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ANOTACE

Stanoveni aminokyselin a od nich odvozenych 2-oxokyselin ma kli¢ovou ulohu v
diagnostice vrozenych metabolickych poruch u déti v rdmci novorozeneckého screeningu.
V biochemické laboratofi s klasickym vybavenim se pro stanoveni 2-oxokyselin vyuziva jako
,»Zlaty standard* metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie s fluorescen¢ni detekci, pii
které se 2-oxokyseliny derivatizuji ortho-fenylendiaminem. Jedna se o pomérné citlivou
metodu, avsak ortho-fenylendiamin je vysoce karcinogenni latka.

Tato prace se zabyva stanovenim vybranych 2-oxokyselin v suché kapce krve
metodou HPLC s fluorescen¢ni detekei, s cilem nahradit ortho-fenylendiamin za jiné
nekarcinogenni derivatizaéni cCinidlo a zachovat, ¢ zvysit citlivost dané metody.
Pro derivatizaci vybranych 2-oxokyselin byly zvoleny tfi derivatiza¢ni ¢inidla, 1,2-diamino-
4,5-dimethoxybenzen, 1,2-diamino-4,5-methylendioxybenzen a dansylhydrazin. Pii pouziti
dansylhydrazinu je nevyhodou to, ze tato latka fluoreskuje stejné jako derivaty 2-oxokyselin.
U metody vyuzivajici 1,2-diamino-4,5-methylendioxybenzen jako derivatiza¢ni ¢inidlo se
nam nepodafilo ve vzorku suché kapky krve dostate¢né separovat derivaty vybranych
2-oxokyselin.

Byla zavedena metoda HPLC s fluorescen¢ni detekci pro stanoveni vybranych
2-oxokyselin ve vzorcich suché kapky krve. Jako derivatiza¢ni cCinidlo byl pouzit 1,2-
diamino-4,5-dimethoxybenzen, pficemz vzniklé derivaty mnohem silngji fluoreskovaly
Vv porovnani s metodou vyuzivajici pro derivatizaci 2-0xokyselin ortho-fenylendiamin.
Derivaty 2-oxokyselin byly separovany v systému obracenych fazi (analytickd kolona
LiChroCart 125 x 4 mm, Purospher Star RP-18e, 5 um, opatiena ochranou kolonou
LiChroCart 4 x 4 mm, Purospher Star RP-18e, 5 um) gradientovou eluci. Mobilni fazi A byla
smés acetonitrilu a deionizované vody (25:75; v/v) a mobilni fazi B byl 100% acetonitril.
Piesnost v sérii pro stanoveni vybranych 2-oxokyselin ve vzorcich suché kapky krve byla
vyhovujici, variaéni koeficienty se pohybovaly pod 5 %. Kalibra¢ni kiivky byly linedrni
v rozsahu testovanych koncentraci, s vyjimkou 2-oxobutyratu, kde byl pribéh z nejasnych
divodii kvadraticky. Orienta¢ni hladiny vybranych 2-oxokyselin u 14 dobrovolnych dérct

jsou porovnatelné s literdrnimi udaji. Fenylpyruvat byl detegovan jen u n€kterych darci krve.
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ANNOTATION

The determination of amino acids and keto acids play a key role in the diagnosis of
congenital metabolic diseases, which is part of the new-born screening. The HPLC method
with fluorescence detection is ,,golden standard®, which is used for a determination of keto
acids in biochemical laboratories with a basic equipment. The HPLC method uses ortho-
phenylenediamine for the derivatization of keto acids. It is relatively sensitive method, but
ortho-phenylenediamine is a highly carcinogenic substance.

This thesis deals with the determination of keto acids in dried blood spots by an HPLC
with fluorescence detection and replacing ortho-phenylenediamine with another non-
carcinogenic derivatizing agent to maintain or increase the sensitivity of the method. Three
derivatizing agents were chosen for a derivatization of keto acids, 1,2-diamino-4,5-
dimethoxybenzene, 1,2-diamino-4,5-methylenedioxybenzene and dansylhydrazine. The major
disadvantage of dansylhydrazine is that it emits fluorescence as much as derivatives of keto
acids. We didn’t succeed in a sufficient separation of keto acids in dried blood spots after the
derivatization with 1,2-diamino-4,5-methylenedioxybenzene. The HPLC method with
fluorescence detection of keto acids in dried blood spots was established. 1,2-Diamino-4,5-
dimethoxybenzene was used as the derivatizing agent. The derivatives of keto acids emit
fluorescence much more than the derivatives after the derivatization with ortho-
phenylenediamine. The derivatives of keto acids were separated by reversed-phase HPLC
with gradient elution (an analytical column LiChroCart 125 x 4 mm, Purospher Star RP-18e, 5
um, connected with guard column LiChroCart 4 x 4 mm, Purospher Star RP-18e, 5 um). The
mobile phase A was a mixture of acetonitrile and deionized water (25:75; v/v) and mobile
phase B was 100% acetonitrile. The intra-assay precision of presented HPLC method was
satisfactory, the coefficients of variation were under 5 %. The calibration curves were linear
over the tested range for keto acids except 2-ketobutyrate, calibration curve was quadratic, the
reason is unclear. The orientation levels of selected keto acid in dried blood spots obtained
from 14 volunteers are comparable to literature data. We detected phenyl pyruvate only in

some blood donors.
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Vrozené metabolické poruchy jsou rtiznoroda skupina vzacnych onemocnéni, kterd
vedou Kk pied¢asné smrti novorozencu, nebo je jejich Zivot doprovazen specialni dietou.
Z tohoto diivodu se klade dtiraz na novorozenecky screening. V Ceské republice spada pod
toto vysetfeni 18 onemocnéni postihujici jak metabolismus aminokyselin, tak sacharidid nebo
lipida.

2-Oxokyseliny vznikaji jako meziprodukty odbouravani vyse zminénych latek. V této
praci jsme se zaméfili na stanoveni 2-oxokyselin odvozenych od aminokyselin. Piikladem
vrozenych poruch souvisejici s poruchou metabolismu aminokyselin jsou napiiklad
fenylketonurie, isovalerova acidemie nebo nemoc javorového sirupu, které jsou
diagnostikovany pii hovorozeneckém screeningu. Pii téchto onemocnénich se zvysuji hladiny
2-oxokyselin a dalSich metabolitd aminokyselin Vv té€lnich tekutinach, coz se muze projevit
opozdénym vyvojem nebo dokonce mentéalni retardaci. Jejich stanoveni v biologickych
vzorcich je tedy dilezité pro rychlou a v€asnou diagnostiku, nez se projevi prvni ptiznaky
onemocnéni i ndslednou tc¢innou 1écbu.

Historicky prvni popsana metoda stanoveni 2-oxokyselin byla papirova
chromatografie, ktera se jiz v dne$ni dobé nevyuziva. Nyni se do poptedi dostava
vysokou¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) s fluorescenc¢ni nebo UV detekei. Dalsi
pouzivana metoda pro stanoveni 2-oxokyselin je plynova chromatografie s vyuzitim
hmotnostni nebo plamenové ioniza¢ni detekce. Aby bylo mozné 2-oxokyseliny analyzovat
vySe uvedenymi chromatografickymi metodami, musi byt derivatizovany, jelikoz se jedna o
latky, které nejsou tékavé, neabsorbuji UV zafeni ani nefluoreskuyji.

Pti HPLC metod¢ s fluorescen¢ni detekci se pro derivatizaci 2-oxokyselin nejcastéji
pouziva ortho-fenylendiamin, ktery reakci s 2-oxokyselinami poskytuje vysoce fluoreskujici
derivaty. Na druhou stranu se jednd o vysoce karcinogenni latku. Cilem této prace je zavést
dostatecné selektivni a citlivou metodu HPLC s fluorescencni detekci pro stanoveni
vybranych 2-oxokyselin v suché kapce krve a pro derivatizaci vyuzit vhodné derivatizac¢ni

¢inidlo, u n€hoz nebyla prokazana karcinogenita.
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1 TEORETICKA CAST
1.1 Charakteristika vybranych 2-oxokyselin

2-Oxokyseliny jsou vyznamné meziprodukty v riznych metabolickych drahach.
Vznikaji béhem katabolismu aminokyselin, karboxylovych kyselin a sacharidi. Zajem o
jejich stanoveni se zvysil diky jejich klicové tloze u takovych onemocnéni, jako jsou
fenylketonurie, deficit pyruvatdehydrogenasového komplexu, nemoc javorového sirupu,
laktatova acidoza nebo isovalerova acidemie. Z tohoto divodu je kvantitativni analyza
podstatna jak pro diagnostiku, tak naslednou lécbu. U vysSe zminénych onemocnéni jsou
V séru amoci pozorovany abnormalni hladiny téchto latek. 2-Oxokyseliny s rozvétvenym
fetézcem mohou také poskytnout dalsi informace tykajici se zhorSené funkce organti, napt. pii

popaleninach, sepsich, jaternich poruchach nebo multiorganovém selhani [1, 2, 3].

1.1.1 Pyruvat

Pyruvat, systematickym ndzvem kyselina 2-oxopropanova (obrazek 1), je kone¢nym
produktem glykolyzy. Také vznika pii odbourdvani uhlikatych koster nékterych aminokyselin
(cystein, serin, glycin, threonin a tryptofan) a také transaminaci neesencialni aminokyseliny

alaninu za katalyzy alaninaminotransferasy. Jeho molarni hmotnost je 87,054 g/mol.

H,C—C—C00’
0

Obrazek 1 Strukturni vzorec pyruvatu

Pt1 glykolyze, probihajici v cytosolu buiiky, z jedné molekuly glukosy vznikaji dvé
molekuly pyruvatu. V poslednim kroku glykolyzy (obrazek 2) vznikda pyruvat
z fosfoenolpyruvatu za katalyzy puruvétkinasy, tato reakce je nevratnd. Tento enzym
potiebuje ke své funkci Mg2+ a K" ionty. Je aktivovan fruktosa-1,6-bisfosfatem a insulinem,
naopak je inhibovan glukagonem, adrenalinem, noradrenalinem a adenosintrifosfatem (ATP).
Béhem reakce se ziskava z jedné molekuly adenosindifosfatu (ADP) jedna molekula
adenosintrifosfatu (ATP). Za fyziologickych podminek se pyruvat v téle nehromadi, ale je
transportovan symportem s H* ionty z cytosolu do matrix mitochondrii. Poté je tato 2-

oxokyselina vyuzita pro tvorbu fady dalSich latek.
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C—O0—P—0 ;4» Hsc—ﬁ—coo'
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Pyruvatkinasa

Obrazek 2 Vznik pyruvatu z fosfoenolpyruvatu v poslednim kroku glykolyzy

V matrix mitochondrii probiha oxidativni dekarboxylace, pii které dochazi k preméné
pyruvatu na acetyl-CoA. Tento proces je katalyzovany tzv. pyruvatdehydrogenasovym
komplexem. Sklada se ze tfi enzymi, pyruvatdehydrogenasy, dihydrolipoyltransacetylasy a
dihydrolipoyldehydrogenasy. Oxidativni dekarboxylace se také ucastni 5 kofaktoru
thiamindifosfat, lipoat, koenzym A, flavinadenindinukleotid (FAD) a oxidovany
nikotinamidadenindinukleotid (NAD"). Vznikly acetyl-COA je pak oxidovéan v citratovém
cyklu za zisku 12 molekul ATP.

Pyruvat je v buiice také vyuzit pti glukoneogenezi, pokud nemame dostate¢ny piijem
sacharidi ve stravé. Jedna se prakticky o obraceny proces glykolyzy. Béhem glukoneogeneze
je potieba z pyruvatu ziskat zpétné fosfoenolpyruvat. Jelikoz vznik pyruvétu, katalyzovany
pyruvatkinazou, je nevratny proces, je nutné, aby se tato reakce obesla. Pyruvat nemize prejit
z mitochondrie do cytosolu, proto musi byt v matrix mitochondrii karboxylovan na oxalacetat
Vv ptitomnosti biotinu, ATP a CO,. Ten je pak za katalyzy aspartataminotransferasou
pfeménén na aspartat, ktery se pres tzv. aspartat-malatové kyvadlo dostane do cytosolu. Za
katalyzy stejného enzymu vznikd opét oxalacetat. Naslednou reakci se z oxalacetatu za
katalyzy fosfoenolpyruvatkarboxykinasou vytvoii fosfoenolpyruvat. Nasledujici reakce
glukoneogeneze jsou katalyzovany stejnymi enzymy jako u glykolyzy, jen reakce probihaji
opatnym smérem, kromé vzniku fruktosa-6-fosfatu z fruktosa-1,6-bisfosfatu a glukosy
z glukosa-6-fosfatu. Tyto reakce jsou katalyzované enzymy fruktosa-1,6-bisfosfatasou a
glukosa-6-fosfatasou. Dalsimi substraty pro glukoneogenezi jsou glycerol, glukogenni
aminokyseliny, jejichz odbourdvanim vznikaji meziprodukty citratového cyklu, oxalacetat, 2-
oxoglutarat, fumarat, sukcinyl-CoA. Substratem muze byt také laktat.

Laktat vznikd redukci pyruvatu pii anaerobni glykolyze. Reakce je katalyzovana
enzymem laktdtdehydrogenasou (obrazek 3). Pti anaerobnim odbourdvani pyruvatu jiz
nevznikaji zadné molekuly ATP. Dochézi k regeneraci redukovanych kofaktort NADH+H"
zpét na oxidovanou formu NAD®. Diky tomu pak mize glykolyza dile pokracovat za
nepfitomnosti kysliku. Nejcastéji laktat vznika v erytrocytech, svalovych buiikach, také ktzi

a stfevni sliznici. Laktat je vychytavan z krve jatry a je z néj syntetizovana glukosa. Jedna se
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0 tzv. Coriho cyklus. Pii nadmérné svalové praci, pfi nedostatecném zasobovani kyslikem,

zpusobuji zvySené hladiny laktatu acidozu, ¢imz dochazi ke kie¢im.

HC—C—CO0™ + NADH+H' === HC—CH—COO +NAD'
o Laktatdehydrogenasa OH

Obrazek 3 Anaerobni glykolyza (redukce pyruvatu na laktat)

Abnormalni pomér koncentrace laktat/pyruvat se nachazi u dédi¢nych metabolickych

poruch, jako jsou dychaciho fetézce a deficit pyruvatdehydrogenasového komplexu.

1.1.2 Oxalacetat
Oxalacetat (obrazek 4), nebo-li 2-oxobutandiova kyselina je meziprodukt citratového

cyklu. Jeho molarni hmotnost je 130,055 g/mol. Ucastni se procesu glukoneogeneze. Také
vznikd pfi odbouravani uhlikatych koster aminokyselin aspartatu a asparaginu. Zbylé
glukogenni aminokyseliny se metabolizuji na produkty, které se mohou na oxalacetat
pfeménit, pokud je potieba.
o} o
0=—=C—CH,—C——C==0
\c\)

Obrazek 4 Strukturni vzorec oxalacetdatu

V citratovém cyklu vznikd oxalacetat dehydrogenaci malatu. Tato reakce je
katalyzovana enzymem malatdehydrogenasou za vzniku jedné molekuly NADH+H". Acetyl-
CoA, vznikly oxidativni dekarboxylaci, reaguje s oxalacetatem za vzniku citratu (obrazek 5).
Reakce je nevratna a je katalyzovana citratsynthasou. Poté prob&hne sled reakci vedouci opét
ke vzniku oxalacetatu a Uplnému zoxidovani acetyl-CoA. Vznikly oxalacetat mize poté

kondenzovat s dal$i molekulou acetyl-CoA.

HSCoA  H,C—COO

e A P \ A | )

0 o) Citrdtsynthasa | i
H,C—COO

Obrazek 5 Reakce oxalacetatu s acetyl-CoA za vzniku citratu
Transaminaci oxalacetatu vznika aspartat, ktery v ornithinovém cyklu kondenzuje

S citrulinem za vzniku argininosukcinatu. Reakce je katalyzovana
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argininosukcinatsynthetasou za spotieby jedné molekuly ATP. Dale z oxalacetatu vznika 2-

oxoglutarat, vyznamna 2-oxokyselina ucastnici se transaminac¢nich reakeci.

1.1.3 2-Oxoglutarat
2-Oxoglutarat (obrazek 6), znamy také pod ndzvem a-ketoglutarat je meziprodukt
citratového cyklu. Systematicky nazev této 2-oxokyseliny je 2-oxopent-1,5-diova kyselina.
Jeji molarni hmotnost je 146,11 g/mol. Vznika také pifi odbourdvani uhlikatych koster
aminokyselin prolinu, histidinu a argininu.
o o

O—=C——~CH,—CH,—C——C—=0

Obrazek 6 Strukturni vzorec 2-oxoglutardtu

Ucastni se transamina&nich reakei, které jsou dilezité pfi odbouravani aminokyselin.
Pfi transaminaci dochazi k pfenosu aminoskupiny z aminokyseliny na 2-oxokyselinu, za
katalyzy specifickych aminotransferas. Timto zpisobem z aminokyseliny vznika nova 2-
oxokyselina, zatimco z piivodni 2-oxokyseliny vznika aminokyselina. Reakce je reverzibilni a
kofaktorem je pyridoxalfosfat. Nejcastéji byva aminoskupina pienesena na 2-oxoglutarat, ale
akceptorem aminoskupiny mize byt také oxalacetat nebo pyruvat.

Pokud je aminoskupina pienesena na 2-oxoglutarat vznikd aminokyselina glutamat.
Nasledné miize byt glutamat za katalyzy enzymem glutamatdehydrogenasou preménén zpét
na 2-oxoglutarat. Tento enzym vyzaduje jak koenzym NAD®, tak i
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADP™). Pfi oxidaci glutamatu na 2-oxoglutarat vyuziva
NAD®, naopak pfi redukci 2-oxoglutardtu na glutamit NADPH+H". Pii této reakci se
uvolnuje amoniak, ze kterého je v ornithinovém cyklu syntetizovan karbamoylfostat. Diky

ornithinovému cyklu se télo zbavuje toxického amoniaku ve formé mocoviny.

1.1.4 Fenylpyruvat
Fenylpyruvat (obrazek 7) ma systematicky nazev 2-0X0-3-fenylpropanova kyselina.
Jeho molarni hmotnost je 164,16 g/mol. Hladina této oxokyseliny v krvi a mo¢i je za

fyziologickych podminek nizka.
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CH,—C—C00’
0

Obrazek 7 Strukturni vzorec fenylpyruvatu

Vzniké jako meziprodukt vedlejsi cesty odbourdvani aminokyseliny fenylalaninu.
Pokud je v jatrech blokovana hlavni metabolicka draha pfemény fenylalaninu na tyrosin
(obrazek 8), dochazi k hromadéni fenylalaninu v krvi a tkanich. Nezbyva tedy nic jiného, nez
aby se fenylalanin za katalyzy specifické aminotransferasy pfeménil na fenylpyruvat. Pti
fenylketonurii se fenylpyruvat objevuje v moci. Jeho zvySend hladina je zpisobenéd defektem
enzymu fenylalaninhydroxylasy, ktera katalyzuje vySe zminénou preménu fenylalaninu na
tyrosin. Redukci fenylpyruvatu vznika fenyllaktat a jeho oxidativni dekarboxylaci fenylacetat.

Fenylacetat zapticiniuje typicky zapach po ,,mysSiné* u pacientt s nelécenou fenylketonurii.

CHZ—CH—COO'

Lo+ fenylalaninhydroxyl CH,—CH-—C00'
enylalanin roxylasa
NH; y ydioglasa /©/ NH]

fenylalanin .
tyrosin
H4-biopterin H2-biopterin
/ 2-oxoglutarat 0, H0
fenylalaninamino- \/
transferasa \ /\
glutamat NADP* NADPH+H*
Y
CHz—ﬁ—COO' laktatdehydrogenasa CH2—$H—COO'
0 / \ > OH
fonvl vat NAD* NADH+H*
Py fenyllaktat
fenylpyruvat-
Co, dekarboxylasa
aldehyddehydrogenasa -
CH,—CH CH,—C—0
[l \ ’
NAD* NADH+H*
fenylacetaldehyd fenylacetat

Obrazek 8 Metabolismus fenylalaninu
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1.1.5 4-Hydroxyfenylpyruvat

4-Hydroxyfenylpyruvat (obrazek 9), systematickym nazvem 3-(4-hydroxyfenyl)-2-
oxopropanoat ma molekulovou hmotnost 179,151 g/mol. Vznika jako meziprodukt
transaminace tyrosinu, reakce je katalyzovana enzymem tyrosinaminotransferasou.
Neesencidlni aminokyselina  tyrosin  vznikd hydroxylaci esencidlni  aminokyseliny
fenylalaninu (obrazek 8). Tyrosin slouzi jako prekurzor syntézy katecholamint, melanint a
hormonti stitné zlazy. 4-Hydroxyfenylpyruvat je dale oxidovan a dekarboxylovan na
homogentisat, reakce je katalyzovana enzymem 4-hydroxyfenylpyruvatdioxygenasou.
Oxidaci homogentisatu vznikaji konecné produkty odbouravani tyrosinu, fumarat a
acetoacetat. Tato reakce je katalyzovana enzymem homogentisatdioxygenasou. Fumarat poté

vstupuje do citratového cyklu a acetoacetat je vyuzit na syntézu mastnych kyselin.

