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ANOTACE

V této praci je popsano nékolik metabolitd, které je mozné vyuzit jako biomarkery pro
diagnostiku fady onemocnéni. K jejich stanoveni je vhodné vyuzit kapalinovou chromatografii
s hmotnostni detekci kvili jeji citlivosti a selektivité. Dale je popsana technika odbéru tzv.
suché kapky krve, kterd se vyznacuje neinvazivnim zptisobem odbéru vzorku, jednoduchym
transportem a skladovanim. Experimentalni ¢ast je zaméfena na vyvoj separac¢nich metod pro
stanoveni aminokyselin, alantoinu a kyseliny mocové ve vzorcich krve ziskanych technikou
suché kapky. Soucasti prace je také optimalizace a validace metod zahrnujici aplikaci na realné

vzorky a diskuze ziskanych vysledk.

KLICOVA SLOVA:

Alantoin, aminokyseliny, HPLC-MS, kyselina mo¢ova, metabolomika, suchéa kapka krve.

ANOTATION

This thesis describes several metabolites that can be used as biomarkers for the diagnosis of
a number of diseases. For their determination, it is advisable to use liquid chromatography with
mass spectrometry detection due to its sensitivity and selectivity. Furthermore, the dried blood
spot collection technique is described, which is characterized by a non-invasive method of
sample collection, simple transport, and storage. The experimental part is focused on the
development of separation methods for the determination of amino acids, allantoin, and uric
acid in blood samples obtained by the dried spot technique. Optimization and validation of
methods including their application to real samples and discussion of obtained results are also

included.
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Uvod

V soucasné dobé roste zajem o technologie, které jsou schopné profilovat biologické systémy.
Jednou ztéchto technologii je metabolomika, ktera se zabyva analyzou relativné malych
molekul v biologickych systémech. Hlavnim cilem metabolomiky je porozuméni
metabolickych drah s naslednym vyuzitim pro predikci vzniku onemocnéni, a analyza
biomarkerti, které lze pouzit k diagnostice onemocnéni nebo monitorovani terapie. Pro
metabolomické analyzy jsou neustale vyvijeny nové metody, které jsou schopny stanovit az
nekolik stovek metabolitii soucasn€. Dosahnout se toho da v pifipadé pouziti kapalinové
chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii. Pravé tato kombinace umoziiuje

dostate¢né selektivni, citlivé a pomérné rychlé analyzy v metabolomice.

Velky duraz je také kladen na odbér vzorkti pro metabolomické studie. Vzhledem
k potiebé velkych souborii vzorkii pro jednotlivé studie je snahou zabezpecit co nejméné
invazivni odbér vzorku, jeho jednoduchy transport do laboratofe a v neposledni fad¢ stabilitu
analytd a s tim i spojené uchovavani vzorki v biobankach. Tyto pozadavky spliiuje technika
suché kapky krve, kterd se bézné vyuziva pifi novorozeneckém screeningu vrozenych
metabolickych poruch novorozenct. Tato alternativni technika odbéru vzorku by mohla mit
potencial byt implementovana iv metabolomickych studiich, ¢i pfi monitorovani U¢inku

nasazené¢ 1écby a nahradit tak klasicky odbér vzorku krve.
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Metabolomika

V posledni dobé nartistd pocet ,,omickych® technologii, které jsou schopné profilovat
biologické systémy. Jednim z téchto ,,omickych® pfistupl je metabolomika, ktera se zabyva
identifikaci a kvantifikaci metabolitii (<1500 Da) v biologickém systému [1]. Metabolomika je
koncovym bodem tzv. ,,omické kaskady* (Obrazek 1), a je tedy nejblize fenotypu. To znamena,

ze zména koncentrace jednoho nebo vice metaboliti se mtize projevit zménou fenotypu [2].

Metabolity

GENOM TRANSKRIPTOM PROTEOM METABOLOM

FENOTYP
Obrazek 1 ,,Omicka kaskdada* (upraveno dle [3])

Soucasné metabolomické technologie jsou schopné piesné analyzy stovek az tisicii
metabolitd. Diky tomu metabolomika poskytuje podrobnou charakterizaci metabolickych
fenotypt, vcetné metabolickych poruch, které jsou zakladem onemocnéni. Dale jsou tyto
technologie schopné objevit nové biomarkery, které 1ze pouzit k diagnostice onemocnéni nebo
k monitorovani terapie [4]. Z pohledu metabolického inzenyrstvi mohou ziskana data ptispét
ke zvySeni produkce terapeutik a biopaliv buiikami, lep§im vynosim plodin a strategiim pro

obnovitelnou energii [2].

Metabolomiku miiZeme rozdélit do dvou velkych skupin, metabolické profilovani

a metabolicky fingerprinting neboli tzv. otisk prstu.
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Metabolické profilovani

Tato skupina je také oznaCovédna jako cilend metabolomika. Zabyva se analyzou skupin
metabolitl souvisejicich s ur¢itou metabolickou drdhou nebo tiidou sloucenin. Ve vétsing
piipadl je metabolické profilovani spiSe pfistupem zaloZzenym na hypotézach nez pristupem
vytvarejici hypotézu. Na zdklad¢ kladenych otdzek jsou vybrany metabolity, pro jejichz
stanoveni jsou nasledn¢ vyvinuty specifické a prevazné kvantitativni metody. Ziskana data pak
slouzi k hodnoceni adaptace organismu po expozici xenobiotiky nebo po zméné Zivotniho
prostiedi. Data mohou byt vyuzita také k diagnostice onemocnéni, piipadné sestaveni databazi,

které umoznuji lepsi porozumeéni biologickym systémtim [5, 6].
Metabolicky fingerprinting

Mtuzeme jej oznalit jako necilenou metabolomiku. Vyuziva piistupy, které se snazi odhalit
conejvice odliSnych rysi vjedné analyze a v kombinaci s vicerozmérnou statistikou
identifikovat biomarkery, které¢ odliSuji nemocné od kontrolni skupiny. Cilem tedy neni
identifikovat kazdy pozorovany metabolit, ale porovnat vzorce metabolitd, tzv. otisky prstu,

které se méni vlivem onemocnéni, expozici toxinim nebo genetickych zmén [5, 6].

1.2 Vybrané metabolity

1.2.1 Aminokyseliny

Aminokyseliny (AMK) jsou organické slouceniny, které tvoii peptidy a proteiny. Kazda AMK
je tvofena aminoskupinou, karboxylovou skupinou, atomem vodiku a postrannim fetézcem,
ktery je napojen na a-uhlik. Vyjimkou je prolin, ten jako jediny z 20 proteinogennich AMK ma
cyklickou strukturu a obsahuje sekundarni aminoskupinu. AMK jsou klasifikovany podle
chemickych vlastnosti postranniho fetézce R a podle rozpustnosti je mizeme rozdélit do Ctyt
skupin: nepolérni, kyselé, bazické a polarni (

Obrazek 2). Kromé glycinu obsahuji AMK alespoii jeden asymetricky uhlik, tim pAdem mohou

existovat v jedné ze dvou enantiomernich forem L- nebo D-aminokyselin [7].

V metabolismu maji AMK tadu funkci. Jsou strukturnimi jednotkami proteinii a substraty
biologicky vyznamnych latek. Kyselina glutamova, asparagovd, y-aminomaselnd a taurin
pusobi jako neurotransmitery, kdy reguluji synapticky pienos a pamét. Na modulaci syntézy

proteinli a inhibici katabolismu proteint se podileji AMK s rozvétvenym fetézcem, mezi néz
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patii leucin, isoleucin a valin. Fenylalanin a tyrosin se podileji na biosyntéze biogennich amint

a katecholamint [8].

OH OH OH  CHj4 OH
o)\/NHf} @)\I/EH3 o)YK/C% D)\(YCHE
NH, NH, NH, CHy
Glycin (Gly) Alanin (Ala) Isoleucin (Ile) Leucin (Leu) Z
OH OH OH =
<
H Q
N -
NH, Nz S, §
H o~
Prolin (Pro) Fenylalanin (Phe) Tryptofan (Trp)
OH OH CHy
)\I/\/s""- )\{/L
o) CH, o CH,
NH; NH
Methionin (Met) Valin (Val)
OH
OH OH >~
o 0 4
NH, © NH, -
Kys. asparagova (Asp)  Kys. glutamova (Glu)
OH OH NH, OH
: =]
NH, ,g : >
o o NH SN o | > N
NH, NH, NH, S a
Lysin (Lys) Arginin (Arg) Histidin (His ;
OH  CHy OH P
D)YLOH o “ il
NH, NH,
OH NH 8
Threonin (Thr) Tyrosin (Tyr) Serin (Ser) g
OH OH NH, OH =
)\l/\ﬂ/m-i2 )\l/\/g -
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Obrazek 2 Strukturni vzorce proteinogennich aminokyselin

1.2.1.1 Stanoveni aminokyselin

Pro stanoveni AMK existuji dva bézné¢ vyuzivané ptistupy. Bud’ jsou AMK analyzovany
v jejich pfirozené formé, nebo se provadi analyza jejich derivati. Zatimco se analyza AMK
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tradicné provadi plynovou chromatografii (GC) s derivatizaci trimethylsilanem nebo
kapalinovou chromatografii (HPLC) s postkolonovou derivatizaci ninhydrinem nebo
piredkolonovou derivatizaci orto-ftalaldehydem (OPA), mnoho dneSnich analytickych

platforem je zaloZeno na kombinaci chromatografie s hmotnostni spektrometrii (MS) [9].

HPLC-MS technika byla Siroce pfijata k separaci AMK na kolonach s reverzni
stacionarni fazi. AMK jsou vysoce polarni analyty, coz ma za nésledek Spatnou retenci na
kolonach s reverzni fazi. Navic jsou jejich molekulové hmotnosti ve stejném rozmezi jako
nespecifické signaly eluentii nebo matrice, proto se provadi derivatizace AMK. K derivatizaci
existuje celd fada ¢inidel. Mezi vyuzivana ¢inidla jak pro fluorescencni detekci, tak pro HPLC-
MS patii napiiklad OPA nebo DANSYLchlorid. Pro MS detekci se pak hojné vyuziva napt.
dibenzylethoxymethylenmalonat (DEEMM), benzylethylethoxymethylenmalonat (EBEMM),
1-brombutan, diisopropylfosfit a 2,4-dinitrofluorobenzen [8, 10, 11]. Derivatizace je také
vyuzivana pfi rutinnim stanoveni AMK ze suchych kapek krve pfi novorozeneckém screeningu,

kdy se AMK prevadi na ptislusné butylestery [12].

Pro stanoveni AMK bez derivatizace se vyuzivd nejcastéji hydrofilni interakéni
kapalinovd chromatografie (HILIC, z angl. hydrophilic interaction liquid chromatography)
ve spojeni s MS. Reten¢ni chovani AMK pfii tomto stanoveni je velmi zavislé na volbé pufru
ana pH mobilni faze. NejCastéji pouZivanym pufrem je mravencan amonny v koncentracich
5-30 mmol/l v rozmezi pH od 3 do 6 v zavislosti na zvolené analytické kolon¢. Pro HILIC
separace AMK se nejvice vyuZivaji kolony s amidovou nebo C18 hybridni stacionarni fazi
(BEH, z angl. ethylene bridged hybrid). Vyhodou pouziti HILIC metody je stanoveni AMK
v jejich nativni formé, na druhou stranu zde dochazi ke sniZeni citlivosti detekce v disledku

sniZeni ionizace vysokou koncentraci pufru [13—15].

Separace enantiomert a konstitu¢nich izomerd AMK soucasnymi MS metodami je stale
problematicka, pokud neni soucasné pouzita i specifickd chromatografie. Moznym feSenim je
pouziti spektrometrie pohyblivosti iontd s hmotnostni spektrometrii (IMS-MS, z angl. ion-
mobility spectrometry-mass spectrometry). [zomery maji stejnou hmotnost, téméi identicky
retencni Cas a podléhaji stejné fragmentaci v tradicnich HPLC-MS/MS metodach. V IMS jsou
vSak analyty separovany na zaklad€ jejich rozdilné pohyblivosti, coz ptida dal$i dimenzi pfi

separaci [15]. Vyuzit se toho mlize napf. k separaci leucinu a isoleucinu [16].
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1.2.1.2 Poruchy metabolismu aminokyselin

Vrozené poruchy metabolismu (IEM, z angl. inborn errors of metabolism) je skupina dédi¢nych
metabolicky poruch, které jsou zplisobeny mutacemi specifickych genil, coz ma za nasledek
zhorSeni produkce proteinti a enzymt a naruSeni tak fady metabolickych drah. IEM byly
rozdéleny do ruznych kategorii. Jedna z nich, kterd je charakterizovana poruchami AMK, se
nazyva aminoacidopatie. Aminoacidopatie 1ze detekovat genetickymi testy na urovni mutace
v odpovidajicich genech nebo sledovanim zmén v hladinach AMK metodami HPLC-MS/MS.
Mezi aminoacidopatie, které jsou potencialné 1écitelné, pokud jsou diagnostikovany v brzké
fazi Zivota, je fazeno 13 poruch. Jejich piehled je uveden v Tabulka 1. U téchto poruch se
objevuji rizné ptiznaky, jako jsou hyperaktivita, mentalni postizeni, zpozdéni vyvoje, zvraceni

a zachvaty. Pro sniZzeni imrtnosti a minimalizaci morbidity se provadi v€asnd diagnostika [IEM

prostfednictvim novorozeneckého screeningu [12, 17].

