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ANOTACE

Tato diplomova prace se zabyva validaci metody kapalinové chromatografie s hmotnosti
detekcei pro stanoveni a-tokoferolu ve vzorku suché kapky krve a optimalizaci pfipravy vzorku
suché kapky krve. Teoreticka Cast je vénovana funkci vitaminu E a jeho isofomy a-tokoferolu
v organismu. Déle je zde popséana technika suché kapky krve, jeji vyhody, nevyhody a pouZziti.
Nakonec jsou popsany moznosti stanoveni a-tokoferolu v biologickych vzorcich s diirazem na
kapalinovou chromatografii a hmotnostni spektrometrii. V experimentalni ¢asti je popsan
zpusob piipravy vzorku a podminky stanoveni a-tokoferolu. Dale je zde popsano pouziti

vyvinuté metody pro analyzu vzorkl suché kapky krve od dobrovolnych dérc.

KLICOVA SLOVA

a-tokoferol, sucha kapka krve, kapalinova chromatografie, hmotnostni spektrometrie

TITLE

Determination of a-tocopherol in human blood obtained by dried spot technique

ANNOTATION

This diploma thesis deals with the validation of a liquid chromatography method with mass
detection for the determination of a-tocopherol in a dried blood spot sample and the
optimization of the preparation of a dried blood spot sample. The theoretical part is devoted to
the functions of vitamin E and its a-tocopherol isoform in the body. Furthermore, the technique
of dried blood spot, its advantages, disadvantages and uses are described here. Finally, the
possibilities of a-tocopherol determination from biological samples are described with
emphasis on liquid chromatography and mass spectrometry. The experimental part describes
the method of sample preparation and conditions for the determination of a-tocopherol.
Furthermore, the use of the developed method for the analysis of samples of dried blood spot

from voluntary donors is described here.

KEYWORDS

o—tocopherol, dried blood spot, liquid chromatography, mass spectrometry
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SEZNAM ZKRATEK

APCI chemicka ionizace za atmosférického tlaku (z angl. atmospheric pressure

chemical ionization)

CD36 transmembranovy glykoprotein (z angl. cluster of differentiation)

CEC kapilarni elektrochromatografie (z angl. capillary electrochromatography)
CF cysticka fibroza

COX cyklooxygenaza

CYP cytochrom P450

DAD detektor diodového pole (z angl. diode array detector)

DBMS sucha kapka matetského mléka (z angl. dried breast milk spot)

DBS sucha kapka krve (z angl. dried blood spot)

DPS sucha kapka plazmy (z angl. dried plasma spot)

DUS sucha kapka moce (z angl. dried urine spot)

ED elektrochemicky detektor (z angl. electrochemical detector)

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova (z angl. ethylenediaminetetraacetic acid)
EIl elektronova ionizace (z angl. electron ionisation)

ELISA imunochemicka metoda pouZivajici enzym ke znaceni (z angl. enzyme-

linked immunosorbent assay)

ERY erytrocyty

ESI elektrosprejova ionizace (z angl. electrospray ionization)

FLD fluorescen¢ni detektor (z angl. fluorescence detector)

GC plynova chromatografie (z angl. gas chromatography)

GC-FID spojeni plynové chromatografie s plamenove ionizacnim detektorem

(z angl. gas chromatography-flame ionization detector)

GC-MS plynova chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii (z angl. gas

chromatography-mass spectrometry)

HDL lipoproteiny o vysoké hustoté (z angl. high-density lipoproteins)



HIV

HPLC

Htc

ICM

IS

LC-MS

LC-MS/MS

LCM

LDL

LLE

LPL

miRNA

MRM

MS

NK

NP-HPLC

NS

PBS

PCR

PFSPE

virus lidské imunitni nedostate¢nosti (z angl. human immunodeficiency

virus)

vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (z angl. high-performance liquid

chromatography)
hematokrit

metabolity se stfedn¢ dlouhym fetézcem (z angl. intermediate-chain

metabolites)
vnitini standard (z angl. internal standard)

kapalinova chromatografie spojend s hmotnostni spektrometrii (z angl.

liquid chromatography-mass spectrometry)

kapalinova chromatografie spojend s tandemovou hmotnostni spektrometrii

(z angl. liquid chromatography with tandem mass spectrometry)
metabolity s dlouhym fetézcem (z angl. long-chain metabolites)
lipoproteiny o nizké hustoté (z angl. low-density lipoproteins)
extrakce kapalina-kapalina (z angl. liquid-liquid extraction)
lipoproteinova lipaza

mikro-ribonukleova kyselina (z angl. micro ribonucleic acid)
mod multiplexni analyzy (z angl. multiple reaction monitoring)
hmotnostni spektrometrie (z angl. mass spectrometry)

pfirozeni zabijeci (z angl. natural killer)

vysokoucinna kapalinova chromatografie na normalni fazi (z angl. normal

phase high-performance liquid chromatography)

novorozenecky screening

fostatovy pufr (z angl. phosphate buffered saline)

polymerazové fetézové reakce (z angl. polymerase chain reaction)

extrakce tuhou fazi s pouzitim nanovlaken (z angl. packed fibre solid-phase

extraction)



PKC

PKU

Q

QqQ
QTOF

QTRAP

RP-HPLC

SCM
SFE
SIM
SPE
SRM
TDM
TLC

UHPLC

uv
Vis
VLDL
a-T

a-TTP

proteinkindza C

fenylketonurie (z angl. phenylketonuria)
kvadrupol (z angl. quadrupole)

trojity kvadrupol

spojeni kvadrupo6lu s analyzatorem doby letu (z angl. quadupole time-of-

flight)
spojeni kvadrup6lu s analyzatorem linedrni iontové pasti

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie na reverzni fazi (z angl. reversed

phase high-performance liquid chromatography)

metabolity s kratkym fetézcem (z angl. short-chain metabolites)
extrakce superkritickou tekutinou (z angl. superctitical fluid extraction)
mod monitorovani vybraného iontu (z angl. selective ion monitoring)
extrakce na pevné fazi (z angl. solid phase extraction)

mod monitorovani vybrané reakce (z angl. selected reaction monitoring)
monitorovani hladin 1€k (z angl. therapeutic drug monitoring)
chromatografie na tenké vrstvé (z angl. thin layer chromatography)

ultra vysokoucinnd kapalinova chromatografie (z angl. ultra high-

performance liquid chromatography)

ultrafialova oblast (z angl. ultraviolet)

viditelnd oblast (z angl. visible)

lipoproteiny o velmi nizké hustoté (z angl. very low-density lipoproteins)
a-tokoferol

transportni protein pro a-tokoferol
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UvVoD

V soucasnosti se globalné potykdme s nariistem nejriznéjSich civiliza¢nich chorob. Mnoho
z nich je z velké €asti zpiisobeno pfedevsim nevhodnym Zivotnim stylem, stresem a Spatnou
vyzivou. Pravé tpravou nutrice 1ze dosdhnout zlepseni celkového zdravotniho stavu. Vitamin
E, nejvice jeho isoforma a-tokoferol, je diilezitou mikrozivinou rozpustnou v tucich. Nejcastéji
ho pfijimame v rostlinnych olejich a jeho nedostatek zpiisobuje neurologické potize, snizeni
obranyschopnosti, nebo poruchy funkce gonad. V organismu ma vitamin E tadu dulezitych
funkei, nejvyznamnéjsi z nich je jeho antioxidacni aktivita, kdy chrdni bunééné membrany pred
poskozenim volnymi radikdly a tim pomahd zpomalovat starnuti a ma protinddorové
a protiinfekéni ucinky. Plsobi také preventivné proti rozvoji diabetu ¢i aterosklerézy a ma
pozitivni G¢inky na tvorbu gamet, zvySuje plodnost a podporuje ¢innost nervového systému.
Bylo zjisténo, Ze jeho metabolismus je uzce spojen s metabolismem lipoproteinti a cholesterolu

a navzajem se také ovliviiuji.

Technika suché kapky krve (DBS) je forma odbéru biologickych vzorkd, pii které je
krev nasata na specialni filtracni papir a vysusena. VysuSené vzorky lze snadno odeslat do
laboratote a analyzovat riznymi metodami. V poslednich letech nabyva pouZiti techniky DBS
na vyznamu, protoZe tato metoda vykazuje velké vyhody ve srovnani s konvenénim odbérem
krve. Jsou jimi naptiklad potieba nizkych objemi krve, snadné pieprava, skladovani a ukladani
do biobank, minimalni invazivita a snadna automatizace. V klinické praxi je technika DBS
vyuzivdna v novorozeneckém screeningu, sérodiagnostice, metabolomice, terapeutickém
monitorovani 1€k a v mnoha dalSich odvétvich. Aktualné je také studovano pouziti této

techniky v rdmci pandemie koronaviru pro detekci protilatek proti SARS-CoV-2.

Analyza o-tokoferolu byla v minulosti provadéna zejména HPLC s detekci UV, FLD
nebo MS. Zvlastni diiraz je kladen na extrakci a-tokoferolu z biologické matrice a na upravu
vzorku pted vlastni analyzou. Zna¢né usnadnéni vSech téchto kroka predstavuje oproti odbéru
plné krve praveé technika DBS. I ptes jeji velky potencial vyuziti v analyze a-tokoferolu, bylo
zatim provedeno malo studii s vyuZitim této techniky. V literatuie je popsana pouze jedina

metoda zalozend na spojeni DBS a LC-MS/MS pro stanoveni tokoferolt.

Tato prace je zamécfena na validaci metody stanoveni a-tokoferolu kapalinovou
chromatografii s hmotnostni detekci ze vzorku suché kapky krve a na optimalizaci ptipravy

vzorku DBS.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Vitamin E a a-tokoferol

Vitamin E patii mezi vitaminy pfirodniho pivodu rozpustné v tucich a v organismu ma
vyznamné biologické ucinky. Pouze fotosyntetické organismy, rostliny, fasy a sinice, stejné

jako houby, koraly, houby a plasténci, maji schopnost syntetizovat tyto slouceniny [1, 2].

1.1.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti a-tokoferolu

Chemicky je vitamin E skupina 8 isomert zahrnujici 4 tokoferoly (a-, B-, y- a 6-)
a 4 tokotrienoly (a-, B-, y- a 8-), které se 1i$i nasycenim svého postranniho fetézce a stupném
methylace chromanolového kruhu (hydrofilni 6-chromanol) v poloze 5" a 7'. Zatimco
tokoferoly maji nasyceny postranni fetézec (alifaticky fytylovy postranni fetézec), tokotrienoly
maji nenasyceny isoprenoidni postranni fetézec obsahujici tfi dvojné vazby (nenasyceny
farnesylovy postranni fetézec) (obrazek 1). Pfirozené se vyskytujici tokoferoly obsahuji tii
chirélni centra s konfiguraci R v poloze 2', 4" a 8, jsou tedy RRR. Na chromanolovém kruhu je
pfipojena jedna hydroxylova skupina, ktera je donorem vodikovych atomti a podmifuje
antioxida¢ni Uc¢inek. Vedlejsi hydrofobni fetézec je ptiCinou dobré rozpustnosti v tucich
a zajist'uje snadny prinik do bunéénych membran. Biologicky nejaktivnéjsi formou v téle savci

je a-tokoferol (a-T), coZ je dominantni forma vitaminu E nachazejici se v krvi a tkanich [2-11].

chromanolovy kruh hydrofobni postranni fetézec

I\ A
I L |

Ry

HO fytylovy fetézec tokoferoly '
l l tokoferol/tokotrienol | Ri | R:
- CH; | CH3
Ry O Yon CH,
CH HsC B- CH; | H
3 = e H |CH
Y- 3
Ry . 0- H | H
Ho farnesylovy fetézec
[ |
)(\/3’ 7
R; 07 Moy W Y\/1\ cH,  tokotrienoly
CHg At HsC
HsC

Obrazek 1: Struktura tokoferolt, tokotrienold a rozdily ve struktufe jejich isoforem, pievzato a upraveno z [12]
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Sumdarni vzorec a-tokoferolu je CiaoHs0O2, pfesny nazev dle IUPAC (z angl.
International Union of Pure and Applied Chemistry) potom (25)-2,5,7,8-tetramethyl-2-
[(45,85)-4,8,12-trimethyltridecyl]-3,4-dihydrochromen-6-ol.  Molekulovd  hmotnost je

430,7 g/mol. Strukturni vzorec je uveden na obrazku 2.

CH4
HO

CH,
CH,4 HsC

Obrazek 2: Strukturni vzorec a-tokoferolu

1.1.2 Prijem a nedostatek vitaminu E s jeho projevy a diisledky

Vitamin E, respektive o-tokoferol, je v potravé pfijiman nejcastéji v rostlinnych olejich.
Hlavnimi zdroji tokoferolt jsou mandlovy a dal$i oleje, jako naptiklad ofechovy, olivovy,
slunecnicovy, fepkovy, kukufi¢ny, Inény a sojovy. Tokotrienoly lze nalézt v oleji z palmovych
a ryzovych otrub, pSeni¢nych kli¢cich, jeCmeni, ovsu, liskovych ofiScich a kukufici. Dal§imi
zdroji v potravé jsou salat, maslo, maso savcti a mléko. Vyskytuje se také v matefském mléce,
kde prevladajicim stereoisomerem je pfirozené¢ se vyskytujici RRR-a-tokoferol. Dale se
pouziva v dopliicich stravy, konkrétné all-rac-a-tokoferol, syntetickd racemickd smés

8 stereoisomeru [13]. Vitamin E se ni¢i béhem kuchyniské Upravy, jako je naptiklad smaZeni

[14].

vV

pozadavky na vitamin E jsou v soucasné dobé omezeny pouze na a-tokoferol, protoze je to
jedina forma, kterd dokaze zvratit nedostatek vitaminu E a Zzadnd jind forma vitaminu E se

v lidském organismu nedokéze ptevést na a-tokoferol [8].

Nedostatek vitaminu E zapficinuje neurologické potiZe, sniZeni obranyschopnosti
nebo poruchy funkce gonad. U novorozenci pak jeho nedostatek muze vyvolat anémii.
Symptomy se obvykle rozvijeji u predCasné narozenych déti, kojencti a dospélych
s malabsorpci tuku, onemocnénim jater nebo genetickymi chorobami [15]. Diky lipofilni
povaze a-tokoferolu mohou poruchy vstiebavani lipidi ze stieva (chronické steatorea, cysticka

fibroza nebo pfi resekci stieva) vést k priznakiim jeho nedostatku [5, 16]. Extrémné nizké
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hodnoty o-tokoferolu v téle mohou vést k onemocnéni zvanému ataxie s nedostatkem
vitaminu E. Jedna se o vzacnou poruchu zpliisobenou mutaci v genu koédujicim transportni
protein pro a-tokoferol (a-TTP). Pacienti s timto onemocnénim maji schopnost absorbovat
isoformy vitaminu E ve stieve, ale maji extrémné Spatnou schopnost jej zadrzet. Kromé ataxie,
zpisobuje t€zky nedostatek a-tokoferolu kardiovaskuldrni onemocnéni, rakovinu a Sedy zakal

[17-19].

Potfeba a-tokoferolu se zvySuje pii zvySeném piijmu nenasycenych tukll nebo pfii
zvySené expozici kysliku. V porovnani s jinymi vitaminy rozpustnymi v tucich je vitamin E
relativné malo toxicky. Dlouhodobé uZzivani vysokych davek zhorSuje vstiebavani vitaminu K

[4, 5, 16].

Primérny pfijem a-tokoferolu u lidi je 12 mg/den, ale jeho pfijem v potravé a hladiny
v plazm¢ vykazuji znacné rozdily mezi jedinci. Podle pravidel Evropského ufadu pro
bezpec¢nost potravin vydanych v roce 2015, byl u dospélych navrzen adekvatni pfijem pro

a-tokoferol 13 mg/den pro muze a 11 mg/den pro Zeny [7, 20, 21].

1.1.3 Metabolismus a-tokoferolu

Absorpce tokoferoli a tokotrienolll ve stievé se pohybuje od 20 do 80 % z celkového piijatého
mnozstvi a je niz§i nez u ostatnich vitaminl rozpustnych v tucich. MnoZstvi absorbovaného
vitaminu E zé&visi na rozdilech v matrici potravy, ktera tento vitamin dodava. Napftiklad alkohol
inhibuje vstfebavani vitaminu E. Studie také prokazaly nizkou biologickou dostupnost isoforem
vitaminu E z matrice jablek a vysokou biologickou dostupnost z matrice bandnti, chleba a salatu

[22].

Vysledky mnoha studii prokazaly, ze zivo€ichové (véetné lidi) pfednostné absorbuji
ptirozeny stereoisomer RRR-a-tokoferol diky afinité a-TTP k formam s konfiguraci R [10, 23].
Plazma a télesné tkan€ jsou z 90 % nasyceny a-tokoferolem, zatimco ostatni formy vitaminu E

jsou degradovany a vylucovany [24-26].

