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ABSTRAKT
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Nazev diplomové prace: Optimalizace metabolomického workflow: kriticky pohled na

krok precisténi vzorku

Metabolomické schéma (workflow) sestdvd zplanovani experimentu,
vzorkovani, pfipravy vzorku, samotné analyzy a ndsledného zpracovani ziskanych dat a
jejich interpretace. Vzhledem k tomu, Ze v metabolomice je zdjem soustfedén na malé
molekuly s hmotnosti mensi nez 1500 Da, je krok pripravy biologického vzorku kriticky.
Tato prace se zabyva optimalizaci postupu pro eliminaci polyethylenglykoll (PEG) ve
vzorku. PEG mohou interferovat s metabolity béhem ionizace viontovém zdroji
hmotnostniho spektrometru. Pro eliminaci PEG bylo vyuZito mikroextrakce na tuhou fazi
pomoci pipetovacich Spi¢ek (LSPE-PT) pInénych sorbentem tvofenym poréznim TiO».

Vaginalni stéry byly ziskany od pacientek trpicich vulvovaginalnim dyskomfortem
zpUsobenym kmenem Candida albicans. Vzorky byly nejprve rozpustény v pufrovaném
fyziologickém roztoku. V ramci uSPE-PT bylo optimalizovano 5 rlznych sloZeni
kondiciona¢niho ¢inidla, pocet aspiraci/vypusténi v kroku naneseni vzorku, 5 rtznych
sloZzeni promyvaciho ¢inidla, eluéniho cinidla a pocet aspiraci/vypusténi v obou téchto
krocich. Pocet aspiraci/vypusténi v jednotlivych krocich se pohyboval mezi 1-50. Dale
byla optimalizovana 4 rizna sloZeni roztoku pro rekonstituci vzorku. Chromatograficka
separace byla provedena na koloné Acquity BEH Cig s mobilni fazi 0,075% kyselinou
mravenci (FA) a 0,075% FA v acetonitrilu (ACN) pfi pritokové rychlosti 0,5 ml/min a
gradientovou eluci od 2 % do 98 % organické slozky béhem 13 minut. Hmotnostni
detekce byla provedena na pfistroji s vysokym rozliSenim vyuzivajicim spojeni
kvadrupdlu a analyzatoru doby letu: Synapt G2-Si. Pro vyhodnoceni poctu nalezenych
potencialnich marker( byl vyuZit software MarkerLynx. Pro vyhodnoceni miry eliminace
PEG byl vyuzit software Microsoft Excel.

Nejucinnéjsi USPE-PT postup pro eliminaci PEG wvyuzival 0,1% FA jako

kondicionacni cinidlo s poftem 5 aspiraci/vypusténi, 5 aspiraci/vypusténi v kroku



naneseni vzorku, vodu jako promyvaci cinidlo s po¢tem 50 aspiraci/vypusténi, 50%
methanol pro eluci s po¢tem 5 aspiraci/vypusténi a 5mM FA v 2% ACN pro rekonstituci
vzorku po odpareni. V eludtu bylo po provedeni uSPE-PT zaznamendno jen 21,62 % PEG
z celkového poctu PEG. Zaroven bylo zaznamenano 5544 potencialnich marker(. Tento
postup se jevi jako vhodny nastroj necilené metabolomiky pro eliminaci PEG ve vzorcich

vaginalnich stéra.

Klicova slova: necilend metabolomicka analyza; polyethylenglykol; oxid titanicity;

mikroextrakce na tuhou fazi pomoci pipetovacich Spicek (USPE-PT); matricové efekty



ABSTRACT
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Title of Diploma Thesis: Optimization of metabolomics workflow: critical evaluation of

sample clean-up step

Metabolomics workflow involves following steps: experiment planning, sampling,
sample preparation, sample analysis and both data processing and data interpretation.
Metabolomics is focused on small molecules with mass lower than 1500 Da. This is
reason, why sample preparation of biological samples is critical. This work deals with the
optimization of sample preparation method for polyethylene glycol (PEG) elimination
from sample. PEG can interfere with metabolites during the ionization in the ion source
of mass spectrometer. Solid phase microextraction in pipette tips (LSPE-PT) was used in
this work for PEG elimination. Porous titanium dioxide was employed as a sorbent.

Vaginal swabs were collected from patients suffering from vulvovaginal
discomfort caused by Candida albicans. Samples were first dissolved in phosphate buffer
saline solution. In uSPE-PT method 5 different composition of binding solution, number
of aspiration/expelling repeats in sample loading step, 5 different composition of
washing buffer and elution agent and also number of aspiration/expelling repeats in
each of these steps were optimized. As well 4 different composition of solution for
reconstitution of sample were optimized. Number of aspirate/expel in each step of
USPE-PT was 1-50. The liquid chromatography separation was carried out on Acquity
BEH Cis column using gradient elution with 0.075% formic acid (FA) and 0.075% FA in
acetonitrile (ACN) at flow rate of 0.5 mL/min in 13 minutes. Quadrupole time-of-flight
high resolution tandem mass spectrometer Synapt G2-Si was employed for the data
acquisition. MarkerLynx software was utilized for finding of potential markers. Microsoft
Excel software was used for PEG measure evaluation.

Using 0.1% FA as binding solution, water as wash buffer and 50% methanol for

elution was found as the most effective workflow for PEG elimination. The best results



were obtained with 5 times aspirate/expel for sample loading, 50 times aspirate/expel
for washing and 5 times aspirate/expel for elution. 5mM FA in 2% ACN was used for
reconstitution after evaporation of sample. After uSPE-PT 21.62 % of total number of
PEG in sample was detected in the eluate. Moreover, 5544 potential markers were
found in the eluate. These USPE-PT conditions appear as effective tool for PEG

elimination in vaginal swabs in untargeted metabolomics experiment.

Keywords: untargeted metabolomics analysis; polyethylene glycol; titanium

dioxide; solid phase microextraction pipette tips (LSPE-PT); matrix effects
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

USPE-PT
2D-GC-MS

2D-LC
ACN
APCI

APPI

CE
DESI
deF
DI-MS

dsT
EESI
ESI

FA
FT-ICR

GC
GC-MS
HILIC

HPLC
HRMS
HTLC

[EX-HPLC
IMS
IP-HPLC
IS

IT

LC

LC-MS
LLE
MALDI

MeOH
MF
MIP
MS

mikroextrakce na tuhou fazi pomoci pipetovacich Spic¢ek plnénych
sorbentem (Pipette tips solid phase microextraction)

spojeni dvoudimensionalni plynové chromatografie s hmotnostni
spektrometrii

dvoudimensionalni kapalinova chromatografie

acetonitril

chemicka ionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric pressure
chemical ionization)

fotoionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric pressure
photoionization)

kapilarni elektroforéza (Capillary electrophoresis)

desorpcni ionizace elektrosprejem (Desorption electropray ionization)
de isotopicky znaceny farnesol

pfimy nasttfik do hmotnostniho spektrometru (Direct infusion Mass
spectrometry)

ds isotopicky znaceny tyrosol

extrakéni ionizace elektrosprejem (Extraction electrospray ionization)
ionizace elektrosprejem (Electrospray ionization)

kyselina mravenci

iontova cyklotronova resonance s Fourierovou transformaci (Fourier
transform lon cyclotron resonance)

plynova chromatografie (Gas chromatography)

spojeni plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii
hydrofilni interakéni chromatografie (Hydrophilic interaction
chromatography)

vysokoucinnd kapalinova chromatografie (High Performance Liquid
Chromatography)

hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim (High resolution Mass
spectrometry)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie pfi zvySené teploté (High-
Temperature Liquid Chromatography)

iontové vyménna HPLC (lon exchange HPLC)

iontové mobilitni spektrometrie (lon Mobility Spectrometry)
iontové parova HPLC (lon pair HPLC)

vnitfni standard (Internal Standard)

iontova past (lon trap)

kapalinova chromatografie (Liquid chromatography)

spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii
extrakce z kapaliny do kapaliny (Liquid-liquid extraction)

ionizace desorpci laserem za Ucasti matrice (Matrix assisted laser
desorption ionization)

methanol

mobilni faze

molekularné vtistény polymer (Molecularly imprinted polymer)
hmotnostni spektrometrie (Mass spectrometry)
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MS/MS tandemova hmotnostni spektrometrie

NMR nukledrni magneticka resonance (Nuclear magnetic resonance)

PBS pufrovany fyziologicky roztok (Phosphate Buffered Saline)

PEG polyethylenglykol

PP proteinova precipitace (Protein precipitation)

Q kvadrupdl

Q-TOF spojeni analyzatord Q a TOF

QgQ trojity kvadrupdl

QS regulacni mechanismus quorum sensing

Qsm quorum sensing molekuly (signalni molekuly)

RP reversni faze (Reversed phase)

RP-HPLC vysokoucinnd kapalinovd chromatografie na reversnich fazich

RSD relativni smérodatna odchylka (Relative standard deviation)

SF stacionarni faze

SFC superkriticka fluidni chromatografie (Supercritical fluid chromatography)
SPE extrakce na tuhou fazi (Solid Phase Extraction)

TFA kyselina trifluoroctova

TOF analyzator doby letu (Time of flight)

UHPLC ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie (Ultra-high performance

liquid chromatography)

UHPLC-HRMS spojeni ultra-vysokoucinné kapalinové chromatografie a hmotnostni
spektrometrie s vysokym rozliSenim (Ultra-high performance liquid
chromatography — High resolution Mass spectrometry)

UHPSFC ultra-vysokoucinna superkritickd fluidni chromatografie (Ultra-high
performance supercritical fluid chromatography)

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU

Naop pocet aspiraci/vypusténi

N pocet PEG nalezenych v dané extrakéni frakci daného postupu
USPE-PT

Nggs pocet PEG nalezenych ve vsech tfech frakcich daného postupu

USPE-PT (nevazana frakce po naneseni vzorku, frakce po
promyvani, frakce eluatu)

Ng/ N podil poctu PEG nalezenych v dané extrakéni frakci a poctu PEG
nalezenych ve vSech tfech frakcich (nevdzana frakce po naneseni
vzorku, frakce po promyvani, frakce eludtu) daného postupu
USPE-PT

Nr.i/Neg-ii podil poCtu PEG nalezenych v dané extrakéni frakci a poctu PEG
nalezenych ve vSech ttech frakcich (nevdzana frakce po naneseni
vzorku, frakce po promyvani, frakce eludtu) daného postupu
USPE-PT s druhou Sarzi pipetovacich Spicek

m/z pomér molekulové hmotnosti ku naboji

RP rozliSovaci schopnost (Resolving power)
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1. UvVOoD

Tato diplomova prace se zabyva optimalizaci metabolomického schématu (tj.
metabolomického  workflow). Zabyvd se konkrétné bioanalytickou  casti
metabolomického schématu, které zahrnuje pripravu vzorku a samotnou analyzu
vzorku, ktera sestava nejcastéji z chromatografické separace ve spojeni s hmotnostni
detekci. Predpokladem spravného metabolomického hodnoceni je odstranéni
interferujicich kontaminant( z biologické matrice, zejména v oblasti hmotnosti do 1500
Da, ktera pokryvd metabolity zdjmu. Nejsou-li kontaminanty odstranény ze vzorku
fyzicky, lze jejich signaly odstranit béhem zpracovani dat. Nelze vSak v takovém pripadé
vyloucit pritomnost matricovych efektd. Bylo zjisténo, Ze nejcastéji pritomnymi
interferujicimi kontaminanty jsou polyethylenglykoly (PEG), ftalaty,
polypropylenglykoly, pfipadné dalsi, které mohou vzorek kontaminovat jiz pfi odbéru
vzorku, ddle pfi jeho skladovani a nasledném zachazeni's nim pfed analyzou. V této praci
byly pouzity vzorky vagindlnich stér( pacientek trpicich vulvovagindlnim dyskomfortem
zpUsobenym kmenem Candida albicans. Protoze bylo zjisténa nejvyssi incidence
kontaminace PEG, zabyva se tato prace jejich eliminaci. Pro eliminaci PEG ze vzorku byla
pouzita metoda mikroextrakce na tuhou fazi pomoci pipetovacich Spicek plnénych
sorbentem (uUSPE-PT) tvorenym TiO,.

Ddvodem pro odstranéni PEG ze vzorku pred analyzou je vznik neZadoucich
matricovych efektl. Jednd se o potlaceni ionizace viontovém zdroji hmotnostniho
spektrometru. V mnoha pfipadech mohou PEG potlacit signal analytu, coz vede ke
snizeni meze detekce a nespravné kvantifikaci.

USPE-PT je metodou extrakce na tuhou fazi, coz je jeden ze tfi zakladnich postupd
pfi Upravé biologickych vzorkl pred vlastni analyzou. Jde o miniaturizovanou variantu
extrakce na tuhou fazi (SPE), ktera na rozdil od konvencéni SPE nevyuziva kolonky ¢i disky,
coby nosi¢ sorbentu, ale sorbent je umistén pfimo v pipetovaci Spicce. Vhodnym
nastavenim podminek provedeni pUSPE-PT lze ze vzorku odstranit podstatnou cast
kontaminant( a balastd, které mohou rusit naslednou analyzu metabolit(. V necilenych
metabolomickych experimentech je vedle odstranéni kontaminant( ze vzorku stézejni
zachovat co nejvétsi ¢ast metabolomu. Snahou je pak zaznamenané latky identifikovat

a vybrat ty se vztahem k biologické interpretaci.
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2. CiL A ZADANI DIPLOMOVE PRACE

Cilem této diplomové prace je optimalizovat metabolomické schéma, s dlirazem
na bioanalytickou ¢ast zahrnuijici pfipravu vzorku, analyzu vyuZivajici ultra-vysokoucinné
kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii s vysokym rozliSenim
(UHPLC-HRMS) s hmotnostnim spektrometrem typu kvadrupdl-analyzator doby letu (Q-
TOF) a nasledné zpracovani a analyzu ziskanych dat. Nejrozsahlejsi ¢ast experimentu
byla zamérena na eliminaci PEG ze vzork( vaginalnich stért béhem faze ptipravy vzorku.

K odstranéni kontaminantl byly vyuZity komeréné dostupné pipetovaci Spicky
stuhym sorbentem na bdazi oxidu titani¢itého. Cilem je optimalizovat sloZeni
kondiciona¢niho, promyvaciho a elu¢niho cinidla a pocet aspiraci/vypusténi v kroku
naneseni vzorku, v kroku promyvdni a eluce a optimalizovat sloZeni roztoku pro
rekonstituci vzorku po odpareni. Vedle eliminace PEG byl necileny metabolomicky
experiment provadény vramci této diplomové prace zaméren na zjisténi poctu
potencidlnich markerd nalezenych ve vzorku po provedeni uSPE-PT postupu.

Dalsim krokem je ovéreni vhodnosti navrzenych podminek separace pomoci ultra-
vysokoucinné kapalinové chromatografie (UHPLC) a hmotnostni detekce s vysokym
rozliSenim (HRMS) pro necilenou analyzu vzork( vaginalnich stérd. Soucasti je ovéreni
stability spravné hmoty po korekci referenénim sprejem a potvrzeni vhodnosti
celkového nastaveni pfi dlouhych mnohahodinovych analyzach v necilenych
metabolomickych experimentech.

Dulezitym krokem je také vybrat vhodny zplsob zpracovani dat ziskanych UHPLC-
HRMS analyzou. Vedle neeliminovanych PEG je nutno ve frakci eluatu uSPE-PT postupu

vyhodnotit téZ pocet nalezenych potencidlnich markeru.
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3. TEORETICKA CAST

3.1. Metabolomika
Metabolomika patfi mezi nastroje individualizované |écby, coby nedilnd soucast
trendd soucasné mediciny. Metabolomika zkoumd spolec¢né s dalSimi ,,omickymi®
védami, coZ jsou genomika, transkriptomika a proteomika, interindividudlni rozdily mezi
jedinci (fenotypy) a spolu s nimi je tedy jak cennym diagnostickym nastrojem, tak
prostfedkem individualizované mediciny. Na jejich zakladé se kaidému z nich snazi
vhodné pfrizplsobit obecny algoritmus pro terapii onemocnéni, pfipadné zvolit zcela

alternativni postup lécby [1][2]. Vztah mezi ,,omickymi“ védami zndzorfiuje obrazek 1.

GEN MRNA PROTEINY METABOLITY
L2 {4
S / A i
.\_'_ > "';’4“{ / > " )
po I c— — U t —_—— > -
Ry ;
R\ ,”'l"”:_ wtl .
mutace/ posttranskrip¢ni posttranslacni
epigeneticke modifikace modifikace
modifikace
GENOMIKA | | TRANSKRIPTOMIKA | |  PROTEOMIKA | | METABOLOMIKA

Obrazek 1: Zakladni biologické dogma a znazornéni tzv. "omické" kaskady. Je zde naznaceno, Ze geny a
proteiny podléhaji epigenetickym, resp. posttranslacnim modifikacim, zatimco metabolity jsou
kone¢nymi biochemickymi produkty, které nejlépe charakterizuji fenotyp. Upraveno dle [7].

Metabolomika, se zabyva studiem metabolitli, coZ jsou intermedidty a konecné
produkty procesu latkové premény v téle, tedy malé molekuly s hmotnosti mensi nez
1500 Da. Metabolom, tedy souhrn vSech metabolitd v burice je odrazem v ni
probihajicich biochemickych déji. Metabolomika je cennym ndstrojem pro studium
fenotypu a zmén fenotypu zpUsobenych vlivy vnéjsiho prostiredi, nemocemi ¢i zménami
genotypu. Metabolomika vyuzivd vSech soucasnych trendd v analytické chemii pro
identifikaci téchto dysregulovanych molekul — potencialnich biomarkeru, které slouzi
k diagnéze onemocnéni, Upravé farmakoterapie, zjisténi progndzy ¢i predikci rizik
onemocnéni. V soucasné dobé je zndno, Ze existuje vice nez 110 000 endogennich
metabolitl. Jedna se o latky diametralné odlisné svou strukturou, a tedy i vlastnostmi,
coz zasadné komplikuje celkové vySetfeni metabolomu. Faze objevovani metabolitQ
musi byt schopna identifikovat jak latky vysoce polarni, napt. cukry, cukerné alkoholy ¢i

polyaminy, tak Iatky vysoce lipofilni jako jsou estery cholesterolu &i triacylglyceroly.
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Navic je distribuce metabolitd vystavena vysoké casové variabilité a dalSim
komplikujicim vnéjSim vlivim jako je biologicka variabilita zavisla na dieté, Zivotnim
stylu, probihajicim onemocnénim aj. Metabolomika se vsak zabyvad také latkami

exogennimi, které v organismu podléhaji metabolismu v nékteré z biochemickych drah

[11[2][3][4][5].

3.1.1. Metabolomické schéma

Hlavnim cilem metabolomiky je ziskat odpovéd nebo vysvétleni na biologickou
otazku. Metabolomickému hodnoceni predchdzi sbér a uchovani (skladovani) vzorku.
Nasleduje metabolomickd analyza probihajici v laboratofi, zahrnuijici: pfipravu vzorku,
separaci, detekci a kone¢né analyzu ziskanych dat. Pfiprava vzorku vyuZiva proteinovou
precipitaci (PP), extrakci na tuhou fazi (SPE) i extrakci z kapaliny do kapaliny (LLE),
respektive mikroextrakéni techniky odvozené od téchto konvenénich metod. Jako
separacni technika v nasledném kroku se vyuZivda plynova chromatografie (GC),
kapalinova chromatografie (LC), superkritickd fluidni chromatografie (SFC) ¢i kapilarni
elektroforéza (CE). Detekce pak probihd s vyuzitim hmotnostni spektrometrie (MS) Ci
nuklearni magnetické resonance (NMR). NMR se vSak ¢astéji vyuziva k primé analyze bez
vyuziti separaénich technik [3][4][5][6][7]. Prehledné jsou jednotlivé ¢3sti
metabolomického schématu zndzornény na obrdzku 2. Zakladni pojmy tykajici se

metabolomického schématu jsou vysvétleny v Tab. 1.

Biologicka Design Pfiprava Méreni Zpracovani, 'nBtl::Org;iZie
otdzka experimentu vzorku (ziskani dat) analyza dat ! gat
Planovani experimentu Biostatistika Bioanalyza, Biostatistika Biochemie

Obrazek 2: Schéma zakladniho metabolomického schématu. Upraveno, dle [5].

Velkou vyhodou NMR jsou minimalni pozadavky na pfipravu vzorku, potencial pro
specifické metabolické otisky prstli (metabolic fingerprinting, viz Tab. 1) a nedestruktivni
charakter metody. Tato metoda je vSak pomérné malo citliva. Citlivost Ize zvysit
pouZitim slougenin znaenych 3C &i N. Dalsi nevyhodou je naro&nost identifikace
jednotlivych metabolitd na zakladé signdlid chemického posunu, které zpUsobuji

shlukovani vzork( ve vicerozmérné analyze v komplexnich smésich [2][4][6][8].
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Tabulka 1: Zakladni pojmy v metabolomice [2][6].

[\ [ETET ) [o] M Kompletni soubor malych molekul (metabolitd)
produkovanych  burikou jako vysledek probihajicich

metabolickych drah.

(@ ERENGISELLILInI[d/EW Kvantitativni analyza jednoho nebo nékolika vybranych

EEIVZ28 metabolitl v biologickém vzorku.

(\ISELL T CRIGYERIN [dentifikace a  semi-kvantitativni  hodnoceni metabolitQ
naleZejicich do skupiny chemicky spole¢nych slouéenin nebo

spolecné zapojenych do specifické metabolické drahy.

(WS E S [ AATIH GG TN Rychld a kompletni analyza vzorku bez nutnosti identifikace a
(] Le]/[M kvantifikace jednotlivych  intracelularnich  metabolit
Vil g2l )M (endometabolom), umozniuje klasifikovat vzorky do skupin na

zakladé celkového profilu.

\SELT) 4 ER5 ) -l Obdoba metabolického otisku prstu, ovsem pro extracelularni

(L= el oTo) [Tl (XX i g sk [ P ) metabolity (exometabolom).

W EREN Kompletni profil metabolit(l v biologickém vzorku. MUze slouZzit
MEEL LG EENEINZEN jak k vzajemnému porovnadvani profild (metabolicky otisk
prstu), tak kdalSimu zkoumani a postupné identifikaci

jednotlivych metabolitd.

Metabolomické kvantitativni analyzy vyuZivajici MS maji vysokou selektivitu a
citlivost. Vyuziti MS ma také vysoky potencidl identifikace metabolitl. Kombinace se
separacni technikou sniZuje slozZitost hmotnostnich spekter separaci metabolitd
v Casovém rozméru, zajistuje separaci isobarl ¢i isomer( a poskytuje dalsi informace o
fyzikalné-chemickych vlastnostech analytll. Jsou-li pominuty ambientni ionizacéni
techniky, pak je vyzadovana priprava vzorku, coz maze zpUsobit ztraty metabolitd. Na
zakladé pouzité ionizacni techniky pak mohou byt rovnéz ovlivnény specifické tridy
metabolitl. Proto je Zadouci paralelni aplikace nékolika technik, napf. spojeni plynové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC-MS) a spojeni kapalinové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii (LC-MS), aby byl metabolom komplexné
prostudovan. Komplementarni je vyuziti iontové mobility s MS, které je dnes komercné
dostupné. Pri vyuZiti iontové mobility (IMS) je dosaZeno separace iontl na zakladé jejich

pohyblivosti v prostfedi neutralniho plynu. Na elektrody letové trubice je vioZzeno napéti
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a je zde zaveden neutrdlni plyn proti sméru letu iontQ. lonty se déli na zdkladé svych
ucinnych prlifezu (tvar a velikost), naboje a hmotnosti. IMS muZe vice ¢i méné ucinné
separovat strukturni isomery, polymerni konformery ¢i chiralni slouéeniny a je tak
cennym nastrojem metabolomické analyzy [2][4][8][9].

