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Nazev disertacni prace: Matricové efekty v LC-MS analyze: vznik, hodnoceni a

jejich odstranéni

Disertatni prace se zabyva problematikou matricovych efekti v analyze
vyuzivajici spojeni kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie (LC-MS).
Technika LC-MS je velmi dobie etablovanym nastrojem na poli kvantitativni
i kvalitativni analyzy, ktery nachazi uplatnéni pro Siroké spektrum rtiznorodych
sloucenin. Pres vSechny vyhody, jako je citlivost, selektivita a robustnost, spojeni
LC-MS trpi vaZnym nedostatkem, jenZ je predstavovan matricovymi efekty. Tento
nezadouci jev ovliviiuje dulezité parametry LC-MS metody, jako je spravnost,
piesnost, linearita, limit detekce a limit kvantifikace. Z tohoto diivodu by mélo byt
jejich hodnoceni zahrnuto ve validaci kazdé LC-MS metody a jejich pric¢ina
v maximalni mozné mire odstranéna. Hodnoceni matricovych efektii se provadi
pomoci kvantitativnich a kvalitativnich pristupti, jako je metoda postextrakéniho
pridavku, metoda postkolonové infuze a metoda porovnavajici smérnice

kalibraénich krivek.

Projevy matricovych efekti 1ze zmirnit nebo zcela odstranit zdsahem prakticky
v kazdém kroku celé LC-MS analyzy. Uplatnéni tedy nachazeji vybrané postupy
upravy vzorku, které odstranuji jejich pricinu jesté pred vlastni LC-MS analyzou.
Optimalizovana a dostate¢né ucinna chromatograficka separace umoznuje oddélit
latky zodpovédné za vznik matricovych efekti od latek hodnocenych pied vstupem
do iontového zdroje hmotnostniho spektrometru, ktery predstavuje primarni misto
vzniku téchto efektli. Projevy matricovych efektii 1ze také zmirnit nebo odstranit
zménou vybranych parametrd iontového zdroje. Jiz vzniklé matricové efekty lze

kompenzovat pomoci kalibracnich postupt.

Experimentalni ¢ast disertacni prace se vénuje vyvoji LC-MS a SFC-MS metod
pro stanoveni klinicky vyznamnych latek obsaZenych v komplexnich matricich.
Predmétem zajmu byly antioxidacné pusobici katechiny, neurotoxicka
aminokyselina (3-N-methylamino-L-alanin, cholesterol sniZujici statiny a tokoferoly
a tokotrienoly radici se mezi vitaminy. Privyvoji kazdé metody byl kladen diraz na

hodnoceni a odstranéni matricovych efekta.
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Title of Doctoral Thesis: Matrix effects in LC-MS analysis: occurrence, evaluation,

and their elimination

The dissertation thesis deals with the issue of matrix effects in analysis using
liquid chromatography coupled to mass spectrometry (LC-MS). LC-MS represents a
well-established, widely used, and powerful tool in the field of qualitative and
quantitative analysis of a wide range of different compounds. Despite all the
advantages offered by LC-MS such as sensitivity, selectivity, and robustness, it
suffers from a major drawback represented by matrix effects. This undesirable
phenomenon affects important parameters of LC-MS method such as accuracy,
precision, linearity, limit of detection, and limit of quantification. Therefore, an
evaluation of these effects should be involved in validation of every single LC-MS
method and their source should be eliminated. The assessment is generally
performed by qualitative and quantitative approaches such as post-extraction

addition, post-column infusion, and comparison of slopes of calibration curves.

The matrix effects can be reduced or fully eliminated by an intervention in each
step of the whole LC-MS analysis. Sample preparation procedures may remove the
origin of the matrix effects even prior the LC-MS analysis. Efficient chromatographic
method allows to separate the interferences from the analyte of the interest before
reaching ion source of the mass spectrometer which represents the primary place
of their formation. The matrix effects can be also prevented by changing ion source
parameters. Different calibration approaches may fully compensate the already
exhibited matrix effects.

Experimental part of the dissertation thesis focuses on development of LC-MS
and SFC-MS methods for determination of clinically relevant compounds contained
in complex matrices and the evaluation and removing of the matrix effects. The
target analytes were represented by antioxidant catechins, neurotoxic amino acid

B-N-methylamino-L-alanine, cholesterol-lowering statins, and vitamins.



Seznam zkratek

Seznam zkratek

2D-LC

APCI

APPI

BEH

BMAA
CSH

DNA

ESI

GC

HILIC

HPLC

LC

LC-MS

LLE

ME

MEPS

MIP

MIS

MISPE

MS

Dvourozmérna kapalinova chromatografie
(Two-dimensional Liquid Chromatography)

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku
(Atmospheric Pressure Chemical lonization)

Fotoionizace za atmosférického tlaku
(Atmospheric Pressure Photoionization)

Hybridni material obsahujici ethylenové miistky
(Ethylene-Bridged Hybrid)

B-N-methylamino-L-alanin

Hybridni material s nabitym povrchem
(Charged Surface Hybrid)

Deoxyribonukleova kyselina
(Deoxyribonucleic Acid)

Ionizace elektrosprejem
(Electrospray lonization)

Plynova chromatografie
(Gas Chromatography)

Hydrofilni interakéni chromatografie
(Hydrophilic Interaction Chromatography)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie
(High Performance Liquid Chromatography)

Kapalinova chromatografie
(Liquid Chromatography)

Spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrif
(Coupling of Liquid Chromatography and Mass Spectrometry)

Extrakce z kapaliny do kapaliny
(Liquid-Liquid Extraction)
Matricové efekty

(Matrix Effects)

Mikroextrakce plnénym tuhym sorbentem
(Microextraction by Packed Sorbent)
Molekularné vtisténé polymery
(Molecularly Imprinted Polymers)

Molekularné vtisténé polymery pripravené sol-gel metodou
(Molecularly Imprinted Silica)

Extrakce na tuhou fazi vyuZzivajici molekularné vtisténé polymery
(Molecularly Imprinted Solid Phase Extraction)

Hmotnostni spektrometrie/Hmotnostni spektrometr
(Mass Spectrometry/Mass Spectrometer)



Seznam zkratek

MS/MS Tandemova hmotnostni spektrometrie
(Tandem Mass Spectrometry)
NIP Nevtistény polymer
(Non-Imprinted Polymer)
NIS Nevtistény polymer pripraveny sol-gel metodou
(Non-Imprinted Silica)
PE Procesni uc¢innost
(Process efficiency)
RNA Ribonukleova kyselina
(Ribonucleic Acid)
RE VytéZnost
(Recovery)
SELEX Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment
SFC Superkriticka fluidni chromatografie

(Supercritical Fluid Chromatography)

SIL-IS Vnitini standard znaceny stabilnimi izotopy
(Stable Isotopically Labelled Internal Standard)

SIM Selektivni zaznam vybraného iontu
(Selected Ion Monitoring)

SPE Extrakce na tuhou fazi
(Solid Phase Extraction)

SRM Selektivni zdznam vybrané reakce
(Selected Reaction Monitoring)

UHPLC Ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie
(Ultra-High Performance Liquid Chromatography)

UHPSFC Ultra-vysokoucinna superkriticka fluidni chromatografie
(Ultra-High Performance Supercritical Fluid Chromatography)



Seznam obrizku

Seznam obrazku

Obr. 1: Vznik a disledky matricovych efeRtl. ... 3
Obr. 2: Metoda porovnani smérnic kalibra¢nich kfivek - projevy matricovych

23 (=3 31 OO 5
Obr. 3: Metoda postextrakcniho pridavku — SChéma ... 6
Obr. 4: Metoda postkolonové infuze — schéma zapojeni........n, 7
Obr. 5: Metoda postkolonové infuze - projevy matricovych efektli .......ccouuerurerernennas 7
Obr. 6: Mista moZného zasahu proti matricovym efektlim .........oomeemeenreenneenneessessneens 8
Obr. 7: Extrakce na tuhou fazi — Schéma poStUPU ... 10
Obr. 8: Extrakce z kapaliny do kapaliny - schéma postupu ........ccuvennenenenssnsensennes 11
Obr. 9: Molekularné vtisténé polymery — schéma pripravy ... 12
Obr. 10: Molekularné vtisténé polymery — hodnoceni selektivity.........ccomrnrenieseennens 13
Obr. 11: Aptamery — SChéma PIPTaAVY ... sessssssssssens 14
Obr. 12: Imobilizované aptamery — hodnoceni seleKtivity......umnnennenensnenen 15
Obr. 13: Produkce Protilatek.....iiiessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanes 16
Obr. 14: Imobilizované protilatky — hodnoceni selektivity.......cvmnnrenerncenieseenens 17
Obr. 15: Zredéni vzorku - dopad na ionizaci analyzované latky..........cmnerninienens 18
Obr. 16: Vitiva difuze - Clen A van Deemterovy roviiCe. ... 20
Obr. 17: Podélna difuze - Clen B van Deemterovy roviice........ereseereeseeseesesseeseenees 21
Obr. 18: Odpor proti pfevodu hmoty - ¢len C van Deemterovy rovnice .........cocueenee. 21
Obr. 19: Grafické vyjadieni van Deemterovy roviicCe ........eenenesneensessessessessesssees 22
Obr. 20: Mimokolonové prispévKky — misto VZNIKU.......ccverereereererneeseeseeeesseeneessesseesseees 22
ODI. 21: BEH CASTICE ..t ssnnes 26
Obr. 22: POvrchOVE POrézni CASICE ... sssesssssssssssssssssens 27
Obr. 23: Retence analytu v HILIC m&du — SChéma........ocverererereereeeeeeeseeeseseseseenns 29
Obr. 24: Dvourozmérna LC separace — SChEMa .......covenenensensesssnssnssnsssssssssssssssssssssssssnes 31
Obr. 25: Porovndani ionizacnich technik APCI @ ESIL.......rirrrresererereseseseeens 33
Obr. 26: Geometrie iontového zdroje — poloha privodu vzorku z LC systému vici

VSTUPNIMU KUZELL .ottt sesssssssssssssens 35
Obr. 27: Metoda echo-piku — SChéma ZaP0JENI ... sseeees 38
Obr. 28: Porovnani MS-sken chromatogrami vzorku standardu a sinicovych

Obr.

extraktli upravenych a neupravenych MISPE metodou.......ccueemeennenrernenens 44

29: Hodnoceni matricovych efektl v extraktech hlivy dstricné (A), Pu-erh caje
(B) a Cervené fermentovane ryzZe (C) ...oeenenerneenesssssessesssssessssssssssssssessessees 53



Seznam tabulek

Seznam tabulek

Tab. 1:
Tab. 2:

Tab. 3:

Matricové efekty v ndlevech neochucenych a ochucenych €aji......c.ccuurrrennen. 41

Matricové efekty zatézujici pristroje I, I a III kompenzované pomoci
stabilnich izotopicky znacCenych vnitinich standardli a bez kompenzace
(523 651 10 0 47

Hodnoceni matricovych efekti tokoferolli (T) a tokotrienolld (T3) ve
VZOTCICh lHASKENO SETa ...t 50



Obsah

Obsah
117 To LT 1
R 00 1 1 o) = ol TR 2
3. TEOTEUCKA CASE .ottt s b s bbb enns 3
3.1 Vznik matricovych efeRtl. ..o sssesssenns 3
3.2 Hodnoceni matricovych efeRti ....umissssssssssssssssssssssssssssssesns 5
3.2.1  Metoda porovnani smérnic kalibracnich KfiveK........wmmnnneneneenens 5
3.2.2  Metoda postextrakniho pridavku ... 6
3.2.3  Metoda postkoloNOVE INfUZE ... ssessesssssessees 6
3.3 Odstranéni matricovych efektl.....mmnnsssssseens 8
3.3.1  UPrava VZOTKU esesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 8
3.3.2  Chromatografickad SEPAraCe ........cmeemernsesmssessesssssessessssssssssssesssssessessssns 19
3.4.3  Hmotnostni SPeKrOMEetIie.....coiiersersersersensessessessessssssssssssssssssssssssssssssssssssens 32
3.4.4  KalibraCni priStUPY....ccmsesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 35
4.  Komentare k publikovanym pracim........ssseens 39
4.1 Vyvoj UHPLC-MS/MS metody pro stanoveni osmi katechinti ve vzorcich ¢aje
a VIiv matricovych efektll ... sssssssssesseans 39
4.2 Syntéza molekularné vtisténych polymert pro selektivni SPE extrakci
B-N-metylamino-L-alaninU......sessssesssesssssss s 42
4.3  Vyvoj MEPS-UHPLC-MS/MS metody pro stanoveni statinQ........co.cocseereennens 45
4.4  Vyvoj UHPSFC-MS metody pro stanoveni derivatli tokoferoli a tokotrienola
V LIASKEIM ST Uit nnnas 48
4.5 Vyvoj MISPE-UHPLC-MS/MS metody pro stanoveni lovastatinu v Pu-erh
Caji, hlivé Gstricné a Cervené fermentovaneé ryzZi........ennneenseseennens 51
T /- 1 ) o P PP 54
6.  SezZNam POUZILE LILEIAtUIY ..occrieeeererrrereeseesesseeseessesseesses s ss e ssssssssssssssssssssssssssns 55
7. Seznam publikaci @ aDSTraKEll ......occveueeereereereeseesseeseessesssesesssesssess e ssssssesssesssessssseees 67
7.1  Publikace zahrnuté v disertacni Praci ......oemnensenssnsesnesneessesessessessessessesns 67
7.2 Kapitola uvedena v Mmonografii .....crenerceneeneeneesersessessesseesessssssssssssssssssssssssssssseens 68
7.3  Prednasky uvedené v konferencnich sbornicich......nncnencnencnescenenn. 69
7.4  Postery uvedené v konferencnich sbornicich.......nncnnnesninnscneencins 70
8.  Prilohy - publikace zahrnuté v disertacni praci.........enneneensesesseesnens 73



Obsah

8.1

8.2

8.3

8.4

8.5

Development and validation of UHPLC-MS/MS method for determination of
eight naturally occurring catechin derivatives in various tea samples and
the role of Matrix effects.... i ————— 73

Synthesis of a molecularly imprinted sorbent for selective solid-phase

extraction of B-N-methylamino-L-alanine........: 82
Development of MEPS-UHPLC-MS/MS multistatin methods for clinical
ANALYSIS sovuitrirrerir e ——————————— 91

Development and optimization of ultra-high performance supercritical
fluid chromatography mass spectrometry method for high-throughput
determination of tocopherols and tocotrienols in human serum............... 108

Development of matrix effect-free MISPE-UHPLC-MS/MS method for
determination of lovastatin in Pu-erh tea, oyster mushroom, and red yeast



Uvod

1. Uvod

Spojeni kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie (LC-MS)
predstavuje uc¢inny a velmi dobfte etablovany nastroj, a to jak pro kvantitativni, tak
i kvalitativni analyzu. LC-MS spojeni vyuZivajici hmotnostni analyzator typu
trojitého kvadrupolu je zlatym standardem na poli cilené analyzy. LC-MS spojeni,
vnémz se uplatnuje vysokorozliSujici a dostatecné rychle skenujici hmotnostni
analyzator, je technikou volby pro necilenou analyzu viceslozkovych vzorka. Mezi
nejvétsi prednosti LC-MS instrumentace patifi predevsSim citlivost, selektivita,
robustnost a také moznost pouZiti pro Siroké spektrum analytl. Po uvedeni LC-MS
techniky do praxe se zpocatku predpokladalo, Ze pravé diky vysoké selektivité
nebude nutné pred vlastni LC-MS analyzou aplikovat sloZité postupy upravy vzorku.
Néktera ocekavani byla natolik vysoka, Zze se dokonce predpokladalo, Ze viibec
nebude nutné pouzivat separa¢ni techniku pred vlastni MS detekci. Uprava vzorku
zpravidla reprezentuje nejpracnéjsSi a casové nejnarocnéjsi cast celé analyzy.
Uvedeni LC-MS techniky mélo tedy zvysSit prostupnost vzorkii v analytickych
laboratorich a také sniZit naklady na celou analyzu. Nicméné pres vySe zminéné
prednosti LC-MS instrumentace stoprocentné nenaplnila sviij potencial a veSkera
ocekavani. Na viné jsou matricové efekty, které negativné ovliviiuji ionizaci pri
LC-MS spojent.

Tento nezadouci jev se vykytuje u iontovych zdroji pracujicich za
atmosférického tlaku, projevuje se pri spojeni s kapalinovymi, superkritickymi
i plynovymi chromatografy a negativné promlouva do kvalitativni i kvantitativni
analyzy. Matricové efekty ovliviiuji spravnost, presnost, linearitu a limit kvantifikace
a limit detekce dané metody. Vyrobci hmotnostnich spektrometrii mezi sebou
v soucasnosti souperi predevsim o to, ktery z nich uvede na trh pristroj s nejvyssi
citlivosti nebo nejvys$sim rozliSenim. Toto zapoleni samoziejmé posouva dale nejen
analytickou chemii jako védni obor, ale i védu obecné. Pfedmétem soupereni by ale
také mélo byt uvedeni iontového zdroje nezatizeného matricovymi efekty, ktery by

byl zaroven vhodny pro spojeni se vSemi chromatografickymi technikami.

1/131



Cil prace

2.  Cil prace

Ukolem teoretické ¢asti diserta¢ni prace bylo shrnout dosavadni poznatky
o matricovych efektech. V nasledujicich kapitolach jsou tedy diskutovany priciny
vedouci ke vzniku matricovych efektli, nasledné metody pouzivané pro jejich
hodnoceni a nakonec postupy, které sniZuji, zcela odstrarnuji nebo kompenzuiji jejich
dopad na LC-MS analyzu. Prakticka ¢ast zahrnuje vyvoj LC-MS metod pro stanoveni
klinicky relevantnich latek v komplexnich vzorcich. V kazdé praci je kladen diiraz na
hodnoceni a také na nasledné odstranéni pritomnych matricovych efekt.

Cilem prvni publikované prace bylo vyvinout rychlou UHPLC-MS/MS metodu
pro stanoveni vybranych katechin v ¢ajovych vzorcich, a to s minimalnimi
prispévky matricovych efektl. Pro sniZeni jejich projevii byla pouzita jednoducha
a casové nenarotna metoda v podobé ftedéni vzorku. Vybrané parametry
hmotnostniho spektrometru byly dikladné optimalizovany, a to z divodu zvyseni
citlivosti UHPLC-MS/MS metody. Druha prace méla za ukol odstranit matricové
efekty zatéZujici HPLC-MS/MS metodu vyvinutou pro stanoveni neurotoxického
B-N-methylamino-L-alaninu (BMAA) ve vzorcich sinic. Pro tento ucel byl pouzit
sorbent vyuzivajici techniky molekularné vtisténych polymera (MIP). Treti prace
srovnavala UHPLC-MS/MS metodu vyuZivajici tfi rlizné hmotnostni spektrometry
typu trojitého kvadrupdlu, jeZ se mezi sebou liSily konstrukci iontového zdroje
a transportni optiky, rychlosti skenovani a technologii kolizni cely. Mezi
porovnavané parametry byly zarazeny i prispévky matricovych efektd, jejichz
projevy byly sniZeny pomoci kombinace zahrnujici mikroextrakci plnénym tuhym
sorbentem (MEPS) a kompenzacni pristup vyuZivajici stabilni izotopicky znacené
vnitini standardy. Ukolem &tvrté prace byl vyvoj metody pro stanoveni tokoferold
a tokotrienoli vlidském séru. MS detekci predchazela uprava vzorku pomoci
proteinové precipitace a extrakce z kapaliny do kapaliny a separace prostiednictvim
superkritické fluidni chromatografie. Pata prace vyuzivala MIP sorbent, a to pro
selektivni extrakci lovastatinu obsazeného v Pu-erh €aji, Cervené fermentované ryzi

a hlivé astricné. Vysledné extrakty byly analyzovany UHPLC-MS/MS metodou.
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Teoreticka ¢ast - vznik matricovych efektid

3. Teoreticka cast

3.1 Vznik matricovych efekti

Fenomén matricovych efekti byl poprvé popsan vroce 1993, kdy Kebarle a
Tang [1] pozorovali pokles odezvy MS detektoru vyuZivajici ionizaci elektrosprejem,
a to pro vybrané organické latky pri zvySovani koncentrace jinych organickych
sloucenin obsaZenych v daném analyzovaném vzorku [2]. Tyto efekty byly popsany
ve vSech typech bézné analyzovanych matric, jakymi jsou plazma, sérum, moc,

rostlinné a Zivocisné tkané a vzorky vody nebo ptdy [3][4].

