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

precisténi vzorku

Metabolomické schéma (workflow) sestava z pldnovadni  experimentu,
vzorkovani, ptipravy 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 pfipravy biologického vzorku kriticky. Tato prace se
zabyva optimalizaci postupu pro eliminaci polyethylenglykold (PEG) ve vzorku. PEG mohou
interferovat s metabolity béhem ionizace v iontovém zdroji hmotnostniho spektrometru. Pro
eliminaci PEG bylo vyuZito mikroextrakce na tuhou fazi pomoci pipetovacich Spicek (uSPE-PT)
plnénych sorbentem tvorenym poréznim TiO,.

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

Nejucinnéjsi uSPE-PT postup pro eliminaci PEG vyuZival 0,1% FA jako kondicionacni

Cinidlo s poctem 5 aspiraci/vypusténi, 5 aspiraci/vypusténi v kroku naneseni vzorku, vodu jako



promyvaci Cinidlo s poétem 50 aspiraci/vypusténi, 50% methanol pro eluci s poétem 5
aspiraci/vypusténia 5mM FA v 2% ACN pro rekonstituci vzorku po odpareni. V eludtu bylo po
provedeni USPE-PT zaznamenano jen 21,62 % PEG z celkového poctu PEG. Zaroven bylo
zaznamendano 5544 potencidlnich markerd. Tento postup se jevi jako vhodny ndstroj necilené

metabolomiky pro eliminaci PEG ve vzorcich vaginalnich stéru.
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