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SHRNUTI

Tato diplomové prace se zabyva vyvojem metody pro chirdlni separaci enantiomert
péti hydroxykarboxylovych kyselin ve vzorcich moci pomoci kapilarni elektroforézy
s hmotnostni spektrometrii. Jedna se o kyselinu mlécnou, glycerovou, 2-hydroxymaselnou,
3-hydroxymaselnou a 2-hydroxyglutarovou. Separace probihala pomoci chirdlniho selektoru
vankomycin chloridu.

Teoreticka ¢ast se zabyva vysvétlenim pojmu chiralita, ktery je pro tuto praci
stézejni. Nasleduje popis zakladnich principt kapilarni elektroforézy a spojeni kapilarni
elektroforézy s hmotnostni spektrometrii (CE-MS). Diskutovany jsou také problémy spojeni
CE-MS. Dalsi kapitola se zamétuje na problematiku chiralnich separaci metodou CE-MS a na
moznosti vyuziti netékavych chiralnich selektorti, mezi kterymi v soucasnosti prevazuje
metoda PFT, ptipadné CFT. Nasleduje ¢ast vénovana chirdlnim selektorim — jejich typtm,
vlastnostem, struktute. Posledni kapitola teoretické Casti se zabyva jednotlivymi kyselinami,
jejich vlastnostmi, ale hlavné moznostmi jejich vzniku v lidském organismu a nemocemi,
které ptitomnost téchto kyselin v mo¢i pacientt signalizuje.

Experimentalni ¢ast popisuje chemikdlie, pomicky a pfistrojové vybaveni pouzité
Vv diplomové praci. Kromé postupu pifipravy standardii, redlného vzorku, separa¢niho pufru
a pomocné kapaliny obsahuje finalni podminky separace a detekce. Vénuje se také zpisobu
kovalentniho pokryvani kapilar.

Vysledky a diskuse jsou vénovany postupu optimalizace separace a detekce
a nakonec optimalizaci spojeni CE-MS. Jedna se hlavné o sloZeni a koncentraci separacniho
pufru, jeho pH, koncentrace chiralniho selektoru, pritok pomocné kapaliny, teplotu sprejovaci
kapiléry, kolizni energii. Déle jsou zde zaznamenany kalibra¢ni kiivky, linearni dynamické
rozsahy, limity detekce a kvantifikace pro vSech deset stanovovanych enantiomert
i s elektroforegramy. Zavér prace tvotri vysledky separace enantiomerd v redlnych

a spikovanych vzorcich moci.



SUMMARY

This diploma thesis deals with the development of methods for chiral separation of
enantiomers five hydroxycarboxylic acids in urine samples by capillary electrophoresis with
mass spectrometry. There are lactic acid, glyceric acid, 2-hydroxybutyric acid,
3- hydroxybutyric acid and 2-hydroxyglutaric acid. Vancomycin chloride has been chosen as
chiral selector.

The theoretical part is concerned with the concept of chirality, which is crucial for
this thesis. Subsequently, there is a description of the basic principles of capillary
electrophoresis and connection of capillary electrophoresis with mass spectrometry (CE-MS).
The problems of connection CE-MS are discussed there too. The next chapter is focused on
the chiral separations by CE-MS. It deals with the possibility of using non-volatile chiral
selectors, where dominate methods PFT and CFT. The following section is about chiral
selectors - their types, properties, structures. The last chapter deals with hydroxycarboxylic
acids, their properties, but also the possibilities of their formation in human body and
the diseases that the presence of these acids in the urine of patients indicate.

The experimental part describes chemicals, equipment and instrumentation used
in this thesis. Besides the process of preparation standards, real sample, separation buffer
and sheath liquid it contains the final conditions for separation and detection. There is a part
about the method of covering capillary too.

Results and discussion are about process of optimization of separation and detection,
and the connection CE-MS. These are mainly the composition and concentration of
the separation buffer, the pH, the concentration of the chiral selector, the flow
and composition of the sheath liquid, the temperature of spray capillary, and the collision
energy. There are also mentioned calibration curves, linear dynamic ranges, limits
of detections and quantifications for all enantiomers with their electropherograms.
The conclusion of this thesis forms the results of separation of the enantiomers in real samples

and spiked samples of urine.
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1. UVOD

V dne$ni dob€ se analytickd chemie stale vice stavd nepostradatelnym nastrojem
v kazdé oblasti lidského zivota. Analytické metody jsou vyuzivany v Iékatstvi, ve
farmaceutickém a potravinafském primyslu, v analyzach tykajicich se Zivotniho prostiedi, pii
kontrolach kvality vod, ve forenznich védach, ale také naptiklad ve vSech oborech tykajicich se
vyvinu novych materialt, barviv, paliv. Proto je velmi dtlezité vénovat se vyzkumu novych,
lepSich a levnéjsich metod pro analyzy vSech typi vzorkl. Analytickd chemie vyzaduje mnoho
trpelivosti, zkuSenosti a nédpadi, jak dany analyt stanovit. Proto ji povazuji za velmi napinavou
a Casto prekvapujici védu. Myslim, ze zvlast¢ v tomto védnim oboru plati slavny vyrok
Aristotela: ,, Po¢atek vSech véd je izas nad tim, ¢im véci jsou a co jsou.*

Velmi dulezitou skupinu metod tvoii separacni metody, které si kladou za cil rozdélit
a nésledné stanovit jednotlivé slozky riaznych smési. Kromé v§eobecné zndmych metod, jako je
filtrace, centrifugace, krystalizace, sublimace, destilace, extrakce, se do této skupiny fadi
I velmi narocné metody s velikou citlivosti a slozitou instrumentaci, diky kterym dokazeme
separované latky i detekovat. Mezi tyto metody patii plynova a kapalinova chromatografie
a kapilarni elektroforetické metody.

Ve své praci se nejprve zam&fim na vysvétleni problematiky chiralnich latek. Poté
bude ptedstavena jedna z ptednich separacnich metod, kapilarni elektroforéza, a to ve spojeni
s hmotnostni detekci. Je to spojeni metod, které zaznamenalo v posledni dobé mnoho tspéchi,
a stalo se hojn¢ vyuzivané zejména ve forenzni a klinické analytické chemii. V dalsi ¢asti této
diplomové prace bude pojednavano o chiralnich separacich provadénych pravé spojenim téchto
dvou metod, o problémech, které mohou pii chirdlnich separacich nastat, a o zpisobech
eliminace téchto problémil. Zavér teoretické Casti bude vénovan vybranym péti kyselinam,
které¢ jsou chirdlni. Jsou to: 2-hydroxyglutarovad kyselina, 2-hydroxybutanova kyselina,
3-hydroxybutanova kyselina, kyselina mlééna a kyselina glycerova. ZvySena koncentrace
téchto kyselin v télnich tekutinach ukazuje na poruchu metabolismu. Dusledkem této poruchy
je vznik né€kterého typu organické acidurie. Experimentalni Cast této prace bude zamétena na
vyvin a optimalizaci vhodné metody pro separaci a detekci téchto kyselin pomoci kapilarni
elektroforézy s hmotnostni spektrometrii. Bude navrzena metoda potiebné predupravy realného
biologického vzorku. Na zavér experimentalni ¢asti budou vyvinuté metody aplikovany na

realné biologické vzorky.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Chiralita

Pokud existuje molekula ve dvou prostorovych isomerech, které¢ jsou si navzijem
zrcadlovymi obrazy (jsou Kk sobé jako prava a leva ruka), pak tyto isomery nazyvame
enantiomery a tuto vlastnost chiralita. Je mnoho chemickych latek, které jsou chiralni a maji
tedy rovinu nebo stfed symetrie. Pro pfesny nazev kazdého enantiomeru vypracovali Cahn,
Ingold a Prelog metodu oznacovani kazdého enantiomeru pismeny R- a S- podle ur€itych
pravidel. Chiralni latky jsou opticky aktivni; pokud staéi rovinu polarizovaného svétla doprava,

znacime je (+), doleva (-). Ptiklad enantiomert je na nasledujicim obrazku [1].

OH OH
; ;
™ ~c;H,co0H HOOCCHy ™\ 1
HOOC COOH
(R)-z-hydroxyglutarova kyselina | (S)-2-hydroxyglutarova kyselina

Obr. 1 — Priklad enantiomerii. Prevzato a upraveno z [2,3].

V béZném zivote se setkavame s velkym mnoZstvim chiralnich molekul, kterymi jsou
napiiklad aminokyseliny, cukry, hydroxykarboxylové kyseliny a dal$i. Enantiomery maji
Vv achiralnim prostfedi stejné fyzikdlni a chemické vlastnosti, ale casto vykazuji odliSné
biologické, toxikologické a farmaceutické vlastnosti. Jeden enantiomer proto miize mit
blahodarné uc¢inky na lidské t€lo, druhy miiZze byt velmi nebezpecny. Proto jsou chirdlni
separace nezbytné hlavné pii studiu 1é¢iv, poruch metabolismu, toxikologie, latek z Zivotniho
prostiedi a potravinaiského primyslu [4].

Déleni chiralnich latek je velmi obtizné a je moZné vyuZit dvou pfistupi — pfimy
a neptimy. Pfimé chirdlni separace jsou zaloZeny na tvorbé diastereoizomert pfimo pfi separaci
(volba chiralni stacionarni nebo mobilni fdze v chromatografii, zakladni elektrolyt s pfidavkem
chirdlniho selektoru v elektroforéze); pfi nepiimé metodé¢ musi vlastni separaci predchazet
derivatizacni krok pro vytvofeni diastereoizomert. Tradiéni metodou pro separaci chirdlnich
latek je vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) s UV-VIS spektrometrii. Hlavnim
problémem pouziti HPLC pro separaci téchto latek je Spatnd efektivita, kterd vede

k nedostacujici separaci enantiomert. Kromé toho musi byt provedena bud’ derivatizace pro



vytvoreni diastereomernich komplexti enantiomerd s chirdlnim selektorem, nebo se musi pouzit
velmi drahd chiralni kolona [5]. Proto se nyni dostavaji do popfedi metody kapilarni
elektroforézy, které vyuzivaji piimych chiralnich separaci.

Pro rozd¢leni enantiomert pfimou metodou je nutna interakce s chiralnim selektorem,
kterym je Cista opticky aktivni latka v R- nebo S- formé, pfi které musi dojit k tzv. tfibodové
interakci. Tento pojem zavedl v roce 1952 Dalglish na zékladé teorie, podle které jsou pro
uspeésnou separaci enantiomer potiebné tfi riizné soucasné probihajici interakce (vodikova
vazba, elektrostatické interakce, sterické stinéni, m-m interakce, van der Waalsovy sily,
interakce iont-dipdl, dipol-dip6l) mezi kazdym enantiomerem a chiralnim selektorem, diky
kterym vznikaji dva diastereoizomerni komplexy [1]. Pokud ma dojit k separaci, musi kazdy
enantiomer reagovat s chiralnim selektorem rtizné silng, coz vede k rozdilim ve vlastnostech

obou diastereoizomert [6].

2.2 Kapilarni elektroforetické techniky

Elektroforéza je proces separace nabitych ¢astic zalozeny na jejich pohyblivosti, ktera
je ovlivnéna aplikovanym stejnosmérnym elektrickym polem [7]. Pti aplikaci stejnosmérného
elektrického pole na elektrolyt Vv kapilafe obsahujici nabité castice, dojde k migraci Castic
s nabojem elektrolytem. Rychlost a smér migrace nabitych ¢astic zavisi na druhu a velikosti
jejich naboje, ale také na velikosti samotnych ¢astic [8].

Kapilarni elektroforetické techniky zahrnuji mnoho metod, z nichz kazda ma odliSny
mechanismus separace. Jedna se ptedevsim o kapilarni zonovou elektroforézu (CZE), micelarni
elektrokinetickou chromatografii (MEKC), kapilarni izoelektrickou fokusaci (CIEF), kapildrni
gelovou  elektroforézu  (CGE), kapilarni  izotachoforézu  (CITP) a  kapilarni
elektrochromatografii (CEC).



2.2.1 Zakladni principy elektromigrace

Pii vlozeni napéti mezi elektrody vznika v kapildte elektrick¢é pole, které
je charakterizovano veli¢inou intenzita elektrického pole. Tuto veli¢inu zna¢ime E a je dana
vztahem (1), kde U je napéti vlozené na elektrody a L je celkova délka kapilary.

E=T €

Rozdil mezi celkovou délkou kapilary a efektivni délkou kapilary je ukazan na obrazku 2.

+ L -+
+ 1

-
Detekéni olcénko

Obr. 2 — Rozdil mezi celkovou (L) a efektivni (1) délkou kapilary. Prevzato a upraveno z [9].

Uvaha, ktera je zakladem kapilarni elektroforézy (CE), je velmi jednoducha: kulova
Castice s polomérem r a S nabojem z je pritahovdna k elektrodé s opacnym ndbojem diky
elektrické sile Fe, jejiz velikost je dana vztahem (2); je tedy pfimo umérna celkovému naboji

¢astice ( a intenzité elektrického pole E.
U
Fe=0E=q¢ L (2)

ProtoZze se castice pohybuje elektrolytem, ktery ma viskozitu 7, je brzdénd tfenim podle
Stokesova zdkona, ktery popisuje vztah (3). Tteci sila F; plisobici na danou ¢astici zavisi pfimo
umérné na viskozité elektrolytu 7, hydrodynamickém poloméru castice r (polomér Castice
I S jejim solvataénim obalem) a na jeji rychlosti v.

Fi=- 6mnrv (3)
V rovnovazném stavu dojde k vyrovnani obou téchto sil pusobicich na nabitou castici
a dostavame vztah (4):

- I:t = Fe
6mnrv = qE (4)



Jestlize je ze vztahu (4) vyjadiena rychlost ¢astice v, dostaneme vztah (5), ve kterém je ziejmé,
ze mezi rychlosti pohybu ¢astice a intenzitou elektrického pole je pfima iimérnost. Konstantou
umérnosti je elektroforeticka mobilita zef [1,9].

qE
V:
é6mnr

= UerE (5)

Elektroforeticka mobilita ues je podle vztahu (6) tedy pfimo umérna naboji ¢astice (, nepiimo
umérna svému poloméru r a viskozité prostredi 7. Nejvyssi elektroforetickou mobilitu budou
mit malé Castice s velkym nabojem, budou se tedy pohybovat rychleji, nez velké Céstice
S malym nébojem.

q
éennr

Hef = (6)

Cas, za ktery se Castice dostane z mista nastiiku do detektoru, se nazyva migraéni ¢as
tm, ktery je mozno vypocitat podle vztahu (7). Migraéni ¢as je dan vzdalenosti, kterou Castice
musi urazit, ale také takzvanou zdanlivou mobilitou ¢astice uay, ktera je definovana vektorovym
souctem elektroforetické mobility Castice uer a elektroosmotické mobility elektroosmotického
toKu eor. Zdanliva mobilita sy totiZz neni konstantou jako elektroforeticka mobilita ey, ale
funkei zavisejici na mnoha parametrech, jako naptiklad teplota, viskozita, iontova sila, pH
a velikosti elektroosmotického toku.

1 6mrl
HavE qE

tm = (7)
2.2.2 Elektroosmoticky tok

Elektroosmoticky tok (EOF) je dg&j, ktery vyznamné ovliviiuje elektroforetickou
separaci. Kfemenné nepokryté kapilary maji na svém vnitinim povrchu siloxanové skupiny
(-Si-O-Si-) a silanolové skupiny (-Si-O-H) s hodnotou pK,~3 [10]. Pokud je v kapilaie
elektrolyt s pH o stejné hodnoté jako pK, silanolovych skupin, je polovina téchto skupin
disociovana. Jestlize je v kapilate elektrolyt s pH > 3, bude vliv disociace jest¢ vEtsi. Vnitini
povrch kiemenné kapilary se tedy nabiji zaporn€, coz vede ke vzniku nepohyblivé Sternovy
elektrolytické dvojvrstvy, protoze zdporny naboj na sténé kapilary pftitahuje kationty
z elektrolytu takovou silou, Ze se stavaji sou€asti vnitini stény kapilary. Vnitini st€na kapilary
je nyni kladné nabita, proto pfitahuje zaporn¢ nabité castice z elektrolytu v tésné blizkosti

Sternovy dvojvrstvy. Tyto piitazlivé sily jsou ale mnohem mensi nez mezi zdporné nabitym



vnitinim povrchem kapildry a kationty, proto vznikd pohybliva tzv. difuzni dvojvrstva
a ptitahované zaporn¢ nabité castice mohou migrovat v elektrickém poli.

Pokud je jeden konec takovéto kiemenné kapilary ptipojen ke katod¢ a druhy k anodé,
které jsou pfipojeny ke zdroji stejnosmérného elektrického proudu, budou kationty v kapiléie
I se svymi solvatacnimi obaly pfitahovany ke katodé a zaroven odpuzovany od kationtd, které
jsou soucasti Sternovy elektrolytické dvojvrstvy. Tim dochazi k pohybu celé kapaliny uvnitf
kapilary, tedy nabitych i nenabitych castic. Tento pohyb je nazyvan EOF, ktery se pohybuje
smérem od anody ke katod¢. Pokud se bude pH v kapilaie snizovat, bude se EOF blizit nulové

hodnot¢; pokud se pH bude zvySovat, bude se zvySovat i rychlost EOF.

e ob b ok b o b o

1 w5ty

VO

———"3————— separacni prostredi

+_ +_:‘¥' 'I'. =—— pohybliva difuzni dvojvrstva
+++4+4+ 544 ———= nepohybliva Sternova

____________ p-;v;:h‘aiﬁé-r-y elektrolyticka dvojvrstva

Obr. 3 — Vznik elektroosmotického toku v kapilare. Prevzato a upraveno z [11].

Z elektroforegramu lze odecist migraéni ¢as EOF a vypocitat elektroosmotickou
mobilitu pomoci vztahu (8):
1
lvleof:E_ (8)

tm

Diisledky pritomnosti EOF pri separaci ionti

Diky EOF lze v jedné analyze separovat a detekovat kationty, anionty i neutralni latky,
protoze se pohybuji ve stejném sméru rizné rychle v pfipadg, ze efektivni mobilita ¢astic
pohybujicich se proti sméru EOF neni vétsi nez elektroosmotickda mobilita. Jestlize je Smér
EOF anody ke katod¢, budou kationty urychleny a vS§echny neutralni latky se budou pohybovat
rychlosti EOF. Anionty, které maji vétsi efektivni mobilitu nez je elektroosmotickd mobilita
EOF, jsou zpomalovany, ale neméni svlj smér, na rozdil od aniontli s mensi efektivni

mobilitou. Ty jsou unaseny ke katod¢, ale pomaleji nez kationty a neutralni latky.
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Obr. 4 — Poradi ¢astic pri vstupu do detektoru. Prevzato z [8].