Mechanismus vzniku matricovych efekti neni podrobné vysvétlen.
Predpoklada se, ze za vznik matricovych efektl zodpovidaji latky, které koeluuji se
stanovovanym analytem [4][5]. Latky, které nejsou v pribéhu chromatografické
separace ucinné oddéleny od latek stanovovanych, vyrazné promlouvaji do procesu
vzniku iontl viontovém zdroji hmotnostniho spektrometru. To vede k potlaceni
nebo naopak zesileni ionizace analyzované latky. Vyslednym projevem matricovych
efektl je tedy ovlivnéni odezvy MS detektoru, coz nasledné vede k nespravnym
vysledkim (Obr. 1). Projevy matricovych efektli nelze predpovédét, lisi se vzorek
od vzorku, a proto je ovlivnéna linearita, spravnost a presnost LC-MS metody.
Vlastni potlac¢eni nebo zesileni ionizace ovliviiuje citlivost detektoru, a tim tedy i
limit detekce a limit kvantifikace. Pti stopové analyze miize byt potlaceni ionizace

natolik silné, Ze ve vysledku zptsobi faleSné negativni vysledky [5][6].

stanovovana latka

pOtlacenl v mobilni fazi

ionizace

odezva detektoru

stanovovana latka v

@ soucasti matrice komplexni matrici

ovliviiujici ionizaci

@ stanovovana latka retenéni fas

O mobilni faze

Obr. 1: Vznik a disledky matricovych efektt
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Pricinou matricovych efektli jsou nejen organické a anorganické slouceniny
pochazejici z komplexni matrice analyzovaného vzorku, ale také latky uvolnované z
chromatografického systému nebo latky zavedené béhem procesu upravy vzorku.
Jedna se tedy o aditiva mobilni faze, pufry, necistoty obsazené v mobilni fazi a
rozpoustédlech pouzitych pro Upravu vzorku, latky uvoliiované ze spotiebniho

materidlu, stacionarnich fazi SPE kolonek nebo chromatografickych kolon [4][6].

VySe zminéné latky a necistoty mohou zvySovat viskozitu a povrchové napéti
kapicek, které jsou vytvareny pii ionizaci. Nasledkem toho dochazi ke sniZeni
schopnosti analyzované latky prechazet z téchto kapicek do plynné faze, coz zptisobi
potlaceni ionizace [4][7]. DalS$im navrhovanym mechanismem potlaceni ionizace je
soupereni o ziskani ndboje, a to mezi stanovovanym analytem a ostatnimi latkami.
Konkurenty v boji o ndboj jsou latky s vysokou ioniza¢ni dc¢innosti a povrchovou
aktivitou [8]. Svou roli hraji i netékavé slouceniny, které mohou zabranit prechodu
analyzované latky do plynné faze, a to prostrednictvim vzniku srazenin nebo
zménou fyzikalnich vlastnosti vytvarenych kapicek. Bylo zjiSténo, Ze velké netékavé
molekuly potlacuji ionizaci latek s niZ$i molekulovou hmotnosti a také Ze latky
stredné az velmi polarni jsou velice nachylné k potlaceni ionizace [9]. V pozitivhim
modu elektrosprejové ionizace mize dochazet k neutralizaci iontu analyzované
latky v plynné fazi, coz je zpisobeno neutralnimi latkami, které se vyznacuji vyssi
protonovou afinitou, a které tedy odebiraji analyzované latce naboj predstavovany
protonem [3][10]. Aditiva mobilni faze a také nékteré slozky matrice analyzovaného
vzorku mohou vystupovat jako ion-parova Cinidla, jeZ zptisobuji tvorbu neutralnich

komplext [4][11].

Analyt je nadchylny ke sniZeni ionizace predevsim v ptripadech, kdy se vyskytuje
v komplexni matrici ve stopovém mnoZstvi nebo naopak ve vysokych
koncentracich, kdy je stanovovan vétsi pocet latek a kdy je pouZita jednoduch3,
neselektivni technika upravy vzorku. Pravdépodobnost se také zvySuje, kdyz
mobilni fize chromatografické separace obsahuje ion-parova ¢inidla, bazické nebo
kyselé pufry a také kdyZ je pro separaci pouZita rychla, nedostate¢né optimalizovana

chromatograficka metoda s nedostatecnou selektivitou a rozliSenim [3][10].
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3.2 Hodnoceni matricovych efektii

v

Pri¢inu, ktera stoji za vznikem matricovych efektti zatéZujicich LC-MS analyzu,
nelze vzdy spolehlivé odhalit. SniZeni nebo zesileni ionizace analyzované slouceniny
mohou zpusobit i 1atky, které vlastni ionizaci viibec nepodléhaji a jsou tedy pro
hmotnostni spektrometr neviditelné. Proto je nutné sledovat az jejich nasledné
projevy, jeZ ovlivnénim procesu ionizace sledovaného analytu snizi nebo zvysi jeho
odezvu v MS detektoru. Prvni postupy byly publikovany v pracich Buhrmana [12],
Bonfiglia [13] a Matuszweskiho [14][15], a to ve druhé poloviné devadesatych let
minulého stoleti. V praxi se pritomnost matricovych efekti hodnoti tfremi rtiiznymi
metodami, které poskytuji kvalitativni nebo kvantitativni informace. Jedna se o
metodu porovnani smérnic kalibra¢nich krivek, metodu postextrakéniho pridavku
a metodu postkolonové infuze [16]. Hodnoceni matricovych efektii by mélo byt
zahrnuto ve validaci vSech metod, které analyzuji latky prostiednictvim LC-MS

instrumentace, a to nejen v komplexnich matricich.

3.2.1 Metoda porovnani smérnic kalibrac¢nich krivek

Tento piistup poskytuje kvantitativni informace o matricovych efektech.
Porovnavaji se smeérnice kalibracni krivky sestrojené v rozpoustéci smési a
smérnice kalibra¢ni krivky vzniklé pridanim standardu do frakce hodnocené
matrice, kterd byla podrobena vybrané metodé pro tUpravu vzorku. V pripadé
potlaceni ionizace je smérnice kalibra¢ni kiivky sestrojené v pozorované matrici
nizs$i nez smérnice kalibrac¢ni krivky pripravené v rozpoustéci smési. V pripadé
zesileniionizace je tomu naopak (Obr. 2). Tato metoda nachazi uplatnéni predevsim
v pripadech, kdy neni k dispozici matrice, jeZ neobsahuje hodnocené latky. Jedna se
tedy predevSim o rostlinné nebo biologické vzorky s prirozenym vyskytem

sledovanych analytt [17].

odezva detektoru

kalibrac¢ni kiivka standardii
v matrici - potlaeni ionizace

body kalibra¢ni kiivky

Obr. 2: Metoda porovnani smérnic kalibracnich kiivek - projevy matricovych efekti
(upraveno podle [17])
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3.2.2 Metoda postextrakéniho pridavku

Metoda postextrakéniho pridavku (Obr. 3) hodnoti matricové efekty
z kvantitativniho hlediska. Tento postup porovnava signal analytu v rozpoustéci
smési (A) a signdl analytu v pozorované matrici (B). Vzorek B je vytvofen pridanim
sledovaného analytu do matrice, ktera byla zpracovana vybranou metodou upravy
vzorku. V pripadé, kdy jsou matricové efekty ME (%) >100, doSlo k zesileni ionizace
analytu. Hodnota ME (%) =100 potvrzuje nepiitomnost matricovych efekti a
ME (%) <100 poukazuje na potlaceni ionizace. RE (recovery) popisuje vytéZnost
extrak¢ni procedury, a to bez ohledu na prispévky matrice. RE porovnava odezvu
MS detektoru pro standard, jenZ byl pridan do matrice a poté zpracovan vybranou
metodou pro upravu vzorku (C), a odezvu pro standard, jenZ byl pfidan k matrici az
po jejim zpracovani (B). PE (process efficiency) posuzuje metodu jako celek, protoze

do hodnoceni zahrnuje jak prispévky matricovych efektii, tak i vytéZnost extrak¢ni

procedury [2][4].

B
ME(%)=E><100 .\
O

c
RE (%) = 5 x 100

ME X RE
100

. stanovovana latka

. matrice

c
PE (%) = 1 x100 PE (%)=

A roztok standardni latky
v rozpoustéci smési

roztok standardni latky
pridany do matrice
po provedeni extrakce

roztok standardni latky
C prFidany do matrice
pied provedenim extrakce

Obr. 3: Metoda postextrakéniho pridavku - schéma
(upraveno podle[4])

3.2.3 Metoda postkolonové infuze

Metoda postkolonové infuze, poprvé predstavena Bonfigliem v roce 1999 [13],
poukazuje na to, kde se v pribéhu chromatografické separace matricové efekty
projevuji. Pri hodnoceni prispévkd matricovych efekti se porovnava zaznam
ziskany po nastriku blanku, tedy rozpoustéci smeési neobsahujici analyzovanou latku

a ani komponenty matrice, a nastriku matrice, ve které se analyzovana latka
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stanovuje. Do toku téchto vzorki vychazejiciho z chromatografického systému je
kontinualné privadéno konstantni mnozstvi analyzované latky, a to do prostoru

mezi kolonu a iontovy zdroj hmotnostniho spektrometru (Obr. 4) [18].

. stanovovana latka

kontinualni infuze @ matrice
. , analyzované latky —
kapalinovy roztok [ vzorek
chromatograf T blanku |73 matrice
divkovaé hmotnostni
spektrometr
lontm{y detektor]
zdroj
kolona .2' 5 .
* o
¢erpadla - ’
hmotnostni
analyzator

Obr. 4: Metoda postkolonové infuze - schéma zapojeni
(upraveno podle [3])

Pripadné matricové efekty zplisobené interferujicimi latkami se projevi
pozitivnimi nebo negativnimi piky (Obr. 5) na LC-MS chromatogramu. Hmotnostni
analyzator pfi téchto experimentech operuje vmédu SIM (selektivni zaznam
vybraného iontu) nebo SRM (selektivni zdznam vybrané reakce) [3]. V ptipadé
hodnoceni matricovych efektli u dvou a vice latek, které maji byt stanovovany
jednou LC-MS metodou soucasné, je nutné provést postkolonovou infuzi u kazdé
z nich jednotlivé [4]. Doporucuje se také provést analyzu opakované, a to z dlivodu

odhaleni moZného vlivu pozdéji eluujicich sloZek matrice na dalsi analyzu.

—— zaznam pri nastiiku matrice
—— zaznam pri nastiiku blanku

zesileni

! ionizace

odezva detektoru

\ potlaceni

ionizace

cas

Obr. 5: Metoda postkolonové infuze - projevy matricovych efekti
(upraveno podle [3])
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3.3 Odstranéni matricovych efektii

Selektivity, kterou se spojeni LC-MS vyznacuje, je dosazZeno predevsSim
prostrednictvim hmotnostniho analyzatoru. Selektivita analyzy muze byt dale
zvySena pomoci dostate¢né ucinné chromatografické separace. Hmotnostni
analyzator je ale v usporadani hmotnostniho spektrometru zapojen az za iontovym
zdrojem a na vznik nebo odstranéni matricovych efektii tedy primarné vliv nema.
Matricové efekty jsou zplisobeny latkami, které doputuji do iontového zdroje ve
stejnou dobu jako latka analyzovana. Tyto latky nebo jejich vliv 1ze odstranit na
vSech drovnich LC-MS analyzy (Obr. 6). V uvahu tedy pripadaji Ctyti zakladni
moznosti. Prvni dvé odstranuji pricinu matricovych efekti jiz pred vstupem do
iontového zdroje. To umoZiuji vybrané metody dpravy vzorku a také dostatecné
ucinnd chromatograficka separace. Treti moZnosti je ovlivnéni procesu ionizace
zménou urcitych parametri iontového zdroje hmotnostniho spektrometru. A
ctvrtou moznost piredstavuje kompenzace jiz vzniklych projevii matricovych efektf,

a to pomoci vybranych kalibra¢nich metod [3][19][20].

1.Uprava 2.Chromatograficka 3. Iontovy zdroj hmotnostniho 4. Kalibra¢ni

vzorku separace spektrometru pristupy
&P
|| (BBE —— =
7 :D‘ 34 — III
/ S —

Obr. 6: Mista mozného zasahu proti matricovym efektiim
3.3.1 Uprava vzorku

Latky ovliviiujici ionizaci analytu lze odstranit pomoci kroku Upravy vzorku, jeZ
predchazi vlastni LC-MS analyze. Do této velké skupiny patii konvencni techniky,
miniaturizované techniky a také selektivni pristupy. V nékterych pripadech lze
zmirnit projevy matricovych efektti také rychlym a jednoduchym krokem, jakym je
prosté ziedéni analyzovaného vzorku. K tomu je ale samoziejmé nutné, aby byla
dana LC-MS metoda dostatecné citliva [3].

3.3.1.1 Konvenc¢ni techniky upravy vzorku

Do skupiny konvencnich technik pro udpravu vzorku patii proteinova
precipitace, extrakce na tuhou fazi (SPE) a extrakce z kapaliny do kapaliny. Tyto
velmi dobre =zavedené techniky stale nachazeji uplatnéni v analytickych

laboratorich, a to predevsim z dlvodu jednoduchosti provedeni, robustnosti a
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relativné nizkych nakladli. Pomérné vysoka spotieba rozpoustédel, casova
narocnost, relativné nizka selektiva a nutnost vétSiho mnoZzstvi vzorku patii mezi
nejzavaznéjsi nedostatky téchto metod [21][22]. Z pohledu uplatnéni pri odstranéni
matricovych efekti je relativné nizka selektivita téchto postupii kriticka a v mnoha
pripadech nedostacujici. VySe zminéné techniky musi byt tedy velmi ¢asto doplnény
o dalsi postupy, mezi néz patii napriklad korekce jiZ namérenych vysledki

prostrednictvim stabilnich izotopicky znacenych vnitfnich standardd.

a) Proteinova precipitace

Uprava vzorku pomoci proteinové precipitace je oblibena predevsim z diivodu
jednoduchosti, rychlosti a vysoké ucinnosti vysrazeni pritomnych proteint. Po
pridani vybraného precipita¢niho €inidla, zpravidla acetonitrilu nebo methanolu, je
vzorek odstiedén a nasledné je z ného odebran vytvoreny supernatant. Proteinova
precipitace se pouzivad predevSim pii zpracovani vzorkli plazmy, a to jak pro
hydrofilni, tak i lipofilni analyty. Tato metoda Gc¢inné odstranuje pritomné proteiny,
ale ostatni necistoty, které mohou byt hrozbou pro vznik matricovych efekti,
odstranény nejsou. Kromé nevyhody v podobé nizké selektivity je dalSim negativem
nedostatecné precistény supernatant, obsahujici nevysrazené komponenty matrice,
a nutnost pouZiti centrifugy. Nevysrazené latky, jako naprtiklad lipidy, fosfolipidy a
mastné kyseliny, promlouvaji nejen do procesu ionizace sledovaného analytu, ale
také zkracuji zivotnost chromatografické kolony a zptlisobuji zanaseni iontového

zdroje a iontové optiky hmotnostniho spektrometru [23][24][25].

b) Extrakce na tuhou fazi

Extrakce vyuZivajici SPE sorbenty je v souc¢asnosti nejpouzivanéjsi metodou pro
upravu vzorku, a to nejen pred LC-MS analyzou. Je to predevsSim z divodu
jednoduchosti, vysoké vytéznosti, relativné ucinného precisténi komplexnich
matric, moznosti pouziti mensiho objemu vzorku, automatizace, on-line zapojeni

v LC systému a také mozného zakoncentrovani analyzované latky [24][26].

SPE metoda (Obr. 7) zacinad kondicionaci sorbentu, jeZ aktivuje jeho funk¢ni
skupiny. Poté nasleduje ekvilibracni krok, ktery pripravuje dany sorbent pro
naneseni vzorku. Po naneseni vzorku dochazi k odstranéni pritomnych necistot
prostrednictvim promyvaciho kroku. Tento krok musi byt dostatecné optimalizovan
z dlivodu dosazZeni co nejvétsi ucinnosti precisténi a zaroven zachovani vysoké
retence analyzované latky. Stanovovany analyt je nakonec uvolnén ze sorbentu
vhodnym rozpoustédlem [27]. Material naplnény v SPE kolonkach je velmi podobny

tomu, ktery se vyuziva v kolonach urcenych pro separaci v kapalinové
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chromatografii. Princip retence latek tedy odpovida interakcim, jez se uplatiuji pri
LC separacich. Vybér materialu je kritickym bodem SPE procedury. Vhodné zvoleny
sorbent zvysi selektivitu dpravy vzorku, coZ nasledné zvysuje i pravdépodobnost
odstranéni matricovych efektli. Nedostatkem této metody upravy vzorku je casova
narocnost celého procesu, potieba vakuového manifoldu a také cena. Vyrobce ve
vétsSiné pripada deklaruje dc¢innost SPE kolonek pouze pro jednorazovou aplikaci.

Dal$im problémem muze byt nizS$i opakovatelnost SPE metody u kolonek
pochazejicich z rtiznych vyrobnich Sarzi [24][26][28][29].

f

Sy e & &
,\ D \ \ \
i i i .. stanovovana latka
matrice
& e

& )
I A I C - I E I A kondicionace SPE sorbentu
° B ekvilibrace SPE sorbentu
C naneseni vzorku
D promyti vzorku
E eluce stanovované latky

° ®
Obr. 7: Extrakce na tuhou fazi - schéma postupu
(upraveno podle [27])
c) Extrakce z kapaliny do kapaliny

Extrakce z kapaliny do kapaliny je zaloZena na prevedeni analyzované latky
z vodné do organické faze, a to na principu rozdélovaciho koeficientu oktanol/voda.
Obé faze nesmi byt vzajemné misitelné. Tato metoda se pouziva predevsim z dlivodu
instrumentalni nenarocnosti a také dc¢inného odstranéni interferujicich latek, které
nejsou rozpustné ve zvoleném organickém rozpoustédle. Ze vzorku jsou tedy ucinné
odstranény necistoty ve formé soli a polarnich latek, jez jsou castou pric¢inou
matricovych efekti. A proto miiZe byt v nékterych pripadech extrakce z kapaliny do
kapaliny u¢innym postupem pro odstranéni zdroje maticovych efekti. Nicméné
ostatni latky, které jsou v pouZzitém organickém rozpoustédle rozpustné a jeZ jsou
také potencionalné nebezpecné z hlediska vzniku matricovych efekti, ve vzorku
zlstavaji (Obr. 8). Divodem jsou podobné fyzikdlné-chemické vlastnosti
interferujicich latek a stanovovanych sloucenin, a tedy i podobna rozpustnost. Dalsi
nedostatky predstavuje relativné vysoka spotfeba organickych rozpoustédel,
obtiZzné uplatnéni pro extrakci hydrofilnich latek, nutnost vétSiho mnozstvi vzorku,
riziko tvorby emulzi a nekompatibilita pouZitych rozpoustédel pro LC-MS analyzu

na reverznich fazich a z toho plynouci potreba odparit vysledny extrakt. Nékteré z
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vySe zminénych nedostatkli odstrainiuji nové postupy, jako je miniaturizované
provedeni sniZujici spotfebu rozpoustédel, a také postupy vyuzivajici vhodné soli,
které umoznuji extrahovat i hydrofilni latky [22][30][31][32].

