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socialni - MINISTERSTVO SKOLSTVI, OP Vzdélavani
fondvCR EVROPSKA UNIE  MLADEZE A TELOVYCHOVY  pro konkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

ODUVODNENI VEREINE ZAKAZKY

v souladu s § 156 odst. 1 zdkona ¢. 137/2006 Sb., o verejnych zakazkach,
ve znéni pozd&jsich predpist (dale jen ,zakon")

Zadavatel: Univerzita Karlova v Praze

Sidlo: Praha 1, Ovocny trh 3/5, 116 36

IC:, 00216208

DIC: CZ00216208

Tyka se soucasti: Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Sidlo: Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralové 5

Osoba opravnéna

jednat za zadavatele: Prof. PharmDr. Alexandr Hrabalek, CSc. - dékan

Nazev verejné zakazky: Kapalinovy chromatograf s hmotnostnim detektorem

Nazev projektu OP VaVvpl: »Revitalizace infrastruktury na FaF UK v HK", zkacené REVIFAF, registracni

¢islo projektu CZ.1.05/4.1.00/11.0254

Nazev projektu OP VK: .Zvy$eni kapacity védecko-vyzkumnych tym0 Univerzity Karlovy
prostiednictvim novych pozic pro absolventy doktorandskych studii®,
zkracené Postdoci II UK, registracni Cislo projektu CZ.1.07/2.3.00/30.0061

Zadavatel v souladu s ustanovenim § 156 odst. 1 zdkona a vyhldsky ¢. 232/2012 Sb. zpracoval a
uvefejnil na svém profilu zadavatele toto odlvodnéni k vy$e uvedené nadlimitni vefejné zakazce na
sluzby zaddvané formou otevieného fizeni a zverejnéné ve Véstniku verejnych zakazek pod evidencnim
Cislem 239794 dne 24. 6. 2013.

Toto odlvodnéni obsahuje:

a) odlvodnéni G&elnosti vefejné zakazky
b) odlvodnéni pfimérenosti pozadavkl na technické kvalifika¢ni predpoklady
c) oddvodnéni vymezeni obchodnich a technickych podminek veiejné zakazky ve vztahu k potfebdm

vefejného zadavatele

d) odtvodnéni stanoveni zakladnich a dil¢ich hodnoticich kritérii a zpdsobu hodnoceni nabidek ve
vztahu k potfebam verejného zadavatele

Odlvodnéni je podrobné rozepsano v pfilozenych tabulkach.
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Oddvodnéni icelnosti vefejné zakazky podle § 2 vyhlasky

Verejny zadavatel popise zmény
a) v popisu potreb, které maji byt
splnénim verejné zakazky
naplnény,

b)v popisu predmétu verejné
zakazky,

c) vzdjemného vztahu predmétu
verejné zakazky a potreb
zadavatele,

d) v predpokladaném terminu
splnéni verejné zakazky,

oproti skute¢nostem uvedenym
podle § 1.

Oproti skuteCnostem uverejnénym v predbézném oznameni
doSlo ke zpresnéni popisu predmétu verejné zakazky a
predpokladaného terminu splnéni VZ, tj.

Ad b) Popis predmétu VZ - Predmétem plnéni této nadlimitni
verejné zakazky na dodavky je nakup, dodani, instalace,
zaskoleni obsluhy, =zajisténi zarucniho servisu a garance
pozarucniho servisu sestavy laboratornich val'str,ojﬁ -
HMOTNOSTNI SPEKTROMETR S VYSOKYM ROZLISENIM A S
IONTOVOU MOBILITOU VE SPOJENT S ULTRA-
VYSOKOUCINNOU KAPALINOVOU CHROMATOGRAFII.,
Kompletni sestava musi zahrnovat hmotnostni spektrometr s
vysokym rozlisenim pro tandemovou hmotnostni
spektrometrii s iontovou mobilitou a dale ultra-vysokoudinny
kapalinovy chromatograf jako vstupni zafizeni do
hmotnostniho spektrometru. Soucasti sestavy je rovnéz PC a
specifikovany licencovany software, ktery dovoli sbér a
zpracovani hmotnostné spektrometrickych dat, dale pak
vakuovy systém, generator dusiku a zalozni zdroj energie.
Zafizeni musi splfiovat vesSkeré naroky vychazejici z
technickych a bezpecnostnich norem platnych v CR pro tento
typ zafizeni. Soucasti plnéni je i pfedani Uplné dokumentace
k zafizeni a prohlaseni o shodé.

Ad d) Predpokladany termin splnéni VZ - prosinec 2013

Popis rizik souvisejicich s pInénim
verejné zakazky, ktera zadavatel
zohlednil pfi stanoveni zadavacich
podminek. Jde zejména o rizika
nerealizace verejné zakazky,
prodleni s plnénim verejné
zakazky, snizeni kvality pInéni
verejné zakazky, vynalozeni
dalsich finanénich nakladd.

Rizikem, které zadavatel zohlednil pfi stanoveni zadavacich
podminek, je predevSsim nerealizace verejné zakazky a
nezajisténi dodavatele pro pozadované pinéni. Aby zadavatel
eliminoval rizika spojend s plnénim vefejné zakazky, tzn.,
aby byl schopen zajistit pozadované plnéni pro své ucely
radné, vcCas a v potfebném rozsahu, detailné zpracoval
zadavaci podminky a stanovil jako jediné hodnotici kritérium
nejnizsi nabidkovou cenu.

