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Abstrakt

V této praci zamétené na vyzkum novych matric pro MALDI-MS analyzu lipida
bylo otestovano n¢kolik soli organickych kyselin jako potencidlnich matric pro analyzu
uhlovodikll a voskovych estert. Jiz diive se ukazalo, Ze k efektivni ionizaci lipida je
mozno vyuzit lithnych kationtii za vzniku aduktu [M+Li]". Syntetizovany byly lithné
soli aromatickych kyselin. Byly vyhodnocené MALDI vlastnosti syntetizovanych
matric a porovnany s vlastnostmi 2,5-dihydroxybenzoanu lithného, ktery je ovéfenou
matrici pro analyzu téchto lipidi. Bylo zjisténo, Ze ucinnost matrice je zavisla
na pritomnosti hydroxylové skupiny v molekule matrice. Nejlepsich vysledkii bylo

dosazeno s vanilanem lithnym a to i ve srovnani s 2,5-dihydroxybenzoanem lithnym.

Abstract

In this work focused on research of new matrices for MALDI-MS analysis
of lipids several organic salts were tested as potential matrices for hydrocarbons and
wax esters. It was shown previously that the effective ionization of lipids occurs in
conjuction with a lithium cation to form adducts [M + Li] . Therefore, lithium salts
of aromatic acids were synthesized. Matrices were evaluated according to their MALDI
properties and compared with lithium 2,5-dihydroxybenzoate, which is proven matrix
for MALDI analysis of lipids. It was found that effectiveness of matrix depends
on presence of hydroxyl group in matrix molecule. The best results were achieved with

lithium vannilate, even in comparison with lithium 2,5-dihydroxybenzoate.
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Predmétova hesla:

Desorpce/ionizace laserem za spoluti¢asti matrice ve spojeni s analyzatorem doby letu
(MALDI-TOF)

MALDI matrice

Analyza lipidi

Klicova slova:

Voskové estery

Nepolarni linearni uhlovodiky

MALDI matrice



Petra Machackova Nové matrice pro MALDI-MS analyzu lipidii

Obsah
I UVOD o ecceneenseensenssenssenssesssssssssssssssssssssssssssssssens 11
2 TEORETICKA CAST..ieenrermscnsscnsscnssssssssssssssssssssssessssessasssssssssassssassssess 12
2.1 Lipidy 12
2.1.1  Uhlovodiky @ VOSKOVE ESLETY .....c.eoiriiiriiriiieiirierieieiesietetsiestet ettt s 13
2.1.1.1 Vyznam a vyskyt uhlovodikii a voskovych esterll.........ccoveveeirenieineneninenenieennne 13
2.2 Analyza lipidia 15
2.2.1  Desorpce/ionizace laserem za spolutcasti matrice nepolarnich lipidQ.........ccceceveveiecnnee 16
2.3 Desorpce/ionizace laserem za spoluti¢asti matrice 17
2.3.1  Vyvoj desorpce/ionizace laserem za SpolutiCasti MAtriCe ..........eceevevvereeeririerinerierieeeenins 17
2.3.2  Analyza metodou desorpce/ionizace laserem za spoluticasti matrice..........ccceeeeerueeenennee 18
2.3.2.1 PEIPIaVa VZOTKU.......ouiieiieiieeiieeeeee ettt ee s 18
2322 Tonizacni MEChANISIUS. .......cuvriireeieieirieicertei ettt 18
2323 SePArace @ AEEKCE .......c.eeieiiiieieiee ettt ettt ees 20
2.4 Matrice pro desorpci/ionizaci laserem za spoluti¢asti matrice .......cceceeeeecersuceaees 22
241 ROLE MALTICE ....ueteuieiieierieteteet ettt ettt ettt sttt ettt st eb ettt eb e sae st e st ebesbe st ebeeuenbens
2.4.2  Pouzivané matrice
2.4.3  Analyza nepolarnich lipidi pomoci 2,5-dihydroxybenzoanu lithného.........c..cccoccveienenne. 28
3 CILPRACE.......... sesueses s Re R R s st sesstsests 29
4 EXPERIMENTALNI CAST 30
4.1 Pouzité chemikalie 30
4.2 Piistroje a zafizeni 31
421 REfICK IV ottt a ettt 31
4.2.2  Deska pro naneseni VZOTKI ..........cceeueiierierietinieieisiesieeetestestete et saese et sseseseesessessesessessensenas 32
L T D T 1 o) o 115 () <O RPUSRRSTP 32
4.3 Pracovni postupy
431 SYNTEZA MALTIC ..veeuvenievieiienieiieteetteieste et et esteteeteeatessesaeeseeseesesesseessessessesseessensensesssessesessenns
43.1.1 Syntéza 2,5-dihydroxytereftalanu lithného
43.1.2 Syntéza 2,5-dimethoxybenzoanu lithn€ho ...........c.ccoeoiieriniininnencee
43.13 Syntéza a-kyano-4-hydroxycinnamanu lithn€ho ............cccocireininineninicccee, 36
43.14 Syntéza sinapanu Hthn€ho ............ccoovieiiiiiiiiii e 36
4.3.1.5 Syntéza benzoanu IthNEho ..o 37
4.3.1.6 Syntéza salicylanu lithNEho ...........ccooivirieiiiieee e 38
43.1.7 Syntéza vanilanu IHthného...........ooooiiiiiiiiiie e 39
4.3.1.8 SHINUL SYNEEZY MALLIC ....veuveeeeeieieicetieeeieie ettt ettt eeenes 39
4.3.2 PHPIava VZOIKI. ..o 40
O T B O3 11 1< v 1 1)1 7O PPN 41
4.3.4  NaNASENT VZOTKT ..c.eouiiiiiieiieiiieiee sttt ettt sa et s et eseesessessesessenseneenas 41
4.4 Ovérovani struktury a vlastnosti matric 42
441 Stanoveni C, H, N
442 StanOVENT Li..ccciiiiiiiiiiic ettt st
4.4.3  Spektrometrie v ultrafialové oblasti ZATeNI...........everieirierieiiereeeece e 43
4.5 Rozpustnost 43
4.6 Urceni minimalni a optimalni intenzity laserového paprsku 44
4.7 Urceni optimalni metody nanaseni 45
4.8 Méreni matri¢nich iontd 45
4.9 Detekéni limit 46




Petra Machackova Nové matrice pro MALDI-MS analyzu lipidii

4.10  Intenzita signalu 47
5  VYSLEDKY A DISKUSE ....cvceseurcunrcnnecnsecnns 49
51 Elementarni analyza 49
5.1.1 StaNOVENT C, H, Noooiiiiii ettt et e et e tbe e et e e earaeeareeeraeas 49
512 StANOVENT Li.iouiiiiiiiiiiieicesee et sttt sttt 50
5.2 Spektra matric v ultrafialové oblasti zareni 52
5.3 Vyhodnoceni matri¢nich iont 54
5.4 Rozpustnost 56
5.5 Optimalni podminky MALDI analyzy 58
5.5.1  Minimalni a optimalni intenzita laserového paprskul ..........ccceevevevieieerierieieiieieeeeeeenns 58

5.5.2  Metoda nanaseni
5.5.3  Molarni pome€r matrice @ analytl .........covecveeruirieriririenieireneei ettt 65
5.6 Detekéni limit 66
5.6.1  Detekeni limit Pro VOSKOVY @SLET .....eveuiruirieieiieierieieteeteteicete ettt st enene 66
5.6.2  Detekeni limit pro UhloVOIK .......cevueiieieiiiiieieiee e 68
5.7 Intenzita signalu 70
5.8 Vztahy mezi strukturou matrice a jeji ucinnosti 74
L 7N 4 ) 2 OO 75
7  LITERATURA.......cccevvvruricssnnnicsssrnnrcsssnsssens e 16
8 PRILOHY ....ereereereererecnnene Error! Bookmark not defined.




Petra Machackova

Nové matrice pro MALDI-MS analyzu lipidii

Seznam pouzitych zkratek a symboli

9-AA
a.u.
Ag'TFA
APCI
AV CR
b,

BA
DHB
DHT
DMAN
DMB
Epot
ESI
GS/MS

HCCA

HPLC/MS

IR

LC/MS

LDI

9-aminoakridin

arbitrarni jednotka
trifluoracetat stfibrny
chemicka ionizace za
atmosférického tlaku
Akademie véd Ceské
republiky

smérnice kalibra¢ni ptimky
kyselina benzoova
koncentrace

dalton

kyselina
2,5-dihydroxybenzoova
kyselina
2,5-dihydroxytereftalova
1,8-bis(dimethylamino)
naftalen

kyselina
2,5-dimethoxybenzoova
potencialni energie
ionizace elektrosprejem
plynova chromatografie

s hmotnostni detekci
kyselina a—kyano—
4-hydroxyskofticova
vysokoucinna kapalinova
chromatografie

s hmotnostni detekci
intenzita signalu
infracervena oblast svétla
délka

kapalinova chromatografie
s hmotnostni detekci

desorpce/ionizace laserem

Li;DHT

LiBA
LiDHB
LiDMB
LiHCCA

LiSA
LiSalA
LiVA

m

m/z
M:A
MALDI
M,
[M-+Li]"
MS
MTPFPP

NMR

pH

pKa

PNA

dihydroxytereftalan
dilithny

benzoan lithny
dihydroxybenzoan lithny
dimethoxybenzoan lithny
o—kyano—4—hydroxy
cinnaman lithny

sinapan lithny

salicylan lithny

vanilan lithny

hmotnost

pomeér hmotnosti ku naboji
pomér matrice ku analytu
desorpce/ionizace laserem
za spoluucasti matrice
relativni molekulova
hmotnost

molekularni iont

s navazanym kationtem
lithia

hmotnostni spektrometrie
meso-tetrakis
(pentafluorfenyl)porfyrin
nuklearni magneticka
rezonance

zaporny dekadicky
logaritmus aktivity
oxoniovych kationtti
zaporny dekadicky
logaritmus kyselé
disociacni konstanty

para-nitroanilin

alkyl
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RSD relativni smérodatna nd mikrojoul
odchylka ul mikrolitr
s smérodatna odchylka pmol mikromol
SA kyselina sinapova U elektricky potencial
SalA kyselina salicylova UOCHB Ustav organické chemie a
SB stearyl behenat biochemie
t Cas uv ultrafialova oblast svétla
TG triacylglycerol A\ objem
THA 274" 6 -trihydroxy v rychlost
acetofenon VA kyseliny vanilova
TLC tenkovrstva kapalinova Vis viditelna oblast svétla
chromatografie Xp detekéni limit
TOF analyzator doby letu z naboj
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Bezpecnost prace

Behem této diplomové prace byl Casto pouzivan chloroform. Vzhledem k jeho
negativnimu ptsobeni na lidsky organismus a Zivotni prostiedi byla veskera manipulace
s chloroformem provadéna v digestofi v ochrannych rukavicich a laboratornim plasti.
Zbylé odpadni rozpoustédlo ¢i roztoky obsahujici chloroform byly skladovany ve
specialnim neprusvitném kanystru pro odpadni rozpoustédla obsahujici chlor a nasledné

pfemistény na misto urcené k likvidaci téchto chemikalii.

10
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1 UVOD

Lipidy tvoii velmi dulezitou soucdst bunéfnych organismi. V zivych
organismech plni celou fadu klicovych funkei, napt. slouzi pro ukladani energie, maji
signalni funkce, jsou soucasti membran a slouzi pfi ochrané povrchii tél Zivych
organismil. Vzhledem k t€émto dalezitym funkcim zajem o lipidy v soucasné dobé roste
a s nim i vyvoj vhodnych analytickych metod a postupi.'™

Ptirodni lipidy tvotfi obvykle velice komplexni smési. Jejich analyza neni
snadna a hraje dtlezitou roli v lipidomice, ktera se zabyva komplexnimi vztahy lipida
v zivych organismech. Desorpce/ionizace laserem za ucasti matrice (MALDI) je uc¢inna
metoda pro rychlou charakterizaci lipidovych smési. Data ziskana z hmotnostnich
spekter z MALDI jsou uzite¢na napt. pro rychlé porovnavani slozeni vzorkt nebo pro
chemotaxonomické ucely. Metodou MALDI je mozné analyzovat vSechny tiidy lipida
od komplexnich polarnich lipidi aZ po jednoduché a zcela nepolarni lipidy.'
klicova je volba matrice. Matrice rozhoduje nejen o kvalité vyslednych MS spekter,
ale v mnoha ptipadech i o tom, zda analyt bude viibec ionizovan. Kazd4 matrice je
ucinna jen pro urité typy latek a proto se vyviji mnozstvi rozlicnych matric,
aby pokryly Siroky rozsah vzorkd.* V oblasti lipidii, zejména u nizkomolekularnich
nepolarnich lipidd, bylo zatim popsano jen malo G€innych matric. Proto je v této oblasti
nutny dalSi vyzkum, ktery by pfispél k zlepSeni MALDI-MS analyzy nepolarnich
lipiddi, jako jsou napiiklad voskové estery a uhlovodiky. Vyzkumem novych matric pro

analyzu nepolarnich lipidu se zabyva i tato diplomova prace.

11
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2  TEORETICKA CAST

2.1 Lipidy

N 24

hlavnimi stavebnimi jednotkami biomembran, hraji kliCovou roli v pfenosu signalu
a jsou dulezitymi energetickymi zasobniky v biologickych systémech. V dusledku
téchto dulezitych funkci lipidG v organismech vzristda velmi vyrazné vyznam
lipidomiky v biologickych védach.?

Lipidy reprezentuji obrovskou a velmi rozmanitou skupinu biomolekul, které
maji jednu nebo ob¢ znasledujicich vlastnosti: Jsou rozpustné v organickych
rozpoustédlech a obsahuji dlouhy uhlovodikovy Fetézec.” Termin lipid se pouziva
obecné pro vsSechny pfirodni nepolarni slouCeniny, které jsou témét nebo zcela
nerozpustné ve vodé, avsak rozpustné v jinych organickych rozpoustédlech. Z divodu
strukturni a funk¢ni rozmanitosti lipidi neni mozné formulovat exaktnéjsi definici

tohoto pestrého souboru biologicky aktivnich latek.®

Lipidy lze rozdé&lit z mnoha hledisek, dle struktury se lipidy déli na:’
= Mastné acyly
= Glycerolipidy
= Glycerofosfolipidy
= Sfingolipidy
= Steroly
= Prenoly
= Sacharolipidy
= Polyketidy
Dle sloZeni se lipidy déli na:®
= jednoduché ¢i neutralni lipidy — jsou slozené z jedné nebo dvou riznych tiid
lipidi a patii sem vSeobecné neutralni slouCeniny a mastné kyseliny
= komplexni lipidy — obsahuji nej¢astéji tfi rizné slozky
= proteolipidy — slouCeniny proteint a mastnych kyselin

Do skupiny jednoduchych lipidii patii studované voskové estery a uhlovodiky.

12



Petra Machackova Nové matrice pro MALDI-MS analyzu lipidii

2.1.1 Uhlovodiky a voskové estery

Uhlovodiky jsou nejjednodussimi lipidy’ tvofené z linearnich & vétvenych
fetézch. Patfi sem alkany, alkeny, cyklické uhlovodiky a karotenoidy.® Obecna
struktura voskového esteru je zndzornéna na Obr. 1.

Voskové estery jsou dilezitou tfidou lipidd, skladajici se z dlouhého fetézce
mastného alkoholu esterifikovaného mastnou kyselinou. Pfirodni voskové estery jsou
riznorodé molekuly s rozlicnou délkou fetézce a poctem dvojnych vazeb v alkoholové

i kyselinové &asti molekuly.’

