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ABSTRAKT

Techniky ndstfiku velkého objemu vzorku (LVI) patii pro metodu plynové
chromatografie k ¢asto pouzZivanym pro sniZeni detek¢niho limitu nejriznéjSich analyth.
K tomuto dcelu Ize vyuZit mnoha metod s ¢asto velmi obtiZnym postupem optimalizace.
Tato prace se zabyva postupem optimalizace pracovnich podminek programovatelného
split-splitless injektoru (PTV) metodou planovaného experimentu (Box, Hunter & Hunter
design of experiments) nasledovaného centrdlnim kompozitnim designem. Jako modelovy
vzorek byla vybrana smés n-alkant. Proces optimalizace je ddle pouZit pro metabolomické

studie ke stanoveni metaboliti intraceluldrniho obsahu lidskych fibroblastii plynovou

chromatografii s hmotnostni detekci (GC/MS).

Klicova slova: metabolomika, plynovd chromatografie, hmotnostni spektrometrie,

nasttik velkého objemu vzorku, PTV injektor, design of experiments

ABSTRACT

Techniques of large volume injection (LVI) belong to frequently used ones for
decreasing a limit of detection of all sorts of analytes in gas chromatography. It is possible
to use many methods of LVI, often with a highly troublesome optimizing procedure, for
this purpose. This work deals with an optimizing procedure of conditions of a thermally
programmable vaporizing split-splitless injector (PTV) used Box, Hunter & Hunter design
of experiments followed by central composite design. A mixture of n-alkanes was chosen
as a model sample. The optimizing process is further used for metabolomic studies to
quantification of intracellular metabolites from human fibroblasts by gas chromatography

coupled with mass spectrometry.

Keywords: metabolomics, gas chromatography, mass spectrometry, large volume

injection, PTV injector, design of experiments
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UVOD

Metabolomika je védni disciplina zkoumajici celkovy souhrn vSech latek, které jsou
za danych podminek produkovany a pfeménovany v zZivych organismech. Studovany jsou
prakticky vSechny organismy — jednobunécné (bakterie, sinice, kvasinky, prvoci), houby,
rostliny i zivoCichové. V Zivych bunkédch probihd v jednom okamziku velké mnozstvi
nejrazngjSich chemickych pochodii, jez jsou se sebou vzdjemné provazany. DalSim
dalezitym znakem je regulace téchto procesii (zaruCeni dynamické rovnovahy), jejich

buné€nd lokace a skutecnost, Ze probihaji po cely Cas existence buniky [1].

Prakticky se vysledky metabolomickych studii uplatiiuji v mnoha oborech: od studia
pfemény latek mikroorganismy, pfes systémovou biologii, po diagnostiku a kontrolu 1é¢by
chorob. Rostouci vyznam metabolomiky v systému pfirodnich véd dokazuje mimo jiné
1 vydani prvniho ¢&isla odborného casopisu Metabolomics (Springer Science+Business

Media, Inc.) v lednu roku 2005 [2].

Trendem v souCasné analytické chemii je analyza stidle mensSich mnoZstvi vzorki
po izolaci ze slozitych matric, zjednoduSeni jejich pfipravy a v neposledni fad¢ pokles
limitu jejich detekce, pficemz je Zddanad automatizace celého procesu. Pro metabolomiku
toto plati, diky komplexnosti analyzy a diky velké kvalitativni i kvantitativni rozmanitosti

studovanych latek, s o to vétSim darazem.

Jednim z dtilezitych krokt analytického chemika pii analyze byva, zvlasté ptfi velmi
nizkych koncentracich latek, volba metody izolace a prekoncentrace zkoumaného analytu
ze vzorku. I po téchto krocich (velmi casto to byvaji extrakce, poté vymrazovani,
odparovani ¢i odfoukdni) zpravidla dostdvame stdle smés mnoha podobnych latek. Je tedy
nutno provést jejich separaci. Mocnym nastrojem analytické chemie pro déleni latek jsou
mnohé chromatografické a elektroforetické metody, jejichZ nespornou vyhodou je piimé
spojeni s detektory, které jsou schopny separované chemické individuum, mimo jeho
kvantifikace, piimo identifikovat (hmotnostni spektrometr, NMR-spektrometr,
infraCerveny spektrometr, fluorescencni spektrometr, série coulometrickych detek¢nich cel

apod.).

Pro plynovou chromatografii je klasické spojeni s hmotnostnim spektrometrem jako
detektorem s vysokou citlivosti a nizkym limitem detekce, ktery, jak jiz bylo feceno, je
porovnanim s databazi spekter schopen urcit s vysokou spolehlivosti strukturu nezndmé

latky (v pfipad€ plynové chromatografie jsou to t€kavé termostabilni malo poléarni latky



nebo jejich vhodné derivaty: organické kyseliny, jednoduché hormony, alkaloidy apod.).
Mnoho léatek, které maji velky potencidl stat se uzZitecnymi biomarkery (napiiklad ¢asnych
stadii zavaznych onemocnéni), jsou vSak bunikami produkovany jen ve velmi nizkych
mnozstvich. Je proto Zadouci snizovat limity detekce téchto latek. Jednim z moznych
feSeni je predloZeni vétStho mnoZstvi vzorku — large volume injection (LVI). Mezi
vyvinutymi LVI metodami se diky svym vyhodnym vlastnostem ¢asto uplatiiuje injektor,
jehoz teplotu je moZno programovat — programmable temperatury vaporiser (PTV). Uzitim
tohoto injektoru je mozno zakoncentrovat studované analyty — vhodnym nastavenim
pracovnich podminek je eliminovdno piebytecné mnoZstvi rozpoustédla jeSté pred

zapocetim separace.

Podminek, které je nutno pro efektivni praci vhodné nastavit, je vSak celd fada. Je
nutno zvolit vhodné rozpoustédlo, teplotu a Cas jeho eliminace, pritok nosného plynu
v jednotlivych fazich Cinnosti a dalsi. Optimalizace PTV injektoru tedy byvd obvykle
nesnadnd a Casové ndrocnd. Jednim z feSeni nabizejicich zefektivnéni tohoto procesu je
metoda pldnovaného experimentu (design of experiments, DOE). Jedna se o matematickou
statistickou metodu, pomoci niZ se provedenim malého poctu pokusi (za piedem
definovanych podminek) vyberou ty podminky, které jsou pro zkoumany proces
vyznamné, ostatni jsou pak zanedbdny. Vybrané se po dal$i sérii experimenti podrobi
statistické analyze, a tak jsou ziskdny nejvhodné&jsi parametry. Metoda byla plvodné
navrzena pro optimalizaci na poli technickém a konstrukénim, stdle Castéji vSak nachdzi

uplatnéni i v dalSich oborech, chemii nevyjimaje. Metoda je v dneSni dob¢ soucasti mnoha

sofistikovanych statistickych aplikaci.

Cilem predkladané diplomové price je optimalizace podminek PTV injektoru pfi
LVI nastfiku metodou pldnovaného experimentu. Jako testovaci smes pro plynové
chromatografickou analyzu s hmotnostni detekci je pouZita ftada n-alkant.
Ziskané zkuSenosti s obsluhou PTV a s uZivanim statistického softwaru pak byla pouZzita
v aplikaci v oblasti metabolomiky — stanoveni latek extrahovanych z kultivovanych

lidskych fibroblasti.



I. TEORETICKA CAST
1. METABOLOMIKA

1.1 Metabolismus

Jako metabolismus oznacCujeme soubor procest, jimiZ zivé soustavy ziskavaji
a vyuzivaji volnou energii, pro udrzovani svych rozlicnych funkci a stavebni prvky
potiebné pro rist a udrzovéani své aktivity. Tohoto dosahuji pfeménou souboru malych
chemickych sloucenin na jiny soubor chemickych sloufenin s nizZ$im obsahem volné
energie, coZ zahrnuje velky pocet chemickych reakci s mnoha chemickymi meziprodukty.
Ziskavani této energie je zavislé také na druhu zivého organismu: fototrofy (rostliny,
nckteré bakterie) ji ziskdvaji fotosyntézou za ucasti slunecniho zateni, chemotrofy
(zivoc¢ichové, vétSina mikroorganismt) pak oxidaci chemickych sloucenin, piedevsim
sacharidii a lipidi. K pfenosu a ukldddni energie bunika vyuZivd vysokoenergetickych
fosfatovych vazeb tzv. makroergnich sloucenin (adenosintrifosfat — ATP, ...), do nichz se

zapisuje procesem fosforylace.

Spole¢nou vlastnosti vSech organismt je, Ze jednotlivé reakce metabolismu
neprobihaji izolovang, ale prostfednictvim meziproduktli jsou spojeny do fetézcii nebo

cykli, které se vzdjemné protinaji a tvoii tzv. metabolické drdhy.

Metabolické reakce rozdélujeme na dvé skupiny (anabolismus a katabolismus), které
se vSak vzdjemné dopliuji. Maji spoleCny prenaSeC energie (ATP), pouZivaji stejné
chemické prostfedky (redoxni d&je, NAD" a NADH) a probihaji mezi stejnymi vychozimi
a kone¢nymi latkami, jen v opacnych smérech a oddélené. Anabolismus tvoii biosyntetické
(asimilacni) d¢je, které vyzaduji energii ve formé ATP. Jedna se prfevazné o redukéni déje
(vyzaduji tedy 1 vysokoenergetickd redukcni cinidla — nikotinamidadenindinukleotid,
NADH, nebo fosfatovanou formu nikotinamidadenindinukleotidfosfat, NADPH). Jako
vychozi latky (prekurzory) vyuziva pouze nékolik mélo latek (pyruvit, acetylkoenzym A,
nckteré meziprodukty citratového cyklu), z nichZ je syntetizovdno mnoZstvi rozli¢nych
produktl. Oproti tomu katabolismus tvoii déje biodegradacni (disimilacni), které energii
auvedend redukéni cCinidla produkuji, zde se jednd o prevazné oxidacni stupniovité
probihajici reakce. Vychozimi latkami jsou (pro chemotrofy) nejrozmanitéjsi latky
(sacharidy, lipidy, proteiny, ...) pfijimané v potrave, které jsou pfeménény na spolecné

meziprodukty (pfevazné acetylkoenzym A, déle ketokyseliny, glycerol, NH, ...), jeZ jsou



pak dale preménény na konecné produkty (H,O, CO,, NH3, eventudlné¢ mocovina nebo
kyselina mocovd). Za zvlastni piipad lze povazovat amfibolické drdhy, které plni obé

zékladni funkce metabolismu (citratovy cyklus) [1, 3, 4].

Zjiné stranky lze metabolismus (potazmo i metabolity) rozdélit na primérni
a sekundarni. Primdrni metabolismus zahrnuje procesy nezbytné pro zabezpeceni energie
a stavebniho materidlu pro syntézu zdkladnich stavebnich sloZek organismu. Ve vSech
organismech probihd shodné¢ a i jeho produkty (primdrni metabolity) jsou v podstaté stejné
(glykolyza, respirani fetézec, fotosyntéza). Primdrni metabolity se tucastni velkého
mnozstvi reakci, jsou tedy citlivé na okolni podnéty, a proto jsou casto v popiedi
metabolomickych studii. Sekunddrni metabolismus navazuje na primdrni, ale jeho kone¢né
produkty (sekunddrni metabolity) se nepodileji na ristu a vyvoji organismu (jsou
neesencidlni pro Zivot, atkoliv pro organismus dileZité). Casto maji neznamou funkci, ale
mohou pusobit naptiklad jako signdlni slouceniny pro obranu nebo zdokonalovat nékteré
z funkci organismu. Pro rizné organismy se tyto latky lisi, ackoli se syntetizuji pouze
z malého mnozstvi primarnich metabolitli, coz je podkladem pro jejich obecnou klasifikaci

— terpenoidy, alkaloidy, fenolické slouceniny apod. [5]

E
-«
A _a
A E o .
A B \‘
D _d f
C E-
Primérni metabolismus Sekundarni metabolismus

Obr. 1. llustrace rozdili primdrniho a sekunddrniho metabolismu, prevzato z [5]:
primdrni metabolit D lze vytvorit z prekurzoru A, B nebo C (B je hlavnim
zdrojem) miiZe byt také zpétné konvertovian na C a zdroven je prekurzorem
dalsich metabolitii (E, F, G, H a 1); v sekunddrnim metabolismu jsou metabolity
A a B prevedeny na C a metabolity D, E na F. Sekunddrni metabolit G muZe byt
tvoren z prekurzoru C a F, neni ale meziproduktem dalst reakce, proto se uvnitr

bunky kumuluje nebo je vyloucen
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1.2 Metabolom

Metabolomika je pomérné novd védni disciplina, kterd se zabyvd komplexnim
studiem latek, které za danych podminek vznikaji v Zivych organismech — metabolitd. Ziva
burika, at’ je samostatnym organismem ¢i soucasti vyssiho celku, vnima podnéty ze svého
okoli a podle jejich druhu a intenzity na né ur¢itym zpltisobem reaguje. Formaln¢ vychézi
metabolomika ze studia DNA. Geneticky materidl bunky (genomika = stanoveni
a interpretace kompletni sekvence DNA) je ptfepisovan (transktriptomika = kompletni set
mRNA, aktivace genomu) do podoby proteinil (proteomika = kompletni set proteinti, jejich

funkce, spolupréce), které se déle ucastni metabolickych reakci (obr. 2).

|DNA < ={ Genomika |

A
ENE—H Transkriptomika |

A P . .

- - Rostouci chemicka

E’otem komplexnost

A

Metabolit Metabolomika |

Bioinformatika

Obr. 2. Ndvaznost ,,omickych* disciplin, prevzato 7 [5]

Metabolomem je nazyvan soubor vSech metabolitii pfitomnych v daném okamZiku
v bunice, ucastnicich se hlavnich metabolickych reakci, a které jsou nezbytné pro udrzovani
aktivity, riist a normdlni fungovani bunky [6]. Metabolity jsou nizkomolekularni latky,
které se od sebe mohou velmi liSit jak chemickymi, tak fyzikdlnimi vlastnostmi
a dynamikou konverze, to vSe v silné zavislosti na momentalnim stavu prostiedi. Metabolit
je syntetizovéan buiikou za ucelem vykondvani uZite¢né, ne-li nezbytné funkce v udrZovani
aktivity a preziti bunky, naptiklad pfispivinim na infrastrukturu nebo energetické
poZadavky buiiky. Pokud nevykondva piimo biologickou funkci, bude po strukturni
modifikaci slouzit jako prekurzor pro dal§i pfeménu na biologicky aktivni slou¢eninu.
Vyznamnou charakteristikou metabolitu je omezeny polocas Zivota, coZ znamend, Ze jsou
bunikou nepfetrzité piijimany, produkovany, degradovany nebo vylucovany. Metabolom se
tudiz sklddéd z velmi rozdilnych chemickych sloucenin od anorganickych iontii (K*, PO? )

po hydrofilni sacharidy (glukosa), tekavé alkoholy (glycerol) a aldehydy (acetaldehyd),
11



aminokyseliny (glutamdt) a dalsi organické kyseliny (pyruvdt), hydrofobni lipidy (estery

glycerolu) a komplexni prirodni produkty (nukleotidy, vitaminy, hormony apod.).

Metabolom lze rozdé€lit na dvé slozky: endometabolom, tj. kompletni soubor
metaboliti pfitomnych uvnitt buniky, a exometabolom, tj. metabolity, které buiika vylucuje
do extraceluldrni tekutiny, eventudlné do ristového média. Z divodu rozdilné fyziologické

role té&chto soucdsti je nutno dbat na jejich rozliSovani.

