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Abstrakt

V této bakaléské praci byly analyzovany a detekovany vzorky adsmifosfatu
a adenosintrifosfatu  pomoci metody HPLC-MS/MS. Wca tohoto bakal&kého
projektu byly nalezeny orientai limity detekce (LOD) studovanych latek a tytalhoty
byly porovnany s LOD zjighymi v literatde @i pouziti stejnych metod a velmi
podobnych experimentélnich podminek. Stanovenétylindietekce nukleotidl byly
srovnatelné s limity detekce v literé¢u Analyza pomoci hmotnostni spektrometrie byla
provadna @i mnohondsobném re&kim monitorovani v pozitivnim i negativnim médu
a kionizaci analyi doslo elektrosprejem. Optimalnich podminek @malyzu ADP
a ATP pomoci vysokaiinné kapalinové chromatografie bylo dosazeno pouziolony
ZIC - HILIC s mobilni fazi o slozeni 75:25 (v/v) etonitril / 10 mM octan amonny.
Octan amonny & pH nastavené na hodnotu 7,15 &edi probihalo fi izokratické

eluci.

Abstract

In this bachelor thesis, ADP and ATP samples weralysed and detected with
HPLC-MS/MS method. Approximate limit of detectioh(D) for these particular
substances were found and their values were cochpatie the LOD values published in
the literature obtained via the same methods ardkeruwery similar experimental
conditions. Our limits of detection for nucleotidesgre comparable with the limits
described in the literature. Mass spectrometryyamalvas performed in the positive and
the negative mode of multiple reaction monitorimglgsis and electrospray was used for
the analyte ionization. The optimal conditions fdrigh performance liquid
chromatography of ATP and ADP analysis were acquire a ZIC - HILIC column with
the mobile phase of 75:25 (v/v) acetonitrile / 1@ mammonium acetate. Ammonium
acetate buffer was adjusted to pH of 7.15 and ¢paration was done under the isocratic

elution.
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1. Teorie

1.1 Studované latky

1.1.1 Spoléné vlastnosti

Adenosindifosfat a adenosintrifosfat jsou nukleptictj. fosfor&né estery
nukleosidi, anhydridy kyseliny fosfotamé neboli adenosinfosfaty) [1]. Jejich struktura je
uvedena naobrazku 1. Obsahuji strukturni fragment —PO-O-PO- [2]. Jd&yselé
a polarni latky. Maji makroergické fosfatové vazikgeré svym &penim poskytuji
systému energii [1]. Jsou to také koenzymy traasteAnhydridy kyseliny fosfotmé
reakci s alkoholy a za&teni vazby P-O poskytuji estery kyseliny fostoe ROPG.
Adenosinfosfaty slouzi téz jako vyznamné efektddayvity regulatnich enzyni; ATP je
inhibitorem katabolickych drah (zejména citratovadyklu a glykolyzy), ADP a AMP
byvaji naopak aktivatoryéthto drah [3]. Vyznam adenosinfosfapro energetické
pon¥ry je do té miry zasadni, Ze energeticky stakkigise vyjaduje tzv. energetickym
nabojem, ktery lze vypdtat z aktudlnich intracelularnich koncentraci ATRDP
a AMP. \&tSina metabolickych drah je alespozcasti regulovana hladinou
nukleotid [4].
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Obrazek 1 Struktura ADP a ATP (evzato z [3]).



1.1.2 Adenosindifosfat (ADP)

Prechod AMP na ADP Kkatalysuje enzym adenylatkinasa/nfce 1) [3].
Hydrolyza ATP na ADP i glykolyze vede k uvoléni energie, ktera slouzi pro mnoho
proces, jako jsou nafiklad kontrakce svalu nebo transport ioptroti koncentrénimu
gradientu [4]. ADP se spolu s hydrogenfosfatovymtéon (HPQ?) prikonem energie

dodané sitlem (fotosyntézou) nebo oxidaci substratu Slaa ATP [1].
AMP + ATP— 2 ADP (1)

1.1.3 Adenosintrifosfat (ATP)

Prechod ADP na ATP seép reakcemi, p kterych se uvaluje energie
(napiklad glykolyzou ¢i oxidacni fosforylaci) [4]. Vznik ATP fosforyleni reakci
katalyzuje enzym adenylatkinasa. ATP vznikd v et@kivém transportninfetzci
(respir&nim) diky velkému mnoZstvi energie, uvaté Ehem citratového cyklu [2].
Jeho Stpenim (nejastji transferasami ze skupiny kinas, hydrolasamikagsy ATPas
a ligasami) vznikd ADP nebo AMP [3]. Jako koenzyrenasi ATP nepstji HPO,”,
mére ¢asto pak pyrofosfatovy zbytek fgmos na alkoholické skupiny, acyly, amidy),
adenosylfosfatovy a adenosylovy zbytek [1]. ATRggdileZitejSi latkou, ktera zajidije
skladovani a fenos volné chemické energie wibe [3]. Katabolické reakce ukladaji
energii do ATP tak, e ho syntetizuji z ADP a HPJ2]. Anabolické reakce
spotebovavaji ATP tim, Zefpnaseji HPG na jinou molekulu a regeneruiji tak ADP.
Produkce a vyuzivani energie v organismu tak peolmia zakladl vzajemné feneny
(rovnice 2. ATP ,pohani* fosforyléni reakci glukosy. Vyznamnou a ufiteu

sloweninu @&la z ATP schopnost pohérjinak nevyhodné fosforytani reakce.

