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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva moznosti analyzy tékavych latek produkovanych monocyty
v prubéhu sepse. Ktomuto ucelu byla jako metoda zvolena komprehenzivni
dvojdimenzionalni plynova chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekci. V prvni
Casti prace byla optimalizovana metoda dvojdimenzionalni plynové chromatografie pro
stanoveni t€kavych organickych latek. V této ¢asti prace byly postupné upravovany parametry
metody plynové chromatografie tak, aby bylo dosazeno co nejvyssi ucinnosti. Déale byly
optimalizovany podminky pfipravy vzorkii. V druhé ¢asti prace byla optimalizovana metoda
vyuzita k méfeni sady vzorki monocytd. Tyto vzorky byly podrobeny pusobeni raznych
inhibitori imunitniho systému a stimulatord simulujicich bakterialni nebo kvasinkovou
infekci. Na zakladé tohoto méfeni bylo identifikovano nékolik sloucenin, které jsou
produkovany monocyty za podminek simulujicich infekei.

ABSTRACT

This thesis is focused on the possibility of analysis of volatile organic compounds
produced by monocytes during sepsis. Method of comprehensive two-dimensional gas
chromatography with mass spectrometric detection was chosen for this purpose. Content of
the first part was the optimization of the method of two-dimensional gas chromatography for
the determination of volatile organic compounds. In this part were gradually adjusted
parameters of the gas chromatography method to achieve the maximum efficiency. Further
were adjusted conditions of samples preparation. Content of the second part was the usage of
already optimized method for the analysis of the samples set of monocytes. Samples were
subjected to the action of different inhibitors of the immune system and stimulators
simulating bacterial or yeast infection. Based on this analysis were identified some
compounds, which are produced by monocytes under condition simulating the infection.

KLIiCOVA SLOVA

Monocyty, sepse, t€kavé organické latky, dvojdimenzionalni plynova chromatografie,
metabolomika.
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Monocytes, sepsis, volatile organic compounds, two-dimensional gas chromatography,
metabolomics.
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1. UVOD

Sepse, laicky oznacovana také jako otrava krve, je zivot ohrozujici stav. Tento stav je
rocné diagnostikovan u statisici osob, pficemz mortalita se pohybuje v rozmezi 30-50%.
Klicovym aspektem uspésné terapie sepse je jeji v€asné rozpoznani a sledovani prubéhu. Ke
sledovani prubéhu je zasadnim krokem nalezeni rychlé analytické metody pro sledovani
vybranych biomarkerti. V soucasné dobé se pro diagnostiku vyuzivaji mikrobiologické
kultivace nebo imunologické metody jako ELISA, pfipadné PCR. Tyto metody vSak vyzaduji
dostatek Casu k ziskani vysledkd, coz je pro sledovan prabéhu sepse velkym problémem.

Cilem této prace bylo urCit n€kolik metaboliti produkovanych monocyty, jejichz
pritomnost by signalizovala bakterialni nebo kvasinkovou infekci. Pfitomnost, pfipadné
koncentrace, téchto tékavych latek ve vzorku krve pacienta by mohla byt vyuzita ke stanoveni
faze sepse, ve které se konkrétni pacient nachazi. Toto by mohlo vést k lepsimu nastaveni
terapeutickych postupt, a tim ke snizeni mortality sepse.

Vyuziti metabolomickych analyz je modernim trendem pii diagnostice celé ftady
onemocnéni. Studium metabolomickych profila se vyuziva napiiklad ke stanoveni diagnozy
metabolickych poruch nebo riznych typt rakoviny. Diky tomu, ze metabolismus reaguje na
zmeény celkového stavu organismu, je sledovani jeho zmén moznym pfistupem také
v diagnostice sepse.

V této praci byla pro studium tékavych organickych latek uvoliovanych z monocytd
zvolena metoda komprehenzivni dvojdimenzionalni plynové chromatografie s hmotnostné
spektrometrickou detekci s analyzatorem doby letu. Tato metoda je optimalni pravé pro
necileny metabolicky screening.



2.TEORETICKA CAST
2.1. Imunologie

Imunitni systém patii k jednomu z regulacnich mechanisma organismu. Napomaha také
k udrzovani jeho vnitiniho prostiedi. Jeho ukolem je rozpoznat cizi buriky a molekuly od
vlastnich a likvidovat to, co povazuje za Skodlivé. Imunitni systém ma schopnost uceni
a paméti. Imunitu délime na pfirozenou - nespecifickou a ziskanou (adaptivni) - specifickou.
Imunokompetentni buiky jsou produkovany v centralnich lymfatickych organech, jakymi
jsou kostni dfel nebo brzlik. Poté jsou diferenciovany a aktivovany v perifernich
lymfatickych organech, tedy ve sleziné nebo lymfatickych uzlinach. Z kmenovych bunék
vznikaji v kostni dfeni diferenciaci vSechny imunitni buiiky. Z myeloidni linie bunék dale
vznikaji Cervené krvinky, krevni desticky a nékteré bilé krvinky, konkrétné granulocyty
a monocyty. Z druhé linie, lymfoidni, vznikaji lymfocyty, dalsi typ bilych krvinek [1,2]

ph 1t kme nka

myeloidnikmenova l IL-3 L7 ] lymfoidni kmenova

bunhka K lbunka

vyvojova mezistadia, diferenciace, pusobeni hemopoetickych cytokinu
EPO - G-CSF IL-5 M-CSF IL-4 IL-7 IL-15

doges i3

Baz - bazofil; DC -~ dendriticka bunka; Eoz - eozinofil; EPO - erytropoetin; Ery - erytrocyt;

G-CSF - rustovy faktor podporujici granuiocyty; IL-3, IL-4, IL-5, IL-7, IL-15 ~ interleukin 3, 4, 5, 7, 15;
LyT - lymfocyt T M-CSF - ristovy faktor pro monocyty; MF - makrofag; Mo - monocyt;

LyB - lymfocyt B; Neu - neutrofil; NK - pfirozeny zabije¢; PB — plazmaticka bunka; TC - cytotoxicky
lymfocyt T: T, — pomocny lymfocyt T. TPO —~ trombopoetin: Trombo — trombocyt: 2B — 2irné bunka

Obrazek 1: Vyvojové linie krevnich bunék [2]

2.1.1. Specificka imunita

Specifickd imunita se utvaii pfi kazdém setkani organismu s antigenem. Vyuziva
specifické mechanismy a ma imunologickou pamét. Je tvofena humoralni a bunécnou
slozkou. Humoralni slozku imunity tvofi protilatky, které jsou produkovany B-lymfocyty,
a cytokiny. Bunécnou slozku tvoii B-lymfocyty a T-lymfocyty. Ty se vytvaii v kostni dfeni
a dozravaji v perifernich lymfatickych organech. T-lymfocyty jsou diferenciovany tak, aby
rozeznaly specifické antigeny. Po odeznéni zanétu zistavaji v krvi jako pamétové burky.
B-lymfocyty produkuji po setkani s antigenem pfislusné protilatky [3].



2.1.2.  Nespecificka imunita

Nespecificka imunita je tvorena komplementem, fagocytujicimi buitkami a NK (natural
killer) buikami. Pfirozena imunita je vyvojové starsi slozkou imunitniho systému. Bunky
nespecifické imunity nemaji pamét’. Na pritomnost antigenu v organismu reaguji vzdy stejné
a pomérné rychle. Na svém povrchu nemaji zadné receptory k rozliSovani jednotlivych
antigenu, ale disponuji molekulami schopnymi vazat struktury vyskytujici se na povrchu
organizmu nebo poskozenych bunék. Fagocytujici bunky se vyznacuji schopnosti fagocytozy,
coz je proces pohlcovani pevnych castic z okolniho prostfedi. Tento proces se sklada
z chemotaxe, tedy pohybu za Skodlivou latkou, jejiho rozpoznani, pohlceni, usmrceni
a nasledné sekrece latek, které jsou rozpoznatelné dalSimi slozkami imunitniho systému.
Soucasti imunitniho systému jsou také piirozené bariéry, jako kize a sliznice. Dale také
nekteré fyziologické funkce, napiiklad: peristaltika, Cinnost fasinkového epitelu, ktery se
nachazi v dychacich cestach, nebo kasel [1,2]

2.1.3. Monocyty

Soucasti nespecifické imunity je také monocytomakrofagovy systém. Ten, jak jiz z nazvu
vyplyva, tvoii monocyty a makrofagy. Monocyty se nachazi v krevnim fecisti a po vstupu do
tkani se méni na makrofagy. Ty nesou v riznych tkanich rizné nazvy, v jatrech je nazyvame
Kupfferovy buriky, v plicich alveolarni makrofagy, v dutiné biisni peritonealni makrofagy,
v kiizi jsou to Langerhansovy buiiky a v nervovém systému mluvime o mikrogliich. V kostni
tkani dochazi kjejich fuzi a tim ke vzniku osteoklastli v chrupavce pak chondroklastu.
Makrofagy se také ucastni remodelace tkani, destrukce starych a poskozenych erytrocytt
a metabolismu zeleza. Monocyty maji také schopnost diferenciace v dendritické bunky. Ty
jsou propojovacim c¢lankem mezi specifickou a nespecifickou imunitou. Po fagocytoze
vystavuji na svém povrchu cilové antigeny pro T-lymfocyty, které jsou timto aktivovany.
Aktivaci monocyti dochazi k produkci cytokind. Tyto latky aktivuji specifickou imunitu
a vedou k celkové reakci organismu na ptitomnost patogenu [1,4,5].

Monocyty jsou se svym prumérem dosahujicim az 20 um nejvétS§imi bilymi krvinkami.
Jejich primémy pocet v krvi dospé&lého &lovéka &ini 0,4 -10° v jednom litru. V t&le tvoii az
8 % procent z celkového mnozstvi leukocyti. Doba jejich zivota se pohybuje mezi 60 a 100
dny. V krvi se pohybuji asi tfi dny a poté prostupuji do tkani, kde dochazi k diferenciaci.
Vyrazné zvySeni jejich poctu v krvi je oznaCovano jako monocytdza. Dochazi k jejich zvySeni
nad hodnotu 0,8 -10° na litr krve. Naopak pokles pod 0,2-10° vlitru se nazyva
monocytopenie. Jejich zvySeni byva privodnim jevem zanétlivych onemocnéni [2,4,6].



Obrdzek 2: Monocyt [7]

Monocyty patii mezi agranulocyty, coz znamena, ze jejich cytoplasma neobsahuje zadna
specificka granula. Vyviji se z pluripotentnich kmenovych bunék nejprve pies monoblasty
a nasledné pres promonocyty. Jejich dozravani je stejné jako u ostatnich krevnich elementt
fizeno rustovymi faktory. V pfipadé monocytd je tim hlavnim ristovym faktorem M-CSF
(Macrophage colony stimulating factor) Rastové faktory jsou peptidické latky, které se
vyuzivaji také v terapii pro urychleni diferenciace a proliferace bunek transplantované kostni
drené [2 4,5,8].

2.2. Sepse

Za pfirozenych podminek je soucasti lidského organismu i1 velké mnozstvi bakterii.
Primémy polet t&chto mikroorganismii u dospélého &lovéka &ini asi 10". Jsou trvale
pfitomné na kazi, na sliznicich hornich cest dychacich nebo v urogenitalnim systému. Pokud
nedojde kjejich vyraznému piemnoZzeni, nezpuisobuji tyto bakterie zadné onemocnéni.
V opacném piipadé dochazi k vyvolani imunitni odpovédi coz, pokud jsou poruseny imunitni
bariéry, muze vést k rozvoji infekce. Akutni infekce se mize rozsifit krevnim feCiStém dale
do organismu a vyvolat tak celkovou reakci. Tato reakce se oznacuje jako sepse a mezi jeji
typické projevy patii naptiklad horecka, zchvacenost nebo zrychleny pulz [1].

Sepse je klinicky stav charakterizovany systémovym zanétem. V roce 2005 byla nej¢asté;si
pfi¢inou smrti pacientti na jednotkach intenzivni péce. Podle definice uvedené na konferenci
Sepsis-3 zroku 2016 je sepse zivot ohrozujici organova dysfunkce v dasledku reakce
organismu na infekci. Sepse je progredujicim stavem pii infekci a mize vést az k totalnimu
selhani organt. NejCastéji byva vyvolana bakteriemi, méné Casto pak viry, houbami nebo
parasity. Nemusi byt zptsobena jen pfitomnosti Zivych mikroorganismu, ale i uvolnénymi
endogennimi proteiny nebo fosfolipidy, které se uvoliiuji pii poskozeni nebo rozpadu tkani
v organizmu [9,10,11].
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2.2.1.  ZaKladni pojmy tykajici se sepse
2.2.1.1. SIRS (Syndrom systémové zanétlivé odpovédi)

SIRS je soucasti ptiznaku sepse, ale i dalSich stavil jako jsou trauma nebo popaleniny.
Cilem SIRS je eliminace Skodlivych mikroorganismli, omezeni rozsahu poskozeni tkani,
odstranéni poskozenych bunék a tkani, podpora hojeni ran a znovu obnoveni organovych
funkci. Mezi mechanismy pusobeni tohoto syndromu patii horecka, zména metabolismu
vitaminl a stopovych prvkd, syntéza proteina akutni faze a aktivace komplementu. SIRS se
projevuje zvySenim nebo snizenim teploty nad 38 °C respektive pod 36 °C, tachykardii vice
nez 90 tepll za minutu a zvySenim dechové frekvence nad 20 dechi za minutu. Dale také
leukocytozou piipadné leukocytopenii. Sepse je definovana jako SIRS v pfitomnosti nebo
jako dusledek prokazané infekce [9,12].