Tabulka 1 Prehled 13 potencialné lécitelnych aminoacidopatit

Aminoacidopatie OMIM Svétova prevalence
Fenylketonurie 261600 1:10000-25000

Nemoc javorového sirupu 248600 1:185000
Homocystinurie 236250 1:150000

Tyrosinémie typu II 276600 1:250000

Citrulinémie typu I 215700 1:200000

Citrulinémie typu II 605814 1:230000

Argininémie 207800 1:3500000

Deficit karbamoylfosfatsynthetasy | 237300 1:800000
Argininjantarova acidurie 207900 1:70000

Deficit N-acetylglutamatsynthasy 237310 Neznama4, velmi vzacné
HHH syndrom 238970 Vice nez 100 jedinct
Deficit ornithintranskarbamylasy 311250 1:77000

Deficit pyruvatkarboxylasy 312170 Neznama, velmi vzacné

OMIM, Databaze genil a genetickych onemocnéni (z angl. Online Mendelian Inheritance in

Man); HHH, hyperornithinémie-hyperamonémie-homocitrulinurie [18].
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Fenylketonurie

Fenylalanin je esencialni AMK a tyrosin semiesencialni. U lidi je tyrosin syntetizovan
z fenylalaninu za 1casti enzymu fenylalaninhydroxylasy, ktery katalyzuje zavedeni
hydroxylové skupiny na aromatické jadro fenylalaninu. Tyrosin pak muze byt dale
katabolizovan v né€kolika krocich za vzniku acetoacetatu a fumaratu jako konecnych produkta.

Stru¢ny popis metabolismu fenylalaninu a tyrosinu je znazornén na Obrazku 3 [19].

Proteiny ze .
gl T -===-----------+ Fenylalanin
stravy
,_/-"’_7 _ 7_"’\‘_ 4
¢ BH4 recyk\ace
o = v L-Dopa,
Tytosip -~m7oonmansmeness * | Tyroxin,
Melanin

v

40H-fenylpyruvat
HAWKINSURIE 3= Ty |||

Cytozol

v

Homogentisat

ALKAPTONURIE

v

Maleylacetoacetat
. suac
Lt
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Obrdzek 3 Prehled metabolismu fenylalaninu a tyrosinu. Deficience enzymii je znazornéna cervenymi hvézdami.
Zelena cara predstavuje mitochondrialni membranu. SUAC, sukcinylaceton, BH4 tetrahydrobiopterin, HPA,

hyperfenylalaninémie; PKU, fenylketonurie; TYR, tyrosinémie (upraveno dle [19]).

Poruchou genu kédujici enzym fenylalaninhydroxylasu vznika nej€astéjs$i autozomalné
recesivni porucha metabolismu zvana fenylketonurie (PKU). Ve vét§in€ ptipadd je PKU
zpisobena pravé poruchou genu, nicméné nékolik mdlo procent piipadi je zplsobeno
nedostatecnosti syntézy nebo recyklace biopterinového kofaktoru. U nelécenych jedinci se
v disledku zvysSenych hladin fenylalaninu ve tkénich rozvinou neurologickd onemocnéni,
véetné opozdéného vyvoje, zachvatli, mentalniho postizeni a psychiatrickych poruch.
Vyskytnout se mizou také ekzémy a zesvétlené vlasy a kiize. Incidence PKU se lisi v zavislosti
na populaci, kdy nejvyssi incidence je v turecké populaci 1:2600 a populaci severni Evropy
1:10000 [19].
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Klasickd PKU je definovana jako zvySena hladina fenylalaninu v plazmé nad
1200 pmol/l, nicméné¢ 1 mnohem niz§i koncentrace fenylalaninu jsou spojovany
s neoptimalnimi kognitivnimi a neurologickymi potizemi. Soucasné smeérnice pro lécbu
doporucuji udrzovat hladiny fenylalaninu v plazmé v rozmezi 120-360 pmol/l. Zakladem lécby
je Tfizeni koncentrace fenylalaninu v krvi celozivotni dietou somezenim bilkovin
a suplementaci AMK. Uginek 16¢by je sledovan pravidelnou analyzou fenylalaninu a tyrosinu.
U PKU se tyrosin stava neesencialni AMK a je ho nutné podéavat jako nezbytny doplnék stravy.
UdrZovani a s tim 1 spojené monitorovani hladin tyrosinu je diilezité, jelikoZz tyrosin slouzi jako
prekurzor pro syntézu katecholaminti, hormonti §titné zlazy a melaninu [20, 21]. Novéj$im
zpisobem 1écby je naptiklad injek¢éni podani enzymu fenylalaninamoniumlyasy, kterd miize
normalizovat hladiny fenylalaninu v krvi. Experimentalni 1é€ba pak zahrnuje genovou terapii

nebo transplantaci hepatocyti [19].

Tyrosinémie typu I a II

Tyrosinémie (TYR) typu I je zpisobena nedostatkem enzymu fumarylacetoacetathydrolasy,
ktera katalyzuje posledni krok odbourdvani tyrosinu. Defekt enzymu znemoZziiuje enzymatické
odbourdvani fumarylacetoacetatu, ktery je tim padem dekarboxylovan na sukcinylaceton.
Akumulace sukcinylacetonu ma toxicky ucinek na hepatocyty a bunky proximalnich
ledvinovych tubulil a zpisobuje inhibici syntézy hemu a glukoneogeneze. Klinicky prub¢h je
zivot ohrozujici a obvykle charakterizovan akutnim jaternim selhanim nebo chronickou
dysfunkci jater. LéCba probihé dietou se snizenym mnozstvi fenylalaninu a tyrosinu v potrave.
Lécbou je zlepsena funkce jater, nicméné ve vétSiné pripadi ale nezabranuje rozvoji

hepatocelularniho karcinomu, ¢i cirhdzy jater jiz v détstvi [22].

Tyrosinémie typu II, také zndma jako Richner-Hanhartliv syndrom, je autozomalné
recesivni porucha metabolismu, pfi které je narusena funkce enzymu tyrosinaminotransferasy.
Vysledkem je hromadéni tyrosinu v krvi, moci a cerebrospinalni tekutiné. U nelécené TYR
typu II jsou hladiny tyrosinu v plazmé vyssi nez 1200 pmol/l. Klinickym projevem je usazovani
krystall tyrosinu v epitelidlnich buiikach rohovky, coz vede k fotofobii a nadmérnému slzeni.
Dale se vyvijeji kozni abnormality ve formé puchyit a hyperkeratotickych papul, hlavné
v tlakovych oblastech, jako jsou dlan¢ a chodidla. Projevuji se také neurologické potize

a mentalni postizeni. K symptomatické 1écbé se vyuziva dietni omezeni s nizkym obsahem
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tyrosinu a fenylalaninu v potravé a doporucuje se udrzeni hladin tyrosinu v plazm¢ v rozmezi

200-500 pmol/l pti zachovani adekvatnich hladin fenylalaninu [19, 23].

1.2.2 Kyselina mocova

Kyselina moc¢ova (KM) neboli 2,6,8-trioxopurin (Obrazek 4) je heterocyklickd sloucenina,
ktera je konecnym produktem odbourdvani purinti u lidi. Jedna se o slabou kyselinu vyskytujici

se v extracelularni tekutiné jako monosodnéd stl. KM vznika oxidaci oxopurini za Ucasti

xanthinoxidasy.

0]
H
N

NH
: | A

N

N o]
A H

Obrazek 4 Strukturni vzorec kyseliny mocové

U vétsiny saved je KM, reakci katalyzovanou urikasou, oxidovana na alantoin (ALA).
Vyjimkou jsou lidé a vyssi primati, u nichZ je nonsense mutacemi blokovana exprese genu pro
urikasu. Zajimavosti je, Ze u vysSich primatii mutace urikasy paralelizuje se ztratou schopnosti
syntetizovat kyselinu askorbovou. Je mozné, ze u vysSich primatd tak KM svymi
antioxida¢nimi vlastnostmi ¢aste¢né nahrazuje kyselinu askorbovou. KM je u ¢lovéka hlavnim
antioxidantem plazmy a povaZuje se za vyznamny faktor prodluzovani délky zivota a snizovani
rizika vzniku rakoviny spojené s vékem [24]. Rada in vitro studii prokazala jednoznaénou
antioxidacni schopnost KM. Tato slou¢enina chrani membrany erytrocytil pred lipoperoxidaci
a zabrafnuje tvorbé oxo-hemovych oxidantl, které vznikaji reakci hemoglobinu s peroxidy. Je
také schopna velmi u¢inné zhaset singletovy kyslik nebo vychytdvat hydroxylové radikaly.
Dale bylo zjisténo, ze KM je reaktivnimi slouc¢eninami kysliku (ROS) oxidovana na ALA [25].

Hladina KM v krvi se odviji od jeji biosyntézy, vyluCovani ledvinami a piijmu purinii
v potravé. Referenéni hodnoty KM v plazmé se pohybuji v rozmezi 200-400 umol/l [26].

Chronické hyperurikémie je spojena s fadou nemoci, jakou jsou dna, hypertenze, onemocnéni

ledvin a kardiovaskularniho systému [27, 28].
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1.2.2.1 Stanoveni kyseliny mocové

Pro stanoveni hladiny KM v séru se v biochemickych laboratofich pouziva metoda s urikasou.
Ptednost se dava séru pred plazmou, jelikoz bézn€ pouzivana antikoagulancia (EDTA, citrat,
oxalat) inhibuji urikasu. Pfi tomto stanovenim je KM oxidovéna za katalyzy urikasou na ALA,
mefi se bud’ pokles absorbance KM pii 293 nm, nebo se vznikly peroxid vodiku vyuziva
k oxidac¢ni kopulaci mezi 4-aminoantipyrinem a derivatem fenolu za katalyzy peroxidasou. Pti
této reakci interferuji latky s reduk¢énimi vlastnostmi, jako jsou glukosa, bilirubin a kyselina
askorbova, které jsou peroxidem oxidovany. Interference bilirubinu se fteSi ptidavkem
hexakyanozeleznatanu, ktery slouzi jako intermedidtor pro pienos elektroni v oxidaéni
kopulaci, namisto 4-aminoantipyrinu oxiduje derivat fenolu. Vznikly meziprodukt je méné
nachylny k redukci bilirubinem. Interference kyseliny askorbové muze byt potlacena
pridavkem askorbatoxidasy. Ta katalyzuje jeji oxidaci na kyselinu dehydroaskorbovou.
Spravnéj$imi a citlivéj§imi metodami pro stanoveni KM jsou kapalinova, ptipadné plynova

chromatografie [29].

Plynova chromatografie s hmotnostni detekci (GC-MS) a isotopovym zied’ovanim byla
zvolena Narodnim institutem pro standardy a technologie (NIST) jako definitivni metoda pro
stanoveni KM [30]. Nicméné&, v posledni dobé se upiednostituje kapalinova chromatografie.
Je to diky jeji vysoké uc¢innosti separace, dobré selektivite, vysoké citlivosti detekce, Sirokému
linedrnimu rozsahu a automatizaci. Navic neni nutnd derivatizace KM. Detekce KM neni
omezena pouze na vzorky séra a moci, kde se vyskytuje ve vySsich koncentracich, ale mize byt
detekovana i ve vzorcich slin, bun¢k ¢i nehtd. Separace se provadi prevazné na kolonach
sreverzni stacionarni fazi. K detekci jsou vyuzivany riazné typy detektorti, zahrnujici

elektrochemicky detektor, UV detektor [31, 32] nebo hmotnostni spektrometr (MS) [33-36].

1.2.3 Alantoin

Alantoin (Obrazek 5), také glyoxyldiureid nebo 5-ureidohydantoin, je produktem oxidace KM
a u vetsiny savcl koneénym produktem metabolismu purint. V lidském téle miize vznikat
neenzymatickou oxidaci KM ptisobenim ROS. To je davod, pro¢ je ALA povazovan
za ukazatele oxidacniho stresu. M4 1 terapeutické ucinky, stimuluje rast zdravé tkané, proto
se hojn¢ vyuziva v kosmetickych produktech pro regeneraci pokozky a ke zklidnéni koZniho

podrazdeéni [37].

21



N N NH,

Obrazek 5 Strukturni vzorec alantoinu

1.2.3.1 Stanoveni alantoinu

Analyza ALA je pomérné obtizna, a to hlavné kviili jeho nizkym koncentracim v biologickych
vzorcich, nepfitomnosti chromoforu v molekule a jeho vysoké polarité. Hladiny ALA mohou
byt stanoveny HPLC s UV detekci po pfevedeni ALA na kyselinu glyoxylovou a nésledné
derivatizaci s dinitrofenylhydrazinem [38]. DalS§i moZnosti je metoda GC-MS. Pfi tomto
stanoveni je nutna derivatizace, pii které je ALA v bezvodém prostiedi derivatizovan smési N-
methyl-N-terc-butyldimethylsilyltrifluoroacetamidu  (MTBSTFA) a pyridinu, za vzniku
methylsylilderivatu. Nicméné velmi ¢asové narocné derivatizace ALA je hlavnim limitujicim

faktorem pro pouziti této metody [39].

Alternativou miize byt HPLC-MS. U této metody je snadné ptiprava vzorku bez nutnosti
derivatizace. Separace se muze provadét na kolonach s reverzni fazi (C18, alkyl) [40-42], ale
vzhledem k vysoké polarit¢ ALA je vhodnéjSi pouzit hydrofilni interakéni chromatografii.
I presto je stanoveni ALA stale naro¢né a v klinickych laboratofich se bézné neprovadi [43,

44].