Ukézalo se, ze transmembranové proteiny hraji klicovou tlohu v absorpci vitaminu E
sttevem. Pivodné se piedpokladalo, ze absorpce vitaminu E probihd pasivni difuzi ptes
membranu enterocytll. V pozd¢jsich letech se ukazalo, ze absorpce je také zprostiedkovana,
alespon Castecné, tiemi skupinami proteinti: NPC1L1 (protein vazajici se na mediator absorpce

cholesterolu; z angl. Niemann-Pick Cl-like 1 protein), SRB1 (scavenger receptor tiidy B,
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typu 1; z angl. scavenger receptor class B type 1) a CD36 (z angl. cluster of differentiation).
Tyto tfi proteiny jsou popisovany hlavné jako transportéry cholesterolu, ale mohou vazat i jiné

substraty [11, 27, 28].

Ve stieve je vitamin E spolu s dal$imi lipidy zabalen do micel, které jsou vychytavany
receptory. Ve stievnich epitelidlnich bunikach je vitamin E inkorporovan do chylomikronti nebo
HDL (z angl. high-density lipoproteins) prostfednictvim ABCA1 (ATP vazajici transportni
protein pro cholesterol, z angl. ATP-binding cassette subfamily A member). Vitamin E je v krvi
transportovan lipoproteiny a erytrocyty. Po vstupu do krevniho ob&hu prochazeji chylomikrony
rekonstrukénim  procesem  spocivajicim  pfedevSim v  hydrolyze triacylglycerolt
lipoproteinovou lipazou (LPL), jejimz vysledkem je tvorba chylomikronovych zbytki. Cast
forem vitaminu E je vychytdvana extrahepatdlni tkani a zbyvajici ¢ast vitaminu E

inkorporovaného ve zbytcich chylomikront je vychytavana jatry [12, 29].

Ze vsech isoforem, je pouze a-tokoferol vazan a-TTP, ktery jej pfenasi k lipoproteintiim
a do dalSich ¢asti téla. a-TTP zprostfedkovava zaclenéni a-tokoferolu do VLDL (z angl. very-
low-density lipoproteins) a sekreci téchto komplexii do krevniho obéhu. V krvi jsou VLDL
katabolizovany na LDL (z angl. low-density lipoproteins) a HDL LPL. Katabolismus VLDL
zpisobuje, ze se a-tokoferol vyskytuje soucasné ve vsech vyse uvedenych typech lipoproteint.
a-Tokoferol, ktery je dodavan do LDL, je pfenaSen do tkani, kde plni své funkce (obrazek 3)
[30-32].
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Obrazek 3: Zjednodusené schéma transportu a metabolismu vitaminu E

(LPL, lipoproteinova lipaza; LDL, lipoproteiny o nizké hustoté; VLDL, lipoproteiny o velmi nizké hustot¢;
HDL, lipoproteiny o vysoké hustoté; ABCA1, ATP vazajici transportni protein pro cholesterol; a-TTP,
transportni protein pro a-tokoferol; LCM, metabolity s dlouhym fetézcem; SCM, metabolity s kratkym fetézcem;
ICM, metabolity se stiedn¢ dlouhym fetézcem; FFA, mastné kyseliny), pfevzato a upraveno z [12]

Zpocatku se predpokladalo, Ze metabolismus o-tokoferolu probihd otevienim
chromanolového kruhu a naslednou degradaci postranniho fetézce, kdy vznikaji pouze dva
metabolity, kyselina a-tokoferonova a jeji lakton, a-tokoferonolakton, tzv. Simonovy
metabolity [33, 34]. V pozdé¢jsich letech byly definovany dal§i metabolické drahy po objevu
dal§ich metaboliti a-tokoferolu s neporusenym chromanolovym kruhem. Metabolismus
isoforem vitaminu E zahrnuje o-hydroxylaci (faze I) na alkoholovy derivat 13'-OH,
katalyzovanou CYP4F2 (cytochrom P450), ktera probiha v endoplazmatickém retikulu
jaternich bunék. Tyto produkty jsou povaZzovany za metabolicky meziprodukt faze I a omezuji
akumulaci lipofilniho vitaminu [35, 36]. Oxidovana hydroxylova skupina vede k tvorbé
13'-COOH metabolith s dlouhym fetézcem (LCM, z angl. long-chain metabolites) plisobenim
aldehyddehydrogendzy.  Nasleduje série  B-oxidaci v peroxisomech za  vzniku
karboxychromanoll se sttednim fetézcem, 11'-COOH, 9'-COOH (ICM, z angl. intermediate-
chain metabolites) a oxidaci v matrix mitochondrii vznikaji karboxychromanoly s kratkym
fetézcem 7'-COOH, 5-COOH (SCM, z angl. short-chain metabolites). Kone¢nymi produkty

metabolismu vitaminu E jsou karboxyethylhydroxychromanoly (CEHC), oznaCované jako
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3’-COOH SCM. Metabolity jsou vylucovany z téla moci a stolici [37]. V lidské moci se

metabolity nachazeji ve volné formé nebo jako sulfaty ¢i glukuronidy [38, 39].

Tokoferoly i tokotrienoly se akumuluji v mnoha tkanich, mimo jiné v jatrech,
nadledvinach a tukové tkani [12, 40]. Odhaduje se, Ze 90 % celkového mnozstvi vitaminu E je
akumulovano v tukové tkani, predev§im v kapkéach lipida adipocyti [41]. Vitamin E
akumulovany v tukové tkani se skladd ze dvou tfetin z a-tokoferolu a z jedné tretiny

z y-tokoferolu [42].

1.1.4 Biologické funkce

Kromé nejpodstatnéjsi antioxidacni aktivity vSech isoforem vitaminu E, existuji dalsi dilezité
ucasti na regulaci homeostazy lipida a lipoproteint, lékovych interakci a regulace vlastniho
metabolismu metabolitd [38, 43]. Pfiznivy dopad na lidské zdravi mulze také vyplyvat
ze schopnosti modulace signaliza¢nich procesti buiikky a genové exprese u zanétli a poruch
imunitniho systému, Ne&kolika zplsoby také posiluje bunikami zprostiedkovanou imunitu

[44-46].

a-Tokoferol se pouzivd k prevenci a 1écbé rakoviny a onemocnéni centralniho
nervového, imunitniho a kardiovaskuldrniho systému. Existuji urcité dikazy, ze zpomaluje
progresi vékem podminéné degenerace a je prospésny pii 1écbé diabetu a nealkoholického

onemocnéni jater, piisobi preventivné pti vzniku aterosklerozy [47].

1.1.4.1 Protizanétliva a protinadorova aktivita, regulace homeostazy lipidi
a lipoproteini
metabolity vitaminu E diky specifickym interakcim s enzymy, strukturadlnimi proteiny a lipidy

a transkripnimi faktory [48-51].

a-Tokoferol inhibuje aktivitu proteinkinazy C (PKC), fosfolipazy A2 a cyklooxygenazy
(COX). Inhibice PKC ma za nasledek rtizné dé€je v riznych typech bunék. Ovliviiuje inhibici
agregace krevnich desticek, produkci radikalu oxidu dusnatého v endotelidlnich buiikach,

proliferaci monocyti, makrofagi a neutrofild bun¢k hladkého svalstva a snizuje produkci

vvvvvv
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funkci fosfolipazy A2 je uvoliovani kyseliny arachidonové z membranovych fosfolipidi pro
syntézu biologicky aktivnich eikosanoidi [52, 53]. Dale byl prokazan inhibi¢ni ucinek
metabolith o-tokoferolu, a-9'-COOH a a-13'-COOH, na aktivitu COX, ktera katalyzuje

prozanétlivou produkei eikosanoidii [48, 54].

a-Tokoferol ovlivituje expresi adheznich molekul, produkei cytokini a také scavenger
receptory, zvlasté dilezité pii tvorbé aterosklerotickych pénovych bunck. Makrofagy
vychytavaji oxidovany LDL (oxLDL) prostiednictvim mnoha typli receptori, mezi nimi
scavenger receptoru CD36, ktery se také podili na transportu a-tokoferolu. Exprese CD36 je
sniZzovana o-tokoferolem, zatimco metabolity a-tokoferolu s dlouhym fetézcem (a-13'-OH
aa-13-COOH) ovliviyji vychytavani oxLLDL nezéavisle na CD36. a-tokoferol a jeho
metabolity dokazou inhibovat tvorbu pénovych bunék makrofagi, ¢cimz maji pozitivni vliv

na prevenci aterosklerozy [52, 55, 56].

DalSim zpiisobem, kterym metabolit a-tokoferolu a-13'-COOH inhibuje zanét, je cileni
na 5-lipoxygenazu, kterd katalyzuje pocateéni fazi biosyntézy silnych imunomodulaénich
lipidovych mediatort, leukotriend. Ty hraji hlavni Glohu pfi rozvoji astmatu a alergické rymy

a prispivaji také k oxidativnimu poskozeni DNA [57-59].

Studie zaméfené na protinadorové vlastnosti ukazaly, Ze metabolity a-tokoferolu
a o-tokoferolu zastavily proliferaci v bunécné linii rakoviny lidskych hepatocyti HepG2

[43, 60].

1.1.4.2 Dalsi ulohy a-tokoferolu v regulaci imunitniho systému, pienosu signalu a

genove exprese
toho a-tokoferol reguluje zrani a fungovani dendritickych buné€k, zvySuje aktivitu NK bunék
(z angl. natural killer), a tim posiluje humoralni odpovéd’. Tokoferoly maji také schopnost

modulovat pfenos signalu a genovou expresi [15, 61-63].

a-Tokoferol aktivuje napiiklad koagulacni faktor IX podilejici se na srazeni krve
a Sa-reduktdzu steroidti katalyzujici pfeménu testosteronu na Sa-dihydrotestosteron.
a-Tokoferol také reguluje kaskadu ptenosu signalu nejen na urovni mRNA (medidtorova
ribonukleova kyselina), ale také na tirovni miRNA (mikro-ribonukleovéa kyselina), protoze

miRNA 122a (Gcastnici se metabolismu lipidii)) a miRNA 125b (ucastnici se mechanismu
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zanétu) jsou inhibovéany a-tokoferolem [64]. Bylo zjisténo, ze metabolit a-13-OH zvySuje
expresi genu pro CYP4F2 v lidskych jaternich buiikach HepG2. Tento protein se podili
na metabolismu vitaminu E. To dokazuje, Ze derivaty metabolismu vitaminu E, pfedevsim
a-13'-OH, mohou byt zodpovédné za existenci pozitivni regulacni zpétnovazebné smycky,

ktera se v metabolismu vitaminu E vyskytuje [65].

1.1.4.3 Antioxida¢ni ochrana

Vsechny bunéné membrany obsahuji tuky, které se snadno oxiduji atakem volnych radikald.
Tento proces se nazyva peroxidace lipidi. Tento proces je preruSen pisobenim a-tokoferolu,
ktery je tisickrat nachylnéjsi k reakci s peroxylovymi radikaly nez nenasycené mastné kyseliny
[11, 66]. Chrani tak bunééné membrany pied poSkozenim volnymi radikédly, tim pomaha
zpomalovat stdrnuti a ma protinddorové ucinky. M4 také pozitivni U€inky na tvorbu gamet,

zvySuje plodnost a podporuje ¢innost nervového systému [4].

Antioxida¢ni vlastnosti vitaminu E se uplatiiuji prostfednictvim jeho fenolické
hydroxylové skupiny, ktera ptredava vodik peroxylovym radikalim (obrazek 4) [7, 64].
Kromé toho muze lipofilni konec a-tokoferolu interagovat s lipidy a jinymi molekulami buiky
a chrénit je pfed oxidaci nebo peroxidaci. a-Tokoferoxylovy radikal mé relativné dlouhou
Zivotnost a miize byt redukovan na a-tokoferol ve vodé rozpustnymi antioxidanty, jako je

kyselina askorbova [36, 67].
a —TocOH + ROO* - a —TocO* + ROOH

Obrazek 4: Schéma reakce hydroxylové skupiny a-tokoferolu s peroxylovym radikalem
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1.1.5 Uloha tokoferolii p¥i 16¢bé nékterych onemocnéni
Tokoferoly se uzivaji jako antilipidemika [68], antidiabetika [69] a pii1 1éCbe obezity [70]
a nealkoholické steatohepatitidy [71].

-----

pfi suplementaci a-tokoferolu u zdravych jedincti nebyl dosazen. Stalo se tak pouze u téch, kteti
trpéli nedostatkem a-tokoferolu. Piijem vysokych davek a-tokoferolu je spojen se zvySenim
celkové mortality a mtize zhorsit prabeh infekce dychacich cest u starSich osob. Tyto neptiznivé
ucinky mohou byt vysvétleny komplexni interakei riiznych forem vitaminu E se signalizaci
zanétu, nebo biotransformaci xenobiotik. Potencidlni ucinek a-tokoferolu na enzymy
biotransformujici xenobiotika mohou komplikovat nebo v nékterych ptipadech dokonce ptisobi

proti funkci daného 1€civa [9, 72-74].
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1.2 Technika suché kapky krve

Technika suché kapky je forma odbéru biologickych vzorkd, pii které jsou biologické tekutiny
nasaty na filtra¢ni papir a vysusSeny. Takto vysuSené vzorky lze snadno odeslat do laboratote
a analyzovat riznymi metodami. Nejznaméjsi je technika suché kapky krve (DBS, z angl. dried
blood spot), znamé jiz vice nez pét desetileti. V poslednich letech nabyva pouziti DBS
na vyznamu, protoze tato metoda vykazuje velké vyhody ve srovnani s konven¢nim odbérem

a analyzou vzorkt krve nebo plazmy [75-77].

Nedavny vyvoj ovéienych metod pro analyzu celé fady analytt z krve ziskané technikou
DBS v riiznych oblastech pouZiti naznacuje vysoky potencidl. Tato technika je pouZitelna pro
farmakokinetické a toxikokinetické studie, stejné jako pro mnoho dalSich obori, jako je

zdravotnicka a forenzni analyza [78].

Existuji také podobné zptsoby odbéru vzorkl s jinymi télesnymi tekutinami, jako je
technika suché kapky moce (DUS, z angl. dried urine spot) uzivana pro stanoveni specifickych
metabolitl v moc¢i odrazejicich ptedchozi piijem 1é¢iva po dobu nékolika hodin az nékolika
dnt, nebo technika suché kapky plazmy (DPS, z angl. dried plasma spot), kde je znacnou
vyhodou to, ze plazma riznych pacientl se nelisi ve viskozité na rozdil od vzorkl plné krve,

nebo technika suché kapky matetského mléka (DBMS, z angl. dried breast milk spot) [75-77].

1.2.1 Odbér, transport a uchovani vzorku suché kapky krve

Odbér vzorkit DBS se provadi pichnutim lancetou do hloubky asi 2 mm do dobfe ocisténé¢ho
mista na prstu, paté nebo noze. Vznikla kapka krve se pak nandsi na filtratni papir nebo
predtisténé terCiky, idealné jedna kapka na tercik. Je tfeba se vyvarovat dotyku v oblasti terciku,
zejména pred aplikaci krve a pfed jejim uplnym zaschnutim. Vzorek krve lze také nanést
kalibrovanou pipetou, ¢imz se zabrani pfipadnym chybam pii odbéru vzorki. Pfed uskladnénim
nebo piepravou je velmi dilezité skvrny upln€ vysusit. Obecné se doporucuje minimalné
2-3 hodiny suseni v otevieném prostoru pii pokojové teploté. Doba schnuti vSak zavisi na typu

papiru a naneseném objemu krve [75, 79, 80].

Po vysuSeni by vzorky DBS mély byt chranény pfed vlhkosti. Pak mohou byt
skladovéany pii pokojové teploté po mnoho tydnil, mésici nebo let, v zavislosti na stabilité
analytu. Nicmén¢ vzorky, které obsahuji nestabilni slouceniny, by mély byt skladovany pii nizsi
teploté. DBS jsou casto skladovany pii pfepravé v uzavieném sacku s vysouSedlem
a uchovavany pfi nizkych teplotach (napt. pfi biobankovnictvi) [81-83].
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Uchovavani v biobance po delsi dobu mlze vést k destabilizaci analyti.
Naptiklad standardni protokol pro uréeni virové zatéze HIV (z angl. human immunodeficiency
virus) vyzaduje skladovani vzorkti DBS pfi teploté nizsi nez -20 °C maximaln¢ 2 roky, nebo ne
déle nez 14 dnt pii pokojové teploté. Podobnad doporuceni jsou také popsana pro skladovani

vzorkli DBS pouzivanych pii screeningu novorozenct a dalSich klinickych testech [84, 85].

Teplota a vlhkost ptimo ovliviiuji spravnou analyzu aminokyselin a metabolitd rutinné
stanovovanych v ramci novorozeneckého screeningu. Pro tento ptipad by vzorky DBS mély
byt skladovéany pii teplotach nizSich nez -20 °C. Uchovavani pii nizSich teplotidch ale neni
feSenim pro vSechny analyty [86, 87]. Pfi analyze aktivity enzymi pro diagnostiku
lysozomalnich poruch u novorozenct, se aktivita enzyma vyznamné snizuje, jsou-li vzorky

skladovany pfi teploté vyssi nez 4 °C [88, 89].

