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ANOTACE

Tato diplomova prace se zabyva stanovenim a-tokoferolu v kapilarni krvi ziskané technikou
suché kapky metodou plynové chromatografie s hmotnostni detekci a optimalizaci postupu
ptipravy vzorku. Teoreticka ¢ast prace shrnuje chemické vlastnosti a-tokoferolu, jeho vyznam
v lidském organismu a dostupné metody jeho stanoveni v riznych biologickych matricich.
Podrobné¢ se vénuje principtim techniky suché kapky krve, v€etné faktort, které mohou ovlivnit
vysledky analyzy. Pozornost je rovné€z vénovana moznostem extrakce a Upravé vzorki pro
ucely plynové chromatografie. Prakticka ¢ast je zaméfena na optimalizaci podminek postupu
ptipravy vzorkii suché kapky krve a naslednou analyzu a-tokoferolu metodou plynové

chromatografie s hmotnostni detekci.
KLICOVA SLOVA
a-tokoferol, sucha kapka krve, plynova chromatografie, hmotnostni spektrometrie

TITLE

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

gas chromatography with mass detection
ANNOTATION

This thesis deals with the determination of a-tocopherol in capillary blood obtained by the dried
blood spot technique using gas chromatography with mass detection and optimization of the
sample preparation procedure. The theoretical part of the thesis summarizes the chemical
properties of a-tocopherol, its importance in the human body and the available methods for its
determination in various biological matrices. The principles of the dried blood spot technique
are discussed in detail, including factors that may affect the results of the analysis. Attentionis
also given to the possibilities of extraction and sample preparation for gas chromatography. The
practical part is focused on optimizing the conditions of the dried blood spot samples
preparation procedure and the subsequent analysis of a-tocopherol by gas chromatography

method with mass detection.
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UVOD

Vitamin E, ptfedevs§im jeho nejaktivnéjsi forma a-tokoferol, je velice dileZitou slou¢eninou
s vyznamnymi antioxida¢nimi vlastnostmi. Jeho tlohou je ochrana bunéénych struktur pied
ucinky oxidacniho stresu, a to z néj Cini klicovy faktor pfi prevenci mnoha chronickych
onemocnéni, véetné kardiovaskularnich a neurodegenerativnich chorob. M¢étfeni hladiny
a-tokoferolu v biologickych vzorcich tak nabyva na dalezitosti jak v klinické praxi, tak v rdmci

vyzkumu nutri¢niho stavu populace.

V poslednich letech se stale vice uplatiuje technika odbéru suché kapky krve (DBS,
dried blood spot), kterd nabizi méné invazivni a logisticky vyhodngjs§i variantu, oproti
klasickému odbéru venozni krve. Tato technika umoziiuje provedeni odbéru v domacim
prosttedi, nevyzaduje zvlastni podminky pro transport a spotfebuje jen minimalni mnoZzstvi
vzorku, coz je Zadouci zejména u novorozenct, seniorti a chronicky nemocnych pacienti.
Kombinace DBS s modernimi analytickymi technikami pfind$i novy potencial pro rychlou

a efektivni diagnostiku i monitorovani zdravotniho stavu.

Ptes mnoho vyhod techniky DBS je vSak nutné poukézat i na faktory, které mohou
ovlivnit spravnost vysledk, jako je naptiklad hodnota hematokritu, distribuce analytu v matrici
nebo podminky skladovani vzorku. Proto je pfed stanovenim a-tokoferolu nezbytné
optimalizovat podminky tak, aby se minimalizoval jejich vliv. Moderni separac¢ni techniky,
jako je plynova chromatografie s hmotnostni detekci (GC-MS, z angl. gas
chromatography-mass spectrometry), poskytuji vysokou citlivost a selektivitu pottebnou pro

kvantifikaci této latky ve vzorku DBS.

Cilem této diplomové prace je zhodnotit moznosti stanoveni a-tokoferolu v krvi ziskané
technikou DBS s vyuZzitim metody GC-MS, a tim pfispét k rozvoji neinvazivnich a dostupnych

nastroju pro sledovani nutri¢niho stavu a antioxida¢nich vlastnosti organismu.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 a-Tokoferol

O objeveni a-tokoferolu se zaslouzil americky endokrinolog Herbert McLean Evans spolu se
svou kolegyni Katherine S. Bishop z Kalifornské univerzity pfi sledovani vlivu stravy na
reprodukci laboratornich krys [1, 2]. Ve své studii zjistili, Ze krysy krmené dietou postradajici
urcité tuky trpi neplodnosti. Tento stav bylo mozné zvratit, pokud do jejich stravy ptidali olej
z pSenicnych kli¢kl. Tento vyznamny objev vedl k identifikaci nové klicové latky potiebné pro

reprodukci, pozdéji znamé jako vitamin E, konkrétné a-tokoferol [2, 3].
1.1.1 Chemicka struktura

a-Tokoferol je jednim z osmi isomert vitaminu E. Strukturni analyzy odhalily existenci dalSich
forem vitaminu E: tii dalSi tokoferoly (B, y ao) a cCtyii tokotrienoly (a, B, y ad) [4].
Z chemického hlediska se a-tokoferol sklada z chromanového jadra s hydroxylovou skupinou
na Sesté pozici a hydrofobniho isoprenoidniho fetézce pfipojeného na druhé pozici. Tento
fetézec ma tii chirdlni centra v poloze 4’, 8" a 12, jejichZz konfigurace udava, Ze se jednd praveé
o a-tokoferol.Na5., 7. a 8. pozici chromanového jadra jsou pfitomny methylové skupiny, které
vyznamné ovliviiuji biologickou aktivitu a antioxidacni u¢innost a-tokoferolu [2]. Suméarni
vzorec a-tokoferolu je Cy9Hs00O,. Molekulova hmotnost je 430,7 g/mol. Strukturni vzorec

a-tokoferolu je uveden na obrazku 1.

Obrazek 1 Strukturni vzorec a-tokoferolu
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1.1.2 Vlastnosti a vyznam oa-tokoferolu v lidském organismu

Pro a-tokoferol je typicka svétle Zluta barva olejového charakteru s velmi dobrou viskozitou.
V olejich, tucich avybranych organickych rozpoustédlech, jako je aceton, ether, alkohol

a chloroform je a-tokoferol dobfe rozpustny, ve vod¢ je nerozpustny [5].

Antioxidac¢ni G¢inky a rozpustnost v tucich hraji klicovou tlohu pti ochrané bun¢k pied
oxida¢nim poskozenim vedoucim ke vzniku chronickych onemocnéni, kterymi mohou byt
kardiovaskularni choroby, nékteré typy rakoviny aneurodegenerativni onemocnéni.
Jako hlavni lipofilni antioxidant také chrani bunééné membrany, lipoproteiny a dalsi struktury

bohaté na lipidy pied oxida¢nim stresem zpiisobenym volnymi radikaly [2].

V krevni plazmé je a-tokoferol transportovan lipoproteinovymi ¢asticemi, ptredevSim
LDL (z angl. low—density lipoprotein) a HDL (z angl. high—density lipoprotein). Koncentrace
je ovlivnéna zejména dietou, absorpci ze stfeva, distribuci do tkani a rychlosti metabolismu
a vyluCovani. Hladina o-tokoferolu v lidské plazmé by neméla klesnout pod 12 umol/l

a zaroven by neméla ptekrocit hranici 46 pmol/l [2, 4].

a-Tokoferol mizeme ziskat z rostlinnych olejii, zelené listové zeleniny, ofechli a semen.
ZvySeny pifijem ma pozitivni dopad na sniZeni rizika kardiovaskuldrnich chorob nebo na

spravnou funkci imunitniho systému [2, 4].
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1.2 Technika suché kapky krve

Filtraéni papir jako nastroj pro odbér a analyzu lidské krve ma své pocatky v 60. letech
20. stoleti. Vzorky DBS poprvé vyuzil Dr. Robert Guthrie k monitorovani hladin fenylalaninu
u novorozencu za €elem detekce fenylketonurie. Tato inovace se postupnérozsitila a vytvoftila
tak dobry zaklad pro ¢asnou diagnostiku mnoha dédi¢nych metabolickych poruch, predevsim
pii screeningu novorozencu. Déle se metoda uplatiiuje béhem dlouhodobého sledovani dietni

1é¢by pacientt [6—11].

Podstatou techniky DBS je nandSeni malych objemt kapilarni krve na vybrané papirové
karty. Ve srovnadni se vzorky plazmy nebo venézni krve je vyhodou snaz$i odbér vzorkt
a nasledné logistické aspekty, které se tykaji skladovani a ptepravy vzorkll. Behem transportu
neni vyzadovdno uchovani v lednici ¢i nasuchém ledu. Z hlediska komfortu pacienta
je technika DBS uptednostiiovana, nebot’ odbér krve mlze byt proveden v domacim prostiedi
a vzorek odeslan do laboratore. Na rozdil od venepunkce se jednd o mén¢ invazivni a méné
traumatizujici techniku, kterd vyzaduje jen maly objem krve. Z tohoto diivodu je vhodna

pfedevSim pro pacienty, ktefi jsou monitorovani, kojence a malé déti [7, 11-13].

Techniku suché kapky lze aplikovat i na jiné biologické tekutiny, jako je plazma (DPS,
z angl. dried plasma spot), mo¢ (DUS, z angl. dried urine spot) a matefské mléko (DBMS,
z angl. dried breast milk spot) [14—17].

