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ANOTACE

Stanoveni 2-oxokyselin ma klinicky vyznam, protoZe 2-oxokyseliny jsou kliCovymi
meziprodukty v fadé hlavnich biochemickych cest. U pacientd s nékterymi dédi¢nymi
metabolickymi chorobami jsou hladiny 2-oxokyselin zvySené, napf. u fenylketonurie.

Tato prace se zabyva zavedenim metody plynové chromatografie s hmotnostni
detekci pro stanoveni 2-oxokyselin v biologickych vzorcich. Metoda dokaze
simultanné stanovit sedm vyznamnych 2-oxokyselin (pyruvat, 2-oxoglutarat,
fenylpyruvat, 2-oxoisovalerat, 2-oxoisokapronat, 2-oxo-3-methylvalerat, oxalacetat).
Za ucCelem derivatizace oxoskupiny 2-oxokyselin byly testovany tfi derivatizaéni
¢inidla, 2 ,4-dinitrofenylhydrazin, 0-(2,3,4,5,6-pentafluorobenzyl)hydroxylamin
a o-fenylendiamin, derivatizace karboxylové skupiny pak N-methyl-N-(trimethylsilyl)-
trifluoroacetamid v 1% trimethylchlorsilanu, N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid
v 1% trimethylchlorsilanu, smés methanolu a acetylchloridu a BFs v ethanolu.
Pro separaci derivati 2-oxokyselin byla pouzita kapilarni kolona HP-5, kdy byly
derivaty 2-oxokyselin separovany do 40 minut. Linearita byla dosaZzena v celém
rozsahu testovanych koncentraci. Pfesnost v sérii, vyjadfena variacnim koeficientem,
se u jednotlivych 2-oxokyselin vyrazné lisila. Variacni koeficient pfesnosti stanoveni
pyruvatu a 2-oxoisokapronatu v plazmé byl do 7 %. Variaéni koeficient pfesnosti

stanoveni dalSich 2-oxokyselin byl i nékolikanasobné vyssi.

Klicova slova: 2-oxokyseliny, plynova chromatografie s hmotnostni detekci,

derivatizacni Sinidla



ANNOTATION

Determination of 2-keto acids is of clinical importance because 2-keto acids are key
intermediates in a number of major biochemical ways. In patients with some inherited
metabolic diseases, levels of 2-keto acids are increased, e.g. phenylketonuria.
This work deals with the development of a gas chromatography with mass
spectrometry for the determination of 2-keto acids in biological samples. The method
can simultaneously identify seven significant 2-keto acids (pyruvate, 2-oxoglutarate,
phenylpyruvate, 2-oxoisovalerate, 2-oxoisocaproate, 2-0xo0-3-methylvalerate,
oxalacetate). Three derivatizing agents, 2,4-dinitrophenylhydrazine,
0-(2,3,4,5,6-pentafluorobenzyl)hydroxylamide and o-phenylenediamine,
for a derivatization of carbonyl groups of 2-keto acids were tested. Derivatizing
agents N-methyl-N-(trimethylsilyDtrifluoracetamide with 1% trimethylchlorosilane,
N,O-bis(trimethylsilytrifluoroacetamide with 1% trimethylchlorosilane, a mixture
of methanol and acetyl chloride and BF3 with ethanol, for derivatization
of the carboxyl group of 2-keto acids, were tested. The HP-5 capillary column was
used to separate the 2-keto acid derivatives within 40 minutes. The linearity was
reached throughout the range of tested concentrations. The intra-assay, expressed
by the coefficient of variation, differed significantly for the individual 2-keto acids.
The variation coefficients for pyruvate and 2-oxoisocaproate in plasma were up to
7%. The variation coefficients for the other 2-keto acids were even several times

higher.

Keywords: 2-keto acids, gas chromatography with mass spectrometry, derivatizing

agents
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1 UVOD

2-Oxokyseliny maji dulezitou ulohu v metabolismu aminokyselin, sacharidd a lipidd.
Jejich stanoveni v biologickych vzorcich je vyznamné pro diagnostiku nékterych
metabolickych poruch, mezi néz patfi napfiklad choroba javorového sirupu,
fenylketonurie a isovalerova acidemie. VySe jmenované metabolické poruchy jsou
ze zakona povinné diagnostikovany v ramci novorozeneckém screeningu. Divodem
je, ze v€asna léCba zachranuje novorozencim Zzivot. Klinickymi pfiznaky téchto
nemoci jsou ve vétsiné pfipadu mentalni retardace a opozdény vyvoi.

2-Oxokyseliny byly v minulosti stanovovany papirovou chromatografii, ktera
sejiz vdnesni dob& nepouziva. Casto pouzivanou metodou pro stanoveni
2-oxokyselin v biologickych vzorcich je vysokou€inna kapalinova chromatografie
s fluorescencni detekci, kdy derivatizaci 2-oxokyselin o-fenylendiaminem vznikaji
vysoce fluoreskujici derivaty. Nevyhodou tohoto Cinidla je vysoka karcinogenita
a mutagenita. DalSi vhodnou metodou pro stanoveni 2-oxokyselin je plynova
chromatografie s hmotnostni detekci, ktera byla pouzita i v této praci. Obecné je
znamo, ze detekce hmotnostnim spektrometrem je vysoce citliva a selektivni.

Nevyhodou plynové chromatografie je, Ze analyt musi byt dostateCné tékavy.
Proto musi byt polarni latky vhodny postupem, derivatizaci, pfevedeny na méné
polarni a dostateCné tékavé derivaty. Pro derivatizaci karbonylovych skupin
2-oxokyselin se nejvice pouzivaji 2,4-dinitrofenylhydrazin, 0-(2,3,4,5,6-penta-
fluorobenzyl)hydroxylamin a o-fenylendiamin. Nevyhodou prvnich dvou zminénych
derivatizaCnich  Cinidel je tvorba isomerd danych derivatd 2-oxokyselin.
Pro karboxylové skupiny 2-oxokyselin se nejCastéji pouzivaji silylacni Cinidla, ktera

v8ak nejsou dostatecné selektivni.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 CHARAKTERISTIKA STANOVOVANYCH 2-OXOKYSELIN

2-Oxokyseliny  jsou  dualezitymi  meziprodukty v biosyntéze  aminokyselin,
karboxylovych kyselin a sacharidd. ZvySené hladiny nékterych 2-oxokyselin v séru
a mocCi nachazime u pacientt s dédi€nymi metabolickymi poruchami, jako je choroba
javorového  sirupu, fenylketonurie, ale také u pacientd s poruchou
pyruvatdehydrogenasového komplexu. Také u pacientd s mentalni retardaci je
charakteristické abnormalni vyluCovani 2-oxokyselin. Stanoveni 2-oxokyselin je tak

uzite€né pro diagnostiku a IéCbu téchto onemocnéni [1-4].

2.1.1 Pyruvat

Pyruvat (PYR) je 2-oxokyselina s molarni hmotnosti 88,06 g/mol. (Obrazek 1).

Systematicky nazev PYR je kyselina 2-oxopropanova.

CHj;

Obrazek 1: Strukturni vzorec pyruvatu.

V cytosolu vSech sav€ich bunék probiha glykolyza, kdy z 1 molekuly glukosy
vznikaji 2 molekuly PYR. V poslednim kroku glykolyzy je PYR tvofen
z fosfoenolpyruvatu, za katalyzy pyruvatkinasy, kdy se prenasi makroergicky fosfat
fosfoenolpyruvatu na ADP za zisku ATP (Obrazek 2). Tato reakce je nevratna.
Enzym pyruvatkinasa je aktivovan fruktosa-1,6-bisfosfatem, insulinem a inhibovan
glukagonem, ATP, alaninem a adrenalinem. Tento enzym je zavisly na iontech Mg?*
a K",
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|| pyruvatkinasa |
CH, CHs
fosfoenolpyruvat pyruvat

Obrazek 2: Posledni krok glykolyzy.

PYR se za fyziologickych podminek nehromadi, ale je transportovan
z cytoplazmy do matrix mitochondrii mechanismem symportu, pfi némz je
kotransportovan jeden proton. V matrix mitochondrii PYR podléha oxidativni
dekarboxylaci v tzv. pyruvatdehydrogenasovém komplexu a vznikd znégj
acetylkoenzym A (acetyl-CoA, Rovnice 1). Kyselina octova (acetyl-CoA) je zcela

oxidovana v citratovém cyklu za zisku 12 molekul ATP.

Rovnice 1. Pyruvatdehydrogenasovy komplex.

pyruvat + NAD* + CoA — acetyl-CoA + NADH+H* + CO2

Pfi anaerobni glykolyze je PYR redukovan na laktat za katalyzy
laktatdehydrogenasou (Rovnice 2). Tvorba laktatu umozniuje regeneraci NADH+H*

na NAD*, a tak mize pokraCovat glykolyza i v nepfitomnosti kysliku.

Rovnice 2. Redukce pyruvatu na laktat.

pyruvat + NADH+H" < laktat + NAD*

PYR hraje také vyznamnou ulohu v procesu glukoneogenese. Timto
procesem se syntetizuje glukosa, pokud neni dostate¢ny pfisun sacharidl v potraveé.
PYR, vznikly z alaninu za katalyzy alaninaminotransferasou nebo laktatu za katalyzy
laktatdehydrogenasou, je v matrix mitochondrii, za katalyzy pyruvatkarboxylasou,
v pfitomnosti ATP, biotinu a CO2, karboxylovan na oxalacetat. Oxalacetat, bud
ve formé malatu, nebo aspartatu, prechazi do cytosolu, kde je syntetizovan

fosfoenolpyruvat za spotfeby makroergického fosfatu v podobé guanosintrifosfatu
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(GTP) nebo inosintrifosfatu a uvolnéni CO2 (Rovnice 3). DalSi kroky jsou obracené
reakce glykolyzy, kromé& 2 nevratnych reakci, katalyzovanych fosfatasami

(fruktosa-1,6-bisfosfatasa, glukosa-6-fosfatasa).

Rovnice 3: Dekarboxylace oxalacetatu.

oxalacetat + GTP — fosfoenolpyruvat + GDP + COz2

Uhlikaté kostry aminokyselin jsou odbourany na 7 kone¢nych produktl, PYR,
oxalacetat, 2-oxoglutarat, sukcinyl-CoA, fumarat, acetyl-CoA a acetoacetat.
PFi odbourani uhlikatych fetézcu glycinu, serinu, cysteinu, threoninu a tryptofanu
vznika PYR. Transaminaci alaninu, za katalyzy alaninaminotransferasou,
a deaminaci serinu, za katalyzy serinhydratasou, taktéz vznika PYR. Acetyl-CoA,
vznikly z PYR, je substratem pfi syntéze mastnych kyselin. Acetyl-CoA vznika
v mitochondriich, ov8em syntéza mastnych kyselin probiha v cytosolu, proto
acetyl-CoA prechazi do cytosolu ve formé citratu, ktery vznika reakci acetyl-CoA

s oxalacetatem

2.1.2 Oxalacetat

Oxalacetat (OA) je Cc¢tyfuhlikata dikarboxylova kyselina s molarni hmotnosti

132,07 g/mol (Obrazek 3). Systematicky nazev OA je kyselina 2-oxobutandiova.

o)
[—
0O=—C———C——0
|
CH,
—
cC——0
|
0

Obrazek 3: Strukturni vzorec oxalacetatu.

Jak jiz bylo zminéno vySe, OA se ucastni procesu glukoneogenese.
Pfi odbouravani uhlikatych koster aspartatu a asparaginu vznika OA. V citratovém
cyklu acetyl-CoA, vznikly napfiklad oxidaci mastnych kyselin nebo oxidativni
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dekarboxylaci PYR, reaguje s OA za vzniku citratu. Tato nevratna reakce je

katalyzovana citratsynthasou (Obrazek 4). Citratsyntasa je inhibovana ATP.

CoASH H,C——COO"
0 O0=—C——COO \\ /4 |
|| N | + MO > HO——C——COO"
Hz;C——C——SCoA H,C——COO" citratsynthasa
H,C——COO"
acetyl-CoA oxalacetat citrat

Obrazek 4: Reakce acetyl-CoA s oxalacetatem za vzniku citratu.

Nasleduje fada reakci, kdy se uplné oxiduje kyselina octova. V posledni reakci
citratového  cyklu vznika OA  dehydrogenaci malatu, za  katalyzy
malatdehydrogenasou a zisku NADH+H* (Obrazek 5). Vznikly OA reaguje s dalSim
acetyl-CoA. K oxidaci velkého mnozstvi kyseliny octové (acetyl-CoA) je zapotiebi

pouze malého mnozstvi OA, proto Ize oznacit ulohu OA za katalytickou.

H NAD™ NADH+H"
HO—T—COO' \\ /4 o:T—Coo-
H,C——COO" malatdehydrogenasa H,C——COO"
malat oxalacetat

Obrazek 5: Dehydrogenace malatu za vzniku oxalacetatu.

OA je dulezity pro syntézu mastnych kyselin, protoze acetyl-CoA prechazi
z mitochondrie do cytosolu ve formé citratu. V cytosolu je citrat, za katalyzy
citratlyasy, pfeménén na acetyl-CoA a OA (Rovnice 4). Acetyl-CoA pak slouZi jako
prekurzor syntézy mastnych kyselin. OA je, za katalyzy malatdehydrogenasou,
redukovan na malat, vznikajici NADPH+H+ je taktéz vyuZit pfi syntéze mastnych

kyselin.

Rovnice 4: Vznik acetyl-CoA z citratu v cytosolu.
citrat + ATP + CoA — Acetyl-CoA + OA + ADP + Pi
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2.1.3 2-Oxoglutarat

2-Oxoglutarat (2-OG) je 2-oxokyselina s molarni hmotnosti 146,11 g/mol a jeji
systematicky nazev je 2-oxopent-1,5-diova kyselina (Obrazek 6). 2-OG ma

vyznamnou ulohu pfi odbouravani aminokyselin a ucastni se citratového cyklu.

o)
[—
o=—Cc——C——0
CH,
CH,
c—oO
|
o

Obrazek 6: Strukturni vzorec 2-oxoglutaratu.

Pfi transaminaci se, za katalyzy odpovidajicich aminotransferas, pfenese
aminoskupina z aminokyseliny na 2-oxokyselinu, kofaktorem je pyridoxalfosfat.
Akceptorem aminoskupin vétSiny aminokyselin je 2-OG, kdy vznika aminokyselina
glutamat (Obrazek 7). Glutamat je nasledné, za katalyzy glutamatdehydrogenasou,
regenerovan zpét na 2-OG a uvolhuje se amoniak. Toxicky amoniak je
v ornithinovém cyklu pfeménén na mocovinu. Uvolnéni aminoskupiny ve formé
amoniaku tak vyzaduje spole¢nou ¢innost aminotransferasy

a glutamatdehydrogenasy.

0]
aminokyselina 2-oxoglutarat NADH + NH4+ —_— )L
H,N NH,
mocovina
oxokyselina glutamat NAD" + H,0

Obrazek 7: Pfeména aminoskupiny na mocovinu.

Transaminace je reversibilni reakce a podili se na katabolismu i biosyntéze

aminokyselin. Glutamatdehydrogenasa je jedinym enzymem v organismu, ktery
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vyuziva kofaktor NAD* i NADP®. Pfi oxidaci glutamatu na 2-OG, za soucCasného
uvolnéni amoniaku, je vyuzit kofaktor NAD*, pfi redukci 2-OG na glutamat pak
NADPH+H*. 2-OG je také kone¢nym produktem odbouravani uhlikatych koster

prolinu, argininu a histidinu.

2.1.4 Fenylpyruvat

Fenylpyruvat (PhePYR) je 2-oxokyselina s molarni hmotnosti 164,16 g/mol
a systematickym nazvem 2-oxo-3-fenylpropanova kyselina (Obrazek 8). PhePYR ma
jemnou medovou vani. Za fyziologickych podminek je hladina PhePYR v krvi a moci
velmi nizka. ZvySena hladina PhePYR v moci se vyskytuje u osob s fenylketonurii,

ktera je zplsobena defektem enzymu fenylalaninhydroxylasy.

Obrazek 8: Strukturni vzorec fenylpyruvatu.

