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Souhrn

Cyklin-dependentni kinazy (Cdk) jsou kli¢ové enzymy regulace buné¢ného cyklu
a jejich inhibitory jsou vhodnym nastrojem farmakologické 1é¢by celé fady onemocnéni, napft.
rakoviny nebo HIV. V soucasnosti existuje piiblizné dvacet inhibitortt Cdk a nékteré z nich jiz
vstoupily do klinickych testd.

Tato prace je zaméfena na vyvoj a optimalizaci analytické metody pro stanoveni péti
syntetickych inhibitort Cdk, derivatd roscovitinu - trisubstituovaného 2, 6, 9- purinu.
Analytickd metoda sestava ze dvou ¢asti — separace pomoci ultrat¢inné kapalinové
chromatografie (UPLC) a hmotnostni detekce (MS) s trojitym kvadrupdlem.

Nejprve byla pro testované latky nalezena vhodna analytickd kolona a byly
optimalizovany chromatografické podminky. Keluci byl pouzit linedrni gradient
S pocatecnim pomérem mobilni faze A a B — 65 : 35. VSechny analyty byly eluovany béhem
6 minut, kdy je dosazeno 100 % organické faze (faze B), kterou je pro vSechny latky
methanol. Jako nejvhodnéjsi vodny roztok (faze A) byl vybran vodny roztok 0,1% kyseliny
mravenci a 15mM HCOONH, o pH= 4.

Vyvoj MS metody zahrnoval hledani nejlepSich podminek pro tvorbu fragmentt
(MRM piechodt), které jsou charakterizovany uréitou hodnotou kolizni energie a dale pak
optimalizaci nastaveni parametr iontového zdroje (ESI), konkrétné kapilarniho a konického
napéti.

Nové vyvinutd metoda bude zvalidovana a nésledné pouzita pro méfeni

vzorkl z in vitro a in vivo experimentu.



Summary

Cyclin-dependent kinases (Cdk) are key enzymes of cell cycle regulation and their
inhibitors are an appropriate tool for pharmacological therapy of many diseases, such as
cancer or HIV. Currently, there are approximately twenty CDK inhibitors and some of them
have already entered clinical trials.

This work is focused on the development and optimization of analytical methods
for the determination of five CDK inhibitors, roscovitine derivatives - trisubstituted 2, 6, 9 -
purine. The method consists of two parts - ultra performance liquid chromatography (UPLC)
separation and MS detection with triple quadrupole.

At first, the suitable analytical column was found and chromatographic conditions
were optimized. Linear gradient with an initial ratio of mobile phases A and B — 65 : 35 was
used for elution. As the most suitable aqueous solutions (phase A) were selected 0.1% formic
acid and 15 mM HCOONH4, pH = 4. The organic phase (phase B) was 100% methanol. All
analytes were eluted in 6 minutes and the gradient was terminated with 100% phase B.

The development of MS method included finding the best conditions for the formation
of fragments (MRM transitions), which are characterized by a value of the collision energy,
and then optimization of the ESI parameters, capillary and cone voltage.
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1. Cile bakalarské prace

Vypracovani strucné reSerSe na téma cyklin-dependentni kindzy (Cdk) - definice,

vyznam, farmakologicky potencial

Zvladnuti teoretickych zakladii vybranych separacnich metod se zaméfenim

na kapalinovou chromatografii a hmotnostni spektrometrii

Samostatna prace se syst¢émem UPLC-MS - hardware, software

Vyvoj a optimalizace analytické metody stanoveni vybranych CDK inhibitorii pomoci

jejich standardt

Zpracovani vysledkl a sepsani bakalatské prace



2. Uvod

Rakovina je onemocnénim, které postihuje lidské populace na celém svéte. Statistiky
ukazuji, Ze pocet nemocnych rakovinou neustdle nartsta. Naptiklad ve Spojenych statech
americkych bylo v roce 2004 evidovano 1 368 030 novych ptipadt rakoviny a 563 700 umrti
spojenych s timto onemocnénim [1], zatimco v roce 2012 uvadéji statistiky jiz 1638 910
novych pfipadd a 577 190 amrti [2]. To znamena, ze v prib&hu osmi let se vyskyt rakoviny
v USA zvysil o 19,8 % a podobny trend 1ze pozorovat i v dalSich zemich. Na zakladé toho
vznikly po celém svété tisice laboratofi zabyvajici se vyzkumem rakoviny a syntézou latek
s potencialnim protirakovinnym uG¢inkem. Jednémi z téchto latek jsou inhibitory cyklin-
dependetnich kinaz.

Jak bude vysvétleno dale, cyklin-dependetni kinazy jsou nezbytné pro spravny chod
bunécéného cyklu. U zdravych bunék jsou postupné rizné kinazy aktivovany a inaktivovany.
Rakovinné buiiky ovSem tuto regulaci postrddaji a mohou se neomezené mnozit. Proto
vznikla mySlenka, zastavit jejich d€leni pomoci inhibice ur¢itych cyklin-dependentnich kinaz.

V soucasnosti existuje celd fada inhibitor cyklin-dependentnich kindz. Mnohé z nich
jiz vstoupily do klinickych testl, naptiklad roscovitin patfici do skupiny purinovych derivatu.

Tato bakalaiskd prace je zaméfena na vyvoj a optimalizaci analytické metody
stanoveni novych inhibitori cyklin-dependentnich kinaz odvozenych od roscovitinu. Metoda
vyuziva spojeni separace pomoci ultrai¢inné kapalinové chromatografie (UPLC) a detekce

hmotnostni spektrometrii (MS).



3. Soucasny stav FeSené problematiky

V nasledujicich kapitolach je popsan bunéény cyklus, vyznam cyklin-dependentnich
kinaz, jsou zde charakterizovany jednotlivé inhibitory cyklin-dependentnich kindz, vcetné
jejich mechanismu uc¢inku a také pouzité metody (kapalinova chromatografie a hmotnostni

spektrometrie).

3.1 Bunéény cyklus

Bunééné dé€leni je nezbytné pro vyvoj a funkci vSeho zivého. U jednobunéénych
zivocichll transformuje fada bunéénych déleni jednu pivodni buniku do seskupeni tvoticich
tkan¢ a organy. U dospélych jedincli mnohobunéénych organismi zajiStuje bunééné déleni
nahrazeni bun¢k, které odumiraji at’ uz z ptirozenych pticin, nebo vlivem skodlivych vnéjsich
vlivi. Buné&éné déleni je kone¢nou fazi procesu ozna¢ovaného jako bunéény cyklus. [3, 4]

Bunéény cyklus je cyklicky sled d&jii, béhem nichz bunika zdvojuje svlij obsah a déli
se v dvé bunky dcetiné. Tento proces je zadkladnim mechanismem, kterym se rozmnozuji zivé
organismy. Obecné lze bunécény cyklus rozdélit do dvou fazi, na interfazi a mitotickou (M)
fazi, béhem niz bunka postupné duplikuje sviij obsah, pfipravuje se na nasledné déleni a tusti
v cytokinezi. Doba trvani bunééného cyklu je u riznych bunék rizna, obecné ale plati,
Ze vétsinu Casu (cca 90 %) setrvava buika v interfazi.

Opodstatnénim nepoméru mezi dobou trvani mitotické faze a interfaze je fakt,
ze pravé v interfazi dochazi k replikaci DNA a zdvojeni organel, coZ jsou vyznamné kroky
bunécného cyklu a je nesmirné dulezité, aby probéhly spravné. Proto se zde nachéazeji také
kontrolni body (tzv. check points), které jsou regulacnimi misty bunécného cyklu a maji
za ukol zamezit prichodu defektnich bunék do pokrocilych fazi cyklu. [4]

Interfaze se sklada ze tfi fazi: G1, G2 a S faze. Specialni fazi je tzv. GO faze,
ktera mize nahradit G1 fazi. Pokud se jiz buiika nemé dale d¢€lit a mé dojit k jeji diferenciaci,
ptejde po poslednim déleni do GO faze a v ni ziistane po zbytek svého zivota (piikladem
takovychto bunék mohou byt napiiklad svalové nebo nervové bunky). [4] V pfipadé, Ze se

bunka nediferencuje, vstupuje do tzv. postmitotické, G1, faze. [5]
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3.1.1 G1 faze bunééného cyklu:

V prvni fazi bunécného cyklu (G1 faze) zvétSuji bunky svou velikost v reakci
na extracelularni signaly, kterymi jsou naptiklad rastové faktory a intracelularni signaly.
Béhem G1 faze jsou aktivni proteinkindzy, které katalyzuji ptenos fosfatovych skupin, a tim

vysilaji signal, ze mize zapocit déleni bunky. [6, 4, 7]

3.1.2 S faze bunééného cyklu:

Druhym krokem bunééného cyklu je tzv. S faze, béhem niz dochazi k replikaci DNA.
Spravny prubéh replikace DNA je pro buiiku nezbytny, a proto je S fazi vyhrazena pfiblizné
polovina celkového Casu trvani bunééného cyklu. Navic se zde nachézi také kontrolni systém,
ktery ma za kol dohlizet nejen na spravny pribéh replikace, ale také na jeji ukonceni

a pruchod do dalsi faze buné¢ného cyklu. [4, 7]

3.1.3 G2 faze bunééného cyklu:

Na S fazi navazuje G2 faze, v niz ma buika, oproti G1 fazi, dvojnasobné mnozstvi
DNA a je téméf piipravena na déleni. Pro spravné rozdeleni matetské buniky do dvou bunék
dcefinych je nutnd nejen duplikace DNA, ale také duplikace bunécnych organel, k niZ dochazi
pravé v G2 fazi. V G2 fazi se také syntetizuji proteiny nezbytné pro d€leni jadra a buiky.
Na konci G2 faze dochazi ke kondenzaci chromosomu, coz znaci zaCatek M faze, konkrétné

zacatek profaze. [4, 7]

3.1.4 M faze bunééného cyklu:

M faze bunécného cyklu (mitotickd) je faze d¢leni jadra bunky. Lze ji rozdélit
na profazi, prometafazi, metafazi, anafazi a telofazi. [7]

Béhem profiaze dochdzi ke kondenzaci chromozoml a zanikd jadérko. Tato
kondenzace je tak vyrazna, Ze je mozné chromozomy pozorovat Vv optickém mikroskopu.
Ovsem profaze neni vhodna k ur€ovani poctu nebo morfologii jednotlivych chromozomd,
protoze nejsou vzajemné oddeleny. Béhem metafaze se také tvoii délici vieténko, které je
tvofeno mikrotubuly. Na jeho vzniku se podileji konkrétné mikrotubuly organizujiciho centra
(MTOC) nachazejici se v cytoplazmé. Tyto MTOC se obvykle nachazeji nedaleko jadra,
coz urychluje jejich transport do jadra v pribeéhu mitézy. MTOC jsou u zivociSnych
eukaryotickych bunék tvofeny malymi organelami, centrozomy, které ovSem rostlinné bunky

nemaji.
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Prometafaze je charakteristickd rozpadem jaderné membrany a navdzanim déliciho
vieténka na jednotlivé chromozomy. [4] De¢lici vieténko se vaze na specifické oblasti
chromozomu — centromery. Struktura eukaryotnich centromer jesté stale neni zcela znama,
ale vi se, Ze obsahuje znafené mnozstvi tandemovych repetitivnich sekvenci DNA. Syntéza
funkéni centromery beéhem interfaze je zakladnim ptredpokladem pro ptechod bunky z profaze
(respektive z prometafaze) do metafaze. Pokud se na chromozomu nenachazi funkéni
centromera, dé€lici vieténko se nenavaze (nebo se navaze chybn¢) a déleni builky neprobéhne
jak ma.

Je-li ovSem centromera funk¢ni, mikrotubuly d¢liciho vieténka se navazi
na kinetochory (proteinové struktury spojené s centromerou) a chromozomy se usporadaji
do ekvatorialni roviny buiiky, coz =zna¢i zacatek metafaze. Pohyb chromozomu
do ekvatorialni roviny je dan zménou délky mikrotubulti. Ekvatorialni rovina byva rovnéz
oznacovana jako metafazni desticka.

V této fazi jsou chromozomy stile tvofeny dvéma chromatidami, které vznikly
duplikaci plivodni chromatidy béhem S faze. Tyto dvé chromatidy se oznacuji jako sesterské.
Kazda ze sesterskych chromatid je pomoci mikrotubuld ptipojena k opacnému polu buriky
a postupnym zkracovanim mikrotubulovych vlédken jsou sesterské chromatidy rozdélovany.
Tato faze je oznaCovana jako anafaze.

