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Uvod

8-methoxypsoralen (8-MOP) je pro léCebné ucely vyuzZivan jako fotosensibilisator
pro extrakorporalni fotochemoterapii (EF, fotoferézu) — Ié€ebnou metodu, pfi niz jsou
fotosenzibilované buriky mononuklearni frakce z periferni krve (lymfocyty a
monocyty) ozareny UVA zafenim a transfundovany zpét pacientovi. Odbér
mononuklearnich bunék se provadi technikou leukaferézy. Cilem EF je snizeni pocCtu
atypickych (malignich) lymfocytl. Pro kontrolovany pribéh EF je nutné kontrolovat

hladinu 8-MOP v preparatech v rizném stadiu jejich pfipravy.

Pro stanoveni 8-MOP byla vypracovana metoda LC-MS/MS vyuzivajici monitorovani
vybranych reakci (selected reactions monitoring, SRM), ktera zajiStuje rychlé a
spolehlivé stanoveni jeho koncentrace v preparatech mononuklearnich frakci. Jako

vnitini standard by pouZit 5-methoxypsoralen (5-MOP).

Priprava standardu

Zasobni roztoky

8-MOP 22.4 mg/50 ml MeCN (448 pg/ml), Sigma-Aldrich kat.¢. M3501
5-MOP (IS) 18.6 mg/50 ml MeCN (372 pg/ml), Sigma-Aldrich kat.¢. 275727

Pracovni roztoky

8-MOP 535 pl zasobniho roztoku bylo pfidano do 10 ml vody — vysledna
koncentrace 8-MOP ¢ini 24000 ng/ml; dale je fedéno vodou na koncentraéni fadu
12000, 6000, 3000, 1500, 750 a 375 ng/ml

5-MOP 350 ul zasobniho roztoku bylo pfidano do 50 ml vody

Priprava vzorku a kalibra€ni rady

Ke 200 upL plazmy v Eppendorfové zkumavce je pfidano 25 uL 8-MOP (z
koncentracni fady 24000-0 ng/ml nebo voda (u vzorkG pacientd) a 25 uL -
pracovniho roztoku IS. Koncentrace 8-MOP v plasmé pro kalibraci je potom 3000,
1500, 750, 375, 187.5, 93.75, 46.875, 0 ng/ml.

Do zkumavky je pfidano 25 yL 20 % ZnSO4 a 250 yL MeCN a vortexovano asi 10 s a
trepano 10 min na tfepaCce Vibrax (Scholler, Praha) pfi 1500 ot/min. Nasleduje
centrifugace 30 min 40000 g, 4 °C. Ke 200 uL supernatantu je pfidano 200 uL 0,1%



kyseliny mravenci a promichano. Do jamek davkovaci destiCky autosampleru je

umisténo 200 yL vzorku , davka 10 pL.

Podminky chromatografie pro stanoveni 8-methoxypsoralenu (8-MOP).

Chromatograficky systém: Shimadzu Prominence (Shimadzu s.r.o., Praha)

Kolona: Atlantis dC18, 100 x 2.1 mm, 5 ym (Waters, Praha)
Mobilni faze A: 0,1 % HCOOH
Mobilni faze B: 80 % methanol

Mobilni faze jsou Cerpany v konstantnim poméru A/B = 30/70, celkovy prutok 0,25
mL/min. Eluat je pomoci pfepinaciho kohoutu sméfovan do ESI zdroje od 3,3 min do

8 min chromatografie.

Hmotnostni spektrometr: QTRAP 4000 (ABSciex, Praha)

Podminky ESI zdroje byly nastaveny takto: potencial iontového spraye +5500 V,
teplota 450°C. [MH]+ ionty byly analyzovany vyuzitim vybranych iontovych pfechod
(selected reactions monitoring - SRM) analyzovanych latek. Pouzité SRM prechody
byly m/z 217->161 pro 8-MOP a m/z 217->118 pro 5-MOP. ProtoZe jsou obé latky
velice dobfe rozdéleny |ze pouzit i pfechody spole¢né pro oba analyty: m/z 217>174
am/z 217->202.
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Pfiklad chromatogramu vzorku pacienta pfed pfidanim 8-MOP (A), po pfidani 8-MOP

(B) a po ozareni (C). Chromatogram D ukazuje pfitomnost zbytkového mnoZstvi 8-

MOP (28 ng/mL) v preparatu mononuklearnich bunék pacienta, které byly pro

opakovanou fotoferézu pfipraveny v nasledujicim dni.



Export methody pro QTRAP 4000 do textového souboru:

Comment:

Synchronization Mode:

Auto-Equilibration:
Acquisition Duration:
Number Of Scans:
Periods In File:1
Acquisition Module:
Software version

LC Sync
Off
9min60sec
952

Acquisition Method
Analyst 1.6

MS Method Properties:

Period 1:

Scans in Period:
Relative Start Time:

952
0.00 msec

Experiments in Period:1

Period 1 Experiment 1:

Scan Type: MRM (MRM)
Scheduled MRM: No
Polarity: Positive
Scan Mode: N/A

lon Source:  Turbo Spray

Resolution Q1: Unit
Resolution Q3: Unit
Intensity Thres.:

