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ANOTACE

Tato prace se zabyva porovnanim metod a postupt piipravy vzorku pro stanoveni hladiny
glutathionu v krvi ziskané technikou suché kapky. Teoretickd ¢ast je vénovana moznostem
piripravy vzorku pted vlastni analyzou, popisu techniky suché kapky krve a metodam stanoveni
glutathionu v biologickych vzorcich. Experimentalni ¢ast se zabyva testovanim vlivu

parametr, které ovliviiuji kvantitativni vysledky a porovnanim metod stanoveni.
KLICOVA SLOVA

Glutathion, o-ftaldialdehyd, kapalinova chromatografie, fluorescencni detekce, sucha kapka
krve

TITLE

Comparison of methods and sample preparation procedures for determining glutathione levels

in human blood obtained by the dried blood spot techniques
ANNOTATION

This paper deals with the comparison of sample preparation methods and procedures for
determining blood glutathione levels obtained by the dried spot technique. The theoretical part
is devoted to the possibilities of sample preparation before analysis, a description of the dried
spot technique and methods of determining glutathione in biological samples. The experimental
part deals with testing the influence of parameters that affect quantitative results and comparing

determination methods.
KEYWORDS

Glutathione, o-phthaldialdehyde, liquid chromatography, fluorescence detection, dried blood
spot
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UvVoD

Glutathion je velmi dilezita latka, ktera ma celou fadu funkci, mezi které se fadi antioxidacni
ucinky a konjugace s xenobiotiky. Glutathion rychle a snadno podléha autooxidaci, proto je
nutné pii zpracovani vzorku pred vlastni analyzou zabranit jeho oxidaci alkyla¢nimi ¢inidly.
Nejcastéji je stanovovan v krvi, plazmé a moci. Jednou z moznosti zisku krve je vyuziti
techniky suché kapky (DBS; z angl. dried blood spot). Tato technika je neinvazivni, vyzaduje
malé mnozstvi krve a vzorky je mozné jednoduse skladovat. Vzorky DBS jsou kompatibilni
s celou fadou analytickych metod, ale vzhledem k malému mnozstvi krve je nutné volit metody
s vyssi citlivosti. V této praci je hladina glutathionu ve vzorcich DBS stanovovana kapalinovou
chromatografii s fluorescencni detekci (HPLC-FLD) a je studovan vliv nejvyznamnéjsSich
parametrl na kvantitativni vysledky. Nakonec byly porovnany hladiny GSH ve vzorcich DBS

dvéma metodami, metodou HPLC-FLD a spektrofluorimetrickou metodou.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Glutathion

Glutathion (GSH) je tripeptid skladajici se z aminokyselin glycinu, cysteinu a kyseliny
glutamové (Obrazek 1) [1]. Je syntetizovan ve dvou enzymaticky katalyzovanych reakcich
zavislych na ATP. Nejprve y-glutamylcysteinsyntetaza katalyzuje tvorbu peptidové vazby mezi
aminoskupinou cysteinu a y-karboxylatovou skupinou glutamatu za tvorby y-glutamylcysteinu.
Naésledné je tvofena peptidovd vazba mezi karboxylatovou skupinou cysteinu
v y-glutamylcysteinu a aminoskupinou glycinového zbytku. GSH se primarné vyskytuje ve
dvou formach, jako redukovany GSH a jako oxidovany GSH, glutathiondisulfid (GSSG), kde
jsou dvé molekuly GSH spojeny disulfidovou vazbou [2,3].

glutamova kyselina cystein glycin

Obriazek 1 Strukturni vzorec glutathionu

1.1.1 Vyskyt glutathionu

Glutathion je Siroce distribuovéan v rostlindch, tkanich Zivocichli a mikroorganismech, a to
v rozmezi 0,1-10 mmol/l [4]. Jednd se o nejhojnéj$i nizkomolekularni peptid a zaroven také
nejrozsitené;si thiol bun€k. Je to vSudyptitomna molekula, je produkovana ve vSech organech,
zejména v jatrech, pfi¢emz vétsina je pfitomna v cytosolu. V bunkéch se mize GSH vyskytovat
volné nebo vazany na proteiny. Volny GSH je pfitomen zejména ve své redukované formé,

ktera se miize béhem oxidacniho stresu pfeménit na oxidovanou formu (GSSG). Redoxni stav

pak zéavisi na poméru GSH/GSSQG, ktery je ukazatelem oxidacniho stresu, GSH a GSSG jsou

vvvvvv
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1.1.2 Funkce glutathionu

Glutathion je Zivotné dulezity pii detoxikaci xenobiotik, reguluje proliferaci bunck, funkce
imunitniho systému a fibrogenezi. Je to multifunkéni molekula s riznymi a stile se nové
objevujicimi funkcemi, které ovliviiuji kritické procesy v buikach. Déle se také uplatiiuje pfi
oxidaénim stresu. Antioxidaéni funkce GSH je zprostiedkovdna pifevazné reakcemi
katalyzovanymi glutathionperoxiddzou (GPx), které vedou ke snizeni mnozstvi peroxidu
vodiku a lipoperoxidi, kdy je GSH oxidovan na GSSG. GSSG je redukovan zpét na GSH za
katalyzy glutathionreduktazy, redukénim ¢inidlem je NADPH [7].

Oxidacni stres vznika v disledku poruchy rovnovahy produkce reaktivnich forem kysliku
(ROS). Mezi ROS jsou fazeny superoxid (02" ), peroxid vodiku (H20.), hydroxylovy radikal
(HO"), alkoxylové a peroxylové radikaly. ROS poskozuji lipidy procesem lipoperoxidace nebo
modifikuji proteiny. GSH reaguje s celou fadou radikalt [8,9].

R’ +GSH < RH + GS®
GS' +GS < GSSG*
GSSG' +0; — GSSG+ 0"

Vrozené poruchy metabolismu GSH vedou ke snizeni hladiny GSH v buiikdch. Mezi tyto
poruchy se fadi naptiklad deficit y-glutamylcysteinsyntetazy a deficit glutathionsyntetazy, které
se mohou projevovat jako chronickd hemolyticka anémie zplisobend neschopnosti bojovat
s oxida¢nim stresem. Pfi silném oxidacnim stresu je pievySena schopnost bunky redukovat
GSSG za katalyzy glutathionreduktazou, coz vede k akumulaci GSSG v cytosolu. K ochrané
buniky pted posunem v redoxni rovnovaze je GSSG aktivné transportovan do extracelularniho

prostoru [10,11].

Cela fada xenobiotik je konjugovana s GSH za vzniku aduktu, ktery je pies transportér uvolnén

do extracelularniho prostoru [1,10].

ProtoZe samotny GSH nemad klinické vyuZiti, byla vytvofena fada chemicky modifikovanych
analogi. Nékteré maji zvysit antioxida¢ni ochranu, jiné zase inhibovat enzymy, se kterymi GSH
interaguje. U mnoha byla prokazana protinadorova aktivita ¢i utlum krvetvorby. Rada analogii

je jiz v klinickém testovani [12].
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1.2 Priprava vzorku pred analyzou

matrici biologickych vzorkt a nizké koncentraci analytti [ 13]. Behem odbéru vzorku miize dojit
k celé tadé chyb, u vzorkl krve a plazmy zejména k hemolyze Cervenych krvinek. Hlavnim
problémem pifi stanoveni GSH je snadna autooxidace a hydrolyza katalyzovana
y-glutamyltransferazou. GSH je neenzymaticky oxidovan pii hodnot¢ pH vyssi nez 7.

K zabranéni oxidace GSH je vzorek casto okyselen [14,15].

1.2.1 Odbér vzorku

Nejcastéji pouzivanymi biologickymi materialy pro stanoveni hladiny GSH jsou krev, plazma
a moC. Vzhledem k tomu, ze GSH je snadno oxidovan a degradovan, je dilezité dodrzet
specifické podminky pii odbéru, skladovani a transportu vzorki. Odbérové zkumavky obsahuji
heparin nebo EDTA, n¢kdy se pouzivaji zkumavky oSetfené alkylacnimi Ccinidly,
napf. N-ethylmaleimidem. Pfi stanoveni hladiny GSH v plazmg, je nutné ji co nejdiive oddélit

od cervenych krvinek. Pro dlouhodobé skladovani je nutné vzorky uchovavat pti —80 °C

[16,17].

1.2.2 Deproteinace

Dulezitym krokem pted vlastni analyzou je odstranéni proteinii, které by mohly narusovat
analyzu [18]. Ke vzorku jsou obvykle pfidavany kyseliny, jako kyselina metafosfore¢na [19],
trichloroctovd, chloristd ¢i sulfosalicylova. Po centrifugaci je ziskan supernatant zbaveny
proteini [20]. Deproteinaci je také mozné provést pridanim organického rozpousteédla, jako je
acetonitril, aceton nebo methanol. Uzitecnou metodou je ultrafiltrace, ktera nevyzaduje pfidani
kyselin ani organickych rozpoustédel, které mohou ovlivnit detekci. Volba vhodného
deproteinacniho c¢inidla se odviji od zvolené metody, napf. pfi analyze hmotnostnim
spektrometrem je vyhodn&j$i pouziti organickych rozpoustédel. Pouze nékolik metod,

naptiklad nuklearni magneticka rezonance (NMR), nevyzaduje deproteinaci [21].

1.2.3 Redukce disulfidické vazby

Pti stanoveni GSH v plazmé a krvi je diilezitd redukce disulfidické vazby mezi GSH a jinymi
thioly ¢i proteiny. Volba redukéniho ¢inidla se odviji od zvoleného separacniho a detekéniho
systému [6]. Dtive byl Casto vyuzivany borohydrid sodny, ktery je vSak nestabilni ve vode¢.
Z tohoto diivodu byl ptipravovan v hydroxidu sodném, ve kterém byl stabilni po dobu n¢€kolika

dni. K reak¢ni smési byl také ptiddvan dimethylsulfoxid (DMSO) [22,23].
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DalSimi pouzivanymi redukénimi ¢inidly jsou 2-merkaptoethanol a dithiothreitol (DTT).
Jednim z problémt pii pouziti DTT je, ze oxidace je katalyzovéna vSudypfitomnymi ionty
kovi, jako Fe** a Ni**. DTT je tedy v redukované formé nestabilni. Tento problém lze vyfesit
pouzitim trialkylfosfinii [24]. Mezi trialkylfosfiny se fadi trifenylfosfin, ktery je vysoce
reaktivni [25], a Siroce pouzivany tris(2-karboxyethyl)fosfin (TCEP), ktery velmi rychle
redukuje disulfidy ve vodném prosttedi pii pH 4,5 a pokojové teploté [26]. Modelové studie
ukazaly, ze prvnim krokem redukce disulfidi fosfiny je vznik thiofosfinové soli. Naslednou

hydrolyzou pak vznika druhy thiolovy fragment a fosfinoxid (Obrazek 2) [27].

