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Tak a je zima. Konec roku jiz klepe na dvere a pro vétSinu
svatky a €asem zaslouzeného klidu. LetoSni rok utekl opét
Silenym tempem a my muizZeme zacit hodnotit, jaky pro nas
byl, zda jsme splnili, co jsme chtéli, posunuli se déal, nebo
zUstali stat na misté. Ve védé i v praci s nasimi pristroji a
nejnovéjsimi technologiemi je v§e mozné. Cest je mnoho
a najit tu spravnou nékdy neni jednoduché. Ale to je ta krasa
a ten jedine€ny pocit, pokud se nam nakonec vSe povede, po-
kofime hranice, posuneme limity, vymyslime néco, co vSechny
prekvapi a pfinese vSem uzitek.

Snazi se o to vSichni, ale jen malokomu se to povede. Agi-
lentu se to ale letos skute¢né opét povedlo, prinesl, co se
od lidra oCekava, a predstavil svétu revoluc¢ni véc. Néco, co
méni zasadné moznosti a praci v oblasti plynové chromato-
grafie. Posouzeni ale necham na Vas, a to po precteni €lanku
o novém plynovém chromatografu Agilent Intuvo 9000.
Praktické nazory uZivatelt a aplikace z Ceské republiky Vam
prineseme v dalSim Cisle naSeho Casopisu. DalSi unikatni
pristrojovou novinkou je systém Seahorse XF urceny pro
profilovani parametrl a funkci metabolismu Zivych bunék
v redlném €ase neinvazivni metodou. Jak systém funguje a co
umi, se doctete v ¢asti zamérené na molekularni a bunécnou
biologii doplnénou o nové moZnosti v sekvenovani a prvni ¢ast
vypravy do galaxie bioinformatickych software.

Metabolomika je védecky obor vyuZivajici mnoho rtznych
vzajemné se dopliujicich analytickych technik. Jaké moznosti
existuji v oblasti chromatografie a hmotnostni spektrometrie
se dozvite v ¢lanku Opravdu kompletni Feseni pro metabo-
lomiku a integrovanou biologii. V LC/MS aplikaci zamérené
na diagnostiku volnych plazmatickych metanefrinid naleznete
realné vysledky dosahované v modernich diagnostickych
laboratorich SPADIA LAB. Automatizace tak bézné GC/MS
analyzy, jakou je stanoveni THC a jeho metaboliti v krevnim
séru, je pomoci systému GERSTEL snadna a robustni - zjed-
noduste a zautomatizujte své analyzy.

Oblast kapalinové chromatografie nijak nezaostava
a predstavuje novou generaci HPLC systému Agilent 1260
Infinity Il. Opét vice moZnosti, vétsi flexibilita a plna kompati-
bilita se vSemi prfedchozimi generacemi. S radosti také vitame
v Ceské republice nasi partnerskou spole¢nost Wasson-ECE,
ktera v jejich novém prazském sidle zavadi nejmoderné;jsi tech-
nologie a buduje komplexni vyrobni a aplikaéni tym specialistd.
Ochutnavku mozZnosti jejich jedinecnych technologii pro oblast
plynové chromatografie a automatizace procest prinas§ime
v ¢lancich popisujicich reseni pro komplexni kalibraci GC analyz
pomoci reaktoru pro dplnou pfeménu organickych slouc¢enin
na metan nebo Automatizace panelt pro vzorkovani s vyuZitim
pro explozivni plyny.

Molekularni spektroskopie ma Siroké pouziti. Podivejte se
na vyuziti Florescencniho spektrofotometru Agilent Cary
Eclipse pri méreni Cytosolové exprese Zeleného fluorescenc-
niho proteinu (GFP) a jeho derivatu v kvasinkdach nebo mé-
reni cistoty malych objemu DNA s pouZitim Agilent Cary 60
UV-Vis spektrofotometru vybaveného optickym vilaknem
s mikrosondou.

Biologické matrice a ICP-MS instrumentace - to byl vZdy
tézky souboj. Jak se s nimi popere nejnovéjsi ICP-MS/MS
systém Agilent 8900 naleznete v ¢lanku popisujicim sta-
noveni nanocastic SiO, v biologickych matricich, které jsou

jednou z modernich vyzev této instrumentace.

Rad bych Vam na zavér podékoval za neuvéfitelny rok 2016,
ktery byl pro nas opét v mnoha oblastech rekordni a Vase
divéra nas povzbuzuje a uji§tuje v tom, Ze to, co délame,
ma smysl.

Uzijte si krasnou zimu, vanoc¢ni svatky plné pohody a poradné
oslavte vstup do nového roku, ve kterém se na Vas budeme
vSichni tésit.

Ivo Novotny
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Agilent Technologies a inovace

1938
Novy zacatek

Bill Hewlett a Dave Packard zaci-
naji v garédzi s 538 dolary v kapse.
Jejich prvnim produktem se stava
audio oscilator.

V roce 1987 byla jejich garaz zaregis-
trovana mezi kalifornské historické
pamatky.

1976

HP 5992A

Prvni stolni GC/MS instrument je
uveden na trh.

Sonda Viking 1 Gspésné pristava na
Marsu a zUstava v provozu 6 let.

. _d

Védéli jste, ze...

Agilent uvedI na trh nejjasnéjsi LED
diodu na svété v roce 1994. Diky
své intenzité, spolehlivosti a nizké
spotrebé energie nahradila lampy
se Zhavenym vlaknem v mnoha
aplikacich.

]
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1997

Ortogonalni ESI zdroj

Tento LC/MS zdroj nastavuje novy
standard pro &istotu a kontrolu in-
terferenci.

V Japonsku je predvedena Toyota Prius,
prvni sériové vyrabény hybridni automobil.

o

3

Védéli jste, Ze...

Audio oscilator znacky Hewlett-
-Packard byl pouZit pro testovani
technického vybaveni béhem
nataceni filmu Walta Disneye ,,Fan-
tasia“ v roce 1939?

1979

KFemenné kapilary

Tato technologie zjednoduSuje GC
analyzu a umozZzniuje identifikaci
vét§iho mnozstvi latek.

Virus nestovic se stal prvni lidskou
nemoci, kterou se podafilo vymytit.

1100 Series HPLC

Modularni design a snadnéa obsluha:
Agilent uvadi na trh nejpopularné;si
HPLC systém.

Vzniklo DVD - optické diskové poéita-
Cové pamétové médium.

2001

Poroshell 300

Priikopnicka technologie povrchové
poréznich &astic je pouZita do prv-
nich komeréné dostupnych LC kolon.
Je publikovan prvni koncept projektu
Lidsky genom.

1973
5830 GC

Vyrabi se prvni mikroprocesorem
fizeny plynovy chromatograf.
Robert Metcalfe objevuje jednoduchy
zpUsob vzajemného propojeni poéitacu.
Pojmenovava ho ,,Ethernet*.

1985

LC/MS interface

HP vyviji LC/MS thermospray
interface pro 5988A LC/MS, coz
umoZziuje vyuZiti rozpoustédel pro
analyzu na reverzni fazi.

Byl vytvorfen DNS (Internet’s Domain
Name System).

1995
6890 GC

Prvni GC, ktery umi uzamknout
retencni ¢asy a automaticky bac-
kflush zabranujici kontaminaci GC
systému matrici ze vzorku.

Byla zaloZena Svétova obchodni organi-
zace (WTO).

2003

Agilent LC/MS TOF

Se svoji inovativni letovou trubici z
niklové oceli je jednim z prvnich LC/
MS instrumentl s méfenim presné
hmoty.

Apple uvadi na trh aplikaci iTunes Store.

1973

HP 1010 HPLC

Prvni HPLC instrument s nélepkou
Hewlett-Packard vazil vice nez pul
tuny. Kolony byly pInény nejmoder-
néjSimi Casticemi o velikosti 57 pm.

1994

HP 4500 ICP-MS

Prvni stolni ICP-MS na svété
umoZznuje rutinni analyzu stopo-
vych prvka.

Andrew Wiles ovéruje platnost Velké
Fermatovy véty, ,nejslozitéjsiho mate-
matického problému*.

1997
1100 Series LC/MSD

Agilent uvadi na trh svdj prvni
stolni LC/MS systém.

Ovce Dolly se stava prvnim Uspésné
klonovanym savcem.

2003

Zorbax RRHT

Prvni sub-2 pm kolony umoZznujici
kombinovat rychlost a velké rozliseni.

Prvni pfedvedeni fluorescenéni lampy se
studenou katodou (CCFLs).
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Védéli jste, ze...

Agilent zanechal stopu ve filmech
Neuvéritelny Hulk, Transformers a
Spiderman. Ve filmu Avengers je na
pracovnim stole Tonyho Starka vi-
dét nékolik méricich pristroju Agilent
(dnes Keysight Technologies).

-

201
Inert OneNeb Nebulizer

Metody ICP-OES a MP-AES jsou nyni
citlivéjsi a robustnéjsi.

Probéhla prvni transplantace umélého or-
ganu za pouZiti umélé pridusnice pokryté
kmenovymi burikami.

2013

PLOT PT GC kolony

Kolony s integrovanou ochranou proti
€ésticim na obou koncich usetfi mno-
ho problému.

Elon Musk predstavuje koncept vyso-
korychlostniho transportniho systému
»Hyperloop*.

et |

2005
HPLC-Chip/MS

Prvni mikrofiuidni LC/MS ¢ip pro
proteomiku.

HP predstavuje novou nanotechnologii,
kterda mize nahradit tradicni tranzistory
v pocitacovych Eipech.

20m
4100 MP-AES

Tento prilomovy nastroj pro elemen-
tarni analyzu béZzi pouze na vzduch.
Celosvétova populace dosahla hranice

sedmi miliard (12 let po dosaZeni hranice
6 miliard).

2014

A-Line Quick Connect

Fitinky, se kterymi kaZzdy snadno pro-
vede dokonalé napojeni LC kolony.
Sonda Voyager 1, kterou NASA vypustila
v roce 1977, vstupuje do mezihvézdného
prostoru.

2005
Multimode lon Source

Prvni iontovy zdroj na svété, ktery
umi simultanné generovat ionty ESI
i APCI.

Ve Francii byla provedena prvni transplan-
tace lidské tvare.

Védéli jste, Ze...

V roce 2011 miri Agilent J&W Ulti-
Metal GC kolony na Mars na palubé
NASA roveru Curiosity pfi hledani
dikazl o Zivoté na Marsu.

2014

1290 Infinity Il LC

Unikatni technologie Dual-Needle pro
rychlejsi nastrikové cykly.

Vznika prvni komeréni skener mozku,
ktery nahrava myslenky a vzpominky a
umoznuje jejich prehravani.

2008
Agilent J&W Ultralnert

Nikdy pred tim nevykazovaly GC
kolony tak vysokou inertnost a tak
nizky bleeding.

CERN spustil Velky hadronovy urychlo-
vac (LHC).

[ -
—

2013
UltiMetal GC Ferrules

Analytici uZ se nemuseji obavat leak,
poskozeni kolony nebo fitinkd.

Peter Higgs a Francois Englert ziskavaji
Nobelovu cenu za objev Higgsova bosonu
(,,boZské castice").

2014

4300 Handheld FTIR

Lehky a ergonomicky néastroj pro ne-
destruktivni analyzu kdekoli a kdykoli.

Indickéd vesmirna sonda Mangalyaan do-
letéla na obéZnou drahu Marsu.

2014

Poroshell HPH

Prvni kolony s povrchové poréznimi
sub-3 pm Easticemi pro méreni pfi
vysokém pH.

Paraplegik Juliano Pinto proved! prvni
vykop pfi Svétovém pohéaru v Sao Paulu
s pouzitim robotického obleku.

2015

EMR-Lipid QUEChERS

Tento originalni sorbent selektivné
odstranuje lipidy z potravinarskych
vzorka.

Obecna teorie relativity Alberta Einsteina
slavi 100 let.

2015

Self Tightening Column Nut

UZ Zadné volné spoje! Tato univerzal-
ni matice spolu s grafito-polyimidovy-
mi ferulemi zarucuje tésné napojeni
GC kolony.

Na Marsu byly objeveny stopy vody.

2016

Intuvo 9000 GC

Prvni plynovy chromatograf na svété
se spoji na principu ¢ipové technolo-
gie. Bez feruli, bez netésnosti!
Némecti védci poprvé stabilizovali vo-
dikové plazma, coZ je klicovy krok pro
uskute¢néni jaderné faze.

Vice informaci na: www.agilent.com/chem/innovation




Mitochondrialni funkce a glykolyza hraji kli-
¢ovou roli v raznych bunéénych procesech,
kam se fadi aktivace bunék, proliferace, dife-
renciace, buné¢na smrt ¢i progrese onemoc-
néni. Energeticky metabolismus predstavuje
vyznamny indikator funkce bunék. Sou¢asné
vyzkumné studie ukazuji na vétsi propojeni
mezi oxidativni fosforylaci a glykolyzou, nez
se drive predpokladalo. Jako pfiklad muze
poslouzit zména v energetickych drahach
pluripotentnich kmenovych bunék v raném
stadiu diferenciace (Zhou 2012). Zména me-
tabolismu na prevazné glykolyticky metaboli-
smus je jednim z ranych indikatora maligniho
versus benigniho bujeni. Obecné se da fici,
Ze pozménény bunécny metabolismus mize
byt citlivéjSim indikatorem stresu, starnuti,
progrese nemoci Ci U€inku léCiv nez tradic-
ni ,end-point“ markery. Identifikace faktora
a mechanism( zodpovédnych za zmény mi-
tochondrialniho energetického metabolismu,
které maji za nasledek zménu metabolického
fenotypu, predstavuji v sou€asnosti aktivni
vyzkumnou oblast bunécné patofyziologie
onemocnéni.

Princip méreni Seahorse XF

Seahorse Extracellular Flux (XF) je patento-
vanou technologii, kterd umoZznuje profilovani
parametrl a funkci metabolismu Zivych bunék
v realném cCase neinvazivni metodou, jez ne-
vyzaduje pridavek dalSich latek. Analyzatory
Seahorse méfi paralelné mitochondrialni re-
spiraci a glykolyzu.

Mitochondridlni respiraci zaznamenava Sea-
horse XF prostfednictvim rychlosti spotfeby
kysliku v dychacim fetézci (OCR). Glykolyza
se méfi prostfednictvim rychlosti extracelu-
larniho okyselovani (ECAR). K méreni dochazi
pomoci optickych senzord, které vSak nejsou
v primém kontaktu se vzorkem bunék. Ne-
muUzZe tudiZ dojit ke vzadjemné kontaminaci
vzorkU ani neni nutné Cisténi senzorl. Méreni
rovnéz neni ovlivnéno pritomnosti dalSich latek
nebo intracelularni fluorescenci. Jako mono-
chromaticky zdroj excitace jsou pouzity LED
diody, které pracuiji pfi tak nizkych excitacnich
energetickych hladinach, Ze neni ovlivnéna
intenzita signalu v prabéhu experimentu.

Seahorse Extracellular Flux Analyzery maji
integrované ¢tyri injekéni porty, které umoz-
fuji postupny pridavek az Ctyr latek (napf.

substratu, inhibitoru ¢i léCiva) ke stejnému
vzorku. Davkovani je mozné libovolné casové
naprogramovat pro automatickou aplikaci ke
v8em sledovanym vzorkim zaroven. Vlastni
kinetické méreni probiha v doCasné vytvorené
mikrokomdarce. Tento mikroprostor se vytvori
jen po kratkou dobu kinetického méreni, po
té se bunécna suspense promicha.

Pro sledovani parametri metabolismu v Zivych
burikach je mozné pouzit libovolna Einidla nebo
|éCiva. Lze také vyuzit néktery z osvédcCe-
nych kitG, médii nebo dalSich reagencii od
Seahorse XF. Tyto metody se staly zlatymi
standardy pro kvantifikaci mitochondrialni
respirace, glykolytické aktivity, endogenni
a exogenni oxidace mastnych kyselin, oxidace
substratu nebo metabolickou fenotypizaci.
PFednosti pouziti Seahorse kit a protokoll
je automaticky vypocet metabolickych para-
metrd pomoci softwaru Seahorse XR Report
Generatoru.

Bunécny material

Aplikace technologie Seahorse Extracellular
Flux (XF) sméfuje do raznych vyzkumnych
oblasti jako napfiklad vyzkum rakoviny, obe-
zity, cukrovky, metabolickych onemocnéni,
imunologie, kardiovaskularni funkce, neurode-
generativnich onemocnéni, toxikologie, virolo-
gie a starnuti. Technologie Seahorse XF muze
byt pouzita k méreni energetického vydeje,
vyuziti substratu, pro popis mitochondrialni
funk&nosti a celkové bunééné homeostazy.
Technologie Seahorse XF byla pouzita pro
nejriznéjsi aplikace na bunéénych liniich,
primarnich bunkach, izolovanych svalovych
vladknech, izolovanych mitochondriich, Lan-
gerhansovych ostrlivkach, 3D sféroidech,

Obrazek 1

AT Seahorse XF Analyzatory méri
zarovenn dvé hlavni energetické
drahy v burikdch — mitochondri-
alni respiraci (OCR) a glykolyzu
(ECAR) - v zZivych burkach v real-
ném case.

Buriky tvofi ATP pomoci glykoly-
zy nezavisle na kysliku a zaroven
produkuji laktat a protony. Seahor-
se XF méfi glykolyzu stanovenim
rychlosti okyseleni extracelularni
oblasti - ECAR.

Mitochondrie spotiebovavaiji kyslik
béhem oxidace mastnych kyselin
a jinych substrat pro tvorbu ATP.
XF Seahorse méfi mitochondrialni
respiraci méfenim rychlosti spotre-
by kysliku bunék — OCR.

Obrazek 2

Funké&ni metabolicka data pro kom-
plexni pohled na bunééné procesy
a patologii technologii Agilent Se-
ahorse XF, ktera zahrnuje jak hard-
ware, software, spotifebni materi-
al, tak i zavedené kity pro detailni
analyzu kli¢ovych parametri mito-
chondrialni nebo glykolitické funk-
ce, metabolické fenotypizace bu-
nék nebo substratové preference.



Vyzkumna oblast
Obesita, diabetes& meta-
bolické poruchy
In vitro toxicita
Imunologie
Neurodegenerativni one-
mocnéni
Starnuti
Onkologickd onemocnéni
Vyzkum novych léCiv
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Kli€ova slova

+ mitochondridlni respirace
+ energeticky metabolismus
+ glykolyza

Bunéény material

+ lzolovana svalova vldkna

+ Bunécné linie

« Primarni buriky

+ Mitochondrie

+ Langerhansovy ostrivky

+ 3D sféroidy

« C. elegans, D. melanogaster

« kvasinky

+ rybi embrya dania pruho-
vaného

Terminy

+ XF — extracellular flux

+ OCR - rychlost spotreby
kysliku (oxygen consumpti-
on rate)

+ ECAR - rychlost okyseleni
extracelularniho prostoru
(extracellular acidification
rate)

€i jinych nez sav&ich modelovych organizmech,
mezi které patfi C. elegans, D. melanogaster,
kvasinky nebo embrya dania pruhovaného.
Méreni je mozné jak pro suspenzni, tak adhe-
rentni buriky, pric¢emz adherentni bunky neni
nutné uvolfiovat do suspenze pomoci trypsinu.

Diky tomu, Ze technologie Seahorse XF
je neinvazivni metoda bez vnaseni dalSich
barevnych znacek, tak se bunky po skonce-
ni experimentu mohou dale pouzit pro dalsi
aplikace, izolace Ci dlouhodobé experimenty.
Pro méreni jednoho vzorku je potfeba obvyk-
le 5x10° aZ 5x10° bunék v jedné jamce nebo
3-6 pul suspenze izolovanych mitochondrii
(2,5-5 pg). Pro méfeni mitochondrialni re-
spirace neni nutné mitochondrie izolovat a lze
meéf¥it funkci mitochondrii v celych bunkach
a sledovat tak mitochondrie ve fyziologicky
relevantnim prostredi buriky.

Zpracovani a analyza namérenych dat probi-
ha prostfednictvim softwarového programu
Wave od Seahorse, odkud mohou byt snadno
exportovana do Excelu nebo do programu
Seahorse XF Report Generators pro dalsi
grafickou analyzu dat.

Seznam publikaci, ve kterych se pouziva tech-
nologie SeahorseXF, je dostupny pouzitim
odkazu na strance:

http://hpst.cz/molekularni-biologie/bunecna-
-analyza-seahorse-xf/seahorse-bioscience-

-je-nove-soucasti-agilent-technologies.

Michaela Pluskalova
michaela.pluskalova@hpst.cz
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How the XF Instrument Works
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Seahorse XF Analyzatory vyuZivaji pro méfeni patentovanou technologii senzorovych kazet s fluorescenc-
nimi senzory, které maji mikrodestiCkovy format a umozZfuji méfFeni neznaCenych Zivych bunék. Pro vlast-
ni méfeni se vytvari pfechodné mikrokomirka, coZz umoZiuje presné, citlivé a Setrné stanoveni zmén kon-
centraci kysliku i proton v extracelularnim médiu soucasné. Integrované injekéni porty postupné davkuji az
4 ¢inidla pro detailni studium bunééného metabolismu, odpovédi bunék na riizné davky inhibitora, aktivator(, léciv
atp. XF kultivaéni mikrodesti€ky jsou vhodné pro vétSinu bunék a je mozZné pouzit i specialni desti¢ky pro vétsi
vzorky jako jsou sféroidy, Langerhansovy ostravky, rybi embrya atp.



Soucasné studie davaji do souvislosti mito-
chondrialni dysfunkci s patologickymi stavy
jako nadorova onemocnéni, diabetes a kar-
diovaskularni onemocnéni. Pfekazkou pro
dalSi vyzkum v této oblasti je nedostatek re-
levantnich bunéénych modell. Ziskani vzorku
od pacientl predstavuje obvykle vyssi invaziv-
ni zasah a navic tyto vzorky nebyvaji dostatec-
nym indikdtorem mitochondrialni dysfunkce.
Z mnoha sméru vitanym feSenim by mohlo byt
pouziti krevnich bunék nebo desti¢ek jako vy-
hodné alternativy ke vzorkiim z tkani jakoZto
dostupného zdroje mitochondrii.

Periferni krevni mononuklearni buriky (BPMC)
jsou heterogenni bunéénou populaci, kterou
tvofi rizné typy bunék véetné monocytd,
T-bunék a NK bunék. Pfedpokladalo se, ze
tato bunécna populace odrazi systémové
zmeény v téle a mohla by z tohoto dlivodu
byt zdrojem citlivych biomarkera (Chac-
ko et al.; Maynard et al. 2013). Tyto bunky
se zaCaly stale vice pouzivat pfi diagnosti-
ce a monitorovani onemocnéni. Technologie
Seahorse Extracellular Flux Analyzator( je
v kombinaci s dostupnymi kity, médii a dalSimi
reagenciemi Sikovnym nastrojem pro ziskani
relevantnich funkénich metabolickych dat
v riznorodych terapeutickych oblastech.
Metabolicka analyza pristroji Seahorse XF
umoznuje v redlném case simultanni méreni
rychlosti spotfeby kysliku (OCR) a rychlosti
okyselovani extracelularniho prostiedi (ECAR)
v docasné vytvorené mikrokomdarce ve speci-
alnich mikrodesti¢kach. Technologie Seahorse
XF byla napF. pouzita pro vyzkumu profilu

Basal Respiration

OCR(pmol/min)
8 &5 3 8
OCR(pmol/min)

o

Obrazek 1

Maximal Respiration

mitochondrialni respirace v perifernich mono-
nuklearnich burikach ziskanych od pacientt
s cilem nalézt vhodnou metodiku, ktera by
mohla poslouzit jako prediktivni biomarker.
Dale v textu jsou uvedeny priklady sou¢asnych
publikaci autor(, ve kterych vyuZili technologii
Seahorse XF pro méreni funkéniho metabo-
lismu krevnich bunék a desti¢ek ziskanych
od pacientu a zdravych darca.

Czajka et al. (2015) ve své srovnavaci stu-
dii pouZili periferni mononuklearni buriky pro
porovnani pacientl s diabetickou nefropatii
(DN), diabetické pacienty bez onemocnéni
ledvin (DC) a jako kontroly zdravé darce (HC).
Diabeticka nefropatie predstavuje nejCasté;si
pri€inu renalniho selhani a pocet téchto pfi-
padl u diabetickych pacientl stéle vzrista.
Autofi vychazeli z hypotézy, Ze méreni OCR
(rychlost spotreby kysliku) a ECAR (rychlost
okyseleni extracelularniho prostredi) by mohlo
slouZit jako indikator metabolického stresu
souvisejiciho s diabetem. S pouzitim technolo-
gie Seahorse XF stanovili metabolické profily
perifernich mononuklearnich bunék vSech
tfi zminénych testovanych skupin, DN, DC
a HC. Jak je vidét na Obrazku 1, metabolické
parametry kazdé testované skupiny vykazo-
valy vyrazné rozdily. Zatimco zakladni rychlost
respirace se jevila u vSech testovanych skupin
podobna (Obrazek 1A), hodnota obou dalSich
sledovanych parametr — maximalni respirace
a rezervni kapacita (Obrazek 1B a 1C) byla
vyznamné sniZena u pacientl s diabetickou
nefropatii.

Reserve Capacity

*

OCR(pmol/min)

HC DC DN

Analyza mitochondrialni respirace v perifernich monocytarnich burikach (PBMC).

