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Abstrakt
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Nazev diplomové prace: Vliv jednotlivych moédid TOF analyzitoru na
linearitu a citlivost UHPLC-HRMS metody

Tato diplomova prace se zabyvd porovnanim ¢ty méda (senzitivni mod,
rozliSovaci mod, mdd s vysokym rozliSenim a rozsifenym rozliSenim) hybridniho
analyzatoru Q-TOF ve spojeni s UHPLC systémem. Pro danou studii bylo zvoleno
celkem 10 analyti. Jednalo se o 5 statinli a jejich interkonverzni produkty. UHPLC
metoda byla prevzata z dfive vyvinuté multistatinové metody, nicméné podminky
iontového zdroje byly znovu optimalizovany. Vyvinuta metoda byla pouzita pro méfeni
standardni a matricové kalibracni kiivky ve Ctyfech rozliSovacich modech analyzéatoru
(senzitivni a rozliSovaci mod, moéd s vysokym rozliSenim a rozSifenym rozliSenim).
Obohacené lyofilizované sérum upravené pomoci proteinové precipitace bylo pouZzito
pro matricovou kalibracni kiivku. Na zavér byly jednotlivé mdédy porovnany na zakladé

linearity a citlivosti.

Vliv jednotlivych rozliSovacich modi na korelacni koeficient nebyl pozorovan.
Naopak pouziti jednotlivych rozliSovacich médi mélo vliv na citlivost metody.
V pozitivnim mddu bylo dosaZeno nizs§ich hodnot LOQ u standardni kalibra¢ni kiivky
nez u matricové kalibracni kiivky. Zaroven senzitivni a rozliSovaci mod poskytovaly
niz8§i LOQ nez mdd s vysokym rozliSenim a mod s roz$ifenym rozliSenim. Rozdily mezi
senzitivnim a rozliSovacim moédem (mod s vysokym rozliSenim, mod s rozSifenym
rozliSenim) byly nevyrazné. V negativnim médu byl obecné pozorovan podobny trend,

nicméné¢ hodnoty LOQ mezi jednotlivymi méddy byly podstatné nizsi.
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Abstract

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical Chemistry
Candidate: Jakub Halad
Supervisor: RNDr. Hana Vickova, Ph.D.
Title of thesis: An influence of individual modes of TOF analyzer on linearity and
sensitivity of UHPLC-HRMS methods

This diploma thesis deals with the comparison of four modes (sensitive mode,
resolution mode, high resolution mode, enhanced resolution mode) of the hybrid
analyser Q-TOF connected with UHPLC system. Totally, ten analytes were selected for
this study. It was a group of 5 statins and their interconversion products. UHPLC
method was borrowed from previous developed multistatin method however, ESI
conditions were optimized. Developed method was used to measure standard calibration
curves and matrix calibration curves in four analyser modes (sensitive, resolution, high
resolution and enhanced mode). Spiked lyophilized serum treated by the protein
precipitation was used for matrix calibration curve. Finally, the individual analyser
modes were compared due to the linearity and sensitivity

The effect of individual analyser modes on the correlation coefficient was not
observed. On the other hand, analyser modes influenced the method sensitivity. In
positive mode, lower LOQ values were obtained for the standard calibration curves than
for the matrix calibration curves. The sensitive and resolution mode provided a lower
LOQ than high resolution and enhanced resolution mode. The differences between
sensitive and resolution mode (high resolution mode, enhanced resolution mode) were
insignificant. In a negative mode a similar trend was generally observed however, the

LOQ values between the different modes were considerably lower.
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Seznam zkratek

A
ACN
AmAc
APCI
API
APPI

AUC

BEH

c

CAP
CID
ConeG
CYP450
DAD
DesolvG
E

EI
ENHR
ESI

Fast LC
FD
FT-ICR
FWHM
GC

HDL-C

Absorbance

Acetonitril

Octan amonny

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku
Ionizace za atmosférického tlaku
Fotoionizace za atmosférického tlaku
Plocha piku

Magneticky sektor/pole

Hybridni stacionarni faze (Bridge Ethyl Hybride)
Koncentrace

Napéti na kapilare

Kolizn€ indukovana disociace

Prutok plynu na vstupnim kuzelu

Rodina enzymti Cytchrom P 450

Detektor diodového pole

Pritok desolvaéniho plynu

Elektrické pole

Elektronova ionizace

Mod s rozsifenym rozliSeni

Ionizace elektrosprejem

Rychla kapalinova chromatografie
Fluorescen¢ni detektory

Iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci
Sitka piku v poloving vysky

Plynova chromatografie

Lipoprotein vysokou hustotou cholesterolu
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HETP Vyskovy ekvivalent teoretického patra
HILIC Hydrofilni interak¢ni chromatografie

HMG-CoA  Hydroxymethyl koenzym A

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie
HRES Modd s vysokym rozliSenim

HRMS Spektrometry s vysokym rozliSenim

IMS Iontoveé mobilitni spektrometrie

| Tloust’ka absorpcni vrstvy

LDL-C Lipoprotein s nizkou hustotou cholesterolu
LDL Lipoprotein s nizkou hustotou

LIT Linearni iontova past

LOQ Limit kvantifikace

LRMS Spektrometry s nizkym rozliSenim
MALDI Ionizace za iCasti matrice

met Produktovy iont

my Neutralni fragment

mp+ Prekurzorové ionty

MS Hmotnostni spektrometrie

MS/MS Tandemova spektrometrie

MS" Vicelrovilovd hmotnostni analyza

Nebb Tlak nebuliza¢niho plynu

NIST Nérodni institut (National Institute of Standards and Technology)
OffSet Napéti na StepWave

Q-TOF Kombinace kvadrupolového analyzatoru a analyzatoru doby letu
Q Kvadrupol

QIT Iontova past

QqQ Trojity kvadrupol
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SENS

SFC

SIM

SRM

TOF

tR

UHPLC

RozliSovaci mod

Napéti na vstupnim kuzelu

Senzitivni mod

Superkritickou fluidni chromatografii

Zaznam vybraného iontu

Zaznam vybrané reakce

Analyzator doby letu

Reten¢ni Cas

Ultra vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

Absorp¢ni koeficient
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Kvantitativni analyza biologicky aktivnich latek ve slozitych matricich se velmi
Casto provadi pomoci LC-MS, zejména z diivodu jeji vysoké selektivity a citlivosti.
NejCastéji  pouzivanym analyzatorem pro kvantitativni analyzu je trojity
kvadrupol (QqQ) s vyuzitim mddu monitorovani vybrané reakce (SRM). Nicméné
v poslednich né¢kolika letech se zacala pro kvantitativni analyzu vyuzivat také
vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrie (HRMS), kterd umoziuje na zéklade
vysokého rozliSeni vyuzit neselektivniho MS skenu. Na rozdil od selektivniho
SRM modu tedy nedojde ke ztraté podrobnéjsich informaci o dalSich latkach
obsazenych v komplexnich vzorcich. MS sken navic umoziiuje dodate¢né vyhodnoceni

latek, které nebyly primarné sledovany.

Tato diplomova prace se zabyvé kvantitativni analyzou s vyuzitim ultra vysokotc¢inné
chromatografie (UHPLC) ve spojeni s vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrii
(HRMS) a sledovanim vlivu jednotlivych modii TOF analyzatoru na citlivost a linearitu.
Jednotlivé mddy analyzatoru se technicky 1iSi nastavenim iontové optiky a poctem
vyuzitych reflektroni, coz vede k odlisné rozliSovaci schopnosti jednotlivych modu. Pro
odliseni balastnich latek v komplexnich matricich je vhodnéjsi aplikace modu s nejvyssi
rozliSovaci schopnosti. Nicméné z divodu predpokladaného vlivu na citlivost metody,
byl v této diplomové praci testovan vliv jednotlivych modi analyzatoru na citlivost a

linearitu.
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2. ZADANI - CiL PRACE

Cilem diplomové prace bylo porovnani Etyf mddid hybridniho analyzatoru
Q-TOF s ohledem na citlivost a linearitu metody. Pro porovnani byla vybrana skupina
1éCiv statiny. Celkem bylo analyzovano 10 analytl. Porovnani bylo provedeno na

standardnich roztocich a obohaceném lyofilizovaném séru.

V prvni fazi se experimentalni prace zabyvala vyvojem UHPLC-MS metody pro
stanoveni vybranych analytd. Chromatografické podminky byly pievzaty z diive
vyvinuté metody a byla optimalizovana MS metoda, tedy zejména parametry iontového
zdroje: napéti na kapilate, prutok plynu na vstupnim kuZzelu, pritok desolvacniho plynu,
tlak nebuliza¢niho plynu, napéti na StepWave a napéti na vstupnim kuzelu. Vyvinuta
metoda byla pouzita pro méfeni dvou typt kalibra¢nich kiivek — standardni a matricové
kalibra¢ni kiivky — ve Ctyfech mddech analyzatoru (senzitivni mod, rozliSovaci mod,
mod s vysokym rozliSenim, méd s rozSifenym rozliSenim) v pozitivnim a negativnim
modu. Porovnévana byla zejména citlivost a linearita. Pro upravu obohaceného séra

byla vyuzita proteinova precipitace.
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3. TEORETICKA CAST
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3.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie patii spoletné s plynovou
chromatografii (GC) a superkritickou fluidni chromatografii (SFC) k soucasnym
trendim v oblasti chromatografickych metod, které umoznuji jak kvalitativni, tak

kvantitativni analyzu [1, 2].

Principem téchto metod je separace na zdkladé rozdilné distribuce délenych
latek mezi dve€ nemisitelné faze, a to mobilni a stacionarni fazi. Na rozhrani fazi dochazi
k rozdéleni slozek analytu v zavislosti na rozdilné dobé setrvavani téchto slozek v
jednotlivych fazich. Ve findlnim procesu dojde k ustaleni rozd€lovaci rovnovahy, kdy
se mnozstvi latek ve vSech soucéstech soustavy neméni. Rozd€lovaci rovnovahu
muzeme charakterizovat rozdélovaci konstantou Kp, pro kterou plati vztah Kp = [4]s /
[A]m, kde [4]s je ustdlend koncentrace slozky 4 ve stacionarni fazi a [A4],, je ustalend

koncentrace slozky A v mobilni fazi [2, 3, 4].

HPLC se tadi mezi kapalinovou chromatografii, coz znamend, Zze mobilni fazi je
kapalina a stacionarni fazi je tuhd latka, nebo kapalina zakotvena na tuhém nosici.
Zakladni stacionarni faze pro HPLC jsou anorganické oxidy, chemicky vézané faze na
bazi silikagelu, polymerni, hybridni ¢i na bazi grafitového uhliku. HPLC chromatografii
je mozno provadét v mnoha mddech, jako jsou naptiklad reverzni, normalni, hydrofilni
interak¢ni chromatografie (HILIC), chirdlni, iontové vyménny mod. Tyto mddy jsou
vybirdny v zavislosti na vlastnostech zkoumanych latek. Nejvice vyuzivanym modem

pro HPLC je méd reverzni [1].

Hlavnimi faktory, kterymi miZeme ovlivnit separaci a eluci jednotlivych slozek
zkoumaného vzorku, jsou volba stacionarni faze, volba sloZeni mobilni faze a vybér
elu¢niho moédu. Rozeznavame dva elu¢ni mody: isokraticky a gradientovy. Jedna-li se o
1sokratickou eluci, pak pomér slozek mobilni faze v pribéhu analyzy zastava stejny.
Isokratickd eluce je vhodnd zejména pro latky s podobnymi fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi. Druhou moznosti je gradientova eluce, kde dochazi v pribéhu analyzy ke
zméné sloZeni mobilni fdze. Ta je vyhodnd u latek, které maji rozdilné fyzikalné-

chemické vlastnosti [1].

Vystupem analyzy je chromatogram, ten nas informuje o intenzité veliiny

zachycené detektorem, ktera je zavisla na case. Chromatogram poskytuje nejen
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kvalitativni informaci (reten¢ni ¢as — tR), ale také kvantitativni informaci (plocha piku —

AUC)[1, 5].

3.1.1 HPLC detektory

Spektrofotometrické detektory patfi mezi nejhojnéji pouzivané detektory a
funguji na principu absorbance zareni v rozmezi 190 az 800 nm. Velikost odezvy je

zavisld na Lambert-Beerové zakonu.

A=¢c.c.l

Rovnice 1: Lambert-Beeriiv zakon (A — absorbance, € — absorpcni koeficient,
¢ — koncentrace, | — tloustka absorpcni vrstvy) [1]

Z vyse uvedeného vzorce vyplyva, ze absorbance (4) dané latky je zavisla na tloustce
absorbujici vrstvy () a koncentraci absorbujici slozky (c). Absorpcni koeficient (&)
udavany v I/mol/cm je zde konstantou charakteristickou pro kazdou latku. Vlastni
detektory pak mohou mit fixni nebo nastavitelnou vinovou délku. Moderngj$im typem
takového detektoru miize byt DAD (diode-array detector), ktery umoziuje zméteni
absorpcéniho spektra v redlném case, tedy zéavislost absorbance na vinové délce.
Spektrofotometrické detektory dosahuji citlivosti okolo 0,1-1 ng/ml a jsou selektivni [1,

3, 6].