1
R/\[(
O

Obr. 1: Obecna struktura voskového esteru.

2.1.1.1 Vyznam a vyskyt uhlovodikii a voskovych esterii

Zivé organizmy C&asto obsahuji uhlovodiky, které jsou piimo odvozené
od mastnych kyselin. Toto je znamé jiz od roku 1892, kdy byl identifikovan uhlovodik
undekan v télech mravenct a eikosan v posedu dvoudomém (Bryonia dioica). Tyto
latky jsou odlisné od terpenickych uhlovodikti, obvykle maji delsi rovny fetézec, ale
mohou byt také vétvené. U hmyzu lze nalézt uhlovodiky rtznorodé vétvené
methylovymi skupinami, naopak nevétvené uhlovodiky — n-alkany — ptevladaji
u rostlin. Vyskytuji se na povrchu rostlin, v kutikulach hmyzu a u nékterych motskych
organismi. SlouZzi jako ochranna bariéra pied pronikanim vody do organismu, také
maji funkci jako sexualni atraktanty, brani absorpci chemikalii a pied napadenim
mikroorganismy. Rozlicné uhlovodiky se také nachazeji u fotosyntetizujicich

prokaryotnich organism, ale jen v malych koncentracich.®

13
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Témet vSechny organismy biosyntetizuji voskové estery, které jsou hlavnimi
slozkami voski.'” Jejich funkce je hlavné ochrannd a zasobni. Jsou dilezitymi
zasobnimi lipidy u né&kterych prokaryotnich organismi.. U rostlin je lze nalézt
v epikutikuldrni vrstvé, kterd zabraiuje nadmérnym ztratdm vody a chrani pied
ultrafialovym zatenim.” "' Rostlinné vosky jsou dilezitymi pramyslovymi surovinami.

Hmyz je chranén pied vysychanim, klimatickymi vlivy a mikrobidlnim
pusobenim kutikuldrni voskovou vrstvou. Voskové estery lze také nalézt u ptaka
1 savet. U lidi 1ze voskové estery nalézt v produktech mazovych zlaz, které chrani vlasy
a ktzi. Vyznamnou roli také hraje usni maz v usnim kanalku ¢i maz ve zlazach na
okraji oénich vigek, ktery mimo jiné zabrafiuje vysychani o&i.> '

Voskové estery jsou soucasti komercnich vyrobku prirodniho nebo syntetického
puvodu uzivanych predevsim v kosmetice, leStidlech, povrchovych natérech a v mnoha

dalsich aplikacich."

14
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2.2 Analyza lipidi

Pro diikladnou charakterizaci pfirodnich smési lipidii jsou nutné spolehlivé
analytické metody.” Analyza lipidi je tradi¢ng zaloZenid na chromatografickych
metodach (napi: TLC, HPLC-UV, GC/MS). Krom¢ chromatografickych technik
se vyuziva i nuklearni magneticka rezonance (NMR), zde vSak dochazi ke komplikacim
pii analyze slozitych smési lipida.? Nepolarni latky jsou obvykle analyzovany plynovou
chromatografii s hmotnostni detekci (GCH\/IS).13 Touto metodou lze ziskat informace
o celkovém slozeni mastnych kyselin a alkoholli, ale jiz nelze ziskat informace
o struktufe ptivodnich voskovych esterti. Tyto analyzy jsou pomémé Casoveé narocné
a vyzaduji velké mnozstvi vzorku. Voskové estery lze analyzovat i dalSimi metodami,
jako je plynova chromatografie za vysoké teploty, HPLC/MS, APCI, ESI, nizkotlaka
LC/MS.”

Hmotnostni spektrometrie je pro svou citlivost vhodnou metodou pro zkoumani
vSech tfid lipidi ve fyziologicky relevantnim rozsahu koncentraci. Metoda MALDI
umoziuje p¥imé zkoumani biomolekul, vietné lipidi.* Tato metoda je vhodna pro
vyzkum lipidovych smési piirodniho pivodu a nabizi velké mnozstvi vyhod
ve srovnani s jinymi analytickymi metodami. Piiprava vzorkd je rychla a snadna,
bez nutné derivatizace, spotfeba vzorku je nizka, metodu lze automatizovat a je
tolerantni k malému obsahu ne&istot.” Zjevnou nevyhodou této metody je horsi
reprodukovatelnost méfent, ktera je zavisla na homogenité vzorku."*

Kazda z ionizacnich metod ma své silné i1 slabé stranky a pouzitelnost je

limitovana konkrétnimi problémy a typy analytd.'

15
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2.2.1 Desorpce/ionizace laserem za spoluii¢asti matrice nepolarnich lipidua

Ionizace/desorpce laserem za spolutcasti matrice je stale dilezitéj$i ionizacni
technikou pro analyzu latek s nizkou polaritou a molekularni hmotnosti, jako jsou
napt. nepolarni lipidy a uhlovodikové polymery.'® Tonizace nizkomolekularnich
nepolarnich latek je mozna pomoci iontdi rtiznych kovi.! Béhem MALDI analyz
neutrdlnich lipidd dochazi k tvorbé aduktd s alkalickymi kovy, hlavné ke vzniku
sodnych a draselnych iont, pochazejicich ze sklenéného nadobi, MALDI
desky, matrice nebo rozpoustédel.'” MALDI-MS se pouZivd pro profilovani
a analyzovani smeési triacylglyceroli (TG). Triacylglyceroly i dalsi lipidy jsou
ionizovany pomoci iontl alkalickych kovii (jako matrice se pouziva sul
daného kowvu), ale stejn¢ tak i matricemi jako kyselina 2,5-dihydroxybenzoova,
2,4,6-trihydroxyacetofenon ¢i kyselina a-kyano-4-hydroxyskoticova. MALDI zcela
nepolarnich uhlovodik nebo uhlovodikovych polymert je znacn€ narocnéjsi, jelikoz
tyto slouceniny postradaji polarni skupinu vhodnou k protonaci nebo k vazbé
s kationtem.'® Jiz dfive bylo prokazano, Ze monovalentni kationty piechodnych kovi
ve formé svych soli (Ag TFA")'® nebo piechodné kovy (Fe, Co, Ni, Ag, Cr, Mn, Cu),
pokud jsou spolu s uhlovodiky naneseny na MALDI desku, tvoti adukty, které lze
analyzovat hmotnostni spektrometrii.'® Pfechodné kovy jsou vsak vysoce reaktivni
a u uhlovodikl byla pozorovana zna¢nd fragmentace. Konkrétné u bézné pouzivanych
stiibrnych soli dochazi k eliminaci vodiku. Analyza smési uhlovodikll je ztiZena
izotopickym zastoupenim stiibra — '“’Ag a 'Ag. Tyto izotopy jsou zastoupeny
v poméru cca 1:1. Jelikoz se li§i o dvé hmotnostni jednotky, stejn¢ jako nasyceny
a nenasyceny uhlovodik, interpretace spektra je velice komplikovana. Pozdéji byla
uvedena jako vhodna metoda ionizace lithnymi kationty s vyuzitim lithné soli kyseliny

2,5-dihydroxybenzoové (LiDHB).”' O LiDHB vice v kapitole 2.4.3.
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2.3 Desorpce/ionizace laserem za spoluucasti matrice

Metoda MALDI je zaloZzena na vyuziti UV-absorbujici matrice, ktera je smisena

1
se vzorkem a nanesena na ocelovou MALDI desku."

Ta je poté vlozena
do spektrometru a vzorky jsou ozafovany laserem.

Tato metoda je tradicné vyuzivana pro kvalitativni analyzu proteind. Pouziva se
vsak také pro analyzu dalSich biomolekul, syntetickych polymert, velkych organickych
molekul a organokovovych komplexii a dale pro analyzu nizkomolekularnich
organickych i anorganickych latek.*

Soucasné pritahuje pozornost jako velmi i¢inna metoda analyzy lipidi. MALDI
v kombinaci s detektorem doby letu (TOF) poskytuje jednoduSe dostupnou a rychlou
ionizaci s vysokym rozliSenim (za pouziti reflektronu), ktera je pouzitelna také pro

siroké spektrum nizkomolekularnich latek.'

2.3.1 Vyvoj desorpce/ionizace laserem za spoluti¢asti matrice

UV-MALDI metoda se vyvijela spolec¢né s ESI v osmdesatych letech dvacatého
stoleti a  je modifikaci desorpce/ionizace laserem hmotnostni spektrometrie
(LDI-MS).*!

Jsou-li molekuly vzorku ionizovany laserem pifimo, vétSinou se Stépi
nezadoucim zptisobem. Proto se zacala pouzivat matrice — latka, jejimz prostiednictvim
se energie laseru pienasi na molekuly vzorku bez prebyteCné wvnitini energie.
Tim matrice brani §tépeni vzorku.*’

MALDI byla vyvijena témér soucasné Koichi Tanakou a Franzem
Hillenkampem spolu s Michaelem Karasem.> V Tanakové studii bylo jako matrice
pouzito jemnych kobaltovych castic v glycerolu. Pomoci této matrice byly analyzovany
proteiny a polymery nad 100 000 Da.* Ve stejném roce skupina F. Hillenkampa uvedla
pouziti kyseliny nikotinové pro analyzu proteintt nad 67 000 Da.** Tanaka obdrzel
v roce 2002 Nobelovu cenu za vyvoj této metody. 3

Brzy byla tato metoda aplikovdna na analyzu proteint a rozsifila se do dalSich

vyzkumnych skupin. Metoda MALDI byla zkombinovana s TOF.*!
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2.3.2 Analyza metodou desorpce/ionizace laserem za spoluti¢asti matrice

Uspésna MALDI analyza zahrnuje nékolik zasadnich krokt: Pipravu vzorku,
excitaci vzorku a odpateni, tvorbu a separaci ionizovanych molekul analytu a nakonec
. , . ° v . 22 ~ 24
extrakci a analyzu iontl dle poméru m/z a detekci,™ z ¢ehoz ptipravu vzorku, volbu

matrice a intenzitu laserového zafeni lze povazovat za nejdilezitéjsi kroky

pro uspésnou MALDI analyzu.

2.3.2.1 Priprava vzorku

Pro ziskani reprodukovatelnych vysledkl je dilezitd homogenita matrice a
analytu. Homogenita je zavisla jednak na typu matrice, analytu a systému rozpoustédel
a dale na zpisobu piipravy vzorku.! Proto je nutné zvolit spravny zpisob piipravy,
zvlasté pak vhodny zplsob naneseni matrice a analytu na MALDI ter¢ik. Prvnim
zplisobem je tzv. jednovrstvd metoda nanaSeni. Pfi této metodé je smiseni roztoku
matrice a analytu provadéno jesté pred nanesenim na tercik. Poté je smes nanesena
v jedné vrstv€ na tercik a ponechdna kokrystalizovat. Rozd€leni molekul analytu by
mélo byt rovnoméernéjsi neZ u jinych metod nanaseni, avSak v nekterych ptipadech je
vhodnéjsi pouzit tzv. dvouvrstvou metodu. Zde je nejdiive na desku nanesen analyt a
po odpateni rozpoustédla je piekryt vrstvou matrice, ¢i naopak. Vhodnost té které
metody je pro riizné matrice a analyty rozdilna.

Po naneseni vzorku je MALDI ter¢ vlozen do spektrometru a pfipraven

k ozafovani laserem.

2.3.2.2 lIoniza¢ni mechanismus

MALDI proces je velice komplikovany komplex chemickych jevii probihajici
béhem nékolika malo nanosekund a dosud nebyly zcela objasnény vSechny
mechanismy, které pfi tomto procesu probihaji.*'

Zdrojem energie je nejéastdji dusikovy laser o vinové délce 337 nm.”! Energie
laserového paprsku musi byt dostate¢na pro ionizaci/desorpci vzorku, avSak co mozna

cvwr

fragmentaci."
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Po ozafeni je energie laserového pulsu primarné absorbovana molekulami
matrice, kterych je ve vzorku 100 — 100 000 nasobny nadbytek.' Energie laseru zptisobi
desorpci vzorku z povrchu teréiku.® V prvnim kroku vznikd husty oblak, tvoreny
z neutralnich molekul matrice, z radikall matrice, neutralnich molekul analytu,
elektronii a atomid vodiku. V tomto oblaku dochazi k ionizaci analytu, kdy neutralni
molekuly analytu jsou nabity pfenosem protonu (Ci kationtu) reakci s reaktivnimi
Casticemi matrice. Timto je prenesena energie laserového pulsu z molekul matrice
na molekuly analytu. Nejdiive tedy dochazi k pfechodu z pevné do plynné faze
a nasledné k iontové-molekularnim interakcim a vzniku molekularnich aduktd.*' Proces
desorpce a ionizace je znazornén na Obr. 2.

Molekuly analytu jsou obvykle ionizovany protonizaci nebo tvorbou aduktd
s alkalickymi kovy, pfi které se tvofi [M+H]", [M+Na]" atd., v pozitivnim modu nebo
deprotonaci v negativnim modu ([M-H]). MALDI produkuje piedevsim jednou nabité
ionty**, a to i u velkych molekul, ale mohou se tvofit i nékolikandsobn& nabité ionty
nebo jednou nabité dimery a trimery.>

Proces tvorby ionti je vyrazné¢ komplikovanéj$i a existuje vice teorii.
Podrobnéjsi popis by vyrazné piesahoval ramec této prace. Blizsi informace Ize ziskat

, q - 21,22,25,27,2
z odbornych publikaci, jako napt.?' 2% 2> 2728

smés matrice )
laserovy paprsek

a analytu
ianty
analytu |
® |
..-l-. ot / I
L + I
@ |
oo "y I ) hyb k hmotnostni
pohy motnostnimu
E | spektrometru
[
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|
/ kationt /
tertik extrakéni
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Obr. 2: Schéma desorpce a ionizace v MALDI zdroji.”’
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2.3.2.3 Separace a detekce

MALDI je cCasto spojovana s analyzatorem doby letu. Jedna se o pulzni
hmotnostni analyzator (idealni pro spojeni s MALDI). Nejdiive jsou vzniklé ionty
urychleny velmi kratkym pulzem na vstupu do analyzatorové trubice. Po prichodu
elektrickou mfizkou ionty putuji analyzatorovou trubici a dochazi k separaci
dle molekulové hmotnosti, kdy ionty s niz§i molekulovou hmotnosti dorazi k detektoru
za krat$i dobu nez ionty s vyssi molekulovou hmotnosti. Piesné se méii Cas, za ktery
ionty urazi konstantni drahu k detektoru, podle &ehoz se uréi jejich m/z.'?°
Schéma MALDI-TOF je znazornéno na Obr. 3.

lonty se stejnym nabojem ziskaji pfi priichodu elektrickym gradientem stejnou
potencialni energii dle rovnice:

E =zU

pot
kde z je naboj a U elektricky potencial. Jejich rychlost pak zavisi na hmotnosti m podle
rovnice: !

1
Ekin = Emvz

Spojenim téchto rovnic ziskame:
Dobea letu ¢ je definovana jako:

kde / je délka trubice (= draha letu) a v je rychlost iontu. Resenim rovnic ziskame vztah

pro vypolet m/z: =
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hranol regulace
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\Iaseru \ / laser reflektorovy reflektor linedrni
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Obr. 3: Schéma hmotnostniho spektrometru na principu MALDI-TOF s reflektronem.