PBMC byly izolovany z krve pacientl s diabetickou nefropatii (DN), pacientd s diabetem (DC) a zdravych darcu
(HC). K vzorkim bunék byl postupné pridan oligomycin, FCCP a kombinace antinomycinu A a rotenonu. Byla vy-
pocitana zakladni respirace (A), maximalni respirace (B) a rezervni kapacita (C).
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Obrazek 2

Schéma analyzy s kity a pfistro-
ji Seahorse Extracellular Flux
Analyzer

Tyto vysledky ukazuji, Ze za normalnich pod-
minek je zakladni mitochondrialni respirace ve
vS8ech sledovanych pfipadech stejna. AvSak
pfi stresovych podminkach dochazi u bunék
pacientll s diabetickou nefropatii k redukci
aktivity mitochondrii. Autofi pouzili ve studii
Cerstvé izolované lidské PBMC a analyzovali
je na pfistroji Seahorse XFe96 Extracellu-
lar Flux Analyzator s pouzitim kitu Seahorse
XF Cell Mito Stress Test. Vysledky studie
ukazuji rizné rozdily funkéniho metabolismu
perifernich mononuklearnich bunék izolova-
nych od pacientl s diabetem bez onemoc-
néni ledvin, pacient( s diabetickou nefropatii
a zdravych darcu. Dale predpokladaji, Ze sni-
Zeni mitochondridlniho metabolismu muze
vést k progresi diabetické nefropatie. Tato
studie upozoriiuje na pouziti PBMC jako
vhodného modelu metabolické dysfunkce
u pacientl s diabetickou nefropatii, a mohl
by se dale vyvinout jako indikator translace
mitochondrialni dysfunkce.

Proces starnuti predstavuje univerzalni
a komplexni fenomén, ktery je charakterizovan
progresivnimi zmé&nami rdznych fyziologic-
kych funkci. Zatimco hodnoceni télesného
stavu jedincu ¢i testovanych skupin zahrnuje
razné fyziologické systémy, jako napf. svalovy
kosterni systém, tyto testy se nezabyvaiji bio-
logickymi mechanizmy, které jsou s procesem
starnuti spojeny a také nevypovidaji o funkc-
nich aspektech specifickych tkani. Ve studii
Tyrrella et al (2015) autofi pouzili periferni mo-
nonuklearni buriky (PMBC) ziskané od darcu
senioru, darct se sedavym zplisobem Zivota
a darcl s nadvahou nebo obezitou s cilem
urCit vztah mezi metabolickymi vlastnostmi
PBMC a télesnou funkci.

Autofi pouzili pro sledovani perifernich mo-
nocytéarnich bunék kit Seahorse XF Cell
Mito Stress Test a pro vlastni méreni pouzili
Seahorse XF24-3 Extracelulllar Flux Analy-
zer. Popsali zvySenou maximalni respiraci
a rezervni (spare) dychaci kapacitu v PBMC

b

B

f

u darcu s vyssi kvalitou svaloviny na nohach,
silou stisku a nizs§imi hodnotami IL-6, cozZ je
cytokin zndmy svym vyznamem pfi chronic-
kém zanétu. Tyto vysledky ukazuji na korelaci
mezi metabolickymi profily PBMC a markery
starnuti véetné svalové hmoty i jeji kvality
a celkové télesné funkce. Jak autofi pozna-
menavaji, méfeni PBMC mUzZe slouzit jako
diagnosticky a prognosticky nastroj, ktery je
moZzné pohotové pouzit v klinickych zkou§-
kach i gerontologii.

Vybér vhodného bunééného modelu je kri-
tickym momentem ve vSech vyzkumnych
oblastech, které studuji metabolické zmény,
aby se mohla navrhnout efektivni terapeuticka
a léCebna strategie specifickad pro konkrétni
onemocnéni. Ukazalo se napriklad, Zze zmé-
nény bunécny metabolismus hraje duleZitou
ulohu u astmatu, chronického zanétlivého
onemocnéni dychacich cest. Moznost pou-
ziti lidskych desti¢ek pro screening pacientt
s astmatem zjiStovali Xu se svym kolektivem
(2015).

Autori pouzili Seahorse XF24 Extracellular
Flux Analyzer pro méreni desticek izolova-
nych ze vzorku Zilni krve. Zjistili, Ze desticky
pacientl s astmatem maji spiSe oxidativni
vlastnosti, a tudiz se u nich projevuje nizsi
zavislost na glykolyze v porovnani se zdra-
vymi darci. Tento metabolicky posun (shift)
od glykolyzy k mitochondrialni respiraci u ast-
matickych pacientl umozriuje novy pohled na
metabolickou charakterizaci astmatu, a navic
upozoriuje na moznost pouziti krevnich bunék
jako biomarkeru pro monitorovani zavaznosti
onemocnéni.

Dalsi priklady aplikaci Agilent Seahor-
se naleznete pres nasSe webové stranky:
http://hpst.cz/molekularni-biologie/bunecna-
-analyza-seahorse-xf.

Michaela Pluskalova
michaela.pluskalova@hpst.cz
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Noveé navrzené panely gentl VAm nyni umoz-
nuji zaméfit Vasi pozornost pouze na cilo-
vé oblasti, které jsou prokazatelné spojené
s onemocnénim nebo skupinou onemocnéni,
které jsou ve stfedu Vaseho zajmu. Zatimco
bézné metody jako cytogenetické vySetre-
ni, hybridizace fluorescencnich sond in situ
(FISH) a amplifikace jednotlivych genl byly
dfive metodami prvni volby pfi studiu nado-
rovych vzorkl nebo pfi zkoumani vrozenych
onemocnéni, dnes je jizZ vyzadovano bliZsi
a hlubsi pochopeni molekularni podstaty
vétSiny onemocnéni za ucelem kompletné;si
genetické charakterizace. Pfi Vasi praci Vam
mohou usnadnit ¢as i penize produkty zahrnu-
té do dvou velkych skupin: ,,ClearSeq Cancer
Research Panels“ a ,,Constitutional Disease
Research Panels®.

Katalogové designy jsou cilené zamérené
na vybrané skupiny gen( tak, aby Vam umoz-
nily srovnani detekovanych somatickych vari-
aci solidnich nadort i nAdorovych onemocnéni
krve. VSechny panely byly navrzeny ve spo-
lupréaci s pfednimi experty na danou proble-
matiku a umoznuji s jistotou urcit mutace,
indely i fazni geny ve vzorcich FFPE, krve
a kostni drené.

VSechny panely vyuZivaji technologie HaloPlex
nebo SureSelect a prace s nimi Vam poskytne
rychlé vysledky i pro vzorky limitujici kvality
nebo mnozstvi. Data ziskana sekvenovanim
mUzZete nasledné snadno a v kratké dobé
analyzovat pomoci bezplatného softwaru
SureCall.

ClearSeq Comprehensive Cancer

Tento panel je zaméfen na 151 genu spojo-
vanych s nadorovymi onemocnénimi, jako
je napriklad rakovina prsu, plic, kolorekta
a akutni myeloidni leukémie (Tabulka 1). Desing
byl navrzen tak, aby umoznil hluboké pokryti
v8ech zahrnutych oblasti a tim zabezpedil
bezpec¢nou a dlvéryhodnou detekci variant.

Kompatibilni se systémem SureSelect Target
Enrichment.

ClearSeq AML

Panel zahrnuje 20 gen(, které jsou ¢asto muto-
vany u akutni myeloidni leukémie (Tabulka 2).

Design je navic navrZen tak, aby pIné pokryval
vS8echny cilené oblasti vice amplikony a zajistil
tak bezpec€ny zachyt somatickych variant.

Kompatibilni s HaloPlexHS a HaloPlexTarget
Enrichment.

ClearSeq Cancer

Panel zaméreny na 47 genu, které jsou podle
COSMIC katalogu oznacené jako ,hotspots
- rizikové oblasti“ spojované s mnoha typy
rakoviny nebo s oblastmi, které jsou cilem
ucinku léka (Tabulka 3). COSMIC databaze
byla hlavni referenci pro vyvoj tohoto pane-
lu. Navic diky tomu, Ze vyuziva technologie
HaloPlexHS a HaloPlex Target Enrichment,
je velmi vhodnym pro préci se vzorky z for-
malinovych blockl. Jeho technologie, kdy je
kazda baze pokryta vice amplikony, umozZznuje
vysoké sekvenacni pokryti i u velmi degrado-
vanych vzorka.

ClearSeq Human DNA Kinome

Tento panel je ur€en pro vSechny, ktefi se ve
svych studiich zaméruji na studium exprese
genu kédujicich kindzy, prokazané biomarkery,
které jsou spojovany s mnoha typy onemoc-
néni v€etné rakoviny. Design pokryva vice
nez 500 znamych kinaz a nékolik genud spo-
jovanych s nejrozsirenéjsimi typy rakoviny.
Celkové tento design o velikosti 3,2 Mb zahr-
nuje 612 gentl a s nimi spojenych UTR oblasti.

Kompatibilni se SureSelect Target Enrichment.

ClearSeq Human RNA Kinome

Panel zahrnujici skupinu kinadz a s kinazami
spojenych transkriptu, ve kterém je zahrnuto
celkem 500 kinaz a 612 gend.

| tento panel je kompatibilni se systémem
SureSelect Target Enrichment.
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Tabulka 1
ClearSeq Comprehensive Cancer

Tabulka 2
ClearSeq AML

Tabulka 3
ClearSeq Cancer

Tabulka 4
ClearSeq Cardiomyopathy

Tabulka 5
ClearSeq Arrytmia

ABL1 BRCA1 EGFR JAK2 MYC PIK3CA RUNX1
AKT1 BRCA2 ESR1 KRAS MYD88 PTCH1 SMO

ALK CDKN2A FGFR2 KIT NF1 PTEN STKN
APC CEBPA FLT3 MAP2K2 NOTCH1 PTPN11 TET2
ASXL1 CTNNB1 HRAS MET NPM1 NRAS TP53
ATM DNMT3A IDH1 KMT2A MTOR RB1 VHL
BRAF ERBB2 IDH2 MPL PDGFRA RET WT1
ABCB1 CYP19A1 FBXW7 IL2RB MLH1 ROS1 SMARCB1
ABCC2 CYP2A6 FGFR1 IL2RG MSTIR RPS6KB1 SNCAIP
ABL2 CYP2B6 FGFR3 INPP4B NELL2 RXRA S0s1
AKT2 CYP2C19 FGFR4 JAK1 PDGFRB RXRB SPRED1
AKT3 CYP2C9 FLT1 JAK3 PHF6 RXRG SRC
ATRX CYP2D6 FLT4 KDMB6A PIK3R1 SHH SUFU
CBL DDR1 FSTL5 KDR PSMB1 SHOC2 TAS2R38
CDA DDR2 GNA1 LAMA2 PSMB2 SLC22A1 TRRAP
CDH1 DDX3X GNAQ LCK PSMB5 SLC22A2 TYK2
CDKN2B DPYD GNAS LTK PSMD!1 SLC31A1 UGT1A1
CHD7 ERBB3 GSTP1 MAP2K1 PSMD2 SLC34A2 YES1
CHIC2 ERBBA H3F3A MAP2K4 RAF1 SLCA45A3 ZMYM3
CREBBP ERG HNF1A MAP3K1 RARA SLCO1B1

CRLF2 ESR2 IKZF1 MAPKA1 RARB SMADA4

CSFIR EZH2 IL2RA MED13 RARG SMARCAA4

ASXL1 12 EZH2 8, 17,18 MPL 10 SF3B1 13-15, 17
CSF3R 14,17 FLT3 14, 20 NPM1 i SRSF2 1

CBL 8,9 IDH1 4 NRAS 2,3 TET2 3,9,10, 1
CEBPA 1 IDH2 4 RUNX1 3,4,8 TP53 5-8
DNMT3A ?5,82'3,3'212?'2136’ 8 ak2 12,14 SETBP1 3 U2AF1 2,6
ABL1 EGFR FGFR3 KRAS PIK3R1 VHL CSFIR FGFR1
JAK3 PDGFRA  STKM! BRAF FANCF MAP2K2 NPM1 SMO
AR FANCA IDH1 MET RUNX1 AKT1 ERBB2 FLT3
MAP2K1 PTEN WT1 CTNNB1 FGFR2 KIT PIK3CA TP53
CDKN2A FANCG JAK2 NRAS SRC ATM FANCC IDH2
NOTCH1 SMADA4 ALK ERBB4 HRAS MAP2KA4 RET

TTR MYH6 ACTC1 CSRP3 DES ABCC9 RBM20 DSC2
MYL2 MYH7 TNNI3 PLN LMNA SCN5A TGFB3 TMEM43
MYL3 MYBPC3  TPM1 TNNC1 SGCD TAZ DSP JUP
MYOZ2 TNNT2 TTN TCAP VCL PKP2

NEXN ACTN2 LDB3 DSG2

KCNQ1 ANK2 CACNAIC  AKAP9 GPDIL SCN1B RYR2

KCNH2 KCNE1 CAV3 SNTA1 CACNB2 KCNE3 CASQ2

KCNJ2 KCNE2 SCN4B SCNBA SCN3B




Panely zahrnuté v této skupiné jsou navrze-
ny tak, aby Vam umoznily komplexni analy-
zu genl zpuUsobujicich nejcetné&;jsi geneticka
onemocnéni.

ClearSeq Inherited Disease

Tento rozsahly panel byl navrzen ve spolu-
praci s védci z ,,Medical Genetics, Charite
Berlin“ tak, aby umoznil pfesnou analyzu 2 742
gend, u kterych je prokazano spojeni s vro-
zenymi onemocnénimi. Spojeni tohoto panelu
s technologii SureSelect umoznuje hluboké
sekvenacni pokryti vSech oblasti a zaroven
vyrazné zrychluje Vasi praci diky zkracenému
Casu hybridizace. Katalogovy panel je navic
mozZné rozsitit také o oblasti Vaseho zajmu
a celou analyzu tedy pfipravit pfimo na miru
poZadavkim Vaseho pracovisté.

ClearSeq Cardiomyopathy

Design tohoto panelu je navrZen pro Ucel
studia vrozenych forem kardiomyopatie.
Na zakladé dostupnych revualnich publikaci
na téma kardiomyopatie a informaci ziska-
nych z GeneReviews a NIH online dostupnych
zdrojl byl navrZen panel obsahujici 34 gen.
Tyto geny jsou spojovany s hypertrofickou
a dilatacni kardiomyopatii a s arytmogenni
dysplasii pravé komory (Tabulka 4).

Kompatibilni s HaloPlexHS a HaloPlex Target
Enrichment.

ClearSeq Arrytmia

Panel zaméFeny na oblasti spojované se Etyrmi
typy vrozené arytmie obsahuje 20 genu, které
jsou ve vztahu se syndromem dlouhého Gseku
QT, kratkého useku QT, Brugada syndromem
a katecholaminergnni polymorfni komoro-
vou tachykardii (Tabulka 5). Geny asociované
s rliznymi typy arytmii se ¢asto prekryvaji
a tento panel umozZziuje vytvoreni komplexniho
profilu ve studovanych vzorcich.

Kompatibilni s HaloPlexHS a HaloPlex Target
Enrichment.
ClearSeq Noonan Syndrome

Panel 13 genli umoZiuje studium mutaci
v oblastech spojovanych s Noonan syndromem
a podobnych onemocnéni, jako je LEOPARD,

cfc syndrom nebo Costello syndrom (Tabul-
ka 6). Kompatibilni s HaloPlexHS a HaloPlex
Target Enrichment.

ClearSeq Connective Tissue Disorders

Tento panel se zaméfuje na analyzu oblasti
spojenych s vrozenymi poruchamy pojivové
tkané, mezi které patfi napr. Marfan syndrom,
Ehlers-Danlos syndrom, Loeys-Dietz syndrom,
aneuryzma hrudni aorty, Stickler syndrome,
ostogenesis imperfekta a dalsi (Tabulka 7).

Kompatibilni s HaloPlexHS a HaloPlex Target
Enrichment.

ClearSeq ICCG

Panel obsahujici 180 genl vychazi z poznatku
a doporuceni ICCG, International Collabora-
tion for Clinical Genomics, dfive znamé jako
ISCA, International Standards for Cytoge-
nomic Arrays.

Kompatibilni s HaloPlexHS a HaloPlex Target
Enrichment.

ClearSeq X-chromosome

Mnoho variant genetickych onemocnéni je
v Uzkém vztahu se zmé&nami na X chromoso-
mu. Tento panel umoznuje komplexni studium
zmén na X chromosomu, které je rychlé, ne-
narocné na vybaveni a spolu s hodnoticim na-
strojem SureCall vhodné i pro klinicky vyzkum.

Kompatibilni s HaloPlexHS a HaloPlex Target
Enrichment.

Béhem Vasi prace s vybranymi panely jsou
Vam k dispozici nasi aplikacni specialisté pro
oblast NGS a bioinformatiky, ktefi Vas ochotné
na VaSem pracovisti zaskoli nejen v pripravé
sekvenacnich knihoven, ale i v praci se zis-
kanymi daty. Navic pokud Vam z jakéhokoli
divodu katalogovy panel nevyhovuje, radi
Vam pomuizeme s navrhem vlastniho panelu
presné dle Vasich prani a potfeb. Technolo-
gie, kterou Agilent Technologies pouziva pro
pripravu ,target enrichment” kitli, umoznuje
vyijit naplno vstfic vasim poZadavkim a pred-
stavam bez nutnosti kompromisu.

Iva Senitkova
iva.senitkova@hpst.cz

BRAF HRAS SPRED1  NRAS KRAS SHOC2 NF1
CBL MAP2K1 ~ MAP2K2  PTPNT1 RAF1 SOS1

AMPD1 POMGNT1  CAV3 DES FHL1 POMT2 FKTN MYOT
LMNA ANO5 CHKB DYSF ITGA7 SGCA POMT1 SGCD
SEPN1 PYGM LARGE COL6A3  ISPD TCAP TRIM32 siu
TPM3 TNNI2 COL6AT  EMD SGCE SGCB FKRP PLEC
ACTA1 CAPN3 COL6A2  DMD LAMA2 TPM2 TNNT1 SGCG
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Tabulka 6
ClearSeq Noonan Syndrome

Tabulka 7

ClearSeq Connective Tissue Disor-
ders
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Galakticka dobrodruzstvi

cast prvni

Zaciname sérii navodl o tom, jak pomoci
Galaxy zvladnout bioinformatické Ulohy.
Galaxy je oteviena platforma, dovolujici pou-
zivat velkou Skalu (nejen) bioinformatickych
nastroji bez pouZiti pfikazového fadku. Jako
priklad dostupnych nastroji Ize uvést sam-
tools, bedtools, annovar, vcftools, bowtie,
tophat a jiné. Galaxy neni placena, Ize ji pou-
Zivat po registraci na https://usegalaxy.org/
anebo stadhnout na vas server.

Prvni dil je vénovan ur€eni hloubky pokryti
jednotlivych gend u DNA NGS dat. Prova-
dite analyzu pomoci target-enrichment kitQ
a chcete zjistit, jaka je hloubka pokryti genl
z vaSeho designu. V Galaxy vytvorime postup,
ktery bude obsahovat pouze 4 kroky a dovoli
nam podivat se na nejvice a nejméné pokryté
geny. Jako vzorova data pouZijeme ClearSeq
Cardiomyopathy Haloplex HS ILM.

Download

Postup

1. Stahnéte BED soubory obsahujici geny
zajmu

Pokud jesté neméate BED soubor, obsahujici
oblasti, které jsou zahrnuté ve vaSem desig-
nu, midzZete ho stdhnout na strankach Su-
reDesign (https://earray.chem.agilent.com/
suredesign/). Ze zalozky Find design vyber-
te Haloplex a u prislusného designu vyberte
moznost Download. Objevi se vdm nabidka
soubord, zaSkrtnéte <id-designu>_Regions.
bed, pokud chcete stahnout také vzorova
data, zaSkrtnéte <id-designu>_SampleData
(Obrézek 1).

Name: ClearSeq Cardiomyopa...

Please select files to downkoad.

= [ 00100-1396177782
00100-1398177782_AllTracks. bod
[ 00100-1398177782_Ampicons. hed

00100-1398177782_Bioanalyzer_17-June-2015 jog
| DO100-1396177782_Covered.bed
[¥] 00200-1398177782_Regions bed
00100-1398177782_Report pat

00100-1398177782_Report
[¥] D0100-1398177782_SampleData
| DO100-1396177782_Targets.tet

2. Nahrajte data do Galaxy

Pro tento navod pouzijte Galaxy na https://
usegalaxy.org/. Zaregistrujte se a prihlaste
se do Galaxy. Méli byste vidét stranku, kte-
ra je rozdélena do tFi ¢asti. Vlevo je panel
obsahujici nastroje, uprostred je ¢ast, kde
se daji prohlizet vysledky a vpravo je his-
torie provedenych krokd (Obrazek 2). Pro
nahrani dat vyberte Get data -> Upload File.

Poté vyberte mozZnost Choose local file,
u soubor specifikujte typ (BAM nebo BED)
a genom (hg19) (Obrazek 3).
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3. Spocitejte pokryti jednotlivych oblasti read depth for a set of genomic intervals.
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4. Vypodcitejte primérné pokryti pro
kazdy gen

Vysledkem predesiého kroku byl vypocet po-
kryti oblasti specifikovanych v BED souboru.
Jak Ize vidét, hloubka pokryti je spoc&itana pro
kazdy Usek genu zvlast (Obrazek 6). Data Ize
prohlédnout pomoci ikonky oka. Potfebu-
jete tedy vypocitat priimérné pokryti genda.
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K tomu vyuzijte Join, Subtract and Group ->
Group data by a column and perform aggre-
gate operation on other columns s nasledu-
jicim nastavenim (viz Obrazek 7). Seskupte
fadky dle sloupce s nazvem genu (Group by
column: Column 4) a spoctéte prdmér pokryti
(Operation Type: Mean, On column: Column
5).
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5. Seradte geny od nejvice po nejméné

pokryté

V poslednim kroku setfid'te geny od nejvice
po nejméneé pokryté. Zvolte pro to Filter and
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Sort -> Sort data in ascending or descending
order. Sefazovat budete sestupné dle sloupce
s hloubkou pokryti (Obrazek 8). Vysledkem
jsou sefazené geny dle pokryti (Obrazek 9).
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Pokud vas zaujala Galaxy a chcete se ji vice
naucit, objednejte si u nds workshop.

o s . i P o ) e e g 6 P

Anastassiya Zidkova
azidkova@hpst.cz
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Obrazek 1
SureCall pro zpracovani NGS dat

V roce 2016 jsme pro vas rozsitili nabidku
workshopu a $koleni v oblasti molekularni
a noveé i bunécné biologie. Novinkou v nasi na-
bidce je mozZnost vyuzZiti sluZzeb naseho bioin-
formatika zamérenych zejména na zpracovani
dat z NGS. V fijnu jsme do pétice zopakovali
prakticky workshop na pfipravu, zpracovani
a analyzu CGH microarray. DalSi novinkou
v nasi nabidce jsou analyzatory Seahorse
Extracellular Flux pro méreni metabolickych
parametrl v Zivych burikach, které jsme pred-
stavili na praktickém seminafi v Fijnu 2016.
V roce 2017 budeme pokracovat a rozsifo-
vat moznosti bioinformatickych kurz(. Radi
bychom v druhé poloviné roku také nabidli
workshopy na pripravu NGS knihoven. Za-
Catkem léta 2017 ve spolupraci s Biocevem
budeme poradat vicedenni workshop, jehoz
soucasti bude také bunécna analyza Sea-
horse XF. Konkrétni terminy kurz(i prabézné
aktualizujeme na naSich webovych strankach
v sekci Sluzby.

Pokud si chcete byt jisti, Ze Vam neu-
nikne Zadna z naSich akci, napiSte nam
na dgg@hpst.cz, abychom si Vas zaradili do
seznamu zajemcl o workshopy.

V poslednich letech dochazi k velkému roz-
Sifeni metod, které se oznacuji jako metoda
cileného obohaceni nebo sekvenovani nové
generace (,,next generation sequencing®,
NGS). Tyto metody maji ve srovnani s kla-
sickymi sekvenacnimi metodami fadu vyhod,
které spocivaji predevsim v rychlé a cenové
priznivé produkci velkého mnoZstvi osekveno-
vanych vzork( najednou. Metody NGS pracuiji
na principu paralelizace procesu sekvenovani,
kdy dochazi k sekvenovani tisicll aZ miliona
sekvenci soucasné. Vysledkem je obrovska
produkce vystupnich dat s naslednou potre-
bou data utfidit a analyzovat, coz s sebou
pFinasi znacna uskali. Na naSich bionforma-
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tickych kurzech chceme pomoci si v téchto
datech lépe orientovat a naucit se je spravné
zpracovavat.

Jednou z moZnosti pro ty, ktefi pouzivaji NGS
produkty SureSelect nebo Haloplex od Agi-
lent Technologies, je pouzit volné prFistup-
ny program SureCall od stejného vyrobce.
Na zpracovani dat z NGS pomoci programu
SureCall je zamé&Fen prvni z nabizenych kur-
z0: ,,SureCall a jiné nastroje pro analyzu dat
z metody cileného obohaceni.