Velikost metabolomu se velice méni v zdvislosti na studovaném organismu; odhaduje
se, Ze celd rostlinnd fiSe muze byt schopnd produkovat mezi 200 000 a 400 000 primarnich
a sekunddrnich metabolitl, podobny pocet je i v fiSi hub. Predpokldda se, Ze lidsky
metabolom je jeSté vétsi. Pocet metabolitil v buiice je fddove mensi neZ pocet gend nebo
proteint (bakterie Escherichia coli K12 obsahuje 4 392 genti, 4 464 proteinil a produkuje

pouze 796 metabolickych sloucenin) [5].
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1.3 Metody studia metabolomu

V metabolomice existuje v zdsad¢ nckolik moZnych piistupli pro analyzu. Vlastni
metabolomika zahrnuje analyzu kompletniho metabolomu, coz je zdivodi velké
rozmanitosti struktur a koncentraci ¢asové i piistrojové narocné, proto se Casteji provadéji
cilené analyzy (target analysis). V tomto piipad¢ se zaméfujeme pouze na kvalitativni
a kvantitativni analyzu nckolika mélo liatek souvisejicich pfimo s jedinou specifickou
metabolickou reakci. Jako metabolomické profilovdni (metabolic profiling) pak
oznacujeme kvantifikaci ptedem definovanych latek. Metabolic fingerprinting je
nespecifickd analyza celého endometabolomu bez prediazené separace nejcastéji pomoci
hmotnostni spektrometrie, nuklearni magnetické rezonance, ale také infracervenou nebo
Ramanovou spektrometrii (tvorba tzv. otisku prstu). Neposkytuje tedy informace
o jednotlivych metabolitech, ale muze slouzit napiiklad k porovnani a klasifikaci vzorki.
Metabolic footprinting studuje extracelularni metabolity a metabonomika stanovuje laky
metabolické pfemény v rdmci jediného organismu studiem jeho tkdni nebo biologickych
tekutin [7]. JelikoZ se vSak jednd o nové stale se rychle rozvijejici vé€dni discipliny, neni
terminologie v této oblasti ustdlend a dochdzi stdle jeSt¢ k posunim ve vyznamech

jednotlivych pojmi.

Pro ptesné, spravné a reprodukovatelné vysledky pfi studiu metabolitd bunék
rizného ptvodu je nutno kvuli komplexnosti analyzy a rozmanitosti analyti dodrZet
pfesny postup. Prvnim krokem byva ukonceni bunééného metabolismu — zastaveni vSech
biochemickych pochodi (zhdsent, genching). Pro rtizné typy vzorkil byly vyvinuty rtizné
metody zhaSeni. V principu je provedeno vystaveni rychlé zméné (sekundy) okolniho
prostfedi. Nutnost rychlosti vyplyva ze samotné rychlosti metabolickych reakci. Je
nezadouci, aby builka na podnét vedouci k zastaveni metabolismu zareagovala zménou

koncentrace metaboliti Zména prostiedi byva nejcastéji teplotni (studené nebo horké

zhaSeni) nebo acidobazik4 (kyselé nebo alkalické zhédseni) [6, 8].

Na proceduru zhaSeni navazuje extrakce metabolitl z biologického materidlu. Vybér
extrak¢niho cCinidla je zavisly na chemické povaze metabolitl. Vyextrahovat vSe v jednom
extrakénim kroku je, z divodu jiZz zminované rozmanitosti, nemozné. Pro analyzu
intracelularniho obsahu je nutno nejprve naruSit bunécné stény, ¢ehoZ lze dosdhnout
enzymaticky, chemicky, fyzikaln€ nebo mechanicky. Vlastni extrakce je provadéna
organickymi rozpoustédly a jejich smésmi (methanol, chloroform, ...), vZdy podle povahy
latek, jez mame v umyslu stanovovat. Pro zakoncentrovéni Ize pouzit napiiklad zachyceni
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na kolon¢ s pevnou fazi (solid phase extraction, SPE, solid phase microextraction, SPME)
nebo jednoduSe [lyofilizaci (po ptidavku deionizované vody) Ci odfoukdni dusikem
s naslednym selektivnim rozpusténim zadanych sloucenin ve vhodném rozpoustédle,
akcelerovanou extrakci (accelerated solvent extraction, ASE), mikrovinnou extrakci
(microwave assisted extraction, MAE) nebo superkritickou fluidni extrakci (supercritical
fluid extraction, SFE). Vysoce t€kavé latky lze pak analyzovat piimo plynovou

chromatografii (head-space techniky) 5, 6, 8, 9].

Kone¢nym krokem je vlastni analytickd koncovka. Objasnéni genomu, transkriptomu
a proteomu je zaloZeno na chemické analyze biopolymert sloZenych z nukleotidi nebo
aminokyselin, tedy sloucenin chemicky velmi si podobnych, coz uZivané analytické
pristupy casto usnadiiuje. AvSak u metabolomu pozorujeme vyznamné rozdily
v chemickych strukturdch a vlastnostech, coz prakticky vylucuje jeho soucasné kompletni

urceni, proto je pouzivana cela fada separacnich a detek¢nich technik [5].

Jako separacnich technik je pouZivano plynové chromatografie (gas chromatography,
GC, pro nizkomolekuldrni mélo polarni latky, t€kavé a termicky stabilni — po pitipadné
derivatizaci jsou to organické kyseliny, alkaloidy, hormony, ...), kapalinové
chromatografie (high performance liquid chromatography, HPLC, pro Sirokou Skdlu
vysokomolekularnich a termolabilnich latek — sacharidy, lipidy, enzymy, ...) a kapildrni
elektroforezy (capillary electrophoresis, CE, pro nejriiznéjsi elektricky nabité latky — ionty,
nukleotidy, koenzymy, ...). Velkou vyhodou téchto technik je moZnost jejich pfimého
spojeni s hmotnostni spektrometrickou detekci jako rychlou, selektivni, kvalitativni
1 kvantitativni metodou s nizkym limitem detekce a s mozZnosti identifikace jednotlivych
metaboliti. Jinou pouzivanou metodou je nukledrni magnetickd rezonance (nuclear
magnetic resonance, NMR). Vzhledem k obtiZnému online spojeni této metody se
separacnimi technikami a k niZ8i mezi detekce je pouZzivana spisSe pro strukturni analyzu jiz
separovanych metabolitl nebo pro metabolic fingerprinting. Naopak jeji nespornou
vyhodou je moZnost méfeni in vivo. Obé zminéné metody jsou schopny pracovat
i s radioaktivnimi izotopy. Toho se vyuZziva napiiklad pro studium metabolickych drah,
kdy je vybrana litka pfed vstupem do buiiky ¢i organismu oznacena (isotope labelling)
vhodnym izotopem (*H, C, N) a tak lze sledovat metabolické cesty jednotlivych
molekul. Je-li izotop pouZzity ke znaCeni radioaktivni, 1ze k jeho ur€eni navic pouZzit

emitované zafeni [8, 10].

14



1.4 Metody zpracovani vysledki

Mnozstvi vysledkii, které produkuji metabolomické studie, je nutno efektivné
zpracovat, interpretovat, prezentovat a archivovat. Ktomuto ucelu ndm slouzi
bioinformatika. K feseni problémti vyuzivd mnoZzstvi statistickych metod, vizualizacnich

softwarovych programd, internetovych databazi apod.

Data ziskana metabolomickymi studiemi mivaji obvykle tvar spekter (hmotnostnich,
NMR) sefazenych v Casovych bodech (dle separa¢ni metody — GC, HPLC, CE), to vSe je
nasobeno poctem analyz a poltem analyzovanych vzorki — fe¢i matematiky
multidimensiondlni vektory. Tato data jsou znacn¢ heterogenni, rozprostiend a cCasto
obsahuji redundantni a zneciS$téné Casti. Nutnosti je proto data extrahovat, v praxi to
znamend vytvoreni chromatogramt (elektroforeogramt), identifikaci a popis pikl (retence,
plocha, charakteristiky uc¢innosti separace, ...), jejich pfifazeni k jednotlivym metabolitiim
apod. Jako pomocny ndstroj zde slouzi software, jez byva doddvan jako soucast k ovladani
modernich instrumentdlnich piistroji nebo jako zvlastni aplikace — MatLab
(The MathWorks, Nalick, MA), XCMS Analyte Profilig (Siuzdak, Scripps Research

Institute, San Diego, CA) ¢i MZmine (http://mzmine.sourceforge.net).

Takto upravend data jsou pfipravena pro statistickou analyzu, jejiz ukolem je pak
z téchto dat ziskat co moznd nejvice relevantnich informaci — jejich porovnavéni,
hodnoceni dulezZitosti, hleddani vyznamnych logickych vztahii a zavislosti apod. K tomuto
ucelu jsou ur¢eny metody vicerozmérné statistické analyzy — analyza hlavnich komponent
(principal komponent analysis, PCA), faktorovd analyza (factor analysis, FA), shlukovd
analyza (cluster analysis, CA), diskriminacni analyza (discriminating analysis, DA)

a mnohé jiné [8].

Mezi védecké cCasopisy zabyvajici se touto problematikou patii napi. Applied
Bioinformatics, Bioinformatics, BMC Bioinformatics, Briefings in Bioinformatics,

In Silico Biology, Journal of Bioinformatics nebo Biology and Computational Biology.
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1.5 Praktické moznosti vyuziti metabolomiky

Metabolomika jako véda pivodné vznikla jako komplementarni k transkriptomice

a proteomice (postgenomicka éra), avSak oproti predeslym poskytuje mnohé vyhody:
¢ fadoveé mensi pocet metabolitil oproti poctu genil nebo proteind
¢ meénici se koncentrace metaboliti béhem Zivota buiiky (reakce na podnéty)

¢ metabolom je ,konecny produkt“ genové exprese, lépe proto odrdzi funkcni
urovel bunky (zmény v metabolomu jsou vzhledem k proteomice

a transkriptomice zesileny)

* matabolické toky nejsou reguloviny pouze genovou expresi, ale také

enviromentalnimi stresy

e odhaduje se, Ze metabolomické experimenty stoji dvakrit az tfikrdt méné nez

transkriptomické a proteomické [5, 6]

V soucasnosti se metabolomikou zabyva Siroké spektrum védci. Prvofadym cilem
bylo celkové zmapovdni metabolickych drah, nejprve nejjednodussich organismu (bakterie
[11], kvasinky [12]), poté rostlinného materidlu (sojové boby [13], Arabidopsis [14],

brambory [15]) a nakonec i slozitych ZivociSnych organismi, ¢lovéka nevyjimaje.

Nésleduje mnoZzstvi aplikaci v systémové biologii (spojeni mezi genotypem
a fenotypem, porozuméni signdli v bunécném metabolismu, vlastni mechanismus
metabolické organizace) [2, 16]. Za dalsi aplikace 1ze povazovat metabolomické simulace

a modelovdni [17].

Nemald c¢ast metabolomiky se zabyvd vyzkumem v oblasti lidského zdravi.
Zakladem je detailni znalost vSech normdlnich metabolickych drah a pochopeni jejich
provazanosti [18]. V prvni fadé¢ se velmi rozvijeji aplikace zaméfené na vcCasnéjsi
a presnéjsi diagnostiku nejriznéjsich chorob. Vyzkum je nyni zaméfen predevSim
na hledani konkrétniho jednotlivého nebo malého souboru metabolitii (1zv. markerit), které
by mohly poukazovat na konkrétni onemocnéni (autismus, Huntingtonova ¢i Alzheimerova
choroba). Objevuji se i prvni diagnostické testy zaloZené na metabolitech (napt. firma
Metabolon z Research Triangle Park v Severni Karoliné vyviji dignostiku amyotrofické
laterdlni sklerézy (ALS), zvané t€Z Lou-Gehrigliv syndrom, pro ktery zatim neexistuji

prikazné krevni testy, bylo nalezeno 13 latek, které se u pacientd s ALS pravidelné

vyskytovaly ve vysokych koncentracich) [19].
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Dalsi jiz vyvinuté metody metabolického profilovani se tykaji napiiklad identifikace
biomarkert akutni myokardidlni ischemie HPLC/MS analyzou aminokyselin a sacharidii
v krevni plazmé [20], vCasnd identifikace akutniho korondrniho syndromu analyzou
n¢kolika vysoce specifickych srdecnich enzymi [21], ale i studia rakoviny — od komplexni
diagnostiky [22], ptes sledovéni progrese a kontroly 1é¢by [23], po klasifikaci jednotlivych
druhii nddort [24]. Pomoci GC/MS byla studovéana korelace pfitomnosti nékterych esterti
mastnych kyselin s jaterni dysfunkci [25]. Rutinni je rovnéZ mapovani zmén v lidském
metabolomu pfi vystaveni infekénimu onemocnéni, napiiklad dynamika cytomegaloviru.
Metodou HPLC/MS/MS jsou zaznamendvany zmény v glykolyze, citratovém cyklu

a biosyntéze pyrimidinta [26].

Metabolomické pfistupy jsou pouzivané jiz del$si dobu napiiklad pro odhalovani
dedicnych metabolickych poruch. Jedna se o deficit enzymu, jeho aktivatoru, transportniho
proteinu, ale zdkladni pfi¢ina miZe byt i na urovni DNA. Dusledkem pak mulzZe byt
hromadéni substratu a (nebo) nedostatek produktii v metabolickych drahach, coZz ndsledné
vyustuje ke tkanovym nebo systémovym projevim. Konkrétn¢ se jednd napiiklad
o fenylketonurii, tyrosinemii, porfyrii apod. Stanovovanymi ldtkami jsou napiiklad
aminokyseliny, disulfidy, glykogen, kyselina mocovd ci sfingolipidy a to v krvi, moci,

likvoru, ale i v plodové vode, erytrocytech nebo tkdnich [27-29].

Po véasné diagnostice prechazime k 1é€bé onemocnéni, pricemz velmi dilezité jsou
v tomto piipad¢ informace o vstiebdvdni, rozdéleni v organismu, mechanismu ucinku,
biodegradaci a vylucovdni pouZzitych medikamenti. Velmi podobnd situace je i pfi

7 2N

zjistovani ucinku xenobiotik a pti intoxikacich [30-32].

Jinou oblasti je studium vyZivy (nutriomika). Pozorovan je komplexni vliv mnoha
faktorti (nejen piijem potravy, ale i vliv chovani, Zivotniho prostfedi, mediciny, genetické
vybavy, véku a télesnych proporci, ...) na tzv. nutricni fenotyp (celkovd suma moznych

endogennich i exogennich vlivl) [33-35].

Metabolomika jist¢ nabidne vyzkumnym pracovnikim do budoucna jesté
komplexnéjsi pohled na slozité zmény probihajici ve stovkdch molekul pii nédstupu
a prubéhu chorob, coZz rozhodné ddle rozsifi nase znalosti v oblasti mediciny. Vznikaji
databdze metaboliti, které jsou neustdle aktualizovany, napt. HMDM (Human

Metabolome DataBase, pfistupnd =z http://www.hmdb.ca) [36]. Uceleny piehled

soucasnych internetovych odkazu souvisejicich s metabolomikou zaloZenou na hmotnostni

spektrometrii 1ze nalézt v ¢lanku [37].
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2. ZAKLADY POUZITE INSTRUMENTACE

2.1 Plynova chromatografie

2.1.1 Teoretické zaklady metody a instrumentace

Plynovd chromatografie (gas chromatography, GC) je metoda instrumentalni
chemické analyzy pro separaci a stanoveni pfedevSim plynnych a t€kavych kapalnych
latek. Své oznaceni nese podle skupenstvi mobilni faze, kterou je plyn. Princip metody
jako takové spocivd v rovnovazném rozdéleni analytu mezi mobilni a staciondrni fazi
na zdklad¢ adsorpce a rozpousteni. Latky se déli dle rozdilui v tekavosti a ve strukture. Jako
mobilni faze se uzivaji permanentni plyny, napiiklad vodik, helium, dusik nebo
argon. Zdrojem jejtho pohybu je tlakovy spdd. Staciondrni fize mé rozhodujici vliv
na selektivitu separace. V principu existuji dvé mozna uspotadani kolon, podle prevladajici
vyznamnosti mechanismu retence. Jako sorbenty se pouzivaji napiiklad rizné formy
grafitizovaného uhliku, uhlikovd i zeolitovd molekulova sita, rizné polymery ¢i latky
na bazi silikagelu nebo oxidu hlinitého. Pro rozpousStéci mechanismus retence jsou to
alifatické uhlovodiky a polymery na bdzi dimethylsiloxanu (nepoldrni stacionarni faze)
nebo ethylenglykolu (polarni staciondrni faze). DalSi moZnosti jsou smésné faze, které

vSak slouZi spiSe pro specidlni tcely [10].

Popsany dé&j je sledovan na konci kolony méficim zafizenim, jehoZ signal je
umérny mnoZzstvi analytu a citlivosti (idedlnim vystupem by byla kiivka — pik —
odpovidajici normalnimu Gaussovu rozdé€leni). Jako detektory 1ze pouzit napiiklad tepelné
vodivostni, plamenov¢ ionizacni, detektor elektronového zachytu, ale také hmotnostni ¢i

infraCerveny spektrometr [10, 38].

