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0 Uvod

Aminokyseliny (AMK) jsou latky, které maji v lidském organismu velmi dilezité misto. Jsou
napt. soucasti mnoha metabolickych drah, stavebnimi kameny bilkovin nebo se podileji na
pfenosu vzruchu. Stanoveni hladin AMK v krvi podava vyznamné diagnostické informace o
vaznych chorobach, napt. o fenylketonurii nebo nemoci javorového sirupu. Jednou z moznosti
laboratorniho vysSetfeni je malo invazivni technika suché kapky krve (DBS), kterd se bézné
pouziva pii novorozeneckém screeningu. V této praci je vyuzita prave tato technika ve spojeni
s kapalinovou chromatografii a hmotnostni detekci. Je popsan vyvoj metody, jeji optimalizace,

validace a vliv nékolika faktoru na stanoveni AMK ve vzorcich DBS.
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Aminokyseliny

V piirod¢ existuje piiblizn¢ 500 AMK. Jednd se o organické latky spomérné malou
molekulovou hmotnosti, které jsou odvozené od uhlovodiki, obsahuji aminoskupinu a
karboxylovou skupinu a jsou dobfe rozpustné ve vodé. V peptidech a bilkovinach jsou
obsazeny a-aminokyseliny, jejichz obé funkcni skupiny se vazou na stejny atom uhliku.
Karboxylové skupiny a aminoskupiny se mohou vyskytovat ve formé anionti, kationti nebo
neutralnich zwitteriontd podle toho, jaké je pH roztoku, v némz jsou rozpustény. Ptiblizné 75 %
AMK, které vznikaji odbouranim bilkovin, je vyuzito pro resyntézu proteinti, zbylych asi 25 %
je odbourano za vzniku energie, ¢i jsou prekurzory syntézy biologicky vyznamnych latek. (1—

5).

Vsechny AMK mimo glycinu obsahuji ve své molekule jeden, nebo v ptipad¢ threoninu a
isoleucinu dva chirdlni uhliky. Enantiomery se obecné nelisi svymi fyzikdlnimi nebo
chemickymi vlastnostmi, 1i§i se pouze v tom, na kterou stranu staci rovinu polarizovaného
svétla, zda po sméru hodinovych ruci¢ek (D-forma), nebo v protisméru (L-forma). V zivych
organismech jsou L-aminokyseliny substrdtem pro vznik D-aminokyselin. Tato pfeména je
obecné¢ katalyzovana racemasou, ktera zptisobuje zménu usporadani substituentli na chiralnim
uhliku. Mitochondridlni enzym oxidasa D-aminokyselin (DA AO) katalyzuje reakci, pti které se
D-aminokyselina oxiduje za vzniku iminokyseliny. Ta nésledné podléha hydrolyze za vzniku
amoniaku a odpovidajici a-oxokyseliny (Obrazek 1). Vznikla a-oxokyselina podléhd bud’
transaminaci, ¢imz vznikne odpovidajici L-aminokyselina, nebo dojde k jejimu odbourani,
napt. dekarboxylaci. DAAO jsou vysoce specifické pro D-aminokyseliny. L-Enantiomery u
savcl prevladaji, ale vyskytuji se u nich i D-enantiomery, a to ve vysSich hladinach, nez se
uvazovalo dfive. Prvni D-aminokyselina uréena u savct byl D-aspartat, ze kterého vznikd N-
methyl-D-aspartat. Za katalyzy serinové racemasy vzniké z L-serinu D-serin (Obrazek 2), ktery
je agonistou receptoru pro N-methyl-D-aspartat a souvisi tak s regulaci nervového systému. V

endokrinnim systému D-aspartat podporuje tvorbu testosteronu. D-Aminokyseliny mohou byt
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také ukazateli nemoci nebo ukazovat na starnuti n€kterych tkani. Déle existuji antibiotika na

bazi peptidi, které obsahuji D-aminokyseliny (1, 2, 6, 7).

Hgh % DAAO HN, R H,0 o _R
: A ™
H OH FAD FADH, HO™ ~O HO™ 0
aminokyselina :>< iminokyselina a-ketokyselina
H, O, O,

Obrazek 1 - Reakce katalyzovana DAAO

CH,4

Obrazek 2 - Pfechod L-serinu na D-serin

AMK v organismu slouzi jako stavebni kameny proteinii, zdroj energie (glukoneogeneze),
prekurzory pii syntéze celé fady biologicky vyznamnych latek nebo se uplatiuji pfi regulaci
genové exprese. Osm proteinogennich AMK je esencidlnich, dvé semiesencidlni (nutné piijimat
v potraveé v détstvi). Strukturni vzorce proteinogennich AMK jsou uvedeny v Tabulce 1, v

Tabulce 2 referen¢ni hodnoty v plazmé (séru) dospélych lidi.

Tabulka 1 - Strukturni vzorce proteinogennich aminokyselin

Glycin (Gly) Alanin (Ala) Valin (Val)
5 o CH, o
H,yC _
: \(H\O_ \HLO HiC 0"
NH3 NH3 NH;
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Tabulka 1 - pokra¢ovani

Leucin (Leu) Isoleucin Serin (Ser)

0 (o]

CHy ©
H4C _
\[/\{/XLO HJC\/H)J\ B Ho/\HLD_
+ "
CH; NH3 K NH;

Threonin (Thr) "Pyrosin (Tyr) Cystein (Cys)

OH o]
Q
HaC o o 9
NH;
3 HS o

NH
NH;
Methionin (Met) Asparagové kyselina (Asp) Asparagin (Asn)
0 5 o
H3C/S \/\Hj\o ONO— ONO_
NH; o NH3 NHy  NHj
Glutamova kyselina (Glu) Glutamin (Gln) Arginin (Arg)
f f o o} NH o}
OJJ\/YH\O HzNwo_ HzN)LNH/\/\{/M\
NH NH NHS
Lysin (Lys) Histidin (His) Fenylalanin (Phe)
HaN™ Q //_ N
‘\_\_?;O_ N o o
NH & . °
NH; I
Tryptofan (Trp) Prolin (Pro)

o]
o
o
HN o
== +
NH»
NH,
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Tabulka 2 - Referen¢ni hodnoty proteinogennich aminokyselin v plazmé (séru) dospélych lidi (8)

aminokyselina koncentrace (umol/l)

Gly 271,1-282,1
Ala 406,4-438.4
Val 213,1-297,2
Leu 124,0-154,1
Ile 56,6-79,1
Ser 115,0-124,2
Thr 108,9-127,6
Tyr 58,9-61,8
Met 22,7-27,1
Asp 15,9-16,1
Asn 58,3-64,5
Glu 48,7-62,6
GIn 617,0-683,4
Arg 62,4-63,6
Phe 67,4-78,5
Trp 22,9-2773

1.1.1 Metabolismus vybranych aminokyselin

Glycin

V postrannim fetézci této AMK je pouze jeden vodik. Glycin je tvofen z glutamatu, glyoxylatu
nebo alaninu. DalSimi zdroji jsou serin a cholin. Katabolismus glycinu zahrnuje tfi drahy: (1)
odbourani glycinu na CO; a NH3, coz je pravdépodobné u ¢loveka hlavni katabolicka cesta, (2)

pfevedeni na serin a (3) glyoxylat (5, 9, 10).

Alanin

Alanin vznika transaminaci z pyruvatu. Aminoskupina pochazi z aspartatu nebo glutamatu.

Reakce muze probihat i opaénym smérem, reakci katalyzuje alaninaminotransferasa (5, 11).

Valin

Transaminaci vznikéd z valinu a-oxoisovalerat. Nasleduje dekarboxylace na isobutyryl-CoA,

ktery je postupné preménén na sukcinyl-CoA (12).
Leucin

Pfi transaminaci vznika a-oxoisokaproat. Déle jsou dvé moznosti. Bud’ vznikne dekarboxylaci

isovaleryl-CoA, ktery je postupné pfeménén na acetyl-CoA a acetoacetat, nebo za katalyzy
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dioxygenasou p-hydroxy-B-methylbutyrat, ktery je dale pfeménén na 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-CoA (12).

Isoleucin

Tranasminaci vznikd a-oxo-f-methylvalerat. Dekarboxylaci vznikd a-methylbutyryl-CoA,

ktery se postupné piemeéni na acetyl-CoA a sukcinyl-CoA (12).

Serin

Serin se tvoii z D-3-fosfoglyceratu, coz je meziprodukt glykolyzy. a-Hydroxyskupina se
oxiduje na oxoskupinu a pfenosem aminoskupiny vznika fosfoserin, nasleduje jeho

defosforylace na serin. Odbourdni serinu probiha primarmé na glycin (5).

Threonin

Threonin se odbourava za katalyzy threoninaldolasou na glycin a acetaldehyd. Acetaldehyd se

pak oxiduje na acetat a ten se meéni na acetyl-CoA (5).

Tyrosin

Tyrosin vznika z fenylalaninu za katalyzy fenylalaninhydroxylasou. Za katalyzy tyrosin-o-
oxoglutarattransaminasou vznikd z tyrosinu p-hydroxyfenylpyruvat. Dale dojde k hydroxylaci
na benzenovém jadie a premisténi postranniho fetézce, ¢imZ vznikne homogentisat. Ten je za
katalyzy homogentisdtoxygenasou pifeménén na maleinylacetacetat, z né¢hoz za katalyzy
maleinylacetacetat-cis,frans-isomerasou vznikd fumarylacetacetat, fumarylacetacetathydrolasa
katalyzuje vznik acetacetditu a fumaratu. Nakonec za katalyzy P-oxothiolasou vznika

z acetacetatu acetat a acetyl-CoA. Na Obrazku 3 je uvedena syntéza katacholaminti (5).
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Cystein

Cystein se tvoii ze serinu a methioninu. Meziproduktem je cystathionin a druhym produktem
homoserin. Katabolismus cysteinu zahrnuje dvé¢ metabolické drahy: (1) drahu
cysteinsulfinatovou a (2) transaminacni. Vznik cysteinsulfindtu z cysteinu je katalyzovan
cysteindioxygenasou. Z této molekuly postupné vznikne pyruvat a sifi¢itan. Co se tyka
transaminacni drahy, enzym cysteintransaminasa katalyzuje vznik thiolpyruvatu, ktery je za

katalyzy L-laktatdehydrogenasou redukovan na 3-merkaptolaktat (5).

Methionin

Reakci s ATP vznika S-adenosylmethionin, vyznamné metyla¢ni Cinidlo. Pfi reakcich, kde je
donorem methylové skupiny, z n¢j vznika S-adenosylhomocystein. Nasleduje hydrolyza vazby
S-C za vzniku L-homocysteinu a adenosinu. Homocystein kondenzuje se serinem za vzniku
cystathioninu, hydrolyzou cystathioninu vznikd homoserin a cystein, za katalyzy
homoserindeaminasou vznikne z homoserinu a-oxobutyrat, ktery se pfeméni na propionyl-CoA

a ten na sukcinyl-CoA (5).

Kyselina asparagova

Aspartat vznikd z oxalacetatu transaminaci. V opacném sméru se jedna o odbourani aspartatu

().
Asparagin

Asparagin se tvofi z aspartatu za katalyzy asparaginsynthetasou, kterd vyuziva glutamin jako

zdroj dusiku. Asparagin se preménuje zpét na aspartat za katalyzy asparaginasou (5).

Kyselina glutamova

Glutamat vznika reduk¢ni aminaci a-oxoglutaratu, reakci katalyzuje glutamatdehydrogenasa.

Pti katabolismu vznikd z glutamatu opét a-oxoglutarat za katalyzy transaminasou (5).
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Glutamin

Glutamin se tvoii z glutamatu za katalyzy glutaminsynthetasou, obracen¢ se glutamin

preménuje na glutamat za katalyzy glutaminasou (5, 13).
Arginin

Za katalyzy argininsukcinatsynthetasou 1 se z citrulinu postupné tvoii arginin. Pti odbourdvani
argininu je hydrolyticky odstranéna guanidinova skupina, tato reakce je katalyzovana
arginasou, vznikd ornithin, ktery podléhé transaminaci (e-aminoskupina), vznika glutamat-5-
semialdehyd a poté a-oxoglutarat. Pfechod argininu na ornithin je také soucasti ornithinového

cyklu, ktery je znazornén na Obrazku 4 (5, 14).
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Lysin

Pti odbouravani lysinu vznika nejprve Schiffova baze a a-oxoglutarat, baze se redukuje na
sacharopin a ten se pak oxiduje, hydrolyzou vznika L-a-aminoadipat-6-semialdehyd a glutamat.