Jednodenni kurz za€ina sezndmenim s tech-
nologii NGS z bioinformatického hlediska.
Na skoleni se mlZete naucit, jak se vyznat
ve formatech, které se v NGS pouZivaji
(FASTQ, FASTA, BAM, SAM, BED, VCF) a jak
Ize zkontrolovat kvalitu dat pomoci FASTQC.
Dale se podrobné prochazi procecesm zpra-
covani vzorkl v SureCall se zaméfFenim na
porozuméni parametrim analyzy. DalSi ¢ast
je vénovana tomu, jak anotovat data (Clin-
Var, OMIM, UniProt) a co znamenaiji hodnoty
predikce vyznamu mutace (SIFT, PolyPhen).
Prakticky se pro tyto ucely predvede webovy
nastroj pro anotaci a prohliZeni dat (variant
effect predictor). Velka €ast Skoleni se vénuje
analyze a konzultaci vysledkl dat uZivatelG.
V8echny pouZité materialy G¢astnikiim kurzu
poskytujeme v elektronické podobé.

Skoleni poradame v sidle nasi firmy v Praze.
Je vSak také mozné se domluvit na Skoleni
pfimo na vaSsem pracovisti. Délka Skoleni je
pfiblizné 7 hodin.

Pokud potrebuje zpracovat sva data z NGS
jesteé jinak, napr. potfebujete analyzu zopako-
vat pro nové vzorky nebo s jinymi parametry,
nez vam nabizi prednastaveny software, je
pro vas urcené dalsi bioinformatické Skole-
ni: ,,Bioinformaticka analyza s Galaxy bez
znalosti prikazové radky*.

Pro¢ analyzovat data jinak? Prednastavené
softwary maji vétsSinou priznivé grafické roz-
hrani, ale postradaji flexibilitu a jsou do jisté
miry i typickymi ,,blackboxy“.

.
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Ohlasy predchozich uc¢astniku

,Skoleni mi zaplnilo plno ,,&ernych* mist, obzvlast ve zpracovani surovych NGS dat.“

-- Mgr. Diana N. Grochov4, Ph.D., Cytogeneticka laboratof Brno

,Dékuji za velmi cenné informace, krasné srozumitelné a pfritom velmi kvalifikované

podané.

-- Mgr. Josef VEelak, Endokrinologicky ustav, Oddéleni molekularni endokrinologie

Galaxy je webova platforma, dovolujici praci
s nastroji pro prikazovou radku (bowtie, sam-
tools, SnpEff, VarScan, gemini), aniZ byste
museli umét pouzivat prikazovou rFadku.
Galaxy také dovoluje nejriznéjsi praci s tex-
tovymi soubory (sefazovani, pokrocilé vy-
hledavani, spojeni dat, agregace atd.). Pro
to, abyste mohli zacit pouZivat Galaxy, staci
registrace zdarma anebo instalace Galaxy
na vas server.

Dvoudenni kurz o Galaxy ma za cil pomoci
Ucastnikim lépe se zorientovat mezi velkym
mnozZstvim nastroji a zacit efektivnéji sa-
mostatné analyzovat data z NGS. Postupné
se seznami s jednotlivymi nastroji a s tim, jak
Ize vytvéaret workflow, sdilet svoji analyzu
a vytvaret reporty. Je mozné si vyzkouset
analyzovat i vlastni DNA a RNA data pod do-
hledem zkuSeného bioinformatika.

Skoleni je op&t moZné si domluvit indi-
vidualné pfimo na vasem pracovisti pro
vasi pracovni skupinu. Informace o pla-
novanych Skolenich aktualizujeme pra-
bézZné na nasich internetovych strankach:
http://hpst.cz/sluzby/workshopy.

Metoda komparativni genomické hybridizace
na bazi microarray (aCGH) miZze byt pouzita
pro razné aplikace, mezi které patfi zejména
cytogenetika nebo onkologie. MoZnost dete-
kovat a kvantifikovat mikrodelece a mikroam-
plifikace je klicova pro pochopeni biologické
podstaty v téchto vyzkumnych oblastech.
Agilent pouziva pro aCGH metodu dvojiho
fluorescenéniho znaceni a to experimentalniho

vzorku soucasné s relevantni referenci pro
méreni zmén poctu kopii DNA (CNC), ztraty
heterozygocity nezavislé na poc€tu kopii nebo
uniparentalni disomii.

Cilem ,,Praktického workshopu zaméreného
na analyzu CGH microarray“ je seznamit
se teoreticky i prakticky s technologii aCGH
pod vedenim zkuSeného aplikacniho specia-
listy RNDr. Zbyrka Halbhubera, Ph.D. MUZete
si vyzkouset cely protokol se svymi vzorky
genomické DNA (vybér designu, fluorescenéni
znaceni, hybridizace, promyti microarray, sken
a vyhodnoceni). Pro skenovani microarray
pouzivame pristroj Agilent SureScan Mic-
roarray Scanner. Praktickou ¢ast worksho-
pu paralelné prolinaji teoretické prednasky
s moznosti aktivni diskuse. Tento workshop
se dockal jiz péti opakovan. Workshop znovu

usporadame pri zajmu alespon Ctyr Ucastnika.

Pokud se rozhodnete obohatit svou védec-
kou praci o metodiku aCGH, avSak nejste
pristrojové vybaveni, mlzZete vyuzZit sluzeb
nasi laboratore v sidle HPST, s.r.o. v Praze.
Po domluvé si mlzete v laboratofi CGH mic-
roarray pripravit, naskenovat i vyhodnotit.

V pfipadé zadjmu o bliZsi spolupraci ndm na-

piSte na dgg@hpst.cz.

Dulezitost bunécného metabolismu v oblas-
tech vyzkumu diagnostiky, prognostiky i [é¢-
by nadorovych onemocnéni, studia procesu
starnuti, neurodegenerativnich, metabolic-
kych a kardiovaskularnich chorob stimuloval
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Obrazek 2
Oteviena webova platforma vhodna
napfiklad pro analyzu dat z NGS

Obrazek 2

Momentky z microarray workshopt
(Autor fotografii: Michaela Pluska-
lova)
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Obrazek 3

Agilent Seahorse XF - technologie
pro méreni metabolismu v Zivych
burikach

Obrazek 3

Méreni parametrd mitochondrialni
funkce pomoci Seahorse XF Cell
Mito Stress Test Kit

vyvoj dalSich pristupu ke studiu mitochon-
drialni funkce a disfunkce. Agilent Seahor-
se Extracellular Flux nabizi patentovanou
technologii unikatniho simultdnniho méreni
rychlosti spotfeby kysliku (OCR), které odrazi
mitochondridlni funkci, a zaroven rychlosti
okyselovani extracelularni oblasti (ECAR), jez
je mirou glykolytické (fermentacni) aktivity
bunék. Jedna se o neinvazivni metodu méreni
zivych bunék v redlném Case, a to jak suspenz-
nich bunék, tak i adherentnich bunék, sféroidd
(3D), Langerhansovych ostravk( apod.

Ve spolupraci s odbornymi specialisty
z Dénska a oddélenim Bioenergetiky z Fyzi-
ologického ustavu AV CR jsme v fijnu 2016
usporadali prakticky jednodenni workshop na
méFeni buné€ného metabolismu technologii
Seahorse Extracellular Flux. V praktické ¢as-
ti workshopu jsme sledovali mitochondrialni
profil v Zivych burikach pomoci kitu Seahorse
XF Cell Mito Stress Test Kit, ktery se pouZiva
jako zlaty standard pro méreni parametr(i mi-
tochondrialni funkce. Timto mérenim je mozné
odhalit kritické informace o mitochondrialnim
metabolismu, které nejsou na prvni pohled
zjevné pri méreni bazalniho metabolismu. Pro
méreni jsme pouZili pristroj Seahorse XFe 24
na pracovisti RNDr. Tomase Mracka, Ph.D.
Soucasti workshopu byly prezentace uzivatell
Seahorse technologie, seznameni s novinkami
v nabidce Seahorse XF a mozZnost diskuse
s danskym specialistou. Proto se akce ucastnili
rovnéz zkuseni uzivatelé.

V roce 2017 planujeme workshop na tech-
nologii Seahorse zaclenit do vicedenni-
ho komplexniho seminare ,, Seahorse and
LC/MS workshop“ v Biocevu (Biotechnolo-
gické a biomedicinské centrum Akademie véd
a Univerzity Karlovy ve Vestci).

Aktualni informace o poradanych kurzech,
workshopech a Skolenich &i podrobnéjsi in-
formace o moznostech vyuziti nasi laboratore
najdete na naSich internetovych strankach
v sekci ,,Sluzby“ nebo ndm své podnéty,
dotazy, prihlasky i predbézny zajem piste
na dgg@hpst.cz nebo kontaktujte autorku
prispévku.

Michaela Pluskalova
michaela.pluskalova@hpst.cz
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Opravdu kompletni rFeseni
pro metabolomiku a integrovanou
biologii od Agilent Technologies

Metabolomika je jedna z ,,omik“ (podobné
jako proteomika nebo genomika) vénujici
se identifikaci a kvantifikaci vS§ech malych
molekul (metabolitl) pritomnych v burikach
nebo tkanich Zivych organizm, tvoricich tzv.
metabolom. Zmény v metabolomu mohou
korelovat napfriklad se studovanou nemoci
a rozdilové metabolity potom predstavuiji tzv.
biomarkery, které Ize pouzit pro diagnosti-
ku nemoci nebo pro vyvoj novych farmak
k efektivni IéCbé téchto onemocnéni. Kromé
klinického vyzkumu nachéazi metabolomika
uplatnéni i v mnoha dalSich oblastech jako je
farmaceuticky pramysl, zemédélstvi, potravi-
narstvi, zkoumani vlivu Zivotniho prostredi na
organismy (tzv. environmental metabolomics)
nebo v toxikologii.

Metabolity jsou extrémné rliznoroda skupina
latek od polarnich aminokyselin, organickych
kyselin, sacharid nebo alkohol(i aZ po velmi
nepolarni latky, jako jsou nékteré pigmenty,
steroidni hormony, nebo lipidy. Neexistuje zad-
né technika, ktera umoznuje stanovit vSechny
metabolity najednou, takZze v metabolomice
nachazi uplatnéni cela fada separacnich tech-
nik ve spojeni s hmotnostni spektrometrii. Zde
na trhu, od spojeni hmotnostni spektrometrie
s kapilarni elektroforézou (CE/MS, viz &lanek
ChromAtoMol 3, str. 23), pres kapalinovou
chromatografii (HPLC), aZ po superkritickou
fluidni chromatografii (SFC) a samoziejmé
plynovou chromatografii (GC).

Kromé separace a detekce polarnich

i lipofilnich metabolitd hraje v metabolomi-
ce dulleZitou roli softwarové zpracovani dat
a zasazeni vysledku do biologického kontextu,
tj. identifikace metabolickych cest, které byly
néjakym zpusobem ovlivnéné. V metabolomice
existuji dva hlavni pfistupy, které se mohou
vzajemné dopliiovat: necilend metabolomika
a cilena metabolomika.

Necilena metabolomika (discovery
metabolomics)

Necilend metabolomika se vyuZiva pro hle-
dani novych metabolitl/biomarkera, které
jsou u sledovaného organismu ovlivnény ne-
moci, novym lé¢ivem apod. Z toho dlivodu
se zji§tuji rozdily v profilu vSech metabolitl
mezi testovanymi a kontrolnimi vzorky. Cely
postup od akvizice dat aZ po ziskani vysledku
je znazornén na Obrazku 1. Vzhledem k tomu,
Ze neni dopredu znamo, jaké analyty jsou pro
nas dllezité, je nutno vyuzZivat instrumentaci
vhodnou pro necilenou analyzu. Zde se uplat-
Auji hmotnostni spektrometry s vysokym roz-
liSenim a uréenim presné hmoty (TOF, QTOF),
které umoznuji necilené hledani sloucenin
ve vzorku a jejich kvalitni identifikaci.

v necilové metabolomice predstavuje extrakce
chemickych signala — latek (tzv. peak pic-
king nebo feature finding, o kterém jsme psali
v minulém gisle Chromatomol u necilené ana-
lyzy (viz ¢lanek ChromAtoMol 3, str. 29).

s

za danych podminek.

+ Metabolom: souhrn v§ech metabolitu, které jsou v Zivém organismu pfitomny

+ Rekurzni extrakce: Pri necilené extrakci piku/latek z MS dat je vZdy potieba
nastavit nejnizsi signal, ktery nas zajima (threshold). Casto vsak dojde k tomu,
Ze z nékterych vzorkl nelze signal molekuly ziskat, protoZe je slaby a je pod na-
stavenou Urovni. Chybéjici signaly pak zplsobuji problémy v nasledné statistické
analyze. Rekurzni extrakce spociva v tom, Ze ze vSech latek nalezenych napfic
vSemi vzorky se vytvori seznam, ktery je cilené prohledavan, ale v tomto pripadé
uz s nulovym thresholdem. Timto zpGsobem se eliminuji fale$né negativni nalezy
a také je dosazeno lepsiho statistického vyhodnoceni diky absenci nulovych signalu.

+ Metlin PCDL pro metabolomiku: Offline verze internetové metabolomické
knihovny, kterou jako jedina firma nabizi Agilent Technologies. Obé verze, webova
i offline obsahuji produktova spektra 9400 metabolitl ziskana za standardizova-
nych podminek na LC/QTOF MS Agilent Technologies.

~
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Obrazek 1

Postup pro necilenou metabo-
lomiku pomoci nastroji Agilent
Technologies: Po akvizici dat (LC/
MS nebo GC/MS) nasleduje ne-
cilova extrakce signal(l v software
MassHunter ProFinder, statisticka
analyza, identifikace metabolit(
pomoci knihoven a interpretace dat
v biologickych procesech. LC/MS
a GC/MS data mohou byt analyzo-
vana dohromady ve stejném soft-
ware a stejném projektu.

Obrazek 2

Ukazka obrazovky sotware Mass
Profiler Professional, ktery je zamé-
fen na statistickou analyzu hmot-
nostné-spektrometrickych dat

MassHunter Mass Profiler Professional
ProFinder e — ———
TS T ER
i = T
— | = -
'-."\‘
- Rekurzni extrakce, Normalizace dat, Metlin PCDL, NIST, Pathway
e _— kontrola integrace, ANOVA, PCA, Fiehn GC/MS Architect
— [5 - manualni korelacni analyza, metabolomics RTL
- - integrace. validace library

V tomto kroku je nezbytné ziskat z namé-
fenych dat co nejvice redlnych metabolitl
a naopak minimalizovat extrakci ndhodného
Sumu. ProtoZe metabolomické studie obvykle
pracuji se spoustou vzorka z nékolika skupin,
aby bylo mozné pokryt biologickou variabilitu
(Gasto studie zahrnuji stovky vzorku), vyvinul
Agilent Technologies pro extrakci chemickych
signall specializovany program Mass Hunter
ProFinder, ktery umoznuje zpracovani LC
(CE, SFC)/MS i GC/MS dat, v€etné rekurzni
extrakce, manualni kontroly/Gpravy integrace
pikd a zarovnani dat podle m/z a retenc¢niho
Casu. Diky tomu je dosaZzeno maximalni kvality
vstupnich dat pro statistickou analyzu.

DalSim krokem je samotna statisticka analy-

za, jejimz cilem je vybér signalu/latek, které
jsou mezi sledovanymi skupinami vyznamné
odlisné. | kdyz statisticka analyza spousty
analytickych chemikU upfimné dési, zakladni
diferencni analyza je pomérné jednoducha
a software Mass Profiler Professional
(MPP) navic obsahuje privodce, ktery novac-
ky celym postupem provede krok za krokem.
MPP je primarné urceny pro chemiky, ktefi
ke své praci potrebuji statistickou analyzu
hmotnostné-spektrometrickych dat, nabizi
ale i fadu pokrocilych testl z multivariaéni
analyzy, vizualizace dat, tvorby a validace
statistickych modell. Obrazek 2 znazoriuje
uZivatelské rozhrani software Mass Profiler
Professional (MPP).

o o & e

Navigace v
projektech/datech

[T pT—

Okno pro

vizualizace

Vybér néstrojti pro
zpracovani dat a
vizualizaci

[T |

( )
védaéli jste, ze?
+  Knihovna Metlin pro metabolomiku je v systémech Agilent dostupna jako mistni
kopie bez nutnosti vyhledavani na webu
+  Obsahuje produktova spektra pro 9400 latek
+  Produktova spektra v internetové knihovné Metlin jsou naméfena na Agilent
LC/MS QTOF
\_ ,




Ziskané rozdilové metabolity je potom ne-
zbytné identifikovat, aby mohly byt namapo-
vany na biologické drahy. MPP umozZzniuje pro
vSechny metabolity, nebo pro ty vybrané na
zakladé statistické analyzy, vypocitat sumarni
vzorec a také vyuziva k identifikaci vSechny
knihovny spekter, dostupné pro hmotnostni
spektrometry Agilent. Pro a€ely metabolomiky
je to predevsim LC/MS knihovna Metlin',
NIST a GC/MS metabolomicka knihovna vy-
vinuta Oliverem Fiehnem. VSe je velmi jedno-
duché, protoze cely proces probiha v jednom
software, data se nemusi nikam presouvat
a je mozné cely postup automatizovat.

Poslednim krokem je zasazeni vysledkd do
biologického kontextu, tedy zjiSténi, které
metabolické drahy jsou ve sledovaném or-
ganismu ovlivnény. Pro tento ucel obsahu-
je MPP modul oznaCovany jako Pathway
Architect, ktery komunikuje s databazemi
metabolickych drah (napf. WikiPathway,
BioCyc nebo KEGG).

Cely princip spociva v tom, Ze jsou identifi-
kovany metabolické drahy, ve kterych se vy-
skytuji zjiSténé regulované metabolity. | kdyz
se proces mapovani metabolitll na biologické
drahy muaze zdat jako pomérné jednoduchy,

ve skutec€nosti je pro funkéni feSeni nutné

prekonat jeden necekany problém: riizné da-
tabaze - at uZ biologickych drah nebo spek-
tralni knihovny — mohou oznacovat stejnou
chemickou latku rdznymi jmény, pripadné
obsahuji nékolik rlznych zdznam, které
se tykaji stejného metabolitu. Napriklad Hu-
man Metabolite Database (HMDB) obsahuje
23 riznych ozna&eni pro D-glukézu. Re$enim
tohoto problému je ,,prekladac”, ktery umi
propojit zadznamy tykajicici se stejné latky
mezi jednotlivymi databazemi. Tento prekladac
se jmenuje Agilent-BridgeDB a i kdyZ pracuje
na pozadi Pathway Architect a neni vidét, je
srdcem celého systému.

Cilena metabolomika

Cilend metabolomika, jak uz vyplyva z na-
zvu, se zaméruje na sledovani vybranych me-
tabolickych drah. Cilem je obvykle pfesna
kvantifikace prekurzori a produktd, takZe se
vedle hmotnostnich spektrometrd typu QTOF
vyuZivaji i trojité kvadrupdly (QQQ). Cilena
metabolomika se Casto pouziva pro validaci
vysledk( ziskanych necilenou metabolomi-
kou, tedy k potvrzeni relevance nalezenych
biomarkerd na vétsim poctu vzork(.

r

Multi-omicka analyza - integrovana biologie

Omics pristupy vyuZivaji data z analyzy malych molekul (metabolomika), protein
(proteomika) a genomu (genominka, transkriptomika) pro studium Zivych systémd.
Vysledky téchto dil€ich studii se Casto realizuji samostatné a postradaji celkovy pohled
na biologicky proces, ktery zdaleka neni pfimy od DNA, pfes RNA k proteinu, pfipadné
metabolitu (Obrazek 3).

Kombinaci dvou, nebo i vice typl omickych pristupl Ize dosahnout lepsiho oddéleni
skutecné biologicky relevantnich markerud — signalt — od téch, které sice maji dostacujici
statistickou vyznamnost (lisi se mezi skupinami vzork(), ale ve skute¢nosti nesouvisi
se sledovanym déjem. Napfiklad analyza kompletniho genomu €asto vede k detekci
miliénl ,,single-nukleotide variant“ (SNV), a zjistit, kter4d zména je kli€ova pro rozvoj
onemocnéni, je nesmirné obtizné. V pripadé, Ze se na stejnych vzorcich provedou také
proteomické nebo metabolomické experimenty, Ize ziskana data navazat na metabolické
drahy a zjistit ,,priinik“ vSech téchto experimentu. Tim Ize do zna¢né miry odfiltrovat
nahodné vlivy v kazdém experimentu a potazmo tak zvysit odstup signalu (relevantni
informace) od Sumu (ndhodné signaly) pro omické experimenty?2.

Agilent Technologies ma unikatni pozici v tom, Ze ve svém portfoliu zahrnuje nastroje
pro genomiku, transkriptomiku, proteomiku i metabolomiku. Nabizi zarover FeSeni,
jak jejich vystupy kombinovat a interpretovat v kontextu biologickych systém. Timto
FeSenim je propojeni software GeneSpring (transkriptomika) a Mass Profiler Profe-
ssional pomoci modulu Pathway Architect. Ten umoznuje, podobné jako v pripadé
metabolomiky, mapovat na biologické drahy i proteiny, které danou drahu katalyzuiji,
pripadné geny, které nesou informaci o daném enzymu. GeneSpring a Mass Profiler
Professional ve spojeni s Pathway Architect tedy predstavuji platformu, kde se potkavaiji
molekularni biologové s (bio)chemiky.

Multi-omicka analyza s vyuzitim bioinformatického software Agilent Technologies byla
vyuZita v radé studii. Pfikladem muzZe byt studium vlivu radioaktivniho zareni na semena
ryZze ve Fukushimské prefekture?, vyzkum retinoblastomu (zhoubny nador oka)? nebo
glioblastomu (GBM), nejcasté&jsiho primarniho nadoru mozkus.
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Obrazek 3

Znazornéni principu ,,omics® studii
vs. biologickych procest

Transkriptomika Pi il Metabol

Pratein == | Metabolite

V tomto pripadé je duleZitd mozZnost importo-
vat nové zmérena data do dfive vytvoreného

statistického modelu a vyuZit je pro potvrzeni

biomarkeru. Do MPP Ize importovat nejen
kvalitativni data z pfistroji QTOF, ale i kvan-
titativni data ziskana at jiz na QTOF nebo na
QQQ systémech. Pro cilenou metabolomiku
vSak existuje i softwarovy nastroj Pathway-
-to-PCDL, ktery pro vybrané metabolické
cesty (napriklad navrZené pfFi experimentu
necilené metabolomiky), sestavi databazi
vSech latek, které se v téchto drahach vy-
skytuji. Takova databaze je potom vyuzitelna
pro cilenou, a tedy mnohem citlivéjsi extrakci
pik( téchto latek, které by jinak necilenym
pristupem nebyly detekovany.

Zaver

Metabolomika je popularni a rychle se roz-
vijejici disciplina, kterd méa potencial prinést
unikatni objevy v biologii, klinickém vyzkumu,
vyvoiji léCiv apod. Principy, postupy a softwa-
rové nastroje vyuzivané pro metabolomické
studie jsou navic pouzitelné i ve spousteé dal-
Sich obor( jako je analyza potravin, analyza
Zivotniho prostfedi a zemédélstvi. Klic¢em
k Uspéchu necilené metabolomiky je ziskani

maximalniho mnozZstvi kvalitnich informaci

ze vzorku. Vzhledem k Sirokému spektru po-
larity metabolitl je nezbytné pouzit paralelné
nékolik separacnich technik, ¢imz se v8ak
vzorek frakcionuje a ztracime komplexni
pohled. Metabolomické FfeSeni firmy Agi-
lent zaloZené na platformé Mass Profiler
Professional je unikatni tim, Ze umozruje
v rdmci jedné studie integrovat data z rdznych
separacnich technik (LC, CE, GC) ve spoje-
ni s rznymi typy hmotnostnich analyzator
(QQQ, TOF, QTOF), ale i data ziskana z dal-
Sich pfistupl (genomika, proteomika). Lze
tak ziskat kompletni obrazek o celém vzorku,
nikoli o pouhé frakci metabolit(i, které dana
technika umoZzniuje separovat a detekovat.

DM, f‘—r RNlrrr. e Protein fy . —— “Ihbulllp'-\-
DNA — RNA — Protein =—p | Metabolite

otein = | Metabolite
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Stanoveni volnych plazmatickych
metanefrinu pomoci kapalinové
chromatografie s tandemovou
hmotnostni detekci

Diferencialni diagnostika neuroen-
dokrinnich tumort

Plazmatické metanefriny, metanefrin a nor-
metanefrin, jsou 3-O-methylované metabolity
katecholaminu, které zaujimaji dlileZité misto
v diferencialni diagnostice neuroendokrin-
nich onemocnéni. Neuroendokrinni nadory
predstavuji riznorodou skupinu onemocnéni
s rdznou klinickou symptomatologii a etiopa-
togenezi a jejich v€asna diagnostika je zcela
zéasadni pro |é€bu a chirurgickou interven-
ci. Postup pfi diagnéze neuroendokrinnich
nadorl je zaloZen na nékolika aspektech —
na klinické symptomatologii, na laboratorni
diagnostice a na zobrazovacich technikach.
Neuroendokrinni nadory, které pochazeji
z chromafinni tkané sympatického nebo pa-
rasympatického nervového systému, jako jsou
feochromocytom nebo paragangliom, vykazuji
setrvalou nebo paroxyzmalni nadmérnou pro-
dukci katecholamind. Laboratorni prikaz nad-
produkce katecholamin(i tumorem je limitovan
fadou faktor( jako napt. nespecifické zvySeni
hodnot v dasledku sekundarniho stresovani

Normetanefrin
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HPLC LC-MS/MS

pfi odbéru, nedodrzenim dietniho opatfeni
€i zkreslenim vysledkl pfitomnosti némych
feochromocytomu. DuleZitym aspektem pro
laboratorni diagnostiku je plynula a nezavisla
produkce metanefrinli nddorovymi burikami.
Metanefrin a normetanefrin jsou preferovany
pro diferenciélni diagnostiku feochromocy-
tomu vzhledem k jejich vysoké diagnostické
senzitivité a specificité.

