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Souhrn

PfedloZzend diplomova prace se zabyva testovanim moznosti analyzy
glykosaminoglykanti (dermatan a heparan sulfatu) v preparatu Sulodexid v biologickych
tekutinaich metodou tandemové hmotnostni spektrometrie ve spojeni s vysokouéinnou
kapalinovou chromatografii (LC-MS/MS).

Prace je rozdélena do nckolika kapitol. V teoretické €asti jsou popsany biologicke
vlastnosti, struktura a moznosti analyzy nejvyznamnéjSich glykosaminoglykanii. Dale jsou
v této kapitole popsany principy technik, které byly pro analyzu dermatan a heparan sulfatu
pouzity.

Experimentalni Cast prace je veénovdna vyvoji metody umoZnujici monitorovani
hladiny Sulodexidu v krevni plazmé¢ a v moci. Byly testovany dva ptistupy. Prvni ptistup byl
zaloZen na pievedeni dermatan a heparan sulfdtu methanolyzou bezvodym roztokem kyseliny
chlorovodikové v methanolu na methylované disacharidy. Byl prostudovan proces
fragmentace téchto derivati v kolizni cele hmotnostniho spektrometru. Charakteristické
fragmenty byly vyuzity pro analyzu téchto latek tandemovou MS. Produkty methanolyzy
mély vyuzitelnou retenci na reverzni fazi a byly dobfe ionizovany v elektrospreji.

Druhy postup vychazel z LC-MS/MS analyzy nederivatizovaného dermatan a heparan
sulfatu. Pro analyzu slozek Sulodexidu bez pfedchozi derivatizace byly testovany moznosti
jejich separace zejména v HILIC mddu a na reverzni fazi. Optimalizovand metoda umoziuje

citlivou analyzu glykosaminoglykand v mo¢i (LOQ = 3 mg/l).

Kli¢ova slova: glykosaminoglykany, dermatan sulfat, heparan sulfat, hmotnostni

spektrometrie, kapalinova chromatografie



Summary

This diploma thesis is focused on possibilities of analysis of glycosaminoglycans
(dermatan and heparan sulfate) in preparation Sulodexide in biological fluids by high
performance liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry
(LC-MS/MS).

The thesis is divided into several chapters. The theoretical part describes structures,
biological properties of the most important glycosaminoglycans and possible approaches for
their analysis. Principles of particular analytical techniques are discussed as well.

The experimental part of work is focused on development of method for monitoring
the levels of Sulodexide in blood plasma and urine. Two approaches were tested. First
approach is based on the conversion of dermatan and heparan sulfate by methanolysis with
anhydrous solution of hydrochloric acid in methanol to appropriate methylated disaccharides.
Processes occurring during fragmentation of those derivatives in collision cell of mass
spectrometer were studied. Characteristic fragments can be used for analysis of those
compounds by tandem MS. Products of methanolysis exhibit a good retention on reverse
phase and they were well ionised in electrospray.

The second approach was based on measurement of underivatized dermatan and
heparan sulfate. Possibilities of their separation especially in HILIC and reverse phase were
tested. Optimized method allows sensitive analysis of glykosaminoglycanes in urine

(LOQ = 3 mg/l).

Keywords: glycosaminoglycans, dermatan sulfate, heparan sulfate, mass spectrometry,

liquid chromatography
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1 Uvod

Glykosaminoglykany (GAGs) patfi do skupiny ptirodnich heterepolysacharidi, které
se nachazeji ve vSech tkdnich savci. Jsou to dlouhé nevétvené heteropolysacharidy tvorené
opakujicimi se disacharidovymi jednotkami, v nichZ je vZdy jednim ¢lenem uronova kyselina
(D-glukuronova, L-iduronova) a druhym glykosamin (glukosamin, galaktosamin), vétSinou
castecné esterifikované kyselinou sirovou. Tyto latky hraji dileZitou roli ve fyziologickych a
patologickych procesech. V poslednich letech rizné biologické studie prokazaly, ze GAGs
jsou klicovymi makromolekulami ovliviiujicimi bunééné vlastnosti a funkce, které ptisobi na
bunééné receptory piimo nebo prostiednictvim ristovych faktort. Pravé diky témto
vlastnostem jsou GAGs piedmétem zdjmu mediciny a farmaceutického pramyslu.'

Preparat Sulodexid, jemuz byla vénovana pozornost vtéto praci, je sulfatovany
glykosaminoglykan s antitrombotickym ucinkem. Sklada se ze sttednémolekularniho heparan
a dermatan sulfatu. Podobng jako heparin a jeho derivaty ovliviiuje zejména srazlivost krve.
Podle poslednich studii také vyznamné plisobi na celou fadu tkani a jeho vlastnosti a moZnosti
vyuziti je tfeba dale detailné¢ zkoumat. Nezbytnou podminkou jeho sledovani na nizkych
koncentracnich hladindch v biologickych souvislostech je dostupnost dostatecné citlivych a
rychlych analytickych technik.

Cilem prace bylo nejdiive testovani mozZnosti analyzy slozek Sulodexidu v télnich
tekutinaich metodou LC/MS bez derivatizace a rovnéz po chemické tupravé analyth

methanolyzou.



2 Teoreticka Cast

2.1 Glykosaminoglykany

Glykosaminoglykany neboli mukopolysacharidy, jsou ptfirodni, negativné nabité,
linearni polysacharidy, které se skladaji z opakujicich se disacharidovych jednotek.’ Kazdy
disacharid obsahuje jeden hexosamin (D-galaktosamin nebo D-glukosamin) a jednu uronovou
kyselinu (D-glukuronova kyselina, GlcA nebo L-iduronova kyselina, IdoA) nebo neutradlni
hexosu (D-galaktosa, Gal).* GAGs jsou na zakladé jejich struktury klasifikovany do n&kolika
skupin. Témito skupinami jsou hyaluronan (HA), chondroitin sulfat (CS)/dermatan sulfat
(DS), keratan sulfat (KS) a heparin/heparan sulfat (HP/HS).’

CS a DS obsahuji galaktosamin (GalN) a jsou znamy jako galaktosaminoglykany
(GalAGs). VsSechny dalsi GAGs obsahuji glukosamin (GIcN) a nazyvaji se
glukosaminoglykany (GlcAGs).* Tyto GAGs (krom& HA) jsou sulfatované polysacharidy,
které se nachazeji v zirnych buiikach a tvoii tzv. zakladni hmotu.” Jde o gelovitou hmotu
spojujici extracelularni &asti, a to zejména chrupavky, §lachy, pokozku a cévni stény.°

GAGs jsou biosyntetizovany v Golgiho aparatu pomoci vysoce specifickych glykosid
transferaz a jejich degradace probihd v lysozomech S$tépenim specifickymi lysozomalnimi
enzymy.”’ GAGs maji dileZitou roli ve vyvoji, patogenezi, antikoagulaci, metastazich,
homeostazi a angiogenezi® GAGs jsou kovalentnd véazané pies spojovaci oblasti
k proteinovému jadru a tvoii tzv. proteoglykany (PGs), které maji riizné biologické funkce.*’
Kromé¢ toho GAGs nachdzejici se na povrchu bunék interaguji stadou rodin ristovych
faktort, receptort ristovych faktord, cytokinii a chemokind.’

Pokud organismus neni schopen GAGs metabolicky Stépit, vznikd onemocnéni zvané

mukopolysacharidoza (MPS). Toto onemocnéni je blize popsano v kapitole 2.1.3.

2.1.1 Prehled nejvyznamnéjsich GAGs
2.1.1.1 Kyselina hyaluronovd
Z chemického pohledu je nejjednodussim GAG kyselina hyaluronovd (HA).® Tento

GAG je syntetizovan hyaluronan synthazou v plazmatické membrané. K prodluzovani fetézce
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dochazi adici na jeho redukujici konec. HA je vSudyptitomny extracelularni GAG s nékolika
biologickymi funkcemi. Ovlivitiuje migraci, proliferaci a diferenciaci bunék, interaguje
s agregujicimi proteiny a hyaladheriny (tyto interakce jsou dulezité v tkdnové morfogenezi a
angiogenezi), urychluje hojeni ran, aj. HA neni kovalentné vazand k jadru proteinu, tedy
netvoii proteoglykany.*

Molekula kyseliny hyaluronové (Obr. 1) je sloZzena z 250 az 25 000 B(1—4) vazanych
disacharidovych jednotek. Tyto disacharidy jsou tvofeny kyselinou D-glukuronovou a
N-acetyl-D-glukosaminem, které jsou navzdjem vazany P(1—3) vazbami. HA mize vazat
sodné, draselné nebo véapenaté kationty (vyskytuje se tedy ve formé odpovidajicich soli), a

proto se pouZivé spise oznaceni hyaluronan &i hyaluronat.®

COO” CH,OH
H 0]
H
SOH H ]
H
H OH H NHCOCHj;
D-glukuronurat N-acetyl-D-glukosamin

Obr. 1 Chemicka struktura hyaluronatu

Oligosacharidy hyaluronanu maji dalezitou biologickou aktivitu, a proto je velmi
dalezita analyza molekulové hmotnosti HA. Nejcastéji pouzivané metody pro stanoveni
molekulové hmotnosti HA je molekulova vyluCovaci chromatografie (SEC) a gelova
elektroforéza.

Pro urceni velikosti oligosacharidi odvozenych od hyaluronanu je rovnéz vhodné

pouziti techniky MALDI-MS nebo ESI-MS.’

2.1.1.2 Chondproitin-4-sulfat a chondroitin-6-sulfat

Chondroitin sulfat (CS) se skladd z pravidelné opakujicich se monomert D-gluku-
ronatu a N-acetylgalaktosaminu. CS muizZe byt sulfatovan na hydroxylové skupiné v poloze 4
(chondroitin-4-sulfat) nebo v poloze 6 (chondroitin-6-sulfat).’

CS je hlavni sloZzkou chrupavek a dalSich pojivovych tkani. Chondroitin-4-sulfat
(Obr. 2) a chondroitin-6-sulfat (Obr. 3) se mohou vyskytovat samostatné nebo spole¢né,

v zavislosti na typu tkang.°
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NHCOCH;

D-glukuronat N-acetyl-D-galaktosamin-
-4-sulfat

Obr. 2 Chemicka struktura chondroitin-4-sulfatu

COO CH,0SO5"
H O
H
{OH K]
H
H OH H NHCOCHS3
D-glukuronat N-acetyl-D-galaktosamin-

-6-sulfat

Obr. 3 Chemicka struktura chondroitin-6-sulfatu

Chondroitin sulfat, stejn¢ jako dermatan sulfat a heparan sulfat, hraje kli¢ovou roli ve
fyziologickych a patofyziologickych procesech zahrnujicich homeostdzu, migraci a
signalizaci bun€k, antikoagulaci, zanéty, angiogenezi, atd. Tyto biologické funkce souvisi
s jejich strukturni rozmanitosti a schopnosti interagovat s povrchem bunck a extracelularnimi

proteiny.'’

2.1.1.3 Dermatan sulfat

Dermatan sulfat (DS), také znamy pod nazvem chondroitin sulfit B (CS-B), je
obménou chondroitin-4-sulfatu, od kterého se li§i opacnou konfiguraci na uhliku C5.%'"' V DS
je znacna cast D-glukuronatovych zbytki enzymaticky epimerizovana na L-iduronat. Tato
epimerizace je oviem neuplnd, takze DS mize obsahovat rovnéz D-glukuronatové zbytky.”

DS je slozen zlinearnich polysacharidii sestavenych z disacharidovych jednotek,
obsahujicich hexosamin, N-acetyl-D-galaktosamin (GalNAc) nebo glukuronovou kyselinu
(GlcA), spojenych B(1—4) nebo f(1—3) vazbami (Obr. 4)."

DS se nachiazi v mnoha tkénich savci a je prevladajicim glykanem pfitomnym

v pokozce. Déle se také vyskytuje v srdecnich chlopnich a cévnich sténach. Zmény v jeho
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koncentracich mohou byt spojeny s patologickymi stavy, jako jsou kardiovaskularni

N . . o . PV L s 12
onemocnéni, infekce, vznik nadort a fibrozy. Ovliviluje také hojeni ran.

CH,0OH

"0,S0

H NHCOCH,

L-iduronat N-acetyl-D-galaktosamin-
-4-sulfat

Obr. 4 Chemicka struktura dermatan sulfatu

2.1.1.4 Keratan sulfat

Keratansulfat (KS), pfedstavuje jedinecnou tfidu GAG, a to proto, ze misto uronové
kyseliny obsahuje galaktosu. Biosyntéza KS fetézcli nastava simultdnni polymerizaci a
sulfataci za vzniku nesulfatovanych, mono- a disulfatovanych disacharidovych jednotek. KS
je tedy linearni sulfatovany polymer galaktosaminu, ktery se nachéazi ptedevSim v rohovce,
chrupavkach a kostech.” Zakladni opakujici se disacharidovou jednotkou je f(1—4) vazana
D-galaktosa a N-acetyl-D-glukosamin-6-sulfat (Obr. 5).°

KS se sklada piiblizn¢ z 50 disacharidovych jednotek. Jsou znamy dvé tfidy KS,
keratan sulfat I (KS I) a keratan sulfat II (KS II). KSI, ktery byl izolovan z rohovky, je
pies aminoskupinu specificky vazany k aminokyselin¢ asparaginu pres N-acetyl-glukosamin.

KS II se izoluje z kostni tkang a je vazany pies serin a threonin.’

CH,0H CH,0S05"
OH O H 15 O o—
H o 2 H 3
OH H
B/ H H
H OH H NHCOCHS3;
D-galaktosa N-acetyl-D-glukosamin-
-6-sulfat

Obr. 5 Chemicka struktura keratan sulfatu
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2.1.1.5 Heparan sulfat a heparin

Heparan sulfat (HS) a heparin (HP) jsou kyselé linearni polysacharidy, které maji
velmi podobnou strukturu. Jsou sloZeny z variabilné sulfatovanych opakujicich se
disacharidovych jednotek. Hlavni disacharidova jednotka vyskytujici se v HP se sklada z 2-O-
sulfo-L-iduronové kyseliny a(1—4) vazané¢ k 6-O-sulfo-, N-sulfo-D-glukosaminu,
-IdoA2S(1—4)GIcNS6S- (Obr. 7).

HS ma podobnou strukturu, ale ma daleko proménlivéjsi sloZeni, s vice N- a O-
sulfatovymi skupinami a méné N-acetylovymi skupinami. Nejbézné€jsi disacharidovou
jednotkou HS je D-glukuronova kyselina (GlcA) a N-acetyl-D-glukosamin (GIcNAc), -
GlcA(1—4)GlecNAc- (Obr. 6)."

HP ma nejvySsi hustotu ndboje ze vSech znamych biologickych makromolekul.

Retézce HS jsou zpravidla del§i nez heparinové, jsou méné sulfatované a maji mensi obsah

IdoA.*

CH,0S03"
H g O. H
4 OH H 1
2 o—
H 0SO3” H NHSO3"
D-glukurono-2-sulfat  N-sulfo-D-glukosamin-
-6sulfat
Obr. 6 Chemicka struktura heparan sulfatu
H CH,0S03"
oo o mAE O
OH H O OH H |
3 i o—
H 0SO3° H NHSO3"
L-iduronat-2-sulfat N-sulfo-D-glukosamin-
-6-sulfat

Obr. 7 Chemicka struktura heparinu

HS/HP se ucastni v mnoha dileZzitych biologickych procesech, napf. krevni
antikoagulaci, virovych a bakteridlnich infekcich, zanétech, rakoving, atd. Své biologické
funkce vykondvaji predevsim pies interakce s proteiny (elektrostatické interakce sulfo skupin

a vodikové vazby saminokyselinami vazanymi v proteinu). HP ma& zésadni
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antikoagula¢ni/antitromboticky efekt, a to diky jeho schopnosti zvySovat aktivitu piirodné se
vyskytujicich inhibitori serinovych proteaz a antitrombinu.'?

HS se nachazi v mnoha typech savcCich bun€k a je tedy syntetizovan riznymi zptisoby
(vznikaji riizné primarni struktury). HP je produkovan jen Zirnymi bunikami vyskytujicimi se
predeviim v jatrech, plicich a stfevech.*'® Oba jsou izolovany extrakei z Zivo&isné tkans. HS
a HP z rozdilnych tkani a rlznych Zivocichi se mohou podstatné 1iSit v disacharidovém

slozeni, a proto Gasto také vykazuji velmi odli§né biologické aktivity.'’

2.1.2 Sulodexid

Sulodexid patii chemicky do skupiny sulfatovanych GAGs. Jedna se o velmi Cistou
prirodni latku, kterd se ziskdva ze stfevni mukozy vepit. Sulodexid je smési 80% heparan
sulfatu (nizkomolekularniho — cca 7 000 Da), ktery mé afinitu k antithrombinu III a 20%
dermatan sulfatu (vysokomolekularniho — 25 000 Da) s afinitou k heparinovému kofaktoru II.
Toto sloZeni pfispiva k jeho antitrombotickému a antitrombinovému uéinku.'®

Sulodexid patii podobné jako heparin a od n¢j odvozené latky mezi 1éCiva, ktera se
uzivaji k ovlivnéni srazlivosti krve (antitrombotika). Dale také Sulodexid komplexné piisobi
na metabolismus lipid, ovliviluje endotelie a také bazdlni glomeruldrni membrany
v ledvinach. Lécba Sulodexidem se pouzivd zejména u téch pacientli, u kterych neni
poZzadovana plna antikoagula¢ni lé€ba nebo u kterych neni takovato 1écba dostatecné
bezpecna. Vyhodou Sulodexidu je moZnost jeho aplikace nejen intraven6zné (injek¢éné), ale
také peroralné ve formé tablet.

