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PREDHOVOR

Analytick8 ch®mia vo vgeobecnot.i zasahuj
farmaceutickéha bi omedi c2nskeho viskumu, preto sa s
forme v podstate od prvéhmo poslednyr o kgt “adPio&kr ol i | ej gi a anal y:
zaoberaj¥w%ca sa anallzou veOmi komplexnlch bi
cesty |lieliva k pacientovi. V s¥%W asnosti, k e
st8le viac tzv. Aomi ck®0 discipl2ny (genomi l
ktor® s¥% z8kl adom personal i z o wzramesapochopetie c 2 ny ,
gpecif2k anallzy v biologicklich syt®moch o t
CieOom akademicklch i ngti t Wowychpozbagkosiee mal o
namap os kyt nut iod vroozemQeaed unyash epgd pareatlovhl bgi em
komplexnych vedomosti poprepajanych medzi jednotlivymi predenetmiplatnenie v praxi

PredkladanT gtudijnlT materi 8l m8§ sl ¥%gi S ako
analytickej ch®mie s d'razom roaek ktayvspgjgne ci f i k
s kompl et nl mi ul ebnl mi t ext ami vydanl mi na

farmacie v poslednych rokoch budeot i vovaSk ghlubginémvw zamysl er
jednotlivymi témamik navrhnutiusamostatnéoa tvorivéh o eniaerga kt i ckT ch apl i
prikladova tymk| ep gi e mu p or o z u nadobudnutycipozmatkay Vet e njieu
tetogt udi j nToudnparteergt§8udent ov ingpir8ciou a odr.
Nal gi e obohateni e svoijckejchémieedomosti z obl ast
Tieto gt udi j m® tuexXtem® predovgetklIm gtudent c
Univerzity Komensk®ho v Bratisl ave magi st

Predkl adanl ¢tsaddnjemlaj mat eroiadlal yt T mkTm sepa
technkam, ktoré stk O%4|l o v I mi thena hedeckoral nsik uvwn e jnand enjo st i
katedre aktoré savy ug2 vaj % aj polas | aborat-rnych <cv

smery vanal ytickej c¢ch®mi biiolao gA Arkd IcINzeas ¥Img t@drke ¢ 0

pipravenl gtudijnl mauéeeb8l bHepkgtugGlenooowl i al

vy s o k T, ktdrychyzujirha analyza komplexnych biologickych vzoreeka pr i nesi e Y

aspoR jedo®muw ugdteudeontd kazom, ¢ge to mal o zmy:
Na zaver by som a ¢ h ¢ e | arecpnaedtaviprofyRNBr. Emilovi Havrankovi,

PhD., zajehokongtrukt2vna m§i@royni ekkyr® virazne

predkladanl gtudijnl materi §l

Katarina Marakova

5 AD1 ]l egit® je nikKdy sa neprest e
(AThe importat thing is, to never stop questioniig
Albert Einstein
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Uvod

Pod pojmom analyza latokbvi ol ogi ckT ch syst®moch si mi g e
skupiny amlytickych postupov, &

|.  analyzulatoks y u g it @ gnp e cintérakdilkal c h
. analyzu latok \komplexnych biologickych matriciach (vzorkach) pomocou
konven| nlch anadchnik.i ckl ch met - d a

Medzi bi ogpecifickzc®r aNtjeem&ciientdt ek 8§ai er,ozpRgoODI

priestorov¥% gtrukt¥%ru mol ek %l a sps8§jasS ich
k O%| fi . ninP @aprr parovéinie baz nukleovych kyselin, vazby molekul na receptorové

bielkoviny. Ti et o i nterakcie s¥% poro§natedOae peen®
rozrugi S ug malou zmenou podmi enok Medziapr . z

bi ogpecifick® i rbtieoraankadiye i ¢kl ghv & twpoch za
interakcii, ato

() interakcie enzynii substrat énzymovaanalyza)

(i) interakcie antigéii protilatka (munochemickaanalyza).

Bioanalytické postupy s a poug2vaj¥% na pri amu anal Iz
(biologickych) vzoriek pr yugmvelliYogpeci fi ck® interakcie
stanoveniagleboz nakeniedne]j i nteraguj Ycej mol ekul vy
detekcie ako aj kombinaciu ksonvenl| nT mi najm2 separalnl mi
ael ektromigral Blimianat ¢g¢ hrcikk anmi met - dami zal og
interakciach sa zaoberaglriptaKralova akol., 2014a Chromy akol., 2002, ktoré® d p o r Yl a m
vpripade zaumub | bgi e nagtudovanie si tejto obl ast.i

Oblasti, vktorych sa stretavameasialyzou biologickych vzoriek sakrem farmacie najma
klinicka diagnostika, toxikoldgia, krimalistika, antidoping, ekolégia, biochémia, ochrana a
vigiva rastl2n, givol2dgna viroba, potravinsgr

V nasledujucich Gvodnych kapitolach siskratke predstavime biologick&zorky,
gpeci §hha®a p b Pokmiké a pviemevsi o jednotlivych rokoch analytického
postupusi? razom na gpecifi k8 @dallhy slhimolt a@®ihok oc
analyzu avyhodnocovanie kvalitativneho&k v ant i t at 2 ) Vil & lo kdpi®kacd i s k a
sa budemepodr obnengv @S jednotilmviechmiekd8mr avrser
metodam( c hr omat ogr af i ¢ k &y ahenbtreogtrta spekinomgtrisldrazdgn me t
nai ¢ h p o armplyzu komplerngch biologickych vzoriedvedené metodivoria zaklad
vedeckevyskumnej prace na Katedre farmaceutickeplgry anuklearnej farmacie na
Farmaceutickej fakulte Univerzity KomenskéhoBnatislave ako aj pr akt i c k e |
| aborat: -rnych cvil en?z v AAna§zaclatok \biblbgEkyahv ® h o
systémoch asu aj nosnymi témami pri diplomovych pracacRrepodr obnej g2 pr
odanTch t®mach odpor Mi &mdga I Kpikrohackktrafdrégah ni c e
hmotnostna spektrometriaieh kombinacie vo farmaceutickejbéomedicinskej analyfe a
Acvapalinova chromatografia, hmotnostna spektrometriehakonbinacie vo farmaceutickej

a biomedicinskej analyie) .



1. Biologické vzorky

Biologické vzorky predstavujianal yt i ck ®ho nlaQadiogk 4 e
vzhO&ttomu, ¢e:

a) sY% obsahkommgexnéeOmovky ag tis2cky en|
latok),

b) ne maj ¥ k oznl gotgéebebhre@®notlivych latok zavisi od viacerych
faktorov,ako sunapr vek, pohlavie, ochoreniacelkovy zdravotny stav jedinca,
stravaf aj | eni e, environment 8l ne prost

c) podliehajorozkladnymproceom(j e potrebn® pri sptlsc
skladovanie, spracovanie pred vlastnou analyzou ako aj analyzu samotnu

Biologické vzorkypredstavujk a g d T mat er,ig8 v ot algmle hon
Ouds k ®h oMepdtzvio dnua.j b e g nej §skeryn sastrethgmecylpr@xi
patria

71 telesné tekutiny( kr v, pl azma, s®rum, mol , s
matersk® mlieko, ¢gll, ¢gal ¥%dol nl ob
o |ieliv§g, dr og yprvkyapestididy, prierky§8elné t o x i ¢

kontaminanty
T vliasy, n dkanivd, lpupnky k 0 g a,
o lielivsg§, drogy, toxick® prvky
1 rastlinny material
o toxické prvky, pesticidy
1 potraviny
0 pesticidy, toxické prvky, syntetické farbiva, aditiva, umelé sladidla,
antioxidanty

Zh Qiska farméciemme di c2ny sa naj |l astejgie ar
pl azma, s®rum, mol ) .

Mo |

1 menej komplexna biologicka matricgperovnani napr. plazmou,alez 8 r o v €
obsahuepmer ne girok® spektrum anal yto
zl ogeada, mol o v anorganick& sole(maméniorid sodny),
organicke latky

u zdravého jedinca byH ma | o rbzy&dzid57,8

vwhodya n a | T z:yeinwaaivnyodber,dfia od amrsa %tw]| no
odber: jednorazovy / ranny / 2hodinovy

gt anda rndobza8 ketiranu

uchovavanies pridavkom 2 mol/l HCI

=

E R



Najval g2 analmativelIig2z pwjl em akwva(ledpz s ¢
plazmy pripadneséfa z h Oattomuk ¢ge hl adiny mnohlc
diagnostickych latok v krvi koreluju s ich funkciowdavotnym stavom.

Krv

U arterialna, vendzna, kapilarna

0 tvori89 % hmotnosti tela (pribligne 5 |
U najdtl egitemégiuny tOuamskpar ttre® e

i zl ogeni e

U krvna plazma56%)
U krvné bunky( | e r v e n ®erjracytyi, lbiele krvinkyleukocyty, kvné
d o g t -itrénmbocyty) (44%)

0 uzdr av ®h o pH kno pokykuge okoler,4

Krvnaplazmaasérumsapr e d no s tkRuvjoYs pprreed | ep gi u
sa odstranenirkrvnych bunieko u pbmocou centrifugacieplazma) alebo prirodzeného
zr&) a ngéram).(

 krvnésérumdost aneme prir odz e n(l5minzvodBegoaen 2
skimavke)r odstranenim hemalipoproteinov
U z | o §eodai peoteiny, lipidy, sacharidyamorganické soli

f krvnaplazmamus 2 by S ant iokatdadipidy solipoprotény | e
U z1 o ¢ levmé sérum, fibrinogén a protrombin

o (T

- sérum
plazma (55%) —_

biele
krvinky (<1%)

l erven® —
krvinky (45%) ) bunky -

Obrazokl-1.Z1 ogeni e krvnej pl azm




Med zi Nal gi e | asto analyzovan® bi ol ¢

=

mo z g ov o mi gQ@erelyroSpiniaKkuid - CSF)

U z | ogjepodolméplazme ni §gi a koncentr 8ci a

U neurologické ochorenia

plodovéa voda

U di alyzg8t s®ra matky a |iastolne

U voda, proteiny, peptidy, lipidy, hormény, enzymy, electrolyty

diny
U 99,5% voda a anorganické ignorganické molekuly, proteiny
U rychly, neinvazivny odber

gl dol nT obsah
vydychovanwzduch (biomarkery)

vlasy, nechtyi k ovy, | i ddhodob® expoticjeo g y
tkaniva i biopsia (po operaciach, forenzné analyzy)

r



Priestor na vliastn® pozn8mky, pr2padne upr



2. Personalizovai medicind ®r a Ao m2 k fi

Personalizovan& medicina

U definicia:spr& na di agnostika a spr8vna
| ase

medi kament - znej l i el by
i zn2 geni e n8kl adov

0 Medic2na 21. storolia

1. Faza najdeniebiomarkera

Vzorky: 16 100 2. Faza validacia a verifikacibiomarkera

Analyty 1 000 Vzorky: 1 000 . Fazgl t AYAO] S
Analyty 100 Vzorky: 1 000 000

SELDI LCMS/MS

LGMS/MS Immonoanalyza Imunoanalyza

2DHPLC
6 mesiacov3 roky 3-5 rokov

6 mesiacov

i €

i zal ogen§g n iadiviquanejngemetickej vybavy pacienta ktord& ma

vyznamnu tlohw o bl asti z d r ajehopmedigpezitiu moehoremi
(splsob akim g% g®sypoeglyhVRue Kk r
i zohOadnenie aktu8lneho stavu, St uy

0 v y u gmotekularnebiologickych postupov na sledovanie hladinpmarkerov
(proteinovg ®nov al ebo ich gpecificklch

I

Systémova biolégia

systémovej bioldgie su tzv. ondik

dtgenomi ka (¢t %di um DNA
Gtranskriptomi kg (gt %di um mRNA
Upr ot eomi kpaoteinayt Yad i um

Poznatky sytémovej bioldgie sa stahkladompersonalizovanej medicing %] a

Umetabol omi ka (gt %di um metabolitov).

11



Systémova biologia

DNA

AGeném(4 rdzne nukleové bazy)
Amapovanie aekvenovanigenému

MRNA

ATranskriptom 4 rozne nukleové bazy)
ASemigRT-PCR,Northernblott

proteiny

AProteé6m 21 kédovanych aminokyselin)

A2D elektroforézaMS, enzymatické anunochemické

metody

metabolity

AMetabolomé x t r ®mna vari abi
ALC, MS, NMR

i a

mRNA translacia

na proteiny ‘/

vplyvy

. Geném DNA
4 e

o

H\IHLN,,

-
L

Metabolom

environmentalne * Fenotyp

Geném

~20 000 génov AN

100 000 mRNA | ;
> m ¥ 7
5,

Proteém
>1 000 000 proteinov

AT AN R a
RO ——— X —— ™ F e

Obrdzok2-1Sy st ®mov 8 bi ol -gi a

12



Genomika

Ugnrnnukl eotido
Us“ubor vgetkloc
kongt ajnegmd )gt

v8 sekvené&icachhi ede
h g®nov ugén{ @&Nh>
a“adi gennemi aober §

j e neust 8l e p oedk ovgpRl nynwyo
vpl yivmuvt 8ci e
Ug v® organizmy di sponu% Vki metbankef ma
oprave chlb DNA _ .
Udzyhanie reparalnlch mechani zrheawhtwed
organiaemooer kkhomapasr . rakovi na

Uexpresi a ignefnoertmS8cckiegj do-tframmktrp ped ag
Utranskiippoicas prepisu gkMAtdoc kRNA n
Utranskz@biR®a prepi s genRNtAI dloe jprii m8eo m
prote2nu

Transkriptomika

U mMRNAe tvoukh&ovimii b§zami N
Gtranskr-ispab-om vgetklch mRNA pr2tomnl

Gtranskmi:gbsl| e

dovanie expresie g®nov

Unajl astejgie pougNwvamn®eamaPbdRo,it-BogkRST, n
Uizol §ci-de R&8BAiIi e naflperl eerka sr dRMANREZ egii® mb r
hybridiz8cia nMWNKkilledekch akysel 2n
Ghybridizn&dieam® sdrndgkhpr NKy p zsna8ymeg 2
detekcii komplement 8rnych NK

Uznal enie: r8dioakt?2vne, fluorescenl

Proteomika

Ukvantitat?2vna

a kvalitaprzotneat gevaakl o,k

|l 2ni e, tkaniva alebo organi zmu
Udkvantitat2vne a kvalitat?2vne porovn
Upochopeni @tfrunghk direg?2aov

Uvyt voBenmapy bunky (url i Sprl otke? n e ci
Biofarmaceutika

uUfarmaceutti x kt®e pa palwtki ck ®h o al ebo di
gi vI mi organi z mami rekombinantnou [
Upatria sem rtzne, peptok¥ynyheapfppktodmy
protil 8tky

Us¥% bezpmdménpgj enegi aduci ch ¥hiombkg®r
avyggi a Vploirrvkd@dasdi skou terapiou
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Proteiny

U pol ym®rne r e amc a o ksl ekgobndif @ igzo u §

Uprotekompl etn8 sada prote2nov pr2to
tkamakhBRRa aj vget kyppost &an&Bal el ¢BO
PTM), vz8jomn® interakcie, | okaliz§

gvplyv na jpdicotven¥at oman® parametre (ge
ochorenia, vonkajgie parametre (Il i€

Utransl|l §8prapzahBRaet imRiNa&jo iprrfionr8msnceije
prote2nu

dich expresia sa | 29gi v rtznych | ast
rt*znych podmienkach

Uspolu s nukleovlI mi kyselinami, Lipi
kt or ® podmi eRuj % exiapdreticé iup @yji %1 Tt
vbunke

Gich patol -gia sp%gSa rtzne ochoreni
zi sSovanie pr2]ikm cagheaeifcéhm2, diagn:- z

Proteiny plniace
obrannu funkeiu

Transportné
proteiny

prenos nevyhnutnych
latok pre zachovanie
g i vwdtria
biologického
organizmu
(myog’loh'r,l,
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Girokl dynamicklcrakesallOpdekadnak I ¢\

valgine pidomngdow BVakebo prekoncenpnreg
gi aamal yteitckd&® nepokr.yje cell prote-m
Pl az ma
UviacO0O0@gid8entifikovanlch prote2nov
Uextr®mne rozdi8eliy:v koncen
al bumé 0@OMMD O pg/idpg/ ML 6
W10 hlavnlch preiatnoegpO@@scalkjoe ®F
U zIl ogemnsiae nse®r2a pri chorobnlch stavoc
Mo |
Unei nvaz?2vdos toadtbelrnom mnogstved nl okbss
prooepgapti dov
Gdnapr anallza PSA pri rakovine pros
Umol obsahuje vysok¥ konrdenmntirt8rc ipu eal
(2 mooll/olvina, 0, 1%SDS, wultrafiltr§8c
slzy , Cerebrospinalna
: tekutina
_ mo¢
synovialna
tekutina
Moderate- & low-
abundance proteins
(*35%)
Albumin

specific antigen ¥ 4 Prostaglandin-
Wactotransterrin g M2 D-isomerase
Serotransferrin Ig lambda

Ribonuciease

Alpha-1-acid _pancreatic Kialnogen-1

glycoprotein Alpha-amylase Pro-epidermal
Zinc-alpha-2- Inter-aipha-  Uromodulin  growth factor
glycoprotein trypsin inhibitos

Obrazok2-20bsah prote2nov v plazm
(prevzaté a upravené z Thomas S.L. a kol., 2021).




Met abol omi k a

vjet ky bunky z2skavaj % energiu, sta

[ thmeztlavbloelni2cnk ® dr §h

htosrmeetraebzollviaemmmya zalr%lden®

Dé)’4|-m

or vgea kdxthr g obelmdlz&omol ek
Vv givom syst®me, ktor ® sa

toor® 8plrnee f ungovanie bunky

[ a 794 rnaesttal bienlya tno

nov (veOa sekund &g

all wjhle vd xtkre® mmgad u uw

& kno® 2meine]

na@ wnill icdnc h ni ek
| as glvota, t a
ioev ajne® mo g/ry§ ud o

d—&=

Met d mani k a

o

ompl n
Jt 8§di o
mani e metabo
-dami analy
man 2 m knhectha kp
eriava sa n
kvantifik8ciu vygp

X n 8§
r

3 gax
X
D @D

© X O
3$H

ickTch dr &8h a |
[ ej ch®mi e, bio
na Yarcoeving®h ob uo
of i
0

Y,
bolick® pr
ci fi kovan®h

DN W

zo v (éotnkiikalh vi ac odr §da aktugamiyclkl :
hhadi na metabolitov nie je odpoveN
a vivojov®ho stimulu alebo d!sl edok

pri spipevazkmeniu wnohkehaochwoijea:?
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Metabolicky ofingerprintingd
| foatprintingd Metabolomické

rychla a kompletna analyza vzork profilovanie
bez nutnosti kvantifikacie a TFH KNzl ARSYGAT
identifikacie jednotlivych kvantifikaciu vybranych
metabolitoy fingerprintingcinfo o metabolitovLJ: & NR& I OA
intracelularnyctmetabolitoch ONASReés | fSo7
(endometaboldn), footprinting ¢ I rL22SyeoOK R?2
extracelularnemetabolity metabolickej drahy
(exometabolom)

o
0

Cielena analyza metabolitov Metabonomika

cielena kvalitativna a kvantitativng sledovanie metabolickej odpovedi
FyFteéell T FYSNY Y1 LR2RI Gl yAS

metabolitoy nutna separacia LINNG2Yy2aU0 (G2E

2auluyeoK I ¢ tkanivach a telesnych tekutinach

Okrem omicklch anallzahR&bhghtie apl i ke

i

i

c:

terapeutick® mo n(theérapeuticv druy i neonitoling,e TDMy

nastavenie efektivnej farmakoterapimin i mal i z8ci ou negi a
sledovanie farmakokinetky - odhaOovani e pdsebenina latok
s potercialnym farmakologickym|ldi n k o m

analyzaprirodnych latok zrastlinného materidlu (fytofarmakd) (sledovanie

proflovvz 8vi sl osti od obl asti pestovan

forenzné lekarstvo- sledovanie zakazanychz ne u g 2 v a ndragh | i e
antidopingovéakontrola-pou gi tarel e kI8t ok u gpor t
analyzacelych buniekako su virusy, baktérie, kvasinky
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Priestornavlast®® pozn8mky, pr2padne upresnenia tex



3. Analyticky postup pri vzorkach biologického charakteru

AnalTza biologicklch Wap v PpEémepm takyeh© |
analyzachvoria
UgirokT dyn a rfobsalklatok ssopols/laujekvo n ¢ e n t rozenddni

pg-mg/ml) o
U nizke koncentraciec i e Oov i ch ana-hggnhov (v?a@alino

UveOk® mwuzorigks(tzwoy | aljon0e0 1vOz or i ek) na | e

Anal ytick® met-dy poug2van® na ometa:l
sprg8&vne, rlchl e, ektimbavygsbko Gtive.gpeci fi ck®

Dominantné postavenie magie p a r metody®o selektivnymi typmi detektorc
(hmotnostn8 spektrometria, fluorescen

Pri praci bi ol ogi ckT m materi 81 om rozozn
soznalbolodgickgg bezpstl np&R il

Bi obezpelnostnl stupeR m§ vplyv na:

U pred-analytickil asS (odber, vzoriégkpr ava, tran
U analytickdl as S
U postanalytickll as S (bi ol-oginadlendickpadekont

Biobezpel f@SLtinT BSL-2 BSL-3 BSL-4
stupeR

Popis -9i adna -kontrola -vysoké kontrola -maximalna kontrola
kontrola -mierny risk -aerosolovy prenos -exotické, vysoko-rizikovée
-definované -ochorenie s Sagk® potenciy§hvoe ohrozuj
organizmy roéznou smrteOn® och ocheenie e
-mal § ganzxS8vagnosSou
na ochorenie

Vzorky E. Coli Chripka, HIV Tuberkuléza Ebola

Typ patogénov Organizmy Organizmy Doméce alebo exotické Nebezpel|l n® a
predstavujlice  suvisiace s organizmy, ktoré organizmy ktoré
minimalne Oudski m predstavujl riziko predstavuji vysoké riziko
potencialne ochorenim a prenosu pomocou aerosélom prenosnych
riziko pre predstavujicim aerosolu a spdsobujice  laboratdrnych infekcii
personal mierne riziko pre Sagk® alebo pofjénoi §lome oz

personal smrteOn® och ocheenie e
Pogiadavky giadne gi adne ano ano
na autoklavovanie




Z8kl adnl anayytickypastappdzostava nasledujlcich krokov:

Odber vzorky
4

Uchovavanie vzorky

3
Uprava vzorky

¥
Separacia
"4 %

Identifikacia Stanovenie

3.1. Odber vzorky

Odber vzorky

1 prvwkrokvk agdom anal ytickom postupe

T kdi spoz2cii m8§meé mMeasztemkdr Hotogwugscimaierialu
(predklinick® sk¥gky na zvierac?2ch
vkiini ckTch gt %di ach)

T veOmi dinepjosttirnBdaat e OnT m k retickepkomisiee
(1964 Helsinska deklaragiav g et kT ch gt Y%di i

Z8kl adnl mi p ospravayddberkzarigkisi: p r e

Reprezentativna
vzorka

. ETICKA KOMISIA
Kontaminacia 1964 — Helsinska Homogénnost’
deklaracia

Analyticka metoda Systematické alebo
(mnoistvo vzorky) nahodné chyby

20



Odber krvi

=

jednorazovalebo viacnasobne

1 kapilarna krv-pi chnut 2 m | ancetou do prsta,
ng8sl edne sa odsaje mikropipetou, ki
U Asuchg§ kviagvdraden&ckyshkriing metabolickych ochoreni

1 venbéznakrvina | al no do sk ¥ma vho ankikoagulanto &ita;

sodny heparin, EDTA).

U skumavky s obsahomitratu sodnéhaie su vhodné pre kvantitativhu analyz
keNge mnogstvo ant i koiagdothadaatkuiedeniu s
vzorky

U heparinymn® gu sp!sobova$S rzkamalekuldrngni analytng

iU EDTAl ast o spltsobuje detekl n® inter

Odbermo | u

f jednorazovl (priebegnmdmw| as dRa),
 prif armakokinetic&lmdl gdadabe&rch v pre:
intervaloch, pril om %laemusé@bjzeam na me

T mol sa v&a|] ginou ¢gtandar diiuzsujoe )an anov

3.2 Uchovavanie vzorky

Kagd8 biologick8 vzmpmreé&tao pjoa | p ethrae r m@
aako dl ho budeme vzorky uchov§g§vas.