1.2.1 Odbér vzorku suché kapky krve

Vzorky kapilarni krve mohou byt odebrany z vice mist na lidském téle, z usnich lalicka, paty
nebo koneckl prsti. U dospélych a starSich déti se preferuje odbér z distalni lateralni strany
druhého nebo tfetiho kone¢ku prstu na nedominantni ruce. U novorozenct a kojenct
se vyhradné pouZzivéa oblast paty [6, 8]. Pfed odbérem je prst, nebo pata jemné masirovana
a zahfivana, aby se zvy$il pritok krve. Misto vpichu se ocisti vhodnym dezinfekénim
prostiedkem, napt. 70% isopropylalkoholem a pro odbér vzorku krve se pouZzije sterilni
jednorazova lanceta s hrotem 2,0 mm nebo mensim. Vznikléa kapka krve se nanese na filtracni
papir, aniz by doslo ke vzdjemnému kontaktu. Kapka krve musi zcela vyplnit predtistény kruh

na odbérové karté. Typicky vzorek DBS obsahuje priblizné¢ 50 ul krve[6, 8, 11, 18-20].
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Krev se necha zaschnout pti pokojové teploté minimalné po dobu 3—4 hodin. Po usuSeni jsou

krevni skvrny nahnédlé (obrazek 2) [6, 8, 18].

4

Obrazek 2 Vzorky suché kapky krve. (A) Vrstvena skvrna, (B) zména barvy v dusledku hemolyzy nebo

vlhkosti, (C) nedokonaly kruhovy tvar, (D) krevni skvrna dobré kvality, splitujici pozadavky pro analyzu [21]

1.2.2 Skladovani a transport vzorku suché kapky krve

Pti skladovani je nutné vzorky DBS chranit pfed vlhkosti, a proto jsou pted uskladnénim
odbérove karty vlozeny do sacku se zipem obsahujici vysousedlo. Pro kontrolu do néj mtze byt
vlozen rovnéZz indikator vlhkosti. S ohledem na stabilitu analytti mohou byt vzorky skladovany
pii pokojové teploté po dobu nékolika tydni ¢i mésict. U vzorki, které nevykazuji vysokou
stabilitu pii pokojové teploté, se doporucuje vzorky skladovat pti nizSich teplotach. Pii odbéru

krve doma lze vzorky DBS odeslat do laboratofe béznou postou [18, 22].
1.2.3 Odbérové karty pro techniku suché kapky krve

Na trhu jsou pro odbér krevnich skvrn k dispozici papiry na bazi celulosy (chemicky upravené
1 neupravené) a papiry na necelulosové bazi. Nejcastéji se pouzivaji papiry z vysoce Cisté
baviny, které jsou navrzeny tak, aby poskytovaly idedlni absorpci vzorku krve [6, 11].
Odbérové karty se voli na zdklad€ vlastnosti analytu, jeho stabilité, ucincich extrakce
a v neposledni fad¢€ na metod¢ analyzy. Pro novorozenecky screening jsou oblibené odbérové
karty Whatman 903, vyrobené ze 100% cisté bavlny bez ptidanych pfisad. Dal§im typem
odbérovych karet vyrabénych z baviny a bez impregnace jsou Ahlstrom 226 a Munktell TFN.
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Odbérove karty na bazi celulosy FTA (Flinders Technology Associates) a FTA Elute jsou
urc¢ené pro analyzu nukleovych kyselin. Odbérové karty jsou oSetfeny patentovanymi ¢inidly
(napf. dodecylsulfat sodny, guanidiumthiokyanat), které pii kontaktu s krvi zajistuji lyzu
bunék, denaturuji bilkoviny a zabrafnuji rastu bakterii a jinych mikroorganismu. Impregnace
chemikaliemi také usnadiiuje stabilizaci biologicky aktivnich molekul ve vzorku. Tyto
odbérové karty se pouzivaji predevsim ve farmaceutickém pramyslu[11, 14,23-25]. Odbérové
karty na necelulosové bazi zajistuji homogenni rozptyleni krve nezéavislé na hodnoté
hematokritu. Komercéné dostupné jsou také odbéroveé karty vyrobené ze skelnych mikrovlaken,

ty vSak nejsou primarné navrzeny pro odbér vzorka technikou DBS [11].
1.2.4 Faktory ovliviiujici kvantitativni vysledky

Prvnim krokem pfi ptipravé vzorku DBS je vyrazeni disku o definovaném priméru, nejcastéji
ze stfedu. Primér vyrazené¢ho disku by mél v idedlnim ptipad¢ odpovidat danému objemu
kapalné krve. Nicmén¢ tomu tak nebyva, hovofime pak o parametrech ovliviiujici kvantitativni
vysledky, jimiz jsou piedevsim velikost objemu krve nanasené¢ho na odbérovou kartu, vliv

hodnoty hematokritu a distribuce analytu mezi erytrocyty a plazmou [11].

U vzorkit DBS urcenych pro novorozenecky screening se nejcastéji vyrazi disk
o priméru 3,2 mm [11]. Pfi vyraZeni diskli poloautomatickymi a automatizovanymi systémy
muze dojit k pfenosu vzorku. To hrozi zejména, kdyZ je analyzovan vzorek DBS, jemuz
predchazel vzorek DBS s vysokou koncentraci stanovovaného analytu (naptiklad kalibrator
s nejvyssi koncentraci nebo vzorek kontroly kvality s nejvyssi koncentraci). Proto je nutné pti

validaci metody ovéfit prenos vzorku mezi jednotlivymi analyzami [11, 26, 27].

1.2.4.1 Mnozstvi aplikované krve na odbérovou kartu, pozice krevni skvrny,

ze které je disk vyraZen

Pfi naneseni kapky krve na odbérovou kartu dochéazi k chromatografickému u¢inku, plazma je
soustfedéna uvniti vlaken papiru, zatimco erytrocyty jsou koncentrovany na okraji krevni
skvrny. To vede k tomu, Ze analyty, které jsou distribuovany v erytrocytech maji v disku
vyrazeném na periferii vyssi koncentraci nez v disku vyrazeném ze stfedu [11, 19, 28-30]. Na
obrazku 3 jsou ukazany vzorky DBS pfipravené pipetovanim rizného objemu krve. Velikost

vyrazenych diskt je 3,2 mm.
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Obrazek 3 Vztah mezi pipetovanym objemem krve na odbérovou kartu a primérem vzorku suché kapky krve

(upraveno) [11]

1.2.4.2 Vliv hodnoty hematokritu

Referen¢ni hodnota hematokritu je uclovéka mezi 28-67 %, zavisi na veéku, pohlavi
a zdravotnim stavu. Hodnota hematokritu je povazovana za kliCovy faktor ovliviujici
kvantitativni vysledky, souvisi s dobou suseni krve, homogenitou vzorku DBS a tG¢innosti
extrakce analytu. Vzorky s vyss§i hodnotou hematokritu jsou viskéznéjsi, coz ovliviluje

rozlozeni erytrocytd a plazmy na filtra¢nim papiru [11, 25, 27, 31].

V soucasné dobé€ neni k dispozici validni test pro kvantifikaci hematokritu pfimo ve
vzorku DBS. Vliv hematokritu lze obejit tak, Ze je analyzovén cely vzorek DBS, ovSem

ucinnost extrakce analytu tim neovlivnime [11, 25, 27, 32].
1.2.4.3 Extrakce analytii ze vzorki suché kapky krve

Analyty ze vzorku DBS lze extrahovat riznymi zpisoby. Pro extrakci analytl ze vzorku DBS

je obvykle pouzivana smés vody a organickych rozpoustédel [11].

Pro kvantifikaci analytu ve vzorcich ziskanych metodou DBS se vyuzivd vnitini
standard (IS, zangl. internal standard). Ten se pfidava v konstantnim mnozstvi a ve stejné
koncentraci ke vSem vzorkim, véetné slepych vzorki a kalibracnich standardti. V praxi se

u techniky DBS bézné ptidava IS do extrakéniho rozpoustédla [11, 33].
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1.2.5 Vyhody a nevyhody techniky suché kapky krve

Technika DBS se v poslednich letech stala Siroce vyuZzivanou udéti pfi terapeutickém
monitorovani hladin lékti (TDM, zangl. therapeutic drug monitoring), ato diky svym
prokédzanym vyhodam oproti konven¢nimu odbéru a analyze vzorkt krve ¢i plazmy. Vzhledem
k dobré absorpci a pevné struktuie DBS nejsou analyty pfili§ reaktivni v porovnani s jejich
chovanim v kapalné krvi. Jednou z hlavnich vyhod je komfort pti odbéru, ktery diky své
jednoduchosti mohou provadét i pacienti bez asistence 1ékate. Oceni to zejména ambulantni
pacienti, pro né€z je ¢asté dochazeni na odbéry krve casové i finanéné narocné. Pokud je pfi
sledovani analytt, jejichz hladiny jsou variabilni, zapotitebi odbér krve kazdy den, 1ze vyuzit
techniku DBS a provést odbér krve v domacim prostiedi. U nekterych pacienti je také nezbytné
opakovani odbéru béhem dne v riznych casovych intervalech, coz je pii domacim odbéru taktéz
umoznéno. Pfiporovnani s odbérem venodzni krve je u odbéru technikou DBS vyzadovan
neékolikanasobné nizsi objem odebrané krve. Tato technika je tak vhodna pro pacienty, u nichz
neni mozné odebirat vétsi objem krve. Jedna se o novorozence, kojence a kriticky nemocné
pacienty. V preklinickych studiich Ize snizit pocet pokusnych zvitat, zejména téch malych, jako

jsou mysi [7, 34-37].

Z logistického hlediska je pouziti techniky DBS vyhodné. Snadngj$i transport do
laboratofe umoziuje provadét odbéry 1 na odlehlych mistech. Vzorky uchované v uzavienych
obalech s proménnou teplotou vykazuji stabilitu i po dobu nékolika dnti. Pro doruceni vzorka
do laboratoie je tedy mozné vyuzit béznych kuryrnich sluzeb. Tim se snizuji ndklady na

prepravu a eliminuji se mozné chyby s ni spojené [7, 36, 37].