Do skupiny antitrombotik patii také dobie znamy Heparin (nefrakcionovany), jeho
nizkomolekularni  derivaty a Warfarin (kumarinovy derivat). Diky pfiznivému
bezpecnostnimu profilu se Sulodexid hodi jako nahrada kumarinovych derivati u pacientt,
pro které je lécba témito latkami ptili§ nebezpecna.

Ve srovnani s Warfarinem jsou néklady na 1écbu Sulodexidem asi dvojndsobné.
I navzdory tomu, ze je lécba Sulodexidem z hlediska nékladli na preparat samotny drazsi, tak

celkové vyjde 16¢ba levngji, a to predeviim diky eliminaci nakladnych pravidelnych kontrol.?
2.1.3 Mukopolysacharidoza
Mukopolysacharidoza (MPS) je dédi¢né podminéné metabolické onemocnéni pattici

do skupiny lysozomdlnich stiddavych onemocnéni, které jsou vyvolané nedostatkem
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specifickych lysozomalnich enzymi (hydrolaz). Nedostatek téchto S$tépicich enzymi
zpusobuje uklddani GAGs v moci, krvi, plazm¢ a také vraznych tkanich. Podle typu
enzymatického defektu a klinického postizeni se mukopolysacharid6za déli na nékolik typt.
Jedna se o mukopolysacharidozu typu I (MPS I), IT (MPS 1I), HI(MPS III), IV (MPS 1V), VI
(MPS VI) a VII(MPS VII). Mezi zakladni projevy MPS patii poruchy rastu s deformaci kosti,
organomegalie a pro ndkteré typy MPS je charakteristicka i mentalni retardace."

MPS 1 je zplsobena nedostatkem a-L-iduronidazy, kterd ma za nasledek ukladani
dvou specifickjch GAGs — dermatan sulfatu a heparan sulfitu.’® MPS II je vyvolana
deficitem iduronat-2-sulfatazy, ktera §t&pi koneéné 2-O-sulfatové zbytky z DS a HS.*' MPS
typu VI je zapfi¢inénd nedostatkem N-acetylgalaktosamin-4-sulfatazy (arylsulfatazy B)
potiebné k degradaci DS.

Mezi primarni moznosti 1€¢by MPS patii transplantace hematopoetickych kmenovych
bunck z kostni dfené¢ (HSCT) a enzymova substitucni terapie (ERT). ERT slouZi ke sniZeni

akumulace GAGs a je pouzitelna pro MPS I, MPS II a MPS V1.

2.2 Instrumentalni metody pouzité pro analyzu GAGs

V této kapitole jsou popsany principy kapalinové chromatografie a hmotnostni

spektrometrie, které byly pouzity v experimentélni ¢asti prace.

2.2.1 Kapalinova chromatografie

Ze vsech analytickych separa¢nich technik pouZivanych pro analyzu netékavych latek
je nejpouzivanéjsi pravé kapalinovd chromatografie (LC). V modernim uspotfadani jde o
citlivou, velmi selektivni a do zna¢né miry automatizovanou analytickou platformu. LC je
tedy metoda pouzitelnd pro analyzu celého spektra latek v Sirokém rozmezi polarit a
molekulovych hmotnosti (aminokyselin, proteinti, nukleovych kyselin, sacharidd, 1éCiv,
pesticida, organokovovych slouéenin, aj).*

Princip LC spocivéa v rozdilné distribuci sloZzek vzorku (analytli) mezi nepohyblivou
stacionarni fazi (SF) a pohyblivou mobilni fazi (MF), kterou je kapalina. Pritokem mobilni
faze ptes fazi staciondrni jsou analyty timto systémem undseny rtznou rychlosti k detektoru a

jsou tedy vzajemné separovany (eluuji v riznych retencnich casech).
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O separaci slozek analytu rozhoduje nejen jejich interakce se SF, ale velmi vyrazné i
pouzita MF (na rozdil od plynové chromatografie). Pti separaci jsou vyuzivany zejména tyto
mechanismy: adsorpce, rozdélovani, iontova vymena, molekulove sitovy efekt nebo specifické
interakce v afinitni chromatografii.**

V LC rozliSujeme kolonovou chromatografii a plo$né techniky, kde patii papirova
chromatografie (PC) a tenkovrstva chromatografie (TLC). NejCastéjSim uspotfadanim LC je
v dnes$ni dobé tzv. vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC- High Performance
Liquid Chromatography). Zakladni rozdil oproti klasick¢é LC je, ze v technice HPLC je
mobilni faze ptivadéna pomoci vysokotlakych cerpadel, ¢imZ je tato technika rychlejsi a
G&inngjsi nez klasicka LC.***

Pro analytické tcely jsou dnes nejcastéji pouzivany kolony s vnitinim priomérem 2,1
az 5 mm a délkou 10 az 30 cm. Velikost ¢astic, kterymi je kolona naplnéna, se pohybuje
vrozmezi 1 az 10 um. V ptipadé HPLC jsou pouzivany castice s primérem 3-5 pum, u
UHPLC (Ultra-High Performance Liquid Chromatography) pak &astice < 2 pum. Castice
s prumérem okolo 10 um se dnes pouzivaji spiSe pro semipreparativni ucely.

K detekci se v LC pouzivaji zejména spektrofotometrické, fluorescencni, elektro-
chemické, vodivostni, refraktometrické detektory, aj. Pro svilij identifikani potencial jsou
v soudasnosti jako detektory &asto vyuZivany také hmotnostni spektrometry.”> Tento typ
detektoru byl pouzit také v experimentalni Casti této prace, a proto je mu vénovana samostatna

kapitola.

Na zéklad¢ kombinaci zvolenych SF a MF existuje n¢kolik riznych systému v LC.

Podrobnéji jsou dale popisovany systémy reverznich a HILIC fazi.

2.2.1.1 Kapalinova chromatografie na reverznich fazich

V soucasné dobé se v HPLC vyuziva nejvice chromatografie na reverznich fazich
(RP-LC).” Ta je popularni zejména s ohledem na svoji univerzalnost (uvadi se, Ze umoziiuje
tfesit ptiblizné 80-90% separacnich uloh).

V technice RP-LC je mobilni fazi polarni smés jednoho nebo vice organickych
rozpoustédel a vody, piip. pufru, zatimco stacionarni faze je nepolarni. Obvykle se jednéd o

silikagel s navazanymi dlouhymi alkylovymi fetézci, pficemZ nejpouzivanéjSimi fazemi jsou
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C18 (oktadecylové kolony) a dale pak také C8 (oktylové kolony). Rozpoustédla pouzivana
pro piipravu MF v RP-LC jsou zejména acetonitril, methanol, tetrahydrofuran a dioxan.”

Pii separaci v modu reverznich fazi retence latek vzriistd s rostouci hydrofobicitou
analyti a sklesajici koncentraci organického rozpoustédla v mobilni fazi.*® Retenci
ionizovatelnych latek je mozné zvysit potlacenim jejich disociace (Upravou pH) nebo tim, ze
se zvysi iontova sila MF. Je mozno také vyuzit tvorby iontovych pari a asociatti analytu
s vhodném aditivem (objemné ionty, tenzidy), které maji vEétSi retenci nez latka samotnd

(iontové parova chromatografie, RPIP-LC).>

2.2.1.2 HILIC a ZIC-HILIC

Alternativni feSeni pro separaci polarnich a hydrofilnich latek je vyuziti hydrofilni
interakceni chromatografie (HILIC).”

Pojem HILIC uvedl poprvé vroce 1990 Alpert jako modifikaci chromatografie na
normalnich fazich (NP), kde se do mobilni faze ptidava definované mnozstvi vody (samotna
technika normalnich fazi pracovala obvykle s fazemi bezvodymi).”® HILIC tedy mize byt
charakterizovana jako separa¢ni méd vyuzivajici polarni stacionarni fdze v kombinaci s
mobilnimi fdzemi bézn¢ pouzivanymi v RP-LC, které obsahuji vysoky podil (obvykle vice
nez 50%) organického rozpoustédla ve vodé nebo pufru.?’ Podminkou separace v HILIC
modu je, Ze mobilni faze musi byt méné polarni nez faze stacionarni. Polarng;si latky mayji
potom del§i retenci nez latky méng polarni.”

Pivodné byla chromatografie v moédu HILIC vyuZivana pfedevSim pro stanoveni
sacharidd, aminokyselin a peptidii. Zajem o tuto techniku vzrostl v poslednich letech, a to
zejména diky svému potencialu pro analyzu polarnich 1éCiv a jejich metabolitti.

Dalsi vyhodou HILIC chromatografie je vybornd kompatibilita s ionizaci
elektrosrejem pii spojeni s hmotnostni spektrometrii. Vysoky obsah organickych slozek
v mobilni fazi (nejcastéji acetonitrilu nebo methanolu) usnadituje proces elektrospreje (malé
povrchové napéti a snadné odpafovani rozpoustédel z nabitych kapicek) a zvySuje vytézek
vznikajicich iontg. >

Separace v modu HILIC se tidi primarné hydrofilnimi interakcemi mezi analytem a
polarni stacionarni fazi (primarni interakce). Mohou se ovSem uplatiiovat 1 jiné napf.

elektrostatické interakce (sekundarni interakce), které je mozné omezit pridavkem tékavych
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amonnych soli organickych kyselin (napf. mravencan nebo octan amonny). Toto plati
predevsim pii pouziti negativné nabité SF na bazi silikagelu, kdy amonné kationty jsou
schopny kompenzovat tento negativni naboj SF. Pfitomnost vody v mobilni fazi vede
k vytvofeni jejiho tenkého filmu na povrchu stacionarni faze.”® P¥i separaci tedy dochazi
k rozdélovani mezi relativné hydrofobni mobilni fazi a siln¢ hydrofilni vrstvou vody

imobilizovanou na povrchu polarni stacionarni faze (Obr. 8).
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Obr. 8 Adsorbovana difuzni vrstva vody na povrchu polarni stacionarni faze*®

Ovliviiovani retence vsystému HILIC je obdobné jako u chromatografie na
normalnich fazich. Retence klesd se zvySenim polarity mobilni faze (klesa s rostoucim
podilem vody nebo pufru) a vzrstd s rostouci polaritou analytu, tedy s vétSim poctem
polarnich funkénich skupin v analytu (napt. —OH skupiny v malych molekulach, monomerni

jednotky cukrii v oligosacharidech nebo polarni aminokyselinové jednotky v peptidech).?

Mezi bézné typy HILIC kolon patii klasické silikagelové faze nebo stacionarni faze
obsahujici diolové, nitrilové, aminové ¢i amidové funkéni skupiny, které jsou navazané na

silikagelovy, polymerni nebo hybridni nosi¢. Novéj$im typem stacionarni faze pro techniku

HILIC jsou tzv. zwitteriontové staciondrni fize (ZIC*-HILIC).*
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2.2.1.2.1 Zwitteriontové stacionarni faze

Zwitteriontové stacionarni faze jsou Siroce vyuzivany pro separaci malych polarnich
slouenin,®’  aminoglykosid,*® peptidi,®® glykopeptidt,** aniotovych a kationtovych
sloucenin, aj. Zwitteriontové kolony jsou komeréné dostupné napiiklad pod obchodnim
nazvem ZIC-HILIC (pokud je chemickd modifikace vazéna na silikagelovém nosi¢i) a
ZIC-pHILIC (pokud je zwitterionni uskupeni vazano na polymerni nosi¢). Hlavnimi zastupci
této skupiny stacionarnich fazi jsou fosforylcholinové kolony (obchodni nazev ZIC-cHILIC) a

sulfo alkyl betainové kolony (Obr. 9).%

N _ 0,0  .l_
O
Sulfoalkylbetainova stacionarni faze Fosforylcholinova stacionarni faze

Obr. 9 Struktury zwitteriontovych HILIC stacionarnich fazi*

V ptipadé€ sulfoalkylbetainové fize je na aktivni vrstvu velkoporézniho silikagelu nebo
polymerniho nosice vdzéana jak silné¢ kyseld sulfonova skupina, tak siln€¢ bazicka kvartérni
amoniova skupina (ve stechiometrickém poméru 1:1), pfi¢emz tyto dveé skupiny jsou od sebe
oddéleny kratkym alkylovym fetézcem. Sulfoalkylbetainové faze na svém povrchu silné
adsorbuji vodu. Pievazujicimi interakcemi ve stacionarni fazi jsou primarné polarni interakce,
ackoliv slabé elektrostatické interakce mohou ovliviiovat separaci analytii nesoucich pozitivni
nebo negativni naboj.*®

Mezi rlznymi typy staciondrnich fazi pouZivanych v HILIC chromatografii maji
zwitteriontové SF unikatni postaveni.®® Tento typ analytickych kolon je idealni volbou pro
HPLC a LC-MS separace polarnich a hydrofilnich latek, které¢ vykazuji slabou retenci na
reverznich fazich a béZnych HILIC fazich. Pfi praci na téchto fazich byla pozorovdna velmi

dobré reprodukovatelnost retence fady slougenin, které se obtizné separuji na RP fazich. *°

19



2.2.2 Hmotnostni spektrometrie (MS)

Hmotnostni spektrometrie je nepostradatelnou analytickou technikou v oblasti chemie,
biochemie, farmacie, mediciny a mnoha dalSich ptibuznych v&dnich oborii. MS umoziuje
separaci a identifikaci sloucenin ve vzorku podle jejich atomové nebo molekulové hmotnosti.
Me¢tfenim hmotnostnich spekter ziskdvame informace o molekulové hmotnosti, izotopickém
profilu a Stépeni (fragmentaci) analytu.

Zakladnim principem této techniky je generovani iontli z anorganickych nebo
organickych sloucenin vhodnou ionizacni metodou, separace téchto ionti podle jejich
hodnoty m/z (pomér hmotnost/nadboj), detekce iontti po jejich rozd€leni a urceni relativni
intenzity (Cetnosti) jednotlivych iontt.

Ptistroj, ktery se pouziva k méfeni hodnot m/z a zaznamenava jejich intenzity, se
nazyva hmotnostni spektrometr. Ten se skldda z iontového zdroje, hmotnostniho analyzatoru a
detektoru. Vysledkem kazdé analyzy je hmotnostni spektrum, které predstavuje graf zavislosti

intenzity iontii na hodnoté m/z.>’

2.2.2.1 Iontové zdroje

Aby mohl byt vzorek analyzovan pomoci hmotnostni spektrometrie, tak musi byt
nejdiive neutralni molekuly analytu pfevedeny na ionty (nabité Castice). Tento proces se
nazyva ionizace. lonizace mize probihat bud’ za snizené¢ho tlaku, nebo za atmosférického
tlaku, a to v tzv. iontovém zdroji.

Existuje cela fada ionizacnich technik. Vhodnd ioniza¢ni technika se zvoli predev§im
na zaklad¢ fyzikdln¢ chemickych vlastnosti analytu, ktery ma byt ionizovan a také podle
mnozstvi vnitini energie, ktera se béhem ionizace analytu doda.

Neékteré ionizacni techniky jsou velmi energetické a jsou pfi¢inou rozsahlé
fragmentace rodicovského iontu. Tyto techniky se nazyvaji ,tvrdé“ a patii zde zejména
elektronova ionizace (El - Electron lonization). Jiné techniky produkuji ionty s malym
piebytkem energie, diky kterému nedochdzi k tak bohaté fragmentaci jako v pfedchozim
piipad€. Témto ionizacnim technikam se tikd ,,mckké”. Do této skupiny patii chemicka
ionizace (CI - Chemical Ionization), ionizace polem (FI - Field lonization), desorpce polem

(FD — Field Desorption), matrici asistovand desorpce/ionizace laserem (MALDI -
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Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization), aj. Doposud jmenované techniky pracuji za
snizen¢ho tlaku.

Rada ioniza¢nich technik miiZe pracovat i za atmosférického tlaku, potom mluvime o
tzv. API technikach (Atmospheric Pressure lonization). Patti zde ionizace elektrosprejem
(ESI — Electrospray lonization), chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI —
Atmospheric Pressure Chemical lonization) a fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI —
Atmospheris Pressure Photoionization). Hlavni vyhodou API technik je moznost jejich

on-line spojeni se separaénimi technikami v kapalné fazi (HPLC, CE, aj.).*®

V experimentalni ¢asti této prace byl jako iontovy zdroj pouzivan elektrosprej, ktery je

podrobnéji popsan v nésledujici kapitole.

2.2.2.1.1 Ionizace elektrosprejem (ESI)

Ve skupiné API metod ma nejvyznamnéjSi postaveni ionizace -elektrosprejem
(ESI). 37

Pro techniku ESI je charakteristicka tvorba vicenasobné nabitych iontii, coZ umoziiuje
analyzovat 1 velmi velké molekuly. ProtoZe se jednd o velmi Setrnou ionizacni techniku, tak
v ESI spektrech vétSinou nejsou pozorovany fragmentové ionty anebo jsou pfitomny jen ve
velmi nizké intenzité.>’ Pomoci ESI techniky miiZe byt ionizovano velké mnoZstvi
chemickych latek.”® Pouziva se piedeviim pro analyzu velkych a netékavych molekul, jako
jsou napiiklad proteiny, sacharidy, nukleové kyseliny, aj. Stejné tak je ESI vhodna 1 pro
analyzu malych polarnich molekul, iontovych komplexti s kovy a dalSich rozpustnych
anorganickych analytd.”’