CHZ—%—COO'
IO

HO

Obrazek 9 Strukturni vzorec 4-hydroxyfenylpyruvatu

Enzym 4-hydoxyfenylpyruvatdioxygenasa je kddovan genem, ktery je lokalizovan na
chromosomu  12924. Mutace tohoto genu vede Kk nedostatecné tvorbé  4-
hydoxyfenylpyruvatdioxygenasy, coz zpusobuje onemocnéni zvané tyrosinemie Ill. typu.
Jedna se o autosomalné recesivni onemocnéni, které je charakterizované zvySenou hladinou
tyrosinu v krvi a jeho metaboliti v moci. Dal§i onemocnéni, které také souvisi s timto
enzymem, se nazyva Hawkinsinurie, coz je autosomalné¢ dominantni onemocnéni, které je
zpusobeno mutaci stejného genu [63].

Nedostatek homogentisatdioxygenasy vede ktzv. alkaptonurii. Jednd se o
onemocnéni, které je charakterizované pfitomnosti homogentisditu v moc¢i. Ten je poté
oxidovan na produkt podobny melaninu, tzv. alkapton (oxidovana homogentisova kyselina),
ktery zpusobuje tmavé zbarveni moce. Pacienti také trpi artritidou kloubl nebo patefe a

ochron6zou (modro¢erna pigmentace pojivové tkang)[64].

1.1.6 2-Oxobutyrat

2-Oxobutyrat (obrazek 10), systematickym nazvem 2-oxobutanova kyselina, ma
molarni hmotnost 102,09 g/mol. 2-Oxobutyrat je meziprodukt odbouravani methioninu.
V néslednych reakcich vznika cystathionin, ktery je deaminovan a Stépen na cystein a 2-

oxobutyrat. 2-oxobutyrat je dale dekarboxylovan na propionyl-CoA. Ten je dalSimi reakcemi
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pfeménén na sukcinyl-CoA, ktery je soucasti citratového cyklu. Dale mize byt aminokyselina

threonin odbourana ptes 2-oxobutyrat a propionyl-CoA az na sukcinyl-CoA.

HyC—CH,—C——C00’
0

Obrazek 10 Strukturni vzorec 2-oxobutyratu

1.1.7 2-Oxokyseliny s rozvétvenym retézcem

Mezi 2-oxokyseliny s rozvétvenym fetézcem patii 2-oxoisovalerat (KIV, z angl. 2-
ketoisovalerate), 2-oxomethylvalerat (KMV, zangl. 2-ketomethylvalerate) a 2-
oxoisokapronat (KIC, z angl. 2-ketoisocapronate), které jsou odvozené od aminokyselin
srozvétvenym fetézcem. Mezi aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem (BCAA, zangl.
branched-chain amino acids) fadime wvalin, isoleucin a leucin. Jsou to esencialni
aminokyseliny, tudiz je buiiky naseho téla nedokazi syntetizovat, a proto je musime pfijimat
potravou. Jednd se o alifatické, nepolarni a hydrofobni slouceniny. Ackoliv jsou si tyto
aminokyseliny podobné, 1isi se délkou a tvarem svého postranniho fetézce. Zajimavosti je, ze
tyto aminokyseliny nejsou vychytavany jatry, ale jsou vyuzivany piedev$im v mozkové tkani
a svalovych bunkach. Ve svalech vznikd pfi transaminaci téchto aminokyselin z 2-
oxoglutaratu glutamat, ktery dale reaguje s amoniakem za tvorby glutaminu. Diky této reakci
se také reguluje mnozstvi amoniaku v organismu.

KIV systematickym nazvem 2-0X0-3-methylbutanova kyselina ma molarni hmotnost
116,15 g/mol. KMV ma systematicky nazev 2-0X0-3-methylpentanova kyselina s moléarni
hmotnosti 130,13 g/mol. Posledni 2-oxokyselinou je KIC, jejiz systematicky nazev je 2-0X0-

4-methylpentanova kyselina s molekulovou hmotnosti 130,13 g/mol (obrazek 11).

H,C—CH H,C
3 2 ] 3 \ ) H3C\
CH—C—CO0O0 CH—C——CO00 -
/ [ / [ /CH—CHZ—ﬁ—COO
H H,C 0]
sC ° 3 H,C
KMV KIV KIC

Obrazek 11 Strukturni vzorce 2-oxoisovaleratu (KIV), 2-oxoisokapronadtu (KIC) a 2-0x0-3-
methylvaleratu (KMV)

21



Odbouravani téchto aminokyselin (obrazek 12 a 13) probiha v prvnich trech krocich
spolecné. Jednd se o transaminaci, oxidativni dekarboxylaci a dehydrogenaci. Pii
transaminaci vznikaji odpovidajici 2-oxokyseliny (KIC, KIV a KMV) a glutamat. Hlavnim
ukolem téchto 2-oxokyselin je zbavit zejména sval toxického amoniaku, jehoz hromadéni
zpomaluje proteosyntézu a zpuisobuje svalovou tnavu. Nejucinnéjsi z nich je KIC. Reakce je
reverzibilni a je katalyzovana aminotransferasami rozvétvenych aminokyselin (BCAT, z angl.
branched-chain amino acid aminotransferase). Tyto aminotransferasy se vyskytuji ve dvou
isoformach, mitochondridlni a cytoplazmatické. Na transaminaci navazuje oxidativni
dekarboxylace, kterd je katalyzovana multienzymovym komplexem dehydrogenas,
vyskytujici se na povrchu mitochondridlni membrany a vyuZivajici kofaktor NAD". Jedna se
o nevratnou reakci, které se také icastni koenzym A. Vznikaji ptislusné thioestery acyl-CoA.
Pokud se objevi defekt tohoto enzymatického komplexu, projevi se syndrom javorového
sirupu. Posledni spole¢nou reakci je dehydrogenace, pii které vznika dvojnd vazba mezi
uhliky thioesterd acyl-CoA. Reakce je katalyzovana acyl-CoA dehydrogenasou, vyuzivajici
kofaktor FAD. Poté jsou vzniklé nenasycené thioestery acyl-CoA metabolizovany
specifickymi metabolickymi drahami. Z valinu naslednymi reakcemi vznika sukcinyl-CoA.
Leucin se metabolizuje na B-hydroxy-p-methylglutaryl-CoA, z kterého vznika acetyl-CoA a
acetoacetat. Isoleucin je degradovan na propionyl-CoA a acetyl-CoA. Tyto latky jsou poté

vyuZity pro syntézu sacharidli nebo lipidd.
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Obriazek 12 Katabolismus valinu, leucinu a isoleucinu |

BCAT, aminotransferasa aminokyselin s rozvétvenym retézcem; BCKD, dehydrogenasa oxokyselin
odvozenych od aminokyselin s rozvétvenym retézcem; KIV, 2-0XOisovalerdt; KIC, 2-0X0iSOkaprondt,
KMV, 2-0x0-3-methylvalerat; NAD", nikotinamidadenindinukleotid, oxidovand forma; NADH+H",
nikotinamidadenindinukleotid, redukovana forma;, FAD, flavinadenindinukleotid, oxidovand forma,

FADH,, flavinadenindinukleotid, redukovana forma
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Obrazek 13 Katabolismus valinu, leucinu a isoleucinu Il

NAD®, nikotinamidadenindinukleotid, oxidovanad forma; NADH+H",
nikotinamidadenindinukleotid, redukovana forma; HMG, 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA;
HS-CoA, koenzym A.
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2 VYBRANE METABOLICKE PORUCHY

U vsech novorozencii narozenych na tzemi Ceské republiky doporucuje Ministerstvo
zdravotnictvi provedeni novorozeneckého laboratorniho screeningu vrozenych onemocnéni.
V dnesni dob¢ se v rdmci screeningu vySetfuje 18 onemocnéni. Patii mezi né naptiklad nemoc
javorového sirupu, isovalerova acidemie a fenylketonurie. V roce 2016 se v Ceské republice
podaftilo diagnostikovat 19 novorozenct s fenylketonurii a 1 dit¢ s isovalerovou acidémii.
Nenarodilo se zadné dit€¢ s nemoci javorového sirupu (MSUD, z angl. maple syrup urine
disease). Od roku 2010 se podatilo zachytit celkem 144 pacientd s fenylketonurii (s
prevalenci 1:5378), 1 pacienta s MSUD (s prevalenci 1:774 486) a 4 pacienty s isovalerovou
acidemii (s prevalenci 1:193 622) [4]. Dalsi metabolické poruchy, které jsou popsany nize,

nejsou primarnim cilem novorozeneckého screeningu.

2.1 Deficit pyruvatdehydrogenasového komplexu

Deficit pyruvatdehydrogenasového komplexu je geneticka porucha [5]. Jedna se o
zavazné vrozené metabolické onemocnéni, které postihuje predev§sim nervovy systém [6].
Deficit pyruvatdehydrogenasového komplexu spociva ve snizené aktivité enzymu pyruvat
dehydrogenasy v burikach. Pfi¢inou snizené aktivity jsou mutace, které se mohou vyskytovat
u Ctyf podjednotek pyruvatdehydrogenasového komplexu [7]. Pyruvatdehydrogenasovy
komplex katalyzuje krok omezujici rychlost aerobni oxidace glukosy [5]. Pro nervovy systém
je tento komplex nepostradatelny, protoze energii ziskava praveé z aerobni oxidace glukosy.
V disledku snizeni aktivity tohoto komplexu dochazi k akumulaci pyruvatu a laktatu [8].

Komplex se sklada z vice kopii tii enzymatickych podjednotek: pyruvatdehydrogenasy
(E1), dihydrolipoamidtransacetylasy (E2) a dihydrolipoamiddehydrogenasy (E3) sE3
vazajicim proteinem. Gen kodujici E1 podjednotku je umistén na chromosomu X. Regulace
komplexu spociva v reversibilni fosforylaci podjednotky Elo, kterd je zprostiedkovéana
kinasami a fosfatasami [5].

Zavaznost onemocnéni zavisi na dané mutaci. Ve vétSin¢ piipadt defekt zahrnuje
podjednotku Ela, ktera je kodovana genem PDHA1 na chromosomu X [6]. Bodova mutace u
podjednotky E1B narusuje katalytickou aktivitu enzymu [7]. Mutace se mtize objevit i u genu
PDHA2, ktery koduje podjednotku E2. Tato forma se objevuje ziidka [6]. U pacientli se
neprojevuje laktatova acidoza a aktivita pyruvatdehydrogenasy se pohybuje okolo 30-50 %
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[7]. Vzacnéji se mutace projevuje 1 u proteinu E3BP (z angl. E3 binding protein), pfenasi se
autosomalné recesivnim zpisobem [6].

Ptiznaky deficitu pyruvatdehydrogenasového komplexu jsou laktatova acidoza,
zvysené hladiny pyruvatu a ataxie. Pozd¢ji se projevuje opozdény vyvoj, psychomotoricka
retardace a snizena kognitivni schopnost. Tyto pfiznaky ukazuji, Ze nervovy systém je citlivy
na nedostatenou aktivitu pyruvatdehydrogenasy [7]. Deficit se také projevuje

neuromuskularni degeneraci a obvykle kon¢i smrti béhem détstvi [5].

2.2 Laktatova acidoza

Laktatova acidéza je metabolickd porucha, kterd vznikd jako disledek akumulace
laktatu v télnich tekutinach, ktera je zptsobena jeho nadprodukci nebo nedostateCnym
vyuzitim [9]. Na vznik laktatové acidozy mohou mit vliv i jiné faktory jako je napiiklad
zvysena koncentrace pyruvatu [10].

Laktat je koneénym produktem anaerobni glykolyzy. Laktat vznikly z glukosy v
kosternim svalu a erytrocytech je transportovan do jater a ledvin, kde je opét preménén na
glukosu. Glukosa se diky krevnimu ob&hu mutize dostat do dalSich tkani, kde podléha oxidaci.
Toto se oznacuje jako Coriho cyklus [11, 12].

Cohen a Woods [13] d¢li laktatovou acidozu do dvou kategorii, A a B. Typ A je
spojovan se Spatnym zasobovanim tkani okysli¢enou krvi vlivem hypotenze, cyandzy a
hypoxie. Pfi¢inou nadprodukce laktatu je také porucha krevniho ob&hu. Dal§imi ptfi¢inami
jsou jaterni onemocnéni, inhibice glukoneogeneze nebo nedostatek thiaminu. Typ B je
rozdélen do dalSich tii subtypi. Typ BI se projevuje u selhani ledvin a jater, diabetu a
malignity. Typ B2 je zptisoben léky a toxiny, véetné alkoholu, salicylatd a biguanidt. Typ B3
je charakterizovan vrozenou metabolickou poruchou.

Laktatova acidoza je také spojovana s nedostatkem enzymu
dihydrolipoyldehydrogenasy. Jak bylo popsano u MSUD, jednd se o tfeti slozku
pyruvatdehydrogenasového komplexu. Bylo zjisténo, Ze dihydrolipoyldehydrogenasu sdili jak
pyruvatdehydrogenasovy komplex, tak 2-oxoglutaratdehydrogenasovy komplex. Tato
metabolickd porucha neni tedy spojovana pouze se zvySenou hladinou laktatu, ale také 2-
oxoglutardtu a aminokyselin srozvétvenym fetézcem. Postmortem zjiStovana aktivita
dehydrogenas katalyzujicich pfeménu aminokyselin s rozvétvenym fetézcem se pohybovala
mezi 0 a 10 % [14]. U pacientt s touto poruchou se projevil opozdény vyvoj, méli zvySenou

hladinu pyruvatu, laktatu a alaninu a snizenou aktivitu pyruvatdehydrogenasy [7].
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2.3 Nemoc javorového sirupu

V roce 1954 Menkes, Hurst a Craig uvedli Ctyfi pfipady novorozencl s neurologickym
degenerativnim onemocnénim. Toto onemocnéni se vyznaovalo edémem mozku, zachvaty,
spasticitou dychacich cest, nebo zastavou dychani. Projevila se také u nich ketoacid6za, pfti
které se objevil dalsi pfiznak, a to charakteristicky zapach pfipominajici javorovy sirup [15,
16].

U déti postizenych MSUD nedochazi k dekarboxylaci vétvenych 2-oxokyselin
odvozenych od leucinu, isoleucinu a valinu [17]. Toto onemocnéni je zpisobeno nedostatkem
mitochondridlniho enzymu dehydrogenasy vétvenych 2-oxokyselin [15, 18]. Jedna se o
multienzymaticky komplex (obrazek 14), ktery je u savcu slozeny ze tii katalytickych slozek,
dekarboxylasy (E1, slozené ze dvou podjednotek o a dvou podjednotek ),
dihydrolipoamidtransacylasy (E2) a dihydrolipoamiddehydrogenasy (E3) a také ze dvou
regulaénich enzymu, kinasy a fosforylasy [15]. Dekarboxylace téchto tii oxokyselin je
zprostiedkovana thiaminpyrofosfatem. Kyselina lipoovad u slozky E2 usnadnuje pienos
acylovych zbytku s rozvétvenym fetézcem ze slozky E1 na koenzym A za vzniku acyl-CoA
srozvétvenym fetézcem. Soucasti E3 je flavopterin, ktery umoznuje oxidaci kyseliny

dihydrolipoové na lipoovou, NAD" je kone¢ny akceptor elektronti [17].

BCKDC U E3
POSSATASA DEHYDROGENASA s-%

2)7

5

BCKDC KINASA

—_
E2 E2eves

LIPOOVA VAZEBNA

KYSELINA DOMENA

Obrazek 14  Multienzymovy  komplex dehydrogenasy vetvenych  aminokyselin.
BCKDC,dehydrogenasa oxokyselin odvozenych od aminokyselin s rozvétvenym retézcem,

TPP, thiaminpyrofosfdt, FAD, flavinadenindinukleotid, oxidovand forma. Upraveno dle [17].
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Nahromadéné metabolity aminokyselin s vétvenym fetézcem jsou neurotoxické [15].
V dnesni dobé¢ rozlisSujeme 5 fenotypli tohoto onemocnéni: klasicka, mirnd, intermitentni,
thiamin responzivni a E3 deficitni MSUD [16].

Pti klasické MSUD se zpocatku, po narozeni, déti jevi zdravé, ale do konce prvniho
tydne zivota se zacinaji projevovat prvni symptomy, letargie, nechutenstvi (ziidka zvraceni),
maji ubytek na vaze, stfida se u nich obdobi hypertonie a hypotonie, maji kiece, nepravidelné
dychani az apnoi [16]. Dale se projevuji zachvaty, ketoacidoza, svalovy tonus. Aktivita
dekarboxylasy je u této formy 0-2 % [15]. Zapach po javorovém sirupu nemusi byt z po¢atku
ptitomen [16]. Klasicka MSUD, pokud neni 1é¢end, vede k nevratnému poskozeni mozku
[15], nasledované komatem a smrti [16].

U mirné MSUD je aktivita tohoto enzymu snizena na 3-40 %. Prib&h tohoto
onemocnéni je mirngj$i. Projevuje se opozdény vyvoj a mentalni retardace, coz je hlavni
klinicky rys, kterého si 1ze vS§imnout béhem prvniho roku zivota. Také se objevuje hypotonie
a zapach po javorovém sirupu [15, 16].

Pacienti s intermitentni MSUD maji normalni vzrist a vyvoj. Nemoc se u nich
projevuje ataxii a ketoacidozou [15]. Pacienti jsou ohrozeni akutni metabolickou
dekompenzaci béhem stresovych situaci. Klinické ptiznaky jsou zietelné od dvou mésicti pii
infekcich, po oc¢kovani, operacich nebo pfi nahlém zvySeném piijmu proteinti. Toto obdobi
nemoci je charakterizované zdpachem po javorovém sirupu, podraZd€nosti a ataxii. Tyto
epizody se mohou objevit nékolikrat béhem zivota. Pacienti maji upravenou dietu [16].

U nékterych pacientii se vyskytuje tzv. thiamin responzivni MSUD s mirnym
prub&hem, pii niz po podani thiaminu muze dojit ke zmirnéni piiznakd [15].

Pacienti s deficienci E3 maji pomérn¢ klidné prvni mésice Zivota. Poté mezi druhym a
Sestym meésicem Zivota se u nich vyviji perzistentni laktitovd acidéza a neurologické
zhorseni, hypotonie, opozdény vyvoj a pohybové abnormality [16].

Koncentrace leucinu v plazmé u déti mladsich 5 let by se mély pohybovat v rozmezi
75-200 pumol/l a v rozmezi 75-300 pmol/l u déti starSich 5 let [19]. Koncentrace valinu a
isoleucinu v plazmé by mély byt v rozmezi 200-400 umol/l [20].

Cilem celozivotni dietni terapie (tabulka 1) je snizit hladinu toxickych metabolitt a
dosahnout koncentraci aminokyselin s vétvenym fetézcem v plazmé v urCitém rozmezi.
Monitorovani hladin aminokyselin do jednoho roku zivota probiha kazdy tyden, popt. kazdy
druhy tyden. S rostoucim vékem se monitorovani neprovadi tak Casto, avSak s ohledem na

individualni situaci [19].
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Tabulka 1 Doporucené denni prijmy aminokyselin s rozvétvenym retézcem a proteinii

V zavislosti na véku [19]

Vék Leu[mg/kg] Ile [mg/kg] Val [mg/kg] Proteiny [g/kg]
0-6 mésicu 40-100 30-90 40-95 2,5-3,5
7-12 mésicu 40-75 30-70 30-80 2,5-3
1-3 roky 40-70 20-70 30-70 1,5-2,5
4-8 let 35-65 20-30 30-50 1,3-2
9-13 let 30-60 20-30 25-40 1,2-1,8
14-18 let 15-50 10-30 15-30 1-18
>19 let + 15-50 10-30 15-30 1,1-1,7

nekojici Zeny

2.4 Fenylketonurie

Fenylketonurie byla poprvé popsana Follingem vroce 1934, kdy byl zjistén
fenylpyruvat v moc¢i u dvou sourozenct, u kterych se projevila mentalni retardace. Termin
fenylketonurie zlstdvd nejpouzivangjSim nézvem pro hyperfenylalaninemii, kterd je
zpusobena nedostate¢nou aktivitou jaterniho enzymu fenylalaninhydroxylasy [21]. Pacienti
trpici fenylketonurii maji v plazmé€ a moc¢i zvySenou hladinu fenylpyruvatu a dalSich
metabolitd fenylalaninu, jako je naptiklad fenyllaktat a fenylacetat, ktery zpisobuje
charakteristicky zapach po mysiné [11]. ZvySena hladina fenylpyruvatu u déti pisobi toxicky
na centralni nervovy systém [2].