V laboratorni diagnostice je pro stanoveni
volnych plazmatickych metanefrin(i vyuZivano
nékolik metod. Casto se pouZivaji metody
klasické kapalinové chromatografie s nasled-
nou spektrofotometrickou, fluorimetrickou
Ci elektrochemickou detekci. Tyto metody
v8ak vyZaduji pomérné naro€nou pfipravu
vzorku a delSi chromatografii pro separaci
interferujicich latek. U metod vyuZivajicich
plynovou chromatografii je zase nutna deriva-
tizace analytl pro prevedeni na jejich tékavou
formu. Imunoanalytické metody pro stanoveni
plazmatickych metanefrinl jsou sice jednodu-
ché arychlé, ovSem jejich vysledky mohou byt
ovlivnény kfizovymi reakcemi s dalSimi latkami.

Metanefrin

ELISA

Metanefrin

14

12

1,0

08

06

0,4 S R—

0,0

1
LC-MS/MS
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Obrazek 1

Grafické znazornéni koncentraci
normetanefrinu (graf vlevo) a me-
tanefrinu (graf vpravo) v plazmé
stanovenych pomoci IVD kitu pro
HPLC s elektrochememickou de-
tekci a IVD kitu vyuZivajiciho ELISA
(n=11)

Obrazek 2

Grafické znazornéni koncentra-
ci normetanefrinu a metanefrinu
v plazmé stanovenych pomoci IVD
kitu pro HPLC s elektrochememic-
kou detekci a vyvinuté LC-MS/MS
metody (n = 24)
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Obrazek 3a
Stanoveni volnych  metanefrin(
v plazmé pomoci LC-MS/MS me-

tody, chromatogram kontrolniho
vzorku

Obrazek 3b

Stanoveni volnych metanefrinl

v plazmé pomoci LC-MS/MS me-
tody, chromatogram pacientského
vzorku

Co nas vedlo k vyvinuti LC-MS/MS
metody pro stanoveni volnych me-
tanefrind v plazmé?

V diagnostické laboratofi Spadia a.s. jsme
vyuzivali pro kvantitativni stanoveni plazma-
tickych metanefrinG IVD kit (in vitro diagnos-
ticky kit) na principu ELISA. Pozdéji se na
trhu objevil IVD kit uréeny pro HPLC systémy
s coulometrickou detekci, ktery vSak vyzado-
val pomérné slozitou implementaci do rutinni-
ho provozu. Proto jsme se rozhodli porovnat
ELISA a HPLC metodiky pro stanoveni plaz-
matickych metanefrinl pro potreby privatni
laboratore. Testovani odhalilo vyznamné roz-
dily v kvantitativnich vysledcich obou metod
(viz Obrazek 1).

Toto zjiSténi nas vedlo k rozhodnuti zavést
metodu zaloZenou na chromatografickém
pristupu. Omezenim klasické HPLC metody
je ovSéem narocCna priprava vzorkl a dlouhy
Cas analyzy. Priprava série vzorkl pro sta-
noveni HPLC trva okolo 2 hodin, vyZaduje
krok extrakce na tuhou fazi (SPE), odparovani
eluéniho Cinidla a i samotna analyza je Casové
velmi naro¢na (doba analyzy jednoho vzorku
trva okolo 50 minut). Nabizelo se v§ak vyuziti
LC-MS/MS techniky, ktera diky vysoké se-
lektivité a citlivosti umoznuje pfipravu vzorku
znacné zjednodusit a dobu analyzy vyrazné
zkratit.

Cilem této prace byl vyvoj a implementace
rutinni metody stanoveni volnych metanefri-
nG v plazmé, ktera by eliminovala nevyhody
klasickych chromatografickych technik i drive
vyuzZivané ELISA metody.

Vyvoj a implementace LC-MS/MS
metody pro stanoveni volnych me-
tanefrint v plazmé

Priprava vzorki

VysSetreni se provadi ze vzorku plazmy ode-
brané do odbérové soupravy s antikoagulac-
nim Cinidlem EDTA. Po odbéru je nutné krev
centrifugovat 10 min pfi 4000 g a ziskanou
plazmu do okamzZiku provedeni analyzy ucho-
vavat pfi -20 °C.

Priprava vzorku k analyze je nenaro¢na a
nevyzZaduje extrakci na pevné fazi (SPE).
Ke vzorku jsou pridany deuterované standardy
obou analytu, poté je provedena precipitace
protein( isopropanolem, odpareni pod prou-
dem dusiku a rekonstituce ve 100 ul mobilni
faze.

200 pl 50 ul 1ml
+ o + isopropanol

30sek vortex mix
centrifugace 10min/13000g

1ml
sunernatantu

odpareni pod N,
rekonstituce v 100 pl 80% ACN
centrifugace Smin/13000g
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LC-MS/MS metoda

Separace plazmatickych metanefrind probi-
ha na UHPLC systému Agilent 1290 Infinity,
na koloné SeQuant®ZIC®HILIC HPLC 3,5 um;
100 x 2,1 mm (Merck, Némecko) a analyty
jsou separovany gradientovou eluci mobilnich
fazi skladajici se z 50 mM vodného roztoku
mravencanu amonného a acetonitrilu pri pri-
toku 0,3 ml/min a teploté 45 ©C. Analyty jsou
detekovany na hmotnostnim spektrometru
Agilent 6490 Triple Quadrupole (parametry
iontového zdroje a MRM prechody jsou uve-
deny v tabulkach 1a 2). Celkova doba analyzy
je 6 min a retenc¢ni ¢asy separovanych ana-
lyta jsou 2,4 min pro MN a 2,6 min pro NMN
(Obrazek 3a, 3b).

Porovnani vyvinuté LC-MS/MS metody
s kitem pro HPLC

Vyvinuta metoda byla testovana na pacient-
skych vzorcich a data byla porovnana s daty

ziskanymi z kitu pro HPLC. Z Obrazku 2 je
patrné, Ze LC-MS/MS metoda poskytovala
obdobné vysledky jako HPLC metoda s cou-
lometrickou detekci. Z pohledu naro€nosti na
pripravu vzorkl a délky chromatografické se-
parace vSak predstavuje LC-MS/MS metoda
vyznamnou Usporu ¢asu a naklad( na analyzu.

Rozsah kalibrace vyvinuté metody pro
metanefrin je 0,035 — 7,175 nmol/I (Obra-
zek 4) s limitem kvantifikace 0,035 nmol/I
(CV = 4,8 %) a rozsah kalibrace pro nor-
metanefrin je 0,049 - 9,956 nmol/I (Obra-
zek 5) s limitem kvantifikace 0,049 nmol/I
(CV = 6,7 %). Vytéznost, urcend metodou
standardniho pridavku se pohybovala v roz-
mezi 89 - 98 %. Varia¢ni koeficienty (CV)
preciznosti v sérii a mezilehlé preciznos-
ti se pohybovaly pod 10 % (viz Tabulka 3).
Pro urCeni mezilehlé preciznosti byly pouzity
dvé hladiny kontrolnich materialt ClinChek®
for Metanephrines.

Agilent Jet Stream ESI pozitivni
moéd
Teplota susiciho plynu 135 °C
Pritok susiciho plynu 12 I/min
Nebulizer 45 psi
Teplota fokusaéniho plynu 400 °C
Pritok fokusaéniho plynu 10 I/min
Napéti ESI 4000 V
Napéti trysky (Nozzle) oV
Analyt Kvantifikaéni MRM prechod Kvalifikacni MRM prechod
Prekurzor Produkt ;_fiirzg?; Prekurzor Produkt :i!ié?;
(m/z) (m/z) V) (m/z) (m/z) V)
Metanefrin 180 165 1 180 148 "
Metanefrin-d3 183 151 1 183 168 "
Normetanefrin 166 134 14 166 106 18
Normetanefrin-d3 169 137 14 169 109 18
Preciznost Jednotky Preciznost v sérii (n=12) Mezilehla preciznost (n=20)
Metanefrin  Normetanefrin Metanefrin Normetanefrin
Level 1 Level 2 Level 1 Level 2
Creor nmol/I - - 0,295 1,207 0,628 2,079
MEAN nmol/I 0,18 0,778 0,295 1,212 0,630 2,200
SD nmol/I 0,006 0,019 0,012 0,049 0,051 0,205
cv % 5,4 24 4,2 41 8,1 9,3

26

Tabulka 1

Parametry iontového zdroje

Tabulka 2
Tabulka MRM prechodu

Tabulka 3

Preciznost v sérii a mezilehla pre-

ciznost
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Obrazek 4
Kalibra¢ni kfivka pro metanefrin v
plazmé

Obrazek 5
Kalibraéni kfivka pro normetanefrin
v plazmé

=
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Relative Responses

35 i £5 3 55 3 65 7 75

Relative Concentration

Zavérem

Prezentovana LC-MS/MS metoda poskytu-
je vyhovuijici analytické parametry pro oba
analyty. Srovnani vysledkid s HPLC metodou
potvrdilo vhodnost pouZiti tohoto postupu
pro stanoveni volnych metanefrind v plazmé
v rutinni diagnostické laboratofi. Zavedenim
LC-MS/MS metody do rutinniho provozu
laboratore byla vyznamné zjednodusena pfi-
prava vzorku a zkracen ¢as analyzy z 50 min
na 6 min.

5 55 & 65 7 75 & 85 8 95 10 105
Relative Concentration

Magdalena Rajska

SPADIA LAB, a.s.
magdalena.rajska@spadia.cz

Petra Prochazkova

SPADIA LAB, a.s.
petra.prochazkova@spadia.cz




a2

SPADIA

DIAGNOSTICKA LABORATOR

SPADIA LAB, a.s.
Kdo jsme?

SPADIA LAB, a. s., jsou moderni diagnostické
laboratore v ¢eskych rukou Fizené zkuSenymi
laboratornimi odborniky s dlouholetou praxi,
pro které je vysoka kvalita vysledkl a dobré

Jsme zaméreni na primarni péci, tj. prak-
tické lékare, ale i specialisty a diky velkému
spektru laboratornich metod spolupracujeme
i s fadou lGZkovych zafizeni, véetné fakultnich
nemochic.

V €em jsme vyjimecni

Komplexni sluzby - jeden partner pro rutinni
i vysoce specializovana vysetreni

Vysoce kvalifikovani odbornici — zaruka
kvality

Antibiotické stredisko - je soucasti labo-
ratore klinické mikrobiologie. Cinnost tohoto
stfediska je zamérena na oblast laboratorni,
konzultac¢ni, sledovani nemocniénich infekci
a edukacni ¢innost.

Oddéleni lékaiské genetiky — nasim klientiim
nabizime klasické cytogenetické a moleku-
larné-cytogenetické vysetreni — vySetreni
chromozomovych aberaci, postnatalni sta-
noveni karyotypu. Dale provadime diagnos-
tiku monogenné podminénych onemocnéni
a onkologickych onemocnéni. Mezi nové za-
fazena vySetreni patfi TRISOMY test.

Centrum lékarské genetiky Frydek — Mistek
— poskytuje komplexni poradenstvi tykajici
se dédicnych onemocnéni. Provadime syndro-
mologicka vySetfeni, prenatalni poradenstvi,
genetické konzultace v rdmci reprodukéni
mediciny, onkologické konzultace a jiné
odborné genetické konzultace.

Oddéleni instrumentalnich metod - na
tomto oddéleni jsou vyuzivany specialni
technologie. Pristrojové vybaveni dovoluje
vyuziti analytickych metod kapalinové chro-
matografie ve spojeni s riznymi typy detekce
(UV/VIS, DAD, fluorescenéni, elektrochemickeé,
MS/MS), plynové chromatografie s MS de-
tekci, AAS a ICP-OES.

S vyuzitim téchto modernich technologii, ze-
jména pak hmotnostni spektrometrie, miZeme
vychazet vstric poZadavkim nasich klient
a zajistit jim komplexnost sluzeb v ramci
laboratorni mediciny.

\

Provadéna vysetreni:

+  Terapeutické monitorovani IéCiv
- antibiotika, antiepileptika,
antihypertenziva, antiarytmika

+  Biogenni aminy a jejich metabolity

«  Steroidni hormony

«  Vitaminy

+ lonty, stopové prvky, toxické prvky

+  Toxikologie — screening i konfirmace

+  Diagnostika porfyrii

+  Dalsi - kyselina methylmalonov4,
homocystein

www.spadia.cz
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Obrazek 1
Agilent 1260 Infinity Il s Vialsam-
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Obrazek 2
Agilent 1260 Infinity Il s Multisam-
plerem

Obrazek 3
Srovnani retenénich ¢asu a rozli-
Seni

Agilent 1260 Infinity lI:
nova generace kapalinovych

chromatografu

Spolehlivost a robustnost. Pojmy, které jsou
jiz vice jak 40 let Uzce spojeny s kapalino-
vymi chromatografy firmy Agilent Techno-
logies. Historie kapalinovych chromatograft
se zacCala psat jiz v roce 1973 predstavenim
systému HP 1010 ktery vazil vice jak 500kg.
Béhem nasledujicich let se systémy zmen-
Sovaly, zrychlovaly, modularizovaly a tento
vyvoj vyvrcholil v roce 1995 uvedenim dnes
jiz legendarni HP 1100. Tato platforma si diky
své spolehlivosti a modularité ziskala srd-
ce nejednoho chromatografisty a pravem
se stala nejrozsirenéjSim kapalinovym chro-
matografem na svété. Jenom v Ceské repub-
lice HPST eviduje vice jak 350 instalovanych
systéml. Tyto kapalinové chromatogra-
fy diky svym vlastnostem najdete v drtivé
vétSiné statnich kontrolnich laboratofich,
farmaceutickych laboratofich, environmen-
talnich laboratofich, v nemocnicich ale také
samoziejmé na univerzitni pldé. Rok 2016 je
opét rokem prelomovym. Firma Agilent Tech-
nologies dovrsila kompletni obménu portfolia
kapalinovych chromatograf(, ktera zacala jiz
na konci roku 2014 predstavenim systému
1290 Infinity Il, o kterém jsme Vas informovali
ve druhém Cisle tohoto asopisu.

Tato nova generace kapalinového chromato-
grafu Agilent 1260 Infinity Il je diky své mo-
dularni koncepci s nejvétsim spektrem chro-
matografickych modul( uréena pro vSechny
typy aplikaci v klasické konvenéni chromato-
grafii. Zaroven diky tlakovému rozsahu az do
600 bar Vam tento systém pFinaSi mozZnost

Agilent 1100 Quat System

urychlit analyzy, uSetfit rozpoustédla a to vSe
bez ztraty rozliSeni a s velkym dlirazem na
minimalni disperzi.

Zpétna kompatibilita s predchozimi genera-
cemi HPLC systémU je jeden ze zasadnich
pozadavkl naSich uzivatel(. Vyvojové oddé-
leni firmy Agilent Technologies si tento po-
Zadavek plné uvédomuje a proto pfi vyvoji
novych generaci modulli klade na zpétnou
kompatibilitu maximalni ddraz. U kapalino-
vych chromatografu Agilent neni Zadny pro-
blém postupné upgradovat HPLC systém
z roku 1995 novymi moduly z roku 2016
a zaroven dosdhnout 100% kompatibility
prevadénych metod. Jedna se o jedine¢nou
zpétnou kompatibilitu, kterou Vam zadna jina
firma neposkytne.

Jako nazorny priklad této zpétné kompati-
bility mazZe poslouZit transfer klasické kon-
vencéni metody stanoveni antihistaminik
z kvartérniho systému Agilent 1100 na kvar-
térni systém Agilent 1260 Infinity Il. Ze srov-
navaciho chromatogramu je jasné patrné
excelentni zachovani rozliSeni a retencnich
Cash. Jak jiz bylo vyse napsano, tlakovy roz-
sah az 600 bar umozZznuje uzivatellim analyzy
také zkracovat a to bez ztraty rozliSeni diky
¢emuz usSetri nejen Cas, ale predevsim roz-
poustédla. Podrobnéji je toto popsano v apli-
kacni n6té pod Cislem 5991-6914EN, ktera je
volné k dispozici na webovych strankach fir-
my Agilent Technologies. Podivejme se nyni
trochu podrobnéji co vSe Vam generacni ob-
ména u jednotlivych modulli prinasi.

Response

Retention fime



Cerpadla

Nova generace €erpadel doznala hned né-
kolika zajimavych inovaci. Nové vSechny
typy Cerpadel mohou vyuZzit integrovaného
degasseru mobilni faze. Diky této integraci
dojde k redukci vysky celého systému coz
oceni predevS§im méné vzrostli chromato-
grafisté. Isokratické €erpadlo nové obsahuje
integrovany 3-kanalovy prepinaci ventil diky
kterému mUlZete automatizované prepinat
mezi 3 mobilnimi fazemi. Kvartérni cerpadla
patfi bepochyby k nejrozsifenéjSim a nejob-
liben&jsim typlim Cerpadel. Nova generace
téchto Cerpadel prevzala celou Fadu moder-
nich technologickych inovaci od nejvyssi
modelové fady 1290 Infinity II.

Obrazek 4
Kvartérni ¢erpadlo

Autosamplery

S novou generaci prichazi fada novinek také
u autosampleru. S ohledem na aplikacni po-
Zadavky v kombinaci s mnozstvim analyzo-
vanych vzorkd, VAm nové mliZeme nabid-
nout hned 2 nové produkty.

Novy Vialsampler je urceny predevsim pro
standardni uZivatele vyuzZivajici klasické 2ml
vialky. Externi oplach nastfikové jehly pro
zaji§téni minimalniho nezadouciho prenosu
mezi jednotlivymi analyzami je oproti pred-
chozi generaci, kterd k oplachu vyuzivala
uZivatelem definovanou vialku s rozpousté-
dlem, nové zajistovan externim rozpousté-
dlem diky ¢emuz je dosazeno daleko lepsich
hodnot pro tento kli¢ovy parametr.

Obrazek 5
Vialsampler

Oproti predchozi generaci doslo k navyseni
kapacity na 132 vialek, které jsou nové umis-
tény ve dvou samostatnych zasobnicich,
umoznujici uZivatellm dodavat vialky na
zasobniku také v prabéhu bézZicich analyz.
Zcela novy koncept doznalo chlazeni vzorka.
Firma Agilent Technologies u nové generace
upousti od modulu, ktery zajistoval cirkulaci
vzduchu v autosampleru, a nové k chlaze-
ni vzorkd vyuziva minikompresoru, ktery je

umistén pfimo v modulu vialsampleru. Tento
minikompresor je mozné kdykoliv do neter-
mostatované verze vialsampleru dodat a uzi-
vatel tak mlZe flexibilné reagovat na vznikly
poZadavek chlazeni vzorka.

Obrazek 6
Vialsampler, zasobnik s vialkami

Nejvétsi novinkou u tohoto modulu je bezpo-
chyby moZnost integrovaného termosatu
kolon. Jedna se o velice ekonomické reseni
urené predevsim pro uzivatele, ktefi nevy-
Zaduji ve svych metodach chladit chromato-
grafické kolony. Termostat pojme az 2 chro-
matografické kolony a muzZe byt vybaven
novou generaci ¢te€ky chromatografickych
kolon, ktera slouzi jak ke sledovani historie
kolon, tak ji maximalné vyuziji také zacinajici
chromatografisté.ldentifikacni systém kolon
dokaze Vasi kolonu ochranit pred aplikaci
nekompatibilnich podminek a zabranit tak
mnohdy nevratnému poskozeni kolony.

A

Obrazek 7

Vialsampler s otevienym integrovanym termostatem
kolon

Kromé vialsampleru firma Agilent Technolo-
gies nabizi také sofistikovanéjsi verzi auto-
sampleru, ktera je ur€ena pro chromatogra-
analytickymi vyzvami pfi nastfiku vzorku.
Tento autosampler nese nové nazev Mul-
tisampler. Tato verze obsahuje celou Ffadu
revolu€nich reSeni, které z tohoto autosamp-

leru délaji naprosto unikatni a nejfiexibilné;jsi
autosampler na trhu.

Obrazek 8
Multisampler

30
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Ve své zakladni konfiguraci disponuje kapa-
citou 108 vialek kterou je mozZné v pripadé
potreby rozsifit az na neuvéritelnych vice jak
6000 pozic a to v8e bez nutnosti rozsifovani
autosampleru o dalSi externi modul. Auto-
sampler je ur€eny jak pro klasické vialky tak
mikrotitracni desticky. Diky unikatni moz-
nosti zapojeni dvou nezavislych jehel (,,Dual
Needle”) miiZete vyrazné urychlit nastfik,
oddélit od sebe vzorky standardi a vzrok(
nebo nastfikovat diametralné rozdilné obje-
my bez manuélniho zasahu do systému.

Termostaty kolon

Mnoho zmén doznal také termostat kolon.
| zde doSlo k prejmenovani tohoto modulu
a nové nese nazev Multicolumn Thermo-
stat. Termostat funguje na principu Peltiera
s moznosti chlazeni a ohfevu bez nuceného
obéhu vzduchu. V porovnani s predchozi
generaci mate nové moznost pfipojit ke ka-
zdé koloné vlastni predohrfev mobilni faze
tzv. Quick-Connect Heat Exchangers. Kom-
binace novyho typu ventilu ktery umozriuje
automatizované prepinat mezi ¢tyrmi chro-
matografickymi kolonami, nové generace
identifikacniho systému kolon a dvou oddé-
lenych teplotnich zén predstavuje nejfiexibil-
néjSi feSeni pro uzivatele zabyvajici se vyvo-
jem chromatografickych metod.

Obrazek 9
Multikolonovy termostat kolon

Detektory

Novou generaci UV a DAD detektori spo-
juje jeden charakteristicky prvek. VSechny
detektory nové disponuji maximalni rychlosti
sbéru dat aZ 120 Hz. Pomineme-li fakt Ze se
jedna o nejrychlejsi detektory ve své tridé do
600 bar, umozniuji Vam tyto detektory diky
Sirokému rozsahu vinovych délek, velkému
vybéru pratoénych cel, proménlivé optické
Stérbiné a mnoha jinym dllezitym paramet-
rim, pokryt kompletni aplikaéni poZadavky
v klasické chromatografii.

Obrazek 10
DAD detektor

Kromé klasickych UV a DAD detektord nabi-
zi nova generace Infinity Il také celou fadu
specialnich detektorl jako jsou napriklad RI,
FLD nebo ELSD detektory. Z této skupiny
jsou fluorescencni detektory bezpochyby
nejrozsirenéjsi. Diky moderni xenonové flash
lampé a nejvétSimu rozsahu vinovych délek
na trhu predstavuji tyto detektory nejlepsi
volbu, jak pro rutinni laboratorfe zabyvaji-
ci napriklad stanovenim polyaromatickych
uhlovodika, tak pro védecko-vyzkumné labo-
vinovych délek, ktery je nebude omezovat
v zadné aplikaci. ELSD detektory se stéle
vice dostavaji do chromatografického po-
védomi a nahrazuji refraktometrické detek-
tory predevsim diky vyrazné vétsi citlivosti
a mozZnosti vyuZiti gradientovych profild.

Obrazek 11
ELSD detektor

Nova generace 1260 Infinity Il pfinasi do ka-
tegorie systému s tlakovym limitem 600 bar
celou fadu modernich technologicky inova-
ci. Diky tomu se systém 1260 Infinity Il stava
tou nejlepsi volbou jak pro soucasné uziva-
tele starSich kapalinovych chromatografi
Agilent, tak pro nové potencidlni uzivatele
ktefi od HPLC systému ocekavaji predevsim
spolehlivost a robustnost.

Jan Kovar
jan.kovar@hpst.cz




Automatické stanoveni
A9-Tetrahydrocannabinolu (THC)
a jeho metabolitu v krevnim séru
pomoci SPE-GC/MS

THC je hlavni psychoaktivni latkou v rostli-
nach konopi. Napriklad v Némecku staci pro
odebrani fidi¢ského prikazu stanoveni kon-
centrace THC nad 1 ng/ml v krevnim séru.
Po konzumaci je THC metabolizovano na ak-
tivni metabolit 11-hydroxy- A9-Tetrahydroca-
nnabinol (THC-OH) a déale pak na neaktivni
metabolit 11-nor-9-carboxy- A9-Tetrahydro-
cannabinol (THC-COOH). Ze stanovenych
koncentraci metabolitd THC lze zjistit dalsi
zajimavé informace o uZiti THC - vysoka
koncentrace THC-OH ukazuje na nedavné
uziti konopi, vysoky obsah THC-COOH pak
indikuje ¢asté uzivani konopi.

Instrumentace

Priprava vzork( byla provedena na apa-
rature Gerstel sestavené z MultiPurpose
Sampler (MPS) v provedeni dual head, vy-
baveném modulem Solid Phase Extraction
(SPE) a MultiPosition Evaporation Station
(mVAP). Samotné meéreni bylo provedeno
na plynovém chromatografu Agilent 7890
a hmotnostnim spektrometru Agilent 5977.
Levd véZz MPS byla vybavena stfikackou
o objemu 10 pL pro nastfik do inletu, zatimco
prava véz byla opatfena stfikackou o obje-
mu 2.5 mL pro davkovani vSech rozpousté-
del, kromé pfidavku derivatizacniho Cinidla
N-Methyl-N-(trimethylsilyl) trifluoroaceta-
midu (MSTFA). Cely proces byl fizen kont-
rolnim software Gerstel Maestro, ktery lze

Eluate Tray

snadno integrovat do Agilent Chemstation
a Agilent MassHunter. Nastfik vzorkU byl re-
alizovan prostrednictvim horkého split/split-
less intletu na kolonu.

