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Uvod

Pteriny jsou dusikaté, heterocyklické slouceniny, které se hojné vyskytuji v organismech
zivocicht a podileji se na celé fadé dulezitych biologickych funkei. Hraji velkou roli jako bi-
omarkery rtiznych onemocnéni a jsou soucasti nékterych enzymii. Kromé toho tvoii pteriny
velkou skupinu pigmentl. Lze je najit v motylich kiidlech a v télech velkého mnozstvi hmy-
zich druhi, kterym pteriny poskytuji aposematické (vystrazné) anebo kryptické (soucasti
maskovani) obranné zabarveni. Pomoci hydrofilni interakéni kapalinové chromatografie
s tandemovou hmotnostni detekci (HPLC-MS/MS) byla zjisténa piitomnost Sesti pterint
v kutikulach plostic [1].

Cilem této prace bylo provést optimalizaci HPLC-MS/MS podminek pro identifikaci dal-
Sich tii derivatl pterinu (L-sepiapterinu, pterin-6-karboxylové kyseliny a pterinu) a pro vSech
devét sledovanych derivati proméfit kalibraéni zavislosti. Nové vyvinutd metoda pak byla
aplikovéna pro identifikaci a kvantifikaci studovanych derivatl v redlné matrici, a to ve vzor-

cich kuze jestérky rodu Podarcis muralis.



Teoreticka ¢ast

1 Pteriny

1.1 Historie pterint

Za zacatek historie pterinii se povazuje rok 1889, kdy anglicky biochemik F. G. Hopkins
izoloval zluty pigment z motyla zlut'aska tesetlakového (Gonepteryx rhamni) a bily pigment
z bélaska fepového (Pieris rapae). V roce 1940 se povedlo urcit strukturu téchto pigment,
které¢ byly podle svych barev pojmenovany jako xanthopterin (zluty) a leukopterin (bily).
Pozdé&ji byly z tropickych motyli izolované také isoxanthopterin a erythropterin [2]. Jako
pteriny se pivodné oznacovaly vSechny hmyzi pigmenty. Jejich spole¢nd struktura se vyzna-
covala pfitomnosti heterocyklického konjugovaného systému, ktery byl v roce 1941 oznacen
jako pteridin (z feckého pteron — kiidlo) [2]. V dne$ni dob¢ se pteridin pouZziva jako trivialni
nazev pro pyrazino[2,3-d]pyrimidin (viz obr. 1). Derivaty pteridinu se podle substituce na py-
rimidinovém kruhu déli na dvé skupiny. Pteriny jsou derivaty 2-amino-4-oxodihydropteridinu

(obr. 1), zatimco lumaziny jsou odvozené od 2,4-dioxotetrahydropteridinu [3] .
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Obr. 1: A. Pyrazino[2,3-d] pyrimidin. B. 2-amino-4-oxodihydropteridin.

1.2 Struktura a fyzikalné-chemické vlastnosti vlastnosti pterini

Pteriny patii mezi dusikaté, heterocyklické slougeniny. Ctyfi dusiky ve struktufe pteridinu

pfispivaji ke sniZeni jeho aromatickych vlastnosti, diky cemuz se pteridin stavd nachylné;si



k nukleofilnim reakcim. Pteriny se mohou vyskytovat ve tiech oxidacnich forméch, a to jako
5,6,7,8-tetrahydro- nebo 7,8-dihydro- formé, anebo v pln¢ oxidované (aromatické) formé. Re-
dukované pteriny snadno podléhaji oxidaci vzdusSnym kyslikem a jsou zvlasté citlivé na pfi-
tomnost nékterych iontl kovi. Maji také silné oxidacni schopnosti a mohou in vivo pusobit
proti volnym radikalim. Oxidaci redukovanych forem pterini mtize dochazet k tvorbé biopte-
rinu a neopterinu [4]. Pteriny jsou fotosenzitivni latky. Pfi vlnovych délkéach ultrafialového
zafeni v rozsahu 320 - 400 nm tyto biomolekuly vykazuji fluorescenci, mohou podléhat foto-
oxidaci anebo generovat reaktivni formy kysliku (singletovy kyslik, peroxid, superoxid). Vy-
staveni svétlu mize rovnéz zpusobit jejich degradaci. Nekteré z pterind jsou barevné, jako
napiiklad zluty L-sepiapterin, isoxanthopterin nebo xanthopterin a ¢erveny erythropterin. De-
rivaty pterinu jsou nejcastéji molekuly s navazanym substituentem v poloze 6. Podle moleku-
lové hmotnosti a funk¢ni skupiny substituentu lze tyto derivaty de€lit na konjugované a nekon-
jugované. Ke konjugovanym patii naptiklad riboflavin, foliova kyselina a methanopterin,
k nekonjugovanym pterin, biopterin, neopterin, molybdopterin, onkopterin a pteriny, které
maji ve své struktuie glukosidové jednotky [5]. Nesubstituovany pteridin je dobie rozpustny
ve vod¢, kdezto jeho substituované formy jsou podstatné méné rozpustné, protoze mezi nimi
dochazi ke tvorb¢ intermolekularnich vodikovych mistkl, zvla§t€ mezi aminovymi a amido-
vymi skupinami. Tyto skupiny rovnéz ptispivaji ke snizeni acido-bazickych vlastnosti pterint
a zvysuji jejich bod varu. Vybrané fyzikalné-chemické vlastnosti studovanych derivatt pteri-

nu jsou uvedeny v tabulce 1, jejich struktury jsou ukézany na obr. 2.
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Tabulka 1: Vybrané fyzikalné-chemické charakteristiky pterinti analyzovanych v této praci,

M; - relativni molekulova hmotnost, pK, — zdporn¢ vzaty logaritmus kyselé disocia¢ni konstan-

ty, pterin-6-karboxylova kyselina (PT6)

nazev latky M; pKa bod varu [C°]
erythropterin 265,18 1,37 -

D-neopterin 253,21 12,6 590
L-sepiapterin 237,22 12,3 448
L-biopterin 237,22 13,2 503

PT6 207,15 5,40 434
leucopterin 195,14 6,74 300
isoxanthopterin 179,14 11,3 -
xanthopterin 179,14 9,34 98 — 100
pterin 163,14 2,29 336
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Obr. 2: Struktury studovanych derivati pterinu

1.3 Biologicka role pterinii
1.3.1 Pteriny jako pigmenty

Pteriny jsou vyznamné monomerni chromofory, které se vyskytuji v t€le hmyzu a Zivoci-
chti. Jsou zéaroven zivoCiSnymi pigmenty s nejveét§Sim obsahem dusiku [6]. Barevnost oci
octomilky obecné je zplisobena ptitomnosti zlutého L-sepiapterinu, drosopterinu a jeho iso-
mernich forem — isodrosopterinu a neodrosopterinu [7].