Iontova optika a deflektor umoziuji zaostiit ionty stejného poméru m/z
a odklonit ionty matrice. Reflektron, tzv. iontové zrcadlo, umoziiuje zvysit piesnost
méfeni tim, ze prodluzuje drdhu letu (zlepsi se separace iontll) a také soustfedénim
stejnych iontl v duté ¢asti prstencovitych elektrod. Ma stejnou elektrickou polaritu jako
deska se vzorkem a obraci smér letu ionti smérem k druhému detektoru.’’
Reflektronem se také kompenzuji rozdily v pocatecni rychlosti iontl, jelikoz pfi
ionizaci ziskaji ionty kinetickou energii s urcitou distribuci, coz vede k rozsifeni pikt
pii detekci a tim ke zhorseni rozligeni.! Vyhodou TOF je teoreticky neomezeny rozsah

hmotnosti, které 1ze detekovat.*
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2.4 Matrice pro desorpci/ionizaci laserem za spoluucasti matrice

Pti ionizaci vzorku je tfeba zajistit efektivni a kontrolovatelny ptfenos energie
a zaroven zamezit tepelnému rozkladu vzorku. K tomuto ucelu slouzi matrice. Ackoliv
detailni role matrice neni jeSt¢ zcela jasna, peclivy vybér matrice je pii analyze
rozhodujicim krokem.' Volba matrice uréuje kvalitu vysledného spektra i to, zda bude
analyt vitbec ionizovan.

Objevenim ioniza¢ni techniky MALDI se také zacaly vyvijet a zkoumat matrice.
Neexistuje universalni matrice, ktera by byla vhodna pro vSechny typy analyti. Kazda
matrice je vhodna jen pro urcité typy latek a proto je nutné nalézt mnozstvi rozli¢nych
matric, aby pokryly 3iroky rozsah vzorkd.?' 1 pies snahy piedpovidat vhodnost
chemické slouceniny jako MALDI matrice na zékladé teoretickych uvah, nejvice matric
bylo (a stale je) objeveno nahodou nebo ,,metodou pokus-omyl“.'V soudasné dobé& je
pouzivano a testovano mnoho matric pro rizné typy latek, avSak v oblasti lipida je

znamo jen malo vhodnych matric, zejména pro nepolarni lipidy.’

2.4.1 Role matrice

Utinnd MALDI matrice je charakterizovana nasledujicimi vlastnostmi:
1. Zajistuje kontrolovatelny pienos energie do kondenzované faze smési matrice
a analytu, ktery vyvolava rovnomérnou a jemnou desorpci.’ >
2. Molekula matrice absorbuje pii vinové délce laseru, to znamena, Zze energie
fotonti laseru je rovna energii potiebné k vybuzeni dané molekuly a tim ik jeji
ionizaci. Matrice tedy podporuje ionizaci analytu bez predani prebytecné

energie, ktera by vedla k fragmentaci analytu."**

3. Matrice by méla byt stabilni ve vakuu."*

4. Optimalni matrice je charakterizovana nizkym pozadim — signél matrice by mél
byt velice nizky, aby se zabranilo interferenci mezi ionty matrice a analytu.1

5. Idealni matrice by méla poskytovat jen jeden adukt analytu nebo vykazovat jen
slabou tendenci k tvoteni klastri, jelikoz tvorba klastrii matrice s analytem mize
vazné komplikovat analyzu dat.'

6. Vhodna matrice by méla poskytovat vysoky pomér signalu analytu k Sumu, tedy

méla by byt dosazena vysoka citlivost.'
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Vétsina matric nesplituje viechny podminky. Casto se stava, ze v plynné fazi
jsou klastrové ionty matrice. Proto vétSina matric poskytuje signal o m/z vys$sim, nez je
molekulovd hmotnost matrice.' Matrice by méla izolovat molekuly analytu a
predchazet tak jejich piimé fotoionizaci a to je také divodem pro¢ je nutné pouziti

piebytku matrice nad analytem."
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2.4.2 Pouzivané matrice

Mezi stovkami latek navrhovanymi jako uc¢inné matrice je jen nckolik z nich
vyuzivano v praxi.'! V dne$ni dobé je mozné vybirat matrici zrelativné malého
mnozstvi latek. Aktualni vybér zavisi na typu analytu.*

BéZné pouzivané pevné matrice jsou obvykle nizkomolekularni organické
kyseliny se silnou absorpci pii vinové délce laseru.’ Anorganické slougeniny, jako
grafit’® nebo &astice oxidii kovi®*, mohou byt také pouzity jako matrice, jejich pouziti
vSak neni tak cCasté. Vyvijené jsou i kapalné matrice a matrice na bazi iontovych
kapalin.'*

Jak jiz bylo uvedeno, matrice musi vykazovat silnou absorpci pii vinové délce
laserového zafeni® (337 nm v piipadé nejéastéji pouzivaného dusikového laseru). To je
davod pro¢ témét vSechny bézné pouzivané organické matrice obsahuji aromatické
jadro s delokalizovanymi 7  elektrony.  Organickymi  matricemi  byvaji
nejcastéji  derivaty  kyseliny  benzoové  (kyselina  2,5-dihydroxybenzoova),
kyseliny skoficové (kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficovd, kyselina sinapova),
heterocykly (9-aminoakridin, 5-chloro-2-merkaptobenzothiazol) a dal§i aromaty
(napf. 2,4,6-trihydroxyacetofenon).'

Jednoznacné nejbéznéji pouzivanou UV matrici v oblasti lipidi je kyselina
2,5-dihydroxybenzoova (DHB).” DHB je vzhledem ke své kyselosti zvlasté uzite¢na
jako matrice v pozitivnim modu.>

Pro ionizaci zcela nepolarnich lipidd, jako je naptiklad uhlovodik skvalen, je
pouzivano ptidavku pomocného ¢inidla, které je pridano k matrici. Takovym ¢inidlem
je nap. trifluoracetat stiibrny (Ag TFA").! Pro zcela nepolarni latky byla také vyvinuta
matrice 2,5-dihydroxybenzoan lithny (LiDHB), kterd ma oproti stiibrnym solim fadu
vyhod."”  Utinnost matrice LiDHB byla také prokazana u voskovych esterit’
a uhlovodiki z kutikuly hmyzu.*® Dal$i podrobnosti jsou uvedeny v kapitole 2.4.3.

MALDI analyza volnych mastnych kyselin je s pouzitim béznych matric
pomérné obtizna. Hlavnim ditivodem je ptekryvani signalu volnych mastnych kyselin se
signaly matrice. Tento problém je vyresSen pouzitim
meso-tetrakis(pentafluorfenyl)porfyrinu  (MTPFPP), ktery ma pomémé vysokou

molekulovou hmotnost a nevykazuje signal pod 500 m/z v pozitivnim modu.”’
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Volné mastné kyseliny se daji také velice dobfe analyzovat v negativnim modu
pi pouziti matrice 9-aminoakridin (9-AA)." Dal§i matrici pro analyzu v negativnim
modu je 1,8-bis(dimethylamino)naftalen (DMAN). Tato matrice je vhodna nejen pro
mastné kyseliny, ale obecn¢ pro nizkomolekularni kyselé latky. DMAN je silné€ bazicka
latka, ktera ma schopnost ,,vtdhout na sebe vSechny dostupné protony. lonizace
probiha na zaklad$ acidobazickych rovnovah™ a vysledkem je deprotonovany analyt
viditelny v negativnim moédu. Vyhodou je ¢isté spektrum bez pfitomnosti matri¢nich
jontt.”

Dale je mozné analyzovat volné mastné kyseliny pomoci anorganickych matric,
jako je grafit a porézni kiemik.'

Pro MALDI fosfolipidii byly testovany rlizné matrice, jako napiiklad kyselina
sinapova (SA), HCCA a DHB, ktera poskytuje nejlepsi vysledky v pozitivnim médu.
V negativnim modu poskytuji nejlepsi vysledky matrice 9-AA a para-nitroanilin
(PNA). Pouziti PNA je limitovano nestabilitou ve vakuu a spektra vykazuji
zmény zavislé na &ase analyzy." *° Vnedavné studii byla testovana matrice
1H-pteridin-2,4-dion (lumazin) pro analyzu smési lipidi obsahujici fosfolipidy, ktera je
ucinna pro pouziti jak v pozitivnim, tak v negativnim modu. V porovnani s DHB bylo
dosazeno stejnych vysledkil, avSak pii pouziti niz§i laserové energie a s niz$im
detekénim limitem.?

Pro flavonoidy a karotenoidy je vhodnou matrici 2°,4",6 -trihydroxyacetofenon
(THA), kdy dochazi k fragmentaci v menSim rozsahu nez pii pouziti DHB.
Diacylglyceroly a triacylglyceroly lze detekovat s matrici DHB & HCCA..!

V Tab. 1 jsou uvedeny nejbéznéji pouzivané matrice v oblasti lipidi.
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Tab. 1: Piehled nejcastéji pouzivanych matric v oblasti lipidii."*

Sumarni
Chemicka struktura Nazev vzorec/ Poznamka
M,
) Béznd matrice pro  vyzkum
CH—CCOOH kyselina o-kyano-4- . . . .
] CoH/NO; proteini. Pouzitelna i v oblasti
] hydroxy skoficova o )
Ho~ 189,04 lipid, avSak produkuje mnoho
(HCCA nebo CHCA) ) )
rusivych signald.
HyCO . CH-— CH—COOH
| [ o Zatim jen ziidka pouZivana matrice
kyselina sinapova C1H;,05 o ) )
HO™ 5 v lipidomickém vyzkumu. Stejné
OCH, (SA) 224,07 )
) nevyhody jako u HCCA. Obtizna
detekce negativnich iontd.
N
i 5-ethyl-2-merkapto CsH;NS, Vynikajici vlastnosti pro detekci
CHiCHy ™ g~ SH .
thiazol 145.00 TG.
Neutralni matrice pouzitelna pfi
0o~ ] negativnim modu, hlavng  pro
2,4,6-trihydroxy CgHgOy4 ) o
HO L. OH neutralni ¢i zaporné nabité lipidy.
T || acetofenon 168.04 ) ] ]
- Velmi wuZitetnd pro selektivni
(THA)
GH indikaci urcitych tiid lipida ve
smési.
COOH kyselina Zatim nejvice pouzivana matrice
. C/HeO4 o .
.. -OH 2,5-dihydroxy 154.03 voblasti lipidd. Pouzitelnda v
o benzoova ' pozitivnim i negativnim médu (zde
(DHB) pomeérné vysoké pozadi).
NH; Vzhledem ke své bazicité, je tato
N CeHN,0, . .
'-] para-nitroanilin 138.04 matrice vhodna pro detekci
’ (PNA) ' v negativnim modu. Neni prilis
NO, stabilni ve vakuu.
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Slibnd matrice pro vyzkum lipidd.
" . . Ci3HoN, o
N 9-aminoakridin 104.08 Vys§i citlivost nez DHB, ale
lﬂ"N"r]" (9-AA) ' spektra jsou vyrazné ovlivnéna
typem rozpoustédla.
Uvadi se leps$i vlastnosti pro
" C;H;5NS, L .
=P, 2-merkapto detekci lipidi a fosfolipidh
[ —sn _ 166.99
benzothiazol z tkanovych ftezii. Vhodna pro
zobrazovaci MS.
Pouzivan predev§im pro detekci
Cy malych sloucenin, jako jsou volné
Cx grafit 12.00 mastné kyseliny. Grafit
neposkytuje zadné pozadi. Pouziti
v IR-MALDL
Matrice ve formé Ackoli tyto matrice by mély mit
_CH=C—C00c tekutych krystala‘. oproti pevnym matricim fadu
I CN . . CisH14N203 . .
| o | Jedna se o soli mezi 58310 vyhod, jsou jest¢  ponckud
:'%Z,H kyselymi a ' Hexotické“ a ne priliS casto
I - H zasaditymi pouzivané. Ng&které slouceniny
matricemi. jsou vsak jiz komercné vyrabény.

Mnoho praci jiz prokazalo, ze MALDI-TOF je t¢innou metodou pro analyzu
polarnich i nepolarnich lipidi. Tato metoda je schopnd poskytnout spolehlivé vysledky
nehled¢ na polaritu lipidt, které jsou srovnatelné s metodami jako je ESI a APCI.
Je vsak také zfejmé, ze je zde nutny dalsi vyvoj a nezbytna zlepSeni, rozsiteni metody
do neprozkoumanych oblasti. Zejména v oblasti hledani novych uc¢inngj$ich matric je

tieba dalsiho vyzkumu.'
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2.4.3 Analyza nepolarnich lipidi pomoci 2,5-dihydroxybenzoanu lithného

Béhem vyzkumi, uskutecnénych skupinou hmotnostni spektrometrie
na UOCHB AV CR a ICE MPI Jena, bylo testovano nékolik matric ve smési
s glyceroltripalmitatem a hexatrikontanem jako analyty. Mimo jiné byl testovan soubor
kovovych soli ve spojeni s kyselinou 2,5-dihydroxybenzoovou (alkalické kovy — Li,
Na, K, Rb, Cs a ptfechodné kovy — Cu, Ag). NejlepSich vysledkti bylo dosazeno pii
pouziti lithné soli kyseliny 2,5—dihydroxybenzoové (LiDHB). Dale byly vySe zminéné
kovové soli kyseliny 2,5-dihydroxybenzoové testovany jako potencidlni matrice
pro MALDI-MS analyzu voskovych esteri. LiDHB s izotopy lithia °Li a "Li — tedy
SLiDHB nebo 'LiDHB, byla vyhodnocena jako nejlepsi matrice vhodna pro voskové
estery. Tato matrice usnadiiuje kationizaci voskovych esteri pfi relativné nizkém
vykonu. Matri¢ni ionty jsou v rozsahu do 200 m/z a nerusi tedy signaly voskovych
estert. Pii srovnani voskovych estert, liSicich se délkou fetézce a poctem dvojnych
vazeb, bylo zjisténo, ze preferencné jsou ionizovany voskové estery s kratSim fetézcem
a/nebo s dvojnymi vazbami. Tvorba lithnych iontii neni provazena eliminaci vodiku
nebo jinou fragmentacni reakci. Lithium ma jednoduchy izotopicky klastr a tato
skutecnost zjednodusuje vyhodnoceni spekter smési uhlovodikt. Dalsi vyhodou je jeji
snadnd pfiprava - smisenim kyseliny 2,5-dihydroxybenzoové s uhli¢itanem lithnym c¢i
hydroxidem lithnym a odpatenim rozpoustédla.

Lithna sil kyseliny 2,5-dihydroxybenzoové se tedy ukazala jako velmi efektivni
matrice pro MALDI-TOF analyzu voskovych esteri, nepolarnich lipidi s dlouhym
fetézcem a uhlovodikd, jejichZ ionizace byla dfive obtizna. Je také vhodna pro analyzu
polymeri. Vysledkem je vznik lithnych iontd [M+Li]". Tato matrice byla aplikovana
na analyzu hmyzich kutikularnich uhlovodikd a také na analyzu dalSich nepolarnich
lipidi, v&etn& voskovych esteri.” "

Ionizace lithiem ma své vyhody. Tvorba uhlovodikii s lithiem neni provazena
eliminaci vodiku nebo jinymi fragmenta¢nimi reakcemi a z divodu jednoduché
izotopické distribuce lithia se zda byt 1épe pouzitelna pro analyzu smési uhlovodik,
nez diive pouZivané stiibrné kationty." Ptirodni izotopické zastoupeni lithia je °Li
(5%) a 'Li (95%) a pii pouziti komerénd vyrab&ného 'Li (99%) se vyznamné

zjednoduguje vyhodnocovani hmotnostnich spekter smési analyti. "
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3 CILPRACE

Cilem této prace je otestovat chemické slouceniny, které maji vysoky potencial
byt vhodnymi MALDI matricemi pro vybrané tfidy nepolarnich lipidi, zvlasté pro
nasycené vyssi uhlovodiky a voskové estrey. Zkoumanymi latkami jsou zejména lithné
soli aromatickych kyselin.