Fenylketonurie je nejCastéjsi autosomalné recesivni onemocnéni, které je zplisobené
poruchou v metabolismu aminokyselin. Neschopnost pfeménit fenylalanin na tyrosin vede
k hromadéni fenylalaninu v krvi. ZvySena hladina fenylalaninu ma inhibi¢ni efekt na transport
aminokyselin v mozku, coz ma za nasledek nezvratné neurologické poskozeni, které se
projevuje mentalni retardaci (IQ < 50) téméf u vSech pacientli, u kterych thned po narozeni
nebyla zavedena speciadlni dieta [11, 21-23]. Vysetfeni potvrzuje také zvysené napéti svali,
ttes a mikrocefalii. Bézné jsou EEG abnormality. U dalSich ptipadl byla pozorovana
hypopigmentace vlasi, kiize a duhovky v disledku snizené syntézy melaninu, ktery je tvofen
pravé z tyrosinu. Nedostatek tyrosinu se také projevuje na snizené syntéze proteinti a
neurotransmitert [11, 21]. U neléCenych pacientd se vyskytuje také porucha chize.
V nékterych piipadech se projevuji zachvaty nebo poruchy chovani, jako jsou hyperaktivita,
agrese a stavy uzkosti [21].
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Aby se zabranilo mentdlnimu postizeni u déti, je nastolena specialni dieta s nizkym
obsahem fenylalaninu. Tato dieta mize byt ukoncena v Sestém roce Zivota, jelikoz vysoké
hladiny fenylalaninu a jeho derivatu jiz neposkozuji mozek [11].

Ve vétsiné vyspélych zemi je fenylketonurie diagnostikovana prostfednictvim

novorozeneckého screeningu [21].

2.5 Deficit 2-oxoglutaratdehydrogenasového komplexu

Deficit 2-oxoglutaratdehydrogenasového komplexu je autosomalné recesivni
onemocnéni [24]. Tento komplex se sklada také ze tii enzymd, 2-oxoglutaratdekarboxylasy
(E1), lipoatsukcinyltransferasy (E2) a lipoamiddehydrogenasy (E3). Tyto enzymy katalyzuji
oxidativni dekarboxylaci 2-oxoglutaratu za vzniku sukcinyl-CoOA a NADH v citratovém
cyklu. Deficit 2-oxoglutaratdehydrogenasy spolu s deficitem pyruvatdehydrogenasy a
deficitem dekarboxylasy katalyzujici pfeménu aminokyselin s rozvétvenym fetézcem, se
oznacuje souhrnné jako E3 deficit, jelikoz vySe zminéné komplexy maji E3 slozku spolecnou
[25].

U vétsiny pacientll se v mo¢i prokazuje zvySena hladina 2-oxoglutarové kyseliny,
ackoliv nalez 2-oxoglutarové acidurie se nemusi projevit pokazdé. Symptomy tohoto
onemocnéni jsou hypotonie, opozdény vyvoj, spasticita, hepatomegalie nebo metabolicka
acidoéza. U nékterych pacientd byly zvySeny dalsi meziprodukty citratového cyklu, u jinych
byla pozorovana i zvySend hladina glutaminu a glutamové kyseliny v plazmé. Toto

onemocnéni konc¢i smrti v détském véku [24, 25].

2.6 Isovalerova acidemie

Isovalerova acidemie byla prvni acidemie popsand u c¢lovéka, a to vroce 1966
Tanakou a kolektivem, jako vrozena porucha katabolismu leucinu [26, 27]. Je to autosomalné
recesivni onemocnéni, které je zptisobeno nedostatkem mitochondrialniho enzymu isovaleryl-
CoA-dehydrogenasy, katalyzujici pfeménu isovarelyl-CoA. To ma za nasledek hromadéni
derivatu isovaleryl-CoA [26]. Toxicky isovaleryl-CoA je konjugovan bud’ s glycinem, nebo je
konjugovan s L-karnitinem [28]. V moci pacienti se objevuje isovalerylglycin a
3-hydroxyisovalerova kyselina [26], pfi¢emz isovalerylglycin je hlavnim metabolitem [28].
Nedostatek enzymu isovaleryl-CoA-dehydrogenasy je spojen s vyraznym snizenim volného
karnitinu jak vplazmé, tak moc¢i [28]. Pti diagnostice se tedy stanovuji hladiny

isovalerylglycinu a isovalerylkarnitinu v moc¢i a plazmé. Hladina volné isovalerové kyseliny
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v krvi se mize zvysit vice nez stokrat v porovnani s referen¢nimi hladinami. Avsak z ditvodu
rychlé konjugace se v krvi a moci nestanovuje [26].

Isovalerova acidemie se vyskytuje v akutni novorozenecké nebo chronické formé. Pii
chronické formé je projevem opozdény vyvoj. Nedavno byla popsana dalsi forma, ktera je
asymptomaticka a je diagnostikovana pii novorozeneckém screeningu [26].

Isovalerova acidemie byla poprvé popsana u dvou sourozenct ve véku 2,5 a 4 let, u
kterych se v brzkych mésicich po narozeni objevil trvaly zapach potu a dalSich télesnych
tekutin pfipominajici syrovy zépach nebo zapach zpocenych nohou. Dale se u nich projevilo
zvraceni, metabolicka acidoza a pozdéji 1 koma [29].

U akutni formy onemocnéni se u novorozencu objevuji V prvnich dvou tydnech zivota
takové projevy, jako jsou zvraceni, nechutenstvi, zachvaty a také snizena trovenn védomi.
Koéma miize byt zpusobeno pozitim vét§iho mnozstvi proteini. Novorozenci se zdaji byt
dehydratovani a mize se u nich projevit hypotermie. Charakteristicky je syrovy zédpach moce,
potu nebo usniho mazu [26].

Vcasna diagnoza a 1écba dietou, S omezenym obsahem bilkovin a dopliiovani karnitinu

a glycinu, G¢inné podporuje normalni vyvoj u tézce postizenych jedinct [26].

2.7 Hypervalinemie a hyperleucinemie-isoleucinemie

V roce 1963 byla popsana Wadou a kolektivem dals$i vzacna vrozend metabolicka
porucha, ktera postihuje metabolismus valinu [30]. Hypervalinemie a hyperleucin-
isoleucinemie jsou zpisobeny mutaci v genu BCAT. Existuji dvé isoformy enzymu BCAT.
Jsou znamé jako BCATI, ktery se nachéazi v cytoplazmé a mitochondrialni BCAT2, ktery se
objevuje ve vétsing tkani. Mutace u genu BCAT2 muzZe zpusobit ob€ tyto poruchy. Nadale je
zkoumano, zda tato onemocnéni maji vliv na poskozeni mozku [31].

Pro hypervalinemii je typicka zvysena koncentrace valinu v plazmé a moci. Pacienti
S timto onemocnénim nejsou schopni transaminace valinu na 2-oxoisovalerat. Zaroven vSak
nejsou zvySené hladiny leucinu nebo isoleucinu, protoZe transaminace u zbyvajicich
vétvenych aminokyselin probihd bez problému. Pfiznaky tohoto onemocnéni u déti jsou
zvraceni, nechutenstvi, svalova hypotonie, opozdény télesny a dusevni vyvoj [11, 31].

Hyperleucinemie-isoleucinemie je metabolické onemocnéni, pii kterém se objevuje
porucha v transaminaci leucinu a isoleucinu, pfi¢emz transaminace valinu probihd bez
komplikaci. Toto onemocnéni mé stejné ptiznaky jako hypervalinemie, s tim rozdilem, Ze se u

déti mtize projevit hluchota a degenerativni zmény na sitnici [32].
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3 METODY STANOVENI 2-OXOKYSELIN

Pro stanoveni 2-oxokyselin se vyuziva fada metod. Papirovd nebo tenkovrstva
chromatografie se fadi mezi prvni metody, které se zacaly pouzivat. V dnesni dob¢ se 2-
oxokyseliny analyzuji spektrofotometrickymi a spektrofluorimetrickymi metodami, kapilarni
zoénovou elektroforézou a v neposledni fadé¢ chromatografickymi technikami [1, 2]. Pro
detekci 2-oxokyselin jsou vyuzivany i jiné metody jako je hmotnostni spektrometrie (MS)
nebo elektrochemické metody, jako je naptiklad voltametrie [33, 34].

2-Oxokyseliny jsou latky, které neabsorbuji UV-zéfeni a ani pfirozen¢ nefluoreskuji, a
nejsou t€kavé. Z tohoto duvodu pii pouziti chromatografickych metod, je nutna derivatizace.
Derivatizace ndm umoznuje pievést puvodné polarni 2-oxokyseliny na derivaty, které jsou
dobfe separovany na obracenych fazich a siln¢ absorbuji v UV nebo viditelné oblasti, ¢i
fluoreskuji [35]. Derivatizace muze byt provedena bud’ pted nadavkovanim vzorku na kolonu
(tzv. predkolonova derivatizace), nebo po separaci na kolon¢, pied vstupem latek do detektoru

(tzv. poskolonova derivatizace).

3.1 Papirova chromatografie

Prvni popsana metoda stanoveni 2-oxokyselin, avSak v dnesni dob¢ jiz nepouzivana,
byla papirova chromatografie. Je too semikvantitativni analyza. Jiz v roce 1949 Cavallini a
kolektiv popsali detekci 2-oxokyselin po derivatizaci s 2,4-dinitrofenylhydrazinem (DNPH,;
obrazek 15). Pii této metod¢€ papir funguje jako nosi¢, na kterém je ukotvena stacionarni faze
(napf. voda), zatimco mobilni faze vzlina vlivem kapilarnich sil. Seligson a kolektiv
Cavalliniho modifikovanou metodou stanovili v krvi a mo¢i pyruvat a 2-oxoglutarat. Zaroven
se jim podafilo separovat dalsi dv€ neidentifikovatelné oxokyseliny, vyskytujici se v moci.

Pyruvat se separoval ve dvou skvrnach, zatimco 2-oxoglutarat jako jedna.

NH—NH, NH—N=—C—C00"
+ R—ﬁ—coo' - /@i
O,N NO, 5 N

|
R
NO,

DNPH 2-oxokyselina 2,4~dinitrofenylhydrazon

Obrazek 15 Reakce 2,4-dinitrofenylhydrazinu s 2- oxokyselinou
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Pozdé¢ji bylo zjisténo, ze 2,4-dinitrofenylhydrazin existuje jak v cis, tak trans form¢, proto
vznik dvou skvrn 2 4-dinitrofenylhydrazoni pyruvatu. Vedle vySe zminéného 2.4-
dinitrofenylhydrazinu se také pouzivala jina derivatiza¢ni ¢inidla jako naptiklad fenylhydrazin
a p-nitrofenylhydrazin [36, 37].

Jelikoz 2,4-dinitrofenylhydrazin nebyl dostatecné specificky pro stanoveni oxokyselin
a pii separaci v dusledku isomerace vznikalo vice skvrn, zacalo se hledat jiné, vhodné;jsi,
derivatiza¢ni Cinidlo. Studie z roku 1955 se zabyvala vyuzitim 1,2-diamino-4-nitrobenzenu
jako derivatizacniho ¢inidla pii stanoveni oxokyselin. Nitrochinoxalinolové derivaty
oxokyselin byly stabilnéjsi a dobfe separovatelné papirovou chromatografii. Derivaty byly
detekovany pod UV lampou. Problémem vSak byly nestdlé¢ retardacni faktory pfi
opakovanych méteni v disledku zmény teploty, popiipadé na tento jev mél vliv nepatrnych
zmén ve slozeni smési rozpoustédel pouzitych jako mobilni faze. Navzdory tomu se ale

jednalo o vice specifické derivatizacni ¢inidlo, navic vznikal pouze jeden derivat [38].

3.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Jako jedna z nejpouzivanéjSich metod pro analyzu 2-oxokyselin v biologickém
materialu se uvadi vysokou¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) s fluorescenéni nebo
spektrofotometrickou detekci na obracené fazi, jelikoz ndm poskytuje vysokou citlivost a
selektivitu pro tyto latky [39, 41-43]. Pro separaci se vyuziva jak isokraticka [43, 59], tak
gradientova eluce [3]. Pailla a kolektiv [3] ve své praci porovnavali ¢asovou naro¢nost jejich
metody v porovnani Sjinymi publikacemi. Po derivatizaci 2-oxokyselin s ortho-
fenylendiaminem (OPD) byly derivaty 2-oxokyselin separovany gradientovou eluci béhem 12
minut. Wang a  kolektiv  derivatizovali  2-oxokyseliny  1,2-diamino-4,5-
methylendioxybenzenem, doba analyzy byla 20 minut. Hara a kolektiv separovali derivaty 2-
oxokyselin béhem 14 minut, nicméné pfiprava vzorku byla Casové narocna, trvala asi 2,5
hodiny.

Spojeni fluorescenéni detekce s HPLC metodou ma tu vyhodu, Zze oproti UV- detekci
je podstatné citlivéjsi [40, 41, 43]. Derivaty 2-oxokyselin s OPD muzeme také analyzovat
ultrarychlou kapalinovou chromatografii (UFLC, z angl. ultra fast liquid chromatography)
s hmotnostni detekci [34].

HPLC metody vétsinou vyzaduji piedipravu vzorku pied vlastni analyzou tak, aby se
odstranily interferujici latky [42]. Jako jedna z nejpouzivanéj$ich metod je extrakce tuhou fazi
(SPE, z angl. solid-phase extraction), ktera se provadi po derivatizaci 2-oxokyselin. Dilezitou

ulohu hraje vybér extrakéniho ¢inidla, nejcastéji se pouziva ethylacetat [3, 34]. Dalsi moznost
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extrakce metodou SPE popisuje Radeck a kolektiv [44] ve své praci z roku 1988, kdy k eluci
chinoxalinovych derivati z SPE kolonky pouzili smés methanolu s vodou a nasledné smés
acetonitrilu s vodou. K extrakci se také vyuzivaji jinad organicka rozpoustédla, napiiklad
Mahar a kolektiv [45] vyuzili K eluci derivatd 2-oxokyselin, vzniklych reakci s 4-nitro-1,2-

fenylendiaminem, chloroform.

3.2.1 Derivatizace u HPLC metod

Ne kazda latka ma vhodné vlastnosti pro detekci. Aby tyto latky mohly byt
analyzovany, je tfeba je chemicky modifikovat. To se provadi procesem tzv. derivatizace
[46]. Derivatizaci zavadime vhodné fluorofory nebo chromofory, nebo piipadné jiné skupiny
do molekuly analyzované latky. Vznikaji UV/Vis-absorbujici nebo fluoreskujici derivaty,
které jsou vhodné pro naslednou analyzu. Derivatizace také zlepSuje separaci latek, selektivitu
a citlivost stanoveni, zabrafiuje nezadouci sorpci latek na koloné, ¢imz se zvySuje Gi¢innost
separa¢niho procesu a navic ovliviiuje dobu analyzy. RozliSujeme tii kategorie derivatizace v
HPLC. Podle mista, kde derivatizace probiha, se jedna o ptedkolonovou a postkolonovou
derivatizaci, nebo derivatizaci na koloné, kdy chemicka reakce probiha pfimo na kolon¢ [46,
47].

3.2.1.1 Predkolonova derivatizace

Pti ptedkolonové derivatizaci probihd chemické reakce pied kolonou. Derivat musi
byt dostatené stabilni. Jako kazda metoda mé své vyhody i nevyhody. Reakéni podminky
separace se mohou volit libovolné. Na rozdil od postkolonové derivatizace, mliZze probihat
reakce pomalu, fadové az desitky minut, avSak pfili§ dlouha doba derivatizace mize vést ke
snizeni pfesnosti metody. Vhodnym vybérem ¢inidel a zpsobu extrakce mizeme eliminovat
interferujici latky. Také nabizi moznost snadného odstranéni ptebyte¢nych reagencii. Jednou
z nejvétsich nevyhod je vznik vedlejSich produktl, které mohou interferovat pii stanoveni,

coz se odrazi na selektivité¢ metody [46, 48]

3.2.1.2 Postkolonova derivatizace

Pfi postkolonové derivatizaci probiha reakce za kolonou. Pfi tomto procesu nemusi
byt derivat jednozna¢né chemické individuum. Analyt je separovan v nezménéné podobg.
Post-kolonova derivatizace je pln¢ automatizovand, tudiZ neni potfeba manudlni operace.
Reakce musi probihat rychle za danych podminek (pH a teplota). Vznik vedlejSich produkt
pii reakci nevadi. Nevyhodou tohoto typu derivatizace je pouziti nadbytku derivatiza¢niho

¢inidla a nafedéni analytu [46, 48].
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3.2.1.3 Derivatiza¢ni ¢inidla pouzivana p¥i stanoveni 2-oxokyselin metodou HPLC

Derivatizacni Cinidla, ktera se nejCastéji pouzivaji pii stanoveni 2-oxokyselin HPLC
metodami, jsou ortho-fenylendiamin, 1,2-diamino-4,5-dimethoxybenzen, 4-hydrazino-2-
stilbenzol a 2,4-dinitrofenylhydrazin [1, 2].

Pro stanoveni 2-oxokyselin metodou HPLC s fluorescencni detekci bylo jako prvni
derivatizacni ¢inidlo pouzit ortho-fenylendiamin. Pozdéji bylo zjisténo, ze 1,2-diamino-4,5-
dimethoxybenzen (DDB) také reaguje s 2-oxokyselinami a poskytuje mnohem silngji
fluoreskujici derivaty [49]. Pro chemiluminiscen¢ni detekci bylo jako prvni derivatiza¢ni
¢inidlo pouzito 4,5-diaminoftalhydrazid, ktery se da vyuzit pro stanoveni 2-oxokyselin HPLC
metodou na obracenych fazich. 2-Oxokyseliny nejprve reaguji S derivatizaénim ¢inidlem a
teprve poté je ke vzniklym derivatim pfidan peroxid vodiku a hexakyanozelezitan draselny
[50, 51, 52]. Piehled derivatiza¢nich C¢inidel, pouzivanych p#i stanoveni 2-oxokyselin

metodami HPLC, je uveden v tabulkach 2 a 3.
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Tabulka 2  Prehled derivatizacnich cinidel pro HPLC I
Derivatizac¢ni ¢inidlo Vzorec Detekce Biologicky Citace Piktogramy H-véty
(nm) material
NH, H301-H312
Fl éni Plng kr % +H332-
Ortho-fenylendiamin u;’;gjzelgcm na xrev, [3, 54, 57] H317-H319-
serum
NH, H341-H351-
H410
I 0 NH
1,2-Diamino-4,5- H.C”™ 2 . H315-H319-
dimethoxybenzen ’ Fluorescencni Mo¢, sérum [39, 40]
HsC 365/445 H335
0 NH,
1,2-Diamino-4,5- PN o H315-H319
' . ' Fluorescen¢ni ) )
methylendioxybenzen Mog, sérum 49, 59
H Nj©i0> 367/445 149, 59] H335
2
Fluorescenc¢ni
N 350/525
_ a O H315-H319-
Dansylhydrazin HsC UV-Vis Plazma [53]
NH-NH,
NH—NH,
2,4-Dinitro- UV-Vis . H228-H302
fenylhydrazin /Eji 360 Mo¢, plazma [55] ®
o,N NO,
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Tabulka 3  Prehled derivatizacnich cinidel pro HPLC 11
Derivatiza¢ni ¢inidlo Vzorec Detekce Biologicky Citace Piktogramy H-véty
(nm) material
NH,
. UV-Vis @<:>
4-N|(tjr_ofer1ylen_ Ji:[ 299-340 Sérum, mo¢ [45] H302,H317,H319
lamin O,N NH,
CHy NH, _ (3}@
2,3-Diamino-2,3- Hy,C—C—C—CH, UV-Vis Sérum 2] H225-H304-H315-
i 255 H336-H411
dimethylbutan NH, CH, %
NH—NH, Fluorescen¢ni
trans-4'-Hydrazino-2- .~ 401/544 Sérum, moé [56] 6 H301-H318
stilbazol |
\
UV-Vis
-Diamino-1.2- 299-340
1,2-Diamino-1,2 Q Q Sérum, mot [1] H315-H319-H335
difenylethan CHHC
HZN/ \NH2
o
4,5-Diaminoftal : s
,5-Diaminoftal- o Chemiluminiscence Plazma [50,51] H315-H319-H335
hydrazid HN N,
]
3-Nitrofenyl- NH o
: ‘ Extrakt [58] H302-H312-H315-
hydrazin MS Z mysiho
Lo, srdce H319-H332-H335




3.2.1.4 ortho-Fenylendiamin

Reakce OPD s 2-oxokyselinami poskytuje vysoce fluoreskujici 2-chinoxalinové
derivaty (obrazek 16). Derivaty se detekuji pfi emisni vinové délce 410 nm, excita¢ni vinova
délka je 350 nm. OPD je citlivy na svétlo a mize snadno oxidovat, pficemz vedlejsi produkty
oxidovaného OPD mohou negativné ovlivnit analyzu, protoze jeho derivaty -eluuji
v podobnych reten¢nich ¢asech jako derivaty neoxidovaného OPD. V nékterych studiich [35]
k roztoku OPD ptidavali z divodu stabilizace také redukéni cCinidlo 2-merkaptoethanol.
Nejcastéji se OPD pfipravuje v prostiedi 3mol/l nebo 2mol/l kyseliny chlorovodikové.
Podminky inkubace se mezi jednotlivymi autory lisi, uvadi se 60 nebo 20 minut pfi teploté
80 °C [3, 34, 35].

