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1 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

CE — kapilarni elektroforéza

IEF — izoelektricka fokusace

ITP — izotachoforéza

CZE — kapilarni zonova elektroforéza

CIEF — kapiléarni izoelektricka fokusace

LE — vedouci elektrolyt

TE — koncovy elektrolyt

EOF — elektroosmoticky tok

MS — hmotnostni spektrometrie

m/z — pom&r hmotnosti a naboje

ESI — elektrosprejova ionizace

NSI — nanosprejova ionizace

MALDI — laserova desorpce/ionizace za pomoci matrice
SELDI — laserova desorpce/ionizace povrchu

MALDI-AP — laserova desorpce/ionizace za pomoci matrice pii atmosférickém tlaku
UV — ultrafialové zareni

QMS — kvadrupodlovy hmotnostni spektrometr

ITMS — hmotnostni spektrometr s iontovou pasti

TOF — analyzator doby letu

TOFMS — hmotnostni spektrometrie s analyzatorem doby letu

FT-ICR MS — hmotnostni spektrometrie s iontovou cyklotronovou rezonanci s Fourierovou

transformaci
QQQ — trojity kvadrupdlovy analyzéator

NMR — nuklearni magnetickd rezonance



CE-ESI-MS — kapilarni elektroforéza spojend s hmotnostni spektrometrii pies

elektrosprejovou ionizaci

CE-MS — kapilarni elektroforéza spojena s hmotnostni spektrometrii
CE-ESI — kapilarni elektroforéza spojena s elektrosprejovym ionizatorem
ESI-MS — hmotnostni spektrometr s elektrosprejovou ionizaci

IUPAC — Mezinarodni unie pro Cistou a aplikovanou chemii

ATP — adenosintrifosfat

LC-MS — kapalinové chromatografie spojend s hmotnostni spektrometrii
HPLC-MS — vysokoucinna kapalinova chromatografie spojend s hmotnostni spektrometrii
AQC — 6-aminochinolylsukcinimid karbamat

AMC - 6-aminochinolin

NHS — N-hydroxysukcinimid

AccQ BB — AccQ Tag Ultra Borate Buffer

MRM — multiple reaction monitoring (sledovani vice reakci)

TIC — total ion current (celkovy iontovy priachod)

EIC — extracted ion chromatogram (extrahovany iontovy chromatogram)

SRM - selected reaction monitoring (monitorovani vybrané reakce)
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3 UVOD

Suplementace L-karnosinem je ¢asto pouzivana ke zlepSovani sportovnich
vysledkii. V posledni dobé se vSak pouziva také v medicinskych terapiich zejména
k podpote funkce svaloviny. Piestoze B-alanin je prekurzorem urcujicim rychlost tvorby
L-karnosinu, suplementace ptimo p-alaninem neni tak G¢inna pro zvyseni jeho koncentrace
ve svalstvu jako suplementace samotnym L-karnosinem. Jen urcité procento piijatého
B-alaninu je pievadéno na L-karnosin a ze zbylého mnozstvi pfijaté latky je syntetizovan
koenzym A. Funkce L-karnosinu v lidském téle doposud nebyly ptesné specifikovany,
a ackoliv bylo navrzeno vice jeho funkci, jsou potvrzeny pouze jeho pufracni Gcely pii

vysoké svalové zatézi.

Dnes se L-karnosin podava pacientim s onkologickymi onemocnénimi prostaty po
jejim chirurgickém odstranéni pro normalizaci funkce mocovych cest, pficemz jeho vliv na
svaly v mocovych cestach nebyl piimo prokazan. Nejvétsim rozdilem mezi syntetickym

a biologickym L-karnosinem je jeho nizsi hydrolizovatelnost L-karnosinazou ve stievni

sliznici, ¢imz je umoznén jeho terapeuticky potencial.

Cilem této prace je vyvoj metody pouzitelné pro analyzu B-alaninu a L-karnosinu
v biologickych vzorcich. Dilezitou soucasti je také potvrzeni pouzitelnosti zvoleného
zpusobu derivatizace analyti a optimalizace metody CE-ESI-MS pro kvalitativni
a kvantitativni stanoveni obsahu L-karnosinu v moci pacientt, kteti podstupuji podptrnou

1é¢bu jeho suplementaci.
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4 TEORETICKA CAST
4.1 Kapilarni elektroforéza

Elektroforéza je separacni elektromigra¢ni metoda zalozena na separaci nabitych
¢astic. Vyuziva pohyb téchto Castic v aplikovaném stejnosmérném elektrickém poli, kde se
rozdé€luji na zakladé rozdilnych rychlosti migrace zpusobenych riznou velikosti naboje

i molekul. [1, 2]

Kapilarni  elektroforéza (CE) je jednou ze zékladnich separacnich
elektroanalytickych metod. VyuZzivd rozdélovani vlivem odliSného ndboje v prostredi
elektrolytu, ke kterému dochazi v kapilaie po vlozeni elektrického napéti na jeji zacatek
a konec. Nabité castice se pohybuji k protielektrodé a jejich rychlost je pfimo umérna
jejich mobilité a intenzité elektrického pole — vypocet podle rovnice (1). Proto je mozné

tuto metodu pouzit pro Sirokou $kalu rozpusténych latek s vysokou selektivitou a u¢innosti.

V= E, 1)

Kde v je rychlost Castic, ue je jejich mobilita a E je intenzita elektrického pole. Jeji

jednotkou je cm-s™. [2]

4.1.1 Druhy kapilarni elektroforézy

CE mize probihat vice zpusoby, jako je izoelektricka fokusace (IEF),

izotachoforéza (ITP) a kapilarni zéonova elektroforéza (CZE). [2]

IEF je elektrokineticka metoda zaloZzena na migraci amfoternich slouc¢enin, dokud
nedosahnou svych izoelektrickych bodu. Tehdy se vytvoii dynamicka rovnovaha a vytvaii
se ostré zony s Vysokou rozlisovaci schopnosti. Izoelektricky bod amfoterni molekuly je

definovan jako pH, kdy ma takova sloucenina Cisty neutralni naboj. [3, 4]

IEF Ize mimo jiné provadét v gelové elektroforéze. Tato forma IEF vyuziva
nejcastéji akrylamidovy gel a separace je pomérné Casové naroc¢na. Moderni IEF pro 2D
gelovou elektroforézu vyuzivaji tenky gel jako molekulové sito. Vzorek je aplikovan na
IEF gel, ktery ma imobilizovany pH gradient, a separovan v elektrickém poli. Amfolyty
putuji diky elektrickému poli do polohy s pH, ve kterém jsou neutralni. Kdyz jsou ionty

Vv izoelektrickém bod¢, ktery je roven bodu gradientu pH, jsou v tomto bod¢ udrzovany
13



a maji v ném vysokou koncentraci. [4, 5]

