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Souhrn

Ptedlozena diplomova prace se zabyva studiem derivatizovanych cukrii pomoci
hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem (ESI) a laserovou desorpci ionizaci za
ptitomnosti matrice (MALDI). Préce je rozdélena do nékolika kapitol. Teoreticka ¢ast popisuje
principy ionizacnich technik a hmotnostnich analyzéitori publikovanych v literatufe pro
analyzu derivatizovanych cukrii. Ddle jsou v této kapitole uvedeny jednotlivé derivatizacni
postupy pouzivané pro cukry, zalozené piredevSim na dvou hlavnich mechanismech, a to na
reakci s karbonylovou skupinou nebo hydroxylovou skupinou cukru.

Praktickd cast diplomové prace je popsana ve dvou hlavnich kapitolach, a to
v Experimentéalni ¢asti a v kapitole Vysledky a diskuse. Experimentalni ¢ast je v€novana
ptipravé vzorki, experimentalnim podminkdm syntézy, instrumentaci a podminkdm méfeni.
Kapitola Vysledky a diskuse je rozdélena do tfech hlavnich podkapitol. Prvni podkapitola se
zabyva  optimalizaci  kvarternarizace = cukr@i  komeréné¢  dostupnym  Cinidlem
glycidyltrimethylamonium chloridem a analyze timto ¢inidlem derivatizovanych cukrii pomoci
hmotnostni spektrometrie s ESI a MALDI.

Druhé podkapitola se zabyva navrhem nového kvarternarizacniho ¢inidla na zakladé
uvah o analytické vSestrann¢j$i vyuzitelnosti takového cinidla a na zakladé¢ podobnosti
s komer¢nim ¢inidlem. Byla syntetizovdna dvé €inidla: (4-bromo-benzyl)-glycidyldimethyl-
amonium jodid (BBGDMA) a benzyl-glycidyldimethyl-amonium jodid (BGDMA). Pro
navrzené struktury byl nalezen synteticky postup a cinidlo bylo po urcité modifikaci
publikovaného postupu piipraveno.

Treti cast experimentalni testuje kvarternarizované cukry dvéma novymi Cinidly a

popisuje vysledky méfeni téchto derivatizovanych cikrii pomoci EST a MALDI.

Kli¢ova slova: analyza, cukry, derivatizace, kvarternarizace, hmotnostni spektrometrie.



Summary

This thesis is focused on the study of derivatized sugars by mass spectrometry with
electrospray ionization (ESI) and matrix-assisted laser desorption/ionization (MALDI). It is
divided into several chapters. The theoretical part describes principles of ionization techniques
and mass analyzers which are published in literature about derivatized sugars analysis.
Derivatization procedures for saccharides based on two main mechanisms, reaction with
carbonyl group or hydroxyle group of sugar, are also described in the this chapter.

Practical part is divided into two main chapters, Experimental section and Results and
Discussion. Experimental part describes sample preparation, experimental conditions of the
synthesis, instrumentation and measurement conditions. Section Results and Discussion is
divided into three main chapters. First chapter is focused on optimization of quaternization of
sugars by commercial available reagent glycidyltrimethylammonium chloride, and also on an
analysis by ESI and MALDI of sugars derivatized by this reagent.

Second subchapter deals with design of the new quaternization reagent under
consideration of analytical versatile usability of such agents, and on the basis of similarity to
the commercial agent. Two new reagents were synthetized: (4-bromobenzyl)-
glycidyldimethylammonium iodide (BBGDMA) and benzylglycidyldimethylammonium
iodide (BGDMA). A synthetic approach was found for the designed structures, and reagents
were prepared with some modifications in the procedure.

The last part describes experimental testing of two new reagents and describes results

of measurement derivatized sugars by ESI and MALDI.

Key words: analysis, sugars, derivatization, quaternization, mass spectrometry.
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1. Uvod

Cukry jsou obecné oznaceni pro sacharidy, organické slouceniny vyskytujici se ve vSech
zivych organismech. Slouzi jako zdroj energie, jsou to stavebni jednotky a biologicky aktivni
latky. Biologicky aktivni jsou bud’ samotné¢ molekuly cukrt, nebo jejich konjugéty s jinymi
molekulami. Modifikované sacharidy jsou soucasti bunécnych stén, jiné se vyskytuji jako
stavebni slozky nukleovych kyselin. Zelené rostliny sacharidy syntetizuji v procesu zvaném
fotosyntéza a predpoklada se, ze vice nez 50% susiny veskeré biomasy na Zemi ptipada na
polymery glukézy.!

Cukry je tfeba analyzovat z mnoha diivodl, které mizeme shrnout do dvou hlavnich
smérid. Prvnim je analyza obsahu cukri v potravindch, krmivech a 1é¢ivech (kvantitativni
analyza). Zde ma velky vyznam studium glykoproteind, proteoglykani a glykolipidd.?
Sacharidy existuji v fad€ isomernich forem a jsou to slouceniny opticky aktivni. Monosacharidy
se mohou vyskytovat v riznych strukturnich podobéach a oligosacharidy jsou zase rtzné
rozvétvené molekuly.?

Ptiblizn¢ 50% proteini produkovanych v eukaryotickych bunikach je posttranslacné
glykosylovanych. Glykosylace je navazani cukrii na jinou molekulu, pfedevsim bilkovinu. Tyto
glykoproteiny zahrnuji nékolik dtlezitych tfid makromolekul, jako jsou enzymy, hormony,
imunoglobuliny, transportni proteiny a dal$i. Znalost struktury cukru v téchto
makromolekulach je dilezita, protoze glykany ovliviiuji mnoho biologickych vlastnosti. Jedna
se o rozpustnost, farmakokinetické vlastnosti, rozpoznani receptory, antigenicita apod.*
Studium samotnych sacharidi nebo jejich konjugatl tedy miize pomoci porozumét tomu, jakou
roli hraje urcity cukr pfi nékterych patologickych stavech jako je rakovina, ateroskler6za nebo

napiiklad revmatoidni artritida.’



2. Cile diplomové prace

Cile Ize shrnout do nasledujicich bodu:

1.

testovani moznosti derivatizace cukrii komeréné dostupnymi derivatizaénimi Cinidly
umoziujicimi zlepSeni citlivosti a selektivity pii jejich analyze (vyuZiti Cinidel
nesoucich permanentni ndboj v molekule, napt. kvarternich amoniovych soli)

navrh struktury optimalniho derivatiza¢niho ¢inidla pro analyzu cukrii zaloZzenych na
soucasném vneseni kvarterni amoniové skupiny, vhodného chromoforu a (voliteln¢)
znacky poskytujici charakteristicky izotopicky profil do molekuly cukru

syntéza Cinidel s navrZenou strukturou

testovani pouzitelnosti cilen¢ syntetizovanych cCinidel pro analyzu vybranych cukrt

hmotnostni spektrometrii (s EST a MALDI ionizaci)



3. Teoreticka c¢ast

3.1. Cukry — struktura a rozdéleni

Z chemické podstaty jsou sacharidy polyhydroxyaldehydy (aldosy) a
polyhydroxyketony (ketosy) obsahujici minimaln& tii alifaticky vazané uhlikaté atomy.’
Existuji ve dvou strukturnich formach (linearni a cyklické) mezi nimiz se ustavuje chemicka
rovnovaha. Cyklickd forma sacharidu je umoznéna skrze vznik hemiacetalu s jednou
z ptfitomnych hydroxyskupin za vzniku péti¢lenného (furanosového) nebo Sesticlenného
(pyranosového) kruhu. Podle polohy hydroxylové skupiny na anomernim uhliku rozliSujeme
dva typy anomert (- a f-anomer), anomery jsou zvlastnim typem epimerd. Jednotlivé anomery
mohou piechdzet jeden v druhy v procesu zvaném mutarotace® (zména optické ota¢ivosti
redukujiciho sacharidu ve vodném prostiedi).

Mezi sacharidy fadime rovnéz struktury, které jsou od zakladnich typl sacharida
odvozené. Jedna se o aldonové kyseliny vzniklé oxidaci aldehydické skupiny, aldurové
kyseliny, vzniklé¢ oxidaci koncové hydroxylové skupiny a aldarové kyseliny, které maji
oxidované oba konce fetézce. Naopak redukci aldehydické skupiny vznikaji cukerné alkoholy,
tzv. alditoly, z nichZ b&zné znadma je latka sorbitol, ktera se vyuziva jako nahradni sladidlo.’

Sacharidy miZeme rozdélit na jednoduché (monosacharidy) a sloZené, které délime na
oligosacharidy a polysacharidy. Mezi monosacharidy fadime aldosy i ketosy, obsahuji pouze
jednu cukernou jednotku a maji 3-9 uhlikli, oznacujeme je triosy, tetrosy, pentosy atd.
Sacharidy obsahujici dv€ aZ deset jednotek oznacujeme jako oligosacharidy. Struktury
obsahujici vice nez deset monomernich jednotek oznacujeme jako polysacharidy, toto rozdéleni

vSak neni striktni.

3.2. Uvod k analyze cukrii

Jak bylo zminéno v tvodu diplomové prace, analyza sacharidii je nezbytnad pro
potravinai'sky a hospodarsky primysl. Vyznamné zastoupeni ma v medicin¢ a farmaceutickém
pramyslu pfi studiu biochemickych a biologickych pochodi, kterych se cukry ucastni.

Pokrok v pochopeni procest souvisejici se syntézou a pteménou cukri odehrévajicich
se v zivych organismech, byl v minulosti pomaly zejména pro nedostatek vhodnych
analytickych nastroja pro jejich identifikaci. Na rozdil od proteinti a nukleovych kyselin cukry
neobsahuji v molekule chromofor nebo fluorofor, coz analyzu béznymi technikami

znesnadiiuje.’



Urceni kompletni struktury oligosacharidii je mimofadné slozity problém, ktery
zahrnuje rozpoznani sekvence jednotlivych monosacharidii a zptisob jejich vétveni, ale také
isomerni pozici a anomerni konfiguraci kazdého jednotlivého monosacharidu v jeho
glykosidické vazbé a navic uréeni, zda se vyskytuji ve furanosové nebo pyranosové formé.

Ackoli je na trhu spousta pokrocilych analytickych pfistrojii pro identifikaci sacharidd,
jejich analyza stale neni rutinni zalezitost. Hmotnostni spektrometrie a nuklearni magneticka
rezonance jsou dnes spolu s chromatografii a elektroforézou zakladnimi nastroji pro analyzu
cukri. Pro fadu aplikaci je, zejména z divodii zlepSeni odezvy, nezbytné cukry uréitym
zpisobem derivatizovat. Samotné, tzv. nativni, tj. ni¢im nederivatizované cukry mohou byt
analyzovany spektroskopicky pii 195 nm, amperometricky nebo refraktometricky. Tyto metody
nejsou prilis citlivé.

Derivatizace molekuly cukru ¢inidlem absorbujicim UV zéafeni nebo fluorescenéni
zéafeni umozni sacharidy detekovat citlivymi metodami ve spojeni se separa¢nimi technikami
jako je HPLC, kapilarni elektroforéza nebo gelova elektroforéza (PAGE). Hmotnostni
spektrometrie at’ uz jako samostatna technika nebo ve spojeni se separacni technikou je silny
nastroj pro analyzu cukrl, protoZe dovoli analyzovat 1 nativni cukry. Derivatizace cukrii mize
ovSem nabidnout i pro oblast hmotnostni spektrometrie né€kolik vyhod a to pfedev§im ve
zvySeni citlivosti a odezvy jejich analyzy, poskytnuti charakteristickych signali a ptipadné

charakteristické chovani v koliznich spektrech.’
3.3. Hmotnostni spektrometrie

3.3.1. Princip techniky hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je v soucasnosti nejcitlivéjsi metoda molekulové analyzy,
kterd poskytuje informaci o relativni molekulové hmotnosti M, a struktufe analytu. Princip této
techniky spociva v produkei ionti, které jsou nasledné separovany na zakladé poméru jejich
hmotnosti a naboje (m/z). Vysledkem této analyzy je hmotnostni spektrum, coz je graf zavislosti
intenzity generovanych iontll na m/z. Hmotnostni spektrometr obsahuje nékolik zakladnich
¢asti: misto pro zavadéni vzorku, iontovy zdroj, hmotnostni analyzator, detektor a zatfizeni pro
zpracovani signalu. Existuje mnoho ionizacnich technik, které mizeme rozdélit do Ctyt skupin,
a to elektronova ionizace, chemicka ionizace, desorpéni ionizace a rozprasovaci techniky.
Vzniklé ionty jsou nasledné analyzovany podle jejich poméru hmotnosti a ndboje v zafizeni

zvaném hmotnostni analyzator. Analyzatory délime podle jejich principu na magnetické
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sektorové analyzatory, kvadrupolovy hmotnostni filtr (Q), iontova past (IT), analyzator doby
letu (TOF), Orbitrap a iontové cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci (FT-ICR).?

Tato diplomovd prace je zaméfena na hmotnostni analyzu monosacharidi a
polysacharidli. Sacharidy jsou polarni, termalné stabilni a relativné net€kavé latky. Hmotnostni
spektrometrie je pro tento typ latek vhodnd technika. Klicova je vSak vhodné volba tpravy
vzorku, zplisob jeho pfedseparace, typ iontového zdroje a rozsah hnmotnostniho analyzatoru.
Pro identifikaci monosacharidi nebo velmi malych oligosacharidii se stdle vyhodné pouziva
GC/MS metoda, ale pro tuto analyzu je nutno sacharidy upravit na t€kavé derivaty’ methylact,
acethylaci nebo trimethylsilylaci. Identifikace monosacharidi je pak zaloZena na porovnani
retenCnich ¢asii a fragmentacniho mechanismu s referen¢nimi vzorky. Oligosacharidy a
polysacharidy byly metodou GC/MS analyzovany po predbézné hydrolyze. Pro analyzu
sacharidt s vétsi molekulovou hmotnostni bez hydrolyzy byla pouzita cela fada postupti. Jako
prvni byla pouzita ioniza¢ni technika FAB (Fast Atom Bombardment-ionizace rychlymi
elektrony). Nasledovalo vyuziti ionizace elektrosprejem (ESI) a desorpce ionizace za pouziti
matrice (MALDI, matrix-assisted laser desorption/ionization).*!°

FAB technika poskytuje obvykle slaby signal. RovnéZ citlivost ESI neni pro vétSinu
aplikaci zaloZenych na nederivatizovanych cukrech pfili§ dobra. Oproti tomu fosforylované
nebo sulfatované cukry jsou dobie ionizované v zaporném modu ESI. MALDI technika je pro
analyzu cukrti vyhodn4, protoze dovoluje analyzovat jak nativni tak derivatizované cukry, navic
je pti analyze nativnich cukri, oproti ESI efektivngjsi.® Citlivost téchto analyz zavisi na pouzité
matrici. Derivatizace se v MALDI pouziva piedeviim pro zvyseni detekénich limiti.!! Vice

bude o derivatizac¢nich postupech pojednano v nésledujici kapitole.
3.3.2. lontové zdroje
Ionizace elektrosprejem (ESI)

Elektrosprej je m&kka ionizaéni technika vhodna pro analyzu stiedné polarnich latek az

S 24

pojednéno niZe, pro analyzu (bio)polymert. Casto se pouZivé pro spojeni se separaci v kapalné
tazi (HPLC a CE). Pti tomto zplsobu ionizace miize dochdzet ke vzniku vicendsobné nabitych

iontll, coZ miiZe byt uzitecné pii feSeni struktury biomakromolekul.
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Obrazek 1: Schéma uspotadani experimentu ionizace elektrosprejem (ESI).

ESI je technika, kterd umoziuje pfevedeni iontd z roztoku do plynné faze. Mechanismus
této ionizace se vyznacuje né€kolika procesy. Produkci nabitych kapicek elektrolytu, tedy
rozpusténého vzorku, dale zmensovani téchto kapicek v disledku odparovani rozpoustédla. Pii
odparovani rozpoustédla dochazi ke zvyseni hustoty povrchového naboje, pokud tato hodnota
prekro¢i kritickou hodnotu (tzv. RayleighGv limit), dochazi k tzv. Coulombické explozi.
Opakovany rozpad kapicek vede k velmi malym, vysoce nabitym kapi¢kam, ze kterych se
nakonec uvolni samotné ionty. Princip uvolfiovani iontl se popisuje dvéma zpiisoby. Prvni je
vypafeni rozpoustédla z malé kapicky nesouci jediny ion, tzv. model zbytkového naboje
(Charge residue) a druhy model, tzv. model iontového vypatovani (lon evaporation)
ptedpoklada vytrzeni iontu z kapicky pifi zmenSovani jejiho poloméru pod kritickou hodnotu.

V principu se tedy jednd o rozpraSovani kapalného vzorku na konci kapilary, na kterou
je vlozeno vysoké napéti, obvykle 3-5 kV. Napéti je vloZzeno mezi kapilaru a protéjsi elektrodu.
Proud kapaliny se na konci kapilary prodluzuje a na jejim konci se tvoii pomérné ostry konec,

zvany Tayloriiv kuZel, coz je v podstaté zacatek ioniza¢niho procesu. Rozprasovani miize byt
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podporovano pomocnym plynem ¢i kapalinou. Vzniklé ionty jsou vedeny iontovou optikou do
hmotnostniho analyzatoru.>!°

Existuji modifikace této techniky. Pro velmi malé pratoky vzorkt (nl/min) byl vyvinut
tzv. nanoelektrosprej — sprejovani z tenké kapilary bez zmlZzovaciho plynu. Dalsi modifikaci je
desorpcni elektrosprej (DESI), ktery se od klasického elektrospreje lisi tim, Ze je rozpraSovano
pouze rozpoustédlo na vzorek umistény ve vhodném uhlu ke sprejovaci kapilate. Vyhodou
tohoto usporadani je, ze lze analyzovat vzorek bez jakékoli upravy a pouzivd se dobie
v monitorovani vybusnin a drog na béznych typech povrchii jako jsou papir, plasty, vldkna,

kovy.!?

Matrici asistovana desorpce/ionizace laserem (MALDI)

MALDI je mékka ioniza¢ni technika vhodna pro desorpci netékavych a ,kiehkych*
(bio)molekul. Analyt je smichdn s matrici a pfeveden na ionty za pomoci laserového zatreni
vétSinou v oblasti ultrafialové oblasti spektra. Vinova délka se 1isi podle pouzitého laseru.
Standardné se v MALDI pouzivaji UV-lasery o vlnové délce 337 nm (dusikové lasery) nebo
355 nm (Nd:YAG solid state lasery). Mén¢ Casté je pouziti infraCervenych lasera.

Princip metody je zaloZen na absorpci zafeni laseru matrici, matrice pfeda ziskanou
energii molekule analytu a analyt je desorbovan, ionizovan a transportovan do hmotnostniho
analyzatoru. Samotna analyza je provedena tak, Ze se vzorek nanese na tzv. ,,maldi-plate”, coz
je nerezova desticka, ve které jsou vyznaceny spoty, na které se vzorek nanasi. Je pouzivano
n¢kolik technik pfipravy vzorku a jeho nanaSeni. Vzorek se bud’ rozpusti ve vhodném
rozpoustédle a smiché se s matrici pfed nanesenim na desticku nebo se matrice nandsi na jiz
pritomny vzorek na desti¢ce. Analyzovat se daji i pevné vzorky. Ty se vhodnym zplsobem
uchyti na MALDI desticce a nasledné¢ pokryji matrici (obvykle nasprejovanim nebo
nasublimovanim). Existuje velka Skala pouzivanych matric, ptiklady jsou uvedeny na
obrazku 2. Matrice obsahujici aromatické jadro absorbuji energii zateni laseru vétSinou v UV

oblasti spektra. Glycerol a jantarova kyselina absorbuji v infra¢ervené oblasti.
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a-kyano-4-hydroxyskoficova kyselina Nikotinova kyselina Jantarova kyselina
(HCCA) (NA)

Obrazek 2: Struktury matric bézn€ pouzivanych v MALDI.

Stejné jako elektrosprej je 1t MALDI mékka ionizacni technika. Na rozdil od ESI vznikaji
obvykle jen jednou nabité molekuly. Standardni MALDI je provadéno za vysokého vakua
(< 1Pa), existuji vSak i technicka feSeni pro laserovou desorpci ionizaci za atmosférického tlaku,
které vSak vykazuje niz$i citlivost z divodu ztrat analytu pfi jeho pfevadeéni do analyzatoru
(srazkami s molekulami pfitomnych plynt).