5 ) N OH
| ST + R—{|:|—{:DD - @ j
= NH, 0 }:’f B

QFD 2-oolovsdina F-substituovany -2-clinoxalinol

/CHS
Ry —CH,-CH,—CO0" Ry —CHZ_Hc\
CHy
CH,—CH
_ , .
R, CH R, —CHi
CH,
R,: —CH.—CH
3 Z 3 . EH1—
R | N .
CH -
- 3
R, —CH
* ™ R _
CH, g | o o
i

HO

Obrazek 16 Reakce ortho-fenylendiaminu (OPD) s 2-oxokyselinou za vzniku fluoreskujiciho
derivatu

3.2.1.5 1,2-Diamino-4,5-dimethoxybenzen

Pivodné byl 4,5-dimethoxy-1,2-diaminobenzen (DDB) pouzivan hlavné pro
derivatizaci aromatickych aldehydu. Poté se zjistilo, ze reakci s 2-oxokyselinami (obrazek 17)
poskytuje také fluoreskujici derivaty. Vzniklé derivaty jsou detekovany fluorescencnim
detektorem, excitacni vinova délka je 362 nm a emisni vlinova délka je 450 nm. Roztok
derivatizacniho ¢inidla se pfipravuje v prostiedi 0,5mol/l kyseliny chlorovodikové a 2-
merkaptoethanolu. 2-Merkaptoethanol se v roztoku DDB vyuziva jako stabilizator, jedna se o
redukéni ¢inidlo. Pokud by nebyl pfitomen, rekéni smés by se zbarvila docervena. Derivaty je
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mozné detekovat jiz po inkubaci pfi teploté nad 37 °C, pfi¢emz maximalnich hodnot intenzity
fluorescence u modelové slouceniny se dosahovalo pii teploté¢ 100 °C (2,5 hodiny). Také
pokud se po derivatizaci upravi pH roztoku na 6,6-8,0, intenzita fluorescence vzniklych
derivatii je mnohem vyssi. Derivaty byly stabilni minimaln¢ po dobu 5 hodin na dennim

svétle pfi laboratorni teploté [39, 40].

H
HSCKD h - - Hch N =0
HC | + R ﬁ CO0 ; /(
Eha e e P
i - ? "o N~ TR
o 2-oxolkyselina 3-substituovarry-6, 7 -dimethox y-2(1H)-
chition alinon
/CH3
Ry —CH,-CH,—CO0O" R _CHz'HC\
CH,
R, —CH, _CH,—CH,
i : Ry —CHI
CH,
R, —CH,—CH
3 2 3 R, | e
CH o
-~ 3
Ry —CH
4- -
~cH, Re o
| =
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Obrazek 17 Reakce 1,2-diamino-4,5-dimethoxybenzenu (DDB) s 2-oxokyselinou za vzniku
Sfluoreskujiciho derivatu

3.2.1.6 1,2-Diamino-4,5-methylendioxybenzen

1,2-diamino-4,5-methylendioxybenzen (DMB) je derivatiza¢ni ¢inidlo, které reaguje
s 2-oxokyselinami (obrazek 18) za vzniku fluoreskujicich derivati. Ve studiich [49, 59] se
uvadi, ze citlivost HPLC metody s vyuzitim DMB je vys$i oproti ostatnim pouzivanym
derivatiza¢nim ¢inidlam, OPD a DDB. Pfi excitaci 367 nm [49] nebo 365 nm [59], jsou
derivaty s DMB detekovany pii emisni vinové délce 445 nm. DMB se pfipravuje v prostiedi
kyseliny chlorovodikové, da se pouzit i kyselina sirova, ale DMB se v ni $patn¢ rozpousti. Pro
stabilizaci se do roztoku ptidava 2-merkaptoethanol a Na,S;04, aby se zabranilo oxidaci
¢inidla. Pokud by se k roztoku DMB redukéni ¢inidla neptidala, roztok reakéni smési by se
zabarvil, jako v ptipad¢ DDB, docervena, coz by ovlivnilo analyzu. Takto oSetieny roztok
DMB je pouzitelny po dobu minimalné 2 tydnu, i kdyz je skladovan pti pokojové teploté na
dennim svétle. 2-Oxokyseliny reaguji S DMB pouze v kyselém prostiedi. Na rozdil od OPD
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se pouzivaji niz§i koncentrace kyseliny chlorovodikové. Optimalni koncentrace kyseliny
chlorovodikové se pohybuje okolo 0,35-0,5 mol/l. Pokud by byla koncentrace kyseliny
chlorovodikové 0,9 mol/l a vyssi, doslo by pii derivatizaci ke vzniku sraZeniny. Upravou pH
reak¢ni smési na hodnotu 6,6-7,4 dosdhneme V piipadé pyruvatu vyssi intenzity fluorescence
[59]. Intenzita fluorescence je také ovlivnéna teplotou. Pfi nizké teploté nebo dlouhotrvajici
inkubaci pfi vyssich teplotach (napt. 100 °C po dobu 100 min, nebo 30 min pii 110 °C) se
intenzita fluorescence snizuje, navic V druhém piipadé vznika srazenina. V obou studiich
optimalizovali inkubaci, nejlepsich vysledka dosahli, kdyZ smés byla inkubovana pti 100 °C
po dobu 50 minut [49, 59]. Wang a kol. [59] vyuzili toto Cinidlo pfi stanoveni 2-oxokyselin
v séru a moci. Upozornuji na to, ze se jim nepodafilo detekovat v séru fenylpyruvat, 2-

oxokapronat, ktery se pouziva jako vnitini standard, byl jen s obtizemi detekovan.

H
H,N T
& "‘-H.\_\_\_ D i D 3 D
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. i T
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DMB 2-oxokyselina 3-substituovany-6,7-methylendioxy-
2(1H)-chinoxalinon
CHy
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R,: —CH,-CH,—C00 5 2 HC
CH,
. CH,—CH
R, —CH, R, —CH< 2 3
CH,
Ry —CH,—CH, , o
R, |\ :
CH e
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=
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Obrazek 18 Reakce 1,2-diamino-4,5-methylendioxybenzenu (DMB) s 2-oxokyselinou za
vzniku fluoreskujiciho derivatu
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3.3 Plynova chromatografie

Dalsi bézné pouzivana metoda pro stanoveni 2-0xokyselin v biologickych vzorcich je
plynova chromatografie [60]. K detekci se vyuziva plamenové ionizac¢ni, nebo hmotnostni
detektor. Jak jiz bylo zminéno u HPLC metody, pfi stanoveni 2-oxokyselin je i v pfipadé
plynové chromatografie nutna derivatizace. 2-Oxokyseliny se pfevadé¢ji na dostatecné tékavé
a mén¢ polarni derivaty. RozliSujeme tfi hlavni skupiny derivatizacnich reakci pro plynovou
chromatografii [61, 62].

Jednou znich je alkylace, jejimZz principem je esterifikace, tudiz reakce kyseliny
s alkoholem za vzniku esteru. Tento zpusob derivatizace se vyuziva jako prvni krok, ktery
pfedchézi naslednym derivatizacim nebo slouzi k ochrané aktivnich vodikd v -OH, -SH, -
COOH nebo -NH; skupin. Alkylace se nejcastéji vyuziva pii derivatizaci organickych
kyselin, mizeme ji také vyuzit i pti derivatizaci ethert, thioetherti nebo thioesterti, amidu a
sulfoamidii. Nejéastéji pouzivanymi derivatizacnimi ¢inidly jsou fluorid bority v methanolu
nebo butanolu, 0-(2,3,4,5,6-pentafluorobenzyl)hydroxylamin, benzylbromid aj. [61].

Druhou derivatiza¢ni reakci je acylace. Principem je zavedeni acylové skupiny do
slouceniny na misto aktivniho vodiku v polarnich skupinach, ¢imz ovlivnime jeji stabilitu.
Reakci vznikaji t€kavejsi derivaty, estery, thioestery nebo amidy. Mezi acylacni Cinidla patii
napf. 2,2,3,3,3-pentafluoro-1-propanol [61].

Poslednim typem derivatizacni reakce je silylace. Tato metoda ptevlada nad vyse
zminénymi postupy z diivodu vyssi stability derivatl a jejich vyssi té¢kavosti. Pti této reakci se
snazime zavést silylovou skupinu na misto aktivniho vodiku polarnich funkénich skupin, ¢imz
snizime polaritu stanovované slouceniny. Reakci silyla¢nich <¢inidel, jako jsou N,O-
bis(trimethylsilyl)acetamid, N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid nebo N-methyl-N-
(trimethylsilyl)trifluoroacetamid a trimethylsilylimidazol, vznikaji odpovidajici trimethylsilyl-
(TMS) derivaty [61].

3.4 Elektroforetické stanoveni 2-oxokyselin

Podobné jako u chromatografickych metod, byla prvni pouzitou elektroforetickou
metodou papirova elektroforéza. Po separaci byly 2-oxokyseliny pievadény na  2,4-
dinitrofenylhydrazonové derivaty. Separace pyruvatu a 2-oxoglutaratu tehdy trvala 4-5 hodin.
Papirova elektroforéza byla vyuzivana pro stanoveni 2-oxokyselin v moc¢i a krvi. Tato metoda
nevyzadovala deproteinaci, odsolovaci nebo extrakéni kroky pred analyzou [65-67].

Dalsi elektroforetickou metodou pro stanoveni 2-oxokyselin se uvadi kapilarni zoénova

elektroforéza (CZE). Ma fadu vyhod. Umoznuje rychlou a vysoce G¢innou separaci. Spotieba
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vzorku a pouzitych reagencii je mala. Elektroforeticka separace je ovlivnéna teplotou kapilary
spolu s pH pouzitého pufru, slouziciho jako elektrolyt [68,69].

Obvykle se vzorek vnasi k anodé, zatimco detekce probiha na katodé, protoze vlivem
elektroosmotického toku (EOF) se kladné nabité molekuly pohybuji smérem od kladné nabité
elektrody k zaporné nabité. Separace aniontd nckterych anorganickych kyselin a
karboxylovych kyselin s kratkym fetézcem probihd s vyuzitim tzv. reverzniho EOF, kdy
kationicky surfaktant zablokuje negativni naboj na povrchu kapilary a vytvoii se dvojita
vrstva s pozitivnim ndbojem. Reverzni EOF pak proudi stejnym smérem, jako latky s
negativnim nabojem [68,69].

Latky neobsahujici Zzadné chromofory a fluorofory, je tfeba pifed analyzou
derivatizovat, abychom zvysili citlivost detekce. Je mozna jak neptima detekce, tak i ptima.
Pro karboxylové kyseliny je typické, ze v UV oblasti absorbuji jen slabé, proto se Cast&ji
vyuziva nepfima metoda stanoveni, kdy jsou vV elektrolytu latky silné¢ absorbujici v UV
oblasti.

Shirao a kol. [68] ve své praci stanovili CZE ruzné organické kyseliny, jako jsou
pyruvat, 2-oxoglutarat, acetat, laktat, isovalerat, citrat, sukcinat, formiat a kyselina hippurov,
v mo¢i. Organické kyseliny detegovali pii vinové délce 185 nm a jako derivatizacni ¢inidlo
pouzili 2-nitrofenylhydrazin. Popisuji, Ze stanoveni organickych kyselin v moc¢i bylo
vyskytu precipitatu.  Dalsi studie zroku 1995 [71] popisuje nepiimou UV detekci
organickych kyselin v séru, kdy analyza trvala 12 minut. Jina studie [70] vyuzila bezkontaktni
vodivostni a UV detekci pro stanoveni 29 organickych kyselin v moci, uvadi také, ze je
mozné tyto latky detegovat hmotnostnim spektrometrem. Tato metoda je vSak draha a navic je
omezena pouze na nepiimou detekci vyuzivajici absorpci UV zafeni elektrolytem.

CZE je metoda pouzivana jen minoritné pfi analyze 2-oxokyselin. Zatim nebyla
zvefejnéna zadna studie zabyvajici se simultannim stanovenim 2-oxokyselin v krvi, moci

nebo jiném biologickém materialu.

3.5 Stanoveni aminokyselin

Pro lidské télo je dulezitych 21 zékladnich kdédovanych a-L-aminokyselin, jejichz
kondenzaci vznikaji proteiny.  VSechny o-aminokyseliny, s vyjimkou prolinu, maji
karboxylovou a primarni aminoskupinu na druhém uhliku, ktery je oznacovan jako a. Diky

své chiralit¢ se jedna o opticky aktivni latky, kromé glycinu, ktery ma na svém o uhliku
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navéazané dva atomy vodiku. Struktura a vlastnosti proteind jsou dany potradim jednotlivych
aminokyselin v fetézci. Aminokyseliny v podob¢é proteinti maji fadu funkci, hormonalnich,
strukturnich nebo katalytickych. Jsou vyznamnymi prekurzory pro syntézu dusikatych bazi,
jako jsou puriny a pyrimidiny, dale pak porfyrini anebo peptidickych hormond [11,72].
Genetické poruchy v metabolismu aminokyselin vedou k vzacnym vrozenym onemocnénim.
Koncentrace volnych aminokyselin v biologickych vzorcich krve, moc¢i nebo cerebrospinélni
tekutiné slouzi jako biochemické ukazatele novorozeneckych metabolickych poruch [73].

Aminokyseliny jsou v dne$ni dobé nejCastéji stanoveny separa¢nimi technikami.
Nejvyuzivanéj$i je kapalinovd chromatografie na obracenych fazich s fluorescencni,
hmotnostni nebo UV-detekci [73], také se vyuziva plynova chromatografie [74, 75], anebo
kapilarni elektroforéza [76].

Aminokyseliny jsou amfolyty [11], prakticky neabsorbuji v UV oblasti, ani pfirozené
nefluoreskuji, s vyjimkou tryptofanu, tyrosinu a fenylalaninu. Z tohoto divodu je dulezité je
pievést na derivaty, které budeme schopni detekovat [73]. Aminokyseliny se mohou
stanovovat jak derivatizované, tak nederivatizované. Nederivatizované aminokyseliny se
separuji iontové vyménnou chromatografii a deteguji naptiklad elektrochemickym nebo
hmotnostnim detektorem. Derivatizace aminokyselin muze probihat pied, nebo po separaci
[47,77].

Derivatiza¢ni ¢inidla pouzivana pro analyzu aminokyselin metodou HPLC jsou
naptiklad ninhydrin [47], dansylchlorid [78], ortho-ftalaldehyd, fluoreskamin [47], naftalen-
2,3-dikarboxaldehyd [79, 80] nebo 4-fluor-7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol [76].
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3.6 Referenc¢ni hodnoty vybranych aminokyselin a od nich odvozenych
2-oxokyselin

Referencni hodnoty vybranych 2-oxokyselin a aminokyselin v plné krvi zdravého ¢loveka
(nad 18 let véku) jsou uvedeny v tabulkach 4 a 5.

Tabulka 4 Referencni hodnoty vybranych 2-oxokyselin v piné krvi.

2-OXOKYSELINA Koncentrace (umol/l) Zdroj
2-Oxoglutarat 8,9+27 [81]
Pyruvat 22,0 -258,0 [81]
2-Oxobutyrat 3,3+5,0 [83]
2-Oxoisovalerat 11,0+£1,7 [81]
2-Oxoisokapronat 33,5+8,2 [81]
2-Ox0-3-methylvalerat 22,7+4,6 [81]
Fenylpyruvat 05+0,1 [84]
4-Hydroxyfenylpyruvat 0,4+0,2 [85]

Tabulka 5 Referencni hodnoty vybranych aminokyselin v plné krvi.

AMINOKYSELINY Koncentrace (umol/l) Zdroj
L-Glutamat 33,5+3,2 [86]
L-Glutamin 4926 + 93,6 [82]

L-Alanin 259,0 - 407,0 [87]
L-2-aminomaselna kyselina 15,0-31,0 [87]
L-Valin 190,0 — 276,0 [87]

L-Leucin 150,1 + 27,7 [88]
L-Isoleucin 84,0 + 18,0 [81]
L-Fenylalanin 78,1+ 20,5 [82]
L-Tyrosin 545+ 97 [82]
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4 CIL PRACE

Hlavnim cilem této diplomové prace je zavést dostatecné citlivou a selektivni HPLC
metodu s fluorescenéni detekci pro stanoveni vybranych 2-oxokyselin v suché kapce krve

S pouzitim derivatiza¢niho ¢inidla, které neni karcinogenni.
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5 EXPERIMENTALNI CAST
5.1 Material

5.1.1 Biologicky vzorek

5.1.1.1 PIna krev

Venodzni krev byla odebrana dobrovolnikiim z Katedry biologickych a biochemickych
véd do 9ml odbérovych zkumavek s KsEDTA (Greiner Bio-one, Kremsmiinster, Rakousko)
kvalifikovanym persondlem.  Krev byla pouzita pro pfipravu smésnych standarda
aminokyselin a 2-oxokyselin. Ptipravené smésné standardy v plné krvi byly pipetovany na
odbérovou kartu #903 (Whatman, Dassel, Némecko). Po zaschnuti (asi 3-4 hodiny pfi
laboratorni teploté) byly vzorky suché kapky krve uchovany zabalené v polyethylenovém

sacku pii teplote¢ -20 °C.

5.1.1.2 Sucha krevni skvrna
Kapka krve z prstu dobrovolnikt byla kapnuta na odbérovou kartu #903. Dalsi postup

zpracovani vzorku je uveden v kapitole 5.1.1.1.