ATP = ADP + HPQ? (2)

1.2 Vysokowinna kapalinova chromatografie
Vysoko&inna kapalinova chromatografie (HPLC) zahrnuje swoubmetod
zaloZzenych natzném mechanismu separace [5]. Jejich spgi® pojitkem je pouZiti
kapalné mobilni faze, vysokotlaké techniky@naych kolon pro rychlou analyzu. Jako
prvni chromatografickou metodu objevil &vna z&atku 20. stoleti kapalinovou
chromatografii (LC). HPLC byla vyvinuta az v 70tdeh 20. stoleti. Vedle technického
9



pokroku umoznily rozvoj vysoka@inné kapalinové chromatografie i poznatky z teorie
plynové chromatografie (GC), které objasnily potist@ochod v kolont a jejich
souvislost s &innosti chromatografického procesu. Velice vyznammyilomem bylo

i zavedeni n4plini kolon s chemicky vazanymi fazeomo#iujici vysoce selektivni
separaci s dobrou reprodukovatelnosti. ZvySeninitopu mobilni faze pomoci
pietlakovych systéih bylo dosazeno podstatného zkraceni doby analykyHBLC
dophuje aplik&ni moznosti plynové chromatografie, zejména v dbldsleni latek
netkavych nebo nestalych za vysSi teploty.

Mezi vyhody HPLC pat zejména jeji univerzalni pouziti [7]. Lze takto
analyzovat latky polarni, nepolarni, malékavé, tepeld nestabilni, latky o velké
molekulové hmotnosti nebo molekuly s ndbojem. Dajfiodou je moznost rychledmit
sloZzeni mobilni faze a tim zlepSit separaci. Nedgmi HPLC je sloZita instrumentace
i mechanismus separace. Diky tomu, Ze se zde mju&ista rozpougdla, je to metoda
drah&a. HPLC je oproti plynové chromatografii ponjile

SloZzeni mobilni faze je dhem izokratické eluce konstantni po celou dobu
analyzy [7]. Naopak ip gradientové eluci se sloZzeni mobilni faze postupwni dle
nastaveného programu. Chromatografie s normalrém@ni zahrnuje nepolarni mobilni
fazi, zatimco stacionarni faze je polarni. U reméchromatografie (RP) je tomu naopak
a mobilni faze je tedy polarni a stacionarni je ab@mi. Zaznamem z HPLC je
chromatogram. Je to zavislost odezvy detektorwase. Podet piki odpovida pétu
separovanych latek. HPLC se pouZivd k analytickyepasacim, ale je vhodna

I k preparacim. Dnesni trend &mje k miniaturizaci aparatury, zejména kolon.

1.2.1LC-MS

Zakladnim pedpokladem usg$ného spojeni  kapalinového chromatografu
a hmotnostniho spektrometru je&inné odstraéni slozek mobilni faze fpd vlastni
ionizaci [7]. Ktomuto Gelu byla vyvinuta specializovanaizzeni - ve spojeni s EI/CI
(ionizaci elektronem / chemickou ionizaci) iontowyadroji bylo pouzivano tzv. rozhrani
s pohybujicim se kovovym paskem. Dnes se pouilajie sprejové ionizéni techniky
(napiklad elektrosprej), které¢éhem prace odvagl vétSinu tkavych sloZzek mimo
prostor hmotnostniho spektrometru. Schéma elekiegsp(ESI) je uvedeno na
obrazku 3. lonizace molekul elektrosprejem probiha tak,&arsalyt nejprve rozpusti ve

vhodném eluentu a pak jéiyeden kovovou kapilarou do iontového zdroje [8& N

10



Electrostatic
Lenses

Quadrupole

Caplliary mass spectrometer

ls_i_g[{'fiig!e Needle } / I” H
N[
Cylindrical Seciraet Analyzer
electrode chamber

g | |+ |

gas 1st Pumping 2nd Pumping
stage stage

Obrazek 3 Schéma elektrosprejergvzato Z9])

kapilaru je vloZzeno vysoké nép (3-5 kV). Po rozprdSeni analytu na vystupu Zzlkap
vznikaji kaptky za pomoci fivadéného dusiku jako zamlZujiciho plynu. Vzniklé
kapicky nesou na svém povrchu elektrostaticky nabopjgbovrchova hustota postupn
vzrasta s dalSim odpavanim rozpousgtlla z povrchu kagek a tim i zmenSujicim se
objemem a povrchem malych k&gk. Jakmile hustota povrchového naboje dosahne
urcité kritické hodnoty, dojde k tzv. Coulombické eagpl. Jde o rozpad nabité kaky

na fadu menSich kagek nesoucich naboj. Tento proces se opakuje takhd|oaz je
kapicka dostatené¢ mala a nmize dojit k uvoldni protonové a deprotonované molekuly
zjejiho povrchu. Uvolgni molekul z povrchu se &g desorpci a jedna se
0 tzv. vypdovani iont.. Metodou ESI-LC-MS je moZné analyzovat proteinyetativni
molekulové hmotnosti&tsSi nez 100 000 Da [9].

Nejcastji pouzivany hmotnostni spektrometr je kvadrupolotynotnostni
analyzator. Schéma triplekvadrupélového analyzai@®Q-MS) je naobrazku 4.
QQQ-MS je univerzalni, citlivy, rychly ataké levngproti jinym hmotnostnim
analyzatohm [7]. U triplekvadrupdlového hmotnostniho spektetra slouzi prvy
kvadrupdl k vyksru prekurzorového iontu. Do druhého kvadrupélu s$eadi pod
vhodnym tlakem inertni plyn a slouzi jako koliznéla pro fizenou fragmentaci
prekurzorového iontu. Skenovanirfettho kvadrupolu se roZd vzniklé produktové
ionty. Pouziti QQQ-MS poskytuje spolehlivou ideikigfci vzorki diky relativni
molekulové hmotnosti a specifickym hmotnostnim fn@gtim [10]. Zaznamem
z hmotnostniho spektrometru je hmotnostni spektriento zavislost relativni intenzity
jednotlivych fragmenit molekuly na m/z (pogr molekulové hmotnosti a nabojového
¢isla). Jednotlivé piky varové forn¢ odpovidaji fragmeiitn molekuly.
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Obrdzek 4 Schéma triplekvadrupolového hmotnostniho spekttamgMS/MS,
QQQ-MS). Prvni areti kvadrupdl snima ionty. Druhy kvadrupol slowq kolizni cela,
kde dochazi k fragmentaci i@gntliky kolizim molekularniho iontu s dusikefnargonem

pii relativreé vySSim tlaku (fevzato z [9]).