Jakmile doputuji jednotlivé chromatidy k polim bunky, nastava telofaze. Béhem
telofdze dochazi k opétovné dekondenzaci chromozomi, tvorbé jaderné membrany
a obnoveni jadérka. [8]

Na M fazi navazuje samotné déleni bunky, ozna¢ované jako cytokineze. V prubéhu
cytokineze dojde krozdéleni cytoplazmy a také bunénych organel na dvé poloviny.
Cytokineze zpravidla za¢ina jiz béhem anafdze, ale nemize byt dokoncena diive, nez jsou
vytvofena dvé nova jadra. Stejné tak, jako se béhem M faze vytvaii urcita pfechodna struktura
Vv podobé déliciho vieténka, v pribéhu cytokineze se tvoii podobnd struktura. Nazyva se
kontraktilni prstenec a u zivociSnych bunc€k je tvofen aktinem a myozinem. Kontraktilni
prstenec je navazan na proteiny asociované s vnitini stranou plazmatické membrany

a zajistuje hladky prubeh deleni bunky. [4]
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3.2 Regulace bunééného cyklu

Bunécny cyklus je slozity proces skladajici se z mensich mezikrokt, které byly strucné
popsany v predchozi kapitole. Duplikace a déleni bunéénych komponent musi byt provedeno
presné a spolehlivé z generace na generaci. Velmi dulezita je zejména spravna replikace
jaderné DNA ulozené v chromozomech. [3, 4]

Kontrola bunééného cyklu zajistujici jeho spravny pribéh je pro zivé organismy
nezbytnd. U jednobunéénych organismii musi byt bunééné déleni a bunécny rast ve vzajemné
rovnovaze. Pokud roste buiika pied délenim pfili$§ rychle, mize dojit k naruseni jejich funkci
apocet novych bunék vzniklych jejim dé€lenim roste jen pozvolna. U mnohobunéénych
organismil je kontrola bunééného cyklu pomérné slozity proces. Déleni kazdé buitkky musi byt
precizn¢ kontrolovano a také spravné naCasovano. Ztrata nebo naruSeni tohoto kontrolniho
mechanismu je spojovana s celou fadou onemocnéni, napt. s rakovinou. [9]

V ramci bunécného cyklu lze nalézt nejriznéjsi komponenty, které dohlizeji
na spravny chod jeho jednotlivych ¢asti. Takovymito komponenty jsou napiiklad enzymy
pottebné pro duplikaci jaderné DNA nebo aparat zajist'ujici spravnou segregaci chromosomi
do nov¢ vznikajicich bunck.

Komplex vSech komponent zajist'ujici spravny chod bunééného cyklu se oznacuje jako
kontrolni systém bunééného cyklu. Tento systém kontroluje priibéh a nacasovani
jednotlivych d&ji bunééného cyklu a je schopen jej Vv kterékoliv jeho casti pozastavit.
Prikladem je zacatek M faze, ktery je mozny, az po dokonceni replikace jaderné DNA. [3, 4]

Bunéény cyklus zahrnuje dva hlavni molekuldrni dé&je, které jsou nezbytné pro
reprodukci buniky. Prvni znich je replikace pivodnich chromosoml buniky (parentalni
chromosomy) v S fazi a jejich nasledné rozdéleni do nové vznikajicich bunék v M fazi. Pokud
by v buiice nebyl pfitomen kontrolni systém bunécného cyklu, piipadné pokud by byla jeho
funkce porusena, mohlo by dochazet k rozchazeni dcefinych chromosomu dfive, coZz by mélo
za nasledek poruseni rovnomérného pienosu genetické informace do dalSich generaci. [9]

Dimyslnou soucasti bunécného kontrolniho systému jsou kontrolni body,
neboli checkpoints. Kontrolni body zodpovidaji za spravné nacasovani zacatku jednotlivych
fazi bunécného cyklu a nachdzeji se vzdy na jejich pomezi. Prvni kontrolni bod se nachézi
na pomezi Gi (pfipadné Go) fadze a S faze. Tento kontrolni bod se oznacuje jako Start,
ptipadné jako restrikéni bod. Pokud se buiika nachazi v prostedi S pfiznivymi podminkami
zahrnujicimi pfitomnost rastovych faktort, projde bodem Start a dojde k replikaci jeji DNA.

Po ukonéeni replikace DNA vstupuje buiika do G, faze. Na pomezi G2 a M faze se nachazi
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druhy kontrolni bod, oznacovany jako Go/M checkpoint. Tieti kontrolni bod se nachazi
na ptechodu z metafdze do anafiaze a kontroluje spravny rozchod sesterskych chromatid
chromosomui. [4, 10]

Burnky disponuji propracovanym mechanismem, ktery monitoruje pribéh buné¢ného
cyklu a pfenasi aktudlni informace do kontrolniho systému. Pokud tento kontrolni systém
detektuje néjaky problém, tj. odchylku od standardniho pribéhu, zpozdi néstup dalsi faze
cyklu do doby, nez budou tyto problémy odstranény. [3]

vvvvvv

oznacovana jako cyklin-dependentni kinazy (Cdks).

3.2.1 Cyklin-dependentni kinazy

Cyklin-dependentni kinazy jsou enzymy, které umoziuji vstup buiiky do jednotlivych
fazi bunééného cyklu, a diky tomu jsou vyznamnym mistem v jeho regulaci. Chemicky
se jednd o heterodimerické proteinkindzy obsahujici ve své struktuie dvé podjednotky —
katalytickou (Cdk) a regulacni (cyklin). [9, 11, 12]

V ramci bunééného cyklu dochazi k dvéma periodickym akumulacim molekul
cyklind. Prvnim z téchto mechanismi je aktivace transkripce a druhym proteinova degradace.
Degradace cyklini je fizena ubiquitin-proteasomovym systémem. Proteolyza molekul cyklini
je jednim z hlavnich mechanismii regulace aktivity cyklin-dependentnich kinaz v prib&hu
buné&¢ného cyklu. [13]

Uvézime-li jak je bunény cyklus sloZity proces, neni prekvapenim, Ze se na jeho
regulaci podili celd fada riznych Cdk a cyklint. Kazda z téchto Cdk ma svou funkci a ve své
struktufe obsahuje vazebné misto pro specifickou molekulu cyklinu. [13] Zajimavé je,
ze koncentrace cyklinli se v pribc¢hu bunééného cyklu meéni v zdvislosti na aktualnich
potiebach buiiky, zatimco koncentrace Cdk je po celou dobu konstantni. [11]

Prestoze je koncentrace Cdk v prubéhu celého bunééného cyklu neménnd, jejich
aktivita stoupd a klesa. Tyto zmény jsou dany fosforylacemi a defosforylacemi jednotlivych
komponent zajistujicich fungovani bunééného cyklu, ale také Cdk samotnych. [3]

Stejné jako dalsi kinazy, i Cdk katalyzuji ptenos fosfatovych skupin na molekuly
substratu. O tom, ktery protein bude fosforylovan, rozhoduji malé molekuly cyklint. [9] Tato
fosforylace nasledné¢ zplsobuje zmény v enzymové aktivité substratu nebo ovliviiuje
interakce substratu s jinymi proteiny. Fosforylace je tedy mechanismus, kterym Cdk ovliviuji

aktivitu jednotlivych komponent buné¢ného cyklu. [3, 14]
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Také samotné Cdk jsou aktivovany a deaktivovany pomoci fosforylace/ defosforylace.
Fosforylace Cdk probiha dvéma zpusoby. Prvnim z nich je fosforylace threoninovych zbytk
Cdk pomoci Cdk-aktivacnich kinaz (CAK). Druhym je fosforylace tyrosinovych zbytkii Weel
protein-tyrosin kinazou. Pokud jsou fosforylovany tyrosinové i threoninové zbytky mitosis-
promoting factor (MPF) je neaktivni. Castym modelem, na némz je studovan vliv fosforylace
na aktivitu Cdk, je lidska Cdk2. Vysledky zjisténé u Cdk2 byly shodné s vysledky zjisténymi
u Cdk S.Pombe. To naznacuje, ze struktura jednotlivych Cdk je podobna a jsou regulovany
podobnymi mechanismy. [9]

Saveéi genom kdéduje 12 cyklin-dependentnich kindz, ackoli jen 5 z nich se aktivné
zapojuje do regulace bunééného cyklu. Jsou to Cdkl, Cdk2, Cdk3, Cdk4 a Cdk6. Cdk 1
cyklu. [11]

Pokud bunky vstupuji z klidové faze do G1 faze bunééného cyklu, Cdk4 a Cdk6
formuji aktivni komplexy s D cykliny (D1, D2 a D3) a iniciuji fosforylaci retinoblastoma
proteinu (RB1) a také nekolika dalSich proteinti, u nichz vyvola fosforylace inaktivaci jejich
funkce transkrip¢nich represort. V' S fazi bunééného cyklu se uplatituji Cdk2 a cykliny typu
A, Bl1, B2, E. Cdk2 se uplatiuje také v G2 fazi, ovSem netvoii jiz komplexy s cyklinem E.
[15]

V piipadé poskozeni DNA je bunécny cyklus pozastaven aktivaci souvisejicich serin-
proteinovych kindz ATM, ATR a jejich efektorti — kindzy kontrolniho bodu 1 (CHKI1) a 2
(CHK?2). Zastaveni bunétného cyklu dava buice ¢as, aby mohla opravit poskozena mista
DNA. [16]

Kontrolni body bunééného cyklu jsou navrzeny tak, aby zajiStovaly integritu genomu
a vytvarely ochrannou bariéru proti patologickym staviim, jako je napiiklad rakovina.
Nicméné mutace napi. v ATM/ATR proteinkinaze mohou narusit signalizaci o poSkozeni
DNA, coz podporuje vznik rakoviny. [17, 18]

Paraleln¢ s replikaci DNA zac¢ina také duplikace centrozomi a jejich separace,
ktera vede k vytvofeni poli mitotického vieténka na zacatku mitézy. Pro prichod bunky
druhym kontrolnim bodem G2 do M faze je dulezity komplex Cdkl a cyklinu A. Nasledné
je zruSena jaderna membrana, cyklin A je degradovan a Cdk 1 vytvaii novy komplex
s cyklinem B. Komplex Cdkl-cyklin B zodpovida za prichod bunky M fazi, avSak pro
dokonceni bunééného déleni, za vzniku dvou samostatnych bunék, je nutné komplex Cdk1-
cyklin B inaktivovat. Tato deaktivace je zprostiedkovana proteolyzou cyklinu B pomoci

anafazi-podporujiciho komplexu (AMP). [17]
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3.2.1.1 Cdk jako cil 1é¢by rakoviny

V roce 2007 bylo znamo pftiblizn€¢ 300 gend, které byly mutovany u nejméné jednoho
typu lidské rakoviny. OvSem pouze omezené mnozstvi ,,rakovinnych geni* koduje molekuly,
na néz je mozné cilit farmakologickou 1é¢bu. Témito molekulami jsou napiiklad proteiny
a enzymy, které mohou byt cili pro malé molekuly inhibitora. VétSina mutaci podilejicich se
na procesu tumorogeneze zahrnuje mutace v genech kodujicich proteiny regulujici priichod
G1 fazi bunécného cyklu. [5]

Sav¢i (a tedy i lidsky) genom koduje 5 cyklin-dependentnich kinaz, které se zapojuji
do regulace bunécného cyklu. Doposud bylo prokdzéno, Ze u rakovinnych bunck byla
mutovana Cyklin-dependentni kinaza 4. Jeji mutace byla prokazana na modelu dédi¢ného
melanomu. Navic byla u fady lymfomd, leukemie a melanomi detekovana zvySena exprese
Cdk6. [19]

Vyzkum spojitosti rakoviny s Cdk ukazuje, ze vyznamna c&ast lidskych rakovin
zahrnuje mutaci zpusobujici chybnou regulaci aktivity Cdk. MiZe se jednat napiiklad
0 nadmérnou expresi cyklinli nebo inaktivaci Cdk. Diky tomu ziskavaji rakovinné bunky své
specifické vlastnosti v oblasti jejich replikace. [5, 11] U lidskych bun€k postizenych
rakovinou byla velmi <casto zjiSténa zvySena aktivita cyklin-dependetnich kinaz.
Nejvyznamnéjsi odchylkou, oproti zdravym bunkam, je u rakovinnych bungk ztrata integrity
kontrolnich bodu. Proto by mohla selektivni inhibice cyklin-dependentnich kindz omezit
progresi rakovinnych bunék jednotlivymi fazemi bunécného cyklu a usnadnit iniciaci
apoptozy téchto bungk. [17]

Jednim z vyznamnych proteinti podilejicich se na vzniku rakovinného bujeni je protein
p53. Jedna se o tumor-supresorovy protein, ktery je v celé fadé rakovinnych onemocnéni
inaktivovan, nebo je jeho funkce vyrazné omezena. [20] Inaktivace proteinu p53 muze byt
zptisobena napiiklad infekci virem HPV, ktery koduje protein E6. Cilem soucasné rakovinné

terapie je aktivace p53 pomoci inhibice cyklin-dependentnich kinaz. [21]
3.3 Inhibitory cyklin-dependentnich kinaz

Ptitomnost kinaz, jejichZ chybna regulace je zapojena ve vzniku rakoviny inspirovala
myslenku vytvofit molekulu, kterd bude schopna aktivitu téchto enzymi regulovat. Jedna se
0 tzv. inhibitory cyklin-dependentnich kinaz.

