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Nazev diplomové prace: Vyvoj UHPLC-MS/MS metody pro analyzu vybrané skupiny

neurotransmitert

Cilem této prace bylo vyvinout a optimalizovat metodu pro separaci a identifikaci
skupiny 10 vybranych neurotransmiterl za pomoci ultra-vysokoucinné kapalinové

chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci (UHPLC-MS/MS).

V prvnim kroku byla provedena zakladni MS analyza za ucelem ziskani experimentalnich
m/z hmotnostnim spektrometrem, mimo jiné byl sledovan retencni c¢as standardd.
Ovéren byl mimo jiné vznik [M+H]*, resp. [M-H]". Ze skenl produktovych iontl byly
vybrany nejintenzivné;jsi fragmenty jednotlivych analytq, které byly nasledné pouzity pfi
SRM. Byla provedena optimalizace kolizni energie a optimalizace nastaveni iontového
zdroje. Toto zadkladni méreni probihalo na koloné ACQUITY UPLC BEH C18. V ramci
hledani vhodné stacionarni faze byly testovany tfi kolony v systémech s RP (ACQUITY
UPLC BEH C18, Kinetex F5, ACQUITY UPLC BEH Shield RP C18) a Sest HILIC kolon (Atlantis
Premier BEH Z-HILIC, Luna NH2, ACQUITY UPLC BEH Amide, Syncronis HILIC, ACQUITY
UPLC BEH HILIC, CORTECS UPLC HILIC). Jako vodna sloZzka mobilni faze byly testovany
kyselina mravenci ve vodé, octan amonny (pH 4, 6 a 9), mravencan amonny pH 3, a jako

slozka organicka byl testovan acetonitril a okyseleny acetonitril.

Byla provedena studie kratkodobé stability po dobu 24 hodin. Byla sledovana zména
plochy pikd v ¢ase ve 3 rliznych rozpoustédlech, a to ve vodé, 0,1 % kyseliné mravenci
a 0,1 % kyseliné octové. Vybrané analyty byly stabilni v obou kyselinadch. Pro metodu na
reverznich fazich byla jako vhodnéjsi vybrana 0,1 % kyselina mravendi, jelikoz byla

pouzita také k okyseleni mobilni faze.

Klicova slova: 2-AG, 3-MT, 5-HIAA, 5-HT, AEA, DA, DOPAC, GABA, GLUT, HILIC, HVA,
neurotransmitery, RP, stabilita, UHPLC-MS/MS



Abstract

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical Chemistry Candidate: Bc. Moldrzykova Karolina
Supervisor: prof. PharmDr. Lucie Novakova, Ph.D.

Title ofthediploma thesis: The Development of a UHPLC-MS/MS  method

for the analysis of a selected group of neurotransmitters

The aim of this thesis was to develop and optimize a method for the separation and
identification of a group of 10 selected neurotransmitters using ultra-high-performance

liquid chromatography with tandem mass spectrometry detection (UHPLC-MS/MS).

In the first step, a MS scan was performed to gain m/z of precursor ions, the retention
time of standards was monitored. The formation of [M+H]* and [M-H] ions was also
verified. The most intense fragments of the individual analytes, identified from product
ion scans, were selected for SRM. Optimization of the collision energy and theion
source setting was conducted. This initial measurement was carried out on an ACQUITY
UPLC BEH C18 column. In stationary phase screening were tested, three reversed-phase
columns (ACQUITY UPLC BEH C18, Kinetex F5, ACQUITY UPLC BEH Shield RP C18) and six
HILIC columns (Atlantis Premier BEH Z-HILIC, Luna NH2, ACQUITY UPLC BEH Amide,
Syncronis HILIC, ACQUITY UPLC BEH HILIC, CORTECS UPLC HILIC). Formic acid in water,
ammonium acetate (pH 4, 6, and9), ammonium formate (pH 3) were tested,
as the aqueous component of the mobile phase while acetonitrile and acidified

acetonitrile were tested as the organic components.

A short-term stability study was conducted over 24 hours. The change in peak areas
over time were monitored inthree different solvents: water, 0,1 % formic acid,
and 0,1 % acetic acid. The analytes were stable in both acids. Finally, 0,1 % formic acid
was selected asthe most suitable solvent for standards in the analysis on reversed
phases and hydrophilic interaction liquid chromatography, asitwas also used

for acidifying the mobile phase.

Keywords: neurotransmitters, UHPLC-MS/MS, RP, HILIC, stability, DA, 5-HT, HVA, 5-
HIAA, DOPAC, 3-MT, GABA, GLUT, AEA, 2-AG
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Seznam zkratek a symbolu

2-AG
2-HT
3-MT
5-HIAA
AA
ACN
AEA
ALS
APCI
API
BEH
cL
CNS
COMT
CSH
DA
DLLME
DOPAC
dSPE
ECD

El

ES|

FA

FD
GABA
GAD
Gl

GLS
GS
HEB

2-arachidonoylglycerol

serotonin

3-methoxytyramin

kyselina 5-hydroxyindol-3-octova
kyselina octova

acetonitril

anandamid

amyotrofickd lateralni skleréza
chemicka ionizace za atmosférického tlaku
ionizace za atmosférického tlaku
ethylenem zesiteny hybrid
chemiluminiscenc¢ni detektor
centralni nervovy systém

katechol — o — metyltransferaza
povrchové nabité hybridy
dopamin

disperzni mikroextrakce z kapaliny do kapaliny
kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctova
disperzni extrakce na tuhou fazi
detektor elektronového zachytu
elektronova ionizace

ionizace elektrosprejem

kyselina mravenci

fluorescencni detektor

kyselina gama-aminomaselna
glutamat dekarboxyldza

glutamat inhibuijici

glutaminaza

glutamat stimulujici

hematoencefalicka bariéra



HILIC hydrofilni interakéni chromatografie

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie

HPS vysoce ucinné povrchy (MaxPeak High-Performance Surfaces)
HVA kyselina homovanilova

LLE extrakce z kapaliny do kapaliny

MAO monoaminooxidaza

MeOH metanol

MS hmotnostni spektrometrie

MS/MS tandemova hmotnostni spektrometrie
NDA nafthalen-2,3-dicarboxaldehyd

NMDA N-metyl — D — aspartatové receptory

OSA 1-oktansulfonova kyselina
PAM polyakrylamid
PP proteinova precipitace

PS-DVB polystyrendivinylbenzen

PTFE polytetrafluoretylen

PVA polyvinylalkohol

RP chromatografie s reverznimi fazemi
SPE extrakce tuhou fazi

SPME mikroextrakce tuhou fazi

SRM monitorovani vybrané reakce

TFA trifluoroctova kyselina

UHPLC ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie



1. Uvod

Ultra-vysokoucinna kapalinovd chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni
detekci (UHPLC-MS/MS) je dnes jednou z nejpouzivanéjsich a nejpokrocilejsich

separacnich technik.

Hmotnostni detekce (MS) umoznuje kvantitativni a kvalitativni analyzu dokonce
stopovych mnozZstvi analytd. V kombinaci s kapalinovou chromatografii (LC) Ize efektivné
analyzovat izobary a izomery, které by méla samotna MS problém rozlisit. Vyhodou
spojeni je také rychlost a schopnost separovat jednotlivé analyty, cozZ je zvlasté dulezité
pfi studiu sloZitych biologickych vzorkd. Jako méd prvni volby se nejcastéji vyuziva
chromatografie s reverznimi fazemi (RP). V ptipadé analyzy poldrnich a malych molekul
mUZe nastat problém v jejich nedostatecné retenci. V takovém pripadé je treba zvolit
podminky, které umozni lepsi zadrZeni a separaci téchto analytll. Pro tyto pripady

se pouziva hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC).

Tato diplomova prace se zaméfuje na vyvoj a optimalizaci UHPLC-MS/MS metody pro
analyzu deseti vybranych neurotransmitert a jejich metabolitl, které hraji klicovou roli
v lidském nervovém systému. V Zadné z dohledanych studii nebylo téchto deset

neurotransmitert stanovovano soucasné.

Neurotransmitery, jako jsou kyselina gama-aminomaselnd (GABA), glutamat (GLUT),
dopamin (DA), serotonin (5-HT) a jejich metabolity, jsou chemické mediatory,
které umoZznuji prenos signdld mezi neurony. Ovliviuji celou skalu fyziologickych funkci,
vcetné motorické kontroly, kognitivnich funkci, emoci a regulace nalady. Zmény v jejich
koncentracich jsou ¢asto spojovany s riznymi neurologickymi a psychickymi poruchami,

jako jsou Parkinsonova choroba, deprese, Uzkost a schizofrenie.

Vyvoj metody vybrané skupiny neurotransmitert pomoci UHPLC-MS/MS celi nékolika
hlavnim vyzvam, které je trfeba prekonat. Jeden z hlavnich problémi jsou rzné
fyzikdlné-chemické vlastnosti analyt(, jako je polarita, pKa a molekulova hmotnost, coz
komplikuje vybér vhodnych podminek pro jejich separaci a detekci. Anandamid (AEA)

a 2 - arachidonoylglycerol (2-AG) jsou vétsi, nepoldrni molekuly, zatimco kyselina



gama-aminomaselnd (GABA) a glutamat (GLUT) jsou naopak malé a poldrni. Dalsi
z problému je stabilita analytl, predevsim dopaminu (DA) a serotoninu (5-HT), proto je
nutné peclivé volit vhodna rozpoustédla standardd a podminky uchovavani. Tyto vyzvy
vyzaduji peclivy a systematicky pfistup, aby vysledkem prace byla spolehliva a robustni

analytickd metoda.



2. Cil a popis zadani prace

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout a optimalizovat metodu ultra-vysokouciné
kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci (UHPLC-MS/MS) pro skupinu
vybranych neurotransmiter( a jejich metabolitl. Konkrétné se jedna o analyty kyselinu
gama-aminomaselnou (GABA), glutamat (GLUT), dopamin (DA), serotonin (5-HT) a jejich
metabolitl, kyselinu homovanilovou (HVA), 3-methoxytyramin (3-MT), kyselinu
3,4-dihydroxyfenyloctovou (DOPAC), kyselinu 5-hydroxyindol-3-octovou (5-HIAA),

anandamid (AEA) a 2-arachidonoylglycerol (2-AG).

Prvnim cilem bylo ziskani informaci o fyzikalné chemickych vlastnostech jednotlivych
analyt. Konkrétné se jednalo o pKa, LogP, o jejich molekulovou hmotnost, stabilitu
a strukturu. Soucasné byla provedena literarni reSerSe zaméfend na publikované

metody stanoveni téchto analytu.

V rdmci méreni byly nejprve ziskany hmotnostni spektra jednotlivych analyt(. Poté byla
provedena optimalizace SRM prechod( a podminek iontového zdroje. Nasledovala
volba staciondrni faze a optimalizace sloZzeni mobilni faze (MF) pro jednotlivé
chromatografické maédy. Testovany byly ¢tyti kolony pro RP (ACQUITY UPLC BEH C18,
Kinetex F5, ACQUITY UPLC BEH Shield RP C18, ACQUITY UPLC CSH C18). Vychozi MF
v systému s reverznimi fazemi byla 0,1 % kyselina mravendi (FA) jako vodnd slozka a jako
organicka slozka acetonitril (ACN). V mddu HILIC bylo testovdno celkem Sest
chromatografickych kolon (Syncronis HILIC, Atlantis Premier BEH Z HILIC, UPLC BEH
HILIC, Luna HILIC, CORTECS UPLC HILIC, ACQUITY UPLC BEH Amide). Vychozi vodna
slozka MF byl 10 mM octan amonny (AmAc) o pH 6 a jako organickd slozka ACN. Dalsi
testovana vodna slozka MF v mddu HILIC byla testovana 10 mM AmAc o pH 4. U kolon,
které to svym rozsahem umozniovaly, byl testovan také 10 mM AmAc o pH 9. Na dvou
vybranych kolonach, které poskytovaly nejlepsi chromatogramy bylo podrobnéji
optimalizované sloZzeni MF. U téchto kolon byly testovany mobilni faze 10 mM
mravencan amonny (AmF) o pH 3 a 0,1% a 0,5% FA jako vodnd slozka. Testovana byla

také okyselend organicka slozka mobilni faze, konkrétné 0,1% a 0,5% FA v ACN. Na



koloné Atlantis Premier BEH Z HILIC byla testovana také 0,1% a 0,5% kyselina octova
(AA) jako vodna slozka mobilni faze a 0,1% a 0,5% AA v ACN jako organicka slozka MF.

Dalsi z cil(l je porovnat oba chromatografické maddy, a to pomoci LLOQ, kalibrac¢nich

kfivek, separace a retence zmérenych za optimalizovanych podminek pro obé metody.

Dalsi z cild bylo testovani stability po dobu 24 hodin, kterd se zaméfila na analyty DA,
5-HT a 5-HIAA. Kratkodoba stabilita byla méfena za optimalizovanych podminek v
systému reverznich fazi za pouziti detektoru s diodovym polem (DAD). Stabilita byla
testovdna ve trech rozpoustédlech; voda, 0,1 FA a 0,1 % AA. Béhem méreni byla

sledovana zména plochy piku v zavislosti na ¢ase.

Vysledna chromatografickd metoda s hmotnostni detekci bude slouzit jako podklad pro
dalsi diplomovou praci na Katedfe analytické chemie Farmaceutické fakulty Univerzity
Karlovy. Vysledky ziskané béhem této a navazujici diplomové priace budou prakticky
vyuZity na 1. lékarské fakulté Univerzity Karlovy ve vyzkumu zaméreném primarné na

dopaminergni systém a jeho modulaci psychoaktivnimi latkami.



3. Teoreticka cast

3.1 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie (LC) je velmi univerzalni a rozsifend separacni metoda, kterd
je zaloZzena na principu rozdélovani latek mezi stacionarni (obvykle pevnou) a mobilni
(kapalnou) fazi, coz umoznuje efektivni separaci slozek smési. BEhem chromatografické
analyzy dochazi k ustavovani dynamické rovnovahy distribuce analytl mezi tyto faze,
coz je klicovy proces urcujici jejich retenéni chovani. Tento fenomén vychazi z rozdilné
interakce jednotlivych slozek vzorku s obéma fazemi, coz vede k jejich zadrZzovani

a nasledné separaci [1; 2].

Typ a vlastnosti stacionarni faze zasadné ovliviiuji separaci. Nejcastéji vyuZivané
stacionarni faze jsou na bazi modifikovaného silikagelu. Diky své vysokému specifickému
povrchu a chemické stabilité, poskytuje silikagel idedlni zaklad pro modifikaci rdznymi
funkénimi skupinami, jako jsou C18 (oktadecyl), C8 (oktyl) nebo F5 (pentafluorofenyl).
Tyto modifikace méni selektivitu separacniho procesu, jelikoz méni interakce mezi
analyty a stacionarni fazi. Kromé chemickych vlastnosti stacionarni faze jsou dullezité
také fyzikalni vlastnosti, jako je velikost castic a velikost pérd, které ovliviuji rychlost
difuze, a tim i ucCinnost separace. Volba stacionarni faze je kritickym krokem
pfi optimalizaci chromatografické metody, protoZe pfimo ur€uje nejen miru separace,

ale také rychlost a robustnost analyzy [3; 4].

Historie kapalinové chromatografie saha do prvni poloviny 20. stoleti, kdy se jednoducha
kolonova chromatografie postupné vyvijela do pokrocilejSich forem, jako jsou
vysokoucinnd kapalinova chromatografie (HPLC) a ultra-vysokoucinna kapalinova
chromatografie (UHPLC), kterd byla predstavena roku 2004 spolec¢nosti Waters pod
obchodni znackou Ultra Performance LC (UPLC). Tyto pokrocilé metody jsou dnes
povazovany za standard. Umoznuji rychlejsi, pfesnéjsi a efektivnéjsi analyzu sloZitych
smési, cozZ je nezbytné pro pokrok a rozvoj jak ve védeckém badani, tak v primyslovych

aplikacich [1; 5; 6].



UHPLC ma ve srovnani s HPLC vys$Si separacni ucinnost, vyssi rozliseni, rychlejsi
provedeni analyz a nizsi spotfebu rozpoustédel, coZ je vyhoda, jelikoZ to znamena nizsi
finan¢ni naklady spojené s analyzou a mensi zatéz pro zivotni prostredi. Tohoto zlepseni
je dosazeno pouzitim kolon naplnénych casticemi charakteristicky mensimi nez 2 um.
Mensi ¢astice zvysuji odpor v koloné, coz vede k nutnosti pouziti vy$sich provoznich tlakl

v systému, které se pohybuji okolo 1000 bar a vice [1].

3.1.1 Systémy s reverznimi fazemi

V systémech s reverznimi fazemi (RP) je charakteristické pouziti mobilni faze, jejiz
povaha je poldrnéjsi nez povaha faze staciondrni. Pro Ucinnou separaci je dllezité
zajistit, aby analyty byly v neionizované formé, ¢ehoz se dosahuje volbou vhodného pH
mobilni faze. Pokud ma analyt kysely charakter, je zvolena mobilni faze o kyselém pH.
Naopak, pokud ma analyt zasadity charakter, mobilni faze je upravena na zasadité pH

[1; 7].