= Syntéza lithné soli 2,5-dihydroxytereftalové kyseliny

= Syntéza dalSich lithnych soli vybranych kyselin s navdzanym alkoholem

a/nebo hydroxylovou skupinou

= Testovani syntetizovanych matric se standardy uhlovodikii a voskovych

estertl

= Vyhodnoceni matric dle jejich MALDI vlastnosti

MALDI vlastnosti matric jsou porovnavany s matrici LIDHB, ktera je ovéfenou

matrici pro analyzu uhlovodikii i voskovych esterd.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

n-Triakontan — 99%, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

2,2, 4-Trimethylpentan — > 99,5%, LAB-SCAN (Gliwice, Polsko)

Aceton — p.a., Penta (Chrudim, CR)

Acetonitril — Chromasolv® pro HPLC, gradient grade, Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA)

Deionizovana voda — Milli Q, Millipore (Milford, MA, USA)

Diethylether — p.a. destilovany, Penta (Chrudim, CR)

Ethylacetat — &isty, Lach-Ner (Neratovice, CR)

Hexan — SupraSolv® pro plynovou chromatografii, Merck ( Darmstadt, Némecko)
Chloroform — p.a. stabilizovany 1% ethanolu, Penta (Chrudim, CR)

Kyselina o-kyano-4-hydroxyskoficovda — 97%, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA)

Kyselina benzoova — 99,5%, Lach-Ner (Neratovice, CR)

Kyselina 2,5-dihydroxybenzoova — > 98%, Fluka Chemie AG (Buchs, Svycarsko)
Kyselina 2,5-dihydroxyterftalova — > 98%, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Kyselina 2,5-dimethoxybenzoova — > 98%, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Kyselina octova — 99%, Lach-Ner (Neratovice, CR)

Kyselina salicylova — 99%, Lach-Ner (Neratovice, CR)

Kyselina sinapové — p.a., Fluka Chemie AG (Buchs, Svycarsko)

Kyselina vanilova — 97,0%, Fluka Chemie AG (Buchs, gV}'Icarsko)

LiDHB (2,5-Dihydroxybenzoan lithny) — syntetizovany v laboratofi skolitele'
Lithné ionty — 1000 ppm, standard pro AAS, Analytika (Praha, CR)

Methanol — HPLC super gradient, Lach-Ner (Neratovice, CR)

Methanol — LC-MS, > 99,9%, Fluka Chemie AG (Buchs, gvycarsko)

Propan-2-ol — Lichrosolv® pro HPLC, gradient grade, Merck (Darmstadt,
Némecko)

Stearyl behenat — 99%, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Toluen — p.a., Penta (Chrudim, CR)

Uhligitan lithny — p.a., Lachema (Brno, CR)
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4.2 Pristroje a zarizeni
4.2.1 Reflex IV

MALDI-TOF experimenty byly uskute¢nény na piistroji Reflex IV (Bruker
Daltonik GmbH, Bremen, Némecko) pracujicim v reflektronovém moédu (Obr. 4).
Kladné nabité ionty byly urychleny napétim 20 kV. Desorpce a ionizace byla umoznéna
pouzitim dusikového UV laseru s vinovou délkou 337,1 nm, délkou pulsu 4 ns o energii
300 pl, s frekvenci 9 Hz a s nastavitelnou intenzitou laserového zafeni 0 — 100%. Data
byla sbirana a analyzovana pomoci programu FlexAnalysis 3.0 (Bruker Daltonik
GmbH, Bremen, Némecko).9 Reflex IV ma hmotnostni rozsah do 100 kDa
(reflektronovy mod) nebo >750 kDa (linearni mod). V reflektronovém modu je

rozliSeni vyssi nez 25 000.

e
T ““ﬂ.-'

Obr. 4: Pristroj Reflex IV*
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4.2.2 Deska pro naneseni vzorku

Vzorky byly nanaseny na nerezovou ocelovou MALDI desku s 384 pozicemi.
Deska byla nejdiive dikladné vycisténa (viz. kap. 3.3.3). Po naneseni vzorkd byla
umisténa do MALDI zdroje.

Daéle v textu bude uvadén termin ,,bod v rdmci jedné pozice®. Timto bodem je

minéno misto na jedné pozici desky, kam dopadne laserovy paprsek.

Obr. 5: Ocelova MALDI deska. Na obrazku jsou patrné jednotlivé pozice pro naneseni

vzorkil. A — prazdna pozice; B — pozice s nanesenym vzorkem.

4.2.3 Dalsi pristroje

= Analytické vahy Mettler-Toledo AB204-S (Greifensee, Svycarsko)

= Atomovy absorp¢ni spektrometr AAS 3 (Zeiss-Jena, Némecko)

= C, H, N analyzator PE 2400 Series Il CHNS/O (Perkin Elmer, USA, 1999)
= pH metr HI 9321 HANNA Instruments (Rhode Island, USA)

= Refrigerated CentriVap concentrator (LABCONCO, USA)

= Spektrofotometr LAMBDA 35 UV/Vis Systems (PerkinElmer, USA)
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4.3 Pracovni postupy

4.3.1 Syntéza matric

Vsechny matrice byly pfipraveny neutralizacni reakci pfislusné kyseliny
s uhli¢itanem lithnym s pouzitim vody jako rozpoustédla. Neékteré kyseliny se ve vodé
jen velmi Spatné rozpoustély. Po pfidani uhli¢itanu lithného, ktery se ve vod¢ také
témer nerozpousti, se ob¢ slozky zacaly pozvolna rozpoustét. Toto je jeden z dikazd, Ze
dochazelo k reakci téchto latek a vzniku produktu, ktery je jiz ve vodé€ 1épe rozpustny.
Ptfi reakci dochazelo kuvoliovani oxidu uhli¢ittho (u riznych kyselin rizné
intenzivnimu). Pribéh reakce byl sledovan pomoci zmén pH. Pro kontrolu pH byl
pouzit pH metr.

Pred syntézou matric bylo na zakladé¢ pKa kyselin vypocitdno vysledné pH
reakéni smeési, tedy uréen bod ekvivalence, kdy je kyselina pravé kvantitativné
zneutralizovana na pozadovanou stl.

Ptedpokladané pH vodného roztoku matrice bylo pocitano dle vzorce:
pH =7+1/2 (pKa +log ca)

V Tab. 2 jsou uvedeny vypocitané hodnoty pH pro jednotlivé roztoky matric.
Tab. 2: Vypocitané hodnoty pH roztokii matric.

Marice  pKikseling e manice
Li,DHT - 0,082 -
LiDMB - 0,050 -
LiHCCA 2,93 0,053 7,82
LiSA 4,90 0,179 9,08
LiBA 4,19 1,045 9,10
LiSalA 2,97 0,966 8,48
LiVA 4,51 0,813 9,21
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U matric Li,DHT a LiDMB nebyla zjisténa disociac¢ni konstanta a proto nebylo
mozné vypocitat predpokladané pH roztokli matric.

V praxi v§ak nebylo mozné vypocitané hodnoty pH dosahnout, jelikoz jiz kolem
pH 7 dochazelo v roztoku k oxidaci kyselin. Pro ziskani zddanych produktti bylo nutné

ponechat slabé kysel¢ pH roztoku.

4.3.1.1 Syntéza 2,5-dihydroxytereftalanu lithného

Reakce probihala dle nasledujici rovnice:

HO LiO

HO OH 4+ Li;CO3 —> HoO OH + H,0 =+ CO

OH OLi

Rovnice ¢.1: Neutralizace kyseliny 2,5-dihydroxytereftalové uhlicitanem lithnym.

K 0,5 g kyseliny 2,5-dihydroxytereftalové (DHT) bylo ptidano 15 ml vody. Tato
suspenze byla pozvolna zahfivana pfiblizné na 90 °C, aby se zvysilo mnozstvi
rozpusténé kyseliny. Pfi zahfivani se krystalky kyseliny pomalu vznasely k hladiné
a tvorily drobné vlocky, poté se pozvolna rozpoustély. I po dlouhém zahtivani (10 min)
a ptridavku vody, bylo dosaZeno rozpusténi kyseliny piiblizné jen z 30%. K 0,185 g
uhli¢itanu lithného bylo pfidano 5 ml vody. Ziskana suspenze uhli¢itanu lithného byla
postupné pridavana k suspenzi DHT, smés byla michana a pribézné bylo méteno pH na
pH metru. Oba reaktanty se pozvolna rozpoustély, ale k uplnému rozpusténi bylo tfeba
reakéni smés jesté zahtat na cca 100 °C. Vysledny roztok byl zluté barvy. Roztok byl
ponechan velmi slabé kysely — pH 6, jelikoz i velice maly ptidavek uhli¢itanu lithného
by zptsobil posun hodnoty pH pies 7 a doslo by k oxidaci kyseliny, coz se projevi
hnédnutim roztoku. Z této smési jiz nelze ziskat krystaly pozadovaného produktu.

Ziskany zluty roztok byl odpafen na minimalni objem (cca 3 ml), kdy stoupla

jeho hustota a poté prudce zchlazen v mrazaku. Pro iniciaci krystalizace bylo nutné
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Skrabat tyCinkou o dno a sténu kadinky. Timto byla ziskana smés krystald a zbytku
rozpoustédla, ktera byla ihned prefiltrovana ptes fritu s malymi pory. Ziskané krystaly
byly vysuSeny do konstantni hmotnosti v exikatoru. Vyslednym produktem byly zluté

krystaly 2,5-dihydroxytereftalanu lithného (Li,DHT).

4.3.1.2 Syntéza 2,5-dimethoxybenzoanu lithného

Reakce probihala dle nasledujici rovnice:

HO Lio
o 0
HaC H3C,
2 0 o + Li,COy — 2 o) o + H,0 + CO;
CHj CH,

Rovnice ¢.2: Neutralizace kyseliny 2,5-dimethoxybenzoové uhlicitanem lithnym.

K 0,5 g kyseliny 2,5-dimethoxybenzoové (DMB) bylo ptidano 50 ml vody
a smés byla michina sklenénou ty€inkou asi 3 minuty. Pozvolna se rozpustila asi
polovina mnozstvi kyseliny. Po zahtati na cca 60 °C se postupné¢ rozpustil i zbytek
kyseliny. K roztoku kyseliny byla pfimichavana suspenze uhli¢itanu lithného,
pripravena piidanim 5 ml vody k 0,101 g uhlicitanu lithného. Na pH metru bylo
prubézné meéteno pH. Roztok byl ponechan slabé kysely — pH 5,52.

Ciry roztok byl odpafen na minimélni objem (cca 8 ml), zchlazen v mrazaku
a krystalizace byla podpotena skrabanim o dno a stény kadinky. Ziskané krystaly byly
ihned prefiltrovany ptes fritu, aby byl odstranén zbytek rozpoustédla a prefiltrované
krystaly byly vysuseny do konstantni hmotnosti v exikatoru. Vyslednym produktem
byly bil¢é krystaly 2,5-dimethoxybenzoanu lithného (LiDMB).
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4.3.1.3 Syntéza a-kyano-4-hydroxycinnamanu lithného

Reakce probihala dle nasledujici rovnice:

OH oLi

A ) X o) co
’ + L0 — 2 + O+ =5

HO Il HO Il
N

Rovnice ¢.3 : Neutralizace kyseliny o-kyano-4-hydroxyskoricové uhlicitanem lithnym.

0,5 g kyseliny a-kyano-4-hydroxyskoticové (HCCA) bylo suspendovano v
50 ml vody. Svétle zluté krystaly byly ve vodé velice Spatné rozpustné. K roztoku
kyseliny byla pfimichavana suspenze uhlic¢itanu lithného, pfipravena ptidanim 5 ml
vody k 0,098 g uhlic¢itanu lithného. Poté se krystaly HCCA pozvolna rozpoustély
a roztok ptesel z bezbarvého na svétle zluty. Pro Uplné rozpusténi bylo tfeba roztok
jeste mirn¢ zahtat, ptiblizné na 40 °C. Vysledné pH roztoku bylo ponechdno slab¢
kyselé. Roztok byl odpafen na cca 5 ml, zchlazen v mrazdku a krystalizace byla
podpotena skrabanim o dno a stény kadinky. Vznikajici svétle Zluté krystaly byly
prefiltrovany a vysuseny do konstantni hmotnosti v exikatoru. Vyslednym produktem

byly krystaly a-kyano-4-hydroxycinnamanu lithného (LiHCCA).

4.3.1.4 Syntéza sinapanu lithného

Reakce probihala dle nasledujici rovnice:

OH oLi
o N N o] N
H.e” o H.c” )
2 + LipCO3 —= 2 + H,0 + CO,
HO HO
o) o)
Hie” Hyc”

Rovnice ¢. 4: Neutralizace kyseliny sinapové uhlic¢itanem lithnym.
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Ptiprava lithné soli kyseliny sinapové byla z diivodu tepelné nestability odlisna.
Samotna kyselina se ve vod¢ pfili§ nerozpoustéla. Az po piidani uhli¢itanu lithného se
za laboratorni teploty pozvolna rozpoustélo pfiblizné 50% reagujicich latek. Po zahtati
se zbytek reaktanti rychle rozpusti, avSak roztok jiz pfi velmi malém zvySeni teploty
(27°C) prechazel z piivodné bezbarvého, pres temné rudy az do hnédého zbarveni.
Takto zoxidovany roztok jiz neSlo dale pouzit. Proto bylo nutné reakci provést za
laboratorni teploty.

K 0,2 g kyseliny sinapové (SA) bylo pfiddno 5 ml vody, kadinka byla umisténa
na automatickou michacku a za stalého michani bylo po velmi malych davkach
pridavan uhlicitan lithny (cca 0,03g) a prabézné kontrolovano pH na pH metru.
Vysledné pH roztoku bylo ponechano slabé kyselé. Po ptidani uhli¢itanu lithného byla
smés ponechana 4 hodiny michat za laboratorni teploty. Po této dobé byly témér
vSechny reaktanty rozpusStény. Zbylé pevné Ccastice byly odfiltrovany a dale
se pracovalo jen se ziskanym roztokem. Ten byl rozdélen do ¢ty mikrozkumavek
a odpafen na vakuové rotatni odparce na minimalni objem — cca 1 ml vkazdé
mikrozkumavce. Po vyjmuti z odparky byl obsah mikrozkumavek ponechdm
za laboratorni teploty roztat. Na sténé jedné mikrozkumavky se vytvofil velky krystal,
kterym byly ,,naoCkovany* zbylé mikrozkumavky. Doslo k wvelice rychlé iniciaci
krystalizace a hustd smés krystali se zbytkem rozpoustédla byla okamzité prefiltrovana
na frité. Takto ziskané krystaly byly vysuseny v exikatoru do konstantni hmotnosti.

Vyslednym produktem byly svétle okrové krystaly sinapinanu lithného (LiSA).

4.3.1.5 Syntéza benzoanu lithného

Reakce probihala dle nasledujici rovnice:

HO Lio

2 + LibCO3; — = 2 + H,0 + COy

Rovnice ¢. 5: Neutralizace kyseliny benzoové uhlicitanem lithnym.

