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Uvod
Tato prace se zabyva stanovenim vybranych aminokyselin v suché kapce potu vysokotéinnou
kapalinovou chromatografii s fluorescencni detekei.

Aminokyseliny v potu udrzuji mirné kyselé pH. Pot je jedna z moznych alternativ, jak ziskat
neinvazivnim zpusobem vzorek pro stanoveni hladin aminokyselin. Stanoveni aminokyselin
je dilezité pro diagnostiku riznych onemocnéni a také vyzivového stavu jedince. V soucasné dobé
je malo studii, které se zabyvaly stanovenim aminokyselin v potu.

Vysokou¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) s fluorescenéni detekci patii mezi
nej¢astéjsi pouzivané metody pro stanoveni aminokyselin v krvi, mimo jiné i potu. Jedna se o metodu
dostatecné specifickou, citlivou a svym zptusobem i rychlou.

Teoreticka Cast se zabyva metabolismem, vyskytem a fyzikalnimi vlastnostmi aminokyselin.
Dalsi ¢ast je vénovana potu, jeho slozeni a vyznamu. V zavéru teoretické ¢asti jsou popsany metody

stanoveni jednotlivych aminokyselin v Krvi a potu, a jednotlivé techniky odbéru potu.
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Aminokyseliny

Aminokyseliny (AMK) jsou organické slouceniny, které obsahuji karboxylovou (-COOH)
a aminovou (-NH2) skupinu. Dale mohou mit dal$i funk¢ni skupiny, jako je napiiklad hydroxylova
(-OH), thiolova (-SH), atd. Jsou to zdkladni stavebni slozky proteint a peptida, kdy vlastnosti
jednotlivych proteini jsou dany druhem, pofadim a vzijemnymi prostorovym usporadanim
jednotlivych AMK. AMK jsou vyznamnymi substraty pro syntézu dilezitych latek, jako

jsou napftiklad puriny, pyrimidiny, kreatin atd.

OH OH OH NH, OH
o)\/NHz O)\[/CHB O}\{/\/\NH&NH OMNHQ
NHQ NH2 NHQ o
Glycin (Gly) Alanin (Ala) Arginin (Arg) Asparagin (Asn)
OH OH
OA\KYOH OH NH, OH OH
NH, O N
2 NH, NH;
Kys. Asparagova (Asp) Cystein (Cys) Glutamin (GlIn) Kys. Glutamova (Glu)
OH
H OH  CHs OH OH
N
° CHj CHs NH,
NH, NH, CHj NH,
Histidin (His) Isoleucin (lle) Leucin (Leu) Lysin (Lys)
OH OH OH OH
H
S< N
o}\[/\/ CH; O OJ\E} O)\K\OH
NH, NH, NH,
Methionin (Met) Fenylalanin (Phe) Prolin (Pro) Serin (Ser)
OH  CHs OH OH OH  CH,
NH, NH, N NH, NH,
N OH
Threonin (Thr) Tryptofan (Trp) Tyrosin (Tyr) Valin (Val)

Obrazek 1: Biogenni aminokyseliny
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V prirod¢ se vyskytuje vice nez 300 AMK, pouze dvacet tfi z nich jsou proteinogenni (20 AMK
uvedenych na obrazku 1), dale pak selenocystein, pyrolysin a N—formylmethionin (obrazek 2).
Pyrolysin se vyskytuje pfevazné u bakterii a sinic, selenocystein je odvozen od cysteinu, misto atomu
siry obsahuje atom selenu, N-formylmethionin se vyskytuje pouze u nékterych bakterii.

Ty ho vyuzivaji pro iniciaci translace [1].

0 N ‘lo
H.C S OH
HSe/\)\OH e NH o e NP \/\T/k/
3 H oH HN H
NH, Y

0

Selenocystein (Sec) Pyrolysin (Pyl) N-formylmethionin (fMet)

Obrazek 2: Vzacnéji se vyskytujici biogenni aminokyseliny

1.1.1 Esencialni a postradatelné aminokyseliny

Aminokyseliny muzeme dé€lit podle toho, zda si je buitkky umi Syntetizovat samy, nebo je musime
pfijimat v potravé. Na zdkladé toho rozdéluyjeme AMK na esencidlni, podminéné esencialni
a na postradatelné. Postradatelné neboli neesencialni AMK si nase buriky dovedou syntetizovat samy,
esencialni musime pfijimat v potravé [2].

Esencialni AMK muzZeme dale rozdélit na rozvétvené (valin, leucin, isoleucin), aromatické
(fenylalanin, tryptofan), bazické (lysin), obsahujici ve své molekule atom siry (methionin) nebo
hydroxylovou skupinu (threonin). Mezi podminéné esencialni AMK, oznacované také jako
semiesencialni, se fadi arginin a histidin. Jedna se 0 AMK, které jsou esencidlnimi jen v détském
veku, protoze béhem ristu si jich bunky nedokazi vytvoftit dostatek. Postradatelnymi (neesencialnimi)
aminokyselinami jsou glycin, alanin, serin, prolin, cystein, tyrosin, asparagin, glutamin, asparagova

a glutamova kyselina (tabulka 1) [1,4].
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Tabulka 1: Rozdélent jednotlivych aminokyselin na esencidlni, semiesencialni a neesencialni

Esencialni Neesencialni Semiesencialni
Fenylalanin Alanin Arginin
Isoleucin Asparagin Histidin
Leucin Kyselina asparagova
Lysin Cystein
Methionin Kyselina glutamova
Tryptofan Glutamin
Threonin Glycin
Valin Prolin
Serin
Tyrosin

1.1.2 Rozdéleni aminokyselin podle polarity vedlejSich Fetézci

Aminokyseliny se ¢asto klasifikuji do ¢tyt skupin na zaklad¢ polarity jejich postrannich fetézct.
Do prvni skupiny patii AMK s nepolarnim postrannim fetézcem (Gly, Ala, Val, Leu, lle, Met, Pro,
Phe, Trp). Glycin ma nejjednodussi postranni fetézec, ktery je tvofen pouze atomem vodiku. Do druhé
skupiny patii AMK s polarnim fetézcem bez naboje (Ser, Thr, Asn, GIn, Tyr, Cys). Jedna
se 0 AMK s polarni hydroxy (-OH), thio (-SH) nebo amido (-CONH.) skupinou [3, 4]. Do tfeti
a ctvrté skupiny patii AMK s polarnim fetézcem a nadbojem. Podle toho, zda AMK obsahuji kladné
nebo zaporné nabity postranni fetézec je délime na kyselé AMK, kam patii kyselina asparagova
a glutamova a zasadité AMK, které obsahuji vice nez jednu bazickou skupinu a fadime zde lysin,

arginin a histidin [1, 2].

1.1.3 Fyzikalni vlastnosti aminokyselin
Mezi fyzikalni vlastnosti patii opticka aktivita. AMK jsou opticky aktivni, diky pfitomnosti
chiralniho uhliku. To znamena, ze maji schopnost staCet rovinu polarizovaného svétla, s vyjimkou
glycinu, ktery nemd chirdlni centrum. Podle sméru staceni rozliSujeme optické izomery
na pravotocivé (+) a levotoc¢ivé (-), oznaované také jako D a L izomery [2, 4].

Dalsi fyzikalni vlastnosti je rozpustnost AMK ve vod¢ a organickych rozpoustédlech. VétSinou
jsou AMK dobfe rozpustné v polarnich rozpoustédlech, jako je tfeba voda nebo ethanol,

ale jsou nerozpustné v nepolarnich rozpoustédlech [4].
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Kazda AMK nese ndboj, protoze obsahuje vzdy alesponi dvé funkéni skupiny: kyselou
karboxylovou (-COOH) a zasaditou aminoskupinu (-NH2). AMK nese kladny naboj, pokud
se nachazi v prostfedi s pH mensim, neZ je hodnota jejiho izoelektrického bodu (pl). Dochazi tedy
Kk potlateni disociace karboxylové skupiny, a naopak aminoskupina je protonizovana
jako - NH3".V prostiedi s hodnotou pH vys$si nez je izoelektricky bod AMK, je karboxylova skupina
disociovana jako -COO". Naopak -NH3z" skupina piedava sviij proton iontim OH™ a méni

se na - NH2, AMK tak nese zaporny naboj [5, 6].

1.2 Biosyntéza aminokyselin

Biosyntéza esencialnich AMK probiha pouze v buiikach rostlin a mikroorganismut. Neesencialni
AMK si vytvaii bunky lidského téla. Biosyntéza AMK ma velky vyznam nejen proto,
Ze jsou z nich slozeny bilkoviny, ale také proto, ze jsou prekurzory dalSich biologicky aktivnich latek,
jako je naptiklad hem, ktery je syntetizovan z glycinu. Dale jsou od AMK odvozeny hormony
a neurotransmitery, napiiklad dopamin a adrenalin, jeZ jsou syntetizovany z tyrosinu, histamin
z histidinu nebo serotonin z tryptofanu [5].

Biosyntéza neesenciadlnich AMK, svyjimkou tyrosinu, probihda pomémé jednoduse,
transamina¢nimi ~ reakcemi, kdy akceptory aminoskupiny  jsou  ¢étyfi  metabolity,
pyruvat, 3- fosfoglycerat, oxalacetat a 2-oxoglutarat. Pyruvat a 3-fosfoglycerat jsou metabolity
glykolyzy. Oxalacetat a 2-oxoglutarat jsou metabolity citratového cyklu [4].

Syntéza esencialnich AMK je pomérné slozitd a probihd pouze v bunkach rostlin nebo
pro syntézu esencialnich AMK muze byt také vzdu$ny dusik. Fixovat ho ve slou¢eninach neni
jednoduché, protoze molekula N2 je zna¢né stabilni a jeji pfeména vyzaduje dodani velkého mnozstvi
energie. Dokazi to jen n€které druhy bakterii a sinic, které obsahuji enzymovy komplex nitrogenasu

[4, 5].

1.3 Odbouravani aminokyselin

Aminokyseliny jsou vyuzivany pro syntézu biologicky vyznamnych latek, jako jsou puriny,
pyrimidiny, biogenni aminy, atd. Odbouravani uhlikatych koster AMK zahrnuje rizny pocet krokd
a probiha v hepatocytch, svyjimkou vétvenych AMK, to probiha ve svalovych bunkach.

Odbouravani uhlikatych koster proteinogennich aminokyselin vede k tvorbé sedmi produktd, jimiz
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jsou pyruvat, acetyl-S-CoA, acetoacetyl-S-CoA, 2-oxoglutarat, sukcinyl-S-CoA, fumarat
a oxalacetat. Piehled odbouravani uhlikatych koster jednotlivych AMK je uveden v tabulce 2.
Dle toho, zda lze tyto produkty vyuzit v glukoneogenezi nebo pro syntézu mastnych kyselin
a ketolatek, je délime na glukogenni a ketogenni AMK [1].

Mezi ketogenni AMK patii leucin a lysin, odbouranim jejich uhlikaté kostry vznika acetyl-S-
CoA aacetoacetyl-S-CoA. Mezi glukogenni AMK fadime serin, threonin, cystein, methionin,
kyselinu asparagovou, kyselinu glutamovou, asparagin, glutamin, glycin, alanin, valin, prolin,
histidin a arginin, odbouranim jejich uhlikaté kostry vznikaji pyruvat, 2-oxoglutarat, sukcinyl-S-CoA,
fumarat nebo oxalacetat. Isoleucin, fenylalanin, tyrosin a tryptofan jsou AMK glukogenni
I ketogenni, protoze pii odbouravani jejich uhlikaté kostry vznika jak produkt pro glukoneogenezi,

tak také pro syntézu mastnych kyselin a ketolatek [4].

Tabulka 2: Prehled odbourdavani uhlikatych koster jednotlivych aminokyselin

Aminokyseliny Produkt
Lys, Leu, Phe, Tyr, Trp, lle Acetyl-S-CoA a acetoacetyl-S-CoA
Glu, GlIn, Pro, Arg, His 2-Oxoglutarat
Met, lle, Val Suckcinyl-S-CoA
Phe, Tyr Fumarat
Asp, Asn Oxalacetat
Cys, Ala, Ser, Gly, Thr, Trp Pyruvat

1.4 Onemocnéni souvisejici s metabolismem aminokyselin

Nejznaméjsi onemocnéni, které je spjato s poruchou metabolismu AMK, je fenylketonurie. Jedna
se o onemocnéni zpusobené poruchou premény fenylalaninu na tyrosin. Pfi¢inou je deficience
fenylalaninhydroxylasy. Fenylketonurie patii mezi nemoci, které nelze vylécit. Je zde mozna
prevence, a to strava bez fenylalaninu [2].

