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kanabinoidl (SEC) v krevnim séru pro klinickou a forenzni toxikologii

Kseniya Dryahina, Miroslav Polasek, Patrik Spanél — Comparison of direct injection mass

spectrometry (DIMS) methods for trace VOC detection
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JuFica — Analysis of dried blood spots for therapeutic drug monitoring of antiseizure drugs by
UHPLC-MS/MS

Klara Faistauerova, Katefina Plachka, Veronika Pilafova, Filip Bafinka, Lucie Novakov3, Irena

Murinova, Dalibor Satinsky — Selektivni stanoveni infliximabu a jeho neutralizaénich a ne-
neutralizacnich protilatek s UHPLC-MS/MS
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Vojtéch Hlavicka, Vilém Nedéla — Integration of a mass spectrometer with a differential

pumping systém and an ionization detector of signal electrons for A-ESEM and SEM analysis

Simona Horkelova, Dusan Koval, Renata Konasova, Vaclav Kasicka — Vyvoj a optimalizace CZE
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MiloS Hroch, Marian Kacerovsky, Linda Petrackova, Stanislav Micuda — Novel high-
throughput FA-D-uSPE LC-MS/MS workflow for quantitative profiling of urinary bile acid
sulfates
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Juraj Jasik, Christoph Schifer, Patrik Spanél — A linear quadrupole ion trap approach to
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Pokyny pro prezentaci plakatovych sdéleni:

Prosime vSechny prezentujici, aby sva plakdtova sdéleni vyvésili nejpozdéji béhem
pondélniho odpoledne.

Zadame prezentujici, aby byli u svych plakatovych sdéleni p¥itomni v dobé 13:30 — 14:30
v Utery 22. 9. 2026 (licha cisla) nebo ve ¢tvrtek 24. 9. 2026 (suda Cisla).

Dalsi diskuze mGze probihat kdykoliv v pribéhu prestavek.

Hodnoceni plakatovych sdéleni provedou ¢lenové hodnotici komise.

Vyhlaseni ocenénych sdéleni probéhne v patek 25. 9. 2026 béhem zavérecné prednasky.

Plakatova sdéleni — abstrakty




LC-MS/MS METODA PRO RYCHLE STANOVENI SEMISYNTETICKYCH KANABINOIDU
(SEC) V KREVNIM SERU PRO KLINICKOU A FORENZNI TOXIKOLOGII

MATYAS CRHAK !, VITEZSLAV MAIER 2

! Lékarska fakulta Univerzity Palackého, Ustav farmakologie, Hnévotinska 3, 779 00 Olomouc, Ceska republika
2stav soudniho lékatstvi a medicinského prava, Fakultni nemocnice Olomouc, Hnévotinska 3, 779 00 Olomouc, Ceska
republika
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Uvod:

Semisyntetické kanabinoidy (SEC) jsou v soucasnosti uvadény na trh jako nahrazky THC, casto ve formé vape
produkt(, edibles vyrobkl nebo konopnych kvétl s nastfikem SEC. Mezi dosud popsané SEC patfi zejména
H4-CBD, A9-THC-C8 (THC-JD), A9-THC-V, A9-THC-B, A9-THC-P, HHC, HHC-O, HHC-P, HHC-B, HHC-H a HHC-CS.
SEC jsou zamérné odvozeny od struktury THC ¢i CBD, jako ¢asté strukturni modifikace je vyuzivdna napf.
hydrogenace, acylace nebo modifikace alkylového retézce. Tyto modifikace ovliviiuji afinitu k CB1
receptorim, farmakokinetiku a vyslednou zavaZnost intoxikace, pricemz skutecna ucinna davka je pro
uZivatele obtizné predikovatelna. Zaroven zUlstava farmakologicky a toxikologicky profil SEC, véetné jejich
metabolismu a dlouhodobych zdravotnich dopadd, z velké ¢asti nedostatecné charakterizovan. Od roku 2022
je evropskou agenturou EUDA monitorovano jiz nékolik desitek té&chto latek®. Cilem této prace bylo vyvinout
rychlou, selektivni a dostatecné citlivou metodu pro stanoveni vybranych SEC pomoci LC-MS (QTrap)
v krevnim séru s vyuZitim co nejjednodussi metody pfipravy vzorku. Dale byly s vyuZitim mikrosomalni
metabolizace pfipraveny produkty I. faze metabolismu vybranych SEC, které jsou dulezité pro potvrzeni jejich
uziti.

Metodika:

V rdmci prace byla vyvinuta metoda pro LC-MS analyzu CBD, H4-CBD, , A9-THC, A9-THC-C8 (THC-JD), A9-THC-
V, A9-THC-B, A9-THC-P, 11-OH-THC, 11-nor-9-karboxy-THC, HHC, HHC-O, HHC-P, HHC-B, HHC-H a HHC-CS8.
Méreni bylo provedeno s vyuZitim kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (trojity
kvadrupdl/linearni iontova past) na pristroji AB Sciex QTRAP 6500+ s kapalinovou chromatografii Shimadzu
Nexera X3. Chromatograficka separace probihala na koloné Luna Omega Polar C18 1.6 mm (100 x 2,1 mm) pfi
40 °C s vyuZitim gradientové eluce (mobilni faze A: voda s pridavkem 0,1 % mravenci kyseliny; mobilni faze B:
methanol s pfidavkem 0,1 % mravenci kyseliny). Celkovy ¢as analyzy byl 22 min., nastfik vzork( 10 pl. Méfeni
na trojitém kvadrupolu probihalo s vyuzitim monitorovani charakteristickych fragmentacnich prechod(i (MRM
— multiple reaction monitoring). Pro ptipravu vzorku byla pouZita jednoducha deproteinace; pro analyzu bylo
vyuzito 50 pL krevniho séra.

V ramci studie byla provedena in vitro inkubace vybranych SEC s frakci lidskych jaternich mikrosom (délka
inkubace: 30 min) za Ucelem ptipravy metabolitl I. faze. Pripravené metabolity I. faze byly nasledné vyuzity
pro spolehlivéjsi identifikaci jednotlivych SEC v biologickém materidlu, a to i presto, Zze nejde o komercné
dostupné standardy.

Vysledky a diskuze:

Vétsina dosavadnich postupl pro analyzu kanabinoidd v krevnim séru vyuziva vétsiho objemu vzorku a jeho
slozitéjsi upravu (napf. 1 ml vzorku, L-L extrakci a nasledné zakoncentrovani). Pro rychlou kvantitativni analyzu
je zjednoduseni pfipravy a sniZzeni objemu vzorku vyznamnym faktorem. Minimalni objem vzorku zaroven
umoznuje provést analyzu opakované i v pripadé, kdy je k dispozici minimum biologického materidlu (klinické
i forenzni vzorky).

Vyvinuty postup umozZiuje stanoveni vétsiny dostupnych a zndmych SEC analyzou v délce 22 min s limitem
kvantifikace 1 ng/mL. Vyvinutd LC-MS/MS metoda byla aplikovana na realné vzorky krevniho séra. Metoda
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byla aplikovana i pro méreni vzork(l mezinarodniho mezilaboratorniho porovnani (QSA) pro stanoveni THC
a jeho hlavnich metabolitt (11-OH-THC a THC-COOH).

Zavéry:

Byla vyvinuta rychl3, selektivni a citlivd LC-MS/MS metoda pro stanoveni vybranych SEC v krevnim séru
s jednoduchou ptipravou vzork( a minimalni spotfebou biologického materidlu. Metoda umoznuje stanoveni
SEC v koncentracich relevantnich pro klinickou i forenzni toxikologii. In vitro generované metabolity I. faze
byly vyuZity k posileni spolehlivé identifikace SEC a jejich hlavnich biotransformacnich produktd.

Proc je prezentovana studie vyznamna:

Prezentovana studie predstavuje rychlou a kvantitativni LC-MS/MS metodu pro stanoveni Sirokého spektra
SEC v krevnim séru, navrzenou s ohledem na potreby klinické a forenzni toxikologie. Jednoduchd pfriprava
vzorku s minimalnim pouZitym objemem séra a dostatecna citlivost umoznuji efektivni screening i kvantifikaci
SEC. VyuZiti metabolitl |. faze studovanych SEC vede ke spolehlivéjsimu prikazu uZiti SEC a zpresnuje
interpretaci u intoxikaci SEC.

Soucasna studijni/pracovni pozice prvniho autora:
Doktorand — Toxikologie (1. ro¢nik).

Literatura:
1. Ujvary I.: Drug Test. Anal. 16, 127 (2024). https://doi.org/10.1002/dta.3519.

Autofi dékuji podpofe MZ CR — RVO (FNOI, 00098892) a IGA UPOL LF_2026_006.



COMPARISON OF DIRECT INJECTION MASS SPECTROMETRY (DIMS) METHODS FOR
TRACE VOC DETECTION
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1Heyrovského Ustav AV CR, v. v. i., Cesko
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Introduction:

Direct Injection Mass Spectrometry (DIMS) represents a group of analytical approaches that combine direct
sample introduction with soft ionisation and mass spectrometric detection, enabling rapid, real-time analysis
of volatile organic compounds (VOCs) without chromatographic separation. Among the most widely used
DIMS techniques are Proton Transfer Reaction Mass Spectrometry (PTR-MS), Selected lon Flow Tube Mass
Spectrometry (SIFT-MS), Secondary Electrospray lonisation Mass Spectrometry (SESI-MS), and various forms
of ambient pressure chemical ionisation, including Dielectric Barrier Discharge lonisation Mass Spectrometry
(DBDI-MS)*. These techniques differ in their ionisation mechanisms, reagent ion chemistry, sensitivity, and
guantitative capabilities, which determine their suitability for specific applications.

Methods:

The analytical sensitivity of an active capillary DBDI-MS (SICRIT® by Plasmion GmbH, Augsburg, DE) was
determined for a range of volatile compounds, including key VOCs relevant to food and breath analysis. To
obtain quantitative data, DBDI-MS total product ion intensities were compared with concentrations measured
by SIFT-MS. Furthermore, the performance of active capillary DBDI-MS is compared with other established
DIMS techniques using real samples.
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Results and Discussion:

In summary, the sensitivity of active capillary DBDI-MS varies significantly with the size and the chemical
nature of the analyte molecule. The inferred ionisation mechanism relies on the formation of hydrated
hydronium ions in humidified discharge gas. These ions then react by ligand switching with analyte molecules,
forming hydrated protonated molecules that are dehydrated further downstream. Their composition and
intensity are influenced by the temperature of the ion transfer tube, the humidity of the discharge gas? and
other parameters. Understanding this chemistry is essential for (hopefully accurate) quantitation of trace
amounts of VOC vapours using active capillary DBDI-MS.



Conclusions:

Whilst active capillary DBDI ion sources (like SICRIT® by Plasmion) are miniature, easy-to-install attachments
to conventional MS instruments, the advantage of their simplicity and potential great sensitivity comes at the
expense of complicated chemistry and quantitative sensitivity affected by multiple factors.

Why is the presented study significant:

This study provides a comparison of established DIMS techniques with the commercially successful DBDI-MS
technique for trace VOC detection using both standard compounds and real samples. The results improve
understanding of the factors governing DBDI-MS sensitivity and quantitative performance.

Current study/work position of the first author:
scientist

" Dryahina K., Poladek M., Jasik J., Sovova K., épanél P.: lon Chemistry in Dielectric Barrier Discharge lonization: Recent Advances in Direct Gas
Phase Analyses. Mass Spectrometry Reviews 45, 193 (2026).

2 polagek M., Spanél P., Dryahina K.: Effect of Humidity on lonisation and lon Chemistry in Active-Capillary Dielectric Barrier Discharge
lonisation. Rapid Communications in Mass Spectrometry 40, €70130 (2026).

The authors gratefully acknowledge financial support from the Czech Science Foundation (Grantovd agentura Ceské
republiky, GACR) for the project No. 24-12564S “Understanding the mechanisms of ion-molecule reactions in dielectric
barrier discharge ionisation (DBDI) leading to quantification of volatiles in gas” (2024-2026).



ANALYSIS OF DRIED BLOOD SPOTS FOR THERAPEUTIC DRUG MONITORING OF
ANTISEIZURE DRUGS BY UHPLC-MS/MS
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Introduction

Epilepsy is a common chronic neurological disorder treated primarily with antiseizure medications (ASMs).
Therapeutic drug monitoring (TDM) is an important tool for optimizing therapy and addressing interindividual
pharmacokinetic variability. Conventional TDM requires venous blood sampling, whereas dried blood spots
(DBS) offer a minimally invasive alternative created by applying a precisely measured amount of capillary
blood onto a collection card, enabling simplified storage, transport, and potential for home-based sampling.

Methodology

The correlation between DBS and plasma concentrations of selected ASMs was evaluated. Lamotrigine,
lacosamide, levetiracetam, and valproate were quantified using a UHPLC—MS/MS method. DBS samples were
prepared from 45 pL of capillary blood collected on Whatman 903™ cards and extracted using
a methanol/acetonitrile/water mixture containing isotopically labelled internal standards. Analysis was
performed using a Dionex UltiMate 3000 RS system coupled to an AB Sciex QTRAP 6500+ mass spectrometer.

Results and Discussion

Strong correlations were observed between DBS and plasma concentrations for all investigated ASMs.
Correlation coefficients were r = 0.88 for lamotrigine, r = 0.98 for lacosamide, r = 0.85 for levetiracetam, and
r = 0.95 for valproate. DBS concentrations corresponded on average to 75%, 74%, 81%, and 54% of the
respective plasma concentrations. The observed differences between DBS and plasma concentrations are
likely related to matrix-specific factors, drug-dependent pharmacokinetic properties and varying degrees of
protein binding.

Conclusions

DBS-based monitoring showed good agreement between plasma concentrations and DBS concentrations of
the studied ASMs, supporting the use of this matrix as an alternative for TDM. The method combines minimal
invasiveness with simple sample handling, making it promissing for routine and decentralized patient
monitoring.

Why is this study important?

The study demonstrates the potential of DBS as a practical alternative matrix for ASM monitoring. Its
implementation could improve patient comfort, facilitate repeated sampling, and increase the accessibility of
TDM, particularly for patients requiring long-term follow-up.

Acknowledgement: This work was supported by the Czech Health Research Council of the Ministry of Health of the Czech
Republic under project No. NU23-08-00229.
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SELEKTIVNiIi STANOVENI INFLIXIMABU A JEHO NEUTRALIZACNICH
A NE-NEUTRALIZACNICH PROTILATEK S UHPLC-MS/MS
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Uvod:

U¢innost biologické terapie zalozené na monoklonalnich protilatkdch klesa vlivem reakce imunitniho systému
pacienta na bioléCivo. Imunitni systém produkuje obecné a neutraliza¢ni protilatky, takzvané ,anti-drug
antibodies” (ADA), které se vazi na biolécivo a brani jeho vazbé na receptor. Proto byla vyvinuta UHPLC-
MS/MS metoda pro biologické lé¢ivo infliximab (INF) a jeho ADA ve vzorcich krevniho séra.

Metodika:

Sada Melon Gel pro purifikaci byla pouzita v prvnim kroku precisténi INF spolec¢né s ostatnimi protilatkami
typu imunoglobulin G z matrice krevniho séra. Aktivni INF byl oddélen od jeho komplex( s neutraliza¢nimi
ADA pomoci imunoafinitni SPE. Frakce volného INF a frakce INF s navdzanymi neutralizacnimi ADA byly
enzymaticky Stépeny za vzniku peptidd. Pfesnda hmota peptidd byla urcena vysokorozlisujici hmotnostni
spektrometrii (HRMS), konkrétné s vyuzitim orbitdIni pasti. Na zakladé téchto dat a databaze Skyline byly
vybrany peptidy charakteristické pro INF. Tato data byla pouzita pro vyvoj kvantifikaéni UHPLC-MS/MS metody
s trojitym kvadrupdlem. Zde byly pro charakteristické peptidy optimalizovany prechody v reZimu SRM
a nasledné také ionizacni podminky ESI s vyuzitim pfistupu statistického planovani experiment(. Se zapojenim
selektivni metody izolace INF a komplex( INF s ADA ze vzorku séra a UHPLC—MS/MS analyzou bylo mozno
stanovit pomér volného a neutralizovaného INF.

Vysledky a diskuze:

V jednotlivych krocich vyvoje metody pfipravy vzorku byla selektivita hodnocena pomoci vytéznosti a vlivu
matricovych efektd. V prvnim kroku byl optimalizovan pomér vzorku séra k mnozstvi Melon Gelu, tak aby bylo
docileno dostate¢ného precisténi vzorku, minimalizaci vlivu matrice a zachovani dostate¢né vytéznosti.
Extracni vytéZznost po prvnim kroku purifikace dosahovala 102% a vliv matricového efektu dosahoval 3751%.
Po spojeni kroku purifikace Melon Gelem s dalSim krokem izolace INF s imunoafinitnim SPE byla extrakéni
vytéZnost zachovana a vliv matricového efektu minimalizovan. Ve druhém kroku byla testovana kapacita
imunoafinitni SPE v rozmezi klinickych koncentraci INF 3-8 pg/mL. Po ovéfeni tvorby komplexd INF s obéma
typy ADA byla stanovena afinita téchto komplex( k vazanému antigenu vyuzivanému pro imunoafinitni SPE
a byla provedena frakcionace aktivniho INF od neutralizovaného INF. V poslednim kroku byla pomoci
optimalizovaného postupu a vyvinuté UHPLC—ESI-MS/MS metody stanovena koncentrace aktivniho INF ve
vzorcich séra pacient(.