Verejny zadavatel mize vymezit
varianty naplnéni potreby a
zdlvodnéni zvolené alternativy
verejné zakdazky.

Verejny zadavatel mUze vymezit,
do jaké miry ovlivni verejna
zakazka plnéni planovaného cile.

Zadavatel mUze uvést dalsi
informace odGvodnujici Ucelnost
verejné zakazky.




Oddvodnéni pozadavki na technické kvalifika¢ni predpoklady pro plnéni verejné zakazky na
dodavky podle § 3 odst. 1 vyhlasky

VeFejny zadavatel odlvodni primérenost poZadavkl na technické kvalifikaéni predpoklady ve vztahu
k pfedmétu vefejné zakazky a ve vztahu k rizikim souvisejicim s plné&nim vefejné zakazky

OdUvodnéni pfiméFenosti

~ o ’ ’
pozadavku na seznam vyznamnych
dodavek.

(Verejny zadavatel povinné vypini,
pokud pozadovana financni hodnota
vSech vyznamnych dodavek cini

v souhrnu minimalné trojnasobek
predpoklddané hodnoty verejné
zakazky.)

Pozadavky zadavatele jsou pfrimérené, pozadovana financni
hodnota vsech vyznamnych sluzeb necini v souhrnu trojnasobek
predpokladdané hodnoty vefejné zakazky (souhrn fin.objem(
referencnich zakazek 3 mil. K¢, pfedpokladana hodnota VZ 10 389
161,- K&).

Odtvodnéni pfiméFenosti
pozadavku na predlozeni seznamu
technikl ¢& technickych Utvard.
(Verejny zadavatel povinné vyplini,
pokud pozaduje predlozeni
seznamu vice nez t¥ technikl nebo
technickych dtvard.)

NepoZadovéano

Odlvodnéni ptimé&renosti
pozadavku na predlozeni popisu
technického vybaveni a opatreni
pouzivanych dodavatelem

k zajisténi jakosti a popis zarizeni Ci
vybaveni dodavatele urc¢eného

k provadéni vyzkumu.

Nepozadovano

Odlvodnéni pifimérenosti
pozadavku na provedeni kontroly
vyrobni kapacity vefejnym
zadavatelem nebo jinou osobou
jeho jménem, pfipadné provedeni
kontroly opatreni tykajicich se
zabezpeceni jakosti a vyzkumu.

Nepozadovano

OdUvodnéni pfimérenosti
pozadavku na predlozeni vzork{,
popist nebo fotografii zbozi
urc¢eného k dodani.

Zadavatel pozaduje pfredlozeni popisu zbozi ureného k dodani,
konkrétni technické specifikace véetné specifikace vyrobce u
veskerého zbozi, které je predmétem verejné zakazky, a to z toho
ddvodu, aby mohl porovnat spinéni pozadavkl zadani u
nabizeného zbozi.

OdUvodnéni pfimérenosti
pozadavku na predlozeni dokladu
prokazujiciho shodu pozadovaného
vyrobku vydaného pFisluSnym
organem.

Nepozadovano




Oddvodnéni pFiméFenosti pozadavki na technické kvalifikaéni pfedpoklady pro plnéni verejné

zakazky na sluzby podle § 3 odst. 2 vyhlasky

Vefejny zadavatel odlvodni pfimé&fenost pozadavk(d na technické kvalifikaéni predpoklady ve vztahu
k pfedmétu verfejné zakazky a k rizikim souvisejicim s plnénim vefejné zakazky

Odtvodnéni pfimé&Fenosti pozadavkl na seznam
vyznamnych sluzeb. (Zadavatel povinné vyplni, pokud
pozadovana finan¢ni hodnota vSech vyznamnych sluzeb
¢ini v souhrnu minimalné trojnasobek predpokladané
hodnoty verejné zakazky).

Nepozadovano

Odtvodnéni pfiméFenosti pozadavku na predlozeni
seznamu technikd & technickych GtvarQ. (Zadavatel
povinné vyplni, pokud pozaduje predlozeni seznamu vice
neZ tfi technikd nebo technickych Gtvard.)

Nepozadovano

Odtvodnéni pfiméFenosti pozadavku na predlozeni popisu
technického vybaveni a opatfeni pouzivanych
dodavatelem k zajisténi jakosti a popis zarizeni Ci
vybaveni dodavatele uréeného k provadéni vyzkumu.

NepoZadovano

Odlvodnéni pfimérenosti pozadavku na provedeni
kontroly technické kapacity vefejnym zadavatelem nebo
jinou osobou jeho jménem, pFipadné provedeni kontroly
opatreni tykajicich se zabezpeceni jakosti a vyzkumu.

NepoZadovano

Odtvodnéni pfiméFenosti pozadavku na predlozeni
osvédceni o vzdélani a odborné kvalifikaci dodavatele
nebo vedoucich zamé&stnancd dodavatele nebo osob v
obdobném postaveni a osob odpovédnych za poskytovani
prislusnych sluzeb. (Zadavatel povinné vyplni, pokud
pozaduje predlozeni osvédceni o vyssim stupni vzdélani
nez je stredoskolské s maturitou, nebo osvédceni o
odborné kvalifikaci delsi nez tfi roky.)