Dalsi znamé onemocnéni je leucindza, jez je také znamo pod nazvem nemoc javorového sirupu.
Jedna se o defekt oxidativni dekarboxylace oxokyselin odvozenych od AMK s rozvétvenym
fetézcem, valinu, leucinu a isolecinu. Doporu¢enou 1é€bou je vyvazena strava s nizkym obsahem
bilkovin. Homocystinurie je onemocnéni, které vznika na zakladé poruchy aktivity nebo tplné
absence enzymu cystathion-p-syntethasy. Jedna se o poruchu pifemény methioninu na cystein.

Hromadici se homocystein pusobi toxicky na centralni nervovou soustavu a je rizikem
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kardiovaskularnich chorob. Tyrosinémie je onemocnéni, u kterého dochazi k hromadéni tyrosinu
a metaboliti vzniklych pfi jeho odbouravani. Hromadéni tyrosinu vede k poskozeni jater a ledvin.
Jsou popsany tfi typy tyrosinémie, typ I, Il alll. Typ | se vyskytuje nejcastéji,

typ Il a Il jsou vzacnéjsi [3].

1.5 Diulezité reakce aminokyselin

Dusik aminoskupiny se neda vyuzit pro produkci energie a musi byt z téla odstranén. To se déje
bud’ pfeménou amoniaku na mocovinu, ktera je nasledn¢ zorganismu vylou¢ena moci, nebo
se VyluCuje v tubularnich bunikach ledvin, zdrojem je glutamin. Odbouravani AMK probiha
intracelularné. Prvnim krokem je odstranéni o-aminoskupiny transaminaci nebo oxidativni

deaminaci. Mezi dalsi dulezité reakce AMK patii dekarboxylace a tvorba peptidové vazby [4].

1.5.1 Dekarboxylace
Pti dekarboxylaci (obrazek 3) se z AMK odstrani karboxylova skupina za vzniku biogennich amint.

Dekarboxylace patii mezi dilezity krok v katabolismu AMK.

F‘—" R— + ¢€oy

|"-.]H2 MNHo

Aminokyselina Primarni amin

Obrazek 3: Schéma dekarboxylace
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1.5.2 Transaminace

Pod pojmem transaminace (obrazek 4) se rozumi pieneseni aminoskupiny z o-aminokyseliny
na a- oxokyselinu, nasledné z oa-aminokyseliny vznika o-oxokyselina a z a-0xokyseliny
vznika o- aminokyselina. Nejvyznamnéj$imi akceptory aminoskupiny AMK jsou 2-oxoglutarat,

oxalacetat a pyruvat. Jedna se 0 reakci reverzibilni, kofaktorem je pyridoxalfosfat [1, 2].

Aminokyselina 2-oxoglutarit

NH; o
R_LCDO- + DMO-
0 . 0
NH;
0 - CH3
ot
R Co0"
0 0

2-oxokyselina Glutam:t

Obrazek 4: Schéma transaminace

1.5.3 Oxidativni deaminace

Pfi oxidativni deaminaci (obrazek 5) se aminoskupina pfeméfiuje na oxoskupinu za uvolnéni
amoniaku. Glutamat je jedinda AMK, ktera se v lidském téle deaminuje dostate¢nou rychlosti.
Pfeménu katalyzuje mitochondrialni glutamatdehydrogenasa. Vznikly amonny kationt vstupuje
do ornithinového cyklu a o-oxoglutarat se muize vyuzit v transamina¢nich reakcich nebo

vstupuje do citratového cyklu. Jedna se o reverzibilni reakci [1, 5].

NH3
. . o]
O CH3 s} . N _ . N
M + NADH MU + NHs +NADH"+H
0 0 a f
Glutamat 2-oxoglutarit

Obrazek 5: Schéema oxidativni deaminace
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1.5.4 Tvorba peptidové vazby
v organismu. Peptidova vazba se tvofi mezi aminoskupinou jedné AMK a karboxylovou skupinou
druhé AMK. Timto spojenim dvou AMK vznikaji dipeptidy, spojenim tii AMK tripeptidy,

a spojenim vice jak sto AMK vznika bilkovina neboli protein [1].

R o D O wo R o R o
H o H © H ﬂ/ H \o'

peptidova vazba

Obrazek 6: Schéma tvorby peptidové vazby

1.6 Lidsky pot

Pot neboli sudor (hidor) je vodnaty produkt apokrinnich a ekrinnich potnich zlaz. Jedna
se 0 hypotonicky roztok, ktery obsahuje mnoho latek. Hlavni slozkou potu je voda, déale ionty sodné,
vapenaté, chloridové a draselné. Dale obsahuje fosfaty, sirany, laktat, kyselinu mo¢ovou, mocovinu,
glukosu, vitamin C, biogenni aminy a AMK. Z AMK jsou nejvice zastoupeny serin a glycin, déle
pak arginin a histidin. AMK v potu udrzuji mirné kyselé pH [7].

Potem se mohou vylucovat mimo jiné i latky, které¢ jsou pro organismus Skodlivé. Jedna
se napiiklad o téZké kovy jako jsou arsen, olovo, kadmium a rtut,, které maji toxické ti¢inky a mohou
poskozovat nervovy, endokrinni, imunitni ¢i kardiovaskularni systém [8].

Hodnota pH potu je za normalnich okolnosti mezi 4,0-6,8. B&hem cviceni se sekrece potu
zvysuje, také stoupa pH, a to az na hodnotu 6,8. Organismus je schopny vyprodukovat ptiblizné
800- 1000 ml potu za den a béhem mimotadnych situaci to mize byt az 10 litri. Sekrece potu je fizena
hypothalamem na zakladé teploty krve. Sekrece potu, jeho sloZzeni a mnoZstvi, mize byt ovlivnéna
mnoha faktory, at’ uZ vnitinimi, nebo vnéj$imi. Mezi vnéj$i faktory patii veék, geneticka dispozice,

fyzicka zatéz, zdravotni a psychicky stav, strava [8, 9].
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1.6.1 Tvorba potu

Tvorba potu, poceni, hraje primarni Glohu v termoregulaci. Poceni zabranuje ptfehiati organismu,
jedna se o dilezity proces, diky kterému se udrzuje stabilni télesnd teplota. Kiize se zvlhcuje,
a tak dochazi k ochlazovani povrchu téla. Tvorba potu je dana aktivaci potnich (koznich) zlaz
a vyrazn¢ narlsta pii zvyseni télesné teploty. Existuji dva druhy potnich zlaz, apokrinni a ekrinni
7lazy, které jsou fizeny hormonalnim nebo nervovym systémem [10].

Ekrinni potni Zlazy pokryvaji celé télo, kromé rti a genitalii. Nejvice jsou zastoupeny na cele
a dlanich. Ekrinni Zlazy produkuji kysely roztok, ktery je Ciry a obvykle bez zapachu. Apokrinni,
nebo také oznacované jako aromatické z1azy, mame od narozeni, ale aktivnimi se stavaji po dosazeni
pohlavni zralosti, v puberté. Jsou podstatné¢ vétsi nez ekrinni Zlazy a nachazeji se Vv pubické
a podpazni oblasti. Apokrinni Zlazy produkuji malé mnozstvi potu, ktery vzhledové ptipomina
visko6zni kapalinu s typickym zapachem a mirné kyselym pH. Tento pot je bohaty na tuky a bilkoviny,
mnozi se zde bakterie, proto nepiijemné zapacha.

Pii poceni, které je vyvolano zvySenymi teplotami nebo fyzickou namahou jsou aktivni pouze
ekrinni zlazy, pfi poceni vyvolané psychicky stresujicimi situacemi jsou aktivni ekrinni i apokrinni
Zlazy [11].

Pot se tvofi vdrobnych potnich zlazach, tyto zldzy maji podobu jemného klubicka,
a jsou ulozeny v kazi. Jakmile dojde k sekreci téchto zlaz, coz mize byt dano pti fyzické namaze,
zvySené teploté, pfistresovych situacich nebo emociondlnich zazitcich, zacnou Zzlazy tvofit
pot. Apikalni ¢asti bun€k se méni ve slozky sekretu, pfechazeji do lumina Zlazy a odtud usti

do spiralovité zatocené¢ho vyvodu z pokozky ven [12, 13].

1.6.2 Techniky odbéru potu
Vzorek potu odebirame tak, aby nedoslo k naruseni jakékoliv ¢asti organismu. Je zde hned nékolik
metod odbéru potu. Nejjednodussi odbér potu je jednorazovou pipetou nebo do sklenéné lahvicky

pro odbér potu piimo z pokozky béhem cviceni [14].

1.6.2.1 Termalné vyvolané poceni
Mezi uplné prvni metody pattilo termalné vyvolané poceni. Osoba se umisti do mistnosti s vyssi
teplotou (29-31 °C) a vlhkosti (20-40 %) po dobu 1-2 hodin, kde navic mtze vySetfovany vyvijet

fyzickou aktivitu, napf. Slapanim na rotopedu. Tuto metodu lze pouzit jak pro odbér potu z celého
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povrchu téla, tak 1 pro lokalni odbér. Vzorky se odebiraji z ¢ela, levého predlokti, ¢i obou stehen.
Pot se odebird na neadherujici podlozku o rozméru 5X7 cm. Kize se pfed odbérem ocisti
70% isopropanolem a poté oplachne destilovanou vodou. PodloZzka se vlozi na klizi a pevné stlaci.

Poté se odebrany pot pienese do zkumavky [15].

1.6.2.2 Pilokarpinova iontoforéza

Pilokarpinova iontoforéza je metoda pro stimulaci produkce potu. Pilokarpin stimuluje potni zlazy
k sekreci potu prostfednictvim muskarinovych receptori. Pilokarpin se aplikuje do kuze
iontoforézou. lontoforéza trva asi 5 minut a je pfi ni pouzit stejnosmerny proud o intenzité
2,5 az 3,0 mA. Pot je ziskan po ukonceni iontoforézy v misté anody. Mistem sbéru potu u dospélych
je nejcastéji predlokti a u déti se pot odebira z horni ¢asti zad. Vyhodou metody je jeji rychlost,
bezbolestnost, bezpecnost a spolehlivost. Tuto metodu predstavili v roce 1959 Gibson a Cooke

[16, 17].

1.6.2.3 Perspiro 201

Odbér vzorku potu muze byt provadén piistrojem Perspiro 201 od firmy Suzuken. Pied odbérem
vzorku potu si umyjeme obé¢ ruce mydlem, poté je oplachneme studenou tekouci vodou, nakonec
1% roztokem ethanolu a fadné je vysuSime papirovou utérkou. Na pravy ukazovacek aplikujeme

sondu pfistroje a vznikly pot na Spicce prstu odebirame do 0,6ml polypropylenové lahvicky [18].

1.6.2.4 Macroduct®

Jedna se o systém vyrabény firmou ELITech Group, ktery je ur€eny pro stimulaci poceni a nasledny
odbér vzorku potu (obrazek 7). Pot je sbiran z povrchu kize do odbérového systému, obsahujici
kapilary a Kolektor. Pfed odbérem je nutné misto na kuzi, kde bude odbér probihat, odistit
70% alkoholem. Nejcastéji se pot odebira na piedlokti. Po ocisténi se na misto ptipoji elektrody
suchym zipem. Zapne se pfistroj a asi po dvaceti sekundach dochazi ke stimulaci poceni. Pot, ktery
je vylucovan potnimi zlazami, je tlakem vytlatovan do plastové spirdlovité hadiCky, ktera
je zabudovana v kolektoru. Pfi prichodu potu kolektorem dochazi ke zméné barvy, pot modra.
To je zptisobeno tim, ze pot v kolektoru prichazi do kontaktu s malym mnozstvim barviva, a diky

tomu miizeme sledovat prubéh vylucovani potu. Po ukonceni odbéru se elektrody odpoji od kiize
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a pristroj se vypne. Pot se z kolektoru prenese injekéni stiikackou do mikrozkumavky. Celkové

mnozstvi ziskaného potu timto systémem je asi 50 ul [14, 19].

