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1 Uvop
Lidska mo¢ je komplexni avelice riznoroda smés malych organickych molekul —

metabolitil, které se vyrazné li§i svou koncentraci. Analyza metabolomu lidské moci
otevira cesty k charakterizaci metaboliti, metabolickych drah a aktualnich zmén, které
se vorganismu odehravaji. Cim je ziskana informace komplexnéjsi, tim vétsi ma
vypovédni hodnotu. Vzhledem ke komplexnosti vzorkti arozdilim v koncentracich
jednotlivych metabolitii je pro stanoveni metabolitl vV mo¢i nutna specificka ptiprava

vzorku Kk analyze nasledovana vhodnou separa¢ni technikou a technikou detekce.

Metabolom lidské moc¢i neni mozné analyzovat jedinou analytickou technikou,
protoze je prili§ komplexni. Obsahuje mnozstvi analytli s riznou chemickou povahou
a v koncentracich, které se mohou lisit i 0 nékolik fadia (Almstetter et al., 2012). Tato
prace se zaméfuje naanalyzu pomoci dvojrozmérné plynové chromatografie

v kombinaci s praletovym hmotnostnim analyzatorem (GCxGC-TOF).

Zpusob pripravy vzorku urcuje, které analyty Ize ve vzorku detekovat a identifikovat.
Stejné dulezité jako piiprava vzorku jsou ipodminky, piikterych analyza probiha.
Z tohoto dtivodu se prace zaméfuje na optimalizaci kolonového uspofadani a podminky

separace u GCxGC-TOF pro analyzu metabolomu lidské moci.

V piedlozené praci zahrnuje piiprava vzorku extrakci do etylacetatu a naslednou
derivatizaci, ktera umoziuje zplynéni vzorku a jeho naslednou analyzu. Pro derivatizaci

byla pouZzita silylace.

Optimaliza¢ni vzorek je analyzovan na né&kolika kolonovych uspofadanich
normalniho typu, kdy pro prvni dimenzi je pouzita kolona sniz8i polaritou, nez
na sekundarni kolon¢ (BPX5/SolGel-WAX, BPX5/SLB-IL59, BPX50/SolGel-WAX).
Dale je testovano nékolik reverznich uspotfadani (BPX50/BPX5, SolGel-WAX/BPXS5,
SLB-IL59/BPX50). Pokud je separace na daném setu uspéSna, je provedena jesté
optimalizace vnitiniho priméru a tloustky staciondrni faze sekundarni kolony. Prace se

zamé&fuje na porovnani separacni ucinnosti téchto kolonovych uspotadani.

Separa¢ni UCinnost je hodnocena nazakladé teorie podminéné entropie, kterad

popisuje pokryti separa¢niho prostoru a korelaci mezi retenénimi daty.



Cilem prace je vybér nejlepsiho kolonového uspotadani, které umoziuje komplexni
analyzu metabolomu lidské moci pomoci dvojrozmémé plynové chromatografie

s hmotnostné spektrometrickou detekci.

Toto kolonové Uspofadani je nasledn€ pouzito pro analyzu vzorkli zdravych déti

a pacienti s glutarovou acidurii.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Moé

2.1.1 Ledviny a jejich funkce

Ledviny se vyznamnym zpusobem podili na udrzeni homeostazy organismu (reguluji
osmolaritu aobjem télesnych tekutin, acidobazickou a elektrolytickou rovnovahu,
udrzuji stalou koncentraci téchto latek v extracelularni tekutiné a maji vliv na produkci
a sekreci hormonti; Kittnar et al., 2011). Ukolem ledvin je vyludovani téch latek, které
v dané chvili rovnovahu vnitfniho prostfedi néjakym zplsobem naruSuji. Jedna se
pfedevS§im 0 nevyuzitelné zbytky metabolismu, latky pro organismus potiebné, ale
v danou chvili nadbytecné, cizorodé latky anosi¢e vylucovanych latek. Ledviny

odstranuji tyto latky rychlosti imérnou jejich tvorbé tak, aby se v téle nehromadily
(Trojan et al., 1996).

2.1.2 Anatomie ledvin
Vylucovaci soustava ¢lovéka je tvorena dvéma ledvinami, na které navazuji mocovody

ustici do mo¢ového méchyie. Z néj pak vychazi mocova trubice (Kittnar et al., 2011).

Ledviny jsou tmavé Cervené organy, dlouhé asi 12 cm, Siroké 6 cm, na tloustku maji
ptiblizné 3 cm. Maji fazolovity tvar. Jako jedny z mala bfisnich organi nejsou uloZzeny
ptimo Vv dutiné bfis$ni, ale az zani, v tzv. retroperitonealni oblasti, po obou stranach
bederni patete. Toto ulozeni je vyhodné z hlediska jejich mechanické ochrany,
termostability a zaroven pro svou blizkost hlavniho ptivodu krve — abdominalni aorty
(Trojan et al., 1996).

Zakladni funkéni jednotkou ledvin jsou nefrony (Malpighiho téliska). Jsou tvofeny
klubickem vlaseénic, které obaluje Bowmanovo pouzdro (Obr. 1). Jejich tkolem je
filtrace plasmy. Ultrafiltrat pak piechazi do tubularni ¢asti nefront, ve které se tvofi
definitivni mo¢. Sbéracimi kanalky je definitivni mo¢ odvadéna nejprve do ledvinovych

kalicht a odtud do ledvinové panvicky, ktera prechazi v mocovod (Kittnar et al., 2011).
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Obr. 1 Nefron (upraveno podle Novotny a Hruska, 2008)

2.1.3 Renalni cirkulace
Aby ledviny mohly dobie plnit svou funkci, musi byt bohaté prokrveny. Ledvinami

prochazi asi ctvrtina klidového objemu krve pumpovaného srdcem, coz je pfiblizné

1250 ml'min™* (Trojan et al., 1996).

Krev je do ledvin pifivadéna renalnimi tepnami, odstupujicimi z bfisni aorty. Renalni
tepny se postupné vétvi az na arterioly. Kazda arteriola se vétvi v hojné kapilarni klicky,

které vytvareji klubicko uvniti glomerulu (Ganong, 2005).

Z ledviny je krev odvadéna renalni zilou, ktera spojuje ledvinu s dolni dutou zilou.

Renalni zila i renalni tepna je obvykle jedna na kazdou ledvinu (Trojan et al., 1996).

2.1.3.1 Glomerularni filtrace

Glomerulus vlasecnic zajistuje kontakt extracelularni tekutiny (plasmy) S renalnim
parenchymem. Dochazi zde ke glomerularni filtraci. Celkova kontaktni plocha
pii 2 milionech glomeruld v obou ledvinach je asi 0,8-1,5 m?, coZ pfiblizn& odpovida

povrchu celého téla (Trojan et al., 1996).
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Stény glomerularnich kapildr jsou tvofeny fenestrovanym endotelem, ktery je
propustny pro vSechny rozpusténé slozky plasmy, ale nepropustny pro erytrocyty
a ostatni krevni téliska. Stény kapilar maji vysokou permeabilitu, asi 50x vysSi nez
stény kapilar v kosternim svalu. Na fenestrovany endotel kapilar navazuje bazalni
membrana zachycujici vSechny makromolekuly po globuliny a fibrinogen (Kittnar
etal., 2011).

Filtratni membrana glomerull je zaporné nabitd atim diferencuje prichod rtizné
nabitych castic. Bilkoviny a ostatni zaporné nabité ¢astice jsou odpuzovany, zatimco

neutralni nebo kladné nabité Castice prochazi pfes membranu mnohem snadnéji.

Pii glomerularni filtraci dochazi K ultrafiltraci krevni plasmy, a vznika primarni mo¢
(Trojan et al., 1996). Jedna se o filtraci skrz polopropustnou membranu pusobenim

vyssiho tlaku, nez je pouhy tlak tekutiny. Vyssi tlak je dan zejména:

e Charakteristickym uspofadanim ptivodné aodvodné cévy glomerulu
(Vokurka et al., 2005): pfivodna tepénka je kratka, odvodna je dlouha a ma
mensi prasvit.

e Onkotickym tlakem — osmotickym tlakem zplisobenym bilkovinami.
Tekutina opousti kapilaru, bilkoviny vSak pfes membranu projit nemohou.
Osmoticky tlak ultrafiltratu, vzniklého v Bowmanové pouzdie je témer

nulovy (Kittnar et al., 2011).

Celkovy objem plasmy v organismu je piiblizné 2,75 litrd. Ledvinovy pritok plasmy
je asi 625 ml-min®, z n& vznikd 125 ml ultrafiltratu za minutu, to znamena 7500 ml
za hodinu a 180 litrti za den. Cast, kterd se z plasmy prefiltruje, se nazyva filtracni
frakce. Velikost glomerularni filtrace je urcena pritokem krve ledvinami, ostatni

hodnoty tlaku jsou v podstaté konstantni (Kittnar et al., 2011).

Pro stanoveni velikosti glomeruldrni filtrace se pouzivaji takové latky, které se
do mo¢i dostavaji vyhradné touto cestou anejsou b&hem tubularnich procest
vstifebavany zpét do organismu. Idealni latkou pro stanoveni glomerularni filtrace je
inulin. Nevyhodou pouZiti tohoto polysacharidu je jeho exogenni pivod a pro stanoveni
je nutné zajistit jeho stalou koncentraci v organismu dlouhodobou infuzi (Racek et al.,
2006).
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V klinické praxi se pro stanoveni G¢innosti glomerularni filtrace pouziva clearance

kreatininu (Racek et al., 2006).

Kreatinin je v organismu obsazen hlavné ve svalech jako koneény produkt
metabolismu kreatinu a kreatinfosfatu. Denné je na kreatinin pfeménéno asi 1-2 %
kreatinu; kreatinin je pak jako odpadni latka vylucovan ledvinami, kde je beze zbytku
odfiltrovan glomeruldrni filtraci, a v idedlnim pfipad€ nepodléhd tubuldrnim procestim.
Pfi normalni télesné zat€zi odpovida mnozstvi vylouceného kreatininu mnozstvi
prefiltrovanému pii glomerularni filtraci. Vyhodou tohoto stanoveni je endogenni piivod

Kreatininu v organismu (nemusi se zavadét inflzi) acasova i finan¢ni nenaroc¢nost

(Racek et al., 2006).

2.1.3.2 Tubuly a tubularni procesy

Primarni nebo téZ primitivni mo¢ piechazi do tubuli, kde podléha dvéma procesim
Obr. 1(Obr. 2). Procesem tubularni resorpce dochazi k resorpci riznych potiebnych
latek, naopak pfi tubularni exkreci jsou do tubularni tekutiny secernovany dalsi latky
(Trojan et al., 1996). Kombinaci téchto procesi s glomerularni filtraci jsou ziskany Ctyii

moznosti vylouceni dané latky.

glomerularni pFivodna
filtrace céva

<y

tubulus
tubularni .
resorpce odvodna
\‘: céva
<[13 tubularni
sekrece

Obr. 2 Ledviny: schéma glomerularni filtrace a tubularnich procesu (Kittnar et al., 2011)
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e Glomerularni filtrace — latka podléha jen glomerularni filtraci. Mnozstvi
prefiltrované latky je stejné Vv primarni i definitivni moci. Tyto latky proto
mohou slouzit jako indikatory pro stanoveni velikosti glomerularni filtrace
(inulin, endogenni kreatinin).

e Glomerularni filtrace a tubularni exkrece — latka podléhd glomeruldrni filtraci
a navic je do tubulii vylu¢ovana buiikami, které jsou schopné odebirat tuto latku
zkrve vokoli tubuli anasledné ji transportovat do tubularni tekutiny.
V definitivni moci je tak obsazeno vice dané latky, nez bylo V primitivni moci
vzniklé glomeruléarni filtraci (napft.: kyselina para-aminohippuronova).

e Glomerularni filtrace a tubularni resorpce — latka podléhd glomerularni filtraci,
ale poté je absorbovana zpét do peritubularni krve. V definitivni moci se
vyskytuje v menS$im mnoZstvi nez V primarni mo¢i (napf. mocovina), popiipadé
se V moc¢i vibec nevyskytuje (tzv. prahové latky, napt. glukoza).

e Tubularni exkrece — latka, vznika az v renalnim parenchymu, neni obsaZzena

v krvi. Do mo¢i se dostava jen tubularni exkreci (napf. amoniak).

Tubularni transport probiha bud’ pasivné difuzi (podle elektrochemického gradientu)
nebo aktivné. Aktivni transport probiha za ucasti enzymu (proti sméru gradientu nebo
pii jeho rovnovaze). Jedinou molekulou transportovanou vzdy pasivné je voda (Kittnar

etal., 2011).

Béhem tubularnich procesti dochazi k resorpci zejména iontd jako Ca®*, Mg?*, Na*,
K*, CI" aexkreci glukosy, aminokyselin, mocoviny, laktatu, fosfitu ataké mnoha
endogennich latek (zlu€ové soli, adrenalin) i latek exogenniho ptivodu (cizorodé latky,

1éky, penicilin, morfin; Kittnar et al., 2011).

2.1.4 Definitivni mo¢
Mo¢ odchazi z tubularniho systému ledvinovymi papilami do ledvinovych kalichu,
odtud do ledvinovych panvicek. Naty dale navazuji mocovody, ustici do mocového

meéchyfte, ve kterém je moc¢ skladovana a reflexné odstranovéana z téla mocovou trubici

(Kittnar et al., 2011).

Mo¢ ma podobné kvalitativni slozeni jako krevni plasma; li§i se jen koncentraci

jednotlivych latek a absenci proteinti. Vyjimkou je albumin, jehoz fyziologicka hladina
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v mo¢i nepiesahuje 0,2 % jeho plasmatické koncentrace. ZvySené mnozstvi této latky

tedy muze poukazat na poskozeni glomerularniho filtru (Trojan et al., 1996).

Cerstva mo¢ je ¢&ira, zlatozluta tekutina se slabd aromatickym zapachem, ktery se
kontaktem se vzduchem méni na ¢pavkovy, kvili amoniakalnimu kvaseni mocoviny.
Normalni mo¢ je slabé kyseld, pH moci zavisi nastavu acidobazické rovnovahy

a sloZeni potravy. Hustota mo¢i je 1001-1035 kg-m® (Kittnar et al., 2011).

Mo¢ obsahuje velké mnozstvi latek rizné chemické povahy (3079; Bouatra et al.,

2013), proto je jeji komplexni analyza velmi obtizna.

2.2 Dédi¢né metabolické poruchy

Dédiéné metabolické poruchy jsou velice ridznorodou skupinou néckolika set
onemocnéni. Jejich spoleCnou charakteristikou jsou enzymatické anomalie
v metabolismu, s autosomaln¢ recesivni, popiipadé gonosomalné¢ dominantni i recesivni
dédicnosti. Mutaci v jaderném nebo mitochondrialnim genomu vznikd dysfunkcni
protein, ktery nedokaze efektivné pfeménovat substrat na produkt. Tyto substraty jsou

bud’ pfeménény alternativnimi cestami, nebo se v organismu hromadi a ptsobi toxicky

(Racek et al., 2006).

Tato onemocnéni jsou diagnostikovana z plasmy nebo moci, potvrzuji se geneticky

(Hoffmann et al., 2006). Dédi¢né metabolické poruchy je mozné rozdélit do tii skupin:

e poruchy intermedialniho metabolismu (deficit enzymid metabolismu
aminokyselin, peptidd, mastnych kyselin, sacharidi, mitochondrialniho
metabolismu)

e poruchy biosyntézy adegradace komplexnich molekul (metabolismus
izoprenoidd, steroll, purini a pyrimidinti, lysozomalni a peroxizomalni
onemocneéni)

e poruchy neurotransmiterti a jim piibuzné poruchy (Hoffmann et al., 2006).

2.2.1 Organické acidurie

Organické acidurie patii mezi dédicné poruchy, které maji jednu spolec¢nou
charakteristiku: vylucovani organickych kyselin do moci. Organické kyseliny se v téle
hromadi zejména pfi poruse metabolismu aminokyselin, mastnych kyselin a sacharidu.