2.2.1.2. Tézka sepse

Jako tézka sepse je oznaCovan stav sepse spojeny s organovou dysfunkci, snizenym
prokrveni tkani (hypoperfuzi), snizenym krevni tlakem (hypotenzi) a akutnimi zménami stavu
veédomi. Tento termin byl vSak v roce 2016 v dusledku nové definice sepse oznacen jako
nadbyteCny a nasledné zrusen [9,10].

2.2.1.3. Septicky Sok

Septicky Sok vznika v dusledku sepse. Mezi jeho projevy patii kritické snizeni perfuze
tkani a nasledné i mnohocetné organové selhani. Je to stav nereagujici na objemovou terapii.
Podle nové definice je septicky Sok definovan jako sepse s bunéénymi nebo metabolickymi
abnormalitami nebo obe&hovou nestabilitou, které jsou natolik zavazné, ze zvySuji jeji
umrtnost. Mortalita se v tomto pfipadé pohybuje mezi 40 a 60 % [9,10].

2.2.14. MODS (Syndrom multiorganové disfunkce)

Touto zkratkou je oznaCovano postupné nebo paralelni selhavani dvou a vice organu.
Syndrom zahrnuje proces selhavani od lehké organové dysfunkce po totalni a nevratné
selhani. Tento proces muze byt disledkem rtiznych akutnich zranéni nebo sepse [9,13].

2.2.2. Projevy sepse

Mezi projevy sepse patii zejména nepravidelna horecka stfidana tfesavkami, zchvacenost,
zrychleny pulz, zrychlena frekvence dychani a snizeny krevni tlak. V krvi je pozorovana
zvySena koncentrace CRP, prokalcitoninu a cytokini. Dochazi také k vyraznému snizeni
kapilarniho navratu a zvyseni srde¢niho vydeje. Dale jsou pozorovany abnormality v jaternich
a ledvinovych funkcich [12].
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2.2.3.  Prubéh sepse

Pribéh sepse neni stale stoprocentné objasnén. Jedna teorie hovoii o tom, Ze v prvnich
dnech po nastupu sepse, dochazi k aktivaci pro i proti zanétlivych mechanismt imunitniho
systému. Monocyty a dals$i imunokompetentni buriky uvoliuji velké mnozstvi cytokinu, které
navozuji zanétlivou reakci. Intenzita této reakce je zavisla na typu patogenu, souc¢asném stavu
pacienta a na dalSich faktorech. Na obrazku (Obrazek 3) vidime tuto teorii v grafickém
znazornéni. Prodlouzend modra a Cervena cara znazortiuje dlouho trvajici infekci vedouci
k imunosupresi, rozvoji sekundarnich infekci a nasledné 1 ke smrti. Podle této teorie vétSina
pacientd umirajicich na nasledky sepse, umira v dasledku potlaceni funkce imunitniho
systému. K imunosupresi dochazi vlivem apoptdzy imunokompetentnich bunék nebo oslabeni
jejich funkce [14].
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E dlouhodobé
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Obrazek 3: Casovy pribéh sepse podle teorie konecné imunosuprese [14]

Druha teorie popisuje pfi¢inu umrtni jako reakci na trvalou aktivaci bunék imunitniho
systému, coz vede k dlouhodobému zanétu. Ten zptusobuje nevratné poskozeni organt [14].
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Obrizek 4: Casovy pritbéh sepse podle teorie dlouhodobé piisobictho zinétu [14]
2.2.4. Diagnostika sepse

Vcasna diagnostika sepse je kliCova pro preziti pacienta. Rychlost ureni diagndézy muze
ovlivnit celkovy vysledek 1éCby. Aktualné pouzivanym diagnostickym testem je stanoveni
hladiny prokalcitoninu (PCT). PCT je prohormonem kalcitoninu. Je produkovan buikami
§titné zlazy a v prabéhu prvni faze sepse dochazi k mnohonasobnému zvySeni jeho hladiny.
Dalsim pouzitelnym markerem je C-reaktivni protein (CRP). Hladina CRP je b&€zn€ méfena
lékafi pro diagnostiku bakterialni infekce. Mezi nejCastéjsi puvodce infekci vedoucich
k septickému stavu patfi: Streptococcus pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus a Klebsiella pneumoniae [12].

Sepse byva diagnostikovana také pomoci mikrobialnich kultivaci nebo pfimé mikroskopie.
Vyhodou mikroskopického pozorovani je jeho rychlost. Piiprava a prohlédnuti preparatu
vyzaduji pfiblizné pal hodiny. Takto ziskané informace jsou vsSak pouze orientacni.
Kultivacni metodé mize byt podrobena cela fada biologickych materialt, jako krev, hnis,
mozkomis$ni mok nebo moc. Tento matrial je naockovan na zivné pidy a nasledné kultivovan.
Po nékolika dnech vyrostou na pudach kolonie ptitomnych bakterii. Timto zptisobem mohou
byt bakterie identifikovany, coz mize napomoci ke spravnému nasazeni antibiotik. Hlavni
nevyhodou kultivacnich technik je doba potiebna k vyvoji kultury, ktera se obvykle pohybuje
mezi 24 a 48 hodinami [1,11].

Dal§imi vyuzivanymi technikami jsou napfiklad ELISA testy nebo detekce bakterialni
DNA pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR). Tyto techniky jsou vyrazné rychlejsi nez
mikrobialni kultivace avsak stale je zapotfebi nékolika hodin k ziskani vysledkt. V dasledku
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toho nejsou ani tyto techniky schopny monitorovat dramatické zmény v prub€hu sepse. Tato
skutecnost otvira Siroké pole pro vyuziti dalSich technik a analytickych pfistupt v diagnostice
a monitorovani prub&hu sepse [11].

2.2.5. Terapie sepse

Lécba septického stavu je naroCnym procesem. Zakladem je podani antibiotik a dalSich
1€kt k odstranéni projevl infekce. VEasné podani spravnych antibiotik je spojeno s vyrazné
niz§i mortalitou Podavaji se také naptiklad antipyretika ke snizeni horecky a analgetika proti
bolesti. Dalsim dulezitym terapeutickym postupem je dopliovani ztrat vody a minerald, ke
kterym dochazim vlivem naruSeni permeability kapilar. Odstranéni zdrojt sepse je nezbytnou
soucasti terapie. Je nutné odstranit cizi télesa nebo katetry, vyjmout nebo vyradit z funkce
organy postizené infekci, odstranit nekrotické tkan€ a abscesy [1,10].

2.3. Metabolomika

Metabolomika je studium metabolomu, coz je soubor vSech metaboliti v biologickém
systému. Tato véda se vénuje studiu metabolitt, jejich interakci a reakci na zmény prostiedi,
jakymi jsou naptiklad zmeény teploty, pH nebo stres. Rozsifeni metabolomiky v poslednich
letech umoznilo Siroky rozmach ve zkoumani genotypovo - fenotypovych vztaht
u mikroorganismil. Metabolické inzenyrstvi umoznuje optimalizaci ristu mikroorganismi pro
jejich vyuziti v biotechnologii. Metabolomika také vyrazn€ pfispiva k lep§imu pochopeni
regula¢nich mechanisma a biochemickych pochodi u in vivo péstovanych bunek. Toto vede
k optimalizaci fermentanich procesi v biotechnologické produkci enzymi, vitaminu
a dalsich latek. Metabolom bakterie obsahuje 500-1200 latek. Zmeéna intracelularni
koncentrace téchto metabolitt muze vést k charakterizaci enzymové kinetiky, coz muze
pomoci objasnit mechanismus inhibice nebo omezeni nekterych biosyntetickych kroka.
Celkova hmotnost metabolomu se odhaduje na 3-5 % hmotnosti buriky. Asi 85 % metabolita
ma molekulovou hmotnost pod 500 g/mol. A pravé nizka molekulova hmotnost metabolita
znemozfiuje prekoncentracni techniky jakymi je naptiklad ultrafiltrace, coz je dalSim
problémem pfi jejich analyze [15].

23.1.  Analytické metody vyuzivané v metabolomice

Analyza metabolomu je velmi narocnym oborem, vzhledem ke slozitosti zkoumanych
vzorkd. Nejvice vyuzivanymi metodami v tomto oboru jsou plynova chromatografie,
vysokoucinna kapalinova chromatografie nebo kapilarni elektroforéza. Tyto techniky vsak
nejsou schopny dokonale rozliSit tak velké mnozstvi latek, které se nachazi, obvykle
v nizkych koncentracich, v burikach, natoz pak postihnout zménu jejich koncentrace se
zménami okoli. Regenim tohoto problému jsou multidimenzionalni analyzy. Jejich vyhodou je
rozliSeni velkého mnozstvi latek v jedné analyze. Dvojdimenzionalni plynova chromatografie
spojend s hmotnostni spektrometrii prinasi mnohem vétsi pomér signalu a Sumu a vyssi
separaCni kapacitu. Proto je idealni volbou pro metabolomickou analyzu. Zapojenim
hmotnostniho spektrometru jako detektoru se otevira moznost rozliSovani izotopi. Toho se
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vyuziva napfiklad v izotopovém znaceni aminokyselin pii proteomickych studiich. Dal§imi
Siroce vyuzivanymi analytickymi metodami jsou enzymatické testy, chromatografie na tenké
vrstvé nebo nuklearni magneticka rezonance [15,16].

2.3.2.  Vyuziti

Metabolomika ma své misto v oblasti 1ékai'ské biologie, pii screenigu dédicnych defekta,
vyvoji 1éka a studiu metabolickych poruch. Dalsi vyuziti nachazi také ve studiu funkéni
genomiky rostlin. Metabolomické pfistupy jsou vyuzivany také k identifikaci mikrobialnich
kmeni nebo pii kontrole nemoci. Znalost metabolomu umoznuje lepsi a ucinnéjsi
biotechnologickou vyrobu. Metabolomika bunécnych kultur také umoznuje identifikaci
novych biomarkera patologickych stava pro diagnostiku [15,17].

Metabolomicky pfistup byl také navrzen pii diagnostice rakoviny. Rakovina prsu je
nejrozsirené)§i onkologickou diagnozou u zen, a také hlavni piic¢inou jejich umrti. Vyzkumna
skupina z Portugalska se vénovala stanoveni tékavych organickych latek uvoliovanych
z bunécné kultury bunék rakoviny prsu. Tyto vysledky byly porovnany s tékavymi latkami
uvolfiovanymi z bunécné kultury bunék zdravé prsni tkan€. Pfedpokladem studie byla zména
v metabolismu u nadorovych bunék, coz by mélo vést k produkci specifickym sloucenin. Pro
analyzu byla pouzita metoda SPME-GC/MS. Vysledkem studie byla identifikace nékolika
latek produkovanych pouze nadorovymi buiikami. Ty by v budoucnu mohly byt vyuzity
k diagnostice karcinomu prsu [17].

Metabolomicky pfistup je také vyuzivan pro analyzu vzorkd plasmy nebo krve ve
vyzkumech tykajicich se diagnostiky sepse. Sepse totiz indukuje metabolické poruchy.
Vzorky krve byly analyzovany u pacientd s podezienim na sepsi na urgentnim piijmu. Tento
pfistup by zvolen, aby se predeSlo zbytenému podéavani antibiotik a tim riziku vzniku
antibiotické rezistence u bakterii [18].

Metabolomické profily, naméfené v riznych ¢asovych intervalech od navozeni septického
stavu u krys, byly porovnavany, aby byla zisténa minimalni doba v které je jiz mozné
detekovat zmény v metabolismu. Po dvanacti hodinach byla identifikovana zvysena
koncentrace kyseliny linolové, stearové, olejové a dokosahexaenové. Jiz v kratkém cCase tedy
dochazi ke zrychleni metabolismu lipidd, a to nejspiSe z divodu zvySené potieby energie.
Tyto vzorky byly analyzovany pomoci HPLC/MS [19].