Biologické vzorky sa skladuju:

T za zn2Ipgnej tep

9 chranené pred svetlom

T v@3l ginou sa nedopor ul| ujyjoemrazavdnie, rptd g iochy
pred samotnym uskladnenim treba®adi S na mengi e obj e

TabuDKaj| astejgie typy bObopbogiekl mhugw

DIhodob® ud KrsStkodob® uc

DNA 20AC aleb -20A@AC (ni ekoOk
tkani v 20AC 20 AgAC

kr v, s 80AC aleb 4 AC (asi h.
bunky -150AC (tek 80AC

mo | 80AC 20AGAC
enzl m 20AC 4 AC (niektor
PCR prc 20AC 20ACAC

o



3.3 Vyber predupravnej a analytickej metddy

AnalTza biologickej vzorky j,pretojepdtrabné
Vo valgine pr2padowi mElogmkean tporveadu pd a v &
now® Vv vysoko%l| iakors®chroneatografickéeal ekt r omi gr al n
V spojeni so selektivnym typom detekcie.

Vyber predlpravnej@a nal yt i c k e met -dy z8I1 eg?
patria

U ppovaha anal yt u ( ch e rhemikk8 viagthostiuskabilitay a
0 povaha matrice (obsahuje/ neobsahuj
U pr2tomnosS interferentov

0 koncentracianalytu v matrici

U nut nosS si mu hiac&ycmamglytoanal T zy

U pristrojové vybavenie laboratoria

U fi nanlansSova8 In8§r ol nosS analTlzy

0 kvalifikacia pracovnikov




4. Preduprava vzorky

Predupravabiologickych vzoriek je kriticky m krokom vk agdom an
postupe.

Preduprava vzorky:

fjel asovo najn8rolnejgiou | asSou v c
fmus2 byS reprodukovateOns§

1 je zdrojom mnohgh chyb (pri ultrastopovych analyzach predstavuju manu
postupy pred%pr-a20% vgetkEekh aghTl5h0,
predupravy 2680%)

Zdroje chyb 21 a20t Yyt NP

4

= kontaminacia (4%) sseparalnl sys

= operator (19%) davkovanie (6%) szhromagNovanie Yc
m separacia (7%) = integracia (6%) = odbery (6%)

mi ngtrument § mkalbra€isB(9%9) = analyza (6%)

= priprava vzorky (30%) priprava vzorky (61%)

Obrazok4-1 Preduprava vzoriek

Vyber predipravnejrat - dy z 8l eg2 na

1 cieli samotnej analyzy

1 typebiologickej matrice

1 fyzikdlno-chemickych vlastnostiach analytu (polarita, tepelnd a chem
stabilita)

T mnogstve samotnej vzorky

1 koncentracii analytu vo vzorke
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Hlavnymic i e predipravwzorieksu

i izolacia analytu mat r i c a m! g e
makromol ekuly m!gu int

rTchlo i),n arklady vpotrebyS izolacie analytu komplexnych

biologickych vzoriek st ukdzané @dbrazok 4-2,
| zakoncentrovanieanalytu( zv1 geni e Kk
jeho detegovateOnosti)
| derivatizacia(zmenafyzikalnec h e mi c kT ¢
detegovateOnosti)

i e
;(glso ES1EXC(235.2000, 415.1700, 6180300, 6460600) S an Frage 75,0 081612032.4 Gray: Analytes

o] Rimin) Ame fon Suppressionin This Range et Phospholid

85{ 108 Lidocaine 008

81 201 Amicdarone

’? 25 Desethylamiodarcne s

g5 3 Peainide 2004

- s ML J
000 4= L LS

&

oncentr 8ci e

lLl.Lu ULML LLL_,

ovplyvni S r
eragovas s

h vlIastnost:‘

& oa

o -

010203 040506070809 1 101213 14151617 1819 2 20 222324 2526272829 3 113233 343536 37 3839 4

L L_ALL.

Counts vs. Acquisition Time (min) 5 10 15 20 25

1 Kontaminacia
Z matrice

Fin

b N L

SENSREREE RN

30 35 40 45 50 55 B0 min

Bez
interferencie

Spiead Sargle

= T e e

R (0 e Y 1 ) o

T 1

Vrv

| I | -
0.004 AU A Bez interferencie
2[ T

Spived Sample
s ET—— Bl Sorpie Homn
T 1 T
Q 4 6 8 10 min
100 MRM
PRI 80% i6nova supresia oAy
% 2fe
1.89
0 7,4
100 13 e . . . MRM
SPE minimalna iénova supresia 4722 > 436.4
% (Dasis MCX) 1.27e6
0
0.5 1.0 15 2.0 25 30 35 4.0 45 5.0 min

Obrazok4-2 Priklady potreby izolacie analytu z komplexnych biologickych vzoriek
Zn2 geni e komplexicity matrice (A), I

(B), zn2genie citlivost
(prevzaté z www.waters.com

i de tkeikQ).i e,
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Medzi zakladné metddyredupravy biologickych vzorighatria:

1 jednoduchéariedenievzorky lenvpr 2 pade dost atapalyme
vovzorkei mol , dych

1 homogenizacia tkaniva

1 odstranenie nerozpustnyctozfy i aemtrifugacia, filtracia)

f woOnenie anal yt u hydroljza, sohikida)- bukky j ma

T odstr 8neni e e n degpiatia, yltcafitradal , exgakaaki (
plazma, sérum, bunky, krv, tkaniva

T zvi geni e sel ekderivatizaciay a ci tl i vost.i

4.1 Deproteinizacia biologického materialu

Val gina biologicklch vzoriek tdasjedhu
znaj | astejg?2ch foriem pred¥%prav biolo

Deproteinizacias a m! ge uskut ol|lvRReswalD vamnsggan:
technikami afinitnou precipitaciou.

Opti m8l na deproteiniz8cia mus?2 zabe:

1 Uplné odstranenie réznych frakcii proteinov

f precipit8t nesmie sorbovaS anal yt

f deproteinizalnl reagent nesmie oV
interferova®oprin2dat elpdilivaSstna vI

T lasto sa poug2va kombin8cia viace

4. 1.1 Zvysalow ami e
Toto odstraRovanijedngnucioétiaer argohle.j e r el &
Na druhej stranmieddniuoa®dzakpriaRgm ke
vovysokejloncentr 8§cii a pri pougit?2 citliyv

Polas a po preciuppirta8cigd oppkyytrea nmog ad
naslednu extrakciu.




Na zr 8Wyasmd@owani e sa najlastejgie po

1 Organické alebo anorganickékyseliny (trichloroctova, perchlérova, galov:
chlorista...)
T v@1 gi no 0% rdzeokyo 5
1T zr8ganie | e z adporgzkom®H su aroteinye katonicae
forme a tvoria sa nerozpustné soli
1 nevyhodaextrémne kysly supernatans&ym spojené riziko dekompéaze
analytu.

T Sol i SagkTsehr aknowzdawmol natl, chlorid
latky chlorid hlinity)
1 nevyhodakontaminacia supernatantu ibnmi kovu

{1 Siran amoénny(nasyteny vodny roztgk
 zal ogen ®idnowejsiyme n e
1 nevyhoda vysoka koncentracia soli gupernatantea pomernenizka
“wlinnosS (75 %)
1 vysolené proteiny sadsledne oddelia eentrifige

Or gani _c k ® r(asetopitvilgaSetom, etdnol, metanol)

T zalogen® na zmene diel ektrmrazkes
proteinova zr&gaj %

T Ul i nnosS z§vpiowihovod pol arity

T | ast o pprekgrpatikElitugr gani c kT ¢ hskvapalngvéu
chromatografiou

f vhodapougi teOnosS pre analyty nes

1 nevyhodavysoka absorbcia metanolu prio u IV detekcie

Termicka deproteinizacia( vz or ka sa zahreje na 9
denaturacibielkovin)

1 nevyhoda astad zmena analytu

Enzymovadeproteinizacia(proteolytické enzymy trypsin, papain, ketodaza)

 vyhodavysok&8& ¥l i nnos S taprostradia sawanaklyt n e

Zr 8ganie v izoelektrickom bode

T rozpustnosS prote2novrivopH ohlle2? g



4.1.2 Membranové techniky

)l

Medzi me mbr 8nov® techni ky poug2van® n
ultrafiltraciu aelektrodialyzu.

Ultrafiltracia

Obrazok4-3 Ultracentrifugacia (prevzaté a upravenéMukker J.K. et al., 2016)

pou ¢ 2 \erabranové filtre (schopné zachg v a S MW § ttoisahe 3 00
100 000 Day kombinécii scentrifugaciou

Makromolekuly &k ol oi dy v & | gi e adsthvajdnamembyén
zachytené

U inmsS separ8§cie je minim8lne 99%
vyhody. vhodnéaj pre maly objem vzorky, pri procese nedochadza k zried
vzorky, nespotrebuvs8vame organic
pritomnosti soli v supernatante
newhodanapri ek odstr §nenjelastavgzea dndlytuhn
membranu

tato metéda saqpu g2 va aj na | istenie prot
seanovenie voOnej frakcie |lieliva
- rychla
(<1 hodina)
- vysoka
priepustnost’
B e, 0
* .
Semi- o * .
permeabilna A0 A ®
membrana .‘ * o [YCVYITVNY)
centrifugacia
- ...
A A 4,
A Y

vofné liecivo




Elektrodialyza

T

T

= =4

zalogem§ ma thabitl analg§ntu Kkr enp &l
elektrode

id e 0 oddeOovanie val]l g2ch orgal
nizkomdekularnych anorganickych soli

rozdi el koncentr8ci 2 medzi vprechodk

nizkomolekularnych ok do r oz p %g SankIna),o up mioll
hmot norseSou§ dozaj ¥% rTchlejgie

sel ektivita je dang8 veOkosSou nabi
sel ektivita s aléadkzgsaditédatkgzmerdu ppir e k y

vi SagnosS je mpd ex@¥%,h praiovk@éis | me
membrany

4.1.3 Afinitna precipitacia

Afinitna precipitacia paja afinitné interakciepr eci pi t 8ci u do
dosahujy yggi a sel ektivita

Patrisem
| precipitacia pomoconh o mobi funk| nT ch
{ precipitacia pomocobeterofuk | nT ch | i gandov
1 precipitacia pomocomodifikovanych fosfolipidov
1 imunoafinitna precipitacia
42. Extrakl n® techniky
hal g2 mi v e Omi | asto p onetpéarui apni 1 amalyzaclp

biologickych vzorieksUiex t r ak | n® t echni ky.

Extrak|l n® techni ky

T

=a

m gu byS uskuélmelaléo & auo@atizozaneynapr. ektia na
tuhej faze)

Siselek vne, | asovo nie veOmi n8&roln@
poug?2vaj ¥ sa na ipohcutanaftnakmajna zakoadentroweal
analytug eden ag dva r 8dy

dobr & extraklng met - d&n 8mu sr2l cthy &, r
stratami analytu mal a by umo§ Rokwa®k Tacnhal v zar
| ase




Medzi z8kladn® extrak|l n® techniky pat

Extrakcia plynom (extrakcia matrice inertnym plynom a naslednad analyza plynného
extraktu technikou GC - headspace analyza)

Extrakcia do kvapaliny (analyza vzorky kvapalného extraktu)

Extrakcia na povrchu tuhej fazy, sorbentu (analyza desorbatu)

Destilacna extrakcia (analyza kvapalného extraktu)

4.2.1 Extrakcia na tuhejZé (Solid Phase Extraction, SPE)

Extrakcia na tuhej faze (Solid Fhase Extraction, SPE) patri spolu xtrakciou
kvapalinakvapalina (liquid Liquid Extraction, LLE) medzi raj | ast ej gi

extrakce SPE j e zalogen8 na interakcii Sl
kolone.

Vyber vhodnejSPE kolényz 8§ 1 e g2 na:

1 type stacionarnej fazy (normalne fazy saviazanymi polarnymi skimpami,
reverzné fazys avi azanl mi nepol 8rnymi skup
o pri vybere stacionarnej fazy sa prihliada na vlastnosti analytu ak
rozp¥%gSadl a ( nle-padngsomentya pa lpvg)S a d
1 mn o gesarbentu (silikagél, polyméry, oxid hliity),
0 sorbenty nabazepolymérovma j Y4 vy ggi @i rsgtoanbi d o
oproti sorbentom na baze silikdigé
o gpeci 81 ne t $REymosloerkbueln&ronve vo {(Molacular
Imprinted Polymers)
A umogRuj i sietilektéjvnej giu extr a
A nevyhoda:obmedzena kapacita sorbentu, Uzke spektrum |4k,
ktor® s% komer|l ne vyr8ban®

imunoafinitnd SPE - na povrchu silikagélye imobilizovana protilatka
poskytujuca vysoku selektivitextrakcie
fveOkosti kol - -ny

0]
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Ext
krokov:

1)

2)

3)

4)

5) Eldcia anal ytu do v

Kondicionovanie Nan8gani e Premyvanie Eltcia

Obrazok4-4 Extrakcia na tuhej faze frevzaté a upravenélaicci P. a kol., 2012)

rakci a na t ulpedesChizlesd-4) korypozestava p/dRio |

Kondicionovanie

Ekvilibracia

Davkovanie

_l_ _*.1

o pol as kondi cyiv@raawvbodre fazoeé razhaanie

o navl h]l eni e stacion8rnej f8zy
hydrofonych funklnlch skup2n

o dacionama§za nesmie vyschn%S pred

o nnj |l astej gi e s aponuag 2kvoan dnmecti aonnool v

O na Ypravu stacion8rnej f8zy sa
aplikovanej vzorky i a p r . pre stacions8rnit
deionizovan&oda / vodny timivy roztok)

o0 adsorbcia analytu na sorbent (v idealnom pripade sa analyt zachy
Uzka z6na a iné intErenty sa vyplavia do odpadu)
o vzorka mus? byS nariedenst§ 1 :al
zabraneniu upchatia sorbentu
o vzorka preteka cez kolonu pomocou pretlaku (piest davkovacej i
podtlaku (vyveva)alebo odstredivej sily (odstredivka)
Premyvanie

o vodné/organické roztoky a poug2vaj ¥% na vym
h o d préhdoa redukcia pbiems a

derivatizacia (ak je potrebnd)

g v 4

*me

- _l_ _l_

- H- -
S B |

[ analyt B interferenty ie *]




Extrakcia na tuhej faze ma viacarghod medzi ktoré patri

Vvysok8 viSagnosS (kysl ® vizDa knyakss
zasaditémastné kyseliny, ich estery a cholesteielsu keextrahované)
jednoducha prekoncentracia

Yol i nn® prelistenie extraktu

| asovs8 Yispor a

mal ® mnogstvsg rozp%gSadi el

ni ggi e n8kl ady

jednoducha automatizacia

nevznikaju emulzieko pr LLE

< LK<LK<LKLKLKKL

Medzi jej hlavnénevyhodynaopakpatri : g e

U tietoextrakciep o s k yt uj ¥ r o z kVdli eokzdieleemuH & poyak (
el uuj »ceho | inidla a sorbentu
kolonyg r 8caj % i ch adsorpln¥% %Y innos
kolbnys a | a s t o prinquune]recipitdéii proteav

vyskytujtSa gk o st i pri s pjraowwelgvan2 ve:
nie suvhodné pre zorky s vysokym obsahom lipidov

cccc

Medzi extrakciuna tuhej fazez ar a Nuj e mmikroexjrakcia nas vlidkne
(Solid Phase MicroExtraction, SPME).

1 princip na povrch kremenného vidkna tvorbodlmom polydimetylsiloxanu,
polyakrylatu alebo kopolyméru dimetylsiloxanwiginylbenzénusa sorbuje
anal yt, n8sl e ddessrbci ermick®jdvzirgektdreuphe plindv
chromatografiu, GC) alebo desorbcii mobilnou fazou (pri kvapalinov
chromatografii, LC)

 whodyr Tchl osS, jednodmchobom$l na? pia
bez organick]cBGahbgpagtSamateil z8§ci a

1 nevyhodynizka sor pl n8knkapacita vI 8

Barrel
Plunger retaining screw

Z-slot

Hub viewing window

Adjustable needle |
guide/depth gauge :’

Tensioning spring
Sealing septum

Septum piercin‘g needle

Fiber attachment tubing

Fused-silica ﬁberi‘v‘——‘

Obrazok4-5 Mikroextrakcia na vliakne, SPME
(prevzaté Kataoka H. a kol, 2000)




Novg2m typom SPME pr e djpfprava vzgrky\jddriom krdku
su tzv. Bio-S P ME pi pet ovaci-8PME pandy Kuyr néana iB ivieo
vzorkovanie).

Vyhodou je

f fchle spracovanie a getrenie | as
T jednoduch§8 met odujukpairedn&knokys a mi ni m
1 minimalizuje sa vplyv interferencii matrice

f poug2vaj %% sa mal ® objemy vzoriek

Post up | pasledujixighe&mKov: z
1. koodi ci onovani e/ ekvilibr8cia (pono
2. extrakcia (ponorenie vlakna do biologickej tekutiny a expozicia)
3. oplach (rychly oplach na minimalizaciu matricovych efektov)
4

.desorpcia / anallza (desorpci azado

«g—— pokryté vidkno

-'- — _. 3 -4 $picka pipety

e

F —e—— Single Tip 96-Tip Array

Obrazok4-6Bio-SPME pi petovacie gpil

32



4.2.2 Extrakcia v systéme kvapalina/kvapalina (Léjuiquid Extraction, LLE)

Extrakcia kvapalina/kvapalina (Liquid-Liquid Extraction, LLE) jtrektarme
selektivnae x t r ankeftn-8da zal ogen8 na distrib!
neni egat eOn® kvapaliny () apeedhoe analytugaonganicke
zl o.gky

T na extrakciu nepol 8Snepoh8anal gpatiphug
f extrakt va] ginou ni &zujajee vih@mdmdt meten
§ distriblc i u o v p\Vyler éwahovadla, pH vodnej fazpomer objemov

jednotlivych faz

o organick® kyseliny a z8sady exi s
zmesiach neutralnej a ibnovej formy

O na extrakciu je potrebn®, a bayt elf
for me, t .. ako voOng§ kyselina

dve jednotky niggie pre kysl ® |
ako je hodnota pKa danej latky)
1 selektiviasa zI|l epguje keN pougi j eomekoronaijg
anal yt egte rozpustnl
f dostatolne veOkT panickyn/rhanusliaynpretoepavaamimn e

Z8kl adnl postup LLE zahRRa:

Extrakcia - nedostatozna vytaznost jednoduchej extrakcie
— viacstupnova extrakcia (prechadzaju aj koextrakty z matrice —
v pripade biologickych vzoriek maximadlne trojstupfiova
extrakcia)

Centrifugacia

Filtracia extraktu cez bezvody siran sodny (odstranenie
emulgovanej vody z extraktu matrice)

VysuSene (zahustenie) extraktu - odparenie

rozpustadla

rekonstitucia




Medzi hlavnévyhodyl LE patria:

rTchl osS
jednoduchos
nens8rol nos
jednoduchg8 zmena extraklnlch podm
jednoduch8&8nit 8@t mymeni ver z8l nosS

S
S

<K<K <LKKL

Medzi hlavnénevyhody ar a Nuj e me :

U vysokispt rebu organicklch rozp%gSadi
U riziko tvorby emulzii na medzifdzovom rozhrani (strata analytu, je potrebné
pougftgeelio mnogstva extrahovadl a]
Unie | e v hhkydnalgy (pre vgsoko gokrne analyty je potrebné
pougitie ionp8rovich |linidiel)
Uvysok8 z8Sag ¢givotn®ho prostredia
U nevhodna pre automaficiu (prevedenie len cfine)

4.2.3. Extrakcia v systéme kvapalina/tuha faza

Princip extrakcie vsystéme kvapalina/tuha faga zal ogenl na f a
r oz p ¥%Qddobnem. v

Vzorka sa v&| ginou drv2, aby sa dosi
acentrifuguje.

Medzi tieto typy extrakcie zaraNuj er

A. diskontinualnu extrakciu

Poug2va sa na tupréb®hamad xtircaek| wdmgh
(drvenie a extrakcia z8roveR). M1

B. kontinualnu extrakciu

Prebieha v Soxhletovej aparatijela s ov o Ao wd 2n8a v e O
extrahovadla M! peugadxmiScaljen§ r trakpazay Sad
pougitia vyggetlakut epl oty a vyggieh

C.mikrovinnG rozp ¥Yag Sadl ov¥% extrakci u

Mi krovliny sl Y%gia na ohrev extraho




4.2.4 Superkriticka fluidna extrakcia (SFE)

T je to plyn
schopnosS
povrchoveé napatie

T &ko modi fi
acetbn)k t or ®

Superkritick& fluidna extrakcia (Supercritical Fluid ExtractionSFE) sa dostave
vramci pedupravy vzoriek do popredigvo s | ednlT ch desaSr ol i

f na extr ak c inadkrisckid kyppaling f vasokol i stT o
jenetoxik T, nehor OQavli, m8lo reakt2vny)

N® extrahovadl o s c¢chemi @k
r o znmp8¥%g\8larSa zanrea | 1y it gagmeu nulové

k8t or sa poug?2va voda, p¢
zvyguje rozp¥%gSaciu silu

Obrazok4-7 Zariadenie na superkriticku fluidnu extrakciu
(prevzaté a upravenéQarmento C.M.P. a kol. 2006)

1. CO2 cylinder

2. trysky

3. extraktor

4 a 5. separator

6. kolektor

7 a 8. termostatické
kupele

9. izokraticka pumpa

vysok§g |
vhodno§ aj
mognosS

<K<K KL

Hlavnyminevyhodamsu:

UmognosS
Upotreba

Medzi hlavnévyhodytohto typu extrakcie patria:

vyborne prenikanie ndtickej kvapaliny do matrice
dobr selektivita izolacianalytu

minmadlnm z8Sag pre ¢givotn® prostredi

U vysoke vstupné néklady na zariadenie

i stota extraktu
pre termolabil n® anal yty
automati z8ci e

i zuddn g toheje sughejaniatsice
vysokol i aleb®ihébo ertixkil dnu® huoh [fil |




43. nal gi e met  -dy pred¥%pravy vzor.i

Mineralizacia

1 pri mineralizacivzori ek doch8dza k odstr 8ne
(analyza na obsah toxickych a biogénnych prvkov) pomocou konverzie
kovalentnej vaay heteroatobmu na iGnovu \iz

T m neralizmbat? py BuartptivnyT a

finalne produkty sivoda, oxidy a anorganické soli

T pokiaO je jednostupRovE mindvaj st @r
mineralizacii (produkt primarne mokrej mineralizacie sa podrobi &jgsuw
se&kundarnej suchej mineralizacie)

=

Medzi hl avn® sp!soby mineraliz8cie z
A. Mineralizaciasuchoucestou

Dokonalé spalenie analyzovanej vzorky za pristupu vzduchu alebo v atm
| i st ®ho kysl2ka na popol . Vdéahktork by
kontaminovali vzorku. Jevodn 8§ pre ve Ok® mn wzgrkyt
s vysokym obsahom vody

ayspaOovanie v otvorenom syst ®me
by paOovanie v zatvorenom syst®m
B. Mineralizaciamokrou cestou

Zal ogens§ n lgzovamep mMatrice a so azmesou koncentrovany
miner 8l nych kysel2n so siSOnHOC i
naj %l innej gia, 3vysok8 toxicita,

ayot vorenl syst®m ( mi n &mniegelviodng pren §
As, Cd, Hg, Seuznik prchavychoxickych foriem)

by pol ozatvorenl syst®m (mineral.]

c) zatvoreny systém (kovovy autidlk) 1 mineralizdcia m&xplozivny
charakter

e k



Medzi hlavnévyhodymineralizacie patri

VjednoduchosS
Vnelimitovan® mnogstvo vzorky
V jednoduch& manipulacia

Na druhej sitne medzi hlavnéevyhodypatri:

relativne nizka teplota mineralizacie

riziko straty prchavej formy analytu

zvigen§ spotreba kysl 2ka

vysokeé iziko kontaminacie vzorky

viaceré zdroje chyb (strata analytu, kontaminacia vzorky pri odparo|
adsopcia analyov na steny nadoby)

Unelistoty zo sk¥madi el

ccccc

Lyofilizacia
1 je odparenie vody pri tlaku-250Pa zo zamrznutych vodnych roztokov
7 veOmi getrn®ulg2amalsyt dadovadié h o d o b ®

termolabilnych latok
T poug?va s a hémd,jfamEcii, potréavindrstve

RAM (Restricted Access Media)

T biokompatibiln® materi 8ly, ktor ®
vzoriek dochromatografického systému

f RAMsortenty r ozdeOuj iadbfiakeil na zakladdkidh Miva

9 frakcia proteinov je oddelena od fcak nizkomolekularnych analytov




Priestor na vliastn® pozn8mky, pr2padne upr



5. Hmotnostna spektrometria

Hmotnostna spektrometria(Mass Spectrometry MS)

1 je fyzikdlnoc h e mi c k § degtrukl|l n8§ met - da,
urychlenych iénov elektrickom a/alebo magnetickom poli v prostredi vysoki
vakua

1 ziskavame informacie o pomenenotnosti a ndbojar{/2 ionizovanych atomov;
molekul alebo fragmentov molekdl

fvyugsawaxipre jej vysedkdgs akbl iay osnd g
analyzy

1 kvalitativha analyza- i dent i fi k8cia n2zkomol e
odvodenip o t v r dk#iry ¥ysogamolekularnych latok

1 kvantitativna analyza stanoveniebsahu r6znych latok matriciach

0 je wgtdry® pontegA v adt @Shdar d

o ideélne ak jelS izotopicky z n a | @eéalna keionizacig, IS pre
anal Tzy val3togAdmisdkk® Rtroktima potabnks)
(met - da s avalimuwg®S vgdy

fnie je schopn8 rozl2giS izom®ry
0 nutnd kombindcias nT mi spektr &8l nymi te
alebo separalnl mi techni kami
retencii)

MolekulovE h motmgosjSednot ku dalton (Da),
(atomic mass unit), t.j. 1/12 hmoty 1 atomiG (1,66054 x 187 kg)

mol ekul ov¥% hmot priense®i( z®nlOiag Rjug rae :h m
izotopov prvku) anonoizotopickd( po| 2t a asba |zn enajj2sc h i
v hmotnostnej spektrometpir ac uj estm® nwd &yt opi ckou

Hmotnostna spektrometria paud svojej podstatek e par al n1 c h eje
m: g e me psamogtdtngpaosk i a O s a anal yzeujn¥% dluicshtgc
jednoduchou pripravowzorky.

i
i

i
i

priame zavg8§dzshoegumdragatbkra A
ide otzv. prietokova analyzuHow Injection Analysis FIA), kedy dostdame
sign§l vo forme girgej Z-ny

ESI v spojeni s tandemovymi analyzatornt,e s o rgalmb® ent n®
techniky

whody:j ednoduchosS, robustnosS, kong
newwhod:Saggie rozl2genie niektorTch




Vpr2pade komplexnejg2ch vzomamdk fHakd
hmotnostnt  spektrometriu kombinacii so separ al n1 mi (pyrovar

chromatografia, GC, kvapalinova chromatografia, LC, kapilarna elektroforéza, CE, i0
mobilita, IMS).