5.1.2 Chemikalie

Acetonitril (CoH3N, w = 99,9%, M, 41,05) p. a (VWR Chemicals International, LLC,
Radnor, PA, USA)

Dansylhydrazin (C12H15N30,S, M, 265,33) p. a. (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
Deionizovana voda (H,O, M, 18,00; G = 0,055 puS)

1,2-Diamino-4,5-dimethoxybenzen, dihydrochlorid (CgH12N,O, - 2 HCI, M, 241,11) p. a.
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

1,2-Diamino-4,5-methylendioxybenzen, dihydrochlorid (C;HgN,O, - 2 HCI, M, 225,07) p. a.
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

Ethanol gradient grade pro kapalinovou chromatografii Lichrosolv® (C,HsO, w = 99,9 %, M,
46,07) p. a. (Merck KGaA, Darmstadt, Némecko)

Hydrogenfosfore¢nan sodny (Na;HPO,, M, 141,96) p. a. (Sigma-Aldrich, Steinheim
Némecko)

Hydroxid draselny (KOH, M, 56,11) p. a. (Lachema, Brno, CR)

Hydroxid sodny (NaOH, M, 40,00) p. a. (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

Chlorid sodny (NaCl, M, 58,44) p. a. (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
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Kyselina borita (H3BO3, M, 61,83) p. a. (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

Kyselina chlorista (HCIO4, p = 1,664 g/cm3, w = 70,0 %, M, 100,46) p. a. (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Némecko)

Kyselina chlorovodikova (HCL, p = 1,18 g/em®, w = 36,6 %, M, 36,45) p. a. (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Némecko)

Kyselina 2-oxobutanova, sodna stl (C4HsNaOs, M, 124,07) p. a. (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko)

Kyselina 2-oxoglutarova, sodna stl (CsHsNaOs, M, 168,08) p. a. (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko)

Kyselina 2-oxohexanova, sodna stl (CgHgNaO3, M, 152,13) p. a. (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko)

Kyselina 3-methyl-2-oxobutanova, sodna stl (CsH;NaO3z;, M, 138,13) p. a. (Sigma-Aldrich,
Steinheim Némecko)

Kyselina 3-methyl-2-oxopentanova, sodna stl (CgHgNaOs3, M, 152,13) p. a. (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Némecko)

Kyselina 4-hydroxyfenylpyrohroznova (CgHgOs, M, 180,16) p. a. (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko)

Kyselina 4-methyl-2-oxopentanova, sodna stl (CgHgNaOs3, M, 152,13) p. a. (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Némecko)

Kyselina fenylpyrohroznova, sodna stl (CgH;NaOs;, M, 186,14) p. a. (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Némecko)

Kyselina pyrohroznova, sodna sil (C3H3NaOs, M, 110,04) p. a. (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko)

ortho-Fenylendiamin, dihydrochlorid (C¢HgN, - 2 HCI, M, 181,10) p. a. (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Némecko)

Naftalen-2,3-dikarboxaldehyd (Ci,HgO,, M, 184,19) p. a. (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko)

2-Merkaptoethanol (C,HsOS, M, 78,13) p. a. (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

Kyanid draselny (KCN, M; 65,12) p. a. (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

Dithioni¢itan sodny (Na;S,04, M, 174,11) p. a. (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
Kyselina trifluoroctova (C,HF30,, M, 114,03) p. a. (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
L-Alanin (C3H7NO,, M, 89,09) p. a. (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
L-2-Aminomaselna kyselina (C4HgNO,, M, 103,12) p. a. (Sigma-Aldrich, Steinheim,

Némecko)
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L-Fenylalanin (CgH11NO,, M, 165,19) p. a. (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
L-Glutamin (CsH1oN203, M, 146,15) p. a. (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
L-Glutamova kyselina (CsHgNOy4, M, 147,13) p. a. (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
L-1soleucin (CgH13NO,, M, 131,18) p. a. (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

L-Leucin (CgH13NO,, M, 131,18) p. a. (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
L-Norleucin (CgH13NO,, M, 131,17) p. a. (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

L-Valin (CgH11NO,, M, 117,15) p. a. (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

5.1.3 Pomicky a pristroje
Analytické vahy Adventurer ™ Pro AV114C (Ohaus, Ninikon, Svycarsko)
Automatické pipety Biohit (Biohit PLC, Helsinky, Finsko)
Blokovy termostat pro zkumavky SBH 130D (Stuart, Stone, Staffordshire, Velka Britanie)
Centrifuga EPP-5417R (Eppendorf AG, Hamburg, Némecko)
Centriguga Frontier™ 5000 Series, FG5706-K (Ohaus, Nanikon, Svycarsko)
Filtra¢ni aparatura Supelco (Supelco, Bellefonte, PA, USA)
Filtra¢ni papir na odbér krve, odbérova karta (Whatmann, GmbH, Dassel, Némecko)
Hlubokomrazici box MDF-U-3086S (Panasonic, Osaka, Japonsko)
Lyofilizator SCANVAC CoolSafe™ (Labogene APS, Allerad, Déansko)
Kapalinovy chromatograf (Shimadzu, Kjoto, Japonsko)

Vysokotlaka analyticka ¢erpadla LC-20AD

Autosampler SIL-20AC

Termostat kolon CTO-20AC

Odplynovac¢ mobilni faze DGU-20A

Fluorescen¢ni detektor RF-20A

Ridici systém CBM-20A

Software LC solution (verze 1,25)
Analyticka kolona LiChroCart 125 x 4 mm, Purospher Star RP-18e, 5 um, opatfena ochranou
kolonou LiChroCart 4 x 4 mm, Purospher Star RP-18e, 5 um (Merck, KGaA, Darmstadt,
Némecko)
Kombinovand chladnic¢ka s mrazni¢kou (AEG, Frankfurt nad Mohanem, Némecko)
Magnetické michadlo (Heidolph Instruments, GmbH & KG, Schwabach, Némecko)
Nylonové filtry pro filtrovani mobilni faze, porozita 0,20 um (Sulpeco, Bellefonte, PA, USA)
Odbérové zkumavky s K3sEDTA, 9 ml, Vacuette (Greiner Bio-one, Kremsmiinster, Rakousko)

Odmérné valce, kadinky, nalevka, odmérné banky
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Odparovaci zatfizeni Thermo Scientific, model TS-18825, Reacti-EVAP EVAPORATING
UNIT (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)

pH-metr inoLab, level 2, (WTW, W.issenschaftlich-Technische Werkstatten, GmbH,
Weilheim, Némecko)

Polypropylenové (PP) zkumavky s vickem typu eppendorf; 1,5 ml (Fisher Scientific, spol.
S. 1. 0, Pardubice, CR)

Predvazky Adventurer' ™ Pro AV212C (Ohaus, Nanikon, Svycarsko)

Pyrex zkumavky s teflonovym tésnénim, 10 ml (Barloworld Scientific Group Limited, Stone,
Staffs, Velka Britanie)

Rotaéni olejova vyvéva CLASSIC VRO-4 (LAVAT, a.s., Radim u Kolina, CR)

Sklenéné vialky se Sroubovacim uzavérem (Fisher Scientific, spol. s. r. o, Pardubice, CR)
Spin-X® centrifugaéni zkumavky opatiené nylonovym filtrem o porozit¢ 0,22 um (Corning,
NY, USA)

Termoblok ~ Thermo  Fisher  Scientific, model 18821  REACTI-THERM™
HEATING/STIRRING MODULE (Thermo Fisher Scientific, High Point, NC, USA)
Ultrazvukova Cisticka ECOSON (ECOSON, Nové Mesto nad Vahom, Slovensko)

Vortex Reax top (Heidolph, Schwabach, Némecko)

Zaftizeni na upravu vody Smart2pure (TKA, Niederelbert, Némecko)

5.1.4 Pracovni roztoky

Deionizovana voda

Deionizovana voda (G = 0,055 pS) byla vyrabéna zatizenim na Upravu vody Smart2pure.

Voda byla filtrovana skrz nylonovy filtr o porozité€ 0,2 um.

Roztok kyseliny chlorovodikové (asi 1mmol/]) pro pfipravu a fedéni standarda 2-oxokyselin

Roztok byl pfipraven ziedénim 84 ul koncentrované kyseliny chlorovodikové (asi 11,95mol/l)

deionizovanou vodou na kone¢ny objem 1 1.

Zasobni roztok pyruvatu (asi Smmol/1)

Zasobni roztok byl pfipraven rozpusténim navazky 0,0134 g pyruvatu v 25 ml Immol/l

kyseliny chlorovodikové. Roztok byl uchovavan pti -80 °C v 1ml alikvotach.
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Zasobni roztok fenylpyruvatu (asi Smmol/1)

Zasobni roztok byl pfipraven rozpusténim navazky 0,0245 g fenylpyruvatu v 25 ml Immol/I

kyseliny chlorovodikové. Roztok byl uchovavan pti -80 °C v 1ml alikvotach.

Z4asobni roztok 4-hydroxyfenylpyruvatu (asi 500umol/l)

Zasobni roztok byl pfipraven rozpusténim navazky 0,0221 g fenylpyruvatu v 25 ml Immol/I

kyseliny chlorovodikové. Roztok byl uchovéavan pii -80 °C v 1ml alikvotach.

Zasobni roztok 2-oxoglutaratu (asi Smmol/l)

Zasobni roztok byl pfipraven rozpusténim navazky 0,0212 g 2-oxoglutaratu v 25 ml Immol/I

kyseliny chlorovodikové. Roztok byl uchovéavan pii -80 °C v 1ml alikvotach.

Z4asobni roztok 2-oxoisovaleratu (asi 5mmol/l)

Zasobni roztok byl piipraven rozpusténim navazky 0,0187 g 2-oxoisovaleratu v 25 ml

Immol/l kyseliny chlorovodikové. Roztok byl uchovavan pti -80 °C v 1ml alikvotach.

Z4asobni roztok 2-0X0-3-methylvaleratu (asi 5mmol/I)

Zasobni roztok byl piipraven rozpusténim navazky 0,0189 g 2-0x0-3-methylvaleratu v 25 ml

Immol/l kyseliny chlorovodikové. Roztok byl uchovéavan pii -80 °C v 1ml alikvotach.

Z4sobni roztok 2-oxoisokapronatu (asi 5Smmol/l)

Zasobni roztok byl pfipraven rozpu$ténim navazky 0,0206 g 2-oxoisokapronatu v 25 ml

Immol/l kyseliny chlorovodikové. Roztok byl uchovavan pii -80 °C v 1ml alikvotach.

Z4asobni roztok 2-oxobutyratu (asi 5mmol/l)

Zasobni roztok byl ptipraven rozpusténim navazky 0,0158 g 2-oxobutyratu v 25 ml Immol/I

kyseliny chlorovodikové. Roztok byl uchovavan pii -80 °C v 1ml alikvotach.

Zasobni roztok 2-oxokapronové kyseliny (vnitini standard, asi 5mmol/Il)

Zasobni roztok byl pfipraven rozpusténim navazky 0,0158 g 2-oxokapronové kyseliny v

25 ml 1mmol/l kyseliny chlorovodikové. Roztok byl uchovavan pti -80 °C v 1ml alikvotach.
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Pfiprava smésného standardu 2-oxokyselin, véetné vnitiniho standardu (asi 50umol/l)

Smésny standard 2-oxokyselin o objemu 10 ml byl pfipraven néasledovné. Do 10ml odmérné
banky bylo postupné pipetovano 100 ul zésobnich roztokiit PYR, PPYR, 2-OB, 2-KG, KIlV,
KMV, KIC, 2-OB a 2-KH (asi 5mmol/l) a 1 ml 4-OH-PPYR (500umol/l). Poté byl roztok
smésné¢ho standardu doplnén deionizovanou vodou na kone¢ny objem 10 ml. Roztok
smésného standardu byl ptipravovan bud’ cerstvy, nebo byl uchovan pii -20 °C v 1ml

alikvotach maximalné po dobu 1 tydne.

Piiprava smésného standardu 2-oxokyselin, v&etné vnitiniho standardu, bez 4-OH-PPYR a 2-

KG (asi 50umol/Il)

Smésny standard 2-oxokyselin o objemu 10 ml byl pfipraven néasledovné. Do 10ml odmérné
baniky bylo postupné pipetovano 100 pul zésobnich roztoklit PYR, PPYR, 2-OB, KIV, KMV,
KIC, 2-OB a 2-KH (asi 5mmol/l). Poté byl roztok smésného standardu doplnén
deionizovanou vodou na kone¢ny objem 10 ml. Roztok smésného standardu byl pfipravovan

bud’ Cerstvy, nebo byl uchovan pii -20 °C v 1ml alikvotach maximalné po dobu 1 tydne.

Pfiprava roztoku vnitiniho standardu (asi 200umol/I)

Roztok o objemu 5 ml byl pfipraven nafedénim 200 ul 2-oxokapronové kyseliny (asi

5mmol/l) v 4800 pl deionizované vody.

Piiprava jednotlivych standardd 2-oxokyselin a vnitiniho standardu (asi 100umol/l)

Asi 100umol/l roztoky jednotlivych 2-oxokyselin o objemu 10 ml byly pfipraveny
nasledujicim zptisobem. Do 10ml odmérné banky bylo pipetovano 200 ul zasobniho roztoku
(PYR, PPYR, 2-OB, 2-KG, KIV, KMV, KIC, 2-OB a 2-KH) nebo 2 ml 4-OH-PPYR. Pot¢é
byl roztok jednotlivého standardu doplnén deionizovanou vodou na kone¢ny objem 10 ml.
Roztok smésného standardu byl pfipravovan bud’ Cerstvy, nebo byl uchovan pii -20 °C v 1ml

alikvotach maximalné€ po dobu 1 tydne.

Piiprava roztoku vnitiniho standardu 2-oxokapronové kyseliny (asi 10umol/l)

Roztok byl pfipraven ziedénim 100 pl pracovniho roztoku 2-oxokapronové kyseliny (asi

100umol/l) v 900 pl deionizované vody.
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Pfiprava roztoku vnitiniho standardu 2-oxokapronové kyseliny (asi Sumol/I)

Roztok byl pfipraven ziedénim 50 ul pracovniho roztoku 2-oxokapronové kyseliny (asi

100umol/l) v 950 ul deionizované vody.

Priprava roztoku kyseliny chloristé (asi 1mol/l)

Roztok byl piipraven ziedénim 85 ul koncentrované kyseliny chloristé (11,59mol/l) 915 pl

deionizované vody.

Pfiprava roztoku kyseliny chloristé (asi 6,3mol/1)

Roztok byl pfipraven zfedénim 2 ml koncentrované kyseliny chlorist¢ 2 ml deionizované

vody.

Piiprava roztoku kyseliny chlorovodikové (asi 1mol/l)

Roztok byl piipraven zifedénim 1 ml koncentrované kyseliny chlorovodikové 11 ml

deionizované vody.

Piiprava roztoku kyseliny chlorovodikové (asi 100mmol/1)

Roztok byl pfipraven ziedénim 100 pl 1mol/l kyseliny chlorovodikové 900 pl deionizované
vody.

Priprava roztoku kyseliny chlorovodikové (asi 10mmol/l)

Roztok byl ptfipraven zfedénim 100 pl 100mmol/l kyseliny chlorovodikové 900 pl

deionizované vody.

Piiprava roztoku kyseliny chlorovodikové (asi 1mmol/l)

Roztok byl pfipraven ziedénim 100 pl 10mmol/l kyseliny chlorovodikové 900 pl

deionizované vody.

Ptiprava roztoku hydroxidu draselného (asi Immol/l)

Navazka 0,11 g KOH byla rozpusténa v 250 ml deionizované vody. Z tohoto roztoku bylo
pipetovano 640 ul do S5ml odmérné banky a poté roztok doplnén deionizovanou vodou na

kone¢ny objem 5 ml.
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Ptiprava asi 10% (v/v) roztoku ethanolu ve vodé

Roztok byl pfipraven smichanim 100 pl 100% ethanolu s 900 ul deionizované vody.

Piiprava asi 25% (v/v) roztoku ethanolu ve vodé

Roztok byl pfipraven smichanim 250 pl 100% ethanolu se 750 pl deionizované vody.

Piiprava smésného standardu 2-oxokyselin ve fyziologickém roztoku

Ze zasobnich roztoku jednotlivych 2-oxokyselin o koncentraci asi 5 mmol/l (PYR, PPYR, 2-
KG, KIC, KIV, KMV a 2-0B) a 500 umol/l (4-OH-PPYR) byl pfipraven smésny standard
pipetovanim 500 pl PYR, 10 ul PPYR, 50 ul K1V, 100 ul KMV, 100 ul KIC, 50 ul 2-OB,
50 ul 2-KG, 50 pl 4-OH-PPYR a 90 ul 9,4% roztoku chloridu sodného.

Piiprava smésného standardu 2-oxokyselin ve fyziologickém roztoku bez 4-OH-PPYR a
2-KG

Ze zasobnich roztokd jednotlivych 2-oxokyselin o koncentraci asi 5 mmol/l (PYR, PPYR,
KIC, KIV, KMV a 2-OB) byl piipraven smésny standard pipetovanim 500 ul PYR, 10 pl
PPYR, 50 ul K1V, 100 pul KMV, 100 ul KIC, 50 ul 2-OB, 90 ul 9,4% roztoku chloridu

sodného a 100 pl deionizované vody.

Piiprava smésného standardu 2-oxokyselin ve fyziologickém roztoku bez 4-OH-PPYR a
PPYR

Ze zasobnich roztokd jednotlivych 2-oxokyselin o koncentraci asi 5 mmol/l (PYR, 2-KG,
KIC, KIV, KMV a 2-OB) byl pfipraven smésny standard pipetovanim 500 pl PYR, 50 ul 2-
KG, 50 ul K1V, 100 ul KMV, 100 ul KIC, 50 ul 2-OB, 90 ul 9,4% roztoku chloridu sodného

a 60 pl deionizované vody.

Ptiprava asi 9.4% roztoku chloridu sodného

Navazka 0,47 g chloridu sodného byla rozpusténa v 4,5 ml deionizované vody.

Piiprava fyziologického roztoku (asi 0,85% roztok chloridu sodného)

Fyziologicky roztok byl pfipraven zifedénim 90 pl 9,4% roztoku chloridu sodného 910 pl

deionizované vody.
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Priprava nesrazlivé krve s pridavkem fyziologického roztoku

K 4,5 ml nesrazlivé krve bylo pipetovano 500 pl fyziologického roztoku (asi 0,85% roztok

chloridu sodného).

Piiprava roztoku ortho-fenylendiaminu (asi 25mmol/I)

Roztok byl pfipraven rozpusténim navazky 0,2773 g ortho-fenylendiaminu v 25 ml
deionizované vody. Poté bylo opatrné pfidano 10 ml koncentrované kyseliny chlorovodikové
(11,95mol/l). Roztok byl promichan a nasledné¢ bylo piidano 25 ml deionizované vody.

Roztok byl uchovavan pti -80 °C v 1ml alikvotach.

Piiprava roztoku ortho-fenylendiaminu (asi 5,5mmol/]) se stabilizatory, 2-merkaptoethanolem

a dithioniditanem sodnvm

Derivatiza¢ni €inidlo bylo pfipraveno nasledujicim zptisobem. V 5 ml deionizované vody byla
rozpusténa navazka 0,0487 g dithioniCitanu sodné¢ho. Po uplném rozpusténi dithioniCitanu
sodného bylo pifiddno 590 pl koncentrované kyseliny chlorovodikové a 0,7 ml
2-merkaptoethanolu (asi 14,3mol/I). Poté byla smés doplnéna deionizovanou vodou na
kone¢ny objem 10 ml. V takto pfipravené smési byla rozpusténa navazka 10 mg ortho-

fenylendiaminu. Derivatiza¢ni ¢inidlo bylo uchovavano pii -80 °C v 1ml alikvotach.

Piiprava derivatizaniho &inidla 1,2-diamino-4,5-dimethoxybenzenu (asi 4,1mmol/l)

Derivatizac¢ni ¢inidlo bylo pfipraveno nasledujicim zptisobem. V 5 ml deionizované vody byla
rozpu$téna navazka 0,0487 g dithionicitanu sodného. Po Uplném rozpusténi dithionicitanu
sodného bylo pfiddno 590 upl koncentrované kyseliny chlorovodikové a 0,7 ml
2-merkaptoethanolu (asi 14,3mol/l). Poté byla smés doplnéna deionizovanou vodou
na kone¢ny objem 10 ml. V takto pfipravené smési byla rozpusSténa navazka 10 mg 1,2-
diamino-4,5-dimethoxybenzenu. Derivatiza¢ni ¢inidlo bylo uchovavano pii -80 °C v 1ml

alikvotach.

Piiprava derivatiza¢niho inidla 1,2-diamino-4,5-methylendioxybenzenu (asi 4,4mmol/l)

Derivatiza¢ni Cinidlo bylo ptipraveno nasledujicim zpisobem. V 5 ml deionizované vody byla
rozpusténa navazka 0,0487 g dithionicitanu sodného. Po uplném rozpusténi dithionic¢itanu
sodného bylo pfiddno 590 ul koncentrované kyseliny chlorovodikové a 0,7 ml

2-merkaptoethanolu (asi 14,3mol/I). Poté byla smés doplnéna deionizovanou vodou na
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kone¢ny objem 10 ml. V takto pfipravené smési byla rozpusténa navazka 10 mg 1,2-diamino-
4,5-methylendioxybenzenu. Derivatiza¢ni ¢inidlo bylo uchovavano pii -80 °C v 1ml

alikvotach.

Piiprava asi 0,1% roztoku dansylhydrazinu

Navazka 10 mg dansylhydrazinu byla rozpusténa v 10 ml 100% ethanolu. Roztok byl

uchovan pii -80 °C v 1ml alikvotach.

Priprava asi 4mol/l kyseliny chlorovodikové

Roztok byl pfipraven ziedénim 100 ul koncentrované kyseliny chlorovodikové 200 pl

deionizované vody.

Piiprava asi 5% kyseliny trifluoroctové

Roztok kyseliny trifluoroctové byl pfipraven nasledujicim zplsobem. K 4,75 ml 100%
acetonitrilu bylo pfidano 250 ul zasobniho roztoku kyseliny trifluoroctové. Roztok byl

uchovan pii 4 °C.

Piiprava asi 0.75% kyseliny trifluoroctové

Roztok asi 0,75% kyseliny trifluoroctové byl pfipraven ziedénim 300 ul 5% kyseliny

trifluoroctové 1,7 ml 100% acetonitrilu. Roztok byl uchovan pti 4 °C.

Mobilni faze A [25% (v/v) ethanol v deionizované vode€]

Mobilni faze A byla pfipravena smichanim 250 ml 100% ethanolu se 750 ml deionizované
vody. Poté byla mobilni faze ptefiltrovana skrz nylonovy filtr o porozité¢ 0,20 um a nasledné

odvzdus$néna v ultrazvukové lazni.

Mobilni faze B (100% ethanol)

Jeden litr 100% ethanolu byl pfefiltrovan skrz nylonovy filtr o porozité 0,20 um a nasledné

odvzdus$nén v ultrazvukové lazni.