Dalsi vyznamnou vlastnosti EOF v kapilafe je plochy profil kapaliny na rozdil
od parabolického profilu laminarniho toku v chromatografii. Kapalina je hnana vnitinim
povrchovym nabojem kapilary, ktery zpusobuje, Ze v kazdém misté prufezu kapaliny se dané
Castice pohybuji stejnou rychlosti, coz minimalizuje rozmyti zény. Plochy profil kapaliny

se rozrusi, pokud vnitini pramér kapilary bude pftili§ velky (nad 200 um).

EOF Laminarni tok

Obr. 5 — Profil tokit a jim odpovidajici piky. Prevzato a upraveno z [9].

2.2.3 Elektroforegram

Zména signalu z detektoru je zaznamenavana a v pocitai zaznamendvana jako
elektroforegram, coz je zavislost signalu sledované analytické vlastnosti na migracnim case.
Kazdé zoné analytu, ktera projde detektorem, nalezi pik. Cim je zéna uzsi a koncentrovangjsi,
tim je uzsi a vyssi pik. Pravé takové piky jsou vhodné pro integraci. Migracni Cas, pii kterém
dosahl pik své nejvetsi vysky, odpovida kvalitativni charakteristice analytu, plocha piku

odpovida kvantitativni charakteristice.

Detektor —s

Kationt
@ Aniont

@
EQF A
v

migracni Cas tm

signal

Obr. 6 — Zdaznam piki v elektroforegramu. Prevzato a upraveno z [12].



2.2.4 Instrumentace kapilarni elektroforézy

Jednou z mnoha ptednosti CE je pomémné jednoducha instrumentace, kterou tvofi
kapilara, vstupni a vystupni vialka, vialka se vzorkem, davkovaci zafizeni, tlakové a vakuové
pumpy, elektrody, zdroj vysokého napéti, regulace teploty, detektor a pocita¢

s vyhodnocovacim softwarem.
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.e napéti

separacni kapildra

uzemnéna
elkektroda
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Obr. 7 — Schéma pristroje pro kapilarni elektroforézu. Prevzato z [1].

Kapilary

Pro CE se mohou pouzivat kfemenné, teflonové nebo 1 sklenéné kapilary. Nejcastéji
jsou vyuzivany kapilary kfemenné obalené polyimidem pro snadny odvod tepla generovaného
priachodem proudu uvnitf kapilry, ale také kvili snaz§i manipulaci (mensi kiehkost a vétsi
ohebnost kapilary). Pouzivaji se kapilary s vnitfnim primérem 25 — 100 pum, nejcastéji
0 primé&ru 75 pm. Vngj$i pramér kapilary byva 350 — 400 um, nejcastéji 375 pm. Délka
kapilary dosahuje az jednoho metru.

Pokud je pfi analyze EOF neZadouci, je potfeba pracovat s pokrytymi kifemennymi
kapilarami, jejichz vnitini povrch je modifikovan neutralni latkou, nebo s teflonovymi
kapildrami, ve kterych EOF neni. Z hlediska mechanismu modifikace vnitiniho povrchu
kapilary rozlisujeme dynamicky pokryté kapilary, mechanismem pokryvani je adsorpce,
a kovalentné¢ (permanentné&) pokryté kapilary, mechanismem je tvorba kovalentnich vazeb.
Kovalentni pokryti je pevnéjsi aodolngjsi a bylo v této praci vyuzito. Pokryti kapilar je
limitujicim faktorem pro pH, které nesmi byt vys$si nez 8, jinak by doSlo k hydrolyze vazeb

mezi silanolovymi skupinami na povrchu kapilary a neutralnimi latkami [9,13].



Zdroj napéti

Jako zdroje napéti se v kapilarni elektroforéze vyuzivaji vysokonapétové zdroje.
Jejich rozsah je mezi 0 — 30 kV a 0 — 300 pA. Vyssi napéti nelze pouzit, protoze by dochazelo
k ionizaci vzduchu a v kapilafe by bylo generovano pfili§ velké Jouleovo teplo, které
je vytvarené pruchodem elektrického proudu vodi¢em. Jouleovo teplo je nezadouci, protoze
zpusobuje lokdlni zmény teplotniho gradientu, viskozity a nasledné rozsifeni zony analytu.
Zdroje napéti maji jednu elektrodu uzemnénou, ta je pfipojena na konec kapilary blize
detektoru, na druhé elektrod¢ je vysoké napéti. Pokud by tomu tak nebylo, mohlo by vybojem
dojit ke zniceni detekéni cely, protoze napéti mezi roztokem v detekéni cele a uzemnénym
detektorem by bylo moc veliké. Separaéni napéti je vhodné vkladat na elektrody postupnym
zvySovani z divodu eliminace vzniku vzduchovych bublinek, které vznikaji jako dusledek prilis

velkého Jouleova tepla.

Davkovani vzorku
Dévkovand zona vzorku by neméla byt delsi, nez je 1 az 2% celkové délky kapilary L,
protoze by dochazelo K rozsitovani piku vlivem difuze, ale také k deformaci tvaru pika kvuli
rozdilné vodivosti separa¢niho pufru a vzorku. Tento jev je nazyvan ,,Sample overloading* [9].
Dvé nejbéznéji pouzivané metody davkovani vzorku do kapilary jsou:

Hydrodynamické ddvkovani — konec kapilary, na ktery se ma nadavkovat vzorek, je ponofen

do vialky se vzorkem, druhy konec kapilary je ponoien do vialky spufrem. Vzorek
je nadavkovan zvysenim tlaku na konci kapilary ponofeném ve vzorku, snizenim tlaku na konci

kapilary ponofeném v pufru nebo vytvorenim vySkového gradientu obou koncii kapilary.

Elektrokinetické davkovani — na oba konce kapilary vlozime na kratkou dobu napéti, coz
zpiisobi migraci vzorku do kapilary. Nevyhodou je, Ze do kapilary prednostné vstupuji
molekuly s vys§i mobilitou, proto nemusi pomér latkovych mnozstvi vzorku v kapilafe

odpovidat slozeni vzorku [7,9,13]. Proto se pro kvantitativni stanoveni tento nastiik nevyuziva.
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Obr. 8 — Schéma davkovani vzorku v kapildrni elektroforéze. Prevzato a upraveno z [14].

Detekce

Detektor zaznamenava zménu signalu, kterd je vyvolana tim, Zze do detektoru vstoupi
analyt sjinymi vlastnostmi, nez ma samotny pufr. V CE se do detektoru dostavaji objemy
vzorku v fadu nanolitri, coz klade vys§i pozadavky na instrumentaci. Mezi nejcastéji
pouzivané detektory patii UV-VIS absorp¢ni, fluorescencni, amperometrické, vodivostni

detektory, hmotnostni spektrometrie a dalsi.

UV-VIS absorpce:

Tato detek¢ni technika je zalozena na absorpci monochromatického svétla molekulami
vzorku a srovnani pivodni intenzity zafeni lg a intenzity zafeni | po pruchodu vzorkem. Méfena
veli¢ina se nazyva absorbance a je dana jednak dekadickym logaritmem podilu intenzit zafeni,
ale také Lambert-Beerovym zakonem, kde d je délka optické drahy, ¢ je molarni absorpéni

koeficient a ¢ je koncentrace.
I
A =log TO = ecd 9)

Pokud separace probihd v kiemenné kapilafe, 1ze po vytvoreni detekéniho okénka
detekovat zateni v rozmezi vinovych délek 200-800 nm. Protoze detekce probiha on-column,
nedochazi k roz§ifeni zon, ale dochazi ke snizovani citlivosti v disledku pftili§ kratké optické
drahy, ktera je rovna pruméru kapilary. Tento problém se fe$i pouzitim napiiklad Z-cely,

bublinové cely nebo odrazové komirky, kdy se opticka drdha svételného paprsku prodlouzi.
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2.3 Spojeni kapilarni elektroforézy s hmotnostni detekci (CE-MS)

Mezi detek¢nimi technikami, které jsou pouzivany ve spojeni s kapilarni
elektroforézou (CE), poskytuje hmotnostni spektrometrie (MS) vysokou citlivost, velmi dobré
informace o struktufe analytu a umoziuje monitorovani vybraného iontu, coz je velmi vhodné
zvlaste pro identifikaci analytu ve slozité matrici [15].

MS je metoda, ktera ovliviiuje pohyb iontli ve vakuu pusobenim elektrického nebo
magnetického pole a separuje je na zakladé poméru jejich hmotnosti a naboje m/z. Cela detekce
pomoci MS je zalozena na tfech krocich. Nejprve musi dojit k tvorbé iontd nékterou
Z ionizacnich technik, poté se vyrobené ionty separuji v hmotnostnim analyzatoru, a nakonec
jsou detekovany. Kazdy pfistroj ma tyto zakladni ¢asti: zavadéni vzorku, iontovy zdroj,
hmotnostni analyzator, zafizeni pro detekci iontd — nejcastéji dinodovy elektronovy nasobic,
zafizeni pro zpracovani dat, vakuova Cerpadla, kterd zajistuji vysoké vakuum hmotnostniho
analyzatoru a detek¢niho zafizeni.

Diky stale se rozvijejici technice bylo mozné spojit tyto dvé metody — Separaci
Vv kapalné fazi a detekci ve vakuu - a zacit je komeréné vyuzivat k feSeni riznych ukold, jako je
analyza drog, farmaceutickd analyza, studium metabolitl, analyza proteini a fragmentl

nukleovych kyselin, chiralni separace opticky aktivnich latek a dalsi.

pumpa pomocné
kapaliny

= 2

CE-kapilara

¢ sprejovaa

prislusny software zmlZovaci plyn : F
N2 \ °

Obr. 9 — Schéma spojeni CE-MS. Prevzato a upraveno z [16].
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Spojeni CE-MS je on-line spojenim, proto musi byt separa¢ni kapilara ptimo zavedena
do hmotnostniho spektrometru. Kapilara musi byt tedy delsi, nez ve spojeni CE s jinymi
detek¢nimi technikami, a to mezi 60 — 120 cm; efektivni délka kapilary | se zde rovna celkové
délce kapilary L. Nejvhodnéjsim iontovym zdrojem pro spojeni téchto dvou technik je
elektrosprej (ESI), kdy konec kapilary slouzi jako sprejovaci Spicka, proto musi byt rovné
ufiznuty, zbaveny polyimidu na povrchu kapilary a oc€istény od necistot, aby nedoslo k jeho
zacpani.

Déle je pti tomto spojeni nutné pouziti pomocné kapaliny, tzv. sheath liquid, protoze
pritok separacni kapilarou je velmi maly [nl/min] a nestadil by ke stabilnimu sprejovani
(tvorbé nabitych kapicek analytu) v elektrospreji, zvlasté pii praci s pokrytymi kapilarami, kde
je EOF nulovy. Je to roztok methanolu, vody a bud’ organické tékavé kyseliny (nejcastéji
kyselina mravenci ¢i octovd) pro podpotfeni tvorby kationtl, tj. ionizace v pozitivhim modu,
nebo tékavé baze (amoniak) pro lepsi tvorbu aniontd, tj. ionizace v negativnim modu, v daném
poméru. Tato kapalina také umoziiuje vodivé spojeni mezi koncem separacni kapilary
a uzemnénou elektroforetickou elektrodou. Pro vytvoreni stabilniho spreje se do prostoru ESI
ptivadi jeste inertni zmlzovaci plyn.

Samotné jadro spojeni CE-ESI-MS je tvofeno tzv. sprejovacim kitem, ktery se sklada
ze ti1 v sobé umisténych kapilar. Vnitini kapilérou je separacni kapilara, kterd tvoti sprejovaci
spicku. Pomocna kapalina se nachézi v prostfedni uzemnéné kapilafe a proudi okolo separacni
kapilary. Vné&jsi kapilarou proudi inertni zmlZovaci plyn, napfiklad dusik. Detail tohoto spojeni
ukazuje obrazek 10. Dalsi moZzné spojeni CE-ESI-MS je bez pomocné kapaliny, kdy je vodivé
spojeni realizovdno pomoci pokovené sprejovaci Spi¢ky. Tento typ spojeni je citlivjsi, protoze
nedochdzi ke zfedéni rozseparovanych zon pomocnou kapalinou, ovSem zatim neni dost

robustni a komeréné dodavany.

Zmlzovaci plyn j, e

Separaclni kapilara ﬁ
Pomocna kapalina =

Obr. 10 — Sprejovaci spicka. Prevzato a upraveno z [9].
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2.3.1 Elektrosprej

lonizace elektrosprejem (ESI) je mékka ioniza¢ni technika, proto nedochazi k tak
bohaté fragmentaci a dostavame informaci o molekulové hmotnosti iontu. Tato technika
dovoluje vznik vicenasobn¢ nabitych iontd, lze vSak velmi téZko pouZzit pro nepolarni latky.
Pomoci napéti mezi Spickou kapildry a vstupem do druhé ¢asti iontového zdroje, tzv. susici
kapilarou, vznikaji nabité¢ kapicky s analytem. Kapicky jsou diky potencidlu vlozenému
na susici kapilaru vtahovany dovnitf do vyhiivaného prostoru susSici kapilary, okolo které
proudi suSici plyn. Kapicky se suSi a trhaji az na jednotlivé ionty, které vstupuji
do hmotnostniho analyzatoru.

Pokud je na susici kapilaru vlozen potencial mensi nez nula, je vysledné sprejovaci
napéti kladné a prace tedy probiha v kladném modu. Se zvySujicim se napétim dochazi
K hromadéni kladné nabitych iontl na sprejovaci Spicce, tedy Kk nardstu odpudivych sil.
Na sprejovaci $picce vznika tzv. Taylortv kuzel, ze kterého se prekonanim povrchového napéti
y odtrhavaji kapky. Z kapek se v su$ici kapilafe odpafuje rozpoustédlo, ¢imz dochazi
ke zvySeni koncentrace kladného naboje na povrchu kapky, a tedy k narustu odpudivych sil.
Pokud je nédboj tak velky, ze odpudivé sily opét prekonaji povrchové napéti kapky, doje
K jejimu roztrzeni, protoze byl pifekonan tzv. Rayleightiv limit stability. ZmenSovani a trhani

kapky se n¢kolikrat opakuje, az ziistanou jen jednotlivé ionty.

prekonani
molekula o e . . .
analytu vyparovani Rayleighova  iont
rozpoustédla limitu analytu

Taylordv
kuiel

+

Obr. 11 — Model ionizacniho procesu v elektrospreji. PFevzato a upraveno z [17].

Rayleightiv limit stability odpovidd maximalnimu naboji kapicky, pii kterém je
povrchové napéti schopno udrzet kapicku pohromadé. Je urcen vztahem (10), kde q je celkovy
naboj kapky, a je zavisly na permitivité vakua &, povrchovém napéti y, a poloméru kapky R.

q= 87t(soyR3)1/2 (10)
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Stabilitu spreje ovliviluje vlozené napéti, vn&jS$i a vnitini pramér kapilary, tvar
kapilary a slozeni rozpraSované kapaliny. Vzhledem k témto individudlni parametrim je
dalezité vlozit na sprejovaci épiéku sprévné napéti, aby byl elektrosprej stabilni a nedochazelo
Taylorav kuzel. Pii zvySovani napéti se kuzel trha na n€kolik kuzeli a nakonec dochézi
Kk vyboji. Pro ionizaci v pozitivnim médu je rozsah napéti od 3,5 do 5 kV, pro negativni mod
jsou vhodné hodnoty okolo - 4 kV.

Aby byl iontovy zdroj alespon castetné chranén pied kontaminaci netékavymi
slozkami pufru nebo pomocné kapaliny, upiednostiiuje se tzv. ortogonalni uspotadani, které
ukazuje obrazek 12, kdy je sprejovaci $picka elektrospreje vzhledem ke vstupu do dalsi ¢asti
iontového zdroje pod urcitym thlem, zpravidla 90°.

zmlzovaci ionty
plyn
susicl
plyn

kapicky spreje —__

vstup ionty
odpad do nabite kapilary

Obr. 12 — Ortogonalni usporadani CE-ESI-MS. Prevzato a upraveno [18].

2.3.2 Kvadrupélovy analyzator

Tento analyzator je jednim z nejrozSifenéjSich hmotnostnich analyzatorii nejen diky
jeho jednoduchosti a mensi cené, ale také vhodnosti pro spojeni se separa¢nimi technikami.
Jeho velkou vyhodou je vysokd skenovaci frekvence. Mezi nevyhody patii niz$i rozliSeni
a diskriminace iontt s vyssi m/z nez 4000. Jeho schéma je na obrazku 13.

Kvadrupolovy analyzator (Q) zalozeny na ovliviiovani pohybu iontd oscilujicim
elektrickym polem je tvofen ¢tyfmi rovnob&éznymi tyCemi, které slouzi jako elektrody. Prifez
tohoto analyzatoru je hyperbolicky. Protilehlé tyce jsou elektricky propojeny; jedna dvojice je
ptipojena ke kladnému pdlu stejnosmérného zdroje napéti, druhd k polu zapornému. Na tyce je
také vkladano vysokofrekvencni napéti, které je na jednom paru protilehlych ty¢i posunuto

0 celou fazi, oproti napéti na druhém paru protilehlych tyci. Potencial na ty¢ich kvadrupdlu &g
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je dan vztahem (11), kde U je stejnosmérné napéti, V je amplituda stiidavého napéti, w je
uhlova rychlost a t je Cas.
®y=U -V cosot (11)

Ionty, které vstoupi do analyzatoru z iontového zdroje, jsou urychleny do prostoru
mezi ty¢emi potencidlem o velikosti od 5 do 10 V. Podle toho, jaky je pouZzit soubor napéti
na kvadrupolovych tyc¢ich, projdou ionty suréitym m/z az do detektoru. lonty s jinymi
hodnotami m/z narazi v priabéhu priletu analyzatorem na kvadrupdlovou ty¢ a ztraci svij
naboj; jsou nazyvany jako ionty s nestabilni trajektorii [19]. Trajektorie iontu je urCena
diferencialni rovnici (12), ktera se nazyva Mathieuova rovnice, kde a, g, ¢ jsou bezrozmérné

parametry a u znaci soufadnice x, y, z.

Zu
d_EZ + (ay — 2qycos 28u =0 (12)
Resenim této rovnice jsou dva parametry a, a Oy, které uréuji, jaké musi byt nastaveny
parametry o, U a V, aby iont o dané hodnoté m/z prosel mezi ty¢emi. Pfi skenovani je thlova

rychlost o konstantni, méni se souc¢asné U a V tak, ze jejich pomér U/V zlstava konstantni.

iont s nestabilni

trajektorii ..
rajeicortt pfevod iontd do

—" detektoru

vstup iontl _~ iont se stabilni

z iontového zdroje trajektorii

zdroj stejnosmérneho a
vysokofrekvenéniho napéti

Obr. 13 — Schéma kvadrupolového analyzdatoru. Prevzato a upraveno z [19].