15



2.4. Tékavé organické latky

Tekavé organické latky jsou studovany v mnoha oborech jako potravinafska chemie,
environmentalni chemie, medicina nebo forenzni analyza. Jejich obecnéjsi definice jsou
zalozeny na fyzikalnich a chemickych vlastnostech sloucenin, jako jsou jejich struktura, bod
varu, a tenze par. Podle agentury pro ochranu zivotniho prostiedi v USA jsou tékavé
organické latky definovany jako organické slouCeniny, jejichz tenze nasycenych par je pfi
teplote 20 °C vétsi nez 130 Pa [20]

24.1.  Analyza tékavych organickych latek v metabolomice
24.1.1. Tékavé latky produkované bakteriemi

Mnozstvi vyzkumnych skupin se v souc¢asné dob& vénuje identifikaci patogennich bakterii
na zakladé jejich produkce malych organickych t€kavych latek. Patogen 1ze rychle a snadno
identifikovat analyzou tékavych latek nachazejicich se pfimo nad agarem. K takovéto analyze
se nejcaste]i vyuziva mikroextrakce na pevné fazi spojend s plynovou chromatografii
s hmotnostné spektrometrickou detekci. Dal§im moznym pfistupem je vyuziti spektrometrie
iontové mobility. Tato technika je zalozena na déleni analyti podle jejich naboje, hmotnosti
a prafezu plochy. Specifitu metody analyzy, lze zvySit pfidanim specifického substratu do
rastového media. V prabéhu rastu na takto upraveném médiu jsou bakteriemi produkovany
unikatni organické t€kavé latky. Toho se da vyuzit, pokud zname enzymaticky aparat daného
patogenu. Tato technika mize najit vyuziti i pfi analyze vlivu antibiotik na rast kultury.
Vlivem antibiotik totiz dochazi k omezeni produkce nékterych te¢kavych latek [21].

Tato metoda byla vyuzita pfi stanoveni biomarkert infekce zptisobené nékolika zakladnimi
druhy patogennich bakterii. Krevni vzorky zdravych pacientd byly smichany s bujonem
a inkubovany v pritomnosti bakterii. Produkované VOCs byly analyzovany. Timto postupem
byl napfiklad identifikovan kyanovodik, jako biomarker pfitomnosti Pseudomonas
aeruginosa, coz je bakterie zpusobujici naptiklad zapal plic [21].

Diagnostika bakterémie je podle nékolika dalSich vyzkuma mozna, diky tomu, Ze existuji
metabolity, produkované pouze bakteriemi a ne clovékem. Byly analyzovany tékavé
metabolity bakterii nejCastéji zptsobujicich sepsi a tak identifikovano nékolik sloucenin, které
nejsou produkovany lidskym organismem. Mezi tyto slouCeniny patii naptiklad isopentanol,
methylmerkaptan nebo trimethylamin. Tyto slouCeniny by tedy mohly slouzit jako
biomarkery pritomnosti bakterii [22].

Bakterie jsou také Castym puvodcem infekci u popalenin, chronickych koznich viedt nebo
dalsich tézko se hojicich ran. Odbér vzorka pro identifikaci mikroorganismu zptsobujiciho
infekci byva Casto invazivni a bolestivy. Vyuziti detekce tékavych latek z obvazového
materialu pomoci SPME-GC/MS by mohlo byt rychlym a snadnym feSenim tohoto
problému [23].
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2.4.1.2. Tékavé latky ve vydechovaném viduchu

Dalsi oblasti vyzkumu tykajici se malych organickych molekul je analyza latek ve

vydechovaném vzduchu. Timto pfistupem se da teoreticky odlisit naptiklad sepse od zanétu,
ato zejména mnozstvim a typem vydechovanych tékavych organicky latek. S kazdym
vydechem jsou vylouceny tisice tékavych latek. Jejich mnozstvi a slozeni se vyrazné meéni se
zdravotnim stavem. V ramci vyzkumu byly analyzovany tekavé latky ve vydechovaném
vzduchu u krys v pribéhu sepse, hemoragického Soku, endotoxemie, coz je stav piitomnosti
endotoxind v krvi, a u krys z kontrolni skupiny. Vysledky vsech Ctyf skupin byly porovnany.
V prabéhu experimentu byly pozorovany zmény koncentrace u nékolika vybranych
metaboliti. Koncentrace téchto metaboliti se ménila v pribéhu nékolika hodin. Na zakladé
téchto vysledkd by mohla byt vytvofena metoda pro urCeni stavu, v jakém se organismus
nachazi [24].
V dalSich studiich byl analyzovan vydechovany vzduch napfiklad u krys infikovanych
lipopolysacharidem z bakterie E. Coli. Pouziti lipopolysacharidu k navozeni podminek
bakterialni infekce, je Siroce pouzivanym modelem. Vydechovany vzduch byl analyzovan
pomoci IMS (spektrometrie iontové mobility) a poté také pomoci SPME GC/MS. Tyto dvé
metody byly porovnany. Vyhodami IMS jsou zejména rychlost analyzy, minimalni
manipulace se vzorkem a moznost pouziti pfenosného pfistroje. Posledni ze jmenovanych by
v piipadé tohoto experimentu mohlo umoznit analyzu vydechovaného vzduchu piimo u lizka
pacienta a tim rychlou moznost ur€eni diagnozy [11].
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2.5. SPME

SPME nebo-li mikroextrakce na pevné fazi byla pavodné€ vyvinuta pro pouziti v analyze
zivotniho prostiedi. Jedna se o techniku pro pfipravu vzork pro plynovou chromatografii.
Vyhodou této techniky je, ze nevyzaduje zadna organicka rozpoustédla ani pfistrojové
vybaveni a k analyze ndm posta¢i minimalni mnozstvi vzorku [25].

SPME spojuje vSechny procesy slozité ptipravy vzorku, jeho zakoncentrovani a exrakce do
jediného kroku. Coz snizuje riziko vzniku chyb a zaroven Setfi Cas [26].

Tato technika zalozena na adsorpci a nésledné desorpci byla vyvinuta v prvni poloviné
devadesatych let. Vzorek se v tomto pfipadé sorbuje na jeden az dva centimetry dlouhé
kifemenné vlakno pokryté polymerem. Toto vlakno je umisténo v ocelové jehle s pistem, ktera
slouzi k propichnuti septa a zaroven funguje jako ochrana vldkna pfed poskozenim.
K adsorpci analytu na vlakno, pfesnéji do vrstvy polymeru, dochazi po dobu nékolika minut,
obvykle 2-30. Tato doba je nutna k dosaZeni sorp&ni rovnovahy. Cas nutny k dosaZeni
rovnovahy je zavisly na koncentraci analytu ve vzorku a na typu polymeru pokryvajicim
vlakno. Typ polymeru ma také vliv na selektivitu extrakce. Mezi dal§i moznosti ovlivnéni
extrakéniho procesu patii zména pH vzorku, jeho michani, vysolovaci efekt nebo zahfivani
vzorku. K desorpci poté dochazi vlivem vysoké teploty v injektoru plynového chromatografu.
Tato metoda nasla vyuziti v analyze te€kavych slouCenin pii monitorovani zivotniho prostfedi,
v analyze potravin nebo v biochemii [27].
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sSroub—
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Obrdzek 5: Zarvizeni pro SPME [28].
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Rozlisujeme 3 typy mikroextrakce tuhou fazi. Prvni z nich je pfim4 metoda, pii té je
vlakno ponoteno piimo do vzorku a analyty jsou tak adsorbovany pfimo na stacionarni fazi.
Pii Head space metod¢ je vlakno umisténo do prostoru nad vzorkem a dochazi k extrakci ze
vzduchu. Tato metoda je Setrnéjsi k pouzivanému vlaknu, zabrafiuje se navazani
vysokomolekularnich latek a dalSich netékavych sloucenin. Poslednim typem je membranoveé
chranéna extrakce. V tomto usporadani je pfidana membrana, ktera chrani vlakno pred
poskozenim. Pouzivd se pro vysoce kontaminované vzorky, které by vlakno mohly
poskodit [26].

Nejvétsi vyhodou této techniky je snadné pouziti a minimalizace znecisténi rozpoustédlem.
S pouzitim spravného vlakna je tato metoda velice selektivni. Nevyhodami muze byt mala
absorpéni kapacita vlakna, které tak muZze byt snadno nasyceno, relativné Spatna
reprodukovatelnost a jeho pomérné nizka zivotnost [25]

Tabulka 1: Stacionarni faze vyuzivané pro SPME [25, 29].

Typ polymeru Oznaceni Flotb catiacs Analyty
(pm)
Polydimethylsiloxan PDMS 7,30, 100 Nepolarni latky

Polarni, stfedné
Polyakrylat PA 85 tékave latky
(zvlasteé fenoly)

Polydimethylsiloxan/Divinylbenzen | PDMS/DVB 60, 65 Polarni ltky
(zvlasteé fenoly)
Tekave,
Carboxen/Polydimethylsiloxan CAR/PDMS 78, 85 nizkomolekularni
latky
. Polarni latky
Carbowax/Divinylebenzen CW/DVB 65, 70 (zv143t alkoholy)
Divinylbenzen/Carbonex/ DVB/CAR/ 30 Siroké vvusit
Polydimethylsiloxan PDMS vy

2.5.1.  Vyuziti SPME pro analyzu biologickych vzorku

Biologické vzorky jsou velmi komplexni a jednotlivé analyty jsou v nich zastoupeny ve
velmi nizkych koncentracich. Tato metoda nasla diky svoji rychlosti a jednoduchosti vyuziti
napiiklad ve forenzni a klinické analyze. Mikrobiologicka analyza aromatickych latek
produkovanych nékterym druhy patogennich bakterii se vyuziva i pfi zpracovani driibeze.
Tekavé latky uvoliiované bakteriemi zptsobuji neptijemny zapach. Jejich analyza se vyuziva
pfi studiu bakteridlni kontaminace pfi kontrole bezpeCnosti potravin. Neékteré latky
produkované bakteriemi nebo houbami mohou byt izolovany a dale vyuzity. Pro urceni
spravné faze ristu, ve které ma dojit k izolaci muzeme odebirat vzorky pomoci SPME
v Casovém horizontu, aniz by musel byt jejich rast narusen. V analyze zivotniho prostiedi jsou
touto metodou analyzovany aldehydy produkované rasami, které zpusobuji nepfijemny
zapach znecisténych povrchovych vod [29].
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2.6. Plynova chromatografie

Chromatografie je termin pouzivany pro Sirokou Skalu separacnich technik zalozenych na
distribuci vzorku mezi pohyblivou a nepohyblivou fazi. Slozky vzorku, které vyrazné
interaguji se stacionarni fazi, jsou v chromatografickém systému zadrzovany po delsi dobu.
Mira jejich interakce se stacionarni fazi je umérna dob€, po kterou je analyt zadrzovan
v systému. Stacionarni fazi miZze byt kapalina nebo pevna latka. Podle skupenstvi mobilni
faze delime chromatografii na plynovou, kapalinovou a supekritickou fluidni. Vzhledem
k povaze interakci mezi analytem a stacionarni fazi délime chromatografii na rozdélovaci,
adsorp¢ni, vyluCovaci, chromatografii hydrofobnich interakci, iontové vyménnou
chromatografii a afinitni chromatografii. Tyto fyzikalné chemické principy jsou zobrazeny na
obrazku. (Obrazek 6). Tyto mechanismy jsou vyuzivany predevSim v kapalinové
chromatografii a mohou byt pouzivany i1 v kombinaci. Plynova chromatografie vyuziva
zejména rozdélovaci nebo adsorpcni mechanismus [30,31,32].
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Obrdzek 6: Separacni mechanismy v chromatografii [30].
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2.6.1.  Utinnost separa¢niho systému

Linearni rychlost mobilni faze vyznamné ovliviluje UCinnost separa¢niho systému.
Dulezitym krokem je tedy zvolit optimalni nastaveni mezi rychlosti a ucinnosti kolony. Tento
problém je vyjadien van Deemterovou teorii. U&innost kolony je vtomto piipadé
kvantifikovana pomoci vySkového ekvivalentu teoretického patra. Ten je vypocitan jako podil
délky kolony a poctu teoretickych pater. Pocet teoretickych pater je parametr zjistitelny
z chromatogramu a je zavisly na Sifce vysledného piku. Zavislost vysSkového ekvivalentu
teoretického patra na linearni rychlosti prutoku mobilni faze je vyjadien van Deemterovou
rovnici,

B

kde u je linearni rychlost mobilni faze, A je vyjadienim turbulentni difuze, B molekularni
difuze, Cs je vyjadieni odporu proti pfenosu hmoty ve stacionarni fazi a Cy, vyjadiuje odpor
proti pfenosu hmoty v mobilni fazi. Turbulentni difuze vyjadiuje nepravidelnost v naplni
kolony. V duasledku toho proudi mobilni faze nékterymi Castmi rychleji a jinymi pomaleji.
Tento Clen je tedy nezavisly na rychlosti pohybu mobilni faze. Molekularni difuze probiha
v plynné fazi a je tmérna dobé¢, kterou analyt stravi v mobilni fazi. Je tedy nepfimo umeérna
prutokové rychlosti nosného plynu. Tyto kiivky se vSak zasadné méni s primérem kolony.
Cim mensi je jeji pramér, tim plo§§i jsou kiivky. Pro rychlou chromatografii se proto
vyuzivaji kolony o mens§im pruméru. Pfi nastaveni optimalni rychlosti pratoku nosného plynu
lze dosahnout podobné ucinnosti separace pii pouziti vSech tfech typi nosnych
plynu [32,33,34].
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Obrazek 7: Grafické zndzornéni van Deemterovy rovnice pro nejpouzivanéjsi plyny [35].