W D

Soel]
pridani o L ] o
organické protiepani @ stanovovana latka
Ll faze * 0 PY nepolarni
’ *0 @ interference
[
N e

Obr. 8: Extrakce z kapaliny do kapaliny - schéma postupu

3.3.1.2 Selektivni pristupy v apravé vzorku

Ze skupiny postupli Upravy vzorku jsou pro odstranéni matricovych efektl
nejvhodnéjsi metody, které se vyznacuji vysokou selektivitou retence sledovaného
analytu. Do této skupiny patfi techniky vyuzivajici molekularné vtisténé polymery
(MIP), aptamery a protilatky [33][34]. Co se tyka pripravy, ve vétsSiné piipadi lze za
laboratornich podminek nejlevnéji, nejrychleji a nejsnadnéji pripravit sorbenty
vyuzivajici MIP materidl. Ten se také oproti ostatnim technikdm vyznacuje vysokou
stabilitou, a tedy schopnosti zachovat kapacitu sorbentu, extrak¢ni vytéznost a také

v

ucinnost precisténi komplexni matrice i po provedeni vétsiho poctu extrakci.

a) Molekularné vtisténé polymery

Molekularné vtisténé polymery jsou syntetickym materidlem, ktery ve své
struktui'e obsahuje specifickd rozpoznavaci mista neboli kavity. Ty jsou vytvoreny
analyzované latce na miru. Analyt je v téchto kavitach vazan na zakladé mechanismu
zamku a Klice, jenz byl ptivodné pouzit v biochemii pro vysvétleni interakci mezi
enzymem a substratem [35]. Prvni zminky o této technice se objevily v roce 1931,
kdy Polyakovova skupina zjistila, Ze modifikator pridany do smeési pro vytvoreni
silikagelu je nasledné ve vzniklém materidlu zvySené zadrzovan [36]. Technika
molekularné vtisténych polymert nachazi uplatnéni v riiznych oborech analytické
chemie. Jedna se predevsim o extrakci na tuhou fazi, senzory, chromatografickou a
elektroforetickou separaci [37]. NejpouzivanéjSim a zaroven nejpokrocilejSim
odvétvim MIP techniky je pravé jeji vyuziti jako sorbentu pro SPE [38]. To dokazuje
také fakt, Zze SPE kolonky naplnéné MIP materidlem jsou jiZ komercné dostupné.
Jejich nabidka je ale stale dosti omezena. JelikoZ je priprava MIP materialu levna,

relativné jednoducha a také rychla, 1ze tento typ SPE sorbentti pripravit analyzované
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latce na miru i ve vlastni laboratofi. Existuje nékolik zplisobti, jak MIP ¢astice

pripravit [39].

Syntéza (Obr. 9) obvykle zacind tvorbou komplexu mezi piedlohovou
strukturou a funkénim monomerem, a to ve vhodné zvoleném rozpoustédle.
Pridavek sitovaciho c¢inidla zplisobuje vytvoreni zesitované struktury, ktera
zachycuje vzniklé komplexy funkéniho monomeru a predlohové struktury
v prostoru. V pripadé pouziti MIP ¢astic jako SPE sorbentu je po dokonceni syntézy
vznikly blok polymeru rozbit, homogenizovan a poté proset pres sita o urcité
velikosti, a to z dlivodu dosaZeni opakovatelné velikosti MIP ¢astic. To vede i ke
zvySeni opakovatelnosti SPE metody. Vysledny material je nakonec umistén do
kolonky mezi dvé frity a po uvolnéni kavit odstranénim predlohové molekuly je
takto vytvorena SPE kolonka pripravena k pouZiti [37].

"'ﬂ%;dlohové

tvorba
komplexu molekula
+ —

sitovaci

Homldlo
NS
polymerizace ﬂ H
odstranéni

predlohové . predlohova
molekuly molekula

Obr. 9: Molekularné vti$téné polymery - schéma pripravy
(upraveno podle [35])

Sorbent tedy umozZziuje selektivné zadrzet sledovany analyt, zatimco necistoty
a interferujici latky podilejici se na vzniku matricovych efektli jsou odstranény
prostiednictvim dikladné optimalizovaného promyvacitho kroku. Pomér
zastoupeni specifickych interakci, tedy vazby analytu v kavitach, a nespecifickych
interakci, vazby analytu mimo kavity, je nejcastéji hodnocen porovnanim elu¢nich
profili (Obr. 10) ziskanych za pouziti jak MIP, tak i NIP (non-imprinted polymer;
nevtiStény polymer) sorbentu. Kontrolni NIP material je pripraven podle stejného
postupu jako MIP az na to, Ze v priibéhu syntézy neni do reak¢ni smési pridana
predlohovd molekula. Vznikly NIP materidl tedy neobsahuje specificka

rozpoznavaci mista a pri retenci se uplatiiuji pouze nespecifické interakce [40].

MIP sorbenty jsou pripravovany pro selektivni extrakci bud’ jedné molekuly,

nebo skupiny latek, které jsou si navzajem strukturalné podobné. Jako predloha pro
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vytvoreni kavit se pouziva analyzovana latka nebo sloucenina, jez je stanovované
latce podobna, a to z hlediska struktury i fyzikalné-chemickych vlastnosti. V pripadé
pouziti analyzované latky je nutné zabezpecit jeji Uplné odstranéni. Nedokonalé
odstranéni predlohové struktury by poté mohlo zplsobit jeji uvolnéni béhem
extrak¢ni procedury, coz by vyustilo ve faleSné pozitivni a nespravné vysledky pri
nasledné kvantifikaci. Vybér rozpoustédla, ve kterém syntéza MIP materidlu
probiha, je kritickym bodem pro predurceni interakci, jeZ se budou uplatiiovat
v pribéhu retence analyzované latky [41]. BéZné se pouzivaji nepolarni a mirné
polarni rozpoustédla, jako je toluen, chloroform, dichloromethan nebo acetonitril.
Tento typ rozpoustédel umozinuje preferenci polarnich interakci mezi predlohovou
strukturou a funkénim monomerem. Jedna se o vodikové mustky a elektrostatické
interakce. Uplatnéni také nachazeji polarnéjsi rozpoustédla, a to ethanol a methanol.
Byly pripraveny i MIP sorbenty ve smésich methanolu a vody, a dokonce i v Cisté
vodé. MIP material uplatiiujici se jako SPE sorbent je nejcastéji vytvaren radikalovou
polymerizaci. Jako funkéni monomer se pouzivd methakrylova kyselina nebo
vinyl-pyridin a jako sitovaci ¢inidlo ethylenglykol dimethakrylat. Tento postup byl
uplatnén v nasi praci, jez méla za kol pripravit MIP sorbent pro selektivni extrakci
lovastatinu [42]. Alternativni zpisob piipravy MIP materidlu predstavuje sol-gel
technika, pii které se pouzivaji ¢inidla jako (3-aminopropyl)triethoxysilan (funkéni
monomer) a tetraethyl orthosilikat (sitovaci ¢inidlo). Tento postup byl také pouzit
v nas$i praci, a to pfi pripravé SPE sorbentu pro selektivni extrakci neurotoxické

aminokyseliny -N-methylamino-L-alaninu ze sinicového extraktu [43].

MIP NIP MIP NIP MIP NIP

MIP - molekulirné vtisténé @ stanovovanélitka A naneseni vzorku
yolymery .
petymen matrice B promyti vzorku

NIP - nevtis$téné polymery

C eluce

Obr. 10: Molekularné vtisténé polymery - hodnoceni selektivity
b) Aptamery imobilizované na sorbentu

Aptamery jsou kratké oligonukleotidové fetézce (typicky 25-90 nukleotidovych
bazi) deoxyribonukleové (DNA) nebo ribonukleové (RNA) kyseliny. Vyznacuji se

specifickou a komplexni trojrozmérnou strukturou, kterd je charakterizovana
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riznymi Utvary, jako jsou smycKky, vyduté a vlasenky. Aptamery umoznuji specificky
navazat cilovou molekulu, a to od malych organickych sloucenin, pres proteiny az
po celé organismy, jako jsou viry a bakterie [44][45]. Aptamery specifické pro urcity
analyt jsou pripravovany pomoci procesu vybéru a amplifikace oznacovaném
zkratkou SELEX (systematic evolution of ligands by exponential enrichment) (Obr.
11). Kvelkému poctu ndhodné vybranych DNA nebo RNA oligonukleotidd je
pridana predlohova molekula. Po inkubaci a navazani predlohové molekuly na
komplementarni vldkna oligonukleotidl jsou odstranéna ta vlakna, ktera nebyla
schopna cilovou molekulu rozpoznat. Aptamery schopné specifické vazby jsou po
odstranéni predlohové molekuly nakopirovany pomoci polymerazové retézové
reakce [45][46]. Pii specifickém rozpoznavani se uplatiiuje prostorova
komplementarita a pritazlivé sily mezi molekulami, jako jsou van der Waalsovy,
elektrostatické a hydrofobni interakce. Oproti protilatkdm priprava aptameri
nevyzaduje zvireciho hostitele, probiha zcela in vitro, je levnéjsi, rychlejsi a

poskytuje vétsi stabilitu vzniklého materialu.
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Obr. 11: Aptamery - schéma pripravy
(upraveno podle [46])

Aptamery mohou byt pouZity pro klasickou extrakci na tuhou fazi, a to po jejich
ukotveni na vhodny nosi¢ a nasledném naplnéni do kolonky. Nosi¢ by mél byt
chemicky a biochemicky inertni, mechanicky stabilni, uniformni a vhodné porézni.
Oligonukleotidové retézce je moZno navazat na vybrany nosic az po modifikaci jejich
5 nebo 3‘ konce nebo zavedenim urcité funkéni skupiny. BEhem imobilizace se
uplatiiuji nekovalentni a kovalentni vazby. Ukotveni pomoci nekovalentnich vazeb
zprostiedkovavaji interakce biotin-streptavidin nebo biotin-avidin. Pred vlastni
imobilizaci je proto nutné modifikovat konce oligonukleotidovych retézci

molekulou biotinu. Ve srovnani skovalentné ukotvenymi aptamery tyto
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nekovalentné navazané trpi kratsi Zivotnosti. V priibéhu piipravy oligonukleotidd,
jeZ jsou nasledné imobilizovany prostfednictvim kovalentnich vazeb, je nutné
zavést vhodné funk¢ni skupiny (amino, thiol, karbonyl). Tyto funkéni skupiny
zprostiedkovavaji vlastni vazbu na nosi¢, jenZ je predstavovan aktivovanou
sepharosou. Jako nosi¢ aptameril se také pouzivaji akrylatové polymery, oxid

kiemicity, nanocastice zlata nebo magnetické kulicky [47].

Mezi parametry ovliviiujici konformaci aptameri patii teplota, obsah
organickych rozpoustédel, jejich iontova sila a také pH. Tyto parametry musi byt
brany v potaz pfti vyvoji SPE metody. Povaha roztoku pro naneseni vzorku se velmi
podoba tomu, ktery byl pouZit pri procesu pripravy a vybéru specifickych
oligonukleotidovych retézct (SELEX), a to z dlivodu navozeni stejnych interakci. Pro
eluci by mél byt pouzit takovy roztok, jenZ umozni uvolnit pouze analyt a neovlivni
aptamery a jejich vazbu na nosic¢. Kolonka obsahujici sorbent je skladovana pri
teploté 4 °C a naplnéna pufrem, jehoZ sloZeni je velmi podobné roztoku pouZzitému
pii procesu piipravy oligonukleotidovych fetézcd. Casto je také pridavano
bakteriostatické ¢inidlo v podobé azidu sodného [47].

Selektivita SPE metody je hodnocena porovnanim retence analytu na sorbentu
obsahujicim imobilizované specifické aptamery se sorbentem, ktery obsahuje
nespecifické aptamery. Pro porovnavani se také pouZivaji aptamery, jeZ ve své
struktuie obsahuji stejné nukleotidy, ale ty jsou vdaném fretézci usporadany
nahodile (Obr. 12). Pro zhodnoceni piispévki vybraného nosice na retenci cilové

molekuly je vhodné také porovnat aptamery navazané a nenavazané na nosic [47].
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Obr. 12: Imobilizované aptamery - hodnoceni selektivity
c) Protilatky imobilizované na sorbentu

Selektivni rozpoznani analyzované latky je v ptripadé této techniky zaloZeno na
interakcich mezi stanovovanou latkou predstavujici antigen a imobilizovanymi

protilatkami. Uplatnéni nachazeji jak monoklonalni, tak i polyklonalni protilatky. Ty
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se od monoklondlnich protilatek lisi tim, Ze jsou schopny vazby na rlizné casti
antigenu. Sorbenty vyuZivajici monoklonalni protilatky se vyznacuji vyssi
selektivitou a také vyS$si opakovatelnosti celé procedury. Nevyhoda polyklonalnich
protilatek predstavovana niZsi selektivitou se muiZe stat i vyhodou, a to pii pouZiti
pro extrakci vzorku obsahujiciho rtizné strukturni derivaty predlohové molekuly.
Tato prednost polyklondlnich protilatek se projevi az v pripadé, kdy analyzované
latky obsahuji vice funkénich skupin, a tim tedy i vice specifickych mist podléhajicich

selektivnimu rozpoznani [48].

Piiprava monoklonalnich protilatek (Obr. 13) zac¢ind imunizaci zvifeciho
organismu vybranym antigenem. Imunitni systém organismu reaguje na pritomnost
antigenu aktivaci B-lymfocytli a nasledné produkci protilatek proti cizorodym
molekulam. Samotné lymfocyty se déli velmi pomalu a také rychle zanikaji. Z tohoto
dlivodu jsou lymfocyty spojeny s nadorovymi burikami. Takto vzniklé bunky zvané
hybridomy jsou schopné produkovat protilatky neomezené, zaroveii se déli rychleji
nez lymfocyty a také se vyznacuji vyrazné delsi Zivotnosti [49].

Imunizace
antigenem

Fuze imunizovanych
Izolace imunizovanych bunék a myelomu

bunék

y— (> — @C
K A
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1
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Izolace protilatek Naklonovani bunék
hybridomu

hybridomu

Obr. 13: Produkce protilatek

Vétsina latek, pro které je tento selektivni nastroj upravy vzorku pripravovan,
neni schopna vyvolat reakci imunitniho systému primo. Pfi¢inou jsou malé rozméry
analyzovanych sloucenin. Proto je nutné navazat vybranou latku na proteinovy
nosic, ¢imz je vytvorena struktura zvana hapten. Ten jiZ reakci imunitniho systému
vyvold. Ktémto ucelim se vétSinou pouZzivd hovézi sérovy albumin. Vazbu
predlohové molekuly na proteinovy nosi¢ je velmi Casto nutné realizovat
prostrednictvim funkéni skupiny, protoZe samotna molekula toho neni schopna. Pri
vybéru funkéni skupiny umoziiujici vazbu je nutné zachovat totoZnost a jedine¢nost
predlohové molekuly [50]. DalSim diileZitym bodem pripravy sorbentu vyuZzivajici

protilatky je jejich imobilizace na vhodny nosi¢. Material vybrany k tomuto ucelu
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musi byt chemicky i biochemicky inertni, mechanicky staly a optimalné porézni.
Material slouzici jako nosi¢c by mél byt hydrofilni, a to zdiivodu omezeni
nespecifickych interakci. NejbéZnéjsi pristup pro imobilizaci protilatek vyuziva
kovalentni vazby, které jsou navozeny interakcemi mezi volnymi aminoskupinami
protilatek a aldehydovymi nebo epoxidovymi funk¢nimi skupinami povrchu nosice.
VySe zminéné poZadavky spliiuje agaréza, celuléza, oxid kifemicity a syntetické
polymery. Nejcastéji se pouziva oxid kifemicity a agaréza. Ta mulze byt zapojena
pouze v off-line uspoiadani, protoze se vyznacuje nizsi odolnosti vii¢i vyssimu tlaku,
jenZ se v on-line uspoiadani uplatiiuje. Oxid kiremicity lze pouZit jak v on-line, tak i
v off-line zapojeni. Protilatky mohou byt navazany na povrch nosice také pomoci
nekovalentnich vazeb. Tento druh vazeb zprostiedkovavaji proteiny A a G. Tyto
bilkoviny vazou protilatky v oblasti Fc-fragmentd, a tim orientuji mista schopna
vazat antigen smérem od povrchu nosi¢e do stiedu poéri. Za fyziologickych
podminek jsou tyto nekovalentni vazby relativné pevné, zatimco v prostredi o

nizkém pH byvaji preruseny [51][52].

Pfed nanesenim vzorku musi byt vymyto cinidlo pouzité pro uskladnéni
sorbentu. Pii nanaseni vzorku je nutné brat v potaz nizsi kapacitu sorbentu, a to ve
srovnani s MIP materidlem. Po promyti vzorku nasleduje eluce stanovovaného
analytu, ktera by méla prerusit interakce pouze mezi nim a protilatkou a neméla by
ovlivnit vazbu protilatky na nosi¢. NejbéZnéji se pouZivaji ve vodé rozpustna
organicka rozpoustédla, chaotropicka ¢inidla (¢inidla ruSici nekovalentni vazebné
interakce, jako jsou vodikové miistky, Van der Waalsovy interakce a hydrofobni
interakce), sniZeni pH nebo kombinace téchto pristupii. Selektivitu retence (Obr.
14) lze hodnotit napriklad porovnanim elu¢nich profili ziskanych za pouZziti

specifickych a nespecifickych protilatek [52][53].
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Obr. 14: Imobilizované protilatky - hodnoceni selektivity

Pro opakované pouZiti jsou sorbenty regenerovany promytim fosfatovym

pufrem a nasledné skladovany naplnéné timto roztokem pfi teploté 4 °C. Pridava se
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malé mnozZstvi bakteriostatického azidu sodného. S rostoucim pocétem extrakcénich
procedur a dobou skladovani dochazi k poklesu kapacity sorbentu z diivodu
sniZovani poctu imobilizovanych protilatek [53].

3.3.1.3 Ziedéni vzorku

Jednim z nejjednodussich a nejrychlejSich postupii apravy vzorku pted LC-MS
analyzou umoznujicim snizit nebo zcela odstranit dopad matricovych efektl je
prosté ziedéni analyzovaného vzorku [54]. Zfedéni vzorku sniZi obsah nejenom
analyzované latky, ale také celkovy obsah latek obsaZenych v hodnoceném vzorku.
Tim se tedy sniZi pocet vSech molekul podléhajicich ionizaci a také pocet latek
potencialné ovliviiujicich ionizaci analytu (Obr. 15). Ioniza¢ni ¢innost molekul
hodnocené latky bude vys$si a zaroveni se sniZi boj o naboj mezi molekulami analytu
a slozkami matrice. Stupen ziedéni potiebny pro odstranéni matricovych efekti
zavisi na typu matrice [55] a je omezen zejména citlivosti MS detekce [56].V pripadé
nasi prace zabyvajici se stanovenim katechinti v ¢ajich fedéni vytvorenych cajovych
nalevli vyrazné promlouvalo do vzniku matricovych efekti a také vedlo k jejich
potlaceni [57]. Vyznam tohoto postupu pro odstranéni matricovych efektl se bude
pravdépodobné zvySovat, a to zdiivodu neustdlého zvySovani citlivosti nové

predstavovanych hmotnostnich spektrometri.
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Obr. 15: Zredéni vzorku - dopad na ionizaci analyzované latky
(upraveno podle [54])
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3.3.2 Chromatograficka separace

Dal$im nastrojem, jenZ sniZuje nebo zcela odstranuje dopad matricovych efektt
na LC-MS analyzu, je dostate¢né optimalizovand chromatografickd separace. Ta
umoziuje oddélit od sebe analyt a latky ovliviiujici jeho ionizaci jesté pred vstupem
do iontového zdroje hmotnostniho spektrometru. Uplatiiuje se zvySeni separacni
ucinnosti nebo zména selektivity separace [58]. ZvySeni separacni ucinnosti lze
dosahnout zmensenim velikosti ¢astic stacionarni faze, zvySenim teploty, zménou
pritokové rychlosti a prodlouZenim kolony nebo pouzitim dvourozmérné
chromatografické separace (2D-LC). Selektivitu separace lze zménit vhodnym
nastavenim gradientu, zménou teploty, pritokové rychlosti, slozeni mobilni faze a

zménou typu stacionarni faze [27].

