - - - -
ERY - - v v v
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Obrazek 14: MRM chromatogramy jednotlivych detekovanych pterini po 3 dnech
extrakce integumentu P. apterus v DMSO (4H-BIO, BIO, ISO, LEU, ERY), slozeni
MF 83/17 (v/v) ACN/10 mM CH3;COONH. (pH 6,8), pritok 0,5 ml'min!, davkovany
objem vzorku 10 pl, teplota na koloné 30 °C.
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Obrazek 15: MRM chromatogram D-neopterinu (NEO) detekovaného po 3 dnech
extrakce integumentu P. apterus v DES 2 extrakénim cinidle, slozeni MF 83/17 (v/v)
ACN/10 mM CH3COONH4 (pH 6,8), pritok 0,5 ml'-min!, davkovany objem vzorku
10 ul, teplota na koloné 30 °C.
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Obrazek 16: MRM chromatogram isoxantopterinu a xantopterinu (ISO, XAN)
detekovanych po 3 dnech extrakce integumentu P. apterus v methanolu, slozeni MF
83/17 (v/v) ACN/10 mM CH3;COONH: (pH 6,8), priitok 0,5 ml'min~!, ddvkovany objem
vzorku 10 pl, teplota na koloné 30 °C.
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4.2 Kolona ZIC-cHILIC

Jako druhé byla pro separaci derivatli vyzkousSena kolona ZIC-cHILIC. Na silikagelovém
nosi¢i je navazan fosforylcholinovy zbytek, ktery je na volném konci zakoncen
permanentné kladn¢ nabitou amoniovou skupinou a zaporné nabita fosforylova skupina
je vazana linearné v ligandu, takze umisténi nabitych skupin je opacné nez
u sulfobetainového ligandu. Bohuzel tento typ kolony nebyl komeréné dostupny ve
stejnych rozmérech a velikosti zrnéni jako kolona ZIC-HILIC (150 x 4,6 mm; 3,5 um),
takze je kolona ZIC-cHILIC kratsi a s mensi velikosti ¢asti (100 x 2,1, mm; 3,0 um), coz
muZe prispivat k jiné retenci a separaci studovanych derivati.

Aby mohly byt obé kolony porovnany, byla analyzovand smés pterinti méfena
opét pii tfech koncentracich pufru ve vodné slozce mobilni faze (5 mM, 10 mM a 25 mM)
a s proménlivym obsahem organického modifikdtoru vrozmezi 75-90 obj. %
acetonitrilu, jako tomu bylo v pfedchozim ptipad¢ s kolonou ZIC-HILIC. Vysledné TIC
chromatogramy jsou uvedeny na obrazcich 17—-18. Opét byly pozorovany obdobné trendy
jako v ptipad¢ kolony ZIC-HILIC, a to, ze se vzrustajicim obsahem acetonitrilu v mobilni
fazi doslo k prodluZzovani retence zejména pozdéji eluujicich pterint a také, ze zvySujici
se koncentrace octanového pufru vedla k prodlouzeni retence prakticky vSech analytt
(s vyjimkou analytti 1 a 2, tedy L-sepiapterinu a pterinu). Pfi porovnani obrazkt 10 a 11
ziskanych pro ZIC-HILIC kolonu a obrazkii 17 a 18 pro kolonu ZIC-cHILIC je patrné,
ze ve srovnatelnych mobilnich fazich doslo na koloné¢ ZIC-cHILIC k podstatnému
zkraceni retence ve vSech proméfovanych mobilnich fazich, doprovdzené zhorSenou
separaéni Gi¢innosti. Rada studovanych derivati pterinti koeluovala a zejména izomerni
dvojici xanthopterin a isoxanthopterin se podafilo rozdé€lit pouze v mobilni fazi 83/17