Zavéry:
Byla vyvinuta metoda pfipravy vzorku pro UHPLC—MS/MS analyzu INF a jeho ADA ve vzorku krevniho séra
pouzitelnd pro terapeutické sledovani hladin INF.

Proc je prezentovana studie vyznamna:
Terapii biologickymi lé¢ivy zalozenymi na monoklonalnich protilatkach podstupuji v Ceské republice tisice
pacientl s dermatologickym onemocnénim. BohuZel ale kazdoro¢né u stovky pacientl dojde ke zméng,
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preruseni nebo ukonceni terapie v dUsledku nedostatecné UGcinnosti, ekonomickych dlvodd nebo
nezadoucich uc¢inkl. Vyvoj metod pro terapeutické hodnoceni hladiny volného a neutralizovaného
biologického léciva v krevnim séru pacienta pfispiva k objektivnimu hodnoceni terapie, snizeni ekonomické
zatéze biologické Ié¢by na zdravotnicky systém a vyssi kvalité zdravi pacientd.

Soucasna studijni/pracovni pozice prvniho autora:
Studentka doktorského studijniho programu farmaceuticka analyza

Tato prdce vznikla s podporou projektu New Technologies for Translational Research in Pharmaceutical Sciences
/NETPHARM, project ID CZ.02.01.01/00/22_008/0004607



STRUKTURNI ANALYZA DIESTERU MASTNYCH KYSELIN S 1,2-DIOLY POMOCiI
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Uvod:

Diestery 1,2-diol (1,2-DDE; obr. 1) jsou tfidou lipidQ, kterd se u Clovéka vyskytuje 0
predevsim v novorozeneckém mazku (vernix caseosa). Tyto lipidy mohou tvofit velké )J\
mnozstvi izomerdq, jejichz struktury neni mozné urcit bez fragmentacnich experimentd. @) R4
Standardni metodou fragmentace iont( je CID, pfi které jsou ionty aktivovany pomoci )\/O R,
srazek s neutralnimi molekulami v plynné fazi. Tento zplsob aktivace viak u 1,2-DDE R3 \[(
neumoziuje urcit polohy acylovych skupin na fetézci diolu. Alternativni metodou Obr. 1:1,2-DDE

fragmentace je UVPD, béhem které je iont aktivovan ozarovanim UV fotony. Tento zpUsob aktivace mize vést
k reakcim Norrishova typu na esterové skupiné.

Metodika:

Pro experiment byly pouZity standardy Sesti rdznych 1,2-DDE. Tyto standardy byly nafedény do smési
iPrOH/MeOH/CHCI3 (4:2:1) obsahujici 2 mM mravencan lithny tak, aby koneénd koncentrace daného
standardu cinila 10 umol/Il. Vysledny roztok byl pomoci zdroje TriVersa NanoMate (Advion) zavadén do
hmotnostniho spektrometru Orbitrap IQ-X Tribrid (Thermo Scientific). Lithné adukty 1,2-DDE byly izolovany
pomoci iontové pasti (Sifka izola¢niho okna 1 Da) a fragmentovany. Mérena byla CID fragmentace a UVPD
fragmentace, pficemz produktové ionty byly detegovany orbitdlni pasti za rozliSeni 120 000 FWHM nebo
pomoci iontové pasti.

Vysledky a diskuze:

Experiment na standardech 1,2-DDE ukazal, Ze UVPD fragmentace poskytuje oproti CID fragmentaci jiné
produktové ionty. Na zakladé téchto iontli je mozné urcit polohy dvojnych vazeb v fetézci a polohu acylovych
skupin na retézci diolu.

Zavéry:
Bylo ukadzano, Ze UVPD fragmentace lithnych aduktd 1,2-DDE umoziuje urcit polohy jednotlivych acylovych
skupin v fetézci. Zaroven bylo potvrzeno, Ze i na této skupiné latek probihaji fotochemické reakce Norrishova

typu.

Proc je prezentovana studie vyznamna:

Vysledky této studie je moZné pouZit jako odrazovy mustek pro strukturni analyzu 1,2-DDE obsaZenych
v novorozeneckém mazku. Prezentované fotochemické reakce by zaroveri mély probihat také na lithnych
aduktech triacylglyceroll, coZ otevird nové moznosti strukturni analyzy této skupiny latek.

Soucasna studijni/pracovni pozice prvniho autora:
Student magisterského programu Analyticka chemie na PFF UK.

Podékovdni: Tato studie byla financovdna Grantovou agenturou Ceské republiky, ¢islo grantu 26-20832S.
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INTEGRATION OF A MASS SPECTROMETER WITH A DIFFERENTIAL PUMPING
SYSTEM AND AN IONIZATION DETECTOR OF SIGNAL ELECTRONS FOR A-ESEM AND
SEM ANALYSIS
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Introduction:

In recent years, electron microscopy has increasingly been integrated with complementary analytical
techniques. High-resolution morphological analysis is typically performed by scanning electron microscopy
(SEM), while chemical information can be obtained using time-of-flight secondary ion mass spectrometry?.
However, application of this method is limited by the vacuum requirements of SEM, which makes the analysis
of wet, non-conductive, or vacuum-sensitive specimens challenging?. Environmental scanning electron
microscopy (ESEM) enables imaging in a gaseous environment, allowing observation of samples in their native
state. Nevertheless, its performance depends on the thermodynamic conditions in the microscope specimen
chamber, such as pressure, temperature, and humidity. These parameters can affect electron beam scattering
and water layer formation on the sample surface, degrading image quality®>. Advanced environmental
scanning electron microscopy (A-ESEM), developed by Vilém Nedéla's team at the Institute of Scientific
Instruments of the CAS, allows greater control over thermodynamic conditions. It enables stable imaging
across a wider range of pressures and humidities, reducing artefacts induced by the beam and the
environment*. This work focuses on the integration of a mass spectrometer (MS) into an ESEM to enable
correlative nano-morphological and chemical analysis using A-ESEM under controlled thermodynamic
conditions and on the preliminary validation of the integrated system.

Methodology:
Integration of the MS into the ESEM was achieved
using a newly developed differential pumping system
with an ionization detector of signal electrons (HSID)®
(Fig. 1). The concept of the integrated HSID system was
partially introduced in our previous work®. The HSID
consists of a differential pumping chamber that
maintains the pressure difference between the gas
environment of the ESEM specimen chamber and the
high vacuum conditions required by the quadrupole
MS. Signal electrons generated by the interaction of 2P !
the electron beam with the sample are detected by the MY 220
ionization detector. Gaseous molecules released from — ; /
the sample as a result of localized heating by an ,’ ; \‘
electron beam or pyrolysis are transferred through the ) o )

. . . . Fig. 1: Prototype of the HSID integrated
differential pumping system to the MS for analysis. into the ESEM chamber.

Results and discussion:
The HSID was integrated into the ESEM and initial vacuum tests were performed with the ESEM interface
closed. The analytical chamber was evacuated below the maximum operating pressure of 5 x 10 Pa required



for the quadrupole MS. Mass spectra acquired under these conditions contained residual gases typical of the
vacuum background, such as Ha, H,0, N3, O,, and CO,, together with traces of organic contamination. After
repeated pumping and bake-out, the level of organic contamination decreased, which indicates progressive
conditioning of the vacuum system. These preliminary results confirm the functionality of the HSID and
provide the basis for subsequent testing of the fully integrated system.

Conclusions:

The HSID has been integrated into the ESEM and the standalone system was initially tested with the ESEM
interface closed. Pumping below the maximum operating pressure confirmed proper operation of the vacuum
system. Initial mass spectra contained residual gases typical of the vacuum background and organic
contamination decreased after repeated pumping and bake-out. These tests provided the basis for future
validation of the integrated HSID system and correlative nano-morphological and chemical analysis of
biological and hydrated specimens under controlled thermodynamic conditions.

Why is the presented study significant:

The integration of MS into ESEM enables simultaneous nano-morphological and chemical analysis using A-
ESEM under controlled thermodynamic conditions. This approach has the potential to enable in-situ studies
of biological and hydrated specimens in their native state. Future applications of the HSID system include the
analysis of microplastics in environmental samples, which remains challenging using existing analytical
approaches.

Current study/work position of the first author:

Vojtéch Hlavic¢ka is currently pursuing the Ph.D. degree in Microelectronics at the Brno University of
Technology. Since 2024, he has been a researcher with the Institute of Scientific Instruments of the CAS. His
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VYVOJ A OPTIMALIZACE CZE METODY KOMPATIBILNi S HMOTNOSTNI
SPEKTROMETRIi PRO CHARAKTERIZACI MONOKLONALNICH PROTILATEK
V PODMINKACH BLiZKYCH NATIVNiMU STAVU
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Uvod:

Monoklondlni protilatky (mAbs) patfi mezi nejvyznamné;jsi a nejrychleji rostouci skupiny biologickych Iéciv,
kterd jsou vyuzivana zejména v terapii nadorovych onemocnéni. Pro zajisténi jejich kvality, bezpecnosti
a pozadovaného terapeutického Gcinku je nezbytné detailné sledovat jejich strukturni vlastnosti, véetné
posttranslac¢nich modifikaci, jez mohou vyznamné ovlivnit jejich biologickou aktivitu. Pro analyzu intaktnich
mAbs popsali He a kol. metodu kapilarni zonové elektroforézy (CZE) vyuZzivajici zakladni elektrolyt (BGE)
slozeny z 400 mM e-aminokapronové kyseliny (EACA), 2 mM triethylentetraminu (TETA) a 0,05 % (m/v)
hydroxypropylmethylcelulé6zy (HPMC) pfi pH 5,7. Tato metoda je béZné vyuZivdna v rdmci farmaceutické
kontroly kvality ve spojeni s UV detekci. PFimé spojeni této metody s hmotnostni spektrometrii (MS) je vSak
problematické, protoZe obsahuje netékavé slozky elektrolytu, které nejsou pro MS analyzu vhodné.

Metodika:

Cilem prace bylo vyvinout CZE metodu kompatibilni s MS nahrazenim nevolatilnich sloZzek zakladniho
elektrolytu vhodnymi alternativami. Funkce HPMC a TETA, spocivajici v potlaceni elektroosmotického toku
(EOF) a omezeni adsorpce analytl na sténu kapilary, byla nahrazena rlznymi typy kapilarnich coatingd.
Testovany byly neutralni coatingy na bazi HPMC, polyakrylamidu a polyvinylalkoholu a dale kationtovy coating
APTAC s rliznymi procenty nabité slozky?. HPMC v elektrolytu byla nahrazena 5 % a 10 % (v/v) isopropanolem.
Metoda byla nejprve systematicky optimalizovdna s UV detekci a ndsledné byly optimalizované separacni
podminky pfeneseny do CE-MS.

Vysledky a diskuze:

Bylo prokazano, Ze pridavek isopropanolu poskytuje srovnatelnou separacni tcinnost jako ptvodni HPMC pfi
souc¢asném zachovani plné kompatibility s MS detekci. VSechny testované coatingy ucinné potlacovaly
adsorpci analytl na sténu kapilary, pficemz neutralni coatingy zéroven potlacily EOF. Za optimalizovanych
podminek byla Uspésné provedena profilace izoforem monoklonalnich protilatek IgG1 trastuzumabu (pl 9,1),
cetuximabu (pl 8,8) a rituximabu (pl 9,4). Koncentrace EACA a pH elektrolytu byly pro vybrané mAbs
optimalizovany na 600 mM a pH 5,5.

Zavéry:

Vyvinutd CZE metoda umoznuje excelentni separaci izoforem monoklondlnich protilatek v podminkach
blizkych nativnimu stavu pti pH 5,5. Soucasné eliminuje vétSinu nevolatilnich sloZzek plvodniho elektrolytu
a umoznuje pfimé spojeni kapilarni elektroforézy s hmotnostni spektrometrii. Metoda tak predstavuje
perspektivni nastroj pro pokrocilou charakterizaci biofarmaceutik.

Proc je prezentovana studie vyznamna:
Vyvinutd metoda rozsifuje moznosti plvodni CE-UV analyzy monoklonalnich protilatek o pfimé propojeni
s hmotnostni spektrometrii, ¢imZz umoziuje provadét také strukturni analyzu. Zachovava vysokou separacni
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ucinnost pro profilaci izoforem a sou¢asné vyuziva podminky kompatibilni s MS. To rozSifuje moznosti detailni
charakterizace biofarmaceutik v ramci vyvoje i kontroly kvality. Za stejnych separacnich podminek Ize metodu
vyuzit jak ve spojeni s MS pro strukturni analyzu, tak s UV detekci pro kvantifikaci jednotlivych izoforem.

Soucasna studijni/pracovni pozice prvniho autora:
Doktorandka
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NOVEL HIGH-THROUGHPUT FA-D-uSPE LC-MS/MS WORKFLOW FOR QUANTITATIVE
PROFILING OF URINARY BILE ACID SULFATES
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Introduction:

Urinary bile acid-3-sulfates (BA-S) are important end products of bile acid detoxification and promising non-
invasive biomarkers of hepatobiliary disorders, including intrahepatic cholestasis of preghancy 2.
Conventional urine sample preparation approaches for BA-S quantification based on organic solvent addition
result in pronounced matrix effects, whereas traditional solid-phase extraction methods are labor-intensive,
solvent-consuming, expensive, and difficult to scale for large clinical studies. The study aimed to develop a
high-throughput LC-MS/MS workflow based on a novel filtration-assisted dispersive micro-solid phase
extraction (FA-D-uSPE) approach in a 96-well filtration plate for quantitative analysis of ten major human
urinary BA-S.

Methodology:

Sample preparation was performed in 96-well filtration plates as follows: To the wells containing 10 mg of
Strata X-AW weak anion-exchange sorbent, 100 pL of 1% (v/v) formic acid in methanol, 50 pL of SIL-IS solution,
and 100 pL of urine were added. After sealing, samples were vortexed (5 min, 1200 rpm) and processed on
a 96-well vacuum manifold to draw the sample solution through the sorbent. The sorbent was washed with
600 uL of 50% methanol and analytes were eluted with 300 pL of 100 mmol L™ ammonium formate in
methanol containing 4.63% (w/w) ammonia. Eluates were evaporated to dryness under reduced pressure at
45 °C, and reconstituted in 100 pL water/propan-2-ol/acetonitrile (50:25:25, v/v/v). Samples were vortexed
(5 min, 1200 rpm), sealed, and stored in the autosampler at 10 °C prior to analysis. Chromatographic
separation was performed on an Acquity I-Class UPLC systém equipped with an Acquity C18 column (50 x 2.1
mm, 1.7 um) protected by an Arion C18 guard column. Separation was carried out at 40 °C using gradient
elution at a flow rate of 0.40 mL min~". Mobile phase A consisted of water and mobile phase B consisted of
methanol, both containing 1 mmol L™ ammonium formate. The gradient program was 40—60% B (0.00-4.00
min), 60—63% B (4.00-6.00 min), 63—-70% B (6.00-7.50 min), followed by 100% B (7.51-8.00 min) and re-
equilibration at 40% B until 10.00 min. Detection was performed using a Xevo TQ-XS tandem mass
spectrometer operating in ESI(-) with multiple reaction monitoring (MRM). Optimized ion source conditions
were: capillary voltage 1.5 kV, cone voltage 35 V, desolvation temperature 650 °C, desolvation gas flow
1100 L h™", and cone gas flow 150 L h™. Collision energies ranged from 25 to 40 eV depending on analyte type.
The method was validated according to ICH M10 guidelines using pooled rat urine as a surrogate matrix due
to endogenous BA-S presence in human urine.

Results and Discussion:

The developed workflow enabled rapid parallel processing of up to 96 samples within approximately
20 minutes, excluding evaporation. Compared with conventional SPE approaches, the method substantially
reduced solvent consumption, consumable costs, and manual handling. The custom 3D-printed dispenser
provided reproducible sorbent loading and flexible in-house preparation of extraction plates. The validated
method demonstrated excellent linearity over the concentration range 10-4000 nmol L™ (r? > 0.998). Intra-
day and inter-day precision (CV) remained below 7.81%, and accuracy (RE) ranged from -9.96% to -2.79%.
Urinary BA-S profiling revealed significantly increased concentrations of glyco- and taurocholic acid-3-sulfate
in pregnant women compared with men and non-pregnant women. Urine samples from patients with ICP
exhibited markedly altered BA-S profiles with total urinary BA-S concentrations approximately two orders of
magnitude higher than in healthy pregnant women.



Conclusions: A novel high-throughput FA-D-uSPE LC-MS/MS workflow was successfully developed for
quantitative analysis of urinary BA-S. Integration of dispersive extraction and filtration in a 96-well format
enabled rapid sample preparation suitable for clinical and epidemiological studies. The method demonstrated
robust analytical performance in accordance with ICH M10 requirements and successfully captured markedly
altered BA-S profiles associated with intrahepatic cholestasis of pregnancy. The proposed workflow
represents a practical platform for future urinary BA-S biomarker studies.