Fenylalanin patfi mezi esencialni aminokyseliny. Pfiblizné 3/4 pfijatého
fenylalaninu jsou nevratné hydroxylovany na tyrosin (hlavni katabolicka cesta),
za katalyzy fenylalaninhydroxylasou (Obrazek 9). Tento enzym se vyskytuje
predevSim v jatrech. Uhlikata kostra tyrosinu se odbourava az na fumarat
a acetoacetat, které se mohou zapojit do citratového cyklu. Fenylalanin podléha
transaminaci za vzniku PhePYR (vedlejSi katabolicka cesta) pouze tehdy, je-li jeho
koncentraci v krvi a tkanich vysoka. Dlvodem je uplna nebo Castecna deficience
fenylalaninhydroxylasy. Dale muUze byt PhePYR redukovan na fenyllaktat

nebo oxidovan na fenylacetat.
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(@] (0]
| | tetrahydrobiopterin dihydrobiopterin 9y | |
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HaN- T_C—o \\02 H,0 HoN T_C_O
CH, N > CH,
fenylalaninhydroxylasa
fenylalanin 75 % tyrosin
2-oxoglutarat OH
transaminasa
25%
glutamat
" NADH + H* NAD" 0
| W
O__T_C_O HO—T—C o}
CH, laktatdehydrogenasa CHy
fenylpyruvat fenyllaktat
NAD"
NADH +H"
CO, H,C——C——0

fenylacetat

Obrazek 9: Metabolismus fenylalaninu.

2.1.5 Oxokyseliny odvozené od aminokyselin s rozvétvenym retézcem

Oxokyseliny odvozené od aminokyselin s rozvétvenym fetézcem (BCKA),
2-oxoisovalerat (KIV), 2-oxoisokapronat (KIC), 2-oxo-3-methylvalerat (KMV), jsou
vyjime¢né v tom, Ze prochazeji jatry nezménéné. Vychytavany jsou v mozku
a svalech, kde jsou dale odbouravany. Hlavni funkci BCKA je odstranéni toxického
amoniaku, prfedevsSim ze svalll. Hromadéni amoniaku ve svalu zpUsobuje jeho Uunavu
a také zpomaluje proteosyntézu. Nejucinngji pini tuto funkci KIC, ktery tak udrzuje

mnozstvi amoniaku na bezpecné hladiné.
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Systematickym nazvem KIV je kyselina 2-oxo-3-methylbutanova s molarni
hmotnosti 116,15 g/mol, KIC 2-oxo-4-methylpentanova kyselina s molarni hmotnosti
130,13 g/mol a KMV 2-oxo-3-methylpentanova kyselina s molarni hmotnosti
130,13 g/mol (Obrazek 10).

ﬁ ﬁ ﬁ
o:clz—c—d o:T—c—o_ O—Cc——C—0
/CH\ CH, CH——CH,
HsC CHs |
KIV /CH\ KIC CH, KMV
H.C CH |
3 3 CH,

Obrazek 10: Strukturni vzorec 2-oxoisovaleratu (KIV), 2-oxoisokapronatu (KIC)
a 2-oxo-3-methylvaleratu (KMV).

Prvni reakci katabolismu valinu, leucinu a isoleucinu je reversibilni
transaminace aminoskupiny na 2-oxoglutarat (kosubstrat) za vzniku glutamatu
a 2-oxokyselin, tj. KIV, KIC a KMV. Odpovidajici transaminasy se vyskytuji
predevSim ve svalech, ale také jatrech. Jedna aminotransferasa je specificka pouze
pro leucin, dalsi dvé aminotransferasy jsou schopné katalyzovat transaminaci vSech
3 rozvétvenych aminokyselin. BCKA nasledné podléhaji oxidativni dekarboxylaci

za vzniku thioesteru acyl-CoA (Obrazek 11).
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leucinu a isoleucinu. Degradace aminokyselin

s rozvétvenym retézcem: (A) isoleucinu, (B) valinu a (C) leucinu. Prvnich tfi reakci se ucastni

stejné enzymy: 1. aminotransferasa aminokyselin s rozvétvenym fetézcem,

2. 2-oxoisovaleratdehydrogenasa a 3. acyl-CoA-dehydrogenasa oxokyselin odvozenych

od aminokyselin s rozvétvenym retézcem [4].
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V dalSich reakcich je valin metabolizovan na propionyl-CoA, isoleucin
na propionyl-CoA a acetyl-CoA, a leucin na acetoacetat a acetyl-CoA. Propionyl-CoA

je dale preménén na sukcinyl-CoA.

2.1.6 2-Oxobutyrat

2-Oxobutyrat (2-OB) ma systematicky nazev 2-oxobutanova kyselina s molarni

hmotnosti 102,09 g/mol. Strukturni vzorec je uveden na obrazku 12.

o)
[—
O0=—C———C——0
|
CH,
|
CH;

Obrazek 12: Strukturni vzorec 2-oxobutyratu.

2-OB je meziproduktem pfi katabolismu methioninu (Obrazek 13). V dalSich
reakcich je dekarboxylovan za vzniku propionyl-CoA, ktery je poté pfeménén
na sukcinyl-CoA. V pfipadé potfeby energie je homocystein metabolizovan na 2-OB,

sirovodik a amoniak. 2-OB je také jednim z produktu degradace threoninu.
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Obrazek 13: Katabolismus methioninu: 1. methioninadenosyltrasferasa,

2. S-adenosylmethionin  dependentni methyltransferasy, 3. S-adenosylhomocystein-
hydroxylasa, 4. cystathioninsynthasa, 5. cystathionin-y-lyasa, 6. dehydrogenasa

2-oxokyselin.
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2.2 VYBRANE METABOLICKE PORUCHY SPOJENE S 2-OXOKYSELINAMI

Porucha metabolismu PYR zpuUsobuje mirné az zavazné onemocnéni, v zavislosti
na postizeni enzymu, které reguluji metabolismus Nejvice jsou postizeny tkané
s vysokymi naroky na energii. Porucha metabolismu PYR vede napfiklad k laktatové
acidose. Mezi poruchu metabolismu 2-0G lze zaradit deficit
2-oxoglutaratdehydrogenasového komplexu. Fenylketonurie je metabolicka porucha
souvisejici s PhePYR [5, 6].

2.2.1 Deficit pyruvatdehydrogenasového komplexu

Deficit pyruvatdehydrogenasového komplexu je charakterizovan snizenou aktivitou
pyruvatdehydrogenasy (PDH). Deficit PDH je zpUsoben mutaci ve vSech c&tyfech
podjednotkach tohoto enzymu. Zavaznost se liSi v zavislosti na dané mutaci. Mezi
priznaky deficitu PDH patfi psychomotoricka retardace, opozdény vyvoj, snizena
schopnost chapani informaci a udrzeni pozornosti (tzv. kognitivni schopnosti). Tyto
pfiznaky ukazuji, Ze nervovy systém je velmi citlivy na odchylky v metabolismu PYR,
jelikoz je zavisly na metabolismu sacharidl. VétSina pacient umira jiz v mladém
véku [6-8].

2.2.2 Laktatova acidosa

Laktatova acidosa je metabolicka acidosa  zplUsobena  nadprodukci
nebo nedostateCnym vyuZitim laktatu, ktery se tak hromadi v téle. Laktat je
kone¢nym produktem anaerobni glykolysy. Z bunék se laktat uvolfuje do krevniho
obéhu a je vychytavan jatry, kde je z néj glukoneogenesi syntetizovana glukosa.
Pfi snizené aktivité PDH se PYR hromadi v bunce a je redukovan na laktat, ktery se
uvolnuje do krevniho obéhu. Laktatova acidosa nemusi u pacienta nutné zpusobit

acidemii, zavisi to na hladiné laktatu v krvi [5, 6, 9, 10].
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2.2.3 Deficit 2-oxoglutaratdehydrogenasového komplexu

2-oxoglutaratdehydrogenasovy komplex katalyzuje oxidaci 2-OG na sukcinyl-CoA.
Jedna se o autosomalné recesivni dédicné onemocnéni. Molekularni podklad
postiZzeni tohoto komplexu neni dodnes zcela objasnén. Pfi tomto onemocnéni je
zvySena hladina 2-OG v moc€i. Mirné az stfedné zvySena hladina 2-OG v moci je
bézna a nelze ji povazovat za specificky ukazatel pro deficit
2-oxoglutaratdehydrogenasového komplexu. Nedostatek 2-oxoglutaratdehydrogena-
sového komplexu se projevuje opozdénym vyvojem, hypotonii a méné Casto také
kfeCemi. Tyto projevy se vyskytuji jiz v novorozeneckém véku nebo ¢asném détstvi
[11-13].

2.2.4 Fenylketonurie

Fenylketonurie (PKU) je geneticky podminéna metabolicka porucha, ktera je
zpusobena defektem enzymu fenylalaninhydroxylasy. Tento enzym katalyzuje
hydroxylaci fenylalaninu na tyrosin. Pfi PKU je aktivita fenylalaninhydroxylasy bud
shizena, nebo uplné chybi. Z tohoto divodu se fenylalanin hromadi v krvi, a poté, co
prekroCi hraniéni hodnotu, asi 1 mmol/l, je metabolizovan na PhePYR. PhePYR se
spole¢né s metabolity fenyllaktatem a fenylacetatem vylu€uje moci [4, 5, 16].

PKU se projevuje mentalni retardaci, zachvaty, psychézami a ekzémy.
Fenylacetat zpusobuje zapach moc€i a potu po mysiné. Jak jiz bylo zminéno,
za fyziologickych podminek jsou hladiny PhePYR v krvi a moci velmi nizké. LéCba
déti s PKU spociva v kontrolované stravé omezené na fenylalanin, a tak lze pfedejit
mentalni retardaci a neurologickym symptomim. V Sesti letech muze byt dieta
ukoncena, jelikoz fenylalanin a jeho derivaty v tomto véku jiz neposSkozuji mozek.
PKU je v CR postizeno asi 1 dit& na 10000 narozenych déti. VySetfeni novorozencd
na PKU je spole¢né s chorobou javorového sirupu, isovalerovou acidemii a dalSimi
vrozenymi chorobami ze zakona povinné. U pfedCasné narozenych déti muze byt
hladina fenylalaninu zvySena z divodu nedostatecné produkce enzymu, které se

podileji na katabolismu fenylalaninu [4, 5, 14-16].
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2.2.5 Choroba javorového sirupu

Choroba javorového sirupu (MSUD), také leucinosa, je ketonurie s vyskytem BCKA.
Vyskytuje se u 5-10 déti z milionu novorozencu. Jedna se o autosomalné recesivni
dédi¢nou poruchu. Problém je v multienzymovém komplexu oxidacni dekarboxylace
2-oxokyselin, kdy ani jedna BCKA (KIV, KIC, KMV) se nedekarboxyluje. Aktivita
dekarboxylasy 2-oxokyselin je bud snizena, nebo uplné chybi. V dusledku malé
renalni clearance se BCKA hromadi predevSim v plazmé, moci, likvoru a tkanich.
2-Hydroxykyseliny s rozvétvenym fetézcem, vzniklé redukci 2-oxokyselin, se
v malém mnozstvi také vylu€uji moci [4, 5, 16-19].

Klinické pfiznaky MSUD se projevuji nékolik dni po narozeni. Jedna se o velmi
téZzkou metabolickou poruchou, ktera Casto koncCi smrti novorozencu. Déti, které
prezivaji s MSUD, trpi poruchou dusevniho vyvoje. Mezi prvotni pfiznaky MSUD
patfi zvraceni, rostouci apatie a ubytek na vaze. Dale se objevuji svalové krecCe
a poruchy dychani. Od Sestého dne Zivota |ze pozorovat charakteristicky zapach
modi pfipominajici vlini javorového sirupu nebo karamelu. Tento zapach je zpusoben
KMV, ktery se tvofi pfi transaminaci isoleucinu [4, 5, 16-20].

LéCba MSUD spocCiva v kontrole stravy, ve které je obsah aminokyselin
s rozvétvenym Fetézcem uzplsoben metabolickym potfebam. Upiné omezeni t&chto
aminokyselin ve stravé vede k zhorSeni stavu. VCasna l|éCba, zahajena v prvnim
tydnu zivota, zachranuje novorozencum zivot [4, 5, 11].

Jednim typem MSUD je intermitentni MSUD s mirnym pribé&hem. Tento typ se
vyskytuje az po kojeneckém véku a pfiznaky se vyskytuji pfilezitostné. Jedna se
0 méné zavaznou strukturni modifikaci dekarboxylasy, kdy nemocni maiji snizenou,
avSak zachovanou schopnost katabolismu valinu, leucinu a isoleucinu. Druhym
typem MSUD je forma zavisla na thiaminu. Jestlize existuje zbytkova aktivita
dekarboxylasy, tak lze podanim vysokych davek thiaminu dosahnout normalizace
klinickych a biochemickych pfiznaku [4, 5, 17-19].

2.2.6 Isovalerova acidemie

U isovalerové acidemie, téz isovaleratemii, se vyskytuje defekt enzymu
isovaleryl-CoA-dehydrogenasy katabolizujici leucin. Hromadi se isovaleryl-CoA, ktery

je hydrolyzovan na isovalerat. V plazmé, moci a likvoru jsou zvySené hladiny
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isovaleratu. Isovalerat je téz vyluCovan potem. Hlavnim pfiznakem tohoto
onemocnéni je syrovy zapach dechu, mocCi a potu. DalSimi projevy je zvraceni
a metabolicka acidosa. Po poziti velkého mnozstvi bilkovin pada postizeny
do kébmatu [4, 5, 21].

2.2.7 Hypervalinemie a hyperleucinemie-isoleucinemie

Hypervalinemie je vzacna metabolickda porucha transaminace valinu
na 2-oxoisovalerat. Transaminace leucinu a isoleucinu probiha normailné.
Koncentrace valinu je tedy v plazmé zvySena. Hyperleucinemie-isoleucinemie je
primarni metabolickd porucha transaminace leucinu a isoleucinu. Transaminace
valinu probiha normalné. Podani koenzymu pyridoxalfosfatu nema zadny vliv na tyto
poruchy [4, 5, 22, 23].

Klinicky obraz u déti, trpici témito poruchami metabolismu, neni
charakteristicky. PostiZzeni trpi poruchami rdstu, zvracenim, mimovolnym kmitavym
pohybem oci a také dusevni poruchou. U hyperleucinemie-isoleucinemie se mimo to
vyskytuji degenerativni zmény sitnice a hluchota. Dosud neni objasnéna souvislost

téchto klinickych pfiznaku s touto metabolickou poruchou [4, 5, 22].
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2.3 METODY STANOVENI 2-OXOKYSELIN
2.3.1 Papirova chromatografie

Jednou z nejstarSich metod, kterou Ize stanovit 2-oxokyseliny je papirova
chromatografie (PC). V dneSni dobé se jiz pro stanoveni 2-oxokyselin nepouziva.
Chromatograficky papir slouzi jako nosi¢ a mobilni fazi je napf. voda pfitomna
na papife. V jedné studii byla PC vyuZita pro separaci 2,4-dinitrofenylhydrazonovych
derivatd 2-oxokyselin (Obrazek 14). Ukazalo se, Zze pouziti derivatizacniho Cinidla
2,4-dinitrofenylhydrazinu (DNPH) neni pro stanoveni 2-oxokyselin zcela vhodné [24—
28].

H H
O,N N——NH, + O:T_ﬁ_OH ——> O,N N—N:clz—ﬁ—OH
R [e] R o
NO, NO,
DNPH oxokyselina derivat

Obrazek 14: Derivatizace oxoskupiny 2-oxokyselin 2,4-dinitrofenylhydrazinem (DNPH).

V dal$i studii byl jako derivatiza¢ni Cinidlo pouzit 1,2-diamino-4-nitrobenzen,
a to pro analyzu 2-oxokyselin v pIné krvi a moci. Toto Cinidlo bylo pro 2-oxokyseliny
vice specifické nez DNPH a tvofily se stabilnéjSi nitrochinoxalinové derivaty, které
mohou byt separovany PC. Nevyhodou této metody byly nestalé retardacni faktory
nitrochinoxalinovych derivatd pfi opakovanych méfeni. Tyto odchylky byly
pravdépodobné z duvodi zmény teploty a slozeni mobilni faze. Vyhodou PC je

jednoduchost provedeni analyzy, nevyhodou je dlouha doba analyzy [24—26].