Kapilarni IEF (CIEF) je stejn¢ jako gelova IEF zalozend na rozdilech
izoelektrickych bodt amfolytd. V CIEF je kombinovana vysoka rozliSovaci schopnost
gelové IEF s vyhodami instrumentace CE a neni potieba pouziti stabiliza¢niho gelu. Dalsi
vyhodou je pouziti siln€jSiho elektrického pole, coz umoziuje rychlé zaostiovani latek
podle jejich izoelektrickych bodu, které jsou mobilizované diky EOF a prochazi postupné
detektorem. Pro tuto metodu je nutné pouziti kapilar s hydrolyticky stabilnim pokrytim,

branicim adsorpci a zménam EOF. [3, 6]

Metoda ITP se pouziva pro separaci mensich nabitych organickych a anorganickych
sloucenin, ale neni mozna separace kationtil a aniontli soucasné. ITP je zaloZena na pouziti
nespojitych pufrd, a proto se v kapildrach pouzivaji dva rizné tlumivé roztoky tzv. vedouci
elektrolyt (LE) a koncovy elektrolyt (TE). Tyto pufry maji rozdilnou elektroforetickou
pohyblivost, pficemz LE ma vyssi elektroforetickou pohyblivost nez nejrychlejsi slozka
vzorku a TE ma pomalejsi elektroforetickou pohyblivost nez nejpomalejsi iont v roztoku.
Prvni nadoba s pocatecni elektrodou je naplnéna LE a druha s koncovou elektrodou
obsahuje TE. V aplikovaném elektrickém poli se ve stacionarnim stavu ionty pohybuji
k protielektrodé a vznikaji zony v zavislosti na pohyblivosti unasenych iontt. Nejprve
kapilarou prochazi nejrychlejs$i ion a jako posledni je zona s nejpomalejsim iontem.
Detektorem prochazi zony postupné, a proto z n¢j vychazi stupniovity signal. Koncentrace
iontl jsou v zondch konstantni a ptimo umérné délce zony, coZ umoziuje kvantitativni

stanoveni analyt. [7]

CZE je uc¢inna citlivd separacni metoda, pii které je mozné dosdhnout vysokého
poctu teoretickych pater. Je nejjednodus$im a nejuniverzalnéjSim modem CE, ktery je
analyzu je napéti, délka kapilary a pufr (pH a slozeni). Pufr by m¢l mit nizkou vodivost
a nemél by zptsobovat interference pii detekci analytu. Zasadnim rozdilem oproti ITP je,
7ze v CZE zistava slozeni pufru stejné v celém prostoru separace iV nadobkach

s elektrodami a migrujici ionty se déli do zon, které se mohou prekryvat. [2, 8, 9]
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4.1.2 Konstrukce CE

V CE se nejcastéji pouzivaji kifemenné kapilary se silanolovymi skupinami na
vnitini stén€. Tyto kapilary maji obvykle vnitini praimér 10-100 um a délku 30-100 cm.
Vnitini povrch kapilary miize byt chemicky modifikovany kovalentnim navézanim
molekul v zavislosti na separovaném vzorku. Silanolové skupiny jsou pii hodnotach pH
vysSich nez 4 v disociované form¢ a ptitahuji k sobé kladné ionty z roztoku pufru, ¢imz
vznikd elektricka dvojvrstva. Polaritu napéti je mozné obratit v zavislosti na néaboji

separovaného analytu. (Obr. 1) [1, 2]

Elektroosmoticky tok
©
- ® o @
+ @ @ @ @ @ =
@0 g @
PEep @ @ ®®
ee000000e06e8ee0

T Vnitrni povrch kapilary T

O,

Obrazek 1: Vznik elektrické dvojvrstvy a vysledny elektroosmoticky tok (podle zdroje [2])

Kapilara je ponofena do zasobni nadoby s elektrolytem, ve kterém jsou elektrody
z inertniho materialu. Vzorek je davkovan do konce kapilary, kterou je unasen pies
detektor az do odpadni nadoby. (Obr. 2) Zaznam se nazyva elektroforegram a zobrazuje
zavislost odezvy detektoru na ¢ase. Poloha piku udava ,kvalitativni® informaci o analytu

a vyska piku kvantitativni informaci. [1, 10]

Detektor

Zdroj vysokého Kapilara
napétf l
« Nadobky s tlumivym roztokem —

Obrazek 2: Schéma kapilarni elektroforézy (podle zdroje [2])
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lonty jsou vroztoku unaseny K elektrodé na konci kapilary na zakladé jejich
opacného naboje. Diky solvataci iontti v roztoku vSak nejsou K elektrodé na konci kapilary
unaseny pouze ionty opacného naboje, ale cely objem roztoku. Tento jev, na kterém je
zaloZena kapilarni elektroforéza, je nazyvan elektroosmoticky tok (EOF). Diky nému neni

tieba pouziti pumpy mobilni faze. (Obr. 3) [2]

= =

€h) (2)
Obrazek 3: (1) EOF V kapildre, (2) tok vyvolany tlakem (podle zdroje [2])

Mezi konce kapilary je vloZzeno vysoké napéti, které zpusobuje pohyb iontd
k protielektrodg, které jsou ale solvatované, a proto s sebou strhavaji cely objem roztoku.
Tim je zpusobeno, ze v§echny ionty kladné, zaporné i neutralni se pohybuji jednim smérem
a je mozna jejich detekce. Pri¢inou EOF je elektricka dvojvrstva, kterd vznika na rozhrani
disociovanych silanolovych skupin a roztoku. Na rozdil od toku vyvolaného tlakem, ktery
ma typicky parabolicky profil, EOF zptisobuje plochy rychlostni profil kapaliny v kapilate.
Plochy profil zplisobuje mensi pfispévek k rozmyti zén analytu v porovnani

s chromatografickymi metodami, a tudiz i vys$$i G¢innost separace. [2, 10, 11]

Vyhodou kapilarni elektroforézy oproti jinym separatnim metodam je moZnost
separace velmi rozdilnych sloucenin. Na jednom pfistroji je mozZnd separace jak
anorganickych iontl, tak velkych biomolekul. Méni se pouze slozeni pufru pouzitého
k separaci, ptipadné polarita napéti v zavislosti na naboji analytu. Dals$i nespornou
vyhodou této metody oproti jinym je mnozstvi vzorku potiebného Kk separaci, pficemz staci

mikrolitry pufru a nanolitry vzorku. [10]