Zluty xanthopterin lze najit v téle vosy obecné (Vespula vulgaris) a erythropterin se hojné
vyskytuje v ruménici pospolné (Pyrrhocoris uterus). Pteriny lze také najit ve velkém mnoz-
stvi v kiidlech riznych motyli. Naptiklad bélasek tetichovy (Anthocharis cardamines) obsa-

huje ve svych kiidlech erythropterin a samci Zlutaska feSetlakového (Gonepteryx rhamni)

NS 24
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1.3.2 Pteriny v lidském téle

Jednim z nejvyznamnéjsich pterint, ktery se vyskytuje v lidském organismu, je foliova
kyselina, neboli vitamin B9. Jeji upln¢ redukovana forma, tetrahydrofolat, hraje dtlezitou roli
pii biosyntéze aminokyselin a nukleovych kyselin. Nedostatek foliové kyseliny miize vést
k anémii a je obzvlast nebezpecny pro téhotné zeny, jelikoz vitamin B9 je nezbytny pro vyvoj
nervové trubice plodu [7].

L-Sepiapterin, vylucovany télem, mize slouzit jako neinvazivni a spolehlivy marker pfi
urcitych onemocnénich. Bylo zjisténo, ze zvySené hladiny L-sepiapterinu v moci jsou charak-
teristické pro pacienty s deficitem sepiapterinreduktasy (SR) [9]. Tetrahydrobiopterin (BH4)
je velice dllezita biomolekula, kterd se hojn¢ vyskytuje v téle Zivocicht. Je kofaktorerm hyd-
rolas aromatickych aminokyselin a NO syntasy [4]. Poruchy biosyntézy BH4 vedou k nedo-
statku dopaminu a serotoninu, maji za nasledek rozvoj fenylketonurie a fady neurodegenera-
tivnich onemocnéni, mezi které patii predevsim Alzheimerova a Parkinsonova nemoc [10].

Neopterin hraje dllezitou roli pfi zahajeni bunééné apoptdzy a podili se na obrané bunky
pred oxida¢nim stresem. Je také dulezitym biomarkerem ptfi pneumokonioézach. Zvysené hla-
diny neopterinu byly prokdzané u pacientti se silikozou (usazovani oxidu kifemicitého
v plicich) a také u délniki, vystavenych anorganickému prachu. ZvySena produkce neopteri-

nu je disledkem piisobeni alveolarnich makrofagt [11].
1.3.3 Toxické pteriny

Né&které pteriny mohou mit na organismus nepiiznivé ucinky. Napfiklad surugatoxin a
prosurugatoxin, které byly izolované z japonského méekkyse (Babylonia japonica) blokuji ni-
kotin acetylcholinové receptory a vyvolavaji dlouhodobou hypotenzi. [7].

Pti vystaveni UV zafeni muize foliova kyselina degradovat na 6-formylpterin a pterin-6-
karboxylovou kyselinu, které generuji reaktivni formy kysliku (ROS) a tudiz mohou byt foto-
toxické. Tyto reaktivni formy kysliku mohou vést k degradaci folatu v krvi, destrukci DNA a

v kone¢ném disledku i k vyskytu nddorovych onemocnéni [12].
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1.4 Metody pro analyzu pterini

Pteriny lze analyzovat pomoci riiznych analytickych metod. Patfi sem imunochemické
metody, jako napiiklad ELISA, anebo se provadi stanoveni pomoci enzymu fenylalanin-4-
monooxygenasy a dihydropterinreduktasy. Celkovy biopterin Ize také stanovit pouzitim bak-
terie Crithidia fasciculata. Tato metoda vSak neni selektivni. Mezi nej¢astéji pouzivané meto-
dy pro stanoveni pterini patii hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC), iontové-vyménna
chromatografie, chirdlni vysokouc¢inna chromatografie a vysokouc¢inna chromatografie na ob-
racenych fazich (RP-HPLC), ktera je zvlast’ vhodna pro oxidované pteriny. Jelikoz jsou pteri-
ny latky hydrofilni povahy, je pro jejich separaci zvlast' vhodna hydrofilni interakéni chroma-
tografie (HILIC) [4]. Pfedkladana prace navazuje na studii, kterd se zabyvala optimalizaci a
stanovenim Sesti derivatl pterinu v kutikulach plostic (Heteroptera: Graphosoma) na koloné
ZIC-HILIC [1]. Byla navrzena extrakce derivati pterinu ze Stitkli plostic pomoci dimethyl-
sulfoxidu (DMSO) a pro naslednou analyzu deseti pterintli, potencialné obsazenych ve $tit-
cich plostic, byla vypracovana metoda kapilarni elektroforézy [13]. Prubéh separace 12 deri-
vatl pterinu na péti riznych HILIC kolonédch byl porovnavan s vyuzitim hmotnostni detekce.
Separace probihala pfi stejném sloZzeni mobilni faze na nésledujicich kolonach: Atlantis HI-
LIC, XBridge Amide, Luna diol, Cosmosil HILIC (s navazanym triazolem) a ZIC-HILIC s
navéazanou sulfobetainovou stacionarni fazi. Kolona ZIC-HILIC poskytovala nejvyssi retenci
derivatl a nejlepsi selektivitu [14]. V dalsi studii pro separaci osmi pterinti byly pouzité dvé
RP-HPLC kolony se stacionarnimi fazemi Cs a Cig a kolona HILIC Luna. Nejrychlejsi analy-
za probehla na koloné¢ HILIC Luna, zatimco kolony s reverznimi stacionarnimi fazemi po-
nyl-hexylové stacionarni faze [16]. Pfed samotnou analyzou jsou pteriny Casto oxidovany
bud’ jodem v zésaditém prostfedi anebo neutralnim roztokem manganistanu draselného. Oxi-
dované pteriny jsou mnohem stabilnéjsi, nez jejich redukované formy a poskytuji silngjsi flu-

orescencni signaly [14].
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1.5 Vysokoudinna kapalinova chromatografie
1.5.1 Pocéatky chromatografie a typy chromatografickych systémi v HPLC