Mobilni faze A [20% (v/v) acetonitril v 25mmol/l hydrogenfosfore¢nanu sodném:; pH = 7.2]

Mobilni faze A byla pfipravena néasledujicim zplsobem. Navazka 1,42 g

hydrogenfosforecnanu sodného byla rozpusténa ve 400 ml deionizované¢ vody. Po tplném
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rozpusténi bylo k roztoku ptfidano 100 ml 100% acetonitrilu. Poté bylo upraveno pH mobilni
faze na hodnotu 7,2 6mol/l kyselinou chlorovodikovou. Takto pfipravena mobilni faze byla
prefiltrovana skrz nylonovy filtr o porozité 0,20 pm a nasledné odvzdusnéna v ultrazvukové

lazni.

Mobilni faze B (100% acetonitril)

Pil litru 100% acetonitrilu bylo pfefiltrovano skrz nylonovy filtr o porozit¢ 0,20 um a

nasledné odvzdus$nén v ultrazvukové lazni.

Mobilni faze A [25% (v/v) acetonitril v deionizované vodé]

Mobilni faze A byla pfipravena smichanim 250 ml 100% acetonitrilu se 750 ml deionizované
vody. Poté byla mobilni faze ptefiltrovdna skrz nylonovy filtr o porozité¢ 0,20 um a nasledné

odvzdus$néna v ultrazvukové lazni.

Zasobni roztok 2-aminomaselné kyseliny (asi 10mmol/I)

Zasobni roztok byl pfipraven rozpusténim navazky 0,0242 g 2-aminomadselné kyseliny v

25 ml deionizované vody a uchovavan pii -80 °C v 1ml alikvotach.

Zasobni roztok alaninu (asi 10mmol/l)

Zasobni roztok byl pfipraven rozpusténim navazky 0,0237 g alaninu v 25 ml deionizované

vody a uchovavan pii -80 °C v 1ml alikvotach.

Zasobni roztok glutaminu (asi 10mmol/I)

Zasobni roztok byl ptipraven rozpusténim navazky 0,0385 g glutaminu v 25 ml deionizované

vody a uchovavéan pii -80 °C v 1ml alikvotach.

Zasobni roztok kyseliny glutamové (asi 10mmol/l)

Zasobni roztok byl pfipraven rozpusténim navazky 0,0380 g kyseliny glutamové v 25 ml

deionizované vody a uchovavan pii -80 °C v 1ml alikvotach.

Zasobni roztok isoleucinu (asi 10mmol/l)

Zasobni roztok byl pripraven rozpusténim navazky 0,0321 g isoleucinu v 25 ml deionizované

vody a uchovavan pfti -80 °C v 1ml alikvotach.
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Zasobni roztok leucinu (asi 10mmol/l)

Zasobni roztok byl pfipraven rozpusténim navazky 0,0342 g leucinu v 25 ml deionizované

vody a uchovavan pii -80 °C v 1ml alikvotéch.

Piiprava zasobniho roztoku vnitiniho standardu norleucinu (asi 10mmol/1)

Zasobni roztok byl pfipraven rozpusténim navazky 0,0317g norleucinu v 25 ml deionizované

vody a uchovavan pii -80 °C v 1ml alikvotéch.

Zasobni roztok valinu (asi 10mmol/l)

Zasobni roztok byl piipraven rozpusténim navazky 0,0288 g valinu v 25 ml deionizované

vody a uchovavan piti -80 °C v 1ml alikvotach.

Zasobni roztok fenylalaninu (asi 10mmol/I)

Zasobni roztok byl pfipraven rozpusténim navazky 0,0413 g fenylalaninu v 25 ml

deionizované vody a uchovavan pii -80 °C v 1ml alikvotach.

Pfiprava smésného standardu aminokyselin a vnitiniho standardu (asi 100umol/I)

Smésny standard osmi aminokyselin a vnitiniho standardu byl ptipraven nasledovné. Do 10ml
odmérné banky bylo pipetovano 100 pl jednotlivych zasobnich roztoklt vySe zminénych
aminokyselin (asi 10mmol/l). Roztok byl doplnén deionizovanou vodou na kone¢ny objem 10

ml.

Priprava smésného standardu aminokyselin ve fyziologickém roztoku

Smésny standard aminokyselin ve fyziologickém roztoku byl pfipraven rozpusténim navazek
0,0930 g kyseliny glutamové, 0,4850 g glutaminu, 0,2051 g alaninu, 0,1152 g kyseliny
2-aminomaselné, 0,1571 g valinu, 0,0899 g isoleucinu, 0,0902 g fenylalaninu a 0,0928 g
leucinu v 250 ml fyziologického roztoku. Koncentrace jednotlivych aminokyselin byly
nasledujici: 2528 pumol/l kyseliny glutamové, 13274 umol/l glutaminu, 9209 umol/I alaninu,
4469 pmol/l kyseliny 2-aminomaselné, 5364 pmol/l valinu, 2741 pmol/l isoleucinu,
2184 umol/l fenylalaninu a 2830 pmol/l leucinu. Jeden dil takto pfipraveného smésného

standardu byl smichén s 9 dily plné krve.
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Pfiprava pracovniho roztoku vnitiniho standardu norleucinu asi v 100% ethanolu (asi

10umol/l)

Pracovni roztok norleucinu byl pfipraven ziedénim 25 pl zasobniho roztoku (asi 10mmol/l)

v 25 ml 100% ethanolu.

Piiprava 0,1mol/l boratového pufru o pH asi 9.3

Navazka 0,19 g kyseliny borité byla rozpusténa v 50 ml deionizované vody. Poté bylo pH
roztoku upraveno 6mol/l hydroxidem sodnym na hodnotu 9,3. Takto ptipraveny boratovy pufr

byl piefiltrovan skrz nylonovy filtr o porozité 0,2 um a uchovavan pii 4 °C.

Piiprava roztoku kyanidu draselného (asi 40mmol/l)

Navazka 0,005 g kyanidu draselného byla rozpusténa ve 2 ml deionizované vody. Roztok byl

uchovévan pti 4 °C.

Piiprava derivatiza¢niho ¢inidla naftalen-2,3-dikarboxaldehydu (asi 1%)

Navazka 0,0300 g byla rozpusténa ve 30 ml 100% ethanolu. Roztok byl uchovavan pti
-80 °C v 1ml alikvotach.

Mobilni faze A [5% (v/v) acetonitril v 10mmol/l hydrogenfosfore¢nanu sodném: pH 7.2]

Navazka 1,35 g hydrogenfosfore¢nanu sodného byla rozpusténa v 950 ml deionizované vody.
Po Uplném rozpusténi hydrogenfosfore¢nanu sodné¢ho bylo ptidano 50 ml acetonitrilu. Poté
bylo pH mobilni faze upraveno 6mol/l kyselinou chlorovodikovou na hodnotu 7,2. Mobilni
faze byla pfefiltrovana skrz nylonovy filtr o porozit¢ 0,20 um a nasledné¢ odvzdus$néna

V ultrazvukové lazni.

Mobilni fize B [65% (v/v) acetonitril v 10mmol/l hydrogenfosforeénanu sodném:; pH 7.2]

Navézka 0,5 g hydrogenfosforecnanu sodného byla rozpusténa v 350 ml deionizované vody.
Po uplném rozpusténi hydrogenfosfore¢nanu sodného bylo ptidano 650 ml acetonitrilu. Poté
bylo pH mobilni faze upraveno 6mol/l kyselinou chlorovodikovou na hodnotu 7,2. Mobilni
faze byla pfefiltrovana skrz nylonovy filtr o porozit¢ 0,20 pum a nasledné odvzdu$néna

V ultrazvukuové 1azni.
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5.2 Priprava vzorku suché kapky krve

Misto vpichu (prst ruky) bylo vydezinfikovano septonexem. Vpich byl proveden
lancetou z prokrveného mista, coz bylo dosazeno G¢inkem teplé vody. Po vpichu byla prvni
kapka krve setfena buni¢inou. Po vytvoreni dalsi velké kapky krve, se k ni zlehka pfilozil
filtratni papir typu Whatman #903. Krev byla jedinym piiloZzenim prosédknuta tak, aby
vyplnila pfedti§tény kruh. Vzorky krve byly suseny pii laboratorni teploté po dobu 3-4 hodin.
Odbérove karty byly do doby zpracovani uchovavany v PE saccich pii -20 °C, maximalné po
dobu 3 mésict.

Pti zpracovani vzorku suché kapky krve byl ze stfedu krevni skvrny vyrazen tercik o

priméru 6 mm, coz odpovidé ptiblizn€ 10 pl plné krve.

5.3 Priprava smésného standardu 2-oxokyselin v plné krvi

Ztedénim 200 pl smésného standardu 2-oxokyselin ve fyziologickém roztoku (PYR,
PPYR, KIV, KMV, KIC, 2-OB) s 1,8 ml nesrazlivé krve byl pfipraven smésny standard 2-
oxokyselin s nejvyssi koncentraci (Ss). Redénim smésného standardu Ss nesrazlivou krvi ve

fyziologickém roztoku (9:1, v/v) byly pfipraveny smésné standardy S;-S4 (tabulka 6).

Tabulka 6 Koncentrace jednotlivych 2-oxokyselin ve smésnych standardech

2- Ss S4 S3 S, S1
Oxokyseliny ¢ (umol/l) ¢ (umol/l) ¢ (umol/l) ¢ (umol/l) ¢ (umol/l)

PYR 487,1 243,5 97,4 48,7 24,4
PPYR 5,3 2,6 1,1 0,5 0,3
4-OH-PPYR 2,5 1,2 0,5 0,2 0,1
2-KG 50,4 25,2 10,1 5,0 2,5
KIV 54,2 27,1 10,8 54 2,7
KMV 99,4 49,7 19,9 9,9 50
KIC 108,3 54,2 21,7 10,8 5,4
2-0OB 50,9 25,5 10,2 51 2,5

Smeésné standardy 2-oxokyselin (S1-Ss) byly pripraveny podle tabulky 7. Jako standard So

byla pouzita nesrazliva krev ve fyziologickém roztoku (9:1, v/v).
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Tabulka 7 Priprava smésnych standardi pro sestrojeni kalibracni krivky

Krev ve fyziol. 5
Vzorek Ss (ul) roztoku (u) Redéni
S4 500 500 2X
S3 200 800 5x
S, 100 900 10x
S1 50 950 20x

Ptipravené smésné standardy byly aplikovany bud’ na cisty filtraéni papir typu
Whatman #903 nebo filtra¢ni papir, kde predtim byl do stfedu predtisténé¢ho kruhu pipetovan
vnitini standard (2 pl 2-oxokapronové kyseliny). Dalsi postup byl stejny jako v kapitole 5.2.

5.4 Priprava smésného standardu aminokyselin v pIlné krvi
Ztedénim 100 pl smésného standardu aminokyselin ve fyziologickém roztoku (2-AB,
Glu, GIn, Ala, Val, Leu, lle a Phe) s 900 ul nesrazlivé krve byl ptipraven smésny standard

aminokyselin s nejvyssi koncentraci (Ss). Dalsi postup je stejny jako v kapitole 5.3 (tabulka 8
ag).

Tabulka 8 Koncentrace jednotlivych aminokyselin ve smésnych standardech

Ss S, Ss S, S,
Aminokyseliny o) (umol/l) (umol/l) (umol/l) (umol/l)
Glu 252.2 1264 50,6 25,3 12,6
Gln 1327,4 663,7 265,5 132,7 66,4
Ala 920,9 460,4 14,2 92,1 46,0
2-AB 446,9 2234 89,4 44,7 22,3
Val 536,4 268,2 107,3 53,6 26,8
lle 274,1 137,1 54,8 27,4 13,7
Phe 2184 109,2 43,7 21,8 10,9
Leu 283,0 1415 56,6 28,3 14,1
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Tabulka 9 Priprava smésnych standardi pro sestrojeni kalibracni krivky

Vzorek Ss (ul) Krev ve fyziol. Redéni
roztoku (ul)

S4 100 100 2X
S3 50 200 oX
Sz 20 180 10x
Si 20 380 20x

5.5 Stanoveni  2-oxokyselin  metodou  vysokouc¢inné  Kkapalinové
chromatografie s fluorescenéni detekci po derivatizaci ortho-
fenylendiaminem

Jedna se o tzv. ,,zlaty standard“ stanoveni 2-oxokyselin v biologickych vzorcich.

5.5.1 Derivatizace jednotlivych standarda 2-oxokyselin a 2-oxokyselin ve
smésném standardu
V 1,5ml PP zkumavkiach bylo smichdno 200 pl roztoku smésného standardu
jednotlivych 2-oxokyselin (bez 4-OH-PPYR a 2-KG), o koncentraci asi 50 umol/l, s 200 pl
derivatiza¢niho Cinidla, OPD. Jednotlivé standardy 2-oxokyselin, o koncentraci asi 100
umol/l, byly pfipraveny stejnym zpisobem. Po promichani byla smés inkubovana 30 minut

pti 55 °C. Po ochlazeni byla smés pievedena do sklenénych vialek.

5.5.2 Optimalizace mnozZstvi derivatiza¢niho ¢inidla
Celkem do péti sklenénych vialek bylo pipetovano 250 pl PYR (asi 500umol/l) a

rizny objem derivatizacniho ¢inidla. Smés byla inkubovéana 30 minut pfi teploté 55 °C.

o 250 ul PYR + 250 ul OPD

o 250 pl PYR + 50 ul H,0O + 200 ul OPD

o 250 pl PYR + 100 pl H,0 + 150 pl OPD

o 250 pl PYR + 150 pl H,0O + 100 pl OPD

o 250 ul PYR + 200 ul H,O + 50 ul OPD
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5.5.3 Lyofilizace roztoku smésného standardu 2-oxokyselin v Immol/l kyseliné
chlorovodikové
Byl zkouman vliv procesu lyofilizace na stabilitu 2-oxokyselin. Byl lyofilizovan
smésny standard 2-oxokyselin v Immol/l kyseliné chlorovodikové (5 sad 0 objemu 450 pl).
Lyofilizat byl rozpustén ve 450 ul Immol/l kyselin¢ chlorovodikové a zpracovan, jak je

uvedeno v kapitole 5.5.1.

5.5.4 Vybér vhodného ¢inidla pro extrakci 2-oxokyselin ze suché kapky krve
Byla testovana tato extrakéni ¢inidla: 1mol/l, 100mmol/l, 10mmol/l a 1mmol/I
kyselina chlorovodikova, 1mmol/l hydroxid draselny, 10% a 25% (v/v) ethanol ve vodé a
100% ethanol. Vyrazeny tercik suché kapky krve byl pfeveden do 1,5ml PP zkumavky a
bylo k nému ptidano 150 pl elu¢niho ¢inidla. Vzorky byly zpracovany v duplikatu. Extrakce
probihala 60 minut pii laboratorni teploté. Poté bylo ke smési pipetovano 50 ul 6,3mol/l
kyseliny chloristé¢ a nasledné byl obsah zkumavky odstfedén (5 min, 4430 x g, laboratorni
teplota). Supernatant (150 ul) byl pfeveden do 1,5ml PP zkumavky a bylo k nému ptidano
150 pl derivatiza¢niho ¢inidla. Dalsi postup byl stejny jako v kapitole 5.5.1. Po zchlazeni byla
smés za pouziti centrifugace (5 minut, 4430 X g, laboratorni teplota) pftefiltrovana skrz
nylonovy filtr o porozit¢ 0,22 um a ptfevedena do sklenénych vialek. Pfi extrakci 100%
ethanolem bylo K ter¢iku suché kapky krve pfidano 500 pl ethanolu, po Sedesatiminutové
inkubaci pfi laboratorni teploté byla smés odstfedéna (5 minut, 4430 X g, laboratorni teplota) a
450 pl supernatantu bylo pfevedeno do zkumavky. Ethanol byl odpafen v atmosféie dusiku o
Cistoté 4,6 (Linde Gas a. s., Pardubice). K odparku bylo pfidano 200 pl derivatiza¢niho ¢inidla

a dalsi postup byl stejny jako v piipade pouziti ostatnich extrak¢énich ¢inidel.

5.5.5 Chromatografické podminky

mobilni faze A: 25% (v/v) acetonitril v deionizované vodé
mobilni faze B: 100% acetonitril
kolona: LichroCart 125 x 4 mm, Purospher Star RP-18e, 5 um, opatiena

ochrannou kolonou LichroCart 4 x 4 mm, Purospher Star

RP-18e, 5 um
pritok mobilni faze: 0,5 ml/min
davkovany objem: 10 pl
teplota kolony: 37°C
autosampler: 4°C
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fluorescencni detektor: A (excitace) = 350 nm
A (emise) =410 nm
citlivost stiedni
zesileni x16

¢asovy program: gradientova eluce, doba analyzy 22 minut
0,00 min, 2% B
3,00 min, 2% B
3,01 min,35% B
13,00 min, 38 % B
13,01 min, 100 % B
18,00 min, 100 % B
18,01 min,2 % B
22,00 min, STOP

5.6 Stanoveni  2-oxokyselin  metodou  vysokouclinné  kapalinové
chromatografie s fluorescen¢ni detekcei po derivatizaci 1,2-diamino-4,5-
dimethoxybenzenem

5.6.1 Postup derivatizace smésného standardu 2-oxokyselin a jednotlivych
standardi 2-oxokyselin
V1,5 ml PP zkumavkach bylo smichano 250 plroztoku smésného standardu
jednotlivych ~ 2-oxokyselin  (bez  4-OH-PPYR a 2-KG), o Kkoncentraci asi
50 umol/l, se 150 ul derivatizaéniho ¢inidla, DDB. Jednotlivé standardy 2-oxokyselin, o

koncentraci asi 100umol/l, byly pfipraveny stejnym zpisobem. Po promichéani byla smés

inkubovana 30 minut pii 100 °C. Po ochlazeni byla smés pievedena do sklenénych vialek.

5.6.2 Optimalizace mnozstvi derivatiza¢niho ¢inidla
Celkem do tfi sklenénych vialek bylo pipetovano 250 pl smésného standardu

2-oxokyselin (PYR, PPYR, 2-OB, 2-KH, KIV, KMV a KIC), o koncentraci asi 50 umol/l, a
rizny objem derivatizaéniho cinidla. Vzorky byly zpracovany v duplikatu. Smés byla
inkubovana 30 minut pii 100 °C.

o 250 pl smésného standardu + 150 ul DDB

o 250 ul smésného standardu + 100 ul DDB + 50 ul deionizované vody

o 250 pl smésného standardu + 50 ul DDB + 100 ul deionizované vody
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5.6.3 Optimalizace podminek inkubace pri derivatizaci 2-oxokyselin 1,2-
diamino-4,5-dimethoxybenzenem (teplota a ¢as)

Celkem do tii sklenénych vialek bylo pipetovano 250 pl smésného standardu
2-oxokyselin (PYR, PPYR, 2-OB, 2-KH, KIV, KMV a KIC), o koncentraci asi 50 umol/l , a
150 pl derivatizaéniho ¢inidla. Vzorky byly zpracovany v duplikdtu. Smés byla inkubovéana
nasledovné:

40 °C po dobu 15, 30, 60 min
70 °C po dobu 15, 30, 60 min
100 °C po dobu 15, 30, 60 min.

5.6.4 Stanoveni 2-oxokyselin v suché kapce krve po derivatizaci 1,2-diamino-4,5-

dimethoxybenzenem

Vyseknuty tercik suché kapky krve byl pteveden do 1,5ml PP zkumavky a bylo
k nému ptidano 150 ul Immol/l kyseliny chlorovodikové a 20 ul vnitiniho standardu kyseliny
2-oxokapronové (asi Sumol/l). Smés byla inkubovana 60 minut pii laboratorni teploté. PO
inkubaci bylo k smési ptidano 50 ul 6,3mol/l kyseliny chloristé a poté byla smés odstfedéna
(5 minut, 4430 x g, laboratorni teplota). Do 1,5ml PP zkumavky bylo ptevedeno 150 pl
supernatantu, ke kterému bylo pfidano 200 ul deionizované vody a 50 ul derivatizacniho
¢inidla. Smés byla inkubovana 60 minut pii 100 °C. Po zchlazeni byla smés za pouziti
centrifugace (5 minut, 4430 x g, laboratorni teplota) pfefiltrovana skrz nylonovy filtr o

porozité 0,22 um a prevedena do sklenénych vialek.