MALDI je dnes nepostradatelnd technika pro analyzu biomolekul (rutinné zejména
v proteomice), ale také pfi analyze syntetickych polymerd, v potravinafstvi, pii vyzkumu léciv
apod. Zéasadni vyhodou je, Ze umoziuje ptfimou analyzu povrchtl riznych materiali — vzorek
neni tieba prevadét do roztoku.*

Kvantitativni 1 kvalitativni MALDI analyza oligosacharidi v riiznych typech
glykoproteint stale zistava vyzvou. KliCova je zde optimalizace postupu upravy vzorku.
Derivatizace cukri v MALDI technice umoznuje zvySeni citlivosti analyzy a zjednoduSeni
interpretace fragmentace!® nebo spise uréeni spojeni jednotlivych monomerti v oligomerech.
Naptiklad perbenzoylované sialo-oligosacahridy jsou stabilni derivaty, které poskytuji
intenzivni signaly béhem MALDI experimentu. Navic koncové a(2 — 3) nebo a(2 — 6)
galaktozové jednotky oligosacharidi (NeuSNAc) prochazi charakteristickymi strukturalnimi
zménami béhem perbenzoylace, tedy umozni snadnéjs$i identifikaci spojeni jednotlivych

jednotek.'
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MALDI se da vyuzit jako samostatna technika, ale Ize ji rovnéz spojit i1 se separacni
technikou, a to v off-line spojeni, kdy jsou po semipreparativni chromatografické separaci

vzorku sbirany jednotlivé frakce, které jsou nanaseny na MALDI desticku.

Matrici asistovana desorpce/ionizace laserem s analyzatorem doby letu

(MALDI-TOF-MS)

Ionty produkované matrici asistovanou laserovou desorpci/ionizaci mohou byt
analyzovany za pouziti rozdilnych typti hmotnostnich analyzatort od kvadrupolového
analyzatoru, iontové pasti, po iontovou cyklotronovou rezonanci s Fourierovou transformaci
(ICR-FT-MS). Nicméné zdaleka nejpouZivanéjs$i analyzator ve spojeni s MALDI je
tzv. analyzator doby letu TOF-MS (time-of-flight mass spectrometer). Zdaleka nejbéznéjsim
typem TOF analyzatoru je axialni TOF hmotnostni analyzator. Princip TOF lze popsat
nasledovné. Desorbované ionty jsou urychleny silnym elektrickym polem, ziskavaji stejnou
kinetickou energii a prolétaji letovou trubici. lonty se stejnou kinetickou energii Ex a riznou
hmotnosti m (m/z hodnotou) budou mit odlisné rychlosti v, viz rovnice (z je nadboj iontu a e je

elementarni naboj).

2E,  |2zeU
m | m

v =

ME¢ti se Cas ¢, za ktery ionty doleti na detektor. Pomér hmotnosti ku naboji je dan

m_2 U(t)
z ¢ L

Ionty stejnych hmotnosti mohou dorazit na detektor v rozdilnych Casech, coz ve svém

vztahem:
2

disledku vede ke zhorSeni rozliSeni. Toto zhorSeni rozliSeni zptisobuje nejednotna distribuce
kinetické energie pfi ionizaci a také nerovnomérnost povrchu vzorku na MALDI desce.
Moderni hmotnostni spektrometry kompenzuji tuto rozdilnou distribuci tzv. opozdénou
extrakci iontdl. V tomto operacnim modu je elektrické pole mezi vzorkem a prvni elektrodou
drzeno na nule nebo velmi nizké hodnoté. Po velmi kratké dobé je toto pole zapnuto a ionty
jsou extrahovany do letové trubice. Pivodné pomalé ionty dohoni rychlejsi ionty stejné
hmotnosti. Tato fokusace je ovSem omezend do ur¢ité molekulové hmotnosti analytu (nad

hodnotu okolo 30 kDa se schopnost fokusace ztraci).
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Obrazek 3: Znazornéni procesu ionizace a analyzy iontd pti MALDI-TOF experimentu.

TOF-MS s reflektronem (rTOF)

Analyzator doby letu s reflektronem je dalsi provedeni, jak kompenzovat rozdilnou
pocatecni distribuci kinetickych energii iontii. Reflektron byl navrzen Mamyrinem a jeho
spolupracovniky.' Je to v podstaté série kruhovych elektrod, které tvoif homogenni elektrické
pole. Ionty, které maji sice stejnou hmotnost, ale vyssi kinetickou energii, proniknou hloubé&ji
do reflektronu nez ionty s nizsi kinetickou energii, tim se opozdi o ur¢itou dobu a dojde

k fokusaci iontii o stejné hmotnosti.*®

3.3.3. Hmotnostni analyzatory

V nasledujici podkapitole jsou popsany hmotnostni analyzatory, které byly pouzity pfi

derivatizacnich postupech v teoretické ¢asti diplomové prace.

Trojity kvadrupol (QqQ)

Kvadrupol je jednim z mnoha typli hmotnostnich analyzatorG. Je to v podstaté
hmotnostni filtr, ktery se skldda ze ¢tyt hyperbolickych nebo kruhovych ty¢i. Na protilehlé tyce
je vlozeno kladné nebo zaporné stejnosmérné napéti U a vSechny ty¢e jsou superponovany

vysokofrekvenénim napétim Vycoswt. lonty jsou akcelerovany do kvadrupélu napétim, obvykle
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10-20 V a mezi ty¢emi kvadrupolu zac¢nou oscilovat. V dany ¢asovy okamzik je oscilace
stabilni jen pro ionty s urcitou hodnotou m/z, ostatni ionty do detektoru neprojdou. Postupné
jsou proméfovany vSechny ionty podle m/z. Tyto hodnoty se nastavuji postupnou zménou
parametrl A, ktery souvisi se stejnosmérnym napétim a Q, ktery souvisi vysokofrekvencnim
napétim, pii jejich konstantnim poméru (4/Q = konstantni). Jak tyto parametry se sttidavym a
stejnosmérnym napétim souvisi, lze vycist z nasledujicich dvou vztaht (rp znaci polomér pole
kvadrupdlu):
_ 8eU _ 4elj,

mréw? mréw?

V modernich zatizenich se kvadrup6lovy analyzator spojuje do série tii kvadrupdlovych
analyzatoru za sebou, tzv. trojity kvadrupol (QqQ). Dalsi mozné spojeni je spojeni kvadrupdlu
s iontovou pasti nebo magnetického ¢i elektrického sektorového analyzatoru v kombinaci se
dvéma kvadrupoly (qQ) nebo spojeni kvadrupolu s analyzatorem doby letu (Q-TOF). Tato
usporadani se pouzivaji v experimentech tzv. tandemové hmotnostni spektrometrii MS/MS
(MS?). Experimenty jsou provadény tak, Ze se v prvnim analyzatoru vybere prekurzorovy ion,
ve druhém analyzatoru je tento ion ur€itym zplUsobem fragmentovan a posledni ¢ésti jsou
produktové ionty analyzovany. Toto provedeni miize byt i slozitéjsi v tzv. MS/MS/MS
experimentech i vys§ich poctech hmotnostnich analyzatorti a nebo s vyuzitim tandemu v Case

(iontova past). Tyto experimenty oznacujeme MS".?
Iontova past —IT

Ttidimenzionalni (sférickd) iontova past je analyzator tvoteny cylindrickou kruhovou
elektrodou a dvéma koncovymi elektrodami. lonty jsou kratkym pulsem ptivedeny do stfedové
oblasti vstupnim otvorem a jsou po urcitou dobu uvnitt pasti zadrzovany. lonty jsou skenovany,
vypuzeny z pasti podle m/z hodnot zménou charakteru elektrického pole.? Druhy typ iontové
pasti je tzv. 2D neboli linearni iontova past. Jedna se prakticky o kvadrupdl, na jehoz koncich
jsou umistény elektrody pro zadrzeni iontl uvniti pasti. Vyhodou tohoto uspotadani je, Ze tato

iontova past mé vétsi kapacitu oproti sférické pasti a nedochazi tak snadno k jejimu pieplnéni. '

Analyzator doby letu — TOF

Analyzator doby letu je vysoce rozliSovaci analyzator a typicky se pouziva ve spojeni
s MALDI ioniza¢ni technikou, proto bylo o ném vice pojednano v kapitole vénujici se této

technice.
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FTICR (Fourierova transformace iontova cyklotronova rezonance)

FTICR je typ hmotnostniho analyzatoru s nejvétsim rozliSenim mezi vSemi analyzatory.
Analyzy jsou provadény v krychlovité cele umisténé v silném magnetickém poli o indukci B.
Ion o urcité hmotnosti m s rychlosti v a nabojem z, se v silném magnetickém poli pohybuje
po cykloidalni trajektorii o poloméru r s pfisluSnou frekvenci w., kterd je inverzn¢ imérna
k hodnoté m/z. Radiofrekven¢nim pulsem je ion excitovan, polomér jeho trajektorie se zvysi a
ionty odpovidajici jedné m/z hodnoté se zatnou pohybovat ve fazi. Pohyb iontl generuje
indukovany proud, ktery je zaznamenavan. Ziskany interferogram je Fourierovou transformaci

pieveden na klasické spektrum. Pro FTICR plati nasledujici vztah?:

3.4. Derivatizace sacharidu

Derivatizaci sacharidii mtizeme provést obecné n€kolika zpisoby. Vyuzivaji se funkéni
skupiny sacharidil, tedy karbonylové a hydroxylové skupiny. Derivatizace také miize spocivat
ve tvorbe aduktii s vhodnymi Cinidly ¢i ionty, napiiklad sodnymi, draselnymi ¢i amonnymi.
Mezi derivatizac¢ni postupy vyuzivajici karbonylovou skupinu sacharidii fadime reduktivni
aminaci, tvorbu oximi, hydrazonti a Schiffovych bazi. Obecné reakce probihajici na
hydroxylovych skupinach jsou permethylace, peracetylace aj. Déle se daji vyuzit i specidlnéjsi
postupy, naptiklad reakce s fenylboronovymi kyselinami ¢i reakce se silanolovymi derivaénimi
Cinidly.

Derivatizaéni postupy pro tak polarni vzorky jako jsou sacharidy, byly nezbytné pro
techniku ionizace elektronem (EI). Pro analyzu mékkymi ioniza¢nimi technikami, jako je ESI
a MALDI jiz nejsou tak dalezité. Nekolika stupiiovy derivatizacni proces, ktery se pouziva pro
EIL muze znicit pracné piipraveny vzorek, hlavné pokud je ho malo. Také je riziko, ze alkalicka
methylacni reakce jako derivatizacni postup, bude hydrolyzovat alkalicky labilni, strukturné
nezndmy vzorek. Je ovSem pravda, Ze pokud se zavede do struktury cukru méné polarni
struktura, analyt se stane vice rozpustny v tékavejSich rozpoustédlech, coz mize poskytnout
zvyseni v citlivosti detekce.!? Dalsi studie také ukazuji, Ze zavedeme-li do molekuly sacharidu

naboj, klesaji limity detekce pro MS analyzu.?
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Obecné principy
a) Reakce na karbonylové skupiné
Tvorba Schiffovych bazi a reduktivni aminace

Reakci mezi karbonylovou skupinou sacharidu s aromatickymi nebo alifatickymi aminy
vznikaji Schiffovy baze. Tento zplsob derivatizace je hojné pouZivan, 1 kdyZ derivaty nejsou
prilis stabilni. Vyhodou je, ze tyto reakce probihaji pomérné rychle a lze je provést naptiklad i
na nerezové desticce urcené pro MALDI analyzu pfimichanim vzorku ke smési matrice a
¢inidla.'® Tvorba Schiffovych bazi je vlastng mezistupeni reduktivni aminace. Pokud do reakce
ptiddme redukéni €inidlo, vznikne sekundérni amin. Obecny princip této reakce je zndzornén

ve schématu 1.

OH OH OH
H* Redukce OH
HOMOH H.NR HO 2 N-R HO N
=N- HO
HO OH 2 HO OH OH
Schéma 1

K reduktivni aminaci se d& vyuzit Sirokd Skdla amini, reakce probihd vétSinou
v dimethylsulfoxidu (DMSO) v piitomnosti octové kyseliny (AcOH), protoze v kyselém
prostfedi dochazi k otevieni poloacetalové formy sacharidu. Jako redukéni ¢inidla se pouzivaji

kyanoborohydrid (NaCNBH3), dimethylaminoboran, NaBH(OAc)s a pyridin-boran.?
Priprava kvartérnich aminu z oximu

Jedna se o reakci aldehydické skupiny se substituovanym hydroxylaminem za tvorby
oximu, nasledovana redukci a naslednou permethylaci. Behem permethylace dojde k eliminaci

benzylové skupiny nebo p-nitrobenzylové skupiny a k tvorbé& kvartérniho aminu.?

OH OH OH
o] OH
- Redukce OH
HamOH HAN-OR HﬁMNOR HO&H—OR
OH OH 0

H

OH
R: -CH,-Ph
R: “‘u/\@ OCHs

No2 Hﬁi%wzmcm)g

OCH,

Schéma 2
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Tvorba hydrazonu (acylhydrazonii) z hydrazinu (hydrazidii)

Hydraziny reaguji s aldehydickou skupinou za tvorby hydrazont. Pro zvyseni detekce
v MS se pro derivatizaci pouziva fenylhydrazin. Blize bude o podminkéach této reakce
pojednano v dalSim textu. Obecna reakce je zobrazena ve schématu 3. Reakce hydrazinu (N2H4)
s aldehydem nema pro analytické cely velkou vyhodu, ale vznikly hydrazon mtze reagovat
s fluorescaminem za tvorby fluorescenéniho produktu. Tvorbou hydrazonli mizeme do
molekuly zavést permanentni ndboj. Jeho pritomnost umoznuje citlivou detekci v ESI a

MALDI. Nejbéznéjsi je pouziti hydrazidd jako jsou Girardovo €inidlo T nebo P.

OH OH
Q H,N-NHR OH
HO 2
HomOH HO =N
OH HO '
OH NHR
Schéma 3

b) Reakce na hydroxylovych skupinach
Obecné se pouzivaji rizné techniky, at’ uz tvorba etherli nebo esterti, tvorba oximi,

trimethylsilyl derivati apod. Tento zplsob derivatizace se nejcastéji pouziva v GC/MS

analyzach.
OH OR
0]
Hom Q
HO o N Rgomo&
OR
R: -CH3
R: -COCHj
R: -Si(CH3)3
Schéma 4
Permethylace

Nejvice pouzivand technika pro snizeni polarity a vzrast stability pro analytické
techniky GC/MS a FAB-MS. Dnes se také pouziva v nov¢jsSich technikach jako je MALDI a
ESI pro zvySeni citlivosti a poskytnuti informaci o struktufe cukru z fragmentacnich
mechanismi. Permethylace je béZna metoda 1 v MS analyze glykanid. Jedna z hlavnich vyhod
methylace nad jinymi alkylaénimi nebo acyla¢nimi technikami je to, Ze methyl je relativné maly
a hydroxylovych skupin je ve struktufe mnoho, takze (oproti vétsSim alkylim a arylim) pftili§
nevzroste jejich molekulova hmotnost. Kvantitativni provedeni téchto reakci je ze vSech

nejméné jeden Cistici krok. Jako methylacni ¢inidlo se nej€astéji pouziva methyljodid, reakce
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Casto probihaji v DMSO a do smési se ptidava silnd baze jako je hydrid sodny, hydroxid sodny
apod. Vyhodna je tato technika naptiklad pro derivatizaci sulfatovanych struktur pii MALDI
analyzach. Nejprve se cukr podrobi methylacni reakci, pak se odstrani sulfatova skupina a
hydrolyzovand hydroxyskupina se methyluje deuterovanym methyl jodidem, pocet sulfatovych
skupin pak mize byt zjiStén z posunti molekulovych hmotnosti, které vznikly diky izotopické
znadce.?

Peracethylace

Peracethylace je méné pouzivand nez permethylace, také z divodu vétSiho nartstu
molekulové hmotnosti. K derivatizaci se pouziva acetanhydrid s pyridinem nebo octanem
sodnym jako katalyzatorem. Vyhodou pouziti systému acetanhydrid/pyridin je, Ze se jedna o
tekavé latky, které mohou byt snadno pred analyzou odpateny. Tato derivatizace se vyuziva

ptedevsim v GC/MS.
Trimethylsilyl derivaty

Nejvétsi pouziti maji v GC/MS. Reakce probihd v pyridinu s hexamethyldisilazanem
(HMDS) katalyzovana trimethylchlorosilanem. Tato technika se vSak v metodach jako je
MALDI apod. pfili$ nepouziva. Cukr mize byt pteveden na TMS derivaty také modifikovanym
zplisobem, a to nejprve reakci cukril s hydroxylaminem a nasledn& hexamethyldisilazanem,’
viz schéma 5. Kombinace tvorby alkyloximt, nasledné pfevedeni na kvartérni amoniovou stl

a permethylace, jako jeden z derivatiza¢nich postupii vhodnych pro ESI, MALDI byl

diskutovan vyse.

OH

OH OTMS
Q NH,OH OH HMDS
HO%OH HO TMSO OTMS
OH OTMS

Schéma 5
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Tabulka 1.: Podminky derivatiza¢nich postupli uvedenych v teoretické ¢isti diplomové prace.

Cinidlo Reakéni podminky Pouzité cukry Metoda
Fenylhydrazin Voda/methanol Gluko6za, mandza, HPLC-ESI-MS
(PHN) 70-80°C, 1hodina. N-acetyl-galaktosamin, ESI-QqQ-MS
N-acetyl-glukosamin, MALDI-TOF
Vodny roztok cukru, N-acetyl-mannosamin, S-laktoza,
methanolicky roztok ¢inidla  2’-fucosyl-laktosa, sialyllactosa
na MALDI plate; N-glykany oddélené
pokojova teplota, 40 minut.  z ovalbuminu.
Ethyl ester Kyselina octova/DMSO N-glykany uvolnéné ESI-IT-MS
4-aminobenzoové  90°C, 10 hodin. z glykoproteind HPLC-UV
kyseliny (ABEE) [(GleNAc)(Man)s g9 ESI-Q-TOF
Methyl ester DMSO (bezvody), kyselina (GlcNACc)46(Man)s
4-aminobenzoové octova, kyanoborohydrid (GlcNAc)4-s(Man);
kyseliny 65°C 2 hodiny. (Gal)2(GleNAc)4(Man)s(Fuc)]
(ABME) maltoheptaosa,
Butyl ester lacto-N-fucopentaosa, lacto-N-
4-aminobenzoové tetraosa, lacto-difucotetraosa,
kyseliny lacto-N-difucohecaosa,
(ABBE) laminarihecaosa, isomaltoheaosa.
BACH Acetonitril/methanol/voda Xyldza, riboza, arabindza, fukéza, ESI-IT-MS
90°C, 1 hodina. glukoza a, fruktdza, mandza, MALDI-TOF-MS
laktdza, maltdza,
N-acetylglucosamin, sialova
kyselina.
Fenylboronové Roztoky fenylboronové Glukoza, fruktoza, galaktoza, DESI-IT-MS
kyseliny kyseliny ve vodé s NH;OH N-acetyl-glukosamin, maltéza,
nebo voda/acetonitril; cukry  celobidza, maltoheptaosa, lidské
ve vode. sérum.
1-aryl-3-methyl-5-  Acetonitril, voda Glukoza, galaktoza, xyloza, ESI-IT-MS
pyrazolon (AMP) 60 °C, 4 hodiny. manodza, rhamnosa, glukuronova HPLC-MS
PMP kyselina, arabinoza, fukoza, MALDI-TOF
PMPMP Methanol, amoniak glukosamin, galaktosamin,
NMP 70°C, 70 minut. N-acetyl-galaktosamin,
PPMP galakturonova kyselina,
Methanol, NaOH glukuronova kyselina, arabindza.
70°C, 2 hodiny.
Girardovo Methanol/octova kyselina B-cyklodextrin, ovalbumin, ESI-IT-MS
¢inidlo P (GP) 70°C, 3 hodiny. ribonukleaza B, porcin IgG, bovin HPLC-MS
IgG.
3-aminochinolin DMSO (bezvody), kyselina  N-glykany uvolnéné ESI-Q-FOT
(3-AQ) octova, kyanoborohydrid z glykoproteinid
65°C 2 hodiny. [(GlcNAc)2(Man)s 6.0
(GlcNACc)46(Man)s
(GICNAC)Lg(Man):;
(Gal)2(GlcNAc)s(Man)s(Fuc)i].
2-aminoakridon DMSO (bezvody), kyselina ~ N-glykany uvolnéné ESI-Q-FOT
(2-AMACQ) octova, kyanoborohydrid z glykoproteini.
65°C 2 hodiny. [(GlcNAc)2(Man)s 6.0
(GlcNACc)46(Man)s
(GICNAC)Lg(Man):;
(Gal)2(GlcNAc)s(Man)s(Fuc)].
4-amino-N-(2-diet = DMSO (bezvody), kyselina  N-glykany uvolnéné ESI-Q-FOT
hylaminoethyl)ben octova, kyanoborohydrid z glykoproteind MALDI-TOF
zamid (DEAEAB)  65°C 2 hodiny. [(GleNAc)2(Man)s 6.9 RP-HPLC
(GICNAC)446(Man)3

(GlcNAc)s-3(Man)s.
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Methanol, kyanoborohydrid,
kyselina octova, cukr ve
vodé¢,

80°C, 1 hodina.