Nicméné, nejen vybér analytickych technik, ale cely metabolomicky experiment
vyZzaduje peclivé planovani, a mél by byt proto planovan jako celek. V této souvislosti byl
navrzen tzv. MIAMET (Minimum information about a metabolomics experiment) s cilem
usnadnit vyménu informaci a vytvareni databazi. Jde o doporuceni obsahujici minimum
informaci, které je potfeba o provadéném metabolomickém experimentu znat, a tedy
je jiz pfi jeho pripravé planovat. Obecné plati, Ze pfi pfipravé metabolomického
experimentu s vyuzitim MS a jeho validaci je potreba resit nasledujici kroky:

e odbér vzorku,
e pfiprava vzorku,
e analyza vzorku zahrnujici separaci metabolit a detekci MS,

e export dat,

e analyza dat [2][10].

3.1.2. Zakladni pfistupy metabolomické analyzy
V metabolomice je nutno rozliSit dva zakladni pfistupy: necilenou a cilenou
analyzu. Schéma ukazujici zakladni rozdily mezi cilenou a necilenou metabolomickou
analyzou ukazuje obrdzek 3. Detailné je pak pfistup cilené a necilené metabolomické

analyzy ukazan na obrdazku 4.

Cilena

Uplna kvantifikace Biologicka/klinicka

metabolomicka metabolitu/t interpretace

analyza

Biologicky vzorek

Jednoznacna
identifikace
(databaze, MS/MS)

Necilena
metabolomicka
analyza

Hledani metabolitl
zajmu/biomarkert

Obrazek 3: Schéma priblizujici vzajemny vztah mezi cilenou a necilenou metabolomickou analyzou.
Vytvoreno dle [4].
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CiILENA METABOLOMICKA ANALYZA

gy

Otazka:
Kolik je daného metabolitu ve vzorku?
standardy LC-MS monitorovani optimalisace vzorek: LC-MS analyza dat il kvantifikace
metabolitd analyza vybrané a tvorba - tkarovy lyzat analyza (srovnani danych
reakce (SRM) kalibraéni - buriky ziskanych hodnot metabolitl v
:ﬁ) -‘ﬁ) .++ kiivky pro - krev a dalgi se standardy) biologickém
" kvantifikaci i k
T S tandard télni tekutiny %| vzorku
g .+ metabolitu el _
o' gl =
skupina skupina
vzork( 1 vzork( 2
NECILENA METABOLOMICKA ANALYZA
Otazka:
Jaky je celkovy metabolicky profil vzorku?
vzorek: LC-MS extrahovany analyza dat . POtVIZENI celkovy L
- tkanovy lyzat analyza iontovy metabolitu met_abollcky
- buriky - chromatogram MS/MS analyzou profil )
- krev a dalsi - ° biologického
télni tekutiny ._,, o vzorku
__
.++

Obrazek 4: Pri cilené metabolomické analyze je nejprve standard metabolitu podroben méreni pomoci selektivniho zaznamu vybrané reakce. Zde dochazi k optimalizaci
podminek metody stanoveni. Pro cilenou analyzu jsou dané metabolity nejprve extrahovany, nasledné analyzovany a konec¢né uplné kvantifikovany. V necilené
metabolomické analyze jsou metabolity nejprve isolovany z biologickych vzork(i a nasledné analyzovany. Poté probihd zpracovani dat pomoci biostatistickych a

bioinformatickych softwart. Hodnota m/z sledovanych pikl je dohleddvana v databazich, aby byly identifikovany potencidlni metabolity. K jednoznacné identifikaci
metabolitl dochazi az na zakladé srovnani MS/MS skend a retencnich ¢asd se standardy metabolit. Upraveno dle [7].
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PFi necilené analyze jsou profilovany tisice neznamych molekul pfitomnych v dany
Cas ve vzorku. Tento pfistup ma své vyuZiti pfi vyzkumu novych, dosud neznamych
metabolitd nebo celych metabolickych drah, dale také pro vyzkum potencidlnich
biomarkerl onemocnéni. Pfi necilené analyze neni zpocatku zamérem identifikovat
jednotlivé metabolity, ale srovndvat relativni rozdily vysledkd pfi riznych podminkach
(napf. zména v reakci na onemocnéni, expozici toxinlim, zmény v Zivotnim prostredi i
genetické zmény) nebo napti¢ populaci. Metabolické otisky prsta tak lIze vyuzit jako
diagnosticky nastroj v klinické praxi, napf. vyhodnocenim metabolického otisku daného
pacienta ve srovnani se zdravymi a nemocnymi subjekty. PouZiti vyhradné metody
otisku prstl bez identifikace metabolitl vsak slouzi pouze jako klasifikacni nastroj a
nepfispiva k prohloubeni biochemickych znalosti a pochopeni zadkladnich mechanismu
v organismu. Znalost identity metabolitli a jejich kvantitativnich odchylek pro popis
rozdild mezi jednotlivymi fenotypy poskytuje informace, které Ize interpretovat ve svétle
biochemickych cest. Proto je potreba identifikovat metabolity, které segmentuji
jednotlivé skupiny pfi pouZiti metody otisku prstu, a vyvinout metody pro jejich
kvantitativni analyzu. Metodu otisku prstu lze pouzit pro intraceluldarni metabolity
v systémech bunéénych kultur kziskani cennych informaci o jejich fenotypu a
fyziologickém stavu tak, Ze jsou analyzovany extracelularni metabolity vyluéované do
kultivacniho média nebo zaznamenavana absence i pokles mnoZstvi metabolitd
z média bunkami odebranych. Takovyto pfistup je pak oznacovan jako metabolicka
stopa (metabolic footprinting, viz tabulku 1) [2][4][8][11].

Pfi cilené analyze se vychazi z predpokladu kompletnich znalosti o daném
metabolitu, ktery je pfi méreni absolutné kvantifikovan. Na zakladé kladené biologické
otazky, kterou je potifeba zodpovédét, je vybiran konkrétni jeden ¢i nékolik metabolit(.
Nasledné je pro jejich hodnoceni vyvijena specifickd analytickd metoda. Protoze je
predem zndmad struktura a vlastnosti analytu, jsou voleny takové podminky, aby pro
zkoumanou molekulu bylo dosazeno co nejvyssi selektivity a citlivosti, a to pfi analyze
velmi komplexnich biologickych vzork(. Obrovské pokroky v technologii za poslednich
nékolik let umoznuji neustdlé rozsifovani poctu analytl, které jsou kvantifikovany
soucasné pfi jedné analyze. Technologicky je analyza jednoho biomarkeru casto tak
slozita jako profilovani vSech souvisejicich klicovych metabolitd jedné biochemické

drahy. Lze se pak setkat i s terminem Castecné cilena analyza, pfti které je jednoznacné
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identifikovdno a kvantifikovdno velké mnoistvi molekul, na coz by jinak muselo byt
pouzito stovek samostatnych biochemickych testl. Vysledky metabolického profilovani
jsou kvantitativni a idedlné nezavislé na technologii pouzité pro ziskani dat. V dUsledku
toho mohou byt data zarfazovdna do databazi, které mohou byt integrovany s mapami
biochemickych cest ¢i jinymi daty z ,,omickych” metod, cozZ vede ke zlepSeni porozuméni

biologickych procesu [2][4][8][11].

3.2. Priprava vzorku

Pfiprava vzorku pfed samotnou metabolomickou analyzou s vyuZitim
instrumentalnich technik je dalezitym a casto naprosto nezbytnym krokem pred
samotnou analyzou, ktera ma za cil bud’ identifikaci ¢i kvantifikaci konkrétni skupiny
metabolitl obsazenych ve vzorku vzhledem k biologické hypotéze [5][12].

Ve sloZité biologické matrici, ktera je béiné vyuzivana pro metabolomické
hodnoceni, jakou jsou typicky plna krev, plasma, sérum, moc ¢i sliny a jiné dalsi télni
tekutiny se nachdzi velké mnoistvi interferujicich sloZek. Jsou to nejéastéji soli,
fosfolipidy, proteiny Ci syntetické polymery, které mohou ztéZzovat ¢i znemoznovat
detekci analytu a puUsobit problémy s instrumentaci. Proteiny se vyznacuji ¢asto
nevratnou adsorpci na stacionarni fazi (SF) v koloné, coz vede ke ztraté ucinnosti kolony
a zvyseni zpétného tlaku, pripadné az k ucpani celé kolony. Dale mize dojit k ucpani frity
i nastfikové jehly. Soli a fosfolipidy pak plsobi matricovymi efekty. MUze jit jak o
potlaceni, tak zesileni ionizace metabolitu. Volba techniky pfipravy vzorku je tak
rozhodujici pro spravné a presné vysledky analyzy, protoZe markery onemocnéni
v biologickych vzorcich, jsou c¢asto pfitomny ve velmi nizkych koncentracich vzhledem
k interferujicim slozkam matrice [4][12][13][14].

V necilené metabolomice je obecnym principem pfi pfipravé vzorku zachovat co
nejvice puvodni sloZeni vzorku zamezenim enzymové aktivity a chemické reaktivity.
Zbytkova enzymatickd aktivita mdze vyznamné zménit mnozstvi metabolitl ve vzorku
pred analyzou, coZ mda za ndsledek nespravnou korelaci mezi pozorovanym
metabolomem a skutecnym metabolomem v dobé odbéru vzorku. Metabolické procesy
ve vzorku lze zastavit rychlou zménou teploty ¢i pH. Pfi chlazeni se vyuZivd zmrazeni
kapalnym dusikem &i sprejovani chladného vodného roztoku methanolu (MeOH) nebo

podchlazeného fyziologického roztoku. PFi okyseleni se vyuziva na priklad
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perchlorovanych kyselin. Vyzvou je také extrémné rychld zastava enzymové aktivity,
v pfipadé potreby sledovani hladin metabolitll, jejichz premény jsou nesmirné rychlé
(napf. adenosintrifosfat ¢i glukosa-6-fosfat). Problémem je také vedlejsi neiumysina
degradace nékterych metabolitll (acidolabilni, termolabilni) ¢ nekompatibilita
s naslednymi kroky analyzy. V necilenych metabolomickych experimentech u
biologickych tekutin se tak vétSinou provadi neselektivni pfiprava vzorku jako je redéni
a PP, které jsou rychlé, jednoduché a malo pracné, odstranuji nebo snizuji obsah
interferujicich latek ve vzorku, jsou pouzitelné pro mnohé biologické matrice a pro
Sirokou skalu metabolitl [4][5][8][14][15][16].

Ponékud jinak se postupuje pfi cilené analyze, kdy se voli vysoce selektivni
extrakéni technika pro stanovovany metabolit nebo skupinu metabolit(. Pfiprava vzorku
tak zahrnuje oddéleni metabolitl od proteind, které je vétsinou nasledovano LLE a/nebo
SPE pro selektivni isolaci a zakoncentrovani danych metabolitd. LLE a SPE jsou
v porovnani s PP a fedénim narocnéjsi jak ¢asové, tak poctem provadénych kroka.
Ucinngji véak zbavuji vzorek interferujicich latek a eliminuji tak pfitomnost matricovych
efektll. Konecnym krokem je pak casto odpareni a rekonstituce za ucelem
zakoncentrovani cilenych  metabolitd, prfipadné kompatibility rozpoustédla

s chromatografickou analytickou metodou [4][5][16].

3.2.1. Precipitace proteinl

PP je ¢asto metodou volby pfipravy vzorku v metabolomice, zejména necilené,
protozZe ze vzorku pouze odstranuje proteiny, zatimco malé molekuly zUstavaji. Jako
deproteinacni Cinidla se nejcastéji pouzivaji organicka rozpoustédla (napt. acetonitril,
aceton, MeOH). Dlvodem jejich pouziti je, Ze precipitace svyuZitim tepla nebo
anorganickych kyselin sniZuje pokryti metabolomu. Organicka rozpoustédla navic také
narusuji vazby mezi mnoha metabolity a proteiny. Techniku lze vyuzit jak u hydrofilnich,
tak lipofilnich analytld. Nevyhodou je naopak nizkd specificita a nizka mira Cistoty
vzniklého extraktu, tj. supernatantu, pfip. filtratu, a také fakt, Zze dochazi k naredéni
vzorku, na rozdil od LLE a SPE. Necisty extrakt snizuje selektivitu metody a muze tak byt
pfi¢inou naslednych interferenci ¢i matricovych efektl. Nevyhodou muze byt také

koprecipitace nékterych metabolitd ¢i jejich Spatnd rozpustnost ve vybraném
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rozpoustédle. Ke snizeni hladiny metabolitd m(ze také dojit kvlli jejich navazani
na precipitat [5]{12][17][18][19].

Automatizace, jako pozadavek moderni metabolomické laboratofe a jako
predpoklad pro zpracovavani velkych sad vzork(l, byla zavedena i u PP. Dnes je
k dispozici, jak poloautomatizovana, tak plné automatizovana podoba PP. Komer¢né
dostupné jsou systémy se dvéma 96-jamkovymi mikrotitracnimi deskami umisténymi na
sobé. Na dné vrchni (precipitacni, PP) desky je umistén filtr s velikosti pérua typicky 0,2
um. Dolni deska slouZi jako sbérna, pro zachyceni filtratu. Nejprve je do kazdé jamky
vrchni desky naneseno deproteinacni ¢inidlo (nejcastéji acetonitril) a nasledné vzorek.
Cely systém se protiepe. Pak je pomoci vakua ¢i na centrifuze oddélen filtrat od
precipitatu. S vyuzitim laboratorni robotiky lze tento postup plné automatizovat

[5][12][17][19][20].

3.2.2. Extrakce z kapaliny do kapaliny

Extrakce z kapaliny do kapaliny je relativné selektivni technika, poskytuje velice
Cisté extrakty a ma vysokou vytéZznost. Pomoci LLE lze oddélit polarni a nepolarni
metabolity. Proto je LLE ¢asto vyuZivana v metabolomice k odstranéni lipidl ze vzorku
pomoci chloroformu, dichlormethanu ¢&i methyl-terc-butyletheru. Ve srovnani
potladeni signalu iontu pfi detekci pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie
(MS/MS) s elektrosprejovou ionizaci. Nevyhodou LLE byla zejména potfeba vétsiho
mnozstvi vzorku a vysoka spotfeba toxickych organickych rozpoustédel, coz uz dnes
s vyuzitim mikro-usporadani nemusi zcela platit. Nevyhodou je téZz obtizna extrakce
hydrofilnich latek. LLE je ale technikou volby pro analyty, které se ireversibilné adsorbuji
na povrch tuhé faze v SPE [5][12][17][18][21][22][23].

Dlouho byla nevyhodou LLE téZ nemoZnost automatizace. Dnes jiz vSak je
k dispozici jak poloautomatizovana LLE, tak pIné automatizovanad LLE, ktera odstranuje
tfi nesouvislé kroky poloautomatizované LLE. Témi jsou: tfepani na vortexu, oddéleni
fazi na centrifuze a odbér organické faze pomoci zmrazeni vodné faze. Oba pfistupy
vyuzivaji 96-jamkovou mikrotitracni desku. Jamky extrakéni desky pfi plné
automatizované LLE jsou naplnény krfemelinou. Po naneseni vzorku je tento

imobilizovan mezi c¢asteckami kiemeliny a nasledné je naneseno organické
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rozpoustédlo. Pomoci mirného vakua na manifoldu dochazi k prostupu organického
rozpoustédla do vrstvy kiemeliny, kde dochdzi na rozhrani fazi k pfechodu analytu z
vodné do organické faze. Kvali popsanému principu extrakce s vyuzitim kfemeliny se
tato technika oznacuje jako podporovana LLE [5][20][21][22].

K extrakénimu rozpoustédlu se nékdy mUze pridavat aditivum (napf. kyselina) pro
zachovani stability nékterych sloucenin (napt. acetyl-koenzym A). Nutno vSak mit na
paméti, Ze tato aditiva stabilizujici jednu skupinu latek mohou soucasné pUsobit
degradaci jinych typl metabolitd a mohou plsobit celkové snizeni citlivosti experimentu

vlivem potlaceni signdlu iontu [4][20].

3.2.3. Extrakce na tuhou fazi
SPE vyuzivd tuhou fazi Cili sorbent neboli sorpcni materidl k odstranéni
interferujicich latek ze vzorku a zakoncentrovani metabolit(. Na rozdil od LLE tato
technika nevyZaduje oddéleni fazi, coz nevede ke vzniku chyb na zdkladé proménlivych
¢i nepresné odmérenych objemU extraktl. Ve vyvoji SPE je trendem zavadéni novych
formatd, hlavné pokrocilych sorpénich materialQ, které vedou ke zlepsSeni selektivity Ci
specificnosti vaci metabolitiim, maji vyssi sorpcni kapacitu, Ci lepsi fyzikalné-chemické ci

mechanické vlastnosti [17][24][25].

3.2.3.1. Sorbenty pro SPE

Sorbenty SPE existuji v mnoha podobach. Jejich volba zavisi na tom, zda se jedna
o necilenou analyzu, kdy se pouziji relativné neselektivni sorbenty, ¢i cilenou analyzu,
pro kterou je vybran dle fyzikdlné-chemickych vlastnosti metabolit( selektivni sorbent
(2][5][14][17][18][25][26].

Nejvyuzivanéjsim formatem je reversni mdd. Pro extrakci relativné nepolarnich
metabolitd z biologickych vzorkd je nejbéinéjsim sorbentem oxid kremicity (silikagel)
modifikovany navazanim oktadecylovych (Cig) ¢i oktylovych (Cg) zbytkd na silanolové
skupiny. Existuje mnoho dalSich variant SPE na reversnich fazich, kdy je silikagel
modifikovdn navazanim ethylovych, cyklohexylovych, fenylovych &i kyanopropylovych
funkénich skupin [2][12][17][18][25][26].

Dale jsou dostupné iontové-vyménné materialy. Kationické metabolity (napft.

aminy) jsou kladné nabité a extrahuji se na katexech, které maji zaporny naboj.
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Anionické metabolity (napt. karboxylové kyseliny) se naopak extrahuji na anexech
s ndbojem kladnym. U obou druhi ionex( pak Ize rozlisit silné, ty jsou ionizovany témér
v celém rozsahu pH a slabé, které jsou ionizovany jen v urcitém pH intervalu. Silnym
katexem je alkylsulfonovou kyselinou modifikovany silikagel ¢&i polymer. Slabym
katexem je alkylkarboxylovou kyselinou modifikovany silikagel ¢i polymer. Silné anexy
typicky obsahuji kvarterni amoniovou skupinu (napf. trimethylamoniumpropylem
modifikovany silikagel), slabé anexy pak sekundarni ¢&i terciarni amin (napf.
diethylamoninopropylem modifikovany silikagel) [2][12][17][25][26].

Normadlni faze jsou v porovnani s reversnim médem malo ¢asté. Jako SF Ize vyuZit
nemodifikovany silikagel, ¢i silikagel modifikovany navazanim napf. aminopropylu,
kyanopropylu ¢i zbytku dvojsytného alkoholu (diolu) [17][24][25][26].

Vlastnosti polymernich fazi se odvijeji od obsazenych monomernich jednotek.
Castym polymernim komeréné dostupnym materidlem je polystyren-divinylbenzen,
ktery diky hydrofobnim interakcim zadrZuje nepoldrni metabolity. Vedle toho
kopolymer tvoreny monomery divinylbenzenu a N-vinylpyrrolidonu muze diky
hydrofobnim interakcim divinylbenzenovych jednotek zadrzovat nepoldrni metabolity a
diky jednotkam N-vinylpyrrolidonu i metabolity polarni [2][12][17][24][26][27].

Novymi trendy jsou tzv. vicemodalni sorbenty, které obsahuiji jak RP, tak iontové-
vyménnou skupinu (katex, anex, ¢i oba) a pro Siroké pokryti metabolomu maji potencial
vyuziti zejména pro metabolicky otisk prstu. Vyuziti nachazeji také nové monolitické
sorbenty ¢i molekularné vtisténé polymery (MIP). DalSim typem sorbentl jsou pak
anorganické oxidy kovl jako je titan, zirkonium, cerium, germanium a hlinik a jejich

smési [2][12][17][18][24][26][27].

3.2.3.2. Postup pfipravy vzorku metodou SPE
Postup pfipravy vzorku SPE technikou zahrnuje kroky 1.-6. a schematicky je
znazornén na obrazku 5:
1. Aktivace sorbentu neboli solvatace sorbentu, resp. funkénich skupin sorbentu je
aktivace do podoby, ve které bude dochdzet k retenci analytu.
2. Kondicionace SF ma za cil vytvoreni rovnovahy na fazovém rozhrani, aby odpovidala
situaci pfi nasledném naneseni vzorku.

3. Naneseni vzorku.
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4. Promyvani je jeden (i vice procest, kdy dochazi pomoci jednoho ¢&i vice
promyvacich systému k odstranéni interferujicich |atek ze vzorku, které
neinteraguji, nebo jen minimalné interaguji s funkénimi skupinami sorbentu, na
rozdil od analytu.

5. Suseni je potfeba provést v pfipadé, Zze budouci eluéni ¢inidlo neni kompatibilni
s promyvacim systémem.

6. Eluce analytu zahrnuje naneseni elu¢niho Cinidla. Dochazi k zaniku interakci analyt-
funkéni skupiny SF a uvolnéni analytu ze sorbentu. Je-li zvolené elu¢ni ¢inidlo
kompatibilni's finalni analytickou metodou, Ize eluat rovnou analyzovat. V opa¢ném
pfipadé je potifeba rozpoustédlo odpafit a vzorek rekonstituovat ve

vhodném rozpoustédle [17][20].
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Obrazek 5: Zakladni schéma provedeni SPE. Autor: Jakub Eduard Syfinek, 2019.

3.2.3.3. Formaty pftipravy vzorku metodou SPE
V metabolomice se bézné uzivaji SPE kolonky a SPE disky. Vyuzity byly také SPE
predkolony v ramci on-line spojeni SPE s LC-MS. On-line systém spojeni pfipravy vzorku,
separace i detekce je vhodny zejména pro metody cilené analyzy. Bylo popsdano, Ze tato

platforma snizuje ucinky potlaceni signdlu iontl a zvysSuje Zivotnost kolon. Komercéné
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dostupné jsou také 96-jamkové desticky pro SPE, které jsou schopny odstranit
z biologického vzorku proteiny i fosfolipidy béhem jediného kroku. Tento design SPE
vychazi z pozadavku na automatizaci pfi zpracovavani velkého poctu vzorkl a je takto
dosahovano vyssi presnosti, spravnosti a reprodukovatelnosti vysledk(i analyzy

[2][5][24][28].