—

Obrizek 7: Macroduct®, pristroj pro odbér potu [20]

1.6.2.5 Metoda naplasti

Pot mizeme odebirat jednoduchymi savymi materialy, jako je napiiklad gaza nebo material z baviny.
Jelikoz tento zpiisob je Casoveé naro¢ny a ziskdvame jim jen malé mnozstvi potu, zacaly se vyvijet
specialni naplasti. Naplast je slozena z tenké prihledné adhezivni folie, na které je vrstva lepidla
anani je ptfipojena adsorpéni vlozka. Lepidlo je vyvinuto tak, aby mohlo byt pouzito pouze jednou
a nemohlo byt odstranéno a znovu nalepeno na povrch kiize. Néplast se lepi nejcastéji na horni cast
paze. Pied aplikaci je kiize ocisténa alkoholem.

Nejznaméjsi naplasti, ktera se pouziva pro sbér potu, je od firmy PharmCheck. Tato naplast
se sklada z adhezivni polyuretanové folie a adsorpéni vlozky. Jelikoz folie umoziuje prachod
kysliku, oxidu uhli¢itého a vody, mize kiize voln€ dychat. UZ pii teploté 22 °C je naplast schopna
zachytit minimaln€ 300 pl potu za den. Fyzicka zatéz a vyssi teplota umoziuje ziskat vétsi mnozstvi
vzorku. Systém se ponechava ptipevnén na kizi i nékolik dnti, dokonce i tyden. Tato metoda odbéru
ma své vyhody i nevyhody. Vyhodou je snadna aplikace a zisk relativné dostate¢ného mnozstvi potu
za den. Nevyhodou je vysoka pofizovaci cena a nechténé odstranéni naplasti z odbérového

mista [21, 22].
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1.7 Metody stanoveni aminokyselin

Stanoveni hladin jednotlivych AMK v télnich tekutinach je dileZité pro zhodnoceni zdravotniho
stavu pacienta. Referen¢ni hladiny jednotlivych AMK jsou zavislé na véku a pohlavi. Pro stanoveni
hladin jednotlivych AMK se nejcastéji pouzivaji separaéni metody, jako jsou elektroforéza

a chromatografie [23].

1.7.1 Plynova chromatografie

Hladiny AMK mizeme stanovit metodou plynové chromatografie (GC). Jedna se 0 separa¢ni
metodu, ktera je zaloZena na separaci latek mezi dvé faze, fazi pohyblivou (mobilni) a fazi
nepohyblivou (stacionarni). V GC je mobilni fazi nosny plyn. Zdrojem nosného plynu je tlakova
lahev obsahujici dusik, helium, vodik nebo argon. Stacionarni faze muize byt pevna latka (silikagel,
oxid hlinity, polymerni sorbenty) nebo kapalina, ktera je u napliovych kolon nanesena jako tenka
vrstva na inertnim nosici umisténém v chromatografické kolong. U kapilarnich kolon je stacionérni
faze nanesena v tenké vrstv€é piimo na upravenou vnitini sténu kiemenné kapilary. Vzorek
je nadavkovan do proudu nosného plynu, nasledné je odpafen a unasen kolonou. V zavislosti na
rozpustnosti latek ve stacionarni fazi dochazi k jejich separaci a postupné eluci z kolony.
[24].Separovany latky vstupuji do detektoru, kde jsou detegovany na zakladé svych fyzikalnich
vlastnosti. K detekci se nejcastéji pouziva plamenové ioniza¢ni detektor (FID), hmotnostni

spektrometr (MS) ¢i detektor elektronového zachytu (ECD) [24-27].

1.7.1.1 Derivatizace aminokyselin p¥i separaci plynovou chromatografii
Aminokyseliny jsou polarni, tedy netékavé latky, proto je musime pfed GC analyzou prevést
na tékavejsi  derivaty, tedy derivatizovat. Derivatizaci také zvySime citlivost a selektivitu.
AMK jsou nejcastéji silylovany, acylovany, esterifikovany ¢i alkylovany.

Nejcastéji pouzivanymi derivatizaénimi ¢inidly pro derivatizaci AMK jsou acyla¢ni ¢inidla.
Pfi acylaci dochazi k nahradé aktivniho vodiku v polarni skupiné (-OH, -SH, -NH) acylovou
skupinou. Acylace je alternativou k silylacim a uplatiiuje se pii piipravé derivati amind, amidu,
thiol, alkohold atd. Derivaty jsou charakterizované vysokou stabilitou, nizsi polaritou a vysokou
t€kavosti. Ve srovnani se silylaci, jsou acylace zaméfeny na vysoce polarni a vicefunkéni slouceniny
jako jsou napt. sacharidy nebo aminokyseliny. Pii ptipravé derivati se obvykle pracuje s nékolika
molarnim nadbytkem acyla¢niho Cinidla ve vhodném rozpoustédle, které je schopné vazat vznikajici

kyselinu, a tim posouvat reak¢ni rovnovahu ve sméru tvorby produktu. Oproti silyla¢nim ¢inidlim

26



jsou acylacni ¢inidla hydrolyticky stabilngjsi. Bézn€ pouzivanymi acylacnimi ¢inidly jsou anhydridy
kyseliny trifluoroctové (TFAA), kyseliny pentafluorpropionové (PFPA) a kyseliny
heptafluormaselné (HFBA), dale pak trifluoracetylimidazol (TFAI), pentafluorpropionylimidazol
(PFPI) a heptafluorbutyrylimidazol (HFBI) [28-32].

1.7.2 Vysokoucdinna kapalinova chromatografie

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) je pro stanoveni AMK v biologickych vzorcich
dominantni. Oproti klasické kapalinové chromatografii poskytuje u¢innéjsi separaci a je ¢asové méné
narocna. V HPLC se Casto mizeme setkat s pojmy "normalni faze" a "obracena faze". U norméalnich
fazi jsou na stacionarni fazi navazany slouceniny s polarnimi funkénimi skupinami a mobilni fazi
byva nepolédrni rozpoustédlo, napt. hexan. U obracenych fazi, nebo také reverznich (RP), se pouziva

chemicky védzana nepolarni stacionarni faze. Tento typ se vyuziva asi v 80 % vsSech aplikaci
[24, 33, 34].

1.7.2.1 Derivatizace aminokyselin p¥i separaci kapalinovou chromatografii
Jelikoz AMK neabsorbuji v blizké UV oblasti zafeni a ani nefluoreskuji, S vyjimkou tyrosinu,
tryptofanu a fenylalaninu, je nutné pievést AMK na vhodné derivaty, které budou snadno detekovany
UV/Vis nebo fluorescenénim detektorem. Bézné pouzivanymi derivatiza¢nimi ¢inidly
pro deterivatizaci AMK stanovovanych metodou HPLC jsou ninhydrin, fenylisothiokyanat (PITC),
naftylisothiokyanat, p-methoxybenzchlorid, m-toluoylchlorid, benzoylchlorid, toluensulfonylchlorid
(TSCI), N, N’-dimethylaminoazobenzensulfonylchlorid (DABSI), 2, 4-dinitro-1-fluorobenzen
(DNFB), trinitrobenzensulfonova kyselina (TNBSA), o-ftaldialdehyd (OPA), naftalen-
2,3 dikarboxaldehyd (NDA), dabsylchlorid (DBS-CI) a 9-fluorenylmethyloxykarbonylchlorid
(FMOC-CI). Derivatizace muze byt provedena bud’ pied separaci, pied kolonou (pifedkolonova
derivatizace), nebo po separaci, za kolonou (postkolonova derivatizace), nebo pfimo na koloné
[2, 24, 35, 36, 37, 61].

0-Ftaldialdehyd (OPA) je zname derivatiza¢ni ¢inidlo, které Ize pouzit jak u piedkolonové,
tak také postkolonové derivatizaci. Toto ¢inidlo reaguje pouze s primarnimi aminy za pfitomnosti
thiolové skupiny v bazickém prostiedi. OPA vytvati S aminem isoindolové derivaty (obrazek 8) .

Reakce probiha velmi rychle, béhem nekolik minut, pfi pokojové teploté a pH 9-11 [38].
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Obrazek 8: Reakce o-ftaldialdehydu v pritomnosti thiolu s primdrnim aminem za vzniku

isoindolového derivatu

Piedkolonova derivatizace

Pii ptredkolonové derivatizaci jsou vzniklé derivaty davkovany na chromatografickou kolonu.
Piedkolonovou derivatizaci muzeme rozdé¢lit na on-line a off-line. Pfi on-line derivatizaci
je derivatiza¢ni reaktor soucasti chromatografu. Ptredkolonova derivatizace ma své vyhody
a nevyhody. Derivat musi byt chemické individuum a dostate¢né stabilni. Derivatiza¢ni reakce musi
probihat kvantitativné a pokud mozno by méla byt selektivni, bez vzniku vedlejsich produkti a mé¢la
by probihat za mirnych reakénich podminek. Pfi pouziti nadbytku derivatiza¢niho ¢inidla, musi
byt toto ¢inidlo dobie separovatelné od vzniklych derivati a nemé€lo by absorbovat ¢i fluoreskovat
pfi stejnych vinovych délkach jako vzniklé derivaty [36, 39, 40].

Dansylchlorid je ¢inidlo, které se pievazné pouziva u predkolonové derivatizace. Reaguje
jak s primarnimi, tak také sekundarnimi aminy, ketré jsou detegovany fluoresce¢nim detektorem
(obrazek 9). Reakce probiha za zvySené teploty (50-100° C) a v alkalickém prostfedi po dobu
30- 120 minut [41].

H4;C
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Obrazek 9: Reakce dansylchloridu s aminem za vzniku dansylderavatu
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Postkolonova derivatizace

Pii postkolonové derivatizaci jsou AMK separovany nakoloné¢ a po vystupu zkolony
jsou pied vstupem do detektoru derivatizovany. Derivatizaéni reakce nemusi poskytovat jednozna¢né
chemické individuum, nemusi probihat kvantitativné, musi vSak probihat rychle. Muze probihat
za extrémnich podminek, kdy se pouzivda nadbytek reak¢éniho cinidla, coz vede k rozmyti
chromatografické zony. Reakce miize byt neselektivni, vedlejsi produkty reakce nevadi. Nevyhodou
je pouziti financné narocnych post-kolonovych reaktort.

U postkolonové derivatizace se separované AMK nejcastéji derivatizuji ninhydrinem,
dabsylchloridem nebo fenylisothiokyanatem [36, 39].

Pti post-kolonové derivatizaci ninhydrinem jsou AMK separovany iontové vymeénnou
chromatografii, vstupuji do post-kolonového reaktoru, kde po dobu 1-2 minut, pfi teploté 100-135 °C,
reaguji s 2 molekulami nynhydrinu za vzniku tzv. Ruhemannova purpuru s absorpénim maximem
570 nm (obrazek 10). AMK se se sekundarni aminoskupinou (prolin, hydroxyprolin) poskytuji

komplex s absorpénim maximem pii 440 nm [36, 42].
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Obrazek 10: Reakce aminokyselin s ninhydrinem
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1.7.2.2 Kolony pro vysokou¢innou kapalinovou chromatografii

se pouzivaji kolony z materialt, které musi spliiovat ur¢ité podminky, a to odolavat relativné
vysokym pracovnim tlakiim, chemickému plsobeni separovanych slozek a mobilnich fazi.
Nejbéznéjsi material je antikorozivni ocel nebo tvrzené borosilikaté sklo. Lze v§ak pouzit kombinaci
obou materialt. Pro analytické aplikace se pfevazné pouzivaji napliové kolony, plnény porovitymi
naplnémi o primeéru 3-10 pm, délce 5-30 cm a vnitinim pruméru 3-4 mm. Délka kolony
ma Vvliv na dobu analyzy, G¢innost separace a pracovni tlak, ktery se s rostouci délkou kolony
zvysuje. S rostoucim primérem castic naopak klesa. Dale se pouzivaji kolony o priméru mensim
nez 2 mm, tzv. mikrokolony, vyhodou je snizeni spotfeby mobilni faze a vzorku, také zvyseni
citlivosti detekce. Pro plnéni kolon se jako matrice nejcastéji poziva silikagel, oxid hlinity nebo

porovité sklo. Na matrici je chemicky vazana nebo zakotvena stacionarni faze [43, 44].