2.3.3 Tandemova hmotnostni spektrometrie

Je to metoda zahrnujici alesponi dva stupné hmotnostné spektrometrické analyzy, ale
také proces fragmentace iontu, pfi kterém dochazi ke zméné hmotnosti nebo velikosti naboje
iontu. Provadi se tedy alesponi dva vybéry iontd. Tandemova MS se proto oznacuje jako MS"
aje hojn¢ vyuzivana ke studiu struktury latek, ale také ke studiu vlastnosti iontl a jejich

piemén.
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Tandemova MS muze byt realizovana zapojenim vice (alesponi tii) hmotnostnich
analyzatorti za sebou, pricemz prostiedni z nich slouzi jako kolizni cela, ve které probiha
aktivace iontl dodanim energie a nasledna fragmentace. Aktivovat ionty je mozné nékolika
zpusoby — ozafeni fotonem, interakci s elektronem, srazkou s povrchem. Nejcastéji vyuzivanou
metodou je vSak srazka s atomem nebo molekulou tzv. kolizniho plynu (helium, argon, dusik),
kterou nazyvame kolizi indukovana disociace (CID, z angl. colission-induced dissociation).

V této praci byl pouzit trojity kvadrupdlovy analyzator (QQQ), ktery je popsan
naobrazku 14. Mnozstvi za sebou zapojenych analyzatori je Ilimitovdno snizovanim

koncentrace sledovanych iontli v kazdém analyzatoru, protoze ¢ast iontl se pii analyze ztraci.

ortogonalni
elektrosprej

—l_] detektor

J|l- iontova kvadrupol kvadrupodl  kvadrupol  «
t4 optika Q1 1 Q2 Q3 |

vy hii Ul kolizni
suSici cela
T . .
kapilara
nizké vakuum vysoké vakuum

Obr. 14 — Schéma hmotnostniho spektrometru ESI — QQQ. Prevzato a upraveno z [20].

2.3.4 Skenovaci médy v MS

Zaznamem MS je zavislost intenzity | jednotlivych iontd na jejich poméru m/z.
Nejzakladnéjsi skenovaci mod je TIC (celkovy iontovy proud, z angl. total ion current), ktery
V nastaveném Sirokém intervalu poméri m/z zaznamenava intenzitu iontl s m/z patiicim
do tohoto intervalu. Je Casto pouzivan pii analyze neznamych smési, problémem je moznost
prekryti signalu analytu signalem matrice, nebo dalsim analytem. Dobrou pomiickou
je schopnost softwaru spojeného s MS vyextrahovat ze zdznamu pouze ionty, které¢ odpovidaji
vybrané hodnoté¢ m/z. Dal§im modem pro skenovani je SIM (monitorovani vybraného iontu,
z angl. selected-ion monitoring), pfi kterém je zadana hodnota poméru m/z a je zaznamenavana
pouze intenzita iontll s touto hodnotou. Proto se tento mod vyuziva pii analyzach zndmych

latek.
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V tandemové analyze se kromé TIC a SIM diky fragmentaci mlize vyuzivat mnohem
vétsi pocet skenovacich moédi. Mezi nejpouzivangjsi patii sken produktovych (dcefinych)
iontd, kdy je vprvnim analyzatoru vybran jeden iont, v kolizni cele je fragmentovan
aV poslednim analyzatoru jsou fragmenty skenovany. Ziskdvame tak strukturni informace
0 vybraném iontu. Dal§im modem je sken prekurzorovych (matetskych) iontt, ktery se vyuziva
pti analyze strukturné velmi podobnych latek. V prvnim analyzatoru je skenovan pozadovany
interval m/z, v kolizni cele probéhne fragmentace vSech naskenovanych ionti ave tietim
analyzatoru probéhne volba jednoho fragmentu, ktery je typicky pro sledovanou latku. P¥i NLS
(skenovani neutralnich ztrat) je skenovan interval m/z v prvnim i téetim analyzatoru (po
fragmentaci v kolizni cele) a jsou hledany zmény - typické ztraty urcitych skupin. Mezi hojné
pouzivané skenovaci moédy patii také SRM nebo MRM (monitorovani vybrané reakce), kdy je
Vv prvnim analyzatoru vybran jeden iont, v kolizni cele je fragmentovan a v tfetim analyzatoru

je vybran bud’ jeden, nebo vice fragmentd, které jsou detekovany.

2.3.5 Problémy spojeni CE-MS

Naroc¢né propojeni dvou systému s vysokym napétim

[ 24

obvod; jiné hodnoty vysokého napéti potifebujeme pro separaci analytii v CE, jiné pro spravné
sprejovani elektrospreje. Separacni a sprejovaci napéti se navzajem nesmi ovliviiovat, proto
musi byt zarucena uzavienost elektrického obvodu. V CE je vysoké napéti umisténo
na elektrodu u vstupu do separacni kapildry, na konci separacni kapilary je elektroda, ktera je
uzemnénd, aby byl elektricky proud neseny zakladnim elektrolytem odveden. Pfi spojeni
CE-MS je konec separac¢ni kapilary s touto uzemnénou elektrodou vodive spojen diky pomocné
kapaling. Pro vytvotreni elektrospreje je poZadovano vysoké napéti mezi sprejovaci Spickou
asusici kapilarou, kterd vede dal do MS. Nejcastéji je konec sprejovaci Spicky uzemnén

a sprejovaci napéti je aplikovano na susici kapilaru, jak je to znazornéno na obrazku 15.

HY +/-

outlet
[

v o v s oy
uzemnena separacni kapilara

susici kapilara na vstupu do MS

HV +/-

Obr. 15 — Nejcastejsi elektrické spojeni CE-MS. Prevzato a upraveno z [34].

17



Potencial uzemnénych téles je nulovy. Mé-li téleso vyssi potenciadl nez uzemnéné
téleso, méd potencial pozitivni. Ma-li naopak téleso nizsi potencidl nez nula, ma potencial
negativni. Mezi misty sriiznym potenciadlem vznikd napéti, které je rozdilem potenciali.
Celkové napéti pii sprejovani lze tedy vypocitat pomoci vztahu (13), kde Uce je potencial
vkladany na sprejovaci $picku, Uys je potencidl na susici kapilare.

U =Uce — Uus (13)

Pokud je zacatek separacni kapilary nabit kladné, sprejovaci Spicka na konci kapilary
je uzemnéna a susici kapilara je nabita zaporné, mluvime o positivnim iontovém modu, protoze
v elektrospreji vznikaji kationty. Pokud je zacatek separacni kapilary nabit zaporné, pak musi
byt na susici kapilafe potencidl pozitivni a jednd se o negativni iontovy mod, pii kterém
vznikaji anionty.

Pti separaci kationtd je tedy Ums zadporné a celkové sprejovaci napéti je dano souctem
potencidlu na sprejovaci Spicce a na susici kapilafe, pfi separaci aniontd je celkové napéti dano

jejich rozdilem [9,15].

Omezeni v pouziti zdkladnich elektrolyth

Mezi hlavni omezeni spojeni CE-MS patii nutnost pouzivat jako zékladni elektrolyty
pouze polarni, sttedné polarni nebo termolabilni latky (kyselina octovd, mravenci, amoniak,
triethylamin). Pouzivani netékavych zakladnich elektrolyti (kyselina fosforeéna, alkylsulfaty,
hydroxid sodny) nebo netékavych latek piidavanych do zakladniho elektrolytu (tenzidy,
chiralni selektory) vede ke snizeni intenzity signalu analytu, snizeni poméru signal-Sum a ke
znecisténi hmotnostniho spektrometru v dusledku kontaminace iontového zdroje [21]. Existuji
vsak techniky, jak zabranit kontaminaci zdroje, naptiklad pouzitim techniky ¢aste¢ného plnéni
[15]. Tyto techniky vSak maji n€kolik nevyhod — mohou snizit signal analytu, jsou naro¢né na

optimalizaci nebo vyzaduji slozitou instrumentaci.
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2.4 Chiralni separace v CE-MS

Spojeni CE-MS vyuziva separace na zakladé piidavku chiralniho selektoru (CS) p¥imo
do zakladniho elektrolytu, ve kterém separace probiha. Pro chirdlni separace lze vyuzit CZE,
CGE (chiralni selektor miize byt zabudovan v gelu), MEKC, ITP (selektor je pfidan pouze do
vedouciho elektrolytu) i CEC (miize byt pouzita chiralni staciondrni faze).

Tyto metody jsou velmi efektivni, levnéjsi nez chromatografické a rychlé. Velkou
vyhodou téchto metod je moznost ménit koncentraci CS Vv zdkladnim elektrolytu. Objem
spotfebovany pfi jedné analyze je velmi maly a umoziuje pouziti i velmi drahych CS. Protoze
MS umoziuje sledovat pouze ionty se zvolenym pomérem Mm/z, byly odstranény problémy
s matri¢énim efektem, ktery Casto zplsoboval piekryv signali obou enantiomerti. Tandemova
MS dokonce poskytuje informace o struktufe vybran¢ho iontu. Kombinace chirdlnich
kapilarnich elektroforetickych metod ve spojeni s ESI-MS se stala velmi vyuzivanou technikou
s vysokou citlivosti a selektivitou, kterd dovoluje identifikovat neznamé chirdlni slozky
v redlném vzorku. Je velmi vyuZzivand zvlasté ptfi analyzach drog, 1é€iv, farmakokinetickych
a farmakodynamickych studiich.

Mezi nevyhody ptidani CS do zékladniho elektrolytu patii naptiklad moznost jeho
interakce se sténou kapilary, nerozpustnost v zdkladnim elektrolytu, ovlivnéni vodivosti
systému, ale také Casta absorpce UV-zafeni nebo nedostatecna tékavost CS, ktera je prekazkou
pro klasické CE-MS spojeni. Pro pouZiti tohoto spojeni je nutno zabranit kontaminaci
iontového zdroje. Pfi pouZziti kovalentné pokrytych kapilér je snizen EOF, coZ vyrazné omezi
mnozstvi CS, ktery se dostane do iontového zdroje. Mezi nejvyznamnéjsi metody ochrany
iontového zdroje proti kontaminaci chirdlnim selektorem jsou technika c¢éaste€ného plnéni

kapilary, systém spojenych kapilar s pfepindnim napéti a proti-migrace chiralniho selektoru.

2.4.1 Technika ¢astecného plnéni

Technika ¢aste¢ného plnéni (PFT — partial-filling technique) byla nejprve vyvinuta
pro pouziti tam, kde by ptiliSna absorpce nékterého aditiva v zadkladnim elektrolytu znemoznila
UV-detekci analytu. Dnes se vsak nejhojné&ji vyuzivanou technikou pro spojeni CE-MS pro
chirdlni separace nabitymi i nenabitymi CS. Postup pfi pouziti této techniky je ukdzdn na
obrazku 16. Nejprve je kapilara naplnéna zékladnim elektrolytem. Poté je do kapilary davkovan
zakladni elektrolyt s pridavkem CS tak, aby byla dosazena potiebna délka separacni zony. Tlak

a doba davkovani musi byt urena experimentalné nebo pocetné¢ pred samotnou analyzou.
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Nakonec je nadavkovan i samotny analyt a na kapilaru je vloZeno separacni napéti. Analyt je
v disledku interakce s CS separovan na jednotlivé enantiomery, které nasledné migruji az do
zékladniho elektrolytu bez CS ke konci kapilary a do iontového zdroje. PFT vyzaduje eliminaci
EOF, proto jsou pouzivany kovalentné pokryté kapilary. Kdyby EOF nebyl potlacen, byl by CS
unasen do iontového zdroje [21]. Bylo prokazano, Ze aplikace separa¢ni zony o jiné délce nez
je efektivni délka kapilary ma pozitivni vliv na rozliSeni a selektivitu enantiomert. Velkou
vyhodou této techniky je nizka spotieba CS, coz je velmi vhodné, zvlasté kdyz je selektor malo
dostupny a drahy. Nevyhodou je ale dlouhd doba analyzy, kterd je zptisobena jednak
potlacenim EOF pouzitim pokrytych kapilér, jednak dlouhotrvajicim davkovanim zakladniho

elektrolytu s piidavkem CS.

Bzakladni elektrolyt Bzakladni elektrolyts JBanalyt
chiralnim selektorem

Obr. 16 — Schéma metody cdastecného plnéni. Prevzato a upraveno z [22].

V PFT jsou voleny podminky separace podle toho, zda selektor migruje nebo je jeho
mobilita jen zanedbatelnd. Délka separacni zoény, kterd byla pfed zaCatkem separace
nadavkovana, se nazyva aplikovana délka separacni zony a znaci se Plgap, Délka separacni
zony, ve které¢ skuteCné probihd separace enantiomeril, se nazyva efektivni délka separacni

zony a znaci se PLg.
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Aplikovana délka separacni zony

Pti hydrodynamickém davkovéni separacni zény je zakladni elektrolyt s piidavkem
chiralniho selektoru davkovan po urcity ¢as (2-16 minut) do kapilary naplnéné zakladnim
elektrolytem pomoci tlaku, jehoZ velikost je obvykle 3-5 kPa. Cas, ktery je potieba
k nadavkovani separacni zony o pozadované délce, se znaci tapp. Cim déle bude probihat
davkovani, tim del$i bude separacni zona. Rychlost davkovani se nazyva aplikovana rychlost
Vapp, kterd je nepfimo umémda koncentraci selektoru diky zmeéné viskozity zadkladniho
elektrolytu zpisobené pridavkem CS. Aplikovana délka separacni zony PLgyp je dana vztahem
(14).

APd?

PLapp = tappVapp = 32nL

(14)

Aplikovana délka separacni zony PLap, a aplikovana rychlost Vap, jsou tedy pfimo tmérné
ovlivnény velikosti tlaku AP pii davkovani separaéni zony a vnitinim primérem kapilary d,
nepiimo tmérné celkovou délkou kapilary L a viskozitou #. Pokud by bylo pouzito
elektrokinetické davkovani, coz je mozné jen u nabitych chirdlnich selektor, byla by
aplikovana délka separa¢ni zony dana vztahem (15), kde e je elektoforetickd mobilita

chiralniho selektoru, ueof je elektoosmoticka mobilita a Vapp je davkovaci napéti [22].

tapp(lief + P-eof)Vapp

Efektivni délka separacni zony
Migraéni ¢as analytu tmig je souctem jeho ¢asu migrace separacni zonou tg;, ve které je
CS, asamotnym zakladnim elektrolytem t, Rychlost pohybu separa¢ni zony je znacena V.

Efektivni délka separacni zony Plet je vyjadiena pomoci vztahu (16).

PLefr = Vo, + I:)I—app = Vsz(tmig - tze) + I:)I—app (16)

Pokud se selektor pohybuje smérem od detektoru a analyt proti nému, plati, Ze Pl < PLagp.
Pokud se ale separacni zona i analyt pohybuji stejnym smérem, bude efektivni délka separacni
zony delsi nez aplikovana. Rychlost separacni zony s elektricky neutralnim CS vg; je dana
vztahem (17), kde Veof(sz) je velikost EOF v separacni zon€ a Veorze) j€ Velikost EOF v zakladnim
elektrolytu [22].
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Vsz = % Veof(sz)+ (1_ %T:) Veof(ze) (17)
V praxi se nejcastéji vyuziva situace, pro kterou plati PLef < PLagp. Nabité CS mohou
byt pouzity pro separaci nabitych i nenabitych enantiomert. Prikladem vyuziti této metody je
separace enantiomeri karboxylovych kyselin za pouziti vankomycinu jako chirdlniho selektoru.
Pti praci v pH mens$im nez 7,5 je vankomycin nabit kladng, ale karboxylové kyseliny nesou
V tomto intervalu pH zaporny naboj. Pfi hodnotdch pH < 4 je uz vankomycin nestabilni, proto

V této oblasti nepracujeme.

Uc¢innost separace v PFT

Pokud je v kapilafe n&jaky EOF, pak rozdil EOF v separa¢ni zon¢ a v zakladnim
elektrolytu zptsobuje zménu plochého toku kapaliny na laminarni, ktery zhorSuje efektivitu
separace. Z tohoto diivodu je nutno maximalné€ snizit koncentraci CS v zdkladnim elektrolytu.
Také ptechod ptes rozhrani separacni zona - zdkladni elektrolyt zpiisobuje tim vétsi rozSifovani
pikd, ¢im je vétsi rozdil ve slozeni separacni zony a zakladniho elektrolytu. Rychlost migrace

analyti je totiz niz8i v separacni zon€ s CS nez v zédkladnim elektrolytu.

RozliSeni v PFT

Rozliseni popisuje kvalitu separace dvou analytl. Cim vétsi rozligeni, tim jsou od sebe
piky odpovidajici danym dvéma analytim dél, a separace je tedy lepsi. RozliSeni znaime R,
a jeho hodnota je uvadéna vzdy pro dva piky, které odpovidaji analytim 1 a 2.

V technice PFT je rozliseni dvou enantiomerti zavislé na efektivni délce separacni
zony, protoZe pouze tam probihd separace. Separace enantiomert se da zlepsit prodlouzenim
separacni zoény, coz vede ke zvySeni poctu interakci mezi jednotlivymi enantiomery a CS.
V piipadé pouziti neutralniho CS je rozliseni dano vztahem (18), kde vy(s;) @ V(s jsou rychlosti
prvniho a druhého enantiomeru v separacni zon€é. Hodnota rozliSeni separovanych enantiomerti
je tedy pfimo tmeémna aplikované velikosti separacni zony a rozdilu rychlosti enantiomerii
Vv separacni zon¢. Pokud CS migruje diky vlastnimu naboji nebo diky pfitomnosti EOF, pak je
rozliseni dano vztahem (19). Veli¢iny Voge) @ Vcsee) JSOu rychlosti analytu a CS v zékladnim
elektrolytu. V tomto druhém pfipadé je rozliSeni ptimo imérné zavislé na efektivni délce zony

a rozdilu rychlosti CS a analytu v zakladnim elektrolytu.
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n. = 2PLapp(Vi(sn) ~Va(sn)
H2 Vi(sz)V2(sz) (witwy)

(18)

-1 -1
APLeff(Vo(ze)—Vcs(ze)) _ APLete(Ves(ze)—Vo(ze))

(witwy) Vo(ze)Vces(ze) (witwy)

Ri.= (19)

Nasledujici obrazek dokumentuje zavislost rozliSeni na délce separacni zony, ktera je

pfimo umérna rozliseni. Davkovani separacni zony do kapilary trvalo 0s - A, 60s - B, 180 s -

C,300s-D,420s - E.
. :

M B

M -
D
E
e : AN\
7.0 7.5 8.0 85 9.0 9.5 10.0 105
¢as (min)

Obr. 17 — Zavislost rozliseni enantiomerii na délce separacni zony. Prevzato z [22].