Why is the presented study important:

ntrahepatic cholestasis of pregnancy is a serious pregnancy-associated cholestatic disorder linked to
increased risk of fetal distress, spontaneous preterm birth, and intrauterine fetal death, highlighting the need
for reliable patient monitoring. Compared with plasma or serum analysis, urinary BA-S profiling represents
a non-invasive approach that enables easier and more acceptable repeated sampling during pregnancy. The
study introduced a novel concept of high-throughput filtration-assisted uSPE in a 96-well format, enabling
rapid and cost-effective urinary BA-S profiling. The use of a custom 3D-printed sorbent dispenser for in-house
preparation of extraction plates substantially improved analytical throughput, flexibility, and cost-
effectiveness. The method demonstrated good applicability for detecting altered BA-S profiles associated with
intrahepatic cholestasis of pregnancy.

Current study/work position of the first author:
Associate professor at Department of Medical Biochemistry, Faculty of Medicine in Hradec Kralové, Charles
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UHPLC-HRMS/MS JAKO NASTROJ KOMPLEXNIHO STUDIA GLYKOALKALOIDU
A JEJICH DEGRADACNICH PRODUKTU
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Uvod:
Glykoalkaloidy predstavuji skupinu toxickych steroidnich sekundarnich metabolitl pfirozené se vyskytujicich
v bramborach (Solanum tuberosum), hlavnimi zastupci jsou a-solanin

a a-chakonin. Vzhledem k jejich potencidlnim zdravotnim rizikdm vydala Evropska komise Doporuceni (EU)
2022/561, které stanovuje orientacni hodnotu 100 mg/kg pro sumu a-solaninu a a-chakoninu v bramborach
a vyrobcich z nich a soucasné doporuCuje monitorovat také jejich degradacni produkty:
B-solanin, B-chakonin, y-solanin, y-chakonin a aglykon solanidin™3. PfestoZze byly publikovany analytické
metody zaloZzené na LC-MS pro stanoveni glykoalkaloid(, jsou zpravidla zamérfeny pouze na a-solanin,
a-chakonin, pfipadné solanidin, zatimco ostatni degradaéni produkty nejsou bézné zahrnuty*>. V ndvaznosti
na uvedené doporuceni (EU) bylo proto cilem prace vyvinout a validovat UHPLC-HRMS/MS metodu
umoznujici jejich soucasné stanoveni.

Metodika:

Cilem prace bylo vyvinout a validovat metodu ultra-ucinné kapalinové chromatografie ve spojeni
s tandemovou vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrii (UHPLC-HRMS/MS) pro kvantifikaci hlavnich
glykoalkaloidd a cileny screening jejich degradacnich produktd v rdmci jediné analyzy. Pro extrakci
sledovanych analytl z bramborovych hliz byl pouZit 50% methanol ve vodé okyseleny 0,1 % kyselinou
octovou. Analyzy byly provadény na systému Agilent 1290 Infinity UHPLC ve spojeni s vysokorozliSovacim
hmotnostnim spektrometrem Agilent 6560 typu Q-TOF s elektrosprejovou ionizaci v pozitivnim madu.
Chromatograficka separace byla provedena na koloné ACQUITY UPLC BEH Amide (100 x 2,1 mm; 1,7 pum).
Jako mobilni faze byl pouzit 5 mM octan amonny ve vodé (A) a 5 mM octan amonny ve smési acetonitril:voda
(95:5, v/v) (B), obé faze okyselené 0,1 % kyselinou octovou. Separace probihala za podminek gradientové
eluce. Metoda byla validovana pro kvantitativni stanoveni a-solaninu,
a-chakoninu, y-chakoninu a solanidinu s vyuzitim referencnich standard(l. Soucasti vyvoje metody byla také
optimalizace cileného HRMS/MS screeningu B-solaninu, B-chakoninu a y-solaninu zaloZeného na presné
hmotnosti prekurzorovych iontl a charakteristickych HRMS/MS fragmentacnich spektrech. Interpretace
fragmentacénich spekter umoznila potvrdit identitu jednotlivych glykoalkaloidd na zakladé postupného
odstépovani sacharidovych jednotek a vzniku charakteristickych iontl spolec¢ného aglykonového skeletu.

Vysledky a diskuze:

Vyvinuta metoda byla Uspésné validovana a vykazala vysokou selektivitu, uspokojivou linearitu v rozsahu 2-
500 mg/kg a dostatec¢nou citlivost pro kvantifikované analyty. Limity kvantifikace dosahovaly 1-2 mg/kg, coz
umozniuje stanoveni téchto latek v koncentracich relevantnich pro hodnoceni bezpecnosti potravin.
Kombinace chromatografické separace, pfesné hmotnosti a interpretace HRMS/MS fragmentacnich spekter
umoznila jednoznacné odlisit strukturné pribuzné glykoalkaloidy a potvrdit identitu jejich degradacnich
produkt. Oproti dosud publikovanym LC-MS metodam rozsifuje vyvinuty postup analytické moZnosti
o soucasnou kvantifikaci ¢tyf glykoalkaloidd a cileny HRMS/MS screening tfi daldich produktd hydrolyzy
doporucenych Evropskou komisi k monitorovani. Metoda byla nasledné aplikovana ke sledovani hydrolyzy
glykoalkaloidl po dezintegraci bramborovych hliz, kdy bylo mozné souc¢asné monitorovat koncentra¢ni ubytek
materskych glykoalkaloidd i vznik degradacnich produktl a ziskat tak komplexnéjsi informace o zménach
glykoalkaloidového profilu.


mailto:tereza.jablonska@vscht.cz

Zavéry:

Vyvinutd UHPLC-HRMS/MS metoda predstavuje komplexni analyticky pfistup umoznujici kvantifikaci hlavnich
glykoalkaloidl i cileny screening jejich degradacnich produktd v rdmci jediné analyzy. Diky vysoké selektivité
a moZnostem HRMS/MS identifikace umoZnuje spolehlivou charakterizaci glykoalkaloidového profilu
a sledovani jeho zmén béhem degradace. Metoda tak predstavuje vhodny nastroj pro studium premén
glykoalkaloidli béhem technologického zpracovani i pro komplexnéjsi hodnoceni bezpecnosti brambor
a vyrobk z nich.

Proc je prezentovana studie vyznamna:

Pfestoze Doporuceni Komise (EU) 2022/561 zmiriuje potfebu monitorovat produkty hydrolyzy glykoalkaloidd,
jejich analytické sledovani je dosud limitovdano nedostatkem vhodnych analytickych metod i referencnich
standard. Studie pfindsi metodicky pfistup, ktery umoznuje komplexnéjsi sledovani zmén
glykoalkaloidového profilu a reaguje na soucasné pozadavky evropskych doporuceni v oblasti bezpeénosti
potravin.

Soucasna studijni/pracovni pozice prvniho autora:
Studentka 1. ro¢niku doktorského studia studijniho programu Potraviny a pfirodni produkty na Ustavu analyzy
potravin a vyZivy VSCHT Praha.
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products. EFSA Journal 2020, 18 (8), e06222. DOI: https://doi.org/10.2903/j.efsa.2020.6222.
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Quantifying trace volatile organic compounds (VOCs) in ambient air and in highly humid matrices, such as
exhaled breath, requires sensitive detection and tightly controlled ion—molecule reactions. Conventional
selected ion flow tube mass spectrometry (SIFT-MS) relies on continuous carrier-gas flow and typically fixes
pressure and reaction time. We implement SIFT-MS chemistry in a linear quadrupole ion trap (LQIT), allowing
independent adjustment of pressure and reaction time, lower helium consumption, and integrated MS", and
collision-induced dissociation (CID). We operate a custom LQIT with pulsed helium, generate H3O* reagent
ions in the trap by reacting Ar*, formed by electron ionization, with trace H,0, and then mass-isolate the H;0*
ions. Two fast-pulsed valves independently inject helium and sample gas, providing millisecond control over
neutral density and reaction time. We use resonant secular excitation to mass-analyze the trapped-ion
population and eject ions toward off-axis detectors, enabling the acquisition of a complete mass spectrum in
a single scan. We can subsequently isolate selected product ions and subject them to CID when required. We
efficiently generate, trap, and isolate H;O* in the LQIT and drive controlled reactions with trace VOCs. We
determine VOC concentrations using known reaction rate coefficients, controlled reaction times, and
calibrated neutral densities. The instrument integrates MS analysis, ion isolation, and MS" in periodic
sequences, enabling real-time concentration monitoring. These results demonstrate the potential of ion-trap
SIFT-MS as a flexible, gas-efficient approach to quantitative VOC analysis.

Acknowledgment: The authors thank for the financial support from the Praemium Academiae funding provided by the
Czech Academy of Sciences (Project No. AP2102).
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Uvod:

Infekéni artritida predstavuje zavazny klinicky stav, pfi kterém muZe rychle dochazet k destrukci kloubnich
struktur, ztraté funkce kloubu a rozvoji systémovych komplikaci v€etné sepse. Vcasné a presné odliseni
infekéniho a neinfekéniho postizeni kloubu je proto zasadni pro zahdjeni cilené Iécby a prevenci nevratného
poskozeni. Soucasna diagnostika vsak z(stava obtizna zejména u pacientll s nejednoznaénym cytologickym,
biochemickym nebo mikrobiologickym ndlezem, pfi nizkostupriovych infekcich, po predchozi antibiotické
terapii nebo pfed dostupnosti vysledkd kultivace2. Synovidlni tekutina pfimo odrézi lokélIni déje probihajici v
kloubnim prostoru, a predstavuje tak vhodny biologicky material pro hledani novych molekularnich
biomarker(®%. Cilem této studie bylo zhodnotit, zda cilené lipidomické profilovani synovialni tekutiny pomoci
LC-MS/MS umozriuje zachytit spole¢ny lipidovy vzorec asociovany s infekéni artritidou a popsat metabolické
zmény souvisejici s infekénim zanétem kloubu.

Metodika:

Cilend lipidomickd analyza synovidlni tekutiny byla provedena pomoci kapalinové chromatografie ve spojeni
s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS) u 250 vzork( pacient(l s osteoartrézou (OA), nativni
kloubni infekci (INF), aseptickou revizi totalni kloubni nahrady (OA/TJR) a periprotetickou infekci (PPI1). Studie
zahrnovala exploratorni ¢ast a naslednou zaslepenou validacni fazi. Ziskand data byla hodnocena pomoci
univariantnich a multivariantnich (PCA, OPLS-DA) statistickych metod. Pro biologickou interpretaci zmén byly
vyuzity lipidové mapy v prostfedi Cytoscape a analyza lipidovych drah pomoci nastroje BioPAN. Pro vybér
lipid( s nejvyssim diagnostickym potencidlem byl nasledné vytvoren kompozitni lipidovy biomarker zalozeny
na deviti lipidech vybranych pomoci LASSO logistické regrese implementované v programovacim jazyce
Python.

Vysledky a diskuze:

Infekéni artritida byla charakterizovana komplexnim a reprodukovatelnym lipidovym profilem synovialni
tekutiny, ktery byl potvrzen v nezavislé valida¢ni kohorté. Celkem bylo detekovano a semikvantifikovano 378
lipidovych druh( napti¢ 20 lipidovymi tfidami. Nejvyraznéjsi zmény zahrnovaly pokles lysofosfolipidd,
zejména lysofosfatidylcholind (LPC) a lysofosfatidylethanolaminl (LPE) obsahujicich kyselinu linolovou
[FA(18:2)], a soucasné zvyseni etherovych a vinyl-etherovych fosfatidylcholinli (PC) a fosfatidylethanolamint
(PE), predevsim z podtfid PC O-/P- a PE O-/P-. Déle byla uinfekénich vzork( pozorovana akumulace
nenasycenych triacylglycerolll (TG), zejména druhi s vyssim poctem dvojnych vazeb. Tyto zmény naznacuiji
koordinovanou remodelaci lipidového metabolismu v prostfedi infikovaného kloubu, pravdépodobné
spojenou s oxidacnim stresem, aktivaci fosfolipasovych drah a adaptivni ochranou bunéénych membran.
Multivariantni analyza umozZnila spolehlivé odliseni infek¢nich a neinfekénich vzork(. OPLS-DA model
vytvoreny v exploratorni fazi dosahl vysoké klasifikacni pfesnosti u pacientl s INF a OA a jeho robustnost byla
nasledné potvrzena v zaslepené validacni fazi. Pomoci LASSO logistické regrese bylo nasledné vybrano devét



lipidd, které vytvorily kompozitni lipidové skdre se senzitivitou 0,90-1,00 a specificitou 0,93—0,98. Ve valida¢ni
kohorté nebyl zaznamendn Zadny faleSné negativni pripad. Lipidové skdre korelovalo s procentudlnim
zastoupenim neutrofill v synovialni tekuting, avsak zachovalo si diskriminacni schopnost i v prekryvajicich se
cytologickych rozmezich, coz naznacuje, ze odrazi nejen bunécné sloZeni vzorku, ale také hlubsi metabolickou
odpovéd hostitele na infekci.

Zavéry:

Cilend LC-MS/MS lipidomika synovialni tekutiny umoZiiuje zachytit reprodukovatelnou metabolickou
odpovéd' spojenou s infekénim zdnétem kloubu. Identifikovany lipidomicky profil je tvofen predevsim
poklesem lysofosfolipidd, zvySenim etherovych fosfolipidl a zvySenim nenasycenych TG, coZ odpovida
infekéné indukované fosfolipidové remodelaci a adaptaci na oxidacni stres. Kompozitni lipidovy biomarker
predstavuje kompaktni a biologicky interpretovatelny diagnosticky nastroj, ktery mlze v budoucnu doplnit
soucasné cytologické, mikrobiologické a biochemické postupy, zejména u pacientl s nejednoznacnym
nalezem pfi primarnich diagnostickych postupech.

Proc je prezentovana studie vyznamna:

Rychlé a presné rozliseni infekéni a neinfekéni artritidy je zasadni pro véasné zahajeni cilené IéCby, prevenci
poskozeni kloubu a sniZeni rizika systémovych komplikaci véetné sepse. Navrieny kompozitni lipidovy
biomarker dosahl vysoké senzitivity i specificity a mlZe pomoci zpresnit diagnostiku zejména u pacient( v tzv.
diagnostické ,Sedé z6né“, napfiklad pfi nejednoznacném cytologickém, biochemickém nebo
mikrobiologickém nalezu. Studie tak podporuje vyuZiti cilené LC-MS/MS lipidomiky synovialni tekutiny jako
potenciadlniho dopliikového nastroje pro ¢asnéjsi a presné;jsi diagnostické rozhodovani u kloubnich infekci.

Soucasna studijni/pracovni pozice prvniho autora:
Doktorandka programu Lékarska chemie a klinicka biochemie a vyzkumna a vyvojova pracovnice Laboratore
dédi¢nych metabolickych poruch, Oddéleni klinické biochemie, Fakultni nemocnice Olomouc

1 Magruder M. L., Heckmann N. D., Lieberman J. R., Scuderi G. R., Lustig S., Parvizi J., et al.: J. Arthroplasty 41, 551 (2026).

2 Manasherob R., Warren S. |., Flanagan C. M., Arora P., Heo L., Moore C. J., et al.: J. Transl. Med. 23, 1 (2025).

3Zhou Q., Ghorasaini M., Cornelis F. M. F, Assi R., de Roover A., Giera M., et al.: Ann. Rheum. Dis. 84, 1264—1276 (2025).

4 Kvasnicka A., Najdekr L., DobeSova D., Pisklakova B., lvanovova E., Friedecky D.: Clin. Chem. Lab. Med. 61, 587-598 (2023).

Prdce byla podpofena MZ CR (DRO FNOI, 00098892; AZV NW24-10-00395) a Evropskym fondem pro regiondini rozvoj v
rédmci projektu ,Interdisciplindrni pristupy pro vyvoj a aplikaci novych materidli v lékarské praxi — Nové omické
technologie” (No. CZ.02.01.01/00/23_021/0009224).



ANALYSIS OF TRASTUZUMAB DIGESTION PRODUCTS BY CAPILLARY
ELECTROPHORESIS WITH NANO SHEATH LIQUID FLOW INTERFACE FOR ESI/MS
DETECTION

RENATA KONASOVA, DUSAN KOVAL, MILAN VRABEL, SIMONA HORKELOVA, VACLAV KASICKA

Institute of Organic Chemistry and Biochemistry of the Czech Academy of Sciences, Flemingovo ndm. 542/2, Prague 6,
160 00, Czech Republic

E-mail: renata.konasova@uochb.cas.cz

Since the discovery of hybridoma technology in 1975, monoclonal antibody (mAb) development has grown
rapidly. In recent years, numerous mAb-based therapeutics have been approved and introduced into clinical
practice. Capillary electrophoresis (CE) with UV detection is a well-established method for the analysis of
mAbs, particularly in their native state 1. Recently, CE-ESI/MS methods have been developed, especially for
the more detailed characterization of mAb charge variants 2. In this work, CE-MS methods employing a nano-
sheath liguid flow CE-ESI/MS interface were applied to characterize trastuzumab and its digestion products
at different stages of enzymatic cleavage, including the analysis of the intact (native) mAb, middle down
analysis of its fragments, and peptide mapping of peptides generated by pepsin and papain proteolyses. The
aim of this study was to develop CE-ESI-MS methods for optimizing digestion conditions to maximize the yield
of the trastuzumab Fab fragment.