Fluorescen¢ni detektory (FD) pracuji na principu meéfeni sekundarniho
zafeni, které vytvari analyt po absorpci primarniho zafeni. Absorpci primarniho
elektromagnetického zateni prechazeji molekuly do vySsich vibra¢nich hladin a jednou
z moznosti, jak se zbavi ziskané energie, je pravé fluorescence. Molekuly emituji bud’
zéateni o podobné vinové délce, jakou absorbovaly, nebo v cCastéjSim piipad€é emituji
zafeni o vyssi vinové délce. Tyto detektory jsou selektivni, protoZe ne vSechny latky
fluoreskuji. Latky schopné fluorescence musi obsahovat fluorofor, coz je ¢ast molekuly
schopnd emitovat zafeni. U organickych latek je to pfitomnost konjugovanych dvojnych
vazeb nebo  benzenovych  jader. FD  detektory  dosahuji  citlivosti

0,001-1 ng/ml 1, 3, 6].

Elektrochemické detektory méfi proud, ktery vznikd v mérné cele pii prichodu
oxidovatelné nebo redukovatelné latky. Jejich vyuziti je vhodné zejména pro jejich

citlivost (0,001-1 ng/ml) a vysokou rychlost odezvy. Nevyhodou téchto detektori je
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zandSeni povrchu elektrod produkty oxidace a redukce a nutnost uziti pouze vodivych
mobilnich fazi, coz je vyrazné¢ limituje. Pfikladem elektrochemickych detektorti jsou

amperometricky a coulometricky detektor [1, 3, 6].

Refraktometrické detektory pouzivaji k identifikaci zménu indexu lomu v eluatu.
Citlivost detektorii tohoto typu je mala, fadové okolo 1000 ng/ml a nejsou selektivni.

Své uplatnéni nachdzi zejména v méteni cukrti, polymert a lipida [1, 3, 6].

Vodivostni detektory se fadi do univerzalnich detektorti, které méti vodivost
mobilni faze. V priutokové cele detektoru je mezi dvé elektrody vklddano stiidavé
napéti, aby se zabranilo polarizaci elektrod. Mobilni faze musi byt pfi t€chto méfenich
nevodivé. Proto se uziva jako mobilni faze redestilovana voda, ktera mtze obsahovat

polarni rozpoustédla. Citlivost téchto detektorti se pohybuje okolo 1 ng/ml [1, 6].

Hmotnostni spektrometry maji v porovnani s ostatnimi chromatografickymi
detektory vyssi citlivost a selektivitu. Jsou vhodné k analyze komplexnich vzorki.
V devadesatych letech 20. stoleti se spojeni téchto technik zatadilo do bézné praxe
biochemickych laboratoti, kde se prvné wuplatnily pii zjiStovani vrozenych
metabolickych poruch. Hmotnostni spektrometry jsou blize popsany v kapitole

Hmotnostni spektrometry [1, 7].

3.2 Ultra vysokoucinna kapalinova chromatografie (UHPLC)

UHPLC se v modernich trendech chromatografie fadi ke smérim rychlé
chromatografie nazyvané jako Fast LC (Fast liquid chromatography). Je to technika
vyvinutd na zékladé HPLC. Dtvodem jejiho vzniku byl natlak na zvySeni rychlosti
chromatografickych technik. Roku 1997 byl spustén prototyp prvniho UHPLC pfistroje
pod vedenim J. W. Jorgensona a jeho skupiny. Ti jako prvni popsali pouZiti kolony
s neporéznimi Casticemi o velikosti 1,0—1,5 pum pii tlaku 410 MPa. Prvni komeréné

dostupny pfistroj byl uveden na trh v roce 2004 spole¢nosti Waters [8].

UHPLC vyuziva analytické kolony s ¢asticemi sorbentu pod 2 um. Zakladni
princip této metody se stejn¢ jako u HPLC fidi vztahem danym Van Deemterovou
rovnici, kterd je empirickou rovnici popisujici vztah linearni rychlosti mobilni faze a

vyskového ekvivalentu teoretického patra (HETP).
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B
HEPT=A+Z+Cu

Rovnice 2: Van Deemterova rovnice (A — Eddiho difiuze, B — podélna difiize v mobilni
fazi, C — odpor proti prevodu hmoty, u — linedarni rychlost mobilni faze) [9]

Cvwr

vy$$i je i ucinnost kolony. Vys§i Gcinnost kolon s ¢asticemi pod 2 pum je patrna
také z grafu Van Deemterovych kiivek pro kolony s rtiznou velikosti ¢astic (Obrazek 1).
Nizka hodnota HETP je dana nizkym odporem proti pievodu hmoty malych ¢astic pfi

vysSich linearnich rychlostech mobilni faze [1, 9, 10, 11].

35.00 ~
dp=10pm

30.00 — dp:5um
25.00 - \/

20.00

HEPT (um)

15.00 -+

10.00

5.00 H

0.00 T T T T | T T
0 2 o 6 8 10 12 14

Linearni rychlost (mm/s)

Obrazek 1: Van Deemterovy kiivky pro kolony s riiznou velikosti ¢dstic (d, — velikost
castic sorbentu) (upraveno podle [11])
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3.2.1 Instrumentace UHPLC

]
—Q @
5

\
)
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Obrazek 2: Blokové schéema UHPLC — (1) zasobniky mobilnich fazi, (2) odplynovac, (3)
smeésovac mobilnich fazi, (4) vysokotlaké Ccerpadlo, (5) davkovac vzorku, (6)
chromatograficka kolona, (7) detektor, (8) sbérac frakci nebo odpad, (9) datova stanice
(upraveno podle [1])

Instrumentace UHPLC pfistroji je podobna instrumentaci HPLC pfistroji. Oba
typy téchto pfistroji jsou tvofeny zasobniky mobilni faze, ze kterych je mobilni faze
vedena pies odplyiiovac ke sméSovacimu zatizeni, které ma v ptipadé gradientové eluce
na starost miseni mobilnich fazi. Dale v pfistroji najdeme vysokotlaké cerpadlo, jez
uvadi mobilni fazi do pohybu. Vzorky jsou v dneSni dobé do mobilni faze ptivadény
pomoci automatickych davkovacl. Srdcem UHPLC je pak chromatografickd kolona
jakoZzto nejdilezitéjsi Cast pfistroje, kde dochéazi k separaci. Dalsi dileZitou casti je

detektor [1].

UHPLC npfistroje vyZaduji oproti HPLC nékteré specifické upravy jejich
technického vybaveni. Jedna se zejména o Upravy souvisejici s naristem tlaku
v systému v disledku malé velikosti ¢astic sorbentu. Robustni ¢erpadla UHPLC pracuji
v rozmezich tlaku 120 MPa aZ 140 MPa a dosahuji pritoku mobilni faze 2—5 ml/min.
Takto vysoky tlak v systému vyzaduje pevné spoje v piistroji. Z divodu snizeni
objemového pfispévku ke zpozdéni gradientu byly vyvinuty mikrofluidni sméSovace
s objemem 20-35 pl pro miseni fazi za vysokého tlaku a s objemem 300-900 pl pro
miseni fazi za nizkého tlaku. Dtlezitou roli hraje 1 mrtvy objem systému, ktery ma vliv
na rozmyvani piku. ZmenSenim kolon a mimokolonovych objemil se tak zmensil 1 vliv
mrtvého objemu na rozmyvani elu¢nich zon. Automatické davkovace pro UHPLC musi

splilovat téz urcité pozadavky, mezi které patii zejména rychlé a opakovatelné nastriky
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malych objemi vzorku okolo 0,1-0,2 pl. Z divoda rychlé UHPLC separace je také

vyzadovana vysoka frekvence sbéru dat [1, 8, 10].

Vyuziti UHPLC ptinasi mnoho vyhod, jako je lepsi rozliSeni, vyssi citlivost, nizka
spotfeba rozpoustédel a zejména zkraceni Casu analyzy i vyvoje metody oproti HPLC.
Uplatnéni nachazeji ve vSech aplikacnich oblastech farmaceutického pramyslu, ale

pouzivaji se také pro forenzni a environmentalni analyzy [10, 11].

3.2.2 Kolony pro UHPLC

Castice sorbentu maji velikost pod 2 um a jsou plnény do kolon o velikosti
50 mm az 150 mm s vnitfnim primérem nejcastéji 2,1 mm. Sorbent miiZze tvofit jak
silikagel, tak polymer. Silikagel vykazuje velkou odolnost vi¢i mechanickému
namahéni, nicméné¢ je omezen chemickou odolnosti viici pH mobilni faze a také
zpusobuje rozmyvani piku pro bazické analyty. Kolony s polymernimi sorbenty maji tu
vyhodu, Ze mohou pracovat v Siroké oblasti pH, ale maji niz§i odolnost viici
mechanickému namahani a nizsi ¢innost. ACQUITY BEH (Bridge Ethyl Hybrid) je
druhd generace hybridniho sorbentu s velikosti castic 1,7 pum, kterda kombinuje
vlastnosti obou predeslych sorbentii. Céstice tvofené hybridnim sorbentem se vyznaluji
vysokou mechanickou stabilitou a chemickou odolnosti diky inkorporovanym

ethylenovym miustkiim v silikagelu (Obrazek 3).

Ethylenové
b o
- ———= mustky v
V- L silikagelu

Obrazek 3: Ethylenové miistky v silikagelu (upraveno podle [4])

ACQUITY UPLC ™ BEH kolony jsou dostupné v mnoha chemickych modifikacich ve
formach ACQUITY UPLC ™ BEH C8, C18, Shield C18, fenyl, HILIC a dalsich.

Ackoli vroce 2004 ptedstavila prvni UHPLC kolonu firma Waters, v soucasné dobé¢
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UHPLC kolony vyrabi mnoho dalSich firem a spektrum nabizenych kolon je zna¢né

Siroké [1, 4, 8, 10].

3.3 Hmotnostni spektrometrie (MS)

Koncem 19. stoleti byl zapofat vyzkum hmotnostni spektrometrie, kterému
predchazel objev radioaktivity. Zakladatelem byl J. J. Thomson z Univerzity
Cambridge. Ten roku 1913 dokézal na prvnim parabolickém spektrometru odd¢lit smés
izotopli neonu. Odstartoval tak vyvoj nové techniky, ktera si nasla nezastupitelné misto
v analytické chemii. Védci jako F. W. Aston, A. Nier ¢i A. J. Dempster pokracovali ve
vyzkumu a zdokonalovali tuto techniku. Piestoze mély prvni hmotnostni spektrometry
malé rozliSeni a senzitivitu, byly schopné identifikovat vSechny pfirozené se vyskytujici
izotopy lehkych prvkll a jejich zastoupeni ve vzorku. Tato technika tedy pomohla
v objevovani novych stabilnich izotopt, ur€ovani jejich presné atomové hmotnosti a na
poli biochemie pomohla pfi studiu metabolismu. Spojeni kapalinové chromatografie a
hmotnostni spektrometrie se dockala technika v Sedesatych letech 20. stoleti. Tim se
oteviel prostor pro vyzkum analyzy multikomponentnich organickych latek do

podoby, jak ho zname dnes [12, 13].

Principem hmotnostni spektrometrie je identifikace iontli podle poméru hmotnosti
iontu a jeho naboje, tj. m/z (m — relativni molekulova hmotnost, z — naboj). Hmotnostni
spektrometry se skladaji ze tfi zakladnich Casti: iontovy zdroj, analyzator, detektor
(Obrazek 4). V iontovém zdroji dochazi k pfevedeni molekul na ionty, tyto ionty jsou
nasledn¢ akcelerovany a usmérnény do rovného paprsku, ktery vede do analyzatoru,
v némz dochazi k rozdéleni iontu v poméru m/z. Vzniklé signaly pak zpracuje detektor

[12, 13].

vzorek

iontovy | analyzator > dgt’ek_tor =
zdroj Castic

Obrazek 4: Instrumentace hmotnostniho spektrometru (upraveno podle [14])

intenzita

m/z

Pro hmotnostni spektrometrii najdeme dnes Siroké uplatnéni napiiklad ve

farmaceutickém priimyslu, potravinafstvi, zeméd¢€lstvi nebo vodarenstvi. Vyhodné je i
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jeji  pouziti v laboratorni diagnostice pro obory toxikologie, monitorovani
terapeutickych hladin 1¢kli, metabolomika, proteomika, lipidomika ¢i odhalovani

dédi¢nych metabolickych poruch [12, 13, 15].

3.3.1 Ionizaéni techniky

Ionizace analytu je nezbytnou soucasti procesu probihajiciho v hmotnostnich
spektrometrech. Je to proces, pfi kterém jsou vytvaieny v plynné fazi ionty za pomoci

iontového zdroje. lontové zdroje je mozno rozdélit do ¢tyt zakladnich kategorii [15]:

e Elektronové — piima elektronova ionizace (EI) nebo fotoionizace za
atmosférického tlaku (APPI)

e Sprejové — vyuzivajici sprejového efektu — ionizace elektrosprejem
(ESI)

e Chemické — zaloZené na reakci nebo interakci s jinou chemickou latkou
— chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI)

e Desorpéni — ionizace z povrchu — desorpcni ionizace elektrosprejem

(DESI)

Pro zjednoduSeni a lepsi prehled miiZzeme techniky rozdélit také na zakladé

dodané¢ energie pii ionizaci na tvrdé a mekke.

Mezi tvrdé techniky je fazena elektronova ionizace (EI), béhem niZ dochazi

vlivem dodani velké energie k rozpadu molekularniho iontu. Diky tomu vznikaji bohaté
fragmentovand spektra. Tato spektra jsou napiiklad soucésti knihovny NIST (National
Institute of Standards and Technology) a slouzi k vyhodnocovéani a interpretaci
vysledki. Elektronova ionizace je pouzivana v GC/MS pfistrojich a je vhodna zejména

pro analyzu t€kavych latek [13, 15, 16].