Transaminace a-aminoadipatu vede ke vzniku a-oxoadipatu (5).
Histidin

Deaminace histidinu vede ke vzniku urokanatu, za katalyzy urokanathydrolasou vzniké 4-
imidazolon-5-propionat, hydrolyzou vznika N-formiminoglutamat. Formiminovéa skupina se
pfenese na tetrahydrofolat a vznikd glutamdt. Transaminace glutamatu pak vede ke vzniku
a-oxoglutaratu. Histidin miize byt také methylovan nebo zn¢j vznikaji dalsi latky jako

imidazolpyruvat, histamin nebo karnosin (5, 15).
Fenylalanin

Za katalyzy fenylalaninhydroxylasy vznika z fenylalaninu tyrosin. Vyslednymi produkty
odbourani fenylalaninu (tyrosinu) jsou fumarat a acetacetat. Aktivita fenylalaninhydroxylasy je

striktné regulovana (5, 16).
Tryptofan

Indolové jadro tryptofanu se $tépi za katalyzy tryptofan-2,3-dioxygenasou 2. Béhem této reakce
dochazi k inkorporaci dvou atomii kysliku, ¢imz vznikne N-formylkynurenin. Derivaty
kyseliny nikotinové 2,3-dioxygenasu 2 inhibibuji. Déle se za katalyzy kynureninformylasou
z N-formylkynureninu hydrolyticky odstrani formylova skupina a vznika kynurenin, ktery
muZe podstoupit transaminaci, vznika 2-amino-3-hydroxybenzoylpyruvat, uvolni se molekula

vody a kruh se spontanné uzavie za vzniku kyseliny kynurenové (5, 17).
Prolin

Prolin se tvoii z glutamétu. V prvnim kroku se glutamat redukuje za Ucasti redukovaného
nikotinamidadenindinukleotidu (NADH) na glutamat-y-semialdehyd. Uvolnénim molekuly

vody vznika A’-pyrrolidin-5-karboxylova kyselina. V dal§im kroku opét redukci za Gcasti
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NADH vznika prolin. Odbouréani prolinu probiha obracené a glutamat se nakonec za katalyzy

odpovidajici transaminasou pieménuje na a-oxoglutarat (5, 18).
Taurin

Taurin je AMK, kterda ma aminoskupinu na B uhliku. Ve vétsiné bunék se nachdzi ve velmi
vysoké koncentraci. U savcl plni taurin mnoho funkci. Systematicky nazev taurinu je 2-

aminoethylsulfonova kyselina. Taurin se tvoii z cysteinu (19-21).
Hypotaurin

Hypotaurin je neurotransmiter, ktery obsahuje ve své struktuie skupinu SOOH a aminoskupinu
na [ uhliku. Hypotaurin je meziproduktem syntézy taurinu z cysteinu, hypotaurin je za katalyzy

hypotaurindehydrogenasou pfeménén na taurin (22-25).

1.2 Sucha kapka krve

Piiprava vzorku je velmi dileZitym krokem jakéhokoli pracovniho postupu v bioanalyze.
Ptipravnych operaci by mélo byt co nejméné, aby se predchdzelo chybam a aby se Setfilo casem.
Sou€asnym trendem jsou metody SetrnéjSi vic¢i zivotnimu prostiedi, pouziti organickych
rozpoustédel a toxickych cinidel se omezuje. Optimalni piiprava by méla umoZiovat
jednoznacnou kvantifikaci a identifikaci AMK a také zvySovat citlivost. N&které kroky piipravy

vzorku jsou vSak nezbytné, aby se sniZila interference matrice (2, 26).

Volba metody pfipravy vzorku v piipadé stanoveni AMK v biologickych vzorcich zaleZi na
tom, jaka je matrix vzorku. Kazdopadné je potieba oslabit nebo odstranit interferujici latky.

Vétsinou se hladiny AMK stanovuji ve vzorcich moce, krve nebo mozkomisniho moku (2, 26).

Jednou z moZznych malo invazivnich metod odbéru vzorkl krve a s tim i spojend nésledna
ptiprava vzorkl je technika suché kapky krve (DBS, z angl. dried blood spot). Vzorek DBS je
v idedlnim ptipad€ jedna kapka krve ziskana pichnutim do prstu nebo paticky a nanesena na
specidlni odbérovou kartu z filtraniho papiru. Vzorek kapky krve se necha jednoduse
zaschnout. Krevni elementy a latky obsazené v krvi se ptfi tom adsorbuji na celul6zovou matrici.
Pevna povaha DBS a zminénd adsorpce zptisobuji, Ze na rozdil od kapalné krve jsou zde analyty

méné reaktivni, tedy stabilnéjsi, ¢asto po dobu nékolika dnti, nebo dokonce mésict, a to za
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dodrzeni pouze jednoduchych podminek utésnéného skladovani se susidlem. V biologickych
kapalinach existuji analyty, které jsou ex-vivo nestabilni, ovSem ve vzorcich DBS daleko
stabilngj$i nez v biologické tekutin€. Jsou to napiiklad latky citlivé na svétlo nebo konjugaty
s kyselinou glukuronovou. Na rozdil od jinych vzorkt zaloZzenych na krvi (sérum, plazma), je
zpracovani vzorktt DBS jednoduss$i a neni k nému zapotiebi pouziti chladicich zafizeni,
centrifug ani homogenizatort. Je zde také snizené riziko virové nakazy. Zaslani vzorkt DBS
muze byt provedeno dokonce postou v béznych obalkach a takika civilnim zpisobem. Odbér
krve technikou DBS ma také své vyhody spocivajici v jednoduchosti, miize se ho naucit
provadét i samotni pacienti. Objem odebrané krve se pohybuje v rozsahu n¢kolika desitek

mikrolitrii (27, 28).

Pro analyzu se ze vzorku DBS obvykle vyrazi ter¢ik nebo se analyzuje celd skvrna. Analyty
jsou ze vzorku DBS extrahovany rtiznymi extrakénimi metodami, ptfi sledovani vrozenych
metabolickych poruch se vétSina analytli extrahuje smési organickych rozpoustédel (vétSinou
acetonitril nebo methanol) s vodou. K extrakci AMK se mlize pouZzit 80% methanol nebo smés
acetonitrilu, vody a kyseliny mravenci, kterd obsahuje n€kdy hydrazin. Extrakce muize byt
podpofena sonikaci. Organické rozpoustédlo se zpravidla odpaii v atmosféie dusiku a odparek
rozpusti v mobilni fazi. Technika DBS se vyuzivaji pfi novorozeneckém screeningu na vrozené

metabolické choroby. Analyty jdou po extrakci derivatizovany (29, 30).

Hematokrit (Hct) je objemova ¢ast krve (vyjadiuje se v procentech), ktera je tvofena Cervenymi
krvinkami. Brzy se pfiSlo na to, zZe tento parametr ma vyznamny vliv na stanoveni celé fady
analytd. Hodnota Htc se méni podle zdravotniho stavu, v€ku, pohlavi a lehce podle etnika. Co
se tyka referen¢niho rozmezi, zalezi na zdroji, i kdyZ jen do malé miry, typicky je to pro
dospélou Zenu mezi 35 % a 45 % a pro dospélého muze mezi 40 % a 50 %. U novorozenct
narozenych v terminu je hodnota Hct ponékud vyssi, pohybuje se mezi 42 % a 65 % a béhem

prvnich 28 dnti zivota téméf linearné klesa (27, 31).

Hodnota Hct ovliviiuje viskozitu krve a tim také rychlost prosakovani krve filtracnim papirem.
Pokud se na odbérovou kartu FTA Elute nebo Whatman 903 nanese 15 pl krve, plocha DBS se
témer linedrné zmensuje s rostouci hodnotou Hct. Naptiklad pokud hodnota Het vzroste z 30 %
na 70 % (vétsina situaci se do tohoto rozsahu vejde), plocha DBS se zmensi o ptiblizn€ 15 %
na kartich FTA a Whatman 903. Mezi kartami FTA a Whatman 903 byly plochy DBS

porovnatelné, rozdil velikosti plochy v zavislosti na hodnoté Hct byl u odbérové karty FTA
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Elute vys$i, navic se zde krev $iti zvlastnim zpiisobem, na vnéj$im okraji je viditelna ,,svatozai
(32, 37). Podobné vysledky byly ziskany s odbérovymi kartami FTA DMPK-A a DMPK-B
nebo Ahlstrom 226. Vzorky krve Ize nanaset také na odbérové karty, které neobsahuji celulosu
(Agilent Bond Elut DMS). V porovnani s papirovymi kartami byly na téchto kartach DBS
mensi a byl zde i jiny trend, co se tyka hodnoty Hct: s rostouci hodnotou Hct se plocha DBS
zvétSovala (27, 33).

U vzorkil plné krve nebo plazmy se vnitini standard (IS) pfidava ptfimo ke vzorkiim v malém
objemu, a tak se IS koriguje u¢inky matrice a ztratu analytu pii ptipravé vzorku. V tom piipade
ionizace a vytéznost extrakce ovlivni rovhomérné IS i stanovovany analyt a pomér jejich
signall bude konstantni. Ov§em vzorky DBS jsou pevného charakteru, a tak nemiZzeme pouZzit
stejny pfistup aplikace IS jako u kapalnych vzorkli. Je béZnou praxi, ze se IS pfida
k extrakénimu ¢inidlu, avSak pii tom postupu nebude mit IS vliv na ztratu analytu souvisejici
s ptipravou vzorku (extrakce pevna latka-kapalina, SLE. Existuji ¢tyfi zplsoby, jak se da
zapojit IS do procesu SLE, s tim, Ze IS neni soucésti extrakéniho roztoku. Idedlnim postupem
je pridani vnitiniho standardu do krve jest€ pred jejim nanesenim na odbérovou kartu, ale to je
v klinické praxi tézko aplikovatelné. Takovy postup se vétSinou pouziva jako referencni
strategie pfi hodnoceni jiné techniky zavedeni IS. Jinymi postupy jsou naneseni IS na
odbérovou kartu pfed nanesenim vzorku krve, pfidani IS k zaschlé krvi na odbérové karté a
naneseni na odbérovou kartu zv1ast’ krev a zvIast’ IS, pri¢emz vyseknuté ter¢iky obsahujici DBS

a IS analyzujeme spolecné. Zplisoby zavadeéni IS jsou zobrazeny na Obrazku 5 (27, 28, 35, 36).
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Obrazek 5 - Zpusoby zavadéni vnitiniho standardu pfi zpracovani vzorku suché kapky krve, upraveno

dle (27)
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Kvantitativni vysledky jsou také ovlivnény objemem krve, ktery se na odbérovou kartu
aplikuje. Erytrocyty zabiraji mensi objem na filtraénim papiru nez plazma, coz je ovlivnéno
hodnotou Hct, krev se tak filtracnim papirem §iii nehomogenné, erytrocyty se koncentruji na
okraji skvrny. Proto pro analyty, jejichz hladina je v erytrocytech v porovnani s plazmou

vyznamné vyssi, nachdzime nizsi koncentraci v centralni oblasti DBS (28, 37).

1.3 Metody stanoveni aminokyselin v biologickych vzorcich

Stanoveni AMK v riznych biologickych vzorcich se vyuziva pro diagnostiku vrozenych poruch
jejich metabolismu. Separace a detekce jednotlivych AMK je ztizena neptitomnosti chromofort
v jejich molekule, a tim, Ze se jedna o latky vysoce polarni. AMK maji v riznych biologickych
vzorcich rizné koncentarace, coz piinasi vyzvu v oblasti cilené analyzy. Hladiny AMK jsou
ovlivnény dietou, zvlasté v ptipadé AMK esencialnich, napf. lysinu, tryptofanu nebo threoninu.
Pro stanoveni hladin AMK v biologickych vzorcich se pouzivaji separacni techniky, jako je
napftiklad kapildrni elektroforéza (CE) nebo vysokoucinné kapalinova chromatogratie (HPLC)
ve spojeni s riznymi detekénimi technikami: elektrochemickd, hmotnostni, fluorescenéni nebo
UV/Vis detekce. Posledni dobou je vynakladano velké usili v analyze AMK bez pfedchozi
derivatizace. Stanoveni AMK bez derivatizace je prakticky mozné jen kapalinovou
chromatografii s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS) (2, 43-45). MS detekce
je vysoce selektivni, citlivd a dobfe se kombinuje s chromatografickymi technikami a CE.
Dalsim diivodem pouziti MS detekce je, Ze neni tieba analyty od sebe uplné separovat. Tim, ze

u MS detekce neni nutna derivatizace AMK, je pfiprava vzorku jednodussi (41).