Obvykle se jedna o deficity enzymi CoA-aktivovanych karboxylovych kyselin
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V mitochondrialnim metabolismu. Do skupiny organickych acidurii se fadi také poruchy

metabolismu biotinu a kofaktoru mitochondrialnich karboxylas.

Organické acidurie jsou obvykle diagnostikovany z moci, ve které jsou patologicky
pfitomny nepieménéné nebo alternativni cestou preménéné substraty dysfunk¢énich
enzymt, obvykle organické kyseliny. Pro diagnostiku je pouzivana metoda plynové
chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (GC-MS). Dale se organické
acidurie (glutarova acidurie typ I a isovalerova acidurie) diagnostikuji ze suché krevni

skvrny v ramci celoplo$ného novorozeneckého screeningu.

Organickych acidurii je mnoho, mezi nejrozsitengjsi patii methylmalonova acidurie,
propionova acidurie, isovalerova acidurie, leucinosa, glutarova acidurie a mnoho dalsich

(Hoffmann et al., 2006).

2.2.2 Glutarova acidurie
Existuji tfi typy glutarovych acidurii. Jejich spolecnou charakteristikou je to, ze se

porucha metabolické drahy projevi zvySenim hladiny glutaratu nebo jeho derivati.

Glutarova acidurie typ I je nejcastéjsi. Glutarova acidurie typ II (GA 1) souvisi se
vstiebavanim proteini a lipiddi v organismu, je zplisobena mnohocetnym deficitem
acyl-CoA dehydrogenas. Glutarova acidurie typ III (GA III) je velmi vzacnou

peroxisomalni poruchou.

2.2.2.1 Glutarova acidurie typ I

Glutarova acidurie typu I (GA I) je autosomalné recesivni onemocnéni zpisobené
dédicnou deficienci glutaryl-CoA dehydrogenasy (GCDH; EC 1.3.99.7). Gen GCDH
ma 7 tisic part bazi a je tvofen 11 exony (Biery et al.,, 1996). Je lokalizovan
na chromozomu 19p13.2 a koduje flavin adenin dinukleotid-dependentni protein matrix
mitochondrii, ktery se podili na degradativnim metabolismu L-lysinu, L-hydroxylysinu
a L-tryptofanu. Enzym GCDH katalyzuje oxidativni dekarboxylaci glutaryl CoA
na krotonoyl-CoA (Greenberg et al., 1995; Fu et al., 2004).

Vysledkem mutace v genu GCDH je produkce defektniho enzymu a tedy
neschopnost organismu zpracovavat aminokyseliny lysin a tryptofan. Je zndmo vice nez

200 mutaci zptsobujicich toto onemocnéni (Zschocke et al., 2000).
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Dochazi k akumulaci zejména kyseliny glutarové, 3-hydroxyglutaratu (diagnostika
pomoci plynové chromatografie), glutarylkarnitinu (diagnostika pomoci tandemové
hmotnostni spektrometric) a méné Casto také kyseliny glutakonové (Gordon, 2006).
Tyto latky je mozné detekovat v télnich tekutinach: moci, plasmé a cerebrospinalni
tekutiné pomoci plynové chromatografie atandemové hmotnostni spektrometrie

s ionizaci elektrosprejem (Baric et al. 1999; Chace et al., 2003).

U pacientl s glutarovou acidurii jsou z mo¢i stanovovany nasledujici metabolity:

glutarat, 3-hydroxyglutarat, 3-hydroxybutyrat, acylkarnitiny a ketony.

Z biochemického hlediska je mozné rozdélit pacienty do dvou skupin, podle toho,
jestli secernuji dané metabolity do moc¢i v malém ¢i velkém mnozstvi (Baric et al.,

1999). U obou skupin jsou patologické projevy stejné zavazné (Christensen et al. 2004).

Z glutarovych acidurii je GA | nejrozsifenéjSim typem. Odhadované rozsifeni tohoto
onemocnéni je asi 1:100 000 novorozenct (Lindner et al., 2004). Dit¢ vypada zdrave,
dokud neprodéla metabolickou krizi, obvykle v prvnich mésicich zivota. Nelé¢ena GA |
vede k opozdénému vyvoji, hypotonii a makrocefalii s atrofii mozku, zacinajici uz
Vv prenatalnim obdobi. Dal§im projevem jsou svalové kieée a poruchy pohybu

(Hoffmann et al., 1991; Kyllerman et al., 1994; Heringer et al., 2010).

Hlavnim  principem 1écby je redukce produkce kyseliny glutarové
a 3-hydroxyglutaratu, omezenim pfijmu proteini obsahujicich lysin a tryptofan

a doplnovanim karnitinu.

2.3 Metabolomika

2.3.1 Metabolismus

Metabolismus je souhrnem vSech reakci v Zivém organismu. Kazdy Zivy organismus se
potiebuje adaptovat na vnéjsi prostredi a zaroven si udrzet stalé vnitini prostiedi. Jedna
se odynamicky proces, kdy jsou metabolity neustdle tvofeny, pfeménovany
a degradovany nebo vylu¢ovany organismem, a tak je tieba neustale pfijimat nové latky
(Musilova a Glatz, 2011; Almstetter et al., 2012). To, jakou rychlosti jednotlivé reakce
probihaji, je ovlivnéno zejména koncentraci reagujicich latek, velikosti aktivacni
energie, teplotou, pH, pfitomnosti katalyzatori (enzymu) a jejich vlastnostmi

(kompetice, mnozstvi substratu, mnozstvi enzymu; Kittnar et al., 2011).
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Primarnim tkolem téchto reakci je vytvoreni energie nezbytné pro zivot a fungovani

organismu (Kittnar et al., 2011).

2.3.2 Metabolomika

Jakakoli vn&j$i nebo vnitini zména vyvola reakci organismu. Tato odpovéd’ probiha
na n¢kolika urovnich: dochazi k transkripci gent, tvorbé odpovidajicich proteind, ale
také K okamzitym zménam koncentrace malych organickych molekul — metabolitd.
Jejich odpovéd’ je rychla a narozdil od genomu, transkriptomu nebo proteomu odrazi

aktualni stav bunky.

Aktudlni stav organismu je ovlivnén fadou faktort vnéjSich (prostfedi, fyzicka
aktivita, 1éc¢ba, stres) i vnitinich (vék, vrozené dispozice, zdravotni stav). Metabolom
¢loveéka je oproti genomu a proteomu nékolikanasobné mensi ale aktualni (asi 20 687
genu, 1 000 000 proteinti, 2 500 metabolitti; Pennisi, 2012).

Analyza metabolomu — metabolomika otevira dvefe K poznani jednotlivych
metabolickych drah, jejich funkci, vlastnosti ataké poruch. To umoziuje detekci
potencidlnich biomarkerii a metabolickych odchylek Vv brzkém stadiu infekce.
Metabolom je tvofen mnoha riznymi skupinami nizkomolekularnich latek S rGznymi
chemickymi vlastnostmi, v koncentracich, které se mohou liSit 10 nekolik tadu
(naptiklad n&kolik signalnich molekul v fadech ng-1™ anaproti tomu glukosa je
v plasmatické koncentraci 7001 100 mg-1™; Koek et al., 2008). Komplexni analyza
metabolomu neni dosud Vv praxi realizovatelna. Pro jednotlivé oblasti metabolomu jsou
vyvinuty rizné piistupy aje pouzivano mnozstvi analytickych technik, nebot’ neni

mozné vystacit si jen s jednou z nich (Almstetter et al., 2012).

Rychla akomplexni analyza vzorki bez nutné identifikace a kvantifikace
jednotlivych metabolitli se oznacuje jako ,,metabolic fingerprinting” a,metabolic
footprinting.“ Nepodava informaci otom, co se Vv pfislusném vzorku nachazi, ale
ukazuje jen jeho metabolicky profil. ,,Fingerprinting®“ podava informace 0 metabolitech
uvnitt  buiikky (endometabolom). ,,Footprinting™ informuje 0 extracelularnich
metabolitech (exometabolom). Dany profil je specificky pro konkrétni typ tkan€¢ nebo
pro druh organismu. Umoznuje napiiklad rychlé uréeni pfitomnosti patogena (Musilova
a Glatz, 2011).
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Metabolické profilovani (,,metabolic profiling®) informuje o identité a castecné
I kvantit¢ analytd. Zaméfuje se naskupinu analytl, ktera ma podobné chemické

vlastnosti (napf. sacharidy) nebo nalezi ke konkrétni metabolické draze.

V piipadé, ze je vyzadovana kvalitativni ikvantitativni analyza nékolika malo
konkrétnich metabolitd, jedna se o0 cilenou analyzu metaboliti (,,metabolic target
analysis“). Pred touto analyzou je obvykle nutnd Separace vybranych analytl

od ostatnich.

Zvlastnim  odvétvim metabolomiky je metabonomika. Neinformuje jen
0 metabolitech a metabolismu, ale jeji snahou je informovat o dynamickych zménach
v organismu. Pouziva se zejména ke sledovani metabolické odpovédi na podavani 1é¢iv

¢i pritomnost toxické latky (Dunn a Ellis, 2005).

Novym odvétvim je také fluxomika. Vychazi z experimentdlnich dat
a stechiometrickych modeld a najejich zakladé se snazi odhadnout rychlost

metabolickych reakci v celém biologickém systému (Winter a Kromer, 2013).

2.3.3 Analytické pristupy metabolomiky

To, jaka metoda je pro stanoveni analyti pouzita, zavisi na materialu, ktery je
zpracovavan, najeho mnozstvi a natom, jaké jsou cile analyzy (Musilova a Glatz,
2011). Pro metabolomické analyzy jsou nejcastéji pouzivany metody nuklearni
magnetické rezonance (NMR) a hmotnostni spektrometrie (MS) s ptimym nastiikem,
v mnohem mensi mife pak infracervena spektroskopie, infracervena spektroskopie

s Fourierovou transformaci, nebo Ramanova spektrometrie.

Vzhledem ke komplexnosti vzorku je vyhodné vzorek nejprve separovat a az poté
detekovat jednotlivé analyty. Pro metabolomiku je typickd separace pomoci plynové
chromatografie (GC), kapalinové chromatografie (LC) a kapilarni elektroforézy (CE),
v kombinaci zejména s MS, ktera je v podstaté dalsi separa¢ni metodou. Metody GC se
pouzivaji zejména pro nepolarni, LC a CE pro stiedné polarni a polarni metabolity.
Pro vSechna stanoveni je dulezita vysoka citlivost, reprodukovatelnost méteni i pfipravy

vzorku (Villas-Boas et al., 2007).
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2.3.3.1 Priprava vzorku

Proces ptipravy vzorku pro metabolomickou analyzu je pomérné narocny z nékolika
divodi. Aby analyza odrazela redlny stav organismu, je nutné cO nejrychlejsi
zpracovani vzorku. Toto je limitujicim faktorem vsech nasledujicich stanoveni, protoze
i malé zmény Vv metabolismu mohou poukazovat na vyznamné zmény V organismu
a ¢im pozd¢ji analyza probiha, tim méné odrazi realny stav. Dale je tieba, aby veskeré
kroky, které vedou ke stanoveni, nerusily stanoveni ostatnich metaboliti (Villas- Boas

et al., 2007).

U analyzy télnich tekutin (napf. mo¢, krev, sputum, cerebrospinalni tekutina...) je
nutné zbavit se latek, které by jinak rusily stanoveni (soli, proteiny, popf. lipidy nebo
metabolity v piili§ vysoké koncentraci). Obvykla je extrakce metabolitd do vhodného
rozpoustédla. Tim se pro naslednou analyzu ziska jen urcitd ,,omezena“ skupina latek
s podobnymi vlastnostmi (Almstetter et al., 2012). Mezi bézna extrakéni Cinidla patii
hexan, chloroform, dichloromethan, ethylacetat, acetonitril, alkoholy, acetat a voda

(uvedeno podle rostouci polarity).

Extrak¢nimi procesy vétSinou dochazi Kk nafedéni metabolitd. DalSim krokem
ptipravy vzorku je proto jeho zakoncentrovani. Nejjednodussi je odpafeni rozpoustédla
za podminek, kdy nedochazi k dalsi degradaci nebo interakci metabolitdi, nejéastéji
lyofilizaci nebo odfoukanim pod inertni atmosférou. Nasleduje ptipadna tprava vzorku

(napft. derivatizace) pro stanoveni ptislusnou technikou (Musilova a Glatz, 2011).

2.4 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie patii mezi separa¢ni metody na principu rozdélovani latek mezi
dvé faze — kapalnou a plynnou. Po nastiiku vzorku na kolonu jsou analyty unaseny
mobilni fazi asoucasné interaguji se stacionarni fazi. Dochazi k mnohonasobnému
ustaveni rozdé€lovaci rovnovahy mezi obé faze. Distribuci latky x mezi mobilni

a stacionarni fazi popisuje distribu¢ni konstanta Kp:

xS
KD =
xm

kde x, a x,,, jsou molarni koncentrace latky x v p¥islusné fazi. Cim vyssi je hodnota K,

tim vice je separovana latka zadrzovana stacionarni fazi a eluuje se pozdé&ji. Maji-li dvé
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latky stejnou hodnotu Kj,, nebudou separovany. Hodnota Kj, se pro tutéz latku méni

podle pouzité mobilni a stacionarni faze (Opekar et al., 2007).
Data, ktera popisuji chromatografickou separaci a konkrétni analyty jsou:

e Retencni Cas tg, ktery udava dobu od nastfiku vzorku po detekci ptislusného
analytu v koncentra¢nim maximu (Grob, 2004).

e Mrtvy Cas t), predstavuje dobu od nastfiku vzorku po maximalni eluci takové
latky, ktera neni na koloné zadrzovana (Opekar et al., 2007).

o Sitka chromatografického piku w se obvykle méii piizakladni linii mezi
teénami vzestupné a sestupné &asti piku (w,,). Sitku piku je mozné méfit také
napiiklad v 10 % vysky piku (w,,,; Zhu et al., 2006) v polovin¢ vysky (wy)
popiipadé v inflexi (20, ktera pro idealni gausovsky pik odpovida 0,607 nasobku
vysky). Obvykle se §itka piki udava v jednotkach ¢asu (Opekar et al., 2007).

e Vyska h je vzdalenosti mezi zakladni linii a nejvy$§im bodem piku ve sméru
kolmém na ¢asovou osu (Opekar et al., 2007).

e Plocha A ptedstavuje plochu piku od jeho zakladny (Grob R., 2004).

e Pikova kapacita udavd mnozstvi latek (pikt), které je dand kolona schopna
rozdelit vramci jedné analyzy (Harvey, 2000). D4 se vypocitat jako podil
celkového ¢asu separace a prumérné $irky piku pfi 4c. Pikova kapacita je siln¢
zavisla navybéru kolony, vlastnostech analytl, teploté, rozmérech kolony,

pritokoveé rychlosti, separacni u¢innosti a vyuziti retencniho prostoru.

Analyza pomoci plynové chromatografie je vhodnd zejména pro tékave latky,
a latky, které je mozné chemickou upravou, tzv. derivatizaci, prevést do plynného stavu.
Plynny nebo kapalny vzorek se nasttikuje do injektoru. Vlivem vysoké teploty dochazi
ke zplynéni vzorku, aten je pak proudem nosného plynu unasen kolonou (Fowlis,
1995).