1.2.1.1 Odbérové karty pro techniku suché kapky krve

Odbérové karty pro techniku DBS maji celulozovou (filtraéni papir) nebo necelul6zovou
matrici o specifické velikosti a tloust’ce pora [75]. Komeréné jsou dostupné rizné formaty
odbérovych karet. Vhodny vybér odbérové karty je zalozen na vlastnostech analytu a jeho
pozadavcich na stabilizaci, G¢innosti extrakce a metod¢ analyzy. Mezi zékladni formaty
odbérovych karet patii papirové odbéroveé karty Whatman 903 pouZzivané pii novorozeneckém
screeningu, Ahlstrom 226, a specidlni odbérové karty Flinders Technology Associates (FTA)
Drug Metabolism and Pharmacokinetics (DMPK), které jsou impregnovany latkami pro lyzu
bun¢k a latkami stabilizujici analyty. Odbérové karty FTA Elute jsou pak urceny zejména

pro odbér a purifikaci DNA [75, 90-92].

Jednim z popularnich formatl je odbérova karta Whatman 903 (obrazek 5), ktera je
vyrobena z filtracniho papiru, ktery je umistén v pevném kartonovém ramu pro manipulaci

a znaceni. Na filtra¢nim papiru je vyznaceno pét kruhil pro aplikaci vzorku [93].
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Obrazek 5: Odbérova karta Whatman 903®

Necelul6zové odbérové karty jsou vyhodné pro metody zaloZzené na hmotnostni
spektrometrii (MS, z angl. mass spectrometry). V nékterych ptipadech je nutné pouZzit
antikoagulanty (heparin, EDTA, z angl. ethylenediaminetetraacetic acid), ty vSak mohou

u metod zalozenych na MS zpiisobovat interferenci [75, 92].

1.2.1.2 Extrakce a analyza analyti ve vzorcich ziskanych technikou suché kapky
VysuSené biologické tekutiny na odbérové karté lze ziskat vyseknutim terciku s definovanym
prumérem riznymi d€rovacimi nastroji, ru¢nimi, poloautomatickymi a automatickymi.
Pokud nevznika potteba opakované analyzy nebo archivace vzorku, 1ze pouzit i celd kapka.
Analyty z vyseknutych terc¢ikll lze ziskat pfimo (mikrofluidické metody) nebo extrakci
vhodnym extrakénim rozpoustédlem. Extrakéni rozpousStédlo by mélo byt optimalizovano
podle profilu rozpustnosti analyti s ohledem na minimalizaci extrakce interferujicich
endogennich necistot. Po extrakci jsou vzorky podrobeny analyze vhodnou analytickou

technikou [92, 94, 95].

Pro analyzu analytl ve vzorcich ziskanych technikou DBS je dulezité pouzit vnitini
standard (IS, z angl. internal standard). Jednou z moznosti je spole¢né extrakce IS a analytu,

nebo je IS aplikovan piimo k analyzovanému vzorku [96].
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1.2.1.3 Automatizace pri technice suché kapky krve
V soucasné dob¢ je kladen velky diiraz na co nejvetsi miru automatizace pti odbéru vzorku,
extrakci 1 analyze. Néktera automatizaéni feSeni mohou extrahovat vzorek kontinudlnim

protékanim eluentu ptes filtra¢ni papir s odebranym vzorkem bez vyrazeni terciku [97].

Jsou k dispozici také komercni pfistroje pro plné¢ automatizované online vzorkovani
a analyzu vzorkii DBS, jako ABS2 (Instech Solomon, Pennsylvania, USA) a Culex (BASI,
Indiana, USA). Deglon a kol. (2009) inovovali online analytickou metodu, ve které lze analyty
ve vzorcich DBS analyzovat online desorpci ter¢iku v nerezové cele. Tato online metoda ma
velky potencidl diky sniZeni rtiznych krokli bioanalyzy, jako je centrifugace, extrakce,

vortexovani a dalsi [75].

Automatizaci zahrnujici aplikaci IS pied extrakci vyvinula Svycarska spolecnost
CAMAG. DBS-MS 500 umoziuje pln¢ automatické rozpoznavani vzorkd, piidani IS k DBS
vzorku a pfimou extrakci analytd ze vzorku DBS. Extrakt je veden online do zvoleného

analytického systému (tj. MS), cely systém je po kazdé extrakei vycCistén [75-77].

1.2.2 Historie techniky suché kapky krve

Technika DBS byla poprvé popsana v roce 1913 Ivarem Christianem Bangem, ktery ji pouzil
pro sledovani koncentrace glukdzy v krvi kréalika. O ptl stoleti pozdéji, v roce 1963, se Robertu
Guthriemu (1916-1995; Buffalo, New York) a Susimu podafilo vyvinout metodu pro
semikvantitativni analyzu fenylalaninu pro screening novorozenci na fenylketonurii (PKU,
z angl. phenylketonuria) s vyuzZitim bakteridlniho inhibi¢niho testu. Ten byl vroce 1965
zaveden celoplo$né, a Guthrie se tak stal zakladatelem novorozeneckého screeningu. Zahajeni
celoploSného screeningu si vyzadalo formulovani obecnych pravidel pro jeho provadeéni,
coz uéinili Wilson a Junger v roce 1968 [81, 98, 99-101]. Také v CR byl jako prvni zaveden
novorozenecky screening PKU. Pfiprava a spusténi tohoto screeningu jsou spojeny se jmény

doc. MUDir. Blehové, CSc. a prof. MUDr. Hyanka, DrSc. [101].

V 70. letech 20. stoleti byla technika DBS implementovana do diagnostiky syfilis
a detekce protilatek proti pfiusnicim a spalnickam. Kvuli nartistu poctu onemocnéni HIV
ziskala na zacatku roku 2000 technika DBS pozornost pro monitorovani infekce HIV

[102, 103].
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MS pro analyzu analytii ze vzorkt DBS byla poprvé pouzita v roce 1976 pii kvantifikaci
volnych mastnych kyselin. Pro analyzu malych t€kavych molekul bylo o deset let pozdéji

pouzito spojeni MS s plynovou chromatografii (GC, z angl. gas chromatography) [79, 104].

1.2.3 Vyhody a nevyhody techniky suché kapky krve

V poslednich letech nabyva pouziti techniky DBS na vyznamu, protoze tato metoda vykazuje
velké vyhody ve srovnani s konvencnim odbérem a analyzou vzorkl krve nebo plazmy.
Tyto vyhody zahrnuji potfebu vyrazné nizSich objemii krve a snazsi prepravu (vzorky mohou
byt zaslany do centralizovanych laboratoii k analyze prostfednictvim standardni postovni
zasilky), likvidaci a skladovani, zejména pti okolnich teplotach, a navic je odbér vzorkii DBS
minimaln¢ invazivni (vhodny pro novorozence, malé déti a starsi lidi). To vede ke zjednoduSeni
procesu odbéru krve a vyraznému snizeni ndkladl s tim spojenych. Dale lze v preklinickych
studiich snizit pocet pokusnych zvitat. Dal§imi vyhodami jsou zlepsena klinicka spoluprace
ve vétsich klinickych studiich i u hiife dostupnych populaci a snizeni expozice infekénim agens
laboratornich pracovnikii. V neposledni fadé umoziuje zjednodusené ukladdni do biobank

pro retrospektivni analyzu [75, 76, 79, 80, 82, 105, 106].

Technika DBS je uzitecny néstroj v mnoha odvétvich, avSak stale nenahradil konven¢ni
vzorky plné krve, plazmy nebo séra, nebot’ mé urcitd omezeni, zejména stabilitu a schopnost
poskytovat kvantitativni vysledky. Také doba schnuti je pomérné dlouhd, v zavislosti
na podminkach, jako je typ odbérové karty a objem krve. Krev muize také koagulovat
nebo lyzovat, ¢imzZ se jeji rozloZeni na papirové odbérové karté 1i8i. Viskozita krve méa podobny
dopad na distribuci krve na odbérové karté a vysledky pak mohou byt nespolehlivé. Vzhledem
k malému objemu odebrané krve mlze byt nemozné detekovat vice 1é¢iv najednou. DalSim
omezenim techniky DBS je fakt, Ze ji 1ze kombinovat pouze s vysoce citlivymi analytickymi

metodami a je neadekvatni pro analyty citlivé na vzduch nebo pro t€kavé analyty [92, 102, 107].

Zdroje variability zahrnuji interindividualni rozdily se zvlastnim dirazem na hodnotu
hematokritu (Htc), rozdily v mnozstvi analytu mezi kapilarnim a Zilnim systémem, typ
odbérové karty, heterogenitu v ramci jedné suché kapky (zejména pokud se pro analyzu pouzije
pouze jeji cast), podminky skladovani, pfepravy a archivace a metody piipravy vzorki

[108-112].

Prevladajicim zdrojem variability mezi riznymi subjekty je hodnota Htc. Ta se mize

lisit podle veéku, pohlavi, zdravotniho stavu, zivotniho prostiedi a stavu vyzivy. Z chemického
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a fyzikélniho hlediska by m¢l vzorek krve se zvySenou hodnotou Htc zvySenou viskozitu kvili
vys$Simu procentu erytrocytd (ERY) a viskdzni kapka krve by se méla méné homogenné
rozptylit na filtracnim papiru ve srovnani se vzorkem sniz$i hodnotou Htc [108].
Jednou z moznosti zmirnéni vlivu hodnoty Htc je kontrola celkového objemu krve deponované
na kartu DBS nebo pouziti celé¢ suché kapky krve k analyze. Pokud neni pouzit cely vzorek
DBS, m¢l by se tercik vysekavat ze stejného mista, naptiklad vzdy uprostied vzorku DBS

[113-115].

1.2.4 Klinické vyuziti techniky suché kapky krve

Typickou oblasti pouziti techniky DBS je novorozenecky screening. Technikou DBS je také
umoznéno sledovani pacienti s vrozenymi metabolickymi poruchami, terapeutické
monitorovani 1€kt (TDM, z angl. therapeutic drug monitoring) zejména u novorozenci
a testovani mozného zneuzivani regulovanych latek. Dalsi uziti techniky DBS jsou v odvétvich
metabolomiky, preklinické a klinické farmakokinetiky, toxikokinetiky, forenznich,

biologickych a imunologickych véd [75, 79, 116, 117].

1.2.4.1 Novorozenecky screening

,Novorozenecky screening (NS) je aktivni a celoplos$né (celostatni) vyhledavani chorob v jejich
casném, preklinickém stadiu tak, aby se tyto choroby diagnostikovaly a 1é¢ily diive, nezZ se staci
projevit a zpisobit ditéti nevratné poSkozeni zdravi. Spoc¢iva ve screeningu onemocnéni
na zakladé stanoveni koncentrace specifické latky (event. 1 priikkazu genové mutace) v suché
kapce krve na filtracnim papirku, tzv. novorozeneckeé screeningové karticce, kterd je odebirana

vS§em novorozenclim na uzemi statu.“ [101].

V Ceské republice se od 1. 6. 2016 vysetiuje 18 onemocnéni, mezi které patii
napf. kongenitalni hypotyredza, kongenitalni adrenalni hyperplazie, cysticka fibréza (CF),
PKU, nebo dédicné poruchy latkové vymeény aminokyselin stanovované metodikou tandemové

hmotnostni spektrometrie, ktera mtize zachytit dalSich pfiblizn¢ 20 onemocnéni [101].

Screening se provadi rozborem krve odebrané z paticky novorozence na specidlni
filtra¢ni papir. Vzorek odebira zdravotnik, obvykle v porodnici, béhem prvnich 24-48 hodin
zivota [118, 119]. S pouzitim techniky DBS je moZzné ziskat dostatek DNA pro identifikaci

mutaci v rdmcei NS s vyuzitim polymerazové fetézové reakce (PCR, z angl. polymerase chain
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reaction). Jedinym novorozeneckym screeningovym testem, ktery v soucasnosti vyuziva

analyzu DNA ze vzorkli DBS je diagnostika CF [120, 121].

1.2.4.2 Sérodiagnostika

Technika DBS se pouziva také pro detekci protilatek jako ukazateld infekénich onemocnéni
véetné¢ virovych patogend a bakteridlnich infekci (tetanus, leptospirdza, bruceloza,
leishmanioza). Diagnostiku infek¢nich poruch zalozenou na DNA lze provadét detekei
nukleovych kyselin eluovanych ze vzorkii DBS metodou PCR. Jednd se naptiklad o detekci
lidského cytomegaloviru, diagnostiku HIV, viru Herpes simplex, hepatitidy B, hepatitidy C,
atd. Navic byla také prokazana vhodnost pouziti tohoto levného a ucinného piistupu

pro monitorovani hormonalniho stavu a potravinovych intoleranci [122-126].

1.2.4.3 Dalsi aplikace

V soucasné dobé se dukladné studuje moznost detekce protilatek proti SARS-CoV-2
(taxonomické oznaceni druhu koronaviru; z angl. severe acute respiratory syndrome-related
coronavirus). Cetné studie prokazaly u¢innost techniky DBS pii detekci protilatek s presnosti
srovnatelnou se vzorky séra nebo plazmy. Tato metoda je levnéjsi a jednodussi, takZe miiZe byt
Siroce pouzivana pii pandemii. MliZe byt pouzita nejen k potvrzeni infekce, ale také k testovani

protilatkové odpoveédi stimulované vakcinou [127-129].

Kapalinovd chromatografie spojend s tandemovou hmotnostni spektrometrii
(LC-MS/MS, z angl. liquid chromatography with tandem mass spectrometry) se pro analyzu
vzorkli DBS v biochemické genetice pouziva od 90. let 20. stoleti a bylo prokazéano, Ze miize
vyznamné piispét ke studiu a diagnostice komplexnich metabolickych onemocnéni, jako je

naptiklad diabetes 2. typu [130, 131].
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1.3 Stanoveni a-tokoferolu v biologickych vzorcich

1.3.1 Uprava vzorku pied vlastni analyzou

Tokoferoly se v dusledku jejich lipofilniho charakteru ¢asto nachéazeji v biologickych vzorcich
spojenych se strukturami, jako jsou bunéné membrany, lipoproteiny a tukové kapénky.
Tato skute¢nost téméi vylucuje piimé davkovani neupraveného vzorku do analytického
systému. Je tedy nutné optimalizovat Upravu vzorku pied vlastni analyzou. Vybér vhodného
postupu piipravy vzorku hraje velmi dtlezitou tlohu, protoZze mize ovlivnit dobu analyzy,

citlivost metody a ndklady na celou analyzu [132].

Aby byly a-tokoferol a dalsi tokoly uvolnény z biologické matrice, musi byt v n¢kterych
pripadech pouzita specidlni uprava vzorku. Jedna se o precipitaci bilkovin, saponifikaci, ptidani

antioxidantl pro stabilizaci a-tokoferolu, pfidani vnitiniho standardu a extrakei [133].

1.3.1.1 Precipitace bilkovin

Béznym zplisobem uvoliiovani tokoferolti z makromolekul je precipitace proteind. Provadi se
obvykle ptfidanim organického rozpoustédla k biologické matrici. Obvykle se pouziva methanol
[134], ethanol [133], butanol a acetonitril [135], nebo dodecylsulfat sodny (SDS) [136]. BéZné
pouzivané objemové pomeéry vzorku k precipitatnimu rozpoustédlu jsou 1:1, 1:2, 1:4 a 1:5
(v/v). V disledku vysoké polarity téchto rozpoustédel mize dochdzet ke spolusrazeni
tokoferolli, coz vede k jejich ztratam [132]. Proto se jako vhodnéjsi precipitacni rozpoustédlo
pouziva ethylacetat [137], smés ethanolu s ethylacetatem [138], butanol [139], butanol
s ethylacetatem [139], hexan [139], nebo tetrahydrofuran [140]. Uginnost precipitace proteini
muze byt podpotfena nizkymi teplotami (4 °C), ledovou l4azni, intenzivnim tfepanim, sonikaci
a vicenasobnym opakovanim [132]. Tokoferoly v supernatantu jsou ndsledné extrahovany,
existuje pouze nékolik metod vyuzivajicich jednostupnovou precipitaci proteinii pro extrakci

a-tokoferolu z plazmy a séra [139].

1.3.1.2 Saponifikace

V piipadé nékterych matric (napt. plodova voda, ERY, krevni desti¢cky nebo matetské mléko)
nasleduje po precipitaci proteinti saponifikace, n€kdy oznacovana jako zmydelnéni,
nebo mikrosaponifikace, pro eliminaci interferenci makromolekul hydrofobni povahy. Proces
saponifikace je nejbéznéji provadén 2 nebo 10mol/l hydroxidem draselnym pii pokojové

nebo zvysené teploté (obvykle 30 minut v teplotnim rozmezi 60-80 °C). Silna saponifikace vSak
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muze mit za nasledek Spatnou vytéznost a ztratu analytli a vEétSinou neni nutnd pro extrakci
tokoferolll ze séra nebo plazmy [133, 141]. Po saponifikaci jsou nezmydelnitelné komponenty
obsahujici tokoferoly extrahovany do organické faze a ostatni potencialné interferujici

slouceniny prechazeji do alkalické vodné faze [133].