4.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je vysoce vykonna detekéni analytickd metoda,
pomoci které je mozné zjistit molarni hmotnost atomt ¢i molekul v analytu a identifikovat
neznamé latky. Touto metodou se zjiStuje prvkové sloZeni ionizovaného vzorku na zéklade

poméru hmotnosti a ndboje (m/z), proto je také hojné¢ vyuzivana ve spojeni s nejriznéjSimi
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separacnimi metodami. Je zalozena na ionizaci a fragmentaci vzorkd v plynné fazi,
pficemz analyt je nejprve pieveden na ionty doddnim energie. Hmotnostni spektrum

vyjadiuje zavislost zastoupeni obsazenych ionti na poméru jejich m/z. [2]

Vzorky v zavislosti na iontovém zdroji mohou byt do pfistroje davkovany
VvV plynném, kapalném, ale i pevném stavu. Davkovaci systém dopravuje vzorek do
iontového zdroje, kde je ionizovan a pieveden do plynného skupenstvi. lonizace probiha
bombardovanim fotony, elektrony, ionty i molekulami a tepelnou nebo elektrickou energii.
Pii vystupu z ionizatoru je proud iontd urychlen do analyzatoru, ktery je rozdéluje na
zakladé poméru m/z a ionty jsou potom pievedeny iontovym pievodnikem na elektricky
signal. Mohou byt sledovany na detektoru bud’ postupné nebo vSechny najednou. Jako
detektory jsou nejcastéji pouzivany nasobiCe elektront, jejichz princip je podobny
fotonasobi¢tim, ale obsahuji katodu citlivou na dopad nabitych ¢astic. Mezi dalsi detektory
se fadi plosné a Faradayovy detektory. Aby nedochazelo ke srdzkam a odchylkédm ionti

z pozadované trajektorie, detektor i hmotnostni analyzator pracuji ve vakuu, proto mezi

dalsi soucasti hmotnostniho spektrometru patii turbomolekularni a olejova pumpa. [2]

4.2.1 lonizace

Pro MS se vyuzivaji rizné ionizacni techniky jako je elektrosprejova ionizace
(ESI), nanosprejova ionizace (NSI), laserova desorpce/ionizace za pomoci matrice
(MALDI), laserova desorpce/ionizace povrchu (SELDI) a MALDI za atmosférického tlaku
(MALDI-AP). [12]

ESI je technika probihajici za atmosférického tlaku. Vyuziva piedionizace
Vv roztoku, aby vicenasobné nabité kationty nebo anionty piechazely do plynné faze
v kapickach aerosolu ptimo ze vzorku. ESI spociva v pronikdni nejlépe alespont trochu
vodného roztoku kapildrou znerezové oceli. Konec této kapildry je nazyvéan
elektrosprejova jehla. Ta mize byt nabita az na nékolik kilovolti pozadované polarity
podle typu vzorku. Kombinace proudu, naboje a kapaliny vede pomoci jehly ke vzniku
aerosolové disperze nabitych kapicek. Kapicky postupné ztraceji molekuly rozpoustédla,
dokud nevstoupi do hmotnostniho analyzatoru, ktery je ve vakuu. Z diivodu pfechodu mezi
atmosférickym tlakem a vakuem se pouZzivaji rozhrani tzv. skimmery, které umoziuji
postupné snizovani tlaku smérem k analyzatoru. Teploty ESI se nejcastéji pohybuji od

pokojové teploty po 350 °C. [12]
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NSI je zptsob ionizace vychazejici z ESI, ktera vyuziva k tvorbé iontd kombinaci
kapilarniho efektu a vodivosti nabité jehly. Kapilara potazend kovem je naplnéna vzorkem
k analyze, ktery se ke Spi¢ce piesouva kapilarnim efektem a piebytkem naboje. Toto je

dostacujici k jemnému rozstiiku bez pomoci rozprasovaciho plynu nebo tlaku. [12]

MALDI je technika dopliujici vlastnosti ESI a vyuziva k desorpci latek ulozenych
vV matrici pulzni laser o pfedem urené vlnové délce. Matrice je obvykle vyrobena
z organické slouCeniny, ktera je sloZzena z malych molekul. Tato metoda se vétSinou
pouziva pro pevné vzorky. Kionizaci a desorpci vzorkd je nejéastéji vyuzivan

UV dusikovy laser, ale miize byt pouzit i infracerveny laser (napt. CO2). [12]

SELDI je metoda odvozena od MALDI, kterd je zalozena na analytickych
vlastnostech povrchi a pouziva se ke studiu specifickych biologickych interakci. Vzorkové
terée SELDI jsou potaZzeny kovalentné navdzanymi funkénimi skupinami, které afinitné
pfipojuji zkoumané analyty. Toto umoziiuje koncentrovani cilovych biomolekul na sondé

a eliminaci necistot promyvanim terét pred analyzou. [12]

MALDI-AP se na rozdil od klasické MALDI neprovadi za vysokého vakua a jeho
hlavni vyhodou je snadnéj$i pfiprava vzorku. Pro tuto techniku stejné jako pro ESI

postacuje atmosféricky tlak. [13]

4.2.2 Hmotnostni analyzatory

Hmotnostni  spektrometry vyuzivaji k analyze rizné zplsoby analyzatort
napf.: kvadrupdlové analyzatory (QMS), iontové pasti (ITMS), analyzatory doby letu
(TOF), nebo iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci (FT-ICR MS).
[12]

QMS jsou bud’ jednoduché nebo trojité a jsou nejcastéji pouzivany ve spojeni s ESI.
QMS funguji jako filtry propoustéjici pouze ionty o urcitém m/z. Skladaji se ze Ctyf tyci
0 parabolickém nebo kruhovém priiezu, na které je pfipojeno stejnosmérné Ci stiidavé
napéti. Principem separace je pohyb iontd v elektrickém poli. Napétim je ovliviiovana
trajektorie iontd a tim i poméry m/z, které jsou sledovany a ostatni ionty nejsou propustény

k detektoru. Tyto analyzatory maji velkou citlivost, ale malé rozliSeni. [2, 12]

Trojité kvadrupdlové analyzatory (QQQ) vyuzivaji pozorovani charakteristickych
iontli o konkrétni hodnoté¢ m/z. Toto sledovani umoziuje nastaveni prvniho kvadrupdlu

tak, aby propoustél pouze ionty s danou m/z. Ve druhém kvadrupélu, ktery je naplnén
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inertnim plynem a je n€kdy nazyvan kolizni cela, se tyto ionty srdzi a fragmentuji. Tteti
kvadrupol sbira fragmenty podle m/z v rezimu skenovani. (Obr. 4) Jiné nastaveni tohoto
spektrometru umoziuje pozorovani vSech iontl v analytu, coz se vyuziva nejcastéji

k analyze neznamych smési nebo pii hledani konkrétni ¢asti smési. [12]