K 5,2 g kyseliny benzoové (BA) bylo ptfiddno 20 ml vody a suspenze byla

michana. Kyselina benzoova se ve vod¢ velice Spatné rozpoustéla i pti zahiivani.
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Objem byl zvySen na cca 40 ml a poté bylo ke kyselin¢ pfidano cca 1,53 g uhli¢ianu
lithného, Vznikajici stl se ve vodé pozvolna rozpoustéla. Vysledné pH roztoku bylo
ponechano slabé kyselé. Poté byl roztok odpafen na cca 5 ml, zchlazen v mrazaku
a krystalizace byla podpofena skrabanim o dno a stény kadinky. Vznikajici bilé krystaly
byly pfefiltrovany a vysuSeny do konstantni hmotnosti v exikdtoru. Vyslednym

produktem byly krystaly benzoanu lithného (LiBA).

4.3.1.6 Syntéza salicylanu lithného

Reakce probihala dle nasledujici rovnice:

HO Lio
HO o HO 0o

5 + LiCO3 — 2 + H,0 + CO,

Rovnice ¢. 6: Neutralizace kyseliny salicylové uhlicitanem lithnym.

K 4,0 g kyseliny salicylové (SalA) bylo pfidano cca 30 ml vody. Kyselina
salicylova je také ve vodé Spatné rozpustna, k rozpousténi doslo az po priidani
cca 1,14 g uhli¢itanu lithného. Vysledné pH roztoku bylo ponechano slabé kyselé.
Roztok byl zahustén na vakuové odparce na cca 6 ml a krystalizece byla podpotena
zchlazenim v mrazaku a Skrabanim o dno a stény kadinky. Vznikajici bilé krystaly
byly pfefiltrovany a vysuSeny do konstantni hmotnosti v exikdtoru. Vyslednym

produktem byly krystaly salicylanu lithného (LiSalA).
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4.3.1.7 Syntéza vanilanu lithného

Reakce probihala dle nasledujici rovnice:

HO LiO
o) 0
2 + LibCO3 — = 2 4+ H,0 + CO;
HO OCH;4 HO OCH;,

Rovnice ¢. 7: Neutralizace kyseliny vanilové uhlic¢itanem lithnym.

K 4,1 g kyseliny vanilové (VA) bylo pfidano 30 ml vody a nasledné cca 0,90 g
uhli¢itanu lithného. Smés byla michéna a vznikly roztok zakoncentrovan na vakuové
odparce na cca 5 ml. Vysledné pH roztoku bylo ponechano slabé kyselé. Krystalizace
byla podpofena zchlazenim roztoku v mrazaku a Skrabanim o dno a stény kadinky.
Vznikajici bilé krystaly byly pfefiltrovany a vysuSeny do konstantni hmotnosti
v exikatoru. Bilé krystaly byly poté znovu prekrystalizovany z vodného roztoku, jelikoz
elementarni analyza ukazala obsah necistot. Vyslednym produktem byly krystaly
vanilanu lithného (LiVA).

4.3.1.8 Shrnuti syntézy matric

Vsechny uvedené matrice pomérné Spatné krystalizovaly z vodného roztoku,
proto bylo nutné odpareni na mensi objem, ochlazeni a Skrabani dna a stény kadinky 1
nekolikrat opakovat. Pfi neutralizaci bylo dilezité zamezit oxidaci produktu, ke které
dochazi vlivem vyssiho pH nebo vyssi teploty. Vzniklé krystaly bylo tieba prefiltrovat
od zbytkového rozpoustédla velmi rychle, aby nedoslo k jeho uplnému odpafeni a
pripadné necistoty a nezreagovana kyselina neziistaly rozpusténé ve zbytkovém

roztoku.
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4.3.2 Priprava vzorki

Roztoky uhlovodiku n-triakontanu o koncentraci 47,2 pmol/l a voskového
esteru stearyl behenatu o koncentraci 0,43 mmol/l byly pfipraveny v chloroformu
(1 ml). Roztoky matric byly pfipraveny ve smési methanol/chloroform_ pfi¢emz piesné
koncentrace matric, pouzitd rozpoustédla a pomeéry methanolu/chloroformu jsou
uvedeny v nasledujici tabulce (7ab. 3). Koncentrace Li2DHT je z dtvodu Spatné
rozpustnosti v methanolu (1 mg/ml) niz$i nez u ostatnich matric. U Li2DHT je pomér
methanolu/chloroformu ve prospéch methanolu z diivodu jiz nizké koncentrace matrice
v samotném methanolu, pii pfidani vice chloroformu by byla koncentrace matrice pfilis

nizka.

Tab. 3: Prehled koncentraci matric a pouzitych rozpoustédel.

Koncentrace Pomer
Matrice
matrice (mg/ml) MeOH/CHCI;

Li,DHT 0,75 4/1
LiDMB 10,00 1/3
LiHCCA 10,00 1/3
LiSA 10,00 1/3
LiBA 10,00 1/3
LiSalA 10,00 1/3
LiVA 10,00 1/3
LiDHB 10,00 1/3
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4.3.3 Cisténi desky

Nerezova MALDI deska byla omyta ethanolem a povrch desky byl otien
filtranim papirem pro odstranéni nejvétSich necistot. Poté byla deska dikladné
opldchnuta v methanolu/chloroformu v poméru 2:1 a vloZena na 15 minut do
ultrazvukové vany s methanolovou lazni. Po skonceni sonifikace byla deska oplachnuta

chloroformem a usuSena na vzduchu.

4.3.4 NanasSeni vzorku

Vzorky byly na desku nanaSeny tfemi zpisoby. Dvouvrstvou technikou, kdy
nejdiive byla na pozici na desce nanesena matrice (1,5 pl) a po odpateni rozpoustédla
byla vrstva matrice prekryta vrstvou analytu (1,5 pl) a nechana usuSit na
vzduchu — Ma/Vz metoda. Druhy zptisob nanaSeni byl opac¢ny, kdy na terc¢ik byl
nejdiive nanesen analyt a po odpafeni rozpoustédla piekryt vrstvou matrice — Vz/Ma
metoda. Tietim zplsobem nanaSeni byla MIX metoda. Matrice a analyt byly pied
nanesenim smiseny a na desku byla tato smés nanesena jako jedna vrstva. Po odpaieni
rozpoustédla se na desce vytvorily smésné krystaly a takto pfipravena deska byla
vlozena do spektrometru.

K nanéSeni analytli a matric byla pouzivana automaticka pipeta se specialné
upravenou Spickou, a to z divodu zabranéni kontaminace vzorkl necistotami z plastu.
Konec plastové Spicky byl ofiznut a dovnitf zasunuta uzka sklenéna kapilara. Plast
kolem kapilary byl zataven. Kapilara byla po kazdém pouziti o kus zkracena, aby

nedoslo ke kontaminaci roztokli matric a analytl a také jiz nanesenych vrstev na desce.
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4.4 Ovérovani struktury a vlastnosti matric

4.4.1 Stanoveni C, H, N

U syntetizovanych matric byla provedena elementarni analyza pro potvrzeni
prvkového slozeni a zjiSténi obsahu vody. Tato analyza byla provedena laboratofi
organické elementarni analyzy UOCHB. Na automatickém analyzatoru PE 2400 Series
II CHNS/O byl stanoven stechiometricky pomér prvkti C, H a N v matrici. Analyza
probihala na klasickém spalovacim principu, kdy je vzorek spalen a stanovované prvky
jsou prevedeny do plynného stavu. Nasleduje separace a detekce oxidacnich produktt
(CO,, NO,, H,0).#

4.4.2 Stanoveni Li

Mnozstvi lithia bylo stanoveno metodou AES na pfistroji AAspektrometr AAS
3 (Zeiss-Jena, Némecko) metodou kalibra¢ni piimky. Ze standardu lithnych iontd
(1000 ppm) byly pfipraveny roztoky o koncentracich 0,0; 0,3; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5
a 3,0 ppm v MeOH/H,O 1:1. Roztoky matric (MeOH/H,O 1:1) byly pfipraveny
o koncentraci kolem 1 ppm (pfesné koncentrace pro jednotlivé matrice jsou uvedeny
v kapitole 5.1.2 v Tab. 7). Matrice byly navazovany na analytickych vahach v fadech
stovek pg do vialek o objemu 1,5 ml. Poté byly kvantitativné prevedeny do 1ékovek
o objemu 20 ml a pfidano 10 ml rozpoustédla. Pii vypoctu koncentraci byl bran
v tvahu obsah krystalové vody v matricich.

Nejdiive byl proméfen koncentra¢ni rozsah zmeétfenim standardu o nejvyssi
koncentraci Li" (3,0 ppm) a nasledné o nulové koncentraci (0,0 ppm). Poté byly
postupné prométeny intenzity spektralni cary lithia (670,7 nm) u vSech standardid

a matric. Jako budici zdroj zde byl pouzit plamen acetylen/vzduch.
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4.4.3 Spektrometrie v ultrafialové oblasti zareni

Byla naméfena UV spektra pro ovéteni, zda matrice absorbuji UV zafeni v
poZadované vinové délce 337 nm. Spektra byla naméfena na pfistroji LAMBDA 35
UV/Vis Systems (PerkinElmer, USA). Mé&feni probihalo jak v pevné tak v kapalné fazi.
Pfi odrazovém méfeni matric v pevné fazi za pouziti integracni koule byl pfistroj
v jednopaprskovém uspotadani. Nejprve bylo proméfeno odrazové spektrum standardu
siranu barnatého v rozsahu 200-500 nm. Odrazivost siranu barnatého byla urCena
jako 100%, na stupnici hodnot 0-100%. Nasledné byly proméfeny krystaly matric,
pficemz mezi jednotlivymi métfenimi byl opét proméfen standard. Krystalky matric
byly umistény do Sroubovaci kyvety s kiemennym sklem a poté umistény do stroje.
Neékteré matrice bylo nutné drtit ¢i natedit (LiSalA) s hydroxidem barnatym.

Vodné roztoky matric byly méfené v kfemenné kyveté pii dvoupaprskovém
uspofadani. Standardem byla kyveta s destilovanou vodou. Nejdiive byla zméfena
zakladni linie, kdy obé kyvety byly naplnény destilovanou vodou. Poté byly prométeny
roztoky matric. Koncentrace roztokli nebyla zcela presn¢ definovand, jelikoz cilem

méteni bylo pouze zjistit rozmezi absorbance jednotlivych roztoki matric.

4.5 Rozpustnost

Dalsi z vlastnosti, ktera byla u matric ur¢ovana, byla rozpustnost v organickych
rozpousStédlech. Stanoveni rozpustnosti bylo provedeno pfipravenim piesyceného
roztoku vdaném rozpoustédle a odebranim urcit¢tho mnozstvi kapalné slozky
(10 — 100 pul) do zvazené vialky. Nasledn€ bylo rozpoustédlo odpaieno a obsah vialky
vysusen v exsikatoru do konstantni hmotnosti. Ze znamého odebraného objemu

a hmotnosti odparku byla vypocitana rozpustnost v mg/ml.
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4.6 Urceni minimalni a optimalni intenzity laserového paprsku

Pro jednotlivé matrice byla ur€ena minimalni a optimalni intenzita laserového
paprsku. Minimdlni intenzitou laserového paprsku je minéna nejniz$i mozné intenzita
paprsku, kdy je jiz patrny signal analytu. Optimalni intenzita laserového paprsku je
naopak takova intenzita, kdy signal analytu dosahuje maxima, avSak nedochazi ke
zhorSeni kvality spektra, tedy piky se nerozSifuji a nevzristd hladina Sumu. Intenzity
laserového paprsku jsou uvadény v procentech, kdy uvadéna procenta jsou laboratorni
stupnice zavisla na typu a stafi laseru.

Na MALDI desku byly naneseny matrice a analyty — uhlovodik n-triakontan
a voskovy ester stearyl behendt. Matrice a analyty byly na desku nanaseny tfemi
zpusoby — Ma/Vz, Vz/Ma, MIX. Koncentrace n-triakontanu byla 0,43 mmol/l a stearyl
behenatu 47,2 pmol/l. NanaSeny objem byl jak u matric tak u analytd 1,5 pl.

Pro ur€eni minimalni intenzity laseru byl vzorek ozafen 1000 pulsy pii intenzité
laserového paprsku 30%. Intenzita laserového paprsku byla zvySovana ¢i sniZovana
a meéfeni pokracovalo vzdy na novém bodé vramci dané pozice v blizkosti bodu
pfedchazejiciho. Uréend minimalni intenzita byla vzdy ovétena v 3-5 bodech v ramci
jedné pozice. Timto zptisobem byly urc¢eny hodnoty pro danou matrici, analyt a zptisob
nanaseni.

Hodnota optimdlni intenzity laserového paprsku byva ptiblizné o 10 procentnich
jednotek vyssi nez hodnota minimalni intenzita laserového paprsku. Pocatecni intenzita
laserového paprsku byla nastavena o 10 jednotek vyssi nez ur¢end minimalni intensita
a bod byl ozaten 1000 pulsy. Intenzita laserového paprsku byla postupné zvySovana
¢i sniZovana a byla porovnavana intenzita pikli a kvalita spektra. Pro méteni kazdého
nového spektra bylo vzdy ozafovan novy bod, vétSinou v blizkosti toho piedchoziho.
Ze ziskanych dat byla zvolena optimalni intenzita laserového paprsku pro danou

matrici, analyt a zplisob nanaseni.
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4.7 Urceni optimalni metody nanaSeni

Matrice se standardy byly na desku naneseny tfemi mozZnymi zplsoby
nanaSeni — Ma/Vz, Vz/Ma, MIX. Takto pfipravené vzorky byly ozafovany laserovym
paprskem o intenzité 50% pro voskové estery a 55% pro uhlovodiky. Suprese
(potlaceni) matrice byla zaddna do hodnoty 210 m/z. Pro LiBA byla intenzita
laserového paprsku nastavena na 70% pro voskové estery i uhlovodiky. Méfeni
probihalo v automatickém rezimu. Vysledna spektra byla snimana po 100 pulsech
do celkového poctu 600 pulstt pro kazdou pozici. Posun laseru na dal$i bod v rameci
pozice byl nastaven po 200 pulsech. Jedno vysledné spektrum tedy bylo ziskano
seCtenim 6 jednotlivych spekter ze 3 bodl v pozici. Celkové bylo nasnimano

18 vyslednych spekter pro kazdy vzorek a zpiisob nanéseni.

4.8 Meéreni matri¢nich iontua

U testovanych matric byl urCen rozsah matricnich iontd ve spektru
a vyhodnoceny jejich fragmenty. Jednou z dulezitych vlastnosti matrice je, aby jeji
ionty nezasahovaly do oblasti m/z analytu. Oblast matricnich ionti by méla byt
co nejuzsi, idealné do hmotnosti molekuly matrice. Vznik klastrii ¢i dalSich vyssich
aduktd je nezadouci. Pii bézné analyze jsou piky matrice potlacovany nastavenim
rozsahu hodnot m/z, které jsou deflektorem potlacovany, tzv. suprese matrice. Pokud by
se pomér m/z analytu blizil k rozsahu hmotnosti matri¢nich ionti, mohl by byt iont
analytu ovlivnén touto supresi matrice a nemusel by byt ve spektru viibec patrny.

Matrice rozpustené v MeOH/CHCl; o koncentraci 10 mg/ml, Li;DHT
o koncentraci 0,75 mg/ml, byly naneseny na desku a proméfeny piti optimalniho
intenzité laserového paprsku. Spektra byla snimana do celkové hodnoty 500 pulst.

Z namétenych dat byl uren rozsah matri¢nich iontt a fragmenty byly vyhodnoceny.
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4.9 Detekéni limit

Pro stanoveni detekcniho limit byl pouzit standard uhlovodiku n-triakontan
a standard voskového esteru stearyl behenat. Koncentrace matric, rozpusténych
v MeOH/CHCIs, byla 10 mg/ml, kromé¢ Li,DHT, kde koncentrace byla 0,75 mg/ml.
Detekéni limit byl stanoven pomoci dvoubodové kalibraéni pfimky a smérodatné

odchylky Sumu, dle vzorce:

kdy Xp je detekéni limit, s je smérodatna odchylka Sumu a b; je smérnice kalibra¢ni
primky.

