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Abstrakt

V teoretické casti mé bakalarské prace se zabyvam literarni reSersi
o aminokyselinach se zaméfenim na glutamin a jeho stabilitu. Glutamin je v roztocich
zna¢né nestabilni. Jeho degradace je velmi nespecificka, neni znamy systém jeho
rozkladu. Je to nejrozsifenéjsi aminokyselina v Krvi, patii mezi neesencialni
glukoplastické aminokyseliny a jeho hlavni funkci je detoxikace amoniaku z téla. Dale
zvysuje rozpustnost bilkovin ve vodé a prostorovym rozlozenim dip6li umoznuje
specifickou vazbu vét§ich polarnich molekul. Cast reSerSe se zaméiuje
na chromatografii a hmotnostni spektrometrii, jejich souc¢astmi a vyuzitim v analyze.
Spojeni téchto dvou metod vede k efektivni analytické soustavé pouzitelné pro mnoho
riznych stanoveni.

Praktickou c¢ast jsem provadél v laboratofich Akademie véd pod odbornym
dohledem. Roztoky glutaminu jsem analyzoval metodou kapalinové chromatografie
s hmotnostni detekci, byl vyuzit hmotnostni analyzator typu linearni iontova past (LTQ)
s elektrosprejem v pozitivnim modu (ESI+). U kazdého vzorku jsem pozoroval
degradaci glutaminu v ¢asovych intervalech.

Vyhodnocenim vysledkit a vypracovanim grafickych zavislosti jsme dosli
k zavéram, které potvrzuji jiz piedchozi experimenty. Stabilita glutaminu je velmi
ovlivnéna teplotou a hodnotami pH. Nepodafilo se nalézt optimalni podminky
skladovani pro vzorky glutaminu, degradace probihala vice ¢i méné ve vSech

testovanych typech rozpoustédel a to velkou rychlosti.

Kli¢ova slova: Aminokyseliny — glutamin — stabilita — chromatografie — hmotnostni

spektrometrie



Abstract

The theoretical part of the bachelor’s thesis deals with the retrieval of amino acids
with a focus on Glutamine and its stability. The Glutamine solution is highly unstable.
The disintegration is very unspecific, not known to the system in its decomposition.
It is the most common amino acid in the blood, is a nonessential glucoplastic amino acid
and its main function is the detoxification of ammonia from the body. It also increases
the solubility of proteins in water and the spatial distribution of dipoles allows specific
binding of larger polar molecules. Part of the research focuses on chromatography
and mass spectrometry, their parts and use in analysis. The combination of these two
methods result in efficient analytical system useful for many different assays.

The practical part was conducted in the laboratories of the Academy of Sciences
under professional supervision. Glutamine solutions were analyzed by liquid
chromatography with mass detection, was used mass analyzer type linear ion trap
(LTQ) with electrospray positive mode (ESI +). For each sample, | have observed
the degradation of glutamine intervals.

Evaluation of results and preparation of charts we have come to conclusions that
confirm previous experiments already. The stability of glutamine is very influenced
by temperature and pH values. Unable to find the optimal storage conditions
for samples GIn degradation proceeded more or less in all the samples and with great

speed.

Keywords: Amino acids - glutamine - stability - chromatography - mass spectrometry
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Seznam pouZitych zkratek

GIn — glutamin

Glu — kyselina glutamova

Ala —alanin

Val — valin

Leu — leucin

lle —isoleucin

Ser — serin

Thr — threonin

Cys — cystein

Met — methionin

Asp — kyselina asparagova

Asn — asparagin

Lys — lysin

Arg — arginin

Phe — fenylalanin

Trp — tryptofan

Tyr — tyrosin

Pro — prolin

HPLC — vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
GC — plynova chromatografie

MS — hmotnostni spektrometrie

ESI — elektrosprejova ionizace

APCI - chemické ionizace za atmosférického tlaku
MALDI - lonizace laserem za ptitomnosti matrice a analyza doby letu
Cl — chemicka ionizace

El — elektronova ionizace

F - Trp — 4-fluorotryptofan

Nrl — norleucin

Nor — norvalin



ACN - acetonitril
HCI — kyselina chlorovodikova
EtOH — 70% ethanol



1 UVOD

Organismus je slozity soubor metabolickych procesi, obsahujici tisice
intermediati, které si sam vytvari, nebo je musi pfijimat potravou. Tyto procesy
jsou télni enzymatické reakce, u nichz se pfeménuji latky a energie v bunikach. Déli
se na anabolismus (vystavbovy proces, biosyntéza) a katabolismus (rozkladovy proces).
je schopnost spojovat se peptidovou vazbou do dlouhych fetézct, bilkovin.

V této praci se zabyvam glutaminem (GIn), ktery je nezbytny pro metabolismus
dusiku v organismu, jeho detoxikaci a jako zasobarna energie pro rychle rostouci burky.
Kvantitativni analytické stanoveni glutaminu je problematické, ponévadz nebyla
dostate¢né popsana studie stability v roztocich ani v biologickych materialech.

Teoreticka cast predkladané bakalaiské prace se zabyva obecné aminokyselinami
a samotnym GlIn, moznostmi jak ho stanovit pomoci riznych HPLC/MS technik
a pojednava o jeho stabilit¢.

Cilem experimentalni casti je tvorba kiivek stability glutaminu za rtznych
podminek skladovani v rozdilnych rozpoustédlech. V diskuzi jsou porovnany naméfené
hodnoty a vytvoireno pofadi vhodnosti jednotlivych rozpoustédel v zavislosti na stabilité

glutaminu.
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1.1 Cile prace

1. Literarni reSerSe o stabilité¢ glutaminu a moznostech jeho chromatografického
stanoveni

2. Stanoveni optimalniho rozpoustédla a teploty pro skladovani roztoku standardu
glutaminu

3. Simulace stability glutaminu v realnych vzorcich

4. Vliv rozpoustédla na tvorbu rozkladnych produkta

1.2 Hypotézy

1. Glutamin je stabilngj$i v neutralnim pH
2. Stabilita je ovlivnéna teplotou

3. Rozkladné produkty glutaminu se tvofii bez ohledu na typ rozpoustédla
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Aminokyseliny

Aminokyseliny jsou aminoderivaty karboxylovych kyselin. V  pfirodé
bylo identifikovano pfes 700 aminokyselin a vyskytuji se dominantné v L-konformaci.
z nichz jsou vytvofeny molekuly bilkovin. Obsahuji karboxylovou skupinu,
aminoskupinu, atom H a R-substituent navazané na svém alfa-uhliku. R-substituent
dava aminokyselin¢ jeji dalSi vlastnosti. R-substituenty aminokyselin jsou kratké
uhlikaté fetézce, které mohou obsahovat dalsi funk¢ni skupiny, napt.: -OH, -SH, -NH,
-COOH. VsSechny aminokyseliny maji alespont jeden asymetricky uhlik a mohou
se vyskytovat jako enantiomery L- (S-) nebo D- (R-). Vyjimku tvoii aminokyselina

glycin, ktera ma misto R-substituentu atom H, a proto nema asymetricky uhlik. (2, 3)

R

"H,N— c&—CO0

H

Obr. ¢. 1 - Strukturovany vzorec aminokyseliny.
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2.1.1 Déleni aminokyselin podle struktury postranniho retézce:

alifatické aminokyseliny

glycin, alanin, valin, leucin, izoleucin

alifatické hydroxyaminokyseliny

serin, threonin

alifatické sirné kyseliny

cystein, methionin

Aminokyseliny s karboxylovou skupinou
V postrannim fetézci

kyselina aspargova, kyselina glutamova

monoamidy aminokyselin s karboxylovou
skupinou v postrannim fetézci

asparagin, glutamin

aminokyseliny s bazickymi funkénimi
skupinami v postrannim fetézci

lysin, arginin

aminokyseliny s  aromatickym a
heterocyklickym postrannim fetézcem

phenylalanin, tyrosin, tryptofan

cyklickd aminokyselina

prolin

Tab. €. 1 — D¢leni aminokyselin.