Vétsina AMK vyznamné neabsorbuje v UV-Vis oblasti elektromagnetického zéateni, a proto
museji byt pii pouziti fluorimetrické nebo spektrofotometrické detekci derivatizovany.
Derivatizace AMK vede ke zlepSeni selektivity a senzitivity metody. K béznym derivatizacnim
¢inidlim pro derivatizaci AMK patii ninhydrin, 1-fluoro-2,4-dinitrobenzen, dansylchlorid,
fenylisothiokyanat a o-ftaldialdehyd. Nevyhodou né¢kterych té€chto cinidel je, Ze
fenylisothiokyanat je vysoce toxicky, 1-fluoro-2,4-dinitrobenzen se v roztoku methanolu a
vody a pfi vystaveni dennimu svétlu rozklada, s dansylchloridem se musi pracovat v zatemnéné
mistnosti a derivaty s o-ftaldialdehydem jsou nestabilni, coZ u neautomatizované derivatizace

znemoziuje reprodukovatelnost. Derivatizace je také ¢asove ndrocna (42).
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1.3.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Tato technika umoziuje separovat jednotlivé AMK z komplexni smési. Jeji vyhody vzhledem
k jinym metoddm spocivaji ve vyssi citlivosti, lepSim rozliSeni a krat$i dobé analyzy. Béhem
let se testovaly rizné staciondrni faze zvétsujici specificitu a citlivost metody stanoveni AMK,

a také rizné detekeni systémy (2).

Nejbéznéjsim chromatografickym modem v HPLC jsou obracené faze (RP), kde dochazi
k chemické modifikaci stacionarni faze, ktera se tak stava nepoldrni, vétSinou se k tomu
pouzivaji alkyly (oktadecyl, C18 nebo oktyl, C8). V posledni dob¢ se u stacionarni faze C18
redukuje aktivita silanolu, ¢imz se zvysi hydrofobicita kolony. Na kolonach s reverzni fazi lze
dobfe separovat celou Skélu analytl. PotiZze jsou se strukturné podobnymi AMK, které se
polaritou 1isi jen nepatrné, feSenim je Casto derivatizace (2). Kolony s obracenymi fazemi se
1i$1 vnitfnim primérem, velikosti ¢astic, délkou a materidlem. Pii analyze biologickych vzorkt
se pouzivaji castice o velikosti 1,7-3 um. Pokud je vzorek nedostateCnym zplisobem zbaven
protein, mize dochédzet k ucpani kolon. Z toho divodu se upfednostiiuji kolony s vétsi
velikosti porli nebo se pred analytickou kolonu pfedfazuje ochrannd kolona. Existuje také
uspotadani, kde jsou spojeny dvé kolony za sebou, z nichz prvni kolona slouzi pro odstranéni

interferujicich latek, a na druhé dochazi k separaci analytt (2, 43).

Mobilni fazi je vétsinou smés vody a organickych rozpoustédel. Casto se pii separaci pouziva
gradientova eluce. Podle detek¢ni techniky se utvaii sloZeni mobilni faze. Kdyz se pouziva MS
detekce, mobilni faze se upravuje pridanim kyseliny mravenci nebo octové, jejich amonnych
soli nebo pfi ion-parové chromatografii pfidani tridekafluoroheptanové kyseliny. Tim je
podpotena ionizace a zlepsi se tvar chromatografickych pikd, je to zfejmé hlavné, kdyz se pH

nachdzi pod urovni pKa AMK (2).

Pro analyzu AMK se velmi ¢asto pouZiva spojeni ninhydrinové postkolonové derivatizace
s ion-parovou HPLC, které se vyznacuje dobrou separaci AMK, linearitou v Sirokém rozsahu a
snadnou ptipravou vzorku. ProtoZe eluuji interferujici latky s negativnim nabojem s mrtvym
objemem, je tak ninhydrinova metoda chranéna pied G¢inky matrice. Tato metoda ma mnohé
vyhody, ale pouzivané pufry a reagencie jsou drahé a analyza trvd dlouho. Alternativou je
ptedkolonové deprivatizace s o-ftalaldehydem a derivaty AMK jsou separovany na koloné s

vazanou RP. Tato metoda je relativné rychlé a dostatecné citliva. Nevyhodou je ptiprava vzorku
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spojena s derivatizaci, na druhou stranu je mozné pro derivatizaci vyuzit autosampler a
derivatizaci tak automatizovat. S timto typem derivatizace se také casto poji tandemova

hmotnostni spektrometrie (MS/MS) (43, 44).

Pouziti LC-MS/MS pfi analyze AMK je v soucasné dob¢€ nejlepsi strategii. Zde se spojuji
vlastnosti postkolonové a predkolonové HPLC a kromé analyzy derivatizovanych AMK je
mozné AMK analyzovat i bez derivatizace. AMK nebo derivaty AMK jsou obvykle separovany
HPLC nebo ultrau¢innou kapalinovou chromatografii (UPLC) na kolonach s obracenymi
fazemi. Jako vnitini standardy se pouzivaji stabilni isotopové znadené AMK (1*C, '°N a ?H).
K obtizim pfi stanoveni AMK bez derivatizace patfi mozné u¢inky matrice biologickych
vzorki, nedostatek standardnich matri¢nich vzorka a skute¢nost, Ze kolony s RP zadrzuji

nederevatizované¢ AMK jen slabé (30, 39, 43).

Hydrofilni interakéni kapalinovd chromatografie (HILIC) je vhodnd pro separaci
nederivatizovanych AMK kvtli tomu, Ze polarni slou¢eniny zde maji lepsi retenci a také nejsou
zapotiebi reagencie pro iontové parovani. HILIC je separaénim modem, ktery zlepSuje analyzu
hydrofilnich latek a je velmi dobfte slucitelny s MS detektorem. Tento méd kombinuje mobilni
faze, které se pouzivaji v systému obracenych fazi, se staciondrnimi fdzemi pouzivanymi
v systémech normalnich fazi. Tedy mobilni faze v HILIC je vétSinou polarni organické
rozpoustédlo, coZ miZze byt napi. acetonitril. Voda obsaZend v mobilni fazi tvoii az 30 %.
Stacionarni faze byvaji zna¢né hydrofilni, maji na kfemiku navazanou hydroxyskupinu, ke
které se vodikovymi vazbami ptipojuji molekuly vody (Obrazek 6). Silikagel mize byt také
chemicky upraveny navazanim naptiklad kyanoskupiny, diolové skupiny, amidu nebo aminu.
Staciondrni faze obsahuje rizné polarni skupiny, k nimz ptitahované molekuly vody vytvaieji
na vnitinim povrchu vodnou vrstvu. V pfipadé¢ polarniho analytu je mobilni faze jeho
rozpousStédlem a analyt se rozdéluje mezi vodnym podilem mobilni fize a vodnou vrstvou
staciondrni faze. Analyt je tim vice zadrzovéan, ¢im vice je hydrofilni, nebot’ tim vice je
rozdélovaci rovnovaha posunuta smérem ke stacionarni fazi. Pfi separaci se uplatiluje nejen

rozdélovaci rovnovéha, ale spolec¢né s ni ma diileZitou ulohu také adsorpce, jejiz mechanismy
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jsou mezimolekuldrni, jsou to napt. slabé hydrofobni interakce, dipdl-dipolové interakce,

vodikové mustky nebo elektrostatické interakce (45-47).
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Obrazek 6 - a: Kolona s obracenymi fazemi; b: HILIC kolona (45)

Diky silné retenci polarnich latek je HILIC alternativou ke LC s RP. V HILIC mddu je také
mozné analyzovat latky s ndbojem, podobné¢ jako u iontové chromatografie. Mezi nevyhody

pouziti tohoto mddu patii napi. analyticky drift, horsi reprodukovatelnost a retencni casy (39,

45, 48).

1.4 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je fyzikalné-chemickou metodou, ktera ur€uje hmotnost molekul
nebo jejich ¢asti. OvSem za timto ticelem musi byt zminéné Castice prevedeny na zaporné nebo
kladné ionty. Hmotnostni spektrometr je zafizenim iontové-optickym, ionty vytvaii nebo
uvolnuje do plynného stavu a ¢astice s nabojem déli podle jednotlivych pomérti hmotnosti a
naboje (m/z) ze smési iontl, molekul a jejich nenabitych fragmentt, ktera je v plynném stavu.
Tento analyticky pfistroj také dava moznost, aby se stanovila hodnota efektivni hmoty nebo
aby se zjistilo, jak jsou relativn€ zastoupeny ionty urcité hmotnosti v ramci celkového souboru
molekul a iontl nachazejicich se ve smési, a konecné€ abychom zjistili vztahy mezi ionty. Kdyz
se prevadeji molekuly na ionty, dojde ke vzniku jednak molekularnich iontd, jednak mnohych
fragmenti molekul, nabitych i nenabitych. ZaleZi na typu ionizace a latky, zda vzniknou
vicendsobné nabité ionty nebo molekularni ionty s adukty, ptipadné bez jednoho atomu vodiku.
Ionty, které vznikaji ve zdroji iontl, 1ze dé€lit na nestabilni, stabilni nebo metastabilni, zaleZi na
tom, kde dojde k jejich fragmentaci v rdmci jejich existence ve hmotnostnim spektrometru.

Ionty stabilni existuji tak dlouho, Ze projdou celym spektrometrem az do detektoru. Pokud
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dojde k rozpadu ve zdroji iontd, jedna se o ionty nestabilni. Kdyz nastane disociace ionti mezi
detektorem a iontovym zdrojem, mluvime o iontech metastabilnich a miizeme zaregistrovat

jejich rozpadové produkty (49).

Druh iontového zdroje se vybira na zaklad¢ toho, jaky je typ analyzované latky a pozadavek na
analyzu mame. Zdroje iontl se daji délit na zaklad¢ nékolika hledisek, napt. podle stability a
tékavosti métenych latek. Mzeme tak rozlisit zdroje pro stanovovani latek pomérné stabilnich,
které¢ se vypatuji ve vakuu, pokud se nejedna o plyny. V dalsi tfid€ jsou zdroje, které méfi
netékavé a labilni latky, které se dostavaji do plynu jako ionty. Zdroje iont by se daly také
rozd¢lit na zaklad¢ tlaku, ve kterém probiha ionizace, tj. atmosféricky nebo vakuum, ale napf.
laserova desorpce a ionizace za Uc€asti matrice (MALDI) miiZze pracovat v obojim usporadani

(49, 50, 51).

Ionizace elektrosprejem (ESI) je m&kka ionizacni technika za atmosférického tlaku, ktera se
béZné vyuziva pro analyzu biomolekul. Ve spojeni ESI s LC je kapalny vzorek pfivadén jehlou
do prosttedi cylindrické elektrody, elektrosprejovan, coz je dano tim, ze mezi vystupni
chromatografickou kapilarou a zevnim plastém elektrospreje je vlozeno napéti 3 000-5 000 V.
Nasledné se vzorek dostava do prostoru, kam je pfivadén suSici plyn, vznikaji tak rychle se
vypatujici nabité kapicky. Pii zmenSovani kapicek nariistd hustota povrchového néboje, ¢imz
vznikne dostate¢né silné elektrické pole k tomu, aby se rozpu§téné ionty desorbovaly (49, 52,

53).