Na konci 20. stoleti bylo objeveno a popsano n€kolik piirodnich inhibitora cyklin

dependentnich kinaz. ATP-kompetitivni charakter a Siroka uc¢innost ptirozenych Cdk
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inhibitord vedly mnoho veédct k zavéru, ze syntetizovat jedinou molekulu Cdk inhibitoru
vykazujici dostateCnou selektivitu bude velmi slozity proces. Zvrat nastal vroce 1994,
kdy byla vydana publikace popisujici syntézu vyjimecné silného inhibitoru tyrosinkinaz,
ktery byl ATP-kompetitivni a také vysoce specificky. Po tomto objevu opakovaly laboratoie

po celém svété syntézy podobnych latek a vznikla cela fada inhibitorti nejen tyrosinkinaz. [20,
22]

3.3.1 Prirozené inhibitory Cdk

Cyklin-dependentni kindzy jsou velmi dulezitou soucasti bunétného cyklu. Jejich
aktivita stoupa a postupné klesd v zavislosti na dané fazi cyklu, v némz se buiika nachazi.
Tato regulace je pro spravny prubéh celého cyklu nezbytnd. Neni tedy piekvapenim, ze
se v buitkdch nachazi pfirozené inhibitory Cdk. Tyto inhibitory se daji rozdé¢lit do dvou

skupin: INK4 a Cip/Kip. [23, 24]

INK4 INKA4 INK4 INKA4
6'NK4a 1 5INKab 1 gINKac g'NKad

INK4 je rodina proteind zahrnujici proteiny pl , p1 , pl apl

Nazev této rodiny proteini je vytvoien sloZzenim dvou zkratek IN (inhibitor) a K4 (kinaza 4),

1ze si tedy odvodit, Ze se jedna o inhibitory Cdk 4.

1CIP1/WAF1 7KIP1

Cip/Kip rodina proteinii je zastoupena zejména proteiny p2
ZKIP2

, P2
aps . [25] Na rozdil od skupiny INK4 jsou tyto proteiny schopny inhibovat aktivitu v§ech
Cdk. [23] Cip/Kip proteiny hraji vyznamnou roli napiiklad v indukci apoptozy, regulaci
transkripce, diferenciaci bunék a dynamice cytoskeletu. [26, 27]

Jednim z nejzajimavéjSich proteini rodiny Cip/Kip je protein p21, ktery se b&zné
vyskytuje v lidskych bunkach. [22] V sav€ich bunkach vyvolava zvyseni syntézy proteinu
p21 aktivaci a zvySenou syntézu proteinu p53, ktery je syntetizovan jako odpovéd’ na zvysené
poskozeni DNA. Protein p21 mulzZe také zablokovat replikaci DNA inhibici PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen), ktery je pro pribéh replikace esencialni. [28]

3.3.2 Syntetické inhibitory Cdk

V soucasnosti neexistuje zadny synteticky inhibitor Cdk, ktery by byl komercéné
dostupny. Jednotlivé latky jsou prozatim v 1., piipadné ve II. fazi klinickych test. Objasnéni
primarni, sekundarni a tercialni struktury cyklin-dependentnich kinaz bylo prioritou v rozvoji
prvnich Cdk inhibitord. [22] Prvni syntetizované inhibitory Cdk (6-dimethylaminopurine
a isopentenyladenin) nebyly nijak zvlast’ aktivni a nevykazovaly ani dostate¢nou selektivitu.
Nicméné polozily zdklad pro vyvoj dalSich latek, které se odrazely od jejich struktury a

na rozdil od ptivodnich slou¢enin vykazovaly mnohem lepsi vlastnosti. [29]
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Zacatkem 21. stoleti byla syntetizovana celd fada Cdk inhibitori vychdzejicich
ze struktury prvotnich molekul. Tyto Cdk inhibitory jsou nékterymi autory oznacovany jako
druha generace inhibitord Cdk. [11] V soucasnosti je znamo vice nez 50 syntetickych
inhibitorti Cdk, z nichz né€které jsou aktivni i v nanomolarnich koncentracich.

Vsechny Vv soucasnosti znamé inhibitory Cdk maji nékolik spole¢nych vlastnosti [29]:

= Nizka molekulovd hmotnost (Mr < 600 g/mol)

= Jedna se o hydrofobni heterocykly

» Vykazuji kompetitivni vazbu s ATP v ATP-vazebném misté kinazy
= S kindzami je poji zejména hydrofobni interakce a vodikové miistky

Mezi nejstudovangjsi inhibitory Cdk patii flavopyridol a roscovitin (CYC 202). [30,
14]

Obr. ¢&. 1: Strukturni vzorec olomoucinu a roscovitinu
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I HO I
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CHs >"CH3
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OH

Olomoucin  (2-(2-hydroxyethylamino)-6-benzylamino-9-methylpurin) je derivat
purinu, ktery byl syntetizovan v roce 1994. Jedna se o kompetitivni inhibitor vazici se
do ATP-vazebného mista molekuly Cdk. V ramci regulace bunééného cyklu inhibuje
Olomoucin komplexy Cdk2-Cyklin A, Cdk2-Cyklin B a Cdk2-Cyklin E. Uginnost
Olomoucinu byla testovdna na fad¢ rostlinnych i zivocisnych modelll a jednalo se o jednu
z prvnich purinovych latek vykazujicich inhibi¢ni vlastnosti viéi aktivité kinaz. [31]

Roscovitin  (2-(R)-(1-ethyl-2-hydroxyethylamino)-6-benzylamino-9-isopropylpurine)
je latka odvozena od Olomoucinu. Roscovitin je casto oznacovan jako Selicib, pfipadné jako
CYC202. Jedna se o prvni selektivni inhibitor Cdk vykazujici ordlni biologickou dostupnost.
[32] Roscovitin ma malou molekulovou hmotnosti (Mr = 354,5), coz odpovida obecné

charakteristice inhibitort Cdk. Vykazuje vybornou rozpustnost v chloroformu a DMSQO. Bylo
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prokdzano, ze po uziti vyvolava hromadéni tumor supresoru p53, zastavuje bunéény cyklus
au lidskych bunék vyvolava také apoptozu, coz je v piipadé rakovinnych bunék velmi
zaddouci. Tyto ucinky roscovitinu jsou dany zejména jeho vazbou na komplex cyklin-
dependentni kinazy a ptislusného cyklinu, ov§em ke konecnému vysledku ptispivaji také dalsi
déje, které na bunécné tirovni vyvolava.

Akumulace jaderné proteinu p53 po podani roscovitinu je dana silnou inhibici syntézy
RNA a je spojena se zménami na Ser315 a Lys382. Roscovitin inhibuje cyklin-dependentni
kinazu 2, a tim inhibuje také fosforylaci Ser315. Ukazalo se, ze fosforylace na mist¢ Ser315
proteinu p53 vede k vytvofeni tetrameru, ktery nasledné déla p53 bezbrannéjsi vici degradaci
v proteasomu. Pokud tedy roscovitin zablokuje fosforylaci Ser315, zpuisobi snizeni degradace
p53 a jeho akumulaci. [33]

Roscovitin je v soucasnosti v II. fazi klinickych testi a zkouma se jeho vliv pii 1é¢bé
leukémie a rakoviny plic. Z dosavadnich vysledkt vyplyva, ze roscovitin vykazuje velmi
kratky polocas eliminace a netvofii dalsi aktivni metabolity. Ukazuje se také, Ze by roscovitin
mohl také zesilovat U¢inky protinddorového léciva Doxorubicinu, které se uziva v 1écbé
rakoviny prsu. [34] V kombinaci s jinymi 1éCivy se roscovitin nachazi v I. fazi klinickych
testl. Krom¢ jiz zminéného Doxorubicinu jsou zkoumany jeho vlastnosti také v kombinaci
s latkou Sapacitabine [35], ktera vykazuje pozitivni vlastnosti v 1é¢bé pevnych tumori [36].

Na zaklad¢ vlastnosti roscovitinu vznikla fada dalSich latek, které jsou odvozeny
z jeho struktury. Nové inhibitory Cdk inspirované roscovitinem byly vyvijeny [35]:

= Optimalizaci purinovych substituenti
= Zménami pozice a poméry mezi atomy dusiku a uhliku v heterocyklickém
jadre

= Pouzitim kombinaci dvou pfedchozich moZznosti
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3.4 Chromatografie

Analyticka chemie vyuziva k izolaci jednotlivych slozek smési celou fadu separacnich
metod, jednou z nich je chromatografie. Chromatografie je oznaceni pro procesy zalozené na
separaci latek mezi dvé faze — nepohyblivou (stacionalni) a pohyblivou (mobilni). Analyt
je rozpus$tén v mobilni fazi a pomoci ni je unaSen pies fazi stacionarni, s niz mize interagovat.
K separaci pak nasledn¢ dochéazi na zdklad¢ riznych interakci analytu s mobilni a stacionarni
fazi. Stacionarni faze mize mit pevné nebo kapalné skupenstvi, zatimco mobilni faze je bud’to
plynna, nebo kapalna. (LC). [37, 38, 39]

Chromatografické metody lze délit podle mnoha pfistupti. Nejrozsifengjsim délenim
chromatografickych technik je podle skupenstvi mobilni faze na kapalinovou (mobilni faze
je kapalina) a plynovou (mobilni faze je plynna). Dal§imi typy déleni jsou naptiklad déleni
dle uspotadani systému na chromatografii na tenké vrstvé (TLC) a chromatografii na koloné
nebo dle principu separace latek na adsorpéni chromatografii, chromatografii
na iontoménicich, rozd€lovaci chromatografii, gelovou permeacni chromatografii a afinitni
chromatografii. [38]

V soucCasnosti jsou nejpouzivanéjSimi instrumentdlnimi separa¢nimi technikami
plynova a kapalinova chromatografie. Tyto techniky se od sebe 1i8i skupenstvim mobilni faze,

a tedy i mechanismem separace slozek analytu.

3.4.1 Plynova chromatografie

Slouceniny analyzované pomoci plynové chromatografie jsou nejprve odpatovany
a nasledn¢ eluovany kolonou za pomoci plynné mobilni faze. Mobilni faze je zde vyuzivana
vyhradné jen jako podplrny plyn pomahajici prichodu analyzované latky kolonou (napt. Hp,
N, He). Jeji interakce s analyzovanou latkou jsou minimalni. [40]

Stacionarni faze miize byt pevna nebo kapalna. Je-li pouzita pevna stacionarni faze,
oznacuje se tato metoda jako gas-solid chromatography (GSC), pii pouziti kapalné stacionarni
faze hovotime o gas-liquid chromatography (GLC).

Plynova chromatografie je vhodna zejména K separaci tékavych, tepelné stabilnich

a nepolarnich latek. [38]

3.4.2 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie je metoda pouzivana od zacatku 20. stoleti, kdy s jeji

pomoci rusky botanik Tswett separoval rostlinné pigmenty. Rozvoj kapalinové
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chromatografie nastal v poloving¢ 20. stoleti, kdy byly mimo jiné polozeny zaklady
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC). [37] V soucasnosti je kapalinova
chromatografie jednou z nejbéznéji pouzivanych metod analytické chemie. Mobilni fazi je
zde kapalina, zatimco stacionarni faze mlze byt kapalina, ale ¢astéji se jedna o pevnou latku.
Kapalinova chromatografie tedy prochdzi neustdlym vyvojem. V poslednich
desetiletich dochazelo k postupnému zmensSovani ¢astic stacionarni faze, coz vedlo K zlepSeni
separacnich vlastni kapalinové chromatografie, ovSem za nutnosti pouziti vyssich tlaka. Dnes
jsou k dispozici HPLC techniky pracujici s tlaky kolem 40 MPa [39], ale také techniky, jako
je naptiklad UPLC, kde jsou tlaky podstatné vyssi, do 100 MPa, coz umoziuje u¢inngjsi
separaci [41].
Kapalinové chromatografie vyuziva hned né€kolik mechanismii separace:
= Adsorp¢ni
® Rozdélovaci
® Jontové vyménna
=  Vylucovaci
Pficemz uvedené mechanismy se Casto prolinaji a mnohdy neni mozné zaclenit
chromatografickou techniku pouze do jedné kategorie. [37, 38]
Kapalinovou chromatografii 1ze délit také na zakladé€ eluce vzorku na izokratickou, pii
niZ je sloZzeni mobilni faze po celou dobu analyzy konstantni a gradientovou, pfi niZ se slozeni
s casem méni. Gradientova eluce je v soucasnosti vyuzivana pii HPLC a UPLC analyzach.

[37]
3.4.2.1HPLC

HPLC, neboli vysoko-u¢inna kapalinova chromatografie je technika zaloZena
na separaci latek za zvySeného tlaku. Zatimco v pfipad€ plynové chromatografie interagovaly
analyty pouze se stacionarni fazi, v pfipadé HPLC dochazi k interakcim mezi analytem
a stacionarni i mobilni fazi. Mechanismus separace latek pomoci HPLC je zaloZen na
disperznich silach nachazejicich se mezi molekulami analytu, které nemaji zadné trvalé dipoly
ani u nich dipoly nemohou vzniknout. Adsorpce k stacionarni fazi je zaloZena na polarnich
interakcich mezi touto fazi a analytem. [38, 39]

HPLC se vyznauje pouzitim vysokych tlakt (cca 40 MPa), které umoznuji urychlit
prabéh analyzy. Vys§i tlak ssebou ovSem pifinaSi vysSSi naroky na kvalitu piistroje

a chromatografickych kolon, které musi byt témto tlakim pfizpisobené. [40] Klasicky
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kapalinovy chromatograf uréeny pro HPLC ma nékolik hlavnich ¢asti, které jsou popsany

nize:

Autosampler

HPLC analyza probihd v uzavieném systému, ktery je zvelké ¢asti
zautomatizovany a propojeny s pocitacem obsahujicim software pro jeho ovladani. Pro
odbér vzorku se u vétSiny pfistroji vyuziva tzv. autosampler, ktery automaticky
odebere nadefinovany objem a dokaze zpracovat velké mnozstvi vzorkd s témeéft

100% spolehlivosti. [42]

Systém pump

vvvvvv

systém pump, na n¢&jz jsou kladeny vysoké naroky. Pumpy musi byt schopny vytvofit
tlak vice nez 40 MPa a umoznovat Siroké rozpéti rychlosti pratoku (0,05 — 10 ml/min).