3.2.3.4. Mikroextrakce na tuhou fazi pomoci pipetovacich Spicek
plnénych sorbentem

Vysledkem miniaturizace v oblasti pfipravy vzorkd scilem snizit mnozstvi
rozpoustédel potfebnych pro tento krok analyzy, a také potieby nizSiho mnozstvi
vzorku, je zavedeni mikroextrakce na tuhou fazi pomoci pipetovacich Spi¢ek plnénych

sorbentem (uUSPE-PT) [24][29].
Principidlné se jedna o klasickou SPE. Sorbent je umistén pfimo v plastové Spicce,
kterd se nasazuje na pipetor automatické pipety, a to at uZ jednokanalové (i
vicekanalové. DalSim zplsobem je postupné nanaseni jednotlivych Cinidel do pipetovaci
Spicky shora s naslednou centrifugaci v jednotlivych krocich. Tento design SPE si velice
rychle ziskal oblibu nejen proto, Ze mensi mnozstvi sorbentu vedlo ke sniZeni potfebnych
mnozstvi organickych rozpoustédel béhem celého procesu pfipravy vzorku a tim snizeni
nakladd, ale i spojeni extrakce a purifikace do jednoho kroku, které vedlo ke snizeni ¢asu
potfebného v tomto kroku analyzy. Mensi mnozstvi ziskaného eluatu vede k rychlejSimu
odpareni pro naslednou rekonstituci, coz vede v tomto pripadé k dalsi ¢asové uspore.
Pokud neni potfeba vzorek dale centrifugovat ¢i provadét odpareni, Ize tento pfistup
snadno automatizovat a eludat, pfimo nastfikovat do LC ¢i GC systému. V soucasné dobé
existuje mnoho typul sorbentd v komercéné dostupnych Spi¢kach s objemem od 1 do 200
pl. Protoze je tento pfistup vhodny pro extrakci velice malych mnozZstvi a koncentraci
analyt nachazi uplatnéni zejména v analyzach metabolomickych, genomickych a

proteomickych [24][29][30][31][32].

3.3. Chromatografické metody

Chromatograficka separace vzorku €asto fesi mnohé zasadni nevyhody pfimého

vvvvvv

potlageni ionizace, isobarické interference a Casto lze také pomoci chromatografické
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metody separovat isomery. Kromé toho analytickd separace vede také ke zlepseni
detekénich limitl a zvySené kvalité ziskanych dat v dlsledku sniZzeni Sumu pozadi [2][33].

Jelikoz se metabolomické studie soustfedi na malé molekuly, které se vsak ¢asto
diametralné  odliSuji  svymi  fyzikdlné-chemickymi  vlastnostmi,  zejména
polaritou/hydrofobicitou a nabojem, neexistuje zatim Zadnd zcela univerzalni

chromatograficka metoda pro separaci celé skaly metabolitd [34].

3.3.1. Plynova chromatografie

Podminkou vyuziti GC jsou tepelné stabilni a tékavé metabolity. Tékavé metabolity
s nizkou molekulovou hmotnosti mohou byt analyzovany pfimo, vétsina metabolit( vSak
vyzaduje chemickou derivatizaci, aby bylo dosazeno potfebné tékavosti a termostability.
Derivatizace je u vétSiny metabolitll dvoustupriova. Nejdrive jsou karbonylové skupiny
prevedeny na oximy pomoci alkoxyamind. V druhém kroku jsou aktivni vodiky
v polarnich funkénich skupinach (-COOH, -OH, -NH;) nahrazeny trimethylsilylovou
skupinou pomoci N-methyl-N-trimethylsilyltrifluoracetamidu. Silylace snizuje polaritu a
zvysSuje tepelnou stabilitu a tékavost Sirokého spektra metabolit(i. Nékteré metabolity
mohou tvofit radu derivatizacnich produktld. Nevyhodou silylace je citlivost
k pfitomnosti vody, ktera vede k hydrolyze derivatd, coz ale |ze vyrazné omezit susenim.
Na druhou stranu muZe extensivni suseni vést ke ztraté znacné tékavych metabolit(.
V metabolomice byly pouzity i dalsi derivatizacni postupy, jako alkylace a esterifikace.
Aplikace GC-MS (viz 3.4.2.1.) je znacné rozsifenad zejména v rostlinné metabolomice.
Pomoci GC-MS lze po derivatizaci snadno analyzovat extrakty rostlinnych tkani
v chloroformu a methanolu a snadno tak identifikovat i stanovit mnohé rostlinné
metabolity. DlleZitym nastrojem je vsak i v metabolomickych analyzach biologickych
tekutin ¢i dechu. Do budoucna se také pocita s vyuzitim dvourozmérné GC pro zvyseni
kapacity separace a citlivosti metody. Ty jsou pro metabolity, jeZ jsou v komplexnich
biologickych vzorcich pfitomny ve velmi malém mnoiZstvi, pfi pouziti konvenéni GC

nedostatecné [2][3][35][36][37].

3.3.2. Vysokoucinna kapalinova chromatografie
V metabolomice se dnes zcela béiné wvyuzivd vysokoucinna kapalinova

chromatografie s velikosti ¢astic ndpliovych kolon 3=5 um. Ve spojeni s MS detekci se
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bézné vyuziva kolonovych formatd s vnitinim primérem 2,1-4,6 mm a délkou 50-250
mm. Konvenéni HPLC je ¢asto nedostatecnd pro separaci komplexnich biologickych
vzorkll, coZ vede ke Spatnému rozliSeni metabolitli. Dlivodem Spatného rozliSeni
zejména blizce pribuznych metabolitd je nizka kapacita separace. Jednim z pristup(l ke
zvySeni chromatografického rozliSeni a kapacity separace je pouziti mensich castic
v napliovych kolonach, jako jsou ¢&astice o priméru 1,7 um, vyuzivané v UHPLC (viz
3.3.5.). Na obrazku 6 jsou pak prehledné shrnuty vyuZivané chromatografické mody a

priklady tfid metabolitd, které s jejich vyuzitim Ize separovat [33][38][39][40][41].

RP-HPLC HILIC

Obrazek 6: Srovnani vyuziti jednotlivych typl chromatografickych médd (RP-HPLC, HILIC, IEX-HPLC) pro
rzné typy metabolitl liSici se svou polaritou. Schematicky jsou zndzornény pouZivané typy SF v
pfislusnych médech a v zavislosti na polarité tfidy metabolitd. Pfepracovano dle [41].
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3.3.2.1. Vysokoucinna kapalinova chromatografie na reversnich fazich

V metabolomice je c¢asto vyuZivdna HPLC na reversnich fazich (RP-HPLC).
Nejcastéji vyuzivanymi jsou SF Cig a Cs. Vétsina aplikaci RP-HPLC v metabolomice dnes
vyuZiva gradientové eluce s dobou analyzy od nékolika minut po nékolik hodin. RP-HPLC
je standardnim nastrojem pro separaci stfedné polarnich a nepoldrnich metabolit(.
Problém nastavd u velmi poldrnich metabolit(, které se za takovych podminek z RP
chromatografického systému eluuji v mrtvém objemu. Siroké rozpéti fyzikalné-
chemickych vlastnosti metabolitd neumoznuje zavedeni jedné zcela obecné SF pro jejich
separaci. Popsano bylo napfiklad vyuZziti kombinace tfi SF s RP na bazi modifikovaného

silikagelu, a to Cig, amino a fenyl-hexyl [34][38][42][43][44].

3.3.2.2. lontové parova HPLC

Dalsim pfistupem je v metabolomice RP-HPLC s vyuZitim iontové parovych Cinidel
(protiiont). Nejcastéji vyuzivanou SF pro iontové parovou HPLC (IP-HPLC) je Cis. Pro
separaci Sirokého spektra zdporné nabitych metabolitd (napf. nukleotidd,
karboxylovych kyselin ¢i fosforylovanych cukr) Ize vyuzit aminova cinidla pro tvorbu
iontovych pard. Tato metoda vyuziva naptiklad tributylamin ¢i hexylamin, které tvofi
iontové pary s negativné nabitymi molekulami metabolitl, ¢imzZ se vyrazné zlepsuje
retence a potaZmo separace na RP. Ve srovnani s HILIC poskytuje IP-HPLC na RP lepsi
separaci a vyssi signdl pro negativné nabité metabolity. Tato lepsi citlivost mize byt
z Casti zpUsobena lepsi separaci, kterd vede ke snizeni mozného potlaceni signalu iont
koeluujicich latek. Pfi pouZiti tributylaminu jako protiiontu neni zcela vhodné poufZiti ve
spojeni s pozitivnim mdédem MS, z ddvodu mozZnosti potladeni ionizace. ProtoZe
aminova iontové parova cinidla funguji pouze u zaporné nabitych metabolitd, je pro
kladné nabité metabolity potreba jinych cinidel. V separaci peptidd byly pouzity
perfluorované kyseliny, jako kyselina trifluoroctova ¢i kyselina heptafluormaselna ¢i
nonafluorvalerova. Posledni dvé jmenované perfluorované karboxylové kyseliny byly
pridany do mobilni faze (MF) pro zlepSeni retence a separace pti pouziti RP v kombinaci
s chemickou ionizaci za atmosférického tlaku v MS. BohuZel pfi pouziti elektrospreje
jako ioniza¢ni techniky dochazi pfi pouziti perfluorovanych kyselin k potlaceni signalu
iontu. Obecné nutno fici, Zze aC jsou iontové parova Cinidla ucinnym nastrojem pro

chromatografickou separaci, jen nékterd je moino pouzit ve spojeni s MS. Mnoha
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iontové parova cinidla kontaminuji hmotnostni spektrometr, dochazi k potlaceni
signadlu, a to spretrvavajicim efektem, a mozné C(iSténi sytému je narocné

[34][45][46][47].

3.3.2.3. Hydrofilni interakéni chromatografie

Zajimavou alternativou pro separaci velmi polarnich a iontovych metabolitl je
vyuziti hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC). Jako stacionarni faze zde slouzi
silikagel, respektive derivatizovany silikagel nesouci volné aminoskupiny, amidoskupiny,
dioly, polysulfoethyl-aspartamidové skupiny, polyhydroxyethyl-aspartamidové skupiny
Ci sulfoalkylbetainové skupiny. Vtomto ohledu HILIC pfipomind chromatografii na
normalnich fazich. Jako mobilni faze v HILIC v3ak slouZi systém rozpoustédel s nizkym
obsahem vodné, a naopak vysokym obsahem organické slozky. Diky uréitému podilu
vodného rozpoustédla dochdzi na povrchu stacionarni faze kinterakcim mezi
molekulami vody a polarnimi funkénimi skupinami staciondrni faze, ¢imz se utvafi stala
vrstva vodného rozpoustédla na povrchu stacionarni faze a umozZiuje tak rozdélovani a
retenci polarnich analyt( [34][48][49].

Jak je naznaceno vyse, HILIC je skvélym ndstrojem pro separaci vzork( obsahujicich
prevainé polarni metabolity, jako je napfiklad moc. Je potvrzeno, Ze technika HILIC je
komplementarni k RP-HPLC, proto je vyhodou vyuzit kombinaci obou technik pravé
v metabolomice, napf. v pfipadé metabolického otisku prstu. V metabolomice bylo
popsano vyuziti paralelnich chromatografickych metod. Na oddélenych LC-MS
systémech byla pouzZita jednak HILIC v kombinaci s pozitivhim ionizaénim modem a
jednak RP-HPLC s tributylaminem, coby iontovym pdarovym cinidlem, v kombinaci
s vyuzitim negativniho mddu ionizace [34][50][38].

Vysoka rozsah pokryti metabolomu (tj. pocet nalezenych rozlicnych metabolit()
byla dosazena téz kombinaci separace na RP-HPLC s vyuZitim Cig SF a HILIC s vyuZitim

sulfobetainovych funkénich skupin [43].

3.3.2.4. lontové vyménna HPLC
Pro separaci vysoce polarnich metabolitli, jako jsou organické kyseliny, cukry,
nukleotidy ¢i fosforylované cukry, lze vyuZit iontové vyménnou HPLC (IEX-HPLC).

Soucasti SF pfi vyuziti IEX-HPLC jsou iontoménice (anexy, katexy). Hlavni nevyhodou je
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nutnost vyuziti rozpoustédel s vysokym obsahem netékavych anorganickych soli, coz
vyznamné komplikuje spojeni s hmotnostni detekci. V pfipadé vyuzZiti IEX-HPLC bylo
v metabolomickych  experimentech  vyuzito  fluorometrické ¢i  ultrafialové
spektrofotometrické detekce. To je zfejmé hlavnim divodem margindlniho vyuZiti
tohoto chromatografického médu v metabolomice [48][51][52].

Popsdno bylo vyuZiti smésného mddu vyuZivajiciho kombinace RP a slabého
anexu. Tato kombinace poskytovala uspokojivou chromatografickou selektivitu pro
strukturniisomery fosforylovanych sacharida. Pro detekci byl vyuZit aerosolovy detektor

nabitych ¢astic [53].

3.3.3. Ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie

Reakci na neustdle rostouci pocet vzork(l a poZzadavky na zrychleni doby analyzy
pfi zachovani i zvySeni separacni ucinnosti LC metody je vyuZiti UHPLC. Ve srovnani
s monolity a vysokoucinnou kapalinovou chromatografii pfi vysoké teploté (HTLC) (viz
3.3.7.) byly ndplriové kolony s ¢asticemi mensimi nez 2 um vyhodnoceny z kvalitativniho
hlediska jako nejlepsi feSeni zkraceni doby analyzy pfi zachovani separaéni ucinosti. Pro
UHPLC jsou dostupné stejné typy SF jako pro HPLC (viz 3.3.2.1-3.3.2.3.). Jak vyplyva
z van Deemterovy kFivky pro ¢astice mensi nez 2 um je optimalni separacni ucinnost (tj.
nizkd hodnota vyskového ekvivalentu teoretického patra) dosahovdna v Sirokém
rozsahu linearnich pratokovych rychlosti. Proto mohou byt pIné porézni ¢astice mensi
nez 2 um pouZity pro dosazeni lepsi Gc¢innosti, lepsiho rozliseni pikd, zkraceni doby
analyzy a sniZeni spotfeby organickych rozpoustédel. Vhodné, v metabolomice dnes
vyuzivané zejména pro separace lipidu, je vyuziti povrchové poréznich ¢astic. Diky lepsi
ucinnosti UHPLC ve srovnani s HPLC lze také wvyrazné zkratit délku kolony. Pro
metabolomické hodnoceni ma vyuziti UHPLC nespornou vyhodu ve vyssim rozliSeni
oproti konvencni metodé HPLC, proto Ize rozlisit i blizce pfibuzné metabolity. UHPLC tak
prindsi mozZnost vysoké kapacity separace a vysoké citlivosti v kombinaci s kratkym
casem (diky zkraceni délky kolony) analyzy, ¢imz se z ni v kombinaci s MS detekci stdva
nepostradatelny nastroj pro mnoho metabolomickych aplikaci, vcéetné rychlého
screeningu. | diky Siroké $kdle komercné dostupnych typl kolon je UHPLC-HRMS dnes
v metabolomické analyze zlatym standardem [2][17][33][34][54][55][56][39].
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3.3.4. Dvoudimenzionalni kapalinova chromatografie

Vedle paralelniho pouZiti nékolika chromatografickych metod byly popsany také
dvourozmérné chromatografické pfistupy. Vtomto pfipadé jsou dva LC systémy,
vyuZivajici rGznych podminek separace (napf. SF, MF, linearni prltokova rychlost)
zapojeny tak, Ze nejdfive probiha separace na jednom znich a nasledné je eluat
separovan s vyuzitim druhého systému. Oba chromatografické rezimy by mély byt
ortogondlni, tedy vyuZivaji separaéni mechanismy, které jsou na sobé zcela nezavislé.
Dostupné jsou on-line 2D-LC systémy, kde jsou eluované frakce z prvni dimenze pomoci
pfepinaciho ventilu pfimo vedeny do druhé dimenze, pficemz soucasné stale probiha
separace v prvnim LC systému. Dvoudimenziondlni chromatografickd metoda zlepsuje
kapacitu separace. Na druhou stranu nevyhodou tohoto pfistupu je dlouhd doba
analyzy, protozZe kazda frakce z prvni kolony je nasledné separovana na koloné druhé.
Jako pfriklad dvoudimenzionalni separace lze uvést kombinaci IP-HPLC (kvarterni
aminoskupina) a RP-HPLC (Cig), ktera byla vyuZita pro analyzu metabolitd

Langerhansovych ostrlvkt [34][57][58].

3.3.5. Vysokoucinna kapalinova chromatografie pfi vysoké teploté

Zajimavou moznosti, jak pfi zachovani uc¢innosti separace na koloné pro konvenéni
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) snizit ¢as analyzy je vyuziti HTLC. Pfi
vyssi teploté dochazi ke snizeni viskosity MF, a tedy i poklesu zpétného tlaku. Ddle také
umoziuje snizit mnozstvi organickych rozpoustédel v MF (tzv. ,,zelend chemie®). Vyssi
teploty mUze byt také vyuzito jako separacniho parametru pro zvyseni selektivity. Hlavni
nevyhodou tohoto pristupu je pomérné vysoka teplota, pfi které prestava byt klasicky
silikagel stabilni a pochopitelné nemoznost vyuziti pro termolabilni analyty. HTLC také
vyzaduje specialni instrumentaci k temperaci kolonového prostoru na potfebnou
teplotu. Ukazalo se, Ze teplota je v mnoha pfipadech flexibilngjSim a snadnéji
nastavitelnym parametrem nez hodnota pH, ¢imz Ize docilit velmi kvalitnich a robustnich
separacnich metod. V metabolomice byla HTLC pouzita naptiklad pfi metabolickém
profilovani moci. V pripadé analyzy vzork( plasmy se ale HTLC neosvédcila. S vyuzitim
vody i pfi vysoké teploté (180°C) nebyly eluovany hydrofobnéjsi metabolity. To je vedle
nedostupnosti komercnich LC systémU pro separaci pti vysoké teploté divodem

minoritniho vyuziti HTLC v metabolomice [54][59][60][61][39].
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3.3.6. Kapilarni chromatografie

Kromé jiz zminéné UHPLC a 2D-LC mohou byt ke zvySeni pokryti metabolomu
pouzity kapilarni kolony. S jejich vyuzitim lze dosahnout zvysSeni citlivosti, zvyseni
rozliSeni a vyssi kapacity separace, jeZ vedou k vysSimu poctu detegovanych metabolitd.
Tento pristup vede také ke zlepseni ioniza¢ni ucinnosti elektrospreje, ke zlepseni tvaru
pikd a samoziejmé k mensi spotiebé vzorku. Z téchto divod( se kapilarni kolony dnes
béZné pouzivaji v proteomice. Divodem pro to, Ze neni bézné zavedena v metabolomice
je zfejmé to, Ze metabolomické studie vyuZivaly vétSinou vzorky, kterych byl relativni
dostatek (rostliny, mikroby, télesné tekutiny). Kapilarni chromatografie ma potencidl
analyzovat zejména vzorky, které lze ziskat pouze v limitovaném mnozZstvi véetné
specifickych tkani (napf. embrya, neurony ¢i buriky Langerhansovych ostrivka)

[42][43][57].

3.3.7. Monolitické kolony

Dalsi zajimavé trendy v LC zahrnuji vyuZiti monolitickych kolon. Takové kolony
pfinaseji vyhody proti béznym naplfiovym kolondm pro HPLC. Diky makropérim je
umoznén vysoky pratok MF, coz zrychluje prevod hmoty mezi MF a SF. Diky mesoporiim
ma monolit obrovsky povrch, a tedy vysokou separacni kapacitu. Tyto vlastnosti
umoznuji monolitickym kolondam vysokou rychlost pritoku MF, ktera ale na rozdil od
naplhovych kolon neni spojena s pfilisSnym zvySenim tlaku ani ztratou separaéni
ucinnosti. Navic mohou byt vyuzity ve formatu kapilarnich kolon, coz pfinasi vyse
zminéné vyhody (viz 3.3.6.). Vzhledem k obrovskému poctu dostupnych monomeru
mohou byt syntetizovany monolity s takika neomezenymi moznostmi funkénich skupin
na povrchu SF. Byly popsany mnohé zpUsoby pfipravy monolitu primo v laboratofi, coz
umoziuje pfipravit SF presné potifebnou pro danou analyzu. Monolity na bazi oxidu
kremicitého byly pouzity napfriklad k separaci metabolitd 1é¢iv. Pro metabolomiku je
také vyznamnd moZnost sériového spojeni nékolika monolitickych kolon, které tak
generuji vysokou separacni Ucinnost (pocet teoretickych pater > 100 000)

[42][54][59][62].
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3.3.8. Superkriticka fluidni chromatografie

SFC si ziskala a stdle si drZi své misto v metabolomice zejména pro svou schopnost
separace jednotlivych tfid lipid(, ktera je pti vyuziti RP-HPLC problematicka. V SFC je MF
tvofena tekutinou, nejcastéji CO,, v nadkritickém stavu. Za téchto podminek ma CO;
viskozitu a difuzivitu jako plyn a hustotu a rozpoustéci schopnosti jako kapalina. Protoze
CO2vykazuje nepolarni vlastnosti provadi se separace obvykle s pfidavkem polarnéjsiho
organického rozpoustédla (vétSinou 2—-50 % MeOH ¢i ethanolu). To vede ke kontinudlni
zméné vlastnosti MF na podminky, které se oznacuji jako podkritické.
V metabolomickych analyzach se jako SF nejcastéji vyuzivd Cis, diky jednoduchému
separa¢nimu  mechanismu a Sirokému pokryti separacnich podminek.. Pro
metabolomiku bylo dllezZité zavedeni pouZivani chromatografickych kolon s ¢asticemi
mensimi neZ 2 um v SFC, coZ umoznilo vyrazné zrychlit analyzu. Analogicky jako v LC pak
tuto techniku oznadujeme jako ultra-vysokoucinnou superkritickou fluidni
chromatografii (UHPSFC). UHPSFC byla ve spojeni s MS vyuzita v metabolomice napf.
pro separaci 30 tfid lipid( v extraktech prasec¢iho mozku ¢i metabolickém profilovani psi
Zlu¢i. UHPSFC lze vyuzit i pro analyzy stfedné az vysoce polarnich latek. V takovém
pfipadé je nutné pridani polarnich aditiv (napf. amonnych soli) do MF. Bylo tak jiz
popsano pouziti UHPSFC pro metabolické profilovani lidské moci. Lze predpokladat, ze
se UHPSFC v budoucnu uplatni nejen v lipidomice, ale i mapovani polarnich metabolitd

[39][63][64](65][66].

3.4. Hmotnostni detekce

Hmotnostni detekce se pro metabolomiku stala zcela nepostradatelnym
nastrojem. Pro kombinaci vynikajici citlivosti a selektivity po chromatografické separaci
se stala MS v metabolomice detekéni metodou volby [36][38][39].

Detekéni alternativou MS je laserem indukovand fluorescence. Je jednou
z nejcitlivéjsich technik, za to ale postrada chemickou selektivitu, ktera je nezbytna pro
strukturdlni identifikaci. Moderni MS poskytuje vysoce specifické chemické informace,
které pfimo souvisi se strukturou molekuly, jako je spravna hmota, rozdéleni isotopl
pro stanoveni elementdrniho sloZeni, a také charakteristika fragmentovych iontl pro

objasnéni struktury Ci potvrzeni identity pfi shodé spekter sdaty uvedenymi v
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knihovnach. Vysoka citlivost MS navic umoznuje detekci a méfeni mnoha primdrnich a
sekundarnich metabolit( s limity detekce v Fadech pikomold (1032 mol) a femtomold
(10'*> mol). MS dnes nabizi Fadu technologii, které se lisi v ionizaéni technice, typu
hmotnostniho analyzatoru, rozliSovaci schopnosti a spravnosti urceni hodnoty m/z.
Spojeni MS se separaci s vysokym rozliSenim jako je GC, HPLC, UHPLC, SFC ¢i CE nabizi
podstatné zvyseni poctu detegovanych metabolitll, kterého nelze dosahnout pfimym

pouzitim MS ¢i NMR [36][38].