K nastiiku vzorku existuje nékolik moznych typt davkovacich zafizeni, s ohledem

na charakter a mnozstvi vzorku.

e Injektor sdélicem toku (,,Split injection”) se obvykle pouziva Vv ptipadé
vysoce koncentrovanych analytii, protoze kapilarni kolony dokézi separovat
jen velmi omezené mnozstvi vzorku. Pomoci dé¢lice toku se ¢ast vzorku

odpousti do atmosféry a nakolonu se dostava jen definovany zlomek
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puvodniho nastiiknutého mnozstvi, obvykle do 10 % (Jennings W et al.,
1997).

e Injektor bez délice toku (,,splitless injection”) se vyuziva Vv ptipadé¢ malo
koncentrovanych vzorkli a pii stopové analyze. Proudem nosného plynu je
po zplynéni do kolony unasen cely objem vzorku (Jennings W et al., 1997).

e Injektor s teplotn¢ programovanym nastiikem (PTV) se pouziva
k zakoncentrovani analytd V nastfikovém prostoru. V injektoru se postupné
zvySuje teplota. Rozpoustédla snizsi teplotou varu se proto vypaiuji
nejdiive, splitem jsou odfouknuty a nevstupuji na kolonu (Jennings W et al.,
1997).

e Davkovani vzorku nakolonu (,,on-column injection®) je vhodné zejména
pro stanoveni termolabilnich analytli a pro pfesnou kvantitativni analyzu.
Kapalny vzorek je bez ptedehiati a smichani Snosnym plynem nanaSen

piimo na kolonu (Fowlis, 1995).

Teplota v injektoru by méla byt dostatené vysoka nato, aby byly na kolonu
naneseny vSechny latky, zaroven nesmi byt pfiliS vysoka, aby nedochazelo k jejich
rozpadu. Obvykle je teplota injektoru nastavovana asi o 50 °C vys nez teplota varu

vzorku.

Nastiiknuty vzorek je proudem nosného plynu unasen kolonou. Pro GC analyzu jsou
pouzivany kolony tvofené¢ nejcastéji kiemennou kapilarou, potazenou vrstvou
polyimidu (pro vétsi mechanickou odolnost) a na vnitini strané kapilary je ukotvena
vrstva stacionarni faze (pevna latka nebo kapalina). Vyhodou kapilarnich kolon je jejich
vysoka separacni ucinnost, nevyhodou mala zatiZitelnost, proto se nastiikuje velmi malé
mnozstvi vzorku (do 1 pl).

Pro separaci se vyuzivaji kapilarni kolony z kifemene, skla, kovu nebo plastu

(polyamid, polyester, teflon; Sommer, 2000).

Volba kolony pro plynovou chromatografii zavisi na chemické povaze latek, které je
tteba separovat a na povaze vzorku, zejména slozitosti matrice. Pro nepolarni latky se
Casto pouzivaji nepolarni kolony, napt. polymethylsiloxanové DB-1, HP-1, BPX-1, atd.
Mezi poléarni kolony patii naptiklad polyethylenglykolové kolony DB-Wax, HP-FFAP.
Pro vzorky s bohatou matrici se pouzivaji kolony 0 v¢étsi tloust'ce stacionarni faze, které

se vyznacuji vyssi zatizitelnosti.
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Kolona pro plynovou chromatografii je obvykle dlouha 30 m. Pro separaci chemicky

podobnych latek se pouzivaji delsi kolony, az stometrové.

Velky vliv na uspésnost separace a délku analyzy maji také linedrni rychlost plynu
a teplotni program. Chromatograficka analyza muze byt izotermalni, ale velmi Casto je
vyuzivan teplotni program a teplota s ¢asem vzrusta. Programovani teploty je vyhodné
zejména Pro vzorky s sirokym rozmezim teploty varu jednotlivych analytd (McNair
a Miller, 1997).

Latky separované V chromatografické kolon¢ mohou byt detekovadny pomoci
nasledujicich detektori: plamenoioniza¢ni detektor, tepelnévodivostni detektor, detektor

elektronového zachytu.

Bé&Zné& pouzivané je také spojeni s hmotnostni spektrometrii. MS ma tu vyhodu, ze

umoznuje ur€it strukturu latky.

2.5 Dvojrozmérna plynova chromatografie spojena S pruletovym

hmotnostnim analyzatorem

2.5.1 Dvojrozmérna plynova chromatografie

Snahou dvojrozmérmné plynové chromatografie (GCXGC) je spojit dvé nezavislé
chromatografické separace do jedné (Obr. 3). Tim je dosaZeno vyssi separa¢ni ucinnosti
i citlivosti. Poté, co je vzorek nastfiknut a separovan na primarni kolong, je zastaven
modulatorem, ktery jeho uzké frakce v pravidelnych intervalech nastiikuje
do sekundarni kolony. Modulaéni perioda udava, jak ¢asto je frakce z primarni kolony
nastfiknuta na sekundarni kolonu. V idealnim piipadé probiha separace na prvni koloné

zcela odlisnym mechanismem, nez na druhé koloné (Lewis, 2002).
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Injektor Detektor

r N
Hlavni picka
—f——— Sekundarni picka
Kelona 2. dimenze
. ‘ ‘ »

Kolona 1. dimenze Modulator

Obr. 3 Schéma dvojrozmérné plynové chromatografie

2.5.2 Volba kolon

Pii separaci hraje velmi dulezitou roli spravny vybér kolon s ohledem na sloZeni

a tloust’ku stacionarni faze, délku kolony a jeji vnitini pramér (Zu, 2009).

Typicka kolona prvni dimenze je dlouhd 15-30 m s vnitinim pramérem 0,25 mm
a sitkou filmu 0,25-1,0 um. Separace na druhé kolon¢ mé byt rychléd a ¢asove kratsi nez
modulaéni perioda, aby nedochazelo k tomu, Ze na detektor ptichazeji souc¢asné analyty
ze dvou modulaénich period (tzv. ,,wrap-around efekt). Proto se obvykle pro druhou

dimenzi pouzivaji kratsi kolony (0,5-1,5 m) s men$im vnitinim pramérem (0,1—

vvvvv

Aby byl separacni proces ortogonalni, musi byt rozdéleni latek v prvni a druhé

dimenzi zptisobeno jinym separa¢nim mechanismem (Mostafa et al., 2012).

2.5.3 Linearni rychlost plynu

Linearni rychlost plynu se zdsadn€¢ méni zejména V ptipad¢, kdy je sekundarni kolona
uz$i, a tim je pro kazdou dimenzi optimalni jind linearni rychlost. Ve dvojrozmérné
separaci jsou difuzni koeficienty a také optimalni rychlost na primarni kolon¢ daleko
nizsi, nez by byly V jednodimenzionalni GC atlak nosného plynu na druhé koloné

prudce vzriista.
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Pouziti sekundarni kolony S vnitinim primérem stejnym jako U primarni kolony

umozni ¢innost obou dimenzi pfi tlaku, ktery se blizi optimu (Mostafa, 2012).

2.5.4 Teplotni program

Teplotni program je dulezitym faktorem ovliviiujicim GCxGC separaci, protoze je
mozné vyrazné zvysit vyuziti separacniho prostoru ve druhé dimenzi (2D). Bézné
pouzivany je linearni narust teploty v obou dimenzich, tim se retenéni ¢asy obou

dimenzi stavaji nezavislé (Venkatramani et al., 1996).

Je-li naprogramovana teplotni rampa v GCxGC spise pomala (napf. jen 1-5°C/min),
poskytuje relativné Siroké piky v prvni dimenzi (1D), coZ usnadiiuje dostate¢ny pocet
modulaci na kazdy pik. Nadmémé pomala teplotni rampa muize mit opacny efekt,
nepiiznivé pusobit na citlivost a zpasobovat wrap-around, kdy se analyzovana latka
zadrzuje ve stacionarni fazi ptili§ dlouho a na detektor dopada az s dalsi modulaci (Obr.

4). Pomala teplotni rampa navic vyrazné zvysi délku analyzy (Mostafa et al., 2011).

4 [s]

3

300 800 1300 1800 [s]

Obr. 4 Obrysovy graf (contour plot), ptiklad wrap-around efektu mocoviny
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GCxGC systém muze vyuzivat bud’ jednu, nebo dvé nezavislé picky a tim nartsta

flexibilita systému. Pouziti jedné picky ma dva limitujici faktory:

e maximalni pouzitelna teplota je urCena méné termalné stabilni kolonou

e teplota analyzy na sekundarni kolon¢ je zavisla na elu¢ni teploté z 1D (Mostafa
etal., 2011).

V piipadé, kdy jsou pouzivany dvé nezavislé pece, sekundarni picka obvykle
kopiruje teplotni program primarni pece S offsetem +5-30 °C. Tim jak vzrista teplota
primarni pece, nartsta také elucni teplota z 1D, proto je pak separace ve druhé dimenzi
ucinnéjsi pii vyssi teploté. Zaroven klesa pravdépodobnost pietizeni sekundarni kolony,
protoze kapacita kolony je pii vyssi teploté vyssi. Zvyseni elucni teploty ma za nasledek

pokles $itky pikd v 1D a zkraceni doby analyzy (Mostafa et al., 2012).

2.5.5 Modulator
Kli¢ovou soucésti dvojdimenziondlni plynové chromatografie je modulator. Jeho
hlavnim ukolem je zadrZeni a fokusace vzorku z prvni kolony, jeho nastiik na kolonu
druhé dimenze a rychly navrat do podminek zadrzovani analyta.

Modulaéni perioda (Py) je €as od chvile, kdy je vzorek pfitékajici z 1D kolony

zachycen v modulatoru do doby, neZ je vypustén na sekundarni kolonu.

Existuji dva zakladni typy modulaci: teplotou a pritokem (Mostafa, 2012).
U modulace pritokem se vyuZivd sbérmého kanalku, ktery se ur€itou dobu plni
vzorkem, pfitékajicim z primarni 1D. Sbémy kanalek je po uplynuti urcitého Casu
rychle vyprazdnén do kolony druhé dimenze pomoci stlaeného plynu, jehoz ptivod je

ovladan ventilem (Obr. 5).
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Obr. 5 Pratokovy modulator béhem transferu effluentu na kolonu druhé dimenze (upraveno
podle Agilent, 24. 4. 2014)

vvvvv

naslednému rychlému uvolnéni pouzita zména teploty.

Pokles teploty zpusobi zachyceni afokusaci pfichazejicich analytd. Jakmile je
skupina analytd zachycena, chladna oblast musi byt rychle zahtata atim dojde

K opétovnému uvolnéni analyti na kolonu druhé dimenze (Marriott 2002).

Aby se zabranilo tniku tékavych slozek, pouziva se dvoufazové modulace: dvou
studenych a dvou horkych trysek situovanych obvykle na zacatku sekundarni kolony
a pulzujicich ve stfidavém modu. Prvni chladné stadium zachyti analyty z primarni
kolony jesté pied mistem chlazeni. Poté jsou simultanné zapnuty prvni horka tryska
a druha chladici, a analyty jsou posunuty do fokusacni faze modulatoru. Cinnosti druhé
horké trysky je skupina zachycenych analyti eluovana na sekundarni kolonu; zaroven

uz je zapnuta prvni chladici tryska (Mostafa et al., 2012).
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Tryskové modulatory umozniuji modulaci bud’ na konci primarni, nebo na zacatku
sekundérni kolony. Zachyceni analytii probiha obvykle na té kolong, z jejiz stacionarni
faze se analyty snaze desorbuji anedochazi Kk pre-separaci kvili rozdilnému ¢asu

potiebnému K jejich desorpci.

Hlavni nevyhodou kratké modula¢ni periody je wrap-around analyta (viz Obr. 4),
které jsou siln¢ zadrzovany na sekundarni koloné. ,,Wrap-around* vznika, pokud je
retence analytd ve 2D delSi nez modulac¢ni perioda. Misto toho, aby se analyty
na obrysovém grafu objevily nahote, objevuji se dole Vv nésledujici modulaci. Tento
efekt nici strukturu chromatogramu a komplikuje interpretaci dat, zejména V ptipadech,
kdy analyty ve wrapu koeluuji s analyty nasledujici modulace. Wrap-around je
akceptovatelny jen dokud jsou piky V ,,prazdém® regionu separa¢niho prostoru (mrtvy

¢as) a nenici strukturu chromatogramu (viz Obr. 4).

Pokud probihd modulace na sekundarni kolon¢, mize teplotni offset modulatoru
(rozdil mezi teplotou horké trysky ateplotou pece) ovlivnit primérnou teplotu
sekundérni kolony a tim retencni ¢as ne¢kterych analyti. Vysoky offset zplisobuje kromé

zmény tvaru piki i zkraceni retenéniho ¢asu (Obr. 6 a Obr. 7).

—
n
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Obr. 6 Obrysovy graf: analyza moci s offsetem modulatoru +5 °C
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300 800 1300 1800 [s]

Obr. 7 Obrysovy graf: analyza moc¢i s offsetem modulatoru +15 °C

2.5.6 Detekce pro dvojrozmérnou plynovou chromatografii

Dalsi dulezitou soucasti GCxGC systému je detektor. GCxGC separace generuje
na konci sekundarni kolony velké mnozstvi velmi tzkych pika s Sitkou 100-600 ms
pii zakladné (Purcaro et al., 2010). Proto detektory pouzivané pro GCxGC musi
vykazovat vysokou rychlost sbéru dat (Mostafa et al., 2012), alesponn 50 Hz (Purcaro
et al., 2010).

Bézné pouzivané je spojeni s plamenoioniza¢nim detektorem. V nékterych ptipadech
je pouzivan sirny chemiluminiscen¢ni, atomovy emisni nebo dusikaty

chemiluminiscenéni detektor (Chudoba a Sebor, 2008).

Velmi ¢asto je vyuzivano spojeni plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii
(Purcaro et al., 2010). Vyhodou hmotnostnich spektrometru je, ze krom¢ selektivniho
urceni mnozstvi analytl, zaroven poskytuji informace o struktufe analyzovanych latek

(Mostafa et al., 2012).
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Nejbéznéji  pouzivané MS detektory pro GCxGC jsou pruletové hmotnostni
analyzatory (TOF) a kvadrupolové MS detektory (QMS, Purcaro et al., 2010). Vice nez
80 % GCXGC pouziva TOF, kolem 16 % QMS (Mostafa et al., 2012), protoze
skenovaci rychlost kvadrupolt je nedostacujici pro spravnou rekonstrukci uzkych pikt

(80-200 ms; Purcaro et al., 2010).

Hmotnostni spektrometr je tvofen tfemi ¢astmi: iontovym zdrojem, hmotnostnim
analyzatorem a detektorem (Watson a Sparkman, 2007). Pomoci iontového zdroje jsou
analyty pifevadény naionty. Aby nedochazelo ke vzijemnym interakcim mezi
jednotlivymi ionty, probiha ionizace piivelmi nizkém tlaku, proto jsou nezbytnou

soucasti analyzatoru vakuové pumpy (Opekar et al., 2007).

Bézné pouzivany je elektronovy iontovy zdroj (EI). Produkuje proud elektront
(obvykle s energii kolem 70 eV, coz je vyssi nez bézna energie atomovych vazeb), které
narazeji do vzorku, tvofi kation radikaly, aty nasledné¢ podléhaji fragmentaci
(Hoffmann a Stroobant, 2007).

Vzniklé fragmenty jsou separovany V hmotnostnim analyzatoru. lonty jsou
separovany podle poméru své hmotnosti a naboje (m/z). Ruzné typy hmotnostnich
analyzatoru se li$i tim, zda K transportu iontd pouzivaji elektrické nebo magnetické

pole, popf. jestli ovliviiuji dobu letu ¢astic nebo jejich drahu (Dass, 2007).

Prtletovy analyzator méfi dobu letu iontl potfebnou pro prekonani urcité drahy.
Analyzator je tvofen dlouhou vakuovanou trubici. Do analyzéatoru jsou vstielovany
kratké pulsy iontd, urychlené nap&tovym pulsem. Leti rliznou rychlosti v zavislosti
na svém m/z, proto dopadaji na detektor v rizném cEase. lonty s mensi hodnotou m/z
o0 stejné kinetické energii leti rychleji adopadnou nadetektor diive (Watson
a Sparkman, 2007). Vyhodou tohoto typu detektoru je jeho v podstaté neomezeny
hmotnostni rozsah. ZalezZi jen na dob¢, po kterou se bude ¢ekat, nez ionty doleti. Métfeni

spekter je rychlé.