K velké tadé vyhod se poji i nevyhody, které je potfeba zohlednit. Jednou z nich je
mozné ekonomické zatiZzeni spojené s oveéfovanim testli (napf. porovndvanim s testy
zaloZzenymi na venepunkci). Analyza analyti ve vzorcich s malym objemem krve muiZze byt
obtiznd a s nereprodukovatelnymi vysledky. Referen¢ni hodnoty celé fady biologicky
vyznamnych latek jsou uréeny pro vzorky séra ¢i plazmy, proto je nutné koncentrace ziskané
z krve technikou DBS piepocitat vhodnym korekénim faktorem. Nevyhodou je rovnéz rtizné
stabilita stanovovanych analytti, nékteré mohou byt za danych podminek skladovéni
degradovany. Dal§Sim moZnym rizikem techniky DBS je kontaminace, k t¢ miiZze dojit bud’ pfi

samotném odbéru vzorkl krve nebo pouzitym odbérovym materialem. Del$i doba schnuti, ktera
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se odviji od typu odbérové karty a objemu nanesené krve, je dalsim nezddoucim aspektem.

Béhem schnuti mlze dochazet ke koagulaci ¢i lyze krve [25, 34, 38, 39].

Velkou nevyhodou techniky DBS je vliv hematokritu. Hodnota hematokritu ovliviiuje
viskozitu krve atim jeji Sifeni po filtratnim papife. Hodnota hematokritu se muze liSit
u jednotlivych etnik, v riznych stupnich t€hotenstvi, vliv ma i nadmoi'ska vyska. Tyto faktory

je potteba zohlednit pti vyhodnocovani vysledk [34, 40].
1.2.6 Pouziti techniky suché kapky krve v klinické praxi

Technika DBS je nejcastéji aplikovdana v rdmci novorozeneckého screeningu. Déle je
vyuzivana u preklinickych a klinickych farmakokinetickych studii, TDM, toxikokinetiky
a forenznich véd. Jedina krevni skvrna umoziuje identifikaci cel¢ fady analytl, zejména
proteinli, jenz charakterizuji stav reprodukcniho, endokrinniho, kardiovaskularniho

a imunitniho systému [14, 36, 41].
1.2.6.1 Novorozenecky screening

Pfi novorozeneckém screeningu jsou efektivnim zplisobem odhalovany vrozené poruchy
metabolismu. Cilem je diagnostikovat, monitorovat a zahajit [écbu jesté predtim, nez dojde ke
klinickému projevu metabolickych, hematologickych, endokrinnich a dalSich genetickych
onemocnéni, ktera zpusobi ditéti trvalé poskozeni zdravi. V Sir§im smyslu zahrnuje
novorozenecky screening nejen laboratorni testy, ale také klinickd vySetfeni provadéna
pediatry, zaméfena na odhalovani vrozenych vad organt nebo infekci. Jednim z nezbytnych
vySetieni je kontrola ky¢€li, zda dité nemd dysplazii. Dale sem patii vySetfeni u oftalmologa
k detekci vrozeného o¢niho zdkalu, screening sluchu pro odhaleni vrozené hluchoty, ale

1 ultrazvukové vySetieni ledvin, které pomaha identifikovat vrozené vady ledvin [36, 42—44].

Z laboratorniho hlediska je pfi novorozeneckém screeningu stanovena koncentrace
specifické latky ve vzorku DBS metodou hmotnostni spektrometrie. Odbér krve je provadén
z paticky novorozence pod dohledem kvalifikované osoby. Za analyzu, interpretaci naleza
a nasledujici patfi¢né kroky ve prospéch novorozence zodpovida screeningova laboratot. Dané

vySsetieni probihd u vSech novorozencti na tizemi statu [42, 45].
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Celoplosny screening byl prvné realizovan v roce 1968 po ustanoveni obecnych

pravidel pro jeho provadéni [42]. V tabulce 1 jsou uvedeny piedpoklady pro jeho provadéni.

Tabulka 1 Predpoklady pro provadéni celoplosného screeningu (upraveno) [42]

Vysettovana choroba musi byt jasn¢ definovana, tj. diagnostikovatelna.

Choroba ptedstavuje vyznamny zdravotné socialni problém.

Choroba je casta, ma v dané populaci ur¢itou incidenci. Hranice incidence je vSak relativni a je
ovlivnéna predevS§im faktory ekonomickymi. Ve vyspélych zemich lze v soucasné dobé
spatiovat tuto hranici v incidenci 1:50 000—1:100 000.

Zachyceni choroby v jejim ¢asném, presymptomatickém stadiu umoziuje takova 1é€ebna
opatfeni, kterd zasadnim zpisobem pozitivné ovlivni prubéh choroby ¢i dokonce snizi
umrtnost na ni. Lécebna opatfeni musi byt bézn¢ dostupnd a zajistitelna pro v§echny zachycené
jedince.

Existuje obecné uznany screeningovy test, tj. choroba je v preklinickém stadiu detekovatelna
obecné uznanym laboratornim testem ve vzorku suché kapky krve s obecné ptijatou hranici
negativity a obecné akceptovatelnou zatézi zdravé populace.

Spolecnost je schopna zajistit provadéni laboratorniho testu u vSech novorozenct jak po
strance organizacni, tak ekonomické.

Efektivita a a¢innost novorozeneckého screeningu je predmétem pritbézného vyhodnocovani.

Od 1. 6. 2016 je unovorozenct v Ceské republice technikou DBS vysetfovano
18 onemocnéni, mezi nimiz jsou napiiklad vrozend hypofunkce S$titné zlazy, vrozena
nedostatecna tvorba hormonii nadledvin a dédi¢né poruchy latkové vymény aminokyselin

a mastnych kyselin [42].
1.2.6.2 Sérodiagnostika

Technika DBS muze byt pouzita k detekci protilatek jako ukazatelli infekénich onemocnéni,
kterymi jsou hepatitida, zardénky, spalnicky, tetanus, leptospirdza, bruceldza ¢i leishmaniéza.
Technika DBS se rovnéz osvédcila jako finan¢né vyhodny a efektivni nastroj pro sledovani
infekce HIV. V neposledni tadé¢ je technika DBS vyuzita k diagnostice potravinovych
intoleranci [36, 46-50].
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1.3. Stanoveni a-tokoferolu v biologickych vzorcich

Tokoferoly jsou pfitomny v riiznych biologickych vzorcich jako jsou plazma, sérum, moc,
tkané, krvinky, semindlni plazma, plodova voda, stolice, matetské mléko, kolostrum
a mozkomisni mok [51-54]. Postup ptipravy vzorku je nutné zvolit s ohledem na koncentraci
vybranych tokoferolt v biologickych matricich. Piiprava vzorku ma vliv na celkovou dobu

analyzy a naklady s ni spojené [51].
1.3.1 Uprava vzorku pied vlastni analyzou

Vzhledem ke své lipofilni povaze jsou tokoferoly vazany na rtizné struktury, jako jsou bunééné
membrany a lipoproteiny. Tato skuteCnost znemoznuje piimé davkovani vzorku do
analytického systému, aniz by doslo k jeho ptedchozi uprave, kterou je precipitace proteini

a extrakce [51, 55].
1.3.1.1 Precipitace proteinii pri pripravé vzorki

Uvolnéni tokoferolti z makromolekul je b&zné provadéno precipitaci, kdy je k biologické
matrici pfidano organické rozpoustédlo. Tento krok se provadi pfed nebo soucasné s procesem
saponifikace nebo extrakce. Pro u¢innou precipitaci proteint a uvolnéni tokoferolti musi byt
dodrzen vhodny objemovy pomér vzorku k organickému rozpoustédlu [51, 55]. Jednotliva
organicka rozpoustédla pouzivana pro precipitaci proteinil pii stanoveni tokoferolll a vhodné

poméry objemu vzorku k objemu organického rozpoustédla jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2 Organicka rozpoustédla pouzivana k precipitaci bilkovin pfi stanoveni tokoferolt

Organické rozpoustédlo ]:())12‘1';1{“((:;‘/]3) Zdroj
methanol 1:1 [52]
ethanol 1:2 [55]
butanol 1:4 [56]
acetonitril 1:5 [56]

Relativné vysokd polarita vySe uvedenych rozpoustédel mlize zplsobit spolecnou
precipitaci tokoferold s proteiny, a tak jejich nizsi vytéznost [51]. Setrngji variantou je pouziti
smesi ethylacetatus ethanolem [57, 58], ethylacetatu [59], hexanu [60], tetrahydrofuranu [61],

butanolu [62] nebo smési butanolu s ethylacetaitem [63]. ZvysSit G¢innost precipitace lze
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za pouziti nizkych teplot (4 °C), ledové 1azné&, intenzivniho tfepani, sonikace a vicenasobného

opakovani [51, 56, 64, 65].
1.3.1.2 Pouziti saponifikace pri pripravé vzorki

Dalsim krokem, ktery nasleduje po precipitaci proteina je saponifikace, znama také jako
zmydelnéni. Ta slouZzi k extrakci vitamini rozpustnych v tucich z viceslozkové matrice, jako je
plodova voda, matei'ské mléko, erytrocyty nebo trombocyty. Ukolem saponifikace je odstrandni
neutralnich lipidi saponifikaénim rozpoustédlem, nejéastéji hydroxidem draselnym (2 mol/l
nebo 10 mol/l). Cely proces trva ptiblizné 30 min pfi teploté od 60 °C do 80 °C v ethanolu nebo
methanolu [51, 55]. Po saponifikaci jsou slozky, které ji nepodléhaji, extrahovany do
organického rozpoustédla, zatimco glyceroly, soli mastnych kyselin a dalsi interferujici latky

setrvavaji v alkalické vodné fazi [55].