(Gal)2(GlecNAc)s(Man)s(Fuc)i].
MangGlcNAc,

Glykoprotein ribonukleasa B,
transferin (substraty pro
enzymatické St€peni),

peptid-N-glykosidasa F,
maltohexaosa.
2-aminopyridin DMSO (bezvody), kyselina ~ Galactosa, gluk6za, mannosa, ESI-G-TOF
(2-AP) octova, kyanoborohydrid glukosamin, fucosa, lactosa, ESI-MS-MS
65°C 2 hodiny. fucosyllaktosa, sialyllaktosa, HPLC-MS
oligosacharidové standardy MALDI-TOF
Kyselina chlorovodikova, (M3N2, NGA3, NGA4).
100°C, 13 minut
Kyanoborohydrid
90°C, 15 hodin.
Octova kyselina
90°C, 60 min
dimethylaminoboran
(voda/octova kyselina)
80°C, 60 min.
2-aminobenzamid DMSO (bezvody), kyselina  Standardy glykant, ESI-Q-TOF
(BA) octova, kyanoborohydrid exoglykosidasy, f- HPLC, PAGE
65°C 2 hodiny. galaktosytransferazy, PNGasa F,  MALDI-TOF
ovalbumin, lidské sérum al-
DMSO/octova kyselina, kysely glykoprotein, lidské sérum
NaCNBH3, IgG.
pokojova teplota, 3 hodiny.
Girardovo Methanol/octova kyselina, N- a O- spojené oligosacharidy. MALDI, ESI-
¢inidlo T (GT) 75°C, 3-4 hodiny. Lidsky imunoglobulin G(IgG), magmeticky
1% octova kyselina/metanol, ovalbumin, maltoheptaosa, analyzator
25°C, 4 hodiny. maltohexaosa, maltopentaosa, MALDI-TOF

maltotetraosa, maltotriosa.

Benzylamin +

Methanol/octova kyselina,

Maltoheptaosa, maltohexaosa,

MALDI-TOF-MS

dimethylce roztok sacharidu ve smési maltopentaosa, maltotetraosa,

voda/methanol maltotriosa, lidské mlé¢né

80°C, 45 minut. oligosacharidy.
Anilin (An), N,N- DHB (voda/ACN) + An Ovalbumin, maltohexaosa, MALDI-TOF-MS
dimethylanilin nebo DMA, reakce na maltopentaosa.
(DMA) MALDI plate.
Ethidium bromid 10% (V/V) DMSO v ACN. N-glykany z ovalbuminu. MALDI-TOF-MS
(EB)

1,2-diaminy

Jod, octova kyselina,
pokojova teplota, 6-12
hodin.

Xyloza, ribdza, rhammosa,
arabinoza, fukoza, glukosa,
manoéza, galaktéza, N-acetyl-d-
glukosamin, glukuronova
kyselina

MALDI-TOF-MS

Methyl jodid DMSO, NaOH (NaH) Dextran, glucomannan, MALDI-TOF-MS
(Mel) Pokojova teplota, nékolik B-1,3-glukan, pullan,
hodin. arabinoxylan, xylan,
arabinogalaktan.
9-aminofluoren Voda, NaHCO3;, methanol, Linearni a vétvené MALDI-FTICR
(9AmFL) octova kyselina, NaCNBH3;,  oligosacharidy.

80°C 2 hodiny.
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NH2 Ho NH,
HoN NO Ji:[
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J
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HoN O
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1,2,5-Oxadiazol-3,4-diamin 9-Aminofluoren

Obrazek 4: Struktury ¢inidel pouzitych k derivatizaci.

3.4.1. Derivatiza¢ni postupy pro ESI analyzu
3.4.1.1. Derivatizace na karbonylové skupiné

Prvni techniku, kterou v této kapitole uvedu je derivatizacni reakce zalozena na znaceni
sacharidli fenylhydrazinem (PHN). Jedna se o jednu z nejjednodu$sich a nejstarSich
derivatiza¢nich procedur, které se pro analyzy cukri pouzivaji. !’ Lattové a kolektiv ve své praci
popisuji derivatizacni Cinidlo fenylhydrazin pro MS analyzu s ESI ionizaci i MALDI. Toto
derivatizacni ¢inidlo pouzili pro jeho jednoduchost a také proto, Ze se do reakce neptidavaji
74dné soli.'® Jak ukazuje schéma 6, jedna se o reakci karbonylové skupiny s fenylhydrazinem
za vzniku hydrazonu. Tato derivatizace zvySuje citlivost UV 1 MS detekce. Dobrych vysledka
bylo dosazeno pii pouziti HPLC/ESI-MS, pfimym zavadénim roztoku vzorku do ESI-MS a
MALDI-TOF. Experimenty byly provadény s komerén¢ ziskanymi malymi sacharidy
(D-gluk6za, D-mandza, f-laktoza), vétsimi standardnimi N-glykany a N-glykany oddélenymi
z ovalbuminu (protein z vaje¢né¢ho bilku). Derivatizacni postup je vhodny pro analyzu
N-glykanti, nebot’ neznici glykosidickou a acetylovou vazbu.

Derivatizace je pomérmné jednoduchd. Zahrnuje rozpusténi cukru v destilované vode,
pfidani fenylhydrazinu (pro velké molekuly oligosacharidii methanolického roztoku
fenylhydrazinu) a zahfivani reakéni smési na 70-80°C po dobu jedné hodiny. Po ochlazeni se

extrahuje nezreagovany fenylhydrazin ethylacetaitem. ESI-MS experiment byl provadén na
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Quattro-LC (Micromass) vybaveny Z-sprejem a trojitym kvadrupdlem. Analyzy byly
provadény bud’ pfimym nasttikem nebo ve spojeni s HPLC/ESI-MS. Vsechny derivaty malych
sacharidli poskytovaly charakteristické signaly [M+H]*, [M+Na]" a [M-H]. V tandemovych
ESI-MS/MS spektrech po izolaci [M+H]" ionti byly pozorovany ztraty monosacharidovych
jednotek. Detekéni limit pro derivatizovanou laktézu byl 20 pmol a pro nederivatizovanou
300 pmol (byla testovana ekvimolarni sm&s PHN-laktozy a laktozy o koncentraci 107 mol-1;
detek¢ni limit byl definovan jako mnozstvi materidlu potiebného k produkci [M+H]+ iontd s

pomérem signal/Sum 4:1).

OH

o OH
HO% T How
HO OH™oH  70-80°C, 1h HO o N
)

Schéma 6

Dalsi derivatizacni postup zaloZeny na tvorbé hydrazonil, je reakce polysacharidl s
ethylesterem p-aminobenzoové kyseliny (ABEE). Autofi'® pouzili jako analyzator iontovou
past. Tento pfistup je zaloZen na reakci ¢inidla a uzaviené formy glukosaminu a detekci ESI-MS
v negativnim modu. Autofi se zabyvali studiem struktury oligosacharidi (maltoheptaosa,
lacto-N-fucopentaosa, lacto-N-tetraosa, lacto-difucotetraosa, lacto-N-difucohecaosa,
laminarihecaosa, isomaltoheaosa) a to predevs§im jejich sekvenci a zplisobem vétveni. Pro
linedrni ABEE-znacené oligosacharidy plati, ze fragmentace prvniho spojeni mezi
monosacharidovymi jednotkami je stejnd jako pro ABEE-derivatizované disacharidy.
Fragmentacni rozpady mezi dalS§imi jednotkami odpovidali fragmentaci nederivatizovanych
oligosacharidi. Pro vétvené oligosacharidy byla situace komplikovanéjsi. Nicméné byly
nalezeny specifické fragmenty spolecné obéma typtim oligosacharidii. Vazby odpovidajici
rozvétvenym oligosacharidiim zde byly jednoznaéné potvrzeny. Derivatiza¢ni postup spocival
v rozpusténi oligosacharidii v roztoku ABEE (octova kyselina/DMSO) a roztok byl inkubovan
pti 90°C po dobu 10 hodin. Vzorky byly izolovany pfecisténim na kolonce a lyofilizaci.

Navrzend podoba derivatizovaného oligosacharidu je ukazana na obrazku 5.
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Obrazek 5: Autory navrzena struktura derivatizovaného oligosacharidu.

Naésledujici derivatizacni postup je vhodny jak pro analyzu malych sacharidd, tak i pro
analyzu komplext sacharidi a oligosacharidii uvolnénych z ovalbuminu. Jedna se o pfeménu
vSech cukri na biotinové derivaty pomoci inkubace cukru s hydrazidem biotinaminokapronové
kyseliny (BACH). Reakce je ukdzana ve schématu 7. Tyto derivaty mohou byt pouzity ve
strukturni analyze oligosacharidi. Experimenty byly provadény na MALDI-TOF-MS a na
ESI-IT-MS. Derivatizace byla provedena jednoduSe rozpusténim cinidla BACH v 30 %
acetonitrilu a tento roztok byl smichan s pfisluSnym cukrem, ke smési byl déle ptidan roztok
MeOH/voda (95:5) a probéhla inkubace po dobu jedné hodiny pii 90°C. Vzniklé konjugaty
byly pfed méfenim piecistény na C18 kolonce. Méfeni bylo potom provadéno hmotnostni
spektrometrii s ESI a vyuzitim ¢ipové technologie (HPLC-Chip/MS; HPLC ¢ip obsahoval
kolonku s rozméry 0,075x43 mm, naplnénou poréznim grafitizovanym uhlikem). V ESI byly
pii kladné ionizaci pozorovany ionty [M+H]" malych sacharidii. Pro analyzu sacharidi
obsahujicich sialovou kyseliny byla pouzita ionizace negativnimi potencialy a dominantnimi
ionty byly [M-H]. Derivatizaci byla citlivost zlepSena aZz tifikrat oproti analyze
nederivatizovanych cukr a bylo mozné ziskat informaci o glykosylaci specifickych
glykoproteinii s malymi naroky na ¢isténi vzorku. Autofi nakonec provedli i experimenty

LC/MS.2

1
OH OH aN NH
HO 0 BACH, ACN HOM/ Q H
HO OH . HO /N\NJJ\/\/\/N S
OH 90°C, 1h OH H I

Schéma 7
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Naésledujici derivatizacni postup byl proveden s izotopicky znacenym i neznacenym
¢inidlem — Girardovo €inidlo P na analyzitoru s linearni iontovou pasti. Autofi*' vychazi
z publikovanych praci, kdy byla pouzita ¢inidla jako Girardovo ¢inidlo T, karboxymethyl-
tripropylamonium hydrazid a glycidyltrimethylamonium chlorid pro derivatizaci cukri a
Girardovo ¢inidlo P pro derivatizaci proteind.

Autofi toto ¢inidlo pouzili pro kvantitativni analyzu rozdili v expresi N-glykant
raznych biologickych vzorkl pro vyzkum glykanovych biomarkert riznych onemocnéni. Tato
derivatizacni metoda umoznuje zavedeni kationtové skupiny do molekuly cukrli. Ve své praci
publikuji derivatizacni metodu pro modifikaci glykanl isotopicky neznadenym a znacenym
¢inidlem. Znacené ¢inidlo obsahuje pét atomt deuteria (oznac¢ime jako ds5-GP) a neznacené
zadné deuterium neobsahovalo (dp-GP). Cukr derivatizovany ds5-GP Cinidlem je zobrazen ve
schématu 8. GP-derivatizované cukry davaji jednodussi spektra, které nejsou komplikované
aduktovymi ionty, coz dovoluje rychlé a citlivé kvantitativni srovnani mezi rozdilnymi typy
glykani. Tonty glykant derivatizovanych dp-GP a ds-GP ¢inidlem vykazovaly ionty [M]" a
[M]"+ 5 Da. Analyza byla provedena na LC/MS s vyuzitim hmotnostniho spektrometru LTQ
XL.

Pti reakci mezi karbonylovou skupinou cukru a ¢inidlem dochazi k tvorbé hydrazonu,
presnéji acyl hydrazonu, viz schéma 8. Derivatizace N-glykant byla provedena rozpusténim

glykoproteint ve smési methanol/octova kyselina, pfiddnim ¢inidla GP a zahiivanim na 70°C

po dobu tii hodin.
OR

QRa * H H(D)

Rp% GP, MeOH/ACOH ~ R;0 OH N ®_L__H(D)
RO OH = RO =N

2 Rq 70°C, 3 h R1 o} _
(D)H H(D)

H(D)

Schéma 8

Derivatiza¢ni c¢inidlo, které bylo pouzito pro analyzu sacharidii ve spojeni s ESI a
linedrni iontovou pasti jako analyzdtorem (LTQ XL, Thermo Scientific), je
1-(4-isoproply)fenyl-3-methyl-5-pyrazolon (PPMP).  Experimenty byly provadény bud
piimym néasttikem, nebo ve spojeni s HPLC. Autofi*? pracovali se tfindcti monosacharidy a
¢inidlo PPMP bylo pfipraveno laboratorné. Derivatizacni postup byl nésledujici.
K methanolickému roztoku PPMP byl pfiddn vodny roztok monosacharidu a amoniaku.
Reakeéni smés byla 70 minut termostatovana na 80°C. Po prob&hnuti reakce byla smés odpafena
do sucha proudem dusiku, k suchému odparku byl pfidan 1 ml vody a byla provedena extrakce

dichlormethanem pro odstranéni nezreagovaného ¢inidla. Vodna vrstva byla analyzovana.
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Vsechny PPMP-znacené monosacharidy poskytovaly charakteristické fragmenty pro
redukujici cukry. Tyto fragmenty jsou diagnostické pro identifikaci monosacharidii vedle
dalsich molekul, které obsahuji aldehydickou skupinu a rovnéz reaguji s PPMP c¢inidlem.
Pozorované fragmenty mizeme rozd¢lit do dvou skupin. Prvni skupinou jsou ionty vznikajici
po ztrat¢ jedné az tifi molekul vody nebo po deaminaci. Tyto procesy jsou typické pro
hexosaminy (GIcN, GalN). Druha skupina fragmenti odpovida intenzivnim iontim
odpovidajicim charakteristickému $tépeni vazby uhlik-uhlik v kostfe sacharidu.

Honda a kol. 2 ve své praci pouzili nejprve 1-fenyl-3-methyl-5-pyrazol (PMP).
Derivatizace je provadéna za slabé bazickych podminek a je kvantitativni. V dalsi praci®* jsou
popisovana strukturné podobna derivatizacni ¢inidla pouzitd pro HPLC/ESI-MS/MS analyzu.
Hmotnostni spektrometr byl vybaven iontovou pasti. Tato metoda byla neustale zlepSovana
pouzitim derivatd jako 1-(4-methoxy-fenyl)-3-methyl-5-pyrazol (PMPMP), 4-(3-methyl-5-
oxo-2-pyrazolin-1-yl)benzoovéa kyselina (PMPA) a 1-(2-naftyl)3-methyl-5-pyrazol (NMP).
Studie poskytuje srovnani analytickych parametrti pfi derivatizaci monosacharidt fadou 1-aryl-
3-methyl-5-pyrazolt. Derivatizované cukry byly analyzovany LC s UV a ESI-MS/MS detekci.
Za pouziti derivatizace PMP byly od sebe na reverzni fazi dokonale odseparovany glukoza a
galaktoza, zatimco derivatizaci NMP je mozno od sebe oddélit arabindézu a xylozu.

Mechanismus reakce se vSemi ¢inidly, tedy PMP, PPMP, PMPMP, PMA, NMP je ukazan ve

schématu 9.
OH
HO OH OH
CHj =0
CHs HO OH HO or
NEN baze | NN HO 0
R N OH
N , s — N-Ar
\ Hac” N
Ar = fenyl (PMP)
Ar = 4-methoxyfenyl (PMPMP) 20
Ar = 2-naftyl (NMP)
Ar = 4-isopropylfenyl (PPMP)
CHs
N— r Ar/N OH
HO 0]
e} OH
HO
— N-Ar
Hac” N
Schéma 9
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Na tuto praci navézala skupina autord®’, ktefi charakterizovali cukry pomoci dvou
derivatizacnich ¢inidel (2-aminopyridin (2-AP) a PMP). Autofi v této praci pouzili trochu
odli$ny derivatizacni postup pro reakci s PMP. Roztoky cukrii vysusili, ptidali roztok NaOH a
PMP v methanolu, smés zahtivali na 70°C po dobu 2 hodin. Smés nésledné neutralizovali
kyselinou chlorovodikovou a provedli extrakei pro odstranéni organické faze ptidanim 0,5 ml
vody a 1 ml chloroformu (extrakci tfikrat opakovali). Derivatizaci Cinidlem 2-AP provedli
pfidanim ¢inidla v octové kyseliné k jednotlivym cukrim a smés zahtivali na 90°C po dobu
60 minut, dale ptidali redukéni ¢inidlo — dimethylaminoboran (ve vodé a octové kyselin€) a

smeés zahtivali na 80°C 60 minut.

OH OH
1.H*, 2-AP; 90°C, 1h OH
HO OH™oH 2. boran-dimethylamin, HO on \
80°C, 1h 72N
Schéma 10

Vysledky ESI méfeni ukazaly, Ze vSechny typy malych cukrit mohou byt zna¢eny PMP
za tvorby relativné stabilnich bis-PMP derivati. Ve spektru derivatizované laktézy byla
pozorovana ztrata galaktdozy a jedné PMP skupiny. PMP-slouceniny mély pti MS analyze
citlivost stokrat vyssi nez nederivatizované cukry a desetkrat vyssi nez 2-AP-derivaty. PMP
derivaty jsou také 1épe separovatelné na HPLC neZ 2-AP derivaty. Derivatizace ¢inidlem PMP
byla tedy vybrana pro studium vétSich oligosacharidii. Princip této techniky je reduktivni
aminace a bude o ném vice pojednano v kapitole ,,Derivatiza¢ni postupy pro MALDI-MS*.

Harvey?® publikoval v roce 2000 praci o derivatizaci N-glykant na aldehydické skuping
redukujiciho konce sacharidi velkym poctem derivatizacnich cinidel s aminoskupinou.
Ptipravy derivatu byly zaloZeny na reduktivni aminaci nebo tvorby Schiffovych bazi
z 2-aminobenzamidu (BA), 2-aminopyridinu (2-AP), 3-aminochinolinu (3-AQ),
2-aminoakridonu (2-AMAC), 4-amino-N-(2-diethylaminoethyl)benzamidu, methyl (ABME),
ethyl (ABEE) a butyl esteru 4-aminobenzoové kyseliny (ABBE).

Derivatiza¢ni postup zahrnoval rozpusténi vysuSeného glykanu v bezvodém DMSO,
pfidani octové kyseliny a nadbytku aminu. Nasledovalo pfidani redukéniho Ccinidla
kyanoborohydridu na findlni koncentraci 1 mol-1" tohoto ¢inidla v reakéni smési. Smés byla
zahiivana na 65°C dv¢ hodiny. Schiffovy baze byly pfipraveny stejné, pouze se do smési

nepiidalo redukéni €inidlo. Oba postupy byly porovnany. Pfipravené Schiffovy baze byly malo
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stabilni a vytéZky reakci byly nizké. Jejich MS/MS spektra [M+Na]" ionti byly podobné
spektrim derivatl ptipravenych reduktivni aminaci.

Tato studie ukézala, ze derivatizacni Cinidlo ma velmi maly vliv na fragmentacni
mechanismus. Pro vS§echny derivaty byly kromé derivatht DEAEAB dominantni ionty [M+Na]".
Autoti dale zjistili, Ze vysoké napéti na kapiléafe, které pouzili pro maximalizaci vytézku

[M+Na] " iontl vedlo k &aste¢né fragmentaci, coz komplikovalo MS spektra.