Ionty s riznymi hmotami a s jednim nebo vice ndboji se musi pfed vstupem do detektoru
separovat. K tomu slouzi hmotnostni analyzatory. Analyzatory miizeme dé€lit do ctyt tfid:
s principem uchovavani iont, praletove, kvadrupolové a sektorové. lonty se mohou dostat do
prosttedi elektrického pole, kde se molekulovy kation i jednotlivé fragmenty urychluji podle
toho, jak velky maji naboj, prochézeji také magnetickym polem, které plisobi kolmo a ve kterém
dochdzi k vychyleni podle hmotnosti. Nasleduje dopad na detektor a vznika spektrum. Iontova
past je slozena ze stfedni elektrody ve tvaru prstence a dale z dvou elektrod kruhovych, které
maji hyperbolicky prifez a volné uzaviraji prstenec. Pivodné se horni a dolni elektroda
uzemnily a vysokofrekvencni napéti se pfivedlo na stfedni prstenec. Priletovy analyzator je

letova trubice, kde se méti ¢as dopadu iontl na detektor (49, 51).
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Kvadrupolovy hmotnostni analyzator se skladd ze ¢ty tyCovych elektrod, které jsou
rovnobézné a je na né privedeno urcité napéti a definované radiofrekvencni pole. Jejich zménou
se da urcit, jaky pomér hmotnosti a naboje iontl detektor zachyti. Existuje uspotadani trojitého
kvadrupolu. V tomto uspotadani jsou tfi kvadrupdly setazeny za sebe a prostiedni z nich je
kolizni celou. Z iontového zdroje jdou ionty do prvniho kvadrupdlu chovajiciho se jako
hmotnostni filtr, kde jsou vybrany ionty s urcitou efektivni hmotnosti, tedy s danym pomérem
hmoty a naboje, v kolizni cele dochdzi k fragmentaci a tfeti kvadrup6l analyzuje tyto fragmenty

(51, 54).
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2 Cil prace

Cilem této prace bylo zavést, optimalizovat a validovat metodu kapalinové chromatografie

s hmotnostni detekci pro stanoveni vybranych aminokyselin ve vzorku suché kapky krve.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie

Acetonitril pro LC-MS (C2H3N), Mr 41,05 (Merck, Darmstadt, Némecko)
Deionizovana voda (H2O), Mr 18,00; G = 0,055 uS

DL-Norvalin (CsH11NOy), Mr 117,15 (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO,
USA)

Ethanol (CoH6O), Mr 46,07 (Merck, Darmstadt, Némecko)

Chlorid sodny (NaCl), Mr 58,44 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

Kyselina chlorovodikova (HCI), p = 1,18 g-em™, w = 0,366, Mr 36,45 (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Némecko)

Kyselina mravenci pro LC-MS (CH202), Mr 46,03, w = 0,98-100,00 (Merck-
Darmstadt, Némecko)

Mraven¢an amonny pro LC-MS (CHsNO2), Mr 63,06 (Merck, Darmstadt, Némecko)
Methanol (CH40), Mr 32,04 (Merck, Darmstadt, Némecko)

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

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

L-Asparagin (C4HsN203), Mr 132,12 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
L-Asparagova kyselina (C4H7NO4), Mr 133,11 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
L-2-Aminomaselna kyselina (C4HoNO.), Mr 103,12 (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko

L-Citrulin (C¢H13N303), Mr 175,20 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
L-Fenylalanin (CoH11NO2), Mr 165,191 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
L-Fenylalanin-D5 (CoH11NO2), Mr 170,22 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
L-Glutamin (CsHioN203), Mr 146,14 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
L-Glutamova kyselina (CsHoNOg), Mr 147,13 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
L-Glycin (C2HsNO2), Mr 75,07 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

L-Histidin (C¢HoN30O32), Mr 155,15 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
L-Isoleucin (C¢H13NO), Mr 131,17 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

L-Leucin (C¢cH13NO»), Mr 131,17 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

L-Lysin (CsH14N202), Mr 146,19 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
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L-Methionin (CsH11NO2S), Mr 149,21 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
L-Prolin (CsHoNOz), Mr 115,13 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
L-Serin (C3H7NO3), Mr 105,09 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
L-Taurin (C2H7NOsS), Mr 125,15 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
L-Threonin (C4H9NOs3), Mr 119,12 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
L-Tyrosin (CoH11NO3), Mr 181,19 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
L-Tryptofan (C11H12N202), Mr 204,23 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
L-Valin (CsH11NO), Mr 117,151 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

3.2 Pomiicky a pristroje

Analytické vihy Adventure™ Pro AV114C (Ohaus, Ninikon, Svycarsko)
Analytické kolona Discovery® HS F5 (150 x 2,1 mm; 3 um) (Supelco, Bellefonte, PA,
USA)

Analytické kolona Ascentis® Express OH5 (150 x 2,1 mm; 3 pm) (Supelco,
Bellefonte, PA, USA)

Automatickeé pipety (Biohit, Helsinky, Finsko)

Odstfedivka FC5706 (Ohaus, Parsippany, USA)

Dérovaci kleste, pinzeta

Filtra¢ni papir na odbér krve, odb&rova karta (Whatman 903™, GmbH, Dassel,
Némecko)

Filtra¢ni aparatura Supelco (Supelco, Bellefonte, PA, USA)

Hmotnostni spektrometr LCMS 8045 (Shimadzu, Kjoéto, Japonsko)
Kapalinovy chromatograf (Shimadzu, Kjéto, Japonsko)

Ridici systém CBM-20A

Odplyniova¢ mobilni faze DGU-20A

Termostat kolon CTO-40AC

Vysokotlaké analyticka ¢erpadla LC-20AD

Autosampler SIL-20AC

Software LC solution

Kombinované chladni¢ka s mrazni¢kou (AEG, Frankfurt nad Mohanem, Némecko)
Laboratorni sklo (k&dinky, zkumavky, odmérné baiiky, odmérné valce)
Lyofilizator SCANAVAC CoolSafe™ (Labogene APS, Allergd, Dansko)
Magnetické michadlo Heidolph (Heidolph Instruments, Schwabach, Némecko)
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. Nylonové¢ filtry pro filtrovani mobilni faze, porozita 0,20 um (Supelco, Bellefonte,
PA, USA)

. Zkumavky s EDTA, Vacuette (Greiner Labortechnik, Kremsmiinster, Rakousko)

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

. Polypropylenové (PP) zkumavky s vickem typu Eppendorf; 1,5 ml (Fisher Scientific,
Pardubice, CR)

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

. Sklenéné vialky se §roubovacim vickem (Fisher Scientific, Pardubice, CR)

. Vialky se sklenénymi inserty (Fisher Scientific, Pardubice, CR)

. Ultrazvukova ¢isticka ECOSON (ECOSON, Nové Mesto nad Vahom, Slovensko)

. Vortex Reax top (Heidolph, Schwabach, Némecko)

. Zaftizeni na Upravu vody Smart2pure (TKA, Niederelbert, Némecko)
3.3 Vzorky krve

3.3.1 Odbér vzorka na odbérovou kartu

Vzorky krve byly od 60 darci (32 Zen, primérny vék 39 let a 28 muzd, primérny veék 39 let).
VSichni Gcastnici podepsali informovany souhlas. Odbér probihal tak, Ze se sterilni lancetou
napichl po vydezinfikovani prostfednik nedominantni ruky a prvni kapka krve se setiela
buni¢inou. Dalsi kapka krve byla nanesena na odbérovou kartu. Vzorek krve byl nechan
schnout pfi pokojové teploté na vzduchu po dobu alespon 2,5 hodiny. Vzorky DBS byly

uchovavany pied analyzou pfti -20 °C se susidlem v plastovém zapeceténém sacku.

3.3.2 Odbér pIné krve

Plna krev pouzita pro pfipravu standardl suché kapky krve a vzorki pro validaci metody byla
odebrana z kubitalni zily darce do vakuovanych zkumavek s EDTA. Darce krve podepsal
informovany souhlas a odbé&r byl proveden opravnénou osobou. Zilni krev byla ihned

zpracovana.
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3.4 Pracovni roztoky

3.4.1 Priprava fyziologického roztoku
Navazka 0,09 g chloridu sodného byla rozpusténa v 10 ml deionizované vody. Roztok byl
uchovavan pii 4 °C maximalné po dobu 1 tydne.

3.4.2 Priprava mobilnich fazi

Navazka 0,95 g mravencanu amonného byla rozpusténa ve 150 ml deionizované vody. Pro
ptipravu 500 ml mobilni faze B bylo smichano 50 ml roztoku mraven¢anu amonného a 450 ml
acetonitrilu, pro ptipravu 500 ml mobilni faze A 50 ml roztoku mravenc¢anu amonného a 450 ml
deionizované vody. Hodnota pH mobilnich f4zi byla upravena na 4,5 koncentrovanou kyselinou

mravendi.

3.4.3 Priprava zasobniho roztoku vnitiniho standardu DL-norvalinu

Navazka 0,0120 g norvalinu byla rozpusténa v 10 ml deionizované vody. Vznikly roztok m¢l

koncentraci 10 243 umol/l. Roztok byl skladovan pfti -80 °C, ne déle nez 1 rok.

3.4.4 Priprava zasobniho roztoku vnitiniho standardu fenylalaninu DS

Navazka 0,0170 g fenylalaninu-D5 byla rozpusténa v 10 ml deionizované vody. Vznikly roztok

mél koncentraci 9 987 umol/l. Roztok byl skladovan pfti -80 °C, ne déle nez 1 rok.

3.4.5 Priprava elu¢niho ¢inidla

Elu¢nim c¢inidlem byla smés vody a acetonitrilu v poméru 75:25 (v/v) obsahujici vnitini
standard (norleucin nebo Ph-D5) o koncentraci asi 10 pmol/l. K 10 ul zdsobni roztok vnitiniho

standardu (9 987 umol/l) bylo pfidano 2,5 ml deionizované vody a 7,5 ml acetonitrilu.

3.4.6 Priprava smési acetonitrilu a vody v riizném poméru

Pro piipravu smési acetonitrilu a vody v poméru 90:10 (v/v) bylo smichano 900 pl acetonitrilu
a 100 ul vody, poméru 85:15 (v/v) 850 ul acetonitrilu a 150 pl vody a poméru 80:10 (v/v)
800 pl acetonitrilu a 200 pl vody.
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3.4.7 Priprava zasobnich roztoku aminokyselin

Navazky aminokyselin pro ptipravu zasobnich roztoku, které jsou uvedeny v Tabulce 3, byly

rozpustény v 25 ml deionizované vody.

Tabulka 3 - Navazka aminokyselin pro pfipravu zésobnich roztoki

M Navazka Koncentrace M Navazka Koncentrace

(g/mol) (g) (pmol/1) (g/mol) (g) (pmol/1)
Asp 133,10 0,0317 9527 Ala 89,09 0,0237 10641
Glu 147,13 0,038 10331 Tyr 181,19 0,0044 971
Asn 132,12 0,034 10294 Tau 125,15 0,0321 10260
His 155,15 0,038 9797 2-AB 103,12 0,0242 9387
Gln 146,15 0,0385 10537 Val 117,15 0,0288 9834
Ser 105,09 10,0289 11000 Met 14921 0,0382 10241
Cit 175,19 0,0433 9886 Trp 204,23 0,0501 9812
Arg. HCl 210,66 0,0514 9760 Ile 131,18 0,0321 9788
Gly 75,07 0,019 10124 Phe 165,19 0,0413 10001
Thr 119,12 0,0292 9805 Leu 131,18 0,0342 10428

3.4.8 Priprava

100 pmol/1

smésného pracovniho roztoku aminokyselin o koncentraci asi

K piipraveé smésného pracovniho roztoku AMK bylo do zkumavky pipetovano 10 pl zasobniho

roztoku jednotlivé AMK (100 pl zasobniho roztoku tyrosinu) a objem doplnén do 1 ml

acetonitrilem. Pro urceni retencnich ¢asi AMK a IS bylo smichdno 10 pl Phe-D5 s 990 pl

smésného pracovniho roztoku AMK.

3.4.9 Priprava smésného standardu aminokyselin o rizné koncentraci pro urceni

vlivu hematokritu, vytéZnosti a u¢inku matrice

Byl pfipraven smésny standard s koncentracemi AMK, uvedenych v Tabulce 4 (ptidavek P3).

Ptidavek P2 je dvakrat natedény ptidavek P3 a ptidavek P1 desetkrat nafedény pfidavek P3.
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Tabulka 4 - Koncentrace aminokyselin ve smésném standardu (pfidavek P3) pouzitém pfi testovani vlivu
hematokritu, vytéznosti metody a Gcinku matrice

P3 (umol/l)

P3 (umol/l)

Arg
2-AB
Ala
Asn
Asp
Cit
Glu
Gln
Gly
His

1366
375
4256
721
191
395
930
6849
4050
980

Ile
Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Tau
Thr
Trp

979
1564
1475
512
700
1920
1320
1231
1765
589

3.4.10 Priprava smési acetonitrilu a vody pro test vytéZnosti metody a ufinku matrice

K 7,5 ml acetonitrilu bylo pfidano 2,5 ml deionizované vody.

3.4.11 Priprava kalibra¢nich standardi pro sestrojeni kalibra¢ni kfivky pro stanoveni

vybranych aminokyselin ve vzorcich suché kapky krve

Byl ptipraven smésny standard AMK (Tabulka 5). Do lahvicky byl ptenesen 1 ml a obsah

lyofilizovan. Lyofilizovany standard byl rozpustén v 1 ml plné krve, a ziskan tak kalibra¢ni

standard s nejvyssi koncentraci. Ptiprava dalSich kalibra¢nich standardi je uveden v Tabulce 6.