Smérodatna odchylka Sumu s byla pocitana, dle vzorce:

Koncentrace standardli byla u n-triakontanu 0,43 mmol/l a u stearyl behenatu
47,2 umol/l. Data pro vypocet detekéniho limitu byla ziskdna ze souhrnného
srovnavaciho méfeni, blize kapitola 3.8, kde jsou popsany konkrétni podminky méfeni.
Smérodatna odchylka Sumu byla ziskana z priméru tfi hodnot, ziskanych z tii

vybranych méfeni pro kazdou matrici.
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4.10 Intenzita signalu

Pro srovnani vlastnosti a u¢innosti matric pro voskovy estery a uhlovodik bylo
provedeno souhrnné srovnavaci mefeni, kdy matrice s analyty byly zméfeny v ramci
jednoho méfeni probihajiciho za stejnych podminek. Matrice byly srovnavany mezi
sebou a také s LiDHB, ktera byla popsana pro ionizaci uhlovodiki a voskovych esterti
v literatuie (viz. kapitola 2.4.3) a slouzi jako ,,standard” ke srovnani ostatnich matric.
Jako standard voskového esteru byl pouzit stearyl behenat a pro uhlovodiky
n-triakontan. Matrice byly méfeny pfi svych optimalnich podminkach.

Srovnavaci meétfeni bylo provadéno v automatickém modu, ktery zajistil
objektivni méfeni. Matrice a analyty byly na desku nanaseny v optimalnich molarnich
pomérech (blize kapitola 4.5.3). Matrice byly v koncentracich 10 mg/ml, kromé
Li,DHT, kde koncentrace byla 0,75 mg/ml. Koncentrace standardf byla u n-triakontanu
0,43 mmol/l a u stearyl behenatu 47,2 umol/l. Pro splnéni optimalnich molarnich
pomért bylo pouze upraveno mnozstvi nanasenych matric. Konkrétni hodnoty jsou
uvedeny v Tab. 4 a Tab. 5. Matrice byly rozpustény v MeOH/CHCI; a standardy
v CHCl;.

Tab. 4: Shrnuti podminek nandseni pro voskové estery. M:A — molarni pomér nanesené

matrice ku analytu; SB — stearyl behenat, ¢ — koncentrace,; V — objem.

Optimalni V
Matrice  mol. pomer ¢ matrice matrice ¢5B v op Zpiisob
VA (mg/ml) ) (mg/ml) (ul) nanasent
LiDHB 100:1 10 1,14 0,28 1,50 Ma/Vz
Li,DHT 10:1 0,75 1,97 0,28 1,50 MIX
LiDMB 100:1 10 1,33 0,28 1,50 Ma/Vz
LiHCCA 100:1 10 1,42 0,28 1,50 Vz/Ma
LiSA 100:1 10 1,65 0,28 1,50 Ma/Vz
LiBA 100:1 10 0,91 0,28 1,50 Ma/Vz
LiSalA 100:1 10 1,02 0,28 1,50 Ma/Vz
LiVA 100:1 10 1,23 0,28 1,50 MIX
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Matrice spolu se stearyl behenatem byly naneseny tfikrat — na tii riizné pozice
MALDI desky. Méteni probihalo v automatickém modu. Vysledna spektra byla sbirdna
po 100 pulsech a scitana do celkového poctu 1000 pulst z kazdé pozice. Posun laseru
byl nastaven po 200 pulsech. Jedno vysledné spektrum tedy bylo ziskano sectenim
10 jednotlivych spekter z 5 boda v pozici. Métfeni probéhlo v deseti kolech a celkové
bylo zaznamenano 30 vyslednych spekter pro kazdou matrici. Intenzita laseru pro
voskové estery byla 50%, pro matrici LiBA byla intenzita laserového paprsku nastaven

na 70%. Suprese matrice byla zadana do hodnoty 210 m/z.

Tab. 5: Shrnuti podminek nandseni pro uhlovodiky. M:A — molarni pomér nanesené

matrice ku analytu; CsgHg, — n-triakontan, ¢ — koncentrace; V — objem.

Optimalni V
Matrice  mol. pomer ¢ matrice matrice ¢ Collsz ¥ Coollsy  Zpiisob
VA (mg/ml ) wl) (mg/ml ) (ul) nandasent
LiDHB 10:1 10 0,65 1,69 1 Vz/Ma
Li,DHT 2:1 0,75 2,22 1,69 1 MIX
LiDMB 10:1 10 0,75 1,69 1 Vz/Ma
LiHCCA 10:1 10 0,80 1,69 1 MIX
LiSA 10:1 10 0,93 1,69 1 MIX
LiBA 10:1 10 0,51 1,69 1 MIX
LiSalA 10:1 10 0,58 1,69 1 Ma/Vz
LiVA 10:1 10 0,70 1,69 1 MIX

Matrice s n-triakontanem byly naneseny na desku stejnym zplisobem jako
voskovy ester, tedy na tii pozice na MALDI desce. Méfeni probihalo v automatickém
modu. Spektra byla sbirdna po 100 vystielech a scitdna do celkového poctu 1000
vystrelu z kazdé pozice. Posun laseru byl nastaven po 200 vystielech. Jedno vysledné
spektrum tedy bylo ziskano sectenim 10 jednotlivych spekter z 5 boda v pozici. Méteni
probéhlo v deseti kolech a celkové bylo zaznamenano 30 spekter pro kazdou matrici.
Intenzita laserového paprsku pro uhlovodiky byla nastavena na 55%, pro matrici LiBA

na 70%. Suprese matrice byla zadana do hodnoty 210 m/z.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 Elementarni analyza

5.1.1 Stanoveni C, H, N

U syntetizovanych matric byla provedena elementarni analyza pro zjisténi
obsahu uhliku, vodiku, dusiku (u LiHCCA) a dopocitani obsahu krystalové vody.
Stanoveni prvkil prob¢hlo na automatickém analyzatoru PE 2400 Series II CHNS/O,
kde ptesnost stanoveni CHN je 0,30% absolutni hodnoty. Zmétené vysledky, uvedené

v Tab. 6, odpovidaji teoretickym hodnotam v rozmezi této presnosti stanoveni.

Tab. 6: Obsah uhliku, vodiku a dusiku v syntetizovanych matricich.

Pocet

C(%) C(%) H(% H(%) N(%)  N(%)  molekul

Matrice
skut. teor. skut. teor. skut. teor. krystalove
H,O
Li,DHT 44,87 44,80 2,10 2,11 - - 1/4
LiDMB 52,68 52,44 5,30 5,38 - - 1
LiHCCA 56,06 56,36 3,69 3,78 6,48 6,57 1
LiSA 48,09 48,01 5,85 5,86 - - 2,5
LiBA 65,58 65,66 3,95 3,94 - - 0
LiSalA 52,11 51,88 4,36 4,35 - - 1
LiVA 46,02 45,73 5,25 5,28 - - 2

Pocet molekul vody byl vypoéitan v programu ChemSketch. V tomto programu
byly spocitany hodnoty C, H, N pro riizné pocty molekul krystalové vody. Pocet
molekul krystalové vody ve vzorku byl urcen na zaklad€ shody teoretickych dat s daty

namétenymi.
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5.1.2 Stanoveni Li

Lithium je prvek s vyraznou emisi zafeni pii pfechodu z excitovaného do
nizsiho energetického stavu. Diky této vlastnosti mohlo byt lithium stanoveno metodou
AES. Lithium, stejné jako ostatni alkalické kovy, barvi specificky plamen. Pfi méfeni
bylo pozorovano vyrazné zbarveni plamene do malinové ¢ervena.

Lithium obsazené v roztoku bylo v budicim zdroji ptfevedeno do excitovaného
atomarniho stavu. Pfi pfechodu z excitované¢ho stavu do energeticky chudSiho stavu
dochazi kexcitaci polychromatického, nespojit¢tho zafeni. Po  prichodu
monochromatorem ziskdvame ¢arové spektrum. Pro lithium je typickéd spektralni cara
o vlnové délce 670,7 nm. Kvantitativni zastoupeni lithia v matricich bylo zjisténo ze
zavislosti mezi koncentraci lithia a intenzitou jeho spektralni ¢ary.

Pro stanoveni koncentrace lithia v matricich byla nejdfive na spektrometru
prométena sada standardil s koncentraci lithia 0,0 az 3,0 ppm. Ze ziskanych hodnot byla

sestavena nasledujici kalibra¢ni zavislost.

0,8 y = 0,4775x

Intenzita spektralni ¢ary (a.u.)

0 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5

Koncentrace (ppm)

Obr. 6: Kalibracni zavislost intenzity spektradlni ary lithia na koncentraci lithia.

Hodnoty nad jednotlivymi body znazornuji koncentraci lithia.

Nasledné byly proméfeny roztoky matric o teoretické koncentraci lithia kolem
1 ppm. Ze ziskanych dat a dle rovnice regrese uvedené¢ v Obr. 6 byly vypocitany

skute¢né koncentrace lithia. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 7.
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Tab. 7: Namérené koncentrace lithia a vysledny pocet atomii Li v syntetizovanych

matricich.
Pocet atomii
Matrice Koncetrace Li Koncentrace Li Odchylka Lina
teoreticka (ppm)  skutecna (ppm) hodnot (%) molekulu
matrice

Li,DHT 1,17 1,27 7,43 2
LiDMB 1,09 1,14 4,79 1
LiHCCA 1,08 1,16 6,41 1
LiSA 0,99 1,09 9,16 1
LiBA 1,20 1,32 8,70 1
LiSalA 1,04 1,10 5,90 1
LiVA 0,90 0,96 6,42 1

Do vypoctu teoretické koncentrace lithia byl bran v tvahu obsah krystalové
vody v matricich. Z Tab. 7 je patrné, ze skutecnd koncentrace lithia je vzdy vyssi, nez
koncentrace teoreticka. Tato skutecnost je pravdépodobné zplisobena soustavnou
chybou pfi ptipraveé vzorku (podrobn¢ viz. kapitola 4.4.2), zejména ztratami na sténach
vialek, nepfesnosti vazeni (navazovano na setiny mg) ¢i odpafovanim rozpoustédla pii
transportu roztoki.

Skute¢né hodnoty koncentraci lithia odpovidaji teoretickym hodnotdm do
rozsahu chyby + 10%. Lze tedy fici, Ze syntetizované matrice maji pozadovanou

éistotu.
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5.2 Spektra matric v ultrafialové oblasti zareni

Pro ovéteni absorpce matric pii vinové délce laseru (337 nm) byla zméfena
absorpcni spektra matric vpevné a kapalné fazi. Pro matrice vpevné fazi byla
odrazovym meéfenim ziskdna reflexni spektra, ta byla pievedena na absorpcni.
Nameétend UV spektra matric v pevné i kapalné fazi jsou uvedeny v piiloze A a B,
odectené hodnoty absorpcnich maxim a hodnota absorbance pii 337 nm jsou shrnuty

v nasledujicich tabulkach Tab. § a Tab. 9.

Tab. 8: Parametry absorpcnich spekter matric v pevné fazi.

Hodnota absorbance pri

Matrice Absorpcni maximum v nm
337 nm
Li,DHT 324 -393 0,86
LiDMB 321 0,37
LiHCCA 230 - 392 1,12
LiSA 318 0,66
LiBA 295 0,20
LiSalA - -
LiVA 240 - 305 0,72
LiDHB 339 0,59

U matrice LiSalA se nepodafilo spektrum v pevné fazi zméftit. Latka vykazovala
vys§i odrazivost nez siran barnaty, ktery byl pouzit jako standard se 100% odrazivosti,
tedy s nulovou absorpci. Krystaly LiSalA byly drceny v tfeci misce, fedény hydroxidem
barnatym a piekrystalizovany z vodného roztoku. Spektra namétena po téchto upravach
vSak ziistala nezménéna. Na zméteni UV spektra pevné LiSalA se dale pracuje.

Z uvedenych hodnot absorbanci vyplyva, ze pfi 337 nm slabé absorbuji matrice
bez pfitomnosti hydroxylové skupiny ve struktufe (LiDMB, LiBA). Silné¢ absorbuje
matrice LiHCCA, ktera obsahuje kyano skupinu a jednu hydroxylovou skupinu
a matrice Li,DHT se dvémi hydroxylovymi skupinami ve struktufe. Matrice s jednou
hydroxylovou skupinou ve struktuie (LiSA, LiVA, LiDHB) maji srovnatelnou

absorbanci.
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Tab. 9: Parametry absorpcnich spekter matric v kapalné fazi.

Matrice Absorbcni maximum v nm Absorbance pri 337 nm
Li,DHT 215,246 a 352 Ano
LiDMB 296 Ne
LiHCCA 235a325 Ano
LiSA 229 a 305 Ano
LiBA 224 Ne
LiSalA 209,231 a 297 Ne
LiVA 205,251 a 286 Ne
LiDHB 208 a 320 Ano

Me¢teni UV absorpce vodnych roztokll matric je zde uvadéné jako dopliujici
informace. Pouze UV absorpce v pevné fazi urcuje absorpcni vlastnosti béhem MALDI
podminek. Absorpce uréené v kapalné a pevné fazi mohou byt vyrazné odlisné.”®
Hodnoty absorbance uvedené v tabulce Tab. 9 jsou pouze orientacni a nelze je
porovnavat, jelikoz koncentrace roztokll matric nebyla definovana.

V kapalné fazi absorbuji matrice se dvémi hydroxylovymi skupinami — LiDHB,
Li,DHT, matrice s kyano a hydroxylovou skupinou — LiHCCA a matrice s jednou
hydroxylovou a dvémi methoxylovymi skupinami ve strukture — LiSA. Matrice bez
hydroxylové skupiny — LiBA, LiDMB, matrice sjednou hydroxylovou
skupinou — LiSalA a matrice s hydroxylovou a methoxylovou skupinou nevykazuji

wv v

témer zadnou absorpci.
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5.3 Vyhodnoceni matri¢nich ionti

Po ozareni matric laserovym pulsem byl pozorovan vznik matri¢nich iontd.
Byl vyhodnocen rozsah spektra, ve kterém se tyto ionty vyskytovaly a byla snaha
charakterizovat hlavni matri¢ni ionty. Interpretace spekter je zaloZzena na nominalnich
hmotnostech ionti.

Rozsah matri¢nich iontl je dilezitou vlastnosti matrice, kdy nejzadangjsi je
co nejuzsi rozmezi — idedlné¢ do poméru m/z odpovidajicimu molekuldrnimu iontu
aduktu ¢i matrice. Tvorba klastri matrice pii vyssich hodnotach m/z je nezadouci.

Bylo nalezeno né¢kolik typil iontd spole¢nych pro vSechny matrice. Matrice
poskytly jednou nabité ionty [Matrice + H] © (kromé LiDMB) a [Matrice + Li]".
Lithium snadno nahradilo vodik v —OH skupiné za tvorby iontu [Matrice — H + 2Li] °,
kromé Li,DHT se tento iont tvofil u vSech matric. Spektra obsahovala také ionty kovi
jako [Li]", [Na]’, [K]'. Pfi pouziti vysoké intenzity laserového paprsku (70%)
v piipadé matric LiBA a LiDMB byl ve spektrech piitomen iont [Cr]". Adukty s K a Cr
nebyly patmné, vyskytl se pouze iont [LiBA + Na]™ pfi 70% intenzité laserového
paprsku. Ve vétsin€ spekter byla pozorovéna ztrata CO, z karboxylové skupiny a ztrata
H,0, u LiHCCA i ztrata HCN. Tont [2Li]" se vyskytl pouze ve spektru Li,DHT. Dale
byla pozorovéana tvorba téchto klastrii: [2LiDMB + Li]", [3LiDMB + Li]", [2LiSalA —
2H + 3Li]", [2LiBA + Li]" (intensita laserového paprsku 70%), [3LiBA + Li]
(intensita laserového paprsku 70%). Ve spektrech se také vyskytovaly dalsi
neobjasnéné ionty zejména v oblasti nad m/z molekularniho iontu. MALDI spektra
vSech matric jsou zafazana v priloze C. Rozsahy matri¢nich iontti ve spektrech jsou
uvedeny v Tab. 10.