K mékkym technikam patii ESI, APCI, APPI, a ionizace za ucasti matrice

(MALDI). ESI, APCI, APPI se oznacuji jako ionizace za atmosférického tlaku (API),

protoze jsou ulozeny pfed vstupem do vakua hmotnostniho analyzatoru a ionizace
probiha za atmosférického tlaku. Mekkou ionizaci ziskame lepsi piehled o molekulové
hmotnosti sledované latky, jelikoz pii ionizaci vznikaji molekularni ionty, poptipadé

jejich adukty, a dochazi k mensi fragmentaci analyzované latky. To se projevi na
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spektru tim, Ze vykazuje méné fragmentaci. K technikam, které jsou nejcastéji

vyuzivany v LC/MS patii pravé ESI, APCI, APPI[13, 15, 17].

3.3.1.1 Ionizace elektrosprejem (ESI)

V elektrospreji je rozpuStény vzorek piivadén do ionizacni komory pfes
sprejovaci kapilaru. Na $picku této kapilary je vkladano vysoké napéti (2—6kV). Takto
silné elektrické pole vytvoii disperzi roztoku vzorku a vytvofi vysoce nabity aerosol.
U rozprasovaci kapilary je koaxidlné vstiikovan zmlzujici plyn (N;) napomahajici
nebulizaci. Odpatfovani rozpoustédla z kapek napomahé susici plyn o zvysené teploté.
S odpafovanim rozpoustédla roste hustota naboje na povrchu kapky a po ptrekroceni
Rayleighova limitu, kdy pfevladnou repulzni sily mezi ndboji nad povrchovym napétim
kapky, dojde ke Coulombické explozi. Timto principem se kapky zmensuji, az dojde
k prenosu naboje na analyt za vzniku jednotkového naboje. Ten vstupuje do
hmotnostniho spektrometru. Ionizace ESI je vhodna pro polarni az velmi polarni latky

v Sirokém rozmezi m/z (Obrazek 5) [14, 17].

molekuly odpafovani Coulombicka analyt
analytu + rozpoustéd|a exploze s ndbojem
+ "+ Py
o b, X petd s +
(o] + ) T {._. f&? ‘e

Zmlzujici plyn

>~/

Aerosol

2 ..:._.-'. o‘f\/
Kapiléra/%_\ islﬁki plyn

Obrazek 5: Instrumentace ESI a vznik naboje na analytu (upraveno podle [18])

3.3.1.2 Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI)

Jedna se o metodu vyuzivajici ion-molekularni reakce s ionizovanymi
molekulami mobilni faze. V iontovém zdroji je roztok vzorku rozpraSovan za pomoci
zmlZujiciho plynu (N,) do vyhfivané zony, kterd ma teplotu ptiblizné okolo 400°C, a je

preveden s rozpoustédlem do plynné faze. V komote, kam je unaSena plynna faze, je
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ulozena vybojova jehla, na kterou je vkladané napéti (3—4kV). Ta koronovym vybojem
ionizuje molekuly rozpoustédla, které nasledné€ ionizuji vzorek. Pred vstupem do
analyzatoru je vstiikovan susici plyn (N;), aby rozbil zbyvajici klastry analytu tvofené
nekovalentnimi vazbami. APCI slouzi hlavné k detekci méné polarnich a nepolarnich

latek (Obrazek 6) [18, 19].

vstup
eludtu

/zmliovaé (sprej)
vyhfivaci zéna

zmlzujici
plyn \ -

susici
/ plyn

vybojova
jehla

Obrazek 6: Instrumentace APCI (upraveno podle [18])

3.3.1.3 Fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI)

Principem této ionizacni techniky je interakce UV zafeni s analytem. Analyt je
vstiikovan ptes vyhifivanou zoénu spolu se zmlzujicim plynem do mista, kde je
kryptonova nebo argonova lampa. Fotony emitované témito lampami ionizuji molekuly
v piipadé, Ze je ionizacni energie cilové molekuly niZsi neZ energie fotonu. V ptipadé,
kdy je energie fotonu mensi nez ionizacni energie molekuly, dochazi k fotoexcitatnim
reakcim, jako je fotodisociace, opétovné vyzaieni energie v podobé fotonu nebo piedani
energie jiné molekule. Ionizované molekuly jsou undseny do hmotnostniho analyzatoru.
S analytem je zaroven v nadbytku pfidavéana i latka s nizkou ionizacni energii neboli
dopant. Ten zvySuje vytéznost ionizovanych molekul analytu, protoze je fotony
ionizovan jako prvni. Ionizovany dopant pak s molekulou ndboj vyméni nebo mu pieda
proton. To ale zaleZi na elektronové afinité ¢i protonové afinité interagujicich molekul.
Jako dopant se pouziva napiiklad toluen, aceton, chlorbenzen. APPI se vyuziva k

ionizaci nepolarnich a méné polarnich latek (Obrazek 7) [17, 18].
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Obrazek 7: Instrumentace APPI (upraveno podle [18])

3.3.1.4 Ionizace za ucasti matrice (MALDI)

MALDI je mekka technika, pfi niz je vzorek ukotven na desticce v matrici, na
desticku je pulzné vystfelen paprsek laseru, ktery zpisobi desorpci. Desorbovana
matrice je ionizovdna jako prvni a molekuldrnimi interakcemi dochéazi k ionizaci
analytu. Tato technika se vyuziva zejména pii analyze proteinti a jinych makromolekul
o hmotnosti az stovek tisic Da (Obrazek 8) [15, 18].

vstupdo  _
detektoru .«

laser ++ ionizace analytu
+o+ ionizace matrice

T T e T
L33 T058 ST NNNS 55550
. 1 |

matrice analyt

Obrazek 8: lonizace za ucasti matrice (upraveno podle [13])
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3.3.2 Hmotnostni analyzatory

Analyzétor je hlavni ¢asti hmotnostnich spektrometrti, protoze zde dochazi za

vysokého vakua k rozd¢leni iontl dle poméru m/z.

Dle fyzikalniho principu separace iontu podle m/z jsou hmotnostni analyzatory

rozdéleny do péti kategorii:

,»1) zakriveni drahy letu v magnetickém nebo elektrickém poli ¢i jejich kombinaci

2) riizna stabilita oscilaci iontit v dvoj- nebo trojrozmérné kombinaci stejnosmerného a
vysokofrekvencniho stiidavého napeti (Q, OqQ, LIT, QIT)

3) riizna doba letu v oblasti bez pole (TOF)

4) riizna absorpce energie pri cykloidalnim pohybu iontii v kombinovaném magnetickém
a elektrickém poli (FT-ICR)

5) rozdelenti iontii na zdaklade ruzné frekvence harmonickych oscilaci (orbitrap) [20].

Charakteristiky hmotnostnich analyzatora [21. 22]:

- RozliSovaci schopnost — je definovana jako FWHM (Sitka piku v poloviné vysky),
neboli pomér m/z ku celé Sitce piku v poloviné jeho vysky, a nese informaci, jak
dobfte jsou schopny analyzatory pomér m/z rozlisit

- Hmotnostni rozsah — tento parametr udava, jakou maximalni hodnotu m/z jsme

s danym analyzatorem schopni naméfit

- Spravnost méreni m/z — spravnost m/z je definovana jako odchylka namétené m/z od

teoreticky spocitané hodnoty m/z z elementarniho sloZzeni a udava se v ppm

- Linearni dynamicky rozsah — Udava limit pro rozsah mnozstvi iontl, které mizeme

v daném Case ionizovat a pak detegovat s linedrni odezvou

- Rychlost frekvence sbéru dat

Analyzatory lze také rozdélit na zakladé jejich rozliSovaci schopnosti do dvou

skupin:

- Spektrometry s nizkym rozliSenim (LRMS) — rozliSovaci schopnost téchto analyzatort
je v rozmezi 10°~10* a méfi m/z s presnosti na jedno az dvé desetinna mista [21, 22]. Zastupci
jsou kvadrupol, 3D iontova past, linearni iontova past

- Spektrometry s vysokym rozliSenim (HRMS) — rozliSovaci schopnost je v rozmezi
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od 10* az 10° a m&H m/z pomér s piesnosti vétsinou na &tyfi desetinna mista [21, 22].

Zastupci jsou pruletové analyzatory, sektorové, orbitrap, iontova cyklotronova rezonance.

3.3.2.1 Kvadrupol (Q)

Kvadrupélové analyzatory tvoii Ctyfi tyCové elektrody, na které je vkladéna
kombinace stejnosmérného napéti a vysokofrekvencniho napéti (Obrazek 9). Naproti
sob¢ paralelné ulozené elektrody maji vzdy stejnou polaritu. lonty prochazejici mezi
elektrodami v tomto elektrickém poli béhem letu osciluji a pii stabilnich oscilacich
dorazi az k detektoru. Pokud je trajektorie iontu nestabilni, jsou ionty neutralizovany
srazkou s elektrodami. Stabilni oscilace iontu o urcit¢ hodnoté¢ m/z jsou vytvaieny
pomérem vkladaného stejnosmérného a vysokofrekvenéniho napéti. Schopnosti
kvadrupdlu jsou s porovnanim ostatnich analyzatori prumérné v rozliSovaci schopnosti,
spravnosti méfeni m/z a hmotnostnim rozsahu, ale vynikaji v linedrnim rozsahu,

citlivosti a robustnosti [1, 13, 22].

stabilni nestabiln ové elekirodh
trajektorie iontu  trajektorie iontu ty d

detektor

iontovy zdroj

2droj stejnosmérného
a vysokofrekvenénih
o stfidavého napéti

Obrazek 9: Instrumentace kvadrupolu (upraveno podle [22])

3.3.2.2 3D Iontova past (QIT)

Iontova past je v principu podobna kvadrupdlovému analyzatoru. Sklada se ze
vstupni elektrody, prstencové elektrody a vystupni elektrody (Obrazek 10). Na ionty je
v prostoru mezi témito elektrodami aplikovéano tfidimenzionalni elektrické pole, které
umozni jejich zachyceni. Potom je ménén pomér elektrického napéti na elektrodach a
pii ur€itém poméru jsou ionty o ur¢itém poméru m/z vypuzovany smérem k detektoru.
Iontové pasti patii v parametrech rozliSovaci schopnosti, spravnosti méteni m/z, a
hmotnostniho rozsahu k priméru, oproti tomu maji vysokou robustnost, nizké

pofizovaci néklady a daji se vyuZzit v tandemovych hmotnostnich spektrometrech [22].
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Obrazek 10: Instrumentace iontové pasti (upraveno podle [22])

3.3.2.3 Linedrni iontova past (LIT)

V linearni iontové pasti jsou ionty radidlné zadrZovany v centralni Ccasti
analyzatoru, na kterou je vkladano vysokofrekvencni stfidavé napéti (Obrazek 11). Ve
sméru osy jsou ionty uvéznény diky vstupnimu a koncovému prvku analyzatoru, na
které je vkladano stejnosmérné napéti. V zavislosti na typu pfistroje jsou ionty
vypuzovany bud’ radidlné, nebo ve sméru osy. Ve srovnani s iontovou 3D pasti dosahuji
linearni pasti lepSiho linedrniho rozsahu, protoze maji vétsi prostor pro udrzeni ionti.
Dalsi prednosti analyzatoru je zapojeni v hybridnich analyzatorech, jako je iontova
cyklotronova rezonance. V tomto spojeni dosahuji ptistroje presnéjsiho mefeni poméru

m/s a vysokého rozliseni [22].

koncovy prvek

centraini cast

vstupni prvek

stejnosméme
' napéti

Obrazek 11: Instrumentace linedrni pasti (upraveno podle [22])
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3.3.2.4 Analyzator doby letu (TOF)

Analyzatory doby letu pracuji na relativné jednoduchém principu. Po ionizaci
analytu je iontim elektrickym pulzem dodéana stejnd kinetickd energie a jsou vypuzeny
do priilletové trubice, kde dochazi k jejich rozdéleni na zakladé rychlosti pohybu. Ionty
o mens$i hodnoté m/z maji vétsi rychlost, a tudiz dopadaji na detektor v kratSim case.
Ionty s vétsi hodnotou m/z leti déle a na detektor dopadnou pozdé&ji. Pii zndmé délce
drahy letu iontu jsme schopni zjistit jeho rychlost zméfenim casu, ktery urazi od
pulzniho iontového zdroje k detektoru, a tim urcit jeho m/z. (Obrazek 12) Priletové
analyzatory maji 0zasnou rozliSovaci schopnost a teoreticky neomezeny rozsah
vméfeni hodnoty m/z. Vyhodné jetandemové zapojeni TOF analyzatoru

s kvadrupolem, zlepsi se tak parametr senzitivity a rozliSeni [21, 22, 23, 24].