U GC-MSsa poud?2\Wa tma zae s i, stppovd hnalyzl. ¢ W 2|
ide okombinaciu gednoduchgn kvadrupdlom. Vyhodou G®IS su ki g n

spektier
U LC-MSje najrozg2repepgou Na¢berigkeypg(
bioanalytické aplikacie &mplexnych zmesi malo polarnyehg i - nov 1 ¢

U CEMSsamug2padobnich aplikal niMSh ob
predstavuje komplementarnu techniku

U vyhody. vyggia selektivita separ8ci e
ctivos S a presnejgia kvantifik8cia)
U nevyhody matri cov ® eriebehutchromat@ranhu? tipto sechnil
predstavujivy g gi e n8r o ky rslsenostghsiuhujicebaper§oodl
ajvobl asti separalnich techn?2k

Hmotnostné spektrumj e z8vi sl 0sS intenzzity sign

f MS spektrunm?® g e bilpv@ algbo aentroidové (tzv. histograim

T hmotnostn® spektr 8 s¥ zvidéntfikhaidatohu n i

1 medzi hlavnéroblémy spojené $/S patri nterpretacia zmesnych spekti@nova
supresi a, vysok§ pr avde p dadeoybhnamay®v s

rovnakymm/z, pr e kr yt i e i z ot omianakyly s hblizkinantizg
limitovany dynamicky rozsah

ooooooo erevee, e |
: 7 \ : Tic s s Intens. TIc
/‘/ \ : {  577| 10 \
: ') : ~| s7s
/s )\ MeHE
s/ &N % ) 803 857 (asa’
\ s/ 2 : /| seg
¥ » : 08 RIC
SISOy I NN U L (R | L7 e
; E : : RIC i [M+H])* g
1@ m/z=883 883
3 i - "
S 'O - S
o> BN 3
) 8 q B M{NH,*
S o 04
....... - ——d b i
s * A% RiC | (opy OLT
) /3 : miz=857 .| 577 /%%
=] [+ ® 3 jeerl |
] { i g C 575¢ | [M+H]* 0.2
=0 1§23 857
R [ $ o * MeNH )" . —~
o -/ 2 N T » ] 874
e S s kA 7750 78.00 7850 79.00 7950 Time [min]

Obrazok5-1 Hmotnostné spektra (prevzaté a upravenBttp://holcapek.upce.qz




Medzi hlavn® | asti kagd®ho hmotnostn
i6nov adetektorOkrem t T c ht o z §sav henatrosdtnorh spékaosnetichadza
vakuovy systém & pripade tandemovej hmobstnej spektrometrie aj kolizna cela

Analyzator ionov Detektor

lonovy zdroj (+kolizna cela

pre MS/MS) 1ONON

Obrazok5-2Z1 ogeni e hmotnostn®ho sp

5.1 I6novy zdroj

lbnov T zdroj produkuje i-ny v plynnom
technika pre vgetky | 8t ky.

Vybervhodnej i onizavisinaaej techniky

ffyzikdlnoc hemi ckTch vIastnostiach analy

1 vodivosti analytu

1 molekulovej hmotnsti (MW do 1000 Dai elektrénova ionizécia/chemick
ionizacia, MW do 10 000 D& chemické ionizacia za atmosferického tlaku, M
do 100 000 Dé& elektrosprej, MALD)

1 termolabilite (ESI, MALDI)

fz1 o g mdtriges t i

100,000

Electrospray lonization

10,000 -

Molekulova hmotnost’
g 8

10 T

nepolarne . vefmi polarne
Polarita 3

Obrazok5-3V1i ber vhodnej ionizalnej

41



Podmmo st va dordanleijipnegeeme i e

X tvrdd

o vysok8 energia stal? na Vvy & naoehe
Nal giu fragment 8ci u)

0 napr. ioniz&cigprudom elektrénov (El)

X

makku
o dodang8 ener girede i@u zaneutralng) &tky vy t
o napr. chemickd ionizacil), elektrospre{ESI), MALDI

otento typ ioniz8cie | eurdgivtaml2nTn
hmotnosti

PodOa v o Okonovamad raagjiit ymt:gu vzni ka$s

1 kladne nabité ién{latka schopna protonizacie, alebo vznik aduktov § K3
Li*...)

1 zaporne nabité idngsulfonové a karboxylové skupiny, vznik aduktov
[M+octan}, [M+mrav & n[M+ClI])

loni zal n® t eNcahlmedjk e Imit § e ma :
Gl onizal n® t echadkiavy ugiravv@unj®Zme jmd t e

lonizacianarazom elektrénofElectron Impact/lonization El)

Chemicka ionizacia (Cheigal ionization- CI)
Ol oni zal n® fjueezdatmaosiérickéhm tlakic(lLlC, CE metody
loniz&cia elektrosprejortElectroSpray lonization ESI)

Chemicka ionizacia za atmosférického tlgRimospheric Pressure
Chemical lonization APCI)

Fotoionizaciaza atmosfeérického tlaku (Atmospheric Pressure
Photolonization APPI)

U Alternativnei oni zal n® techniky pre pol 8r

l oni z8ci a | as e r(Matric Assisteddlasers t i ma t
Desorption/lonizaion MALDI)

| oni z8ci a &asamatriceqlLaseDesorptigii/lonizatiobDI)
U Ambientnéi oni zal n® techni ky

U Ostatné




5.1.1 lonizacianaraom elektronoVEl)

lonizacia narazom elektrénov (El)onizuje latky z plynnej fazypomocou pradu
elektrénov (zdrojom je kovova katéda) vo vakuu.

Energia elektronov zavisi od rozdielu potencialu medzi anodcatéaou (70V-
elektrony ziskaju energiu 70 eV).

V. praxi s a poug?va |l en k |ep mhtankite idnow
reprodukovateOnosti MS spektier, spoO

T pre anal yty s mol e@00Dapktore steplotmeostale o s
7 twrddai oni zal n8 techni ka,GCM&8j | astejgi
7 ideommj st ar gi u danutechnikui ac pr eb§

T EI spektr§8 s¥% veOmi dobr e r eplatokdsa
nachadza databazach

filament Prad elektrénov
Y
———L,_J Gogovky pre akcel
1 I fokusaciu iénov
U=70V ' |

Zvazok i |

ibnov \ o
|
I Prud i6nov do
odpudz al 4

e — 2 hmotnostného

kl H | | analyzatora

|
1
| —
7 v
zdroj I—|-‘

ionov Elektrénova
pasca

Obrazok5-4 | onizacianarazom elektronov
(prevzaté a upravené z Gross J.H., 2017)




5.1.2 Chemicka ionizéacia (CI)

Pri chemickej ionizacii, Cl,je¢r oj om vzni ku i -nov op?
ale na rozdiel od EI je n8boj prensgga
|l oni z8cia prebieha po splynen2 | 8t Kky

(metén, izobutan, amonipk

l2m je va| gia prtoltmnjoe §v yad @dprdarhcaiakded kO
selektivny, metamiac univerzalny).

Ng§sl edne i-ny reakl n®ho plynu prensgg

1 len pre teplotne stale analytp 1000 Da

I idealeamékkti oni z @alnn % ut d anal yt z2skava
pring8ga mengiu fragment& 8ci u)

1 ¢gpecialnou aplikaciou je idefikacia polohy dvojitej vazby

filament Prud elektrénov

1." -
iy i i Gogovky pre akcel
—!' i fokusaciu iébnov

U=200V |
; B

L—
H H ‘ L Prad ionov do

Reak]| nj
plyn Zvézok
== N0V e — — — 2 hmotnostného

odpud z_olv al kl H I analyzéatora
‘.r'_ ]

1:5_.____..___..-_

zdroj g
10Nov Elektronova
pasca

Obrazok5-5 Chemicka ionizacia (prevzaté a upravené z Gross J2817).




5.1.3 Chemicka ionizacia za atmosférického tlaku (APCI)

Princip chemickej ionizacie za atmosférického tlaku (APj@l)ako uchemickej
ioniz&cii, ale APCI prebieha za atmosférického tlaku

|l oni z8cia prebieha z rro¥deo kduu svizkoa kzya

Na kor - nov ¥ \ydokémapjtie (3 kV), eyjopom @nika plazma a v ne
i6ny dusika, mobilnej fazy analytu.

l6ny plynu nasledne reaguju s molekulami mobilnej fazy a vzniknuté iény pré
néaboj analytu.

aj pre teplotne nestale analyty 1500Da, polarne aj nepolarnatky
s ¢c hopn § kladpé& ayz8poraeSabité iony

nie je vhodna pre biomolekuly

druh8 najlastejgie poug2vang teclh
mogno | u pkeapafinov@ cheoinatografie na normalnych fazach

= -4 —a A

Vzorka a mobilna faza

Rozpragova Rbymr agovac?2 plyn

ohri e
Susiaci plyn
desolvatacia « e o i 16 | i 15
% O% . 2% on nnej raz
,“:"'"U'-' ypyk j fazy
L - \: * = '.: - " ©
":.Q“-. 0.‘.....o.o..-
o .t H=e L :
e it S . ‘ I6novy zdroj
=y o« T ’ hmotnostného
@0”"’0 W P spektrometra
o 5 @ eSSy
N
.analyt+ ,,_\lén _} lon 5 Mrozp%ugSadl o
A rozp%g’]éadlg‘nalytu
....... P\’e“ os proto”

Obrazok5-6 Chemické ionizécia za atmosférického tlaku
(prevzaté a upravené z https://www.shimadzu.co.kr/sersiggport/technical
support/analysisbasics/fundamental/interfaces_for_Icms.html).




5.1.4 lonizéacia elektrosprejom (ESI)

I6ny su vytvarané priamo z kvapalnejz or ky , preto ide o
techniku pre kvapalinovu chromatografilkapilarnu elektroforézu

lonizacia elektrosprejom prebieha v troch zakladnych krokoch:

1. Splynenie roztoku vzorkyna mal ® el ektricky na

2. UvoOneni e kv apmdodthédka ku Coulombickym expléziain
rozpadnamayi e kvapr!l ky, medzi ktor T mi

3. Transport idbnov z atmosférickej oblasti zdroja do vakua a hmotnostn
analyzatora (pri vstupe do vakua dochadza k ochladeniu aet\delstroy.
Protipr%d dus2ka sa poug2va ako
val| g250°G.u

lonizovateOns§
kvapalina (+)

Rozpragovac? Vyh_ngvana
kapilara

Hmotnostny
spektrometer

plyn Tvorba iénov
Taylorov v plynnom stave

kugeO

LC
systém

Obrazok5-7 lonizacia elektrosprejonfprevzaté a upravené z
https://nanotechnologysolutions.files.wdpress.com/2013/07/esi.jpg)




1 vhodna pre dplotne nestélepolarne (maju kyslik alebo dusik v molekule)
vysokomolekularne latkybjomolekuly, polymeéry)

Y ideomédkkii oni zehntskte prilom ioniz8c
tlaku

f mgu sa vytvs8raS kladn® aj z8porne
ajviacnasobnenabi t ® i -ny (to sa vy prgi€omicke]
analyze), adukty Kla" aK* a dimérov

1T generovan® i -ny podliehaj¥ obzvl §¢

(CID),apr et o sa ESI z d r o | tandem@vej Arsotnesingj
spektrometrii (MS/MS)

1 podmienkou efektivneho procesu ionizécie analytu je aby analyt bol palareal
acidobazicky charakter

1 v pripade proteinov dochadz&®! kviacnasobnej protonizacii (kationy) alek
deprotonizacii (aniény). Ziskané spektrum predstavuje distribaciu molekulo
ibnu sr * znym pol t orozdietogrb/orpzoyeh. nabdjovych stavo
prote2nu mogno url|liS jeho mol ekul

V praxi sa stretavame mno §gst vom fakt or ov onizaia
elektrosprejom

Ctypanalytu( i oni zovateOnosS, stabilita)
C sprejovacia ihla (rozmery, poloha, materidl),

C napatie medzi ihlou a kapilarou(4-5 kV),

C zI o geaartoku

A rozpwgBalddiSnou sa p o uodrigvaanji ¥ kz@eo
(metanol, izopropanol alebo acetonitril) vo vhodnej koncentracii

A aditiva,sol-rk ysel i na mravl|lia alebo oct
analytuvp o z i t 2 v n @mmade),raztakamamiaku alebo polarne
aminu (deprotonizaciave gat 2 vnom i onpi zal nom

C prietokyvzor ky, pomocnej kvapaliny, s

C teplotana vstupe kapilary

C sekundarne dejenapr. ibnova supresiai i de o potl al en
spoben® konkurenciou n8bojov | ed

pri anallze komplexnlch zmes2 (v
problémy vkvantitativne] analyze (v ramtii mi t ovan®ho
rozpadtia, pougitien¥%ttarrm@&hd i gdclkyn

pribuzného danému analytu@a j | epgi e i zotopi cky




V ramci ionizacie typu elektrosprej o z o n § v anarmeleldrgsprei, ktory je
charakterizovanynetokmiv. j ednot k8ch ag stovk8ch n

T oproti k|l asi ck ®mu ESI nepougz2va spr e
sugiaceho plynu, m8 extr ®mn e in vk
vysok¥ koncentraln¥% citlivosS

T wggia tolerancia waliigugles aafBu okgyl %

1 prensionovdoMSjeypripde nanoESI %l innej g?2

T je experiment8l ne n8rolnejgz2i eg
reprodukovateOnosS)
 mo ¢&r p o u-fne Seboddihe

5.1.5 Fotoionizécia za atmosférickétaku (APPI)

Fotoionizacia za atmosférického tlaku (APRI& ovnaké usporiadanie ako u APC
l en namiesto ihly s nap2t22m sa pre io

1 vhodna pre analytsio 2000 Da, latk n e p o | rédnepelarreg st
T mékkd oni zal n8 techni ka
1 vhodna je aj pre kvapalinovi chromatografiu na normalnych faxé#et C)

Vzorka a mobilnéa faza

Rozpragovalc?ll Rolzyphr agovac?2 plyn

ohri e

3 Susiaci plyn
desolvatacia - L
% o, 5% 16ny plynnej fazy

3 - ot |
g - | ¢ .

- . e 6 ais

P swigh s ‘ I6novy zdroj
; ~! hmotnostného

spektrometra

@ Arnayt .+ YV o @ Kaion o,

Light radikalu
5 VUV I6n » .
analyt + &) on 9 ¥ -> - ) rozpgd
® rozpvg 849t a analytu

Obrazok5-8 Fotoionizacia za atmosférickeho tlaku (APPI)
(prevzaté a upravené z https://wvshimadzu.co.kr/servicgupport/technical
support/analysishasics/fundamental/interfaces_for_Icms.html).




516 l oni z8cia | aserom za Yl asti matr.

lonizécia vzorky prebieha v pritomnosti tuhej matrice (substituovana aromé
zI| Yl eni na, napr . kyselina gkoricovs§g,
pomocou lasera.

Matrica absorbuje energiu z | aser a,
Koncentrovan® teplo produkuje | okal:@

1 mékkd i o ni z ahnika8vhotind pre vysokomolekularne, teplotne nes
z|l Y4l eniny, aj nepol 8rne | 8tky (po

T ionizal ng§g t e c ppra iahalgzubwrhotekiin @rotday;, peptidy,
oligonukleotidy)

T MALDI sa poug?2va aj pri zobrazeWM@

o
Obradzok591 oni z8ci a | aserom za WYl ast
Pre separacibiomolekils a naj | as tMALDyadleboEBIou g2 v a
V ESlje:
o kompatibilng so separalnl mi me
Oorutinne poug2vans
o vhodnapre tanémovu hmotnostnu spektrometriu
o vysoka¢ t | i vosS a Oahk§ automati z
V MALDI :
0 poskytuje jednodue@ spektra,
o detek| n® Iimity (amol ),
0 rychla priprava vzorky analyza
o mognosS archivs8cie vzoriek
o Separ §cmaden ¢fftne mo ¢

( MA |
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517 Ambi entn® ionizaln® techniky

Patri a s e nechnikg, npii ktarycim @rebieha ionizécia za laboratérny
podmienok.

lde o priamu rTchlu anallTzu v re8l nc

Techni ky s% nedegtrukt2vne, sp¥ epd i
gi rokT r obzns potaritd, 8W. o0 k (

Nevyhodou st pmer n® z|l ogi t® hmotnostn® s|
niektorych analytov.

Ambientn® ionizaln® techniky sa del.
V priamej ioniz&cij

V priamej desorpcii @nizacii,

V dvojstupRovom procese ioniz8cie

|l oni zal n® techni ky zalogen® na pri amej

Latka sa nachadza roztoku al ebo neutr 8l nych kvap
indukovany proces ionizacie (ESI).

Patria sem napr.

U Direct electrospray probe (DEP)

U Field induced droplet ionization (FIDI)
U Probe electrospray ionization (PESI)

U Paper spray ionizatiofPS)Ap a p T e s p vteojbéionovikochadza po
aplikacii vysokého napéatia8 kV) na papierovl tro
mnogstvom rozpw%gSadl a jédnauutldamlgza a n o
komplexnlch vzoriek (krv, mo | )

U Leaf Spray(LS) Listovy sprej predstajue mo gnosS i oni z§8c
rastlinného materialu.

)

metanol /[’ Nabité

- \) iony & "V

e _ P} Sucha Nabité iony
r R 1 " r 0z p ¥%g SpaLdkvapka krvi

s PR

é} Rastlinné ‘ - L]

L tkanivo A

N papier

~

Vstup do
MS

Obrazok5-10Leaf Spray (vOavo) Paper s
(prevzaté a upravenélau, J. a kol., 2010).
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l oni zal n® techniky zalogen® na pri ame|j

Nabit® al ebo icmmteragsji sapovrchom®zorkyaasleédne je analy
desorbovany z povrchui@nizovany.

Patria sem napr.

V Desorption electrosprapESl):anal Tza drog v mol i
analyza bankoviek, letiska, analyza tabliet, imaging

o zahRRau,kaped 8kt or % pr¥%di rozp¥

1:1), prilom je na |ej konci I
ot8to kapil 8ra je vsunut8 do di
plyn

o na hrot rozpragovala savprivsc
vzdialenosti 5mm ogzorky

o vihodou je vysok8 citlivoss§S,
Desorption nanoelectrospray (naD&SI)
Desorption atmospheric pressure chemical ionization (DAPCI)

Low temperature plasma proferP) i priamo z prsta

< < < <

Laser spray ionization (LSI)

rozp¥%gSa @j Elektricky
= potencial

™

Rozpragov

N
plyn (N,) . ’
e "o & -/,ﬂ*l'

Obrazok5-11 Desorption electrospray (DESI)
(prevzaté a upravenélfa D.R. akol, 2010).

desor



l oni zaln® techniky zal ogizacie® na dvoj stupRovon

Pr2prava nabitlch alebo metastabilnl
zo vzorky (laserom, tepelna,t).N

Patria sem napr.
V Extractive electrospray ionization (EESI)
V Laser ablation electrospray ionization (LAESI)
V Desorption atmospheric pressure photoionization (DAPPI)
Y,

Direct analysis in real timART): forenzna analyza, farmaceuticka analyz
(priama@a al T za | i el i vkéhp tkanieajnanalyza potrawin o g

V Atmospheric pressure solids analysis probe (ASAP)
v—]

vzorka &%

Metastabilné
elektroda He/N,

= |

elektréda

Ohri eval pl ynu

Obrazok5-12 Direct Analysis in Real Time (DART)
(prevzaté a upravenéody R.B. &ol., 2005)




5.2 Analyzator ibnov

s

Hmotnostnéanal yz 8§t or y u medgdR idnovsvystupyiaer iimwéhs
zdroja podOa z od manaeatladg rdznyictefyzikamycheincipako

1.

zakrivenie dréahy letu ibnov v magnetickom alebo elektrickom poli

(sektorové aalyzatory

rézna stabilita oscilacii ionov v dwvojalebo trojrozmernej kombinaci
jednosmern®ho a vysokofrekven| n®h

(kvadrupdl a ibhova pasga

rézna doba rychlosti letu ibnov

(analyzator doby leju

rézna frekvencia harmonickych osuli

(Orbitrap

rézna absorpcia energie pri cykloidalnom pohybe iénov v kombinova
magnetickom a elektrickom poli

(ibnova cyklotrénova rezonangia

nal ej rozdeOujeme hmotnostn® anal yz§

1 skenujuce analyzatorykamz ar a Nuj e me s e k takvadrudl®

(kontinudlne \ a s e s eppsilajin kdétekt@ru i6ny sir | i t ou
m/2

prieletové analyzatory medzi ktoré patri inotnostny analyzator typu letov
trubica (prep%gSaj % vgetky i-ny ¢
ksepaédciinaz 8 k| ade rozdielneho | asu | e
pascovéanal yz8tory vvyug2vaj % met - -du
vytvorené vanalyzatore (ibnova pasca, #IR, orbitrap)




Medzi zakladné charakteristityS analyzatorov patria:
a) rozl i govaci(schgsrcdhod nrosSl 2 gmid bl 2zke

b) hmotnostny rozsah( naj ni ggi a a naj mfy gtgld danyr
analyz8torom mogno mer aS$)

c) presnosS ur(eeiathmonaychyba s mako

d) dynamicky rozsah( pol et koncent ryaHjenddazya linedne
zavisla odkoncentracie)

e) rTchl osS s(krelncohviaonsiSa z§znamu jednot

Rozl 2genie a rozligovacia schopnossS
PodOa | UPAC mtgeme rozligovaciu schop
R = M/ &M

kde (eedMz | Prifegneinee vyjadri S ako
a ¢rka p2ku v x% vigke

b. rozdd vzdialenosti dvoch p2kov pok
(obvykle 10% a 50%)

10% Valley Definition =% Equivalent to 5% Peak Haight FWHM Definition

3%

2%

Am Figure 1 Am Figure 2

Obrazok5-13Roz| 2 geni e (prevzat® z w
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U vy s 0 k or o zalniagl oyvzaSctioer nyznane deikao Okrol id®e s a't

L2m m§ analryzIl§82a @enileptgim viac | §t ok
Na druhej strane sa st 8va hRoadielneonsotnosteé
spektr8 privysalotsédzIinkigkwaazm MS Gbrazok
5-14.