NepoZadovano

OdUtvodnéni pfiméFenosti pozadavku na predlozeni
prehledu primérného ro¢niho poctu zaméstnanci
dodavatele Ci jinych osob podilejicich se na plnéni
zakazek podobného charakteru a poctu vedoucich
zaméstnancd dodavatele nebo osob v obdobném
postaveni.

Nepozadovano

Odtvodnéni pfiméFrenosti pozadavku na predlozeni
prehledu nastrojt ¢i pomicek, provoznich a technickych
zarizeni, které bude mit dodavatel pfi pInéni vefejné
zakazky k dispozici.

Nepozadovano




Odivodnéni pfimérenosti pozadavkli na technické kvalifikaéni predpoklady pro plnéni
vefFejné zakazky na stavebni prace podle § 3 odst. 3 vyhlasky

Vefejny zadavatel odGvodni pfimé&tenost poZadavk( na technické kvalifikaéni pfedpoklady ve vztahu
k pfedmétu verfejné zakazky a k rizikim souvisejicim s plnénim vefejné zakazky

OdGvodnéni pfiméFenosti pozadavku na Nepozadovano
predlozeni seznamu stavebnich praci.
(Zadavatel povinné vyplni, pokud pozaduje
predlozeni seznamu stavebnich praci, ze kterého
bude vyplyvat, Ze finan¢ni hodnota uvedenych
stavebnich praci je v souhrnu minimalné
dvojnasobek predpokladané hodnoty verejné
zakazky.)

Odlvodnéni  pfimé&Fenosti  pozadavku na Nepozadovano
predloZzeni seznamu technikl ¢& technickych
Utvar(. (Zadavatel povinné vyplni, pokud
pozaduje predlozeni seznamu vice nez tFi
technik( nebo technickych utvard.)

Odlvodnéni pfiméFfenosti pozadavku na NepoZadovano
predlozeni osvédceni o vzdélani a odborné
kvalifikaci dodavatele nebo vedoucich
zaméstnancd dodavatele nebo osob v obdobném
postaveni a osob odpovédnych za vedeni
realizace stavebnich praci. (Zadavatel povinné
vyplni, pokud pozaduje osvédceni o odborné
kvalifikaci delSi nez 5 let.)

Odtvodnéni pozadavku na predlozeni prehledu Nepozadovano
primérného ro¢niho poétu zamé&stnancd
dodavatele Ci nebo jinych osob podilejicich se na
plnéni zakdzek podobného charakteru a poctu

Ve v o
vedoucich zameéstnancu dodavatele nebo osob v
obdobném postaveni.

Odlvodnéni pfimé&Fenosti pozadavku na NepoZadovano
predlozeni prehledu néstroji nebo pomicek,
provoznich a technickych zafizeni, které bude
mit dodavatel pfi plnéni verejné zakazky k
dispozici.




Oddvodnéni vymezeni obchodnich podminek veifejné zakazky na dodavky a verejné

zakazky na sluzby podle § 4 vyhlasky

Odlvodnéni vymezeni obchodni
podminky stanovici del&i Ihitu
splatnosti faktur nez 30 dn{.

Nepozadovana del$i IhGta splatnosti faktur nez 30 dni

Odlvodnéni vymezeni obchodni
podminky stanovici pozadavek na
pojisténi odpovédnosti za Skodu
zplsobenou dodavatelem tietim
osobam ve vysi presahujici
dvojnasobek predpokladané
hodnoty verejné zakazky.

Nepozadovano

Odlvodnéni vymezeni obchodni
podminky stanovici pozadavek
bankovni zaruky vyssi nez 5%
ceny verejné zakazky.

Nepozadovano

Odtvodnéni vymezeni obchodni
podminky stanovici zaruéni Ihtu
deldi nez 24 mésica.

NepoZadovano

Odlvodnéni vymezeni obchodni
podminky stanovici smluvni
pokutu za prodleni dodavatele
vysSsi nez 0,2% z predpokladané
hodnoty verejné zakazky za kazdy
den prodleni.

Nepozadovana vyssi pokuta

Odlvodnéni vymezeni obchodni
podminky stanovici smluvni
pokutu za prodleni zadavatele

s Uhradou faktur vyssi nez 0,05%
z dluzné Castky za kazdy den
prodleni.

Nepozadovano

Odtvodnéni vymezeni dalich
obchodnich podminek dle § 5
odst. 2. Verejny zadavatel
oddvodni vymezeni obchodnich
podminek verejné zakazky na
dodavky a verejné zakazky na
sluzby ve vztahu ke svym
potfebam a k jejich rizikdim
souvisejicim s pInénim verejné
zakazky.




Oddvodnéni vymezeni technickych podminek verejné zakazky podle § 5 vyhlasky

Technicka podminka Odiivodnéni technické podminky

Odlvodnéni vymezeni technickych podminek je uvedeno
v priloze.