Princip ESI je nésledujici. Roztok analytu prochdzi sprejovaci kapilarou, na kterou je
vlozen vysoky elektricky potencial (obvykle 3-4 kV).””* Diky jeho pisobeni je roztok
analytii pfevadén na jemny aerosol obsahujici vicenasobné nabité kapky. Proces zmlzovani je
obvykle podporovan proudem zmlzujiciho plynu. Nabité kapi¢ky piechazeji do vyhiivaného
prostoru (v nékterych uspotfadanich s protiproudem susiciho plynu), kde dochazi k odpatovani
rozpoustédel. Odpafovanim rozpoustédel se zmensuje velikost nabitych kapi¢ek a tim roste
hustota naboje na jejich povrchu. Pokud jsou repulzni sily mezi naboji stejné jako je
povrchové napéti kapky, pak se jednd o tzv. Rayleighuv limit. V okamziku, kdy jsou repulzni
sily vétsi, nez je povrchové napéti kapky, dojde k ptekroceni Rayleighova limitu a tim k tzv.

Coulombické explozi, kdy se vétsi kapicky rozpadaji na mensi. K tomuto procesu dochézi
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opakovang a jsou tedy generovany stale mensi a mensi kapicky, aZz vzniknou samotné ionty.>’
Existuji dva modely popisujici vznik iontl z nabitych kapek a to CRM (z angl. charged
residue model) a IEM (z angl. ion evaporation model). CRM piedpoklada, ze elektrospre;j
generuje na konci procesu kapky obsahujici pouze jeden ion, ktery se ziska odpafenim
rozpoustédla.” P¥i IEM se zmen3uje polomér kapky a po piekroGeni kritické hodnoty pak
dojde k pfimému vytrzeni plynnych ionti analytu z kapky.*' Takto vzniklé ionty jsou poté

fokusovany do hmotnostniho analyzatoru.”’

Velmi dulezitd je u ESI geometrie sprejovani, tedy thel sprejovani vzhledem ke
vstupu do hmotnostniho analyzatoru. Miize jit o uspofddani linedrni v ose vstupu do
analyzatoru nebo mimo osu, ortogonalni uspofadani nebo uspotfadani elektrospreje ve tvaru
pismen Z (Z-Spray geometrie) (Obr.10).*

Sampling

CD.‘nE Vent Transfer Optics

Isolation Valve

Nebulizer Gas
Desolvation Gas

I
ZSpray

lon Source

- !

Coia Gag lon Block

Obr. 10 Schéma elektrospreje se Z-geometrii (Z-Spray)

2.2.2.2 Hmotnostni analyzdtory

Ionty vplynné fazi, které jsou ziskdny po ionizaci analytu v iontovém zdroji, je
potieba rozdélit na zéklad¢ jejich hodnoty m/z. K separaci téchto ionti slouzi hmotnostni
analyzator pracujici za vysokého vakua, ktery je umistén za iontovym zdrojem a pied

detektorem.”’
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Je zndmo nékolik typt hmotnostnich analyzatord, u nichZz dochazi k separaci iontl
podle jejich hodnot m/z na zaklad¢ rtiznych principti. VSechny hmotnostni analyzatory
vyuzivaji statické nebo dynamické elektrické pole, magnetické pole nebo jejich kombinaci.
Hlavni rozdil mezi béZnymi typy hmotnostnich analyzatoru je v tom, jaké pole je pro separaci
jontt pouzito.’®

V hmotnostni spektrometrii se pouzivaji zejména tyto typy hmotnostnich analyzatora:
elektricky sektor (E - Electric sector), magneticky sektor (B — Magnetic sector), kvadrupolovy
analyzator (Q - Quadrupole), iontova past (IT — lon trap), analyzator doby letu (TOF — Time-
of-flight), iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci (FT-ICR — Fourier
transform ion cyclotron resonance), orbitdlni past (OT-orbitrap) a analyzator iontové mobility
(IMS - Ton mobility spectrometry).*®

Detailnéji je dale popsan kvadrupodlovy analyzator a analyzator tvofeny kombinaci

tfech kvadrupoéli (trojity kvadrupol).

2.2.2.2.1 Kvadrupoélovy analyzator (Q)

Kvadrupélovy hmotnostni analyzator je dnes Siroce vyuzivan v mnoha oblastech
chemické analyzy. Hlavni vyhodou tohoto analyzatoru je jeho jednoduchost a relativné nizka
cena.*’

Kvadrupdl se sklada ze Ctyr stejnych hyperbolickych nebo cylindrickych kovovych
ty¢i — elektrod (Obr. 11). Na dvé& protilehlé elektrody ve sméru osy x je vlozeno kladné
stejnosmérné napcti, na zbylé dve elektrody ve sméru osy y zaporné stejnosmerné napéti,
pficemz na vSechny tyCe zaroven pusobi vysokofrekvencni sttidavé napéti. lonty vstupuji do
kvadrup6lu ve sméru osy za zacnou mezi elektrodami oscilovat. Pfi ur€itém nastaveni
poméru U/V (kde, U je hodnota stejnosmérného napéti a V' je amplituda stfidavého napéti)
budou mit stabilni trajektorii jen ionty o urcité hodnoté m/z. Tyto ionty projdou kvadrupdlem
a poté dopadaji na detektor. Postupnou zménou velikosti U a V, pfiCemz jejich pomér zlstava
konstantni, postupné projdou kvadrupdlem vSechny ionty. Kvadrupdlovy analyzator tedy

pracuje jako hmotnostni filtr.*”+*4*
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Obr. 11 Kvadrupélovy hmotnostni analyzator*’

2.2.2.2.2 Tandemova hmotnostni spektrometrie

Tandemova hmotnostni spektrometrie, zkracené¢ MS/MS, je metoda zahrnujici
minimalng dva stupné hmotnostni analyzy ve spojeni s procesem disociace.*’

Nejbéznéjsi tandemové hmotnostni spektrometry vyuzivaji prvni hmotnostni
analyzator kizolaci iontu prekurzoru, ktery je nasledné vkolizni cele aktivovan a
fragmentovan za vzniku produktovych iontii a neutrdlnich fragment. Druhy analyzator pak
vybird podle m/z hodnoty vzniklé produktové ionty. Je mozné také zvySovat pocet stupia
analyzy a to tak, Ze jsou vybrany ionty o urcité hodnoté m/z a ty jsou fragmentovany. Néktery
ze vzniklych fragmentl je déle izolovan a znovu fragmentovan. Tim jsou ziskdny spektra
vyssich Fadi (MS? apod.). Takto pracuji zatizeni na principu iontové pasti. ** Pro kvantitativni
analyzu je v soucasné dob¢ nejcastéji jako analyzator pouzivan trojity kvadrupdl (QqQ), ktery

je dale popsan podrobnéji.
2.2.2.2.3 Trojity kvadrupdl (QqQ)

Siroce vyuzivanym tandemovym hmotnostnim spektrometrem je trojity kvadrup6l,*® a
to predevsim diky cenové dostupnosti, vysoké citlivosti, specificité a robustnosti pi1 analyze
slozit&jsich biologickych vzorka.*’

Jedna se o ti1 kvadrupdly, které jsou spojeny za sebou, ptiCemz Q1 a 03, slouzi jako
hmotnostni filtry a prostfedni g2 jako kolizni cela, ve které dochazi k fragmentaci iontu
prekurzoru. Do analyzatoru ¢2 je piivadén kolizni plyn (inertni plyn), se kterym se ionty

analytu vybran¢ho kvadrupdlem QI srazi a dochazi k jejich fragmentaci na specifické
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fragmenty. Jedna se o tzv. kolizn& indukovanou disociaci (CID).*” Vzniklé fragmentové jonty
vystupujici z ¢2 jsou nasledng analyzovany kvadrupolem 03.%

Trojity kvadrupél miize operovat ve &tyfech zakladnich skenovacich médech. **#

1. Sken produktovych iontu

Q1 propousti ion prekurzoru o urcité hodnoté m/z, ktery je nasledné v kolizni cele ¢2
fragmentovan. Q3 pracuje v urCitém rozsahu m/z, vSechny vzniklé fragmenty (produktové
ionty) jsou zaznamenavany detektorem a je tedy mozno ziskat kompletni informaci o
fragmentaci vybraného iontu.

2. Sken iontu prekurzoru

V tomto piipadé se jedna o opacnou situaci nez v predchozim ptipade. O/ skenuje
v definovaném rozsahu m/z, tedy postupné propousti do g2 ionty s rostouci hodnotou m/z a
nasledné dochazi k jejich fragmentaci. O3 propousti pouze jeden vybrany fragment, ktery je
nasledné detekovan.

3. Sken neutralni ztraty

Vtomto médu QI a QO3 skenuji najednou ionty s konstantni diferenci m/z, ktera
odpovida neutrdlnimu fragmentu vznikajicimu v kolizni cele ¢2.

4. Sledovani rozpadu iontu (,, Selected reaction monitoring“ — SRM)

SRM je velmi selektivni a citlivy mod umoziujici monitorovani jednoho
hmotnostniho pfechodu. V ptipadé MRM (,,Multiple reaction monitoring*) je mozno rychle
monitorovat nékolik vybranych fragmentaci naprogramovanim odpovidajictho poctu MRM
piechodt. V tomto modu Q1 vybird ion prekurzoru, ktery je ndsledné fragmentovan v kolizni
cele g2. Kolizni energie je optimalizovana pro vznik fragmentu, ktery je nasledné vybran

pomoci O3 a detekovan.

2.3 Metody stanoveni glykosaminoglykant

GAGs predstavuji biologicky vyznamnou tfidu latek, které je vénovéana ¢im dal vétsi
pozornost. Pro analytické chemiky je analyza GAGs stale urcitou vyzvou, a to predev§im diky
velké strukturni rozmanitosti téchto latek.'**® Tradi¢ni metody analyzy GAG fetézcti zahrnuji
Stépeni (depolymerizaci), ndslednou separaci a izolaci produktli a nakonec analyzu

disacharidi v jednotlivych frakcich.™®
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Depolymerizacni krok spocivd v enzymatickém nebo chemickém Stépeni GAG
polymernich fetézcl na mensi komponenty (disacharidy ptip. oligosacharidy), které lze
jednoduseji separovat a nasledn& uréit jejich strukturu.*® Pfi enzymatické depolymerizaci se
pouziva tiida enzymi zvand lyazy, které piisobi tak, ze Stépi hexosaminové vazby a noveé
uvolnéné neredukujici konce obsahuji 4,5-nenasycené (A-nenasycené) uronosylové zbytky.
Chondroitin lyazy a heparin lyazy jsou specifické, komeréné dostupné a casto pouzivané pro
depolymerizaci GAGs. Depolymerizace chemickym Stépenim GAGs se provadi napiiklad
pouzitim kyseliny dusité. Tento zplsob Stépeni se pouzivd pro analyzu HP, ale mlze byt
pouzit také pro analyzu CS/DS po deacetylaci GalNAc zbytki.”

V systematickych studiich je stanoveni disacharidového slozeni depolymerizovanych
GAGs prvnim a klicovym krokem pfi charakterizaci a hodnoceni zmén ve slozeni GAGs
b&hem biologickych procesi.™

Pro separaci di- a oligosacharidii po (po jejich depolymerizaci) byla pouzita cela fada
chromatografickych a elektroforetickych technik. Z elektroforetickych technik to byla
naptiklad papirova elektroforéza, elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (PAGE) a
kapilarni elektroforéza ve spojeni s MS (CE/MS).* Z chromatografickych technik byly
pouzity afinitni chromatografie, vylucovaci chromatografie (SEC), aniontové vyménna
chromatografie (SAX), iontov€é parova chromatografie (RPIP-LC), chromatografie na
reverznich fazich (RP-LC) a HILIC chromatografie. Pro detekci byly pouzity UV,
fluorescenéni nebo MS detektory. '**%*

CE a ptedev§sim vysokoUc¢innd kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii (HPLC/MS) se v poslednich letech staly pfednimi metodami pro analyzu
disacharidovych jednotek GAGs. Tyto metody jsou obecné citlivéj§i a ucinnéjs$i nez napf.
NMR spektroskopie, kterou lze pouzit pro stanoveni HP a HS. Technika NMR je velmi
vyznamnou metodou pro objasnéni struktury téchto GAGs. Ackoli nékteré potirebné
informace je mozno ziskat z 'H chemickych posuni, pro kompletni objasnéni struktury jsou
zpravidla poZzadovany 2D-NMR experimenty. Hlavni vyhodou NMR v porovnéni s jinymi
technikami, jako je naptiklad MS, je jeji unikdtni schopnost jednoznacného urceni polohy
sulfatace. I pfes to ma tato technika zna¢nd omezeni, kterymi jsou piedevSim slozita
interpretace spekter (piekryv signala v '"H-NMR spektrech a absence méfitelnych interakénich

svvr o e1e 10,4
konstant, J) a niz§i citlivost.'***°
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2.3.1 Stanoveni GAGs technikou MS

Hmotnostni spektrometrie je velmi vyznamnou technikou pro strukturni analyzu
sacharidi. MS piedstavuje univerzalni metodu poskytujici ptesné vysledky, velmi vysokou
citlivost’' a také produkuje vét$i mnoZstvi informaci o struktufe analytu v porovnani s
konvenénimi UV nebo fluorescenénimi detektory > — pouziti fluorescenéni detekee je uvedeno
v kapitole 2.3.2.

Pomoci MS miizeme zjistit molekulovou hmotnost studovanych sacharidt, zastoupeni
monosacharidii v jejich fetézcich, typ a stupeil modifikace (u GAGs napf. sulfatace) a
v nékterych pripadech také sekvenci sacharidovych jednotek. Rychly vyvoj v MS
instrumentaci vede k ¢im dal ¢ast&j§imu pouziti této metody pro strukturni studie GAGs.*®

GAGs jsou kyselé molekuly, které produkuji zaporné ionty a mohou tedy byt
analyzovany pfimo v negativnim modu. Také je moZné provést analyzu GAGs v pozitivnim

, . rv 1
mo6du, jak bude uvedeno nize.>"?

lonizace urychlenymi atomy (FAB- Fast Atom Bombardment) byla jednou z prvnich
technik, ktera poskytovala dobrou citlivost pro oligosacharidy odvozené od GAGs.” Od této
techniky se ovSem postupné upustilo a to pfedevs§im proto, Ze pfi ionizaci analytu je dodavano
ptiliS mnoho vnitfni energie a tim dochazi k velmi rozsdhlé fragmentaci (ztrata sulfatové
skupiny (Obr. 12) a $tépeni glykosidickych vazeb). Dalsi nevyhodou této techniky je vétsi
mnozstvi vzorku potfebného pro analyzu v porovnani s MALDI nebo ESI technikou, jejichz

vyuziti je popsano dale. **
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Obr. 12 Schéma popisujici ztratu sulfatové skupiny b&hem procesu ionizace'’

Technika MALDI patii mezi m&kké ionizacni techniky, které umoziuji MS analyzu

velmi malych mnoZstvi vzorkl. Piesto pifi pouziti této techniky také dochazi k rozsahlé

27



fragmentaci. U vysoce sulfatovanych oligosacharidiit mize tedy dojit ke ztraté sulfo skupin,
&imz dochazi ke snizeni intenzity molekularniho iontu a nasledné zhoreni limitu detekce.*
ReSenim tohoto problému miZe byt sparovani negativné nabitych sulfatovanych
oligosacharida s bazickymi proteiny nebo peptidy (pozitivné nabité rezidua argininu a lysinu),
¢imz dochazi k vytvoteni komplexu téchto latek, ktery mize byt pozorovan v pozitivni modu
MALDL.>* Tento piistup byl pouZit v sérii biochemickych studii HS a doporuduje se jej
vyuZzivat pii analyze GAGs metodou MALDI. Dale je také moZzné provést analyzu GAG
v pozitivnim modu MALDI-TOF MS pokud dojde ke sparovani sodnych nebo jinych kationth
alkalickych kovi se sulfo skupinou GAG (Obr. 13).>"

X=SO3H nebo H
Y= Ac, SO3H nebo H

Obr. 13 Sparovani sulfo skupiny GAGs s kationtem sodiku pro analyzu v pozitivnim

moédu MALDI-MS"

Technika MALDI-MS mize byt pouZita pro analyzu chromatografickych frakci
obsahujicich GAG oligosacharidy v off-line médu. Pro on-line separace GAGs je primarné

pouZivanou ioniza&ni technikou ESI.

2.3.1.1 Analyza GAGs technikou ESI-MS

Pro kvantitativni analyzu CS/DS, KS a HS v biologickych vzorcich se ukéazala byt
nejvhodnéj§i kombinace 1onizace elektrosprejem s kvadrupdlovym  hmotnostnim
analyzatorem (ESI-QqQ).”