0 2315181 Inzulin lﬂ (
. e RP = 15 000
_ I
_ I / il
o] Reti ;\ |’ | | | |
i H\WHHH\
% ] IHl |||H|||\‘ \llllﬂ\
° N A | A\
_§ 60_ "K‘/ v‘"c.k_,‘ll‘ 1“-.3) H l\:‘ll U‘ I"w__,.‘ “. g"d |5'< ““ / S
:t_) : 5804 5806 5808 5810 5812 5814 5816 5818 m/z
2 - R=8000 £
g RP = 5 000
il
I/
IR R RN R R EEEEEEEE
23906 273910 73915 23920 13925 S
m/z 5804 5806 5808 5810 5812 5814 5816 5818 m/z
Obrdzok5-14Hmot nost n® spektr 8 pri pougi t?

r ozl 2 grevzate mttp:(/holcapek.upce.cz)

U MS analyzatorysn 2 z K y m r roeza)d pognenm'zs jednotkov m r o z | |

PresnosS merania hmoty

UpresnosS merania hmoty m:geme vyjad
presnou hmotou (jednotky ppm):

M = MexpT Mteor
ppm = &M/ M* 10

U presnaS mer ania hmoty z§8vi s 2 spkisometra akiaiite
kalibracie

U pr esn¥% hmenadodssatinnych miest) poskytuji hmotnostné analyza
s vysokIm rozppngen2imt ofrl® sa pouyha
zéklade hmotnosti izotopov

Ul2m mengi a | e c h ytmanenejrvysledkoy elemeritarng analy
nam hmotnostny spektrometer poskytne i ur| ovan? gtruk




Rozdelenie MS analyzatorov na zaklade ich zakladnych charakteristik je uved
T ab u OdjaanotivéeMSanal z §t or y s % brasleglupicich poplagitélash

T a b u © Razdelenie MS analyzatorov

Rozligovacia sc PresnosS merani

<10 000 >5
10 000i 100 000 <5
Ol ER >100 000 <1

Hmotnostny | Ro z | i g|Pr es
analyzator |s ¢ h o p n| merania skenovania| dynamicky

nizka

nizka 4-6 2-10 10%-10° stredna
1-5 1020 1050 10%-10° stredna
Orbitrap 100-240 1-3 4 1-5 5x 1G vy g g
7502500  0.31 410 0.52 10 vysoka

5.2.1 Magneticky sektorovy analyzator

V magnetickom sektorovom analyzatore prebieha@pagicia i6nov pomoco

el ektromagnetu, medzi ktorT m pr ec hdiaghy
s rozdielnymm/zmaju drahy s réznym polomerofibony sme n g 2 m pno/azmavajd
va| gie zakrivenie, pretoge na | astice
ionizacia urychlenie
\ / elektromagnet

]
e - ——-x Py Vakuovéa
pumpa

Splynené
vzorka

vychylenie %

/

detekcia nssob

pol 2t

Obrazok5-15 Magneticky sektorovy analyzator

(prevzaté a upravenékonour J., 2003).
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5.2.2 Kvadrupdl (Q)

Vkvadrup-lovich analyz8toroch s¥% gt
p8rom tyl? p r i vngpdte a(DC)jas é2h as jme rnm® surigdave
vysokof rnagateé¢RE) n ®

U iony st urychlené (45V)dopries or u medzi tyl ami, |

U pre dand kombinaciu DC a RF len jeden pormézm?® ge osci | oV

tragkt - rii detegtorej sS ag k
U ampl it uda kmitov odklonu ostatnlch
anal yz 8t orcaarazianp jedna Xtg? n ikev a dneutrglizujl sa a

U hodnoty wvelil]2n k v adr u getektar zashgtavapi@ny

sréznymi pomermim/z

U tieto analyz8tory maj ¥% vysok¥Ys repr

kl es8 so zvgogpmPci m sa pom
detektor
rezonujuci ion ZI
zdroj ]
. jednosmerné
a striedavé napatie

Obrazok5-16 Kvadrupdlovy analyzator
(prevzaté a upravené z
http://life.nthu.edu.tw/~labcjw/BioPhyChem/Mass/quadrupo.htm).




5.2.3 I6nova pasca (IT)

I6bnovu pascu tvoria vstupna a vystupna elektroda kruhového priekemé su
uzemnen® a prstencov8 stredov8 elektr

i

iébnov

Vstup e % Zachytené

inkom elektrick®ho p o Omméhaspriestory a tar
cirkuluju

s rasticou amplitudou striedavého napétia sa idény s rastidadostav@gl do
nestabilnej trajektorie s vypudené smeromdetektoru

MS spektra st menej reprodukovate ® kvl i reakci &§m
i-nov® pasce maj ¥% viMS3doalmofynoboi |
gtrukt %rnej anallze

IT st pomerne lacné analyzatoryyss ok ou r T chl osSou s
rozk § e mmialg hmatnostny rozsah

Kruhova elektréda

N\ L
i =t

lens

Vstupnéa
fokuséacia

Zi Vystup
iony ionov

Vstupna __ | Koncova

elektroda | elektréda

Obrazok5-17 I6nova pasca

(prevzaté a upravenéhttp://www.chm.bris.ac.ukhs/images/iontrapschematic.gif.




5.2.4. Analyzator doby letu (TOF)

Analyzatordoby letu je tvoreny prazdnou trubicoukw or e j doch§gd
rozdel eni um/znazakmde ropdeldePdoby letu od ibnového zdrajatektoru.

U Sfggie i -ny majt¥ednai ¢dgihug 2r Tlcahsl ol sex ua

U i6bnystz - nov®ho zdr ofplwn patentidom @6 kVaap@letis
fixn¥% vz d2mprediyno akSdodahnb detektor

U vg et ky rovnakfnynakmjom dostand rovnaku kinetickl enerditkag i S
svojou r lzavisldstdcsl Blohmotwosti

U vyhody pomem/zniejeovplyvn@ T f yzi k&8l nym princ?2
z2skaS za niekoOko milisek%nd, n
vysokofrekvenlnim striedavim nap?t
m: ge swaPormuadi2tandemovy¥% MS v priest

U niektorée TOFanay z 8t or y weflaktgr2 kioehoMohdu fe kompenzacis
réznych kinetickych energii ibnov s rovnakou hodnatoa

a pri pougit?2 reflektora dochg8dza k
zl epgeniu rozligovacejzmaheompinw sdiit
vygg2ch str8t pri dl hgom pobyte i

extrakcia
ionov Letova

| oni z afHn trubica reflektron
komora L .

g ek

Obrazok5-18 Analyzator doby letu
(prevzaté a upravenétdtp://life.nthu.edu.tw/~labcjw/BioPhyChem/Mass/tof.htm).




5.2.5 Orbitrap

V orbitrape je zvéazok i6nov v €pasci zabrzdeny koliziou s molekulami dusil
stlalenl a vystrelenl do Orbitrapu.

Na jeho centr8lnej elektr-de sa post
pohybovaS | 2m generuj % pouRaldetove] transformégi
prevedeny na MS spektrum.

U najmladg?2 MS an axandmrg Makarovomy vokur2@05 T
U Orbitrap neumogRuje fragment8ci u
pougitia hybridnlch analyz8torov
U whody vysok® r dDdl0o2 Pérmi,e pae shms S u
hmotnostnl rozsah na Y% GRnNni ddjp®o
separal nl miYadtr@dtanij kka miomer ne | edn

Orbitrap

Koliznacela C-pasca PETTIR

e

. — 4
-l_—~

:;': S L
— oktapdl e
L [

\.ﬂ ) .
. / Osaz I‘_l!_l]

/ elektréda o, ~ | Fonst. |
) m/z |

Orbitrap

I6bnovy zdroj

Obrazok5-19 Orbitrap (prevzaté aipravené attps://planetorbitrap.com).




5.2.6. I6nova cyklotronova rezonancia (ICR)

Narozdiel od ionovych pasch8 | CR navyge magnetic
anevyug2va z8kladnT plyn.

| -ny s¥% zachyt8van® silnim magneti ck
a iony s rovnakou hodnotau/zindukuja sinusovevinovity prad.

Sinusova vinova frekvencia je dana iba hodnotdza i1 nt enzi t ou
a ampl it %dav\pidodvonozwézka.8 b oj o

U pracuje podr e Omi v y s o KIO°morrya$ik teptote blizkej absolltne
nule a vyug?2va s ul®mMapewmdidzvvil gneang@n el
priestor ac e n u , | o obmedzuj eaej ghpad | kg
pracoviska

U nie je vhodnypr e sp
skenovaciu rl

U CR m8 najvy
presn® rozl 2

janie so separ alniakui

§
C
gie rozl2genie zo vg
enie a VysSphEW ¥Bresact

Detek]| n®

platne
Magnetické
/ //-"": pole
= i /

) —|| Pohyb : K .
Excitalllignoy ™ Excital n¢
platne / platne

#f/ /

Zachytavacie
platne

Obrazok5-20 I6nova cyklotronova rezonancia (ICR)
(prevzaté a upravenéMellon F.A., 2003).




5.3 Tandemova hmotnostna spektrometria (MS/MS)

Tandemov8 MS/ MS vyug2vaepaa8aoaigs othmy
z2skania gtrukt¥rnych inform8ci.i

Tandemova MS/MSegj vyhodha pri analyzezmesianal yt ov, keNg
pomeru signag u m ( BiNgise&SMN)poskyt uje vyggiu sel
gumu p ovsykgygtiuuj ,écd tjle vwolshSodn® pri analllz
latok v komplexnych matricac h, pri |l om mnogstvonwzor

U prvl anal yz§8tor spmekuzoravéhd ibna, koryaje riastedne
fragmenteany v koliznej cele na produktové iony a tie su nasledne analyzc
druhym analyzatorom

U fragmentaciaClDjezalgen8 na zr 8gkach prekur
molekulami koliznehoplym ( Ar, He, Neé) v kol 2z

o UlinnosS fragment8cie z8leg?2 aj
Vygg2 ngboj liehalfragmeneih gi e pod

U v pripade proteinov sauyg 2 va a|j fragment8cia p
zachovanidabilnych molekulovych modifikacii ako sdydozylacie, fosforylacie,
PTMs

Tandemovi M6 MS mirgoezntee | i S na

a. Tandemovu M8VIS v priestore
I k fragmentéacii ibnov dochadza na inom mieste (Qq@,et ky hyb
analyzatory)

b. Tandemova M®/1S | ase

J A

ik fragmentécii ibnov dochadza na rovnakom mieste (IT, ICR)

o ITalCRpredstavuj % viacn8sobn¥% MS
gtrukt endé moagmalsiSppugitia ag N

o vi hody | T s¥% vy scenk prepojenielsd sepas & |

metdédami
o kvalitat2vna anallza koaipd emtnd e
aj gum anallz)




VMS/ MS s g §ndeigmatorsy.
a. rovnakeého typu (IT, TOF/TOF)
Trojity kvadrupdl (QqQ)

o] prvy atretk vadr up - | abzaidry druny (hekapollaebo
oktapal) je koliznou celou

o] vyznal uj ec st loujeshmdpna ultrastopové analyzy

o dvojitafitraciah moty zvyguj e ,gptexck fd ma e U
komplexné vzorky

o] je pomerne lacny s jednoduchou obsiuh
b. Hybridné (Q-TOF, IT-TOF,...)

A prvy analyzator je obvyklenalyzatos  n i gg2m r oz | 2. g€
pripojenl analyz8tor s vysokIm

Q-TOF

o] hybridny analyzatorktorysas k| ad8 z dvoch kvad
kolizna cela) a TOF analyzao

o] je charakterizovanyysokym st urpzRo?2ngeni a a VvV Yy s (

0 pri poulaké Méahi zal n®ho zdroj a
metabolomike

Q—1 & & MRM signal
@ ° |
e .9 ol [*] Oo 00 | g ! l
. @ @@= @— @ o o 00 0 o — N
W 5] \ ®° @ QL
e @ e®® < |
= N ] =
Selekcia fragmentéacia Selekcia I 'as
Prekurzorového produktového iénu
i6nu (MS1) (MS2)
reflektrén :
Letova drédhaiénu
elektrosprej Letovy priestor
Kvadrup|o| (Q1) Kolizny plyn
C— -
‘ l6nova optika Odpudzovaciap | a't ka
Kolizna cela (Q2) detektor

I6novy zdroj

Obrazok5-21 Tandemovy hmotnostny analyzator tiyj kvadrupdl (A), hybridny
tandemovy hmotnostny analyzator-TQOF (B) (prevzaté a upravené z Allen DR, 2019




=

Tandemov§ MS/MS m!:ge pracovaS vo v

Celkovy sken(SCAN)

T analyz8tor selektujemz -ny | en v
1 vdanomrozsahovzsa vgetky i -ny dostan¥

Sken produktovych ionov(Product lon Scan)

T prvl anallz§8tor | e maasvybarieprekirzors
i-n, druhlT analyz8tor skenuje V¢

fragmentéciou prekurzorového i6nu

Sken prekurzorovych iénov (Precursor lon Scan)

T prvl analyz§8tor skenupre |vogne tdkryu hy
jenastavenynm/zur | it ®ho produktov®ho i
fragmentéciou

Sken neutralnych strat(Neutral Loss Scan)

1 obaanalyz&try pracuj % v skenovacom r ¢
identifikova$S divwojoidcuek tporvrie ki u-rnz oal
urlitou stratou hmotnosti zodpo)
vznikla fragmentéaciou

Selektivny zdznam jedného alebo viacerychnov

(Selected lon Monitoring SIM)

1 prvy analyzator selektuje iony s vybranymiz ktoré prechadzaju k
detektoru bez fragmentacie v koliznej cele

Selektivny zdznam jednej alebo viacerych reakcii

(Selected Reaction Monitoring resp Multiple Reaction Mairity)

1 selekcia prekurzorového ibnu v prvom analyzatore, jeho fragmentacia |
nésledne selekcia produktového iénu v druhom analyzéatore

T zl epgenl pomer sign§él > gum zl e
kvantitativnej analyze

Erythromycin A - CAD Fragmentation

| +
100 Ve Mo 7345 (M+H)

CAD Voltage = 25V
35.5

e |

100 576.4

158.1

CAD Voltage = 65V

5584 (5774 TS5

| [ [
«j 1 " i ili miz
100 200 300 400 500 €0 700 200 930 1000

Obrazok5-22 Hmotnostné spectrum z tandemovej MS/MS.




5.4 Detektor idnov

Detektor je zariadenie, ktoré deteguje iony separované hmotnostnym analyz:
apremi eRa energiu prich8dzaj %cich | as]

Ako detektorey poagrajaljdstejgi

1. ektr-novl ngsobi|
konverzng§8 dyn-da umogRuje konve
ti e emituj ¥ pNaillgone sea enketrri-an yv,z ni
je citlivl na preSagenie
2foton8sobil
konverzng dyn-da umo g Ru faree elekirny ae
tieto elektrény pri interecii s fosforom emituju fotony
fot -novl sign&l je zn8sobenl vo
rezistentnl voli pogkodeni u)

5.5. Vakuovy system

V8kuov® syst®my sa poug?2vaj %% vo vget

T vget ky MSmestpreek tvry u g 2anadyzatére,\al§y balawzachoval
dlha draha letu nabitydha s tuam® ganen8 i ch det ekci

1 vpripade ionizacii pomocou elektronov (EI), chemickej ionizacii (Cl
MALDI sa vdkuum nachadza gjibnovom zdroji spektrometra

f vhmotnostnp s pektrometri.i sa vyug?2va
stupni saoval g®vajl ) bv®r @®T zabgzp
pumpy 2. simBarRdsledne 2. stdpfi sa dosahuje vakuuma
10°a ¢§ ®mBar (1 mBar = cca 100Pa) pomodoubomolekularnej pumpy
adifuznej olejovej pumpe

5.6. Mobilné MS a miniaturizacia

Aj v rdamci hmotnostnej spektrometrie je trendom miniaturizacia.

V whodyi ch mal ® rozmery, n2zka hanoduchés
ovl 8dani e, mengia cena

V monitoring ¢givot n®dné koptoly satletigkath, &gntro
kvality potravin, vmedicine, kriminalistike a fenznej analyze, vyskum vesmir

V si vyhodné v nepristupnych miestach (sopky, morské hlbiny, chemické zk
det ekci a | BGysankchkatagtrafl)s pr i e




5.7. Aplikacie

Hmotnostnage k't r omet r i a mS8pragiiajvoviskume.pl at ne

U analyzamal Tch organicklch mol ek¥% , b
at N.

U kontrolakvality/|listoty, gnibtaostio adentifikaeia,
sekven| ng8 anall zmodfa k&ltai ak tgetrvidzié

komplexov,analyzazmesj kvantifikacia

U hh avn® vyugi tablastiach aakoh &id gemomikeyroteomika,
met abol omi ka, environment 8l na an
drog, doping), detekca v T b anglye2potravinv

MS zobrazovanie (MS imaging)

Hmot nostn8 spektromet r i atzvsnaging dladgihlavaé
aplik8cie patr?2 proteomika, | ipidomiKk

Na MS zobrazovanie sa pouMARBDLaj Y4 najr
MS zobrazovanie pozostava 4 krokov:

B priprava vzorky (tenky rez tkaniva)

B vlastna analyza (desorpcia iénov z povrchu a ich hmotnostna separaci
B vygenerovanie hmotnostnych spektier (detektiav  k a g d e j p ¢
B

zobrazenie jednotlivycim/zv priestore

MALDI Tissue Imaging

Hmotnostné
Y spektrum
(.‘.1 p

¥

NIMS

- \ Sl

distribucia metabolitov
7/ 7

Obrazok5-23 MS zobrazovanie.




MS zobrazovanie sa poug?va na:

zvieracie tkanlva(Jednotllve organyi zobr azeni el lekéskyl
farmaceuti cklI viznam, sl eduje sa
organoch, vplyv zastupenia pritomnych endogénnych latok

Qudské tkanivgvzorky tkanivai biopsia, nadory) profilovanie, kde &
akym zmenamac h8dza v pl y v oni perdviavaonid woridk I
hOadanie rozdielov v molekul 8rnonm

rastlinné tkanivdlisty, stonky)i bot ani ka, ¢gi votn®

hmyziobj asneni e bioch®mi e, gt ¥%diu

bunkyi gt di um met abol i Zinmyznamav lekarstvek:
biochémii)

Medzi Nal gi e zauj2mav® aplik8cie pa
(Rapi d Evaporation | oni s dinei stedovaniéSpriebehi
onkologickych operacii

Na zaklade lipidmi ck ®ho profilu mogno stanovi
zdrave.

— Operal y;quchova
E E jednotka tryska ] Fa

elektrodaﬁg
skalpel /

tkanivo

Rozhranie

pacient

Obrazok5-24 REIMS (prevzaté a upravené z Balog 2010).




Priestor na vliastn® pozn8mky, pr2padne upr



6.El ektromigral n® separal n® met

El ektrofor®za ako separaln8 techni k;

nej ug Vv roku 1937 prbsk@ dostéjNabelevscerui e | k

El ektromigraln® separal n@) tdohmiuky r

v oblasti farméacie, biomediciny, potiavn 8§ r st v a, g i v ctaleddrimiju

v oblasti analyzy biomolekul (protedv, DNA) achirdnych analyzach.

El ektromi gr aknh@ i gp apraat|irni® tme d z i lytickg

~

metddy naj m? v Nakvghoddrah vi acer I m

V nizke prevadzkové naklady
VVvysok8§8 separalng§ w% innosS
VgiroklT aplikalnl potenci §lI
VjednoduchosS

V ekologické asekty (vodné roztoky aystemy)
El ektrofor ®z a s aplamérngne akaagkapilatnan uRpwiadars.

\

Princip:

U e ektromigral n® met - dy vyug2vaj Y

v jednosmernom elektrickom poli

U keN s% | 8tky nes¥%ce n8boj rozpust e
poOa zaln¥% sa porthlybhhlykcESzdipogeddt v
ndbojaak aj samotnej veOkost: mol ek ul

0 aniény putuju ku kladne nabitej andde @&ikny kzaporne nabitej katode

RTch) okSorou migruj¥% je vyjadrens§

0 © 0

kdevejer T ¢ h 1 o sS elaktroforetickapopb | i EosiSntenzit a

Intenzita els&atd8ckPhadpio®aako:
W

o —
v

Vje aplikované napétieLtc e | kovg8 dOgka kapil 8§ry

\Y

€

d



Za pr2tomnosti kongtant n®ho eeleldristatickac
sla, ktor8§ m:ge byS vyjadren§ ako:

O RO

kdeqje nabojiénuEjei nt enzi ta el ektrick®ho po

Na dr uhej st r a neodprsillvi®rhéhateniaytivs § & V @
ktora sa riadi Stokesovym zakonorma g eme j u vyj adri S vzS

(N

O @ —U

p r i |hwiskozita roztokyr priemeriénuaver T chl 0sS i - nu

Pri dosiahnut? kstleigmwamtvigdjy miedlzli o st il
asilou vnatorného trenia sa sily vyrovnaja.

El ektroforeti felré dapyoidnyt®idii wars S har akt e
zavish najma na pomere naboja & Ok o s tmit gie- by Sa vyj adr en

N
(pﬂ — ‘l
mj e el ektr of or gj¢naujkodurpeviskotita roziokas Blomerionu

Efekt2vna @EmpbpblybVos®sS, Kkt or aknamerdme)
bTva obvykle niggia neg teoretick8§ e
pougitom elektrolytovom syst ®me:

‘ | ‘
a -miera ionizacie molekuly

U Yauspegn8 separ8cia | 8t ok naslt8tnkey vd:¢
odlign® el ektroforetick® pohybliwvo
U sla vnatorného trenia sa meni s viskozitou prostrediato pri zmene teploty
dochadza & zmene rychlosti pohybu idnov
U mal ® | astice s ve@®k¥% mp anhyboljiowmo sniajjmy
nsbojom maj ¥% pohyblivosS mal %




Efekt2vnu pohyblivosS teda m!:geme ov
1 pH zakladného elektrolytanalyzovanymi latkami sa slabé kyseliny ale
z8sady, kde je dylegitl stupeR di

1 vytvaranimkomplexov (pridanim vhodného selektora do BGE)

o Vv takomto prostredi sa meni vplyvom komplexotwah rovnovah
efektivny ndboj aal ebo ef ekt 2vna hmotn
tychto pomerov zavisi od stabjlikomplexov s danym selektorom

ol2m ¢gZ2|bude rozdiel kongt grntgi st

Na separciu Nalej vplTlvaj¥% viacer ®
o difuzia
o Joulovo teplo
o dOgka nad8vkovanej z-ny
0 interakcia latola adsorpcia na steny kapilary

Adsorbcialatokna st eny k api 4 p8 amalyzace kompiehgth vzarie
ako aj bi omol ek %l (prote2zny, peptidy
poug2vas:

V iné materialy na vyrobu kapilar, ako napr. teflon
V pokryvanie vnutorného povrchu (kovalentnd modifikacia alebo dynarm
pokryvanie, naprmetythydroxyetyl celul6zou)

~

V z v 1 giénovejsily BGEl 2 mz siaguj e povrchovl n
V veOmi nzzke pH (menej ako 2)
6.1 Planarna (gélova) elektroforéza
Gélova elektroforézap at r 2 medzi najellaesktterjognmieg r
v praxi ap o u ¢sanajma na analyzu proteinawnukleovych kyselin.
fTnosi|l sa spolu so vzor kou u miymipréchadza

jednosmerny prad
fTdel eni e prebieha v elektrickom poli
atvaru molekuly
Tog®l ovg elektrofor®za sa uskutol Ruj e
o horizontalne (elektroforéza v polyakrylamidovom alebo agar6zovom ¢

analyticka a preparativna elektrofokuséacia, imunoelektroforéza, dvojrozr
techniky, elektroblotting)

o vertikalne (kontinualna alebo diskontinualna elektroforé
v polyakrylamidovomgéli, elektroforéza v graditovom géli, agarozovon

géli)
Medzi hlavnénevyhodytejto metody patridl hT | as anal T zy, n

a problematicka detekciasatomatizacia.