5.6.5 Chromatografické podminky

mobilni faze A: 25% (v/v) acetonitril v deionizované vodé
mobilni faze B: 100% acetonitril
kolona: LichroCart 125 x 4 mm, Purospher Star RP-18e, 5 um, opatiena

ochrannou kolonou LichroCart 4 x 4 mm, Purospher Star

RP-18e, 5 um
pritok mobilni faze: 0,5 ml/min
davkovany objem: 10 ul
teplota kolony: 37 °C
autosampler: 4°C
fluorescen¢ni detektor: A (excitace) =370 nm

A (emise) = 445 nm
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citlivost stiedni
zesileni x4
casovy program: gradientova eluce, doba analyzy 22 minut
0,00 min, 10% B
13,00 min, 27 % B
13,01 min, 100 % B
18,00 min, 100 % B
18,01 min, 10% B
22,00 min, STOP

5.7 Stanoveni 2-oxokyselin metodou vysokoucinné kapalinové
chromatografie s fluorescen¢ni detekci po derivatizaci 1,2-diamino-4,5-

methylendioxybenzenem
Jelikoz DMB a DDB jsou analogy OPD a piiprava obou ¢inidel byla podle literarnich
zdroji podobnd, zvolili jsme stejny postup piipravy vzorkli a stejnou optimalizaci

derivatiza¢niho kroku, také chromatografické podminky byly stejné jako pti pouziti DDB.

5.8 Stanoveni vybranych aminokyselin metodou vysokoucinné kapalinové
chromatografie s fluorescenéni detekci

Metoda HPLC s fluorescen¢ni detekci pro stanoveni aminokyselin po derivatizaci

naftalen-2,3-dikarboxaldehydem (NDA) byla piejata a upravena [90].

5.8.1 Derivatizace aminokyselin ve smésném standardu

V sklenéné vialce bylo smichano 200 ul roztoku smésného standardu jednotlivych
aminokyselin (Val, lle, Leu, 2-AB, Nleu, Glu, Gln, Ala, Phe), o koncentraci asi 100 umol/l, s
90 ul 100% ethanolu, 300 ul boratového pufru (pH 9,3), 20 ul NDA a 20 ul KCN. Po

promichani byla smés inkubovana 15 min pfi laboratorni teplotg.

5.8.2 Stanoveni vybranych aminokyselin v suché kapce krve

Vyseknuty ter¢ik suché kapky krve byl pieveden do 1,5ml PP zkumavky a bylo
knému piidano 200 pl roztoku wvnitiniho standardu norleucinu v 100% ethanolu (asi
10umol/l). Smés byla inkubovana 30 minut pii laboratorni teploté. Po inkubaci byl obsah

zkumavky odstiedén (5 minut, 4430 x g, laboratorni teplota), 100 ul supernatantu bylo
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prevedeno do sklenéné vialky, piidano 300 ul boratového pufru (pH 9,3), 20 ul NDA a 20 pl

KCN. Smés byla inkubovana 15 min pii laboratorni teplot¢.

5.8.3 Chromatografické podminky

mobilni faze A: 5% (v/v) acetonitril v 10mmol/I Na,HPQOy4; pH 7,2
mobilni faze B: 65% acetonitril (v/v) v 10mmol/l Na;HPOy4; pH 7,2
kolona: Ascentis“Express C18, 5 um, 150 x 4,6 mm, opatiena

ochrannou kolonou AscentiS®Express C18,5 um, 5 x 4,6 mm

pritok mobilni faze: 0,75 ml/min
davkovany objem: 10 ul

teplota kolony: 37°C

autosampler: 8 °C

fluorescencni detektor: A (excitace) = 420 nm

A (emise) = 480 nm
citlivost stiedni
zesileni x4
¢asovy program: gradientova eluce, doba analyzy 35 minut
0,00 min, 20 % B
25,00 min, 55 % B
25,01 min, 100 % B
30,00 min, 100 % B
30,01 min, 20 % B
35,00 min, STOP

5.9 Analytické parametry metody

5.9.1 Linearita kalibrac¢ni krivky

Linearita metody vyjadiuje jeji schopnost poskytovat v ur¢itém rozmezi koncentraci
méfeny signdl, ktery je pfimo umérny koncentraci analytu ve vzorku. Zjistuje se analyzou
standardnich roztokii o zndmych koncentracich, které pokryvaji rozsah dané metody.
standardniho roztoku, kde surCitou pfesnosti a spravnosti mizeme stanovit koncentraci

analyzované latky. Vysledkem tohoto méfeni je poté kalibracni kiivka.

66



5.9.2 Presnost analytické metody

Pfesnost metody je analyticky parametr, ktery se vyjadiuje jako mira shody mezi
opakovanymi meétenimi t¢hoz vzorku za pfedem definovanych podminek. Velmi Casto se
uvadi jako smérodatnd odchylka nebo relativni smérodatnd odchylka naméfenych hodnot od
téch skute¢nych, tudiz by se dala také chépat, jako chyba, kterou je vysledek méfeni zatizen.
Mira piesnosti je posuzovana variacnim koeficientem (CV), jehoz hodnota se udava

Vv procentech.

_ |2 - AVG)?

SD
n-—-1

CV [%] = :—;’G x 100,

kde SD vyjadiuje smérodatnou odchylku, AVG je aritmeticky pramér, X; vyjadiuje

koncentraci analytu ve vzorku a n je pocet vzorkd v sérii.

Podle podminek opakovani pfesnosti metody se jednd bud o opakovatelnost, nebo
reprodukovatelnost. Opakovatelnost vyjadiuje tésnost shody mezi vysledky méfeni stejného
analytu tou samou metodou, stejnou osobou, za stejnych laboratornich podminek, na stejném
pfistroji, v kratkém casovém intervalu. Reprodukovatelnost popisuje miru shody mezi
vysledky ziskanymi méfenim stejného analytu ve stejném vzorku, stejnou metodou, avsak
analyza probiha za rlznych podminek, 1i§i se pracovnik, pfistroj a dalSi experimentalni
podminky, jako je ¢as a misto. RozliSujeme opakovatelnost v sérii (tzv. intra-assay), kdy se
jeden a tentyZ vzorek analyzuje opakované, alesponn 10x za stejnych podminek s pouZzitim
jedné kalibrace, nebo opakovatelnost mezi sériemi (tzv. inter-assay), také znamou jako
presnost v Case. Pfi tomto méfeni se analyzuje vzorek opakované, po dobu napiiklad n€kolika

dni, s tim rozdilem, Ze pro kazdé mé&feni se vyuZziva nové€ piipravena kalibrace.

5.10 Zpracovani vysledki
Pro zpracovani ziskanych dat byly pouzity programy MS Excel, SigmaStat, verze 3.5
(Systat Software, Erkrath, Némecko) a LC solution, verze 1,25 (Shimadzu, Kjoto,

Japonsko).
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Jak jiz bylo vtéto praci zminéno, 2-oxokyseliny jsou vyznamné meziprodukty
metabolismu sacharidl, aminokyselin a lipida. Hladiny 2-oxokyselin se vyuzivaji jako
diagnosticky ukazatel vzacnych vrozenych onemocnéni, které se mohou projevit u
novorozencu kratce po porodu. 2-Oxokyseliny jsou nejCastéji stanoveny metodou HPLC
s fluorescenéni detekci. Jelikoz 2-oxokyseliny neabsorbuji UV zafeni ani sami o sobé
nefluoreskuji, je nutné je prevést na vhodné derivaty.

V roce 2008 byla na pracovisti Katedry biologickych a biochemickych véd zavedena
metoda HPLC s fluorescen¢ni detekci pro stanoveni 2-oxokyselin s rozvétvenym fetézcem
(KIV, KIC, KMV) v plazmé a suché kapce krve, ktera k derivatizaci 2-oxokyselin vyuzivala
OPD. Cilem nasi prace bylo nahradit tuto vysoce karcinogenni latku za nekarcinogenni,
ovSem za podminek, Ze HPLC metoda s fluorescenéni detekci bude minimalné stejné
selektivni a citliva, tedy vhodna pro stanoveni vybranych 2-oxokyselin ve vzorcich suché
kapky krve. Celkem jsme testovali tii derivatiza¢ni ¢inidla, analogy OPD, 1,2-diamino-4,5-
dimethoxybenzen (DDB) a 1,2-diamino-4,5-methylendioxybenzen (DMB), u kterych nebyla
prokdzana karcinogenita, a dansylhydrazin (DNSH). Derivaty byly separovany na koloné
s obracenou fazi (LiChroCart 125 x 4 mm, Purospher Star RP-18¢, 5 um).

6.1 Priprava kalibracnich standardii pro ucely stanoveni vybranych 2-

oxokyselin v suché kapce krve

Existuje cela fada zpusobtl ptipravy standardii pro sestrojeni kalibracni kiivky, ktera je
pouzitelna pro kvantifikaci 2-oxokyselin, ale prakticky jakychkoliv analytd, ve vzorcich suché
kapky krve. Jednou z moznosti je pfiprava standardi 2-oxokyselin ve vodé, kterou poté
opatrn€¢ odpafime v atmosféfe dusiku, nebo k jejimu odstranéni vyuzZijeme lyofilizaci.
Odparek ¢i lyofilizat pak rozpustime v plné krvi. DalSi moznosti je pfidavek standardii k plné
krvi tak, aby se matrice krve prakticky nezménila. Maximalni doporuc¢eny piidavek je jeden
dil roztoku standardt ve fyziologickém roztoku a devét dilti plné krve.

Odpatfeni vody pod proudem dusiku je velmi zdlouhavé a vede ke ztratdm
2-oxokyselin. Metoda lyofilizace je Setrn&j$Sim zpusobem odstranéni vody, ale i ta vedla
K vyznamnym ztratam 2-oxokyselin (viz pfiloha 1). Proto jsme se zaméfili na metodu
standardniho pfidavku 2-oxokyselin k pIné krvi.

JelikoZ se pii ptfipravé vzorku pouziva extrakce 2-oxokyselin ze suché kapky krve, je

otazkou, kdy aplikovat vnitini standard, zda pted aplikaci vzorku na filtracni papir nebo az
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Vv pribéhu ptipravy vzorku, tedy pii extrakci 2-oxokyselin ze suché kapky krve. Proto jsme
stejny vzorek krve aplikovali na filtra¢ni papir, kde jsme pipetovali do stiedu predtisténého
kruhu vnitini standard kyselinu 2-oxokapronovou a na filtra¢ni papir, kde do piedtisténého
kruhu vnitini standard pipetovan nebyl. V prvnim piipadé byl vysekly terCik extrahovan
Immol/l kyselinou chlorovodikovou, V druhém piipadé pak Immol/l kyselinou
chlorovodikovou obsahujici vnitini standard. V pfipadé¢, kdy byl vnitini standard aplikovan
jeste pred aplikaci vzorku krve, jsme ziskali nereprodukovatelné vysledky, proto jsme od

tohoto postupu ustoupili.

6.2 Stanoveni 2-oxokyselin vysokoucinnou kapalinovou chromatografii

s fluorescen¢ni detekci po derivatizaci ortho-fenylendiaminem

Navazali jsme na jiz zavedenou metodu HPLC s fluorescen¢ni detekci, vyuzivajici OPD
pro derivatizaci 2-oxokyselin. Zamétili jsme se na optimalizaci derivatiza¢niho kroku.
Nejlepsich vysledkt jsme dosahli, pokud jsme k supernatantu ptidavali OPD v poméru 1:1 a
smé&s inkubovali 30 minut pfi 55 °C [89]. Jako vnitini standard jsme zvolili 2-oxokapronovou
kyselinu. Jedna se o latku, ktera se svymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi podoba nami

stanovovanym 2-0xokyselinam, ale nevyskytuje se bézné v Krvi lidi.

6.2.1 Vybér vhodného extrakéniho ¢inidla a zpiisob extrakce 2-oxokyselin

zZ terciku suché kapky krve

Pro extrakci 2-oxokyselin ze vzorki DBS jsme testovali celou fadu extrak¢nich
¢inidel, deonizovanou vodu, 1mol/l, 100mmol/l, 10mmol/l a 1mmol/l kyselinu
chlorovodikovou, 1mmol/l hydroxid draselny, 10% a 25 % (v/v) ethanol ve vod¢, a 100%
ethanol. Po pfidani extrakéniho ¢inidla kteréiku DBS, se krom& 1mol/l kyseliny
chlorovodikové a 100% ethanolu, uvoliioval do roztoku hemoglobin, coZ bylo indikovano
¢ervenym zabarvenim. Proto jsme po extrakci museli ke smési piidavat deproteinacni €inidlo
v takovém mnozstvi, aby byl vzorek co nejméné natfedén. V predeslé praci [89] ptidavali
50 pl Imol/l kyseliny chloristé, coz se ukazalo byt nedostacujici. Nejlepsich vysledkt jsme
dosahli, kdyz jsme ke smési pridali 50 pl asi 6,3mol/l kyseliny chloristé. Z vysledkt vyplyva

(tabulka 10), ze nejvhodné;jSim extrakénim ¢inidlem byla Immol/I kyselina chlorovodikova.
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Tabulka 10 Primeérné plochy pikii derivati 2-oxokyselin po extrakci testovanymi cinidly

10mmol/Il 100mmol/I
Voda 1mmol/l HCI HCl HC
PYR 2456655 2415788 1138795 881900
2-0OB 34372 28537 53459 73162
KIV 367183 628568 464405 373854
KMV 70062 100036 89152 70815
PPYR 98377 134311 139558 164471
2-KH 320520 343087 319126 322981
KIC 163527 173359 169637 199418
Imol/l HCI Immol/l KOH 10% ethanol 25% ethanol
PYR 847874 1657916 2288886 1960384
2-0OB 45777 71184 91910 95057
KIV 677431 1154542 922629 3266177
KMV 84312 111580 158555 186613
PPYR 158363 170394 188031 166629
2-KH 323417 285018 409180 326822
KIC 147478 172777 153062 152886

Také jsme testovali rizné zpusoby extrakce, 2-oxokyseliny jsme z terciki DBS
extrahovali Immol/l kyselinou chlorovodikovou po dobu 30 a 60 minut pfi laboratorni
teploté. Také jsme 2-oxokyseliny z tercikti DBS extrahovali deionizovanou vodou a 1mmol/I
kyselinou chlorovodikovou za neustdlého michéani pfi laboratorni teploté po dobu 30 minut.
Nejucinngj$im zpiisobem byla extrakce Immol/l kyselinou chlorovodikovou po dobu

60 minut.

6.2.2 Optimalizace separace derivata 2-oxokyselin

V této praci bylo testovano nékolik mobilnich fazi a gradientovéd eluce. Pfi pouziti
gradientové eluce s mobilni fazi obsahujici deionizovanou vodu a ethanol jako organicky
modifikator (mobilni fazi A byl 25% ethanol v deionizované vodé a mobilni fazi B 100%
ethanol) byly nckteré derivaty 2-oxokyselin obtizné separovdny od interferujicich latek.
Z tohoto diivodu jsme testovali gradientovou eluci s mobilni fazi obsahujici fosfatovy pufr a
acetonitril jako organicky modifikator (mobilni fazi A byl 20% acetonitril v 25mmol/Il
Na;HPO4, pH 7,2 a mobilni fazi B byl 100% acetonitril). Nepodafilo se ndm ve vzorcich DBS
detegovat derivat 4-hydroxyfenylpyruvatu a derivat 2-oxoglutaratu eluoval v piku, ktery byl
ptili§ ,,rozmyty“. Pfi gradientové eluci s mobilni fazi obsahujici deionizovanou vodu a

acetonitril (mobilni fazi A byl 25% acetonitril v deionizované vod€ a mobilni fazi B 100%

70



acetonitril) jsme dosdhli podobnych vysledkd, jako v pfipadé mobilni faze obsahujici pufr,
ovSem piiprava mobilni faze obsahujici pouze deionizovanou vodu a organicky modifikator je
jednodussi, také v piipadé pouziti hmotnostni detekce je lepsi. Pii derivatizaci 2-0xokyselin
derivatiza¢nimi ¢inidly DDB a DMB, derivat 2-oxoglutaratu jiz neeluoval v ,,rozmytém piku‘
tak, jako pfi pouziti derivatiza¢niho cinidla OPD, ovSem i zde nebyl pik derivatu 4-

hydroxyfenylpyruvatu ve vzorcich such¢ kapky krve detegovan.

6.2.3 Analytické parametry metody

Chromatograficky zaznam stanoveni vybranych 2-oxokyselin ve vzorku suché kapky
krve metodou HPLC s fluorescen¢ni detekci po derivatizaci OPD je uveden v ptiloze 2.
Linearita byla zjiStovana jako soucast kalibrace metody, a to analyzou standardi
s koncentracemi rovnomérné pokryvajici deklarovany rozsah metody. Byla sestrojena
kalibra¢ni kifivka a provedeno vyhodnoceni kalibraéniho vztahu. Kalibraéni kiivky byly
linedrni v celém rozsahu testovanych koncentraci (24,4-487,1) umol/l pro pyruvat, (2,7—
54,2) umol/l pro 2-oxoisovalerat, (5,0-99,4) umol/l pro 2-0xo0-3-methylvalerat, (5,4—
108,3) umol/l pro 2-oxoisokapronat a (2,5-50,9) pro 2-oxobutyrat. Parametry kalibra¢nich
kiivek shrnuje tabulka 11.

Tabulka 11  Parametry kalibracnich krivek pro stanoveni 2-oxokyselin v suché kapce krve
metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie s fluorescencni detekci po derivatizaci

ortho-fenylendiaminem

2-Oxokyselina k q R?
PYR 0,0146 -0,3335 0,9933
2-OB 0,0011 -0,0024 0,9889
KIV 0,0084 -0,015 0,9894
KIC 0,0093 0,0085 0,9961
KMV 0,0185 0,02 0,9993

Vysledky piesnosti metody Vv sérii pro stanoveni jednotlivych 2-oxokyselin ve
vzorcich DBS metodou HPLC s fluorescen¢ni detekci po derivatizaci OPD jsou shrnuty v

tabulce 12.
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Tabulka 12 Presnost metody vysokoucinné kapalinové chromatografie s fluorescencni

detekci po derivatizaci ortho-fenylendiaminem pro stanoveni 2-oxokyselin v suché kapce krve

2-Oxokyselina AVG (umol/l) SD (umol/l) CV (%)
PYR 347,5 24,6 7,1
2-0OB - - -
KIV 17,4 11 6,4
KIC 38,0 2,9 7,6
KMV 41,8 3,5 8,4

AVG, aritmeticky primér; SD, smérodatna odchylka; CV, varia¢ni koeficient; pocet méieni
(n)=10

6.3 Stanoveni  2-oxokyselin metodou  vysokoucinné  kapalinové
chromatografie s fluorescen¢ni detekci po derivatizaci 1,2-diamino-4,5-

dimethoxybenzenem
Pii ptipravé derivatizacniho ¢inidla DDB jsme zaznamenali drobny problém. Zjistili
jsme, ze pokud ¢inidlo rozpustime v deionizované vod¢ a nasledné pfiddme koncentrovanou
kyselinu chlorovodikovou a stabilizacni ¢inidla dithioni¢itan sodny a 2-merkaptoethanol,
vznikla srazenina. Ztoho divodu jsme postup piipravy derivatizacniho c¢inidla DDB
pozménili, nejprve jsme pripravili smés obsahujici kyselinu chlorovodikovou, stabilizatory a
poté jsme v této smeési DDB rozpustili. Pfi tomto postupu Zadné srazenina nevznikla.
Smés obsahujici srazeninu jsme odstiedili (5 minut, 1700 x g, laboratorni teplota) a
supernatant jsme pouzili k analyzadm. Derivatizace 2-oxokyselin probéhla normalné, jen
plochy pikil derivati 2-oxokyselin byly nepatrn€ niZsi v porovnani s derivatizacim c¢inidlem,

pii jehoZ piipravé srazenina nevznikla.

6.3.1 Optimalizace derivatiza¢niho kroku

Optimalizovali jsme derivatizaéni proceduru, tedy dobu a teplotu inkubace, a mnozstvi
DDB. Reakéni smés jsme inkubovali 15, 30 a 60 minut pii teplotach 40, 70 a 100 °C. Z graft
(obrazky 19-21) je patrné, Ze intenzita fluorescence vznikajicich  derivati
2-oxokyselin se zvySuje s rostouci dobou inkubace a rostouci teplotou inkubace. Maximalnich
ploch pik derivati jednotlivych 2-oxokyselin bylo dosazeno, kdyz reakéni smés byla
inkubovana 60 minut pii 100 °C. V tabulkidch 13-15 jsou uvedeny pramérné plochy pikl

pfepocitanych na procenta, pficemz 100 % je chapano jako nejvyssi plocha piku daného

72



derivatu 2-oxokyseliny. Hara a kol. [39] uvadéji, ze derivaty jsou detekovany jiz pii 37 °C a

maximalni intenzity fluorescence bylo dosazeno po 2,5 hodinové inkubaci pti 100 °C.