ESI patii do skupiny mekkych ioniza¢nich technik, jejiz vyhodou pii analyze GAGs je
minimalni ztrata sulfitovych skupin a vysoky vytézek rodiGovskych ionti.*® Vzhledem
k velmi kyselému charakteru GAGs oligosacharidi je vhodnou volbou ionizace negativnimi
potencialy. ESI spektra sulfatovanych GAGs jsou velmi komplexni diky nékolika faktortim:

a) v ESI-MS vznikaji vicendsobné¢ nabité¢ ionty molekul; b) sulfatové skupiny tvoii adukty
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s riznymi kationty v riznych stupnich; ¢) 1 ptes to, ze je ESI velmi Setrnou technikou, tak pti
ionizaci GAGs vznika ur¢it¢é malé mnoZzstvi fragmenti, jejichz pfitomnost komplikuje
interpretaci ziskanych spekter.

Technika ESI  umoznuje pifimou detekci chromatografického efluentu.
Chromatografické mobilni faze ovSem musi obsahovat pouze tékavé slozky kompatibilni
s ESI-MS. Z jinych separacnich metod je moZno pouzit naptiklad kapilarni elektroforézu

s on-line MS detekci.’

2.3.2 Stanoveni GAGs technikou LC/MS

Vylucovaci chromatografie (SEC) je dlouho pouzivanou metodou pro separaci
oligosacharidovych produkti po depolymerizaéni reakci GAGs.” Vyhodou této metody je
zejména jeji robustnost. Mobilni faze neobsahuje ion-parovaci ¢inidla nebo jina aditiva a
mnozstvi vzorku GAGs potiebné pro uspéSnou analyzu touto technikou je jen nékolik
mikrograma. '’

SEC-LC vyuziva pro rozliseni sulfatovanych polohovych izomert tandemovou MS.'°
Touto technikou bylo mozno provést stanoveni stupné sulfatace a epimerizace pro CS/DS
extrahovanych z pojivové tkan¢ za pouziti kolony Superdex Peptide 3,2/30, ktera byla
ekvilibrovana 10% ACN, 50 mM roztokem mravenCanu amonné¢ho s pritokem
40 pl/min.> Dale byla pomoci SEC-LC provedena analyza disacharidi odvozenych od HS
(kolona: Superdex™ peptide PC 3,2/30; mobilni fize: 12,5 mM kyselina mravenéi, pH
upraveno na 4,4 amoniakem v 10% ACN; doba analyzy: 110 min)*® a také k charakterizaci
nizkomolekularnich heparinovych vzorkt (kolona: dvé SEC kolony Waters Ultrahydrogel 250
(7,8mm x 30 cm) v sérii; mobilni faze: MeOH:voda (4:6; v/v) s 30 mM hydrogenuhli¢itanem

amonnym; pritok MF: 0,5 ml/min).”’

Nativni sacharidy nejsou na reverznich staciondrnich fazich zadrzovany, avSak po
derivatizaci vhodnou hydrofobni skupinou je moZné zlepSit jejich chromatografické
vlastnosti. Touto derivatizaci miiZze byt naptiklad reduktivni aminace (Obr. 14). Jde o robustni
metodu, kterd zvySuje hydrofobicitu a tim 1 retenci oligosacharidii na reverznich fazich a také
zlepsuje odezvu hmotnostniho spektrometru.®® Pro tento zpiisob derivatizace miize byt vyuZit

napiiklad 2-pyridylamin (PA) nebo kyselina 2-aminobenzoova.’
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Obr. 14 Schéma reduktivni aminace dermatan sulfatu s 2-pyridylaminem

Pro LC/MS analyzu GAG metabolitl z biologickych tekutin byla pouZzita derivatizace
s I-fenyl-3-methyl pyrazolonem (PMP). Derivatizace s PMP vede k adici dvou PMP skupin
na redukujici konec monosacharidu s naslednou eliminaci vody. Po této chemické modifikaci
byly vzorky extrahovany chloroformem a analyzovany pouzitim off-line nebo on-line
ESI-MS. * Pouziti PMP je efektivni zptisob pro derivatizaci HS a DS oligosacharidi ze
vzorkli moc¢i pacienti onemocnénych mukopolysacharidézou a naslednou analyzu

hmotnostnim spektrometrem s trojitym kvadrupdlem.®

RPIP-LC (lontové parova chromatografie) je technika zalozend na tvorbé iontovych
part. Pfi spojeni této techniky s MS detekci lze ocekdvat sniZzeni vytézku ionizace, coz
zhorSuje citlivost. Déle také ion-parovaci €inidlo ¢asto mlize kontaminovat iontovy zdroj.
I ptes tyto problémy je na RPIP-LC zaloZena cel4 fada metod pracujicich s dobrymi vysledky.
Tato metoda vyuzivd pro separaci GAGs oligosacharidi standardni CI18 kolony
(RP kolony).®' Pro MS analyzu je zapotiebi pouzivat t&kavé ion-parovaci ¢inidla. Koncentrace
ion-parovacich ¢inidel musi byt dostatecné velka, aby dosSlo k zadrzeni analytu na staciondrni
fazi a presto dostatecné nizkd, aby zabranila vyznamné iontové supresi v iontovém zdroji,
ktera sniZuje citlivost MS.*

Pro RPIP-LC byl vyuzit ptidavek aminil a kvartérnich amoniovych soli do mobilnich
fazi, ktery zplsobil parovani alkyl amoniovych kationtli snegativné nabitymi GAG

oligosacharidy. Tim je usnadnéna jejich interakce se staciondrni reverzni fazi. Aminova
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¢inidla musi byt dostateCné¢ tékava, aby byla kompatibilni s ESI-MS a zarovenn musi
poskytovat dostatecnou hydrofobicitu pro interakci se SF. V systematickych studiich
vlastnosti di-, tri- a tetraalkyl amoniovych iontl se jako slibné ion-parovaci ¢inidlo ukazal byt
5 mM dibutylamin.*

Nederivatizované disacharidy CS/DS a heparin/HS byly separovany pouzitim iontove-
parové RP chromatografie (kapilarni nebo microflow) s ESI-MS detekci. Metoda vSak
neumoznovala dostatecné chromatografické rozliSeni izomerti mono- a disulfatovanych

CS/DS. Pro jednozna¢nou identifikaci byla pouzita tandemova MS (MS/MS).?

HILIC chromatografie je Siroce vyuzivanou metodou pro analyzu sacharidii vetné
GAGs. Umoziiuje separaci nabitych 1 nenabitych sacharidi. Pro LC/MS analyzu GAGs jsou
nejvice vyuzivany pro HILIC separace aminové a amidové SF, novéji pak
zwitteriontové SF.

Prvni kolony pouzit¢ pro HILIC separaci sacharidii byly naplnény aminopropyl
silikagelovymi SF. UrCitym nebezpecim pii pouziti téchto kolon je zde tvorba Schiffovy baze
mezi primarni amino skupinou a aldehydickou skupinou redukujiciho konce glykanu. Tim
muze dochazet k nevratnému navazani cukri nesoucich v molekule aldehydickou skupinu.
Proto jsou aminové HILIC kolony vyuzivany ptfedevSim pro separaci redukovanych nebo
reduktivnd aminovanych sacharidi.” Pro separaci sulfatovanych GAGs je moZno pouZit
aminové HILIC kolony v kombinaci s hmotnostnim spektrometrem vybavenym iontovym
zdrojem turbo ionspray. Hmotnostni spektrometr pracoval v médu MRM, ktery umoznil
kvantifikaci specifickych produktd §tépeni mezi riznymi vzorky tkani’ Stejny
chromatograficky systém byl pouzit pro LC/MRM MS analyzu A-nenasycenych disacharid
HS produkovanych $tépenim pomoci lyadz, které byly extrahovany z mozku a jater mysi a ze
vzorkt nadorovych tkani mysi.*?

Amidova skupina je méné bazickd a reaktivni neZ primarni aminova skupina. Z tohoto
davodu je vyhodné pro separaci vSech tiid kyselych glykant pouZzivat prave tyto amidové SF.
Retence na amidové HILIC koloné€ je méné citliva na zmény pH eluentu, nedochazi ke tvorbe
Schiffovych bazi s nativnimi sacharidy a neobjevuji se problémy srecovery vysoce
sulfatovanych GAGs.” Amidové kolony jsou velmi robustni a pouzitelné pro viechny tiidy
glykant. Pti pouziti amidickych-HILIC kolon s velikosti ¢astic 3-5 pm nebylo dosazeno
dostateCného rozliSeni pro separaci disacharidi. Kromé toho nesulfatované disacharidy
koeluuji s artefakty, které jsou u tohoto typu kolon vzdy pfitomny a mohou interferovat s MS

detekci. Z téchto divodi 3-5 pm amidické-HILIC kolony nejsou vhodné pro analyzu
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disacharidt. Pti pouziti 1,9 pm amidickych-HILIC stacionarnich fazi dochéazi ke zlepSeni
ucinnosti a naslednég 1 rozliSeni pro stanoveni GAG disacharidi. Nezanedbatelnou vyhodou je
i krat$i Gas analyzy poskytovany chromatografii na t&chto sub-2um fazich."

Castetné lyazové $tépeni CS/DS GAGs produkuje série A-nenasycenych
oligosacharidovych produktt liSicich se poctem disacharidovych jednotek. Takovéto produkty
mohou byt velmi efektivné separovany vyuzitim amidovych-HILIC kolon s gradientem
klesajiciho obsahu organické faze. Pouzita mobilni faze méla toto slozeni: MF A — 3%
kyselina octova upravend na pH 7,3 s triethylaminem a ACN (20:80; v/v) a MF B obsahujici
stejné latky ovem vpoméru triethylamin:ACN (50:50; v/v).*® V této praci byly GAG
oligosacharidy podrobeny reduktivni aminaci pouzitim fluorogenniho c¢inidla
(2-aminopyridinu) a nésledné detekovany fluorescencni detekci (excitacni vlnova délka -
320 nm; emisni vlnova délka - 400 nm).>*

Jiz diive se n€které techniky ukézaly byt pouzitelné jak pro analyzu HS tak CS/DS,
avSak v mnoha ptipadech byly tyto metody vyvijeny a optimalizovany pouze pro analyzu
jedné tfidy GAG. Do té doby tedy nebyla znama technika, kterd by byla schopna simultanni
analyzy vice tiid GAGs. V roce 2011 Takegawa a kolektiv publikoval praci,*® v niz popsal
analytickou techniku, ktera byla jako prvni pouZitelna pro analyzu vSech hlavnich tfid GAG
najednou (v tomto piipadé HS, CS/DS a HA). Ptiprava biologickych vzorkl spocivala v
purifikaci disacharidi GAGs pomoci BlotGlyco (z angl. Glycoblotting) s naslednym
znaCenim disacharidovych jednotek fluoroforem (2-aminobenzamidem - 2AB). Separace
2AB-znacenych GAG disacharidi byla provedena pomoci ZIC-HILIC chromatografie
(sulfoalkylbetainova SF) s fluorescencni detekci (excitacni vlnova délka — 330 nm; emisni
vlnova délka - 420 nm). Pro stanoveni byla pouzita gradientovd eluce, ptficemz MF
obsahovala vodu, acetonitril a octan amonny. Tato metoda byla nasledn€ pouZzita i pro analyzu

dalsich téid GAGs (napt. KS).*

2.3.3 Stanoveni GAGs technikou CE

Kapilarni elektroforéza ma velky vyznam pro separaci a analyzu biomolekul
zahrnujici proteiny, glykany a malé molekuly metaboliti. CE se ukazala byt také velmi
slibnou technikou pro analyzu di- a oligosacharidii odvozenych od GAGs, a to predevSim

diky silng aniontovému charakteru téchto latek. *>*® Nejb&zngjsim a nejjednodusiim modem

CE, ktery Ize pro analyzu disacharida GAGs vyuZit je kapilarni zonova elektroforéza (CZE).
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Disacharidy vzniklé depolymerizaci GAGs mohou byt analyzovany ve dvou modech CZE:
v modu normalni polarity pti vysokém pH (pouzitim boratového pufru pii pH 8-9) a v modu
reverzni polarity p¥i nizkém pH (pH 3-4).*”

V normalnim polarnim modu jsou slozky analytu unaSeny elektroosmotickym tokem v
povrchové neupravené kiemenné kapilaie smérem ke katod¢€. Jednotlivé slozky analytu jsou
separovany na zaklad¢ rtiznych elektroforetickych mobilit. Pti pouziti tohoto médu eluuji jako
prvni nejméné kysel¢ slouceniny s nejmensim poctem zapornych naboja.

V modu reverzni polarity je elektroosmoticky tok minimalizovan pouzitim kyselych
pufrt a pouze analyty, které maji charakter anionti (disacharidy GAGs) jsou schopny
migrovat smérem od katody k anodg.

Naptiklad Karamanos a kolektiv analyzovali oligosacharidy HP a HS v médu reverzni
polarity CE a to pouzitim 15 mM fosfatového pufru o pH 3,5 a s vyuzitim UV detekce pii
232 nm. Pfi tomto stanoveni bylo zapotiebi pouze n€kolik femtogrami HP a HS a doba
analyzy byla pouhych 15 min.®*

MS a NMR jsou velmi u€inné techniky pro ziskani strukturnich informaci o dané
molekule. Avsak existuje pouze n€kolik publikaci zabyvajicich se strukturni analyzou GAGs
pomoci CE ve spojeni s MS nebo NMR.*~° Zajimavé je spojeni kapilarni izotachoforézy
(cITP) s NMR. Ackoli je publikovand metoda cITP-NMR stéle ve stadiu vyvoje, piedstavuje
slibnou techniku pro analyzu kyselych oligosacharidi HP a HS. Hlavni vyhodou cITP je jeji
schopnost koncentrovat analyt o 2 az 3 fady.*®

Pro detekci separovanych disacharidi HP miZe byt pouZita také technika
ESI-MS a to jak v negativnim tak 1 v pozitivnim modu. Pozitivni méd ESI vyZaduje kyselé
prosttedi (pufr obsahujici kyselinu mravenci) a negativni mod ESI bazické prostredi
(triethylamin). Metoda vyuZivajici triethylamin (negativni méd ESI) miZe byt pouZita také
pro separaci oligosacharidd hyaluronanu.’

Vyhodou techniky CZE je pfedevsim rychlost separace disacharidii GAGs (poskytuje
dobré rozliSeni pro vSechny disacharidy v jedné analyze za kratkou dobu), malé mnozstvi

vzorku potfebného pro analyzu (10-20 pg) a vysoka citlivost.”

33



3 Cil prace
Cile ptedloZené diplomové prace lze shrnout do nésledujicich bodu:

1. Testovani moznosti derivatizace GAGs a vyvoj metody tandemové hmotnostni
spektrometrie ve spojeni s kapalinovou chromatografii pro jejich stanoveni v biologickych
materialech.

2. Analyza GAGs v télnich tekutindch metodou LC-MS/MS bez derivatizace.

3. Testovani moznosti separace slozek Sulodexidu na reverzni fazi.

4. Testovani moznosti separace slozek Sulodexidu s vyuzitim HILIC chromatografie.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Chemikalie a analyzované materialy

Pro ptipravu roztok standardli, redlnych vzorkli a mobilni faze byla pouzita
deionizovand voda z dvoustupiiové deionizacni stanice Merck-Millipore Direct (Merck-
Millipore S.A.S, Molsheim, Francie), kyselina trifluoroctova (Reagent Plus, 99%, Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA), acetylchlorid (p.a., 99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA),
methanol (gradient grade, pro HPLC, CHROMANORM, Francie), octan amonny (p.a.,
Lachema, Brno, CR), acetonitril (gradient grade, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), kyselina
mravenéi (p.a., 99,7%, Lachema, Brno, CR). Preparat Sulodexid (smés stiedné molekularniho
heparan a dermatan sulfitu) a vzorky lidské a potkani plazmy byly k analyze dodany
spole€nosti Noventis s.r.o., Zlin). Do doby analyzy byly vzorky plazmy uchovavany

v mrazaku.

4.2 Instrumentace

4.2.1 Pristroje

Experimentalni ¢ast diplomové prace byla provedena na téchto ptistrojich:

I. Ultra U¢inny kapalinovy chromatograf Acquity UPLC (Waters, Milford, USA),
ktery je vybaven diode array detektorem (Acquity PDA Detector), termostatovanym
kolonovym manazerem (Acquity Column Manager), modulem pro automatické davkovani
vzorkl (Acquity Sample Manager) a bindrnim gradientovym cerpadlem (Acquity Binary
Solvent Manager). Tento chromatograf byl spojen s hmotnostnim spektrometrem Q-TOF
Premier (Waters, USA) s hybridnim analyzéatorem typu QqTOF a elektrosprejem se Z-spray

geometrii.
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II. Ultra u¢inny kapalinovy chromatograf Acquity UPLC (Waters, Milford, USA),
ktery je vybaven termostatovanym kolonovym manazerem (Acquity Column Manager),
modulem pro automatické davkovani vzorkil (Acquity Sample Manager) a binarnim
gradientovym cCerpadlem (Acquity Binary Solvent Manager). Tento UPLC byl spojen
s hmotnostnim spektrometrem Xevo TQD (Waters, USA). Tento hmotnostni spektrometr byl
vybaven elektrosprejem (Z-spray) a analyzatorem sestavajicim z prvniho kvadrup6lu, T-Wave
kolizni cely a druhého kvadrupdlu. Tento typ analyzatoru pracuje na stejném principu jako

trojité kvadrupoly.