Fragmentorové b e .
napéti Kollzn/lenergle
lonizacni
sprej \ . Inertni plyn ]
prej 1. Kvadrupol (N2) 3. Kvadrupol

| lontovy vodic Kolizni cela HED detektor
| 4 mimo osu
Pumpa 3 stupnova

turbo pumpa
Atmosféra Vakuum

Obrazek 4: Schéma MS s trojitym kvadrupélovym analyzatorem [14] - upraveno

ITMS jsou oblibenym typem analyzatoru diky moznosti miniaturizace a analyzy in
situ. Maji mnoho vyhod, mezi které patii vysoka citlivost, pfesnost a moznost tandemové
MS. Piimocard iontova past je Sestielektrodovy analyzator. Kolem stfedni osy jsou
symetricky rozmistény Ctyfi rovinné pravouhlé elektrody a osa je zakonCena dvéma

plochymi elektrodami. Dalsi pouzivané pasti jsou linearni iontové a valcové iontové. [15]

Nejptiméjs§im zpisobem pro analyzu velkych proteinii a biomolekul je linearni
MALDI-TOFMS, kdy ionty z MALDI putuji do detektoru bez vychyleni. Analyzované
ionty zasahuji detektor v Case, ktery odpovidd druhé odmocniné jejich hmotnosti. Méteni
TOF jsou omezena dobou mezi dvéma laserovymi pulzy MALDI a ty mohou byt
synchronizovany s TOF a jeji detekci. Dnesni TOFMS jsou vybaveny funkci zaostfovani
s ¢asovou prodlevou, kterd zamezuje Sirokému Sifeni kinetické energie pulzi mezi ionty za
pomoci dodatecného zdroje napéti. Toto mé za nasledek zvySeni rozliSeni a ptesnéjsi

méfeni. [12]

Odrazové TOFMS se skladaji ze dvou trubic, které jsou na jednom konci spojené
Vv ostrém uhlu. V misté piekiizeni se nachdzi reflexni napétové zrcadlo zaostiujici ionty

tim, ze zuzuje rozptyl jejich kinetické energie. lonty jsou nésledné¢ nasméfovany ke
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druhému TOF analyzéatoru, kde dochazi k jejich detekci. Tento systém umoznuje veEtsi

ptesnost nez linearni konstrukce, ale jejich hmotnostni rozsah je omezeny. [12]

FT-ICR MS uréuje pomér m/z iontd podle jejich cyklotronové frekvence
V konstantnim magnetickém poli. Tato metoda mé& velmi vysoké rozliSeni a umoziuje
stanovovani hmotnosti s vy$$i piesnosti. Pouziva silné magnety obdobné jako NMR,

a proto je potiebna vysoka uroven udrzby. [12]
43 CE-ESI-MS

Kapilarni elektroforéza spojend s hmotnostni spektrometrii je velmi efektivni
Vv profilovani poldrnich a ionizovatelnych slouc¢enin. Nicméné spojeni CE s MS musi
probihat mimokapilarnim zptisobem a problémy piedstavuji velmi nizké prutoky v CE
a nutnost vytvofit uzavieny elektricky obvod. Pfi tomto spojeni je nejcastéji vyuzivanou

ioniza¢ni technikou ESI. [16]

Hlavnim krokem spojeni CE-MS je napojeni CE na ESI-MS. CE muze byt spojena
S MS pfes rozhrani za pouziti pomocné kapaliny nebo bez ni. Nejobvykleji se vsak pro
CE-ESI-MS pouziva rozhrani s pomocnou kapalinou, pficemz jeho ucelem je zajistit
elektricky kontakt mezi CE separaci a zdrojem ESI. (Obr. 5) Toto rozhrani lze pouzit
Kk optimalizaci procesu ESI, a proto jsou slozeni a prutok kapaliny jejimi kritickymi
parametry. Pomocna kapalina se Casto sklada ze smési vody a organického modifikatoru
jako je methanol nebo isopropanol a muze obsahovat tékavou kyselinu ke zvySeni

iontového charakteru analytu. [17]

nebuliza¢ni plyn
standardni
oY .
zdroj ESI

PFtOK CE — —

pomocna kapalina|

elektrické
spojeni

Obrazek 5: Schéma ESI s pomocnou kapalinou [15] - upraveno
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Tato kapalina je pfivadéna kapilarou do analyzovaného roztoku. ESI zaroven mutze
vyuzivat soustfedny tok tzv. nebuliza¢niho plynu, kterym je nejcastéji dusik, a slouZzi
k pomoci zmlzovani. Rychlosti prutoku potiebného pro MS jsou alespon o fad vyssi nez
vlastni pritoky CE. Problémem tohoto zpusobu detekce je ale snizena reprodukovatelnost,

coz je zpusobeno zejména lidskym faktorem pti vkladani kapilary do ESI. [17]
4.4 p-alanin

B-alanin, podle nazvoslovi IUPAC kyselina 3-aminopropanova, (Obr. 6) je
pfirozené¢ se vyskytujici neproteinogenni [B-aminokyselina v téle. V p-alaninu je
aminoskupina v poloze B od karboxylové skupiny a vlivem rozdilné polohy aminoskupiny
se lisi jeho fyziologické vlastnosti od proteinogenniho alaninu. Stejn¢ jako vétSina
aminokyselin tvofi vodikové vazby. B-aminokyseliny se v piirodé vyskytuji velmi vzacné

a B-alanin je jedina piirozené se vyskytujici aminokyselina bez chiralniho centra. [18]

HO NH>
I

Obrazek 6: f-Alanin

Vznika degradaci L-karnosinu a dihydrouracilu a sam je metabolicky rozkladan na
acetat. Ziskava se z masité stravy a lusténin ve formé kyseliny pantothenové (vitamin Bs),
ktera se sklada z kyseliny pantoové a B-alaninu a je prekurzorem pro koenzym A.
V nizkych koncentracich se nachazi v kosternim svalstvu. Také tvofi zakladni stavebni

jednotku L-karnosinu a anserinu, coz je N-methylovany L-karnosin. [19]

4.5 L-Karnosin

L-Karnosin je cytoplazmaticky dipeptid tvoieny B-alaninem a histidinem. V téle je
jeho syntéza katalyzovana enzymem karnosinsyntazou (Obr. 7). Opacna reakce je
katalyzovana L-karnosindzou, ktera jej hydrolyzuje. Koncentrace histidinu ve svalstvu
aplazmé je vysoka, a proto je rychlost tvorby L-karnosinu omezovana mnozstvim
B-alaninu v téle. Bylo zjisténo nékolik jeho analogi jako napf. anserin, balenin

a homokarnosin. [19]
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Obrazek T: Syntéza L-karnosinu v téle [20] — upraveno

L-Karnosin se nachazi v kosternim svalstvu a ma schopnost na sebe vazat vodikové
ionty vznikajici pti anaerobni glykolyze. Jeho koncentrace ve svalech se 1i§i mezi riznymi
typy svalu, ale i mezi riznymi svalovymi vlakny ve stejném svalu. Nejvyssi koncentrace

byly zjistény u rychle se stahujicich vlaken, tzv. rychlych svalt. [21]