6.1.1 Polyakrylamidova gélova elektroforézdacecylsulfatom sodnym (SBIRAGE)

SDSPAGE je najl astej gi e posegpfam arotegrovme

T

T

vzorkasaro z pust 2 v roztoku s niggou i
koncentracia soli spésobujee pr avi del n® a di f Yazne
pridava sadodecylsulfat sodny( SDS) , ktorlT sa via
alkalick® boho®, rebmzugepkygt mdl ek
povrchovl n8boj, rozrug? sa trojr
rovnaky tvar adlochadz& strate biologickej aktivity)

pridava saglycerin, kt or T je Sagg?2 ako viekds
nang8gaci eho bkbmfen®lova kadrd, Nkatloerj8 ukazyu
vzorkadostha (je Oahk§ a putuje ako pr
dlegit® je nad8vkoviddhmpmebgatuupeyv
gélu)

Obrazok6-1 Gélovaelektroforéza.
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Pou g ? & & identdikacii, separacii a purifikacii fragmentov DNA ziskanych
pomocou PCR (polymer8zovs8 reSazov§ re

T
T
T

m:ge byS detegovanl ag 1 ng DNA
rczdel en® fragmenty moaynwgii g op roev alba
voObou typu a koncentr8cie g® u ma
fragmentov v réznych ramedziach molekulovych hmotnosti

pr e pos¥deni e veOkost.i jednot!l i v
mol ekul ovIch h mater d snte? , d olsd u prite® RNAN
definovanich veOkost 2

pre delenie mallch fragmentov DNAoO
gpeci 8l ne pripraven¥% agar - - zu

el ektrofor®zou v polyakrylamidovom
pripraviaxz cjoeed®n omoelSekuly DNA. Pr2pr
hustote (optiméalne rozdelei e ol ak 8§vanTch fragmen!]
gél je farbenyetidium bromidom (i nt er kal al n® | i ni o
vi 8kna DNA). Komplex DNATrang¢gbD*¥kuje pah
ogi aren? UV -36Wetdnm)m a 280 i ntenzi't
koncentraciu DNA.

6.1.2 Afinitn& elektroforéza

Afinitn& elektroforéza

T

T

us k ut osh \Rgéji, @o ktorého bol zapolymerizovany alebo na ktory
naviazanyafinitny ligand (farebny ligand, inhibitor enzymu, Mdt. )

keN sa v takomto m®diu uskutol| n?
z| 2/l enina so gpecificitou voli | i 0
dostatol n® mnogstvo |ligandu) alebo
afinitu k ligandunemaj % a bud% sa pohybovah
elektroforetickému pohybu a velkosti molekuly

porovnanim s kontrolnym gélom bez imobilizovanéhagila nd u  mo g n ¢
protech m§& pre danl | i gand ahujeviizboounaksivned
primesi

navi ac zo stupRa oneskzroemin®ha kb
st andoivsioSci al n% kongt ant digakdo mpl ex u
pre kvalitat2vne ¥l el y izoetekricks fokusaciuy i $
medzi afinitnd elektroforz u m! g e me eektroimanod8iziua jkde
ligandom jeprotilatka




6.1.3 Dvojrozmerna elektroforéza

T pri s e p ar § ckomplikbvanycta veariekl (arateiny z buniek, tkaniv
telesnych tekutin)| ast o nevystal 2 me pr e nod
elektroforetickou metédouz | epgepiae §ci e | evojmangrné®
techniky ( 2D), prilom sp§jaS m! §ewoeh ngsetd
kolmych smeroch

T vi hodn® pri tom | e, keN sa kombinu
metddy, naprizoelektrické fokusacia a SD&ektroforéza

1 2Del ektrof or ®zy delci rpakergv2ocharens mgnitorovar
“wWlinnosti tekrapi e, ahbdudeemiomgi c kT

6.1.4 Imunochmi ck® met -dy zalogen® na princ2pe

I[de oi munochemi ck® precipital n® meptostredy
gélu.

Delia sa na mtodyjednoduchej difuzie (kvantitativne, semikvantitativngyri ktorych
sa pohybuj e |reakcie(pandgém &G), alébo gratiktka FL)), druha je
rovnomerne rozptylenageli.

Patria sem:
a. Elektroimunodifizia

1 jednoduchéradidlna imunodifiizia komhbvanas elektroforézou, ktora
urychli difdziu anigénu a tym tvorbu precipitatu

1 najskor sa prida protilatka do agar6zy, nasledne sa roztok antigéesie
do jamky vo vrstve gélu

I antigén difunduje radialne okolo jamky a v zéne ekvivaleneytvara
pred pitalnl prstenec

f citlivosS Mot -kdry§tj evyy@ i a eadnoduaha
radialna imunodifuzia

b. Dvojrozmerna imunoelektroforéza

1 kombinaciamunoelektroforézy s elektroimunodifiznou technikou
1 zmes antigénov sa najskor rozdeli elektroforgtigkgéli, potom sa be:
detekcie AG vyrege pruh g®l u t e
sa na okraj sklenenej dosky s agar6zovym gélom so zmesou prot
(polyvalentn® antis®rum), Vv kol

el ek



Metody dvojitej difuzie (kvali t at 2 v ne, semi kvantitat
imunochemickej reakcie pohybuju oproti sebe

Patria sem:

a. Imunoelektroforéza

)l
)l

b. Protismerna imunoelektroforéza

dvojetapova technika

vprvejetapsa rozdel 2 zmes anti g®noja
na jednotlivé frakcie

vdr uhej etape sa nanesie pozd(
antisérum (zmes protilatok), nasledne prebehne dvojita imunodif
Schématickynazorneny postup je zobrazerg/Obrazok 6-2.

hh avnou vIhodou gréedptékda vimetych dnfigéjoe
nevlihodou je dlhl |as anallzy (

Nanesenie vzorky proteinov

, vzorka
ke
Oddelenie proteinov pomocou elektroforézy
| separované
proteiny
+
Vystrihnuti entigérav| o antiserum
L g
Vytvorenie komplexov antigén-protilatka
(pomocou dif%zie pri 7viaenei
RN - komplexy
antigén-
protilatka

Obrazok6-2 Imunoelektroforéza
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6.1.5 Imunoblottovacie metody

| munobl ottovacie techni ky s¥% vnowy ORAv
aRNA fragmentov.

1 najskér sa skimané zmeszdeli elektroforeticky v géli

fvdruhej f8ze S a ur ob?z otl al ok el
(nitrocelulbzovA membrdng a t o pomocou jednosm
na matrici sa vysytia inerou bielkovinou.

Tv aN gej f 8ze manedet8keia (matricaasa tpon8ri do roztok
gpecificklch protil 8 ok, opl chne
napr. pomocou druhej protil 8tky zn
u maigenzymova reakcia

Met -dy sa poug2?vaj¥% pre nuklIl gk kt@ré
nedosi ahnut eMdm® dparng  fsax Oiaw&k.® preveden
mognosS detantigbvag Sz|] edi hTch zmesi ach.

Patre. sem:
- Southerrblotting, elektroblotting detekciaDNA
- Northernblottingi detekciaRNA

- Westerrblotting (imunoblotting) detekcia proteinov

6.2 Kapilarna elektroforéza

Kapilarna elektroforéza (CEgprezentujkomplementéarne technikyP L C, p
poskytuju

0 jednodut g 2 | mdtodyo

omengie mnog¢stowom aodrug a(ntizevk ® hAagr een ¢

o kompatibilitu s biologickymi vzorkami

o prirodzene vysoka selektivita je vyhodna pri komplexnych vzorkach, kedy
eliminovaS viraznl podiel matrice

CE sa vyvinula pévodne na analytui ol ogi ckT ch makr om
uplatnenie najméa genomike, metabolomike, proteomike, analyze celych buniek, chir
analyze, farmaceutickej analyze (BioPharma), environmentalnej analyze a a
potravin.

Pouggaana oV er e mceatickjych prdpardtoy, sthnavenie relativ
molekulovej hmotnosti proteinov (SBektroforéza), stanovenie izoelektrického bhodu




Sch®matick8 ingtrument 8ci a k@bpazok@&3 n ¢

7 us k ut eav kapilprach s vnitornym priemerom-25 mm

i oba konce kapilary st ponorené do elektrolytovych nadobiek, ktoré su nay
rovnako ako aj kapilara elektrolytovym roztokom. Do nich sU ponorené plati
elektrody.

fvgtandardnom m- de ( kostitkatodoveho KkaamRapilary:
umiestneny detektor

fvzdi alenosS an-dov®ho konnaczal viaa peifle§
kapilary

1 vzorkasa injektuje na anédovom konci

25-75 pm
300-400 pam

Obrazok6-3 Schématické zB z or neni e i ngtrumentS8ci e
(prevzaté z Agilent Technologies, 2018)

Hlavhymivyhodamipou gi ti a kapil 8r | e

V mognosS apli k8ci e30vykgWw,i eihrmot ennazpi?tt:
100500 V/cm), | o umo §Rujpeo sskkyrt &tjieS
Y%l i nnos’a)anzligd®i e ako aj mengi u
aplikdciamd T ch mnogsts0ely vzorky (1
ortline detekcia

automatizacia

vyggia selektivita (rlzne separ a
nizke prevadzévé naklady ako aj flexibilitu

< <K<K

Na druhej strane medzi hlavnévyhody CE patria

U hor ¢piraodruek ovat eOnosS (vplyvom EOF
U nizka davkovacia kapacita vzorky

Uniggia citlivosS pri UV detekci.i
vzorky)




Pri separacii latok sa okrem elektroforkti® h o princ?2 puwplyw
elektroosmotického toku(EOF).

T

EOF je spontanny tok kvapaliny v kapilare v désledku naboja vnuatornej s
kapilary (silanolové skupiny v pripade kremennych kapilar a adsorbované it
pripade teflonovych kapilar)

protibny zhr omagden® pr i povrchu kapi |
potenci 8l ovl r ozdetaedtenciadkt orT sa o0zn;
po aplik8cii elektrick®ho poOa sa

strhavajiso sebou kvapalinu v kapilare
vplyyomEOFdoch8§8dza k pohl%lu gzt ahOhdum
pri opalnom n8boji na stene kapil §r
kapilary, @ EOF m! ge pohybovaS aj opal ne

EOF m&8 plochT rovinnT r 1 chlcelovejmdspersil
z-n je zanedbateOnT
EOF markery - zabr 8§neni e ovplyvRoakong lkvalitp
separal n®ho procesu
EOF je z8&8vislT na pH (l2m vyggie pH
( z wwargm iénovej sily klesa EOF)
vplyv na EOFmaju aj komplexné matrice mipadné adsorbcia na povrch kapil
azmena ich povrchu
vhi ektorlTch pr2padoch je vihodn® dic
| 8tok egte pred separ 8ci ou:

0 zmenou naboja steny kapilary

0 zmenou pH

0 zmenou ibnovej syl elektrolytu

0 p O u @ sutfaktaatov

6.2.1 Techniky kapilarnej elektroforézy

Medzi hlavné metody kapilarnej elektroforgzyo d Oa z 1 ogeni a el

patri:

Kapilarna zonova elektroforéza (CZE)

Micelarna elektrokineticka chromatografia (MEKC)
Kapilarna elektrochromatografia (CEC)

Kapilarna gélova elektroforéza (CGE)

Kapilarna izoelektricka fokusacia (IEF)

o o k~ 0w N PE

Kapilarna izotachoforéza (ITP)




6.2.1.1 Kapilarna zénova elektroforéf@ZE)

CZEjermj | ast ej §i &aptamej ¢ektxofarazy t y p

k separéacii molekul dochadza v zonach,&ors a pohybuj % r 1 z
selektivitazavisi na vlastnostiach BGE (pH, pridavok aditiv napr. r6zne surfakt:
pohyblivosS i - nov zphybligost apolayblieostiE®F r o
ve Omi | asto s a poug?va p 0 kyakfyhanaidu,i
polyetylénglykolu

cC:

T Injection T Detection

Signal

Time

Obrazok6-4 Elektroforeogram(prevzaté z Agilent Technologies, 2018)

6.2.1.2 Micelarna elektrokineticka chmatografia(MEKC)

MEKC kombinuje princip elektroforézy chromatografie pr i | @ msnéhe
elektrolytu pridavaju surfaktanty, ktoré pri kritickej micelarnej koncedir&ytvaraju
micely (hydrof-bna | asS je ovonentovan

U Micely mtgu byS anionick®, kati oni

ng§boja, ktorl nes% sa m!idgu pohybova
U Micely int eraguj Y pol as anal lzy S af
elektrostaticklch interakcii. L2 m
micele a tim dl hgie s Rou putuje.
U Selektivita mtge byS Oahko ovplyvn
pomocou zmeny pH, teploty alebo pridavkom aditiva.

Obrazok6-5 Micelarna elektrokinetickd chromatografia
(prevzaté z Agilent Technologies, 2018)




6.2.1.3 Kapilarna elektrochromatograf{i€ EC)

CEC predstavuje miniaturizovankvapalinova chromatogfiu, ktor §
elektrické pole na prenos kvapaliny (EOF) cez plnené chromatografické kolény.

0 poug?vaj % wdtorkym prieneGamy5Q@08 nm so stacionarnou fazo
(v2al ginou reveSmmps8 f8za, | astice 1

U aplikicia napatia spésobuje vytvore®®F (ohyb analytov a mobilnej fazy)

U nenabité latky sa separaju na zéklade rozdelenia medzi stacionarnu a mobili
pl us navyge igkypauncip prenamst&analytyf or et

i vporovhanids C m8 CEC |l epg?2 prenos kv agtyml
p8dom mengie rozgirovanie z-n, nie

~

U poskytue3l1 0 x iluepeparal n% %l i nnosS opro

1, 3 Vialky s pufrom

2  Plnenakapilara

4 Elektrody

5 Detekcia

6  Externy tlak 2-12 bar

Stena
« kapilary
Elektricka 5
dvojvrstva
|

Lastice
stacionarnej
fazy

Obrazok6-6 Kapilarna elektrochromatografigprevzaté z Agilent Technologies)28).

6.2.1.4 Kapilarna gélova elektroforéf@GE)

CGE vyug?2va apkeagp ipblygnérgm (agaréza, polyakrylamic
polydimetylakrylamid a metylcelul6za), ktory sa uplatni ako molekularne sito ve
separ 8cii molek¥% na z8klade ich veOk

0 v | gi nou s a ryg kapilgry naagbrdnempedEk
U alinnosS separ8cie ovplyvRuje okre
pougit®ho g®l u, veOkosrS vseeQkaorsotvia nmog
U koncentr8cia g®l u neptui amo Yamer ng§ v
U princip je rovnaky ako v planarnej gélovégltroforéze ale s vyhodami kapilar ¢1¢
1 0 0 x ieelgktyické pole, ofine detekcia, automatizacia)

CGE

t-0 &t B SRS T THhe=IRTES
oo STER L X3 - e o

Polymer matnx

Obrazok6-7 Kapilarna gélova elektroforézgorevzaté z Agilent Technologies, 2018)




6.2.1.5Kapilarna izoelektricka fokusacigCIEF)

Cl EF v y ddgriiuviaok gradient pHsytvoreny pomocou BGE obsahujlcic
amfolyty (zasadité latky su pri katéde, kyslé pri angdeory je vytvoreny priamo Vv
kapilare a latky sa potom delia na zaklade ich izoelektrickych bodov.

U anal yty sa bud¥% pohkiba®asSavnsygss ®@ae

identické s ich izoelektrickym bodgtami et o mol ekul y pr e
U rovnako nabité molekuly sa hromadia v ostrej zone (dochaft#eukaciii p o k i

molekula ztohto miesta difunduje do inej oblasti pH, zmesa jej naboj

aelekr of oreti kT pohyb ju vr8ti sp2s8)

U po fokusacii sa v kapilare vytvori rovnovdha aikkdp8 r ou pr est an
vzni knut® z-ny treba pofilgmndomptt daiks
U treba pracova$S b epmkryEQ@apiar,kioré patvveal Yz as

adsorpcii latok)

U touto met-dou mogno asdpgayriavaShl itk
ju pougi S na separ8ciu alebo zisSo)

c:

CIEF Capillary filled with mixture of sample and ampholytes
ceon F GuBegas Cg Fu_H o B L, "g G @ y
E = E - L] _
=BJHI‘|-£\J.‘[: .'“'1- n"-.u‘F. '.UH iE*F.‘- nln;‘nt—o
Low pH «—— pH gradient ——- High pH
AR BB |4 4| CC DD EE FF|® o 6 HH
AA BE | ,*|CC DD EE FF (o [ 88 HH t=0

Obrazok6-8 Kapilarna izoelektricka fokusacidprevzaté z Agilent Technologies, 2018

6.2.1.6Kapilarna izotachoforézéCITP)

CI TP po uelpktrolydo vdBv & y st ®my ( v 0, thédai ktaré sa vkladz
vzorka.

U zoraden® z-ny separovanlch anal ytdand
r T ¢ hlvedicmouonu)

0 kdosiahnutiu rovnovs8gneho stavu j
jednotlivych zénach rozdielnu intenzitu (uE)

U medzi z-nami sa vyt v§r &y BamozaoStrjici efekt
(ak ion opusti svoju zénu jehorycBld s aa zoneph$ sa vr §t i

0 zaostreni e Z-n m! g e me dosiahnus Z
koncoveého elektrolytu (fslavkom soli) do roztoku vzorky

U pri ITP je v zénach rovnaka koncentracia ionov (dana koncentracou vodii
elektrolytu), vtomto pripade hovorimetav.k oncentr al nom ef

CITP

Ml

T |[gg®* | L =
s t=0

L t=0

Obrazok6-9 Kapilarna Izotachoforézgprevzaté z Agilent Technologies, 2018)




6.2.2 Problémy pri analyze latok v biologickych vzorkach poau kapilarnej elektroforézy

Me d zi n agrobléary v anglyge l&ok biologickych vzorkéclpatria:

U analyty pritomnénat opovich koncentralnlch
U analyty pritomnéywmnohoz|l ogkovich matriciach
o latky st vnich pritomnénaz nych koncentral nlcl
0O SYa pr2tomn® amkoh®] midigtakh®® i nt ¢
Un2 z ka cvispojeriisW4 detektormi
olimity detekci e siaaunenfioi-108nol/llp o d mi
o0 kratka optickadraha v et | a ( nrezgahusb@@0em)gi e Vv
o maly objem vzorky, ktory je injektovany do kapilary (zamedzuje
predavkovaniu kapilarydpoésobujeo v e @ajimi ci t 1 i vos S

Ri egemim8gaj Y:

U on-line predupravné techniky
U on-line kombinécie CHEnetdd
0 vysokocitliva detekcid f | uorescen|l n® detektory,

6.2.2.1 Online predupravné metody

Vyhodoutychtood i ne pr ed ¥%p r av rebieh&jipriareov sepad k n |
priestore a vo va&@]lgine pr2padov autom

Kagdm8i czh je zalogen8ihamr¥V2hgmnpui B«
vzorky alebo nosného elektrolytu.

Tieto techniky pring8§gaj %

eliminaciupotencidy ch negi aducich str 8t a
getresmi e | a

zl epgeni e r epr oduk peypaiti odlimetschnikano p
eliminaciu rahodnych a systematickych chyb

zjednodugeni e postupu

mo ¢ n automatizacie aniniaturizacie

< <K<K <LKLKKL

Usxu ale HHadgskazpoliatocnlch ng§kl




Medzi onlineprekoncet r al n® techni ky patri a:

a) dynamické spojenie pH(Dynamic pH Junction, DPJ),
oje obdodou I EF kde namiesto rozt
sroéznym pH
ovzorka by mala5Smp&dpélt egiodl i gn¥
omtge sa vyugi S rpzdielngm pHtalgho dvBjiGaelektrelyno
srozdielnymHzl ogen2m a
o je vhodn& na zakoncentrovanie slabo kyslych alebo bazickych analytov
0 nevyhodou je vplyv elektrokinetickej disperzie
b) Az a me t (8weépmd)
opoug2va pr 2dav o kaddbkemadadvacom kbrci kdpiaE,
pril om dr uh §raagwakatermid nekbaghujul
0 analyt interaguje pseudostacionarnou f@z, ktora prechadza do zény vzork

pril om s a nogrienikuxzorkaszakéncentajb t
Dynamické spojenie pH detektor EOF ~0 detektor
v v v
® & A ® o) 21 ® % ?ﬁé
A & @s BGE ® s B e BGS :
® B Q g8 ¢ o 'g’%’ %.%
Nizke pH vysoké pH BGE bez miciel Micelarny BGE
Dynamické spojenie pH  detektor - detektor
EOF . . Y EOF~0 v
_ «» | ©» F %’g..
3 ¢« OH %g"’ fgg-’ v
B @B & & , ) B © B 9 Ee J o @
o B & B(OH,) 7%»‘& o o ,%-» e
Micelarny BGE
Nezaostrena zéna detektor detektor
EOF ~
EOF g " v OF~0 v
] 3d %-’
0
Q| » S
A
Zaostrend zona
EOF dete'ktor EOF~0 detektor
%@» %* %

czE MEKC ?

Obrazok6-100n-l i ne prekoncentraln® techniky.
junction) (obr8zok vOavo) Zamet ar
(prevzatéz Lin a Kaneta, 2004)




c)zakoncentrovani e zal ogen® na iiFeeld |
Ampliefied Sample Stacking, FASS)

onie je veOmi vhodn&zmOa dwmimo Inag ipa
vodivosS vzoriek (biol ogi clkpsrodzene
vysoky obsah soli)

0o FASS je zal ogen§8 n alekpickébooshogéhd (vklddara
medzi konce kapilaryyR oncentr al n®h o

okoncentral n® pole sa vytvorz2 na
BGE adavkovanej zony vzorky

ovzorka sa v&@|] ginou pripravuje Vo

o aplikacia jednosmernéhe | ekt ri ck®ho poOa Vvy\
vodi vosti BGE (vvzyosrokky§ (vnodzikvao svS)d i
nadavkovanej vzorky

oobe z-ny maj¥% rozdi elzone vzorky} @& ma rat
n8§sl edok rozdi el rcthlreljogh laaGnSvamki§ocri

0 na rozhrani zon déjde Zakoncentrovaniu vplyvom spomalenia rychlo
migracie analytu

d) prechodné izotachoforézgTransient Isotachophoresis, tITP)

oje vhodn8 pre biologick® vzor kigns

ni ggou vodivosSou a vzorNd) je ob

detektor detektor
EOF m— v EOF g— v
D G vstup G
vstup @ —m 5 B BGE Qwstp @@ w50 BGE O vystup
O «0 o+
N2zka vodiv vysok§ vodivos$
EOF = detektor detektor
v EOF m—" v
«Q (g
® Boe B 8E O @® sce BGE [a)
+Q (ad
s )
stacking boundary
detektor
EOF detektor
o
® sce «Q ¢ 4 #+ 0O ® BcE @ 5}
p— ——cz ?

Obrazok6-11Zakoncentrovanie zalogen® na ne
Ampl i fied Sampl e St acki ng)chofobrtarnsienk

isotachophoresis) (obrazok vpravo) (prevzaté z. &idaneta, 2004).