3.4.1.2. Derivatizace na hydroxylovych skupinach

Metoda umoziujici derivatizaci na hydroxylovych skupindch je derivatizace
fenylboronovou kyselinou. Ta byla pouzita pro analyzu glukozy, fruktozy, galaktozy,
N-acetyl-glukosaminu, maltézy, celobidézy, maltoheptaosy a lidského séra. Derivatizované
cukry byly analyzovany z teflonového povrchu s vyuzitim DESI a iontové pasti. Experiment
byl proveden tak, Ze elektrosprej ESSI (elektrosonic spray ionization) generoval nabité
mikrokapicky obsahujici fenylboronovou kyselinu a vzorek roztoku cukru byl pfivadén
kapilarou na DESI povrch. lonty byly analyzovany na pfistroji LCQ DECA nebo LCQ DECA
MAX (Thermo Finnigan).

Autofi také porovnavali reaktivitu fenylboronové kyseliny s kyselinou
3-nitrofenylboronovou. 3-Nitrofenylboronova kyselina je mnohem reaktivnéjsi, coz lze vidét
z porovnani vysky signalit hlavnich pikt 328 m/z vs. 282 m/z (16:1). Za tuto reaktivitu je
zodpovédna elektrony odpuzujici nitro skupina (EWG: ,,electron withdrawing group”). Dalsi
pokusy byly provedeny s jodidem N-methyl-4-pyridinboronové kyseliny (Schéma 12). Byla
porovndna intenzita signalli mezi timto derivatiza¢nim ¢inidlem a Girardovym ¢inidlem T jako
zastupcem kladn€ nabitého derivatizacniho ¢inidla. Intenzita piku 282 m/z odpovidajici glukdze
derivatizované jodidem N-methyl-4-pyridinboronové kyseliny byla piiblizn€ 12 krat vyssi nez
intenzita iontu z DESI Girardova ¢inidla T. Vysledek zifejm¢ ukazuje na to, Ze tvorba esteru
boronové kyseliny je snaz$i neZz tvorba hydrazonli za podminek DESI experimentu.
Pti porovnani reaktivity v  DESI experimentu za pouziti fenylboronové kyseliny s EWG
derivaty byla citlivost vyss$i s pouzitim jodidu N-methyl-4-pyridinboronové kyseliny. Tato
technika poskytla vysokou citlivost, rychlou analyzu, toleranci vii¢i solim ve vzorku. Vyvinutéa

metoda je potencidlné vhodna pro analyzu komplexnich biologickych vzorki. 2’
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3.4.2. Derivatiza¢ni postupy pro MALDI-MS
3.4.2.1. Derivatizace na karbonylové skupiné

Derivatizace na karbonylové skupiné pro redukujici cukry jsou vyhodné provadény opét
reduktivni aminaci s aromatickymi aminy. Tato technika je béZzné pouzivéna pro zavedeni
chromoforu respektive fluoroforu na podporu detekce. Mnoho laboratoii zabyvajici se MALDI
technikou vyuziva tento zptsob derivatizace piredevsim pro zavedeni naboje do molekuly nebo
mista s vysokou protonovou afinitou pro zlepseni detekce. Cinidel pro tento typ analyz bylo
publikovdno mnoho, jsou to napiiklad 2-aminopyridin (2-AP), trimethyl-(p-aminofenyl)-
ammonium chlorid (TMAPA) nebo 2-aminoakridon (2-AMAC). Z principu derivatizace se
jedna o slou¢eniny obsahujici aminoskupinu.'

Derivaty obsahujici skupinu s vysokou protonovou afinitou mohou byt ty, které jsou
pfipraveny reakci cukru s 4-amino-N-(2-diethylaminoethyl)benzamidem (DEAEAB). Tato
derivatiza¢ni technika byla pouzita pro analyzu oligosacharidi s MALDI i ESI ionizaci.?®
Derivarizace pro MALDI experiment byla provedena nasledujicim postupem: DEAEAB
hydrochlorid byl rozpustén v methanolu a vznikly roztok byl pfidan ke kyanoborohydridu. Do
tohoto roztoku byla pfiddna octova kyselina. Alikvotni podil tohoto roztoku byl ptfidan k

roztoku oligosacharidu (1 nmol) ve vod¢€. Reakéni smés byla jednu hodinu zahtivana na 80°C.
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Pro analyzu byly derivatizované a (pro porovnani i) nederivatizované oligosacharidy
rozpustény ve vodé a na MALDI desticku byl davkovan 1 pl vzorku smichany s matrici
(a-kyano-4-hydroxy skotficovou kyselinou). MALDI méfeni bylo provedeno s vyuzitim
dusikového laseru (337 nm). Obecné schéma tohoto postupu je ukazano ve schématu 13. Ve
spektru nederivatizovanych cukrii byl pozorovan signdl odpovidajicich sodnych adukt
[M+Na]". Pfi nizSich koncentracich se tento ion ztracel v pozadi. DEAEAB-derivatizovana
maltoheptaosa poskytovala vyrazné lepsi limit detekce. S postupem zahrnujicim derivatizaci
byl dosaZen limit detekce 10 fmol. Jeho citlivost je tisickrat vétsi v porovnani s analyzou

nederivatizovaného cukru.?’
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Schéma 13

Z této prace vychazeli Wenjun Mo a kolektiv. ** Ve své studii popisuji derivatizaci
oligosacharidi ziskanych enzymatickym Stépenim N-glykant z glykoproteinti pro strukturni
analyzu. DEAEAB derivaty se osvédCily pro svou jednoduchou pfipravu, vysokou
reprodukovatelnost a charakteristickou fragmentaci. Tato technika by mohla byt aplikovéana pro
selektivni detekci a strukturni analyzu neznamych glykant ziskanych z glykoproteini ¢i
glykopeptidu.

Ve vsech ptipadech, kdy bylo toto ¢inidlo pouZito, byla citlivost zvySena az tisickrat
oproti analyzdm nederivatizovanych sacharidii. Vyhodou je rovnéz dobré rozliSeni

derivatizovanych cukri na HPLC s reverznimi fazemi.
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Dal$im derivatiza¢nim ¢inidlem je 2-aminopyridin. 2-AP derivaty byly poprvé vyuzity
pro derivatizaci N-glykanti uz v roce 1981.3! Reakce byla piivodné vyuzita pro HPLC separaci
na reverznich fazich nebo pro gelovou permeacni chromatografii s UV a fluorescen¢ni detekci.
Optimalizovany postup je nasledujici. Smichd se roztok 2-AP, koncentrovand kyselina
chlorovodikové a ptisluSny cukr a reakéni smés je 13 minut zahiivana na 100°C. Poté se ptida
redukéni ¢inidlo kyanoborohydrid a reakéni smés je dale zahiivana 15 hodin pifi 90°C.*

Modifikovany reakéni postup pouzili Shen a Perreault®

pro derivatizaci sacharidii 2-AP
¢inidlem pro porovnani s PMP ¢inidlem, viz ptfedchozi text. Toto ¢inidlo bylo pouzito v dalsi
praci také pro MALDI-TOF analyzu oligosacharidl. Autofi navazuji na svou piedchozi praci,
ve které narazili na problém pii pouziti 2,5-DHB jako matrice. Vedle iontu typu [M+H]"
pozorovali také ionty [M+H+2]" Ionty [M+H+2]" jsou produktem redukce 2-AP v plynné fazi
pomoci UV-laseru vlivem matrice. Autofi v této praci navrhli mechanismus, kterym by tento
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typ iontu mohl vzniknout™, viz schéma 14.
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Schéma 14

2-aminobenzamid (BA) je dalsi ¢inidlo, hojn& pouZivané pro derivatizace cukri*.
Lattova a kolektiv!’ toto ¢inidlo vyzkouSela ve své praci spolu s dal§imi &inidly, a to
s l-fenyl-3-methyl-5-pyrazolonem (PMP) a fenylhydrazonem. Ionizace a fragmentace
derivatizovanych cukrii zde byly porovnavany za stejnych podminek MS analyzy. Signaly ve
spektru zavisely na typu sacharidu a ¢inidle. Napiiklad epilaktosa poskytovala nejvétsi signal
s PMP derivatiza¢nim cinidlem, laktéza a fukosyl-laktdza produkovala srovnatelné signaly se
vSemi tfemi Cinidly. Pokusy byly provadény jak s redukovanymi BA a PMP derivaty, tak
s neredukovanymi a ukézalo se, Ze redukované BA a PMP derivaty jsou stabilngjsi.>®

Lattova'® a kolektiv popisuje derivatizaéni ¢inidlo fenylhydrazin (PHN) pro MS analyzu
ESI 1 MALDI-TOF-MS, viz kapitola ,,Derivatizacni postupy pro ESI*. Derivatizacni postup
pro MALDI je trochu odliSny. Vodny roztok N-glygant, DHB a 5 % methanolického roztoku
fenylhydrazinu byly smichany a smés byla nanesena na MALDI desticku a po dobu 40 minut
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byla ponechana pii pokojové teploté. Za téchto podminek probéhla reakce Cinidla s cukrem a
je tedy mozné provadét derivatizaci piimo na MALDI desti¢ce. Matrice s ¢inidlem nereagovala.
Za podminek této analyzy derivaty poskytovaly signaly [M+Na]" [M+K]". Ukazalo se, Ze je
tato technika vhodna hlavné pro kvalitativni analyzu a ze derivatizace pfimo na desti¢ce
poskytuje stejné vysledky jako derivatizace v roztoku.

Derivatizaci Girardovym ¢inidlem T (GT) publikovali v roce 1996 Naven a Harvey*®
jako metodu upravy vzorku oligosacharidi pro analyzu pomoci MALDI a ESI. Publikovali
derivatizacni postup, ktery nevyzaduje zvlastni Cistici krok pro MS analyzu, a udavaji
desetindsobné zvyseni citlivosti detekce oproti nativnim cukrim. Derivatizaéni postup
zahrnoval rozpusténi GT v methanolu s octovou kyselinou a aplikaci tohoto ¢inidla na suchy
vzorek oligosacharidu. Reakce probihala pii 75°C 3 hodiny. Rozpoustédlo bylo odpateno
vakuem a zbytek byl rozpustén v methanolu. GT tvoii s karbonylovou skupinou sacharidu
hydrazon, ptesnéji acyl hydrazon viz schéma 15. Pfi této derivatizaci dochdzi k zavedeni
kvartérni amoniové soli do struktury sacharidu pro zlepSeni citlivosti MS detekce. Za téchto
podminek vznikaji [M]" ionty.

OH

C L A
0 HO
HO OH 75°C, 3h OH N N-CHs
OH H @ N
CHj

Schéma 15

Toto ¢inidlo bylo také pouzito pro kvantitativni analyzu neutralnich a sialylovanych
N-glykani®’. Derivatizované vzorky byly analyzoviny MALDI-TOF-MS i NP-HPLC.
Vysledky ziskané méfenim obéma technikami si odpovidaly. Navic postup s vyuzZitim MALDI
ukazoval lepsi rozliseni a selektivitu. Autofi’’ této prace prevzali diive publikovany postup®
a upravily jej. 10 pl roztoku N-glykanu bylo smichano se 100 pl rotoku GT (5 nmol/ul v 10%
octové kyseliné¢ v methanolu a roztok zahtivali pfi 75°C 4 hodiny). Kvantifikace neutralnich
analyt derivatizovanych GT poskytoval reprodukovatelné, vysoce citlivé a spolehlivé
vysledky. Problém byl pii analyze sialylovanych cukri, ty totiz ve své struktuie obsahuji
zaporny naboj, takze kladny naboj ¢inidla by tento naboj kompenzoval. Navrhuji pouZzit enzym
sialiddzu pro odstépeni sialové kyseliny.

V dalsi publikaci autoii dale fesi podminky pro stanoveni sialylovanych cukrii.*® Uvadi,
ze sialylované cukry musi byt pfed derivatizacnim procesem neutralizovany. Sialylované cukry

totiz ve své struktufe obsahuji zaporny naboj, takze kladny naboj Cinidla by tento naboj
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kompenzoval. Jako mozné feSeni navrhuji permethylaci (tvorbu esterii s karboxylovymi
skupinami sialové kyseliny — viz schéma 16). Navrhuji pouziti mirngjSich podminek pro
methylacni reakci. Pivodni methylacni postup zptisoboval ¢astec¢nou hydrolyzu residui sialové
kyseliny zp@isobenou oxidativni degradaci b&hem methylaéni reakce. Toyoda®® a jeho
spolupracovnici publikovali methylaéni proces, béhem kterého pouzili pro derivatizaci 50%
roztok methyljodidu v DMSO. Reakce probihala 2 hodiny za pokojové teploty. Tento postup
vSak nemodifikoval sialylglykany zcela. Pouzili tedy 60% roztok a delsi reak¢ni ¢as. Za téchto
podminek doslo ke kompletni esterifikaci karboxylové skupiny sialové kyseliny.

Autofi’” tedy pouzili mirn&jsi podminky jak pro derivatizaci, tak pro permethylaci. Pro
derivatizaci pouzili nasledujici postup: suché methyl-esterifikované N-glykany byly rozpustény
v 10 ul GT roztoku (1 mg/ml v 1% octové kyseliné v methanolu) a roztok byl inkubovan ¢tyti
hodiny pfi pokojové teploté, aby se predeslo hydrolyze esteri a sialovych kyselin. Mirné;si
podminky pfi methylaéni reakci spocivali v reakeci v suchém DMSO (10 pl) s 10 pl
methyljodidu pies noc za pokojové teploty a permethylaci provedli az po derivatizaci GT. Takto
provedena tprava vzorkl pro kvantifikace neutralnich N-glykanti poskytovala vysoce citlivé,

reprodukovatelné a spolehlivé vysledky.

HO COOr
ji\ "'OH  CHjl
Hyc” N © oH
H DMSO
HO
OH
Kyselina N-acetylneuraminova (kyselina sialova-NANA)
Schéma 16

Zajimava je derivatizace pouzitd pro analyzu oligosacharidi v matefském mléce.
Oligosacharidy byly derivatizovany benzylaminem a vznikly sekundarni amin byl dale
N,N-dimethylovan methyl jodidem na kvartérni amoniovou stl. Princip této reakce je ukazan

ve schématu 17.
OH
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Schéma 17
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Reakce byla provedena tak, ze 4 pl reakéni smési obsahujici 10 mg kyanoborohydridu,
100 pl methanolu, 12 pl octové kyseliny a 3 pl benzylaminu byly pfidany do roztoku
oligosacharidu (10 nmol, 10 ul vody) a nasledné bylo pfidano jesté 6 pl methanolu. Vysledna
smés byla zahtivana pti 80°C po dobu 45 minut. Po ochlazeni byl vzorek ¢i$tén na SPE kolonce,
analyt byl eluovan 20% acetonitrilem ve vodé a vysuSen pfes noc na vakuové centrifuze.
Nasledné byl vysuseny analyt rozpustén v ethanolu a ke vzorku byla pfiddna anexova
pryskyfice. Pryskyfice byla promyta vodnym roztokem uhli¢itanu sodného (1 M), vodou a
ethanolem. Néasledné byl ptidan methyljodid (5 pl) a smés byla zahtivana 20 minut na 60°C.
Alikvotni podil (1 pl) byl po vysuSeni analyzovan MALDI technikou.

Autofi tyto derivaty testovali na maltoheptaose a tfech rtiznych oligosacharidech
lidského mléka. Detekéni limit této analyzy byl stanoven na 50 fmol, coz odpovida
desetinasobku oproti nederivatizovanym sacharidim. Uvedli také dvakrat a pétkrat vySsi
detek¢ni limit oproti cukriim derivatizovanym pro srovnani 2-aminopyridinem a Girardovym
¢inidlem T.*

Mezi dal$i zplisob derivatizace na karbonylové skupiné sacharidii patii reakce zalozené
na vzniku Schiffovych bazi. A¢koli tyto derivatizani produkty nejsou pfili§ stalé, jsou za
urditych podminek pro tyto Gicely pouzivany.?

Ptikladem tohoto zpiisobu derivatizace mtze byt MALDI analyza sacharidt pii pouziti
matrice  2,5-dihydroxybenzoové kyseliny v kombinaci s anilinem (An) nebo
N,N-dimethylaminanilinem (DMA). Anilin tvofi Schiffovu bazi s karbonylovou skupinou
pfimo na MALDI desticce. Tato technika byla piredstavena jako vhodny nastroj pro
automatizovanou identifikaci a kvantitativni analyzu komplexnich vzorkd, nicméné tvorba
cukr@im oproti iontim pfirozenych glykand.!¢ Autofi Lin a kolektiv*! uvadi, Ze doslo ziejmé
k nekompletni tvorbé Shiffovy baze, které¢ navic mohly byt hydrolyzovany v prib&hu analyzy.
Jejich publikace navazuje na starSi praci, kterda popisuje prevedeni sacharidu na
naftoimidazolové derivaty.** Ve své praci navrhuji alternativni postup, a to syntézu
aldo-imidazolovych derivati.

Princip této reakce zahrnuje reakci aldéz s diaminy za vzniku aldo-imidazolt.*! Vznik

naftoimidazolového derivatu 1ze vidét ve schématu 18.
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Mechanismus této reakce je zaloZen na oxidativni kondenzaci, kterd nastava rychle
v ptitomnosti KI nebo KoCOs v prosttedi kyseliny octové. V prvnim kroku dochazi k tvorbé
Schiffovy baze, druha aminoskupina atakuje dvojnou vazbu a dojde k uzavieni kruhu. Jod
oxiduje vazbu za vzniku indazolového kruhu. Reakce byla testovana pro mono- a
oligosacharidy. Byla vyzkouSena $iroké Skala riznych 1,2-diamint (4-nitrobenzen-1,2-diamin;
4-aminobenzen-1,2-diamin; pyrimidin-4,5-diamin; pyridin-3,4-diamin; (3,4-diaminofenyl)-
fenyl-methanon a 1,2,5-oxadiazol-3,4-diamin, ktery vykazoval nejlepsi signal. Vysledkem je

vyssi citlivost detekce u derivatizovaného cukru.

Dalsi ¢inidlo, které bylo pouZzito k derivatizaci cukri, a které vyuziva stejny reakcni
mechanismus, tedy tvorbu Schiffovy baze, je ethidium bromid (EB). Jedna se o polycyklicky
aromaticky uhlovodik, obsahujici permanentni ndboj. Pti reakénim procesu nastala témér

kompletni derivatizace celého vzorku s jeho minimalni ztratou.
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Schéma 19
Pro reakce byl jako katalyzator pouzit hydrogenuhli¢itan amonny v methanolu. Reakce
je znazornéna ve schématu 19. Jako vzorek byly pouzity glykany a byly srovnavany signaly
derivatizovanych glykanti pomoci ethidium bromidu s glykany modifikovanymi permethylaci
nebo reduktivni aminaci s vyuzitim Ccinidla 2-aminobenzamidu. Signdl glykanu
derivatizovaného ethidium bromidem vykazoval Sestkrat vysSi relativni intenzitu oproti

derivatizaci s 2-aminopyridinem a tfikrat lep$i signal oproti permetylovanému glykanu.*?
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Posledni derivatizaéni postup této podkapitoly vyuziva 9-aminofluoren (9AmFL) pro
charakterizaci oligosacharidi. Tato znacka ma vysoky moldrni absorpcéni koeficient, je
chemicky stabilni a snadno pouzitelnd pro derivatizaci reduktivni aminaci. Je vyborné
detekovatelny UV detekci. Autofi zkoumali mnoho line4rnich 1 vétvenych oligosacharidi
derivatizovanych 9AmFL a ¢i$ténych chromatografii na grafitizovaném uhliku. Analyzy byly
provedeny na MALDI-FTICR. Derivatizace probihaly s vysokymi vytézky. Derivatizaci byla
stokrat zvySena absorbance ptfi vinové délce 206 nm oproti nederivatizovanym alditoltim.
Nejmensi detekovatelné mnozstvi UV-detektorem bylo 5 pmol.