21



2.6.2. Instrumentace

Plynovy chromatograf je tvoren injektorem urenym pro vstup vzorku. Vzorek je skrz
septum davkovan na kolon, ktera je ulozena v termostatu. Udrzovani teploty a jeji
programovatelna zmeéna je duleZitou soucasti metody. Nutnou soucasti je také zasobni lahev
plynu, ktery puasobi jako mobilni faze a pfipadné plynu, ktery je nutny ke spravnému
fungovani detektoru. Nedilnou soucasti je také pocitac pro sbér a zpracovani dat [25,33].

Ventil pro Pocitac pro sbér dat
kontrolu Injektor .
protoku » A\ A

nosného plynu

[ll_ | L _h____ B * Ddpad

(1 { 11
. \ 1 |_ Kolona ]

Detektor

Mosny plyn Termostat
Obrazek 8: Schéma plynového chromatografu [36].

2.6.2.1. Mobilni faze

Mobilni fazi je v tomto piipadé€ nosny plyn. Tento plyn je inertni a netcCastni se zadnych
interakci s analytem nebo stacionarni fazi jako je tomu v pfipadé mobilni faze u kapalinové
chromatografie. Mezi nejvice vyuzivané plyny patii dusik, vodik, argon nebo helium.
Pouzivané plyny musi mit vysokou Cistotu. Soucasti pfistroje musi byt také kvalitni
regulatory tlaku pro zajisténi stabilniho pratoku nosného plynu kolonou [25, 33].

Vybér pouzitého nosného plynu zavisi naptiklad na pozadované rychlosti analyzy nebo na
zvoleném detektoru. Dusik je se svoji vy§si molekulovou hmotnosti visk6znéjsi, nez ostatni
plyny. Dochazi vném tedy k niz§i difuzi analytu. Pro analyzy sniz§i pozadovanou
prutokovou rychlosti dosahuje nejvyssi ucinnosti separace. Na grafickém znazornéni van
Deemterovy rovnice je vSak patrné, ze se zvySujici se linearni rychlosti mobilni faze se
ucinnost separace u dusiku prudce snizuje. Pro rychlejsi analyzy je proto vhodné zvolit jako
nosny plyn helium nebo vodik. Vodik vykazuje pfi zvySovani rychlosti pritoku nejmensi
ztratu ucinnosti. Nejvétsim rizikem jeho vyuziti je vSak jeho reaktivita a vybusnost ve smési
se vzduchem. Vyhodami vyuziti helia jsou jeho inertnost a kompatibilita s téméf vSemi druhy
detektort. Nevyhodou je vSak zejména jeho vysoka cena [25,32,34].
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2.6.2.2. Injektor

V injektoru dochazi k odparovani kapalného vzorku, ktery je poté mobilni fazi prenes na
kolonu. Soucasti injektoru je liner, coz je sklenéna trubicka, kterd zajistuje homogenizaci
vzorku, brani jeho degradaci a zlepSuje jeho odpafovani. Pfi nastiiku vzorku je také dialezita
volba teploty injektoru. Ta musi byt nastavena tak, aby nedochazelo ke kondenzaci
analytu.[25,33].

Existuje nekolik typt injektorti pro kapilarni kolony. Zakladnim rozliSenim je davkovani
s délicem toku nebo bezde€licové davkovani. Davkovani s délicem toku nosného plynu se
vyuziva pro koncentrované vzorky, aby nedochazelo k pretizeni kolony a tak ke snizZeni
ucinnosti separace. Vzorek vstupuje do injektoru, kde se micha s nosnym plynem v pfedem
daném poméru. Jen velmi mala Cast této smesi postupuje na kolonu a zbytek je odvadén pry¢
ze systému [25,37].

Bezdélicové davkovani se vyuziva pro stopové analyzy. Pouziva se stejny injektor, ale
dochazi k uzavieni vzduchového ventilu pro odvod plynu.

Dal§im typem davkovani vzorku je vyuziti injektoru s programovatelnou teplotou. Vzorek
se vtomto piipadé zavadi pii nizké teploté a poté dochazi k postupnému ohievu. Tato
technika se vyuziva pro teplo citlivé latky [25].

Poslednim typem je davkovani vzorku pfimo na kolonu. V tomto ptipadé je jehla zavedena
pfimo na kolonu. Tato technika se vyuziva pfi stopovych analyzach [25,37].

Vzorky pro analyzu jsou z velké ¢asti davkovany v kapalném stavu a to bud’ ru€né pomoci
mikrodavkovaci nebo s vyuzitim automatického davkovace. Mnozstvi davkovaného vzorku
se pohybuje v rozmezi 1-3 ul [25,33].

2.6.2.3. Kolona

Kolona je nejdilezitéjsi soucasti plynového chromatografu. Klicovou alohu pfi separaci
hraje volba stacionarni faze. Mira polarity stacionarni faze méa zasadni vliv na ucinnost
separace. Kolony pro plynovou chromatografii mohou byt bud’ napliiové, nebo kapilarni

Naplniové kolony byvaji nejcastéji sklenéné, jejich vnitini prumér se pohybuje v rozmezi 2-
S mm a jejich délka dosahuje 1-5 m. Vice pouzivanymi jsou kapilarni kolony. Jejich délka se
pohybuje vrozmezi 5-150 m a jejich vnitini primér je 0,1-0,75 mm. Byvaji nejcastéji
vyrobeny z kiemene potazeného vrstvou polyimidu. Tato vrstva brani oxidaci, tepelné
degradaci a zvySuje pruznost kolony. Stacionarni fazi byvaji nejCasteji polysiloxany
substituované methyly nebo fenyly.

Kolona je umisténa v termostatovaném prostoru. Teplota kolony ovliviiuje miru interakci.
Obecné platné pravidlo zni, Ze s rostouci teplotou roste mnozstvi polarnich interakci a klesa
podil té&ch disperznich. Zvyseni teploty kolony vede také k rychlejsi eluci, bohuzel vSak na
ukor rozliSeni. Pfi analyze smési je volena programovatelna teplota na termostatu. Teplota se
béhem analyzy v pravidelnych intervalech zvySuje, coz umoznuje lepsi rozliSeni nékterych
latek [25,33,37].
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2.6.2.4. Detektor

Plynova chromatografie vyuziva velké mnozstvi riznych detektort pracujicich na riznych
principech. Tyto detektory se lisi citlivosti, selektivitou a mezemi detekce pro rizné latky.
Nejb&znéjsim a nejuniversalnéjsSim detektorem je plamenovy ioniza¢ni detektor (FID).
Dalsimi detektory jsou tepelné vodivostni detektor (TCD), ktery je nedestruktivni vici
vzorku, fotoioniza¢ni detektor, mikrokatatometr, termoionizacni detektor (TID) detektor
elektronového zachytu (ECD), fotometricky plamenovy detektor (FPD), S plynovou
chromatografii se da spojit 1 olfaktometr.

Tato technika je také kombinovatelna s fadou dalsich technik jakymi jsou nejen hmotnostni
spektrometrie ale také infraCervnend spektroskopie s Fourierovou transformaci a atomova
emisni spektrometrie [25,37].

2.6.2.5. Vyuziti

Plynova chromatografie je Siroce vyuzivanou technikou napiiklad v monitorovani
prumyslovych pracovnich procesi. Ve farmaceutickém primyslu se vyuziva v kontrole
kvality 1€Civ, analyze novych produktd nebo k monitorovani metaboliti produkovanych
v biologickych systémech. Ma své misto i v environmentalni analyze pii detekci pesticidu
nebo jejich rezidui a pfi hodnoceni kvality ovzdusi. Polutanty v ovzdusi mohou zptsobovat
vazna onemocnéni, jakymi jsou naptiklad astma, bronchitida nebo rakovina plic. Analyza
ropnych produktti je dal$im polem pusobnosti plynové chromatografie. Dalsi vyuziti nachazi
také v klinické biochemii v analyze vzorku, jakymi jsou krev nebo moc. Latky jako proteiny,
aminokyseliny, mastné kyseliny, steroly, triacylglyceridy nebo vitaminy mohou byt také
analyzovany po ptfedchozi derivatizaci. V potravinaiské chemii je plynova chromatografie
vyuzivana k analyze antioxidantt a konzervantt [38].

2.6.2.6. Multidimenziondlni plynova chromatografie (GC-GC)

Jednoduché spojeni dvou chromatografickych kolon o raznych polaritach vede
k vyraznému zlepSeni separace. Vzorek je nejprve separovan na prvni koloné a poté jsou
nékteré, nedokonale oddélené frakce nastfikovany na druhou kolonu s jinou stacionarni fazi,
kde jsou dale separovany. Vykonné§i a presn€jsi verzi multidimenzionalni plynové
chromatografie je komprehenzivni plynova chromatografie (GCxGC). O té bude pojednano
v samostatné kapitole [25].
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2.7. Komprehenzivni plynova chromatografie (GCxGC)

Na rozdil od GC-GC nedochazi v tomto pripadé k prevedeni pouze nékterych frakei do
sekundarni kolony, ale je pfeveden cely eluat z primarni kolony. K pfevodu mezi kolonami
slouzi modulator. Modulétor zajistuje vznik tizkych pasem na vstupu do sekundarni kolony.
Na druhé koloné proto musi dochazet k rychlé separaci tak, aby reten¢ni ¢as vSech analyt byl
krat$i nez modulaéni perioda. Cas straveny v sekundarni koloné se pohybuje mezi 3 a 5
sekundami. Pocitacovy software kombinuje data z obou kolon a vytvoii sadu soutradnic pro
kazdy pik a vznika tak dvojrozmérny chromatogram. Nutnou soucasti pfistroje musi byt takeé
dostatecné rychly detektor. Takovym muaze byt napfiklad hmotnostni spektrometr
s analyzatorem doby letu [25].

Dvojdimenzionalni plynova chromatografie je idealni volbou pfi analyze slozitych vzorki.
Vyuziva se v pripadech, kdy klasickd plynova chromatografie nedokaze jednotlivé latky
rozli§it a dochazi k jejich koeluaci. Ve spojeni s hmotnostni spektrometrii s analyzatorem
doby letu nachazi Siroké uplatnéni v analyze potravin, zivotniho prostiedi, biologickych
a petrochemickych vzorka. Velkou vyhodou oproti pouziti bézné plynové chromatografie je
vyrazné zvySeni pikové kapacity. Vysledna pikova kapacita je dana sou¢inem pikové kapacity
jednotlivych kolon. Dozvidame se tak vyrazné vice informaci o vzorku. Dochazi ke zvysSeni
pomeéru signalu a Sumu a tim k zlepSeni mezi detekce [39,40].

Obrdzek 9: Vysledné zpracovdani casovych souradnic do 3D grafu
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2.7.1. Instrumentace
2.7.1.1. Kolona

Instrumentace dvojdimenzionalniho plynového chromatografu je prakticky totozna
s klasickym plynovym chromatografem. Je zde navic pouze za prvni klasickou kolonu
pfidana druha mensi kolona a mezi né€ je umistén modulator. Obé kolony mohou byt umistény
v jednom termostatovaném prostoru, pro lepsi ovladani teploty je vSak vyhodnéjsi umistit
sekundarni kolonu do zvlastniho prostoru.

Obé¢ kolony se lisi v polarité stacionarni faze. Primarni kolona ma obvykle délku 30 m
a vnitini pramér 0,25-0,32 mm. Sekundarni kolona musi byt kratka, obvykle 0,5-2 metry, aby
doslo k separaci vSech slozek frakce z prvni kolony, nez dojde k prevedeni dalsi frakce.

Ve vétsiné pripada je primarni kolona nepolarni. Dochazi tedy nejprve k separaci na
zakladé rozdilného bodu varu jednotlivych slozek [39,40].

2.7.1.2. Modulator

Modulator slouzi k zachytu a akumulaci, refokusaci a opétovnému rychlému uvolnéni
jednotlivych frakei.

Jednim z moznych typi modulatortu je teplotni modulator, ktery pouziva kapalny oxid
uhlicity pro zachyceni a zaostfeni analyti v prvnich centimetrech sekundarni kolony. Na ¢ast
kolony je pfivadén kapalny oxid uhliCity a po pfedem ureném Casovém useku dojde
k posunuti modulatoru. Zaostfend zona analytu je znovu vystavena teploté v termostatu. Neni
tedy nutny zadny dalsi zdroj tepla a analyt je uvoliiovan na sekundarni kolonu.

Nejpouzivangj§imi termalnimi modulatory jsou kryogenni proudové modulatory. Ty
vyuzivaji bud’ kapalny oxid uhlicity, nebo kapalny dusik. V nejcastéjsim usporadani je tvori
ctyti trysky. Do dvou je pfivadén horky vzduch a do dvou plynny dusik chlazeny kapalnym
dusikem respektive oxid uhli¢ity. Dusik se vyuziva v pfipadé analyzy velmi té€kavych
slouCenin. Jejich vyhoda je také v tom, ze neobsahuji zadné pohyblivé casti, které by mohli
podléhat opotiebeni. V jednodussim uspotadani tohoto modulatoru byla vyuzita pouze jedna
tryska k chlazeni. K ohfevu vzorku a tim k jeho pfevedeni na sekundarni kolonu dochézelo
vystavenim ¢asti kolony teploté v termostatu [39,41,42].