3.4.1. Pfima MS analyza

Pfi pfimém nastfiku do hmotnostniho spektrometru (DI-MS) je vzorek bez
predchozi separace zaveden pfimo do jeho systému. V porovnani s ostatnimi aplikacemi
MS detekce tento pfistup poskytuje nejméné informaci, je vSak vykonnym
screeningovym nastrojem a citlivou metodou pro metabolicky otisk prstu. Casto je
jedinou praktickou volbou pro obrovské pocty vzork(, napfiklad béhem klinickych testu.
Vyuziti DI-MS v metabolomice se rozsSifuje také se zavedenim pokrocilych pfistrojl
schopnych méfit s vysokym rozliSenim a vysoce spravnym urcenim hmoty, jako jsou
iontova cyklotronova resonance s Fourierovou transformaci (FT-ICR) a orbitdIni past.
Nevyhodou DI-MS bez spojeni se separacni technikou je nemozZnost rozliSit isomery,
protoze maiji, jak vyplyvd z jejich definice, stejnou molekulovou hmotnost. Jedinou
moznosti rozliSeni isomert DI-MS je, Ze budou poskytovat odlisna fragmentacni spektra.
Nakonec je vSak velice ndro¢nd i interpretace dat z DI-MS analyzy, protoZe ¢asto lze stézi
rozlisit ionty nékterych metabolit od iont( aduktd ¢i produktovych iontd [36][38][67].

V pfimé metabolomické MS analyze si své misto nachazeji i ambientni ionizaéni
techniky. Takové techniky lze vyuzit k monitorovani hladin léciv a jejich metabolitli napr.
v suché kapce krve, ovsem s omezenou moznosti kvantifikace. Nové se takto zadinaji
identifikovat a stanovovat i endogenni metabolity s cilem usnadnit klinickou diagnostiku
komplexnich onemocnéni. Pro metabolomické analyzy byly pouZity ionizace desorpci
laserem za Ucasti matrice (MALDI), ionizace desorpci elektrosprejem (DESI) a extrakéni

ionizace elektrosprejem (EESI) [36][38][68].
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3.4.1.1. lontova cyklotronova resonance s Fourierovou transformaci

Spolecné s orbitalni pasti se jedna o hmotnostni analyzator, kde probiha zaroven
detekce iontl (neni jiz pfitomen fotonasobic). Vzorek je pfimo nastfikovan do systému
s elektrosprejovou ionizaci (ESI). Nevyhodou je nachylnost k potlaceni ionizace, ktera
vznikd konkurenci pfi ionizaci s dalSimi slozkami matrice (iontové slouceniny, nabité
organické slouceniny, organické kyseliny/zasady, fosfolipidy a hydrofobni slouceniny)
[36][38].

Detekce je zaloZena na méreni proudu indukovaného ionty na detekénich deskach.
Vysledkem je interferogram popisujici superpozice frekvenci vsech iontl v cele, ktery je
Fourierovou transformaci prfeveden na hmotnostni spektrum, tedy zavislost intenzity
signdlu na m/z. FT-ICR je duleZitym a vykonnym nastrojem v pfimych MS analyzach diky
ultra-vysokému rozliseni (RP > 1 000 000) a spravnosti uréeni hmoty (< 1 ppm), procez
byla také vyuzita ve studiich metabolického otisku prstu. Vysoké hmotnostni rozliseni je
uzite¢né pfi identifikaci slou¢enin a umoznuje analyzu i pomérné slozitych smési. V cele
pasti je také moZno izolovat iont prekurzoru ze smési a nasledné provést jeho
fragmentaci. Nevyhodou této metody je vysoka potizovaci cena instrumentace, stejné
jako jeji provoz, coz znemoziuje jeji rutinni uzZiti v mnoha metabolomickych laboratofich

[36][38][67][69][70].

3.4.1.2.  Orbitdlni past

Orbitalni past je relativné novéjsi hmotnostni analyzator, ktery vyuziva pro
zachyceni iont( elektrostatické pole. Hodnoty m/z jsou zaznamenavany na zakladé
frekvence harmonickych oscilaci iontl podél osy elektrického pole orbitalné
zachycenych iontli. Vyznacuje se vysokou rozliSovaci schopnosti (typicky RP kolem
150 000) a vynikajici spravnosti uréeni hmoty (1-5 ppm). Pro vyrazné nizsi pofrizovaci
naklady v porovnani s FT-ICR je mnohem vice pouzivdna. Proto je také popsdno jeho
vyuZiti vprimé MS analyze lipidd, rostlinnych metabolitd ¢i  metabolitd

v antidopingovém screeningu [36][38][70][71].

3.4.1.3. lonizace desorpci laserem za Gcasti matrice
MALDI je velice oblibenou analytickou metodou pro analyzu biopolymeru véetné

proteinl a peptidl. V metabolomice se MALDI vétSinou omezuje na analyzu metabolitt
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s vysokou molekulovou hmotnosti, a to v dlsledku zna¢nych matrici generovanych
signal( v pozadi v oblasti nizkych molekulovych hmotnosti (m/z < 1000). Soucasné
trendy ve wvyuziti laserovych desorpcnich technik zahrnuji desorpéni ionizaci ze
silikonovych Cipu ¢i matrice, které generuji minimum signal( na pozadi v oblasti nizkych
hodnot molekulovych hmotnosti. Tyto nové pristupy prindseji nové pfileZitosti pro
vyuZiti MALDI ve screeningu metabolitd a metabolickém otisku prstu. Tuto metodu Ize
také vyuZit k zobrazovani prostorového rozlozeni vyskytu vybranych metabolit(

napftiklad v tkanovych rfezech [36][38][68][72].

3.4.1.4. lonizace desorpci elektrosprejem

DESI je mékka ionizacni technika, kterd kombinuje vlastnosti elektrospreje a
desorpcni ionizace. Pomoci elektrosprejového emitoru je generovan sprej nabitych
mikrokapicek, které sméruji na povrch vzorku, kde dochdzi k desorpci iontl analytd,
které jsou dale vedeny do MS analyzatoru. Vyhodou je také, Zze DESI témér nevyzaduje
Upravu vzorku. DESI ionizuje jak malé molekuly, tak makromolekuly a obvykle dava
vzniknout vicenasobné nabitym iontim. Zda se, Ze pfti vyuZiti DESI nejsou v porovnani
s ESI pritomny matricové efekty, avsak jeji kvantitativni pfesnost je ve srovnani s ESI
nizsi. Podobné jako MALDI, také DESI Ize vyuZit pro zobrazovani pritomnosti metabolit(
v biologickych tkanich. Slibnym polem pro uplatnéni DESI je in vivo metabolomika, coz

jiz bylo prokazano primym metabolickym profilovanim rostlinnych tkani [36][68][73].

3.4.1.5.  Extrak¢ni ionizace elektrosprejem

EESI je technikou, kterd vyuziva dva sprejové emitory. Jeden rozprasuje roztok
vzorku a druhy — elektrosprej — nabité mikrokapicky ionizacniho ¢inidla. Oba spreje se
protinaji, ¢imZz dochazi k pfenosu naboje z mikrokapi¢ek a ionizaci molekul analytd.
Pfesny mechanismus ionizace jesté nebyl objasnén, ale je zfejmé, Ze ionizaéni proces
zavisi na extrakci z kapaliny do kapaliny pfi srazkdch mikrokapicek spreje vzorku a
nabitymi mikrokapi¢kami ionizaéniho ¢inidla. Vyhodou EESI je schopnost analyzovat
sloZité biologické vzorky jako je sérum ¢i moc zcela bez, pfipadné s minimalni Upravou
vzorku. Dlouhodoba stabilita spreje EESI je velice slibna pro metabolomiku, kde je

potfeba analyzovat velkd mnoiZstvi vzork(, protoZze EESI vyznamné sniZuje pocet
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preruseni sbéru dat z divodu nutnosti ¢astého cisténi iontového zdroje. Dalsi vyhodou

této metody je moZnost vyuZiti k pfimé analyze plynnych vzork( [36][38][74].

3.4.2. Chromatografie spojena s MS

Hloubka pokryti metabolomu a biologicky kontext pfimych MS technik jsou
relativné nizké. Dale také MS sken nedokaze rozlisit isobarické molekuly, stejné jako
strukturni isomery ¢i enantiomery. Proto byly do strategie metabolomické analyzy
zarazeny Cetné chromatografické metody pro zvySeni hloubky pokryti metabolomu a
poskytnutim dalSiho kvalitativniho parametru — retenéniho ¢asu, pomoci néhoz lze také
charakterizovat a rozlisit velké mnozstvi metabolitd, v€etné isomer(i. Chromatograficka
separace soucasné snizuje mnozstvi a chemickou rozmanitost molekul vstupujicich
najednou do iontového zdroje hmotnostniho spektrometru. Tim se vyznamné snizuji

moznosti a uc¢inky kompetitivni ionizace a potlaceni ionizace [36][39].

3.4.2.1. Spojeni plynové chromatografie s MS

GC-MS je jednou znejrozsitenéjSich analytickych technik v metabolomice.
Kombinuje vysokou ucinnost a rozliseni GC (viz 3.3.1), které jsou nezbytné pro komplexni
metabolické profilovani, s vysokou citlivosti hmotnostni detekce. VyuzZivd se pro
kvalitativni i kvantitativni metabolomickou analyzu s vysokou reprodukovatelnosti a
nizSimi naklady ve srovnani s LC-MS [36][38].

Nejbéznéjsi ionizaéni technikou pro spojeni GC-MS je elektronova ionizace, coz je
tvrda ionizaéni technika, pfi které dochazi k fragmentaci molekuldarniho iontu. Vyhodou
jsou podrobné popsana pravidla fragmentace pro jednotlivé ttidy latek. GC se tradi¢né
spojuje s kvadrupdlem (Q), ktery poskytuje vysokou citlivost, Siroky dynamicky rozsah a
dobrou opakovatelnost. Nevyhodou je nizkd spravnost uréeni hmoty (nominalni
hmotnost) a nizka rychlost skenovani. Detekéni citlivost Q Ize z fadu nanogram( zvysit
do fadu pikogram selektivnim zdznamem jednoho nebo vice iontd, cozZ je vyhodné pro
cilenou kvantitativni analyzu. V posledni dobé je pro metabolické profilovani béziné
spojeni GC s analyzatorem doby letu (TOF), diky vyssi spravnosti ur¢eni hmoty a vy$simu
rozliSeni v porovnani s Q. TOF také nabizi vysokou rychlost skenovani, ktera je nezbytna
pro detekci chromatografickych pikl s vysokym rozlisSenim. Vysokd rychlost skenovani

také umoznuje vyrazné zkratit délku a zmensit vnitfni primér GC kolony, cozZ vede ke
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zrychleni analyzy. Rychlé skenovani je také nezbytné pro ziskani kvalitnich dat pfi vyuziti
dvoudimensiondlni GC, jejiz vystup je charakteristicky velice Uzkymi piky. Spojeni
dvoudimensionalni plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (2D-GC-MS)
vsak generuje velké mnoizstvi sloZitych dat. Dalsi moZnosti je také spojeni GC s MS/MS
technikami, jako napfiklad trojitym kvadrupdlem (QgQ). Kvalitativni a kvantitativni
zpracovani dat, zvlasté z rozsahlych biologickych experimentd, je velmi obtizné a ¢asové
narocné. 2D-GC-MS ma potencidl stat se dulezitym metabolomickym nastrojem, budou-

li prekonany vyzvy vysoce vykonného zpracovani dat [2][8][36][38].

3.4.2.2. Spojeni kapalinové chromatografie s MS

LC-MS je stejné jako GC-MS pro metabolomiku velice dllezitym nastrojem, ktery
Ize vyuZit pro cilené i necilené analyzy. Podobné jako GC-MS kombinuje vyhody
chromatografické separace a hmotnostni detekce [36][38].

Nejcastéjsi ionizacni technikou pro LC-MS je v metabolomice ESI, i kdyz své
dilezité misto zde ma i chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI) a fotoionizace
za atmosférického tlaku (APPI). ESI je vhodnd pro analyzu polarnich a iontovych
sloucenin, zatimco APCI a APPI pro méné polarni a neutrdlni metabolity. ESI a APCI jsou
tedy komplementarnimi ioniza¢nimi technikami, coZ je vyhodou v necilené analyze.
Analyza svyuZitim obou technik ionizace vedla knarldstu poctu detegovanych
metabolitd s lidském séru o 20 % [75]. Dnes jsou jiz bézné pfistroje s dudlni technikou
ionizace (ESI a APCI ¢i ESI a APPI), coz vede k vysSimu pokryti metabolomu. MS
analyzatory umoZznuji rychlé prepinani mezi pozitivnim a negativnim mdédem ionizace
béhem jednoho experimentu, coZ zvySuje pocet detegovanych metabolitli, avsak za
cenu del$iho ¢asu analyzy. Bylo popsano, Ze vice nez 90 % iont( metabolitl vzorku lidské
plasmy zaznamenanych v pozitivnim ionizacnim maddu ESI nebylo zaznamenano v médu
negativnim a naopak [75]. Pfikladem z jiné prace jsou pocty identifikovanych metabolit(
pfi pouZiti odliSnych ESI madu ve spojeni s riznymi separac¢nimi HPLC mody uvedené na
obrazku 7. U APCl je mozné pouizit pritok 0,1-2 ml/min, optimalni citlivosti Ize
dosdhnout pfi pratoku 1 ml/min. U ESI lze pouzit pratok 10-500 pl/min, pficemz
optimalni  citlivosti je  dosahovdno pfi  pritoku okolo 200 ul/min

[8][36][38][75](76][77][78].
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Obrazek 7: Vennlv diagram znazornujici 142 (ozn. 1-142) metabolitl identifikovanych napfi¢ rlznymi
separacnimi technikami ve spojeni s hmotnostni detekci s vyuZitim pozitivniho (ESI+) ¢i negativniho (ESI-)
modu ESI. Z obrdazku je patrné nakolik komplementdrni jsou jednak uvedené separacni médy HPLC a jednak
polarita ESI, je-li vyuZit jako ioniza¢ni technika pfi hmotnostni detekci. Pfevzato ze zdroje [78] a upraveno.

Obecné vyhodou LC je niz$i pracovni teplota, a tedy moznost analyzovat
termolabilni metabolity, které jsou pfi vyuZiti GC béiné degradovany. Nejvétsi
nevyhodou LC-MS v metabolomickém profilovani je v porovnani s GC-MS nedostatek
LC-MS knihoven pro identifikaci metabolitl [3][36][38].

V metabolickém profilovani s vyuzitim LC-MS je casto vyuZito TOF, protozie
zajistuje dobrou citlivost, rychly sbér dat a vysokou spravnost uréeni hmoty. Identifikace
metabolitd se v LC-MS provadi uréenim spravné hmoty, tandemovou MS analyzou,
pfipadné spojenim s NMR. Moderni hmotnostni spektrometry s vysokym rozliSenim
s hmotnostnimi analyzatory jako FT-ICR, orbitalni past a TOF umoznuji velice spravné
uréeni hmoty, coZ usnadnuje identifikaci metabolitd a jejich presnou kvantifikaci.
Identifikace metabolitll zaloZzend na jejich fragmentaci vyzaduje tandemové MS

analyzatory. Mezi takové pfistroje se fadi napf. hmotnostni spektrometry s QqQ, Q-TOF,
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kombinaci Q a iontové pasti (IT), kombinaci IT a TOF ¢i kombinaci Q a orbitdlni pasti.
Komercéné dostupné jsou také pfistroje kombinujici Q-TOF s IMS (schéma pfistroje
s popisem zakladnich casti je zobrazeno na obrazku 8). QqQ je ¢asto nastrojem volby pro
cilenou analyzu, protoze ma Siroky dynamicky rozsah v MS/MS reZimu. Dnes jsou
k dispozici rutinni analytické metody zaloZzené na selektivnim zaznamu vybrané reakce
pro mnoho endogennich metabolitd ve fyziologickych koncentracich. Potencidlem v LC-
MS je miniaturizace. Zmensenim rozméra kolony Ize dosahnout nizsich pratokd, coz
zvySuje citlivost ESI. NejvétSim problémem LC-MS pro metabolomiku je obtiznost

mezilaboratorniho srovnani vysledkd analyzy [3][8][11][36][38][76][79][80].
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Obrazek 8: Zakladni schéma pfistroje Synapt G2-Si vyuZivajiciho spojeni Q, IMS a TOF. Jsou popsany
zakladni ¢asti. Obrazek prevzat ze zdroje [80] a upraven.
3.5. Prace s metabolomickymi daty

Pro metabolomiku je charakteristické vyuziti vySe popsanych analytickych technik
produkujicich znacné mnozstvi dat, radové v gigabytech. ZpUlsob prace se ziskanymi
komplexnimi metabolickymi datovymi soubory je dulezitym faktorem, jenZz ma vliv na
rozsah a kvalitu, s jakymi lze provést identifikaci i kvantifikaci metabolitG. Praci s daty lze
rozdélit na zpracovani dat a analyzu dat. Zpracovani dat zahrnuje praci s daty ziskanymi

pfimo nékterou analytickou technikou. Cilem tohoto kroku je transformace surovych
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dat do podoby a formatu, které Ize vyuzit pfi ndsledné analyze dat. Analyza dat ma za cil
hloubéji rozebrat a interpretovat zpracovana data [81][82].

Pfi pouZiti LC-MS jsou surovymi daty zaznamy nalezenych m/z a jejich intenzit a
zaznamy chromatogramu sinformaci o tg. Prvotni zpracovani dat pfifazuje tyto
charakteristiky k jednotlivym metabolitiim. Kromé téchto zakladnich parametr( lze ze
surovych dat ziskat i dalsi informace, jako je napftiklad sloZeni isotopové obalky iontu.
Protoze rlGzni dodavatelé analytické instrumentace vyuZivaji pro své pfistroje rizné
software, je nutno surova data konvertovat do formatu, se kterym pak Ize ddle pracovat.
Ptikladem formatu pro dalsi zpracovani dat je mzXML [81][83].

BéZné zpracovani metabolomickych dat zahrnuje filtrovani, detekci metabolitd,
zarovnani a normalizaci. Metody filtrace zpracovavaji surova data s cilem odstranit
efekty, jako je naptiklad Sum pozadi. Béhem filtrace dochazi také k odstranéni isotopu
signalll iontl. Detekce metabolitll ma za cil identifikovat ziskané signdly a potvrdit ¢i
vyvratit pfitomnost vybraného metabolitu ¢i vice metabolitd ve vzorku. | pres vyuziti
modernich chromatograf(i existuje vZdy urcitd variabilita tr metabolitt v riznych sériich
vzork(l. Proto je nutné provést zarovnani Cili korekci rozdild tg pro dané
metabolity/nalezené markery/kontaminanty mezi vzorky analyzovanymiv riznou dobu.
Poslednim krokem zpracovani dat je normalizace, jez odstranuje nezadouci
systematické rozdily mezi vzorky. Pro zpracovani dat lze vyuzit volné ¢i komeréné
dostupné software. Zastupci prvni skupiny jsou napfiklad XCMS a MZmine, zastupci
druhé pak MarkerLynx, MarkerView, metAlign ¢i Sieve [6][81][83][84].

Pro ndslednou analyzu metabolomickych dat Ize vyuZzit nejriznéjsich statistickych
nastroji. Casté vyuziti nachazi metody vicerozmérné statistické analyzy, naptiklad
analyza hlavnich komponent i projekce do latentni struktury metodou nejmensich
¢tvercd, pomoci kterych Ize dosahnout rozdéleni ziskanych vysledkd do 2 ¢i vice skupin
s charakteristickymi vlastnostmi. DalSim zplUsobem analyzy dat je naptiklad korela¢ni

analyza, kterd dava do souvislosti zjisténé hladiny 2 ¢i vice metabolit [6][84][85].

3.6.Quorum sensing molekuly
Regulaéni mechanismus quorum sensing (QS) je pomérné dobre popsan u bakterii,
kde mohou regulovat dullezité virulentni, morfologické ¢i fyziologické vlastnosti. U

eukaryotnich systém0 je QS spojen s morfologickymi zménami prechodu kvasinkové
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formy na vldknitou a naopak. Quorum sensing molekuly (QSM) jsou extracelularni
chemické pusobky, které jsou produkovany nepretrzité v reakci na zvySujici se hustotu
mikrobidlni populace. Fenomén ukazujici pfimou zavislost moznosti prechodu mezi
jednotlivymi morfologickymi formami na hustoté mikrobialni populace se oznacuje jako
inokulacni efekt. QSM pak pronikaji az do jadra cilové burky, kde pusobi aktivaci exprese
pfislusnych genu. U kvasinek byl QS systém nejlépe prostudovan u oportunniho kmene
Candida albicans, ktery je ¢tvrtou nejcastéjsi pricinou nozokomialnich infekci a mlze byt
jednou z pric¢in vulvovaginalniho dyskomfortu. U C. albicans je pfechod z kvasinkové na
vldknitou formu dileZity pro jeji virulenci. Bylo popsano, Ze pokud je houba ,uzamcena“
v jedné ze svych forem, md omezenou virulenci [86][87][88][89].

Jedno ze signalnich molekul C. albicans je seskviterpen farnesol (viz tabulku 2).
Jeho vylucovani je spojeno s potlacenim pfemény kvasinkové formy na vlaknitou. QSM,
kterda ma u kvasinek C. albicans produkujicich farnesol jen velice nizkou aktivitu, je
farnesolu pfibuznd sloucenina — kyselina farnesova. Dalsi signalni molekulou je tyrosol
(2-(4-hydroxyfenyl)ethanol), ktery je odvozen od aminokyseliny tyrosinu (viz tabulku 2).
Na rozdil od farnesolu vsak plisobi naopak, stimuluje tvorbu vldken. Zajimavé je zjisténi,
Ze je zfejmé regulace tyrosolem sekundarni k regulaci farnesolem. To znamena, Ze roste-
li hladina tyrosolu, pficemz hladina farnesolu z(stdvd konstantni, nemohou ucinky
tyrosolu prekonat ucinky farnesolu a houba zlstava v kvasinkové formé. Tyrosol je
vedlejSi QSM a jeho uéinky se projevi pouze v pfipadé omezené nebo nulové
koncentrace farnesolu [86][87][88][89][90][91].