Dulezité je, aby nedochazelo k pulziim a tok kapaliny byl plynuly. [42]
Kolony pro HPLC

Kolony pro HPLC byvaji vyrobeny z plastu nebo oceli a jsou naplnény
stacionarni fazi, ktera je pro dany typ kolony specificka. Jednotlivé kolony se lisi také
dal$imi parametry, jako je délka (bézné€ se pohybujici od 5 do 30 cm) [40], velikosti
¢astic sorbentu a vnitinim primérem.

Stacionarni faze u HPLC kolon je velmi variabilni a jeji sloZeni se 1isi zejména
podle vyrobce a typu analytii, pro jejichz separaci je urCena. [39] Stacionarni fazi
mohou byt napf. ¢astice (polymery, krystaly, silikagel) nebo monolity. Soucasny trend
vyvoje kapalinové chromatografie sméfuje k stile lepSim vlastnostem sorbentu,
optimalizuje se napiiklad velikost a tvar pouZitych castic, coz s sebou piinasi zvyseni
ucinnosti separace.

Chromatografické kolony pro HPLC jsou drahé a vzhledem ke stdle menSim
vnitinim pramértm, jsou stale nachylné&jsi k ucpavani. Proto se velmi Casto vyuzivaji
filtry a ptedkolonky, které zabrafuji vstupu necistot do analytické kolony a jejimu

ptipadnému poskozeni. [40]
Detektory (Detectors)

Pro vyhodnoceni vysledkti chromatografické analyzy se vyuzivaji rizné druhy
detektord, které poskytuji data pro sestaveni chromatogrami. Pokud doslo k detekci a

separaci n¢kolika latek, na chromatografickém zaznamu jsou patrné piky odpovidajici
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jednotlivym latkam. Tyto latky jsou fazeny dle svého retencniho ¢asu a na zaznamu
jdou chronologicky za sebou podle toho, jak se vylu¢ovaly z kolony.

Béznymi typy HPLC detektorii jsou napiiklad UV detektor vyuzivajici princip
spektroskopie v UV oblasti, PDA detektor vyuzivajici taktéz princip spektroskopie, ale
pti vinovych délkach od 190 do 990 nm [43], fluorescencni detektor méfici emisi
svétla vzorkem po jeho ozafeni a elektrochemicky detektor [44].

V soucasnosti byvaji detektory ¢im dal cCastéji nahrazovany hmotnostnimi
spektrometry, které dokdzou analyzovat jednotlivé latky na zéklad¢ jejich molekularni

hmotnosti a naboje. [38, 40]

3.4.2.2 UHPLC

HPLC patii mezi nejrozsitenéjs$i separacni techniky a od 50. let 20. stoleti prosla
riznymi modifikacemi. Obecné se postupuje smérem k zlepSeni separacnich vlastnosti
azvySeni ucinnosti. Toho je dosahovdno naptiklad snizovanim velikosti Castic sorbentu
kolon, které s sebou ov8em piinasi horsi prichodnost mobilni faze skrz kolonu. Aby bylo
dosazeno optimalniho pritoku mobilni faze, je nutné zvysit tlak, z ptivodnich 40 MPa
vyuzivanych v HPLC az na 100 MPa. Kapalinova chromatografie vyuzivajici takto vysokych
tlak®l a malych ¢astic sorbentu se oznacuje jako UHPLC. [41]

UHPLC analyza vyzaduje specialni pfistroje a kolony, které jsou schopné odolavat
I vysokému tlaku. Prvni UHPLC pfistroj, ktery byl zaveden na trh v roce 2004 firmou Waters
byl systém UPLC Acquity. Pro UPLC byly vyvinuty specialni chromatografické kolony. Tyto
kolony obsahuji ¢astice o velikosti 1,7 az 1,8 um a jsou vytvofeny pro tlak analyzy az
100 MPa. Vyvoj chromatografickych kolon neustale probiha a sméfuje k stale dokonalej$im
tvarim Castic sorbentu a zlepSeni jejich separacnich vlastnosti.

Jednou z novych technologii vyuzivanou pro UPLC separaci je technologie hybridni
castice BEH (Ethylene Bridged Hybrid). BEH castice se vyznacuji vysokou vnitini stabilitou,
coz jim umoznuje provadét separaci v Sirokém spektru pH (od 1 do 12), a jsou tedy idedlni
zejména pro vyvoj novych analytickych metod. [45] Schéma stacionarni faze obsahujici BEH

Castice je zobrazeno na obrazku ¢. 2.
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Obr. &. 2: Schéma staciondrni faze obsahujici cdstice BEH [46]
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Dalsimi ¢asticemi vhodnymi pro UPLC separaci jsou ¢astice CSH (Charged Surface
Hybrid), které jsou vylepSenim BEH technologie. CSH ¢astice se vyznacuji nizkou trovni
povrchového naboje, coz zlepSuje jejich separacni vlastnosti zejména pro separaci bazickych
latek. Pfitom se ale zachovava mechanicka a také chemicka stabilita typicka pro technologii

BEH. [47]

3.4.2.3 UPC?

Dikazem, ze vyvoj chromatografickych metod jde neustale kuptedu je novinka z roku
2012 tzv. Ultra Performance Converge Chromatography (UPC?). UPC? poskytuje
exponencialni nariist vykonu a selektivity analyzy a patfi mezi nejmodernéjs$i separacni
techniky. Technika UPC v sobé kombinuje vlastnosti kapalinové a plynové chromatografie
a tyto vlastnosti navic rozsifuje, aby bylo dosazeno co nejlepSich vlastnosti separace.

Moznosti separace rozsifuje zejména pouziti stlaceného CO, jako mobilni faze. Oxid
uhli¢ity nabizi fadu vyhod oproti kapalné mobilni fazi nebo nosnym plynim pouZivanym
v GC. Hlavnimi vyhodami pouziti CO2 je vys$$i difuzni rychlost a moznost separace pfi
niz8ich teplotach nez v piipadé¢ HPLC.

Nové sloZzeni mobilni faze spolu s malymi Casticemi sorbentli chromatografickych

kolon umoZiuje vylepSovat rozliSovaci schopnosti a selektivitu systému UPC? Jednou
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z vyhod UPC? je pak pouziti stlateného CO,, ktery je na rozdil od organickych rozpoustédel
pomérn¢ levny, coz umoznuje snizit naklady na analyzu velkého mnozstvi vzorku. [48]
UPC? analyza je vhodna zejména pro hydrofobni slouCeniny, lipidy, polymery a také

tepeln¢ labilni vzorky. [49]

3.5 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je metoda analytické chemie pomoci niz lze stanovit
molekulovou hmotnost latek, vyuziva se jak pro kvalitativni, tak pro kvantitativni analyzu
latek. Hmotnostni spektrometrie se pouzivd napiiklad v biotechnologickych, klinickych,
farmaceutickych a toxikologickych testech, ale také v fad¢ dalSich védnich obort. [50]

Hmotnostni spektrometr se skldda ze tfi hlavnich Casti: iontovy zdroj, analyzator
a detektor. Vzorek vstupuje nejprve do iontového zdroje, kam je nastfiknut velmi tenkou
kapildrou a okamzité ionizovan pomoci elektrického napéti. Tyto ionty néasledné putuji do
analyzatoru, kde jsou separovany na zaklad¢ své hmotnosti a naboje.

Pfi zkoumani vlastnosti ur¢itych molekul, pfipadné pti analyze nezndmych vzorkd se
Casto vyuziva kolize a nasledné fragmentace plivodnich (prekursorovych) iontll na ionty
produktové. Fragmentace je pro kazdou molekulu specifickd a Ize ji diky tomu identifikovat.
[51]

Hmotnostni spektrometriec se velmi ¢asto propojuje s plynovou a kapalinovou
chromatografii, pfi niZ jsou jednotlivé slozky vzorku rozdéleny a nasledné detekovany
pomoci hmotnostniho spektrometru. V soucasnosti je ve vyzkumnych laboratofich hojné

vyuzivano zejména propojeni MS a UPLC, které bylo pouzito i v rdmci této bakalatské prace.

3.5.1 lonizace vzorku

Prvnim krokem analyzy latek pomoci hmotnostni spektrometrie je jejich ionizace.
Ionizacni techniky vyuzivané MS se daji rozdélit na tzv. mé€kké a tvrdé. Tvrdé ionizacni
techniky jsou star$i a patii sem napf. ionizace narazem elektronti (EI). Pfi tvrdé ionizaci
dochéazi k rozsdhlé fragmentaci pivodni molekuly, coZ u mnoha latek znemoZiuje ptresné
uréeni jejich molekulové hmotnosti (Mr).

Nov¢jsim a Setrn€jSim zpisobem ionizace jsou tzv. mekké ioniza¢ni techniky, mezi
néz patii napf. ionizace elektrosprejem (ESI). Diky Setrnosti ionizace jsou me¢kké ionizaéni
techniky vyuzivany v systémech, kdy je hmotnostni spektrometrie propojena s kapalinovou

chromatografii (HPLC, UPLC) a hmotnostni spektrometr zde slouzi jako vysoce citlivy
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detektor. Vyhodou Setrné fragmentace meékkych ionizacnich technik je také moZnost
nasledného stanoveni Mr latek, pro néz je tvrda ionizace nevhodna. [52]

Nizka ionizace mekkych ionizacnich technik je sice vyhodna pro ur¢eni molekulovych
hmotnosti latek, ovSem pro zjiSténi struktury téchto latek pfiliS vhodna neni. Dostatecné
fragmentace vSak lze docilit pouzitim tandemovych hmotnostnich analyzatord, napt. trojitych
kvadrupold, u nichz slouzi prosttedni kvadrupdl jako kolizni cela, v niz vznikaji dcetiné ionty

z parentniho iontu. [52, 53]

3.5.1.3 ESI (ionizace elektrosprejem)

lonizace elektrosprejem (ESI) je ionizaéni desorpéni metoda vhodna k ionizaci
pevnych i1 kapalnych vzorkli a umoziiuje ionizaci i tepelné nestabilnich vzorkd. Pred
samotnou ionizaci je vhodné vzorek precCistit. Vyuziva-li se propojeni kapalinové
chromatografie a hmotnostni spektrometrie, ¢isténi vzorku probihé pii pruchodu kapalinovym
chromatografem.

ESI je typ ionizace molekul za atmosférického tlaku (API). Ionizuje molekuly analytu
pomoci tenkych kapilar, jejichz $picka je pod vysokym napétim (3-5 kV). Vzorek tedy
prochazi kapildrou a méni se v plyn drobnych nabitych kapicek, z nichz se postupné odpaiuji
molekuly rozpoustédla. Diky tomu se na povrchu kapek zvysuje elektrické napéti. Molekuly
analytu tvoficich kazdou kapicku nesou stejny naboj, a jsou vzajemné odpuzovany. Ve chvili
kdy tato odpudiva sila ptekroCi hranici povrchového napéti kapky, dojde ke kulombické
explozi a rozdéleni na jednotlivé ionty. Schéma ionizace elektrosprejem je zobrazeno na
obrazku ¢. 3.

Obr. ¢. 3: Schéma ionizace elektrosprejem [54]
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Ionizace elektrosprejem se obvykle vyuziva k uréeni molekulové hmotnosti Sirokého
spektra latek od malych molekul az po proteiny a dalsi biologické makromolekuly. Je vhodna
pro polarni, t€kavé a tepeln¢ nestabilni analyty. Na rozdil od chemické ionizace 1ze ESI vyuzit
i pro ionizaci velkych molekul, proto se hojné¢ vyuziva pro analyzu 1é¢iv a pfirodnich latek.
[39, 55]

3.5.2 Analyzator

Hlavni soucasti hmotnostniho spektrometru je analyzator, ktery zodpovida za separaci
iont. Odd€leni ionth probiha ve vakuu a déje se na zédkladé poméru hmotnosti a ndboje iontu
(m/z). V soucasnosti se pouziva cela fada analyzatord. Mezi nejcastéjsi patii kvadrupoly, TOF
(Time-of-light) analyzatory, magnetické a iontové pasti. Kazdy z téchto analyzatorti ma své
specifické vlastnosti, specifickou pfesnost a rozliSeni. Mohou mit také riznou kompatibilitu
s danymi ioniza¢nimi metodami. [56]

Pokud se provadi MS analyza, pfi niz se vyuziva vice nez jeden analyzator, jedna se
0 tandemovou hmotnostni spektrometrii (MS-MS). MS-MS analyza vhodna pro strukturni
a sekvencni analyzy, pfiCemz analyzdtory nemusi byt stejného typu, coz ovliviluje jejich
detekéni vlastnosti. Kombinaci jednotlivych typl lze dosahnout mnohem lepSich vysledki,
nez pii pouziti jednoho typu analyzatoru. Velmi oblibené jsou napiiklad pouzZiti dvou
kvadrupolovych analyzatori nebo kombinace kvadrupdlového analyzatoru s magnetickym,

ptipadné TOF analyzatorem. [57]

3.5.2.1 Kvadrupoélovy analyzator

Kvadrupolovy analyzator je tvofen Ctyfmi paralelnimi tycemi, které jsou uloZeny
rovnobézné se smérem, kterym zde proudi ionty. Na vSechny tyce je vloZeno stejnosmérné
napéti, pficemz dvé protilehlé maji zdporny naboj a zbylé dvé kladny. lonty pfichdzejici
Z ionizatoru jsou vedeny do stfedu téchto ty¢i a pouze ionty s danym pomérem hmoty a
naboje (m/z) jsou vedeny skrz analyzator dale do detektoru. Pokud se m/z 1i8i, ionty nemaji
stabilni trajektorii a neprochazeji dale.