Akceleraéni
energie (E) délka drahy letu (d)

>
-

ey | @ O o
zdroj 5 O O

letové trubice

o0

iontovéa
optika
detektor

o) iontovy

g) O zdroj

Obrazek 12: Analyzator doby letu (upraveno podle [23])

Béznou soucasti modernich priletovych analyzatorii jsou reflektrony, které
zvySuji jejich rozliSeni a mohou byt také oznacované jako iontovad zrcadla. Jejich
ucelem je srovnat rozdily kinetické energie iontl se stejnym pomérem m/z. Elektrické
pole reflektronu je vétSinou vytvoieno soustavou kruhovych elektrod uloZzenych mimo
osu pulzniho iontového zdroje a odraZzi ionty do detektoru. lonty penetruji do
elektrického pole v zavislosti na své kinetické energii, z ¢ehoz vyplyva, Ze ionty s vEtsi
kinetickou energii jsou rychlejsi a penetruji do reflektronu hloubé€ji nez ionty s mensi
kinetickou energii. Tento efekt zplisobi, Ze ionty se stejnym pomérem m/z o vétsi
kinetické energii jsou v reflektronu zdrzeny a pak dorazi na detektor ve stejny Cas jako
pomalej$i ionty se stejnym pomérem m/z. ZvySeni rozliSeni neni jedinou vyhodou
reflektrontl, protoze svym zapojenim prodluzuji letovou trubici analyzatoru bez naroka

na zvétSeni pfistroje. V nékterych pfistrojich mizZzeme zménou poctu pouzitych
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reflektronl v iontové optice zvysit rozliseni az nékolikanasobné. Bohuzel reflektrony si
vybiraji i svou daii v podobé snizeni citlivosti a omezeni rozsahu méfeni poméru m/z

v pruletovych analyzatorech [22, 25, 26].

3.3.2.5 Orbitrap

Orbitrap se od ostatnich analyzatort 1isi tim, Zze nevyuziva k zachyceni iontl
vysokofrekvencni pole ani magnetické pole, nybrz je zadrzuje v Cisté elektrickém poli.
Ionty jsou tangencialné vpraveny do tohoto pole, které vytvaii centralni vietenovita a
vnéjsi elektroda. Vnitini vietenovitou elektrodu ionty obihaji a je méfen indukovany
proud vznikajici diky obihajicimu néboji. Tyto harmonické oscilace jsou nasledné
detekovany wvnéjsi elektrodou (Obrazek 13). Harmonické oscilace se pievedou
Fourierovou transformaci k ziskdni poméru m/z. Pro orbitrap analyzétory je typické, ze
dosahuji vysoké rozliSovaci schopnosti a sprdvnosti meéfeni, ale zaostavaji

v parametrech senzitivity a linearniho rozsahu [15, 22].

axialni elektroda

Obrazek 13: Instrumentace orbitrapu (upraveno podle [22])

3.3.2.6 Magneticky sektor (B)

Magnetické sektorové analyzatory patii ke starSim typtim analyzatord. Ziskani
hodnoty m/z je zaloZeno na priletu iontu magnetickym polem. Akcelerované ionty jsou
vpustény do magnetického pole (B) elektromagnetu ve tvaru kruhové vysece, kde dojde
k zakftiveni jejich drahy letu podle poméru m/z (Obrazek 14). Zaznam spektra je dan
plynulou zménou indukce. Na obrazku muzeme vidét, ze ionty jiné hodnoty m/z, nez je
hodnota m/z detekované¢ho iontu v dany moment, jsou rozptyleny v prostoru a na
detektor nedopadnou. Soucasné piistroje vyuzivaji dvojitou fokusaci, coz v praxi

znamena piidani elektrického pole (E), které srovna pocatecni rozdilné drédhy ionti o
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stejné hodnoté m/z a rapidné tim zvysi rozliSovaci schopnost piistroje (Obrazek 14).
Magnetické sektorové analyzatory vynikaji v parametrech linedrniho rozsahu a
senzitivity, ve kterych jim ostatni pfistroje tézce konkuruji. Vynikajici je 1 jejich

spravnost méfeni [22].

pulzni iontovy zdroj
Stérbina

/l

rozdilna draha letu
iontul o stejné m/z

lehké iontv

magneticky
sektor

detekované ionty elektrostaticky
sektor

téZké ionty

' = Stérbina
3 detektor

misto kde dochazi
k fokusaci iontd

Stérbina m— | w—

detektor

pulzni iontovy zdroj

MAGNETICKY SEKTOR PRISTROJ S DVOJi FOKUSACI

Obrazek 14: Magneticky sektor vlevo a pristroj s dvoji fokusaci vpravo (upraveno podle

[22])

3.3.2.7 lontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci (FT-ICR)

FT-ICR je analyzator s nejvyssi rozliSovaci schopnosti a vysokou spravnosti
méfeni. V analyzatoru jsou ionty umistény do silného magnetického pole, coz zplisobi
jejich krouzivy pohyb (Obrazek 15). V tomto krouzivém pohybu mé ion o urcitém
poméru m/z specifickou cyklotronovou frekvenci, kterd je ziskana a piepoctena
Fourierovou transformaci na hodnoty m/z. FT-ICR disponuji nejlepSi rozliSovaci
schopnosti ze vSech hmotnostnich analyzatori a maji velmi dobrou spravnost méteni.
Maji vSak malé linedrni rozmezi, protoze je limituje prostor, kde jsou zadrZzovany ionty

[15, 22].
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Fourierova
transformace
/\/\/ | | |
cyklotronova hmotnostni
e frekvence spektrum

elektroda
pfijimace

magnetické elektroda
pole vysilate

zachytna
elektroda

Obrazek 15: FT-ICR instrumentace (upraveno podle [27])

Linearni Rychlost
RozliSovaci Spravnost Hmotnostni frekvence

schopnost méieni m/z rozsah m/z dynamicky shéru dat
rozsah (Hz)

Q 100-1000 100 ppm 4000 10 2-10 nizka

QIT 1000~10 000 50~100 ppm 4000 10%-10° 2-10 priméma
LIT 1000-10 000 50-100 ppm 4000 10*-10* 10 nizké
TOF 1000-40 000 5-50 ppm >100 000 10° 10-50 primeérma
Orbitrap 10 000~150 000 2-5 ppm 6000 10°-10* 1-5 vysoka
Sektorovy
analyzator 9 .
B 100 000 <1 ppm 10 000 10 - vysoka
fokusaci
FT-ICR 10 000-1000 000 1-5 ppm >10 000 10°-10* 0,5-2 nejvyssi

Tabulka 1: Parametry jednotlivych MS analyzatorii (upraveno podle [22, 28])

3.3.3 Detektory

Detektory vytvari digitalni format ziskanych signalti z hmotnostniho analyzatoru.
Prvni skupinou jsou detektory, které zaznamenaji vSechny ionty bez ohledu na jejich
m/z. Pracuji na principu pfimého méfeni elektrického proudu, ktery vznikne po dopadu
iontu na dynodu a je zesilen elektronovymi nasobic¢i. Druhou skupinou jsou analyzatory
FT-ICR a orbitrap, které samy o sobé funguji jako detektor a jejich signal je

zpracovavan Fourierovou transformaci [21].
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3.4 Tandemova spektrometrie (MS/MS)

Na tandemovou spektrometrii miizeme obecné nahlizet jako na metodu
vyuzivajici dvé (MS/MS) a vice (MS") Grovni hmotnostni analyzy. V prvni MS-I trovni
jsou izolovéany prekurzorové ionty (m,"), které podléhaji fragmentaci a vedou ke vzniku
produktovych iontd (m¢) a neutrdlnich fragmentli (m,) a jsou analyzovany druhym

stupném MS-II.

+ +
my 2> my +my,

Rovnice 3: Fragmentacni reakce v tandemovém spektrometru [29]

Fragmentace iontl je nejcastéji provadéna kolizn¢ indukovanou disociaci (CID),
kde prekurzorové ionty podléhaji energetické kolizi s inertnim plynem (napt. N, Ar,
He), to ma za nasledek jejich fragmentaci. MS/MS a MS" oteviela cestu k objasnéni
struktury molekul pomoci MS. Nejvice patrné to je v proteomice, kde se tento piistup

vyuziva k odhalovani peptidovych biopolymeri [22, 29].

9
e 9
Y S
ﬂ °° R =Y #
S
)
| 2
| 14 | |1
50 100 150 200 250 300 350 50 100 150 200 250 300 350
izolace fragmentace analyza
prekurzového pomoci inertniho produktovych
iontu plynu iontu

Obrazek 16: Princip tandemové spektrometrie (upraveno podle [29])

Tandemovou hmotnostni spektrometrii miZeme rozdélit na:

- Tandemova spektrometrie v prostoru — Do této skupiny patii sektorové, TOF a
kvadrupdlové  analyzatory.  Souhrnné se  oznacuji  jako  paprskové
technologie, protoze ionty ptfechazeji do analyzatoru v podobé nepfetrzit¢ho nebo
pulzniho paprsku. U paprskovych technologii je kazda uroven hmotnostni analyzy
provadéna v samostatném analyzatoru tak, aby se dvé a vice Urovni analyzy
oddé¢lily v prostoru. Ptistroje spadajici do této kategorie jsou QqQ, multisektorové

magnetické analyzatory, TOF/TOF [1, 22, 30].
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- Tandemova spektrometrie v ¢ase — Do této kategorie spadaji analyzatory na
principu pasti, které¢ jsou schopny zadrzovat ionty. Patii sem QIT, LIT, orbitrap,
FT-ICR. Tyto analyzatory detekuji zadrzené ionty na zaklad¢ frekvence jejich
pohybu v definovaném prostoru. Jednotlivé wrovné hmotnostni analyzy jsou
oddéleny casem. Tyto pfistroje bohuzel neumi provadét sken prekurzorovych ionti
a sken neutralnich ztrat. Dlouhy je i ¢as potfebny k analyze. Jejich vyhoda je v MS"
experimentech, které probihaji v ramci jednoho analyzatoru a poskytuji tak vyborny

nastroj pro objasnéni strukturalnich informaci zkoumaného iontu [22, 30].

3.4.1 Trojity kvadrupdl (QqQ)

Trojity kvadrupdl skladajici se ze tfi kvadrupdlt patifi mezi tandemové
spektrometry. Dva kvadrupdly v téchto pfistrojich slouzi jako hmotnostni
analyzatory, mezi které je umistén kvadrupdl fungujici jako kolizni cela (q). Trojité
kvadrupdly jsou vyuzivany ke kvantitativni analyze biologickych materialu,
environmentalni analyze atd. Dosahuji totiz vysoké citlivosti, selektivity a robustnosti
analyz. Analyzator QqQ je schopen méfit ve dvou zakladnich skenech: v MS skenu a v
selektivnim z4dznamu jednoho nebo vice iontl (SIM). Pifi MS skenu jsou zjistény
vSechny naméfené hodnoty m/z a vystupni informace ma kvalitativni charakter.
Vyhodou tohoto modu je zjisténi vSech vzniklych iontl ve zdroji, ale za cenu ztraty
citlivosti. Pro vyssi citlivost a kvantifikaci se vice hodi SIM sken, kde uZ jsou sledovany
pfedem urcené ionty. V ptipadé téchto dvou skenl funguji prvni dva kvadrupoly jako
iontova optika a ionty pouze propousti do tietiho kvadrupolu. Dale QqQ umi métit ve
vSech Ctyfech typech skenii uvedenych v kapitole Tandemova spektrometrie. Jejich
nejvetsi prednosti je SRM sken, diky némuz se hojné pouZivaji pro kvantifikaci

v hmotnostni spektrometrii [13, 22, 28].
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3.5 Hybridni analyzdtory

Hmotnostni spektrometry skladajici se z dvou a vice rGznych analyzéatori se
oznacuji jako hybridni. Vyhodou hybridnich analyzatorii je kombinace vice riiznych
typli analyzatori, ¢imz je mozné vyuzit vyhody a potlacit nevyhody. Tim padem

dosahuji hybridni pfistroje lepSich vysledkii nez jednotlivé analyzatory. Razné

kombinace analyzatort jsou uvedeny v Tabulce 2 [25, 30].

Q-Orbitrap Q-FT-ICR

MS"v LIT LIT-Orbitrap  LIT-FT-ICR

TOF/TOF
QIT-TOF MS"v QIT

MS"v FT-ICR

Tandemova spektrometrie v Case

Tabulka 2: Prehled analyzatoru a kombinaci analyzatoru pouzivanych pro MS/MS a
MS" (upraveno podle [28, 30, 31])

O-TOF analyzatory

Jedna se o kombinaci kvadrupdlového analyzatoru a analyzatoru doby letu, ktery
je umistén za kolizni celou. Jednd se o nejb&€zngji pouzivané hybridni analyzatory
s vysokym rozlisSenim. Své vyuziti nachazeji v identifikaci latek na zakladé presné
hmoty a v proteomické a metabolické analyze. Velkou ptednosti tohoto typu
analyzatorti je rychld frekvence sbéru dat, proto je vhodny zejména v kombinaci

s technikami UHPLC [25, 28, 32].

35




3.6 Typy skenii v hmotnostni spektrometrii

V hmotnostni spektrometrii mizeme provadét rizné typy skent v zavislosti na

informaci, kterou chceme ze vzorku ziskat. Jejich vycet je uveden dale.

a)

b)

d)

Zakladni sken, MS sken — V zakladnim skenu analyzator zméfti celé spektrum
m/z v daném rozsahu, tento zdznam se pouziva ke zjisténi vSech zaznamenanych
m/z hodnot a slouzi ke kvalitativni analyze [1].

Selektivni zaznam jednoho nebo vice ionti (SIM) — Analyzator v SIM skenu
méii intenzitu signdlu vybraného iontu ¢i vice iont v zavislosti na case. Tento
sken se vyuziva pro kvantifikaci iontd [1].