Pocatky chromatografie jsou datovany na konec 19. stoleti, kdy rusky botanik M. Tswett
pouzil kolonu, naplnénou uhli¢itanem vapenatym, pro separaci rostlinnych pigmentt, a to
chlorofylu, xantofylu a spirilloxanthinu. Principem chromatografie je tedy rozdéleni latek —
analyti, mezi stacionarni a mobilni fazi, kde se postupn¢ ustali dynamické rovnovaha. Dnes
se chromatografie pouzivéa ve vysokotlakém provedeni, jak je zndzornéno na obr. 3. V tomto
provedeni existuje cela fada chromatografickych systémt, z nichz nasledujici tfi jsou velmi

Casto pouzivané.

1

(1 () 3 @ S)) (6) (7)
Obr. 3: Schéma HPLC systému: (1) zasobnik mobilni faze, (2) odplynova¢ mobilni faze, (3)
vysokotlaké ¢erpadlo, (4) davkovac, (5) kolona, (6) detektor, (7) vyhodnocovaci zatizeni.

Chromatografie s normalnimi fazemi (NP-HPLC): Tento druh chromatografie se vyvinul
jako prvni a byl hojné pouzivan do 70. let 20. stoleti. V NP-HPLC je stacionarni faze je po-

larni (naptiklad silikagel) a mobilni faze je nepolarni (toluen, hexan, apod.).

Chromatografie s obracenymi fazemi (RP-HPLC): Stacionarni faze je v tomto ptfipad¢ ne-
polarni, zatimco mobilni faze je polarni. Mobilni faze se pfipravuje smichanim organického
rozpoustédla (napf. acetonitril, metanol, tetrahydrofuran) s vodnou slozkou (pufry, voda) v

riznych pomérech.
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Hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC): HILIC se dnes Siroce vyuziva pro analyzu
velmi polarnich latek. Tyto latky se obtizn¢ separuji pomoci NP-HPLC jako dusledek jejich
Spatné rozpustnosti v nepolarni mobilni fazi anebo pfili§ velké retenci na polarni stacionarni
fazi. V ptipad¢ pouziti RP-HPLC tyto analyty naopak maji kratky retenc¢ni ¢as vzhledem
k jejich nizké afinit¢ k nepoldrni stacionarni fazi. HILIC vyuZzivd polarni staciondrni fazi
v kombinaci s vodné - organickou mobilni fazi, kde obsah rozpoustédla (nejcasteji acetonitril
nebo methanol) se pohybuje v rozmezi 55 - 99 obj. %. Pii separaci dochazi k rozdélovani po-
larniho analytu mezi vodnou slozku mobilni faze a vodny film, adsorbovany na povrchu po-
larni stacionarni faze. Dominantnimi interakcemi jsou pak vodikova vazba nebo elektrostatic-

ké interakce s pfislusnymi skupinami stacionarni faze [17].
1.5.2 Kolony a typy stacionarnich fazi

Kolona, uré¢ena pro HPLC, by méla byt vysoce odolna vic¢i vysokému tlaku a chemické
korozi. Nej€astéjsimi materidly pro vyrobu chromatografickych kolon jsou nerezova ocel,
PEEK (polyether-ether-keton), tvrzené borsilikatové sklo a také riizné kombinace nerezové
oceli se sklem a polymery. Typické délka kolony je 3 az 25 cm. Obecné plati, Ze ¢im je delsi
kolona, tim je lepsi separace analytii diky zvySeni poctu teoretickych pater. Kratsi kolona vsak
umoziuje rychlejsi separaci. Obvykly prumér kolony se pohybuje mezi 1 az 5 mm. Kolony o
velkém priméru (10 aZ 25 mm) se pouZzivaji pro preparativni ucely. Kolony s men§im primé-
rem sniZuji spotiebu mobilni faze a zvySuji citlivost detekce [18].

Velmi roz§ifenym typem staciondrni faze jsou chemicky vazané faze na nosici, kterym je
nejcastéji silikagel (oxid kifemicity), v poréznim ¢i neporéznim provedeni [19]. NejCastcjsi
modifikaci jsou chemicky vazané alkyly (napf. oktadodecyl- oktyl-, fenyl- nebo alkylfenylové
zbytky), dioly aj. Casto se provadi pokryti nezreagovanych silanolovych skupin silikagelu
(tzv. endcapping), které redukuje jejich pocet a zlepSuje tak separaci nékterych latek, zejména
bazické povahy. V posledni dobé také nachazeji uplatnéni hybridni staciondrni faze, jejichz
vyhody spocivaji ve vysoké i¢innosti, mechanické odolnosti a chemické a teplotni stabilité

[20].
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1.5.3 Diilezité parametry chromatogramu

Chromatogram je zaznam, obsahujici piky jednotlivych analytli. Reten¢ni ¢as analytu je
Cas, ktery latka stravi v kolon¢ od nastiiku do okamziku detekce. V praxi se také vyuziva re-

dukovany reten¢ni Cas #r":
tp = tg —tu,
kde #: je retencni Cas analytu a fm je mrtvy Cas

Dal8im uzitecnym parametrem je retencni faktor £:

t/
k=2

tm

jehoz hodnoty by se mély pohybovat v rozmezi 1 az 10.