2.3.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Mnoho studii pouZiva pro stanoveni 2-oxokyselin metodu vysokoucinné kapalinove
chromatografie (HPLC) se spektrofotometrickou nebo fluorescencni detekci. Metoda
slouzi ke kvalitativnimu i kvantitativnimu stanoveni 2-oxokyselin v plazmé, séru
i mocCi. Spektrofotometricka detekce je malo citliva, proto je zapotifebi vétSiho
mnozstvi vzorku (vice nez 200 pl). Nevyhodou je také komplikovana pfiprava vzorku
[29, 30].
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Pro metodu HPLC s fluorescencni detekci se obvykle jako derivatizacni Cinidla
pouzivaji o-fenylendiamin (OPD) a 1,2-diamino-4,5-dimethoxybenzen (DDB). DDB
reaguje v kyselém prostfedi s 2-oxokyselinami za vzniku vysoce fluoreskujicich
produktl (Obrazek 15). Tyto derivaty jsou separovany nareverzni fazi béhem
14 minut za pouziti isokratické eluce. Metody vyuZzivajici DDB jsou mnohem citlivéjSi
nez ty s OPD. Reakce 2-oxokyseliny s OPD je znazornéna na obrazku 16. Vyhodou
metod HPLC s fluorescencni detekci je jednoduchost, rychlost, reprodukovatelnost

a vysoka citlivost, dale pak méné komplikovana pfiprava vzorku. [20, 26, 29-32].
H3;C—0O H O
H;C——0O NH, HO\C/O 3
—+ —_—
c =
HsC—O NH, o/ \R HsC——0 N R

DDB oxokyselina derivat

Obrazek 15: Reakce 1,2-diamino-4,5-dimethoxybenzenu (DDB) s 2-oxokyselinou za vzniku
fluorescencniho produktu 6,7-dimethoxy-2(1H)-chinoxalinu.

OH
N OH
NH o) =C|3 X
+ | —
N H2 | N
R
OPD oxokyselina derivat

Obrazek 16: Reakce o-fenylendiaminu (OPD) s 2-oxokyselinou za vzniku fluoreskujiciho

derivatu.

2.3.3 Plynova chromatografie

Obecné je derivatizace cilena pfeména analytu na produkt, derivat. Modifikace
probiha reakci reaktivni funkéni skupiny analytu svhodnym Cinidlem.
Chemicko-fyzikalni vlastnosti tohoto derivatu jsou podobné nebo upiné odlisné
od nemodifikovaného analytu, ale nikdy nejsou stejné. Duvod derivatizace slouceniny
spociva v tom, Ze samotna slou¢enina by nemohla byt analyzovana danou metodou.

Mezi dalSi davody patfi zlepSeni detekovatelnosti a ucinnosti analyzy. Pro analyzu
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metodou plynové chromatografie (GC) musi byt analyt dostate¢né tékavy, aby mohl
byt eluovan pfi dané teploté bez tepelného rozkladu a bez molekularniho prfeskupeni.
Pro srovnani, u kapalinové chromatografie musi byt analyt rozpustny v mobilni fazi
[33, 34].

2.3.3.1 Derivatizacni Ginidla

DerivatizacCni Cinidlo je latka, ktera se pouziva k modifikaci analytu na derivat, ktery
ma vhodné vlastnosti pro analyzu. DerivatizacCni Cinidlo by mélo splnovat tyto kritéria:
- mélo by produkovat vice nez 95 % kompletnich derivat,
- nemélo by dojit k Zadné prestavbé, strukturni zméné slouceniny béhem tvorby
derivatu,
- mél by byt tvofen produkt, ktery neinteraguje s GC kolonou,

- mél by byt tvofen produkt, ktery je stabilni v zavislosti na Case [33].

2.3.3.2 Typy derivatizacnich reakci

DerivatizaCni reakce pro plynovou chromatografii se déli do tfech hlavnich skupin.
Prvni skupinou jsou alkylace, kde obecnym postupem je esterifikace. Druhou
skupinou jsou acylace a tfeti skupinou silylace. Témito postupy se vysoce polarni
latky (organické kyseliny, amidy, polyhydroxyslou€eniny, aminokyseliny) stanou

dostate¢né tékavé, a tim vhodné pro GC analyzu [33-35].

Alkylace

Principem alkylace je esterifikace, kdy kyselina reaguje s alkoholem za vzniku esteru.
Obecné plati, ze produkty alkylace jsou méné polarni nez vychozi latky, protoze
aktivni vodik je nahrazen alkylovou skupinou. Kdyz klesa kyselost aktivniho vodiku,
tak sila alkylaéniho Cinidla vzroste. Hlavni pouZziti je pfi derivatizaci organickych
kyselin. Alkylacni reakce mohou byt také pouzity pro derivatizaci etheru, thioethert
a thioesterd.  Kalkylaénim  €inidlom  patfi  napfiklad  0-(2,3,4,5,6-penta-
fluorobenzyl)hydroxylamin, 2,3,4,5,6-pentafluorobenzylbromid,  fluorid bority

v methanolu nebo butanolu, benzylbromid a dalsi [33—-37].
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0-(2,3,4,5,6-pentafluorobenzyhydroxylamin

0-(2,3,4,5,6-pentafluorobenzyl)hydroxylamin (PFBHA) je bila krystalicka latka
s molarni hmotnosti 249,57 g/mol a sumarnim vzorcem C7H4FsNO - HCI. PFBHA je
Cinidlo uzivané v plynové chromatografii pro derivatizaci slou€enin obsahujici
karbonylovou skupinu (menSi aldehydy a ketony; Obrazek 17). Vzniklé derivaty jsou

pentafluorobenzyloximy [33, 38, 39].

o F o)
- CH;—O—NH, + O:C—|C|)—OH = F CHZ—O—N=C—(|3|—OH
4 |
F F F F
F F

PFBHA oxokyselina derivat

Obrazek 17. Derivatizace  karbonylové  skupiny  2-oxokyseliny  0-(2,3,4,5,6-
pentafluorobenzyl)hydroxylaminem (PFBHA).

Béhem derivatizace PFBHA se tvofi dva pentafluorobenzyloximy,
stereoisomery syn- a anti- (Obrazek 18), coz komplikuje vyhodnoceni vysledka.
Vznik stereoisomerd je i pfi derivatizaci DNPH. Syn-isomer eluuje obvykle dfive nez
anti-isomer. U KIV a KMV je to obracené, pravdépodobné ze sterickych duvodu
methylové skupiny na 3. uhliku. Pouziti PFBHA v GC ma své vyhody; reakce probiha
v slabé kyselém prostiedi (pH 2-5), pfi laboratorni teploté a relativné rychle. Derivaty
se snadno extrahuji organickymi rozpoustédly. Vysledné derivaty jsou v organickém
rozpoustédle vysoce stabilni a dostatecné tékavé. Pentafluorobenzyloximy jsou
dobfe detekovatelné detektorem elektronového zachytu. Za konstantnich reakénich

podminek je pomér obou isomeru relativné stejny [40, 41].
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F CH, NH, o R
\O/ \C P
+
-H,0
C 2
F . & on
F
PFBHA oxokyselina

Obrazek 18: Syn- a anti- isomery pentafluorobenzyloximu.

2.3,4,5,6-Pentafluorobenzylbromid

syn-

-n

C
| anti-
R

-n

derivaty v isomerech

2,3,4,5,6-Pentafluorobenzylbromid (PFBBr; Obrazek 19) slouzi pro derivatizaci
karboxylovych kyselin, thiold a fenolovych skupin u metod plynové chromatografie
s hmotnosti detekci(GC-MS) a GC s detekci elektronového zachytu. Reakce s fenoly

je pomérné rychla (okolo 20 min) a jednoducha, ale neni vhodna pro isomery

dichlorfenolu. Toto derivatiza¢ni Cinidlo je také vhodné pro derivatizaci dusitanu

a dusiCnanu stanovovanych v riznych biologickych vzorcich metodou GC-MS [34,

42].
F o)
- |
CH,—Br + HO C _—
o——cC
F E |
R
F
PFBBr oxokyselina
Obrazek  19: Derivatizace karboxylové skupiny

pentafluorobenzylbromidem (PFBBr).
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Fluorid bority

Fluorid bority je Stiplavy bezbarvy plyn s molarni hmotnosti 67,81 g/mol, prudce
reagujici s vodou. BF3s je Cinidlo, které je vhodné pro derivatizaci organickych kyselin
(Obrazek 20). Tvofi se methyl-, ethyl- &i butylestery, v zavislosti na tom, zda je BF3
v methanolu, ethanolu nebo butanolu. Toto derivatizaCni Cinidlo je nestabilni, reaguje
totiz s atmosférickym kyslikem. Z tohoto duvodu by mél byt roztok uchovavan
v chladnice za nepfistupu vzduchu a pouzivany jen nékolik mésicl, pfipadné

pred uzavienim lahve by mél byt roztok probublan inertnim plynem [33, 35, 39].

F OH 0 O

|| | |
F—B CH, + HO—C ——= HsC——0—=C
| |

F o——=cC o0——=cC

| |

R R

BF; v methanolu oxokyselina derivat

Obrazek 20: Derivatizace 2-oxokyseliny BF3 v methanolu za vzniku methylesterderivatu.

Silylace

Silylace je zavedeni silylové skupiny do molekuly, obvykle nahradou za aktivni vodik.
NejCastéji jsou pouzivané trimethylsilyl- (TMS) derivaty, dale mohou byt pouzity
dimethylsilyl-, t-butyldimethylsilyl- a chloromethyldimethylsilylderivaty. Pro zavedeni
TMS skupiny do molekuly analytu existuji rizna derivatiza¢ni Cinidla, ktera se liSi
ve své reaktivité a selektivité. Nahrazeni aktivniho vodiku (z -OH, -COOH, -NH, -NH2
a -SH skupiny) za silylovou skupinu snizuje polaritu slou€eniny. Silylderivaty jsou
vice tékavé a stabilngjsi, diky ¢emuz se v chromatogramu ziska uzky a symetricky
pik. Snadnost tvorby TMS-derivatu riznych funk&nich skupin klesa v tomto poradi:
alkoholovy hydroxyl, fenolicky hydroxyl, karboxylovy hydroxyl, amin a amid [33-35].
Silylaéni Cinidla a silylderivaty jsou obecné citlivé na vlhkost (hydrolyticky
nestalé), proto je nutné, aby byl vzorek s rozpoustédlem dikladné odparfen do sucha.
Rychlost hydrolyzy se v8ak pro ruzna silylacni Cinidla a jejich derivaty li§i, a proto
v nékterych pfipadech je mozné pfipravit derivaty i v pfitomnosti malého mnoZzstvi

vlhkosti.  t-Butyldimethylsilylderivaty maji  vy8Si hydrolytickou stabilitu nez
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TMS-derivaty. Maji charakteristické fragmenty, kterych se s vyhodou vyuziva
pfi analyze metodami GC-MS [33-35].

Silylacni cCinidla jsou kompatibilni s vétSinou detektort, ale pokud jsou
v pfebytku, mohou zpUsobit potize pfi pouziti plamenové ionizacniho detektoru.
Reaktivita téchto Cinidel je také ovlivnéna pfidanim katalyzatoru, napfiklad pyridinu
nebo trimethylchlorsilanu (TMCS), které reaktivitu obecné zvysuji [33, 35].

DalSimi pouzivanymi silylaénimi Cinidly jsou N,O-bis(trimethylsilyl)acetamid
(BSA), N,O-bis(trimethylsilyDtrifluoroacetamid (BSTFA) a N-methyl-N(trimethylsilyl)-
trifluoroacetamid (MSTFA). Konkrétné tyto tfi silylacni Cinidla se Casto pouZivaji
spolecné s TMCS (1-10% roztok), ktery slouzi jako katalyzator [33, 34].

N,O-bis(trimethylsilyl)acetamid

N,O-bis(trimethylsilyl)acetamid (BSA) je jednim z Siroce pouzivanych silylacnich
Cinidel, protoZe acetamid je dobfe odstupujici skupinou. Proto je velmi ucinny a je ho
potfeba pouze v malém mnozstvi. BSA reaguje za mirnych reakénich podminek
a vytvari stabilni TMS-derivaty (Obrazek 21). V pfipadé aminokyselin vytvaFi
N- i O-TMS-derivaty, hydroxylové sloucCeniny tvofi TMS-ethery, organické kyseliny
TMS-estery a aromatické amidy N-TMS-derivaty [33, 34].

CHs
H,C——C=—N T CHj C|:——o (|:_—o CHs
CH, R R
BSA oxokyselina derivat
Obrazek 21: Derivatizace karboxylové Skupiny 2-oxokyseliny

N,O-bis(trimethylsilyl)acetamidem (BSA) za vzniku TMS-derivatu.
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N,O-bis(trimethylsilyDtrifluoroacetamid

N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid (BSTFA) je dalSim vyznamnym silylaCnim
Cinidlem (Obrazek 22). BSTFA reaguije rychleji a Iépe nez BSA diky trifluoroacetylové
skupiné. BSTFA tvofi stabilni, vysoce tékavé TMS-derivaty, které jsou dobfe
separovany GC. Pfidani TMCS, tj. BSTFA + 1% az 10% TMCS, katalyzuje reakci
a tato smés je vhodna pro derivatizaci amidi mastnych kyselin a dalSich slou¢enin,

které jsou obtizné derivatizovany jinymi silylacnimi Cinidly [33-35].

CHs
HyC——Si——CHs o) 0 CHs
| || |
F o] CHj3 + C—OH F——= C—O0——=Si—~CHj;
| | | | |
F——C——C=——N——=Si——CHj cC—=0 C—=0 CHj3
| | | |
F CHg R R
BSTFA oxokyselina derivat

Obrazek 22: Derivatizace 2-oxokyseliny N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamidem (BSTFA)

za vzniku TMS-derivatu.

N-methyl-N-(trimethylsilyDtrifluoroacetamid

N-methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamid  (MSTFA) je derivatizacni  Cinidlo
srovnatelné s BSA a BSTFA (Obrazek 23) [33, 34].

F C C N Si CH; + (|3—OH _— C|I O S|i CH;
F CHj3 C|::O T:O CHj
R R
MSTFA oxokyselina derivat

Obrazek 23:. Derivatizace 2-oxokyseliny N-methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamidem
(MSTFA) za vzniku TMS-derivatu.
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Acylace

Acylace je typ derivatizace, ve které je acylova skupina zavedena do molekuly
organické slouceniny. Slouceniny, které obsahuji aktivni vodik (-OH, -SH a -NH)
mohou byt pfevedeny na estery, thioestery a amidy. Acylace zvySuje stabilitu analytu
tim, Ze chrani reaktivni skupiny. DalSi vyhodou je, Ze acylaci jsou vytvofeny tékavé
latky z vysoce polarnich sloucenin, jako jsou sacharidy a aminokyseliny, které jsou
za normalnich okolnosti netékavé a tepelné nestabilni. Acylderivaty maji navic
tendenci vytvaret fragmenty, které poskytuji uzite€né informace o struktufe téchto
latek, proto jsou acylderivaty uzite€né pfi MS detekci. Nevyhodou je, Ze pfi pfipravé
acylderivatd vznikaji interferujici produkty. Acylacni &inidla jsou citlivd na vihkost.
Mezi acylacni Cinidla patfi napfiklad 2,2,3,3,3-pentafluoro-1-propanol, ktery je vhodny

pro metody GC-MS a také GC s detektorem elektronového zachytu [33, 34].

2.3.3.3 Hmotnostni spektrometrie

K detekci 2-oxokyselin u GC Ize pouzit plamenové ioniza¢ni detektor, v dnesni dobé
je v8ak Casto nahrazen MS. MS je iontové-optické zafizeni, které ionizacnimi
technikami fragmentuje molekuly na ionty, poté je separuje dle podilu hmotnosti iontu
a naboje (m/z) a nasledné méfi jejich intenzitu. Intenzita odezvy je umérna
koncentraci latky. Vyhodou MS je kvalitativni i kvantitativni analyza, dale spotfeba
malého mnozstvi stanovovaného vzorku a vysoka citlivost analyzy. Existuji tfi hlavni
nedostatky MS. Prvni nevyhodou je, ze MS detekce vyzaduje té€kavé, hydrolyticky
a tepelné stabilni organické slouceniny. Druha podstatna nevyhoda MS u GC se tyka
elektronové ionizace, kdy neni ziskana dostate¢na informace pro ur€eni struktury
nékterych organickych sloucenin. Tfetim omezenim je pomérné nizka horni hranice
molarni hmotnosti stanovovanych latek (asi 10 kDa). Nevyhodou je i to, ze se jedna
o destruktivni detektor [37].

40



2.4 STABILITA 2-OXOKYSELIN V BIOLOGICKYCH VZORCICH

Nékteré 2-oxokyseliny jsou jako volné kyseliny nestabilni a maji sklon
k dekarboxylaci a polymeraci. VétSina z nich jsou stabilni ve formé soli, nejCastéji
jako soli sodiku a barya. Obecné plati, Ze 2-oxokyseliny jsou relativné stabilni
v neutralnim roztoku a mohou byt skladovany pfi -20 °C bez velkého rozkladu.
Existuji ovSem i vyjimky. Kyselina pyrohroznova snadno polymerizuje pfi uchovavani
ve vodném prostifedi na y-hydroxy-y-methyl-2-oxoglutarovou kyselinu (Obrazek 24).
Polymerace této kyseliny nastava i pfi skladovani v mrazaku. V neutralnim prostredi
jiz pfi 25 °C oxalacetat snadno podléha [B-dekarboxylaci na pyruvat s poloCasem
rozpadu 30 az 60 minut. V silné kyselém prostfedi je oxalacetat relativné stabilni [43,
44].