Pokud se pouzitim techniky PFT nedojde k uspokojivym vysledkiim, je mozné pouzit
podobnou techniku nazyvanou technika uUplného plnéni (CFT). Kapilara je celd naplnéna
zakladnim elektrolytem s CS a poté je nadavkovan vzorek. Diky této technice je mozné
dosahnout zkraceni doby analyzy a zlepSeni rozliSeni vyuZitim celé efektivni délky kapilary.

Musi byt ale zaru¢eno, ze se CS nedostane do iontového zdroje [22].

2.4.2 Systém spojenych kapilar s prepinanim napéti

Systém spojenych kapilar s pfepinanim napéti (Combined column coupling with
voltage switching) je jednim z moznych feseni spojeni CZE -MS. Separované enantiomery
vSak musi mit vétsi mobilitu nez mobilita je CS. Jednd se o systém tii spojenych a za sebou

umisténych kapilar. Prvni a druha kapildra jsou vodiveé spojeny diky spojovaci vialce. Schéma
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tohoto spojeni je na obrazku 18. V prvni kapildfe probihd chirdlni separace, ve druhé se
separuji rozdélené enantiomery od chirdlniho selektoru a tieti kapilara je sprejovaci kapilarou.
Pomoci aplikovani riznych napéti na tyto tii kapilary je dosazeno ochrany iontového
zdroje pfed kontaminaci netékavym CS. Nevyhodou této metody je vSak nutnost tohoto
specidlniho vybaveni, dlouhy ¢as analyzy a moznost pouziti jen pro analyty s mnohem vyssi

mobilitou ve srovnani s neutralnim CS [21].

zdroj vysokého sprejcn.'zn:f6

 — napeti kapilara

%Vstup do MS

spojovaci
vialka

ponocna —

kapalina T
dusik

Obr. 18 — Schéma pristroje pro systém spojenych kapilar. Prevzato a upraveno z [21].

2.4.3 Protimigrace chiralniho selektoru

Protimigrace chiralniho selektoru (CS counter-migration) je metoda, pii které
se vyuziva nabity chirdlni selektor, a to S opanym nabojem, nez maji délené enantiomery.
Dalsi podminkou je, Ze CS musi mit vétsi elektroforetickou mobilitu v opacném sméru, nez je
smér a mobilita EOF. Separacni kapilara je naplnéna zékladnim elektrolytem s pfidavkem
vhodného CS, ktery se po nadavkovani vzorku a vlozeni separacniho napéti pohybuje smérem
k zacatku kapilary proti sméru pohybu enantiomert. Pfidavek nabitého selektoru do elektrolytu
vSak zpusobuje zvySeni elektrické vodivosti elektrolytu a moZnou adsorpci na sténu kapilary

zpusobenou elektrostatickymi pfitazlivymi silami mezi naboji selektoru a stén kapilary [21,22].

SR B B

o | B

R B

=

[lzakladni elektrolyt §zakladni elektrolyts Ranalyt
chiralnim selektorem

Obr. 19 — Schéma CS counter-migration. Prevzato a upraveno z [23].
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2.5 Mechanismus separace enantiomeru

Pokud je CS obsazen v zakladnim elektrolytu a na zacatek separacni kapilary je
nadavkovan vzorek, bude se ustavovat termodynamicka rovnovaha reakce mezi enantiomerem
E; a CS za neustalého vzniku a rozpadu diastereomerniho komplexu E;-CS. Silngjsi interakce
mezi enantiomerem E; a CS zpusobuji vznik stabilnéjsiho komplexu s vyssi konstantou
stability. Konstanty stability (obecné K;) diastereomernich komplext s R- a S- enantiomerem

jsou dany vztahy (20, 21).

[R—CS]
R =IRI[CS] (20)
[S—CS]
s = s][cs] (21)
Elektroforeticka mobilita enantiomeru y; je pti dané koncentraci CS vyjadiena vztahem (22),
f+pCK;[CS
=" 1+u1<i[;:[s1 ] (22)

kde ,uf je elektroforeticki mobilita volnych enantiomerii, 4 mobilita enantiomeri pevné
vazanych v diastereomernim komplexu se selektorem a [CS] je okamzita koncentrace selektoru
[6].

RozliSeni pii separaci dvou enantiomert je dano vztahem (23), ktery je ur¢en poctem
teoretickych pater N, rozdilem elektroforetickych mobilit obou enantiomerlt Ay, primérnou
elektroforetickou mobilitou enantiomerti uayg vypoctenou jako prameér u; a mobilitou EOF fieor.
Z tohoto vztahu plynou moznosti optimalizace chiralni separace. Pro zvySeni hodnoty Au je

rozhodujici typ a koncentrace CS, pH, iontova sila zékladniho elektrolytu, teplota, ale také

velikost EOF [15].
VN A
R1,2 = ( a ) (23)
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2.5.1 Chiralni selektory

Existuje mnoho druhii CS s riznymi vlastnostmi - jiné interakce, rtiznd selektivita,
rozpustnost. Z vyse uvedeného vztahu (22) vyplyva, ze volba selektoru ma vliv na hodnotu
konstanty stability diastereomerniho komplexu, ale také na elektroforetické mobility 4 a i°. CS
by mély rychle tvofit diastereomerni komplexy s obéma enantiomery, mély by byt chemicky
stabilni a nemély by interferovat pii detekci. Rozpustnost CS v zédkladnim elektrolytu by méla
byt velka, aby bylo mozné zkouset déleni dvou enantiomertt pomoci riznych koncentraci CS
v zakladnim elektrolytu a stanovit tak nejlepsi podminky pro separaci, protoze pro kazdé dva
enantiomery existuje optimum koncentrace CS. Hodnota optima, ktera je dana vztahem (24), je

nepiimo umérna praiméru konstant stability diastereomernich komplexu [6].

[CD]opt = (24)

1
JvKi1K5
V CE jsou vyuzivany tyto typy CS: nativni cyklodextriny, derivaty cyklodextrint,
antibiotika, proteiny, polysacharidy, chiralni tenzidy a crown ethery, které jsou schopné tvofit

pevné komplexy s kationty kovd, ale také s aminoskupinou.

Nativni cyklodextriny

Nativni cyklodextriny patfi mezi nejrozsifenéjsi chiralni selektory. Jsou to cyklické
oligosacharidy sloZené z riizného poctu D-glukopyranosovych jednotek, které tvoii kruhovou
strukturu ptes a-1,4-glykosidické vazby. Cyklodextriny tvoiené z Sesti D-glukopyranosovych
jednotek jsou mnazyvany o-cyklodextriny, ze sedmi jednotek - azosmi jednotek
y-cyklodextriny. Cyklodextriny maji hydrofilni povrch diky OH- skupindm, coZ umoZiuje
hydrofilni interakce s poldrnimi skupinami enantiomerd. Vnitiek, tzv. kavita, je hydrofobni,
tedy nepolarni, a umoziiuje nepolarni interakce. Na obrazku 20 je struktura B-cyklodextrinu,
ktery je nejvice pouzivany, ale bohuzel malo rozpustny. Nativni cyklodextriny jsou vhodné pro

chiralni separace drog, jako je efedrin, epinefrin, norefedrin a dalsi [6,24].
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Obr. 20 — Struktura S-cyklodextrinu. Prevzato z [1,24].

Derivatizované cyklodextriny

Derivatizované cyklodextriny maji misto atomt vodiku nativnich cyklodextrini jiné
funkéni skupiny, napf. siranové skupiny, karboxylové skupiny, aminoskupiny,
aminokarboxylové skupiny. Mohou byt neutralni (estery) nebo nabité. Nabité cyklodextriny
umoziuji také elektrostatické interakce s enantiomery a jsou ¢asto pouzivané diky schopnosti

separovat i nenabité enantiomery [6,15,24].

Makrocyklicka antibiotika

Makrocyklickd antibiotika tvofi pocetnou a hojn€ vyuZzivanou skupinu chirdlnich
selektort, ktera se podle rozdilné struktury dale déli na ansamyciny, polypeptidy,
aminoglykosidy a glykopeptidy. Struktura makrocyklickych antibiotik je velmi pestra
s n€kolika chirdlnimi centry a rznymi funkénimi skupinami, coZ umoZziuje vytvaret rizné
druhy interakci s enantiomery [6]. Nejvétsi vyuziti ma skupina glykopeptidii, mezi které se fadi
naptiklad vankomycin, teicoplanin, ristocetin, rifamicyn. Glykopeptidy maji tvar
basketbalového koSe sloZzeného zjednoho nebo vice monosacharidi a ze tii nebo Ctyf
makrocyklickych kruhti aminokyselin a substituovanych fenolii. Na tomto skeletu je pak jeden
nebo vice monosacharidii, které jsou volné otacivé a zaujimaji tak rizné konformace [25].
Protoze volné aminoskupiny maji tendenci reagovat se sténami kapilary, glykopeptidy s vétSim
obsahem téchto aminoskupin zpomaluji analyzu. Pfi pouZiti pokrytych kapilar je vSak tento
problém eliminovan. Glykopeptidy siln€ absorbuji svétlo s vinovou délkou pod 250 nm (pro

detekci enantiomerii pfi vinové délce nizsi nez 250 nm je nutné pouzit techniku castecného
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plnéni kapildry). Diky obsahu hydrofilnich a ionizovatelnych skupin jsou dobie rozpustné ve
vodé, pufrech akyselych vodnych roztocich, nerozpustné jsou v nepolarnich organickych
rozpoustédlech. Ve struktufe jsou obsazeny jak kyselé, tak i1 zasadité skupiny, proto jsou
glykopeptidy tfazeny mezi amfotermni latky a jejich vlastnosti velmi zavisi na pH. Se
snizujicim se pH zakladniho elektrolytu se zvySuje efektivita chirdlni separace. Vliv pH se
projevuje 1 pii sledovani stability antibiotik; nejstabilnéj$i jsou v oblasti mezi pH 4 az 9.
Degradace antibiotik zpiisobuje Sum na zakladni linii, zhorSeni separace a prodlouzeni analyzy
[6,25].

Vankomycin je glykoprotein, ktery se v CE pouziva nejcastéji. Ma tfi makrocyklické
kruhy a jeden pfipojeny disacharid. Vankomycin je tvofen 18 chiralnimi centry a mezi jeho
funkéni skupiny patti hydroxylové, chloro, amino a amidokarboxylové skupiny. Isoelektricky
bod (pI) vankomycinu je pfiblizné¢ 7,5. Pii pH niz§im neZz je hodnota pl pfevladd na
vankomycinu kladny naboj [6,15,21].

Teicoplanin také patii do skupiny glykoproteini a je vhodnym dopliikem tam, kde
vankomycin nesta¢i. M4 4 makrocyklické kruhy, 23 chirdlnich center a mnoho funkénich
skupin mezi které patii amidokarboxylové skupiny, hydroxyskupiny a oproti vankomycinu
pouze jedna volnd aminoskupina. Proto teicoplanin tolik neinteraguje se sténou kapildry.
Teicoplanin je povrchové aktivni. Jeho pl je 3,8, proto se hodi hlavné pro separaci zadporné

nabitych enantiomert [6,26].

Obr. 21 — Struktura vankomycinu (a) a teicoplaninu (b). Prevzato a upraveno z [27,28].
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2.6 Vybrané organické kyseliny v lidském organismu

Organické kyseliny jsou v lidském téle soucasti mnoha Zivotné dulezitych
biochemickych procesit a metabolickych drah latek pfitomnych v organismu. Naptiklad
do Krebsova cyklu, ktery probiha v mitochondriich a je centralnim biochemickym procesem
pro ziskani energie ze sacharidd, lipidi i proteintl, je zapojeno devét organickych kyselin a osm
enzymu. Jestlize je ncktery enzym defektni, zplisobuje zmény v metabolickych drahach
Krebsova cyklu, coz vede ke vzniku atypickych meziproduktd. Podobné vznikaji atypické
meziprodukty 1 u ostatnich metabolickych drah s defektnim enzymem. Meziprodukty nebo
jejich metabolity jsou nasledné vylou¢eny moci, kde jsou obsazeny ve vyssi koncentraci, nez je
obvyklé u zdravych jedinci. Tyto poruchy v metabolickych drahach jsou nazyvany organické
acidurie a spadaji do skupiny dédi¢nych poruch metabolismu. Dédi¢né poruchy metabolismu
jsou vzacné a vyskytuji se obecné u 1 z 5000 zivé narozenych déti. Ohrozeni zivota mize byt
zpuisobeno hromadénim toxickych reaktantli, nedostatkem produktti biochemickych procest
nebo vznikem toxickych meziprodukti alternativnimi biochemickymi procesy [29].

Je dilezité si uvédomit, Ze organickd acidurie nemusi byt vzdy disledkem dédicné
poruchy metabolismu. Defektivni enzymova aktivita mize byt vice ¢i méné ovlivnéna fadou
faktorti, jako je poziti drog, 1€k, vitamind a dalSich latek.

Analyza organickych kyselin je velmi pouzivanou technikou pro uspéSnou diagnézu
vrozenych poruch metabolismu a dalsich fyziologickych a patofyziologickych procest
v lidském organismu. Pacienti s organickou acidurii ¢asto trpi zdvaznymi symptomy a v¢asna
diagn6za a vhodna lécba jim mohou zachranit zivot. Zvlasté¢ dulezita je rychlost stanoveni
U novorozenct, ktefi maji pfiznaky metabolické acidurie.

CE dovoluje rychlé a jednoduché stanoveni organickych kyselin z télnich tekutin
pacientll bez slozité predipravy vzorku a derivatizace, tzv. profiling [30]. Zaroven je tato
metoda vhodnd pro chiralni separace organickych kyselin, protoze jejich optickd izomerie je
velmi Castd. Kazdy opticky izomer muize byt dulezitym markerem pro jinou poruchu
metabolismu.

Nejcastéji se vyuziva stanoveni z moci pacientti. Mo¢ je obvykle prosta proteind, proto
pro upravu vzorku sta¢i jednoduchd filtrace a takto upraveny a nafedény vzorek je mozno
nadavkovat do kapilary. Pokud je pozadovana vysoka citlivost, upravuji se vzorky moci
pomoci extrakce pevnou fazi (SPE) nebo klasické extrakce kapalina-kapalina (LLE). Pti

stanoveni z plazmy nebo krevniho séra se vyhybame davkovani neupraveného vzorku
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do kapilary kvili vysokému obsahu proteinli, coZ by mohlo vést k zacpani kapilary. Je tedy
nutnd precipitace proteinii ve vzorku. Pokud neni nutna pfili§ velkd citlivost stanoveni, neni
nutné jiz vzorek pred davkovanim do kapilary dale upravovat. K nejcastéjSim postuptim dalsi
upravy vzorku plazmy nebo krevniho séra patii SPE nebo LLE. VétSinou se vzorek jesté upravi
pomoci membranové ultrafiltrace nebo ultracentrifugace z diivodu eliminace matri¢niho efektu
[31].

2.6.1 Kyselina mlééna

Kyselina mlé¢na (2-hydroxypropanova kyselina) je nejéastéji se v piirodé vyskytujici
karboxylova kyselina. Je to jednoduchd malo t€kavéa organicka latka o hustoté 1,209 glcm®
tvotici bezbarvé krystalky, které jsou dobfe rozpustné ve vodé a v organickych rozpoustédlech
misitelnych s vodou. Teplota tani kyseliny je pfi atmosférickém tlaku 53 °C a jeji molekulova
hmotnost je 90,08 g/mol. Protoze se jedna o stiedné silnou kyselinu, je dulezité znat hodnotu
jeji disociaéni konstanty, ktera je pii 25 °C rovna 1,37-10"*; hodnota pKj je tedy 3,86 [32].
Jeden chiralni uhlik v jeji struktufe zplsobuje jeji optickou aktivitu, proto rozliSujeme dva

enantiomery.

?OOHE HOOG

C"u i '.\"C
HaC” : { "CH,

OH | HO

D-mlécna kyselina ' L-mlécna kyselina

Obr. 22 — Enantiomery kyseliny mlécné. Prevzato z [33].

Oba enantiomery maji velmi rozdilny biologicky ptivod a metabolicky vyznam, proto
je dulezité se zabyvat metodami, které umozni stanovit vedle sebe oba enantiomery. Kyselina
L-mlécnd se v lidském organismu bézné vyskytuje jako produkt anaerobni glykolyzy pfti

preméné pyruvatu enzymem laktat dehydrogenazou [34].

0 T O Napm' NAD' O T O
0 #‘ HO H
Laktat
CH 3 dehydrogenaza CH 3
Pyruvat Laktat

Obr. 23 — Mlécné kvaseni. Prevzato a upraveno z [34].
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Koncentrace D-mlécné kyseliny je ve zdravém organismu asi stokrat mensi, nez
koncentrace druhého enantiomeru, a je odbourdvana enzymem D-laktat dehydrogendzou
na pyruvat [34]. Pokud se mnohonasobné zvysi produkce D-mlééné Kkyseliny, hromadi
se v organismu z divodu nedostatku enzymu D-laktat dehydrogenazy ve své puvodni formé,
coz vede k ptiznakiim D-laktatové acidurie, jako jsou bolesti hlavy, porucha koordinace
pohybii, ospalost, strnulost, poruchy chovéani a ochrnuti o¢nich svali.

Zvysena koncentrace kyseliny D-mlécné v moc¢i miize byt ukazatelem syndromu
kratkého stieva (SBS). Je to bakterialni infekce, kdy se D-mlé¢na kyselina do organismu
dostava ve zvysené mife jako produkt grampozitivnich bakterii s bunénou sténou tvotfenou
proteoglykanem a polysacharidy (napt. Lactobacillus a Eubacterium), které se v poskozené
mikroflofe tlustého stiteva mnozi v disledku fermentace nevstiebanych sacharida [34,35,36].

Druhd mozZnost zvySeni hladiny D-mlécné kyseliny v organismu je odbourdvani
zvySeného mnozstvi vytvofeného methylglyoxalu, ktery je velmi jedovaty a v organismu
vznikd jako vedlejsi produkt glykolyzy (z dihydroxyacetonfosfatu) nebo jako metabolit
degradace acetonu (pfi cukrovce nebo hladovéni) a aminokyselin glycinu a threoninu [34,37].
Tato metabolicka draha je znazornéna na obrazku 24; methylglyoxal je pfeménén na kyselinu

D-mlé¢nou reakci s glutathionem (GSH) za nasledné katalyzy enzymy glyoxalasa I a II [38].