Separacni faktor a je definovan jako podil retencnich faktori dvou sousednich piki:

Tk

pfiCemz v Citateli je reten¢ni faktor vice zadrZzované latky ks a ve jmenovateli je retencni fak-
tor mén¢ zadrzované latky ka.

Utinnost separace vyjadiuje podet teoretickych pater

5
n = 16?

kde # je reten¢ni Cas analytu a w je Sitka piku analytu pti zédkladné. V kazdém teoretickém
patfe analyt dosdhne rovnovazného rozdéleni mezi stacionarni a mobilni fazi. VEtsi pocet teo-

retickych pater tedy znamend vyssi ii€innost separace.
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Pro vypocet rozliseni dvou analytu (R12) se pouziva nasledujici vztah:

(trz — tr1)

R,,=2 ,
2 (wy +wy)

kde r1 a fr2 jsou retenéni Casy diive eluujiciho (#r1) a pozdéji eluujiciho (zr2) analytu, wi a w»

jsou 8itky pika téchto dvou analyth pii zakladné.

1ze statisticky odlisit od zakladni linie:

n

3
LOD = —
m

kde /4 je Sum zékladni linie a m je smérnice kalibracni kiivky, kterd vyjadiuje zavislost vys-

ky piku na koncentraci.

Mez stanovitelnosti (LOQ) je definovéana jako nejnizs$i koncentrace analytu, statisticky spo-

lehlivé stanovitelna:

10h,,

LOQ =

kde /nje Sum zakladni linie a m je smérnice kalibracni kiivky.

1.5.4 Metody kvantitativni analyzy v HPLC

V HPLC je plocha piku pod kiivkou zavisld na koncentraci analytu. Nize jsou uvedené

dvé zékladni metody pro kvantitativni vyhodnocovani, pouZzité v dané praci.

Metoda vnéjSiho standardu (metoda kalibrac¢ni krivky): Pfi této metodé se pro standard/y
pfipravi koncentracni fada a nasledné se sestroji zavislosti plochy piku na koncentraci, jez se
zpracuje metodou linedrni regrese. Vysledkem je rovnice pfimky (y = kx + q), ze které lze ne-
znamou koncentraci vzorku vypocitat dosazenim jeho plochy za hodnotu y. Pouziti této meto-

dy je problematické zejména u vzorka se slozitou matrici.
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Metoda standardniho pridavku: V této metod¢ se zméti plocha vzorku (4;) o nezndmé kon-
centraci (ci), poté se do vzorku piida standard o znamém objemu (V5) a koncentraci (cs) a opét
se zm¢&fi plocha (4;s). Koncentrace (ci) se pak da vypocitat z nasledujici rovnice (1) [21]:

_ AjcsVs
(Ais (Vi+V5)=A;Vi)

(1)

Cy

1.5.5 Detektory v HPLC

Detektory zaznamenavaji zmény v mobilni faze a prevadi je na elektricky signal, ktery je
nasledné zpracovan vyhodnocovacim zafizenim. Idedlni detektor by mél byt specificky, ro-
bustni, vysoce citlivy a mit co nejmensi ptispévek k rozmyvani elu¢nich zon. Mezi nejpouzi-
van¢jsi detektory v HPLC patii UV detektory, refraktometrické, fluorescenéni a elektroche-

mické detektory. V dnesni dob¢ se ve velké mife pouzivaji i hmotnostni detektory.
1.6 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometr se sklad4 z iontového zdroje, hmotnostniho analyzatoru a detek-
toru (viz obr. 4). Molekuly analytu se pomoci riiznych ioniza¢nich technik pfevadéji na ionty.
Ionty dale podléhaji fragmentaci a tyto fragmenty jsou pak rozdélené podle m/z
v hmotnostnim analyzatoru a dale jsou detekovany. VSechny hmotnostni spektrometry pracuji
za vysokého vakua, které zajiSt'uje, aby se ionty dostaly do detektoru, aniZ by dochazelo ke
kolizim s ostatnimi molekulami plynu. Tyto kolize by mohly zptisobit nezddouci fragmentaci

molekul, kterd by komplikovala ziskané spektrum.

| Vstup |
: (]

, . Hmotnostni
Iontovy zdroj analyzator Detektor

Vakuovy zdroj

Obr. 4: Blokové schéma hmotnostniho spektrometru
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Ionizacni techniky se mezi sebou lisi hlavné energii, ktera se predd molekuldm analyzo-
vaného vzorku a lze je délit na tvrdé a mekké. Tvrdé techniky zplisobuji intenzivni fragmen-
taci molekul. Mezi né patii naptiklad elektronova ionizace. K mékkym ioniza¢nim technikam
patii laserova desorpce v pfitomnosti matrice (MALDI), bombardovani urychlenymi ¢astice-
mi a chemickd ionizace. V této praci byla pouzita ionizace elektrosprejem. Princip této tech-
niky je nasledujici. Analyty se po separaci dostavaji do nebuliza¢ni kapilary, jsou sprejovany
a nasledn¢ ionizovany v dusledku ptsobeni silného elektrického pole za atmosférického tlaku.
Toto elektrické pole zplisobuje nahromadéni nabitych kapicek na hrotu kapilary. Rozpouste-
dlo je z nabitych kapi¢ek béhem velmi kratkého ¢asu postupné odpafovano obvykle proudem
plynu o zvysené teploté, ¢imz se zvysSuje jejich povrchovy naboj. V uréitém okamziku colum-
bicke sily pfekonaji povrchové napéti a dochazi k explozi nabité kapicky. KdyzZ jsou kapicky
dostate¢n¢ malé, ionty analytu se uvolni z jejich povrchu do plynné faze [22].