Staciondrni faze v systémech s reverznimi fazemi (RP) jsou casto zaloZeny
na modifikovaném silikagelu. Silikagel umozniuje Sirokou skalu chemickych modifikaci
pomoci funkénich skupin, jako jsou naptiklad oktadecyl (C18), oktyl (C8),
pentafluorofenyl (F5), kyanopropyl (CN), aminopropyl (NH2) a mnoho dalSich. Tyto
modifikace ovliviiuji retenci analytl prostfednictvim interakci s nepoldrnimi retézci na
povrchu silikagelu. Silikagelové stacionarni faze jsou omezeny pH rozsahem 2-7 (8). P¥i
vysSich hodnotach pH dochdazi k rozpusténi silikagelu a pfi nizSich hodnotach pH
ke kysele katalyzované hydrolyze siloxanovych vazeb. DuleZitym faktorem je pocet
volnych silanolovych skupin, které mohou negativné ovliviiovat tvar a symetrii pikd,
zejména u bazickych latek. Tento nezadouci efekt Ize minimalizovat zaslepenim volnych
silanolovych skupin tzv. endcappingem. Pfi tomto procesu se na volné silanolové skupiny
navaze organosilan, coZ snizuje jejich schopnost reagovat s analyty tim, Ze zabrani
vytvareni neZzadoucich vazeb mezi bazickymi analyty a silanolovymi skupinami

na povrchu stacionarni faze [1; 7].
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Vedle silikagelovych stacionarnich fazi se v chromatografii vyuzivaji také organické
polymerni stacionarni faze, které vétSinou poskytuji chemickou odolnost v celém
rozsahu pH a pfi vysokych teplotach. Polymerni stacionarni faze jsou vSak omezeny
maximalnim pracovnim tlakem obvykle 200 bar(. Pouziti pfilis vysokého tlaku pfi
analyze muze zpusobit deformaci ¢astic. Organické polymerni staciondrni faze jsou
kompatibililni s béZnymi organickymi rozpoustédly pouzivanymi v systému s reverznimi
fazemi, presto je jejich vyuziti omezeno tendenci bobtnat nebo se srazet v zavislosti na
typu pouzitého rozpoustédla, coz mlze ovlivnit uéinnost separace. Mezi nejcastéji
pouzivané materidly v systémech s reverznimi fazemi patfi polyakrylamid (PAM),

polyvinylalkohol (PVA) a kopolymer polystyren-divinylbenzen (PS-DVB) [1; 7].

Hybridni stacionarni faze predstavuje typ chromatografického materidlu, ktery
kombinuje vlastnosti anorganického polymeru (silikagel, oxid zirkonicity, oxid hlinity)
s organickym polymerem. Tento hybridni material je navrzen tak, aby poskytoval vyssi
stabilitu v SirSim rozmezi pH (obvykle 1-12) a lepsi odolnost a mechanickou stabilitu
oproti silikagelové stacionarni fazi. Tato faze je casto modifikovana skupinami, jako jsou
C18, C8, pentafluorofenyl, nebo polarnimi skupinami, jako jsou kyanopropyl,
aminopropyl a dioly. Tim se upravuje jejich selektivita pro separaci riznorodych analytt

v systémech s reverznimi fazemi [1; 7].

V roce 2004 predstavila spole¢nost Waters hybridni material druhé generace, znamy
pod obchodnim nazvem BEH (Ethylene bridged hybrid). Jedna se o etylenem zesitovany
silikagel. Vyhodou tohoto materidlu v porovnani se silikagelem je vy$si chemicka
odolnost a mechanickd stabilita. Podle Udaji spole¢nosti Waters je tento material
schopen odolat provoznim tlakiim az 1500 bard. Naptiklad kolona Acquity UPLC BEH
C18, ktera vyuziva tento hybridni material, poskytuje stabilitu v pH rozmezi 1-12 a je

schopna pracovat pfi teplotdch az do 80 °C [1; 8].

Dal$im pokrokem pfi vyvoji chromatografickych materidlll spole¢nosti Waters
je hybridni sorbent CSH (charged surface hybrid) znazornén na obr. 1. Tento materidl
vychazi z BEH ¢astice, co? zajistuje vysokou chemickou stabilitu a mechanickou odolnost.

Povrch Castice je modifikovan nabojem, ktery zlepsuje tvar pikl, zejména pro bazické
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slouéeniny pfi nizkém pH. Materidl je klasifikovan jako vicemodalni stacionarni faze,

jelikoz kombinuje vice separacnich mechanismu [1; 8].

Kolony s reverznimi fazemi

pouZité v této praci jsou

shrnuty v tab.

N

CSH ) Technology

BEH ¢astice

aplikace nabitych skupin

navazani ligandu a
endcapping,

Obrazek 1: Vyroba hybridnich CSH castic spolecnosti Waters [8]

Tabulka 1: Souhrn vlastnosti RP kolon pouzitych v této praci [9; 10]

1.

kolona ACQUITY UPLC BEH C18 Kinetex F5

velikost porti 130 A 100 A

mérny povrch 185 m?/g 200 m?/g

rozsah pH 1,0-12,0 1,5-8,5

teplotni | nizké pH 80°C 60 °C

stabilita | vysoké pH | 60°C 40°C

pokryti uhlikem 18 % 9%

ligand Cc18 pentafluorfenylpropyl
vazba ligandu trifunkéni monofunkéni
endcapping chranéno patentem neuvedeno
maximalni tlak 18000 psi (1240 Bar) 20000 psi (1378 bar)
vyrobce Waters (USA) Phemonenex (USA)
kolona ACQUITY UPLC BEH Shield RP C18 ACQUITY UPLC CSH C18
velikost pord 130 A 130 A

mérny povrch 185 m?/g 185 m?/g

rozsah pH 2,0-11,0 1-11

teplotni | nizké pH 50°C 80°C

stabilita | vysoké pH 45 °C 45°C

pokryti uhlikem 17% 15%

ligand poldrni skupina s navazanym C18 poldrni skupina s navazanym C18
vazba ligandu monofunkéni trifunkeni
endcapping trimethylsilan chranéno patentem
maximalni tlak 18000 psi (1240 Bar) 18000 psi (1240 Bar)
vyrobce Waters (USA) Waters (USA)
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3.1.2 Hydrofilni interakéni chromatografie

Hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC) je vhodnd alternativa, pokud systém
s reverznimi fazemi nedosahuje dostatecné retence. Je vhodna pro separaci malych,
polarnich a ionizovanych sloucenin, které v systémech s reverznimi fazemi vykazuji

minimalni retenci [1; 7].

HILIC vyuZiva mechanismus rozdélovani analytl mezi silné hydrofilni vrstvou vody, ktera
je imobilizovdna na povrchu polarni stacionarni faze a vodné-organickou slozkou mobilni
faze. Mobilni faze je prevainé hydrofobni a obsahuje vysoky podil organického
rozpoustédla, typicky acetonitrilu. Organicka slozka obvykle tvofi 70-95 % mobilni faze,

zatimco vodna slozka je zastoupena minimalné 3 % [1; 7].

V této prdci bylo testovano celkem Sest HILIC kolon uvedenych v tab 2. Jako zastupce
nemodifikované silikagelové stacionarni faze byla testovana kolona CORTECS UPLC HILIC
od spolecnosti Waters, vyuzivajici Castice s pevnym jadrem a kolona Luna HILIC
od spole¢nosti Phenomenex vyuziva silikagelovych ¢éastic s hladkym povrchem, coz
pfispiva kjejich jednotnéjSimu tvaru. Syncronis HILIC od spoleénosti Termo fisher
scientific je silikagel modifikovany zwitteriontovym ligandem sulfoalkylbetainem.
Nemodifikovanou hybridni stacionarni fazi BEH zastupovala kolona ACQUITY UPLC BEH
HILIC od spolec¢nosti Waters. Kolona z hybridniho materidlu BEH s navdzanym
zwitteriontovym ligandem sulfoalkylbetainem byla Atlantis Premier BEH Z HILIC od
spoleCnosti Waters. Kolona Atlantis Premier BEH Z HILIC vyuZzivd mimo jiné
patentovanou technologii MaxPeak High-Performance Surfaces (HPS), ktera
minimalizuje nezadouci interakce mezi analyty a povrchem kolony. Tato technologie
zlepsuje tvar pikl a citlivost analyzy tim, Ze eliminuje povrchové interakce, které by
mohly vést k deformaci pik(. Dalsi testovanou kolonou od spole¢nosti Waters byla
ACQUITY UPLC BEH Amide, jednd se o hybridni materidl BEH s navazanou

karbamoylovou skupinou [11; 12; 13; 14].
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Tabulka 2: Souhrn vlastnosti HILIC kolon pouzitych v této praci [10; 11; 12; 13]

kolona Syncronis HILIC Atlantis Premier BEH UPLC BEH HILIC
Z HILIC
velikost pord 100 A 95 A 130 A
mérny povrch 320 m?%/g 270 m?/g 185 m?/g
rozsah pH 2-8 2-10 1-9
teplotni | nizké pH 60 °C 60 °C 60 °C
stabilita | vysoké pH | 40 °C 60 °C 45 °C
pokryti uhlikem 5% 17% ---
ligand sulfoalkylbetain sulfoalkylbetain ---
vazba ligandu monofunkéni monofunkéni ---
endcapping - - -
maximalni tlak 18 130 psi (1250 Bar) 18000 psi (1240 Bar) 18000 psi (1240 Bar)
vyrobce Termo fisher scientific | Waters (USA) Waters (USA)
(USA)
kolona Luna HILIC CORTECS UPLC HILIC ACQUITY UPLC BEH
Amide
velikost porii 100 A 90 A 130 A
mérny povrch 400 m?/g 100 m?/g 185 m?/g
rozsah pH 1,5-11 1-5 2-11
teplotni | nizké pH 60 °C 45 °C 90 °C
stabilita | vysoké pH | 40°C 45°C 90°C
pokryti uhlikem 9,5% - 12%
ligand aminopropyl --- karbamoyl
vazba ligandu monofunkéni --- trifunkeni
endcapping --- --- ---
maximalni tlak 6000 psi (414 Bar) 18000 psi (1240 Bar) 18000 psi (1240 Bar)
vyrobce Phemonenex (USA) Waters (USA) Waters (USA)

3.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je vysoce citlivd analytickd metoda. Poskytuje detailni
informace o molekulové hmotnosti, pfitomnosti a pomérech izotopl prvkd v dané latce
a umoznuje kvantitativni analyzu latek. Analyzované molekuly jsou pfevedeny na ionty
v plynné fazi a nasledné separovany na zakladé jejich poméru hmotnosti k naboji (m/z)

[15; 1].

Hmotnostni spektrometr se sklada ze tfi hlavnich c¢asti. lontovy zdroj, ktery zajistuje
prevedeni latky do plynné faze a ionizaci analytu. Nasleduje hmotnostni analyzator, ve
kterém dochazi k rozdélovani iontd na zakladé jejich poméru hmotnosti a naboje

a nasledné detektor, ktery zaznamendva dopad ionti proslych analyzatorem. Dalsi
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soucasti pristroje jsou pocitac, jako ovladaci a vyhodnocovaci zafizeni, vakuovy systém
a iontova optika, ktera urychluje, fokusuje a usmérnuje ionty do analyzatoru. lontova

optika slouzi také k oddéleni nezadoucich neutralnich ¢astic [1].

3.2.1 lonizacni techniky

V iontovych zdrojich jsou analyzované latky pred vlastni analyzou v hmotnostnim
spektrometru ionizovany. K dispozici je celd fada ionizacnich technik, kdy volba zavisi

na fyzikalné chemickych vlastnostech analytu [1; 15].

lonizacni techniky lze rozdélit na mékkeé a tvrdé. Mékké ionizacni techniky se od tvrdych
lisi tim, Ze zpUsobuji mensi, ¢i Zddnou fragmentaci. lonizace probiha jak v plynné, tak
v kapalné fazi, v zavislosti na pouzité ionizacni technice. Nej¢astéji se vyuzivaji techniky
ionizace za atmosférického tlaku, zndmé jako API techniky. Patfi sem napfiklad ionizace
elektrosprejem (ESI), kterd je pouzita v této prdci, nebo chemickd ionizace
za atmosférického tlaku (APCl). Mezi tvrdé ionizacni techniky, které se nejcastéji
pouzivaji ve spojeni s plynovou chromatografii, patfi elektronova ionizace (El). Tato
technika zpuUsobuje znacnou fragmentaci, jeji vyhodou je vSak existence knihoven

spekter, coZ usnadnuje interpretaci vysledkd [1; 15].

K ionizaci elektrosprejem dochazi vloZzenim napéti na kapilaru, které vytvofri na povrchu
eludtu naboj. Na konci kapilary je eluat pomoci zamlzZujiciho plynu rozptylen za vzniku
kapic¢ek, na jejichz povrchu je velké mnoZstvi naboje. Postupnym odpafovanim
rozpoustédla dochdzi ke couloumbické explozi do takové miry, Ze jsou ziskany nabité

ionty, které jsou fokusovany iontovou optikou do analyzatoru [15].

Elektrosprej dokaze produkovat také vicendsobné nabité ionty, coZz umoznuje analyzu
latek s vysokou molekulovou hmotnosti napfiklad v proteomice. Tento typ ionizace

je nejcastéji vyuzivany typ ionizace ve spojeni s kapalinovou chromatografii [15].

3.2.2 Hmotnostni analyzatory

Hmotnostni analyzatory umoznuji rozdéleni iontl na zakladé jejich m/z a zaroven

je urychluji a usmérnuji na detektor. Existuje nékolik typl hmotnostnich analyzatord,
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které se lisi principem, separace iontl podle jejich m/z. V této préci je pouZit trojity

kvadrupal [1].

Trojity kvadrupdl je tandemové usporadani tfi kvadrupdll za sebou. Prvni kvadrupol
selektivné filtruje ionty o specifickém poméru m/z, které jsou nasledné fragmentovany
ve druhém kvadrupdlu, slouZicim jako kolizni cela, coz umoZiiuje méreni fragmentacnich
spekter. Fragmentace je zplsobena interakci iontl s inertnim koliznim plynem v kolizni
cele, coz vede k rozbiti prekurzorovych iontld na fragmenty, které jsou ndasledné
analyzovany ve tretim kvadrupdlu. Tato konfigurace umozZniuje selektivni analyzu
sloZitych smési, protoze kazdy kvadrupdl mlze byt nezdvisle nastaven na filtraci
specifickych m/z poméru, coz zvysuje schopnost identifikovat a kvantifikovat analyty

v pfitomnosti interferujicich latek [15].

3.3 Neurotransmitery

Neurotransmiter je chemicky mediator, ktery je uvolfiovdn do synaptické Stérbiny
jednim neuronem, ktery ovliviiuje postsynaptickou buriku, coz muze byt dalsi neuron
nebo efektorovy organ, jako je svalova burka nebo 7Zlaza. Neurotransmiter se vaze na
specifické receptory na postsynaptické membrané, ¢imz vyvolava excitacni nebo
inhibi¢ni odpovéd v této bunce. VétSina neurotransmiterd nedokaze prekonat
hematoencefalickou bariéru (HEB), ktera chrani centralni nervovou soustavu (CNS) pred
potenciadlné Skodlivymi latkami. Pfes HEB mohou prostupovat pouze malé a nepolarni
molekuly, nebo prekurzory neurotransmitert. Z prekurzord jsou ndsledné syntetizovany
neurotransmitery pfimo v neuronech, cCasto v synaptickém zakonceni. HEB hraje
klicovou roli pfi udrzovani stabilniho mikroprostfedi pro neuronalni signalizaci, coz
je nezbytné pro spravné fungovani CNS. Poskozeni HEB muzZe vést k naruseni této
homeostdzy, coZ je spojeno s neurodegenerativnimi onemocnénimi, jako
je Alzheimerova choroba, a se zanétlivymi procesy v mozku. Integrita HEB je proto

zasadni pro udrzeni celkového zdravi mozku [16; 17; 18].

Kazdy neuron syntetizuje a uvolfiuje pouze ty neurotransmitery, které pouzivd pro

prenos signal( pres synapsi k jiné bunce. Neuronové drahy jsou casto identifikovany
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podle jejich neurotransmiter(, napriklad dopaminergni draha syntetizuje a uvolfuje
neurotransmiter dopamin. Cilem neurotransmiterd mohou byt mimo neurony, také jiné

typy bunék, napriklad svalové nebo zlazové [16; 17].

Neurotransmitery jsou strukturné velmi rliznoroda skupina latek, ktera se da rozdélit

na podle nékolika kritérii. Zde je uvedeno rozdéleni na zakladé chemického slozeni [19]:

= klasické neurotransmitery:

o aminokyseliny: glutamat, kyselina gama-aminomadseln3, glycin;
o biogenni aminy:

= katecholaminy (dopamin, noradrenalin, adrenalin);

= indolaminy: serotonin;
o histamin;

o acetylcholin;

®" neuropeptidy:

o substance P;

o endorfiny a enkefaliny (opioidni peptidy);
o vasopresin;

o oxytocin;

o neuropeptid Y;

o somatostatin;

= endokanabinoidy:

o endokanabinoidy: anandamid, 2-arachidonoylglycerol;

= plynné molekuly:

o oxid dusnaty (NO);
o oxid uhelnaty (CO);
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= puriny:

o adenosin;

o ATP (adenosintrifosfat).

Tato prace sezabyva neurotransmitery, které spadaji do skupiny klasické

neurotransmitery a endokanabinoidy.

3.3.1 Klasické neurotransmitery

Klasické neurotransmitery jsou skupinou malych molekul, jejichz mechanismy ucinku
byly v neurovédé prostudovany mezi prvnimi. Tyto neurotransmitery rychle a pfesné
ovladaji neurondlni komunikaci prostfednictvim interakce s iontovymi kandly nebo
receptory spojenymi s G-proteiny, cozZ je zasadni pro funkce jako motoricka kontrola,
vnimani, uéeni a pamét. Mezi klasické neurotransmitery patfi acetylcholin, glutamat,
GABA, glycin a biogenni aminy, jako dopamin, serotonin a noradrenalin. Tyto molekuly
polozily zdklad pro pochopeni synaptického prenosu a nadale slouZi jako klicové
referencni body pro vyzkum slozitéjSich neurochemickych procest [19]. Glutamat
(GLUT) a kyselina gama-aminomaselnd (GABA) jsou klicové neurotransmitery, které
zasadné ovliviuji funkce centralniho nervového systému (CNS). V mozku je GABA hlavni
inhibi¢ni neurotransmiter, zatimco GLUT je hlavni excitani neurotransmiter.
Spolupracuji na regulaci neuronalni aktivity a fadé neurologickych funkci. Naruseni
rovnovahy mezi nimi mlze vést k neurologickym poruchdm. GABA i GLUT se v téle
vyskytuji velmi hojné a zapojuji se do mnoha fyziologickych procesu, proto bylo velmi
obtizné je identifikovat jako neurotransmitery [16]. GLUT je esencidlni aminokyselina
a nejhojnéjsi neurotransmiter. Mimo jiné je mediatorem plasticity nervového systému
(zaniku starych, nevyuzitych synapsi, posileni jinych synapsi nebo vzniku Gplné novych),
véetné bunécéné eliminace. Predpoklada se, Zze pravé synapticka plasticita hraje zasadni

roli v uchovavani vzpominek a procesu uéeni [16; 20].
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GLUT plsobi primarné v glutamatergnim systému. NejrozsifenéjSim typem receptoru
pro tento neurotransmiter jsou N-methyl-D-aspartatové (NMDA) receptory.
Tyto receptory jsou hojné exprimovany v celém nervovém systému a hraji velmi
dllezitou roli v jeho fungovéni. Jsou klicové pro fyziologicky vyvoj nervovych tkani,
plasticitu synaptickych spojeni a kognitivnich funkci, jako jsou uceni a pamét. PFilisna
zdvazné neurologické problémy. Mezi né patti amyotroficka lateralni skleréza (ALS),
kterd je spojena pravé s vy$Simi hladinami glutamatu, Alzheimerova choroba,

Parkinsonova choroba, cévni mozkové piihody a jiné neurodegenerativni stavy [20; 21].

