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1 TEORETICKA CAST

1.1 Metabolomika

Metabolomika je definovana jako kvantitativni a kvalitativni analyza vSech metabolit
v bufice nebo v organismu za danych fyziologickych podminek. Kompletni sada metabolitt,
kter¢ se ucastni hlavnich chemickych procesit potfebnych pro vyzivu, rlst

a normalni fungovani buiiky, se nazyv4 metabolom.

1.2 Metabolity

Metabolity jsou produkty enzymovych reakci a maji dilezitou roli
pfi spojovani odlisSnych cest metabolismu. Tyto nizkomolekularni latky se podileji
na reprodukci, r@stu i vyvoji organismu. Metabolity maji heterogenni vlastnosti, které se
projevuji zejména ve struktuife funkc¢nich skupin, fyzikdlné¢ chemickych vlastnostech a
koncentraci. Metabolity mohou byt naptiklad aminokyseliny, anorganické ionty, sacharidy,

tékavé alkoholy, ketony a dalsi.

1.3 Invitro fertilizace

In vitro fertilizace (IVF), neboli mimodélozni oplodnéni, je nejCastéji uzivanou
metodou asistované reprodukce, ktera fesi problém neplodnosti. IVF fesi hlavné problém
neptitomnosti ovulace, neprichodnosti vejcovodl, muzsky faktor neplodnosti (Spatna kvalita
spermatu), neplodnost spojenou s ruznymi formami hormondlnich poruch, imunologické
faktory a v neposledni fadé genetické faktory.

Pii IVF se nejprve Zené¢ pomoci hormondlni stimulace vyvola zrani vajicek ve
vajeCnicich. Poté se odebrané vajicko ponechd na misce s fyziologickym roztokem a
s kvalitnimi spermiemi a nasledné je na misce oplozeno. Oplodnéna vajicka jsou pfenesena
do cerstvého kultivacniho roztoku a za dalSich 24 hodin dochézi k vyvoji embryi, k déleni
bun¢k (ryhovani). Jakmile se vajicko dostane do osmibunééného stadia, k tomu dochézi
kolem 3 dne po oplodnéni, nastdva faze ,,embryotransfer tedy zavedeni zarodku do d¢lohy.
Velmi kvalitni embrya mohou byt uchovavdna v mrazicim boxu pii -70°C a v ptipadé

negativniho vysledku z prvniho oplozeni mohou byt nésledné pouZzita.



1.4 Kapilarni zonova elektroforéza

Kapilarni zénova elektroforéza je elektromigracni separacni technika. Kiemenna
kapilédra o malém vnitinim primeéru je zde naplnéna zakladnim elektrolytem, ktery zajistuje
dostate¢nou elektrickou vodivost v celém separatnim systému. Separace probiha ve
stejnosmérném elektrickém poli, kdy se jednotlivé analyty (ionty) zacnou pohybovat. lonty se
stejnou elektroforetickou mobilitou tvofi zony, které v zavislosti na svoji mobilité¢ putuji

v kapilate rozdilnou rychlosti a postupné se od sebe odd¢luji.
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Obrazek 1: Schéma kapilarni elektroforézy.

Vlastnosti, pro které je kapilarni zénova elektroforéza popularni jsou mala spotteba

vzorku a chemikalii, rychlost analyzy, moznost automatizace a ,,on-line detekce.



2 PRAKTICKA CAST

2.1 Obecny postup pri analyzach

Pro vSechny analyzy byla pouzita kfemenna kapildra o vnitinim priméru 50 um. Pied
prvnim pouzitim kapildry byla aktivovana. Aktivace kapilary probihala pti 50 °C postupnym
promyvanim: 5 min. H,O, 10 min. 0,1 M NaOH, 5 min. H,O a 15 min zdkladnim
elektrolytem. DalSi promyvani kapilary jiz probihalo pii teploté 25°C. Na zacatku kazdého
dne byla kapilara opét podrobena promyvanim 5 min. 0,1 M NaOH, 5 min. H,O a 5 min.
zékladnim elektrolytem. Pfed kazdou jednotlivou analyzou byla kapilara promyvana 1 min.