Nulovy standard, SO0, je plna krev bez ptidavku smésného standardu AMK. Na odbérové karty

bylo naneseno 30 ul takto pfipravenych kalibracnich standardd, dals$i pracovni postup

v ptipravé vzorkl je uveden v kapitole 3.3.1.

Tabulka 5 — Piiprava smésného standardu pro ptipravu kalibra¢nich standardl ptipravenych v krvi (standard

S5)
AA Zas.roztok S5 (umol/l) AA Zas. roztok S5 (umol/l)
V (uD V (u)

Asp 20 38 Ala 400 851
Glu 90 186 Tyr 800 155
Asn 70 144 Tau 120 246
His 100 196 2-AB 40 75
Gln 650 1370 Val 300 590
Ser 120 264 Met 50 102
Cit 40 79 Trp 60 118
Arg 140 273 Ile 100 196
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Tabulka 5 - pokra¢ovani

AA Zas.roztok S5 (umol/l) AA Zas. roztok S5 (umol/l)
V. (u) V. (u)

Gly 400 810 Phe 70 140

Thr 180 353 Leu 150 313

Zasobni roztoky jednotlivych aminokyselin byly pipetovany do odmérné banky o objemu 5
ml a objem doplnén po rysku deionizovanou vodou.

Tabulka 6 — Piiprava kalibra¢nich standardt pfipravenych v krvi

Vss (ul) plna krev (ul)
S4 250 250
S3 100 400

S2 50 450
S1 25 475
SO - 500

3.5 Postup pro stanoveni koncentrace aminokyselin ve vzorcich suché

kapky krve

3.5.1 Priprava vzorki suché kapky krve pro analyzu aminokyselin kapalinovou

chromatografii s hmotnostni detekci

Vyrazeny tercik byl vlozen do polypropylenové (PP) 1,5ml zkumavky, bylo pfidano 150 ul
elu¢niho ¢inidla, obsah sonikovan po dobu 30 minut, odstfedén (X x g, 5 minut) a supernatant

(100 pl) ptenesen do insertu vialky.

3.5.2 Priprava vzorkii pro testovani vhodného elu¢niho ¢inidla

Analyzy byly provedeny v duplikatech. Pro testovani vhodného ¢inidla pro eluci AMK byl
zvolen kalibra¢ni standard S4. Byla testovana smés acetonitrilu a vody v pomeéru 90:10, 85:15,
80:20 a 75:25 (v/v) a také smés acetonitrilu a kyseliny chlorovodikové (10mmol/l nebo Immol/l
nebo 0,1mmol/l) v poméru 80:20 (v/v). Jako elu¢ni ¢inidla byly testovany také smési alkoholl
a vody: methanol/voda 90:10, v/v a ethanol/voda 75:25, v/v. Objem elu¢niho ¢inidla byl 300 pl
v ptipad¢ smési alkoholii a 150 ul v ptipadé¢ smeési acetonitrilu. Postup ptipravy vzorku je

uveden v kapitole 3.5.1.
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3.5.3 Priprava vzorki pro testovani ucinosti sonikace pri eluci aminokyselin ze

vzorku DBS

Vzorky DBS byly analyzovany v duplikatech. Vzorky DBS byly zpracovany postupem
uvedenym v kapitole 3.5.1. Byla testovana doba sonikace ( 10, 20, 30 a 45 minut) a eluce bez

sonikace.

3.5.4 Priprava vzorku pro testovani vlivu objemu nanesené krve na odbérovou kartu

na koncentraci aminokyselin

Pro toto testovani byl pouzit kalibra¢ni standard S3. Analyzy byly provedeny v duplikatu a byly
testovany tyto objemy: 15, 20, 30, 40, 50 a 75 ul. Ze vzorku DBS, kde bylo naneseno 75 ul
krve, byl vyraZen tercik nejen ze stfedu, ale také z pariferie. Vzorky DBS byly zpracovany

postupem uvedenym v kapitole 3.5.1.

3.5.5 Priprava vzorki pro urceni piresnosti metody

Analyzy byly provedeny v pentaplikatech. Pfesnost metody byla testovana na dvou hladinach
koncentraci (15 vzorkd DBS bez pfidavku AMK a 15 vzorki DBS s pfidavkem AMK). Vzorky
DBS byly zpracovany postupem uvedenym v kapitole 3.5.1.

3.5.6 Priprava vzorki pro testovani vlivu hematokritu na koncentraci aminokyselin

ve vzorcich DBS

Vzorky krve s riznou hodnotou Hct byly pfipraveny tak, ze plna krve byla odstiedéna (4 430 x
g, 5 minut), plazma pfenesena do Cisté zkumavky a zbytek plazmy s leukocyty a trombocyty
odstranén z frakce erytrocytd. Frakce erytrocytii a plazmy byly smichany tak, jak je uvedeno
v Tabulce 7. Od kazdého vzorku krve s riznou hodnotou Hct byly pfipraveny formou ptidavki
smésného standardu AMK vzorky krve s riznou koncentraci AMK (kapitola 3.4.9 a Tabulka
4). Takto ptipravené vzorky krve s rliznou hodnotou Hct a koncentraci AMK byly naneseny na

odbérovou kartu (40 ul). Vzorky DBS byly analyzovany v triplikatu.

Tabulka 7 - Pfiprava vzorkl krve s riznou hodnotou hematokritu

Verytrocyty (lll) Vplazma ([1])

hematokrit 30 300 700
hematokrit 40 400 600
hematokrit 50 500 500
hematokrit 60 600 400
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3.5.7 Priprava vzorki pro testovani vytéZnosti metody a uc¢inkii matrice

Analyzy byly provedeny v triplikatech. Pro testovani vytéznosti metody a i¢inku matrice byly
pouzity vzorky krve s ptidavky smésného standardu AMK pfipravené stejn¢ jako v kapitole
3.5.6. Takto pfipravené vzorky krve byly na neseny na pifedem vyseknuty tercik (10 pl) a
nechany zaschnout. AMK byly eluovany 150 pl elu¢niho ¢inidla obsahujici IS (kapitola 3.4.5).
V ptipad¢ urceni ucinkli matrice bylo pfiddno 10 pl smésného standardu AMK u ridzné
koncentraci (P1, P2 a P3), vpfipadé¢ vzorku DBS, ktery slouzil pro odeCet endogenni
koncentrace AMK, bylo pfidano 10 pl deionizované vody. Dalsi postup zpracovani vzorku je

uveden v kapitole 3.5.1.

3.6 Zpracovani vysledki

Pro zpracovani ziskanych vysledka byl pouzit program MS Excel.

3.7 Podminky metody kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci pro

stanoveni aminokyselin ve vzorcich suché kapky krve

Pro ziskani co nejvétsi odezvy detektoru pro stanovované AMK byla optimalizovéana cela fada
parametrii hmotnostniho spektrometru. Nejdiive se provedl SCAN (v negativnim i pozitivnim
moédu) smésného roztoku standardi AMK v mobilni fazi, pfi kterém byla zjisténa vySsi
intenzita signalu a men$i pomér signal/Sum v pozitivnim modu ionizace pro vSechny
aminokyseliny. Pfi méfeni byl vyuzit mod monitorovani vybranych reakci MRM, kdy
jednotlivé prechody pro vSechny AMK byly optimalizovany automaticky softwarem.

Optimalizaci ziskané pfechody spolecné s kolizni energii jsou uvedeny v Tabulce 8.

Tabulka 8 - MS parametry pro jednotlivé aminokyseliny

prekurzor kolizni produkt (m/z)

(m/z) energie (V)
Arg 175 12 70 60
2-AB 104 11 58 41
Ala 90 22 44 -
Asn 133 15 74 87
Cit 176 23 70 159
Glu 148 15 84 56
Gln 147 16 84 130
Gly 76 13 30 -
His 156 14 110 83
Ile 132 86 86 69
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Tabulka 8 - pokracovani

prekurzor kolizni produkt (m/z)

(m/z) energie (V)
Leu 132 11 86 44
Lys 147 17 84 130
Met 150 16 56 104
Phe 166 11 72 103
Pro 116 15 70 43
Ser 106 11 60 42
Thr 120 12 74 56
Trp 205 8 188 146
Tyr 182 13 136 91
Val 118 12 72 55

Pro separaci AMK byly testovany dvé analytické kolony. Nejprve se testovala separace AMK
na kolon¢ Discovery® HS-F5 (150 x 2,1 mm; 3 pm) sriznymi mobilnimi fazemi a
gradientovymi elucemi. Separace AMK nebyla dobra, retencni casy byly nestalé a byl
pozorovan vyrazny vliv interferujicich latek. Z tohoto diivodu byla testovana separace na jiné
kolong, Ascentis® Expres OHS5 (150 x 2,1 mm; 3 um). Na této kolon& bylo pozorovano typické
chovani HILIC u vSech AMK. Jako mobilni faze byla pouzita smés deionizované vody a
acetonitrilu s riznymi aditivy. Pro dosazeni nejlepsi retence, tvaru pikli a intenzity signalu MS
byla testovdna celd fada mobilnich fazi sriiznou iontovou silou. Byly testovany riizné
koncentrace mravencanu amonného (5, 10 a 15 mmol/l) a pfi ¢tyfech rliznych hodnotach pH
(4,5; 4,0; 3,5 a 3,0). Zmény v iontové sile a hodnotach pH mobilni faze mély velky vliv na
retenci sledovanych AMK a také na jejich intenzitu signalu, kdy s rostouci koncentraci
mravencanu dochazelo ke snizovani intenzity signalu MS. Pro separaci byla nakonec zvolena
gradientovd eluce, mobilni fazi B byla smés vody a acetonitrilu 10:90 (v/v) s 10mmol/l
mraven¢anem amonnym, mobilni fazi A byla voda s 10mmol/l mraven€anem amonnym,
pficemz hodnota pH obou mobilnich fazi byla 4,5. Gradient, pfi kterém bylo dosaZeno nejlepsi
separace s nejvyssi intenzitou signalu MS pro vSechny AMK, je uveden v Tabulce 9.

Chromatograficky zdznam vzorku DBS darce krve a vzorku standardu je uveden v Ptiloze 1.

Tabulka 9 — Gradientovy program

¢as (min) mobilni faze B (%)

0,00 95
8,00 47
8,50 47
8,51 95
15,00 95
15,01 stop
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4 Vysledky a diskuze

Pro stanoveni hladin AMK v vzorcich DBS jsme pouzili metodu HPLC-MS/MS. Podafilo se
nam separovat a kvantifikovat celkem 20 AMK v krvi ziskané technikou DBS vsech
dobrovolnych darct. Kyselina asparagova byl sice detegovana, ale nebyla kvantifikovana diky

nizké intenzit¢ signdlu MS a nizkym hodnotdm v krvi lidi.

4.1.1 Test elu¢nich ¢inidel pro extrakci aminokyselin ze vzorku suché kapky krve

Jako elucni cinidlo byla testovana smés acetonitrilu a vody, acetonitrilu a kyseliny
chlorovodikové o rizné koncentraci, methanolu a vody, a ethanolu a vody. V ptipadé nejvyssi
koncentrace HCI ve smési s 80% acetonitrilem, tedy 10mM, nedoslo k precipitaci, a tak se
vzorky dale nezpracovavaly. V ptipadé pouziti smési ethanolu a vody (75:25, v/v) nedoslo
k tplné precipitaci proteind, coz se poznalo podle nacervenalé¢ barvy smési, pfed analyzou
musela byt smés filtrovana, aby nedoSlo k ucpani kolony. Zména eluc¢ni sily ¢inidla méla
nejvetsi vliv na polarni aminokyseliny. Kompromisnim elu¢nim ¢inidlem byla smés acetonitrilu
a vody v poméru (75:25, v/v). V Grafech 1 a 2 je uvedena zavislost poméru ploch pikit AMK a
IS na pouzitém eluc¢nim cinidle. Je patrné, Ze vétsSina AMK byla ze vzorku DBS nejlépe
eluovdna smési acetonitrilu a vody v poméru 75:25, v/v. Ve studiich zabyvajicich se
stanovenim AMK ve vzorcich DBS byl pro eluci AMK ze vzorktit DBS nejcastéji testovan
acetonitril, jelikoz se pouziva jako organicky modifikator v mobilni fazi (2, 39, 43).

zéavislost poméru ploch pikli aminokyselin a vnitifniho
standardu na elu¢nim Cinidlu
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Graf 1 - Zavislost poméru ploch pikd aminokyselin a vnitiniho standardu na eluénim ¢inidlu (1. ¢ast)
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zéavislost pomerii ploch pikli aminokyselin a vnitiniho
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Graf 2 - Zavislost poméru ploch pikti aminokyselin a vnitiniho standardu na elu¢nim ¢inidlu (2. ¢ast)

V Grafech 1 a 2 v legend¢ vyjadiuji ¢isla 90, 85, 80 a 75 koncentraci acetonitrilu v %,
HCI byla ve smési s 80% acetonitrilem.