Near-native CE-ESI/MS was used to monitor the extent of digestion and identify the products, whereas CE-
ESI/MS performed with an acidic background electrolyte (BGE) and a positively coated fused-silica capillary
enabled detailed characterization of the resulting fragments. Large-volume sample stacking (LVSS) in a
positively PAMAPTAC-coated fused-silica capillary > was employed for the analysis of the generated peptides.

The combination of these CE-ESI/MS methods enabled the optimization of the trastuzumab digestion
workflow. The highest yield of the Fab fragment was achieved by sequential proteolysis of the intact mAb
using pepsin for 4 h, followed by papain digestion for 16 h. Longer pepsin digestion times resulted in further
degradation of the generated F(ab’), fragments. The generated F(ab’), species were readily accessible to
subsequent papain cleavage. This approach eliminated the need for papain reactivation during digestion and
provided a higher Fab fragment yield than digestion with papain alone.

1. Baxter J., Waltham K., Fitton L., Sanger-van de Griend C. E.: Electrophoresis 47, 15 (2026). https://doi.org/10.1002/elps.70089.
2. Schwenzer A. K., Neususs C.: Anal Chem 97, 17598 (2025). https://doi.org/10.1021/acs.analchem.5c02760.
3. Konasova R., Butnariu M., Solinova V., Kasicka V., Koval D.: Anal Chim Acta 1178, 338789 338789 (2021).

https://doi.org/10.1016/j.aca.2021.338789.

This work was supported by the Czech Academy of Sciences, project no. RVO 61388963.



ANALYZA TRIETHANOLAMINU V PLAZME JAKO PRUKAZ OTRAVY DUSIKATYM
YPERITEM

DOMINIK KRUPKA, HELENA REHULKOVA, ALZBETA DLABKOVA

Univerzita obrany, Vojenska lékarska fakulta, Katedra toxikologie a vojenské farmacie, Trebesska 1575, 500 01 Hradec
Kralové

Email: dominik.krupka@unob.cz

Dusikaté yperity jsou vysoce toxické slou¢eniny, které jsou pfisné kontrolovany Umluvou o zdkazu chemickych
zbrani. Ackoli nebyly dosud pouzity pfi teroristickych utocich ani vale¢nych konfliktech, jejich snadnd syntéza
[1] predstavuje riziko jejich zneuZiti. Nas vyzkum se zaméruje predevsim na vytvoreni analytické kvantitativni
metody pro detekci tris(2-chlorethyl)aminu (HN3) ze vzorku plazmy. HN3 tvofi stabilni adukty reakci s
nukleofilnimi fetézci proteint [2]. Tyto adukty by mohly byt pouZity pro forenzni Ucely v pfipadech podezieni
na otravu HN3. Nase metoda pfipravy vzorku se zaméfila na hydrolyzu aduktl a naslednou extrakci,
zkoncentrovani a derivatizaci triethanolaminového produktu. Triethanolamin byl derivatizovdn pomoci
heptafluorbutyrylimidazolu a poté analyzovan pomoci GC/MS s elektronovou ionizaci a analyzatorem typu
trojitého kvadrupdlu. Hmotnostni spektrometrie byla zamérena na sledovani iontovych prechodd m/z
5105241 a 241->169, které mély nejvyssi odezvu signalu.

1. Otsuka, M.; Miyaguchi, H. Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry Analysis of Nitrogen Mustard Degradation Products after
Derivatization with Benzoylimidazole. Microchemical Journal 2024, 207, 111842, doi:10.1016/j.microc.2024.111842.
2. R Thompson, V.; P DeCaprio, A.P.D. Covalent Adduction of Nitrogen Mustards to Model Protein Nucleophiles. Chem. Res. Toxicol 26,

1263-1271, doi:10.1021/tx400188w.

Prédce byla podporena MSMT CR (Specificky vyzkum SV/VLF202404).
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Uvod:

Rostouci svétova populace zvySuje potfebu novych, udrzitelnych zdroji potravin. Za Ucelem snizeni
environmentalni zatéZe spojené s tradicni ZivociSnou vyrobou se intenzivné hledaji alternativni zdroje bilkovin.
Jedly hmyz predstavuje slibného kandidata, nebot jeho nutriéni hodnota je srovnatelna s konvencnimi
Zivocisnymi produkty, zatimco jeho chov vyZaduje méné prostoru a vody a produkuje nizsi emise sklenikovych
plynd?. Potraviny na bazi hmyzu byly Evropskou unii oficidlné uznény jako nové potraviny v roce 2018. Aékoli
byl jedly hmyz historicky ziskdvan prevaziné z volné pfirody, moderni hmyzi farmy umoznuji chov v
kontrolovaném prostfedi s regulovanou dietou, coZ napomdaha snizeni rizika kontaminace®. PfestoZe existuje
dostatek dikaz( o nutri¢nich benefitech hmyzu, jeho chemicka bezpeénost zlstava oblasti aktivniho vyzkumu.
Stejné jako jiné potraviny mize i hmyz akumulovat potencialné skodlivé kontaminanty v pribéhu produkéniho
fetézce. Expozice hmyzu mUze byt pfima nebo nepfima, napfiklad prostfednictvim krmiva ¢i prostredi, ve
kterém je chovan (napf. chovné nadoby nebo podloZi)®. Endokrinni disruptory (ED) pfedstavuji skupinu
kontaminant(l, kterd v poslednich letech prfitahuje zvySenou pozornost. Jedna se o latky, které narusuji
endokrinni systém inhibici biosyntézy a metabolismu hormon( a narusenim homeostézy organismu®. Zatimco
vyskyt ED v potravinach je v literatufe dobfe zdokumentovan, jejich pritomnost v jedlém hmyzu je dosud
nedostatecné prozkoumana. Vzhledem k predpokladiim, Ze se poptavka po jedlém hmyzu do roku 2030
ztrojnasobi, je jeho chemicka bezpecnost zasadni.

Metodika:

Analyza ED v jedlém hmyzu byla provedena pomoci pokrocilych instrumentalnich metod. Soubor vzorkd byl
podroben analyze na obsah 3 skupin CP, 10 latek ze skupiny bisfenol (BP) a 13 ftalat (PHT). Vzorky byly
extrahovany do ethylacetatu, pfipadné acetonitrilu, primarni extrakty byly nasledné precistény pomoci
disperzni extrakce na tuhou fazi (dSPE) pomoci sorbentu Z-Sep+ nebo extrakce na tuhou fazi (SPE) na
kolonkach se silikagelem. Veskeré pouzité analytické postupy byly pfed aplikaci na realné vzorky validovany
na dvou hladinach, zvolenych tak, aby odrazely redlné nalezy z pfedchozich studii a literatury. Analyza CP
s kratkym a stfednim fetézcem byla provedena na plynové chromatografii ve spojeni s vysokorozliSovaci
hmotnostni spektrometrii (GC-HRMS) a hmotnostnim analyzatorem typu orbitalni iontova past. Analyza CP
s dlouhym fetézcem byla provedena pomoci techniky ultradcinné kapalinové chromatografie ve spojeni
s vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrii (UHPLC-HRMS) a hmotnostnim analyzatorem typu orbitalni
iontova past. Analyza PHT byla provedena pomoci GC-MS/MS s hmotnostnim analyzatorem typu trojity
kvadrupdl. Bisfenoly byly analyzovany pomoci UHPLC-MS/MS.

Vysledky a diskuze:

Pro jednotlivé pouZité metody bylo dosazeno limit( kvantifikace (LOQ) 0,2—-10 ng/g pro ftalaty, 0,1 ng/g pro
bisfenoly a 1 ng/g pro CP. Vlysledky analyz redlnych vzorkd, ziskanych v rdmci projektovych spolupraci a z ¢eské
trzni sité, jsou momentdalné procesovany a nudou prezentovdny na konferenci. Celkem bude analyze na obsah
ED podrobeno 50 vzork{ potravin na bazi hmyzu.

Zavéry:

Tato studie podle nasich znalosti, pfedstavuje prvni vhled do problematiky vyskytu ED v potravinach na bazi
hmyzu, zdroven potvrzuje jejich vyskyt v téchto potravinach a akcentuje dalezZitost dalsiho vyzkumu. V rdmci
navazujicich studii se planujeme zaméfrit primarné na zdroje kontaminace v procesu chovu a zpracovani
hmyzu. Studované vzorky byly analyzovany na pfitomnost vyse uvedenych ED. Soubor vzorkd zahrnoval hmyz
chovany v insektariu Ceské zemédélské univerzity a potraviny na bazi hmyzu zakoupené na ¢eském trhu
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(chipsy, proteinovy prasek, cokolada, proteinové tycinky). Studie ddle hodnoti expozici ¢lovéka vybranym ED
pfi konzumaci jedlého hmyzu a posuzuje jejich mozné dopady na lidské zdravi.

Proc je prezentovana studie vyznamna:

Predkladana studie je jedna z prvnich zabyvajici se analyzou jedlého hmyzu na obsah vice latek ze skupiny ED.
Vysledky mohou pfinést dileZity vhled do problematiky chemické bezpeénosti jedlého hmyzu, jakoZto
perspektivni nové potraviny.

Soucasna studijni/pracovni pozice prvniho autora: Student prvniho roéniku doktorského studia,
zaméstnanec Ustavu chemie a analyzy potravin a vyZivy
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DEVELOPMENT OF A METHOD FOR EFFICIENT SEPARATION AND DETECTION
OF N-NITROSAMINES IN CYCLIZINE USING APCI-HPLC-MS/MS
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N-nitrosamines are chemical compounds classified as potential human carcinogens. They are formed through
the reaction of secondary or tertiary amines with nitrous acid (HNO,) under acidic conditions. Consequently,
N-nitrosamines can be found in the environment (e.g., drinking and wastewater), various food products, and
pharmaceuticals®. Since 2018, when elevated concentrations of N-nitrosodimethylamine were detected in
the drug Valsartan, regulatory attention on the presence of N-nitrosamines in pharmaceuticals has
significantly increased?.

According to the ICH M7(R1) guideline3, acceptable limits for N-nitrosamines are established based on
toxicological data and daily intake, considering the maximum daily dose of each active pharmaceutical
ingredient (API) in the EU.

This study employed an Agilent 1200 liquid chromatograph coupled with a 6470 Triple Quadrupole (QQQ)
tandem mass spectrometer using Atmospheric Pressure Chemical lonization (APCl). Chromatographic
separation of seven N-nitrosamines was achieved using a YMC-Triart C18 ExRS column (100 mm x 2.1 mm,
1.9 um) at 40 °C. The mobile phases consisted of 10 mM ammonium carbonate (phase A) and methanol
(phase B), with an injection volume of 10 L. Detection and identification were carried out multiple reaction
monitoring (MRM) transitions using Agilent MassHunter 10.1 software.

A key challenge during method development was the separation of N-nitrosodiisopropylamine (NDiPA) and
N-nitrosodipropylamine (NDPA), which have identical molecular mass and MRM transitions. Optimization of
chromatographic parameters did not improve their resolution, thus, two separate time windows were
implemented in the acquisition program to distinguish between NDiPA a NDPA.

The goal was to separate seven N-nitrosamines in a Cyclizine sample, ensuring their elution prior to the main
Cyclizine peak. Given the dissociation constant of Cyclizine (pKa = 8.2), a mobile phase with 10 mM
ammonium carbonate at pH 9.0 was found optimal. To minimize detector contamination, a third time window
was incorporated into the MS acquisition method to divert the Cyclizine directly to waste.

The developed APCI-HPLC-MS/MS method successfully enabled the efficient separation and detection of
seven N-nitrosamines in Cyclizine samples and can be further adapted for the analysis of other
pharmaceutical products.

Lparfant, T. P. et al.: European Journal of Pharmaceutical Sci. 2024, doi: 10.1016/j.ejps.2023.106633.

2 Mavis, E. M. et al.: ) Chromatogr B Analyt Technol Biomed Life Sci. 2023, doi: 10.1016/j.jchromb.2023.123593.

31CH M7 Assessment and control of DNA reactive (mutagenic) impurities in pharmaceuticals to limit potential carcinogenic risk —
Scientific guideline | European Medicines Agency (EMA).



POROVNANI zPUSOBU ZPRACOVANI LIDSKEHO SERA PRO NECILENOU LC-MS
PROTEOMIKU A PEPTIDOMIKU
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Uvod: Lidské sérum predstavuje analyticky naroény biologicky materidl s mimoradné Sirokym rozsahem
koncentraci proteind. Vysoce abundantni proteiny omezuji detekci potencialné biologicky vyznamnych
nizkoabundantnich slozek, zatimco deplece a frakcionace mohou zvysSovat hloubku analyzy za cenu zmény
sloZeni vzorku a vyssi analytické variability. Cilem prace bylo porovnat dostupné pfistupy ke zpracovani séra a
posoudit jejich vliv na pocet identifikovanych proteinli, zastoupeni nizkoabundantnich sloZek a
reprodukovatelnost relativni kvantifikace.

Metody: Bylo porovnano Stépeni proteini pfimo v roztoku, Stépeni po srazeni proteini acetonem a
zpracovani metodou FASP. Moznosti oddéleni peptidomu a nizkomolekuldrni proteomové frakce byly
hodnoceny pomoci centrifugacnich filtrG s mezi molekulové hmotnosti 10 a 30 kDa. Jako ekonomicky
dostupné deplecni postupy byly testovany precipitace 0,5 M kyselinou chloristou a 70% methanolem.
Reprodukovatelnost zpracovani nativniho a kyselinou chloristou precipitovaného séra byla posouzena v osmi
nezavislych dnech, vidy s deseti technickymi replikaty (celkem 80 analyz pro kazdy postup). Vzorky byly
analyzovany rychlou nanolLC—dia-PASEF-MS/MS metodou s iontovou mobilitou. Hodnoceny byly podty
identifikovanych proteind, prekryv proteinovych soubord, variabilita normalizovanych intenzit a struktura dat
pomoci PCA a OPLS-DA.

Vysledky: V nativnim séru bylo identifikovano 312 proteind, po precipitaci kyselinou chloristou 433 proteint
a po precipitaci methanolem 351 protein(l. VSechny tti postupy sdilely 235 protein(, zatimco 122 protein(
bylo detekovdano pouze po precipitaci kyselinou chloristou. Tento postup zvysil zastoupeni tkanové
specifickych protein(i z 94 na 218 a signalnich proteint z 10 na 25. Vyssi hloubka proteomové analyzy vsak
byla doprovdazena metodicky zavislym zvySenim variability, nejvyraznéjSim u methanolové precipitace.
Multivariacni analyza soucasné odhalila systematicky vliv dne zpracovdni, coz zdlraziuje vyznam
standardizace preanalytické faze a pravidelného zarazovani kontrolnich vzorkt. Zkraceni nanolC gradientu z
85 na 25 minut nesnizilo hloubku analyzy a vedlo k identifikaci 407 oproti 379 proteinim.

Zavér: Volba zplsobu zpracovani zasadné ovliviiuje hloubku, sloZeni i kvantitativni reprodukovatelnost
sérového proteomu. Precipitace kyselinou chloristou predstavuje dostupny zplsob rozsifeni detekce
nizkoabundantnich proteind, vyZaduje vSak dislednou kontrolu mezidenni variability. Ultrafiltrace, FASP a
precipitacni postupy poskytuji komplementarni mozZnosti cileného ziskani proteomové a peptidomové frakce.
Pro klinickou proteomiku proto nelze doporucit jediny univerzalni postup; metoda musi byt zvolena podle
biologického cile studie a poZzadované kvantitativni pfesnosti.

Financovadni: Prdce byla podporena z Evropského fondu pro regiondlini rozvoj: Projekt ,, Interdisciplindrni pristupy pro vyvoj
a aplikaci novych materidli v medicinské praxi — nové omické technologie” (¢. CZ.02.01.01/00/23_021/0009224) a
Agenturou pro zdravotnicky vyzkum CR (AZV - NW26-01-00189): Projekt ,,Multiomika u pacientd se zdnétlivym stfevnim
onemocnénim.”



STANOVENI FTOH POMOCIi GC-MS/MS
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Uvod:

Fluorotelomerni alkoholy (FTOH) pat#i do skupiny per- a polyfluorovanych latek (PFAS). Jsou dalezitymi
meziprodukty pfi vyrobé& fluorovanych polymerd, které diky svym hydrofobnim a oleofobnim
vlastnostem nachazeji Siroké uplatnéni v obalovych materidlech, textiliich, lepidlech a dalSich
produktech. FTOH jsou prekurzory perfluorovanych karboxylovych kyselin (PFCA), napfiklad kyseliny
perfluorooktanové (PFOA), ktera je znama svou vysokou perzistenci v zivotnim prostredi. Vzhledem ke
své tékavosti se FTOH snadno uvolfiuji b&hem vyroby, pouzivani i likvidace vyrobktd obsahujicich PFAS.
Byly proto detekovany ve vzorkach vod, pld, sedimentd i ovzdusi "3,

S neustale se zpfisnujicimi pozadavky na sledovani PFAS a snizovanim limit( pro jejich stanoveni roste
potfeba citlivych a validovanych analytickych metod umoznujicich monitorovani téchto latek. V navrhu
revize Water Framework Directive (WFD) jsou 6:2 a 8:2 FTOH zahrnuty do skupiny 24 PFAS, pro které
budou platit jistd omezeni 4. V reakci na tento regulatorni poZadavek a potfebu monitoringu téchto latek
v zivotnim prostfedi byla v laboratofich ALS vyvinuta a validovdana metoda pro stanoveni FTOH ve
vodnych vzorcich.