Vysledky a diskuse

Jednim z kritérii bylo porovnani vysled-
ki stavajici a nové automatické metody.
K tomuto Gcelu bylo analyzovano 5 vzorku
krevniho séra s pridavkem standardu THC
na koncentracni Uroven blizkou detekénimu
limitu metody. Z grafu na Obrazku 3 vyplyva,
Ze vysledky koncentraci THC jsou v souladu
pro obé& metody.

Dalsim dllezitym kritériem pro hodno-
ceni automatické metody bylo stanoveni
carry-over. Bylo méreno 6 vzorkd krevniho
séra s pridavkem standardu na koncentracni
urovni 60 ng/ml THC, THC-OH a 600 ng/ml
THC-COOH. Po kazdém vzorku byl zméren
blank Cistého séra. Jak je patrné z Obrazku
4a, 4b a 4c, u zadného ze stanovovanych
analyt(l nebyl zjistén méritelny carry-over.
Pouzita kalibrace byla provedena nastrikem
rozpoustédlovych standard(l. Toto bylo moz-
no provést jednak diky pritomnosti deutero-
vanych internich standard(i pro kazdy analyt,
jednak diky porovnani kalibracnich krivek
ziskanych mérenim rozpoustédlové a mat-
ricni kalibracni fady (oba typy poskytovaly
shodné krivky).

Standard J

GERSTEL I [ Wash Station
:

Dual Head
Multi

Purpose
Sampler

3% Agilent

SPE Cartridge Tray

Sample Tray

mVAP

(Multiposition
Vaporisation

Station)

2x SFS
(Solvent Filling Station)

[Agilent MSD 5977 } [ Agilent GC 7890 } [

SPE module J

(Solid Phase Extraction)
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Obrazek 4a

Opakované meéreni blanku po
nastfiku vzorku THC o koncen-
traci 60 ng/ml

4

Obrazek 4b

Opakované méreni blanku po nastfi-
ku vzorku THC-OH o koncentraci
60 ng/ml

Obrazek 4c
Opakované méreni blanku po nastfi-
ku vzorku THC-COOH o koncentra-
ci 600 ng/ml

Obrazek 1
Systém pro automatickou analyzu
THC a jeho metabolitd
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Obrazek 2
Pracovni postup modulu Gerstel

SPE

Pracovni postup a priprava vzorku:

Podminky GC/MS analyzy:

Manualni pripravné kroky:

500 pL vzorku se naredi 500 pL 10% kyseliny
octové a 50 pL roztoku interniho standardu

Pokud je ve vzorku viditelna srazenina, vzorek
se odstredi (tento krok Ize také automatizovat)

Automatizované pripravné kroky:

SPE kolonka (1 mL, 100 mg C18ec) se nakondici-
onuje 2 ml kaZdého rozpoustédla v tomto poradi

+ Methanol
« Deionizovana voda
+ 0.1 M kyselina octova

Cely vzorek (0.5 ml krevniho séra) se prevede
na nakondicionovanou kolonku

Nésledné se SPE kolonka se vzorkem promyije
2 ml rozpoustédel v tomto poradi

+ 0.1 M kyselina octova
+ Smeés acetonitrilu (60/40 v/v)

SPE kolonka se vysusi proudem dusiku po dobu
1 minuty

Analyty se eluuji 2 x 200 pL acetonitrilu

Eluat se odpafi dosucha pfi 60 °C, 100 mBar
a tfepani (250 rpm) po dobu 5 min v modulu
mVAP

Odpareny vzorek se rozpusti ve 25 yL MSTFA
pfi okolni teploté, stadlém michani (750 rpm)
po dobu 5 min

3 pL alikvot se nastfikne do horkého inletu, kde

probé&hne simultanni silylace analytl a transfer
na GC kolonu

condition
wash

load

MPS: 3 pL injection volume

Teplota inletu: 280 °C

Inlet Liner: Deactivated, single taper (Agilent)

Injection Mode: Splitless, 2 min

Pneumatics: 134.5 kPa He, constant pressure

Oven:
+ 160 °C (1 min); 10 °©C/min;
+ 180 °C (8 min); 5 °C/min;
+ 220 °C (4 min); 15 °C/min;
+ 270 °C (5 min); 10 °C/min;
+ 300 °C (5 min)

Post Run: 325 °C (2 min), 350 kPa

Kolona: Agilent, VF-Ims 25 m, di = 0.2 mm,

df = 0.33 pym

Transfer Line: 300 °C

Source Temp.: 230 °C

MSD Mode: Selected ion monitoring (SIM)

SIM Masses: m/z (THC): 386, 371, 303

m/z (THC-D3): 389, 374, 306

m/z (THC-OH): 371, 474, 459

m/z (THC-OH-D3): 374, 477, 462

m/z (THC-COOH): 371, 473, 488

m/z (THC-COOH-D3): 374, 476, 491




O Validated routine method O Automated GERSTEL method
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[ 0,2+ ] Obrazek 3
0 Porovnani analyzy vysledkG THC
11LC2999 11LC2975 11LC2971 11LC2969 11LC2960 ziskanych validovanou rutinni me-
todou a automatickou metodou
Sam ple Gerstel
] ST 5T Repeatability [%] Inter-day Repeatability = Extraction Efficiency
2 v E =35 E [%] [%]
[} 0~ T N ° o,
c a9 E£00o
< £L5 JEL
N €
‘S ] 1.2 5.5 25 1.2 5.5 25 1.2 5.5 25
.E o ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL
=
THC 03 07 52 72 38 78 7.2 67 75 74 70 Tabulka 1
THC-OH 0.3 0.9 35 10 35 16.3 10 6.9 93 82 86 Namérené validacni charakteristiky
’ ’ ’ ’ ’ ’ pro metodu automatického stano-
THC-COOH <1 5 37 66 33 86 71 71 83 79 87 veni THC a jeho metabolitii v krev-
nim séru
Po srovnani manualni a automatické meto- Literatura:

dy a po stanoveni carry-over byly odhadnuty
zakladni valida¢ni charakteristiky — limit de-
tekce, limit kvantifikace, reprodukovatelnost,
mezi-denni reprodukovatelnost a G¢innost
extrakce - viz Tabulka 1.

Zaver

Byla vyvinuta a validovana plné automaticka
metoda pro stanoveni THC a jeho hlavnich
metabolitd v krevnim séru. Bylo dosaZeno
limitu kvantifikace pod 1 ng/mL pro THC
a THC-OH, pod 5 ng/ml pro THC-COOH,
reprodukovatelnosti vysledki méreni v roz-
mezi 3.3 % — 10 % a extrakeni U€innosti mezi
70 % - 93 %. Tyto vysledky byly dosaZeny
analyzou pouze 0.5 ml vzorku krevniho séra
(oproti standardni manudini metodé, kde
se pouziva cely mililitr).

Michal Caplygin
michal.caplygin@hpst.cz

LERCH, O. et al., Fully Automated SPE-GC/
MS, Determination of A9-Tetrahydrocanna-
binol (THC) and its Metabolites in Serum
Samples. Gerstel Application Note. 2014,
(AN/2014/02).
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rl GERSTELi

Automaticka priprava vzorku
pro ty nejnarocnejsi

HPST, s.r.o., se nové stala autorizovanym
distributorem spole¢nosti Gerstel pro Ceskou
republiku!

Gerstel se zaméruje na vyvoj a vyrobu vysoce
flexibilnich FeSeni pro automatické davkovani

Twister / SBSE
(Stir Bar Sorptive Extraction)

Patentované extrakéni zarizeni
pro extrakci na pevnou fazi,
kterou je pokryto magnetické
michadélko, umisténé ve vialce.

SPME

(Solid Phase Micro Extrac-
tion)

Mikroextrakce na vlakno pokry-
té vhodnym sorbentem. Desorp-
ce probiha pfimo v GC inletu.

Selectable 1D/2D-GC/MS

UmozZnuje rutinni jednodimenzi-
onalni GC/MS analyzu, kterou
Ize snadno prepnout na dvojdi-
menzionalni.

ODP
(Olfactory Detection Port)

Olfaktorické sledovani latek,
které opoustéji GC kolonu.
Frakce jsou sledovany sou¢asné
nosem i GC detektorem.

DHS
(Dynamic Headspace)

Automatizovany dynamicky
headspace a termalni desorpce
ve 20 ml headspace vialkach.

Ccis
(Cooled Injection System)

Univerzalni GC inlet typu PTV
pro vSechny nastfikové médy
véetné kryonastriku.

mVAP

(MultiPostion Evaporation
Station)

PIné automatizovany systém
pro odparovani rozpoustédel,
integrovany do MPS

a pripravu vzork( pro plynovou a kapalinovou
chromatografii s hmotnostni spektrometrii
(GC/MS, LC/MS).

V pfipadé zdjmu nés nevahejte kontaktovat
na emailu ivo.novotny@hpst.cz.

TDU 2
(Thermal Desorption Unit)
Multifunkéni automatizovany

systém pro termalni desorpci
a termalni extrakci.

SPE
(Solid Phase Extraction)

Automatizovand extrakce
na tuhou fazi pro GC/MS
a LC/MS, nebo jako samostat-
ny systém.

PYRO

(Pyrolysis Option)
Automatizovana pyrolyza pro
Gerstel TDU. Poskytuje maxi-
malni flexibilitu a produktivitu.

MPS liquid, MPS robotic
(MultiPurpose Sampler)
Multifunkéni systémy pro pFi-
pravu vzorku a nasledny na-
stfik vzorku do GC/MS nebo
LC/MS.

MPS DualRail PrepStation

Dualni varianta MPS pro rozsi-
feni moZnosti pfipravy vzorka.

ALEX
(Automated Liner EXchange)
Systém pro automatizovanou

vyménu GC linerd pro Gerstel
CIS.

MAESTRO Software
Intuitivni software pro vysoce
Gcinnou automatizovanou pri-
pravu vzorku a nasledny néstrik
vzorku do chromatografu.




Wasson-ECE Reaktor pro uplnou
premeénu organickych sloucenin
na metan: Prislusenstvi k FID
Reseni pro komplexni kalibraci

V oboru plynové chromatografie se vzdy vy-
skytoval problém kalibrace. Mnoho bézné
pouZivanych detektori ma proménlivé faktory
odezvy pro rizné slozky. K presné analyze
vzorkd musi pracovnik nejprve znat prislusny
faktor odezvy pro kazdou sledovanou slozku.
Tradiénim FeSenim tohoto problému je po-
uziti kalibracnich standardu, které obsahuiji
vS8echny sledované sloZky pro danou analyzu.
Tento postup umozni obsluze pfistroje sta-
novit jednotlivé faktory odezvy pro kazdou
sloZku. Kalibra¢ni standardy obsahujici mnoho
sloZek jsou Casto drahé a podléhaji degrada-
ci. Také je zde problém s validaci standard.
To se specialné tyka kalibraci se sloZkami,
které mohou reagovat s vnitfnimi sténami
vzorkovacich lahvi nebo mezi sebou. V tom-
to pripadé je standard certifikovan pro dané
koncentrace béhem pfipravy, avSak aktualni
davkované koncentrace mohou byt rozdilné
od certifikovaného mnoZstvi. Vysledkem jsou
vypocCty zaloZené na standardech, které jsou
nespravné.

Pokud se zabyvame timto kalibraénim pro-
blémem, je jednoduché si predstavit, jak by
vypadalo dokonalé FeSeni: univerzalni detektor
s jednotnym faktorem odezvy pro vSechny
slozky. Jednotny faktor odezvy by eliminoval
potfebu pouziti sloZitych a drahych kalibrac¢-
nich standardud a zarovern umoznil analyzovat
vSechny sloZky z jednoho kalibracniho bodu.

Toto feSeni Vam nabidne Wasson-ECE reak-
tor (TOtM-Total Organics to Methane) pro
kompletni pfeménu organickych slou¢enin
na metan. TOtM reaktor je pfisluSenstvim
k FID detektoru a umoZnuje vyuZiti jednoho
univerzalniho faktoru odezvy pro vSechny
uhlikaté slou¢eniny véetné téch, které drive
nebylo mozZné detekovat FID jako v pfipadé
oxidu uhelnatého a oxidu uhli¢itého bez pouziti
metanizéru. TOtM pfeméni vSechny uhlikaté
slou¢eniny na metan katalytickou konverzi.
V prvnim kroku jsou slozky oxidovany na oxid
uhli¢ity a vodu v prostredi prebytku kysliku.
Potom je oxid uhli¢ity redukovan na metan
a vodu v prostredi s prebytkem vodiku. Vy-
sledkem je tvorba jedné molekuly metanu na
kazdy uhlik v pGvodni slou¢eniné. Vyhodou
této premeény je, Ze plocha piku je pfimo Umér-
néa obsahu uhliku v kazdé sloZce. To umoZnuje,
Ze vSechny slozky obsahujici uhlik v daném
vzorku jsou analyzovany s jednotnym fakto-
rem odezvy o velikosti 1 za pouziti vnitfniho
standardu, tak jak je ukdzano v rovnici uve-
dené nize.

Plocha pikugosiq/ Mol Cioza
Plocha pikw;srp /Mol Cisrp

RF o500 =1 =

kde RF_ . je faktor odezvy (RF-respon-
se factor) jakeékoliv slozky, Plocha piku_,
a Plocha piku,g,, jsou velikosti ploch piku dané
sloZky a vnitfniho standardu (ISTD-internal
standard). Mo/ C_,, . a Mol C ., jsou poCty
molUd uhliku ve sloZce a vnitfnim standardu.
Z toho vyplyva, Ze pocet moll uhliku mize
byt prfimo vypocten z velikosti plochy piku
s pouzitim vnitfniho standardu. Jakmile je pik
identifikovan, pocet moll uhliku maze byt
jednoduse preménén ke stanoveni hmotnosti
dané slozky.
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Obrazek 1

Nazorny priklad dvou pikd, jeden
pro hexan a jeden pro Propylthiol,
bez (Without) TOtM a s (With)
TOtM. Bez TOtM je pik pro propyl-
thiol (PT) mirné zmenSen vlivem
thiolové skupiny v molekule. S po-
uzitim TOtM pik PT presné refiek-
tuje pocet uhliki v molekule, ktery
byl zcela pfeménén na ekvivalentni
mnoZstvi metanu. Z toho vyplyva,
Ze s pouzitim TOtM je plocha PT
piku polovinou plochy hexanu, tj. Ze
oba maji stejny faktor — jejich ode-
zva je umérna poctu uhliku v mole-
kule.
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Tabulka 1
SlozZky a koncentrace

Obrazek 2
Vypoctené faktory odezvy za pou-
Ziti dekanu jako vnitfniho standardu

Béhem testovani jsme analyzovali Ctyfri sloZky
pfi opakovaném déavkovani. Témito Etyimi
slozkami byly dva alkany, karbonylova slou-
€enina (keton) a sirny alkohol (thiol) pro de-
monstraci schopnosti reaktoru. Dekan byl
pouzit jako vnitfni standard. Koncentrace
jednotlivych sloZek je uvedena v Tabulce 1.
Jako matrice byl pouZzit dodekan. Hmotnosti
uhlik( v molekulach byly vztaZzeny k plocham
pikd pro vypoéteni individualnich faktor(i ode-
zvy. Z naméreného souboru dat jsme zjistili,
Ze primérny faktor byl 1,00 = 0,01 (Obrazek
2). Pro stejny soubor dat byla stanovena chy-
ba mezi vypoctenou a zndmou koncentraci
ve vysi 1,01% = 0,76%.

Preména vSech uhlikatych slou¢enin na metan
umoznuje pouzit jednotny faktor odezvy, kdy
koncentrace uhliku je prfimo reprezentova-

SloZka Koncentrace
(Hmot. %)

2-Propanthiol 3,02

Hexan 12,14

Metyl isobutyl keton 5,43

Nonan 12,12

Dekan (ISTD) 10,62

1.10
1.00
0.90
0.80
0.70
0.60
0.50
0.40
0.30

Response Factor

0.20
0.10
0.00

B Hexane

H 2-Propanethiol

m Methyl isobutyl ketone

na plochou piku. Odtud mudze byt jednoduse
vypoctena koncentrace slozky jako funkce
vlastni koncentrace uhliku. TOtM je mozné
jednodu$e integrovat do zafizeni, které jiz
pouzivaji FID pro analyzu a pro jeho pouzi-
ti neni nutné se naucit ovladat zadny novy
hardware. PouZiti TOtM reaktoru eliminu-
je potiebu drahych kalibra¢nich standardu
a umozni detekci vSech uhlikatych sloucenin
plamenové ionizacnim detektorem vcetné
téch, které nebylo mozné drive s FID stanovit.

Pavel Hrabanek
Wasson-ECE CZ s.r.o.
pavel_hrabanek@wasson-ece.cz
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Automatizace panellu pro vzorkovani
s vyuzitim pro explozivni plyny

Analytické techniky jsou Gasto pouzivany
na vzorcich v plynné fazi. Plynné vzorky jsou
privadény do analytickych pristroji pouzitim
vzorkovacich panel(l. Panel pro vzorkovani
dale zpracovava prebytek plynného vzorku
a odvadi ho bezpec¢né k ventilaci. Tyto panely
pro plynné vzorky mohou byt ovladany ru¢né
nebo jsou automatizovany.

Silan (SiH,) je velmi dileZita chemikalie, ktera
se pouziva pro vyrobu polovodic¢u. Silan je
nutné analyzovat na rlizné stopové necistoty,
které by mohly narusit choulostivé vysokofre-
kvenéni vlastnosti tranzistord ve vyrabénych
zarizenich a sniZzovat vytéZnost na desku.
Za soucasnych technologii se vyroba inte-
grovanych obvod( nebo polovodi¢h provadi
ve formé desek o priméru az 40 palc(, kdy
cena jedné desky mlZe dosahovat hodnoty
2,5 milionu dolard v zavislosti na typu kon-
struovaného polovodice.

Mnoho z analytickych metod €asto pouziva
plynovou chromatografii (GC) s rdznymi de-
tektory v€etné hmotnostniho spektrometru.
Vzorek je privadén do GC davkovacim venti-
lem pro plyny. Problém nastéva, kdyz je che-
mik poZadan o pfivod vzorku do davkovaciho
ventilu na GC z velkoobjemového zasobniku
nebo procesniho proudu. Zjevnou vyzvou je
nutnost vyloucit kontaminaci vzorku okolnim
vzduchem, ktery obsahuje mnoho analyzova-
nych sloZek. To je pro silan obzvlasté dllezZité,
nebot bourlivé reaguje s kyslikem za vzniku
oxidu kfemicitého:

pyroforickd, explozivni
reakce

SiH, + O, -> Si0O, and 2H,
Tato reakce je pyroforickd a probéhne
samovolné pfi styku se vzduchem. Navic velmi
bourlivé, aZ explozivné, coZz znamena nebez-
peci pro obsluhu a pouzivany hardware. Ved-
lejSim produktem je SiO2, ktery predstavuje
problém pro citlivé mechanické soucastky.
Také je uvoliovan vodik.

Kvuli témto divodlim jsou konstruovany
integrované panely pro vzorkovani a u py-
roforickych vzork( se pouZivaji provedeni,
ktera zaruci absolutni tésnost spojl. Takovy
vzorkovaci panel miZe obsahovat aZ 20 ven-
till a je nutné Fesit jejich ovladani. Ventily je
mozné prepinat ru¢né, coz je v pripadé silanu
nelehky ukol, nebot jedina chyba v sekvenci
muzZe vést ke kontaminaci vzorku a explozi.

Z tohoto dlivodu pouziva ndmi zkonstruovany
vzorkovaci panel vzduchem ovladané ventily,
které jsou jednotlivé nastavovany pouzitim
Wasson-ECE Automatoru. Automator je spo-
lehlivy vestavény systém Fizeny mikrokon-
trolérem. Zamérné neni vybudovan na bazi
PC kvuli zamezeni moznych problémt s PC
hardwarem/softwarem, které mohou vést
k nespolehlivosti a selhani.

Konkrétnéji, Automator je jednoduchy a uzi-
vatelem programovatelny stavovy automat.
Na rozdil od pouziti tabulky udalosti a reakci
v realném case, je stavovy automat definovan
seznamem akci, kde kazda akce je dokoncena
pred provedenim akce nasledujici. Samotny
pristroj je vybaven 24 digitalnimi 1/0 kanaly,
které mohou byt pouZity k fizeni pfepinani
ventil, vakuové pumpy, jako napfiklad v na-
§em panelu pro vzorkovani silanu, ¢i ovladani
dalSich zafizeni. K dispozici je také 16 ana-
logovych vstupl. V naSem panelu pro silan
jsme pouzili vysoko-vakuovy tlakovy prevod-
nik, abychom mohli méfit vakuum v systému
béhem Cistici procedury.

Pro panel byly vytvofeny a naprogramovany
metody provadéjici rizné ukoly. NapF. jednim
ze zadani bylo proplachnout a evakuovat pa-
nel a tim odstranit vzduch ze systému. Dalsi
metoda byla naprogramovana, aby otevriela
lahev silanu, privedla vzorek k plynovému
chromatografu, vedla vzorek pres GC a potom
aby doSlo k vyrovnani tlaku na jistou pevnou
hodnotu s naslednym spusténim GC na dalku.
Po dokoné&eni analytického méreni byla spus-
téna dalSi metoda k vyplachnuti prebytku si-
lanu ze vzorkovaciho systému do bezpecné
ventilace k jeho zneSkodnéni. Samotny panel
se nachézel v prostoru ohrani¢eném beto-
novou zdi a nastaveni Automatoru probéhlo
vzdéalené pres rozhrani LAN.

Vyse popsanym zplsobem byl Automator po-
uzit, aby eliminoval moznost chyby obsluhy
pristroje béhem manualniho provadéni presné
sekvence nastaveni ventilll, ovladani pumpy
a odectu tlaku. Pouzitim Automatoru jsme do-
sahli exaktniho nastaveni analytické sekvence
v procesu, konzistenci pfi opakovani a vyssi
uroven bezpecnosti pro obsluhu pfistroje.

Pavel Hrabanek
Wasson-ECE CZ s.r.o.
pavel_hrabanek@wasson-ece.cz

Obrazek 1
Wasson-ECE Automator

1
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Obrazek 2
Wasson-ECE Automator

Obrazek 3
Automatizovany,

dokonale tésny
vzorkovaci panel pro bezpecnou
analyzu pyroforického silanu.
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Obrazek 1
Eliminujte pracné kracovani a udrz-
bu kolony

Obrazek 2
Spojeni a instalace bez netésnosti
za méné nez 2 minuty

Obrazek 3
Rychly pFistup ke vS§em informacim

Obrazek 4
Zkratte ¢as mezi analyzami na
méné neZ minutu

MEJTE VELKE SNY!
Myslite, ze jiz neni v GC prostor pro

velké inovace?

Zkuste se zamyslet znovu...

Od lidra v oblasti plynové chromatografie
se oCekavaji vétsi véci nez jen vylepSovani
a zdokonalovani stavajicich technologii, po-
souvani detekénich limitl nebo FeSeni stan-
dardnich vyzev a limitaci. O¢ekava se, Ze
bude lidrem také v oblasti vyvoje a vyzkumu.
O zodpovédné plnéni téchto ocekavani se
Agilent Technologies i HPST maximalné snazi,
ale je to dost?

Odpovéd zni - neni. VétSina z nas ¢eka a dou-
fa, Ze se objevi néco, ¢im takovy lidr zméni
pohled na stéavajici svét technologii a pfine-
se uzivatelim do té doby nepredstavitelné,
unikatni, inovativni a revoluéni feSeni. Tak
jako tomu bylo mnoho let zpatky s pfichodem
elektronickeé regulace tlaku (EPC), pouzivani
kapilarnich kolon nebo konstrukce prvnich
skuteénych QQQ nebo Q-TOF systémi pro
oblast plynové chromatografie.

Tentokrat ale Agilent Technologies vSechny
opét Sokoval a priSel s technologiemi, které
byly do té doby jen snem a nemély zadné
readlné obrysy. NaSel tak FeSeni pro limitace
a pozadavky vétSiny z nas, nas uZivatell nebo
managerl. Kazda z téchto skupin ma trochu
odliSné pozadavky, ale stejné cile — jednodussi
obsluha, snadna i pro méné zkuSené uzivatele,
rychleji zaSkoleni, vétsi robustnost a produkti-
vita. SpInéni téchto poZadavki bohuZel nebylo
s vyuzZitim aktualnich technologii naplno moz-
né.

Resenim bylo pfivést na svét néco naprosto
nového, technologicky inovativniho, néco, co
zméni svét plynové chromatografie. Timto
feSenim je novy plynovy chromatograf Intuvo
9000, ktery ma poprvé v historii plynovych
chromatografu Agilent Technologies/HP sku-
te€né jméno a ne jenom pouze Ciselné oznace-
ni a doplriuje rodinu plynovych chromatograf
fady 7890, 7820 a 6850.

Nejedna se pouze o samotny hardware ply-
nového chromatografu, ale o kompletni novy
svét zahrnujici samotny plynovy chromato-
graf a jeho technologie, kompletné novy svét
spotifebniho materialu, obsluhy a technické
podpory nebo vzdalené spravy. To vSe pro
vyrazné zjednodu$eni prace a udrzby, mi-
nimalizaci aZ eliminaci béZznych problému
v plynové chromatografii jako jsou netésnosti
nebo potreba urcitych zkuSenosti pro udrzbu
nebo vyménu GC kolon a ve vysledku také niz-

Sich provoznich nakladl a vyssi produktivity.