4.1.2 Testovani sonikace pri eluci aminokyselin ze vzorku suché kapky krve

Z grafu 3 je patrné, ze nejlepsi eluce AMK ze vzorku DBS byla dosazena sonikaci po dobu

30 minut.
zavislost poméru ploch pikli aminokyselin a
vnitiniho standardu na zptisobu eluce (doba
sonikace a s nebo bez sonikace)
4,5
” 4
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3 3
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Gln lle Orn Phe Pro Trp Val

V legendé je délka eluce v minutach,
U znadi pouziti ultrazvuku.

m10 m 10U w20 20U

Graf 3 - Zavislost poméru ploch pikd aminokyselin a vnitiniho standardu na zptsobu eluce, tedy s nebo bez
sonikace a doba sonikace (1. ¢ast)
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zavislost poméru ploch pikli aminokyselin a vnitiniho
standardu na zpusobu eluce (doba sonikace a s nebo bez
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Graf 4 - Zavislost poméria ploch pikd aminokyselin a vnitiniho standardu na zptisobu eluce, tedy s nebo bez
sonikace a doba sonikace (2. ¢ast)

4.1.3 Testovani zavislosti koncentrace na objemu nanesené krve
Dle o¢ekavani, ¢im vice krve bylo na filtra¢ni papir naneseno, tim vys$si koncentrace AMK byla
naméfena, u nékterych AMK jen nepatrné (Tabulka 16 v Ptiloze 2 a Grafy 5 a 6). Je to dano
tim, Ze filtracni papir je krvi zcela nasycen az po naneseni urcitého objemu krve (tzv. plato),
obecné to je néco mezi 80-100 pl krve, coz je problém, jelikoz objem bézné kapky krve je néco
mezi 20-40 pl. Vliv objemu nanesené krve na odbérovou kartu na koncentraci AMK podtrhuje

1 studie z roku 2019 (55).
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Graf 5 - Zavislost koncentrace aminokyselin na objemu nanesené krve na odbérovou kartu (1. ¢ast)
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Zavislost koncentrace aminokyselin na objemu
nanesen¢ krve na odbérovou kartu
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Graf 6 - Zavislost koncentrace aminokyselin na objemu nanesené krve na odbérovou kartu (2. ¢ast)

4.1.4 Testovani presnosti metody

Ptesnost metody stanoveni AMK ve vzorcich DBS byla ur¢ena analyzou vzorki DBS béhem

tfi dnd. Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 10 a v Tabulce 11.

Tabulka 10 - Piesnost v sérii ve dnech 1 a 2 vyjadfena variacnimi koeficienty

den 1 den 2
LC HC LC HC
CV o, CV ¢ CV c, CV ¢

(%) pmol/l (%) pmol/l (%) umol/l (%)  umol/l

Arg 0,53 42 2,55 335 1,13 22 7,37 317
2-

AB 1,66 27 9,28 91 949 24 1,89 105
Ala 293 528 1,94 1363 3,75 441 3,52 1485
Asn 9,06 106 3,38 274 5,22 100 4,75 274
Cit 024 o4 2,61 143 3,04 54 3,98 151
Glu 3,25 186 549 436 3,06 168 2,02 391
GIn 547 764 3,09 2637 3,94 531 4,11 2100
Gly 1,20 406 2,97 1403 238 439 4,27 1481
His 3,08 141 1,80 346 4,69 123 4,03 322
Ile 2,70 127 4,71 351 426 140 4,98 408
Leu 3,77 169 5,19 559 2,90 177 2,29 572
Lys 4,01 180 1,69 437 1,62 301 4,41 666
Met 4,05 29 5,66 139 3,12 37 2,98 163
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Tabulka 10 - pokracovani

den 1 den 2

LC HC LC HC

CV o, CV c, CV ¢,

(%) umol/l (%) umol/1 (%)  umol/l
Phe 1,75 108 4,81 269 5,11 92 2,49 269
Pro 3,64 171 4,24 673 2,72 114 1,93 527
Ser 1,54 218 4,57 553 6,08 255 4,86 736
Thr 5,74 179 2,96 593 3,84 185 5,48 725
Trp 3,85 79 422 237 5,80 58 2,71 196
Tyr 245 122 5,23 410 5,01 71 3,61 252
Val 2,66 242 3,80 963 4,51 222 0,95 846

Tabulka 11 — Piesnost v sérii za den 3 a mezi sériemi vyjadiend variaénimi koeficienty

den 3 vSechny dny

LC HC LC HC

Ccv c, (GAY/ ¢, umol/l Ccv ¢, umol/1 Ccv c,

(%)  umol/l (%) (%) (%)  pmol/l
Arg 289 36 4,69 312 7,69 39 3,06 321
2-
AB 326 19 395 93 6,19 25 6,45 97
Ala 2,15 427 1,73 1238 9,54 465 7,41 1362
Asn 284 82 487 211 10,58 96 0,03 274
Cit 443 41 1,18 126 9,10 59 7,63 140
Glu 1,56 134 2,44 352 5,11 177 8,73 393
Gln 0,70 447 1,90 1810 8,54 489 7,42 1955
Gly 4,76 284 1,20 1002 3,99 423 2,69 1442
His 5,01 96 4,28 303 6,94 132 549 324
Ile 3,19 &9 4,77 292 4,81 134 7,60 380
Leu 2,00 130 3,90 443 2,47 173 1,12 565
Lys 2,53 203 3,37 507 6,12 191 7,38 472
Met 0,66 30 3,60 144 2,37 30 7,01 149
Phe 3,02 73 2,30 213 8,02 100 0,09 269
Pro 2,773 114 1,97 498 0,05 114 2,85 513
Ser 147 104 9,23 682 7,85 236 3,81 709
Thr 5,54 119 1,00 496 1,49 182 8,96 545
Trp 6,88 48 4,30 165 8,78 53 8,67 180
Tyr 0,27 65 2,89 223 445 68 6,06 237
Val 3,08 204 2,85 818 7,01 223 7,18 876

Varia¢ni koeficient, CV, se spocita podle nasledujici Rovnice 1. V Tabulce 10 LC znaci nizkou

koncentraci (z angl. low concentration), HC vysokou koncentraci ( z angl. high concentration).

Primérné koncentrace dosazované pii vypoctu variatniho koeficientu jsou rovnéz uvedeny.

CV =

SD

pramér

* 100

Rovnice 1 — Variacni koeficient

47



4.1.5 Linearita metody

Parametry 10 kalibra¢nich ktivek jsou shrnuty v Tabulce 12. Hodnoty LOD a LOQ jsou vysoké
a nepiijatelné. V zavorce jsou uvedeny hodnoty ziskané z parametrit 10 kalibracnich kiivek,

kdy kalibra¢ni standardy byly pfipraveny ve vodé.
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Tabulka 12 - Parametry deseti kalibracnich kfivek pro stanoveni vybranych aminokyselin ve vzorcich suché kapky krve

LOQ LOD pracovni rozsah kalibraéni kiivky primérna SD usek SD useku

(umol/L) (umol/L) (nmol/L) smérnice smérnice (pmol/L) (umol/L)

Arg 74,30 24,52 74,30 (1,9)-273,27 1,67E-03 1,23E-04 3,47E-03 1,24E-02
2-AB 9,93 3,28 9,93 (1,0)-75,10 2,72E-03 1,16E-04 -3,60E-03 2,70E-03
Ala 205,75 67,90 205,75 (7,7)-851,27 1,15E-03 9,53E-05 -3,23E-03 2,36E-02
Asn 78,72 25,98 78,72 (1,2)-144,11 9,95E-04 1,73E-05 4,20E-03 7,83E-03
Cit 22,62 7,47 22,62 (0,8)-79,09 3,09E-03 3,14E-05 1,13E-02 6,98E-03
Glu 23,66 7,81 23,66 (1,8)-185,96 1,91E-03 4, 76E-05 1,04E-02 4,53E-03
Gln 222,46 73,41 222,46 (7,4)-1369,82 2,62E-03 9,49E-05 -5,38E-02 5,82E-02
Gly 69,12 22,81 69,12 (17,8)-809,91 1,42E-04 1,21E-06 3,29E-03 9,82E-04
His 19,20 6,33 19,20 (1,3)-195,94 5,76E-03 5,02E-04 -6,97E-04 1,11E-02
Ile 103,44 34,14 103,44 (1)-195,76 1,30E-02 7,53E-04 8,85E-02 1,35E-01
Leu 61,52 20,30 61,52 (3,4)-312,85 5,29E-03 1,73E-04 -1,71E-02 3,25E-02
Lys 56,01 18,48 56,01 (4,4)-294,99 2,68E-03 1,86E-05 1,54E-02 1,50E-02
Met 13,96 4,61 13,96 (0,5)-102,41 4,06E-03 5,65E-05 1,33E-02 5,67E-03
Phe 38,58 12,73 38,58 (0,9)-140,01 1,55E-02 9,12E-04 -9,54E-03 5,98E-02
Pro 79,74 26,31 79,74 (2,8)-383,98 1,61E-02 9,38E-04 -2,78E-02 1,28E-01
Ser 244,05 80,54 244,05 (11,1)-264,00 6,79E-04 7,65E-05 1,69E-02 1,66E-02
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Tabulka 12 - pokracovani

LOQ LOD pracovni rozsah kalibracni kifivky primérna SD usek SD useku

(numol/L) (numol/L) (umol/L) smérnice smérnice (umol/L) (umol/L)

Thr 125,49 41,41 125,49 (3,7)-353,1 1,13E-03 5,81E-06 -5,24E-03 1,41E-02
Trp 35,56 11,74 35,56 (0,6)-117,75 1,68E-02 5,66E-04 -3,52E-02 5,96E-02
Tyr 69,55 22,95 69,55 (1,3)-155,42 1,81E-03 4,97E-05 -3,71E-03 1,26E-02
Val 48,21 15,91 48,21 (5,8)-590,01 7,23E-03 4,19E-04 -5,23E-02 3,49E-02

Hodnota LOD byla vypoctena ze vztahu LOD = 3,3 x % a hodnota LOQ = 10 x %, kde S. smérodatna odchylka interceptu a b smérnice.
LOD, mez detekce; LOQ, mez stanovitelnosti; SD, smérodatna odchylka
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4.1.6 Testovani vlivu hematokritu na koncentraci aminokyselin ve vzorcich suché

kapky krve

Vysledky vlivu hodnoty Hct na koncentraci AMK ve vzorcich DBS jsou uvedeny v grafech 9-
28 Prilohy 3 a Tabulkach 13 a 14. Mezinarodni asociace pro monitorovani hladin lé¢iv
doporucuje sledovat vliv Hct v rozsahu hodnot 0,20-0,65, ale autofi vétSiny studii testuji u€inky

Hct na koncentraci riznych analytd v uzsim rozsahu (55).