1.3 Technika suché kapky krve

Metabolom jakéhokoliv daného biologického systému obsahuje rozmanitou Skalu
nizkomolekularnich metabolitli, jejichz zjisténé mnozstvi mize byt ovlivnéno nacasovanim
a metodou odbéru vzorku, nebo také skladovanim a manipulaci. V metabolomickém vyzkumu
je nutné zohlednit preanalytické procesy a biobankovani. Spatné zachazeni se vzorky pred
jejich analyzou muize mit negativni Gi€inky na robustnost a reprodukovatelnost ziskanych dat

[45].
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Jednou z moznych technik odbéru vzorku pro metabolomické studie je metoda suché
kapky krve (DBS, z angl. dried blood spot). Ta se stala popularni v roce 1963, kdy ji Robert
Guthrie pouzil pro odbér vzorku pii novorozeneckém screeningu fenylketonurie. Technika
DBS spociva v nanaseni nékolika kapek kapilarni krve, ziskanych pichnutim do prstu nebo
paty, na filtrani papir ve formatu karty. Vzorky se nechaji jednodu$e uschnout bez jakékoliv
dalsi upravy a jsou podrobeny analyze. V soucasné dob¢ se DBS technika vyuziva pti stanoveni
hladin 1€k, kontaminantii z zivotniho prostfedi, metabolit, bilkovin, protilatek, DNA a RNA
v riznych biologickych vzorcich. Je standardni technikou odbéru vzorku plné krve pii

novorozeneckém screeningu riznych metabolickych onemocnéni na celém svété [46, 47].

Z chemického hlediska jsou analyty adsorbovany na pevnou matrici na bazi celulosy.
Adsorpce a pevna povaha DBS ¢ini analyty obvykle mén¢ reaktivni nez v kapalné krvi. Dobré
stabilita analytl po dobu az nékolika mésicii je pravé jedna z mnoha vyhod DBS techniky
(Tabulka 2). Navic vysusend matrice vzorkil inaktivuje vétSinu patogend, ¢imz se snizuje
biologické riziko spojené s transportem vzorku. Nicméné nékteré patogeny, jako je virus
hepatitidy typu B, virus dengue nebo streptokoky skupiny A, zlistdvaji v zaschlé krvi aktivni
1 po dobu nékolika dni [48, 49].

Tabulka 2 Souhrnna tabulka vyhod a nevyhod pouZziti techniky suché kapky krve

Vyhody Nevyhody

neinvazivni odbér netradi¢ni matrice vzorku

maly objem vzorku maly objem vzorku
jednoduchy odbér, transport a uskladnéni chromatografické efekty
sniZzeni rizika infekce vliv hematokritu

zvySseni stability analytl rozdilna stabilita analytd

nizké naklady rizn4 Ucinnost extrakce analytl
kompatibilni s vétSinou bioanalytickych metod citlivost na podminky prostfedi

dobra piesnost a reprodukovatelnost
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Nejvétsi vyhodou je méné invazivni zptisob odbéru vzorku, ktery je pfijatelny zejména
u novorozencti a malych déti. Maly vpich do prstu specidlni jehlou je téméf bezbolestny a bez
specidlniho proskoleni jej mtizou pacienti (v pfipad¢ déti jejich rodice) provadét sami.
Na druhou stranu je objem odebrané krve pomérné nizky (obvykle n€kolik desitek mikrolitrtt),
zatimco standardnim odbérem krve do zkumavek ziskavame objemy v jednotkdch mililitra.
DBS vzorky jsou proto obzvlasté vhodné v piipadech, kdy je mnozstvi odebrané krve omezené.
Takovym piipadem mulze byt napt. preklinicky vyvoj 1éCiv, kdy se sleduje farmakokinetika
1é¢iv na mySich. Kromé jednoduchého odbéru a stability analytii je také snadné€jsi transport
a skladovani karet s DBS. Vzorky mohou byt poslany do laboratotfe postou bez nutnosti jejich
zamrazeni. Vyssi vlhkost a teplota v poStovnich schrankach mohou zpiisobit znehodnoceni

vzorku [47].

1.3.1 Odbér vzorki technikou suché kapky

U lidi lze kapilarni krev odebirat na riznych mistech téla, nejcastéji se vSak jednd o patu
a konecky prsti. Pfed odbérem se misto vpichu ocisti 70% alkoholem a kiZe se napichne
specidlni sterilni jehlou. Prvni kapka krve se odsaje gazou, protoze miZe obsahovat
intersticialni tekutinu, dal$i kapky jsou pak aplikovany na odbérovou kartu do predem urc¢enych
kruht. Takto ziskané DBS vzorky se nechaji zaschnout v horizontalni poloze pfi laboratorni
teploté po dobu 2-3 hodin. Pfi suSeni by nemélo dojit ke kontaktu s jinymi povrchy a vystaveni
vzorku pfimému slune¢nimu zateni. DBS vzorky mohou byt také ziskany pipetovanim plné
krve obsahujici antikoagulant na odbérovou kartu. Pipetuje se pfedem definovany objem
s pipetou umisténou tak, aniz by se dotykala karty. Tento postup se vyuziva hlavné pti ptiprave
standardt pro sestrojeni kalibracni kiivky a vzorkl pro ur€eni kontroly kvality dané metody

[50].

1.3.1.1 Typy odbérovych karet

V soucasné dob¢ je na trhu n€kolik komercéné dostupnych odbérovych karet pro techniku DBS.
Miizeme je rozdélit do dvou kategorii podle toho, z ¢eho byly vyrobeny, karty na bazi celulosy
(chemicky oSetfené 1 neoSetfené¢) a necelulosové karty. Pro novorozenecky screening jsou
komeréné dostupné tfi typy celulosovych karet s riznou kvalitou. Jedna se o odbérové karty

Whatman 903, PerkinElmer 226 a Munktell TFN. Nicméné pouze prvni dvé zminéné jsou
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schvalené americkou agenturou pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA). Odbérové karty mohou

byt impregnovany riznymi ¢inidly (Tabulka 3) pro potieby 1yzy bunék, inaktivace patogent,

denaturace enzymii a dalSich proteinti. Tyto karty jsou navrzeny pievazné pro analyzu

nukleovych kyselin tak, aby usnadnily jejich izolaci a zvysily stabilitu analytti ve vzorku [51].

Pro odbér krve je mozné vyuzit i materialy, které nejsou vyrobeny z celulosy. Ovsem

pouze firma Agilent Technologies vyvinula odbérovou kartu pro techniku DBS, ktera je

podobna té z celulosy a je vhodna pro bioanalytické aplikace. Dalsi materidly nejsou specialné

navrzeny pro odbér DBS a vyuzivaji se jen okrajove. Jedna se naptiklad o odbérové karty

ze sklenénych mikrovlaken nebo polyuretanové membrany [51].

Tabulka 3 Priklady komercné dostupnych karet pro odbér vzorku technikou suché kapky

Znacka

Vlastnosti

Whatman 903

celulosovy papir

zadna impregnace stabilizatory

Whatman FTA DMPK-A

celulosovy papir
impregnovany: SDS, tris(hydroxymethyl)aminomethan
stabilizace DNA pfi malych objemech krve

lyza bun€k a denaturace proteinti

Whatman FTA DMPK-B

celulosovy papir
impregnovany chaotropnimi latkami:
guanidiniumthiokyanat

lyza bun¢k a denaturace proteinii

Whatman FTA DMPK-C

celulosovy papir

7zadnd 1mpregnace stabilizatory, vhodny pro analyzu
protein

PerkinElmer

celulosovy papir

Zadna impregnace stabilizatory

DMPK, z angl. drug metabolism and pharmacokinetics; FTA, z angl. Flinders Technology
Associates; SDS, dodecylsulfat sodny [52]
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1.3.2 Technika suché kapky krve a kvantitativni analyza

Kvantitativni analyza biomarker v DBS vzorcich se opira o pfedpoklad, ze jednotlivé vyseky
pouzité pro analyzu poskytuji volumetrické méieni srovnatelné s kapalnym vzorkem krve. Na
kvantitativni vysledek analyzy vyseku ze vzorku odebran¢ho technikou DBS, ktery byl
vytvoren nevolumetrickym aplikovanim vzorku krve, ma vsak vliv nékolik faktord. Mezi tyto
faktory, ovlivilujici pfesnost a spravnost, patii objem krve aplikované na odbérovou kartu,
hodnota hematokritu (HCT), distribuce analytu ve skvrné, stabilita analytu, zptisob piidani

vnitiniho standardu a uc¢innost extrakce [53].

1.3.2.1 Homogenita

Objem krve aplikované na odbérovou kartu ovlivituje nejen velikost vytvofené skvrny, ale také
analytické vysledky. Typicky vzorek DBS obsahuje pfiblizn¢ 50 ul krve s primérem skvrny
12 mm. Vlivem chromatografickych efektd jsou erytrocyty koncentrovany na okraji skvrny,
coz muze vést ke ztrat¢ homogenity vzorku. Tato ztrita homogenity vede ke zvySené
koncentraci analytl ve vysecich odebranych z okraje skvrny ve srovnani s vyseky ze stfedu
skvrny. Napft. koncentrace fenylalaninu, ktera se stanovuje pfi screeningu PKU, se mtze lisit
az 0 300 umol/l v zavislosti na poloze vyseku z karty a objemu aplikované krve na kartu [54].
Vzhledem k moZznym rozdilim ve vysledcich, je nutné béhem vyvoje a validace metody

posoudit, zda objem krve a nésledna poloha vyseku ovliviiuje koncentraci analytu [54-57].

Homogenita vzorku zéavisi také na typu odbérové karty. Pfi pouziti radioaktivné
znacenych latek byly zjistény vyssi koncentrace analyta v periferii skvrny u vSech komeréné
dostupnych karet, kromé FTA DMPK-B, u kterych jsou analyty koncentrovany ve vyss§i mife
uprostfed [58]. Pfi distribuci analytu ve skvrné¢ mulze také dojit k interakci mezi
chromatografickymi efekty a hodnotou HCT. Holub a kol. prokdzali aditivni anebo synergické

interakce mezi hodnotou HCT a chromatografickymi u¢inky pro AMK a acylkarnitiny [59].

1.3.2.2 Hematokrit

Hodnota HCT je povazovdna za vyznamny faktor, ktery ovliviluje vlastnosti vzorku
odebrané¢ho technikou DBS. Jeho hodnota udava podil erytrocyti v celkovém objemu krve
a lisi se nejen mezi jednotlivcei, ale také behem riznych chorobnych stavi jedince. U muzl je
typickd hodnota HCT 46 + 6 % au Zen 41 £ 5 %. U novorozencil se miZe pohybovat v rozmezi
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28-67 %, pticemz prumérna hodnota je 55 %. Kromé toho kapilarni krev miva zpravidla vyssi

hodnotu HCT nez krev zilni [50, 60].

Hodnota HTC tizce souvisi s vlastnostmi krve, a tim paddem muze ovlivnit jeji chovani

behem nanéseni na filtraéni papir. Pti vysSich hodnotach HCT se krev stava visk6znéjsi, coz

vvvvv

vvvvvv

hodnotami HCT, které jsou mensi, tmavsi a maji nerovny okraj [61]. Z analytického hlediska
mohou byt odchylky métfeni ovlivnéné hodnotou HCT rozdéleny na odchylky zptsobené
riznou plochou krevni skvrny, riznou vytéznosti a i€inky matrice. Nejlépe zdokumentovany
jsou odchylky zptisobené rozdilnou plochou krevnich skvrn, které vznikaji v dasledku
rozdilného Sifeni krve s riznou hodnotou HCT. Zkresleni vytéZnosti je zplisobeno piidanim
vnitiniho standardu (IS) az béhem extrakéniho kroku. Kromé toho Ize vzorek odebrany
technikou DBS s odlisnou hodnotou HCT povazovat za odliSnou matrici, coz miize vést

ke vzniku odchylek méteni pti pouziti HPLC-MS [62].

Pro kvantifikaci hodnoty HCT z DBS bylo navrZeno nékolik postupli. VétSina se opira
o méfeni endogenni latky, zjejiz koncentrace lze predikovat hodnotu HCT. Vhodnym
kandidatem by mohla byt hladina draselnych kationtii, hemoglobinu nebo mRNA. Nicméné
stanoveni hladiny téchto latek neni dostate¢né ptesné, aby mohlo byt pouZito v praxi [63].
Utinkiim HCT se da vyhnout pii analyze celého vzorku DBS. Aby byl tento ptistup efektivni,
je nutné kontrolovat mnoZstvi aplikované krve, aby bylo mozné definovat jeji objem.
V soucasné dob¢ jsou komeréné dostupna nova vzorkovaci zatizeni, kterd odebiraji a aplikuji
fixni objem plné krve na filtra¢ni papir [64—67]. Alternativou jsou zafizeni, ktera jsou schopna
oddélit krevni buiiky od plazmy a nasledné vytvofit suchou kapku plazmy [68, 69]. Dalsi

moznosti, jak minimalizovat G¢inek HCT, je ptiprava kalibratorti z krve s hodnotami HCT

odpovidajici o¢ekavanému medianu sledované populace [63].