Uéinnost separa¢niho procesu je popisovana poctem teoretickych pater. Patro
predstavuje hypotetickou cast kolony, kde dochazi k ustalovani rovnovahy mezi
stacionarni a mobilni fazi. Pocet teoretickych pater N se vypocitd jako druha
mocnina poméru reten¢niho casu tr a Sifrky piku w vjeho prislusné vysce a
naslednym vynasobenim odpovidajici konstantou. Jeji hodnota zavisi na tom, v jaké
vysce je Sirka piku odecitana. V pripadé, kdy se pocita se Sirkou v poloviné vysky

daného piku (wso), je hodnota konstanty 5,54:

t
N =554 (—R)
Wso

2

Tato bezrozmérna veli¢ina N ale nebere v potaz délku analytické kolony, a proto
byl pro porovnani kolon o rlznych délkich L zaveden vyskovy ekvivalent
teoretického patra H [59]:

Redukovana vyska teoretického patra h se pouziva pro porovnani vyskového
ekvivalentu teoretického patra kolon s odliSnou velikosti ¢astic dp [60]:

dp
Rozsifovani elucnich zdén zplsobuje sniZeni separacni ucinnosti, coz ve
vysledku vede ke sniZeni rozliSeni, a tim tedy klesa i pravdépodobnosti oddéleni
latek podilejicich se na vzniku matricovych efekti od latek analyzovanych.

K rozsifovani elu¢nich zén prispiva podle teorie ]. ]. van Deemtera viriva difuze
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(¢len A van Deemterovy rovnice), podélna difuze (¢len B) a odpor proti prevodu

hmoty v mobilni a stacionarni fazi (¢len C) [61].

Vitiva difuze je zpisobena nerovnomérnou distribuci velikosti a tvaru ¢astic
naplnénych v analytické koloné. To ovlivni priichod vzorku skrz stacionarni fazi, kdy
molekuly jednoho analytu putuji riznymi kandlky a musi tedy urazit odliSnou
vzdalenost na cesté pres kolonu smérem k detektoru (Obr. 16). Clen A lze vyjadrit
rovnici:

A =22d,

kde koeficient A popisuje nerovnomérnost plnéni analytické kolony a dp vyjadruje
primérnou velikost ¢astic naplnénych v analytické koloné [60].

Obr. 16: Viriva difuze - ¢len A van Deemterovy rovnice
(upraveno podle [60])

vvvvvv

chromatografii a v kapalinové chromatografii byva jeji vliv ¢asto zanedbatelny.
V kapalinové chromatografii se vyraznéji projevuje predevsim pti nizké rychlosti
pritoku mobilni faze. Pfi¢inou podélné difuze je koncentracni gradient vytvoreny
uvniti analytické kolony béhem separace (Obr. 17). Molekuly analyzované latky
maji tendenci pohybovat se z mista o vyssi koncentraci do mist s niz$i koncentraci,
a to ve vSech smérech. Tento proces je ovlivnén piedevsim difuznim koeficientem

Dm, ktery je moZné vypocitat pomoci Wilke-Changovy rovnice:

_74X10°°T [y, My

m

kde parametr T vyjadruje teplotu (Kelvin), sv je asociacni faktor pouzitého
rozpoustédla, Msv predstavuje relativni molekulovou hmotnost rozpoustédla, nsv je
dynamicka viskozita rozpoustédla a v je molarni objem analytu. Clen B miiZze byt

nasledné popsan vztahem [60]:

B =2yD,,
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kde Dm vyjadruje difuzni koeficient a y je korekéni faktor, ktery zohlediiuje tvar

kanalki ve stacionarni fazi [60].

OC@)
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Obr. 17: Podélna difuze - ¢len B van Deemterovy rovnice
(upraveno podle [60])

Odpor proti prevodu hmoty (¢len C) se vyskytuje jak v mobilni, tak i ve
stacionarni fazi. Odpor proti prevodu hmoty v mobilni fazi je disledkem rozdilné
rychlosti mobilni fize nesouci molekuly analytu ve stacionarni fazi. Rychlost je vyssi
v prostoru uprostired vzdalenosti mezi ¢asticemi, zatimco v blizkosti povrchu ¢astic
je rychlost niZsi (Obr. 18, Cm). Odpor proti prevodu hmoty ve stacionarni fazi vznika
pri interakci molekul analytu s ¢asticemi stacionarni faze. Nékteré molekuly jsou
zadrZeny pouze na povrchu ¢astic a nékteré vstupuji i do vnitiniho prostoru castic
(Obr. 18, Cs). V plynové chromatografii tento parametr nehraje dlilezitou roli a 1ze

ho zanedbat. Prispévek odporu proti pfevodu hmoty lze popsat vyrazem:
C = (Cy+Cs) = (wd2 /Dy, + wd3/Dyare)

kde Cwm predstavuje prispévky odporu proti prevodu hmoty v mobilni fazi a Cs
ve stacionarni fazi. Koeficient w je urCen tvarem ¢astic, distribuci velkosti ¢astic a
distribuci pori, dp vyjadiruje priimér ¢astic a Dmje difuzni koeficient v mobilni fazi a

Dpart intracasticovy difuzni koeficient [60].

Obr. 18: Odpor proti pirevodu hmoty - ¢len C van Deemterovy rovnice
(upraveno podle [60])

21/131



YA

Teoreticka ¢ast — odstranéni matricovych efektd

J. J. van Deemter [62] je také autorem kiivky, jeZ popisuje zavislost vyskového
ekvivalentu teoretického patra na linedrni priitokové rychlosti a také na prispévcich
jednotlivych clent (Obr. 19). Viriva difuze (¢len A) neni zavisld na linearni
pritokové rychlosti. Pri vzristajici linedrni pritokové rychlosti se vliv podélné
difuze (Clen B) na rozsifovani elu¢nich z6n sniZuje. Negativni dopad odporu proti
prevodu hmoty (¢len C) na ucinnost separace roste prizvySujici se pritokové

vV

rychlosti. Nejnizsi bod krivky H predstavuje linearni pritokovou rychlost mobilni

v

faze zajiSt'ujici nejvyssi ucinnost chromatografické separace [60].

H=A+B/u+Cu

nejvy$i icinnost
separace

vyskovy ekvivalent teoretického patra [pum]

B/u

linearni priitokova rychlost [cm/s]
optimalni priitokova rychlost

Obr. 19: Grafické vyjadieni van Deemterovy rovnice
(upraveno podle [60])

3.3.2.1 Mimokolonové prispévky

Mimokolonové prispévky vyznamné ovliviiuji icinnost separace (Obr. 20) a
také zplsobuji problémy pfi transferu metod, a to nejen mezi chromatografy
riznych dodavateld, ale také mezi pristroji téhoz vyrobce. Mimokolonové prispévky

jsou souctem objemovych a ¢asové zavislych prispévki [63].

separace ovlivnéna
mimokolonovymi piispévky
kapalinovy
chromatograf

UV detektor

odezva detektoru

davkovac
Q ! retencni ¢as

' separace neovlivnéna
u

spoiovaci kapila'\ry ! mimokolenovymi prispévky

¢erpadla

mimokolonové
u Diispévky

odezva detektoru

retenéni éas

Obr. 20: Mimokolonové prispévky - misto vzniku

Davkovany objem vzorku, objem priitokové cely pouZitého detektoru, objem

kapilar zapojenych v chromatografickém systému a také preciznost jejich zapojeni

22/131



Teoreticka ¢ast — odstranéni matricovych efektd

maji vliv na objemové prispévky o2 [63][64]. Tento typ prispévki vyjadieny
v jednotkach délky a%,, lze vypocitat pomoci nasledujici rovnice:
2
52 = 0y 1
bmz ot g2 (k' 4 1)2

kde m-r? predstavuje priifez kolonou, & vyjadiuje celkovou porozitu a k' je
retencni faktor. Visokratickém mddu chromatografické separace mimokolonové

objemové piispévky klesaji se zvysujici se retenci analytu [63].

Druhym typem jsou ¢asové zavislé prispévky 7%, na kterych se podili ¢asova
konstanta detektoru a davkovaci frekvence. Tyto prispévky vyjadrené v jednotkach

délky a%, lze vypocitat pomoci nasledujici rovnice:

2 2
2 T u

KRS

kde u je linedrni priitokova rychlost a k' retenc¢ni faktor. Projevy téchto prispévk
tedy nartstaji se zvysujici se linedrni rychlosti u a naopak klesaji s vyssi retenci
analytu (k' + 1) [63].

Vysledné prispévky celého systému (6%,,), které zpiisobuji rozsirovani
elu¢nich zén a zahrnuji jak mimokolonové, tak i kolonové piispévky (62, lze

vypocitat pomoci rovnice [63]:

o2 1 N 72 - u?
m?-r* &2-(k'+1)? (k' +1)?

2 _ 2 2 2 _— 2
Utotal - Ucol + Jl,v + Ul,'r - Jcol +

Po dosazeni do rovnice ].]. van Deemtera, jeZ popisuje ucinnost kolony
v nepfitomnosti jakychkoliv mimokolonovych prispévki, ziskdme vztah, ktery

vyjadruje vyslednou u¢innost chromatografického systému [63]:

2 2 2

H—A+B+C +1 v ! +1 v
AT T M T I 2 e+ 02 L (K + 1)?

Z vySe uvedenych rovnic je patrné, Ze mimokolonové prispévky se snizuji, kdyz
se délka kolony L, reten¢ni faktor k' a primér kolony m - r? zvysuji. V piipadé
analyzy molekul se stiedni nebo vysokou retenci za sou¢asného pouziti delsi kolony
s vétSim primérem maji mimokolonové prispévky prakticky zanedbatelny dopad
na ucinnost separace. Vyznam tohoto fenoménu ale roste pri pouZiti ¢astic menSich

nez 2 pm naplnénych do kratkych kolon s malym primeérem. Pro vyuziti plného
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potencialu, jejZ kolony s ¢asticemi mensimi nez 2 pm prinasi, je nutné UHPLC systém

diikladné optimalizovat a prizptlisobit [63][65].

Na zakladé velikosti mimokolonovych prispévki lze rozlisit tii skupiny LC
systémd. Jsou to systémy optimalizované pro rychlou UHPLC separaci (63, <10 pL2),
hybridni systémy urcCené jak pro rychlou UHPLC, tak i konven¢ni HPLC separaci
(62, <10-50 uL?) a systémy vhodné pouze pro konvenéni HPLC separace
(6%, >50 uL2?) [66].

Vliv priméru kolony na ucinnost chromatografické separace byl
experimentalné demonstrovan ve studii Wu a kol. [67]. Kolony s délkou 50 mm a
praméry 1,0; 2,1; 3,0 a 4,6 mm naplnéné Casticemi <2 pm poskytly u¢innost 3580,
9010, 11200 a 13500. Kolony s nizs§im priimérem se vyznacovaly nejen podstatné
nizsi separacni uc€innosti, ale také tvar pikl sledovanych analytt byl znacné zhorsen.
Mimokolonové prispévky lze minimalizovat optimalizaci raznych casti
chromatografického systému. Zru¢ny analytik toho mtZze docilit i bez zasahu
servisniho technika, a to nejsnaze v oblasti automatického davkovace, spojovacich
kapilar a detektoru. Systematické hodnoceni vlivu jednotlivych ¢asti a parametrt
chromatografického systému prisoudilo nejvétsi vyznam objemu pritokové cely
detektoru. Tato studie brala v potaz vliv rychlosti pritoku mobilni faze, objemu
davkovaného vzorku, pritomnosti termostatu, objemu priitokové cely detektoru,

priméru spojovacich kapilar a rozméri sedla davkovaci jehly [68].

Vyznam mimokolonovych prispévkii je casto podcenovan, nicméné jejich vliv na
ucinnost chromatografické separace je znacny. PrestoZe lze jejich projevy sniZit
relativné jednoduchymi zasahy v riznych castech chromatografického systému,

bézny uzivatel LC pristroji toho vyuziva pouze sporadicky.

3.3.2.2 Velikost castic stacionarni faze

V pribéhu poslednich padesati let byla velikost ¢astic sniZzena vice nez
padesatindsobné [69]. Na zakladé teorii van Deemtera [62], Giddingse [70] a Knoxe

[71][72] je vyskovy ekvivalent teoretického patra H vyjadrujici separani u€innost

vvvvvv

rovnice je nasledujici:

2yDy  f(k)dju
+
u Dy

B
H=A+—+Cu=22dy+

kde d, vyjadruje primeér castic, Dy predstavuje difuzni koeficient analytu,

A popisuje nerovnomeérnost plnéni analytické kolony, y je korekéni faktor

24/131



Teoreticka ¢ast — odstranéni matricovych efektd

zohlednujici tvar kanalkd ve staciondrni fazi a u vyjadiuje linearni priitokovou

rychlost.

SniZeni velikosti ¢astic prinasi vyssi separacni ucinnost, ale také zptlisobuje
podstatné vyssi zpétny tlak, ktery je nekompatibilni s konven¢nimi kapalinovymi
chromatografy. Zavislost tlaku P na velikosti castic d,, vyjadruje Darcyho zakon:

_ulno
dg

kde @ predstavuje faktor odporu kolony, i je viskozita mobilni faze, u linearni

pritokova rychlost a L délka kolony [69].

Pielomovym obdobim pro ¢astice <2 um se stal rok 2004, kdy firma Waters
(Milford, MA, USA) uvedla na trh prvni kapalinovy chromatograf (Acquity UPLC®)
umoziujici pracovat pri tlaku 1000 bar. Spolu stimto ultra-vysokoucinnym
kapalinovym chromatografem byly uvedeny i kolony naplnéné hybridnimi
casticemi, jeZ se vyznacuji stabilitou i pti vysokych tlacich [73].

3.3.2.3 Stacionarnich faze

S predstavenim UHPLC technologie a castic s primérem <2 pm uzce souvisi
vyvoj novych material(i, jez dokazi odolat vysokym tlakiim, které tyto Castice
generuji. Silikagel, ktery je stile nejbéZnéjSim materidlem plnénym do
chromatografickych kolon, trpi ur¢itymi nedostatky. Tim nejzadsadnéj$im je moZnost
pracovat pouze v uzkém rozmezi pH, nizka tepelna stabilita a také pritomnost
volnych silanolovych skupin, jeZ jsou zodpovédné za asymetricky tvar piki
bazickych analytli. Stacionarni faze hybridni, polymerni a ty, které vyuzivaji oxidy
kovli (oxid zirkonicity, titanicity a hlinity), prekonavaji vySe zminéné nedostatky
silikagelu [74][75].

Prvni generace hybridnich €astic byla predstavena firmou Waters v roce 1999,
ato pod nazvem XTerra. Tento material je pripravovan reakci methyltriethoxysilanu
s tetraethoxysilanem. Hlavni prednosti téchto stacionarnich fazi je moZnost
pracovat v Sirokém rozmezi pH (1-12) a také zlepSeni tvaru piki pro bazické analyty
[76]. Druha generace zvand BEH (Ethylene Bridged Hybrid) byla uvedena na trh
firmou Waters o pét let pozdéji (Obr. 21). Ethylenovy mustek je inkorporovan
prostrednictvim polymerizace bis(triethoxysilyl)ethanu a tetraethoxasilanu. Jeho
rovnomeérna distribuce uvnitr ¢astic stacionarni faze prinasi vysokou mechanickou
stabilitu [77].
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ethylenovy mistek
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Obr. 21: BEH castice

(upraveno podle [77])
Treti generace, znama pod nazvem CSH (Charged Surface Hybride), vyuziva také
BEH technologii. Vtomto pripadé je povrch BEH c¢astic modifikovan
aminoskupinami, které tomuto typu stacionarnich fazi dodavaji kombinované
vlastnosti. Separace je tedy zaloZena na vicemodalnim mechanismu. Hlavni viyhodou
CSH castic je kompatibilita s mobilnimi fazemi bézné pouZzivanymi pri LC-MS

analyzach, jeZ se vyznacCuji nizkou iontovou silou [78].

Hybridni ¢astice byly také predstaveny firmami Phenomenex (Torrance, CA,
USA) a YMC (Kyoto, Japan). Prvni (TWIN -two in one) ani druha (TWIN NX)
generace castic vyrabénych firmou Phenomenex neni ale dostupna ve velikosti
<2 um. Na rozdil od ¢astic firmy Waters se hybridni material v pripadé téchto ¢astic
nachazi pouze ve vnéjsi vrstvé. Material patentovany firmou YMC je vyrabén
mikroreaktorovou technologii, jezZ dava vzniku vicevrstevnému uspotradani. Tyto
Castice tedy obsahuji vrstvy silikagelové a vrstvy s hybridnimi polymery [79][80].
PrestoZe jsou Castice o rozmérech <2 pm vyuZivajici hybridni technologii vyrabény
pouze dvéma firmami, jejich nabidka vsoucasnosti pokryva vétSinu

chromatografickych médd.

Polymerni stacionarni faze s ¢asticemi <2 um vyrabi firma Sepax (Newark, DE,
USA). Pouzitym materidlem je polymer polystyren-divinvylbenzen [81]. Ve srovnani
se silikagelovymi stacionarnimi fazemi se tento typ vyznacuje vysokou stabilitou v
Sirokém rozmezi pH (1-14) a také odliSnou selektivitou, jez je zpilisobena

pritomnosti fenylovych skupin.

Vysokou chemickou stabilitou se také vyznacuji stacionarni faze vytvorené
z oxidii vybranych kovi. Pro tento Ucel se pouziva oxid zirkonicity, oxid titanicity a

oxid hlinity. Vysoka stabilita téchto stacionarnich fazi prinasi prakticky neomezené
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moZnosti pii vyvoji chromatografickych metod. Komplexnost povrchovych
interakci prinasi unikatni selektivitu, nicméné predikce retence analytu je z tohoto
divodu velmi slozita [82]. Nejvétsiho uplatnéni dosahly stacionarni faze vyrobené
z oxidu zirkonicitého, a to firmou ZirChrom (Anoka, MN, USA). V soucasnosti jsou

dostupné i ve velikosti <2 pm.

3.3.24 Povrchové porézni castice

Povrchové porézni Castice se skladaji ze dvou odliSnych ¢asti, a to z vnitiniho
pevného jadra a vnéjsi porézni vrstvy (Obr. 22). Velikost téchto ¢astic se nejcastéji
pohybuje v rozmezi od 1,3 do 5,0 um. Separac¢ni uUcinnost stacionarnich fazi
s Casticemi o velikosti <3 um je srovnatelna sucinnosti plné poréznich castic
o priméru <2 pm. Povrchové porézni Castice ale generuji podstatné nizsi zpétny tlak
a z tohoto diivodu je mozZné zapojit tento typ kolony i do konvencnich kapalinovych

chromatografii [83].