Rychlost sbéru dat je az 500 spekter/s. To umoznuje sbér 50 bodd na 100 ms pik, coz
je vic nez dostaCujici pro jeho rekonstrukci akvantifikaci. Hlavnim limitujicim
faktorem se stava snaha zachovat data s dobrou citlivosti a zaroven nemit pfili§ velky
datovy soubor. Kompromisem je pouziti skenovaci rychlosti sbéru dat 50 Hz (Mostafa
etal., 2012).
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2.5.7 Separacni prostor

Separa¢ni prostor je takova plocha dvojdimenzionalnim GCxGC chromatogramu,
na které jsou nebo mohou byt distribuovany analyty. Jedna se vlastné o plochu
ohraniCenou z jedné strany retenénim Casem prvni dimenze, z druhé strany reten¢nim
C¢asem druhé dimenze. Prostor druhé¢ dimenze je vSak Casto vyuzit jen velmi malo
| pfesto, ze je chromatogram dobie strukturovany. Toto nedostate¢né vyuziti muze byt

zpusobeno dvéma faktory (Obr. 8):

e separacni mechanismy obou dimenzi nejsou nezavislé, existuje mezi nimi
korelace

e nedostatetnd optimalizace podminek druhé kolony (napt. velky mrtvy cas).
Proto je zejména u komplexnich vzorkli nezbytna optimalizace stacionarni faze

(Cordero et al., 2006).

I
300 800 1300 1800 [s]

Obr. 8 Obrysovy graf: velky mrtvy ¢as ve 2D a vzajemna korelace obou dimenzi (malé vyuziti
separac¢niho prostoru; piky lezi na diagonale)
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2.6 Ortogonalita

Ortogonalita popisuje UspéSnost separace Ve dvojdimenzionalnim systému. Spravné
optimalizovana GCxGC separace je ortogonalni, retencni ¢asy V obou dimenzich jsou
na sobé nezavislé a analyty pokryvaji cely separacni prostor (Watson et al., 2007).
V dokonale ortogonalni separaci dosahuje pikova kapacita stejné hodnoty, jako souéin
pikové kapacity prvni a druhé dimenze. Ale skute¢na pikova kapacita je mensi, protoze
separace neni nikdy pln¢ ortogonalni a retencni data se navzajem ovliviiuji. Obecnym
problémem GCxGC separaci je také tendence analytl tvofit klastry podél diagonaly

ve dvojdimenzionalnim separa¢nim prostoru (Obr. 8).

Ortogonalita je zavisla nejen na separacnim mechanismu a vlastnostech analytu, ale
také na separacnich podminkach jako je kombinace kolon, teplotni rampa a nastaveni
modulatoru (Zu, 2009). Optimalizace vzdy ovlivni usp&$nost separace V prvni i druhé

dimenzi. Podminky idealni pro jednu dimenzi nemusi byt idealni pro druhou.

2.6.1 Kolonové usporadani

Spravny vybér kolon je dulezitym pfedpokladem uspéSné separace. Vyuziti prostoru je
tim vétsi, ¢im odlisn&j§i jsou separaéni mechanismy zvolenych kolon. Cim jsou
separa¢ni mechanismy podobnéjsi, tim vice se redukuje vyuziti 2D separa¢niho
prostoru, a vétsina analyti lezi na diagonale (Ryan et al., 2005). Nejvyssi ortogonality
lIze dosadhnout pouzitim nepolarni kolony pro prvni dimenzi a polarni pro druhou
dimenzi. Toto uspofadani je vhodné pro rizné typy vzorki, poskytuje lepsi separaci
a identifikaci analytt (Zu, 2009).

Pokud je kolona prvni dimenze polarni, klesa vyuziti separacniho prostoru, i kdyz je
pro druhou dimenzi pouzita vhodna kolona (Omais et al., 2011; Cordero et al., 2006).
Reverzni faze je vhodna pro analyzu komplexnich vzorkl (semi- a vysoce polarni latky;

Zu, 2009).

Utinnost separace nezavisi jen naparametrech kolony ale také na vlastnostech
analyzovaného vzorku. Naptiklad pfi pouziti dvou polarnich kolon muize byt separace
ortogondlni, pokud analyty reaguji Skazdou stacionarni fazi jinym zplsobem

(napt. vodikové mustKy a interakce dipol-dipdl).

Ortogonalita zavisi také natloustce filmu stacionarni faze Vv kolonach.

Pro komplexni vzorky, které maji velké rozdily v koncentracich jednotlivych analyti,
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narusta ortogonalita pouzitim kolony se silngj$i vrstvou stacionarni faze. Retencni
vztahy se rozbihaji a jednotlivé komponenty jsou V separa¢nim prostoru Iépe

rozprostieny (Cordero et al., 2006). Separace je vSak pomalejsi.

Pokud je pfi analyze prioritni rychlost separace, pouziva se kolona prvni dimenze
s tenkou vrstvou stacionarni faze auz$i vnitini primér sekundarni kolony. Je-li
vyzadovano vysoké rozliSeni je vhodnéjsi tlust$i stacionarni faze (0,25-0,5 pm)
primarni kolony a vétsi pramér (0,15 mm) a siln¢jsi vrstva stacionarni faze sekundarni

kolony (Zhu et al., 2006).

Pouziti delsi sekundarni kolony zptsobi narast retencniho ¢asu na druhé kolon¢ a je
tiecba prodlouzit modula¢ni periodu. Muze dochazet k degradaci separace z 1D
(Tranchida et al., 2007). Zvysuje se také mrtvy ¢as druhé dimenze (Obr. 8), coZz ma

za nasledek zmenseni separacniho prostoru.

Teoreticky poskytuje nejucinnéjsi separaci ve druhé dimenzi kratka, tzka kolona
s tenkym filmem (Mostafa et al., 2012). V praxi se ukazuje, ze pokud je sekundarni
kolona kratsi a uzsi (0,05 mm, s sifkou filmu 0,05 um), je doba separace az 3x kratsi
beze ztraty rozliSeni, ale kolona je dost nachylna K ptetizeni (,,overload”, Adachour
et al., 2005) a kolona neni schopna pojmout takové mnozstvi vzorku, ¢ast tedy prochazi
bez separace a nici strukturu chromatogramu. Pfetizeni sekundarni kolony je obecnym
problémem GCxGC separaci. Casto nastiava U termélnich modulatorti, kdy dochazi

ke stlaceni zony analytd béhem zachytavani do pasti.

PtetiZzeni sekundéarni kolony se projevi zhorSenim pikové kapacity. Piky jsou Siroké
a mohou pokryt velkou &ast uréeného 2D separa¢niho prostoru. Sirsi kolona s tlustsi
vrstvou stacionarni faze tak mize poskytovat lepsi vysledky nez uzsi (Harynuk et al.,
2005).

Nevhodné zvolena staciondrni faze sekundarni kolony zpiisobuje wrap-around hodné

zadrZzovanych analytd.

2.7 Prediktivni modelovani pro optimalizaci GCxGC

Optimalizace separace a selektivity stacionarni faze je vzhledem k délce analyzy ¢asové
velmi naro¢na. Proto se zacinaji objevovat matematické modely, které mohou
optimalizacni proces velice zjednodusit. Modely obvykle vychazi z Kovatsovych

reten¢nich indexti nebo z reten¢nich indexti vypocétenych z retenénich dat GCxGC
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separace (Mostafa et al., 2012). V roce 2008 se objevil informaéni model, ve kterém
byla GCxGC separace charakterizovana jako funkce a s vyuzitim termodynamickych
reten¢nich indext byla pfedpovézena optimalni separace. Jako vstupni data byly pouzity
reten¢ni Casy analytt na kazdé stacionarni fazi pfi dvou rtznych teplotnich programech.

Tim byl model schopen optimalizovat riizné separace (Dorman et al., 2008).

V roce 2009 byl navrzen model termodynamickych parametrti, ktery odhaduje
retencni Casy analytl pii pouziti rGznych staciondrnich fazi a rGznych nosnych plyni.
Autori piedpokladaji, ze pokud jsou termodynamické modely piesné, budou i retenéni
Casy jednotlivych analyt pfedpovézeny piesn€, nezavisle na provoznich podminkach,
| pfesto, ze Vv praxi se vlastnosti jako retenéni indexy mohou ménit S teplotou

a nastavenim a rychlosti teplotni rampy.

Dal$im navrzenym modelem byl model solvata¢nich parametrd, ktery predpovida
relativni retenci analyti. Tento experimentalné¢ ovéfeny model ukazal, Ze nejlepsi
separace je dosazeno piipouziti kolon, které odlisn¢ interaguji s analyty a matrici,

a polarita kolon je az druhotna (Zapadlo et al., 2010; Seeley et al., 2012).

2.8 Urceni ortogonality

Pro charakteristiku ortogonality a miru vyuziti separacniho prostoru existuje nékolik

pristupt.

Charakteristickou veli¢inou vyjadiujici vztah mezi daty z obou dimenzi je korelace.
Kazdy soubor reten¢nich dat (retencni cas, kapacitni faktor) z kazdé dimenze je
povazovan za nezavisly vektor, ktery reprezentuje interakce mezi analytem a stacionarni
fazi pti konkrétnich experimentalnich podminkach. Kazdy analyt separovany v GCxGC
je tak popsan dvéma nezavislymi vektory aje mozné urcit stupeni korelace mezi nimi.
Hodnota korelace odrazi vlastnosti analytt, jejich molekulovou hmotnost, bod varu
ataké fyzikalni achemické vlastnosti chromatografického systému (Harvey, 2000;
Cordero et al., 2006).

Miru korelace vyjadfuje korelaéni koeficient c¢. Vypocet korelace (Pearsontv
korelacni koeficient) vychazi z aritmetickych priméri proménnych X aY. Korelaéni
koeficient nabyva hodnot —1 az +1. Ob¢ krajni hodnoty informuji 0 vzajemném vztahu

mezi daty. Pokud ma systém korelaci nulovou, jsou ob¢ jeho dimenze na sob¢ nezavislé

v
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Obr. 9: Korelace: Ptiklady grafického zobrazeni a koeficienty jejich korelace s funkci y = x
(Boigelot, 2011)

2.8.1 Faktorova analyza

Normalizaci reten¢nich dat z prvni a druhé dimenze jsou ziskdny korela¢ni hodnoty

(K1, K?) podle:

kde x; je retencni Cas i-tého analytu ax pramérny retenéni Cas. Kazdy analyt
separovany V GCxGC je tak charakterizovan dvéma vektory a je mozné spocitat stupen
korelace (korela¢ni koeficient ¢) mezi nimi (viz vyse). Zné&j je ziskan uhel pokryti
separaéniho prostoru £ podle rovnice f = cos~'c. Cim vice se hodnota thlu pokryti
separa¢niho prostoru f piiblizuje 90 °C, tim je separace ortogonaln&jsi. Korelaéni
koeficient athel B dobfe vysvétluji vysoké hodnoty disimilarity mezi dvéma
dimenzemi ve vysoce ortogonalnich systémech. Nevyhodou tohoto pfistupu je, ze
nebere v Gvahu distribuci pikli v separa¢nim prostoru (to jestli data tvofi ¢i netvoii

shluky; Cordero et al., 2006).

2.8.2 Experimentalni pristup

Ortogonalita separace je experimentalné ur¢ena pokrytim separacniho prostoru. Tentyz
vzorek je analyzovan na mnoha kolonovych uspotfadanich stacionarnich fazi s riznymi
vlastnostmi. Separacni prostor je popsan na zakladé eluce pikli nejméné (t,) a nejvice

(tmax) zadrzovanych analytd ve druhé dimenzi (Ryan et al., 2005).
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Nevyhodou tohoto pfistupu je, ze vyuzitelnost prostoru zavisi na eluci posledniho

analytu vic nez na celkovém pokryti prostoru (Cordero et al., 2006).

2.8.3 Graficky pristup

Prvni a druh4 dimenze je charakterizovana bezrozmérmymi &isly (SO, S0?). Tato &isla
jsou definovana jako rozdil reten¢nich ¢asti posledniho a prvniho eluovaného analytu

ve vztahu k celkové dobé analyzy:

triD—¢rlD
SOt =11

Tan

tT‘ZD—tT‘ZD
s0% =T T

Pmod

kde T,,, je doba analyzy a P,,,4 je modulacni perioda. Tak je mozné odhadnout pokryti

prostoru SO, p pouzitim Euklidovské normy (Omais et al., 2011).

SO.. = (trgP-eriP)2  (r3P—erfP)?
2D — 2 2
2Tanalysis 2Pmod
Nevyhodou tohoto systému je, ze stupein pokryti prostoru zavisi vice naeluci
posledniho analytu, nez na celkovém pokryti separacniho prostoru (Cordero et al.,
2006).

Jiny graficky pfistup je zaloZzen naurceni stupné pokryti plochy. Tento pfiistup
rozdéluje separaéni prostor na sit’ ¢tvercti a hodnoti pocet obsazenych ¢tverct. By, j€
pocet vSech étverci (celkova pikova kapacita) a ), P, je pocet ¢tvercu obsahujicich piky.
Tato metoda ma uréita omezeni: pocet obsazenych ¢tvercu (O) se pro vysoké B, stava

konstantni a pro malé B, vykazuje drastické odchylky (Gilar et al., 2005).

_an_\/Pmax

0=
0,63Pax

Vyhodou tohoto pfistupu je jeho jednoduchost. Nevyhodou je to, ze je hodnoceno
spiSe pokryti separa¢niho prostoru nez vzajemna korelace mezi dimenzemi

(Pourhaghighi et al., 2011).
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2.8.4 Informacéni teorie

Informacni teorie charakterizuje procentualni vyuziti separa¢niho prostoru (pomér mezi
plochou pokrytou a nepokrytou piky anevyuzitym separa¢nim prostorem pod druhou

dimenzi; viz Obr. 10).

Analyza vychazi z retencnich dat analytu, odtud se pocitd normalizovany retencni

faktor X, podle rovnice:

Rti - Rt,min

X, =
. Rt,max - Rt,min

kde R, je retentni Cas analytu Vsekundich; R;,;,, retencni Cas nezadrzenych
komponent (mrtvy ¢as) a Ry ,q, je retencni ¢as posledni eluované slozky (Slonecker
et al., 1996). Tim jsou reten¢ni data jednotlivych analytii srovnana na stejnou $kalu a je

mozné je navzajem porovnavat a dale s nimi pracovat.

Ortogonalita pak muze byt charakterizovana n¢kolika veli¢inami, které popisuji

plochu.

¢ Informacni entropie vyjadiuje miru zavislosti dat.

e Synentropie je procentem informacni entropie diskriminované ob&ma
dimenzemi (normalizovana reten¢ni data se spojuji na diagonale). Je tim vyssi,
¢im mensi je pokryti separa¢niho prostoru.

e Informaéni similarita
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Obr. 10 Informaéni teorie, pokryti separaéniho prostoru: A — dokonalé pokryti separa¢niho
prostoru, B — neortogonalni systém, C — ndhodné rozdéleni, ¢aste¢né ortogonalni systém (O =
59 %; podle Pourhaghighi et al., 2011)
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2.8.4.1 Informacni entropie I

Informacni entropie I vyjadiuje to, jestli spolu data souvisi nebo jsou naprosto ndhodna.
Sekvence naprosto nahodnych &isel ma maximalni entropii. Cim vice spolu ¢&isla (data
analytil) koreluji, tim mensi bude jejich entropie. V pfipadé¢ zcela rovnomérného

rozlozeni bude informacni entropie maximalni.

V aplikacich analytické chemie vyjadfuje informacni entropie rozptyl dat

v ndhodném vzorku. Tuto pravdépodobnostni veli¢inu lze popsat rovnici:

I = Z(—Pk log, px)
3

kde p, je pravdépodobnost vyskytu jednoho mozného vysledku kzn moznych
vysledkl (pravdépodobnost vzniku chromatografického piku k v konkrétnim retencnim
Case). Podobnost mezi dimenzemi je nejprve pocitana pro kazdou dimenzi zvlast
I(1st) al(2nd) apoté pro obé dimenze dohromady I(1st,2nd). Informaéni entropie
2D systému [(1st,2nd) odpovida souctu informacnich entropii pro kazdou dimenzi.
Pokud mezi dimenzemi existuje zavislost, je tieba odecist hodnotu korelace (Slonecker
etal., 1996).