OH
. |
2 HO ﬁ ﬁ CH; g HO ﬁ ﬁ C —C——C——OH
0] 0] O @) ‘ l)l
CHs;

kyselina pyrohroznova v-hydroxy-y-methyl-2-oxoglutarova

kyselina

Obrazek 24: Polymerace kyseliny pyrohroznové na y-hydroxy-y-methyl-2-oxoglutarovou

kyselinu.

Stabilita 2-oxokyselin byla sledovana v plasmé a moci. Hladiny 2-oxokyselin
mohou rychle klesat v dusledku jejich hydrolyzy nebo oxidace. 2-Oxokyseliny mohou
byt také degradovany enzymy, které produkuji bakterie, to se tyka vzorkd moce.
Pfi stanoveni 2-oxokyselin v neutrofilnich granulocytech se Zzjistilo, ze je-li vzorek
uchovavan pfi -80 °C, jsou 2-oxokyseliny stabilni maximalné po dobu 2 tydnu.

Pro dlouhodobéjsi uchovani vzorkl (nékolik mésicll) je nutna lyofilizace. [44, 45].
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2.5 REFERENCNi HODNOTY VYBRANYCH 2-OXOKYSELIN V BIOLOGICKYCH
VZORCICH

Referen¢ni hodnoty vybranych 2-oxokyselin v plné krvi a plazmé jsou shrnuty
v tabulkach 1 a 2.

Tabulka 1: Referen¢ni hodnoty vybranych 2-oxokyselin v pIné krvi [2].

2-oxokyselina koncentrace v pIné krvi

[umol/l]

2-0xo-3-methylvalerat 22,7+4,6
2-oxobutyrat 3,3+3,0
2-oxoglutarat 89+27
2-oxoisokapronat 33,5+8,2
2-oxoisovalerat 11,0+£1,7
fenylpyruvat 0,5+0,1

pyruvat 345+25,2

Tabulka 2: Referenéni hodnoty vybranych 2-oxokyselin v plazmé [2].

2-oxokyselina koncentrace v plazmé

[umol/l]

2-0x0-3-methylvalerat 26,2+8,5
2-oxobutyrat 2,3+2,1
2-oxoglutarat 6,029

2-oxoisokapronat 38,8 £ 15,8
2-oxoisovalerat 14,6 £ 5,6
fenylpyruvat 0,7+0,1

pyruvat 58,8 £ 28,6
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3 CiL PRACE

Cilem prace je =zavedeni metody pro stanoveni vybranych 2-oxokyselin
v biologickych vzorcich metodou plynové chromatografie s hmotnostni detekci

a validace pfipravy vzorka.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 MATERIAL
4.1.1 Biologické vzorky

4.1.1.1 Plna krev

PIna krev byla odebrana od dobrovolnik(l z Katedry biologickych a biochemickych
véd do 9ml odbérovych zkumavek s antikoagulacnim c&inidlem EDTA (Vacuette,
€. 455036, Geiner Labortechnick, Némecko). Vzorky piné krve byly uchovavany

v mrazaku pfi -80 °C. Doba skladovani nepfesahla 2 mésice.

4.1.1.2 Plazma

Vzorky pIné krve byly centrifugovany 10 minut pfi 1700 x g. Odebrana plazma byla

uchovavana v mrazaku pfi -80 °C. Doba skladovani nepresahla 2 mésice.

4.1.2 Chemikalie

10% fluorid bority v ethanolu (BFs - C2HesO) p.a. Sigma-Aldrich, Némecko)
2,4-dinitrofenylhydrazin (CeHsN4Oa4, Mr 198,14) p.a. (Sigma-Aldrich, Némecko)
Acetonitril (C2HsN, Mr 41,05) (Merck KGaA, Némecko)

Acetylchlorid (CIC2H30, Mr 78,50) p.a. (Sigma-Aldrich, Némecko)

Butanol (C4H100, Mr 74,12) (Merck KGaA, Némecko)

Deionizovana voda (H20, Mr 18,00; G = 0,055 pS)

Diethylether (C4H100, Mr 74,12) p.a. (Sigma-Aldrich, Némecko)
Dichlormethan (CH2Cl2, Mr 84,93) p.a. (Sigma-Aldrich, Némecko)

Ethanol (C2HeO, Mr 46,07) (Merck KGaA, Némecko)

Ethylacetat (C4HsO2, Mr 88,11) p.a. (Sigma-Aldrich, Némecko)

Hexan (CsHui4, Mr 86,18) (Merck KGaA, Némecko)

Chlorid sodny (NaCl, Mr 58,44) p.a. (Sigma-Aldrich,Némecko)

Kyselina 2-oxobutanova, sodna sul (CsHsNaOs, Mr 124,07) p.a. (Sigma-Aldrich,

Némecko)
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Kyselina 2-oxoglutarova, sodna sul (CsHsNaOs, Mr 168,08) p.a. (Sigma-Aldrich,
Némecko)

Kyselina 2-oxohexanova, sodna sul (CeHoNaOs, Mr 152,13) p.a. (Sigma-Aldrich,
Némecko)

Kyselina 3-methyl-2-oxobutanova, sodna sul (CsH7NaOs, Mr 138,13) p.a.
(Sigma-Aldrich, Némecko)

Kyselina 3-methyl-2-oxopentanova, sodna sul (CeHoNaOs, Mr 152,13) p.a.
(Sigma-Aldrich, Némecko)

Kyselina 4-hydroxyfenylpyrohroznova (CeHsOs, Mr 180,16) p.a. (Sigma-Aldrich,
Némecko)

Kyselina 4-methyl-2-oxopentanova, sodna sul (CeHoNaOs, Mr 152,13) p.a.
(Sigma-Aldrich, Némecko)

Kyselina 5-sulfosalicylova, dihydrat (C7HeOeS - 2 H20, Mr 254,20) p.a.
(Sigma-Aldrich, Némecko)

Kyselina fenylpyrohroznova, sodna sul (CoHzNaOs, Mr 186,14) p.a. (Sigma-Aldrich,
Némecko)

Kyselina chlorista (HCIO4, p = 1,664 g/lcm3, w = 70%, Mr 100,46) p.a. (Sigma-Aldrich,
Némecko)

Kyselina chlorovodikova (HCI, p = 1,18 g/cm3, w = 36,6%, Mr 36,45) p.a.
(Sigma-Aldrich, Némecko)

Kyselina metafosforeéna (HPOs, Mr 79,98) p.a. (Sigma-Aldrich, Némecko)

Kyselina oxaloctova, sodna sul (C4H40s, Mr 132,07) p.a. (Sigma-Aldrich, Némecko)
Kyselina pyrohroznova, sodna sul (CsHsNaOs, Mr 110,04) p.a. (Sigma-Aldrich,
Némecko)

Kyselina trichloroctova (CIsC2HO2, Mr 163,39) p.a. (Sigma-Aldrich, Némecko)
Methanol (CH4O, Mr 32,04) (Merck KGaA, Némecko)
N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid v 1% trimethylchlorosilanu (C7H1sF3NOSi2,
Mr 257,40) p.a. (Sigma-Aldrich, Némecko)
N-methyl-N-(trimethylsilyltrifluoroacetamid v 1% trimethylchlorosilanu (CsH12F3NOSI,
Mr 199,25) p.a. (Sigma-Aldrich, Némecko)
0-(2,3,4,5,6-pentafluorobenzyl)hydroxylaminhydrochlorid ~ (C7H4FsNO . HCI,
Mr 249,57) p.a. (Sigma-Aldrich, Némecko)

o-fenylendiamin, dihydrochlorid (CeHsN2 - 2 HCI, Mr 181,10) p.a. (Sigma-Aldrich,

Némecko)
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Uhli¢itan draselny (K2COgs, Mr 138,21) p.a. (Sigma-Aldrich, Némecko)

4.1.3 Pomlucky a pristroje

Analytické vahy AdventurerTM Pro (Ohaus, Svycarsko)

Automatické pipety (Biohit, Finsko)

Centrifuga Sorvall TC 6 (Du Pont, USA)

Digitalni predvazky Adventurer™ Pro (Ohaus, Svycarsko)

Hlubokomrazici box MDF-U3086S (Sanyo Electric, Japonsko)

Kolona HP-5, max. teplota 350 °C, délka 30,0 m, primér 0,32 mm, df 0,25 um
(Agilent, USA)

Kombinovana chladni¢ka s mrazni¢kou Santo 70 (AEG, Svycarsko)

Multidavkovac (Eppendorf, Némecko)

Nastavec odpafrovaci Reacti-Vap 9-Po TS 18825 (Thermo Scientific, USA)

Odbérové zkumavky Vacuette KsEDTA, 9 ml, ¢. 455036 (Geiner Labortechnick,
Rakousko)

Odstfedivka Jouan MR 23i (Jouan SA, Francie)

Odstfedivka MiniSpin (Eppendorf, Némecko)

Plynovy chromatograf s hmotnostnim detektorem QP2010 a autosamplerem
AOC-20s (Shimadzu, Japonsko)

Polypropylenové zkumavky, 1,5 ml (Fisher Scientific, CR)

Sklenéné vialky se Sroubovacim a krimpovacim vickem (Fisher Scientific, CR)
Termoblok pro zkumavky Reacti-Therm TS 18822 (Thermo Scientific, USA)
Termoblok pro zkumavky SBH 130D (Stuart, Velka Britanie)

Trepacka s nastavcem pro 1,5ml zkumavky (Heidolph RELAX top, Némecko)
Univerzalni indikatorovy papirek (Fisher Scientific, CR)

Zkumavky Pyrex, 10ml, €. 6226022, (SciLabware, Velka Britanie)

4.1.4 Pracovni roztoky

Priprava roztoku asi 1mmol/l HCI pro pfipravu a fedéni standardt 2-oxokyselin

Roztok byl pfipraven zfedénim 21 ul asi 12,05mol/l HCI deionizovanou vodou

na objem 250 ml. Roztok byl uchovavan v chladnicce pfi 4 °C.
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Zasobni roztok oxalacetatu (asi 5 mmol/l)

Roztok byl pfipraven rozpusténim navazky 0,0066 g OA v 10 ml 1mmol/l

(deionizované vody). Roztok byl uchovan v mrazaku pfi -80 °C.

Zasobni roztok pyruvatu (asi 5 mmol/l)

Roztok byl pfipraven rozpusténim navazky 0,0057 g PYR v 10 ml 1mmol/l

(deionizované vody). Roztok byl uchovan v mrazaku pfi -80 °C.

Zasobni roztok 2-oxoglutaratu (asi 5 mmol/l)

Roztok byl pfipraven rozpusténim navazky 0,0082 g 2-OG v 10 ml 1mmol/l

(deionizované vody). Roztok byl uchovan v mrazaku pfi -80 °C.

Zasobni roztok 2-oxobutyratu (asi 5 mmol/l)

Roztok byl pfipraven rozpusténim navazky 0,0064 g 2-OB v 10 ml 1mmol/l

(deionizované vody). Roztok byl uchovan v mrazaku pfi -80 °C.

Zasobni roztok fenylpyruvatu (asi 5 mmol/l)

Roztok byl pfipraven rozpusténim navazky 0,0091 g PhePYR v 10 ml 1mmol/l

(deionizované vody). Roztok byl uchovan v mrazaku pfi -80 °C.

Zasobni roztok 2-oxoisokapronatu (asi 5 mmol/l)

Roztok byl pfipraven rozpusténim navazky 0,0068 g KIC v 10 ml 1mmol/l

(deionizované vody). Roztok byl uchovan v mrazaku pfi -80 °C.

Zasobni roztok 2-oxo0-3-methylvaleratu (asi 5 mmol/l)

Roztok byl pfipraven rozpusténim navazky 0,0073 g KMV v 10 ml 1mmol/l

(deionizované vody). Roztok byl uchovan v mrazaku pfi -80 °C.

Zasobni roztok 2-oxoisovaleratu (asi 2,5 mmol/l)

Roztok byl pfipraven rozpusténim navazky 0,0031 g KIV v 10 ml 1mmol/l

(deionizované vody). Roztok byl uchovan v mrazaku pfi -80 °C.

Zasobni roztok 2-oxohexanové kyseliny (vnitfni standard, asi 5 mmol/l)

HCI

HCI

HCI

HCI

HCI

HCI

HCI

HCI

Navazka 0,0064 g 2-OH byla rozpusténa v 10 ml 1mmol/l HCI (deionizované vody).

Roztok byl uchovavan v mrazaku pfi -80 °C.
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Priprava roztoku 2-oxohexanové kyseliny (vnitftni standard) o koncentraci

asi 20 ymol/l
Do 1,5ml PP zkumavky bylo pipetovano 20 ul zasobniho roztoku 2-OH a 480 ul

1mmol/l HCI. Do dalsi 1,5ml PP zkumavky bylo pipetovano 20 pl takto pfipraveného
roztoku 2-OH a 180 yl Tmmol/l HCI. Roztok byl pfipravovan denné Cerstvy.

Priprava roztoku 2-oxohexanové kyseliny (vnitrni standard) o koncentraci

asi 2,5 mmol/l (asi 100 umol/l)

Do 1,5ml PP zkumavky bylo pipetovano 500 pl zasobniho roztoku 2-OH a 500 pl
Immol/l HCI (20 ul zasobniho roztoku 2-OH a 980 pl deionizované vody). Roztoky

byly pfipravovany denné Cerstveé.

Pracovni roztoky jednotlivych 2-oxokyselin o koncentraci asi 500 ymol/l

Zasobni roztoky standardu 2-oxokyselin byly nafedény 1mmol/l HCI nasledujicim
zpusobem. Do 1,5ml PP zkumavek bylo pipetovano 50 ul zasobniho roztoku
2-oxokyseliny a 450 pl 1mmol/l HCI. Jen v pfipadé KIV bylo pipetovano 100 pl
zasobniho roztoku a 400 pl 1mmol/l. Takto byly pfipraveny roztoky standardu

2-oxokyselin o koncentraci asi 500 pymol/l. Roztoky byly pfipravovany denné Cerstvé.

Priprava smésného roztoku standardli 2-oxokyselin o koncentraci asi 500 umol/l

Smésny roztok standardu 2-oxokyselin byl pfipraven smisenim 200 ul zasobnich
roztokll OA, PYR, 2-OG, 2-OB, PhePYR, KIC, KMV, 400 ul zasobniho roztoku KIV
a 200 pl 1mmol/l HCI nebo smisenim 1 ml zasobnich roztoki PYR, PhePYR, KIC,
KIV, KMV, 2-OB a 2-OG v deionizované vodé. Roztoky byly pfipravovany denné

cerstvé.

Priprava smésného roztoku standardu 2-oxokyselin, véetné vnitfniho standardu,

0 koncentraci asi 500 ymol/l (asi 100 ymol/l)

Do 1,5ml PP zkumavek bylo pipetovano 100 ul (40 ul) zasobnich roztokdl PYR, OA,
KIC, KMV, 2-OB, 2-0OG, 2-OH, PhePYR, 200 pl (80 pl) zasobniho roztoku KIV
(a 1,65 ml 2mmol/l HCI). Roztoky byly pfipravovany denné Cerstvé.

Priprava asi 15% kyseliny chloristé pro pripravu roztoku 2,4-dinitrofenylhydrazinu

Do 10ml odmérné bariky bylo pipetovano 1,76 ml 85% HCIO4 a objem byl doplnén

deionizovanou vodou. Roztok byl uchovavan v chladni¢ce pfi 4 °C.
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Priprava roztoku 2,4-dinitrofenylhydrazinu o koncentraci asi 50 mmol/l
Navazka 0,0500 g DNPH byla rozpusténa v 5 ml 15% HCIOa4. Roztok byl uchovavan

v chladnic¢ce pfi 4 °C.

Pfiprava roztoku 2,4-dinitrofenylhydrazinu o koncentraci asi 5 mmol/l (asi 0,5 mmol/l)
Roztok DNPH byl pfipraven smisenim 100 uyl 50mmol/l DNPH s 900 ul 15% HCIO4
(100 pI 5mmol/l DNPH s 900 pl 15% HCIO4). Roztoky byly pfipravovany denné

Gerstvé.