Zménou stejnosmérného napéti prochazejiciho tyCemi lze regulovat prichod iontd
analyzatorem. Timto zplsobem lze tedy smés iontl postupné rozdé€lit na zékladé jejich

odlisné m/z. [58] Schéma kvadrupolového analyzatoru je zobrazeno na obrazku ¢. 4.
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Obrazek €. 4 : Schéma kvadrupdlového analyzadtoru [59]
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Specialnim typem kvadrupdlového analyzatoru je tzv. trojity kvadrupdl. Trojity
kvadrupdl je tvofen tfemi po sobé jdoucimi kvadrup6lovymi analyzétory, piicemz prostiedni
(Q2) z nich slouzi jako kolizni cela. Prvni kvadrupdl (Q1) propousti vybrané ionty na zakladé
jejich poméru m/z, v druhém kvadrupoélu (Q2) dochazi ke kolizi se vzacnymi plyny, nejCastéji
s argonem, piicemz vznikajici produktové fragmenty ptivodniho iontu, které jsou analyzovany
ve tretim kvadrupolu (Q3). Diky tomu, Ze je analyzovéan nejen plvodni iont, ale také jeho
fragmenty, dosahuje se vysoké citlivosti metody. [53, 58] Schéma trojitého kvadrupolu viz
obrazek €. 5.

Obrazek ¢. 5: Schéma trojitého kvadrupélu [60]

Fragmentation Begion
metastable decay
collisional induced dissociation

photodissociation
Q1 q2 Q3
(] L)
. | = [ |
[mpurities "r1 oy P1 |+ & N
matrix * [ ]

* = eSs————)  F1,FLF3...
. _—

Collision Cell Product Ion Scanning

Parent Ion Selection

3.5.3 Detekce ionta

Detektor je posledni ¢asti hmotnostniho spektrometru (pokud nepocitdme pocitatovou
jednotku, kterd umoZiluje zpracovavat ziskané vysledky a také nastavovat jednotlivé
parametry MS analyzy). Detektor slouzi k sledovani iontii proudicich z analyzatoru. Dochézi
v ném k amplifikaci signalu a naslednému zaznamenani vysledkii ve form¢ hmotnostnich
spekter. [56]

Zakladnimi typy detektord jsou fotondsobice, elektronové nasobice a mikrokandlové
desky. [55]
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4, Material a metodika

4.1 Optimalizace podminek UPLC

4.1.1 Pristroje a testované kolony:

Pfistroje:

= Acquity™ Ultra Performance LC (Waters) + 2996 PDA detector (Waters)

Testované kolony:

= Acquity BEH C18, 2,1 x 100 mm; 1,7um (Waters)

= Acquity BEH C18 Shield, 2,1 x 150 mm; 1,7um (Waters)

= Acquity CSH C18, 2,1 x 100 mm; 1,7um (Waters)
= (Cogent Diamond, 2,1 x 150 mm; 4um (MicroSolv)
= VisionHT C18, 2,0 x 50 mm; 1,5um (Grace)

4.1.2. Chemikalie a testované latky:

Testované latky: BA-09, BA-10, BA-11, BA-12, BP-14, roscovitin (LRR)

Tabulka ¢. 1: Strukturni vzorce testovanych latek BA-09, BA-10, BA-11, BA-12, BP-14, roscovitin

3

R
HITI/
6
- N
N>
T
R 2
SNH N N\gl
R
Latka R. R, Rs
CH, OH
Roscovitin 4< {
CH, CH,
CH s
3
BA.09 4< {CH HO cl
CH, s
HO
CH
CH, 3
BA-10 —< o HO F
CH, 3
HO

29



CHg
BA-11 4< 4<:>7NH2 HO cl
CH,
BA-12 — >—NH, HO cl
VY
BP-14 — >—NH
2 \N
/

Chemikélie a roztoky:

Methanol

Acetonitril

15mM-HCOONH;, (pH 4)

0,1% kyselina mravenci ve vodé
0,1% kyselina mravenéi v methanolu

0,1% kyselina mraven¢i v acetonitrilu

4.1.3 Vvchozi chromatografické podminky:

Pratokova rychlost: 0,25 ml/min

Objem néstiiku (ul): 10.00

Teplota kolony: 40°C

Doba analyzy: 15.00 min

Mobilni faze A: 15mM-HCOONH, (pH 4)
Mobilni faze B: Methanol

Pocatecni podminky gradientu (A : B): 80 : 20

4.1.4 Postup optimalizace podminek UPLC

Testovani rozpustnosti vzorki

Vybér analytické kolony
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= Optimalizace sloZzeni mobilni faze

4.2 Optimalizace podminek MS

4.2.1 Pristroje

= Quattro micro™ API (Waters)

4.2.2 Chemikalie a testované latky

Testované latky: BA-11, BA-12, BP-14, roscovitin (LRR)

Chemikélie a roztoky:
= 15 mM HCOONH, (pH=4)
= Methanol

= Acetonitril

4.2.3 Postup optimalizace podminek MS

= Nalezeni idedlnich podminek pro MS analyzu latek BA-11, BA-12, BP-14 a
roscovitinu zahrnovalo:
o Hledani vhodnych fragmenti pro identifikaci a kvantifikaci a
optimalizaci nasledujicich parametri:
» Kolizni energie (collision energy)
» Napéti na kapilare iontového zdroje (cappilary voltage)

» Napéti na kon¢ iontového zdroje (cone voltage)
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5. Vysledky
5.1 Optimalizace podminek UPLC

V této kapitole jsou shrnuty vysledky analyz jednotlivych latek, na zdklad¢é kterych
byly definovany optimalni podminky UPLC separace. Jsou zde uvedeny vysledky analyzy
rozpustnosti v8ech testovanych latek v methanolu/ acetonitrilu, vliv koncentrace rozpoustédla
na intenzitu signalu, rozdily v kvalité signalu s pouzitim 6 rozdilnych mobilnich fazi a 5

rozdilnych chromatografickych kolon a také vliv gradientu na reten¢ni ¢as jednotlivych latek.

5.1.1 Rozpustnost vzorku

U vSech latek (BA-09, BA-10, BA-11, BA-12, BP-14) byla testovana rozpustnost ve
100% rozpoustédle. Byly pripraveny STD zasobniho roztoku o koncentraci 10 mol/l ve
100% methanolu a acentonitrilu, pfiCemz vSechny testované latky vykazovaly vybornou
rozpustnost.

Ze zasobnich roztokd o koncentraci 10° mol/l byly vytvoreny pracovni roztoky
o koncentraci 10° mol/l v50% a 10% methanolu a acetonitrilu, které byly pouZity pro

analyzu prostiednictvim UPLC a MS. Rozpustnost jednotlivych latek je shrnuta v tabulce ¢. 2.

Tabulka ¢. 2: Rozpustnost testovanych latek v methanolu a acetonitrilu

Latka Methanol Acetonitril
10% 50% 10% 50%
BA-09 + + + +

BA-10 + + 4 4
BA-11 + + - -
BA-12 + + - -
BP-14 + + - -
Roscovitin ¥ ¥ A A

Vysvétlivky: (+) zcela rozpusténo, (-) ¢aste¢né rozpusténo

5.1.2 Vybér kolony a sloZeni mobilni faze (MF)

V prvni sérii méfeni (s pouzitim kolony Acquity BEH C18) byly pouzity vzorky vsech
testovanych latek v 10% a 50% methanolu (c= 10°mol/l; objem nastiiku: 10 pl). Nasledng
byly porovnany ziskané chromatogramy. Rozdily v chromatografickych zadznamech jsou
ilustrovany na ptikladu latky BA-12 (viz obrazky ¢. 6 a 7) Z tvaru piku, jejich Sitky, plochy a

odezvy bylo jasn¢ patrné, ze jsou pro analyzu mnohem vhodnéjsi vzorky v 50% methanolu.

32



Obrazek ¢. 6: Chromatogram latky BA-12 v 10% MeOH (Kolona Acquity BEH C18, 2,1 x 100 mm; 1,7 um)
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Obrazek ¢. 7: Chromatogram latky BA-12 v 50% MeOH (Kolona Acquity BEH C18, 2,1 x 100 mm; 1,7 pum)

Nasledné byla provedena analyza s identickymi podminkami pro vzorky v 10% a 50%
acetonitrilu. Vysledky analyzy potvrdily, stejn¢ jako v ptipadé pouziti methanolu, ze také zde
je vhodng&jsi pouzit vzorky v 50% rozpoustédle. Nasledné byly srovnany chromatogramy
jednotlivych latek s pouzitim 50 % methanolu a 50 % acetonitrilu. U vSech latek byly
pozorovany leps$i separacni vlastnosti s pouzitim STD v 50% methanolu, u latek BA-09 a BA-
10 doslo, na rozdil od pouziti 50% acetonitrilu, k ¢astecnému rozdéleni jejich izomerti. Na
obrazcich ¢. 8 a 9 lze pozorovat rozdil v separaci latky BA-10 pti pouziti 50 % methanolu

a 50% acetonitrilu.

Obrazek ¢. 8: Chromatogram latky BA-10 v 50% methanolu (Kolona Acquity BEH C18, 2,1 x 100 mm; 1,7 um)
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Obrazek ¢. 9: Chromatogram latky BA-10 v 50% ACN (Kolona Acquity BEH C18, 2,1 x 100 mm; 1,7 pm)
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Poté, co byly zhodnoceny vysledky pro kolonu Acquity BEH C18, bylo provedeno
méteni vzorkll v 50% methanolu a 50% acetonitrilu pro zbylé kolony (Acquity BEH C18
Shield, Acquity CSH C18, Cogent Diamond a VisionHT).

M¢fteni byla provadéna pouze pro vzorky rozpusténé v 50% rozpoustédle (methanol,
ACN- dle pouzitych vzorki), na zakladé ptredeslych vysledku byly vzorky v 10% methanolu
a10% ACN vylouceny. Kompletni vysledky méfeni vSech testovanych latek na vSech
testovanych kolonach, Spouzitim upraveného gradientu eluce, 60 : 40, jsou shrnuty
Vv tabulkéch €. 3 az 8 (viz ptilohy).

Ze ziskanych chromatogrami bylo jasné patrné, ze kolony VisionHT C18 a Cogent
Diamond nejsou pro separaci testovanych latek tak vhodné, jako zbylé kolony. Pro dalsi
analyzy byly tedy vybrany kolony Acquity BEH C18, Acquity CSH C18 a Acquity BEH
C18 Shield. Srovnani kvality chromatografickych zaznami kolon VisionHT, Cogent
Diamond a Acquity BEH C18 Shield je zobrazeno na ptikladu latky BA-11 v 50% methanolu
na obrazcich ¢. 10, 11 a 12.

Obrazek ¢. 10: Chromatogram latky BA-11 v 50% methanolu (Kolona VisionHT C18, 2,0 x 50 mm; 1,5 um)
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Obrazek ¢. 11: Chromatogram latky BA-11 v 50% methanolu (Kolona Cogent Diamond, 2,1 x 150 mm; 4 pm)
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Obrazek ¢. 12: Chromatogram latky BA-11 v 50% methanolu (Kolona Acquity BEH C18 Shield, 2,1 x 150 mm;

1,7 um)
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Pro lepsi piedstavu o vlivu mobilni faze na separaci testovanych latek, byla provedena
méfeni S vyuzitim dal$ich ¢tyf mobilnich fazi:
= A:0,1% kyselina mravenci ve vodé¢; B: 0,1% kyselina mravenc¢i v methanolu
= A:0,1% kyselina mravenci ve vodé; B: 0,1% kyselina mravenc¢i v acetonitrilu
* A:0,1% kyselina mravenc¢i ve vod¢; B: methanol
*  A:0,1% kyselina mravenc¢i ve vod¢; B: acetonitril
S témito mobilnimi fazemi byla provedena analyzu vzorkd v 50% methanolu a 50%
acetonitrilu s pouzitim tfi vybranych kolon. Vysledky téchto méfeni s pouzitim vSech
mobilnich fazi jsou shrnuty v tabulkach ¢. 9 az 14 (viz ptilohy). Ze ziskanych dat bylo mozné
urcit, ze pro separaci latek BA-09 a BA-10 je nejvhodnéjsi kolona Acquity BEH C18 Shield a
mobilni faze sloZzena z vodného roztoku 0,1% kyseliny mraven¢i (FA) a methanolu. Pro zbylé
latky (BA-11, BA-12, BP-14 a roscovitin) byla nejvhodné&jsi kolona Acquity BEH C18 a
mobilni faze slozena z 15 mM HCOONH, (pH= 4) a methanolu.