Metodika:

Priprava vzork( zahrnuje SPE extrakci, naslednou extrakci do pentanu, zakoncentrovani extraktu
a stanoveni pomoci plynové chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii s pozitivni
chemickou ionizaci (GC-MS/MS-PCI). V priibéhu vyvoje metody byla optimalizovana chromatograficka
separace, teplotni program i konfigurace kolony. Soucasti optimalizace bylo také zavedeni analytického
protektantu, ktery eliminoval sorpci analyt(l na aktivhich mistech systému a zlepS$il opakovatelnost
nastfik(. Vzhledem k problematické stabilité analytd, t€kavosti a zaroven jejich schopnosti sorpce
na rdzné typy povrcha, byl nejnarocnéjsim krokem vyvoje metody vybér vhodné vzorkovnice a fixacniho
¢inidla pro zajisténi stejné koncentrace analyt( od vzorkovani az po zpracovani vzorku.

Vysledky a diskuze:

Vyvinuta metoda umoznuje stanoveni FTOH s mezi stanovitelnosti 5 ng/L (6:2, 8:2 FTOH) a 10 ng/L (4:2,
10:2 FTOH). Validace byla provedena na rdznych typech vodnych matric. VytéZznosti uméle
kontaminovanych vzork(l dosahovaly 94-115 % a opakovatelnost se pohybovala v rozmezi 2-12 %.
Funkénost metody byla ovéfena na nékolika mezilaboratornich porovnanich vcetné komercné
dostupného proficiency testingu od firmy LGC.

Zavéry:

Byla zavedena metoda pro analyzu 4:2, 6:2, 8:2 a 10:2 FTOH v pitnych, povrchovych, podzemnich
a odpadnich vodach pomoci GC-MS/MS. Optimalizace chromatografickych podminek, vybéru kolony
a pouziti protektantu vedly k dosazeni pozadované citlivosti a reprodukovatelnosti metody. Dal§im
krokem bude rozSifeni metody na stanoveni FTOH v zeminach.

Proc je prezentovana studie vyznamna:

Fluorotelomerni alkoholy patfi mezi vyznamné prekurzory PFAS, jejichz sledovani je zminovano
v pfipravovanych evropskych regulatornich pozadavcich. Uvedena metoda umoznuje stanoveni Ctyf
zastupcl FTOH v raznych typech vod. Ziskané poznatky i metoda samotna tak pfispivaji ke zlepSeni
monitorovani PFAS v Zivotnim prostfedi.
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PYSPRESSO: PYTHON FRAMEWORK PRO REPRODUKOVATELNE
A AUTOMATIZOVANE ZPRACOVANI LC—MS DAT
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Uvod:

Zpracovani rozsahlych LC-MS omickych dat, zejména v pripadé multi-batch dataset(l, vyZzaduje kombinaci
nékolika navazujicich krokl, jako jsou filtrace dat, normalizace, korekce batch efektu, statisticka analyza,
vizualizace a tvorba vystupnich report(. Tyto kroky jsou Casto provadény pomoci riznych nastroji nebo
individualné psanych skriptd, coz mlzZe sniZovat reprodukovatelnost analyzy a znesnadnovat jeji opakovani
nebo Upravu pro jiné experimentalni uspofadani. PySPRESSO je open-source framework vyvijeny v jazyce
Python, jehoz cilem je sjednotit hlavni kroky LC—MS datové analyzy do modularniho, transparentniho a
reprodukovatelného pracovniho prostredi.

Metodika:

PySPRESSO je navrzeno jako modularni framework umoznujici sestaveni analytického workflow z jednotlivych
krokl datového zpracovani. Soucasti workflow jsou metody pro nacteni dat, praci s metadaty, filtraci
proménnych a vzorkd, normalizaci, korekci batch efektd, statistické vyhodnoceni, tvorbu grafickych vystupl a
automatizované generovani reportl. Dlraz je kladen na transparentni dokumentaci provedenych krokd,
moznost opakovaného spusténi analyzy a pfizptsobeni workflow riznym typim experimentalnich design.
Vedle samotného Python frameworku je vyvijeno také grafické uzivatelské rozhrani, jehoz cilem je umoznit
sestaveni a spusténi analytického workflow i uzivatelim bez znalosti programovacich jazyku.

Vysledky a diskuze:

V rdmci této prace je predstavena pocatecni vefejné dostupna verze nastroje PySPRESSO a jeho vyvijeného
grafického uzivatelského rozhrani. Framework integruje klicové kroky LC—MS datové analyzy do jednoho
prostfedi a umoznuje jejich kombinaci v rdmci reprodukovatelného workflow. Vystupem analyzy jsou nejen
zpracovana data a grafické vysledky, ale také report shrnujici provedené kroky, pouZité parametry a ziskané
vystupy. Tim PySPRESSO podporuje lepsi dohledatelnost analytického postupu a usnadiiuje porovnani
vysledk(l mezi rGznymi béhy analyzy. Offline charakter nastroje je vyhodny zejména pro citlivda nebo rozsahla
data, ktera neni vhodné zpracovdvat pomoci webovych platforem. Vyvijené grafické rozhrani zaroven rozsifuje
pouZzitelnost nastroje pro Sirsi okruh vyzkumnika, ktefi potfebuji analyzovat LC—MS data bez nutnosti pfimého
psani kédu.

Zavéry:

PySPRESSO predstavuje moduldrni open-source feSeni pro automatizované a reprodukovatelné zpracovani
LC-MS dat. Spojuje flexibilitu Python frameworku s cilem vytvofit uzivatelsky pristupné prostiedi pro
sestavovani analytickych workflow. Prvni vefejné dostupna verze nastroje poskytuje zaklad pro dalsi rozvoj
smérem ke standardizovanéjsi, transparentnéjsi a Iépe reprodukovatelné LC—MS datové analyze.

Proc je prezentovana studie vyznamna:

PySPRESSO reaguje na potrebu transparentniho a reprodukovatelného zpracovani rozsahlych LC—MS dat. Diky
kombinaci modularniho Python frameworku a vyvijeného grafického rozhrani mlze zpfistupnit pokrocilé
analytické workflow i uZivateldm bez programatorskych zkusenosti. Offline zpracovani zarovern umoznuje
pouziti nastroje i pro citlivé nebo velkoobjemové datové soubory.
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Uvod:

Systémovy lupus erythematodes (SLE) je chronické autoimunitni onemocnéni charakterizované systémovym
zanétem, oxidativnim stresem a postupnym orgdnovym poskozenim. Lupus nephritis (LN) pfedstavuje jednu
a vyssi mortalitou pacient(®. Cilena lipidomickd LC-MS/MS analyza séra pfedstavuje vhodny néstroj pro
charakterizaci metabolickych zmén asociovanych se SLE a LN. Cilem studie bylo porovnat sérovy lipidom
pacientl se SLE bez nefritidy, pacientll s LN a zdravych kontrol a soucasné vyhodnotit CERT1 a CERT2 skére
jako ukazatele kardiovaskularniho rizika spojeného s ceramidovym a fosfatidylcholinovym metabolismem?.

Metodika:

Do studie byly zatazeny vzorky séra pacientl se SLE bez nefritidy (n = 36), pacientl s lupusovou nefritidou (n
=50) a zdravych kontrol odpovidajicich vékem a pohlavim (HC; n = 30). Lipidomické profilovani bylo provedeno
cilenou metodou RP-LC-MS/MS v reZimu sMRM s prepinanim polarity ionizace. Analyza zahrnovala vice neZ
900 lipidovych druhl napfi¢ hlavnimi lipidovymi tfidami. Navic byla provedena cilend LC-MS/MS analyza
CERT1 a CERT2 skore, kterd byla vypocitdna z absolutnich koncentraci vybranych ceramidl (Cer) a
fosfatidylcholint (PC) a ddle pak zarazeny dle kvartil( do rizikovych kategorii. Data byla vyhodnocena pomoci
univariantnich a multivariantnich statistickych metod, doplnénych o vizualizaci lipidovych tfid v prostredi
Cytoscape a analyzu lipidovych drah pomoci BioPAN.

Vysledky a diskuse:

U SLE i LN pacientl byly ve srovnani se skupinou HC pozorovany vyrazné zmény v lipidovém metabolismu.
Kombinace p-hodnot v ramci lipidovych tfid ziskana Fisherovym testem ukazala, Zze nejvyznamnéjsi statistické
zmény v porovnani SLE vs. HC byly po Benjaminiho-Hochbergové korekci (BH-FDR) pozorovany u PC (BH-FDR
= 2,73 x 107%), sfingomyelinG (SM; BH-FDR = 1,09 x 107*?) a vinyl-etherovych fosfatidylcholinG (PC P-; BH-FDR
= 8,00 x 107'Y). Univariantni statistickd analyza odhalila signifikantni pokles vybranych polynenasycenych
fosfatidylcholind (PUFA-PC; PC(42:10), p = 5,5 x 10™% PC(37:6), p=8x 10 doprovazeny zvysenim
cirkulujicich polynenasycenych mastnych kyselin (FA; FA(22:5), p=1,2 x 10™%; FA(22:6), p = 1 x 1073). Tyto
zmény, vizualizované pomoci krabicovych grafl reprezentativnich lipidovych druhd, odpovidaji dysregulaci
metabolismu membranovych glycerofosfolipid( a zapojeni PUFA-PC do zanétlivych procesl. Snizené hladiny
vybranych fosfatidylserind (PS; PS(36:1), p = 3,8 x 10™; PS(38:4), p = 6,5 x 10™%) dale podporuji narusenou
homeostazu membranovych fosfolipidd u SLE a LN. Analyza pomoci BioPAN potvrdila charakter zmén
membranovych fosfolipid(, pricemzZ statisticky vyznamné Z-skére bylo zjisténo u drah propojujicich
fosfatidylethanolaminy (PE) a PS u SLE vs. HC i LN vs. HC (|Z| > 1,645). Rovnéz byl pozorovan pokles alkyl- a
vinyl-etherovych fosfolipidi PC O-/P- a PE P-. Tento nalez je v souladu s dfive popsanym poklesem
plasmalogend u SLE a podporuje souvislost se zvySenym oxidativnim stresem a narusenou homeostazou
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membranovych lipidd. Zvysené hladiny lysoetherovych forem fosfolipidd, predevsim LPC O-, déle naznacuji
zvy$enou degradaci membranovych fosfolipidii a membranovou remodelaci® 4.

CERT1 i CERT2 skdre byla zvySena u pacientd se SLE a LN ve srovnani se zdravymi kontrolami, coz ukazuje na
posun smérem k lipidovému profilu podporujicimu aterogenezi. CERT2 skdre vykazovalo vyraznéjsi schopnost
odlisit studované skupiny (p < 0,05) a bylo rovnéz asociovdno s kategoriemi aktivity onemocnéni podle SLEDAI
(“Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index”).

Zavéry:

Pomoci lipidomické analyzy séra byly odhaleny koordinované zmény lipidového metabolismu u pacientd se
SLE a LN, zejména v oblasti alkyl-/vinyl-etherovych fosfolipid( a lysofosfolipidd, polynenasycenych fosfolipidd,
mastnych kyselin a fosfatidylserin(. Zvysené hodnoty CERT1 a CERT2 skdére soucasné ukazuji na vyssi
kardiovaskuldrni riziko u pacientt se SLE a LN.

Proc je prezentovana studie vyznamna:

Studie propojuje cilenou LC-MS/MS lipidomiku s hodnocenim CERT skére u pacient( se SLE a LN a umozriuje
soucasné sledovat zmény souvisejici s oxidativnim stresem, membrdnovou remodelaci a kardiovaskularnim
rizikem. Vysledky ukazuji, Ze lipidomické zmény u SLE a LN nejsou pouze izolovanymi zménami jednotlivych
lipidQ, ale odrazeji koordinované zmény v lipidovych drahach. Tyto ndlezy pomahaji zuzit dalsi vyzkum na
konkrétni oblasti lipidomu, které mohou byt ndsledné ovéreny u nové diagnostikovanych, dosud nelécenych
nebo longitudinalné sledovanych pacient(.

Soucasna studijni/pracovni pozice prvniho autora:
Ph.D. student / vyzkumny pracovnik, Laboratof dédicnych metabolickych poruch, Oddéleni klinické
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Introduction:

Cyanobacteria are essential photoautotrophic microorganisms that have a significant role in providing oxygen
and maintaining ecological balance. However, they are becoming overabundant due to excessive human
nutrient inputs and climate change. As a result, cyanobacterial blooms producing toxic secondary
metabolites, cyanotoxins that can harm the ecosystem and pose a public health risk, form on surface water
bodies. These cyanotoxins, considered among the most lethal biological poisons currently known, exhibit a
vast diversity in their chemical structures, toxic potencies, and the specific physiological mechanisms and
organ systems they affect® 2.

To address this global environmental challenge, CaviPlasma technology (CP) has been developed as an
innovative device for the large-scale elimination of biological and chemical pollutants. The core principle of
the system relies on the synergy of hydrodynamic cavitation and low-temperature plasma discharge to
generate highly reactive species directly in the water® 4. Unlike traditional laboratory-scale systems, this
technology is capable of treating thousands of litres per hour (up to 4,000 L-h™"), making it suitable for real-
world applications.

Methods:

Laboratory-scale experiments were conducted using a pilot treatment unit with a flow rate of 25-28.4 L-min™"
and an applied power of 1.35—4 kW. The scalability of the process was assessed using a CP unit with a nominal
treatment capacity of 4,000 L-h™". The unit incorporated transparent polymethyl methacrylate nozzles (14-16
mm diameter) and electrodes fabricated from either titanium or chrome-plated steel. High-voltage power
was supplied through specialised generators, including advanced high-frequency (70 kHz) 7.5 kW pulsed
power supplies designed to optimise discharge stability and energy efficiency. Biological and physico-chemical
vitality was assessed through the measurement of chlorophyll-a and phycocyanin concentrations, as well as
photosynthetic activity via chlorophyll fluorescence induction. A critical component of the methodology was
the advanced monitoring of cyanotoxin kinetics. Changes in cyanotoxin concentrations were monitored using
liquid chromatography—-tandem mass spectrometry (LC—-MS/MS).

Results and discussion:

A major objective of the study was to evaluate both cyanobacterial inactivation and the subsequent fate of
released cyanotoxins in treated surface waters. The technology achieved up to 95% removal of cyanobacterial
biomass, including representatives of the genera Microcystis, Planktothrix, and Aphanizomenon.
Cyanobacterial destruction was induced by intense oxidative stress, resulting in loss of cellular integrity,
collapse of gas vesicles, and subsequent irreversible sedimentation of damaged cells. Particular attention was
devoted to the dynamics of cyanotoxin release and degradation following cell disruption. Cyanotoxin
concentrations were comprehensively monitored using liquid chromatography coupled with tandem mass
spectrometry (LC—-MS/MS), enabling sensitive and selective quantification of both intracellular and



extracellular toxin fractions. LC—-MS/MS analyses revealed that approximately 40% of intracellular cyanotoxins
were released into the dissolved phase immediately after treatment. However, a progressive decline in
dissolved cyanotoxin concentrations was observed during the following seven days, indicating ongoing
degradation driven by residual oxidising species and probably naturally occurring microbial processes.

Conclusion:

The research and field validation of CaviPlasma technology demonstrate its exceptional potential as a broad-
spectrum, high-throughput solution for the remediation of water bodies affected by toxic cyanobacterial
blooms. While the initial destruction of cyanobacterial cells triggers a release of intracellular toxins—typically
around 40% of the total concentration—long-term monitoring confirms that these toxins are not persistent
in the treated environment.

Proc je prezentovana studie vyznamna:

This study provides an integrated evaluation of cyanobacterial inactivation and cyanotoxin degradation,
addressing two key challenges in the management of harmful algal blooms. The application of LC—-MS/MS
enabled detailed monitoring of cyanotoxin release and degradation kinetics following treatment. The findings
demonstrate the effectiveness and safety of plasma-based technology and support its potential for large-
scale water treatment applications.
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Introduction:

Boron cluster compounds, particularly carboranes and metallacarboranes, represent a rapidly expanding class
of molecules in boron chemistry. Among them, a group of [nido-7,8-C;BgH12]" and cobalt bis(dicarbollide)
derivatives has attracted considerable attention due to their exceptional thermal and chemical stability.
Hence, they find applications in materials science, electrochemistry, analytical chemistry, and medicinal
chemistry 1. Boron cluster incorporation in the drugs structure often substantially alters the physicochemical
and pharmacological properties, potentially leading to improved selectivity, enhanced biological activity, and
novel mechanisms of action 2. Therefore, the development of methods to assess the pharmacokinetic
behavior of boron-containing drug candidates is essential for their further development.