Priprava smési methanolu a acetylchloridu v poméru 12,5:1 (v/v)

Smés byla pfipravena smisenim 2,5 ml methanolu s 200 yl acetylchloridu. Smés byla

uchovavana v chladniéce pfi 4°C.

Priprava asi 6% roztoku K2CO3

Navazka 0,60 g K2COs byla rozpusténa v 9,4 ml deionizované vody. Roztok byl

uchovavan v chladni¢ce pfi 4 °C.

Priprava asi 10mmol/| HCI pro pripravu roztoku 0-(2,3,4,5,6-

pentafluorobenzyl)hydroxylaminu

Roztok byl pfipraven zifedénim 83 ul asi 12,05mol/l HCI deionizovanou vodou

na objem 100 ml. Roztok byl uchovavan v chladnicce pfi 4 °C.

Priprava roztoku 0O-(2,3,4,5,6-pentafluorobenzyl)hydroxylaminu o koncentraci

asi 50 mg/ml (nebo asi 5 mg/ml)
Navazka 500 mg PFBHA (nebo 50 mg PFBHA) byla rozpusténa v 10 ml 10mmol/|

HCI (deionizované vody). Roztok byl uchovavan v chladni¢ce pfi 4 °C.

Pfiprava roztoku 0-(2,3,4,5,6-pentafluorobenzyl)hydroxylaminu o koncentracich
asi 50, 40, 20,10,5a 1 mg/ml
Jednotlivé roztoky PFBHA byly pfipraveny nafedénim roztoku PFBHA o koncentraci

50 mg/ml 10mmol/l HCI (Tabulka 3). Roztoky byly pfipravovany denné Cerstvé.
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Tabulka 3: Priprava roztoku O-(2,3,4,5,6-pentafluorobenzyl)hydroxylaminu o koncentracich
asi 40, 20, 10, 5a 1 mg/ml.

koncentrace PFBHA PFBHA (50 mg/ml) 10mmol/l HCI
[mg/ml] [ui] [u1]
40 400 100
20 200 300
10 100 400
5 50 450
1 10 490

Priprava roztoku 0O-(2,3,4,5,6-pentafluorobenzyhydroxylaminu o koncentraci asi

2,77 mg/ml (asi 1 mg/ml)
Navazka 0,083 g PFBHA byla rozpusténa v 30 ml 1mmol/l HCI (0,0043 g PFBHA
byla rozpusténa v 4,3 ml 10mmol/l HCI, pfipadné v 1mmol/l HCI). Roztoky byly

uchovavany v mrazaku pfi -80 °C.

Priprava asi 2mol/l HCI pro pfipravu roztoku o-fenylendiaminu

Roztok 2mol/l HCI byl pfipraven smisenim 600 ul asi 12,05mol/l HClI s 3 ml

deionizované vody. Roztok byl uchovavan v chladnicce pfi 4 °C.

Priprava roztoku o-fenylendiaminu o koncentraci asi 25 mmol/I

Navazka 0,0140 g OPD byla rozpusténa v 3 ml 2mol/l HCI. Roztok byl uchovavan

v chladniéce pfi 4 °C.

Priprava asi 20% kyseliny metafosfore¢né

Navazka 0,20 g kyseliny metafosforeCné byla rozpusténa v 0,8 ml deionizované

vody. Roztok byl uchovavan v chladni¢ce pfi 4 °C.

Priprava asi 10% kyseliny trichloroctové

Navazka 0,50 g kyseliny trichloroctové byla rozpusténa v 4,5 ml deionizované vody.

Roztok byl uchovavan v chladni¢ce pfi 4 °C.

Priprava asi 10% kyseliny 5-sulfosalicylové

Navazka 0,50 g kyseliny 5-sulfosalicylové byla rozpusténa v 4,5 ml deionizované
vody. Roztok byl uchovavan v chladni¢ce pfi 4 °C.
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Priprava asi 10% kyseliny metafosfore¢né

Navazka 0,50 g kyseliny metafosforecné byla rozpusténa v 4,5 ml deionizované

vody. Roztok byl uchovavan v chladnic¢ce pfi 4 °C.

Priprava asi 1mol/l kyseliny chloristé

K 4570 pl deionizované vody bylo opatrné pipetovano 430 ul koncentrované kyseliny

chloristé (85%). Roztok byl uchovavan v chladni¢ce pfi 4 °C.

Priprava roztoku HCI o koncentraci asi 7,43 mol/l (asi 2,35 mol/l) pro Upravu pH

Do 10ml sklenéné zkumavky s uzavérem bylo pipetovano 310 pl asi 12,05mol/l HCI
a 190 pul deionizované vody (98 ul asi 12,05mol/l HCI a 400 ul deionizované vody).

Roztoky byly uchovavany v chladnicce pfi 4 °C.

Priprava roztoku HCI o koncentraci asi 0,74 mol/l (asi 0,24 mol/l) pro upravu pH

Do 10ml sklenéné zkumavky s uzavérem bylo odpipetovano 40 ul 7,43mol/l HCI
(2,35mol/l HCI) a 360 ul deionizované vody. Roztoky byly uchovavany v chladnicce
pfi 4 °C.

Priprava asi 0,02mol/l HCI pro upravu pH

Do 10ml sklenéné zkumavky s uzavérem bylo pipetovano 165 pl asi 12,05mol/l HCI
a 835 pl deionizované vody. Do dalSi 10ml sklenéné zkumavky s uzavérem bylo
pipetovano 50 pl takto pfipraveného roztoku HCI a 4950 pl deionizované vody.

Roztok by uchovavan v chladnicce pfi 4 °C.
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4.2 VYBER VHODNEHO DERIVATIZACNIHO CINIDLA PRO DERIVATIZACI
OXOSKUPINY 2-OXOKYSELIN

4.2.1 Derivatizace 2,4-dinitrofenylhydrazinem

4.2.1.1 Smésny roztok standardi 2-oxokyselin

Do sklenéné vialky bylo pipetovano 100 pyl smésného roztoku standardd 2-oxokyselin
o koncentraci asi 100 ymol/l a 100 pl 0,5mmol/l DNPH v 15% HCIO4. Smés byla
promichana na vortexu a inkubovana 30 min pfi laboratorni teploté. Po inkubaci byly
derivaty 2-oxokyselin extrahovany ethylacetatem. K smési byl pfidan 1 ml
ethylacetatu, obsah vialky intenzivné tfepan 5 mim na tfepaCce pfi 1400 rpm a
centrifugovan 5 min pfi 1000 x g. Do Cisté sklenéné vialky byla pfevedena organicka
vrstva ethylacetatu. Extrakce byla provedena celkem 2x. Spojené organické vrstvy
ethylacetatu byly pfi laboratorni teploté odpafeny do sucha v atmosféfe dusiku. K
odparku bylo pfidano 160 pl 10% BFs v ethanolu. Smés byla inkubovana 1 hod pfi 70
°C. Po inkubaci byla smés ochlazena a bylo k ni pipetovano 160 ul 6% K2COs za
ucelem neutralizace. Smés byla tfepana 5 min pfi 1400 rpm a derivaty extrahovany
hexanem. K smési byl pipetovan 1 ml hexanu, obsah tfepan 5 min na tfepacce
pfi 1400 rpm a 5 min centrifugovan pfi 1000 x g. Do prazdné sklenéné vialky byla
prevedena hexanova vrstva. Extrakce byla provedena celkem 2x. Spojené organické
vrstvy hexanu byly pfi laboratorni teploté odpafeny do sucha v atmosféfe dusiku.
Odparek byl rozpustén v 200 ul dichlormethanu a po rozpusténi (5 min) byla smés

pfevedena do sklenéného insertu krimpovaci vialky.

GC parametry

Teplotni gradient:

zména [°C/min] teplota [°C] ¢€as [min]

0 75 0
10 280 5

Doba analyzy: 25,5 min
Teplota nastfiku: 250 °C

Pratok mobilni faze (He): 1,54 ml/min
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Linearni rychlost: 45,6 cm/s

Objem davkovaného vzorku: 1 ul
Split mod: 10

MS parametry

Teplota iontového zdroje: 200 °C
Teplota interface: 250 °C

Start monitorovani MS: 4 min
Konec monitorovani MS: 25,0 min
Sken od m/z: 35

Sken do m/z: 415

Rychlost skenovani: 2000

4.2.1.2 Smésny roztok standardi 2-oxokyselin a vzorky pIné krve a plazmy

Do 1,5ml PP zkumavky bylo pipetovano 200 pl smésného roztoku standardi
2-oxokyselin (pIné krve nebo plazmy) a 25 pl roztoku 2-OH (IS) o koncentraci
asi 500 ymol/l. Po promichani smési na vortexu bylo pfidano 200 ul 10% kyseliny
5-sulfosalicylové (5-SSA). Po promichani a inkubaci (5 min, -20 °C) byla smés
centrifugovana 5 min pfi 12225 x g. Do pfipravené 1,5ml PP zkumavky bylo
pfeneseno 200 pl supernatantu a pipetovano 200 pl roztoku DNPH o koncentraci
5 mmol/l. Smés byla inkubovana 1 hod pfi 60 °C. Derivaty byly extrahovany
do hexanu, prvné 1 ml, podruhé 500 ul. Smés byla 5 min tfepana na tfepacce
a 3 min centrifugovana pfi 12225 x g. Organicka faze byla prfevedena do pfipravené
1,5ml PP zkumavky. Prvné bylo odtazeno 800 ul, podruhé 500 pl. Spojené organické
vrstvy byly pfi laboratorni teploté odpafeny do sucha v atmosfére dusiku. K odparku
bylo pipetovano 200 pl acetonitrilu a 20 pl BSTFA v 1% TMCS. Smés byla
promichana na vortexu a inkubovan 15 min pfi laboratorni teploté. Po inkubaci byla

smés prevedena do sklenéného insertu Sroubovaci vialky.

53



GC parametry

Teplotni gradient:

zména [°C/min] teplota [°C] ¢€as [min]

0 130 2
3 220 0
20 280 5

Doba analyzy: 41,5 min

Teplota nastfiku: 250 °C

Pratok mobilni faze (He): 1,54 ml/min
Linearni rychlost: 45,6 cm/s

Objem davkovaného vzorku: 1 ul
Split mod: 10

MS parametry

Teplota iontového zdroje: 200 °C
Teplota interface: 300 °C

Start monitorovani MS: 4 min
Konec monitorovani MS: 40,0 min
Sken od m/z: 40

Sken do m/z: 500

Rychlost skenovani: 2000

4.2.1.3 Standard pyruvatu

Do 10ml pyrexové zkumavky bylo pipetovano 500 ul roztoku standardu pyruvatu
o koncentraci asi 500 pmol/l (rozpustény v 1 mmol/l HCI) a 500 pl roztoku DNPH
o koncentraci 0,5 mmol/l nebo 5 mmol/l nebo 50 mmol/l. Obsah zkumavky byl
inkubovan 30 min pfi 60 °C a poté byly derivaty extrahovany hexanem (2x 2,5 ml).
Smés byla tfepana na tfepatce 5 min pfi 1400 rpm a centrifugovana 5 min
pfi 1000 x g. Organicka vrstva hexanu byla odtahnuta do pfipravené pyrexové
zkumavky. Spojené hexanové vrstvy byly pfi 60 °C odpafeny do sucha v atmosféfe
dusiku. K odparku bylo pfidano 500 pl smési methanolu a acetylchloridu (12,5:1, v/v).
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Smeés byla inkubovana 1 hod pfi 100 °C. Po ochlazeni smési bylo pipetovano 500 pl
6% K2COsz za ucCelem neutralizace. Smés byla tfepana na tfepaCce 5 min
pfi 1400 rpm. Derivaty byly extrahovany hexanem (2x 2,5 ml). Smés byla tfepana
5min pfi 1400 rpm a centrifugovana 5 min pfi 1000 x g. Do pfipravené 10ml
pyrexové zkumavky byly pfevedeny hexanové vrstvy, které byly odpareny pfi 60 °C
do sucha v atmosféfe dusiku. Odparek byl rozpustén v 200 pl dichlormethanu
a po rozpusténi (5 min) byla smés pfevedena do insertd krimpovacich vialek.

Podminky GC-MS analyzy byly stejné jako v kapitole 4.2.1.1.

4.2.2 Derivatizace 0-(2,3,4,5,6-pentafluorobenzyl)hydroxylaminem

4.2.2.1 Smésny roztok standardi 2-oxokyselin

Do 10ml pyrexové zkumavky bylo pipetovano 200 ul smésného roztoku standardu
2-oxokyselin o koncentraci asi 500 pmol/l a 200 pl roztoku PFBHA o koncentraci
asi 5 mg/ml. Obsah zkumavky byl promichan na vortexu a inkubovan 1 hod pfi 37 °C.
Po inkubaci byl obsah zkumavky ochlazen a k smési byly pfidany asi 0,2 g NaCl.
Nasledovala extrakce, kdy byly k smési pipetovany 2 ml ethylacetatu. Smés byla
tfepana 10 mim na tfepacce pfi 1400 rom a centrifugovana 5 min pfi 1000 x g.
Do Cisté 10ml pyrexové zkumavky byla pfevedena organicka vrstva ethylacetatu.
Extrakce byla provedena celkem 2x. Spojené organické vrstvy ethylacetatu byly
pfi 37 °C odparfeny do sucha v atmosféfe dusiku. K odparku bylo pfidano 500 pl
smési methanolu a acetylchloridu (12,5:1, v/v) a obsah zkumavky byl promichan
na vortexu. Smés byla inkubovana 1 hod pfi 70 °C. Po inkubaci bylo k smési
pipetovano 500 ul 6% K2COs za ucelem neutralizace. Smés byla tfepana na tfepacce
5 min pfi 1400 rpm. Poté byla provedena extrakce derivatd 2 ml hexanu. Smés byla
ttepana 10 mim na tfepacce pfi 1400 rpm, nasledné centrifugovana 5 min
pfi 1000 x g. Do Cisté 10ml pyrexové zkumavky byla pfevedena organicka vrstva
hexanu. Extrakce byla provedena celkem 2x. Spojené organicka vrstvy hexanu byly
odpareny pfi 60 °C do sucha v atmosféfe dusiku. Odparek byl rozpustén v 200 pl
hexanu. Smés byla promichana na vortexu a po rozpusténi (5 minut) pfevedena

do sklenéného insertu krimpovaci vialky.
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GC parametry

Teplotni gradient:

zména [°C/min] teplota [°C] ¢as [min]

0 100 1
2 150 0
5 200 0
10 280 5

Doba analyzy: 49,0 min

Teplota nastfiku: 300 °C

Pratok mobilni faze (He): 1,54 ml/min
Linearni rychlost: 45,6 cm/s

Objem davkovaného vzorku: 1 yl
Split mod: 10

MS parametry

Teplota iontového zdroje: 200 °C
Teplota interface: 300 °C

Start monitorovani MS: 3 min
Konec monitorovani MS: 40,0 min
Sken od m/z: 40

Sken do m/z: 450

Rychlost skenovani: 3333

4.2.2.2 Vzorky plné krve a plazmy

Do 1,5ml PP zkumavky bylo pipetovano 200 ul vzorku pIné krve (plazmy) a 200 pl
20% kyseliny metafosforecné (MPA). Smés byla inkubovana 5 min pfi -20 °C,
promichana na vortexu a centrifugovana 5 min pfi 12225 x g. Do &isté 10ml pyrexové
zkumavky bylo opatrné pipetovano 200 yl supernatantu a 200 yl PFBHA
o koncentraci 5 mg/ml. Smés byla promichana na vortexu a 1 hod inkubovana
pfi 37 °C. DalSi postup a podminky GC-MS analyzy byly stejné jako v pfipadé

derivatizace smésného roztoku standardd 2-oxokyselin (kapitola 4.2.2.1).
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4.2.2.3 Smésny roztok standardd 2-oxokyselin

Do 1,5ml PP zkumavky bylo pipetovano 200 pyl smésného roztoku standardd
2-oxokyselin o koncentraci asi 500 ymol/l a 200 ul roztoku PFBHA o koncentraci
asi 1 mg/ml. Obsah zkumavky byl promichan na vortexu ainkubovan 30 min
pfi 37 °C. Po inkubaci bylo k smési pfidano asi 0,1 g NaCl. Nasledné byly derivaty
extrahovany ethylacetatem (2x 0,5 ml). Smés byla 5 min tfepana na tfepacce
pfi 1400 rpm a 5 min centrifugovana pfi 12225 x g. Organicka faze byla pfevedena
do pfipravené 1,5ml PP zkumavky. Prvné bylo odtazeno 300 ul, podruhé 500 pl.
Spojené organické vrstvy byly pfi laboratorni teploté odpafeny do sucha v atmosfére
dusiku. K odparku bylo pipetovano 50 ul hexanu, 50 pl ethylacetatu a 10 yl MSTFA
v 1% TMCS. Obsah zkumavky byl promichan na vortexu a poté inkubovan 15 min
pfi laboratorni teploté. Po inkubaci byla smés pfevedena do sklenéného insertu

krimpovaci vialky.