5.1.3 Optimalizace sloZeni a gradientu MF

Ve vSech provedenych UPLC analyzach byla vyuzivdna gradientova eluce mobilni
faze. Pocatecni podminky gradientu byly nastaveny na 80 % MF A a 20 % MF B, pficemz ve
14-t¢ minuté prechazel gradient do 100 % MF B a poté zpét na pocatecni hodnoty. Pii
analyzach je zadouci, aby se vSechny separované latky eluovaly z kolony pied dosazenim

maxima gradientu.
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Vychozi hodnotou, kterd byla testovana jako prvni, byl pomér 30 : 70
(15mM HCOONHA4 : 100% methanol), dale se pak testovaly poméry 40 : 60, 50 : 50, 60 : 40,
65 : 35, 70 : 30 a 80 : 20 se stejnymi latkami. Jako idealni se jevil pomér 65 : 35, pii némz byl
reten¢ni Cas posledni uvolfiované latky 5,63 min. Pii nastaveni 2 minut na rekondiciaci
podminek bylo tedy mozné snizit délku analyzy na 8 minut. Souhrnny ptehled vlivu poméru

MEF 1 a MF 2 na retenc¢ni Casy testovanych latek viz tabulka ¢. 15.

Tabulka ¢. 15: Kompletni prehled viivu pomeru MF A a MF B na retencni cas [min] testovanych latek
BA-09 2,66 3,93 5,05 5,85 5,63 6,42 10,68
BA-10 2,17 3,24 4,38 5,29 5,18 5,92 9,98
BA-11 1,34 1,81 2,69 3,69 3,87 4,5 7,70
BA-12 1,58 2,34 3,43 4,40 4,45 5,15 8,77
BP-14 1,39 1,95 2,93 3,94 4,08 4,76 8,12

Roscovitin 2,16 3,15 4,26 5,18 5,12 5,85 9,78

5.2 Optimalizace podminek hmotnostni spektrometrie (MS)

V této kapitole jsou uvedeny vysledky optimalizace podminek MS, konkrétné se
jednalo o optimalizaci napéti na kapilafe (cappilary voltage), napéti na koné (cone voltage),
nalezeni MRM piechodl a s nimi souvisejici hodnoty kolizni energie (coll. energy) pro latky

BA-11, BA-12, BP-14 a roscovitin.

5.2.1 MRM piechody a optimalizace kolizni energie

Optimalizace MS podminek metody slouzici k analyze latek BA-11, BA-12, BP-14 a
roscovitin zahrnovala v prvni fad¢ nalezeni vhodnych MRM ptechodi pro jednotlivé latky
a také optimalizaci kolizni energie. MRM piechody byly zjiStény pomoci méfeni v pozitivnim
mo6du Daughter scan (ESI).

Pro latku BA-11 (Mw= 430) bylo detekovano 6 produktovych fragmentt
prekurzorového iontu, které jsou zobrazeny v grafu ¢. 1, véetné ploch pikl. Pro nasledné
analyzy latky BA-11 byly vybrany 2 fragmenty snejvétsi plochou, tj. fragmenty
s Mw= 193,213 a 273,13.
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Graf ¢. 1: Fragmenty latky BA-11
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Pro latku BA-12 (Mw= 456) bylo detekovano 5 produktovych fragmentd. Jednotlivé
fragmenty a jejich plochy pikd jsou shrnuty v grafu ¢. 2. Nejvyraznéj$imi byly fragmenty
s Mw= 219,11 a 316,09.

Graf €. 2: Fragmenty ldatky BA-12
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Pro latku BP-14 (Mw= 473) bylo detekovano 5 produktovych fragmentt, které jsou
zobrazeny v grafu ¢. 3. Vtomto grafu jsou zobrazeny také plochy piku jednotlivych
fragmenti, na zakladé kterych byly zvoleny dva nejvyrazngjsi fragmenty pro nasledujici

analyzy — fragmenty o Mw= 157,93 a 376,06.
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Graf ¢. 3: Fragmenty latky BP-14
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Pro latku roscovitin (Mw= 355) bylo detekovano 5 fragmenti. Na zakladé plochy
piku téchto fragmenti byly vybrany dva fragmenty s nejvétsi plochou, tj. fragment
s Mw= 90,86 a 233,09. Pichled ploch piku jednotlivych fragmentt roscovitinu jsou zobrazeny
v grafu ¢. 4.

Graf &. 4: Fragmenty ldtky roscovitin
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Soucasné¢ s MRM piechody byla optimalizovana také hodnota kolizni energie pro
latky BA-11, BA-12, BP-14 a roscovitin. Grafy ¢. 5 az 8 zobrazuji zavislost kolizni energie na
plose piku pro nejvyrazngjsi fragmenty testovanych latek. Pro kazdou latku byly testovany

vzdy dva fragmenty (kvantifika¢ni a konfirmacni).
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Graf ¢. 5: Optimalizace kolizni energie pro fragmenty 193,08 a 273,13 latky BA-11
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Graf ¢. 6: Optimalizace kolizni energie pro fragmenty 219,11 a 316,09 latky BA-12
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Graf &. 7: Optimalizace kolizni energie pro fragmenty 157,93 a 376,01 latky BP-14

Area

20000
18000

16000
14000

12000

&

10000

1N

8000

4

6000
4000 -
2000 -

0 .

10121416182022242628303234363840
Kolizni energie [eV]

=9—376,01
=—157,93

39



Graf &. 8: Optimalizace kolizni energie pro fragmenty 90,86 a 233,09 latky roscovitin
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Ptehled 5 nejvyraznéjSich fragmentt testovanych latek, vcetné jejich optimalni

hodnoty kolizni energie je shrnut v tabulce ¢. 16.

Tabulka €. 16: Optimalizace kolizni energie a MRM prechody

Hmota
par(?ntalnlho Fragment K0|.I2nl Plocha
iontu energie [eV]
[M+H]+

90,86 40V 165907,13
. 233,09 28V 83074,07
R“;;‘s"t'" 283,06 24V 40442,25
313,12 22V 13989,36

337,09 22V 7293,27

97,87 28V 2606,91

193,08 28V 5417,09

BA-11 273,13 26V 3922,59

430 290,09 22V 3640,67

332,97 20V 2162,35

412,99 18V 1468,33

97,89 30V 6961,03
219,11 32V 13997,08

BA-12

455 316,09 22V 10317,36

358,99 22V 6964,07

439,04 20V 4066,69

81,07 38V 1713,73

97,91 30V 3662,14
B:;;“ 157,93 40V 17394,89
376,01 22V 13960,88

456,01 22V 7022,23
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5.2.2 Optimalizace napéti na kapilafe

Po nalezeni vhodnych MRM piechodt jednotlivych latek bylo nutné optimalizovat

napéti na kapilafe (Cap voltage) pro nejvyraznéjsi fragment, pfi¢emz ostatni parametry MS

byly konstantni. Pro analyzu bylo zvoleno rozpéti Cap voltage od 0,5 kV po 4,5 kV. Pro

vSechny latky byly ziskany nejlepsi vysledky pii pouziti napéti na kapilate 0,5 kV. Kompletni

vysledky analyzy jednotlivych latek jsou uvedeny v tabulce ¢. 17 a graficky jsou znazornény

na grafu ¢. 9.

Tabulka ¢. 17: Optimalizace napéti na kapildre pro latky BA-11, BA-12, BP-14 a roscovitin

Capilary Plocha

Voltage | pa-11 BA-12 BP-14 Roscovitin
[kv] (193,08) | (219,11) | (157,93) (90,86)
0,5 1252 2371 7610 9654
1,0 988 1987 6419 8684
1,5 994 1757 5750 7313
2,0 802 1468 4892 6095
2,5 468 718 3385 3360
3,0 583 925 5261 4595
3,5 650 1080 6229 5472
4,0 688 1119 7375 5744
4,5 638 1281 7125 5741

Graf ¢. 9: Optimalizace napéti na kapilare pro latky BA-11, BA-12, BP-14 a Roscovitine
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5.2.3 Optimalizace napéti na koné

Poslednim parametrem MS metody, ktery bylo nutné optimalizovat, bylo napéti na

koné (Cone voltage). Stejné jako v ptipadé Cap voltage byly vysledky hodnoceny na zaklade

nejvyssi plochy piku nejvyraznéjsiho fragmentu dané latky (BA-11, BA-12, BP-14
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a roscovitin). Pro analyzu bylo pouzito rozpéti Cap voltage v rozmezi 10 — 45 V. Vysledky

analyzy vSech latek jsou shrnuty v tabulce ¢. 18 a zndzornény v grafu ¢. 10.

Tabulka ¢. 18: Optimalizace napéti na kéné pro latky BA-11, BA-12, BP-14 a roscovitin

Cone Area
Voltage BA-11 BA-12 BP-14 Roscovitin

v 1944 4079 7820 10229
14V 2935 5924 11915 15400
18V 3796 7905 14883 20965
20V 3867 8348 16763 23159
24V 4740 9949 20544 28366
28V 5390 11900 23725 33247
30V 5481 12122 23653 36234
34V 6114 13149 25505 41188
38V 5843 13690 25120 44850
40V 5682 13250 23273 45026
45V 4450 11379 19762 46765

Graf ¢. 10: Optimalizace napéti na kéné pro latky BA-11, BA-12, BP-14 a roscovitin
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Z vysledkt vyplynulo, Ze pro latky BA-11 a BP-14 je optimalni hodnota Cone voltage
34 V, pro latku BA-12 38 V a pro latku roscovitin 45 V.

V tabulce €. 19 jsou shrnuty kompletni vysledky optimalizace podminek MS pro latky

BA-11, BA-12, BP-14 a roscovitin.
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Tabulka ¢. 19: Optimalizace podminek MS pro latky BA-11, BA-12, BP-14, roscovitin

Latka MRM Kolizni energie Napéti na kapilare Napéti na koné

prechody [V] [kV] [V]
193,08 28

BA-11 273.13 26 0,5 34
219,11 32

BA-12 316,09 29 0,5 38
157,93 40

BP-14 376,01 29 0,5 34
- 90,86 40

Roscovitin 233,09 28 0,5 45
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6. Diskuse
6.1 Optimalizace podminek UPLC

Pro vytvoreni analytické metody UPLC separace testovanych latek (BA-09, BA-10,
BA-11, BA-12, BP-14 a roscovitinu) bylo nutné optimalizovat nékolik podminek analyzy.
Prvnim krokem bylo zjisténi rozpustnosti téchto latek v organickych rozpoustédlech
(methanol a acetonitril). Nejprve byla testovana rozpustnost vSech latek ve 100%
rozpoustddle (koncentrace 10 mol/l), pfi¢emZ pii této koncentraci rozpoustédla a vzorku
byly vSechny latky dobfe rozpustné. Pfi pouziti nizSich koncentraci rozpoustédel (10% a 50%)
byla rozpustnost latek horsi. Konkrétné dochédzelo pouze k ¢aste¢nému rozpusténi latek BA-
11, BA-12, BP-14 v 10% i 50% acetonitrilu, naproti tomu v 10% i 50% methanolu se tyto
latky zcela rozpustily. Zména v kvalité rozpustnosti je dana tim, Ze acetonitril je slabSim
nepolarnim rozpoustédlem, nez methanol.

Po zjisténi rozpustnosti vSech testovanych latek bylo nutné zvolit slozeni rozpoustédla
pro ptipravu standardi (STD), které budou pouzity pro nasledujici analyzy. Proto byly
vytvofeny STD roztoky o koncentraci 10° mol/l v10% i 50% rozpoustédle (methanol
I acetonitril), s nimiz byla provedena testovaci UPLC analyza za standardnich podminek (viz
metodika — pocatecni podminky UPLC analyzy).

Z vyslednych chromatogrami bylo jasn€ patrné, Ze je vhodn&j$i pouZiti
50% rozpoustédla. V téchto piipadech byla pozorovana vyssi odezva a lepsi tvar pikd. Na
zdznamech 10% vzorki nebyly mnohdy pozorovany Zadné piky odpovidajici separované latce
(viz obrazky €. 6 a 7). Pro nasledujici analyzy byly vybrany STD rozpusténé
v 50% rozpoustédle.

Dilezitym parametrem pro separaci latek je typ chromatografické kolony. V ramci
této prace bylo testovdno 5 chromatografickych kolon, které se vzajemné liSily typem
sorbentu a velikosti jeho ¢astic (1,5 um — 4,0 um), délkou (od 50 mm do 150 mm) a vnitfnim
prumérem (2,0 mm nebo 2,1 mm). Testované latky BA-09, BA-10, BA-11, BA-12, BP-14
aroscovitin se lisi svou molekulovou strukturou a tedy i afinitou k riznym mobilnim
a stacionarnim fazim.

Latky BA-09 a BA-10 se ve své struktufe li§i pouze jednim substituentem, vykazovaly
podobné vlastnosti ve vztahu K stacionarnim fazim testovanych kolon a pro separaci obou
téchto latek byla nejvhodnéjsi kolona Acquity BEH C18 Shield. Pti separaci obou latek byly

pozorovany dvojité piky, coz naznacovalo pfitomnost dvou izomerti. Vyhodou kolony

44



Acquity BEH C18 Shield je vétsi délka (150 mm), coz umoznilo del$i dobu separace

a nasledné rozdéleni dvojpikd na dva rozdélené piky (viz obrazek ¢. 13 a 14)

Obrazek ¢. 13: Chromatogram latky BA-09, Kolona Acquity BEH C18 Shield, 2,1 x 150 mm; 1,7 um)
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Obrazek ¢. 14: Chromatogram latky BA-10, Kolona Acquity BEH C18 Shield, 2,1 x 150 mm; 1,7 um)
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Pro separaci latek BA-11, BA-12, BP-14 a roscovitin byla nejvhodnéjsi kolona
Acquity BEH C18 o délce 100 mm, praméru 2,1 mm a velikosti ¢astic sorbentu 1,7 pum.