0,5 pm

1,7 um| 2,7 pm

. e

0,5 pm

Obr. 22: Povrchové porézni ¢astice

Povrchové porézni Castice byly poprvé pripraveny pracovnimi skupinami
Kirklanda [84] a Horvatha [85], a to na konci Sedesatych let minulého stoleti. Tento
typ materialu byl nejprve zamyslen pro separaci makromolekul. Od sedmdesatych
let minulého stoleti byly jiZ povrchové porézni Castice dostupné i komercné.
ZaslouZily se o to firmy DuPont de Nemours (Wilmington, DE, USA), Waters
Associates (Milford, MA, USA) a Macherey-Nagel (Diiren, Némecko). V této dobé byla
technika povrchové poréznich materiali zastinéna vyznamnymi pokroky na poli
plné poréznich ¢astic a na dlouhou dobu upadla v zapomnéni. K znovuobjeveni této
techniky doslo v roce 2006, kdy firma Advanced Material Technology (Wilmington,
DE, USA) predstavila povrchové porézni ¢astice o priméru 2,7 um. Jelikoz primér
jadra dosahoval 1,7 pum, vnéjsi porézni vrstva zabirala témér 75 % celkového
objemu dané castice. Tyto rozméry umoZnily prekonat prvotni nedostatky

v podobné nizké kapacity [86].
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Piednosti povrchové poréznich castic, jeZ prispivaji k jejich vysoké separacni

v

ucinnosti, shrnuje publikace Gonzalez-Ruiz a kol. [87]:

v

a) Permeabilita kolon naplnénych povrchoveé poréznimi ¢asticemi je ve srovnani

s plné poréznimi ¢asticemi vyssi, a proto tento typ kolon generuje pfi stejnych

pritokovych rychlostech nizsi zpétny tlak.

b) Vyroba povrchoveé poréznich ¢astic se vyznacuje vy$si homogenitou. Povrch
vytvorenych castic je navic pri porovnani s klasickymi plné poréznimi ¢asticemi
vyrazné drsnéjsi. Tyto vlastnosti prispivaji ke zlepSeni procesu plnéni Castic do

chromatografickych kolon. To ve vysledku sniZi rozmyvani eluc¢nich zén, které
zpUsobuje vysoky pocet transportnich kanalki vytvorenych mezi ¢asticemi.

c) Pritomnost pevného jadra a mensi objem porézni vrstvy vyznamné zmensuji
prostor, do kterého mohou molekuly analytu difundovat. RozSifovani elu¢nich zén

navozené difuzi a transportem molekul analytu uvnitr ¢astic je tedy omezeno.

d) Vyssi tepelna vodivost zapticinéna pritomnosti pevného jadra usnadiiuje
rozptyleni tepla, a tim sniZuje pravdépodobnost vzniku radialniho teplotniho
gradientu [87].

3.3.2.5 SloZeni mobilni faze a nastaveni gradientu

Aditiva a pufry pridavané do mobilni faze za icelem zmény selektivity, zlepSeni
tvaru piku a opakovatelnosti chromatografické separace hraji dilezitou roli pri
ionizaci odehravajici se viontovém zdroji. Mnohé z nich nejsou viibec vhodné pro
spojeni LC-MS, a to nejen kviili neZzddoucimu ovlivnéni ionizace analytu, ale i
z divodu kontaminace iontového zdroje vedouci ke sniZeni jak citlivosti MS detekce,
tak i opakovatelnosti signalu [88]. Holc¢apek a kol. [11] porovnavali vliv
ion-parovych cinidel (octany dialkylamonia a trialkylamonia, tetraalkylamoniové
soli a octan amonny) na ionizaci polysulfonovych kyselin. Ionizaci hodnocenych
latek nejvyraznéji potlacily tetraalkylamoniové ionty a jejich vliv nartstal se
zvySujici se koncentraci. Gustavsson a kol. [89] sledovali vliv ion-parovych Cinidel
na odezvu vybranych aminoslouCenin. Perfluorované karboxylové Kkyseliny
pridavané do mobilni faze zpisobily snizeni signalu u vétsiny pozorovanych latek o
30-80 %. Nezalezi pouze na typu aditiva, ale také na jeho koncentraci. To
dokumentuje prace zabyvajici se vlivem vzristajici koncentrace béznych aditiv na
odezvu vybranych pesticidii [90] a latek naruSujicich endokrinni systém [91].
Predpoklada se, Ze pridavek latek snizujicich povrchové napéti umozni odpareni
vody a pufru jesté pred dosazenim Rayleighova limitu (povrchové napéti kapicky je

stejné jako repulzni sily mezi ndboji). To také vede ke zmenSeni priiméru kapicek

28/131



Teoreticka ¢ast — odstranéni matricovych efektd

vznikajicich pfi ionizaci elektrosprejem, coZ miize pomoci pii odstranéni potlaceni

ionizace [92].

Misto, kde se matricové efekty v priibéhu chromatografické separace projevuji,
lze snadno odhalit pomoci metody postkolonové infuze. V piipadé vyuZiti separace
na reverznich fazich je nejcastéji zatiZenou oblasti jeji zacatek, kde jsou eluovany
latky nezadrzené (latky velmi polarni), a také konec, kde jsou eluovany latky silné
zadrZzené (latky nepolarni). Doporucuje se nastavit podminky chromatografické
separace tim zplisobem, aby byl analyt naseho zajmu eluovan pravé mezi témito
kritickymi oblastmi [19]. Tento postup byl uspésné uplatnén pri analyze
karbamatovych insekticidi v mléce [93], pri farmakokinetickych studiich [94] a také
pri odstranéni matricovych efektli zptisobenych endogennimi fosfolipidy [95].

Hydrofilni interakéni kapalinova chromatografie (HILIC) je povaZovana za
uziteCnou techniku pro analyzu malych, polarnich a ionizovatelnych latek, které jsou
velmi slabé zadrZovany pri separaci na reverznich fazich. Stacionarni faze ma
v HILIC mddu polarni charakter a mobilni faze je nejcastéji tvofena acetonitrilem a
vodnou slozkou (5-40%). Retence polarnich analytili je vysvétlovdna komplexnim
mechanismem, ktery zahrnuje rozdélovani mezi vodnou vrstvu, vytvorenou na
povrchu stacionarni faze, a mobilni fazi, elektrostatické interakce a vodikové vazby
(Obr. 23) [96][97].

HILIC stacionarni faze: Rozdélovani analytu mezi
priifez kolonou dvé faze

Elektrostatické
interakce

Vodikové

vazby

Molekula
analytu

0 Stacionarni
faze

Obr. 23: Retence analytu v HILIC médu - schéma
(upraveno podle [96])

HILIC méd zaroven predstavuje vhodnou alternativu k chromatografii na

normalnich fazich, ion-parové a iontové vyménné chromatografii, a to ve spojeni s
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hmotnostni spektrometrii [98]. Vysoky obsah acetonitrilu v mobilni fazi poskytuje
vhodné podminky pro ionizaci elektrosprejem a zaroven zvySuje citlivost
MS detekce [99]. Ve srovnani sreverznimi fazemi se HILIC chromatografie
vyznacCuje odliSnym mechanismem retence, a tim tedy i odliSnou selektivou
separace [58]. HILIC méd miiZze zadrZet latky typu fosfolipidii, proteinti a cukrd,
které jsou povazovany za jeden z nejcastéjSich zdroji matricovych efektii [6][100],

a oddélit je od latek analyzovanych.

3.3.2.6 Objem mobilni faze

DalS$im navrhovanym postupem, jenZ mize byt pouZit pro odstranéni
matricovych efektii v LC-MS analyze, je snizeni objemu, ktery vstupuje do iontového
zdroje hmotnostniho spektrometru. Tento postup sice neovlivni pomér ionti
analyzované latky a molekul potencialné ovliviiujici jeji ionizaci, ale podstatné snizi
velikost vznikajicich kapicek. To urychli odpateni kapalné mobilni faze a usnadni
ionizaci vzorku. Pfredpoklada se, Ze mensi rozméry kapicek zpisobi G¢innéjsi presun
analytu k povrchu a tim i zvySeni ioniza¢ni ucinnosti [101]. SniZeni matricovych
efektli v priiméru o 45-60 % bylo pozorovano pri snizeni pritoku mobilni faze u
vzorkill odpadnich vod [102]. V piipadé sniZeni priitoku mobilni faze pii pouZziti
miniaturizovaného iontového zdroje typu nano-ESI bylo potlaceni ionizace
antagonisty muskarinovych receptort ve vzorku plazmy sniZeno ¢tyinasobné [103].
Studie hodnotici ionizaci dvou fyzikalné-chemicky odliSnych latek (hydrofilni
disacharid a povrchové aktivni n-oktyl-glukopyranosid) také potvrzuje vyznamny

vliv pritoku mobilni faze [104].

3.3.2.7 Dvourozmeérna kapalinova chromatografie

Dvourozmérna kapalinova chromatografie (2D-LC) prinasi podstatné zvySeni
separacni ucinnosti. Toho je dosaZeno uplatnénim dvou rlznych separacnich
mechanismi [105]. 2D-LC separace probiha bud v on-line nebo v off-line médu.
V on-line médu je prenos vzorku, ktery byl rozdélen v prvni dimenzi, do druhé
dimenze plné automatizovan. V pripadé off-line mddu jsou frakce ziskané po prvni
separaci odebrany a nasledné nadavkovany k separaci ve druhé dimenzi. 2D-LC
separaci lze realizovat v m6du zvaném comprehensive (celostni) nebo heart-cutting
(frakécni). Celostni 2D-LC separace je dle Giddingse definovana tremi kritérii [106].
Prvni kritérium poZaduje, aby byl vzorek podroben dvéma riiznym separacim (Obr.
24). Toho je dosazeno pouzitim dvou rlznych stacionarnich fazi nebo jedné
stacionarni faze s dvéma odliSnymi mobilnimi fizemi. Druhé kritérium vyZaduje,

aby byla stejna c¢ast vzorku podrobena separaci v obou dimenzich, a to bud’ cely
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vzorek, nebo pouze jeho urcity podil. Treti kritérium se vztahuje ke sniZeni rozliSeni,
které je zplisobeno mimokolonovymi ptispévky 2D-LC systému. Pro splnéni tietiho
kritéria Giddingsovy definice nesmi byt rozliSeni separace v prvni dimenzi sniZeno
pod urcitou hodnotu (10 %) [105][107]. V pripadé pouZiti frakéniho médu je ve

druhé dimenzi podrobena separaci pouze vybrana ¢ast vzorku, ktera byla rozdélena

T

1. rozmér separace cas

v prvni dimenzi.

Cas

v

Obr. 24: Dvourozmérna LC separace - schéma

Pri spojeni hmotnostniho spektrometru s 2D-LC systémem je nutné bratv potaz
vybrané parametry chromatografické separace. Eluent vychazejici z druhé dimenze
musi byt kompatibilni s MS detekci, musi umoznit ionizaci analyzované latky.
Separace ve druhé dimenzi byva velmi rychla a poskytuje piky se sirkou nékolika
vterin. Proto je nutné, aby byl pouZzit hmotnostni analyzator disponujici vysokou
skenovaci frekvenci [108]. Priatokové rychlosti ve druhé dimenzi byvaji vysoké a
dosahuji hodnot nékolika mililitrti za minutu. Doporucované pritokové rychlosti
pro vétSinu iontovych zdroji jsou niz$i, maximalné 1-2 mL/min. Z divodu
kompatibility je tedy nutné zapojit délice toku, jejichZ pouziti ale piinasi nedostatky
v podobé sniZeni citlivosti MS detekce a sniZeni separa¢ni ucinnosti, za coZ

zodpovidaji mimokolonové prispévky [105].

3.3.2.8 Superkriticka fluidni chromatografie

Superkriticka fluidni chromatografie (SFC) je vhodnou alternativou k separacim
vyuzivajici HPLC a UHPLC instrumentaci, a to predevSim zdivodu odlisSného
retencniho mechanismu. Ve srovnani s LC separacemi SFC tedy miiZe ve vybranych
aplikacich vyznamné zvysit separacni ucinnost. SFC byla predstavena jiz na pocatku
70. let minulého stoleti. Nicméné, z diivodu technickych problémt a nizké
robustnosti upadla na del$i dobu v zapomnéni. K znovuobjeveni SFC doslo ve druhé
dekadé 21. stoleti, kdy byly predstaveny nové SFC systémy, u nichZ byly prekonany

nedostatky zabranujici rutinnimu pouziti. V pocatcich se pod pojmem SFC chapala
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pouze separace, kde se uplatiiuje oxid uhlicity za superkritickych podminek. Toto
usporadani umoznilo analyzu jen latek nepolarnich, a to z divodu nepolarni povahy
mobilni faze. Pro vyuziti SFCi v analyze polarnich latek je nutné pridat k mobilni fazi
tvorené oxidem uhli¢itym vhodny organicky modifikator. PouZivaji se nizsi
alkoholy, jako jsou methanol, ethanol nebo isopropanol. Z divodu odlisné
selektivity lze pouZzit i acetonitril. Separacni uc¢innost, kterou acetonitril prinasi, je
ale velmi casto nizka, a proto jsou vySe zminéné alkoholy uprednostnovany. Ty
vystupuji jako donory protont, a tim padem zabratuji vlivu volnych silanolovych
skupin silikagelovych stacionarnich fazi [109][110][111].

V rozsahlé praci zabyvajici se vyvojem UHPSFC-MS/MS metody pro stanoveni
skupiny 110 ve sportu zakazanych latek obsaZenych ve vzorcich moci (Novakova a
kol. [112]) byl podrobné hodnocen vliv matricovych efekt(i. V tomto ohledu byla
UHPSFC-MS/MS metoda porovnavana s metodou UHPLC-MS/MS a vzorek byl pred
analyzou upraven pouze ziredénim. Metoda vyuzivajici SFC separaci byla zatiZena
matricovymi efekty vyznamné méné a predstavuje tedy vhodnou platformu pro
tento typ vzorkd. Ovlivnéni ionizace analytli obsazenych ve vzorcich moci zptisobuji
piedevsim polarni komponenty. Ty jsou pri LC separacich zadrZzovany na velmi
popularnich reverznich fazich méné a eluovany na zacatku. V ptipadé SFC je tomu

naopak.

3.4.3 Hmotnostni spektrometrie

lontovy zdroj hmotnostniho spektrometru je primarnim mistem vzniku
matricovych efekti. Vhodnym nastavenim podminek ionizace Ize projevy
matricovych efektl snizit nebo zcela odstranit. Nejjednodussi moznosti zasahu je
zména mddu ionizace, a to pouze prostiednictvim dodaného softwaru. Relativné
snadno lze také zménit typ ionizace. Geometrie i celkové usporadani iontového
zdroje, jeZz je vlastni kazdému vyrobci a modelu pristroje, ovliviiuje ionizaci a

promlouva tedy i do vzniku matricovych efektt [17][19].

3.4.3.1 Ionizac¢ni technika a mdd ionizace

Ionizace elektrosprejem (ESI) a chemicka ionizace za atmosférického tlaku
(APCI) predstavuji nejpouzivanéjsi zpiisoby ionizace, a to ve spojeni s kapalinovou i
superkritickou fluidni chromatografii. Jak ESI, tak i APCI pracuji za atmosférického
tlaku a radi se mezi mékké ionizacni techniky. Ty preferen¢né vytvareji protonované
[M+H]* a deprotonované [M-H]- molekuly. PtestoZe je APCI ve srovnani s ESI méné

vyuZivanou technikou a ackoli bylo také provedeno a publikovano méné studii
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zabyvajicich se ovlivnénim ionizace, predpoklada se, Ze je odolnéjsi vici témto
nezadoucim jeviim [3][5][113]. Tento fakt je vysvétlovan odliSnym mechanismem
tvorby iontl. V piipadé ESI dochazi k predani naboje v kapalné fazi, zatimco pfri
APCI to je az v plynné fazi (Obr. 25) [4].

R O APCI

+ L I

Jehla
koronarni
vybojky
+

ESI

&
y

S + *+F * F + 3

Obr. 25: Porovnani ioniza¢nich technik APCI a ESI

Vétsina navrhovanych mechanismt vysvétlujicich vznik matricovych efekti
diskutovanych v kapitole 3.1 prisuzuje vinu pravé kroku, pii kterém dochazi k
prechodu nabitych castic z kapalné do plynné faze. VySe zminéné predpoklady
potvrzuji nasledujici studie. ESI ionizace byla v porovnani s APCI zatiZena vét$imi
prispévky matricovych efektl pri analyze morfinu v télnich tekutinach (plazma a
sliny). Vzorky byly hodnoceny po primém nastriku a také po upravé
prostrednictvim ziedéni, proteinové precipitace a extrakce na tuhou fazi [114].
Vyraznéjsi projevy matricovych efektd pti ESI ionizaci (40 %) v porovnani s APCI
ionizaci (10 %) byly také pozorovany pti vyvoji metody pro stanoveni klenbuterolu
v moci [115]. ESI zdroj byl také shledan vice nachylnym k matricovym efektm ve
studii zabyvajici se stanovenim methadonu v lidské plazmé. Vzorek byl pred LC-MS
analyzou upraven riznymi metodami, a to jak off-line (LLE, SPE a proteinova
precipitace), tak i on-line (SPE) [116]. Dalsi studie vyvraci vSeobecné predpoklady.
Meiakol. [117] pozoroval, Ze LC-MS metoda vyuzivajici ionizacni techniku APCI byla
zatiZzena matricovymi efekty mnohem vice neZ v pripadé pouZiti ESI ionizace.
Zaroven bylo pozorovano, Ze prispévky matricovych efektii se vyznamné odlisuji pii
porovnavani iontovych zdroji hmotnostnich spektrometrii vyrobenych tremi
riznymi firmami. Porovnavany byly ESI zdroje od firem Sciex (Concord, Ontario,
Kanada), Micromass/Waters (Manchester, UK) a Finnigan/Thermo (San Jose, CA,
USA). Z vyse uvedenych vysledku tedy vyplyva, Ze i vlastni usporadani iontového
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zdroje prispiva ke vzniku tohoto fenoménu. Hanold a kol. [118] studoval nachylnost
fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI) k matricovym efektlim a porovnaval
tuto techniku s ESI a APCIL lontovy zdroj APPI byl zatiZen matricovymi efekty
nejméné. Zdivodu nedostatecného poctu studii a rozporuplnych a
nejednoznacnych vysledki nelze ale jednoznacné urcit, ktera z ionizacnich technik
je nejvice odolnd vici témto nezddoucim jevim. Zavérem lze ale ftici, Ze
nejpouZzivanéjsi ionizacni technika - ESI - je velmi nachylna ke vzniku matricovych
efektd.

Jednim z nejjednodussich postupi, jenZ miliZe snizit dopad matricovych efektl
na LC-MS analyzu, je zména polarity ionizace. Negativni mdd ionizace je ve srovnani
s pozitivnim médem selektivnéjsi, protoZe v pozitivnim médu na rozdil od médu
negativniho ionizuje vétSina latek. Pokud tedy analyzovanad latka ionizuje
v negativnim médu a zaroveii poskytuje dostate¢nou odezvu, je negativni mod prvni
volbou [6][17][19].