III. Synapt G2-S HDMS (Waters, USA) je hmotnostni spektrometr s vysokym
rozliSenim (40 000 FWHM). Je vybaveny iontovym zdrojem ESI a MALDI a iontovou
opikou T-Wave. Hmotnostni analyzator Q-TOF se sklada z kvadrup6lového analyzatoru (Q) a
analyzatoru doby letu (TOF) sortogondlnim uspofadanim. V prostoru analyzatoru je
integrovand mobilitni cela (T-Wave IMS) umoziiujici separaci iontll podle jejich koliznich

prufezil (iontoveé mobilitni separace).

4.2.1.1 Nastaveni pristroji

4.2.1.1.1 Acquity UPLC/Q-TOF Premier

Kapalinova chromatografie:

Metoda I.

Kolona Acquity BEH C18 (100 x 2,Imm, dp = 1,7um); Mobilni faize A - 10 mM octan
amonny ve vod¢ + 4% methanolu, mobilni faze B - 10 mM octan amonny v methanolu.
Gradient: 0 - 2,4 min 95 % A; 2,4 - 6,4 min 95-10% A; 6.4 - 8,0 min 10% A; 8,0 - 9,0 min 10
- 95% A; 9,0 - 12,0 min 95% A. Pratok mobilni faze: 250 pl/min. Uprava mobilni faze za
kolonou (post-column make-up liquid, 5% kyselina mravenci (michano s vyuzitim T-spojky

za kolonou, pritok 150 pl/min)).

Hmotnostni spektrometrie

Iontovy zdroj - elektrosprej (Z-spray); napé€ti na sprejovaci kapilare +2,8 kV; napéti na
Sampling Cone 30 V; teplota zdroje 120°C; desolvacni teplota 380°C; pritok zmlzovaciho
plynu (Nz) - 25 Vhod; pritok desolvaéniho plynu 400 l/hod; kolizni energie: sken 1 pro
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kvantifikaci CE = 5 eV; sken 2 pro identifikaci na zdklad¢ fragmentt CE1 = 15 eV, CE2 =
30 eV, CE3 50 eV. Doba skenu 0,2 s; inter scan delay 0,02 s.

Nastaveni iontového zdroje a iontové optiky bylo optimalizovdno kontinudlnim
zavadénim roztoku vzorku do iontového zdroje. Optimalni parametry byly ulozeny jako

pracovni ,,tune method* a tato metoda byla pouzita pii LC/MS méfenich.

4.2.1.1.2 Acquity UPLC/Xevo TQD

Kapalinova chromatografie

Metoda I1.

Kolona Acquity BEH C18 (100 x 2,1 mm, dp = 1,7 um). Mobilni faze A -10 mM
octan amonny ve vodé€ + 4% methanolu, mobilni fdze B - 10 mM octan amonny v methanolu.
Gradient: 0 - 1,5 min 98 % A; 1,5 - 1,6 min 98-85% A; 1,6 - 5,0 min 85-10% A; 5,0 - 6,0 min
10-98% A; 6,0 - 8,0 min 98% A. Pratok mobilni faze: 350 pl/min. Post-column make-up

liquid - 5% kyselina mraven¢i (michano s vyuzitim T-spojky za kolonou, pratok 350 pul/min).

Metoda II1.
Pritokova injekéni analyza (méfeni bez chromatografické kolony). Mobilni faze -

ACN:voda (90:10, v/v). Pritok mobilni faze: 200 ul/min.

Metoda 1V.
Kolona YMC Europe Triart HILIC—diol, 100 x 2,0 mm, dp = 5 um, 120 A (YMC,
USA). Mobilni faze - ACN:voda (95:5, v/v). Pritok mobilni faze: 200 pl/min.

Metoda V.
Kolona Acquity C18, TSS 3, 100 x 2,1 mm, dp = 1,8 um, Waters. Mobilni faze -
deionizovand voda. Pritok mobilni faze: 200 pl/min. Post-column make-up liquid - MeOH

(michano s vyuzitim T-spojky za kolonou, pritok 400 pl/min).

Metoda V1.
Kolona YMC Triart C18 100 x 2,0 mm 1. D.; dp = 1,9 um (YMC). Mobilni faze -
deionizovand voda. Pritok mobilni faze: 200 pl/min. Post-column make-up liquid — MeOH

(michéno s vyuzitim T-spojky za kolonou, pratok 400 pl/min).
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Metoda VII.

Kolona Ascentis Express HILIC 100 x 2,1 mm, 2,7 um. Mobilni faze - deionizovana
voda (experimenty pro kontrolu sorpce analytu na stacionarni fidzi a kontrolu citlivosti
detekce). Pritok mobilni faze: 200 pl/min. Post-column make-up liquid - MeOH (michano s
vyuzitim T-spojky za kolonou, pratok 400 pl/min).

Metoda VIIL

Kolona ZIC®-cHILIC (3 pm, 120 A) 150 x 2,1 mm, PEEK (Merck-Millipore, KGaA,
Némecko). Mobilni fdze A - ACN:voda (90:10, v/v) + 25 mM octan amonny, mobilni faize B
- deionizovand voda + 25 mM octan amonny. Gradient: 0-4 min 35% MF A; 4-4,5 min 35%-

100% MF A; 4,5-9 min 100% MF A. Prtatok mobilni faze: 200 ul/min.

Metoda IX.

Kolona ZIC®-cHILIC (3 pm, 120 A) 150 x 2,1 mm PEEK (Merck-Millipore, KGaA,
Némecko). Mobilni faze A - ACN:voda (90:10, v/v) + 1,25 mM octan amonny, mobilni faze
B - deionizovand voda + 1,25 mM octan amonny. Gradient: 0-4 min 39% MF A; 4-4,5 min
39%-100% MF A; 4,5-9 min 100% MF A. Pratok mobilni faze: 200 ul/min.

Hmotnostni spektrometrie

Iontovy zdroj - elektrosprej (Z-spray); napé€ti na sprejovaci kapilare +3,1 kV; napéti na
Sampling cone 105 V; teplota zdroje 150°C; desolvacni teplota 500°C; pratok desolvac¢niho
plynu 1000 V/hod, kolizni energie 20 V.

Nastaveni iontového zdroje a iontové optiky bylo optimalizovdno kontinudlnim
zavadénim roztoku vzorku do iontového zdroje. Optimalni parametry byly ulozeny jako
pracovni ,,tune method* a tato metoda byla pouzita pi1i LC/MS méfenich.

MRM ptechody: 457,922 — 377,99; 457,922 — 281,92.

4.2.1.1.3 Synapt G2-S

Iontovy zdroj - elektrosprej (negativni mod), napéti na sprejovaci kapilare +2,2 kV;
napéti na Sampling cone 80V; teplota zdroje 100°C; desolvacni teplota 250°C; Cone Gas

Flow 30 V/h; pratok desolva¢niho plynu 300 1/hod; LM Resolution 10; HM Resolution 15;
kolizni energie: Ramp 20-40 eV.
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4.3 Priprava vzorki

4.3.1 Priprava roztoki standardu

Zakladni roztok standardu o koncentraci 1 mg/ml byl pfipraven rozpusSténim 1 mg
sulodexidu v1 ml deionizované¢ vody. Nasledné¢ byla ptipravena kalibraéni fada o
koncentracich 0,8; 1; 2; 5; 10, 50 a 100 mg/l a to postupnym fedénim zékladniho roztoku
mobilni fazi ve slozeni, které bylo pouzito na zafatku gradientu kazdé testované

chromatografické metody.

4.3.2 Priprava modelovych roztokui a vzorkid plazmy s vyuZzitim

methanolyzy

Byly ptipraveny modelové roztoky Sulodexidu o koncentracich 0; 0,1; 0,2; 1, 5 a
20 mg/l ve ttech opakovani na kazdé¢ koncentracni Grovni. Dale byly pfipraveny vzorky
potkani plazmy - plazma blank a vzorky plazem s ptfidavky Sulodexidu na koncentracnich
urovnich 0,1; 0,2; 1; 5 a 20 mg/l. Vzorky plazmy byly néasledné deproteinovany nasledujicim
zpusobem.

5 ml plazmy bylo odpipetovano do plastové zkumavky vhodné pro centrifugaci, bylo
pfidano odpovidajici mnozstvi standardniho roztoku Sulodexidu a 0,5 ml koncentrované
kyseliny trifluoroctové, ¢imz doSlo k vysrdzeni proteinti. Provedla se centrifugace
(10 min/4x1000 rpm) a byl odd€len supernatant (kapalna cast zbavena proteinti - 1. podil) do
lahvicky pro head space analyzu (10 ml). K vysrdzenym proteinim bylo pfidano 5 ml
deionizované vody, dobfe promichdno a byla provedena centrifugace (10 min/4x1000 rpm).
Opét byl odd€len supernatant, ¢imz byl ziskan 2. podil. Tato frakce byla pfipravena pro
kontrolu, zda dochézi k sorpci Sulodexidu na vysraZzené proteiny. Oba vodné podily byly
vysuSeny pres noc v lyofilizatoru a vysuSené vzorky (odparky) byly nasledné podrobeny
methanolyze.

Pro methanolyzu bylo potieba nejdiive piipravit bezvody roztok chlorovodiku v
methanolu (¢ = 3 molL.I"). Tento roztok byl piipraven opatrnym prikapavanim vypo&teného
mnozstvi acetylchloridu do methanolu chlazeného ledovou drti za stdlého michani.

Acetylchlorid bylo potieba ptidavat velmi pomalu, aby nedoslo k explozi reakéni smési (pti
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této praci bylo nutno dodrzovat vSechna bezpecnostni pravidla: bezpecnostni §tit, rukavice,
digestof).

5 ml ptipraveného HCl v MeOH o ¢ = 3 molLI" bylo poté ptiddno k jednotlivym
odparkiim. Vznikla suspenze byla 5 min sonifikovana v ultrazvukové ldzni a nasledné byla
vloZena do suSarny na 75 min pii 65°C. Pfi manipulaci se vzorky béhem methanolyzy bylo
potieba pracovat velmi opatrné a za pouziti vySe uvedenych bezpecnostnich pomtcek.
Methanolyzované vzorky byly nasledné¢ odpafeny proudem dusiku za laboratorni teploty do
sucha a odparek byl do doby analyzy skladovan v mrazaku. Nakonec byly odparky
rozpustény v 500 pul MF A a 500 pl vody.

4.3.3 Priprava vzorki plazmy bez derivatizace

Pro analyzu Sulodexidu v krevni plazmé bez derivatizace s vyuzitim reverzni faze
byly pfipraveny tyto vzorky: plazma blank a plazma s pfidavkem Sulodexidu o koncentraci
0,2 mg/l. Sulodexid byl pfidan v jednom ptipadé pied deproteinaci a v druhém piipade po
deproteinaci. Tyto vzorky byly ptipraveny podle nasledujicich postupti:

I. Vzorek plazma blank byl ptipraven odpipetovanim 0,5 ml plazmy do plastové
zkumavky vhodné pro centrifugaci. Aby doSlo k vysrdzeni proteini, bylo k plazmé ptfidano
0,5 ml ACN. Po deproteinaci byla provedena centrifugace a nasledné¢ byl oddélen
supernatant, ktery byl odfoukan proudem dusiku. Odparek byl rozpustén v 250 ul vody a
vzorek byl ptefiltrovan pfes membranovy mikrofiltr (PTFE, velikost pori 0,22 um).

I1. Vzorek plazma s pridavkem Sulodexidu 0,2 mg/l pred deproteinaci byl ptipraven
odpipetovanim 0,5 ml plazmy do plastové zkumavky vhodné pro centrifugaci. K plazmé bylo
piidano100 pl roztoku Sulodexidu (¢ = 1 mg/l) a vznikla smés byla promichdna. Dale bylo
pifidano 0,5 ml ACN a po deproteinaci byla provedena centrifugace. Poté byl oddélen
supernatant, ktery byl odfoukan proudem dusiku. Odparek byl rozpustén v 250 pl
deionizované vody a vzorek byl prefiltrovan pfes membranovy mikrofiltr (PTFE, velikost

p6rit 0,22 pm).

1. Vzorek plazma s pridavkem Sulodexidu 0,2 mg/l po deproteinaci byl ptipraven

odpipetovanim 0,5 ml plazmy do plastové zkumavky vhodné pro centrifugaci. K plazmé bylo
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piidano 0,5 ml ACN a po deproteinaci byla provedena centrifugace. Po odd¢leni supernatantu
bylo k plazmé ptidano 100 pl roztoku Sulodexidu (¢ = 1 mg/l). Supernatant byl odfoukan
proudem dusiku, odparek byl rozpustén v 250 ul deionizované vody a nakonec byl vzorek

prefiltrovan pres membranovy mikrofiltr (PTFE, velikost pora 0,22 um).

Pti pouziti HILIC kolony byly vzorky plazmy pfipraveny stejnym zplisobem. Navic
byly analogicky ptipraveny 1 vzorky plazmy s pfidavkem 1 mg/l Sulodexidu.

4.3.4 Priprava vzorkla moci bez derivatizace

Nejdiive byly pfipraveny standardni roztoky Sulodexidu o koncentracich 1 mg/ml
(Roztok I.) a 100 mg/l (Roztok 11.).

Pro analyzu Sulodexidu v mo¢i bez derivatizace byly pfipraveny vzorky moci
s ptidavky Sulodexidu na koncentracnich urovnich 0; 3; 3,75; 4,5; 30; 37,5 a 45 mg/l podle
nize uvedené tabulky (Tab. I).

Tab. I Tabulka popisujici ptipravu vzorki moci

Mo¢ Roztok I. Roztok II.
Vzorek

[md] [md] [md]
1 1000 - -
2 910 90 -
3 925 75 -
4 940 60 -
5 910 - 90
6 925 - 75
7 940 - 60

Ze vzorku 1-7 bylo odpipetovano 0,5 ml (ne)spikované moci do sklenénych vialek a
ziedéno 0,5 ml mobilni fazi (195 ul MF A a 305 pl MF B). Vzorky byly nasledné zfiltrovany

ptes membranovy mikrofiltr (PP, velikost port 0,22 pm).

41



5 Diskuze a vysledky

Pro analyzu dermatan a heparan sulfatu v preparatu Sulodexid v biologickych
tekutinach byly testovany dva pfistupy. Prvni ¢ast této kapitoly je vénovana analyze
Sulodexidu v krevni plazmé po methanolyze a druha ¢ést je zamétfena na analyzu Sulodexidu

v plazmé a moci bez derivatizace.

5.1 Analyza DS a HS v preparatu Sulodexid po methanolyze

Prvni experimenty vychazely zjiz diive publikované prace,'” ktera se zabyvala
analyzou vybranych GAGs (DS a HS) v mo¢i metodou LC-MS/MS. V této publikaci bylo
dosazeno hodnot LOD 2 mg/l a LOQ 6 mg/l. Jak je obecné zndmo, mo¢ pifedstavuje oproti
plazmé vyrazné jednodussi matrici. Pokud se tedy ma analyza DS a HS provadét v plazmé, je
zapotiebi provést upravu vzorku deproteinaci. Ukolem bylo optimalizovat metodu umoZiiujici
analyzu na koncentra¢ni urovni 0,2 mg/l. Proto bylo tfeba uvazovat i o prekoncentraci. Autofi
zminéné publikace pouzili pro upravu vzorku methanolyzu, ¢imz ziskali zfetézci DS
(Obr. 15) a HS (Obr. 17) methylované disacharidy se strukturami uvedenymi na Obr. 16 a
Obr. 18.
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Obr. 15 Degradace polysacharidu dermatan sulfdtu methanolyzou

H CH20H CHZOH
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OH OCH3 OCHs4
H OH H* NHCOCH; n+ NHCOCHS3
lon prekurzoru: 426,1606 Produktovy ion: 236,1129

Obr. 16 Struktura iontu prekurzoru a piedpokladaného produktového iontu

vznikajiciho v kolizni cele hmotnostniho spektrometru
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Methanolyza

CHon

COOCH3

C14H25NO14
Exact Mass: 383,1428

Obr. 17 Degradace polysacharidu heparan sulfatu methanolyzou

CHon
COOCH GH0H
3 H @)
OCH3 N
lon prekurzoru: 384,15 Produktovy ion: 162,0761

Obr. 18 Struktura iontu prekurzoru vznikajiciho z heparan sulfatu a pfedpokladaného

produktového iontu vznikajiciho v kolizni cele hmotnostniho spektrometru'®
Prvotni analyza DS a HS po methanolyze byla provedena na LC/MS sestavé Acquity

UPLC/Q-TOF Premier. Pro méfeni byly pouzity podminky popsané v kapitole 4.2.1.1.1.

Obr. 19 ukazuje chromatogramy rekonstruované pro m/z hodnotu methanolyzovaného DS.
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Obr. 19 Stanoveni Sulodexidu v krevni plazmé& na rliznych koncentra¢nich trovnich

Z chromatogrami rekonstruovanych pro methanolyzovany dermatan sulfat je patrné,
ze spolehlivé lze za téchto podminek pracovat na koncentra¢ni urovni 10 mg/l. Pro dalsi
experimenty bylo tedy potfeba vzorek prekoncentrovat a vyuzit vyssi citlivosti druhé LC/MS
sestavy (Acquity UPLC/Xevo TQD).