GC parametry

Teplotni gradient:

zména [°C/min] teplota [°C] ¢€as [min]

0 75 1
10 280 5

Doba analyzy: 26,5 min

Teplota nastfiku: 300 °C

Pratok mobilni faze (He): 1,54 ml/min
Linearni rychlost: 45,6 cm/s

Objem davkovaného vzorku: 1 pl
Split mod: 10

MS parametry

Teplota iontového zdroje: 200 °C
Teplota interface: 300 °C
Start monitorovani MS: 3 min

Konec monitorovani MS: 26,0 min
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Sken od m/z: 10
Sken do m/z: 650
Rychlost skenovani: 3333

4.2.3 Derivatizace o-fenylendiaminem

4.2.3.1 Smésny roztok standardi 2-oxokyselin

Do 10ml pyrexové zkumavky bylo pipetovano 200 yl smésného roztoku standardd
2-oxokyselin o koncentraci asi 500 ymol/l a 200 pl 25mmol/l OPD. Smés byla
promichana na vortexu a inkubovana 30 min pfi 50 °C. Po inkubaci byl obsah
zkumavky ochlazen a k smési pfidany asi 0,2 g NaCl. Nasledné byla provedena
extrakce ethylacetatem, kdy k smési byly pipetovany 2 ml ethylacetatu. Smés byla
10 min tfepana na tfepacce pfi 1400 rpm a poté 5 min centrifugovana pfi 1000 x g.
Organicka vrstva ethylacetatu byla pfevedena do Cisté pyrexové zkumavky. Extrakce
byla provedena celkem 2x. Spojené organické vrstvy ethylacetatu byly pfi 37 °C
odpafeny v atmosféfe dusiku. K odparku bylo pfidano 40 yl hexanu, 40 pl
ethylacecatu a 20 yl MSTFA v 1% TMCS. Obsah zkumavky byl inkubovan 15 min
pfi laboratorni teploté a smés prevedena do sklenéného insertu krimpovaci vialky.

Podminky GC-MS analyzy byly stejné jako v kapitole 4.2.2.3.
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4.3 VOLBA VHODNEHO DERIVATIZACNIHO CINIDLA PRO DERIVATIZACI
KARBOXYLOVE SKUPINY 2-OXOKYSELIN

4.3.1 Derivatizace pentafluorobenzyloximu [derivatizace O0O-(2,3,4,5,6-penta-

fluorobenzyl)hydroxylaminem methanolem s acetylchloridem

Postup je uveden v kapitole 4.2.2.1.

4.3.2 Derivatizace pentafluorobenzyloximu [derivatizace O0O-(2,3,4,5,6-penta-
fluorobenzyl)hydroxylaminem] N-methyl-N-(trimethylsilyDtrifluoroacetamidem

v 1% trimethylchlorosilanu

4.3.2.1 Smésny roztok standardd 2-oxokyselin

Do 1,5ml PP zkumavky bylo pipetovano 200 yl smésného roztoku standardd
2-oxokyselin o koncentraci asi 500 ymol/l a 200 pl roztoku PFBHA o koncentraci
asi 1 mg/ml. Obsah zkumavky byl promichan na vortexu a inkubovan 30 min
pfi 37 °C. Po inkubaci bylo k smési pfidano asi 0,1 g NaCl. Nasledné byla provedena
extrakce ethylacetatem. Ksmési bylo pipetovano 500 ul ethylacetatu, obsah
zkumavky byl 5 min tfepan na vortexu a 5 min centrifugovan pfi 12225 x g. Extrakce
byla provedena celkem 2x. Organické faze byly pfevedeny do pfipravenych 1,5ml PP
zkumavek. Poprvé bylo odtaZzeno 300 ul organické vrstvy, podruhé 500 pl. Spojené
organické vrstvy byly pfi laboratorni teploté odpafeny do sucha v atmosféfe dusiku.
K odparku bylo pfidano 200 pl hexanu a 20 yl MSTFA v 1% TMCS. Smés byla
promichana na vortexu a inkubovana 15 min pfi laboratorni teploté. Po inkubaci byla
smés prevedena do sklenénych insertl krimpovacich vialek. Podminky GC-MS

analyzy byly stejné jako v kapitole 4.2.2.3.
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4.3.3 Derivatizace pentafluorobenzyloxima [derivatizace 0-(2,3,4,5,6-penta-
fluorobenzyl)hydroxylaminem] N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamidem v 1%

trimethylchlorosilanu

4.3.3.1 Smésny roztok standardui 2-oxokyselin

Do 1,5ml PP zkumavky bylo pipetovano 200 pyl smésného roztoku standardu
2-oxokyselin o koncentraci asi 500 ymol/l a 200 pl roztoku PFBHA o koncentraci
asi 1 mg/ml. Obsah zkumavky byl promichan na vortexu a inkubovan 30 min
pfi 37 °C. DalSi postup je stejny jako v kapitole 4.3.2.1, jen derivatizace byla
provedena BSTFA v 1% TMCS. Podminky GC-MS analyzy byly stejné jako v kapitole
4.2.2.3.

4.3.3.2 Vzorky plIné krve a plazmy

Do 1,5ml PP zkumavky bylo pipetovano 200 pl plné krve (plazmy), 50 ul roztoku
2-OH (1S) o koncentraci asi 500 umol/l a obsah zkumavky byl promichan na vortexu.
Poté bylo pipetovano 200 pl 10% kyseliny 5-SSA, obsah zkumavky byl promichan
na vortexu, inkubovan 5 min pfi -20 °C a centrifugovan 5 min pfi 12225 x g. Do Cisté
1,5ml PP zkumavky bylo opatrné pfevedeno 200 pl supernatantu. DalSi postup byl
stejny jako v pfipadé smésného roztoku standard(l 2-oxokyselin. Podminky GC-MS

analyzy byly stejné jako v kapitole 4.2.2.3.

4.3.4 Derivatizace pentafluorobenzyloximu [derivatizace 0-(2,3,4,5,6-penta-

fluorobenzyl)hydroxylaminem] BFs v ethanolu

4.3.4.1 Smésny roztok standardi 2-oxokyselin

Do 10ml pyrexové zkumavky bylo pipetovano 200 ul smésného roztoku standardu
2-oxokyselin o koncentraci asi 500 pmol/l, 50 uyl 2-OH (IS) o koncentraci asi 2,5
mmol/l a 200 pl roztoku PFBHA o koncentraci asi 5 mg/ml. Obsah zkumavky byl
inkubovan 10 min pfi 37 °C. Po inkubaci byly ke smési pfidany asi 0,2 g NaCl a
provedena dvojnasobna extrakce ethylacetatem (2x 1 ml). Obsah zkumavky byl
tfepan 10 min pfi 1400 rpm a poté 5 min centrifugovan pfi 1000 x g. Organicka vrstva
byla pfevedena do Cisté 10ml pyrexové zkumavky. Spojené organické vrstvy byly

pfi 37 °C odpareny do sucha v atmosféfe dusiku. K odparku bylo pipetovano 200 pl
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BFs v ethanolu a smés byla inkubovana 1 hod pfi 100 °C. Poté byla provedena
dvojnasobna extrakce hexanem (2x 1 ml). Nasledujici postup byl stejny jako
v kapitole 4.2.1.1, jen spojené organické vrstvy byly odpareny pfi 60 °C a odparek byl
rozpustén v hexanu. Podminky GC-MS analyzy byly stejné jako v kapitole 4.2.2.1.
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4.4 OPTIMALIZACE PODMINEK DERIVATIZACE

4.4.1 Optimalizace koncentrace 0O-(2,3,4,5,6-pentafluorobenzyl)hydroxylaminu

a teploty inkubace

4.4.1.1 Smésny roztok standardui 2-oxokyselin

Celkem do 12 10ml pyrexovych zkumavek bylo postupné pipetovano 200 pl
smésného roztoku standardd 2-oxokyselin o koncentraci asi 500 pmol/l
a 200 ul roztoku PFBHA o ruzné koncentraci (Tabulka 4). Smés byla 1 hod
inkubovana pfi 37 nebo 50 °C. DalSi postup a podminky GC-MS analyzy byly jako
v kapitole 4.2.2.1.

Tabulka 4: Koncentrace 0O-(2,3,4,5,6-pentafluorobenzyl)hydroxylaminu a teplota inkubace.

¢ (PFBHA) [mg/ml] teplota inkubace [°C]
50 37
50 50
40 37
40 50
20 37
20 50
10 37
10 50
5 37
5 50
1 37
1 50

4.4.1.2 Smésny roztok standardi 2-oxokyselin

Celkem do 9 10ml pyrexovych zkumavek bylo pipetovano 200 pl smésného roztoku
standard( 2-oxokyselin o koncentraci asi 100 ymol/l a rdzny objem roztoku PFBHA
o koncentraci 5 mg/ml (Tabulka 5). Smés byla inkubovana 1 hod pfi 37 nebo 50 nebo

70 °C. DalS$i postup a podminky GC-MS analyzy byly jako v kapitole 4.2.2.1.
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Tabulka 5: MnozZstvi O-(2,3,4,5,6-pentafluorobenzyl)hydroxylaminu a teplota inkubace.

5mg/mil PFBHA [pl] teplota inkubace [°C]
200 37
200 50
200 70
400 37
400 50
400 70
600 37
600 50
600 70

4.4.1.3 Vzorek plné krve

Do cCisté jednorazové 15ml PP zkumavky bylo pipetovano 1,3 ml vzorku plné krve
a 1,3 ml roztoku 20% MPA. Smés byla 5 minut inkubovana pfi -20 °C, promichana
na vortexu a centrifugovana 10 min pfi 1700 x g. Celkem do tfech 10ml pyrexovych
zkumavek bylo pipetovano 150 pl supernatantu a 200 pl roztoku PFBHA
o koncentraci asi 5 mg/ml. Smés byla inkubovana 1 hod pfi 37 nebo 50 nebo 70 °C.
Do jinych tfech 10ml pyrexovych zkumavek bylo pipetovano 150 ul supernatantu
a 400 ul roztoku PFBHA o koncentraci asi 5 mg/ml. Smés byla inkubovana 1 hod
pfi 37 nebo 50 nebo 70 °C. Do dalSich tfech 10ml pyrexovych zkumavek bylo
pipetovano 150 pl supernatantu a 600 ul roztoku PFBHA o koncentraci asi 5 mg/ml.
Smés byla inkubovana 1 hod pfi 37 nebo 50 nebo 70 °C. DalSi postup a podminky
GC-MS analyzy byly stejné jako v kapitole 4.2.2.1.

4.4.2 Optimalizace mnozstvi N-methyl-N-(trimethylsilyltrifluoroacetamidu
v 1% trimethylchlorosilanu a N,O-bis(trimethylsilyltrifluoroacetamidu

v 1% trimethylchlorosilanu

4.4.2.1 Smésny roztok standardu 2-oxokyselin.

Do 1,5ml PP zkumavky bylo pipetovano 200 pl smésného roztoku standardu
2-oxokyselin o koncentraci asi 500 ymol/l a 200 pl roztoku PFBHA o koncentraci asi
5 mg/ml. Smés byla promichana na vortexu a inkubovana 30 min pfi 37 °C. Dalsi

postup byl jako v kapitole 4.3.2.1, jen stim rozdilem, Zze k odparku bylo pfidano
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200 pl acetonitrilu a 10 (20, 30, 40, 50) pyl MSTFA v 1% TMCS nebo BSTFA
v 1% TMCS. Podminky GC-MS analyzy byly stejné jako v kapitole 4.2.2.3.

4.4.3 Optimalizace teploty inkubace pfi derivatizaci 0-(2,3,4,5,6-penta-
fluorobenzyl)hydroxylaminem a methanolem s acetylchloridem

4.4.3.1 Smésny roztok standardd 2-oxokyselin

Celkem do 4 10ml pyrexovych zkumavek bylo pipetovano 200 ul smésného roztoku
standardd 2-oxokyselin o koncentraci asi 500 uymol/l a 200 ul roztoku PFBHA
o koncentraci asi 5 mg/ml. Smés byla inkubovana 1 hod pfi laboratorni teploté
nebo 37 °C (Tabulka 6). Po inkubaci byl obsah zkumavky ochlazen a k smési pfidany
asi 0,2 g NaCl. Nasledovala dvojnasobna extrakce ethylacetatem (2x 2 ml). Obsah
zkumavky byl tfepan 10 min pfi 1400 rpm a 5 min centrifugovan pfi 1000 x g.
Organické vrstvy byly pfevedeny do Cisté 10ml pyrexové zkumavky a pfi 37 °C
odpafeny do sucha v atmosféfe dusiku. K odparku bylo pipetovano 500 pl smési
MeOH-AcCI (12,5:1, v/v) a smés inkubovana 1 hod pfi 70 nebo 100 °C (Tabulka 6).
DalSi postup a podminky GC-MS analyzy byly jako v kapitole 4.2.2.1.

Tabulka 6: Teplota inkubace pfi derivatizaci 2-oxokyselin.

teplota pfri derivatizaci PFBHA teplota pfri derivatizaci smési MeOH-AcCI
[°C] (12,5:1, viv)
[°C]
laboratorni teplota 70
laboratorni teplota 100
37 70
37 100
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4.5 VOLBA VHODNEHO EXTRAKCNIHO CINIDLA
4.5.1 Smésny roztok standardi 2-oxokyselin

Celkem do 8 1,5ml PP zkumavek bylo pipetovano 200 ul smésného roztoku
standardd 2-oxokyselin o koncentraci asi 500 pymol/l a 200 pl roztoku PFBHA
o koncentraci asi 2,77 mg/ml. Smés byla promichana na vortexu a inkubovana
30 min pfi 37 °C. Nasledné byla provedena extrakce ethylacetatem, diethyletherem
a hexanem (2x 0,5 ml). Pfed extrakci ethylacetatem bylo k smési pfidano asi 0,1 g
NaCl. Podminky extrakce a nasledujici postup byl stejny jako v kapitole 4.3.2.1, jen
derivatizace byla provedena 10 pyl MSTFA v 1% TMCS. Podminky GC-MS analyzy
byly jako v kapitole 4.2.2.3.
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4.6 VYBER VHODNEHO DEPROTEINACNIHO ROZTOKU
4.6.1 Smésny roztok standardi 2-oxokyselin a vzorky plazmy

Celkem do 6 1,5ml PP zkumavek bylo pipetovano 100 yl smésného roztoku
standardu 2-oxokyselin o koncentraci asi 200 umol/l (plazma) a 25 pl roztoku 2-OH
(IS) o koncentraci asi 500 ymol/l. Po promichani bylo k smési pipetovano 200 ul 10%
5-SSA, nebo 10% MPA nebo 1mol/l kyseliny chloristé (PCA). Smés byla promichana
na vortexu (smés plazmy a deproteinacniho €inidla byla inkubovana 5 min pfi -20 °C
a odstfedéna 5 min pfi 12225 x g). Do pfipravenych 1,5ml PP zkumavek bylo
pfeneseno 200 pyl smési (supernatantu) a pfidano 200 pl roztoku PFBHA
o koncentraci asi 2,77 mg/ml. Smés byla inkubovana 30 min pfi 37 °C. Po inkubaci
byl obsah zkumavky ochlazen a k smési bylo pfidano asi 0,1 g NaCl. Nasledovala
dvojnasobna extrakce ethylacetatem (2x 0,5 ml). Obsah zkumavky byl tfepan 10 min
pfi 1400 rpm a 5 min centrifugovan pfi 1000 x g. Spojené organické vrstvy byly
pfi 37 °C odparfeny do sucha v atmosféfe dusiku a dale bylo postupovano vyse
uvedenym zpUsobem (kapitola 4.2.1.2). Podminky GC-MS analyzy byly jako
v kapitole 4.2.2.3.
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4.7 ANALYTICKE PARAMETRY
4.7.1 Linearita

Linearita kalibraCniho vztahu je schopnost metody davat vysledky pfimo umérné
koncentraci analytu v daném rozmezi. Linearni rozsah odezvy je interval mezi
pfesnosti, spravnosti a linearitou. Testuje se minimalné pét rlznych koncentraci
standardni latky.