6.2.2.2 Online spajanie CE technik (multidimenzionalne systémy)

On-line spajanie CE technik poskytuje:

V vysokuselektivitu stanoveni

V zakoncentrovanianal yt ov (pri pougitz | TP)

Vvyl i svtzernikey (ag 99 %)

Vzvi geeapar aphcityd jpr ka poutgdda@ ajTPi)njaek t
vzorky vporovnani © e g n dnakolpnevou CZE

Viepgiu repoofukakadled sa pracuje |

Vwraznézn2 kaneentral nl ch clODma 2 joerd ndoet
celého analytického pagtu fninimalna predupravezorky)

C1

)
ha

[ —

\

Obrazok6-12 On-line spajanie CE technik (prevzatélze k eMd kau 5. 2 0

85



6.3 Spojenie kapilarnej elektroforézynmotnostnej spektrometrie (EES)

hal gou mognosSou ako zlepgi S mokdal
det ek | ohrdkami. t e

Univerzalne typy detekcie (vodivostna detekcidJ&/-VIS spektrofotometria)

s¥% schopn® det e g daiokabsz pptrelsy desivptizdgie v 2 | s
su principialne jednoduché

nen8roln® na obsl uhu

maju priaznivd cenu

U ich nevyhodou je nizka citivs S

\%
\%
\%
\%

Selektivne detektory (fluorese n | n 8lektrachemicka detekcia, hmotnost
spektrometriap ¥4 t ak ®, ktor® sleduj % ur| it
urlit% zl ogku alebo obmedzen% skupinu

V vyhodou jeich vysoka selektiita (prirodzenaelimi § ci a det ek | nl
Vvysok?§ onizkeLODvosS a

U vysokaset kt i vi ta m! gene yaS nme wirtuchdkeqgu,s th
z%gi len na urlit® | 8tky. Inak je
nann ky na zd Odk eho andlytickéhod postupu.

finanl| ne amgjugoplenee j§lonei adavkyCEa pre
pecifick® typy detektorov d8vaj ¥
skupinu aalytovspodobnT mi vl astnos Sami

CcCC

Dominanhé zastlpenie ¥ § mc i det ek | ndpektralné neetddy, rkéorké su
schopn® poskytga$ ukj %rmef or m§ci e o

Patria sem

1. spektrofotometrick& detekciadsi - d o v 1 nPDA)o Oo m (
o LOD 10°7 107 mol/l
0 univerzélna, jednoduché&izke naroky na elektrgiové systémy, otine
det ekci a b erepojgnme cnieddlengddteksik t 2 v n a
oniggia cena prevs8g§dzky, Ydrgby
o DAD detekcia n&st plos®& y of e kairfidade
spektrtdheho profilu (overenie |istot
2. Nuklearna magneticka rezonaa@NMR)
o LOD 102 mol/l
3. Hmotnostna spektrometrg)
o LOD 1087 10°molll
0 MS detekcia jeselektivnacitliv e j gpor@anani \NMR aPDA
0 na spojenie £E potrebuje ale gpeci 81 n
ag pialne naroky na BGE aditiva
0 MSdetekch n8&m umo ¢ Ru jkendexmi inforanficiu tavatgioch
v komplexnych matciach




CE-MSspdjavsebe vysok¥% sempadmd % pikpacendasie
VCE kroku ako ajgtvwykaeR¥nai tiInif vo snS c apreto
vhodna pre komplexné analyzy ultrastopovych analyteMvo gi t T ch mat r

CE-MS je jednou majrychleg i e S a rozvlijaj%¥cic
kompl ement §rnou v o OM8 aGCiMB systdmy, rake aiektorych
aplikaciach ako je napr.rpot eomi ka i ch ug pr ek adenrBav
v biomedicinskom vyskume r i hOadanzmbgomatrkeebekt
otvara aj priestor wblasti farméaciexn mediciny.

. ; ) Pumpa pre
CE kapilara Pomocna kvapalina pomocnu
l i kvapalinu
[ ®
ik - e
| m—
‘ ESI-MS
ESI zdroj

Obrazok6-13 On-line spojenie kapilarnej elektroforézy a hmotnostnej
(prevzaté a upravené z Agilent Technologies, 2018)

Kapilarna elektroforéza lamotnostna spektrometria su dmealytickétechniky, ktoré
saravz§8j om gliechopriéagjj.mne rozl|l ¥ @ivéakdmekh
( ner oz | hngotnoste) sp@kirometrii) aleda-migrujice analyty( ner o z |
v kapilarnej elektroforée

o &ko ionizalnl gnHE®SI] sa poug2va n

0 medzi hlavné mblémy pri spajani tychto dvoch technik patri 2 nizky @rietok
zakladného elektrolytus e par al n o u redizdga vod&ého spojeaia
ke Nggzje CE aj ESI pouNa vkaojn¥ ie |lseekptarriac|l
ktorT nesie BGE (po aplik8ciijeaapPé
mA. Nadruhej strangp |l ynn® i - ny v ESI zdr oj i
wrovni mi ekoOko

o hal g2m probl ®mom j e ovpl yv RoBSanapase
ovpl yvRuj e aj nap?2t aieornvi zC8c iau)t.T nNia
ni e k @dddatiek kY. Pri poklese napétia nie je stabilny elektrosprej, naops
zvygovan2 nap 2vibojem. Kiotnjceo vaB: jlsaSs Sk s e p
uzemnena.

o ESI nap?2tie mitge byS nega pozitwnommode
(katidény vstupuju do M) alebo pozitivne, kedy sa pracujen@gativnommaode
(aniony vstupuju do MS).




6.3.1 Rozhranie CIMS spridavrou kvapalinou (Sheattiow interface)

SuU viaceréeCEEMS r oz hr ani a, kt or ® sHtVa)i dv ;mal
technik Med z i naj | asptrevj®y ikeo npea U gn2ev gand®ozipaarnie!
spridavrou kvapalinouzv. A s h eflawiih. lde o s¥%Wstavu tro

- vliastng8 separaln8 kapil 8ra

- kapilara pre privod pomaého roztoku (uzemnend)
- kovova kapilara privadzajaca inertny plyn

Prietok z8kl adn®ho el ekt rkapildrd)jev (] E9Q Fn
200n/mina t eda neposkytuje dost at ol st@ilnénhd
spreja v ESI zdroji

o chybajuci objem kvapalinje dodany z externého zdrgjae otzv. pomocny roztok
(sheath liquid, S

o celkovy objem privadanej kvapalnej fazy (nosného elektrolytu a pomocn
roztoku) £d4d (HOel/qin) n a

o ESle koncent raaldzvesz ci § Uj €] keN sa zv

o SL je zvy aj ne z\Vodygapn § dav ku organi ck®H
metand/acetontril/izopropyl alkohol

o na zv]1 ge n isapridavajindo BlSacji ek ysel i na oct o
pripadndch amonne soli

o vyhodoutohtor oz hr ani a | e, ke Nsani @8 j o pg
robusnyy, zabezpel uje dodimitacie® kt rri ckl

CE-ESI rozhranie Rozpragovac:?
s W L

- @f‘_;& +4,

@

‘-‘.‘& + ¥

+

CE kapilara

Pomocna
kvapalina

Obrazok6-14 Rozhranie CEMS s pomocnou kvapalinou (shealiow)

(prevzaté z Agilent Technologies, 2018)




6.3.2 Rozhranie CIMS bez pridavku ponumej kvapaliny (Sheathlegsterface)

Druhym typom rozhrania je tz\A s h elad shazliranie bez pridavnej kvapalin
Takychto rozhrani je viacero, patria sem:

1 externy emitor (nevyhodou je rozmyvanie z6n)
f vodi v® pokrytie (nevihodou je n2zkesé
f viogeng elektrnSmol(m&vphopoav ae zme
priemeru kapilaryrozmyvanie zon)
f odl eptas@®gmastiprgws | kame r Psheathleld® st u p
i ngtrument §chkvapalibye z pr 2davnej

Vvihodou tohto rozhrania je,
citl itentodrbroaghani a m§ jednoduc C
Unevlihodou sy nggpliegag8rekBGE, ni ¢g
gi votnossS

ge sa \
h

A Hv E (v

[ !J._ ——= —_—
# ‘1!'_':?—.

. ___::J_‘- —
= = ————a

HV
C = G | 1
_+=h-. ! ] S

— T —

p H HV
_.-: e ——

CESI rozhranie

ESI kapilara

Vodiva kvapalina

- Pokrytie povrchu kapilary (+)

kapilara T
Por®zna ¢gpil ka

kapilary

Obrazok6-15 Rozhranie CEMS bez pridavnej kvapaliny (Sheath less interface)
(prevzaté z Agilent Technologies, 20t8tps://sciex.com/technolyy/ultra-low-flow-
cestmstechnology.




6.3.3 Dvojdimenzionalna kapilarna elektroforéza spojeli&ssletekciou

Gpecifikom tohoto spojenia je i mpCEar
MS, ktorl zabezpelCEfoeMSpr echod anal yto

Prechod zabezpeluje kremenn8 kapil 8§r
pomocného roztokurietokom vni/min a to vsmere kolmom na kapilaru.

Vel ul nom bloku sa konl?2 transpor ttenar
ke z ab epprpoerpukvapalirou.

VT hodami pougitia 2D elektroforetichk

V biologické vzaky sa do analytického systérmt gu d8&8vkovaS b
predupravy

V kodd r 8neni u mkokplexrich majric @okhadzearvej ITP kolone
(predseparal n8) grechazaganabyty yninimarine j k
mnogstvom interferenci.i

Mikropumpa s MS
CZE kompatibilnym
sprejom
l (pomocné kvapalina)

E-GEg

/th N

L

Semipermeabilna El u | biok Analyt_ _'.: -..
. @
A

Pomocna
kvapalina 4

membrana (CE-MS

|

ESI-MS

rozhranie)

Obrazok6-16 On-line spojenie dvojdimenzionalnej kapilarnej elektroforézy a
hmotnostnej spektrometrigpfevzaté a upravenéRi e g S & alolk 2014)




64CE na | ipe

Mi krol i py s analjyrokompexngepidlogiokgch matc ako su bunkové

|l yz8ty, rastov® m®dia, plazma, krv,

vzorka

O O O O

ngl ik

|
]
$
!
g

iy
Kanalik —
N
c
pre Odpad S
vzorku — >
© °
— 0 8=
@®© = ) S
o - ) >
3 _Detector

O O O

Obrazok6-17Mi k r o(prevzatg a upravené z Hassan S., 2021)

Vyhody:.
V analyza bez predupravy vzorky alebmisimalnou Upravou
V veOmi r T c @8 miniy, niekedy lenysekundy)
V minimalne naroky na vzorkuraztoky
V mala spotreba vzorkipg-ng/pL-nL vzorky)
V in-vitro ako aj invivo diagnostika chordb
Vvysok8 reprodukovateOnosS
V. mo ¢ n o4ing spajanialo multidimenzionalnych systémov
V mognosS pr edaproasy raRamkpyrii e moo Inza

Nevyhody

Un8rolng8 viroba

U problémy pri analyzach redloh multikomponentnych vzoriek
Unedostatol n8 separaln8 kapacita
Unedostatol n® K ovmedarpriemexkah&@ikol) O D

m




Implementacia miniaturizovanych €S systémov do proteomikykdinickych analyz je
Vs Yul asnosti hl avnou prioritou.

fTpoug2vaj % priinm&klad@andelekiraspre c

1 s%4l asne s a miniatwizacii proojnastnyaeh skek r o met r o v,
kvytvoreneniu tzv.-onlcdb riata-nrail & sn & .

fTzauj 2mavou aplik§8ci auoalyzgelyan duniek{Skgleaélli

analysis)
o bunky funguj % ako sk¥mavky, takg
vma i m8Il ne|j koncentr8cii, s¥%h ug

biologicky relevantnych poziciach
0 systémow bioldgia, genomika proteomila, metabolomile, metaboliclé
i nginierstvdomocesqgyt i mali z8ci a

-

Peptide |
Release)

Obrazok6-18Mi kr ol i py na sel ekt2vnu chem
charakteri z8ciu uvo®MMAEDfVES h pept
(prevzaté Lroushoreakol., 2012)
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6.5CEvanalge chirs8lnych | ieliwv

Chiralne latky su latky obsahujuce sepgénne centrum (alebo viacéa&éto centg)
v molekule.

T

T

ide otzv. opticke izomeéry gnantiomery), ktoré og | tarpvinu polarizovanéhc
svetla
enantioméry maju zhodné vlaststi len v achiralnom prostredi

latky prirodného pdévodu su najma chiralrmant i osel ekt 2 v
zékladna vlastn&  ¢ch systémov

enanti om®ry chir8lnych i el iv m1
farmakokinetick® vlIiastnosti a teda
Y%l i fpekdye,n z enanti om®rov mtge byS | g
m:ge y@&i v afinitu k receptorom
pougitie |liekov s obsahom | en | e ¢

Yol i nnejgiu farmakoterapiu

FDA a EMA vygaduj % poznatok o ste
zl ogenia a |istoty, f@a r gntagkradbal ® g a © &
enantiomeéry

vzhOadom na ich-chewmak® fvy aisk ilosd i
polarizovaného svetla) st prakticky netofy i t e On® v achi r §
chirdlne LCsysthy s Y% pomerne finan| n® n8ro
CEEMS sa mg§guwsS ma anallzy chirglnyct
selektory nekompatibil n® s MS det
| iastol n®ho plnenia al elrénelmsaektaregp r ¥




Chir8lne separ88cie rozdeOujeme na

1.

nepriamese par 8ci wabe stglyem dastare@izomérowchsralnym
derivati zal m reagentom
o diastereoizoméry su separované na zéklade ich rozdielnych fyzik
chemi ckT ch vl as éimeooelEekirolymwhodgysttrium
o Nevyhodou shut nos S spi2tfaumrkd nTch sk
derivatizovan®, derivatizal n® |
Nal g2 |l asovo n8r olgnnioskS orka,c evnyi szk§
priame chiralne separacje&kedy sa chiralny selektor péda do elektrgitového
systému
0 medzi analyzovanymi enantiomérmichiralnym selektorom sa vytvori
reverzibiné diastereoizomérne komplexy
o rozdiel v stabilite vytvorenych komplexov( v Na k a ro
priestorovému usporiadaniu jednotlivych enantiomérov v kompls
sposb uj e rltznu pohyblivosS koomle
viazaného selektora
0 pri separacii existuju v rovnovahe neviazané enantioméry s viazanyr
komplexu so selektorom
o visledng§8 efekt2vna pohyblivos$S
v 0 O nailbkomplexu viazaného enantioméru
0 miera interakcie medzi enantioméronselektoom, ako aj koncentracie
selektoru urluj¥% vislednl roz
separ@anych enantiomérov
o nabit® chirsg8lne selektory ntamérgvik
protiprddnu migracid o poskytuje |l epgie ro

e
nl

Separ al n® unelcdtaR udhitdiyyeh anayzaeh

inklizna komplexacia (cyklodextriny, crown étery)

afinitné interakcie (makrocyklické antibiotik&)

m cel 8rna sol soh)i li z8cia (gl ov®
ligandova vymena (kovy)

polymericka komplexacia (sacharidové polymeéry)

iGn-parova vymena (ibnové latky v nevodnom médiu)




Medzi najpougdg?vane] gdyklodextting.r 81 ne sel ¢

T cykl odextr2ny s¥% cyklick® ol igisaf(

vznika zmes-, b-, g cyklodextrinov
T aCD j e 1z | d€Rz0T7 ag£D z 8mokkul glukozy

T veOkosS molekuly wurluje aj veOkosS§

kavity), ktoré st v rozsahu 0,4590 nm

f nainte akcii sa phoyddireo@ajb¥h en djans?t i mo |
T na inkl ¥%ziu s% potrebn® vies&Sn® nki
mol ekuly (molekuly by mal:@ obsaho

substituované aromatické systémy)

T=0

Obrazok6-19 Protipradny mechanizmus separacie pomocou cyklodextrino

(prevzaé zMarak J. a kol., 2017).




6.6. OptimalizaciaCE metody

Kapilara:
Pri vyberekapilary j e t r eba bnutar®y pritmerD)@ Dy ku kapi

T

2m dl hgia kapials§ramaliizm dlepyi a s
riziko rozmyvaniazénz hor geni e r oz | 2MySe nsipao,j ecnii
poug?2Waco dl hgi e kapil 8ry
vnatorny priemer k api | 8ry ovpl yvRuje rTchl
m! g e me nakapilgribSe z vysoke,] produkci e
vzorky, ktoré g e mead §vovaS (separaln§ kapa
o Hydrodynamicky otvorené systémkapilaly sID 50, 75 al00nmm
A Meng?2 vn¥%tor mplel puijice mgry gz ab &4
0 Hydrodynamicky uzereté systémykapilary sID 300800 mm ( vy
produkcia Joulovh) tepla, niggi
A potrebnéprac o v B8GEsmi ggou vodi vosSou
Avyggia d8vkpvacggi «apa@abit a
kovalentne modifikovany  povrch  (polyvinylalkohol,  polyakrylam,
polyvinylpyrolidon) vytvara stabilné &nertné vnatorné povrchy kapilar s
gi vot o oDKkw mliesk at ok aj stoviek ana
o dynamické pokryvaniep ovr c hu k api ImBlemetovanig
hydrofilnych polymérov do BGE alebo LE
o pred kagdou an abndvagjeonaplesim kapillarkBGEt i ¢
o pri poug2van2 EOF s upr e snedostal napr.rde
niektoryqh det ekl nTch syst®mov ako |

Vo Obpar 2apr ava najvhodnej gi eho BGE:

)l

)l

jedendz - nov (nosnil i -n [/ protii - pKamusé
byS bl2zko pogadovan®ho pH
nosnl i -n pyghyali vwasSS bvodzikeu(predchadrani

elektrodisperznym procesontdasahuje sa symetrickyostry analyticky signal)
potrebnév y hT sa@8621 i g wysdokibmnazkym hvedd
k tvorbe systémovych zdzdna obsahujica len ibny zakladného elektrolytu)
Pridavok vhodnyckurfaktantov

ITP:pKa by maplipaddba/tSi vn o vpripadepd i mo®@a Vv y g
hodmty vgetklch separovanlTch | §tok
ITP: Pri separacii kationomusiby S pH zakon]| uj %ceh ¢
vodi aceho (pri ani -noch je to opal

stapa, pri kationoch zase klesa.




Detekl n8 techni ka:

|l deg8l na detek|n8 technika by mala spO

jednoducb s &omgatibilita
zabezpelenie stabilnej z8kladnej | 2
vysok§ onizky igvwons S a

groksg8 aplikovateOnosS

priama detekciap(r i a mo na kapil 8re najl| as
(vodivostna detekcia), absorbancie (WS) alebo fluorescencie (LI)

¢ uni verz8l nos§S

T cnov§ dostupnossS

ERE T

Vodivostna detekcige univeralna aeselektivna.

 eektrochemicky typ detekcie al o genl na meran2? vod
1 zmena vodivosti je okrem typu agal zavisla aj na koncentracii
f poug2va sa pri ITP

UV-VIS spektrometrige univeralna technika, ktora ma ale pomewysokéLOD.

T zn2 gen baedadlo®D gbmoecoGkapilars 2 | g2 m v n¥%t or
alebo pougit2zm gpeci 8| ny odvécdyeatelmoktélyn
Al ebo sa migu vyug2ve&sS rltzne pred

1 medzi UV-VIS detektory patri aP D A, ktor1 | e ake¢rshopny
meraS kont i n-I8SIspektrumca® b ®k yUiVm%$ oll n ®
ogtrukt Yr e

LIF detekcia s a vyznal uj e v y saektwitou (edukcia i mnahgcl
potenciahych interferencii)

1 vysoka selektivitaj e z § @ mnevghBdou, lebo sa obmedzuje na |&
sprirodzenou fluorescenci ou. Il nak
finanl ng§.n8rolnosS)

MS detekcig e char akteri zovan8 mivimwauina dreo |
vzhOadom naanaljyup vzorky a

f zZvyguj e sa sorst@®gnunasio tav]lagesm2omeRels
citliyesn$e(Znuepugeani &) pomer u S/

T poug2vanie | enalpr ckheaNge hp dBnsoEc n50-80% |
organi ky z ninkpropatibilitysapnepmthagychasystémowreo g n o
pougd\Ve a koricantjatiachn

1 Prietok BGE sa pohybuje medzi -200 O nL/ min | o ni
zabezpelenie stabil n®ho el ekt r ozopyr
(obsahuju 5880 % or ganickej f8zy Ekniglupedg
napa@tie na komcs? kampga§binasB®Ev a | a




Priestor na vliastn® pozn8mky, pr2padne upr



7. Kvapalinova chromatografia

Chromatografick® met- -dy patri a me d
separalnlich techn?k.

§ separdciv e ©mzl ogitTch zmes?2 ako aj z
voveOmi | istom ag homog®nnom stave
f girokl aplikalnl rozsah
f st charakterizovan® vV y s o koopua k d/al a tn
arobustnosSou

Separ 8ci a | e zmobiloejfazg @IF) meslce znes andysov ce
porézny material a na rozdieloch v interakciach analytov s povratacionarnej fazy
(SF), |l o sptsob?2 roxdaiamalitave el ul n® | as

. Mobile Phase
Vysok8 rozpustnossS
v mobilnej faze

Mobile Phase

Vysok8 rozp
v stacionarnej faze

. . obile Phase
09 %e

e o

Obrazok 71 Princip chromatografickej separacie
(prevzaté a upravenékahler T., 2018).




Hlavnérozdeleniechromatografikych metod:

‘ Chromatografia

[

Plynova
(GC)

UKvapaIinové UManémaU CEC

Superkriticka
(SFC)

(LC)
———— .. [ . [ = \ — \
BEooos
1
‘ ' Kapilarna
g GC

PodOa princ2pu sheomatog@fui e rozl i guj e me
x Adsor pl n¥%

- zalogen§ na r!znotpkualshbpwaStsal
pevnej fazyi adsorbentu

- ide oseparaciu systéme kvapalinpevna latka

- ¢ p élyim pripadom jafinitna chromatografia

x RozdeOovaciu

- di stri beYkcinaa zzl8ckdia d e ovacth lbeéfiegdntovy ¢ h
- separacia systéme kvapalinvapalina
- zar aNuj egéviasheomatografiu

x lonexovu

- delenie na z8kl mde ckdlicihgrsaddt 2 ke
na i onomeni |

- separdcia systéme kvapalinrpevna latkai ono me ni |

- gpeci 81 ny mchpma&ofokusaciah zjad o gen8 na
izoelektrickych bodoch separovanych biomakromolekul)
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PodOa usporiadania stacion8rnej f§zy
x st Opcov¥
x p | o @aténkej vrstva TLC a papierovji
PodOa pougvi tpioagi(ald2agvikag8 csha n a awyheg dtacionamee
a mobilnej fazy):
x analyticki (dobr 8 separ 8§cia a kvantifik8c
kvalitnejgie mobiln® a stacion8rn

oR jednu |

x preparativnu( snaha z2skaS asp
viSagku a zl o

izolovaS v rozumnom
odstranit® n ®)

V pripade kvapalinovej chromatografie patria medzi hlavné komppn
chromatografu:

o fOage s r ozpdwShwdmemiT syst®m, i zo0
O pumpai zabezpeluje t ok MF , mi egaf

izokraticku/gradientovuléciu
o d8 v k oiaatdsampler

o kolbnai srdce cel ®ho syst ®mu, Z ttdmeve,
nehrdzavej “Yca oceO
0 detektor
o pol2tal a kontrolnl syst®m
HPLC koléna
1zl . s Chromatogram
e r 4

Autosampler

—9P

ule
i \ 3

Mobilna faza —* SE P —

vzorka

pumpa detektor

odpad

Obrazok7-2 Kvapalinovy chromatograf
(prevzatéa upravené https://www.waters.com/waters/pt_ BR/HdwoesHigh-
PerformanceLiquid-Chromatography
Work%3F/nav.htm?locale=pt_BR&cid=100490k5
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Selektivitajes chopnosS chromatografick®ho .5
Na selektivitu vplyvaju najmtermodynamické faktorynfajuvplyv na retenciu| a sSF
a povaha ana My ta teplota (aklnmenjae ppvahu analytovsolvatacia,
ionizacia,...)

.’i’] _ .f,rg: — I

= =
ky  tm— i

Pl i nneostSupeR rozgirovania z-ny anah
priehradiek (l2m vygg?2 pudli@met @goraetvil ean
dvomi fazami- | epgi a .sePlairdcdo oS o Kipdtickés fRktofy ¥aajun
vplyv na <gkkwaklui tp?2 kpu)neni a kol - ny, v e (
optimalizacia

to It

Retention time I\

-

\'IH
N-= 16(’—‘*

w )

TN

W
peak widsth

Obrazok7-3 Zakladné charakteristiky chromatografického piku.

~

RozI| 2igearhiReRa aj Y%l innosS aj selektivit

How do we affect resolution?

— | Selectivity impacts resolution most

R 1/4 /V X ( k / k+] ) X ( a 1 ) = Change bonded phase o

ficiency elention factor o loctivity - Change mobile phase e

Ffficiency Retention factor — Selectivity Platos ar easiost th increase P

- —— Increase N
s = = Increase Selectivity

] /_,-/ Increase k

bile phase ] &
Mol 2 o

& P

= NV2/4 - (o) oo

12 3 4 5 6 7 8 91011 121314151617 1819 20 21
5000 Plates 25000
1,10 Selectivity 21

Obrazok7-4 Rozk ¢ e nvplyw jednotlivychp ar amet r ov na r
(prevzaté Kahler T., 2018).
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Van Deemterovarovnicav y j adr uj e vigku. teoret:i

teoretickej

Vi gk a

min

AR

malé
ve Ok® | !astc\ae

vysledna van
Deemterova
krivka

odpor voli
prenosu hmoty

molekularna

L o

difuzia —_—

| OV S
| Turbulentna difazia

Yot Line8rna rTchlosS (u)

Obrazok7-5 Van Deemterova rovnicagrevzaté Kahler T, 2018).