1.7.2.3 Detektory v kapalinové chromatografii
Detektory pouzivané pti HPLC lze rozdé€lit na selektivni, univerzalni a specialni. Mezi selektivni
detektory fadime napf. fluorimetrické, elektrochemické a hmotnostni [45].

Detektory UV-Vis jsou vhodné pro detekci latek, které dostate¢né absorbuji v UV nebo
viditelné oblasti spektra. Detektor ma celu, ktera je konstruovana tak, aby nedochazelo k rozmyvani
elu¢nich zon a zaroven, aby bylo dosazeno vysokého poméru signalu a Sumu. Jako zdroj se pouZziva
polychromatické zateni a dle typu konstrukce umozinuje méfit absorbanci zafeni prochazejiciho
vzorkem pii jedné nebo dvou vinovych délkach. Snimani absorpce zafeni v celém spektru probiha
detektorem s diodovym polem. Spektralni rozlieni je dano poctem fotodiod. Kazda fotodioda
je spojena s kondenzatorem. Pii dopadu zafeni na fotodiodu vznika elektricky proud, ktery vybije
kondenzator umérné velikosti intenzity zafivého toku. Nasledné dochézi k dobijeni kondenzéatoru
a méfi se proud potiebny na jeho dobiti [44, 45].

Fluorimetrické detektory jsou vysoce citlivé a selektivni. Fluoreskuje jen relativné mala
skupina latek, ktera obsahuje ve své molekule tzv. fluorofor. Molekula je schopnd po absorpci
budiciho zafeni emitovat zafeni o niz$i energii, nez mélo zafeni excitacni. Intenzita emitovaného
zafeni je zesilena a detekovana fotonasobicem, ktery je umistén kolmo na smér excitatniho zafeni.
U latek, které nevykazuji prirozenou fluorescenci, je mozno provést derivatizaci za vzniku

fluoreskujiciho derivatu [44].
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Spojeni HPLC s hmotnostnim spektrometrem je vysoce citlivé a selektivni. Hmotnostni
spektrometr je zafizeni, které méfi podil iontt jejich hmotnosti a naboje (m/z) a zaznamenava jejich
intenzitu. Zéakladni ¢asti hmotnostniho spektrometru jsou iontovy zdroj, hmotnostni analyzétor
a detektor. Iontovy zdroj slouzi k pievedeni molekul vzorku na nabité Castice (na ionizovanou
plynnou fazi). Proces ionizace mtize probihat za snizen¢ho nebo atmosférického tlaku. V soucasné
dob¢ se jako iontovy zdroj ve spojeni HPLC-MS pouziva nejcastéji ionizace elektrosprejem, dale
chemickd ionizace za atmosférického tlaku (APCI), popt. fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI).
Hmotnostni analyzator ma za ukol vzniklé ionty rozdélit podle hodnoty podilu jejich hmotnosti
a naboje m/z. Hmotnostni analyzator mtze byt naptiklad kvadrupél (Q), iontova past (IT), analyzator
doby letu (TOF) nebo iontova cyklotronova rezonance (ICR). Typické jsou jejich kombinace,
dvou kvadropél (QqQ), kvadrupolu s priletovym analyzatorem (QqTOF), kvadrupdlu s orbitrapem,
iontové pasti s iontovou cyklotronovou rezonanci (IT-ICR) a mnoho dalsich. Jako detektor se vyuziva
elektronovy nasobi¢ nebo fotobéasobic, ktery slouzi k detekci iontii po jejich rozdéleni a k uréeni

relativni intenzity jednotlivych ionti. Vystupem hodnoceni je tedy hmotnostni spektrum [24, 45, 46].

1.7.2.4 Tandemova hmotnostni spektrometrie

Tandemova hmotnostni spektrometrie v posledni dob¢ nasla velké uplatnéni v rutinnich laboratotich,
at’ uz pfi novorozeneckém srceeningu vrozenych metabolickych chorob, tak pfi stanoveni celé fady
metabolitd, jako jsou AMK, organické kyseliny, puriny a pyrimidiny, v biologickych vzorcich.
V neposledni fadé se vyuziva pii monitorovani hladin 1éka [47].

Béhem poslednich let se kombinace kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni
spektrometrii (LC-MS/MS) vyvinula v Zivotn€ dlleZitou technologii. Jedna se o vykonnou
kvalitativni a kvantitativni analytickou techniku se $irokou $kalou klinickych aplikaci v toxikologii,
endokrinologii, pediatrii, ¢i mikrobiologii [32].

Princip tandemové hmotnostni spektrometrie (MS/MS) je zalozen na spojeni hmotnostnich
analyzatoru v sérii. Existuje mnoho kombinaci hmotnostnich analyzatort jako naptiklad TOF/TOF,
FT-ICR, Q-TOF, QqQ, apod. [14].

Typickym zastupcem pro kvantitativni analyzu je trojity kvadrupdl (QqQ). Jedna
se o tfi kvadrupdly tazeny za sebou. Prvni a tieti kvadrupol slouzi jako hmotnostni analyzator,
zatimco druhy kvadrupdl je kolizni celou. V kolizni cele se prekurzorové ionty srazi s molekulami

plynu (napiiklad argonu) a jsou fragmentovany na mensi ionty oznacované jako produktové ionty.
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MS/MS ma fadu vyhod, jako je selektivni vybér zkoumanych ionti, moznost fragmentace téchto
ionti, analyza jejich fragmenti a je vyznamna pro strukturni analyzu latek [47, 48].
LC-MS/MS nabizi spolehlivou metodu pro stanoveni hladin rGznych metabolith v riznych

biologickych vzorcich.

1.7.2.5 Elektroforetické techniky

Pro stanoveni hladin AMK vV biologickém materidlu lze také pouzit elektroforetické techniky.
Vyhodou téchto technik oproti HPLC je mala spotieba vzorku, vyssi Gi€innost separace a kratka doba
analyzy. Pro derivatizaci AMK pouzivame stejna ¢inidla jako u HPLC a mizeme pouzit i stejny
typ detektora [2].

Mezi elektroforetické techniky, které lze pouzit pro stanoveni hladin AMK v biologickych
vzorcich, patii kapilarni elektroforéza (CE). Principem této techniky je, ze elektricky nabité latky
(molekuly) migruji v elektrolytu pii stejnosmérném elektrickém poli a déli se na zakladé€ rozdilnych
elektroforetickych pohyblivosti v kapilafe ztaveného kiemene. Tato technika nevyzaduje
derivatizaci AMK. Kvili velmi malému priméru kapildry musime zvolit velmi citlivé detektory.
Jedna se o0 detektory, které sleduji absorpci UV/Vis zafeni nebo fluorescenci, piipadné mize
byt pouzit jako detektor hmotnostni spektrometr [39, 49, 50].

Mezi méné bézné metody stanoveni AMK elektroforetickymi technikami patfi modifikace
kapilarni elektroforézy, jako je napiiklad micelarni elektrokinetickd chromatografie (MEKC) nebo
mikroemulzni elektrokinetickd chromatogratie (MEEKC).

MEEKC byla ptvodné vytvofena pro separaci nenabitych latek. Jednd se o techniku,
kde se latky déli mezi micely (pseudostacionarni fazi) a vodny pufr (mobilni faze). Nastaveni
systému a detekce je stejna jako u CE, rozdil je jen v tom, Zze zakladni elektrolyt obsahuje relativné
vysokou koncentraci povrchové aktivnich latek, ktera je vyssi nez kriticka. Jako povrchové aktivni
latka se nejCastéji  pouzivda dodecylsulfait sodny (SDS) nebo se mlze také pouzit
cetyltrimethylammoniumbromid, Zluové soli a dalsi. Pii koncentraci povrchové aktivnich latek
nad uréitou mez, nez je tzv. kriticka micelarni koncentrace, zaénou spolu povrchové aktivni molekuly
agregovat a vytvareji micely. Ve vng&jsi vrstvé micel jsou umistény hydrofilni skupiny, hydrofobni
fetézce tvofi nepolarni jadro, kde se mohou rozpoustét latky analyzovaného vzorku. Ve vétsing
ptipadech se MEKC provadi v otevienych kapilarach s pufrem o vysokém pH, vytvoii se tak silny
elektroosmoticky tok (EOF). Micely SDS maji zdporny naboj a migruji proti EOF, ktery je dostatecné
silny na to, aby unasel latky k detektoru [24, 49].
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Kapilarni elektroforéza s laserem indukovanou fluorescenci (CE-LIF) je vysoce ¢inna,
rychla a selektivni metoda pro stanoveni AMK, po jejich derivatizaci, v biologickych vzorcich.
[51, 52].

1.8 Stanoveni aminokyselin v Krvi

Krev patii mezi nejvhodnéjsi biologicky material pro stanoveni AMK. Stanoveni hladin
AMK je dilezité pii diagnostice nékterych metabolickych onemocnéni a K ur¢eni vyzivového stavu
jedince. Hladiny AMK muZeme také stanovit vV krevni plazmé, na zakladé vysledki lze napiiklad

s predstihem poukazat na vznik onemocnéni diabetes mellitus [53, 54].

1.8.1 Technika suché kapky krve

Technika suché kapky krve (DBS, zangl. dried blood spot) je nejcastéji pouzivana
pfi novorozeneckém screeningu pro diagnostiku vrozenych metabolickych chorob. Tato technika
ma mnoho vyhod, jako je malé mnoZstvi odebrané¢ho vzorku, mén¢ invazivni a bezbolestny odb¢r,
snadné uchovavani, jednoduchy transport a stabilita stanovovanych latek. Odbér kapilarni krve
se provede bud’ z prstu, usniho lalticku anebo pati¢ky (pii novorozeneckém sceeningu). Kapka
kapilarni krve se nanese na odbérovou karticku ze specialniho filtraéniho papiru a necha se zaschnout
(suseni probiha pti pokojové teploté alespoit po dobu tii hodin). Po zaschnuti, nejlépe ze stiedu
skvrny, se vyrazi ter¢ik o priméru 3-6 mm. Nasleduje extrakce latek vhodnym rozpoustédlem nebo

pufrem [55].

1.9 Stanoveni aminokyselin v mo¢i

Aminokyseliny jsou vylu¢ovany mo¢i jen v malém mnozstvi, protoZe jsou V tubulech aktivné
resorbovany. ZvySend koncentrace né€kterych AMK v moci je obvykle patologicka, hovoiime
0 tzv. aminoacidurii. Aminoacidurie muze byt dusledkem dédi¢né metabolické poruchy. Zvysené
hladiny AMK v moc¢i mohou byt ukazatelem rtiznych degenerativnich onemocnéni a neurologickych
poruch. Mezi diagnostikované metabolické poruchy AMK patii cystinurie, fenylketourie

¢i tyrosinemie. Hladiny AMK v mo¢i jsou stanoveny stejnymi metodami jako u vzorku krve [56].
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1.10 Stanoveni aminokyselin v potu
Hladiny AMK jsou nejc¢astéji stanovovany v Krvi, séru, plazmé a mo¢i. Existuji v§ak i mén¢ bézné
biologické vzorky, ve kterych jsou hladiny AMK stanovovany, jednim z z nich je pot, ktery mize

byt ziskan neinvazivnim zpisobem odbéru [57].