Vedle vysokého limitu kvantifikace byl problémem 1 vyskyt iontli odpovidajicich
methanolyzovanému dermatan sulfatu v plazmé blanku. I ptes peclivé promyvani vSech ¢asti
autosampleru se tyto iontu v plazmé-blanku vyskytovaly. Je tedy mozné, ze v plazmé jsou

ptitomny slozky, které methanolyzou poskytuji produkt analogicky k dermatan sulfatu.

Pti pouziti sestavy Acquity UPLC/Xevo TQD byly pouzity podminky viz kapitola
4.2.1.1.2, metoda 1lI. Zatéchto podminek byla provedena jednotlivda méfeni modelovych
roztoki Sulodexidu, plazmy blanku a plazmy s ptidavky Sulodexidu. Kazdy vzorek byl
prométen ve tiech opakovanich.

Pti méfeni na tomto pfistroji byly pozorovany stejné problémy jako v ptipadé sestavy
Acquity UPLC/Q-TOF Premier, tedy vysoky limit kvantifikace nedovolujici stanovit

koncentrace na urovni 0,2 mg/l a pfitomnost signald analytd v plazmé bez ptidavku
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Sulodexidu (Obr. 20) Uvedené problémy vedly k hledani jiné metody Upravy vzorku a
koncové techniky.

sulodexid-MS-plazma-blank-2uL, new Ic method,uprava gradientu, 15proc B, redeni 2ml|

sulodexid-plazma-blank-2ulL_091 MRM of 4 Channels ES+

100 2.70 425.994 > 236.006 (dermatan)
1.46e6

%

3}

100 200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00

sulodexid-plazma-blank-2ulL_091 MRM of 4 Channels ES+
100, 268 g3 383.983 > 162.051 (heparan)

1.33e4

2.93 5.78
73 4.29 442470
0 ‘ “’*’3'1? Bm sm ‘ ‘ ‘ ‘ Time
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00

Obr. 20 Chromatogram vzorku plazmy blanku ziskany méfenim obou MRM piechodii
(Acquity UPLC/Xevo TQD)

5.2 Analyza DS a HS v preparatu Sulodexid bez derivatizace

Pro zjisténi moznosti analyzy slozek Sulodexidu bez solvolyzy (methanolyzy) nebo
derivatizace byla nejdiive provedena analyza nederivatizovaného Sulodexidu na tandemovém
hmotnostnim spektrometru s vysokym rozliSenim a integrovanou iontové mobilitni celou

(Synapt G2-S, Waters). Obr. 21 ukazuje analyzu provedenou piimou infuzi roztoku

Sulodexidu do iontového zdroje.
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Obr. 21 Analyza roztoku Sulodexidu na hmotnostnim spektrometru Synapt G2-S

Ve spektru je dominantni signél s hodnotou m/z 458,0662 odpovidajici s odchylkou

5,7 mDa disacharidové jednotce z fetézce DS. Ve spektru je patrny i signal s hodnotou m/z

378,1043, ktery ptislusi s odchylkou 0,7 mDa disacharidu z fetézce HS. Signdl odpovidajici

majoritnimu iontu DS je moZné dobie pouZit pro kontrolu obsahu Sulodexidu ve vzorku a byl

pro tento ucel detailnéji zkouman tandemovym hmotnostnim spektrometrem (po kolizi

indukované disociaci (CID) v kolizni cele (Trap cell)) byla prozkoumana fragmentace iontu

s m/z 458,0662. Fragmentaci tohoto iontu vznikly ionty o m/z 282,0433 a 378,1236. Obr. 22

ukazuje ziskané kolizni spektrum.
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Obr. 22 Kolizni spektrum disacharidu DS

o

Modelovy roztok Sulodexidu (bez derivatizace) o ¢ = 10 mg/l (prima infuze do

iontového zdroje);, méreni v negativnim ionizacnim modu.

lonty s m/z 282,0433 a 378,1236 ziskané fragmentaci je mozno pouzit jako dva hlavni
MRM ptechody pii1 analyze Sulodexidu s vyuzitim LC/MS pftistroje Acquity UPLC/Xevo
TQD (trojity kvadrupdl).

5.2.1 Analyza modelovych roztokii Sulodexidu

Pted samotnou LC/MS analyzou byla provedena analyza néstiikem pulzu analytu do

proudu mobilni faze (FIA — flow injection analysis).

5.2.1.1 Analyza modelovych roztokii nastiikem metodou FIA

Pro tuto analyzu byla pouZita mobilni fdze ve sloZzeni ACN:voda (90:10, v/v — metoda
I11.), ktera byla uvazovana jako pocatecni pro optimalizaci retence v systému HILIC

chromatografie. Podle Obr. 23, ktery ukazuje analyzu blanku (mobilni faze), je patrné, ze
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v chromatogramu nejsou pfitomny ionty o m/z 282,0433 a 378,1236 odpovidajici iontim DS
nebo HS.

ACN-voda_90-10
sulodexide-blank_no_column_04

MRM of 2 Channels ES-
100-0010.03

0.480.51 053 0.67 0.76 457.922 > 377.99 (SUIOdeXide_neﬁg

012014 51023026 031 037
46

005 010 015 020 025 030 035 040 045 050 055 060 065 070 075 080 085 090 0.95

sulodexide-blank_no_column_04 MRM of 2 Channels ES-

1007 4 02 0.14 037 0.43 058 457.92028>7281.92 (sulodexnde—nef;
%2004 o9 (| 015021 065 0.67 0.75 0.79 0.86_" 0.98

%
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Obr. 23 Nastfik modelového blanku metodou FIA

Nasledn¢ byla provedena analyza Sulodexidu o koncentraci 10 mg/l, kterou

znazornuje Obr. 24.

ACN-voda_90-10
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0.11 457.922 > 377.99 (sulodexide-neg)
1004
4.01e4

005 010 015 020 025 030 035 040 045 050 055 060 065 070 075 080 085 090 0.95
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Obr. 24 Nastiik modelového roztoku Sulodexidu o ¢ = 10 mg/l metodou FIA

V chromatogramu rekonstruovaném pro oba MRM piechody je patrny vyrazny pik
disacharidu odpovidajici majoritnimu signalu v DS. Diky pfiznivé odezvé pii analyze

Sulodexidu o koncentraci 10 mg/1 byly déle testovany 1 nizs$i koncentrace. Obr. 25 ukazuje, ze
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na koncentra¢ni urovni 0,2 mg/1 je zejména na MRM ptechodu 458 — 378 vyuzitelny signal

analytu.
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143

0.60
0.02 303 0.08 0.220.26 035 040043 047 051 05000062 064 0.84 0gg 091 096

005 010 015 020 025 030 035 040 045 050 055 060 065 070 075 080 085 090 095
sulodexide-0_2_mg-L_no_column_10 MRM of 2 Channels ES-
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Obr. 25 Nastiik modelového roztoku Sulodexidu o ¢ = 0,2 mg/l metodou FIA

Na zékladé€ toho, Ze bylo metodou FIA dosaZeno takto pozitivniho vysledku, byly
provedeny vstupni experimenty pro vybér vhodné kolony a optimalizace LC/MS techniky.

Pro analyzu plazmy bylo nutno nalézt chromatograficky systém, ktery by zajistil
retenci DS a jeho oddéleni od sloZek matrice z plazmy. V dalSich kapitolach jsou uvadény
experimenty na riznych chromatografickych kolonach. Nejdiive jsou studovany vlastnosti
HILIC kolony YMC Triart, dale pro porovnani vlastnosti kolony s reverzni fazi Acquity C18.
ProtoZe se vlastnosti obou chromatografickych médii mohou vyrazné€ liSit podle materialu
pouzitého dalSimi vyrobci, jsou v kapitolach nasledujicich shrnuty informace o dalSich
kolonach. Jsou ftazeny v pofadi, jak bylo testovani v prabéhu feSeni diplomové prace

provadeéno.

5.2.1.2 Analyza modelovych roztokii s vyuZitim HILIC kolony

Pti vybéru vhodné kolony, kterd by umoznila stanoveni Sulodexidu v krevni plazmé
na pozadované urovni, byla nejdiive testovana HILIC kolona YMC Europe Triart HILIC-diol
100 x 2,0 mm s ¢asticemi o velikosti 5 pum. Jako mobilni faze byla pouzita smés ACN:voda
(95:5, v/v — metoda IV.). Obr. 26 ukazuje chromatogram rekonstruovany pro oba MRM

ptechody pfi analyze modelového roztoku Sulodexidu o koncentraci 1 mg/I.
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Obr. 26 Modelovy roztok Sulodexidu o koncentraci 1 mg/l na koloné¢ HILIC

I ptes to, Ze byla provedena optimalizace mobilni faze, nebylo na této koloné dosazeno

pozadované retence DS, a proto se od pouziti této kolony upustilo.

5.2.1.3 Analyza modelovych roztokui s vyuZitim reverzni faze

Pro ziskani ptedstavy o polarité¢ nederivatizovan¢ho DS byla testovana retence i na RP
kolon€ Acquity C18 100 x 2,1 mm s ¢asticemi o velikosti 1,8 pm. Pfi pouZiti generickych
mobilnich fazi (voda, ACN, MeOH) bylo na RP kolon¢ dosazeno slabé retence slozek
Sulodexidu. Mobilni fdze méla toto slozeni: MF A- ACN:voda (90:10, v/v) a MF B-
ACN:voda (10:90, v/v). Béhem optimalizace sloZeni mobilni faze byly vyzkouSeny rlizné
poméry MF A a MF B. Jak ukazuji Obr. 27 a Obr. 28, ptidavek ACN jakoZto sloZzky mobilni
faze vyrazné zlepsil odezvu pro oba MRM piechody DS.
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Obr. 27 Zavislost odezvy MRM piechodu 458 — 378 na rostoucim obsahu vody
(MF B) — modelovy roztok Sulodexidu o ¢ = 10 mg/1
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Obr. 28 Zavislost odezvy MRM piechodu 458 — 282 na rostoucim obsahu vody
(MF B) — modelovy roztok Sulodexidu o ¢ = 10 mg/1

Pii pouZiti bindrniho systému ACN-voda nebylo dosaZeno retence. Bez ohledu na
obsah ACN byl retenéni ¢as 0,50 min. V ptipadé, Ze byla jako mobilni faze pouzita
deionizovand voda bez ptidavku organického rozpoustédla, bylo dosazeno slabé retence a to

1,11 min. Tuto skute¢nost ukazuje Obr. 29.
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Obr. 29 Analyza modelového roztoku Sulodexidu o ¢ = 1 mg/l na RP koloné

Pii optimalizaci mobilni faze byl dale vyzkouSen vliv ptidavku MeOH, a to jak na
zménu retence, tak 1 odezvy. SloZeni mobilni faze bylo nasledujici: MF' 4 - deionizovana
voda a MF' B - MeOH. Grafy popisujici zavislost odezvy na rostoucim obsahu MeOH (MF B)
v mobilni fazi jsou uvedeny na Obr. 30 a Obr. 31. Porovndvané byly modelové roztoky

Sulodexidu o koncentraci 1 mg/I.

Zavislost odezvy na obsahu methanolu v MF pro
MRM 458 — 378
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Obr. 30 Vliv obsahu methanolu v MF na odezvu DS (pro MRM 458 — 378)
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Zavislost odezvy na obsahu methanolu v MF pro
MRM 458 — 282
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Obr. 31 Vliv obsahu methanolu v MF na odezvu DS (pro MRM 458 — 282)

Pti zvySovani obsahu MeOH v MF nebylo dosazeno vyssi odezvy, nez kdyz byla jako

mobilni faze pouZita pouze deionizovana voda.

Déle se vyzkouselo piimichavat MeOH za kolonou (post-column T-mixing). Za téchto

podminek (metoda V.) bylo dosazeno vyrazného zlepSeni odezvy, coZ demonstruje Obr. 32.

MFA-voda,MFB_MeOH_0_2-z-kolony_0_4-z-pumpy
sulodexide-1mg_L_MFA-MFB_100-0_MFA_voda_MFB_MeOH_rozpusteno_voda_mimo-ventil_s_T-mix_MeOH_05 MRM of 2 Channels ES-
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Obr. 32 Analyza modelového roztoku Sulodexidu o ¢ = 1 mg/l s pfimichavanim

MeOH na T-prvku za kolonou (post-column T-mixing)

0,2

Za téchto podminek bylo mozno zachytit také signal DS v pozadované koncentraci

mg/l, coZ lze vidét na Obr. 33.
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Obr. 33 Analyza modelového roztoku Sulodexidu o ¢ = 0,2 mg/l s pfimichdvanim

MeOH na T-prvku za kolonou (post-column T-mixing)

Na zaklad¢ toho, ze bylo mozno v tomto systému pozorovat signal DS na pozadované
urovni 0,2 mg/l, byly néasledné provedeny i analyzy Sulodexidu pfidaného do lidské krevni

plazmy.

5.2.2 Analyza vzorki plazmy s vyuZitim reverzni faze

Pro pilotni analyzy vzorkl plazmy bez derivatizace byly ptfipraveny tyto vzorky:
plazma blank, plazma s pfidavkem Sulodexidu o koncentraci 0,2 mg/l pfed deproteinaci a
plazma s pfidavkem Sulodexidu o ¢ = 0,2 mg/l po deproteinaci. Takto volené vzorky mély za
ukol posoudit, v které fazi zpracovani vzorku miize piipadné dochéazet ke ztraté analyta.
Detailni protokol piipravy je uveden v kapitole 4.3.3. Podminky, za kterych bylo méteni
provadeéno, byly pievzaty z predchoziho postupu optimalizace (metoda V.)

Ziskané vysledky jsou shrnuty v nasledujicim textu. Na Obr. 34 je mozno vidét, Ze ve

vzorku plazma blank neni pfitomen signal, ktery by odpovidal DS.
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Obr. 34 Analyzy vzorku plazma blank s vyuzitim RP kolony

Avsak stejné tak v chromatogramech plazmy s ptidavkem Sulodexidu o koncentraci

0,2 mg/l pted ani po deproteinaci nebyl signdl analytu na odpovidajicich MRM piechodech

pozorovan, coZ je ukazano na Obr. 35 a Obr. 36.

MFA-voda,MFB_MeOH_0_2-z-kolony_0_4-z-pumpy
sulodexide-plazma_0_2mg-L_2_MFA-MFB_100-0_MFA_voda_MFB_MeOH_rozpusteno_250_ul_voda_mimo-ventil_s_T-mix_MeOH_15

MRM of 2 Channels ES-
4.57 457.922 > 377.99 (sulodexide-neg)
1004 79
2.88 4.54 551 11.81
2735 3.97 i ; 1291 1372
2.29 1242 4
5.25 6.58 13.20
0g7 182| [252 5.02 685 ;oo 8.385 03 939 14510664 5 14,7114 97
0.33 8.15
°\°,
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00  11.00 1200  13.00  14.00
sulodexide-plazma_0_2mg-L_2_MFA-MFB_100-0_MFA_voda_MFB_MeOH_rozpusteno_250_ul_voda_mimo-ventil_s_T-mix_MeOH_15 MRM of 2 Channels ES-
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Obr. 35 Plazma s ptidavkem Sulodexidu o ¢ = 0,2 mg/l pfed deproteinaci s vyuzitim
RP kolony
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MFA-voda,MFB_MeOH_0_2-z-kolony_0_4-z-pumpy

sulodexide-plazma_0_2mg-L_3_MFA-MFB_100-0_MFA_voda_MFB_MeOH_rozpusteno_250_ul_voda_mimo-ventil_s_T-mix_MeOH_16 MRM of 2 Channels ES-
. 3.98 457.922 > 377.99 (sulodexide-neg)
100 101
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0.01 476 '
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Obr. 36 Plazma s ptidavkem Sulodexidu o ¢ = 0,2 mg/l po deproteinaci s vyuzitim RP
kolony

Zavérem k této Casti lze fict, ze 1 kdyz uvedeny systém je dostatecné citlivy pro
analyzu modelovych roztokii Sulodexidu, tak neumoziuje po upravé deproteinaci analyzu
Sulodexidu v plazmé na pozadované koncentraéni hladiné 0,2 mg/l. Hlavnim problémem, jak
naznacuje analyza s ptfidavkem Sulodexidu po deproteinaci, je nejspiSe potlaceni ionizace
Sulodexidu slozkami matrice. Toto ovSem nebyl jediny problém, s kterym jsme se potykali.
Dalsi potizi byla také Spatnéa reprodukovatelnost pfi opakovanych métenich.

Z tohoto divodu bylo rozhodnuto otestovat dal$i chromatografické kolony, u kterych
bylo mozno ptedpokladat rozdilnou selektivitu oproti pfedeslym vySe popisovanym kolonam,
a tim piipadné dosdhnout i lepsi separace DS a HS od nativnich sloZzek plazmy. Postupné byly
testovany tyto kolony: a) YMC Triart C18 (100 x 2,0 mm I. D.; dp 1,9 um), jako analogie
k fazi Acquity C18, b) Ascentis Express HILIC (10 cm x 2,1 mm, 2,7 pm) a ¢) ZIC*-cHILIC
(150 x 2,1 mm, 3 um, 120 A PEEK) jako analogie k YMC Triart HILIC kolong

s pfedpokladanou jinou selektivitou stacionarni faze.