2.1.2 Déleni aminokyselin podle esenciality:

1) esencialni: valin, leucin, isoleucin, threonin, methionin, lysin, fenylalanin, tryptofan

Lidsky organismus je nedokaze syntetizovat v mnozstvi, dostacujici pro rust ditcte
nebo pro udrzeni dobrého zdravotniho stavu v dospélosti. Esencialni aminokyseliny
se museji ziskavat z pfijmu potravin ve form¢ bilkovin. Pfi nedostate¢ném piijmu

bilkovin v potrav€ vznikaji vazné poruchy latkové premény (porucha ristu, ubyvani

na hmotnosti) a genetické choroby (fenylketonurie a syndrom javorového sirupu).

2) polo-esencialni: arginin, histidin (pro déti esencialni)

Vzhledem k rychlému vyvoji déti se Arg a His nestaci syntetizovat v dostatecném

mnozstvi. Postupné se stavaji neesencialnimi.

3) neesencialni: vSechny ostatni aminokyseliny

Lidsky organismus si je dokaze syntetizovat Vv dostatecném mnozstvi z glukézy,

mastnych kyselin nebo z jinych aminokyselin viz obr €. 2. (1,2,5)
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glukosa

'
Y

3-fosfoglycerat ——> serin, cystein, glycin

i

alanin<—— pyruvé\
/ acetyl-CoA

3

citrat

aspartat, asparagin «———

citratovy cyklus

ardt —— glutamat, glutamin, prolin, arginin
Obr. ¢. 2 - Obecné schéma biosyntézy neesencialnich aminokyselin v lidském

organismu.

2.1.3 Vlastnosti aminokyselin

Karboxylova skupina, aminoskupina, atom H a R-substituent jsou navazany
na stejném atomu C, a proto je chiralni (Gly je vyjimkou, nema asymetricky uhlik).
Chiralita je prostorové-geometrickd vlastnost molekuly nebo jiného objektu. Chirélni
objekt neni totozny se svym zrcadlovym obrazem, nema stfed ani rovinu symetrie,
muze vSak mit osu symetrie. Chirdlni molekuly jsou opticky aktivni, tzn., Ze jejich
roztoky staceji rovinu linedrn€ polarizovaného svétla. Aminokyseliny jsou fazeny mezi
amfolyty (t¢Z amfoterni latky, amfionty), protoze obsahuji kyselé¢ 1 bazické skupiny.
Maji bipolarni charakter, mohou se tedy chovat jako kyseliny i jako zasady v zavislosti
na pH prostiedi. Naboj funk¢nich skupin zavisi na pH. Takové pH v kterém maji
aminokyseliny nulovy naboj a nepohybuje se tak v elektrickém poli, se nazyva
isoelektricky bod (plI). Pfi nulovém ndboji se aminokyselina vyskytuje ve formé

amfiontu. Kazdy amfion ma svij izoelektricky bod. (1, 2, 3)
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2.1.4 Funkce aminokyselin

Aminokyseliny jsou zakladni stavebni jednotkou bilkovin. Jsou zde spojovany
tzv. peptidovou vazbou, kterd je druhem kovalentni chemické vazby obsahujici
seskupeni atomit -CO-NH-, a pro aminokyseliny je typicka. Peptidové vazby se tvoii
mezi o-aminoskupinou jedné aminokyseliny a a-karboxylem druhé aminokyseliny
za odstépeni jedné molekuly vody. Aminokyseliny kromé své hlavni ulohy, stavebni
jednotky bilkovin, maji jesté dal$i vyznamné metabolické funkce v zivych objektech.
Jsou piedev§im vychozimi latkami pro syntézu mnohych biologicky aktivnich latek
nebilkovinného charakteru, napf. vznik nékterych vitaminu, zvlasté tzv. B-komplexu,
vznik cCetnych rostlinnych barviv (flavonoidy) nebo alkaloidi. Podileji se spolu
se svymi derivaty na mnohych intracelularnich procesech, jako je nervovy pienos,
regulace bunééného rlstu a biosyntéza porfyrind, purind, pyrimidini a mocoviny.
V podobé nizkomolekularnich peptidit maji L-aminokyseliny dal$i vyznamnou tlohu
jako hormony a jsou soucastmi polypeptidovych antibiotik, produkovanych

mikroorganismy. (2)

2.2 L- Glutamin

GIn (2-amino-4-karbamidobutyrat, molekularni hmotnost: 146,1 g/mol) patii mezi
polarni neesencialni glukoplastické aminokyseliny (latky, ze kterych muze sérii
metabolomickych dé&ji vznikat glukéza). Polarni funkéni skupina glutaminu vytvaii
snadno polarni interakce, zejména vodikové vazby. Glutamin zvySuje rozpustnost
bilkovin ve vodé a prostorovym rozloZenim dip6ld umoziuje specifickou vazbu vétsich
polarnich molekul. Vyskytuje se ve dvou enantiomernich konfiguracich — D a L,

v bilkovinach se vyskytuji pouze L-formy. Na obr. ¢. 3 vzorec L-GIn (4, 2, 24)
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H,N" >CO,H
Obr. ¢. 3 — chemicky vzorec aminokyseliny L-glutaminu.

2.2.1 Funkce a metabolismus

GIn je nejrozsitenéjsi aminokyselina v Krvi, hlavni tkani pro syntézu, skladovani
a uvoliovani je kosterni sval. Je zdrojem energie pro rychle rostouci buiky, véetné
enterocytll, retikulocyti a lymfocytii. Tvofi spolu s asparaginem latentni zasobu
amoniaku v organismech a hraje dilezitou roli pfi vyuzivani amoniaku
v Dbiosyntetickych dé&jich. Amidovy dusik glutaminu se uplatiiuje pfi rtuznych
reakcich — syntéza aminokyselin transaminaci, purinovych nukleotidd a dalSich
dusikatych latek (histidin, glukosamin). Glutamin a asparagin jsou stavebni jednotky
bilkovin, ale také transportéry (lehce ptfechazi pfes bunéénou membranu). Reguluje
membranovy transport sodiku a tim je i regulatorem objemu buiiky a anabolickych dé&ji.
Glutamin se vyskytuje ve vSech télnich tekutinach, je to nejvyraznéj$i aminokyselina
v likvoru. Zvysené hladiny glutaminu se vyskytuji pfi dédi¢né hyperamonémii v moci

nebo pii sekundarni a generalizované hyperaminoacidurii. (2, 4)
2.2.2 Zdroj GIn

Glutamin se tvofi amidaci kyseliny glutamové za katalyzy glutaminsyntetazy.
Pramyslové se glutamin vyrabi biosyntézou uzitim mikroorganismi, chemickou

syntézou nebo kombinaci chemické syntézy a riznych biotechnologickych postupti. (2)
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2.2.3 Vylucovani a metabolismus Gln