Patfi mezi intracelularni pufry puasobici ve svalovych buitkach a udrzujici
acidobazickou rovnovahu organismu. Zaroven je znam jako neuropeptid S antioxida¢nimi
vlastnostmi. Nejvice se vSak L-karnosin i f-alanin vyuziva ve sportu, kvuli regulaci pH ve
svalstvu pii sportovnich vykonech a sniZeni svalové unavy. Jsou mu pfipisovany i jiné

funkce, z nichZ je prokazana pouze pufracni. [19, 20]

Jeho slozka L-histidin je esencidlni aromatickd aminokyselina, kterd je pfijimana
prevazné stravou. Obsahuje kladné nabitou imidazolovou skupinu a tvoii vodikové vazby.
Podili se na udrzovani pH krve, ale na rozdil od L-karnosinu je volny histidin relativné
slabym pufrem. [22, 23]

4.6 Kreatinin

Kreatinin je organicka dusikata nebilkovinnd latka vyskytujici se v krevni plazmé.
(Obr. 8) Je koncovym odpadnim produktem metabolismu kreatinu. Kreatinin se v lidském
téle tvoii ze dvou zdrojii a podle toho se déli na endogenni, ktery je generovan svalovou

tkani, a exogenni, ktery je produkovan pii metabolismu masa. [24]
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Obrazek 8: Mezomerni struktury kreatininu

Kreatin je syntetizovan hlavné v ledvinach, jatrech a slinivce. Je zdrojem energie
pro biologické procesy napf. pro svalovou aktivitu. Kreatinin je metabolitem kreatinu,
pokud se do jeho metabolismu zapojuje ATP. (Obr. 9) Za normalnich okolnosti je

mnozstvi vylu¢ovaného kreatininu relativné konstantni. [25]
N \)'L - HZO A
OH ,~—NH>
N

NH O

Obrazek 9: Vznik kreatininu dehydrataci Kreatinu

Téméft veskery kreatinin je transportovan krevnim fecistém skrze ledviny a nasledné
vylu¢ovan moci. Je dilezitym klinickym analytem, jehoz hladina v séru je povaZovéana za
kli¢ovy biomarker pro monitorovani onemocnéni a funkce ledvin. Pfi klinickém hodnoceni

kreatininu se bézné pouzivaji metody jako Jaffeova reakce a enzymatické metody. [24]

Jaffeova reakce je rychla a dostupnd metoda, kdy kreatinin reaguje s kyselinou
pikrovou v alkalickém prostiedi. Zména barvy je dobie detekovatelna a kvantitativné
stanovitelna spektrofotometrem. Tato metoda je ale pomérné citliva na interferenty jako
jsou ketony a gluko6za. Z tohoto diivodu se pouziva enzymaticka metoda, ktera je zalozena

na enzymatickych reakcich kreatininu. [24]
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5 EXPERIMENTALNI CAST
5.1 Chemikalie a pristroje

5.1.1 Chemikalie

e Voda stupné Cistoty pro LC-MS (vyrobce LiChrosolv, Merck, Némecko)

e Methanol stupné Cistoty pro LC-MS (vyrobce LiChrosolv, Merck, Némecko)
e L-Karnosin Cistota p. a. (vyrobce Sigma Aldrich — Merck, Némecko)

e [-Alanin ¢istota p. a. (vyrobce Sigma Aldrich — Merck, Némecko)

e Kyselina octova Cistota p. a., koncentrace 100 % (vyrobce Sigma Aldrich — Merck,

Némecko)

e Hydroxid amonny ¢istota p. a., koncentrace 30 % (vyrobce Sigma Aldrich — Merck,

Némecko)

e Hydroxid sodny standardni roztok, ¢istota p. a. koncentrace 0,1001 mol/l (vyrobce
Sigma Aldrich, Némecko)

e Deionizovana voda ze systému Direct-Q 3 UV Water Purification System 18,2 MQ
Milli-Q (vyrobce Merck, Némecko)

e AccQ Tag Ultra Derivatization Kit (vyrobce Waters, USA) obsahujici vialky:
o Vial 1: AccQ Tag Ultra Borate Buffer (boratovy pufr)
o Vial 2A: AccQ Tag Ultra Reagent Powder (obsahujici ¢inidlo AQC —
6-aminochinolyl-N-hydroxysukcinimidyl karbamat)

o Vial 2B AccQ Tag Ultra Reagent Diluent (acetonitril)

5.1.2. Pristroje

Navazky se pripravovaly na analytickych vahach Mettler Toledo XSE205 Dual
Range (vyrobce Mettler Toledo, Ohio, USA). Odméfovani objemd bylo provadéno za
pomoci automatickych pipet Eppendorf Research Plus o objemech 100-1000 ul, 20-200 pul
a2-20 pl (vyrobce Eppendorf, Hamburg, Némecko). K titraci pufru slouzil pH metr
inoLab 7110 s kombinovanou elektrodou a magnetickou michackou (vyrobce WTW,

Némecko). Promichavani roztokt se provadélo orbitalni tfepackou (vortexem) MS 3 Basic
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(vyrobce IKA, Némecko). Roztoky byly zahiivany na topném bloku Digital Dry Bath
(vyrobce Labicom, Olomouc Ceska republika). Vzorky modci se filtrovaly pres stifkacku
s mikrofiltrem SimplePure MS PTFE 0,45 um (vyrobce Membrane Solutions, USA).

K separaci vzorku pfed analyzou slouzil piistroj CE Agilent 6460 (Agilent
Technologies, Waldbronn, Némecko). Samotna analyza pak probihala na MS s QQQ
analyzatorem Agilent 6460 Triple Quad (vyrobce Agilent Technologies, Waldbronn,
Némecko) aionizaci pomoci ESI. Pomocna sprejovaci kapalina byla pfivadéna
izokratickou LC pumpou Agilent 1260 (vyrobce Agilent Technologies, Waldbronn,
Némecko). Pied vstupem do spojeni CE-ESI-MS (interface) se kapalina rozdélovala
délicem toku v poméru 1:100, pticemz jeji prutok byl optimalizovan. K ovladéani ptistroji
asbéru signalu se pouzival software MassHunter verze B.06.00. M¢feni probihalo
v nepokryté kiemenné kapilafe s vnitinim primérem 50 pm a celkovou délkou 90 cm
(vyrobce Molex, USA). Kapiléara byla kazdy den pfed métenim kondicionovana promytim
0,1M NaOH po dobu 10 minut a po stejné¢ dlouhou dobu deionizovanou vodou. Mezi
kazdym méfenim se kapilara promyvala 2 minuty deionizovanou vodou a 3 minuty

zakladnim elektrolytem.