Vybér analytické kolony je Uizce spjat s vybérem vhodné mobilni faze a optimalizaci
gradientu jeji eluce. PocateCni podminky linearniho gradientu byly nastaveny na pomér
mobilnich fazi A a B: 80 : 20, pfi¢emz ve 14-t¢ minuté analyzy bylo dosazeno 100 MF B a
celkova doba analyzy byla 15 minut. Tento pomér byl postupné optimalizovan s ohledem na
co nejvyhodnéjsi retencni Casy jednotlivych latek, celkovou dobu analyzy a planované vyuziti
metody pro separaci latek v biologickém materidlu. Jako nejlepsi se jevil pomér 65 : 35, pfi
némz se posledni latka eluovala v ¢ase 5,63 min. Nasledné bylo nutné nastavit dostate¢né
dlouhy ¢as analyzy, aby mohlo dojit k rekondiciaci vychozich podminek gradientu. Celkovy
¢as analyzy byl tedy nastaven na 8 minut.

Bylo testovano celkem 6 mobilnich fazi, jejichz ptesné slozeni je shrnuto v tabulce
¢. 20. Testované latky se vzdjemné vice, ¢i méné liSi svou strukturou, a proto vykazovaly,
stejné jako v piipadé vybéru chromatografickych kolon, rtiznou afinitu pro rizné mobilni

faze.
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Tabulka ¢&. 20: Prehled testovanych mobilnich fazi

MF A MF B

MF¢é.1 15 mM HCOONH4 Methanol
MFéE. 2  0,1%FA vevodé  0,1% FA v methanolu
MFéE. 3  0,1% FA ve vodé Methanol
MF ¢. 4 15 mM HCOONH4 Acetonitril
MFé&. 5  0,1% FA vevodée  0,1% FA v acetonitrilu
MF¢E 6 0,1% FA ve vodé Acetonitril

Latky BA-09 a BA-10, které jsou si strukturné velmi podobné, pro separaci obou latek
byla optimdlni stejnad mobilni faze. Konkrétné MF €. 3. Zbylé latky (BA-11, BA-12, BP-14
aroscovitin) se svou strukturou lisi vice, ovSem vSechny vykazovaly nejlepsi separacni

vlastnosti pfi pouziti MF ¢. 1.
6.2 Optimalizace podminek MS

Poté, co byly nalezeny optimalni podminky UPLC, bylo nutné optimalizovat také
podminky hmotnostni spektrometrie (MS). Jednalo se konkrétné o nalezeni optimalni kolizni
energii, pii niz vznikaji z pivodnich molekul dcefiné fragmenty (MRM piechody), které jsou
pro danou latku charakteristické, optimalizaci napéti na kapilafe a napéti na koné. Vzhledem
K tomu, Ze pro in vitro testovani byly vybrany latky BA-11, BA-12, BP-14 a roscovitin,
optimalizace MS podminek se provadéla pouze pro né.

Pro nalezeni vhodnych fragmenti (MRM piechodi) bylo pouzito rozpéti kolizni
energie 10 eV — 40 eV. Pii kazdé hodnoté kolizni energie byly zaznamenany vzniklé
fragmenty a vybrany dva nejvyrazngjsi (kvantifikacni a konfirmaéni). Zaznamenavala se také
jim odpovidajici kolizni energie. Kompletni ptehled vybranych hodnot kolizni energie
a fragmentt pro vSechny testované latky viz tabulka ¢. 16.

Poté, co byly nalezeny vhodné kvantifika¢ni a konfirmacni fragmenty a jim
odpovidajici kolizni energie, bylo optimalizovano nastaveni parametri iontového zdroje

(ESI), konkrétné napéti na kapilafe a na koné€. Vysledné hodnoty viz tabulka ¢. 19.

46



7. Zavér

Cilem této bakalatské prace byl vyvoj a optimalizace analytické metody Stanoveni
vybranych Cdk inhibitorti pomoci jejich standardi. Konkrétné se jednalo o latky s oznaCenim
BA-09, BA-10, BA-11, BA-12, BP-14 a roscovitin. Kompletni analyticka metoda vyuzivajici
spojeni ultrau¢inné kapalinové chromatografie (UPLC) a hmotnostni spektrometrie (MS) byla
vytvoiena pro latky BA-11, BA-12, BP-14 a roscovitin. Pro zbylé latky BA-09 a BA-10 byla
optimalizovany podminky UPLC separace.

V ramci vyvoje a optimalizace této analytické metody byla optimalizovana cela fada
parametri.  UPLC 1 MS. Nejdllezitgjsimi parametry UPLC byl vybér vhodné
chromatografické kolony a mobilni faze. Pro latky BA-09 a BA-10 byla nejvhodnéjsi kolona
Acquity BEH C18 Shield, s jejiz pomoci bylo mozné oddélit izomery téchto latek, a mobilni
faze tvorend 0,1% FA ve vod¢ a methanolem. Pro zbylé latky byla nejvhodnéjsi kolona
Acquity BEH C18 a mobilni faze tvofena 15 mM HCOONH, a methanolem.

V ramci optimalizace MS byly nalezeny kvantifika¢ni a konfirmacni fragmenty latek
BA-11, BA-12, BP-14 a roscovitinu a jim odpovidajici hodnota kolizni energie. Dale pak
bylo optimalizovano napéti na kapilaie a napéti na koné. Souhrnny piehled parametrd UPLC

a MS optimalizovanych pro analyzu jednotlivych latek viz tabulka ¢. 21.

Tabulka ¢. 21: Prehled parametrii vytvorené analytické metody pro stanoveni Cdk inhibitorti BA-09, BA-10, BA-
11, BA-12, BP-14 a roscovitinu

UPLC MS
Latka : MRM (kolizni | Napéti na Napéti
Kolona Slozeni mobilni faze (65 : 35)
energie) kapilare na kéoné
Acquity BEH C18 Shield,
BA-09 0,1 % FA ve vodé : methanol _ _ _
2,1 x 150 mm; 1,7pym
Acquity BEH C18 Shield,
BA-10 0,1 % FA ve vodé : methanol _ _ _
2,1 x 150 mm; 1,7um
Acquity BEH C18, 15 mM HCOONH4 (pH= 4) : 193,08 (28 V);
BA-11 0,5 kV 34V
2,1 x 100 mm; 1,7um 100 % methanol 273,13 (26 V)
Acquity BEH C18, 15 mM HCOONH4 (pH= 4) : 219,11 (32 V);
BA-12 0,5 kV 38V
2,1 x 100 mm; 1,7pym methanol 316,09 (22 V)
Acquity BEH C18, 15 mM HCOONH4 (pH= 4) : 157,93 (40 V);
BP-14 0,5 kV 34V
2,1 x 100 mm; 1,7um methanol 376,01 (22 V)
Acquity BEH C18, 15 mM HCOONH4 (pH=4) : 90,86 (40 V);
ROSCOVITINE 0,5 kV 45V
2,1 x 100 mm; 1,7pm methanol 233,09 (28 V)

Analytickd metoda, vyvinutd vramci této bakalafské prace, je v soucasnosti

aplikovany pfi in vitro testovani latek BA-12 a BP-14 (latka BA-11 byla z analyz vyloucena)
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a Vvbudoucnu bude pouzita také vramci in vivo testovani nékterych farmakologickych

parametri zminénych latek.
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9. Seznam pouzitych zkratek a symbola

AC: Acetonitil

APCI: Tonizace za atmosférického tlaku (Atmospheric Pressure Chemical lonization)

BEH: Ethylene Bridged Hybrid

CAK: Cdk-aktiva¢ni kinazy

Cdk: Cyklin dependentni kinasy

Cl: Chemicka ionizace (Chemical lonization)

CSH: Charged Surface Hybrid

CYC 202: Roscovitin

DMSO: Dimethyl sulfoxid

DNA: Deoxyribonukleova kyselina

EI: Elektronova ionizace (Electron lonization)

ESI: lonizace elektrosprejem (Electrospray lonization)

FA: Kyselina mravené¢ni (Formic Acid)

GLC: Gass-Liquid Chromatography

GS: Plynova chromatografie (Gass Ahromatography)

GSC: Gass-Solid Chromatography

HIV: Virus lidské imunitni nedostate¢nosti (Human Immunodeficiency Virus)

HPLC: Vysokou¢inna kapalinova chromatografie = (High  Performance  Liquid
Chromatography)

HPV: Lidsky Papillomavirus (Human Papillomavirus)

LC: Kapalinova chromatografie (Liquid Chromatography)

LRR: Laboratof riistovych regulatora

MF: Mobilni faze

MPF: Mitdzu zahajujici faktor (Mitosis promoting factor)

MRM: Multiple Reaction Monitoring

MS: Hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)

MTOC: Mikrotubuly organizujici centrum

PCNA: Proliferating Cell Nuclear Antigen

RB: Retinoblastoma protein

STD: Standard
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UHPLC: Ultravysokot¢inna kapalinova chromatografie (Ultra High Performance Liquid
Chromatography)

UPLC: Ultrauc¢inna kapalinova chromatografie (Ultra Performance Liquid Chromatography)
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10. Prilohy
10.1 Piiloha 1: Srovndni vysledkit analyzy latek pii pouZiti 50% methanolu a 50%
acetonitrilu

Tabulka &. 3: Vysledky méreni pro latku BA-09 v 50% methanolu/ acetonitrilu (MF: 15mM HCOONH4 :
methanol/ acetonitril; 60 : 40)

15mM HCOONH, : methanol | 15mM HCOONH4 : acetonitril
Kol i

olona Sitka piku Plocha piku | Odezva spllrl:{:l Plocha piku | Odezva
Acquity BEH C18, 2,1 x 0,1573; 3762723, | 19100 | 0098; | 1763564, | ...
100 mm; 1,7um 0,2018 6 678 237 03 02108 | 4587718 e
Acquity CSH C18, 2,1 x 0,1137; 3857 396; . ;
i e oo 75n | 11310° | 03696 | 5087412 |64110
Cogent Diamond, 2,1 x 150 0,8212 13226596 | 4.86.10" | 05628 | 13535595 | 7,18.107
mm; 4pm
WAL s, 240 el 0,4622 12299089 | 935107 | 04201 | 10968050 | 8,32.10
mm; 1,5um
Acquity BEH C18 Shield, 0,1943 8157252 | 1,11.10° | 02709 | 6358921 | 581.107
2,1 x 150 mm; 1,7um

*Pozn. V pripadeé latky BA-09 jsme pozorovali u kolon Aquity BEH C18 a CSH dvojité piky

Tabulka ¢. 4: Vysledky méreni pro latku BA-10 v 50% methanolu/ acetonitrilu (MF: 15mM HCOONH, :
methanol/ acetonitril; 60 : 40)

15mM HCOONH, : methanol 15mM HCOONH4 : acetonitril
Kolona Sitka | Plocha piku | Odezva | Sitka Plocha | Odezva

piku piku piku
Acquity BEH C18, 2,1 x 100 0,1317; 3553 770; 8 7
1 7m 01793 S we 565 | 130107 | 02296 | 4094298 | 590.10
Acquity CSH C18, 2,1 x 100 0,1005; | 4030 137; ) .
e 1L 028680 | 11371625 | 133:10°| 02199 | 7127448 | 10510
Z‘l’ge”t Diamond, 21 x 150 mm; | 4 7549 17411148 | 6,70.10" | 0,5318 | 18030080 | 1,04.10°
Y'SSL?;‘HT G, 2B I, 0,4329 18805318 | 1,32.10° | 0,3926 | 13316928 | 1,01.10°
Acquity BEH C18 Shield, 2,1 x 02014; | 15543420; | o) 00 | 03461 | 8182339, | .o 0
150 mm; 1,7um 0,1424 1942782 | “7% 01888 | 1369935 | °°%
*Pozn. V pripadé ldatky BA-10 jsme pozorovali u kolony Acquity BEH C18 dvojité piky a dva piky u kolony BEH

C18 Shield

Tabulka ¢. 5: Vysledky méreni pro latku BA-11 v 50% methanolu/ acetonitrilu (MF: 15mM HCOONH, :
methanol/ acetonitril; 60 : 40)

15mM HCOONH, : methanol 15mM HCOONH4 : acetonitril

Kolona Sitka Plocha | Odezva | Siika Plocha | Odezva
piku piku piku piku

Acquity BEH C18, 2,1 x 100 mm; 02072 | 605419 |956.10°| 02737 | 1742920 | 2,12.107

1,7pum
fgi‘;ty CORCNE, 2 I, 02585 | 479463 | 489.10° | 03236 | 1362466 | 117107
f;?f”t Diamond, 2,1 x 150 mm; 06084 | 1497833 | 458.10° | 06562 | 7716803 | 2,.94.107

VisionHT C18, 2,0 x 50 mm,; 1,5um 0,3718 1391547 | 8,84.10° | 10,2989 3280934 | 2,87.10

Q(rf_ul't;'uiEH C18Shield, 2.1x150 | 515 | 763970 |9.17.10° | 03420 | 2086541 | 1,90.107
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*Pozn. V pripadé latky BA-10 jsme pozorovali u kolony Acquity BEH C18 dvojité piky a dva piky u kolony BEH

C18 Shield

Tabulka ¢. 6: Vysledky méreni pro latku BA-12 v 50% methanolu/ acetonitrilu (MF: 15mM HCOONH, :
methanol/ acetonitril; 60 : 40)