R T R R R R
~p~ R \P/ H0 R, HS R/
" — \g 5O — \ e\ AN
© SH R // R
R']\ /S\ S \R2 2 o)

Obrazek 2 Redukce disulfidi fosfiny [27]

1.2.4 Derivatizace

Derivatizace GSH, GSSG a jejich analogi vhodnym derivatiza¢nim ¢inidlem je dulezita pro
zvySeni citlivosti stanoveni a prevenci autooxidace. Pro derivatizaci GSH muZe byt vyuZita
karboxylova, aminova a thiolova funkéni skupina, zatimco pro derivatizaci GSSG pouze

aminova a karboxylova funk¢ni skupina [28].

Specifickym ¢inidlem pro thiolovou skupinu je napiiklad monobromobiman (mBBr), ktery
reaguje s thioly v alkalickém prostiedi pii pokojové teploté. Je citlivy na svétlo, proto musi byt
reakéni smés pred svétlem chranéna [29]. Nevyhodou je, ze rychle reaguje s mnoha thioly
a neni specificky pro GSH. Proto byl v né€kterych pracich pouzit monochlorobiman (mBCl),
lipofilni ¢inidlo specifické pro GSH. Nenavazany mBCI nevykazuje zadnou fluorescenci.
Rychle reaguje s GSH v reakci katalyzované glutathion-S-transferazou za vzniku konjugéatu,

ktery fluoreskuje [30].

Dal8imi béZné pouzivanymi Cinidly jsou 2-vinylpyridin (2-VP) a N-ethylmaleimid (NEM).
Nevyhoda 2-VP je, Ze obtizné prostupuje pies bunécnou membranu a s GSH reaguje pomalu.
NEM naopak prostupuje pfes membranu snadno a rychle reaguje s GSH. Jeho nevyhodou je,

Ze je silnym inhibitorem glutathionreduktazy, a proto musi byt pfed analyzou odstranén
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pomérné slozitym a ¢asoveé naroénym postupem. V disledku toho byl v pritbéhu let nahrazen

jinymi thiolovymi &inidly [31-34].

Dal$im casto vyuzivanym derivatizatnim Cinidlem je Ellmanovo ¢inidlo neboli 5,5-dithio-bis-
2-nitrobenzoova kyselina (DTNB), symetricky disulfid, ktery reaguje s thiolem za vzniku
smésného disulfidu (Ellmantiv derivat) a 5-thio-2-nitrobenzoatu (TNB) (Obrazek 3). Derivat
1ze separovat chromatografickou metodou. Produkt je stabilni po dobu 2 mésici pii —20 °C

[35].

‘O0C S—S COO- “00C S—S—R “‘O0C S”
RS”
O,N NO, O,N
Ellmanovo ¢inidlo Ellmanav derivat TNB

Obrazek 3 Reakce mezi Ellmanovym ¢inidlem a thiolem za vzniku Ellmanova derivatu a 5-thio-2-nitrobenzoatu (TNB) [35]

N-(1-pyrenyl)maleimid (NPM) reaguje s thiolovymi skupinami za vzniku fluoreskujicich
derivatt. NPM se pouziva pfti postkolonové derivatizaci, pti pfedkolonové derivatizaci vznikaji
nestabilni derivaty. Reakce maleimidi s GSH poskytuje diastereomery, které mohou byt
separovany vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC). Reakce NPM s GSH je
v neutralnim az slab¢ alkalickém prostredi relativné rychld. Derivaty NPM jsou stabilni po dobu

2 mésicu pii skladovani pii 4 °C [36].

Derivatiza¢ni ¢inidlo ThioGlo 3  (9-acetoxy-2-(4-(2,5-dihydro-2,5-dioxo-1H-pyrrol-1-
yl)fenyl)-3-oxo0-3H-nafto[2,1-b]pyran) mé vysokou afinitu k thiolovym skupindm a vznikly

produkt fluoreskuje. Vyuziva se pii predkolonové derivatizaci [37].

o-Ftaldialdehyd (OPA) reaguje s GSH v mirn€ alkalickém prostiedi za vzniku stabilniho
a vysoce fluoreskujiciho tricyklického derivatu (Obrazek 4) [38]. Vznikly derivat je stabilni pfi

pokojové teploté 1 nékolik dni, pokud je chranén pted svétlem [39].
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Obrazek 4 Reakce o-ftaldialdehydu (OPA) s glutathionem (GSH) za vzniku derivatu OPA-GSH [39]

Halogen-benzofurazany, jako 4-aminosulfonyl-7-fluor-2,1,3-benzoxadiazol ~ (ABD-F)
a 7-fluor-2,1,3-benzoxadiazol-4-sulfonat amonny (SBD-F) jsou ¢asto pouZivanymi
derivatizacnimi ¢inidly. Reaguji selektivné s thioly za vzniku fluoreskujicich derivatl, zatimco
sama Cinidla ani vedlejsi produkty nefluoreskuji. SBD-F je oproti jinym ¢inidlim (OPA, mBBr)
specificky pro thiolovou skupinu a nereaguje s alkoholy, fenoly nebo aminoskupinami. Je také
selektivnéjs$i nez ABD-F, zatimco ABD-F reaguje s thioly za mirnych podminek mnohem
rychleji nez SBD-F. Adukty thiol-SBD jsou stabilni a nevyskytuji se Zadné interferen¢ni piky
[40-42].

1.3 Metoda suché kapky krve

Metoda suché kapky krve je minimaln€ invazivni metoda pro odbér malého mnoZstvi krve, a to
z prstu nebo paty, na specidlni filtrani papir. Stabilita vzorku DBS je ovlivnéna typem
filtraniho papiru, teplotou, vlhkosti a dobou skladovani. Tato metoda je Siroce vyuZzivana pro
novorozenecky screening predevSim k detekci metabolickych poruch, dale pro diagnostiku
HIV, monitorovani hladin 1é¢iv a klinickou biochemii. Vzorky DBS jsou kompatibilni s celou
fadou bioanalytickych metod, kterymi jsou chromatografie, hmotnostni spektrometrie
a imunotesty. Nejcastéji se technika DBS pouZiva ve spojeni s kapalinovou chromatografii

a hmotnostni spektrometrii (LC-MS) [43,44].

1.3.1 Odbér a transport vzorku suché kapky krve
Krev je odebirana punkci paty nebo prstu jednordzovym odbeérovym zatizenim. Vybrané misto
vpichu je dezinfikovano alkoholem a poté je sterilni jednordzovou lancetou s hrotem 2,0 mm

provedena punkce. Pokud je odbér provadén z paty, je vhodné ji drzet v dolni poloze na Grovni
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nebo pod urovni srdce. Prvni kapka je setfena a teprve druha kapka je nanesena na povrch
predtisténého kruhu filtraéniho papiru (odbérovou kartu), pricemz je dulezité se pied odbérem
1 po ném kruhu nedotykat. Odebrany vzorek kapky krve je nasledné susen ve vodorovné poloze
a pii pokojové teplot¢ po dobu 3—4 hodin [45]. Po zaschnuti jsou vzorky skladovany
v uzaviratelnych plastovych saccich nebo nadobach s vysousedlem, coz ptispiva ke stabilité
analytu. Pozadavky na transport jsou minimalni, pokud neni znamo, ze vzorky obsahuji

infek¢ni agens [46].

1.3.2 Typy odbérovych karet

V roce 1963 Dr. Guthrie popsal ve své studii pouziti silného a velmi savého filtracniho papiru
z vysoce Cisté baviny, pozdéji znamého jako Whatman 903, k méfeni hladiny fenylalaninu pro
diagnostiku fenylketonurie u novorozencti. Odbérova karta Whatman 903 poskytuje spravnou
a reprodukovatelnou absorpci vzorkti krve. Vyrabi se nckolik typi DBS karet, a to jak
nepotazenych, tak potaZenych patentovanymi reagenciemi. Napiiklad FTA karty (z angl.
Flinders Technology Associates) navrZzeny pro analyzu nukleovych kyselin obsahuji ¢inidla,
ktera podporuji lyzu bunék a denaturaci bilkovin, coz vede k uvolnéni nukleovych kyselin. Ty

jsou nasledné zachyceny v matrici odbérové karty [47,48].

1.3.3 Priprava vzorku

Z odbérové karty jsou vyrazeny disky o priméru 2—8 mm. Analyt je ze vzorku DBS extrahovan.
Bé&zné€ pouzivanymi extrakénimi ¢inidly jsou fosfatovy pufr, casto s pfidanymi detergenty, ¢i
chelatacnimi ¢inidly a organickd rozpoustédla jako methanol, acetonitril nebo ethanol [49].
Ptiprava vzorku mtze zahrnovat také precipitaci proteint, extrakci kapalina—kapalina, extrakci

na pevné fazi nebo derivatizaci [50].