Sken produktovych iontd — MS-I propousti ion s definovanou m/z a po
fragmentaci jsou MS-II urovni zaznamenany vSechny produktové ionty. Tento
mod se pouziva pro kvalitativni analyzu a ke zjiSténi informaci o struktufe iontu,
dale i k uréeni nejintenzivnéjSich ptechodi, které se vyuziji v SRM modu [13,
22].

Sken prekurzorovych ionti — MS-I postupné propousti ionty se zvySujici se
m/z, pracuje tedy ve skenujicim modu. MS-II ma nastavenou fixni hodnotu m/z
a sleduje specificky fragment. Vyuziva se k identifikaci strukturné podobnych
latek ve vzorku [1, 13, 22].

Sken neutralni ztraty — MS-I a MS-II pracuji ve skenovacim modu a
monitoruji vybranou neutrdlni ztratu mezi prekurzorovymi a produktovymi
ionty. Pouzivé se k selektivni identifikaci strukturn¢€ podobnych latek [1, 13].
Monitorovani vybrané reakce (SRM) — V tomto mddu prochazi pies MS-I
znamy prekurzor a ptes MS-1I zndmy produktovy ion. SRM je velmi selektivni a
citivy mod pouzivany pro kvantifikaci sledované latky. Tato analyza se
napiiklad pouziva pro kvantifikaci farmaceutickych latek v lidské plazmé ve

spojeni LC-MS/MS [22].
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Obrazek 17: Typy skenii v hmotnostni spektrometrii (upraveno podle [29])
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3.7 Specifikace Synapt G2-Si s ESI iontovym zdrojem

Synapt G2-Si (Obrazek 18) je hmotnostni spektrometr s hybridnim analyzatorem
typu Q-TOF. Tento typ pfistroje obsahuje dva velmi zajimavé technologické prvky.
Prvnim je technologie StepWave, ktera je ulozena pied vstupem do kvadrup6lu. Jedna
se o iontovou optiku, pies kterou jsou nasavany ionty ziontového zdroje. Tato
technologie brani vstupu neutralnich latek dale do analyzatoru a maximalizuje jeho
robustnost, zvySuje citlivost a odezvu analyti. Druhym technologickym prvkem je
technologie TriWave skladajici se ze tfi hlavnich casti: TRAP, iontové mobilitni
spektrometrie (IMS) a TRANSFER ¢&asti. Casti TRAP a TRANSFER mohou slouzit
jako kolizni cela, tudiz k fragmentaci mtize dojit na dvou urovnich. IMS umoznuje
diferenciaci iontli na zdklad¢ velikosti, tvaru, hodnoty naboje a hmotnosti. Vyuziva
rozdilu pohybu iontl v oblasti s elektrickym polem v inertnim plynu. Ve spojeni s LC a
MS poskytuje skvely nastroj pro lepsi rozliSeni a selektivitu v identifikaci komplexnich

vzorkll a dopliiuje chromatografickou separaci a separaci podle m/z [28, 33, 34].

37



INTELLTSTART"

ANALYTE SPRAY LOCKMASS SPRAY

3
TRIWAVE QuanToOF

ROTARY PUMP

L\

Obrazek 18: Synapt G2-Si HDMS (prevzato z [34])

RozliSovaci Spravnost méreni Hmotnostni rozsah  Rychlost frekvence

schopnost m/z m/z sbéru dat (Hz)

Q-IMS-TOF
Synapt G2-Si < 1ppm 20-100 000 30
HDMS

Tabulka 3: Parametry pristroje Synapt G2-Si HDMS (upraveno podle [28])

Synapt G2-Si méfi ve Ctyfech zakladnich rozliSovacich mddech: senzitivnim
modu, rozliSovacim modu, modu s vysokym rozliSenim a médu s rozsifenym rozliSenim
(Tabulka 4). Mody analyzatoru se liSi v poctu odrazi na reflektronu a nastavenim
iontové optiky. U senzitivniho a rozliSovaciho modu je aktivni pouze dualni reflektron,
ktery ionty rovnou odklani do detektoru (drdha letu ve tvaru ,,V*). Pro mod s vysokym
rozliSenim a rozSifenym rozliSenim je aktivovano navic iontové zrcadlo. V tomto
zapojeni jsou ionty prvné odklonény z duélniho reflektronu do iontového zrcadla, které
je odkloni zpét do reflektronu, a nasledné jsou vyslany do detektoru (draha letu ve
tvaru ,,W*). lonty tedy projdou reflektronem dvakrat a dosdhne se tak vyssiho rozliSeni

u té€chto dvou médu za cenu sniZeni citlivosti (Obrazek 19) [35].
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Priichod iontil analyzatorem TOF v Priichod iontil analyzatorem TOF v médu s vysokym
senzitivnim a rozlidovacim médu: rozlisenim a moédu s rozSifenym rozlisenim:

iontova optika
iontova optik.
fontova optika pulzni iontovy zdroj

pulzni iontovy zdroj iontové zrcadlo

”"H detektor detektor
I
N = =
m] o
" L
] =] — =]
) — — =
) = — =
) — — —
] — ] =
\ ‘ dualni reflektron . [ I dualni reflektron

Obrazek 19: Zobrazeni priichodu iontii analyzatorem TOF v zakladnich rozliSovacich
modech (upraveno podle [35])

moédy analyzatoru RozliSovaci schopnost jednotlivych médu analyzatoru

senzitivni méd
rozliSovaci mod
mod s vysokym rozliSenim

Mod s rozsifenym rozliSenim

Tabulka 4: Rozlisovaci schopnost zdkladnich modu pristroje Synapt 2G-Si HDMS
(rozliSovaci schopnost zde citovanad byla stanovena pro hovezi inzulin, prevzato z [34])

DuleZité ESI parametry pro Synapt G2-Si

Parametry vhodné pro optimalizaci MS metody k dosazeni nejlepsi odezvy a citlivosti:

- Napéti na kapilare — Jedna se o napéti vloZené na Spicku kapilary a slouzi k ionizaci
analytu. Pfi standardnim pritoku UHPLC nabyvéa nej¢astéji hodnot 0,5-0,7 kV [34].

- Napéti na vstupnim kuzZelu — Napéti na vstupnim kuzelu je vkladano mezi StepWave
a prvni segment TriWave. SlouZzi k usmérnéni iontii, odd€leni klastri a odstrafiovani

aduktd. Pfi nastaveni vysokych hodnot mize zptisobovat nechténou fragmentaci [34].
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- Napéti na StepWave — Je optimalizovano vétSinou na hodnotu okolo 80 V. Tim se
maximalizuje odezva [M+H]" ionti [34].

- Priitok plynu na vstupnim kuZelu — Pritok dusiku na vstupnim kuzelu snizuje
formovani klastri rozpoustédla [34].

- Priitok desolvaé¢niho plynu — Tento proud dusiku je vhanén do cely iontového zdroje
za ucelem odpaieni rozpoustédla [34].

- Tlak nebulizaéniho plynu — Ten je obvykle nastaven na hodnotu 6,0 Bar a slouzi

k nebulizaci rozpoustédla a vzorku [34].

3.8 Statiny

Statiny jsou léCiva pouzivand k1écbé dislipidémie, coz je metabolické
onemocnéni doprovazené zménami hladin plazmatickych lipoproteinii. Metabolickymi
onemocnénimi trpi piiblizné 50 % populace Ceské republiky, mezi nejéastéjsi patii
dislipidemie diagnostikovana pii diabetu mellitu II. typu, kterym trpi 7 % populace, a
metabolicky syndrom, jehoz prevalence v populaci ¢ini 30 %. Dislipidemie je jednim
zrizikovych faktorl aterosklerozy, kterd je hlavni pfi¢inou kardiovaskularnich
onemocnéni vedoucich k mortalité¢ a morbidité ptiblizné¢ 50 % populace. Pravé statiny
jsou jednou z nejéastéji dlouhodobé uzivanych skupin 1éktt v Ceské republice. V roce
2010 bylo dokonce vydano vice nez 350 milionit dennich davek statini. V dasledku
stale stoupajiciho trendu zvySujici se spotieby statinll je tato skupina atraktivni pro dalsi

vyzkum [36, 37, 38].

Statiny jsou vystupem mikrobiologického vyzkumu zaméfeného na antibakterialni
aktivitu. V pribéhu osmdesatych let 20. stoleti se objevilo znacné mnozstvi literatury
popisujici jejich inhibicni Gc¢inek na hydroxymethyl coenzym A reduktazu
(HMG-CoA). Roku 1973 byl izolovan kompaktin z Penicillium citrinum, ktery byl
prvni latkou tohoto druhu (Obrazek 20). Bohuzel vyzkum této latky byl zastaven
z davodi jejiho rakovinotvorného ucinku, ktery se projevil v testech na zvitatech.
Novou nadéji se stal lovastatin, plivodnim jménem mevinolin, izolovany z Aspergillus
terreus. U lovastatinu se obavy z karcinogenity nepotvrdily, a byl tudiZ jako prvni v zafi

roku 1987 uveden na trh. A zrodila se tak zcela nova skupina 1é¢iv [39, 40].
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Obrazek 20: Kompaktin (upraveno podle [39])

3.8.1 Mechanismus uc¢inku

Statiny zasahuji do syntézy cholesterolu v jaternich buiikach. Cilovou strukturou
je pro statiny enzym HMG-CoA reduktaza, ktery limituje rychlost syntézy cholesterolu
de novo. SniZeni intracelularniho cholesterolu indukuje expresi receptorli pro
lipoproteiny s nizkou hustotou (LDL). Receptory ve vysledku zvysi extrakci LDL
cholesterolu (LDL-C) z krve a snizi koncentraci cirkulujiciho LDL-C v krvi. Pozitivni
ucinek statinl netkvi jen ve sniZeni koncentrace LDL-C, ale 1 ve zvySeni koncentrace
lipoproteini s vysokou hustotou cholesterolu (HDL-C) a snizeni koncentrace

triglyceridi [38, 41].

3.8.2 Farmakokinetika statinu

Lovastatin a simvastatin maji formu laktonu a jsou to proléciva podl€hajici v téle
enzymatické hydrolyze na aktivni formu hydroxy kyseliny. Ostatni statiny jsou v téle
distribuovany také jako hydroxy kyseliny. VSechny statiny jsou velmi rychle
absorbovany a maximalni koncentrace dosahuji uz po 4 hodinach. Rozsah a rychlost
absorpce u atorvastatinu je ovlivnéna dobou podani béhem dne, zatimco
farmakokinetické vlastnosti u rosuvastatinu ovlivnény nejsou. Nicmén¢ ob¢ dvé 1é¢iva
snizuji plazmatické lipidy podobné, at’ uz jsou podavana rdno ¢i vecer. To je
zdivodnéno jejich dlouhym elimina¢nim polo¢asem v porovnani s ostatnimi statiny,
které maji eliminaéni polocas kratky, a to pfiblizné okolo 3 hodin. Proto je vyhodné
jejich podavani vecer, kdy je rychlost syntézy endogenniho cholesterolu nejvyssi, nebo
upravou lékové formy na Iékovou formu s prodlouzenym uvoliiovanim. Elimina¢ni

poloc¢as atorvastatinu je pfiblizné 14 hodin, coz je vlastnost piedurcujici toto 1écivo
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k vétsi ucinnosti ve snizeni LDL-C v porovnani se star§imi statiny. Aktivni metabolity
matefské molekuly atorvastatinu totiz prodluzuji u¢inek na HMG-CoA reduktazu a ve

vysledku prodluzuji elimina¢ni poloc¢as na 20—-30 hodin [36, 41].

Dnes bézné dostupné statiny maji nizkou biodostupnost, coz je vyznamnym
ukazatelem toho, ze z velké Casti podl€haji first-pass efektu. Vzhledem k tomu, Ze jatra
jsou cilovym organem pro statiny, je moznd pro statiny vysoky first-pass efekt
vyhodnéjsi nez vysokd biodostupnost 1éCiva. VSechny statiny se rozsahle vazi na

plazmatické proteiny, vyjimkou je pravastatin, ten se vaze jen z 50 % [36, 41].