1.2.2 Metody HPLC pouZzivané k analyze nukledatid

VSechny fosforylované metabolity ob&cvykazuji lepsi piky p pH mobilni faze
o velikosti 8-9 nez za kyselych podminek [10]. Rtaukolona a sloZeni mobilni faze ma
vliv na reterni ¢as a odezvu kapalinového chromatogramu [11]. Ntiklggsou velmi
polarni slodeniny, a proto se separace obvykle provadi za foardionto¥-vymeénné
chromatografie [12]. # této metod vSak neni sloZzeni mobilni faze vhodné pro
LC-MS/MS. DalSi metodou stanoveni nukledtige chromatografie s obracenymi
fazemi (RP). Polarni slg@eniny (nukleotidy) jsou ale éhem této techniky malo
zadrzovany na kolan a proto je nutny fidavek ionto¢ parovéhocinidla. Pro kyselé
analyty (nukleotidy) jsou jako iontgvparovacinidla vhodné alkylaminy [13]. lontav
parové cinidlo pro kyselé nukleotidy hraje Ulohu protiiontéimZz se usnadni eluce
nukleotidi z kolony s dobrymi piky. Vhodné iontéyparovécinidlo maze rusit stanoveni
tim, Ze zdroj hmotnostniho spektrometru kontamintfexylamin jako ionto¥ parove
¢inidlo maze mit nizkou koncentraci a dik¢gmu dochazi k dobrému zadrzeni polarnich
slowenin a k miniméalni kontaminaci zdroje hmotnostnisipektrometru. Literatura
ukazuje, Ze pro separaci nukledtitte také pouzit kolonu C18 bez pouzitkavého
iontowé parovehcaiinidla [12]. BEhem této metody vSak dochazi k nedostateseparaci
nukleotidi. K tomu, aby doslo ke kvantitativni analyze nukiéd, je nutné nasledn
pouzit vhodny hmotnostni spektrometr operujici vNMIR16du (mnohonésobné remk
monitorovani). Pro stanoveni nukledtichemd tato metoda poZadovanou citlivost.
Nejlépe Ize nukleotidy stanovit pomoci neutralnlLil metody [10]. Nami nalezena

nejlepSi metoda pro separaci nukledtjiel tedy HPLC s pouzitim ZIC - HILIC kolony.
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1.3 Kolona ZIC - HILIC

Kapalinova chromatografie vyuzivajici hydrofilnitenakce (HILIC) je nova
technika, ktera umi separovat malé polarni &ainy [11]. Tato metoda je proto stale
popularrgjsi v meieni intermedidt centralniho uhlikového metabolismu. Jako vSestrann
separani technika kapalinové chromatografie umg simultanni analyzuiznych tid
dulezitych metabolii, nagiklad detekci mnoha n&avych a &kavych slodenin
v jednom Bhu. Pro mnoho fyzikakichemickych vlastnosti a koncentraci metaliolit
s nizkou relativni molekulovou hmotnosti (hapnékterych nukleotid) je vSak
vyhodrgjSi stanoveni v jednom stupni. Koncentrace soliobitmi fazi a jeji pH ovliviuji
ionizaci analytu a maji tedy velky vliv na reteranalytu a selektivitu separace.ti P
meieni v HILIC podminkach je nezbytnéigat do vzorku organické rozpoudto
(napiklad acetonitril). Tento idavek vede ke snizeni polarity rozp@d$a, a tim
k vylepSeni tvaru pik [14]. VySSi podil organického rozpo&dka v mobilni fazi vede
k vétSimu zadrzeni analytu na kotgrale k jeho niZSi rozpustnosti. Naopaleyazujici
mnoZstvi vody v elénim rozpou&tdle sniZuje retenci analytu.

Kolona ZIC - HILIC je vhodna volba pro separaci golich a hydrofilnich
slowenin [15]. Analyty jako aminokyseliny, peptidy, &acidy, rostlinné extrakty
a rizné polarni sloteniny maji obech na této koloa silnou retenci. Stacionarni faze je
pevre zakotvena na porovitém oxidudmicitem. Separace je dosazeno hydrofilnim
délicim mechanismem, znasobenym slabymi elektrogiatic interakcemi. Typicka
mobilni faze obsahuje vysoky podil organickych mz§tdel (nagiklad acetonitrilu)

smisenych s pufrem.

1.4 Rizné metody separace na ZIC - HILIC kolor®
1.4.1 Stanoveni ATP a jeho metabdlipomoci HILIC chromatografie
Mora a kolektiv [14] provedli analyzu s koncentna¢erzorki 0,1; 0,15; 0,05; 0,16; 1,72
a 0,15 pg-mt. Vhodna kolona pro separaci byla kolona ZIC - KIL(4,6 x 150 mm,
5um) SeQuant, Svédsko [14]. Analyty byly nejprnezpustny a deprotonizovany
v acetonitrilu a centrifugovanytip4 °C po dobu 10 minuDo systémubylo davkovano
20 pL vzorku. Teplota kolony byla nastavena na lota28 °C. Mobilni faze se skladala
z octanu amonného, acetonitrilu a vodyitBk mobilni faze byl 0,5 ml-mih Detekce
probihala pomoci detektoru diodového pole (DAD) 264 nm. Acetonitril v mobilni

fazi zajistil dostaténou rozpustnost analyta delSi zadrZzovani analynhez g pouZiti
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Tabulka 1 Elu¢éni gradient v objemovych procentech. PouZzita kol@h@ - HILIC
150 x 4,6 mm, 3,5 um, 100 A, Peek HPLC kolona, Se@uTeplota kolony 28 °C.