1.3.4 Vyhody techniky suché kapky krve

Nejvétsi prednosti techniky DBS je minimalné€ invazivni odbér malého mnoZstvi krve. Z tohoto
ditvodu nachazi své uplatnéni prfedevs§im u novorozeneckého screeningu, ale miize byt vyuzita
u osob vSech v€kovych kategorii. S nizkych objemem krve se poji i efektivni sbér, preprava
a skladovani [51]. Odbér krve je relativn€ bezbolestny. Miize byt proveden doma a mohou jej
provadét 1 osoby bez odborného vzdélani [52]. V klinické praxi je odbér krve technikou DBS
vyhodnéjsi nez odbér vzorkii venozni krve, protoze vysuSeni krve snizuje riziko infekce.
Technika DBS také umoziiuje analyzovat Sirokou $kalu biomarkert, a to z jediného vzorku

[53].
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1.3.5 Nevyhody techniky suché kapky krve

Technika DBS ma také celou fadu nevyhod. NejpodstatnéjSim problémem je vliv hodnoty
hematokritu, coz je pomér objemu cervenych krvinek k celkovému objemu krve. Vysoka
hodnota hematokritu vede k vyssi viskozité krve, ¢imz je ovlivnéno Sifeni krve na odbérové
karté [54]. Dalsi komplikace ptedstavuje chromatograficky ucinek, k némuz dochéazi pfi
nanaseni krve na filtracni papir, kde papir ptisobi jako stacionarni faze a krev jako mobilni faze.
Chromatograficky ucinek ovliviiuje zptisob, jakym se analyt pohybuje na filtracnim papiie [55].
Prestoze je maly objem krve nejvyraznéjsi vyhodou techniky DBS, zarovein také ptedstavuje
omezeni, protoze technika DBS vyzaduje pouziti vysoce citlivych analytickych technik. Na
rozdil od vzorkli plazmy nebo séra nejsou vzorky DBS tak snadno pouzitelné s béznymi
analytickymi nastroji, jako je HPLC v kombinaci s UV-Vis (UV, ultrafialova oblast; Vis,
viditelna oblast) detektorem [56].

1.3.6 Praktické vyuziti techniky suché kapky krve

Nejrozsitengjsi aplikaci techniky DBS je, jak jiz bylo zminéno, novorozenecky screening.
Jedna se zejména o diagnostiku vrozenych poruch metabolismu. Z jednoho vzorku DBS je
mozné provést diagnostiku vice neZ 50 onemocnéni. Techniku DBS lze také vyuZit pro
monitorovani hladin 1é¢iv [44,47]. Mnoho 1éCiv a jejich metabolity, ale také protilatky ci

nukleové kyseliny, jsou ve vzorcich DBS mnohem stabilné;si neZ v plazmé nebo séru [57].

1.4 Vnitini standardy pouzivané pri stanoveni hladiny glutathionu

Pti stanoveni hladiny GSH v biologickych vzorcich se €asto pouzivaji stabilni izotopové
znadené vnitini  standardy (IS)  (['3Cs,'’N]glutathion, ['3Ca,'’Nz]glutathiondisulfid,
[glycin-13Cy,'5N]-glutathion, deuterovany GSH) [58—60]. Pouziti vnitinich standardd snizuje
odchylky ve vysledcich méfteni, zlepSuje spravnost a piesnost analyzy a také redukuje ucinky
matrice. Navzdory pouziti vnitinich standardl v analytickych aplikacich se nékteré studie stale
potykaji s problémy ucinku matrice. PouZivani izotopové znacenych vnitfnich standardli ma

znaéné vyhody i nevyhody a jsou prvni volbou pro kvantitativni analyzu metodami LC-MS.

Nevyhodou je pfedevsim jejich mensi dostupnost a vysoké cena, proto jsou v nékterych studiich
alternativou strukturni analoga jako glutathionethylester, ¢i jiné wvnitini standardy, jako

N-acetylcystein a y-glutamylglutamat [61-64].
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1.5 Metody stanoveni hladiny glutathionu v biologickych vzorcich

Glutathion ma diky své dilezité funkci v antioxida¢ni ochrané bunék a pifi konjugaci 1éciv
a xenobiotik zasadni vyznam ve farmakologii a toxikologii. Je tedy dilezité¢ zvolit vhodné
metody pro stanoveni jeho hladiny v biologickych tekutinach a buiikach. V. mnohych ptipadech
je hladina GSH (GSSG) stanovovana v tkanich, jako jsou jatra, svaly nebo mozek. Jelikoz jsou
tyto vzorky obtizn¢ dostupné, jsou preferovany vzorky krve a plazmy. K métfeni hladiny GSH

je k dispozici cela tada spektrofotometrickych, elektrochemickych, chromatografickych

a dalsich metod [65,66].

1.5.1 Enzymatické metody

Nejrozsitenéjsi enzymatickd metoda pro stanoveni hladiny GSH je zalozena na reakci s DTNB.
V této metod¢€ je GSH oxidovan DNTB za vzniku TNB a GSSG, ktery je nasledné redukovan
NADPH za katalyzy glutathionreduktdzou zpét na GSH. TNB je monitorovan
spektrofotometricky pfi 412 nm a jeho mnozstvi je imérné souctu koncentrace GSH a GSSG.

Metoda je dostatecn¢ citliva a specificka [67].

2 GSH + DTNB — GSSG + TNB +2 H*
GSSG + NADPH + H" — 2 GSH + NADP"

Jednim z problém této metody je, Ze DTNB je nestabilni. Je relativné stabilni pti hodnoté pH
pod 8, v alkalickém prostedi se rozklada, ¢imz dochdzi ke zvySeni absorpce pozadi. Alkalické
prostiedi je vSak nutné pro optimalni rychlost reakce, a proto se jako alternativni ¢inidla
pouzivaji n-oktyldithionitrobenzoat a 5-(2-aminoethyl)dithio-2-nitrobenzoat, kterd jsou

stabiln&jsi a vykazuji tak niz8i pozadi nez DTNB [68].

Metoda zalozena na reakci katalyzované y-glutamyltransferdzou umoznuje stanoveni jak GSH,
tak 1 GSSG. Enzym y-glutamyltransferaza katalyzuje pfenos y-glutamylové skupiny z GSH na
akceptor za vzniku y-glutamylového derivatu a cysteinylglycinu. Leucylaminopeptidaza
katalyzuje hydrolyzu dipeptidu cysteinylglycinu na glycin a cystein, ktery lze méfit
spektrofotometricky [69]. Byly popsany také metody vyuZivajici biosenzory, napiiklad

biosenzor s glutathionperoxidazou [70] a glutathion-S-transferdzou [71].

1.5.2 Elektrochemické metody
Elektrochemické méfeni hladin GSH je oblibené pro jeho jednoduchost, avSak v praxi nardzi
na mnoho piekazek, zejména na komplexni matrici biologickych vzorkd, kterd vede k zanaSeni

elektrod. Dulezita je také selektivita a citlivost, aby bylo mozné spravné odd¢lit signal GSH od
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signalu interferujicich latek v komplexnich matricich. Ve snaze zlepsit citlivost méteni byla

vyvinuta fada modifikaci elektrod [72].

1.5.3 Chemiluminiscen¢ni metody

Chemiluminiscencni metody maji ve srovnani s jinymi technikami vyhodu v jednoduchosti,
nizkém detek¢nim limitu, Sirokém linearnim dynamickém rozsahu, nizké cené¢ a vysoké
citlivosti. Pro stanoveni hladin GSH v biologickych vzorcich bylo navrzeno nékolik metod [ 73—

78].

1.5.4 Fluorescen¢ni metody

Hladiny GSH lze stanovit pfi pouziti nanovrstev MnQO,. GSH redukuje MnO, na Mn*",
v disledku toho dojde k ovlivnéni vlastnosti nanovrstev a zméné fluorescenéniho signalu [79].
Nanovrstvy lze pouZzit v kombinaci s uhlikovymi nanoteckami, které slouzi jako fluorofor [80].
Kromé uhlikovych nanotecek lze pouzit sirné nanoteCky (S-nanotecky), které jsou piiznivé
kvili své biokompatibilité, vysoké stabilité a antibakteridlnim vlastnostem. Pouzivaji se
v kombinaci s nanocasticemi Cu,0O, které jsou levné a netoxické. Fluorescence S-nanotecek je
zhéaSena po vytvotreni komplexu s nanocasticemi Cu,0, zavedeni GSH mitiZze zptisobit rozklad
nanocastic, coz vede k ¢astecnému obnoveni fluorescence [81]. Pro stanoveni GSH lze také
pouzit jako derivatizacni ¢inidlo kyselinu citronovou. Sama nefluoreskuje, avsak po reakci
s GSH vzniké vysoce fluoreskujici sloucenina (Obrazek 5) 3-[(karboxymethyl)karbamoyl]-5-
0x0-2,3-dihydro-5H[1,3]thiazolo[3,2-a]pyridin-7-karboxylova kyselina (CTPC) [82].
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Obrazek 5 Mozny mechanismus reakce vzniku 3-[(karboxymethyl)karbamoyl]-5-ox0-2,3-dihydro-SH[1,3]thiazolo[3,2-
a]pyridin-7-karboxylové kyseliny (CTPC) [82]
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1.5.5 Spektrofotometrické metody

Vzhledem k jednoduché obsluze, vysoké rychlosti detekce a levnosti pfistroji je UV-Vis
spektrofotometrie Siroce pouzivana v oblastech chemické a biochemické detekce. AvSak
thiolova skupina cysteinu vyznamné interferuje s analyzou GSH. Toto ruseni Ize eliminovat
napiiklad pouzitim alloxanu, ktery reaguje s GSH [83]. Dalsi moznosti stanoveni je pouziti
tetrachlorpalladatu amonného, ktery reaguje s GSH za vzniku dvou stechiometricky riiznych

zlutych komplext [84].

1.5.6 Separacni metody

1.5.6.1 Plynova chromatografie
Plynovd chromatografie je méné vyuzivanou metodou pro stanoveni hladiny GSH
v biologickych vzorcich. GSH je derivatizovan ethylchlorformidtem, piipadné anhydridem

kyseliny trifluoroctové na té¢kavy derivat [85-87].

1.5.6.2 Kapalinova chromatografie

Derivatizace v kapalinové chromatografii

Témét vSechny metody kapalinové chromatografie pro stanoveni thiolt, s vyjimkou téch ve
spojeni s odpafovacim detektorem rozptylu svétla ¢i hmotnostnim detektorem, jsou zavislé na
derivatizacnim kroku. Derivatizace je provedena bud’ pted separaci nebo po ni. Volba vhodného
derivatizac¢niho ¢inidla je dilezita jak pro detekci, tak stabilizaci thiolll a zlepSeni separace.
Predkolonova derivatizace je doporucovana proto, ze hrozi riziko oxidace thioli béhem
separace [88]. Postkolonova derivatizace je jednodussi a minimalizuje interference souvisejici
s matrici [89]. Reakce musi byt dostatecné rychld, produkt musi byt stabilni jen do doby, nez

vstoupi do detektoru [90].