Porovnanim informaéni entropie dvou chromatografickych dimenzi je moZzné
spocitat hodnotu frakéniho informacniho obsahu (,,fractional informational content®)
h(1st,2nd) podle rovnice:

h(lSt, an) =1- m

kde c je hodnota korelace mezi dimenzemi. Odtud je mozné spocitat hodnotu

informacni similarity.

2.8.4.2 Informacni similarita H

Informacni similarita H nevyjadiuje podobnost, ale to, jak moc tvoii data shluky nebo
jak moc je dimenze nasycend. Informacni similarita nabyva hodnot 0—1. Pii dokonalé
disperzi analyti je hodnota informacni similarity 0. S informacni similaritou 1 je
separacni prostor vyuzit velmi $patn¢ a analyty se shlukuji. Informacni similarita je

pocitana z frak¢niho informaéniho obsahu h(1st, 2nd):
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H(1st,2nd) = /1 — h(1st, 2nd)?.

2.8.4.3 Synentropie
Synentropie je tim vys$si, ¢im vice dat lezi na diagonale, tj. ¢im mens$i je vyuziti
separacniho prostoru. Nabyva hodnoty 0 pro systém, ve kterém data obou dimenzi

nekoreluji. Nabyva-li hodnoty 100 %, systém neni ortogonalni a korelace je maximalni
(Slonecker et al., 1996; Cordero, et al. 2006).

Informacni teorie dobfe popisuje ortogonalitu pro vSechny experimentalné pouzité
podminky, zdlraznuje efektivitu chromatografického systému Vv pokryti separac¢niho
prostoru. Informacni teorie je také efektivnéjSi pro popis entropie celého
dvojdimenzionalniho systému. Vyplyva z ni, Ze ortogonalita GCxGC systému je funkci
rozdilu v teplotach eluce komponent produkovanych v 1D (Cordero et al., 2006). Jeji

nevyhodou je pfedpoklad, ze zavisla data vzdy lezi na diagonale.

2.8.4.4 Podminéna entropie

Studie Pourhaghighi (2011) vychazi z informacni teorie, ale navrhuje novy piistup
zalozeny napodminéné entropii. Tento piistup uvazuje kvantitativni distribuci dat
V celém separaénim prostoru, i mimo diagonalni korelaci mezi dvéma separa¢nimi
mechanismy. Vyhodou tohoto pfistupu je, Ze ortogonalitu lze spocitat nezavisle
na mnozstvi dat (pik) pouzitych khodnoceni. Dalsi vyhodou této metodologie je
moznost porovnavat idata ziskand riznymi separaénimi mechanismy (Pourhaghighi

etal., 2011).

Vychézi z informacni entropie

H = Z(—pk logs pi)
kex
Entropie je funkci distribuce X aje zéavisld na pravdépodobnosti vyskytu kazdého
bodu. Naptiklad pro systém, ve kterém se porovnavalo 9 analytd, je separacni prostor
roz¢lenén na 9 oblasti (Obr. 11). Systém bude pIn¢ ortogonalni, pokud v kazdé oblasti

bude pravé jeden analyt.
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Obr. 11 Informacni teorie, graf pokryti separa¢niho prostoru: normalizovand retencéni data
a jejich rozmisténi po plose

Nejprve je zkoumana distribuce analytd v jedné dimenzi (X), kdy je separa¢ni prostor
na ose X roz¢lenén na tii ¢asti: vV prvni se nachazi ¢tyii analyty, ve druhé jeden a ve treti

Ctyfi. Tedy:

1 4 4

4 4
HX) = §log2§ logz9 9log2 3

Analogicky se hodnoti distribuce analytl a tedy informacni teorie ve druhé dimenzi:

2 1 1

6 6
H(X) = logz 3 9l0929

9 9 —log, =

a nasledn¢ pro kazdou z deviti oblasti zvlast (I (X,Y)).

1
logz -

2
1092 9

2
logz 3 9

1
logz 5 9

3

9 9

zrozdilu H(X,Y) — H(X) je ziskdna hodnota informacni entropie druhé dimenze

Vv zéavislosti na prvni dimenzi. Odtud je mozné vypocitat hodnotu ortogonality O:

0% = HXY) x 100
T UH(Y)
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Pokud je 2D systém zcela neortogonalni (naptf. pokud jsou retenc¢ni Casy druhé
dimenze kompletné zavislé na prvni dimenzi) je hodnota H(X,Y) = 0. Naopak pokud je
systém plné ortogonalni (100 %), a separace je nezavisla, je hodnota H(X,Y) = H(Y)
a ortogonalita je 100 % (Slonecker et al., 1996).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Instrumentace
Pti praci byl pouzivan plynovy chromatograf Agilent 7890 (Agilent Technologies, Palo
Alto, USA), HT (high throughtput — vysokoprostupny) praletovy hmotnostni
spektrometr (LECO Co. St. Joseph, USA) aautomaticky davkovaci systém
MPS2/CIS4/ALEX (Gerstel, Miilheim an der Ruhr, Némecko). Pro spojeni kolon
do systétmu GCxGC byl pouzit dvoustupniovy modulator se ¢tyimi tryskami, uloZeny
Vv primarni peci (stejné jako sekundarni picka). Do horkych i studenych trysek byl
pouzit stlaéeny vzduch. Vzduch do studenych trysek byl po piedchozi filtraci vlhkosti
imerzn¢ ochlazovan na —80 °C. Horky vzduch byl ohiivan teplotou modulatoru
0 35 °Cvyssi nez teplota primarni pece.

V této praci byly pouzity kolony Sriiznou staciondrni fazi liSici se vlastnostmi

a polaritou (viz Tab. 1).

BPX5 — nepolarni kolona s 5% fenylsiloxanem je oproti zcela nepolarni koloné
selektivnéj$i. Je vhodnd pro stopovou analyzu. Ve srovnani S polarnimi kolonami je
robustnéjsi, termostabilni do 350 °C. Je vhodna pro80 % vSech analyz, napf.
pro stopovou analyzu, analyzu herbicidi, pesticidl, uhlovodiki, rozpoustédel, fenola,

amint (SGE Analytical Science, BPX5, 24. 4. 2014).

BPX50 — termostabilni do 350 °C, chromatograficky inertni, sttedn¢ polarni kolona
vhodné pro analyzu herbicidt, drog, steroidi a v riznych farmaceutickych aplikacich

(SGE Analytical Science, BPX50; 24. 4. 2014).

SolGel-WAX — polarni faze, vysoce robustni stabilni do 300 °C; méné nachylna
k poskozeni kyslikem neZ ostatni WAX faze; malo krvaci aje malo inertni, vhodna
pro analyzu vysoce reaktivnich vzorkii (SGE Analytical Science, Solgel-WAX; 24. 4.
2014).

SLB-IL59 — vesrovnani S ptedchozi kolonou je polarnéjsi, teplotné stabilnéjsi
(do 300 °C); vhodna pro analyzu neutralnich a mirné bazickych vzorku (Sigma-Aldrich,
SLB-IL59; 24. 4. 2014).

Nosnym plynem bylo helium (99,999 %, Messer, CR) Vrezimu korigovaného

konstantniho pritoku 1 ml/min.
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Tab. 1 Pouzivané kolony a jejich stacionarni faze

nazev stacionarni faze
BPX5 5 % fenyl / 95 % methyl polysilfenylen siloxan
BPX50 50 % fenyl polysilfenylen siloxan

SolGel-WAX  polyetylen glykol
SLB-IL59 1,12-Di(tripropylfosfonium)dodekanbis(trifluoromethylsulfonyl)imid

Pocatecni teplota primarni pece byla 80 °C, ktera poté nartstala 4 °C/min do 130 °C;
6 °C/min do 200 °C a 12 °C/min do 285 °C pfi kterych byla udrzovana minimalné
10 min. Kone¢na teplota jednotlivych kolonovych uspofadani se fidila teplotnim
maximem pouzitych kolon (tj. maximalni teplotou, pfi které je vrstva stacionarni faze
Vv kolon¢ jesté stabilni; viz Tab. 2). Program sekundarni pece kopiroval program
primarni pece s offsetem +5 °C. Modula¢ni perioda byla 4 s, délka horkého pulsu byla
0,5 s; od ¢asu 1896 s byla délka horkého pulsu 0,75 s.

Nastiik vzorku byl 1 pl v rezimu splitless (1 min) S programovatelnym nastiikem
injektoru. Inicialni teplota byla 40 °C, poté nartistala 10 °C za sekundu do 250 °C,
pii které¢ byla udrzovana 1,5 min. Dalsi zvySeni teploty bylo 10 °C za sekundu
do 350 °C. Pritéto teplot¢ byl injektor udrzovan 3 min. Teplotni programy

pro jednotliva kolonova uspotadani jsou uvedeny v Tab. 2.

Tab. 2 Teplotni program pece U jednotlivych kolonovych uspotradani

nazev teplotni program cas

C 4 °C/min—130°C 6 °C/min—200 °C 12 °C/min—280 °C 10 min
K 4 °C/min—130°C 6 °C/min—200 °C 12 °C/min—275°C 12 min
H 4 °C/min—130°C 6 °C/min—200 °C 12 °C/min—300°C 5 min
L 4 °C/min—130°C 6 °C/min—200 °C 12 °C/min—300°C 5 min

I 4 °C/min—130°C 6 °C/min—200 °C 12 °C/min—285°C 7 min
J 4 °C/min—130°C 6 °C/min—200 °C 12 °C/min—275°C 8 min
E 4 °C/min—130°C 6 °C/min—200 °C 12 °C/min—300 °C 5 min
D 4 °C/min—130°C 6 °C/min—200 °C 12 °C/min—285°C 10 min
G 4 °C/min—130°C 6 °C/min—200 °C 12 °C/min—280 °C 7 min
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Elektronova ionizace analyti V priletovém hmotnostnim analyzatoru probihala
pii —70 eV (250 °C). Teplota transferové linie a iontového zdroje byla 250 °C. Sbér dat
v rozmezi m/z 35 — 650 probihal rychlosti 100 Hz.

Ovladani systému, sbéru a zpracovani bylo fizeno pomoci ChromaTOF 4.33 (LECO
Co., St. Joseph, USA). Nastiik vzorku systémem Gerstel byl fizen softwarem
Maestro 1.3 (Gerstel, Miilheim an der Ruhr, Némecko). Data byla statisticky

zpracovana pomoci aplikace Microsoft Office Excel 2007.

3.2 Biologicky material
Pro optimalizaci byl pouzit smésny vzorek moci zdravych dospélych jedinct,
pro stanoveni metabolitl glutarové acidurie vzorky moce pacientt s glutarovou acidurii

a kontrolni moce zdravych déti.

3.3 Pouzité chemikalie

Laktat (sodium L-lactate 13Cs, 98%), kyselina methylmalonova (d3 MMA, 98 %)
od firmy Cambridge Isotope Laboratories. Chlorid sodny (p.a.), bezvody siran sodny
(p.a.). 4-phenylbutyrat (dg ; 99 %), ethylacetat (99,7 %), methanol (MeOH, 99,9 %),
aceton (99,8 %), N-methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroaceamid (MSTFA, 99 %), (N,O-
bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid (BSTFA, 99 %), O-Ethylhydroxylamine
hydrochloride (97 %), 1% trimethylchlorsilan TMCS, byly koupeny od firmy
SIGMA-Aldrich; pyridin (95,5 %) u firmy LOBA CHEMIE.

3.4 Priprava vzorki

3.4.1 Priprava vzorku pro optimalizaci

K 1 ml mo&e bylo pfidano 10 ul znacené kyseliny methylmalonové (1,04 mmol-17),
20 ul 4-phenylbutyratu (2,10 mmol-1™") almald 17icka ethoxyamid hydrochloridu
(cca 0,03 g). Vzorek byl inkubovan 30 min pfi laboratorni teploté; poté byla ptidana
(vetsi) 1zicka NaCl (cca 0,70 g) a5 kapek HCl (1:1). Metabolity byly vytfepany
do ethylacetatu (3 x 4 ml — vzdy 10 min na tfepacce). VSechny tfi podily byly slity
dohromady, byla pfidana 1zi¢ka bezvodého Na,SO, (cca 0,80 g) vzorek piikryt novym
vickem, protfepan a inkubovan 10 min pti laboratorni teploté. Vzorek byl prelit do nové
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zkumavky a odfoukan pii30 °C pod dusikem do sucha. Vysusena zkumavka byla
vymyta dvakrat 400 ul methanolu a jednou 300 pl acetonu, vSechny tii podily byly slity
do 1 vialky. VVzorek byl pti 30 °C odfoukan do sucha (pod dusikem).

Do odfoukanych vialek bylo pfidano 150 ul pyridinu a 150 ul MSTFA, vzorky byly

pod dusikem uzavieny, zvortexovany a inkubovany 45 min pii 50 °C.

3.4.2 Priprava pacientskych vzorku, kontrolnich zdravych vzorku

a vzorku pro kontrolu kvality

Bylo analyzovano 13 vzorkl pacientii S glutarovou acidurii, 17 zdravych kontrolnich
vzorkll. Vzorky byly pfipravovany ve tfech sériich. V kazdé sérii byly v ndhodném
potadi zastoupeny pacientské i kontrolni vzorky.

Z kazdého vzorku bylo odebrano takové mnozstvi, ve kterém je 0,25 mg kreatininu.
Poté byl kazdy vzorek doplnén vodou do dvou mililitrd. K takto nafedéné moci bylo
ptidano 40 pl znagené kyseliny methylmalonové (1,04 mmol-17), 20 ul 4-fenylbutyratu
(12,79 mmol-1?) almala 1zicka O-ethylhydroxylamin hydrochloridu (cca 0,03 g).
Zazatkovany vzorek se nechal inkubovat 30 min pfilaboratorni teploté; poté byla
piidana (vétsi) 1zicka NaCl (cca 0,70 g) a 3 kapky HCI (1:1). Metabolity byly vytiepany
do ethylacetatu (3 x 4 ml, vzdy 10 min na tiepacce). VSechny tii podily byly slity
dohromady, byla piidana 1zi¢ka bezvodého Na,SO, (cca 0,80 g) vzorek piikryt novou
zatkou, promichan a inkubovan 10 min pfi laboratorni teploté. Poté byl vzorek prelit
do nové zkumavky a odfoukan pii 30 °C dusikem do sucha. Vysusena zkumavka byla
vymyta dvakrat 400 ul methanolu ajednou 300 pl acetonu (vSechny tf#i podily
do 1 vialky). VVzorek byl pti 30 °C odfoukan dusikem.

Pro derivatizaci byla pouzita derivatizaéni smés, pfipravena smichanim 1,5 ml
BSTFA, 1,5 ml pyridinu a 60 pl TMCS. 300 ul této smési bylo piidano do kazdé vialky

a vzorek uzavien pod dusikem. Derivatizace probihala 20 min pti 70 °C.

3.5 Optimalizace kolonového usporadani
Pro optimalizaci byla pouZita kolonova uspofadani lisici se délkou kolon, polaritou,

vnitinim praimérem a tloustkou filmu (viz Tab. 3).