5.2.3 Testovani dalSich chromatografickych kolon

5.2.3.1 YMC Triart C18 kolona

Pti téchto experimentech byla mobilni fazi deionizovana voda s pratokem 0,2 ml/min

a stejné tak, jako v optimalizovanych experimentech s fdzi Acquity C18 bylo pro zlepSeni
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odezvy pouZzito pfimichavani MeOH (0,4 ml/min) za kolonou (post column T-mixing) —
metoda VI. Na Obr. 37 je mozno vidét, ze modelovy roztok Sulodexidu na pozadované
koncentracni trovni 0,2 mg/l poskytuje patrny signal, avSak retentivita této kolony je jesté
niz$i nez retentivita kolony Acquity C18.

MFA-voda,MFB_MeOH_0_2-z-kolony_0_4-z-pumpy

sulodexide-0_2_mg-L_MFA-MFB_100_0_MFA_voda_MFB_MeOH_voda_mimo-ventil_52-s_T-kus-s-kolona-YMC-Triart-C18-nova_05 MRM of 2 Channels ES-
047 457.922 > 377.99 (sulodexide-neg)
100+ 251
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0.52 457.922 > 281.92 (sulodexide-neg)
100+ 122

0.47

0.55
11.78
871 935950

[ IS
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Obr. 37 Modelovy roztok Sulodexidu o koncentraci 0,2 mg/l analyzovany na koloné

YMC Triart C18

Na této kolon¢ nebylo dosazeno selektivity, kterd by umoznila separaci komponent
Sulodexidu od polarnich slozek plazmy. RovnéZ se opét vyskytly problémy
s reprodukovatelnosti analyzy, kterd nebyla dostate¢na. Z téchto divodi se dale v testovani
této kolony nepokraCovalo. Testovani separace v modu reverznich fazi tedy nevedlo
k pozadovanym cilim. Dal$i experimenty byly zaméfeny opét na moznosti HILIC modu a

byla vyzkousena kolona Ascentis Express HILIC.
5.2.3.2 Testovani kolony Ascentis Express HILIC

5.2.3.2.1 Analyza modelovych roztoki Sulodexidu s vyuzitim HILIC kolony

Kolona Ascentis Express HILIC je zaloZena na core-shell technologii. Castice maji

tedy neporézni jadro a porézni povrchovou vrstvu. Toto uspofadani Castic umoziuje zvySeni

ucinnosti separace. Staciondrni faze je tvofena nemodifikovanym silikagelem. Podle udaja
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vyrobce je urCena pro separace neutralnich polarnich latek, polarnich kyselin a bazi a
nepolarnich bazickych amini.

Pouziti Ascentis Express HILIC kolony rovnéz umoZnovalo analyzovat nizké
koncentrace Sulodexidu. Oproti pfedchozi testované koloné bylo pii pouZiti této kolony
dosaZzeno mirné lepsi retence. Problémem ovSem bylo, Ze pfi zvySovani podilu organické
slozky v MF dochézelo na této kolon¢ k velmi vyraznému zhorSeni tvaru piku. Proto bylo
v této fazi testovano pouziti deionizované vody jako MF s pfimichdvanim MeOH za kolonou
(metoda VII.). Pokud by systém umoziioval analyzu ve vzorku plazmy na pozadované
koncentracni urovni, byla pldnovédna rozsahlejsi optimalizace slozeni MF. Obr. 38 ukazuje
analyzu blanku (deionizovana voda) a Obr. 39 pak analyzu modelového roztoku Sulodexidu

o koncentraci 1 mg/l.

MFA-voda,MFB_MeOH_0_2-z-kolony_0_4-z-pumpy

blank-voda_MFA-MFB_100_0_MFA_voda_MFB_MeOH_voda_mimo-ventil_52-s_T-kus-s-kolonou-HILIC-09 MRM of 2 Channels ES-
100+ 0.02 457.922 > 377.99 (sulodexide-neg)
0.24 1.041.17 124 1.61 1.80 2.84 53
02201 43 044 058 076080 101 | 1444 49 1.65 187 206215554, ., 246249 272281 203
M ,2.98
°\°,
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0.01 457.922 > 281.92 (sulodexide-neg)
100+
206
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Obr. 38 Analyza blanku s vyuZitim kolony Ascentis Express HILIC
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MFA-voda,MFB_MeOH_0_2-z-kolony_0_4-z-pumpy
sulodexid-1_mg-L_MFA-MFB_100_0_MFA_voda_MFB_MeOH_voda_mimo-ventil_52-s_T-kus-s-kolonou-HILIC-04 MRM of 2 Channels ES-
100+ 0.62 457.922 > 377.99 (sulodexide-neg)
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5.50 12.14 12.54
A, s A /
T

100 2.00 300 ' 400 | 5.00 6.00 7.00 800 = 900 | 1000  11.00 ' 1200 ' 1300  14.00
sulodexid-1_mg-L_MFA-MFB_100_0_MFA_voda_MFB_MeOH_voda_mimo-ventil_52-s_T-kus-s-kolonou-HILIC-04 MRM of 2 Channels ES-
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Obr. 39 Analyza modelového roztoku Sulodexidu (¢ = Img/l) s vyuzitim kolony
Ascentis Express HILIC

Na zéklad¢ toho, Ze pfi analyze modelového roztoku Sulodexidu o koncentraci 1 mg/l

byl patrny pik analytu, bylo rozhodnuto testovat tuto kolonu pro analyzu krevni plazmy.

5.2.3.2.2 Analyza Sulodexidu v krevni plazmé s vyuzitim kolonyAscentis Express

HILIC

Pro analyzu Sulodexidu v krevni plazmé s HILIC kolonou byly pfipraveny stejné
vzorky jako v pfedchozim pfipadé, a to plazma blank, plazma s pfidavkem Sulodexidu o
koncentraci 0,2 mg/l pted a po deproteinaci (viz kapitola 4.3.3). Pro deproteinaci byl pouzit
stejné jako u ptedeslé ptipravy vzorka plazmy ACN. Byl zkouSen také MeOH, ale lepsi
vysrazeni proteini probéhlo pifi pouziti ACN, a proto byl také pouzit 1 v dalSich

experimentech.
Pro méteni byly ptevzaty podminky z ptedchoziho postupu (metoda VII). Na Obr. 40,

Obr. 41 a Obr. 42 jsou vysledné chromatogramy ziskané pii opakovanych analyzach
s vyuzitim obou MRM piechodu pro DS.
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MFA-voda,MFB_MeOH_0_2-z-kolony_0_4-z-pumpy

blank-plazma_MFA-MFB_100_0_MFA_voda_MFB_MeOH_voda_mimo-ventil_52-s_T-kus-s-kolonou-HILIC-02 MRM of 2 Channels ES-
1.50 457.922 > 377.99 (sulodexide-neg)
100+ 84
1.52
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Obr. 40 Analyza plazmy blanku s vyuzitim kolony Ascentis Express HILIC

MFA-voda,MFB_MeOH_0_2-z-kolony_0_4-z-pumpy

sulodexid-plazma-0_2mg-Lpred-deproteinaci_ MFA-MFB_100_0_MFA_voda_MFB_MeOH_voda_mimo-ventil_52-s_T-kus-s-kolonou-HILIC-06 MRM of 2 Channels ES-
100+ 0.78 162 259 457.922 > 377.99 (sulodexide-neg)
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Obr. 41 Analyza plazmy s pfidavkem 0,2 mg/l Sulodexidu pted deproteinaci s
vyuzitim kolony Ascentis Express HILIC
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MFA-voda,MFB_MeOH_0_2-z-kolony_0_4-z-pumpy
sulodexid-plazma-0_2mg-L_po-deproteinaci_MFA-MFB_100_0_MFA_voda_MFB_MeOH_voda_mimo-ventil_52-s_T-kus-s-kolonou-HILIC-04

MRM of 2 Channels ES-
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Obr. 42 Analyza plazmy s ptidavkem 0,2 mg/l Sulodexidu po deproteinaci s vyuZitim
kolony Ascentis Express HILIC

Ve vzorku plazmy, do kterého byl Sulodexid ptidan po deproteinaci byl pozorovan
slaby signal DS na MRM ptechodu 458 — 378. Pro ovéteni jeho identity byly proméfeny
vzorky plazmy obsahujici vy$si koncentraci Sulodexidu (¢ = 1 mg/l), ¢imZ doslo ke zvySeni

signalu analytu (Obr. 43 a Obr. 44).

MFA-voda,MFB_MeOH_0_2-z-kolony_0_4-z-pumpy

sulodexid-plazma-1mg-L-pred-deproteinaci_ MFA-MFB_100_0_MFA_voda_MFB_MeOH_voda_mimo-ventil_52-s_T-kus-s-kolonou-HILIC-010 MRM of 2 Channels ES-
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Obr. 43 Analyza plazmy s ptidavkem 1 mg/l Sulodexidu pfed deproteinaci s vyuzitim
HILIC kolony
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MFA-voda,MFB_MeOH_0_2-z-kolony_0_4-z-pumpy
sulodexid-plazma-1mg-L-po-deproteinaci_MFA-MFB_100_0_MFA_voda_MFB_MeOH_voda_mimo-ventil_52-s_T-kus-s-kolonou-HILIC-08 MRM of 2 Channels ES-
0.76 457.922 > 377.99 (sulodexide-neg)
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Obr. 44 Analyza plazmy s ptidavkem 1 mg/l Sulodexidu po deproteinaci s vyuzitim
HILIC kolony

Je ztejmé, ze v ptipade, kdy je do vzorku plazmy ptiddn Sulodexid po deproteinaci,
dostavame signal analytu, a to pii koncentraci 0,2 mg/1 pfiblizn¢ na urovni limitu detekce a
pii1 koncentraci 1 mg/l zhruba na urovni limitu kvantifikace. Tyto vysledky ukazuji, Ze 1 pies
slabou retenci nabizi systém s kolonou Ascentis Express HILIC selektivitu pro analyzu DS,
pokud je provedena deproteinace. Na druhou stranu, pokud je analyzovan vzorek plazmy
s pfidavkem Sulodexidu pifed deproteinaci, ktery simuluje redlnou situaci pii analyze
Sulodexidu v plazmé pacientli 1é¢enych Sulodexidem, neni pik Sulodexidu v chromatogramu
patrny (signdl DS nebyl pozorovan). Logickym vysvétlenim je vyrazné sorpce Sulodexidu na
slozky matrice, které jsou oddélené deproteinaci. Z tohoto diivodu bylo rozhodnuto vyzkouset

moznost ptimé analyzy Sulodexidu v plazmé bez piedchozi deproteinace.
5.2.3.2.3 Analyza Sulodexidu na koloné HILIC v plazmé bez deproteinace
Pro méfeni Sulodexidu v plazmé bez provedeni deproteinace byly pfipraveny tyto

vzorky: plazma blank, plazma s ptidavkem 0,2 mg/l a 1 mg/l Sulodexidu. Podle Obr. 45 je

ziejmé, Ze v chromatogramu nebyly pozorovany zadné vyuZitelné signaly slozek Sulodexidu.
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MFA-voda,MFB_MeOH_0_2-z-kolony_0_4-z-pumpy
sulodexid-plazma-1mg-L-bez-deproteinace_ MFA-MFB_100_0_MFA_voda_MFB_MeOH_voda_mimo-ventil_52-s_T-kus-s-kolonou-HILIC-014 MRM of 2 Channels ES-

. 0.27 457.922 > 377.99 (sulodexide-neg)
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Obr. 45 Analyza vzorku plazmy s pfidavkem Sulodexidu o koncentraci 1 mg/l

v plazmé bez deproteinace na kolon¢ Ascentis Espress HILIC

Za téchto podminek dosSlo k vyraznému potlaceni signdlu v disledku ptitomnosti
komplexni matrice véetné proteind. DalSim vysvétlenim muiZe byt skutecnost, Ze vyrazny
podil slozek Sulodexidu je silné¢ vazan na pfitomné slozky matrice, které bud’ neprochdzeji
chromatografickou kolonou a/nebo kolonou prochazeji, ale jsou v iontovém zdroji pfitomny
ve form¢ komplexti (aduktil) s proteiny. Také v tomto systému bylo vyzkouSeno zvysit obsah
ACN v mobilni fazi, avSak rovnéz nebylo dosazeno toho, Ze by byl v chromatogramu

pozorovan vyuzitelny signal.

5.2.3.3 Testovani kolony ZIC-cHILIC

5.2.3.3.1 Analyza modelovych roztoku Sulodexidu na koloné ZIC-cHILIC

Velmi zajimavou mozZnosti jak zvySit retenci nativnich forem DS a HS pro jejich
analyzu v krevni plazmé je pouziti nové faze doddvané komercéné firmou Merck-Millipore.
Jedna se o kolonu s obchodnim nazvem ZIC-cHILIC, ktera je popsana v kapitole 2.2.1.2.1.
Tuto SF je dle vyrobce vhodné pouzit v situacich, kdy je dosahovano slabé retence na RP iu
béznych HILIC fazi.

Pro prvni experimenty byla dle doporuceni vyrobce pouzita mobilni faze o sloZeni:
MF A ACN:voda (90:10, v/v) + 25 mM octan amonny a MF' B deionizovana voda + 25 mM

octan amonny. Na Obr. 46 Ize vidét analyzu modelového roztoku Sulodexidu o koncentraci
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100 mg/l. Z chromatogramu je ziejmé, ze v tomto systému bylo dosazeno nejlepsi retence ze

vSech doposud studovanych chromatografickych systéma.

100proc-voda
sulodexid-100mg-L-MFB_voda-pufr_65-procMFB_gradient_ventil_s-kolonou-ZIC-cHILIC-08
2.91 457.922 > 377.99 (sulodexide-neg)
1004 7.65
2.94 .65e3

MRM of 2 Channels ES-

%

T T T T = Time
8.00

Obr. 46 Analyza modelového roztoku Sulodexidu o ¢=100 mg/l na koloné
ZIC-cHILIC

Pro prvni méfeni byla pouzitd metoda VIII., kterd vychazela z nésledujiciho poméru
sloZzek mobilni faze: 35% MF A a 65% MF B. Pfi optimalizaci sloZeni mobilni faze byly
testovany razné poméry MF A a MF B. Obr. 47 ukazuje vliv sloZzeni mobilni faze na odezvu

pti pouziti kolony ZIC-cHILIC.

Zavislost odezvy na rostoucim obsahu MF B
(deionizované vody)
14000
12000
* e
10000
.
S 8000
3 °
S 6000
4000 .
.
2000 .
.
0 o °
40 45 50 55 60 65 70 75 80
Obsah MF B [%]

Obr. 47 Graf popisujici zavislost odezvy na rostoucim obsahu MF B na koloné
ZIC-cHILIC pro modelovy roztok Sulodexidu o koncentraci 100 mg/1
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Z vyse uvedeného grafu je ziejmé, ze tato zavislost prochazi maximem a nejvyssi
odezvy je dosazeno v ptipad¢, kdy je obsah MF B 61%. Na Obr. 48 jsou pro srovnani
ukazany analyzy modelovych roztokd Sulodexidu o koncentraci 100 mg/1 a to v ptipadé, kdy

byl v mobilni fazi obsah MF B 61% a ptivodnich 65%.

100proc-voda

sulodexid-100mg-L-MFB_voda-pufr_65-procMFB_gradient5_ventil_s-kolonou-ZIC-cHILIC-08 MRM of 2 Channels ES-
100+ 2.62 457.922 > 377.99 (sulodexide-neg)
6.78e3
o] 0,
= 65 % MF B

0
050 ' 100 ' 150 = 200 = 250 ' 300 ' 350 400 ' 450 500 550 600 650  7.00  7.50 8.0
sulodexid-100mg-L-MFB_voda-pufr_61-procMFB_gradient5_ventil_s-kolonou-ZIC-cHILIC-17 MRM of 2 Channels ES-
100- 2.58 457.922 > 377.99 (sulodexide-neg)
1.19e4
RN 269 61 % MF B
2.82
3.00
0 T T T T 7 T 7 7 ¥ 7 7 T T T T —— Time
050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 7.00 7.50  8.00

Obr. 48 Modelovy vzorek Sulodexidu o ¢ = 100 mg/1 pti obsahu MF B 61 % a 65 %
(pro MRM 458 — 378)

Optimalni odezvy tedy bylo dosaZeno v ptipadé€, kdy mobilni faze obsahovala 61%
MF B, a proto bylo toto sloZzeni MF pouZito 1 v dalSich experimentech.
Dale byla optimalizovdna také koncentrace octanu amonného piidavaného do MF

v rozsahu 0-25 mM (7 koncentra¢nich trovni). Vliv koncentrace pufru na odezvu i retenci DS

popisuje Obr. 49.