Béhem let byla vyvinuta fada derivatizacnich postupt. Jednim znich je derivatizace
s 2,4-dinitrofluorbenzenem (FDNB), vhodna pro simultanni stanoveni hladiny GSH a GSSG.
Derivatizace 1-dimethylaminonaftalen-5-sulfonylchloridem (dansyl-Cl) poskytuje derivaty
s vysokou intenzitou fluorescence [91]. Dansyl-Cl lze také pouzit v kombinaci s kyselinou
jodoctovou jako alkyla¢nim ¢inidlem. Tato metoda je vhodnd pro malé objemy vzorkd,

nevyhodou je vSak ¢asova ndrocnost a pomala reakce jodoctové kyseliny s volnymi thioly [92].
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Mody separace

Casto vyuzivanym modem separace je ta na reverznich fazich, kterd je zalozend na interakci
mezi nepolarnim analytem a nepolarni stacionarni fazi. Tento méd neni vhodny pro separaci
vysoce polarniho GSH, proto je derivatizovan na méné polarni derivat. Nejcasteji pouzivanymi

staciondrnimi fazemi jsou s vazanymi alkyly (oktadecyl, oktyl, fenyl, bifenyl) [88,93].

Polarni slouceniny jsou dobfe zadrzovany a separovany pii pouziti médu HILIC (z angl.
Hydrophilic Interaction LIquid Chromatography), proto je tento typ separace také casto

pouzivan [94].

Kapalinova chromatografie ve spojeni s UV detekci

HPLC ve spojeni s UV detekci vyZaduje derivatizaci GSH [95]. UV detektory jsou levné a pfi

spravném nastaveni metody 1ze dosahnout ptijatelnou selektivitu a piesnost [96].

Kapalinova chromatografie ve spojeni s fluorescencni detekci

HPLC ve spojeni s fluorescencni detekci je jednoduchd, selektivni a dostate¢né citliva.
Vzhledem k tomu, Ze GSH nefluoreskuje, musi byt pfeveden na vhodny fluoreskujici derivat
[97,98]. GSH je nejcastéji derivatizovan OPA [99], NBD-F [100] nebo ABD-F [101].
Derivatizace s OPA neumoZiluje simultanni stanoveni GSH a GSSG. Jednou z moznosti je
blokovani thiolové skupiny GSH N-ethylmaleimidem po niz nésleduje redukce GSSG
dithiothreitolem a derivatizace s OPA. DalSi moznosti je stanoveni hladiny celkového GSH
(tGSH) a redukovaného GSH. Rozdil mezi hladinami tGSH a redukovaného GSG odpovida
hladiné GSSG. Tento pfistup vSak nezajist'uje spravné stanoveni hladiny GSH a GSSG [102].

Kapalinova chromatografie ve spojeni s elektrochemickou detekci

Metodou kapalinové chromatografie ve spojeni s elektrochemickou detekci (ECD) Ize stanovit
hladiny GSH s vysokou specifitou a citlivosti bez nutnosti derivatizace [103]. PouZiti
uhlikovych elektrod je spojené s potizemi, kterymi jsou nestabilni odezva pii vysokém napéti,
vysoky Sum pozadi vznikajici oxidaci latek v mobilni fazi a pokles citlivosti zpiisobeny
adsorpci materialu na povrch elektrody. K piekondni téchto problémil je vhodnéjsi vyuzit
borem dopovanou diamantovou elektrodu [104]. Hlavnim omezenim ECD je ztrata signalu po

nekolika provedenych analyzach [105].
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Kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekci

Kapalinovou chromatografii ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektroskopii Ize simultanné
méfit hladiny GSH a GSSG bez predchozi derivatizace. Diky snadné oxidaci GSH je vSak
vhodné blokovat thiolovou skupinu, tedy i zde je derivatizace vyzadovana [106,107]. Thiolova
skupina GSH je nej¢asté¢ji blokovana alkyla¢nim ¢inidlem, naptiklad NEM, pak jsou simultanné

méieny hladiny GSH-NEM a GSSG [108].

Souhrnné porovnani vyse zminénych detektort je uvedeno v Tabulce 1.

Tabulka 1 Porovnani detektorti vyuzivanych v kapalinové chromatografii pfi stanoveni hladin glutathionu

uv Fluorescen¢ni Elektrochemicky Hmotnostni
Citlivost nizka [96] vysoka [98] vysoka [103] vysoka [107]
Selektivita stiedni [96] vysoka [98] vysoka [104] vysoka [107]
Nutnost derivatizace  ano [95] ano [97] ne/ano [103] ne/ano [107]

1.5.6.3 Kapilarni elektroforéza
Piednosti kapilarni elektroforézy (CE) oproti HPLC je jeji menSi slozitost a také to, Ze
nevyzaduje derivatizaci. Presto je derivatizace GSH vhodnd, protoze spolehlivé chrani GSH
pred oxidaci. NEM je v tomto ptipad¢ jednim z nejvhodnéjSich ¢inidel, protoze reaguje rychle
a specificky. Tvoti derivaty, které jsou stabilni pfi pH <7 a neinterferuji s analyzou. Ke
stabilizaci krve je vhodné pouzit Ks3EDTA. I pfes jednoduchost stanoveni CE, vykazuje metoda
fadu problémi jako stabilitu analytu, jejich extrakci z erytrocytli a reprodukovatelnost [109].

vvvvvv

ovliviiuyjici separaci patii teplota, délka kapilar, pH a iontova sila roztoku elektrolytu [110].

CE je mozné vyuZzit ve spojeni s elektrochemiluminiscenci (CE-ECL). Ji a kol. popsali postup
stanoveni GSH metodou CE-ECL vyuzivajici platinovou elektrodu a tris(2,20-
bipyridin)ruthenium(II) (Ru(bpy);**) [111]. CE ve spojeni s UV detekci vykazuje nizkou
citlivost, proto byla testovana celd fada fluorescen¢nich cinidel. Jako nejucinnéjsi se ukazal
OPA a naftalendikarboxaldehyd (NDA) [112]. Oproti CE-UV vykazuje CE ve spojeni
s laserem indukovanou fluorescen¢ni (LIF) detekci vyssi citlivost. Jako derivatizacni €inidlo
lze pouzit eosin-5-maleimid nebo 4-chlor-7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol (NBD-CI), jehoz
pfednosti je kratka doba derivatizace a stabilita aminovych derivati pii pokojové teplote

[113,114].
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1.5.7 Ramanova spektroskopie

Detekce zaloZzena na povrchové zesileném Ramanové rozptylu (SERS, zangl. Surface
Enhanced Raman Scattering) mtize byt pouzita pro stanoveni hladin GSH a GSSG v burkach.
SERS poskytuje informace na molekulové trovni, tato technika ma vsSak neuspokojivou
citlivost. Tento problém fesi plasmonické nanocastice, které citlivost zvysuji [115]. Naptiklad

imobilizované nanocastice stiibra na povrchu magnetitu (FesO4/Ag) [116].

1.5.8 Magneticka rezonan¢ni spektroskopie

Magnetickd rezonancni spektroskopie je nedestruktivni metoda pro stanoveni hladiny GSH
v mozku. Koncentrace GSH v mozku se u zdravych jedincti pohybuje v rozmezi 1-2 mmol/l.
Vzhledem ktomu, ze jsou rezonancni signdly GSH pfekryvany jinymi metabolity
vyskytujicimi se v mozku (kreatin, aspartat, glutamat, glutamin, N-acetylaspartat, kyselina

y-aminomaselnd), je jeho detekce nejednoznacna [117-119].
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2 CiL PRACE

Cilem prace bylo porovnat postupy piipravy vzorku pro stanoveni hladiny GSH v lidské krvi
ziskané technikou suché kapky, studovat nejvyznamnéjsi parametry ovlivilujici kvantitativni
vysledky a porovnat hladiny GSH ve vzorcich DBS stanovenych separacni metodou, tedy

HPLC-FLD a nesepara¢ni metodou, spektrofluorimetrickou.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie
Deionizovana voda (H20), Mr 18,00

Dithiothreitol (C4H1002S2), Mr 154,25 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

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

Ferrikyanid draselny (CsNgFeKs3), Mr 329,24 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
Glutathion (C10H17N306S), Mr 307,33 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
Glutathiondisulfid (C20H32N6O12S2), Mr 612,15 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
Glutathionethylester (C12H21N306S), Mr 335,38 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

Hydrogenfosfore¢nan draselny hexahydrat (KoHPO4-6H20), Mr 228,23 (Sigma-Aldrich,

Steinheim, Némecko)

Hydrogenfosfore¢nan sodny (Na;HPO4), Mr 141,96 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
Hydroxid sodny (NaOH), Mr 39,99 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

Chlorid Zelezity hexahydrat (FeClz-6H>O), Mr 270,29 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
Kyanid draselny (KCN), Mr 65,12 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

Kyselina ethylendiamintetraoctova; EDTA (Ci1oH14N20OgNaz-2H20), Mr 372,2 (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Némecko)

o-Ftaldialdehyd (CsH¢O2), Mr 134,14 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

3.2 Pomiicky a pristroje
Analytické vahy AdventurerTM Pro AV114C (Ohaus, Ninikon, Svycarsko)

Automatické pipety (Biohit PLC, Helsinky, Finsko)
Centrifuga Sorvall TC6 (Sorvall Instruments, Newtown, CT, USA)
Dérovaci klesté, pinzeta

Hlubokomrazici box MDF-U 3086S (Sanyo Electric, Osaka, Japonsko)
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Kapalinovy chromatograf Nexera XR (Shimadzu, Kjoto, Japonsko)
e Analyticka Cerpadla LC40B XR
e Odplynovaci zatizeni DGU-403
e Autosampler SIL-40C XR
e Termostat kolon CTO-40C
e Fluorescencni detektor RF-10A XL
e Software LabSolutions, verze 5.97 SP1

Kolona LichroCART® 125 x 4 Purospher® STAR RP-18e, 5 um, opatfena ochrannou kolonou
LichroCART® 4 x 4 Purospher® STAR RP-18e, 5 pm (Merck, Darmstadt, Némecko)

Kombinovana chladnic¢ka s mrazakem (AEG, Frankfurt nad Mohanem, Némecko)

Laboratorni sklo — kadinky, Erlenmeyerovy banky, odmérné valce, lodicka na vazeni,

zkumavky

Magnetické michadlo Heidolph (Heidolph Instruments, Schwabach, Némecko)

Mikrotitracni desticka s vickem

Nylonové filtry pro filtrovani mobilni faze o porozité 0,2 um (Supelco, Bellefonte, PA, USA)
Odbérova karta Whatman 903™ (GE Healthcare Ltd., Cardiff, UK)

Odbérove zkumavky s KsEDTA (9 ml) Vacuette (Greiner Bio-one, Kremsmiinster,
Rakousko)

Odsttedivka FC5706 (Ohaus, Parsippany, USA)

Sklenéné vialky se Sroubovacim uzavérem (Fisher Scientific, Pardubice, CR)
Spektrometr Synergy H1 microplate reader (Agilent, Snta Clara, CA, USA)
Trepacka Reax Multi (Heidolph, Frankfurt nad Mohanem, Némecko)

pH-metr inoLab, level 2, (WTW, Wissenschaftlich-Technische Werkstatten, Weilheim,

Némecko)

Polypropylenové (PP) mikrozkumavky s vickem typu Eppendorf 1,5 a 2 ml (Fisher Scientific,
Pardubice, CR)
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Piedvazky AdventurerTM Pro AV212C (Ohaus, Ninikon, Svycarsko)
Vortex Reax top (Heidolph, Schwabach, Némecko)

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

3.3 Pracovni roztoky

Piiprava deionizované vody

Deionizovana voda (G = 0,055 uS) byla vyrobena zatizenim na upravu vody Smart2pure.