45



Tab. 3 Pouzita kolonova usporadani

délka kolony wvnitfni prumér tloustka stacionarni faze

nazev  typ kolony [m] [mm] [wm]

NP/P C BPX5 29,95 0,25 0,25
SolGel-WAX 1,50 0,10 0,10

K BPX5 28,90 0,25 0,25
SolGel-WAX 1,21 0,25 0,25

D BPX5 29,95 0,25 0,25

SLB-IL59 2,00 0,10 0,08

MP/P I BPX50 29,74 0,25 0,25
SolGel-WAX 1,56 0,10 0,10

J BPX50 29,74 0,25 0,25
SolGel-WAX 1,21 0,25 0,25

MP/NP  H BPX50 29,74 0,25 0,25
BPX5 1,31 0,10 0,10

L BPX50 27,00 0,25 0,25

BPX5 1,31 0,25 0,25

P/MP E SLB-IL59 27,90 0,25 0,25
BPX50 1,21 0,10 0,10

P/NP G SolGel-WAX 29,85 0,25 0,25
BPX5 1,31 0,10 0,10

NP — nepolarni, MP — stfedn¢ polarni, P — polarni
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4 \/YSLEDKY

4.1 Optimalizace kolonového usporadani
4.1.1 NeuspéSné separace

4.1.1.1 Kolonové usporadani SLB-1L59/ BPX50

Analyza probihala nakolonovém uspofadani SLB-IL59 (27,90 m x 0,25 mm x
0,20 um) a BPX50 (1,21 m x 0,10 mm x 0,10 um). Z Obr. 12 je patrné, Ze Separace
neprob¢hla. Tontova kapalina pouzitd Vv prvni dimenzi je selektivni pro stfedné polarni
anepolarni analyty, zadrzuje tedy vétSinu derivatizovanych analyti ve vzorku moci,

které jsou po silylaci nepolarni.

| |
)
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Obr. 12 Obrysovy graf pro set SLB-IL59 (27,90 m x 0,25 mm % 0,20 um) a BPX50 (1,21 m x
0,10 mm x 0,10 pm)
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4.1.1.2 Kolonové uspoi-adani BPX5/SLB-1L.59

Analyza probihala na kolonovém uspofadani BPX5 (29,95 m x 0,25 mm x 0,25 pum)
a SLB-1L59 (2,00 m x 0,10 mm % 0,08 um). Jako kolona druhé dimenze byla pouzita
iontova kapalina a stejné jako Vv pfedchozi analyze nedochazi k separaci (Obr. 13). Navic

dochazi k pietizeni sekundarni kolony vzhledem k malé tloust'ce filmu stacionarni faze.

—
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Obr. 13 Obrysovy graf pro set BPX5 (29,95 m x 0,25 mm x 0,25 um) a SLB-1L59 (2,00 m x
0,10 mm x 0,08 pm).
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4.1.1.3 Kolonové uspoiadani SolGel-WAX/BPX5
Analyza probihala na kolonovém uspotadani SolGel-WAX (29,85 m x 0,25 mm X
0,25 um) a BPX5 (1,31 m x 0,10 mm x 0,10 um). Toto usporadani ptili§ zadrzuje

rozpoustédla (pyridin) a mocovinu (viz Obr. 14).

o |

2,
q-

pyridin

550 1050 1550 2050 [s]

Obr. 14 Obrysovy graf pro set SolGel-WAX (29,85 m x 0,25 mm x 0,25 um) a BPX5 (1,31 m x
0,10 mm x 0,10 um)
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4.1.2 Uspé&né separace

Pokud byla separace uspéSnd, byl U jednotlivych kolonovych uspotadani hodnocen
stupen  pokryti separacniho prostoru. Zanalyzy nakolonovém uspotadani
BPX5/SolGel-WAX bylo vybrano 25 analyti tak, aby co nejlépe pokryvaly separa¢ni
prostor (viz Obr. 15). Tytéz analyty byly vybrany i pro hodnoceni ostatnich uspotfadani.
Ortogonalita jednotlivych kolonovych uspofadani byla hodnocena pomoci podminéné

entropie.

4.1.2.1 Kolonové uspoiadani BPX5/SolGel-WAX (1,50 m x 0,10 mm
% 0,10 pm)
Analyza probihala na kolonovém uspotadani BPXS5 (29,95 m x 0,25 mm x 0,25 pm)
a SolGel-WAX (1,50 m x 0,10 mm x 0,10 um).
Analyty spolu s reten¢nimi ¢asy jsou uvedeny Vv Obr. 4, jejich chromatograficky

zaznam na Obr. 15.
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Obr. 15 Contour plot pro set BPX5/SolGel-WAX (1,50 m x 0,10 mm x 0,10 pum; 1 — kyselina
2-methyl-3-hydroxypropanova; 2 — Kkyselina S§tavelovd; 3 — Kkyselina 2-ethyl-
3 hydroxypropionova; 4 — kyselina methylpropandiova; 5 — kyselina trihydrogenfosfore¢na; 6 —
kyselina ethylpropandiova; 7 — kyselina butandiova; 8 — mocovina; 9 — kyselina adipova; 10 —
kyselina jable¢na; 11 — kyselina vinna; 12 — 5-oxo-L-prolin; 13 — 4-fenylbutyrat; 14 —
2 ketoglutarat; 15 — kyselina-4-hydroxybenzenoctova; 16 — kyselina suberova; 17 — kyselina-
2,5-furandikarboxylova; 18 — kyselina citronova; 19 — kyselina azealova; 20 — kyselina
p hydroxyskoticova; 21 — kyselina hippurova; 22 — kyselina 1-H-indol-3-octova; 23 — kyselina
vanilylpropionova; 24 — kyselina ferulova; 25 — kofein)
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Tab. 4 Vybrané analyty ajejich retenéni hodnoty proset BPX5/SolGel-WAX (1,50 m x
0,10 mm x 0,10 um)

nazev 1D Xist 2D Xong
1 kyselina 2-methyl-3-hydroxypropanova 790 0,04 1,66 0,03
2 kyselina stavelova (oxalat) 746 0,00 1,88 0,13
3 Kyselina 2-ethyl-3-hydroxy-propionova 914 0,15 1,63 0,02
4 kyselina methylpropandiova 890 0,13 1,77 0,08
5 Kyselina trihydrogenfosforecna 998 0,22 1,78 0,08
6 kyselina ethylpropandiova 1010 0,23 1,71 0,05
7 kyselina butandiova 1070 0,29 1,81 0,10
8 mocovina 986 0,21 3,96 1,00
9 kyselina adipova 1354 0,54 1,76 0,08
10 kyselina jablecna 1314 0,50 1,64 0,03
11 kyselina vinna 1494 0,66 1,58 0,00
12 5-oxo-L-prolin 1382 0,56 2,04 0,19
13 4-fenyl-butyrat 1398 0,58 1,97 0,16
14 2-ketoglutarat 1494 0,66 1,81 0,10
15 kyselina-4-hydroxy-benzenoctova 1526 0,69 1,83 0,11
16 kyselina suberova 1582 0,74 1,66 0,03
17 kyselina-2,5-furan-dikarboxylova 1534 0,70 1,97 0,16
18 kyselina citronova 1678 0,82 1,58 0,00
19 kyselina azealova 1674 0,82 1,59 0,00
20 kyselina p-hydroxy-skoficova 1674 0,82 1,71 0,05
21 Kyselina hippurova (hippurat) 1734 0,87 2,53 0,40
22 kyselina 1-H-indol-3-octova 1806 0,94 1,75 0,07
23 kyselina vanilylpropionova 1754 0,89 1,66 0,03
24 kyselina ferulova 1878 1,00 1,69 0,05
25 kofein 1762 0,90 2,99 0,59

Hodnoty mrtvych ¢ast Vprvni adruhé dimenzi normalizovany na velikost
separacniho prostoru dané dimenze, aby bylo moZné je vzijemné porovnat, ato

pro kazdy analyt zv1ast’.

0,22

Rt,fosfdt - Rt,min _ 1,78 — 1;58 _
Rt,max - Rt,min 3:96 - 1,58

Xona = 0,08

Na zékladé¢ normalizovanych hodnot byl sestaven graf charakterizujici pokryti

separacniho prostoru (Obr. 16).
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Obr. 16: Graf pokryti separa¢niho prostoru pro set BPX5/SolGel-WAX (1,50 m x 0,10 mm
x 0,10 um): normalizovana data retenc¢nich ¢asi a jejich rozmisténi po plose

Odtud byly vypocitany entropie jednotlivych dimenzi H(X), H(Y), sdruZena entropie
H(X,Y), podminéna entropie H(X/Y) a ortogonalita O.

HOO = 3 (L 10g, 2 > Jog, > A
X = (ﬁ 092%) ( 25 ng25) ( 25 ng25) ’

H(Y):
H(Y)z—logzE 05logz05 15log21¥5+ilog2—=0,70
25 25 25 25 25 25 25 25
HX,Y):
H(X,Y)=2( logz4) log23 5logz5 lg26 OSngOS
25 25/ 25 25 25 25 25 25 25 25

15 1,5 1

25 —log, — oC Elogzg = 2,70

X
H (?) = 2,70 — 2,24 = 0,46

0% O46x100—6571°/
=070 0
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Ortogonalita pro set BPX5/SolGel-WAX(1,50 m x 0,10 mm % 0,10 um) je 65,71 %.

Dalsim hodnocenym parametrem byla Sitka pika pfi zakladn¢ (40), ajejich
asymetrie (hodnoceno v 10 % vysky piku; viz Obr. 17). Pro srovnani byl vybran pik
znacené methylmalonové kyseliny, ktera je blizko mocCoviny. Je-li separace tspésna, je
znaCena methylmalonova kyselina od mocoviny separovana a jeji pik je uzky, stejné
jako piky ostatnich analytii. Sitka iasymetrie piku byla po&itana pii charakteristické
hmoté deuterované kyseliny methylmalonové (m/z 250).

Asymetrie piku znacené methylmalonové kyseliny

A —2’7—129
$To1 7"

Pro hodnoty As v rozmezi 0,8 az 1,2 je pik povazovan za symetricky. Sitka piku

Wue = 0,13 5.

18000 -
16000 -
14000 -
12000 -
10000 -
8000 A
6000 A

4000 -
2000 — 2,1 2,7
/ 0% |
0

T . | [
ist Time (s) 890 / 4sigma gqq 890 890
2nd Time (s) 1.7 1.8

Obr. 17 Tlustra¢ni obrazek vypoctu $ifky a asymetrie piku
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4.1.2.2 Kolonové uspoiadani BPX5/SolGel-WAX (1,21 m x 0,25 mm
x 0,25 pm)
Analyza probihala na kolonovém usporadani BPX5 (28,90 m x 0,25 mm x 0,25 pm)
a SolGel-WAX (1,21 m x 0,25 mm x 0,25 um).
Analyty spolu s retetnénimi ¢asy jsou uvedeny Vv Tab. 5, jejich chromatograficky

zaznam na Obr. 18.
Ortogonalita proset BPX5/SolGel-WAX (1,21m x 0,25 mm x 0,25 um) je

76,39 %. Symetrie As = 1,02. Sitka piku w,, = 0,13 s.

L |
(7]
—
<

300 800 1300 1800 [s]

Obr. 18 Obrysovy graf pro set BPX5/SolGel-WAX (1,21 m x 0,25 mm x 0,25 pm; 1 — kyselina
2-methyl-3-hydroxypropanova; 2 - kyselina Stavelova; 3 - kyselina
2 ethyl-3-hydroxypropionova; 4 —  kyselina methylpropandiova; 5 —  kyselina
trihydrogenfosforeéna; 6 — kyselina ethylpropandiova; 7 — kyselina butandiova; 8 — mocovina; 9
— kyselina adipova; 10 — kyselina jable¢na; 11 — kyselina vinna; 12 — 5-oxo-L-prolin; 13 —
4-fenylbutyrat; 14 — 2-ketoglutarat; 15 — kyselina-4-hydroxybenzenoctova; 16 — Kkyselina
suberova; 17 — Kkyselina-2,5-furandikarboxylova; 18 — kyselina citronova; 19 — kyselina
azealova; 20 — kyselina p-hydroxyskoticova; 21 — Kyselina hippurova; 22 — kyselina 1-H-indol-
3-octova; 23 — kyselina vanilylpropionova; 24 — kyselina ferulova; 25 — kofein)
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Tab. 5 Vybrané analyty a jejich reten¢ni hodnoty proset BPX5/SolGel-WAX (1,21 m x
0,25 mm x 0,25 um)

nazev 1D Xist 2D Xong
1 kyselina 2-methyl-3-hydroxypropanova 516 0,03 1,35 0,02
2 kyselina ethandiova 480 0 1,87 0,2
3 kyselina 2-ethyl-3-hydroxy-propionova 632 0,12 1,37 0,03
4 kyselina methyl-propandiova 608 0,1 1,71 0,14
5 kyselina trihydrogenfosfore¢na 724 0,2 1,63 0,11
6 kyselina ethyl-propandiova 728 0,2 1,69 0,14
7 kyselina butandiova 796 0,26 2,09 0,27
8 mocovina 716 0,19 4,25 1
9 adipat 1108 0,51 1,79 0,17
10 malat 940 0,37 2,02 0,25
11 kyselina L-(+)-tartarova 1260 0,63 1,29 0
12 5-oxo-L-prolin 1132 0,53 25 0,41
13 4-fenyl-butyrat 1144 0,54 2,33 0,35
14 Kketoglutarat 1256 0,63 1,85 0,19
15 kyselina-4-hydroxy-benzenoctova 1284 0,65 2,03 0,25
16 suberat 1352 0,71 1,73 0,15
17 kyselina-2,5-furan-karboxylova 1296 0,66 25 0,41
18 kyselina citronova 1472 0,8 1,46 0,06
19 kyselina azealova 1460 0,79 1,73 0,15
20 kyselina p-hydroxy-skoficova 1608 0,91 1,94 0,22
21 hipurat 1548 0,86 1,71 0,14
22 kyselina 1-H-indol-3-octova 1628 0,93 2,19 0,3
23 kyselina vanilylpropionova 1556 0,87 1,98 0,23
24 kyselina ferulova 1716 1 1,95 0,22
25 kofein 1568 0,88 3,81 0,85

55



4.1.2.3 Kolonové usporadani BPX50/BPX5 (1,31m x 0,10 mm
% 0,10 pm)
Analyza probihala na kolonovém uspotfddani BPX50 (29,74 m x 0,25 mm X 0,25 pm)
aBPX5 (1,31 m x 0,10 mm x 0,10 um).
Analyty spolu s retetnénimi ¢asy jsou uvedeny Vv Tab. 6, jejich chromatograficky

zaznam na Obr. 19.
Ortogonalita setu BPX50/BPX5 (1,31m x 0,10 mm x 0,10 um) je 48,85 %.

Symetrie As = 1,04. Siika piku w,, = 0,19 s.

|
23] |

|\ 20
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[ ]
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e
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2
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Obr. 19. Obrysovy graf pro set BPX50/BPX5 (1,31 m x 0,10 mm x 0,10 pm; 1 — kyselina
2-methyl-3-hydroxypropanova; 2 — Kkyselina §tavelovd; 3 — Kkyselina 2-ethyl-
3-hydroxypropionova; 4 — kyselina methylpropandiova; 5 — kyselina trihydrogenfosfore¢na; 6 —
kyselina ethylpropandiova; 7 — kyselina butandiova; 8 — mocovina; 9 — kyselina adipova; 10 —
kyselina jable¢na; 11 — kyselina vinna; 12 — 5-oxo-L-prolin; 13 — 4-fenylbutyrat; 14 —
2-ketoglutarat; 15 — kyselina-4-hydroxybenzenoctova; 16 — kyselina suberova; 17 — kyselina-
2,5-furandikarboxylova; 18 — kyselina citronova; 19 — kyselina azealova; 20 — kyselina
p-hydroxyskoticova; 21 — kyselina hippurova; 22 — kyselina 1-H-indol-3-octova; 23 — kyselina
vanilylpropionova; 24 — kyselina ferulova; 25 — kofein)

56



Tab. 6 Vybrané analyty a jejich reten¢ni hodnoty pro set BPX50/BPX5 (1,31 m x 0,10 mm

x 0,10 um)
nazev 1D Xt 2D Xond
1 kyselina 2-methyl-3-hydroxypropanova 602 0,00 1,94 0,84
2 kyselina ethandiova 678 0,06 1,65 0,55
3 kyselina 2-ethyl-3-hydroxy-propionova 706 0,08 2,08 0,98
4 kyselina methyl-propandiova 750 0,11 1,88 0,78
5 kyselina trihydrogenfosfore¢na 838 0,18 2,10 1,00
6 kyselina ethyl-propandiova 858 0,20 1,91 0,81
7 kyselina butandiova 946 0,27 1,83 0,73
8 mocovina 926 0,25 2,02 0,92
9 adipat 1246 0,50 1,65 0,55
10 malat 1142 0,42 1,84 0,74
11 kyselina L-(+)-tartarova 1318 0,55 1,83 0,73
12 5-oxo-L-prolin 1354 0,58 1,53 0,42
13 4-fenyl-butyrat 1370 0,59 1,54 0,43
14 ketoglutarat 1438 0,65 1,55 0,44
15 kyselina-4-hydroxy-benzenoctova 1458 0,66 1,68 0,58
16 suberat 1482 0,68 1,66 0,56
17 kyselina-2,5-furan-karboxylova 1498 0,69 1,51 0,40
18 kyselina citronova 1530 0,72 1,88 0,78
19 kyselina azealova 1582 0,76 1,51 0,40
20 kyselina p-hydroxy-skoficova 1798 0,93 1,34 0,23
21 hipurat 1782 0,91 1,21 0,10
22 kyselina 1-H-indol-3-octova 1822 0,94 1,20 0,09
23 kyselina vanilylpropionova 1822 0,94 1,24 0,13
24 kyselina ferulova 1850 0,97 1,26 0,15
25 kofein 1894 1,00 1,11 0,00
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4.1.2.4 Kolonové usporadani BPX50/BPX5 (1,31m x 0,25 mm
x 0,25 pm)

Analyza probihala na kolonovém uspotfadani BPX50 (27,00 m x 0,25 mm x 0,25 um)

a BPX5 (1,31 m x 0,25 mm x 0,25 um).