Naruseni glutamatergniho systému je spoleénym rysem pro hypoxicko-ischemické
poskozeni, traumatické poranéni mozku, neurodegenerativni onemocnéni
i neuropsychiatrické choroby. Proto je glutamatergni systém a potaimo NMDA

receptory atraktivnim cilem souc¢asného neurofarmakologického vyzkumu [16; 20].

GABA jako inhibi¢ni neurotransmiter pomaha uklidnit mozek a podporuje relaxaci, ¢imz
reguluje naladu a napomaha spanku. Stejné jako GLUT hraje roli v uceni a paméti.
Vzhledem k tomu, Ze role GABA jsou opacné nei role GLUT, pfiznaky spojené
s nedostatkem GABA se prekryvaji s pfiznaky nadmérné hladiny GLUT. Takové pfiznaky
jsou napriklad globdlni excitabilita mozku a nachylnost k neurotoxickému poskozeni.

Nedostatek GABA mUze vést k uzkosti, epilepsii, insomnii a depresi [16].

Jsou znamy tfi typy GABAergnich receptorid GABAA-C. GABAA a GABAC maji podobnou
funkci. Jedna se o ionotropni receptory, které ovliviuji permeabilitu Cl- kanald. GABAC
vSak oproti GABAA tyto kanaly otevird pomaleji a jejich ucinek je daleko delsi. GABAB
receptory jsou metabolotropni a jsou sprazeny s G-proteinem. Aktivace tohoto
receptoru mimo jiné zpUsobi zvy$eni propustnosti pro K* a snizeni aktivity Ca%* kanald.
Vysledny efekt je snizeni mnozstvi vyplaveného neurotransmiteru cilovym neuronem

[16].

GLUT a GABA spolu Uzce souviseji. GABA je syntetizovana z GLUT. Déje se tak diky
enzymu glutamatdekarboxyldzy (GAD). V CNS je GABA recyklovana v ramci rfady reakci,
které efektivné Setfi a obnovuji jak GLUT, tak GABA.
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GLUT je v neuronech syntetizovan primdarné z glutaminu pomoci enzymu glutaminazy
(GLS), ktery vznika v astrocytech a je transportovan do neuron(. Pravé tato spoluprace
neurond a astrocytd je duleZita pro syntézu GLUT a soucasné i GABA. syntéza GLUT

a GABA je znazornéna na obr. 2 [16; 20].

U 9 GLS 9 Q GAD o
Hsz/\'/LLDH — HGJ\/\(U‘OH > H,N
NH, OH

NH,

glutamin glutamat kyselina gama-aminomaselna

Obrazek 2: Syntéza GLUT a GABA

Recyklace GLUT probiha tak, Ze po jeho uvolnéni do synaptické Stérbiny je vétSina GLUT
zpétné vychytavana astrocyty pomoci glutamatovych transportérd. V astrocytech je pak
pfeménén zpét na glutamin za spotfeby ATP, amoniaku a plsobeni enzymu
glutaminsyntetazy. Takto vznikly glutamin je ndsledné opét transportovan do neurond,
kde muze byt znovu vyuzit k produkci glutamatu a jeho uvolnéni do synaptické stérbiny

[16; 20].

Dopamin (DA) a serotonin (5-HT) jsou monoaminové neurotransmitery. Serotoninergni
systém se ucastni regulace mnoha fyziologickych funkci, jako jsou spankové cykly
a bdéni, télesna teplota, krevni tlak, vnimani bolesti, hormonalni funkce hypotalamu
a psychologické funkce, jako je napfiklad deprese a Uzkost. Dopaminergni systém
je pravdépodobné nejzndméjsi pro svou roli v psychickych poruchach a drogové
zavislosti. V CNS hraje vyznamnou ulohu pfi fizeni motorickych funkci, iniciaci rlznych

vzorcl chovani a pfi modulaci aktivity visceralnich funkci [16; 22].

5-HT casto cili na stejné oblasti jako noradrenalin, se kterym funkéné spolupracuje.
Dosud bylo popsdno sedm typl serotoninovych receptorll oznacovanych 5-HT1
az 5-HT7R, které se lisi ucinky. Nékteré jsou excitacni a jiné inhibi¢ni. Vysledny Gcinek
serotoninu proto zavisi na misté a typu receptoru, které cilova struktura exprimuje [16;

22].
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Ascendentni serotoninergni systém, ktery sméruje své nervové signaly do mozkové kiry,
limbického systému (amygdala a hypokampus), bazalnich ganglii, hypothalamu
a nékterych oblasti thalamu, ma roli v fizeni emoci, hypothalamickych funkci spojenych
s viscerdlnimi procesy a ve spankovém cyklu. Dale ovliviiuje zpusob, jakym mozek
zpracovava senzorické signaly, naptiklad v kontextu s vizudlnim vnimanim. Descendentni
serotoninergni systém naopak sméruje nervové signdly do kauddalnéjSich oblasti CNS,
kam patfi mozecek, micha a mozkovy kmen. Descendentni nervovy systém hraje roli
ve vnimani bolesti skrze interakce se zadnim miSnim rohem, kde zvySena aktivita tohoto
systému podporuje ucinky anestetik a je nezbytna pro efekt opiatll. Dale moduluje
excitabilitu neuronll v autonomnim nervovém systému a podporuje aktivitu

motorickych neuront ve ventralni misni oblasti [16].

Serotoninergni systém je spojen s mnoha behaviordlnimi poruchami, véetné depresi,

uzkostnych poruch, bipolarni poruchy a antisocidlni poruchy osobnosti [22].

DA je odvozem od L—tyrosinu. V CNS ovliviiuje fizeni motorickych funkci, iniciaci riznych
vzorcl chovani a pfi modulaci aktivity visceralnich funkci. Je zasadni i v procesech
souvisejicich s pocitem potéSeni, odménou a vznikem zdavislosti. Nerovnovaha
dopaminu, at uz jeho nadbytek ¢i nedostatek, mlze vést k vainym zdravotnim
komplikacim. Jeho role je také spojovéana s Parkinsonovou chorobou a schizofrenii [22;

16; 23].

Aktualné je zndmo pét typl dopaminovych receptor(i oznacovanych D1 az D5. Tyto
receptory jsou spojeny s G-proteiny ovliviujici funkci adenylatcyklazy. Klasifikuji
se do dvou hlavnich kategorii, na zakladé jejich vlivu na adenylatcyklazu. D1 a D5 spadaiji
do skupiny GS, ktera adenylatcyklazu stimuluje, zatimco receptory D2, D3, D4 patfi
do skupiny GI, ktera ji naopak inhibuje. Distribuce téchto receptor( se lisi napfi¢ rdznymi
¢astmi CNS. Napriklad v motorickych oblastech mozkové kiary prevazuji D2 receptory,
zatimco v limbickém systému dominuji receptory D3 a D4. Adrenalin a noradrenalin

pUsobi pro vétsinu téchto receptord jako parcidlni agonisté [16].

Hladiny obou téchto neurotransmiterll jsou regulovany zpétnym vychytavanim

a metabolismem. Jak DA, tak 5-HT jsou metabolizovdany monoaminooxidazou (MAO)
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na metabolity faze |1, kyselinu 3,4-dihydroxyfenyloctovou (DOPAC) a kyselinu
5-hydroxyindoloctovou (5-HIAA). DOPAC je dale metabolizovan na kyselinu
homovanilovou (HVA) katechol-O-methyltrasferdzou (COMT). Metabolismus DA a 5-HT

je znazornén na obr. 3 a 4 [23].

ALDH

HO COMT HO HO
HO NH, ~o NH, ~o o
dopamin 3-methoxytyramin 3-metoxy-4-hydroxyacetaldehyd
MAO ALDH

HO ALDH HO MAO
HO ~
o] HO OH ~o0 OH
3,4-dihydroxyfenyacetaldehyd kyselina-3,4-dihydroxyfenyloctova kyselina homovanilova

Obrazek 3: Metabolismus dopaminu

4 OH
N MAO H ALDH o
I N =0 — = HO
7 D
HO N
H
NH,
serotonin S-hydroxyindoleacetaldehyde kyselina 5-hydroxyindol-3-yl-octova

Obrazek 4: Metabolismus serotoninu
Vzhledem k tomu, Ze hladiny DA a 5-HT jsou velmi proménlivé, v praxi se pro hodnoceni
stavu téchto neurotransmiterovych systému casto vyuziva stanoveni jejich metabolit(.
Tyto metabolity Ize stanovit nejen v krvi, ale napfiklad kyselina homovanilova je také

vylucovéna do moci [17; 24].
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Kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctovd (DOPAC) a 3-methoxytyramin (3-MT) jsou
meziprodukty metabolismu DA, zatimco kyselina homovanilova (HVA) predstavuje jeho
hlavni koncovy produkt. Kyselina 5-hydroxyindoloctova (5-HIAA) je hlavnim koncovym
produktem metabolismu serotoninu (5-HT). Tyto metabolity jsou vylu¢ovany prevaziné
moci a slouZi jako dileZité biomarkery neuronalni aktivity a funkce DA a 5-HT. Jsou
vyuzivany k diagnostice a monitorovani poruch spojenych s témito neurotransmitery

[24; 25].

3.3.2 Endokanabinoidy

Lipidové neurotransmitery, jako jsou anandamid (AEA) a 2-arachidonoylglycerol (2-AG),
predstavuji specifickou skupinu signalnich molekul odvozenych od kyseliny
arachidonové, coz je mastnd kyselina nachazejici se v bunéénych membranach. Narozdil
od klasickych neurotransmitert, které jsou uvoliovdny exocytézou z vezikul,
se endokanabinoidy diky lipofilni povaze uvoliuji pasivné, difuzi pres bunécnou

membranu.

Strukturu anandamidu poprvé popsal v roce 1992 Eesky analyticky chemik Lumir Ondrej
Hanus ve spolupraci s americkym farmakologem Williamem Anthony Devanem.
Struktura 2 - arachidonoylglycerolu byla popsdna o 3 roky pozdéji Izraelskym chemikem
Raphaelem Mechoulamem, ktery je dnes povaZzovan za ,Otce vyzkumu kanabinoidd”

[16; 26].

Anandamid (AEA) a 2-arachidonoylglycerol (2-AG) jsou latky odvozené od kyseliny
arachidonové, které hraji klicovou roli v tzv. endokanabinoidnim systému. Ten se nachazi
v celém téle a ovliviiuje Sirokou $kalu fyziologickych funkci. AEA a 2-AG pusobi
na receptory CB1, které se primarné nachazeji v mozku a CB2, které jsou umistény mimo
mozek. V mozku ovliviuji motorickou kontrolu, kognici, emoce, motivaci a homeostazu.
Mimo mozek ovliviuji autonomni nervovy systém, imunitni systém, mikrocirkulaci,

travici systém a reprodukcni systém [16; 27; 28; 26].

Tyto endokanabinoidy neprodukuje télo do zdsoby. V pfipadé potieby

je endokanabinoidni systém aktivovan a aZ po této aktivaci dochazi k syntéze AEA a
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2-AG. Ty se poté uvoliuji z bunék a ovliviuji

komunikaci

mezi

Endokanabinoidni systém je stale predmétem intenzivniho vyzkumu [27; 26].

Existu;ji dalsi zastupci,

napfiklad

O-arachidonoylethanolamin

neurony.

(OAE),

O-oleoylethanolamin (OEA), nebo N-Arachidonoyldopamin (NADA). Tyto molekuly,

i kdyZ nejsou tak dobre prozkoumané jako anandamid a 2-AG, rozsifuji skupinu

lipidovych neurotransmiterll a naznacuji, Ze signalizace v nervové soustavé je

komplexnéjsi, nez se plvodné predpokladalo [27; 26].

3.3.3 Fyzikalné chemické vlastnosti analytt

Fyzikadlné chemické vlastnosti analyt( jsou shrnuty v tab. 3. VétSina analyt( je polarnich,

avSak 2-AG a AEA jsou nepolarni, coz komplikuje vyvoj metody pro jejich soucasné

stanoveni. Struktury jednotlivych analytli jsou zobrazeny na obr. 5.

Tabulka 3: Fyzikalné chemické vlastnosti analytti [29]

Bredd pKa pKa
Spravna nejvice | nejvice
analyt zkratka LA TG MW LogP kyselé | bazické
hmotnost [g/mol] . . .
funkéni | funkéni
[Da] . )
skupiny | skupiny
dopamin DA 156,0790 153,18 0,046 9,39 10,11
kyselina homovanilova HVA 182,0579 182,17 0,650 4,39 -
3-methoxytyramin 3-MT 167,9046 167,21 0,640 9,57 -
kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctova DOPAC | 168,0423 168,15 0,305 4,42 -
anandamid AEA 347,2824 347,53 6,155 14,48 -0,69
2-arachidonoylglycerol 2-AG 378,2770 378,50 6,358 13,54 -
glutamat GLUT 147,0532 146,14 -1,39 3,05 9,67
serotonin 5-HT 176,0950 176,21 0,545 10,9 9,52
kyselina 5-hydroxyindole-3-octova 5-HIAA | 191,0582 191,18 0,529 4,54 -4,07
kyselina gama-aminomaselna GABA 103,0633 103,12 -0,637 4,44 11,25
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Obrazek 5: Struktury neurotransmitert pouzitych v této praci [29]
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3.3.4 Metody stanoveni vybranych neurotransmitera

Souhrn vybranych publikaci zabyvajici se stanovenim vybranych neurotransmiterd je uveden
v tab. 4. Pro separaci neurotransmiter(l je nej¢astéji vyuzivana ultra-vysokoucinna kapalinova
chromatografie (UHPLC) s tandemovou hmotnostni detekci (MS/MS). Mezi dalsi vyuZivané
detektory patii detektor elektronového zachytu (ECD), detektor s diodovym polem
(DAD/PDA), fluorescen¢ni detektor (FD) a chemiluminiscencni detektor (CL). MS/MS poskytuje
vysokou citlivost a selektivitu. UmoZnuje jednoznacnou identifikaci neurotransmiter(
na zakladé jejich m/z a fragmentacnich vzorcll. Dokaze detekovat Sirokou skalu latek bez
omezeni na jejich vlastnosti, na rozdil od jinych detektor(, jako je ECD (omezen na latky s
vysokou afinitu k elektronlim), DAD (omezen na latky s chromofory), FD (omezen na

fluorescencni vlastnosti latky) a CL (omezen na chemiluminiscenéni vlastnosti latky).

Nejcastéji volena stacionarni faze pro separaci neurotransmitertl byla C18. Vodnou slozkou
mobilni faze (MF) byla nejéastéji 0,1% kyselina mravenci (FA). Dalsi pouzité vodné slozky MF
byly napfiklad 0,2% FA, kyselina octova (AA), 5 mM octan amonny (AmAc) o pH 3,5 a 4,5. Jako
Organicka slozka MF byl nejcastéji pouzivan acetonitril (ACN). Ddle byly také pouzivany
napfiklad 0,1% FA v ACN, metanol (MeOH) a 0,1% FA v MeOH. Nejcastéji se doba analyzy

pohybovala v rozmezi od 5 do 15 minut.