3.4.3.2 Geometrie iontového zdroje

Geometrie iontového zdroje hraje dtilezitou roli p¥i ionizaci, a proto i pti vzniku
matricovych efektli [19][119]. Studie sledujici piispévky matricovych efektl pri
analyze pesticidd v rostlinnych vzorcich hodnotila vliv polohy piivodu vzorku z LC
systému vici vstupnimu kuzeli iontového zdroje. Jednalo se o ortogonalni (mimo
osu 90°), dvojité ortogonalni (Z-sprej) a mimosové uspotradani. Zadné vyrazné
odliSnosti v projevech matricovych efekti nebyly pozorovany. Studie také
zahrnovala porovnani ortogonalniho ESI zdroje pracujictho za standardnich
podminek a vmddu Jet Stream. Ten prinasi vyssi citlivost a také robustnost MS
detekce. To je zplisobeno vytvorenim zaostirené zony iontt, ktera vznika zavedenim
proudu ptehrdtého plynu do prostoru okolo sprejovaci kapilary. Pii tomto
experimentu byly jiZ rozdily mezi porovnavanymi iontovymi zdroji zietelné. ESI
zdroj pracujici vmddu Jet Stream byl zatiZen vyraznéjSim potlacenim ionizace.
Zaostreni iontl tedy piinasi vyssi citlivost, ale na druhou stranu i vyss$i nachylnost
k ovlivnéni ionizace interferencemi [120]. Naopak studie sledujici vliv geometrie
iontového zdroje na ionizaci akamprosatu v biologickém materialu dosla k odliSnym
vysledklim. V pripadé pouziti Z-spreje bylo pozorovano témér uplné potlaceni
ionizace, zatimco ortogonalni usporadani nebylo matricovymi efekty zatiZeno
prakticky viibec [121]. Porovnani dvou rtiznych ESI zdrojd od jednoho vyrobce pfti
analyze nesteroidnich antiflogistik ve zvireci svalové tkani neprineslo jednoznacné
vysledky [122]. Porovnavani tfech riznych geometrii iontového zdroje od ctyt

vyrobcii dospélo k zavéru, Ze nejméné je ovlivnéna ionizace p¥i pouZziti Z-spreje, vice
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je zatiZena v pripadé ortogonalniho usporadani a nejvice pti pouZziti usporadani
v ose. Zaroven bylo pozorovano, Ze dva rlizné iontové zdroje od jednoho vyrobce
byly zatiZeny potlacenim ionizace prakticky ve stejné mire. Vtéto studii byly
hodnoceny ptispévky ion-parovych c¢inidel na ionizaci sulfonovanych barviv [11].
Z divodu rozporuplnych zavérli nelze jednoznacné zhodnotit, jak velky vliv
uspoiadani iontového zdroje ma a ktera poloha privodu vzorku z LC systému (Obr.
26) je nejméné nachylna.
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Obr. 26: Geometrie iontového zdroje - poloha piivodu vzorku z LC systému viici vstupnimu
kuzeli
(upraveno podle [123])

Geometrie iontového zdroje promlouvd do odstranéni matricovych efekti i
neprimo. Vzdjemna poloha privodu vzorku zchromatografického systému a
vstupniho kuZelu predurcuje nachylnost iontového zdroje a iontové optiky ke
kontaminaci, a tim tedy i ovlivnéni podilu signalu a Sumu. Geometrie iontového
zdroje tedy ve vysledku ovliviiuje citlivost MS detekce. Cim nizsi je limit
kvantifikace, tim niZ$i koncentrace analytu lze stanovovat. Pro analyzu lze tedy
pouZzit vyssi zfedéni vzorku nebo nizsi objem ndastriku. To jiZ vyznamné ovliviiuje
moznost redukce a eliminace matricovych efektdi. Problematika fedéni vzorku a

jeho vliv na matricové efekty jsou diskutovany v kapitole 3.3.1.3.

3.4.4 Kalibracni pristupy

V pripadé, kdy nelze matricové efekty odstranit vySe zminénymi postupy, je
nutné pouzit vybrané kalibra¢ni metody. Ty velmi ¢asto umoznuji jiz vzniklé projevy
tohoto fenoménu kompenzovat. Uplatnéni nachazeji stabilni izotopicky znacené

vnitini standardy (SIL-IS), sestrojeni kalibracni krivky v analyzované matrici a také
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metoda echo-piku. VétSina dnesSnich LC-MS metod vyuziva SIL-IS standardy, a to
nejen kviili kompenzaci matricovych efektd, ale i z dlivodu zvySeni spravnosti a

presnosti celé analyzy, jeZ zahrnuje i proces upravy vzorku.

3.4.4.1 Stabilni izotopicky znacené vnitini standardy

Nejpouzivanéjs$i metodou kalibra¢nich piistupli pro kompenzaci matricovych
efektt pii LC-MS analyze je pouziti SIL-IS standardd. Pfed uvedenim LC-MS
instrumentace nachazely vnitini standardy uplatnéni predevSim z davodu
kompenzace nepresnosti plynoucich ztechnickych nedokonalosti nebo omezeni
pouzitych pristroji (naptiklad nutnost davkovani velmi malych objemii v plynové
chromatografii). V pripadé LC-MS jsou vnitini standardy pouzivany predevsim
z diivodu kompenzace chyb plynoucich z MS detekce. Za ucelem dosaZeni co
nejpiesnéjsi kompenzace je nutné, aby mél analyt a vnitini standard stejné ionizac¢ni
vlastnosti a také aby byly tyto latky eluovany ve stejny ¢as chromatografické
separace. Nasledné je tedy ionizace analyzované latky i jejiho vnitini standardu
zatiZena matricovymi efekty ve stejné mire. PoZzadované vlastnosti nejlépe splnuji
pravé stabilni izotopicky znacené vnitini standardy, které se liSi od stanovovanych
sloucenin pouze nahrazenim vybranych atomi za jejich stabilni izotopy. Pouzivaji
se atomy 2H, 13C, 15N a 170. NejbéZnéji se ve strukturach téchto standardi vyskytuji
izotopy vodiku a uhliku [124]. Aby se pri kvantifikaci pfedeslo interferencim mezi
prirozené se vyskytujicimi izotopy stanovované latky a izotopicky znaCenymi
vnitinimi standardy, doporucuje se, aby byl rozdil mezi analytem a jeho izotopicky

znaCenym vnitinim standardem minimalné 3 hmotnostni jednotky [125][126].

Panuje vSeobecna predstava, ze pridavek SIL-IS standardi umozni kompenzaci
jakychkoliv projevii matricovych efekt. Nicméné zaména 2H za 'H ve vazbé
s uhlikem ovliviiuje lipofilitu zna¢ené molekuly [127][128][129]. Cim vice 2H atom(i
vnitini standard obsahuje, tim jsou zmény vyznamnéjsi. Vysledkem miuze byt
odliSny retencni ¢as stanovované latky a jejiho izotopicky znaceného vnitiniho
standardu, coz vede k rozdilnému zatiZeni matricovymi efekty analytu a SIL-IS a
nasledné k nespravné kompenzaci. Zdmény atomu u ostatnich izotopt nevyvolavaji
takto vyznamné zmény. Z tohoto diivodu se predpoklad3, Ze SIL-IS znacené pomoci
13C, 15N a 170 jsou vhodnéjsi [130]. Dalsim diilezitym parametrem, ktery musi byt
bran v potaz, je koncentrace SIL-IS standardl. Bylo pozorovano, Ze analyzované
latky a jejich vnitfni standardy si vzajemné potlacovaly ionizaci, coZ bylo zavislé na
koncentraci pridavanych SIL-IS standardi [131]. Vnasi studii pridavek SIL-IS

standardi pri stanoveni vSech terapeuticky uzivanych statinti a jejich metaboliti
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v plazmé sniZil prispévky matricovych efektti, ale nezpiisobil jejich iplné odstranéni
[132].

Zasadnim nedostatkem izotopicky znacenych vnitinich standardd je jejich
vysoka cena a také nedostupnost pro vSechny potiebné analyty. Pii analyze vétSiho
poctu latek navic dochazi ke snizeni citlivosti LC-MS metody, a to z dlivodu potireby
nastavit adekvatni pocet SRM piechodii pro detekci vSech analyzovanych latek.

3.4.4.2 Kalibracni krivka sestrojena v analyzované matrici

V pripadé, kdy je matrice analyzovaného vzorku totoZna s matrici pouZzitou pro
piipravu kalibra¢ni kiivky, mize byt dosaZeno plné kompenzace matricovych
efektli pouhym odectenim koncentrace z této kalibrac¢ni kiivky. V tomto piipadé je
krokem této metody je tedy spravny vybér matrice [3][17]. Tento pozadavek ale
naraZzi na jedinec¢nost kazdého vzorku [133]. Aby mohla byt zarucena co nejpresné;jsi
kompenzace matricovych efektli, bylo by nutné sestrojit kalibra¢ni krivku ke
kazdému analyzovanému vzorku jednotlivé. To by ale mnohonadsobné zvysilo
Casové i finan¢ni naroky celé analyzy, nemluvé o dostupnosti dostatecného
mnozstvi matrice. Tento postup zajistil sniZzeni prispévkli matricovych efektl pri
analyze osmi fytoestrogenli ve vzorcich odpadnich vod. Po pridani jednoho
izotopicky znaceného vnitiniho standardu byly projevy matricovych efekti
prakticky zcela kompenzovany [134].

3.4.4.3 Metoda echo-piku

Postup kompenzace matricovych efekti prostiednictvim metody echo-piku
predpokladd, Ze latky eluujici v tésné blizkosti jsou zatiZeny stejnymi projevy
matricovych efektli. Metoda echo-piku nahrazujici pouZiti vnitfniho standardu
zahrnuje nastriky dvou vzorki v kratkém casovém intervalu a vyzaduje, aby byl
analyt od svého standardu kompletné odseparovan, a to pfi co moZna nejmensSim
rozdilu v retencnich casech [3]. Diky nizké elucni sile mobilni faze pouZité pri
prvnim nastriku jsou analyty dostatené zadrZeny stacionarni fazi. Nasledné je
nastriknut druhy vzorek, a to po prepnuti ventilu, ktery zméni smér toku do
predkolony (Obr. 27). Ta je naplnéna stejnou stacionarni fazi jako hlavni kolona. Pri
tom je jiZ spusténo klasické nastaveni chromatografické separace zahrnujici vyssi
elu¢ni silu mobilni faze. Vysledkem je eluce analytu standardu a hodnoceného
vzorku vtésné blizkosti [135][136]. JelikoZ se projevy matricovych efekti lisi
v riznych ¢astech chromatografické separace, je eluce analytu a standardu pouze

v tésné blizkosti velmi casto nedostatecna kucinné kompenzaci, a proto neni
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metoda echo-piku v soucasnosti rutinné pouZzivana pro odstraiovani matricovych
efektli. DalSim zaporem tohoto pristupu je Casova narocnost vyvoje metody pri
analyze vétSiho poctu latek.
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Obr. 27: Metoda echo-piku - schéma zapojeni
(upraveno podle [135])
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4. Komentaie k publikovanym pracim

4.1 Vyvoj UHPLC-MS/MS metody pro stanoveni osmi katechinii ve vzorcich
caje a vliv matricovych efekti

Cilem této studie bylo vyvinout robustni, rychlou a citlivou UHPLC-MS/MS
metodu pro stanoveni vybranych katechinti ve vzorcich zelenych, bilych a ¢ernych
¢ajl, a to s omezenymi nebo zcela potlacenymi piispévky matricovych efektt. Jejich
projevy mély byt odstranény jednoduchym a rychlym krokem upravy vzorku
v podobé filtrace a nasledného tedéni vytvoreného cajového nalevu. Ztoho
vyplyvala potieba vysoké citlivosti pouzité UHPLC-MS/MS metody. Té bylo
dosazeno podrobnou optimalizaci vybranych parametrt iontového zdroje, iontové
optiky a hmotnostniho analyzatoru hmotnostniho spektrometru a také vybérem
sloZzeni redici smési. Studie navic zahrnovala hledani vhodnych podminek pro
extrakci katechinl ze suSenych listkil zeleného, bilého i cerného caje zajistujici
nejvyssi vytéZnost. Pro tento ucel byla pouZita voda namisto organickych
rozpoustédel z diivodu nastoleni podminek, které se priblizuji bézZné konzumaci
Caje.

Katechiny patii do skupiny derivatl flavan-3-olu a jsou znamé predevsim pro
antivirové, antimikrobidlni nebo protinadorové [137][138]. Vysoky obsah
katechinti se nachazi v listech ¢ajovniku ¢inského. Poskliziiové zpracovani ¢ajovych
listkli predurcuje nejen typ Caje, ale také obsah katechinti i dal$ich fenolickych latek.
prevadi monomerni katechiny na dimerni, oligomerni a polymerni theaflaviny a
thearubiginy [139]. Katechiny tedy prevazuji v nefermentovaném zeleném caji,
k degradaci, oxidaci, epimerizaci a polymerizaci. Za tyto chemické zmény je
zodpovédna predevsim teplota, vlhkost, pH prostredi a pritomnost kysliku a tézkych
kovl [141]. Aby byla degradace katechinti béhem analyzy omezena, bylo nutné
vyvinout rychlou chromatografickou separaci a zaroven i rychlou metodu upravy
vzorku predchazejici vlastni UHPLC-MS/MS analyze.

Cilem chromatografické separace bylo v kratkém c¢ase od sebe oddélit epimerni
pary kateching, a to z divodu totozné molekulové hmotnosti jak prekurzorovych,
tak i produktovych ionti. Jednalo se o katechin (C) a epikatechin (EC), galokatechin
(GC) a epigalokatechin (EGC), galokatechin galat (GCG) a epigalokatechin galat
(EGCG), katechin galat (CG) a epikatechin galat (ECG). Separace byla uspésné

provedena za pouZiti hybridni stacionarni faze CSH C18 (100 mm x 2,1 mm; 1,7 pm)
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a gradientové eluce, ktera zahrnovala 0,1% roztok kyseliny mravenci ve vodé
(slozka A) a v metanolu (slozka B). Celkova doba analyzy byla 4 minuty, a to véetné
ekvilibrace UHPLC systému. Kapalinovy chromatograf byl spojen hmotnostnim
spektrometrem typu trojitého kvadrupélu, ktery vyuzival ionizaci elektrosprejem, a

to v negativnim ioniza¢nim maédu.

Pfi hledani podminek zajisStujicich nejvyssi extrakcni vytéZznost katechina pii
pouziti vody byla brana v potaz jeji teplota, objem a ¢as pripravy cajovych nalevi.
Nalev zeleného, bilého a cerného caje byl piipravovan podle stejného postupu,
jedinou vyjimkou byla teplota. 100 ml vody o teploté 90 °C bylo pouZito pro pripravu
nalevu z 1 gramu susenych listki zeleného a bilého caje. V pripadé pripravy nalevu
cerného caje byla teplota vody 100 °C. VzorKky vSech tfi ¢ajii byly louhovany po dobu
20 minut. Pro nasledné zpracovani cajovych nalevii bylo pouZito redéni, jemuz
predchazela  filtrace pomoci  hydrofilniho  polytetrafluoroethylenového
membranové filtru s velikosti port 0,22 um. Zastoupeni jednotlivych katechini v
Caji se vyznamné lisi, a proto bylo potfeba Cajovy ndlev fedit minimalné dvéma
zpusoby z diivodu dosazeni linedrniho rozmezi UHPLC-MS/MS metody. Aby bylo
mozné uplatnit co mozna nejvyssi ziedéni vzorkl Cajového nalevu, bylo nutné
dosahnout co mozna nejvyssi citlivosti MS detektoru. Pro stanoveni C, GC, CG a GCG
byl nalev zeleného a bilého Caje fedén padesatkrat. Obsah epiforem vySe zminénych
katechinti je vyssi, a proto byly nalevy zeleného a bilého ¢aje Fedény pro kvantifikaci
EC, EGC, ECG a EGCG pétsetkrat. Mnozstvi katechintli v ¢erném caji je podstatné nizsi,
z tohoto diivodu byl vytvoreny nalev redén dvéstékrat pro stanoveni EGCG a ECG a
pro stanoveni ostatnich katechint (C, CG, GCG, GC, EC a EGC) bylo pouzito pouze

desetinasobné zredéni.

Po ovéreni opakovatelnosti retencnich casi a ploch pikdi na trech
koncentra¢nich hladinach byla UHPLC-MS/MS metoda validovana, a to z hlediska
spravnosti a presnosti, linearity, limitu detekce, limitu kvantifikace, rozsahu metody
a matricovych efekti. Metoda byla validovana v matrici ¢aje zeleného, bilého a
cerného. Matricové efekty byly hodnoceny porovnanim smérnic kalibrac¢nich kiivek
sestrojenych v rozpoustéci smési a v cajovych nalevech, jez byly zredény a
zfiltrovany. V pripadé neochuceného zeleného, bilého a ¢erného caje a ochuceného
zeleného a bilého byly ptispévky matricovych efektli nizsi nez 15 % (Tab. 1).
Ochuceny cerny Caj byl ovlivnén prispévky matricovych efekti mnohem vice. Tento
fakt byl zplisoben nizS$im redénim, které muselo byt pouzito pro upravu téchto
vzorkl z diivodu vyrazné niz§iho obsahu stanovovanych latek. Klicovou roli fedéni

potvrzuje experiment sledujici matricové efekty v nalevu ochuceného cerného caje.
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Porovnavany byly vzorky ziedéné desetkrat a dvéstékrat. Vyssi zredéni vzorku

snizilo projevy matricovych efektd, a to z hodnot vyssich nez 35 % pod 8 %.

Tab. 1: Matricové efekty v nalevech neochucenych a ochucenych caji

Matricové efekty [%]
Analyt Zeleny ¢ajbez Zeleny ¢ajs Bilycajbez  Bily ¢ajs Cerny ¢ajbez Cerny ¢éajs
ochucovadel ochucovadly ochucovadel ochucovadly ochucovadel ochucovadly
GC +4.51 +7.32 -14.72 +11.21 -4.40 +9.44
EGC -0.42 +2.51 -2.15 +8.05 +7.38 +43.72
C +4.53 -1.41 +3.52 +5.05 +1.90 +12.40
EC +4.64 -1.80 +1.35 +7.46 -10.03 +34.84
EGCG +8.45 +4.90 +6.71 +10.50 +0.83 +10.68
GCG +13.49 +10.39 +8.19 +12.74 +14.49 +45.75
ECG -0.16 -2.17 -2.32 -0.83 -2.01 +2.76
CG +8.97 -5.34 +4.36 +1.83 +4.30 +13.27

Validovana UHPLC-MS/MS metoda byla pouzita pro stanoveni osmi katechini
v celkové 70 cajovych vzorcich. Jednalo se o 28 vzorkil zeleného, 22 bilého a 20
cerného caje. Hodnoceny byly jak ¢aje ochucené a neochucené, tak i ¢aje sypané a
sackové. VSech osm sledovanych katechinti se pfi stanoveni nachazelo v linedrnim
rozsahu pouzité UHPLC-MS/MS metody. Nejvyssi obsah katechinli byl nalezen
v bilém neochuceném c¢aji Snow Buds a nejnizsi v ¢erném caji Earl Grey. Primérny
obsah katechinli v zelenych ¢ajich dosahl hodnoty 76,7 mg v 1 gramu suSenych

¢ajovych listkd, v bilém ¢aji 66,1 mg a v ¢aji cerném 22,7 mg.

Tato prace prezentuje rychlou a spolehlivou UHPLC-MS/MS metodu pro
stanoveni osmi katechinti v ¢ernych, bilych a zelenych ¢ajich. Experimenty hodnotici
pritomnost matricovych efekti poukazuji na moZnost uplatnéni rychlého a
snadného postupu pro jejich zmirnéni a odstranéni. Vysledky stanoveni katechint v
Cajich potvrzuji vliv poskliziiového zpracovani na obsah katechint a shoduji se
s vSseobecnymi predpoklady. Cena, znacka a forma hodnocenych ¢ajovych vzorki

nemély velky vliv na celkovych obsah katechinfi.

41/131



Komentare k publikovanym pracim

4.2 Syntéza molekularné vtisténych polymera pro selektivni SPE extrakci
B-N-metylamino-L-alaninu

Tato studie byla vypracovana na zahrani¢nim pracovisti ESPCI ParisTech a byla
soucasti francouzského projektu, jenZ se zabyval vyskytem neurotoxické
aminokyseliny [3-N-methylamino-L-alaninu (BMAA) v Zivotnim prostredi. Cilem
této prace bylo pripravit SPE sorbent pro selektivni extrakci BMAA ze sinicovych
vzorkli a odstranit matricové efekty zatézujici HPLC-MS/MS metodu, Kkteré
predchazela Uprava vzorku vyuZivajici mixed-mode SPE sorbent (Oasis-MCX).
BMAA a dostupné piredlohové struktury pouzitelné pro piipravu odpovidajiciho SPE
sorbentu jsou malé, polarni a hydrofilni molekuly a tyto fyzikalné-chemické

vlastnosti €ini syntézu MIP materialu velmi obtiZnou.