Pii analyze tokoferolti ve vzorcich séra nebo plazmy neni saponifikace nutnd. Pfi
analyze tokoferolti ve vzorcich matetského mléka je pfi pouziti saponifikace dosazeno az

0 30 % vyssi vytéznosti [51].
1.3.1.3 Pouziti antioxidanti pro stabilizaci tokoferolu pri pripravé vzorki

Ptidani antioxidantii ke vzorku zabrainuje mozné oxidaci tokoferolt ve fazi predupravy vzorku.
Pouziti antioxidantlineni nezbytné, ale doporucuje se je pouzit pii analyze labilnich slou¢enin,
specidlnich matric nebo pokud je sou¢asti upravy vzorku saponifikace. Nej¢astéji pouzivanymi
antioxidanty je roztok kyseliny askorbové v alkoholu nebo vodé, butylhydroxytoluen (BHT)
a pyrogallol. Za béznych okolnosti se pouziva pouze jedna ze zminénych sloucenin, existuji
v8ak vyjimky, naptiklad pro extrakei tokoferoli z erytrocyti, kdy je pouzita kombinace vSech
antioxidantl. Pro extrakci z mozkomisniho moku nebo plazmy byla pouzita kyselina askorbova

ve spojeni s BHT [51, 52, 55, 68, 69].
1.3.1.4 Pouziti vnitiniho standardu pri analyze tokoferoli

Vzhledem ke slozité extrakci tokoferoll z biologického materidlu se doporucuje pouziti IS.
Ptidani IS by mélo kompenzovat zmény v ddvkovaném objemu ¢inidel a minimalizovat ztraty
analytu béhem preanalytické faze. BéZn€ pouzivanymi IS jsou tokol (synteticky hydrochinon

s nasycenym postrannim fetézcem), tokoferolacetat a retinylacetat. Nejcastéji pouzivanym IS
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je tokol. DalSim bézné pouzivanym IS je tokoferolacetat, ktery je vysoce stabilni vii¢i oxidaci

[51, 55, 70].
1.3.1.5 Extrakce na pevné fazi

Krokem, ktery nasleduje po predupravé vzorkl, je extrakce. Extrakce na pevné fazi (SPE,
z angl. solid phase extraction) vyzaduje zrucnost, je ¢asové i finanéné narocna. Odpateni
organického rozpoustédla pro zkoncentrovani tokoferold ve vzorku zvysuje riziko jejich ztraty.
Vyhodou je moznost automatizace a miniaturizace a je k dispozici Siroka skala moznosti, jak
techniku SPE provadét. Tyto inovace zkracuji dobu extrakce, pro analyzu je dostacujici pouze

malé mnozstvi biologického materidlu a rozpoustédla [51, 71, 72].

V zévislosti na matrici vzorku se vyuzivaji riizné druhy stacionarnich fazi, mezi které
se mimo jiné fadi silikagelové patrony, hrubozrnnd kiemelina, Cg, Cs4 a nejvice ucinnou
a zaroven nejoblibenéjsi pro analyzu vitamint rozpustnych v tucich je Cis. Rozdilné typy matric
ovliviiuji objem davkovaného vzorku na kolonu (0,25-1,00 ml séra a 0,5 ml erytrocytl).
Elu¢nimi ¢inidly jsou nejcastéji hexan, isopropanol a methanol. Po odpatfeni organického

rozpoustédla je odparek rozpustén v alkoholu [51, 55, 56, 64, 73-75].

Extrakce na pevné fazi s pouzitim nanovlaken (PFSPE, z angl. packed fibre solid-phase
extraction) je novéjsi vysoce vykonna technika, ktera byla piedstavena v roce 2010 Liu a kol.
Tato studie méla za cil zjistit pouzitelnost PESPE pro analyzu retinolu a a-tokoferolu v plazmé.
Sorbentem jsou rtizné nanomaterialy, avSak ve zminéné studii byl pouzit kopolymer styrenu
a methakrylové kyseliny. Popsana technika oproti konvencni SPE zkratila dobu analyzy,
eliminovala mnozstvi dusiku potiebného k odpafeni organického rozpoustédla a ve spojeni
s vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC, zangl. high-performance liquid

chromatography) poskytla vytéznost nad 90 % [51, 71].

Inovativni technologii s potencialem do budoucna je extrakce superkritickou tekutinou
(SFE, zangl. superctitical fluid extraction), jejiz pouziti je v souladu s ochranou Zivotniho
prostfedi, nebot’ je pouzito jen malé nebo zddné mnozstvi nebezpecnych organickych

rozpoustédel [51, 55, 76, 77].
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1.3.1.6 Extrakce kapalina—kapalina

Extrakce kapalina—kapalina (LLE, z angl. liquid-liquid extraction) je relativné jednoducha, ale
casoveé narocnd technika. Technika LLE vyZzaduje velké mnozstvi organickych rozpoustédel.
Z tohoto diivodu je vhodna miniaturizovana LLE, pii které je obvykle pouzito 100 az 200 ul
organického rozpoustédla [51, 67, 78, 79].

Tokoferoly lze technikou LLE extrahovat ze vzorki plazmy, krevnich bun¢k, moci,
seminalni plazmy, plodové vody, mozkomisniho moku, stolice, matefského mléka a tkan¢.
K extrakei je témét vyhradné pouzivan hexan v objemu 0,5-2,0 ml. N&které postupy pouzivaji
hexan s malym ptidavkem ethanolu, dichlormethanu nebo ethylacetatu. Hexan je poté odpaten
proudem dusiku nebo ve vakuu. Odpateni organického rozpoustédla miize probihat pti riznych
teplotach po dobu pfiblizné¢ 20 minut nebo dokud neni zcela vysuSen. Odparek je rozpustén

v alkoholu nebo mobilni fazi [51, 55, 78-81].
1.3.2 Metody stanoveni a-tokoferolu

Tokoferoly v plazmé ¢i séru jsou bézné stanovovany chromatografickymi metodami.
Nejcastéji je pouzivana metoda HPLC ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS,
z angl. mass spectrometry), UV-Vis a fluorescen¢ni (FLD) detekci nebo GC-MS. DalSimi
moznymi metodami jsou tenkovrstva chromatografie (TLC, z angl. thin layer chromatography),
enzymovd imunoanalyza (EIA, zangl. enzyme immuno assay) akapilarni
elektrochromatografie (CEC, zangl. capillary electrochromatography). Metody GC-MS
a CEC nemaji v klinické praxi piili§ vysoké uplatnéni z diivodu casové naroc¢nosti a nutnosti

derivatizace tokoferolti u metody GC—MS a velké mnozstvi vzorku u metody CEC [85-87].
1.3.2.1 Stanoveni a-tokoferolu metodou plynové chromatografie

Pro analyzu a-tokoferolu metodou GC je obvykle nutna saponifikace za tepla a derivatizace
zvySujici jeho stabilitu atékavost. V nékterych studiich byla hladina a-tokoferolu

v biologickych vzorcich stanovena bez piedchozi derivatizace [55, 88-91].
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1.3.2.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Hladina a-tokoferolu v biologickych vzorcich je nejcastéji stanovena metodou HPLC
na obracenych fazich (RP-HPLC, =zangl. reversed phase high-performance liquid
chromatography). Jako mobilni faze se pouziva bud’ samotné organické rozpoustédlo nebo
smes organickych rozpoustédel jako acetonitril a methanol nebo methanol s pfidavkem

triethylaminu nebo tetrahydrofuranu [87].

Univerzalnim detektorem je UV/Vis, avSak ve vybranych aplikacich neni pro
svou nizkou specifitu vhodny [92]. Je mozné ho nahradit detektorem s diodovym polem (DAD,
z angl. diode array detector), ktery umoziiuje kontinualni ziskavani UV/Vis spekter [65]. Pro
detekci tokoferolil Ize také pouzit FLD, ktery vykazuje mnohem vétsi citlivost oproti UV/Vis
detektoru nebo elektrochemicky detektor (ED, z angl. electrochemical detector), ktery je taktéz

vysoce citlivy [93].
1.3.2.3 Tenkovrstva chromatografie

Technika TLC je levnéjsi arychlejsi nez kapalinova chromatografie [94]. Pfi stanoveni

tokoferoll v erytrocytech je metoda TLC ptfedseparacnim krokem metody GC [95].
1.3.2.4 Enzymova imunoanalyza

Jednou z modernich metod slouzicich ke kvantifikaci a-tokoferolu v krevni plazmé je
enzymova imunoanalyza. Vyhodou EIA je vysoce citlivé méfeni a-tokoferolu i v malém
mnozstvi vzorku. V nekterych pfipadech muze dochazet ke zkiiZzenym reakcim. Metoda

vyuziva specifické protilatky vazajici se na a-tokoferol [96].
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CiL PRACE

Cilem prace bylo optimalizovat ptipravu vzorku DBS, zjistit vliv hodnoty hematokritu,
velikosti nandSeného objemu krve na odbérovou kartu a homogenity krevni skvrny na hladinu
a-tokoferolu ve vzorcich DBS, urcit vybrané analytické parametry metody GC-MS
a predevsim zjistit, zda je metoda GC-MS dostatecné citliva, a tedy vhodna pro stanoveni

hladiny a-tokoferolu ve vzorcich DBS.
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EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Chemikalie

a-Tokoferol-Dg (C20H44D60O2), Mr 436,74 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
a-Tokoferolacetat (C31Hs203), Mr 472,74 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
Deionizované voda (H,0), Mr 18,00; G = 0,055 uS

Ethanol (C,HsO), Mr 46,07 (Merck, Darmstadt, Némecko)

Helium 5.0 (Linde Gas a.s., Praha, CR)

n-Hexan (CsHi2), Mr 86,18 (Merck, Darmstadt, Némecko)

a-Tokoferol (C29Hs00,), Mr 430,71 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