Oddvodnéni stanoveni zakladnich a dil¢ich hodnoticich kritérii podle § 6 vyhlasky

Hodnotici kritérium

Odiivodnéni

vV

Vzhledem k dostatecné presnym technickym specifikacim
v zadani verejné zakazky povazuje zadavatel hodnoceni na

zakladé nejnizS§i nabidkové ceny za nejvhodnéjsi a
nejtransparentnéjsi.




Odlivodnéni predpokladané hodnoty veiejné zakazky podle § 7 vyhlasky

Hodnota

Odtivodnéni

10 389 161,- K¢

Nejedna se o vyznamnou verfejnou zakazku.
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ODUVODNENI VEREJNE ZAKAZKY
Pfiloha:
Oduvodnéni vymezeni technickych podminek verejné zakazky podle & 5 vyhlasky

HMOTNOSTNIi SPEKTROMETR S VYSOKYM ROZLISENIM A S IONTOVOU
MOBILITOU VE SPOJENi S ULTRA-VYSOKOUCINNOU KAPALINOVOU
CHROMATOGRAFII

Tato vefejna zakazka souvisi s realizaci projektu:

e OPVaVpl: »Revitalizace infrastruktury na FaF UK v HK”, zkracené REVIFAF, registracni
Cislo projektu CZ.1.05/4.1.00/11.0254

e OP VK: ,Zvyseni kapacity védecko-vyzkumnych tymu Univerzity Karlovy prostfednictvim
novych pozic pro absolventy doktorandskych studii“, zkracené Postdoci Il UK, registracni Cislo
projektu CZ.1.07/2.3.00/30.0061

Vramci synergie obou operacnich projektll bude pofizena sestava laboratornich pfistroja -

HMOTNOSTNI SPEKTROMETR S VYSOKYM ROZLISENIM A S IONTOVOU MOBILITOU VE SPOJENI S ULTRA-VYSOKOUCINNOU
KAPALINOVOU CHROMATOGRAFII.

Cilem projektu Postdoci Il UK je podpora akademickych a ostatnich pracovniki VS, pracovnikl
védecko-vyzkumnych organizaci a student(l VS prostfednictvim absolventd doktorskych studijnich
program( zapojenych do cinnosti vyzkumnych a vyvojovych tyma na postdoktorandskych pozicich s
dlirazem na internacionalizaci, multidisciplinaritu, intersektoralni mobilitu a spolupraci. Nakup
kapalinového chromatografu - UHPLC je nezbytnou podminkou Uspésného feseni projektu, ktery je
zaméren na podporu vytvareni kvalitnich tymd vyzkumu a vyvoje a jejich dalSiho rozvoje
prostfednictvim vzniku pracovnich pozic pro zacinajici védce (drzitele titulu PhD nebo jeho

ekvivalentu.

Cilem projektu REVIFAF je zlepSeni podminek pro vzdélani a s nim spojeného vyzkumu na Univerzité
Karlové v Praze, konkrétné jeji soucasti Farmaceutické fakulté UK v Hradci Kralové. Jednim z dil¢ich
cilG projektu REVIFAF je pofizeni Spickového hmotnostniho spektrometru s vysokym rozlisenim
(HRMS) pro podporeni vysoce kvalitni vyuky a vyzkumu, a tim i zvySeni atraktivity pracovisté pro

mezinarodni spolupraci a pro spolupraci se soukromym sektorem. Tento spektrometr, jak je uvedeno
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v projektové dokumentaci: , by pod vedenim zkuseného akademického pracovnika mél byt vyuzivan
studenty doktorskych programt a postdoktorandy pro experimentalni vyzkumnou praci s cilem
ziskat kvalitni vysledky jako podklad odbornych publikaci a disertacnich praci tak, aby svou
kvalitou uspély i v ndaroném mezindrodnim méftitku.” Aby mohl byt naplnén vySe uvedeny cil
projektu, je tfeba pofizeni Spickové instrumentace v oboru hmotnostni spektrometrie, protoze jediné
tak je mozné zarudit ziskani origindlnich védecko-vyzkumnych vysledkl spliujicich narocna kritéria
vyzadovand na mezinarodnim vyzkumném poli (napf. publikovani v prestizni mezinarodni odborné
literatufe). Zapojeni takovéto instrumentace do vyzkumnych projektl Farmaceutické fakulty
Univerzity Karlovy umoini fesSeni nejslozitéjSich vyzkumnych udkol( a problematik, kde dosud
dostupnd instrumentace tandemové hmotnostni spektrometrie s nizkym rozliSenim, ale i jind
pokrocilejsi instrumentace selhdvd a neposkytuje pozadované vysledky. Pracovistim na Faf tak bude
umoznéno provadéni analyz dosud nedostupnych, ¢imZz dojde kvyznamnému zvySeni kvality

védecko-vyzkumné préace a nasledné i publikacni aktivity a prestiZe pracovisteé.