Spektra matri¢nich iont byla zméfena pifi dvou intenzitach laserového paprsku
odpovidajici optimalni intenzit¢ pro voskovy ester a uhlovodik. V ptipad¢ matrice
LiVA nejsou pfi intenzité laseru 36% patrné zadné matri¢ni ionty, proto byla tato
matrice zméfena pii intenzité 41%, kdy jiz bylo mozné ziskat spektrum. Skutecnost,
7e pri analyze nejsou produkovany matri¢ni ionty je velkou vyhodou. Navic spektrum
LiVA namétfené pii 41% intenzity laseru ma nejuzsi rozpéti ze vSech testovanych

matric. Pro srovnani, matri¢ni spektrum LiDHB ma rozsah 0 — 200 m/z.
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Tab. 10: Rozsah matricnich iontii v hmotnostnim spektru.

Intenzita Intenzita
Rozsah Rozsah Pocet
Matrice laserovéeho laserového
matricnich matricnich  laserovych
M, paprsku pro paprsku pro
iontii (m/z) iontii (m/z) pulsii
voskovy ester uhlovodik
Li,DHT
43 0-205 50 0-285 500
210
LiDMB
44 0-571 70 0-585 500
188
LiHCCA
42 0-309 45 0-309 500
195
LiSA
42 0-243 43 0-243 500
230
LiBA
70 0-391 70 0-391 500
128
LiSalA
50 0-307 57 0-307 500
144
LiVA 36 - 36 -
500
174 41 0-187 41 0-187
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5.4 Rozpustnost

V nésledujici Tab. 11 jsou uvedeny rozpustnosti jednotlivych matric.

Rozpoustédla jsou fazena dle klesajici polarity.

Tab. 11: Rozpustnost matric v organickych rozpoustédlech. Hodnoty koncentraci jsou

uvedeny v mg/ml.

Matrice
Li,DHT LiDMB LiHCCA LiSA LiBA  LiSalA LiVA

Rozpoustedlo
Voda 63,3 169,1 74,8 70,4 220,8 330,6  265.8

Kys. octova (konc.) 2,2 46,8 14,7 24.8 35,8 15,5 7.4

Acetonitril 2,9 10,1 12,5 5,0 0,3 83,2 0,7
Ethanol 9,8 26,3 24,2 19,9 25,8 237,77 61,2
Methanol 1,0 187,5 162,5 66,7 58,9 168,0 69,3
Aceton 0,4 1,7 4,3 4,9 0,8 94,0 15,1
Ethylacetat 3,8 2,7 53 10,0 24 87,4 2,8
Chloroform 0,1 0,1 1,0 0,0 2,3 1,1 10,0
2-propanol 6.4 5,8 10,0 1,8 3,1 9,5 15,3
Diethylether 3,8 6,5 8,4 20,0 30,0 7,9 4,0
Hexan 2,1 0,6 0,3 0,0 1,1 20,0 19,8

Obecné lze fici, Ze pro matrice jsou vhodna spiSe polarni rozpoustédla jako je
voda, methanol ¢i ethanol. Li;DHT je hiife rozpustna v polarnich i nepolarnich
rozpoustédlech. VéEtSina matric je Spatné rozpustnd v méné polérnich rozpoustédlech,
jen pro LiSA a LiBA v diethyletheru a LiSalA a LiVA v hexanu jsou koncentrace vyssi
v porovnani s ostatnimi matricemi. Matrice rozpustné v malo polarnich rozpoustédlech

zajist'uji dobrou misitelnost s nepolarnimi analyty.
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Analyty pouzivané v této praci byly rozpuSténé v chloroformu, pro lepsi
misitelnost analytu a matrice je tedy vhodna kombinace chloroformu a dalsiho
rozpoustédla, v kterém je dana matrice dobie rozpustna.

Pro analyzu vzorkli je pouzivana koncentrace matrice 10 mg/ml. Matrici
Li;DHT lIze o této koncentraci pfipravit pouze ve vodé, voda vSak neni misitelna
s chloroformem a pfi nanaseni na MALDI desku se rozpiji. Jelikoz optimalni pomér
Li,DHT:analyt je pfiblizn¢ o jeden fad niz$i nez u ostatnich matric, 1ze analyzovat
srovnatelné koncentrace analytli jako u ostatnich matric i pfi koncentraci Li,DHT
kolem 1 mg/ml. NejvhodnéjSimi rozpoustédly pro Li,DHT se zdaji byt ethanol ¢i
2-propanol. Pro ostatni matrice je nejvhodnéjS$im rozpoustédlem methanol, piipadné
ethanol (LiSalA). Pozadovanou koncentraci matric lze pfipravit i v kyselin€ octové
(mimo LiVA) a ve vodé. Koncetrace 10 mg/ml matrice LiHCCA se da také
ptipravit acetonitrilu, LiSA a LiBA v diethyletheru, LiSalA v acetonitrilu, acetonu,
ethylacetatu a hexanu a LiVA v acetonu, isopropanolu, chloroformu a hexanu. VSechna

uvedena rozpoustédla, kromé vody, jsou misitelna s chloroformem.
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5.5 Optimalni podminky MALDI analyzy
5.5.1 Minimalni a optimalni intenzita laserového paprsku

Nalezeni optimalni a minimalni intenzity laserového paprsku bylo dilezité pro
dalsi specifikaci podminek méfeni.

Pfi stanovovani minimalni intenzity laserového paprsku bylo nutné nejdtive bod
ozafit vys$Sim poctem pulsi. Signal byl patrny po cca 150 — 300 pulsech u voskového
esteru a po cca 300 — 600 pulsech u uhlovodiku. Spektrum ¢asto obsahovalo necistoty
pochazejici z desky, které byly vice patrné ve spektrech uhlovodiku. Jelikoz intenzita
laserového paprsku byla relativné nizka, necistoty byly vétsSinou ve spektru patrné i po
delsim ostfelovani. Vyjimkou byla matrice LiVA, kde signal voskového esteru byl
patrny témét okamzité a spektrum bylo i bez predchoziho ozéteni bez dalsich signald.
Signal uhlovodiku s matrici LiVA byl patrny jiz po 100 — 200 pulsech, béhem nichz
vymizely ze spektra i pfipadné necistoty.

Pfi stanovovani optimalni intenzity laserového paprsku bylo nutné bod nejdiive
ozéfit jen v piipadé uhlovodiku a to 100 — 200 pulsy. Po této ,aktivaci vzorku*
dochazelo k rychlému naristu intenzity signalu uhlovodiku a k vymizeni necistot ze
spektra (ve vétSin¢ piipadll). U vzorkd s voskovym esterem byl signal patrny bez
pfedchoziho ozafovani. U matric LiHCCA, LiSA, LiSalA byly ve spektrech
s uhlovodikem i voskovym esterem patrné necistoty, které vsak vymizely po 50 — 100
pulsech. V matrici Li;DHT nebyly necistoty ve spektrech patrné témét vibec, ptipadné
vymizely béhem prvnich nékolika pulsii.

V ptipadé matrice LiVA dochazelo k intenzivnimu nartstu signalu uhlovodiku
jiz po cca 80 pulsech, signal voskového esteru byl patrny okamzité. V obou ptipadech
byla spektra bez necistot a byl pozorovan velice intenzivni signal analyta.

Poznatky zminéné v pfedchozich odstavcich nejsou platné pro matrice LiBA
a LiDMB. Tyto matrice velice Spatné ionizuji uhlovodik i voskovy ester a bylo velice
narocné ziskat jakakoliv data. Konkrétni naméfené hodnoty minimalni a optimalni

intenzity laserového paprsku jsou uvedeny Tab .12 a Tab. 13.
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Tab .12: Minimalni a optimalni intenzita laserového paprsku pro voskovy ester.

Minimalni Optimalni
intenzita intenzita
Matrice Metoda nanasent laserového laserového
paprsku paprsku
9 9

Ma/Vz 34 44
Li,DHT Vz/Ma 35 44
MIX 31 43
Ma/Vz 33 44
LiDMB Vz/Ma -k -k
MIX - ¥ - ¥
Ma/Vz 28 41
LiHCCA Vz/Ma 30 41
MIX 32 43
Ma/Vz 31 42
LiSA Vz/Ma 29 40
MIX 28 40
Ma/Vz 60 70
LiBA Vz/Ma 60 71
MIX 62 72
Ma/Vz 39 50
LiSalA Vz/Ma 39 51
MIX 35 46
Ma/Vz 38 50
LiVA Vz/Ma 39 49
MIX 22 36

* data nebyla ziskana z ditvodu velice Spatné ionizace analytu
Optimalni intenzity laserového paprsku pro voskovy ester jsou pro vétSinu

matric srovnatelné a dosahuji 40 — 51%. Pouze matrice LiBA dosahuje vys$$i intenzity

laserového paprsku (70%) v porovnani s ostatnimi testovanymi matricemi a LiVA
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u metody nandSeni MIX dosahuje niz8i intenzity (36%) a to hlavn€ v porovnani
s ostatnimi metodami nanaseni u této matrice (50% a 49%). U ostatnich testovanych

matric je rozdil intenzity laserového paprsku mezi metodami nanaseni nepatrny.

Tab. 13: Minimadlni a optimalni intenzita laserového paprsku pro uhlovodik.

Minimalni Optimalni
intenzita intenzita
Matrice Metoda nandseni laserového laserového
paprsku paprsku

2 %)

Ma/Vz 38 51

Li2DHT Vz/Ma 40 51
MIX 38 50

Ma/Vz - * - *

LiDMB Vz/Ma -k - *
MIX - * - *

Ma/Vz 36 45

LiHCCA Vz/Ma 35 45
MIX 34 45

Ma/Vz 32 43

LiSA Vz/Ma 33 41
MIX 31 43

Ma/Vz - * - *

LiBA Vz/Ma -k - *
MIX - * - *

Ma/Vz 45 57

LiSalA Vz/Ma 44 54
MIX 44 57

Ma/Vz 48 59

LiVA Vz/Ma 48 57
MIX 25 36

* data nebyla ziskana z ditvodu velice Spatné ionizace analytu
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Intenzity laserového paprsku pro uhlovodik jsou také pro vétSinu matric
vicemén¢ srovnatelné a dosahuji 41 — 59%. Niz§i intenzity, zejména v porovnani
s ostatnimi metodami nanaseni, dosahuje opét matrice LiVA u metody MIX (36%).

U matric LIDMB a LiBA nebyla data ziskéna.

5.5.2 Metoda nanaseni

Pro dalsi métfeni bylo nutné vybrat nejvhodnéj$i metodu nanaSeni matrice
a analytu. Matrice se standardy byly na desku naneseny tfemi zplsoby
nanaSeni — Ma/Vz, Vz/Ma, MIX a byly ozafovany laserovym pulsem o intenzité¢ 50%
pro voskovy ester a 55% pro uhlovodik. Pro LiBA byla intensita laserového pulsu
nastavena na 70% pro voskovy estrey i uhlovodik, jelikoz pti hodnotach 50% a 55% by
nebyl patrny zadny signal. Spektra byla s¢itana do celkového poctu 600 pulst a pro
kazdy vzorek bylo nasniméano 18 spekter. Optimalni metoda nanaSeni byla vybrana dle
porovnani prumérnych hodnot intenzit signalu a relativni smérodatné odchylky.
Namétené hodnoty jsou uvedeny v Tab. 13 a Tab. 14.

Pfi nanaseni metodou MIX se ukazalo, Ze je vhodngjsi nejdiive do vialky pridat
matrici a nasledné roztok uhlovodiku. Po smiseni dochazi u nékterych matric k rychlé
tvorb¢ krystalil a to jesté pfed nanesenim smési na desku. Pii opacném poradi, kdy je do
vialky nejdfive pfidan roztok uhlovodiku, k viditelné tvorbé smésnych krystald
nedochazi a po naneseni smési na desku je patrna hladka vrstva. Bylo také
experimentalné zjisténo, ze u matrice LiVA ma potradi miseni roztokd analytu a matrice
vliv na intenzitu signalu voskového esteru. V ptipad¢, kdy je do vialky pfidan nejdiive
analyt, byl patrny pokles intenzity signalu. Toto je zplisobeno pravdépodobné tim, Ze
dochazi k rychlému odpateni rozpoustédla a tim k zakoncentrovani roztoku matrice
a po pfidani analytu nastava rychld kokrystalizace, tzn. zabudovani analytu do krystalu
matrice, z divodu koncentrovaného roztoku matrice. V opacném piipadé, kdy byla
matrice piidana do vialky az po analytu je jeji koncentrace nizs$i a reakce probiha
pomaleji a za odlisSnych podminek. Muze zde tedy byt odliSny mechanismus
zabudovani analytu do krystalti matrice, coZ miize ovlivnit zpisob a ¢innost ionizace.
Zaclenéni analytu do matri¢nich krystali je dalezitym piedpokladem pro uspésnou

MALDI analyzu, proto byly zkoumany rizné zptsoby nanaseni.
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Tab. 14: Primérné intensity signalu pro voskovy ester. Tucné a podtrzenim jsou

zvyrazneény vybrané optimalni metody nandseni.

Marice et Priniinie gy Pot el
Ma/Vz 8738 126 0
Li,DHT Vz/Ma 1048 108 1
MIX 7609 65 0
Ma/Vz 41 101 3
LiDMB Vz/Ma 402 75 9
MIX 258 61 10
Ma/Vz 14618 141 0
LiHCCA Vz/Ma 22688 78 2
MIX 369 75 2
Ma/Vz 16383 147 0
LiSA Vz/Ma 12085 148 1
MIX 9814 120 0
Ma/Vz 461 45 0
LiBA Vz/Ma 447 80 3
MIX 572 78 11
Ma/Vz 13511 69 0
LiSalA Vz/Ma 5624 104 4
MIX 6945 91 0
Ma/Vz 31457 62 0
LiVA Vz/Ma 31536 70 0
MIX 16242 62 0

* z celkového poctu 18ti spektera
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Tab. 15: Prumérné intensity signalu pro uhlovodik. Tucné a podtrzenim jsou

zvyrazneény vybrané optimalni metody nandseni.

Matrice  Zpiuisob nandsSeni P"i’i’;ir;li i(’:lfi’f)zim RSD % Poéesti;Z lec:le: bez
Ma/Vz 2070 170 0
Li,DHT Vz/Ma 2849 101 0
MiX 3719 84 0
Ma/Vz 283 49 4
LiDMB Vz/Ma 468 61 0
MIX 510 154 4
Ma/Vz 505 47 3
LiHCCA Vz/Ma 436 58 5
MiX 974 76 0
Ma/Vz 2790 23 0
LiSA Vz/Ma 4728 33 0
MiX 3549 31 0
Ma/Vz 741 45 15
LiBA Vz/Ma 292 61 7
MIX 470 93 3
Ma/Vz 707 32 0
LiSalA Vz/Ma 388 67 1
MIX 510 43 0
Ma/Vz 2342 42 0
LiVA Vz/Ma 2506 50 0
MiX 6040 43 0

* z celkového poctu 18ti spektera
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Ze ziskanych hodnot byl vybran nejvhodnéjsi zptisob nanaseni, kdy urcujicimi
prvky byla v prvé tadé hodnota relativni smérodatné odchylky a intenzita signalu,
nasledné pak pocet spekter bez signalu.