Methodology:

Ultra-high-performance supercritical fluid chromatography coupled with tandem mass spectrometry
employing electrospray ionization (UHPSFC-ESI-MS/MS) and UniSpray ionization (UHPSFC-US-MS/MS) was
developed for the analysis of 14 boron cluster compounds. Six stationary phases, namely diol, 2-picolylamine,
1-aminoanthracene, HSS C18, pentabromobenzyl (PBrB), and porous graphitic carbon, were evaluated.
During method development, the effects of mobile-phase composition, organic modifiers, additives, gradient
conditions, column temperature, and back-pressure regulator pressure were investigated. Selected reaction
monitoring (SRM) transitions were optimized for all analytes. The Design of Experiments (DoE) approach was
subsequently employed to optimize ionization-source parameters and makeup solvent composition for both
ESI and US interfaces.

Results and discussion:

Among the tested stationary phases, diol and PBrB columns provided the most favorable selectivity and peak
shapes, while HSS C18 yielded broader peaks. Critical analyte pairs differing by only 1 Da were successfully
resolved. Two compounds exhibited strong retention, which required the mobile phase composition tuning
to increase its elution strength. It was confirmed that ammonia was necessary for elution, as water in
methanol did not elute the problematic compounds. On the other hand, acetonitrile in the organic modifier
improved elution, resolution, and peak shape. Finally, 50 mm diol with methanol/acetonitrile + 5 mmol/I
ammonia in CO;and gradient elution from 10 to 65 % enabled the separation of all 14 analytes in only 8 min.
Optimization of ESI and UniSpray parameters using a DoE approach with 27 experiments generated
statistically valid models describing the influence of instrumental factors on signal intensity. Only neat organic
solvents without any additives, i.e., ethanol for ESI and methanol for US, were selected as makeup solvents.
Final methods were used to evaluate linearity over the calibration range of 50 ng/mL to 500 ng/mL and
repeatability at 3 concentration levels. The UHPSFC-ESI-MS/MS method provided higher sensitivity and a
wider linear dynamic range than UHPSFC-US-MS/MS. Repeatability, expressed as relative standard deviation
(RSD, %), was comparable between the two methods: RSD < 15.5% for peak areas and < 3.6% for retention
times, respectively.



Conclusions:

A rapid, selective, and sensitive UHPSFC-MS/MS method was developed for the analysis of 14 various
structural types of boron cluster compounds. Complete separation of all analytes, including critical
compounds, was achieved within 8 min. Evaluation of ESI and US interfaces confirmed ESI as the more suitable
ionization technique due to its higher sensitivity and broader linear range. The developed method serves as
a valuable analytical tool for future studies focused on the metabolism and pharmacokinetics of boron-based
drug candidates.

The importance of the study:

The developed method provides a general analytical platform for the rapid characterization of boron cluster
compounds with potential pharmaceutical applications. Its high selectivity and sensitivity make it suitable for
future analysis of biological samples, enabling studies of metabolism, biotransformation, and
pharmacokinetic behavior of boron-modified drug candidates.

Current position of the presenting author: AP/ VP- Junior.
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Introduction:

Fennel tea is widely consumed due to its beneficial effects on digestion and gastrointestinal discomfort and
is frequently recommended for children and infants. However, fennel contains estragole, a naturally occurring
phenylpropanoid compound associated with potentially toxic and carcinogenic effects. Therefore, the
consumption of estragole-containing products should be limited, particularly in sensitive populations such as
children. Special fennel teas intended for pediatric use are manufactured using modified processing and
drying procedures designed to reduce estragole content. Therefore, reliable determination of estragole in
fennel products is essential for assessing consumer exposure and ensuring product safety. However, the
determination of estragol together with other terpenes is analytically challenging due to structural similarity
and isomerism. Supercritical fluid chromatography (SFC) offers an alternative approach to typically used gas
chromatography (GC). Apart from fast separation, SFC enables also hyphenation to different ionization
sources which can enhance sensitivity and/or mitigate potentiall matrix effects.

Methodology:

A novel supercritical fluid chromatography—atmospheric pressure chemical ionization tandem mass
spectrometry (SFC-APCI-MS/MS) method was developed for the separation and quantification of 20 terpenes.
Chromatographic separation was achieved using a porous graphitic carbon (PGC) stationary phase operated
at 150 °C. A CO,-based mobile phase modified with 75% acetonitrile in methanol enabled efficient separation
of several isomeric and/or isobaric analyte pairs. APCl parameters were optimized using a design-of-
experiments approach.

Supercritical fluid extraction (SFE) was optimized by design-of-experiment approach for extraction of fennel
drug samples to determine terpene profiles and estragole content directly in tea materials. Ultrasound-
assisted extraction was subsequently used to verify extraction completeness. In addition, a liquid-liquid
extraction procedure was developed for the extraction of target analytes from prepared tea infusions to
evaluate their release during tea preparation and consumption.

Results and Discussion:

The developed SFC-APCI-MS/MS method enabled baseline or near-baseline separation of 20 target terpenes
within 11 min, including several critical isomeric and isobaric pairs. The use of PGC column at elevated
temperature provided unique selectivity that could not be achieved under conventional SFC temperatures,
which was critical especially for early-eluting compounds. APCI proved suitable for sensitive detection of
nonpolar terpene analytes, with limits of quantification for most compounds around 0.1 pg/mL.

The complete analytical workflow, including sample preparation and chromatographic analysis, was validated.
Quantitative performance characteristics including calibration ranges, accuracy, precision, and sensitivity
were determined. The validated method was subsequently applied to the analysis of 24 commercially
available fennel tea samples, including products intended for children.



Conclusions:

A novel high-temperature SFC-APCI-MS/MS method was developed and validated for the determination of
estragole and 19 other terpenes in fennel tea samples. The combination of PGC stationary phase at high
temperature, APCI-MS/MS detection, and optimized extraction procedures enabled efficient analysis of
structurally similar terpenes. The developed workflow provides a suitable tool for assessing estragole content
in fennel products and evaluating its release into consumed tea infusions. It is also a faster and more
economically-friendly alternative to typically used GC.

Importance of the study:

The study introduces a new SFC-APCI-MS/MS method that enables the separation and quantification of 20
terpenes, including isomeric compounds, in a single 11min analysis. The method was used to assess the
content of the potentially toxic compound estragole in fennel teas, including products intended for children.
The results may contribute to a more objective assessment of consumer exposure to estragole from
commonly consumed beverages.

Current position of the first author:
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Uvod:

Superkriticka fluidni chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (SFC-MS) predstavuje rychlou,
ucinnou a environmentalné Setrnéjsi alternativu LC-MS. Jeji vyuZiti se rozsifuje ve farmaceutické analyze,
bioanalyze, analyze ptirodnich latek, potravin a omickych pfistupech, pficemz nejcastéji je pouzivana ionizace
pomoci elektrospreje (ESI). Spojeni SFC-MS je viak vzhledem k pfitomnosti CO, v mobilni fazi ndro¢néjsi nez
v LC-MS a vyZaduje optimalizované rozhrani se zavedenim pfidavné kapaliny. Tato kapalina zabrafiuje srazeni
analyt( po dekompresi CO, a zaroven ovliviiuje ionizaci. Pfedchozi studie ukazaly, Ze sloZeni pridavné kapaliny
ma vyznamny vliv na intenzitu iontd protonovanych, respektive deprotonovanych molekul™?. Dosud v3ak
nebylo systematicky studovano, zda jsou pozorované zmény zplsobeny odlisSnou ioniza¢ni Ucinnosti nebo
redistribuci signalu smérem k aduktovym iontdim.

Metodika:

V této studii byl hodnocen vliv sloZeni pfidavné kapaliny a podilu organického modifikdtoru v mobilni fazi na
ionizacni Ucinnost a tvorbu aduktl v SFC-ESI-MS. Analyzovano bylo vice nez 140 latek za pouziti 12 pfidavnych
kapalin na bdazi methanolu, ethanolu a isopropanolu, s pridavkem tékavych aditiv — amoniaku, kyseliny
mravenci nebo vody, i bez nich. Pro posouzeni vlivu sloZzeni mobilni faze byly testovany cCtyfi izokratické
podminky s rozdilnym zastoupenim methanolu jako organického modifikatoru. Analyzy byly provedeny v
pozitivnim a negativnim mddu ionizace v reZimu MS skenu.

Vysledky a diskuze:

Hmotnostni  spektra  byla  vyhodnocena z hlediska  pfitomnosti a intenzity iontd
protonovanych/deprotonovanych molekul a déle z hlediska vyskytu a relativniho zastoupeni aduktovych
iontd. Pozornost byla vénovana nejen aduktim souvisejicim s pfitomnosti aditiv v pridavné kapaliné, ale také
pfipadnym méné obvyklym iontdm, jejichz vznik mlze byt podporovan ptitomnosti CO, v mobilni fazi.
Vysledky potvrdily vyrazny vliv podilu organického modifikdtoru v mobilni fazi na MS odezvu analyt(, pficemz
vyssi zastoupeni methanolu vedlo k vyssi intenzité MS odezvy. Rozdily ve spektralnim profilu byly pozorovany
také v zavislosti na typu aditiva a alkoholu tvoficim zéklad ptidavné kapaliny.

Zavéry:

Studie rozsifila poznatky o vlivu sloZzeni mobilni faze a pfidavné kapaliny na SFC-ESI-MS odezvu Sirokého
souboru analytl. Hodnoceni intenzity iontl protonovanych/deprotonovanych molekul a aduktl umoznilo
posoudit, zda jsou zmény MS odezvy spojeny prevainé se zménou ionizacni Uéinnosti nebo se zménou
zastoupeni adukt(.

Proc je prezentovana studie vyznamna:

Prezentovana studie pfispiva k hlubsimu porozuméni vlivu sloZzeni mobilni faze a pridavné kapaliny na Ucinnost
ionizace a tvorbu aduktll v SFC-ESI-MS. Ziskané vysledky mohou zaroven podpofit raciondlnéjsi vybér
pridavné kapaliny pfi vyvoji novych SFC-ESI-MS metod.
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Uvod:

Idiopatické zanétlivé myopatie (IZM) a systémova sklerodermie (SSc) pfedstavuji heterogenni autoimunitni
revmatickd onemocnéni spojend se systémovym zdnétem, imunitné zprostfedkovanym poskozenim tkani,
vaskularni dysfunkci a zvysenym kardiovaskularnim (KV) rizikem. U pacientt s IZM bylo popsano zvysené riziko
koronarniho postizeni a ¢astéjsi vyskyt tradi¢nich KV rizikovych faktord, zatimco u SSc je zvysené KV riziko
spojovano zejména s endotelialni dysfunkci, mikrovaskularnim postizenim, zanétem a zménami lipidového
metabolismu?. Lipidomickd analyza krevni plazmy zaloZend na kapalinové chromatografii ve spojeni s
tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS) predstavuje vhodny neinvazivni nastroj pro
charakterizaci systémovych metabolickych zmén a KV stratifikaci pacientl trpicich témito onemocnénimi?3,
Cilem predlozené studie bylo porovnat plazmaticky lipidom pacientl s IZM, SSc a zdravych kontrol (ZK).
Soucasné také vyhodnotit skére CERT1 a CERT2 jako ukazatele potencidlniho KV rizika souvisejiciho
s uvedenymi onemocnénimi.

Metodika:

Do studie bylo zafazeno celkem 390 vzorkl krevni plazmy, zahrnujicich pacienty trpici 1ZM, SSc a vékové
odpovidajici kohortu ZK. Lipidomické profilovani bylo provedeno metodou RP-LC-MS/MS v rezimu sSMRM s
prepindnim polarity ionizace. Analyza zahrnovala vice nez 500 semikvantifikovanych lipidovych druhd napfic
21 hlavnimi lipidovymi tfidami. Paralelné byla provedena cilend RP-LC-MS/MS analyza vybranych ceramid
(Cer) a fosfatidylcholinG (PC) za ucelem vypoctu CERT1 a CERT2 skére. Tato analyza byla provedena v
pozitivnim reZimu MRM a zahrnovala celkem 7 vybranych Cer a PC s pfisluSnymi internimi standardy. VSechna
data byla vyhodnocena pomoci univariantnich (UVA) a multivariantnich (MVA) statistickych pristupa.

Vysledky a diskuse:

Pomoci MVA byl pozorovan trend stratifikace pacientskych skupin vici ZK, coZz poukazuje na vyraznou
systémovou remodelaci lipidomu, pficemz IZM oproti ZK vykazuje Sirsi rozsah zmén nez SSc. UVA odhalila u
IZM pacientll ve srovnani se ZK narast vybranych Cer, sfingomyelini (SM), triacylglycerold (TG),
diacylglyceroll (DG), lysofosfatidylethanolamin( (LPE) a ¢asti etherovych fosfolipidl (PL). Soucasné byly
snizeny nékteré fosfatidylinositoly (PI), cholesterylestery (CE) a polynenasycené fosfatidylcholiny (PUFA-PC).
Zmény v lipidovych profilech mohou souviset s kombinaci systémového zanétu, alterovanou energetickou
homeostazou, membranovou remodelaci a aktivaci sfingolipidového metabolismu. ZvySeni Cer a SM
je biologicky vyznamné zejména v ramci jejich vztahu k bunécnému stresu, zanétlivé signalizaci, insulinové
rezistenci, endotelidlni dysfunkci a aterogennim procesim. U SSc pacientl byly v porovnani se ZK patrné
vyrazné zmeény ve tfidach membranovych PL. Nejvyraznéjsi trend predstavoval pokles rfady PC, etherovych
fosfatidylethanolamini (PE P-/O-), lysofosfatidylcholinG (LPC), Pl a volnych mastnych kyselin (FA),
doprovazeny zvysenim podilu TG a DG. Vysledky mohou souviset s porusenou homeostdzou membranovych
lipidd, zvySenym oxidativnim stresem, vaskularnim postizenim a remodelaci lipidovych zasob. Pokles alkyl- a
vinyl-etherovych PC (PC O-/P-) a PE O-/P- je z biologického hlediska zajimavy v souvislosti s oxidativhim
stresem a membranovou integritou. Pfimé porovnani IZM a SSc pacientl ukazalo, Ze IZM je spojena s vyssi
hladinou vétSiny zménénych Cer, SM a ¢asti lyso-/etherovych PL, zatimco u SSc byl patrnéjsi relativni pokles



membranovych a polynenasycenych PL. Uvedené rozdily naznacuji, Ze ackoliv obé onemocnéni sdileji
systémovy zanétlivy charakter, jejich lipidomické profily se lisi v mite zapojeni metabolismu SM, membranové
remodelaci a lipid( asociovanych s KV postizenim.

Cilena LC-MS/MS analyza lipid( zahrnutych do vypoc¢tu CERT1 a CERT2 skére podpofila lipidomické nalezy. U
pacientl s IZM i SSc byl oproti ZK patrny posun smérem k vyssim hodnotdam CERT1 a CERT2 skore.
Nejvyraznégjsi rozdily byly pozorovany u aterogennich Cer [(Cer(d18:1/16:0), 1ZM (p =3,09 x 107%2), SSc
(p=1,17x10"); Cer(d18:1/18:0), IZM (p=1,80%x107"), SSc (p=1,95x%107%); Cer(d18:1/24:1), 1ZM
(p=1,73x101), SSc (p=4,85x1073)], které byly uobou onemocnéni zvy$ené oproti ZK. Vybrané
polynenasycené PC zahrnuté v CERT2 skdre [PC(16:0/22:5), IZM (p =2,81x107°), SSc (p=1,02 x 10™);
PC(14:0/22:6), 1ZM (p = 5,50 x 1073), SSc (p = 4,40 x 107°)] byly u pacientd naopak sniZzené.

Zavéry:

Lipidomickd LC-MS/MS analyza krevni plazmy odhalila koordinované zmény lipidového metabolismu
u pacientll s IZM a SSc. V ramci IZM onemocnéni dominoval zejména narUst Cer, SM, TG a dalSich lipidovych
tfid spojenych se systémovou metabolickou a zanétlivou remodelaci. U SSc pacientl byl pozorovan vyraznéjsi
pokles membranovych a polynenasycenych PL, véetné etherovych forem, coz mlzZe souviset s oxidativhim
stresem, membrdnovou dysfunkci a vaskuldrnim postizenim. Cilena analyza provedena za ucelem vypoctu
CERT1 a CERT2 skore soucasné indikovala vyssi KV riziko u pacientskych skupin v porovnani se ZK. Nalezy
naznacuji, ze zmény Cer a PC profilG mohou u pacientll s IZM a SSc doplfiovat informace ziskané ze
standardnich lipidovych parametr(l a prispét k presnéjsi charakterizaci rezidualniho KV rizika souvisejiciho s
chronickym zanétem a lipidovou remodelaci. Kombinace obou zminénych lipidomickych pristupld tak
predstavuje slibny ndstroj pro hlubsi charakterizaci systémovych autoimunitnich revmatickych onemocnéni a
identifikaci pacient( s potencialné zvySenym KV rizikem.