V z4dné z nalezenych studii nebyly soucasné stanovovany neurotransmitery zvoleny pro tuto
praci. Nejcastéji byly analyzovany polarni neurotransmitery, a to bud jednotlivé, nebo
ve skupindch maximalné po Sesti slouceninach. Dale bylo zjisténo, Ze studii zamérenych
na analyzu AEA a 2-AG je mensi mnoiZstvi neZ pro ostatni analyty. Nebyla nalezena zadna
studie, ve které by tyto lipofilni analyty byly stanovovany soucasné s nékterym z cilovych

poldrnich neurotransmiterd.
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Tabulka 4A: Pfehled metod pro stanoveni vybranych neurotransmiteri

Analyt Material Pfiprava vzorku Stacionarni faze Mobilni faze Detekce LLOQ Zdroj
5-HT 40 pl lyzatu mikrocentrifugace Synergi Polar-RP A: 0,1% FA ve vodé MS/MS 5 [30]
bunécéné linie (2 x 150 mm; 4 um) B: 0,10 FAv MeOH ng/mL
HVA 3 mL modi SPE Symmetry C18 A: 4% AA ECD 2,5 [31]
5-HIAA (4,6 x 75 mm; 3,5 um) B: MeOH umol/L
GABA 50 pL séra PP XBridge C18 column A: 0,1 % FA ve vodé MS/MS 2 [32]
(2,1 x 150 mm; 3,5 um) B: 0,1 % FA v MeOH nmol/L
GABA 500 mg homogenizace, ZORBAX Extend-C 18 A: 5 mM octan amonny DAD 0,3 [33]
fermentovanych extrakce (2,1 x 2100 mm; 3,5 um) (pH 3,50) ng/mL
séjovych produktl | ultrazvukem, B: ACN
centrufugace
DA 100 mg mozkové homogenizace, Welch AQ-C18 column A: 0,1 % FA ve vodé MS/MS DA -0,05 [34]
HVA tkané Centrifugace, (2,1 x100 mm, 3 um) B: MeOH HVA - 45
5-HIAA filtrace 5-HIAA -3
DOPAC DOPAC-5
GABA GABA - 100
5-HT 5-HT -0,03
ng/mL
DA 0,1 mg mozkové homogenizace, ZORBAX Eclipse Plus C-18 A: 0,1 % FA ve vodé MS/MS 0,25 [35]
5-HT tkané Centrifugace (2,1 x50 mm; 1.8 um) B: 0,1 % FAv ACN ng/mL
5-HT 150 pL séra PP, centrifugace Restek Ultra PFP Propyl A: 0,1 % FA ve vodé MS/MS 0,94 [36]
DA (2,1 x 100 mm; 3 um) B: 0,1 % FA v MeOH ng/mL
5-HIAA 50 pL moci online SPE Atlantis dC18 A: 0,2 % FA ve vodé MS/MS 0,13 [37]
(3 x 100 mm; 3 um) B: ACN umol/L
5-HIAA 10 ml séra PP Waters Acquity HSS T3 A: 0,1 % FA ve vodé MS/MS | - [38]
(2,1 x 100 mm; 1,8 um) B: MeOH + 0,3 % FA
5-HIAA 25uL moée | - ACQUITY UPLC HSS C18 A: 0,1 % FA ve vodé MS/MS 0,07 [39]
(2,2 x 100 mm; 1,8 um) B: ACN umol/I
3-MT 500 pL moci SPE Shim-Pack VP-ODS A: 70 mM NaH,PO4 FD LOD=7,9 [40]
(4,6 x 150 mm; 4,6 um) B: MeOH pg/L
(Loa
neuvedeno)
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Tabulka 4B: Pfehled metod pro stanoveni vybranych neurotransmitert

Analyt Material Ptiprava vzorku Stacionarni faze Mobilni faze Detekce LLOQ Zdroj
DA 20 puL mozkového pridani Thermo Scientific Gold PFP A: 0,1 % FA ve vodé MS/MS DA -0,05 [41]
DOPAC | mikrodialyzatu antioxidanta Hypersil, B: 0,1 % FAv ACN DOPAC- 10
HVA (2,1 x 150 mm; 1,9 um) HVA-0,5
5-HT 5-HT-0,1
5-HIAA 5-HIAA -

1 ng/mL
DA 50 pL mozkového PP, Restek Ultra Aqueous C18 A: 0,1 % FA ve vodé MS/MS DA -32,64 [42]
GLUT homogenatu centrifugace (2,1 x 100 mm; 3 um) B: ACN GLUT - 6,80
GABA hippocampu GABA-9,70
5-HT 5-HT-11,35
nmol/L
DA 1 mg mozkové tkané homogenizace, Shimadzu C18 A: 0,1 % FA ve vodé MS/MS DA-1 [43]
5-HT Centrifugace, (2,1 x 150 mm; 2 um) B: ACN 5-HT - 10
DOPAC Filtrace, DOPAC-50
5-HIAA dSPE 5-HIAA - 50
GABA GABA-0,1
ng/mL
GABA 100 pL lidské plazmy, | NDA derivatizace Zorbax Eclipse AAA A: 10 mM KH,PO,4 ve vodé FD 51,5 [44]
potkani plazmy, (4,6 x 150 mm; 3.5 um) (pH 6,5) ng/mL
homogenat sitnice B: MeOH
a mozku
GABA 20 pL likvoru PP Acquity UPLC HSS RP C18 A: 0,1 % FA ve vodé MS/MS 500 [45]
(2.1 x 150 mm, 1.8 um) B: MeOH ng/mL
GABA 9 uL mozkového o-phthalaldehyd Luna C18 column 0,1 M NaH;P0O4- 2H,0 FD 1 [46]
mikrodialyzatu (OPA)/sulfit (1,0 x 150 mm; 3 um) (pH 4,5)10-18 % (v/v) MeOH nmol/L
derivatizace

28



Tabulka 4C: Pfehled metod pro stanoveni vybranych neurotransmitert

B: 2 mM octan amonny + 0,1 %
(v/v) FA v MeOH

Analyt Material Priprava vzorku Stacionarni faze Mobilni faze Detekce LLOQ Zdroj
GLUT 60 pL ocni sitnice OPA derivatizace Shimadzu C18 Shim-pack VP- A: 50 mM octan sodny, MeOH 5%, | FD 100 [47]
kurecich embryi 0oDS 2-propanol (pH 5.67) ng/mL
(4,6 x 250 mm; 5 um) B: 70 % MeOH
DOPAC | mozkova tkan Centrifugace, Mikrokolona ALF-105 C18 citratovo-fosfatovy pufr (8 mM KCI, | ECD DOPAC 2,5 [48]
5-HIAA mysi filtrace, PP (1,0 x 150 mm; 3 um) 50 mM H3PO,4, 50 mM kyselina 5-HIAA 1,9
DA citronova, 2,33 mM 0OSA, 0,1 mM DA 2,7
HVA Na,EDTA, pH 3,25 s 50% NaOH) + HVA 14
5-HT 10% methanol 5-HT 4,5
pg/ml
DA 200 pL plazmy PP, SPME ACQUITY BEH Amide A: 0,1 % FA ve vodé MS/MS 1,2 [49]
(2,2 mm x 100 mm; 1,7 um) B: ACN ng/mL
DA 20 mg mozkové PTFE LiChrosther ® 100 RP- 18 A: 100 mM Na,POs, 1,8 mM OSA + ECD DA-7 [50]
DOPAC | tkané sépie (4 x 125 mm; 5 um) 0,1 mM EDTA DOPAC-3
5-HT B: 10 % ACN 5-HT -7
5-HIAA 5-HIAA -3
HVA HVA -3
ng/mL
DA 200 pL LLE ACQUITY UPLC BEH C18 A: 0,1 % FA ve vodé MS/MS DA -0,844 [51]
homogenatu (2,2 x 100 mm; 1,7 um) B: ACN ng/mL
mozku potkana
5-HT 1 mL roztoku fedéni Agilent InfinityLab Poroshell A:0,1% FA ve vodé PDA 120 [52]
CAAI-18 AA 120 SB-Aq B: ACN ng/mL
(2,1 x 100 mm; 2,7 um)
5-HIAA 50 ulL plazmy PP Primesep B, SIELC Inc. A: 10 mM octan amonny + 0,1 % MS/MS 15 [55]
(3,2%x 50 mm; 5 um) (v/v) FA ve vodé nmol/L
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Tabulka 4D: Pfehled metod pro stanoveni vybranych neurotransmitert

Analyt Material Ptiprava vzorku Staciondrni faze Mobilni faze Detekce LLOQ Zdroj
DA 200 pL homogenitu | PP Shim-pack ODS A: 0,2 % H3PO,4 CL LOD = [53]
5-HT mozkové tkané (4,6 x 250 mm; 5 um) B: MeOH DA-1,9

5-HT-2,3
ng/mL
(LoQ
neuvedeno)
5-HT 100 pL plazmy PP XB-C18 A: 0,1 % FA ve vodé MS/MS LOD=1 [54]
(2,1 x50 mm; 5 um) B: 0,1 % FAv ACN ng/mL
(Loa
neuvedeno)
5-HT, 1,5 ml homogenatu | centrifugace, Thermo C18 0,05 % FA v ACN MS/MS 5-HT -4 [56]
DA, mozkové tkané LLE (4,6 x 250 mm; 5 um) (92: 8, v/v) DA-4
5-HIAA, | potkana 5-HIAA - 12
DOPAC DOPAC- 12
HVA HVA-12
ng/mL
DA 500 pL plazmy centrifugace HR-80 Column C18 CAT-A-PHASE HPLC pufr; ESA ECD DOPAC-5 [57]
DOPAC (4,6 x 80 mm; 3 um) (MeOH, fosfatovy pufr, DA-5
patentovany roztok pro iontové ng/mL
parovani) + ACN
DA 10 pL plazmy PP GRACE VisionHT C18 A: 0,1 % FA ve vodé + 0,01 % TFA MS/MS 5-HT -0,25 [58]
5-HT (2,1 x 100 mm; 3 um) B: 0,1 % FAv ACN DA-0,5
nmol/L
GLUT 10 pL mozkového bez Gpravy Nucleoshell HILIC, EC A: 25 mM AmF ve vodé (pH 3,5) MS/MS GABA-0,63 [59]
GABA mikrodialyzatu (2,0 x 100 mm; 2,7 um) B: ACN GLUT-1,25
ng/mL
DA 10 pL mozkového lyofilizace Gemini NX-C18 A: AA ve vodé (pH 2) MS/MS | - [61]
3-MT mikrodialyzatu (150x2 mm; 5 pm, 110 A) B: MeOH
DOPAC
HVA
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Tabulka 4E: Pfrehled metod pro stanoveni vybranych neurotransmiterd

Analyt Material Ptiprava vzorku Stacionarni faze Mobilni faze Detekce LLOQ Zdroj
DA 80 uL mozkového | lyofilizace Gemini® NX-C18 A: AA ve vodé (pH 2) MS/MS DA -4,24 [60]
3-MT mikrodialyzatu (2,0 x 150 mm; 5 um) B: MeOH HVA - 4,94
HVA 3-MT-4,44
DOPAC DOPAC-5,35

nmol/mL
5-HT 250 pL plazmy DLLME XBridge Amide™ BEH A: 10 mM AmF ve vodé (pH 3) MS/MS 5-HT-10 [62]
5-HIAA (3,0 x 100 mm; 3,5 um) B: 10 mM AmF v ACN 5-HIAA-10
HVA HVA -30
DA DA-10
DOPAC DOPAC - 30
3-MT 3-MT - 10
ng/mL
3-MT 50 uL pIné krve extrakce Agilent Zorbax Eclipse Plus A:0,1% FA MS/MS 20 pg/mL [63]
ve formé rozpoustédlem, C18 B: 0,1 % FA v ACN
suché kapky deprivatizace (2,1 x 150 mm; 1,8 um)
AEA 50 pL séra LLE Atlantis dC18 A:voda MS/MS AEA-1,7 [64]
2-AG (3,9 x 150 mm; 3 um) B: ACN 2-AG-13,4
pg/mL
AEA Plazma LLE Phenomenex Kinetex C18 A: 0,2 % AA MS/MS AEA - 500 [65]
2-AG (mozstvi (2,1x 100 mm; 2,6 um) B: 0,1 % FAv ACN 2-AG - 500
neuvedeno) ng/mL
AEA 20 uL microSPE Dionex C18 microcolumn A: 10 mM octan amonny MS/MS AEA-30 [66]
2-AG mikrodialyzatu (180 um x 15 cm, 3 um) B: MeOH 2-AG - 300
fmol
2-AG 500 pL plazmy PP, Reprosil-PUR C18 A:voda + 2 mM octan amonny + | MS/MS 2-AG-0,1 [68]
AEA SPE (2 x50 mm; 3 um) 0,1% FA AEA-3,2
B: MeOH + 2 mM octan amonny ng/mL
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Tabulka 4F: Pfehled metod pro stanoveni vybranych neurotransmitert

Analyt Material Ptiprava vzorku Stacionarni faze Mobilni faze Detekce LLOQ Zdroj
AEA 150 pL lidské LLE Zorbax Eclipse XDB C18 A: 10 mM Octan amonny MS/MS 0,1 [67]
plazmy (2,1 x 50 mm; 5 um) ve vodé ng/mL
B: 10 mM octan amonny
v 90/10: ACN/voda (v/v)
C: 10 mM Octan amonny
v 50/50: ACN/voda (v/v).
2-AG 100 pL plazmy LLE Waters Symmetry C18 A:voda MS/MS 1 [69]
morcat (2,1 x 150 mm; 5 um) B: MeOH ng/mL
AEA 50 pL plazmy PP Phenomenex Gemini C6-Phenyl A: 5 mM amonium format MS/MS 250 [70]
(2,1 x 50 mm; 5 um) ve vodé fg
B: ACN
2AG 50 mg vlasu Extrakce Acquity BEH C18 column A: 2.0 mM octan amonny (pH MS/MS 2AG -5,30 [71]
AEA rozpoustédlem, (2,1 x 100 mm; 1,7 um) 4.5) AEA -0,40
SPE B: ACN ng/mL
AEA bunécné linie lyza bunék, Multospher 120 C18 A: 0,2 % FA ve vodé MS/MS AEA-0,03 [72]
2-AG 2x extrakce do tris- | (2 x 250 mm; 5 pm) B: 0,2 % FA v ACN 2-AG-2
HCL pufru ng/mL
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4. Experimentalni ¢ast

4.1 Pouzité pristroje a pomucky

= chromatograficky systém: ACQUITY UPLC I-Class PLUS system; Waters, Milford, USA:

o

o

pumpa: ACQUITY Binary solvent manager; Waters, Milford, USA;

davkovac vzorku: ACQUITY Sample manager FL-1; Waters, Milford, USA;
kolonovy termostat: ACQUITY Column manager; Waters, Milford, USA;
vyhodnocovaci program: MassLynx V4.2; Waters, Milford, USA;

hmotnostni spektrometr: Xevo TQ-XS triple quadrupole; Waters, Milford, USA;

= chromatograficky systém: ACQUITY UPLC; Waters, Milford, USA:

o

©)

pumpa: ACQUITY Binary solvent manager; Waters, Milford, USA;
davkovac vzorku: ACQUITY Sample manager; Waters, Milford, USA;
kolonovy termostat: ACQUITY Column manager; Waters, Milford, USA;
detektor: PDA detektor; Waters, Milford, USA,;

vyhodnocovaci program: Empower; Waters, Milford, USA;

= analytické vahy: Sartorius ME5-OC; Sartorius, Gottingen, Némecko;

» tfepacka: Promax 1020; Fisher scientific, Pardubice, Ceskd republika;

= ultrazvukova lazen: Sonorex Digitec; Bandelin Elextronic, Berlin, Némecko;

» automatické pipety: Eppendorf Reference 2; Eppendorf, Ri¢any u Prahy, Ceska

republika;

= pH metr: Hanna, Fisher scientific, Pardubice, Ceska republika.
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Seznam vsech pouzitych chromatografickych kolon:

ACQUITY UPLC BEH C18 (2,1 x 100 mm; 1,7 um); Waters (Milford, USA);

Kinetex F5 (2,1 x 100 mm; 2,6 um); Phemonenex (Torrance, USA);

ACQUITY UPLC BEH Shield RP C18 (2,1 x 100 mm; 1,7 um); Waters (Milford, USA);
ACQUITY UPLC CSH C18 (2,1 x 100 mm; 1,7 um); Waters (Milford, USA);

Atlantis Premier BEH Z HILIC (2,1 x 100 mm; 1,7 um); Waters (Milford, USA);
Luna NH2 (2,0 x 100 mm; 3,0 um); Phemonenex (Torrance, USA);

ACQUITY UPLC BEH Amide (2,1 x 100 mm; 1,7 um); Waters (Milford, USA);
Syncronis HILIC (2,1 x 100 mm; 1,7 um); Thermo scientific (Bend, USA);
ACQUITY UPLC BEH HILIC (2,1 x 100 mm; 1,7 um); Waters (Milford, USA);
CORTECS UPLC HILIC (2,1 x 100 mm; 1,6 um); Waters (Milford, USA).

4.2 Pouzité chemikalie

4.2.1

Pouzita rozpoustédla a aditiva

voda LC-MS grade: VWR International S.A.S., Fontenay-sous-Bois, Francie;
kyselina mravenci >99 %: VWR International S.A.S., Fontenay-sous-Bois, Francie;
kyselina octova 100 %: Merck, Praha, Ceskd republika;

acetonitril LC-MS grade: Fisher Scientific, Loughborough, UK;

amoniak 25 % LC-MS grade: Merck, Praha, Ceska republika;

metanol LC-MS grade: Fisher Scientific, Loughborough, UK.

Pouzité standardy

3-methoxytyramin (97,3 %); Sigma-Aldrich, Darmstadt, Némecko;

kyselina  3,4-dihydroxyfenyloctovd (99,5 %); Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Némecko;

kyselina gama-aminomaselnd (99,6 %); Sigma-Aldrich, Darmstadt, Némecko;
kyselina 5-hydroxyindole-3-octova (99 %); Sigma-Aldrich, Darmstadt, Némecko;
kyselina homovanilova (98,03 %); MedChemExpress, Monmouth Junction, USA;
2-arachidonoylglycerol (= 99,0 %); MedChemExpress, Monmouth Junction, USA;

anandamid (98,47 %); Toronto research chemicals, Torronto, Kanada;
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= serotonin (98 %); Toronto research chemicals, Torronto, Kanada;
= dopamin (98 %); Toronto research chemicals, Torronto, Kanada;

=  Glutamat (100 %); US Pharmacopeia, Rockville, USA.

4.3 Priprava roztoki

4.3.1 Zasobni roztoky standardnich latek

Zasobni roztoky standardl GABA, GLUT, DA, HVA, 5-HIAA, DOPAC, 3-MT, 5-HT byly
pfipraveny rozpusténim v 0,1% FA ve vodé. Zasobni roztok AEA byl pfipraven
rozpusténim standardu v ACN. Zasobni roztok 2-AG byl pfipraven naredénim roztoku
standardu 2-AG v ACN. Koncentrace zasobnich roztokd byla 1 mg/ml. Zasobni roztoky

standardu byly uchovavany v lednici pfi teploté 4-8 °C po dobu maximalné 7 dna.

4.3.2 Pracovni roztoky

Pracovni roztoky pro metodu na reverznich fazich byly pfipravovany dle potreby do 0,1%
FA ve vodé, pro metodu v mddu HILIC byly pracovni roztoky pfipravovany do Cistého

ACN.

4.3.3 Mobilni faze

V systému RP byly jako vodné slozky testovany 0,1% FA ve vodé a 0,1% NH4OH ve vodé

jako vodna slozka MF. Jako organicka slozka byl vidy pouzit ACN.

V systému HILIC byly testovany vodné slozky MF 10mM octan amonny (AmAc) o pH 4
a6a9.10 mM mravencan amonny (AmF) o pH 3, 0,1% a 0,5% FA ve vodé, 0,1% a 0,5%
AA ve vodé. Jako organicka slozka MF byl testovan ACN, 0,1% a 0,5% FA v ACN a 0,1%
a 0,5% AA v ACN.