5.2 Priprava vzorki

5.2.1 Priprava zakladniho pufru

Pro vSechny analyzy byl pfipraven zékladni pufr octanu amonného o pH 9,5, ktery
byl pouzivan pii separaci na CE. Bylo pfipraveno 50 ml roztoku kyseliny octové
0 koncentraci 0,05 mol/l odebranim 157,5 ul 100% kyseliny octové a doplnénim vodou po
rysku. Takto pfipraveny roztok byl titrovan 30% roztokem hydroxidu amonného na

pH 9,5, za neustalého michani magnetickou michackou.

5.2.2 Derivatizace vzorka

Dutivodem derivatizace vzorku byla zejména nizka molekulova hmotnost B-alaninu,
ktera je 89 g/mol. Nizké hmotnosti by mohly zptsobovat problémy pro efektivitu analyzy
pomoci MS. Derivatizovalo se za pouziti komer¢niho ¢inidla AccQ Tag Ultra
Derivatization Kit od firmy Waters. Toto ¢inidlo bylo zvoleno kvuli komer¢ni dostupnosti
a rychlosti vlastni derivatizace (10 minut pii 55 °C). Bézné byva vyuzivano pro meéteni

metodou HPLC-MS. Jeho pouziti bylo standardizované, a proto nebyla nutna optimalizace
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derivatiza¢niho  kroku.  Vyuzivalo se reakéniho ¢inidla  6-aminochinolyl-N-
hydroxysukcinimidyl karbamat (AQC), ktery snadno reaguje s primarnimi i sekundarnimi

aminokyselinami a poskytuje stabilni nesymetrické derivaty mocoviny. (Obr. 10) [26]

R O

—~ 0

= - Aminokyselina BN \T)J\
| 10 pena ¢ Ty or

AQC Reagent Derivatizovana aminokyselina

Obrazek 10: Nazorné schéma derivatizace aminokyselin pomoci cinidla AQC

Derivatizované aminokyseliny maji volnou karboxylovou skupinu, tudiz byla
mozna jejich analyza ve formé anionti pomoci CE. V ptipadé pouziti ESI v MS se
aminokyseliny analyzovaly pii negativni polarité. Derivatizovany B-alanin (Obr. 11) ma
molarni hmotnost 259 g/mol, ale stanovovany byl jako aniont bez vodiku, a proto se
sledovala pro tento analyt hmotnost 258 g/mol. Derivatizovany L-karnosin (Obr.12) ma
molarni hmotnost 396 g/mol a sledovanou hmotnosti byla hodnota 395 g/mol.
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Obrazek 11: Derivatizovany f-alanin
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Obrazek 12: Derivatizovany L-karnosin
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Vyhodou tohoto zptisobu derivatizace je dobra opakovatelnost, citlivost a relativné
I reprodukovatelnost. VVzorky bylo mozné znovu pouzit diky malému mnozstvi pottebnému
pro separaci CE. Nevyhodou by vSak byla ¢asova naro¢nost manualni derivatizace
vysokého poctu vzorkl a vyssi riziko chyb pfi pipetovani malych objemt pufru, vzorku
a reagentu. Problematickou byla také rozpustnost AQC reagentu, ktery je dodavan ve
form¢ prasku zdivodu zajiSténi maximalni stability. Opakované pouziti reagentu
vyzadovalo jeho opétovné rozpusténi, dokud roztok nedosahl homogenity. Otazkou ziistala
také stabilita derivati pro detekci v MS, které muselo byt piizpiisobeno napéti na

fragmentoru.

AQC reagent nejdiive reaguje s aminokyselinami, coz je rychld reakce. Nasledné
prebytek ¢inidla AQC pomalu reaguje s vodou, kterd byla pouzita jako rozpoustédlo
standardd aminokyselin atvofi se vedlejsi produkty 6-aminochinolin  (AMQ),
N-hydroxysukcinimid (NHS) a oxid uhli¢ity. Posledni reakci, ktera v roztoku probiha, je
reakce AMQ s piebytkem nezreagovaného AQC, kterou vznika vysoce stabilni
bis(aminochinolin) mocovina. (Obr.13) [26, 27]
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Obrdazek 13: Reakce cinidla AQC se smési v roztoku [27] — upraveno
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5.2.3 Derivatizaéni ¢inidlo

Aby bylo mozné B-alanin a L-karnosin zkoumat musi projit derivatizaci, ktera byla
provadéna rucné s vyuzitim AccQ Tag Ultra Derivatization Kit. Nejprve bylo pfipraveno
¢inidlo AQC rozpusténim praskového AQC reagentu (AccQ Tag Reagent Powder —
vial 2A) v 1 ml rozpoustédla (AccQ Tag Ultra Reagent Diluent - vial 2B), které bylo
pfevedeno do vialky 2A. Takto pfipravena smés byla promichana na vortexu a zahtivana
na topném bloku pifedem nahtatém na 55 °C do rozpusténi vesSkerého reagentu (avSak ne

déle nez 15 minut).

5.2.4 Derivatizace standardu

Vzorky aminokyselin se smichaly ve vialkach s pufrem (AccQ Tag Ultra Borate
Buffer — vial 1), aby mély optimalni pH pro derivatizaci, které by mélo byt v rozmezi
8,2 —10. Roztok byl promichan na vortexu a ke smési se piidalo ¢inidlo AQC. Vialky
s derivatizovanymi standardy se zahfivaly na topném bloku nahiatém na 55 °C po dobu
10 minut. Byly pouzity velmi malé objemy jednotlivych slozek roztoku, tj. 70 ul pufru,
10 pl vzorku a 20 pul AQC reagentu.

5.2.5 Priprava kalibraéni ady p-alaninu a L-karnosinu

Navazené hmotnosti 0,88 mg B-alaninu a 2,28 mg L-karnosinu byly rozpustény
v 10 ml vody, pficemz vysledné zisobni roztoky mély kazdy koncentraci 10 mol/l.
Naslednym fedénim zasobnich roztoki byla ptipravena kalibra¢ni fada smésnych roztoki

B-alaninu a L-karnosinu podle tabulky I:

Tabulka |: Priprava kalibracnich roztokii

Koncentrace roztoku | B-alanin L-karnosin Voda

10 mol/l 100 pl 100 pl 800 ul
3-10° mol/l 30 ul 30 ul 940 pl
10" mol/I 10 pl 10 ul 980 ul

Nachystané kalibracni roztoky byly ve sklenénych vialkéch derivatizovany obdobné

jako standardy a vzorky (viz 4.2.4).
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5.2.6 Derivatizace vzorka moci