V tomto méfeni byly ziskany pomérné¢ vysoké hodnoty RSD. Hodnota RSD
¢asto presahuje 100%, jelikoz vysledky z MALDI méfeni velice zasadné ovliviuje
homogenita naneseného vzorku. Pfi Spatné homogenité vzorku mohou byt vysledna
data velice rtiznoroda a to zpusobuje vysoké hodnoty RSD. Pro MALDI méfeni je toto
bézné a Siroky rozptyl dat je ocekavany.

Pfi srovnavacim méteni (kapitola 5.7) byly hodnoty RSD nizsi. Tyto rozdily
byly pravdépodobné zplsobeny poskozenym digitizérem, ktery musel byt kratce po
meéfeni optimalni metody nanaSeni vyménén a na srovnavaci méteni byl pouzit jiz
novy. Na hodnotu RSD ma vliv i pocet spekter, z kterych jsou vyhodnocovany intenzity
vzorkil. Cim vétsi podet spekter, tim reprodukovatelngjsi by mély byt vysledky a tim i
nizs§i RSD. V tomto méfeni byla RSD pocitana z 18ti spekter, zatimco ve srovnavacim

meéteni jich bylo 30.
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5.5.3 Molarni pomér matrice a analytu

Pro optimalni metodu nanaSeni byl stanoven vhodny molarni pomér matrice
a analytu. Studované matrice o koncentracich 10 mg/ml a Li,DHT o koncentraci
0,75 mg/ml byly naneseny na desku se stearyl behenatem o koncentracich
2,36; 0,47; 0,24; 0,05; 0,02 mmol/l a s mn-triakontanem o koncentracich
3,00; 1,50; 0,60; 0,43; 0,30 mmol/l. Koncentrace analytl, které dosahly nejvyssi
intenzity signalu, byly porovnany s molarni koncentraci matric a byl vypocitan molarni

pomér matrice a analytu. Vysledné poméry jsou uvedené v Tab.16.

Tab.16: Optimalni molarni pomér matrice ku analytu pro vybrany zpiisob nandseni.

Optimalni molarnit

Matrice Analyt pomér matrice ku Metoda nandsent
analytu
Stearyl behenat 10:1 MIX
Li,DHT
n-triakontan 2:1 MIX
Stearyl behenat 100:1 Ma/Vz
LiDMB
n-triakontan 10:1 Vz/Ma
Stearyl behenat 100:1 Vz/Ma
LiHCCA
n-triakontan 10:1 MIX
Stearyl behenat 100:1 Ma/Vz
LiSA
n-triakontan 10:1 MIX
Stearyl behenat 100:1 Ma/Vz
LiBA
n-triakontan 10:1 MIX
Stearyl behenat 100:1 Ma/Vz
LiSalA
n-triakontan 10:1 Ma/Vz
Stearyl behenat 100:1 MIX
LiVA
n-triakontan 10:1 MIX
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Tab. 17: Smérodatné odchylky Sumu a smérnice kalibracni primky pouzité pri vypoctu

detekcniho limitu pro stearyl behendt. I znaci intenzitu signdlu, c¢ je koncentrace

analytu.
Matrice Smérfzdatnd odchylka Smé’;l;fni kl;al;’l/ycmém’
Sumu (a.u.) (oo umol T
Li,DHT 37,9 193
LiDMB 34,8 33
LiHCCA 36,1 212
LiSA 37,1 1090
LiBA 38,0 25
LiSalA 33,6 1161
LiVA 35,1 1937
LiDHB 31,9 695

Ziskané hodnoty detek¢nich limit se pohybuji v fadech desitek az tisicti nmol/I.
Nejniz§i hodnota detekéniho limitu pro voskové estery byla stanovena pro matrici
LiVA, viadu desitek nmol/l. Nejvyssi hodnota detekéniho limitu pro voskové estery
byla stanovena pro matrici LiBA, v fadu tisici nmol/l. Hodnoty smérodatnych odchylek
Sumu v Tab. 17 jsou pro vSechny matrice srovnatelné, detekéni limity analytd
s jednotlivymi matricemi se tedy 1i§i pouze z diivodu rozdilné citlivosti.

Ackoliv méteni detekéniho limitu probihalo na stejném pfistroji, ktery byl
pouzit v &lanku °, hodnota detek&niho limitu voskového esteru s matrici LiDHB
naméfend v této praci je o jeden fad nizSi nez je uvedeno v ¢lanku. Divodem
pravdépodobné bude vyména MCP detektoru a laserové jednotky, ktera probéhla po
naméfeni dat z ¢lanku. Rozdilnost dat mlize byt také zplsobena pouzitim jinych
standardit voskovych ester. V pfipadé clanku byly pouzity jako standardy
palmityl-palmitat, stearyl-stearat, arachid-arachidat a behenyl-behenat. V této praci byl
pouzit stearyl behenat.
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Pro n-triakontan se hodnoty detekénich limiti pohybuji v fadech jednotek
umol/l, u matrice LiVA, az po tady stovek pmol/l u matrice LiBA. Hodnoty
smérodatnych odchylek Sumu v Tab. 18 jsou pro vSechny matrice srovnatelné, detekcni
limity analytt s jednotlivymi matricemi se tedy li§i pouze z divodu rozdilné citlivosti.

Hodota detekéniho limitu uhlovodiku s matrici LiDHB naméfena v této praci

odpovida fadové hodnoté detekéniho limitu pro uhlovodiky uvedené v &lanku'.
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5.7 Intenzita signalu

Data ziskana srovnavacim meéfenim byla vyhodnocena pro kazdou matrici
a analyt uréenim pruméru intenzity signalu, smérodatné odchylky a relativni

smérodatné odchylky signalu.Vysledky jsou znadzornény na nasledujicich obrazcich

(Obr. 9 a Obr. 10) a v tabulkach (Tab. 19 a Tab. 20).
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Obr. 9: Priumerné intenzity signdalu stearyl behendtu pri mereni v jednotlivych matric.

Chybove usecky v grafu zndazornuji smérodatné odchylky.
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Tab. 19: Parametry signadlu stearyl behenatu pro jednotlive matrice. Primérné hodnoty
intenzit signalu pro kazdou matrici byly ziskany z 30 spekter namérenych na trech

riiznych pozicich na MALDI terci, kdy z kazdé pozice bylo ziskdno 10 spekter.

Priimeérna Smeérodatna Relativni SPZliteetr
Matrice intenzita odchylka smerodatna P bez
. ’ 0
signalu (a.u.) (a.u.) odchylka (%) signdlu*
Li,DHT 9103,6 5202,6 57,1 0
LiDMB 1549,2 1412,9 91,2 0
LiHCCA 9994,0 8114,6 81,2 0
LiSA 51460,2 20154,5 39,2 0
LiBA 1156,3 881,3 76,2 0
LiSalA 54781,1 142428 26,0 0
LiVA 91430,8 24921.,9 27,3 0
LiDHB 32805,7 8163,8 24,9 0

* z celkového poctu 30ti spekter

Matrice LiVA dosédhla nejlepSich vysledkii — nejvyS$i intenzity signalu pro
stearyl behenat a relativné nizké RSD srovnatelné s RSD matrice LiSalA a LiDHB,
kterda ma hodnotu RSD nejnizsi ze vSech porovnavanych matric. Avsak oproti LiSalA
a LiDHB ma LiVA vyrazn€ vyssi intenzitu signélu, jak je patrné z Obr. 9. Ostatni
matrice dosahly nizsich intenzit s relativn¢ velkymi RSD. Jako zcela nevhodné matrice
se ukazaly LiBA a LiDMB, kde je intenzita signalu vyrazné¢ nejnizsi a RSD okolo 80%.
Z uvedenych vysledki se zda byt nejvhodnéjsi matrici pro voskové estery vanilan

lithny (LiVA).
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Obr. 10: Prumérné intenzity signalu n-triakontanu pvi méreni v jednotlivych matric.

Chybove usecky v grafu zndazornuji smérodatné odchylky.

Tab. 20: Parametry signdlu n-triakontanu pro jednotlivé matrice. Primeérné hodnoty
intenzit signalu pro kazdou matrici byly ziskany z 30 spekter namérenych na trech

riznych pozicich na MALDI terci, kdy z kazdé pozice bylo ziskano 10 spekter.

' . Prijtmér.nd ’ Smérodatna Revlativm' . Pocet spekter
Matrice intenzita signalu odchylka smeérodatnd bez signdlu*
(a.u.) (a.u.) odchylka (%)
Li,DHT 4449 4 2210,6 49,7 0
LiDMB 274,6 157,6 574 12
LiHCCA 2586,5 1305,3 50,5 1
LiSA 5780,0 4209,8 72,8 0
LiBA 229,0 69,1 30,2 27
LiSalA 1496,0 972,5 65,0 1
LiVA 10841,7 3696,1 34,1 0
LiDHB 1252,4 749,3 59,8 0

* z celkového poctu 30ti spekter

72



Petra Machackova Nové matrice pro MALDI-MS analyzu lipidii

Pro n-triakontan dosdhla nejvyssi intezity signalu matrice LiVA s druhou
nejniz§i RSD. Nejniz$i hodnotu RSD doséhla matrice LiBA, ktera je vSak pro velice
nizkou intenzitu signalu, v porovnani s ostatnimi testovanymi matricemi, pro
MALDI-MS uhlovodiku nevhodna. Nizka hodnota RSD je v tomto ptipad¢ zpisobena
tim, ze v prevazné Casti naméfenych spekter (27 ze 30) neni patrny zadny signal
analytu. LiDMB je také pro uhlovodiky nevhodnou matrici, pro nizkou intenzitu
signalu. Hodnota relativni smérodatné odchylky ukazuje na Spatnou reprodukovatelnost
meéfeni. To je pravdépodobné zpilsobeno tvorbou tzv. sweet spots, bodli bohatych
na signal. Znamena to tedy, Ze nanesena matrice a analyt vytvofi na ter¢iku mista, kde
je vysoka koncentrace analytu a naopak mista, kde je koncentrace analytu tak nizka,
Ze signal je nepatrny ¢i dokonce vymizi. Tvorba téchto bodi je zavisla na mechanismu
kokrystalizace matrice s analytem, ktery je specificky pro kazdou matrici, analyt
1 zpusob nandSeni. Rozmisténi analytu na desce, tedy tvorba sweet spots,
¢i rovnomérngjsi rozlozenti, je velice dillezitou vlastnosti, ktera je u matric hodnocena.

Celkové lze fici, ze z testovanych matric je vanilan lithny (LiVA) nejvhodnéjsi
pro testovany uhlovodik i voskovy ester a to 1 v porovnani s bézn€ pouZzivanou matrici

LiDHB. Naopak zcela nevhodnymi matricemi jsou LiBA a LiDMB.
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o7 r we

5.8 Vztahy mezi strukturou matrice a jeji u¢innosti

Uvedené vysledky ukazuji, Ze u€inné matrice pro ionizaci uhlovodika
a voskovych esterti jsou ty, které obsahuji volnou hydroxylovou skupinu ve své
molekule. Naopak ty matrice, které volnou hydroxylovou skupinu neobsahuji se jevi
jako velice malo uc¢inné, ¢i neionizuji analyt vibec. Zda se tedy, ze pfitomnost
hydroxylové skupiny v molekule matrice je pro ionizaci nepolarnich lipidid nezbytna.
Hlavnim divodem pravdépodobné bude, Ze matrice bez pfitomnosti hydroxylové
skupiny ve struktufe (LiDMB, LiBA) velice slabé absorbuji UV zafeni ve vinové délce
pouzivaného dusikového laseru (337 nm).

Podobna tendence byla prokdzana i v praci M.Svobody a M. Koditka®,
kde zjistili, Ze ptitomnost volné hydroxylové skupiny v molekule matrice je nezbytnym
aspektem pro redukci azo skupiny v cyklickych peptidech a k ionizaci linearni formy
téchto peptidi. Vodikové atomy potfebné k redukci azo skupiny pochazeji prave
z hydroxylovych skupin matrice.

Pti porovnani mnozstvi krystalové vody pfipadajici na molekulu matrice v
Tab. 6 a vysledkl srovnavaciho méteni v kapitole 5.7 je patrné, ze G€inngjs$i matrice

vazou vice krystalové vody.
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6 ZAVER

Béhem této prace zaméfené na hledani efektivnich matric pro analyzu
vybranych tiid lipidd metodou MALDI-TOF bylo syntetizovano né€kolik novych
matric, které¢ byly testovany s n-triakontanem jako zastupcem uhlovodikii a stearyl
behenatem jako zastupcem voskovych esterii. Studovanymi matricemi byly lithné soli
kyselin 2,5-dihydroxytereftalové, 2,5-dimetoxybenzoové, a-kyano-4-hydroxyskoticové,
sinapové, benzoove, salicylové a vanilové. U téchto latek byly vyhodnoceny jejich
MALDI vlastnosti, v¢etné rozpustnosti v organickych rozpoustédlech. Byla uréena
hranice laserové sily, ktera miize byt pouzita pro tspéSnou desorbci/ionizaci voskovych
esterll a nepolarnich uhlovodikli. Dale byly zméfeny a vyhodnoceny matricni ionty
a jejich hmotnostni rozsah, stanoveny optimalni podminky méfeni, ovéfena schopnost
absorbovat ve vlnové délce 377 nm. Také byl urcen detekéni limit pro uhlovodiky
a voskové estery v jednotlivych matricich. Na zavér byly matrice porovnany z hlediska
intenzity signalu a relativnich smérodatnych odchylek. Zaroven bylo provedeno
srovnani s lithnou soli kyseliny dihydroxybenzoové (LiDHB), ktera je ovéienou matrici
pro analyzu lipidi.

Podatilo se najit n€kolik t¢innych MALDI matric. Jsou to latky, které maji ve
sveé struktufe hydroxylovou skupinu. Ukézala se i urcitd korelace Gc¢innosti a obsahu
krystalové vody v matricich. Matrice s vysSi ucinnosti obsahuji vyssi pocet molekul
krystalové vody na molekulu matrice. Jako nejucinnéjsi z porovnavanych matric byl
vyhodnocen vanilan lithny, ktery dosahl nejvys$si ucinnosti ionizace jak pro studovany
voskovy ester tak pro uhlovodik. Vanilan lithny tvoii s analyty homogenni smés
krystali a ma nizkou RSD méfeni, coz poukazuje na dobrou reprodukovatelnost
méteni. Detekeni limit se pro studovany voskovy ester pohybuje v fadu desitek nmol/l
a pro studovany uhlovodik v fadu jednotek pmol/l. LiVA dobfe absorbuje ve vinové
délce laseru a k ionizaci analytu je potiebna nizkd intenzita laserového paprsku — 36%.
Zaroven pii této intenzité nejsou ve spektrech patrné ionty matrice a nedochazi tedy
k ruSeni signalu analytu signaly matrice.

Vanilan lithny ptred¢il svymi MALDI vlastnostmi vSechny testované matrice,
tedy 1 ovéfenou matrici LIDHB a zda se byt novou velice i¢innou matrici pro analyzu
voskovych esteri a uhlovodikd. V budoucnosti bude tato matrice otestovana

na redlnych vzorcich ptirodniho ptivodu.
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