BMAA je neurotoxickd aminokyselina, ktera byla poprvé izolovana ze semen
rostliny Cycas circinalis [142]. Produkci této aminokyseliny zajiStuji sinice rodu
nostoc, které Ziji v symbidze s koralovitymi kofeny rostlin z celedi cykasovitych
(Cycadaceae). BMAA je vytvarena i dalSimi druhy symbiotickych i volné Zijicich sinic
[143]. Predpoklada se, Ze tato aminokyselina je zodpovédna za neurodegenerativni
onemocnéni domorodého obyvatelstva tichomoiského ostrova Guam [144][145].
PrestoZe je BMAA polarni slouCeninou, nékteré studie navrhuji jeji kumulaci
v Zivotnim prostfedi a v potravnim retézci, a to prostiednictvim vazby na proteiny
[146]. Tradi¢ni potrava obyvateld ostrova Guam obsahuje zdroje BMAA ve formé
semen cykast a také v podobé kaloné maridnského (Pteropus mariannus), ktery se
zivi pravé obalem téchto semen [147]. BMAA je zdravotni hrozbou i mimo
tichomoi'sky ostrov Guam, protoZe sinice produkujici BMAA se vyskytuji po celém
svété. Neurotoxin BMAA byl navic nalezen v nervové tkani severoamerickych

pacientd trpicich neurodegenerativnimi chorobami [148][149].

Kvantifikace této neurotoxické aminokyseliny v sinicich prinasi rozporuplné
vysledky. = Nékteré  studie  nalezly  relativné  vysoké  koncentrace
[143][150][151][152], zatimco jiné nedetekovaly BMAA v sinicich viibec
[153][154]. Proto byl vnaSi studii vedle BMAA podroben analyze i jeho
hepatotoxicky izomer. Jednalo se o 2,4-diaminobutanovou kyselinu (DAB), ktera
doprovazi BMAA ve vzorcich sinic. V nékterych studiich byla pravé molekula DAB
pravdépodobné zaménéna za molekulu BMAA. Separace téchto polarnich latek bylo
dosaZeno za pouziti hydrofilni interak¢ni kapalinové chromatografie a stacionarni
faze ZIC-HILIC. Chromatograficky systém byl spojen s hmotnostnim spektrometrem

typu trojitého kvadrupdluy, jenZ vyuzival ESI* ionizaci.
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Z divodu nizké rozpustnosti predlohovych molekul v rozpoustédlech bézné
pouzivanych pro syntézu MIP materidlu bylo nutné pouzit alternativni zputsob
v podobé sol-gel techniky. Tvorbu komplexu s predlohovou molekulou obstaral
funkéni monomer 3-aminopropyltriethoxysilan a zachyceni tohoto komplexu
v prostoru sitovaci Cinidlo tetraethyl orthosilikat. Pri hledani nejvyhodnéjsich
podminek pro syntézu SPE sorbentu byly zkouSeny riizné piredlohové molekuly ze
skupiny aminokyselin. Nejvyssi selektivity retence BMAA molekuly bylo dosaZeno
pri pouZiti N-methyl-B-alaninu. Syntéza probéhla v prostredi smési ethanolu a vody
vpoméru 70:30 a byla zapocata pridavkem 0,01M Kkyseliny chlorovodikové. Po
syntéze trvajici 24 hodin pfti teploté 40 °C byl vznikly sol-gel materidl umistén do
susarny o teploté 120 °C, a to po dobu 18 hodin z diivodu odstranéni pouZitych
rozpoustédel a vedlejsich produktli syntézy. Timto zpilisobem vysuseny material byl
preset pres sita s velkosti ok 25 a 36 um. Ziskané castice byly nasledné podrobeny
sedimentaci ve smési methanolu a vody (80:20), a to zdivodu odstranéni
nejmensich ¢astic, které vytvorily aglomeraty a nemohly tedy projit pouzitymi sity.
Po vysuSeni byly MIS (molekularné vtisténé polymery pripravené sol-gel metodou)
castice umistény do kolonky mezi dvé frity. Podle stejné procedury byl pripraven
NIS (nevtiStény polymer pripraveny sol-gel metodou) materidl, jedinou vyjimkou
byla nepritomnost predlohové molekuly v reakéni smési. Z tohoto divodu NIS
neobsahuje ve své struktuie kavity a pri extrakci se uplatiuji pouze nespecifické
interakce. Tento kontrolni material byl pouZit pro hodnoceni selektivity extrakce a

potvrzeni pritomnosti selektivné rozpoznavacich mist.

Vysledny sorbent byl kompletné charakterizovan, a to hodnocenim
opakovatelnosti extrakéni procedury, reprodukovatelnosti syntézy, kapacity,
schopnosti dostatecné precistit sinicové extrakty a také urCenim selektivity retence.
Reprodukovatelnost syntézy byla hodnocena provedenim dvou extrakcénich
procedur na kazdém z péti MIS sorbentti, které byly pripraveny podle stejného
postupu v pribéhu dvou mésicti. Vysledné hodnoty RSD (extrakéni vytéZnost; n=10)
pro BMAA i DAB byly nizsi nez 10 %. Vysledna kapacita sorbentu pro BMAA, jez
dosahla hodnoty 1 pg (25 mg), je dostate¢na pro analyzu sledovaného neurotoxinu
v béznych sinicovych vzorcich. Schopnost sorbentu odstranit necistoty a
interferujici latky obsaZené ve vzorku byla hodnocena porovnanim MS-sken
chromatogramii roztokli standardl rozpusténych v fedici smeési a elu¢ni frakci
MISPE procedury. MIS materidl se vyznacoval vysokou ucinnosti preciSténi
sinicovych extrakt(, protoze ziskané MS-sken chromatogramy se témér prekryvaly
(Obr. 28).
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Obr. 28: Porovnani MS-sken chromatogramii vzorku standardu a sinicovych extrakti
upravenych a neupravenych MISPE metodou
Nejpriikaznéjsim hodnocenim dokonalého odstranéni necistot, které maji vliv
na LC-MS analyzu stanovovanych latek, je nepritomnost matricovych efektt.
Prispévky matricovych efektG byly hodnoceny porovnanim smérnic kalibracnich
krivek sestrojenych v rozpoustéci smési a v elu¢ni frakci ziskané prostrednictvim
MISPE procedury. Smérnice vytvorenych Kkalibracnich krivek byly prakticky
totozné, coz vypovida o uc¢inném preciSténi vzorku a neptitomnosti matricovych

efektu.

Tato prace tedy potvrzuje proveditelnost syntézy MIP/MIS materialu pro
selektivni retenci i velmi malé a polarni molekuly, kterou byla v naSich
experimentech neurotoxicka aminokyselina 3-N-methylamino-L-alanin. Pro polarni
molekuly, u kterych nelze zdtvodu fyzikdlné chemickych vlastnosti pouzit
akrylatové monomery a sitovaci ¢inidla, byla nalezena vhodna alternativa ve formé
sol-gel techniky. Vysledna metoda zahrnujici upravu vzorku pomoci MISPE
procedury a HPLC-MS/MS analyzu predstavuje spolehlivy postup pro kvantifikaci

tohoto neurotoxinu v sinicovych vzorcich.
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4.3 Vyvoj MEPS-UHPLC-MS/MS metody pro stanoveni statinii

Cilem této prace bylo vyvinout a validovat UHPLC-MS/MS metodu pro stanoveni
vSech terapeuticky pouZzivanych statinli (atorvastatin, fluvastatin, lovastatin,
pitavastatin, pravastatin, rosuvastatin a simvastatin), jejich interkonverznich
produktli a vybranych metabolitl (p-hydroxy atorvastatin, o-hydroxy atorvastatin
a N-desmethyl rosuvastatin). Optimalizovana chromatograficka separace byla
uplatnéna ve spojeni se tifemi rliznymi hmotnostnimi spektrometry, které shodné
vyuzivaly ionizaci elektrosprejem a hmotnostni analyzator typu trojitého
kvadrupo6lu. Vybrané parametry findlnich UHPLC-MS/MS metod byly nasledné
porovnavany. Jednalo se o citlivost, selektivitu, validacni parametry a vzhled MS
spekter. Hodnoceny byly tyto pristroje Quattro micro API (pristroj I), Xevo TQD
(pristroj II) a Xevo TQ-S (ptistroj III), jeZ se vzajemné liSily konstrukci iontového

zdroje a transportni optiky, technologii kolizni cely a také rychlosti skenovani.

Statiny patii do skupiny inhibitort 3-hydroxy-3-methylglutaryl koenzym A
reduktazy, jeZ predstavuje klicovy enzym biosyntézy cholesterolu [155]. Kromé
snizovani hladiny cholesterolu vkrvi byly u statinli pozorovany i ucinky
extralipidové. Jedna se o zlepseni obnovy endotelidlni funkce, zvysSeni stability
imunomodulacni ucinky, ovlivnéni kostni tvorby a inhibice riistu nddorovych bunék
[156][157]. Statiny se vyskytuji ve dvou strukturalnich formach, a to v podobé
laktonu (prolécivo) a kyseliny (aktivni forma). K interkonverzi mezi obéma formami
dochazi jak v in vivo, tak v in vitro podminkach [158]. Z tohoto divodu je nutné
stanovovat obé formy kazdého statinu v pribéhu téZe analyzy. Procesu

interkonverze lze zabranit udrzovanim pH mezi hodnotami 4 a 5.

Vybér staciondrni a mobilni faze byl proveden prostrednictvim systematického
vyvoje metody, ktery zahrnoval Ctyti rizné stacionarni faze BEH C18, BEH Shield
RP 18, BEH Phenyl a HSS T3. Vodnou sloZku mobilni faze o pH 3 a pH 9 doplnila
organicka rozpoustédla methanol a acetonitril. Nejvyssi separacni Gcinnosti bylo
dosazeno pti pouZiti stacionarni fadze BEH C18, a to kdyZ mobilni faze obsahovala
acetonitril a vodnou slozku o pH 9. Z divodu nestability hodnocenych analyti
v bazickych podminkach bylo nutné zménit pH a sloZeni vodné slozky, ta nakonec
obsahovala 0,5 mM octan amonny, pH 4. Tyto podminky byly nastaveny na kazdém
UHPLC-MS/MS systému. OdliSnosti v chromatografické separaci spocivaly
v rychlosti pritoku mobilni faze, a tedy i v nastaveni gradientu. Pfistroj I, nejstarsi
z testovanych trojitych kvadrupold, je limitovan skenovaci rychlosti a citlivosti, a
proto byl pritok nastaven na 0,3 ml/min. Vyssi skenovaci rychlost a vylepSena

konstrukce iontovych zdroji u novéjsich pristroji II a IIl umoznily zvysit priitok na
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0,5 ml/min. Parametry iontovych zdroji i hmotnostnich analyzatori byly
optimalizovany pro kazdy analyt i pristroj jednotlivé. Pfi tomto kroku bylo zjiSténo,
ze pristroj III je nachylnéjsi k tvorbé aduktli se sodikem. Tento jev nelze jednoduse
objasnit. DtileZitou roli hraje pravdépodobné konstrukce transportni optiky, ktera
je v pripadé pristroje IIl predstavovana novou technologii StepWave. Tato soucast
transportni optiky zvysuje citlivost MS detekce a také zabranuje vstupu neutralnich

latek, a tim predchazi kontaminaci pristroje.

Uprava vzorku pied vlastni UHPLC-MS/MS analyzou kombinovala proteinovou
precipitaci a mikroextrakci plnénym tuhym sorbentem (MEPS). Precipitace
proteint obsazenych v matrici séra byla provedena pridanim acetonitrilu ke vzorku,
a to v poméru 2:1 (acetonitril:vzorek). Nasledné musel byt vzorek ziredén pufrem,
protoZe vysoky podil organického rozpoustédla by znemoznil retenci statinti béhem
nanaseni vzorku. Vyhoda mikroextrakénich technik spociva predevsim v
nizkych poZadavcich na mnoZstvi vzorku a také v niZsi spotiebé organickych
rozpouStédel. Dostate¢nda extrakéni vytéZnost byla zajiSténa pro vSechny
stanovované latky pti pouZiti sorbentu C8.

Vsechny tii UHPLC-MS/MS metody byly kompletné validovany, a to z hlediska
spravnosti, presnosti, linearity, matricovych efektli, limitu detekce a limitu
kvantifikace. UHPLC-MS/MS metoda pristroje I neposkytla dostate¢nou citlivost, a
proto nemize byt pouzita pro analyzu statinti v redlnych vzorcich. Nejvyssi citlivosti
se pro vétSinu analytii vyznacoval pristroj II1. Vysledné metody vyuZivajici ptistroje
[I1i II 1ze pouZzit pro analyzu redlnych vzorki. Pfitomnost matricovych efektii byla
hodnocena u vsech tfi testovanych hmotnostnich spektrometrii, a to po Upravé
vzorku pomoci proteinové precipitace a MEPS procedury. Naméfena data byla
nasledné korigovana prostiednictvim stabilnich izotopicky znacenych vnitinich
standardd (SIL-IS). I pfes tuto kombinaci postupli nebyly matricové efekty

odstranény u vSech analyzovanych latek.

Matricové efekty zatézujici UHPLC-MS/MS metodu pristroje III byly také
hodnoceny bez pridavku SIL-IS standardii (Tab. 2). Ziskané vysledky poukazuji na
to, Ze latky eluované ve druhé poloviné separace jsou zatiZeny matricovymi efekty
vyrazné vice. Ztoho vyplyva, Ze za ovlivnéni ionizace stanovovanych statint
pravdépodobné zodpovidaji lipofilni komponenty lidského séra. Tyto latky mohou
byt odstranény béhem Upravy vzorku pti zvySeni lipofility promyvaci smési MEPS
procedury. Nicméné vyssi procentualni zastoupeni acetonitrilu v promyvaci smési

by zplisobilo nizsi extrakéni vytéZnost pro polarni analyty.
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Tab. 2: Matricové efekty zatéZujici pristroje I, II a IIl kompenzované pomoci stabilnich
izotopicky znacenych vnitinich standardii a bez kompenzace (Piistroj III)

Matricové efekty [%]

ND p-OH 0-OH
PV PVL RV PTV RVL FV AT LVK PTVL ATL SVK FVL LV SV
RV AT AT

1000 -1.2 +1.0 +43 -3.1 -20 +15 -41 -0.7 +43 -56 +58 -17 -62 -1.4 -33.1+11.2 +1.2
Pristroj I 100 0.0 +0.4 +50 -41 -0.1 +1.1 +13.1 -2.7 -15 +0.5 +10.8 +2.1 -1.1 +4.9 -18.4 +19.7 +1.8
10 +5.3 +5.2 +46.8 -7.2 +4.4 +3.1 +316 -3.7 +8.6 -8.7 +6.1 +19.3 +25.0 +2.5 +1.4 +38.9 +3.7
500 +39 -99 -0.1 -12 -14 +26.3 -35 +05 +3.8 0.0 -3.8 -13.0 +7.1 -4.7 -20.8 +20.7 -0.4
50 +12.5 -3.5 +40.7 -7.5 -11.2 +32.6 -3.6 +25.7 +3.6 -2.8 -3.5 -16.9 +22.9 -3.7 -14.7 +14.2 -2.9
5 +2.8 +0.8 +69 +1.9 -7.3 +0.3 -32 +0.1 - +3.0 -5.6 -15.8 +34.1 +1.5 -2.8 -43 +7.5
LoQ - - -187 - +3.0 -6.3 +13.7 +56 - -142 - +11.6 +145 - - —
100 -2.7 -3.0 +4.2 -285 +4.7 -04 +5.1 +12.1 +8.1 +10.2 +144 -5.8 +13.7 -5.0 +11.7 +23.4 -5.0
10 +2.5 +3.8 -2.1 -451 -02 -1.3 +3.4 -1.4 -56.2 -1.7 +11.8 -14.2 +3.4 -12.2 -03 +4.0 -20.0
1 +11.2 +84 -3.4 -40.1 +15 +2.2 +50 -13.0 - +76 - - +17.1 - +17.9 +2.0 +14.8
LoQ -3.3 +12.2 +6.2 - +16.1 +10.6 +5.2 - - - - -116 - — - —
PristrojIll 100 -7.7 -6.0 +3.8 -30.0 +2.4 -6.0 +3.1 -32.7 -34.4 -33.3 -17.2 -12.1 -88 -67.8 -21.0 -55 -32.5
bez SIL-IS 10 +1.4 +49 +6.2 -41.2 +6.4 -6.2 +4.9 -37.1 -75.3 -37.8 -11.4 -13.4 -19.9 -86.1 -29.2 -18.6 -52.8

+9.1 +12.3 +1.2 -375 +6.4 -29 +4.2 -40.7 - -21.0 - - -105 - -27.4 -28.1 -53.0

kompenzace |59 130 420 +90 - +80 100 30 - - - - 216 - - - - -
AT: atorvastatin; ATL: atorvastatin lakton; FV: fluvastatin; FVL: fluvastatin lakton; LV: lovastatin; LVK: lovastatin
kyselina; ND RV: N-desmethyl rosuvastatin; 0-OH AT: o-hydroxy atorvastatin; p-OH AT: p-hydroxy atorvastatin;
PTV: pitavastatin; PTVL: pitavastatin lakton; PV: pravastatin; PVL: pravastatin lakton; RV: rosuvastatin;
RVL: rosuvastatin lakton; SV: simvastatin; SVK: simvastatin kyselina.

Pristroj II

Pristroj III
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4.4 Vyvoj UHPSFC-MS metody pro stanoveni derivati tokoferoli a
tokotrienoli v lidském séru

Cilem této studie bylo vyvinout rychlou, selektivni a citlivou metodu pro
stanoveni vSech forem vitaminuE vlidském séru, a to za vyuZiti spojeni
ultra-vysokouc¢inné  superkritické  fluidni  chromatografie = a hmotnostni
spektrometrie (UHPSFC-MS). Soucasné byly predstaveny dvé UHPSFC-MS metody.
Prvni se vyznacovala vysokym rozliSenim a vyssi citlivosti. Prednosti té druhé byla
kratkd doba analyzy, coZ je vyhodné pro rychly screening vétSiho poctu vzorkd.
V priibéhu vyvoje metody byl sledovan vliv vybranych parametrd, a to jak na
selektivitu a u€innost chromatografické separace, tak i na citlivost MS detekce. Byl
tedy hodnocen vliv stacionarni faze, mobilni faze, modifikatort, aditiv a pomocné
kapaliny pro spojeni SFC a MS. Hodnocen byl také vyznam tlaku zpétného regulatoru
tlaku, pritoku mobilni faze a teploty kolony.

Vitamin E patfi do skupiny vitaminl rozpustnych v tucich a vyznacuje se
dtlezitou biologickou aktivitou, jeZ je esencialni pro lidské zdravi. Tento vitamin je
Fazen mezi nejucinnéjsi antioxida¢ni latky a jsou mu také piisuzovany
kardioprotektivni, neuroprotektivni a imunomodulaé¢ni ucinky [159]. Vitamin E se
vyskytuje v osmi riznych formach: a-, 8-, y-, 8-tokoferol a a-, 8-, y-, -tokotrienol.
VSechny formy vitaminu E maji spoletnou strukturu zaloZenou na
2-methyl-6-chromanolovém Kkruhu. Ten je v piipadé tokoferolii napojen na
nasyceny uhlikaty retézec (Ci6), v pripadé tokotrienoll je tento uhlikaty retézec
nenasyceny [160]. Vysoky obsah vitaminu E se nachazi vrostlinnych olejich,
ofechach, listové zeleniné a celozrnnych produktech [161]. Nizké plazmatické
hladiny vitaminu E poukazuji na malabsorbéni syndrom zahrnujici biliarni atrézii,
cystickou fibrozu a abetalipoproteinémii [162]. Nedostatek vitaminu E se projevuje
periferni neuropatii, jeZ je zptisobena odumiranim senzorickych axont, které jsou
postiZzeny oxidativnim stresem. Na rozdil od ostatnich v tucich rozpustnych
vitaminG tento neni akumulovan v jatrech a ostatnich tkanich pri zvySenych
davkach. Jedinym projevem pozorovanym pii predavkovani je sklon ke krvaceni
[163][164].