Hmotnostni analyzatory pracuji ve vakuu a jejich ukolem je rozdé€leni iontd podle jejich po-
méru m/z. Jsou zaloZzené na interakcich iontd s elektrickym a magnetickym polem. Existuje
nékolik druhli hmotnostnich analyzatoru jako napfiklad priletovy analyzator (TOF, time of
fligth), analyzatory s Fourierovou transformaci anebo trojité kvadrup6ly. V této praci byl pii
analyze pterinii pouzit kvadrupdlovy analyzator. Kvadrupolové analyzatory se pouzivaji nej-
Castéji. Jsou tvofené Ctyfmi kruhovymi anebo hyperbolickymi ty¢emi, které musi byt dokona-
le rovnobézné. Na kazdou z dvojic protilehlych ty¢i se vklada rlizné napéti, které ovliviiuje
smér pohybu iontl. Pfes kvadrupolovy filtr mohou prochézet pouze ionty o urcitém poméru
m/z, zatimco ostatni ionty se vychyli. Kvadrupolové analyzatory jsou zpravidla schopné rozli-
Sit piky, jejichz hmotnosti se 1i$i o jedno desetinné misto. Trojity kvadrupol se sklada ze tii
propojenych kvadrupdlu. Prvni a tieti kvadrupdl slouzi jako hmotnostni filtry, zatimco druhy

jako kolizni cela. Takové uspotadani umoziiuje pracovat ve Ctyfech nasledujicich rezimech:

SCAN mad, ktery pracuje v rezimu jednoduchého kvadrupdlu. K filtraci iontt dochazi na tie-
tim kvadrupélu a prvni a druhy kvadrupol (tzv. kolizni cela) slouzi v tomto ptipad¢ jako ion-

tova optika. Pomoci tohoto modu 1ze ziskat celkové hmotnostni spektrum dané latky.

20



SIM (selected ion monitoring) mdd, kde je aktivni prvni kvadrupdl, ktery je nastaven tak,
aby propoustél pouze pozadovanou hodnotu m/z.V tomto piipadé slouzi jako iontova optika
druhy a treti kvadrupol. Zaznam tohoto médu vykazuje pouze intenzity iontu pozadované
hodnoty m/z.

Product Ion (rezim produktového iontu), pii kterém jsou aktivni vSechny tfi kvadrupo6ly.
Pomoci tohoto mddu lze ziskat hmotnostni spektrum fragmentu, vzniklych pfi $tépeni iontu o
definované hodnot¢ m/z v druhém kvadrupolu a lze urcit m/z produktového iontu.

MRM (multiple reaction monitoring), pii kterém jsou opét aktivni vSechny tfi kvadrupdly.
Prvnim kvadrupo6lem projde iont o definované hodnoté m/z, tzv. prekurzorovy iont, ten je Ste-
pen v kolizni cele na fragmenty, tfetim kvadrup6lem projde pouze fragment, iont o definova-

né hodnoté m/z, tzv. produktovy iont, a ten je nasledné detekovan.
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2

2.1

2.2

w r

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

acetonitril (Cistota LC - MS, Sigma-Aldrich, Némecko)

dimethylsulfoxid (Cistota pro headspace gas chromatogramy SupraSolv, Sigma-Aaldrich,
Némecko)

octan amonny (&istota > 98,5 %, PENTA, Ceska republika)

deionizovana voda (vodivost 1,85 uS, Milli-Q Millipore, Bedford, USA)

L-biopterin (Cistota > 98 %, Sigma Aldrich, Némecko)

leukopterin (Cistota > 95 %, Sigma Aldrich, Némecko)

pterin-6-karboxylova kyselina (Cistota > 98%, Sigma Aldrich, Némecko)

pterin (Cistota > 97.8%, Sigma Aldrich, Némecko)

D-neopterin (¢istota > 97,5 %, Sigma-Aldrich, Némecko)

xanthopterin (Gistota > 97,5 %, Fluka, Svycarsko)

isoxanthopterin (Gistota > 97,5 %, Fluka, Svycarsko)

erythropterin (Serva Feinbiochemica, Némecko, poskytnut doc. Mgr. Alici Exnerovou,
Ph.D.)

L-sepiapterin (Cistota > 99%, Cayman Chemical, USA)

Pristroje a pomiicky

HPLC — kapalinovy chromatograf Agilent serie 1290 (Agilent Technologies, Némecko)
trojity kvadrupolovy hmotnostni spektrometr Agilent 6460 (Agilent Technologies, N¢-
mecko) a vyhodnocovaci Mass Hunter workstation software

kolona ZIC-HILIC (4,6 mm X 150 mm, 3,5 um) s vazanou zwitterionickou, sulfobetaino-
vou skupinou (Merck, Némecko)

ultrazvuk LC30H (Elma, Ceska republika)

centrifuga Gusto ( P-LAB, Ceska republika)
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e analytické vahy APX-100 (Denver Instrument, Némecko)
e pHmetr 3540 Combined pH & Conductivity (Jenway, Velka Britanie)

2.3 SloZeni mobilni faze a priprava kalibra¢nich roztokii

Pro separaci studovanych pterinti byla pouzita mobilni faze acetonitril/SmM octan amon-
ny, pH 6,8 v objemovém pomeéru 85/15. Pritokova rychlost mobilni faze byla 0,5 ml/min.

Ze standardi jednotlivych pterint byl pfipraven smésny kalibracni roztok v DMSO tak,
aby kazdy standard mél koncentraci 10 pg/ml. Z tohoto roztoku pak byla pfisluSnym fedénim
v DMSO piipravena kalibracni fada o koncentracich 10, 5; 1; 0,5; 0,1; 0,05 a 0,01 pg/ml.