Separaci je mozno charakterizovat nékolika veli¢inami. Retencni cas (tg) je doba,
za kterou latka od néstfiku doputuje kolonou k detektoru. Mrtvy cas (tm) je doba, za kterou
doputuje k detektoru latka, kterd se na kolon¢ vitbec nezadrzuje. Redukovany retencni cas
(t'r) je pak doba, kterou latka strdvi béhem putovani kolonou ve staciondrni fazi (lze ji
vyjadiit rozdilem piedchozich). K popsanym casiim jsou dale definovany piislusné objemy
(odpovidaji objemtim kolonou za dany ¢as proteklé mobilni faze).

Dtlezitym meéfitkem pro porovndni retence jednotlivych latek je kapacitni faktor
(k), jenz je dan pomérem t’g/ty. Cim je jeho hodnota vyssi, tim je latka stacionarni fazi

silngji zachycovana. Jinou charakteristikou systému je selektivita (a) — schopnost separace
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dvou léatek, zavisi na specifickych interakcich analyt-staciondrni faze urcenych jejich
funk¢énimi skupinami. Je ddna pomérem kapacitnich faktort (reten¢nich €asit), neinformuje
vSak o kvalité rozd¢€leni. Ta je dana rozlisenim (R), zahrnujicim mimo reten¢ni cas i Sitku
pikt (wy, — Sitka piku v poloving jeho vysky, wy — Sitka piku na zdkladni linii) — rovnice 1.
Za dostatecné rozdélené povazujeme analyty, jejichZ rozliSeni je vétsi nebo rovno 1,5.

R=118- Try —Iri —9. Ty —Tri (1)
Wi T Wy, Wy T Wiy

Utinnost chromatografické separace klesd s rostouci rychlosti rozmyvani zén
separovanych analytd. Kinetiku procesu rozmyvani zon popisuje napiiklad teorie
chromatografického patra (Martin a Synge, 1941), vychéazejici z diskontinudlni podobnosti
s roztfepavanim, nebo van Deemterova dynamicka teorie (van Deemter, 1956), vychazejici
z matematického zpracovani predesSlé teorie, binomické rozdéleni je po aproximaci

na nekone¢ny pocet kroki pii roztfepavani nahrazeno normalnim Gaussovym.

Ucinnost v GC definujeme pomoci poctu teoretickych pater (n, &ist kolony, kde
dochdzi k ustdleni rovnovdhy — rovnice 2). Pfi posuzovani této veliCiny (je shodnd pro obé
vyse uvedené teorie) je vSak nutno mit na paméti, Ze popisuje chovani celého
chromatografického systému (injekce, teplota pratoky, ...) a je ovlivnéna retenci piku

pouzitého k vypoctu. Pfi porovndvani je proto nutno brat v potaz vSechny podminky jako

2 2
”:5’54’(t_RJ :16.(t_Rj (2)
wy, wy,

Kinetické aspekty analyzy vyjadtuje tzv. van Deemterova rovnice (3), kde H je

celek.

vyskovy ekvivalent teoretického patra (délka kolony/pocet teoretickych pater), u linedrni
rychlost mobilni faze, A koeficient odpovidajici viFivé difuzi v mobilni fazi, B koeficient
odpovidajici molekuldrni difuzi v mobilni fazi a C koeficient ptispévku proti prenosu

hmoty v mobilni i staciondrni fazi.
B
H=A+—+Cu (3)
u

Vitiva difuze souvisi predevSim s nehomogenitami ve staciondrni fazi, v ptipadé
dnes prevazné pouzivanych kapildrnich kolon ji lze zanedbat. Molekuldrni difuzi lze
charakterizovat pomoci Fickovych zdkond a md souvislost s koncentracnimi gradienty

v kolon¢. Odpor proti ptenosu hmoty je urCovan difuzi analytu pfes fazové rozhrani
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a zavisi pro kapilarni kolony na tlouStce staciondrni faze a kapacitnim faktoru. Vyznam
jednotlivych veli€in je zfejmy z obr. 3, z praktického hlediska se vSak Casto voli priitoky

o malo vyssi, nez je optimdlni hodnota [10, 39-42].

A+ Bfu + Cu

H =A+2YBC

Obr. 3. Zdvislost vysky teoretického patra (H) na linedrni pritokové rychlosti (u ),

prevzato z [41]

2.1.2 Derivatizace
Derivatizace je postup meénici fyzikdlni a chemické vlastnosti analyth umoZznujici
stanovit, napiiklad pomoci plynové chromatografie, ilatky klasickymi postupy obtizZné

stanovitelné, v tomto piipad¢ termolabilni nebo madlo tékavé.

Derivatizaci se v GC rozumi nahrazeni reaktivnich atoml vodiku ve funkénich
skupindch organickych latek (jako jsou napiiklad alkoholy, fenoly, glykoly, karboxylové
kyseliny, hydroxykyseliny, aminokyseliny, aminy, amidy nebo thioly) jinou skupinou
podle typu vybrané derivatizacni techniky. S ohledem na vlastnosti analyti a zvolenou
techniku detekce se pouzivaji napf. silylace, acylace, esterifikace, alkylace, cyklizace,
zavedeni halogenu (napt. pro detektor elektronového zachytu) nebo kombinace nékterych
z téchto metod. Reakce by méla byt rychld, s kvantitativnim pribéhem a minimem
vedlejSich produktd. Vzniklé derivaty maji mit v porovnani s piivodnimi slouc¢eninami
nizs$i polaritu (v. GC se nejCastéji pouziva nepolarni stacionarni faze), vySsi tekavost
atermickou stabilitu. Timto dochdzi k omezeni nespecifickych interakci v koloné
a ke snizeni detek¢éniho limitu, také Ize takto chrdnit nestabilni slouceniny. Hlavni
nevyhodou je vSak zavedeni operace navic, coZ se projevi nejen na délce provadéné
analyzy, ale také najeji cené. ZvySuje se ipravdépodobnost, Ze se dopustime néjaké

chyby.
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V soucasné dob¢ je Casto pouzivanou derivatizacni metodou silylace, pouZitelna
pro fadu sloucenin obsahujicich ve své funkéni skupiné proton. Vyté€Znost silylace klesi
v poradi: alkoholy > fenoly > karboxylové kyseliny > aminy > amidy. Déle je také
ovlivnéna polohou funkcénich skupin — napf. u alkoholl (stejné také u amina) klesa
reaktivita od primérnich k tercidrnim. Jako silylacni cinidla se pouZzivaji napiiklad
trimethylsiloxan, trimethylsilyldiethylamin, N,O-bis(trimethylsilyl)acetamid, N-trimethyl-
silylimidazol, N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid, N-methyl-N-trimethylsilyltrifluoro-
acetamid (obr. 4) ajiné [43]. Konkrétni postupy se pro jednotlivé latky, matrice
a predevsim pro ucel analyz 1i$i, zejména v mnozstvi a koncentraci derivatizaniho Cinidla
(¢i ¢inidel) a v délce jejich pisobeni, proto je i zde dileZitou soucdsti nalezeni optimélnich

podminek [9, 44].

HsC Q
Fooll T\ _CHs 0 O HC Fool
\ _C._ _Si ad \__CHs \ _C._ _CHs
_G NT N\ + . — _Si + G NH
F \F | CHs OH R o7 \ F~ o\
CHs CHy F

Obr. 4. Derivatizace reakci s N-methyl-N-trimethylsilyltrifluoroacetamidem (MSTFA)

2.1.3 Davkovani vzorku

Velka pozornost je pti plynové chromatografické analyze vénovana rovnéz procesu
vstupu analyzovaného vzorku na kolonu. Nutno brat v ivahu skupenstvi vzorku, jeho
mnoZstvi a koncentraci i povahu analytdi, zejména pak bod varu. V této fazi dochdzi
k nejvétsim chybdm, at uZ z davodu netésnosti nebo Spatného nastaveni podminek.
Opakovatelnost a reprodukovatelnost davkovani lze vyrazné¢ zvySit za pouZiti
automatickych davkovact, které minimalizuji nejriiznéjsi odchylky napiiklad v rychlosti
davkovani a presnosti ddvkovanych objemt.

YV

Nejjednodussi situace nastavd pri analyzach na naplhovych kolonich. Davkovany
roztok je mozno nastiiknout primo do vyhiivané kolony, kde je uz ddle undSen mobilni
fazi. Plynné vzorky je mozno s vyhodou davkovat také pomoci ddvkovaci smycky. Ta se

naplni vzorkem plynu, ktery je z ni posléze vyfouknut nosnym plynem na kolonu.

Slozit&jsi situace nastava pii davkovani vzorkd na kapilarni kolonu, ddvkovat nelze
zpravidla piimo (kapildrni kolony maji malé prifezy), pouZivaji se injektory. Klasicky
zpusob vyuziva tzv. split/splitless injektoru (obr. 5). Konstrukéné se jednd o vyhiivany
kovovy blok (udrzeni konstantni teploty) do néhoZ se pomoci specidlni injek¢ni stiikacky

naddvkuje poZzadované mnoZzstvi kapaliny nebo plynu. Kapalny vzorek je okamzité
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zplynén a proudem nosného plynu transportovan na kolonu. Jak napovidd samotny nazev,
tento injektor muiZe pracovat ve dvou modech. Split injekce pouzivd deli¢ toku. Po
odpareni se dostava dle tzv. split poméru na kolonu pouze ¢ést vzorku, zbytek je odfouknut
délicem do odpadu. Tento zplisob vykazuje nizkou opakovatelnost a zkresleni ptivodniho
sloZeni z diivodll nestejné t€kavosti vSech slozek pivodni smési a nedokonalého smiseni
slozek s nosnym plynem. ZlepSeni vlastnosti 1ze dosdhnout pouzitim vhodného lineru
(vypln injektoru rznych tvart a objemd, nejcastéji ze skelné vaty) a spravnym zptusobem
davkovani (rychlost a objem nastiiku, horkd jehla, pfitomnost vzduchu v jehle, ...).
Z téchto diivodi se pouzivd zejména pro kvalitativni uréeni smési vysSich koncentraci,
kterd mtze byt i znecisténa.

davkovaci
stiikacka

pfivod
nosneho ESES
plynu oplach

septa

odpafujici
se
analyty

liner

IR

kolona
Obr. 5. Schéma split/splitless injektoru, upraveno podle [39]

Pti splitless injekci se naopak na kolonu dostane témét celé naddvkované mnoZstvi.
Vypateny vzorek rozpustény ve velmi tékavém rozpoustédle (hexan, methanol, ...)
je pomalu transportovdn na chladny zacatek kolony, kde se fokusuje. Po dobé dané
vlastnostmi rozpoustédla a analyti, objemem néstfikového prostoru, nastfikovanému
objemu, ndstfikové rychlosti a pritokem nosného plynu (teoreticky 1,5-2ndsobek Casu
potfebného k proteCeni nosného plynu ndstfikovym prostorem [45]) je otevien split
a vyfouknuty zbytkové pary, zaroven je spustén teplotni program kolony, zac¢ind vlastni
separace. Oproti vySe uvedenému zpisobu pozorujeme pokles limitu detekce jednotlivych
latek i vzrust opakovatelnosti analyz; pouziva se tedy pro kvantitativni analyzu ztedénych

relativné Cistych roztoki.

Kromé téchto zifejmé nejpouzivanéjSich metod existuji i dalsi techniky vneseni

vzorku na kapilarni kolonu. Primd injekce (direct injection) dovoluje vpraveni velmi
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malého mnoZstvi vzorku (méné€ nez 1 pl) do sklenéného lineru, odkud jsou vzniklé pary
vedeny pfimo na kolonu. On-column injekce znamend zavedeni vzorku pfimo na zacatek
kolony, coZz vyzaduje velmi tenkou jehlu (nebo jinou kapildru), jez jsme schopni zavést
do analytické kolony, pouZzivaji se i vétsi prutoky nosného plynu. Vyhodou téchto metod je
lepsi kvantifikace, malé riziko degradace analytd (uZiti pro méné stabilni latky)
a diskriminace vzorku (uZiti pro stopovou analyzu). Oproti tomu muiZe dojit ke kontaminaci
kolony netékavymi latkami, existuje i riziko pamétovych efektli a zpétného tiniku analyta,

pokud je pii rychlém zvySeni teploty piekro€en tlak nosného plynu. [39, 40, 42, 45].

2.1.4 Nastrik velkého objemu vzorku

Bézna metoda split a splitless injekce je pouZzitelnd s pomérné malymi ndsttiky, jen
0,1-2 pl kapaliny a 50-1000 pl plynu, pro on-column jest€¢ méné. Zavedenim vétSiho
objemu vzorku (dle pouzité techniky aZz nckolik mililitrl) zvySime i absolutni mnoZstvi
zkoumanych analytii, ¢imZ sniZime limit jejich detekce (large volume injection, LVI). Dalsi
vyhodou je moznost vynechani dals$i prekoncentrac¢ni procedury, naopak umoZziiuje online
spojeni napiiklad s extrakci nebo mikroextrakci pevnou fazi nebo muze slouZit jako

interface pro multidimensiondlni chromatografické metody (GC x GC, HPLC x GC).

Vseobecnym problémem pfii néstiiku velkého objemu malo koncentrovanych latek
je odstranéni piebytecného rozpoustédla pred analytickou kolonou. Nejjednodussim
pouzivanym zpusobem je aplikace tlakového pulsu (0,5-2 min) spojeného s vétSim
pritokem nosného plynu (8-9 ml/min) béhem injekce, coZz umoziuje ddvkovat okolo
5-10 ul kapaliny (pulsed splitless injection, PSI). Tento puls umozni rychlejsi transfer
latek, ¢imz taktéz zabranuje jejich teplotni degradaci. Dnes je jiz standardni soucasti
pfistroju.

Jiny pfistup je zaloZen na zachyceni a ndsledném uvolnéni analyt (purge-and-trap
metody) pomoci kryofokusace nebo adsorpce ¢i jejich kombinaci a to bud’ v ddvkovaci

smycce, v predkoloné€ nebo i v kolon€ samotné.

Jeden z prvnich navrhnutych LVI-inletd (Vogt et al., 1979) umoziuje odpaieni
rozpoustédla v inletu samotném — programmable temperatury vaporizing, PTV — pomoci
kontrolované teploty béhem nasttiku (viz. kap. 2.1.5). Pozdé&ji (Grob at al., 1985) byla
pfedstavena metoda cool on-column injekce (COC, obr. 6). Po inletu nésleduje nejprve
tzv. retention gap, Cast kolony bez staciondrni faze s délkou dle objemu vzorku. Zde

nastiiknuty vzorek kondenzuje a vytvafi tenky film pseudostacionarni faze, kde se analyty
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zakoncentruji. Vypafujici se rozpoustédlo je pomoci nosného plynu vedeno do odpadu, vSe
pfi teploté varu uZitého solventu korigované na pouZzity tlak. Po odpafeni 90-95 % je
vystup uzavien a zacind teplotni program kolony. Ddle byvd nckdy zafazena jeSte
predkolona slouzici pro zakoncentrovani vysoce tékavych analytii, poté nésleduje vlastni

separacni kolona [39, 40, 45-47].

wystup rozpoustedla

detektor on column

injektor

T

l

analyticka predkolona  retention gap
kolona

Obr. 6. Schéma plynového chromatografu s on-column injekci, upraveno podle [40]

Vv s

Pro nejriznéjsi aplikace se diky nevyhoddm a omezenim ptedeslych metod dile
vyvijeji nové. Direct sample introduction (DSI, Amirav et al., 1997) je metoda zavedeni
kapalného nebo i pevného vzorku ve specidlni mikrovialce pfimo do inletu konstrukéné
podobnému PTV pomoci autosampleru nebo manudlné ovladané sondy. Po zavedeni je
spustén teplotni splitless program a jakmile analyza skonci, je uZitd mikrovialka vyjmuta
a nahrazena jinou s dalSim vzorkem. Vyhodou metody je mozZnost analyzovat i velmi
zneCisSténé vzorky bez rizika kontaminace vlozky inletu, nevyhodami pak omezené
davkované mnozZstvi (jen asi 30 ul dle velikosti mikrovialky), del§si doba eliminace
rozpousStédla (maly povrch) a nemoZnost kryofokusace. Metoda byla pouZzita naptiklad pro

stanoveni rezidui pesticidi a herbicidl v potravinach a farmak ve vodéch.