Derivatiza¢ni procedura zacinala rozpusténim cinidla ve vodé a pusobenim
hydrogenuhli¢itanu draselného pro jeho pievedeni na volnou bazi. Po 10 minutach byla za
pokojové teploty suspenze odparena ve vakuu a odparek byl rozpustén v methanolu. Do roztoku
byla pfidana octova kyselina a NaCNBH3 a tento roztok byl okamzité pfidan k roztoku
oligosacharidu ve vod€. Smés byla zahfivana na dvé hodiny 80°C. Nasledovalo odstranéni
zbytku redukéniho cinidla, promyvani smési voda/octova kyselina a cisténi vzorku na
grafitizovaném uhliku. Jako matrice byla pouzita 2,5-DHB. Derivatizovany oligosacharid a Y-
a B- fragmenty jsou zndzornény na obrazku 6. CID spektra zkoumanych derivatizovanych
linedrnich oligosacharidli dovolily kompletni sekvenéni analyzu. Autofi uvadi, Ze 9AmGL

znacené cukry mohou byt pouzity rovnéz pro LC/MS analyzu.*®

Obrazek 6: Derivatizovany oligosacharid s naznacenymi Y- a B- fragmenty.
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3.4.2.2. Derivatizace na hydroxylovych skupinach

Permethylacni derivatizace jsou b&zny néstroj pro hmotnostni spektrometrii glykant.
Zlepsuje citlivost a stabilitu sacharidd, glukuronovych kyselin i sialovanych cukri pfeménou
na methylestery. Tento postup zahrnuje methylaci vSech hydroxylovych skupin v molekule.
Permethylace je také uzite¢na v ,,hloubkové analyze* glykanti, protoze poskytne informaci o
vazbach a vétveni.

Autofti zvolili pro derivatizaci nasledujici postup: rozpusténi cukru v DMSO, piidavek
NaOH nebo NaH za pokojové teploty, a dale nadbytek Mel. Vznikly roztok byl uchovavan
n¢kolik hodin pti pokojové teplote. Po probéhnuti reakce byl vzorek zfedén vodnym roztokem
octové kyseliny a extrahovan chloroformem. Chloroformova faze byla odpafena a uchovavana
pifi -20°C pied analyzou. Timto postupen byl derivatizovan dextran, glucomannan,
f-1,3-glukan, pullan, arabinoxylan, xylan, arabinogalaktan a alginovda kyselina.
Permethylovany glukomannam byl pozorovan ve spektru jako sodny adukt. Jednotlivé sousedni
piky mély mezi sebou rozdil 204,1 Da (tfi methylované hexosové jednotky + 31,0 —OCH3).
Obecné permethylace zlepSila MS citlivost, hmotnostni rozsah a intenzitu signali v porovnani
s nativnimi sacharidy. Nicméné permethylace zahrnuje komplikovanou ptipravu vzorki a
nezbytné CiSténi vzorkl extrakci. Navic Cistit latku neobsahujici chromofor je komplikované

pro mala mnozstvi vzorki.**
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Chemikalie

Deionizovand voda z dvoustupniové deionizacni stanice Merck-Millipore Direct
(Merck-Millipore S.A.S, Molsheim, Francie). Dale byly pouzity nasledujici chemikalie:
methanol (gradient grade, pro HPLC, CHROMANORM, Francie), D-glukéza (p.a., Lachema,
Brno, CR), Sachar6za (p.a., Lachema, Brno, CR), Skrob (p.a. Lachema, Brno, CR),
glycidyltrimethylammonium chlorid (technical, 90% Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), NaOH
(p.a., Lachema, Brno, CR), 2,5-dihydroxybenzoova kyselina (matrix substance for MALDI-
MS, 99%, HPLC, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Benzyl-glycidyldimethyl-amonium jodid
(BGDMA) a (4-bromo-benzyl)-glycidyldimethyl-amonium jodid (BBGDMA) byly pfipraveny

v nasi laboratofi.

4.2. Priprava vzorki

Obecny postup pro derivatizaci ¢inidly GMTA, BBGDMA, BGDMA

Pro derivatizaci cukrii byl pouzit postup, ktery navrhli autoti Gouw a kolektiv.** 9 mg
cukru bylo navézeno v suchém stavu do vialky a k cukru bylo pfiddno 100 pl deionizované
vody, 7 ul GTMA a nakonec 50 pul 1 M roztoku NaOH. Pro derivatizaci ¢inidly BGDMA a
BBGDMA byl pouzit modifikovany postup. Modifikace spocivala v tom, ze ¢inidlo bylo
rozpusténo ve 100 pl methanolu a bylo pfimo pfidano k navazenému cukru, poté byl piidan
1 M roztok NaOH (50 pl). Stejnym zplisobem byly pfipraveny i odpovidajici nederivatizované
vzorky cukrl (reakéni smés byla pfipravena stejné, jen nebylo pfidano derivatiza¢ni ¢inidlo).
Blanky ¢inidel byly pfipraveny stejnym zplisobem, ale bez piidani cukru. Smés byla zahiivana
ve vodni lazni pti 55°C po dobu dvou hodin nebo alternativné pies noc pti pokojové teplote.
Pro ESI analyzu byl vzorek ziedén vodou na 100 mg/l. Pro MALDI méfeni byly vyzkousSeny
rizné koncentrace derivatizovanych cukri a blankl ¢inidla (GTMA: 100 mg/ml a 10 mg/ml;

BGDMA a BBGDMA 100 mg/1).

Tabulka 2: Typ, mnozstvi ¢inidla a rozpoustédlo pro derivatizaci.

Objem cinidla,
Cinidlo respektive Rozpoustédlo
hmotnost
GTMA 7 ul Voda
BBGDMA 22 mg Methanol
BGDMA 19 mg Methanol
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Pro MALDI analyzu byl vzorek smichan s matrici, 2,5-dihydroxybenzoovou kyselinou

(10 mg/ml v MeOH) v poméru 1:1 a na MALDI desticku byl davkovan 1 pl vzorku.

4.3. Experimentalni podminky syntézy a charakterizace ¢inidel
Benzyl-glycidylmethyl amin

Reagenty N-methylbenzylamin (8,6 ml; 0,066 mol) a epichlorhydrin (6,26 ml; 0,08 mol)
byly postupné ptidany do 59 ml propanolu (n-PrOH), pod argonovou atmosférou. Smés byla
zahtivana 6 hodin na 80°C. Po odpafeni propanolu za snizeného tlaku, byl pfidan -BuOH
(59 ml) a za michani byl pfidan vodny roztok KOH (4,82 g; 0,086 mol; 13,0 M). Smés byla
zahtivana na 80°C po dobu 90 minut. Vylou¢eny KCI byl po ochlazeni odfiltrovan a filtrat byl
odpaten na vakuové odparce. Pro izolaci produktu byla provedena vakuova destilace v rozmezi
teplot 87-94°C pti tlaku 1,4 Torr.

Cistota dle LC-MS: 91%
Benzyl-glycidylmethyl amin: [M+H]" = 178,03.

Benzyl-glycidylmethyl-amonium jodid

Produkt po destilaci (1,17 g; 6,63 mmol) byl rozpustén v 1 ml bezvodého ACN v ledové
lazni. Za stalého michani byl po kapkdch po dobu 20 minut pfidavdn methyljodid
(0,577 ml; 1,32 mol) pod inertni atmosférou a nasledné byla smés michéna ptes noc za pokojové
teploty. Izolace byla provedena rozpusténim produktu ve vod¢, nasledovala extrakce toluenem,
ptipadné ethylacetitem a vodna faze byla lyofilizovana. Léatka byla charakterizovana
hmotnostni spektrometrii.

Benzyl-glycidylmethyl-amonium jodid: [M]" = 192,1347.

1B1_MEOH_KVARTERNARIZACE 26 (0.457) Cm (1:56) TOF MS ES+
192.1347 9.23e7
100,
@ CHs

N.

e

Piesna hmota: 192,1388

%

320.0472

193.1355 252.1915

168.9603 H270'0450 321.0488
Ll

0 . Lo o J‘H \‘ L ) ol ) . 1l . . . . . . .
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Obrazek 7: MS spektrem ptipraveného ¢inidla benzyl-glycidylmethyl-amonium jodidu.

42



(4-Bromo-benzyl)-glycidylmethyl amin

(4-Bromo-benzyl)-methyl amin (1g; 5 mmol) byl ptidan do 5 ml n-PrOH, nésledné byl
ptidan epichlorhydrin (0,47 ml; 6 mmol) pod inertni atmosférou, po uzavieni v tzv. pressure
tube byla smés zahtivana na 80°C po dobu Sesti hodin. Po odpateni propanolu za snizené¢ho
tlaku byl pfidan ~-BuOH (5 ml) a za michani byl dale pfidan vodny roztok KOH (0,34 g;
6,07mmol; 12,15 M). Smés byla zahtivana na 80°C po dobu 90 minut. Po odfiltrovani
vylouc¢eného KCI byl filtrat odpaien na vakuové odparce. Pro izolaci produktu byla provedena
vakuova destilace pfi tlaku 1,5 Torr a teploté vodni lazné 160°C. Destilace byla provedena
s limcovou baikou.
Cistota dle LC-MS: 67 %
(4-Bromo-benzyl)-methyl amin: [M+H]" = 255,83.

(4-Bromo-benzyl)-glycidyldimethyl-amonium jodid

Produkt (4-bromo-benzyl)-methyl amin po reakci bez destilace i po reakci s destilaci
(tento produkt obsahoval vice vedlejSich produktit) byl rozpustén v 0,75 ml ACN v ledové 1azni.
Nasledné byl po kapkach za stalého michani a chlazeni (ledové lazen) pridan methyljodid
(0,92 ml; 14,0 mmol) pod atmosférou argonu. Reakce dale probihala pfes noc pii pokojové
teploté. Rozpoustédla byla odpatfena za snizené¢ho tlaku a produkt byl analyzovan pomoci
hmotnostni spektrometrie.
Cistota dle LC-MS: 53 %
Charakterizace: ESI [M]" m/z 192,1347.

2B1_MEOH_KVARTERNARIZACE_LOCKMASS 55 (0.947) AM (Cen,2, 80.00, Ht,5000.0,0.00,0.00); Cm (25:57) TOF MS ES+
100; 270.0448 4.87e7

272.0429 i
Br %O

Piesna hmota: 270,0494

%

170.9581

144.9830 273.0459 335 1009 399.9565
114.9813 2171002 261.1266 ‘ '

364.0464
T RSP AN | SY R W ( T~ H it “!/400‘95‘96 48,0129 ,.341.1203556.2768
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Obrazek 8: MS spektrem pfipravené¢ho ¢inidla (4-bromo-benzyl)-glycidylmethyl-amonium
jodidu.
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4.4. Instrumentace
4.4.1. Pouzité pristroje

Synapt G2-S HDMS (Waters, USA)

Synapt G2-S HDMS je hmotnostni spektrometr s vysokym rozliSenim (40 000 FWHM)
vybaveny iontovym zdrojem ESI a MALDI a iontovou optikou T-Wave. Q-TOF hmotnostni
analyzator se skladda z kvadrupolového analyzatoru, analyzatoru doby letu (TOF)
s ortogonalnim uspofdddnim. V prostoru analyzitoru je integrovana mobilitni cela
(T-Wave IMS) umoznujici separaci iontli podle jejich koliznich prifeza (iontové mobilitni

separace).

Q-TOF Premier (Waters, USA)
Q-TOF Premier je hybridni hmotnostni spektrometr skladajici se z kvadrupdlu, T-Wave
kolizni cely a analyzatoru doby letu s ortogondlnim uspotfaddanim. Pfistroj byl vybaven

iontovym zdrojem ESI (Z-Spray geometrie).
4.4.2. Zakladni parametry metod
A) Synapt G2-S HDMS (Waters, USA)
Experimenty s cinidlem GTMA

Iontovy zdroj — elektrosprej, napéti na sprejovaci kapilafe + 3 kV; teplota iontového
zdroje 100°C, napéti na Sampling cone 30 V; desolvaéni teplota 450°C, Cone Gas Flow (L/Hr):
50,0; Desolvation Gas Flow (L/Hr): 600,0. LM Resolution: 15,0; HM Resolution: 15,0. Kolizni
energie 30 eV pro fragmentacni experimenty. Rozsah hmot 50 — 2000 Da, doba skenu 1 s
(interscan delay 0,015 s), doba analyzy 2 min., format dat: Continuum, Resolution Mode.

Iontovy zdroj — MALDI, polarita: +; rychlost laseru (PlateSpeed) 20; frekvence laseru
(LaserFiringRate) 1000 Hz; energie laseru 400 pJ; Pattern Filename Spiral 96.ptn; chladici
plyn (Cooling Gas Flow) 10 1/hod. Kolizni energie — trap 4 eV, kolizni energie — transfer 2 eV,
LM Resolution 10,0; HM Resolution 15,0. Rozsah hmot 50 — 2000 Da. Doba skenu 1 s a doba

analyzy 4 min. (Fixed Time), format dat Continuum, Sensitivity Mode.
Experimenty s cinidly BGDMA a BBGDMA

Iontovy zdroj — elektrosprej (Z-spray), napéti na sprejovaci kapilare + 2,5 kV; teplota
iontového zdroje 100°C, napéti na Sampling cone 40 V; desolvacni teplota 400°C, Cone Gas

Flow (L/Hr): 10,0; Desolvation Gas Flow (L/Hr): 500,0. LM Resolution: 15,0; HM Resolution:
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15,0. Kolizni energie: 30 eV pro fragmentacni experimenty. Rozsah hmot 50 — 1200 Da, doba
skenu 1 s (interscan 0,015 s), doba analyzy 1 min., format dat Continuum, High Resolution
Mode.

Iontovy zdroj — MALDI, polarita: +; rychlost laseru (PlateSpeed) 25; frekvence laseru
(LaserFiringRate) 1000 Hz; energie laseru 400 pJ; Pattern Filename Spiral 96.ptn;
chladici plyn (Cooling Gas Flow) 10 I/hod. Kolizni energie — trap 4 eV, kolizni energie —
transfer 2 eV; LM Resolution 15,0; HM Resolution 15,0. Rozsah hmot 50 — 2000 Da. Doba

skenu 1 s a doba analyzy 2 min. (Fixed Time), format dat Continuum, Sensitivity Mode.

B) Q-Tof Premier
Iontovy zdroj — elektrosprej (ZSPray), napéti na sprejovaci kapilate + 2,5 kV; teplota
iontového zdroje 100°C, napéti na Sampling cone 40 V; desolvacni teplota 250°C, Cone Gas
Flow (L/Hr): 20,0; Desolvation Gas Flow (L/Hr): 250,0. LM Resolution: 15,0; HM Resolution:
15,0. Kolizni energie: 30 eV. Rozsah hmot 50 — 2000 Da, doba skenu 1 s (interscan delay
0,10 s), doba analyzy 2 min., format dat: Continuum, V Mode.

Kalibrace byla pro ESI méteni provadéna s vyuZziti mravenc¢anu sodného a pro MALDI
s vyuzitim ¢erveného fosforu. Pro métfeni presné hmoty byla pouzita lock mass korekce. Pro
ESI experimenty byl pro lock mass pouzit roztok leucin-enkefalinu a pro MALDI cerveny

fosfor.
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5. Vysledky a diskuse

Kvarternarizace je zavedeni kvarterni amoniové jednotky do struktury analytu. Analyt
tim ziskd permanentni naboj, ¢imz se zlepsi citlivost detekce v hmotnostni spektrometrii. Jako
prvni  pro derivatizaci cukri  bylo testovdno  komeréné¢ dostupné = Cinidlo
glycidyltrimethylamonium chlorid (GTMA). Vyhoda GTMA spo¢iva v tom, ze ¢inidlo reaguje
s volnou hydroxylovou skupinou a je tedy vhodné jak pro redukujici, tak pro neredukujici
cukry. GTMA je urceno pro lepsi detekci cukr pouze pro analyzy hmotnostni spektrometrii.
Dalsi cast prace se zabyva syntézou a testovanim dvou novych ¢inidel nesoucich kromé
kvarterni amoniové skupiny v molekule i chromofor. Mohou byt tedy potencialn¢ vyuzity pro
UV detekci pfi chromatografické detekei, piipadné pro LDI analyzy bez pfitomnosti matrice.
Jedno z navrzenych c¢inidel obsahuje v molekule atom bromu, ktery ma charakteristicky
izotopicky profil potencialné usnadnujici identifikaci derivatizovanych analytd ve vzorcich.

V nésledujicim textu budou diskutované signaly pro piehlednost zvyraznény barevnym
zakrouzkovanim. Cervena barva odpovida hledanym iontim analytu, piipadné fragmentim
z nich odvozenych, modra barva znaci sodné adukty nederivatizovanych analytii, zelenou

barvou jsou znaceny ionty souvisejici s ¢inidlem, zluta barva znaci ionty matrice.
5.1. Testovani derivatizace ¢inidlem GTMA

5.1.1. Méfeni hmotnostnich spekter pomoci ionizace elektrosprejem

V prvni fazi experimentu provadéném pomoci ionizace elektrosprejem se testovaly
podminky derivatizace s ¢inidlem GTMA. Reakce probihala ve vod€ a experimenty byly
provedeny se vzorkem zfedénym ve vodé na koncentraci 100 mg/l. Jak jiz bylo zminéno
v experimentalni ¢asti, derivatizacni proces probiha bud’ po dobu dvou hodin na vodni l4zni pii
55°C nebo ptes noc pii pokojové teploté. Nejprve se tedy testovalo, ktery ze dvou postupii bude
pro derivatizaci vyhodnéjsi. Oba ptistupy poskytovaly dobry vytéZek iontl derivatizovanych
cukri a ve spektru byl pozorovan pik kvarternarizované glukézy. Jak lze vidét z nésledujiciho
spektra, ion analytu s m/z 296 ma v pripadé, kdy byla derivatizace provedena béhem dvou hodin
intenzitu (1, 44-10°) lepsi témé&f o dva ¥ady proti druhému zptisobu derivatizace (9,86-10°). Ve
spektru sachardzy byla opét lepsi intenzita pro kvarternarizovany ion analytu s m/z 458
(3,60-107 pro dvouhodinovou derivatizaci a pro druhy zptsob 3,12:107). U $krobu byla sice
situace u dominantniho iontu opacnd, nicmén¢ spektrum je komplikovanéjsi, proto nelze

vyvodit v tomto ptipad¢ jednoznacny zaveér.
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KVARTERNARIZOVANA-GLUKOSA 1.(0.034) AM (Cen,2, 80.00, Ht,5000.0,134.12,0.00); Cm (1:117) TOF MS ES+

1.54e9

296.1729
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. 134.1181
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192,11 190.1431 344755488
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KVARTERNARIZACE-GLUKOZA-24HODIN 91 (1.556) AM (Cen,2, 80.00, Ht,5000.0,134.12,0.00); Cm (1:117) TOF MS ES+
100, 1341181 1.13e8
113468816
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«
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Obrazek 9: Kvarternarizovana glukéza po derivatizaci a) 2 hodiny, 55°C b) 24 hodin, pokojova
teplota.

Tabulka 3: Hodnoty m/z a intenzity analytu pro derivatizacni postupy.

2 hodiny, 55°C 24 hodin, 25°C
Analyt
m/z iontu Intenzita m/z iontu Intenzita
Glukéza 296,1729 1538526512 296,1882 9846805
296,1882 1000417792 296,1882 1117331456
Sachardza
458.,2455 35986216 458.,2455 31249522
Slrob 296,1882 15239900 296,1882 19432310
0
458.,2455 210014330 458.,2455 27930840

Pro studium derivatiza¢niho procesu byl vybran jako modelovy cukr glukéza. Glukoza
ma molekulovou hmotnost M; = 180,0634. Pokud bude tato molekula kvarternarizovana
¢inidlem GMTA meéla by mit vysledna struktura molekulovou hmotnost 296,1709. Ve vsech
spektrech se objevuje hydrolyzované cinidlo GMTA, viz schéma 20, které ma piesnou
molekulovou hmotnost 134,1181. Pro zpfesnéni molekulové hmoty zkoumaného analytu je
mozno provést interni korekei a spektrum ,,zamknout* na tuto hodnotu. Tento postup byl pouzit
u spekter namérenych bez referenéniho spektra pro lock mass. Struktura derivatizované glukozy
s naméfenou hodnotou m/z 269,1807 [M]" je zobrazena ve schématu 20 (odchylka
0 = 36,4 ppm od teoretické hodnoty). GMTA se navdze na n¢kterou hydroxylovou skupinu
v cukru a mize dochazet ke vzniku struktur izomernich k zobrazené struktufe. V ramci
experimentl nebylo studovano, na kterou hydroxylovou skupinu se ¢inidlo navaze prednostné.
Ve spektru je pti priblizeni také patrna hodnota m/z 203,0581 odpovidajici sodnému aduktu

glukézy [Glukoza+Na]™. Ve spektru byl pozorovan jen sodny adukt, protonovand molekula
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glukézy ani adukt s draslikem pozorovéan nebyl. Diivodem je skutecnost, ze se do reakce ptidava
1 M roztok NaOH. Intenzita iontu [M]* (1,54-10%) je oproti intenzité iontu [Glukéza+Na]"
(3,64-107) piiblizng 42 krat vyssi. Ve fragmenta¢nim spektru lze vidét, Ze se analyt rozpad4 na
fragment s m/z 134. Tento rozpad odpovida ztrat€¢ 162 hmotnostnich jednotek, coz odpovida

dehydratované molekule gluké6zy.