Pratok mobilni faze 0,5 ml-mih

Cas Octan amonny Octan amonny  Acetonitrii Redestilcana voda
150 mM,pH=3,5 100 mM, pH=7,0
(min) (obj. %) (obj. %) (obj. %) (obj. %)
0 15 0 80 5
3 0 25 70 5
15 0 25 70 5
25 0 50 40 10
35 0 50 40 10

methanolu, ktery ma&sSi eleni silu. Gradient pouzité eluce jeabulce 1 Na p@&atku
analyzy bylo pouzito &Si objemové mnozstvi acetonitrilu. S klesanim wigeych
procent acetonitrilu doSlo ke zkraceni chromatograrelepSeni tvaru pik Optimalni
soli pra¢ pro pufrovani se jevil octan amonny, jelikoz pdsig reprodukovatelné
a selektivni vysledky. Octan amonny byl do mobifdaze také vybran pro svoiji
rozpustnost a schopnost interakce s analytem. Sidtosahuje sk&lé rozpustnosti i
velkych koncentracich organického rozpedi a je velmi g¢kava. Jehoékavosti se
vyuziva v hmotnostni spektrometriii pnetode HPLC-MS. NejlepSich vysledkseparace
bylo dosaZzeno pouzitim octanu amonného o koncer@8BmM a pH 7. Vhodny roztok
pro rozpousini vzorku byl 50:50 (v/v) acetonitril / 0,6 M kyssh chlorista. Analyty se
dohie rozpoudtly i pii pouziti WtSiho mnozstvi acetonitrilu, ale nukleotidy &m byly

malo stabilni.

1.4.2 Vyvoj a pouziti LC-MS/MSipméieni dalSich nukleotid

Goutier a kolektiv [12] skladovali vzorkyfipteplo€ 4 °C a kazdy den &eni
z nich gipravili cerstvé roztoky [12]. Tento &decky tym nepozoroval sniZzovani
koncentrace analftpii méreni v fiznych dnech. Pro separaci byla pouzita ZIC - HILIC
kolona (5 pm, 150 x 4,6) SeQuant, Svédsko. Powgiti kolony zabranilo nutnosti
pridavat ionto¥ parovacinidla. Mobilni faze A se skladala z 10 mM pufrikdibonatu
amonného o pH 9,4 a 20 % acetonitrileccného HPLC grade vodou. Bikarbonat

amonny mdl pH nastavené pomoci hydroxidu amonného. Mob#zefB se skladala ze
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100 % acetonitrilu. Linearnim gradientem eluce lklesbjemové mnoZzstvi mobilni
faze B z 53,7 % na 0 % B za 1 minutu. Toto slozeabilni faze aAstalo nemnné po
dobu 1 minuty a nakonecirem 3,5 minut doSlo k ustaveni rovnovahy mezi nmbbil
a stacionarni fazi. Teplota kolony byla nastavem&adnotu 35 °C. Rtok mobilni faze
byl 0,5 ml-min'. Injektor el teplotu 4 °C a do systému bylo davkovano 10 pdria.

Po nastaveni gatenich podminek byla metoda optimalizovana [12]. Zkal
se vliv pitoku mobilni faze, pH mobilni faze, sily pufru alety kolony na separaci.
Pro analyzu pak byly pouzity optimalizované podmyinkhodny pfitok mobilni faze byl
0,5 ml-min* jako kompromis mezi vysledkem separace a dobolyanaRozmezi pH
o velikosti 8-10 mobilni faze vedlo k zadrzeni Am& kolorgé po dobu asi 4 minut. Sila
pufru byla zkoumana u bikarbonatu amonného o pHpB,4oncentraci 1 az 100 mM.
LepSi vysledky vykazovaly pikyipvétsi iontové sile pufru. 8Si iontova sila pufru vSak
vedla k iontovému potteni, a proto byl do mobilni faze vybran pufr o kemicaci
10 mM. Znena teploty kolony newia na retetini cas analyi vliv. Goutier a kolektiv
[12] zjistili, Ze analyza byla nejcitlgySi pfi méreni v negativnim modu. Ztrata fosfatu
u vzorku ATP, a tedy pik o velikosti 408 m/z, jedzorrén naobrazku 5.V literature
[12] byl jako prekurzorovy ion ATP zji&h ion v negativnim modu o velikosti 506 m/z.
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< 854  HO~P-0O+P-0O~P~O~
- OH {OH OH
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43 Vr e Ham waoe
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Obrazek 5 Hmotnostni spektrum ATP. Pik s n&§i intenzitou g hodno& m/z 408.
Struktura ATP s fedpokladanou fragmentaci z 506 m/z na 408 nikvgato z [12]).
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2.Cil prace

Cilem této prace byla analyza a detekce wzorlkadenosindifosfatu
a adenosintrifosfatu pomoci metody HPLC-MS/MS. DalSukolem bylo nalezeni
orienta&nich limiti detekce (LOD) studovanych latek a jejich porovn&niLOD
nalezenymi v literatite pri pouZiti stejnych metod a velmi podobnych expertafich
podminek.

3.Experimentalni ¢ast

3.1 Vzorky a chemikalie

Pro analyzu byly pouzity vzorky ATP a ADP (sodnéli saukleotida
z bakteridlniho zdrojegistota 97 %, Sigma Aldrich). Vzorek adenosindifogfayl bily
a mel pevnou ,gumovitou” strukturu. Ve veédoyl rozpustny, i kdyZ obtizji nez ATP.
Naopak Wistém acetonitrilu nebyl rozpustny ani fi p pouziti ultrazvuku.
Adenosintrifosfat byla za laboratornich podminelta bikrystalicka latka. Dale se
rozpoustla ve vod i v acetonitrilu. ADP a ATP byly #ies noc skladovany v mrazaku.
Kazdy den msieni byly gipraveny nové roztoky vzoilk aby nedochazelo k rozkladu
analyi. Pevné ATP a ADP byly rozpuésty ve vod (koncentrace analyt byla
1 mg-mtY). Roztoky vzork o niz8ich molarnich koncentracich byljppaveny gesnym
fednim 50 % acetonitrilem.