1.3.2.3 Vnitrni standard

V ptipadé kapalného vzorku plazmy nebo pIné krve je maly objem IS ptidan ptimo ke vzorku,
¢imz se koriguji U€inky matrice a pfipadné ztraty analytu pii pfipravé vzorku. Vzhledem

k pevné povaze vzorku DBS neni tento zpisob pfidani IS mozny. V bézné praxi se IS pridava
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do extrakéniho ¢inidla (Obrazek 6D), ptrestoze tento postup nedokaze korigovat ztraty analytu

béhem pripravy vzorku [58].
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Obrazek 6 Pet moznych technik pridani vnitrniho standardu ke vzorku suché kapky krve [58]

Idealnim postupem je pfidani IS k plné krvi a aZ nasledné nakapani takto upraveného
vzorku na karticku. Tento zplisob je nicméné v praxi nepouzitelny a vyuZiva se pouze jako
referencni postup pifi hodnoceni nové techniky ptidavku IS. Dal$i moZnosti je nakapani IS
na karticku a po zaschnuti naneseni vzorku plné krve, nebo je IS a vzorek nakapan na kartu
kazdy zvlast a jsou extrahovany spolecné. Problém nastdva, pokud je IS pfipraven
v organickém rozpoustédle. Diky niz§i viskozité¢ se mize organické rozpoustédlo rozprostrit
do vétsi plochy nez krev. Posledni alternativou je nakapani IS na jiz zaschlou skvrnu vzorku.
Pokud je pouzit roztok IS v methanolu, dochdzi k jeho Sifeni do mensSich, méné¢ homogennich
a nepravidelnych ploch. V pfipadé vodného roztoku IS muize dojit k redisoluci a redistribuci
analytu ve vzorku [58, 70]. MoZnym feSenim muze byt aplikace IS sprejem. Touto technikou
dojde k vice homogenni distribuci IS a navic k vylouceni potencidlnich chromatografickych

efektt [71].

1.3.2.4 Extrakce analyti

vvvvvv

odebranych technikou DBS. Pro extrakci je pfi kvantitativni analyze vyrazen jeden nebo vice
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ter¢ikll z odbérové karty. Primeér ter¢ikli se muize 1iSit od 1,5 do 8 mm a jejich pocet je zavisly
na citlivosti pouzité analytické metody [53]. Extrakce se obvykle provadi piidanim urcitého
mnozstvi extrakéniho rozpoustédla k vyrazenym tercikiim. Extrakéni rozpoustédlo musi byt
dostatecn¢ silné, aby pferuSilo vazbu mezi analytem a proteiny v matrici nebo vazbu mezi
analytem a papirem odbérové karty. Jeho volba je zadvisld na fyzikalnich a chemickych
vlastnostech analytu. Obvykle se pouzivaji rizné smeési organickych rozpoustédel s vodou
(methanol, ethanol, acetonitril), vodné pufry (fosfatovy pufr), mraven¢an amonny, samostatna
organicka rozpoustédla (n-hexan) nebo komeréné dostupné soupravy [46, 50]. Uginnost
extrakce se vyjadiuje jako pomér vysledkii ziskanych z krevni skvrny a vysledkt ziskanych
z vodného standardu. Evropska 1ékova agentura (EMA, z angl. European Medicines Agency)
uvadi, Ze ,, ....vyteznost analytu nemusi byt 100 %, ale pomer vytéznosti analytu a vnitiniho
standardu by mél byt konzistentni, presny a reprodukovatelny. Vytéznost experimentit by méla
byt provedena porovnanim analytickych vysledkii extrahovanych vzorkii ve tirech koncentracich
(nizka, stredni a vysoka) s neextrahovanymi standardy, které reprezentuji 100% vytéznost‘
[72]. Pro dosaZeni reprodukovatelnych vysledki je béhem vyvoje metody nutnd optimalizace
extrakce, tzn. volba vhodného extrakéniho ¢inidla a jeho pH, teplota, potfeba tiepani ¢i sonikace

a doba extrakce [53].

Novou alternativou je on-line extrakce, jejiz principem je neustalé privadéni rozpoustédla
na suchou krevni skvrnu fluidni soustavou s jeho ndslednou analyzou. Toho lze dosdahnout
dvéma zpisoby, v zavislosti na tom, zda extrak¢ni proces zahrnuje jednostrannou extrakci nebo
extrakci pratokovou [58]. V prvnim piipad€ se vyuziva desorpéni elektrosprejova ionizace
(DESI) [73] nebo matrici asistovana laserovd desorpce/ionizace (MALDI) [74]. V ptipadé
pritokové extrakce protéka rozpoustédlo skrz krevni skvrny a extrahované analyty unasi
rovnou do hmotnostniho spektrometru. Pfed MS analyzou je navic mozné provést HPLC

separaci analytl na kolon¢ [58].

1.3.2.5 Kalibrace a vzorky pro kontrolu kvality

Obecné by se méla k priprave kalibracnich standardt a vzorkd pro kontrolu kvality (QC) pouzit
Cerstva plna krev. Je tieba se vyhnout hemolyzované krvi a hodnota HCT by méla byt v rozmezi
testované populace, aby se minimalizovala potencidlni chyba. Pro analyzu novych latek (napf.
novych kandidati na 1é¢iva) neni obtizné najit neinterferujici matrici pro ptipravu kalibracnich

standardii a vzorki QC. Nicmén¢ problém nastava v ptipad€ biomarkerti s nizkou molekulovou
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hmotnosti, které jsou bézné ptitomny v téle a jejich hladina je mezi jednotlivci riznd a méni se
v Case. Moznym feSenim tohoto problému je ptiprava umélé ,,plné krve®, kdy jsou smichany
promyt¢ krevni bunky s uméle vytvorenym sérem nebo plazmou. Vzhledem k tomu, ze zasobni
roztoky standardl nejsou ptipraveny v krvi, mél by byt jejich ptidavek k pIné krvi pfi piipravé
vzorkd QC a kalibratori co nejvice minimalizovan (maximaln€ 5 % kone¢ného obejmu) [50,

75].

1.4 Analytické metody v metabolomice

1.4.1 Kapalinova chromatografie

Diky Sirokému spektru metabolitl s rozdilnymi fyzikdlné-chemickymi vlastnostmi a jejich
rozdilnym hladindm v rGznych biologickych matricich, je v metabolomice vyuzivana celéd fada
analytickych technik. Nejvice vyuzivanou je kapalinova chromatografie, nebot’ je schopna
separace, identifikace a kvantifikace smési analytii rozpustnych v kapalin€. Vyjimecnou ji déla
jeji Siroky rozsah pouziti, dostate¢na presnost a komeréni dostupnost Siroké Skaly kolon,

spotebniho materialu a potfebného vybaveni.

Vznik chromatografie sahd na pocatek 20. stoleti a je pripisovan Michailu Cvétovi,
kterému se podafilo separovat extrakty zrostlin. O nékolik let pozdéji vznikla klasicka
sloupcova chromatografie, kterd byla nasledné rozvinuta na dalsi typy chromatografie, jako je
tenkovrstvd chromatografie, iontové vyménna chromatografie a gelovd permeacni
chromatografie [76]. Prvni HPLC systém (kolona obsahujici ¢éastice s malym primérem
a pfistroj schopny zvladnout vysoky tlak) byl zaveden v 60. letech 20. stoleti pod vedenim
Csaby Horvéatha a Josefa Hubera [77].

Princip chromatografie je zalozen na interakci smési analytli mezi mobilni a stacionarni
fazi, kde separacni mechanismus (adsorpce a rozdé€leni) je zavisly na fyzikdlné-chemickych
vlastnostech analyti a zminénych fazi [76]. V metabolomické analyze se vyuZzivaji rtizné

chromatografické mody, které jsou vice popsany v nasledujicich kapitolach.

1.4.1.1 Kapalinova chromatografie na reverzni fazi

Kapalinova chromatografie na reverzni fazi (RP-HPLC) je nejvice pouzivanym separacnim

médem. RP-HPLC vyuziva hydrofobni staciondrni fazi a smés vody a organickych
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rozpoustédel (acetonitril, methanol, ethanol atd.) s aditivy (pufry, kyseliny nebo zasady) jako
mobilni fazi. Mobilni faze ma polarni charakter, zatimco stacionarni faze je nepolarni. Retence
je zalozena na hydrofobni interakci mezi analyty a stacionarni fazi a vzrista se snizujici se

polaritou analyta a klesa s niz§im obsahem vody v mobilni fazi [76].

Nepouzivangj$i hydrofobni stacionarni fazi je CI18, ptipadn¢ C8, ktera je vazana
na silikagelu. Volba délky uhlovodikového fetézce pak zavisi na hydrofobicité stanovovanych
analytd. Jako alternativu Ize vyuzit fluorované faze. Témito fazemi miize byt bud’ fluorovana
alkylova faze, nebo perfluorovana fenylova (PFP) faze, ktera je v praxi vyuzivéana vice. VétSina
PFP fazi ma kratky alkylovy fetézec, obvykle propyl, kterym je perfluorovany fenyl vazan
k silikagelu. Tyto faze jsou chemicky nestabilni, coz miize vést k tzv. , krvaceni* kolon pti LC-
MS analyzach. Resenim miize byt delsi alkylovy fetézec, tim ale stacionarni faze ztraci typické
vlastnosti PFP faze a stava se vice podobnou fazi C18 [78]. PFP faze kromé& disperznich
interakci, typickych pro tradi¢ni alkylové faze, vykazuji také silné dipdlové interakce, m-m
interakce a iontové vyménné interakce. Diky dudlni charakteristice normalni a reverzni faze
jsou PFP faze vhodné pro analyzu polarnich analytli ve farmaceutickych a biologickych

vzorcich, jako jsou nukleotidy, steroidy, vitaminy a alkaloidy [79].

1.4.1.2 Hydrofilni interakéni kapalinova chromatografie

U HILIC se vyuziva polarni stacionarni faze a vodné-organickd mobilni faze, kterd musi
obsahovat alesponi 2-3 % vody. Reten¢ni chovani je opacné, nez je tomu u reverzni faze. Voda
ma veétsi elucni silu, to znamena, Ze polarnéjsi analyty jsou vice zadrZzovany na kolon¢, zatimco
méné polarni nebo nepolarni latky jsou eluovany v blizkosti mrtvého objemu. Mezi vyhody
pouziti HILIC mdédu patii zvySeni citlivosti ve spojeni s hmotnostnim detektorem, moZznost
vysSich pritokt mobilni faze diky jeji nizsi viskozité a zlepSeni tvaru pikd u zasaditych latek
[76].

Princip separace neni stale zcela objasnén, ale usuzuje se, ze se vytvoii vodna vrstva na
povrchu polérni stacionarni faze, po které nasleduje aprotickd vrstva. Separace se dosahne
v zé&vislosti na polarité nebo rozpustnosti analytli, pficemz polarni analyty jsou lépe rozpustné
ve vodné vrstvé nez ve vrstvé aprotické. Predpokladd se, Ze retence je zaloZena
na rozdelovacich a adsorpcnich mechanismech. Polarni analyty migruji do vrstvy bohaté na
vodu v blizkosti povrchu stacionarni faze, ¢imz je usnadnéna jejich interakce s vazanym
selektorem na stacionarni fazi [80]. Pro analyzy v HILIC mddu je k dispozici n€kolik typi
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kolon. Nejcastéji pouzivanym materidlem pro plnéni kolon jsou sférické Castice z oxidu
kfemicitého. Pro lepsi reten¢ni a separacni selektivitu mohou byt ¢astice modifikovany
navazanim rtznych funkcnich skupin. Mezi n¢€ patii zejména amino-, amido- a zwitteriontova
skupina, diol nebo cyklodextrin. Alternativou jsou hybridni kolony, které¢ jsou plnény casticemi
ze silikagelu s hybridnimi ethylenovymi mistky (BEH, z angl., bridge ethylene hybrid). BEH
castice jsou odolné i za extrémnich podminek. Odolavaji vysoké teploté a tlaku a jsou stabilni

v rozmezi pH 1-12 [81].

Jako mobilni faze se vyuzivd smés vody a organického rozpoustédla (obvykle 60-95 %).
Volba organického rozpoustédla ma vliv na retenci stanovovanych latek a jeho elucni sila roste
se zvysujici se polaritou a schopnosti ucastnit se proton-donorovych a proton-akceptorovych
interakci v pofadi voda > methanol > ethanol > 2-propanol > acetonitril (ACN). Retenci latek
lze také ovlivnit hodnotou pH, proto se do mobilni faze pfidavaji pufry, které¢ navic zlepSuji
ionizaci analytti v pfipadé detekce hmotnosti spektrometrii. Obvykle se pouzivd mravencan

nebo octan amonny [81].

1.4.2 Hmotnostni spektrometrie

Chromatografie spojend s hmotnostni spektrometrii je nejpopularnéjSim ptistupem pro
metabolomickou analyzu. V hmotnostni spektrometrii jsou neutrdlni molekuly prevadény
na ionty (ionizace). Nasledné jsou ionty separovany hmotnostnimi analyzatory podle jejich

poméru hmotnosti k ndboji (m/z) a jejich intenzita je zaznamenéana detektorem [82].