1.3.1.3 Antioxidanty

Degradace tokoferolti béhem piipravy vzorku, nejcastéji pii saponifikaci a ptisobeni vysokych
teplot, miiZze byt snizena piidanim antioxidantd, jako naptiklad butylovaného hydroxytoluenu
[139], kyseliny askorbové [142, 143], pyrogallolu [144], stejné jako jejich kombinaci
[133, 145].

1.3.1.4 Vnitini standard

V disledku naro¢né extrakce tokoferold z biologického materidlu se pro korekci extrakéniho
postupu doporucuje pouzit IS. Obecné by IS mél mit podobnou strukturu jako analyt, ale nesmi
byt ptitomen v biologickych matricich. Pfidani IS by mélo eliminovat zmény v davkovaném
objemu a ztraty analytu béhem preanalytické faze. Pouzivané IS zahrnuji tokol (demethylovana
chromanolova forma tokoferolu), a-tokoferolacetat [ 146], retinylacetat [147], d-tokoferol [148]
a xantofyl [149]. Nejcastéji se pouziva tokol, ktery se jevi jako idealni IS. Zvlastni kategorii

tvofi znacené IS isotopem, které jsou uzivané pro MS [132, 133].

1.3.1.5 Extrakce kapalina-kapalina

Extrakce kapalina-kapalina (LLE, zangl. liquid-liquid extraction) je vhodna technika
pro extrakci tokoferolll z biologickych matric kviili jejich lipofilni povaze a jeji jednoduchosti.
Kromé toho ma tato technika ale fadu nevyhod, jako naptiklad velkou spotiebu organickych
rozpoustédel a vzorku. Z téchto divodl je LLE ¢asto povazovana za neSetrnou k Zivotnimu
prostiedi. Dnes se Casto voli miniaturizovana verze metody LLE, kterd obvykle vyzaduje
100 nebo 200 pl organického rozpoustédla. Extrakce tokoferolit metodou LLE byla popsana
napiiklad pro vzorky plazmy, krvinek, moci a dalSich biologickych vzorka. Jako extrakéni
rozpoustédlo se témer vyhradné pouzivéa hexan (samostatné nebo s malym mnozstvim ethanolu,
ethylacetatu nebo diisopropyletheru), a to v typickém objemu 0,5-2,0 ml [132]. Po extrakci
tokoferoll v nepolarni fazi se hexanova vrstva odstrani a odpafti pod proudem dusiku [142, 148]

nebo ve vakuu [141].
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Nekteré z dalSich hojné uzivanych rozpoustédel jsou methanol [150], isopropanol [151],
aceton [152], diethylether [ 153] a ethanol [154]. KdyzZ je pro extrakci pouzivan hexan, nasleduje
chromatografie s reverzni fazi, rozpoustédlo musi byt odpafeno a nahrazeno jinym, vice
podobnym mobilni fazi, nebo piimo ji [133]. Extrakce muize byt také zlepSena napiiklad
vortexovanim, pouzitim ultrazvuku [155, 156], nebo horkych cirkulujicich rozpoustédel,

jako u Soxhletovy extrakce [157].

1.3.1.6 Extrakce na pevné fazi

Aplikace extrakce na pevné fazi (SPE, z angl. solid phase extraction) nebo jinych purifika¢nich
systémi na pevné fazi se pouziva pfi stanoveni tokoferolll v rliznych matricich, mnohdy
se pouziva pii analyze plynovou chromatografii spojenou s hmotnostni spektrometrii (GC-MS,
z angl. gas chromatography-mass spectrometry), nebo kapalinovou chromatografii spojenou
s hmotnostni spektrometrii (LC-MS, zangl. liquid chromatography—mass spectrometry).
V literatute bylo popsano pouziti kiemeliny a sorbentti Cis a Csg, pouziti kolon s vazanou fazi

(aminopropyl) nebo lipofilni gelové chromatografie [158-160].

SPE je extrak¢ni technika, kterd je finanéné a ¢asoveé naro¢na, jeji vyhodou je moznost
automatizace a miniaturizace. Nové piistupy poskytuji kratkou dobu extrakce, kdy se pouzivaji
pouze mald mnoZzstvi vzorkl a rozpoustédla. V minulosti byla pro extrakci tokoferold technika

SPE mén¢ vyuzivana ve srovnani s technikou LLE [132].

Mezi sorbenty na pevné fazi pouzivané pro extrakci isomert tokoferolu patii Cg Strata,
Cis Speed, Cg Alltech, Cigs HLB Oasis (polymerni patrony), CsHii a Cs. Na pevnou fazi
se aplikuji riizné objemy vzorkl v zavislosti na typu matrice: 0,25—1,00 ml séra a 0,5 ml ERY.
Jako elucni rozpoustédla se pouzivaji isopropanol, methanol a hexan. Pro proces odpatrovani
obvykle voli vakuovy odpatova¢, odparek je zpravidla rozpuStén v alkoholu (methanol,

ethanol) nebo pfimo v mobilni fazi [135, 159, 161].

Mezi nové SPE techniky se fadi miniaturizovand SPE, neboli extrakce v pevné fazi
s pouzitim nanovldken (PFSPE, z angl. packed fibre solid-phase extraction), online SPE
anakonec byla vyvinuta také pln¢ automatizovand metoda extrakce o-tokoferolu ze séra

[158, 162, 163].

Analyzu mtze ovlivnit zvolené rozpoustédlo pro extrakci, doba extrakce, purifikace

vzorku a dalS$i. K purifikaci pied analyzou HPLC (z angl. high-performance liquid
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chromatography) se pouziva naptiklad chromatografie na tenké vrstvé (TLC, z angl. thin layer
chromatography), SPE, nebo extrakce superktitickou kapalinou (SFE, z angl. superctitical fluid

extraction), coz je nov¢jsi trend extrakce s velkym potencidlem [133].

1.3.2 Konkrétni aplikace ipravy vzorki pro jednotlivé biologické matrice

1.3.2.1 Plazma a sérum

Krev se odebira do zkumavek s EDTA pokrytych hlinikovou f6lii kvili ochrané pied svétlem.
Plazma se oddéluje od krevnich bunék centrifugaci a je skladovana pii -80 °C v tmavych
polypropylenovych zkumavkach. Bylo zjisténo, Ze tokoferoly a IS ve vzorcich plazmy jsou

stabilni pti 4 °C po dobu alespoii 8 hodin [164].

Extrakce a-tokoferolu z lidské plazmy se provadi technikou LLE [165], a to hexanem
[165, 166, 167], nebo smési methanol-hexan [168]. Jako precipitacni Cinidlo se uziva SDS
[165], vychlazeny ethanol (-20 °C) [164, 166] nebo smés acetonitrilu a isopropanolu [165].
Jako IS se pouziva tokol [165], a-tokoferolacetat [164, 166], LCM (5TE-13'-COOH) [168],
nebo izotopové znacené IS pro LC-MS analyzu [169]. Jako antioxidanty se ptidavaji

butylovany hydroxytoluen [165, 168] a kyselina askorbova [168].

Ptiprava vzorkl plazmy zahrnuje pfidani roztoku IS v ethanolu, precipitaci proteind,
techniku LLE s pfiddnim antioxidantu, centrifugaci, odpafeni organického rozpoustédla
v atmosféte dusiku nebo ve vakuové odparce a rozpusténi odparku v rozpoustédle co nejvice
podobnému mobilni fazi. Vzorek se piefiltruje pfes nylonovy filtr (0,20 um), pfenese do vialky
z tmavého skla a probublé Cistym dusikem (odstranéni kysliku pted uzavieni vialky vickem).
Vsechny kroky se provadéji v zatemnéné mistnosti. Vzorek je poté ddvkovan do systému HPLC

[164, 165].

Tokoferoly se ze séra extrahuji smési methanol/isopropanol (80/20, v/v), n-hexanem
[170, 158] nebo smési butanol/ethylacetat [171], precipitacnim ¢inidlem byva methanol [158]

a jako antioxidant se pouziva butylovany hydroxytoluen [171].

1.3.2.2 Erytrocyty a dalSi krevni bunky

Krevni desticky, lymfocyty, polymorfonuklearni leukocyty a erytrocyty jsou z odebrané krve
prvné¢ izolovany. Krev je nejprve odstiedéna a je oddélena plazma bohata na krevni desticky.
Krevni desticky jsou peletovany centrifugaci a tiikrat promyty fyziologickym roztokem
obsahujicim fosfatovy pufr (PBS, z angl. phosphate buffered saline) o pH 7,4 a obsahujicim
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EDTA, aby se zabranilo shlukovani desti¢ek. Promyté desticky jsou resuspendovany v PBS
a alikvoty extrahovany a analyzovany. Erytrocyty se promyvaji fyziologickym roztokem.
Tokoferoly jsou ze vzorku erytrocyti extrahovany hexanem s pfidanym butylovanym
hydroxytoluenem po pfedchozi precipitaci proteinti vychlazenym ethanolem nebo methanolem.
Jako IS se pouziva tokol. Dalsi postup je stejny jako v piipade stanoveni tokoferold v plazmé

nebo séru [165, 172, 173].

1.3.2.3 DalSi biologické vzorky

Hladiny a-tokoferolu v matetském mléce se stanovuji predevSim kvuli vyzivé predCasné
narozenych déti. Vzorky matefského mléka jsou po rozmrazeni homogenizovany za stalého
michani na vodni l4zni zaht4té na 37 °C. Jako antioxidant se pouziva kyselina askorbova,
precipitace proteini se provadi ethanolem a saponifikace hydroxidem draselnym za horka.
a-Tokoferol je extrahovan hexanem. Dalsi postup je stejny jako v piipad¢ stanoveni tokoferolti

v plazmé¢ nebo séru [174].

Ve stolici a moci se stanovuji hladiny metabolitti vitaminu E. Pfiblizné 30 mg vzorku
stolice se homogenizuje ve 2 ml methanolu s pfidanou kyselinou askorbovou (0,2 mg/ml).
Po odstfedéni je organicka vrstva odpafena v atmosféfe dusiku a odparek rozpustén
v methanolu. Jako IS se pouziva LCM, stejné jako v ptipad¢ stanoveni metabolitl vitaminu E

v moci [168].

Byla popsana také metoda LC-MS/MS pro simultanni stanoveni vitaminii rozpustnych
v tucich v plodové vodé. Ke vzorku plodové vody se se ptidéa acetonitril s IS, obsah zkumavky

je odstfedén a supernatant pienesen do vialky [175].

1.3.3 Metody stanoveni a-tokoferolu

Vétsina studii zabyvajicich se stanovenim tokoferolli se zamétuje predevsim na a-tokoferol
a y-tokoferol. V soucasné dobé& stoupl zajem o stanoveni vsSech tokoferolti. Fyzikalni
a chemické vlastnosti tokoferolii naznacuji, ze by mélo byt dosazeno separace vSech isomerti

s vyjimkou piekryvajicich se B- a y-isomera [132].

Vzhledem k tomu, Ze zdsoby v téle a obsah vitaminu E v membrénach je obtizné
stanovit, pouzivd se pro urceni zasoby vitaminu E v téle koncentrace a-tokoferolu v krvi.
Hladina a-tokoferolu je spojena s cirkulujicimi lipidovymi frakcemi, a proto je ¢asto uvadéna

ve vztahu k celkovym lipidim, LDL, cholesterolu nebo triacylglycerolim [176, 177, 178].

39



Tokoferoly 1ze stanovit v Sirokém spektru biologickych vzorkt, jako je sérum [154],
plazma [145], mo¢ [135], tkdn¢ [143], krvinky [149], semindalni plazma [179], plodova voda
[141], stolice [154], mateiské mléko [148], mozkomiSni mok [180] a kolostrum [181].

Pro stanoveni a-tokoferolu samostatné nebo spolecné s ostatnimi antioxidanty v plazmé
¢1 séru se pouziva celd tada chromatografickych metod, jako GC, kapilarni
elektrochromatografie (CEC, z angl. capillary electrochromatography) a HPLC. GC-MS a CEC
se pouzivaji pro stanoveni riznych forem tokoferoll v plazmé, bohuzel jsou ale nepraktické
pro rutinni praxi. GC-MS je ¢asové naro¢nd, nebot’ vyZaduje derivatizaci a u CEC je zase
zapotfebi velkého objemu vzorku. Proto jsou v praxi nejvice vyuzZivané metody HPLC.
Ty mohou byt také ¢asove naro¢né, nékteré vyzaduji precipitaci proteinti a extrakci organickym
rozpoustédlem, to musi byt pfed samotnou analyzou odpateno a odparek rozpustén v mobilni
fazi nebo rozpoustédle podobnému mobilni fazi. Nékteré metody pouzivaji pouze krok
precipitace proteind a supernatant davkuji ptimo do HPLC systému. Tyto metody jsou vSak
méné citlivé, zfeyjme diky ucinku matrice. Prvni test vyuZzivajici HPLC pro separaci vitaminQ
rozpustnych v tucich popsal Vecchi a Oesterhelt v roce 1973. Od t¢ doby bylo vyvinuto nékolik

analytickych metod pro analyzu a-tokoferolu v biologickych vzorcich [165].

Pro analyzu a-tokoferolu v lidském séru nebo plazmé jsou k dispozici rizné metody
detekce zahrnujici UV-Vis (ultrafialova oblast, z angl. ultraviolet; viditelna oblast, z angl.
visible) [182-184], fluorescencni [147, 185, 186] a MS detekci [169, 187, 188], ptipadné dalsi

méné uzivané.

1.3.3.1 Separace tokoferolu a tokotrienoli metodou HPLC

Vysokoucinnéd kapalinova chromatografie je konven¢ni metodou pro stanoveni tokoferolt.
HPLC je pro stanoveni tokoferolti vysoce specificka, citliva, pfesna a relativné rychld, spotfeba
organickych rozpoustédel je mala a HPLC lIze spojit s riznymi detektory. Pro separaci
tokoferolll se pouZzivaji kolony s normalni (NP-HPLC, z angl. normal phase high-performance
liquid chromatography) a reverzni (RP-HPLC, z angl. reversed phase high-performance liquid
chromatography) fazi [134, 164, 189].

Stanoveni koncentrace a-tokoferolu v plazmé metodou HPLC pouzivé rizné mobilni
faze. Preferovdna je RP-HPLC s Cis stacionarni fazi, NP-HPLC se pouziva ztfidka. B&znymi
mobilnimi fazemi jsou napiiklad smés methanolu a vody, acetonitrilu a methanolu s ptidavkem

triethylaminu. Casto se k methanolu piidava tetrahydrofuran. Analyza a-tokoferolu
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se v riznych biologickych vzorkt lisi. Pi stanoveni a-tokoferolu v tkanich se pouziva techniky
NP-HPLC, separace je gradientova a mobilni fazi je n-hexan, smés n-hexanu a 2-propanolu
nebo smés methanolu a vody, pfipadn¢ dihydrogenfosfore¢nanu sodného. Pii stanoveni
a-tokoferolu v buiikkach byla jako mobilni faze pouzita smés acetonitrilu, methanolu a vody

s pridavkem kyseliny trifluoroctové [165].

Pro separaci vSech osmi isomert vitaminu E se pouziva NP-HPLC, pokud jde o separaci

pouze nékterych isomert, 1ze pouzit RP-HPLC [190].

Ultra vysokou¢innd kapalinovd chromatografie (UHPLC, z angl. ultra high-
performance liquid chromatography) se od svého zavedeni v roce 2005 stale vice pouziva pro
analyzu tokoferoli. Ve srovnani s klasickou HPLC umoziiuje UHPLC provadét analyzu pii
vysokych tlacich (nad 40 MPa), a tim dosahnout lepsi u¢innosti separace pii pouziti kolon
s velikosti ¢astic pod 2 um. Vysledkem je vyssi rozliSeni, citlivost a rychlost analyzy. Vysoké
naklady na kolony a potieba specializovaného drahého hardwaru vSak casto brani pouziti

UHPLC pro stanoveni tokoferolll v biologickych vzorcich [183, 185, 191].

1.3.3.2 Detektory poZivané pri metodach vysokotucinné kapalinové
chromatografie pro stanoveni tokoferolii

Nejbéznéjsimi detektory pro stanoveni tokoferolli metodou HPLC, které se dnes pouzivaji, jsou

detektory spektrofotometrické, nebo detektory s diodovym polem (DAD, z angl. diode array

detector). DAD je pokrocilejsSim UV/Vis detektorem béZzné pouZivanym k soucasnému

a kontinualnimu ziskdvani UV/Vis spekter v Sirokém rozsahu vlnovych délek, typicky

190-800 nm (512 fotodiod na desce). Ma velky potencial pro charakterizaci neznamych analytt

ve srovndni s béznym UV/Vis spektrofotometrickym detektorem [192].