Tabulka 13 Plochy pikii derivatii 2-oxokyselin prepocitanych na procenta po derivatizaci
1,2-diamino-4,5-dimethoxybenzenem pri 40 °C

Cas (min) PYR 2-OB KIV KIC 2-KH PPYR KMV
15 17,5 7,6 8,8 23,0 11,2 3,6 15,6
30 24,7 11,8 14,3 34,5 17,4 6,0 24,0
60 36,5 19,0 22,8 51,8 27,8 9,9 36,2

Tabulka 14 Plochy pikii derivatii 2-oxokyselin prepocitanych na procenta po derivatizaci
1,2-diamino-4,5-dimethoxybenzenem pri 70 °C

Cas (min) PYR 2-OB KIV KIC 2-KH PPYR KMV
15 25,9 12,1 14,5 34,5 17,7 6,2 24,7
30 51,2 30,6 33,3 58,7 41,2 17,8 43,9
60 87,1 66,9 67,9 89,9 80,0 45,4 76,5

Tabulka 15 Plochy pikii derivatii 2-oxokyselin prepocitanych na procenta po derivatizaci
1,2-diamino-4,5-dimethoxybenzenem pri 100 °C

Cas (min) PYR 2-OB KIV KIC 2-KH PPYR KMV
15 88,3 75,4 69,7 80,9 76,7 65,3 68,1
30 95,5 92,6 89,4 93,5 94,0 88,3 86,5
60 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
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Obrazek 19 Plochy pikii derivatii 2-oxokyselin prepocitanych na procenta po derivatizaci
1,2-diamino-4,5-dimethoxybenzenem pri 40 °C
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Obrazek 20 Plochy pikii derivatii 2-oxokyselin prepocitanych na procenta po derivatizaci
1,2-diamino-4,5-dimethoxybenzenem pri 70 °C
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Obrazek 21 Plochy pikii derivatii 2-oxokyselin prepocitanych na procenta po derivatizaci

1,2-diamino-4,5-dimethoxybenzenem pri 100 °C

Dale jsme optimalizovali mnozstvi DDB v reakéni smési. Vysledky jsou uvedeny v
tabulce 16. K jednotlivym roztokim smésného standardu 2-oxokyselin (250 pl) jsme
postupné pridavali bud’ 150 ul derivatiza¢niho ¢inidla DDB, 100 pl derivatiza¢niho c¢inidla
DDB a 50 pl deionizované vody nebo 50 pl derivatizaéniho ¢inidla DDB a 100 pl
deionizované vody. Z vysledkl vyplyva, ze ¢im je vétsi mnozstvi derivatizacniho ¢inidla
v reakéni smési, tim jsou vé&tsi plochy pikt derivatd 2-oxokyselin. V piipadé pyruvatu

postacuje 1 mensi mnozstvi derivatizacniho Cinidla v reakéni smési.

Tabulka 16 Optimalizace mnozZstvi derivatizacniho cinidla vV reakcni smési

Mnozstvi

DDB (ul) PYR 2-0OB KIV KIC 2-KH PPYR KMV
50 87,2 65,6 54,6 69,6 66,1 68,2 54,3
100 97,8 90,6 83,0 91,4 91,4 90,8 88,2
150 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

Hodnoty jsou uvadeny jako prumeérné plochy pikii v %, vztazeno k nejvétsi plose piku
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6.3.2 Stabilita derivata 2-oxokyselin po derivatizaci 1,2-diamino-4,5-
dimethoxybenzenem
V tabulce 17 jsou shrnuty vysledky stability derivati jednotlivych 2-oxokyselin po
derivatizaci 1,2-diamino-4,5-dimethoxybenzenem pii laboratorni teploté. Vysledky ukazuji,
ze derivaty jsou pfi laboratorni teplot¢ po dobu minimalné¢ 42 hodin stabilni. Hodnoty nad
100 % jsou ziejmé dlisledkem odpateni rozpoustédla z divodu netésnosti vicek vialek. Hara a
kol. [39] uvadgéji, ze derivaty 2-oxokyselin jsou stabilni nejmén¢ 5 hodin pfi stani na dennim

svétle.

Tabulka 17 Stabilita derivatii 2-oxokyselin po derivatizaci 1,2-diamino-4,5-

dimethoxybenzenem pri laboratorni teploté

2-Oxokyselina 19 hod 42,5 hod
PYR 101,7 100,8
PPYR 101,4 103,1
KIV 103,0 103,2
KIC 103,0 102,7
KMV 105,3 103,0
2-KH 102,7 102,3
2-OB 102,7 102,5

Hodnoty jsou uvadeny jako plochy piku v %, vztazeno k pocatecni plose piku

6.3.3 Analytické parametry metody

Chromatograficky zdznam stanoveni vybranych 2-oxokyselin ve vzorku suché kapky
krve metodou HPLC s fluorescen¢ni detekci po derivatizaci DDB je uveden v piiloze 3.
Kalibra¢ni kiivky byly linearni v celém rozsahu testovanych koncentraci, (2,5-50,4) umol/l
pro 2-oxoglutarat, (24,4-487,1) umol/l pro pyruvat, (2,7-54,2) umol/l pro 2-oxoisovalerat,
(5,0-99.,4) pumol/l pro 2-0x0-3-methylvalerat a (5,4-108,3) umol/l pro 2-oxoisokapronat, az
na 2-oxobutyrat (2,5-50,9) pmol/l, kde byl pribch kvadraticky (obrdzek 22). Parametry
kalibra¢nich kiivek shrnuje tabulka 18.

Hladiny fenylpyruvatu nebyly kvantifikovany, jelikoz u casti dobrovolnikii nebyl
detegovan. Hladiny fenylpyruvatu jsou Vv plné krvi lidi velmi nizké, protoze fenylalanin je tzv.
hlavni cestou hydroxylovan za vzniku tyrosinu [84]. Jen za patologickych stavi, naptiklad

pii fenylketonurii, je fenylalanin pfi transaminaci pfeménén prave na fenylpyruvat.
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Tabulka 18 Parametry kalibracnich kiivek pro stanoveni 2-0xokyselin v suché kapce krve
metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie s fluorescencni detekci po derivatizaci 1,2-

diamino-4,5-dimethoxybenzenem

2-Oxokyselina Kk q R®
PYR 0,0199 0,2540 0,9986
2-0OB 0,0001x* + 0,0002x 0,0133 0,9995
2-KG 0,0163 0,2222 0,9946
KIV 0,0168 -0,0027 0,9927
KIC 0,0338 0,2493 0,9954
KMV 0,0153 -0,0127 0,9962
0.2 -
y = 6E-05x2 + 0,0002x + 0,0133
0,18 1 R2 = 0,9995
0,16 -
0,14 -
012 -
01 -
Ai/Ais
0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02 -
0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

¢ [umol/1]

Obrazek 22 Kalibracni krivka pro stanoveni 2-oxobutyratu ve vzorcich suché kapky krve

Vysledky piesnosti metody v sérii pro stanoveni jednotlivych 2-oxokyselin ve
vzorcich DBS metodou HPLC s fluorescen¢ni detekci po derivatizaci DDB jsou shrnuty v

tabulce 19.
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Tabulka 19 Presnost metody vysokoucinné kapalinové chromatografie s fluorescencni
detekci po derivatizaci 1,2-diamino-4,5-dimethoxybenzenem pro stanoveni 2-oxokyselin
V suché kapce krve.

2-Oxokyselina AVG (pmol/l) SD (umol/l) CV (%)
PYR 464,3 20,0 4,3
2-OB 13,6 0,5 3,3
KIV 18,5 0,6 3.4
KIC 38,1 15 4,1
KMV 31,5 1,2 3,8

AVG, aritmeticky primér; SD, smérodatna odchylka; CV, varia¢ni koeficient; pocet méteni

(n) = 10

6.4 Stanoveni  2-oxokyselin metodou  vysokoucinné  kapalinové
chromatografie s fluorescen¢ni detekcei po derivatizaci 1,2-diamino-4,5-

methylendioxybenzenem

Jak jiz bylo zminéno DMB a DDB jsou analogy OPD. DMB a DDB se lisi pouze
V postrannim fetézci (obrazky 17 a 18), ale mechanismus derivatizace je totozny. Ob¢ ¢inidla
jsou piipravovana Vv prostiedi kyseliny chlorovodikové, jsou vyuzivany stejné stabilizatory,
dithionicitan sodny a 2-merkaptoethanol [39, 49, 59]. VSichni autofi také zminuji, ze ¢im
vys§i je teplota inkubace reakéni smési, tim vysSich intenzit fluorescence u vzniklych derivati
dosdhneme. Navzdory tomu, Wang a kol. [59] upozoriiuji, Ze pfili§ dlouha doba inkubace pfi
vySSich teplotach, nad 100 °C, zplsobi tvorbu sraZeniny. Z tohoto diivodu jsme usoudili, Ze
derivatizacni krok bude stejny jako v ptipad¢ pouziti DDB. Po 60minutové inkubaci reakcéni
smési pi1 100 °C zadna sraZenina nevznikala.

Problém nastal pfi ureni analytickych parametrii metody, kdy ziskané vysledky
nebyly reprodukovatelné. Pfi optimalizaci separacniho kroku, kdy jsme testovali celou fadu
gradientovych eluci mobilni faze obsahujici deionizovanou vodu a acetonitril jako organicky
modifikator, jsme nedokézali od sebe separovat derivat vnitiniho standardu a fenylpyruvatu.
Moznym feSenim by mohlo byt pouziti pufru v mobilni fazi. Na druhou stranu se do
budoucna planuje vyuzit pro stanoveni vybranych 2-oxokyselin ve vzorcich suché kapky krve
hmotnostni detekce, zejména k identifikaci vzniklych derivati, proto jsme se zaméfili na
takovou optimalizaci separatniho kroku, kdy je jako mobilni faze vyuzita pouze smés
organického modifikatoru a deionizované vody, pfipadné s malym piidavkem kyseliny octové

nebo mravenc¢i. Prozatim byly publikovany dvé préace, které vyuzily pro derivatizaci 2-

78



oxokyselin DMB. Autofi pfi separaci derivati 2-oxokyselin vyuzivali isokratickou eluci
s mobilni fazi obsahujici smés methanolu, acetonitrilu a fosfatového pufru o pH 7 [49,59].
Chromatograficky zaznam stanoveni vybranych 2-oxokyselin ve vzorku suché kapky

krve metodou HPLC s fluorescenéni detekci po derivatizaci DMB je uveden v piiloze 4.

6.5 Stanoveni  2-oxokyselin  metodou  vysokouclinné  kapalinové
chromatografie s fluorescenéni detekci po derivatizaci

dansylhydrazinem

Velkou nevyhodou DNSH, v porovnani s OPD, DDB a DMB, je, ze sam vysoce
fluoreskuje, stejné jako derivaty 2-oxokyselin. Pii pfipravé derivatizaéniho Cinidla DNSH
jsme vychazeli zprace Donnarumma a kol. [53], ktefi se zabyvali pouze stanovenim
2-oxoglutaratu. My jsme se chtéli zaméfit i na stanoveni dal$ich 2-oxokyselin. Nejprve jsme
testovali moznosti derivatizace pyruvatu. Podminky derivatiza¢niho kroku jsme zcela prevzali
od autori zminéné publikace, avSak derivat pyruvatu jsme nedetegovali, pouze ohromny pik
vlastniho dansylhydrazinu. Po provedeni celé fady dalSich pokusii se ndm nepodatilo ziskat
derivaty 2-oxokyselin, které by vykazovaly dostatecné vysokou intenzitu fluorescence, proto
jsme od pouziti tohoto derivatiza¢niho ¢inidla pro stanoveni vybranych 2-oxokyselin ve

vzorcich suché kapky krve odstoupili.

6.6 Urceni orienta¢nich hladin vybranych 2-oxokyselin v Kkrvi
dobrovolnych darcii, korelace téchto hladin s hladinami odpovidajicich
aminokyselin
V tabulce 20 jsou uvedeny orienta¢ni hladiny vybranych aminokyselin a 2-o0xokyselin

Vv plné krvi, ziskané metodou suché kapky krve, u 14 dobrovolnikd. Jak je uvedeno v tabulce

21, tak hladiny glutaminu statisticky vyznamné korelovaly s hladinami 2-oxoglutaratu,

hladiny alaninu s hladinami pyruvatu, hladiny valinu s 2-oxoisovaleratem a hladiny leucinu

s 2-oxoisokapronatem. Tyto vysledky jsou zajimavé a oCekavané, avSak K jednozna¢nému

prukazu téchto zavislosti je nutné vyznamné rozsifit soubor darct krve, coz se do budoucna

planuje.
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Tabulka 20 Orientacni hladiny vybranych 2-oxokyselin a aminokyselin v krvi (vzorky suché
kapky krve) 14 dobrovolnych darcii

Aminokyseliny Pramér SD Median IQR Maximum Minimum
(umol/l) (umol/l) (umol/l)  (umol/l)  (umol/l)  (umol/l)
Glu 80,1 13,8 81,0 22,1 106,2 60,3
GIn 462,0 157,8 424,3 228,1 758,0 276,3
Ala 551,3 123,6 552,4 150,7 801,5 358,6
2-AB 15,8 6,2 14,6 7,4 29,3 8,5
Val 245,0 80,9 231,1 94,0 438,2 116,8
lle 69,6 25,4 68,2 18,1 141,0 35,9
Leu 125,6 44,7 119,5 23,7 250,9 66,4
2-Oxokyseliny
2-KG 60,6 21,5 57,3 19,8 1247 38,1
PYR 413,8 170,8 364,4 213,5 712,0 179,4
2-0OB 21,7 13,6 15,6 21,1 50,1 9,6
KIV 18,5 4,8 18,1 8,1 28,4 11,7
KIC 42,6 16,6 44,0 28,9 65,9 18,2
KMV 27,2 8,7 26,1 12,4 42,4 15,4

Tabulka 21 Zavislost hladin aminokyselin na hladinach odpovidajicich 2-oxokyselin

Spearmantiv koeficient

potadové korelace, R p-hodnota
Glu vs. 2-KG 0,240 0,399
Gln vs. 2-KG 0,560 0,0355
Glu+Gln vs. 2-KG 0,495 0,069
Alavs. PYR 0,670 0,00813
2-AB vs 2-OB 0,451 0,101
Val vs. KIV 0,736 0,00206
lle vs. KMV 0,481 0,0778
Leu vs. KIC 0,547 0,041
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7 ZAVER

Cilem této prace bylo nahradit karcinogenni derivatizacni cinidlo ortho-
fenylendiamin, které se bézné pouziva pii derivatizaci 2-oxokyselin pro jejich stanoveni
metodou HPLC s fluorescen¢ni detekci. Jelikoz technika suché kapky krve poskytuje malé
mnozstvi vzorku (asi 10 ul), je potieba pouzit pro stanoveni 2-oxokyselin dostatecné citlivou
a selektivni metodu, z tohoto diivodu jsme ani neuvazovali o pouziti derivatizacnich Cinidel,
jejichz derivaty nefluoreskuji. Nasim hlavnim ukolem tedy bylo zavést metodu HPLC
s fluorescencni detekci pro stanoveni vybranych 2-oxokyselin v suché kapce krve a pro tento
ucel najit vhodné derivatiza¢ni ¢inidlo.

Vhodnym kandidatem je 1,2-diamino-4,5-dimethoxybenzen, vzniklé derivaty
2-oxokyselin vykazovaly daleko vyS$$i intenzitu fluorescence v porovnani s derivaty
2-oxokyselin pii derivatizaci ortho-fenylendiaminem. Analytické parametry metody HPLC
s fluorescencni detekci pro stanoveni 2-oxokyselin v suché kapce krve, derivatizovany 1,2-
diamino-4,5-dimethoxybenzenem, jsou vyhovujici. Metoda byla také testovana z hlediska
klinické pouzitelnosti, byly urCeny orientaéni hodnoty 2-oxokyselin v plné krvi, ziskané
metodou suché kapky krve, u Ctrnécti dobrovolnikt, které byly porovnatelné s literarnimi
udaji.

Pracovisté Katedry biologickych a biochemickych véd se zabyva metabolomikou.
Cilem je zavést dostatecné citlivé a selektivni metody pro stanoveni celé fady metabolitl
Vv biologickych vzorcich, ziskanych malo invazivnimi az neinvazivnimmi technikami, sem
spada také technika suché kapky krve. V loniském roce byla na tomto pracovisti pro stanoveni
vybranych 2-oxokyselin v plazmé¢ a plné krvi zavedena metoda plynové chromatografie
s hmotnostni detekci. Ukazalo se vsak, ze metoda HPLC s fluorescen¢ni detekei je v tomto
ptipadé mnohem citlivéj$i. Do budoucna se planuje zavedeni metody HPLC s hmotnostni

detekcl.
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Priloha 1. HPLC chromatogramy stanoveni vybranych 2-oxokyselin v smésném standardu po derivatizaci ortho-fenylendiaminem

Modry chromatogram: smésny standard 2-oxokyselin; ¢erveny chromatogram: identicky smésny standard 2-oxokyselin, ktery byl podroben lyofilizaci. Piky: 1, 2-oxoglutarat;
2, pyruvat; 3, 2-oxobutyrat; 4, 2-oxoisovalerat; 5, 2-oxoisokapronat; 6, fenylpyruvat; 7, 2-0x0-3-methylvalerat. HPLC podminky: gradientova eluce (mobilni faze A: 20%
acetonitril v 25mmol/l Na,HPQOy,, pH 7,2; mobilni faze B: 100% acetonitril; Casovy program: 0,00 min, 2 % B; 3,00 min, 2 % B; 3,01 min, 25 % B; 13,00 min, 50 % B; 13,01
min, 100 % B; 18,00 min, 100 % B; 18,01 min, 2 % B; 23,00 min, STOP), stacionarni fazi byla analyticka kolona LichroCart 125 x 4 mm, Purospher Star RP-18e, 5 um,
opatiena ochrannou kolonou LichroCart 4 x 4 mm, Purospher Star RP-18e, 5 um, pritok mobilni faze byl 0,5 ml/min, separace probihala pti 37 °C, derivaty 2-oxokyselin
byly monitorovany fluorescenénim detektorem (Agx 350 nm, Agy 410 nm)
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Priloha 2. HPLC chromatogram stanoveni vybranych 2-oxokyselin v suché kapce krve po derivatizaci ortho-fenylendiaminem

Piky: 1, pyruvat; 2, 2-oxobutyrat; 3, 2-oxoisovalerat; 4, 2-oxoisokapronat; 5, fenylpyruvat; 6, 2-oxokapronat (vnitini standard); 7, 2-0X0-3-methylvalerat. HPLC podminky:
gradientova eluce (mobilni faze A: 25% acetonitril ve vodé; mobilni faze B: 100% acetonitril; ¢asovy program: 0,00 min, 2 % B; 3,00 min, 2 % B; 3,01 min, 35 % B; 13,00
min, 38 % B; 13,01 min, 100 % B; 18,00 min, 100 % B; 18,01 min, 2 % B; 22,00 min, STOP), stacionarni fazi byla analyticka kolona LichroCart 125 x 4 mm, Purospher Star
RP-18e, 5 um, opatfena ochrannou kolonou LichroCart 4 x 4 mm, Purospher Star RP-18e, 5 pum, pritok mobilni faze byl 0,5 ml/min, separace probihala pti 37 °C, derivaty 2-
oxokyselin byly monitorovany fluorescenénim detektorem (Agx 350 nm, Agy 410 nm)
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Priloha 3. HPLC chromatogram stanoveni vybranych 2-oxokyselin v suché kapce krve po derivatizaci 1,2-diamino-4,5-dimethoxybenzenem

Piky: 1, 2-oxoglutarat; 2, pyruvat; 3, 2-oxobutyrat; 4, 2-oxoisovalerat; 5, 2-oxoisokapronat; 6, fenylpyruvat; 7, 2-oxokapronat (vnitini standard); 8, 2-0x0-3-methylvalerat.
HPLC podminky: gradientova eluce (mobilni faze A: 25% acetonitril ve vod€; mobilni faze B: 100% acetonitril; ¢asovy program: 0,00 min, 10 % B; 13,00 min, 27 % B;
13,01 min, 100 % B; 18,00 min, 100 % B; 18,01 min, 10 % B; 22,00 min, STOP), stacionarni fazi byla analyticka kolona LichroCart 125 x 4 mm, Purospher Star RP-18g, 5
pm, opatfena ochrannou kolonou LichroCart 4 x 4 mm, Purospher Star RP-18e, 5 um, priitok mobilni faze byl 0,5 ml/min, separace probihala pti 37 °C, derivaty 2-oxokyselin
byly monitorovany fluorescenénim detektorem (Agx 370 nm, Agy 445 nm)
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Priloha 4. HPLC chromatogram stanoveni vybranych 2-oxokyselin v suché kapce krve po derivatizaci 1,2-diamino-4,5-methylendioxybenzenem

Piky: 1, 2-oxoglutarat; 2, pyruvat; 3, 2-oxobutyrat; 4, 2-oxoisovalerat; 5, 2-oxoisokapronat; 6, 2-0X0-3-methylvalerat, 7, 2-oxokapronat (vnitini standard), koeluce
s fenylpyruvatem. HPLC podminky: viz pfiloha 3.
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