2.2 Pristroje a pomiicky

Automatické pipety (Biohit, Helsinky, Finsko)
Pipeta Multipette plus (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Pipeta jednokanalovd Research s nastavitelnym objemem (Eppendorf, Hamburg,
Némecko)

Nastavce Combitips advanced o objemu 5 ml a 25 ml (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
Centrifuga Sorvall TC6 (Sorvall® Instruments, Newtown, CT, USA)

Centrifuga Frontier 5706 (Ohaus®, New Jersey, USA)

Dérovaci kleste, pinzeta

Odbérova karta Whatman 903™ (Whatman, GmbH, Dassel, Némecko)

Kadinky, odmérné vélce, zkumavky, gumové zatky, filtraéni papir

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

Hlubokomrazici box MDF-U 3086S (Sanyo Electric, Osaka, Japonsko)
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e Odbéerové zkumavky s KsEDTA, 9 ml, Vacuette (Greiner Bio-one, Kremsmiinster,
Rakousko)

e Plynovy chromatograt GCMS-QP2010 SE (Shimadzu, Kjéto, Japonsko)

e Polypropylenové (PP) zkumavky s vickem typu Eppendorf 1,5 ml a 2 ml (Fisher
Scientific spol. s.r.o., Pardubice, CR)

e Sklenéné vialky se Sroubovacim uzavérem (Fisher Scientificspol. s.r.o., Pardubice, CR)
e Sklenéné inserty NDS8, 200 ul (Fisher Scientific, Pardubice, CR)

e Koncentrator vzorkt Termovap TV10 (Ecom, Praha, CR)

e Spektrofotometr UV-1800 (Shimadzu, Kjéto, Japonsko)

e Vortex Reax top (Heidolph, Schwabach, Némecko)

e Ttepacka Reax Multi (Heidolph, Frankfurt nad Mohanem, Némecko)

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

2.3 Pracovni roztoky

Ptiprava deionizované vody

Deionizovana voda (G = 0,055 pS) byla ziskana zatizenim na upravu vody Smart2pure a pied

pouzitim prefiltrovana skrz nylonovy filtr o porozité 0,2 um.

Piiprava zasobniho roztoku o-tokoferolu v ethanolu (asi 5 mmol/l)

Navazka 0,0215 g a-tokoferolu bylarozpusténa v 10 ml ethanolu, roztok pipetovan po 1 ml do

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

Ptiprava pracovniho roztoku a-tokoferolu (asi 2525 umol/1)

Pro ptipravu pracovniho roztoku a-tokoferolu byl pouzit zasobni roztok a-tokoferolu, ktery byl
odpovidajicim zpisobem nafedén ethanolem. Koncentrace pracovniho roztoku byla ovéfena

spektrofotometricky pii 292 nm (E!” =75,8).
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Pfiprava zasobniho roztoku vnitiniho standardu a-tokoferolu-Dg v ethanolu (asi 46 umol/l)

Navazka 2 mg a-tokoferolu-Dg byla rozpusténa ve 100 ml ethanolu, roztok pipetovan po 1 ml

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

Piiprava pracovniho roztoku vnitifniho standardu o-tokoferolu-Deg (asi 2.3 umol/l)

Pracovni roztok IS o koncentraci asi 2,3 pmol/l byl pfipraven nafedénim zasobniho roztoku

ethanolem (20x). Pracovni roztok IS byl pfipravovan denné Cerstvy.

Piiprava zasobniho roztoku vnitiniho standardu a-tokoferolacetatu (asi 3 mmol/I)

Navazka 0,0141 g a-tokoferolacetatu byla rozpusténa v 10 ml ethanolu, roztok pipetovan po

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

Piiprava pracovniho roztoku vnitiniho standardu a-tokoferolacetatu (asi 200 umol/l)

Pro piipravu pracovniho roztoku a-tokoferolacetditu byl pouzit zasobni roztok
a-tokoferolacetatu, ktery byl odpovidajicim zpisobem nafedén ethanolem. Koncentrace
pracovniho roztoku byla ovéfena spektrofotometricky pfi 285 nm (E!” =44). Pracovni roztok

IS byl pfipravovan denné Cerstvy.

Piiprava pracovniho roztoku vnitiniho standardu a-tokoferolacetatu (asi 50 umol/1)

Pracovni roztok IS o koncentraci asi 50 umol/l byl pfipraven nafedénim pracovniho roztoku

(asi 200 pmol/l) ethanolem (4x). Koncentrace pracovniho roztoku byla ovéiena

%

spektrofotometricky pfi 285 nm (E!'” =44). Pracovni roztok IS byl pfipravovan denné gerstvy.

Piiprava pracovniho roztoku vnitifniho standardu a-tokoferolacetatu (asi 2.5 umol/l)

Pracovni roztok IS o koncentraci asi 2,5 umol/l byl pfipraven nafedénim pracovniho roztoku

(asi 50 umol/lI) ethanolem (20x). Koncentrace pracovniho roztoku byla ovéfena

%

spektrofotometricky pfi 285 nm (E!'” =44). Pracovni roztok IS byl pfipravovan denné &erstvy.
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2.4 Odbér venoézni krve pro optimalizaci piipravy vzorki suché kapky

krve a validaci metody plynové chromatografie s hmotnostni detekci

Venozni krev byla ziskdna od tii dobrovolniki, odbér krve byl proveden kvalifikovanym

zdravotnikem do zkumavek s KsEDTA. Daérci pfed odbérem krve poskytli informovany

souhlas.
2.5 Priprava kalibra¢nich standarda a-tokoferolu

Pro stanoveni oa-tokoferolu ve vzorcich DBS byla pfipravena osmibodové kalibraéni fada
v rozsahu koncentraci od 0 do 2525 pmol/l. Jednotlivé kalibracni standardy byly pfipraveny
fedénim pracovniho roztoku a-tokoferolu o koncentraci asi 2525 pumol/l ethanolem. Pfiprava

jednotlivych kalibra¢nich standardi je uvedena v tabulce 3.

Tabulka 3 Priprava jednotlivych kalibra¢nich standardii a-tokoferolu

Standard Koncentrace Koncentrace Pracovni roztok a-T Ethanol (ul)

o-T (umol/l)  a-T v krvi (nl)
(nmol/l)
S1 25,0 0,50 10 990
S2 65,0 1,30 25 975
S3 125,0 2,50 25 475
S4 255,0 5,10 100 900
SS 630,0 12,60 250 750
S6 1265,0 25,30 500 500
S7 2525,0 50,50 100 0

2.6 Priprava kalibracnich standardi v biologické matrici (venozni Kkrvi)

Kalibra¢ni standardy a-tokoferolu piipravené fedénim pracovniho roztoku ethanolem byly
nasledné smichany s venézni krvi v poméru 49:1 (v/v). Kalibracni standard SO byl ptipraven
smichanim vendzni krve s ethanolem ve stejném objemovém poméeru49:1 (v/v). Po ditkkladném
promichani byly jednotlivé kalibra¢ni standardy pipetovany na filtraéni papir (25 pl na

predtistény kruh). Krev byla nasledné ponechana zaschnout pii laboratorni teploté po dobu
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3 hodin. Po zaschnuti byl ze stfedu zaschlé krve vyrazen disk o priméru 6 mm a uchovan

v 1,5ml PP zkumavce s vickem typu Eppendorf pii —80 °C az do doby analyzy.

2.7 Priprava vzorkii pro optimalizaci metody a stanoveni a-tokoferolu

ve vzorcich suché kapky krve
2.7.1 Presnost v sérii a mezi sériemi

Pro urceni presnosti metody byly ptipraveny vzorky kontroly kvality s nizkou (QC;), sttedni
(QC,) a vysokou (QCs) hladinou a-tokoferolu, a to metodou piidavku standardu k ven6zni krvi
v poméru 1:49 (v/v). Na jednu odbérovou kartu s 15 predtiSténymi kruhy bylo pipetovano 25 pl
celkem 15 vzorkii QC;, na druhou 15 vzorkl QC; a tteti 15 vzorkli QCs. Po zaschnuti krve byl
z kazdého vzorku DBS vyrazen disk o priméru 6 mm a uchovan v 1,5ml PP zkumavkach
s vickem typu Eppendorf pti —80 °C az do doby analyzy. Prvni den bylo analyzovano 6 vzorku
QC—QC;s (presnost v sérii), nasledujici den bylo analyzovéano dalSich 6 vzorkli QC;—QCs

(pfesnost mezi sériemi).
2.7.2 VytéZnost metody

Pro urceni vytéznosti metody byly pfipraveny vzorky venozni krve (V—V3) se ttemi pridavky
standardu a-tokoferolu (5,10; 12,60; 25,30 pmol/l) smichanim standardu a-tokoferolu
v ethanolu s venozni krvi v poméru 49:1 (v/v). Vzorek venozni krve s nulovym piidavkem
a-tokoferolu (Vo) byl pfipraven smichanim krve s ethanolem ve stejném objemovém poméru.
Takto piipravené vzorky byly pipetovany (25 ul) na predtisténé kruhy filtracniho papiru, vzorky
byly ptipraveny v triplikatu. Po zaschnuti krve byl ze stfedu kazdého vzorku DBS vyrazen disk
o pruméru 6 mm a uchovan v 1,5ml PP zkumavkéch s vickem typu Eppendort pii —80 °C az do

doby analyzy.
2.7.3 Hodnoceni vlivu vybranych parametri na kvantitativni vysledky

Byl studovan vliv vybranych parametri na kvantitativni vysledky, konkrétné¢ hodnota
hematokritu, objem aplikované krve na filtra¢ni papir a homogenita krevni skvrny. Pro tyto
experimenty byly pouzity vzorky QC;—QCs. Kazdy vzorek QC byl pfipraven s hodnotou
hematokritu 30 %, 45 % a 60 %.
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2.7.3.1 Vliv hematokritu

Pro posouzeni vlivu hematokritu na kvantitativni vysledky byly vzorky QC;—QC; odsttedény
(15 min, 1700 x g, laboratorni teplota) a ziskana plazma pifenesena do Cistych zkumavek.