Primé vyhrivani, kratsi doba analyz
- planarni konstrukce GC kolon

Pro¢ cekat nez se kolona v klasické peci za-
hreje nebo zchladi? Tradi¢ni standardni pece
u vétsiny plynovych chromatografl nejdfive
ohfeji vzduch uvnitf chromatografické pece
a potom prevedou teplo na GC kolonu. Efek-
tivni... ale ne ucinné.

GC Intuvo vyuZiva technologie pfimého ohre-
vu — vyrazné rychlejsi cesta jak délat GC ana-
lyzy. Planarni konstrukce klasickych GC kolon
umoziuje Ucinny pfimy ohrev, ktery eliminuje
nutnost pouZiti klasickych velkych peci. Nyni
mUZete VaSe metody zkratit, pouZit pouze
zlomek energie, produkovat vyrazné méné
tepla, a to v8e na poloviné velikosti VaSeho
pracovniho prostoru.

Rychla, spolehliva vyména kolony
- ,,klikni-a-mér“, spojeni bez feruli

Jiz se nikdy netrapte s utahovanim a tésnosti
feruli - zapomerite na né.

GC Intuvo vyuziva revoluéni systém pfimého
spojeni bez nutnosti pouziti feruli v celém
plynovém chromatografu — pFinasi tak vyrazné
jednodussi a spolehlivé zabezpeceni integrity
celého systému plynového chromatografu
a udrzbu.

Utazenim spojeni univerzalnim nastrojem
a diky slysitelnému ,kliknuti“ s jistotou vite, Ze

VaSe spojeni je tésné a to vSe v fadu sekund.

Konec zkracovani kolony nebo pred-
kolony - technologie ochranného
Cipu

Jednorazovy, rychle a snadno instalovatelny
ochranny (guard) €ip pfinasi ochranu chroma-
tografické kolony o délce az 1 m. Je inertnéjsi,
presnéji vyrobeny, robustnéjsi nez klasické
predkolony a umoznuje také zpétny proplach
pro zvyseni zZivotnosti. Zkracovani kolony
a posuny retencnich ¢asu jsou jiz minulosti.

Predstavte si, Ze 15metrova kolona bude vzdy
kolonou 15metrovoul



Lepsi inertnost vSech cest — vyssi
citlivost, lepsSi presnost a reprodu-
kovatelnost

Jiz nikdy nebudete re-analyzovat vzorky.

Inertnost vSech mist, se kterymi prijde Vas
vzorek do styku, je kritickym poZadavkem pro
presnou a reprodukovatelnou analyzu stopo-
vych koncentraci aktivnich analytl

Jednotlivé ¢asti nové konstrukce systému
Intuvo poskytuji diky velice presné vyrobé
a kontrole pouZitych materiala spolehlivou
a stalou inertnost vSech Casti, které prichazeji
do styku se vzorkem.

Snadny prenos a zavedeni Vasich
stavajicich metod

Intuvo kolony, které nevyzaduji zkracova-
ni, jsou vyrabéné ve stejnych rozmérech
a fazich jako standardni chromatografické
kolony Agilent. Jejich planarni a kompaktni
design tak umoziiuje rychle a efektivné zavést
Vase stavajici metody na novém stroji.

Tyto kolony a jejich design pracuji ruku v ruce
s ochrannymi Cipy, které zabezpecdi jejich
ochranu a stalé vysledky bez nutnosti zkra-
covani samotné kolony.

A co fikaji o novém plynovém chroma-
tografu Agilent Intuvo 9000 zkusSeni
odbornici z praxe?

Video 1: Agilent Intuvo GC System a prvni
nazory uzivatell

Zdroj: You tube - , Agilent Intuvo GC Sys-
tem is already making an impact. Customer
perspective of Intuvo.*

Link: https://www.youtube.com/watch?v=J-
PW8S79cMYQ

Video 2: Jak dilezité jsou v plynové chroma-
tografii inovace. Pohled ze strany uZivatel(.
Zdroj: You tube - ,,Importance of innovation
in gas chromatography. Customer perspective
of Intuvo*

Link: https://www.youtube.com/watch?-
v=Hupgh7NkexM&list=PLThrdl2ragonvenY-
VHob5_Slww_7daHxaE&index=8

Ivo Novotny
ivo.novotny@hpst.cz
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MozZnost klasickych nebo MS de-
tektort

Obrazek 7
Plynovy chromatograf Intuvo 9000

Obrazek 8
Ochranny €ip Intuvo 9000
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Cytosolova exprese Zeleného
fluorescencniho proteinu (GFP)
a jeho derivatu v kvasinkach
Saccharomyces cerevisiae

Od roku 1994 kdy poprvé Chalfie s jeho kolegy
provedl izolaci, se stal Zeleny fluorescencni
protein (GFP) nesmirné popularnim a vy-
konnym nastrojem pro neinvazivni sledovani
bunécénych procesu in vivo. GFP je protein
sloZeny z 238 aminokyselin, ktery se izoluje
z medudzy Aequorea victoria. Protein ma ele-
gantni strukturu B-barelu o velikosti 30 x 40 A,
ktera chrani vnitfni tripeptidovy fluorofor
(Obrazek 1).

Obrazek 1
Schématické zobrazeni zeleného fluorescenéniho pro-
teinu. Cervené je zobrazen tripeptidovy fluorofor

Po excitaci svétlem pfi 395 nm nebo 475 nm
fluorofor GFP emituje jasnou zelenou flu-
orescenci pfi 509 nm. Tento jev mlZze byt
detekovan pouzitim rlznych instrumenta -
jako je fluorescenéni mikroskop, fluorescenéni
pratokovy cytometr a fluorimetr.

GFP je vysoce atraktivni nastroj pro dnesni
védce v oborech , life science®, hlavné protoze
protein nepotrebuje dalSi substraty a kofak-
tory pro dosazeni funkéni struktury proteinu.
Diky tomu je moZna exprese GFP v odlas-
ti Zivych organismi a bunéénych systémd,
coZ ma za néasledek maturaci a fluorescenéni
signal. Jinymi slovy GFP umozniuje burikdm
produkovat jejich vlastni fluorescenéni marker.
Diky tomu je pak mozné obejit pouziti kon-
vencnich fluorescencnich zobrazovacich po-
stupu, pri kterych dochazi ¢asto k toxickému
ovlivnéni bunék a nelze tak obecné provadét
studie in vivo. GFP dovoluje studie bunécnych
procest v redlném case v Zivych bunkach,
intaktnich burikdch a organismech, které
umozniuji lepSi porozuméni biologickym me-
chanismlm ve fyziologickych modelech.

Jedna z prvnich aplikaci GFP bylo vyuziti
GFP jako reportéru genové exprese a protei-
nové lokalizace. GFP byl pouZit k vizualizaci
bunéénych organel, cytoskeletonu a sekrec¢ni
drahy. Od té doby se jiz vyrazné rozrostly apli-
kace GFP a jeho derivatl, které byly vyvinuty.

Mutacni studie chromoforl a okolnich ami-
nokyselin vyprodukovaly nové derivaty GFP
s odliSnymi excitacnimi a emisnimi spektry.
Témito derivaty jsou modry (BFP), tyrkysovy
(CFP) a zluty (YFP) fluorescenéni protein.
VSechny tyto barevné proteiny maji vylepSené
maturac¢ni hodnoty a fluorescencéni intenzity.
Barevné spektrum bylo nedavno rozsifeno
Matzem a jeho spolupracovniky, ktefi izolovali
Cerveny fluorescenéni protein z Discosomy
coral (dsRed), s 30% sekvenéni homologii
s Aequorii GFP. Tato Siroka Skala spektralné
odlisnych fluorescencnich proteinli poskytuje
rozeznatelné markery pro simultanni studie
vicenasobnych bunécénych proces, stejné
jako umoznuje pokrocilejsi aplikace. Prikla-
dem muZe byt studie interakci protein-protein
s pouZitim jevu fluorescenéniho rezonanéniho
prenosu energie (FRET).

Fluorescencni vlastnosti rodiny GFP jsou od-
liSné v pripadé spektralniho profilu, intenzity
a citlivosti vUci stabilité signalu. Proto je dlle-
Zité optimalizovat detek&ni a méfici protokoly
pro GFP a jeho derivaty jeSté pred experimen-
talni analyzou v kazdém experimentalnim mo-
delu. Prezentovana studie mé za cil detekovat
a charakterizovat GFP exprimované v cytosolu
zivych kvasinkovych bunék (Saccharomyces
cerevisiae) s pouzitim fluorescenéniho spek-
trofotometru Agilent Cary Eclipse.

Material a metody

Vybaveni:

Agilent Cary Eclipse fluorescenéni spektrofo-
tometr

Vicekyvetovy drzak s Peltierovym chlazenim
a elektromagnetickym michanim

Teplotni kontrolér
Teplotni sondy
Magnetickd michadélka

Kfemenné kyvety

Kmeny kvasinek

YRD15 (MATa, his3, ura3, leu2,p+) kvasinek
S. cerevisiae byl matefsky kmen pouZity
v této studii. Geny kédujici GFP derivaty
(Zluty, zeleny, modry, tyrkysovy) a erveny
fluorescencni protein (DsRED) byly klonovany



do kvasinkového expresniho plasmidu pAS1N
a transformovany do kvasinkového kmene
YRD15, ktery je popsan vyse. Transformované
buriky byly naneseny na kvasinkové minimalni
médium (0,75% kvasinkové minimalni médium
bez aminokyselin, 2% glukéza, 1,5% agar)
se selektivnimi markery kultivované 3 az
5 dnU pfi teploté 28 °C.

Postup

Kvasinky byly dvakrat promyty v 1 ml MiliQ
vody, aby byla odstranéna kontaminujici mé-
dia, poté byly resuspendovany v MiliQ vodé na
kone&nou optickou hustotu 0,55 Abs pfi 650
nm. Buné&né suspenze (2ml) byly umistény
do jednorazovych fluorescencnich kyvet (Sar-
stedt) a do vicekyvetového drzéaku, ktery byl
umistén do vzorkovaciho prostoru Cary Eclip-
se fluorescenéniho spektrofotometru. Teplota
v kyvetach byla nastavena na 25 °C. S pouzi-
tim SW modulu ,,Scan® byla bunééna suspenze
excitovana svétlem nélezité vinové délky pro
kazdy specificky fluorescenéni protein (viz
webova stranka Clontech — komplexni list
excitacnich/emisnich maxim fluorescencnich
protein(). Emisni skeny byly zaznamenany pro
GFP, BFP, CFP, YFP a DsRed. Parametry mé-
feni skenli DsRed jsou uvedeny v Obrazku 2.

Vysledky a diskuze

Emisni spektra vSech fluorescencnich protei-
nG jsou zndzornéna na Obrazku 3.

Spektra vSech fluorescencénich proteind, je-
jichz exprese probihala v cytosolu kvasin-
kovych bunék, byla snadno zaznamenana
a spektra koresponduji s ocekavanymi cha-
rakteristikami. Sum, produkovany bunécnou
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Obrazek 2

Instrumentalni parametry pro detekci emisniho spektra
DsRed (emisni maximum 583 nm) a excitace 550 nm
(excitace 558 nm)

autofluorescenci, a rozptyl byly zanedbatelné,
zejména v dasledku pouziti vnitfnich filtr(,
kterymi je vybaven jak emisni tak i excitac-
ni monochromator v Agilent Cary Eclipse.
Snizeni autofluorescence (bud zkoumaného
vzorku nebo média) je nesmirné dlleZité pri
pouZiti fluorescencnich proteind, které maji
bud’ nizkou intenzitu fluorescence, nebo jsou
excitovany vysoce energetickym UV zafenim
(jako napriklad BFP). UV zareni iniciuje silné
fluorescencni odezvy z mnoha slozek bunécné
prostfedi a musi byt minimalizovany, aby se
zabranilo maskovani emise z cilovych fluo-
rescencnich proteind, zejména kdyz se sleduji
drobné interakce proteina.

Zaver

Agilent Cary Eclipse s vicekyvetovym drzakem
a prislusenstvim pro teplotni kontrolu posky-
tuje jednoduché, rychlé a reprodukovatelné
feSeni pro méreni a charakterizaci riznych
fluorescencnich proteintd exprimovanych
v celych bunkach. Nyni existuje prilezitost
specificky oznacit proteiny zajmu uvniti bunék
pomoci riznych GFP a sledovat tak interakce
soucasné pomoci méreni pri nékolika vinovych
délkach - to umozniuje automatickou excitaci
a odecitani emise az pro Sest raznych fluo-
rescencnich sond in vivo.

Martina Hakova
martina.hakova@hpst.cz

GREEN YELLOW

Intensity (a.u.)

500 550
Wavelength {(nm)

Obrazek 3
Intenzita vs. emise fluorescencnich proteint pro celé
spektrum
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Obrazek 1

Pristroj Cary 60 vybaven optickym
vldaknem pfi méfeni 150 pl DNA
v mikrozkumavce

Méreni Cistoty malych objemu DNA
pri 4 °C s pouzitim Agilent Cary 60
UV-Vis spektrofotometru

s optickym vlaknem s mikrosondou

Agilent Cary 60 UV-Vis spektrofotometr je
idealnim pfistrojem pro méreni malych obje-
mu biologickych vzork(i pfimo z jejich skla-
dovaciho prostfedi — napfiklad lednice. Tato
studie ukazuje, jak je mozné vyuzit Cary 60
pro méreni Cistoty DNA pfi 4 °C s pouzitim
prisluSenstvi optického vlakna s mikroson-
dou. Vysledkem tak jsou znaéné Uspory ¢asu
i ndkladli bez kompromist v presnosti a opa-
kovatelnosti kvality dat.

+ Uz neni tfeba kyvet
+  Meéreni vzork( pfimo z lednice pri 4 °C
.+ Uspora &asu a penéz za analyzu

Méreni Cistoty a koncentrace DNA pomo-
ci UV-Vis spektrofotometrie je cennym na-
strojem v poli biotechnologie jiZ mnoho let,
od doby kdy byla metodika puvodné vyvi-
nuta Warburgem a Christianem v roce 1942
a pozdéji byla optimalizovana pro jednoducha
a rychla laboratorni méreni Sambrookem
v roce 1989. Klicové vyhody spektrofoto-
metrického pfistupu spocivaji predevsim
v tom, Ze méreni jsou 1) jednoducha 2) presna
a 3) nedestruktivni v{i¢i vzorku. Je mozno tak
uSetfit Cas, aniz by bylo tfeba kompromisu
v generované kvalité dat, stejné tak to prinasi
finan¢ni vyhodu, jelikoZ neni tfeba pouzivat
velké objemy vzorku nebo dalSi spotfebni ma-
terial nutny k méreni.

V predkladané studii jsme se zaméfrili na novy
Cary 60 UV-Vis spektrofotometr s vyuzitim
optického vlakna pro méreni malych objem
pfi 4 °C za podminek normalniho laboratorni-
ho osvétleni. Tento pfistup dovoluje uzivate-
Iim dostat pristroj ke vzork(im, a nikoli jako
v konvencnim spektroskopickém pristupu kdy
vzorek je nutné prinést k pristroji, ve vysled-
ku tak mUzZe uZivatel provadét jejich analyzu

1.0- — 50 pg/mL
: — 25 pgfmL

a
< 0.5

0.0

240 260 280 300
Wavelength {nm)
Obrazek 2

Skeny 150 pl vzorku DNA pfi teploté 4 °C pro dvé
koncentrace ukazujici charakteristické absorbanéni
piky pfi 260 nm

ve zlomku Easu.

Unikatni optické usporadani Cary 60 toto
umoziuje predevsim diky jedine¢né vyso-
ce intenzivni xenonové zableskové lampé
v kombinaci s nejnovéjsi elektronikou. Systém
tak umoznuje efektivhé zaznamenavat malé
zmény v absorbanci bez ovlivnéni okolnim
svétlem. Hlavni vyhody toho pfistupu jsou

diskutovany dale v tomto ¢lanku.

Pristroje a materialy

Cary 60 UV-Vis se softwarem WinUV a PC
Optické vlakno s mikrosondou

»Coupler“ pro optické vlakno

KFemenné kyvety

DNA z teleciho brzliku

Metody a vysledky

Roztoky rizné koncentrace DNA (z teleciho
brzliku) v rozsahu od 0 do 50 pg/ml byly pfi-
praveny rozpusténim v MiliQ vodé.

Pristroj Cary 60 byl vybaven ,,couplerem* pro
optické vldkno s mikrosondou, jak je vidét na
Obrazku 1. Jako blankové vzorky byla pouZzita
150 pl ultra Cisté vody v mikrozkumavkach.

Jelikoz reagenciev molekularni biologii jsou
bézné skladovany v lednici, vSechny vzor-
ky tedy byly analyzovany ihned po vyjmuti
z lednice.

Nejdfive bylo provedeno skenovani od 340
do 240 nm s pouzitim dedikovaného modu-
lu ,,RNA-DNA estimation®“ v rdmci softwaru
Cary WinUV, aby bylo potvrzeno absorpéni
maximum komeréniho vzorku DNA (Obrazek
2).

Aby byla potvrzena Cistota DNA, bylo prove-
deno méreni poméru 260/280 pomoci SW
dedikovaného modulu ,,RNA-DNA estimation”
v softwaru Cary WinUV, ktery automaticky
pocita Cistotu vzorku DNA a také odecita po-
zadi pri 320 nm. Tato aplikace je extrémné
jednoducha na pouziti, jak dokazuje Obrazek
3, a analyzy byly zméreny za méné neZ minutu.
Nakonec byla koncentrac¢ni kfivka vynesena
do grafu, aby byla posouzena linearita a re-
produkovatelnost méreni riznych koncentraci
vzork( DNA za stejnych laboratornich pod-
minek (Obrazek 4).



Mikrosonda byla vzdy mezi mérfenim jednotli-
vych vzork(l promyta ultradistou vodou.

Pro proméreni péti vzorku bylo tfeba méné
nez dvou minut. Pfi bézné metodé s pou-
zitim mikrokyvety, ktera by vyzadovala Cas
nez by se vzorek ohral na laboratorni teplotu
a Cas na cisténi kyvety béhem méreni. Cel-
kové vzato, ¢as analyzy s pouzitim Cary 60
s optickym vlaknem je vyznamné redukovan
o odhadovanych 80 %. Kromé toho technika
optického vldakna neni nachylna k potencialni
kontaminaci v dusledku manipulace se vzor-
kem. Presnost v datech, spolu s vyraznym
usetifenim Casu pri méreni chladnych vzorka
pomoci mikrosondy ukazuje, Ze Cary 60 pred-
stavuje jednoduchy a rychly a cenové vyhodny
systém pro méreni biologickych vzorkd, jako je
DNA. Tento pfistup mGzZe byt snadno a pfimo
rozsifen i na dalsi typy vzork jako je napriklad
méreni proteinti méreni 280 nm.

Zaver

Cary 60 UV-Vis je idedlnim pristrojem pro
spojeni s optickym vlaknem, vzhledem k uni-
katni vysoce intenzivni zableskové xenono-
vé lampé, kterd poskytuje vynikajici citlivost
a opakovatelnost. Rychlost analyz, opakova-
telnost vysledku a snadnost pouZziti pro méreni
vzorkl DNA - tyto vyhody jsou demonstro-
vany touto studii.

DalSimi kli¢ovymi vyhodami pouzivani Cary 60
s optickym vldknem pro analyzu biologickych
vzorkl jsou:

+  Horké i chladné vzorky (4-110 °C) mo-
hou byt bez obav analyzovany, naopak pfi
méreni v kyvetach mohou tyto podminky
vést k nespravnym a nereprodukovatel-
nym vysledkim.

+ Bez limitu na objem vzorku — Ize méfit
vzorky od objemu 40 pl az do neomezené
vétSiho objemu.
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Obrazek 3
Jednoduchy, dedikovany WinUV automaticky vypocita
Cistotu, autenticitu a koncentraci DNA

+ Neni tfeba kupovat drahé kfiemenné ky-
vety nebo pak ztracet €as jejich CiSté&nim

+  Pevné latky, praskové nebo gelové formy
vzorkl je mozno zméfit pomoci unikatni
reflektanc¢ni sondy

Martina Hakova
martina.hakova@hpst.cz

Literatura:

FYFE, DJ; COMERFORD, JC: Measuring the
purity of low volumes of DNA at 4 °C using
the Agilent Cary 60 UV-Vis spectrophoto-
meter with fiber optics microprobe, Agilent
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Obrazek 4

Koncentraéni kiivka DNA vzork( (0O — 50 pl/ml) s po-
uzitim 150 pl vzorku pfFi teploté 4 °C v mikrozkumav-
kadch mérenych za podminek normalniho laboratorniho
osveétleni s pomoci optického vldkna s mikrosondou
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Obrazek 1
Nanocastice

Stanoveni nanocastic SiO,
v biologickych matricich
s vyuzitim Agilent 8900 ICP-QQQ

V poslednich letech narlsta vyuZiti nejrizné;-
Sich nanomaterial( ve velmi Sirokém spektru
aplikaci. Nanocastice, tedy Castice o veli-
kosti v Fadu 1-100nm, nachazeji své uplatné-
ni zejména v lékarstvi, kosmetice, textilnim
a potravinarském primyslu. Nano-méritko
dava casticim, at uZ pfirodnim, a nebo uméle
vytvorenym, unikatni fyzikalni a chemické
vlastnosti. Za zminku stoji obrovsky aktivni
povrch vici celkovému objemu ¢astic, s nim
souvisejici vysoka reaktivita, velky pocet ak-
tivnich vazebnych mist, na kterd mohou vazat
dalsi latky, tvorba shlukd, v jejichz kavitach
mohou uzavirat jiné atomy ¢i molekuly a fun-
govat tim jako biologické prenasece, a mno-
ho dalSich. Co do velikosti jsou nanocastice
radové mensi nez jednotlivé buriky. Mohou
prostupovat pres biologické membrany a ak-
tivné pulsobit pfimo v bunéénych organelach
napriklad degradovat proteiny (Ag), pUsobit
oxidativni stres (Fe, Ag, TiO,), blokovat bu-
nécné membrany (CuO, SiO,), katalyticky
ovliviiovat biochemické reakce (Fe) a dalsi.

Mezi nejpouzivanéjSi nanocCastice patfi Castice
stfibra (vyZivové doplriky, Iékarské pomucky,
hygienické potreby a textilie s antibakteri-
alni ochranou), oxid titani€ity (bélici slozka
kosmetickych pripravki, vyzZivové doplriky,
katalyzatory se samocisticim povrchem),
oxid kfemicity (barvy, potravinové prisady,
povrchové Upravy materiald), oxid zine¢naty
(ochrana pred UV zarenim) nebo zlato (vy-
Zivové doplniky, kosmetické prostfedky, ka-
talyzatory). Odhaduje se, Ze ro€ni produkce
nanocastic se pohybuje v Fadu stovek tisic
tun. | pfes takto vysokou produkci a Sirokou
§kalu uplatnéni toho zatim vime jen velmi mélo
o vlivech nanocastic na organismy, populace,
ekosystémy i celé Zivotni prostfedi. Samo-
ziejmé jiz existuji studie popisujici negativni
vliv nanocastic nékterych prvkl na vybrané
organismy. Bylo napfiklad prokazéano1, ze
u Ffedkvicek vystavenych plsobeni nanocas-
tic médi (60-100nm) o koncentraci bézZné se
vyskytujici v odpadnich vodach dochazelo ke
zvySenému vyskytu tvorby lézi, horSi odol-

nost vici plisnim a k poSkozeni DNA. Celkové
mnoZstvi médi absorbované koreny bylo na-
sobné vyssi v porovnani s paralelnimi rostli-
nami vystavenymi pisobeni médi v iontové
formé o stejné koncentraci. U pstruhd, jejichz
embrya byla vystavena nanocasticim strib-
ra (<30nm), bylo prokazano ukladani stribra
v mozku, vyvojové deformace a Ghyn v raném
véku. Da se predpokladat podobné negativni
vliv i u jinych vyznamnéjSich zemédélskych
plodin i dalSich Zivocisnych druhd, ¢lovéka
nevyjimaje.

Vzhledem k vySe uvedenym skutec¢nostem
narlsta zajem védeckych tym( nejen o fyzi-
kalné-chemické vlastnosti nanocastic a jejich
vyuzZitelnost v praxi, ale v posledni dobé také
o jejich vliv a dopady na Zivotni prostredi.
Hledaji se metody, kterymi by bylo mozné
spolehlivé a dostate€né rychle zméfit pocet
nanocastic, a také dalsi veli¢iny, jako velikost
a tvar nanocastic, pripadné distribuci velikosti,
prvkové sloZeni nanocastic, koncentraci prvku
v rozpusténé formé a podil shluklych &astic.
Duraz je kladen na jednoduchost, robustnost
a presnost stanoveni.

spICP-MS

Reseni vSech téchto poZadavkd na mére-
ni nanocastic pfinasi stanoveni na ICP-MS
v rezimu ,,Single Particles” (spICP-MS). Jedna
se o jednoduché usporadani, kdy je homo-
genizovany vzorek nanocastic rozptylenych
v roztoku pfimo nasavan kapilarou do zmlzo-
vace ICP-MS. Vysledkem je ¢asovy zaznam
s pulsy signalu - spiky, které odpovidaji jednot-
livym nasatym nanocasticim. Intenzita pulsu =
vySka spiku je umérna velikosti nanocastice.
Pulsy jednotlivych nanoc&astic trvaji pfiblizné
200- 500ps, pricemz spolehlivé vysledky je
mozné vyhodnotit uz ze zaznamu trvajiciho
méné nez 1 minutu. Zaznam je mozné v soft-
ware MassHunter s instalovanym modulem
pro vyhodnoceni nanocastic statistickymi
operacemi prevést na histogramy distribuce
intenzit signalu a distribuce velikosti nano-
Castic.