Analytické metody pro stanoveni farnesolu a tyrosolu byly nejprve vyvijeny
samostatné. Byla napriklad vyvinuta metoda pro stanoveni farnesolu a jeho metabolit(
vyuzivajici HPLC separaci ve spojeni s MS detekci s ESI ionizaci v negativnim maddu
[92][93]. Podobné bylo popsano stanoveni tyrosolu vyuzivajici HPLC ve spojeni s MS
[94][95]. Pro kvantifikaci bylo v popsanych ptipadech vyuZito selektivnich zaznam(
vybrané reakce. Deprotonovand molekula farnesolu a tyrosolu byla v provadénych
experimentech vyuzita jako iont prekurzoru [92][93][94][95]. Pro diagnostické a IéCebné
postupy vsak byla vyvinuta metoda vyuZivajici UHPLC separace ve spojeni s MS/MS
detekci, ktera umoznuje soucasné stanoveni farnesolu a tyrosolu ve vaginalnich stérech.
Metoda pfispéla dalSimu rozvoji vyuziti metabolomiky v diagndze a 1é¢bé onemocnéni

zpUsobenych kvasinkou C. albicans [87][96].
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Tabulka 2: Charakteristika QSM produkovanych kvasinkou kmene Candida albicans. Vytvoreno dle [87].

tr Molekulova
Vzorec
[min] hmotnost [Da]
Farnesol - S . 3,85 222,20
H3C OH
HO
Tyrosol 1,24 138,07
OH
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7 v 7

4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Pouzité chemikalie

Acetonitril (ACN), >99,9%, HiPerSolv CHROMANORM® (VWR International S.A.S,
Francie)
Trifluoroctova kyselina (TFA), 99%, Reagent Plus® (Sigma Aldrich, Ceska republika)
Ultracista voda, LC-MS grade, LiChroSolv® (Merck, Némecko)
Kyselina mravenci (FA), 98%-100%, LiChropur® (Merck, Némecko)
Methanol (MeOH), >99,9% (J. T. Baker, Nizozemi)
Hydroxid amonny, 25%, LiChropur® (Merck, Némecko)
Dichlormethan, >99,8%, CHROMASOLV® (Sigma Aldrich, Ceska republika)
K préci byly vyuZity isotopicky znacené standardy latek:
o farnesolu —znacen 6 deuterii (deF),

o tyrosolu —znacen 4 deuterii (d4T).

4.2. Pouzita instrumentace a materialy

Acquity UPLC systém (Waters, USA) ve spojeni s tandemovym hmotnostnim
spektrometrem Synapt G2-Si (Waters, USA) vyuzivajiciho Q-TOF (viz obrazek 8)
Analytickd kolona ACQUITY UPLC BEH Cig 1,7 um; 2,1 mm x 100 mm (Waters, USA)
Automatické pipety Eppendorf Reference® (Eppendorf, Ceskd republika)
Pipetovaci Spi¢ky pInéné sorbentem — oxidem titani¢itym HyperSep™, (Thermo
Scientific, Ceska republika) — dvé odli$né sarie

o Sarie: 18216-09

o Sarie: 03.29.2018
Vakuova centrifuga Concentrator Plus (Eppendorf, Ceska republika)

Trepacka typu vortex (lka, Némecko)

4.3. Analyzované vzorky

4.3.1. Smésny vzorek

Pro méreni v ramci optimalizace analytickych podminek byl pfipraven smésny

vzorek. Bylo pouzZito celkem 20 vzorkd vaginalnich stér( rozpusténych v pufrovaném

fyziologickém roztoku (PBS). Tyto vzorky byly ziskdny z Ustavu klinické mikrobiologie
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Fakultni nemocnice v Hradci Krdlové. 10 vzork(l bylo od pacientek s potvrzenym
osidlenim kvasinkou kmene Candida albicans. 10 vzork( bylo od pacientek, kde byla
pfitomnost kvasinky vyvracena. Z kazdého vzorku bylo odebrdno 30 pl. Celkovy objem
smésného vzorku tak ¢inil 600 pl. Pouzité vzorky vagindlnich stér( rozpusténych v PBS
byly pfed pouzitim skladovany pfi teploté -80 °C.

Pro smésny vzorek byl pfipraven vnitini standard (IS) obsahujici smés isotopicky
znaceného farnesolu (deF) a tyrosolu (d4T). Roztoky dsF a d4T, oba o koncentraci 1 mg/ml
byly nafedény roztokem 40% acetonitril (ACN) na koncentraci 10 g/ml. 10 ul d¢F a 10
ul daT tak bylo pfidano do 980 ul 40% ACN a fadné promichano na vortexu.

Do obou smésnych vzork( byl IS pfidan tak, aby koncentrace deF a d4T byly 1077
g/ml. Z 600 pl obou smésnych vzorkl tak bylo odebrano 6 ul a nahrazeno 6 pl roztoku

IS.

4.3.2. Kontrolni vzorek

Pro kontrolu ucinnosti jednotlivych krok( pripravy vzorku béhem optimalizace
pfipravy vzorku pomoci USPE-PT byl pfipraven kontrolni roztok obsahujici farnesol,
tyrosol, isotopicky znaéeny farnesol a isotopicky znaéeny tyrosol, vSechny v koncentraci
107 g/ml. Koncentrace deF a dsT taky byla vtomto roztoku stejnd, jako jejich
koncentrace ve smésném vzorku. VSechny latky byly rozpustény v roztoku se slozenim:
2% ACN a 98 % vody, coz odpovida poméru organické a vodné slozky MF na pocatku
gradientu. Takto pfipraveny kontrolni vzorek pak byl pouZit u 4 vybranych postupt
pfipravy vzorku béhem optimalizace v kroku naneseni vzorku, misto naneseni smésného

vzorku.

4.3.3. Pouzité roztoky
Pro jednotlivé kroky pripravy vzorku pomoci plnénych 3$picek véetné zavérecné
rekonstituce byly pfipraveny nasledujici roztoky, vidy v celkovém objemu 20 ml, resp.
25 ml, které byly skladovany pfi teploté 2-8 °C po dobu maximalné 14 dni:
e 0,1% TFA v 80% ACN
e 50mM FAv80% ACN
e 0,1%FA
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e 0,1%TFA

e 0,1% FA v MeOH

e 0,1%FAv5%ACN

e 0,1% FAv90% ACN

e 50% MeOH

e 100 mM NH40OH

e 5mMFAvACN

e 5mM FA ve 2% ACN

o Roztok 2% ACN odpovida poméru organické a vodné slozky MF na pocatku
gradientu.

e 0,075% FAv ACN
Pro MF byly pfipraveny:

e 0,075% FAv ACN

e 0,075% FA

4.4. Postup pfipravy vzorku pomoci uSPE-PT

Pfi pfipravé vzorku bylo postupovano dle obecného schématu pfipravy vzorku
vyuzivajici SPE (viz 3.2.3.2.). Postup pfipravy je zndzornén na obrazku 9.

Pro kondicionaci sorbentu v plnénych Spickach byl pouZit jeden zroztoku
uvedenych v tabulce 3. Sorbent byl vidy kondicionovan roztokem o objemu 50 ul a
pocet aspiraci/vypusténi roztoku pomoci automatické pipety byl 5.

Nasledovalo naneseni vzorku. Nanaseny objem vzorku byl 15 pl. Optimalizované
pocty aspiraci/vypusténi vzorku pti jeho nanaseni jsou uvedeny v tabulce 3.

V kroku promyvdni sorbentu bylo pouzito vidy 50 pl jednoho zroztoki
uvedenych v tabulce 3. Optimalizované pocty aspiraci/vypusténi promyvaciho cinidla
jsou uvedeny v tabulce 3.

Eluce latek zadrZenych na sorbentu byla provadéna vidy 20 pul jednoho z roztok{
uvedenych v tabulce 3. Optimalizované pocet aspiraci/vypusténi eluéniho cinidla jsou
uvedeny v tabulce 3.

Pro nasledujici analyzu s vyuzitim UHPLC-HRMS byly vyuZity:

e frakce po naneseni vzorku, ktera obsahovala latky nenavazané na sorbent (A),
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Obrazek 9: Schéma provedeni pfipravy vzorku metodou USPE-PT pfi optimalizaci metody. O:
kondicionace, A: naneseni vzorku, B: promyvani sorbentu, C: eluce. Metodou UHPLC-HRMS byly
analyzovdny A: frakce po naneseni vzorku, B: frakce po promyvani, C: frakce eluatu. Autor: Jakub Eduard
Syfinek, 2019.

e frakce po promyvani, kterd obsahovala latky vymyté ze sorbentu (B) a
o frakce eluatu (C), ktery obsahoval latky uvolnéné ze sorbentu pomoci elu¢niho
¢inidla.

Pti optimalizaci sloZeni roztok( vyuzitych v jednotlivych krocich pripravy vzorku a
poctu jejich aspiraci/vypusténi z pipetovaci Spicky tak byly ziskany od kazdého
konkrétniho postupu celkem 3 vzorky uvedenych frakci, které byly odpareny do sucha
na vakuové odparce po dobu 40 minut pfi teploté 30 °C.

Po odpareni byly vSechny vzorky rekonstituovany v 15 pl jednom z roztokd
uvedenych v tabulce 3.

Z divodu praktické proveditelnosti pfipravy vzorku s vyuZitim plnénych spicek
byla celd pfiprava provadéna v Sirokych insertech ve vialkach. Didvodem je rozsifeni na

konci plnéné pipetovaci Spi¢ky v misté kde se nachazi sorbent. Z diivodu malého objemu
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a zajisténi bezproblémového dvojiho nastfiku do UHPLC-HRMS systému byly vzorky po
rekonstituci prepipetovany do uzkych insertl, které byly vloZeny do plvodnich
oznacenych vialek.

Tabulka 3: Optimalizované parametry uSPE-PT postupu a jejich proménné hodnoty.

Optimalizovany parametr Proménné hodnoty

parametru
slozeni kondicionacniho ¢inidla | 0,1% TFA v 80% ACN
50mM FA v 80% ACN
0,1% FA
0,1% TFA
ACN
sloZeni promyvaciho Cinidla voda

chloroform

0,1% FA

0,1% FA v MeOH
0,1% FA v 5% ACN
slozeni elucniho cinidla 0,1% TFA v 80% ACN
50mM FA v 80% ACN
0,1% FA v 90% ACN
50% MeOH

100mM NH,OH

pocet aspiraci/vypusténi v 1
kroku naneseni vzorku 5
10
25
50
pocet aspiraci/vypusténi v
kroku promyvani 5
10
25
50
pocet aspiraci/vypusténi v
kroku eluce
10
25
50
sloZeni rekonstitu¢niho roztoku | ACN
MF
5mM FA v ACN

5mM FA v 2% ACN
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4.5.Optimalizace uSPE-PT

Optimalizace pfipravy vzorku byla provedena s vyuzitim softwaru pro statisticky
design experimentu Modde Pro, vyvinutym némeckou spolecnosti Umetrics. Z péti
zakladnich postupl pro provedeni uSPE-PT (uvedeny v tabulce 4, oznaceny A-E), jez byly
prevzaty od vyrobce plnénych pipetovacich Spi¢ek, pripadné z dfive provedenych
experimentll, byly vzdjemné kombinovany parametry jednotlivych krokd provedeni
extrakce (viz tabulku 3) [97][98][99].

Pfi optimalizaci USPE-PT vtomto experimentu bylo posuzovano celkem 7
parametrq, pficemz pro 6 z nich zde bylo 5 proménnych, pro sedmy parametr proménné
4 (viz tabulku 3). Mély by-li byt provedeny postupy USPE-PT, které by vzajemné
kombinovaly vSechny proménné vsech optimalizovanych parametrld, muselo by byt
provedeno celkem 4x5° dil¢ich experiment(. Software Modde Pro po zadani vSech
parametrQ s prislusSnymi proménnymi vytvofil navrh experimentu o celkem 25
postupech provedeni uSPE-PT, které byly navrzeny z rlznych vzajemnych kombinaci
vsech proménnych hodnot optimalizovanych parametr(. Vedle navrzenych 25 postupl
byly v experimentu v ramci této diplomové prace pro srovnani provedeny i prevzaté
USPE-PT postupy A—E.

VSechny postupy provedeni uSPE-PT s kombinacemi kondicionaéniho,
promyvaciho a eluéniho ¢inidla spolecné s pocty aspiraci/vypusténi ¢inidla a pocty
aspiraci/vypusténi vzorku ve fazi jeho nanaseni, stejné jako volbu roztoku pro
rekonstituci shrnuje tabulka 4.

Z divodu eliminace ndhodnych chyb a korekce systematického efektu vzniklého
béhem samotné pripravy vzorku, pripadné UHPLC-HRMS analyzy bylo randomizovano
poradi nastfikd ziskanych extrakénich frakci jednotlivych puSPE-PT postupl N1-N25.
Vzorky ziskanych extrakénich frakei jednotlivych nSPE-PT postupl byly do UHPLC-HRMS
systému zavadény v ndhodném poradi, nikoliv v poradi, jak byly pfipravovany.

Pro ovéreni opakovatelnosti metody byly tfi ndahodné zvolené uSPE-PT postupy
(N3, N7, N11) provedeny s odliSnou Sarzi pipetovacich Spi¢ek plnénych sorbentem.

Pro kontrolu, zda ke kontaminaci PEG nedochdzi i jinde, neZz pfi odbéru,
skladovani a rozpousténi vzork( vagindlnich stérl byly ¢tyfi ndhodné zvolené uSPE-PT

postupy (N3, N7, N11, N19) provedeny s kontrolnim vzorkem namisto smésného vzorku.
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Tabulka 4: Prehledné shrnuti zakladnich 5 postupl provedeni uSPE-PT (tj. postupy A—E) a 25 postupl provedeni uSPE-PT navrhnutych softwarem Modde Pro (tj. postupy
N1-N25). Noi v tabulce oznacuje pocet aspiraci/vypusténi v prislusném extrakénim kroku. MF v této tabulce znamend 0,075% FA ve vodé/0,075% FA v ACN (98:2, v/v).

Nazev Poradi Kondicionacni N,/ — naneseni Promyvaci Cinidlo Nosp — Elucni cinidlo Nop — Rekonstitucni
postupu nastiiku ¢inidlo vzorku promyvani eluce [o7410] ¢

A 26 0,1% TFA v 80% ACN 10 voda 5 0,1% TFA v 80% ACN 10 MF

B 27 50mM FA v 80% ACN 10 chloroform 5 50mM FA v 80% ACN 10 MF

C 28 0,1% FA 10 0,1% FA 5 0,1% FA v 90% ACN 10 MF

D 29 0,1% TFA 10 0,1% FA v MeOH 5 50% MeOH 10 MF

E 30 100% ACN 10 0,1% TFA v 5% ACN 5 100mM NH4OH 10 MF
N1 22 0,1% FA 1 0,1% TFA v 5% ACN 10 50mM FA v 80% ACN 1 5mM FA v ACN
N2 23 0,1% TFA v 80% ACN 1 0,1% FA 50 100mM NH4OH 5 5mM FA v ACN
N3 13 50mM FA v 80% ACN 1 0,1% FA v MeOH 25 50% MeOH 10 ACN
N4 20 50mM FA v 80% ACN 1 chloroform 1 0,1% TFA v 80% ACN 25 5mM FA v 2% ACN
N5 7 100% ACN 1 voda 5 0,1% FA v 90% ACN 50 MF
N6 4 0,1% TFA v 80% ACN 5 0,1% TFA v 5% ACN 1 0,1% FA v 90% ACN 1 5mM FA v 2% ACN
N7 1 0,1% FA 5 voda 50 50% MeOH 5 5mM FA v 2% ACN
N8 25 0,1% TFA 5 chloroform 5 50mM FA v 80% ACN 10 MF
N9 17 100% ACN 5 0,1% FA v MeOH 10 100mM NH,OH 25 MF
N10 9 50mM FA v 80% ACN 5 0,1% FA 5 0,1% TFA v 80% ACN 50 5mM FA v ACN
N11 6 100% ACN 10 chloroform 1 50% MeOH 1 5mM FA v ACN
N12 12 0,1% TFA 10 chloroform 10 0,1% FA v 90% ACN 5 ACN
N13 3 0,1% TFA v 80% ACN 10 voda 10 0,1% TFA v 80% ACN 10 5mM FA v ACN
N14 11 0,1% TFA 10 0,1% FA 25 50mM FA v 80% ACN 25 5mM FA v 2% ACN
N15 24 0,1% TFA v 80% ACN 25 0,1% FA v MeOH 50 50mM FA v 80% ACN 50 5mM FA v 2% ACN
N16 5 50mM FA v 80% ACN 25 voda 5 100mM NH4OH 1 ACN
N17 19 100% ACN 25 0,1% TFA v 5% ACN 25 0,1% TFA v 80% ACN 5 MF
N18 15 0,1% FA 25 0,1% FA 1 0,1% FA v 90% ACN 10 ACN
N19 16 0,1% TFA v 80% ACN 50 0,1% TFA v 5% ACN 5 50% MeOH 25 ACN
N20 18 0,1% FA 50 chloroform 25 100mM NH4OH 50 5mM FA v ACN
N21 10 0,1% TFA 50 0,1% FA v MeOH 50 0,1% TFA v 80% ACN 1 MF
N22 21 50mM FA v 80% ACN 50 voda 1 50mM FA v 80% ACN 5 MF
N23 2 0,1% FA 25 0,1% FA 1 0,1% FA v 90% ACN 10 ACN
N24 8 0,1% TFA v 80% ACN 50 0,1% TFA v 5% ACN 5 50% MeOH 25 ACN
N25 14 50mM FA v 80% ACN 5 0,1% FA 5 0,1% TFA v 80% ACN 50 5mM FA v ACN
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4.6. UHPLC podminky
Pro necilenou metabolomickou analyzu byla zvolena kolona s reversni fazi Cis o
délce 100 mm a vnitinim prdméru 2,1 mm, s ¢asticemi o velikosti 1,7 um (viz 4.2.). Bylo
vyuZito gradientové eluce, a to od 98 % slozky A (0,075% FA) a 2 % slozky B (0,075% FA
v ACN) do 2 % slozky A a 98 % slozky B, béhem 13 minut. Pritokova rychlost byla 0,5
ml/min. Nastfikovany objem vzorku byl 2 pl, pficemz kazdy jednotlivy vzorek byl

nastrikovan dvakrat [96].

4.7. HRMS podminky

Pro HRMS detekci bylo vyuzito vySe popsané instrumentaci s ESI ionizaéni
technikou (viz 4.2.). Bylo vyuZito ionizace v pozitivnim maddu. Nastaveni iontového
zdroje bylo: napéti na kapilare 2,5 kV, napéti na vstupnim kuzelu 10 V, tlak zmlZujiciho
plynu 6,0 bar, pritok desolvatacniho plynu byl 1100 I/h, desolvatacni teplota 600 °C a
teplota ve zdroji 120 °C. Nastaveni skenu bylo 12 bod( za sekundu, coz odpovidd 0,085
s/ 1 sken. Rozsah skenovanych hmot byl 50-1200. Jako interni kalibrant byl pouZit
referenéni sprej: leucin-enkefalin (koncentrace: 200 pg/ul). Pro externi kalibraci byl

vyuZit roztok mravencanu sodného o koncentraci 0,5 mmol/I [96].

4.8. Vyhodnoceni ziskanych dat

4.8.1. Necilena metabolomicka analyza
Vyhodnoceni vysledkd UHPLC-HRMS analyz bylo provedeno s pomoci
statistického softwaru MarkerLynx. Parametry pro vyhodnoceni jsou shrnuty v tabulce

5. Takto ziskand data byla dédle zpracovavana pomoci softwaru Microsoft Excel.

Tabulka 5: Parametry pro vyhodnoceni — MarkerLynx.

Parametry pro vyhodnoceni — MarkerLynx

Retencni ¢as: 0,5—13 min; zarovnani retenéniho ¢asu: s pfesnosti 0,1 min
Funkce detekce piku s presnosti extrahované hmoty na 0,005 Da a korekci
retencniho ¢asu na 0,2 minuty

Intenzita detekce nad 10E4 ¢etnosti pro dané m/z

Odstranéni isotopl

V Microsoft Excel byla nejprve nastavena funkce, pomoci které byly vybrany

z nalezenych potencidlnich marker( ty m/z, které s odchylkou 20 ppm odpovidaly
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spravné hmoté PEG, respektive protonované molekule PEG ([M+H]*), sodikovému
aduktu PEG ([M+Na]*) ¢i draslikovému aduktu PEG ([M+K]*). BEéhem analyzy v MS
dochazi k fragmentaci PEG. Z polymerni molekuly PEG se odstépuji monomerni jednotky
[CH,CH,0], které maji teoretickou spravnou hodnotu m/z 44,0262. Proto byly
vyhodnocovaci parametry nastaveny tak, Ze kazda molekula, jejiz m/z byla délitelna
hodnotou 44,0262 s odchylkou 20 ppm byla povazovdna za PEG. Respektive bylo toto
pravidlo aplikovano pro vybér zminénych adukt PEG a jejich fragment(. Pro zUzZeni a
zpresnéni vybéru marker(, byly vybrany jen ty m/z, kterym odpovidala vyssi intenzita
nez 0,0651. Tato hodnota byla ziskdna interpretaci dat pro oblast pfed mrtvym tgr
s vyuzitim softwaru MarkerLynx. ProtoZze se jednd o oblast pred mrtvym tg, jde o
chromatograficky Sum nikoliv signaly potencialnich markert. Takto vybrané m/z byly
dale filtrovany dle jejich tr. Bylo pocitano s pramérnou Sifkou chromatografického piku
0,1 min. Jeden pik odpovida vidy jednomu PEG ¢i jeho fragmentu. Ze vSech nalezenych
m/z, které odpovidaly PEG a zaroven se po vyfiltrovani nachazely ve stejném piku (tj.
jejich tg byl 0,05 min) byl vybran vidy m/z snejvyssi hodnotou. Bylo zde také
zohlednéno to, Ze stejny PEG eluujici se ve stejném tg mlzZe v iontovém zdroji tvorit jak
[M+H]*, tak [M+Na]* ¢i [M+K]*. Nastala-li tedy situace, Ze pro nejvyssi m/z vdaném tg
bylo nalezeno vice typl aduktd, byla dana prednost [M+H]* prfed [M+Na]* ¢i [M+K]* a
dale byla dana prednost [M+Na]* pred [M+K]*. Nejvyssi m/z v daném tg lze s nejvétsi
pravdépodobnosti povaZzovat za matersky PEG, v jehoz chromatografickém piku se pak
nachazeji m/z jeho fragmentU. Po provedeni této procedury byl ziskan konecny pocet
m/z, které byly povaZovany za PEG, resp. jejich adukty. ProtoZe byly provedeny 2
nastfiky kazdého vzorku, bylo do koneénych vysledkd uvedeno sjednoceni mnozin
nalezenych m/z povazovanych za PEG, ziskanych z dat z obou nastfikd.

Nalezené m/z odpovidajici pfislusnym aduktdm PEG byly se¢teny vidy v ramci
kazdé extrakéni frakce (A, B, C). Tak byl ziskan pocet PEG nalezenych v jednotlivych
frakcich (Ny). Souctem vsech nalezenych PEG ve vsech tfech frakcich byl ziskan celkovy
pocet PEG (Ngy), ktery se teoreticky plivodné nachazel ve vzorku pied provedenim puSPE-
PT. Z téchto hodnot byl pro kazdou frakci vypocten podil PEG nalezenych v dané frakci a
celkového poctu PEG nalezenych ve vsech tfech frakcich daného postupu (Ng/Ng). Tato
hodnota byla vyjddfena procentualné. Procentudini hodnota Ny/Ng pro frakci A

vyjadfuje podil po¢tu PEG puvodniho vzorku pred extrakci, ktery se béhem kroku
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naneseni vzorku nenavazal na sorbent. Procentualni hodnota Ni/Ng pro frakci B
vyjadfuje podil poc¢tu PEG plvodniho vzorku pred extrakci, ktery se béhem kroku
naneseni vzorku navazal na sorbent a nasledné byl béhem kroku promyvani ze sorbentu
uvolnén. Procentudini hodnota Ni/Ngs pro frakci C pak vyjadiuje podil poctu PEG
pGvodniho vzorku pred extrakci, ktery se béhem kroku naneseni vzorku navézal na
sorbent, zlstal na sorbent navazan i po kroku promyvani a byl ze sorbentu uvolnén
v kroku eluce.