Tokoferoly 1ze také detegovat fluorescencnim detektorem (FLD, z angl. fluorescence
detector). FLD jsou vysoce citlivé, mez detekce pro nékteré analyty je v fadu pikogramd, jsou
tak daleko citlivéjsi a selektivnéjsi nez UV/Vis spektrofotometrické detektory. a-Tokoferol
ptirozené fluoreskuje, excitac¢ni vinova délka je v rozmezi 290-298 nm a emisnimi 330-335 nm
[132], nebo 290-296 nm a 325-330 nm [156]. Metoda HPLC-FLD byla pouzita pro stanoveni
a-tokoferolu v mnoha biologickych matricich, jako jsou tkané [188], ERY, leukocyty [172],
plazma [172], nebo lipoproteiny LDL a HDL [194].
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Stanoveni tokoferoli metodou HPLC spojenou s elektrochemickym detektorem (ED,
z angl. electrochemical detector) je vysoce citlivé a specifické. Navic je mozné také mérit
oxida¢ni produkty tokoferolii, coz je velkou vyhodou pfii studiu jejich ulohy pfi oxida¢nim
stresu. Pouziva se jak amperometricka, tak coulometricka detekce. ED je nejvice pouzitelny
pro RP-HPLC. V mobilni fazi musi byt pfitomen elektrolyt, vétSinou se pouzivaji chloristan
nebo chlorid zine¢naty [133]. Citlivost elektrochemickych detektort je v pikogramech [132].
Soucasnym trendem v elektrochemické detekci je vyvoj elektrochemickych senzort pro detekci

vitaminu rozpustnych v tucich [195].

1.3.3.3 Kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekci

Hmotnostni spektrometrie je vykonnou analytickou technikou pouzivanou k identifikaci
a kvantifikaci sloucenin na zaklad¢ jejich molekulové hmotnosti. Tokoferoly a tokotrienoly
jako nepolérni latky s relativné nizkou molekulovou hmotnosti jsou ionizovany chemickou
ionizaci za atmosférického tlaku (APCI, z angl. atmospheric pressure chemical ionization)

nebo ionizaci elektrosprejem (ESI, z angl. electrospray ionization) [137, 196].

APCI je ionizacni technika pracujici za atmosférického tlaku, ktera se fadi mezi
tzv. mékké ionizacni techniky. Podoba se chemické ionizaci, kde se primarni ionty vytvari
ve spreji rozpoustédla. APCI se uZiva pfi analyze polarnich a mélo polarnich tepelné stabilnich
slou€enin s molekulovymi hmotnostmi do 1 500 Da. Analyty jsou pfevedeny do plynné faze
anasledné ionizovany prostiednictvim reakéniho ¢inidla. V koronovém vyboji je reakéni
¢inidlo ionizovano a pifi kontaktu s analytem dojde k pfenosu néboje z jedné molekuly

(reakéniho ¢inidla) na molekulu analytu v zavislosti na elektronové afinité molekul [197, 198].

ESI je ionizani technika pracujici za atmosférického tlaku, ktera se fadi
mezi tzv. mékké ionizacni techniky, protoZe pii ni dochdzi jen k minimalni fragmentaci
molekul. Poprvé byla popsana v roce 1984. Siroké spektrum aplikaci této metody je viak
omezeno na ionogenni a polarni molekuly. Roztok s analytem je pfivadén do iontového zdroje
kapilarou, na kterou je vlozeno vysoké napéti. ZmlZovacim plynem je roztok pfeveden na malé
kapicky s ndbojem. Takto vzniklé velké kapicky jsou piisobenim susiciho plynu zmenSovany,
¢imz dochazi ke zvétSovani povrchového ndboje. Po piekroceni kritické hodnoty povrchového
naboje na kapic¢ce dochazi ke Coulombickym explozim, ¢imz vznikaji mensi kapicky, coz vede
az ke konecnému vzniku iontl, které jsou nasledné vtazeny do hmotnostniho analyzatoru

(obrazek 6) [199-201].
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ESI vyzaduje zavedeni elektrolytu do mobilni fadze nebo doddnim post-kolonove, aby se
umoznila detekce pfirodnich tokochromanold. ESI se casto provadi s pouzitim pozitivniho
modu [168, 169, 175, 202, 203]. Pro stanoveni a-tokoferolu byla také vyuzita APCI v rezimu

pozitivni [138] nebo negativni ionizace [155, 204].
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Obrazek 6: Schéma ionizace elektrosprejem, pievzato a upraveno z [205]

Jednim z konvencnich analyzatori bézn€ pouzivanych pro stanoveni tokold je
kvadrupdl (Q, z angl. quadrupole) nebo linedrni iontova past. V mnoha piipadech se uplatituji
analytické metody s pouZitim tandemové hmotnostni spektrometrie (MS/MS), k tomu
se vyuziva kvadrupo6l spojeny s dalS§im kvadrupolem, s linearni iontovou pasti (QTRAP) [180]

nebo s analyzatorem doby letu (QTOF, z angl. quadupole time-of-flight) [206, 207].

V ramci vSech hmotnostnich analyzatora se v kvantitativnim stanoveni tokochromanoli
jevi jako nejvyhodnéjsi iontové pasti s nejnovejsimi modifikacemi a také trojité kvadrupolové
analyzatory (QqQ) (obrazek 7) [187, 202], a to diky jejich zvysené citlivosti a selektivité,
které zajistuji ziskani presnych vysledkli [206]. Nejvice se vyuziva mod multiplexni analyzy
(MRM, z angl. multiple reaction monitoring) [168, 202, 203, 210], mén¢ pak m6d monitorovani
vybrané reakce (SRM, z angl. selected reaction monitoring) [138]. MRM je vysoce specificka
a citlivd technika pro kvantifikaci analytd. Principem MRM s vyuzitim QqQ je sledovani
specifického pfechodu mezi prekurzorovym a produktovym iontem daného analytu.
Analyty jsou pfevedeny na ionty v iontovém zdroji a vedeny na prvni kvadrupdl. Ten slouzi
jako hmotnostni filtr pouze k izolaci iontii se zvolenou hmotnosti m/z (tzv. prekurzorovy iont).

Druhy kvadrupdl slouzi jako kolizni cela, kde dochdzi na zaklad¢ zvolené kolizni energie

k rozbiti molekuly na jednotlivé fragmenty (tzv. produktové ionty). Tteti kvadrupdl funguje
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jako druhy hmotnostni filtr pro specifikované fragmenty. Vzniklé produktové ionty jsou

detekovany detektorem [208, 209, 211-213].

Kolizni plyn
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Obrazek 7: Schéma trojitého kvadrupolu jako hmotnostniho analyzatoru, pfevzato a upraveno z [214]

Metodou LC-MS nebo LC-MS/MS byl a-tokoferol nebo jeho metabolity a dalsi tokoly
stanoveny v riznych biologickych matricich, jako naptiklad plazmé [169, 210], séru [138],
stolici a moc¢i [210], nebo plodové vodé [175]. Jako IS se pouzivaji o-CMBHC
(z angl. 5-(6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl-chroman-2-yl)-2-methyl-pentanoic acid) [210]
nebo izotopové znacené IS [169, 187, 203]. Nejvice pozivanymi kolonami jsou kolony s RP
[168, 169, 210], eluce je Casto gradientova [168, 169, 202, 207, 210]. Pti uziti MS detekce je
potfeba upravit sloZzeni mobilni faze. Musi se pouzivat t€kavé pufry, jako naptiklad octan
amonny [202, 210], mravencan amonny [169] nebo kyselina mraven¢i [168], a smési
rozpoustédel podporujici ionizaci, jako napiiklad acetonitril [210], isopropanol [207]

nebo methanol [138, 169, 202].

1.3.4 DalSi techniky a metody pro stanoveni tokoferoli v biologickych

vzorcich
Dalsi moznou chromatografickou technikou, ktera naSla uplatnéni pfi separaci a kvantitativni
analyze vitaminli rozpustnych v tucich i ve vodé, je chromatografie vyuzivajici superkriticky

CO; jako mobilni fazi. CO2 se vyznacuje snadno dosazitelnymi kritickymi parametry (31 °C
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a 7,4 MPa) a nizkou viskozitou a vysokou difuzivitou. Jako kolony se pouzivaji kolony plnéné

silikagelem (normalni faze) [215].

Existuje také cela fada dalSich metod pro stanoveni tokoferolti v biologickych vzorcich,
které jsou ale mnohdy cCasové ndrocné. Jedna se o metody ELISA (z angl. enzyme-linked
immunosorbent assay) [216], papirové chromatografie [217], chromatografie na tenké vrstvé
[218], nebo HPLC spojena s detektorem rozptylu svétla [133]. Ve vyctu pouzitych metod
pro stanoveni tokoferolii v biologickych vzorcich by neméla chybét ani Ramanova mikroskopie
pro zobrazeni distribuce a-tokoferolu v buitkach a tkanovych fezech [219]. Mezi novéjsi

metody pro stanoveni a-tokoferolu v séru patii metoda zalozena na optickém senzoru [220].

1.3.4.1 Plynova chromatografie

Spojeni GC s plamenové ioniza¢nim detektorem (FID, z angl. flame ionization detector) je
technika, kterd se pro stanoveni tokoferoli jiz dnes tolik nepouziva. Ptiprava vzorku zahrnuje
saponifikaci za tepla, separaci TLC a derivatizaci za vzniku odpovidajicich
trimethylsilylderivati. Trimetylsilylderivaty tokoferold mtzou byt jesté pred nadavkovanim
na kolonu purifikovany technikou SPE [133, 221]. Byly také popsany metody GC-FID

pro stanoveni tokoferoll bez predchozi derivatizace [222].

Pti stanoveni tokoferoll a tokotrienolll technikou GC-MS musi byt tyto slouceniny diky
jejich lipofilnim vlastnostem separovany za pouZiti relativné nepolarnich chromatografickych
stacionarnich fazi. Ve vétSin¢ pfipadi se pouzivd taveny oxid kiemicity s navazanymi
dimethylovymi a fenylovymi skupinami. V ptipad¢ tokolovych derivata jsou Siroce pouZzivany

5% fenyl a 95% dimethylpolysiloxanové faze [158].

Vzhledem k pfitomnosti knihoven sloucenin zaloZenych na fragmentaci pii energii
elektronti 70 eV, je ionizace dopadem elektronti (EI, z angl. electron impact) vyhradné
pouzivanou ioniza¢ni technikou. Diky EI poskytuje fragmentace ve zdroji strukturni informace
vhodné pro kvalitativni 1 kvantitativni analyzu. GC-MS analyza derivati tokolt se obvykle
provadi kvadrupolovym analyzatorem v rezimu plného MS skenu (full scan) nebo modu

monitorovani vybraného iontu (SIM, z angl. selective ion monitoring) [158, 223].
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CiL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo optimalizovat pfipravu vzorku suché kapky krve a validovat
metodu kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci pro stanoveni a-tokoferolu v plné krvi

ziskanou technikou suché kapky krve tak, aby byla co nejvice citliva, specificka a rychla.
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2 EXPERIMENTALNI CAST
2.1 Chemikalie

a-Tokoferol-Ds 500 pg/ml (C20Ha4D6O2), Mr 436,74 (Sigma-Aldrich, Steinheim,

Neémecko)
a-Tokoferolacetat (C31Hs203), Mr 472,74 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
Acetonitril hypergrade pro LC-MS (C2H3N), Mr 41,05 (Merck, Darmstadt, Némecko)

Butylovany hydroxytoluen (BHT; CisH240), Mr 220,40 (Sigma-Aldrich, Steinheim,

Némecko)
Deionizovana voda (H>O), Mr 18,00; G = 0,055 uS
Ethanol (CoH6O), Mr 46,07 (Merck, Darmstadt, Némecko)

Kyselina mravenci pro LC-MS (CHz22), Mr 46,03, w = 0,98-100,00 (Merck, Darmstadt,

Neémecko)
Methanol (CH40), Mr 32,04 (Merck, Darmstadt, Némecko)
Methyl-terc-butylether (CsH120), Mr 88,15 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

n-Hexan (CsH12), Mr 86,18 (Merck, Darmstadt, Némecko)

2.2 Pristroje a pomiicky

Analytické vahy Adventurer™ Pro AV114C (Ohaus, Ninikon, Svycarsko)
Automatickeé pipety (Biohit, Helsinky, Finsko)
Centrifuga EPP-5417R (Eppendorf AG, Hamburg, Némecko)
Dérovaci kleste, pinzeta
Odbérova karta Whatman 903™ (Whatman, GmbH, Dassel, Némecko)
Kédinky, odmérné valce, odmérné banky, zkumavky
Kapalinovy chromatograf (Shimadzu, K;joto, Japonsko)
o Autosampler SIL-20AC
o Hmotnostni detektor LCMS 8045

o Odplynova¢ mobilni faze DGU-20A
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o Ridici systém CBM-20A

o Software LabSolutions, verze 5.97 SP1
o Termostat kolon CTO-40C

o Vysokotlaka ¢erpadla LC-20AD

Kolona Discovery® HS F5 (150 x 2,1 mm; 3 pm), opatfend ochrannou kolonou

Discovery® HS F5 (4 x 2,1 mm; 3 pm) (Supelco, Bellefonte, PA, USA)

Kolona Ascentis® Express C18, 5 um, 150 x 4,6 mm, opatfend ochrannou kolonou

Ascentis® Express C18, 5 um, 5 x 4,6 mm (Supelco, Bellefonte, PA, USA)
Kombinovana chladni¢ka s mrazni¢kou (AEG, Frankfurt nad Mohanem, Némecko)

Odbérové zkumavky s KsEDTA, 9 ml, Vacuette (Greiner Bio-one, Kremsmiinster,

Rakousko)
Odstiedivka Sorvall TC6 (Sorvall® Instruments, Newtown, CT, USA)

Polypropylenové (PP) mikrozkumavky s vickem typu Eppendorf 1,5 ml (Fisher
Scientific spol. s.r.0., Pardubice, CR)

Rotaéni olejova vyvéva CLASSIC VRO-4 (LAVAT, a.s., Radim u Kolina, CR)
Sklenéné vialky se Sroubovacim vickem (Fisher Scientific spol. s.r.o., Pardubice, CR)
Sklené&né inserty (Fisher Scientific spol. s.r.o., Pardubice, CR)

Ultrazvukova cisticka ECOSON (ECOSON, Nové Mesto nad Vahom, Slovensko)
Spektrofotometr UV-1800 (Shimadzu, Kjoto, Japonsko)

Vortex Reax top (Heidolph, Schwabach, Némecko)

Ttepacka Reax top (Heidolph, Frankfurt nad Mohanem, Némecko)

Zatizeni na upravu vody Smart2pure (TKA, Niederelbert, Némecko)
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2.3 Priprava zasobnich a pracovnich roztoki

Piiprava 0.1% roztoku BHT

Pro ptipravu 0,1% roztoku BHT bylo navazeno 0,025g BHT do 25 ml ethanolu.

Piiprava 1% roztoku BHT

Pro ptipravu 1% roztoku BHT bylo navazeno 0,25 g BHT do 25 ml ethanolu.

Piiprava deionizované vody

Deionizovana voda o hodnoté elektrické vodivosti G = 0,055 puS byla vyrobena zafizenim

na upravu vody Smart2pure. Voda byla prefiltrovana skrz nylonovy filtr o porozité 0,2 um.

Piiprava zasobniho roztoku o-tokoferolu o koncentraci asi 1200 pmol/l

Ptiblizné 5 mg o-tokoferolu bylo rozpusténo v 10 ml ethanolu a na zaklad¢ specifického
extinkéniho koeficientu byla vypocitana pifesnd koncentrace o-tokoferolu odpovidajici

jednotkové absorbanci (rovnice 1).

Eé;/"z = 75,8 (absorbance 1% roztoku a-tokoferolu v ethanolu pii A = 292 nm)

Peton " Wx  789-1,32x 107* 10~* mol
- - = 2,417 X —2" — 241,7 ymol /1
¢ M, 430,7 l umol/

Rovnice 1: Vypocet koncentrace a-tokoferolu pti jednotkové absorbanci

Na zakladé namétené absorbance a vypoctené koncentrace, kdy je absorbance rovna jedné, byla

vypocitana koncentrace zdsobniho roztoku a-tokoferolu (rovnice 2)

¢ =c (pti A =1) X absorbance = 241,7 X 0,236 = 57,0 uymol/l

Rovnice 2: Vypocet skute¢né koncentrace zasobniho roztoku a-tokoferolu

Pfed zméfenim absorbance byl zdsobni roztok a-tokoferolu nafedén ethanolem 21x,
aby absorbance odectena na spektrofotometru byla vrozmezi 0,2-1,0, tedy vysledna
koncentrace zasobniho roztoku byla 1198 pmol/l. Takto pfipraveny zasobni roztok a-tokoferolu
byl skladovan pii -80 °C. Pii ptipravé pracovniho roztoku byla vzdy koncentrace zdsobniho

roztoku ovéfena spektrofotometricky.
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Ptiprava zasobniho roztoku vnitiniho standardu o-tokoferolu-Dg v ethanolu

Zasobni roztok isotopicky znaceného vnitiniho standardu byl pfipraven rozpusténim obsahu
vialky o navadzce 2 mg v ethanolu a doplnénim do 100 ml. Koncentrace 20 mg/l odpovida 45,8

umol/l. Roztok byl skladovan piti -80 °C.