DalSi pouzité chemikalie bylgisty acetonitril (Sigma Aldrich), redestilovana
voda a 10 mM octan amonny o pH = 7,15. Octan amdoyhypripraven z CHCOOH
(99,7 %, A.C.S. reagent Sigma Aldrich) a }MH (25 %, Lachner).

3.2 Kiprava mobilni faze
Octan amonny bylipraveny z kyseliny octové a hydroxidu amonnéhgjpNe
se vyp@etlo mnoZstvi CHCOOH (hustota = 1,049 g-cf) které bylo pdebné
k dosaZeni vysledné koncentrace roztoku 10 mM &oeeho objemu 200 ml.
Vypocitané mnozstvi kyseliny (V = 114 ml) se vpravilo kiadinky a roztok se titroval
NH4OH, dokud pH roztoku nedosahlo hodnot kolem 77#.5). Meieni pH probihalo
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pomoci pH-metru. Roztok bylo nutné doplnit destioou vodou na celkovy objem

200 ml. Tento roztok se nasledmouzil do mobilni faze.

3.3 Kistroje
Hmotnostnim spektrometrem byl Agilent Technologi®@460 Triple Quad
LC/MS. Spektrometr pracoval v triplekvadrupélovém 6du a byl vybaven
elektrosprejem. Nagi elektrospreje bylo 4000 V fp analyze v pozitivnim modu
a 3000 V pi meéieni v negativnim modu. Teplota iontového zdrojeab3b0 °C. Jako
atomizér, ofivac a ochranny plyn byl pouzit dusik (p = 60 psi). Aza pomoci
vysokoinné kapalinové chromatografie byla provad na pistroji Agilent

Technologies 1260 Infinity.

3.4 Podminky analyzy

Specifické parametry hmotnostni spektrometrie pyimalizovany pro jednotlivé
vzorky individual. Hledaly se vhodné podminky pro optimalni gomsignal/Sum. Pro
tyto (Cely se vzorky davkovaly do fistroje gimym vstikem. Meéteni probihalo
v pozitivnim i negativnim moéduip MRM. Analyza byla provatha @i fragment&ni
energii 20-180 V a v rozmezi kolizni energie 15-M.ONejintenzivrgjsi prechod ADP
byl z 428 na 136 m/z v pozitivnim maéduélBni ADP probihalo f fragment&ni energii
o velikosti 120 V, kterd odpovida fragmetrnia energii nejintenziwjsSiho gechodu
ADP. NejintenzivijSi prechod ATP byl v pozitivnim mdodu, a tagehod z 508 na
136 m/z. ATP byl analyzovantipfragment&ni energii o hodnét115 V. Tato energie
odpovida fragmentai energii nejintenziwjsiho gechodu ATP.

Separace adenosindifosfatu a adenosintrifosfatbilpata na kolo& ZIC - HILIC
150 x 4,6 mm, 3,5 um, 100 A, Peek HPLC kolona, $e@QuKolonou protékala mobilni
faze o slozeni 75:25 (v/v) acetonitril / 10 mM ectamonny. Octan amonnyé&mpH
nastavené na hodnotu 7,15tk mobilni fAze byl 0,5 ml-mih Do systému bylo
davkovano 10 pl vzorku. Teplota kolony byla nastevea 20 °C. Bleni probihalo f
izokratické eluci. Separace byla provad u analyt o koncentraci 1-1® mg-mt*, coz
odpovida koncentraci 2,34 uM pro vzorek ADP a 1488 pro ATP. Stanoveni limitu
detekce probihalo se vzorky ADP o koncentracichda 1-1¢ mg-mI* a vzorky ATP
o koncentracich 1-10az 1-1¢ mg-mt*.
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4.Vysledky a diskuze

4.1 Kvalitativni analyza

Nejprve byly analyzovany jednotlivé vzorky rozping ve vod. Oba analyty
byly msteny v pozitivnim i negativnim médu a&hp koncentraci 1 mg-rifl Analyza
ADP byla provadna v rozmezi 350-1000 m/ziiPméieni ATP ve stejném rozmezi
hodnot m/z se ve spektru objevil pik 0 m/z 428 aigajici pravdpodobré ADP (vznikl
rozkladem ATP). Z tohototovodu doslo k omezeni rozmezi hmotnostniho spekdra n
450-800 m/z, aby pik odpovidajici ADP neruSil stard. Z vysledik méreni byly
zjisteny prekurzoroveé ionty ADP a ATP. Prekurzorovy ioDR v pozitivnim modu byl
pii hodnot 428 m/z(obrazek 6. Piky o hodnat 472 m/z a 494 m/z v hmotnostnim
spektru obrazek 6 odpovidaji pravébodobré aduktim ADP se sodnymi ionty, které se
na nukleotid navazalyfppripraw vzorku ze sodnych soli. Prekurzorovy ion AD®P p

100 - 428

80

60 -

40 494

relativni intenzita (%)

204

|

350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000

m/z

Obradzek 6 Hmotnostni spektrum ADP v pozitivnim mdédu. Konecané analytu
1 mg-ml*. Rozmezi 350-1000 m/z. Prekurzorovy ion (m/z s&sj intenzitou) je P
hodnot 428 m/z a odpovida [M+H]
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Obradzek 7 Hmotnostni spektrum ADP v negativnim modu. Konesd analytu

1 mg-mt*. Rozmezi 350-1000 m/z. Prekurzorovy ion (m/z s&sj intenzitou) je p
hodnot 426 m/z a odpovida [M-H]

meéteni v negativnim moédu byl 426 m/alrazek 7). Béhem analyzy ATP byl stanoven
prekurzorovy ion v pozitivnim modu jako 508 miabfazek 8. NejintenzivigjSi pik
o velikosti 574 m/z nabrazku 8 odpovida prawpodobre ATP se sodnymi ionty, které
mohly vzniknout pi pripraw vzorki. V negativnim modu byl den prekurzorovy ion
ATP pi hodnot 506 m/z ¢brazek 9. Naobrazku 9 se vyskytuje pik o velikosti
528 m/z. Tento pik nejspiSe odpovida aduktu ATRsainymi ionty a vznikl ghem
piipravy vzorkKi. Nalezené prekurzorove ionty odpovidaji iontv literatue.