Jinym piikladem mtize byt at-column injekce (Kurano at al., 2000). K regulaci
vypafovdni nadbytecného rozpoustédla je vtomto piipadé pouZivan tlak jeho par.
Klicovym faktorem tohoto zplsobu davkovani je pozitivni teplotni gradient
injektor/kolona béhem ndsttiku (injektor pod a kolona nad korigovanym bodem varu
rozpoustédla). Nastiiknuty kapalny vzorek stéka chladnym linerem na deaktivovany
zaCatek kolony (retention gap), kde se zacind odpatfovat. Vzniklé pary tlac¢i nadbytek
kapaliny zpé&t do lineru, kde jsou splitterem odsaty. Jakmile se zde ochladi, tlak par klesne
a vzorek miiZze opét klesat; proces se opakuje dokud je pritomno rozpoustédlo, pak dojde
k zahtati inletu a tim k transferu na analytickou kolonu. Metoda byla pouZzita napiiklad pro

stanoveni dioxinud v lidském séru ¢i fenolu ve vodach.
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Splitless overflow (Magni et al., 2003) rovnéZ vyzaduje uZiti retention gap. Kapalny
vzorek je nastiiknut pomoci kratké jehly jako mala kapka do nédplné ze skelného vlakna
bez kontaktu s horkymi sténami komory. Zde se uzité rozpoustédlo pomalu odpatuje, pary
expanduji do lineru a pomoci regulace tlaku jsou tlaceny na retention gap, kde za nizké
teploty kondenzuji, coZ vyvolava silny saci efekt. Po kompletnim vypateni rozpoustédla se
komora zahfeje na teplotu transferu. Nizkovrouci latky jsou refokusovdny pomoci solventu
v retention gap a diky sacimu efektu nedochdzi ani ke ztratdm latek vysokovroucich.
Metoda byla s velmi dobrymi vysledky pouzita naptiklad pro stanoveni polycyklickych
aromatickych uhlovodiki [46, 47].

2.1.5 PTYV injektor

PTV injektor (obr. 7) je konstrukéné podobny klasickému split/splitless injektoru.
Hlavnim rozdilem je pfitomnost vyhiivaného bloku, ktery vSak musi byt schopen rychlé
zmény teploty, oproti tomu zde jen ve vyjimecnych piipadech byva zatfazena predkolona
nebo retention gap. Tento zplsob zavadéni vzorku je pouZivdn jak pro malé objemy
(25 ul) teplotné labilnich ldtek (triaziny, organofosforecné pesticidy), tak pro néstiiky
velkych objemii (10-800 ul) vzorkQl pro sniZeni limitu detekce (fenoly, ftalaty,
polyaromaty, ...).

- vyhfivany
a0, =" biok
il

. ’ plnéni
viozka “"'{Q/ ‘ 4 "\ skelnou
sf : vatou
s .
5 . _

liner < {5 [\ teplotni
# senzor

AN

AN

I

a4 Kkolona

Obr. 7. Schéma PTV injektoru, upraveno podle [39]
Zékladni princip teplotniho programu injektoru je néasledujici (obr. 8):

= vzorek je nastiitknut do chladného injektoru (T;); mnoZstvi vzorku se odviji od
velikosti vnitiniho prostoru (obecné by mél byt co nejmensi pro rychly ohfev)

a pouzité vyplne (Tenax, Chromosorb)
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za otevieného splitteru dochazi pfi teploté¢ T, (o 5-10 °C niZ8i neZ bod varu
pouzitého rozpoustédla) k eliminaci solventu; nevyhodou je sou€asnd eliminace
vysoce tékavych analyth; Cas, po ktery dochdzi k eliminaci rozpoustédla, byva
zaloZen na zkuSenostech nebo je na splitové linii zabudovan solvent-detektor

(nejcastéji teplotné vodivostni)

zvySeni objemu vzorku je provddéno v zdsadé¢ dvéma zplsoby: nastfiknutim
dalstho podilu (multiple injection) po odpaieni rozpoustédla nebo uZzitim jediného
velkého ndstiiku kontrolovanou rychlosti (at once speed-controlled injection) pifimo
pfi teplot¢ T, (teoretickd moZnost nastfiku jakéhokoliv mnoZstvi, jestlize se

rychlost vnaSeni vzorku rovnd rychlosti odpatovéani solventu)

nasleduje rychly ohfev na teplotu T; (dle charakteru stanovovanych analyti), pfi
niz dochdzi k uvolnéni vlastnich analytii z inletu a k jejich transferu na kolonu,
v této chvili je také spusStén teplotni program kolony

Vv

posledni fazi byva pfi jeste vyssi teploté za velkého pritoku ¢isténi injektoru a poté

ochlazeni znovu na T; pro pfipravu na dal$i néstiik

Prep Run _ i Solvent venting Transfer Cleaning
Ty i |
T, R3
Ty b R2| i
Tm1 Tm2 Tm3 Tm4
P1 P2 P3
T, IR o
. Purge dasure time
Purge _l On
valve H Off
Split I on
valve i Solvent vent phase —= SL time
‘ Off
Backflush I Cn
valve l : * Off

| Backflush = Valve not energized . BKF d ration

Solvent venting

i On
Flow Split Flow =0 a Split
Splitless period ean Flow
Flow

Flow I Vent Flow
(Set point 1) | I {Set point 2) Off

Obr. 8. Fdze programovadni PTV injektoru, prevzato z [48]

Optimalizace podminek PTV injektoru mtiZze byt v jistych ptipadech dosti slozita

a zdlouhavéd, cozZ je dano zejména velkym mnoZstvim volitelnych parametrti. Piesto je se

svymi vyhodami stile Casto pouZivdn pro stopovou analyzu organickych latek (analyza
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Zivotnitho prostredi [46, 47, 49-52], metabolomika a klinické aplikace [53-55]), ale
i vodnych vzorku (napt. [57]).

Prvnim z dulezitych optimaliza¢nich kroku je vybér vyplné lineru, ktery je zavisly
zejména na povaze stanovovanych analyti a zvySuje mnoZstvi, které lze nastiiknout.
AvSak miZze mit i negativni vlivy, existuje moZnost degradace analytd, moZnost jejich
velmi silné vazby na vypli a teplotni omezeni desorpce. UZivaji se skelnd vldkna,
organické polymery ¢i uhlikové anorganické materidly, jen vyjimecné je pouzit prazdny

liner.

Na vybér vyplné navazuje volba solventu, opét dle povahy analyti — uhlovodiky
(toluen, hexan, cyklohexan, isooktan), ethery (methyl-terc.butylether) ¢i karboxyderivaty
(ethylacetét, acetonitril). Dle pouZitého rozpoustédla se poté voli dalsi hodnoty: teplota
ndstriku, teplota a cas vyparovdni solventu, teplota a cas transferu analytii na kolonu,
rychlost vzristu techto teplot, tlak a pritok nosného plynu behem jednotlivych fdzi, pouZiti
backflushe, ...

Na vSech vySe uvedenych hodnotich je pak zavislé mnoZzstvi vzorku, které lze
nastiiknout v at once médu. Pro speed-controlled injekci byla vypracovana teoreticka
rovnice (Staniewski et al., 1992) sumarizujici nasyceni nosného plynu solventem
(rovnice 4), kterd dosahuje dobré shody s namétenymi tdaji:

M-p. Py

Vinj :Vel — Vo (4)
pRT() pi

V rovnici (4) predstavuje V™ rychlost kontrolované injekce, V® rychlost eliminace
solventu, M moldrni hmotnost solventu, p, parcidlni tlak solventu, p hustotu solventu,
R molérni plynovou konstantu, T, a p, teplotu a tlak na vystupu a V, celkovou rychlost

nosného plynu na vystupu [39, 46, 47].

Jednou z komplexnich optimaliza¢nich procedur, jez Ize pouzit pro PTV injektor, je
statistickd matematickd metoda zaloZend na pldnované kontrolované zmeéné jednotlivych

parametrd — design of experiment (DOE), viz kap. 3.2.
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2.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry, MS) je fyzikdln¢ chemickd metoda
instrumentdlni analyzy slouZici ke zjisStovani struktury latek. Molekuly analyzované latky
jsou nejprve ionizovany, ¢imz dochdzi k jejich rozpadu na fragmenty, které jsou pak
rozdéleny podle poméru hmotnost/ndboj (m/z) andsledné detekovany. Molekuly se
stejnym sumarnim vzorcem liSici se strukturou také jinak fragmentuji a maji tedy i1 rozdilnd
hmotnostni spektra. Metodou 1ze zjistit velmi pfesné molekulovou hmotnost l4tky (z tohoto
spocist jeji elementarni slozeni), dle charakteristickych hodnot m/z 1ze rozpoznat i nékteré
funk¢ni skupiny, vyhodou je moZnost sledovat pomér izotopti ve vzorku. Kromé strukturni
analyzy se této metody vyuzivd i pifi studiu povrchii, velmi rychle probihajicich d&ja
(hoteni, exploze), ¢i fyzikdlné-chemickych konstant (ionizacni energie, protonova

afinita) [10].

2.2.1 Iontovy zdroj

Prvnim krokem hmotnostni analyzy je ionizace molekul, k ¢emuZz dochézi
v iontovém zdroji. Existuje mnoho riznych metod ionizace (dle ucelu analyzy, velikosti
molekuly, pfedfazené separacni techniky, ...); pro béZnou strukturni analyzu malych
organickych molekul je zfejmé& nejuzivanéjsi ionizace elektronem (electron ionization, EI).
Elektrony emitované Zhavenym kovovym vldknem, které proleti dostatecné blizko
sledované molekuly ji piedaji ¢ast své energie, coZ zplsobi vznik tzv. molekuldrniho iontu
v podobé kation-radikalu (5). Vzhledem k pfebytku pfedané energie (nejcastéji pouzivana
energie elektrontll je 70 eV) se tento molekularni ion ihned rozpadd na fragmenty (energie
organickych vazeb se pohybuje okolo 10 eV), ty mohou déle fragmentovat. Navic muze
dochdzet k riznym piesmykim, ¢i ztrdtdm neutrdlnich Castic (6, 7). Vyhodou je, Ze pro
pouzité parametry dochdzi téméf vyhradné ke tvorbé jednou nabitych Castic, ¢imzZ se

znacné€ sniZuje sloZitost interpretace spektra.

e, +M —e +M™ +e” (5)
M*™ >F"+N°® (6)
M*™ > F*"+N° (7)

Vhodnym doplikem pro ionizaci elektronem je chemickd ionizace (chemical
ionization, CI). Ionizaci analytu zplsobuji molekuly plynu (nejCastéji methan, amoniak,

isobutan) ionizované elektronem. V porovndni s pfedeSlou metodou je pfedand energie
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mensi, nedochdzi proto ktak rozsdhlé fragmentaci a lze ionizovat i latky s vEtsi
molekulovou hmotnosti, oproti tomu vSak vznikaji 1 adukty sionizacnim plynem

znesnadnujici interpretaci.

Pro dalsi aplikace byly vyvinuty jiné zplisoby ionizace, napft. ionizace polem (field
ionization, FI) nebo desorpce polem (field desorption, FD) z kondenzované faze. Pro velké
molekuly (peptidy, proteiny) ionizace rychlymi atomy (fast atom bombardement, FAB) ¢i
rychlymi ionty (fast ion bombardement, FIB) nebo desorpce laserem za asistence matrice
(matrix assisted laser desorption ionization, MALDI) a dal$i. Zvlastni postaveni zde maji
techniky vytvofené pro spojeni hmotnostni spektrometrie s kapalinovou chromatografii
a kapilarni elektroforezou (HPLC/MS, CE/MS) - na rozdil od pfedeslych metod
pracujicich za velmi nizkého tlaku, tyto pouZzivaji atmosfericky tlak — elektrosprej
(electrospray ionization, ESI) a chemickd ionizace za atmosférického tlaku (atmospheric
pressure chemical ionization, APCI). Novinkou je metoda piimého vstupu
z atmosférického tlaku (direct analysis at real time, DART), umoZnujici vsunout vzorek
do prostoru iontového zdroje bez evakuace, coz je vhodné zejména pro studium velmi

rychle probihajicich déja [58-60].

2.2.2 Analyzatory ionti

Z prosttedi iontového zdroje jsou vzniklé ionty nejCastéji pomocnou elektrodou
(repelerem) vypuzeny do separdtoru (analyzdtoru) iontu. Ten mé za dkol ionty rozdélit
podle poméru m/z. Jestlize pouzitd technika ionizace rozhoduje o citlivosti analyzy,
technika separace pak o jeji pfesnosti. I zde existuje nékolik rtiznych metod, prevazné
zaloZenych na chovani elektricky nabité Castice v elektromagnetickém poli. Nejstarsi tzv.
sektorové pristroje vyuzivaly zakfiveni drahy letici Castice ve staciondrnim poli. Dnes
béZzné uZzivany separdtor kvadrupol (quadrupole, Q) vyuzivd rychle se méniciho
elektromagnetického pole tvofeného mezi ¢tyfmi ty¢emi. Pole obsahuje stfidavou a stalou
sloZzku. Pfi vhodném nastaveni prochédzeji analyzatorem pouze ionty o piesné hodnoté m/z,
drdhy ostatnich jsou nestabilni a jsou pohlceny na ty¢ich kvadrupdlu (tj. chova se jako
filtr). Pro zdznam spektra tedy probihd sken, kdy kvadrupdlovy filtr postupné propousti
ionty o definované hodnoté m/z (viz obr. 9). MuzZe také pracovat v tzv. RF médu. V tomto
piipad€ projdou vSechny ionty — pouziti jako kolizni cela nebo iontovy vodic¢. Kvadrupdl
ma sice nizsi rozliSeni (rozliSeni — FWHM - full width at half maximum — se vypocte jako

pomér m/z maxima piku ku Sifce piku ve vySce poloviny maxima A,,m/z), které je ale pro
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rutinni spojeni se separanimi technikami postaCujici, navic patii mezi levnéjsi. Jako

modifikace pak byly navrZzeny analogicky pracujici hexapdl ¢i oktapdl.

Mezi dal$i pouzivané analyzatory patii iontovd past. Konstrukéné se sklada ze dvou
koncovych (vstupni a vystupni) a jedné sttedové prstencové elektrody (viz obr. 10). Ionty
jsou zde pomoci elektromagnetického pole zachyceny uvnitf pasti a poté s ménicim se
polem postupné podle své hodnoty m/z vypuzeny k detektoru. Oproti kvadrupélu ma
o mélo vétsi rozliSeni i skenovaci rychlost a mize analyzovat vétsi rozsah hodnot m/z,
avSak je drazsi, proto se pro spojeni se separa¢nimi technikami pouzivd méné casto.

Vyhodou je moznost zdznamu MS/MS spekter.

k detektoru

tyce kvadrupolu _y

o

vystupni otvor
stabilni draha
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Obr. 9. Schéma kvadrupolového analyzdtoru, upraveno podle [61]
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Obr. 10. Schéma rezu iontovou pasti, upraveno podle [62]

Jiny analyzator, ktery je vyuZividn ve spojeni se separanimi technikami nejméné
Casto, nevyuZziva elektromagnetického pole. V tzv. priiletovém analyzdtoru (time of flight,
TOF) dochazi k rozd¢€leni iontl podle m/z na zédklad¢ jejich odlisné doby letu z iontového
pomaleji nez ionty lehéi, proto dorazi do detektoru pozdé€ji. RozliSeni analyzétoru je
oproti iontové pasti nékolikandsobné vyssi, v principu zédvisi na délce dréhy, kterou ionty

v analyzatoru urazi, skenovaci rychlost i rozsah m/z jsou, stejn¢ jako cena, také vyssi.
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Pro specidlni ucely byly vyvinuty i jiné iontové zdroje, napiiklad iontovd
cyklotronovd resonance (ion cycltron resonance, ICR) nebo orbitdlni past (orbitrap). Pro
cyklotronovou resonanci jsou ionty zachyceny v silném magnetickém poli, kde konaji
slozity kruhovy pohyb s frekvenci zavislou na m/z. Ionty jsou excitovany a detekovén je
proud, ktery pii svém pohybu vytvéfeji, ten je pak pomoci Fourierovy transformace
pfeveden na hodnotu m/z. Na podobném principu pracuje i orbitdlni past, s tim rozdilem,
Ze ionty jsou zde zachyceny v nikoli magnetickém, ale statickém elektrickém poli.
RozliSeni téchto analyzdtori se miiZze pohybovat az v fddu miliond, jsou tedy schopny

rozdélit a zaznamenat hmoty liSici se i jen o jeden elektron (m/z elektronu je 0,000 55).