MF 0,1% FA a 0,1% AA byla pripravena pridanim 0,5 mL koncentrované FA/AA do 500 mL
odmérné bariky s vodou, ktera byla nasledovné doplnéna po rysku. MF s 0,1% obsahem
NH4OH byla pfipravovana pridanim 2 mL 25% NHz do 500 mL odmérné banky s vodou,
kterd byla nasledovné doplnéna po rysku. Stejnym zplsobem byla pfipravena také
organicka slozka MF 0,1% FA a 0,1% AA v ACN, tedy pfidanim 0,5 mL koncentrované

FA/AA do 500 mL odmérné bariky s ACN, ktera byla nasledné doplnéna po rysku.
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Octan amonny o pH 4, nebo 6 byl pfipraven pfidanim 285,14 uL AA do 500 mL vody

v kadince, nasledné byl pfidavan amoniak az do dosazeni pH 4 a 6.

Octan amonny o pH 9 byl ptipraven opacné, pridanim 285,14 uL amoniaku do 500 mL

vody a pH bylo upraveno kyselinou octovou na hodnotu pH 9.

Mravencan amonny o pH 3 byl pfipraven pfidanim 188,65 puL FA do 500 mL vody

v kadince, nasledné byl ptiddvdan amoniak az do dosazeni pH 3.

4.3.4 Pomocné kapaliny

Jako wash byl pouzit 100 % ACN. Jako purge byl pouzit 10 % ACN, pfipraven pomoci
odmérného valce tak, Ze bylo smichano 900 ml vody a 100 ml ACN. Oplachova kapalina
pro tésnéni pistl cerpadla byl 10 % MeOH. Pripravena byla stejnym zplsobem jako slaba

oplachova kapalina, avSak misto ACN byl pouzit MeOH.

4.4 \yvoj RP-UHPLC-MS/MS metody

4.4.1 Parametry vychozi metody v systémech s reverzimi fazemi

Vychozi podminky analyzy jsou uvedeny v tab. 5.

Tabulka 5: Vychozi podminky pro vyvoj metody na reverznich fazich

Parametr Nastaveni parametru
kolona ACQUITY UPLC BEH C18 (2,1 x 100 mm; 1,7 um)
mobilni faze slozka A 0,1% FA

slozka B ACN
pratokova rychlost 0,5 mL/min
doba analyzy 7 min
nastrikovany objem vzorku 2uL
teplota kolony 40 °C
teplota davkovace vzorku 10°C
purge 10 % ACN
wash ACN
rozpoustédlo standardu voda
Nastrikovany objem vzorku 2 uL
typ eluce gradientova, viz obrazek 6
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Obrazek 6: Nastaveni gradientové eluce v systému reverznich fazi

4.4.2 Optimalizace MS/MS metody

Optimalizace byla provddéna s vyuZitim pracovnich roztokd o koncentraci 1x10°® g/mL.
Méreni bylo provedeno v pozitivnim i negativnim maédu ESI. Byla zjiSténa experimentalni

m/z prekurzorovych iontd analytd.

Nasledné byl proveden sken produktovych iontl, kdy byla hodnocena intenzita

jednotlivych fragment( analytd pfi hodnotdch 10 eV, 20 eV a 30 eV.

Pro optimalizaci kolizni energie byly pouZity nejintenzivnéjsi fragmenty, které byly
vybrany z méreni skenl produktovych iontl v pozitivnim a negativnim mddu.
Optimalizace kolizni energie byla provedena v rozmezi od 5 eV do 35 eV v intervalech po

5eV.

V tab 8 jsou uvedeny parametry s prislusSnym testovanym rozmezim pro optimalizaci
nastaveni iontového zdroje. Byly pouZity pracovni roztoky standard(i o koncentraci

1x1077 g/mL.
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Tabulka 8: Pfehled parametrd optimalizace nastaveni iontového zdroje a testovany rozsah

hodnot
optimalizované rozmezi
parametr — —
pozitivni méd negativni mod

napéti na kapilare 0,5-3,5kV 1-2,5 kV
napéti na vstupnim kuZzelu 5-55V 5-55V
pratok plynu na vstupnim kuzelu 150-400 L/h 150-400 L/h
prutok desolvataéniho plynu 500-1200 L/h 500-1200 L/h
desolvatacni teplota 250-600 °C 250-600 °C

4.4.3 Volba stacionarni faze a optimalizace slozeni mobilni faze

Byly méreny SRM jednotlivych neurotransmiterd za Ucelem ziskani retencnich casu.

Mé&Feny byly pracovni roztoky standardd o koncentraci 1x10® mg/mL.

V ramci volby stacionarni faze v systému reverznich fazi byly testovany ctyfi kolony:

ACQUITY BEH C18;

ACQUITY UPLC CSH C18;

=  Kinetex F5;

ACQUITY UPLC BEH Shield RP C18.

Jako vychozi vodna slozka MF byla pouzita 0,1 % FA a jako organicka slozka MF ACN.

Na koloné ACQUITY UPLC CSH C18 byly testovany dvé MF, ato 0,1 % FA a 0,1 % NH4OH

jako vodna slozka MF a ACN jako organicka slozka MF.

4.4.4 Kalibracni krivka

Analyzovany byly pracovni roztoky smési neurotransmitert s koncentracemi 0,1 az 500
ng/mL. Roztoky byly méfeny v triplikatu. Vysledky méreni kalibracnich kfivek umoznilo
stanovit dolni limit kvantifikace (LLOQ). Vzorky vybranych koncentraci poté slouzily
k méreni opakovatelnosti metody. Mezi analyzou roztokd o riznych koncentracich byly

vloZeny dva blanky, aby se zabranilo pfipadnym prenosim mezi nastriky.

4.4.5 Opakovatelnost metody

Pro méfeni opakovatelnosti metody byly zvoleny roztoky o koncentraci 0,1; 1; 10 a 100

ng/mL. Tyto hladiny byly zméreny desetkrat. Z namérenych hodnot retencnich ¢asu (RT),
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plochy pikl, a asymetrie pikd byl vypocitan primér, smérodatna odchylka (SD) a relativni

smeérodatna odchylka (RSD). Vyvoj HILIC-UHPLC-MS/MS metody

4.4.6 Vychozi nastaveni metody hydrofilni interakcni chromatografie

Vychozi podminky HILIC metody jsou uvedeny v tab. 9.

Tabulka 9: Vychozi nastaveni HILIC metody

Parametr Nastaveni parametru
kolona ACQUITY UPLC BEH HILIC (2,1 x 100 mm; 1,7 um)
mobilni faze slozka A ACN

slozka B 0,1 % FA
pratokova rychlost 0,4 mL/min
doba analyzy 7 min
nastrikovany objem vzorku 2 uL
teplota kolony 40 °C
teplota davkovace vzorku 10°C
purge 50 % ACN
wash ACN
rozpoustédlo standardu ACN
Nastrikovany objem vzorku 2 uL

typ eluce

gradientova, viz obrazek 7
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Obrazek 7: Nastaveni gradientové eluce v systému HILIC
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4.4.7 Volba stacionarni faze a optimalizace sloZzeni mobilni faze v HILIC

Byl proveden screening Sesti staciondarnich fazi. Jednalo se o kolony

= Syncronis HILIC;

= Atlantis Premier BEH Z HILIC;
= UPLC BEH HILIC;

= LUNA HILIC;

=  CORTECS UPLC HILICG;

= ACQUITY UPLC BEH Amide.

U kazdé stacionarni faze byl proveden screening mobilni faze dle tabulky 10.

Tabulka 10: Pfehled testovanych mobilnich fazi v systému HILIC

kolona mobilni faze A mobilni faze B
Syncronis HILIC 10 mM octan amonny pH 4 ACN
10 mM octan amonny pH 6 ACN
Atlantis Premier BEH Z HILIC 10 mM octan amonny pH 4 ACN
10 mM octan amonny pH 6 ACN
10 mM octan amonny pH 9 ACN
10 mM mravencan amonny pH 3 ACN
0,1 % kyselina mravenci ACN
0,1 % kyselina mravenci ACN +0,1% FA
0,5 % kyselina mravenci ACN
0,5 % kyselina mravenci ACN + 0,5 % FA
0,1 % kyselina octova ACN
0,1 % kyselina octova ACN + 0,1 % AA
0,5 % kyselina octova ACN
0,5 % kyselina octova ACN + 0,5 % AA
UPLC BEH HILIC 10 mM octan amonny pH 4 ACN
10 mM octan amonny pH 6 ACN
10 mM octan amonny pH 9 ACN
Luna HILIC 10 mM octan amonny pH 4 ACN
10 mM octan amonny pH 6 ACN
CORTECS UPLC HILIC 10 mM octan amonny pH 4 ACN
10 mM octan amonny pH 6 ACN
ACQUITY UPLC BEH Amide 10 mM octan amonny pH 4 ACN
10 mM octan amonny pH 6 ACN
10 mM octan amonny pH 9 ACN
10 mM mranevéan amonny pH 3 ACN
0,1 % kyselina mravenci ACN
0,1 % kyselina mravenci ACN +0,1% FA

ACN — acetonitril, AA — kyselina octovd, FA — kyselina mravenci



4.4.8 Kalibracni krivka

Analyzovany byly pracovni roztoky smési neurotransmitert s koncentracemi 0,1 az 500
ng/mL. Roztoky byly méreny v triplikatu. Vysledky méfeni kalibracnich krivek umoznilo
stanovit dolni limit kvantifikace (LLOQ). Vzorky vybranych koncentraci poté slouzily
k méreni opakovatelnosti metody. Mezi analyzou roztokd o rliznych koncentracich byly

vloZeny dva blanky, aby se zabranilo pfipadnym pfenosim mezi ndastriky.

4.4.9 Opakovatelnost metody

Pro méreni opakovatelnosti metody byly zvoleny roztoky o koncentraci 10; 25; 100 a 250
ng/mL. Tyto vzorky byly zméreny desetkrat. Z namérenych hodnot retencnich ¢ast (RT),
plochy pikl, a asymetrie pikd byl vypocitan primér, smérodatna odchylka (SD) a relativni

smeérodatna odchylka (RSD).

4.5 Studie kratkodobé stability vybranych neurotransmitert

Byla provedena studie kratkodobé stability zamérend na analyty DA, 5-HT a 5-HIAA,
protoZe se jednd o analyty citlivé na svétlo, teplotu a pH. Provedeni stabilitni studie bylo
nezbytné k ovéreni stability po dobu 24 hod., coz je klicové pro dosazeni validnich

a reprodukovatelnych vysledk.

Stabilita byla mérena v systému RP po dobu 24 hod za podminek uvedenych v tab. 11.

Pro detekci byl pouzit detektor s diodovym polem (PDA) nastaveny na detekci 280 nm.

Tabulka 11: Podminky pro studii kratkodobé stability vybranych neurotransmitert

Parametr Nastaveni parametru
kolona ACQUITY UPLC BEH C18 (2,1 x 100 mm; 1,7 um)
mobilni faze slozka A 0,1% FA

slozka B ACN
pratokova rychlost 0,5 mL/min
doba analyzy 7 min
nastrikovany objem vzorku 2 uL
teplota kolony 40 °C
teplota davkovace vzorku 10°C
purge 10 % ACN
wash ACN
rozpoustédlo standardu voda
Nastrikovany objem vzorku 2 uL
typ eluce gradientova, viz obrazek 6

41



Stabilita byla mérena po dobu 24 hodin. Byly testovany tfi rizna rozpoustédla a to voda,
0,1% FA a 0,1% AA. Pracovni roztoky byly pripraveny bezprostiedné pred vlastni
analyzou. V autosampleru byly temperovany pfiblizné 4 minuty na nastavenou teplotu.
V hodinovych intervalech byly duplicitné méreny jednotlivé analyty. Vyhodnoceny byly

plochy pik{ a jejich zména v Case.

Na zdkladé ziskanych dat bylo zvoleno rozpoustédlo, ve kterém byly analyty stabilni
co nejdelsi dobu. Ve zvoleném rozpoustédle byla ovéfena stabilita 3-MT, DOPAC a HVA.
Analyty GABA a GLUT nebyly ovérovany, jelikoZ je vzhledem k jejich struktufe neni
mozné pozorovat na detektoru s diodovym polem. Analyty 2-AG, AEA nebyly testovany

z dlvodu jejich vysoké ceny.
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5. Vysledky a diskuze

5.1 Vyvoj RP-UHPLC-MS/MS metody

5.1.1 Optimalizace nastaveni SRM

Optimalizace byla provedena v pozitivnim i negativnim maoédu. Vychozi podminky

chromatografické metody jsou uvedeny v kapitole 4.4.1.

Experimentalni hodnoty [M+H]*/ [M-H] kazdého analytu byly ziskany pomoci MS sken.
HVA a DOPAC neionizovaly v pozitivnim médu, coZ je dano jejich kyselou povahou. Tyto
latky maji tendenci chovat se jako donory H* a tvofit deprotonované molekuly. 3-MT,
2-AG a 5-HT neionizovaly v negativnim médu. 3-MT je amfoterni latka, kterd se mlze
chovat jako kyselina nebo baze v zavislosti na pouzité mobilni fazi. V tomto ptipadé byla
jako vodna slozka mobilni faze pouzita 0,1% FA, coZ vede k tomu, Ze se 3-MT chova jako
baze aionizuje v pozitivnim modu. 2-AG ma neutralni povahu, ktera v kyselém prostredi,
kde je nadbytek H*, ptijima protony a ionizuje v pozitivnim médu. 5-HT ma diky aminové
skupiné bazickou povahu a tendenci k protonaci. Experimentalni molekulové hmotnosti
protonovanych a deprotonovanych molekul ziskané z méreni MS sken v ESI* a ESI"jsou
uvedeny v tab. 12. Znalost experimentdlni molekulové hmotnosti [M+H]* a [M-H]~

umoznuje jednoznacnou identifikaci analytl ve vzorku.

Tabulka 12: vysledky méreni MS skenti

spravna L . o, L . .
o molekulova teoretlcl+<a experlmen:(alnl teoreticka experimentalni
hmotnost [M+H] [M+H] [M-H]- [M-H]
DA 153,0790 154,0863 154,01 152,0717 151,98
HVA 182,0579 183,0652 N 181,0652 180,97
3-MT 167,0946 168,1019 168,04 166,0874 N
DOPAC 168,0423 169,0495 N 167,0350 166,92
AEA 347,2824 348,2897 348,21 346,2752 346,19
2-AG 378,2770 379,2843 379,21 377,2697 N
GABA 103,0633 104,0706 104,00 102,0561 102,01
GLUT 147,0532 148,0604 147,98 146,0459 145,95
5-HIAA 191,0582 192,0655 191,99 190,0510 189,97
5-HT 176,0950 177,1022 177,04 175,0877 N

[M+H]* - protonovand molekula analytu, [M-H] - deprotonovand molekula analytu, N — neionizuje

Nasledné byly ziskany fragmenty z méreni MS/MS sken(. Byly vybrany 3 nejintenzivné;jsi

fragmenty od kazdého analytu. Tyto fragmenty jsou uvedeny v tab. 13 a byly pouZity
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k optimalizaci kolizni energie. Cilem optimalizace kolizni energie bylo najit podminky, pfi
kterych budou analyty poskytovat nejvyssi odezvu detektoru. Vysledky jsou zobrazeny
na obr. 8 az 11. Nejintenzivnéjsi fragment s pfislusnou kolizni energii od kazdého analytu
jak v pozitivnim, tak negativnim médu byl dale pouZit k optimalizaci nastaveniiontového

zdroje.

vev s

Tabulka 13: Nejintenzivnéjsi fragmenty skenu produktovych iontt

analyt ESI* ESI-
fl 2 f3 fl f2 f3
DA 137,06 118,97 90,96 121,93 93,02 134,93
HVA N N N 137,04 121,94 104,92
3-MT 151,15 91,01 119,02 N N N
DOPAC N N N 123,05 95,05 106,17
AEA 287,32 245,15 119,03 259,13 101,95 99,91
2-AG 287,32 269,09 361,23 N N N
GABA 87,07 68,04 86,00 84,13 62,17 70,65
GLUT 84,03 129,93 101,98 101,94 128,00 73,88
5-HIAA 146,13 118,50 90,95 146,07 143,91 130,91
5-HT 160,09 114,95 132,03 N N N

f- fragment, N - neionizuje
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400000 - 5 eV
200000 -
0 4 - r ...- r ...- \ m10eV
104 >86.94 104 >68.92 104 >68.92
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¢) 1200000 - m20eV
= 1000000 -
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400000 - I
200000 - m30eV
0 - — L] L] L
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400000 -
m40eV
DA
300000 -
m45eV
200000 -
100000 -
0. __ in. , Illl_ ,
154.01 > 136.92 154.01 > 118.93 154.01 > 90.93

Obrazek 8: Vysledky optimalizace kolizni energie pro GABA, GLUT, DA v ESI*
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Obrazek 9: Vysledky optimalizace kolizni energie pro 3-MT, 5-HT, 5-HIAA, AEA a 2-AG v ESI*
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Obrazek 10: Vysledky optimalizace kolizni energie pro GABA, GLUT, DA, HVA v ESI
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Obrazek 11: Vysledky optimalizace kolizni energie pro 5-HIAA, AEA, DOPAC v ESI

Souhrn vyslednych SRM prechodi v ESI* a ESI s prisluSnou kolizni energii je uveden

v tab. 14.
Tabulka 14: Souhrn vyslednych SRM pfechodi v ESI* a ESI s pFislusnou kolizni energii
analyt ESI* ESI-
SRM CE [eV] SRM CE [eV]

DA 154,15 > 137,06 10 151,98 > 121,93 15
HVA N N 181,07 > 137,04 10
3-MT 168,17 > 151,15 10 N N
DOPAC N N 167,04 > 123,05 10
AEA 348,34 > 287,32 10 346,19 > 259,13 15
2-AG 379,31 > 287,32 15 N N
GABA 104,23 > 87,07 10 102,01 > 84,13 10
GLUT 148,11 > 84,03 10 146,17 > 128,00 10
5-HIAA 192,14 > 146,13 15 190,08 > 146,07 10
5-HT 177,16 > 160,09 10 N N
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Optimalizace parametrl nastaveni iontového zdroje

Byla provedena optimalizace nastaveni parametr(i iontového zdroje. Cilem optimalizace
bylo nastavit parametry iontového zdroje pro maximalni odezvu a citlivost sledovanych
analytl. Optimalizaci parametrl nastaveni iontového zdroje byly provedeny
v konkrétnim rozsahu dle tab. 8 v kapitole 4.4.2. Parametry byly hodnoceny v pozitivhim
i negativnim maédu. Pro prehlednéjsi hodnoceni je na obrazku znazornéna relativni

plocha pikd.