OH OH HsCo, ot e OH OH .
HO™ ™ =~ + H3C/N\,,a<o\ -, HiC:I 0" Y Z
OH OH CH3 OH OH OH
J OH" m/z 296,1729

S on / 62
o

_N OH
HiC®
m/z 134,1181
Schéma 20

positiv, derivatizace 2 hod vodni lazen, GTMA
KVARTERNARIZOVANA-GLUKOSA-FRAG-296-CE30EV 115 (1.962) AM (Cen,2, 80.00, Ht,5000.0,134.12,0.00); Cm (1:117) TOF MSMS 296.18ES+
134.1181 6.88e7
100,
a)

296.1704
60.0814 97 0285 185.1207176.1282 206.1385 236.1488 2781590 |297.1732324.5029 _ 391.1861.404.0057 446.9188
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KVARTERNARIZOVANA-GLUKOSA 1 (0.034) AM (Cen,2, 80.00, Ht,5000.0,134.12,0.08%-6m_(1:117) TOF MS ES+
@ 1.5469

100,

b)
o
134.1181
297.1720
221103 190.1431 506 4377

600811 5 TN| | 153.1246 ‘ ‘ 2661574 298174 3571937 386.1981 447.2428
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Obrazek 10: a) Fragmenta¢ni spektrum (MS/MS) kvarternarizované glukozy s m/z 296 b) MS
spektrum.

Sachar6za byl dal§i studovany cukr. Ve spektrech derivatizované sacharozy byl
pozorovan jak ion odpovidajici kvarternarizovanému disacharidu, tak i ion odpovidajici
kvarternarizované glukéze. Ten vznika pravdépodobné fragmentaci derivatizované sacharozy
v iontovém zdroji. Navrh kvarternarizované sacharozy je ukdzan ve schématu 21. Ve spektru
je patrna také sodiovana molekula sachar6zy s hodnotou m/z 365,1060. Tento ion ma ptiblizné
dvakrat vyssi intenzitu nez m/z 458,2236. Ion dominantni ve spektru s m/z 296,1718 ma

ptiblizné 14 krat vyssi intenzitu oproti sodnému aduktu sachar6zy.
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Obrazek 11: MS spektrum kvarternarizované sacharozy.

Pro testovani derivatizace polysacharidi byl vybran Skrob. VétSina Skrobil je smési
amylosy a amylopektinu vyskytujicich se v hmotnostnim poméru 1:3. Amylosa obsahuje
1000-2000 glukozovych jednotek, amylopektin az sto tisic. Molekulova hmotnost amylosy je
v rozmezi 180-1000 kDa a amylopektinu 10-200 MDa.’> V namé&feném hmotnostnim spektru
byly pozorovany piky odpovidajici hydrolytickym produktim Skrobu o rizném poctu
monomernich jednotek. K rozkladu dochazi pravdépodobné castecné hydrolyzou pii
derivatiza¢nim postupu, ale také fragmentaci v iontovém zdroji hmotnostniho spektrometru.

Pik se 100% intenzitou ve spektru byla kvarternarizovand molekula skladajici se ze tii
monomernich jednotek s hodnotou m/z 620,2783 a intenzitou 2,71-107. Odpovidajici
nederivatizovany oligomer s m/z 527,1597 mél intenzitu 5,56-10°, tedy piiblizné p&tkrat mensi.
Kvarternarizovana oligomerni jednotka s jedendcti monomery m/z 1916,6921 m¢la intenzitu
29122, odpovidajici sodny adukt mél intenzitu 32976. Ve spektru byly dale pozorovany
struktury se dvéma nebo tfemi navazanymi GTMA-molekulami. Patrné nejvétsi oligomer se
ttemi molekulami GTMA obsahuje 15 monomerQ a nejvétsi oligomer se dvéma molekulami

ma dvandct oligomernich jednotek. Navrh struktur vSech tfi typt nalezenych analytt je ukazan
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na obrazku 13 a jednotlivé hodnoty molekulovych hmotnosti a hodnot m/z jsou v tabulce 4.
Jednotlivé [M]" ionty byly pro potvrzeni, Ze se jedna o oligomer slozeny z glukézovych
jednotek podrobeny fragmentaci a skute¢n¢ je pozorovana tada ztrat dehydratovanych glukéz

a dale kazdé hodnoté€ jesté odpovida pik mensi intensity se ztratou 18, tedy vody.
positiv, 2 hodiny
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Obrazek 12: Celé MS spektrum kvarternarizovaného skrobu.
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Obrazek 13: Navrh struktury derivatizovaného Skrobu s jednou molekulou GMTA, dvéma a

tremi, v uvedeném potadi.
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positiv, 2 hodiny
KVARTERNIZACE-SKROB-GTMA 5 (0.102) AM (Cen,2, 80.00, Ht,5000.0,134.12,0.00); Cm (1:117) ES+
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Obrazek 14: Spektrum skrobu v pfiblizené oblasti - 1. Cast.

positiv, 2 hodiny

KVA ACE-SKROB-GTMA 5 (0.102) AM (Cen,2, 80.00, Ht,5000.0,134.12,0.00); Cm (1:117) TOF MS ES+
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Obrazek 15: Spektrum skrobu v pfiblizené oblasti - 2. Cast.

Na obrazku 16 je ukdzana mobilitni separace iontu m/z 620 a jeho fragmentt pii MS/MS
experimentu. Podafilo se odd¢lit ion m/z 620 a jeho fragmenty po ztraté jedné glukozy m/z 458,
po ztraté¢ dvou molekul glukézy m/z 296 a ion m/z 134, vznikly ztratou glukézy z iontu
s m/z 296. Na obrdzku je ukdzana tato mobilitni separace a pod ni jsou hmotnostni spektra

primérovana pies jednotlivé mobilitni piky.
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SKROB_GTMA_MS_SENSITIVITY_MOBILITA_WAVE_VELOCITY1050_ION_620TRAP55EV 2: TOF MSMS ES+
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100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
SKROB_GTMA_MS_SENSITIVITY_MOBILITA_WAVE_VELOCITY1050_ION_620TRAP55EV 118 (6.347) AM (Cen,2, 80.00, Ht,5000.0,0.00,0.00); Cm
100, 458.2258 6.42e5
o i) L
0 1645433 3327256  440.2140 458.3596 5668804 7208475  841.8073 939.0516 9985215  1167.9489
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
SKROB_GTMA_MS_SENSITIVITY_MOBILITA_WAVE_VELOCITY1050_ION_620TRAPS55EV 157 (8.463) AM (Cen,2, 80.00, Ht,5000.0,0.00,0.00); Cm
620.2796 4575
100
i)
712056 219.6166339,7601414.4612 499.2022 6022706 [6212818 §02.914838.8913 __ 9550352 _ 1068,5740 11496420

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Obrazek 16: Mobilitni separace fragmentovaného iontu m/z 620 a ptislusna hmotnostni spektra

separovanych fragmentt i-iv.
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Tabulka 4: Vypocitané hodnoty molekulovych hmotnosti oligomernich jednotek a nalezené

hodnoty m/z ve spektru.
Podet [M+Na]* [M]* M [M]** M [M]**
jednotek i :
(+2) /2 e | 2XxGTMA /2 3xGIMA [
527,1588 620,2766 368,19205 284,1639
3 736,3841 852,4917
527,1597 620,2783 368,1920 284,1633
689,2116 782,3294 449,21845 338,1815
4 898,4369 1014,5445
689,2124 782,3307 449,2188 338,1810
851,2645 9443822 530,2449 392,1991
5 1060,4898 1176,5973
851,2649 944,3813 530,2458 392,1990
1013,3173 1106,4350 611,2713 446,2167
6 1222,5426 1338,6501
1013,3170 1106,4342 611,2727 446,2171
1175,3701 1268,4879 692,2977 500,2343
7 1384,5954 1500,7029
1175,3699 1268,4871 692,2991 500,2357
1337,4229 1430,5407 773,3241 554,2519
8 1546,6482 1662,7558
1337,4225 1430,5403 773,3249 554,2535
1499,4757 1592,5935 854,35055 608,27
9 1708,7011 1824,8086
1499,4769 1592,5929 854,3509 608,2708
1661,5286 1754,6463 935,37695 662,2871
10 1870,7539 1986,8614
1661,5310 1754,6458 935,3765 662,2885
1823,5814 1916,6992 1016,40335 716,6380
11 2032,8067 2148,9142
1823,5793 1916,6921 1016,4031 716,6401
1985,6342 1097,430 770,3223
12 2078,7520 | 2194,8595 2310,9671
1985,6296 1097,4293 770,3235
824,340
13 - - 2356,9123 | 1178,45615 | 2473,0199
824,3409
878,3575
14 - - 2518,9652 1259,4826 2635,0727
878,3580
932,3752
15 - - - - 2797,1255
932,3749

Legenda: V prislusném okné je Gernou barvou vyznadena teoretickd hodnota ([M+Na]*, [M]*, [M]*")
a barevn¢ zvyraznéna nalezend hodnota m/z (modra barva: sodné adukty nederivatizovanych
oligomernich jednotek; Cervena: derivatizované jednotky; rizova: oligomerni jednotky se dvéma Cinidly

a fialova: oligomerni jednotky se tfemi molekulami ¢inidla).
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5.1.2. Méreni hmotnostnich spekter pomoci MALDI

V dalsi fazi experimentu byly vzorky pfipravované stejnym zptisobem méteny pomoci
MALDI techniky. Nejprve byl zkuSebn¢, pro optimalizaci podminek na MALDI-plate
odpipetovan 1 pl koncentrovaného vzorku derivatizované glukézy (100 mg/ml) predem
smichané¢ho s matrici v poméru 1:1 a desetkrat zfedény vzorek také (10 mg/ml) smichany
stejnym zplisobem s matrici. Odezva byla ptiblizné tficetkrat vyssi, pokud byl vzorek analytu
10 krat zfedén, tedy na koncentraci 10 mg/ml. Jak lze vidét na obrazku 17, hodnota m/z 296
neni dominantni ve spektru. Bylo podezieni, ze doslo k pochybeni pii ptipravé vzorku, proto
byly stejnym zplisobem prométeny stejné vzorky, které byly méteny elektrosprejem v prvnim
experimentu. Profil dat, se ukazal byt podobny. Odlisny ioniza¢ni proces v MALDI neposkytuje

tedy za pouzitych podminek dobry signal derivatizované glukozy.

optimalizace podminek
KVARTERNIZACE-GLUKOSA-GTMA-NAOH-10X-DILUTION-OLD-SAMPLE 36 (0.627) AM (Cen,2, 80.00, Ht,5000.0,0.00,0.00); Cm (1:176)

100, 107.9763 259.1020 304 1635 1.21e5
a) 190.1612
. .o 101.9590 246.1920
° 134.1297
98.9841 305.1665
U W‘l Ll ‘M.,w W‘ O A2 100463 1802 5091093662441
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
KVARTERNIZACE—GLUKOSA—GTMA—NAO@TION 145 (2.471) AM (Cen,2, 80.00, Ht,5000.0,0.00,0.00); Cm (1:176) TOF MS LD+
259.1010 1.72¢6
100;
b 304.1621
N ) 107.9756 03,0699 |
187.0737
954 261.1152305.1650
8083 | Ll O 3050300
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
KVARTERNIZACE-GLUKOSA-GTMA-NAOH 110 (1.880) AM (Cen,2, 80.00, Ht,5000.0,0.00,0.00); Cm (1:176) TOF MS LD+
259.0099 5.58e4
100,
©)
= 107.9751 246.1893 304.1606
101-957ﬁ‘ 164.9422 1901593 | | ‘ “ 347.2818392.3433 421.1611  483.2323527.2663571.2603 625.2824 /
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700

Obrazek 17: Optimalizace podminek pro MALDI experiment. a) 10 x ziedény starSi vzorek, b)

10 x zfedény nove piipraveny vzorek a za ¢) koncentrovany novy vzorek.

Ve spektru glukozy derivatizované GTMA, viz obrazek 17 b) je vidét, ze ve spektru
neni dominantni ion m/z 296. Dominantni je zde ion s m/z 259,1010. Ion s m/z 296 odpovidajici
derivatizované glukéze je minoritni. Ve schématu 22 je navrzen mechanismus vzniku
dominantniho iontu s m/z 259. MoZznym vysvétlenim je odStépeni kvarterni skupiny a vzniku

sodiovaného fragmentu. Podobn¢ je ve schématu vysvétlen i vznik iontu m/z 304.
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HsC.® OH OH
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[M+Na]*= 259,0794
m/z 296,1700 m/z 259,0788
- CH3 OH OH
HaCu 0
H3C/N/\ﬁo/\:)\‘)\¢
3 OH OH OH

[M+Na]*= 304,1372
m/z 304,1363

Schéma 22

Nésledné bylo optimalizovdno reakéni prostfedi. V postupu pro piipravu vzorku je
uvedeno, Ze se do reakéni smési pridava 1 mol.I'! roztok hydroxidu sodného. Bylo vyzkouseno,
zda derivatizace probihd i bez pfidaného hydroxidu, respektive s pridanim stejného objemu
vody. Dalsi moznost bylo vyuziti kyselého prostiedi. Byla pouzita 1 mol.I"! kyselina mravenéi.
Modifikace derivatiza¢niho postupu, kde se nepouziva roztok hydroxidu sodného, vedou ke
zhorSeni vytézku signalu derivatizované glukozy.

V nasledujicim spektru je porovnana analyza kvarternarizované glukozy pfipravené
s pridavkem hydroxidu a bez n¢j (misto hydroxidu je pfidana do reak¢ni smési voda). V prvnim
spektru neni pozorovan ani ion m/z 259 ani 296. Je zde vidét pouze sodny adukt glukézy. Ten
je také pozorovan v analyze smési obsahujici hydroxid. Pokud bychom porovnali intenzitu
sodného aduktu glukdézy v obou spektrech, tak ve spektru s hydroxidem, je o fad vyssi, coz

koresponduje s tim, ze do reak¢éni smési jsou pridany sodné ionty.

dhb
kvarternizace-glukosa-10xdjl-veda-02AFAMM 200 (5.198) AM (Cen,2, 80.00, Ht,5000.0,0.00,0.00); Cm (2:237) 1: TOF MS LD+
W 2.37e5
100,
a) 190.1618 | 5400636
A 184.0454 246.1932
LIS
3 557.1469
110.9853 273.0541 483.1217 o655 1481
347.2861 4671456 [484.1212 F661471 6311727
486.1207 - .
Lt bl i L W ‘ 711.1796 iz
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
kvarternizace-glukosa-10xdil-naoh-02AFAMM-21 (2.173) AM (Cen,2, 80.00, Ht,5000.0,0.00,0.00); Cm (1:232) 1: TOF MS LD+
3.37e6
100,
b) 198.998
304.‘1363
<
80.9467
185.0420
135.0028 375.0057 BT st
T e it | i STO005 4071196 | ssaovea | 557.0060 5151422 6712081 7912284 0 g

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

Obrazek 18: a) Spektrum gluko6zy po derivatizaci bez ptidani hydroxidu, b) s hydroxidem.
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Ve spektru sachardzy za podminek derivatizace s hydroxidem, byl dominantni sodny
adukt m/z 365,1070. Ve spektru je ion m/z 421,1269, ktery strukturné odpovida iontu m/z 259
u glukézy (rozdil 421 a 259 je 162, tedy dehydratovana glukéza) a mechanismus jeho vzniku
je ukazan ve schématu 23. Nalezneme zde i kvarternarizovany ion sachardézy m/z 458,2174, ale
jeho intenzita je vice nez 300 krat niz§i nez intenzita sodného aduktu. Prvni spektrum
v obrazku 19 je spektrum smési neobsahujici hydroxid a je zde vidét dominantni ion
m/z 381,0813. Zde jde o adukt s draslikem [M+K]", oznaceny hnédou barvou. Sodny adukt je

ve spektru rovnéz pritomen.

dhb
kvarternizace-sacharoza-10xdil-vodaAFAMM 77 (3.102) AM (Cen,2, 80.00, Ht,5000.0,0.00,0.00); (1:220) 1: TOF MS LD+
1.58e7
1004
a)
190.1451
1109752 ‘23017642461715 3630854 (3620840
I i o AL AL o AR Y ‘ 2012201 P LAl 4108514830793 517.0975 557.0980
50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550
kvarternizace-sacharoza-10xdil-naoch-02AFAMM 107 (3.625) AM (Cen,2, 80.00, Ht,5000.0; ,0.00); Cm (1:235) 1: TOF MS LD+
365.1015 2.28e7
100,
b)
<
198.9962 363.0856 366'104
80.9458 164.9277 7T 246.1675  291.2249 0856 466.1845501.1172 541.1149
. R . . miz

50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550

Obrazek 19: a) Spektrum sachardzy po derivatizaci bez ptidani hydroxidu, b) s hydroxidem.

OH OH
0 0
Hﬁoﬁﬂ\ OH HH%% OH
OH % OH OH
O O" O O__
0 OH 0 OH
OH OH
miz 458,2174 ® miz 421,1269 CHy
HSC_N\_CH3
CHs
Schéma 23

Pfi méfeni kvarternarizovaného skrobu byly ve spektru nalezeny ¢tyti hlavni typy iontf.
Jsou zde pozorovany ionty sodnych aduktti oligomert a jejich dehydratovanych forem. Stejné
jako u glukozy a sachar6zy jsou zde pozorovany ionty m/z 259, 421 a dale 583, 745 a 907. Série
oligomernich iontl kon¢i signalem s m/z 1717, ktery ma jiz malou intenzitu. Byla zde nalezena

1 fada iontl s m/z 245, 407, 569, 731 az do 1541. Schéma vzniku téchto iontu je ukdzano nize.

56



Ve spektru ma z pikd analytu nejvétsi intenzitu adukt dimeru dvou gluk6z se sodikem
m/z 365,1035 a déle ion m/z 407,1143 s intenzitou jen o 10% nizsi.

Ve spektru, kdy byla reakce provédéna pouze s vodou, je nalezena fada sodnych adukta
ptiblizné 18 krat nizsi.

Pokud bychom porovnali ob¢€ ioniza¢ni techniky, tak v elektrospreji, podle ocekavani
vznikaly i vice nabité ionty. Tyto ionty v MALDI nebyly pozorovany.

V MALDI se na vzorek pisobi laserem, ktery mtze zplisobovat $tépeni derivatizované
molekuly v iontovém zdroji a ztratu kvartérni amoniové skupiny. lonty s navazanym GTMA
jsou ve spektru pozorovany, ale maji velmi nizkou intenzitu, na misto toho jsou zde zastoupeny
predevsim ionty vznikajici po ztrat¢ 60 hmotnostnich jednotek z GTMA-derivatizovaného
cukru odpovidajici ztraté trimethylamoniového kationtu nebo ionty po ztraté 74 hmotnostnich
jednotek odpovidajici naslednému odstépeni CHz skupiny. Derivatizace s vyuzitim GTMA pro
MALDI neni tedy na rozdil od elektrospreje dobte pouzitelna.

dhb
kvarternizace-skrob-10x-dil-nachAFAMM 194 (5.083) AM (Cen,2, 80.00, Ht,5000.0,0.00,0.00); Cm (1:221) 1: TOF MS LD+
100, 198.9972 3.20e6

365.1035
407.1143
(o

164.9208 569.1682

Gas 063570929
500. 1463

493.1508 583 1824
731 7202

655.2026 ’
| ‘HH‘ n \|\ Ll T ‘\ ottt ik m

100 200 300 400 700 800

Obrazek 20: Hmotnostni spektrum Skrobu naméfeného MALDI technikou.

%
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5.2. Navrh a syntéza derivatiza¢niho ¢inidla

Zavedeni kvartérni amoniové soli do molekuly analytu mé své nesporné vyhody pro
elektrosprej, kde zlepSuje analyticky signal. U MALDI, ackoli je vytéZek vyrazné slabsi, jsou
signaly kvarternarizovanych cukra také pozorovany. Obé techniky mohou byt tedy pouzity pro
studium dal$ich derivatiza¢nich postupti.