Dale bylo zjifovano, jak se ionty fragmentuji, tj. jaké jsou pribve ionty
v obou médechip postupném zvySovani kolizni energieéidni se provato v rozmezi
100 - 1000 m/z a 350 - 1000 m/z. Produktové iomzniklé Stpenim analyt, jsou

uvedeny vtabulkach 2a3. Takto byly zjiSény prechody pro ADP a ATP. Vysledky
jsou uvedeny Yabulkach 4 a 5.
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Obradzek 8 Hmotnostni spektrum ATP v pozitivnim modu. Koncaoé analytu
1 mg-m*. Rozmezi 450-800 m/z. Nejintenziysi pik o velikosti 574 m/z odpovida

aduktu ATP se sodnymi ionty, tedy [M-2H+3NaPrekurzorovy ion je ip hodnot
508 m/z a odpovida [M+H]
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Obradzek 9 Hmotnostni spektrum ATP v negativhim modu. Konsd analytu

1 mg-mI*. Rozmezi 450-800 m/z. Prekurzorovy ion j& flpodnot 506 m/z a odpovida
[M-H]".
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Tabulka 2 Fragmentace ADP o koncentraci I?*léng-ml*. Analyza v pozitivnim

I negativhim médu. Rozsah kolizni energie 15-90 V.

Kolizni energie  Prekurzorovy ion  Produktovy ion Maod

V) (m/z) (m/z)

15 426 134 Negativnj
15 426 159 Negativni
15 428 136 Pozitivni
30 426 134 Negativnj
30 426 79 Negativn
30 426 159 Negativni
30 428 136 Pozitivni
45 426 79 Negativnf
45 426 134 Negativnj
45 426 159 Negativni
45 428 136 Pozitivni
60 426 79 Negativnf
60 428 136 Pozitivni
90 426 79 Negativn
90 428 119 Pozitivni

Tabulka 3 Fragmentace ATP o koncentraci I*1®ig-mi* v pozitivnim a negativnim

ma&du. Rozsah kolizni energie 15-90 V.

Kolizni energie  Prekurzorovy ion Produktovy ion Mad

V) (m/z) (m/z)

15 506 159 Negativni
15 508 136 Pozitivni
30 506 159 Negativni
30 508 136 Pozitivni
60 506 79 Negativni
60 508 136 Pozitivni
90 506 79 Negativni
90 508 119 Pozitivni
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4.2 Optimalizace hmotnostni spektrometrie
V ramci optimalizace byly hledany instrumentalni rgmaetry hmotnostni
spektrometrie, a to jak fragmetita energie, tak i@devsim kolizni energie.iiBlizné
hodnoty koliznich energii,ipkterych se ionty fragmentovaly, byly znamyiegchoziho
meéteni. Optimalizace se prowdd pomoci programu zénou nastaveni fragmerita
a kolizni energie. Sledovaly se &ny velikosti piki v hmotnostnim spektru, dokud

nebyly nalezeny optimalni parametry. Vysledky jswedeny wtabulkach 4 a5.

Tabulka 4 Ptechody ADP o koncentraci 1-3@ng-ml* v pozitivnim i negativnim médu.
V¢etrg optimalnich podminek MS (kolizni a fragmetita energie). Rozsah kolizni
energie 15-110 V, fragmeria energie 20-180 V.

Mad Prekurzorovy ion Produktovy ion Fragmentaéni Kolizni
(m/z) (m/z) energie (V)  energie (V)

Pozitivni 428 136 120 24

Pozitivni 428 119 105 82

Negativni 426 159 135 26

Negativni 426 134 130 20

Negativni 426 79 105 65

Tabulka 5 Piechody ATP o koncentraci 1-3@ng-mi*v pozitivnim i negativnim médu.
Vcetrg optimélnich podminek MS (kolizni a fragmefita energie). Rozsah kolizni
energie 15-110 V, fragmenrita energie 20-180 V.

Mad Prekurzorovy ion  Produktovy ion  Fragmentaéni Kolizni
(m/z) (m/z) energie (V) energie (V)
Pozitivni 508 136 115 36
Pozitivni 508 119 115 102
Negativni 506 159 145 36
Negativni 506 79 143 98
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4.3 Optimalizace vysokotinné kapalinové chromatografie

Analyza nukleotid probihala v HILIC modu, a proto byla pouzita mabifaze,
ve které pevladal organicky modifikator (tj. 75 % zastoupanétonitrilu). K Gpray pH
mobilni f&ze slouzil octan amonny. Z literatury §@, Ze nukleotidy se nejlépeldpfi
neutralnim pH mobilni faze, a proto bylo pH solisteveno na hodnotu 7,15t€d
vlastnim n&tenim bylo nutné ustavit rovhovahu mezi stacionarmiobilni fazi. Z tohoto
divodu se kolona nechalags noc promyvat mobilni fazi otoku 0,01 ml-mift.