Nejpopularné;jsi a nejvice pouzivanou ionizacni technikou MS je elektrosprejova ionizace
(ESI). Tato technika patifi mezi mékké ioniza¢ni techniky a je vhodna pro stfedné polarni
a polarni latky. Ionty v ESI jsou pfeneseny z roztoku do plynné faze pouzitim elektrického
potencidlu. Mobilni faze (a v ni rozpus§téné analyty) je pfivadéna do iontového zdroje kovovou
kapilarou, na kterou je vlozeno vysoké napéti (1-5 kV). Na vystupu kapilary jsou pii pratoku
zmlzovaciho plynu generovany nabité kapicky. Ty se pusobenim vyssi teploty ve zdroji
aproudem suSiciho plynu kontinuadlné zmenSuji odpafovanim rozpoustédla, coz vede
ke zvySeni hustoty povrchového nédboje a zmenSeni poloméru kapek. Nakonec intenzita
elektrického pole v nabité kapce dosahne kritického bodu, ve kterém je kineticky a energeticky
mozné, aby byly ionty na povrchu kapek prevedeny do plynné faze. lonty v plynné fazi jsou

nasledné urychleny do hmotnostniho analyzatoru (Obrazek 7) [83].
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Obrdzek 7 Princip ionizace elektrosprejem [83]

ESI jsou v pozitivnim médu produkovany protonované ionty [M+H]", v negativnim
modu deprotonované ionty [M-H] nebo se mohou vytvafet adukty [M+Na]’, [M+K]",
[M+NH4]", [M+HCOO] a [M+CH3COO]". Vznik aduktl je ovlivnén hlavné povahou a typem
analytu a koncentraci pouzitych aditiv v mobilni fazi [84]. Dal§imi ioniza¢nimi technikami jsou
chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI) nebo fotoionizace za atmosférického tlaku

(APPI), kter¢ jsou spise vhodné pro mén¢ polarni mobilni faze a analyty [82].

Pro pfesnou a vysoce citlivou kvantitativni analyzu je nejvyhodnéjsi provadét
vicenasobné MS experimenty (MS/MS), coz se oznacuje jako tandemova hmotnostni
spektrometrie. Vyuziva se k tomu trojity kvadrupol (QqQ) nebo iontova past. QqQ je
hmotnostni analyzator slozeny ze dvou analytickych kvadrupoli (Q1 a Q3), mezi nimiz
je umistén treti kvadrupol (Q2), ktery slouzi jako kolizni cela pro fragmentaci iontd.
U né&kterych hybridnich variant trojitého kvadrupdlu, mize Q3 fungovat jako linearni iontova
past, coz se nazyva QTRAP [82]. QqQ je mozné pouzivat diky selektivni separaci iontt také
bez kapalinové chromatografie a pracovat v uspofadani pifimého nastfiku vzorku (FIA-
MS/MS). V tomto ptipadé je vzorek ptfivadén piimo do iontového zdroje a selekce analyth
probiha na analytickych kvadrupdlech. Tohoto uspofadani se vyuziva pievazné pro rychlé
screeningové analyzy. V klinické praxi se vyuziva pro stanoveni hladiny AMK a acylkarnitinti

z DBS vzorki pfi novorozeneckém screeningu [85].

Trojity kvadrupdl mize pracovat v nékolika médech. Podle typu zvoleného mddu je
mozné pouzit analytické kvadrupdly v rezimu skenu nebo selektivniho filtru a tyto reZimy rtzné

kombinovat (Obrazek 8).
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Obrdzek 8 Mody pouzivané ve spojent s trojitym kvadrupolem (CID, kolizi indukovana disociace)[86]

Nejcastéji pouzivanym modem je monitorovani vybranych reakci (MRM). Pfi tomto
moédu jsou kvadrupoly Q1 a Q3 pouzity jako selektivni filtry pro izolaci prekurzoru
a specifického fragmentu. Castym postupem je i kombinace nékolika skenovacich médi béhem
jedné analyzy [87]. Diky vysoké citlivosti, selektivité, robustnosti a propustnosti poskytuji QqQ
analyzatory pracujici v rezZimu MRM vynikajici pfistup pro cilené metabolomické profilovani
umoziujici simultdnni analyzu stovek metabolitd, které jsou zapojeny do hlavnich

metabolickych drah [88].
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2 Cil prace

Hlavnim cilem této dizerta¢ni prace bylo:

1. Zavést a validovat metodu pro simultdnni stanoveni kyseliny mocové a alantoinu
v lidské krvi ziskané technikou suché kapky.

2. Zavést a validovat metodu pro stanoveni aminokyselin v lidské krvi ziskané technikou
suché kapky bez predchozi derivatizace.

3. Zavést a validovat metodu pro stanoveni fenylalaninu a tyrosinu v lidské krvi ziskané

technikou suché kapky.

Dale aplikovat vyvinuté metody pro analyzu vzorkti odebranych od dobrovolnych darcii
a zhodnotit pouziti techniky suché kapky krve jako alternativy k odbéru plné krve pro

metabolomické ¢i klinické studie.
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Material

3.1.1 Vzorky

Do studie bylo zapojeno celkem 100 dobrovolnych darci (49 muza a 51 zen, ve vékovém
rozmezi 21-85 let s primérnym vékem 50 let). Pfed zahdjenim samotného odbéru krve byl
kazdy z darcti poucen o prabéhu studie a podepsal informovany souhlas (viz Ptiloha 1).
Samotnd studie byla schvalena etickou komisi Nemocnice Pardubice. Z divodu
reprezentativnosti vzorku populace, nemuseli darci pro zafazeni do studie spliiovat zadné

konkrétni podminky, byl zndm pouze vék a pohlavi darce.

Vzorky krve byly odebirdny zkubitdlni zily do zkumavek obsahujici EDTA
kvalifikovanym zdravotnickym persondlem. Odebrané¢ vzorky krve byly bezprostiedné
po odbéru pipetovany (50 pl) automatickou pipetou na odbé&rové karty (Whatman® 903 protein
saver cards) tak, aby se $picka nedotykala filtraéniho papiru a krev byla nanaSena formou
kapky. Pro analyzu fenylalaninu a tyrosinu ve vzorcich DBS bylo na odbérovou kartu
pipetovano piesné 20 pl krve. Vzorky krve byly nasledné ponechany zaschnout pfi laboratorni
teploté v horizontdlni poloze po dobu 3 hodin, poté¢ byly odbérové karty umistény
do hermeticky uzaviratelného polypropylenového sacku a uskladnény pii -80 °C, po dobu
maximalné 3 mésica.

Vzorky krve pro optimalizaci metod byly ziskany od 2 dobrovolnych darci, jejichz
hodnota HCT se pohybovala v rozmezi nami studované populace (0,34-0,46 pro Zeny a 0,40-
0,52 pro muze). Venozni krev byla kvalifikovanym zdravotnikem odebréana do zkumavek
obsahujici EDTA a nasledné pipetovana na odbérové karty (50 pl). Hodnota HCT byla ovétena

thned po odbéru krve mikrohematokritovou metodou.

3.1.2 Chemikalie

o Acetonitril, hyper-grade pro HPLC-MS; Mr 41,05; (Merck, Darmstadt, Némecko)
o Alantoin; Mr 158,12; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
o DL-Alantoin-5-13C,1-1°N; Mr 160,10; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
o Aminokyseliny (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
e L-Alanin (Ala); Mr 89,09
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e L-Arginin (Arg); Mr 174,20

e L-Asparagin (Asn); Mr 132,12

e L-Asparagova kyselina (Asp); Mr 133,11

e L-2-Aminomaselna kyselina (2-AM); Mr 103,12

e L-Citrulin (Cit); Mr 175,20

e L-Fenylalanin (Phe); Mr 165,191

e L-Fenylalanin-D5 (Phe-D5); Mr 170,22

e L-Glutamin (Gln); Mr 146,14

e L-Glutamova kyselina (Glu); Mr 147,13

e L-Glycin (Gly); Mr 75,07

e L-Histidin (His); Mr 155,15

e L-Isoleucin (Ile); Mr 131,17

e L-Leucin (Leu); Mr 131,17

e L-Lysin (Lys); Mr 146,19

e L-Methionin (Met); Mr 149,21

e L-Prolin (Pro); Mr 115,13

e L-Serin (Ser); Mr 105,09

e L-Taurin (Tau); Mr 125,15

e L-Threonin (Thr); Mr 119,12

e L-Tyrosin (Tyr); Mr 181,19

e L-Tryptofan (Trp); Mr 204,23

e L-Valin (Val); Mr 117,151
Deionizovana voda; Mr 18,00; (G = 0,055 uS)
Hydroxid sodny; Mr 40,00; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
Chlorid sodny; Mr 58,44; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
Kyselina chlorovodikova; Mr 36,45; (p = 1,18 g/em®, w = 0,366; Sigma-Aldrich,
Steinheim, Némecko)
Kyselina mocova; Mr 168,11; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
Kyselina mo¢ova-1,3-"Ny; Mr 170,10; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
Kyselina mravenci pro LC-MS; Mr 46,03; (w = 0,98-1,00; Merck, Darmstadt, Némecko)
Methanol hyper-grade pro HPLC-MS; Mr 32,04; (Merck, Darmstadt, Némecko)
Mravencan amonny pro LC-MS; Mr 63,06; (Merck, Darmstadt, Némecko)
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3.1.3 Pristroje a pomicky

©)

o

Analytické vahy Adventurer™ Pro AV114C (Ohaus, Ninikon, Svycarsko)

Analyticka kolona Discovery® HS F5 (150 x 2,1 mm; 3 pm), opatiena ochrannou kolonou

Discovery® HS F5 (4 x 2,1 mm; 3 um) (Supelco, Bellefonte, PA, USA)

Analyticka kolona Ascentis® Express OH5 (150 x 2,1 mm; 2,7 um), opatfena ochrannou

kolonou Ascentis® Express OH5 (4 x 2,1 mm; 2,7 pm) (Supelco, Bellefonte, PA, USA)

Analyticka kolona LiChroCart, Purospher Star RP-18e (125 x 4 mm; 5 um), opatfena
ochrannou kolonou LiChroCart Purospher Star RP-18e (4 x 4 mm; 5 um) (Merck, KGaA,

Darmstadt, Némecko)

Automatické pipety (Biohit, Helsinky, Finsko)

Centrifuga EPP-5417R (Eppendorf AG, Hamburg, Némecko)
Dérovacka, pinzeta, sterilni jehla

Filtra¢ni papir pro odbér krve, odbérova karta Whatman 903 (Whatman, GmbH, Dassel,

Némecko)
Filtra¢ni aparatura Supelco (Supelco, Bellefonte, PA, USA)
Hlubokomrazici box MDF-U 3086S (Sanyo Electric, Osaka, Japonsko)
Hmotnostni spektrometr LCMS-8045 (Shimadzu, Kjéto, Japonsko)
Kédinky, odmérné valce, odmérné banky
Kapalinovy chromatograf (Shimadzu, Kjéto, Japonsko)

¢ Ridici systém CBM-20A

e Odplyiiova¢ mobilni faze DGU-20A

e Termostat kolon CTO-20AC

e Vysokotlaka analyticka ¢erpadla LC-20AD

e Autosampler SIL-20AC

e Software LCsolution

Lyofilizator SCANAVAC CoolSafe™ (Labogene APS, Allered, Dansko)
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Magnetické michadlo Heidolph MR 3001K (Heidolph Instruments GmbH & CO. KG,
Svabach, Némecko)

Nylonové filtry pro filtrovani mobilni faze, porozita 0,20 um (Sulpeco, Bellefonte, PA,
USA)

Odbérové zkumavky s K3EDTA, 2 a 9 ml, Vacuette (Greiner Bio-one, Kremsmiinster,

Rakousko)

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

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

Piedvazky Adventurer™ Pro AV212C (Ohaus, Ninikon, Svycarsko)

Rotacni olejova vyvéva CLASSIC VRO-4 (LAVAT, a.s., Radim u Kolina, CR)
Sklenéné vialky se §roubovacim vickem (Fisher Scientific spol. s.r.o., Pardubice, CR)
Sklenéné inserty ND8, 100 pl (Fisher Scientific spol. s.r.o., Pardubice, CR)
Ultrazvukova cisticka ECOSON (ECOSON, Nové Mesto nad Vahom, Slovensko)
Vortex Reax top (Heidolph, Schwabach, Némecko)

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

3.1.4 Pracovni roztoky

Priprava deionizované vody

Deionizovana voda (G = 0,055 puS) byla pfipravena zafizenim na Gpravu vody Smart2pure

a pfed pouzitim byla piefiltrovana pies nylonovy filtr o porozité 0,2 um.

Stanoveni aminokyselin

Zasobni roztoky aminokyselin

Zasobni roztoky ptislusnych AMK byly pfipraveny rozpusSténim navazek (Tabulka 4) v 25 ml

deionizované vody. Roztoky byly pipetovany po 1 ml alikvotech a uchovavany pii -80 °C.
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Tabulka 4 Navazky aminokyselin pro pripravu zdasobnich roztokii

AMK Navazka Koncentrace AMK Navazka Koncentrace
[g] [nmol/l] [g] [wmol/1]
Ala 0,0237 10640,9 Met 0,0382 10240,6
Arg 0,0514 9759,8 Phe 0,0413 99957,6
Asn 0,0340 10293,7 Pro 0,0307 10666,2
Asp 0,0317 9526,7 Ser 0,0289 11000,1
Cit 0,0433 9886,4 Thr 0,0292 9805,2
Gln 0,0385 10537,1 Trp 0,0501 9812,5
Glu 0,0380 10331,0 Tyr 0,0044 24284
Gly 0,0190 101239 Val 0,0288 9833,5
His 0,0380 9797,0 2-AM 0,0242 9387,1
Ile 0,0321 9788,1 Lys 0,0449 9833,0
Leu 0,0342 10428,4

Piiprava zasobniho roztoku vnitiniho standardu fenylalanin-D5 (9987 umol/l)

Navazka 0,0170 g deuterovaného fenylalaninu (Phe-D5) byla rozpusSténa v 10 ml deionizované

vody. Roztok byl pipetovan po 1 ml alikvotech a uchovavan pii -80 °C.