Pomoci softwaru ModdePro bylo provedeno vyhodnoceni vlivu jednotlivych
optimalizovanych parametrd postupl uSPE-PT (viz Tab. 3) jednak na pocet nalezenych
PEG v jednotlivych frakcich A, B, C a jednak na pocet nalezenych potencialnich markera.
Déle bylo provedeno vyhodnoceni vlivu poétu aspiraci/vypusténi v kroku promyvani a

v kroku eluce pro nejucinnéjsi extrakéni postupy.

4.8.2. Stabilita signalu HRMS systému

Vyhodnoceni stability signdlu pro nékolik desitek hodin trvajici UHPLC-HRMS
analyzu bylo provedeno porovnanim experimentalnich m/z a teoretickych m/z pro
znamé PEG a jejich fragmenty. Ziskané chromatogramy byly prochdzeny v poradi
nastfiku pfislusnych vzorkd do UHPLC-HRMS systému. V intervalu tg 3,5-4 min bylo
vybrano vidy 5 m/z PEG liSicich se o 1 monomerni jednotku. Rozdily téchto hmot
odpovidajici 1 monomerni jednotce byly porovnany s teoretickou hmotou monomerni
jednotky PEG 44,0262. Z téchto hodnot byla vypoctena odchylka experimentalni m/z od
spravné m/z.

Nejdrive byl vypocten primér odchylek v jednotlivych nastficich jednotlivych
analyzovanych extrakénich frakci. Nasledné byla z téchto hodnot vypoctena primérna
odchylka experimentalni m/z od spravné m/z pro vsechny frakce daného postupu

provedeni uSPE-PT (N1-N25, A—-E).
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

5.1. Optimalizace metabolomického schématu

Experiment provadény vramci této diplomové prace byl soucasti Sirsi
metabolomické studie. Otazkou, ktera stoji na po¢atku metabolomického schématu je,
zda existuje a pokud ano, jak lze odhadnout, z identifikovanych QSM ve vzorcich
vaginalnich stér( pfimy vztah mezi nalezenymi QSM a vulvovagindlnim dyskomfortem.
Hodnoceny jsou QSM kmene C. albicans.

Na pocatku metabolomického schématu, stdl odbér vzorkl od pacientek ve
Fakultni nemocnici Hradec Krdlové (FNHK). Vaginalni stéry ziskané od pacientek byly na
pracovisti Ustavu klinické mikrobiologie FNHK rozpustény v PBS. Pro tuto praci je u?
samotny odbér a nasledné skladovani vzorku velmi dlezité, protoze v prlibéhu téchto
krokli mize dochazet k nezadouci kontaminaci vzork(i PEG. Ty jsou obsazeny v bézné
pouzivaném materidlu pro odbér a skladovani vzorkd a mohou byt obsazeny v pufru
vyuzitém pro rozpousténi vzorka.

Ziskané vzorky byly nasledné upraveny metodou pSPE-PT. Ta byla v ramci této
prace optimalizovana (viz 5.3.-5.10.). Pro naslednou analyzu vzork{ byla vyuzita UHPLC-
HRMS metoda, jejiz podminky jsou uvedeny v kapitoldch 4.6. a 4.7. Pro UHPLC separaci
byla zvolend kolona s Cig SF vybrana proto, Ze se jednd o univerzalni kolonu. Protoze
byla provadéna necilend metabolomicka analyza je vyuZiti univerzalni kolony s vysokym
potencidlem separace Sirokého spektra metabolitll nejvhodnéjsi. Stejnd analytickd
kolona jiz byla pouZita pro separaci vzorkd vaginalnich stérl v metabolomickych
analyzach [87][96]. SloZeni MF bylo také pouzito v metabolomickych experimentech
zabyvajicich se separaci farnesolu a tyrosolu, stejné jako slozeni MF na pocatku a na
konci gradientu. SloZzeni MF poskytovalo pro QSM kmene C. albicans dobrou odezvu
[87][96]. Pribéh gradientové eluce byl oproti dfive pouZité metodé prodlouzen na 13
min. Dlvodem bylo zvyseni kapacity separace, a tedy pokryti Sirsi skdly metabolit(.
Nastaveni HRMS detekce bylo prevzato z dfive provedeného experimentu pro detekci
metabolitd ve vzorcich vaginalnich stér( [96].

Soucasti metabolomického schématu je i zpracovani a interpretace analyzou
ziskanych dat. Zpracovani a interpretace dat byly v rdmci této diplomové prace casové

nejvice narocnou casti metabolomického schématu.
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5.2. Odchylka experimentalni m/z od spravné m/z v zavislosti na ¢ase

Vzhledem k vyuZiti analyzatoru TOF a k faktu, Ze doba analyzy u velkych soubort
vzorkU je ¢asto nékolik desitek az stovek hodin (v experimentu provadéném v ramci této
prace vice nez 40 hodin), je dulezité pfi vyhodnocovani dat zohlednit parametr
spravnosti hmoty v pribéhu provedeni experimentu. Pouzity analyzator vyuziva pro
korekci sprdvné hmoty béhem méreni interni kalibraci pomoci referencniho spreje
standardu: leucin-enkefalin. Pfi takto dlouhych analyzach vsak pfi zaznamu spravné
hmoty hraji roli i malé odchylky teploty, zména hodnoty vakua v TOF, které maji vliv na
dobu letu iontld. Ke zméndam teplot dochdzi i v klimatizované laboratofi v pribéhu
stfidani dne (pohyb osob, otevirani a zavirani dveti) a noci.

Proto byla spravnost méreni ovéfena pomoci porovnani hodnot spravnych m/z
znamych PEG a hodnot ziskanych mérenim (viz 4.8.2.). V prlibéhu analyzy bylo vyuZito
interni kalibrace referen¢nim sprejem. Porovnani experimentalnich a teoretickych hmot
PEG tak bylo vlastné jiz druhou korekci spravnosti ur¢eni hmoty.

Vysledkem je zjisténi, Ze vétSina namérenych hodnot m/z ma odchylku od
teoretické hodnoty m/z do 10 ppm, avsak nékolik namérenych hodnot m/z ma odchylku
vyssi, az do 20 ppm. Proto bylo pfi vyhodnocovani vysledkd experimentu pracovano vidy
s odchylkou 20 ppm hodnoty m/z. Zavislost odchylky m/z od spravné m/z na case
analyzy pro vzorky analyzované v experimentu provadéném v ramci této diplomové

prace jsou zndzornény na obrazku 10.

20

18 ><
16

14 X
12

10 >< ><

Odchylka m/z od spravné m/z [ppm]

10 15 20 25 30 35 40
Cas analyzy [hod]

Obrazek 10: Zavislost odchylky experimentalni m/z od spravné m/z na ¢ase analyzy pro experiment
provadény v rdmci této prace.
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5.3. Vybér metody pfipravy vzorku

Pipetovaci Spicky plnéné sorbentem poréznim oxidem titanicitym byly zvoleny pro
odstranéni PEG ze vzorku na zakladé experimentu, ktery takovy ucinek porézniho TiO;
na vysoké mnoistvi PEG, coby kontaminantu, prokdzal [100]. Studie ukazala, Ze po
pfidavku vysokého mnoizstvi PEG ke vzorku proteinu dochazi pfi hmotnostni detekci
s elektrosprejovou ionizaci k vyraznému potlaceni signdlu pozorovaného proteinu.
Pouzitim Spicek pipet plnénych TiO, béhem pfipravy vzorku dochazi k zadrZzeni PEG na
sorbentu, zatimco sledovany protein je eluovan. Pfi ndstfiku eludtu po procedure
pripravy vzorku byly pozorovany signaly proteini bez negativniho potlaceni matricovymi
efekty. Kapacita pipetovacich Spi¢ek plnénych sorbentem je ddna mnoZstvim sorbentu,
jei je dle vyrobce v pouzitych Spickach asi 125 pg, pfiCemz mnozstvi nanaseného roztoku
ma byt v rozmezi 2-50 ul, pfipadné vyssi. BEhem praktického provedeni experimentu se
vSak pouZiti objemu nanaseného roztoku v objemu mensSim nez 15 pl neosvédcdil,

protoze mnozstvi roztoku pak neprochazelo celym obsahem sorbentu [97][100].

5.4.Optimalizace parametrti provedeni uSPE-PT metody

Pocet aspiraci/vypusténi daného roztoku z pipetovaci spic¢ky v jednotlivych krocich
se v postupech navrzenych vyrobcem pohyboval od 5 do 50. Minimalni pocet
aspiraci/vypusténi byl v experimentu provadéném v ramci této diplomové prace zvolen
1, maximalni, i z divodu praktické manualni proveditelnosti, byl nastaven na 50 [97].

Vysledky dat ziskanych UHPLC-HRMS analyzou jednotlivych extrakénich frakci (A,
B, C), byly vyhodnoceny dle procedury uvedené v kapitole 4.8. této prace. Prehledné
jsou ziskané vysledky zachycujici pocty nalezenych PEG v jednotlivych extrakénich
frakcich (Ny) a jejich procentudlné vyjadiené podily k celkovému poctu PEG nalezenych
ve vsech trech frakcich daného postupu (Ng/Ng) pro vSechny provedené postupy
USPE-PT (viz tabulku 4) uvedeny v tabulce 6.

Jako 3 nejucinnéjsi kroky naneseni vzorku byly oznaceny ty, béhem kterych se na
sorbent navazal nejmensi podil PEG a nejvyssi podil jich tak zlstal v plvodnim vzorku,
tj. pro frakci A tfi nejvyssi hodnoty Ng/Ngs. V tabulce 6 jsou tyto hodnoty pro frakci A

znazornény zelené.
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Jako 3 nejucinnéjsi kroky promyvani byly oznaceny ty, béhem kterych se ze
sorbentu vymyl nejvyssi podil PEG a nejmensi podil jich tak z(stal dale vazan na sorbent,
tj. pro frakci B tfi nejvyssi hodnoty Ng/Ngs. V tabulce 6 jsou tyto hodnoty pro frakci B
znazornény zelené.

Jako 3 nejucinnéjsi kroky eluce byly oznaceny ty, béhem kterych se ze sorbentu

vvvvvvvv

evvs

evvs

evvs

Analogicky jsou pak ¢ervené oznaceny vidy 3 nejméné ucinné dil¢i kroky pro A, B.
Tti celkové nejméné ucinné postupy s ¢ervené oznacenymi hodnotami pro C jsou navic
zvyraznény cervenym podbarvenim.

V nékterych pfipadech byly mezi nalezenymi PEG v ramci jedné extrak¢ni frakce
nalezeny m/z, které sodchylkou 20 ppm odpovidaji stejnému PEG, lisi se vsak
v retenénim ¢ase. Provedené chromatografické separace PEG s molekulovou hmotnosti
do 1500 za vhodnych podminek poskytovaly charakteristické chromatogramy s piky
jednotlivych oligomeri PEG lisicich se vidy o 1 monomerni jednotku. S rostouci
molekulovou hmotnosti oligomeru se zvySoval retenc¢ni ¢as na RP-HPLC. To ukazuje na
moznost fragmentace vysSich oligomerd PEG viontovém zdroji hmotnostniho
spektrometru, iontové optice hmotnostniho spektrometru ¢i pfi prichodu Q pricemz
byly zaznamendny vzniklé fragmenty s nizsi molekulovou hmotnosti, avSak s retenénim
c¢asem odpovidajicim plvodnim vyssim oligomerlim. Samoziejmé zde pak zlstava také
moznost, Ze se jednd o jiné kontaminanty, jejichz m/zsodchylkou 20 ppm
odpovida m/z PEG. JelikoZ nelze rozlisit, zda se jedna o fragment vyssiho oligomeru PEG,
¢i zcela jinou molekulu neZ PEG, jsou ve vysledcich takové m/z s odliSnym retenénim

¢asem povazovany za dva rizné PEG [101][102][103].
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Tabulka 6: Pfehled vysledkd vyhodnoceni poétu pFitomnych PEG — postupy N1-N25, A-E.

Typ Pocet Pocet PEGv Pocet PEG ve
aduktu v aduktt extrakéni vSech 3
MS PEG frakci (Ny) frakcich (N

Nazev Extrakcni

postupu frakce

N1

[M+H]*

[M+Na]*

[M+K]*

[M+H]*

[M+Na]*

[M+K]*

14

[M+H]*

[M+Na]*

[M+K]*

13

20

70,00%

65,00%

N2

[M+H]*

[M+Na]*

[N
S

[M+K]*

18

[M+H]*

[M+Na]*

[M+K]*

12

[M+H]*

[M+Na]*

[M+K]*

12

28

64,29%

42,86%

42,86%

N3

[M+H]*

[M+Na]*

[M+K]*

[M+H]*

[M+Na]*

[M+K]*

10

[M+H]*

[M+Na]*

[M+K]*

19

31,58%

52,63%

47,37%

N4

[M+H]*

[M+Na]*

NP OOIRLRINOINIOUNNIRLRIOOIW|IN[OIN W

[M+K]*

[EEN
[e)]

27

[M+H]*

)]

[M+Na]*

=
~N

[M+K]*

25

[M+H]*

[M+Na]*

[M+K]*

20

52

51,92%

48,08%

38,46%

N5

[M+H]*

[M+Na]*

[M+K]*

[M+H]*

[M+Na]*

[M+K]*

[M+H]*

[M+Na]*

[M+K]*

OO R|IRPRIWIOIN|PRLRINO|IMIN

11

63,64%

36,36%

63,64%
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N6

[M+H]*

)]

[M+Na]*

IS

[M+K]*

=
~N

27

[M+H]*

[M+Na]*

[M+K]*

19

[M+H]*

[M+Na]*

[M+K]*

14

42

64,29%

45,24%

33,33%

N7

[M+H]*

[M+Na]*

oM IUTO| WU

[M+K]*

=
o

23

[M+H]*

w

[M+Na]*

[EEN
o

[M+K]*

21

[M+H]*

[M+Na]*

[M+K]*

37

62,16%

56,76%

21,62%

N8

[M+H]*

W o0 O

[M+Na]*

=
o

[M+K]*

21

[M+H]*

[M+Na]*

[M+K]*

15

[M+H]*

[SSERC R NRNOSRNo.)

[M+Na]*

[EEN
o

[M+K]*

14

31

67,74%

48,39%

45,16%

N9

[M+H]*

[M+Na]*

[M+K]*

16

[M+H]*

[M+Na]*

[M+K]*

11

[M+H]*

[M+Na]*

[M+K]*

21

76,19%

52,38%

28,57%

N10

[M+H]*

WO NP IFLPIOINIOOOIN| K

[M+Na]*

=
S

[M+K]*

20

[M+H]*

[M+Na]*

[M+K]*

12

[M+H]*

WL ONNW

[M+Na]*

=
o

[M+K]*

o

13

29

68,97%

41,38%

44,83%
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[M+H]* 4
[M+Na]* 10 16 69,57%
[M+K]* 2
[M+H]* 2

N11 [M+Na]* 10 12 23 52,17%
[M+K]* 0
[M+H]* 3
[M+Na]* 8 11 47,83%
[M+K]* 0
[M+H]* 2
[M+Na]* 9 12 70,59%
[M+K]* 1
[M+H]* 2

N12 [M+Na]* 7 11 17 64,71%
[M+K]* 2
[M+H]* 2
[M+Na]* 9 11 64,71%
[M+K]* 0
[M+H]* 3
[M+Na]* 8 17 56,67%
[M+K]* 6
[M+H]* 4

N13 [M+Na]* 11 21 30 70,00%
[M+K]* 6
[M+H]* 2
[M+Na]* 10 12 40,00%
[M+K]* 0
[M+H]* 2
[M+Na]* 11 22 61,11%
[M+K]* 9
[M+H]* 2

N14 [M+Na]* 8 17 36 47,22%
[M+K]* 7
[M+H]* 1
[M+Na]* 10 12 33,33%
[M+K]* 1
[M+H]* 4
[M+Na]* 4 18 52,94%
[M+K]* 10
[M+H]* 4

N15 [M+Na]* 7 16 34 47,06%
[M+K]* 5
[M+H]* 1
[M+Na]* 8 10 29,41%
[M+K]* 1
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[M+H]* 4
[M+Na]* 10 18 58,06%
[M+K]* 4
[M+H]* 4

N16 [M+Na]* 9 16 31 51,61%
[M+K]* 3
[M+H]* 2
[M+Na]* 5 8 25,81%
[M+K]* 1
[M+H]* 4
[M+Na]* 12 24 66,67%
[M+K]* 8
[M+H]* 4

N17 [M+Na]* 13 25 36 69,44%
[M+K]* 8
[M+H]* 4
[M+Na]* 11 15 41,67%
[M+K]* 0
[M+H]* 3
[M+Nal* 11 17 73,91%
[M+K]* 3
[M+H]* 2

N18 [M+Na]* 9 11 23 47,83%
[M+K]* 0
[M+H]* 4
[M+Na]* 10 14 60,87%
[M+K]* 0
[M+H]* 3
[M+Na]* 9 19 73,08%
[M+K]* 7
[M+H]* 2

N19 [M+Na]* 10 15 26 57,69%
[M+K]* 3
[M+H]* 2
[M+Na]* 7 9 34,62%
[M+K]* 0
[M+H]* 6
[M+Na]* 11 24 66,67%
[M+K]* 7
[M+H]* 3

N20 [M+Na]* 11 18 36 50,00%
[M+K]* 4
[M+H]* 3
[M+Nal* 12 16 44,44%
[M+K]* 1
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[M+H]* 2
[M+Na]* 11 18 64,29%
[M+K]* 5
[M+H]* 3

N21 [M+Na]* 7 13 28 46,43%
[M+K]* 3
[M+H]* 1
[M+Na]* 8 10 35,71%
[M+K]* 1
[M+H]* 3
[M+Na]* 12 22 66,67%
[M+K]* 7
[M+H]* 2

N22 [M+Na]* 6 11 33 33,33%
[M+K]* 3
[M+H]* 2
[M+Na]* 12 15 45,45%
[M+K]* 1
[M+H]* 3
[M+Na]* 11 18 66,67%
[M+K]* 4
[M+H]* 1

N23 [M+Na]* 8 10 27 37,04%
[M+K]* 1
[M+H]* 4
[M+Nal* 10 14 51,85%
[M+K]* 0
[M+H]* 4
[M+Na]* 12 19 82,61%
[M+K]* 3
[M+H]* 2

N24 [M+Na]* 10 14 23 60,87%
[M+K]* 2
[M+H]* 2
[M+Na]* 10 12 52,17%
[M+K]* 0
[M+H]* 4
[M+Na]* 10 18 64,29%
[M+K]* 4
[M+H]* 2

N25 [M+Na]* 7 11 28 39,29%
[M+K]* 2
[M+H]* 4
[M+Nal* 11 15 53,57%
[M+K]* 0
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5.4.1. SloZeni kondicionacniho cinidla

PocCet aspiraci/vypusténi v kroku kondicionace byl vidy 5. Tento pocet
aspiraci/vypusténi byl rovnéz doporuéen vyrobcem [97]. Polet aspiraci/vypusténi tedy
nebyl optimalizovan, protoZe se predpokladalo, Ze nizsi pocet by mohl byt nedostacujici
a pocet vyssi nez 5 by nemél vliv na extrakci v nasledujicich fazich.

Pro tfi celkové nejucinnéjsi postupy provedeni uSPE-PT (viz 5.4. a tabulku 6) byly
vyuzity jako kondicionacni Cinidlo 0,1% FA, 100% ACN, resp. 50mM FA v 80% ACN.
V kontrastu k tomu je nutno uvést, Ze pro tfi nejméné ucinné extrakéni postupy byly
vyuzity 0,1% FA, 0,1% TFA a 100% ACN. Je dulezité pouzit kondicionacni Cinidlo, které
spolehlivé solvatuje funkéni skupiny sorbentu. To je predpokladem Uspésné extrakce.

Slozeni kondicionaéniho Cinidla viak na dalsi pribéh extrakce vyznamny vliv nema.

5.4.2. Pocet aspiraci/vypusténi v kroku naneseni vzorku

Pocet aspiraci/vypusténi v kroku naneseni vzorku je rozhodujici pro to, jaké latky
obsaZené ve vzorku a do jaké miry budou interagovat s funkénimi skupinami sorbentu.
Cim vy$si je pocet aspiraci/vypudténi, tim vice pfileZitosti pro interakci se sorbentem
maji jak v necilené analyze potencidlni analyty, tak samoziejmé i kontaminanty, jako zde
sledované PEG.

Nejdfive byl zvolen objem vzorku 10ul. Avsak pro problémy s praktickou
proveditelnosti opakovanych aspiraci/vypusténi tak malého objemu ze 3picky bylo
pristoupeno ke zvySeni objemu nanaseného vzorku na 15 pl, které jiz bylo pro praktické
provedeni dostacujici. Po kroku naneseni vzorku ziskanad extrakcni frakce A byla
odparena, rekonstituovana a nastfiknuta do UHPLC-HRMS sytému (viz 4.4.).

Pro tfi celkové nejucinnéjsi postupy provedeni uSPE-PT (viz 5.4. a tabulku 6) byl
vyuZit pocet 5, 10 a 25 aspiraci/vypusténi v kroku naneseni vzorku. Naopak pro tfi
celkové nejméné ucinné postupy byl vyuZit pocet 1, 10 a opét 1 aspiraci/vypusténi
v kroku naneseni vzorku. Z uvedeného jasné vyplyva, Ze pocet 5 aspiraci/vypusténi
béhem nanaseni vzorku je mezni. Lze fici, Ze poCet méné neZz 5 aspiraci/vypusténi
v kroku naneseni vzorku je nedostacujici. Naopak pocet aspiraci/vypusténi vyssi nez 5
Ize pouZit s vyhodou. Dfive provedené experimenty a navody od vyrobce pouzZily pocet
10 aspiraci/vypusténi, ktery se v kontextu vysledkl tohoto experimentu jevi jako

dostacujici.
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Bude-li hodnocen pocet aspiraci/vypusténi v kroku naneseni vzorku Cdisté
z hlediska toho, pfi kterém se na sorbent vdzalo nejméné PEG, tj. nejvice jich zlstalo
nevazanych v plvodnim vzorku, pak to byly postupy N24, N14 a N9. Ty vyuzily pocet 50,
10 a 1 aspiraci/vypusténi v kroku naneseni vzorku. Naopak tfi postupy, béhem kterych
se vazalo na sorbent nejvice PEG, tj. N1, N3 a N4, vyuZily vidy pocet pouze 1
aspirace/vypusténi. Bylo potvrzeno, Ze pocet méné neZ 5 aspiraci/vypusténi neni
vhodné vyuzit. U postupll, kde se na sorbent vazalo nejméné PEG je rozpéti poctu
aspiraci/vypusténi od 1 do 50. V kontextu ostatnich vysledkd vsak Ize Fici, Ze se optimum
poctu aspiraci/vypusténi bude pohybovat kolem 10, pocet 1 neni vhodné pouZit a pocet
50 by ve srovnani s 10 pfilis zvySil ndro€nost provedeni uSPE-PT.