Proc je prezentovana studie vyznamna:

Vyznam ziskanych vysledkd spociva v mozném klinickém presahu smérem k individualizaci preventivni péée u
pacientl s autoimunitnimi revmatickymi onemocnénimi. Zejména u pacientd s IZM m(iZe byt hodnoceni KV
rizika komplikovano souc¢asnym svalovym postiZzenim, systémovym zanétem, imunosupresivni terapii a u
specifickych podskupin pacientd také obavou z myotoxickych ¢i autoimunitné zprostfedkovanych komplikaci
hypolipidemické Ié¢by. Lipidomické profilovani spolu s modely CERT1 a CERT2 by proto mohly v budoucnu
predstavovat dopliikovy nastroj pro rozliSeni pacientl s vyraznéjsi proaterogenni zatézi, u nichz by bylo
vhodné intenzivné;jsi sledovani KV rizika a personalizované rozhodovani o preventivnich ¢i hypolipidemickych
strategiich.

Soucasna studijni/pracovni pozice prvniho autora:
Ph.D. student / vyzkumny pracovnik, Laboratof dédi¢nych metabolickych poruch, Oddéleni klinické
biochemie, Fakultni nemocnice Olomouc a Lékarska fakulta Univerzity Palackého v Olomouci.
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LIPID FRAGMENT ANIONS DESORBED FROM MEMBRANE IN SINGLE-VESICLE
HYPERVELOCITY IMPACTS
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Artificial POPC lipid (1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) vesicles with diameters of 30-200 nm
serve as a model for real exosomes and small extracellular vesicles. These vesicles are omnipresent in living
systems, acting as means of transport and communication between cells. This makes them very promising
biomarker carriers for various human diseases, including cancers and autoimmune diseases. On the other
hand, in the quest for life detection in space, vesicles could also be a valuable indicator of simple, single-celled
organisms like bacteria. In this context, vesicles have a much higher chance of being embedded in aerosols
and transferred into open space, where they can be detected by nearby impact ionization mass spectrometry
probes. Here, we used vesicles within a 100—-150 nm diameter range, which were positively charged via
nanoelectrospray, transferred into a vacuum, and analyzed using SELINA (Selected Ice Nanoparticle
Accelerator).® The m/z, charge, and mass of single vesicles were measured on-the-fly by charge detection
mass spectrometry, with subsequent acceleration to velocities of 3.4-3.7 km/s to impact a metallic surface.
The anions produced by the impact of a single vesicle were immediately analyzed by a linear time-of-flight
mass spectrometer. With the help of parallel Orbitrap CID of POPC, the phosphorus-containing ions PO, (m/z
63), POs (m/z 79), H,PO4s (m/z 97) were assigned, together with suggested palmitic and oleic acid-related
ions, and even molecular adducts. This specific mode of surface-induced dissociation can substantially
enhance existing bulk mass spectrometry analyses of vesicles by overcoming sample heterogeneity and
uncovering different populations of vesicles based on their physical properties (mass, charge) and single-
vesicle lipid composition signatures.

Spesyvyi A., Cebecauer M., Zabka J., Olzyriska A., Maleckova M., Johanovska Z., Poldsek M., Charvat A., Abel B.: Analytical Chemistry 97, 9131
(2025).
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CHARAKTERIZACE PROFILU FENOLICKYCH LATEK A DALSICH SEKUNDARNICH
METABOLITU VE SLUNECNICOVEM PROTEINOVEM KONCENTRATU METODOU
UHPLC-HRMS/MS

LUCIE STARA, TOMAS KOURIMSKY, BEVERLY HRADECKA, JANA HAJSLOVA
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Uvod:

Fenolické latky a dalsi sekundarni metabolity predstavuji vyznamnou skupinu sloucenin, které mohou
negativné ovliviiovat senzorickou jakost rostlinnych proteinld. Ta je casto charakterizovana ,zelenym*
aromatem a trpkou aZ hotkou chuti, souhrnné oznacovéno jako off-flavourl. Problematika identifikace
a eliminace téchto latek je predmétem vyzkumu evropského konsorcia FLAVOURsome (COST Action
CA22161), jehoz cilem je podpofit vyvoj senzoricky atraktivnich potravin na bazi rostlinnych proteind. V rdmci
tohoto COST projektu Ustav analyzy potravin a vyzivy spolupracuje s Ustavem mléka, tukéi a kosmetiky na
projektu LUC24117 se zaméfenim na vyzkum moznosti ziskani proteinl z olejnin.

PfestoZe slunecnicova seminka predstavuji perspektivni zdroj protein(, jejich Sirsi uplatnéni v potravinarském
pramyslu je stdle omezené. Jednim z ddvodl je nedostatek informaci o profilu fenolickych latek a dalSich
sekunddrnich metabolitd, které mohou mit negativni vliv na senzorické vlastnosti finalnich produktd?3. Cilem
této studie bylo charakterizovat jejich profil ve slunecnicovém proteinovém koncentratu a urcit slouceniny
potencialné odpovédné za vznik off-flavour. Pro tento Ucel byla pouZita technika ultradcinné kapalinové
chromatografie s vysokorozlisSovaci tandemovou hmotnostni spektrometrii (UHPLC-HRMS/MS).

Metodika:

Pro stanoveni profilu fenolickych latek a dalSich sekundarnich metabolitd byly pfipraveny 80% methanolické
extrakty 16ti vzorkd sluneénicovych proteinovych koncentratd (1 g vzorku, MeOH:H,O 80:20, 1:5, w/v).
Extrakce byla podpofena intenzivnim tfepdnim, nasledovala centrifugace a analyza ziskaného supernatantu
metodou UHPLC-HRMS/MS. Analyza byla provedena na systému UHPLC Vanquish Horizon s kolonou ACQUITY
UPLC HSS T3 (1,8 um; 2,1x100 mm) ve spojeni s vysokorozliSovacim tandemovym hmotnostnim
spektrometrem Orbitrap Exploris 240. Jako mobilni faze byl pouZit gradient H,O a MeOH obsahujicich 5 mM
HCOONH; a 0,1 % (v/v) HCOOH. lonizace ESI probihala v pozitivnim inegativnim maddu (ESI+/ESI-).
Hmotnostni spektra byla zaznamenavana v rozsahu m/z 100-1200 v rezimu ,data-dependent acquisition”
(DDA, Top 20). Ziskand data byla nasledné zpracovdana pomoci MZmine 4 softwaru®. Anotace detekovanych
slouéenin byla provedena porovnanim MS/MS spekter se spektralnimi knihovnami GNPS, MassBank, MoNA
a MSnLib. Pro strukturalni charakterizaci slouc¢enin bez shody ve spektralnich knihovnach byl nasledné vyuzit
software SIRIUS 6.3.3°. Jednotlivym slouéenindm byly nasledné pfifazeny identifikaéni Grovné podle
Schymanski et al. (2014)8.

Vysledky a diskuze:

Komplexni charakterizace fenolickych latek a dalSich sekundarnich metabolitll ve slunecnicovych
proteinovych koncentratech predstavuje analytickou vyzvu vzhledem k jejich interakcim s proteinovou
matrici”. VyuZiti UHPLC-HRMS/MS v kombinaci s cilenym screeningem a pokrodilymi nastroji pro zpracovani
dat umoznilo anotovat vice nez 50 fenolickych latek a dalsich sekundarnich metabolitd (level 2 a 3). Anotace
byla provedena na zadkladé porovnani experimentdlnich MS/MS spekter se spektralnimi knihovnami,
doplnéna o informace ze softwaru SIRIUS (Confidence score 2 0,7), databazi (napt. FooDB) a literaturou. Pro
kyselinu chlorogenovou bylo celkem anotovano pét izomernich forem, dale byly zaznamendny geometrické
izomery nékterych fenolickych latek (napf. kyseliny kdvové) a glykosidické derivaty flavonoid( (napf. taxifolin-



7-0-glukosid). Kromé béziné popisované kyseliny chlorogenové byly anotovény také méné charakterizované
sekunddrni metabolity, zejména flavonoidy (epikatechin, taxifolin) a kumariny (skopoletin, isofraxidin)’.
Napfiklad skopoletin byl popsany u slune&nice v souvislosti s obrannou reakci na stres®. Jeho anotace ve
slunecnicovém proteinovém koncentrdtu naznacuje jeho moZnou stabilitu béhem technologického
zpracovani semen. V dalsi fazi bude rovnéz provedeno porovnani anotovanych sloucenin s databazi BitterDB
za Ucelem vytipovani potencidlné horkych latek a identifikace vzorkd, které by mohly vykazovat zvyseny
potencial pro vznik nezadouci off-flavour®.

Zavéry:

S vyuzitim UHPLC-HRMS/MS byl charakterizovan profil fenolickych latek a dalsich sekundarnich metabolit(
v 16ti vzorcich slunecnicovych proteinovych koncentratli, pficemz dominantni skupinu tvofily fenolické
kyseliny a jejich derivaty. Ve srovnani s dosud publikovanymi studiemi, které se zamérovaly pfevazné na hlavni
fenolické kyseliny, bylo v této praci charakterizovano Siroké spektrum sekundarnich metabolitl pfitomnych
ve slunecénicovych proteinovych koncentratech.

Proc je prezentovana studie vyznamna:

Studie rozsifuje dosavadni poznatky o chemickém sloZeni u slunecnicovych proteinovych koncentratech
prostfednictvim komplexni charakterizace fenolickych latek a dalSich sekundarnich metabolitd pomoci
UHPLC-HRMS/MS, cileného screeningu a pokrocilych nastroji pro anotaci dat. Ziskané vysledky predstavuji
dllezity podklad pro identifikaci slouéenin, které mohou prispivat ke vzniku nezadouciho off-flavour a
limitovat senzorickou kvalitu produktll na bazi slunecnicovych proteinovych koncentratli. Soucasné ziskané
informace jsou dulezité z pohledu hledani vhodné technologie ptipravy slunecnicovych proteinovych
koncentratll a strategie omezeni prenosu téchto latek ze vstupnich surovin.

Soucasna studijni/pracovni pozice prvniho autora:
Studentka 1. ro¢niku doktorského studia (studijni program Potraviny a piirodni produkty), UAPV, VSCHT Praha.

Vatansever S., Chen B., Hall C.: Sustainable Food Proteins 2, 33 (2024). https://doi.org/10.1002/sfp2.1025.

Boukid F., Mefleh M., Mameri H., Rosell C. M.: Food Bioscience 62, 105580 (2024). https://doi.org/10.1016/].fbio.2024.105580.
Gonzélez-Pérez S., Vereijken J. M.: Journal of the Science of Food and Agriculture 87, 2173 (2007). https://doi.org/10.1002/jsfa.2971.
Schmid R. a 45 spoluautoru: Nat Biotechnol 41, 447 (2023). https://doi.org/10.1038/s41587-023-01690-2.

Duihrkop K., Fleischauer M., Ludwig M., Aksenov A. A., Melnik A. V., Meusel M., Dorrestein P. C., Rousu J., Bocker S.: Nat Methods 16, 299
(2019). https://doi.org/10.1038/s41592-019-0344-8.

6. Schymanski E. L., Jeon J., Gulde R., Fenner K., Ruff M., Singer H. P., Hollender J.: Environ. Sci. Technol. 48, 2097 (2014).
https://doi.org/10.1021/es5002105.

uhRhwNeE

7. Saricaoglu B., Yilmaz H., Subasi B. G., Capanoglu E.: Food Res Int 164, 112345 (2023). https://doi.org/10.1016/j.foodres.2022.112345.

8. Kefale H., You J., Zhang Y., Getahun S., Berhe M., Abbas A. A., Ojiewo C. O., Wang L.: Physiologia Plantarum 176, e14596 (2024).
https://doi.org/10.1111/ppl.14596.

9. Ziaikin E., David M., Uspenskaya S., Niv M. Y.: Nucleic Acids Research 53, D1645 (2025). https://doi.org/10.1093/nar/gkae1044.

Tento vyzkum byl proveden v ramci COST CA22161 FLAVOURsome. Financni prostiedky byly poskytnuty Ministerstvem
skolstvi, middeZe a télovychovy Ceské republiky (MSMT) v rdmci projektu LUC24117. Tato prdce rovné? vyuZila
[data/ndstroje/sluzby/infrastrukturu] poskytnuté vyzkumnou infrastrukturou METROFOOD-CZ (https://metrofood.cz),
podporovanou MSMT Ceské republiky (projekt ¢. LM2023064). Ddle byla tato prdce podporena granty VSCHT v Praze v
ramci specifického vysokoskolského vyzkumu — grant ¢. A1_FPBT_2026_001 a ¢. A2_FPBT_2026_025.



POROVNANI ENZYMATICKE METODY A UHPLC-HRMS PRO STANOVENI VOLNEHO L-
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Uvod:

Akrylamid je neZadouci kontaminujici latka vznikajici béhem tepelného zpracovani potravin bohatych na
sacharidy®. Jednim z hlavnich prekurzor( je volny L-asparagin, jehoZ stanoveni je dlleZité pro hodnoceni
surovin a pro kontrolu rizika vzniku akrylamidu. BéZné se obsah L-asparaginu stanovuje pomoci kapalinové
chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (napf. UHPLC-HRMS), ktera poskytuje vysokou
presnost, avSak vyzaduje nakladné pristrojové vybaveni. Cilem této prace bylo porovnat vysledky nové
vyvinuté enzymatické metody se referencni metodou UHPLC-HRMS pfi stanoveni L-asparaginu v cerealnich
vzorcich.

Metodika:

Analyzovany byly vzorky ceredlnich surovin poskytnuté primyslovym partnerem EMCO. Byly ptipraveny
jednotnym extrakénim postupem zaloZenym na metodé dle Zili¢ et al. a nasledné analyzovdny dvéma
nezavislymi metodami?. Enzymatickd metoda je zaloZena na bézi L-asparaginasy, kterd hydrolyzuje L-asparagin
za vzniku kyseliny asparagové a amoniaku. Nasledné je vznikly amoniak detekovan pomoci Berthelotovy
reakce a vysledny modre zbarveny produkt je zméren spektrofotometricky pfi vinové délce 660 nm. Paralelné
byly stejné extrakty analyzovany referenéni metodou UHPLC-HRMS. Shoda mezi obéma metodami byla
hodnocena pomoci statistické analyzy (napf. Bland-Altman test, Tukey box plots).

Vysledky a diskuze:

Enzymatickd metoda dosahovala u ovesnych vzork(l vytéZnosti vrozmezi 80-106 %, coZ potvrzuje jeji
vhodnost pro stanoveni volného L-asparaginu. Koncentrace volného L-asaraginu stanovené metodou UHPLC-
HRMS se pohybovaly vrozmezi mezi 812-2057 mg/kg, zatimco enzymatickou metodou byly zjistény
koncentrace 719-1868 mg/kg. Porovnani vysledk( s referencni metodou UHPLC-HRMS bylo zaméfeno na
posouzeni miry shody mezi obéma pfistupy napfic rlznymi typy ceredlnich vzorkl a zhodnotit potencial
enymatické metody jako rychlé a ekonomicky dostupné alternativy pro screening volného L-asparaginu.

Zavéry:

Vysledky naznacuji, Ze enzymatickd metoda predstavuje perspektivni alternativu pro rychlé screeningové
stanoveni volného L-asparaginu v ceredlnich vzorcich. Dalsi optimalizace, napf. imobilizace enzymu na povrch
mikrotitracni desticky ¢i filtracni papir, a rozsifeni testovani na SirSi soubor vzork( prispéji k ovéreni jeji
vyuzitelnosti v potravinarské praxi.

Proc je prezentovana studie vyznamna:

Studie prispiva k vyvoji rychlé a ekonomicky dostupné metody pro stanoveni volného L-asparaginu, ktera by
mohla doplnit bézné pouzivand instrumentalni analyzy. Ovéreni shody s referencni metodou UHPLC-HRMS je
dalezitym krokem k jejimu vyuZiti pro screening cerealnich surovin a vyrobkd v potravinarské praxi. Metoda
mUze pfispét ke zlepsSeni kontroly rizika vzniku akrylamidu béhem vyroby potravin pravé diky jejimu
potencialu vyuZiti mimo laboratof.
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DIAGNOSTICKY VYZNAM VEKOVE SPECIFICKYCH REFERENCNICH ROZMEZi
METABOLITU DE NOVO SYNTEZY PURINU V MOCI
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Uvod:

Puriny jako zakladni molekuly bunééného metabolismu tvofi stavebni jednotky nukleovych kyselin a
koenzym( enzymatickych reakci a podileji se na energetickém metabolismu a bunécéné signalizaci. Jejich
intracelularni hladiny jsou udrZovany prevazné recykla¢nimi drahami, v nichz hraje kli¢ovou roli hypoxanthin
guanin fosforibosyltransferaza (HGPRT). Pfi zvySené potrebé purinl je aktivovana de novo syntéza purin(
(DNPS) katalyzovana 6 enzymy. Byla popsana vzacna dédi¢na onemocnéni spojena s deficitem jednotlivych
enzym( DNPS, vedouci k hromadéni defosforylovanych substratli daného enzymu v télnich tekutinach.
Vzhledem k jejich nespecifickym klinickym projeviim, pfevazné neurologického charakteru, mlze stanoveni
téchto metabolitli prispét k odhaleni poruch purinového metabolismu. Zaméfili jsme se proto na screening
intermediatl DNPS v moci pacientll s nespecifickymi neurologickymi a psychomotorickymi poruchami
pomoci LC MS/MS.