Pfiprava mobilni faze A (ACN — 10 mmol/l mravencan amonny, 90:10, v/v): pH 4.5+ 0.1

Navazka 0,63 g mravencanu amonn¢ho byla rozpusténa v 100 ml deionizované vody.
Po rozpusténi bylo pfidano 900 ml ACN a pH mobilni faze bylo upraveno koncentrovanou
kyselinou mravenc¢i na hodnotu 4,5. Pfed pouzitim byla mobilni faze prefiltrovana ptes

nylonovy filtr o porozité 0,2 um a odvzduSnéna v ultrazvukové 1azni.
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Pfiprava mobilni faze B (voda — 10 mmol/l mraven¢an amonny, 90:10, v/v): pH 4.5 £ 0.1

Navazka 0,63 g mravencanu amonného byla rozpusténa v 100 ml deionizované vody.
Po rozpusténi bylo pfidano 900 ml deionizované vody a pH mobilni faze bylo upraveno
koncentrovanou kyselinou mraven¢i na hodnotu 4,5. Pfed pouzitim byla mobilni faze

ptefiltrovana ptes nylonovy filtr o porozité 0,2 pm a odvzdu$néna v ultrazvukové 1azni.

Pfiprava mobilni faze C — stanoveni fenylalaninu a tyrosinu

Mobilni faze byla pfipravena smichanim methanolu s deionizovanou vodou v poméru 1:1 (v/v)
s ptidavkem kyseliny mravenci 0,1 % (v/v). Mobilni faze byla ptfed pouzitim piefiltrovana

a odvzdusSnéna v ultrazvukové 1azni.

Ptiprava elu¢niho ¢inidla (75% ACN)

Pro ptipravu 10 ml elu¢niho ¢inidla obsahujici vnitini standard (Phe-D5) o koncentraci asi
10 umol/l bylo smichano 7,5 ml ACN a 2,5 ml deionizované vody a pfidano 10 pl zasobniho

roztoku vnitiniho standardu (9987 pmol/l). Roztok byl ptipravovan denné Cerstvy.

Stanoveni alantoinu a kyseliny mocové

Piiprava fyziologického roztoku

Fyziologicky roztok byl pfipraven rozpuSténim 0,9 g chloridu sodného v 100 ml deionizované

vody. Roztok byl uchovavan pii 4 °C maximalné€ po dobu 1 tydne.

Piiprava roztoku hydroxidu sodného (1 mol/l)

Navéazka 1 g hydroxidu sodného byla rozpusténa v 25 ml deionizované vody. Roztok byl

pfipravovan denné Cerstvy.

Z4sobni roztok kyseliny mocové 1 (4996.7 umol/l)

Navazka 0,0210 g KM byla rozpusténa v 550 pul 1 mol/l hydroxidu sodného a objem byl
doplnén do 25 ml deionizovanou vodou. Roztok byl pipetovan po 1 ml alikvotech a uchovavan

pfi -80 °C.

Z4sobni roztok kyseliny mocové I1 (7614.06 umol/1)

Navazka 0,0316 g KM byla rozpusténa v 750 pl 1 mol/l hydroxidu sodného a objem byl
doplnén do 25 ml fyziologickym roztokem. Roztok byl pipetovan po 1 ml alikvotech

a uchovavan pii -80 °C.

41



Zasobni roztok alantoinu I (1037,19 umol/l)

Navazka 0,0041 g ALA byla rozpusténa v 25 ml deionizované vody. Roztok byl pipetovan

po 1 ml alikvotech a uchovavan pii -80 °C.

Zasobni roztok alantoinu II (3035.7 umol/l)

Navazka 0,0048 g ALA byla rozpusténa v 10 ml fyziologického roztoku. Roztok byl pipetovan

po 1 ml alikvotech a uchovavan pii -80 °C.

Zasobni roztok vnitiniho standardu kyseliny moc¢ové (58,79 umol/l)

Navazka 0,0050 g izotopové znacené KM (KM-1,3-1°N,) byla kvantitativng rozpusténa

v 500 ml deionizované vody. Roztok byl pipetovan po 1ml alikvotech a uchovavan pii -80 °C.

Z4sobni roztok vnitiniho standardu alantoinu (624.64 umol/1)

Navazka 0,0100 g izotopové znaéeného ALA (DL-alantoin-5-'3C,1-'°N) byla kvantitativné
rozpusténa v 100 ml deionizované vody. Roztok byl pipetovan po 1 ml alikvotech a uchovavan

pti -80 °C.

Pracovni roztok vnitiniho standardu alantoinu (asi 100 umol/1)

Pracovni roztok izotopové znaceného ALA byl pfipraven denné Cerstvy fedénim zasobniho

roztoku deionizovanou vodou.

Priprava mobilni faze

Mobilni faze byla pfipravena smichanim ACN s deionizovanou vodou v poméru 1:9 (v/v)
s ptidavkem kyseliny mravenc¢i 0,1 % (v/v). Mobilni faze byla pfed pouzitim piefiltrovana

a odvzdusnéna v ultrazvukové lazni.

Roztok elu¢niho ¢inidla (85% ACN)

Pro ptipravu 13 ml elu¢niho ¢inidla bylo smichdno 11,05 ml ACN, 1300 pl izotopové znacené
KM (58 pmol/l), 130 pl pracovniho roztoku izotopoveé znaceného ALA (100 pmol/l) a 520 ul

deionizované vody. Roztok byl pfipravovan denn¢ Cerstvy.
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3.2 Pracovni postup stanoveni kyseliny mocové a alantoinu

3.2.1 Priprava standardi

Pro ptipravu standardu kalibra¢ni fady a vzorka pro optimalizaci metody byly pouZzity zasobni
roztoky standarda ptipravenych ve fyziologickém roztoku, které byly smichany s nesrazlivou
vendzni krvi v poméru 9:1 (v/v). Byly pfipraveny standardy dvou na sobé nezavislych
sedmibodovych kalibraci (S1-S7), jedny pro KM a druhé pro ALA. Nulovy standard SO byl
pfipraven smichanim fyziologického roztoku s nesrazlivou krvi. Padesat pl takto pfipravenych
standardii v plné krvi bylo pipetovano na odbérovou kartu Whatman #903 a ponechany

zaschnout za stejnych podminek jako v ptipad€ realnych vzorki.

Pro ptipravu vzorki pro testovani vlivu hodnoty HCT na koncentraci analytt, byla plna
veno6zni krev odsttedéna (10 min, 1700 x g, 4 °C). Erytrocyty a krevni plazma byly smichany
v riznych pomérech tak, aby mély vzorky krve riznou hodnotu HCT (od 30 % do 60 %).
Naptiklad vzorek krve s hodnotou HCT 30 % byl pfipraven smichanim 30 pl erytrocytt a 70 pl

krevni plazmy.

3.2.2 Zpracovani vzorki

Ze vzorku DBS byl vyraZen tercik o priméru 6 mm, ktery byl vloZen do 1,5 ml PP zkumavky.
K teréiku bylo piidano 150 pl roztoku IS v 85% ACN (KM-1,3-'3N; o koncentraci 5,8 pmol/l
a ALA-5-C,1-°N o koncentraci 0,1 pumol/l) a zkumavka byla vloZena na 30 minut
do ultrazvukové lazné. Po extrakci byl obsah zkumavky odstfedén (5 min, 4430 x g, laboratorni

teplota) a supernatant byl pipetovan do insertu sklenéné vialky.

Pt1 analyze plné krve bylo do PP zkumavky pipetovano 10 pl plné krve a 150 pl roztoku
IS v 85% ACN. Po precipitaci proteinii byl obsah zkumavky odstiedén (5 min, 4430 x g,

laboratorni teplota) a supernatant byl pipetovan do insertu sklenéné vialky.

3.2.3 Test lyzy erytrocytiu

K 30 pl jednotlivych zasobnich roztokli I a I ALA a KM bylo pipetovano 370 ul plné krve.
Obsah vzorku byl promichan na vortexu, poté ponechén stat 5 min pfi 4 °C a nasledn¢ odstiedén
(10 min, 1500 x g, 4 °C). Takto ptipravené vzorky byly vizualn¢€ posouzeny, zda doslo k lyze
erytrocyta.
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3.2.4 Chromatograficka analyza

Hladiny KM a ALA byly stanoveny metodou HPLC s hmotnostni detekci. Separace byla

isokraticka, chromatografické podminky a podminky hmotnostni spektrometrie byly

Discovery® HS F5 (150 x 2,1 mm; 3 pm)

Smés ACN a deionizované vody (10:90, v/v) s 0,1% kyselinou

nasledujici:
o Kolona
o Mobilni faze
mravenci
o Prutok mobilni faze 0,2 ml/min
o Déavkovany objem 5 pul
o Teplota kolony 40 °C
o Doba analyzy 3 min
o Detektor ESI-QqQ

e Loop time 0,2s

e Parametry iontového zdroje:

Kapilarni napéti

Pratok zahtivaciho plynu
Pratok susiciho plynu
Pritok zmlzovaciho plynu
Teplota v iontovém zdroji
Teplota rozhrani

Teplota vyhtivaciho bloku

Detekéni mod

-3kV

10 1/min

10 1/min

2 I/min

300 °C

250 °C

400 °C
negativni MRM

Kvalitativni stanoveni: porovnani reten¢nich ¢asii a prechodt MRM se znamymi standardy.

Kvantitativni stanoveni: metoda kalibra¢ni kiivky (plocha piku analytu/plocha piku IS).

3.3 Pracovni postup stanoveni aminokyselin

3.3.1 Priprava standardi

Pro ptipravu smésného standardu AMK byly zasobni roztoky jednotlivych AMK (Tabulka 4)

nafedény deionizovanou vodou. Jeden mililitr standardu s nejvyssi koncentraci AMK (S5) byl

lyofilizovan. Pii ptipravé standardi kalibra¢ni kiivky byl lyofilizovany standard S5
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rekonstituovan 1 ml plné krve. Dalsi standardy kalibracni kiivky (S1-S4) byly pfipraveny
fedénim standardu S5 plnou krvi, nulovym standardem SO byla samotnd plna krev. Vzorky pro
optimalizaci metody byly pfipraveny rovnéz fedénim standardu S5 plnou krvi. Padesat ul takto
pripravenych standard(i v plné krvi bylo pipetovano na odbérovou kartu Whatman #903

a ponechany zaschnout za stejnych podminek jako v ptipadé realnych vzork.

Vzorky DBS pro testovani vlivu hodnoty HCT na hladiny jednotlivych AMK byly
pripraveny smichanim erytrocytti a krevni plazmy v riiznych pomér tak, aby vzorky DBS m¢ly
riznou hodnotu HCT (od 30 % do 60 %). Vliv hodnoty HCT na hladiny AMK byl testovan na
¢tyfech trovnich koncentrace (plna krev bez pridavku a plna krev s pridavkem standardid AMK
na tfech hladindch koncentrace). Vzorky s pfidavkem byly pfipraveny rozpusténim

lyofilizovanych standardl v pfipravené krvi s danou hodnotou HCT.

3.3.2 Zpracovani vzorki

Ze vzorku DBS byl vyrazen ter¢ik o priméru 6 mm, ktery byl vloZen do 1,5ml PP zkumavky.
K ter¢iku bylo pfidano 150 pl roztoku IS v 75% ACN (Phe-D5 o koncentraci 10 pmol/l)
a zkumavka byla vloZena na 30 minut do ultrazvukové l4zn&. Po extrakci byl obsah zkumavky
odstfedén (5 min, 4430 x g, laboratorni teplota) a supernatant byl pipetovan do insertu sklenéné

vialky.

Pii analyze plné krve bylo do PP zkumavky pipetovano 10 pl plné krve, ke které bylo
ptidano 150 pl roztoku IS v 85% ACN. Po precipitaci proteinli byl obsah zkumavky odstfedén

(5 min, 4430 x g, laboratorni teplota) a supernatant byl pipetovan do insertu sklenéné vialky.

3.3.3 Chromatograficka analyza

Stanoveni AMK metodou HPLC s hmotnostni detekci probihalo v moédu HILIC. Eluce byla

gradientovd, chromatografické podminky a podminky hmotnostni spektrometrie byly

nasledujici:
o Kolona Ascentis® Express OH5 (150 x 2,1 mm; 2,7 um)
o Mobilni faze A voda — 10 mmol/l mraven¢an amonny (90:10, v/v); pH 4,5 = 0,1
o Mobilni faze B ACN — 10 mmol/l mraven¢an amonny (90:10, v/v); pH 4,5 £ 0,1

o Prutok mobilni faze 0,25 ml/min
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o Déavkovany objem 2 ul

o Teplota kolony 40 °C

o Casovy program 0,00 min 95% B
8,00 min 47 % B
8,50 min 47 % B
8,51 min 95%B
15,00 min 95 % B
15,01 min STOP

o Detektor ESI-QqQ

e Loop time 0,2s

e Parametry iontového zdroje:
= Kapilarni napéti 5kV
» Pritok zahtivaciho plynu 10 I/min
» Pritok sus$iciho plynu 10 1/min
* Pritok zmlzovaciho plynu 2 I/min

» Teplota viontovém zdroji 300 °C

= Teplota rozhrani 250 °C
= Teplota vyhtivaciho bloku 400 °C
* Detekéni mod pozitivni MRM

Kvalitativni stanoveni: porovnani reten¢nich ¢asii a prechodt MRM se znamymi standardy.

Kvantitativni stanoveni: metoda kalibracni kiivky (plocha piku analytu/plocha piku IS).