Dulezité je rozdéleni statinli na latky hydrofilni a lipofilni povahy. Lipofilni
latky jsou v pribéhu absorpce enterocyty a prichodu jatry transformovéany rodinou
enzyml Cytchrom P 450 (CYP450), ktera je tvofena vice nez tficeti izoenzymy. Statiny
s vysokou lipofilitou jsou u lidi metabolizovany izoenzymem CYP3A4, spadaji sem
latky lovastatin, simvastatin a atorvastatin. Jak jiz bylo zminéno vyse, atorvastatin je
metabolizovan na aktivni metabolity, dva hlavni jsou kyselina 2-hydroxy a 4-hydroxy
atorvastatinovd. Pro simvastatin to jsou [-hydroxy kyseliny, 6’hydroxy ¢i
6’hydroxymethyl. Fluvastatin zase podléha metabolizaci na CYP2C9 izoenzymu. Proto
u lipofilnich statinii dochazi k vét§imu riziku 1ékovych interakci a ¢astéjSimu projevu
nezddoucich uc¢inkd. Hydrofilni statiny, jako jsou rosuvastatin, pravastatin a
pitavastatin, nejsou vyznamnymi substraty metabolickych systémii a ztéla jsou
eliminovany z 95 % jako matetska latka. Proto je jejich interak¢ni potencial mensi [36,

41].
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3.8.3 Chemicka struktura statinu

Chemicka struktura statini se da ve své podstat¢ rozdélit do tii casti
(Obréazek 21). Cervené znazornéna ¢ast je analog substratu pro cilovou &ast enzymu
HMG-CoA reduktdzy, modfe zvyraznénd c¢ast je tvofena hydrofobnim cyklem
napojenym kovalentnd na analog substratu. Cervena a modra &ast molekuly je
odpovédna za vazbu do aktivniho mista enzymu. Zelen¢ znazornéné substituenty

definuji rozpustnost molekuly a tim padem 1 jeji farmakokinetické vlastnosti.

| bstrat
[ s susiy W HO 0
HMG-CoA reduktazy
OH
OH
HiC,.
CH;

H5C

substituenty
vazané na cykly

[

hydrofobni cyklicky
skelet

CoA-SH
H3C NADPH'  naDP* o PP nappt
LL» oA o LZ» H”
H
S-CoA S-CoA
CasteCné
HMG-Coa redukovany mevalonat
produkt

Obrazek 22: Reakce zndzornujici redukci HMG-CoA (upraveno podle [39])

Analog v Cervené casti (Obrazek 21) je podobny HMG-CoA (Obrazek 22)
a ucastni se reakce limitujici syntézu cholesterolu de novo a je u vSech statina relativné
stejny. Tato ¢ast ma u starSich statind jako lovastatin ¢i simvastatin podobu laktont.
Novéjsi  generace statinli (pravastatin, fluvastatin, atorvastatin, rosuvastatin,

pitavastatin) ma tento kruh otevieny.
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Cyklicky skelet v modré casti (Obrazek 21) je tvofen ¢aste¢né hydrogenovanym
naftalenem u molekul pravastatinu, simvastatinu a lovastatinu a vaze se do hydrofobni
¢asti enzymu. Ostatni molekuly prosly radikalnéjsimi zménami, naptiklad u fluvastatinu
je castecné hydrogenované jadro nahrazeno indolovym skeletem. Atorvastatin ma

centralni skelet nahrazen bohat¢ substituovanym pyrrolovym jadrem.

Zelena Cast (Obrazek 21) ma podobu 2-methylbutanoylového zbytku v piipadé
molekuly lovastatinu a 2, 2-dimethylbutanoylového zbytku u simvastatinu. U dalSich

sloucenin doslo k nahrad¢ téchto substituentti za 4-fluorofenyl [36, 41, 42, 46].
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Obrazek 23: Chemicke strukturni vzorce statinii (ziskano ze zdroje [43])




3.8.4 Chemické vlastnosti statinu

Statiny tvofi skupinu 1é¢iv v rozmezi molekulové hmotnosti 400-600. Hodnoty
logP vypovidajici o jejich hydrofilité jsou v rozmezi 1-5, coz znamend, ze zahrnuji jak
latky hydrofilni, tak latky lipofilni. Obecné se jednad o latky slabé kyselé (viz. pKa
v Tabulce 5) s vyjimkou laktonovych forem [43].

Pti analyze statind je dilezité udrzet stalé pH prostiedi, v némz se latky statinti
nachdzi, obvykle v rozmezi pH 5-4, protoze jsou to latky, které mohou podléhat
interkonverzi a prechazet tak z kyselé formy na laktonovou formu a naopak. ZvysSenim
pH nad 6 prechazi latky ze své laktonové formy na ionizovanou formu kyseliny a pii

snizeni pH pod 4 dochazi k pfechodu kyselych forem statini na laktonovou formu.

Nejvhodnégjsi pH pro testovani latek statinti je pH 4,5 [44].

Priumérna

molekulova
hmotnost

Atorvastatin

3,85+0,73

4,29+0,10

Atorvastatin lakton 540,62 3,90+0,72 13,39+ 0,40
Lovastatin 404,54 4,31+0,48 13,49 + 0,40
Lovastatin kyselina 422,55 4,12+0,53 4,31+0,10
Fluvastatin 411,47 4,57+ 0,70 4,27+ 0,10
Fluvastatin lakton 393,45 4,85 + 0,66 13,32+ 0,40
Rosuvastatin 481,54 0,89 £ 0,67 4,25+0,10
Rosuvastatin Lakton 463,52 1,20 £ 0,65 13,22 + 0,40
Pravastatin 424,53 2,21 +£0,53 431+0,10
Pravastatin lakton 406,51 2,40 0,49 13,49 + 0,40

Tabulka 5: Tabulka chemickych viastnosti statinii (upraveno podle [43])
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4. EXPERIMENTALNI CAST
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4.1 Chemikalie

4.1.1

4.1.2

Standardni latky

Atorvastatin, vapenata stil (ZENTIVA, CR)

Atorvastatin lakton (ZENTIVA, CR)

Lovastatin, sodna sil, > 98 % (Sigma Aldrich, CR)

Lovastatin hydroxy kyselina, > 96 % (Toronto Research Chemistry, Kanada)
Fluvastatin, sodna stl (USP Rocville, USA)

Fluvastatin lakton 98 % (Toronto Research Chemistry, Kanada)
Rosuvastatin, vapenata stl 98 % (Toronto Research Chemistry, Kanada)
Rosuvastatin lakton 95 % (Toronto Research Chemistry, Kanada)
Pravastatin, sodna stil > 98 % (Sigma Aldrich, CR)

Pravastatin lakton 98 % (Toronto Research Chemistry, Kanada)

Rozpoustédla

Ultra Cista voda, vyrobena na Farmaceutické fakult¢ v HK zatizenim MILLI-Q,
Millipore

Acetonitril, LC-MS chromasolv® > 99 % (Fluka Analytical, Ceska republika)
Kyselina octova, LC-MS > 99 % (Fluka Analytical, Ceské republika)

Kyselina mravenéi, LC-MS > 99 % (Fluka Analytical, Ceska republika)
Hydroxid amonny, LC-MS > 25 % (Fluka Analytical, Ceska republika)

Sérum: LYO HUMAN, (Erba Lachema s.r.0., Ceska republika)

4.2 Pristroje

Acquity UPLC systém, Waters, Ceska republika

o Acquity — Sample Manager — FTN

o Acquity — Binary Solvent Manager
Analyticka kolona — Acquity UPLC® BEH C 18 (1,7 um, 2,1 x 50 mm),
WATERS, Ceska republika
Hmotnostni spektrometr — Synapt G2-Si HDMS, WATERS, Ceska republika
Analytické vahy — Sartorius 2004 MP, SARTORIUS, Némecko
Automatické pipety — BIOHIT, Fisher Scientific, Ceska republika

Ultrazvukova vodni lazeni — Sonorex Digitec, BANDELIN electronic, Némecko
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= pH metr - HANNA instruments pH 212, Fisher Science, Ceska republika
* Suseni dusikem — SUPLECO VISIPREP 24™DL

» Centrifuga — Benchmark My Fuge™ Mini, Cina

= Magneticka michacka — IKA MS 3 basic, USA

4.3 Priprava roztoku

4.3.1 Priprava roztoku mobilni faze

0,5 mM octan amonny o pH =4

Kyselina octova o objemu 71,3 pl byla napipetovdna do kédinky, kterad
obsahoval 200 ml ultracisté¢ vody. Za stalého michdni pomoci magnetického michadla
byl pfidavan zfedény roztok amoniaku, dokud nebylo dosazeno hodnoty pH roztoku 4.
Obsah kadinky byl kvantitativné preveden do 250 ml odmérné baikky a doplnén po
rysku. Timto zplisobem pfipraveny roztok 5 mM octan amonny (AmAc) pH 4 byl 10 x
zifedén ultracistou vodou. Vysledny roztok pouzity jako soucast mobilni faze byl tedy

0,5 mM AmAc pH 4. Roztok byl ptipravovan kazdy den Cerstvy.
Mobilni faze pro pripravu pracovnich roztoki

Smés 0,5 mM AmAc pH 4 a acetonitrilu (ACN) v poméru 70 : 30 pouzitd pro
pfipravu nékterych zasobnich roztokil a pracovnich roztokiti odpovidala pocatecnimu
sloZzeni mobilni faze. Byla pfipravena smisenim 70 ml 0,5 mM AmAc pH 4 a 30 ml

ACN.

4.4 Priprava standardnich roztokit

4.4.1 Priprava zasobnich roztoki standardu

Zasobni roztoky testovanych latek byly pfipraveny navazenim 0,5 mg dané latky
a naslednym rozpusSténim ve vhodném rozpoustédle (Tabulka 6). Pro atorvastatin a
vSechny statiny ve form¢ laktonu byl ACN pouzit jako rozpoustédlo. Statiny ve formé
kyseliny byly rozpu$tény v mobilni fazi, tedy 0,5 mM AmAc pH 4: ACN, 70:30.

Vysledna koncentrace zasobnich roztokl standarda byla 1 mg/ml.
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Nazev slouceniny ZKkratka Rozpoustédlo
Atorvastatin AT ACN
Atorvastatin lakton ATL ACN
Lovastatin LV ACN
Lovastatin kyselina LVA 0,5 mM AmAc pH=4: ACN, 70 : 30
Fluvastatin FV 0,5 mM AmAc pH=4: ACN, 70 : 30
Fluvastatin lakton FVL ACN
Rosuvastatin RV 0,5 mM AmAc pH=4: ACN, 70 : 30
Rosuvastatin Lakton RVL ACN
Pravastatin PV 0,5 mM AmAc pH=4: ACN, 70 : 30

Pravastatin lakton PVL ACN

Tabulka 6: Prehled testovanych latek a vhodnych rozpoustédel pro pripravu zasobnich

roztoku.

4.4.2 Priprava pracovnich roztoki standardi

Smésné roztoky standardi byly pfipraveny smisenim zasobnich roztoki
standardt. Z kazdého zéasobniho roztoku bylo napipetovano 100 pl, ¢imz doslo
k vytvofeni objemu 1 ml a vzniku koncentrace 0,1 mg/ml. Dalsi pracovni roztoky
10 pg/ml — 0,01 ng/ml byly ziskany postupnym fedénim mobilni fazi. Pracovni roztok
o koncentraci 10 pg/ml pro ptipravu obohaceného séra byl natfedén roztokem 0,5 mM

AmAc pH 4.

4.4.3 Priprava obohaceného séra

Lyofilizat lidského séra byl rozpustén v 5 ml ultracisté vody a homogenizovan.
Pro ptipravu obohaceného séra o koncentraci 1 pg/ml bylo pouzito 450 ul roztoku
lyofilizovaného séra a 50 pl smésného roztoku standardu o koncentraci 10 pg/ml.
Postupnym fedénim byly nésledné ziskany jednotlivé roztoky obohacené¢ho séra pro

matricovou kalibraéni kiivku.
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4.5 Postup metody piipravy vzorkit

Pro upravu obohaceného séra byla zvolena proteinova precipitace jako technika
upravy vzorkl. Proteinova precipitace byla provedena pomoci ACN. K 500 ul vzorku
byl pfidan 1 ml ACN. Tato smés byla dikladné promichidna na vortexu a nasledné
inkubovéna 10 minut v klidu. Po inkubaci byla smés 10 minut centrifugovana a poté byl
odebran supernatant. Supernatant byl odpaten do sucha a potom rekonstituovan v 500 ul

mobilni faze.

4.6 UHPLC-MS/MS podminky

Chromatografické podminky byly pfevzaty z dfive publikované metody pro
stanoveni statinll a jejich metabolitd pomoci UHPLC/MS [45], nicméné podminky pro
hmotnostni spektrometrii byly znovu optimalizovany z davodu wuziti jiné MS

instrumentace.

4.6.1 Chromatografické podminky

Pro separaci statinli byla pouZita chromatografickd kolona Acquity UPLC®
BEH CI18 (1,7 um, 2,1 x 50 mm). Separace byla provedena s vyuzitim gradientové
eluce a jako mobilni faze byla pouzita smés 0,5 mM AmAc pH 4 a ACN v pocatecnim
poméru  70:30. Pritok mobilni fdze byl 0,5ml/min. Dal§i informace

o chromatografickych podminkéch jsou k nalezeni v publikaci [45].

4.6.2 Podminky hmotnostni spektrometrie

Synapt G2-S1 HDMS byl zvolen jako hmotnostni spektrometr vyuZzivajici
ionizaci elektrosprejem (ESI) a hybridni analyzator Q-TOF. Byla vyuZita ionizace v
pozitivnim i negativnim modu. Nastaveni iontového zdroje bylo nasledovné: napéti na
kapiléte bylo pro pozitivni moéd 0,75 kV a pro negativni mod 1,25 kV , napéti na
vstupnim kuzelu v pozitivhim médu bylo10 V a v negativnim médu 20 V, napéti na
StepWave bylo pro pozitivni i negativni méod 50 V, tlak nebuliza¢niho plynu byl pro
pozitivni 1 negativni mod 4,5 Bar, pritok plynu na vstupnim kuZzelu byl v pozitivnim
moddu 50 I/hod a pro negativni mod70 1/hod, pritok desolva¢niho plynu byl
v pozitivnim 1 negativnim modu 800 1/hod, desolvacni teplota 650 °C a teplota ve zdroji

140 °C byla pro pozitivni 1 negativni mod stejna.
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Pro analyzu byly uzity MS skeny a rekonstruované iontové proudy piesnych

hmot jednotlivych analytti (Tabulka 7).