Analyty spolu s retetnénimi ¢asy jsou uvedeny V Tab. 7; jejich chromatograficky

zaznam nha Obr. 20.

Ortogonalita pro set BPX50/BPX5 (1,31 m x 0,25 mm x 0,25 um) je 49,54 %.
Symetrie As = 1,07. Siika piku w,, = 0,73 s.

300 800 1300 1800 [s]

Obr. 20 Obrysovy graf pro set BPX50/BPX5(1,31 m x 0,25 mm x 0,25 um; 1 — kyselina
2-methyl-3-hydroxypropanova; 2 — Kkyselina S§tavelovd; 3 — Kkyselina 2-ethyl-
3-hydroxypropionova; 4 — kyselina methylpropandiova; 5 — kyselina trihydrogenfosforecna; 6 —
kyselina ethylpropandiova; 7 — kyselina butandiova; 8 — mocovina; 9 — kyselina adipova; 10 —
kyselina jable¢na; 11 — kyselina vinna; 12 — 5-oxo-L-prolin; 13 — 4-fenylbutyrat; 14 —
2 ketoglutarat; 15 — kyselina-4-hydroxybenzenoctova; 16 — kyselina suberova; 17 — kyselina-
2,5-furandikarboxylova; 18 — kyselina citronova; 19 — kyselina azealova; 20 — kyselina
p hydroxyskoticova; 21 — kyselina hippurova; 22 — kyselina 1-H-indol-3-octova; 23 — kyselina
vanilylpropionova; 24 — kyselina ferulova; 25 — kofein)
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Tab. 7 Vybrané analyty a jejich reten¢ni hodnoty pro set BPX50/BPX5 (1,31 m x 0,25 mm
x 0,25 um)

nazev 1D Xst 2D Xong
1 kyselina 2-methyl-3-hydroxypropanova 396 0,00 2,76 0,81
2 kyselina ethandiova 464 0,05 2,18 0,50
3 kyselina 2-ethyl-3-hydroxy-propionova 488 0,07 3,10 1,00
4 kyselina methyl-propandiova 524 0,09 2,73 0,80
5 kyselina trihydrogenfosforecna 604 0,15 3,00 0,95
6 kyselina ethyl-propandiova 620 0,17 3,00 0,95
7 kyselina butandiova 720 0,24 2,93 0,91
8 mocovina 744 0,26 2,49 0,67
9 adipat 1032 0,47 2,60 0,73
10 malat 876 0,36 2,71 0,79
11 kyselina L-(+)-tartarova 1120 0,54 2,95 0,92
12 5-oxo-L-prolin 1140 0,55 2,19 0,50
13 4-fenyl-butyrat 1152 0,56 2,20 0,51
14 Kketoglutarat 1240 0,63 2,15 0,48
15 kyselina-4-hydroxy-benzenoctova 1248 0,63 2,35 0,59
16 suberat 1280 0,66 2,47 0,66
17 kyselina-2,5-furan-karboxylova 1296 0,67 2,10 0,45
18 kyselina citronova 1356 0,71 2,72 0,79
19 kyselina azealova 1388 0,74 2,47 0,66
20 kyselina p-hydroxy-skoficova 1452 0,78 2,16 0,49
21 hipurat 1636 0,92 1,67 0,22
22 kyselina 1-H-indol-3-octova 1672 0,95 1,55 0,15
23 kyselina vanilylpropionova 1680 0,95 1,62 0,19
24 kyselina ferulova 1712 0,98 1,66 0,21
25 kofein 1744 1,00 1,27 0,00
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4.1.2.5 Kolonové uspoi-adani BPX50/SolGel-WAX (1,56 m x 0,10 mm
% 0,10 pm)

Analyza probihala na kolonovém uspotfddani BPX50 (29,74 m x 0,25 mm X 0,25 pm)

a SolGel-WAX (1,56 m x 0,10 mm % 0,10 um).

Analyty spolu s reten¢nimi ¢asy jsou uvedeny V Tab. 8; jejich chromatograficky

zaznam nha Obr. 21.

Ortogonalita pro set BPX50/SolGel-WAX (1,56 m x 0,10 mm x 0,10 um) je 48 %.
Symetrie As = 1,75. Siika piku w,, = 0,22 s.
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Obr. 21: Obrysovy graf pro set BPX50/SolGel-WAX (1,56 m x 0,10 mm x 0,10 um; 1 —
kyselina 2-methyl-3-hydroxypropanova; 2 — kyselina $tavelova, 3 — kyselina 2-ethyl-
3-hydroxypropionova; 4 — kyselina methylpropandiova; 5 — kyselina trihydrogenfosforecna; 6 —
kyselina ethylpropandiova; 7 — kyselina butandiova; 8 — mocovina; 9 — kyselina adipova; 10 —
kyselina jable¢na; 11 — kyselina vinna; 12 — 5-oxo-L-prolin; 13 — 4-fenylbutyrat; 14 —
2-ketoglutarat; 15 — kyselina-4-hydroxybenzenoctova; 16 — kyselina suberova; 17 — kyselina-
2,5-furandikarboxylova; 18 — kyselina citronova; 19 — kyselina azealova; 20 — kyselina
p-hydroxyskoticova; 21 — kyselina hippurova; 22 — kyselina 1-H-indol-3-octova; 23 — kyselina
vanilylpropionova; 24 — kyselina ferulova; 25 — kofein)
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Tab. 8 Vybrané analyty a jejich reten¢ni hodnoty pro set BPX50/SolGel-WAX (1,56 m x
0,10 mm x 0,10 um)

nazev 1D Xist 2D Xong
1 kyselina 2-methyl-3-hydroxypropanova 634 0,00 1,49 0,05
2 kyselina ethandiova 710 0,06 1,59 0,10
3 kyselina 2-ethyl-3-hydroxy-propionova 742 0,08 1,50 0,05
4 kyselina methyl-propandiova 782 0,12 1,61 0,12
5 kyselina trihydrogenfosfore¢na 874 0,19 1,67 0,15
6 kyselina ethyl-propandiova 890 0,20 1,58 0,10
7 kyselina butandiova 978 0,27 1,58 0,10
8 mocovina 966 0,26 3,13 1,00
9 adipat 1274 0,50 1,56 0,09
10 malat 1042 0,32 151 0,06
11 kyselina L-(+)-tartarova 1342 0,55 1,48 0,04
12 5-oxo-L-prolin 1382 0,58 1,66 0,15
13 4-fenyl-butyrat 1398 0,60 1,62 0,12
14 ketoglutarat 1466 0,65 1,55 0,08
15 kyselina-4-hydroxy-benzenoctova 1486 0,67 1,60 0,11
16 suberat 1510 0,68 1,55 0,08
17 kyselina-2,5-furan-karboxylova 1526 0,70 1,66 0,15
18 kyselina citronova 1554 0,72 151 0,06
19 kyselina azealova 1606 0,76 1,45 0,02
20 kyselina p-hydroxy-skoficova 1758 0,88 1,46 0,03
21 hipurat 1806 0,92 1,70 0,17
22 kyselina 1-H-indol-3-octova 1842 0,94 1,43 0,01
23 kyselina vanilylpropionova 1842 0,94 1,41 0,00
24 kyselina ferulova 1870 0,97 1,47 0,03
25 kofein 1914 1,00 1,73 0,19
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4.1.2.6 Kolonové uspoi-adani BPX50/SolGel-WAX (1,21 m x 0,25 mm
x 0,25 pm)

Analyza probihala na kolonovém uspofadani BPX50 (29,74 m x 0,25 mm X 0,25 um)

a SolGel-WAX (1,21 m x 0,25 mm % 0,25 um).

Analyty spolu s reten¢nimi ¢asy jsou uvedeny Vv Tab. 9 Vybrané analyty a jejich retenéni
hodnoty pro set Tab. 9, jejich chromatograficky zdznam na Obr. 22.

Ortogonalita pro set BPX50/SolGel-WAX (1,21m x 0,25 mm x 0,25 um) je
73,94 %. Symetrie As = 1,58. Sitka piku w,, = 0,21 s.

225 725 1225 1725 2225 [s]

Obr. 22: Obrysovy graf pro set BPX50/SolGel-WAX (1,21 m x 0,25 mm x 0,25 um; 1 —
kyselina 2-methyl-3-hydroxypropanova, 2 — Kkyselina $tavelova; 3 — kyselina 2-ethyl-
3-hydroxypropionova; 4 — kyselina methylpropandiova; 5 — kyselina trihydrogenfosforecna; 6 —
kyselina ethylpropandiova; 7 — kyselina butandiova; 8 — mocovina; 9 — kyselina adipova; 10 —
kyselina jable¢na; 11 — kyselina vinna; 12 — 5-oxo-L-prolin; 13 — 4-fenylbutyrat; 14 —
2-ketoglutarat; 15 — kyselina-4-hydroxybenzenoctova; 16 — kyselina suberova; 17 — kyselina-
2,5-furandikarboxylova; 18 — kyselina citronova; 19 — kyselina azealova; 20 — kyselina
p-hydroxyskoticova; 21 — kyselina hippurova; 22 — kyselina 1-H-indol-3-octova; 23 — kyselina
vanilylpropionova; 24 — kyselina ferulova; 25 — kofein)
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Tab. 9 Vybrané analyty a jejich retencni hodnoty pro set BPX50/SolGel-WAX (1,21 m x
0,25 mm x 0,25 um)

nazev 1D Xist 2D Xond
1 kyselina 2-methyl-3-hydroxypropanova 381 0,00 1,66 0,11
2 kyselina ethandiova 449 0,05 2,15 0,31
3 kyselina 2-ethyl-3-hydroxy-propionova 469 0,07 1,74 0,14
4 kyselina methyl-propandiova 509 0,09 2,12 0,29
5 kyselina trihydrogenfosfore¢na 593 0,16 2,08 0,28
6 kyselina ethyl-propandiova 605 0,17 2,15 0,31
7 kyselina butandiova 705 0,24 2,61 0,49
8 mocovina 705 0,24 1,39 0,00
9 adipat 1021 0,47 2,32 0,38
10 malat 861 0,36 2,67 0,52
11 kyselina L-(+)-tartarova 1109 0,54 1,70 0,13
12 5-oxo-L-prolin 1125 0,55 2,77 0,56
13 4-fenyl-butyrat 1141 0,56 2,53 0,46
14 ketoglutarat 1229 0,63 2,12 0,29
15 kyselina-4-hydroxy-benzenoctova 1237 0,63 2,44 0,42
16 suberat 1269 0,66 2,16 0,31
17 kyselina-2,5-furan-karboxylova 1285 0,67 2,83 0,58
18 kyselina citronova 1345 0,71 1,83 0,18
19 kyselina azealova 1377 0,74 2,13 0,30
20 kyselina p-hydroxy-skoficova 1565 0,88 2,40 0,41
21 hipurat 1617 0,91 3,87 1,00
22 kyselina 1-H-indol-3-octova 1661 0,95 2,03 0,26
23 kyselina vanilylpropionova 1701 0,98 2,10 0,29
24 kyselina ferulova 1701 0,98 2,10 0,29
25 kofein 1733 1,00 3,35 0,79

4.2 Glutarové acidurie

Pro analyzu pacientli s glutarovou acidurii bylo vybrano kolonové uspotadani BPX5
(29,90 m x 0,25 mm x 0,25 um) a SolGel-WAX (1,21 m x 0,25 mm x 0,25 um)
S nejvyssi ortogonalitou (76,39 %). Toto uspotfadani bylo dale optimalizovano. Oproti

optimalizacni metod¢ se konecna metoda 1isi offsetem modulatoru (+15 °C).

Byly hodnoceny markery onemocnéni glutarat, 3-hydroxyglutarat a glutakonat.
Piiklad obrysové grafu kontrolniho vzorku je na Obr. 23 a pro pacienta s glutarovou

acidurii na Obr. 24.

Separace byla uspé$nd, byly identifikovany a kvantifikovany: glutarat, glutakonat

a v nekterych vzorcich 3-hydroxyglutarat (viz Tab. 10).
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Obr. 23 Obrysovy graf kontrolniho vzorku, vyznageny nalezené markery glutarové acidurie
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Obr. 24 Obrysovy graf pacienta s glutarovou acidurii, vyznaceny markery GA
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Pro glutarat je referen¢ni rozmezi zdravého ¢lovéka 0—2 milimold na mol kreatininu.
Signifikantni hladina zvySené koncentrace glutaratu je 500-12000 milimoli na mol

kreatininu.

Referenéni rozmezi pro 3-hydroxyglutarat je 0-3 milimoli na mol Kkreatininu.

Vyznamné patologicka hladina je 60—3000 milimold na mol Kreatininu.

Normalni hladina glutakonatu je 0—2 milimolii na mol kreatininu. Pro onemocnéni
muze byt signifikantni hladina glutakonatu v rozmezi 0—360 milimolt na mol kreatininu
(Metabolic and Genetic Information Center, 28. 4. 2014).

Vyznamnost odchylky v koncentraci jednotlivych markerti u pacientt a kontrol byla
zhodnocena pomoci t-testu. Kritickd hodnota pro hladinu vyznamnosti 0,05 je pro dany
pocet vzorkl 2,048. Signifikantni odchylky od kontrolnich vzorki byly pozorovany jen
Vv piipad¢ 3-hydroxyglutaratu (t=7,66). Pro glutarat (t=1,90) ani pro glutakonat (t=0,09)

vyznamné odchylky pozorovany nebyly.
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Tab. 10 Glutarova acidurie: koncentrace piislusnych markeri onemocnéni u pacienttl
a zdravych jedinct

glutarat 3-hydroxyglutarat glutakonat
(mmol-mol™ kreatininu)  (mmol-mol™ kreatininu)  (mmol-mol™ kreatininu)
P1 3,05 13,19 1,52
P2 18,81 12,83 0,96
P3 19,33 21,42 4,45
P4 10,41 14,89 2,05
P5 21,77 20,67 3,33
P6 6,31 14,60 1,56
P7 49,31 18,31 6,04
P8 12,28 13,46 0,85
P9 316,86 17,13 3,09
P10 5,78 17,46 2,14
P11 31,11 7,83 1,60
P12 128,94 0,00 4,81
P13 897,53 25,38 0,71
K1 0,70 0,00 0,98
K2 4,12 0,00 3,31
K3 1,94 0,00 6,14
K4 0,45 5,23 4,31
K5 4,08 0,00 5,10
K6 1,10 0,00 3,18
K7 1,73 4,83 1,54
K8 1,20 0,00 1,95
K9 2,41 0,00 2,51
K10 0,50 0,00 1,23
K11 5,01 1,58 1,07
K12 531 0,00 1,55
K13 1,39 2,14 0,83
K14 2,19 151 1,49
K15 2,05 11,28 3,42
K16 1,71 2,23 2,26
K17 10,81 1,37 1,50

P — pacientsky vzorek; K — kontrolni vzorek
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5 Diskuze
Dvojdimenziondlni plynova chromatografie neni pro analyzu lidské moci ptili§ Casto

vyuzivéana a to i pfesto, Ze ma ve srovnani s jednodimenzionalni né€kolik vyhod: nartsta
pikova kapacita, citlivost a schopnost identifikace, minimalizuje se moznost koeluce.
Nevyhodou je vétsi ¢asova naro¢nost analyzy (Mitrevski et al., 2010). Doposud byla

GCxGC pouzita jen v n¢kolika malo oblastech.