Optimalizace napéti na vstupnim kuzelu je zndazornéna na obr. 12. Jako 100 % v ESI* byla
zvolena hodnota 20 V. V ESI* je u vSech analytl pozorovan podobny trend, kdy odezva
nejdfive stoupd a poté s rostoucim napétim klesa. Jako 100 % v ESI"byla zvolena hodnota
10 V. V ESI" analyty vykazuji velmi odlisné trendy. GABA a AEA s rostoucim napétim
stoupa, zatimco GLUT, DA, HVA, 5-HIAA a DOPAC klesa. Napéti na vstupnim kuzelu bylo
nastaveno pro kazdy analyt individualné. V pozitivnim mdédu bylo nastaveno pro GLUT,
DA, 3-MT, 5-HT, 5-HIAA a AEA 20V, pro GABA 15V a pro 2-AG 30 V. V negativnim mddu
bylo nastaveno pro GABA 50 V, DA 30V, 5-HIAA 20V, HVA 15 V a pro GLUT a DOPAC 10
V.
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Obrazek 12: Vysledky optimalizace napéti na vstupnim kuzelu

Obr. 13 zndzoriuje vysledky optimalizace desolvatacni teploty. Jako 100 % v ESI* byla
zvolena hodnota 550 °Cav ESI"600 °C. U vSech analyt(i je pozorovdna s rostouci teplotou
rostouci odezva, pficemzZ analyty DA, 3-MT, 5-HT a 2-AG v ESI* a AEA a DOPAC v ESI
vykazuji u teploty 500 °C pokles. Teplota 550 °C byla zvolena jako optimalni pro oba
mady, jelikoZ poskytovala velmi dobrou odezvu a zdroven nevede k vyraznému snizeni

intenzity odezvy pro Zadny z analytd.
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Obrazek 13: Vysledky optimalizace desolvatacni teploty
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Obrazek 14 znazornuje vysledky optimalizace napéti na kapilare v ESI*. Jako 100 % byla

zvolena hodnota 0,5 kV. U vSech analytll mimo 2-AG je pozorovan s rostoucim napétim

pokles odezvy. 2-AG naopak vykazuje rist a skok pri 2 kV. Je tfeba zohlednit 2-AG, jelikoz

ionizuje pouze v ESI*. Proto bylo zvoleno jako optimalni napéti na kapilare 1,5 kV.

Vysledky optimalizace napéti na kapildre v ESI" je zobrazeno na obr. 15. Zde byla jako

100 % zvolena hodnota 1 kV. VSechny analyty mimo AEA vykazuji s rostoucim napétim

klesajici trend. Jako optimalni zde byla zvolena hodnota 1,5 kV, kterd znamena vyssi

odezvu pro AEA, avsak pro ostatni analyty neznamena vyrazny pokles odezvy.
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Obrazek 14: Vysledky optimalizace napéti na kapilare v ESI*
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Obrazek 15: Vysledky optimalizace napéti na kapilare v ESI-

Vysledky optimalizace pratoku desolvatacniho plynu jsou znazornény na obr. 16. Jako
100 % byla zvolena hodnota 1200 L/h v obou mddech. U vSech analytl v pozitivnim i
negativnim maddu je pozorovano s rostoucim pritokem rostouci odezvu mimo DOPAC

v ESI". Vysledny pritok byl nastaven 1200 L/h.
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Obrazek 16: Vysledky optimalizace pritoku desolvatacniho plynu

Obrazek 17 zobrazuje vysledky optimalizace pritoku plynu na vstupnim kuzelu. Jako 100
% byla v ESI* zvolena hodnota 150 L/h a v ESI" 400 L/h. V pozitivnim mdédu vykazovaly
AEA, 2-AG a 5-HIAA s rostoucim pritokem vyraznéjsi pokles, proto byla jako optimalni
hodnota zvolena 150 L/h. V negativhim médu mél DOPAC rostouci trend a AEA klesajici.

Hodnota pratoku plynu na vstupnim kuzelu byla zvolena 200 L/h.
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Obrazek 17: Vysledky optimalizace pritoku plynu na vstupnim kuZelu

Souhrn vyslednych parametrd nastaveni iontového zdroje je uveden v tab. 14.

Tabulka 15: Vysledna optimalizace parametrti iontového zdroje

parametr pozitivni méd negativni mod
napéti na kapilare 1,5 kv 1,5 kv
napéti na vstupnim kuZzelu Individualni pro kazdy analyt
pratok plynu na vstupnim kuzelu 150 L/h 200 L/h
pratok desolvataéniho plynu 1200 L/h 1200 L/h
desolvatacni teplota 550 °C 550 °C

5.1.2 Vysledky volby stacionarni faze

Byl proveden screening Ctyr staciondarnich fazi dle tab. 1 kapitola 3.1.1. Kolony se liSily
materidlem (silikagel, BEH, CSH) a navdzanym ligandem. Z namérenych retencnich ¢as(
ziskanych z MS skenl byly vytvoreny bodové grafy zavislosti molekulové hmotnosti

na Case retence, podle kterych byla vyhodnocena selektivita separace jednotlivych

53



kolon. Vzhledem k blizkym hodnotam molekulovych hmotnosti byla primarné sledovana

separace analytického paru 3-MT/DOPAC (168,04/166,92).

Vysledky separace na koloné ACQUITY UPLC BEH C18

Kolona C18 je nejcastéji pouzivanou kolonou v resersi a predstavuje kolonu prvni volby
pro RP. VétsSina analyzovanych latek obsahuje hydrofobni ¢3sti, jako je benzenové jadro,
nebo dlouhy alifaticky retézec, napriklad endokanabinoidy. Tyto latky interaguji
s nepolarnimi C18 fetézci prostfednictvim hydrofobnich (van der Waalsovych) interakci.
Naopak, analyty jako GABA a GLUT, které postradaji hydrofobni struktury, s touto
stacionarni fazi neinteraguji a eluuji se dle oc¢ekavani v mrtvém c¢ase. Byla pouzita 0,1%
FA jako vodna slozka a ACN jako organicka slozka MF. Vysledek separace je uveden
na obr. 18. Dle ocekavani doslo k eluci vSsech analyzovanych latek. V pfipadé analytickych
parli GABA/GLUT (104,00/147,98), stejné jako 3-MT/5-HT (168,04/177,04) nedochazelo
k separaci. Jelikoz maji odliSnou m/z Je moiné je hmotnostni detekci jednoznacné
identifikovat. K separaci kritického paru 3-MT/DOPAC (168,04/166,92) dochazelo.
Analyty GABA a GLUT se eluuji v mrtvém c¢ase, coz znamend, Ze nejsou na koloné
dostatecné zadrzovany. To je zplsobeno jejich vysokou polaritou a nizkou molekulovou

hmotnosti.
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Obrazek 18: Zavislost MW na retencnim case na koloné ACQUITY UPLC BEH C18 pfi pouziti
0,1% FA jako vodné sloZzky a ACN jako organické slozky MF
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Na obr. 19 je zobrazen chromatogram s pfisluSnymi retenénimi €asy znazornujici
separaci analytll na koloné ACQUITY UPLC BEH C18 pfi pouziti 0,1% FA jako vodné slozky
a ACN jako organické slozky MF. Piky vSech analytd jsou uzké a symetrické, ovsem

u DOPAC a HVA je pozorovan vyraznéjsi Sum.

gr10 0 5% 767 1
100 1 AEA 4,85 min
3 HVA 1,66 min
4 3-MT 1,05 min
6 5-HIAA 1,49 min
7 DOPAC 1,33 min
- ‘ 8 GABA 0,50 min
\ 10 GLUT 0,49 min
\
\ ‘k
. ey AN RT

0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 350 4.00 4.50 5.00 550 6.00 6.50 7.00

Obrazek 19: Chromatogramy znazornujici separaci analytli na koloné ACQUITY UPLC BEH C18
pfi pouziti 0,1% FA jako vodné slozky a ACN jako organické slozky MF

Vysledky separace na koloné Kinetex F5

Pentafluorofenylovd skupina na koloné Kinetex F5 zvySuje retenci aromatickych
sloucenin silnym m-mt interakcim s elektronové bohatymi benzenovymi jadry. VétsSina
analytl obsahuje benzenové jadro, a proto se ocekava jejich retence a separace. Naproti
tomu GABA a glutamat, které postradaji hydrofobni ¢asti, nejsou zadrzovany stacionarni
fazi a jsou eluovédny v mrtvém case, stejné jako na koloné ACQUITY UPLC BEH C18. Byla
pouzita 0,1% FA jako vodna slozka a ACN jako organicka slozka MF. Vysledek separace
je uveden na obr. 20. Dle ocekavani doslo k eluci vSech analyzovanych latek. Stejné jako
na koloné ACQUITY UPLC BEH C18 nedochazelo v pripadé paru GABA/GLUT
(104,00/147,98) k separaci a eluovaly se v mrtvém case. K separaci kritického paru 3-

MT/DOPAC (168,04/166,92) dochazelo.
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Obrazek 20: Zavislost MW na retencnim case na koloné Kinetex F5 pfi pouziti 0,1 % FA jako
vodné slozky a ACN jako organické slozky MF

Na obr. 21 je zobrazen chromatogram s pfisluSnymi reten¢nimi c¢asy znazornujici
separaci analytl na koloné Kinetex F5 pti pouziti 0,1 % FA jako vodné slozky a ACN jako
organické slozky MF. Piky vSech analytl jsou uzké a symetrické, a podobné jako

na koloné ACQUITY UPLC BEH C18 u DOPAC a HVA je pozorovan vyraznéjsi Sum.

w0 O 477 63 1 1 AEA 3,89 min
3 HVA 1,44 min
4 3-MT 0,83 min
6 5-HIAA 1,35 min
7 DOPAC 1,12 min
8 GABA 0,43 min
X
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Obrazek 21: Chromatogramy znazornujici separaci analyti na koloné Kinetex F5 pfi pouZiti
0,1 % FA jako vodné slozky a ACN jako organické slozky MF
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Na této koloné byl také testovan vliv procentudiniho podilu organické slozky MF
na logaritmus retencéniho ¢asu. Vysledky jsou zobrazeny na obr. 22. Pokud maji analyty
velmi podobné tvary kfivek, naznacuje to jejich obtiznou separaci. Pro vétsinu analytt
je moiné pozorovat s rostoucim podilem ACN v MF klesajici retenéni ¢as. U analytu
GLUT je nejdfive pozorovan mirny nar(st a poté pokles. Pro GABA je podobné jako GLUT
pozorovan nejdrive nardst a poté pokles retencniho ¢asu, ovsem od 70 % ACN je opét
pozorovan rlst. 3-MT a 5-HT je pozorovan pokles a od 80 % vyrazny rlist retencniho
Casu. Z grafu je patrné, Ze analyty GABA/GLUT a 3-MT/5-HT budou mit podobné retencni

¢asy. Vysledky koreluji s chromatografem na obr. 21.
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Obrazek 22: Vliv podilu organické slozky MF na logaritmus retencniho ¢asu jednotlivych
analytl
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Vysledky separace na koloné ACQUITY UPLC BEH Shield RP C18

Kolona ACQUITY UPLC BEH Shield RP C18 kombinuje klasickou C18 stacionarni fazi
s karbamatovou skupinou, a to tim zplsobem, Ze na stacionarni fazi je nejprve navdzana
karbamdtova skupina. Tato skupina pUsobi jako polarni ochrannd vrstva, kterd
minimalizuje nespecifické interakce s volnymi silanoly silikagelu. Na karbamdtovou
skupinu je poté pripojen C18 rfetézec, ktery umoinuje specifické hydrofobni
(van der Waalsovy) interakce s analyty. Byla pouzita 0,1% FA jako vodna slozka a ACN
jako organicka slozka MF. Vysledek separace je uveden na obr. 23. Doslo k eluci vSech
analyzovanych latek. Nedochazelo k separaci paru DA/GLUT (154,01/147,98), které
dokaze hmotnostni detekce identifikovat na zakladé jejich m/z. Na této koloné je

v mrtvém Case pouze GABA, ovSsem DA a GLUT jsou mrtvému ¢asu velmi blizko.
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Obrazek 23: Zavislost MW na reten¢nim case na koloné ACQUITY UPLC BEH Shield RP
C18 pii pouziti 0,1 % FA jako vodné slozky a ACN jako organické slozky MF
Na obr. 24 je zobrazen chromatogram s pfislusSnymi retencnimi casy zndazornujici
separaci analytl na koloné ACQUITY UPLC BEH Shield RP C18 pfi pouZiti 0,1 % FA jako
vodné slozky a ACN jako organické slozky MF. Piky vSech analytl jsou uzké a symetrické,
mimo AEA. U AEA bylo pozorovano vyrazné frontovani a rozmyvani piku, coz znemoznilo
urcit jeho retencni ¢as. To mizZe byt zplsobeno specifickymi interakcemi mezi AEA
a stacionarni fazi kolony, kterd kombinuje hydrofobni vlastnosti C18 s hydrofilni
karbamatovou vrstvou. Tyto kombinované vlastnosti staciondrni faze mohly vést

k nerovhomérné retenci AEA, coz zplisobuje deformaci piku a jeho frontovani. U DOPAC
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Obrazek 24: Chromatogramy znazoriujici separaci analytti na koloné ACQUITY UPLC BEH
Shield RP C18 p¥i pouZiti 0,1 % FA jako vodné slozky a ACN jako organické slozky MF

Vysledky separace na koloné ACQUITY UPLC BEH CSH RP C18

Kolona ACQUITY UPLC BEH CSH RP C18 predstavuje alternativu ke klasické C18 koloné.
Lisi se pfitomnosti permanentniho povrchového naboje, ktery umoznuje elektrostatické
interakce mezi nabitymi funkénimi skupinami v analytech a naboji na stacionarni fazi.
Je vhodna pfi separaci bazickych analytd. Byla pouzita 0,1% FA jako vodna slozka a ACN
jako organickda slozka MF. Vysledek separace je uveden na obr. 25. Separace
analytického paru GABA/GLUT (104,00/147,98) nebylo dosazeno a dle ocekavani
se analyty nachazely v mrtvém case. K separaci kritického paru 3-MT/DOPAC
(168,04/166,92) sice dochazelo, ale zaznam pro DOPAC vykazoval vyrazny Sum
a znacnou deformaci piku. To nedovoluje jednoznacné urdit retencni ¢as pro DOPAC.
Chromatogram znazornujici separaci analytd na koloné ACQUITY UPLC CSH C18
za pouZiti 0,1 % FA jako vodné slozky a ACN jako organické slozky MF je uveden na obr.

26.
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Na této koloné byl také testovan vliv 0,1% NHsOH jako vodné slozky a ACN jako
organické slozky MF. Vysledek je uveden na obr. 27. Uprava slozeni vodné slozky MF
zpUsobila, Ze DA neionizoval a neposkytoval odezvu na detektoru, proto jej nebylo
mozné hodnotit. TaktéZ neni mozné hodnotit DOPAC a HVA. jelikoZ se jedna o kyseliny,
které jsou v zasaditém prostiedi 0,1% NH4OH ionizované, a proto muze dochazek k
nezadoucim interakcim s nabitym povrchem kolony. Byl ovSem pozorovan také vyrazny
Sum a deformaci pikQ, proto neni mozné jednoznacné urcit jejich retencni ¢asy. GLUT
je amfoterni latka, kterd v zdasaditém pH vykazuje kyselou povahu. To zpUlsobilo
nerovnhomeérnou interakci se staciondrni fazi a rozmyti piku tak, Ze nelze retencni ¢as
vyhodnotit. GABA a 5-HIAA se eluuji v mrtvém case. Chromatogram znazornujici
separaci analytd na koloné ACQUITY UPLC CSH C18 za pouZiti 0,1% NH4OH jako vodné

slozky a ACN jako organické slozky MF je uveden na obrazku 28.
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Obrazek 25: Zavislost MW na retencnim case na koloné ACQUITY UPLC CSH C18 za pouziti
0,1 % FA jako vodné slozky a ACN jako organické slozky MF
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Obrazek 26: Chromatogram znazornujici separaci analytti na koloné ACQUITY UPLC CSH
C18 za pouziti 0,1 % FA jako vodné slozky a ACN jako organické slozky MF
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Obrazek 27: Zavislost MW na retencnim ¢ase na koloné ACQUITY UPLC CSH C18 za poutziti
0,1 % NH4OH jako vodné slozky a ACN jako organické slozky MF
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Obrazek 28: Chromatogramy znazoriujici separaci analyti na koloné ACQUITY UPLC CSH
C18 za pouziti 0,1 % NH4OH jako vodné sloZzky a ACN jako organické slozky MF

K eluci a ionizaci vSech analytl dochazelo na koloné ACQUITY UPLC BEH C18 a na koloné
Kinetex F5 pfi pouziti 0,1% FA jako vodné slozky a ACN jako organické slozky MF.
Na obou kolonach nedochdzelo k separaci analytll GABA a GLUT, jelikoz ale maji odlisné
m/z je hmotnostni detekce schopna tento par rozlisit. TaktéZz se oba analyty na obou
kolonach eluovaly v mrtvém case, tedy neinteragovaly se stacionarni fazi. To mlze byt

zpUsobeno jejich vysokou polaritou a nizkou molekulovou hmotnosti.

Vybrana stacionarni faze pro dalsi méreni byla ACQUITY UPLC BEH C18.

5.1.3 Meéreni kalibracni zavislosti

Kalibracni kfivka byla mérena rozmezi 0,1 az 500 ng/mL. Roztoky byly méreny
v triplikatu. Byla pouzita byla linearni regrese s logaritmickou transformaci dat, coz
snizilo procento chyby [error%] oproti vazené funkci 1/x a 1/x2, coz vedlo k lepSim
korelacnim koeficientim a koeficientim determinace. Vtab. 16 jsou uvedeny

koeficienty determinace (R2) a dolni limity kvantifikace (LLOQ) pro jednotlivé analyty.
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Mezi analyzou roztok( o rliznych koncentracich byly vloZzeny dva blanky, aby se zabranilo

pfipadnym prenosdm mezi nastriky.