Oh\x\ H HO S5G OR\ SG ] O\R} o
Glyoxaliza I Glyoxalaza II
© + GSH > 0 —> HO —> HO + GSH
CHs CHs CH, CH;

Obr. 24 — Preména methylglyoxalu na D-mlécnou kyselinu. Prevzato a upraveno z [39].
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2.6.2 Kyselina glycerova

Glycerova kyselina (2,3-dihydroxypropanova kyselina) md molekulovou hmotnost
106,08 g/mol. Vyskytuje se jako bezbarva sirupovitd kapalina o hustotd 1,55 glem?;
Vv bezvodém stavu je to bild krystalickd latka, ktera je dobfe rozpustnd ve vod¢, alkoholu
a acetonu. O tom, Ze se nejednd o silnou kyselinu, svéd¢i hodnota disociacni konstanty, kterd je
pFi 25 °C rovna 2,81-10, pKj je 3,55 [40]. Soudasti struktury této latky je jeden chiralni uhlik.

0 0

HOJK/\OH HD/\)LOH

A A

HO OH

D-glycerova kyselina | L-glycerova kyselina

Obr. 25 — Enantiomery glycerové kyseliny. Prevzato a upraveno z [41].

Oba enantiomery glycerové kyseliny jsou vyznamné metabolity lidského organismu,
které jsou vyluCovany mocéi ve stopovych koncentracich. Vyskyt zvySeného mnozstvi
glycerové kyseliny vmoci je velmi vzidcny a je zaznamendn pouze ve dvou piipadech
vrozenych poruch metabolismu, kterymi jsou D-glycerova acidurie (D-GA) a L-glycerova
acidurie (L-GA) [42,43].

D-glycerova acidurie

Zvysena koncentrace D-glycerové kyseliny v mo¢i je jedinym indikatorem nemoci D-
glycerové acidurie, ktera se projevuje velmi vaznymi ptiznaky, jako je opozdény vyvoj
psychomotoriky, mentalni retardace, slabé svalové napéti, ubytek vahy a silné kiece. VétSina
pacientl postizenych touto vzacnou poruchou metabolismu umira v détském véku [43].

D-glycerova kyselina je jednim z meziprodukti metabolismu fruktézy a degradace
serinu. Akumulace této kyseliny v téle pacienta je zpiisobena bud’ zvySenim jeji produkce
(zvySené mnozstvi odbourdvaného serinu nebo fruktézy), nebo sniZzenim jejiho vyuziti
v organismu. Vé&dci predpokladaji, Ze jedinym osudem v organismu vznikajici D-glycerové
kyseliny je konverze katalyzovand D-glycerat kindzou na 2-fosfoglycerat a 3-fosfoglycerat
[42]. Pokud je aktivita tohoto enzymu z né&jakého divodu nedostatecna, dochazi k hromadéni

D-glycerové kyseliny v organismu, coz zpusobuje zdravotni problémy.
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L-serin Hydroxypyruvat D-glycerat 2-fosfoglycerat 3-fosfoglycerat

Pyruvat

Obr. 26 — Metabolickeé drdhy vedouci na D-glycerat. Prevzato a upraveno z [42,44,45].

L-glycerova acidurie

Tato porucha metabolismu je také zndma pod nazvem primarni hyperoxalurie typu 2.
Kromé& zvySené hladiny L-glycerové kyseliny, kterd je indik4torem této nemoci, je také
zaznamenana abnormalné zvySena produkce stavelové kyseliny, kterd se v ledvinach slucuje
s vapnikem za vzniku krystalického Stavelanu vapenatého. Tim je zplisobena nefrolitidza —
vznik ptesycené moci, ve které dochazi k tvorbé krystald, k jejich rustu a ke vzniku

ledvinovych kameni, k selhani ledvin, infekci mocovych cest, k pfitomnosti krve v moci

a poskozeni dal$ich organu [42,46,47,48]. Symptomy se objevuji v pribéhu détstvi.

Pficinou L-glycerové acidurie je nedostatek enzymu D-glycerat dehydrogenazy.
Dusledkem je jednak hromadéni hydroxypyruvatu, ze které¢ho vznikd diky enzymu laktat

dehydrogenéza L-glycerova kyselina, ale také podpora syntézy kyseliny §tavelové z glyoxylatu

misto obvyklé transaminace této slouc¢eniny na glycin [46].
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Obr. 27 — Metabolické drdhy vedouci na L-glycerat. Prevzato a upraveno z [42,46,49].

2.6.3 Kyselina 2-hydroxymaselna

Tato kyselina, znama také pod nazvem 2-hydroxybutanova kyselina (2-HB), je bilou
krystalickou latkou s hustotou 1,196 g/cm®, ktera taje pii teploté 44,2 °C. Jeji molekulova
hmotnost je 104,10 g/mol. Vyznacuje se pomérné velkou rozpustnosti ve vodé, a to 484 g/l.
Hodnota disociaéni konstanty této 2-HB kyseliny je pfi 25 °C rovna 10,23-10°, pK, je tedy

3,99 [50,51]. Také tato kyselina obsahuje ve své struktufe jedno chiralni centrum.

H OH OHH
HsC A _0 | 0 X __cH

OH OH

R-2-hydroxymaselna kyselina L-2-hydroxymaéaselnéa kyselina

Obr. 28 — Enantiomery 2-hydroxymdselné kyseliny. Prevzato a upraveno z [52].
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Kyselina 2-hydroxymaselna se v lidském organismu vyskytuje jako vedlejs$i produkt
tvorby 2-oxomaselné kyseliny. Tato pfeména je katalyzovana enzymy laktat dehydrogenaza
nebo a-hydroxybutyrat dehydrogendza. 2-oxomaselna kyselina je vychozi latkou pro
anabolismus glutathionu. Pokud je z néjakého divodu tato draha inhibovana nebo zpomalena,
hromadi se 2-oxomadselnd kyselina v organismu a je pfeménovana na 2-hydroxymaselnou
kyselinu. Ta je pak vyluCovana moci v abnormalné¢ vysoké koncentraci. 2-hydroxymaselna
kyselina je tedy mimo jiné dulezitym indikatorem laktatové acidézy a ketoacidézy nebo
poruchy regulace glukézy. V posledni dobé bylo zjisténo, Ze pomoci monitorovani zvySeni
hladiny 2-HB kyseliny v plazmé lze odhalit rané stadium diabetes typu II [50,53]. Role

jednotlivych enantiomeril v organismu ¢loveka vSak stale ziistdva nejasna.

2.6.4 Kyselina 3-hydroxymaselna

3-hydroxymaselna kyselina, ktera je také nazyvana 3-hydroxybutanova (3-HB), je
polohovym izomerem 2-HB kyseliny, proto je molekulova hmotnost také 104,10 g/mol. Jedna
se také o krystalickou latku, protoze bod tani je 46 °C. Hustota této latky je 1,126 g/em®,
rozpustnost je 539 g/l. Protoze mé pii 25 °C disociaéni konstantu 3,89-10°, je tedy slabsi
kyselinou nez 2-HB kyselina. Hodnota pK, je rovna 4,41 [54,55].

OH O O OH
HgCMOH HoMch

D-3-hydroxymaselna kyselina L-3-hydroxymaselna kyselina

Obr. 29 — Enantiomery 3-hydroxymdselné kyseliny. Prevzato a upraveno z [56].

V lidském organismu je tato latka bézna a velmi dilezita. Nizka hladina inzulinu je
signalem pro jatra, Ze organismus hladovi a nema dostatek energie z glukdzy. Zacne probihat
katabolismus lipidi na acetyl-CoA, ze kterého se Vv jatrech syntetizuje acetoacetat, aceton
a 3-HB kyselinu. Pokud ¢lovék opravdu hladovi, nazyvame tento stav, ktery neni skodlivy,
ketdza.

Lidé trpici nedostatkem inzulinu maji dostatecnou koncentraci glukoézy v krvi, ale

ptesto probihaji katabolické reakce a jatra produkuji acetoacetat, aceton a 3-HB kyselinu. Tyto
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latky vSak v organismu nejsou vyuzity a hromadi se. Protoze jsou to slabé kyseliny, snizuji pH
krve a zpusobuji ketoacidozu, ktera muze vést az k selhani organi [57,58,59].

Hladina 3-HB kyseliny v krvi nebo v moc¢i spolu s acetonem a acetoacetitem je tedy
sledovana jako marker diabetické ketoacidozy [54]. Za normalniho stavu jsou acetoacetat
a3-HB kyselina piitomny v krvi v ekvimolarnich mnozstvich. Pokud je vSak v tkanich
nedostatek kysliku, je acetoacetat redukovan na kyselinu 3-HB, kterou klasické testovaci
prouzky nedetekuji. Nemuselo by tedy dojit k v€asnému rozpoznani ketoaciddézy. Proto je
dilezité studovat moznosti stanoveni této kyseliny instrumentalné [57]. Podobné jako u 2-HB
kyseliny neni znama tuloha enantiomert L-3-HB kyseliny a D-3-HB kyseliny v lidském
organismu.

triacylglyceridy
tukové bunky Jl' l lipazy

~ volné mastné kyseliny
[ l[i- oxidace
acetyl-Cof
/ \L\hihice
jaterni bufiky
aceton «+— acetoacetat Citratovy cyklus
NADH+H"—=NAD"

v
Z2-hydroxymaselna kyselina

Obr. 30 — Schéma reakci probihajicich pri ketoze a ketoacidoze. Prevzato a upraveno z [58].

2.6.5 Kyselina 2-hydroxyglutarova

2-hydroxyglutarova kyselina (2-HG), kterou je také nazyvana 2-hydroxypentandiova
kyselina, je bila krystalické4 latka snadno rozpustna ve vodé s molekulovou hmotnosti 148,11
g/mol a hustotou 1.5 g/cm®. Disociaéni konstanta 2-HG kyseliny pii 25 °C je 5,24:10, pKa je
rovno 3,28, pKa2 nebylo publikovano [60]. Ve struktufe této latky je jedno chiralni centrum,

a to na uhliku ¢islo dvé, jak je vidét na obrazku 31.

CI)H CI}H
JuC Crompp
H™~c,H,c00H HOOCCH, ™y 1
HOOC COOH
D-2-hydroxyglutarova L-2-hydroxyglutarova
Kyselina kyselina

Obr. 31 — Enantiomery 2-HG kyseliny. Prevzato a upraveno z [4].
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Piebytek 2-HG kyseliny v organismu, tedy i v té€lnich tekutinach, je zptisoben mutaci
neékterého ze Cctyf gent, které fidi mitochondridlni enzymy D- a L-2-hydroxyglutarat
dehydrogenazu nebo isocitrat dehydrogenazu 2. Tato vzacna vrozena porucha metabolismu
je nazyvana 2-hydroxyglutarova acidurie (2-HGA), ktera se u vétSiny pacientd projevuje
nevysvétlitelnym vyvojovym opozdénim nebo jinou neurologickou disfunkci neznamého
pavodu [2].

Podle pficiny 2-HGA rozliSujeme Ctyfi druhy této nemoci, proto je velmi dilezita
spravna identifikace enantiomerd v télnich tekutindch, diky které je mozné urcit typ nemoci
pacienta.

L-2-hydroxyglutarova acidurie

Tato nemoc se zafina projevovat az v prib&hu détstvi, kdy je zaznamenano duSevni
I motorické vyvojové opozdéni ditéte, epilepsie, ale také cerebelarni ataxie, coz je dysfunkce
mozecku, ktery se podili na smyslovém vnimani a koordinaci pohybti. Proto se u ditéte Casto
projevuje ochablost svalii, nedostatecna koordinace pohybu, zhorSena schopnost odhadovat
vzdalenost, silu, rychlost, ¢as a neschopnost provadét rychlé a stiidavé pohyby. Casto se tuto
nemoc podaii diagnostikovat aZ v obdobi dospivani. V pozdéjSich fazich nemoci se projevuji
dalsi ptiznaky, jako jsou kiece, neschopnost chiize a smysluplné feci [2].

L-2-HG kyselina nemé v organismu zadnou funkci, protoze je pro néj toxicka. Vznika
jako nezédouci vedlejsi reakce premény L-malatu na oxalacetat v Krebsové cyklu za katalyzy
L-malat dehydrogenazy. Katabolismus L-2-HG kyseliny je zajistén jeji pfeménou na
2-ketoglutarat (2-KG) enzymem L-2-hydroxyglutarat dehydrogenazou, ktery slouzi jako
naprava nezadouci vyse uvedené reakce, za redukce koenzymu FAD. Pokud ale tento enzym
nepracuje spravné, hromadi se L-2-HG kyselina v bunkach, pro které je velmi toxicka. Tuto
nemoc znaci 10 az 300 krat zvySena koncentrace L-2-HG kyseliny v mo¢i [61]. Metabolismus

L-2-HG kyseliny je naznacen na obrazku 32.

\ L-malat
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2-KG kyselina FADH,  FAD 1-2-HG kvselina

L-2-hvdroxyglutarat
dehydrogeniza

Obr. 32 — Schéma metabolismu L-2-HG kyseliny. Prevzato a upraveno z [61].
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D-2-hydroxyglutarova acidurie typu I

Prvni ptiznaky tohoto typu 2-HGA, kterymi jsou opozdény vyvoj, slabé svalové napéti
(déti jsou jako hadrové panenky) a epileptické zachvaty, se zacinaji projevovat béhem prvnich
Sesti let Zivota ditéte. Délka zivota téchto pacient neni nijak omezena.

D-2-HGA typu I a II se lisi zptisobem vzniku nadmérného mnozstvi D-2-HG kyseliny.
D-2-HG kyselina vznika v organismu jako nepotiebny a toxicky produkt reakce, pii které
vznikd semialdehyd kyseliny jantarové reakci 2-KG s y-hydroxybutyratem za katalyzy
transhydrogenazou HOT. Proto je potieba enzym D-2-hydroxyglutarat dehydrogenaza
katalyzujici preménu D-2-HG kyseliny zpét na 2-KG [2,61]. Pokud je ale tento enzym defektni,
D-2-HG kyselina se hromadi a ptsobi toxicky na buiky. Metabolismus D-2-HG kyseliny je

naznacen na obrazku 33.
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Krebsiv
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HOT

4-hydroxybutyrit semialdehyd kyseliny
jantarové

Obr. 33 — Schéma metabolismu D-2-HG kyseliny. Prevzato a upraveno z [61].

D-2-hydroxyglutarova acidurie typu II

Ptiznaky D-2-HGA typu Il jsou shodné s ptiznaky typu I, objevuji se ale béhem
prvnich dvou let Zivota ditéte. Epileptické zachvaty jsou oproti typu I mnohem castéjsi
postihujicich samotny srdecni sval. Stav pacienta se vétSinou v pribé¢hu nemoci nezhorSuje,
v nékterych piipadech bylo zaznamenano 1 zlepSeni. Primérnd délka Zivota pacientl trpicich

touto nemoci je v rozmezi od nékolika mésici az po ¢asnou dospélost [2,61].
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Enzym isocitrat dehydrogendza 2 je mitochondridlni enzym Krebsova cyklu, jehoz
normalni funkci je reverzibilné prevadét isocitrat na 2-ketoglutarat. Pokud je vSak tento enzym
pozménén genovou mutaci, ma novou funkeci, kterou je vyrabét toxickou slouceninu D-2-HG
kyselinu. Koncentrace D-2-HG kyseliny v télnich tekutinach je v tomto piipad¢ 2-8 krat vyssi
nez u typu I [2,62].

D-2-hydoxyglutarit
dehydrogeniza

N

Krebsav
cyklus

o) NADPH+H _ OH

Il . i:}qnp é

C \ H™

~ ——— ™
HOOC \-‘.‘GEH-GCODH mut. isocitrat HOOC{ C2H,COO0H
2-KG kyselina dehydrogeniza 2 D-2-HG kyselina
HOT
4-hvdroxyvbutyrat semialdehvd kyseliny

jantarové

Obr. 34 —Vznik D-2-HG kyseliny pri D-2-HGA typu Il. Prevzato a upraveno z [61].

Kombinovana D, L-2-hydroxyglutarova acidurie

Tento nejvzacnéjsi, ale také nejvazngjsi typ 2-HGA je prokdzén piitomnosti obou
enantiomert 2-HG kyseliny v mo¢i. Opozdény vyvoj, piilis malé svalové napéti, epileptické
zéachvaty a ktece, porucha funkce srdce a problémy s dychanim jsou tak zdvazné ptiznaky, Ze

vétsina takto nemocnych pacientti umira do veéku 3 let [2,62].
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristrojové vybaveni

Vsechna méfeni byla provadéna kapilarni elektroforézou Agilent 7100 (Waldbronn,
Némecko) S hmotnostni detekei trojitym kvadrupdlem Agilent G6460. Iontovym zdrojem
hmotnostniho spektrometru byl elektrosprej. Pomocna kapalina pro elektrosprej byla piivadéna
isokratickou pumpou Agilent G1310 sd¢licem toku v poméru 1:100. Veskery sbér
a vyhodnoceni dat bylo provadéno softwarem Agilent ChemStation a Agilent MassHunter

Vv piislusnych verzich k danym pftistrojam.

3.2 Chemikalie a pomiicky

Chemikalie, které byly v této praci pouzity, byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich
(USA, St. Louis), a to vp.a. Cistoté. Jedna se o kyselinu octovou, hydroxid amonny,
vankomycin chlorid, methanol a chemikalie na pokryvani kapilar, kterymi jsou hydroxid sodny,
kyselina dusi¢na, absolutni ethanol, 3-(trimethoxylsilyl)propylmethakrylat, akrylamid,
N,N,N’,N’-tetramethylendiamin, peroxodisulfat draselny. Standardy jednotlivych kyselin byly
zakoupeny taktéz v p.a. Cistot¢ od firmy Sigma-Aldrich. Jsou to L-(+)-mlé¢na kyselina
(Mr = 90,08), lithna sil kyseliny D-mlééné (Mr = 96,01), S-3-hydroxybutanova (Mr = 104,1),
R-3-hydroxybutanova kyselina (Mr = 104,1), S-2-hydroxybutanova kyselina (Mr = 104,1),
sodna stl 2-hydroxybutanové kyseliny (Mr = 126,09), vapenata sul kyseliny L-(-)-glycerové
(Mr = 125,1), vapenata stl kyseliny glycerové (Mr = 125,1), sodna sil D-2-hydroxyglutarové
kyseliny (Mr = 192,08), sodna stl L-2-hydroxyglutarové kyseliny (Mr = 192,08). Dale byly
pouzity realné vzorky moci. Deionizovand voda byla pfipravena pfistrojem na pfipravu
deionizované vody Millipore (Francie).

Dale byl pouzit ultrazvuk EImaSonic S40H, analytické vahy Mettler-Toledo, pH-metr
InoLab-IDS (Multi 9310P, WTW, Némecko), automatické pipety, filtry Millipore (prameér

22 um) a laboratorni sklo.