Analyza byla provatha na kolot ZIC - HILIC. Nejprve byla pouzita mobilni
faze o slozeni 70:30 (v/v) acetonitril / 10 mM actamonny. Tato mobilni faze vSak
poskytovala dlouhé reténi ¢asy (cca 60 min), a proto doslo Kk jeji upra¥ouzitim
mobilni faze o slozeni 75:25 (v/v) acetonitril / 1D octan amonny doSlo ke zkraceni
retertnich ¢asi na 7 az 15 minut. Vhodné podminky separace byinosteny podle
experimentalnich podminek v liter&u[14]. Pro dleni nebyl pouZzit ekni gradient, ale
meéieni bylo, na rozdil od citace [14], prow#d za izokratickych podminek. Tato Uprava
sice mirr prodlouzila dobu analyzy, ale vzhledem ke sloZzeabilni faze byly zji&iné

retertni ¢asy nizké. Prodeni byly vyuzity frechody ziskanétpkvalitativni analyze.
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Obrézek 10Chromatogram ADP o koncentraci 13ig-mi*. PouZita kolona ZIC -
HILIC 150 x 4,6 mm, 3,5 pm, 100 A, Peek HPLC kapSeQuant. Mobilni faze 75:25
(v/v) acetonitril / 10 mM octan amonny. tRok mobilni faze 0,5 ml-mih Teplota

kolony 20 °C. Pro analyzu byl pouzitigghod MRM v pozitivnim maodu, kde

prekurzorovy ion rél hodnotu 428 m/z a produktovy ion 136 m/z.
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Tyto prechody jsou uvedenytabulkdch 4 a5. V literature [12] byl uveden fechod pro
ATP z 506 na 408 m/z. Zahrnuti tohotieghodu do analyzy nete na dleni ATP vliv
(vysledky zde nejsou uvedeny). Vysledny chromatogrADP je naobrazku 10.
Nepoddilo se bohuZel zabranit chvostovani u vzorku ADdbrézek 10Q. Zdznam
signalu pro ATP je na chromatogramu wérazku 11 V chromatogramu ATP
(obrazek 11 jsou ti piky, zn&ici dkleni i latek ve vzorku ATP. Vramci této
bakal&ské prace nebylo zji&to, jakym latkam piky odpovidaji a grese tyto piky
v chromatogramu vyskytuiji.
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Obrézek 11 Chromatogram ATP o koncentraci 1*10mg-ml*. PouZitd kolona

ZIC - HILIC 150 x 4,6 mm, 3,5 um, 100 A, Peek HPk@lona, SeQuant. Mobilni faze

75:25 (v/v) acetonitril / 10 mM octan amonnyiifdk mobilni faze 0,5 ml-mih Teplota

kolony 20 °C. Pro analyzu byl pouzittgghod MRM v pozitivnim modu, kde

prekurzorovy ion il hodnotu 508 m/z a produktovy ion 136 m/z.
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Tabulka 6 Elu¢ni gradient v objemovych procentech pro promyvasioky pres noc.
Pouzita kolona ZIC - HILIC 150 x 4,6 mm, 3,5 pmp1A, Peek HPLC kolona, SeQuant.
Pritok mobilni faze 0,1 ml-mih Teplota kolony 20 °C.

Cas Acetonitrii  Octan amonny
(min)  (obj. %) (obj. %)
0 75 25
30 50 50
60 75 25
90 50 50
120 75 25
150 50 50
180 75 25
210 50 50
240 75 25
350 T T T T T T T
300
E 250
g 200 - |
[
S
g 150 H T
2
© 100 |
50
0 I é I lll I EI3 I é IlIOIlIZI:I.I4I:|.I6I:|.I8I20
¢as (min)

Obrazek 12 Chromatograntistého rozpoustlla (50 % acetonitrilu) pro stanoveni limitu
detekce u ADP. Signal odpovida zadrzenému ADP rankoa tedy Sumu. Pouzita
kolona ZIC - HILIC 150x 4,6 mm, 3,5 um, 100 A, ReBPLC kolona, SeQuant.
Mobilni faze 75:25 (v/v) acetonitril/ 10 mM octaamonny. Pitok mobilni faze
0,5 ml-mir*. Teplota kolony 20 °C. Pro stanoveni byl pouéghod MRM v pozitivnim
modu, kde prekurzorovy ionghhodnotu 428 m/z a produktovy ion 136 m/z.
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4.4 Limit detekce analyti

Stanoveni limitu detekce bylo nejprve provedeno aorki ADP o vySSich
koncentracich. Analyt th koncentraci 1-16 aZz 1-1¢ mg-mI*. Na kolorg vSak bylo
zadrzovano ADP o vysSich koncentracich. Kolonars¢éopnechala {&s noc promyvat
mobilni fazi s eléinim gradientem. Gradient eluce pro promyvatdspnoc je uveden
v tabulce & Promyvanim kolony doSlo ¢asténému vymyti analytu. itrvavajici
zadrzeni ADP bylo owifeno promdtenim cistého rozpousgtla. Signal cistého
rozpousdla (50 % acetonitrilu) poskytoval pik o velikostplochy 570 mm
Chromatogram 50 % acetonitrilu je uvedenatmazku 12 ADP o koncentraci 1-10
a 1-1¢ mg-mi* poskytoval piky srovnatelné svoji plochou s pikgpoustdla. Z tohoto
divodu byly piky analytu o koncentraci 1:1@ 1-1¢ mg-mi* povaZovany za Sum.
Chromatogram ADP o koncentraci 1“10ng-ml*, v némZ pik odpovida Sumu, je
znazorgn naobrazku 13 Fii meieni ADP o koncentraci 1-F0mg-mi* plocha piku
vyrazré vzrostla. Adenosindifosfab koncentraci 1-I0 mg-mi* (tato koncentrace
odpovida 23 nM) byl tedyoznaen za limit detekce ADP. Chromatogram ADP
o koncentraci 1-10mg-mi* je uveden nabrazku 14
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Obréazek 13 Chromatogram ADP o koncentraci 1“1éng-mi* pro stanoveni limitu
detekce u ADP. Signél odpovida velikosti zadrzenésP na kolog, tedy Sumu.
Pouzita kolona ZIC - HILIC 150 x 4,6 mm, 3,5 pmp1&, Peek HPLC kolona, SeQuant.
Mobilni faze 75:25 (v/v) acetonitril/ 10 mM octaamonny. Pitok mobilni faze
0,5 ml-min*. Teplota kolony 20 °C. Pouzity igchod: prekurzorovy ion 428 m/z
a produktovy ion 136 m/z.
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Obréazek 14 Chromatogram ADP o koncentraci 1°1éng-mi* pro stanoveni limitu
detekce u ADP. Koncentrace ADP o velikosti 1>Ifig-mI* (23 nM) odpovida LOD.
Pouzita kolona ZIC - HILIC 150 x 4,6 mm, 3,5 pmp1A, Peek HPLC kolona, SeQuant.
Mobilni faze 75:25 (v/v) acetonitril / 10 mM octamonny. Pitok mobilni faze 0,5