C €

Dobry systém poskytuje maximalnu selektivittad i n n o s S. vhalhyhybey |

SF aMF.

Vysoka selektivita
Vysok8 Yl in

0s
Nizka selektivita
Vysok8 %l in s S

Il
Vysoka selektivita |
N2 zka %l i nnols 0
Nizka selektivita
N2 zka YU innosS "

Obrazok7-6 Ef ekt i vi ta separal n®ho
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7.1 Kolony

Chromatografick® kol  -nydnaelgezpeldop®
tis2c rtznych typov kol - n, ktor® s¥% k

KeNge t evpplloytva nma§ r T chl osS a pkaeisea,0si
selektivitu separaciggv e Omi d* | d giatch rriot @@ alov)
termostat koldny. LC pri vysokej teplote ma za nasledpko k | es vi sko
difizie, Umo gRuj e pougitidl wygs o knesniaglzpcrhi d tad

Kolony delime na:
Bplnené (porézne/neporézie
‘Bmonolitické

Bkapilaryivi skumn® %l ely, plnen® monol.

Bonded D

Obrazok7-7 Vnutro chromatografickej kolony (prevzaté Kahler T., 2018).

Trendy v priprave kol6n su zamerané na:

T fchlejgie anallzy

T zvligenie separalnej Yal i nNnosti
! vyggitulivossS

f Gsporur ozp¥%gSadiel, vzorky a | asu
1 vy gkppaaita vzorky

Mognost.i ako to dosiahnuS s %:
A. miniaturizcia kolon
B.zmengenie veOkost:i | ast 2c

C.zmena tvaru | astz?2c
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7.1.1 Miniaturizacia kolon

f vnGtormypriener kol -n bR2wmm va| ginou 1
i tieto koldny su vyrobené z nerezovej ocele,plnee pr ebi eha z
ﬂprikolc’)nachS/n%tornTm priemerom <1 mm,
potiahnutych polyimidom (ide tzv. mikro a nano LC syémy)
T vi hodou | e fieokipsickéhdJpristrajalHiLC
Vyhody.
f poughandE®lini ggi a kontamin8cia a citl

Nevyhody

f nutnosS poudgi S pr2smrogée rslc/hmipm® |
1  zvigen® n&8roky na d8§vkowaplaryobj em,

712Koltny s | asnmni ¢ ami < 2
i ideotzv.u tra*l i nn8 kvapalinov8 chr oma
Vyhody.

f ad0Ox krat goiper oatnialkioznyven| nTm kol - na
f niggia z8vislosS na prietoku mobil

Nevyhody:

1 vysoké pracovnétlakyn ut n® pougi Sn|UHP LICP o &xp2n v
6000 psi, UHPLQIo 17000 psi)

T vyggia cena
1 nekompatibilné niektorymi detektormi (vysoké tlaky)

1.9um dp

5pumdp

Obrazok7-8L C kol - ny s | as tmm@=evnité XKaden [,2008).

[ah)
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7.

1.

3 Zmena tvaru | ast?2c

=A =4 =4

povrchovop o r ® z n etzvlfusedtorie (Cereshell) technoldgia

| astice s pevnym jadro(silikagél) a vrstvou sorbentu

dosahuj % sa porovnateOn® visledky
mm | asticiach (klasick® HPLC pr2zst

1.9um dp

Superficially Porous Particle
Technologies

- —

26 umdp

Obrazok7-9 LC povrchovo po® z n e  |(peeezété #abler T., 2018).

N
N
o=
3
(%)
U
v
Q)
o
c
3
=)

1.9um UHPLC Column 3 um HPLC Column

Il i

Zloee e

Obrazok7-10 Porovnanie LC kolon prevzaté Kahler T., 2018).

pCeeceCeoe !
eeececccec
eecececccece
eeecccceec
eececccece
ececccccee

)
r
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7.2 Stacionarne fazy

KlasifikdciaSF podOa:

1T tyw( por ®zne, nepor®zne | astice, mon
' geometre (povrch, objem porov, priemer porov, tvara@k o s S | ast |
91 chémiipovrchu(typ ligandov, hustota véazieb)

1 typu zékladného materialysilikagéli stabilny pri pH 27, zirkoni stabilny pH
1-1 4, pr8ca v silno alkalickej obl a
I dobrd stabilita, chemickipertné)

Cie® dobrej SF je dosiahnusS:

T lepgie rozl 2geni e
T wdggiu kapacitu a symetriu p2kov
 kratgie anallzy

MognosSami ako to dosiahnu$S s %:

1 nové typy sorbentov

T lepgi e pokrytie stacion8rnych f 8z n
! nnekoOkong8sobn® endkapovanie kol -n
T odol iee3 by modi fi k8t orov voli tl akoca

Zmena plarneho povrchu na hydrofébny prebieha pomocou

1 chemickd modifikacigchlorsilany, etoxysilany, alkoholy)viazané fazy 90%
komer|l ne dostupnich f §z
A hydrofébne ligandy (RFHPLC)

acidické/bazickékupiny (ibnovo vymenna chromatografia)

chiralne molekuly

afinitné ligandy

end-capping je sekundarna silanizacia s trimetylchlérsilanom na pokrytie
zvygkovich voOnT c,h ka5 sildnaovycheskupis k
reaguje pri modifikacii SF

= —a -4 -1
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7.3. Predkolény (Guard koldm

I chrdnmanal yti ck¥% kol -nu pred kont amlFn
vo vzorke) alebo chemickou (ireverzibilnasadpcia latok amatrice na SF)

f ich pougitie al eanrtviyeg utjeed amRetnviyg oovbaj Se

f predkol - naovnaki SP akandyickak ol - na (aj | o
| ast2c), r oy alkDanayliceejkolonype n

N
E} *
)
oy
e
o
Y Y \
B [ i Zachytené frity

= kontaminanty

9]
® 8 SF
S|
o u
S M * ’
S \
Q

\_ J

— JepIoH

analyt

kontaminanty
|

©101X218p Op 'UO|0Y D1dHN

Obrazok7-11. LC predkolona(prevzaté z www.phenomenex.com)
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7.4 Typy chromatografickych separacii

N a

X

X

z8kl ade pougitia MF rozligujeme:

izokratickielicui MF r ovnak®lagq zlepd ot y priethko n ¢

B kagd§8mdr ®tzlda el ny reten| nl faktor

Gradientovielicuina z adn altkay s a

sdadpdvaelal

| 8t ok zachyten8 na kol  -ne) a postu

B kongtant rflakrteotreml mi2 r k a

p2ku

Vhody.zvT genilensjepairlay, vyggia ¥%gonnno

Nevyhodyhorgi a r obust nosdyamila grievidaws§h

gi votnosS kol -n
1,24
IME
5
8
2
3 3
6
[ 1
8 7
i | L“
.J.L»J | x U _L
[ I [ |
0 min 75 0 min

30

Peak Identification
Tebuthiuron
Prometon
Prometryne
Atrazine
Bentazon
Propazine
Propanil
Metolachlor

O NGO WS

Obrazok7-12. Porovnanie izokratickej a grdientovej ellcie.

N a z8kl ade mol ekul 8rnych
interkacie:

polarnei normalne fazy (NP)

i
U disperzné reverzneé fazyRP)

U i6novél ionovovymenna chromatografitEC)
i

giadnei size exclusion chromatographyEQ

i nterakci
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7.4.1 Chromatografia normalnymi fazani (NP)

Vzorky musiaby S r ozpust n® v -L€Cgeprelt§ rdray cvisind\
hydrofébne latky ner ozpustn® v pol 8rnych rozp¥
zachytavali na RP

Separidciaj e zal ogen8 na adsor bl nej ¢ hnych |
polarnych interakciachanal yt ov so SF (| 2m s¥% pevn
i dl hrgtenaa)

B polarna SKsilikagél, oxid hlinity, polarne viazané fazy s kyano, diolovou alebt
amino skupinou)

B nepolarna MKhexan, heptan, dichléormefan + mal ® mnogst v ¢
modifikatorov (metanol, etanolPolarne modifikatory kontroluju retencie
anal ytov (ug 1% modifik8tora m§ vl

PriNP-HPLCjed* |l egi t &8 kbstha vody v vphona tvdr
pikuae | u | raboddolujgroblém s aplikaciou vodného roztoku biologickej vzorky
na obylajn% silikag®l ov¥ kol -nu.

7.4.2 Chromatografia na reverznych fazach-(RB

Naj|l astejgie poug2van8 chromatograf
Dobr® rozl2genie aj gt r ulkmervnetencpaseldktivie

B menej polarn&F- chemicky modifikované povrchy (C18, C8, C30, kyano alel
fenylova skupina)

B polarnaMF (vodneorganické zmesi, metanol/voda, ACN/vadd * | ejg i t T
obsah organick®ho rozpw%gSadl a)

Separaciaj e zal opend®& Omwmacre | ¢ h r o hydrofa@gycha
interak ciach (hydrofébne alebo van der Waalsove interakcie)

Elul nBosp¥gSadl asidenfoi nrug aaguajkeo so SF
El ul n8 s poftadimetaaok ¢ ACHl < tetrahydrofuran

L2t |vjeno gstvo organi ck®&Hd nre¢ i ydgdud
koncentr cia or gan in&za@sledokrn® zgpelad Sa o lea e
selektivitazostava rovnaka

RP-LC je vhodna pe separaciu latokyslého/zasaditéhahcar a k't er u, p
pridavajtadi t 2 va pre YWpravu pH (potl al eni
symetrie pikov)
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7.4.3Chromatografia hydrofobnych interakdillC)

T HI C s wanajmapje analyzu proteinov

1 ideoRPHPL C, prilom MF obsahuj 8Fvmggi
hustot al kyl ov1 ch r e Sikyy¢metyl baty)opgo®RR Kk r

T mechani zmus separ8cie je zalogenl n
koncentraciach soli (amoénne a sodné sirany)Fvana slabych hydrofobnyck
i nterakci 8§8ch preteinuils &ratkymiclkylm| rea pdvich SF (vyso
koncentracia sofposilni tieto interakcie)

T prote2ny s¥% el uownwxre®tzricd wjusacsoU 2s @ ¢

7.4.4Chromatografia hydrofilnych interakciH(LIC)

T HILIC sa p®umi2 waolmane | §tky, ktor®
retenciuncRP a z8roveR maj¥% veOmi siln¥%

T rovnak® SF ako v NP (silikag®l, a mi
pr2tomn8 v MF (cca 2%) a priamo sa

1 MF - acetonitrilvoda

{ priseparaciisaupat Ruj e r o z xtrakOakvapatifa/kvagal, tozdiele
koncentracia vody v SF a MF) a ibnova vymena

1 separacigprebiehay z 8vi sl ost i na povahe a po

7.4.5l6novovymenna chromatografia (IEC)

Separaciaj e z al odp@yck interakciadh me d z i i - nmi an
nabitymi ibnmi vSF,

Retencia a selektivita je silne z8vi
sile MF.

B ME i vodny roztok, obsahuje protiion s rovnakym nabojom aky ma analyt
(kompeticia s ionmi analytu)

B SFi silné (kapacita nezavist@a pH)/slabé (zavisiaod)ion o me ni | e
T ani - nov @ pozgivné Haleta SF
(kvartérneamingys i | nT i onomeniils)] atboér ¢ io &n
T kat i - n o viRnegatevmeindbika SF
(SOs-si I nT i omnosmeanbill ,i oG meni | )
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7.4.6Molekulovawy | ul ovaci a &SBGomat ografia (

Separacia polymérnych molekilabiométek na z 8k | & dvey gigci ha
el uaVvadeiegnétriacianalytovdo pérov SE

B MF sa vyber8 tak, aby zabr &8nila ak
silnejgie so SF ako analyt)

B SF- plnené kolony s polymérnym adsorbentom

2 typy:

B og®l ov8 per meal nGPCY hseparécea syotegtickgch (roapustnych
v organicklch rozp¥%gSadl §ch) polym

B g®l ov§ filtr al(®Ff)0cshparaciaadvodg rozpdsinyeh
biopolymérov

davkovanie separacia elacia
S 2 ()
= '
™ e ]
ety
[ Ak
L ]
stredné
I veOk® i
< /\ malé
>
N
(@]
o
| as

Obrazok7-13. Separacia pomocouwl| ovacej chr omatogr i
(prevzaté a upravenékralovaB. a kol., 2014.
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7.4.7Afinitnd chromatografia

Afinitna chromatografia jexkapal i nov8 chromatograf.i
vazbu medzi |l igandom a analytom ( aségno
na izolaciubiopolymérov z biologického materialu | de o adsorpl ny

{ bioligandy so separovanou | 8t kou tvori a
k o mp | e x y nazmekbvalgnmyti®interakciach
obi ol i gandy musi a o b soaghnoov a\Sy usgki uSpli
va@zbu na pevnl inertnl nosi

fnaviazan8§ biomol ekul agpec ipfoM ko lum ol
alebo ne g p e c i (Emenok opodmienok)ellciou, pri ktorej komplex
biomolekulab i ol i gand pr est §v aladayeSorbsijekaldny |

fligand mtge byS v2azbou na pevnl nos
medzi viazanym bioligandomlai o mol ek ul ou n e mu pripadd
vol n®ho kompl ex ua kkoendgyt asnat raztaevt naonvo8vgu

M Gspechhbmafinitnej c hr ovneaQkoegjr arfiii eer ez & a
vytvori S pre tvorbu gpeci fi éky®hkeoré
existuju vprirode

Idedlnyi nert nby nmali | spORaS niekoOko pogi

BnerozpustnosS

B nul ov§ &apaciwar p|l n §

B dostat ol n§ vpeeQkme agbpielciitfa cak T povr c
Bvysok§8 péhwrdmnsSfarma | astz2c
Bchemick8 reaktivita umogRuj Yca V3
B chemi cks§ stabilita z a podmi enok

aregeneraciu

B rezistencia kenzymovému anikrobialnemu napadnutiu

B hydrofilnl charakter (zniguj % sa
B nika cena
Medzi najl astejgie nosile patria:

1 agardza

ovwhody ot vor ens§ gt rukt %r a, ktor §

svysokou molekulovou hmotnosSou
0 nevyhodan § ¢ h y | baktesaBej kkntaminacii
1 polyakrylamid
owhodao d ol nos S ckému amikrabidlleemi pdsobeniu
onewhodamal 8 por ozzinean gloasatni @ a@abj €
modifikacii
1 Celuléza, dextrany
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V. niektorlTch pr2padoch mtgmobysS

bi omol ekul u.dosiahnut eOnl

U spacery-naj | asapeyp@ieaj “a kratgi e
konci je chemick8 skupina,
termindlm s kupina viag¥%ca sa na

l i nes§
ktor §
Il i gan

U doOgka ramenara popglenomlm jneahonosi l

vyznamneps pi evaj ¥« k Yaspegnost.i

interagovas
zony m@u sptlts

a
obi
efekt2vnej dOgky

OH Spacer

Histidine
. Histamine
Matrix 20-29A Adenine
Cytosine
Agarose
Cellulose

Obrazok7-14Spacer poug2vanl v
(prevzaté KralovaB. a kol., 2014).

separ
O pr2lig dl h® rameno m!ge obsahova
tak splsobiS jeho
S tieg negpecifick
k

af i

I i geé
Ve Omi ligarsbmaizkpneolekularna latkalW menej ako 5000 a biomolela

je latka vysokomolekularna.&Zbe biomolekulynalgand br 8ni a
pr2pade je treba | igand o cdpaceslabySa siafpre

¥ tbr®

s VY
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Ak o l i gandy sYs vhodn® 2z | Yinaekulon ytvoria
bi ogpeci f iregekziBilné kpreplexy.® a

f musia obsahova$S skupi rkoavalentkitvazbina peon
nosi |

T pre i zol 8ciu biomol ek ¥l s¥% najvhodgd
kompl exy s r ovmuwofagtnlda g kKd@ptsd matt @ |
zaroe R zabezpeluj % Oahk¥% desorbciu)
T pr2lig labiln® kompl exy nez aéikemplexy
komplikuja desorbciu

Nizkomolekularne ligandy

U vyggi aagdnazal hetdefi nagbgnl splsob
U st ®ricky nedosiahnuteOn® pre v e
nerozpustogl? maNiall owlaci e rameno (

Vysokomolekularne ligandy

0O najlastejgie bielkoviny alebo nuk
d o ¢ h SdlenatBadia strate aktivity
U maju nedefinovany spésobvazoya i ch v&zbe na perc
viac funk|lnlTch skup2n

Okrem gpecificklTch ligandov sa vpgreio bl
ligandy.
U interaguju selektivne a reverzibilne celou skupiou komplementarnyct
biomolekdl
U maj ¥s mengiu selektivitu ale vyggi
U takTmito | igandami m: gu byS kol

receptorové proteiny, proteiny pre nukleotidy a nukleové kyseliny, subs
enzymovych reakgiinhibitory enzymovych reakcii
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Negpeci fick8 afinitn8 chromatografi a

organizmu uplne cudzie
U tie maj¥% schopnosS jednoduchTch

vyskytujucou latkou, alebo pomocéyrikalno-chemickych interakcii

zar aNuj e meni mk bhGkupim d o

B chromatografia na sorbentoch s viazanymi farbivami {oliyeling)

B chromatografia na sorbentoch s kovmi (metadlate)

B chromatografia s prenosom naboja (chargasfer)

B chromatografia s kovalentnou vazbou (kovalentna chromatografia)

B chromatografia s heterobifn k | nT mi  afinitnl mi |
B chromatografia s hydrofébnou interakciou (hydrofébna chromatografia)

O pre pougitie afinitn®ho sorbentu

a l

Partnerom pri chromatografickejeparacii nemusid y S rfem# h &] eni r

navzg8jom interaguj ¥ v organizme, ale
vibec nevyskytuj ¥% a aj nYa pg p eecki ftiocmut um
| 8t kam. Potom hovor22me vgeobecne o0 a
gpecificita taklTch |igandowemgipecj ei ol
chromatografii.

U vget ky kpdre2 ppeoduyy,i j eligged v geobecn T

| 8t kami ,n&maj® bigagpeci fickl char a
U pr2|linoumtdfei nipySy st ®rick8§ podobnos:

PodOa typu isiaepakcihnegpktopégckajoma

g
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Imunoafinitna chromatografia

Imunoafinitnd chromatografiaej z al ogen § n aPL. ilmunoafinitask
chromatografia (oznal ovang8 aj ¢ h r o réleot
vyugitia v praxi

U imunosorbentys ¥4 nosi |l e (zvylajne <cel ul
ligand PL (1g).

U PL tvor2 veOmi pevseB®AS, gheoir ®i miy(
U imunoafinitn? chromatografiu mo
nizkomd ekul 8rnych | 8tok, ktor® nema

reaguju s PL (tzv. haptériymono a olgosacharidy, hormony, alergény)

0 PL sa tvoria proti hapténom, len v tom pripade ak sU naviazan
vwsokomol ekul 8rny nosi |l (protezny)

U komplex AGPL j e v e O rhodegomoianAlG,z impbdizovanej Pje
veOmi n8roln8 (elektroel Y%ci a)

U &k je separovanou | 8tkou PL, tie
deformujacich pufrov alebo roztokom s vysokym obsahom AG
kompetujuceho ligandu.

U ke N sg¢parovanou latkou haptén el %ci a nerob2z gi a

kondicionovanie davkovanie premyvanie eltcia

4

@ | : [
;.' matrica :::

J J i =1

Obrazok7-15. Princip imunoafinitnej chromatografie
(prevzaté a upravenéMovakovg L. a kol., 2013).
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7.4.8Chiralna HPLC

Chiralna bioanalyzas a p o usjahoveaie steaeochemickej formyllie¢ v a ,
nach8dza v organizme, ak® mnogstvo z
prechadza na druhu

Chirs8lne separ8§cie prebiehaj¥ buN ak

a) nepriame analzy

fderivatiz8cia I|lieliva po extrak
| iTst derivatizalnim |inidlom, ktq
b) priame anal zy (pougitie mobilnej chir &
fg8zy). Pougitie SF je cenovo viho

1 chirélne selektorypolysacharidy a ie derivaty (celuléza, amyl6za, CDs
syntetické polyméry a ich derivaty (polyakrylamid), syntetické chiré
selektory (crowrétery, selektory tvoriace komplexy s kovmi), imobilizova
proteiny, makrocyklické antibiotik&

1 pri separacii vznikna stereoizonm&r komplexy, ktoré vstupuju do interakc
s nechiralnou stacionarnou fazou a v doésledku ich rozdielnej sta
dochadza k separacii enantiomérov

fje vgdy nevyhndehigo®érphiraingho Selektdrtaa | e

fnevihodou je veOkS§8 epotnebhgi ahse
areprodukovateOnosS, riziko n2zk
faze
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7.5 Dvojdmenzionalngvapalinovéachromatografia (2EL.C)

Dvojdimenzionalna kvapalinova chromatografia {RDC) v y artggdnaliaych
vliastnost2 rtznych separal epahuimdo®gt
al kyl ov®ho reSazca.aPvedmniké&j op®d@al
rovnakych moédov, napr. separacia peptidov pomédetiPLC s réznym pH (10 a 2,6)

Rozoznavame 2D.C spajanu

1 Online

A 1. dimenzid pomala aalyza,p o u ¢ 2 \diag kétong samalym
priemerom
A 2.dimenzidi ve Omi pdwdgdv8a ke kol vnitonyrs
priemerom
A Gpne automatick8, technicky n8ro
1 Off-line

A zber frakcii latok po separacii v 1. dimenzii a nasledna analyza frakcii
pomocouwdruhej kolény

A doba anallzy nie je obmedzen§,

A technicky nen8rolng§8 (jeden HPLC

Column
Pump Autosampler Detector —_—

[
i 1 |
‘_"I L l'L_J ‘l

1D Chromatogram

Column
Autosampler

WY

AN

Voo

—_

A
o

2D Chromatogram

Obrazok7-3. Dvojdimenzionalnakvapalinovachromatografia
(prevzaté zvww.agilent.com/library/usermanuals/2DLC_USR_EN.pdf
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Z hOadiska princ? pdCrpzoznvamechu separ §¢

fiheart-c u tanalyzy, kedy v prvej dimeii cielene vystrihneme zénu latky
prenesieme do druhej dimenzie.

Pl neni e

h - /
2D pumpa
KKK
Vil

LC 2 D koléna

LC1

@ Analyza
obsahu s

2D pumpa

........

[ 3
/”—»\\\ "- | 5’
il | ‘.} L
\ /
Slulka 2D koléna

Obréazok7-17.Heart cutting 2DLC
(prevzaté a upravené z www.agilent.com/library/usermanuals/2DLC_USR_EN.pd

fimultiple heart-cuttingo , kedy sa tento princ2p
zaujimaja. Pri tomto type 2IDC ide o cieled analyzu.

D koléna

LC2

Obrazok7-18. Viacnasobny hearcutting 2D-LC

(prevzaté a upravené z www.agilent.com/library/usermanuals/2DLC_USR_EN.pd
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komprehenzivna analyza kedy cely eluent prechadzadynulo z prvej do druhe|

di menzie, | 2m z2skavame komplexnl poh
i
— sec

i fw

L. /
@o— IC,

LC2
LG,
- s min

N
N P 1 1 6 O Y 9% 1791 1§00

O

Prvy pik- . Druhy pik Treti pik
z prvej dimenzie z prvej dimenzie z prvej dimenzie

Obrazok7-19 Komprehenzivna 2BL.C
(prevzaté a upravené z www.agilent.com/library/usermanuals/2DLC_USR_EN.pd

76LCna | i pe

Miniaturizacia neobchadza achromatografické technikytae d a a j LC
prebi eha$S nwedythaverimedzi.paoet 8. aT8§t o techni
v proteomike.