0,1 M NaOH, 1 min. H,0, 3 min. BGE a po analyze 2 min. H;O.

Prvni analyza dne byla pozadovéna za orientaCni a nebyla zahrnuta do soubort

vysledkd.
¢ Biologicky material.

Jako biologicky material slouzily kultivacni média G1 z Centra asistované reprodukce

na Obilnim trhu v Brné.
e Piiprava vzorku

Vzorek média G1 byl rozmraZen a natedén 100% acetonitrilem v poméru 1:1. Tato
smés byla fadné¢ promichana pomoci vortexu a centrifugovana pii 12 100 g po dobu 5 minut.

Poté byl supernatant odpipetovan do vialky na vzorky a nachystan k analyze.
e Podminky pro analyzu.

Podminky byly zvoleny na zaklad¢ literatury — P. Coufal (Electrophoresis, 2003, 24,
671 - 677). Jelikoz tyto podminky nebyly pro specificky vzorek — médium G1 — idedlni, bylo
nutné tyto podminky zoptimalizovat. Béhem postupu optimalizace byly podminky ¢astecné
upraveny. Upravené podminky popisuje Tabulka 1. A schéma separace popisuje nasledujici

Obrazek 2.



Optimalni separa¢ni podminky pro medium Gl1.

Kfemennd kapilara: vnitini primér 50um, celkova délka 33,0 cm, elfektivni délka 18,3 cm

Zékladni elektrolyt: 2,3 M kyselina octova, 0,1% HEC

Dévkovani: hydrodynamické; 24 s, 50 mbar.

Separacni napéti: 30kV, pozitivni polarita

Teplota béhem separace: 25°C

Detekce: C'D
Tabulka 1. Optiméalni separa¢ni podminky.

Pro zlepsSeni separacnich podminek bylo nadéle pokracovano v optimalizacich, a tento

postup je popsan v nasledujicich krocich.

Gly

» Ala-Gln
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Obrazek 2: Schéma separace pri zoptimalizovanych podminkach.

Podminky: Vzorek: médium G1 bez embrya 2x fedéné ACN
BGE: 2,3M HAc, 0,1% HEC
Parametry: Inj.: 1200 mbar . s, napéti : 30kV, teplota: 25°C, kapilara 33,0 cm, 50pm id

2.1.1 Volba vhodné koncentrace zakladniho elektrolytu
Jelikoz pti danych podminkach dochazelo ke komigraci pikii Ala-Gln s Ala a Asn

s Met, nebyly by tyto analyty schopny kvantifikace. Koncentrace zékladniho elektrolytu ma
vliv na separaci metabolitli, a proto jeho zménou bylo mozné zlepsit jejich separaci. Vzorek
média G1 bez embrya byl méfen pfi jiz zminénych podminkéach s vyjimkou koncentrace
kyseliny octové (HAc) v zékladnim elektrolytu, ktera byla volena v rozmezi 1,7 — 2,9 mM a

postupné se zvySovala o 0,2 mM. K nejlepsi separaci dochédzelo v oblasti koncentraci 2,7- 2,9



mM HAc, kdy byl Ala Gplné odseparovan od Ala-Gln. Narozdil od piki Met a Asn, které
spolu komigrovaly po celou $kéalu koncentraci HAc.

Jako vychozi koncentrace byla tedy zvolena 2,7 M HAc.
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Obriazek 3 Testovani optimalni koncentrace HAc

Podminky: Vzorek: médium G1 bez embrya 2x fedéné ACN
BGE: 1,7-2,9 M HAc, 0,1% HEC
Parametry: Inj.: 1200 mbar . s, napéti : 30kV, teplota: 25°C, kapilira 64,5 cm, S0pm id

2.1.2 Méreni opakovatelnosti analyzy za pouziti dvou ruznych aditiv
Jelikoz piidavek viskdznich aditiv do zakladniho elektrolytu mé pozitivni vliv

na opakovatelnost meéfeni, byla tyto aditiva jednotlivé testovana. Pro stanoveni
opakovatelnosti metody byly vybrany dvé rGzné aditiva, hydroxyethylcelulosa (HEC)
v koncentraci 0,1% (w/v) a polyethylenglykol (PEG) v koncentraci 2% (w/v).