Detoxikace amoniaku za¢ind vazbou amoniaku na glutamat, vznika glutamin a ten
je prenasen krvi do jater, kde odevzda vétSinu amoniaku do mocovinového cyklu
a mensi ¢ast do ledvin, zde glutaminazou uvolnény amoniak neutralizuje kyseliny
vznikajici v metabolismu a vyluéuje se s nimi moc¢i. GIn je v ledvinach deamidovan
na glutamat za Kkatalyzy glutamindzy a je pifeménén oxida¢ni deaminaci
na 2-oxoglutarat, ktery vstupuje do citratového cyklu jako konecny produkt

odbouravani glutaminu. (4, 10)
2.2.4 Skladovani GlIn a studie stability

Na urceni stability a vlivu riznych degradacnich faktort bylo provedeno nékolik
pokust a zkouSek. Vyzkumy stability se ovSem liS§i a nebyla popsana idealni forma
skladovani glutaminu v roztocich. Glutamin je mén¢ stabilni nez ostatni aminokyseliny,
Vv roztocich spontanné degraduje, zjm. na kyselinu pyroglutamovou. Rychlost a rozsah
degradace ovliviiuje piedev§im pH, teplota, pfitomnost hydrogenuhli¢itanu,
fosforecnanil a doba skladovani. Stabilngj$i krystalicka forma je dlouhodob¢ skladovana

pii 10-30 °C. (10, 19)

Stabilitou roztokd aminokyselin, vcetné GIn, se jiz zabyvalo nékolik studii.
Sledovana je pfedevS§im zavislost vlivu teploty, pH a typu rozpoustédla na dobu
skladovani. Lze vysledovat n¢kolik obecnych zavéri: GIn podléha spontanni degradaci
1 pifi spravném skladovani. Degradace se radikalné zvySuje ve vysSich teplotach,
coz vede k tvorbé potencidlné Skodlivého amoniaku. Optimalni jsou tedy chladngjsi
teploty nebo mrazeni. Pii zmrazeni Gln dochazi k vyraznému zpomaleni degradacnich
procest. Materidl by mél byt zmrazen v mensich objemech. Pfi rozmrazovani se mize
glutamin srazet, a proto je nadoba uUmisténa do vodni lazn€ s teplotou 37 °C,
ktera je vcasné vyjmuta. Jakmile dochazi k rozmrazeni produktu, hrozi riziko zvysené
degradace. Optimalni je spisSe mirn¢ kyselé az neutralni pH. Pfitomnost

hydrogenuhli¢itanti a fosfore¢nych iontl je nepiizniva pro skladovani. Stabilita
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aminokyselin se casto stanovuje v biologickych tkanich a materidlech, potravé,

kultiva¢nich pudach a v roztocich. (28, 29, 30)

Jedna ze studii byla zalozena na sledovani degradace L-glutaminu ve vod¢, riznych
pufrech a intravendznich roztocich po dobu dvou tydnii. Méteni probihalo v teplotach
22-24 °C, 4 °C, -20 °C a -80 °C, v razném pH prosttedi a za pfitomnosti
¢1 nepfitomnosti kysliku a svétla. Pro stanoveni byla pouzita enzymaticka metoda
méfeni amoniaku (Urea — UV method Kit No: 0711144) v pfistroji Cobas Bio
Autoanalyzer. V intraven6znim roztoku byla pozorovana ztrata 0,1-0,15 % za den pii
teplot¢ 4°C, pii pokojové teplot¢ byla degradace rychlejsi 0,8-0,9 %. Rozpad
pfi teplotach -80 °C a -20 °C byl nulovy. Kyslik ani svétlo neovliviiuji degradaci

vzorku. Rozpad a zvySovani koncentrace NHy je znazornén v Grafu €. 1. (19)
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Graf €. 1 — (A) Degradace Gln pfi teploté 22 — 24 °C za pH 4 (o) a 2 (*), (B) — zvySujici

se koncentrace amoniaku ve vzorku pii pH 2 (*) a 4 (0). (19)
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Dalsi studie se zabyvala rozkladem volného argininu, glutaminu, a f-alaninu
v nutri¢nich produktech a potravinovych dopliicich. Aminokyseliny jsou derivatizovany
s fluorescenénim znacenim 9-fluorenylmethoxykarbonylem (Fmoc) a jsou stanoveny
pomoci HPLC. Tato metoda se pouzila pro stanoveni stability volného glutaminu
v rekonstituovanych prascich, které byly inkubovany pii riznych teplotach. Pfi teploté
22-23 °C degradovalo < 1,7 % GIn za den, pii pokojové teploté byly ztraty 0,7-0,9 %
za den. Maximalni stabilita byla dosazena pii pH 5,0-7,5. (26)

Studie byla zaméfena na vyvinuti metody pro stanoveni glutaminu, argininu
a tyraminu v mozkomisnim moku (CNF). Tato prace zkouma selektivni
stanoveni glutaminu pomoci jednoduchého isokratického systém s pouZzitim
2-hydroxynafhthaldehydu (HN) jako derivatiza¢niho ¢inidla. pH se ménilo
mezi hodnotami 1-10, mnozstvi pfidaného ¢inidla HN od 0,5 az 2,0 ml a doba ohfevu
se stiidala od 5-20 min pti 75 °C. Nejvyssi bod na kiivce je povazovan za optimalni (viz

Obr. & 4). (27)
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Obr. ¢. 4 — (a) — velikosti pikt v zavislosti na pH, Glutamin tedy jevil nejvétsi stabilitu
pti pH 8 (b) zména velikosti piku za dobu zahtivani na 75 °C, (c) — zavislost degradace
na mnozstvi pfidaného c¢inidla HN, nejoptimaln€jsi mnozstvi se pohybuje mezi
1,5 — 2 ml (d) — stabilita roztoku zavisla na ¢ase, Gln degraduje rychle uz po prvnich

hodinach. (27)
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2.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Chromatografie umoziuje vzajemnou separaci latek obsazenych ve smési diky
odlisné afinit¢ k mobilni a staciondrni fazi. Mobilni (pohyblivd) faze se vyskytuje
v plynném (GC, plynova chromatografie) ¢i kapalném skupenstvi (LC, kapalinova
chromatografie). Stacionarni (nepohybliva) faze je ve skupenstvi pevném, nebo jako
film kapaliny zakotveny na pevné latce. Je mozna kvalitativni (separace latky)

i kvantitativni analyza (mnozstvi latky).

Zkratka HPLC odvozena od ,high performance liquid chromatography*
(vysokoucinna kapalinova chromatografie) nebo ,,high pressure liquid chromatography*
(vysokotlakéd kapalinova chromatografie). Mobilni faze je kapalna. Stacionarni fazi
je film pfislusné latky zakotveny na povrchu nosi¢e nebo pevny adsorbent. Kapalinovy
chromatograf je tvofen zasobniky s mobilnimi fazemi, vysokotlakou pumpou,
davkovacem vzorku, kolonou a detektorem (obr. ¢. 5). Pro stanoveni aminokyselin
je HPLC spolu s GC nejbéznéjsi metoda. Separace t€émito metodami miiZze obsahovat
pted i po kolonovou derivatizaci S UV nebo fluorescen¢ni detekci. Obecné schéma

HPLC je zobrazeno na obrazku ¢. 5 (7, 11, 12, 15)
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Obr. ¢. 5 — zasobni lahve pro mobilni faze (1), vysokotlaké ¢erpadlo (2), oto¢ny ventil
(3), kolona (4), detektoru (5), shromazdéni dat (6), odpad (7).
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2.3.1 Mobilni faze

Mobilni faze miize byt voda, methanol, acetonitril, jejich smési v raznych
pomérech a pufry. Jsou uchovavany v lahvich, na kapalinovy chromatograf
muze byt napojeno né€kolik riiznych mobilnich fazi, které se misi v zavislosti
na zadaném koncentratnim gradientu. Nejvice je charakterizovana polaritou
a selektivitou. Polarita souvisi se schopnosti rozpoustédla podilet se na interakcich,
zatimco selektivita ma vliv na relativni retenci dvou sousednich latek. Potfebny tlak

a staly prutok mobilni faze je zprostiedkovan vysokotlakou pumpou. (16, 6)
2.3.2 Cerpadla (pumpy)