Smichanim frakce erytrocytii a plazmy byly pfipraveny vzorky s hodnotou hematokritu 30 %,

45 % a 60 % (tabulka 4).

Tabulka 4 Priprava vzorkt krve s riznou hodnotou hematokritu

Hematokrit (%) Plazma (ul) Erytrocyty (ul)
30 1680 720
45 1320 1080
60 960 1440

2.7.3.2 Vliv objemu aplikované krve na filtra¢ni papir

Vzorky QC s jednotlivymi hodnotami hematokritu byly také vyuzity pro studium vlivu objemu
aplikované krve na kvantitativni vysledky. Kazdy vzorek (QC;—QC3), s hodnotou hematokritu
30 %, 45 % a 60 %, byl pipetovan na filtrac¢ni papir v objemu 30 ul, 50 ul, 70 ula 100 ul, vzdy
ve tfech opakovanich. Z krevni skvrny, kdy byl pipetovan objem 100 pl, byly vyraZeny 2 disky,
jeden ze stiedu a druhy z periferie, byla tak hodnocena homogenita vzorku. Po zaschnuti krve
pii laboratorni teploté byly ze stfedu vSech krevnich skvrn vyrazeny disky o priméru 6 mm.
Vyrazené disky byly uchovavany v 2ml PP zkumavkach s vickem typu Eppendorf pii teploté
—80 °C az do doby analyzy.

2.7.3.3 Vliv homogenity krevni skvrny na kvantitativni vysledky

Homogenita DBS na filtracnim papife byla hodnocena s vzorky pfipravenymi podle kapitoly
2.7.3.2, konkrétné z krevnich skvrn, kdy byl aplikovan objem 100 pl, u nichZ lze jednoduse
vyrazit bmm disky jak ze sttedu, tak z periferie. Porovnanim koncentrace a-tokoferolu v discich
vyrazenych ze sttedu a okraje krevni skvrny je mozné posoudit miru homogenity vzorku DBS

a pfipadny vliv distribuce analytu v krevni skvrn¢.
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2.7.4 Volba vnitiniho standardu

Byly testovany dva IS, a-tokoferol-Dg a a-tokoferolacetat. Kritériem volby IS byly parametry
metody a ovlivnéni stanovovaného analytu, a-tokoferolu. Bylo zjiSténo, Ze a-tokoferolacetat
ovliviiuje stanoveni a-tokoferolu. Pii pouziti a-tokoferolu-Ds jako IS pii konstrukei
kalibra¢nich kiivek byly ziskany daleko lepsi vysledky nez v ptipad¢ pouziti a-tokoferolacetatu
(ptiloha 1-3).

2.8 Postup zpracovani vzorki suché kapky krve

K vyrazenému disku v 2ml zkumavce s vickem typu Eppendorf bylo pfidano 200 pl pracovniho
roztoku IS (a-tokoferol-Ds) o koncentraci asi 2,3 pmol/l a obsah zkumavky tfepan s mirnou
intenzitou po dobu 30 minut. Poté bylo ke smési ptidano 400 ul deionizované vody a 1 ml
hexanu, obsah zkumavky byl intenzivné tfepan po dobu 5 minut a poté odstiedén (3 min,
6000 x g, laboratorni teplota). Do ¢isté zkumavky bylo preneseno 800 ul horni hexanové vrstvy
a krok extrakce opakovan s 1 ml hexanu a do zkumavky pienesen 1 ml horni hexanové vrstvy.
Hexan byl pii laboratorni teploté€ opatrné odpaten v proudu dusiku, odparek rozpusténv 200 pl

ethanolu a smés prenesena do vialky s insertem.

2.9 Analytické parametry metody plynové chromatografie s hmotnostni

detekci pro stanoveni a-tokoferolu ve vzorku suché kapky krve

Linearita metody

Linearita vyjadfuje schopnost analytické metody poskytovat vysledky, které jsou pfimo imérmé
koncentraci stanovovaného analytu ve vzorku v urcitém rozsahu. Jinymi slovy, vysledky
méteni by mély odpovidat linedrni zavislosti mezi signalem pfistroje a mnozstvim analytu ve
vzorku. Obvykle se posuzuje v ramci daného rozsahu koncentraci standardnich roztoki, ve
kterém lze s vymezenou piesnosti a spravnosti kvantifikovat analyt. Tento vztah lze graficky

znazornit pfimkou a hodnotit regresni analyzou [97].

Piesnost metody

Presnost vyjadfuje miru shody mezi vysledky opakovanych méfeni stejného vzorku

provedenych za definovanych podminek. Vlivem variabilnich faktord neni dosazeni absolutni
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presnosti mozné. Pro vyjadieni rozptylu dat je nejcastéji pouzivana smeérodatnéd odchylka (SD,
z angl. standard deviation), jejiZ vypocet je uveden v rovnici 1. K hodnoceni relativni miry
ptfesnosti slouzi variacni koeficient (CV, z angl. the coefficient of variation), ktery je vypocitan
podle rovnice 2. Pfesnost miize byt hodnocena nékolika zpiisoby v zavislosti na podminkach
meéfeni, v ramci jedné série (opakovatelnost), mezi vice sériemi (mezilehla pfesnost) a presnost
mezi laboratofemi. Pfesnost se muze liSit v ramci rozsahu koncentraci analytu, proto je
hodnocena na nékolika tirovnich, nejlépe v blizkosti rozhodovaci urovné, naptiklad horni

referencni mez [97].

(x; — AVG)?
n—1

Rovnice 1 Vypocet smérodatné odchylky (AVG, aritmeticky primér; x;, namefena koncentrace analytu ve
vzorku; n, pocet vzorkil (méfeni) v sérii)

SD

Rovnice 2 Vypocet variacniho koeficientu (CV, variaéni koeficient; SD, smérodatna odchylka; AVG,
aritmeticky primér)

Mez detekce a stanovitelnosti

Mez detekce (LOD, z angl. limit of detection) pfedstavuje nejmensi mnozstvi analytu, které je
danou analytickou metodou spolehlivé detekovatelné. Existuje vice zptusobu vypoctu LOD
v zavislosti na pouzité metod¢, pficemz je dulezité, aby byl v rdmci jednoho experimentéalniho
souboru pouZit jednotny vypocetni postup. U separacnich technik se LOD obvykle urcuje jako

trojndsobek Sumu zakladni linie [97].

Mez stanovitelnosti (LOQ, z angl. limit of quantification) je nejmensi mnoZzstvi analytu,
které je danou metodou mozné nejen detekovat, ale 1 kvantitativné stanovit. LOQ se urcuje jako

desetindsobek Sumu zdkladni linie [97].

40



2.10 Podminky plynové chromatografie

Hladina a-tokoferolu ve vzorcich DBS byla stanovena metodou GC-MS, pro separaci byla
pouzita kolona HP-5ms [(5%-fenyl)-methylpolysiloxan; 30 m x 0,32 mm, tloustka filmu
0,25 um; Agilent® J&W, Folsom, CA, USA]

GC podminky:
e Nosny plyn: helium
e Celkovy pritok nosného plynu: 6,9 ml/min
e Pratok nosného plynu kolonou: 1,3 ml/min
e Davkovany objem vzorku: 1 pl, maéd split (2)
e Teplota kolony: 280 °C (isotermicka separace)
e Teplota nastfiku: 280 °C
e Celkova doba analyzy: 7 min
MS podminky:
e Jonizacni technika: ionizace dopadem elektronu (70 eV)
e Rezim méfeni: SIM
e Monitorované ionty: m/z 430 pro a-tokoferol; m/z 436 pro a-tokoferol-Dg
e Teplota rozhrani: 200 °C
e Teplota iontového zdroje: 280 °C
2.11 Vyhodnoceni a zpracovani vysledki

K vyhodnoceni a fizeni GC-MS byl pouzit software GCSolution, pro zpracovani namétenych

dat program MS Excel.

41



3 VYSLEDKY A DISKUZE

a-Tokoferol, jeden z osmi isomert vitaminu E, se vyznacuje nejvyssi biologickou aktivitou.
Hraje zésadni ulohu v ochrané organismu pred oxida¢nim stresem a piispiva k prevenci celé
fady onemocnéni, véetné kardiovaskuldrnich a neurodegenerativnich poruch. Jeho hladina
v krvi tak muze slouzit jako uzite¢ny ukazatel antioxida¢ni kapacity organismu i nutri¢niho
stavu jedince. V klinické 1 vyzkumné praxi proto roste zajem o jeho spolehlivé, spravné

a dostupné stanoveni.

Inovace ve zptsobu odbéru krve jsou zaddouci. Jednou z perspektivnich alternativ je
technika DBS, kterd je v soucasné dob¢ ¢im dél vice zmiflovana. S ohledem na vyhody techniky
DBS, zejména jednoduchost, jen malo invazivni odbér a logistickd nenaro¢nost, byla zvolena
jako modelova matrice. V ramci diplomové prace byla pro ucely optimalizace ptipravy vzorku
a metody pouzita vendzni krev, ktera umoznila ziskat dostateCny objem vzorku pro

vyhodnoceni jednotlivych parametrt ovlivitujicich kvantitativni vysledky.

Pro samotnou analyzu byla vyuzita jiz diive zavedend metoda GC-MS [98]. Hlavnim
cilem bylo ovéfit, zda tato metoda poskytuje dostatecnou citlivost a reprodukovatelnost pti

stanoveni nederivatizovaného a-tokoferolu ve vzorcich DBS.