Pro verifikaci linearity zavadéné metody byla pouzita metoda kalibracni kfivky.
K jejimu sestrojeni bylo pfipraveno, fedénim zasobnich roztokd 2-oxokyselin 2mmol/l
HCI (deionizovanou vodou), Sest standardnich roztoki o pFfesné znamych
koncentraci. Roztoky byly zpracovany postupem uvedenym v kapitole 4.3.2.1
(extrakce ethylacetatem nebo hexanem). Rovnice kalibraéni kfivky byla ziskana
prolozenim zavislosti poméru ploch pikd (Aoxo/Ais) na koncentraci standardu

metodou nejmensich &tvercu.

2-0OB ¢ = 0-245 pymol/l
2-0G c = 0-247 ymol/l
KIC c = 0-249 ymoll/l
KIV ¢ = 0-194 ymol/l
KMV ¢ = 0-232 ymol/l
PhePYR ¢ = 0-216 pmol/l
PYR ¢ = 0-211 ymol/l

Pro kvantifikaci 2-oxokyselin v plné krvi a plazmé byla pouzita metoda
kalibra¢ni kfivky. K jejimu sestrojeni bylo pfipraveno, fedénim zasobnich roztok
2-oxokyselin deionizovanou vodou, Sest standardnich roztokd o pfesné znamych
koncentraci. K roztokim standard( byla pfidana 5-SSA v poméru 1:1. Dale byla
smés zpracovana postupem uvedenym v kapitole 4.7.1. Rovnice kalibra¢ni kfivky
byla ziskana prolozenim zavislosti poméru ploch pikd (Aoxo/Ais) na koncentraci

standardd metodou nejmensich &tvercu.
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2-OB c = 0-142 ymol/l

2-0G c = 0-138 uymoll/l
KIC ¢ = 0-559 ymol/l
KIV ¢ = 0-258 pmol/l
KMV ¢ = 0-571 ymol/l
PhePYR ¢ = 0-28 ymol/l
PYR c = 0-2816 umol/l

4.7.2 Presnost v sérii

Pfesnost analytické metody je mirou shody mezi jednotlivymi hodnotami, které jsou
meéfeny pfi stejnych analytickych podminkach opakované s homogennim vzorkem.
Je obvykle uvadéna jako odhad smérodatné odchylky nebo relativni smérodatné
odchylky. Opakovatelnost je typ pfesnosti vztahujici se k méfenim provedenym
za podminek opakovatelnosti, tj. stejna metoda, stejny material, stejny pracovnik,
stejna laboratof, kratky Casovy usek. Reprodukovatelnost je typ pfesnosti vztahujici
se k méfenim provedenych za podminek reprodukovatelnosti, tj. stejna metoda, jiny
pracovnik, jina laboratof, jiné zafizeni, dlouhy €asovy interval. Jako mira pfesnosti

byl pouzit variacni koeficient (CV).

rD \/Z(xi — AVG)’

n-1

CV (%) :iTT[c); -100

kde SD je smérodatna odchylka, x; je koncentrace vzdy jednoho ze vzork( v sérii,
AVG je aritmeticky primér a n je poCet vzorku v sérii.

Pfesnost stanoveni pro jednotlivé 2-oxokyseliny byla ur€ena analyzou Sesti
(sedmi) nezavisle pfipravenych vzork( stejné plazmy (pIné krve) ziskané
od dobrovolnych darct krve. Vzorky byly analyzovany béhem jednoho dne postupem
uvedenym v kapitole 4.7.1 (deproteinace 5-SSA).
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4.8 ZPRACOVANI VYSLEDKU

Pro zpracovani ziskanych dat byl pouZzit program MS Excel a program GCMS

Postrun Analysis, verze 4.20 (Shimadzu, Japonsko).
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5 VYSKEDKY A DISKUSE

2-Oxokyseliny maji vyznamnou ulohu v metabolismu aminokyselin, sacharidl
alipidd. ZvySené hladiny nékterych 2-oxokyselin mohou vést k mnohym
metabolickym porucham. Jednou z nejvaznéjsich je choroba javoroveého sirupu, dale
pak fenylketonurie a deficit pyruvatdehydrogenasového komplexu.

Pro stanoveni vybranych 2-oxokyselin jsme pouzili metodu GC-MS. Pro GC
analyzu je zapotfebi, aby analyt byl dostatecné tékavy a mohl byt eluovan pfi dané
teploté bez tepelného rozkladu. Diky karbonylové a karboxylové skupiné jsou
2-oxokyseliny velmi polarni. Proto je nutna derivatizace. Pro uCely GC se jako
derivatizacni €inidla nejCastéji pouzivaji PFBHA, OPD a DNPH [1, 27, 33, 34, 36, 41,

49], proto i my jsme je pfi zavadéni metody testovali.

51 VYBER VHODNEHO CINIDLA PRO DERIVATIZACI OXOSKUPINY
2-OXOKYSELIN

V uvodu prace jsme se zaméfili na DNPH, kdy jsme testovali rizné koncentrace
DNPH v reakéni smési. Teplotu inkubace jsme zvolili na zakladé literarnich Udaju
[27, 28]. Vzniklé 2,4-dinitrofenylhydrazony jsme extrahovali z vodného prostredi
do organického rozpoustédla. V literatufe se nejCastéji uvadi ethylacetat. Navic jsme
také testovali extrakci hexanem. 2,4-Dinitrofenylhydrazony jsme nasledné
derivatizovali BF3 v ethanolu, nebo smési methanolu a acetylchloridu, nebo BSTFA
v 1% TMCS. P¥i analyzach standard( 2-oxokyselin, vzorku lidské plazmy a piné krve
jsme prakticky nedetegovali zadné derivaty 2-oxokyselin (Pfiloha 1). Chromatogramy
standardnich roztokd i vzorkd plazmy a pIné krve jsou prakticky identické, coz
naznaCuje, Zze se nejedna o derivaty 2-oxokyselin, ale nedlistoty, pochazejici
z roztoku DNPH. Také hmotnostni spektra nepoukazuji na derivaty 2-oxokyselin.
Dukazem, zZe se jedna o necistoty pochazejici z DNPH, je fakt, Ze pfi zvySujici se
koncentraci DNPH se také zvySuje intenzita pikG necistot. Allen a kol. poukazuji
nato, ze komeréné dodavany DNPH neni Cisty, a Ze je nutné ho pfed pouZzitim
purifikovat [46]. Gonzélez a kol. stanovovali metodou GC-MS 2-oxokyseliny jako
DNPH-methylestery. 2,4-Dinitrofenylhydrazony extrahovali do ethylacetatu, a poté je

prevedli na methylestery. Derivaty proprali smési chloroformu s vodou (4:1, v/v).
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a rekrystalizovali z benzenu nebo ethylacetatu [27]. Korchazhkina a kol. poukazuji
na vyhodu pouziti DNPH, protoZe je vysoce reaktivni, proto derivatizace nevyzaduje
pouziti vysoké teploty [47]. Za nevyhodu pouZiti DNPH |ze povazovat to, Zze vznikaji
syn- a anti-isomery 2,4-dinitrofenylhydrazont, coz komplikuje vyhodnoceni dat [27].
Dale jsme testovali OPD, chromatogram je uveden v pfiloze 2. OPD je Casto
vyuzivan pro derivatizaci 2-oxokyselin ve spojeni s HPLC a fluorescenc¢ni detekci,
jelikoz chinoxalinolové derivaty silné fluoreskuji. HPLC analyza je tak velmi citliva
a selektivni [29—-31]. Vyuziti OPD pro GC neni vyjimkou [1, 36]. Pro derivatizaci jsme
pripravili roztok OPD v 2mol/l HCI. Olson a kol. uvadéji, Zze OPD je lépe rozpustny
v 2mol/l nez v 3mol/l HCI [20]. Pfi derivatizaci DNPH nebo PFBHA vznika derivat
s volnou karboxylovou skupinou, proto je mozna nasledna derivatizace smeési
methanolu a acetylchloridu i BF3 v ethanolu, pfipadné silylacnimi Cinidly. V pfipadé
derivatizace OPD vznika derivat s volnou hydroxylovou skupinou, proto je mozné
pouzit pouze silylaéni Cinidla. Ziskané vysledky pfi derivatizaci OPD byly daleko lepSi

nez pfi derivatizaci DNPH. Tabulka 7 ukazuje porovnani derivatizace OPD a PFBHA.

Tabulka 7: Intenzita derivati 2-oxokyselin (x10°) po derivatizaci O-(2,3,4,5,6-pentafluoro-
benzyl)hydroxylaminem a N-methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamidem v 1% trimethylchlor-
silanu a o-fenylendiaminem a N-methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamidem v 1%
trimethylchlorsilanu.

2-oxokyselina PFBHA OPD
PYR 3,515 1,426

KIV 2,880 0,719

2-OB 3,416 1,422
KMV 4,802 4,402

KIC 1,068 1,730

2-OH 3,363 2,154

OA 7,524 1,140
2-0G 8,620 5,375
4-hydroxy-fenylpyruvat N.D. N.D.

PhePYR 6,496 1,214

Velkou vyhodou derivatizace OPD je, ze se netvofi syn- a anti-isomery, coz
usnadnuje kvalitativni i kvantitativni analyzu [1]. Nevyhodou OPD je jeho vysoka
karcinogenita, mutagenita a toxicita pro reprodukci [48]. To je davod, pro€ jsme,

I pfes uspokojive vysledky, od jeho pouziti ustoupili a dali pfednost PFBHA.
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Tretim derivatizacnim Cinidlem, které jsme testovali, je PFBHA. Derivatizace
PFBHA, stejné jako OPD, vede k tvorbé stabilnich produktd [1, 40]. Kobayashi a kol.
uvadéji, ze pentafluorobenzyloximy jsou dobfe detekovatelné detektorem
elektronového zachytu [40]. Vyhodou pouziti PFBHA také je, Ze reakce probiha
v slabé kyselém prostiedi (pH 2-5) a pfi laboratorni teploté. DalSi vyhodou pouziti
PFBHA je, ze pentafluorobenzyloximy jsou mnohem vice tékavé nez
2,4-dinitrofenylhydrazony. Nevyhodou derivatizace PFBHA je, stejné jako pfi pouziti
DNPH, tvorba syn- a anti-isomert pentafluorobenzyloximu, coz ztéZuje kvalitativni
I kvantitativni analyzu [27, 40]. | pfes tuto nevyhodu bylo pouziti PFBHA nejvice

pfijatelné, proto dalSi optimalizace byly uskuteCnény pro derivatizaci PFBHA.
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5.2 VYBER VHODNEHO DERIVATIZACNIHO CINIDLA PRO DERIVATIZACI
KARBOXYLOVE SKUPINY PENTAFLUOROBENZYLOXIMOVYCH DERIVATU

Testovali jsme ruzna derivatizaéni Cinidla pro derivatizaci karboxylové skupiny
pentafluorobenzyloximovych derivatu, vzniklych derivatizaci 2-oxokyselin PFBHA.
Zjistili jsme, Ze neni vyznamny rozdil v intenzitach derivatl 2-oxokyselin, pouZijeme-li
MSTFA v 1% TMCS nebo BSTFA v 1% TMCS (Pfiloha 3). Tato derivatizacni Cinidla
se nejvice pouzivaji [40, 49, 50]. Intenzity derivatl 2-oxokyselin, derivatizovanych
PFBHA a smési methanolu a acetylchloridu (Pfiloha 4) nebo BFs v ethanolu, jsou
srovnatelné a jsou daleko vysSi v porovnani s intenzitami pentafluorobenzyloxim-silyl
derivatl. Nevyhodou je, Ze derivatizace smési methanolu a acetylchloridu nebo BF3
v ethanolu je ¢asové naroCna. Nevyhodou pouziti silylacnich Cinidel je, Zze reaguji
s celou fadou latek, které maji ve své molekule -OH, -COOH, -NH, -NHz2 a -SH
skupinu, coz komplikuje analyzu 2-oxokyselin v biologickych vzorcich. DalSi

nevyhodou silylacnich €inidel je citlivost na vihkost [33, 34].
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5.3 OPTIMALIZACE PODMINEK DERIVATIZACE

5.3.1 Optimalizace vhodné koncentrace 0-(2,3,4,5,6-pentafluorobenzyl)-

hydroxylaminu

Prvné jsme optimalizovali vhodnou koncentraci PFBHA, kdy derivatizace probihala
pfi 37 nebo 50°C, tedy optimalizovali jsme souCasné také teplotu inkubace. Nasledné
jsme provedli derivatizaci smési methanolu a acetylchloridu. Intenzity derivatd
2-oxokyselin byly o néco niz8i, byla-li reakéni smés inkubovana pfi 50 °C. Nejvyssi
intenzita pikd derivatd 2-oxokyselin byla dosazena pfi derivatizaci PFBHA
o koncentraci 40 mg/ml. Pfi derivatizaci PFBHA o koncentraci 5 mg/ml mély piky
derivatl dostatec¢né vysokou intenzitu, proto jsme zvolili pro nasledné analyzy tuto

koncentraci.

5.3.2 Optimalizace teploty inkubace pfi derivatizaci 2-oxokyselin
0-(2,3,4,5,6-pentafluorobenzyl)hydroxylaminem

2-Oxokyseliny jsme derivatizovali PFBHA pfi riznych teplotach (laboratorni teplota,
37 a 50 °C). NejlepsSich vysledkl jsme dosahli pfi teploté 37 °C. Kobayashi a kol.
uvadeéji, Zze vytéznost metody se vyrazné nelisi pfi teploté 20 a 60 °C. Testovali jsme
také dobu inkubace a naSe vysledky byly shodné s témi publikovanymi, tedy Ze
tficetiminutova inkubace je dostateCna. Kobayashi a kol. nezaznamenali vyznamny

rozdil ve vytéznosti, kdyz reakéni smés inkubovali po dobu 30 az 120 min [40].

5.3.3 Optimalizace mnozstvi N-methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamidu
v 1% trimethylchlorosilanu a N,O-bis(trimethylsilyltrifluoroacetamidu

v 1% trimethylchlorosilanu

Optimalnim mnozstvim komeréné dodavaného roztoku MSTFA v 1% TMCS bylo
20 ul. PFi pouziti vétSiho objemu k pfidavanému odparku (30 ul a vice) se intenzita
pik( derivatd 2-oxokyselin prakticky nezvySovala. Stejné vysledky jsme dosahli také
se smési BSTFA v 1% TMCS.
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5.3.4 Optimalizace teploty inkubace pfi derivatizaci pentafluorobenzyloxima

smési methanolu a acetylchloridu

NejvysSi intenzity pika, které odpovidaji derivatim 2-oxokyselin, byly zaznamenany
pfi derivatizaci, ktera byla provedena pfi 100 °C po dobu 1 hodiny. Kobayashi a kol.
uvadéji, ze u derivatizace pfi 70 °C byly intenzity derivaty 2-oxokyselin vyznamné
nizSi oproti 100 °C [27].
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5.4 VOLBA VHODNEHO EXTRAKCNIHO CINIDLA

Testovali jsme r0zna extrakéni Cinidla. Po derivatizaci PFBHA jsme
pentafluorobenzyloximové derivaty  extrahovali ethylacetatem, hexanem
a diethyletherem (Tabulka 8).

Tabulka 8: Intenzity derivati 2-oxokyselin (x10°) po extrakci ethylacetatem, hexanem
a diethyletherem.

2-oxokyselina ethylacetat hexan diethylether
PYR 2,695 2,572 0,600
KIV 1,720 1,096 0,707
2-OB 1,720 1,897 0,430
KMV 1,521 1,412 0,578
KIC 1,221 1,665 0,243
2-OH 1,717 2,213 0,289
2-0G 4,229 N.D. N.D.

Vyhodou pouziti diethyletheru bylo jeho rychlé odpafeni, nevyhodou pak, Ze
v chromatogramu se vyskytovaly piky neidentifikovatelnych nedistot. Diky tomu
nebyly identifikovany nékteré derivaty 2-oxokyselin (Tabulka 8). V pfiloze 5 je
znazornén chromatogram nulového standardu, kde jsou patrné interferujici piky
neidentifikovatelnych latek, které znesnadnuji odeCet pikl odpovidajici derivatl
nékterych 2-oxokyselin.

Nevyhodou pouziti ethylacetatu je, Ze v oblasti, kde eluuje derivat
4-hydroxyfenylpyruvatu, eluuje celd fada neznamych interferujicich latek, které
zfejmé pochazeji z ethylacetatu. DalSi nevyhodou je, Ze odpafeni ethylacetatu je
C¢asové narocné v porovnani s odparenim hexanu. Extrakce do hexanu je nevyhodna
v tom, Ze se prakticky neextrahuje derivat 2-OG.