3.4 Pracovni postup stanoveni fenylalaninu a tyrosinu

3.4.1 Priprava standardi

Pro pfipravu smésného standardu fenylalaninu a tyrosinu byly jejich zdsobni roztoky
(Tabulka 4) nafedény deionizovanou vodou. Jeden mililitr standardu s nejvyssi koncentraci
AMK byl lyofilizovan. Pti ptipravé standardd kalibraéni kiivky byl lyofilizovany standard S6
rekonstituovan 1 ml plné krve. Dalsi standardy kalibracni kiivky (S1-S5) byly ptipraveny
fedénim standardu S6 plnou krvi. Nulovym standardem byla samotna plna krev. Vzorky pro
optimalizaci metody byly pfipraveny rovnéz fedénim standardu S6 plnou krvi. Padesat pul takto

piipravenych standardi v plné krvi bylo pipetovano na odbérovou kartu Whatman #903.
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Pro analyzu celych skvrn vzorkti DBS bylo na odb€rovou kartu pipetovano piesné 20 pl
standardu. Takto pfipravené standardy byly ponechany zaschnout za stejnych podminek jako

v ptipad¢ realnych vzorkd.

Vzorky pro testovani vlivu hodnoty HCT na hladiny fenylalaninu a tyrosinu byly
pfipraveny smichanim erytrocyti a krevni plazmy v riznych pomérech tak, aby vzorky DBS
mély riiznou hodnotu HCT (od 20 % do 60 %). Vliv hodnoty HCT na hladiny fenylalaninu
a tyrosinu byl testovan na tfech trovnich koncentrace (plna krev a plnd krev s pridavkem
standardu fenylalaninu a tyrosinu). Vzorky s pfidavkem byly piipraveny rozpusténim

lyofilizovanych standardt v ptipravené krvi s danou hodnotou HCT.

3.4.2 Zpracovani vzorki

Ze vzorku DBS byl vyrazen tercik o priméru 6 mm (v piipade skvrny s 20 ul krve byla vyrazena
cela skvrna), ktery byl vlozen do 1,5ml PP zkumavky. K ter¢iku bylo ptidano 400 ul (v pripade
celé¢ skvrny 500 pl) roztoku IS ve 100% methanolu (Phe-D5 o koncentraci 10 pmol/l)
a zkumavka byla tfepana 20 min na tfepacce. Po extrakci byl obsah zkumavky odstiedén

(5 min, 4430 x g, laboratorni teplota) a supernatant byl pipetovan do insertu sklenéné vialky.

Pt analyze plné krve bylo do PP zkumavky pipetovano 20 pl krve, ke které bylo ptidano
500 pl roztoku IS v 100% methanolu. Po precipitaci proteinti byl obsah zkumavky odstiedén

(5 min, 4430 x g, laboratorni teplota) a supernatant byl pipetovan do insertu sklenéné vialky.

3.4.3 Chromatograficka analyza

Hladiny fenylalaninu a tyrosinu byly stanoveny metodou HPLC s hmotnostni detekci. Separace

byla isokratickd, chromatografické podminky a podminky hmotnostni spektrometrie byly

nasledujici:
o Kolona LiChroCart, Purospher Star RP-18e (125 X 4 mm; 5 pm)
o Mobilni faze Sm¢és methanolu s deionizovanou vodou (1:1, v/v) s 0,1%

kyselinou mravenci
o Pritok mobilni faze 0,75 ml/min
o Davkovany objem 1 pl

o Teplota kolony 40 °C
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o Doba analyzy 2,5 min
o Detektor ESI-QqQ
e Loop time 0,2s
e Parametry iontového zdroje:
= Kapilarni napéti 4 kV
=  Pritok zahtivaciho plynu 10 I/min
=  Pritok suSiciho plynu 10 I/min
» Pritok zmlzovaciho plynu 2 1/min

= Teplota viontovém zdroji 300 °C

= Teplota rozhrani 250 °C
» Teplota vyhiivaciho bloku 400 °C
* Detekéni mod pozitivni MRM

Kvalitativni stanoveni: porovnani reten¢nich ¢asi a piechodit MRM se zndmymi standardy.

Kvantitativni stanoveni: metoda kalibra¢ni ktivky (plocha piku analytu/plocha piku IS).

3.5 Validace a analytické parametry metod

Validace metody byla provedena podle pokynii pro validaci bioanalytickych metod
publikovanych Evropskou lékovou agenturou (EMA). U jednotlivych metod byla testovana
linearita, dolni mez detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ), piesnost, vytéznost, selektivita,
ucinek matrice, vliv objemu krve a hodnoty HCT na hladinu analytii a stabilita analytd

ve vzorcich DBS.

3.6 Statisticka analyza dat

Pro vyhodnoceni chromatografickych zdznamt byl pouzit software LCSolution. Pro zpracovani

a statistické vyhodnoceni ziskanych dat byly pouZity programy Statistika 14 a Microsoft Excel.
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4 Vysledky a diskuze

V soucasné dobé roste zajem o technologie, které jsou schopné profilovat biologické systémy.
Jednou ztéchto technologii je metabolomika, ktera se zabyva analyzou relativné malych
molekul v biologickych systémech. Hlavnim cilem metabolomiky je porozuméni
metabolickych drah snaslednym vyuzitim pro predikci vzniku onemocnéni, a analyza
biomarkert, které 1ze pouzit k diagnostice onemocnéni nebo monitorovani 1é¢by. K posouzeni
zdravotniho stavu jedince se bézné vyuzivaji screeningova vysetieni metabolismu. Diky tomuto
vysetieni mohou byt v raném stadiu zachyceny rtiznorodé¢ metabolické poruchy a sledovany
ptfipadné Gc¢inky nasazené 1écby. U pfevazné vétsiny jsou k tomu tcelu vySetfovany klasické
vzorky (plazma nebo plnd krev) [89-91]. Jako alternativni technika odbéru vzorku krve
se vyuziva technika suché kapky krve, ktera se v fadé zemi vyuziva k diagnostice vrozenych
poruch metabolismu AMK, mastnych kyselin a hormon u novorozencti. Déale by tato
screeningova vysetfeni mohla byt rozsifena o stanoveni hladin KM a ALA, které by mohlo
slouzit pro monitorovani déti s respiracni tisni [92] nebo k hodnoceni stavu oxida¢niho stresu
u pred¢asné narozenych novorozenct pro vcasnou identifikaci zdvazného intraventrikularniho
krvaceni [93]. Stanoveni hladin KM a ALA by mohlo byt také vyuZito pro klinické studie
s velkou kohortou pacienti, napiiklad u pacientl s chronickou dnou [43], Behcetovou chorobou
[94] a chronickym selhdnim srdce [95]. Toto Siroké vyuziti je hlavné diky fad¢€ vyhod oproti
klasickému odbéru vzorku, jako je rychly, jednoduchy a viceméné bezbolestny odbér krve,
odbér krve si prakticky muize pacient provést sim. Navic jsou analyty ve vzorcich DBS

stabilné&jsi, coZ umoziuje transport odbeérovych karet do centralni laboratofe poStou.

Pro odbér vzorki krve technikou suché kapky je na trhu dostupna celé fada riznych typt
odbérovych karet. VSechny jsou vyrobeny ze 100% celulosy, ale lisi se velikosti pora, ktera
ovlivituje nasédkavost krve do struktury papiru [50]. Nékteré odbérové karty mohou byt navic
impregnovany raznymi ¢inidly pro zvyseni stability analytii, denaturaci proteint, ¢i lyzu bunék.
Ze studii vyplyva, ze rizné typy odbérovych karet mlizou zplsobit rozdily ve vytéznosti
extrakce a chromatografickych tc¢incich a poskytnout tak rozdilné hladiny sledovanych analytt
[58]. V nasi studii se pro zachovani reprodukovatelnosti vysledkii pracovalo po celou dobu
pouze sjednim typem odbérové karty, a to Whatman® 903. Nami sledované analyty
nevyzadovaly impregnaci papiru Cinidly pro zvySeni jejich stability, tudiz jsme pracovali

s neoSetfenymi odbérovymi kartami.
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4.1 Priprava vzorki

Dodrzovani spravného postupu pro piipravu vzorki DBS muze mit zasadni vliv na vysledek
celé analyzy. Jednim z faktorti je mnozstvi krve nanasené na odbérovou kartu. Minimalni objem
krve by se mél pohybovat okolo 30 pl. Mensi objem krve aplikovany na odbérovou kartu
nezaru¢i dostatecné nasadknuti papiru v celém objemu vyseknutého terc¢iku (v naSem piipadé
s primérem 6 mm), coz muze vést k faleSnym vysledkiim. Objem aplikované krve na odbérové
karty, a s tim spojené chromatografické ucinky, mohou mit vliv na koncentraci stanovovanych
analytd. Tato problematika bude pospana dale. S mnozstvim aplikované krve souvisi také
moznost vyseknuti vicero teréikd k analyze ze stfedu nebo okraje skvrny. Rada autorti [59, 96,
97] pozorovala vys§i koncentraci stanovanych analytli na okraji vzorku DBS v porovnani
se sttedem skvrny. Nicméné v nasem piipadé€ jsme se touto problematikou nezabyvali, jelikoz
u nami pouzivanych ter¢ikli s primérem 6 mm a 50 pl nanasené krve neni mozné vyrazit vicero
ter¢ikl z jedné skvrny. Pro zachovani reprodukovatelnosti vysledkii byl ter¢ik vzdy vyrazen

ze stiedu skvrny.

Spravnost vysledkl je také ovlivnéna zptsobem piipravy standardd kalibracni kiivky.
Pro ptipravu standardd kalibracnich ktivek pouzivanych pro kvantifikaci analyti ze vzorka
DBS existuje celd fada postupl. Jednou z moznosti je ptiprava zasobnich roztokd ve vodé
s jejim naslednym odpafenim v atmosféie dusiku a rozpusténim odparku v plné krvi. Tato
moznost je diky pomalému odpafovani vody ¢asoveé ndrocnd, a navic miize dochazet ke ztratam
analytu pfi $patné€ nastaveném proudu dusiku. DalSi moznosti je ptidavek standardu k plné krvi,
pokud moZzno s co nejmensi zmeénou matrice vzorku. Doporu¢eny maximalni ptidavek je jeden
dil roztoku standardu k deviti dilim pIné krve. Poslednim zplsobem pfipravy standardu je
lyofilizace roztoku standardu a nasledné rozpusténi v plné krvi. Tento zpiisob je vhodny pro

standard obsahujici komplexni smés analytl s riiznymi koncentracemi.

V ptipadé ptipravy standardu pro stanoveni hladiny KM a ALA ve vzorcich DBS byla
pouzita metoda standardniho pfidavku. Bylo testovano, zda zasobni roztoky standardli museji
byt piipraveny ve fyziologickém roztoku nebo postaci deionizovand voda. Zarovein byl
sledovan vliv hydroxidu sodného, pfitomného v zasobnim roztoku KM, na lyzu erytrocyti.
Vzhledem k tomu, Ze je KM pii pH asi 7 malo rozpustna (asi 500 umol/l), bylo nutné pro
ptipravu zasobniho roztoku KM o vysoké koncentraci pouzit pro zvySeni hodnoty pH pravé
hydroxid sodny, jelikoZ srostouci hodnotou pH se zvySuje rozpustnost KM. Pro nami

pozadovanou koncentraci zasobniho roztoku KM (viz kapitola 3.1.4) bylo nutné rozpustit
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navazku KM v 1 mol/l hydroxidu sodném. Test lyzy erytrocytti byl proveden tak, Ze k plné krvi
byl pfidan zasobni roztok KM pfipraveny v deionizované vodé, fyziologickém roztoku
a fyziologickém roztoku s ptfidavkem hydroxidu sodného. Hemolyza (Cervené zabarveni
plazmy) byla posuzovana vizudlné¢ po sedimentaci erytrocyti. Hemolyza byla pozorovana
v pfipadé pouziti deionizované vody. Zasobni roztok KM je tedy nutné pfipravit
ve fyziologickém roztoku, vysokd hodnota pH neni problém. Pfi pfipravé standardi pro
stanoveni AMK ve vzorcich DBS byl pouzit postup lyofilizace. Diky rozdilné rozpustnosti
AMK ve vodé, referencnimu rozmezi AMK v lidské krvi a pomérné velkého poctu
stanovovanych AMK nebylo mozné ptipravit smésny standard AMK s takovou koncentraci,
aby mohla byt pouzita metoda standardniho ptidavku. Zkouseli jsme také postup odpateni vody
ze smésné¢ho standardu, ale diky zdlouhavému odpafovani vody byla nakonec zvolena

lyofilizace.

Moznym zdrojem chyb pfi stanoveni analyti ve vzorcich DBS by mohl byt pfenos
analytd mezi jednotlivymi vzorky pfi vysekdvani tercikti ze vzorku DBS. Pfenos analytt byl
testovan analyzou tii po sobé vyseknutych Cistych tercikili (stejnd odbérova karta bez nanesené
krve) po analyze ter¢iku vyseknutého ze vzorku DBS obsahujici vysokou koncentraci

sledovanych analytli. Experiment prokazal, Ze k pfenosu analytti mezi vzorky DBS nedochazi.

Kromé vyse zminénych faktori mé vyznamny vliv na hladinu stanovovanych analytt
1 hodnota HCT [50, 63]. Vzorky krve s vysokou hodnotou HCT maji vyssi viskozitu, coz pfimo
ovlivituje distribuci séra a erytrocytli skrze odbérovou kartu a vede k hor§imu naséknuti krve
do filtra¢niho papiru [53]. Hodnota HCT se mize mezi jednotlivci vyrazné liSit. Snizena
hodnota HCT byva pfitomna u pacientll s anémii, ale také u nékterych infekénich stavii
¢i po podani infuze. Jednou z moznosti korekce je vyuzZiti metody predikce hodnoty HCT
ze vzorku DBS, coz je ovSem narocné jak z ekonomického hlediska, tak i Casové. Dalsi
moznosti je analyza celého vzorku DBS. To je ovSem z hlediska odbéru vzorki krve nereélné,
jelikoz neni mozné u vSech pacientii zabezpecit stejny objem krve aplikovany na odbérovou
kartu. Hlavni variantou, jak minimalizovat uc¢inek hodnoty HCT, je ptiprava standardi z krve
s hodnotou HCT odpovidajici oéekavanému medianu sledované populace [63]. Uinek hodnoty
HCT na koncentraci stanovovanych analytd musi byt tedy zohlednén pii vyvoji a validaci

metody a je popsan pro jednotlivé analyty v nasledujicich kapitolach.