Hlavni pozornost byla vénovana optimalizaci pfipravy vzorku a posouzeni vlivu
faktord, jako jsou hodnota hematokritu, objem aplikované krve a homogenita vzorku na
kvantitativni vysledky. Dale byl zvolen vhodnéjsi IS z dvou, které byly k dispozici, tedy
a-tokoferol-Ds a hodnoceny zédkladni analytické parametry metody, pfesnost, vytéznost,

linearita, mez detekce a stanovitelnosti.

3.1 Analytické parametry metody stanoveni a-tokoferolu ve vzorcich

suché kapky krve
3.1.1 Presnost v sérii a mezi sériemi

Pro hodnoceni ptesnosti byly zvoleny vzorky QC;, QC, a QC;3, jejichz hladiny byly v rozsahu

kalibracni kfivky (QCi, bez ptidavku a-tokoferolu, QC; s ptidavkem a-tokoferolu s koncentraci
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kalibra¢niho standardu S4 a QC; s ptidavkem a-tokoferolu s koncentraci kalibra¢niho standardu

Se). Vysledky piesnosti v sérii a mezi sériemi jsou uvedeny v tabulce 5.

Tabulka 5 Presnost metody stanoveni a-tokoferolu ve vzorcich suché kapky krve metodou plynové
chromatografie s hmotnostni detekci

Koncentrace o-tokoferolu (umol/l)

AVG SD CV (%)

Den Q¢ QGC; QG; QG QC; QGCs QG QG QG
1 6,09 6,35 6,46 0,96 0,45 0,35 15,8 7,1 5,4
2 6,07 6,54 7,16 0,30 0,76 1,03 4.9 11,6 14,4

Primér | 6,08 6,44 6,81 0,63 0,61 0,69 10,4 9,4 9,9

QCi, bez pfidavku a-tokoferolu; QCz, s pfidavkem a-tokoferolu s koncentraci kalibra¢niho standardu S4; QCs3,
s pridavkem a-tokoferolu s koncentraci kalibra¢niho standardu Se; AVG, aritmeticky primér; SD, smérodatna

odchylka; CV, varia¢ni koeficient

Z tabulky 5 1ze vycist, Ze hodnota CV se pohybuje kolem 10 %, coz odpovida kritériim,
ktera jsou akceptovana v dokumentech dle Ufadu pro kontrolu potravin a 1é¢iv, jenz pozaduji
hodnoty CV £15 % [98]. PtestoZe v soucasné dob¢ neni k dispozici publikace zabyvajici se
stanovenim a-tokoferolu ve vzorcich DBS metodou GC-MS, jsou nase vysledky porovnatelné
s vysledky autord stanovujici hladinu a-tokoferolu metodou GC—MS ve vzorcich plazmy [98,

99].
3.1.2 VytéZnost metody

Vysledky vytéznosti metody stanoveni a-tokoferolu ve vzorcich DBS metodou GC-MS jsou

uvedeny v tabulce 6.
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Tabulka 6 Vytéznost metody stanoveni a-tokoferolu ve vzorcich suché kapky krve metodou plynové
chromatografie s hmotnostni detekci

Teoreticky pridavek Naméfena koncentrace Vskutecny VytéZnost
Standard a-T (umol/l) =T (umol/l) pridavek a-T (%)
B B (umol/l) °
Vo 0,00 6,02+0,17 - -
Vi 5,10 11,48+0,55 5,46 107,1
Vs 12,60 14,77+0,20 8,75 69,4
V3 25,30 11,96+0,28 5,94 23,5

CV, varia¢ni koeficient

Jak jiz bylo uvedeno vyse, neni v soucasné dobé k dispozici prace zabyvajici se
stanovenim hladiny a-tokoferolu ve vzorcich DBS metodou GC-MS. Ve studii, kde autofi
pouzili pro stanoveni hladiny a-tokoferolu metodu RP-HPLC, byly vysledky vytéznosti
metody pro vzorky kontroly kvality s nizkou, stfedni a vysokou hladinu a-tokoferolu 95,8 %,
91,2 % a93,1 % [98]. Kop¢il akol. uvadi vytéznost v rozmezi 97,1-100,5 % pro vzorky plazmy
a92,2-96,6 % pro vzorky tkané€ [98]. Pfi¢inou nizké vytéZnosti mize byt nedostatecnd extrakce
a-tokoferolu ze vzorku DBS. Proto bude nutné v dalsi studii testovat rlizna extrakéni ¢inidla
a postupy extrakce. V této praci byl zvolen nejcastéji pouzivany postup extrakce a-tokoferolu
ze vzorku plazmy. Zda se, ze pro vzorek DBS vhodny neni a bude potteba najit jiny postup

davajici lepsi vysledky vytéznosti.
3.2 Vliv vybranych parametri na kvantitativni vysledky
3.2.1 Vliv hematokritu a objemu pipetované krve na kvantitativni vysledky

Byl hodnocen vliv hematokritu a objemu krve pipetované na filtracni papir na vyslednou
koncentraci a-tokoferolu ve vzorcich DBS. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 7 a zobrazeny
v grafech 1-3, které ukazuji zavislost naméfené koncentrace a-tokoferolu na objemu

aplikované krve pfi riznych hladindch hematokritu.
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Tabulka 7 Vliv hematokritu a pipetovaného objemu krve na koncentraci a-tokoferolu extrahovaného ze vzorku
suché kapky krve

Koncentrace a-tokoferolu (umol/l)

Q¢ QGC; QGC;
Hematokrit (%) Hematokrit (%) Hematokrit (%)
Ozfle)m 30 45 60 30 45 60 30 45 60

30 13,46 19,00 21,25 15,75 18,62 36,85 22,22 20,68 33,00
50 14,84 19,60 22,60 13,54 19,75 35,89 19,88 28,61 32,84
70 14,81 64,15 24,51 17,30 25,96 33,17 18,15 27,80 30,41
100S 16,26 18,66 2491 1538 2690 36,32 17,82 29,14 35,47
100P 15,60 20,64 2586 14,56 32,05 32,34 17,09 30,03 34,96

QC1, bez ptidavku a-tokoferolu; QCz, s pfidavkem a-tokoferolu s koncentraci kalibra¢niho standardu S4; QCs,
s pridavkem a-tokoferolu s koncentraci kalibra¢niho standardu Se; S, disk vyrazeny ze stiedu; P, disk vyrazeny

z periferie.

Vliv hematokritu a pipetovaného objemu na koncentraci a-tokoferolu
ve vzorcich DBS, QC,
Htc 45
70

60
50

40

Htc 45 Htc 45
Htc 60 Htc 60 Htc 60

Htc 45 Hitc 45
30

Koncentrace (umol/I)

20 Htc 30

Htc 30 I I

30 50

Htc 30

70

Pipetované objemy (ul)

1

o

I i I 1 I

100 S 100P

o

S, disk vyrazeny ze stiedu; P, disk vyrazeny z periferie; Htc, hematokrit

Graf 1 Vliv hematokritu a pipetovaného objemu na koncentraci a-tokoferolu extrahovaného ze vzorku suché
kapky krve
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U vzorku QC; je z grafu patrné, Ze koncentrace a-tokoferoluroste s rostouci hodnotou

hematokritu, a to napfi¢ vSemi objemy. Mezi jednotlivymi objemy nebyly vyrazné rozdily, coz

naznacuje, Ze pipetovany objem krve na filtracni papir nemé zasadni vliv na vyslednou

koncentraci pii dodrzeni stejné¢ho extrakéniho postupu. Vysledky tedy poukazuji na zévislost

koncentrace a-tokoferolu na obsahu erytrocytli ve vzorku. Vyjimku tvoii hematokrit 45 %

u pipetovaného objemu 70 pl, kdy pravdépodobné nastala chyba pii zpracovani vzorku.

40

35

30

25

20

15

Koncentrace (umol/I)

10

Vliv hematokritu a pipetovaného objemu na koncentraci a-tokoferolu
ve vzorcich DBS, QC,

Htc 60

Htc 45

Htc 30 I
30

Htc 60

Htc 45

50

Htc 30

Htc 60
Htc 60 Hte 4 e 60
Htc 45
Htc 45
Htc 30
I Htc 30 Htc 30
70 100S 100 P

Pipetované objemy (pl)

S, disk vyrazeny ze stiedu; P, disk vyrazeny z periferie; Htc, hematokrit

Graf2 Vliv hematokritua pipetovaného objemu na koncentraci a-tokoferolu extrahovaného ze vzorku suché

kapky krve

U vzorku QC; je z grafu patrné, Ze koncentrace a-tokoferoluroste s rostouci hodnotou

hematokritu, a to napfi¢ vSemi objemy. U vzorku QC, byly rozdily mezi objemy vice patrné

nez v ptipadé vzorku QC;.

46



Vliv hematokritu a pipetovaného objemu na koncentraci a-tokoferolu
ve vzorcich DBS, QC,
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S, disk vyrazeny ze stfedu; P, disk vyrazeny z periferie; Htc, hematokrit

Graf 3 Vliv hematokritu a pipetovaného objemu na koncentraci a-tokoferolu extrahovaného ze vzorku suché
kapky krve

U vzorku QCs jako u ptfedchozich dvou vzorkd kontroly kvality roste koncentrace
a-tokoferolu s rostouci hodnotou hematokritu, a to napfi¢ vSemi objemy. Pouze u vzorku
s hodnotou hematokritu 30 % je uobjemu 30 pl mirné zvySend oproti vzorku s hodnotou
hematokritu45 %, coz mize byt zplisobeno chybou pfii zpracovani vzorku. Také u vzorku QCs

jsou vice patrné rozdily mezi objemy nez v ptipadé€ vzorku QC;.