40



3.3 Priprava standardi, separa¢niho pufru a pomocné kapaliny

Roztoky standardi danych kyselin byly ptipraveny diky jejich dobré rozpustnosti
rozpusténim v deionizované vod¢ v ultrazvukové lazni tak, aby vysledna koncentrace roztoku
byla 1 mg/ml. Tyto roztoky byly dale podle potieby fedény deionizovanou vodou.

Pro ptipravu separa¢niho pufru bylo potieba nejprve ptipravit vodny roztok kyseliny
octové o dané koncentraci. Poté bylo pozadované pH dosazeno piidavanim hydroxidu
amonného az do pozadované hodnoty pH. Pevny vankomycin chlorid byl pfidavan do
pfipravené¢ho separacniho pufru v pfedem vypocitanych mnozstvich, aby byla dosaZena
pozadovana koncentrace chiralniho selektoru v pufru. Jeho rozpustnost v separa¢nim pufru na
ultrazvukové 1dzni byla dobra.

Pomocna kapalina byla sloZzena z methanolu, deionizované vody a 25% (w/w)
hydroxidu amonného v poméru 50:48:2. Pfipravend pomocna kapalina byla umisténa do

ultrazvukové 1azné, a poté zapojena do spojeni CE-MS.

3.4. Podminky separace a detekce

K separaci metodou tplného plnéni kovalentné pokryté kapilary byla pouzita kapilara
(MicroSolv Technology Eatontown, NJ, USA) o celkové délce 60 cm S vnitinim primérem
50 um a vné&jSim primérem 365 pm. Vnitini povrch kapilary byl pted pouzitim kovalentné
pokryt. Postup pokryti je v kapitole 3.5. Separa¢ni pufr byl pouzit 50 mM acetat amonny 0 pH
4.5.

Kapilara byla termostatovana na 25 °C; separacni napéti bylo -25 kV. Protoze
k separaci byla pouzita metoda uplného plnéni separacni kapilary, byla kapilara cela naplnéna
separacnim pufrem, ktery obsahoval vankomycin chlorid. Vzorky byly davkovany
hydrodynamicky tlakem 100 mbar po dobu 150 s. Kazdy den pfed experimentem byla kapilara
15 minut promyvana deionizovanou vodou a poté dalSich 15 minut zékladnim elektrolytem bez
chiralniho selektoru. Po skonceni experimentu byla kapilara promyvana 15 minut
deionizovanou vodou a dalSich 15 minut vzduchem. Mezi analyzami byla kapildra 2 minuty
promyvana separacnim pufrem s chirdlnim selektorem.

Podminky pro hmotnostni detekci byly nasledovné. Napéti na konci sprejovaci
kapilary bylo -2,5 kV, pratok suSiciho plynu o teploté 200 °C byl 10 L/min. Pratok pomocné
kapaliny byl 6 ul/min a tlak zmlzovaciho plynu byl 10 psi. Kvadrupo6l pracoval ve skenovacim

41



modu TIC, SIM (nastaveny na uritou hodnotu m/z pro [M-H]) a SRM (monitorovani

odstépeni molekuly vody z molekuly sledované kyseliny [M-H-18]).
3.5 Pokryvani kapilar

3.5.1 Teorie kovalentniho pokryti kapilary

Pro chirdlni separace karboxylovych kyselin s vyuzitim vankomycin chloridu je
potfeba pracovat s kovalentné¢ pokrytymi kapilarami, ve kterych bude potlacen EOF. Jednou
Z moznosti je vytvofit polyakrylamidové kovalentni pokryti kopolymeraci na vnitinim povrchu

kapilary. ZjednoduSena rovnice znazornujici chemickou reakci probihajici pifi vzniku

polyakrylamidového kovalentniho pokryti je na obrazku 35 [63].
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Obr. 35 — Vznik kovalentniho pokryti kapildry. Prevzato z [63].
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3.5.2 Postup pokryvani kapilary

Kapilara se promyva tfi hodiny roztokem hydroxidu sodného o koncentraci 1 mol/dm?,
poté tficet minut deionizovanou vodou a nakonec tii hodiny roztokem kyseliny dusi¢né
okoncentraci 1 mol/dm®. Nasleduje silylace kapilary 1% (v/v) roztokem
3-(trimethoxylsilyl)propylmethakrylatu v absolutnim ethanolu, ktera trva tfi hodiny.
Po tficetiminutovém promyti silylované kapilary deionizovanou vodou probiha polymerace
roztokem 4% (w/v) akrylamidu v Cerstvé pievaiené deionizované a zchlazené vodé, ktera
obsahuje  0,1% (w/v) peroxodisulfatu  draselného a 0,1% (v/v) N,N,N',N'-
tetramethylethylendiaminu (TEMED). Tato polymerace trva dvanact hodin. Nakonec se
kapilary promyvaji tficet minut deionizovanou vodou.

Tento postup vytvaii pomérné stabilni pokryti kapilary, které je pouzitelné v kyselém
pH, to je v rozmezi pH 2,0 - 8,0.

3.5.3 Ovéreni spravnosti pokryti

Pokud chceme ovéfit, zda je pokryti kapilary kvalitni, musime zméfit
elektroosmoticky tok v kapilafe. Nulovy EOF znamend dobie provedené pokryti kapilary.
Nejprve je do pokryté kapilary elektrokineticky nadavkovan neutralni marker. Protoze marker
neni nabity, dostane se do kapilary pti davkovani jen takové mnozstvi markeru, které odpovida
velikosti EOF. Toto mnozstvi markeru je detekovano. Pokud je v kapilafe nulovy EOF, nebude

marker detekovan [64].

3.6 Priprava realného vzorku moci

Vzorky moci byly desetkrat nafedény deionizovanou vodou, 1 minutu protfepany
a prefiltrovany pres 22 pum nylonovy stiikackovy filtr do vialky. Poté byla zfedénd moc¢

nadavkovana do kapilary.
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

Jeden z moznych pfistupi k optimalizaci analytické metody pro vice strukturné
podobnych latek je optimalizovat metodu pro jednu latku. Predpokladem pak je, ze tyto
podminky budou vyhovovat separaci i ostatnich latek. Metodu jsem optimalizovala pro
2-hydroxyglutarovou kyselinu.

Pro separace vsSech kyselin, na které je tato prace zaméfena, byla pouzita metoda
uplného plnéni kovalentné pokryté kapilary (angl. complete filling technique; CFT), coz je
obdoba metody ¢aste¢ného plnéni kapilary (angl. partial filling technique; PFT). Této metody
se vyuziva v ptipad¢, Ze n&jaka slozka separa¢niho pufru, v tomto piipad€ pouzity chirdlni
selektor vankomycin chlorid (M, = 1485,72), neni dostate¢né tékava. Nesmi se tedy dostat do
iontového zdroje kvuli riziku jeho kontaminace a v disledku toho snizeni citlivosti detekce.
Pracovnim elektrolytem s vankomycin chloridem je naplnéna cela pokryta kapilara. Vzorek je
nadavkovan na zacatek kapilary a vloZzenim negativniho separacniho napéti dojde pii vhodné
zvoleném pH separac¢niho pufru k protismérné migraci vankomycin chloridu (od iontového

zdroje) a enantiomert kyselin (k iontovému zdroji).

4.1 Optimalizace chiralni separace

Pti hledani vhodnych podminek pro chirdlni separaci je tieba brat v ivahu typ
detektoru, kterym je v tomto pifipadé hmotnostni spektrometr. Separaéni pufr by tedy mél byt
dostatecné tékavy, coz spliuji pouze dva pufry — acetat amonny a formiadt amonny o zvolené
koncentraci 50 mmol/l. Optimalni koncentrace separa¢niho pufru byla ovéfena jako posledni
bod optimalizace chiralni separace.

Vankomycin chlorid je vyuZivany chirdlni selektor pro separace enantiomeri
a-hydroxykarboxylovych kyselin, kterymi se také zabyva i tato prace. Nejprve byl studovan
vliv délky separaéni zony svankomycin chloridem na rozliseni (metoda PFT). Pro tento
experiment byla zvolena koncentrace chirdlniho selektoru v separa¢nim pufru 20 mmol/lL.
Nejlepsiho rozliSeni bylo dosaZzeno pii vyuZiti celé délky separacni kapilary jako separacni
zony s chirdlnim selektorem, protoze separace mohla probihat v celé délce kapilary. Proto byla

jako vhodna metoda separace zvolena CFT.
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Pti pouziti CFT s kovalentné pokrytymi kapilarami (s nulovym EOF) je tfeba ovéfit,
ze se netékavy chirdlni selektor opravdu nedostavd do iontového zdroje hmotnostniho
spektrometru. V prvnim experimentu byla kapilara naplnéna elektrolytem s20 mM
vankomycin chloridem; bylo aplikovano separa¢ni napéti -20 kV. Hmotnostni spektrometr
pracoval v pozitivnim i negativnim TIC moédu v rozmezi m/z 100 az 2000. Protoze v tomto
rozmezi nebyly zaznamenany zadné piky, znamena to, Ze iont vankomycinu, ani zZadny jeho
fragment, se do zdroje nedostavd. Druhy experiment spoc¢ival v porovnani ploch pikl pfi
stanoveni ¢istého enantiomeru (L-2-HG kyseliny) v separa¢nim pufru bez vankomycin chloridu
a s vankomycin chloridem pii zachovéani vSech ostatnich podminek. Protoze plochy pikt byly
srovnatelné (s rozdilem niz$im nez 8%), bylo mozné vyvodit nulovou kontaminaci vzorku
i iontového zdroje chiralnim selektorem. Proto byla metoda CFT pouzita pro dal$i optimalizaci
a stanoveni.

V kyselém pH 3,0 - 5,0 je vankomycin chlorid dvakrat kladné nabity, coz zarucuje
jeho migraci v opa¢ném sméru nez separované kyseliny. Protoze podminky mély byt
optimalizovany pro separaci 2-HG kyseliny, bylo nutno zvolit takové pH, ve kterém bude
dobfe disociovana, tedy zaporné nabitd. Tato kyselina ma pii 25 °C pKgy rovno 3,28, pKa
nebylo publikovano. Vhodné pH chiralni separace enantiomert 2-HG Kkyseliny s vyuzitim
vankomycin chloridu jako chiralniho selektoru je tedy v kyselé oblasti. Byl proméfen 50 mM
formiat amonny a 50 mM acetat amonny, oba s koncentraci vankomycin chloridu 20 mmol/l
opH 3,0 az 5,5. Formiat amonny poskytoval neopakovatelné plochy a migracni Casy
separovanych enantiomerd, proto byl dale studovén jen vhodnéjsi acetat amonny. Zavislost
rozliSeni na pH acetatového separac¢niho pufru ukazuje obrazek 36. Nejlepsiho rozliseni, a také
nejsymetri¢téjSiho piku, bylo dosazeno pii separaci 2-HG kyseliny v 50 mM acetatu amonném

pti pH 4,5.
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Obr. 36 — Zavislost rozliseni na pH 50 mM acetdatu amonného o koncentraci vankomycin
chloridu 20 mmol/l. Podminky méreni: 50 mM acetdat amonny + 20 mM vankomycin chlorid,
separacni napéti -20 kV, sprejovaci napéti -2,5 kV, pomocna kapalina methanol:voda:hydroxid
amonny (50:48:2) s priitokem 4 pl/min, T=200 °C, 10 psi, 10 l/min, davkovani tlakem
100 mbar/10s, SIM m/z = 147.

Dale bylo potieba nalézt optimalni koncentraci vankomycin chloridu. Nejlepsich
vysledkl bylo dosazeno pravé pii pouziti metody CFT. Byly proméieny roztoky separac¢niho
pufru s koncentraci vankomycin chloridu 5 - 35 mmol/l. Kazda koncentrace byla prométena
tiikrat a z primérnych hodnot rozliSeni byl sestaven graf zavislost rozliSeni na koncentraci
vankomycin chloridu, ktery ukazuje obrazek 37. V grafu je vidét vzristajici tendence rozliSeni
az do koncentrace 25 mmol/l, ve které dosahuje rozliseni maximum (R = 2,1). S dal$im rdstem

koncentrace chiralniho selektoru v separaénim pufru dochéazi ke zhorseni rozliSeni.
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Obr. 37 — Zavislost rozliseni na koncentraci vankomycin chloridu v 50 mM acetatu
amonném 0 pH 4,5. Podminky mereni: 50 mM acetat amonny pH 4,5, separacni napéti -20
kV, sprejovaci napéti -2,5 kV, pomocna kapalina methanol:voda:hydroxid amonny (50:48:2)

S priitokem 4 ul/min, T=200 °C, 10 psi, 10 l/min, davkovani tlakem 100 mbar/10s,

SIM m/z = 147.
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Nakonec byl zjistovan vliv koncentrace separa¢niho pufru na chirdlni separaci D-,
L-2-HG kyseliny. Byla studovana koncentrace acetatu amonného v rozsahu 10 — 100 mmol/I.
Vysledky jsou zaznamendny v obrazku 38. Nejlepsi vysledky poskytoval 50 mM acetat

amonny.

Rozliseni

O T T T T T 1
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Koncentrace acetatu amonného o pH=4,5 [mmol/I]

Obr. 38 — Zavislost rozliseni na koncentraci acetdtu amonného 0 pH = 4,5. Podminky méreni:
X mM acetdat amonny pH 4.5 + 20 mM vankomycin chlorid, separacni napéti -20 kV, sprejovaci
napeti -2,5 kV, pomocna kapalina methanol:voda:hydroxid amonny (50:48:2) s
pritokem 4 ul/min, T=200 °C, 10 psi, 10 l/min, davkovani tlakem 100 mbar/10s,
SIMm/z = 147.

4.2 Optimalizace hmotnostni detekce

Po optimalizaci separace nasleduje optimalizace podminek pro detekci hmotnostnim
spektrometrem, coz v tomto pfipadé znamenalo optimalizovat sloZeni pomocné kapaliny a jeji
pritok, teplotu a priitok suSiciho plynu, tlak zmlZovaciho plynu a sprejovaci napéti. VSechna
méteni byla provedena tfikrat a do grafli byly zaneseny primérné hodnoty téchto tfi méteni pro
kazdy enantiomer.

SloZeni pomocné kapaliny ovliviluje citlivost a stabilitu elektrospreje. Pomocna
kapalina se sklada z organické slozky, kterou je methanol nebo propan-2-ol (methanol vsak
poskytuje lepsi vysledky), z deionizované vody a z pridavku hydroxidu amonného. Nejprve byl
studovan riizny obsah methanolu v pomocné kapaliné (25, 50 a 75 %). Nejlepsi vysledky byly
dosazeny pro 50 % methanolu, jak ukazuje obrazek 39; jiné slozeni pomocné kapaliny
snizovalo signdl pravdépodobné kvilli zhorSeni desolvatacniho procesu. Déle byla studovana
koncentrace hydroxidu amonného (0,1, 0,5 a 1,0 %, v/v) v pomocné kapaliné. Nejlepsi citlivost
byla dosazena pii 0,5 % hydroxidu amonného v roztoku 50/50 (v/v) methanolu a vody (obrazek
40).
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Obr. 39 — Zavislost velikosti plochy piku na obsahu methanolu v pomocné kapaliné. Podminky
mereni: 50 mM acetdat amonny pH 4,5 + 20 mM vankomycin chlorid, separacni napéti -20 kV,
sprejovaci napéti -2,5 kV, pomocna kapalina s prutokem 4 ul/min, T=200 °C, 10 psi, 10 [/min,

davkovani tlakem 100 mbar/10s, SIM m/z = 147.
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Obr. 40 — Zavislost velikosti plochy piku na obsahu hydroxidu amonného v pomocné kapaliné.
Podminky méreni: 50 mM acetdt amonny pH 4,5 + 20 mM vankomycin chlorid, separacni
napeti -20 kV, sprejovaci napéti -2,5 kV, pomocna kapalina s priitokem 4 ul/min, T=200 °C, 10

psi, 10 I/min, davkovani tlakem 100 mbar/10s, SIM m/z = 147

Pritok pomocné kapaliny byl testovan v rozmezi 2 — 10 pl/min. Jako nejlepsi se
ukazal pratok 6 pl/min. Nizsi pritok snizoval citlivost detekce pro oba enantiomery a zhorSoval

stabilitu elektrospreje, vyssi prutoky také snizovaly citlivost detekce pravdépodobné kvili

pfiliSnému zfedéni zony vzorku.
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Obr. 41 - Zavislost velikosti plochy piku na pritoku pomocné kapaliny. Podminky méreni: 50
mM acetdt amonny pH 4,5 + 20 mM vankomycin chlorid, separacni napéti -20 kV, sprejovaci
napeti -2,5 KV, pomocna kapalina methanol:voda:hydroxid amonny (50:48:2) s priitokem X
w/min, T=200 °C, 10 psi, 10 lI/min, davkovani tlakem 100 mbar/10s, SIM m/z = 147.

Teplota susiciho plynu, kterym byl dusik, byla optimalizovana v rozmezi teplot 125 —
250 °C. Jeho prutok byl zkouman vrozmezi 5 — 20 l/min. Nejvétsi plochy pikti obou

enantiomerl byly ziskany pfi teploté susiciho plynu 200 °C a pratoku 10 I/min.
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Obr. 42 — Zavislost plochy piku na teploté susiciho plynu. Podminky méreni: 50 mM acetdt
amonny pH 4,5 + 20 mM vankomycin, separacni napeti -20 kV, sprejovaci napéti -2,5 kV,
pomocnd kapalina methanol.:voda:hydroxid amonny (50:48:2) s priitokem 4 ul/min, T=X °C,
10 psi, 10 I/min, davkovani tlakem 100 mbar/10s, SIM m/z = 147.
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Obr. 43 — Zavislost plochy piku na pritoku susiciho plynu. Podminky méreni: 50 mM acetdt
amonny pH 4,5 + 20 mM vankomycin chlorid, separacni napéti -20 kV, sprejovaci napéti -2,5
kV, pomocna kapalina methanol:-voda:hydroxid amonny (50:48:2) s pritokem 4 ul/min, T=200

°C, 10 psi, X lI/min, davkovani tlakem 100 mbar/10s, SIM m/z = 147.

Dal$im parametrem dilezitym pro optimalizaci je tlak zmlzovaciho plynu, ktery byl
proméfen vrozmezi od 5 do 20 psi. Migracni Cas a rozliSeni obou enantiomert klesalo
S rostoucim tlakem zmlzovaciho plynu. Snizeni tlaku zmlzovaciho plynu vSak vedlo ke snizeni
citlivosti detekce. Proto byl zvolen kompromis 10 psi.

Poslednim parametrem optimalizace byla velikost negativniho sprejovaciho napéti.
Testovana byla citlivost detekce a stabilita elektrospreje pfi hodnotach napéti -2,0 az -4,0 kV.