Pomoci softwaru ModdePro byla vyhodnocena mira vlivu poctu aspiraci/vypusténi
v kroku naneseni vzorku a mira vlivu jednotlivych testovanych sloZzeni kondicionac¢niho

Cinidla na pocet nalezenych PEG v nevazané frakci po naneseni vzorku (frakce A).

Vysledek vyhodnoceni je uveden na obrazku 11.

Mira vlivu optimalizovanych parametr( na pocet nalezenych PEG v
nevazané frakci po naneseni vzorku
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Obrazek 11: Mira vlivu optimalizovanych parametri na pocet nalezenych PEG v nevazané frakci po
naneseni vzorku (frakce A). Kladna cisla znamenaji zvySeni poctu nalezenych PEG ve frakci A, tzn. Ze se PEG
v kroku naneseni vzorku nevézaly na sorbent, ale zlstaly v plvodnim vzorku.
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Z optimalizovanych sloZeni kondicionacniho Cinidla ma na pocet nalezenych PEG
nejvétsi kladny vliv 50mM FA v 80% ACN. SloZeni kondiciona¢niho ¢inidla vS8ak ma na
pocet nalezenych PEG ve frakci A minimalni vliv. Vyznamny kladny vliv na pocet
nalezenych PEG ma pocet aspiraci/vypusténi v kroku naneseni vzorku. 5mM FA v 2%
ACN ma na pocet nalezenych potencidlnich marker( nejvétsi kladny vliv z testovanych
sloZeni rekonstitucnich roztokd. Nutno zde vSak poznamenat, Ze vliv na zvySeni poctu
nalezenych PEG, potazmo vSech latek ve vzorku ma vedle sloZeni rekonstitu¢niho

roztoku napf. i stabilita danych latek ¢i mensi matricové efekty.

5.4.3. SloZeni promyvaciho ¢inidla a pocet aspiraci/vypusténi v kroku
promyvani

Béhem promyvani je zadkladnim poZadavkem zbavit se kontaminantl, zde PEG,
z plvodniho vzorku pfi zachovani retence maximalniho poctu potencialnich analytd na
aspiraci/vypusténi tim maji jak kontaminanty, tak potencialni analyty mensi moznost se
z interakce na sorbent uvolnit. Naopak ¢im je pocet aspiraci/vypusténi vyssi, tim vice
kontaminant( se mlzZe uvolnit, stejné se vsak lIze pfipravit o vice potencialnich analytd.
Po kroku promyvani ziskana extrakéni frakce B byla odparena, rekonstituovana a
nastfiknuta do UHPLC-HRMS sytému (viz 4.4.).

Pro tfi celkové nejucinnéjsi postupy provedeni uSPE-PT (viz 5.4. a tabulku 6) byly
vyuZity jako promyvaci Cinidlo voda, 0,1% TFA v5% ACN a voda v poctu 50, 5 a 5
aspiraci/vypusténi. Naopak pro tfi celkové nejméné ucinné postupy byly vyuZity 0,1%
TFA v 5% ACN, chloroform a voda v poc¢tu 10, 10 a 5 aspiraci/vypusténi. Podle ziskanych
vysledk lze fici, Ze dobrého vymyti PEG je dosazeno s pouzitim rozpoustédel s nizkou
eluéni silou jako je voda, avsak v dostate¢ném poctu aspiraci/vypusténi. Vhodné je také
okyseleni promyvaciho cinidla, napf. TFA. U nejméné ucinnych postuptl pak lze vidét, Zze
bylo pouZito, az na chloroform, rovnéz rozpoustédel s nizkou eluéni silou, pfFip.
s pridavkem kyselého aditiva. Celkova ucinnost extrakce vSak zavisi také na nésledném
kroku po promyvani —eluci. Lze tedy fici, Ze v téchto pfipadech bylo pouZito nevhodného
elucniho ¢inidla. PEG neuvolnéné béhem vymyvani pak byly uvolnény pfi eluci.

Zminit se zde pfislusi o poctu 50 aspiraci/vypusténi, ktery je prakticky manualné

proveditelny, ovSem pfi vy$sSim poctu vzorkl jiz mGzZe byt provedeni znacné narocné,
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proto by v takovém pripadé bylo potfeba tento pocet optimalizovat z hlediska vztahu
narocnosti provedeni a ziskanych vysledk(, pripadné zvolit alternativni extrakéni postup.

Bude-li hodnocena pouze uc¢innost samotného promyvani, pak tfemi postupy, kde
bylo vymyto ze sorbentu nejvice PEG jsou postupy D, N1 a N13, naopak ty, kde bylo PEG
vymyto nejméné jsou N21, N22 a N5. Postupy s nejucinnéjsim krokem promyvani vyuzily
jako promyvaci rozpoustédlo 0,1% FA v MeOH, 0,1% TFA v 5% ACN a vodu v poctu 5, 10
a 10 aspiraci/vypusténi. Postupy s nejméné ucinnym krokem promyvani vyuZily jako
promyvaci rozpoustédlo 0,1% FA v MeOH, vodu a opét vodu vpocétu 50, 1 a 5
aspiraci/vypusténi. Zde lze opét vidét u nejucinnéjsich postupll vyuZiti vody, coby
rozpoustédla s malou elucni silou, resp. vody s 5 % ACN a okyselené TFA a v poctu 10
aspiraci/vypusténi. Nejméné ucinné bylo promyvani s vyuzitim vody. Neefektivnost je
zde zplsobena pfilis nizkym poétem aspiraci/vypusténi. PouZiti MeOH, rozpoustédla
s vysSi eluéni silou, nez ma voda, avsak stdle vyrazné nizsi nez ma chloroform,
v kombinaci s kyselym aditivem, je pro promyvani sporné. 0,1% FA v MeOH totiz byla
pouzita jak v pripadé nejucinnéjsSiho promyvani, tak vjednom z pfipadl nejméné
ucinného promyvani.

Pomoci softwaru ModdePro byla vyhodnocena mira vlivu jednotlivych
optimalizovanych parametrll v kroku promyvdni a optimalizovanych parametri
predchazejicich krokl (kondicionace, naneseni vzorku) na pocet nalezenych PEG ve

frakci po promyvani (frakce B). Vysledek vyhodnoceni je uveden na obrazku 12.
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Mira vlivu optimalizovanych parametrii na pocet nalezenych PEG ve
frakci po promyvani
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Obrazek 12: Mira vlivu optimalizovanych parametri na pocet nalezenych PEG ve frakci po promyvani
(frakce B). Kladna cisla znamenaji zvySeni poctu nalezenych PEG ve frakci B, tzn. Ze se PEG v kroku
promyvani uvolnily ze sorbentu do frakce B.

Z optimalizovanych slozeni promyvaciho ¢inidla ma na pocet nalezenych PEG
nejvétsi kladny vliv 0,1% TFA v 5% ACN. SloZeni kondiciona¢niho cinidla na pocet
nalezenych PEG ve frakci B pfilis velky vliv nema. Vyznamnéjsi kladny vliv na pocet
nalezenych PEG ma pocet aspiraci/vypusténi v kroku promyvani, coz je logické. Polet
aspiraci/vypusténi v kroku naneseni vzorku ma maly vliv. Samoziejmé ale pocet PEG
nalezenych ve frakci B ovliviiuje. Cim vice PEG se totiZ vaZe na sorbent pfi naneseni
vzorku, tim vice jich mUzZe byt vymyto a naopak. 5mM FA v2% ACN ma na pocet
nalezenych potencidlnich markerl nejvétsi kladny vliv ztestovanych sloZeni
rekonstitucnich roztokd. Opét je zde nutno uvést, Ze kladny vliv na zvySeni poctu

nalezenych PEG mohou mit i dalsi faktory.

5.4.4. Slozeni elu¢niho ¢inidla a pocet aspiraci/vypusténi v kroku eluce
Poslednim a stéZejnim krokem USPE-PT je eluce potencialnich analyt(, pficem? je

potieba docilit toho, aby se eluovalo co nejméné kontaminant( véetné PEG. Po kroku
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eluce ziskand extrakcni frakce C byla odpafena, rekonstituovdna a nastfiknuta do
UHPLC-HRMS sytému (viz 4.4.).

Jako celkové nejucinnéjsi byly tedy oznaceny postupy, kde se z celkového poctu
PEG v plvodnim vzorku pred extrakci eluoval nejmensi podil PEG. Celkovy pocet PEG
v plvodnim vzorku pred extrakci odpovida souctu PEG nevazanych na sorbent v prvnim
kroku, PEG vymytych v kroku ndasledujicim i PEG uvolnénych béhem eluce. Naopak jako
nejméné ucinné byly oznaceny postupy, kde se z celkového poctu PEG zaznamenanych
ve vSech 3 frakcich eluoval nejvyssi podil PEG. Pfehledné jsou podily poétu PEG
nalezenych ve frakci eluatu jednotlivych postupl porovnany s ostatnimi dvéma
analyzovanymi frakcemi na kolacovych grafech na obrazku 13.

Tremi celkové nejucinnéjsimi postupy (viz 5.4. a tabulku 6) byly N7, E a N16. Zde
byly jako eluéni cinidlo vyuzity 50% MeOH, dale dvakrat shodné 100mM hydroxid
amonny, a to v poctu 5, 10 a 1 aspiraci/vypusténi. Tri celkové nejméné ucinné postupy
byly N1, N12 a N5. Zde byly jako eluéni ¢inidlo vyuzity 50mM FA v 80% ACN, dale shodné
0,1% FA v 90% ACN v pottu 1, 5, 50 aspiraci/vypusténi. U¢inn&jsi jsou postupy, které pro
eluci vyuZivaji ¢inidlo na vodné bazi, resp. ve smési s MeOH 50:50 (v/v). Jako velice
vhodné elucni Cinidlo se ukazal 100mM hydroxid amonny, ktery byl jiz dfive pouZit pfi
USPE-PT s cilem eliminace PEG ve vzorku pro proteomickou analyzu. Naproti tomu elu¢ni
¢inidla s vysokym podilem organického rozpoustédla, zvlasté ACN s pridavkem aditiva
(zde FA) se pro eliminaci PEG ze vzorku neosvédcila. K poctu aspiraci/vypusténi Ize
vzhledem k vysledkim dosazenym ve tfech nejucinnéjsich postupech pro odstranéni

PEG fici, Ze pocet 5-10 je pro eluci optimalni. [98]
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Obrazek 13: Znazornéni podilll poc¢tu nalezenych PEG v jednotlivych extrakcnich frakcich k celkovému poctu PEG nalezenych ve vsech frakcich daného postupu provedeni
USPE-PT. Barevné jsou tak odliseny vysece odpovidajici hodnotam Ni/Ng pro frakci A, B a C jednotlivych postup(. Jak vyplyva z Gdajd uvedenych v Tab. 6, stejné PEG mohou
byt pfitomny soucasné v rlznych frakcich (A, B, C). Proto jednotlivé vysece odpovidaji souctu tti Ny/Ngs v jednotlivych frakcich korigovanému na 100 % plochy kolacového
grafu.

0 NEVAZANA FRAKCE PO
NANESENI VZORKU

FRAKCE PO PROMYVANI

B FRAKCE ELUATU
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Pomoci softwaru ModdePro byla vyhodnocena mira vlivu jednotlivych
optimalizovanych parametrl na pocet nalezenych PEG ve frakci eludtu. Vysledek

vyhodnoceni je uveden na obrazku 14.

Mira vlivu optimalizovanych parametrii na pocet nalezenych PEG ve
frakci eluatu

Rozsah miry vlivu
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Obrazek 14: Mira vlivu optimalizovanych parametrd na pocet nalezenych PEG ve frakci eluatu (frakce C).
Kladna cisla znamenaji zvySeni poctu nalezenych PEG ve frakci C, tzn. Ze se PEG béhem eluce uvolnily ze
sorbentu spolec¢né s metabolity do frakce C. Kladny vliv (tj. U¢innéjsi eliminace) na pocet PEG ve frakci C
oznacuji hodnoty zaporné.

Z optimalizovanych sloZzeni kondicionaéniho ¢inidla ma na pocet nalezenych PEG
nejvétsi kladny vliv 100% ACN. Nejvétsi kladny vliv na pocet nalezenych PEG ma
z testovanych slozeni promyvaciho ¢inidla 0,1% TFA v 5% ACN a z testovanych sloZeni
eluéniho ¢inidla 0,1% FA v 90% ACN. Pfi srovnani miry vlivu poctu aspiraci/vypusténi
v jednotlivych krocich ma nejvétsi kladny vliv na pocet nalezenych PEG pocet
aspiraci/vypusténi v kroku promyvani. PfiliS§ se vsak nelisi od miry vlivu poctu
aspiraci/vypusténi v kroku naneseni vzorku a kroku eluce. Pocty aspiraci/vypusténi
v jednotlivych krocich vSak v porovnani se sloZzenim extrakénich c¢inidel maji na pocet
nalezenych PEG ve frakci eluatu nizky vliv. 5mM FA v ACN ma na pocet nalezenych
potencidlnich markerld nejvétsi kladny vliv z testovanych sloZzeni rekonstitucnich

roztokdu.
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Pti srovnani téchto vysledkl s parametry celkové nejucinnéjsiho postupu N7 lze
vidét nevhodnost vyuziti 0,1% FA jako kondicionacniho ¢inidla. ProtoZe bylo prokazano,
Ze slozeni kondicionacéniho Cinidla ma obecné velmi maly vliv na pocet nalezenych PEG,
jde vtomto pripadé o nepfiliS vyznamnou odchylku od uvedenych vysledk(. Jako
promyvaci ¢inidlo byla v postupu N7 pouzita voda. Ve srovnani s vysledky na obrazku 14
jde o vhodné promyvaci ¢inidlo. Voda md hned po 0,1% FA v MeOH nejvétsi kladny vliv
na pocet nalezenych PEG v eluatu. Pro eluci byl v postupu N7 pouzit 50% MeOH. Opét
byla nalezena shoda s vysledky (viz obrazek 14), protoze 50% MeOH ma druhy nejvétsi
kladny vliv na pocet nalezenych PEG v eluatu. Pro rekonstituci byla u postupu N7 pouZita
5mM FA v 2% ACN. Bylo ukazéno, Ze i ta ma kladny vliv na pocet nalezenych PEG

v eluatu, ackoliv niZzsi.

5.4.5. SloZeni roztoku pro rekonstituci

Po eluci a odpareni byly vzorky pfed UHPLC-HRMS analyzou rekonstituovany. U tfi
celkové nejucinnéjsich postupl uSPE-PT byly pro rekonstituci zvoleny 5mM FA v 2%
ACN, MF a ACN. U tfi celkové nejméné ucinnych postupt byly pro rekonstituci pouzity
5mM FAv ACN, ACN a MF. SloZeni rekonstitu¢niho roztoku muize ovlivnit proces ionizace
metabolitl, kontaminant(i i dalSich latek obsaZzenych ve vzorku, viontovém zdroji
hmotnostniho spektrometru. Proto byl tento parametr v rdmci experimentu pro tuto
diplomovou praci téZ optimalizovan.

Pomoci softwaru ModdePro byla vyhodnocena mira vlivu slozeni rekonstitu¢niho
roztoku na pocet nalezenych PEG ve vSech tfech analyzovanych frakcich (A, B, C) (viz
5.4.2-5.4.4.). Vyhodnocena byla i mira vlivu sloZzeni rekonstitu¢niho roztoku na pocet
nalezenych potencidlnich markert ve frakci eluatu (viz 5.5.).

Z optimalizovanych slozeni rekonstitu¢niho roztoku ma 5mM FA v 2% ACN na
pocet nalezenych PEG ve frakci A, ve frakci B nejvétsi kladny vliv. Na pocet nalezenych
PEG ve frakci C ma nejvétsi kladny vliv 5mM FA v ACN. Na pocet nalezenych
potencidlnich markerl ma nejvétsi kladny vliv 5mM FA v 2% ACN jesté vétsi, avsak
zaporny vliv na pocet nalezenych potencidlnich markerdi ma 5mM FA v ACN.

Pro rekonstituci vzorkd pro necilenou metabolomickou analyzu je nejvhodnéjsi
vyuZiti 5mM FA v 2% ACN. Pouziti 5mM FA v ACN mUze byt vhodné vyuzZit z hlediska

eliminace PEG, jak tomu bylo u celkové nejucinnéjsiho postupu N7. Byl zde nalezen i
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pomérné vysoky pocet potencidlnich marker(. Nelze vsak vyloucit, Ze by pti pouziti 5mM

FA v 2% ACN byl pocet nalezenych potencialnich marker( jesté vyssi.

5.5. Necilend analyza — potencidlni markery

Software MarkerLynx je vhodné vyuzit pro vyhodnoceni vysledkd experiment( pfi
necilenych analyzadch. Nutno vSak mit na paméti, Ze mezi potencialnimi markery, které
software dokdze vyhodnotit, budou pfitomny i kontaminanty, jsou-li ve vzorku
pfitomny. Softwar je bude rovnéz povazovat za potencidlni markery. Toho bylo vyuzito
k vyhodnoceni poctu PEG v experimentu v ramci této diplomové prace.

Software vyhodnotil ve frakcich eludtu pro vSechny vzorky potencidlni markery,
mezi nimiz jsou ve vzorcich kontaminovanych PEG pravé i tyto (viz 4.8.1.). Pocty
potenciadlnich marker vyhodnocenych softwarem MarkerLynx s nenulovou intenzitou
pro jednotlivé postupy jsou uvedeny na obrazku 15. Tfemi postupy, ve kterych software
nalezl nejvice potencidlnich marker( jsou N4, N6 a N14, jeZ jsou v grafu znazornény
zelené. Z vySe uvedeného vyplyva, Ze tyto vzorky mohou obsahovat vysoky pocet
molekul, které mohou mit vztah k biologické interpretaci, tedy molekuly, které se snazi

necilend analyza identifikovat. Stejné je ale na druhou stranu mozné, Ze je v téchto
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Obrazek 15: Celkovy pocet nalezenych potencialnich markert v jednotlivych postupech provedeni
USPE-PT.
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vzorcich zvySena pritomnost kontaminantll, jako pravé napriklad PEG, které mohou
samotné odhaleni jinych latek znemozZnovat.

Pro celkové nejucinnéjsi uSPE-PT postup N7 lze vidét pomérné vysoky pocet
potencidlnich marker(. Postup N7 se jevi jak vysoce ucinny z hlediska eliminace PEG, tak
z poctu zachovani potencialnich molekul zajmu ve frakci eluatu.
pocet pocet nalezenych potencidlnich marker( ze viech provadénych postupli. Nutno
vsak fici, Ze i takovy pocet potenciadlnich marker( by mohl byt dostacujici, pokud jsou
v eludtu zachovény ty molekuly, které maji primy vztah k biologické interpretaci.
Molekuly, které mohou mit vztah kbiologické interpretaci u pacientek
s vulvovagindlnim dyskomfortem zplsobenym C. albicans jiz byly vybrany [96].
Potvrzeni vhodnosti pouziti uSPE-PT postupu E pro pfipravu vzorku pro soucasnou
eliminaci po¢tu PEG a zaroven zachovani vybranych molekul zajmu ve frakci eluatu bude
predmétem dalsi prace.

Pro tfeti celkové nejucinné;jsi uSPE-PT postup N16 Ize vidét podobny vysledek jako
pro postup N7. Pomérné vysoky pocet potencidlnich marker( nalezenych ve frakci
eluatu je zde spojen s pomérné ucinnou eliminaci poc¢tu PEG.

Pomoci softwaru ModdePro byla vyhodnocena mira vlivu jednotlivych
optimalizovanych parametrli na pocet nalezenych potencidlnich marker ve frakci
eluatu. Vysledek vyhodnoceni je uveden na obrazku 16.

Z optimalizovanych sloZeni kondiciona¢niho c¢inidla ma na pocet nalezenych
potencidlnich markerl nejvétsi kladny vliv 0,1% FA. Nejvétsi kladny vliv na pocet
nalezenych potencidlnich markerd ma ztestovanych sloZzeni promyvaciho cinidla
chloroform a z testovanych slozeni elu¢niho Cinidla 0,1% TFA v 80% ACN. Pfi srovnani
miry vlivu poctu aspiraci/vypusténi v jednotlivych krocich ma nejvétsi kladny vliv pocet
aspiraci/vypusténi v kroku eluce. 5mM FA v2% ACN ma na pocet nalezenych
potencidlnich markerld nejvétsi kladny vliv z testovanych sloZzeni rekonstitucnich

roztokd.
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Mira vlivu optimalizovanych parametrii na pocet nalezenych potencialnich
markeru ve frakci eluatu
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Obrazek 16: Mira vlivu optimalizovanych parametr(i na pocet nalezenych potencidlnich markert ve frakci
eludtu (frakce C). Kladna ¢isla znamenaji zvyseni poctu nalezenych potencialnich marker( ve frakci C.

Pro celkové nejucinnéjsi postup provedeni uSPE-PT — N7 byl s vyuZitim softwaru
Modde Pro vytvoren 3D graf (obrazek 17) zavislosti poctu aspiraci/vypusténi v kroku
promyvani a v kroku eluce na poctu nalezenych potencialnich marker( (viz téZ 5.5.). Na
Skale barevného prechodu lze vidét, Ze nejvyssiho poctu nalezenych potencidlnich
markerl lze dosdhnout kombinaci po¢tu 5-10 aspiraci/vypusténi v kroku promyvani a
poctu 50 aspiraci/vypusténi v kroku eluce. Pro tuto kombinaci Ize dosahnout poctu az
18 000 nalezenych potencidlnich markerG. V experimentu provedeném v ramci této
prace byl proveden pouze v ndvrhu experimentu uvedeny postup N7 s vyuzitim 50
spiraci/vypusténi v kroku promyvani a 5 aspiraci/vypusténi v kroku eluce. Tyto
podminky odpovidaji modrym hodnotam na skale na obrazku 17, coZz znamen3, Ze byl
nalezen pocet potencidlnich markert do 6 000. uSPE-PT postup vyuZivajici podminky
vyhodnocené jako nejidealné;jsi z hlediska poctu nalezenych marker( nebyl v této praci

testovan.
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Kondicionacni ¢inidlo: 0,1% FA

Na/v— naneseni vzorku: 5
Promyvaci ¢inidlo: voda
Elucni ¢inidlo: 50% MeOH

Rekonstituéni roztok: 5mM FA v 2% ACN

Obrazek 17: Mira vlivu poctu aspiraci/vypusténi v kroku promyvani a v kroku eluce na pocet nalezenych
potencialnich markerd pro postup N7.

Stejny 3D graf (obrazek 18) byl vytvoren i pro druhy celkové nejucinné;jsi postup
provedeni uSPE-PT — E. Na Skdle barevného prechodu lze vidét, Ze nejvyssiho poctu
nalezenych potencialnich marker( Ize dosahnout kombinaci po¢tu 5 aspiraci/vypusténi
v kroku promyvani a poctu 50 aspiraci/vypusténi v kroku eluce. V porovnani's postupem
N7 lIze dosahnout pfi popsanych podminkach poctu 4 000 nalezenych potencidlnich
markeru. To je v porovnani s postupem N7 4,5krat méné. Je zde tedy riziko, Ze na ukor
ucinné eliminace PEG, pfi vyuZiti tohoto postupu, nebudou zaznamenany latky, které

mohou mit vztah k biologické interpretaci.
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Kondicionacni ¢inidlo: 100% ACN
Na/v — haneseni vzorku: 10

Promyvaci ¢inidlo: 0,1% TFA v 5% ACN
Elu¢ni ¢inidlo: 100mM NH,OH

Rekonstituéni roztok: MF

Obrazek 18: Mira vlivu poctu aspiraci/vypusténi v kroku promyvani a v kroku eluce na pocet nalezenych
potencialnich markerG pro postup E.