Velkou skupinu analyzovanou dvojrozmérnou chromatografii tvoii steroidy v moci.
Pro analyzu je obvykle pozito normalni uspotadani fazi, napi. mirn€ polarni primarni
kolona ZB-1 (30,00 m x 0,25 mm x 1,00 um) v kombinaci se stiedné polarni BPX-50
(1,50 m x 0,10 mm x 0,10 um). Mitrevski et al. (2010) pouzili pro analyzu steroidd
nepolarni  BPXS5 (30,00 m X 0,25 mm X 0,25um) a  BPXS50
(1,00 m x 0,20 mm x 0,20 um). Pfi normalnim uspoiadani (BPX5/BPX50) je dosazeno
lepsi separace, V reverznim (BPX50/BPXS5) lepSiho tvaru piku a citlivosti (Mitrevski
et al., 2008).

Reverzni uspoiadani s lehce polarni kyanopropyl-fenylovou kolonou prvni diemenze
anepolarni fenyl-methylpolysiloxanovou sekundarni kolonou je pouzito Vv praci
Brailsforda et al. (2012). Piky jsou uzsi a tim dochazi ke zvyseni citlivost a spolehlivost

MS analyzy.

GCxGC byla také vyuzita pii dopingové kontrole pro analyzu klenbuterolu,
norandrosteronu, epimetendiolu, metaboliti methylsteronu a 3-hydroxystanozololu.
Pro analyzu byly pouzity nepolarni HP-1 (17,00 m x 0,20 mm x 0,11 um) a stfedné-
polarni OV-1701 (1,00 m x 0,10 mm x 0,10 um; Silva et al., 2009)

Dvojrozmérna plynovéa chromatografie byla vyuzita také pro stanoveni potencialnich
biomarkerti riznych onemocnéni (napf. rakovina moc¢ového méchyie; Pasikanti et al.,
2013; nebo diabetes; Li etal., 2009). Pasikanti et al. (2013) pouzili pro separaci
nepolarni kolonu DB-1 (30,00 m x 0,25 mm x 0,25 um) v kombinaci se stfedné polarni
kolonou Rxi-17 (1,50 m x 0,10 mm % 0,10 um). Primémé bylo v kazdé analyze
(pfi pouziti ureasového protokolu a nasledné silylaci) detekovano 930 znaki. V této
praci bylo pomoci nejortogonalnéjsiho kolonového uspotfadani (ortogonalita 76,39 %)
BPX5/SolGel-WAX (30,00 m; 0,25 mm; 0,25 pm / 1,10 m; 0,25 mm; 0,25 pum)
detekovano 1500 znakti. Ve srovnani stim bylo pomoci setu BPX50/SolGel-WAX

67



(29,74m x 025mm x 025um/1,56m x 0,10 mm x 0,10 um) detekovano
jen 860 znaka.

Dale byla GCxGC pouzita pro analyzu drog (exkrece A9-tetrahydrokanabinolu
u chronickych drogové =zavislych pacientil). Bylo pouzito normalni uspotadani
snepolarni DB-1MS a vysoce polarni ZB-50. U tohoto stanoveni nebylo oproti

jednodimenzionalni separaci pozorovano vyrazné zlepSeni (Lowe et al., 2009).

Vysoka separatni ucinnost a minimalizace koeluce vedla k vyuziti GCxGC
pro analyzu hydroxylovanych polycyklickych aromatt, které maji podobnou strukturu
a ruzné izomerni formy. Pro analyzu byla pouzita mirné-polarni DB-5 (30,00 m x 0,25
mm x 0,25 um) ve spojeni se stfedné-polarni RTX-50 (1,00 m x 0,10 mm x 0,10 um;
Amorin et al., 2009).

Vzhledem k vysoké citlivosti byla dvojrozmérna plynova chromatografie spésné
vyuZita pro stanoveni stopovych mnozstvi anabolickych steroidi. Pro analyzu bylo
pouzito uspofadani BPX5 (30,00m x 025mm x 0,25um) a BPX50
(1,00 m % 0,10 mm x 0,10 um; Mitrevski b et al., 2010).

Dale bylo publikovano nékolik studii zamétenych na diagnézu organickych acidurii

ze vzorku moc¢i (Kourenemos et al., 2010; Wojtowicz et al., 2010).

Kourenemos et al. (2010) pouzili pro metabolické profilovani kolonové uspotadani:
nepolarni BPX5 (30,00 m x 0,25 mm x 0,25 um) a stfedné-polarni BPX50 (1,00 m x
0,10 mm x 0,10 um) a reverzni uspofadani BPX50 (30,00 m x 0,25 mm x 0,25 um)
aBPX5 (1,00 m x 0,10 mm x0,10 um). V pfipadé normalniho uspotadani fazi byla
niz8i retence nepolarnich analytti ve druhé dimenzi a analyty byly nahustény na sobé.
U reverzniho uspotfadani bylo pozorovéano lepsi vyuZiti separa¢niho prostoru. V této
préci bylo nejvyssi ortogonality (76,39 %) dosaZeno pfi pouziti normalniho kolonového
usporadani BPXS5 (28,90 m x 0,25 mm X 0,25 pm). Maximalni ortogonalita reverzniho
usporadani 49,54 % byla u setu BPX50/BPX5.

V praci Wojtowicze et al. (2010) byla pouzita mirné polarni Rxi-5 (30,00 m x
0,25 mm x 0,25 um) v kombinaci se stiedné¢ polarni BPX50 (2,50 m x 0,10 mm x
0,10 um). Nevyhodou tohoto setu byla nizka ortogonalita, vSechna data se nachazela

na diagonale. Ortogonalitu snizoval také vysoky mrtvy ¢as ve druhé dimenzi (délka
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modulace byla 3 s, mrtvy ¢as 2 s). U optimalniho setu to byla hodnota mrtvého ¢asu 1 s.

Délka modula¢ni periody pro kazdou analyzu byla 4 s.

Rocha (2012) pouzil pro metabolomickou analyzu nepolarni kolonu HP-5 (30 m x
0,32 mm x 0,25 um) tentokrat v kombinaci s vysoce polarni sekundarni kolonou
DB-FFAP (0,79 m x 0,25 mm X 0,25 um) coz vyrazné zvySovalo ortogonalitu systému.
Pocet detekovanych znakt byl 700.

Zhu et al. (2006) dospéli k zavéru, ze pokud je vyzadovano vysoké rozliSeni, je
vhodnéjsi pouziti sekundarni kolony s tlustsi vrstvou stacionarni faze. V této praci byla
ortogonalita pro set BPX5/SolGel-WAX s tlustsi vrstvou stacionarni faze vyssi
(76,39 %) nez pro uzsi film stacionarni faze ve 2D (65,71 %).

Naproti tomu, mira separace nartistd se zuzujicim se vnitinim priimérem sekundarni
kolony (Cordero et al., 2008), protoze jsou produkovany uzsi piky. Zaroven se ukazalo,
ze je vhodné, aby byla co nejoptimalnéjsi rychlost na obou kolonach a tedy $irsi vnitini
uspofadanich s $ir§Sim vnitinim pramérem. V piipadé BPX50/SolGel-WAX byl
pozorovan vyrazny narust ortogonality z 48 % pro2D Kkolonu suz§im vnitinim

primérem na 73,94 % pro kolonu s §ir§im vnitinim pramérem.

Analyza GA'l pomoci GCxGC ma oproti jednodimenzionalni chromatografii
vyrazné vyssi citlivost. Zatimco U GC je dosazeno alespon 8 bodu na pik (Dalliige et al.,
2002) vysoka rychlost sbéru dat u GCxGC umoziuje sbér az 50 bodt na 100 ms pik
(Mostafa et al., 2012).

Pro diagnostiku GA | jsou z mo¢i stanovovany obvykle glutarat, 3-oxoglutarat.
Al-Dirbashi etal. (2005) kvantifikovali glutarat a 3-oxoglutarat s dobrou
reprodukovatelnosti a citlivosti pomoci HPLC s limitem detekce pro glutarat byl
0,2 pmol.I™* a 3-oxoglutarat 0,4 pmol.I"%. Zde byla prokazana piitomnost 30HG u viech
pacientii s GAIl (primérna hodnota 15,17 mmol na 1 mol kreatininu).

Analyza glutaratu neni narozdil od 3-oxoglutaratu vzdy prikazna. Je popsano
nékolik pacientd, kteti maji normalni hladiny GA, ale zvySenou hladinu 3-oxoglutaratu
(Baric et al., 1999; Schor et al., 2002)

Skupina Al-Dirbashi etal. (2011) podobné jako Baric et al. (1999) stanovovala

kromé glutaratu a 3-oxoglutaratu také glutarylkarnitin,. Bylo potvrzeno, ze pokud by se
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do novorozeneckého screeningu jako bézné stanovovany analyt zmoci pridal
| glutarylkarnitin, zvySila by se UspéSnost zachytu onemocnéni. Nedokonala
metodologie diagnostiky je bezpochyby zodpovédnd za nékteré patologické projevy

onemocnéni a imrti pacientt.

Podobné iskupina Tortorelli et al. (2005) srovnavala vypovédni hodnotu
glutarylkarnitinu v moc¢i pro stanoveni GA | ZvySena hladina glutaratu a 3-oxoglutaratu
neni pro stanoveni GA I specifickd, piestoze jsou oba analyty pouzivany jako klinické
diagnostické markery. Jejich zvySend hladina miize ukazovat na rGzné ketosy
(Goodman et al., 2011; Baric et al., 1998; Bijarnia etal., 2008) narozdil

od glutarylkarnitinu, jehoz stanoveni v mo¢i je specifické.

Rovnéz Shigematsu etal. (2005) stanovovali glutarat, 3-hydroxyglutarat,
2-oxoglutarat a glutarylkarnitin. Jejich snahou bylo rozvinout praktickou, ale citlivou
metodu pro rutinni stanoveni. V praci byla pouZzita metoda izotopového fedéni, ktera se

ukézala jako dostatecné citliva.

Prace Couce et al. (2011) se zaméfovala na stanoveni glutarylkarnitinu z mo¢i,
vzhledem k falesné negativnim vysledkim pacienta s GA | analyzou glutarylkarnitinu
nez stanoveni z plasmy. Protoze ¢etnost onemocnéni je 1:30 023, ale v novorozeneckém

screeningu je diagnostikovana ¢etnost GA I: jen 1:35 027.
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6 ZAVER

Cilem ptedlozené prace bylo zpracovat literarni reSersi na téma metabolom lidské moci,
popsany mozné pristupy jeho analyzy se zamétenim na GCxGC-TOF a porovnat rizna
kolonova uspofadani  pro analyzu metabolomu moce: BPX5/SolGel-WAX,
BPX5/SLB-IL59,  BPX50/SolGel-WAX,  BPX50/BPX5,  SolGel-WAX/BPX5,

SLB-IL59/BPX50.

Mezi neuspésné patii separace na kolon¢ SLB-IL59. V piipadé¢ SLB-IL59/BPX50
nedochazi K separaci. Tato kolona je selektivni pro nepolarni a sttedné polarni analyty.
Vzhledem k tomu, Ze soucasti pifipravy vzorkt byla silylace, byly latky vlivem své
nizké polarity na koloné zadrzovany. Podobné u BPX5/SLB-1L59 probé&hla separace jen
v 1D, ve druhé dimenzi se analyty neseparovaly, navic doslo K pietizeni sekundarni
kolony vzhledem k malé tloustce stacionarni faze (0,08 pum). Netspésna byla také
separace nasetu SolGel-WAX/BPX5. V tomto uspofadani byly pfili§ zadrzovany
rozpoustédla (pyridin) a mocovina, které znemoznovaly dobrou separaci a detekci

ostatnich analytt.

Mezi uspésné patiily separace na kolonach BPX5/SolGel-WAX,
BPX50/SolGel-WAX, BPX50/BPX5. Pro tato kolonova uspofadani byly pouzity vzdy

dv¢ sekundérni kolony lisici se tloustkou stacionarni faze a vnitfnim prumérem.

Bylo vybrano 25 analytl, tak aby co nejlépe pokryvaly separacni prostor; mezi
vybranymi analyty byly také tii kritické pary. Na zakladé¢ tohoto vybéru bylo hodnoceno
pokryti separa¢niho prostoru (Tab. 11).
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Tab. 11 Jednotliva kolonova uspofadani, jejich ortogonalita, asymetrie a Sitka piku znacené

methylmalonové kyseliny

Kolonové usporadani Ortogonalita  asymetrie Sitka piku
BPX5 (29,95x0,25x0,25) 65,71 % 1,29 0,13s
SolGel-WAX (1,50x0,10x0,10)

BPX5 (28,90%0,25x0,25) 76,39 % 1,02 0,13s
SolGel-WAX (1,21x0,25x0,25)

BPX50 (29,74x0,25x0,25) 48,00 % 1,75 0,22s
SolGel-WAX (1,56x0,10x0,10)

BPX50 (29,74x0,25x0,25) 73,94 % 1,58 0,21s
SolGel-WAX (1,21x0,25x0,25)

BPX50 (29,74x0,25x0,25) 48,85 % 1,04 0,19s
BPX5 (1,31x0,10x0,10)

BPX50 (27,00%0,25x0,25) 49,54 % 1,07 0,73s

BPX5 (1,31x0,25x0,25)

Jako nejvhodnéjsi byl zvolen set BPX5 (29,90m x 025mm x 0,25 um)
a SolGel-WAX (1,21 m x 0,25 mm x 0,25 pm). Na tomto setu byla nasledné provedena
analyza vzorkl pacientl s glutarovou acidurii typ | a zdravych kontrolnich vzorkt. Byly
identifikovany a kvantifikovdny markery onemocnéni glutarat, 3-hydroxyglutarat
a glutakonat. Vyznamnost odchylky v koncentraci jednotlivych markerd u pacientt
a kontrol byla zhodnocena pomoci t-testu. Kritickd hodnota pro hladinu vyznamnosti
0,05 je pro dany pocet vzorka 2,048. Signifikantni odchylky od kontrolnich vzorkt byly
pozorovany jen v piipadé¢ 3-hydroxyglutaratu (t=7,66). Pro glutarat (t=1,90) ani
pro glutakonat (t=0,09) vyznamné odchylky pozorovany nebyly. Divodem nizkych
hladin marker onemocnéni u pacienti byl zfejm¢ fakt, ze se jednalo o jiz

diagnostikované a 1é¢ené pacienty.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

1D

2D

CE

GAI

GAIl

GA Il

GC

GC-MS

GCxGC

GCxGC-TOF

MS

NMR

prvni dimenze; jednodimenzionalni

druha dimenze; dvojdimezionalni

kapilarni elektroforéza

glutarova acidurie typ I

glutarova acidurie typ II

glutarova acidurie typ III

plynova chromatografie

plynova chromatografie s hmotnostnim analyzatorem
dvojrozmérna plynové chromatografie

dvojrozmérna plynova chromatografie s pruletovym hmotnostnim
analyzatorem

hmotnostni spektrometrie

nukledrni magnetické rezonance
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