Medium G1 bez embrya bylo piipraveno dle vyse uvedeného postupu a bylo 6krat po
sobé analyzovano. Z experimentalné zjisténych hodnot, migra¢niho casu a plochy piki, byla
vypoctena relativni smérodatnd odchylka (RSD). Statistické vyhodnoceni metody popisuji
tabulky 2 a 3 Jelikoz analyty Met a GIn spadaji pod limit detekce, nejsou uvedené
v nasledujicich tabulkach. Soucasn¢ piky, které nam cCéastecné komigrovaly (Asn s Met)

nebyly do statistiky rovnéz zapocteny.



PLOCHA Gly | Ala | Ala-GIn | Ser | Glu | Pro | Asp

RSD pro HEC (n=6)(%) | 9,81 |12,02| 11,20 |11,38|20,57| 6,52 | 17,12

RSD proPEG (n=6)(%) |11,13|12,65| 8,97 |12,27|15,52|11,89|10,33

MIGRACNI CAS Gly | Ala | Ala-GIn | Ser | Glu | Pro | Asp

RSD pro HEC (n=6)(%) | 1,88 | 1,86 | 1,86 | 1,91 | 2,04 | 2,14 | 2,17

RSDproPEG (n=6)(%) | 1,18 | 1,16 | 1,16 | 1,19 | 1,25 | 1,31 | 1,34

Tabulka 2 a 3: Statistické vyhodnoceni.

Byla testovana shodnost dvou metod pomoci Lordova testu. Vzorec, z kterého jsem

vychazela je uveden nize. Statistické vyhodnoceni popisuje Tabulka 4.

ul¥a—%al
Ra + Py
< Ala-
CAS Gly | Ala GIn Ser | Asn | Glu | Pro | Asp
Ua 3,19 | 2,69 1,73 2,15|1,74 11,58 | 1,84 1,53

Tabulka 4. Testovani shodnosti metody.

Kriticka hodnota Lordova rozd¢leni pro Sest mefeni je na hladin€é vyznamnosti 0,05
(95%) je 0,250. Vypoctené hodnoty ua uvedené v Tabulce 4 jsou vSechny vétsi, nez kriticka
hodnota 0,250. Z toho vyplyva, Ze mezi metodami je statistiky vyznamny rozdil. Z hodnot
smérodatnych odchylek, uvedenych v tabulce 2., se jevi jako lepsi metoda s pouzitim 2%

PEGu.

3 ZAVER

Béhem své navstévy v laboratoii bioanalytického centra v pavilonu A5 v kampuse
jsem se seznamila se separaéni metodou kapilarni elektroforéza s kombinaci s vodivostnim
detektorem. VyzkousSela jsem si praci na jiz zminéném pfistroji, obeznamila jsem se s fidicim
softwarem a podilela jsem se na piipravach vzorku a zakladniho elektrolytu. Dale jsem se

seznamila s postupem pii optimalizovani metody a s feSenim problémim pii optimalizaci.



Béhem mé staze byla méfena opakovatelnost migracnich Casi a opakovatelnost
velikosti ploch pikii u dvou rtiznych aditiv — 0,1% HEC a 2% PEG. Jak ukazuji Tabulky 2 a 3
RSD opakovatelnosti ploch piku byla u 0,1% HECu mensi nez 17,5 % a u migracnich ¢ast
mensi nez 2,17 %. V metod¢ s 2% PEGem byla pro plochy pikii RDS mensi nez 15,6 % a u

migracnich ¢astt RDS neptesahla hodnotu 1,5 %.

Byla stanovena optimalni koncentrace zékladniho elektrolytu na 2,7 mM HAc s 2%

PEGem.
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