Posledni souc¢dsti hmotnostniho spektrometru je detektor pro zdznam iontového
proudu. K tomu slouZzi elektronovy ndsobi¢ s diskrétnimi nebo kontinudlni dynodou,
eventudlné scintilacni fotondsobiC. Pro sektorové pfistroje je moZno pouzit i detektoru

diodového pole [58—60].

2.2.3 Vakuovy systém

Aby nedochdzelo v prostordch iontového zdroje a analyzitoru k neZaddoucim
srazkdm iontl, je nutno tyto prostory dokonale evakuovat. Z tohoto hlediska se jako
nejnarocnéjsi jevi sektorové pfiistroje, priletovy analyzator a orbitdlni past. NejCastéji
pouzivané jsou olejovd difusni pumpa aturbomolekuldrni pumpa. V difusni pumpé
(obr. 11A) zahiivany olej stoupd kominy a ventily je rozstfikovan. Strhavd s sebou
molekuly plynu, které jsou odsiaty pfedpumpou. Je bezidrzbovd a tichd, dosaZeni
pracovniho tlaku vSak trva n€kolik hodin existuje také moznost vniknuti oleje do pfistroje.
Turbomolekularni pumpa (obr. 11B) je tvofena sérii vhodné tvarovanych pevnych
a oto¢nych lopatek. Rychlost az 90 000 ot/min odvadi molekuly plynu azZ k pfedpump¢.

Jeji vyhodou je rychlejsi dosazeni jeSté nizSiho pracovniho tlaku (az 10 Pa), aviak m4
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Obr. 11. Schéma olejové difusni pumpy (A) a turbomolekuldrni pumpy (B), upraveno podle [62]
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2.3 Plynova chromatografie — hmotnostni spektrometrie (GC/MS)

2.3.1 Spojeni obou metod

Spojeni plynové chromatografie jako separacni techniky s hmotnostni spektrometrii
jako detektorem (obr. 12) je dnes rutinné pouZivdno pro kvalitativni identifikaci
i kvantitativni stanoveni nezndmych sloucenin ve vzorcich z nejriznéjSich odvétvi
od klinickych aplikaci po analyzu Zivotniho prostiedi (omezeni plynové chromatografie

na tékavé, mdlo polarni a teplotn€ stabilni latky 1ze kompenzovat vhodnou derivatizaci).

s injekéni part

nosny

-
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iontowy elektronowy
zdroj kvarupol nasobic

' 1 !

1 :::I: PC

transfer fokusacni éocky

Obr. 12. Schéma GC/MS, upraveno podle [40]

Uskali metody spoéivé ve vlastnim propojeni obou piistrojii: problém je v rozdilu
tlakd a velkém ptebytku nosného plynu, ktery je nutno pfed zavedenim do hmotnostniho
spektrometru odstranit. Jako feSeni byla navrhnuta mnoZstvi rozhrani tzv. koncentratora,
naptiklad Ryhageiiv (proudovy koncentrator, jet, obr. 13A), pracujici na principu odsati
helia jako lehkého nosného plynu piimo za pouZiti postupné se zuzujicich otvord, zatimco
se predpokladd, Ze téZ8i analyty pokracuji ddle do hmotnostniho spektrometru. Tento
koncentrator je spolehlivy, ale vykazuje nizké vytézky (okolo 25 %), piesto je stéle
pouzivan ve spojeni s ndpliiovymi kolonami, kde jsou vyzadovany vyssi prutoky. Jiny
koncentrator (Biemantiv, obr. 13B) pracuje na podobném principu. I soucasné vyuziti je
obdobné: nosny plyn je odCerpdvan pies sklenénou fritu nebo polytetrafluorethylenovou
folii. Toto feSeni je schopno pracovat s vétSimi vytézKky, protoze zde nedochdzi k tak velké
ztraté analytd, pracuje vSak s o néco mensimi prutoky nosnych plynt.

VétSina piistroji v dneSni dobé vSak pouZzivd jiz kapildrni kolony (b&Zné pro
GC/MS jsou nepolarni o priméru 0,25 mm a délce 30 m) s nizZ§imi pratoky (okolo
1 ml/min). V tomto piipad¢ za pouziti vykonného vakuového systému neni nutné zarazovat

zadny koncentrator, kapilarni kolona usti pfimo do iontového zdroje. Pro ptfechod je ale
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nutno vyhiivat, aby v jeho prostoru nedochdzelo ke kondenzaci analytii a je také nutno

zajistit jeho teplotni stabilitu [60, 63].
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Obr. 13. Konstrukcni reseni Ryhageova (A) a Biemanova (B) koncentrdtoru, upraveno

podle [63]

2.3.2 Hodnoceni vysledkii analyzy

Pro kvalitativni ureni ldtky pomoci plynové chromatografie lze pouZzit nc¢kolik
postupl. V principu jsou to metody zaloZené na retenci a metody vyuZivajici vlastnosti
samotnych analytl. Pro retenci (zadrzeni) jsou to nejCastéji retencni cas (tr, doba, po niz
se po injekci analyt eluuje), korigovany retencni cas (t'gr, retencni Cas zkraceny o dobu
eluce latky, jeZ se pfi danych podminkdch na analytické kolon€ nezadrzuje), ¢i nejlépe
retencni indexy. Reten¢ni index (RI, Kovats, 1958) je charakteristika dané latky (reten¢ni
¢as normalizovany dle vztahu (8), kde n zna¢i pocet uhlikovych atomut pfislusného n-
alkanu), kterd celkové zhodnocuje procesy probihajici pfi separaci, je proto
reprodukovatelnéjsi a je za danych podminek pro danou latku konstantou. Jako standard

pro urcovani retenc¢nich indextli se nejcastéji pouzivaji po sob¢ jdouci homology n-alkanti.

logt, —logt,,

RI =100- .
log tg,,, —log 1y,

+100-n (8)

Detektory, které pracuji se specifickymi vlastnostmi konkrétnich analytli, jsou
Zadané, nebot’ nam ptiddvaji mnoZstvi informaci ziskanych z analyzy. Jsou to napiiklad
detektory se zvySenou citlivosti pro konkrétni atom (plamenoionizacni s alkalickym
kovem, detektor elektronového zéachytu), fluorescencni, infracerveny nebo hmotnostni
spektrometr. Vzdy vSak byvd vhodné porovnani s ndstfikem standardii jednotlivych

analytll, jsou-li ovSem k dispozici [39, 42].

Hmotnostni spektrometr je detektor majici pro analyzu vhodné vlastnosti. Je velmi
citlivy, ma Siroky linedrni dynamicky rozsah, navic poskytuje odezvu pro vSechny latky

(s ohledem na ioniza¢ni techniku a méteny rozsah m/z). Pro identifikaci se v tomto pifipadé
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pouZziva tzv. full scan mod, kdy jsou zaznamendvany vSechny ionty ve vybraném rozsahu
m/z. Ze zdznamu hmotnostniho spektra (obr. 14) 1ze srovndnim s knihovnou spekter ptimo
urcit, o jaky analyt se jednd. Tyto aplikace byvaji soucdsti ovlddaciho softwaru. Pokud se
vSak dand latka vnaSi databdzi nenachdzi (procentudlni shoda je jen velmi nizka

a diference mezi hodnotami m/z nezanedbatelné), musime pfistoupit k interpretaci spektra.

Pfi interpretaci spektra vénujeme pozornost piku s nejvyssi hodnotou m/z a jeho
intenzité, poméru vysek nejintenzivnéjsich pikii ve spektru, ptitomnosti charakteristickych
sérii i neobvyklych hodnot m/z. Dulezita je také analyza rozdilu hodnot sousednich m/z,
zjistujeme tak, které malé neutrdlni molekuly ¢i dcefiné ionty mohly byt odstépeny. Navic,
uz dle samotné hodnoty m/z lze (s piihlédnutim k rozliSeni) zjistit pravdépodobny
molekulovy vzorec latky (organicka sloucenina velmi ¢asto obsahuje jen malo prvk, proto

existuje jen omezené mnoZzstvi vhodnych kombinaci).

V rutinnich analyzich v laboratofich, které analyzuji vzorky stejnych typt latek
azejména pak pro kvantifikaci, 1ze s vyhodou pouZzit tzv. SIM mdd (selected ion
monitoring), kdy nesnimdme celé spektrum, ale jen vybrané hodnoty m/z charakteristické
pro analyzované latky, ¢imz lze dosdhnout poklesu limitu detekce a také zvySeni
selektivity analyzy pro velmi slozité smési [58 - 60].
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Obr. 14. Hmotnostni spektrum tris-trimethylsilylderivdtu f-alaninu, exportovdno —

program Xcalibur 1.4 (NIST MS Library)

Kvantitativni posouzeni analytu také spoc¢ivd v né¢kolika moznych pfiistupech. Pro
pfesnou kvanatifikaci je vSak nutno zajistit stdlost podminek, ptfedevSim dokonalou
separaci analytii (koeluci je mozno feSit napiiklad dekonvoluci — tj. matematickym
rozkladem na jednotlivé slozky, nebo uzitim hmotnostniho spektrometru v SIM moddu)

a konstantni odezvu (béhem analyzy nedochdzi ke zméndm pro rizné analyty). Déle je
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nutno vybrat vlastnost pikil, kterou budeme vyhodnocovat. Lze pouzit vysku (h;), Castéji

v8ak plochu (a;), nékdy je moZzno pouzit i pomérnou hodnotu signdl/sum (S/N).

Pro urceni obsahu slozky se pouzivaji Ctyfi zdkladni metody. Metoda vnirniho
(interniho) standardu je zaloZena na piidavku zndmého mnoZstvi standardni latky — mq
(nesmi se nachdzet v analyzovaném vzorku, nesmi reagovat sjeho sloZkami a musi
se eluovat ve vhodném cCase) ptimo do analyzovaného vzorku. Pro stanoveni litky staci
jeden nastfik a neni nutno znét pfesny injektovany objem, obsah piepocteme pomérem.
Nevyhodou je nutnd znalost odezvovych faktori — o; (stejné koncentrace rtiznych latek
neposkytuji shodnou plochu pikll — (9) — za predpokladu linearity odezvového faktoru, pii

nelinearit¢ dochazi k zavadéni dalSich korek¢nich faktort).

Metoda vnéjsiho standardu (absolutni kalibrace, kalibracni kiivky) se porovnavaji
hodnoty opakovanych analyz provedenych za totoZnych podminek. Nasttikuji se stejnd
mnoZzstvi roztokd obsahujicich riznd mnozstvi standardu. Z vysledki je sestrojena
kalibracni zdvislost, obsah analytu je pak odecten piimo z této zavislosti (zde Setii praci
fada statistickych automaticky vyhodnocujicich softwart). Vyhodou je nepotieba znalosti
odezvovych faktord, pokud jako standard pouZijeme stanovovanou latku. Zdrojem chyb

jsou nejcastéji nepfesn¢ ddvkované objemy nebo nevhodné zvoleny kalibra¢ni model.

Metodou standardniho pridavku se Casto fesi problém stanoveni malého poctu latek
ve slozitych matricich (eliminace nezddoucich matrix efektl). K analyzovanému vzorku
(a;,Vj) se piidd zndamy objem standardu anlytu (V, mg). Vypocet je zaloZen na nértstu
odezvy odpovidajicimu piidavku (a,). Casto se pouZiva vice neZ jeden standardni ptidavek.

Vyhodnoceni je mozné pocetné (10) a graficky.

m. =m. - ‘/s.ai ]0
V) e, -V g, (10

Posledni uZivanou metodou je vnitini normalizace. Tato méné pouZivana metoda
urcuje relativni zastoupeni jednotlivych latek ve smési. Nutnd je znalost odezvovych
faktorti a vSechny soucdsti smési musi byt eluovany, musi poskytovat odezvu a musi byt

identifikovany [33, 60, 65].
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3. DESIGN OF EXPERIMENT (DOE)

3.1 Planovani experimentu

Termin experiment pouzivame pro oznaceni soustavy méfeni (pozorovani, pokusi)
jak ve védecké, tak v technické 1 humanitni praxi. Cilem experimentu je ziskat objektivni
relevantni informace o zkoumaném jevu, doplnit stavajici nebo ovéfit predeslé. Castym
ukolem je nalezeni vazeb a vztahii mezi popisnymi veli¢inami daného procesu, zejména
jde-li o vztahy velmi komplikované, ne zcela dobie popsatelné vhodnym modelem. Cim
vice proménnych je nutno vzit v uvahu, tim se popis situace stdvd méné efektivnim. Nejen

z tohoto diivodu se v této oblasti uplatituji metody matematické statistiky.

Jednim z odvétvi aplikované statistiky jsou i metody planovanych (fizenych)
experimentl, Castéji v literatufe oznacovanych jako design of experiment (DOE). Metoda
byla ptivodné navrzena pro zpracovani velkého objemu dat z biologické a klinické oblasti
(R. Fisher, R. Yates), pozd¢ji naSla uplatnéni v technické praxi (G. Taguchi) a dnes se
rozSifuje do mnoha dalSich odvétvi, chemii nevyjimaje, napt. [66—73]. Technika umoziiuje
studovat vliv mnoha nezdvislych proménnych (i jejich interakci) na zdvislou promennou.
Uziti je Siroké: ndvrh a vyvoj procest a produktii, zlepSovani jejich vlastnosti, uréeni
klicovych parametrii ovliviiujicich procesy, analytické simulace, testovdni a validace,
feSeni problémil s jakosti apod. Nespornymi vyhodami jsou zlepSovani jakosti, sniZeni
poctu nekvalitnich a neshodnych vyrobki, sniZeni poc¢tu vlastnich experimenti (dspora
Casu i ndkladd na jejich realizaci), tim i v&tsi spokojenost zdkaznika a trZni

konkurenceschopnost [74-77].

Pro DOE existuji specidlni softwary (Qualitek — Qualitek International Inc., USA;
Design Expert — Statuse, USA; MODDE - Umetrics, §Védsk0), ale metoda je
komplementovéna i do celé fady béZnych statistickych balika: Statistica — StatSoft, USA;
Minilab — State College, Pensylvania, USA; NCSS, — Kaysville, USA; Statgraphic —
Statistical Graphic USA; JMP — SAS Institute Inc., USA a pod. Po celém svéte byvaji také
pofadana mnoha Skoleni zabyvajici se touto technikou, proto vétSimu rozsifeni brani snad

jen nedlivéra a skepse.

Pldnovdni experimentu znamend vytvofeni takovych podminek, abychom pfi
nejmens$im moZném rozsahu experimentu ziskali co nejvetsi objem informaci v co nejveétsi
kvalitd. ,,Zddnou analyzou experimentilnich dat nelze obejit $patné & nedostatend
pfipraveny experiment [77].
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3.2 Postup DOE

Prvnim krokem pfi pldnovdni je ustaveni tymu pracovnikii. Mél by zahrnovat
vSechny sféry procesu, vSechny osoby, které se na findlnim stavu podileji (inZenyr,
technolog, operatér, manager, obchodnik, ...). Tito lidé by pak m¢li spolecn¢ urcit cile
experimentu. Pro spravné provedeni je nutné uvazit vSechny myslenky o daném problému,

coZ nebyva vzdy jednoduché.

Nasleduje stanoveni sledované proménné (odezvy, response) — plocha piku, index
lomu latky, hlu¢nost motoru, ... Sledovand proménna by méla byt lehce méfitelna
a poskytovat uziteCnou relevantni informaci, pficemz je veliky diraz kladen na ptesnost
jejiho méfeni. Parametri miZe byt samoziejmée i vice. V principu lze rozlisit tfi druhy
proménnych: odezva m4 byt co nejvétsi (plocha piku), je pozadovédna konkrétni hodnota

vV

(index lomu) nebo ma byt odezva co nejniZsi (hlu¢nost motoru).

Nasleduje vybér variabilnich charakteristik (faktori) a rozsahu jejich variability
(tirovni) — tedy redlné rozmezi, mezi nimiZ se nastaveni jednotlivych parametri muze
ménit (teplota roztoku: 25-75 °C, ¢as michdni: 0—10 min, méfici ptistroj nebo obsluhujici
osoba: A-C, sloZeni chladici lazn¢: latky v poméru 1/10-5/1 apod.). Faktory rozliSujeme
regulovatelné (navrhované ovlivnitelné proménné) a sumové (neovlivnitelné) s negativnim

dopadem na odezvu.