1.10.1 Technika suché kapky

U techniky suché kapky potu (DSS, z angl. dried sweat spot) se, na rozdil od odbéru krve, jedna
0 neinvazivni zptsob odbéru vzorku, nehrozi témét zadné riziko infekce a mizeme odbér provadét,
kolikrat potfebujeme. Dalsi vyhodou je jednoduchy transport vzorku do laboratofe a stabilita
stanovovanych latek. Postup je podobny jako u DBS. Odbér potu probiha nejcastéji z ¢ela béhem
cviCeni. Pot je odebiran na specialni filtraéni papir, staci piiblizné 20-30 pl. Vzorek potu nechame
zaschnout pii pokojové teploté, poté vysekneme ter¢ik o priméru 6 mm, ktery prevedeme
do uzaviratelné sklenéné zkumavky. Provedeme extrakci latek rozpoustédlem, jako je napiiklad

methanol a analyzujeme [55, 57].
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2 Cil prace
Cilem této prace bylo vyvinout a optimalizovat metodu pro stanoveni vybranych aminokyselin

v such¢ kapce potu metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie s fluorescenéni detekci.
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3 Experimentalni Cast

3.1 Vzorky potu, charakteristika sledované skupiny dobrovolnych darcu

Vzorky potu byly ziskany od étyfticeti dobrovolnych darci (20 zen a 20 muza), ve véku 11-43 let
(tabulka 3). Pot byl odebiran pti fyzické namaze (kondi¢ni cviceni, hazend, volejbal, jizda na kole).
Pot byl odebiran z ¢ela. Celo bylo nejprve otieno 70% roztokem ethanolu, poté deionizovanou vodou.
Prvni kapky potu byly otieny ¢istou gazou, dalsi byly sbirany na specialni odbérovy filtra¢ni papir
(odbérovou kartu) Whatman 903 (Whatman, Dassel, Némecko). Vzorky DSS byly pred analyzou

uchovévany pii -20 °C.

Tabulka 3: Charakteristika (pohlavi, vek) sledované skupiny dobrovolnych darcii a typ cviceni pro
zisk vzorku potu

Vzorek Pohlavi V&k Typ cviceni Vzorek Pohlavi Ve&k Typ cviceni

1 zena 35  jizdana kole 21 muz 20 hazena

2 zena 34  jizda nakole 22 muz 20 hazena

3 zena 20  jizda na kole 23 muz 21 hazena

4 muz 30  jizda nakole 24 muz 21 hazena

5 muz 36  jizda na kole 25 muz 20 hazena

6 zena 27  kondi¢ni cviceni 26 zena 13 volejbal

7 zena 33 kondi¢ni cviceni 27 zena 43 kondi¢ni cviceni
8 muz 33 kondié¢ni cviceni 28 zena 14 volejbal

9 zena 11 volejbal 29 zena 14 volejbal

10 zena 12 volejbal 30 Zena 13 volejbal

11 Zena 13 volejbal 31 zena 13 volejbal

12 zena 13 volejbal 32 Zena 15 volejbal

13 muz 20  hazena 33 zena 19 volejbal

14 muz 21 hazena 34 muz 16 kondi¢ni cviceni
15 muz 20 hazena 35 zena 40 kondi¢ni cviceni
16 muz 19 hazena 36 muz 28 kondi¢ni cviceni
17 muz 20 hazena 37 zena 28 kondi¢ni cviceni
18 muz 19 hazena 38 zena 38 kondi¢ni cviceni
19 muz 22 hazena 39 muz 40 kondi¢ni cviceni
20 muz 21 hazena 40 muz 36 kondi¢ni cviceni
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3.2 Chemikalie
e Acetonitril (CH3CN); Mr 41,05; (Merck KGaA, Darmstadt, Némecko)
e Decionizovana voda (H20); Mr 18,00; G = 0,055 uS
e Ethanol (C2HsOH); Mr 46,07; (Merck KGaA, Darmstadt, Némecko)
o Naftalen-2,3-dikarboxaldehyd (C12HsO); Mr 184,19; (Sigma-Aldrich Chemical
Corporation, St. Louis, MO, USA)

e Kyanid draselny (KCN); Mr 65,12; (Sigma-Aldrich Chemical Corporation, St. Louis, MO,
USA)

e Hydrogenfosfore¢nan sodny (Na2HPO4); Mr 119,98; (Sigma-Aldrich Chemical Corporation,
St. Louis, MO, USA)

e Kyselina borita (HsBO3); Mr 61,83; (Sigma-Aldrich Chemical Corporation, St. Louis, MO,

USA)

e Hydroxid sodny (NaOH); Mr 40,00; (Sigma-Aldrich Chemical Corporation, St. Louis, MO,
USA)

e Kyselina chlorovodikova (HCI); Mr 36,46; (Sigma-Aldrich Chemical Corporation, St. Louis,
MO, USA)

e L-Alanin (C3H7NO2); Mr 89,09; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

e L-Arginin monohydrochlorid (CsH14N4O2.HCI); Mr 210,66; (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko)

e L-Asparagin (CsHsN203); Mr 132,12; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

e L-Asparagova kyselina (CsH7NOa);, Mr 133,1; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

e L-Citrulin ( CeH13N303); Mr 175,2; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

e L-Fenylalanin (CgH11NO3); Mr 165,19; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

e L-Glutamin (CsH1oN203); Mr 146,15; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

e L-Glutamova kyselina (CsHgNO4); Mr 147,13; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

e Glycin (C2HsNO»); Mr 75,07; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

e L-Histidin (CéHoN3O2); Mr 155,15; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

e L-Isoleucin (CsH1sNO2); Mr 131,18; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

e L-Leucin (CeH13NO>); Mr 131,18; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

e L-Lysin monohydrochlorid (CsHi14N202.HCI); Mr 182,65; (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko)
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e L-Methionin (CsH1:NO»S); Mr 149,21; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
e L -Norleucin (CeH13NO2); Mr 131,17; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemecko)
e L-Serin (C3H7NO3); Mr 105,09; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

e L-Threonin (C4HsNO3); Mr 119,12; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

e L-Tryptofan (C11H12N202); Mr 204,23; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
e L-Tyrosin (CoH1:NO3z); Mr 181,19; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

e L-Valin (CeH11NO2); Mr 117,15; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

e Taurin (C2H7NO3S); Mr 125,14; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

3.3 Pristroje a pomucky
e Kapalinovy chromatograf (Shimadzu, Kjoto, Japonsko)

¢erpadla LC-20ap

e autosampler SIL-20ac
e termostat kolon CTO-20ac
e 0dvzdusinova¢ mobilni faze DGU-20a5
e fluorescen¢ni detektor RF-20a
e fidici systém CBM-20a
o software LabSolution, verze 5.97 SP1
e analyticka kolona Ascentis Express 150 X 4,6 mm, 5 um (Supelco, Bellefonte, PA, USA)
e piedkolona Ascentis Express 5 X 4,6 mm, 5 um, (Supelco, Bellefonte, PA, USA)
e analytické vahy Adventurer™ Pro AV114C (Ohaus, Ninikon, Svycarsko)
e mrazici box (Liebherr, Biberach, Némecko)
e vortex Reax top (Heidolph, Frankfurt, Némecko)
e odstfedivka OHAUS® Frontier™ 5706 (Ohaus, Nénikon, Svycarsko)
¢ automatické mikropipety
e polypropylenové (PP) zkumavky; 1,5 ml (Fisher Scientific, spol. s. r. 0., Pardubice, CR)
e sklenéné vialky se $roubovacim uzavérem (Fisher Scientific, spol. s. . 0., Pardubice, CR)
e odbérové karty Protein Saver™ 903™ (Whatman™, GE Healthcare Bio-Sciences Corp, Dassel,
Némeécko)
e Nylonové filtry pro filtrovani mobilni faze, , porozita 0,22 um (Supelco, Bellefonte, USA)
e nylonové filtry pro filtrovani vzorkd, Spin-X®, porozita 0,22 um (Costar®, Corning , NY, USA)
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e ultrazvukova lazen

e kadinky, odmérné banky

3.4 Pracovni roztoky

Deionizovana voda

Deionizovana voda, ur¢ena pro proplachnuti HPLC systému, byla piefiltrovana skrz nylonovy filtr

0 porozité 0,22 um a odvzdus$néna ultrazvukem.

Smés acetonitrilu a 10mmol/l hydrogenfosfore¢nanu sodného (5:95. v/v)

Navazka 1,35 g Na2HPO4 byla rozpusténa v 950 ml deionizované vody, po rozpusténi bylo ptidano
50 ml acetonitrilu, pH mobilni faze bylo upraveno na hodnotu 7,2 asi 6mol/l roztokem kyseliny
chlorovodikové. Mobilni faze byla piefiltrovana skrz nylonovy filtr o porozité 0,2 pm a ovzdu$néna

Vv ultrazvukové lazni po dobu 15 minut.

Smés acetonitrilu a 10mmol/l hydrogenfosfore¢nanu sodného (65:35. v/v)

Navazka 0,5 g Na2HPOg4 byla rozpusténa v 350 ml deionizované vody, po rozpusténi bylo ptidano
650 ml acetonitrilu, pH moblni faze bylo upraveno na hodnotu 7,2 asi 6mol/l roztokem kyseliny
chlorovodikové. Mobilni faze byla piefiltrovana skrz nylonovy filtr o porozité 0,2 um a ovzdu$néna

Vv ultrazvukové lazni po dobu 15 minut.

Zasobni roztoky aminokyselin

Zasobni roztoky jednotlivych AMK byly pfipraveny rozpusténim navazek v 10 ml deionizované
vody, vyjma tyrosinu a kyseliny glutamové, ty byly rozpustény v 50 ml deionizované vody (tabulka
4). Zasobni roztoky byly po 1 ml pipetovany do 1,5 ml PP zkumavek a uchovavany pii -80 °C.
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Tabulka 4. Priprava zasobnich roztokit aminokyselin

AMK Navazka Koncentrace AMK Navazka Koncentrace

) (mmol/l) (9) (mmol/l)
Ala 0,0907 101,8 Leu 0,1065 81,2
Arg 0,2101 99,7 Met 0,1440 96,5
Asn 0,1329 100,6 Phe 0,1328 80,4
Asp 0,0283 21,3 Ser 0,1077 102,5
Cit 0,1744 99,5 Tau 0,1271 101,6
Gln 0,1488 101,8 Thr 0,1189 99,8
Glu 0,2215 30,1 Trp 0,0620 30,4
Gly 0,0784 104,4 Tyr 0,0098 11
His 0,1568 101,1 Val 0,1141 97,4
Ile 0,1325 101,0

ZAasobni roztok vnitiniho standardu norleucinu (asi 22,5 mmol/l)

Navazka 0,0295 g norleucinu byla rozpusténa v 10 ml deionizované vody. Zasobni roztok

byl po 1 ml pipetovan do 1,5 ml PP zkumavek a uchovavan pii -80 °C.

Pracovni roztok vnitfniho standardu norleucinu (asi 10 umol/l)

Objem 90 pl zasobniho roztoku norleucinu byl nafedén ethanolem do objemu 10 ml. Tento roztok

byl dale 20x nafedén ethanolem v mnozstvi potiebném pro piipravu vzorkt v jednom dni.

Smésnv pracovni roztok aminokyselin, standard aminokyselin S5

Smésny pracovni roztok AMK byl piipraven pipetovanim odpovidajiciho mnozstvizasobniho roztoku
jednotlivé AMK (tabulka 5) do odmérné baiky o objemu 25 ml a doplnénim po rysku deionizovanou

vodou.
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Tabulka 5: Priprava smésného pracovniho roztoku aminokyselin, standardu S5

AMK  Objem (ul) Koncentrace AMK Objem Koncentrace

(umol/l) (u) (umol/l)
Ala 370 1507 Leu 230 747
Arg 125 499 Met 25 97
Asn 60 241 Phe 155 498
Asp 590 502 Ser 490 2009
Cit 250 995 Tau 25 102
Gln 125 509 Thr 125 499
Glu 415 500 Trp 415 504
Gly 480 2005 Tyr 2300 100
His 375 1516 val 195 760
lle 125 505

Standardy pro sestrojeni kalibra¢ni kifivky

Jednotlivé standardy pro sestrojeni kalibraéni kiivky byly pfipraveny fedénim standardu S5

deioniovanou vodou (tabulka 6)

Tabulka 6: Priprava standardii pro sestrojeni kalibracni kiivky

Standard  Standard S5 (ul) Voda (ul)

SO 0 20
S1 20 380
S2 20 180
S3 20 80
S4 50 50

Boratovy pufr (asi 0,1 mol/l)

Navazka 0,31 g HsBO3 byla rozpusténa v 50 ml deionizované vody, pH bylo upraveno na hodnotu
9,3 asi 6mol/l hydroxidem sodnym. Boratovy pufr byl uchovavan pii 4 °C maximalné po dobu

1 tydne.
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Roztok kyanidu draselného (asi 40 mmol/l)

Navazka 0, 0130 g KCN byla rozpusténa v 5 ml deionizované vody. Roztok KCN byl uchovavan

pii 4 °C maximalné po dobu 1 tydne.

