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Hmotnostni spektrometrie slavi letos stoleté vyroci své-
ho vzniku. Béhem dvacatého stoleti prozivala horsi i lepsi
chvilky, n€kolikrat byla ,otci-zakladateli oznaCena za mrt-
vou metodu, aby v osmdesatych letech pfispéla ke vzniku
zcela novych, zvlasté biologickych obort a aplikaci. Prvni
dekada XXI stoleti pak charakterizuje hmotnostni spektromet-
rii (mimo jiného) tfemi hesly: ambientni techniky, vysoké
rozliSeni a hmotnostni zobrazovani. Ambientni techniky zahr-
nuji ionizacni procesy, které probihaji za normalniho tlaku
a teploty a v nékterych pfipadech proto mohou slouzit i k
ionizaci/desorpci latek z zivych objekti. Vysoce rozlisujici
analyzatory se stavaji zcela béznou instrumentaci, a to diky
své piesnosti a spravnosti méfeni, obcas spojené i s dobrym
dynamickym rozsahem méteni a rychlym sbérem dat. Do této
kategorie patii na principu iontové cyklotronové rezonance
(ICR), orbitrapu a moderni analyzatory z doby letu (TOF).
Z novych aplikaci hmotnostni spektrometrie posledni doby
nelze nezminit hmotnostni mikroskopii (2D hmotnostni zob-
razeni). V anglosaské literatufe se hovofi o technice ,,Mass
Spectrometry Imaging®. U hmotnostniho zobrazeni jsou vizu-
alizovany dvourozmérné obrazy povrchu ziskané pocitacovou
rekonstrukci iontovych druhd, které jsou ze zobrazovaného
objektu desorbovany. Déje se tak rastrovacim zpisobem, a to
pii prostorovém rozliSeni zatim v fadu jednotek az stovek
mikrometrti podle typu primarniho ionizujiciho svazku, kte-
rym muize byt laser (pfi asistenci matrice hovotime o MALDI
zobrazeni), svazek iontl (napt. C60) nebo svazek nabitych
kapicek (DESI mikroskopie). Oproti ostatnim zobrazovacim
technikdm hmotnostni mikroskopie nedava pouze odpoveéd
typu ,,je tam néco, vypada to jako®, ale soucasné i informaci
o chemické povaze pfislusného zkoumaného objektu. Hmot-
nostni zobrazeni/mikroskopie je tedy potencidlnim nastrojem
pro identifikaci a charakterizaci biomarkerd, napf. molekul
charakterizujicich patologicky stav. Pokud to dovoli dynamic-
ky rozsah, miZzeme hodnotit mj. naddorovou tkan, ptipadné
subtypy tumord na zakladé¢ souboru bilkovin nebo jinych
specifickych molekul, které jsou ve zdravych tkanich zastou-
peny jinak. Pti hledani molekularnich znakt néjakého infeke-
niho onemocnéni, 1ze pfimo porovnavat tkan zdravou a infi-
kovanou. Muzeme se divat, do jakych organt se deponuje
podané nizkomolekularni 1é¢ivo a jak je metabolizovano.
Mizeme sledovat, jakd je molekularni odezva na piislusny
1é¢ebny proces. V ramci piednasky budou dokumentovany
biologické aplikace s dirazem na analyzu lipida a peptidu.

Tato prdce vznikla za podpory grantii MSMT CR LC07017
a MSM6198959216 a vyzkumného zameru AV0Z50200510.
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Pfi analyze slozitych biologickych a jinych vzorki je
Casto tfeba separovat a stanovit velky pocet latek. K tomuto
ucelu Casto nepostacuje separace na jedné koloné pfi tzv.
"jednorozmérné" chromatografii. Hlavnim cilem vicerozmeér-
né HPLC je zvySeni poctu separovanych latek v pribchu jed-
né analyzy ve slozitych vzorcich. Vedle pouziti uéinnych
kolon méa zasadni vyznam pouziti systémd s riznymi separac-
nimi selektivitami v jednotlivych dimenzich, nejlépe tzv.
"ortogonalnich" systému, vykazujicich velmi nizkou miru
korelace retence. Dvourozmérna HPLC byla dosud vyuzivana
ptedevsim v proteomickém vyzkumu, v posledni dob¢ stale
rostou aplikace v dalSich oblastech — pfi analyzach latek rost-
linného ptvodu, potravin, Zzivotniho prostiedi, metaboliti
1éc¢iv, syntetickych polymert a dal$ich technickych produktii.