Pred extrakci ethylacetatem je k vzorkim pfidan NaCl. Mezi faktory ovliviujici
extrakci patfi vliv pH a iontové sily. Vliv iontové sily obecné roste s polaritou
slou€eniny. S rostoucim obsahem NaCl vzrista vytézek extrakce, ovSem jen
do urcité koncentrace, pak naopak klesa[51]. To se ukazalo jako velky problém,
vytéZnosti extrakce byly proménlivé a nereprodukovatelné. Lze totiz obecné tézko
zajistit optimalni  koncentraci NaCl pro vzorky s odliSnymi koncentracemi
2-oxokyselin. To bylo prokazano u pfesnosti, kdy se hodnoty variaénich koeficientu

mezi jednotlivymi 2-oxokyselinami znacné lisi.
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Nevyhodou pouziti nepolarnich rozpoustédel, nemisitelnych s vodou, je, Ze
jsou nevhodné pro extrakci vysoce polarnich latek. Vice polarni rozpoustédla, jako je
napf. acetonitril, jsou misitelna s vodou, a proto nemohou byt pro extrakci pouzity.
Pfidanim anorganické soli k smési vody a organického rozpoustédla misitelného
s vodou, dochazi k tzv. vysoleni, které umoziuje oddéleni rozpoustédla od smési
a vytvofi se tak dvoufazovy systém. Ruzné soli o rlznych koncentracich vytvori
rizné stupné fazové separace. PFidanim anorganické soli ksmési vody

a rozpoustédla nemisitelného s vodou se extrakce vyznamné zlepsi. [51].
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5.5 VYBER VHODNEHO DEPROTEINACNIHO ROZTOKU

Pro precipitaci proteind ve vzorcich plazmy a pIné krve byla testovana
tfi deproteinacni cCinidla (5-SSA, MPA a PCA). V literatufe je nej¢astéji zmifovana
deproteinace 5-SSA [52, 53]. Pfi deproteinaci PCA byl v chromatogramech
zaznamenan vysoky Sum, a tak nékteré derivaty 2-oxokyselin nebylo mozné vibec
detegovat. Pfi deproteinaci MPA byly intenzity pik( derivatd 2-oxokyselin srovnatelné
s intenzitami pikl, které byly zaznamenany pfi deproteinaci 5-SSA, avsak i zde byly
derivaty nékterych 2-oxokyselin nedostateCné separovany. Proto nejvhodnéjSim
deproteinaénim cCinidlem byla zvolena 5-SSA. Pfi DBS technice neni nutné
precipitovat proteiny, k vyseknutému terCiku se zaschlou krvi se rovnou pfidava

derivatizacni dinidlo.
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5.6 ANALYTICKE PARAMETRY
5.6.1 Kalibrace

Linearita byla zjiStovana analyzou standardi s koncentracemi rovnomérné
pokryvajici deklarovany rozsah. Linearita byla testovana analyzou Sesti standardd
o riznych koncentracich jednotlivych 2-oxokyselin.

Pro verifikaci zavadéné metody byla pouzita metoda kalibraéni kfivky.
Kalibra¢ni zavislosti poméru plochy piku jednotlivé 2-oxokyseliny k vnitfnimu
standardu jsou uvedeny v tabulkach 9 a 10. Linearita byla dosaZena v celém rozsahu

pouzitych koncentraci.

Tabulka 9: Parametry kalibracnich kfivek vybranych 2-oxoKyselin (extrakce ethylacetatem).

2-oxokyselina k Q R?
PYR 0,0130 -0,0622 0,9932
2-0B 1 0,0002 -0,0011 0,9945
KIV 1 0,0041 -0,0042 0,9989
2-0B 2 0,0104 -0,0103 0,9939
KIV 2 0,0039 -0,0061 0,9934
KMV 1 0,0065 -0,0476 0,9872
KMV 2 0,0010 -0,0087 0,9918
KIC 1 0,0020 0,0023 0,9959
KIC 2 0,0071 -0,0296 0,9980
2-0G 0,0071 -0,0510 0,9911

Tabulka 10: Parametry kalibracnich kfivek vybranych 2-oxokyselin (extrakce hexanem).

2-oxokyselina k Q R?
PYR 0,0050 -0,0663 0,9934
KIV 1 0,0024 -0,0129 0,9966
2-0B 0,0038 -0,0048 0,9971
KIV 2 0,0003 0,0002 0,9952

KMV 1 0,0036 -0,0227 0,9978
KMV 2 0,0018 -0,0151 0,9975
KIC1 0,0004 -0,0044 0,9966
KIC 2 0,0032 -0,0395 0,9975
PhePYR 1 0,0031 -0,0518 0,9894
PhePYR 2 0,0083 -0,1135 0,9965
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Pro kvantitativni stanoveni 2-oxokyselin v plazmé a pIné krvi byla sestrojena
kalibraCni kfivka tak, aby linearni oblast kfivky pokryvala koncentrace 2-oxokyselin
obsazenych v plazmé i v pIné krvi. Kalibracni zavislosti poméru plochy piku jednotlivé
2-oxokyseliny k vnitinimu standardu jsou uvedeny v tabulce 11. Linearita byla

dosazena v celém rozsahu pouzitych koncentraci.

Tabulka 11: Parametry kalibracnich kfivek vybranych 2-oxokyselin.

2-oxokyselina k Q R?
PYR 0,2941 -0,9292 0,9985
KIV 0,1903 -0,0636 0,9894
2-0OB 0,1374 -0,0459 0,9963
KMV 0,2357 -0,4625 0,9912
KIC 0,1176 -0,1810 0,9983
2-0G 0,0648 0,0014 0,9998

Jako vnitini standard jsme zvolili 2-OH. Ma podobné fyzikalné-chemické
vlastnosti jako stanovované 2-oxokyseliny a prakticky se nevyskytuje v lidské krvi.
Tento IS je také nejCastéji zmifiovan v publikacich zabyvajicich se stanovenim
2-oxokyselin [1, 36, 49]. Hoffmann a kol. testovali 2-OH a trikarbamovou kyselinou
jako IS. Uvadeji, ze vhodnéjsi je 2-OH [41].

5.6.2 Pfesnost v sérii

Pfesnost stanoveni vybranych 2-oxokyselin ve vzorcich plazmy a plné krve metodou
GC-MS je uvedena v tabulce 12 a 13.

Tabulka 12: Pfesnost stanoveni 2-oxokyselin ve vzorcich plazmy.

2-oxokyselina AVG [umol/l] SD [umol/l] CV [%]
PYR 97,62 6,53 6,69
KIV 20,81 5,62 27,02
2-0OB 2,23 0,37 16,54
KMV 28,73 5,73 19,95
KIC 26,46 1,37 5,16
2-0G 414 1,70 41,03
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Tabulka 13: Pfesnost stanoveni 2-oxokyselin ve vzorcich plné krve.

2-oxokyselina AVG [pmol/l] SD [umol/l] CV [%]
PYR 72,55 11,81 16,27
KIV 25,38 9,40 37,03
2-OB 2,87 12,71 49,11
KMV 31,57 8,51 26,96
KIC 24,28 2,10 8,67
2-0G 4,01 1,18 29,52

VariaCni koeficienty presnosti v sérii jsou vysoké, zvlasté u nékterych
2-oxokyselin. PFi¢in muzZe byt vice, jednou z nich je zfejmé nereprodukovatelna
extrakce ethylacetatem, jak jiz bylo zminéno v kapitole 5.4. Moznym FeSenim by
mohlo byt pfidavani nasyceného roztoku NaCl, coz je pfesnéjsi, nez pfiblizna
navazka pevného NaCl. | tak je nutné pomyslet na to, Ze vzorky plazmy a plné krve
maji rizné Kkoncentrace stanovovanych 2-oxokyselin a interferujicich latek
extrahujicich se z vodného roztoku do ethylacetatu.

Cilem této prace bylo zavést metodu GC-MS pro stanoveni 2-oxokyselin
v lidské plazmé a plné krvi. Publikaci zabyvajicich se stanovenim 2-oxokyselin
metodou GC-MS neni mnoho a jsou spiSe starSiho data. Divodem muze byt
komplikovana pfiprava vzorku, zahrnujici nejCastéji 2 derivatizace a nékolik
extrakénich krokl. Proto byly vice publikovany metody kapalinové chromatografie
s fluorescencni ¢i hmotnostni detekci. Pfiprava vzorku je mnohem jednodussi, kdy je
Casto pouzita jen jedna derivatizace bez nutnosti nasledné extrakce [29, 30, 32, 52].
Na nasSem pracovisti, jiz pfed 10 lety, byla pro stanoveni 2-oxokyselin zavedena
metoda HPLC s fluorescenéni detekci [54]. Metoda byla dostate¢né citliva
a selektivni, ovéem zabyvala se pouze stanovenim BCKA. Proto cilem této prace
bylo rozsifit po€et stanovovanych 2-oxokyselin a vyuzit hmotnostni detektor jako
nastroj pro vyhledavani dalSich, minoritnich 2-oxokyselin

Referenéni hodnoty 2-oxokyselin v plazmé a plné krvi se mezi jednotlivymi
studiemi mirné liSi. Tyto rozdily jsou dany pouzitim rdznych analytickych metod
a pfipravou vzorku. Pailla a kol. uvadéji, ze s rostoucim vékem se hladiny KIV, KIC
a KMV vyznamné snizuji. Divodem muze byt pokles svalové hmoty b&éhem starnuti
[52]. Z 2-oxokyselin, které jsme stanovovali v plazmé a plné krvi, byl PYR v nejvyssi

v v,

a plné krve nebyl dokonce detegovan, coz mlze byt realné, protoze fenylalanin se
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hlavni katabolickou cestou hydroxyluje na tyrosin. PhePYR vznika pfi transaminaci

fenylalaninu, coz je alternativni katabolicka cesta odbouravani fenylalaninu.
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6 ZAVER

Cilem této prace bylo zavést metodu plynové chromatografie s hmotnostni detekci
pro stanoveni vybranych 2-oxokyselin v biologickych vzorcich. Hlavni naplni této
prace byla vhodna pfiprava vzorkl pro analyzu plynovou chromatografii
a optimalizace separace derivatl vybranych 2-oxokyselin.

NejvhodnéjS§im  derivatizaCnim  Cinidlem pro derivatizaci  oxoskupin
2-oxokyselin, i pres nevyhodu tvorby syn- a anti-isomerl derivata, byl
0-(2,3,4,5,6-pentafluorobenzyl)hydroxylamin. Optimalni koncentrace byla 5 mg/ml
a teplota inkubace 37 °C. Pro derivatizaci karboxylové skupiny 2-oxokyselin byly
nejvyhodnéjsi silylacni Cinidla, jelikoz derivatizace je jednoducha a rychla. Naproti
tomu derivatizace smési methanolu a acetylchloridu ¢&i fluoridem boritym
v 10% ethanolu je Casové naro¢na.

Linearita metody pro v8echny stanovované 2-oxokyseliny byla zachovana
v celém rozsahu testovanych koncentraci, avSak presnost v sérii byla nedostatecna.
Problém je ziejmé& v extrakci derivatl 2-oxokyselin ethylacetatem, kdy se pfidava
k vzorkum chlorid sodny za ucelem zlepSeni extrakce derivatl, ovSem ta je diky tomu
velmi variabilni.

Metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie s fluorescencni detekci,
zavedena na tomto pracovisti pred nékolika lety, je vice citliva i selektivni, avSak byla
zaméfena pouze na stanoveni 2-oxokyselin odvozenych od aminokyselin
s rozvétvenym fetézcem. To byl hlavni ddvod, pro¢ zavést metodu plynové
chromatografii s hmotnostni detekci, protoze hmotnostnim detektorem, na rozdil
od fluorescen¢niho, muizeme na zakladé hmotnostnich spekter ur€it dalsi

2-oxokyseliny, které se ve vzorcich lidské plazmy €i plné krve nachazeji.
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8 PRILOHY
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Pfiloha 1. Chromatograficky zaznam standardu pyruvatu po derivatizaci 50mmol/l
2,4-dinitrofenylhydrazinem a smési methanolu s acetylchloridem. GC-MS podminky: kolona
HP-5 30,0 m, 0,32 mm, di 0,25 um (Agilent, USA), teplota nastfiku 250°C, pratok mobilni
faze (He) 1,54 mil/min, linearni rychlost 45,6 cm/s, teplota iontového zdroje 200°C, teplota
interface 250°C, sken od m/z 35 do m/z 415, rychlost skenovani 2000.

89



(x10,000,000)

. . 1 7
Intenzita
4.0
5
3.0 2
3 4
2 .0
8
6
“"L JM
lflu“.‘“.‘." H‘ JLL‘_-_AJ‘I ‘‘‘‘‘‘‘ e
50 75 100 125 150 175 200 225 250 min

Priloha 2: Chromatograficky zdznam smésného roztoku standardd 2-oxokyselin
po derivatizaci o-fenylendiaminem a N-methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamidem v 1%
trimethylchlorosilanu. Piky: 1, derivat pyruvatu (10,16 min), 2, derivat 2-oxobutyratu
(10,91 min), 3, derivat 2-oxoisovaleratu (11,13 min), 4, derivat 2-oxo-3-methylvaleratu (11,87
min), 5, derivat 2-oxoisokapronatu (12,03 min), 6, derivat oxalacetatu (12,16 min), 7, derivat
2-oxoglutaratu (15,83 min), 8, derivat fenylpyruvatu (16,30 min). GC-MS podminky: kolona
HP-5 30,0 m, 0,32 mm, d; 0,25 um (Agilent, USA), teplota nastfiku 300 °C, pratok mobilni
faze (He) 1,39 ml/min, linearni rychlost 45,6 cm/s, teplota iontového zdroje 200°C, teplota
interface 300°C, start monitorovani MS 3 min, konec monitorovani MS 25 min, sken od m/z
10 do m/z 650, rychlost skenovani 3333.
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Priloha 3: Chromatograficky zaznam smésného roztoku standardd 2-oxokyselin (standard
S6) po derivatizaci O-(2,3,4,5,6-pentafluorobenzyl)hydroxylaminem a N,O-bis(trimethylsilyl)-
trifluoroacetamidem. Piky: 1, derivat pyruvatu (16,23 min), 2, prvni isomer derivatu
2-oxobutyratu (16,68 min), 3, prvni isomer derivatu 2-oxoisovaleratu (17,83 min), 4, druhy
isomer derivatu 2-oxobutyratu (18,01 min), 5, druhy isomer derivatu 2-oxoisovaleratu
(18,98 min), 6, prvni isomer derivatu 2-oxo-3-methylvaleratu (20,92 min), 7, druhy isomer
derivatu 2-oxo-3-methylvaleratu (21,09 min), 8, prvni isomer derivatu 2-oxoisokapronatu
(21,67 min), 9, druhy isomer derivatu 2-oxoisokapronatu (22,44 min), 10, prvni isomer
derivatu 2-oxokapronatu (23,46 min), 11, druhy isomer derivatu 2-oxokapronatu (24,63 min),
12, derivat 2-oxoglutaratu (34,42 min), 13, derivat fenylpyruvatu (34,81 min). GC-MS
podminky: viz pfiloha 2, jen SIM méd (m/z 73 a 181).
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Priloha 4: Chromatograficky zaznam smésného roztoku standardd 2-oxokyselin (standard
S6) po derivatizaci 0-(2,3,4,5,6-pentafluorobenzyl)hydroxylaminem  a methanolem
s acetylchloridem. Piky. 1, derivat pyruvatu (11,78 min), 2, prvni isomer derivatu
2-oxoisovaleratu (13,28 min), 3, derivat 2-oxobutyratu (13,79 min), 4, druhy isomer derivatu
2-oxoisovaleratu (14,80 min), 5, prvni isomer derivatu 2-oxo-3-methylvaleratu (16,50 min),
6, druhy isomer derivatu 2-oxo-3-methylvaleratu (17,71 min), 7, derivat 2-oxoisokapronatu
(18,37 min), 8, derivat oxalacetatu (25,30 min), 9, derivat 2-oxoglutaratu (29,44 min),
10, derivat fenylpyruvatu (33,12 min). GC-MS podminky: viz priloha 2, jen SIM méd (m/z 73
a 181).
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Priloha 5: Chromatograficky zaznam nulového standardu po derivatizaci O-(2,3,4,5,6-penta-
fluorobenzyl)hydroxylaminem a N-methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamidem a extrakci
derivatu do diethyletheru. Chromatografické podminky: viz pfiloha 2, jen sken m/z od 10
do m/z 650.
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