(v/v) ACN/10 mM octanovy pufr (pH 6,8).
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Obrazek 17: TIC chromatogramy separace smési standardd pterind (c = 0,01 mg'ml™")
v mobilni fazi ACN/S mM CH3COONH; (pH 6,8), s rostoucim obsahem ACN v MF
na kolon& ZIC-cHILIC, pratok 0,2 ml'min~!, ddvkovany objem vzorku 10 pl, teplota
na kolon¢ 30 °C. Piky odpovidaji: 1 — SEPIA, 2 — PTE, 3 —4H-BIO, 4 — BIO, 5 — IS0,
6 —2H-BIO, 7—-XAN, 8 - LEU, 9 —NEO, 10 — ERY, 11 —2H-NEO, 12 — PTE-6-COOH.
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Obrazek 18: TIC chromatogramy separace smési standardii pterind (c = 0,01 mg-ml™)
na chromatografické kolon¢ ZIC-cHILIC v MF: nahoife ACN/10 mM CH3COONH4 (pH
6,8) a dole ACN/25 mM CH3;COONH4 (pH 6,8), s postupné rostoucim obsahem ACN
v MF, priitok 0,2 ml'min"!, ddvkovany objem vzorku 10 pl, teplota na koloné 30 °C. Piky
odpovidaji: 1 — SEPIA, 2 — PTE, 3 —-4H-BIO, 4 — BIO, 5 — ISO, 6 — 2H-BIO, 7 — XAN,
8- LEU, 9 - NEO, 10 — ERY, 11 — 2H-NEO, 12 — PTE-6-COOH.
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Z porovnani vysledkt ziskanych na obou kolonach lze usuzovat, Ze pro retenci
analytd jsou dulezité elektrostatické interakce mezi negativné nabitou, koncovou
sulfoskupinou sulfobetainové stacionarni faze s alespon Caste¢né protonizovanymi atomy
dusiku v pteridinovém skeletu. Také tloustka vodného filmu, adsorbovaného na povrchu
stacionarni faze, mize byt v danych mobilnich fazich u obou kolon rozdilna a tim
i ptispivat k rozdilné retenci, ziskané na obou kolonach. Jednozna¢né¢ vhodnéjsi
stacionarni fazi pro separaci studovanych pterini se jevi sulfobetainova stacionarni faze

kolony ZIC-HILIC.

4.3 Nalezeni vhodnych experimentalnich podminek
hmotnostni detekce pro drosopterin

Drosopterin, jakozto dimericky pterin, je pomérné velka molekula, v porovnani
s ostatnimi analyzovanymi pteriny. Je také polarnéjsi, protoze jsou v jeho struktuie
vazany dvé aminoskupiny na rozdil od ostatnich studovanych derivatl pterini, u nichz je
vazana pouze jedna aminoskupina ve struktufe. Pro dosazeni dostate¢né citlivosti jeho
MS/MS detekce byly testovany razné experimentalni podminky hmotnostniho
analyzatoru. Byly hledany prekurzorové a produktové ionty, vhodna hodnota
fragmentacniho napéti a kolizni energie tak, aby byla intenzita signalu prekurzorového
iontu, respektive produktového iontu co nejvyssi, a naopak intenzita ostatnich signalt
v hmotnostnim spektru co nejnizsi.

Objem 200 ul methanolického extraktu ziskaného z o¢i octomilek, obsahujici
oranzoveé-Cerveny drosopterin, byl proméfen v modu SCAN pii pozitivni polarité
ionizace v rozsahu hodnot m/z 100—700. Vybrané parametry hmotnostniho analyzatoru
pti hledani vhodnych detekénich podminek jsou uvedeny v tabulce 6. Po tomto skenovani
vzorku byl v TIC (total ion current chromatogram) chromatografickém zdznamu ptitomen
signdl, v jehoz hmotnostnim spektru byl nalezen prekurzorovy ion. Ten ma obvykle
nejvyssi intenzitu a jeho M; odpovida protonované molekule métené latky, obecné tedy
[M+H]". Drosopterin ma relativni molekulovou hmotnost M; = 368, 35 a v hmotnostnim
spektru byl nalezen pomérné€ intenzivni signal s hodnotou m/z = 369 odpovidajici
protonovanému molekularnimu iontu tohoto derivatu pterinu. Naméfené hmotnostni

spektrum ziskané v moédu SCAN je uvedeno na obrazku 19.
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Tabulka 6: Parametry hmotnostniho analyzatoru pfi hledani vhodnych podminek detekce
pro drosopterin.

parametr hodnota
rozsah m/z v médu SCAN a Product lon 100-700 m/z
Cas skenu 500 ms
vychozi hodnota fragmentacniho napéti 100 V
akceleracni napéti v kolizni cele 7V
polarita ionizace pozitivni
,,dwell time* 200 ms
160000
140000 -
120000 -
100000 - @
:]_ ]
<, 80000 -
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& 60000 -
D )
= 40000 |
20000 A
0 LIN‘JM
' I ) I i I i I
100 200 300 400 500
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Obrazek 19: Zaznam hmotnostniho spektra methanolického extraktu z o¢i octomilky,
obsahujici drosopterin m/z 369 v médu SCAN.

50



Jak je zobrazku 19 patrné, ze hmotnostni spektrum ziskané po zméfeni vzorku
extraktu drosopterinu v modu SCAN je pomérné bohaté, kromé¢ vyznacené¢ho piku
odpovidajicitho hodnoté m/z 369 — drosopterinu, spektrum obsahuje fadu pikli coz je
zpusobeno tim, ze se jednalo o methanolicky extrakt, ve kterém byly koextrahovany jesté
dalsi latky, zejména dalsi pteriny, obsazené v o¢ich octomilky.