HPLC kolony se plni mikrocasticemi, které pii prochdzeni pies stacionarni fazi
kladou odpor, proto je mobilni faze pod vysokym tlakem, aby mohla projit pies kolonu.
Potiebny tlak a staly pritok mobilni fadze je zprosttedkovan vysokotlakymi cerpadly.
Jsou dva druhy cerpadel, které lze pouzit pro vytvoreni tlaku — linearni Cerpadlo
a Cerpadlo s reciprocnim uspofadanim. Linearni Cerpadlo se skladd z pistu, valce
0 objemu az nékolik set ml. Mobilni faze je pfed analyzou naplnéna do valce a posunem
pistu je vytlacovana do davkovaciho ventilu a separacni kolony. Recipro¢né uspotadané
Cerpadlo ve valci periodicky nasava a vytlatuje mobilni fazi. Valec ma objem
az nékolik stovek pl. Dale jsou Cerpadla isokratickd, a gradientova. Isokraticka eluce
je ptivadéni mobilni faze s konstantnim slozenim a gradientova ptivadéni mobilni faze

ve sloZeni, které se méni podle pfedem daného programu. (15, 22, 6)
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2.3.3 Kolona

Kolona je trubice nej¢astéji z nerezu s prumérem 0,5 — 4,6 mm a o délce 3 — 30 cm,
ve které se nachazi stacionarni faze. O ucinnosti separace smeési rozhoduje typ
stacionarni faze a velikost Castic. Zakladni pozadavky na kolonu jsou: musi byt
chemicky inertni, musi odolavat pomérn¢ vysokym tlaklim a wvnitini povrch plasté
kolony musi byt dostateéné hladky. HPLC je pouzivana v normalnim a reversnim (RP)
usporddani. U normadlni faze jsou funkéni skupiny stacionarni faze polérni, a mobilni
faze je nepolarni rozpoustédlo (pentan, hexan). Chromatografie na tzv. systémech
s obracenymi fazemi pouzivd chemicky vazanou nepolarni stacionarni fazi. Mobilni
faze v systému RP je polarni. Nepolarni kolony jsou vhodné spiSe pro separaci
nepolarnich latek, polarni kolony pro polarnéjsi latky. Reversni HPLC se Casto uziva
k stanoveni aminokyselin. Stacionarni faze je porézni material, nejCastéji silikagel, oxid
hlinity, celul6za. Muze byt piedstavovana i nepolarnimi uhlovodiky (oktan, oktadekan)
nebo polarngj§imi uhlovodiky, které maji funk¢ni skupinu (napf. -CN,....). Mohou
byt povrchové porovité nebo podrovité mikropartikuldrni. V povrchové poérovité
je na neporézni jadro nanesena poérovita vrstva anorganického materialu pripadné
s chemicky vazanou stacionarni fazi. Porovité mikropartikularni ma mensi primér poru,
velmi specificky povrch, vysokou kapacitu, ale pracuje za vyssiho tlaku. Jednotlivé
¢asti HPLC kolony jsou na obr. ¢. 6. (11, 20, 21, 7, 16)
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Obr. ¢. 6 - kovovy plast (1), porézni kovova frita (2), stacionarni faze (3) ochranny

krouzek (4) koncova hlavice (5), vstup pro kapilaru se Sroubem (6). (21)
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2.3.4 Moznosti stanoveni Gln:

Jednou z moznosti stanoveni glutaminu je postup, ktery byl proveden na modelu
Agilent 1100 HPLC systému (Agilent Technologies, Wilmington, DE, USA)
S pouzitym detektorem G1321A fluorescence (FLD) (Agilent Technologies,
Wilmington, DE, USA). Excita¢ni vlnovéa délka byla 262 nm a emisni vlnova délka
310nm. Pouzita kolona YMC-Pack ODS-AQ s reverzni fazi analytické HPLC (5 um,
120 A, 4,6 x 250 mm, Waters Corporation, Milford, MA, USA). Kolona byla udrZzovana
na 50 °C. (26)

Jiny analyticky postup byl vyvinut pro selektivni stanoveni glutaminu za pouziti
2-hydroxynafhthaldenydu (HN) jako derivatizaéni ¢inidlo. HPLC se provadéla
na kapalinovém chromatografu Hitachi 655A. Separace se provedla na koloné
Phenomenex C-18, ( 150 - 4,6 mm) s UV detekci pii 330 nm. HPLC metoda byla
navrzena pro selektivni stanoveni glutaminu a pouziti HN jako derivatiza¢niho ¢inidla.
(27)

2.3.5 Analyzator

V HPLC se pouziva mnozstvi odliSnych analyzatort, lisicich se principem funkce,
konstrukei, selektivitou, citlivosti, mezi detekce a linearnim dynamickym rozsahem.
Mohou byt pouzity fluorescencni spektrofotometry, diferenni refraktometry,
elektrochemické detektory, hmotnostni spektrometry, detektory na bazi rozptylu svétla
nebo méfeni radioaktivity a jiné specialni detektory. Pro HPLC neni Z&dny zcela
univerzalni detektor. Pouziti detektoru zavisi na konkrétni aplikaci. Nejvice se pouziva
hmotnostni spektrometr (MS), protoze poskytuje nejvice informaci a je téméf
univerzalni. Pfi pouziti spektrofotometrického (UV-VIS) a fluorescen¢niho detektoru
je nutna absorpce analytu na urCité vlnové délce nebo emise fluorescencniho zareni.
Pokud analyt neemituje fluorescen¢ni zafeni a neabsorbuje UV a VIS zafeni, musi

se vzorek derivatizovat nebo pouzit jiny detektor. (22)
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2.4 Hmotnostni spektrometrie

Metoda pracuje s délenim podle poméru m/z, kde m je hmotnost a z je naboj iontu.
Vyuziva se pro stanoveni molekulové hmotnosti latek dale pro stanoveni zakladni
struktury molekuly. Pii obvyklém postupu se vzorek ve stroji nejdiive odpaii a nasledné
se ionizuje pomoci ruznych metod. Pak je vzorek ve formé iontd transportovan
do hmotnostniho analyzatoru, kde dojde k separaci iontli na zdklad¢ jejich m/z

a nasledné detekci v detektoru.(6)
2.4.1 lonizac¢ni techniky

Pfi ionizaci se z neutralné nabité molekuly stava anion ¢i kation. Ioniza¢ni techniky
jsou zavislé na povaze latky a na volbé separacni metody. Ionizaci v zaklad¢
rozdélujeme na mékkou ionizaci (ESI, APCI, MALDI,CI,TSI) a tvrdou ionizaci (El).
Lisi se mnozstvim dodané energie, pfi ¢emz u mékké ionizace je dodany energeticky
prebytek molekule maly a proto i fragmentace primarné¢ vzniklého iontu je mala.
U tvrdé ionizace dodana energie postacuje k rozsahlejsi fragmentaci primarné€ vzniklého
iontu. Neexistuje univerzalni ioniza¢ni technika pro vSechny latky, které se mohou liSit
z riznych chemickych hledisek, proto je vzdy tfeba vybrat optimalni zpiisob ionizace

pro danou latku. Mohou pracovat za snizeného nebo atmosférického tlaku. (18, 25)
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2.4.2 Typy lonizaci

2.4.2.1 elektronova ionizace (EI)