2.4 Priprava biologickych vzorki

Tti Casti ocasu z jeStérky Podarcis muralis, puivodem z Itdlie (vypreparované klize byly
dodany Mgr. J. Brejchou, Katedra zoologie, PfF UK, Praha) byly navdZeny separatné na ana-
lytickych vahach a nasledné pievedeny do mikrozkumavek. Do kazdé¢ mikrozkumavky bylo
pridano 0,5 ml DMSO a vzorky byly extrahovany. Nejprve byly umistény do ultrazvukové
lazné. Sonikace probihala 20 minut za teploty 37 °C. Poté byly vzorky ponechany
v mikrozkumavkach 11 dnti za laboratorni teploty a ve tmé. Po této dobé byly vzorky centri-
fugovany po dobu 10 min pfi otdckach 10 000 otacek/minutu, supernatant byl odpipetovan do

vialky a pfipraven pro méfeni.
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3 Vysledky a diskuze

3.1 Optimalizace podminek hmotnostni detekce pro analyzované pteriny

Detekéni podminky pro erythropterin, D-neopterin, xanthopterin, isoxanthopterin, leu-
kopterin a L-biopterin byly pfevzaté ze Clanku [1]. V této praci se optimalizovaly detek¢ni
podminky pro tfi dal$i derivaty pterinu, a to pro L-sepiapaterin, pterin-6-karboxylovou kyse-

linu a pterin.
3.1.1 L-Sepiapterin

Me¢fteni se provadélo v pozitivnim ionizaénim modu. Nejdiive bylo prométeno spektrum
L-sepiapterinu v rezimu SCAN pfii fragmenta¢nim napéti 100 V v rozsahu m/z 100 — 300.
Z hmotnostniho spektra ziskaného ve SCAN moddu (viz obr. 5) byl vybran prekurzorovy iont
o m/z = 238,2. V SIM moédu byly pak vyzkouSené hodnoty fragmentacniho napéti 100, 115,
120 a 125 V. Nejvyssi intenzita vybraného prekurzorového iontu byla dosaZena pii fragmen-

ta¢nim napéti 120 V, které bylo zvoleno jako optimalni.

1000000
238,2

800000

600000
260,1

signal [a.u.]

400000

200000 4

T - T T - T
100 150 200 250 300
m/z

Obr. 5: Hmotnostni spektrum L-sepiapterinu, zmétené v rezimu SCAN.
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Obr. 6: Hmotnostni spektrum L-sepiapterinu, zméfené v rezimu produktového iontu pii ko-

lizni energii 20 V.
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Obr. 7: Hmotnostni spektrum L-sepiapterinu, zméfené v rezimu produktového iontu pii ko-

lizni energii 15 V.
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V rezimu produktového iontu byly pak vyzkousené hodnoty kolizni energie 15, 20 a 25
V v rozsahu m/z 100 - 300. Pro L-sepiapterin byly zvolené¢ dva rtzné produktové ionty
s odlisSnymi optimalnimi hodnotami kolizni energie. Pro produktovy iont o m/z = 192,1 byla
zvolena kolizni energie 15 V a pro druhy iont o m/z = 165,1 hodnota 20 V (tabulka 2). Ob¢&
namétena hmotnostni spektra L-sepiapterinu v rezimu produktového iontu jsou uvedend na

obr.6a7.

3.1.2 Pterin -6-karboxylova kyselina

Optimalizaéni postup pro pterin-6-karboxylovou kyselinu byl obdobny jako v ptipadé L-
sepiapterinu. V hmotnostnim spektru SCAN moddu, zméfeném v rozsahu m/z 100 - 300 byl
zvolen nejintenzivngj$i pik o m/z = 208,1, jak je vidét na obr. 8. Pro tento prekurzorovy iont
pak byly v SIM mddu vyzkouSené fragmentacni energie o hodnotach 80, 100 a 120 V. Nejin-

tenzivnéj$i pik byl pozorovan pti fragmentacni energii 100 V.

2081
400000
—. 300000
3
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f
© 200000
n
190.1 230,1
100000 +
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0 . I . IF. ; I L LI ;
100 150 200 250 300
m/z

Obr. 8: Hmotnostni spektrum pterin-6-karboxylové kyseliny, zmétené v rezimu SCAN pfi

fragmenta¢nim napéti 120 V
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Dale byly v rezimu produktového iontu zmétfena spektra pii koliznich energiich 20 a 25 V
v rozsahu m/z 100 - 300. Jako optimalni hodnota kolizni energie bylo zvoleno 20 V a hodnota

m/z pro produktovy iont jako 162,1 (viz obr. 9).
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Obr. 9: Hmotnostni spektrum pterin-6-karboxylové kyseliny, zmétené v rezimu produktové-

ho iontu pfi kolizni energii 20 V.

3.1.3 Pterin

Standard pterinu byl nejdfive promé&fen v reZimu SCAN pii fragmentaéni hodnoté 120 V
v rozsahu m/z 100 - 200. Jako prekurzorovy iont byl zvolen iont o m/z = 164,1 (viz obr. 10)
Testované hodnoty fragmentaéni energie v SIM modu byly 100, 110, 120 a 135 V a nejinten-
zivnéjsi pik, ktery odpovidal poméru m/z prekurzorového iontu, byl pozorovéan pii fragmen-
tacni energii 100 V. Spektrum produktového iontu bylo zméfeno pii hodnotach kolizni ener-
gie 20 a 25 V v rozsahu m/z 100 - 200. Jako optimalni hodnota kolizni energie byla zvolena
hodnota 20 V, pfi které byl pozorovan nejintenzivngjsi pik s pomérem m/z = 119,1 (viz obr.

11).
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Obr. 10: Hmotnostni spektrum pterinu, zméfené v rezimu SCAN pfi fragmenta¢nim napctim

100 V.
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Obr. 11:Hmotnostni spektrum pterinu, zmétené v reZimu produktového iontu pii kolizni

energii 20 V.
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V tabulce 2 jsou uvedeny optimalizované hodnoty pro derivaty pterinu, uréené v ramci té-
to bakalarské prace. U derivatii pterinu, oznaCenych hvézdi¢kou, byly optimalizované para-
metry piejaty z literatury [1] .V tabulce 3 jsou sumarizovany vybrané chromatografické cha-
rakteristiky, ziskané za optimalizovanych podminek. RozliSeni (R) bylo spocitdno pouze pro
polohové izomery xanthopterin a isoxanthopterin, jelikoz tyto latky poskytuji identicky frag-
mentacni vzor a mély tedy stejné hmotnostni prechody. RozliSeni mezi nimi ¢inilo 2,1. Na
obr. 12 jsou uvedené chromatogramy jednotlivych pterinii, ziskané zmétenim smési vSech
studovanych derivata pterinu v DMSO za optimalizovanych podminek vcetné piislusnych

hmotnostnich ptfechodli; koncentrace kazdého derivatu byla 5 pg/ml.