Pro vyse uvedené ucely musi nové potizovand instrumentace splfiovat fadu narocnych
pozadavkl. Zakladnim uUkolem hmotnostniho spektrometru je ziskani iontd analyzovanych latek
a jejich separace podle poméru hmotnosti ku naboji (m/z). Ke vzniku iont dochazi v iontovém zdroji,
nejcastéji s pouzitim mékkych ionizacnich technik, jako je ionizace elektrosprejem (ESI) a chemicka
ionizace za atmosférického tlaku (APCI). K pfevodu do plynné faze je zapotrebi také dusiku, ktery je
obvykle ziskdvan s vyuZitim generatoru. Kromé iontového zdroje je dulezitd iontovd optika, kterd
slouzi k fokusaci iontl a kjejich efektivnimu transportu do analyzatoru. Tato by méla kromé
transportu iontd zajistit také odstranéni balastnich latek v co nejvyssi mozné mife. Vzniklé ionty jsou
pak rozdéleny podle poméru m/z v analyzatoru za pfitomnosti vakua se spravnosti a presnosti hmoty
odpovidajici danému typu analyzatoru. Interpretaci vysledkd Ize ziskat informaci o kvalitativnim
sloZeni a o kvantitativnim zastoupeni latek. Cim je vak matrice vzorku sloZit&ji, pocet analyt(l vyssi a
jejich koncentrace nizsi, tim je tento Ukol narocnéjsi. Takovymi matricemi jsou materidly béiné
studované v ramci védeckych projektl na Faf, jako napt. biologické materialy (krev, sérum, moc,
tkané), rostlinné materidly nebo environmentalni vzorky (napf. odpadni vody). Komplikace typu
interference s latkami pochazejicimi z matrice, nedostacujici citlivost a selektivita, nedostatecné
rozliSeni latek se stejnou nomindlni hmotnosti nebo dokonce se stejnou monoizotopickou

molekulovou hmotnostni v pfipadé isomernich latek jsou pomérné béznymi jevy pfi analyze téchto
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sloZitych matric a znacné limituji feSeni nékterych typl projekt(. Proto se hmotnostni spektrometrie
nejcastéji pouziva ve spojeni se separaénimi technikami, zejména pak s kapalinovou chromatografii
(LC). Kapalinovd chromatografie umoznuje separaci komplexnich smési, a tak zjednodusuje préci
s daty ziskanymi z hmotnostniho spektrometru. Je-li totiz komplexni vzorek analyzovan necilenou
analyzou pouze hmotnostni spektrometrii, tzv. metodou pfimé inflze, ziskana data jsou velice
komplexni a jejich interpretace je velice slozita. Hledani a identifikace minoritnich latek vedle latek
vyskytujicich se v nékolikandsobné vyssich koncentracich je tak prakticky témér nemoziné, zejména
opét pokud jde o necileny typ analyzy. SvyuZitim separacni techniky lze pak tuto interpretaci
vyznamné usnadnit, nebo Ize oddélit nékteré slozky matrice a zvysit tak selektivitu metody, citlivost a
pfipadné omezit tzv. matricové efekty, které maji vyznamny negativni vliv na kvantifikaci. Cim je tato
separace ucinnéjsi, tim kvalitnéjsi jsou ziskana finalni data. Proto se metodou volby stala technika
ultra-vysokoucinné kapalinové chromatografie (UHPLC). Kromé jiz vySe uvedené vysoké separacni
ucinnosti poskytuje tato metoda také mnohé dalsi vyhody, jako jsou daleko kratsi ¢asy analyzy, lepsi
rozliSeni pikd ¢i citlivost a nizsi spotfeba rozpoustédel ve srovnani s konvencénimi LC technikami.
Metoda se tak stava daleko ekologi¢téjsi a ekonomicky vyhodnéjsi.

Vyvoj v oblasti hmotnostni spektrometrie jde také velmi rychle kupfedu a moderni metody
hmotnostni spektrometrie nyni poskytuji SirSi moznosti a flexibilitu, jak resit analyzu komplexnich
vzorku. Pro Spickovy a originalni vyzkum tedy nepostacuji bézné dostupné radové pfistroje, které se
hodi spiSe pro rutinni méfeni na komercnich pracovistich, ale pouze instrumentace umoznujici co
nejvétsi flexibilitu pfi feSeni i téch nejslozitéjSich védecko-vyzkumnych ukoll. Dnes jiz zakladnimi
pozadavky na hmotnostni spektrometry svysokym rozlisenim jsou chyba méreni molekulové
hmotnosti < 1 ppm, rozliseni 40.000 (FWHM) a moznost provadéni MS/MS experimentl s vyuzitim
tandemovych hmotnostnich spektrometrd. Tyto parametry umoziuji identifikaci latek na zakladé
urceni sumarniho vzorce, izotopického sloZeni a fragmentacnich spekter. Diky vysokému rozliseni je
docileno vysoké selektivity a snizeni rizika pfipadnych interferenci. Pro spojeni se separacnimi
technikami je dale velmi dualezitd také rychlost vlastniho analyzatoru, nebot analyty eluované
z chromatografické UHPLC kolony ve formé uzkého piku musi dale byt spolehlivé detekovany. Viem
vyse uvedenym poZadavkim v soucasné dobé nejlépe vyhovuji hybridni analyzatory spojujici
quadrupol a analyzator doby letu (Q-TOF). To vSak v mnoha aplikacich stale nejsou dostacujici

parametry.
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Nejnovéjsim smérem v oblasti hmotnostni spektrometrie je tfeti rozmér separace. Tato
separace je umoznéna na zakladé iontové mobility, kdy vzniklé ionty jsou separovany v plynné fazi
podle odlisnosti v tvaru a ve velikosti molekuly (jak je uvedeno na nasledujicim obrdzku pro ionty A,

B, C).
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' }
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Region

Tento tfeti rozmér ma vyznamny dopad, jak pfi identifikaci, tak pfi selektivni kvantifikaci latek
ve sloZitych matricich. Praktické aspekty zdGvodniujici potfebu iontové mobility pro feseni sloZitych

védecko-vyzkumnych dkoli jsou shrnuty a diskutovany v nasledujicich bodech:

(1) Odstranéni nezadoucich vlivi matrice.