Roztok naftalen-2,3-dikarboxaldehydu v ethanolu (asi 1 mg/ml)
Navazka 0, 0100 g naftalen-2,3-dikarboxaldehydu (NDA) byla rozpusténa v 10 ml ethanolu. Roztok

byl uchovavan pii -80 °C maximalné po dobu 1 mésice.

3.5 Postup stanoveni vybranych aminokyselin vV suché kapce potu
Aminokyseliny byly derivatizovany NDA, vzniklé derivaty separovany na reverzni fazi a detegovany

fluorescenénim detektorem.

3.5.1 Priprava vzorki

Pro analyzu AMK v DSS byl ze stiedu odbérové karty vyseknut ter¢ik o praméru 6 mm (odpovida
10 pl potu) a umistén do 1,5 ml PP zkumavky. Na povrch teréiku bylo pipetovano 50 pl deionizované
vody a AMK byly eluovany 10 minut pii laboratorni teploté. Poté bylo k ter¢iku ptidano
150 pl roztoku norleucinu (asi 10 umol/l) a PP zkumavka byla umisténa na 10 minut do ultrazvukové
lazni. Po vyjmuti zkumavky z ultrazvukové lazni byl obsah zkumavky inkubovan 20 minut
pfi laboratorni teploté. Poté byl obsah zkumavky odstfedén (1 minuta, 1000 X g, laboratorni teplota),
100 pl supernatantu pfeneseno do 1,5ml vialky z hnédého skla, ptidano 300 pl boratového pufru,
20 pl roztoku KCN a 20 ul roztoku NDA v ethanolu. Obsah vialky byl fadné€ promichan a smés byla
inkubovdna 15 minut pfi laboratorni teploté. Standardy byly zpracovany stejnym zpisobem,
jen namisto teréiku bylo do 1,5ml PP zkumavky pipetovano 10 ul (odpovida objemu potu
v 6mm terciku) jednotlivého smésného standardu AMK a ptidano namisto 50 pl deionizované vody,

jen 40 pl.
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3.5.2

Podminky pro stanoveni aminokyselin metodou vysokoucinné kapalinové

chromatografie s fluorescencni detekci

Pratok mobilni faze: 0,75 ml/min
Tlak na ¢erpadlech: maximalni 20,0 MPa, minimalni 2,0 MPa
Teplota kolony: 37 °C
Vzorky pted nastiikem chlazeny pii 8 °C
Objem davkovaného vzorku: 5 pl
Detektor: A (excita¢ni) 420 nm
A (emisni) 480 nm
teplota cely 37 °C
citlivost: nizka
zesileni: x4

Eluce: gradientova
Mobilni faze A: smés acetonitrilu a 20mmol/l NazHPO4 (5:95, v/v), pH 7,2
Mobilni faze B: smés acetonitrilu a 10mmol/l Na,HPO4 (65:35, v/v), pH 7,2

o 0,01 min,20% B

o 20,00 min, 32 % B
o 35,00 min, 54,5 % B
o 35,01 min, 100 % B
o 40,00 min, 100 % B
o 40,01 min, 20 % B
o 45,00 min, STOP
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3.5.3 Analytické parametry metody vysokoucinné kapalinové chromatografie
s fluorescencni detekci
Linearita

Linearita je pfimkova zavislost mezi dvéma ndhodnymi proménnymi, tj. odezvou instrumentace

cvwvr

stanovované latky, v némz je latka stanovovana s urcitou piesnosti, spravnosti a linearitou se nazyva

linearni rozsah. Linearni zavislost dvou vzajemné¢ zkoumanych velicin lze pak vyjadfit jako:
y=ax+b

a—usek naosey

b — smérnice kalibra¢ni kiivky

Dulezitym parametrem je tzv. korelaéni koeficient (R), ktery charakterizuje tésnost shody dvou
analyzovanych proménnych. V pfipad¢ linearni zavislosti nabyva korela¢ni koeficient hodnot £ 1,

pticemz ¢im vice se R blizi jedné, tim t&€snéjsi je shoda veli¢in [60].
Piesnost

Piesnost je vyjadiena jako shoda mezi opakovanymi analyzami téhoZ vzorku za stejnych podminek.

Jako mira pfesnosti se pouziva varia¢ni koeficient CV (%).

Y(x; — AVG)?
n—1

) = ——
CV (%) = o X< 100,
kde s je smérodatna odchylka, AVG je prumérna hodnota, Xi je koncentrace vzdy jednoho ze vzorku
V sérii a n je pocet vzorki.

Ptesnost metody muiZe byt ovéfena na tfech Grovnich, opakovatelnosti (pfesnost metody za stejnych
podminek v kratkém casovém intervalu), mezilehlou pifesnosti (shoda vysledkli v ramci jedné
laboratofe, ale v jiném dni, jinym pfistrojem nebo jinym laboratornim pracovnikem)

a reprodukovatelnosti (shoda vysledkli mezi riznymi laboratofemi).
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Mez detekce a Mez stanovitelnosti

Mez detekce (LOD,z angl. limit of detection) a mez stanovitelnosti (LOQ,z angl. limit
of quantification) spolu tzce souvisi. Mez detekce odpovida koncentraci, pro kterou je analyticky
signal statisticky vyznamné odlisny od Sumu. Mez stanovitelnosti odpovida koncentraci, pii které
je ptesnost stanoveni takova, ze dovoluje kvantitativni vyhodnoceni. V separa¢nich metodach
se mez detekce vyjadiuje jako trojnasobek Sumu zakladni linica mez stanovitelnosti jako

desetinasobek Sumu zakladni linie.

10 X h
LOQ =

3 xXh
LOD = ,

m

kde h je Sum zékladni linie a m je smérnice kalibra¢ni kiivky.

3.6 Zpracovani vysledkii
Pro zpracovani ziskanych vysledki byl pouzit program MS Excel a STATISTICA 12 (StatSoft CR
s.r.0., Praha, CR).
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4 Vysledky a diskuse

Jiz n€kolik studii se zabyvalo stanovenim vybranych AMK v lidském potu [15, 58, 59].
Pro kvantitativni stanoveni vybranych AMK v potu Ize pouzit hned nékolik metod, které jsou
popsany v teoretické ¢asti. Metodou HPLC s fluorescen¢ni detekei se nam podafilo stanovit hladiny
19 AMK v potu vsech dobrovolnych darct.

4.1 Optimalizace derivatiza¢niho kroku

Pro citlivé a spravné stanoveni AMK v biologickych vzorcich je dulezit¢é metodu derivatizace
optimalizovat. Optimalizovana byla teplota a cas reakce, sloZeni reak¢ni smési a také mnozstvi
derivatiza¢niho Cinidla. V této praci jsme jako derivatiza¢ni ¢inidlo pouzili NDA. Derivatiza¢ni krok
byl optimalizovan k ziskani maximalni vytéznosti 1-kyano-2-substituovanych-benz[f]isoindolovych
(CBI) derivatt AMK. Maximalni fluorescence byla dosazena po patnactiminutové inkubaci
pfi laboratorni teploté, kdy slozeni reak¢éni smési bylo nasledujici: 18 pg NDA a 52 pg KCN
v 68mmol/l boratovém pufru, pH 9,3. Reakce je celkem rychla a probiha jiz za laboratorni teploty.
Zjistili jsme, ze stabilita CBI derivati je minimalné 48 h, pro derivaty vétsiny AMK dokonce
pti laboratorni teploté. Vyjimkou jsou derivaty serinu, threoninu a methioninu, jejichz derivaty
jsou stabilni pouze po dobu 24 h pii 8 °C. Vzniklé derivaty byly detegovany pii emisni vinové délce
480 nm s excitaci pii 420 nm. Bylo optimalizovano i slozeni mobilni faze pro ziskani relativné
nejlepsi separace CBI derivata jednotlivych AMK, v co nejkrat§im ¢ase. Pro optimalizaci metody
byl pouzit smésny standard AMK a smésny vzorek potu, ktery byl smichany z n€kolika vzorka potu
darchi. Byla testovana celd fada mobilnich fazi, predev§im smési riznych pufrli a organickych
rozpoustédel, jako jsou ACN, methanol a ethanol a fada sekvenci gradientové eluce. Kritéria byla

rozliSeni, stabilita fluorescence a rychlost analyzy.

4.2 ldentifikace derivati aminokyselin na zakladé retenc¢nich ¢asu
Analyzou jednotlivych standardi AMK byly uréeny retenéni ¢asy (RT) odpovidajicich derivatd

AMK (tabulka 7). Varia¢ni koeficienty reten¢nich ¢ast se pohybovaly pod 5%. V piiloze 1
je chromatograficky zaznam stanoveni vybranych AMK v lidském potu metodou HPLC

s fluorescencni detekci, pfilohy 1A-1D jsou pfiblizenim piilohy 1.
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Tabulka 7: Retencni casy derivatit aminokyselin za podminek uvedenych v experimentalni cdsti

AMK RT (min)  AMK RT (min) AMK RT (min)  AMK RT (min)

Asp 3,1 Ser 11,9 Ala 20,1 Trp 30,6
Glu 4,0 Cit 13,0 Tyr 21,4 lle 32,1
Asn 9,4 Arg 15,0 Tau 21,9 Phe 32,5
His 10,8 Gly 16,1 Val 28,9 Leu 33,0
Gln 11,3 Thr 16,4 Met 29,4 Nleu (IS) 33,5

Nleu, norleucin, IS, vnitini standard

4.3 Analytické parametry metody stanoveni aminokyselin v potu

4.3.1 Linearita
Pro kvantifikaci hladin vybranych AMK Vv lidském potu ziskaném technikou DSS byla pouzita

metoda kalibra¢ni kiivky. Parametry 5 kalibra¢nich ktivek jsou uvedeny v tabulce 8.

Zkouseli jsme také kvantifikovat hladiny vybranych AMK v lidském potu z kalibra¢nich kiivek,
kde jednotlivé standardy byly pfipraveny technikou suché kapky. K potu jsme pfidali smésny
standard s pétinasobné vyssi koncentraci AMK, nez byly u standardu S5. K 4 dilim potu jsme pridali
1 dil smé&sného standardu AMK a tak jsme ziskali smésny standard S5 pfipraveny v potu se stejnymi
koncentracemi jako v ptipadé smésného standardu AMK S5, piipraveném v deionizované vod¢. Dalsi
standardy S1-S4 byly pfipraveny stejnym zpusobem, jak je uvedeno v tabulce 6, jen namisto
deionizované vody jsme fedili standard S5 potem, standard SO byl samotny pot. Takto pfipravené
standardy jsme nakapali (asi 30 pl) na specialni odbérovy filtraéni papir (odbérovou kartu) Whatman
903. Vzorky potu jsme nechali zaschnout pii laboratorni teploté po dobu asi 3 hodin, po zaschnuti
jsme ze stfedu vysekli 6mm tercik, ten vloZzili do 1,5ml PP zkumavky a takto uchovavali do doby
analyzy pfi -20 °C. Standardy S0-S5, pfipravené v potu, jsme zpracovavali stejnym zptsobem jako
vzorky DSS dobrovolnych darci (viz kapitola 3.5.1). Ziskali jsme podobné vysledky,
coz nam potvrdilo, ze 6mm teréik obsahuje 10 ul potu a ze se AMK zteréiku téméf

ze 100 % extrahuji.
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4.3.2 Nepresnost v sérii

Pro uréeni nepfesnosti v sérii byl vzorek potu desetkrat analyzovan (10 vzorkd stejného potu)
v ten samy den, za stejnych podminek a pii pouziti jedné kalibra¢ni kiivky. Varia¢ni koeficienty
(CV), vyjadiujici nepfesnost metody v sérii jsou uvedeny v tabulce 9. Kromé taurinu se varia¢ni

koeficienty nepiesnosti pohybovaly pod 10 %. Pro biologické vzorky a piedev§im pro biologické

vzorky ziskané technikou suché kapky jsou vysledky uspokojivé.