Vzorky moci, uchovavané v lednici, byly ponechany 10 minut pfi laboratorni
teploté. Nasledné byly nabrany do stfikacky pomoci jehly a prefiltrovany pies mikrofiltr,
aby se ptedeslo vyskytu srazenych bilkovin v roztocich. Z ptipravenych vzorkd bylo
odebrano 10 pl do sklenéné vialky a k nim bylo pfidano 70 ul AccQ BB. Tato smés se
promichala nékolik sekund na vortexu a po piidani 20 pl ¢inidla AQC byla zahfivana

10 minut na topném bloku pfi 55 °C.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Ovéreni derivatizace

Pro ovérfeni funkCnosti derivatizace byl proveden piimy nastik derivatizovanych
standarda f-alaninu a L-karnosinu do ESI-MS a monitorovalo se celé spektrum. Na
vysledném hmotnostnim spektru derivatizované¢ho B-alaninu je viditelny molekulovy pik
m/z 258 derivatizovaného analytu i naznaceny fragment B-alaninu o m/z 88. (Obr. 14)
Ostatni piky odpovidaji reakéni smési a pripadnym necistotdm, které pro stanoveni
B-alaninu nejsou podstatné (vybere se MRM piechod m/z 258 — m/z 88). Tento ptechod
potvrdila i fragmentace molekulového iontu m/z 258 (fragmenty m/z 88 a 59 pii 20 eV).
Dulezitym faktorem vsSak byla nutnost optimalizace napéti na fragmentoru (uvedené
vysledky jsou pii 70 V, pii standardnim nastaveni 135V signdl molekulového iontu
i signal fragmentu nevykazoval dostateCnou odezvu). Dalsi parametry: teplota
nebuliza¢niho plynu: 200 °C, sprejovaci napéti: - 4 kV, tlak nebuliza¢niho plynu: 15 psi,

prutok pomocné kapaliny: 10 ul/min, slozeni pomocné kapaliny: voda-methanol 1:1 (v/v).
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Obrazek 14: Hmotnostni spektrum derivatizovaného standardu p-alaninu
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Hmotnostni spektrum derivatizovaného L-karnosinu (Obr. 15) zobrazuje pomérné
intenzivni molekulovy pik o hodnoté m/z 395 patiici derivatizovanému analytu. Ostatni
majoritni piky odpovidaji reak¢ni smési a piipadnym necistotam.
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Obrazek 15: Hmotnostni spektrum derivatizovaného standardu L-karnosinu

Pro vybér spravného piechodu pro kvantifikaci a identifikaci analytu byla
provedena fragmentace iontu 0 m/z 395. Na vysledky referuje nasledujici hmotnostni
spektrum (Obr. 16). Je zde patrny fragment o m/z 225 (naznaceny na piedchozim obrazku
(Obr. 15)) a déale fragment o m/z 154, odpovidajici pravdépodobné histidinu, ktery ma
molarni hmotnost 155 g/mol. Pravé fragmenty o téchto m/z by mohly byt vyuZity pro
patficné MRM piechody. Parametry: teplota nebulizaéniho plynu: 200 °C, sprejovaci
napéti: - 4 kV, tlak nebulizacniho plynu: 15 psi, pratok pomocné kapaliny: 10 pl/min,
napéti na fragmentoru: 135 V, sloZeni pomocné kapaliny: voda-methanol 1:1 (v/v).
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Obrazek 16: Hmotnostni spektrum s fragmentaci iontu o m/z 395
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Zavérem je mozné tvrdit, ze byla prokdzana funkcnost derivatizace zvolenym
zpusobem, a proto by mohla byt vyuzita pro dal§i vyvoj metody pro separaci a stanoveni
B-alaninu a L-karnosinu pomoci CE-MS. Nasleduje tedy optimalizace tohoto zpusobu

analyzy.
6.2 Kalibrac¢ni rada

Pfipravené a derivatizované kalibracni roztoky byly postupné zmeéteny pomoci
CE-ESI-MS, pfi¢emz MS byl nastaven na skenovani vSech m/z. Na nasledujicim obrazku
(Obr. 17) je vysledny TIC (total ion current) sken pro kalibra¢ni roztok o koncentraci
10*mol/l. Ze zminéného skenu byly poté vybrany EIC (extracted ion chromatogram)
chromatogramy pomértt m/z derivatizovan¢ho B-alaninu (258) a L-karnosinu (395), kde
jsou jasn¢ viditelné piky sledovanych analyt. Prvni byl ze skenu vybran m/z 395, ktery
pfedstavuje derivatizovany L-karnosin a jeho pik doséhl své maximalni vysky v Case

10.995 minut.
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Obrazek 17: TIC sken vzorku a EIC chromatogramy pro L-karnosin (cervené) a f-alanin

(zelene)
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Druhym vybranym m/z byl 258 ptedstavujici B-alanin, pro ktery pik dosahl
maximalni vysky v ¢ase 11,582 minut. Pro méteni kalibra¢ni fady bylo zvoleno napéti na
fragmentoru 80 V. Z obrazku (Obr. 17) je rovnéz viditelné, ze B-alanin a L-karnosin Ize od
sebe za téchto podminek odseparovat. Parametry: napéti na ESI: -4KkV, teplota
nebuliza¢niho plynu: 200 °C, priutok nebuliza¢niho plynu: 5 I/min, tlak nebuliza¢niho
plynu: 15 psi, prutok pomocné kapaliny: 1,0 ul/min, slozeni pomocné sprejovaci kapaliny:

50:50 (v/v) methanol:voda.

Na nasledujicim obrazku (Obr. 18) bylo zobrazeno hmotnostni spektrum v Case
10,978 minut, kde se nachazi oblast nejvyssiho piku v EIC spektru (Obr. 17) pro
derivatizovany L-karnosin. Na tomto spektru je mimo jiné dobte viditelny pik pro jeho m/z
395 a pik 0om/z225 odpovidajici jeho fragmentaci na L-karnosin odstépenim

derivatiza¢niho ¢inidla.
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Obrazek 18: Hmotnostni spektrum v case 10,978 minut pro EIC pik L-karnosinu

Dalsi spektrum (Obr. 19) bylo zvoleno v ¢ase 11,573 minut, coz je oblast piku
v EIC spektru (Obr. 17) pro derivatizovany fB-alanin. Zde je kromé ostatnich iontti dobie
viditelny pik 0 m/z 258 piedstavujici pravé sledovany analyt a stejné tak pik o m/z 88

predstavujici fragment B-alaninu po odstépeni derivatiza¢niho ¢inidla.
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Obrazek 19: Hmotnostni spektrum v case 11,573 minut pro EIC pik f-alaninu