100proc-voda

sulodexid-100mg-L-MFB_voda-pufr-10mM_61procMFB_gradient5_ventil_s-kolonou-ZIC-cHILIC-29 MRM of 2 Channels ES-
100+ 5.66 457.922 > 377.99 (sulodexide-neg)
575 1.82e4
5.81
Q\O,
263 Cpufru_1 0 m M
A 2-743.04
0
1.00 200 300 400 5.00 6.00 7.00 800 900
sulodexid-100mg-L-MFB_voda-pufr-5mM_61procMFB_gradient5_ventil_s-kolonou-ZIC-cHILIC-10 MRM of 2 Channels ES-
1004 5.66 457.922 > 377.99 (sulodexide-neg)
573 1.88e4
=] =
.90 Cpufru_s mM
260
0 T T 7 7 7 T T T T T
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00
sulodexid-100mg-L-MFB_voda-pufr-2_5mM_61procMFB_gradient5_ventil_s-kolonou-ZIC-cHILIC-04 MRM of 2 Channels ES-
1004 5.62 457.922 > 377.99 (sulodexide-neg)
2.62e4
2 -
Cpufru_z y 5 m M
2.10
0 — 7 7 T T 7 Time
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 7.00 8.00 9.00
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100proc-voda

sulodexid-100mg-L-MFB_voda-pufr-1_25mM_61procMFB_gradient5_ventil_s-kolonou-ZIC-cHILIC-04 MRM of 2 Channels ES-
5.66 457.922 > 377.99 (sulodexide-neg)
100 2.96e4
=] Cpufru=1 ,25 mM
2.62
0 7 T T T T T
1.00 200 300 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00
sulodexid-100mg-L-MFB_voda-pufr-0_625mM_61procMFB_gradient5_ventil_s-kolonou-ZIC-cHILIC-02 MRM of 2 Channels ES-
457.922 > 377.99 (sulodexide-neg)
100 1.90e4
B! -—
Cpufru_o,625 m M
246
0 T T T T 7 7 T T T
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 8.00 9.00
sulodexid-100mg-L-MFB_voda-bez-pufru_61procMFB_gradient5_ventil_s-kolonou-ZIC-cHILIC-14 MRM of 2 Channels ES-
1.01 457.922 > 377.99 (sulodexide-neg)
100+ 1.02e6
" bez pufru
1.22
0 T T T T T T T T T T Time
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00

Obr. 49 Vliv koncentrace octanu amonného na retenci a odezvu pro modelovy roztok

Sulodexidu o koncentraci 100 mg/1

Z vySe uvedenych chromatogramli je mozZno pozorovat vyrazny narist retence
(2.58 min — 5.66 min) i citlivosti (1,19.10* — 2,96.10) pii koncentraci octanu amonného

1,25 mM. Na Obr. 50 a Obr. 51 jsou detailnéji ukazany parametry metody.

Zavislost reten¢niho ¢asu na koncentraci pufru
6
*® o L] .

5
£
E 4
[}
©
2 3
,S [
s
g2
©

1 ¢

0

0 5 10 15 20 25 30
Koncentrace octanu amonného [mM]

Obr. 50 Zavislost reten¢niho ¢asu na koncentraci octanu amonného
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Zavislost odezvy na koncentraci pufru
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Obr. 51 Zavislost odezvy na koncentraci octanu amonného

Z uvedenych grafl lze vycist, Ze nejvyssi odezvy a velmi dobré retence bylo dosazeno
pti pouZziti mobilni faze obsahujici pufr o koncentraci 1,25 mM. V této oblasti koncentraci

bylo dosazeno také relativné vysoké retence a dobré symetrie piku, jak 1ze vidét na Obr. 52.

100proc-voda
sulodexid-100mg-L-MFB_voda-pufr-1_25mM_61procMFB_gradient5_ventil_s-kolonou-ZIC-cHILIC-05 MRM of 2 Channels ES-

100+ X 457.922 > 377.99 (sulodexide-neg)
2.80e4
= .
5.84 100 mg/l Sulodexidu
2.78
0
1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00
sulodexid-10mg-L-MFB_voda-pufr-1_25mM_61procMFB_gradient5_ventil_s-kolonou-ZIC-cHILIC-09 MRM of 2 Channels ES-
100+ 5.64 457.922 > 377.99 (sulodexide-neg)
1.04e4
=] 5.75 10 mg/l Sulodexidu
5.84
0 T T T T T T T T T
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00
sulodexid-1mg-L-MFB_voda-pufr-1_25mM_61procMFB_gradient5_ventil_s-kolonou-ZIC-cHILIC-12 MRM of 2 Channels ES-
100+ 5.62 457.922 > 377.99 (sulodexide-neg)
1.47e3
. 1 mg/l Sulodexidu
210 271311331350393 438 487 9.49
5} 7 i T * T 7 7 7 t Time

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 7.00 8.00 9.00

Obr. 52 Analyza modelovych roztokti Sulodexidu pro ¢ =100; 10 a 1 mg/I

Pti optimalizované koncentraci pufru (1,25 mM) tedy bylo moZno spolehlivé
detekovat koncentraci 1 mg/l Sulodexidu. Pozorovanym problémem pii pouZziti tohoto typu
kolony ovSem bylo zachycovani analytu v chromatografickém systému, které zkreslovalo
vysledné analyzy. Aby doSlo k iplnému vymyti analytu ze systému, musely byt mezi

jednotlivymi analyzami vlozeny relativné dlouhé promyvaci postupy a promyvani pied
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nastiikem kontrolovat opakovanymi analyzami blankl. Pro vyvinutou metodu (metoda IX.)
byla testovana odezva detektoru. Ta je linearni v rozmezi koncentraci 0,8-50 mg/l Sulodexidu.
Obr. 53 ukazuje analyzu modelového roztoku Sulodexidu o koncentraci 0,8 mg/l, kterou lze

povazovat za limit kvantifikace.

100proc-voda

sulodexid-0_8mg-L-MFA_ACN_vodaMFB_voda-pufr-1_25mM_61procMFB_gradient5_ventil_s-kolonou-ZIC-cHILIC_post-inj10s-281 MRM of 2 Channels ES-
~ 5.93 457.922 > 377.99 (sulodexide-neg)
100 244
6.05
6.12
575/ ||6-16
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6.32
°\°,
0.02 287298 337 473
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0.23 E 4.39 i 6.83 7.24 2
0.94, 5 1.59 222 497 8.65 935957 9.9
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Obr. 53 Analyza modelového vzorku Sulodexidu o ¢ = 0,8 mg/l (MRM 458 — 378)

Jak je moZno vidét na Obr. 54, bylo v tomto koncentratnim rozmezi (0,8-50 mg/l)
dosazeno pomérn& dobré linearity s koeficientem determinace R* = 0,9948. Nasledng tedy

byla vyvinutd metoda s promyvacimi cykly pouzita pro analyzu Sulodexidu v mo¢i.

Zavislost pramérné plochy na koncentraci
Sulodexidu

3500
3000
2500

2000
y = 59,3550x + 65,1744

R?=0,9948

1500
1000

Pramérna plocha

500

0 10 20 30 40 50

Koncentrace Sulodexidu [mg/I]

Obr. 54 Graf popisujici zavislost plochy piku na koncentraci Sulodexidu (kazdy bod

je pramerem ze tii mefeni)
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5.2.3.3.2 Analyza Sulodexidu v mo¢i na koloné ZIC-cHILIC

Pro méteni Sulodexidu v moci byly piipraveny vzorky moci s ptidavkem Sulodexidu
na koncentra¢nich trovnich 3; 3,75; 4,5; 30; 37,5 a 45 mg/l. Pro méfeni byly pouzity
optimalizované¢ podminky analyzy modelovych roztokti Sulodexidu (metoda 1X.). Obr. 55

ukazuje zavislost plochy piku na koncentraci Sulodexidu ptidavaného do vzorku moci.

Zavislost pramérné plochy na koncentraci
Sulodexidu
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y = 17,8104x - 29,0382

* R?=0,9876

Pramérna plocha
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Koncentrace Sulodexidu [mg/l]

Obr. 55 Graf popisujici zavislost plochy piku na koncentraci Sulodexidu v moci

(kazdy bod je primérem ze tii meéfeni)

Z vyse uvedeného grafu lze vidét, Ze optimalizovanou metodou bylo 1 ve vzorcich
moc¢i s pfidavkem Sulodexidu dosaZzeno uUnosné linearity s koeficientem determinace
R”=0,9876 a navratnosti 87,7% vypo&itané pro koncentrani uroveti 30 mg/l. Z grafii lze také
vidét, Ze pti analyze Sulodexidu v moc¢i doslo vlivem sloZek matrice k vyraznému poklesu
odezvy. Na Obr. 56 je ukazana analyza vzorku moci s piidavkem Sulodexidu o koncentraci

3 mg/l.
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100proc-voda
moc_2_MFA_ACN_vodaMFB_voda-pufr-1_25mM_61procMFB_gradient5_ventil_s-kolonou-ZIC-cHILIC_post-inj10s-370 Sm (Mn, 1x2) MRM of 2 Channels ES-
457.922 > 377.99 (sulodexide-neg)

100-
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Obr. 56 Analyza vzorku moci s pifidavkem Sulodexidu o koncentraci 3 mg/1
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6 Zavér

PtedloZzend diplomova price se zabyvala analyzou dermatan a heparan sulfatu
v preparatu Sulodexid v biologickych tekutindich metodou LC-MS/MS. Testovaly se dva
rizné pristupy, pficemZ prvni pfistup byl zaloZzen na analyze DS a HS spouZitim
derivatizace/methanolyzy. Tento postup Upravy vzorku v kombinaci se separaci na reverzni
fazi a detekci hmotnostni spektrometrii umoznoval analyzu modelovych roztok Sulodexidu,
avSak pfi analyze krevni plazmy se vyskytla fada problémt. Hlavnim problémem byla
pritomnost signalu analytu v blanku plazmy. Jednim z moznych vysvétleni, je ptitomnost
nativnich slozek plazmy, které byly methanolyzovany na disacharidy analogické k produktim
slozek Sulodexidu. Ackoli byla tato metoda vhodna pro analyzu Sulodexidu v modelovych
roztocich a v mo¢i, pro stanoveni Sulodexidu v krevni plazmé, vzhledem k jeji slozitosti,
vhodna nebyla. Dal§im pozorovanym problémem byla také Spatna reprodukovatelnost analyz,
a to jak z hlediska odezvy tak 1retence.

Vzhledem k témto problémim byl testovan druhy piistup, ktery spocival v analyze
nativnich forem slozek Sulodexidu. Vyuzitim vysokorozliSujiciho tandemového hmotnostniho
spektrometru byla ovéfena moZnost pouziti tohoto postupu. Bylo zjiSténo, ze majoritnim
iontem ve spektru je signal odvozeny od disacharidu DS. Signal této slozky mohl byt vyuzit
pro kontrolu Sulodexidu v biologickém materialu. Studiem fragmentacniho spektra byly
nalezeny nejvhodnéj$i MRM prechody (458 — 378 a 458 — 282) pro detekci analyth
hmotnostnim spektrometrem s analyzatorem typu trojitého kvadrupdlu.

Prvotni testovani moznosti hmotnostniho spektrometru bylo provedeno s vyuzitim
metody FIA analyzy, pti které bylo dosaZzeno dostatecné citlivosti modelovych roztok
Sulodexidu. Z divodl potladeni signdlu iontu matrice, malé selektivity a kontaminace
iontového zdroje vSak piima FIA analyza pro analyzu krevni plazmy nemohla byt pouzita.
Dale byly tedy testovany moZnosti analyzy metodou LC/MS.

Pro chromatografickou separaci slozek Sulodexidu od slozek plazmy byly testovany
rizné typy kolon. Zajimavou se ukdzala byt kolona Acquity C18 (RP), u které se po
optimalizaci slozeni MF dosahlo toho, Ze bylo mozno pozorovat signal analytu i pfi
pozadované koncentraci 0,2 mg/l. Tento systém byl ndsledné pouZit pro prvotni analyzy
vzorkli plazmy, avSak tyto prvni experimenty nepiinesly pozitivni vysledky. Z hlediska
citlivosti pfi analyze modelovych roztokli Sulodexidu tedy kolona Acquity C18 vyhovovala,

ale neumoziovala stanovit Sulodexid v plazmé na koncentra¢ni Grovni 0,2 mg/l. Hlavnimi
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problémy byla nedostateCna selektivita separace slozek Sulodexidu od slozek plazmy
(potlaceni signdlu analytu), interakce analytu s proteiny zejména pii procesu deproteinace a
také Spatna reprodukovatelnost pti opakovanych métenich.

V dalsi fazi byly testovany kolony s odliSnou selektivitou, u nichz se ptredpokladalo
lepsi oddéleni matrice od analytu. Testovanymi kolonami byly YMC Triart C18 jako varianta
reverzni faze, Ascentis Express HILIC a ZIC®-cHILIC kolona. V piipadé YMC Triart C18
kolony nastaly stejné problémy jako u kolony Acquity C18.

Nejlepsi retence disacharidické slozky DS (RTop = 5,6 min) bylo dosazeno na koloné
ZIC-cHILIC. Pfi analyze modelovych vzorkli bylo dosazeno dostate¢né odezvy pro
koncentraci 1 mg/l a na arovni piiblizné limitu detekce 1 koncentrace niZ§i. Jednoduchou
prekoncentraci by tedy bylo moZno s rezervou kvantifikovat 1 koncentrace na poZadované
urovni 0,2 mg/l. U vSech pouzitych chromatografickych postupti byl pozorovan stejny
problém, a to zneCiStovani chromatografického systému (autosampleru i kolony) casti
analytu. Pro Gplné vymyti analytu bylo potteba relativné dlouhych promyvacich postupli nebo
Iépe opakovanych nastfiki blanku (typicky pét nastiikli), které byly soucasné kontrolou
dokonalého vymyti analytu pted nésledujici analyzou vzorki.

Zavérem lze tedy fict, Ze vypracovana LC/MS metoda zaloZena na separaci s vyuzitim
kolony ZIC-cHILIC a trojitym kvadrupdlovym analyzatorem s vloZzenymi promyvacimi cykly
mezi jednotlivymi analyzami je tedy doposud nejlepSi vstupni variantou pro analyzu
Sulodexidu v biologickych tekutinach. Metodu lze dobie pouzit pro analyzu dermatan a
heparan sulfati v moci s parametry lepSimi, nez které poskytuje publikovand metoda
vyuzivajici methanolyzy'® (publikovand hodnota LOQ: 6 mg/l; LOQ hodnota nové navriené
metody: 3 mg/l). Kritickym a nedofeSenym momentem Upravy vzorku krevni plazmy vSak
zistava interakce slozek Sulodexidu s endogennimi slozkami plazmy, kterd vyzaduje dalsi

optimalizaci.
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8 Pouzité zkratky

2AB 2-aminobenzamid
ACN acetonitril
APCI atmospheric  pressure chemical ionisation (chemickd ionizace za

atmosférického tlaku)

API atmospheric pressure ionisation (ionizace za atmosférického tlaku)
APPI atmospheric pressure photoionisation (fotoionizace za atmosférického tlaku)
B magnetic sector (magneticky sektor)

CE capillary electrophoresis (kapilarni elektroforéza)

CI chemical ionisation (chemicka ionizace)

cITP capillary isotachophoresis (kapilarni izotachoforéza)

CID collision-induced dissociation (kolizi indukovana disociace)

CRM charged-residue model (model zbytkového néboje)

CS chondroitin sulfat

CZE capillary zone electrophoresis (kapilarni zonova elektroforéza)

Da Dalton (jednotka molekulové hmotnosti)

DS dermatan sulfat

E electric sector (elektricky sektor)

EI electron ionisation (ionizace elektronem)

ERT enzyme replacement therapy (enzymova substitu¢ni terapie)

ESI electrospray ionisation (ionizace elektrosprejem)

FAB fast atom bombardment (ionizace urychlenymi atomy)

FD field desorption (desorpce polem)

FI field ionization (ionizace polem)

FIA flow injection analysis

FT-ICR Fourier transform ion cyclotron resonance (iontova cyklotronova rezonance

s Fourierovou transformaci)

GAG glykosaminoglykany

HA kyselina hyaluronova

HILIC hydrophilic interaction liquid chromatography (hydrofilni interak¢ni
chromatografie)

HP heparin
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HPLC

HS
HSCT

IEM
IMS
IP-LC
IT

KS

LC
LOD
LOQ
MALDI

MeOH
MF
MPS
MRM
MS
NMR
NP
oT
PAGE

PC
PG
PP
PTFE

RT
SAX
SEC

high performance liquid chromatography (vysokou¢innd kapalinova
chromatografie)

heparan sulfat

hematopoietic stem cell transplantation (transplantace hematopoetickych
kmenovych bunek)

ion evaporation model (model vypatovani iontl1)

ion mobility spectrometry

ion pair chromatography (iontové parova chromatografie)

ion trap (iontova past)

keratan sulfat

liquid chromatography (kapalinova chromatografie)

limit of detection (limit detekce)

limit of quantification (limit kvantifikace)

matrix assisted laser desorption ionisation (laserova desorpéni ionizace
za UcCasti matrice)

methanol

mobilni faze

mukopolysacharidoza

multiple reaction monitoring

mass spectrometry (hmotnostni spektrometrie)

nuklearni magnetickd rezonance

normal phase (normalni faze)

orbitrap (orbitalni past)

polyacrylamide gel electrophoresis (elektroforéza v polyakrylamidovém
gelu)

paper chromatography (papirova chromatografie)

proteoglykany

polypropylen

polytetrafluorethylen

quadrupole (kvadrupol)

reverse phase (obracené faze)

retention time (retencni ¢as)

strong anion exchange (aniontové vyménna chromatografie)

size exclusion chromatography (vylu¢ovaci chromatografie)

78



SF

TLC
TOF
UHPLC

UV
ZIC-HILIC

stacionarni faze

thin layer chromatogramy (tenkovrstva chromatografie)

time of flight (detektor doby letu)

ultra-high performance liquidchromatography
chromatografie)

ultra violet (ultra fialové zafeni)

zwitteriontova hydrofilni interakéni chromatografie

(ultrat¢inna

kapalinova
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