Tvrda ioniza¢ni metoda v plynné fazi. Nejbéznéjsi zplsob ionizace, obvykly
v GC-MS. Ionizace molekul analyzované latky je zplsobena proudem urychlenych
elektront. Molekula ziska velky piebytek vnitini energie, projevujici se fragmentaci
molekularniho iontu. V prostoru iontového zdroje je udrzované vakuum, coZ sniZuje
pravdépodobnost mezicasticovych interakci a vznikaji radikalkationty. Jako zdrojem
elektrontii se nejcastéji pouziva wolframové nebo rheniové vlakno. Standardni energie
pii kontaktu elektronu s ionizovanou latkou je 70eV, pfi niz vétSina latek poskytuje
optimalni fragmentacni spektrum, které je porovnatelné s rozsdhlymi knihovnami EI

spekter. (6, 25)
2.4.2.2 chemicka ionizace (CI)

Bézné pouzivana mekka ionizace, spolu s EI se pouziva nejcastéji s plynovou
chromatografii. lonizace molekul probiha v plynném stavu interakci s reakénimi ionty.
Zdrojem energie podobné jako u EI je proud urychlenych elektront, jejich energie
je v8ak pfenaSena pfes reakéni medium a ne piimo. Probihd pod relativné velkym
tlakem (50-150 Pa) z ddvodu zvySeni pravdépodobnosti mezimolekularnich
a meziiontovych interakci. Reakéni médium je v plynném skupenstvi. Nejcastéjsi
reakéni médium je methan, isobutan nebo amoniak. lontovy zdroj pro chemickou
ionizaci je podobny zdroji pro elektronovou ionizaci, ale zde je ptitomen tzv. reakéni
plyn. (25, 6)
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2.4.2.3 Sprejové ioniza¢ni techniky

Jsou to mékké ionizacni techniky v kapalné fazi. Sprejové techniky jsou vhodné
pro kombinaci hmotnostniho spektrometru s kapalinovym chromatografem a kapilarni
elektroforézou. Nejcastéjsi variantou téchto technik je elektrosprejova ionizace (ESI)

a chemické ionizace za atmosférického tlaku (APCI).

2.4.2.4 Elektorsprej (ESI)

Elektrosprej je nejcastéji pouzivany iontovy zdroj pro spojeni LC-MS. Pracuje
za atmosférického tlaku. Ke zmlzeni mobilni faze dochazi pomoci kovové kapilary
s nehomogennim elektrickym polem mezi ustim kapilary, S napétim v jednotkach
kilovolti a protielektrodou, kterd je uzemnéna. Vznikaji malé kapicky na vystupu
z kapilary, nesoucich vlivem vysokého gradientu elektrického pole kladny nebo zaporny
naboj podle polarity vloZeného napéti na kapilaru. Kapicky jsou vysuseny horkym
internim plynem, ktery je v protiproudu (dusik nejcastéji) a ma teplotu kolem 200 °C.
Rozpusténé ionty ptechazeji rovnou do plynné faze a mifi pres vstupni $térbinu
a iontovou optiku pfimo do hmotnostniho analyzitoru. Mohou zde vznikat kladné,
ale 1 zadporné ionty v zavislosti na polarité napéni na protielektrodé. Zejména kviili
schopnosti ESI vytvafet vicendsobné nabité ionty, cehoZ se nejCastéji vyuziva
v proteomice, kde lze detekovat i vysokomolekularni polypeptidy a bilkoviny

pfi relativné nizkych pomérech molekulové hmotnosti k naboji m/z. (13, 6, 23)
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2.4.2.5 Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI)

Spolu s ESI se fadi mezi ioniza¢ni techniky, ve kterych dochazi ke vzniku iontt
za atmosférického tlaku.. U APCI neni na kapilaru vlozené zadné napéti a na jejim
konci je pfidana vybojova jehla (elektroda). Na konci kapilary dochazi k rozpréaseni
eluatu pneumatickym zmlZzovacem. Vznikly aerosol je rychle odpafen v kratké zéné
vyhtivané na vysokou teplotu (az 600 °C). VloZenim napéti na vybojovou jehlu dochazi
ke vzniku korondrniho vyboje, jimz jsou ionizovany molekuly mobilni faze pfitomné
v plynné fazi ve velkém nadbytku vici analytu. lonty vzniklé z mobilni faze
(tzv. reakéni plyn) nasledné ionizuji molekuly analytu, podobné jako pii klasické

chemické ionizaci. (13)

2.4.2.6 Ionizace laserem za ucasti matrice (MALDI)

Ionizace molekul s velkou molekulovou hmotnosti — biopolymery, syntetické polymery,
proteiny, oligonukleotidy, lipidy a polymery. Muze probihat za rGzného tlaku.
Nizkotlaké MALDI probiha za vakua (< 1 Pa), stfednétlaké MALDI pracuje
za snizené¢ho tlaku a atmosférické MALDI (AP-MALDI) pracuje za okolniho tlaku.
Tato technika mlZe byt vhodnd 1 pro ionizaci vysokomolekularnich latek,

protoze dochazi k tvorb¢ jedno i vicenasobn¢ nabitych iontd. (23, 14).
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2.4.3 Hmotnostni analyzatory

Slouzi k dé€leni iontd v plynné fazi za vakua podle poméru jejich hmotnosti a naboje
(m/z). Jeho umisténi je mezi iontovym zdrojem a detektorem. De¢leni iontl
v analyzatoru probihd za vysokého vakua. Déleni iontd podle m/z lze dosahnout

na zaklad¢ riznych fyzikalnich principt:

1/ zaktiveni drahy letu iontt v magnetickém nebo elektrickém poli (analyzatoru)

2/ ruzna stabilita oscilaci iontdi VvV dvoj- nebo trojrozmémné kombinaci
stejnosmérného a  vysokofrekvenéniho stfidavého napéti (kvadrupol

nebo iontova past)

3/ rizna doba rychlosti letu iontt (analyzator doby letu — TOF)

4/ rizna frekvence harmonickych oscilaci v Orbitrapu

5/ rizna absorpce energie pii cykloidalnim pohybu ionti v kombinovaném
magnetickém a elektrickém poli (iontova cyklotronova resonance — ICR).

(6,8,9)

2.4.3.1 Magneticky sektorovy analyzator

Princip je zaloZen na zaktiveni dréhy letu iontu, které je zptsobeno prichodem
magnetickym polem, u iontd sniz§i hodnotou m/z je zakfiveni vét§i. Umoznuje
vysokoenergetické MS/MS experimenty jako urceni poloh dvojnych vazeb nebo vétveni
v acylovém fetézci mastnych kyselin na zékladé¢ fragmentovych iontl vzniklych
pii téchto experimentech. PouZziva se jako klasicky analyzitor pro GC/MS analyzu

dioxint, furant, bromovanych difenylethert a polychlorovanych naftalent. (6)
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2.4.3.2 Kvadrupolovy analyzator

Uplatnuje se pfi spojeni hmotnostnich spektrometrii s kapalinovou nebo plynovou
chromatografii ¢i s kapilarni elektroforézou. Sklada se ze ¢tyt kovovych ty¢i kruhového
nebo hyperbolického prifezu. Na dvé protilehlé tyCe je vlozeno kladné napéti
a na druhé dvé zaporné. Spole¢né na vSechny tyce je superponovano vysokofrekvencni
sttidavé napéti. Pribéznou zménou U (napéti) a V (amplituda) jsou kvadrupolem
propoustény na detektor ionty S uréitou m/z. Ion je ptiveden do stiedu osy kvadrupolu
a zacne oscilovat. V ur¢itém ¢asovém okamziku pii uréitém poméru U/V jsou oscilace
stabilni jen pro uréity ion s danou hodnotou m/z ktery za téchto podminek projde

kvadrupolem. Ostatni ionty jsou zachyceny na povrchu ty¢i v kvadrupolu. (9, 6, 17)