Z nich se pak dale ziskaji informace o pri-
mérné velikosti ¢astic, koncentraci ¢astic
a koncentraci prvku ve formé ¢astic, kon-
centraci prvku v rozpu§téné iontové formé
a minimalni méfitelnou velikost &astic. Pri-
padné shluky ¢i aglomeraty €astic se zobrazi
jako pulsy s nasobnou intenzitou, takze jsou
snadno identifikovatelné. ICP-MS je vice-
prvkovad metoda a v usporadani spICP-MS
tomu neni jinak. Je tedy mozZné stanovovat
smési nanocastic rlznych prvkd v jednom
vzorku, nebo dokonce smésné nanocastice
tvorené rliznymi prvky. Pro ziskani presnych
vysledk(l a dosaZeni co nejmensiho rozméru
méfitelné Eastice je samoziejmé nutné mit
spravneé pripravené vzorky i mérici podminky
pristroje. Koncentrace ¢astic ve vzorku by
neméla byt vyssi nez fadové 108 castic/litr.
P¥i vyssich koncentracich hrozi, Ze i v dobre
homogenizovaném vzorku budou Eastice pu-
tovat do pfistroje pfilis rychle za sebou a jinak
diskrétni pulsy se budou slévat do shlukd. Tim
nejkriti¢t&jSim mistem v technice spICP-MS
je bezesporu duikladné ladéni na co nejvyssi
citlivost sledované hmoty prvku. Na rozdil
od roztokové analyzy, kde intenzita je pfimo
umeérna koncentraci, ¢astice jsou prostorové
Utvary, a proto intenzita signalu klesad nebo
roste s tfeti mocninou rozméru ¢astice. Jinymi
slovy - kdyby vSechny castice mély idealni
kulovity tvar, ¢astice o poloviénim priméru
by poskytovala 1/8 signalu v porovnani s pU-
vodni Eastici.

Kromé naladéni pfistroje na maximalni citlivost
a minimalni Sum je pro stanoveni nanocastic
nutné znat také ucinnost zmlZovani, primér
hadiCky peristaltické pumpy a rychlost nasa-
vani vzorku hadickou. Dale je nutné systém
nakalibrovat standardem obsahujicim prislusné
nanocastice definovaného rozméru a koncen-
trace a zaroven obsahujicim prvek v iontové
formé také o zndmé koncentraci. K tomuto

Ucelu se daji pouzit jiz komeréné dostupné
standardni roztoky rlznych nanocastic.
Schopnost spolehlivé zméFit nanocastice
o co nejmensi velikosti je pochopitelné jednim
z hlavnich poZadavkl na metodu. Nezavisi
vSak pouze na maximalni citlivosti pristroje, ale
také na hodnoté signalu pozadi mezi jednotli-
vymi pulsy. Ten totiz hlavné urcuje minimalni
méfitelnou velikost ¢astice — Background
Equivalent Dimension (BED). Signal pozadi
je tvoren tfemi hlavnimi slozkami:

a) koncentrace rozpusténé formy prvku
b) intenzita interferenci
c) Sum

Je tedy snahou pred samotnym mérenim na-
stavit takové podminky, které by vSechny tfi
slozky minimalizovaly. Nejjednodussi prace
je s koncentraci rozpusténé formy, kterou
mUZeme vyrazné snizit naredénim vzorku.
To se totiZz viibec neprojevi na vysledcich
samotnych nanocastic. Distribuce velikosti
bude i po zifedéni zachovana a koncentrace
Castic se snadno spocita podle zfedovaciho
faktoru. Sum se da minimalizovat spravné
zvolenym typem zmlZovace a dobre nasta-
venymi podminkami vstupu vzorku vcetné
sefizeného nasavani vzorku. Nejslozitéjsi je
situace s odstranénim interferenci, jejichz
prispévek k signalu pozadi byva €asto tim
nejvyraznéjSim. MatriCni interference se daji
také minimalizovat nafedénim vzorku. Je vSak
fada interferentd, které vznikaji pfimo z ar-
gonu, sloZek vzduchu nebo vody a takové
interference se fedénim odstranit nedaji.

Pro dokonalé a snadné odstranéni proble-
matickych interferenci Ize s vyhodou vyuzZit
nejnovéjsi tandemovy MS/MS hmotnostni
spektrometr s indukéné vazanym plazmatem
ICP-QQQ 8900 Agilent Technologies, jehoz
pouziti si v tomto ¢lanku podrobnéji ukazeme.

Bl Tabe Sl P

senle 4 & SapleTrpe <A1> - Al 48> 150 T

ox

Samsle ! 82190 &
OamFie AcaOsoTine | Tpe | Saelehame | Commert i | | I | Conc tng i Conc 081 BED o) Paricie S | Nebulzation Eicisncy | o Paricls | G 51
1 002_RM_Au_ref implale-17_Feb_2015-13 16,450 | 2172015 15936PM | AM NIST600m 0065 517
4 00340NBd TRNSI42STPM | loricBk | 05%HNG3 05% HNO3 0085 7 365 02 nz ()
g O0HONS 4 RS 35010PM | heies | Topsb ZHNs
4 » O058MPL Y 7015 35725 PM Sample. T2 100 ppt MG 0065 565 | 25647 139 I 52U 60
5 006SMPL Y 21702015 40430 PM Sample a 0085 ] 00E+0 [1] 5094 Nak
Q 0TSMPLY PRNSAINSEPM | Sample | Tiinmouse iver IV | 1:1000im MQ 0085 2 ATE6 18| sn 50
7 0BSMPLE 172015 4:18:34 PM Sampie. Tiinmouse iiver IV | 1:100in MQ 0065 536 24E47 753 5234 67
J. C - . - - - i o o o o i v
Parcle Sze Devbuon 1 % |[Single Particle Mehod Efor ox
& ¥ [0]@) g1 2 ¢R# L=l
$ @ B8 M Count [ Sethoiseiegon 53 Specify Range Mode 3, Tabolae R ata Ps——;
[FllTie Rarge BG(8 -» 0 0ESHPLS Pasce S22 Daviion (oo - (SHPL So0d Datiton Sz
il Sce isrbtion
. fratyae withn Spesifes Farsle Detecin Range
i
b4 L H H H . Pasticle Detection Threshold: 150 cps.
Casov w distribuce distribuce
Y S
zaznam velikosti intenzit e
nze Fy bt lution
T . .
" Castic S |g nalu Respense 150 sme A7) conopb
| s e S ik 0] ot
g & H Befeence Mateil
i ks Rederence Element hass: 15 smu
H
i Mean eference Partice Diameter: neny
1 = Reference Element Density: gem?
M Concentrtion ofRefsence Mt g
Uninoun Samgie
|J|JI Target Bt Mass: 190 amu
e s L EE I O . 500 050 700 e =
. 1% glem?
Time (s2c) Paricle Size o) Sipeai (CPS) RS 2
|Onee. TOZi0pet  H8>180Ti 9 Sormples (3 toal) |

46

Obrazek 2

Ukéazka vyhodnoceni zaznamu
signélu nanocastic v software
MassHunter
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Obrazek 3
ICP-QQQ 8900

Obrazek 4
Zakladni princip funkce
ICP-MS/MS

ICP-MS/MS 8900

Jedna se o druhou generaci ICP-QQQ pfistro-
je, ktera je vylepSena o technologie uvedené
a praxi ovérené uz u pristroje ICP-MS 7900.
Oproti pGvodni verzi 8800 se mlzZe novy mo-
del 8900 pochlubit zejména delsi oktopolo-
vou kolizné-reakéni celou umoznuijici jesté
efektivnéjsi odstranéni interferenci, off-axis
umisténym detektorem minimalizujicim Sum,
a predevsim novou elektronikou detektoru,
ktera umozZruje nastavit minimalni integracni
dobu (Dwell time) 100us. Tim v sobé slucuje
moznosti nejcitlivéjSiho ICP-MS systému na
trhu s bezkonkurenénim odstupem signalu
a Sumu, a unikatni technologie odstranéni
interferenci pomoci kolizni/reakeni cely umis-
téné mezi dva plnohodnotné kvadrupolové
hmotnostni filtry, tedy ICP-MS/MS. Stava se
tak nejefektivnéjSim nastrojem pro presnou
detekci nanocastic minimalni velikosti.

Technologie a princip funkce ICP-MS/MS
vCetné jednotlivych reZima méreni jiz byly po-
drobnéji popsany v ¢lanku vydaném ve tretim
Cisle tohoto ¢asopisu (Tandemova hmotnostni
spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
(ICP MS/MS) - analyza bez interferenci).

Jen ve struc¢nosti - ICP-MS/MS diky své
konstrukci umoznuje na prvnim kvadrupolu
odseparovat hmotu analytu (v€etné inter-
ferujicich latek o stejném poméru hmoty
a naboje) od ostatnich iontl. V oktopolové
cele se koliznim mechanismem &i chemickou

reakci interferent rozbiji (v pfipadé polyato-
mickych iontd), nebo s vyuZzitim rozdilnych
reakcnich entalpii chemickych reakci vytvari
z interferentu nebo analytu smésny produkt
stejné jako bézné ICP-MS s reakéni celou.
Analyt na stejné hmoté, nebo na hmoté vy-
sledného produktu pak na druhém kvadrupolu
vychazi a ostatni hmoty odpovidajici interfe-
rujicim iontlim jsou odfiltrovany. Na rozdil od
béZnych ICP-MS s jednim kvadrupolem vSak
do chemické reakce vstupuji vyhradné pre-
dem vybrané ionty o pfesném pomeéru hmoty
a naboje, takze vysledné produkty jsou presné
znamé a nehrozi riziko vzniku sekundarnich
interferenci. Na detektor pak z druhého kvad-
rupolu vychazeji skutecné pouze ionty analytu
absolutné oprosténé od interferujicich iontd.
Viz Obrazek 4.

Uvedeni nového modelu 8900 znamena pro
instrumentaci ICP-MS/MS kromé jiného dle-
zity benefit v podobé zkraceného minimalniho
integracniho ¢asu z plivodnich 3ms na 100ps.
Tento zdanlivy detail pfinasi vyrazné zpresnéni
prave pri méreni nanocastic. Jak bylo uvedeno
vySe, obvykly signalni puls jedné nanoCastice
trvd 200-500ps. S integracni dobou 100ps je
tak mozZné oscanovat signalni puls 4-7 body
a vyhodnotit jeho intenzitu mnohem presnéji
jako pik.

U modelu ICP-MS/MS 8800 je minimalni inte-
gracni doba 3ms a ta umozZznuje snimat signaly
v podobé diskrétnich ,,oken® s délkou 3ms.

©

— Odstranénivsech hmot

— Separace

-

— Qdstranénivsech

kromé hmoty méreného
analytu (analyt a
interference na stejné
hmoté)

(nereaktivniho) analytu a
(reaktivni) interference a to
jejim odstranénim nebo
posunem na jinou hmotu

hmot iontd vznikajicich v

cele kromé hmoty naseho
méieného analytu, méieni
analytu bez plvodnich nebo
novych interferenci



Signalni pulsy pak ukazuji celkovou intenzitu
v tomto jednom ¢asovém okné. MuZe se stat,
Ze do jednoho signalniho okna ,,spadne” vice
nanocastic a celkovy signal je pak faleSné
nasobné vétsi. Také se mize stat, Ze signal
jedné nanocastice je rozdélen do dvou sig-
nalnich oken a to pak vede k zobrazeni dvou
castic s mensim rozmérem. Diky statistické-
mu zpracovani namérenych dat v software
MassHunter jsou tyto mezni pfipady sice zob-
razené, ale pro vyhodnoceni medianu ne az
tak podstatné. Klesa tim presnost stanoveni,
ne v8ak spravnost.

Podle vySe uvedeného by se mohlo zdat, ze
kratSi integracni doba vZdy vede k presnéj-
§im vysledkim, neni tomu tak a tento princip
neplati absolutné. Zkracenim integracni doby
se shizi intenzita signalu pulsu. Ta, jak zna-
mo, klesa s tfeti mocninou velikosti ¢astice.
S kratsi integracni dobou klesd samozrejmé
i signdl pozadi, ale ten klesé linearné (s vy-
jimkou Sumu). Zkraceni integracni doby pod
100ps jiz vede k zhorSeni odstupu signalu
od Sumu a k narustu BED, neboli minimalni
detekovatelné velikosti €astice. Integracni
doba 100us je dobrym kompromisem pro za-
chovani dostatecné intenzity signalnich pulst
a zaroven poskytuje dostatecny pocet bod
pfi scanovani pulsu jako piku.

Nutno podotknout, Ze integra¢ni doby v roz-
mezi 200-1000us jsou pro potreby stanoveni
nanocastic nepouzitelné. Pro scanovani pulsu
jako piku jsou pfili§ dlouhé a poskytuji malo
bod(, pro snimani celych Castic je signalni
okno naopak prili§ kratké a tak statisticky
vyznamné mnoZstvi signalu ¢astic je rozdélené
do vice oken, coz je pricinou velmi nepresnych
vysledka.

Analyza nanocastic SiO, na pri-
stroji ICP-QQQ 8900 v rezimu
»Oingle Particles“

Oxid kremicity nachazi uplatnéni v fadé odvét-
vi. Ve formé nanocastic se vyuziva napfriklad
jako plnivo do nejriznéjsich barev, v potra-
vinarském primyslu se pridava do vétsiny
instantnich potravin jako protispékava latka
a latka branici vlihnuti, dale jako nosi¢ aroma.
Hojné se vyuziva i jako brusidlo a lestidlo pfi
povrchovych Upravach materiald. Vzhledem
k takto Sirokému pouziti je potfeba monito-
rovani vyskytu nanocastic SiO, a jeho vlivu

na Zivotni prostredi na misté.

Kfemik se na bézném ICP-MS nemé-
fi Gplné snadno. Jeho hlavni izotop 28Si
(relativni abundance 92.23%) je zatizen né-
kolika vyznamnymi interferencemi ze vzduchu
a matrice, zejména C'®O+ a “N,*. Tyto inter-
ference pozadi se vyraznéji projevuji zejména
pfi méreni nizkych koncentraci kifemiku. Je-
jich dusledné odstranéni je proto kritické pro
presné méreni nanocastic a zejména dosazeni
co nejmensi detekovatelné velikosti ¢astic
oxidu kifemicitého. PFi méreni na ICP-MS
k odstranéni interferenci na 28Si* dobre
poslouzi vodikovy reakéni méd. Absolutni
jistotu odstranéni vSech interferenci a za-
branéni vzniku sekundarnich interferenci,
jako napriklad ZAl'H* poskytuje pouze méreni
na ICP-MS/MS. V reZimu ,,On-Mass* je prv-
nim kvadrupolem vybrana hmota 28 (spole¢na
pro Si*, CO*, N*, AIH*, Fe'* a dalSi mozné
ionty), v reakcni cele s pouzitim vodiku jako
reakéniho plynu interferenty reaguji za vzni-
ku jinych iontd, nebo se rozpadnou na ionty
o mensi hmotnosti. Na druhém kvadrupolu
opét prochazi hmota 28 odpovidajici uZ pouze
kfemiku. Viz Obrazek 5.

Aplikacni ndta? popisuje stanoveni smési na-
nocastic SiO, razné velikosti v matrici 1%
etanolu. Etanol byl pouzit kvili obsahu orga-
nického uhliku jako model matrice realnych
vzork biologického plvodu, farmaceutickych
substanci ¢i riznych organickych rozpous-
tédel, ve kterych se nanocastice SiO, sta-
novuji. Méreni bylo provedeno na ICP-QQQ
8900 snimanim ¢asového zaznamu (TRA)
s pouzitim integra¢niho ¢asu 0.1 ms a celkovou
dobou analyzy 30s. Signal 28Si byl méren ve
vodikovém reakénim modu v reZimu MS/MS
pro efektivni odstranéni vSech interferenci.
Podrobné podminky nastaveni pfistroje shr-
nuje Tabulka 1.

Postupné byly méreny vzorky obsahuijici jen
demineralizovanou vodu, 1% etanol, a pak
nanocastice o velikosti 50nm, 60nm, 100nm
a 200nm o koncentraci Si ve formé Eastic
40ng/I, 40ng/I, 100ng/I respektive 1000ng/I
v matrici 1% etanolu. Signal pozadi deminera-
lizované vody a 1% etanolu dosahoval stejné
Urovné 2.5 x 104 cps, takZze nezadouci vliv
uhliku byl kompletné odstranén. Signal na-
nocéastic 60nm a vétsich byl dobfe odliseny
od signalu pozadi, u vzorku s obsahem 50nm

.. 12C1H+' 1601H+
Reakéni . LaNIH*, Z7A1H,* , SoFelH*
plyn (Hy) 7
12¢160%, 14N, i I il
Z7A|1H+I SGFEIH l_'_'_J N -\
a —— = },E == e ;"‘) 286+

2 2
< 8M+, > 8M+

<28M+ >28M+
’

Q1 (m/z 28) — odfiltruje
vSechny ionty kromé m/z 28

Q2 (m/z 28) — odfiltruje
vS8echny ionty kromé m/z 28

48

Obrazek 5
Méreni Si v rezimu ,,On-Mass*
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Tabulka 1
Podminky méfeni nanoCastic SiO,
na ICP-QQQ 8900

Obrazek 6
Graf distribuce velikosti ¢astic SiO,
50nm (A), 60nm (B), 100nm (C) a
200nm (D)

Castic jiz byl odstup signalu od Sumu méné
zretelny.

Vyhodnocenim vysledku 1% etanolu a vzorku
50nm nanocastic byla zjiSténa minimalni méri-
telna velikost ¢astic (BED) na hodnoté 22nm,
coz svédci o vyborné citlivosti metody zejmé-
na diky perfektnimu odstranéni interferenci
CO*. Signaly méfeni 1% etanolu (A), ¢astic
SiO, 50nm (B), 60nm (C) a 100nm (D) jsou
serazené v Obrazku 7, u 1% etanolu a 50nm
Castic navic jeSté doplnéné o detail zaznamu.
Grafy distribuce velikosti ¢astic vzorkli 50nm
(A), 60nm (B), 100nm (C) a 200nm (D) v 1%
etanolu jsou ukazany na Obrazku 6.

V Tabulce 2 jsou shrnuté vysledky mére-
ni vzorkl nanocastic v matrici 1% etanolu.
Z namérenych dat byly velikosti ¢astic pro
srovnani vyhodnoceny jako median, modus

a aritmeticky primér namérenych hodnot.
Ty se perfektné shoduji mezi sebou i s refe-
ren¢nim mérenim velikosti ¢astic metodou
Transmisni elektronové mikroskopie (TEM).
Shoda vysledk je dobrym dlikazem toho, Ze
spolehlivé vysledky je mozné ziskat jiz z 30
sekundové analyzy. Kromé velikosti Castic byly
u vzork( vyhodnoceny namérené koncentrace
Si ve formé &astic v jednotkach ng/I. Jsou
rovnéZz uvedeny v tabulce spole¢né koncen-
tracemi z pfipravy vzorka.

Na zavér byla mérena smés nanocastic
100nm a 200nm v prostfedi 1% etanolu. Dle
histogramu velikosti ¢astic je patrné dobré
rozliSeni i dobra presnost stanoveni velikosti
ve smésném vzorku.

Parameter Value

RF power 1550 W
Sampling depth 7 mm
Carrier gas 0.76 L/min
Sample uptake rate 0.35 mL/min
Spray chamber temp. 2°C

Dwell time 0.1ms
Settling time 0 ms

Acquired mass number
Cell gas

Cell gas flow rate

28 for Q1 and Q2
Hydrogen

2.0 mL/min (for water samples)
3.0 mL/min (for 1% ethanol samples)
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Obrazek 7
Signdly méreni demineralizované
26,96 29.00 2904 2908 vody (A), &stic SiO, 50nm (B),
Time (s) 60nm (C) a 100nm (D)
Nominal Measured particle size *Reference Prepared Measured
size particle size particle particle
(nm) obtained by  concentration concentration
TEM (nm) (ng/L) (ng/L)
Median Mode Mean
(nm) (nm) (nm)
50 49 50 50 46.3 £ 3.1 40 49
60 61 62 62 57.8 £+ 3.5 40 45
100 99 100 102 97.0 £ 4.8 100 92 Tabulka 2
Vysledky méreni velikosti a koncen-
200 200 204 200 198.5 £ 10.5 1000 956 trace nano&astic SiO, v 1% roztoku
etanolu
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Graf distribuce velikosti castic

Particle Size (nm) ve smési 100nm a 200nm
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Zaveér

Je zfejmé, Ze problematice nanocastic, jejich
vlastnosti a spolehlivému stanoveni jejich ob-
sahu v riznych soucastech Zivotniho prostredi
bude v dalSich letech vénovana stale vétsi
pozornost. ICP-QQAQ 8900 Agilent Techno-
logies je presné tim nastrojem, ktery v sobé
sdruzuje schopnosti a moznosti potfebné pro
meéreni nanocastic. Jsou to zejména robust-
nost, rychlost a bezkonkurencni citlivost mé-
feni doplnéna o unikatni techniku efektivniho
odstranéni maximalniho mnoZstvi interferenci.

Martin Juricek
martin.juricek@hpst.cz

Literatura:

1. KOLE, CH. et al., Plant Nanotechnology
Principles and Practices, Springer Internati-
onal Publishing, 2016.

2. YAMANAKA, M., ITAGAKI, T., High sen-
sitivity analysis of SiO, nanoparticles using
the Agilent 8900 ICP-QQQ in MS/MS mode,
Agilent Technologies Application Note, 2016,
(5991-6596EN).



Servisni sluzby HPST
a Zakon o registru smiuv

Zakonem o registru smluv 340/2015 Sb.
(ZRS) se musi fidit mnoho zakaznikl servis-
niho oddéleni HPST. Pojdme se tedy podivat,
co zakon definuje.

ZRS upravuje podminky ucinnosti smluv, které
podléhaji platnosti tohoto zédkona. ZRS se tyka
predevsim smluy, jejiz smluvni stranou je prav-
nicka osoba, ve které ma stat nebo uzemné
samospravny celek vétSinovou majetkovou
UCast, a to i prostfednictvim jiné pravnické
osoby. Neboli, ZRS musi respektovat napf.
statni nebo narodni podniky, verejné vyzkum-
né instituce nebo verejné vysoké Skoly, statni
prispévkové organizace, Ustav zaloZeny sta-
tem nebo Uzemnim samospravnym celkem,
a jiné, zdkonem definované organizace.

Hlavni povinnosti, kterou zakon uklada, je uve-
fejnit smlouvu, kterd podléha platnosti ZRS,
v registru smluv, ktery je zfizen jako informac-
ni systém verejné spravy a jehoz spravcem je
Ministerstvo vnitra CR. ZpGsob uvefejnéni
smluv je v ZRS taktéz definovany (8§4). ZRS
je s vyjimkou paragrafl o sankcich platny
od 1. €ervence 2016. Paragrafy definujici
sankce, tj. § 6 a 7, jsou platné od 1. Cerven-
ce 2017. Jejich obsahem je Gprava platnosti
smluv nasledovné: “Nebyla-li smlouva, ktera
nabyva Gcinnosti nejdfive dnem uverejnéni,
uverejnéna prostrednictvim registru smluv
do tfi mésicli ode dne, kdy byla uzaviena,
plati, Ze je zruSena od zaCatku”. Neboli se na
tuto smlouvu nahlizi, jako by uzaviena nebyla.
Pokud byla na zakladé smlouvy jiz servisni
¢innost zapoc€ata, smluvni strany jsou povinny
podle zasad o bezdlvodném obohaceni vy-
dat, co jiz bylo dodano. V pfipadé servisnich
¢innosti je dodavka vétSinou spojena s praci
technika, a tak vraceni pfipadnych dild nekryje
veskeré naklady dodavatele. Pro HPST jako
dodavatele servisnich sluzeb je tedy duleZi-
té prfed zahajenim praci zajistit nebo ales-
pon ovéFit uverejnéni objednavky ¢i smlouvy
v registru smluv v zajmu zachovani platnosti
smlouvy a legalizace poskytnutého pInéni.

Vzniklou situaci je mozné resit nékolika zpa-
soby:

+ Objednavku nebo smlouvu uzavrit
v okamziku potreby dodavky servisnich
praci.

Tento zpUisob ma jednu zasadni nevyhodu:

v okamziku zavady za stroji se musi reSit

administrativa, ktera prodlouzi dobu, kdy je

systém mimo provoz.

+ Uzavreni servisni smlouvy.

V servisni smlouveé |ze nadefinovat pravidelné
sluzby (napr. pravidelné preventivni udrzby)
i cenu prace a dopravného po dobu platnosti
smlouvy. Cena potfebného materialu je dana
aktualnim cenikem HPST.

+ Uzavreni pausalni servisni smlouvy.

Pausalni smlouvy kryji pravidelné preventiv-
ni udrzby i provedeni oprav vzniklych zavad
vcéetneé potfebného materialu. Jedna se vlast-
né o formu pojiSténi — ve smlouvé se definuje
rozsah kryti a roCni fixni cena.