Tabulka 13 — Vliv hematokritu na koncentraci aminokyselin ve vzorcich suché kapky krve (hodnoty jsou
vztazeny ke koncentracim zmétenym ve vzorcich krve s hodnotou hematokritu 40 %)

PO P1
Hte 30 40 50 60 SD(%) 30 40 50 60 SD (%)

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Trp 107 100 105 115 53 8 100 107 117 11,9
Phe 104 100 112 113 55 85 100 99 114 10,1
e 101 100 110 115 63 87 100 101 110 8,1
Lew 93 100 109 113 78 81 100 100 109 10,0
Met 97 100 104 107 338 90 100 96 112 8,1
Val 92 100 103 116 8.6 79 100 106 115 13,5
Tyr 105 100 102 126 104 88 100 99 115 9.6
Pro 100 100 103 117 7,0 87 100 103 116 10,3
2-AB 106 100 93 111 6,6 88 100 113 124 135
Ala 99 100 105 115 64 88 100 99 115 97
Thr 99 100 102 119 79 88 100 103 117 104

Gly 100 100 97 125 11,2 92 100 102 117 9,1
Glu 88 100 107 117 10,5 87 100 106 125 13,8

Ser 88 100 106 90 73 79 100 119 110 14,9
Gln 108 100 101 109 4,0 94 100 106 114 75
Asn 102 100 107 132 12,8 89 100 111 135 17,0
Cit 105 100 96 111 5,6 9 100 110 115 74
Arg 109 100 100 89 7,1 106 100 110 93 6,6
His 114 100 104 117 6,8 94 100 106 115 79
Lys 113 100 93 95 75 99 100 102 106 2,6

51



Tabulka 14 - Vliv hematokritu na koncentraci aminokyselin ve vzorcich suché kapky krve (hodnoty jsou
vztazeny ke koncentracim zméfenym ve vzorcich krve s hodnotou hematokritu 40 %)

P2 P3
Het 30 40 50 60 SD(%) 30 40 50 60 SD (%)

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Trp 104 100 95 115 7.2 86 100 125 108 14,3
Phe 109 100 103 115 59 88 100 97 113 9.1
e 106 100 111 114 55 90 100 118 116 11,5
Lew 96 100 103 115 7,0 88 100 112 113 99
Met 106 100 109 115 53 90 100 107 113 84
Val 96 100 106 114 69 89 100 120 112 11,7
Tyr 90 100 95 103 48 91 100 118 107 9.8
Pro 103 100 105 114 52 88 100 108 107 8,2
2-AB 102 100 95 115 75 91 100 102 100 4,1
Ala 100 100 104 109 3.8 89 100 106 106 7,0
Thr 98 100 109 117 7.4 88 100 109 112 9,5
Gly 8 100 90 104 6.5 86 100 109 108 93

Glu 89 100 105 117 10,0 94 100 109 128 13,1
Ser 92 100 92,3 118 10,7 97 100 111 116 7.9

Gln 99 100 97 105 3,1 93 100 109 117 9,1
Asn 90 100 100 119 10,5 87 100 110 125 14,1
Cit 100 100 101 115 6,3 94 100 106 119 9,0
Arg 109 100 95 91 6,7 105 100 99 99 25
His 101 100 100 113 54 93 100 101 116 8,5
Lys 104 100 091 103 5,0 107 100 99 114 6,2

U vétsiny AMK se koncentrace zvySuje se zvySujici se hodnotou Hct, vyjimkou jsou AMK

fenylalanin a arginin.

4.1.7 Vytézinost metody a ufinek matrice

V grafu 7 jsou znazornény vysledky vytéznosti a grafu 8 G¢inky matrice metody stanoveni
AMK ve vzorcich DBS HPLC-MS/MS. VytéZznost metody byla ur¢ena metodou ptidavku
smésného standardu AMK do krve pied nanesenim na odbérovou kartu (2 pfidavky s rtiznou
koncentraci AMK). Uéinek matrice byl uréen tak, Ze po extrakci AMK ze vzorku DBS, bylo
k extraktu pfiddn smésny standard AMK (3 pfidavky s rtiznou koncentraci AMK). Matricové
efekty se spocitaly podle Rovnice 2.

matricové efekty

pomér ploch pti urcité koncentraci — pomér ploch bez ptidavku

pomér ploch samotného pridavku

* 100

Rovnice 2 — Vypocet matricovych efektt
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Graf 7 - Vytéznost metody pro stanoveni aminokyselin ve vzorcich suché kapky krve koncentrace pro jednotlivé
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4.1.8 Stanoveni koncentrace vybranych aminokyselin ve vzorcich krve ziskanych

technikou suché kapky dobrovolnych darci

Bylo ziskéno 60 vzorkit DBS od dobrovolnych darct krve (32 Zen, 28 muzti) Hladiny AMK u
dobrovolnych darcti jsou uvedeny v Tabulkach 17-20 Ptilohy 4, medidny a IQR v Tabulce 15.
Koncentrace AMK v krvi dobrovolnych darci jsou srovnatelné s koncentracemi
publikovanymi jinymi autory.

Tabulka 15 — Median a interkvartilové rozpéti jednotlivych aminokyselin stanovovanych ve vzorcich suché
kapky krve dobrovolnych darcti krve

vSichni Zeny muZzi

median IQR median IQR median IQR

(umol/l) (umol/1)  (umol/l) (umol/1)  (umol/1) (umol/l)
Arg 89,5 34,8 90,4 30,6 83,8 41,7
2-AB 20,2 9,0 20,2 10,1 20,6 9,0
Ala 410,8 129,6 456,8 158,1 381,2 80,2
Asn 81,5 30,8 96,0 30,6 68,0 16,0
Cit 49,8 15,9 54,5 9,2 42,6 15,7
Glu 173,7 45,1 180,3 43,2 156,3 47,0
Gln 473,0 93,6 476,1 150,5 473,0 56,8
Gly 338,7 138,3 391,7 146,9 273,3 98,1
His 107,8 28,9 111,1 25,2 98,0 24,8
Ile 126,9 62,0 157,3 54,9 102,6 47,3
Leu 178,1 71,4 202,5 94,8 144,6 68,1
Lys 252,1 101,4 301,6 90,3 208,4 51,7
Met 29,1 10,6 32,9 13,8 25,7 8,3
Phe 88,0 28,0 94,5 31,8 80,6 27,3
Pro 219,3 98,5 217,0 92,2 219,3 104,9
Ser 223,4 176,2 306,3 99,7 131,2 44,0
Thr 124,9 42,2 128,6 50,1 122,1 35,7
Trp 59,4 14,6 62,2 16,4 56,1 13,8
Tyr 73,4 22,8 67,2 29,3 75,7 17,1
Val 251,0 71,6 263,6 81,1 235,2 64,7
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5 Zavér

Cilem této diplomové prace bylo zavést metodu pro stanoveni vybranych aminokyselin ve
vzorcich suché kapky krve. Byla zavedena metoda kapalinové chromatografie s hmotnostni
detekci pro stanoveni aminokyselin bez piedchozi derivatizace. Touto metodou byly stanoveny
hladiny dvaceti aminokyselin ve vzorcich suché kapky krve dobrovolnych darct. Vyznam
techniky suché kapky krve pro klinickou praxi spoc¢iva v tom, Ze je vyzadovano pouze nékolik
desitek mikrolitri krve a uchovavani i transport téchto vzorkll je jednoduchy. Klicova je
ptiprava vzorku pied vlastni analyzou. Testovali jsme rizné postupy extrakce aminokyselin ze
vzorku suché kapky krve s cilem, aby vytéznost byla co nejvyssi s co nejniz§imi G€inky matrice.
Ov¢tili jsme, ze hodnota hematokritu a mnozstvi krve nanasené na odbérovou kartu ovliviiuje
koncentraci aminokyselin ve vzorcich suché kapky krve. Velkym problémem jsou vysoké
hodnoty meze detekce a stanovitelnosti ziskané z parametrt kalibra¢nich kiivek, kdy kalibra¢ni

standardy byly pfipraveny ve vzorku krve.
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Piiloha 1 - Chromatografické zdznamy méfené za optimalizovanych podminek
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Obrazek 7 - Zaznam kalibratoru S3 méteny za podminek, které jsou uvedeny v kapitole 3.7
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Piiloha 2 - Zavislost koncentrace aminokyselin na objemu nanesené krve na odbérovou kartu

Tabulka 16 - Zavislost koncentrace aminokyselin na objemu nanesené krve na odbérovou kartu

C

C

C

C

C

C

C

(pmol/1)  (pmol/l) (pmol/l) (pmol/l) (umol/1) (pmol/l) (nmol/l)

V= (V= (V= V= V= V= (V=

15 ul) 20 nb) 30 pl) 40 pl) 50 pl) 75 nl) 75 nl),

okraj

Arg

83,8 79,4 66,5 90,1 73,8 77,7 85,4
2-AB

39,3 41,1 44,4 46,2 51,9 52,3 59,9
Ala 719,9 720,8 751,0 814,5 846,0 931,7 995,7
Asn

125,3 115,9 141,1 165,3 161,6 184,1 184,3
Cit

70,3 76,7 78,3 85,2 89,5 94,3 93,7
Glu 238,9 2374 2472 282,8 278,5 307,4 317,7
GIn

1087,2 1112,3 1164,5 1266,6 1291.4 1409,0 1451,2
Gly 529.4 563,6 621,4 630,3 664.,4 696,7 822,7
His 166,3 160,6 174,4 185,4 200,3 209,6 199,0
Ile 170,7 166,7 171,7 195,3 199,5 221,0 249.4
Leu 243,0 245,6 250,0 304,0 276,0 303,9 319,2
Lys 207,0 211,9 237,5 261,3 282,6 294.8 308,2
Met 48,7 48,2 49,2 52,9 56,7 62,7 60,2
Phe 140,7 133,9 145,5 157,7 161,9 176,2 210,5
Pro 291,9 280,6 295.8 3154 327,6 317,8 359,3
Ser 290,6 293,3 304,5 328,0 338,0 357,7 363,4
Thr

269,6 264,1 282,8 298.3 319,4 358,6 394,2
Trp

112,6 104,9 110,7 117,8 125,6 130,7 171,8
Tyr

186,9 179,8 184,1 189,7 198,0 200,7 217,3
Val 409,2 386,0 408.9 449.4 468.9 465,2 484,5
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Priloha 3 — Grafy ukazujici vliv hodnoty hematokritu na koncentraci aminokyselin ve vzorcich suché kapky krve
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Graf 9 - Tryptofan Graf 12 - Leucin
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Tyr Ala
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Glu Asn
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Graf 21 — Kyselina glutamova Graf 24 - Asparagin
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Priloha 4 - Koncentrace aminokyselin ve vzorcich suché kapky krve dobrovolnych dérci

Tabulka 17 - Koncentrace aminokyselin ve vzorcich suché kapky krve dobrovolnych darcti; vzorky 1 — 15

pmol/l 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Arg 84,5 11023 | 119,5 |90,7 64,4 88,9 55,7 72,1 98,4 105,6 |102,9 | 67,9 92,2 126,3 | 135,9
2-AB 27,0 | 18,7 19,2 34,1 27,0 20,7 2,9 22,1 20,2 19,0 9,6 26,9 28,0 23,6 8,9
Ala 496,5 | 548,6 | 476,0 | 527,1 |410,5 |397,0 |237,5 |429,0 |449,7 |487,9 |525,8 |429,3 |533,7 |556,2 | 3359
Asn 103,6 | 84,0 112,8 | 125,2 | 97,7 78,8 74,6 76,8 101,6 | 146,1 | 99,9 103,7 | 135,8 | 94,2 93,2
Cit 56,2 | 57,8 |603 50,7 57,7 78,3 55,3 55,0 59,9 67,8 48,3 43,3 54,8 55,7 51,4
Glu 170,0 | 194,1 |200,9 | 194,9 |216,1 |154,0 | 168,1 |229,3 |155,7 | 1855 [192,3 |174,2 |171,4 | 179,1 |149,2
Gln 426,5 | 448,6 | 565,0 | 563,2 | 534,2 |410,7 |401,5 |570,7 | 568,1 |518,5 [411,8 | 4185 |600,4 |496,4 |359,6
Gly 361,2 [ 483,4 | 566,3 | 527,3 | 3664 |526,1 |486,6 |376,0 |3752 |389,3 [476,4 |329,0 |4544 [394,1 |461,0
His 119,0 | 105,6 | 124,7 [ 109,1 |111,5 | 85,0 82,1 82,2 1204 | 1109 |110,3 [122,1 |113,5 |117,8 |137,2
Ile 178,3 | 176,7 | 181,9 |235,0 | 167,9 |175,0 | 163,3 |214,3 |205,0 |128,9 |[119,0 |138,8 |1224 |121,4 | 1719
Leu 203,8 | 247,9 |233,8 3994 |219,5 |264,0 |204,5 |271,2 |245,0 |163,8 |133,7 | 1799 |144,8 |178,4 | 2624
Lys 311,1 | 346,1 | 389,3 [455,0 |304,3 |354,5 |206,6 |322,6 [453,8 |266,0 |261,7 [299,9 |273,1 [315,5 |3753
Met 27,6 1273 47,1 43,7 31,7 26,0 31,8 29,5 42,4 34,7 27,9 24,8 28,9 29,1 52,3
Phe 95,6 |87,6 112,0 |120,8 |129,3 | 67,1 88,4 106,8 | 113,7 93,4 111,6 | 103,9 |108,2 |109,7 |119,8
Pro 179,7 1267,1 | 2449 |263,0 |246,1 |299,7 | 164,6 |358,0 |247,0 |253,1 [234,6 |127,2 |206,7 |290,9 | 1789
Ser 205,6 | 439,0 | 288,2 |497,8 |335,1 |329,0 |257,0 |254,1 |305,7 |300,0 [298,3 |2350 |3069 |282,1 |370,6
Thr 799 1162,8 1169,9 |198,5 |117,0 |144,1 | 78,1 88,7 121,7 1129,7 199,2 110,8 | 117,9 |145,2 | 144,7
Trp 529 [57,6 |813 88,9 49,7 43,0 53,9 71,0 68,5 60,2 54,1 64,1 78,4 57,0 67,0
Tyr 81,6 | 66,1 92,3 82,1 71,7 56,8 80,7 88,0 107,4 | 554 452 49,6 65,9 57,1 86,7
Val 283,3 | 331,2 | 281,5 |377,2 |315,6 |263,4 |256,0 |369,5 |280,8 |276,0 [189,6 |2004 |217,3 |178,7 |300,9
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Tabulka 18 - Koncentrace aminokyselin ve vzorcich suché kapky krve dobrovolnych darcti; vzorky 16 — 30