Nazev

Atorvastatin
Atorvastatin lakton

Lovastatin

Lovastatin kyselina

Fluvastatin
Fluvastatin lakton
Rosuvastatin
Rosuvastatin Lakton

Pravastatin

Pozitivni méd ESI
lonty a adukty
[M+H]" = 559,2608
[M+H]" = 541,2503
[M+Na]" = 427,2460
X
[M+H]" = 412,1924
[M+H]" = 394,1818
[M+H]" = 482,1761
[M+H]" = 464,1655
X

Negativni méd ESI

Ionty
[M-H] = 557,2452
X
X
[M-H] =421,2590
[M-H] =410,1768
X
[M-H] =480,1605
X
[M-H] =423,2383

[M+Na]" = 447,2359 X

Pravastatin lakton

Tabulka 7: Prehled sledovanych prekurzorovych ionti

4.7 Hodnoceni linearity a citlivosti metody

Linearita byla hodnocena pomoci dvou typu kalibra¢nich kfivek: standardni a
matricové kalibra¢ni kiivky. Hodnoceni bylo provedeno na zikladé korela¢niho
koeficientu vrozsahu 100-0,01 ng/ml. Citlivost byla stanovena na zéklad€¢ limitu
kvantifikace (LOQ), ktery byl stanoven na zakladé poméru signdlu k Sumu, jehoz

minimalni hodnota odpovidala 10.

Oba parametry (linearita a citlivost) byly hodnoceny pro 4 mddy analyzatoru:
senzitivni méd (sensitive — SENS), rozliSovaci méd (resolution — RES), mod s vysokym
rozliSenim (high resolution — HRES), mod s rozSitenym rozliSenim (Enhanced

resolution — ENHR) a v pozitivnim i negativhim moédu.
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 Vybér sledovanych prekurzorovych ionti

Na zaklad¢ ioniza¢nich schopnosti jednotlivych analytti byl vybran prekurzorovy
ion vnegativnim moddu a v pozitivnim modu. V pozitivnim moddu byly testovany
nasledujici analyty: atorvastatin, atorvastatin lakton, fluvastatin, fluvastatin lakton,
rosuvastatin, rosuvastatin lakton, lovastatin a pravastatin lakton. Pro vétSinu analytii
byla sledovana protonovana molekula [M+H]", nicméné lovastatin a pravastatin lakton
protonovanou molekulu neposkytovaly, a proto musel byt vybran velmi intenzivni
sodikovy adukt [M+Na]". Adukty se sodikem byly pozorovany také u atorvastatinu a
lovastatinu  kyseliny. V negativnim moédu byly jako deprotonované molekuly
analyzovany nasledujici latky: atorvastatin, lovastatin kyselina, fluvastatin, rosuvastatin,
pravastatin. V tomto modu nebyly zaznamenany Zadné adukty. Jednotlivé sledované
ionty pro testované analyty a jejich molekulova hmotnost jsou znazornény v Tabulce 8.

Jednotlivé rekonstruované iontové proudy a spektra jsou znazornény na Obrazku 24-27.

Pozitivni méd ESI Negativni méd ESI
Nazev
lonty a adukty Ionty
Atorvastatin [M+H]" = 559,2608 [M-H] = 557,2452
Atorvastatin "
[M+H]" = 541,2503 X
lakton
Lovastatin [M+Na]" = 427,2460 X

Lovastatin

kyselina

Fluvastatin
Fluvastatin lakton
Rosuvastatin

Rosuvastatin

Lakton
Pravastatin

Pravastatin lakton

Tabulka 8: Prehled vybranych prekurzorovych iontii a jejich molekulové hmotnosti.

X

[M+H]" = 412,1924
[M+H]" = 394,1818
[M+H]" = 482,1761

[M+H]" = 464,1655

X

[M+Na]" = 447,2359

[M-HJ = 421,2590

[M-H] = 410,1768
X
[M-HJ = 480,1605

X

[M-H] = 423,2383
X
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Obrazek 26: Zaznam rekonstituovaného iontoveho proudu pro

negativni mod
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Obrazek 27: Zaznam hmotnostniho spektra v negativnim modu



5.2 Optimalizace podminek MS detekce

Ionizacni technikou byla zvolena ionizace elektrosprejem, a to pro pozitivni 1
negativni mod. Jako hmotnostni analyzator byl pouzit hybridni analyzator Q-TOF.
Optimalizace jednotlivych parametrti iontového zdroje byla provedena pomoci
MS skenu na koncentra¢ni hladiné¢ 0,1 pg/ml pracovniho roztoku statini. Byly
optimalizovany nésledujici parametry: napéti na kapildte (CAP), pratok plynu na
vstupnim kuzelu (ConeG), prutok desolva¢niho plynu (DesolvG), tlak nebuliza¢niho
plynu (Nebb), napéti na StepWave (OffSet) a napéti na vstupnim kuzelu (SC).
Optimalni hodnota pro kazdy parametr byla vybrana na zakladé nejvyssi intenzity a tato

hodnota byla také v grafech zvolena za 100 %.

5.2.1 Napéti na kapilare (CAP)

Parametr napéti na kapilate byl testovan v rozsahu hodnot 0,25-3,00 kV
v pozitivnim i negativnim mddu. Pro pozitivni mdd byla vybrana hodnota 0,75 kV, pfi
niZ dosahovaly ionty nejvy$si odezvy. V pozitivhim modu mél tento parametr velmi
vysoky vliv na odezvu (Obrazek 28). V negativnim mddu mél tento parametr mensi
vliv. Vyrazné€jsi rozdil byl pozorovan zejména pro hodnotu napéti 0,25 kV. Jako

optimalni hodnota byla zvolena 1,25 kV (Obrazek 29).

Napéti na kapilare - pozitivni méd
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m0,25kV m0,50kV m0,75kV m1,00kV ®1,25kV m1,50kV m1,75kV m2,00kV m2,25kV m2,50kV m2,75kV =3,00 kV

Obrazek 28: Optimalizace parametru napéti na kapilare v pozitivnim modu
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Napéti na kapilare - negativni mod
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Obrazek 29: Optimalizace parametru napéti na kapilare v negativnim modu
5.2.2 Pritok plynu na vstupnim kuzelu (ConeG)

Parametr prutok plynu na vstupnim kuzelu byl hodnocen v rozsahu
40-200 1/h v pozitivnim 1 negativnim modu. Pfi pratoku plynu na vstupnim kuzelu
v pozitivnim modu dosahovala odezva nejhorSich vysledkli pfi hodnoté 200 1/h. Pii
nizsich pritocich plynu byla pozorovana vyssi odezva (Obrazek 30). Z tohoto divodu
byla vybrana hodnota 50 1/h. Pro negativni mdd byla vybrana hodnota priitoku plynu
70 1/h, protoze poskytovala obdobny trend jako v pozitivnim moédu (Obrazek 31).

K mirnému poklesu odezvy dochazi vSak i pii mensim pritoku plynu.

Pritok plynu na vstupnim kuZelu - pozitivni méd
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Obrazek 30: Optimalizace parametru prutok plynu na vstupnim kuzZelu v pozitivnim
modu
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Pritok plynu na vstupnim kuZelu - negativni mod
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Obrazek 31: Optimalizace parametru prutok plynu na vstupnim kuzelu v negativnim
modu

5.2.3 Priitok desolvacniho plynu (DesolvG)

Tento parametr byl hodnocen v rozsahu hodnot 200-1000 I/h v pozitivnim 1
negativnim modu. Pritok desolvaéniho plynu mél na odezvu analytd velky vliv,
zejména v negativnim moddu (Obrazek 33). Pfi hodnotach 900 a 1000 1/hod klesla
odezva pod 50 % nejvyssi odezvy. V pozitivnim moddu byl sledovadn nizsi vliv.
Vyraznéjsi pokles odezvy byl u nékterych analyti sledovan zejména pti nizSich
pratocich plynti (Obrazek 32). Pro pozitivni i negativni moéd byla vybrana stejna

hodnota, a to 800 I/h.

Pritok desolvanéniho plynu - pozitivni mod
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AT ATL LV Na FV FVL RV RVL PVL Na
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Obrazek 32: Optimalizace parametru pritok desolvacniho plynu v pozitivnim modu
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Prutok desolva¢niho plynu - negativni mod
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Obrazek 33: Optimalizace parametru priitok desolvacniho plynu v negativnim modu

5.2.4 Tlak nebuliza¢niho plynu (Nebb)

Pro tento parametr byl testovdn rozsah hodnot 4—7 Bar v pozitivnim
i negativnim moédu. Vliv tohoto parametru byl pro v§echny analyty u obou modu nizky
(Obrazek 34, 35). Vyjimkou byl pouze fluvastatin, jehoz intenzita v pozitivnim modu
klesala se zvySujicim se tlakem. Z tohoto divodu byla zvolena hodnota 4,5 Bar pro

pozitivni 1 negativni maod.

Tlak nebuliza¢niho plynu - pozitivni mod
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Obrazek 34: Optimalizace parametru tlak nebulizacniho plynu v pozitivnim modu
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Tlak nebuliza¢niho plynu - negativni m6d
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Obrazek 35: Optimalizace parametru tlak nebulizacniho plynu v negativnim modu

5.2.5 Napéti na StepWave (OffSet)

Pro tento parametr se hodnoty optimalizovaly v rozsahu 5-50 V v pozitivnim
a negativnim moédu. V pozitivnim modu mél tento parametr nejvyssi vliv na fluvastatin
a sodikovy adukt pravastatinu (Obrdzek 36). Pro pravastatin byla optiméalni hodnota
50 V a pro fluvastatin 5 V. ProtoZe fluvastatin byl analyzovan i v negativnim modu,
byla zvolena hodnota 50 V pro pozitivni mod. V negativnim moédu byl vliv tohoto
parametru zanedbatelny (Obrazek 37). Zvolena byla tedy hodnota 50 V pro pozitivni i

negativni mod.

Napéti na StepWave - pozitivni mod
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Obrazek 36: Optimalizace parametru napéti na StepWave v pozitivnim modu
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E50V ®m10,0V m200V m30,0V m40,0V m500V

Obrazek 37: Optimalizace parametru napéti na StepWave v negativnim modu

5.2.6 Napéti na vstupnim kuZelu (SC)

v negativnim modu. Pro pozitivni mdéd byla zvolena hodnota 5 V, zejména kvuli
vyrazn€ vyssi odezv€ pro atorvastatin lakton, rosuvastatin a arosuvastatin lakton

(Obrazek 38). V negativnim modu nemélo napéti na vstupnim kuZelu na odezvu velky

Napéti na vstupnim kuzelu bylo testovano v rozsahu 5-35 V v pozitivnim i

vliv a byla vybrana hodnota 20 V (Obrazek 39).
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Napéti na vstupnim kuzZelu - pozitivni m6d

AT ATL FVL RV

LV Na FV
50V ®mI0,0V ®m150V ®20,0V m250V m30,0V m350V

RVL PVL Na

Obrazek 38: Optimalizace parametru napeti na vstupnim kuzelu v pozitivnim modu
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Napéti navstupnim kuZelu - negativni mod
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Obrazek 39: Optimalizace parametru napéti na vstupnim kuzelu v negativnim modu
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5.3 Porovndni ¢tyF modit analyzdtoru

Ctyfi moédy analyzatoru: senzitivni moéd (SENS), rozliSovaci mod (RES), mod
s vysokym rozliSenim (HRES), mdd s rozsifenym rozliSenim (ENHR) byly porovnany
v pozitivnim a negativnim modu na zakladé dvou typa kalibrac¢nich kiivek. Kalibracni
kiivky standardi a obohacené¢ho séra byly méfeny v koncentratnim rozsahu
100-0,01 ng/ml s vyuzitim 10, 5 a 2 fady. Kazda koncentra¢ni hladina byla méfena
dvakrat. Byly hodnoceny nasledujici parametry: plocha piku na horni mezi
stanovitelnosti (ULOQ), plocha piku na limitu kvantifikace (LOQ), linearita, limit

kvantifikace.

5.3.1 Plocha piku na horni mezi stanovitelnosti

Z ploch pikit (AUC) ziskanych z hodnot nejvyssi koncentrace v pozitivnim i
negativnim modu u standardii a obohaceného séra vyplyva, Ze plocha piku klesala se
zvySujicim se rozliSenim jednotlivych modda. Protoze zéroven dochazi ke sniZeni
odezvy Sumu, nemusi to nutné¢ znamenat tak vyrazné ovlivnéni citlivosti u vS§ech médu

analyzatort (Tabulka 9, 10).

—_ AUC obohaceného séra - pozitivni mod
Zkratka

SENS RES HRES ENHR | SENS RES HRES ENHR

AT 39729 21680 1313 206 81225 42988 2168 999
ATL 95568 44778 2773 443 184708 83447 7346 2872
LV Na [ 119360 53838 3703 652 119688 29868 5753 1689

FV 9158 4037 302 55 13781 9084 208 199
FVL 32618 14748 1041 185 38387 19918 2183 871
RV 13994 6842 456 72 48678 35208 1299 607

RVL 44058 20003 1310 220 103232 71733 4063 1724
PVL Na | 61447 24156 1721 296 278360 204515 9808 4345

Tabulka 9: AUC piku na horni mezi stanovitelnosti v pozitivnim modu
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—_ AUC obohaceného séra — negativni mod
Zkratka
SENS RES HRES ENHR | SENS RES HRES ENHR
AT 160608 54987 7141 3840 172526 98681 8646 5546
LVA 73305 24912 3397 1855 427256 257528 25591 16541
FV 118462 41391 5625 3096 112562 59678 5188 3362
RV 78138 26066 4250 2459 62321 37631 8572 5580
PV 53908 18246 2818 1603 3252 1647 134 96

Tabulka 10: AUC piku na horni mezi stanovitelnosti v negativnim modu

5.3.2 Plocha piku na limitu kvantifikace

Plocha pikli na limitu kvantifikace v pozitivnim 1 negativhim moédu pro
standardni i matricovou kalibra¢ni kiivku vykazovala stejny trend jako AUC na hornim

limitu stanovitelnosti (Tabulka 11, 12).