V médu SIM byly otestovany rizné hodnoty fragmentacniho napéti (110, 115,
125 a 135 V), v médu Product Ion vyzkouSeny rtizné hodnoty kolizni energie (15, 18, 20,
25 a 30 eV) a nalezen vhodny produktovy ion. Jako produktovy ion po fragmentaci
prekurzorového iontu byl zvolen nejintenzivnéjsi signal ve spektru s m/z = 230, pii
fragmentacnim napéti 125 V a kolizni energii 30 eV. Hmotnostni spektrum drosopterinu,

ziskané v modu Product lon, je zobrazeno na obrazku 20.
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Obrazek 20: Zaznam MS/MS hmotnostniho spektra drosopterinu zméteného v modu
Product Ion po fragmentaci prekurzorového iontu m/z 369 na produktovy ion m/z 230 pti
fragmenta¢nim napéti 125 V a kolizni energii 30 eV.
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Pilotni experimenty, v nichz bylo 10 pl methanolického extraktu, obsahujiciho
drosopterin, nadavkovano na kolonu ZIC-HILIC (150 x 4,6 mm) za optimalizovanych
separacnich podminek nalezenych pro separaci ostatnich derivatii pterinti — mobilni faze
o slozeni 83/17 (v/v) ACN/10 mM CH3COONH, (pH 6,8), priitok 0,5 ml'-min !, teplota
na kolon¢ 30 °C — ukazaly, ze drosopterin neeluuje do 60 min. Podstatné¢ polarné;si
drosopterin byl velmi silné zadrzovan i v mobilnich fazich s niz§im obsahem acetonitrilu.
Pro jeho eluci bylo nezbytné pouzit vyssi priitok mobilni fize, a to 0,8 ml-min! a obsah
acetonitrilu v mobilni fazi snizit na 60 obj. %. Potvrzeni pfitomnosti drosopterinu po
separaci je vidét na MRM chromatogramu, zndzornéném na obrazku 21. Pro separaci
vsech sledovanych derivati pterinti véetné drosopterinu bude nutné navrhnout vhodnou

gradientovou eluci.
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Obrazek 21: MRM chromatogram drosopterinu pii experimentalnich podminkéch:
MF 60/40 (v/v) ACN/10 mM CH3COONHj4 (pH 6,8), priitok 0,8 ml-min~!, davkovany
objem extraktu 10 pl, teplota na koloné 30 °C.
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5 Zaveér

Byla vyvinuta metoda pro kvalitativni analyzu 12 studovanych derivati pterint
pomoci hydrofilni interak¢éni chromatografie ve spojeni standemovou hmotnostni
detekci. Jako iontovy zdroj byl pro hmotnostni detekci vyuzivan elektrosprej a jako
hmotnostni analyzator byl vyuzivan trojity kvadrupdl. Smés standardii 12 pterinovych
derivatl byla separovana na dvou rtiznych kolonach zwitterionického typu — koloné ZIC-
HILIC (obsahujici sulfobetainovy ligand) a kolon¢ ZIC-cHILIC (obsahujici
fosforylcholinovy ligand). Byl testovan vliv mnozstvi organického modifikatoru, vliv
koncentrace soli a pH vodné slozky mobilni faze na separaci pterint. Fosforylcholinova
kolona se ukazala jako nevhodna pro analyzu studovanych pterind. Na kolon¢ ZIC-HILIC
se podaftilo separovat vSech 12 vybranych derivatti v mobilni fazi o slozeni ACN/10 mM
CH3COONH4 (pH 6,8), pritok 0,5 ml'min~!, davkovany objem vzorku 10 pl, teplota na
kolon¢ 30 °C.

Optimalizované podminky byly nésledné aplikovany pro analyzu extrakt
z integumentu plostice P. apterus. Extrakty byly ziskdny pomoci péti rozdilnych
extrak¢nich Cinidel — acetonitrilu, methanolu, dimethylsulfoxidu a dvou typt tzv. deep
eutectic solvents obsahujicich cholinchlorid v kombinaci s mlé¢nou kyselinou (DES 1)
nebo ethylenglykolem (DES 2).

Jako nejmén¢ GspéSnym extrakénim ¢inidlem se v dlouhodobém horizontu ukazal
byt jeden z typl tzv. deep eutectic solvents, konkrétné DES 1. Po 2 mésicich doslo
¢inidlem byl DMSO, po 6 dnech se povedlo vyextrahovat 5 derivati (obdobné jako pii
pouziti DES 2). OvSem po 2 mésicich bylo v DMSO extraktech identifikovdno osm
pterinii. V ptipadé DES 2 bylo detekovano pouze Sest pterinti. Pomoci DMSO byl
extrahovan Zluty L-sepiapterin, oranzovy xanthopterin a erveny erythropterin, jez jsou
zodpovédné za Cerveno-oranzové zabarveni integumentu P. apterus. Pomoci DES 2 se
bohuzel xanthopterin extrahovat nepodafilo.

Zavé€rem byly nalezeny vhodné podminky pro hmotnostni detekci dalSiho
barevného pterinu — drosopterinu, a byla provedena jeho pilotni separace na koloné ZIC-

HILIC.
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