Jednim z nejzévaznéjsich probléma pri kvantifikaci latek pfitomnych v komplexnich matricich jsou
interference vzniklé plGsobenim rusivych latek pochazejicich z této matrice. | pfi pouZiti vysokého
rozliSeni nemusi dojit ke kompletnimu oddéleni analytu a interferujici l1atky z matrice, kterd je svoji
molekulovou hmotnosti velmi blizkd sledovanému analytu. Tento problém lze odstranit zmenSenim
izolacni Sitky pfi extrakci iontového chromatogramu pro kvantifikaci, ¢imZz ale zaroven dojde
ke sniZeni citlivosti. Pomoci iontové mobility je moZné separovat takové interferujici latky a ziskat
tak lepsi selektivitu pfi zachovani citlivosti méreni.

Vyuziti tohoto aspektu pro vyzkumné projekty na Faf je kliové, nebot typy komplexnich matric
vyuzivané v nasich védeckych studiich obsahujici nizké koncentrace biologicky aktivnich latek, jejich

metabolitl apod. jsou prakticky vZdy zatizeny témito nezadoucimi vlivy matrice.
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(2) Separace izobarickych iontd.

Pfi praci s biologickymi systémy je analytické hodnoceni ¢asto komplikovano vysokou variabilitou
sledovanych analytl, ale daleko vétsim analytickym problémem jsou tzv. izobarické latky. Jedna
se o latky, které maiji stejnou monoizotopickou molekulovou hmotnost a také stejny sumdrni vzorec,
ale lisi se pouze polohou urcitych funkcnich skupin ¢i jejich typem. Separace takovych latek mize
v nékterych pfipadech byt feSena s vyuZitim predifazenych separacnich technik. Pokud vsak latky
nejsou oddélitelné separacnimi technikami (napf. chromatografickymi), neexistuje moznost jejich
separace svyuzitim hmotnostni spektrometrie (MS) ani tandemové hmotnostni spektrometrie
(MS/MS) nebot vysledny zaznam bude stale kombinovanym zaznamem obou latek. Neni tedy mozné
fici, ktery ze dvou isomerl a v jakém mnozstvi je pfitomen v analyzovaném vzorku. Separaci téchto
latek vSsak umoZnuje treti separacni dimenze, a to separace latek s vyuZitim iontové mobility
ziskanych iontt, které jsou pak separovany podle tvaru a velikosti molekul. Mnoho soucasnych
studii na Faf se zabyva rGznymi latkami ze skupiny antioxidantl. Mezi mé patti prirodni latky
ze skupiny flavonoidd. Pravé tyto latky jsou typické vyskytem mnoha isomernich struktur, casto
obtizné délitelnymi chromatografickymi technikami z dlivodu strukturni podobnosti a variability
téchto isomernich struktur. Jejich separace pomoci iontové mobility jiz byla v odborné literature
popsana, z ¢ehoz jasné vyplyvaji pozitiva a pfinosy moznosti vyuZiti iontové mobility ve stavajicich

vyzkumnych projektech Faf.

(3) Zvyseni celkové tcinnosti separacniho procesu a ziskani dalSiho rozméru dat.

Pro ucinnou separaci, identifikaci a kvantifikaci latek v komplexnich smésich je dllezitd vysoka
separacni ucinnost a kombinace co nejvice identifikacnich Gdajl, které lze ze zdznamu ziskat.
PFi pouziti predfazené chromatografické separacni techniky se tedy jednd o nasledujici rozméry

separace a identifikacni charakteristiky:

= chromatograficka separace - reten¢ni cas
= jontové mobilitni separace - migracni cas
=  hmotnostné spektrometrickd separace podle poméru m/z - pfesna a spravna hmota iontd

prekurzori i fragmentd a dile intenzita odezvy, ktera slouzi pro kvantitativni hodnoceni
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Ziskani tretiho rozméru separace pomoci iontové mobility umoziuje napf. snazsi interpretaci
spekter a uréeni struktur latek v pfipadé, kdy dojde ke koeluci at jiz dvou analytii nebo analytu
a interferujici latky z matrice. Tento zpUsob vyuZiti iontové mobility nalezne Siroké uplatnéni pfi
identifikaci pfirodnich latek v rostlinnych extraktech, které obsahuji vysoké mnozstvi komponent,
jejichz kompletni chromatograficka separace je prakticky nemozna. Dale bude vyznamné usnadnéna
identifikace metabolitl biologicky aktivnich latek pfi farmakokinetickych studiich.