Obrdzek 10: Kryogenni moduldtor ve dvou tryskovém usporadani [42]
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2.7.1.3. Detektor

Jako detektor muze byt vyuzit hmotnostni spektrometr nebo prakticky jakykoliv detektor
pouzitelny v plynové chromatografii s dostatecné vysokou skenovaci rychlosti. Diive byl
velmi pouzivanym FID detektor. ECD a atomovy emisni detektor poskytuji také uspokojivé
vysledky 1 pfes vysokou pozadovanou rychlost analyzy. V posledni dobé je vSak stale
pouzivanéj§i spojeni s hmotnostni spektrometrii s vyuzitim TOF analyzitoru nebo
kvadrupolu [39].

2.7.2.  Vyuziti GCxGC v analyze biologickych vzorku

V poslednich letech byl zaznamenan prudky narast ¢lankd vydanych na téma analyzy
biologickych vzorkli pomoci GCxGC. Tato metoda byla vyuzita k analyze 1éCiv v krvi, ke
stanoveni organickych metabolith v moc¢i nebo tkanich mysi, ke stanoveni tékavych
organickych latek v lidském dechu nebo produkovanych rostlinami. Analyzou lidského dechu
bylo stanoveno mnozstvi latek provazejicich rizna onemocnéni. Naptiklad slouCeniny siry
jsou spojeny s onemocnénim jater, zvySena koncentrace uhlovodikii s onemocnénim plic,
stftev nebo s neurologickymi onemocnénimi. V metabolomice byla tato metoda vyuzita pro
analyzu metabolomu bakterii, kvasinkovych bun¢k nebo extraktu mySich tkani [39].

2.8. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analyticka metoda vyuzivana pro identifikaci, charakterizaci
a kvantifikaci Sirokého spektra riznych latek. Touto metodou lze analyzovat malé molekuly
i velké biomolekuly, jakymi jsou naptiklad proteiny. Nespornou vyhodou této techniky je, ze
k analyze postaci naprosto minimalni mnozstvi vzorku. Historicky prvni moznost vyuZziti
nasla tato metoda pii analyze nové objevenych prvki jiz na pocatku 20. stoleti. Dale byla
vyuzivana pro analyzy v ropném prumyslu. Az poté byl objeven jeji potencial pro analyzu
biomolekul. Vyraznym posunem v rozvoji této techniky bylo objeveni moznosti propojeni
s chromatografickymi metodami. Tato kombinace vedla se snizeni detekéniho limitu
a soucasn¢ ke zvySeni specifity [43,44,45].

2.8.1. Instrumentace

Hmotnostni spektrometr se sklada z iontového zdroje, kde dochazi k ionizaci analytu. Ionty
jsou poté separovany v hmotnostnim analyzatoru. Nasledné dochazi v detektoru k vytvoreni
signalu, ktery je zpracovavan pocitaCovym softwarem za vzniku hmotnostniho spektra.
Nezbytnou soucasti pristroje je také vakuova pumpa k vytvoreni hlubokého vakua [43]

2.8.1.1. Ionizacni techniky

Iontové zdroje slouzi k ionizaci sloucenin, které jsou dale analyzovany v analyzatorech.
Ackoliv do hmotnostniho analyzatoru vstupuje vzorek vzdy v plynném stavu, do iontového
zdroje muZe vstupovat analyt ve vSech tfech skupenstvich [43].

27



Ionizace v plynné fazi

Pro plynné vzorky se nejCastéji vyuziva elektronova ionizace. Tato technika je nejvice
vyuzivana pii propojeni hmotnostniho spektrometru a plynového chromatografu. K ionizaci
vzorki dochazi pomoci proudu elektroni emitovanych ze zhaveného, nejcastéji
wolframového, vlakna. Emitované elektrony se Sifi prostorem ke kladné nabité elektrod¢,
anodé€ a pii praletu kolem molekul analytu dochazi k vyraZeni valen¢nich elektront a tak ke
vzniku radikal kationtt. Takto vzniklé ionty jsou pomoci dalsi elektrody vypuzovany do
hmotnostniho analyzatoru. Pfi dosazeni ioniza¢niho potencidlu molekul analytu dochazi
k jejich fragmentaci [43,45].

Dalsi technikou vyuzivanou pro fragmentaci plynt je chemicka ionizace. V piipadé
chemické ionizace je v iontovém zdroji navic pfitomen reakcni plyn, nejcastéji methan. Tento
plyn je ve vyrazném nadbytku oproti analytu. V prvni fazi dochazi k ionizaci reakéniho plynu,
ktery nasledné interaguje s molekulami analytu a tim dochazi k pfenosu protonu [43].

2.8.1.2. Hmotnostni analyzdtory

Hmotnostni analyzatory jsou srdcem hmotnostniho spektrometru. Jejich ukolem je
separace ionti na zakladé poméru jejich hmotnosti a naboje. Ionty se déli v prostiedi
hlubokého vakua a to na zakladé jejich pohybu v elektrickém nebo magnetickém poli [43].

Nejcasteji pouzivanym hmotnostnimi analyzatory jsou kvadrupol, iontova past a analyzator
doby letu (TOF).

Kvadrupol

Kvadrupdl je tvofen ¢tyfmi tyCemi, na néz je stiidavé vkladano stejnosmérné napéti. Na dvé
protilehlé¢ tyCe je vzdy vkladano stejné napéti, navic je na vSechny tyCe vkladano
vysokofrekvencni stfidavé napéti. Toto stiidani vede k navozeni oscilace iontli v prostoru
mezi tyCemi. Pfi daném nastaveni napéti projdou prostorem jen ionty o daném poméru
hmotnosti a naboje. Z tohoto divodu byva kvadrupol nékdy nazyvan laditelnym filtrem.
Zmeénami v nastaveni mohou byt postupné na detektor propustény vSechny ionty [43].

Sféricka lontova past

Iontova past je tvorena tfemi elektrodami, na které je vkladano stifidavé napéti. V pasti jsou
ukladany ionty, které jsou nasledné postupné vypuzovany na zaklade jejich poméru hmotnosti
a naboje. lontova past nachazi vyuziti také pii MS/MS analyze [43].

TOF

Analyzator doby letu vyhodnocuje vlastnosti iontd na zakladé jejich doby letu
v evakuované letové trubici o znamé délce. Ionty jsou na vstupu do této trubice urychlovany
v elektrickém poli tak, aby méli stejnou kinetickou energii. Vlivem jejich rozdilné velikosti
dosahuji na zakladé tohoto urychleni rizné rychlosti letu. Lehké ionty se diky tomu pohybuji
rychleji nez ty t€z8i. Vysledny rozdil v dobé letu je zaznamenavam na detektoru, kde se
generuje signal, na jehoz zéklad¢ se vytvaii hmotnostni spektrum. TOF m4 téméf neomezeny
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hmotnosti rozsah, a proto je idedlnim feSenim pro analyzu jak malych latek, tak velkych
biomolekul nebo polymert. Diky tomu, ze je TOF pulzni technikou, je optimalni pro spojeni
s ioniza¢ni technikou MALDI. Ke zvySeni rozliSovaci schopnosti je nutné prodlouzit drahu
letu. Ktomu se vyuziva iontovych zrcadel nebo-li reflektronti. lonty pfi pouziti zrcadel
vykonavaji drahu ve tvaru V nebo W [43].

lontovy _
zdroj Letova trubice

I Detektor

Urychlovaci
elektrody

Obrazek 11: Analyzator doby letu.

Mezi dalsi hmotnostni analyzatory patfi magneticky nebo elektrostaticky sektorovy
analyzator, Orbitrap, Iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci nebo
linearni iontova past [43,45].

2.8.1.3. Spojeni s chromatografickymi technikami

Spojeni chromatografie s hmotnostni spektrometrii umozniuje analyzu smési latek, coz
samotna hmotnostni spektrometrie nedovoluje. Analyza komplexnéjsich smési vzorku
vyzaduje prechozi separaci pomoci chromatografie Toto spojeni umoziuje identifikaci pika
v pfipad€ obsahu neznamych latek ve vzorku. Takové latky mohou byt identifikovany pomoci
porovnani vysledného spektra s knihovnami MS spektrem. Dalsi vyhodou je mnoznost rozlisit
latky, které jsou z kolony eluovany soucasné [43].

2.8.14. Tandemové techniky (MS/MS)

Terminem tandemova technika byva oznaCovano spojeni vice hmotnostnich analyzatora
pii jedné analyze. Nektera literatura oznacuje timto terminem 1 spojeni s chromatografickymi
metodami. V piipadé€ spojeni vice analyzatord dochazi nejprve k fragmentaci a ionizaci, poté
k separaci iont a nasledné dochazi k dalsi fragmentaci a separaci vyslednych fragmentu.
Toto spojeni zvySuje pomer signalu a Sumu [43].

Rozli§ujeme tandemové techniky v prostoru a v Case. Pfikladem vyuziti tandemovych
technik v Case je iontova past, kde dochéazi nejprve k separaci vybraného iontu, nasledné je
privadén kolizni plyn a dochdzi k fragmentaci. Vzniklé fragmenty jsou poté postupné
vypuzovany na detektor. Tandemovou technikou pro MS/MS v prostoru je naptiklad trojity
kvadrupdl. V tomto piipade funguje prvni kvadrupol jako separator, druhy jako kolizni cela
a ve tfetim dochazi opét k separaci. Dal§imi analyzatory vyuzivanymi pro MS/MS v prostoru
jsou kombinace sektorovych analyzatord, dvojice pruletovych analyzatord nebo hybridni
analyzatory spojujici vice moznosti. Mezi hybridnimi analyzatory je nejvice preferovan
QTOF, tedy spojeni kvadrupolu s analyzatorem doby letu [43,46].
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Obrdzek 12: Schéma hybridniho analyzdtoru vyuzivaného pro MS/MS- Q TOF [47].
2.8.1.5. VyuZiti hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie nejcastéji ve spojeni s chromatografickymi technikami nachazi
uplatnéni ve velkém mnozstvi pramyslovych odvétvi. A to naptiklad pii analyze
pramyslovych polymert, meziprodukti petrochemického primyslu nebo v potravinarském
prumyslu. Pfi analyze potravin se vyuziva napiiklad pro detekci antibiotik v medu nebo
v mléce, dale také k identifikaci bakterii v mikrobiologické kontrole potravin. Dale se také
vyuziva pro detekci pesticidi nebo jejich rezidui, detekci drog, toxickych chemickych latek
bojovych latek nebo vybusnin [43,48].

2.8.1.6. VyuZiti hmotnostni spektrometrie pri analyze biologickych vzorki

Hmotnostni spektrometrie nachazi vyuziti také v proteomice. Analyza proteina a peptidu
umoziuje lepsi pochopeni fungovani bunééného metabolismu. Diky tomu je Siroce vyuzivana
také v klinické diagnostice naptiklad ke stanoveni diagn6zy vrozenych metabolickych poruch.
Vyuziva se také pii analyze sacharidi a oligonukleotidi. V metabolomice se tato technika
pouziva pro stanovovani tékavych organickych latek uvolfiovanych u bunéénych kultur a pri
metabolomickych analyzach bakterii i rostlin, kde se sleduje napiiklad jejich produkce
alkaloidi. Nachazi vyuziti také pii forenzni analyze, analyze biologickych tekutin, krve,
krevni plazmy, krevniho séra nebo moci, ale také v diagnostice napiiklad k analyze
vydechované vzduchu. Dale také ve farmakologii pfi stanovovanich farmakokinetickych
profila 1é¢iv [17,19,48].
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3.EXPERIMENTALNI CAST
3.1. Pristrojové vybaveni a parametry méreni

Celé meéfeni probéhlo na dvojdimenziondlnim plynovém chromatografu s hmotnostné
spektrometrickou detekci a analyzatorem doby letu Pegasus 4D (GCxGC/MS-TOF) (Obrazek
13). V prvni fazi experimentalni ¢asti byla optimalizovana technika mikroextrakce tuhou fazi
jimani vzorkil na SPME vlakno a poté metoda plynové chromatografie. V druhé ¢asti byla
optimalizovanou metodou analyzovana sada vzorkd monocytu.

e Pristroj:  hmotnostni spektrometr Pegasus 4D (Leco, USA),
plynovy chromatograf Agilent 6890 (Agilent USA)
e Plynovy chromatograf
- Primarni kolona Rtx-5SiIMS
délka: 29,8 m
vnitini primér: 250 um
tloustka filmu: 0,25um
- Sekundarni kolona BPX-50
délka: 1,1 m
vnitini primér: 100 um
tloustka filmu: 0,1 um

- Nastrik vzorku rucné, SPME vlakno
bezdélicové davkovani
- Nosny plyn He
pratok: 1 ml -min™
- Doba analyzy 3080 s
- Offset sekundarni
kolony +5°C

- Teplotni program  pocatecni teplota: 40 °C, po dobu 1 min
narust: 5 °C za min do 250 °C
15 °C za min do 300 °C, po dobu 5 min
- Modulator offset +15 °C
modulacni perioda: 4 s
horky pulz: 0,6 s
studeny pulz: 1,4 s
e Hmotnostni spektrometr

- Tlontovy zdroj EL 70eV
teplota: 250 °C
- Analyzator TOF

sbér dat: 200 spekter za sekundu
rozsah m/z: 29-500
o Software ChromaTOF (LECO)
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Obrdzek 13: Pegasus 4D Leco [49]

3.2. Vzorky

Analyzované vzorky byly dodany z Mezinarodniho centra klinického vyzkumu Fakultni

nemocnice u svaté Anny. Vzorky monocytid dvou zdravych darcti byly péstovany na mediu
X-VIVO 15 (Lonza). Kazdy vzorek obsahoval dva az tfi miliony bunék. Vzorky byly
inkubovany po dobu 12 hodin pfi teploté 37 °C. K buiikdm byly piidany inhibitory imunitniho
systému 60 minut pfed pfidanim stimulantd simulujicich bakterialni nebo kvasinkovou

infekci. Vzorky byly nasledné odstfedény. Buiiky 1 medium byly zvlast zmrazeny. Burky

byly oznaceny Cislem a jim pfislusna media Cislem a pismenem S (viz Tabulka 2). Pro jimani
na vlakno bylo ze vzorkt odebrano 20 ul do sklenéné vialky. Tato vialka byla poté zahtivana

ve vodni lazni pii teplot€ 37 °C. Po inkubaci bylo do vialky vlozeno SPME vlakno a tékavé
latky ze vzorku byly za soucasného udrzovani teploty 37 °C jimany po dobu 30 minut. Takto
ptipravena vlakna byla poté analyzovana pomoci GCxGC/MS-TOF.