Tabulka 16: Vysledky kalibra¢ni kfivky

Analyt LLOQ R?
[ng/mL]

GABA 0,10 0,997970
GLUT 0,25 0,982975
DA 0,10 0,999528
3-MT 0,10 0,999715
5-HT 0,10 0,996098
5-HIAA 2,50 0,995870
AEA 25 0,913422
2-AG 25 0,925873
HVA 25 0,991570
DOPAC 50 0,932043

5.1.4 Méreni opakovatelnosti metody

Bylo provedeno méreni opakovatelnosti deseti replikatli ve Ctyrech koncentracnich
hladinach za optimalizovanych podminek na koloné ACQUITY UPLC BEH C18. Vysledky

méreni jsou uvedeny v tab. 17.

Pro analyty HVA, 2-AG, AEA, 5-HIAA a DPAC byly méreny koncentracni hladiny, které
jsou mensi nez jejich LLOQ, proto u téchto analytl nejsou uvedeny hodnoty ve vSech
mérenych koncentracnich hladinach. Retencni casy byly opakovatelné pro vsechny
koncentrace s RSD v rozmezi 0,00-0,43 %. Opakovatelnost ploch pikd pro koncentrace
méla RSD v rozmezi 0,65-8,42 %. V zadném pripadé hodnoty RSD nepresahly 10 %
a proto byly hodnoceny jako optimalni. Asymetrie piki se pohybovala v rozmezi

0,98-5,67.
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Tabulka 17: Vysledky opakovatelnosti RP metody

koncentrace koncentrace

0,1 [ng/mL] 1 [ng/mL]
analyt RSD RT RSD plochy asymetrie RSD RT RSD plochy asymetrie

[%] [%] piku [%] [%] piku

GABA 0,26 6,26 2,62 0,00 1,24 3,21
GLUT 0,43 2,97 2,00 0,00 1,30 1,91
DA 0,27 1,89 1,13 0,31 1,05 1,07
3-MT 0,12 3,20 1,05 0,00 1,97 1,34
5-HT 0,15 8,42 1,64 0,00 1,77 2,33
5-HIAA - - - - - -
AEA - - - - - -
2-AG - - - - - -
HVA - - - - - -
DOPAC - - - - - -

koncentrace koncentrace

10 [ng/mL] 100 [ng/mL]
analyt RSD RT RSD plochy asymetrie RSD RT RSD plochy asymetrie

[%] [%] piku [%] [%] piku

GABA 0,00 1,83 5,67 0,00 0,65 4,88
GLUT 0,00 0,91 2,87 0,00 0,87 4,27
DA 0,31 0,95 0,98 0,33 1,18 1,06
3-MT 0,00 1,04 3,55 0,00 0,71 5,58
5-HT 0,00 1,58 4,47 0,00 0,86 5,27
5-HIAA 0,00 1,95 1,89 0,00 1,38 3,95
AEA - - - 0,00 3,60 2,13
2-AG - - - 0,04 4,72 2,77
HVA - - - 0,00 2,18 1,45
DOPAC - - - 0,13 6,69 1,78

5.1.5 Souhrn optimalizovanych podminek pro metodu na reverznich

fazich

Vtab. 18 jsou shrnuty vysledky optimalizace metody na reverznich fazich. Pouzita

gradientova eluce je shodnd s vychozim nastavenim a je uvedena na obr. 6 kapitola

4.4.1.
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Tabulka 18: Souhrn vyslednych optimalizovanych podminek pro metodu RP-UHPLC-MS/MS

Parametr Nastaveni parametru
kolona ACQUITY UPLC BEH C18 (2,1 x 100 mm; 1,7 um)
mobilni faze slozka A 0,1% FA

slozka B ACN
pratokova rychlost 0,5 mL/min
doba analyzy 7 min
nastrikovany objem vzorku 2 uL
teplota kolony 40 °C
teplota davkovace vzorku 10°C
purge 10% ACN
wash 100% ACN
rozpoustédlo standardu 0,1% FA
Nastrikovany objem vzorku 2 uL
typ eluce gradientova, viz obrazek 6

5.2 Vyvoj HILIC-UHPLC-MS/MS metody

5.2.1 Vysledky volby stacionarni faze a optimalizace slozeni mobilni faze

Byl proveden screening Sesti stacionarnich fazi s pfislusSnymi mobilnimi fazemi podle tab.
11 v kapitole 4.5.2. Testované kolony se liSily materidlem castic (silikagel, BEH) a
navazanym ligandem. Na zakladé namérenych retencnich ¢asl byly sestaveny bodové
grafy zobrazujici zavislost molekulové hmotnosti na retenénim case, které slouzily k
hodnoceni selektivity separace jednotlivych kolon. Grafy byly vytvofeny pouze pro ty
podminky, kde bylo moziné jednoznacné stanovit retencéni Cas vSech analytl. Za
ostatnich testovanych podminek nebylo moiné jednoznacné stanovit retencni casy,
protoZe nedochazelo k dostatecné retenci, ionizaci Ci eluci analytd z kolony, coz vedlo k
vyraznému rozmyvani a deformaci pikd. Prioritou byla separace 3-MT a DOPAC,

vzhledem k jejich blizkym molekulovym hmotnostem a to 168,04 a 166,92.

Retencni casy vSech analytl bylo mozné jednoznacné urcit pouze na dvou stacionarnich
fazich. Na koloné Atlantis Premier BEH Z HILIC a koloné BEH Amide HILIC pfi nasledujicich

podminkach:

=  BEH Amide HILIC:

o A:0,1%FA B: ACN;
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= Atlantis Premier BEH Z HILIC:

o A:0,1%FA B:0,1% FA v ACN;
o A:0,5%FA B: 0,5% FA v ACN;
o A:0,1%AA B: 0,1% AA v ACN;
o A:0,5%AA B: 0,5% AA v ACN;
o A:0,5% AA B: ACN.

Vysledky separace na koloné BEH Amide HILIC

Amidové skupiny na povrchu stacionarni faze poskytuji polarni interakce, zejména
vodikové vazby a dipdl-dipdlové interakce s polarnimi funkénimi skupinami v analytech,
jako jsou hydroxylové, aminové a karbonylové skupiny. Na obr. 29 je zobrazena zdavislost
MW na retenc¢nim ¢ase pfi pouziti 0,1 % FA jako vodné slozky a ACN jako organické slozky
MF. Pfi téchto podminkach dochazelo k eluci vSech analyzovanych latek. Separace paru
3-MT/DOPAC (168,04/166,92) bylo dosazeno. 2-AG se eluoval v mrtvém case. AEA se
eluoval témér soucasné s 2-AG. To naznacuje velmi nizkou retenci na stacionarni fazi,

coz je zplUsobeno vysokou polaritou analytu.
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® GABA o GLUT e DA o 3-MT e 5-HT e 5-HIAA e AEA e 2-AG e HVA e DOPAC
Obrazek 29: Zavislost MW na retencnim case na koloné BEH Amide HILIC p¥i pouZiti 0,1 % FA
jako vodné slozky a ACN jako organické slozky MF
Na obr. 30 je uveden chromatogram separace na koloné BEH Amide HILIC pti pouziti
0,1 % FA jako vodné slozky a ACN jako organické slozky MF. U DOPAC bylo pozorovano
vyrazné chvostovani. Nerovnomérnd interakce analytu se stacionarni fazi mize byt

zpUsobena interakci DOPAC s amidovymi skupinami stacionarni faze.
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100 1 AEA 0,74 min
3 HVA 0,87 min

4 3-MT 3,61 min

6 5-HIAA 1,52 min

7 DOPAC 1,00 min

® 8 GABA 4,25 min
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Obrazek 30: Chromatogramy znazornujici separaci analytti na koloné BEH Amide HILIC pFi
pouziti 0,1 % FA jako vodné sloZzky a ACN jako organické slozky MF

Vysledky separace na koloné Atlantis Premier BEH Z HILIC

Kolona BEH Z HILIC je obsahuje zwitteriontovou stacionarni fazi, kterd obsahuje
kombinaci kladnych a zapornych nabojl. Tato kmbinace umoinuje specifické
elektrostatické a iontové interakce. Vykazuje zvySenou selektivitu pro latky obsahujici
vice ionizovatelnych skupin, napfiklad aminokyseliny. Na obr. 31 je zobrazena Zavislost
MW na retenénim Case pfi pouZiti 1 pouZiti 0,1 % FA jako vodné slozky a 0,1 % FA v ACN
jako organické slozky MF. Pfi téchto podminkach dochazelo k eluci vSech analyzovanych
latek. Separace paru 3-MT/DOPAC (168,04/166,92) bylo dosazeno. Nebylo docileno
separace pard DOPAC/5-HIAA (166,92/191,99) a GABA/5-HT (104,00/177,04) a
2-AG/AEA (379,21/348,21), jelikoz maji rozdilné m/z MS je dokaze spolehlivé

identifikovat. Dle ocekdavani jsou nepoldrni analyty AEA a 2-AG eluovdny v mrtvém Case.

67



400 -

[ J
[ ]
300 A
= .
= 200 ° ° :‘. .
100 - °
0 L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] 1

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5 5.5
TR [min]
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Obrazek 31: Zavislost MW na retencnim c¢ase na koloné Atlantis Premier BEH Z HILIC
pfi pouZiti 0,1 % FA jako vodné slozky a 0,1 % FA v ACN jako organické slozky MF

Na obr. 32 je zobrazen chromatogram separace na koloné Atlantis Premier BEH Z HILIC
pfi pouziti 0,1 % FA jako vodné slozky a 0,1 % FA v ACN jako organické slozky MF. Piky

jsou uzké a symetrické. U analytu GLUT je moZno pozorovat zdvojeni.
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1+2 3 4 845
100 1 AEA 0,67 min
2 2-AG 0,68 min
3 HVA 1,39 min
4 3-MT 2,09 min
5 5-HT 2,38 min
6 5-HIAA 2,30 min
7 DOPAC 2,30 min
* | ‘ 8 GABA 2,37 min
|

||

0 \ DN RT

050 1.00 1.50 2.00 250 3.00 3.50 4.00 450 500 550 6.00 650 7.00

Obrazek 32: Chromatogramy znazornujici separaci analyti na koloné Atlantis Premier BEH
Z HILIC pfi pouziti 0,1 % FA jako vodné sloZzky a 0,1 % FA v ACN jako organické slozky MF

68



Na obr. 33 je zobrazena Zavislost MW na retencnim cCase pfi pouziti 0,5 % FA jako vodné
slozky a 0,5 % FA v ACN jako organické slozky MF. Pti téchto podminkach dochazelo k
eluci vsech analyzovanych latek. Separace analytického paru 3-MT/DOPAC
(168,04/166,92) bylo dosazeno. Nebylo dosazeno separace trojce DOPAC/5-HIAA/5-HT
(166,92/191,99/177,04), které MS dokaze spolehlivé identifikovat na zakladé jejich m/z.
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® GABA o GLUT e DA e 3-MT @ 5-HT e 5-HIAA e AEA e 2-AG e HVA e DOPAC

Obrazek 33: Zavislost MW na retencnim case na koloné Atlantis Premier BEH Z HILIC
pfi pouziti 0,5 % FA jako vodné slozky a 0,5 % FA v ACN jako organické slozky MF
Na obr. 34 je zobrazen chromatogram separace na koloné Atlantis Premier BEH Z HILIC
pfi pouziti 0,5 % FA jako vodné slozky a 0,5 % FA v ACN jako organické slozky MF. Piky

jsou uzké a symetrické mimo GABA, kterd ma pik Sirsi, ovSsem stale symetricky. U analytu

vevs

100 | 1+2 3 4 85+6+7

| 1 AEA 0,64 min
2 2-AG 0,65 min
‘ 3 HVA 1,37 min
| 4 3-MT 1,49 min
' 5 5-HT 2,30 min
6 5-HIAA 2,32 min
g 7 DOPAC 2,31 min
H 8 GABA 2,12 min
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Obrazek 34: Chromatogramy znazoriujici separaci analytli na koloné Atlantis Premier BEH
Z HILIC pfi pouziti 0,5 % FA jako vodné slozky a 0,5 % FA v ACN jako organické slozky MF
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Na obr. 35 je zobrazena Zavislost MW na retencnim ¢ase pfi pouZiti 0,1 % AA jako vodné
slozky a 0,1 % AA v ACN jako organické slozky MF. Pfi téchto podminkach dochazelo k
eluci vsech analyzovanych latek. Separace analytického paru 3-MT/DOPAC
(168,04/166,92) bylo dosazeno. Nedochazelo kseparaci pard 2-AG/AEA
(379,21/348,21), které jsou dle ocekavani eluovany v mrtvém case. Dédle nedochazelo
k separaci 5-HT/5-HIAA (191,99/177,04). Neseparované analyty dokaze MS spolehlivé

identifikovat.
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Obrazek 35: Zavislost MW na retencnim ¢ase na koloné Atlantis Premier BEH Z HILIC
pfi pouziti 0,1 % AA jako vodné slozky a 0,1 % AA v ACN jako organické slozky MF
Na obr. 36 je zobrazen chromatogram separace na koloné Atlantis Premier BEH Z HILIC
pfi pouziti 0,1 % AA jako vodné slozky a 0,1 % AA v ACN jako organické slozky MF. Oproti
pouziti 0,1 % FA jako vodné slozky a 0,1 % FA v ACN jako organické slozky MF jsou piky
analytl DOPAC, HVA a GABA Sirsi nepravidelné a s vy$sim Sumem. U analytl DOPAC,

GLUT a DA je pozorovano chvostovani pikl a u GABA zdvojeny pik.
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Obrazek 36: Chromatogramy znazornujici separaci analytti na koloné Atlantis Premier BEH

Z HILIC pfii pouziti 0,1 % AA jako vodné slozky a 0,1 % AA v ACN jako organické slozky MF

Na obr. 37 je zobrazena Zavislost MW na retenc¢nim case pfi pouziti 0,5 % AA jako vodné
slozky a ACN jako organické slozky MF. Pfi téchto podminkach dochazelo k eluci vSech
analyzovanych latek. Separace 3-MT/DOPAC (168,04/166,92) bylo dosazeno. Nebylo
dosazeno separace DOPAC/DA (166,92/154,01), které MS dokaze spolehlivé

identifikovat. Dle o¢ekavani AEA eluuji v mrtvém Case a analyt 2-AG eluuji tésné po ném.
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® GABA o GLUT e DA o 3-MT @ 5-HT @ 5-HIAA e AEA e 2-AG e HVA e DOPAC
Obrazek 37: Zavislost MW na retencnim case na koloné Atlantis Premier BEH Z HILIC
pfi pouZiti 0,5 % AA jako vodné slozky a ACN jako organické slozky MF

Na obr. 38 je zobrazen chromatogram separace na koloné Atlantis Premier BEH Z HILIC
pfi pouZiti 0,5 % AA jako vodné slozky a ACN jako organické slozky MF. Piky analytd HVA
a GABA jsou oproti pouziti 0,1 % AA jako vodné slozky a 0,1 % AA v ACN jako organické

slozky MF uzsi a vice symetrické. DOPAC stéle vykazuje velmi vyrazny Sum.
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Obrazek 38: Chromatogramy znazornujici separaci analytti na koloné Atlantis Premier BEH
Z HILIC pfi pouziti 0,5 % AA jako vodné slozky a ACN jako organické slozky MF

Na obr. 39 je zobrazena Zavislost MW na reten¢nim Case pfi pouZiti 0,5 % AA jako vodné
slozky a 0,5% AA v ACN jako organické slozky MF. Pfi téchto podminkach dochazelo k
eluci vsech analyzovanych latek. Separace 3-MT/DOPAC (168,04/166,92) bylo dosaZzeno.
Nebylo dosazeno separace trojce analytd 5-HIAA/5-HT/DOPAC (191,99/177,04/166,92)
a dvojce DA/GABA (154,01/104,00) a AEA/2-AG (379,21/348,21), které MS dokaze
spolehlivé identifikovat. Dle ocekavani AEA a 2-AG eluuji v mrtvém case, tedy jsou

nedostatecné zadrzovany kolonou.
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Obrazek 39: Zavislost MW na reten¢nim case na koloné Atlantis Premier BEH Z HILIC
pfi pouziti 0,5 % AA jako vodné slozky a 0,5 % AA v ACN jako organické slozky MF

Na obr. 40 je zobrazen chromatogram separace na koloné Atlantis Premier BEH Z HILIC
pfi pouziti 0,5 % AA jako vodné slozky a ACN jako organické slozky MF. Piky vSech

analyt( jsou Uzké a symetrické, coZz ma vétsi prioritu nez Uplna separace analytl, které

72



dokdaze MS rozligit. Tvar pikd ma vliv na kvantifikaci. Uzké a symetrické piky znamenaji

spolehlivéjsi vysledky i pfi prekryvani nékterych analytd na chromatografické koloné.
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Obrazek 40: Chromatogramy znazoriujici separaci analytli na koloné Atlantis Premier BEH
Z HILIC pfi pouziti 0,5 % AA jako vodné slozky a 0,5 % AA v ACN jako organické slozky MF

Za vsech vyse uvedenych podminek bylo dosazeno separace kritického paru DOPAC a 3-

MT.

Na obr. 41 je znazornén vliv testovanych MF na relativni plochu piku na koloné Atlantis
Premier BEH Z HILIC. Jako 100 % byla zvolena MF s 0,1% FA jako vodna slozka a 0,1% FA
v ACN jako organickd sloZzka. ZvySeni koncentrace FA na 0,5 % ve vodné slozce MF
zpusobilo snizeni odezvy u vétsiny analytl, pouze u 3-MT a HVA je pozorovano zvyseni
odezvy. Koncentrace FA 0,5 % jak ve vodné, tak v organické sloZzce MF zpUsobilo vyrazné
zvyseni odezvy pro 2-AG, ovsem pro ostatni analyty zlistala odezva bud srovnatelna,
nebo se snizila. Zdména FA za AA znamenala zvySeni odezvy u analytd 5-HT, 3-MT, GLUT
a HVA, ovSem pro AEA a 2-AG zpUsobila vyrazny pokles. PouZiti 0,5% AA jako vodnd
slozka a 0,5% AA v ACN jako organicka slozka MF znamenala zvySeni odezvy pro GLUT,

GABA a HVA. Pro ostatni analyty byla odezva nizsi.