Nejlepsich vysledki bylo dosazeno pii sprejovacim napéti -2,5 kV.
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Obr. 44 — Zavislost velikosti plochy piku na zvolené hodnoté sprejovaciho napéti. Podminky
meéreni: 50 mM acetdat amonny pH 4,5 + 20 mM vankomycin chlorid, separacni napéti -20 kV,
sprejovaci napéti -X V, pomocnad kapalina methanol:voda:hydroxid amonny (50:48:2)

S priitokem 4 ul/min, T=200 °C, 10 psi, 10 l[/min, davkovani tlakem 100 mbar/10s,

SIM m/z = 147.
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4.3 Optimalizace spojeni CE-MS/MS

Protoze stanoveni enantiomerti kyseliny 2-HG po chiralni separaci bylo provadéno
pomoci trojitého kvadrupo6lu, mohly byt kromé klasického TIC a SIM modu pouzity také dalsi
mody vyuzivajici kolizi indukovanou disociaci vybraného iontu z prvniho kvadrupolu. Ve
tretim kvadrupolu jsou detekovany bud’ vSechny fragmenty, nebo jen zvoleny fragment. Je
dualezité optimalizovat kolizni energii, a to v rozmezi 2 — 20 eV. Optimalni kolizni energie byla
10 eV, protoze poskytovala nejvEtsi signal a pestrost fragmentovanych iontd, jak ukazuje
obrazek 45.

Prevladajici fragment byl vytvotfen odstépenim vody z disociované molekuly kyseliny
(m/z = [M-H-H20] = [148,1-1-18] = 129,1). Tento fragment byl pouzit pro identifikaci
a kvantifikaci D, L-2-HG kyseliny. Dalsim hojné¢ zastoupenym fragmentem je
dekarboxylovany fragment (m/z = [M-H-COO] = [148,1-1-44] = 103,1), fragment po
odstépeni kyseliny mraven¢i (m/z = [M-H-HCOOH] = [148,1-1-46] = 101,1) a dalsi
fragmenty: m/z = [M-H20-COO] =85,1; m/z =57 = [CH3CH20]".
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Obr. 45 — Fragmentacni spektra L-2-HG kyseliny (0,05 mg/ml ve vode) ziskand pouzitim
kolizni energie 0 5 eV, 10 eV a 20 eV. Podminky méreni: TIC —mlz = 50-200, sprejovaci napéti
-2,5 kV, pomocna kapalina methanol:voda: hydroxid amonny (50:48:2, v:v:v), priitok
6 uL/min, T=200 °C, 10 psi, 10 [/min, davkovani tlakem 100 mbar.

4.4 Vysledky separace a stanoveni jednotlivych Kyselin
Abychom mohli stanovit obsah enantiomeri jednotlivych kyseliny, pouzili jsme
metodu kalibra¢ni kiivky. Pro kazdy enantiomer byla provedena kalibrace, na zdklad¢ které
byly sestaveny kalibra¢ni kiivky. K vyhodnoceni byl pouzit statisticky program STATISTICA.
Limit detekce (LOD) byl vypocitan podle vztahu (25), limit kvantifikace (LOQ) podle vztahu
(26), kde k je smérnice kalibra¢ni ptimky, o je signal Sumu.
30

LOD = — (25)

k
LoQ=12¢ (26)
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4.4.1 D- a L-mlé¢na kyselina

Kalibra¢ni kfivky, které jsou na obrazcich 46 a 47, byly sestaveny jako zavislost
koncentrace standardu enantiomeru na plose piku enantiomeru. Tyto data jsou zaznamenana
v tabulce I. Rovnice kalibra¢nich kiivek, linecarni dynamické rozsahy a limity detekce
a kvantifikace jsou uvedeny v tabulce Il. Elektroforegram standardu kyseliny mlé¢né je na
obrazku 48.

Tabulka I. — Koncentrace a odezva enantiomerii kyseliny mlécné (priimer 3 méreni).

Koncentrace standardi Plocha piku L-mléc¢né Plocha piku D-mlé¢né
[ng/1] kyseliny kyseliny
20 25,57 25,73
50 48,09 45,14
500 386,05 336,29
5000 3765,55 3247,79
4000 - y=0,751x + 10,548
3500
3000
2 2500
s
& 2000
)
a 1500
1000
500
0 T T T T T 1
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
Koncentrace L-mlééné kyseliny [pg/I]

Obr. 46 — Kalibracni zavislost pro L-mlécnou kyselinu. Podminky méreni: pufr: 50 mM acetat
amonny PH 4,5 + 25 mM vankomycin chlorid, pokryta kapilara 50 um i.d., L = 60 cm, U = -25
kV, davkovani vzorku 100 mbar/150s. MS podminky: U (ESI) = -2,5 kV, pritok N, 10 l/min,
tlak 70 psi, T = 200 °C, SIM m/z = 89 [M-H]’, pomocna kapalina methanol:voda:hydroxid
amonny (50:48:2, v:v:v), prutok 6 uL/min.
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Obr. 47 — Kalibracni zavislost pro D-mlécnou kyselinu. Podminky méreni: viz obrdzek 46.

Tabulka Il. — Kalibracni data D-, L-mlécné kyseliny.

Rovnice Linearni Limit Limit
kalibraéni R? dynamicky detekce kvantifikace
primky rozsah [ng/l] [na/l] [po/l]
L-mlééna y =0,751x + ]
kyselina 10,548 0,9986 20-5000 6,9 23,0
D-mlééna | y=0,647x + ]
kyselina 12,789 0,9985 20-5000 7.1 23,7
) D-mlécna
] .
~ . . kyselina
L HL-mlééna
& 5| kyselina
% 05
k)
g
0 - N
0200 0508 1 1204 1616 2 22202628 3 3234 3638 4 42 44 4648 & 52 64 66 68 € 6264 66 68 7 712 14
Cas [min]

Obr. 48 — Elektroforegram standardu miécné kyseliny (10 mg/l). Podminky separace. viz
obrazek 46.
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4.4.2 D- a L-glycerova kyselina

Kalibra¢ni ktivky, které jsou na obrazcich 49 a 50, byly sestaveny jako zavislost
koncentrace standardu enantiomeru na ploSe piku enantiomeru. Tyto data jsou zaznamenana
v tabulce Ill. Rovnice kalibra¢nich kiivek, linearni dynamické rozsahy a limity detekce
a kvantifikace jsou uvedeny v tabulce 1V. Elektroforegram standardu kyseliny glycerové je na
obrazku 51.

Tabulka I11. — Koncentrace a odezva enantiomerii kyseliny glycerové (priimér 3 méreni).
Koncentrace standardii Plocha piku L-glycerové | Plocha piku D-glycerové
[ng/1] kyseliny kyseliny
20 21,37 21,51
50 52,12 51,57
500 513,37 502,47
5000 5125,87 5011,47
6000 - y =1,025x + 0,874
5000
4000
2
Qo
& 3000
8
® 2000
1000
0 T T T T T 1
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Koncentrace L-glycerové kyseliny [ug/I]

0 1000

Obr. 49 — Kalibracni zavislost pro L-glycerovou kyselinu. Podminky méreni: pufr: 50 mM
acetat amonny pH 4,5 + 25 mM vankomycin chlorid, pokrytad kapilara 50 um i.d., L = 60 cm,
U = -25 kV, davkovani vzorku 100 mbar/150s. MS podminky: U (ESI) = -2,5 kV, pritok N, 10

l/min, tlak 10 psi, T = 200 °C, SIM m/z = 105 [M-H]’, pomocna kapalina
methanol:voda:hydroxid amonny (50:48:2, v:v:v), pritok 6 uL/min.
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Obr. 50 — Kalibracni zavislost pro D-glycerovou kyselinu. Podminky méreni: viz obrazek 49.

Tabulka IV. — Kalibracni data D-, L-glycerové kyseliny.

Rovnice Linearni Limit Limit
kalibraéni R? dynamicky detekce kvantifikace
primky rozsah [ng/l] [na/l] [po/l]
L-glycerova y =1,025x + i
kyselina 0.874 0,9998 20-5000 6,6 22,0
D-glycerova y =1,002x + i
kyselina 1473 0,9998 20-5000 8,4 28,0
<102 D-glycerova
L-glycerova Kyselina
14 kyselina
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Obr. 51 — Elektroforegram standardu glycerové kyseliny (10 mg/l). Podminky méreni: viz
obrazek 49.
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4.4.3 D- a L-2-hydroxymaselna kyselina
Kalibra¢ni ktivky, které jsou na obrazcich 52 a 53, byly sestaveny jako zavislost
koncentrace standardu enantiomeru na ploSe piku enantiomeru. Tyto data jsou zaznamenana

v tabulce V. Rovnice kalibracnich kiivek, linearni dynamické rozsahy a limity detekce

a kvantifikace jsou uvedeny vtabulce VI. Elektroforegram standardu kyseliny

2-hydroxymaselné je na obrazku 54.

Tabulka V. — Koncentrace a odezva enantiomeru kyseliny 2-hydroxymdselné (primér 3 méreni
kazdého vzorku).

Koncentrace standardia Plocha piku L-2- Plocha piku D-2-
[pg/] hydroxymaselné kyseliny | hydroxymaselné kyseliny
20 29,03 28,10
50 71,45 69,32
500 707,75 687,62
5000 7070,75 6870,62
8000 -+ y =1,414x + 0,749

Plocha piku

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
Koncentrace L-2-hydroxymaslené kyseliny [ug/I]

0 T T T

Obr. 52 — Kalibracni zavislost pro L-2-hydroxymaselnou kyselinu. Podminky méreni: pufr: 50
mM acetat amonny pH 4,5 + 25 mM vankomycin chlorid, pokrytad kapilara 50 um i.d., L = 60
cm, U = -25 kV, davkovani vzorku 100 mbar/150s. MS podminky: U (ESI) = -2,5 kV, prutok N;
10 l/min, tlak 10 psi, T = 200 °C, SIM m/z = 103 [M-H], pomocna kapalina
methanol:voda:hydroxid amonny (50:48:2, v:v:v), pritok 6 uL/min.
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Obr. 53 — Kalibracni zavislost pro D-2-hydroxymdselnou kyselinu. Podminky méreni: viz
obrazek 52.

Tabulka VI. — Kalibracni data D-, L-2-hydroxymaselné kyseliny.

Rovnice Linearni Limit Limit
kalibraéni R? dynamicky detekce kvantifikace
primky rozsah [ng/l] [no/l] [ng/l]
L-2-
hydroxymiselns | Y~ " | 09998 | 20-5000 41 13,7
kyselina ’
D-2- y =1,374x +
hydroxymaselna 0 1615 0,9996 20-5000 4,6 15,3
kyselina ’
%102 L-2-hydroxymaselna
14 kyselina
0.75- D-2-hydroxymaselna
kyselina
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Obr. 54 — Elektroforegram standardu 2-hydroxymadselné kyseliny (10 mg/l). Podminky méreni:
viz obrazek 52.
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4.4.4 D- a L-3-hydroxymaselna kyselina
Kalibra¢ni ktivky, které jsou na obrazcich 55 a 56, byly sestaveny jako zavislost
koncentrace standardu enantiomeru na plose piku enantiomeru. Tyto data jsou zaznamenana

v tabulce VII. Rovnice kalibracnich kiivek, linearni dynamické rozsahy a limity detekce

a kvantifikace jsou uvedeny vtabulce VIII. Elektroforegram standardu kyseliny
3-hydroxymaselné je na obrazku 57.
Tabulka VII. — Koncentrace a odezva enantiomeru Kyseliny 3-hydroxymdselné (priimér 3
méreni kazdého vzorku).
Koncentrace standardia Plocha piku L-3- Plocha piku D-3-
[pg/] hydroxymaselné kyseliny | hydroxymaselné kyseliny
20 25,97 26,58
50 62,39 62,19
500 608,69 596,34
5000 6071,69 5937,84
7000 - y=1,214x + 1,694

Plocha piku
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Obr. 55 — Kalibracni zavislost pro L-3-hydroxymaselnou kyselinu. Podminky méreni: pufr: 50
mM acetat amonny pH 4,5 + 25 mM vankomycin chlorid, pokrytad kapilara 50 um i.d., L = 60
cm, U = -25 kV, davkovani vzorku 100 mbar/150s. MS podminky: U (ESI) = -2,5 kV, pritok N;
10 I/min, tlak 10 psi, T = 200 °C, SIM m/z = 103 [M-H]’, pomocna kapalina
methanol:voda:hydroxid amonny (50:48:2, v:v:v), prutok 6 uL/min.

59



Plocha piku

7000

6000

5000

4000

3000

2000

1000

y=1,187x+ 2,843

0 1000
Koncentrace D-3-hydroxymaselné kyseliny [ug/l]

2000

3000

4000

5000

6000

Obr. 56 — Kalibracni zavislost pro D-3-hydroxymdselnou kyselinu. Podminky méreni: viz

obrazek 55.

Tabulka VIII. — Kalibracni data D-, L-3-hydroxymaselné kyseliny.

Rovnice Linearni Limit Limit
kalibraéni R? dynamicky rozsah | detekce | kvantifikace
piimky [mno/l] [no/l] [mg/l]
L-3- _
hydroxymaselng | Y = 214X+ 1 ¢ 9999 20-5000 4,0 133
. 1,694
kyselina
D-3- y=1,187x +
hydroxymaselna ' 0,9998 20-5000 43 14,3
. 2,843
kyselina
xips L-3-hydroxymaselna
; kyselina
051 D-3-hydroxymaselna
kyselina
— 0z
I:-l; 7
-E 05
% 05
E 04
= 113_
0.2-
01
1. UL
Fa Ze5 22 3 32 34 Z6 3B 4 42 44 A6 42 5 52 54 56 5B G 62 B4 66 68 F 72 74
Cas [min]

Obr. 57 — Elektroforegram standardu 3-hydroxymadselné kyseliny (10 mg/l). Podminky méreni:

viz obradzek 55.

60




4.4.5 D- a L-2-hydroxyglutarova kyselina

Kalibra¢ni ktivky, které jsou na obrazcich 58 a 59, byly sestaveny jako zavislost
koncentrace standardu enantiomeru na ploSe piku enantiomeru. Tyto data jsou zaznamenana
v tabulce IX. Rovnice kalibra¢nich kiivek, linearni dynamické rozsahy a limity detekce
a kvantifikace jsou uvedeny vtabulce X. Elektroforegram standardu  kyseliny

2-hydroxyglutarové je na obrazku 60.

Tabulka IX. — Koncentrace a odezva 2-hydroxyglutarové kyseliny (primér 3 méreni kazdého

vzorku).
Koncentrace standardi Plocha piku L-2- Plocha piku D-2-
[ng/l] hydroxygl_utarove hydroxygl_utarove
M kyseliny kyseliny
20 11,10 15,2
50 41,38 40,48
500 585,14 440,12
5000 5535,81 4061,88
6000 - y=1,1075x +1,1763
5000
4000
2
s
o 3000
L
©
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Obr. 58 — Kalibracni zavislost pro L-2-hydroxyglutarovou kyselinu. Podminky méreni: pufr: 50
mM acetat amonny pH 4,5 + 25 mM vankomycin chlorid, pokryta kapilara 50 um i.d., L = 60
cm, U = -25 kV, davkovani vzorku 100 mbar/150s. MS podminky: U (ESI) = -2,5 kV, pritok N;
10 I/min, tlak 10 psi, T = 200 °C, SIM m/z = 147 [M-H]’, pomocna kapalina
methanol:voda:hydroxid amonny (50:48:2, v:v:v), pritok 6 uL/min.
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Obr. 59 — Kalibracni zavislost pro D-2-hydroxyglutarovou kyselinu. Podminky méreni: Vviz
obrazek 58.

Tabulka X. — Kalibracni data D-, L-2-hydroxyglutarové kyseliny.

Rovnice Linearni Limit Limit
kalibraéni R? dynamicky | detekce | kvantifikace
primky rozsah [ug/l] [na/l] [na/l]
L-2-hydr0xy_glutar0va y =1,1075x + 0,9999 20-5000 5.5 183
kyselina 1,1763
D-2-hydroxyglutarova =
ykysefiﬁa y fégjg;“ 0,0999 |  20-5000 6,0 19,8
x10 2 L-2-hydroxyglutarova D-2-hydroxyglutarova
1 kyselina kyselina
ﬂ.g-
N 08
e 4
:E 0.7
E 0.6
EJ‘ 0.5
E 0.4
0.3
0,2:
0.1
N JU L

6.4 8.6 6.8 T 7.2 T4 T8 - 8 8.2 B.4 8.6 B.8

Cas [min]

Obr. 60 — Elektroforegram racemického standardu 2-hydroxyglutarové kyseliny (10 mg/l).
Podminky méreni: viz obrazek 58.
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4.5 Analyza realnych vzorku

Obdrzené vzorky moci pacientli, u kterych bylo podezieni na zvySenou koncentraci
nékteré z péti zkoumanych hydroxykyselin v moc¢i, jsme upravili podle postupu v kapitole 3.6.
Protoze jsme neméli k dispozici realné vzorky moci od pacientl trpicich v§emi vyse popsanymi
nemocemi, museli jsme nékteré vzorky zdravych lidi spikovat, tedy uméle pfidat enantiomery
dané latky do moci zdravého pacienta. Poté jsme mohli ovéfit, zda je zvolend metoda opravdu

vhodna pro separaci enantiomertt v moci a jejich detekci. Pofadi separovanych enantiomert

jsme urcili spikovanim.

D- a L-mlééna kyselina
Elektroforegram, ktery je na obrazku 61, ukazuje dostacujici separaci enantiomer
kyseliny mlé¢né o koncentraci 0,1 mg/l ve spikovaném vzorku moc¢i. Metoda je tedy vhodna

pro separaci, identifikaci i stanoveni enantiomert L- a D-mlééné kyseliny v moci.

124 5
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Obr. 61 — Elektroforegram chiralni separace kyseliny mlécné o koncentraci 0,1 mg/l v moci.
SIM m/z = 89 [M-H]; podminky méreni: pufr: 50 mM acetdat amonny + 25 mM vankomycin
chlorid pH 4,5, pokryta kapilara 50 um i.d., L = 60 cm, U = -25 kV, davkovani vzorku 100
mbar/150s. MS podminky: U (ESI) = -2,5 kV, priitok N, 10 I/min, tlak 10 psi, T = 200 °C,
pomocna kapalina methanol:voda:hydroxid amonny (50:48:2, v:v:v), prutok 6 uL/min.
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D- a L-glycerova kyselina
Elektroforegram, ktery je na obrazku 62, ukazuje dostacujici separaci enantiomert
kyseliny glycerové o koncentraci 0,1 mg/l ve spikovaném vzorku moci. Metoda je tedy vhodna

pro separaci, identifikaci i stanoveni enantiomerti L- a D-glycerové kyseliny v moci.
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Obr. 62 — Elektroforegram chiralni separace kyseliny glycerové o koncentraci 0,1 mg/l v moci.
SIM m/z = 105 [M-H]'; podminky méreni viz obr. 61.