Tabulka 2: Optimalizované podminky hmotnostni detekce pro L—sepiapterin, pterin-6-
karboxylovou kyselinu (PT6), pterin a ostatni studované derivaty, ozna¢ené hvézdi¢kou, pro

néz byly podminky pievzaté z prace [1], M; - relativni molekulova hmostnost.

fragmentacni prekurzorovy kolizni energie produktovy iont

ltka M energie [V] iont [m/z] [V] [m/z]

L-sepiapterin 2372 120 238,2 20 tos.]

15 192,1
PT6 207,2 100 208,1 15 162,1
pterin 163,1 100 164,1 20 119,1
L-biopterin* 237,1 115 238,1 17 178,1
erythropterin®*  265,1 110 266,1 8 220,1
isoxanthopterin®* 179,1 125 180,1 20 135,1
leucopterin* 195,1 120 196,1 16 140,1
D-neopterin* 2532 115 2542 14 206,2
xanthopterin* 179,1 125 180,1 20 135,1
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Tabulka 3: Vybrané chromatografické charakteristiky pro analyzované latky, kde # je retenc-

ni Cas, k je reten¢ni faktor a n je pocet teoretickych pater, pfepocitany na 1 m kolony

latka tr, [min] k n
L-sepiapterin 6,90 1,56 12268
pterin 9,20 2,41 17849
isoxanthopterin 12,4 3,59 12355
L-biopterin 12,5 3,64 3920
xanthopterin 15,3 4,67 44970
leukopterin 18,4 5,81 37406
erythropterin 25,1 8,30 26512
D-neopterin 28.8 9,67 46022
PT6 29,0 2,41 1561
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Obr. 12: Chromatogramy jednotlivych pterinil, ziskané zmétenim smési vSech studovanych
derivath pterinu v DMSO za optimalizovanych podminek véetné ptisluSnych hmotnostnich

ptechodt; koncentrace kazdého derivatu 5 pg/ml.

3.2 Kalibraéni zavislosti

Zavislost plochy a vysky piku na koncentraci studovanych derivati pterinu byla proméie-
na v koncentra¢nim rozsahu 0,01 az 10 pg/ml. Kazdy vzorek obsahoval smés vSech deviti
studovanych derivati o totozné koncentraci a kazdy vzorek byl prométen tiikrat (n = 3). Ka-
libra¢ni fada byla pfipravena pfisluSnym fedénim smésného roztoku standardi DMSO. Zis-
kané zavislosti byly zpracovany metodou linearni regrese a bylo zji$téno, ze nejvyssi promé-
fovana koncentrace derivati (10 pg/ml) jiz nelezi v linearni oblasti, a proto byla tato koncen-
trace z regresni analyzy vynechana. Vysledky, ziskané pro zavislost plochy piku na koncen-

traci, jsou uvedeny na obr. 13 a pro zdvislost vySky piku na koncentraci na obr. 14.
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Obr. 13: Kalibra¢ni zavislosti ploch pikti na koncentraci, zmétené pro jednotlivé derivaty pte-

rinu véetnd vysledki regresni analyzy, (R?) — koeficient determinace.
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V tabulce 4 jsou uvedené parametry kalibracnich zavislosti zméfené pro plochy piku a hod-

noty limitu detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ), vypoctené z regresnich rovnic, ziskanych

pro zéavislost vysky piku na koncentraci (viz obr. 14).

Tab. 4: Vysledky linedrni regrese pro zavislost plochy piku na koncentraci analytli, méfenych

ve smési, hodnoty koeficientu determinace (R?) a limity detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ)

latka smérnice usek R? LOD LOQ
[a.u.min'ml.ug!] [a.u.-min] [pg'ml!] [pgml']

L-sepiapterin 13081 -311,5 0,9946 0,0004 0,0013
pterin 17258 -781,5 0,9960 0,0284 0,0293
isoxanthopterin 4867 204,0 0,9877 0,0016 0,0054
L-biopterin 31960 1087,4 0,9931 0,0003 0,0009
xanthoterin 8182,2 -625,7 0,9975 0,0476 0,0564
leukopterin 1910,5 -135,8 0,9978 0,0600 0,0750
erythropteirn 3104 117,7 0,9991 0,0138 0,0294
D-neopterin 7110,3 -137,3 0,9980 0,0024 0,0081
PT6 13227 19,9 0,9980 0,0017 0,0057
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3.3  Méreni realnych vzorki