15mM HCOONH, : methanol

15mM HCOONH4 : acetonitril

Kolona
Sitka piku Plocha piku | Odezva | Siika piku Plocha piku | Odezva

Acquity BEH C18, 0,3191 2239233 | 2,84.10 0,2435 1490714 | 1,68.107
2,1 x 100 mm; 1,7pum
gy COACAE, 0,3031 1486988 | 151107 | 03221 960625 | 9.16.10°
2,1 x 100 mm; 1,7um
Cogent Diamond, 2,1 0,4798 3904344 | 1,50.107 0,6943 5653166 | 2,06.107
x 150 mm; 4pm
gl e, 2 04617 3267685 | 2,04.107 0,4062 1558139 | 1,03.107
50 mm; 1,5pum
Acquity BEH C18
Shield, 2,1 x 150 mm: 0,2602 2356330 | 2,41.107 0,2671 1323856 | 1,28.107

1,7um

Tabulka ¢&. 7: Vysledky méreni pro latku BP-14 v 50% methanolu/ acetonitrilu (MF: 15mM HCOONH, :
methanol/ acetonitril; 60 : 40)

15mM HCOONH, : methanol

15mM HCOONH4 : acetonitril

Kolona
Sifka piku Plocha piku | Odezva | Siika piku Plocha piku | Odezva
Acquity BEH C18, 0,1986 1006746 | 1,43.107 0,1691 339046 | 4,58.10°
2,1 x 100 mm; 1,7pum
Acquity CSH C18, 0,1929 703045 | 8,34.10° 0,1504 326310 | 4,43.10°
2,1 x 100 mm; 1,7um
Cogent Diamond, 2,1 0,4117 1479745 |59810°|  0,3334 1623647 | 8,60.10°
x 150 mm; 4pum
ARG G 2053 0,4809 2187797 | 133107 |  0,2997 1641079 | 1,46.107
50 mm; 1,5um
Acquity BEH C18
: _ ;| 01041 316 464; 6
Shield, 2,1 x 150 mm; 0,2481 1260041 | 1,41.10 01918 453130 | 63010

1,7um

Tabulka ¢. 8: Vysledky méreni pro latku roscovitin v 50% methanolu/ acetonitrilu (MF: 15mM HCOONH;, :
methanol/ acetonitril; 60 : 40)

Kolona

15mM HCOONH, : methanol

15mM HCOONH4 : acetonitril

Sika piku Plocha piku | Odezva | Siika piku Plocha piku | Odezva
Acquity BEH C18, 0,2027 15224390 | 2,14.10° 0,1791 8769933 | 1,46.10°
2,1 x 100 mm; 1,7um
ACUIE/CSHICTS, 0,2438 18120614 | 2,21.10° 0,1755 13311891 | 1,92.10°
2,1 x 100 mm; 1,7um
Cogent Diamond, 2,1 0,6971 21163468 | 7,72.107 0,5295 32531766 | 1,63.10°
x 150 mm; 4um
VisionHT C18, 2,0 x 0,3684 26795566 | 2,05.10° |  0,3287 30086074 | 2,45.10°
50 mm; 1,5um
Acquity BEH C18
Shield, 2,1 x 150 mm; 0,2197 19679290 | 2,58.10° 0,2363 17 153904 | 2,01.108

1,7um
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10.2 Priloha 2: Souhrnné vysledky UPLC analyzy vSech testovanych ldtek

Tabulka €. 9: Kompletni vysledky analyzy latky BA-09

Kolona Acquity BEH C18 Kolona Acquity BEH C18 Shield Kolona CSH
Ploch Ploch Ploch
ME | Sitka piku | Weka piku ;’iﬁua Odezva | Sitka piku | Weka piku :I,Eua Odezva | Sitka piku |Wska piku ;I,Eua Odezva
. 01003 13392619 624239 s .| 00783 18659624 859308 ,
&1 26107 | 01706 122280608 8352965 1,22.10 3,69.10
S 01229 23920258 1230599 02097 36617676 2738300
c
3 i 01572 46503244 3204800 | 01825 19638954 1327801 | 01836 34037616 2422533 .
£ .2 9,66.10 4,02.10 5,56.10
ot 0,182 95335072 6468548 0201 39877380 2701206 03015 53805172 4936036
= . 01773 63195704 4762649 .| 01093 16741892 1254389 | 02818 40792236 3345833 ,
8.3 1,07.10 3,04.10 7,15.10
01327 106156528 8517526 02075 30399530 2275566 02225 68754048 6006832
_ &1 00821 34910160 1611393 _ o) 107 | 02302 73147912 6513093 732107 | 03055 74528176 5757313 7.45.107
= 01595 76486992 4693062
‘s . 00780 48627568 2203127 ,| 01260 s6188204 2704756 | 01603 23215220 1663863 ,
S &2 731.10 9,28.10 47310
3 01916 73175712 5397044 01525 92452464 4736909 02498 45301124 3626637
< V 01087 57202216 3360342 | 01287 45411536 2323782 | 01767 19492254 1384471 .
&3 1,02.10 7,83.10 3,83.10
01648 102156208 6822181 0,521 78047880 4036970 02784 36737664 3101003

Pozn.: MF €. 1 = 80 %: 15 mM HCOONH4; 20 %: methanol (acetonitril)
¢. 2 =280 %: 0,1% kyselina mravenéi (FA); 20 %: 0,1% FA ve 100% methanolu (acetonitrilu)
¢.3=280%: 0,1% FA; 20 %: 100% methanol (acetonitril)

Tabulka €. 10: Kompletni vysledky analyzy latky BA-10
BA-10
Kolona Acquity BEH C18 Kolona Acquity BEH C18 Shield Kolona CSH
MF | Sitka piku | Vyska piku P';’I,E:a Odezva |Sitka piku| Waka piku P':iE:a Odezva |Sitka piku | Waka piku P'F:’I,ﬁ:a Odezva
, 00952 57639104 3138340 . . .
& 1,05.10°| 01792 221296720 15924541 2,21.10°| 03336 143087776 14831184 143.10
S 0,1692 104891416 6977399
c
3 i 01304 46546504 2906350 o| 01652 39906432 2783078 ,| 01634 37685640 2580448 .
| &2 1,02.10 7,49.10 6,82.10
Q, 0,1728 94425376 60691222 0,944 74374528 5390711 02695 64804896 5749490
= , 0,1458 65911444 4459046 o| 02127 35153032 2831725 ,| 02373 47348324 3615204 s
&3 1,20.10 5,84.10 8,4.10
01779 112345248 8091874 02227 58350744 4919873 03115 79763712 7438988
_ | e 0,1977 103542440 7810546 1,0410°| 02294 77250984 7817712 7,74.10°| 02020 115855808 6983787 1.15.10°
k=] . .| 00982 64713880 3169039 . .
| &2 0,1903 133302088 9014245 1,33.10 111.10°| 01815 133302088 9014245 133.10
g 01135 110764992 5689078
5] 0,1287 51281280 2521853 .
<| &3 0,1882 133212624 11233931 1,33.10° 836107 | 02596 133212624 11233931 1,33.10
0,1404 81502784 4247792

Pozn.: MF ¢. 1 =80 %: 15mM HCOONH4; 20 %:

methanol (acetonitril)

¢. 2 =280 %: 0,1% kyselina mravenéi (FA); 20 %: 0,1% FA ve 100% methanolu (acetonitrilu)
¢.3=280%: 0,1% FA; 20 %: 100% methanol (acetonitril)

Tabulka ¢. 11: Kompletni vysledky analyzy latky BA-11
BA-11
Kolona Acquity BEH C18 Kolona Acquity BEH C18 Shield Kolona CSH

ME | Sitka piku [Weka piku P':;:a Odezva | Sitka piku [Vyska piku P':I,E:a Odezva | Sitka piku [Vyska piku P:;E:a Odezva
= &1 02075 4685365 339699 4,72.10° | 01818 9003267 650007 9,31.10° | 02664 5306723 507208  5,35.10°
]
N 82 X X 03319 27648656 2563349 2,85.10"
b= &3 02213 7515132 708573 7,51.10° | 01708 4246822 370011 4,24.10° x

&1 01919 21550796 1326086 2,14.10° | 02146 23321018 1747074 2,32.10" | 01811 10698660 862755 1,07.10’
= &2 0,2324 19295398 1792196 1,93.10’ 00977 13460000 515373 1,32.107 X
g 01197 4786998 227990
g ) o | 01287 12801926 515462 . .

&3 02213 7515132 708573  7,51.10 125107 | 00912 4892396 193530  4,88.10

01521 3519900 159733
Pozn.: MF €. 1 =80 %: 15mM HCOONH4; 20 %: methanol (acetonitril)

¢. 2 =80 %: 0,1% kyselina mravenci (FA); 20 %: 0,1% FA ve
.3=280%: 0,1% FA; 20 %: 100% methanol (acetonitril)

100% methanolu (acetonitrilu)

(el
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Tabulka ¢. 12: Kompletni vysledky analyzy latky BA-12

Methanol

Acetonitril

BA-12
Kolona Acquity BEH C18 Kolona Acquity BEH C18 Shield Kolona CSH
ME | Sifka piku |Waka piku p':iiza Odeza | Sifka piku |Wska piku P':I,i:a Odeza | Sifka piku |Wska piku P':I,i:a Odeza
&1 01807 17229646 1227408 1,73.10" | 02408 27330088 2255165 2,73.10" | 02552 14460824 1319174 1,45.10"
82 02147 4328540 324888 4,39.10° | 02102 14763820 1040734 1,4810° | 02172 4328540 324888 4,39.10°
&3 02627 20947188 2214088 2,10.10° | 02414 9025852 813357 9,0410° | 0267 8124345 661647 8,13.10°
8.1 02315 15765897 1065087 1,57.10" | 02302 13531459 1176352 1,35.10" | 02417 9323313 696105 6,40.10°
) 02738 19768960 1675002 1gp.107 | 01586 6445487 389146 o o e X
0148 4792983 267635
) .| 01755 5667425 292601 .
&3 02228 22326176 1661908 2,21.10 5,82.10 X
01521 4601096 248513
Pozn.: MF ¢. 1 =80 %: 15mM HCOONH4; 20 %: methanol (acetonitril)

¢. 2 =280 %: 0,1% kyselina mravenéi (FA); 20 %: 0,1% FA ve 100% methanolu (acetonitrilu)
¢.3=280%: 0,1% FA; 20 %: 100% methanol (acetonitril)

Tabulka ¢. 13: Kompletni vysledky analyzy latky BP-14

Methanol

Acetonitril

BP-14
Kolona Acquity BEH C18 Kolona Acquity BEH C18 Shield Kolona CSH
ME | Sitka piku [Wyska piku P';,ﬁ:a Odezva | Sitka piku |vyﬁ'ka piku P';I,E:a Odezva | Sitka piku |Vska piku P':iﬁza | Odezva
8.1 01519 7712773 538787 7,72.10° | 02569 16927918 1404197 167.10" | 01988 7237678 582435 7,26.10°
82 02574 56941048 4584496 575107 | C2007 8433309 894311 o) 105 | 02715 8802378 963733 9,06.10°
02609 8236628 837566
83 X 02388 4112625 378806 4,09.10° | 02077 2032150 211535 2,93.10°
&1 01817 4172117 267125 4,17.10° | 01815 9460401 719943 946.10° | 0157 4651298 287607 4,65.10°
82 02353 6406533 650571 64.10° | 00991 5063657 203376 5,06.10° x
&3 X X 0,091 1648086 73993  1,65.10°
Pozn.: MF ¢. 1 = 80 %: 15 mM HCOONH4; 20 %: methanol (acetonitril)

¢. 2 =280 %: 0,1% kyselina mravenci (FA); 20 %: 0,1% FA ve 100% methanolu (acetonitrilu)
¢.3=280%: 0,1% FA; 20 %: 100% methanol (acetonitril)

Tabulka ¢&. 14: Kompletni vysledky analyzy latky roscovitin

Acetonitril Methanol

ROSCOVITINE
Kolona Acquity BEC C18 Kolona Acquity BEC C18 Shield Kolona CSH
ME | Sitkapiku| Wska piku | P';,E:a Odezva | Sitka piku | Waka piku P';,E:a Odezva | Sitka piku | Weka piku P';,ﬁ:a Odezva
&1 0,1493 187351456 11146704 1,89.10° | 0,1881 317113088 20402920 3,18.10° | 02427 211318048 18389904 2,11.10°
&2 0,2225 185334656 13981741 1,86.10° 0,1828 142996176 9992047 143.10° | 0,1886 128739496 13979753 1,29.10°
&3 0,2437 208398576 17292438 2,08.10° 0,2184 118758416 9553101 1,19.10° | 0,4153 138434976 15634531 1,38.10°
&1 0,1900 85265440 4754965 8,52.10" 0,1933 212345504 15696067 2,12.10° | 0,1821 183161872 13647181 1,82.10°
&2 0,2106 269851968 20036122 2,69.10° 0,1846 190134832 13937298 1,90.10° | 0,3852 104387920 13188876 1,04.10°
&3 0,1820 322850304 21901274 3,26.10° 0,2225 177564048 12388916 1,77.10° | 0,2597 100979424 10406944 1,01.10°

Pozn.: MF ¢. 1 =80 %: 15mM HCOONH4; 20 %: methanol (acetonitril)
¢. 2 =280 %: 0,1% kyselina mravenc¢i (FA) ve vodé; 20 %: 0,1% FA ve 100% methanolu

(acetonitrilu)

¢.3 =280 %: 0,1% FA; 20 %: 100% methanol (acetonitril)
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