0,1% FA jako vodnad slozka a 0,1% FA v ACN jako organicka slozka MF vykazovala nejvétsi

plochy pikli pro nejvice analytli v porovnani s ostatnimi testovanymi slozkami MF.
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Obrazek 41: Vliv sloZzeni mobilni faze na relativni plochu piku na koloné Atlantis Premier BEH
Z HILIC

Nejlepsi separace tedy rozdéleni vétsiho pocCtu analytll v porovnani s jinymi
podminkami, bylo dosazeno na koloné BEH Amide HILIC pti pouziti mobilni faze s 0,1%
FA jako vodnou slozkou a ACN jako organickou slozkou. Tato kolona vSak nebyla
povaZovana za optimalni z divodu vyrazného rozmyvani piku pro DOPAC. Jako optimalni
byla zvolena kolona Atlantis Premier BEH Z HILIC pfi pouZziti 0,5% AA jako vodné slozky a
0,5% AA v ACN jako organické slozky MF. Pfestoze zde nebylo dosazeno separace paru
2-AG/AEA (348,21/379,21), DA/GABA (154,01/104,00) a trojice 5-HIAA/5-HT/DOPAC
(191,99/177,04/166,92), Ize je spolehlivé identifikovat pomoci MS na zakladé jejich m/z.
Separace kritického paru 3-MT/DOPAC (168,04/166,92) bylo Uspésné dosazeno. Toto
slozeni MF vedlo k dosaZzeni nejlepSich tvarG pikli a minimalizoval problémy jako

chvostovani nebo rozdvojeni vrcholu piku, které byly pfitomné u jinych mobilnich fazi.

5.2.2 Meéreni kalibracni zavislosti

Kalibraéni kfivka byla méfena rozmezi 0,1 az 500 ng/mL. Roztoky byly méreny v
triplikatu. Byla pouzita linearni regrese s logaritmickou transformaci dat, coZ sniZilo
procento chyby [error%] oproti vazené funkci 1/x a 1/x?, coz vedlo k lepsim korela¢nim
koeficientim a koeficientim determinace. Vtab. 19 jsou uvedeny koeficienty
determinace (R?) a dolni limity kvantifikace (LLOQ) pro jednotlivé analyty. Mezi analyzou

roztoku o riznych koncentracich byly vloZzeny dva blanky, aby se pokud moZno zabranilo
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pfipadnym prenoslim mezi nastriky. Jelikoz byly méreny vysoké koncentrace analytl

existuje riziko prenost mezi nastriky, které mohlo ovlivnit vysledky méreni.

Tabulka 19: Vysledky kalibra¢ni kfivky

Analyt LLOQ R?
[ng/mL]

GABA 25 0,982188
GLUT 5 0,849941
DA 2,50 0,981289
3-MT 0,10 0,999390
5-HT 0,25 0,998635
5-HIAA 2,50 0,978943
AEA 5 0,994873
2-AG 10 0,996982
HVA 50 0,983610
DOPAC 50 0,994577

5.2.3 Méreni opakovatelnosti metody

Bylo provedeno méreni opakovatelnosti deseti replikatli ve Ctyrech koncentracnich

hladindch za optimalizovanych podminek na koloné Atlantis Premier BEH Z HILIC.

Vysledky méfeni jsou uvedeny v tab. 20.

Pro analyty GABA, 2-AG, AEA a DOPAC byly méreny koncentracni hladiny, které jsou

mensi neZ jejich LLOQ, proto u téchto analytl nejsou uvedeny hodnoty ve vsech

mérenych koncentracnich hladinach. Retencni casy byly opakovatelné pro vsechny

koncentrace s RSD v rozmezi 0,00-0,31 %. Opakovatelnost ploch pikd pro koncentrace

méla RSD v rozmezi 0,61-7,34 %. V zadném pripadé hodnoty RSD nepresahly 10 % a

proto byly hodnoceny jako optimalni. Asymetrie pikd se pohybovala v rozmezi 1,51-7,19.
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Tabulka 20: Vysledky opakovatelnosti HILIC metody

koncentrace koncentrace

10 [ng/mL] 25 [ng/mL
analyt RSD RT RSD plochy asymetrie RSD RT RSD plochy asymetrie

[%] [%] piku [%] [%] piku

GABA - - - 0,08 1,18 2,45
GLUT 0,05 6,57 3,85 0,00 4,48 6,11
DA 0,05 2,05 1,51 0,07 1,31 1,99
3-MT 0,00 1,04 4,33 0,06 0,61 4,11
5-HT 0,09 1,65 4,19 0,05 1,11 4,56
5-HIAA 0,07 1,67 3,73 0,00 1,61 3,98
AEA 0,00 2,70 4,20 0,00 2,66 4,34
2-AG - - - 0,00 7,34 2,64
HVA - - - - - -
DOPAC - - - - - -

koncentrace koncentrace

100 [ng/mL] 250 [ng/mL]
analyt RSD RT RSD plochy asymetrie RSD RT RSD plochy asymetrie

[%] [%] piku [%] [%] piku

GABA 0,12 1,26 2,85 0,10 0,96 4,61
GLUT 0,00 2,14 7,19 0,00 1,66 6,63
DA 0,09 1,90 2,15 0,07 1,72 2,12
3-MT 0,06 0,84 4,53 0,06 0,78 4,17
5-HT 0,09 1,54 4,37 0,08 1,48 3,91
5-HIAA 0,05 1,40 4,51 0,00 1,40 3,70
AEA 0,00 1,88 5,67 0,00 1,93 5,31
2-AG 0,00 4,44 3,34 0,31 3,09 2,59
HVA 0,07 5,66 2,83 0,07 2,44 3,87
DOPAC 0,00 4,33 1,58 0,07 2,77 2,02

5.2.4 Souhrn vyslednych podminek pro metodu HILIC-UHPLC-MS/MS

V tab. 21 jsou shrnuty vysledné podminky metody HILIC-UHPLC-MS/MS.

Tabulka 21: Souhrn vyslednych podminek pro metodu HILIC-UHPLC-MS/MS

Parametr Nastaveni parametru
kolona Atlantis Premier BEH Z HILIC (2,1 x 100 mm; 1,7 um)
mobilni faze slozka A 0,5% AA

slozka B 0,5 % AA v ACN
pratokova rychlost 0,5 mL/min
doba analyzy 7 min
nastfikovany objem vzorku 2uL
teplota kolony 40 °C
teplota davkovace vzorku 10°C
purge 50% ACN
wash 100% ACN
rozpoustédlo standardu ACN
Nastrikovany objem vzorku 2 uL

typ eluce

gradientova, viz obrazek 6
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5.3 Porovnani RP a HILIC UHPLC metody

Vysledky porovnani retencnich ¢ast metody HILIC a RP jsou graficky znazornény na obr.
42. V ramci HILIC metody bylo dosazeno separace mensiho poctu latek oproti metodé
RP. Pfi obou metodach byl separovan kriticky par 3-MT/DOPAC (168,04/166,92).
Metodou HILIC nebyly separovany 2 pary 2-AG/AEA (348,21/379,21), DA/GABA
(154,01/104,00) a trojice 5-HIAA/5-HT/DOPAC (191,99/177,04/166,92). Metodou RP
nebyly separovany dva pary GABA/GLUT (104,00/147,98), a 3-MT/5-HT
(168,04/177,04). Vmdédu RP bylo dosazeno také lepsiho tvaru pikd, tedy uzké,
symetrické a nerozmyté piky. Metoda HILIC byla lepsi pripadé analyti DOPAC a HVA,
jelikoZz byl pozorovdan mensi Sum. PFfi obou metodach byly pozorovany dva analyty
v mrtvém case. VRP se jednalo o GABA a GLUT, coZ jsou malé, poldrni analyty a

v metodé HILIC se jednalo o AEA a 2-AG. To jsou naopak nepoldrni analyty.

HILIC [min]

¢ni cas

reten
o

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5 5.5

retenc¢ni ¢as RP [min]

@ GABA OGLUT DA ©3-MT @5-HT ©5-HIAA @AEA ©2-AG @OHVA @ DOPAC

Obrazek 42: porovnani retenénich ¢asti RP a HILIC

Bylo provedeno porovnani pomoci kalibracnich krivek. Vysledky méfeni jsou znazornény
v tab. 22, kdy zelené jsou vyznaceny analyty s nizSim LLOQ a fialové jsou vyznaceny
analyty se shodnym LLOQ. Metoda HILIC byla citlivéjsi pro 2 analyty, konkrétné pro AEA
a 2- AG. GLUT ma v HILIC koeficient determinace pouze 0,8849941, to znamena nizkou
linearitu. Shodna citlivost byla u analyt( 3-MT a DOPAC. Ostatni analyty byly citlivéjsi v
RP. Z LLOQ jednotlivych analytl Ize konstatovat, Ze citlivéjsi je metoda na reverznich

fazich.
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Tabulka 22: Porovnani kalibra¢nich kfivek pro metodu v RP a HILIC médu

RP HILIC
analyt LLOQ R2 LLOQ R2
[ng/mL] [ng/mL]
GABA 0,1 0,997970 25,0 0,982188
GLUT 0,25 0,982975 5 0,849941
DA 0,1 0,999528 2,5 0,981289
3-MT 0,1 0,999715 0,1 0,999390
5-HT 0,1 0,996098 0,25 0,998635
5-HIAA 0,25 0,995870 2,5 0,978943
AEA 25,0 0,913422 5,0 0,994873
2-AG 25,0 0,925873 10,0 0,996982
HVA 25,0 0,991570 50,0 0,983610
DOPAC 50,0 0,932043 50,0 0,994577

5.4 Studie kratkodobé stability vybranych neurotransmitert

Vzhledem k tomu, Ze po 3 dnech od pripravy standardd do Ciré vialky pfi pouZiti vody

jako rozpoustédla byla u analytll DA, 5-HT a 5-HIAA pozorovana zména barvy, byla

zjistovana kratkodoba stabilita po dobu 24 hodin. Byly testovany tfi rzna rozpoustédla

voda, 0,1% FA, 0,1% AA. Hodnotila se zména plochy piku jednotlivych analyt( v zavislosti

na case.

Vysledky méreni stability DA jsou uvedeny v obr. 43. DA je stabilni ve vSech testovanych

rozpoustédlech po dobu 24 hodin. Ve vodé klesla hodnota koncentrace na 96,55 %.

V0,1% FA se plocha pohybovala na 100 % po celou dobu méreni. V0,1% AA je

pozorovana stabilita okolo 100 % po celou dobu a ve 24. hodiné je pozorovan nahly

pokles na 96,99 %. Hodnoty neklesly v Zadném z méfenych rozpoustédel pod 95 %,

proto je mozné DA v testovanych rozpoustédlech povazovat za stabilni.
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Obrazek 43: Zména plochy piku DA v €ase v riznych rozpoustédlech v relativnich hodnotach
Vysledky méreni pro 5-HT jsou uvedeny v obr. 44. 5-HT je stabilni v 0,1% FA a 0,1% AA
po dobu 24 hodin. Ve vodé je pozorovan pokles a poté nahly narlst plochy. To mlze byt
zpusobeno jeho degradaci na degradacni produkty které maji vyssi odezvu ve stejné
vinové délce na detektoru s diodovym polem. V 0,1% FA a 0,1% AA se plocha pohybovala

na 100 % po celou dobu méreni.

150 -
140 -

80 L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

¢as/h

VODA 0,1% FA 0,1% AA

Obrazek 44: Zména plochy piku 5-HT v ¢ase v riznych rozpoustédlech v relativnich
hodnotach

5-HIAA je stabilni ve vSech testovanych rozpoustédlech po dobu 24 hodin. Vysledky
méreni jsou uvedeny na obr. 45. Odezva se ve vSech rozpoustédlech pohybovala po
celou dobu méreni okolo 100 %, proto je mozné povaZzovat analyty za stabilni ve vSech

testovanych rozpoustédlech.
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Obrazek 45: Zména plochy piku 5-HIAA v ¢ase v riznych rozpoustédlech v relativnich
hodnotach

DA a 5-HIAA byly stabilni ve vSech testovanych rozpoustédlech a relativni hodnoty ploch
pikda neklesly pod 95 %. 5-HT byl nestabilni ve vodé, avsak v obou okyselenych roztocich
se hodnota ploch pikd pohybovala stale na 100 %. Jako vhodnéjsi rozpoustédlo pro

standardy byla zvolena 0,1 % FA, jelikoz se jedna také o slozku MF.

Ve zvoleném rozpoustédle, 0,1% FA, byly testovany analyty 3-MT, DOPAC a HVA.
Hodnoty ploch vSech analyzovanych latek postupné klesaly po celou dobu méfeni,
pricemz po 14. hodiné klesly pod hranici 95 %. Proto lze analyty povaZovat za stabilni

pouze po dobu 14 hodin. Vysledky jsou zndzornény na obr. 46.

(o]
o

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
cas [hod]

3-MT/FA DOPAC/FA HVA/FA

Obrazek 46: Stabilita 3-MT, DOPAC a HVA v ¢ase v 0,1 % FA v relativnich hodnotach
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Analyty 3-MT, DOPAC a HVA byly stabilni v 0,1% FA pouze po dobu 14 hodin. Po této
dobé jejich odezva na detektoru klesla pod hranici 95 %. Z tohoto divodu je nutné
pfipravovat standardni roztoky téchto analytli ideadlné kazdy den cCerstvé, aby bylo
zajisténo jejich spolehlivé stanoveni. Analyty DA, 5-HT a 5-HIAA vykazovaly stabilitu po

celou dobu méreni a nemusi byt proto pfipravovany kazdy den.
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ZAVER
Byly vyvinuty nové metody RP-UHPLC-MS/MS a HILIC-UHPLC-MS/MS pro separaci
skupiny 10 vybranych neurotransmiterll a jejich metabolitd. Byly optimalizovany

chromatografické a hmotnostné spektrometrické podminky za ucelem dosahnuti

co nejvyssi citlivosti, selektivity a symetrie chromatografickych pika.
Byly Uspésné optimalizovany parametry nastaveni iontového zdroje pro ESI* a ESI.

V maddu RP bylo dosazeno nejlepsi separace na koloné ACQUITY UPLC BEH C18. Jako MF
byla pouzita 0,1% FA jako vodna slozka a ACN jako organicka slozka. Byla pouZzita
gradientova eluce 2 % — 98 % ACN do 5 minuty, od 5 minuty 2 % ACN. Celkova doba
analyzy byla 7 minut. Za optimalizovanych podminek eluovaly vSechny analyty a byla
Uspésné zmérena kalibracni kfivka pro porovnani s HILIC. Retencni casy byly
opakovatelné pro vSechny zvolené koncentrace, a to 0,1, 1, 10 a 100 ng/mL, kdy RSD
byla v rozmezi 0,00-0,43 %. RSD opakovatelnosti ploch pak byla pfi koncentracich 1, 10
a 100 ng/ml v rozmezi 0,65-8,42 %. Hodnoty RSD nepfesdhly 10 % a proto byly
hodnoceny jako optimadlni. Asymetrie pik{i se pohybovala v rozmezi 0,98-5,67. Metoda
vykazovala v zdvislosti na analytu linearitu s R? 0,925873-0,999715. LLOQ analytl se

pohyboval v rozmezi 0,1-50 ng/mL.

Pro separaci v médu HILIC byla zvolena kolona Atlantis Premier BEH Z HILIC pfi pouZiti
0,5 % AA jako vodné slozky a 0,5 % AA v ACN jako organické slozky MF. Byla provedena
gradientova eluce od 98 % - 50 % ACN béhem 5 minut, od 5 minut 98 % ACN. Celkova
doba analyzy byla 7 minut. Za optimalizovanych podminek eluovaly vSechny analyty a
byla Uspésné zmérena kalibracni kfivka pro porovnani s RP. Retencni casy byly
opakovatelné pro vsechny zvolené koncentrace, a to 010, 25, 100 a 250 ng/mL, kdy RSD
byla v rozmezi 0,00- 0,31 %. RSD opakovatelnosti ploch pak byla v rozmezi 0,61-7,34 %.
Hodnoty RSD nepfesahly 10 % a proto byly hodnoceny jako optimalni. Asymetrie pikd se
pohybovala v rozmezi 1,51-7,19. Metoda vykazovala v zavislosti na analytu linearitu s R?

0,849941-0,999390. LLOQ analytd se pohyboval v rozmezi 0,1-50 ng/mL.

Byly porovnany chromatografické médy RP a HILIC pomoci retencnich ¢asa, LLOQ
a kalibracni krivky. Pro separaci analytd byla vhodnéjsi metoda RP, jelikoZ se zde

neseparovaly pouze 2 pary (AEA/2-AG, 5-HT/3-MT). Metoda HILIC nedokazala separovat
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2 pary a jednu trojici analytd (2-AG/AEA, DA/GABA, 5-HIAA/5-HT/DOPAC). Obé tyto
metody vSak dokazaly separovat kriticky par 3-MT/DOPAC. Metoda HILIC byla citlivéjsi,
tedy vykazovala nizsi LLOQ, pro 2 analyty, konkrétné pro, AEA a 2- AG. Pro analyt 3-MT
a DOPAC byly LLOQ obou metod shodné. Zbylé analyty, tedy GABA, GLUT, DA, 5-HT,
5-HIAA a HVA byly citlivéjsi v RP. Metoda RP byla celkové hodnocena jako citlivéjsi nez
HILIC.

Byla provedena studie kratkodobé stability, ktera byla mérena ve tfech rlznych
rozpoustédlech. Stabilita byla méfena za optimalizovanych podminek metody
na reverznich fazich. Jako kritérium stability byla stanovena hranice 95 % pGvodni
koncentrace latky v roztoku. Analyty DA, 5-HT a 5-HIAA vykazovaly stabilitu po dobu
24hodin v rozpoustédlech 0,1% FA i 0,1% AA. Jako vhodnéjsi rozpoustédlo byla zvolena
0,1 % FA jakozto slozka MF. V tomto rozpoustédle byla testovana stabilita analytli 3-MT,
DOPAC a HVA. Koncentrace téchto analytd ve 14. hodiné klesly pod hranici 95 %. Analyty
3-MT, DOPAC a HVA jsou povaZzovany za stabilni pouze po dobu 14 hodin.
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