Piiprava zasobniho roztoku glutathionu

Navazka 0,1541 g byla rozpusténa v 10 ml deionizované vody. Roztok byl pipetovan po 1ml
alikvotech do 1,5ml polypropylenovych (PP) zkumavek a uchovéavan pii —80 °C.

Piiprava zasobniho roztoku glutathionethylesteru ve vodé

Navazka 0,0104 g byla rozpusténa ve 25 ml deionizované vody. Roztok byl pipetovan po 1ml

alikvotech do 1,5ml PP zkumavek a uchovavan pii —80 °C.

Piiprava fyziologického roztoku (asi 0,9%)

Navazka 0,18 g chloridu sodného byla rozpusténa v 20 ml deionizované vody. Roztok byl

uchovavan pfi 4 °C po dobu maximaln¢ 1 tydne.

Piiprava mobilni faze A (ethanol — 25 mmol/l Na,HPO4 (15:85. v/v), pH 6.0)

Navazka 1,78 g Na,HPO4 byla rozpusténa v 425 ml deionizované vody, po rozpusténi Na,HPO4
bylo k roztoku ptidano 75 ml ethanolu a pH upraveno 6 mol/l kyselinou chlorovodikovou na
hodnotu 6,0. Mobilni faze byla pfefiltrovana skrz nylonovy filtr o porozit¢ 0,2 um

a odvzdusnéna v ultrazvukové lazni.

Piiprava mobilni faze B (ethanol — 25 mmol/l Na,HPO4 (50:50, v/v), pH 6.0)

Navazka 1,78 g Na;HPO4 byla rozpuSténa v 250 ml deionizované vody, po rozpusténi NaHPO4
bylo k roztoku pfidano 250 ml ethanolu a pH upraveno 6 mol/l kyselinou chlorovodikovou na
hodnotu 6,0. Mobilni faze byla pfefiltrovana skrz nylonovy filtr o porozit¢ 0,2 um

a odvzdusSnéna v ultrazvukové lazni.
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Ptiprava roztoku EDTA v 0.1 mol/l Na,HPO4 (asi 0,1%. pH 8.0)

Navazky 0,05 g EDTA a 0,71 g Na,HPOs byly rozpustény v 50 ml deionizované vody a pH
upraveno 6 mol/l kyselinou chlorovodikovou (hydroxidem sodnym) na hodnotu 8,0. Roztok
byl prefiltrovan skrz nylonovy filtr o porozité 0,2 um a uchovavan pti 4 °C po dobu maximaln¢

1 tydne.

Priprava roztoku o-ftaldialdehydu v ethanolu (asi 0,1%)

Navazka 0,0040 g OPA byla rozpusténa ve 4 ml ethanolu. Roztok byl pipetovan po 500ul

alikvétech do 1,5ml PP zkumavek a uchovavan pii —80 °C maximaln¢ po dobu jednoho mésice.

Piiprava roztoku dithiothreitolu (asi 1 mmol/l)

Navazka 0,0042 g DTT byla rozpusténa v 25 ml deionizované vody. Roztok byl pipetovan
po 1ml alikvétech do 1,5ml PP zkumavek a uchovavan pii —80 °C maximalné po dobu

1 mésice.

Ptiprava Drabkinova &inidla

Navazky 0,05 g kyanidu draselného, 0,20 g ferrikyanidu draselného, hexahydratu, a 0,14 g
hydrogenfosfore¢nanu draselného, hexahydratu, byly rozpuStény v 1 1 deionizované vody.

Cinidlo bylo uchovavano pii 4 °C maximalné po dobu 1 tydne.

Piiprava pufru pro eluci hemoglobinu ze zaschlé krve

Navazka 0,0084 g hydrogenfosfore¢nanu draselné¢ho, hexahydrétu, byla rozpusténa v 60 ml
deionizované vody a pH upraveno na pH Drabkinova ¢inidla (7,75). Roztok byl uchovavan pfi

4 °C po dobu maximalné 1 tydne.

Ptiprava standarda glutathionu pro konstrukci kalibra¢ni k¥ivky

Standardy byly pfipraveny smichdnim zasobniho roztoku glutathionu s fyziologickym

roztokem (Tabulka 2).
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Tabulka 2 Pfiprava standardd glutathionu pro konstrukci kalibra¢ni kiivky

Koncentrace [pmol/l]  Zasobni roztok [pl] Fyziologicky roztok [pl]

SO 0,0 0 200
S1 501,4 10 990
S2 1002,9 10 490
S3 2507,2 10 190
S4 5014,3 100 900
SS 10028,6 20 80
S6 20057,2 400 600
S7 50143,0 100 0

Piiprava roztoku glutathionu pro standardni pridavky

Roztoky GSH o rizné koncentraci byly pfipraveny fedénim zasobniho roztoku

GSH fyziologickym roztokem (Tabulka 3).

Tabulka 3 Pfiprava roztokt glutathionu pro standardni ptidavky

Koncentrace Zasobni roztok Fyziologicky roztok [ul]
[pmol/1] glutathionu [pl]
SO 0,0 0 40
S1 501.,4 10 990
S2 1002,9 10 490
S3 1519,5 10 320
S4 2005,7 10 240
SS 2507,2 10 190
S6 3039,0 10 155
S7 3581,6 10 130
S8 4011,4 10 115
S9 4558,5 10 100
S10 5014,3 10 90
S11 55714 10 80
S12 5899,2 10 75
S13 6267,9 10 70
S14 7163,3 10 60
S15 7714,3 10 55
S16 8357,2 10 50
S17 4775,5 10 95
S18 5014,3 10 90
S19 5278,2 10 85
S20 55714 10 80
S21 5899,2 10 75
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Tabulka 3 Pokrac¢ovani

Koncentrace Zasobni roztok Fyziologicky roztok [pl]

[pmol/l] glutathionu [pl]
S22 6267,9 10 70
S23 6685,7 10 65
S24 71633 10 60
S25 13080,8 30 85
S26 13675,4 30 80
S27 14326,6 30 75
S28 15042,9 30 70
S29 15428.,6 40 90
S30 16045,8 40 85
S31 16714,3 40 80
S32 17441,0 40 75
S33 18233,8 40 70
S34 18571,5 50 85
S35 19285,8 50 80
S36 20057,2 50 75
S37 208929 50 70
S38 21801,3 50 65
S39 227923 50 60
S40 23877,6 50 55
S41 25071,5 50 50
S42 26391,1 50 45
S43 27857,2 50 40
S44 294959 50 35
S45 313394 50 30
S46 33428,7 50 25
S47 35816.,4 50 20
S48 36467,6 80 30
S49 38204,2 80 25
S50 401144 80 20
S51 50143,0 20 0
3.4 Vzorky krve

3.4.1 Odbér Kkrve

Krev byla odebirana zkubitdlni zily darce opravnénou osobou do zkumavek
obsahujicich K3EDTA. Krev byla po odbéru ihned zpracovana a po zpracovani pipetovana na

filtra¢ni papir ptedem oSetteny DTT. Vzorky krve byly nésledné ponechany zaschnout po dobu

35



minimaln¢ 3 hodin pii laboratorni teploté a chranény pfed pfimym slune¢nim svétlem. Po
zaschnuti byly ze vzorkd DBS vyrazeny disky (6 mm) a uchovavany do doby analyzy v 2,0ml

PP zkumavkach pii —80 °C. Darci pied odbérem poskytli informovany souhlas.

3.4.2 Odbér krve na odbérovou kartu

Prst darce byl napichnut sterilni lancetou. Prvni kapka byla setfena buni¢inou a druha nanesena
na odbérovou kartu ptredem oSetienou DTT. Vzorky krve byly ponechany zaschnout po dobu
miniméln¢ 3 hodin pfi laboratorni teplot¢ a chranény ptfed pifimym sluneénim svétlem. Po
zaschnuti byly ze vzorkd DBS vyrazeny disky (6 mm) a uchovavany do doby analyzy v 2,0ml

PP zkumavkach pii —80 °C. Darci pied odbérem poskytli informovany souhlas.

3.5 Pracovni postupy stanoveni hladiny glutathionu ve vzorcich suché kapky
krve metodou kapalinové chromatografie s fluorescencni detekci

3.5.1 Zpracovani vzorki suché kapky krve

K vyrazenému disku (6 mm) v 2,0ml PP zkumavce bylo ptidano 250 pl roztoku DTT. Po
30minutové inkubaci bylo odebrano 50 pl eluatu a peneseno do 1,5ml PP zkumavky. K eluatu
byl ptidan 1,0 ml vychlazeného ethanolu (-20 °C), smés inkubovéna 5 minut pfi teploté —20 °C,
odstfedéna (laboratorni teplota, 6000 x g, 2 min), 100 pl supernatantu pieneseno do vialky,
pridano 500 pl 0,1 mol/l fosfatového pufru (pH 8,0) a 20 pl OPA. Smés byla inkubovana

15 minut pii laboratorni teploté a chranéna pred pfimym slune¢nim svétlem.