2.4.3.3 Tontova past

Vychazi z principu kvadrup6lového analyzatoru. Uvnitf je vytvoreno hyperbolické
elektrické pole. Umoziiuje pomoci stiidavého proudu udrZet ionty v ohrani¢eném
prostoru. Je tvoiena jednou prstencovou elektrodou a dvéma koncovymi elektrodami,
na které je vloZeno napéti. lonty jsou kratkym napétovym pulzem piivedeny do pasti
vstupnim otvorem koncové elektrody. Vhodnymi poméry napéti vlozeného na kruhovou
elektrodu a dvé koncové elektrody jsou ionty zadrzeny uvnité pasti. Pfi postupném

ménéni napéti jsou ionty podle jejich m/z vypuzovany na detektor. (9)

2.4.3.4 Priletovy analyzator

Tento analyzator, je tvofen evakuovanou trubici, v niZ se ionty rozd€luji na zakladé
doby letu ze zdroje do detektoru. Ionty jsou do trubice urychleny napétovym pulsem,
kde leti riznou rychlosti v zavislosti na jejich m/z a dopadaji na detektor v rizném case.
Ionty s men$i hodnotou m/z se pohybuji rychleji nez ionty s vétSi hodnotou m/z,

proto na detektor dopadaji diive. (6, 9)
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2.4.4 Detektory

Detektory se rozdéluji na dvé kategorie a to detektory pro pfima méteni (deskovy
detektor, Faradayuv pohar) a nasobiCové detektory (fotondsobice, elektrondsobice).
Detektory pro ptimé méteni detekuji elektricky proud vznikajici pfimym dopadem iontl
a nasobicové vyuzivaji efekt nadsobeni elektronti vzniklych po dopadu iontii a poskytuji

méfitelné signaly i pro jednotlivé ionty. (6)
2.4.4.1 Elektronasobicové detektory

Maji dvé konstrukce a to konstrukei s diskrétnim dynodovym polem a s kontinualni
dynodou. Prvni druh detektord je tvoien ze série kovovych desti¢ek (dynod). Tyto
dynody jsou propojeny odpory tak, Ze po vpusténi vysokého napéti mezi prvni
a posledni desticku jsou elektrony urychlovany smérem kupfedu a zachyceny
kolektorem na konci. Pfi dopadu iontl jsou vyfazeny elektrony, jejichz pocet
se dopadem na dalsi dynody nasobi. Druhy typ je tvofen zakfivenou trubici
z olovnatého skla s velkym elektrickym odporem. Na vnitini sténé je trubice pokryta
vrstvickou oxidu berylnatého anebo hlinitého. Kontakty pfi Usti a na konci trubice jsou
navazany na zdroj vysokého napéti. Urychleni elektronti, které jsou po dopadu iontl
vyzafeny z materidlu trubice, je zplisobeno elektrickym polem a probihd smérem
ke kolektoru. (6)

2.4.4.2 Fotonasobicové detektory

Pfi této detekci jsou ionty na pomocné kovové elektrodé konvertovany
na elektrony, které po dopadu na scintilacni stinitko poskytuji fotony a ty vstupuji
do fotonasobice. Je konstrukéné slozitéjsi nez elektronasobic, ale prevysSuje ho svou
vysS§i citlivosti a delsi zivotnosti. Podle polarity napéti vlozeného na elektrodu se urcuje
typ detekovanych iontl. Na velikosti tohoto napéti zavisi poté i citlivost detekce iontl

s vyss§i hmotnosti. (6)
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité pristroje a nastroje:

zkumavky eppendorf 1,5 ml (Eppendorf, Ceska republika)

sklenéné odmérné valce

automaticka pipeta Biohit Proline 20-200 pl (Sartorius)

analytické vahy R200D (Sartorius AG, Némecko)

poloautomaticky davkova¢ eVol (SGE Analytical Science, Australie)

deionizacni zatizeni Barnstead NANOPure (Thermo Scientific, USA)

hmotnostni detektor LTQ XL (Thermo Fisher, San Jose, USA)

ACCELA 600 Pump (Thermo Fisher, San Jose, USA)

ACCELA Autosampler (Thermo Fisher, San Jose, USA)

LC kolona - Synergi Hydro RP, 100A, 100 x 2,00 mm, 2,5 um (Phenomenex, Torrance,
Kanada)

LC kolona — Gemini 5um C18, 110A. 150 x 2,0 mm (Phenomenex, Torrance, Kanada)

3.2 Chemikalite

Acetonitril pro stopovou analyzu (Merck, Némecko)

Ethanol pro stopovou analyzu (Merck, Némecko)

Kyselina mravenéi (Fluka, Sigma Aldrich, Ceska republika)
Kyselina chlorovodikova (Fluka, Sigma Aldrich, Ceska republika).
NaCl (Lachema, Ceska republika)

L-glutamin (99,5%, Fluka, Sigma Aldrich, Ceské republika)
Norleucin (Calbiochem, Merck Millipore, Némecko)
Norvalin (Fluka, Sigma Aldrich, Ceské republika).
L-Tryptofan (Fluka, Sigma Aldrich, Ceska republika)
4-fluorotryptofan (Fluka, Sigma Aldrich, Ceska republika)

Dusik 5.0. (Siad s.r.o., Ceska republika)
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3.3 Pracovni postup:

Studie stability byla rozdélena do dvou fazi. Prvni faze sledovala stabilitu Gln
v roztoku a hledala vhodné podminky pro jeho skladovani. Druhd faze simulovala

stabilitu GIn v extraktech vzorkt pouzitim jinych extrak¢nich rozpoustédel.
3.3.1 Studie stability

Pfi prvni studii byl pfipraven zasobni roztok Gln o koncentraci 0,5 nmol/pl ve vodé
0 pH 6,4, 20% acetonitrilu (ACN) o pH 4,4 a 0,1 mol/l kyselin¢ chlorovodikové (HCI)

s pH 1,2. Vnitini standard norleucin (Nrl) mél koncentraci 2 nmol/ul ve vode¢.

Roztoky byly pipetou rozdéleny po 1 ml do eppendorfek a uskladnény pfi teplotach
-18 °C v mrazaku, 6 °C v lednici a 22 °C na polici v laboratofi. Méfeni probihalo
v ¢asovych intervalech O, 1, 4, 7, 14, 21 a 28 dni od zacatku méteni pokazdé ve tiech

opakovanich.

Do kazdé vialky bylo odpipetovano 200 ul roztoku GlIn (absolutné 100 nmol)
a 10 ul wvnitfniho standardu (absolutné¢ 20 nmol) a poté byly analyzovany pomoci
LC-MS s hmotnostnim analyzatorem typu linearni iontova past v modu ESI+. Kolona
byla vyhiata na teplotu 35 °C, autosampler chlazen na 10 °C. Objem nastiiku Cinil 5 pl.
Rychlost pritoku mobilni faze 300 pl/min. Napéti na kapilare: 2,5 kV. Teplota
iontového zdroje: 275 °C. Desolvatacni teplota: 150° C. Celkova analyza jednoho
vzorku trvala 8 min. Prvni dvé méfeni na LTQ (0. a 1. den) se vyuzila kolona Gemini
5 um C18, 110A, 150 x 2,00 mm. Na dalsi méfeni byla vSak vybrana kolona s lepSim
separacnim potencidlem a vys$i stabilitou pii 100% vodné mobilni fazi a to Synergi
Hydro RP,100A, 100 x 2,00 mm, 2.5 ul. Mobilni faze byly 0,1% roztok mravenci
kyseliny v acetonitrilu (A) a roztok 0,1% roztok mravenci kyseliny ve vodé (B),

koncentra¢ni gradient v prib¢hu analyzy je uveden v tabulce 2.
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Cas (min) | %A %B
0,0 0,0 | 100,
3,5 5,0 95,0
3,6 90,0 | 10,0
45 90,0 | 10,0
4,6 0,0 | 100,
8,0 00 | 100,

Tab. €. 2 — koncentracni gradient mobilnich fazi.