pmol/l 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Arg 98,8 [72,4 |858 102,5 | 94,9 52,9 69,5 90,2 75,1 95,2 73,1 85,7 109,0 | 62,7 68,9
2-AB 23,1 13,5 [273 13,0 18,5 15,6 8,3 240 222 5,1 17,7 19,2 20,2 19,3 31,4
Ala 394,6 | 264,8 | 288,6 | 480,1 |411,1 |333,7 [319,0 |519,1 |278,1 |463,8 | 6658 |4052 |516,2 |709,7 |348,8
Asn 100,4 | 77,6 | 91,8 108,5 [ 114,5 | 81,4 81,0 117,1 | 83,3 86,9 126,3 | 86,4 120,0 | 115,1 | 87,4
Cit 55,6 | 58,7 |49,7 58,4 52,3 38,0 49,8 58,0 [45,1 39,3 47,5 54,2 59,6 53,1 53,1
Glu 314,2 | 150,2 |224,0 | 2944 |313,9 [1654 |173,2 |178,8 [210,3 |174,1 [222,9 |210,3 | 153,8 |196,6 | 149,2
Gln 441,9 | 382,2 [404,6 |510,3 |487,2 |341,3 |295,4 |[582,7 |456,6 |366,8 |556,1 |572,6 |525/4 |654,1 |465,1
Gly 412,9 | 298,7 |250,6 |521,1 |512,1 |284,8 |336,5 |431,2 |378,5 |366,6 |561,0 |345,9 |312,9 |636,3 |434,7
His 124,9 | 108,7 | 111,2 | 89,7 119,4 | 88,9 84,2 135,7 1 94,9 122,1 [109,6 | 95,0 117,1 [148,9 [92,4
Ile 137,4 | 156,6 | 121,6 | 134,6 | 197,1 |111,1 | 152,8 | 157,9 | 94,8 185,2 | 138,1 | 125,0 | 181,4 |162,4 |174,9
Leu 177,8 | 2144 | 142,6 | 1589 |2483 |122,9 |2084 |201,3 | 1242 |250,2 |190,3 | 142,8 |237,9 [ 1954 |223,1
Lys 242,8 |1324,3 |276,6 |219,1 |303,3 |281,5 |279,0 | 3753 |267,2 |354,5 |256,6 |236,2 |362,4 |349,0 | 2823
Met 41,9 38,6 |24,6 33,9 43,7 31,6 28,5 40,5 28,0 55,4 34,9 22,5 38,2 37,8 41,7
Phe 108,2 1 109,2 | 74,6 72,4 92,8 77,6 89,3 99,3 71,1 100,7 | 784 70,1 92,6 110,4 | 86,3
Pro 226,8 | 193,7 | 81,5 190,2 | 2522 | 133,2 | 162,6 |2055 |141,8 |164,8 |331,1 | 152,7 |224,7 |303,0 | 209,3
Ser 376,3 | 211,9 |304,9 |366,1 |443,6 |346,4 | 3553 |352,6 |2924 |308,3 |382,3 |257,5 |314,3 [494,1 | 2955
Thr 140,5 | 78,0 135,0 | 140,1 | 138,7 | 98,1 88,2 150,7 | 97,6 154,0 |149,5 | 67,1 99,6 164,7 | 1584
Trp 49,6 66,5 |71,8 55,7 66,5 71,7 51,6 59,8 64,3 68,0 56,2 56,9 75,4 79,6 64,2
Tyr 95,9 1673 |274 49,7 65,6 52,4 67,5 59,6 40,2 86,3 40,4 67,1 86,0 87,5 74,5
Val 264,2 | 2554 | 175,2 | 234,77 [299,5 |213,4 |263,8 |258,0 |180,1 |252,6 |233,4 |197,9 |3255 |273,5 |3183
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Tabulka 19 - Koncentrace aminokyselin ve vzorcich suché kapky krve dobrovolnych darcti; vzorky 31 — 45

pmol/l 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45
Arg 121,0 | 109,2 | 75,3 126,7 | 130,3 | 94,0 86,0 109,0 | 76,4 103,3 | 64,2 116,0 | 68,0 8L,5 49,0
2-AB 27,8 123,55 373 179 1219 19,1 14,0 15,8 21,0 9,5 14,9 29,8 8,3 44,6 19,8
Ala 506,9 |466,7 | 4914 | 631,4 |466,8 |371,6 |319,5 |417,2 |483,9 |389,9 |441,7 |378,4 |240,3 |384,0 |365,8
Asn 81,6 | 88,5 66,0 97,8 88,1 58,8 62,9 82,8 72,2 69,2 64,6 62,6 55,7 72,8 67,5
Cit 40,3 39,6 |52,7 55,6 47,6 37,8 30,0 33,9 38,8 28,9 39,0 41,8 28,4 46,6 41,9
Glu 181,5 | 166,7 | 182,8 |217,1 |183,1 |172,5 |188,2 |128,6 |[187,1 | 1379 |1059 |144,6 |119,4 | 157,5 |126,5
Gln 495,6 | 448,1 | 535,1 |477,3 |468,2 |450,6 |499,0 |511,0 |513,1 | 4559 [470,8 |501,8 |360,1 |517,3 |461,4
Gly 322,0 {260,0 | 264,0 |398,9 |298,8 |2653 |190,0 |363,6 |3650 |273,5 |225,5 |311,9 |288,1 |258,0 |241,3
His 119,0 | 108,9 |106,8 | 134,5 |104,3 | 1104 | 85,1 108,7 | 126,6 | 96,0 106,9 | 85,5 72,8 110,6 | 71,9
Ile 100,5 | 71,2 119,6 | 115,5 | 119,9 |134,3 |122,2 | 100,7 |91,2 89,6 92,8 145,1 | 74,9 150,0 | 89,7
Leu 144,9 | 96,2 1694 |191,1 | 1829 |198,1 |184,4 |139,5 [119,6 | 1319 |140,3 |207,2 | 94,2 198,0 | 126,8
Lys 246,1 | 215,9 |268,2 |271,9 |180,0 |258,5 |191,0 |247,5 |205,6 |166,7 |237,6 |311,8 | 1553 |220,8 |207,5
Met 29,4 68,1 30,4 33,9 29,8 21,9 22,1 29,1 37,8 25,1 27,7 35,7 19,3 27,5 21,1
Phe 75,4 69,6 80,0 101,9 | 89,0 99,5 69,4 106,4 | 83,2 59,5 93,9 85,3 51,5 92,0 63,6
Pro 341,2 | 198,3 | 258,9 [363,6 |313,6 |2644 |167,8 |243,0 |301,9 | 188,3 |328,2 |2143 |127,7 |266,5 |201,7
Ser 188,4 | 169,9 | 137,7 | 2344 |122,4 | 1252 |151,6 | 153,1 | 195,1 |154,8 |106,0 | 152,6 |127,9 [212,4 | 98,8
Thr 127,4 | 126,3 | 135,8 | 157,3 [ 129,2 | 98,6 68,3 124,1 |140,9 |107,6 | 1283 |137,8 | 125,6 |121,9 |&7,8
Trp 52,6 1509 1653 73,2 50,8 62,3 52,3 66,9 83,3 57,2 47,6 59,2 53,1 52,9 52,4
Tyr 80,9 64,6 |85,1 78,1 72,7 85,7 66,1 83,0 71,7 76,5 66,5 83,5 40,4 74,6 63,0
Val 278,6 | 184,9 | 287,8 |249,1 |239,5 |297,3 |227,0 |235,6 |214,4 |190,3 |[224,3 |264,9 | 159,9 [326,1 |244,1
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Tabulka 20 - Koncentrace aminokyselin ve vzorcich suché kapky krve dobrovolnych darcti; vzorky 46 — 60

pmol/l 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60
Arg 66,5 [40,6 |48)5 98,8 126,1 |93,3 95,7 59,2 97,8 111,8 95,3 54,8 54,5 33,1 68,4
2-AB 9,0 19,4 1263 16,2 39,8 17,0 20,9 20,3 23,8 25,6 24,7 59,6 22,5 23,8 17,8
Ala 358,4 | 364,8 | 3554 |433,7 |394,7 |309,0 |486,3 |392,0 |260,3 |377,9 |437,1 |341,1 |415,2 |295,8 |362,8
Asn 53,5 | 55,7 66,7 68,9 68,4 77,3 81,4 53,8 70,3 76,8 64,0 69,9 85,0 58,7 51,9
Cit 29,1 34,8 433 55,2 55,6 51,0 47,2 48,5 53,3 44,8 38,8 44,0 34,7 31,1 56,3
Glu 155,1 | 146,4 | 130,3 |201,7 | 1854 |197,7 [179,6 |153,4 |163,3 |139,0 |137,8 [140,1 |129,2 | 198,9 |170,7
Gln 331,8 | 424,0 | 475,2 |476,7 |466,9 |634,5 | 628,0 |468,8 |426,8 |514,3 |[484,8 |486,0 | 3734 |391,6 |463,8
Gly 172,6 | 220,4 | 215,2 | 367,5 |281,6 |294,9 |292,0 |3224 |127,5 |381,9 |340,8 |194,7 | 186,4 |273,2 |2704
His 93,7 190,5 | 85,7 140,9 | 96,1 84,2 141,6 | 90,2 77,1 103,1 | 82,8 99,9 111,9 | 83,6 101,3
Ile 62,8 [58,6 |88)5 118,2 | 1459 | 114,7 | 132,6 | 78,0 151,0 | 98,9 80,8 138,3 | 104,5 | 75,2 75,9
Leu 80,9 70,1 121,3 | 152,1 | 185,7 | 158,9 |156,3 |105,6 |184,9 |145,5 |114,7 |180,7 | 143,7 [96,1 100,9
Lys 197,2 | 168,7 | 197,5 |209,2 |218,2 |186,5 |207,6 |197,9 |240,3 |157,8 |237,8 |223,7 |232,6 |239,8 |164,6
Met 149 [152 239 25,9 34,2 27,1 29,3 21,2 21,0 254 27,8 22,7 31,9 243 17,9
Phe 619 56,6 |733 100,7 | 874 77,3 98,5 62,7 86,3 92,4 61,9 76,6 81,2 72,8 77,8
Pro 142,4 | 137,7 | 2243 | 230,9 |204,4 | 158,8 |245,0 | 167,9 |179,8 |336,4 [296,8 |152,4 |154,0 | 151,1 |227,7
Ser 83,9 199,6 132,3 |257,1 |100,5 |105,5 |127,6 |137,7 |118,0 |170,3 |131,6 |125,5 |105,6 | 148,3 |130,8
Thr 92,5 | 75,6 126,2 1342 | 111,2 | 104,5 | 1422 | 1222 | 86,3 138,2 [ 126,9 | 96,8 106,2 | 92,0 111,0
Trp 49,8 1444 |534 64,0 62,3 47,3 59,7 49,2 65,4 61,2 52,0 55,0 78,6 68,2 50,8
Tyr 55,0 (394 |86,3 87,1 77,2 59,0 73,4 78,4 79,1 81,1 73,3 74,9 80,9 63,2 55,6
Val 159,3 | 126,9 | 2152 | 268,7 |269,4 |226,6 |296,4 |202,5 |303,2 |239,4 |[210,5 |373,1 |234,8 |166,4 |191,2
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