Medzi hlavnénewhody patria: vysoka zavislosS extra kobnowch objemoy nizka
citlivosS limitované mognosti stacioérnych faz

Zachytna koléna

Pomocna kvapalina

Analyticka koléna

Sprejovaciag p i | a

Obrazok7-20LC na | i poch

(prevzaté a upravenéwww.agilent.com/labs/features/2004crofluidics.html).
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7.7 LCG-MS

Pri LC-MS spojeni ma rozhranie zabezpel i S i d edkytujucu
molekularny ion.

f najlastejgie sa poug2vaj¥% zdroje A
T prvotn® anallzy sa va| ginaibdker obi a
1 ESI potrebuje nizke prietoky (cca. 28@/min) pre stabilny elektrospre
(| asgou@ava tkiovtzabpkpeteajds, vyggiou
nanaspreja prianalyzach proteinov, peptidov)
1 APCI poskytuje optimalne parametre pri vysokych prietokoe il/min)
a konven|lnlch HPLC pr2strojoch
 &koaalyzdtorysa naj eapbapgvaj % kvadrup- |
ibnové pasce, analyzatory doby letu

K e N Klfema vyrazny vplywa MS detekciyako 10 z p ¥agsSaa dd c8u g 2 v aj 1

A ESIi voda, metanol, ACN (cddugen®) , pri vysokom
vyggie teploty v zdroji (pomoc pri

A APClirozp¥%gSadl § pre NP
Ako aditivadoMFs a poug?2vaky prchav® | 8§t

kyselina oct-d4%)8supresiaianizicie & negaivnam mode
hydroxid amonny, trietylamin (0:1%)1 supresia ionizacie v pozitivnom mode
octan amonny (<0,1 mao)/l

trifluorooctova kyselina (<0,1%) analyza peptidov a proteinov

surfaktantyd et er gent y, anor gani c ki@evkogre e |
mzne adit2vwiF(@aongkRivanoeMEh & martkegntgi?
obsah sodika draslikai n i gtépibaaduktoy

Too Joo Joo oo o o

Pri kvantifikacii pomocou LEMS poug2vame inern® ¢gtand

IS spodobnymi fyzikdlnec he mi ckT mi vl ast nosSami
v inom | ase ako anal yt
1 ISko gtrukt%rne homologickl gtandalt
T izotopicky znal en® ¢ taaalytdnaakrdrngm/z( t ot o
o idealny je posun d-5 hmotnostnych jednotiek, aby nedochadzalo
k interferencii 9zotopovou obalkou
o vhodees$ %i gt and &SNP Y'akosk?, e p® e€C o0 g e
avod2k maj ¥% viac odlignich vl as
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7.8.0ptimalizaciaLC metody

1 fyzikdlnoc hemi ck® vl astnost. vzorky a c
o gtrukt¥%ra, funk|l n® skupiny
0 polarita (lodP)
o MW
orozpustnosS
0 acidobazické vlastnosti (pKa)
o fyzi k8l ne kongtanty (prchavossS,

o stabilita
vyber detekcie
f voOba separaln®ho m-du
o loP>1RP
o logP<1 NP
o malé polarne molekuly so zapornymi hodnotami logP (HILIC aiébparovéa
chromatografia)
T voOba SFy (kwlzzmey ako snajdOqkd yav mrai
piku, dobu analyzy, LOD, tlak a objemovy prietok)

=

o separaln8 kapacita kol -ny vyj adger

kol -na schopn8 rozseparovas

o pri objemovom preSagen? kol - ny d

|l asuppfkom zaliatok el uuje rovna

o pri | 8t k oevne®m dporcehSBadgz a k skr acovan
1 v o Ob gvybdrRzokratickd/gradientova ellcia, pH, teplota, prietok)

o chromatografické s@v ani e s a | 8t ky podl i

oplyvni S w%pravou pH kedy je di:

retercie a zanedzeniu chvostovania)
o0 pre slabé kyseliny je to pH < 7 (p2d5) a pre slabé zasady pH > 7 (pH®)
o gradi ent ov@drnyiveRu et mdzd rtmgt T ch h

Gpeci 8l ne pr2pady:

1 analyza peptidov
0 RP-LC s 0.1% TFADFA a 0.1%FA v usporiadani kapilarnom alebo olaf
oendcapovan® fz&zyyguG8 ahyQIr,ollya i ¢k Y s
opentafl uor fenyl prselgktyvitupre Balefpgoidg m8 |
0
0
0

2D chromatografia
UV detekcia pri 220nm
HRMS pre identifikaciu

1 analyza proteinov

mol ekul ov8 vylulovacia chr omat og rR®f
pipougit2 RP doch§8dz asokéhoblesaha orgair Slc e ji
pougxafagyCG4C6, ktor ® vy (g ardaniky¥ ponovngng$ C8
C18

endcapovan® SF s ve@k®dBASOINMpP: -rov as

O O O

(@)
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Priestornavlastnépa n 8 mky, pr2padne upresnenia textu ¢
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8. Validacia bioanalytickych metod

Na valid8ciu bi oan alsmeniceFrRA atelhoENAe Guiddnce
for Industry (Bbanalytical Method Validation) Parametre, ktoré validujeme p
bioanalytickych metédach a r Ra j Y:

selektivitu
linearitu

vi SagnosS
sprg§vnossS
presnosS

medzudetekce a medzu stanovenia

~

robustnossS

8.1 Selektivita

schopnosS anal ytickej metl 8ltyolst alhtow
nach&8dzaS vo vzor Kprodikiyeretablitypnatyica) d e
vmi gr al nej poz2ci i amadikyinterfergucith$atols a
test selektivity sa uskutoRuj B gmenmno
mati ce naj menej zo giestich zdrojov
url uje sa na Yrovni LLOQ

testujesprek agd1 anal yt

T Molecular lon m/z=346
. e fragment m/z=137
Matrix = Selectivity s

Obrazok 81 Selektivita (prevzaté fattp://blog.avivanalytical.com/2013/01/selectivity
enhancementor-reduction.htm)

125



82Spr §vapoeSnosS

Spr §v(Aawdy):
definovana akaozdiel medzi vysledkom merarggp r i j at ou r ef e
- tento rozdiel sa nazyweahyba vysledku(error of result)
rozdiel medzi strednou hodnotou vysledkua f e r e n | nreptezehtwed n

tzv. bias
test spravnostimetodya us kut ol Ruje porovng8van
pomocou kalibralnlTch kriviek so zn

uskutdRuj e sa pr2davkom zn8mych HKadinypce
S5meranijavyr §t a sa percentu8lna vanSmgn
mnogstva analytu do vzorky

v sl edn® hodraseopriemerrejinadnotyy S

(na Urovni LLOQ <20%).

Pr e s fPoesison)

. jecharakterizovand akm p a k o v a t zbdda meszBsériou viacnasobnych
merani ziskanych viachdsobnym vzorkovanim homoggvzorky
opakovateOnosS je preskosSkrzatkomnk
intervale
15 stanoven? (Bmehn)adiny, kagdg8 po
pri emer ng hodris(ma Gnovnid ROQR2HIY <
s redn§ pyaengezmendy raci laboratoria (rozne dnidzni
pracovnici, rdzne pristroje)
repr oduk ovvgjadejOn osrSesnosS medzi | abo
je vyjadrena ako koeficient variaci€\), alebo relativha smerodajna odchylka
udavasatakistgt andar tkra§ aod mhiler val spoOah

Vysoka presnost Vysoka presnost’ Nizka presnost’ Nizka presnost’

Vysoka spravnost’ Nizka spravnost’ Vvsoka spravnost’ Nizka spravnost’
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8.3V 1 S a gamatdcsvé efekty

V1 Sa g (RecoevBry)
- pomer odozv
anasledneextrahovany
mge sa ur|
nemus?2 b-gaS

areprodukovateOns§

uskut ol Ruj e s a n a ni&gh (kizka, strednd arvgsoka)l ¢ h
matrica vzorky 0 Vzorka s \
bez analytov “p. pridavkom | |
ety odozva extrahovanej \

y detektora na analyt pr
zo vzorky (spikované vzorky)
ovad& ake aplgkomitirnocos |

AaDe%w il SagnosSSppream&l yt

3.12 vzorky (s analytom)
1 J

= — %RE* = 100
- - I I
,,,,,, —_ odozva vzorky s
: i pridavkom analytu
po extrakcii
. . | |
+ vytaznost
/( = L“:"«,J extrakcie (RE)
pridavok analytﬁ“;ff; ﬂ ﬁ
<1 vysledok . Vysledok 95 N
10 ng/mL el -, =95ngimL =100 x — | =95% Vytaznost
'f‘;"i: =10ng/mL E—:f;:} ]OO
vzorka s pridavkom extrahovana
analytu po extrakcii vzorka s analytom 9
Obrdazok82. Test na vI Sagno gAsefaplrle0ld.at ®

Matricové efekty (Matrix effects) m* ¢ u

U endogénnez | o gdi,elekiradyty, polarne latky f e no |l vy,

oplasob

am2ny

cukry, lipidy, peptidyne moni t orovan® metabol i)ty
e X t r apkstupy®ezidua polymérov, ftalaty)
po u gdhami@alie(so | i , i o n p §ekiolyt® organickeé kydeligy, e
(trifludroctova kyselinpa bazy {rietanolamin, antikoagulanty (Liheparin)
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Pri anallzach biologi ckT cnatricovgnmo efekerki
(zosilneniealebop ot | a | e n,ikteré spdsapujB | u

A ovplyvnenie odozvy analyt(#/- 20%i ak cept 9 vat e On ®

A rozdiel sign8lov analytov v gtandar

A ovplyvnenie citlivosti aselektivity

A dopad na spr8vnhmheSganprlesantsiSt i k§ci

Overenie matricovych efektov:

U postkolonovy pridavokr o zt oku gt andardu k mobi

U vipolet zo stanovenej ktoryje abaohatanyg c | e
gtandardnT m r ozexteakcemz hagompkocken
v gtandardnom roztoku

matrica vzorky bez o analyt v zékladnom

analytu L3~ roztoku Matricové efekty
a odozva extrahovanej
= vzorky s pridavkom
‘, J analytu
< 10 ng/ml % ME - 100x
— ododzva
T neextrahovana vzorka neextrahovanej
(s analytom) vzorky (s analytom)
a=
vysledok
=10 ng/mL
’<
T

&S
extrahovana vzorka
s pridavkom analytu

vysledok
=10 ng/mL

Obrazok 83 Test namatricové efektyprevzaté a upravene z Arsenault 2013.

U porovnanik a | i b r ariViek [(peetatkkobsiahnuté v matrici, pre ktoré sa
ned§8 z2skaS blankov§ matrica (napr
pritomné endogénne latky v biologickych vzorkach)

25,000,000
TNF Neat solution o
20,000,000
e
15,000,000 e g
8 ' Blank cell
< 10,000,000 e extract
L - 0,
S 5,000,000 o 18.43%
P )
= 3
0 ¥
0 10 20 30 40 50 60

concentration [pg/mL]

U Kalibracia a kvantifikacia 1 IS(iz ot opi c ky z niavysekd @ag t
hor gi a ¢,0smautprniocsov §8 kal i bralng kri

\
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Matricov®

efekty

m:tgeme zn2¢gi S pomoco

U pripravy vzorkyipr el i stjemai selwekdgi vita, zri

U separal ns§

t leveyhgngi ikaa s(eLpCa)r a L@, &meka i n n ¢

selektivity, gradientova ellcia

U detek| ng8 MSeggemimea r ( a |

loni zal n®
vykazuje odozvu)

U kalibréacie a kvantifikacie 1 IS(iz ot opi c ky
d, o sntaut prni ocsoSv §

hor gi a

-nov®ho zdro
techni ky Ty yéspiektivitay mepej latdkz n

z niaviysekd @nagpt ¢
kalibraln8§ Kkri\

84Kal i bral ng8 krivka
indi kuj e vzSah medzi z meadetekto & omceml i
zvolenom intervale
pri praven8 m8 byS pokiaO je to mogné

méa doséh o v bldhkovi vzorku (matrica bez analytu a IS), nulov( vzorku

(matrica

bez
udawa sa beficient stanovenig> 0, 95 ,

al e s
s e k,

anal ytu I S) a 6

smerni ca,

uLoQ

l

Signal
LOQ smernica udava citlivost’
LOD «—
dynamicky rozsah
< >
Sum
Koncentracia
Obrazok84. Kal i braln8 krivka.
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8.5 Medza detekcie a medza staania

dolna medza stanovenia (lower limit of quantificatbbPQ)j e naj ni g ¢

kalibral nej krivky, prilom

o odozva analytu pri LLOQ mus2 bysS
o odozva mus?2 byS r epasopdrusvoeraash Satkn 0%
o apoR 5 vz koeficienkvariaasiel aindt er val spoOa

hornd medza stanovenia (upper limit of quardiien,ULOQ)j e naj vy g ¢
kalibral nej krivky

o odozva mus?2 byS r epasopdruskvoeraash Satkn §5%
limit detekcie (OD)jenaj mengi e mnogstvo anal yt.
detegovan@p r i kt orom analoytgitakli sgii grkgl vn
g umu

pomer S/N (LOD = 3, LOQ 20)

LOD = 3,3*s/b

LOQ =10*sdb

gt andar dny§ovycdhodndt! k a

b - smernica

~

86RobustnossS

schopnosS z2skaS sprg&vne visledky aj
(pH mobilnejfazyz | ogeni e rozpwgSadiel, Ce)

8.7 Stabilita

stabilita pri zmrazovani a rozmrazovani vzorky (3 cykly)
kratkodobd stabilita

dihodoba stabilita

stabilita zasobnych roztokov

zmenyvobsahu mt gu byS do 15%
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Priestor na vliastn® pozn8mky, pr2padne upr
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9.l ohy na riegeni e

9.1 Preduprava vzorky

Navrhnite aku predupravu vzorky by ste zvolili pri uvedenych aplikacigclo ai gybrangj
analytickej techniky:

1. pri sledovani farmakokinetiky danéhoi e | plaznaepowmocu ...X... ako analytickej

metddy;
| R,
o
WNK N CH,
|
- _H

(feniramin)

2. pri sledovani farmakokinetiky danékiol ¢ i v o v ® h om odlpbmaocun. KK u. ake
analytickej metddy;

HO OH

(kyselina askrbova)

3. pri stanoveni dangjrogy vo vlasochpomocu...X... ak@analytickej metody;

NH.

(amfetamin)

\'
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4. pristanovenidang r o g y pomouw.|Xi. ak@analytickej metody;

(metamfetamin)

5. pri stanoveni danejbsahovej latkyv listochMentha Piperitgponocu...X...ako
analytickej metody;

CHs

OH

O

T

(&)
>|III||-

CHs (mentol)

OH 0O (hesperidin)

6. pri stanoveni danej latkylhistochz e | e n ®pomocd..&.. ako analytickej

metody;
Cl
Cl 0O
\ 0O
c-c—Cl ST
/N
Cl g ©
Cl (endosulfan sulfat)
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7. stanoveni danej latkyhstochl i e r n epgomocd..X.. ako analytickepetddy;

OO

CCls (DDT)

8. stanoveni danej latky mésepomocu...X... ako analytickejetody;

NH,
H
N, M
HO =S
o I X
O
/—OH

O (amoxicilin)

9. stanoweni danej latky vavajciach pomocu...X... ako analytickepetody;

OHOHOBO O

(tetracyklin)

10. pri stanoveni danéhuaologika v sérepomocu...X... ak@nalytickej metédy;

(infliximab)
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11. pri stanoveni dangndogénej latky vplazme pomocu...X... ak@analytickej metody

0]
N

< ] i
HN NH,

(histidin)
HO

HN NH, (serotonin)

Ho .

+H3N /\/\ﬁ/\/\/w\/\/NHa
Ha (spermin)
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Preduprava vzorky

Aké su hlavné fyzikalnachemické charakteristiky daného analytu potrebné pre
spravny vyber predtpravy vzorky so h Oadom na pougit Yatypep
detekcie (X = LGUV, LC-MS, CE-UV, CE-MS, CE-LIF, GC-MS)
Gtruktwura a funk]| n¢

Mol ekul ov8 hmotnos ¢

Polarita (logP)
Acidobéazické vlastnosti (pKa)
PrchavossS

~

RozpustnossS

Stabilita

Aky typ predupravy vzorkysoh Oadom na i zol §ciu anal
samotnou analyzou?

Je potrebn8 pr2padn8§ demivatpa@gi ta¥adse

Ak ® s Y kdhdenfraciedaného analytuvpr 2 s| u g n el¢ potralané r i ¢
pripadné zakoncentrovanie analytu? Ak ano, aky typ zakoncentrovania by ste
pougili?
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9.2 Hmotnostna spektrometria

A.Ur | eni e

Pri

Priwr | ov a re2

1.1

ur| ovan?

B Neparna MW=

B Parna MW=

mo | e k uMW)v e j

mol ek ul

hmot nost

OV e|] hmot nost.

nep 8§ ithwmolekule e

p8rny nmlekuet N v

hMMWt nost nlch

-n s naj vymzygspektrehodnot ou

spektier si

\Y

S

a riad:

MS spe

2. na zéklade i6nov [M+H] [M-H]", M" alebo aduktov s molekulou [M+Na][M+K] *,
[M+NH 4] *v pozitivirom méde, [M+CHCOOYT, [M+HCOO] [M+Cl] 'v negativnom

maéde, niekedy vznikaju aj dimérne iény [2M+H[2M+Na]"

3. i6n M* obvykle poskytuje logické straty, napr. 15 (metyl), 18 (voda), 28 (etylén, CO),
35 alebo 36 (Cl, HCI)

4. exi st uj Y%

nepravdepodobn§,

byS

a ]

t z \4 a 2825 @ap. ratan/®14 EQH) a fj e v4ae Omi

na

[M+H]+ Am/z = 22 [M+Na]+ Am/z =16 [M+K]+

<}

druhej

Am/z = 38
Am/z = 17[M+NH4]+
a0 . . (M+H)*
Viachasobne "
] nabité iony \
o (M+2H)2+

/
/

¥
(M+Na)*

Molekularne adukty

Diméry, triméry
@M+H)Y*

T ¥ T ¥ T
200 400 800

T
200

1000 1200 1400 18600 12800

ez

2000

strane

rozdi el
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Tabu3k &aj | aukty\epoztivngch megativgch APl hmotnostnostnych spektrach

(Hol |l apek a kol. 2010) .
gmg'y cHargeH molecular aqaucts m positive-ion AP| Mass spectra.
Molecular adduct Nominal mass shift* [ADa] Exact mass shift* [mDa]
[M+Li]* 6 +8.2
[M+NHs]" 17 +26.5
[M+H+H,0]" 18 +10.6
[M+Na]* 22 —18.1
[M+H+CH3 OHJ* 32 +26.2
[M+K]* 38 —441
[M+H+CH3CNJ* 41 +265
[M+H+H;0+CH;0H|* 50 +36.8
[M+Na+CH3CNJ* 63 +85
[M+Ag]* 106 -102.7
Singly charged molecular adducts in negative-ion APl mass spectra.
Molecular adduct Nominal mass shift® [ADa] Exact mass shift* [mDa]
[M—H+H,0] 18 +10.6
[M+F]- 20 +6.2
[M—H+CH;0H] 32 +26.2
[M+Cl]~ 36 ~233
[M+HCOO0] 46 +5.5
[M+NO; ] 47 +0.7
[M+CH3C00]- 60 +21.1
[M+NO;] 63 4.4
L S 80 —738
[M+HS04] 08 -326
[M+H;PO4]~ 98 —231
[M+CF5C00] 114 7.1
[M+I]- 128 —-87.7
[2M—H] - -

~

Prianalyzelaik v bi ol ogicklch vzork8ch mtgu bysS
i - nmi . Lasto sa v spekt ridgstoly labomtornySmdaredd)) ¥4 n a |
scharakteristickymm/z149, 279, 301, 391, 413, aleb&®s (pastovy laboratérny material,
rukavice, krémy na ruky) typicky ozdielm/z44.

MALDI

lony matrice

b -

Signal analytu

a0
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I'El:JTN“' w mw*»-TT

by enﬂuabohmhbéotnl [T T aﬁoiamdoﬂnaéoﬂozh'ﬂoan

e
44

B.Urlenie veOkosti n8boj a

Ur | e n iojg a mofekulovej hmotnoss a v e Omi | a sptotomieo Brj 2 v aj ¥
ur] ovan? n8bojov®ho stavu a MW prote?2nu post

A=1029.6 = (MW + 2) / z
B=975.6= (MW +z + 1)/ (z + 1)
z=18

A: MW =1029.6*18i 18 = 18514.8
B: MW =975.6*191 19 = 18517.4
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[M+18H]'8*
1029.6

100 "[M+19H]19+ 975.6
g M+17H]"7*
~ i -
= 80 [1090.3 :
= [M+16H]1s
@ J + :
c 80 1 [M+20H]> 1158.5
< 927.1 —
'% 440 - 1235.8
@ . M+14H]"4 3He
M+21H12" [ M+13H
o EOL 333.11 1323.8 54 55 ]
miz
Ng§boj dan®ho i-nu mtgeme urliS aj zo vzdial
val g2thbpp vzdialenosS mengi a.
m/z 91 m/z 61
m/iz =(MW+2)/z m/iz =(MW +2)/z
91 = (MW +2) /2 61 = (MW +3)/3
MW = 91*271 2 =180 MW = 61*371 3 =180
6ﬁ1 g1 181
I Mg = 180
.33 0.33
[M+3H]3+ 0.5 0.5 [M+2H]2* 1 1 IV+H]?
| o3 Amiz=1/3 |1 5 Am/z = 1/2 162 Am/z =111
J LA 818 I\ e o
[CreoH1202N219051S,+10H]* [C769H1211629N5§IOO2'|882+H]+
R=35000 1696011696 1 Rl e s
1696.21 Am/zje 0.1 16950 16954 ":'sz_e_ P
1695.91 1696.31 (naboj je teda 10) (naboj je teda 1)
' 16949
1695.81 1696.41 16955
1695.71 1696 51 feads e
16957
169561 1696.61 16947
1696.71 16938
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C.Sl edovanie metabolizmu I|lieliwv

Z8kl

adnou funkci ou met abol i zmu ] e transf

rozpustnosSom!ye byBeetehmbn®8van® z

Ma dve zakladneé fazy:

|.fazair eak| n® zmeny funklnlTch skup2n: oxida
reduk| n® (redukcia karbonylu) reakcie, de
at N.

Il. fazai k o nj u g al n ®r. glukusokidaciae sulfatacaapglykozylacia, reakcie s
aminokyselinami, metyl 8cie atN.)

Tabudk&ajl astejgie posuny MmHmpekakal.200®t abol i ¢k

Nonllmal s Conjugation reaction (elemental composition change) Drug functional group E,\:act s
shift [ADa] shift [mDa]
+14 Methylation (+CH,) NH,. OH. SH +15.7
+42 Acetyl conjugation (+C,H,0) NH,. NHNH,. SO,NH,. OH +10.6
+57 Glycine conjugation (+C,H;ON) COOH +21.5
+79 Phosphorylation (+PO5) OH -41.5
+80 Sulfation (+S0;) NH,. SO,NH,. OH -43.2
+162 Glucosylation (+CgH;405) OH. COOH +52.8
+176 Glucuronidation (+CsHgOg) OH +32.1
1220 Indirect carbamate glucuronidation of amines (+C7HgOg) NH, + CO, +21.9
+306-X Glutathione conjugation — halide substitution (-X+C;H,;404N;S) Halide (X) +76.0
+305 Glutathione conjugation via epoxidation (+C1pH;506N;S) Aromatic +68.2
Nominal mass Metabolic reaction Exact mass
shift [ADa] (elemental composition change) shift [mDa]
-44 Decarboxylation (-CO,) +10.2
-18 Alcohol dehydration (-H,0) +10.6
-14 Demethylation (-CH,) -15.7
-2 Ring formation (-H,) -15.7
+2 Ring opening (+H,) +15.7
+14 Hydroxylation and cyclization (+O-H,) -20.7
Hydroxylation (+O) -5.1
+16 Epoxidation (+O) -5.1
Oxidation (+O) -5.1
+34 Epoxidation and hydration (+H,0,) +35.5
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L0 @

°  N-demetylacia

I fames

/_@tR—Zl. i

O.Q MW=377
IAm/z 14

l O-demetylécia

O-Q @

te=
MW=363 / e

ESI" - MS/MS of 364

X10°
6
333.1096
4 [ Amiz 31
21.1 min CH,NH,
200 250 300 350 400 m/z
<3 33 MS/MS 378
7minf
3 Am/z 45
2 (CH.),NH
1
02!)0 250 300 350 400 m/z
Intens ..
X10° ESI' - MS/MS of 364

201.0060 319.0944

Am/z 45
(CH,),NH

250 300 350 400 m/z
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