V okoli 5. minuty na TIC skenu (Obr. 17) se zobrazil prvni velky pik, jehoz okoli
bylo zaroven oblasti s nejvys$si odezvou. Hmotnostni spektrum okoli maxima tohoto piku
Vv Case 4,626 minut je znazornéno na nasledujicim obrazku (Obr. 20). Nejvétsi zastoupeni
V zobrazeném spektru piku méd m/z 140,9, ktery pravdépodobné ndlezi nezndmému
interferentu vyskytujicimu se ve smési. Zaroven je viditelny pomérné vysoky fragment
0 m/z 59 stejné jako na piedchozich dvou spektrech (Obr. 18, Obr. 19), coZ by mohla byt
s nejveétsi pravdépodobnosti kyselina octova, kterd ma molarni hmotnost 60 g/mol.
Kyselina octovd se do MS podle vSeho dostala pouZitim octanového pufru béhem CE

(viz4.2.1).
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Obrazek 20: Hmotnostni spektrum pro nejvyssi pik TIC skenu v case 4,626 minut

Dalsi vyraznéjsi pik se nachazel v oblasti mezi 8. a 9. minutou TIC skenu (Obr. 17),
avSak neni tak vysoky jako diive komentovany. Jeho hmotnostni spektrum zobrazuje

nasledujici obrazek. (Obr. 21) Nejvétsi zastoupeni mély latky o m/z 59 a m/z 313,2. lon
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sm/z 59 je pravdépodobné kyselina octova stejné¢ jako v predchozich ptfipadech. Druhy
fragment s hodnotou m/z 313,2 by mohl byt pfifazen bis(aminochinolin) mocoving, jejiz
molarni hmotnost je 314,3 g/mol za predpokladu, ze je schopna dosdhnout zaporného

naboje odtrzenim vodiku.
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Obrazek 21: Hmotnostni spektrum v case 8,484 minut pro druhy vyssi pik v TIC skenu

Druhy nejvyssi pik celkového TIC skenu zkoumaného roztoku (Obr. 17) a rovnéz
posledni vysoky pik dosahuje maxima v okoli 20. minuty. Nasledujici obrazek (Obr. 22)
zobrazuje hmotnostni spektrum zminéného piku v ¢ase 20,161 minut, kde je viditelny
obsah zejména latky o m/z 291, kterou se nepodafilo ur¢it, a tudiZz pravdépodobné patii
dal$i neznamé necistoté. Na spektru je pozorovatelny zanedbatelny pik o m/z 59,1 nejspise
patiici kyselin¢ octové a také pik s m/z 313,1, ktery by mohl patfit bis(aminochinolin)
mocovingé. Ob& tyto latky vSak nejsou zastoupeny tak vyrazné jako vySe zminény

interferent s m/z 291.
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Obrazek 22: Hmotnostni spektrum v case 20,161 minut pro treti vysoky pik v TIC skenu
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Po zméfeni kalibraénich roztoki o koncentracich 10° mol/l, 3-10° mol/l
a 10* mol/l byly z naméfenych vysek pikGi vytvofeny grafy kalibracni zavislosti pro
B-alanin a L-karnosin. Kalibra¢ni kiivka (Obr. 23, Obr. 24), resp. naméfené hodnoty
vykazuji linedrni zavislost, tudiz by bylo mozné, se spravné zvolenym rozsahem
koncentraci kalibracnich roztokli, pouzit zvolenou metodu pro kvantifikaci obsahu
zkoumanych latek. Nizsi koncentrace nez 10™° mol/l jiz nevykazovaly dostate¢nou odezvu

a vysledkem byl pouze zvysSeny Sum.
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Obrazek 23: Graf kalibracni zavislosti f-alaninu
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Obrazek 24: Graf kalibracni zavislosti L-karnosinu
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Nasledné byly srovnany migracni Casy analytd tii po sobé jdoucich opakovani
analyz abyla vypoctena relativni smérodatnd odchylka migracnich casti. Relativni
smérodatna odchylka pro B-alanin je rovna 1,3 % a 1,0 % pro L-karnosin. Vysledky tedy

ukazuji, ze metodu je mozné pouzit pro analyzu realnych vzorka.
6.3 Realné vzorky

V ramci posledni Casti prace byl otestovan derivatizovany vzorek moci
dobrovolnika, ktery uzival L-karnosin. Vysledky jsou na nasledujicim obrazku (Obr. 25).
Byl vyuzit SRM (selected reaction monitoring) mod, kdy byly monitorovany konkrétni
ptechody pro oba analyty, tj. m/z395 — m/z 225 pro L-karnosin (s napétim na
fragmentoru 20 V) a m/z 258 — m/z 88 pro B-alanin (s napétim na fragmentoru taktéz
20 V). Zobrazku je viditelné, Ze v moci je dobie detekovatelny P-alanin, zatimco
L-karnosin uz nikoliv. Pravdépodobn¢ by to mohlo byt zpisobeno aktivitou enzymu
L-karnosinazy v jatrech, coz je enzym rozkladajici L-karnosin na B-alanin, ktera ale nebyla

Vv ptipadé analyzovaného vzorku detekovana.
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Obrazek 25: Vysledny SRM zdznam pro readlny vzorek moci
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7/ ZAVER
Na zakladé experimenti byla vyvinuta metoda pro stanoveni [-alaninu
a L-karnosinu v biologickych vzorcich pomoci CE-ESI-MS. Zaroven byla ovéfena
funk¢nost zvoleného zptsobu derivatizace komerénim ¢inidlem. Po ovéfeni pouzitelnosti
derivatizaéniho ¢&inidla byla zméfena kalibraéni fada o koncentracich 10° moll/l,
3 - 10°mol/l a 10* mol/l. Vytvofenim kalibradni zavislosti byla prokazana linearni
zavislost koncentrace a vysky piku, pficemz bylo zjiSténo, Ze niz§i koncentrace jiz nebyla

kvantifikovatelna.

Mimo jiné bylo provedeno méteni derivatizovaného kreatininu pro zjisténi, zda by
byla tato metoda pouzitelna i pro jeho stanoveni, ale nebyl detekovatelny pomoci MS.

Tento fakt potvrzuje, Ze kreatinin nebude interferovat s analyty a naruSovat analyzu

pomoci CE-ESI-MS.

Na zavér byla provedena analyza redlného biologického vzorku vytvorenou
metodou, kterou bylo prokazano, ze metodou je mozné kvantitativni stanoveni [3-alaninu
v mo¢i pacientd. Stanoveni mnozstvi L-karnosinu v tomto vzorku v§ak nebylo mozné, coz
mize byt zpiisobeno enzymem L-karnosinazou, ktery jej hydrolyticky rozklada na p-alanin
a L-histidin.

Pro dalsi vyvoj této metody by bylo vhodné pouZiti jiného biologického vzorku nez
moci napf. krevniho séra, ve kterém by mohla byt hladina L-karnosinu Iépe
kvantifikovatelnd. Metoda CE-ESI-MS muze byt zdroven upravena pouzitim jin¢ho pufru
pro CE a optimalizaci pomocné kapaliny v ESI pfidanim tékavé kyseliny zvySujici iontovy

charakter analyti.
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