Dale byl 3D graf (obrazek 19) vytvoren i pro treti celkové nejucinnéjsi postup
provedeni uSPE-PT — N16. Na skale barevného pfechodu lIze vidét, ze nejvyssiho poctu
nalezenych potencialnich marker( lze podobné jako v predeslém pripadé dosahnout
kombinaci poctu 5-10 aspiraci/vypusténi v kroku promyvani a poctu 50
aspiraci/vypusténi v kroku eluce. Za téchto podminek Ize dosahnout poctu vice nez
3 500 nalezenych potencialnich markert. Podobné jako v predeslém pripadé i zde je

pocet nalezenych markerd v porovnani s postupem N7 vyrazné nizsi.
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Promyvaci Cinidlo: voda
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Rekonstituéni roztok: ACN

Obrazek 19: Mira vlivu poctu aspiraci/vypusténi v kroku promyvani a v kroku eluce na pocet nalezenych
potencialnich markerd pro postup N16.

Souhrnné srovnani poctu nalezenych PEG a poctu nalezenych potencidlnich
markerd ve frakci eludtu (C) je znazornéno v logaritmickém meéfitku na obrazku 20.
Snahou necileného metabolomického experimentu je dosdhnout co nejvétsiho rozdilu
kontaminaci PEG, pfipadné dalSimi kontaminanty. Nejvhodnéjsi pomér mezi poctem
eliminovanych PEG a poctem nalezenych potencidlnich markerd byl zjistén u postupt
N4, N6 a N7. Opét se zde potvrzuje vhodnost vyuzZiti postupu N7. A€ jsou postupy N4 a
N6 méné ucinné z hlediska eliminace PEG (viz tabulku 6) mohou byt u¢inné vyuzity pro

pfipravu vzorku v necileném metabolomickém experimentu. Naopak pro eliminaci PEG
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pomeérné ucinny postup E ma ve srovnani s predesle jmenovanymi postupy nizky pomér

mezi poctem nalezenych potencidlnich markerd a neeliminovanych PEG.
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Obrazek 20: Srovnani poctu nalezenych PEG a nalezenych potencidlnich markerd ve frakci eluatu pro
jednotlivé provedené puSPE-PT postupy. Pro necilenou metabolomickou analyzu je vhodné dosdhnout co
nejvétsiho rozdilu mezi poctem neeliminovanych PEG a nalezenych potencidlnich markerd. V zeleném
ramecku jsou oznaceny tii postupy (N4, N6, N7) u nichZ byl zaznamenan nejlepsi pomér mezi poctem
eliminovanych PEG a zaznamenanych potencialnich markerd.

5.6. Opakovatelnost metody
V experimentu optimalizace uUSPE-PT byly provedeny 3 nahodné vybrané dilci
postupy: N3, N7 a N11 také s vyuzitim pipetovacich Spi¢ek odlisSné Sarze, zcela identicky,
pro ovéreni vysledku opakovatelnosti celé metody. Tyto 3 provedené postupy jsou
oznaceny II/N3, 1I/N7 a II/N11. Pfehled vysledk(i vyhodnoceni poctu nalezenych PEG

ziskanych provedenim uSPE-PT s odliSnou SarZi pipetovacich Spic¢ek shrnuje tabulka 7.
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Tabulka 7: Pfehled vysledkd vyhodnoceni poctu pfitomnych PEG — druha SarZe pipetovacich spicek.

Nazev Extrakéni Typ aduktu Pocet Pocet PEGv Pocet PEG ve -
v MS aduktt extrakéni viech 3 [%]

postupu frakce PEG frakci (Ny)  frakcich (Ng) Nyrr

[M+H]*
A [M+Na]*
[M+K]*
[M+H]*
11/N3 B [M+Na]*
[M+K]*
[M+H]*
C [M+Na]*
[M+K]*
[M+H]*
A [M+Na]*
[M+K]*
[M+H]*
I1/N7 B [M+Na]*
[M+K]*
[M+H]*
C [M+Na]*
[M+K]*
[M+H]*
A [M+Na]*
[M+K]*
[M+H]*
II/N11 B [M+Na]*
[M+K]*
[M+H]*
C [M+Na]*
[M+K]*

13 72,22%

8 18 44,44%

9 50,00%

|, |O|0|FR|OIN(FRIN|(0[W

21 55,26%

=
[y

17 38 44,74%

10 26,32%

15 75,00%

13 20 65,00%

12 60,00%

OOV IWIFRIOIWWILOLIW(FR I (F & O|N

Z vysledk( ziskanych UHPLC-HRMS analyzou tfi extrakcnich frakci (A, B, C) pro
kazdy postup pak byly vypocteny relativni smérodatné odchylky (RSD) procentualné
vyjadrenych podild poctu PEG nalezenych v dané frakci k celkovému poctu PEG
nalezenych ve vSech tfech frakcich (Ng/Ng) odpovidajicich postupt. Pfehledné srovnani
vysledkd vyhodnoceni poctu nalezenych PEG s vypoctenymi RSD odpovidajicich uSPE-PT
postupll je uvedeno v tabulce 8. Srovnani procentudlné vyjadienych hodnot Ng/Ngr
v odpovidajicich uSPE-PT postupech s vyuzitim odliSnych SarZi pipetovacich 3picek lze

vidét na grafech na obrazku 21.
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Tabulka 8: Pfehled srovnani vysledkd vyhodnoceni poctu nalezenych PEG mezi odpovidajicimi uSPE-PT postupy provedenymi s odliSnymi Sarzemi pipetovacich Spicek.

Nizev  Extrakéni Pocet PEGv  Pocet PEG ve N . . . PotetPEGv  PoletPEGve RSD hodnot
. - = f 1o Nazev Extrakeni _ . . Ne-n
postupu frakee extrakéni frakci vs¢’ech 3 N [% postupu _frakee extrakéni frakci vs’ech 3 N [%] Ni/Ngra
(Ny) frakcich (Ng) 2 (Nzu) frakcich (Ngey) = /7711 Ny.i/ N[ %]
A 6 31,58% A 13 72,22% 39,2%
N3 B 10 19 52,63% 1I/N3 B 8 18 44,44% 8,4%
C 9 47,37% C 9 50,00% 2,7%
A 23 62,16% A 21 55,26% 5,9%
N7 B 21 37 56,76% /N7 B 17 38 44,74% 11,8%
C 8 21,62% C 10 26,32% 9,8%
A 16 69,57% A 15 75,00% 3,8%
N11 B 12 23 52,17% 1I/N11 B 13 20 65,00% 11,0%
C 11 47,83% C 12 60,00% 11,3%
100.00% 100.00% 100.00%
90.00% 90.00% 90.00%
80.00% 80.00% 80.00%
70.00% 70.00% 70.00% — mm
X 60.00% X 60.00% X 60.00%
ZS 50.00% ZS 50.00% ZS 50.00% —
> 40.00% - > 40.00% > 40.00% -
30.00% - 30.00% S 30.00% ==
20.00% - 20.00% - 20.00% ==
10.00% - 10.00% :I - 10.00% ==
0.00% 0.00% 0.00%
A B C A B C A B C
mN3 II/N3 mN7 ©II/N7 mN11 © II/N11

Obrazek 21: Srovnani procentualné vyjadfenych hodnot Ni/Ng v odpovidajicich uSPE-PT postupech s vyuZitim odlisnych SarZi pipetovacich Spic¢ek. A: nevazana frakce po
naneseni vzorku, B: frakce po promyvani, C: frakce eluatu. Pro 1I/N3, 1I/N7, 1I/N11 je Ni/Ng oznaceno v tabulce 8: Nri/Ny.i.
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Nejvice se liSily hodnoty Ni/Ngs pro A: nevazana frakce po naneseni vzorku mezi
postupy N3 a II/N3. Vypoctend RSD byla 39,2 %. S vyuZitim Deanova-Dixonova testu vsak
byla tato hodnota vyloucena jako hruba chyba. Vyhodnoceni Deanova-Dixonova testu
bylo provedeno nasledné. Nejprve byly vSechny hodnoty RSD sefazeny sestupné.

evvs

Nasledné byla vypoctena dle ndsledujici rovnice hodnota R:
R == TSdl - rSdg
Poté byla vypoctena dle nasledujici rovnice hodnota Qmin:

rsd, —rsd,
min =T p

Nasledné byla vypoctena dle ndsledujici rovnice hodnota Qmax:

rsdg — rsdg

max R

Byly tak ziskdany hodnoty: Qmin= 0,029, Qmax=0,749. Podstatou Deanova-Dixonova
testu je srovnani obou hodnot s tabelovanou kritickou hodnotou Q. Ta se lisi pro pocet
posuzovanych hodnot. Pro 9 hodnot odpovida hodnota Q = 0,437. JelikoZ byla hodnota
Qmax 2 Q, byla vyrazena nejvyssi hodnota, tj. 39,2 %. Nasledné se cely test opakoval bez
pouziti této hodnoty. Byly ziskdny hodnoty Qmin = 0,116, Qmax = 0,060. Kriticka hodnota
Q pro 8 hodnot je 0,468. Ani Qmin, ani Qmax Nebyly rovny nebo vyssi nez kriticka hodnota.
Proto lze fici, Ze v souboru jiz neni hodnota s hrubou chybou.

Nasledné se tak nejvice odliSoval vysledek pro B: frakci po promyvani mezi postupy
N7 (Ng/Ngspro frakci eludtu 56,76 %) a Il/N7 (Ng/Ngs pro frakci eludtu 44,74 %) s RSD
11,8 %. MlzZeme tedy fici, Ze opakovatelnost optimalizované USPE-PT metody je
uspokojiva.

Nejméné se odliSoval vysledek pro C: frakci eluatu mezi postupy N3 (Ng/Ngs pro
frakci eluatu 47,37 %) a II/N3 (Ng/Ngs pro frakci eluatu 50,00 %), s RSD 2,7 %.

Pocet potencidlnich markerl nalezenych softwarem MarkerLynx ve trech
extrakénich postupech provedenych s odliSnymi SarZzemi pipetovacich Spicek ukazuje

graf na obrazku 22. Pocty nalezenych potencialnich markerd v eludtu pro postup II/N3 a
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odpovidajici postup N3 maji RSD 1,7 %, pro postup II/N7 a postupu N7 maji RSD 5,3 % a
konecné postup II/N11 a odpovidajici postup N11 maji RSD 7,3 %.
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Obrazek 22: Srovnani poctll nalezenych potencidlnich marker( softwarem MarkerLynx u tfi postupd
provedenych s odliSnymi SarZzemi pipetovacich Spicek s odpovidajicimi postupy.

5.7.Vysledek analyzy kontrolnich vzork

Pro 4 nahodné zvolené postupy provedeni uSPE-PT byl pouzit kontrolni vzorek (viz
4.3.2.). Byly analyzovany 3 frakce oznacené jako A: nevazana frakce po naneseni vzorku,
B: frakce po promyvani, C: frakce eluatu. Extrakéni postupy odpovidaly postuplm N3,
N7, N11 a N19 a byly oznaceny jako K/N3, K/N7, K/N11, K/N19. Prehled vsech
nalezenych m/z odpovidajicich PEG s presnosti 20 ppm (viz 5.9.2.) je uveden v tabulce
9. Celkovy pocet PEG nalezenych ve vSech 3 frakcich uvedenych postup(i se pohyboval
mezi 7 a 10. Podily po¢tu PEG nalezenych v dané frakci a celkového poctu PEG
nalezenych ve vsech 3 frakcich vlibec nekorelovaly s hodnotami vysledkl odpovidajicich
postupl. Tuto kontaminaci PEG napfi¢ extrakénimi frakcemi lze vysvétlit napft.
pritomnosti kontaminace PEG v pouzitych rozpoustédlech, nebo pfitomnosti PEG pfimo
v materidlu, z néhoZ jsou vyrobeny pouZité pipetovaci Spicky, at uz ty pouzité pfi
pripravé roztok( a extrakcnich Cinidel ¢i samotné pipetovaci $picky plnéné sorbentem,

pripadné je také mozné, Ze je PEG kontaminovan pfimo UHPLC-HRMS systém.
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Tabulka 9: Pfehled vysledkd vyhodnoceni poétu pFitomnych PEG — kontrolni vzorky.

Pocet Pocet PEGv Pocet PEG ve
aduktu extrakéni vsech 3
PEG frakci (Np) frakcich (Ng)

Nazev Extrakéni Typ aduktu

postupu frakce v MS

K/N3

[M+H]*

[M+Na]*

[M+K]*

[M+H]*

[M+Na]*

[M+K]*

[M+H]*

[M+Na]*

[M+K]*

90,00%

60,00%

K/N7

[M+H]*

[M+Na]*

[M+K]*

[M+H]*

[M+Na]*

[M+K]*

[M+H]*

[M+Na]*

[M+K]*

100,00%

100,00%

87,50%

K/N11

[M+H]*

[M+Na]*

[M+K]*

[M+H]*

[M+Na]*

[M+K]*

[M+H]*

[M+Na]*

[M+K]*

60,00%

90,00%

70,00%

K/N19

[M+H]*

[M+Na]*

[M+K]*

[M+H]*

[M+Na]*

[M+K]*

[M+H]*

[M+Na]*

[M+K]*

old|r|lo|lr|lkr|lolu|lkr|ikrlVkR|LRIN|IR|IR|IdA|R|IA|lwlold|plo|lw|v|olkRr|a|lRIRINFR|FR|s]|~

85,71%

71,43%

71,43%
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Potencidlni markery nalezené softwarem MarkerLlynx ve frakcich
eludtl kontrolnich vzork( z dat ziskanych jejich UHPLC-HRMS analyzou lze povaZzovat za
falesné pozitivni. PoCty nalezenych potencialnich markera ve frakcich eluatt kontrolnich
vzorkU jsou uvedeny na obrazku 23. Pfitomnost nalezenych potencidlnich markeru lze
opét vysvétlit kontaminaci pouzitych rozpoustédel, kontaminaci vzniklou pouzitim
pipetovacich Spicek ¢i kontaminaci hmotnostniho spektrometru. Signifikantni rozdil
mezi poctem potencialnich markerl nalezeném pfi pouziti smésného vzorku oproti
pouziti kontrolniho vzorku lze z hodnocenych pozorovat jen u postupu N7. Nejvyssi
pocet potencidlnich markerd nalezeny pfi pouziti kontrolniho vzorku byl 842. Naopak
Lze Fici, Ze pocet 842 s RSD 29,69 % nalezenych potencidlnich markerd je mezni pro
faleSnou pozitivitu ziskaného poctu potencialnich markerG. VSechny postupy puSPE-PT
v jejichZ frakci eludtu je nalezen tento, nebo nizsi pocet potencidlnich marker(i mize
znamenat, Zze nalezené potencidlni markery jsou jen falesSné pozitivni signdly. Takto vsak
nelze ziskané pocty potencidlnich markerl na a pod hranici faleSné pozitivity
jednoznacéné vyloucit. Pocet nalezenych potencialnich marker( ve frakci eluatu totiz
ovliviiuje cely postup provedeni USPE-PT. To znamend, Ze i pfi poCtu nalezenych
potencialnich markerl pod mezi falesné pozitivity Ize v eluatu identifikovat molekuly se
vztahem k biologické interpretaci.

Pomérné vysokd hodnota RSD pro pocty nalezenych potencidlnich marker( je
Deanova-Dixonova testu pro 4 hodnoty vSak nebyla nejnizsi hodnota shledédna hrubou

chybou, proto byla pro vypocéet RSD pouzita.
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Obrazek 23: Pocty nalezenych potencidlnich markert ve frakcich eludtd provedenych uSPE-PT postup(l s
vyuzitim kontrolniho vzorku. Pro porovnani jsou uvedeny celkové pocty nalezenych potencialnich markera
v eludtech shodné provedenych postupl uSPE-PT s vyuZitim smésného vzorku.
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6. ZAVER

Vsouladu scilem této diplomové prace bylo optimalizovdno metabolomické
schéma pro biologické vzorky vaginalnich stérl pacientek trpicich vulvovagindlnim
dyskomfortem. Byl optimalizovan postup provedeni USPE-PT svyuZitim komeréné
dostupnych pipetovacich 3Spi¢ek HyperSep™ stuhym sorbentem na bdzi oxidu
titanicitého. Byly sledovany pocty PEG nalezenych v jednotlivych extrakcnich frakcich (A,
B, C). Ty byly ddvany do kontextu s pouzitymi parametry uSPE-PT postupu, z ¢ehoz byly
vyvozeny zavéry o vhodnosti ¢i nevhodnosti extrakénich podminek. Ve frakcich eluatd
provedenych pSPE-PT postupl byl také sledovan pocet nalezenych potencidlnich
markerd. ProtoZe smyslem necilené metabolomické analyzy je najit a nasledné
identifikovat co nejvétsi pocet potencialnich biomarkerd byly v ramci provedenych
USPE-PT postupl povaZzovdny za nejvhodnéjsi ty, kde bylo nalezeno nejvétsi mnozstvi
potencidlnich markerU. Problematika je vSak slozita a ani pfi vysokém poctu nalezenych
potencidlnich marker(i mezi nimi nemusi byt nalezeny molekuly se vztahem k biologické
interpretaci onemocnéni. Proto musi byt provedeny dalsi experimenty, které identifikuji
tyto molekuly a potvrdi ¢i vyvrdti vhodnost vyuziti mikroextrakénich postup(, které
ucinné eliminuji pocet PEG v biologickém vzorku a byly optimalizovany v rdmci této
diplomové prace. Svyuzitim softwaru Modde Pro byla také sledovana mira vlivu
jednotlivych parametrd uSPE-PT postupl na pocty nalezenych PEG v jednotlivych
extrakcnich frakcich. Vedle eliminace PEG ve frakci eluatu byl sledovan téz vliv zvolenych
parametr(i uSPE-PT na pocet nalezenych potencialnich markera.

Z hlediska eliminace PEG tfi nejucinnéjsi (v tomto poradi: N7, E, N16) postupy

provedeni USPE-PT shrnuje prehledné tabulka 10.

Tabulka 10: Shrnuti optimalizovanych parametrd v postupech nejucinnéjsich pro eliminaci PEG ve
vzorcich vaginalnich stérd.

Nazev postupu N7 E N16

Kondicionacni Cinidlo 0,1% FA 100% ACN 50mM FA v 80% ACN
No/, — naneseni vzorku 5 10 25

Promyvaci Cinidlo voda 0,1% TFA v 5% ACN |voda

No/ — promyvani 50 5 5
Elucni cinidlo 50% MeOH 100mM NH4OH 100mM NH4OH
No/ — eluce 5 10 1
Rekonstitucni roztok 5mM FAv 2% ACN |ACN MF
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Postup N7 byl vyhodnocen jako nejucinnéjsi z pohledu odstranéni PEG ze vzork(
vagindlnich stérld. Zddvodu moZiné vysoké ndarocnosti vlastniho provedeni tohoto
postupu kvali vysokému poctu aspiraci/vypusténi v kroku promyvani byly ukazany i
alternativni postupy E a N16, které nemaji tak manualné i ¢asové narocny Zadny
z extrakénich krokd. Pocty nalezenych PEG v jednotlivych extrakénich frakcich jsou
shrnuty v tabulce 11. Pro hodnoceni uc¢innosti uSPE-PT postupu z pohledu eliminace PEG
byla pouZita ziskanad hodnota Ng/Ngs pro frakci eluatu daného postupu.

Postup N7 byl shleddn vysoce u¢innym z hlediska zachovani potencidlnich marker(
ve frakci eluatu. Z tohoto pohledu je pomérné ucinny i postup N16. Naproti tomu pfi
markeru ve frakci eludtu ze vsech provadénych postupl vibec. Nutno vsak dodat, Ze i
kdyZ je pocet nalezenych potencidlnich markerl pro postup E pod hranici falesné
pozitivity, presto mohou byt ve frakci eludtu zachovany molekuly se vztahem
k biologické interpretaci. To vSak musi byt pfedmétem dalsi prace. Pocty nalezenych

potencialnich markerl jsou uvedeny v tabulce 11.

Tabulka 11: Shrnuti poctu nalezenych PEG a poctu nalezenych potencidlnich markerd pro uSPE-PT
postupy: N7, E, N16.

Pocet PEGv Pocet PEG ve

Nazev Extrakéni extrakéni véech 3 N f [% Pocet nalezenych
postupu frakce frakci (N;)  frakcich (Ng) Nyss potencialnich markert

A 23 62,16% XXX

N7 B 21 37 56,76% XXX
C 8 21,62% 5544

A 14 66,67% XXX

E B 11 21 52,38% XXX

C 5 23,81% 342

A 18 58,06% XXX

N16 B 16 31 51,61% XXX
C 8 25,81% 4053

Opakovatelnost metody byla ovéfena provedenim 3 postupll uSPE-PT, a to se
dvéma odlisSnymi Sarzemi pipetovacich Spicek plnénych sorbentem. Po vyfrazeni jedné
z hodnot, ktera se vyrazné odliSovala od ostatnich mély vysledky ziskané provedenim
USPE-PT se Spickami odliSné Sarze nejvyssi RSD 11,8 %. Nejmensi zjisténa RSD mezi
vysledky ziskanymi s pouzitim odliSnych S3arzi Spicek byla 2,7 %. Opakovatelnost

optimalizované uSPE-PT metody Ize povazovat za uspokojivou.
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Jednotlivé extrakéni frakce byly po odpareni rekonstituovany. Slozeni
rekonstitu¢niho roztoku bylo téZ optimalizovano. Jako nejvhodnéjsi byla shleddna 5mM
FA v 2% ACN, coz se shoduje sroztokem pouzitym pro rekonstituci u jednotlivych
extrakénich frakci postupu N7.

Po rekonstituci byly vzorky ddvkovany do UHPLC-HRMS systému a analyzovany. U
UHPLC podminek byl z divodu pokryti Sirsi Skdly metabolitl oproti dfive pouZité metodé
prodlouZen gradient.

Jak bylo uvedeno v zadani, v této praci méla byt také zhodnocena stabilita
zdznamu spravné hmoty po korekci referenénim sprejem pouzitého hmotnostniho
spektrometru typu Q-TOF pfi dlouhych metabolomickych analyzach. Hodnocena byla
zavislost odchylky experimentalni m/z od teoretické m/z na Case. Bylo zjiSténo, Ze ac
byla vétSina hodnot odchylky pod hranici 10 ppm, nékteré hodnoty odchylky kolisaly
v zavislosti na Case az do 20 ppm. Bylo tedy zjisténo Ze pfi dlouhych, nékolik desitek
hodin trvajicich analyzach s vyuzitim ptistroje Synapt G2-Si je potfeba pfi vyhodnocovani
vysledk( pocitat s odchylkou namérené hmoty od spravné hmoty 20 ppm.

Zavérem lze tici, Ze cil a zadani této diplomové prace byly spinény.
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