Pfiprava pracovniho roztoku vnitifniho standardu a-tokoferolu-Dg 0 koncentraci asi 12 pmol/l

Pracovni roztok IS byl pfipraven ze zéasobniho roztoku a-tokoferolu-Dsv ethanolu
o koncentraci 45,8 puM. Ten byl 4x nafedén ethanolem, ¢imz vznikl pracovni roztok IS

o koncentraci piiblizné 11,5 pmol/l. Roztok byl uchovavan pii -20 °C ne déle neZ 1 mésic.

Piiprava zasobniho roztoku vnitiniho standardu o-tokoferolacetatu o koncentraci asi 500 umol/l

Pro ptipravu zasobniho roztoku IS a-tokoferolacetatu bylo rozpusténo 2,4 mg v 10 ml ethanolu,

vysledna koncentrace byla 508 pmol/l.

Piiprava pracovniho roztoku vnitiniho standardu o-tokoferolacetétu (I) o koncentraci pfiblizné

10 umol/l

Pracovni roztok o-tokoferolacetdtu byl pfipraven ze zasobniho roztoku o-tokoferolacetatu.

Ten byl 50x natfedén ethanolem, ¢imz vznikl pracovni roztok o koncentraci asi 10 pmol/I.

Priprava pracovniho roztoku vnitiniho standardu oa-tokoferolacetatu (II) o koncentraci asi 1

umol/1

Pracovni roztok a-tokoferolacetatu (I) byl 10x nafedén ethanolem.

Priprava elu¢niho ¢inidla (1umol/l a-tokoferolacetat obsahujici 0.1% BHT)

Pro ptipravu 25 ml tohoto elu¢niho ¢inidla bylo smiseno 2500 ul 1% BHT v ethanolu s 50 pl
pracovniho roztoku IS a-tokoferolacetatu (II) a s 22450 pl ethanolu.

Piiprava smési ethanolu a hexanu v pomeéru 1:1 (v/v)

Bylo smichano 10 ml ethanolu s 10 ml hexanu.
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Pfiprava mobilni faze

Mobilni faze byla pfipravena smichanim ACN s deionizovanou vodou v poméru 83:17 (v/v)
s ptidavkem kyseliny mravenci s vyslednou koncentraci 0,1%. MF byla odvzdusnéna 15 min

v ultrazvuku.

2.4 Vzorky suché kapky krve

Vzorky krve byly odebrany technikou DBS od 30 dobrovolnych dérct krve (16 Zen a 14 muzi)
ve vékovém rozmezi 18-67 let s prumérem 41,5 roku. Vzorky byly odebirany na odbérovou
kartu Whatman #903, ktera byla predem osetfena 0,1% BHT v ethanolu. Pfed zahajenim odbéru

krve byl kazdy z dobrovolnych darct poucen o prubéhu studie a podepsal informovany souhlas.

2.4.1 Odbér plné krve a priprava vzorkii pro validaci
Pro optimalizaci piipravy vzorki a validaci metody byla kvalifikovanym zdravotnikem

odebréna vendzni krev od jednoho dobrovolného darce, ktery pfedem poskytl informovany

souhlas. Krev byla odebirdana do zkumavek s KzEDTA.

2.4.2 Odbér vzorki krve na odbérovou kartu

Prst darce krve byl prokrven pod proudem teplé vody a nasledné dikladné vydezinfikovan.
Nasledoval vpich lancetou do prstu do hloubky asi 5 mm. Prvni vznikla kapka krve byla otfena
bunic¢inou a dalsi kapka jiZ byla nakapédna na filtracni papir odbérové karty Whatman #903
oSetteny 0,1% BHT v ethanolu az do Uplného prosaknuti vyznaceného terciku z obou stran.
Odbérova karta byla nasledné ponechéna schnout pii pokojové teploté¢ po dobu 3 hodin a

uchovéna v uzavieném plastovém sacku piti -20 °C po dobu ne delsi neZ jeden meésic.

2.5 Priprava kalibra¢ni rady standardi o-tokoferolu

Byla pfipravena sedmibodova kalibra¢ni fada pro stanoveni a-tokoferolu ve vzorcich DBS.
Koncentrace jednotlivych standardd jsou uvedeny v tabulce 1. Standardy Si-S¢ byly pfipraveny
smichanim plné krve se standardy o dané koncentraci v poméru 19:1 (v/v), tedy 285 ul krve
a 15 pl standardu a-tokoferolu. Jednotlivé koncentrace standardii a jejich pfiprava jsou uvedeny
v tabulce 1. Kalibra¢ni standard So (nulovy standard) byl pfipraven smichanim plné krve
s ethanolem v poméru 19:1 (v/v). Takto pfipravené kalibracni standardy plné krve byly

naneseny (25 pl) na filtracni papir Whatman #903 oSetfeny 0,1% BHT. Odbérova karta
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s nanesenou krvi byla nésledn¢ ponechana schnout pii pokojové teplot¢ po dobu 3 hodin

a uchovana v uzavieném plastovém sacku pii -20 °C po dobu ne delsi nez jeden mésic.

Tabulka 1: Pfiprava jednotlivych kalibrac¢nich standarda pro sestrojeni kalibracni kiivky

Koncentrace Koncentrace Pracovni roztok
Standard o-T v krvi o-T (umol/l) o-T (509 pmol/l) Ethanol (ul)
(umol/l) H (ul)
S1 0,51 10,2 10 490
S2 1,02 20,4 10 240
S3 2,55 50,9 20 180
S4 5,09 101,8 40 160
Ss 10,18 203,6 80 120
Se 25,45 509,2 200 -

2.6 Priprava a zpracovani vzorki pro optimalizaci metody

stanoveni a-tokoferolu ve vzorcich suché kapky krve

2.6.1 Extrakce ¢inidlem obsahujicim a-tokoferol-Ds jako vnitini standard
Pro optimalizaci extrakce bylo pipetovano na odbérovou kartu Whatman #903 oSetienou 0,1%
BHT 30 pl krve. Ptipravené vzorky byly ponechany zaschnout pfi pokojové teploté po dobu 3

hodin a skladovany v uzavieném plastovém sacku pii -20 °C po dobu ne delsi neZ jeden mésic.

2.6.1.1 Volba extrakéniho Cinidla

Pro extrakci bylo testovano 5 moznych extrakénich ¢inidel, a to konkrétné methanol, hexan,
methyl-ferc-butylether, smes ethanolu a hexanu v poméru 1:1 (v/v) a ethanol. Piiprava smési
extrakcénich Cinidel je popsana v kapitole 2.3. Ze vzorku DBS byl vyseknut ter¢ik o priiméru 6
mm, ktery byl pinzetou pienesen do zkumavky typu Eppendorf o objemu 1,5 ml. K terc¢iku
vzorku DBS bylo pfiddno 10 pl pracovniho roztoku a-tokoferolu-Ds (12 pmol/l), 200 pl
extrakéniho €inidla a smés tfepana na tfepacce po dobu 20 min. Smés byla odstfedéna (5 min,
2016 x g), organicka vrstva prenesena do Cisté zkumavky a ke zbytku bylo piidano opét 200 ul

extrak¢niho Cinidla a extrakce opakovana. Extrakéni €inidlo bylo opatrné odpateno v atmosféie
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dusiku, odparek byl rozpustén v 100 pul ACN a smés prevedena do insertu vlozené¢ho

ve sklenéné vialce. VSechny vzorky byly zpracovéany v duplikatu.

2.6.1.2 Doba a pocet extrakei
V ramci optimalizace extrakce byla také testovana doba extrakce (5, 10, 20 a 30 min) a pocet
extrakci 1-3. Postup extrakce byl stejny jako v kapitole 2.6.1.1, jen s riznou dobou extrakce

a poCtem opakovani extrakce.

2.6.1.3 Zpisob extrakce
Pro zvySeni ucinnosti extrakce bylo testovano tfepani nebo sonikace po rizn¢ dlouhou dobu.

Postup extrakce je popsan v kapitole 2.6.1.1.

2.6.2 Extrakce s ¢inidlem obsahujicim a-tokoferolacetat jako vnitini

standard
Pro optimalizaci extrakce s a-tokoferolacetatem jako vnitinim standardem byly pouzity stejné
vzorky, jako v kapitole 2.6.1. Postup extrakce je popsany v kapitole 2.6.1.1, jen vnitinim
standardem byl tokoferolacetat o koncentraci 45,8 pumol/l a a-tokoferol z ter¢iku vzorku DBS
byl eluovan ethanolem obsahujicim 0,1% BHT a extrahovan hexanem. K ter¢iku bylo ptidano
500 pl ethanolu obsahujici 0,1% BHT a 10 ul IS. Po 30minutové inkubaci pfi laboratorni teploté
bylo k smési ptidano 500 pl vody a 1,5 ml hexanu, obsah zkumavky tfepan po dobu 5 minut
a odstfedén (5 min, 2016 % g). Organicka vrstva byla pfenesena do Cisté zkumavky, hexan byl
odpafen v atmosféfe dusiku a odparek rozpustén v 50 pl ACN a smés pienesena do insertu

vialky.

2.6.3 U¢inky matrice

Pro potiebu testovani G€inkli matrice bylo na odbérovou kartu naneseno 15 pl krve od dvou
ruznych dércth (6 vzorki DBS od kazdého darce krve). Postup piipravy vzorku je popsan
v kapitole 2.6.4., jen po spojeni organickych vrstev pii extrakci bylo ke 3 vzorklim ptidano
10 pl standardu o-tokoferolu (asi 2,5 umol/l) a ke 3 vzorkim 10 pl ethanolu (ty slouzily
pro odecet pozadi). Organické rozpoustédlo bylo odpaieno v atmosféie dusiku a odparek

rozpu$tén v 50 pul ACN. Déle byl v duplikatu pfipraven standard a-tokoferolu (2,5 pmol/l).
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Eluéni ¢inidlo (500 pl) bylo smichano s 10 pl standardu a-tokoferolu, organické rozpoustédlo

odpateno v atmosféte dusiku a odparek rozpustén v 50 ul ACN.

2.6.4 Vytéznost metody

Pro uceni vytéznosti metody byly vzorky DBS ptipraveny tak, ze krev (190 pl) byla smichana
s 10 ul standardu a-tokoferolu o riizné koncentraci nebo 10 ul ethanolu (nulovy piidavek, Po).
Na pfedem vyrazeny terc¢ik odbérové karty oSetfeny 0,1% BHT bylo naneseno 10 pl vzorku
a ten byl ponechan schnout pii laboratorni teploté po dobu 3 hodin. K ter¢iku bylo ptidano
500 pl eluéniho Cinidla a obsah zkumavky inkubovan 30 minut pfi laboratorni teploté, poté
pridano 500 pl vody a 1,5 ml hexanu. Obsah zkumavky byl tfepan po dobu 5 minut, odstfedén
(5 min, 2016 x g), organicka vrstva pienesena do Cisté zkumavky, ke zbytku bylo ptfidano
1,5 ml hexanu a extrakce opakovéana. Organické rozpoustédlo bylo odpafeno v atmosféie

dusiku a odparek rozpustén v 50 ul ACN. Vzorky byly zpracovany v triplikatu.

2.6.5 Presnost v sérii a mezi sériemi

Pro urceni pfesnosti metody bylo na odbérovou kartu osetfenou 0,1% BHT naneseno 30 ul krve
s ruznou koncentraci o-tokoferolu (0,5; 2,5; 10,0 umol/l). Od kazdé¢ koncentrace bylo
ptfipraveno celkem 10 vzorki DBS. Vzorky DBS byly do doby analyzy uchovéavany
v uzavieném plastovém sacku pii -20 °C po dobu ne del§i neZ jeden mésic. Od kazdé
koncentrace bylo v jeden den analyzovéano celkem 5 vzorklh DBS (pfesnost v sérii), zbylé
vzorky DBS byly analyzovéany v dal§im dni (2 % 5 vzorka od kazdé koncentrace; pfesnost mezi

sériemi). Postup extrakce byl stejny jako v kapitole 2.6.4.

2.6.6 Utinky hematokritu

Pro ur€eni vlivu hematokritu na koncentraci o-tokoferolu ve vzorcich DBS byla krev
odstfedéna (10 min, 2016 x g, 4 °C), plazma odebrana do ¢isté zkumavky a zbytek plazmy
s leukocyty a trombocyty do odpadu. Plazma a ERY byly smichiany v rizném poméru
pro docileni hodnoty Htc 30, 40, 50 a 60 % (tabulka 2). Vliv Htc byl testovan na 3 hladinach
koncentraci tokoferolu (pfidavek standardu o rizné koncentraci k pIné krvi s riiznou hodnotou
Htc v poméru 19:1, v/v). Ptipravené vzorky krve (40 pl) byly naneseny na odbérovou kartu
Whatman #903 oSetfenou 0,1% BHT, ponechany zaschnout pii pokojové teploté po dobu 3

hodin a do doby analyzy skladovany v uzavieném plastovém sacku pii -20 °C po dobu ne delsi
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nez jeden mésic. Vzorky DBS byly ptipraveny v triplikatu a zpracovany stejné, jak je uvedeno

v kapitole 2.6.4.

Tabulka 2: Pfiprava vzorkt suché kapky krve s riznou hodnotou hematokritu

Hematokrit (%) ERY (ul) Plazma (ul)
30 300 700
40 400 600
50 500 500
60 600 400

2.6.7 Kalibrace
Kalibra¢ni standardy vzorkti DBS byly pfipraveny tak, jak je popsano v kapitole 2.5.

Postup zpracovani vzorku DBS a extrakce a-tokoferolu byly dvoji.

2.6.7.1 Kalibrace s a-tokoferolem-D¢ jako vnitinim standardem

Ter¢ik o priméru 6 mm byl umistén do zkumavky, ptfidano 10 ul pracovniho roztoku
a-tokoferolu-De (12 pmol/1), 200 ul hexanu a obsah zkumavky sonikovdn po dobu 20 min.
Organicka vrstva byla pfenesena do €isté zkumavky, k terCiku pfidano 200 pl hexanu a extrakce
opakovana. Organické rozpoustédlo bylo odpateno v atmosféfe dusiku, odparek rozpustén

ve 100 ul ACN a smés prenesena do insertu vlozeného ve sklenéné vialce.

2.6.7.2 Kalibrace s a-tokoferolacetatem jako vnitinim standardem

Postup extrakce byl stejny jako v kapitole 2.6.4.
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2.7 Priprava a zpracovani vzorki suché kapky krve

od dobrovolnych darcu
Ter¢ik o priméru 6 mm byl vlozen do zkumavky, pfidano 500 pl eluéniho cinidla
(s a-tokoferolacetatem jako IS) a obsah inkubovan 30 min pfi laboratorni teploté. K smési bylo
pfidano 500 pl vody a 1,5 ml hexanu, obsah zkumavky tfepan po dobu 5 minut, odstfedén
(5 min, 2016 x g), horni organicka vrstva pienesena do Cisté zkumavky a ke zbytku ptidano
1,5 ml hexanu pro opakovanou extrakci. Organické rozpoustédlo bylo odpafeno v atmosféie
dusiku, odparek rozpustén v 50 ul ACN a smés byla pienesena do insertu vloZzeného ve sklenéné

vialce.

we

2.8 Analytické parametry metody vysokoucinné kapalinové
chromatografie s hmotnostni detekci pro stanoveni

a-tokoferolu ve vzorku suché kapky krve

Linearita metody

Linearita je schopnost metody poskytovat vysledky testu, které jsou ptimo umérné koncentraci
(mnozstvi) analytu ve vzorku v daném rozsahu. Matematicky feceno, linearita je funkci hodnot,
které 1ze graficky znazornit jako pfimku. Je popisovana jako interval mezi nejniZsi a nejvyssi
naméfenou koncentraci standardniho roztoku, kde mizeme s urcitou pfesnosti a spravnosti

stanovit koncentraci analyzované latky.