D- a L-2-hydroxymaselna Kkyselina
Elektroforegram, ktery je na obrazku 63, ukazuje dostate¢nou separaci enantiomert
kyseliny 2-hydroxymaselné o koncentraci 0,1 mg/l ve spikovaném vzorku moci. Metoda je tedy

vhodné pro separaci, identifikaci i stanoveni enantiomerd L- a D-2-hydroxymaselné kyseliny v

moci.
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Obr. 63 — Elektroforegram chiralni separace kyseliny 2-hydroxymadselné o koncentraci 0,1 mg/I
v moci. SIM m/z = 103 [M-H]’; podminky méreni viz obr. 61.

64



D- a L-3-hydroxymaselna Kkyselina
Elektroforegram, ktery je na obrazku 64, ukazuje dostatecnou separaci enantiomert
kyseliny 3-hydroxymaselné o koncentraci 0,1 mg/l ve spikovaném vzorku mo¢i. Metoda je tedy

vhodna pro separaci, identifikaci 1 stanoveni enantiomert L- a D-3-hydroxymaselné kyseliny v

moci. —
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Obr. 64 — Elektroforegram chirdlni separace kyseliny 3-hydroxymdaselné o koncentraci 0,1 mg/I
v moci. SIM m/z = 103 [M-H]’; podminky méreni viz obr. 61.

D- a L-2-hydroxyglutarova kyselina

Abnormalni koncentrace enantiomeru 2-hydroxyglutarové kyseliny ve vzorku moci
pacienta byla zjisténa pomoci dvou analyz: analyza nafedéného vzorku moci (A), analyza
stejného vzorku moc¢i po spikovani kyselinou L-2-HG (B). Pokud by pacient trpél L-2-HGA,
pik z prvni analyzy by se zvétSil. V druhé analyze vSak ptibyl novy pik pfidané L-2-HG
kyseliny, proto bylo zjisténo, ze pacient trpi D-2-HGA.
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Obr. 65 — Elektroforegram vzorku moci pacienta 1 (A), elektroforegram vzorku moci pacienta
1 spikovaného standardem L-2-HG kyseliny o koncentraci 50 mg/l (B). SIM m/z = 147 [M-H];
podminky meérent viz obr. 61.
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5. ZAVER

Spojeni CE-MS je velmi vhodné pro chirdlni separace jednak diky rychlosti stanovent,
jednak diky malé spotiebé chiralniho selektoru. Cilem této prace bylo najit vhodnou metodu
pro separaci a stanoveni enantiomert péti hydroxykarboxylovych kyselin — mlé¢né, glycerové,
2-hydroxymaselné, 3-hydroxymaselné a 2-hydroxyglutarové. Byly studovany experimentalni
podminky (pfedev§sim pH separacniho pufru, slozeni a koncentrace separa¢niho pufru,
koncentrace chirdlniho selektoru, teplota separace i sprejovaci kapilary, sprejovaci napéti,
kolizni energie) a na zaklad¢ vysledkii byly vybrany ty nejvhodnéjsi podminky pro separaci
i detekci. Vyvinuta metoda chirdlni separace s chiralnim selektorem vankomycin chloridem
Vv kovalentné pokryté kapilate pomoci CE-MS metodou CFT byla pouzita pii analyze standardi
kyselin i pfi analyze redlnych a spikovanych vzorkii moci. V redlnych a spikovanych vzorcich
moci se podafilo separovat a identifikovat jednotlivé enantiomery.

Vyvinuta metoda mé tyto podminky separace: pufr: 50 mM acetat amonny + 25 mM
vankomycin chlorid pH 4,5, pokryta kapildra dlouhd 60 cm s vnitinim primérem 50 pm,
separacni napéti -25 kV, davkovani vzorku 100 mbar/150s. MS podminky: U(ESI) = -2.5 kV,
pratok Ny byl 10 I/min, tlak 10 psi, T =200 °C, pomocna kapalina CH30H:H,0:25 % NH,OH
(50:48:2, v:v:v), pratok 6 pL/min.

Vysledky prace poukazuji na prednosti této metody, kterymi jsou jednoduchost diky
absenci sloZité predupravy vzorku, rychlost celé analyzy od pfijeti vzorku az po obdrzeni
vysledku a citlivost metody (viz LOD a LOQ jednotlivych enantiomertl), kterd je dostatecna

pro stanoveni vSech enantiomerud péti zkoumanych kyselin pro klinické ucely.
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6. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

2-HB kyselina
2-HG kyselina
2-HGA

2-KG

3-HB kyselina
CE

CEC

CFT

CGE

CID

CIEF

CITP

CS

CZE

D-2-HG kyselina
D-2-HGA
D-3-HB kyseliny
D-GA

EOF

ESI

GSH

HOT

HPLC

L-2-HG kyselina
L-2-HGA
L-3-HB kyseliny
L-GA

LL

LOD

LOQ

MEKC

2-hydroxybutanova (2-hydroxymaéselna) kyselina

2-hydroxyglutarova kyselina
2-hydroxyglutarova acidurie
2-ketoglutarat
3-hydroxymaselna (3-hydroxybutanova) kyselina
Kapilérni elektroforéza

Kapilarni elektrochromatografie

Technika Gplného plnéni

Kapilarni gelova elektroforéza

Kolizi indukovana disociace

Kapilarni izoelektricka fokusace

Kapilarni izotachoforéza

Chiralni selektor

Kapildrni zénova elektroforéza
D-2-hydroxyglutarovéa kyselina
D-2-hydroxyglutarova acidurie
D-3-hydroxybutanova kyselina

D-glycerova acidurie

Elektroosmoticky tok

Elektrosprej

Glutathion

Enzym hydroxy-oxokyselina transhydrogenaza
Vysokoucinna kapalinova chromatografie
L-2-hydroxyglutarova kyselina
L-2-hydroxyglutarova acidurie
L-3-hydroxybutanova kyselina

L-glycerova acidurie

Extrakce kapalina-kapalina

Limit detekce

Limit kvantifikace

Micelarni elektrokineticka chromatografie

67



MRM
MS
NLS
PFT

Q

QaQ
SBS

SIM

SPE

SRM

TEMED

TIC

UV-detekce

UV-VIS absorpce
UV-VIS spektrometrie

Monitorovani né€kolika fragmenta¢nich reakci
Hmotnostni spektrometrie

Skenovani neutralnich ztrat

Technika ¢aste¢ného plnéni

Kvadrupoélovy analyzator

Trojity kvadrupdlovy analyzator

Syndrom kratkého stieva

Monitorovani vybraného iontu

Extrakce tuhou fazi

Monitorovani vybrané fragmentacni reakce
N,N,N’,N'-tetramethylethylendiamin
Celkovy iontovy proud

Detekce v ultrafialové oblasti

Absorbce ve viditelné a ultrafialové oblasti

Spektrometrie ve viditelné a ultrafialové oblasti

68



7. POUZITA LITERATURA

[1]
[2]

[3]
[4]
[5]
[6]
[7]
[8]
[9]

[10]

[11]
[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

Stulik K.: Analytické separacni metody, Karolinum, Praha 2004.

Kranendijk M., Struys E. A., Salomons G. S., Van der Knaap M. S., Jakobs C., J.
Inherit. Metab. Dis. 35 (2012) 571-587.
http://en.wikiversity.org/wiki/File:Chirality_with_hands.jpg (stazeno dne 31. 10.
2013).

Sim¢ C., Garcia-Canas V., Cifuentes A., Electrophoresis 31 (2010) 1442-1456.
Shamsi S. A., Electrophoresis 23 (2002) 4036-4051.

Vespalec R., Bo¢ek P., Chem. Rev. 100 (2000) 3715-3753.

Weintberger R.: Practical Capillary Electrophoresis, Academic Press, New York
1993.

Settle F. A.: Handbook of Instrumental Techniques for Analytical Chemistry,
Prentice Hall 1997.

Agilent Technologies: High performance capillary electrophoresis: A Primer,
publikac¢ni ¢islo: 5990-3777EN.

Chaiyasut Ch., Takatsu Y., Kitagawa S., Tsuda T., Electrophoresis 22 (2001) 1251
1442,

http://alcheme.tamu.edu/?page_id=6823 (stazeno dne 22. 10. 2013)

Agilent Technologies: CE/MS Analysis: Optimization Guide, publika¢ni ¢islo:
G7100-90001.

Dolnik V.: Uvod do kapilérni elektroforézy, UACh AV CR, Brno 1994.

Klouda P.: Moderni analytické metody, Pavel Klouda, Ostrava 2003.

Khaledi M. G.: High Performance Capillary Electrophoresis, Wiley, New York
1998.

Agilent Technologies: Capillary Electrophoresis: e-Seminar Upgrade from 1600
HP3PCE to 7100 CE, 2011.

Shibdas Banerjee S., Mazumdar S., International Journal of Analytical Chemistry
2012 (2012) 1-40.

Agilent Technologies: Agilent 6400 Series Triple Quadrupole LC/MS System:
Concepts Guide, publikacni ¢islo: G3335-90135.

Skoog D. A., Holler F. J., Nieman T. A.: Principles of Instrumental Analysis,

Thomson Learning, London 1998.

69


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kranendijk%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22391998
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Struys%20EA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22391998
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Salomons%20GS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22391998
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Van%20der%20Knaap%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22391998
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jakobs%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22391998
http://en.wikiversity.org/wiki/File:Chirality_with_hands.jpg
http://alcheme.tamu.edu/?page_id=6823

[20]
[21]
[22]

[23]
[24]

[25]
[26]
[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]
[36]

[37]
[38]

Petritis K., Dessans H., Elfakir C., Dreux M., LC-GC Europe 15 (2002) 98-100.
Shahab A. Shamsi S.A., Electrophoresis 23 (2002) 4036-4051.

Amini A., Paulsen-Srrman U., Westerlund D., Chromatographia 50 (1999) 497-
506.

Chankvetadze B., Endresz G., Blaschke G.: Electrophoresis 15 (1994) 804-807.
Eeckhaut A. V., Michotte Y.: Chiral Separations by Capillary Electrophoresis,
CRC Press Taylor & Francis Group, Danvers 2010.

Armstrong D. W., Nair U. B., Electrophoresis 18 (1997) 2331-2342.

Desiderio C., Fanali S., J. Chromatogr. A 807 (1998) 37-56.
http://en.wikipedia.org/wiki/File:-Vancomycin.svg (stazeno dne 23. 10. 2013)
http://en.wikipedia.org/wiki/File: Teicoplanin_core_and_major_components.svg
(stazeno dne 23. 10. 2013)

Newman M., Gordon G., Suen R. M.: Urinary Organic Acid Analysis: A Powerful
Clinical Tool, Potentially Muddled by Poor Testing Methods, US BioTek
Laboratories, Seattle 2004.

Garcia A., Barbas C., Aguilar R., Castro M., Clinical Chemistry 44 (1998) 1905—
1911.

Erny G.L., Cifuentes A., Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 40
(2006) 509-515.

Narayanan N., Roychoudhury P. K., Srivastava A., Journal of Biotechnology 7
(2004) 167-179.

http://philosophicallydisturbed.wordpress.com/2011/01/24/ (stazeno dne 27. 11.
2013)

Scheijen J., Hanssen N.,van Waarenburg M., Jonkers D., Stehouwer C.,
Schalkwijk C., Experimental Diabetes Research 2012 (2012) 1155-1164.

Ludvigsen C., Thum J., Pierpont G., Eckfeldt J., Clin. Chem. 29 (1983) 1823-1825.
Marti R., Varela E., Segura R., Alegre J., Surifiach J., Pascual C., Clin. Chem. 43
(1997) 1010-1015.

Kalapos M. P., Toxicology Letters 110 (1999) 145-175.

Inoue Y., Maeta K., Nomura W., Seminars in Cell & Developmental Biology 22
(2011) 278-284.

70


http://en.wikipedia.org/wiki/File:Vancomycin.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Teicoplanin_core_and_major_components.svg
http://philosophicallydisturbed.wordpress.com/2011/01/24/
http://pubmedcentralcanada.ca/pmcc/solr/reg;jsessionid=42D9EF39EDC2D89E9211F881FE5795B7.eider?pageSize=25&term=&sortby=score+desc&filterAuthor=author%3a(%22Scheijen%2c+Jean+L.+J.+M.%22)
http://pubmedcentralcanada.ca/pmcc/solr/reg;jsessionid=42D9EF39EDC2D89E9211F881FE5795B7.eider?pageSize=25&term=&sortby=score+desc&filterAuthor=author%3a(%22Scheijen%2c+Jean+L.+J.+M.%22)
http://pubmedcentralcanada.ca/pmcc/solr/reg;jsessionid=42D9EF39EDC2D89E9211F881FE5795B7.eider?pageSize=25&term=&sortby=score+desc&filterAuthor=author%3a(%22van+Waarenburg%2c+Marjo+P.+H.%22)
http://pubmedcentralcanada.ca/pmcc/solr/reg;jsessionid=42D9EF39EDC2D89E9211F881FE5795B7.eider?pageSize=25&term=&sortby=score+desc&filterAuthor=author%3a(%22Jonkers%2c+Daisy+M.+A.+E.%22)
http://pubmedcentralcanada.ca/pmcc/solr/reg;jsessionid=42D9EF39EDC2D89E9211F881FE5795B7.eider?pageSize=25&term=&sortby=score+desc&filterAuthor=author%3a(%22Stehouwer%2c+Coen+D.+A.%22)
http://pubmedcentralcanada.ca/pmcc/solr/reg;jsessionid=42D9EF39EDC2D89E9211F881FE5795B7.eider?pageSize=25&term=&sortby=score+desc&filterAuthor=author%3a(%22Stehouwer%2c+Coen+D.+A.%22)
http://pubmedcentralcanada.ca/pmcc/solr/reg;jsessionid=42D9EF39EDC2D89E9211F881FE5795B7.eider?pageSize=25&term=&sortby=score+desc&filterAuthor=author%3a(%22Schalkwijk%2c+Casper+G.%22)

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]
[45]

[46]
[47]

[48]

[49]

[50]
[51]

[52]

[53]

[54]
[55]

http://humancyc.org/HUMAN/NEW-IMAGE?type=PATHWAY &object=PWY -
5386 (stazeno dne 10. 11. 2013).

Budavari S., O'Neil M., Smith A., Heckelman P., Obenchain J.: The Merck Index:
12th Edition, Whitehouse Station, New Jersey 1996.
http://www.ebi.ac.uk/chebi/searchld.do;628C3F535B7AE047961BB927B1FBDDA
4?chebild=CHEBI:74324 (stazeno dne 10. 11. 2013).

Rashed M. S., Aboul-Enein H. Y., AlAmoudi M., Jakob M., Al-Ahaideb L. Y.,
Abbad A., Shabib S., Al-Jishi E., Biomed. Chromatogr. 16 (2002) 191-198.
Fontaine M., Porchet N., Largilliere C., Marrakchi S., Lhermitte M., Aubert J.
P., Degand P., Clin.Chem. 35 (1989) 2148-2151.

Kolvraa S., Rasmussen K., Brandt N. J., Pediat. Res. 10 (1976) 825-830.

Duran M., Beemer F. A., Bruinvis L., Ketting D., Wadman S. K., Pediat. Res. 21
(1987) 502-506.

Teplan V.: Praktickad nefrologie, Grada Publishing, Praha 2006.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK2692/#ph2.Summary (stazeno dne 11. 11.
2013).

http://ghr.nlm.nih.gov/condition/primary-hyperoxaluria#definition (stazeno dne 11.
11. 2013).

Nagata M., Ichiyama A., Takayama T., Oda T., Mugiya S., Ozono S., Biomediacal
Research 30 (2009) 295-301.

http://www.hmdb.ca/metabolites/HMDBO00008 (stazeno dne 26. 2. 2014).
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.389701.html (stazeno dne 26. 2.
2014).
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/54917?lang=en&region=CZ
(staZeno dne 26. 2. 2014).

Walter E. Gall W. E., Beebe K., Lawton K. A., Adam K. P., Mitchell M. W,
Nakhle P. J., Ryals J. A., Milburn M. V., Nannipieri M., Camastra S., Natali A.,
Ferrannini E., PLoS ONE 5 (2010) 1371-1381.

http://www.hmdb.ca/metabolites/ HMDBO00357 (staZzeno dne 25. 2. 2014).
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=441 (stazeno dne 25.
2. 2014).

71


http://www.amazon.com/s/ref=ntt_athr_dp_sr_2?_encoding=UTF8&field-author=M.%20O%27Neil&search-alias=books&sort=relevancerank
http://www.amazon.com/s/ref=ntt_athr_dp_sr_3?_encoding=UTF8&field-author=Ann%20Smith&search-alias=books&sort=relevancerank
http://www.amazon.com/s/ref=ntt_athr_dp_sr_4?_encoding=UTF8&field-author=P.%20Heckelman&search-alias=books&sort=relevancerank
http://www.amazon.com/s/ref=ntt_athr_dp_sr_5?_encoding=UTF8&field-author=J.%20Obenchain&search-alias=books&sort=relevancerank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fontaine%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2551543
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Porchet%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2551543
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Largilliere%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2551543
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Marrakchi%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2551543
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lhermitte%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2551543
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Aubert%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2551543
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Aubert%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2551543
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Degand%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2551543
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Duran%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3588091
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Beemer%20FA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3588091
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bruinvis%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3588091
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ketting%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3588091
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wadman%20SK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3588091
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/54917?lang=en&region=CZ

[56]

[57]

[58]
[59]

[60]
[61]

[62]

[63]

[64]

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/54920?lang=en&region=CZ
(stazeno dne 25. 2. 2014).
http://www.cskb.cz/res/file/doporuceni/DM_verze%202012.pdf (staZzeno dne 25. 2.
2014).

Stojanovic V., Ihle S., Can. Vet. J. 52 (2011) 426-430.

Stewart Ch., Brown L., Poirier M., Pediatric Emergency Medicine Practice 3
(2006) 1-16.

http://www.hmdb.ca/metabolites/ HMDBO00606 (stazeno dne 21. 10. 2013).
http://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/analytical/applications/
lcms_hydroxyglutarates.html (stazeno dne 21. 10. 2013).
http://ghr.nlm.nih.gov/condition/2-hydroxyglutaric-aciduria (stazeno dne 21. 10.
2013).

Maier V.. Ovlivneni selektivity v analyze fyziologicky aktivnich latek kapilarni
zonovou elektroforézou, UP Olomouc, Olomouc 2006.

Ermakov S. V., Capelli L., Righetti P. G., J. Chromatogr. A 774 (1996) 55-61.

72


http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/54920?lang=en&region=CZ
http://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/analytical/applications/
http://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/analytical/applications/
http://ghr.nlm.nih.gov/condition/2-hydroxyglutaric-aciduria
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0021967396001744