Tabulka 2: Pripravené vzorky s inhibitory a stimuldtory

2/82

3/S3

4/S4

5785 6/S6 7187 8 /S8
9/59 10/S10 117811 12 /812
13/S13 14/S14 15/S15 16/S16
17 /S17 18/S18 1978519 20/S20
217821 227822 237823 2471824
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Tabulka 3: ZkusSebni sada vzorkii

ZKUSEBNI SADA | Nestimulované LPS ZYM CsA/ZYM
- 771877 78 /S78 79/7S79 80/ S80
- 81/S81 82 /582 83/S83 84 / S84

3.2.1.  Pouzité inhibitory

Cyklosporin A (CsA) je cyklicky polypetid. Pasobi jako inhibitor produkce interleukinu 2
acytokini u T-lymfocytd. Inhibuje také aktivaci B-lymfocytd a ovliviiuyje funkci
dendritickych bunék. Vyuziva se jako imunosupresivum pii transplantacich organt a kostni
dfen¢ nebo jako 1é¢ivo autoimunitnich onemocnéni [50].

Takrolismus (FK506) patii do skupiny makrolidi. Podobné jako CsA je inhibitorem
kalcineurinu a tim blokuje produkci cytokint a interleukinu 2. Ve srovnani s cyklosporinem je
vSak mnohem ucinngjsi. Vyuziva se jako 1éCivo u pacientd po transplantaci organa a pii 1écbé
autoimunitnich onemocnéni [51].

TPCA je inhibitorem NFkB drahy. NF«B je transkripéni faktor regulujici transkripci gent
odpovédnych za apoptdzu bunék a imunitni odpoveéd.

3.2.2.  Pouzité stimulanty

Lipopolysacharid (LPS) je soucast stény gramnegativnich bakterii. Vaze se na neutrofily
atim dochazi k aktivaci prozanétlivych mechanisma. Aktivuji se monocyty a makrofagy
a dochazi k produkci cytokint a tim aktivaci T-lymfocyti a NK bunék [52].

Tento stimulant byl pouzit k simulaci bakterialni infekce.

Zymosan (ZYM) byl zvolen jako stimulator simulujici kvasinkovou infekci. Jedna se
o kvasinkovy polysacharid. Ten podobné jako LPS aktivuje buiky imunitniho systému
a zpasobuje tak produkci prozanétlivych molekul. Uginek kvasinkovych stimulantd na
imunitni systém je slabsi, nez je tomu u téch bakterialnich.

33



3.3. Optimalizace SMPE metody
3.3.1.  Vliv pridavku NaCl

Prvnim optimalizaénim krokem bylo sledovani vlivu pfidavku NaCl do vzorku pied
jimanim. Vysolovani ma vliv na u¢innost extrakce n€kterych sloucenin. V roztoku dochézi ke
zvySeni iontové sily a tim ke snizeni rozpustnosti nékterych latek. Tento efekt je nejvyrazné;si
u tékavych a polarnich latek.

Do vialky s 20 pl vzorku bylo pred zahajenim inkubace pfidano 20 pl roztoku NaCl ve
vodg o koncentraci 200 mg -ml™. Vysledné chromatogramy vzorku S78, najimaném na $edém
vlakné, byly porovnany (Obrazek 14). Na zaklade tohoto porovnani, bylo rozhodnuto, ze pro
dalsi analyzy bude pridavan roztok NaCl. Po ptidavku NaCl dochazelo k men§imu rozmyvani
pikd, ke snizeni Sumu a tim ke snazsi interpretaci dat.

Obrdzek 14: Viiv pridavku NaCl. A vzorek S78 bez NaCl, B vzorek S78 s pridavkem NaCl
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3.3.2.  Vybér SPME vlikna

DalSim zasadnim krokem byl vybér nejvhodné&jsiho SPME vlakna pro extrakci tékavych
slouCenin. Z tabulky (Tabulka 1) vyplyva, ze pro nizkomolekularni t€kavé latky by mélo byt
nejvhodnéjsi volbou vldkno s povrchem CAR/PDMS (Light blue, black). Toto vlakno bylo
porovnavano zejména svldknem DVB/CAR/PDMS (Grey), které ma nejuniversalnéjsi
vyuziti. Pro ziskani uplnych informaci byla tato vlakna porovnéana i s dalSimi dostupnymi

typy (viz Tabulka 4). VSechna vlakna byla nejprve aktivovana podle pokyna vyrobce. Na

vSech vladknech byl zméfen vzorek S78 ze zkuSebni sady. Z grafického porovnani vlaken je
patrné, ze na vlakné Grey je intenzita signalu analyti nejvyssi a kvantitativn€ bylo na toto

vlakno najimano nejvice t€kavych latek. Z tohoto divodu bylo pro dalsi méfeni zvoleno
vlakno Grey. Na ostatnich vlaknech je také najimano mensi mnozstvi latek v oblasti naseho

zajmu. Vysledné chromatogramy z méfeni ostatnich vlaken jsou soucasti priloh (8.1).

Tabulka 4: Pouzita SMPE vidkna

Tloustka Princi
Oznaceni | Stacionarni faze ous Jadro rincip Aktivace
(nm) extrakce
30 min
Grey DVB/CAR/PDMS 50/30 Stableflex adsorpce 270 °C
Kifemenné 30 min
Bl PDMS/DVB
ue S/D 65 vidkno adsorpce 250 °C
. 30 min
Light blue CAR/PDMS 85 Stableflex absorpce 300 °C
Kifemenné 30 min
R PDM 1
ed S 00 vidkno absorpce 300°C
Kifemenné 30 min
Black CAR/PDMS 75 vidkno absorpce 300 °C
. Kifemenné 30 min
White PA 85 vidkno absorpce 280 °C
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Obrdzek 15: Porovnani viaken. A Grey, B Light Blue s najimanym vzorkem S78
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3.3.3. Optimalizace doby inkubace a doby jimani tékavych latek

Urceni optimalni doby inkubace a jimani t€kavych latek metodou SPME bylo dalsi ¢asti
optimalizace. Byly porovnany vzorky najimané a inkubované v rdzném Casovém rozmezi.
Vysledné chromatogramy byly porovnany. Z vysledi vyplyva, Zze doba jimani ma v tomto
Casovém rozpéti minimalni vliv na mnozstvi sorbovanych latek. Latky se na vlakno jimaji
pomérné rychle, a proto se jejich mnozstvi ani koncentrace po 15 minutach jiz neméni.
V piipadé inkubace jsou lepsi vysledky dosazeny delsi inkubaci. Delsi zahfivani vzorkl vede
k uvolnéni vétsiho mnozstvi t€kavych latek. Z toho davodu byla pro dalsi méfeni zvolena
del§i doba inkubace. Doba jimani byla ponechana na 30 minutach hlavné z praktickych
divodu a pro lepsi organizaci méfeni.

Tabulka 5: VyzkouSené kombinace doby jimani a doby inkubace

Vz. Doba inkubace (min) Doba jimani (min)
1 30 30
2 30 15
3 15 30
4 15 15

0 1120 2120
Obrdzek 16: Porovnani viivu doby jimdni a doby inkubace A vz. 3, Bvz. 2
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3.4. Optimalizace GC metody
34.1. Zména teploty sekundarni kolony

Po zisténi optimalni metody piipravy vzorku byla upravovana metoda plynové
chromatografie. Dulezitou roli pii GCxGC separaci hraje teplota. Prvnim krokem byla zména
nastaveni offsetu teploty sekundarni kolony. Tato hodnota oznacuje rozdil teploty mezi
primarni a sekundarni kolonou. Tato hodnota byla nejprve nastavena na +5 °C a poté zvySena
na + 15°C. Toto nastaveni ma vliv na ucinnost separace sekundarni kolony. Pro dalsi méteni
byla tato teplota nastavena na +5 °C. Pfi tomto nastaveni dochazelo k lepsimu rozliseni piki.

34.2. Zména teploty modulatoru

Dal§im optimalizovanym parametrem bylo nastaveni offsetu teploty modulatoru. Stejné
jako u sekundarni kolony je tato teplota nastavovana vzhledem k primarni koloné. Pocatecni
hodnota byla nastavena na +15 °C a poté snizena na +5 °C. SniZeni této teploty vedlo
k nedostatecnému rozliSeni nékterych pikd. Proto byla pro vSechna dal§i meéfeni zvolena
optimalni teplota +15 °C.

34.3. Zména modulaéni periody

Teplotni modulator u pfistroje Pegasus 4D tvoti Ctyfi trysky. Do dvou je ptivadén plynny
dusik chlazeny kapalnym dusikem a do dvou horky vzduch. Doba pisobeni pulzii ma zasadni
vliv na rozliSeni latek v druhé dimenzi. Zména celkové doby teplotni modulace ovliviiuje
ucinnost separace sekundarni kolony. Pokud je modulaéni perioda pfili§ kratkd nemaji latky
ve druhé koloné moznost se dostate¢né rozdélit. Modulacni perioda byla v ramci optimalizace
zkracena ze 4 s na 3 s. A dale byly také upravovany poméry trvani jednotlivych pulzi v ramci
periody. Klicovou roli hraje doba ptisobeni studeného pulzu. Dochazi pii ném k zafokusovani
a zakoncentrovani latek eluovanych z primarni kolony. Cim je tento puls deldi, tim veétsi
mnozstvi eluatu je zmrazeno a poté znovu uvolnéno. Jako optimalni byla zvolena modulacni
perioda trvajici 4 s s horkym pulzem 0,6 s a studenym pulzem 1,4 s.

Tabulka 6: Zmény v modulacni periodé a nastaveni pulzii

Modulacni perioda 4s 3s
Horky pulz 0,30 s 0,60 s 0,30s 0,60 s
Studeny pulz 1,70 s 1,40 s 1,20 s 0,90 s
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3.4.4. Optimalizace teplotniho programu

Plvodni teplotni program byl zménén tak, aby narust teploty byl pomalejsi. Tim by mélo
dojit k lepsi separaci t€kavych latek.

e Puvodni teplotni program  pocateCni teplota: 40 °C, po dobu 1 min
narust: 5 °C za min do 250 °C
15 °C za min do 300 °C, po dobu 5 min
e Novy teplotni program pocatecni teplota: 40 °C, po dobu 5 min
narust: 2 °C za min do 100 °C
15 °C za min do 280 °C, po dobu 5 min

Tato zména vedla také k prodlouzeni doby analyzy na 57 minut. Vzhledem k tomu, ze ve
vzorku byly oCekavany zejména malé tekavé molekuly, bylo nastaveni pomalejsiho narastu
teploty vhodnou volbou.