I kdyz neni k dispozici prace, se kterou bychom mohli nase vysledky porovnat, je
k dispozici mnoho publikaci hodnotici vliv hodnoty hematokritu na koncentraci celé fady
jinych analytli ve vzorku DBS. Inverzni vztah mezi hodnotou hematokritu a velikosti vzorku
DBS (velikost vzorku DBS se snizuje se zvySujici se hodnotou hematokritu) vyznamné
ovliviiyje kvantifikaci biomarkerti ve vzorcich DBS, kdyz je vyrazen disk pevné velikosti. Bylo
také popsano, ze plazma ¢i sérum pronika do vlaken filtraéniho papiru vice nez erytrocyty, které
jsou tak soustfedény na periferii krevni skvrny [11, 27, 30]. Nékteré publikace vSak upozoriuji
na to, ze zména velikosti krevni skvrny v daném rozsahu hodnoty hematokritu neni vyrazna,

a tedy nemusi byt jedinym rozhodujicim faktorem ovliviiujici kvantitativni vysledky [25, 100].
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V literatute byl také popsan vliv objemu pipetované krve na kvantifikaci analytii ve
vzorcich DBS. Jedna ze studii, zaméfend na tento faktor, ukazala, ze snizeni objemu aplikované
krve z 50 pl na 10 nebo 20 pl vedlo k vyraznému poklesu koncentrace, a to napfi¢ rliznymi
hladinami analytu, v nékterych ptipadech az o 20 %. Naopak aplikace 75 pl krve vedla ke
zvyseni koncentrace. I kdyZ tato studie se nezabyvala stanovenim a-tokoferolu ve vzorcich
DBS, jeji zavery podporuji tvrzeni, Ze objem krve naneseny na odbérovou kartu pii ptipravé
vzorku DBS ma vyznamny vliv na vyslednou koncentraci analytu a mél by byt pfi interpretaci

vysledkl vzdy zohlednén [28].
3.2.2 Vliv homogenity suché kapky krve na koncentraci a-tokoferolu

Pro ovéfeni homogenity vzorku DBS byla analyzovana prostorova distribuce a-tokoferolu. Ze
stejné krevni skvrny, ziskané pipetovanim objemu 100 pl, byly vyrazeny disky ze stiedové
a periferni Casti, a to ve tiech nezavislych opakovanich pro vzorky QC;—QCs u vSech hladin

hematokritu. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 8.

Tabulka 8 Vliv homogenity na koncentraci a-tokoferolu ve vzorcich suché kapky krve

Vzorek Hematokrit Objem (ul) Korlcentrace a-T Kor.lceI}trace o-T Rozdil ] Rozdil
QC (%) stied (umol/l) periferie (umol/l) (absolutni) (%)
1 30 100 16,26 15,60 0,66 4,1

45 100 18,66 20,64 1,98 10,6
60 100 2491 25,86 0,95 3,8
2 30 100 15,38 14,56 0,82 5,3
45 100 26,90 32,05 5,15 19,1
60 100 36,32 32,34 3,98 11,0
3 30 100 17,82 17,09 0,73 4,1
45 100 29,14 30,03 0,89 3,1
60 100 35,47 34,96 0,51 1,4

Rozdily v koncentraci a-tokoferolu v discich vyraZzenych ze stfedu a periferie krevni
skvrny byly v rozmezi 1,4-11,0 %, coz naznacuje jen mirnou nehomogenitu krevni skvrny za
testovanych podminek. Nejvyssi rozdily byly pozorovany pifi hodnoté hematokritu 45 %

u vzorku QC,, coz mize byt chybou pfi zpracovani vzorku.
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Nerovnomérné Sifeni analytu na filtraénim papite ma dopad na jeho koncentraci.
U nékterych analytl mize rozdil koncentrace v disku vyraZzeném ze stiedu a periferie krevni
skvrny dosahovat az 35 %. Tyto poznatky je tfeba zohlednit pfi interpretaci vysledkd, zejména

pokud neni homogenita analyzovaného analytu jednozna¢né ovétena [11, 28, 30].

3.3 Analytické parametry metody plynové chromatografie s hmotnostni

detekcei pro stanoveni a-tokoferolu ve vzorku suché kapky krve

3.3.1 Linearita metody

Linearita metody byla studovana v rozsahu koncentraci 0,00-50,50 umol/l. V tabulce 9 a grafu
4 jsou uvedeny vysledky vybrané kalibra¢ni kiivky, kdy po vylouceni jedné odlehlé¢ hodnoty
byl korelac¢ni koeficient R=0,9818.

Tabulka 9 Plochy pikt a-tokoferolu a a-tokoferolu-Ds kalibracnich standardii pfipravenych v plné krvi

Koty " Pochapiku ot OChEPIk Pt et
SO 0,00 16167 143231 0,113
S1 0,50 16945 156678 0,108
S2 1,30 17690 157316 0,112
S3 2,50 17169 150700 0,114
S4 5,10 18528 160512 0,115
S5 12,60 480215 173299 2,771
S6 25,30 20973 163138 0,129
S7 50,50 22246 160531 0,139
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Graf 4 Stanoveni a-tokoferolu ve vzorcich suché kapky krve, kalibra¢ni kfivka

Z grafu 4 je patrné, Ze v rozsahu nizkych koncentraci neni dosazena linearni zavislost.
Problémem je, Ze kalibra¢ni kiivka je konstruovéna tak, zZe standardy a-tokoferolu pfipravené
v ethanolu jsou pfidavany ke vzorku krve, a to v takovém pomeéru, aby se nezménila matrice
vzorku. Pi1 urceni analytickych parametrt byly ziskdny malo uspokojivé vysledky presnosti
a zcela neuspokojivé vysledky vytéznosti, coz ma vliv na vysledky linearity metody a naopak.
Pro porovnani uvadime kalibra¢ni kiivky, kdy jednotlivé standardy byly pfipraveny fedénim

pracovniho roztoku a-tokoferolu pouze ethanolem (ptiloha 1-3).

3.3.2 Mez detekce a stanovitelnosti

V ramci této prace nebyly ur¢eny hodnoty LOD a LOQ), a to z divodu nereprodukovatelnosti
kalibracnich kiivek. Hodnoty vypoctené na zakladé primérné smérnice a standardni odchylky

useku 5 kalibracnich kiivek byly nepfijatelné.
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ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo zjistit, zdametoda GC-MS je dostatecné citliva pro stanoveni
a-tokoferolu ve vzorcich DBS, bez jeho ptedchozi derivatizace. I kdyz byl touto metodou
a-tokoferol ve vzorcich DBS kvantifikovan, analytické parametry metody jsou neuspokojivé.
Nejveétsim problémem byla nereprodukovatelnost kalibracnich kiivek. Divodem ziejmé je
nereprodukovatelnd vytéznost a-tokoferolu ptfidavaného ke vzorku krve pii priprave
kalibracnich standardi. Proto hladiny a-tokoferolu odecitané z takovychto kalibra¢nich kiivek
nemusi odpovidat skute¢nosti a nelze garantovat ziskané vysledky pii jednotlivych studii, jako
jsou analytické parametry metody, vliv hodnoty hematokritu a velikosti nandSené¢ho objemu na
koncentraci a-tokoferolu ve vzorcich DBS. Ptes tato omezeni prace pfinesla nékolik diilezitych
poznatki, z kterych lze vychazet pti pokraCovani vyvoje a validace metody GC-MS pro
stanoveni a-tokoferolu ve vzorcich DBS. Bylo zjisténo, ze a-tokoferol se na filtra¢nim papiru
$ifi celkem rovnomérné, hodnota hematokritu ma vliv na koncentraci a-tokoferolu, ale jen
maly, a Zze pokud bude na filtra¢ni papir nandsen objem krve v uzkém rozmezi, mezi 50-70 pl

krve, nebude to mit zasadni vliv na koncentraci.
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Piiloha 1 Stanoveni a-tokoferolu metodou plynové chromatografie s hmotnostni detekci, kalibracni kiivka,
vnitinim standardem byl a-tokoferolacetat, linearni zavislost
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Piiloha 2 Stanoveni a-tokoferolu metodou plynové chromatografie s hmotnostni detekci, kalibra¢ni ktivka,
vnitinim standardem byl a-tokoferolacetat, kvadraticka zavislost
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Piiloha 3 Stanoveni a-tokoferolu metodou plynové chromatografie s hmotnostni detekci, kalibra¢ni ktivka,
vnitinim standardem byl a-tokoferol-De, linedrni zavislost
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Piiloha 4 Chromatograficky zaznam stanoveni a-tokoferolu-Ds (5,56 min), a-tokoferolu (5,64 min) a
a-tokoferolacetatu (6,26 min) ve smé€sném standardu metodou plynové chromatografie s hmotnostni detekei
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GC-MS podminky: kolona HP—5ms [(5%-fenyl)-methylpolysiloxan; 30 m x 0,32 mm, tloustka filmu 0,25 pm
nosny plyn: helium; celkovy pritok nosného plynu: 6,9 ml/min; pritok nosného plynu kolonou: 1,3 ml/min;
davkovany objem vzorku: 1 pl, mod split (2); teplota kolony: 280 °C (isotermicka separace); teplota nastriku: 280
°C; typ ionizace: dopadem elektronu (70 eV); rezim méfeni: SIM; monitorované ionty: m/z 430 pro a-tokoferol;

m/z 436 pro a-tokoferol-Ds; teplota rozhrani: 200 °C; teplota iontového zdroje: 280 °C.

Piiloha 5 Chromatograficky zaznam stanoveni a-tokoferolu v lidské krvi ziskané technikou suché kapky
metodou plynové chromatografie s hmotnostni detekci

Tz
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Pik 1, a-tokoferol-Ds (5,60 min); pik 2, a-tokoferol (5,68 min; 2,29 pmol/l). Podminky GC-MS: viz ptiloha 4.
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Piiloha 6 Hmotnostni spektrum a-tokoferolu
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Piiloha 7 Hmotnostni spektrum a-tokoferolu-Ds
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Piiloha 8 Hmotnostni spektrum a-tokoferolacetatu
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