3.5.2 Priprava kalibratori pro konstrukei kalibraéni krivky

Kalibratory byly pfipraveny smichanim standardi glutathionu pfipravenych v kapitole 3.3
s krvi v poméru 19:1 (Tabulka 4). Po 30minutové inkubaci za mirného tfepani byly jednotlivé
kalibratory pipetovany (25 ul) na filtracni papir pfedem oSetteny DTT. Po zaschnuti byly

vyrazené disky zpracovany podle postupu uvedeném v kapitole 3.5.1.

Tabulka 4 Ptiprava kalibra¢nich standardi

Koncentrace [pumol/l]  Standard S0-S7 [pl] Krev [pl]

SO 0,0 100 1900
S1 25,1 50 950
S2 50,1 50 950
S3 1254 50 950
S4 250,7 100 1900
SS 5014 50 950
S6 1002,9 100 1900
S7 2507,2 50 950
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3.5.3 Vliv hodnoty hematokritu na koncentraci glutathionu

Pro zjistovani vlivu hodnoty Hct na koncentraci GSH ve vzorcich DBS bylo smichano 9,5 ml
krve a 500 pl standardu (pfipravené viz kapitola 3.3, pouzity byly standardy o tfech raznych
koncentracich). Takto pfipravené vzorky krve byly odstfedény (1700 x g, 15 min, laboratorni
teplota) a plazma prenesena do Cisté zkumavky. Erytrocyty a plazma byly smichany v pomérech
uvedenych v Tabulce 5 a to pro kazdou hladinu GSH. Krev byla pipetovana v riiznych
objemech v triplikatu na filtraéni papir pfedem osSetfeny DTT. Po zaschnuti byly vyrazené disky

zpracovany podle postupu uvedeném v kapitole 3.5.1.

Tabulka 5 Pfiprava krve s riznou hodnotou hematokritu

Hematokrit [%] VERYy [pl] VeLazma [pl]
30 720 1680

45 1080 1320

60 1440 960

3.5.4 Vliv nanaSeného objemu a homogenity na koncentraci glutathionu

Pro zjistovani vlivu nandSeného objemu na koncentraci GSH byly pouzity stejné vzorky DBS
jako pfi studovani vlivu Hcet (kapitola 3.5.3). Pipetovany objem byl 30, 50, 70 a 100 pl
U vzorku DBS, kdy byl nanaSen objem 100 pl byl pro uréeni homogenity disk vyrazen jak ze

stiedu, tak z periferie.

3.5.4 Vytéznost metody

Pro urceni vytéZnosti metody byla krev smichana v poméru 19:1 se standardy pfipravenych
v kapitole 3.3. Po 30minutové inkubaci za mirného tfepani byla krev pipetovana v triplikatu na
filtra¢ni papir pfedem oSetteny DTT. Po zaschnuti byly vyraZené disky zpracovany podle

postupu uvedeném v kapitole 3.5.1.

3.5.5 Presnost v sérii a mezi sériemi

Pro urceni pfesnosti v sérii a mezi sériemi byla krev od tfi darci smichdna v poméru 19:1 se
standardy ptipravenych v kapitole 3.3. Po 30minutové inkubaci za mirného tfepani byla krev
pipetovana na filtracni papir pfedem oSetfeny DTT. Po zaschnuti byly vyraZené disky

zpracovany podle postupu uvedeném v kapitole 3.5.1.

3.5.6 Linearita, mez detekce a stanovitelnosti
Tyto parametry byly vypocteny z parametri n€kolika kalibra¢nich kiivek. Mez detekce (LOD)
a mez stanovitelnosti (LOQ) byly vypocitany podle vztaht:
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33 -8,
b
Rovnice 1 Vypocet LOD
10 - S,
b
Rovnice 2 Vypocet LOQ

LOD =

LOQ =

kde Saje smérodatna odchylka tseku a b primér smérnice

3.5.7 Priprava vzorki pro stanoveni koncentrace hemoglobinu

Pro stanoveni koncentrace hemoglobinu byly pouzity krve pfipravené v kapitole 3.5.3. Krev
byla pipetovana v triplikatech na filtracni papir, tentokrat neoSetfeny DTT. Krve byly také
pipetovany po 30, 50, 70 a 100 pl. U skvrny o objemu 100 pl byl opét vyrazen disk jak ze
sttedu, tak z periferie. Po zaschnuti krve byl ze vzorku DBS vyraZen disk, vlozen do 1,5ml PP
zkumavky a ptidano 400 pl fosfatového pufru. Po 30minutové inkubaci za mirného tiepéani bylo
40 pl extraktu preneseno do mikrotitracni desticky a piidano 160 ul Drabkinova ¢inidla. Po

20minutové inkubaci byla proméfena absorbance pti 540 nm.

3.5.8 Priprava vzorki krve se standardnimi pridavky

Vzorky krve byly piipraveny smichdnim standardt (piipravenych v kapitole 3.3) s krvi
(Tabulka 6). Po 30minutové inkubaci za mirného tfepani bylo 50 pl takto pfipravené krve
pipetovano na odbérovou kartu pfedem osetfenou DTT. Po zaschnuti krve byly vyrazené disky

zpracovany podle postupu uvedeném v kapitole 3.5.1.

Tabulka 6 Ptiprava vzorkl krve se standardnimi ptidavky

Koncentrace [pmol/l]  Standard S0-S51[ul] Krev [pl]

PO 0,0 20 380
P1 25,1 10 190
P2 50,1 10 190
P3 76,0 10 190
P4 100,3 10 190
P5 125,4 20 380
Pé6 152,0 10 190
P7 179,1 10 190
P8 200,6 10 190
P9 227,9 10 190
P10 250,7 20 380
P11 278,6 10 190
P12 295,0 10 190
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Tabulka 6 Pokra¢ovani

Koncentrace [pumol/l]  Standard S0-S51[ul] Krev [pl]

P13 313,4 10 190
P14 358,2 10 190
P15 385,7 10 190
P16 417,9 10 190
P17 238,8 10 190
P18 250,7 10 190
P19 263,9 10 190
P20 278,6 20 380
P21 295,0 10 190
P22 313,4 10 190
P23 334,3 10 190
P24 358,2 10 190
P25 654,0 10 190
P26 683,8 10 190
P27 716,3 10 190
P28 733,8 20 390
P29 771,44 10 190
P30 802,3 10 190
P31 835,7 10 190
P32 872,1 10 190
P33 911,7 10 190
P34 928.,6 10 190
P35 964,3 10 190
P36 1002,9 20 380
P37 1044,7 10 190
P38 1090,1 10 190
P39 1139,6 10 190
P40 1193,9 10 190
P41 1253,6 10 190
P42 1319,6 10 190
P43 1392,9 10 190
P44 1474,8 10 190
P45 1567,0 20 380
P46 1671,4 10 190
P47 1790,8 10 190
P48 1823.,4 10 190
P49 1910,2 10 190
P50 2005,7 10 190
P51 2507,2 20 380
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3.5.9 Priprava vzorki suché kapky krve ziskanych od darci

Disky byly po zaschnuti vyrazeny a zpracovany podle postupu uvedeném v kapitole 3.5.1.

3.6 Podminky metody kapalinové chromatografie ve spojeni s fluorescen¢ni

detekci pro stanoveni glutathionu ve vzorcich suché kapky krve

Kolona: LichroCART® 125 x 4 mm, Purospher® Star RP-18e, 5 um, opatfena
ochrannou kolonou LichroCART® 4 x 4 mm, Purospher® Star RP-18e,
S5 um

Mobilni faze: ethanol — 25 mmol/l Na,HPO4 (15:85, v/v), pH 6,0

Pratok mobilni faze: 0,5 ml/min

Termostat kolon: 37°C

Detekce: Aex= 350 nm, Apm= 420 nm
Davkovany objem: 5 pul

Doba analyzy: 5 minut

3.7 Zpracovani vysledkii

Pro vyhodnoceni a zpracovani vysledkill byly pouZity programy LabSolutions a MS Excel.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Glutathion je vyznamny antioxidant a ma dulezitou funkci pii detoxikaci xenobiotik. NejCastéji
je hladina GSH stanovovana v krvi, protoze se vyskytuje pievazné v erytrocytech [4,7].
Problémem pii stanoveni GSH je jeho snadna a rychléd oxidace, proto je nutné odbérové karty
oSetfit vhodnym stabilizacnim c¢inidlem, nejcastéji alkylatnim c¢inidlem nebo jinym
derivatizacnim ¢inidlem, ptipadné redukénim cinidlem, kdy stanovujeme tzv. celkovy GSH

[16,17].

Technika DBS je Siroce vyuzivana pro novorozenecky screening. Je oblibena pro snadny odbér,
transport a skladovani. Vyzaduje odbér malého mnozstvi krve a je minimaln¢ invazivni [51].

Nevyhodami této techniky jsou zejména vliv hematokritu a chromatograficky ucinek [54,55].

Hladinu GSH v biologickych vzorcich 1ze méfit celou fadou metod. Kazdd metoda ma své

vyhody i nevyhody [66,120,121].

Na naSem pracoviSti byla v minulosti zavedena metoda HPLC-MS/MS pro simultinni
stanoveni hladiny GSH a GSSG ve zorku DBS. Odbérové karty byly oSetfeny alkyla¢nim
¢inidlem NEM, a jako IS byl pouzit glutathionethylester (GSH-EE).