0.00 cps

Settling Time: 0.0000 msec

MR Pause: 5.0070 msec

MCA: No

Step Size: 0.00 Da

@Q1 Mass (Da) Q3 Mass (Da) Dwell(msec) Param Start Stop

217.000 161.000 100.00 CE 33.00 33.00 8-MOP
CXP 10.00 10.00

@Q1 Mass (Da) Q3 Mass (Da) Dwell(msec) Param Start Stop

217.000 117.900 100.00 CE 49.00 49.00 5-MOP(IS)
CXP 6.00 6.00

@Q1 Mass (Da) Q3 Mass (Da) Dwell(msec) Param Start Stop

217.000 174.000 100.00 CE 39.00 39.00 8-MOP
CXP 10.00 10.00

@Q1 Mass (Da) Q3 Mass (Da) Dwell(msec) Param Start Stop

217.000 173.900 100.00 CE 39.00 39.00 5-MOP(IS)
CXP 10.00 10.00

@Q1 Mass (Da) Q3 Mass (Da) Dwell(msec) Param Start Stop

217.000 201.900 100.00 CE 29.00 29.00 8-MOP
CXP 14.00 14.00

@Q1 Mass (Da) Q3 Mass (Da) Dwell(msec) Param Start Stop

217.000 202.000 100.00 CE 31.00 31.00 5-MOP(IS)
CXP 12.00 12.00



Parameter Table(Period 1 Experiment 1):
CUR: 25.00

CAD: 6.00

IS: 5500.00
TEM: 450.00
GS1: 30.00
GS2: 30.00
ihe: ON

DP 81.00
EP 10.00

Shimadzu LC Method Properties
Shimadzu LC system Equlibration time = 0.00 min
Shimadzu LC system Injection Volume =5.00 ul
Shimadzu LC Method Parameters

Pump A Model: LC-20AD

Pump B Model: LC-20AD

Pumping Mode: Binary Flow

Total Flow: 0.2500 mL/min.

Pump B Conc: 70.0 %

B Curve: 0

Pressure Range (Pump A/B): 0.0 - 20.0 MPa
Autosampler

Model: SIL-20AC/HT

Rinsing Volume: 200 uL
Needle Stroke: 52 mm.

Rinsing Speed: 35 ulL/sec.
Sampling Speed: 15.0 ul/sec.
Purge Time: 25.0 min.

Rinse Dip Time: 0 sec.

Rinse Mode: No rinsing

Cooler Enabled: Yes

Cooler Temperature: 15 deg. C
Control Vial Needle Stroke: 52 mm
System Controller

Model: CBM-20A Lite

Power: On

Event 1: Off

Event 2: Off

Time Program

Time  Module Events Parameter
0.01 Pumps Pump B Conc. 70
3.30 System Controller Event 2

8.00 Pumps Pump B Conc. 70
8.00 System Controller Event 1

10.00 System Controller Stop



Hledani podminek pro LC-MS/MS

Slozeni mobilni faze bylo postupné ménéno tak, aby kapacitni faktor mél hodnotu alespon 3,5. Tak je
zabezpecen dostate¢ny odstup malo zadrzovanych nizkomolekularnich latek v plasmé od

detegovanych analytd a omezen matri¢ni efekt. Do 3,3 min (k=2,75) je eluat veden mimo ESI zdroj.

Vhodné iontové piechody a ostatni parametry (deklastraéni potencial, kolizni energie,...) byly ziskany
infuzi roztok( 8-MOP nebo 5-MOP (0,2 pmol/uL) rychlosti 5 pL/min do ESI zdroje hmotnostniho
spektrometru QTRAP 4000. Jsou souc&asti shora uvedené methody exportované do textového

souboru. Nasleduji vychozi a finalni (optimalizovana) produktova hmotnostni spektra pro oba analyty.

N +MS2 (217.09) CE (50): 26 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of 8-MOP_02_InitProduct_Pos.wiff (Turbo Spray) i -10f x|

B M52 (217.09) CE (50) 26 MCA seans from Sample 1 (TuneSampleName) of 8-MOP_02_InitProduct_Poswiff (Tutbo Spray) Max. 6.9¢6 cps.
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Vychozi produktova hmotnostni spektra pro 8-MOP a 5-MOP
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B M52 (217.09) CE (99): 10 MCA seans from Sample 1 (TuneSampleName) of 8-MOP_02_FinalPrdt_Pos.wiff (Turbo Spray) Max. 4.1e8 cps.

¥ +MS2 (217.09) CE (99): 10 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of 8-MOP_02_FinalPrdt_Pos.wiff (Turbo Spray)
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¥ +MS2 (217.09) CE (97): 12 MCA scans from Sample 1 {TuneSampleName) of 5-MOP_01_FinalPrdt_Pos.wiff (Turbo Spray) ] i =[O x|

B 40152 (217.09) CE (37): 12 MCA seans from Sample 1 (TuneSampleName) of 5-MOP_01_FinalPrdt_Pos.wiff (Turbe Spray) Max. 5.9¢6 cps.
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Finalni optimalizovana produktova spektra 8-MOP a 5-MOP.

V obou finalnich produktovych spektrech je uvedeno vzdy 5 nejintenzivnéjSich pika. Vzhledem k
vychozim produktovym spektrim jsou vSak pfechody m/z 217->161 a m/z 217->117,9 detegovany pfi
chromatografii v picich 8-MOP i 5-MOP. Vzhledem k dokonalému rozdéleni obou chromatografickych
pikG jsou vSak pouzitelné vSechny nalezené iontové prechody. Pfi analyze 50 ruznych plazem od

rdznych darcu nebyly pozorovany interferujici piky necistot.