ml-min®. Teplota kolony 20 °C. Pouzity fechod: prekurzorovy ion 428 m/z
a produktovy ion 136 m/z.
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Pii uréovani limitu detekce ATP byl pouZit analyt o kontrani 1-10° az 1-1¢ mg-ml™.
M¢éreni bylo provadno nejprve s nizSimi koncentracemi, a proto se AiBPkolorg
nezadrzovalo. Nkeni ATP o koncentraci 1-FOmg-mi* negineslo zadny pik, jak je
patrné mbrazku 15 Adenosintrifosfat o koncentraci 1:46ng-mi* poskytoval prvni
viditelny pik, a proto byla tato koncentrace a&®ve za limit detekce ATP (koncentrace
odpovida 198 nM). Chromatogram ATP o koncentrabd mg-mi* pro stanoveni LOD

u vzorku ATP je nabrazku 16. Plochy piku analyi, stejré jako retekni ¢asy analyi

a jejich RMS (odmocnina pmérnych ¢étveral, charakterizuje Sum), jsou uvedeny
v tabulkach 7 a8,
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Obréazek 15 Chromatogram ATP o koncentraci 1°1éng-mI* pro stanoveni limitu
detekce u ATP. ATP neposkytuje Zzadny pik, jednéedg pouze o Sum. Pouzita kolona
ZIC - HILIC 150 x 4,6 mm, 3,5 um, 100 A, Peek HPk@lona, SeQuant. Mobilni faze
75:25 (v/v) acetonitril / 10 mM octan amonnyifk mobilni faze 0,5 ml-mih Teplota
kolony 20 °C. Pro analyzu byl pouzitgghod MRM v pozitivnim modu,fpkterém ngl
prekurzorovy ion hodnotu 508 m/z a produktovy @6 m/z.
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Obréazek 16 Chromatogram ATP o koncentraci 1*1éng-mI* pro stanoveni limitu
detekce u ATP. Koncentrace ATP o velikosti 1*1g-mi* (198 nM) odpovida LOD.
PouZita kolona ZIC - HILIC 150 x 4,6 mm, 3,5 pmp1A, Peek HPLC kolona, SeQuant.
Mobilni faze 75:25 (v/v) acetonitril / 10 mM octaammonny. Pitok mobilni faze
0,5 ml-min*. Teplota kolony 20 °C. Pro stanoveni byl pouéghod MRM v pozitivnim

modu, kde prekurzorovy ionghhodnotu 508 m/z a produktovy ion 136 m/z.

Tabulka 7 Stanoveni limitu detekce ADP. Koncentrace analyti0* az 1-1¢ mg-mi*.
Vzorky o koncentraci 1-10a 110 mg-miI* poskytuji signaly, které odpovidaji velikosti
zadrzenému ADP na koléntedy Sumu. Téné ozna&enyiadek odpovida limitu detekce
ADP, tedy koncentraci analytu 1:10ng-mI*. RMS je tzv. odmocnina pmérnych
¢tveral a charakterizuje Sum.

Koncentrace Retentni éas Plocha piku Sitka piku Vy3Ska piku RMS
(mg-ml™) (min) (mm?) (mm) (mm)
1-10° 7,820 611 0,508 80 1,91
1-10° 7,757 759 0,603 102 2,08
1-10° 7,757 1183 0,603 152 1,98
1-10* 7,757 5927 0,699 740 2,12
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Tabulka 8 Stanoveni limitu detekce ATP. Koncentrace analyti0® az 1-1¢ mg-mi*.
Tuené oznaenyiadek odpovida limitu detekce ATP, tedy koncentvaoirku o velikosti

1-10* mg-mi*. RMS je tzv. odmocnina pmérnych&tverai a charakterizuje $um.

Koncentrace Reteréni ¢as Plocha piku Sitka piku  Vyska piku RMS
(mg-mtt) (min) (mm?) (mm) (mm)
1-10° - - - - -
1-10° - - - - -
1-10° - - - - -
1.10° - - - - -
1-10* 13,594 416 1398 11 0,64
1-10° 13,213 6099 1,906 138 0,60

A=~

5. Zawr

V této bakaléské praci se podido analyzovat a detekovat vzorky ADP a ATP
pomoci metody HPLC-MS/MS. Beni gechodi v pozitivnim i negativnim modu
a uceni hodnot kolizni energie vedly k zafist vhodnych podminek pro provedeni
hmotnostni spektrometrie. Jako optimalni podminkpasace pomoci vysok&ane
kapalinové chromatografie byly shledany analyza stacionarni fazi ZIC - HILIC
s mobilni fazi 75:25 (v/v) acetonitril / 10 mM ontamonny a s tokem mobilni faze
o velikosti 0,5 ml-mift.

Limit detekce adenosindifosfatu a adenosintrifasfdilyl stanoven za pouziti
optimalizovanych podminek HPLC-MS/MS. Limit detek&BP byl ugen pro hodnotu
koncentrace 1-70mg-mi* (coz odpovida koncentraci 23 nM). Mora a koleKtiv]
zjistili jako limit detekce ADP koncentraci 15-1@ng-mi*. Dale byl stanoven LOD pro
ATP, a to pi koncentraci analytu o velikosti 1-20mg-mi* (odpovida koncentraci
198 nM). Limit detekce ATP v literata [14] byl zjiS&€n prfi koncentraci analytu
1-10% mg-mi*. Goutier a kolektiv [12] stanovili LOD pro ATP reodnotu koncentrace
200 nM. Nami stanovené limity detekce nukledtigsou tedy srovnatelné s limity
detekce v literatte, mefenymi pomoci stejnych metod za velmi podobnych

experimentalnich podminek.
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