Tabulka 8: Mez stanovitelnosti, mez detekce a primérné parametry 5 kalibracnich krivek metody

vysokoucinné kapalinové chromatografie s fluorescencni detekci

AMK Smérnice Intercept Korelaéni LOQ LOD Pracovni
AVG (SD.10°) AVG (SD) koeficient pmol/l umol/l  rozmezi
umol/1 pmol/l
Asp  0,0053 (71) 0,0051 (0,0020)  0,9995 3,8 1,3 3,8-501,8
Glu 0,0055 (40) -0,0044 (0,0023)  0,9997 4,1 1,4 4,1-499,8
Asn  0,0054 (8) 0,0018 (0,0010)  0,9996 1,8 0,6 1,8-241,4
His 0,0052 (4) -0,0064 (0,0096) 0,9998 18,3 6,0 18,3-1516,0
Glin 0,0055 (10) -0,0056 (0,0032) 0,9998 5,8 1,9 5,8-509,1
Ser 0,0047 (225) 0,0343 (0,0111)  0,9997 23,7 7,8 23,7-2008,7
Cit 0,0055 (3) 0,0282 (0,0063)  0,9997 11,5 3,8 11,5-995,5
Arg  0,0054 (107) -0,0038 (0,0023)  0,9998 4,2 1,4 4,2-498,7
Gly  0,0060 (51) -0,0168 (0,0057)  0,9998 9,5 3,1 9,5-2005,2
Thr 0,0047 (236) 0,0133 (0,0023)  0,9995 4,9 1,6 4,9-499,1
Ala 0,0055 (24) -0,0050 (0,0026)  0,9997 4,7 1,5 4,7-1506,7
Tyr 0,0055 (5) 0,0007 (0,0005)  0,9997 1,0 0,3 1,0-99,5
Tau  0,0061 (55) -0,0010 (0,0007)  0,9997 1,2 0,4 1,2-101,6
Val 0,0057 (51) 0,0065 (0,0036)  0,9997 6,3 2,1 6,3-759,7
Met  0,0055 (26) -0,0001 (0,0004) 0,9998 0,7 0,2 0,7-96,5
Trp 0,0032 (6) 0,0004 (0,0008)  0,9997 2,5 0,8 2,5-503,9
Ile 0,0055 (32) 0,0018 (0,0022)  0,9997 3,9 1,3 3,9-505,0
Phe  0,0055 (32) 0,0025 (0,0020)  0,9997 3,7 1,2 3,7-498,4
Leu  0,0058 (31) -0,0012 (0,0038) 0,9997 6,6 2,2 6,6-746,9

AVG, aritmeticky primér; SD, smérodatna odchylka. Mez stanovitelnosti (LOQ, z angl. limit of quantification) a mez
detekce (LOD, z angl. limit of detection) byly vypo¢teny z nasledujicich rovnic: LOQ = 10 Sa/b; LOD = 3,3 Sa/b, kde S,
je standardni odchylka interceptu a b je priméma smérnice kalibra¢nich kiivek; x-intercept (umol/l) je bod, ve kterém

ktivka protina osu x (kde hodnota y = 0)
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Tabulka 9: Nepresnost v sérii pro stanoveni vybranych aminokyselin v potu technikou suché kapky
a metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie s fluorescencni detekci

AMK AVG SD cv AMK AVG SD Ccv

(umol/I)  (umol/1) (%) (umol/l)  (umol/1) (%)
Asp 125,8 8,4 6,7 Ala 163,9 10,0 6,1
Glu 120,0 8,5 7,1 Tyr 58,2 4,1 7,0
Asn 45,5 3,1 6,8 Tau 9,6 1,5 15,3
His 162,8 8,5 5,2 Val 72,1 6,3 8,7
Gln 42,1 4,0 9,4 Met 6,3 0,3 4,8
Ser 493,6 25,5 52 Trp 38,4 2,9 75
Cit 115,3 7,7 6,6 lle 42,2 3,3 7,8
Arg 131,8 9,6 7,3 Phe 43,1 3,4 7,9
Gly 281,5 18,5 6,6 Leu 64,8 4,5 6,9
Thr 127,3 8,4 6,6

AVQG, aritmeticky primér; SD, smérodatna odchylka; CV, varia¢ni koeficient

4.4 Zakladni statisticka analyza namérenych dat

Zakladni statistickd analyza naméfenych dat je shrnuta v nésledujicich tabulkach
(10- 13) a ptiloze 2. Hladiny =~ vybranych AMK  vlidském potu  dobrovolnych  darct
(20 zen a 20 muzu), stanovené metodou HPLC s fluorescen¢ni detekci, jsou uvedeny v tabulce 10.
Pot byl odebran technikou suché kapky pfi télesné ndmaze (kondi¢ni cviceni, hazena, volejbal, jizda
na kole). Vzorky potu byly odebirany z cCela, které bylo prvné otfeno gazou s alkoholem,
aby se odstranily latky, které by mohly interferovat se stanovenim a zkreslily by vysledky. Poté bylo
¢elo otfeno gazou namocenou v deionizovanou vodg, aby se odstranil z ¢ela alkohol. Prvnich n¢kolik
kapek potu bylo otfeno do gazy a az ty dalsi byly odebirany na filtra¢ni papir. Timto zplisobem jsme
zajistili reprezentativni odbér vzorku potu. Z vysledki je patrné, ze hladiny AMK v potu
se u jednotlivych darct vyznamné lisi, coz je dano velkym rozptylem namétenych dat (hodnoty
mezikvartilového rozpéti jsou vzhledem k medianu velmi vysoké). Dalsi zajimavosti je, ze hladiny
vSech AMK vpotu jsou u Zen vyrazn¢ vyssi oproti muzim (tabulka 11), u nékterych
AMK az dvojnasobné, avSak pouze hladiny 4 AMK (citrulin, glycin, alanin a taurin) jsou vyssi
statisticky vyznamné, coz je dano velkym rozptylem. Pot jako biologicky vzorek je pro stanoveni

hladin rlznych latek stejné komplikovany jako napiiklad mo€. V porovnani s krvi, kde je hladina
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AMK regulovana, se AMK potem vylucuji zfejme nefizené a jejich hladiny zavisi na mnozstvi vody
V potu a rychlosti poceni. Podobny problém je s moci. Mo¢ ale mizeme sbirat po dobu 24 hodin
a pak ur¢ime mnozstvi dané latky za 24 hodin, pfipadné muZzeme mnozstvi latky vztahnout
na mnozstvi latky, ktera se ledvinami prakticky 100% vylucuje, tzv. bezprahovou latku. Touto latkou
muze byt naptiklad kreatinin, pak se koncentrace stanovované latky v moci vyjadiuje latkovym
mnozstvim vztazeném na latkové mnozstvi kreatininu. Existuje-li n¢jaké takova latka v potu,

to nevime.

Tabulka 10: Zakladni statisticka analyza hladin vybranych aminokyselin v potu u dobrovolnych
darcu (n = 40, 20 Zen a 20 muzu)

Parametr Median  IQR* Median  IQR* Median  IQR*
(jednotka) (vSichni)  (vSichni) (Zeny) (Zeny) (muzi) (muzi)
Vek (roky) 20 16 17 21 21 9
Asp (umol/1) 99,0 131,0 129,2 165,1 71,4 86,4
Glu (umol/1) 95,6 108,8 105,5 91,0 70,5 83,3
Asn (umol/l) 30,2 38,8 40,4 44,0 20,1 24,8
His (umol/l) 128,4 153,0 163,4 166,4 81,2 115,2
Gln (umol/1) 29,5 28,9 34,7 35,2 22,3 30,6
Ser (umol/l) 407,3 584,7 694,1 729,0 320,8 474,5
Cit (umol/l) 116,6 177,7 141,9 200,4 62,5 98,1
Arg (umol/l) 93,0 129,5 116,4 166,6 70,4 97,5
Gly (umol/1) 274,3 320,4 380,0 402,1 187,2 217,1
Thr (umol/1) 84,2 136,4 146,1 152,7 65,4 96,5
Ala (umol/l) 175,9 205,2 225,0 257,2 110,0 135,3
Tyr (umol/1) 39,2 46,2 50,7 55,1 25,8 33,3
Tau (umol/l) 5,8 6,2 8,3 8,0 4,0 3,8
Val (umol/l) 62,6 73,3 84,3 82,5 43,3 53,4
Met (umol/1) 55 6,8 74 9,2 4,6 6,1
Trp (umol/1) 21,9 26,4 26,9 24,0 14,1 22,5
Ile (umol/l) 40,4 43,4 50,1 52,1 26,4 30,6
Phe (umol/l) 28,9 34,0 41,5 38,7 20,3 24,6
Leu (umol/l) 52,2 63,8 69,2 73,2 36,4 445

*IQR je mezikvartilové rozpéti, rozdil mezi 75. a 25. percentilem (z angl. interquartile range)
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Tabulka 11: Porovnani hladin vybranych aminokyselin v potu mezi Zenami a muzi

Zeny, n =20 Muzi, n = 20 p**
Median (IQR)* Median (IQR)*
Asp (umol/l)  129,2 (165,1) 71,4 (86,4) 0,068
Glu (umol/l)  105,5 (91,0) 70,5 (83,3) 0,081
Asn (umol/l) 40,4 (44,0) 20,1 (24,8) 0,091
His (umol/l) 163,4 (166,4) 81,2 (115,2) 0,102
Gln (umol/l) 34,7 (35,2) 22,3 (30,6) 0,072
Ser (umol/l) 694,1 (729,0) 320,8 (474,5) 0,068
Cit (umol/l) 141,9 (200,4) 62,5 (98,1) 0,005
Arg (umol/l)  116,4 (166,6) 70,4 (97,5) 0,156
Gly (umol/l)  380,0 (402,1) 187,2 (217,1) 0,029
Thr (umol/l)  146,1 (152,7) 65,4 (96,5) 0,076
Ala (umol/l)  225,0 (257,2) 110,0 (135,3) 0,029
Tyr (umol/l) 50,7 (55,1) 25,8 (33,3) 0,156
Tau (umol/l) 8,3 (8,0) 4,0 (3,8) 0,050
Val (umol/l) 84,3 (82,5) 43,3 (53,4) 0,053
Met (umol/l) 7,4 (9,2) 4,6 (6,1) 0,425
Trp (umol/l) 26,9 (24,0) 14,1 (22,5) 0,218
Ile (umol/1) 50,1 (52,1) 26,4 (30,6) 0,156
Phe (umol/l) 41,5 (38,7) 20,3 (24,6) 0,218
Leu (umol/l) 69,2 (73,2) 36,4 (44,5) 0,181

*IQR je mezikvartilové rozpéti, rozdil mezi 75. a 25. percentilem (z angl. interquartile range); **Mann-Whitney U test

To byl také jeden z divodi, pro¢ jsme se rozhodli pro ur€eni procentudlniho zastoupeni nami
stanovovanych AMK v potu. Secetli jsme koncentrace vSech stanovovanych AMK a uvedli
procentualni zastoupeni jednotlivé AMK (tabulky 12 a 13). Ztabulek je patrné, ze hodnoty
mezikvartilového rozpéti jiz nejsou vzhledem k medidnu tak vysoké. Pfi porovnani procentudlniho
zastoupeni AMK v potu mezi Zenami a muZi jiZ u vétSiny AMK tak markantni rozdil neni, ale zase
je statisticky vyznamny diky mensimu rozptylu dat. Zeny maji v potu vice procentualn& zastoupenou
kyselinu asparagovou a citrulin, kyselinu asparagovou vyrazné, muzi zase Kyselinu glutamovou,

tyrosin, valin, methionin, isoleucin, fenylalanin a leucin (tabulka 13).
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Tabulka 12: Zakladni statisticka analyza procentudlniho zastoupeni vybranych aminokyselin v potu
u dobrovolnych darcii (n = 40, 20 Zen a 20 muzii)