Podobné miZe iontovd mobilita napomoci pfi detekci stopového obsahu nedistot v lééivych
pfipravcich. Detekce téchto stopovych koncentraci je v mnoha pfipadech komplikovana vysokymi
koncentracemi pomocnych latek pouzitych pro tvorbu léCivého pfipravku. Priklad moznosti vyuziti
iontové mobility pro takovy ucel, kdy dojde k oddéleni ucinnych latek lamivudinu nebo zidovudinu
od pomocnych latek typu PEG pomoci iontové mobility, je uveden na nasledujicim zaznamu (prevzato

ze C. Eckers et al., Rapid Commun. Mass Spectrom. 21 (2007) 1255):

Zidovudine Related |
L Singly Charged PEG lons

Lamivudine Related lons

|

Drift Time (mill secs)

25
Doubly Charged PEG lons

005 3 10

Ratantion Tima /min\

(4) Vyuiiti protonace iontl téze latky na rtiznych mistech.
PFi procesu ionizace viontovém zdroji hmotnostniho spektrometru dochdzi k protonaci molekuly

v kladném modu ionizace a k jeji deprotonaci v zaporném modu ionizace. K protonaci molekuly mize
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dochdazet na jednom nebo na vice mistech u molekuly téze latky, coz lze dale vyuzit pro zvyseni
selektivity, pokud je mozné tyto dvé protonované molekuly oddélit. lontova mobilita v nékterych
pripadech takovou separaci umozZnuje. Selektivita je dllezitym parametrem, jak pfi identifikaci latek
pomoci hmotnostni spektrometrie, tak pfi jejich kvantifikaci. Pro kvantifikaci latek je ¢asto vyuZivan
velmi selektivni experiment — monitorovani vybraného iontového prechodu (selected reaction
monitoring, SRM). Takovy iontovy pfechod by mél byt charakteristicky pro danou strukturu latky,
protoZe jde o selektivni ptrechod vybraného prekurzoru na vybrany produktovy iont (fragment).
Pokud ma byt dale zvySena selektivita kvantifikace i ve sloZitych matricich, jsou takové SRM prechody
pro kvantifikaci vyzadovany dva a je ddle pocitan také jejich pomér. Mnohé latky vsak pfi fragmentaci
poskytuji pouze jeden vyrazny fragment, sjehoz vyuzitim lze provést citlivou kvantifikaci. Dalsi
fragmenty pritomné ve spektru mohou poskytovat az o rad &i vice nizsi citlivost, coz nezadoucim
zplUsobem zvySuje hodnoty LOQ (limitu kvantifikace metody) a nasledné snizuje citlivost vyvijené
metody. Vyuziti parametru iontové mobility rozsifuje moznosti vyuziti SRM pristupu kvantifikace.
Pro hodnoceni tak muiZe byt pouZit stejny iontovy prechod, ktery ale vychazi z rGznych mist
protonace molekuly. Tim dojde k zajisténi jak dostatecné citlivosti, tak selektivity metody. Tento
zpUsob zvyseni selektivity a citlivosti metody muze byt velmi uzitecny pro stavajici i budouci projekty
Faf. V minulosti byla pravé nizka citlivost dostupnych stavajicich metod komplikaci ¢i dokonce

limitujicim faktorem nékterych projektd.

(5) Fragmentace latek s naslednou iontové mobilitni separaci vzniklych produktovych iontt.

Tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS) s vysokym rozlisenim vyuZivajici prekurzorovych
iontll pro fragmentaci a ziskani produktovych iontll, které jsou charakteristické pro danou latku
aslouZzi k objasnéni jeji struktury, je nezbytnym ndstrojem pro identifikaci latek. Usporadani
s iontovou mobilitou pak umozZiuje daleko jednoznacnéjsi identifikaci nezndmych latek s vyuZitim
udaje o pfesné a spravné hmoté a mobilitniho rozdéleni fragmenta vzniklych v kolizni cele. Pro
provadéni takovych experimentl je vsak nutné, aby provedeni separace s vyuZitim iontové mobility
bylo moiné mezi dvéma analyzatory. Dale je nutna pfitomnost nezdvisle programovatelné
tfisektorové kolizni cely skladajici se ze dvou koliznich cel a iontové mobility umisténé mezi obéma
koliznimi celami. Tento typ iontové mobility je pak nazyvan travelling wave ion mobility spektrometry

(TWIMS). lJiné usporadani nedovoluje tuto mobilitni separaci fragmentl vzniklych po selekci
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vybraného prekurzoru. Spolehliva identifikace nezndmych latek pritomnych ve vzorcich ve stopovych
mnozstvich je pro analytiky neustdlou vyzvou. V téchto pfipadech neni mozné pouzit klasické
identifikaéni techniky, jako je IC nebo NMR. Samotna hmotnostni spektrometrie s vysokym rozli$enim
nemusi poskytnout dostatecné kvalitni spektra a vSechny reprezentativni fragmenty podporujici
uréeni a potvrzeni struktury neznamé latky. Navic mizZe byt daleko snazsi rozdélit pomoci iontové
mobility vzniklé fragmenty, nebot zména ve srazkovém prafezu iontu mezi dvéma isobarickymi
latkami muaze byt vétsi u fragmentl neZ u vlastni protonované molekuly. Proto zplsob identifikace
vyuZivajici separace pomoci iontové mobility fragmentl mizZe tedy byt naprosto klicovy pti popisu
novych minoritnich metabolit(l vznikajicich pfi biologickych pokusech s novymi typy lé¢iv nebo pfi
pouziti novych Iékovych forem. Podobné, identifikace minoritnich obsahovych latek Iécivych rostlin je
Casto problematickd diky pritomnosti Sirokého mnozstvi dalSich komponent, a proto moznost
mobilitni separace fragmentll specificky vybraného prekurzoru je unikdtnim pristupem

k jednoznaénému uréovani téchto struktur.