Piesnost metody

Ptesnost je definovédna jako mira shody mezi vysledky ziskanymi opakovanou analyzou téhoz
vzorku za pfedem stanovenych podminek. Absolutni pfesnosti nelze dosahnout. Mirou
nepfesnosti je tzv. smérodatna odchylka (SD). Jeji vypocet je uveden v rovnici 3, kde x; je
vysledek jednotlivého méfeni, AVG je aritmeticky prumér a n je pocet méfeni. Mira pfesnosti
je posuzovana variacnim koeficientem (CV), jehoz vypocet je uveden v rovnici 4.
Podle podminek rozliSujeme pifesnost v sérii (opakovatelnost), pfesnost mezi sériemi
(mezilehl4 piesnost) a mezilaboratorni pfesnost. Piesnost metody nemusi byt stejnd v celém
rozsahu koncentraci, tedy nepfesnost lze urcit na riiznych hladinach, nejlépe na takové, ktera je

blizka rozhodovaci hladin€ (napt. horni referencni mez).
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. jZ(xl- — AVG)?

n—1
AVG, aritmeticky primér; x;, naméfend koncentrace analytu ve vzorku; n, pocet vzorkl
(méteni) v sérii

Rovnice 3: Vypocet smérodatné odchylky

SD
CV (%) =~ + 100

SD, smérodatné odchylka; AVG, aritmeticky primér; CV, varia¢ni koeficient
Rovnice 4: Vypocet varia¢niho koeficientu

Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce (limita detekce, LOD, z angl. limit of detection) je definovana jako nejnizsi
relevantni detekovatelné¢ (danou metodou) mnozstvi analytu. LOD lze vypocitat riznymi
zpisoby, kdy samotnd volba vypoctu vychédzi i z pouzité analytické metody. Pravidlem
pro vyhodnoceni LOD, je sjednoceni vypoctu pro veSkeré experimenty v daném souboru,
kdy k vypoctu se pouzije ten vzorec, ktery ndm poskytne nejnizsi hodnotu LOD. V rdmci

separacnich metod se LOD vyjadiuje jako trojnasobek Sumu zakladni linie.

Mez stanovitelnosti (limit kvantifikace, LOQ, zangl. limit of quantification) je

cvwvr

ale 1 stanovit. Na rozdil od LOD se LOQ pocita jako desetinasobek Sumu zakladni linie.

2.9 Chromatografické podminky

Hladina a-tokoferolu ve vzorcich DBS byla stanovena metodou RP-HPLC-MS, a-tokoferol byl

separovan na koloné Discovery® HS F5.
HPLC podminky:
e Isokraticka eluce

e Mobilni faze: ACN/H20, 83:17 (v/v) + 0,1% HCOOH

e Pritok mobilni faze: 0,2 ml/min
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e Davkovany objem vzorku: 5 pl

e Celkova doba analyzy: 20 min

e Teplota autosampleru: 10 °C

e Teplota kolony: 40 °C

MS podminky:

e ESI
o Teplota v iontovém zdroji: 300 °C
o Teplota DL: 250 °C
o Teplota vyhiivaciho bloku: 400 °C
o Pritok zmlzovaciho plynu: 2 1/min
o Pritok susiciho plynu: 10 I/min
o Pritok vyhfivaciho plynu: 10 I/min
o Napéti kapilary: 3 kV

e Disociaéni plyn: 230 kPa

e Loop time: 0,299 s

e Modd: pozitivni MRM, optimalizované MRM piechody jsou uvedeny v tabulce 3.

58



Tabulka 3: Optimalizované podminky pro hmotnostni spektrometr

Reten¢ni
Analyzovana 5 Prekurzor Produkt Q1 Pre CE Q3 Pre
cas
latka (m/z) (m/z) Bias (V) (V) Bias (V)
(min)
a-tokoferol 6,9 431,30 165,25 -15 -19 -18
a-tokoferol-Ds
6,9 437,50 171,35 -15 -21 -13
IS)
a-tokoferolacetat 8,4 473,30 207,10 -20 -20 -20

CE, kolizni energie; Pre Bias, usmérniovaci napéti na kvadrupolech

2.10Zpracovani vysledku

K vyhodnoceni a zpracovani namétenych dat byly pouzity programy MS Excel a LabSolutions.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

V dnesni dobé, kdy roste pocet nejriznéjsich civiliza¢nich chorob, se pozornost celého svéta
obraci ke zptisobu naseho zivotniho stylu, zejména pak k vyzivé. Jednou z dilezitych slozek
vyzivy tvoii mikroziviny rozpustné v tucich, mezi které mizeme zaradit napiiklad karotenoidy
a vitaminy A a E. Jejich nadbytek nebo nedostatek je spojovan s projevy urcitych onemocnéni.

4

Nejvyznamnéjsi tllohou vitaminu E, a to vSech jeho isoforem, je bezesporu jeho antioxidaéni
a 1écb¢ mnoha onemocnéni, naptiklad rakoviny, onemocnéni centralniho nervového systému
nebo imunitniho a kardiovaskularniho systému. Piisobi také preventivné proti rozvoji diabetu

¢i aterosklerdzy [38, 43, 47].

V duisledku toho se v poslednich letech zvysil pocet analyz vSech téchto mikrozivin
v biologickych vzorcich. Simultdnni analyza téchto vitamind, nebo kazdého zvlast,
se provadéji zejména metodou HPLC s UV nebo FLD detekci, anebo detekci MS/MS.
Pted chromatografickou analyzou jsou tyto latky extrahovany z biologické matrice a pouzivaji
se rizné predupravy vzorki, jako je LLE, SPE, nebo precipitace proteini. Nejpouzivangjsi
technikou odbéru vzorkd krve je odbér zilni nebo arteridlni krve a v neposledni fad¢ také
technika DBS. Ackoli ma technika DBS velky potencial pro odbér krve s néslednou analyzou
mikroZivin rozpustnych v tucich, bylo zatim provedeno malo studii, ve kterych se tato technika
pouzivd. Do dne$ni doby byly pro stanoveni o-tokoferolu ve vzorcich DBS publikovany
predevsim prace pouzivajici HPLC s UV detekcei. VSechny tyto publikované metody pouzivaly
pti pripravé vzorki DBS LLE methanolem nebo hexanem. Jako vnitini standard pouzivaly
a-tokoferolacetat a separace probihala na kolondch s vazanou reverzni fazi [164, 224, 225].
V literatufe je dostupna pouze jedind metoda pro stanoveni karotenoidd, tokoferola (a-T, y-T
a d-T) a all-trans-retinolu ve vzorcich DBS LC-MS/MS [224]. Technika DBS se rutinné
pouziva predev§im v ramci novorozeneckého screeningu pro jeji rychlost a jednoduchost
odbéru vzorkl a potencialné by mohla slouzit také pro odbér vzorkl k analyze a-tokoferolu

[101].

Cilem této prace bylo vyvinout dostatecné citlivou, specifickou a rychlou metodu
pro stanoveni a-tokoferolu ve vzorcich DBS, ktera by mohla mit uplatnéni v klinické praxi
v ramci prevence rozvoje civiliza¢nich chorob, jakymi jsou napiiklad rakovina, diabetes

nebo aterosklerdza.
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3.1 Optimalizace podminek kapalinové chromatografie

a hmotnostni detekce

3.1.1 Kapalinova chromatografie

Byla optimalizovana tfada chromatografickych podminek pro dosazeni co nejvyssi citlivosti
a robustnosti metody pro stanoveni a-tokoferolu ve vzorcich DBS. Chromatograficka analyza
a-tokoferolu byla provedena HPLC na reverzni fazi vyuzivajici isokratickou eluci. V ramci
optimalizace byly testovany dvé kolony, Discovery® HS F5 (150 x 2,1 mm; 3 pm), opatfena
ochrannou kolonou Discovery® HS F5 (4 x 2,1 mm; 3 pm) (Supelco, Bellefonte, PA, USA)
a kolona Ascentis® Express C18 (150 x 4,6 mm, 5 um), opatfena ochrannou kolonou Ascentis®
Express C18 (5 x 4,6 mm, 5 um) (Supelco, Bellefonte, PA, USA) s konstantnim vyhtivanim na
40 °C. Kolona Discovery® HS F5 poskytla za danych podminek lepsi tvar piku a rychlejsi
separaci nez kolona Ascentis® Express C18. Slozeni mobilni fize bylo optimalizovano
pro ziskani co nejvétsi intenzity piku a nejkratSiho ¢asu analyzy, kdy byla testovana cela fada
gradientl a isokratickych eluci. Nakonec jako optimalni mobilni faze s nejlepSimi parametry
byla zvolena smés ACN a deionizované vody v poméru 83:17 (v/v) s obsahem 0,1% kyseliny
mravenci. Pritok mobilni faze byl udrZzovan na hodnoté 0,2 ml/min, davkovany objem vzorku
byl 5 pul a celkovy ¢as analyzy 20 min. Chromatograficky zdznam standardu a-tokoferolu Ss

a vzorku od dobrovolného dérce je uveden v piiloze 1 a 2.

3.1.2 Hmotnostni spektrometrie

K detekci a-tokoferolu byl pouzit hmotnostni spektrometr EST a QqQ pracujici v médu MRM.
Pro dosaZeni co nejlepSi odezvy detektoru byla optimalizovana fada parametri. Nejdiive se
provedl SCAN standardii a-tokoferolu a vnitinich standardi v mobilni fazi, jak v pozitivnim,
tak 1 negativnim modu. Pfi tomto méfeni byla zjiSténa vyssi intenzita a menSi pomér S/N
v pozitivnim mddu ionizace pro vSechny testované latky (a-tokoferol 1 oba IS). Dale byla
provedena pro vSechny analyty softwarem fizend optimalizace MRM ptechodi, jednotlivych
hodnot napéti pro fragmentaci a usmériiovaciho napéti na kvadrupoélech. Monitorované MRM
ptechody pro a-tokoferol byly 431,30 > 165,25 (kolizni energie 19 V), pro a-tokoferol-Ds
437,30 > 171,35 (kolizni energie 21 V) a pro a-tokoferolacetat 437,30 > 207,10 (kolizni energie
20 V). Tyto ptechody vykazovaly nejvyssi intenzitu a témer zaddné interference matrice.
Souhrnné tabulka s optimalizovanymi parametry, pfi kterych probihalo méfeni je uvedena

v kapitole 2.9.
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3.2 Volba extrakc¢niho ¢inidla s a-tokoferolem-Ds jako vnitinim

standardem
Pro extrakci a-tokoferolu ze vzorkli DBS bylo testovano 5 moznych extrakénich c¢inidel,
a to konkrétné¢ methanol, hexan, MTBE, smés ethanolu a hexanu v poméru 1:1 (v/v) a ethanol.
Postup zpracovani vzorkl je uveden v kapitole 2.6.1.1. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 4

a grafu 1.

Tabulka 4: Volba vhodného extrakéniho ¢inidla

Priamér
Extrakéni Cinidlo Plocha Pomér ploch k IS
Methanol 133627 + 24590 0,34 £0,11
Hexan 871205 + 103329 0,39+ 0,17
Methyl-ferc-butylether 428219 + 27837 0,17 +£0,02
ethanol a hexan 1:1 (wv) 276078 £0 0,21+0
ethanol 306587 +20010 0,53+ 0,03

pozn.: pro smés ethanol a hexan 1:1 (v/v) nebyly vzorky zméfeny v duplikatu z diivodu ztraty pfi jejich ptiprave

Pramérna plocha pik( a-tokoferolu v zavislosti na typu

2 rozpoustedla
S
_E“: 1200000
<]
= 1000000
‘€ 800000
@
€ 600000
y
o. 400000

; H B

0 [
Hexan Methanol MTBE Ethanol a hexan Ethanol
1:1 (v/v)

Rozpoustédlo

Graf 1: Zavislost prumérné + SD velikosti plochy pikt a-tokoferolu na extrakénim Cinidle

MTBE, methyl-terc-butylether
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Jak je z tabulky a grafu patrné, nejvyssi u¢innosti extrakce bylo dosazeno s pouzitim
hexanu jako extrak¢niho Cinidla. Hexan byl proto vybran pro dalsi optimalizaci a byl nadale

pouzivan.

3.3 Test poctu extrakci a ucinnost tirepani nebo sonikace
po riznou dobu pri extrakci a-tokoferolu ze vzorku suché

kapky krve s a-tokoferolem-Ds jako vnitinim standardem

Pro co nejucinnéjsi extrakcei a-tokoferolu ze vzorku DBS byly testovany rtizné pocty extrakci
(1, 2 nebo 3) a tfepani nebo sonikace pii extrakci po rizné¢ dlouhou dobu (konkrétné 10, 20
nebo 30 min). Postup zpracovani vzorki je uveden v kapitole 2.6.1.2. a 2.6.1.3. Vysledky jsou

uvedeny v tabulce 5 a grafech 2 a 3.

Tabulka 5: Vysledky testu poctu extrakci a i€¢innost tfepani a sonikace pii extrakci

Primér ploch piki

10 min 20 min 30 min

Trepani Sonikace Trepani Sonikace Trepani Sonikace

Plocha Plocha Plocha Plocha Plocha Plocha
1 168625 113788 + 212265 + 230600 + 236607 + 204196 +
extrakce +11662 34296 7767 14306 16876 42434
2 257003 207555 + 191374 + 290492 + 249630 + 213173 +
extrakce +73196 22384 4173 49030 19589 9790
3 258362 + 207746 + 269922 + 301128 + 249630 + 246101 +
extrakce 0 0 0 0 0 0

Pozn.: vzorky pro 3 extrakce nebyly zméfeny v duplikatu z divodu ztraty pfi jejich pfipravé
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Pomér ploch a-tokoferol/a-tokoferol-Dg v zavislosti na
dobé a zpUsobu extrakce
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Graf 2: Zavislost priméru + SD poméru plochy pikd a-tokoferolu a a-tokoferolu-Dg na poctu extrakei a

ucinnosti tiepani nebo sonikace

Vytéznost extrakce a-tokoferolu ze vzorku DBS v
zavislosti na dobé a zplsobu extrakce
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Graf 3: Vytéznost extrakce v zavislosti na Casu a zplisobu extrakce

Jak je wvidét zporovnani plochy a-tokoferolu, ucinnost extrakce byla nejvyssi
pfi sonikaci po dobu 20 min a pfi dvojnasobné extrakci. Jesté¢ k vétSimu nartistu doslo
pfi trojnasobné extrakci, nicméné oproti dvojnasobné extrakci byl zaznamendn nérast a€innosti
extrakce jen o 3,5 %. Rozdil tedy nebyl tak veliky a z hlediska co nejvétsiho zkraceni Casu
pripravy vzorku a analyzy se jevila dvojndsobnd extrakce se sonikaci po dobu 20 min jako

nejvhodnéjsi, a proto byla v dal§im postupu pouzivéana.

Vysledky optimalizace extrakce s o-tokoferolem-D¢ jako IS se ukazaly jako

nehodnotitelné a nevyhovujici vzhledem k vyznamnym ucinklim matrice a vzijemnému
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ovliviiovani IS a a-tokoferolu (problém je vice popsan v nize uvedené kapitole 3.9.1).
Proto se od tohoto postupu ustoupilo a v rdmci dalsi optimalizace se provadéla nejprve eluce

ethanolem a nasledn¢ extrakce hexanem. Jako IS byl nové zvolen a-tokoferolacetat.

3.4 Test poctu extrakci a-tokoferolu ze vzorku suché kapky krve

s a-tokoferolacetatem jako vnitinim standardem

V ramci optimalizace extrakce byl testovan pocet extrakei (1, 2, 3, nebo 4). Postup zpracovani

vzorki je uveden v kapitole 2.6.2.1. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 6 a grafech 4 a 5.

Tabulka 6: Vysledky testu poctu extrakci

Plocha Pomér ploch a-tokoferol/IS  VytéZnost extrakce (%)
1 extrakce 394660 + 46568 0,0075 £+ 0,000146 95,7+2
2 extrakce 352369 + 50662 0,0078 £+ 0,000822 100,0 £ 5
3 extrakce 246089 + 34533 0,0071 £+ 0,000471 89,8+ 6
4 extrakce 318304 + 121093 0,0076 + 0,001271 97,0+ 16

Pomér ploch a-tokoferol/a-tokoferolacetat v
zavislosti na poctu extrakci
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Graf 4: Zavislost poméru plochy piki a-tokoferolu a a-tokoferolacetatu na poctu extrakei
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Vytéznost extrakce a-tokoferolu ze vzorku DBS v
zavislosti na poctu extrakci
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Graf 5: VytéZnost extrakce v zavislosti na poétu extrakei

Jak je patrné z grafického vyhodnoceni, nejvyssi ucinnosti extrakce bylo dosazeno

pfi dvojndsobné extrakci hexanem.