Vypracovani experimentdlniho pldnu — typ, poCet opakovanych meéfeni, potadi
a doba provedeni apod. (viz kap. 3.3). Nasleduje vlastni provedeni experimentu. V této

¢asti je nutno dat pozor piedevsim na presné dodrzeni vypracovaného planu.

Statistické zpracovani dat se skldda predevSim v nalezeni takové kombinace hodnot
jednotlivych faktori, aby byla odezva optimalni. UrCuji se zdkladni faktory, tedy ty, které
maji pro dany cil nejvétsi vyznam a je vypoctena jejich optimdlni hodnota. Toto
zpracovani je z vetsi Casti zaloZeno na regresni analyze a na analyze rozptylu (analysis of
variance, ANOVA), co? vyzaduje velmi rozsihlé vypoéty. ReSeni je uZiti vhodného
statistického software se srozumitelnymi a pfehlednymi vystupy (tabulky, grafy). Zavérem
je formulace praktickych doporuceni a navrhy pro presnéjsi optimalizaci signifikantnich

faktorii.

Samoziejmosti je oveéfeni optimalizovanych hodnot faktori nezdvislym

experimentem a porovnini namétené a vypoctené odezvy [70, 76, 77].
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3.3 Vybér experimentalniho plianu

Dulezitou soucdsti metody DOE je sestaveni planu. Dle ucelu, pro néjZ experiment
planujeme, je také nutné zvolit spravny plan. Plan je zapisovan do #zv. pldnovaci matice.
Radky zde obvykle tvoii jednotliva méfeni, ve sloupcich jsou fazeny faktory; nastaveni je
oznaceno jako ,,—“a,, + “ (eventuelné jako 1 a 2) pro nizsi a vyS$$i nastavenou hodnotu (¢i
systém vypnuto/zapnuto apod.), eventudlné¢ pismeny, je-li moZnych nastaveni vice.
Vz4jemné interakce se znaci ,,x* aposledni sloupce byvaji vyhrazeny pro namétené
response (obr. 15A). Existuji dva rozdilné pfistupy v planovani experimentl — klasicky

a moderni.

Klasické planovani zkouSek také dale zahrnuje vétSi mnozstvi metod, kterymi lze
procesy systematicky vySetfovat. Faktorové pldny (viceparametrické zkouSky) provadi
optimalizaci procesu za soucasného respektovani n¢kolika proménnych. Pro minimalizaci
ndkladl se pouZzivaji pouze dvé nastaveni pro jednotlivé faktory, v tomto piipad¢ je vSak
nutno predpoklddat linedrni chovdni téchto parametrii mezi zvolenymi mezemi. Mezi tyto
plany fadime napt. piné faktoroy design: u kazdé zkouSky je zménén pravé jeden parametr
— vyhodou je jednoduchost, nevyhodou nemoZznost sledovat vzdjemné interakce Opakem je
plné faktorovy design: zde se postupné¢ obmeéni vSechny faktory, navic se uvazuje
o jednotlivych interakcich. Tento plan ma vysokou vypovidaci hodnotu, avSak pocet
experimentll a tim i ndklady na n€ s po¢tem vysetiovanych faktorti aZ nedmérné rostou.
Jakymsi kompromisem je cdstecné faktorovy pldn: zde se sloupce v planovaci matici jinak
obsazené interakcemi nahrazuji dalsimi faktory (Ize jen tehdy, je-li jisté, Ze jsou vzdjemné

interakce jen nepatrné nebo vibec Zadné).

Dal$imi metodami jsou naptiklad kvadratické pldny (Latin Square, Graeco Latin
Square, Lattice Square, Randomized Blocks, ...). Jejich vyhodou je moznost uziti vice nez
dvou ruznych nastaveni faktorii (pokud je chovidni odezvy nelinedrni), ale soucasné
maximalné€ pro Ctyfi ovliviujici faktory. Jinou rodinou jsou pldny deterministické (Gauss-
Seidlav, gradientni, simplexni apod.). Jejich pfednosti je rychlé nalezeni optima, avSak je
zatizen chybou pfi vyskytu lokdlnich optim a nelinearity a je pouZitelny jen pro dva az tfi

faktory.

Jiné jsou ortogondlni navrhy dle Placketa-Burmana (obr. 15B). Ptredpokldda se, Ze
vzdjemna pusobeni jsou zde rovnomeérné rozloZena (nemaji v planovaci matici vlastni
sloupce), jejich odhaleni je pak matematicko-statistickou zdalezitosti. Ma-li proces

dvoudroviiové faktory uzivaji se soustavy L4 (pro 2-3 f.), L8 (4-7 f.), L12 (8-11 f.), L16
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(8-15 f.) nebo L32 (16-31 f.), v&tSi soustavy maji uZiti zpravidla pouze pro simulacni

studie. Pro tfidroviiové faktory se nejcastéji pouZzivaji soustavy L9 (3—4 f.), L18 (az 7 f.)

a L.27 (az 13 f.), vySsi maji opét pouze teoreticky vyznam.

Al A B C AxB AxC BxC AxBxC | R B 1 2 3 4 5 6 7
- - - + + + - 1 1 1 1 1 1 1 1
20 - - + + - - + 2 1 1 1 2 2 2 2
3/- + - - - - + 3 1 2 2 1 1 2 2
41 - + + - + + - 4 1 2 2 2 2 1 1
50+ - - - + + + 5 2 1 2 1 2 1 2
6|+ — + - - - - 6 2 1 2 2 1 2 1
T+ + - + - - - 7 2 2 1 1 2 2 1
8|+ + + + + + + 8 2 2 1 2 1 1 2

Obr. 15. A: Plné faktorovy ndvrh pro tri faktory se vzdjemnymi interakcemi; B — Placket-

Burmanuv pldan L8 pro maximdlné 7 faktoru

Uziti klasickych metod vSak stidle ma svd omezeni a klade dlraz nejen na Cas
vénovany zpracovani, ale hlavné interpretaci ziskanych dat, coZ casto zahrnuje
tézkopddnou matematiku. Moderni metody se zdaji byt feSenim, i kdyZ stile pouZivaji
nckteré osvédcené postupy. Jejich navrzeni ma dospét k optimu rychleji, neZz je mozno

v klasickych metodéch, navic je mozno do optimalizace zatadit o mnoho vice proménnych.

Jednim z modernich postupl je pldnovdni dle Shainia. Metoda umoziuje
postupnym ohrani¢ovanim optimalizovat az 1 000 faktort (diky hospodarnosti se vSak
Casto omezujeme do 100) a to pomoci predbéznych zkousek: metodou multivarianich
karet, srovndvaci nebo komponentni metodou se omezime na 5-10 dilezitych faktort, jez
jsou podrobeny pln¢ faktorové zkousce. Relevantnost ziskanych tdajii je kontrolovdna

pomoci rozptylovych diagramt.

Moderni postup dle Taguchiho na rozdil od Shainia redukuje mnoZstvi ptivodnich
faktori, predevSim na zdkladé¢ dosavadni znalosti celého procesu, zkuSenostmi
spolupracovnikli. Vyhodnoceni mé zdklad v analyze rozptylu. Pro jednotlivé faktory je
definovéana strredni hodnota a standardni odchylka, tyto se zapisuji do tzv. tabulky reakci,
z niZ se da rozpoznat vliv vzajemného plisobeni faktort. Klicovou veli¢inou dle Taguchiho
je tzv. Sumovy Ccinitel (neboli pomér signdl — vliv jednotlivych vyznamnych faktor —
ku Sumu — vliv poruchovych, neovlivnitelnych faktori). Cilem popsaného procesu je

maximalizace hodnoty signal/Sum [68, 76].
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3.4 Pouziti metody pro optimalizaci podminek PTV injektoru

Jak bylo popséano v predchozich kapitoldch, metoda DOE je u¢innym ndstrojem pro
optimalizaci procest, které jsou zavislé na mnoha faktorech a to i v oblasti chemie. Jednim
z ptipadu je bezesporu i optimalizace ndstfiku velkého objemu vzorku ptes PTV injektor.

[3

Pokud bychom postupovali pfi optimalizaci ,klasicky,” ménili bychom jeden parametr,
zatimco ostatni by zistaly neménné, a sledovali bychom, co se d¢je s odezvou. Proces by
se opakoval pfi dalSich zvolenych parametrech. DOE ndm umozZni cilen¢ ménit vSechny
parametry zdroven a poté zpracovanim zjistit optimalni nastaveni.

Z taktori ovliviwjicich nasttik PTV injektorem (viz kap. 2.1.5) jsou pro
experimentalni design vybrany ty, jeZ mohou mit zasadni vliv na analyzu — zejména teplota
nastiiku, teplota a doba transferu analytd na kolonu, pfitomnost riznych typt linert atd.
Po provedeni experimentll (vhodné je pouZziti ortogondlniho Placket-Burmanova plénu) je
statisticky vyhodnocen vliv jednotlivych faktort (tzv. Paretiv diagram, viz obr. 16A)
na zkoumanou odezvu — pro jednotlivé latky je to nejcastéji plocha piku (s piihlédnutim
na pomér signdl/Sum), nebot' se obvykle snaZzime o co nejniz§i mez detekce. Nelze
opomenout ani vzdjemné interakce jednotlivych proménnych. Vybrané faktory jsou
nasledn¢ blize optimalizovany metodou centrdlniho kompozitniho designu, ostatni

zUstdvaji na své dfive vypoctené vhodné hodnoté. V této technice jsou pocitatem

vytvareny mocninné zavislosti, jeZ je mozno zobrazit pomoci 3D grafu (viz obr. 16B) [73].

A B

(a) Lindane Lindane

T 1 —_—

Reaponse

Parameters
- O o mm

i .
;27 transfer time

0 R iy {,‘;‘_Sn ” it

. split-vent Tow

Obr. 16. A: Paretitv diagram standardizovanych efektii zkoumanych parametrii (A — plnéni
inletu, B — rychlost vzestupu teploty, C — split-vent flow, D — doba odparovdni
solventu, E — transfer time, F' — pocdtecni teplota injektoru, G — chybovy faktor);
B:prostorovy graf responsni plochy vyznamnych parametrit pro vybrany pesticid —
Lindan, prevzato z [73]
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II. PRAKTICKA CAST
4. PRACOVNI POSTUP A INSTRUMENTACE

4.1 Chemikalie a material

Standardy pouzitych n-alkant (Cjo, Cij, Cia, Cia, Cis, Cig, Cio, Cop a Cyy) byly
zakoupeny od spolecnosti Sigma Aldrich (St. Louis, USA), jako standardy pro plynovou
chromatografii (99 %). Zasobni roztok standardii (koncentrace 100 umol/l) byl pfipraven

v n-hexanu (solvent pro plynovou chromatografii, 95 %) a dale fedén dle potieby.

Pouzité standardy organickych kyselin (p.a.): laktat, cis-akonitdt, kyselina
vanilylmandlova (Sigma Aldrich, St. Louis, USA), kyselina citramalovd (Fluka, Buchs,

Svycarsko).

Pouzité standardy aminokyselin (p.a.): L-leucin, L-methionin, L-prolin,
L-fenylalanin (Nutritional Biochemical Co., Cleveland, USA), B-alanin (LobaChemie Pvt.
Ltd., Tarapur, Indie).

Smésny zédsobni roztok standardli organickych kyselin a aminokyselin byl
pfipraven o koncentraci 1 mmol/l (methanol/deionizovand voda — 18 MQ/cm, 1:1) a dale
fedén dle potieby. Do vialky se springem (100 pl, silanizovéno, National Scientific,
Rockwood, USA) bylo napipetovano 50 pl smési a odfoukdno dusikem (Messer, CR,
99,996 %) dosucha, takto pfipravené vzorky byly uloZeny pii teplot¢ -20°C do

derivatizace.

Bunééné kultury fibroblastd byly ziskdny od zdravych dobrovolnika z tad

persondlu laboratoie klinické biochemie.

Cinidla pouZitdi pro extrakci a derivatizaci standard@ organickych kyselin,
aminokyselin a buné¢ného materidlu: methanol (99 %, pro HPLC, Lach-Ner, Neratovice,
Ceska republika), pyridin (puriss pro GC, Fluka, Steinheim, Némecko),
ethoxyaminhydrochlorid (Sigma Aldrich, St. Louis, USA), N-methyl-N-trimethylsilyl-
trifluoroacetamid (MSTFA, Fluka, Steinheim, Némecko).

4.2 Instrumentace

Analyza vzorkd byla provddéna na plynovém chromatografu Trace GC Ultra
s hmotnostnim detektorem DSQ II (Thermo Electron Corporation, USA). Nosnym plynem
bylo helium (99,999 %, Messer, CR), konstantni pratok mobilni faze byl nastaven
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na 1 ml/min. Separace byly uskute¢nény na kapilarni koloné Zebron Guardian ZB-5MS

(30 m x ID 0,25 mm, df 0,25 pm, Phenomenex, USA).

Parametry programovatelného injektoru byly pfedmétem optimalizace (viz

kap. 5.1.4), liner byl pouzit bez naplné.

Teplotni program kolony pro analyzu n-alkand byl ndsledujici: 45 °C (0,1 min)

35 °C/min 300 °C (1,5 min).

Teplotni program pro analyzu standardii organickych kyselin, aminokyselin
a bunécnych extraktl byl nésledujici: 40 °C (2 min), 8 °C/min 155 °C (0,2 min), 10 °C/min
255 °C (0,2 min), 100 °C/min 300 °C (2 min).

Detektor — hmotnostni spektrometr (EI ionizace, 70 eV) pracoval ve full scan modu
(m/z 30-489; 1,04 skend za sekundu) s teplotou iontového zdroje 200 °C a teplotou

transferové linie 250 °C.

Déle byly pro pfipravu vzorkl pouzity: centrifuga Mikro 120 (Henttrich,
Némecko), ultrazvuk Kraintek 12 (Podhdjska, Slovensko), vortex (IKA Works, USA),
analytické vahy Kern ABT 120 5 DM (Praha, CR), mikropipety Hamilton (Reno, USA, 10,

100, 300 pl a 1 ml), piipravna deionizované vody (Werner Reinstwassersystem, Némecko).

Ke zpracovéani vysledki GC/MS byl pouZzit software Xcalibur Data system 1.4
(Thermo Electron Corporation, USA) a program MZmine?2

(http://mzmine.sourceforge.net). Pro navrh experimenti a statistické zpracovani dat byl

pouzit program Statistica 7.0 (StatSoft, Inc., 2004, http://www.statsoft.cz). Eventudlni

konec¢nd uprava grafi byla provedena pomoci programu CoreIDRAW Graphic Suite 12.0

(Corel Corporation, 2004).
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4.3 Postup prace

O

4.3.1 Priprava bunécného extraktu

Linie fibroblasti byly kultivovany v inkubdtoru (37 °C, 5 % CO,) standardnim
postupem v DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) doplnéném 10% FBS (fetal
bovine serum) a antibiotiky — streptomycinem (100 pg/ml) a penicilinem (100 U/ml).

Sklizeni bun€k probihalo dvéma zplisoby — trypsinizaci a quenchingem.

Pred trypsinizaci byly bunky dvakrat promyty 5 ml 0,9% roztoku chloridu sodného,
poté byl pfiddn roztok obsahujici trypsin a EDTA (ethylendiamintetraacetat). Po tfech
minutidch byla reakce zastavena piidavkem 5 ml kultivaéniho média. Suspenze byla
centrifugovdna (5 min, 1200 rpm) a peleta bun¢k byla extrahovana dvakrat 1 ml 80%
methanolu. Oba extrakty byly spojeny, lyofilizovdny, resuspendovany ve 100 ul

deionizované vody a uloZeny v mrazicim boxu (=20 °C) do analyzy.

Quenching probihal pomoci 20 ml plastové stiikacky se zahnutou jehlou piimo
v kultivacni naddobce. Do nadobky bylo vstiiknuto 20 ml quenchovaciho roztoku (60%
methanol, -50 °C), ten byl ndasledné zlyofilizovdn a uchovdn pro dal$i analyzu.
Quenchované buiiky byly poté dvakrat extrahovdany 1 ml 80% methanolu. Spojené extrakty
byly centrifugovany (5 min, 10 000 rpm), supernatant byl zlyofilizovan, resuspendovan ve

100 ul deionizované vody a ulozen v mrazicim boxu (=20 °C) do analyzy.