Metodika:

Separace analytd probihala kapalinovou chromatografii na koloné s reverzni fazi (Bischoff Prontosil C18 AQ)
a detekce byla realizovdna na hmotnostnim spektrometru s trojitym kvadrupdlem v rezimu MRM pfi pozitivni
ionizaci elektrosprejem. Provedli jsme validaci kvantifikaéni metody LC-MS/MS pro DNPS metabolity.

Vysledky a diskuze:

Na souboru pfiblizné 500 kontrolnich vzorkd moci jsme stanovili referenéni rozmezi intermediatd DNPS a
vybranych metabolitl recyklacnich drah rozélenéna do péti détskych a jedné dospélé vékové skupiny. U vSech
s naslednym postupnym poklesem hodnot s vékem. Tato referenéni rozmezi byla vyuZita pro interpretaci
vysledk( screeningu vice nez 7500 pacientl s neurologickymi obtizemi indikovanych k vySetfeni purinového
a pyrimidinového metabolismu. Pfiblizné 90 pacientt vykazovalo abnormalni profil jednoho ¢i vice metabolitl
DNPS. U ¢asti z nich byl zaznamendn soubézny vzestup intermediatl celé drahy, ktery byl potvrzen také u
pacientl s deficitem HGPRT. Odlisny profil charakterizovany mirnym zvysenim GAr, SAICAr a AICAr jsme
pozorovali u pacient( s deficitem vitaminu B12%.

Zavéry:

Nové validovana LC MS/MS metoda umoznila stanovit vékové specificka referenéni rozmezi metaboliti DNPS
a rozsifit spektrum detekovatelnych purinovych metabolitd. Vysledky ukazuji, Ze profil intermediat DNPS
odrdzi nejen primarni defekty této drahy, ale také sekunddrni zmény purinového metabolismu souvisejici s
poruchami recyklace purin a metabolismu jednouhlikatych latek. Stanoveni metabolitd DNPS tak poskytuje
funkcéni metabolickou informaci dopliujici genomicka vySetreni a prispiva k interpretaci poruch purinového
metabolismu.

Soucasna pracovni pozice prvniho autora:

védecky pracovnik ve skupiné doktorky Marie Zikanové
1 Krijt J., Skopova V., Sokolova J., Zikdnova M., Chrastina P., Stanovsky S., KoZich V.: Nucleosides, Nucleotides & Nucleic Acids 2026, 1.
https://doi.org/10.1080/15257770.2026.2687453

Grantovd podpora: Tato prdce je podporena granty MZCR a AZV NU23-01-00500 a projektem MULTIOMICS_CZ (Program
Johannes Amos Comenius, MSMT CR,// CZ.02.01.01/00/23_020/0008540) — Spolufinancovdno EU.



STANOVENI{ VLASOVEHO KORTIZOLU POMOCi ONLINE SPE LC-MS U PACIENTU SE
SCHIZOFRENIi

PAVEL SMAK?, JANA GREGOROVA?, KATARINA KOSTOLANSKA3, JAKUB VANKO?, LIBOR USTOHAL?,
ELISKA BARTECKOVAZ, MARTA VYORALOVA3, JAN JURICA3, ONDREJ PES?

1Biochemicky Ustav, LékaFska Fakulta, Masarykova Univerzita, Kamenice 5, Brno, Ceska republika
2 psychiatricka klinika, Fakultni nemocnice Brno, Jihlavska 20, Brno, Ceska republika
3 Farmakologicky Ustav, Lékai'ska Fakulta, Masarykova Univerzita, Kamenice 5, Brno, Ceska republika

e-mail: opes@med.muni.cz

Uvod:

Schizofrenie je komplexni neuropsychiatrické onemocnéni charakterizované narusenim homeostatickych a
regulacénich mechanismuU organismu. Vyznamnym faktorem ovliviiujicim zdvaznost symptoml i biologickou
odpovéd na stres je naptiklad prozité trauma v détstvi. BéZné longitudindlni statistické pfristupy casto
nedokaZou zachytit latentni procesy, které stoji za pozorovanym vyvojem klinického stavu.

Metodika:

Do studie byli zarazeni pacienti se schizofrenii a odpovidajici zdravé parované kontroly. U Gcastnikd byly
opakované hodnoceny klinické a psychometrické ukazatele, zejména sSkaly PANSS (Positive and Negative
Syndrome Scale), PSS (Perceived Stress Scale) a CTQ (Childhood Trauma Questionnaire). Aktivita osy
hypotalamus—hypofyza—nadledviny (HPA) byla hodnocena pomoci koncentraci kortizolu v segmentovanych
vlasech (Hair Cortisol Concentration, HCC), které poskytuji retrospektivni (az 6 mésicli) zaznam dlouhodobé
endogenni aktivity HPA osy.

Vzorky vlast byly rozdéleny na segmenty o délce 1 cm, promyty izopropanolem, extrahovany methanolem a
analyzovdny metodou kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii za
vyuziti online extrakce na pevné fazi s nastfikovou smyckou 0.5 mL. Kvantifikace kortizolu byla provedena
pomoci izotopové znacenych latek (ndhradni analyt, interni standard).

Pomoci Bayesovského hierarchického modelu byl latentni stav dysregulace kaZzdého jedince popsan jako
spojity stochasticky proces v ¢ase. Parametry tohoto procesu byly modelovany v zdvislosti na vaZnych
traumatech z détstvi. Latentni stav byl nasledné propojen s pozorovanymi klinickymi a biologickymi ukazateli,
coz umoznilo spolec¢nou analyzu heterogennich dat ziskanych v nepravidelnych ¢asovych intervalech.

Vysledky:

U pacient( se schizofrenii byl mezi vstupnim a naslednym vysetfenim pozorovan pokles skore PANSS, svédcici
pro zmirnéni psychopatologie. Naproti tomu koncentrace kortizolu ve vlasech zlstavaly relativné stabilni a
vétSinou se pohybovaly v referenénim rozmezi. NavrZzeny model Uspésné integroval klinicka i biologicka data
a umoznil odhadnout individudlni trajektorie latentni dysregulace. Vysledky ukazaly, Ze prozZité trauma v
détstvi vyznamné ovliviuji rychlost navratu systému k rovnovaznému stavu i celkovou stabilitu latentniho
procesu, coz naznacuje dlouhodobé zmény mechanism( regulace stresové odpovédi.

Zavér:

Pouziti Bayesovského hierarchického modelu umoZnilo detailné rekonstruovat latentni dynamiku
dysregulace, kterd neni pfimo pozorovatelnd z klinickych méreni. Vysledky podporuji hypotézu, Ze
traumatické stavy dlouhodobé modifikuji regulacni mechanismy souvisejici s aktivitou HPA osy u pacientd se
schizofrenii. Kombinace biologickych markerd s klinickymi ukazateli pfinasi komplexnéjsi pohled na pribéh
onemocnéni a mlZe prispét k rozvoji individualizovanych ptistup( v psychiatrii.
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Uvod:

Mikropolutanty, jako jsou léCiva, pesticidy, primyslové chemikalie a latky osobni péce, predstavuiji
vyznamnou skupinu environmentalnich kontaminantd. Do vodniho prostfedi se dostavaji zejména
prostfednictvim komunélnich odpadnich vod, pficemz konvenéni technologie COV nejsou primarné
navrzeny pro jejich u¢inné odstrafiovani. V souvislosti s rostoucimi koncentracemi mikropolutantt ve
vodnim prostredi, méstskych odpadnich vodach a kalech doslo v roce 2022 k iniciaci revize Smérnice
Rady 91/271/EHS o cisténi meéstskych odpadnich vod. Vysledkem je pfijeti Smérnice Evropského
parlamentu a Rady (EU) 2024/3019, s cilem posilit ochranu zivotniho prostfedi pfed nepfiznivymi ucinky
vypousténych odpadnich vod. Smérnice mimo jiné zavadi povinnost implementace kvartérniho stupné
¢isténi na vybranych COV. Sougasti legislativy je rovnéZ povinnost monitoringu dvandcti vybranych
mikropolutant(l a hodnoceni U¢innosti jejich odstranéni na jednotlivych Cistirnach.

Multi-rezidualni analytické metody se stavaji kliCovymi pro ucinnou detekci a kvantifikaci
mikropolutant( ve vodnim Zivotnim prostfedi. Pro detekci konkrétnich tfid sloucenin v povrchovych a
odpadnich vodach je k dispozici Siroka Skala analytickych metod, avSak rychla a uc¢inna analyticka
metoda pro detekci téchto 12 konkrétnich mikropolutantl (konkrétné: smés 4-/5-methyl-1H-
benzotriazol, amisulprid, benzotriazol, citalopram, diklofenak, hydrochlorothiazid, irbesartan,
kandesartan, karbamazepin, klarithromycin, metoprolol a venlafaxin) chybi 3. Cilem této prace je
optimalizace a validace analytické metody in-line SPE-LC-HESI-MS/MS pro stanoveni 12
prioritizovanych mikropolutantl v odpadnich vodach. Soutasné se prace zaméfuje na posouzeni
moznosti jejich odstranéni pomoci elektrochemické oxidace vyuzivajici BDD elektrody.

Metodika:

Pro pfipravu roztokd byly pouzity analytické standardy vybranych analytl a jejich izotopové znacené
standardy (Sigma-Aldrich, Némecko). K pfipravé mobilnich fazi byla pouzita kyselina mravenci (298 %),
acetonitril (LC-MS Chromasolv®, Sigma-Aldrich) a dvoustupnové ¢isténa ultracista voda.

Pro elektrochemickou oxidaci byly pouzity 3D BDD elektrody pfipravené na FEI STU v Bratislavé.
Elektrochemicka oxidace probihala v litrovych nadobach s pracovnim elektrolytem (NaCl, Na,SO,), do
kterého byly pfidany vybrané polutanty. Vzorky byly odebirany ve zvolenych ¢asovych intervalech od 0
do 240 minut elektrochemické oxidace. Degradacni experimenty byly provadény jak v destilované vodg,
tak v realné odpadni vodé z réiznych COV.

Kvantitativni LC-MS/MS analyza vzork( vod pfed degrada¢nimi experimenty a po nich byla provedena
pomoci trojitého kvadrupdélového hmotnostniho spektrometru TSQ Altis s vyhfivanym elektrosprejem v
pozitivnim i negativnim ionizacnim mdédu (Thermo Fisher Scientific, CA, USA). K 10 ml homogenizované
a prefiltrované odpadni vody pres stfikackové filtry z regenerované celulézy o porozité 0,22 pm byla
pfiddna smés izotopové znacenych vnitfnich standardd. Pro chromatografickou separaci byla jako
pfedkolona pouzita Hypersil Gold aQ (20 mm x 2,1 mm, 12 um) a jako analyticka kolona C18 Arion Polar
(50 mm x 2,1 mm, 5 um). Separace probihala gradientovou eluci s pouZzitim vody a acetonitrilu, obou s
pfidavkem 5 mM kyseliny mravenci. Nastfikovy objem &inil 1 ml a celkova doba analyzy byla 9 minut.



Vysledky a diskuze:

Vzhledem k rozdilnym fyzikdlné-chemickym vlastnostem analyzovanych latek byl vybér a optimalizace
chromatografickych a hmotnostné spektrometrickych podminek klicovy. Testovany byly rGizné kombinace
predkolon a analytickych kolon, a také rdzné slozeni mobilnich fazi. Nejlepsich vysledkd bylo dosaZeno
pouzitim predkolony Hypersil Gold aQ a analytické kolony C18 Arion Polar s gradientovou eluci vody a
acetonitrilu, obou s pfidavkem 5 mM kyseliny mravenci. Toto sloZzeni mobilnich fazi zlepSilo ionizaci vybranych
analytd v obou ionizaénich médech. Metoda pro stanoveni 12 prioritizovanych polutantl byla validovana
podle béZzné pouzivanych analytickych doporuceni v environmentéalni a bioanalytické chemii®. Byly
hodnoceny linearita, meze detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ), spravnost, opakovatelnost a matricové
efekty. Linearita kalibraéni kfivky byla hodnocena pomoci koeficientu determinace (R2?). Ve zvoleném
koncentraénim rozsahu (1-2000 ng/L) vykazovaly vsechny cilové latky dobrou linearitu. Vnitrodenni a
mezidenni pfesnost byla stanovena analyzou heptaplikat( vzork(i obohacenych analyty a vnitfnimi standardy,
a to béhem jednoho dne a ve tiech riznych dnech (RSD nizsi nez 20 %). Meze detekce a meze kvantifikace se
pohybovaly: LOD 0,20-0,9 ng/L; LOQ 0,58 az 3 ng/L. Vytéznosti se u vétsiny slouéenin pohybovaly v rozmezi
65-130 %. Vyvinuta metoda byla Gspé$né aplikovana na analyzu odtok( z réiznych COV v Ceské republice pred
elektrochemickou oxidaci a po ni.

Zavéry:

Byla vyvinuta a validovana spolehliva metoda vyZadujici minimalni pfipravu vzorku pro identifikaci a
kvantifikaci 12 prioritizovanych polutantl v odpadni vodé prfed a po elektrochemické oxidaci na BDD.
Navrzend metoda vykazuje dobré vykonnostni parametry z hlediska citlivosti, opakovatelnosti a spravnosti. Je
rychla, jednoduchd, nevyzaduje rozsahlou Upravu vzorku.

Proc je prezentovana studie vyznamna:

Vyvinuta rychlg, citliva, G¢innd a spolehlivd metoda in-line SPE-LC-MS/MS pro soucasné stanoveni dvanacti
vybranych mikropolutant(l predstavuje vyznamny nastroj pro jejich detekci a kvantifikaci v odpadnich vodach.
Je zvlasté dllezitd v souvislosti s novou legislativou, kterd klade ddraz na monitoring téchto latek a hodnoceni
ucinnosti jejich odstraniovani na Cistirnach odpadnich vod.
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Introduction:

Per- and polyfluoroalkyl substances (PFAS) present in textile waste represent an emerging challenge for
circular economy strategies and advanced recycling technologies. Reliable determination of PFAS in recycling
process streams is complicated by complex sample matrices containing salts, dyes, surfactants, degradation
products, and other interfering compounds. Therefore, robust analytical methodologies are essential for
obtaining accurate and reproducible results during textile recycling studies 12,

Methodology:

This work presents the optimisation of an analytical method for PFAS determination in liquids generated
during textile waste recycling within a Horizon Europe project. Sample preparation prior to LC-MS/MS analysis
combines solid-phase extraction (SPE), liquid-liquid extraction (LLE), and dispersive solid-phase extraction
(dSPE), depending on the characteristics of the analysed matrix, to obtain clean extracts and minimise matrix
interferences. Different agueous matrices from alkaline, acidic, and reductive treatment steps, together with
pyrolysis oils, are investigated to evaluate extraction efficiency, analyte recovery, matrix effects, and method
robustness.

Results and discussion:

The results demonstrate that matrix composition strongly influences extraction performance and
instrumental response. The optimised sample preparation strategy significantly reduces matrix effects and
enables reliable PFAS determination in complex recycling-derived matrices.

Conclusions:
The developed analytical workflow provides a robust tool for monitoring PFAS in textile recycling streams and
supports future studies investigating the fate of PFAS during recycling processes.

Why is this study important:
The study provides a robust analytical methodology for PFAS determination in challenging textile recycling
matrices and supports the development of safer circular textile recycling technologies.
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Introduction:

MicroRNAs (miRNAs) are short, non-coding RNA molecules consisting typically of 21-25 nucleotides. They
are important regulators of gene expression at the post-transcriptional level and participate in the control of
numerous cellular processes. Altered miRNA expression has been linked to a broad spectrum of pathological
conditions, including cancer and inflammatory diseases, which made miRNAs promising candidates for both
therapeutic applications and biomarker discoveryl.

Methodology:

Mass spectrometry (MS) coupled with liquid chromatography (LC) provides several advantages for miRNA
characterization, including the separation of closely related oligonucleotide species, structural identification,
guantitative analysis, and the possibility of analyzing complex biological samples. Although ion-pairing
reversed-phase liquid chromatography (IPRPLC) is widely used for oligonucleotide analysis, hydrophilic
interaction liquid chromatography (HILIC) offers an attractive alternative, particularly due to its compatibility
with MS2.

Results and discussion:

In this work, optimization of both LC and MS parameters was performed in order to obtain the highest
possible method sensitivity. Regarding LC conditions, acidic mobile phase pH confirmed to be inappropriate
for miRNA analysis due to the strong nonspecific adsorption to metal surfaces. The influence of several MS
parameters was systematically evaluated - transfer time, pre-pulse storage and nebulizer gas pressure
appeared to be the most influential parameters.

Conclusion:
Sensitive HILIC-MS method for the analysis of miRNAs, which can be further utilized for the study of miRNA-
based biomarkers, was succesfully developed.

Significance:

Although HILIC offers several advantages for miRNA analysis, its application remains relatively limited due to
the lower sensitivity compared to IPRPLC. Therefore, careful optimization of both LC and MS conditions is
essential to maximize analytical sensitivity and facilitate the broader application of HILIC-MS for miRNA
analysis.
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