(6) Méreni efektivnich srazkovych prifezt iontd.

Srazkovy priarez iontu (collision cross-section, CCS) je reprezentovan efektivni plochou pro interakci
individualniho iontu a neutrélniho plynu, pfes ktery tento iont cestuje. CCS je duleZitou rozliSujici
charakteristikou iontu v plynné fazi a ma pfimy vztah k jeho chemické struktufe a trojrozmérné
konformaci. Ovliviiuje také mobilitu iontu, a proto ionty mohou byt efektivné separovany podle
CCS s vyuzitim iontové mobility. Hodnoty CCS pak mohou byt pomoci iontové mobility méfeny.
ProtoZe k méreni CCS dochazi v plynné fazi, nejsou tyto experimenty ovlivnény matrici vzorku a jsou
tak prenositelné mezi jednotlivymi pfistroji a rdznymi experimentalnimi podminkami. Téchto udajl

Ize vyuZit pro dalsi zvySeni selektivity identifikace nezndmych latek.

(7) Moznost dalsi fragmentace mobilitné rozdélenych fragmentd.

K dal$imu zvyseni selektivity identifikace latek a k napodobeni experimentu MS?® pak slouzi moznost
fragmentace jiz mobilitné rozdélenych fragment( prekurzoru vybraného prvnim analyzatorem. Také
pro provadéni téchto experimentll je nutné umisténi iontové mobility mezi dvéma analyzatory
a pfitomnost nezavisle programovatelné trisektorové kolizni cely skladajici se ze dvou koliznich cel

a iontové mobility umisténé mezi obéma koliznimi celami. V této kolizni cele pak dojde nejprve
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k fragmentaci vybraného prekurzoru, vzniklé fragmenty jsou pak rozdéleny pomoci iontové mobility
a poté znovu fragmentovany. Tim dojde k ziskani detailnéjsich fragmentacnich spekter duleZitych
pro ovéreni identity latky a k potvrzeni predpokladanych struktur vzniklych fragmentd. Tento typ
experimentu napodobujici experiment MS® mé& obdobné vyuZiti, jako je uvedeno v bodé 5, pouze
s rozsitenim na fragmenty s mensimi hodnotami m/z, a tak ziskani Sirsi skaly fragmentd a dalSich

strukturnich informaci.

Hmotnostni spektrometry s iontovou mobilitou typu FAIMS (Fast Asymetric Waveforms lon
Mobility Spectrometry) nebo spektrometry s podobnym typem iontové filtrace umisténé hned
za iontovym zdrojem mnohé z uvedenych moznosti neposkytuji. Je tomu tak, protoze tato mobilitni
separace funguje pouze jako filtr, urcitym zplsobem obdobné jako quadrupolovy analyzator.
Nastaveni se provadi pomoci kompenzacniho napéti, které vsak neni urcitou charakteristikou latky
zajistujici zvyseni selektivity identifikace tak, jak je tomu napf. u migracniho ¢asu pfi umisténi iontové
mobility mezi analyzatory. Tim Udaje ziskané z analyzy pfichdazi o ¢tvrty rozmér. Porovndni moznosti
experimentl poskytnutych jednotlivymi druhy iontové mobility je uvedeno v nasledujici tabulce (+ =

funkce je dostupna, - = funkce neni dostupna):

Typ experimentu TWIMS FAIMS nebo podobné typy

iontové mobility

(1) Odstranéni nezadoucich vlivii matrice + +
(2) Separace izobarickych iontt + +
(3) Zvyseni celkové ucinnosti separacniho procesu a + [+

ziskani dalsiho rozméru dat

(4) Rozliseni protonace iontli téZe latky na raznych + +
mistech
(5) Fragmentace latek s naslednou iontové mobilitni + -

separaci vzniklych produktovych iontt

(6) Méfeni efektivnich srazkovych prifezi molekul + -
(7) Moznost dalsi fragmentace mobilitné rozdélenych + -
fragmentt
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z dostupnych zdrojd nevyplyvd moznost skenovéni, ktera by umoznila pouziti charakteristiky kompenzaéniho

napéti jako dalsi identifikacni charakteristiky, ke zvySeni Ucinnosti separace zde vsak dochazi.

Nedilnou soucasti LC-MS systém( jsou specializované softwary, které umoznuji sbér dat
s vyuZitim rdznych typl experimentl a nasledné jejich interpretaci. Jednotlivé typy softwarl pak
jsou specificky zaméreny dle aplikaci. Pro uUcely projektd na Faf jsou potfebné softwary
umoznujici identifikaci latek s vyuzitim spravné a presné hmoty, softwary pro kvantifikaci latek,

pro praci s metabolity a metabolomické softwary umoZiujici také zakladni i pokrocilejsi

statistickd zpracovani dat.
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