Techniky dvourozmérmé HPLC se jiz dlouho vyuzivaly
v tzv. off-line uspotadani, kdy se izolovala ¢ast vzorku sepa-
rovaného v jednom systému a potom se podrobila separaci v
jiném systému. Obcas se pouzivalo i on-line zapojeni, kde se
vybrana frakce eluatu z jedné kolony prevadéla pomoci Sesti-
cestného piepinaciho ventilu do jiné kolony. Ob¢ tyto pracov-
ni techniky umoznovaly ziskat podrobné informaci pouze
o0 vybrané ¢asti vzorku.

Uplnou informaci o sloZeni celého vzorku lze ziskat pii
pomeérné nové technice tzv. "comprehensive" (Uplné, celostni)
LCxLC kapalinové chromatografie, kde se pievadi veskery
eluat z kolony v prvni dimenzi v malych frakcich ptimo (in-
line) do druhé dimenze ve dvou stfidavych cyklech s pfedem
nastavenou frekvenci odbéru frakei z kolony v prvni dimenzi.
Timto zplGsobem je cely vzorek podroben separaci v obou
dimenzich a Ize ziskat Gplnou informaci o jeho slozeni. Zatim
co se predchozi frakce z prvni smycky (obohacovaci kolonky)
analyzuje na koloné ve druhé dimenzi, nasledujici frakce se
jima ve druhé smycce (¢i na druhé obohacovaci kolonce)
Zatizeni pro praktickou realizaci této techniky lze sestavit
z b&zného kapalinového chromatografu, pomocného HPLC
¢erpadla pro druhou dimenzi a pfevodniku frakei mezi prvni
a druhou dimenzi, obvykle deseticestného nebo dvou Sesti-
cestnych ventilll se dvéma stejnymi davkovacimi smyckami
nebo kratkymi obohacovacimi mikrokolonkami. Mobilni faze
v obou systémech je tfeba volit s ohledem na vzajemnou kom-
patibilitu. Je vyhodné aby mobilni faze pouzita v prvni dimen-
zi méla malou eluéni silu v druhé dimenzi. Protoze separace
ve druhé dimenzi musi probéhnout v Case, vyhrazeném pro
jimani nasledujici frakce z kolony v prvni dimenzi, je nezbyt-
né sladit rozméry kolon, velikost ¢astic naplné, pritok mobil-
ni faze v obou systémech s frekvenci cykli prevodu frakei.
Pro tspésnou aplikaci je vedle volby "ortogonalnich" separac-
nich systémt s nekorelovanymi selektivitami pro dosazeni
maximalni pikové kapacity velmi dulezité i potlaceni rozsifo-
vani zon latek, fedéni vzorku a sniZeni citlivosti detekce ve
druhé dimenzi vyuzitim riznych modulaénich technik pfi
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automatickém pievodu frakci z prvni do druhé dimenze.

V prezentaci jsou ukdzany moznosti modulace pievodu
frakci s vyuZzitim dvou stfidavé pracujicich identickych kolon
v druhé dimenzi, obohacovacich kolonek a "back-flushing"
techniky, vyuziti mikrokolon v prvni dimenzi a kratkych u¢in-
nych kolon, dale kombinace paralelni gradientové eluce
v obou dimenzich a vysokoteplotni HPLC v druhé dimenzi.
Tyto postupy jsou demonstrovany na analyze pifirodnich anti-
oxidantd ve vzorcich piva, vina a rostlinnych extraktd pfi
kombinaci riznych typu stacionarnich fazi v prvni a druhé
separaéni dimenzi — silikagelu modifikovaného chemicky
vazanymi Cis, polyethylenglykolovymi, fenylovymi, diolovy-
mi a dal§imi skupinami. Vedle napliiovych kolon lze ve druhé
dimenzi s vyhodou vyuzit monolitickych kolon nebo kolon
s povrchové poréznimi ¢asticemi.

Rada postupii a aplikaci uvedenych v tomto piispévku vznikla
za podpory MSMT CR v ramci vyzkumného zdméru
253100002 a Grantové Agentury CR v rdmci projektu
203/07/0641.
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