3.3.2 Stabilita v extraktech vzorku

K simulaci stability Gln ve vzorcich se vybrala 3 média — voda, fyziologicky roztok
(0,9% NaCl ve vod¢) a 70% ethanol (EtOH). Jako vnitini standard byl vybran norvalin
(Nor) z divodu rozmyvani Nrl v pfedchozich méfenich. V tomto pokusu se pfipravil
i roztok tryptophanu (Trp) s vnitinim standardem 4-fluorotryptophan (F-Trp). Trp
by mél byt v roztocich stabilni, jeho koncentrace byla 0,5 nmol/ul a koncentrace
standardu 4 nmol/ul. Piiprava a koncentrace vzorki GIn a Nor byla obdobna

jako v kapitole 3.4.1.

Pro skladovani se pripravilo 45 zkumavek typu eppendorf, do kterych se pienesly
vzorky skladované Vv teploté -18 °C. Pro teploty 25 °C a 6 °C postacilo skladovani
v zasobnich lahvich, které nebylo pro teplotu -18 °C mozné z divodu degradace vzorku
pii opakovaném rozmrazovani. Analyzovalo se v ¢asovych intervalech 0, 1, 4, 7, 14,

a 30 dni. Byla pouzita stejna metoda, jako v ptredchozim experimentu viz kapitola 3.1.4.

Do vialek se pomoci poloautomatického davkovace ptidaly vnitini standardy Nor
a FTrp po 5 ul (kazdého absolutn¢ 20 nmol). Automatickou pipetou bylo poté
pteneseno 50 ul roztoku Gln (absolutn¢ 50 nmol) a 40 ul Trp (absolutné 20 nmol).
Samotna analyza vzorkd probihala shodné s pfedchozim méfeni viz kapitola 3.1.4.

Skladovani probihalo za stejnych teplot, jako v pfedchozim experimentu viz kapitola

3.14.
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4 VYSLEDKY:

V predkladané bakalarské praci je provedena studie stability glutaminu pfi raznych
teplotach a v riznych rozpoustédlech. Na zaklad¢ namétenych dat jsem sestavil kiivky

stability znazoriujici zavislost poméru glutaminu a jeho vnitiniho standardu na case.

Skladovaci médium | Pomér GIn/Nrl(*)
H,0 1,18
ACN 1,39
HCI 1,71

Tab. ¢. 4 — pocatecni vztazné hodnoty 1. série pokust (* = aritmeticky prumér ti

opakovani).

Skladovaci médium

Pomér Gln/Nor (*)

W

2,27

Fyz

0,17

EtOH

2,48

Tab. ¢. 5 — pocatecni vztazné hodnoty 2. série pokust (* = aritmeticky primér tii

opakovani).
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4.1 Vysledky 1. studie:

V prvni ¢asti experimentli jsem se snazil nalézt nejvhodnéjsi rozpoustédlo a teplotni
podminky pro dlouhodobé skladovani glutaminu v roztoku. GIn byl po dobu jednoho
mésice skladovan pfi riznych teplotach (-18 °C, 6 °C, 25 °C) a rlznych rozpoustédlech
(voda, 20 % ACN, 0,1 mol/l HCI ve vod¢). Ve vod¢ byl dokazan negativni vliv rostouci
teploty (viz Graf ¢. 2). Silné kyselé prostfedi je naprosto nevhodné pro skladovani
glutaminu z dvodu rychlé spontanni degradace. Nastupuje prakticky okamzité
a nezavisle na teplot¢ je po 10 dnech pfitomno jen mén¢ nez 10 % plivodniho mnozstvi
glutaminu (viz Graf ¢. 8, 9, 10). Studie dokazuje, ze Gln je stabilngjsi spiSe v neutralnim

pH. Tyto vysledky potvrzuji vypozorované zavéry v kapitole 2.2.5.

Stabilita GIn pfi 25 °C ve vodé

100 @

GIn/IS (%)

M = [=)] [o2]
(=] = (=] =
o
o

o

0 5 10 15 20 25 30
Cas (dny)

Graf ¢. 2. — Degradace Gln v H,O pfi teploté 25 °C.
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Stabilita GIn pfi 6 °C ve vodé
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Graf ¢. 3. - Degradace GIn v H,0 pfi teploté 6 °C.

Stabilita GIn pfi -18°C ve vodé

100 @ ®

GIn/IS (%)
NDOOB o ®
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o

10 15 20 25 30
Cas (dny)

o
%]

Graf ¢. 4. — Degradace GlIn v H,O ptfi teploté — 18 °C.

Gln je nejvice stabilni pii niz§ich teplotach. Nejlepsi stabilita byla naméfena
pfi teplotach 6 °C a -18 °C v zasobnim roztoku H,O (viz Graf ¢. 3, 4). Degradace byla
tak nizka, ze nebyla zaznamenana. Pfi teploté 25 °C v H,O byla zjevna ztrata 40 % (viz
Graf ¢. 2). Tyto méfeni dokazuji zéavislost teploty na rozpad Gln, potvrzuji zavéry

zminéné v kapitole 2.2.5.
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Stabilita GIn pfi 25 °C v ACN
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Graf ¢. 5 — Degradace GIn v ACN pti teploté 25 °C.

Stabilita GIn pfi 6 °C v ACN
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Graf ¢. 6 — Degradace GIn v ACN pii teploté 6 °C.
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Stabilita GIn pfi -18 °C v ACN
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Graf ¢. 7 — Degradace GIn v ACN pii teploté -18 °C.

Pti skladovani v ACN byl pozorovan témet shodny rozpad za vSech teplot, kde Gln

klesl ve vSech méfeni stejné€ a to na cca 75 %, téchto hodnot vSak Gln doséahl jiz 15. den

méteni, poté se rozklad zastavil (viz Graf €. 5, 6, 7).

Stabilita GIn pfi 25 °C v HCI

100 @
80
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GIn/IS (%)
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Graf ¢. 8 — Degradace GIn v HCI pfi teploté 25 °C.
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Stabilita GIn pfi 6 °C v HCI
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Graf ¢. 9 — Degradace GlIn v HCI pfi teploté 6 °C.

Stabilita GIn pfi -18 °C v HCI
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Graf ¢. 10 — Degradace GIn v HCI pii teploté -18 °C.

30

30

Nejrozsahlejsi degradaci jsme vsak zaznamenali v 0,1 mol/l HCI, kde se v roztoku

jiz za 5 dnil vyskytovalo méné nez 50 % ze zdkladu GIn a na konci méfeni klesnul

obsah ve vSech vzorcich téméf na 0 % (viz Graf €. 8, 9, 10).

39



4.2 Vysledky 2. studie :

K dosazeni relevantnich vysledkl je tfeba znat stabilitu redlného vzorku. Je tieba
prokazat, zdali je mozné vzorek skladovat a za jakych podminek, nebo je zapotiebi
jej méfit bezprostiedné po odebrani. Jako rozpoustédla v této studii jsme pouzili vodu,
fyziologicky roztok a 70 % EtOH, tyto ¢inidla se casto pouZivaji pro analyzy
v metabolomice. Byl pozorovan prikazny vliv teploty na degradaci GIn. Vsechny

Cvwr

cvwr

rozpad opét probchl v H,O, kde klesla koncentrace na 79 % (viz Graf ¢. 11) az 89 %
(viz Graf ¢. 13) ptvodniho mnozstvi. NejhorSi ztraty Gln probéhly pfi skladovani
ve fyziologickém roztoku, kde na konci méfeni zistalo 40 % ptvodniho mnozstvi
pii teplotach 6 °C a 25 °C (viz Graf ¢. 14, 15) respektive 54 % v teploté -18 °C
(viz Graf ¢. 16). V roztocich 70% EtOH probéhl také znacny ubytek podobné jako
ve fyziologickém roztoku. Nejvétsi rozklad probéhl v teploté¢ 25 °C a to na 40 %
(viz Graf €. 17), pt1 6 °C koncentrace klesla na 45 % (viz Graf €. 18) a v -18 °C zistala
koncentrace 60 % (viz Graf ¢. 19) puvodniho mnozstvi Gln. Studie dokazuje, Ze se

zvySujici teplotou, se zvySuje i rychlost rozkladu Gln v roztocich (viz kapitola 2.2.4).

