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V posledni dekadé muzeme sledovat obrovsky rozmach farmaceutického a biomedicinského vyzkumu, ktery s sebou
vSak nese velky tlak na pfistrojové vybaveni a zpracovani velkého mnoZstvi dat. V oblasti separacnich technik a
hmotnostni spektrometrie mizZzeme v souvislosti s tim pozorovat trend neustalé inovace, modernizace a optimalizace
pFistrojové techniky, ktery jde naproti témto pozadavk(im, a to hlavné v oblasti miniaturizace, efektivity a rychlosti analyz.
NaSe laboratof analytické chemie se zabyva vyvojem novych metod pro stanoveni xenobiotik a endogennich latek v
biologickém materialu s pomérné Sirokym zabérem. Nejcastéji se jedna o slouceniny z kategorie [éCiv, metabolitd, nebo
endogennich latek jako markert riznych patologickych stavd. S technikou, kterou jsme méli doposud k dispozici, jsme
vSak dosti €asto zacali narazet na fyzikalni limity pouzité instrumentace a nékteré projekty nebylo mozné uspokojivé
fesit na urovni poznani sou¢asné doby.

Nicméné po mnoha letech velkého Usili se podafilo ziskat finan¢ni zdroje na zajisténi nakupu instrumentace odpovidajici
standardiim dne$ni doby, které nalezneme ve vyzkumnych laboratofich rozvinutych zemi.

Tim pfistrojem, na ktery jsme tak dlouho ¢ekali, je moderni Hmotnostni detektor (QQQ MS) a UHPLC systém.
- .

Tento pfistrojovy celek bude tvofit instrumentalni bazi nasi Analytické laboratofe a bude vyuzit pfedevsim k cilené, velmi
citlivé kvantifikaci latek. Celek se sklada ze dvou hlavnich modull. Modul ultra-t¢inného kapalinového chromatografu
(UPLC) Acquity a tandemového hmotnostniho spektrometru Xevo TQ-XS (MS) firmy Waters.
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UPLC disponuje nékolika zakladnimi ¢astmi, které nalezneme u vétsiny soudobych kapalinovych chromatogramu. Je
to binarni pumpa schopna tvofit vysokotlaky gradient az do tlaku 1300 Bar pfi pritoku 0.010 - 2.000 mL/min. Dale je to
verzatilni autosampler umoznujici praci nejenom s klasickymi chromatografickymi vialkami (2x 48 pozic), ale napfiklad
i s 96 a 384 jamkovymi mikrotitraénimi destickami, &i jinym uzivatelsky definovanym formatem. Objem nastfikovaného
vzorku Ize volit v rozmezi 0.1 - 10.0 ?L. Vzorky Ize temperovat v rozmezi teplot 4 — 40 °C. Dalsi ¢asti UPLC je kolonovy
termostat disponujici prostorem pro dvé kolony do délky 150 mm. Je zde umoznéno jejich nezavislé prepinani a vyhfivani
v rozmezi teplot 20 - 90 °C. Kolonovy termostat dale obsahuje in-line pfedehfivanim mobilni faze, které zabranuje vzniku
teplotnich gradientd pfi separaci.

Detektorovou ¢ast UPLC/MS sestavy tvofi hmotnostni spektrometr Xevo TQ-XS patfici mezi pokrocilé tandemové
hmotnostni spektrometry typu trojity kvadrupdl. V dobé pofizeni (2018) patfil pfistroj mezi nejcitlivéjSi pfistroje svého
druhu dostupné na trhu. Spektrometr je vybaven kombinovanym ESI/APCI iontovym zdrojem v usporadani ,Z-spray”,
ktery omezuje vstup nenabitych Castic do vakuové Casti pfistroje. lontova optika ve vstupni ¢asti vyuziva technologie
~StepWave", ktera dale omezuje priichod nenabitych ¢astic na hmotovy analyzator a zaroveri optimalné fokusuje svazek
iont0 pfichazejici na prvni kvadrupdl.

Mezi bezesporu nejvétsi vyhody pFistroje patfi velmi vysoka citlivost a diky vyuziti technologie UPLC pfi separaci také
vyrazné kratSi ¢asy analyz oproti klasické HPLC instrumentaci.

K dal$im vyhodam, které stoji za zminku, patfi moznost rychlého pfepnuti mezi ESI a APClI mdédem bez nutnosti ménit
sondu iontového zdroje. Dale diky vhodné konstrukci vstupni ¢asti pfFistroje je minimalizovan vstup nenabitych ¢astic
na hmotovy analyzator. Tim je aktivhé snizovan nahodny chemicky Sum na detektoru. Vyuziti fotonasobice v detektoru
dopadajicich iontll pfinasi vyhodu delSi Zivotnosti pristroje pfi srovnani s klasickym elektronasobicem.

Na zavér bychom radi demonstrovali vyhody nové instrumentace na konkrétnim pfikladu. V roce 2017 byla v nasi
laboratofi vyvinuta a zavedena metoda na stanoveni 17 ZluSovych kyselin v potkani a lidské Zlugi. Cas analyzy jednoho
vzorku byl 40 minut. Vzhledem k tomuto ¢asu bylo mozné za den analyzovat pouze okolo 30 vzork( véetné 7-bodové
kalibraéni kfivky. To neni opravdu mnoho. Mez kvantifikace této metody se pohybovala okolo 200 nM, coz bohuzel
neumoziovalo vyuziti metody pro analyzu jednotlivych Zlu€ovych kyselin v plasmé, kde nalézame koncentrace vyrazné
niz8i nez ve zlugi.

S vyuzitim nové instrumentace se podafilo nejenom zkratit ¢as jedné analyzy na 11 minut, ale diky vysoké citlivosti
pFistroje jsme navic posunuli mez kvantifikace o dva fady oproti plvodni metodé. Takze nyni jiz citlivosti dosahneme
na nizké plasmatické koncentrace analyzovanych Zlu€ovych kyselin v plasmé. Pro ilustraci je niZze ukdzéno porovnani
separace s vyuzitim pavodni a nové instrumentace. Aby byly chromatogramy porovnatelné, je v obou pfipadech stejna
Casova osa 0 — 40 min.

Metody
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