S platnosti Zakona o registru smluv se uza-
vieni servisni smlouvy stava stale Castéjsi
variantou, jak administrativné resit servis po-
uzivanych pfistrojl. Pokud by Vas zajimaly

podrobnéjsi informace, kontaktujte servisni
oddéleni HPST.

RazZena PeniZzkova
ruzena.penizkova@hpst.cz




MERCI®

MERCI®

Kvalitni laboratorni nabytek

od renomovaného vyrobce ve vSech
cenovych urovnich pro Vas pracovni
komfort a bezpecnost.

. - U




LABICOM s.r.o. prebira pro CR
distribuci znamych znacek
chemikalii od spole€nosti

SIGMA-ALDRICH

»Stale pod kridly vyrobce Honeywell Re-
search Chemicals*.

Ve spole¢nosti LABICOM s.r.o. stéle hleda-
me nové prileZitosti k rastu a rozsifeni na-
bidky pro naSe zakazniky. Tak jako v roce
2015 jsme se stali autorizovanym distribu-
torem spotiebniho materidlu Agilent Tech-
nologies, tak i rok 2016 je pro nas velmi
pfiznivy. Po intenzivnich vyjednavanich jsme
se v ¢ervenci 2016 stali autorizovanym distri-
butorem chemikalii mezinarodni spole¢nosti
Honeywell Research Chemicals pro Ceskou
republiku a ziskanou spolupraci doslo k vy-
znamnému rozsireni nasi nabidky chemic-
kych latek o: Honeywell Fluka™ (Hydranal™),
Honeywell Riedel-de Haén™ (Chromasolv™),
a nové Honeywell Burdick & Jackson™
a Honeywell.

Spole¢nost Honeywell aktivné plsobi
na svétovém trhu vice jak 100 let. Jeji port-
folio zahrnuje fadu produkt(i od letectvi pres
klimatiza¢ni jednotky az po chemikalie. Divize
Honeywell Research Chemicals je svétovym
lidrem ve vyvoji a vyrobé vysoce Cistych che-
mikalii splfiujicich nejvyssi standardy kvality.
Diky lonské akvizici ¢asti portfolia spolec-
nosti Sigma-Aldrich doSlo k rozsifeni spek-
tra produktl o zndmé produktové linie napfr.
Chromasolv™ a Hydranal™. Vice informaci
o produktovych fadach naleznete v tabulce
nize. VSechny zminéné produkty byly, a na-
dale budou, vyrabény v tovarné Honeywell
v némeckém Seelze. Tedy v oblasti kvality
a identi¢nosti produktu se pro Vas jako naSeho

L Labicom

zakaznika nic nemeéni.

Portfolio Honeywell Research Chemicals
zahrnuje:

Honeywell | Burdick & Jackson™

Jedna se o kvalitni a respektovanou znac-
ku, ktera je zameérena na vysoce Cista roz-
poustédla a chemikalie pro biochemické
a metabolomické syntézy. Soucéasti portfolia
této znacky jsou bezvoda rozpoustédla pro
syntézy citlivé na vlhkost napf. Grignardova
nebo Wirtzova reakce.

Honeywell | Riedel-de Haén™

V ramci této znacky nabizime chemikalie tra-
diéni produktové fady Chromasolv™, idealni
pro kapalinovou a plynovou chromatografii.
Dale zde naleznete rozpoustédla pro infracer-
venou a UV-VIS spektroskopii, rozpoustédla
s nizkou koncentraci kovl pro stopové ana-
lyzy, rozpoustédla ACS a lIékopisné kvality.
Pod znackou Honeywell Riedel-de Haén™
rovnéz dodavame Cisté chemikalie do vyrob-
nich procesu. Produkty z portfolia Honeywell
Fine Chemicals splfiuji nejpfisnéjsi technolo-
gické postupy, poZadavky na vysokou kvalitu
a Cistotu vyroby. Uvedené Cisté chemikalie je
mozné také vyrobit i na zakazku.

Honeywell | Fluka”

Jedna se o anorganické chemikalie a chemi-
kalie pro anorganickou analyzu jako: kyseliny,
soli a pH pufry a také anorganické slou€eniny
s nizkou koncentraci kovu pro stopové ana-
lyzy.

Portfolio Honeywell Research Chemicals

=
=
g Honeywell Honeywell Honeywell Honeywell
i Hacl-ce el Fluka
2
3 ROZPOUSTEDLA ROZPOUSTEDLA ANALYTICKA CINIDLA STANDARDNI CHEMIKALIE
E Viysoce &ista rozpoutisdia urfena Vysoce Eista rozpouttédia Karl Fischer fitrace, standardy, kyseliny Rozpoustadia a anorganicke sloudeniny
2ejména pro synbédzu zésady, sol a pH pufry pro bédné laboratorni pouiti
= BioSyn rozpoudtiédla - synibzy DNA » Chromasolv™ - idedin| pro afii & chemikali * Rozpoustédla - ACS kvalita pro HPLC,
% RNA a paptid HPLC. UHPLC. LC-MS, GC. Headspace ACS kvalita pro bédné pouditi, rozpousiédia
o inalytické Oiely, histologi, chemickou
= Bezvoda rozpoutédia - synidey cillivé  + Rozpoustédia pro spektroskopii - = Standardni roztoky - tumé PRy e L e
na vihkost, organokovové analyzy IR a UV-Vis aplikace a koncentrované rozioky B8 s promysiovs. aptikace
* Rozpoustédia ACS a rozpoustidl, = Hydranal ™ - stanoven| obsahu vody ® o - pro
lekopisné kvality Karl-Fischer titraci syntézy, ancrganicka chemie - veetnd
zékladnich kyselin, zdsad a kow
+Rozpoustidia TraceSELECT - . ECT kvalita - ysell i
s nizkou koncentraci kovi pro stopove analyzy sloudeniny s nizkou koncantrac kovl
pro stopové analyzy

= Program recyklace a moZnost
opakovaniého vyuditl vratmjch oball

* Program recyklace a modnost
opakovaného vyufiti vratnych oball

Omezite tak uhlikovou stopu vyrobku
a uselfite éas a penize

DOmezite tak ublikovou stopu virobku
a ugeffite éas a penize

* Honeywell LabReady ™

= Garance kvality - speciaini technologie
baleni hygroskopickych anorganickych
chemikalii

» Ma#nost dodani ve velkjch objemech

* Plizpisoben| poZadavkim viroby
zakaznika
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Tabulka 1

Portfolio  Honeywell
Chemicals v nabidce
LABICOM s.r.o.

Research
spolecnosti
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Obrazek 1
Etiketa vyrobku Honeywell

Znacka Honeywell Fluka™ zahrnuje jednu
z nejdllezitéjSich a svétové znamych pro-
duktovych fad - Fadu Hydranal™ (Cinidla pro

stanoveni obsahu vody metodou Karl-Fischer).

Honeywell
Rozpoustédla a anorganické slouceniny
pro bézné laboratorni pouziti.

Divize Honeywell Research Chemicals také
vyvinula specialni technologie pro baleni
hygroskopickych anorganickych chemikalii.
Zanedlouho bude spole¢nost nabizet taktéz
technologii LabReady™, pod kterou se skryva
nabidka vyroby pfesnych komerénich smési
chemikalii pro efektivnéjsi a bezpecnéjsi praci
v laboratofich.

Chemikalie od spole¢nosti Honeywell Re-
search Chemicals spliuji nejvyssi standardy
kvality podle nasledujicich norem: cGMP,
TS16949, ISO 9001, 14001, OSHA18001,
ISO50001.

Zmeéna jejich distribuce bude provazena
vyménou etiket vyrobk(. Je tedy mozné, Ze
se setkate s produktem, ktery bude ozna-
Ceny starou etiketou Sigma-Aldrich, nebo
také jiz novym oznacenim spole¢nosti Ho-
neywell. Nové etikety budou postupné do-
plnény o aktualni informace a kazdy produkt
Honeywell Research Chemicals bude oznacen
datem expirace, coZ je velice dileZité nejen
pro akreditované laboratore.

Nedilnou soucasti pri nakladani s nebezpec-
nymi chemikaliemi je dodrzovani potifebnych

bezpecnostnich opatreni, které jsou uvedeny
v bezpe€nostnich listech. Tyto bezpe€nostni
listy ma spole¢nost LABICOM s.r.o. moZnost
evidovat a spravovat prostfednictvim special-
niho softwaru, ktery vZdy aktualizuje veSkeré
legislativni zmény.

Spole¢nost LABICOM s.r.o. Vam dékuje za

Vasi prizen a tési se na budouci spolupraci.
Podrobnéjsi informace o spole¢nosti
LABICOM s.r.o. a nabizenych sluzbach
i portfoliu chemikalii Honeywell Re-
search Chemicals naleznete na strankach

www.labicom.cz.

LABICOM s.r.o.
info@labicom.cz

w.lab-honeywell.com oHoneywell | Riedel-de Haén™ mw-whh-unnmun_s._.,

Honwywell Speciaity Chamicals Seeize GmbH
35137 0

Cat. 34851-2.5L

Produktové fady

Acotonitrile (CAS 75.05-8)

Lot No, X123X oACETONITR“.E @i—_ :

Honeywell

ELBE] Sreoicarn Gt s ! Chromasolv™ @

el hesseywell comn Gradent grade; For HPLC; 2 59.0%

Honeywell | Burdick & Jackson™

Honeywell | Fluka®

Honeywell | Riedel-de Haén™

b
© Webova stranka @ QRkod, zahmuijici katalogové
Ma strance najdete tislo, €islo 3arZe, datum wyroby

specifikace produktu,
dodateéné informace,
dokumentace vyrobku:

© Chemicky vzorec latky,
molekulova hmotnost,

bezpetnostni list (SDS) EAS islo, teplota varu,
a Certifikat analyzy ustota
© Katalogové éislo @ Telefonni ¢islo pro naléhavé
vyrobku (pfed poml- situace
ckou) a gislo Sarze © UN kéd, charakteristické
© Datum produkce etyicisli, které latku nebo
a datum expirace smés jednoznaéné identifikuje
vyrobku. Format © produktové fada
data: MM/DD/RRRR Honeywell Fluka, Honeywell
Burdick & Jackson,

a Honeywell Riedel-de Haén

© Nazev chemikalie
O Misto vyroby

@ Produktova linie wrobku,
koncentrace, cistota latky

® Vystrazné symboly, piktogramy
nebezpeénosti

® velikost baleni

@ Honeywell Research Chemicals
kontaktni Gdaje

@ signalni slova, upozornéni na nebezpei,
bezpetnostni upozornéni



Kontakty

Management
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Karel Vranovsky
generalni Feditel

Tel.: 244 001 231
Mob.: 725 924 019

a

Nadézda Jerabkova
manazer obchodu
(HPLC, CE, disoluce)
Tel.: 244 001 242
Mob.: 724 252 914

Alexandr Skala
manazer servisu

(servis GC/MS, LC/MS)
Tel.: 244 001 243
Mob.: 724 803 434

Olga Schlossbauerova
finanéni feditel

Tel.: 244 001 241
Mob.: 702 281172

Obchodni tym

Zbynék Halbhuber
manazer pro skupinu
genomiky a diagnostiky
Tel.: 244 001 245
Mob.: 607 081918

Daniela TrSova
manazer marketingu

Tel.: 244 001 232
Mob.: 602 158 401

Jan Kovar
produktovy specialista
(HPLC, CE, disoluce)
Tel.: 244 001 231
Mob.: 607 081917

o

Jitka Zrostlikova
produktovy specialista
(LC/MS)

Tel.: 244 001 249
Mob.: 606 047 034

lvo Novotny
produktovy specialista
(GC/MS, ICP-MS)
Tel.: 244 001 240
Mob.: 724 309 027

Jan Marek

produktovy specialista
(GC,MP-AES, ICP-OES, AAS)

Tel.: 244 001 231
Mob.: 606 050 908

)

e

J

Martina Hakova
produktovy specialista
(FTIR, UV-Vis-NIR, fluorescence)
Tel.: 244 001 239
Mob.: 730 572 998

Michaela Pluskalova
odborny asistent tymu
(genomika a diagnostika)
Tel.: 244 001 245
Mob.: 736 606 878

Iva Senitkova
produktovy specialista
(genomika a diagnostika)
Tel.: 244 001 245
Mob.: 702 281171

AleS Merta

produktovy specialista
(genomika a diagnostika)
Tel.: 244 001 245
Mob.: 731538 641

Michal Jez

produktovy specialista
(genomika a diagnostika)
Tel.: 244 001 245
Mob.: 731643 168

Michaela Vranova
marketingovy specialista

Tel.: 244 001 232
Mob.: 731157 661

A

Aplikacni tym

Andrea Baresova
obchodni asistent

Tel.: 244 001 239
Mob.: 732 963 045

Anastassiya Zidkova
bioinformatik

(genomika a diagnostika)
Tel.: 244 001 245
Mob.: 739 030 865

Ondfrej Lacina
aplikacni specialista
(LC/MS)

Tel.: 244 001 249
Mob.: 602 600 235

Michal Caplygin
aplikacni specialista
(GC/MS)

Tel.: 244 001 248
Mob.: 725 433 353

Tomas Antl

aplikacni specialista
(genomika a diagnostika)
Tel.: 244 001 245
Mob.: 735 192 823



Administrativni tym

Ludmila Freyova
logistika, objednavky
spotrebniho materialu
Tel.: 244 001 236
Mob.: 724 105 611

Lucie Bahnikova
obchodni referentka

Tel.: 244 001 234
Mob.: 735 192 822

a

Katerina DouSova
asistentka

Tel.: 244 001 231
Mob.: 724 804 643

Dagmar Lehka
servisni koordinator

Tel.: 244 001 237
Mob.: 724 004 993

Michaela Prichova
servisni koordinator

Tel.: 244 001 247
Mob.: 727 812 449

€

Vladimir Navara
servis GC, GC/MS,
headspace, desorpce
Tel.: 244 001 237
Mob.: 724 805 769

Zbynék Bohacek
aplika¢ni podpora,
servis GC, GC/MS, LC
Tel.: 244 001 237
Mob.: 724 805 278

Milan Soucek
servis GC, GC/MS

Tel.: 244 001 237
Mob.: 602 651576

i

Hana LiSkova
servis GC, GC/MS

Tel.: 244 001 237
Mob.: 602 319 689

Jan Adamiec

servis LC, LC/MS, CE,
UV-Vis, FTIR

Tel.: 244 001 247
Mob.: 602 261 365

Petr Dusek

servis LC/MS, GC,
GC/MS

Tel.: 244 001 237
Mob.: 724 807 189

P AN

Radek Kolacny
servis LC, CE, UV-Vis,
disoluce

Tel.: 244 001 247
Mob.: 724 891 356

Rostislav Pantucek
servis LC, automatizace

Tel.: 244 001 247
Mob.: 725 341292

Tomas Fojtik

servis AAS, ICP-OES
ICP-MS

Tel.: 244 001 237
Mob.: 702 287 862

]
]
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Martin Juricek
servis AAS, ICP-MS,
ICP-OES, MP-AES
Tel.: 244 001 247
Mob.: 724 703 774

Vit Peterka

servis pristrojua pro
genomiku

Tel.: 244 001 247
Mob.: 605 205 892

RazZena Penizkova
servisni smlouvy, servis
pristroja pro genomiku
Tel.: 244 001 230
Mob.: 724 305 436

i
A

Michal Novotny
softwarovy specialista

Tel.: 244 001 244
Mob.: 724 309 037



ﬁ Labicom

Laboratorni pfislusenstvi a pfistroje

LABICOM s.r.o.
VTP UP
Slechtitel(l 19
783 71 Olomouc

Objednavky: objednavky@labicom.cz
Informace: info@labicom.cz

Servis: servis@labicom.cz

Fakturace, Logistika: provoz@labicom.cz
www.labicom.cz

1 Labicom

....a part of Altium group

Ing. Jitka Berkova

Ing. Jaroslav Andrle, PhD.
S ——— E-mail: jaroslav.andrle@labicom.cz
Ing. Robert Kukula Tel.: +420 731 155 148
E-mail: robert kukula@labicom.cz
Tel.: +420 724 807 092

Mgr. lva Chviliékova, Ph.D.
E-mail: iva.chvilickova@labicom.cz
Tel.: +420 731 479 740

E-mail: jitka.berkova@labicom.cz 4
Tel.: +420 602 777 356

Mgr. Jana Havelkova
E-mail: jana.havelkova@labicom.cz
Tel.: +420 607 006 300

® Praha 2, 3, 9 = Ing. Robert Kukula
® Praha 4, 5, 6 > Ing. Jitka Berkova
® Praha 1, 7, 8, 10 > Ing. Jaroslav Andrle, PhD.




| ﬁ Labicom

Autorizovany distributor
pro Ceskou republiku

Honeywell Analyticka cinidla, standardy,
o kyseliny, zasady, soli a pH pufry.
Fluka

Honeywell Svétovy lidr ve vyrobé chemikalii

HYDRANAL™ pro Karl-Fischer titrace.

Honeywell Vysoce cista rozpoustédla a Cisté

Riedel-de Haén™ chemikalie do vyrobnich procesu.

Honeywell Vysoce cista rozpoustédla

CHROMASOLV™ zejména pro chromatografii.

Honeywell Vysoce cista rozpoustédla

Burdick & Jackson™ urcena zejména pro syntézu.



Nejnovéjsi aplikacni literatura

Biologie a medicina

5991-7023EN
5991-7024EN
5991-7026EN

5991-7192EN
5991-7223EN
5991-7297EN
5991-7442EN

5991-7476EN
5991-7553EN
5991-7615EN

Innovator and Biosimilar Monoclonal Antibody-Peptide Map Comparison
Analysis of N-Linked Glycans from Antibody-Drug Conjugate (ADC)

Conformational Studies Using Second Derivative Absorption Spectroscopy for Comparing an Innovator and Biosimilar Mo-
noclonal Antibody Pair

Determination of Drug to Antibody Distribution in Cysteine-Linked ADCs
Protein A Affinity IgG Capture Followed by AdvanceBio SEC Aggregation Analysis
Clone Selection Using the Agilent 1290 Infinity Online 2D-LC/MS Solution

Method Transfer from a 1260 Infinity Bio-inert LC to a 1260 Infinity Il Bio-inert LC - Charge Variant Analysis of Rituximab
Innovator and Biosimilar

A Comprehensive Workflow to Optimize and Execute Protein Aggregate Studies
Size Exclusion Chromatography/Mass Spectrometry Analysis of Antibody Drug Conjugates

Use of the Agilent 4200 TapeStation System for Sample Quality Control in the Whole Exome Sequencing workflow at the
German Cancer Research Center (DKFZ)

Farmacie a biofarmacie

5991-7095EN
5991-7320EN
5991-7366EN
5991-7505EN
5991-7514EN

5991-7518EN

5991-7642EN

Method Transfer from an Agilent 1200 Series LC to an Agilent 1260 Infinity Il LC

Application of an Accurate Mass Database and Library

An Integrated Workflow for Automated Calculation of Antibody-Drug Conjugate (ADC) Drug-to-Antibody Ratio (DAR)
Quality-by-Design-Based Method Development Using an Agilent 1290 Infinity Il LC

Method Transfer from an Agilent 1260 Infinity LC to an Agilent 1260 Infinity Il LC

Improved Aromatic Acids Analysis

Method Transfer from an Agilent 1100 Series LC to an Agilent 1260 Infinity Il LC

Genomika a bunééna analyza

5991-7013EN
5991-7123EN
5991-7124EN
5991-7125EN
5991-7127EN
5991-7128EN
5991-7129EN
5991-7131EN

5991-7132EN
5991-7133EN
5991-7134EN
5991-7135EN
5991-7138EN
5991-7139EN
5991-7140EN
5991-7142EN
5991-7557EN

Setting up a cell-free DNA analysis pipeline with OneSight. Step-by-step approach
Assessing functional metabolism using cells sourced from blood

Assessing mitochondrial dysfunction in primary cardiomyocytes

Assessing the impact of autophagy on cellular metabolism

Bioenergetic analysis of primary neuronal deficiencies

Bioenergetic analysis of suspension cells: hematopoietic stem cells and lymphocytes
Determining Metabolic Switch in Induced Pluripotent Stem Cells (iPSCs)

Functional validation of Genomic and Proteomic data

Measuring bioenergetic profiles of human adipocytes

Measuring functional metabolism of brite adipocytes

Measuring glycolysis and oxidative metabolism in cancer cells

Measuring glycolytic function in cells

Metabolic Pathway Determination Using the XF24 Analyzer

Normalizing XF metabolic data to cellular or mitochondrial parameters

Screening for Mitochondrial Biogenesis and Toxicity

Direct Comparison of Radiometric versus XF24 Flux Assays to Measure Substrate Utilization

Agilent Integrated Solutions for Design, Synthesis and Quality Control of Guide RNA for CRISPR-Cas9 Genome Editing
Workflows.

Metabolomika a proteomika

5991-1461EN

5991-3207EN

5991-6449EN
5991-6518EN
5991-6810EN

Simultaneous quantitation of peptides and phosphopeptides by capLC-ICP-MS using the Agilent 8800/8900 Triple Quadru-
pole ICP-MS

Affinity Removal of the 14 Most Abundant Proteins in Human Plasma Using the Agilent 1260 Infinity Bio-inert Quaternary LC
System

Investigating Antibiotic Mode of Action Using Targeted Metabolomics
Using GCxGC and the Agilent 7200 GC/Q-TOF for an Untargeted Metabolomics Study

Qualitative Flux Analysis of a Chondrosarcoma Cell Line Using Agilent VistaFlux




Forenzni analyza a toxikologie

5991-6771EN
5991-6964EN
5991-7019EN
5991-7506EN

Removal of Lipids for the Analysis of Toxicological Compounds in Plasma by LC/MS/MS
THC-COOH Determination in Hair with LC/MS/MS: A Challenging Request
Determination of amphetamine and derivatives in urine

Determination of 3,4-MDMA in Ecstasy tablets by CE-MS/MS

Klinicky vyzkum

5990-9128EN
5990-9132EN

5990-9233EN

Development of an LC/MS/MS Assay for Atorvastatin in Human Plasma Using a 6460 Triple Quadrupole LC/MS System

A Q-TOF Generated, Metabolomics- Specific LC/MS/MS Library Facilitates Identification of Metabolites in Malaria Infected
Erythrocytes

Development of an LC/MS/MS Method for Bupropion in Human Plasma Using a 6460 Triple Quadrupole LC/MS System

Potraviny a zemédélstvi

5991-7030EN
5991-7064EN
5991-7302EN
5991-7342EN
5991-7381EN
5991-7423EN
5991-7552EN

Determination of Relative Fluorescence Quantum Yield Using the Agilent Cary Eclipse

Rapid Profiling of VOCs and SVOCs in e-Cigarette Vapors for Regulatory Compliance and Quality Control
Accurately Identify and Quantify One Hundred Pesticides in a Single GC Run

Agilent JetClean Self-Cleaning lon Source for Pesticides in Food and Feed

Determination of Mycotoxins in Peanuts with Enhanced Matrix Removal-Lipid by LC/MS/MS
Determination of Malic Acid and Lactic Acid in Wine by CE-MS/MS

High-Resolution Analysis of Mangosteen Pericarp Xanthones Using 2D-LC

Zivotni prostiedi

5991-7046EN
5991-7071EN

5991-7259EN
5991-7303EN

Elemental analysis of drinking water using the PerkinElmer AAnalyst 800 AAS
Determination of lodinated Contrast Media in by Direct-Injection LC/MS/MS

Direct Analysis of Contaminants in Surface Waters Agilent 6470A Triple Quad LC/MS
An Optimal Method for the Analysis of Pesticides in a Variety of Matrices

Materialova analyza

5991-7039EN
5991-7200EN

5991-7283EN

5991-7530EN

Characterization of Polyesters by Agilent 1260 Infinity Multi-Detector GPC/SEC System

Analysis of Extractable and Leachable Metals in Plastic Materials of Construction as per <661.1> Acid Extractable Procedure
using the Agilent 5110 VDV ICP-OES

Direct determination of Al, B, Co, Cr, Mo, Ti, V and Zr in HF acid-digested nickel alloy using the Agilent 4210 Microwave
Plasma-Atomic Emission Spectrometer

Automated Spectrophotometric Spatial Profiling of Coated Optical Wafers

Geochemie, hornictvi, kovy a polovodice

5991-7008EN

5991-7103EN
5991-7136EN
5991-7285EN

Determination of trace elements in ultrapure semiconductor grade sulfuric acid using the Agilent 8900 ICP-QQQ in MS/MS
mode

Rapid determination of gold in geological samples using the Agilent 4210 MP-AES
Measuring the Metabolic Switch in Cancer Cells

Sulfur isotope fractionation analysis in mineral waters using an Agilent 8900 ICP-QQQ

Energetika, chemie, specialni chemikalie

5991-6849EN

5991-6905EN

5991-7104EN
5991-7271EN

Improved productivity for the determination of metals in oil samples using the Agilent 5110 Radial View (RV) ICP-OES with
Advanced Valve System

Accurate analysis of neptunium 237 in a uranium matrix, using the exceptional abundance sensitivity in MS/MS on the Agilent
8800 ICP-QQQ

Direct multi-elemental analysis of crude oils using the Agilent 4200/4210 Microwave Plasma-Atomic Emission Spectrometer

Determination of Olefin Content in Denatured Ethanol According to ASTM D7347

Tyto publikace jsou ke stazeni na naSich strankach www.hpst.cz, nebo ndm o né mizZete napsat spolu s uvedenim pfislusného
Cisla publikace na email marketing@hpst.cz.
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