Bylo provedeno méfeni tii redlnych vzorki, jejichz ptiprava je popsana v kapitole 2.4.
Postup méteni vSech tfi redlnych vzorkl byl stejny a vypadal nasledujicim zptisobem. Nejprve
do vialky s inzertem bylo odpipetovano 190 ul vzorku a vzorek byl zméten za optimalizova-
nych HPLC-MS/MS podminek v MRM mddu. Na zédkladé jednotlivych hmotnostnich pte-
chodd, uréenych pro studované derivaty, byly v redlném vzorku identifikovany jednotlivé de-
rivaty. Ziskané plochy pak byly dosazeny do pfislusnych regresnich rovnic a byla zjisténa
koncentrace jednotlivych pterind, pfitomnych ve vzorcich. Nasledné byl k 140 ul vzorku pfi-
dan standardni pfidavek o objemu 10 ul o koncentraci vSech derivati 5 pg/ml a byly opét
zméteny plochy pikl a dosazeny do rovnice (1), uvedené v kapitole 1.5.4. Ziskané vysledky
pro jednotlivé vzorky jsou uvedeny v tabulkach 5, 6 a 7 v prvnim, respektive druhém sloupci.
Pro nékteré derivaty lezela koncentrace, zjiSténa pomoci kalibra¢ni pfimky, jiZ mimo linearni
oblast (byla pfili§ vysokd), proto byl ptivodni vzorek 20x zfedén a ztedény vzorek byl zméien.
Plochy byly opét dosazeny do kalibrac¢nich rovnic a nalezend koncentrace, se zohlednénym
ziedénim, je uvedena v tabulkéach 5, 6 a 7 ve tietim sloupci. Ztedény vzorek byl ndsledné také
zméten stejnou metodou standardniho ptidavku, plochy dosazeny do kalibracnich rovnic a
nalezend koncentrace, se zohlednénym zifedénim, je uvedena v tabulkach 5, 6 a 7 ve tfetim
sloupci. Koncentrace vypoctena metodou standardniho ptidavku se zohlednénym ziedénim, je
uvedena ve Ctvrtém sloupci. Z tabulek 5,6 a 7 je vidét, ze v ptipade, ze koncentrace plivodni-
ho vzorku nebyla jiZ v linedrnim rozsahu, byly ve vétSiné piipadd nalezeny metodou stan-
dardniho ptidavku, aplikovaného na 20x ziedény roztok, vyssi koncentrace, nez byly uréeny
z kalibrace nefedéného vzorku. Take je vidét, ze v ramci dvojice kalibrace — standardni ptida-
vek doSlo aZ na vyjimky k pomérné dobré shod¢ ve vypocitanych koncentracich.

Pro vypocet obsahu jednotlivych derivatl, prepocteného na 1 g biologického vzorku (jes-
tér¢i kize) byly vzaty hodnoty koncentraci, vypoctené ze standardniho ptfidavku (vyznacené
tuéné), ktery by mél byt v ptipad¢€ slozitéjsi matrice piesn€jsi. Vypocitané hodnoty jsou uve-

deny v tabulce 8.
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Tabulka 5: Koncentrace derivatl pterinu ¢ [ug-ml ], nalezené ve vzorku &. 2693

Kalibrace standardni Kalibrace standardni
nalezeny analyt pridavek pridavek
pterin 0,07 0,11 - -
isoxanthopterin 1,70 - 1,15 2,15
biopterin 0,10 0,35 - -
xanthopterin 0,07 0,14 - -
leukopterin 3,55 - 4,45 6,85
Pt6 0,63 - 0,65 1,65

Tabulka 6: Koncentrace derivatl pterinu ¢ [pug-ml '], nalezené ve vzorku ¢. 2844

Kalibrace standardni Kalibrace standardni
nalezeny analyt pridavek pridavek
L-sepiapterin 0,04 0,05 - -
pterin 1,05 1,20 0,91
isoxanthopterin 8,4 12,4 8,5
L-biopterin 0,33 0,42 - -
xanthopterin 0,23 0,34 -
leukopterin 22,0 26,3 12,2
D-neopterin 0,02 0,01 - -

PT6 2,05 2,17 3,90
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Tabulka 7: Koncentrace derivatl pterinu ¢ [pg-ml ], nalezené ve vzorku ¢. 2851

Kalibrace standardni Kalibrace standardni
nalezeny analyt pridavek piidavek
L-sepiapterin 0,01 0,01
pterin 0,24 0,22 - -
isoxathopterin 4,65 - 7,50 5,10
L-biopterin 0,32 0,35 - -
xanthopterin 0,18 0,95 0,15
leukopterin 11,8 - 18,9 10,3
D-neopterin 0,01 0,04
PT6 0,70 - 1,45 1,20

Tabulka 8: Obsah jednotlivych derivatl pterinu vztazeny na 1 g vzorku, vyjadieny v [pg-g']

¢islo vzorku

nalezeny analyt 2844 2851 2693
L-sepiapterin 0,52 0,27 -
pterin 9,5 5,9 3,5
1soxanthopterin 89 138 68
L-biopterin 4.4 9,5 11
xanthopterin 3,6 35 4.4
leukopterin 121 277 217
D-neopterin 0,10 1,1 -
PT6 40 32 52
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Zavér

V této praci byly pomoci analytické metody HPLC — MS/MS optimalizovany podminky
meéfeni pro identifikaci a kvantifikaci tfi pterinl, a to L-sepiapterinu, pterinu a pterin-6-
karboxylové kyseliny. Pro tyto ucely byla pouzita kolona ZIC-HILIC a mobilni faze
ACN/CH3COONH4 o objemovém poméru 85/15 (v/v). Analyty byly detekovany pomoci
hmotnostniho detektoru s trojitym kvadrupdlem. Pro pterin byl zvolen hmotnostni pfechod
164,1 —119,1, hodnota optimalniho fragmentacniho napéti 100 V a optimalni kolizni energie
20 V. Pro pterin-6-karboxylovou kyselinu byl zvolen hmotnostni ptechod 208,1 — 162,1, op-
timalni hodnota fragmenta¢niho napéti 100 V a optimalni hodnota kolizni energie 15 V. Pro L
— sepiapterin byly zvolené dva hmotnostni pfechody. Prvni hmotnostni pfechod byl 238,2 —
165,1 pii optimalni kolizni energii 20 V a druhy 238,2 — 192,1 pfi optimalni kolizni energii
15 V. Pro oba dva hmotnostni pfechody byly zvolené stejné optimalni fragmentacni napéti o
hodnoté 120 V. Byly prométeny kalibracni zévislosti pro vSech devét sledovanych derivata.
Nové vyvinutd metoda byla nasledn€ aplikovana pro identifikaci a kvantifikaci pterinovych
derivatl ve ttech vzorcich klize z ocasu jestérky Podarcis muralis.

Ve vzorku 2693 byly detekovany L- biopterin, pterin-6-karboxylova kyselina, leukopte-
rin, isoxanthopterin, xanthopterin a pterin. Ve vzorcich 2844 a 2851 byly pak nalezené¢ D-
neopterin, L-sepiapterin, L-biopterin, pterin-6-karboxylova kyselina, leukopterin, isoxantho-

pterin, xanthopterin, pterin.
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