V této diplomové praci byla pro méfeni hladiny celkového GSH ve vzorcich DBS pouzita
metoda HPLC-FLD. Také tato metoda byla pted nékolika lety na tomto pracovisti zavedena.
Cilem této prace bylo urcit vybrané analytické parametry a zejména parametry, které vyrazné
ovlivituji kvantitativni vysledky u techniky DBS, coZ v minulosti nebylo studovéno. Byla
testovana moznost pouZziti GSH-EE jako IS. ProtoZze GSH-EE je méné polarni nez GSH, byly
oba analyty separovany gradientovou eluci, aby se zkratila doba analyzy. Mobilni fazi A byla
smés ethanolu a 25 mmol/l NaxHPO4 (15:85, v/v), o pH 6,0, mobilni fazi B byla smés ethanolu
a 25 mmol/l Na;HPO4 (50:50, v/v), o pH 6,0. Byly ziskany podobné vysledky jako s metodou
nepouzivajici IS (vysledky neprezentovany). Metoda bez IS byla mnohem rychlejsi (doba
analyzy 5 minut v isokratickém modu oproti 12minutové analyze s IS pouzivajici gradientovou
eluci). Touto metodou je mozné stanovit také hladinu GSSG, ale separatné. Pti stanoveni
hladiny GSSG je ke vzorku pfidan NEM, ktery vytvoii komplex s GSH, poté nasleduje
derivatizace OPA v silnég alkalickém prostfedi, GSSG je tak hydrolyzovan na 2 molekuly GSH,
které s OPA reaguji za vzniku fluoreskujiciho derivatu, komplex GSH-NEM nereaguje. Proto
jsme se pokusili piipravit IS pro stanoveni hladiny GSSG, ethylesterglutathiondisulfid
(GSSG-EE), a to oxidaci GSH-EE chloridem Zelezitym. To se podafilo, ale dle o¢ekéavani doslo
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pfi derivatizaci OPA v alkalickém prostfedi nejen k hydrolyze GSSG na GSH, ale také
k hydrolyze esterové skupiny.

4.1 Testovani vlivu hematokritu na koncentraci glutathionu

Vliv Hct byl testovan na tfech hladinach koncentraci. Postup piipravy je popsan v kapitole
3.5.3. Protoze GSH se vyskytuje predevsim v erytrocytech, je vhodné vztdhnout koncentraci
GSH na pocet erytrocytl, coz technikou DBS nelze. Proto byla koncentrace GSH vztazena na
mnozstvi hemoglobinu, coz technikou DBS 1ze. Vysledné hodnoty koncentrace GSH pro rtizné
hodnoty Hct jsou uvedeny v Tabulkach 7-9 a Grafech 1-3. U vétSiny vysledka se koncentrace
GSH zvysuje se zvySujici se hodnotou Hct. Pfi stanoveni hladiny GSH ve vzorcich DBS
s hodnotou Hct 60 % nebyly ziskany spolehlivé vysledky. Hct ovliviiuje viskozitu krve a tim
1jeji rozsifeni na filtraCnim papife, ¢im vyssi byla hodnota Hct, tim vyznamnéjsi byl vliv na
koncentraci GSH. Hodnota Hect ma také vliv na vytéZnost metody. Na Sifeni krve ma vliv i typ

filtra¢niho papiru (odbérové karty) [122].

Tabulka 7 Koncentrace glutathionu vztazena na hladinu hemoglobinu pro riiznou hodnotu hematokritu a velikost
nanaseného objemu krve na filtraéni papir kontrolniho vzorku QC1

QC1 Koncentrace GSH [pmol/g hemoglobinu]

NanaSeny objem [ul] 30 50 70 100 S 100 P SD
Hct 30 % 5,2 5,7 5,3 5,6 5,1 0,2
Hct 45 % 6,4 8,5 8,7 8,0 8,0 0,8
Hct 60 % 7,3 7,6 9,2 7,8 7,5 0,7

S, stfed krevni skvrny; P, periferie krevni skvrny; Het, hematokrit; GSH, glutathion

Tabulka 8 Koncentrace glutathionu vztaZzena na hladinu hemoglobinu pro riiznou hodnotu hematokritu a velikost
nana$eného objemu krve na filtra¢ni papir kontrolniho vzorku QC2

QC2 Koncentrace GSH [pmol/g hemoglobinu]

NanaSeny objem [ul] 30 50 70 100 S 100 P SD
Hct 30 % 6,1 6,9 6,8 7,7 7,2 0,5
Hct 45 % 8,5 9.8 9.8 9,3 10,5 0,7
Hct 60 % 10,0 9,1 10,2 9,1 7,8 0,8

S, stfed krevni skvrny; P, periferie krevni skvrny; Het, hematokrit; GSH, glutathion
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Tabulka 9 Koncentrace glutathionu vztazena na hladinu hemoglobinu pro riznou hodnotu hematokritu a velikost

nanaseného objemu krve na filtra¢ni papir kontrolniho vzorku QC3

QC3 Koncentrace GSH [pmol/g hemoglobinu]

Nanaseny objem [ul] 30 50 70 100 S 100 P SD
Hct 30 % 11,9 14,6 14,8 14,5 15,8 1,3
Hct 45 % 12,2 12,7 11,9 14,2 15,0 1,2
Hct 60 % 14,1 13,7 13,2 14,9 13,7 0,6

S, stfed krevni skvrny; P, periferie krevni skvrny; Het, hematokrit; GSH, glutathion

Vliv Hct a nanaseného objemu na koncentraci
glutathionu (QC1)
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koncentrace [umol/g hemoglobinu]
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Graf 1 Vliv hematokritu (Hct) a nanaseného objemu na koncentraci glutathionu (QC1)

Vliv Hct a nanaseného objemu na koncentraci
glutathionu (QC2)
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koncentrace [umol/g hemoglobinu]
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Graf 2 Vliv hematokritu (Hct) a nanaSeného objemu na koncentraci glutathionu (QC2)
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Vliv Hct a nanaseného objemu na koncentraci
glutathionu (QC3)
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Graf 3 Vliv hematokritu (Hct) a nanaseného objemu na koncentraci glutathionu (QC3)

4.1.1 Stanoveni hladiny hemoglobinu ve vzorcich suché kapky krve

Hladina hemoglobinu byla stanovena u vSech vzorkl studie vlivu hematokritu a velikosti
nanasen¢ho objemu krve na kvantitativni vysledky. Postup pripravy je popsan v kapitole 3.5.7.
Vysledky koncentrace hemoglobinu ve vzorcich DBS jsou uvedeny v Tabulkach 10-12.

Tabulka 10 Koncentrace hemoglobinu ve vzorcich suché kapky krve pro testovani vlivu vybranych parametri na
kvantitativni vysledky (QC1)

QC1 Koncentrace hemoglobinu [g/1]

NanaSeny objem [ul] 30 50 70 100 S 100 P SD
Hct 30 % 107 112 111 115 116 3
Hct 45 % 143 157 157 179 185 15
Hct 60 % 183 200 235 214 231 19

S, stfed krevni skvrny; P, periferie krevni skvrny; Het, hematokrit

Tabulka 11 Koncentrace hemoglobinu ve vzorcich suché kapky krve pro testovani vlivu vybranych parametrd na
kvantitativni vysledky (QC2)

QC2 Koncentrace hemoglobinu [g/1]

NanaSeny objem [ul] 30 50 70 100 S 100 P SD
Hct 30 % 109 111 114 111 117 9
Hct 45 % 129 148 163 159 158 12
Hct 60 % 204 249 238 247 245 17

S, stied krevni skvrny; P, periferie krevni skvrny; Hct, hematokrit
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Tabulka 12 Koncentrace hemoglobinu ve vzorcich suché kapky krve pro testovani vlivu vybranych parametrd na
kvantitativni vysledky (QC3)

QC3 Koncentrace hemoglobinu [g/1]

Nanaseny objem [ul] 30 50 70 100 S 100 P SD
Hecet 30 % 108 107 105 115 117 5
Hct 45 % 141 147 162 162 154

Hecet 60 % 194 207 251 219 243 21

S, stfed krevni skvrny; P, periferie krevni skvrny; Het, hematokrit

4.2 Testovani vlivu nanaSeného objemu na koncentraci glutathionu ve

vzorcich suché kapky krve

Vliv nandseného objemu na filtracni papir byl testovan na tfech hladinach koncentraci pro rizné
hodnoty hematokritu. Vysledky jsou uvedeny v Grafech 1-3. Z vysledkii je patrné, ze
koncentrace GSH ve vzorcich DBS zavisi na velikosti nanaSeného objemu na filtra¢ni papir.
U vétsiny vysledki byl pozorovan nartist hladiny glutathionu. Vliv velikosti nanaSené¢ho
objemu krve na filtracni papir by mél byt testovan alespoi se tremi riznymi hodnotami Hct se

ttemi velikostmi nanasené¢ho objemu [123].

4.3 Testovani vlivu homogenity na koncentraci glutathionu ve vzorcich suché
kapky krve

Homogenita byla testovana na tfech hladinach koncentrace GSH s riznou hodnotou
hematokritu. Disk byl vyrazen ze stfedu a z periferie krevni skvrny. Z grafu je patrné (Graf 4),

ze se hladina GSH v discich vyraZenych ze stfedu a periferie vyraznym zplisobem nelisila.

Porovnani koncentrace GSH u disku vyrazeného ze
stfedu a z periferie krevni skvrny
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Graf 4 Porovnani koncentrace glutathionu v discich vyrazenych ze sttedu a periferie krevni skvrny

45



4.4 Urceni vytéZnosti metody stanoveni glutathionu ve vzorcich suché kapky
krve

Vytéznost byla uréena metodou standardniho ptidavku na 4 trovnich koncentraci GSH. Postup
piipravy vzorka je uveden v kapitole 3.5.4. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 13. Oproti

vysledkiim jinych autorti byla nami urcena vytéznost vyrazné nizsi [124].

Tabulka 13 Vysledky vytéZznosti metody stanoveni glutathionu ve vzorcich suché kapky krve metodou kapalinové
chromatografie s fluorescen¢ni detekci

Koncentrace teoreticka Koncentrace namérena  VytéZnost [%]

[pmol/l] [pmol/1]
Vi 0 — —
V2 250,7 211,5 84,4
\R 501,4 353,8 70,6
V4 1002,9 675,5 67,4

4.5 Urceni presnosti v sérii a mezi sériemi metody stanoveni glutathionu ve
vzorcich suché kapky krve

Presnost metody byla testovdna na 3 rtznych hladinach koncentraci GSH. Vzorky byly
pfipraveny v 6 opakovanich podle postupu uvedeném v kapitole 3.5.5 a byly méfeny v rozmezi
dvou dnl. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 14. Variacni koeficient byl vypocitan podle

Rovnice 3. Neptesnost metody je v porovnani s jinymi autory velika [124].