Parametr Median  IQR* Median  IQR* Median  IQR*
(jednotka) (vSichni)  (vSichni) (Zeny) (Zeny) (muzi) (muzi)
Asp (%) 5,18 1,11 5,04 1,43 5,34 0,89
Glu (%) 5,09 2,10 4,26 1,43 5,64 1,42
Asn (%) 1,59 0,27 1,56 0,15 1,64 0,42
His (%) 6,76 1,41 6,36 1,54 6,85 1,14
GIn (%) 1,38 0,97 1,27 1,05 1,64 0,91
Ser (%) 24,69 4,88 26,29 4,58 23,77 3,76
Cit (%) 5,82 2,66 7,04 3,29 5,53 1,58
Arg (%) 5,30 1,84 4,82 1,76 5,67 1,07
Gly (%) 14,92 3,20 15,15 3,69 14,64 2,47
Thr (%) 5,10 1,22 5,25 0,81 4,83 1,26
Ala (%) 9,50 1,51 9,50 1,85 9,42 1,47
Tyr (%) 2,05 0,43 1,84 0,39 2,19 0,32
Tau (%) 0,37 0,15 0,34 0,16 0,38 0,24
Val (%) 3,40 0,43 3,31 0,34 3,57 0,46
Met (%) 0,32 0,14 0,26 0,07 0,39 0,10
Trp (%) 1,11 0,46 0,96 0,41 1,23 0,36
lle (%) 2,03 0,48 1,87 0,30 2,28 0,44
Phe (%) 1,64 0,48 1,42 0,41 1,82 0,45
Leu (%) 2,72 0,74 2,62 0,53 3,21 0,69

*IQR je mezikvartilové rozpéti, rozdil mezi 75. a 25. percentilem (z angl. interquartile range)

Metodou korelaéni analyzy jsme zjistili, Ze hladiny jednotlivych AMK v potu spolu silné koreluji
(ptiloha 2). Vyjimkou je AMK glutamin, jehoz hladiny v potu koreluji s hladinami ostatnich AMK
slabg&ji, s hladinou taurinu je korelace statisticky nevyznamna. Pro¢ tomu tak je, bude pfedmétem

dal$iho zkoumani.
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Tabulka 13: Porovnani procentudlniho zastoupeni vybranych aminokyselin v potu mezi Zzenami

a muzi
Zeny, n =20 Muzi, n = 20 p**
Median (IQR)* Median (IQR)*
Asp (%) 5,04 (1,43) 1,64 (0,42) <0,001
Glu (%) 4,26 (1,43) 5,64 (1,42) 0,005
Asn (%) 1,56 (0,15) 1,64 (0,42) 0,229
His (%) 6,36 (1,54) 6,85 (1,14) 0,199
Gln (%) 1,27 (1,05) 1,64 (0,91) 0,457
Ser (%) 26,29 (4,58) 23,77 (3,76) 0,068
Cit (%) 7,04 (3,29 5,53 (1,58) 0,027
Arg (%) 4,82 (1,76) 5,67 (1,07) 0,064
Gly (%) 15,15 (3,69) 14,64 (2,47) 0,617
Thr (%) 5,25 (0,81) 4,83 (1,26) 0,172
Ala (%) 9,50 (1,85) 9,42 (1,47) 0,882
Tyr (%) 1,84 (0,39) 2,19 (0,32) 0,006
Tau (%) 0,34 (0,16) 0,38 (0,24) 0,441
Val (%) 3,31 (0,34) 3,57 (0,46) 0,008
Met (%) 0,26 (0,07) 0,39 (0,10) <0,001
Trp (%) 0,96 (0,41) 1,23 (0,36) 0,064
lle (%) 1,87 (0,30) 2,28 (0,44) <0,001
Phe (%) 1,42 (0,41) 1,82 (0,45) <0,001
Leu (%) 2,62 (0,53) 3,21 (0,69) <0,001

*1QR je mezikvartilové rozpéti, rozdil mezi 75. a 25. percentilem (z angl. interquartile range); **Mann-Whitney U test
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S Zavér

Cilem této prace bylo zavést a validovat vhodnou metodu pro stanoveni vybranych aminokyselin
Vv lidském potu ziskané¢ho technikou suché kapky. Technika suché kapky potu je neinvazivni
a pro pacienta nezatézujici. Pot by byl tak vhodnou alternativou k vzorkiim krve, kde se hladiny
aminokyselin bézn¢ stanovuji. Technika suché kapky potu mé& mnoho vyhod, limitujici je mnozstvi
analyzovaného vzorku. Podafilo se ndm zavést a validovat metodu vysokoucinné kapalinové
chromatografie v systému obracenych fazi a fluorescenéni detekci. Stanovili jsme hladiny
19 aminokyselin u 40 dobrovolnych darct a ziskali zajimavé vysledky, které vedou k zamysleni

a budou pfedmétem dalsiho zkoumani.
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Priloha 1: Chromatograficky zaznam stanoveni vybranych aminokyselin (1-kyano-2-substituovanych-benz[f]isoindolovych derivati) ve

vzorku lidského potu ziskaného technikou suché kapky.

Asp (207,9 umol/l, 3,12 min); Glu (220,5 wmol/l, 4,04 min); Asn (70,3 umol/1, 9,38 min); His (275,2 umol/l, 10,76 min); Gln (35,0 pmol/l, 11,27 min); Ser (969,1 pmol/I,
11,86 min); Cit (269,1 umol/l; 13,03 min); Arg (191,9 umol/l, 14,95 min); Gly (451,8 umol/l, 16,08 min); Thr (211,8 umol/l, 16,41 min); Ala (293,2 umol/l, 20,06 min);
Tyr (88,6 umol/l, 21,35 min); Tau (8,1 umol/l, 21,90 min); Val (118,1 umol/l, 28,91 min); Met (15,0 umol/l, 29,36 min); Trp (48,1 umol/1, 30,59 min); Ile (76,7 umol/l,
32,12 min); Phe (64,3 pmol/l, 32,49 min); Leu (101,5 pmol/l, 33,03 min); Nleu (33,49 min)

HPLC podminky: mobilni fazi A byla smés acetonitrilu a 10mmol/l Na;HPOj4 (5:95, v/v), pH 7,2, mobilni fazi B smés acetonitrilu a 10mmol/l NaaHPO4 (65:35, v/iv),
pH 7.2, eluce byla gradientova, 0,01 min — 20 % B, 20,00 min — 32 % B, 35,00 min — 54,5 % B, 35,01 min — 100 % B, 40,00 min — 100 % B, 40,01 min — 20 % B; prttok
mobilni faze byl 0,75 ml/min pii 37 °C, detekce byla fluorescenéni (Aex = 420 nm, Aem = 480 nm, nastaveni citlivosti bylo nizké se zesilenim 4x), nastiik byl 5 pl.
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Priloha 1A: Chromatograficky zaznam stanoveni vybranych aminokyselin (1-kyano-2-substituovanych-benz[f]isoindolovych derivatl) ve
vzorku lidského potu ziskaného technikou suché kapky (pfiblizeni)

Asp (207,9 umol/l, 3,12 min); Glu (220,5 pmol/l, 4,04 min); HPLC podminky: viz pfiloha 1
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Priloha 1B: Chromatograficky zaznam stanoveni vybranych aminokyselin (1-kyano-2-substituovanych-benz[f]isoindolovych derivatu) ve
vzorku lidského potu ziskaného technikou suché kapky (pfiblizeni)

Asn (70,3 umol/l, 9,38 min); His (275,2 umol/l, 10,76 min); Gln (35,0 umol/l, 11,27 min); Ser (969,1 umol/l, 11,86 min); Cit (269,1 pmol/l; 13,03 min); Arg (191,9
umol/l, 14,95 min); Gly (451,8 pmol/l, 16,08 min); Thr (211,8 umol/l, 16,41 min); HPLC podminky: viz ptiloha 1
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Priloha 1C: Chromatograficky zaznam stanoveni vybranych aminokyselin (1-kyano-2-substituovanych-benz[f]isoindolovych derivatl) ve
vzorku lidského potu ziskaného technikou suché kapky (pfiblizeni)

Ala (293,2 umol/l, 20,06 min); Tyr (88,6 umol/l, 21,35 min); Tau (8,1 pmol/l, 21,90 min); HPLC podminky: viz ptiloha 1
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Priloha 1D: Chromatograficky zaznam stanoveni vybranych aminokyselin (1-kyano-2-substituovanych-benz[f]isoindolovych derivatl) ve
vzorku lidského potu ziskaného technikou suché kapky (pfiblizeni)

Val (118,1 umol/1, 28,91 min); Met (15,0 umol/l, 29,36 min); Trp (48,1 pmol/l, 30,59 min); Ile (76,7 umol/l, 32,12 min); Phe (64,3 umol/l, 32,49 min); Leu (101,5
pmol/l, 33,03 min); Nleu (33,49 min); HPLC podminky: viz ptiloha 1
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Glu Asn His Gin Ser Cit Arg Gly Thr Ala Tyr Tau Val Met Trp lle Phe Leu
Asp | 0,866 | 0,981 | 0,956 | 0,443 | 0,977 | 0,865 | 0,949 | 0,955 | 0,973 | 0,954 | 0,973 | 0,593 | 0,974 | 0,957 | 0,950 | 0,969 | 0,957 | 0,954
b b b *k b b *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk
Glu 0,870 | 0,897 | 0,668 | 0,815 | 0,827 | 0,895 | 0,835 | 0,822 | 0,862 | 0,862 | 0,646 | 0,901 | 0,877 | 0,888 | 0,889 | 0,872 | 0,894
b *kk *kk b b Ex *Kkk E *kk E *Kkk *kk *kk *kk *kk *kk *kk

Asn 0,976 | 0,359 | 0,974 | 0,837 | 0,962 | 0,966 | 0,967 | 0,969 | 0,982 | 0,645 | 0,985 | 0,973 | 0,945 | 0,990 | 0,981 | 0,980

*kKk * *kKk *kk *k*k *k*k *k*k *k*k *k*k *k*k *k*k *k*k *k*k *k*k *k*k *k%k

His 0,411 | 0,935 | 0,825 | 0,970 | 0,928 | 0,937 | 0,937 | 0,974 | 0,643 | 0,970 | 0,964 | 0,946 | 0,979 | 0,980 | 0,979

*% *kKk *kk *k*k *k*k *k*k *k*k *k*k *k*k *k*k *k*k *k*k *k*k *k*k *k*k

Gln 0,329 | 0,520 | 0,451 | 0,376 | 0,342 | 0,389 | 0,390 | 0,276 | 0,450 | 0,399 | 0,529 | 0,404 | 0,379 | 0,419

* *kk *% * * * * X *% * K,k *% * *%

Ser 0,881 | 0,919 | 0,966 | 0,994 | 0,971 | 0,963 | 0,582 | 0,970 | 0,939 | 0,929 | 0,962 | 0,943 | 0,934

*kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk

Cit 0,800 | 0,817 | 0,908 | 0,848 | 0,865 | 0,406 | 0,877 | 0,812 | 0,885 | 0,845 | 0,830 | 0,804

*kk *kk *kk *kk *kk *%k *kk *kk *kk *kk *kk *kk

Arg 0,905 | 0,925 | 0,917 | 0,962 | 0,670 | 0,954 | 0,971 | 0,952 | 0,963 | 0,965 | 0,969

Gly 0,938 | 0,993 | 0,935 | 0,652 | 0,976 | 0,905 | 0,896 | 0,964 | 0,929 | 0,942

Thr 0,952 | 0,968 | 0,569 | 0,964 | 0,946 | 0,939 | 0,958 | 0,946 | 0,931

Ala 0,945 | 0,676 | 0,986 | 0,918 | 0,909 | 0,973 | 0,938 | 0,949

*kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk

Tyr 0,614 | 0,977 | 0,979 | 0,977 | 0,987 | 0,992 | 0,975

*kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk

Tau 0,669 | 0,648 | 0,555 | 0,681 | 0,656 | 0,709

*kk *kk *kk *kk *kk *kk

Val 0,959 | 0,954 | 0,994 | 0,976 | 0,981

Met 0,960 | 0,977 | 0,984 | 0,980

Trp 0,957 | 0,965 | 0,946

lle 0,992 | 0,993

*kk *kk

Phe 0,991

Piiloha 2: Korelace mezi hladinami jednotlivych aminokyselin v potu dobrovolnych darct

Pearsontiv korelaéni koeficient; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, *p > 0,05
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