Bunky v ramci svého postgradudlniho studia lékafské genetiky péstovala a sklizela

Mgr. Lenka Zidkova [78].

4.3.2 Derivatiza¢ni procedura

Pted derivatizaci bylo k suchym vzorkiim (odfoukdno dusikem) pfiddno 50 pl
methanolu, ddle byly 5 min sonikovény a centrifugovany (1 min, 10 000 rpm). Supernatant

byl pfenesen do springeru a odfoukédn dusikem dosucha.

Vlastni derivatizace vzorkl byla provadéna dle [79]. K odfoukané smési standarda
(vysuSenému extraktu bunc¢k) ve springerech bylo pfiddino 10 ul ethoxylamin-
hydrochloridu (roztok v pyridinu, 56 mg/ml) a 40 pl pyridinu. Ethoxymace probihala
pii teploté 40 °C po dobu 90 min, poté byly vzorky odfoukany dusikem dosucha. Nasledné
bylo piidano 30 pl silyla¢niho ¢inidla (MSTFA), silylace probihala taktéZ pfi teploté 40 °C
po dobu 50 min. Derivatizované vzorky je nutno ihned analyzovat (kaskadovity pribch
derivatizace latek obsahujicich aminoskupinu [80]).
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 Analyza smési alkanu

5.1.1 Navrh experimentu

Prvnim krokem pfi optimalizaci podminek PTV injektoru byl vybér parametrt,
které budou studovany, a meze, ve kterych budou optimalizovany. Vybrany byly
nasledujici faktory (ndvrh designu je shrnut v tab. 1): teplota vypatfovani rozpoustédla
(evaporation temperature), doba vypafovani rozpoustédla (evaporation time), prutok
splitterem (split-flow), teplota transferu (transfer temperature), doba transferu na kolonu
(transfer time), rychlost teplotniho vzrlstu pfi transferu (transfer heating rate) a moZnost
backflushe (zaostfeni analytii na zacatku kolony pomoci malého pritoku mobilni fize

opacnym smérem).

Tab. 1. Placket-Burmaniiv ndvrh experimentu pro optimalizaci ndstriku smési alkanii

) evaporation evaporation  split-flow transfer tra.nsfer trgnsfer
C. temperature time [min]  [ml/min] temperature tm}e: heating rate  backflush
[°C] [°C] [min] [°C/s]
1 30 0,5 0 240 10,0 14,5 NE
2 70 0,5 0 150 0,5 14,5 ANO
3 30 4,0 0 150 10,0 5,5 ANO
4 70 4,0 0 240 0,5 5,5 NE
5 30 0,5 150 240 0,5 5,5 ANO
6 70 0,5 150 150 10,0 5,5 NE
7 30 4,0 150 150 0,5 14,5 NE
8 70 4,0 150 240 10,0 14,5 ANO

Objem néstfiku smésného roztoku n-alkan byl zvolen na 8 pl (koncentrace
100 umol/l). Tento objem byl zvolen na zdklad¢ opera¢niho manudlu k pfistroji [48]; pro
pouzivany liner bez naplné je doporuceno davkovat najednou max. 10 pl. Charakteristiky

n-alkanil shrnuje tabulka 2.

Jako odezva byla zvolena veli¢ina charakterizujici celkovou plochu pikl a elimimaci
nejtdkavejii slozky smési (rovnice 11, A; zna&i plochy jednotlivych pikd, A'® plochu piku
n-dekanu a « je koeficient, jez dava piipadnou vihu eliminaci nejtékavéjsi slozky). Jako

kvantifika¢ni ion byl pouzit m/z = 57.

R Z Aiall Z AiIO

= +K
max z A" max z A’

(11)
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Pii navrhu experimentu bylo pouZito ortogonalniho Placket-Burmanova navrhu pro
sedm faktorti s osmi pokusy. Jednotlivé pokusy byly fazeny dle standardniho Box, Hunter
& Hunterova poradi. Néstiiky byly opakovany tfikrat. Ve zpracovéani jsou pro ndzvy
jednotlivych faktorti pouzivany anglické ekvivalenty, predevSim kvuli jejich nékdy

tézkopaddnému piekladu.

Tab. 2. Shrnuti vlastnosti pouZitych n-alkanii

C 6 10 11 12 14 15 18 19 20 21
Mr 86,2 1423 156,3 170,3 1984 2124 254,5 2685 2826 296,6
bp 67 174 195 216 252 270 317 329 343 356
RI 600 1000 1100 1200 1400 1500 1800 1900 2000 2100
C — pocet uhlikii n-alkanu; Mr — relativni molekulovd hmotnost; bp — bod varu; Rl — retencni index

5.1.2 Analyza experimentu
Vypocet byl proveden ze tii opakovani (tab. 3), jednotlivé analyzy byly provadény

v ndhodném portadi.

Tab. 3. Hodnoty odezev pro optimalizaci ndstiiku smési n-alkanii

¢islo exp. R1 R2 R3 R primér sm. odchylka  variacni koef.
1 1,00 1,20 1,11 1,10 0,10 9.1 %
2 1,55 1,56 1,49 1,53 0,04 2,5 %
3 0,74 0,85 0,78 0,79 0,06 7.3 %
4 1,49 1,50 1,32 1,44 0,10 6.9 %
5 1,96 1,59 1,82 1,79 0,19 10,3 %
6 0,70 0,83 0,77 0,77 0,06 8.2 %
7 1,43 1,45 1,52 1,47 0,05 3.2 %
8 0,48 0,45 0,46 0,46 0,02 3,7 %

Analyza vysledkii spo¢ivd nejprve v prozkoumani grafickych vystupti. Prvnim je
tzv. Paretiv diagram efektd (obr. 17). Zného vyplyva vliv jednotlivych faktort
na vypoctenou odezvu. Kladny efekt znaci pfimou zdavislost (¢im vyss$i nastaveni faktoru,
tim vyS$i odezva), zdporny efekt nepiimou zavislost (vySSi nastaveni znaci niz§i odezvu).
Absolutni hodnota efektu pak znaci dileZitost jeho vlivu. Pro provddénou analyzu byl
zjistén jako klicovy faktor s nepiimym vlivem transfer time, déle je vhodno vénovat blizsi

pozornost parametrim evaporation time a evaporation temperature.

Nésleduje prozkoumadni interakei efekt — tzv. grafy margindlnich hodnot. Jedn4 se
o zndzornéni krajnich hodnot pro vybrané faktory. Posuzovdna je vzdjemnd poloha

vykreslenych tseCek. Jestlize jsou rovnobéZzné, neinteraguji spolu viibec, vzdjemna
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interakce je pozorovdna, pokud se dsetky protinaji. Cim vétsi je uhel, pod kterym se
useCky kiiZi, tim je interakce mezi faktory vétsi. Studoviny byly v tomto ptipadé pouze
dvoufaktorové interakce: jako vyznamné se ukdzaly interakce faktord split-flow/transfer

time a split-flow/evaporation temperature.

-0,801 4

B
-
-

transfer time [min]

evaporation time [min]

evaporation temperature [°C]

transfer heating rate [°C/s]

|
% 0,033

7

|
L
.

transfer temperature [°C]

backflush g 1-0,024

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9
odhad absolutniho efektu

Obr. 17. Paretiiv diagram absolutnich efektu faktori

split-flow : 0 ml/min

> split-flow : 150 mi/min

0,4

0,5 10,0

Obr. 18. Graf margindlnich hodnot — interagujici efekty split-flow a transfer time,

R — odezva definovand v rovnici 11(x = 2)
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5.1.3 Centralni kompozitni design

Pro centrdlni kompozitni design byly vybrany tyto faktory: transfer time z davodu
dominantniho vlivu na sledovanou odezvu a split-flow z diivodu odhalenych interakeci.
Design byl uskute¢nén jako pln€ faktorovy plan pro nasledujici urovné: transfer time — 0,5,
1,0; 1,5; 2,5; 5,0; 7,5 a 10 min; split-flow — 0, 30, 60, 90, 120 a 150 ml/min.
Pro vyhodnoceni byla pouzita odezva definovand v kap. 5.5.1 (rovnice 11, k = 2), regresni
model byl kvadraticky s interakci linedrnich ¢lent (rovnice 12), pro vykresleni byl vyuZit
kvadraticky spline. Statistickd analyza byla provedena ze tii nastiikil, s variacnim

koeficientem v rozmezi 4,2—15,5 %.
R=aF’+ fF; + yF,+ 6F, +€F, + ¢ (12)

Na obr. 19 lze vidét 3D graf zndzorfiujici odezvovou plochu, obr. 20 ukazuje
vrstevnicovy graf (promitnuti téze zavislosti na plochu). Obrazek 21 znazornuje Paretiiv

diagram standardizovanych efektd responsni analyzy.

Obr. 19. 3D graf kompozitniho designu, studované faktory splitless time a split-flow,

R — odezva definovand v rovnici 11(kx = 2)
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5.1.4 Konecné podminky PTV injektoru

Optimalizované podminky PTV injektoru shrnuje tabulka 4. Faktory evaporation
time, transfer temperature, transfer heating rate a backflush byly zvoleny na zdkladé
analyzy Placket-Burmanova designu. Faktor evaporation temperature je shodny s teplotou
nasttiku. Jeho hodnota (40 °C oproti 30 °C v ptivodnim designu) byla zvolena z divodu
technickych parametri pfistroje (ochlazeni na nizsi teplotu bylo ¢asové naro¢né), piilis
vyznamnd eliminace stanovovanych alkant pfitom nebyla pozorovadna (obr. 22). Na zavér

probé&hla optimalizace faktori transfer time a split-flow metodou responsniho povrchu.

Tab. 4. Optimalizované podminky PTV injektoru pro analyzu n-alkanii

evaporation evaporation  split-flow transfer transfer transfer
P o vaporat p . temperature time heating rate  backflush
temperature [°C]  time [min]  [ml/min] °C] [min] [°CJs]
40 0,5 55 240 6,9 5,5 NE

Za téchto podminek byl proveden kontrolni néstfik, ziskany chromatogram ukazuje
obrazek 23. Predpoklddand odezva (predikce dle statistického modelu) za optimdlnich
podminek R, = 2,22. Experimentdlni hodnota byla R. = 2,25 (relativni chyba 1,4 %).

Utinnost separace dosahuje v tomto piipadé 32 000 teoretickych pater (C ).

2,5 4

R (k=2

0,5

25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75
evaporation temperature [ °C]

Obr. 22. Vliv faktoru evaporation temperature na odezvu (dle rovnice 11, k = 2)
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Celkova iontova intenzita
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Obr. 23. Chromatogram analyzy n-alkanii ziskany za optimalizovanych podminek
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5.2 Analyza smési organickych kyselin a aminokyselin

5.2.1 Vlastnosti vzorku derivati organickych kyselin a aminokyselin

Vzorek n-alkant pro analyzu PTV injektorem je dle svého slozeni idedlni: solvent
(n-hexan) mé o vice nez 100 °C niZsi teplotu varu neZ nejniZe vrouci analyzovana slozka
smési (n-dekan). Z tohoto dliivodu je mozné piebyte¢ny solvent eliminovat pfed vlastni
analyzou. Vzorek derivatl studovanych standardi organickych kyselin a aminokyselin
(taktéZ jako vzorek derivatizovanych bunéénych extraktll) je ponékud odlisny.
Derivatizatni smés, ve kterém se analyzované slouCeniny nachazeji, se sklada
z derivatiza¢niho ¢inidla (MSTFA, teplota varu 132 °C) a artefakti vzniklych pfi procesu
silylace. Z divodu vysoké teploty varu derivatizacniho ¢inidla/solventu jej neni mozné
pfedem odpatit. MSTFA samotné i vzniklé artefakty jsou vSak na rozdil od silylovanych
analyti zna¢né polarni slouceniny, proto vykazuji na nepolarni kolon¢ jen velmi malou
retenci. Pfebytek solventu tedy v tomto pfipad¢ neni pfedem eliminovan splitterem, nybrz

pfes kolonu. Proto byl v tomto ptipadé€ zvolen méd PTV-splitless.

Vlastnosti standardii analyzovanych organickych kyselin a aminokyselin jsou
shrnuty v tabulce 5 (NIST MS Library). Standardy byly zvoleny na zdklad¢ rozsahu
retencnich indext latek, které se bézn¢ v metabolomu bunck vyskytuji a které je mozno

analyzovat metodou GC/MS.

Tab. 5. Viastnosti derivdtii analyzovanych organickych kyselin a aminokyselin

latka (t) Mr Mr (t-TMS)  RI(t-TMS) m/z (QI) =-TMS
laktat (2) 90 234 1 063 219
L-leucin (2) 131 275 1272 158
L-prolin (2) 115 259 1302 142
B-alanin (3) 89 305 1434 174
kys. citramalova (3) 148 364 1489 247
L-methionin (2) 149 293 1530 176
L-fenylalanin (2) 165 309 1649 218
cis-akonitat (3) 174 390 1756 285
kys. vanilylmandlova (3) 198 414 1 896 297

Mr — relativni molekulovd hmotnost; TMS — trimethylsilylderivdt;, t — nejbéZnéjsi stupen
silylace; RI — retencni index pro uZité podminky separace (kap. 4.2); QI — kvantifikacni ion
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5.2.2 Volba objemu nastiiku

Nejprve bylo nutno zvolit objem, ktery bude pfi analyzich nastfikovan. Byl
proveden ndstfik 1; 2; 3; 5; 7,5 a 10 pl standardni smé&si (1 mmol/l) a byla sledovana
zavislost odezev (plocha pikt dle QI, 200 °C, splitless time 1 min). Jako nejvhodnéjsi byl
zvolen objem 5 ul. Na obrazku 24 jsou uvedeny zavislosti pro B-alanin (A), prolin (B)

a laktat (C).

40
35 1 A

30 A

25 1
20 A

15 C

10

normalizovana odezva [%]

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
nastik [ul]

Obr. 24. Optimalizace objemu ndstiiku; A — f-alanin, B — prolin, C — laktdt

5.2.3 DOE analyza pro smés organickych kyselin a aminokyselin

Vyse byly popsany rozdily mezi principy eliminace solventu pro piipad analyzy
alkanii a pro piipad derivatl kyselin. Na zdklad¢ téchto rozdili byl zvolen i experimentalni
design. V tomto piipad¢ byly optimalizovdny (plan dle Placket-Burmana pro az sedm
faktor s osmi analyzami) ndsledujici parametry (tab. 6): teplota néstfiku (injection
temperature), splitless time a backflush. Dale bylo testovano pouZiti tlakového pulsu — tlak
a doba trvani (surge pressure, surge duration). Zbylé dva faktory (empty) jsou ndhodné,

slouzici pro blizsi posouzeni variability procesu.

Nastiik byl 5 ul, koncentrace smésného standardu 1 mmol/l. Analyza designu byla
zpracovédna ze tii ndstfikl, celkovy plan byl provddén v ndhodném potadi. Jako odezva

byla zvolena suma ploch pikli analyzovanych latek normalizovand podle maximalni
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odezvy (podobné jako rovnice 11 bez clenu eliminace volatilnich analyt). Tabulka 6 déle

ukazuje prumérné hodnoty normalizovanych odezev a piislusné variacni koeficienty.

Tab. 6. Placket-Burmaniiv design pro analyzu organickych kyselin a aminokyselin

injection splitless surge surge g,

¢.  temperature time pressure duration backflush R primér k\cl)?:rflii(i::rllt
[°C] [min] [kPa] [min]

1 200 0,5 210 3,0 ANO 0,85 12,1 %
2 250 0,5 210 0,5 NE 0,99 11,3 %
3 200 3,0 210 0,5 ANO 0,74 14,3 %
4 250 3,0 210 3,0 NE 0,89 13,4 %
5 200 0,5 1 000 3,0 NE 0,82 15,2 %
6 250 0,5 1 000 0,5 ANO 0,95 16,2 %
7 200 3,0 1000 0,5 NE 0,77 18,3 %
8 250 3,0 1000 3,0 ANO 0,87 15,2 %

Analyza Placket-Burmanova experimentu odhalila jako vyznamné faktory

injection

temperature (piima zdavislost) a splitless time (nepiimd zavislost). Ddle I1ze konstatovat, Ze

pouZiti tlakového pulsu zkoumanou analyzu vyrazné neovlivni, proto neni do dalSich dvah

zahrnut. Systém také zdsadné neovliviuji ndhodné vlivy, nebot’ oba nekontrolované

faktory byly vyhodnoceny jako statisticky nevyznamné. Pro ziskany model nebyly

odhaleny zadné interakce faktort.

injection temperature [°C] %0,128
splitless time [min] -0,082

empty
backflush
empty
surge pressure [kPa]
surge duration [min] /

0,00 ,I 0,;)4 0,I06 0,;)8 0,I10 0,I12 0,I14

odhad absolutniho efektu

Obr. 25. Paretitv diagram odhadu absolutnich efektii
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5.2.4 Centralni kompozitni design vybranych faktoru

Placket-Burmantv design odhalil dva vyznamné faktory (injection temperature,

splitless time), jeZ byly ddle podrobeny centrdlnimu kompozitnimu designu. PouZit byl

castecné faktorovy plan pro dva faktory se dvéma trovnémi a deset analyz. Navrh a feSeni

designu (tii néstiiky, ndhodné potadi) je uveden v tabulce 7.