! AUC obohaceného séra - pozitivni mod
Zkratka

SENS RES HRES ENHR | SENS RES HRES ENHR
AT 2539 757 97 17 584 230 84 52
ATL 1404 493 39 13 647 1078 445 177
LV Na 1424 577 37 16 381 274 305 16
FV 668 111 16 12 212 489 34 18
FVL 475 109 22 7 188 191 111 47
RV 186 71 8 9 189 156 92 28
RVL 120 48 13 9 206 348 176 15
PVL Na | 1486 142 21 17 373 436 47 31

Tabulka 11: AUC na limitu kvantifikace v pozitivnim modu

- AUC obohaceného séra — negativni mod

Zkratka SENS RES HRES ENHR | SENS RES HRES ENHR
AT 109 33 12 14 402 201 154 112
LVA 146 38 20 13 1072 425 88 56
FV 210 55 27 13 125 82 56 61
RV 53 21 16 9 107 87 40 21
PV 241 28 13 14 87 45 21 22

Tabulka 12: AUC na limitu kvantifikace v negativnim modu
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5.3.3 Linearita kalibrac¢nich krivek

Hodnoty korelacnich koeficientd byly rtznorodé v rozmezi 0,9900-0,9989.

Pouze u velmi mélo analytd jsme ziskali hodnoty nad 0,9990. Na zaklad¢ vysledkt

nebyl prokazan vliv médu analyzatoru na hodnotu korela¢niho koeficientu.

Korelacni koeficienty standardnich kalibra¢nich kiivek v pozitivnim modu

celkové dosahovaly primérmé hodnoty 0,9978 bez zapocitani pravastatinu v SENS

médu a fluvastatinu v médu HRES, které poskytovaly vyrazné horsi vysledky

(Tabulka 13). HorSi hodnoty pro pravastatin a fluvastatin mohly byt zplsobeny

chybnym métenim a z casového divodu nebylo mozné méfeni zopakovat.

Pro korelac¢ni koeficient pro matricovou kalibra¢ni kiivku v pozitivnim modu

byla primérna hodnota 0,9959 (Tabulka 13).

Zkratka

Korelacni koeficienty obohaceného séra -
pozitivni méd

SENS RES HRES ENHR | SENS RES HRES ENHR

AT 0,9982  0,9966  0,9938  0,9953 | 0,9968 09977 0,9906  0,9939
ATL 0,9992  0,9994  0,9973  0,9989 | 0,9945 09930 0,9956  0,9990
LV Na | 09996 0,9990 0,9981 0,9991 | 0,9957 09979 09977  0,9995
FV 0,9987  0,9986  0,9970 09739 | 0,9905  0,9986 09988  0,9953
FVL 0,9983  0,9988  0,9982  0,9984 | 0,9910  0,9986 09992  0,9976
RV 0,9977  0,9989  0,9987  0,9907 | 09925 09961  0,9931  0,9940
RVL 0,9980  0,9964  0,9984  0,9945 | 0,9920 0,9966  0,9962  0,9976
PVLNa| 09176 0,9988  0,9975 0,9980 | 09961  0,9978 09975  0,9981

Tabulka 13: Korelacni koeficienty kalibracnich krivek v pozitivnim modu
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V negativnim moédu standardii byla primérnad hodnota korela¢niho koeficientu

0,9984 a u vsech jsme dosahli hodnoty nad 0,9970 (Tabulka 14).

V negativnim mddu obohaceného séra byla primérnd hodnota korela¢niho

koeficientu 0,9949 (Tabulka 14).

Korela¢ni koeficienty obohaceného séra —
Zkratka negativni mod

SENS RES HRES ENHR | SENS RES HRES ENHR

AT 0,9989  0,9971 0,9984  0,9981 | 0,9980 09964  0,9981  0,9902
LVA 0,9986  0,9983  0,9986  0,9985 | 0,9827 09827  0,9987  0,9988
FV 0,9983  0,9970  0,9979  0,9984 | 0,9927 0,9975  0,9982  0,9963
RV 0,9988  0,9981  0,9985  0,9997 | 0,9935 09982  0,9955  0,9959
PV 0,9993  0,9972  0,9989  0,9993 | 0,9975 09991 0,9922  0,9949

Tabulka 14: Korelacni koeficienty kalibracnich krivek v negativnim modu

5.3.4 Limit kvantifikace

Na zdklad¢ vysledkii bylo potvrzeno, Ze pouzity méd analyzdtoru vyrazné
ovliviyje citlivost, tedy LOQ jednotlivych analytl, a to jak pro standardni kalibra¢ni

kiivku, tak pro matricovou kalibracni kiivku.

V pozitivnim modu pro standardni kalibra¢ni kiivku byl nejniz§i limit
kvantifikace pozorovan pro SENS a RES modd, naopak podstatné vySs$i limit
kvantifikace byl stanoven pro ENHR. Nicméné rozdily mezi SENS, RES a HRES mody
nebyly tak vyrazné, naopak méd ENHR poskytoval podstatné nizsi citlivost. LOQ byly
pro jednotlivé analyty dost rozdilné, a to vrozmezi 1-0,02 ng/ml. Konkrétné
v pozitivhim modu byla nejniz§i LOQ stanovena pro atorvastatin lakton a sodikovy
adukt lovastatinu a nejvy$§i LOQ pro sodikovy adukt pravastatin laktonu. Hodnoty
LOQ pro vSechny analyty a mody analyzatoru jsou zndzornény v Tabulce 15 a na

Obrazku 40.
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SENS RES HRES ENHR
AT 0,10 0,10 0,50 0,50
ATL 0,05 0,05 0,10 0,20
LV Na 0,05 0,05 0,05 0,20
FV 0,50 0,20 0,50 2,00
FVL 0,10 0,05 0,20 0,50
RV 0,10 0,10 0,20 1,00
RVL 0,02 0,02 0,10 0,50
PVL Na 0,20 0,10 0,10 0,50

Tabulka 15: Limit kvantifikace standardii v ng/ml v pozitivnim modu

AT
0
PVL Na
—— SENS
—RES
RVL LV Na
HRES

—— ENHR

FVL

Obrazek 40: Limit kvantifikace standardi v ng/ml v pozitivnim modu

V negativnim modu pro standardni kalibra¢ni kiivku byla situace velmi podobna
jako v pozitivnim modu. Nejvyssi citlivosti bylo dosaZzeno v RES nebo SENS mddu a
nejniZsi citlivosti v médu HRES nebo ENHR. Obecné 1ze vSak konstatovat, Ze vliv
modu analyzatoru na citlivost byl v negativnim modu podstatné nizsi, citlivost se
pohybovala v rozmezi 0,1-1 ng/ml. Citlivost jednotlivych analytl je velmi podobna.
Hodnoty LOQ pro vSechny analyty a mody analyzatoru jsou zndzornény v Tabulce 16

a na Obrazku 41.
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SENS RES HRES ENHR
AT 0,50 0,05 0,20 0,50
LVA 0,20 0,20 0,50 1,00
FV 0,20 0,20 0,50 0,50
RV 0,10 0,10 0,50 0,50
PV 0,50 0,20 0,50 1,00

Tabulka 16: Limit kvantifikace standardii v ng/ml v negativnim modu

AT
0
05
1
——SENS
PV LVA
1,5 ——RES
2 HRES
——ENHR
RV FV

Obrazek 41: Limit kvantifikace standardii v ng/ml v negativnim modu

V pozitivhim mddu byla pro matricovou kalibra¢ni kiivku sledovéna nizsi
citlivost oproti standardni kalibra¢ni kiivce. Tento efekt byl zpisoben vlivem matrice.
Vliv jednotlivych mddi na citlivost byl srovnatelny s vlivem pro standardni kalibra¢ni
ktivku. Rozdily mezi SENS a RES modem (médem HRES a ENHR) byl podstatné nizsi
neZ mezi mody SENS, RES a médy HRES, ENHR. Pro rosuvastatin lakton a
pravastatin lakton nebyly pozorovany vyrazné rozdily v citlivosti v jednotlivych

modech analyzatoru (Tabulka 17, Obrazek 42).
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LOQ [ng/ml]
SENS RES HRES ENHR

AT 1,00 0,50 5,00 5,00
ATL 0,10 1,00 5,00 5,00
LV Na 0,10 0,50 5,00 5,00
FV 2,00 5,00 10,00 10,00
FVL 0,50 1,00 5,00 5,00
RV 1,00 0,50 10,00 5,00
RVL 0,20 0,50 5,00 1,00
PVL Na 0,05 0,10 0,50 0,50

Tabulka 17: Limit kvantifikace obohaceného séra v ng/ml v pozitivnim modu

——SENS

—RES

RVL LV Na

HRES

——ENHR

FVL

Obrazek 42: Limit kvantifikace obohaceného séra v ng/ml v pozitivnim modu

V negativnim modu pro matricovou kalibraéni kiivku jsou vysledky podobné.
Vyjimkou je lovastatin kyselina, kterd nejvyssi citlivost poskytuje v HRES a ENHR
modu, coz mohlo byt zpisobeno matricovymi efekty. (Tabulka 18, Obrazek 43).
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LOQ [ng/ml]
SENS RES HRES ENHR
AT 1,00 1,00 2,00 2,00
LVA 0,50 1,00 0,50 0,50
FV 1,00 1,00 1,00 2,00
RV 0,50 0,50 0,50 0,50
PV 0,50 0,50 10,00 20,00

Tabulka 18: Limit kvantifikace obohaceného séra v ng/ml v negativnim modu

PV

RV

AT

LVA ——SENS

—RES

HRES

——ENHR

Obrazek 43: Limit kvantifikace obohaceného séra v ng/ml v negativni modu

Obecné lze konstatovat, Ze podstatné nizsi citlivost poskytly HRES a ENHR
mody v porovnani se SENS a RES. Tento efekt byl zplsoben konstrukci TOF
analyzatoru, ktery v piipadé¢ SENS a RES mddu vyuzivéa pouze drahu letu iontd ve tvaru
V%, mnaopak vpifipadé HRES a ENHR vyuziva drdhu letu iontl ve tvaru ,W* —
vysvétleno podrobnéji viz teoreticka cast str. 38. Stim pravdépodobné souvisi

podstatné nizsi rozdily v citlivosti mezi SENS a RES (HRES a ENHR) modem, které se

citlivost byla pozorovana pro ENHR mdd a nejvyssi citlivost pro SENS médd. Nicméné
SENS moéd nemusi poskytovat dostatecnou rozliSovaci schopnost pro sloZitéj$i matrice,

z tohoto divodu je obecné nejCastéji pouzivanym moddem analyzatoru RES mod.
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Byla vyvinuta UHPLC-HRMS metoda pro stanoveni statini. Chromatografické
podminky byly pifevzaty z diive publikované prace a MS metoda byla znovu
optimalizovéana v pozitivnim 1 negativnim médu. Optimalni podminky MS metody jsou

v kapitole 4.6.2, str. 50-51.

Vyvinutda UHPLC-HRMS metoda byla vyuzita pro hodnoceni jednotlivych
modu analyzatort, které bylo provedeno s ohledem na citlivost a linearitu, a to pomoci
standardni a matricové kalibracni ktivky. Pro linearitu nebyl zaznamenan zadny vliv
korelacniho koeficientu a pouzittho moddu analyzatoru jak pro standardni, tak
1 matricovou kalibra¢ni kiivku. V ptipadé¢ hodnoceni citlivosti byly patrné velmi
vyrazné rozdily pifi uziti jednotlivych modi analyzatorti. V pozitivnim moédu bylo
dosazeno nizsi citlivosti pro matricovou kalibracni kfivku nez standardni kalibra¢ni
ktivku a zaroven SENS a RES moédy poskytovaly vyrazné vyssi citlivost neZ HRES a
ENHR mody. Naopak rozdily mezi SENS a RES byly ve vétsiné pfipadli nevyrazné,
stejné jako pro HRES a ENHR. V negativnim modu byl obecné pozorovan podobny

trend jako v pozitivhim médu, nicméné rozdily citlivosti mezi jednotlivymi mody byly

Lfﬁ# —|
\Y

podstatné nizsi.

Wik

o
[

[ng/ml]

ATL LV Na | FV FVL RVL PVL Na
M SENS - standardy M RES - standardy M HRES - standardy ENHR - standardy
W SENS - obohacené sérum ™ RES - obohacené sérum HRES - obohacené sérum ENHR - obohacené sérum

Obrazek 44: Porovnani citlivosti rozlisovacich modii v pozitivnim modu (graf upraven
v logaritmickém méritku se zakladem deset [log;,])
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W SENS - standardy W RES - standardy m HRES - standardy ENHR - standardy

M SENS - obohacené sérum M RES - obohacené sérum I HRES - obohacené sérum ENHR - obohacené sérum

Obrazek 45: Porovnani citlivosti rozlisovacich modu v negativnim modu (graf upraven
v logaritmickém méritku se zakladem deset [log])

Obecné lze konstatovat, Ze pro méfeni je vhodné vyuZivat zejména RES mdd,
jehoz rozliSovaci schopnost je ve vétsing ptipadii dostacujici i pro slozité matrice a

zaroven u n¢j nedochazi k tak vyraznému snizeni citlivosti.
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