3.5. Shrnuti vyslednych optimalizovanych parametru

Priprava vzorku

Do vialky bylo odebrano 20 pl vzorku a k tém bylo pfidano 20 ul vodného roztoku NaCl
o koncentraci 200 mg-ml-1.Takto pfipraveny vzorek byl inkubovan po dobu 30 minut pfi
teplot¢ 37 °C. Poté bylo do vialky vlozeno SPME vlakno a vzorek byl jiman po dobu
30 minut.

e SPME Vlikno Grey, Supelco (Merck-Sigma Aldrich, USA)
DVB/CAR/PDMS
50/30 pm
e Metoda plynové chromatografie
- Doba analyzy 3420 s
- Offset sekundarni kolony +5 °C
- Teplotni program pocatecni teplota: 40 °C, po dobu 1 min

narast: 2 °C za min do 100 °C
15 °C za min do 280 °C, po dobu 5 min
- Modulator offset +15 °C
modulacni perioda: 4 s
horky pulz: 0,6 s
studeny pulz: 1,4 s
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4.VYSLEDKY A DISKUZE
4.1. Potencionidlni metabolity

Za optimalizovanych podminek byly analyzovany sady vzorkt od obou darct. Na zaklade
této analyzy bylo detekovano 25 sloucenin uvolfiovanych z monocyti vlivem pusobeni
inhibitord nebo stimulantd. Tyto latky jsou shrnuty v tabulce (Tabulka 7). Od analytd
detekovanych v jednotlivych vzorcich byly odeCteny tekavé latky identifikované v analyzach
Cistych SPME vlaken a blankt. Poté byla vysledna data porovnana mezi sebou, aby mohly byt
urCeny slouceniny vyskytujici se vétsSim mnozstvi vzorki. Na zakladé téchto dat, lze usuzovat
na slouceniny, které by mohly byt biomarkery sepse. Vzhledem k tomu, ze vzorky byly
poskytnuty v mnozstvi pouze nékolika mikrolitrii nebylo mozné analyzy opakovat a vysledky
tak nejsou zcela vypovidajici. Vysledné chromatogramy vsech vzorkl véetné zkusebni sady
jsou soucasti priloh (8.2).

Tabulka 7: Prehled identifikovanych sloucenin
Retencéni ¢as
Primarni kolona,

Nazev sekundarni kolona Strukturni vzorec
[s]
y, @]
1 Ethyl formiat 174, 0.620 oY
_/
NH2
2 2-Propanamin 176, 0.620 )\
3 Dimethyl sulfid 216, 0.770 /
—3S

4 3-Ethylhexan 856, 1.175 /j/\/

5 Prop-2-enal 216, 0.865 N O

o)
6 Butan-2-on 256 ,0.995 )K/
7 Dimethyl sulfoxid 768 , 0.655 g
7N

8 3,5-Dimethyloktan 1905 , 1.125 WY\
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1,1 -Ethandiol diacetat 1468 , 2.805 )j\ J\ J_l\
O O
: OH
2,6-Dimethylokt-7-en-2-o0l 1779, 1.515
4-Methylundekan 1960 , 1.350 \/Y\/\/\/
OH
Okt-1-en-3-o0l 1360, 1.990
/\/\.)\%
No
Fenylacetaldehyd 1640, 3.715
Acetofenon 1736, 3.730 @(
o
Undekanal 2652 , 1.095 M
]
o) o) ’L 0
Triacetin 2692, 1.240 )L o /\l)
o) \f o
]
PN )
N,N-Dibutylformamid 2640 , 1.400 \
3-Dodecen 2631, 0.865 -’W
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Retencni ¢as
Primarni kolona,

Nazev sekundarni kolona Strukturni vzorec
[s]
19 Nonadekan 2636, 0.860 R VA N
20 Tridekan 2640, 0910
21 Dodekanal 2764 ,0.945 <0
22 1-Oktoxyoktan 2931, 0.785 NN PSS
23 Diisobutyl glutarat 2880, 0.935 )\/ © M © \)\
] ]
O
24 dl-Alanyl-l-alanin 3304 ,2.525 HO TH\ N J\r NH:
H
Q
25 | Hexadekanovi kyselina | 3060,0956 | e

Obrdzek 17: Chromatogram vzorku S7 s vyznacenim identifikovanych latek. 1 1,1-Ethandiol diacetdt,
2 Butan-2-on, 3 Prop-2-enal, 4 3-Dodecen, 5 Acetofenon, 6 Fenylacetaldehyd, 7 Dimethyl sulfide,

8 Dimethyl sulfoxide,

9 Ethyl  formidt,

10 N,N-dibutylformamid, 11 Diisobutyl glutarat,

12 3-

Ethylhexan, 13 Nonadekan, 14 1-Oktoxyoktan, 15 3,5-Dimethyloktan, 16 Dodekanal, 17 Tridekan,
18 Undekanal, 19 4-Methylundekan
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4.2. Vliv pristroje

Na piistroji, byly v prubéhu casu, po ktery bylo méfeni provadéno, méfeny i dalsi typy
latek. I tato skutecnost ma vliv na vzhled vyslednych chromatogramti. Na obrazku (Obrazek
18) muzeme vidét chromatogram blanku (tedy samotného pfistroje bez vlozeni vlakna) poté,
co prechozi dny probihala jina méfeni. Z obrazku je patrné, Ze 1 samotny pifistroj vykazuje
néjakou odezvu. V jednom blanku muze byt identifikovano i pres 1000 latek. Velkou cast
téchto pikd tvofi siloxany uvolfiované z kolony nebo kontaminace z prostiedi laboratofe.
Dalsi ¢ast je tvotfena zbytkovymi latky z predchozich méteni.

Obrdzek 18: Blank pristroje (bez vidkna).
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4.3. Vliv SPME vlakna

SPME vlakna jsou velice citliva na okolni latky. I pfi miniméalnim kontaktu se vzduchem
dochazi k sorpci, a tim ke zneCisténi SPME vlakna. Z tohoto divodu, bylo na zacatku
kazdého méficiho dne, zméfeno samotné SPME vldkno a vzorky byly poté porovnavany
v ramci jednotlivych dni. Na obrazku (Obrazek 19) mizeme vidét chromatogram samotného
nového vlakna bezprostiedné po jeho aktivaci. Na tomto chromatogramu identifikoval pfistroj
ptes 4000 slouCenin. Stejné¢ jako v piipadé blanku je velka ¢ast tvorena siloxany
pochézejicimi z kolony a z pouzitého vlakna.

Obrdzek 19: Vidkno Grey bez sorpce vzorku
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4.4. Porovnani jednotlivych darcua

I ptesto, ze byly ocekavany stejné reakce imunitniho systému u obou darct, vysledky se
zasadn€ rozchazi. Tato skuteCnost mohla byt zptsobena naptiklad rozdilnym vékem nebo
zdravotnim stavem konkrétni osoby. Vzhledem k tomu, Ze tyto informace o darcich nam
nejsou znamy, nemuzeme piicinu odliSnosti urcit. Z tabulky (Tabulka 8) zobrazujici plochu
pikt triacetinu v méfenych vzorcich obou darci je patrné, ze monocyty darce 1 produkuji
velké mnozstvi této latky, zatimco v pripade druhého darce se vyskytuje jen v nekolika malo
vzorcich. Tato skutecnost byla pozorovana u vétsiho mnozstvi latek. Z celkového pohledu
byla produkce latek butikami monocytd u prvniho darce vys$si nez u druhého.

Tabulka 8: Triacetin

325206 - - 119101 | 60 860
162 294 - - 39169 | 35126
23450 | 99673 | 352077 | 407 000 | 245 929

26 903 9 540 58413 - -

Vzorky, které nebyly dodany, nebo se jen nepodarilo zméfit.
- Vzorky ve kterych nebyla dana sloucenina nalezena
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4.5. Dalsi pozorovani

Dale byly také patrné rozdily mezi vzorky monocyti a jim piisluSnych supernatantd.
Nékteré latky byly nalezeny pouze ve vzorcich supernatanti a jiné naopak pouze
u odstfedénych monocyti. Toto mohlo byt zptsobeno napiiklad tim, ze nékteré latky jsou od
pocatku produkovany extracelularné a tim jejich koncentrace v médiu stoupa. Tato skute¢nost
je patrna naptiklad u fenylacetaldehydu, ktery byl identifikovan téméf vyhradné ve vzorcich
supernatanti. Opa¢nym piipadem je okt-l1-en-3-ol, ktery se nachazi pouze ve vzorcich
monocytu.

Tabulka 9: Fenylacetaldehyd

Bez inhibitoru CsA FK506 TPCA
Plocha piku

DARCE ] Buikky | Médium | Buiky | Médium | Buiky | Médium | Burnky | Médium
Nestimulované 1 S1 - 137 022 - 100 993 - 66 967
LPS - 12 098 6 - - 31142 - 90 462
ZYM - - - - - 21731 - -
DARCE 2
Nestimulované 13 43261 - 19 604 - - 1144209 | 378 453
LPS 55543 - 137400 | 12963 19 - - -
ZYM - 81622 - 31705 - - - 29 346

I:l Vzorky, které nebyly dodany, nebo se jen nepodartilo zméfit.
- Vzorky ve kterych nebyla dana sloucenina nalezena

U nékterych latek byla pozorovana pfitomnost pouze pii pouziti nékterych inhibitord.
Prikladem takové slouCeniny je prop-2-enal, jehoz nejvétsi mnozstvi bylo nalezeno u vzorkt
podrobenych ptsobeni TPCA. Dalsim piikladem je nonadekan, ten je identifikovan
nejcCastéji v pritomnosti FK506 a to i v nepfitomnosti stimulatoru

Kyselina hexadekanova je produkovana pouze u monocytu, které byly vystaveny
pusobeni n¢jakého stimulatoru. Vét§i mnozstvi je pozorovano u vzorkll se zymosanem.
Naopak dimethyl sulfid a dimethyl sulfoxid jsou produkovany pouze u inhibovanych
vzorkd.

4-methylundekan patfi ke slouCeninam, které se vyskytuji ve vétsi mitfe u prvniho darce.
A to v pfitomnosti FK506 a TPCA, zatimco pii pouziti CsA se téméf neobjevuje. Stejné je
tomu také u dodekanalu, ktery se naopak vyskytuje ve vyssich koncentracihc v pfitomnosti
CsA a u prvniho darce 1 TPCA. 2,6-dimethylokt-7-en-2-0l je stejné jako dodekanal vice
u prvniho darce a v pfitomnosti CsA i u druhého darce.

Stejné jako fenylacetaldehyd je acetofenon piitomny spiSe ve vzorcich supernatantu.

Tato srovnani byla provedena u vSech potencialnich metaboliti a jeho vysledky jsou
shrnuty v tabulkach, které jsou soucasti ptiloh. (8.3)
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5.ZAVER

Cilem této prace bylo sestavit a optimalizovat analytickou metodu, ktera bude pouzita pro
stanoveni a charakterizaci potencionalnich metabolickych biomarkerd sepse. GC-MS analyza
tékavych latek uvolfiovanych z monocyti by meéla vést k rychlému stanoveni diagnozy
u pacienti se sepsi. V lepSim piipadé by vysledna koncentrace metabolith mohla pomoci
urcit, v jaké fazi prib&hu sepse se dany pacient nachazi. Tento poznatek by pomohl 1ékaiim
pii spravném urCeni terapeutickych postupd, a tim snad i ke sniZzeni mortality v ptipadech
sepse.

Tato diplomova prace je sou¢asti projektu Ministerstva Zdravotnictvi Ceské Republiky,
ktery ma za cil charakterizaci a osvétleni role signalizace monocytarnich bungk, jejich
metabolickych zmén a transkripcnich faktord u pacientli se zavaznou sepsi. Prace je pilotni
studii tohoto projektu, proto jsou jeji vysledky pouze prvnim krokem k vytvoreni schopné
a spravné fungujici metody pro diagnostiku.

Necileny screening patii v analytické praxi k nejtézsim ukolim. Cilem je identifikovat
vSechny slouCeniny nachazejici se ve vzorku a ty poté porovnat z hlediska relevance
a dalezitosti. Tato Cast prace byla naro¢na a to zejména Casové. I presto jsou vysledky pouze
predbézné a bude tfeba jesté velkého mnozstvi dalSich analyz k potvrzeni nebo vyvraceni
toho, zda latky uvedené v této praci jsou pro tento ucel vyuzitelné.

Jako velka prekéazka pfi presn€jSim stanoveni latek byla shledana mald mnozstvi dodanych
vzorkl, diky Cemuz nemohly byt analyzy opakovany. Vhledem ktomu, Ze se jedna
o biologické vzorky, je jejich chovani prakticky neptfedvidatelné. Vzorky jsou citlivé na
jakékoliv zmény prostiedi v€etné minimalnich zmén v teploté.