3.5 U¢inky matrice

Jedina publikace zabyvajici se optimalizaci metody stanoveni a-tokoferolu ve vzorcich DBS
LC-MS/MS uvadi ucinky matrice u sledovanych slouc¢enin nizsi nez 17 % [224]. Pro testovani
ucinkl matrice byly pfipraveny a extrahovany vzorky v triplikatu bez a s ptidavkem standardu
a-tokoferolu. Plocha piku a-tokoferolu vzorku bez ptidavku standardu o-tokoferolu byla
odectena od plochy piku a-tokoferolu vzorku s ptidavkem standardu a-tokoferolu a podélena
plochou piku standardu a-tokoferolu v mobilni fazi. Pfiprava vzorkl je uvedena v kapitole

2.6.3. Zjisténé ucinky matrice byly velké, konkrétn€ 141,6 a 138,7 %.

3.6 VytéZnost metody

Jedind publikace zabyvajici se optimalizaci metody stanoveni a-tokoferolu ve vzorcich DBS
LC-MS/MS uvadi vytéznost stanovovanych analytti vyssi nez 72 % [224]. Ptiprava vzork
pro urceni vytéznosti je uvedena v kapitole 2.6.4. Hodnoty vytéZnosti pro jednotlivé ptidavky
standardu o-tokoferolu jsou uvedeny v tabulce 7. Vytéznost metody stanoveni a-tokoferolu

ve vzorcich DBS LC-MS/MS byla ovlivnéna vyznamnymi ucinky matrice.
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Tabulka 7: Vytéznost metody pro stanoveni a-tokoferolu ve vzorcich suché kapce krve

Koncentrace o-T

Koncentrace o-T

Standard teoreticka (umol/l) naméfena (umol/l) Vytéinost (%)
Po - 7,25 -
Py 0,52 1,22+1,28 232,8
P3 2,55 1,70+0,30 66,9
Ps 10,48 11,07+1,15 105,6
Primeér (%) 135,1
CV (%) 52,5

CV, varia¢ni koeficient

3.7 Presnost metody v sérii a mezi sériemi

Byly zvoleny 3 riizné hladiny a-tokoferolu ve vzorcich DBS v rozsahu kalibraéni kiivky (nizka,

stiedni a vysokd), od kazdého vzorku DBS bylo pfipraveno 5 replikatt. Ptiprava vzorki DBS

je popsana v kapitole 2.6.5. Vysledky pfesnosti pro stanoveni a-tokoferolu ve vzorcich DBS

jsou uvedeny v tabulce 8. Hodnoty SD a CV byly vypocitany dle rovnic 3 a 4.

Tabulka 8: Pfesnost metody pro stanoveni a-tokoferolu ve vzorku suché kapky krve

Koncentrace a-tokoferolu (umol/l)

AVG SD CV (%)
Den L M H L M H L M H
1 5,16 7,55 18,04 0,76 0,20 0,87 147 2,6 438
2 3,05 6,92 8,13 0,30 0,11 0,15 98 1,6 1,8
Pramér 4,10 7,24 13,09 0,53 0,15 0,51 12,2 2,1 33

L, vzorek krve s nizkou koncentraci a-tokoferolu; M, vzorek krve se stiedni koncentraci

a-tokoferolu; H, vzorek krve s vysokou koncentraci a-tokoferolu; AVG, aritmeticky pramér;

SD, smérodatna odchylka; CV, variacni koeficient



3.8 Utinky hematokritu

Byl testovan vliv Htc na koncentraci a-tokoferolu extrahovaného ze vzorku DBS. Postup
pripravy vzorkll je uveden v kapitole 2.6.6. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 9 a grafu 6.
Z vysledkt je patrné, Ze u vSech vzorki DBS roste se zvySujici se hodnotou Htc koncentrace

o-tokoferolu.

Tabulka 9: Vliv hematokritu na koncentraci a-tokoferolu extrahovaného ze vzorku suché kapky krve

Koncentrace a-tokoferolu (umol/l)

Htc (%) Bez pridavku Pﬁ:ilzlzfsll;lo,s Pf'i;il:sll;IZ,S Pﬁc:fl:;il;]m,o
AVG SD AVG SD AVG SD AVG SD
30 0,25 0,03 0,32 0,03 2,48 0,04 2,88 0,67
40 1,26 0,28 1,51 0,12 6,77 0,55 7,01 0,10
50 2,38 0,25 3,32 0,00 6,97 0,42 7,34 0,59
60 2,73 0,38 3,25 0,26 10,97 0,23 10,22 0,84
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Graf 6: Vliv hematokritu na koncentraci a-tokoferolu extrahovaného ze vzorku suché kapky krve
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3.9 Linearita metody

Pro urceni linearity metody byla pouzita metoda kalibra¢ni kiivky. Postup pfipravy
sedmibodové kalibra¢ni kiivky pro stanoveni a-tokoferolu ve vzorcich DBS je uveden
v kapitole 2.5. V jediné publikaci zabyvajici se optimalizaci metody stanoveni a-tokoferolu

ve vzorcich DBS LC-MS/MS je uvedena mez detekce 10 nmol/l [224].

3.9.1 Kalibrac¢ni kfivka s a-tokoferolem-Ds jako vnitinim standardem

Ptiprava kalibra¢nich standardii v krvi pouzivajici a-tokoferol-Ds jako vnitini standard je
popséna v kapitole 2.6.7.1. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 10 a grafu 7. Po zjisténi vlivu
zvySujici se koncentrace o-tokoferolu extrahovaného ze vzorku DBS na odezvu IS byla
pripravena kalibra¢ni fada standardl se stejnymi koncentracemi v ethanolu. Vysledky tohoto

meéfeni jsou uvedeny v tabulce 11 a v grafu 8.

Tabulka 10: Plochy a-tokoferolu a a-tokoferolu-Dg kalibra¢nich standardii pfipravenych v krvi

Kalibrace v krvi

f‘iﬁﬁﬁ?ﬁ?ﬁfﬁ Plocha piku IS Plocha piku Pomér ploch piki
(umol/l) a-tokoferolu a-tokoferol/IS
So 0,0 116 699 364 138 0,320
S1 0,5 186 849 314523 0,594
Sz 1,0 226 974 412298 0,551
S3 2,5 554 305 652 419 0,850
S4 5,0 512 436 694 399 0,738
Ss 10,0 723 692 863 324 0,838
Se 25,0 841 051 783 047 1,074
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Kalibrac¢ni kfivka pro stanoveni a-tokoferolu (kalibraéni
standardy pfipraveny v krvi; IS, a-tokoferol-D)
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Graf 7: Kalibra¢ni kiivka pro stanoveni a-tokoferolu ve vzorcich suché kapky krve se standardy pfipravenymi v
krvi

Zavislost poméru pramérnych ploch piku a-tokoferolu a a-tokoferolu-Dg kalibracnich standardii a-tokoferolu
pripravenych v krvi na koncentraci a-tokoferolu

Tabulka 11: Plochy a-tokoferolu a a-tokoferolu-Ds kalibracnich standardti pfipravenych v ethanolu

Kalibrace v ethanolu

Koncentrace

a-tokoferolu Plocha piku IS Plocha piku Pomér ploch piku
(umol/l) a-tokoferolu a-tokoferol/IS
So 0,0 985 842 11 020 0,011
S1 0,5 821 071 56 126 0,068
S2 1,0 1 166 642 150 040 0,129
S3 2,5 1977 122 2139479 1,082
S4 5,0 1157 615 813 962 0,703
Ss 10,0 1 608 161 1912 340 1,189
Se 25,0 2574 417 8162772 3,171
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Kalibrac¢ni kfivka pro stanoveni a-tokoferolu (kalibracni
standardy pfipraveny v ethanolu; IS, a-tokoferol-Dy)
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Graf 8: Kalibra¢ni kiivka pro stanoveni a-tokoferolu ve vzorcich suché kapky krve se standardy pfipravenymi v
ethanolu

Zavislost poméru praimeérnych ploch piku a-tokoferolu a a-tokoferolu-Dg kalibra¢nich standardii a-tokoferolu
ptipravenych v ethanolu na koncentraci a-tokoferolu

Jak je zvysledkll patrné, kalibracni kiivka a-tokoferolu, kdy kalibracni standardy
a-tokoferolu  byly pfipraveny v ethanolu, vykazovala mnohem lepSi parametry
(hodnota R? =0,99) oproti kalibraéni kiivce, kdy kalibra¢ni standardy a-tokoferolu byly
piipraveny v krvi (R?> = 0,82). Bylo zjisténo, e o-tokoferol extrahovany ze vzorku DBS
se v iontovém zdroji navzajem ovliviiyje s vnitinim standardem a-tokoferolem-Ds. Toto tvrzeni
bylo podpofeno kalibra¢nimi kiivkami, kdy kalibra¢ni standardy a-tokoferolu byly pfipraveny
v ethanolu s pfidanim vnitiniho standardu a-tokoferolu-Ds nebo a-tokoferolacetatu (grafy 9
a 10). Z tohoto diivodu byl pro dalsi optimalizaci metody a pro stanoveni a-tokoferolu
ve vzorcich DBS dobrovolnych darct krve zvolen jako vnitini standard a-tokoferolacetat, ktery

se neovliviiyje s a-tokoferolem.
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Graf 9: Zavislost nartstu plochy IS a-tokoferolu-Ds na koncentraci a-tokoferolu v ethanolu

IS = a-tokoferolacetat
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Graf 10: Zavislost nartstu plochy IS a-tokoferolacetatu na koncentraci a-tokoferolu v ethanolu
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3.9.2 Kalibrac¢ni kfivka s a-tokoferolacetatem jako vnitinim standardem

Ptiprava kalibra¢nich standardt a-tokoferolu v krvi, kdy byl jako IS ptfidan a-tokoferolacetat,
je popsana v kapitole 2.6.7.2. Vysledky jsou uvedeny v grafu 11.

Kalibracni kfivka pro stanoveni a-tokoferolu ve
vzorcich DBS
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Graf 11:Kalibra¢ni kiivka pro stanoveni a-tokoferolu ve vzorcich suché kapky krve

Zavislost poméru pramérnych ploch piku a-tokoferolu a a-tokoferolacetatu kalibra¢nich standardid a-tokoferolu
pripravenych v krvi na koncentraci a-tokoferolu

Z grafu je patrné, Zze zavislost poméru primémé plochy piki o-tokoferolu
a a-tokoferolacetatu na koncentraci a-tokoferolu ve standardu je linearni v celém testovaném

rozsahu 0,5-25,0 pmol/l.

Mez detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ) byly uréeny z 5 kalibracnich kiivek.
Jejich vypocet je uveden v rovnicich 5 a 6, kde S, je smérodatna odchylka tiseku kalibracnich
kiivek (intercept) a b je primérna smérnice kalibra¢nich kiivek. Parametry kalibracnich kiivek

jsou uvedeny v tabulce 12.

3,3%S,
LOD = ———=

Rovnice 5: Vypocet meze detekce (LOD) z kalibracnich kiivek

10 x S,
LOQ = ——

Rovnice 6: Vypocet meze stanovitelnosti (LOQ) z kalibracnich ktivek

73



Tabulka 12: Parametry kalibra¢nich kiivek pro stanoveni a-tokoferolu ve vzorcich suché kapky krve

LOD LOQ
2

Analyt  k(AVG) q(AVG) q(SD) R (umoll) (ol
a-Tokoferol ~ 0,06352  -0,04998 0,068554  0,9876 3,56 10,79

k, smérnice; g, isek na ose y (intercept); AVG, aritmeticky primér; SD, smérodatna

odchylka; R?= hodnota spolehlivosti; LOD, mez detekce; LOQ, mez stanovitelnosti

Z divodu vyznamnych ucinkli matrice byla pfipravena kalibra¢ni fada standardii
a-tokoferolu o stejné koncentraci v Cistém rozpoustédle (ethanol), ktera byla zméfena 10x
a pouzita pro vypocet hodnot LOD a LOQ. Hodnoty LOD a LOQ vypoctené z téchto
kalibracnich kiivek byly pro LOD 0,19 umol/l a pro LOQ 0,59 pmol/l, coz jsou hodnoty

porovnatelné s dostupnou literaturou.
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3.10 Stanoveni hladin a-tokoferolu ve vzorcich suché kapky krve

dobrovolnych darcu

Vzorky DBS byly od dobrovolnych darct ziskdny postupem uvedenym v kapitole 2.4
a zpracovany postupem popsanym Vv kapitole 2.7. Hladiny a-tokoferolu byly odecteny
z kalibra¢ni kiivky, jako IS byl pouzit a-tokoferolacetat. Ziskané vysledky jsou uvedeny
v ptiloze 3. Hladiny a-tokoferolu v krvi urcené ze vzorka ziskanych technikou DBS

od dobrovolnych darcii jsou uvedeny v tabulce 13.

Tabulka 13: Hladiny a-tokoferolu v krvi urené ze vzorkli ziskanych technikou suché kapky krve od

dobrovolnych darct

Median Minimum Maximum
(nmol/l) TQR (umol/l) (nmol/l) (nmol/l)
Zeny 1,23 0,22 0,95 1,67
Mutzi 1,15 0,23 1,04 1,87
Vsichni 1,20 0,22 0.95 1,87

IQR, mezikvartilové rozpéti (rozdil mezi 75. a 25. kvartilem)

Hladiny a-tokoferolu ve vzorcich DBS byly v rozmezi 1,20 + 0,20 umol/l. Ve studii
zabyvajici se stanovenim o-tokoferolu ve vzorcich DBS metodou LC-MS/MS uvadégji autofi

u dobrovolnych darcii hladiny 8,34 + 3,08 uM [224].
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ZAVER

Cilem prace bylo optimalizovat pfipravu vzorku DBS a validovat metodu LC-MS/MS
pro stanoveni a-tokoferolu v krvi ziskané technikou DBS. Byla vyvinuta, optimalizovana
aoveéiena dostatecné citliva a rychld metoda pro stanoveni a-tokoferolu LC-MS/MS
ve vzorcich krve ziskanych technikou DBS. Metoda by mohla byt potencidlné vyuzita
pro monitorovani hladiny a-tokoferolu v krvi za ucelem prevence vzniku a rozvoje nekterych
onemocnéni spojenych prevazné s oxidacnim stresem. Hlavni pfednosti techniky DBS
je neinvazivni odbér vzorku krve, skladovani a transport vzorku DBS. Byly optimalizovany
podminky LC-MS/MS a zpracovani vzorku DBS pied vlastni analyzou. Vysledky optimalizace
extrakce s IS a-tokoferolem-Dg byly nepfijatelné a nevyhovujici vzhledem k vyznamnym
ucinkiim matrice a vzajemnému ovliviiovani IS a a-tokoferolu. Bylo zjisténo, Ze a-tokoferol
extrahovany ze vzorku DBS se v iontovém zdroji navzdjem ovliviiuje s a-tokoferolem-De.
Proto pro dalsi optimalizaci metody byl jako IS pouzit a-tokoferolacetat. Pii vyvoji metody
byla optimalizovana fada parametr, jakymi jsou vytéznost, pfesnost a linearita metody.
Metoda byla ovéfena stanovenim hladin a-tokoferolu ve vzorcich DBS 30 dobrovolnych déarct
krve (16 Zen a 14 muzii). Vzhledem k nejednozna¢nym vysledkiim optimalizace i naméfenym
hladindm a-tokoferolu v krvi dobrovolnych darcti, vyznamnym u¢inkim matrice
a nedostatecné vytéznosti a-tokoferolu ze vzorku DBS, bude nutna dalsi optimalizace metody
ptfipravy vzorkli pfed analyzou, ale i vyfeSeni U€inkli matrice na ionizaci a-tokoferolu.

Resenim by mohla byt napiiklad extrakce technikou SPE, & zména podminek chromatografie.
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Piiloha 1: Chromatograficky zaznam stanoveni standardu Ss a-tokoferolu (10,48 umol/l) a a-tokoferolacetatu (0,1 umol/l ) v krvi ziskané technikou suché kapky metodou

HPLC-MS/MS
Piky: 1: a-tokoferol, 2: IS a-tokoferolacetat.

HPLC podminky: mobilni fazi byla smés acetonitrilu a deionizované vody v poméru 83:17 (v/v) s obsahem 0,1% kyseliny mravenci, pritok mobilni faze byl 0,2 ml/min,
davkovany objem vzorku 5 ul, celkovy ¢as analyzy byl 20 min, isokraticka eluce, byla pouzita kolona Discovery® HS F5 (150 x 2,1 mm; 3 um), opatiena ochrannou kolonou
Discovery® HS F5 (4 x 2,1 mm; 3 pm)
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Priloha 2: Chromatograficky zaznam stanoveni a-tokoferolu v krvi dobrovolného darce ziskané technikou suché kapky metodou HPLC-MS/MS (HPLC podminky viz ptiloha
1)

Piky: 1: a-tokoferol, 2: IS a-tokoferolacetat.
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Piiloha 3: Koncentrace a-tokoferolu v krvi dobrovolnych darct ziskanych technikou suché kapky krve

Cislo vzorku Pohlavi Vék Koncentrace (umol/l)
1 7 32 1,04
5 z 59 1,23
7 z 36 1,15
8 7 58 1,67
9 M 60 1,87
10 M 34 1,22
13 7 29 1,35
15 Z 27 1,02
17 Z 29 1,12
19 M 27 1,13
20 M 31 1,28
25 Z 28 1,30
28 M 35 1,52
29 M 31 1,15
33 Z 47 1,35
35 M 30 1,26
36 Z 46 1,31
37 M 18 1,09
41 M 46 1,15
42 7 58 1,52
44 M 40 1,06
45 M 61 1,10
46 7z 49 0,95
49 M 58 1,09
54 M 67 1,43
55 M 60 1,04
56 7 25 1,17
57 Z 36 1,26
58 7 44 1,11
59 7z 45 1,22
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