VSechny stanovované latky si jsou strukturalné velmi podobné. [3-tokoferol
(B-T) a y-tokoferol (y-T) se od sebe odliSuji pouze polohou methyl-substituentt,
stejné tak jako [3-tokotrienol (3-T3) a y-tokotrienol (y-T3). Vzajemné odseparovani
téchto strukturalnich izomeru ptredstavovalo kriticky bod vyvoje chromatografické
metody. Béhem hledani optimdlnich podminek byly testovany ctyfi rizné
stacionarni faze, a to BEH, BEH 2-EP (ethylpyridin), CSH PFP (fluorophenyl) a HSS

C18. VSechny analyzované latky se vyznacuji vysokou lipofilitou, a proto iniciadln{
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sloZzeni mobilni faze zahrnovalo vysoky podil CO2 (97 %) a nizky pridavek
modifikatoru v podobé methanolu (3 %). Z divodu nizké retence vSech analytl a
koeluce kritickych izomernich para (B-T a y-T, B-Ts a y-T3) nebylo mozné pouZit
stacionarni faze typu CSH PFP, HSS C18 a BEH. Nejvyssi selektivity a rozliSeni bylo
dosaZeno pri pouZziti BEH 2-EP, a proto byla tato stacionarni faze vybrana pro dalsi
optimalizaci metody. Oba kritické izomerni pary byly rozdéleny, nicméné byla
pozorovana koeluce 3-tokotrienolu a §-tokoferolu. Vyvoj chromatografické metody
byl proveden za pouziti PDA-detekce, jeZ ale byla pri hodnoceni citlivosti
(LOQ =40 pg/ml) shledana jako nedostatecnd pro analyzu realnych vzorkd.
Z tohoto dlivodu byl pro detekci pouZit hmotnostni spektrometr typu jednoduchého

kvadrupolu.

Po vybéru stacionarni faze bylo hledano optimalni sloZeni mobilni faze, jeZ hraje
stejné dtleZitou roli jako v pripadé kapalinové chromatografie. Ovliviiuje tedy tvar
pikil, retencni cas, selektivitu a citlivost MS detekce. Nejprve byl sledovan vliv
modifikatoru, a to methanolu a ethanolu. Nasledné byl také hodnocen vyznam
aditiva, které bylo predstavovdano vodou, mravenanem a octanem amonnym o
koncentracich 1 mM, 5 mM, 10 mM a 20 mM. Finalni sloZeni mobilni faze zahrnovalo
CO2, methanol a 10 mM mraven¢an amonny. Dale byla hleddna nejvhodnéjsi
pomocna kapalina, jeZ se pouZziva pro usnadnéni spojeni SFC-MS a zlepSeni ionizace.
Testovany byly methanol, ethanol, isopropylalkohol, voda (2 a 5%) a vybrana tékava
aditiva (10 mM mravencan amonny, 0,1% kyselina mraven¢i a 0,1% hydroxid
amonny). Nejvyssi citlivosti MS detekce bylo dosazZeno pii pouZiti metanolu
s pridavkem vody (5 %). Chromatograficka separace je dale ovlivnéna teplotou
kolony a tlakem, jenZ urcuje hustotu mobilni faze. Vysledné podminky UHPSFC
metody o vysokém rozliSeni zahrnovaly mobilni fazi skladajici se z 98 % COza 2 %
methanolu s pifidavkem 10 mM mravencanu amonného, pritokovou rychlost
1,5 ml/min, teplotu kolony 40 °C, BPR tlak 23,4 MPa a celkovou dobu analyzy
4,5 minuty. V pripadé rychlé metody byla mobilni faze sloZena z CO2 a methanolu
s pifidavkem 10 mM mravencanu amonného v poméru 95:5 a pritokova rychlost
byla 1,5 ml/min, teplota kolony 50 °C, BPR tlak 13,0 MPa a celkova doba analyzy
2,5 minuty.

Uprava vzorku pied vlastni analyzou byla provedena prostfednictvim extrakce
z kapaliny do kapaliny, které predchazela proteinova precipitace. Pro precipitaci
byly zkouSeny acetonitril, methanol, ethanol a isopropylalkohol, a to o objemu 100 a
200 pl. Hexan, hexan:dichloromethan (90:10) a hexan:dichloromethan (80:20) o
objemu 200 a 400 pl byly testovany pro naslednou extrakci. Nejvyssi vytéznosti bylo
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dosaZeno, kdyZ k 100 ul séra bylo pridano 200 pl ethanolu jako precipita¢niho

Cinidla a pro extrakci bylo pouzito 400 pl smési hexan:dichloromethan (80:20).

Validace obou metod zahrnovala hodnoceni spravnosti, presnosti, linearity,

pracovniho rozsahu, limitu detekce, limitu kvantifikace a matricovych efekti. Lidské

sérum predstavuje velmi komplexni matrici, jejiz komponenty casto negativné

promlouvaji do ionizace pri LC-MS analyze. Navzdory pouziti méné selektivni

metody Upravy vzorku v podobé extrakce z kapaliny do kapaliny se obé metody

vyznacovaly relativné nizkymi projevy matricovych efektii (Tab. 3), a to i pres

odlisnou selektivitu separace.

Tab. 3: Hodnoceni matricovych efekti tokoferoli (T) a tokotrienolt (T3) ve vzorcich lidského

séra
o-T B-T v-T 8-T a-T3 B-Ts y-Tz &8-Ts
UHPSFC 1.0pg/ml 1370 837 129.0 121.6 1299 1256 89.8 1429
vy$SirozliSeni 7.5pg/ml 1044 1064 1090 1191 1120 933 1049 1198
UHPSFC 1.0pg/ml 1322 1077 1034 1204 106.0 110.0 107.7 113.7
vy$sirychlost  7.5pg/ml 1062 1045 1060 1049 1042 1088 1064 108.0
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4.5 Vyvoj MISPE-UHPLC-MS/MS metody pro stanoveni lovastatinu v Pu-erh
Caji, hlivé ustricné a cervené fermentované ryzi.

Cilem této studie bylo vyvinout UHPLC-MS/MS metodu pro stanoveni

lovastatinu, a to v hlivé Ustri¢né, Cervené fermentované ryzi a v listech Pu-erh caje.

Pro tupravu extrakti téchto komplexnich vzorki byla vybrana SPE metoda
vyuzivajici material ptripraveny technikou molekularné vtisténych polymeri.

Lovastatin je prvni molekulou ze skupiny statinli, jeZ byla registrovana a
uvedena na trh, a to jiZ v roce 1987 [165]. Jedna se také o jediny statin, ktery nachazi
uplatnéni v klinické praxi a zaroven se vyskytuje v pfirodé. Je produkovan riznymi
druhy plisni z rodu Trichoderma, Monascus, Penicillium a Aspergillus
[166][167][168]. VySe zminéné druhy plisni byly izolovany z tradi¢nich ¢inskych
potravin, jako je Pu-erh ¢aj nebo Cervena fermentovana ryze. Nékteré z téchto plisni

byly také nalezeny v hlivé dstricné.

Pu-erh je vyrdbén z cajovych listki velkolistého druhu Camellia sinensis
varianta assamica, Kitamura, jeZ pochazi z jihoc¢inské provincie Yunnan. Podle
poskliziiového zpracovani se rozliSuji dva druhy Pu-erh ¢aje, a to zeleny a tmavy.
Zeleny Pu-erh je postupné pfeménén na tmavou variantu prirodnim zranim
zahrnujici nékolikaleté skladovani pfti urcité teploté a vlhkosti. Tmavy Pu-erh mize
byt pripraven také podstatné rychleji, a to mikrobidlni fermentaci za specifickych
podminek. V jednom gramu susSenych cajovych listkli byly stanoveny desitky az
stovky nanogramii lovastatinu [158][169][170]. Dopliikky stravy obsahujici
cervenou fermentovanou ryzi jsou povazZovany za velmi u¢inna hypolipidemika. Za
jejich aktivitu zodpovidaji predevsim polyketidické 1atky zvané monakoliny, jeZ jsou
vytvareny Cervenou plisni Monascus purpureus. Hlavni slozkou je monakolin K, ktery
je prirodni formou lovastatinu. V jednom gramu Cervené fermentované ryze lze
nalézt az nékolik miligramt této latky. Desitky grami tedy obsahuji lovastatin
v mnozstvi, které odpovida jeho bézné terapeutické davce. Z tohoto divodu byl
prodej dopliki stravy obsahujicich ¢ervenou fermentovanou ryzi v nékterych
zemich zakazan [171][172][173]. Hliva ustfi¢na patii mezi jedlé houby, které jsou
péstovany prakticky po celé planeté. Latky obsaZené v této dfevokazné houbé se
vyznacuji antioxida¢ni, imunomodula¢ni a hypolipidemickou aktivitou. K posledné

zminovanym ucinkdm prispiva pritomnost lovastatinu [174][175].

Chromatograficka separace byla provedena na stacionarni fazi BEH C18 a
vyuzivala gradientovou eluci obsahujici 0,5 mM octan amonny (pH = 4) a acetonitril.
Mezi stanovované latky byl zarazen nejen lovastatin, ale také i simvastatin a

Kyselinové formy obou statinl. Simvastatin byl stanovovan pri odstranovani
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predlohové molekuly z pripravenych MIP sorbentl a kyselinové formy z dlivodu
nestability této skupiny sloucenin. Statiny se vyskytuji ve formé laktonu a kyseliny.
Kvzajemné preméné dochazi jak v in vivo, tak i vin vitro podminkach [158]. Pro
detekci byl pouZit hmotnostni spektrometr typu trojitého kvadrupoélu, ktery

operoval v SRM médu.

MIP material byl pripraven za pouziti simvastatinu jako predlohové molekuly.
0d lovastatinu se liSi pouze pritomnosti methylové skupiny, a to v C-2 poloze
2-methylbutanové Kkyseliny, kterd je navdzana na hexahydronaftalenové jadro.
Vlastni molekula lovastatinu nebyla pouzita pro tvorbu kavit kvili problémim
plynoucim z potencidlniho neuplného odstranéni predlohové molekuly. Jako
funkéni monomer byla pouZita methakrylova kyselina a jako sitovaci Cinidlo
ethylenglykol  dimethakrylat. Polymerizace byla zapocata pridavkem
N,N-azobisisobutyronitrilu. Postupné bylo pripraveno 11 riznych MIP sorbentf,
které se liSily prostiednim, ve kterém vlastni polymerizace probihala. Nejvyssi
retence sledované molekuly a nejvétsi selektivity mezi MIP a NIP materidlem bylo
dosaZeno u MIP sorbentu, jenZ byl pripraven v pritomnosti acetonitrilu s pridavkem

kyseliny mravenci (0,1%).

Aby bylo zabranéno preméné laktonu lovastatinu na jeho kyselinovou formu,
byl pti vyvoji a optimalizaci MISPE metody pouzit 0,5 mM octan amonny (pH 4)
namisto vody. Smés pro naneseni vzorku na MIP sorbent obsahovala 0,5 mM octan
amonny (pH 4) a acetonitril (90:10; v/v). Promyvaci smés (3 ml) obsahovala stejné
slozky, ale v jiném poméru (77:23; v/v). Pro eluci hodnocené latky byl pouzit Cisty
acetonitril (1 ml). VySe zminéné podminky zabranily preméné lovastatinu v jeho
kyselinovou formu, zajistily vysokou vytéznost, prokazaly selektivitu extrakce a
odstranily matricové efekty zatéZujici UHPLC-MS/MS metodu.

Selektivita MISPE metody byla hodnocena porovnanim elu¢nich profilt
lovastatinu ziskanych pomoci MIP a NIP materialu. VytéZnost metody pro MIP
sorbent byla 82 % (RSD = 4,6 %; n = 3), zatimco pro NIP pouze 32 % (17 %; n = 3),
coZ prokazuje pritomnost specifickych interakci a selektivity metody. Ta byla navic
potvrzena dalSimi experimenty, jeZ zahrnovaly sledovani vytéznosti sloucenin,
které jsou lovastatinu blizké s ohledem na fyzikalné-chemické vlastnosti, ale 1is{ se
strukturou. Pro tento ucel byly vybrany derivaty estrogenu, a to estriol, -estradiol,
estron a 17a-ethinylestradiol. V piipadé prvnich tii derivatd byla vytéznost MISPE
metody menSi nez 15% a pro 17a-ethinylestradiol dosahla hodnot 44 %
(RSD=7,6%; n=3). Syntéza MIP materialu se vyznaCovala velmi dobrou
opakovatelnosti. RSD odchylka vytéZnosti MISPE metod byla 7,7 % (n = 9; tfi MISPE
metody na tfech MIP sorbentech).
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Vyslednd MISPE-UHPLC-MS/MS metoda byla validovana, a to zhlediska
spravnosti, presnosti, linearity, limitu detekce, limitu kvantifikace a matricovych
efektli. VSechny hodnocené parametry poskytly akceptovatelné vysledky. Matricové
efekty byly hodnoceny metodou porovnani smérnic kalibracnich krivek, které byly
pripraveny vtedici smési a v matricich Pu-erh caje, hlivy Ustricné a Cervené
fermentované ryze. Matricové efekty byly hodnoceny jak v rostlinnych extraktech
zpracovanych pomoci MISPE metody, tak i v extraktech, které byly pouze zfiltrovany
pomoci membranového filtru. VSechny tfi druhy rostlinnych vzorkd, jez byly
upraveny MISPE metodou, nebyly zatiZeny prakticky Zadnymi projevy matricovych
efekt (ME <5 %). U vzorkli pouze zfiltrovanych byl pozorovan pokles odezvy
MS detektoru, a to v rozmezi 11-49 % (Obr. 29).
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Obr. 29: Hodnoceni matricovych efekti v extraktech hlivy astri¢né (A), Pu-erh caje (B) a
cervené fermentované ryze (C)

Po validaci MISPE-UHPLC-MS/MS metody byl lovastatin stanovovan ve tiech
vzorcich hlivy dstri¢né, dvaceti vzorcich Pu-erh ¢aje a vjednom dopliitku stravy
obsahujicim ¢ervenou fermentovanou ryzi. V testovanych vzorcich hlivy ustricné
nebyl lovastatin nalezen. Sledovana latka byla detekovana ve ctyfech vzorcich
Pu-erh caje a vjednom z téchto vzorkG dosahla hladina lovastatinu limitu
kvantifikace, coZz odpovida 10 ng v 1 g suSenych cajovych listkli. Deklarované
mnozstvi lovastatinu (5 mg v jedné Zelatinové kapsli) bylo stanoveno v hodnoceném
vzorku dopliku stravy.
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Zaveér

5. Zaveér

Matricové efekty lze odstranit nebo alesponl zmirnit zasahem prakticky
vkazdém kroku LC-MS analyzy, jenz je predstavovan upravou vzorku,
chromatografickou separaci, MS detekci a korekci namérenych dat. Tento fakt byl
popsan v teoretické casti diserta¢ni prace a nasledné demonstrovan vybranymi

Y4

priklady v experimentalni ¢asti.

Matricové efekty zatéZujici UHPLC-MS/MS metodu vyvinutou pro stanoveni
katechinli ve vzorcich zelenych, bilych a cernych caji byly potlac¢eny pomoci
vysokého fedéni pripravenych ¢ajovych nalevi. Uplatnéni vysokého fedéni vzorkl
bylo umoZnéno vysokou citlivosti MS detekce, které bylo dosaZeno podrobnou
optimalizaci vybranych parametrii iontového zdroje a hmotnostniho analyzatoru.
PotlaCeni ionizace neurotoxické aminokyseliny BMAA stanovované ve vzorcich
sinic, jez bylo pozorovano pti vyvoji HPLC-MS/MS metody, bylo odstranéno SPE
extrakci, kterd vyuZivala molekularné vtisténé polymery pripravené sol-gel
technikou. Zde sehrala dilezitou roli selektivita, kterou tento typ SPE sorbentu
prinasi. Molekularné vtisténé polymery byly také pouzity pro preciSténi extrakti
Pu-erh caje, hlivy dstii¢né a dopliki stravy obsahujicich cervenou fermentovanou
ryzi. Vysledna UHPLC-MS/MS metoda nebyla zatizena zadnymi prispévky
matricovych efektd. Vzorky lidského séra obsahujici statiny byly pred vlastni
UHPLC-MS/MS analyzou upraveny prostfednictvim proteinové precipitace a
mikroextrakce plnénym tuhym sorbentem. Naslednd korekce namérenych dat
SIL-IS standardy sniZila prispévky matricovych efektli, ale nevedla k uplnému
odstranéni u vSech analytd. UHPSFC-MS/MS metody vyvinuté pro stanoveni
tokoferolti a tokotrienolti vlidském séru, kterym predchazela uprava vzorku
pomoci proteinové precipitace a extrakce z kapaliny do kapaliny, se v pripadé
vétSiny analytli vyznacCovala relativné nizkymi projevy matricovych efekti. Od
kapalinové chromatografie vyuzivajici populdrni reverzni faze se SFC odliSuje
reten¢nim mechanismem, coZ je velmi vyhodné z hlediska mozného odseparovani

urcitych latek, jeZ jsou zodpovédné za ovlivnéni ionizace sledovaného analytu.

Za Gcelem uplného odstranéni latek zodpovédnych za vznik matricovych efektli
je nutné pouzit v pripadé cilené analyzy co moZna nejselektivnéjsi metodu v kazdém
kroku celé LC-MS analyzy. Vybér metody upravy vzorku se odviji predevSim od
druhu matrice, ve které je analyt stanovovan. Podminky chromatografické separace
jsou, stejné jako parametry ionizace, zavislé na fyzikalné-chemickych vlastnostech
sledovanych analyti. Co se tykd kompenzace namérenych dat, nejbéznéji se

uplatnuji stabilni izotopicky znacené vnitini standardy.
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7.2 Kapitola uvedena v monografii

Liquid Chromatography: Fundamentals and Instrumentation

Editori: Salvatore Fanali, Paul R. Haddad, Colin F. Poole, Marja-Liisa Riekkola
Elsevier Inc. 2017, ISBN: 978-0-12-805393-5.

Kapitola 29: Ultrahigh-performance liquid chromatography

Autori: Novakova Lucie, Svoboda Pavel, Pavlik Jakub

Prvni UHPLC pristroj byl predstaven v roce 2004. V soucasnosti je UHPLC velmi
dobie etablovanou separac¢ni technikou, a to na poli mnoha rtiznych aplikaci. Vysoka
ucinnost, rozliSeni, rychlost analyzy, robustnost, spolehlivost a také komercni
dostupnost rtznych UHPLC pristroji a staciondrnich fazi naplnénych plné
poréznimi ¢asticemi o velikosti <2 um a povrchové poréznimi ¢asticemi o velikosti
UHPLC s hmotnostni spektrometrii ptinasi dalsi vyhody, a to predevsim selektivitu
a citlivost. Spojeni UHPLC s hmotnostnim spektrometrem typu trojitého kvadrupélu
predstavuje zlaty standard na poli cilené kvantitativni analyzy. Spojeni
s vysokorozliSujicim hmotnostnim spektrometrem nachazi uplatnéni predevsim pri

necilené analyze.

Kapitola se podrobné zabyva teoretickymi aspekty UHPLC separaci, parametry
UHPLC piistroj(, stacionarnimi fazemi a moznostmi uplatnéni. V teoretické ¢asti byl
kladen dliraz na hodnoceni separacni ucinnosti a popisu pravidel pro pienos metod
z HPLC systému na UHPLC. Dalsi ¢ast se vénuje detekci v UHPLC analyze a také
popisuje rozdily mezi komer¢né dostupnymi UHPLC pfristroji a jejich nedostatky
v podobé mimokolonovych prispévki. Tieti sekce je vénovana stacionarnim fazim,
a to jak plné poréznim, tak i povrchové poréznim, jeZ jsou znamy pod oznacenim
Core-shell. Posledni ¢ast popisuje Siroké moznosti uplatnéni UHPLC instrumentace,
a to na poli metabolomiky a v analyze farmaceutik, biologickych vzork, potravin,

krmiv a enviromentalnich vzorka.
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