Vysledkem prace je sestaveni tabulky potencionalnich metaboliti. S nejvétsi nadéji je
pohlizeno napiiklad na dodekanal, 3-dodecen, dimethyl sulfid, dimethyl sulfoxid,
fenylacetaldehyd, 4-methylundekan nebo 3,5-dimethyloktan. Urceni té€chto metabolitl je
dilezitym krokem v pochopeni metabolismu monocytu a jeho reakci na probihajici zanétlivou
reakci organismu. Metabolomika je v dnesni dob€ Siroce vyuzivana pro stanoveni biomarkera
raznych typt rakoviny. Proto véfim, ze najde své uplatnéni i v tomto ptipade.
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7.SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

CRP
CsA
ECD
ELISA
FID
FK506
FPD
GC
GCxGC
HPLC
IMS
LPS
MALDI
M-CSF
MODS
MS

NK burky
PCR
PCT

Q

SF
SIRS
SPME
TCD
TID
TOF
TPCA
UV
vVOC
ZYM

C-reaktivni protein

Cyklosporin A

Detektor elektronového zachytu
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
Plamenovy ioniza¢ni detektor

Takrolismus

Fotometricky plamenovy detektor

Plynova chromatografie
Dvojdimenzionalni plynova chromatografie
Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Spektrometrie iontové mobility
Lipopolysacharid

Laserova desorpce a ionizace za u¢asti matrice
Ristovy hormon pro makrofagy

Syndrom multiorganové dysfunkce
Hmotnostni spektrometrie

Natural killer bunky

Polymerazova fetézova reakce
Prokalcitonin

Kvadrupol

Stacionarni faze

Systémova zanétliva odpovéd’ organismu
Mikroextrakce tuhou fazi

Tepelné vodivostni detektor
Termoioniza¢ni detektor

Analyzator doby letu
2-(Karbamoylamino)-5-(4-fluorofenyl)-3-thiofenkarboxamid
Ultrafialové zateni

Tékava organicka latka

Zymosan
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8.PRILOHY

8.1. 2D chromatogramy SPME vliken

Obrdzek 20: Vidkno Red vzorek S78

Masses: TIC

Obrdzek 21: Vidkno Black vzorek S78
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Obrdzek 22: Vidkno Blue vzorek S78

Obrdzek 23: Vidkno White vzorek S78

Masses: TIC
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8.2. 2D chromatogramy vzorku

Obrdzek 24: Vzorek 2

Obrdzek 25: Vzorek S2

Obrdzek 26: Vzorek 3




Masses: 57

Obrdzek 27: Vzorek S3

Masses: 57

Obrdzek 28: Vzorek 4

Obrdzek 29: Vzorek S4




Masses: 57

Obrdzek 30: Vzorek 5

Masses: 57

Obrdzek 31: Vzorek S5

Masses: 57

Obrdzek 32: Vzorek S6




Masses: 57

Obrdzek 33: Vzorek 7

Obrdazek 34: Vzorek S7

Masses: 57

Obrdzek 35: Vzorek 8




Obrdzek 36: Vzorek S8

Masses: 57

Obrdzek 37: Vzorek 9

Masses: 57

Obrdazek 38: Vzorek S9




Masses: 57

Obrdzek 39: Vzorek 10

Masses: 57

Obrdazek 40: Vzorek S10

Masses: 57

Obrdzek 41: Vzorek 11




Masses: 57

Obrdazek 42: Vzorek S11

Masses: 57

Obrdzek 43: Obrazek 12

Masses: 57

Obrdzek 44: Vzorek S12




Masses: 57

Obrdzek 45: Vzorek S13

Masses: 57

Obrdzek 46: Vzorek 14

Masses: 57

Obrdzek 47: Vzorek S14




Masses: 57

Obrdazek 48: Vzorek 15

Masses: 57

Obrdazek 49: Vzorek S15

Masses: 57

Obrdzek 50: Vzorek 16




Masses: 57

Obrdazek 51: Vzorek S16

Obrdazek 52: Vzorek 17

Masses: 57

Obrdzek 53: Vzorek S17




Obrdzek 54: Vzorek 18

Obrdzek 55: Vzorek S18

Obrdzek 56: Vzorek S19




Obrdzek 57: Vzorek 20

Masses: 57

Obrdzek 58: Vzorek S20

Masses. 57

Obrdzek 59: Vzorek 21




Masses: 57

Obrdzek 60: Vzorek S21

Masses: 57

Obrdzek 61: Vzorek 22

Masses: 57

Obrdzek 62: Vzorek S22




Masses. 57

Obrdzek 63: Vzorek 23

Masses: 57

Obrdzek 64: Vzorek S23

Masses: 57

Obrdzek 65: Vzorek 24




Masses: 57

Obrdazek 66: Vzorek S24

Masses: 57

Obrdzek 67: Vzorek 78

Masses: 57

Obrdazek 68: Vzorek S78




Obrdzek 69: Vzorek 79

7

Masses. 57

Obrdzek 70: Vzorek S79

Masses: 57

Obrdzek 71: Vzorek 80




Masses: 57

Obrdazek 72: Vzorek S80

7

Masses. 57

Obrdzek 73: Vzorek 82

Masses: 57

Obrdzek 74: Vzorek S82




Masses: 57

Obrdazek 75: Vzorek 83

Masses: 57

Obrdzek 76: Vzorek S83

Masses: 57

Obrdzek 77: Vzorek 84




8.3. Tabulky identifikovanych slou¢enin

Legenda k tabulkam:

_ Vzorky, které nebyly dodany, nebo se jen nepodatilo zméfit.

- Vzorky ve kterych nebyla dana slou¢enina nalezena
CsA Inhibitor, Cyklosporin A
FK506 Inhibitor, Takrolismus
TPCA Inhibitor, 2-(Karbamoylamino)-5-(4-fluorofenyl)-3-thiofenkarboxamid

LPS Stimulant, bakterialni lipopolysacharid

ZYM Stimulant, kvasinkovy zymosan

Tabulka 10: 1,1-Ethanediol, diacetdt

8760 827 — 43 647 6 959 792
- 7 665 484 106 961 -

6 662 128 5650 767 6910971 — 5282750
100 607 - - - 1960 725
131 459 6 929 973 - - 2938 896
547 385 2375715 86 251 — 9474,3

— 2 659 221 - 2292 826
- 385 657 -
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Tabulka 11: Okt-1-en-3-ol

Tabulka 12: Butan-2-on

929 979 1789 239 1126 194
- - - 794 220 _ 929 217 _
412993 654 542 - 237 691 - 905 075 -
- - 96 008 - 470 654 _
- - - 49 420 -
- - - - 54933 -
354 825 - - - - -

786 511 - - - 60 412

51427 456 1186 079 45776 414 6510 559 7821 693
2461 935 42 537 127 63 641 790 — 115376 110 — 147 742 538
515 827 9 460 995 944 264 7271 648 171 697 21292 597 656 438 2958 662
7168 414 1020702 | 48 818013 2811097 25 001 218 973 928 4393 976
- 8870472 11 984 040 8250 308 3661 079 - -

190 900 6 564 072 — 2467767 114 276 7286 825 2 409 360 6 606 115
- 30709 185 - 6 056 012 - 1246 818

- 26 700 406 - 5754810 5542 139
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Tabulka 13: 2-Propanamin

Tabulka 14: Prop-2-enal

186 236 - 184 714 - 635 743 -
139 799 136 146 - - 112 805 55474
44 299 — 73 855 166 906 30 949
102 682 324 263 37739 —
— 119 080 - - -
- - - 8 834

116 177

73 783

25 573

39 521

84 149
- - - 36 920 21 622
- - - - - 832739 178 068
127 213 105 784 162 004 38 789 75743 37 200 -
- - 10 067 - — - - -

39932
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Tabulka 15: 3-Dodecen

Tabulka 16: 2,6-Dimethylokt-7-en-2-ol

101350 | 101 287 - 136 688 .
66 625 54 402 - - 122 050
108 289 _ 317 637 79921 152 693 11566
- 127 547 - - 111 108 71394
84 297 9471,6 _ _ _
28433 . . . . -
- 8772.5 - - - _
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Tabulka 17: Acetofenon

Tabulka 18: Fenylacetaldehyd

180814 - 55442
- 119408 176424 128060 - 333269
28479 94044 8191,2 38858 — 165454
- - 31 668 74 659 234 289 350263
293 695 104 713 140 527 82979 — 81 490
154 904 37 885 119 231 25514 — 97 019
- 18 147 - - 29 135
- 77 161 39721 -

137 022 100 993
— 31142 — 90 462
— 21731 — —
- 19 604 - 1 144 209 378 453
137 400 12 963 - - -
— 31705 — — 29 346

29 978

s
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Tabulka 19:

Dimethyl sulfid

Tabulka 20: Dimethyl sulfoxid

4289 093 1704 730 4 487 618 1 042 425 2120432 4782229
188 733 665 994 5290 456 1086 861 577103

2102 319 797 386 3336 466 5166 729 1157 587 2090 487
674 694 813 652 2 168 415 167 044 831 508 650 125
188 858 2962 133 — 91 586 58 653

2 895051 2728 048 152 419 2 419 966 45 750 1305 132
— - - - 1 605 893 66 093

— — - 27247 1795 228

54759 602 2 365 504 20573 037 4386419 99 855353 | 42412313
65421896 | 53857469 | 63243914 157 244 7959 226
9 758 639 — 180 193 852 | 41423 070 1903 876 7661 657
106 597 187 | 36 323 704 632 495 - 63472589 | 10847 986
82783274 | 26192054 - 124 778 -
48 859 645 — — 662 915 46 373 —
- - - - 2601 733 20 141
- - - - 15 927 868
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Tabulka 21: N,N -Dibutylformamid

Tabulka 22: Diisobutyl glutarat

23 893

178 660 94 669 87 067 67 728 153 900 99 523
109 549 118 591 91912 184 060 100 407 205 436 82 148
102 421 99 281 155 653 141 328 206 811 128 480 190 465 79 233
66 197 81 057 117 094 103 722 112 994 111 465 180 074
221 064 175173 — 152762 54216 37 483 82 206
40 538 68 457 83 391 59 609 57 940 52982 41 395 74 758
40 334 70 510 20775 53 594 40222 56 107

43 136 54 010 - 48 692 35601

105 243

232 592

- 64 390 -
134 269 — 254 024 187 112 125 431
56 168 41 128 130214 — 89 214
103 055 5209 — — —

s
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Tabulka 23: Ethyl formiat

Tabulka 24: 3,5-Dimethyloktan

7997921 15 601 — —
18 171 536 90 229 - 7998 722 - 50153 022
27 555 — — — — 805 968
- — 6368 116 - -
8799 5330754 — —
18 753 151 032 — 1279 284 152 309
242 272 4 386 473 8193 131 7599 960 - 772 585
1170333 1 095 960 696 711 - —

133 614 145 385 282 851 - 184 129 228 871
194 007 81354 207 218 314 136 220 874 176 924 35970
201 101 175 144 — 70 120 370 537 151 665 132 989
141 855 147 484 — 286 563 167 903 — 184 439
85712 258 026 — 59247 — —
183 071 87 136 97 301 133 768 119 705 108 156 137 607
110 178 42761 — 102 951 65 180 108 607
94 890 73 433 - 114 056 120 388
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Tabulka 25: 1-Oktoxyoktan

10 750

23751

12 268

16 813

Tabulka 26: 3-Ethylhexan

90 307 23370 27018 19 871
14 147 154 133 339 403 113 386,0 73 571
17776 12 414 13 552 21368 13413
9510,9 37778 — —

— 3 893,5 — 3745,1 —
13 040 - - - 32533
3554,2 — — —

979 887

146 996

380 950

105 233 155 243 48 576 - 148 664 - -
54 657 233 947 115 326 270 575 — — 47 866
- 180 242 - — 43 351 - 156 469

49172 266 391 - 23359 - -

161 882 — 13 766 — 69 529 — —

17 449

44 020

s
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Tabulka 27: DI-Alanyl-l-Alanin

121 913

55225

102 811

Tabulka 28: Dodekanal

19700 - - -
171 765 101 958 11 601 — 9831 — 163 484
182 100 78 355 59 196 68 265 36 420 162 591
— 9475 102 621 27 442 —
53 094 — 15 023 22 819 — 27 455
56 678 69 672 78 132 - 23239
- 145770 45775 33030 -

7449 - - 98 378 92 632
112 020 134915 68 605 151 453 104 332
112 506 105 828 176 639 229 158 114 676
27 260 — 89 790

129 490,0 - - -

96 739 — 53 145 195 627 45 617

66 544

48 344




Tabulka 29: Hexadekanova

Tabulka 30: Nonadekan

- 40 829 18 299 144 826 34 435 302 089 231132
6 800 63 207 — — 300 560 179 234 65 804
44 160 63 526 - — - 498 723 -
— 850 397 163 835 169 069 172 140 90 316 179 240
157 062 364 997 321 682 142 802 6 794 112 991 127 769 200 555
180 343 76 599 5414 154 549 49 634 150 891
22 821 54 349 - - -
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Tabulka 31: Triacetin

325 206 - - 119 101 60 860
162 294 - - 39 169 35126
23 450 99 673 352 077 407 000 245 929

9 540 — _

26 903

58413

Tabulka 32: Tridekan

54250

- 56 267 69 563 119 737 -
46 254 - 99 061 - 97 126
26 629 - 1796 - 64 438
61972 - - -
30 157 - 33119 - 39 226

- 29 496 - - 50908
37981 - 37749 -
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Tabulka 33: 4-Methylundekan

43 472

Tabulka 34: Undekanal

59 434 64 893 38 738 105 744 55275
— 71 656 85909 29 509 44 071
- — 52390 49 289 48 838
28 095 32 156 29 164 — —
- 21 696 - 12 894 —
12 765 - - -
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