Pro dals§i experimenty byly navrzeny struktury vhodnéjSich derivatizac¢nich ¢inidel
vychézejicich z nasledujici tvahy. JestliZze podstupujeme derivatizacni proces zlepsSujici odezvu
detektoru, ktery ptfindsi do experimentu praci navic, pro¢ neprovést derivatizaci s ¢inidlem
prindsejicim jesté dalsi vyhody, tedy s Cinidlem analyticky vSestrannéjSim.

Vsestrannéjsi derivatizacni ¢inidlo by pro studovanou aplikaci na cukry mélo obsahovat
Ctyfi dilezité Casti: kvartérni amoniovou sul, chromofor (napf. benzenové jadro), znacku
s charakteristickym izotopickym profilem (napf. atom bromu) a samoziejmé strukturni
jednotku, kterd umozni navazani Cinidla na analyzovany cukr. Zaroven by aromatické jadro
mohlo plnit podobnou funkci jako matrice pro MALDI experimenty (absorpci energie laseru
pro desorpci a ionizaci bez potfeby pouziti matrice).

Pfi navrhu této struktury se vychazelo z podobnosti s komeréné dostupnym cinidlem
GTMA. Toto c¢inidlo, jak jiz bylo ukazano vySe, obsahuje trimethylamoniovou jednotku a
labilni oxiranovy kruh, ktery se pomérné snadno otevira u¢inkem nukleofilniho ¢inidla, takze
se navaze na hydroxylovou skupinu sacharidu. Bylo tedy uvaZovdno o mozné struktuie

skladajici se ze tii stavebnich kameni, jak je ukdzano ve schématu 25.

Schéma 25
Pii studiu latky podobného charakteru v literatufe byla nalezena syntéza
benzyl-glycidyldimethyl-amonium jodidu. Pfislusny brom derivat publikovan nebyl, proto se

k syntéze vybrala vychozi latka s bromem v para poloze benzenového kruhu.

o o

(o] - .
Jel e oo ok
J&r“p %O Br %O

Schéma 26
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Syntéza derivatizacnich €inidel benzyl-glycidyldimethyl-amonium jodidu (BGDMA) a
(4-bromo-benzyl)-glycidyldimethyl-amonium jodidu (BBGDMA) zacala optimalizaci
reakénich krokll na levné&j$im derivatu neobsahujicim brom. Pfiprava cinidla benzyl-
glycidyldimethyl-amonium jodidu (BGDMA) vychazela z N-benzylmethylaminu a
epichlorhydrinu. Vznikly benzyl-glycidyl-methyl amin dale reagoval s methyljodidem.

@) i N/CHS
Orwe Bla O
CHs i %O
Schéma 27
Podminky reakce:
1. 1i: destilovana voda, 0°C, 16 h.; ii: NaOH, H,O, 0°C, 20 minut.
2. 1: MeOH, 6 h., 57-60 °C; ii: t~-BuOH, KOH, H>O, 75°C, 90 min.
3. i: n-PrOH, 80°C, 6h.; ii: ~-BuOH, KOH, H:0, 75°C, 90 min.

Syntéza prvniho kroku byla provedena tak, Ze ke smési N-benzylmethylaminu a
destilované vody byl po kapkach ptidan epichlorhydrin za stalého michéani v ledové lazni pies
noc. Nasledujici den byla smés opét ochlazena a byl k ni ptidan roztok hydroxidu. Produkt byl
michén jesté 20 minut a nasledné byl ptelit do délici nalevky s destilovanou vodou a vodna
vrstva byla extrahovédna diethyletherem. Etherové podily a organickd vrstva byly vysuSeny
bezvodym siranem sodnym a smés byla koncentrovana za snizeného tlaku.*’ Nasledné byla
provedena LC-MS analyza. Tato analyza nebyla uspokojiva, nebyl patrny pik ¢istého produktu,
ve spektru byl produkt sice pozorovan, ale rovnéz bylo pozorovdno znaéné mnozstvi
hydrolyzovaného produktu.

Pro piipravu benzyl-glycidylmethyl aminu byl tedy zvolen jiny postup.*® Autofi uvadi
reakci v methanolu pii 80°C, blizsi detaily uvedeny nejsou. Nejprve byla tedy vyzkousena
reakce epichlorhydrinu a N-benzylmethylaminu v methanolu pod refluxem (60°C) v atmosféte
argonu. Po Sesti hodinach byl methanol odpatfen, byl pfidan ~-BuOH a za michani roztok
hydroxidu draselného ve vod€. Smés byla zahtivana na 75 °C po dobu 90 minut. Vylouceny
KCl byl odfiltrovan a filtrat byl odpafen. Aby se dosahlo vyssi teploty, tedy uvedenych 80°C,
byla reakce realizovana v n-propanolu. Reakce byla provedena v inertni atmosféte
v tzv. pressure tube. Nésledovala opét reakce s hydroxidem draselnym v ~-BuOH a po reakci
bylo rozpoustédlo odpateno na rota¢ni vakuové odparce. Tento postup se podle LC-MS analyzy

osveédcil, proto byla reakce provedena ve vétSim mnozstvi v trojhrdlé bance. Pro izolaci
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produktu byla zvolena vakuova destilace. Produkt se destiloval v rozmezi teplot 87-94°C pfi
tlaku 1,4 Torr. Produkt byl ziskan Cisty, v piku nebyl pozorovan hydrolyzovany produkt.

Aby bylo dostatek produktu pro optimalizaci nésledujiciho, tedy methyla¢niho kroku,
bylo produktu pfipraveno vice. Byl tedy opakovan postup, ale jest¢ s vétSimi navazkami.
Neukézalo se to jako efektivni zplisob, protoZze s mnozstvim vychozi latky 8,6 ml byl vytézek

po vakuové destilaci 25% a pti objemu 23 ml byl vytézek pouhych 13%.

CH CHa
~CHj3 AcCN N_
©/\N . CHsl e ©/\ o,
%O 0°C 20 min
rt16 h (@)
Schéma 28

Methyla¢ni krok byl proveden tak, ze produkt po vakuové destilaci byl rozpustén
v acetonitrilu v ledové 1azni. Za stalého michani byl po kapkach piiddvan methyljodid. Reakce
probihala opét v argonové atmosfére. Po pfidani celého objemu methyla¢niho Cinidla byla
batika vyjmuta z ledové 14zné& a michana pies noc pii pokojové teploté.*’ Jelikoz latka je
permanentni ion, v LC-MS analyze byla pozorovéana v reten¢nim case blizkém mrtvému casu.
O tom, zda reakce prob¢hla, bylo patrno z TLC analyzy na silikagelové desti¢ce. Jako mobilni
faze byl zvolen Cisty methanol s tfemi kapkami octové kyseliny. Problém nastal pfi izolaci.
Reakéni produkt se mél vysrazet z bezvodého etheru. K vysrazeni nedoslo patrn€ z diivodu, ze
nebyla pouZzita dostatecné suchd rozpoustédla. Proudem dusiku byl ether odpafen, vysusen
bezvodym siranem sodnym a roztok byl rozpustén v acetonitrilu suSeném molekulovym sitem.
K vysrazeni s etherem opé€t nedoslo. Proto byla vSechna rozpoustédla odpaiena a produkt byl
rozpus$tén v destilované vodé. Nepolarni necistota byla vytfepana do toluenu. Vodna faze byla
zmrazena a vlozena do lyofilizatoru. Latka se objevovala pii LC-MS analyze v nastfikovém
piku. Ovéfenti jeji identity bylo provedeno tandemovou hmotnostni spektrometrii.

Pro zlepSeni tohoto postupu byla dale provedena reakce v bezvodém DMF. Produkt po
vakuové destilaci byl rozpustén v bezvodém DMF pod inertni atmosférou a pies septum byl
nadavkovan methyljodid. TLC analyza probé¢hla stejné jako v predchozim ptipad¢. Do reakéni
smési byl pfidan bezvody diethylether, ale k vysraZeni opét nedoslo. Produkt byl tedy po
odpateni vSech rozpoustédel opét rozpustén ve vodeé a nepolarni necistota byla extrahovana do
ethylacetatu. Vytézek této reakce byl 63%. Identita byla opét potvrzena hmotnostni
spektrometrii. Takto optimalizovany postup byl aplikovdn pro pfipravu druhého

derivatizac¢niho ¢inidla.
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Ptiprava (4-bromo-benzyl)-glycidyldimethyl-amonium jodidu (BBGDMA)

1. PrOH

_CHs
_CH 80°C, 6 h N
g H 3 s g
B N KoM, MO, tBuOH, BT °
80 °C, 90 min
Schéma 29

Pro syntézu (4-bromo-benzyl)-glycidyldimethyl-amonium jodidu (BBGDMA) byl
zvolen stejny postup jako v predchozim ptipadé. Reakéni podminky jsou uvedeny ve
schématu 29. Reakce byla provedena dvakrat. V prvnim piipadé¢ se vychazelo z jednoho gramu
vychozi latky. Reakce probéhla, ale v LC-MS analyze byly pozorovany vedlejsi produkty.
Z této analyzy bylo usouzeno, Ze se bromo-derivat nechové pftili§ odlisné a reakce byla
zopakovana, ovSem s navazkou 3 gramy vychozi latky. LC-MS analyza vSak ukézala, ze pfi
veétsi navazee vedlejSich produktd vznikd mnohem vice. Surovy produkt byl tedy izolovan
vakuovou destilaci s limcovou batkou pfi teplot¢ vodni lazné¢ 160°C a tlaku 1,5 Torr. Produkt
se nepodafilo izolovat Cisty. Pro prvni, €ist¢jsi produkt vakuova destilace nebyla provedena.
Oba produkty byly identifikovany hmotnostni spektrometrii. Reakce dale optimalizovana
nebyla, a to jednak z ¢asového diivodu a také proto, ze pro planované pilotni experimenty

s derivatizaci cukrii dosazena Cistota postacovala.
5.3. Testovani novych derivatiza¢nich ¢inidel hmotnostni spektrometrii

5.3.1. lonizace elektrosprejem

Ptipravena Cinidla, byla pro ovéteni jejich struktury testovana hmotnostni spektrometrii
s ionizaci elektrosprejem a jejich spektra jsou zafazena v experimentalni ¢asti diplomové prace.
Béhem téchto experimenti byla provedena také derivatizace glukdézy pomoci téchto ¢inidel.
Derivatiza¢ni proces byl proveden tak, ze k navdzenému cukru bylo pfidano ¢inidlo rozpusténé
v methanolu, nasledné byl pfidan roztok hydroxidu a smés byla reagovana béhem dvou hodin
pii 55°C.

Jako prvni byla studovéna derivatizace glukézy. Pfi derivatizaci glukozy cinidlem
BGDMA byl ve spektru pozorovan signal m/z 372,2032, ktery odpovida kvarternarizované
glukoze (odchylka & = 2,59 ppm od teoretické hodnoty 372,2022). Bylo také naméfeno
fragmentacni spektrum, které odpovida ocekdvanym fragmentacnim pochodiim. Obé spektra

jsou ukazana v obrazku 21 a struktura derivatizované glukézy a fragmenta¢ni mechanismus ve
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schématu 30. Pik analytu ma ve spektru intenzitu 2,69-10%, ve spektru Ize nalézt i sodny adukt

glukodzy, ktery m4 intenzitu 2,08-10°, tedy piiblizné 1300 krat mensi.

GLUKOZA_1B1_KVARTERNARIZACE_LOCKMASS

GLUKOZA_1B1_KVARTERNARIZACE_FRAG372-19 15 (0.271) AM (Cen,=2, 80.00, Ht,5000.0,0.00,0.00); Cm (2:58) TOF MSMS 372.19ES+
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Obrazek 21. a) MSMS a b) MS spektrum gluko6zy kvarternarizované BGDMA.

?74.2046

OH OH HaC. @ on o
H3C\§9/\/\O/\/k‘/k¢o . HsC” o . ©/
HaC” : ]

:3CJ OH OH OH 162
miz 372,2032 miz 210 miz 91
Schéma 30

Spektrum glukézy kvarternarizované ¢inidlem BBGDMA, tedy ¢inidlem obsahujicim
v molekule atom bromu jako analytickou znacku je ukdzano spolu s fragmentacnim spektrem
na obrazku 22. Ve spektru jsou dominantni 3 hlavni piky, jedna se o pik analytu s pfesnou
hmotnotu 450,1127 a naméfenou m/z 450,1107 (odchylka & = 4,44 ppm od teoretické hodnoty
450,1127), dale pik odpovidajici produktu reakce oxiranového kruhu s methanolem
s m/z 302,0711 (izotopicky pik m/z 304,0692) a fragmenty s m/z 168 a 170, vSechny piky
vykazuji charakteristicky profil dany molekulou bromu v ¢inidle a struktury téchto latek jsou
ve schématu 31. Ion analytu s m/z 450 ma oproti sodnému aduktu glukézy intenzitu ptiblizné
630 krat vyssi. Fragmentacni spektrum bylo méfeno také se zapnutou mobilitni celou, kdy se
podafilo na zdklad€ rozdili v ucinnych prafezech oddélit pik rodi€ovského iontu od dvou

hlavnich fragmenttli ve spektru (viz obrazek 23).
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GLUKOZA_2B1_KVARTERNARIZACE_FRAG450-10_MOBILITA 1 (0.034) AM (Cen,2, 80.00, Ht,5000.0,0.00,0.00); Cm (1:117)
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Obrazek 22: a) MSMS a b) MS spektrum glukozy kvarternarizované BBGDMA.

OH OH
HiC. @ 0
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Schéma 31
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GLUKOZA_2B1_KVARTERNARIZACE_FRAG450-10_MOBILITA 2: TOF MSMS ES+
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Obrazek 23: Mobilitni spektrum fragmentované gluk6zy kvarternarizované BBGDMA a

odpovidajici spektra separovanych pik.

Glukoza, sachardza i Skrob byly analyzovany pomoci ionizace elektrosprejem znovu o
tf1 mésice pozdéji na pfistroji Q-TOF Premier. Na obrdzku 24 je spektrum kvarternarizované
glukozy ¢inidlem BGDMA a blanku tohoto ¢inidla. V tomto obrazku jsou v zeleném krouzku
vyznaceny ionty, které souvisi s ¢inidlem, a jejich vznik je naznacen ve schématu 32. Namétena
hodnota iontu analytu je m/z 372,1963 (odchylka 6 = 15,9 ppm od teoretické hodnoty). Tento
ion vykazoval témér pétkrat vyssi intenzitu oproti sodnému aduktu gluk6ézy m/z 203,0712.
Kvarternarizovana glukéza ¢inidlem BBGDMA vykazovala opét charakteristicky izotopovy
profil a namétfena hodnota je m/z 450,1141 (odchylka 6 = 3,11 ppm od teoretické hodnoty) a
intenzita tohoto iotu oproti sodnému aduktu glukozy m/z 203,0601 byla témét dvakrat vyssi.
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glu-1b1-100mg-I-ESI-no-lock-mase-15(0.610) AM (Cen,2, 80.00, Ht,5000.0,192.14,0.00); Cm (1:48) 1: TOF MS ES+
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Obrazek 24: a) spektrum glukézy kvarternarizované cinidlem BGDMA, b) blank cinidla

BGDMA.

OH OH
CH3 H3C @ /O

qukoza Y
CHs :: /J OH OH
m/z 192,1388 \TN miz 372,1968
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©/\ CH3 ©/\
OCHj3
m/z 224,1456 m/z 210,1493

Schéma 32

Ze spekter blankli ¢inidel méfenych béhem experimenti na Q-TOF Premier lze
vypozorovat, ze ¢inidla, béhem tfi mésicl, od prvni analyzy na Synapt G2-S, prosla urcitou
zménou. Jejich blanky jsou vice komplikované. Blanky ¢inidel z Q-TOF Premier jsou
v obrazcich 24 (b) a 25 (b) a blanky ¢inidel z pfistroje Synapt G2-S jsou pro srovnani na
obrazku 26. V piivodnim blanku ¢inidla BGDMA pozorujeme pfedevs§im ionty m/z 210 a 192.
V blanku méteném pozd¢ji pozorujeme také ionty m/z 224 a 575. Identitu obou téchto ionti se
nepodafilo zjistit. V plGvodnim blanku c¢inidla BBGDMA Ize vidét hlavné methanolem
hydrolyzované ¢inidlo s m/z 302, dale ion ¢inidla m/z 270 a fragmentovy ion m/z 169. V blanku

¢inidla BBGDMA méfeného po tfech mésicich pozorujeme tyto tii hlavni ionty také, ale dale
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rizné dimery nebo jiné struktury obsahujici podle izotopickych profili dva bromy v molekule.

Detailni struktura téchto dimert vSak nebyla zjisténa.

Patrné dochazi k ¢astecnému rozkladu ¢inidla. K rozdiliim vSak ¢aste¢né ptispiva i fakt,

7e kazdé méfeni bylo provddéno na jiném hmotnostnim spektrometru. Nicméné i pfes tyto

zmény, ¢inidla reaguji s analytem v dobrém vytézku a poskytuji ocekévané signaly.

450.114
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Obrazek 25: a) Spektrum glukdzy kvarternarizované ¢inidlem BBGDMA (vlozeny obrazek:

zoom Vv oblasti analytu s m/z 450,1141 a izotopicky pik m/z 452,1128); b) blank cinidla

BBGDMA.
OH OH
HiC. @ o)
N o™ =
G’lzl/CH3 g|UkéZG H3C OH éH OH
“CHs
Br % OH- Br m/z 450,1141
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N. Br OH
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OH OH /©/
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m/z 304,0720
Schéma 33
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Obrazek 26: Spektra blankl ¢inidel métenych bezprostiedné po piipravé téchto ¢inidel na

pfistroji SYNAPT G2-S a) BBDGMA, b) BGDMA.

Spektra sachardzy kvarternarizované obéma cinidly jsou ukdzdna na obrazku 27.
V obou spektrech jsou kvarternarizované ionty dominantni. Ion s hodnotou m/z 534,2062
(odchylka 6 = 91,5 ppm od teoretické hodnoty 534,2551) mé ptiblizné 14 krat vyssi intenzitu
nez sodny adukt sachar6zy, ion m/z 612,1345 (odchylka 6 = 50,8 ppm od teoretické hodnoty
612,1656) ma intenzitu tiikrat vyssi.

(612.134 614.1341
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Obrazek 27: a) Sachardza kvarternarizovana BBGDMA, b) sachar6za kvarternarizovana

BGDMA.
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Ve spektru Skrobu derivatizovaném c¢inidlem BGDMA byly nalezeny ionty
odpovidajicim az 8 monomernim jednotkam (m/z 372,2279; 534,3975; 696,3858; 858,4241;
1020,4740; 1182,5465; 1344,5309; 1506,6632) u druhého ¢inidla pak 6 jednotkam (450,1036;
612,1502; 774,1967; 936,2479; 1098,2936; 1260,3467).
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Obrazek 28: MSMS spektrum a) iontu m/z 696,2802 b) 858,3494, tedy iontl trimeru a

tetrameru kvarternarizovanych BGDMA.

Tyto vysledky ukazuji, Ze obé Cinidla umoziuji derivatizaci cukrii a jejich analyzu

hmotnostni spektrometrii s ionizaci elektrosprejem.

5.3.2. MALDI

Ptipravena derivatizani c¢inidla byla pouzita pro derivatizaci analytt MALDI
technikou. Vzorky byly pfipraveny standardnim postupem (popsanym v Experimentadlni cdsti
v podkapitole Priprava vzorkiu — Obecny postup pro derivatizaci cinidly GTMA, BBGDMA,
BGDMA) a ztedény na koncentraci 100 mg/l. Byly testovany dva typy vzorku a to bez matrice
a s matrici (smichanim vzorku a matrice v poméru 1:1). Takto pfipravené analyty byly
pipetovany na MALDI desticku a analyzovany.