Stabilita GIn pfi 25 °C ve vodé

100 ® o ® ®

GIn/IS (%)

"] = )] [o2]
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o

0 5 10 15 20 25 30 35
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Graf ¢. 11 — Degradace GlIn v H,O pfi 25 °C.
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Stabilita GIn pfi 6 °C ve vodé
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Graf ¢. 12 — Degradace GIn v H,O pii 6 °C.

Stabilita GIn pfi -18°C ve vodé
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Graf ¢. 13 — Degradace GIn v H,O pii - 18 °C.

Rozdily ve stabilitnich kiivkach roztoku glutaminu v deionizované vod¢ za raznych
teplot byly mensi nez v prvni sérii pokust. Koncentrace ve vSech vzorcich klesla
na 79 % (25 °C) az 89 % (-18 °C) puvodniho mnozstvi (viz Graf ¢. 11, 12, 13).
V souladu s prvni sérii méfeni je deionizovana voda nejvyhodnéj$im rozpoustédlem

glutaminu z hlediska jeho stability.
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Stabilita GIn pfi 25 °C ve fyziologickém roztoku
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Graf ¢. 14 — Degradace Gln ve fyziologickém roztoku pii teploté 25 °C.

Stabilita GIn pfi 6 °C fyziologickém roztoku
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Graf ¢. 15 — Degradace Gln ve fyziologickém roztoku pfi teploté 6 °C
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Stabilita GIn pfi -18°C ve fyziologickém roztoku
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Graf ¢. 16 — Degradace Gln ve fyziologickém roztoku pii teploté — 18 °C.

Ve fyziologickém roztoku nebyl zaznamenany vyznamny vliv teploty
na skladovani Gln. Ve vSech méfenich probihal rozklad podobné. Do 6. dne GIn
degradoval na 40 % pfi teplotach 6 °C a 25 °C (viz Graf ¢. 14, 15) a na 54 % puvodniho

mnozstvi V teploté -18 °C (viz Graf ¢. 16), tato koncentrace setrvala az do konce méteni

beze zmény.

Stabilita GIn pfi 25 °C v 70% EtOH
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Graf ¢. 17 — Degradace GIn v EtOH pfi teploté 25 °C.
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Stabilita GIn pfi 6 °C v 70% EtOH
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Graf ¢. 18 — Degradace GIn v EtOH pii teploté 6 °C.

Stabilita GIn pfi -18°C v 70% EtOH

100 & . -
_ 80 .
o~
= 60 ®
-
=
G 40
20
0
0 5 10 15 20 25 30 35

Cas (dny)

Graf ¢. 19 — Degradace GIn v 70%EtOH pfi teploté — 18 °C.

V roztocich 70% EtOH leze zpozorovat zavislost teploty na skladovani.
Se zvysujici se teplotou roste mira degradace. V teplot¢ 25 °C byl rozpad nejveétsi,
koncentrace GlIn Kklesla na 40 % (viz Graf ¢. 17). V 6 °C byl rozklad mensi, koncentrace

klesla na 45 % (viz Graf ¢. 18). Degradace v -18 °C byla nejmensi, konecna

koncentrace GIn byla 60 % (viz Graf ¢. 19).
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Vznik kyseliny pyroglutamové

= 100 ®
) .
g
2 80
£ °®
8 60
=
=Ts]
o 40 °
=
o
s 20
<
0De®
0 5 10 15 20 25 30

Cas (dny)

Graf €. 20 - Vznik kyseliny pyroglutamové ve fyziologickém roztoku pii 25 °C.
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5 DISKUZE:

Cilem mé bakalarské prace bylo najit optimalni skladovaci podminky pro roztoky
GlIn. Nasimulovat jeho chovani v redlnych vzorcich, kde v sérii vytvofenych zavislosti
zhodnotit vliv degradac¢nich faktorti na jeho rozklad a urcit vliv rozpoustédel na tvorbu

degradac¢nich produkti.

Prvni a druhou hypotézu se mi povedlo potvrdit. Podle mé studie je jasny vliv pH
a teploty na rozklad Gln. Pfi kyselém nebo zésaditém pH byla zaznamenana zésadné
rychlej$i degradace nez pii neutralnich pH. Ovlivnéni vzorku hodnotou pH je zadsadné;si
nez ovlivnéni teplotou. Pii skladovani vzorku ve velmi kyselém pH doslo k rapidnimu
ubytku za stejny ¢as ve vSech testovanych teplotach. Pro skladovani jsou nejvhodnéjsi
teploty kolem 6°C a nizs$i. Pti vySSich teplotach jsou jasné prokazatelné zvySené ubytky
GIn v roztocich. Jako lepsi varianta byly vyhodnocené teploty okolo 6°C, které jsou
méné naroéné na zpracovani - neustile zmrazovani a rozmrazovani vzorku. Ubytky

pti teplotach 6°C a -18°C jsou velmi podobné.

Tteti hypotéza se nepotvrdila. Zjistil jsem, Ze skladovaci média maji velky vliv
na vznik kyseliny pyroglutamové, kterd se nejvice tvoii pouze pii skladovani
ve fyziologickém roztoku, kde byl zfejmy jeji narist pii kazdém meéfeni. V ostatnich

médiich byla obCasna tvorba zachycena, ale nebyla tak zasadni a narGstajici.
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6 ZAVER:

Nepodafilo se nalézt optimalni medium pro skladovani GIn. Podle vysledki nasi
studie je nejlepsi variantou voda, kvili jejimu neutralnimu pH. Ve vodé Gln v obou
studiich jevil nejvétsi stabilitu a to i s ohledem na teplotu byly vysledky ve vodé zdaleka
nejlepsi. Jako nejidedlnéjsi teplota skladovani byla vybrana teplota 6 °C, jelikoz
kone¢né koncentrace ve 25 °C byly nizké. Pfi teploté -18 °C byl rozdil koncentrace
s teplotou 6 °C jen minimalni, ale jelikoz je skladovani v 6 °C jednodussi, zvolili jsme ji

jako vhodné;jsi teplotu.

Glutamin v realnych vzorcich a jejich extraktech degraduje v rozdilnych mirach.
Nejvétsi rozpad byl zpozorovan ve fyziologickém roztoku, kde jiz 6. den bylo pouhych
40 % zakladu Gln, tato koncentrace vSak vydrzela az do konce méfeni. Pfi pouziti
70% EtOH jako skladovaciho media probihala degradace postupné, az dosla
k podobnym hodnotam mezi 40 % - 50 %. Nejvétsi koncentrace byla naméiena

ve vzorku z deionizovanou vodou, kde ztrata ¢inila asi jen 20 %.

K zasadnimu vzniku kyseliny pyroglutamové dochazelo pouze ve fyziologickém
roztoku pii 25 °C (viz Graf ¢. 20). V 6 °C byl narust asi o0 75% mensi a -18 °C byl téméft

nulovy. V ostatnich médiich nebyl viibec zaznamenan.
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