Tab. 7. Ndvrh a reseni centrdlniho kompozitniho designu

¢.  injection temperature [°C]  splitless time [min] R primér variaéni koeficient
1 200 0,5 0,84 12,5 %
2 200 3,0 0,76 13,1 %
3 250 0,5 0,97 12,9 %
4 250 3,0 0,90 9,3 %
5 198 1,5 0,81 14,0 %
6 251 1,5 0,98 9,6 %
7 225 0,2 0,88 11,6 %
8 225 2,8 0,87 10,4 %
9 225 1,5 0,90 11,2 %
10 225 1,5 0,90 10,9 %

Kompozitni design byl zpracovan dle stejnych parametrt jako pfi analyze n-alkant

(kvadraticky regresni model

s interakci linedrnich ¢lenti, kvadraticky

spline pro

vykresleni). Obrazek 26 ukazuje Paretv diagram standardizovanych efekti responsni

analyzy. Pro statisticky model jsou v tomto piipad¢ vyznamné zejména oba linearni Cleny.

injection temperature [°C] (L)

l ' T

312,004 1

F

V

splitless time [min] (L) [

-4,276

E/?Wm

splitless time [min] (K) F

-2,959

injection temperature [°C] (K) | -0,648

inj. temp. x splitless t. p 0,263

Standardizov any ef ekt

Obr. 26. Paretiiv diagram standardizovanych efektii responsni analyzy

Na obrazku 27 je ukazan 3D graf odezvové plochy. Jako globdlni maximum byly

vypocteny ndsledujici hodnoty: splitless time 1,3 min a injection temperature 373 °C.
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Obr. 27. 3D graf odezvové plochy centrdlniho kompozitniho designu, optimalizované

faktory splitless time a injection temperature, R — odezva dle rovnice 11 (k = 0)

5.2.5 Konecné podminky analyzy

Kone¢né parametry PTV analyzy smési derivatizovanych organickych kyselin
a aminokyselin v PTV-splitless médu shrnuje tabulka 8. Nejprve byl podle linearity
odezvy vybrdn objem nastiiku. Analyza experimentdlniho designu odhalila
z optimalizovanych jako vyznamné faktory injection temperature a splitless time, tyto byly
dale podrobeny centrdlnimu kompozitnimu designu. Analyza responsni plochy odhalila
globdlni maximum v piipad¢ faktoru injection temperature mimo redln¢ nastavitelnou
oblast (373 °C), proto byla tato hodnota sniZena a druhy faktor byl dopocten z regresni
zévislosti. Backflush ani tlakovy puls nebyly vyuZity.

Tab. 8. Optimalizované podminky analyzy modelové smési

davkovany objem injection Eemperature splitless time [min]  backflush tlakovy
(ul] [°C] puls
5 250 1,1 NE NE

Chromatogram ziskany za optimalizovanych podminek ukazuje obrazek 28.
Predikce statistického modelu ¢inila R, = 0,99 a experimentdlni méfeni ji potvrdilo.

Utinnost separace dosahuje v tomto piipadé 200 000 teoretickych pater (methionin).

55



1,7E7

1,4E7

1,1E7

8,0E6

celkova iontova intenzita

5,0E6

2,0E6

B-alanin-3TMS

kys. vanilyimandlova-3TSM

kys. citramalova-3TMS

leucin-2TMS
cis-akonitat-3TMS
prolin-2TMS fenylalanin-2TMS
methionin-2TMS
laktat-2TMS
| L
6:00 10:00 14:00 18:00

retenéni ¢as [min]

Obr. 28. Chromatogram standardit organickych kyselin a aminokyselin ziskany

za optimalizovanych podminek
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5.3 Analyza realnych vzorki fibroblasti

5.3.1 Volba metody analyzy extraktu fibroblastu

Kultivované lidské bunky jsou pro vyzkum a diagnostiku velmi dulezité, péstovani
je totiz uskutecnovano v presn¢ definovaném prostiedi, kde je minimalizovan vliv zmény

vngjSich faktorti. K tomuto tcelu je vSak nutné mit i odpovidajici analytické nastroje.

Nastiik se splitem (1 pl, pomér 1:20, 240 °C) pouzivany napiiklad pro analyzu
organickych kyselin v moci, je pro analyzu nedostatecny. V takto ziskaném chromatogra-
mu (obr. 29) je moZno nalézt pouze né¢kolik madlo latek, z tohoto diivodu byl zvolen PTV

injektor ve splitless médu (snizeni limitu detekce).

Il l
1,0E5 (
] smés cukrl
laktat
-'g i \7//,/
‘N
c
[0}
kS
‘@
3 b5,5E4
*g aspartéat + 5-oxoprolin
S fenylalanin
2
8 cystein
fosfat

|

1,5E4

7:00 11:00 15:00 19:00 23:00
retenéni ¢as [min]

Obr. 29. Chromatogram extraktu fibroblastu (trypsinizované), zvetsend zdkladni linie
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V ptedchozi cCasti diplomové prace byl metodou design of experiment
optimalizovan nastfik plynové chromatografické analyzy modelové smési organickych
kyselin a aminokyselin. Vysledné hodnoty jsou nyni pouzity k analyze latek
extrahovatelnych z lidskych fibroblastii: objem 5 pl, injection temperature 250 °C, splitless

time 1,1 min.

Odebrané fibroblasty byly kultivovdny standardnim postupem v DMEM médiu.
Sest vzorki (10° bungk) stejné linie bylo sklizeno metodou trypsinizace (T1-T6), dal§ich
Sest vzorkl stejné linie metodou quenchingu studenym methanolickym roztokem (Q1-Q6).
Intracelularni metabolity sklizenych bunék byly extrahovany methanolem, derivatizovéany
(viz kap. 4.3), analyzovany plynovym chromatografem a detekovdny hmotnostnim

spektrometrem.

Interpretace chromatogramii je v tomto piipad¢ zaloZzena na porovnani celkového
profilu latek, které se nachdzeji v intracelularnim obsahu, nikoli na pfesném urceni
jednotlivych mnoZstvi. To je znesnadiiovdno predevsim skute¢nosti, Ze mnohé organické
kyseliny (fumarat, sukcindt) tvofi pfi derivatizaci vice neZ jeden TMS-derivat. Tuto
vlastnost maji také aminokyseliny (glycin, lysin), pfiCemz derivatizace aminoskupiny
navic probihd kaskddovité, je tedy nutno standardizovat Cas od ukonceni derivatizace

po vlastni nasttik [80].

5.3.2 Analyza bunék sklizenych quenchingem

V ziskanych chromatogramech bylo mozno identifikovat (shoda s knihovnou
spekter 66-98 %, srovnani vypoctenych reten¢nich indext s retenénimi indexy uvedenymi
v zakoupené knihovn¢) nasledujici latky: alanin, B-alanin, aspartat, citrat, cystein, glukosa
(a dalsi Spatné rozliSitelné cukry), glutamin, glycin, cholesterol, inositol, izoleucin, laktit,
lysin, malét, fenylalanin, fosfit (difosfat), prolin, 5-oxoprolin, serin, kyselina stearova,
threonin, valin. Déle byly v chromatogramu pozorovany piky odpovidajici produktim
degradace derivatiza¢niho cCinidla. Nékteré minoritni piky se nepovedlo identifikovat
vilbec. Ne&které vlastnosti identifikovanych litek (NIST MS Library), spolu

s vyhodnocenim analyzy bunck sklizenych quenchingem (Q1), shrnuje tabulka 9,

chromatograficky zdznam této analyzy ukazuje obrazek 30.
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Tab. 6. Analyza intraceluldrniho obsahu fibroblastu (Q1, sklizeno quenchingem)

i M MO g REG m Q) NG koo
NIST [%] NIST [%]

laktat (2) 90 234 1 063 1051 219 0,70 91
valin (1) 117 189 1 085 1 082 146 0,08 92
alanin (2) 89 233 1090 1 090 116 0,04 75
fosfat (3) 98 314 1273 1270 299 6,91 95
izoleucin (2) 131 275 1275 1272 158 0,12 83
prolin (2) 115 259 1302 1302 142 0,03 75
glycin (3) 75 291 1317 1310 248 1,78 82
sukcinat (2) 118 262 1322 1317 241 0,01 77
serin (3) 105 321 1360 1365 204 7,12 66
threonin (3) 119 335 1387 1389 291 7,12 98
B-alanin (3) 89 305 1434 1434 174 0,02 97
malat (3) 134 350 1501 1499 233 0,06 73
aspartat (3) 133 349 1531 1536 100 1,04 72
5-oxoprolin (2) 129 273 1534 1547 156 11,58 81
cystein (3) 121 337 1568 1578 220 0,04 82
glutamin (3) 120 336 1634 1642 246 9,13 87
fenylalanin (2) 165 309 1649 1649 218 0,12 79
citrat (4) 192 480 1843 1 840 183 0,27 74
inositol (6) 180 612 2129 2129 305 0,04 67
kys. stearova (1) 284 356 2243 2245 341 0,02 75

Mr — relativai molekulovd hmotnost; TMS — trimethylsilylderivdt; t — stuper silylace; RI' —

retencni indexy vypoctené pro uZité podminky separace (kap. 4.2); QI — kvantifikacni ion
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Obr. 30. Chromatogram extraktu fibroblastii sklizenych quenchingem (Q1)

Pro odhaleni hlubSich souvislosti v ziskanych datech byly vzorky (Q1-Q6)
nasledn¢ porovnany analyzou hlavnich komponent (o = 0,05). Pro analyzu bylo vybrano
celkem 14 metabolitl, kvantifikovatelnych (dle pfiislusnych iontii, tab. 6) ve vSech
jednotlivych chromatogramech (alanin, B-alanin, citrdt, fenylalanin, fosfat, glutamin,
glycin, inositol, laktat, leucin, malét, prolin, serin, threonin). Pro spravnost byla data

jednotlivych analyz standardizovana na celkovy iontovy proud.

Na obrazku 31 lze vidét projekci objekti (jednotlivych vzorkll) a proménnych
(zkoumanych latek) do roviny prvni a druhé hlavni komponenty (vysvétluji variabilitu
v datech z 80,37 %). Lze rozpoznat blizkou podobnost mezi vzorky Q2 a Q6, jako
nepodobny ostatnim se jevi vzorek Q4. Déle lze konstatovat, Ze variabilita je zpisobena
pfevdzné mnozstvim fenylalaninu, dale laktdtu a alaninu. Nejvice spolu koreluji hodnoty

koncentraci B-alaninu a citratu, ddle leucinu a treoninu a také glycinu a fosfatu.
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Obr. 31. Projekce pripadii a proménnych do komponentni roviny, quenchované buiiky
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5.3.3 Analyza bunék sklizenych trypsinizaci

V chromatografickém zdznamu analyzy extraktu fibroblastii, které byly sklizeny

metodou trypsinizace (obr. 32), byly nalezeny totoZné metabolity jako v piipadé sklizeni

quenchingem. RovnéZ byla provedena analyza hlavnich komponent (obr. 33), zde prvni

a druhd hlavni komponenta vysvétluji miru variability v datech z 85,93 %. Podobnost 1ze

nalézt uvzorkli T2-T5, naopak vzorky T1 a T6 jsou odlisné. Ivtomto piipadé je

variabilita zpiisobena hladinami fenylalaninu a laktdtu, ale na rozdil od quenchovanych

fibroblastl i hladinami inositolu. Vysokou miru korelace vykazuji threonin s glutaminem

a malét s f-alaninem.
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/ fosfat \ Citiét
8
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Obr. 32. Chromatogram extraktu fibroblastu sklizenych trypsinizaci (T3)

62



Hlavni komponenta 2: 19,05 %

-10 -8 -6 -4 -2 0 2 4 6

Hlavni komponenta 1: 66,88 %

Hlavni komponenta 2 : 19,05 %

' s / \ i
A fOSfét/ ad // \'}1 ! _,/
05+ \‘e // i Qgtol /:
\_\ o/ ,1/
5, citrat r
\"\ a /,f'-f
- s
\\.\ L
1,0+ [t N -
-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0

Hlavni komponenta 1 : 66,88 %

Obr. 33. Projekce pripadii a proménnych do komponentni roviny, trypsinizované burky
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5.3.4 Porovnani metod sklizeni bunék

Na obrazku 34 lze vidét projekci piipadti a proménnych do komponentni roviny
1-2 (celkové procento vysvétlené variability 77,53 %) pro obé metody sklizeni fibroblastii
soucasné. Je patrné, Ze zkoumané metody je mozné od sebe odliSit. Navic 1ze pozorovat, Ze
rozptyl quenchovanych objektii je mnohem mensi, neZ v piipad€ trypsinizace. Tato
skutecnost potvrzuje diivéjsi publikace (napt. [81]), Ze metoda quenchingu je pro
metabolomické studie zdsadni, nebot’ 1épe odrdZi skute¢né in vivo hladiny metabolitil
v buitkdch. Rozdily jsou opét zplisobeny hladinami fenylalaninu a nyni i glutaminu,

v mensSi mife pak inositolem. Korelovand jsou mnozstvi glycinu a maldtu, prolinu

a B-alaninu, rovnéz fosfatu a citratu.
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Obr. 34. Projekce pripadii a proménnych do komponentni roviny, porovndni metod sklizeni
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ZAVER

Metabolomika je v souc¢asné dob¢ bouilivé se rozvijejici védni disciplina. Spojuje
poznatky z mnoha odvétvi — biochemie, biologie, genetiky, mediciny, analytickd chemie,
informatiky aj. Zkoumdnim pochodi, které se odehrdvaji v Zivych organismech, védci
odhaluji stdle nova tajemstvi Zivota. K ur¢eni metabolomu (celkového obrazu metaboliti
nachézejicich se v bunkéch ¢i tkdnich) metabolomice slouZzi nejriznéjsi postupy analytické
chemie. Velmi rozSitené jsou ucinné separacni metody (plynovd a kapalinova
chromatografie, kapilarni elektroforeza) ve spojeni s citlivymi detektory (hmotnostni

spektrometrie, nuklearni magnetickd rezonance).

Cilem predklddané prace byla optimalizace néstiiku velkého objemu vzorku pro
plynové chromatografickou analyzu s hmotnostné spektrometrickou detekci. Jako inlet pro
velkoobjemovy néstiik byl zvolen teplotné programovatelny injektor. Optimalizace

nasttiku byla provddéna statistickou metodou design of experiment.

Nejprve byly optimalizovany podminky pro modelovou smés n-alkanii. Tato ¢ast
prace byla zaméfena na bliz§Si seznameni se s metodikou prace s injektorem
a vyhodnocovanim a zpracovanim dat. Byla také zkoumdna relevance pouZiti metody

design of experiment.

Dalsim krokem byla optimalizace nastfiku smési derivatizovanych organickych
kyselin a aminokyselin pomoci v pfedchozi praci vyzkouSeného postupu. Nalezené
optimdlni podminky byly nésledné pouZity pro analyzu metabolomu kultivovanych
lidskych fibroblastii. PouZiti bunék je velmi vhodné pro vyzkum a diagnostiku, nebot’ je
mozné pii jejich pestovani zajistit konstantni podminky a omezit tak nezadouci vliv

Vv s

nahodnych vnéjsich faktort.

Do budoucna by se priace méla zaméfit na piesnou kvantifikaci jednotlivych
metabolitil a interpretaci jejich biochemického vyznamu. Také by mély byt prozkoumany
dalsi metody, které by vedly ke sniZeni limitu detekce téchto analyti nebo k rozsifeni

jejich poctu.
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