Tabulka 14 Vysledky piesnosti v sérii a mezi sériemi metody stanoveni glutathionu ve vzorcich suché kapky krve metodou
kapalinové chromatografie s fluorescencni detekci

Den 1 Den 2 Oba dny
AVG SD Cv AVG SD Cv AVG SD Cv
QC1 6879 614 8,9 988,2 53,2 5,4 838,1 160,8 19,2
QC2 808,6 56,5 7,0 1140,5 43,1 3,8 974,6 173,4 17,8
QC3 16254 131,5 8,1 1969,3 128,1 6,5 17974 2155 12,0
QCl, vzorek kontroly kvality s nizkou koncentraci; QC2, vzorek kontroly kvality se stfedni

koncentraci; QC3, vzorek kontroly kvality s vysokou koncentraci; AVG, aritmeticky primeér
(koncentrace [umol/l]); SD, smérodatnd odchylka (koncentrace [umol/l]); CV, variacni

koeficient, uveden v procentech (vypocitany podle Rovnice 3)

CcV = 5D 100
T AVG

Rovnice 3 Vypocet varia¢niho koeficientu
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4.6 Urceni linearity, meze detekce a stanovitelnosti metody stanoveni

glutathionu ve vzorcich suché kapky krve

Ptiprava kalibracnich standardl je popsana v kapitole 3.5.2. Linearita metody byla testovana
v rozsahu koncentraci 0-2500 pumol/l. Primérné hodnoty smérnice a smérodatné odchylky
useku ziskané z celkem 9 kalibracnich kiivek jsou uvedeny v Tabulce 15. Hodnoty LOD
a LOQ byly vypocitany podle Rovnic 1 a 2. Hlavnim problémem u techniky DBS je, ze
kalibracni kiivka musi byt konstruovana z kalibra¢nich standardd piipravenych v krvi, a to
metodou standardnich ptidavkii, minimalné¢ v poméru 19:1 (v/v), aby nedoslo k ovlivnéni
matrice a vyznamnému sniZzeni hodnoty Hct. Standard GSH je obvykle pfidavan k ven6zni krvi
darce, kde hladina GSH muze byt v rozmezi 1-2 mmol/l. Pokud pfesnost dané metody je
napiiklad s CV=10 % a hladina GSH v krvi pro ptipravu kalibra¢nich standardi je 1000 umol/I,
pak ptidavek standardu, ktery povede ke zvySeni koncentrace o 100 pmol/l nemusi byt spravné
urcen. Proto, jak jsme spravné predpokladali, ptidavky standardu ke krvi vedouci ke zvySeni
koncentrace o hodnotu, kterd je v intervalu chyby méfeni, nemohou byt s danou ptesnosti
a spravnosti detekovany. Idealni by bylo ziskat krev neobsahujici GSH, coz je v souc¢asné dobé
technicky nemozné. Porovnani kalibracni kifivky se vSemi kalibra¢nimi standardy a kalibraéni
ktivky s vylouenymi kalibra¢nimi standardy je uvedeno v Grafech 5 a 6. Byly publikovany
kalibra¢ni kiivky s kalibra¢nimi standardy o koncentraci niz$i nez je chyba méteni a s dobrou

linearitou [105].

Tabulka 15 Parametry ziskané z 9 kalibra¢nich kiivek

Sa (SD) b (AVG) R?(AVG) LOD [umol/]] LOQ [umol/l]

90546,9 3460,5 0,9929 86,4 261,7
Sa, smérodatna odchylka tseku; b, smérnice; R?, korela¢ni koeficient
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Graf 5 Kalibra¢ni kiivka pro stanoveni glutathionu (GSH) ve vzorcich suché kapky krve
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Graf 6 Upravena kalibracni kiivka pro stanoveni glutathionu (GSH) ve vzorcich suché kapky krve (vylouceni kalibra¢nich
standardi s nizkou koncentraci, téch, které jsou v intervalu chyby méfeni)

4.7 Porovnani koncentraci glutathionu ve vzorcich suché kapky krve dvéma

metodami

Vzorky DBS byly pfipraveny podle postupu uvedeném v kapitole 3.5.8 a zpracovany podle
postupu uvedeném v kapitole 3.5.1. Hladiny GSH ve vzorcich DBS byly nejprve méfeny
metodou HPLC-FLD a nésledné fluorimetricky na destickovém readeru. Stejnym zplisobem
byly méteny hladiny GSH ve vzorcich DBS darci. Pro srovnani naméfenych koncentraci GSH

ve vzorcich DBS ziskanych témito 2 metodami byl pouzit Bland-Altmantv rozdilovy graf
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(Graf 7). Déle byl podle Rovnice 4 vypocitan korelacni koeficient (R= 0,94), ktery ukazuje na

dobrou korelaci mezi metodami (Graf 8).

Porovnani koncentrace GSH stanovené 2 metodami
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Graf 7 Porovnani koncentrace glutathionu (GSH) stanovené dvéma metodami
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Graf 8 Korelace metody kapalinové chromatografie s fluorescencni detekci a fluorimetrické metody

Porovnani koncentraci GSH ve vzorcich DBS darcti naméfenych metodou HPLC-FLD
a fluorimetrickou metodou bylo provedeno Bland-Altmanovym rozdilovym grafem (Graf 9)
a korelac¢nim grafem (Graf 10). Korelacni koeficient (R=0,73) byl vypocitan podle Rovnice 5.
Dle ocekévani je hodnota korela¢niho koeficientu nizsi, jelikoz se jedna o 20 riznych vzork.

Zaveér je, ze pro stanoveni GSH ve vzorcich DBS je nutna separace derivatu GSH-OPA od
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interferujicich latek. Cekali jsme vy3§i koncentraci GSH ve vzorcich DBS stanovenych
fluorimetrickou metodou, ale ne s takovym rozdilem. Bude nutné méteni opakovat s jinym
fluorimetrem nez je destickovy reader, nabizi se také fluorescencni detektor v HPLC sestave
a provedeni analyz bez kolony. Naméfené koncentrace GSH metodou HPLC-FLD ve vzorcich

DBS darct odpovidaji referenénim hodnotdm uvadénych v literatute [6,125-127].

Porovnani koncentrace GSH stanovené 2

metodami
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Graf 9 Porovnani koncentrace glutathionu (GSH) stanovené dvéma metodami (vzorky suché kapky krve darci)
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Graf 10 Korelace metody kapalinové chromatografie s fluorescenéni detekci a fluorimetrické metody (vzorky suché kapky
krve darci)
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_ (4 = D)= )
Y ?=n(xi - f)z ) {l=n(yi - 37)2

Rovnice 4 Pearsontiv korela¢ni koeficient

_ 6 Z?=1(xi - yi)z

k=1 n(n? —-1)

Rovnice 5 Spearmantv korelacni koeficient

kde definujeme x; jako pofadi hodnoty x a yi jako pofadi hodnoty y v ramci vzestupné
usporaddanych hodnot
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5 ZAVER

Cilem prace bylo u jiz zavedené metody stanoveni GSH ve vzorcich DBS studovat vliv
vybranych parametrti na koncentraci GSH, testovat postupy ptipravy vzorku zamezujici oxidaci
GSH a porovnat stavajici metodu HPLC-FLD s metodou fluorimetrickou, nevyZzadujici
separacni krok. K tomu nas vedl fakt, ze pii stanoveni hladiny GSH ve vzorcich DBS je
v chromatogramu patrny pouze 1 pik odpovidajici derivatu GSH-OPA. Vysledky vSak ukazaly,
ze krok separace je nutny, a Ze fluorimetrickd metoda zna¢né¢ nadhodnocuje hladinu GSH ve
vzorcich DBS. Testovanymi parametry ovliviiyjici kvantitativni vysledky byly hodnota
hematokritu, velikost nanaSeného objemu na filtraéni papir a homogenita krevni skvrny.
Z analytickych parametra byla uréena vytéznost, presnost, LOD a LOQ metody. Bylo zjiSténo,
Ze se zvysujicim objemem nanasenym na filtra¢ni papir se mirn¢ zvysuje koncentrace GSH.
Nehomogenita nebyla prokdzana, protoZe koncentrace GSH v discich vyraZenych ze stfedu
a periferie krevni skvrny se prakticky nelisi. Orienta¢ni hodnoty koncentrace GSH ve vzorcich

DBS dvaceti darcii jsou v referencnim rozmezi.
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Priloha 1 Chromatograficky zaznam stanoveni glutathionu v krvi ziskany technikou suché kapky metodou kapalinové
chromatografie s fluorescen¢ni detekci

Datafile Name:02042025_batch_01_02.04.2025_029.lcd
Sample Name:GSH_calibration029
Sample ID:GSH_calibration029

HPLC podminky:

kolona: LichroCART® 125 x 4 mm, Purospher® Star RP-18¢, 5 pm, opatiena ochrannou kolonou LichroCART® 4 x 4 mm,
Purospher® Star RP-18¢, 5 pum; mobilni fize: ethanol — 25 mmol NaHPO4 (15:85, v/v), pH 6,0; priitok mobilni faze:
0,5 ml/min; isokratickd eluce pii 37 °C; detekce: Aex= 350 nm, Aem= 420 nm; davkovany objem: 5 pul

Ptiloha 2 Koncentrace glutathionu ve vzorcich suché kapky krve dobrovolnych darct stanovené metodou kapalinové
chromatografie s fluorescencni detekci (HPLC-FLD) a spektrofluorimetrie

HPLC-FLD Spektrofluorimetr
¢ [nmol/l] ¢ [umol/l]
D1 497,7 1898,1
D2 826,0 2039,5
D3 4233 1888,7
D4 372,1 1772,3
D5 682.,4 2129,5
D6 717,8 2247,6
D7 512,4 1800,8
D8 439,0 1769,3
D9 4241 1904,8
D10 804,0 21142
D11 521,3 1863,2
D12 625,5 2063,8
D13 393,1 1891,7
D14 493,2 2018,1
D15 449,6 2072,7
D16 508,7 1903,2
D17 330,7 1688,0
D18 456,8 1827,4
D19 526,0 1928,2
D20 688,6 2240,3
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Piiloha 3 Median a mezikvartilové rozpéti koncentrace glutathionu ve vzorcich suché kapky krve dobrovolnych dérctu

Median [pmol/l] Q1 [pmol/l] Q3 [pmol/l] IQR [pmol/l]

HPLC-FLD 503,2 435,2 639,7 204,5
Spektrofluorimetr  1904,0 1854,3 2066,0 211,8

Ql, 25. kvartil; Q3, 75. kvartil; IQR, mezikvartilové rozpéti (rozdil mezi 75. a 25. kvartilem)
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