Experimenty byly provedeny s gluk6zou, sachar6zou a Skrobem. VSechny tfi cukry byly
kvarternarizovany obéma piipravenymi €inidly a analyzovany jak s matrici, tak bez matrice.
Na obrazku 29 jsou spektra glukozy kvarternarizované ¢inidlem BGDMA, v prvnim spektru je
analyza bez matrice a ve druhém s matrici. V obou ptipadech nalezneme ion s m/z 372,2, ktery
ma ve spektru bez matrice ptiblizné 18x vétsi intenzitu, nez sodny adukt molekuly glukézy. Ve

spektru s matrici je signal vyssi oproti sodnému aduktu dokonce 315x.
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Pokud porovname intenzitu iontu m/z 372,2 v obou spektrech (bez matrice ma intenzitu
420 a s matrici 18179), tak vidime, Ze ve spektru s matrici je intenzita iontu piiblizné 43 krat
vys$si, nicméné 1 bez matrice je tento ion ve spektru patrny. Z toho je patrno, ze pokud by to
experiment vyzadoval a vzorek obsahoval vyssi koncentrace cukril, je mozno nandSeni matrice
z analytického postupu vynechat. Pfi pouziti hmotnostniho spektrometru Synapt G2-S je mozno
od iontu kvarternarizované¢ho cukru odfiltrovat balastni signdly matrice a derivatiza¢niho
¢inidla s vyuzitim iontové mobilitni separace. Tyto experimenty jsou ukdzany na obrazku 30,
ve kterém je pro porovnani naméfené MS spektrum, spektrum z mobilitniho skenu spektrum

vytazené hmoty m/z 372,2.
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Obrazek 29: Spektra glukozy kvarternarizované ¢inidlem BGDMA a analyzované a) bez

matrice a b) s matrici.

bez matrice
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Obrazek 30: Porovnani iontu m/z 372,2 a) vyextrahovaného z mobilitniho spektra

b) v celkovém mobilitnim skenu a ¢) v MS spektru.
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Na obrazku 31 je ukdzdna mobilitni separace vSech iontl ptitomnych v MS spektru, pfi

analyze glukézy derivatizované ¢inidlem BGDMA s matrici a mobilitni separace v

Sech iontu

s nastavenou kolizni energii 30 eV v transferové kolizni cele. Pod témito spektry je vzdy

rekonstruovan hledany ion analytu s m/z 372,2. Na obrazku 32 jsou pak zobrazena pftislusna

hmotnostni spektra primérovand ptes cely mobilitni rozsah (a, ¢) a pfes mobilitni piky

rekonstruované pro m/z 372,2 (b, d).
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Obrazek 31: a) Mobilitni zaznam kvarternatizované glukézy ¢inidlem BGDMA, ¢) mobilitni

zaznam téhoz analytu s nastavenou kolizni energii b) a d) mobilitni zaznam rekonstruovany pro

m/z 372 pfi riznych nastavenich kolizni energie na transferové kolizni cele.
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Obrazek 32: Hmotnostni spektra primérovand z mobilitnich spekter ve stejném potadi jako na

obrazku 31.
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e SRy
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miz 372,2372 \ ® m/z 210,2068

Cr

m/z 91,1143
Schéma 34

OH

V mobilitnim spektru s vyssi kolizni energii vloZenou na transferovou kolizni celu jsou
diky odfiltrovani balastnich signali pfitomny jak ion rodiCovsky s m/z 372,2374, tak
charakteristicky fragment s m/z 210,2071 odpovidajici odstépeni dehydratované glukozy.

Glukéza byla rovnéz kvarternarizovand ¢inidlem s bromem BBGDMA. Ion analytu
m/z 450 a pfislusny izotop 452 ve spektru vzorku analyzovaném bez matrice byl nalezen,
nicméné je jeho intenzita velmi mala. Spektrum stejného vzorku, ale s matrici je ukédzano na
obrazku 33. Na prvni pohled jsou ve spektru patrny jen ionty matrice, a to zejména ionty
m/z 193, 329 a 539. Spektrum matrice v methanolu, bez analytu a bez ¢inidla, je ukédzéno na
obrazku 34, ostatni signdly ve spektru jsou balastni ionty. lonty analytu jsou v obrazku
pfiblizeny a maji intenzitu 1520. Pfesna molekulova hmotnost glukézy derivatizované
BBGDMA je 450,1127, nalezena pak 450,1130 (odchylka & = 0,67 ppm od teoretické hodnoty).
Tyto ionty maji ptiblizn€ 40 krat vyssi intenzitu oproti sodnému aduktu glukézy. Fragmentaéni
spektrum iontu s m/z 450,1 je ukézéno na obrazku 35. V ném jsou patrné typické fragmenty s

m/z 168 a 170 podobn¢ jako u ionizace elektrosprejem a jsou zobrazeny ve schématu 35.

dhb
glu-2b1-matrix-kvarternarizaceAFAMM.-1.(1.179) AM (Cen,2, 80.00, Ht,5000.0,0.00,0.00); Cm (1:120) @113 1: TOF MS LD+
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Obrazek 33: Hmotnostni spektrum gluko6zy kvarternarizované BBGDMA.
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dhb

DHB-blank-kkvarternarizace 8 (0.192) AM (Cen,2, 80.00, Ht,5000.0,0.00,0.00); Cm (1:107) TOF MS LD+
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Obrazek 34: Hmotnostni spektrum matrice — 2,5-dihydroxybenzoova kyselina.

OH OH ®
H3C. @ _0
H C/N/Y\O - o
3 OH OH OH
Br
Br miz 450,1130 mi/z 169,0331
m/z 452,1112 m/z 171,0306
Schéma 35
glu—2b1——matrix—kvarternarizace—fragmentc:1 18) 1: TOF MSMS 450.12LD+
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2
90.1092 149.0581 172.0309 230.0627
’ 283.0460
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Obrazkek 35: Fragmentaéni spektrum (MS/MS) iontu s m/z 450,11.

Pro tento derivat byla nameétena spektra s iontové mobilitni separaci s malou a zvySenou
kolizni energii v transferové kolizni cele. I v tomto ptipadé nabizi mobilitni separace efektivni
filtraci balastnich signalti. Mobilitni zdznamy celkového iontového proudu a zdznamy

rekonstruované pro rodi¢ovsky ion s m/z 450,11 jsou na obrazku 36 a hmotnostni spektra
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primérovana pies cely mobilitni zdznam s malou a) a vyssi kolizni energii ¢) jsou uvedeny na
obrazku 37. Spektra primérovand ptres mobilitni pik rodi¢ovského iontu s malou b) a vyssi
kolizni energii d) obsahuji pouze rodicovsky ion s m/z 450,1567 a fragment po odstépeni
dehydratované glukozy (m/z 210,1093) s charakteristickym izotopovym profilem

odpovidajicim pfitomnosti jednoho atomu bromu.

glu-2b1-matrix-kvarternarizace-mobilitaAFAMM 3: TOF MS LD+
100 3.24 TIC
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glu-2b1-matrix-kvarternarizace-mobilita-transfer30eV 3: TOF MS LD+
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glu-2b1-matrix-kvarternarizace-mobilita-transfer30eV 3: TOF MS LD+
1005 3.67 450.11
d) 1.75e4

= 5.78

5.35 5. 7.34
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Obrazek 36: a) Mobilitni spektrum gluk6ézy kvarternarizované cinidlem BBGDMA;
b) m/z 450,11 ze spektra a); ¢) mobilitni spektrum téhoz analytu s nastavenou kolizni energii

30 eV na transferu, d) m/z 450,11 vyextrahovana ze spektra c).

glu-2b1-matrix-kvarternarizace-mobilitaAFAMM 61 (3.240) AM (Cen,2, 80.00, Ht,5000.0,0.00,0.00); Cm (40:118) 3: TOF MS LD+
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Obrazek 37: Hmotnostni spektra ziskand z mobilitnich spekter z obrazku 36 a zobrazena ve

stejném potadi.
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Sachar6za byla analyzovana také po derivatizaci obéma cCinidly. Byla zde pozorovéana
trochu odli$na situace oproti kvarternarizované glukéze a to v tom, Ze dominantni ionty ve
spektrech, které prislusi analytu, jsou sodné adukty molekuly sacharézy s m/z 365,11, coz je
podobna situace jako pii kvarternarizact GTMA a analyze MALDI. Byl nalezen rovnéZ ion
odpovidajici sachardze derivatizované cinidlem BGDMA, ktery maé teoretickou hodnotu
m/z 534,2551 a nalezenou m/z 534,2563 (odchylka & = 2,25 ppm). Sachar6za derivatizovana
¢inidlem BBGDMA ma teoretickou hodnotu m/z 612,1656 a nalezenou m/z 612,1666
(odchylka & = 2,63 ppm a charakteristicky izotopicky profil, viz nésledujici obrazek 38.

612.1316 614.1312
dhb
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Obrazek 38: Spektrum sachardzy kvarternarizované a) BBGDMA b) BGDMA a analyzované
s matrici.

Ve spektru sachar6za-BGDMA byl nalezen kromé sodného aduktu sachardzy
m/z 365,1064 a hledaného iontu analytu také ion s m/z 466,1911. Byla navrZena struktura
tohoto iontu. Jde pravdépodobné o fragment vznikly ztratou jedné methylové skupiny a tfi
molekul vody (ztrata 68 jednotek) a takova struktura by méla mit molekulovou hmotnost
466,2077. Nalezena hodnota je m/z 466,1911 (odchylka 6 = 35,6 ppm od teoretické hodnoty).
Ve spektru byly rovnéZ nalezeny ionty odpovidajici ztrat€ methylu a dvou molekul vody a
methylu a jedné molekuly vody, avSak mély nizsi intenzitu. Ztrata molekuly glukézy byla ve
spektru také pozorovana a hodnota m/z fragmentu je 372,2033 (m/z hodnota shodna
s derivatizovanou glukézou). Ve spektru sacharozy derivatizované ¢inidlem BBGDMA lze
vidét sodny adukt sachardzy a kvarternarizovany analyt s charakteristickym izotopickym
profilem. Ztrata 68 jednotek jako u glukdzy kvarternarizované ¢inidlem BGDMA byl nalezen,
ale ve velmi nizké¢ intenzité, stejné tak i ion odpovidajici ztraté glukézy. Ve fragmentacnim

spektru glukézy derivatizované ¢inidlem BBGDMA byl nalezen charakteristicky fragmentovy
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ion s m/z 169 (a izotopicky pik m/z 171). Tento mechanismus fragmentace je shodny s tim,

ktery byl pozorovan pii analyzach elektrosprejem.

OH OH
o) o)
Hﬁﬁﬁ Ho%
(@] OH OH
=) %gg_LBGDMA HO OHO&Q_OHK
OH OH Q OH
miz 534,2563 ON
[M+NaJ* N/CH3
m/z 365,1064 - @\ CHs
- 3
-3x Hzo
OH
HO™ \\ 0

m/z 466,1911

Schéma 36

Hmotnostni spektrum Skrobu bylo vyrazné komplikované matrici a adukty se sodikem.
Ionty analytu od jedné az po Sest monomernich jednotek byly 1épe vidény ve spektru
z mobilitniho skenu s nastavenou kolizni energii 30 eV na transferové kolizni cele. Ptislusné
ionty a jejich intenzity (uvedené v zavorce) jsou: m/z 372, 2 (7995), m/z 534,2 (12149),
m/z 696,2 (7298), m/z 858,2 (3192), m/z 1020 (1433), m/z 1182 (529). Na obrazku 39 je
ukazana mobilitni separace vSech téchto iontl a pro ilustraci jsou na obrdzku 40 ukdzana
hmotnostni spektra pfislusici iontim s m/z 91, 372, 534 a 696. Mobilitni separace s nastavenou
kolizni energii na transferu byla métena i pro skrob kvarternarizovany BBGDMA a vykazovala

podobny priibéh jako Skrob-BGDMA.
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Obrazek 39: Mobilitni separace s nastavenou kolizni energii 30 eV kvarternarizované glukozy

¢inidlem BDGMA: a) cely sken, b) fragment m/z 91, ¢) ion m/z 372,2, d) ion m/z 534,2 e) ion

m/z 696,2 f) ion m/z 858, g) ion m/z 1020, h) ion m/z 1182.
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Obrazek 40: Hmotnostni spektra vyextrahovanych mobilitnich pikli z experimentu

popisovaném na piedchozim obrazku 39 od b) po e).

Uvedené postupy lze tedy pouzit i pro analyzu Skrobu a potencialné dalSich oligo- a

polysacharidi. MoZnost mobilitni filtrace balastnich iontl je pro pouzity postup velkou

vyhodou.
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6. Zavér

Byly prostudovany moznosti derivatizace cukrii pro zlepSeni jejich analyzy hmotnostni
spektrometrii. Ukdzalo se, ze velmi vyhodné je zavedeni permanentniho naboje do struktury
cukrt. Bylo vybrano ¢inidlo obsahujici kvarterni amoniovou sil a obsahujici ve své struktufe
oxiranovy kruh, ktery se miize pisobenim nukleofilniho Cinidla oteviit a navéazat na
hydroxylovou skupinu cukri. Byl vyzkousen diive publikovany postup derivatizace glukozy
¢inidlem GTMA. V této diplomové praci byl postup testovan také na dalSich cukrech — na
sacharoze a skrobu. Tento derivatizacni postup byl vyuzit pro hmotnostné spektrometrickou
analyzu glukdzy, sachardzy a Skrobu s ionizaci elektrosprejem a matrici asistovanou laserovou
desorpci/ionizaci.

Glukoéza kvarternarizovana ¢inidlem GTMA poskytla 42 krat vyssi odezvu nez sodny
adukt glukézy, coz znamend ze derivatizace pifinasi fadové zlepSeni odezvy oproti analyze
nederivatizovanych monosacharidi (bézné provadéné prave s vyuzitim kationizace). Sachardza
pfi kvarternarizacnim postupu nebo pii samotném experimentu ztratila jednu molekulu
glukézy. Ion po této ztraté byl dominantni ve spektru a mél 14 krat vyssi intenzitu nez sodny
adukt sacharézy. Tento adukt meél pfiblizné o polovinu vyssi intenzitu nez samotnd
kvarternarizovand sachar6za. Ve spektru Skrobu mél nejvétsi intenzitu kvarternarizovany trimer
glukézy, tato intenzita byla pétkrat vyssi nez intenzita odpovidajiciho sodného aduktu trimeru.

Pii MALDI experimentech byly rovnéz testovany moznosti GTMA derivatizace vSech
tii cukrii. Kvarternarizované cukry jsou pti MALDI experimentu ve vyznamném rozsahu
fragmentovany (pravdépodobné v iontovém zdroji). Ve spektru kvarternarizované glukézy byl
dominantni degrada¢ni produkt, avSak s intenzitou jen o 15% vyssi oproti sodnému aduktu. Ve
spektru sacharézy byl dominantni sodny adukt tohoto cukru, s intenzitou 300 krat vyssi nez
kvarternarizovana glukéza a dvacetkrat vyssi nez degradaéni produkt. Ve spektru skrobu byl
nalezen az dekamer glukézovych jednotek a tato spektra byla oproti spektrim ziskanych
z elektrospreje jednodussi na interpretaci.

V dalsi préaci byla realizovand myslenka piipravy analyticky vSestrannéjSiho cinidla
nesouciho v molekule permanentni naboj, chromofor, reaktivni skupinu a (volitelng)
izotopickou znagku. Cést price se vénuje i jeho syntéze. Syntéza oxiranového kruhu neni
snadnd, kruh je nachylny k hydrolyze. Pfedevs§im z ¢asovych diivodi nebyla syntéza dokonale
optimalizovana, pfedevs§im tedy izolacni postup. Vyhodnym izola¢nim postupem se ukdzala
byt vakuova destilace. U syntézy ¢inidla s bromem, jehoz vychozi latka byla drazsi, a tedy ji

bylo mén¢, musela byt destilace provedena s limcovou baitkou. U tohoto uspotadani se neda

78



pfesné korigovat teplota, pii které produkt destiluje. Tento zplsob destilace poskytl smés
produktti. Druhy krok probihal dobfe, ov§em izolace byla slozitéjsi. lontova sloucenina, jakou
¢inidlo je, se neda dobfe separovat na silikagelu, navic by se hydrolyzoval oxiranovy kruh.
I pfes tyto nedostatky, mohla byt pfipravend cCinidla pouzita pro pilotni testovani jejich
schopnosti derivatizovat cukry. Experimenty provadéné po tfech mésicich od dokonceni
syntézy ukazaly urcité zmény v Cinidlech, které by se po optimalizaci syntézy pravdépodobné
eliminovaly.

Glukoéza, sachardéza i Skrob byly kvarternarizovany obéma pfipravenymi cinidly:
(4-bromo-benzyl)-glycidyldimethyl-amonium jodid (BBGDMA) a benzyl-glycidyldimethyl-
amonium jodid (BGDMA) a analyzovany elektrosprejem i MALDI. Kvarternarizovana gluko6za
byla analyzovana elektrosprejem na piistroji Synapt G2-S bezprostiedné po dokonceni syntézy.
Nameéfené spektrum glukézy kvarternarizované BGDMA ukéazalo, ze hledany analyt mél
dokonce 1300x vyssi odezvu nez sodny adukt glukézy. Kvarternarizovany BBGDMA mél pri
analogickém srovnani odezvu 630x vyssi.

Pii MALDI experimentech se ukdzalo, ze glukéza kvarternarizovand BGDMA meéla
18 krat lepsi odezvu oproti sodnému aduktu i bez pfidani matrice. Tento vysledek je nadéjny
pro potencialni vyvoj metod pro analyzu cukrii bez matrice. Pfi pouziti matrice v analogickém
experimentu byla intenzita dokonce 315 krat vyssi. Odpovidajici analyza s ¢inidlem BGDMA
poskytovala 40x vyssi intenzitu oproti sodnému aduktu.

Z naméfenych experimentii se ukédzalo, Ze derivaty piipravené v nasi laboratofi maji
lepsi odezvu analytii oproti komerénimu ¢inidlu GTMA. Cinidlo obsahujici v molekule brom
by mohlo byt vzhledem k charakteristickému izotopovému profilu bromu dobrym
identifikacnim néstrojem, zejména pro analyzu nezndmych vzorkii. Navrzena a testovana
Cinidla by se mohla stit vhodnym nastrojem pro citlivou analyzu cukrG hmotnostni

spektrometrii s ionizaci elektrosprejem a (MA)LDI.
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8. Pouzité zkratky

2-AMAC
2-AP
3-AQ
2,5-DHB
9AmFL
ABBE
ABEE
ABME
ACN
AcOH
An

BA
BACH
BBGDMA
BGDMA
CE

CID
DEAEAB
DESI
DMA
DMSO
EB

ESI
ESSI
EWG
FAB
FWHM
FT-ICR
GC/MS
GP

GT
GTMA

2-aminoakridon
2-aminopyridin
3-aminochinolin
2,5-dihydroxybenzoova kyselina
9-aminofluoren
butylester 4-aminobenzoové kyseliny
ethylester 4-aminobenzoové kyseliny
methylester 4-aminobenzoové kyseliny
acetonitril
kyselina octova
anilin
2-aminobenzamid
hydrazid biotinaminokapronové kyseliny
(4-bromo-benzyl)-glycidyldimethyl-amonium jodid
benzyl-glycidyldimethyl-amonium jodid
kapilarni elektroforéza
kolizi indukovana disociace (,,collision induced dissociation‘)
4-amino-N-(2-diethylaminoethyl)benzamid
desorpéni elektrosprej
N,N-dimethylamin
dimethylsulfoxid
Ethidium bromid
ionizace elektrosprejem (,,electrospray ionization®)

,»elektrosonic spray ionization*

elektrony odpuzujici nitro skupina (,,electron withdrawing group”)

ionizace rychlymi elektrony (,,Fast Atom Bombardment®)
Sitka v poloviné vysky (,, Full-Width Half-Maximum*)
iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci
plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
Girardovo ¢inidlo P

Girardovo ¢inidlo T

glycidyltrimethylamonium chlorid
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HCCA
HPLC
LC-MS
LDI
MALDI

MeOH
NA
NANA
NP-HPLC
NMP
n-PrOH
PAGE
PHN
PMP
PMPMP
PPMP
QqQ
RP-HPLC
SA
t-BuOH
TMAPA
TOF

a-kyano-4-hydroxyskoficova kyselina
vysokoucinna kapalinova chromatografie
kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii

laserova desorpce ionizace

matrici asistovana laserova desorpce/ionizace (matrix-assisted laser

desorption/ionization®)

methanol

nikotinova kyselina

kyselina N-acetylneuraminova (kyselina sialova)
vysokoucinna kapalinova chromatografie na normalnich fazich
1-(2-naftyl)- 3-methyl-5-pyrazol

propanol

gelova elektroforéza na polyakrylamidovém gelu
fenylhydrazin

1-fenyl-3-methyl-5-pyrazol

1-(4-methoxyfenyl)- 3-methyl-5-pyrazol
1-(4-isopropylfenyl)-3-methyl-5-pyrazol

trojity kvadrupol

vysokoucinna kapalinova chromatografie na reverznich fazich
Sinapova kyselina

terciarni butanol

trimethyl-(p-aminofenyl)-ammonium chlorid

analyzator doby letu (,,time of flight*)
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