Vysledky mohou byt také ovlivnény zpisobem, jakym je piidan vnitini standard

ke vzorklim. U kapalné plné krve se IS obvykle ptfidava v malém objemu piimo ke vzorku.
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Vzhledem k tomu, ze vzorky DBS jsou pevné povahy a hlavnim principem techniky suché
kapky je nanaseni kapilarni krve ziskané pichnutim do prstu, je béznou praxi ptidat IS
do extrak¢niho ¢inidla. Velkou nevyhodou je, ze tento postup neni schopny kompenzovat
odchylky souvisejici s extrakci analytl ze vzorkti DBS (extrakce pevna latka-kapalina). Z toho
divodu je nutné, aby standardy a vzorky pro kontrolu kvality byly pfipraveny ptfidanim analyta
do krve a zpracovany stejnym postupem jako redlné vzorky. V praxi existuje pét zptisobt, jak
pridat IS ke vzorku. Idealni strategii je ptidani IS pifimo do vzorku krve pted jejim samotnym
nanesenim na odbérovou kartu. Nicmén¢, v ptipad¢ techniky suché kapky je tento postup
v praxi nepouzitelny a vyuziva se jen v pribc¢hu optimalizace metody pro sledovani ucinnosti
extrakce. IS lze také aplikovat na odbérovou kartu pfed nanesenim krve nebo na jiz odebrany
vzorek DBS. V prvnim ptipad¢€ je nutné vzit v ivahu, Ze roztok IS se bude §ifit skrz papir jinak
nez krev, diky rozdilné viskozité. Navic je nutné zohlednit jeho stabilitu a s tim spojené
uchovavani odbérové karty. V ptipadé nanédseni IS na jiz odebrany vzorek DBS miize naopak
dochdzet k opétovnému rozpusténi a redistribuci krevnich slozek a analyti, pokud je IS
rozpustén ve vodé. Poslednim postupem je aplikace IS a krve jako dvé oddélené skvrny v ramci
jedné odbérové karty a nasledné z nich vyrazené terciky zpracovat spolecné. Zde je ovSem

problémem rozdilna ucinnosti extrakce, ktera je ovliviiovana celou fadou faktort.

4.2 Stanoveni kyseliny mocové a alantoinu v krvi ziskané technikou suché

kapky

Stanoveni KM se v klinickych biochemickych laboratofich rutinn€ provadi urikasovou
metodou. Avsak pfi této metodé muze vysledky ovliviiovat fada interferujicich latek, proto je
vhodnéjsi pouzit pro stanoveni KM kapalinovou chromatografii [29]. Naproti tomu stanoveni
hladin ALA je i v sou€asnosti naro¢né a v klinické praxi se bézné neprovadi. Navic, v soucasné
dobé neni zadna jind publikovand préce, ktera by se vénovala simultdinnimu stanoveni KM
a ALA jak v klasicky odebranych vzorcich krve, tak ve vzorcich krve ziskanych technikou
suché kapky. Jednim z cilii této prace bylo vyvinout rychlou a dostatecné citlivou metodu pro
stanoveni KM a ALA ve vzorcich krve, které byly ziskané technikou suché kapky, aby mohla
byt v budoucnu vyuzita v klinickych biochemickych laboratofich nebo pfi metabolomickych

studiich.
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4.2.1 Optimalizace metody LC-MS/MS

Pro simultanni detekci KM a ALA byl pouzit MS detektor vybaveny iontovym zdrojem ESI
a analyzatorem QqgQ. Pro pifesnou a citlivou kvantitativni analyzu je vhodné provadét
vicendsobné experimenty MS, kdy v nasem ptipadé byl zvolen mdéd monitorovani vybranych
reakci, MRM. Pro ziskdni co nejlepsi odezvy detektoru byla optimalizovdna tfada jeho
parametrii. Nejdiive bylo provedeno skenovani (v pozitivnim i negativnim moédu) standardi,
pii némz byla pro oba analyty zjiSténa vEtsi intenzita odezvy a nizsi pomér S/N v negativnim
modu. Dale byla pro kazdy analyt (ALA, KM a znacené IS) provedena softwarem fizena
optimalizace pfechodi MRM, hodnoty napéti fragmentace a usmériiovaciho napéti

na kvadrupoélech. Ziskané hodnoty jsou uvedeny v Tabulka 5.

Tabulka 5 Optimalizované prechody MRM pro kyselinu mo¢ovou a alantoin

Analyt Prekurzor Produkt CE |V]
[m/z] [m/z]

114,0 15
Alantoin 157,0

97,1 16
Alantoin* 116,0 14
IS 159,2
(IS) 99,0 14

123,9 17
KM 166,9

96,1 18

125,1 18
KM* (IS) 168,9

97,1 20

CE, kolizni energie; *izotopicky znacCeny standard

Pii méfeni redlnych vzorki krve byla zjiSténa interference matrice u ALA, respektive jeho
MRM ptechodu m/z 157,2 > 97,15 a znaceného standardu 159,2 > 99,0. Tento problém byl
pozorovan i jinymi autory [44]. Z toho divodu byl pfi méfeni redlnych vzorkil krve pouZit
pouze jeden pfechod MRM jak pro ALA, tak i pro izotopové znafeny ALA. V piipadé¢ KM
byla interference matrice pouze v piipad€ znacené¢ KM, ale vzhledem k tomu, Ze interference
byla mimo jeji retenéni okno, mohly byt u ni ponechany vSechny optimalizované prechody.
Jako dal$i parametr byl testovan pritok suSicich plynl v iontovém zdroji. Nejvetsi intenzita

odezvy analytl byla dosazena pfi pratoku 10 I/min. V ptipad¢ snizeni pritoku plynti na 9, 8
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a7 l/min byla intenzita odezvy analytd stejnd nebo doslo k jejimu poklesu. Pro ziskani
nejlepsiho tvaru piku s maximalni intenzitou odezvy byl také testovan “loop time®, pfi¢emz

nejlepsi odezvy bylo dosazeno pti jeho hodnoté 0,2 s.

V piipad¢ pouziti MS jako detektoru je vhodné v ramci validace metody urcit Gcinky
matrice neboli jaky vliv ma matrice na ionizaci sledovanych analytd v iontovém zdroji. Uéinky
matrice pro ALA a KM byly testovany u Sesti vzorkit DBS ziskanych od riznych darci.
Vzhledem k pfirozenému vyskytu analytti ve vzorcich DBS byly u¢inky matrice stanoveny
porovnanim plochy piku izotopicky znacené¢ho standardu KM a ALA ptidaného po extrakci
s plochou piku v Cistém rozpoustédle. Pro vypocet byla pouzita nésledujici rovnice: (plocha
piku s pidavkem po extrakci/plocha piku v &istém rozpoustédle) * 100. Uginky matrice se pro
KM pohybovaly v rozmezi od 80 do 118 % a pro ALA od 58 do 64 %. Pro ALA byl u vSech
metfenych vzorkll pozorovéan vyssi ucinek matrice, kdy doslo ke sniZeni absolutniho signalu
az na 58 % signalu v ¢istém rozpoustédle. Na druhou stranu pfi stanoveni KM se u¢inky matrice
mezi jednotlivymi vzorky DBS nahodné ménily. Uginky matrice jsou v bioanalyze b&znym
jevem a lze je Casto vyftesit nafedim vzorku. Nicmén¢ toto feSeni neni v naSem piipadé mozné
z dlivodu nizké koncentrace ALA ve vzorcich DBS. Problém vSak miZe vyfteSit pouziti
1zotopicky znacCeného standardu, jelikoz se ocekava, ze pomér analyt/vnitini standard zistane

nezménén [98].

Pro separaci KM se nejcastéji pouziva kolona s vazanou reverzni fazi C18. Nicméné diky
vysoké polarit¢ ALA jsme byli nuceni pfistoupit k jiné alternativé. Pro separaci KM a ALA
byly testovany dvé analytické kolony: Discovery® HS F5 (150 x 2,1 mm; 3 pm)
a Ascentis® Express OH5 (150 x 2,1 mm; 2,7 pm). Nejdiive byla testovana analyticka kolona
Ascentis Expres OHS, na které oba analyty vykazovaly typické chovani HILIC. Pro ziskani
nejlepsi retence obou analytll, tvaru pikl a intenzity odezvy MS byly testovany uc¢inky iontové
sily mobilni faze. Jako mobilni faze byla pouzita smés vody a ACN s ptidavkem mravencanu
amonného o koncentraci 5 mmol/l a hodnotou pH 4. Nicméné pfitomnost mravencanu
amonného v mobilni fazi méla za nésledek vyrazné snizeni signalu MS u obou analytl, coz
navic s nizkou koncentraci ALA ve vzorcich DBS, a tim 1 niz§i odezvou detektoru, vedlo
k odstoupeni od pouziti pufrované mobilni faze. Dalsi testovanou kolonou byla Discovery HS-
F5 s PFP véazanou stacionarni fazi, kterd byla zvolena jako alternativa k typické vazané reverzni
fazi C18. Jako mobilni faze byla testovana smés ACN s vodou a pfidavkem kyseliny mravenci
o vysledné koncentraci 0,1%, 0,2%, 0,5% a 1% (v/v), ktera byla pfidana pro podporu ionizace
analytd v iontovém zdroji. Nami provedené testy vSak ukézaly, Ze zmé&na koncentrace kyseliny
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mraven¢i nema zadny vliv na zménu intenzity signdlu v ptipadé obou analytd, a proto jsme

zvolili koncentraci 0,1 % (v/v).

Pro analyzu biologickych vzorkti je ve vétSiné piipadt zadouci mit dostatecnou
chromatografickou separaci analytd, 1 kdyz se pouziva detekce MS/MS. Pro separaci KM
a ALA byla testovana fada gradientovych a isokratickych eluci s mobilni fazi ACN-voda
v riznych pomérech. Nejlepsich vysledkd jsme dosahli s mobilni fazi ACN-voda 10/90 (v/v)
s 0,1% kyselinou mravenc¢i. Za téchto podminek nedoSlo k Uplné separaci KM a ALA. I tak
jsme uptednostnili isokratickou eluci pfed gradientovou, a to z asovych divodu. Jakéakoli
moznd rizika ovlivnéni odezvy nasich analytt jejich koeluci nebo koeluci matrice byla snizena
pouzitim izotopicky znacenych IS. Celkova doba analyzy byla 3 minuty, tedy kratsi nez u diive
publikovanych metod pro stanoveni ALA [44, 99, 100]. Souhrn optimalizovanych podminek,
pfi kterych byly méfeny vzorky DBS, je uveden v kapitole 3.2.4. Chromatograficky zaznam
stanoveni KM a ALA ve vzorku DBS, ziskany pfi optimalizovanych podminkach

HPLC-MS/MS, je uveden na Obrazek 9.
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Obrazek 9 Chromatograficky zaznam stanoveni alantoinu a kyseliny mocové metodou HPLC-MS/MS. (Redlny
vzorek DBS, chromatografické podminky jsou uvedeny v kapitole 3.2.4)

4.2.2 Validace metody stanoveni kyseliny mocové a alantoinu ve vzorcich suché

kapky krve
Extrakce kyseliny mocové a alantoinu ze vzorku suché kapky krve

K ziskédni co nejcist§iho efluentu pro analyzu HPLC-MS je vhodné, aby byly proteiny

vysrazeny piimo na filtranim papife a nebyly do efluentu uvolnény, proto byla v duplikatu
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testovana elu¢ni Cinidla s vysokym obsahem ACN ve vodé (70%, 75%, 80%, 85%, a 90%),).
Zvolené slozeni elu¢niho ¢inidla navic umoznovalo nastiik vzorku do systému HPLC-MS/MS
bez dalSich uprav, tj. odpafovani a nasledné rozpusténi odparku v mobilni fazi. Experimenty
ukézaly, Ze minimalni koncentrace ACN, potifebnd k Gplné precipitaci proteinli, je 75 %.
V ptipadé¢ 70% ACN doslo k zabarveni efluentu hemoglobinem a nedoSlo tedy k uplné
precipitaci proteini. Pfi volbé extrakéniho cinidla musel byt zvolen kompromis, jelikoz
se ukazalo, ze ucinnost extrakce KM ze vzorku DBS klesa se zvysujici se koncentraci ACN a je
nejnizsi pi1 90% ACN. Oproti tomu byl u ALA pozorovan opacny trend, tedy pti pouziti 90%
ACN byla uc¢innost extrakce ALA dvakrat vyssi nez pii pouziti 75% ACN (Graf 1). Pti volbé
extrak¢niho ¢inidla byl bran vétsi ohled na ALA, nebot’ v porovnani s KM je ve vzorcich DBS

v nizkych koncentracich. Proto byl jako elu¢ni ¢inidlo zvolen 85% ACN.
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Graf 1 Zavislost plochy pikit na sile elucniho cinidla

Extrakci analytl ze vzorku DBS muiZe ovliviiovat fada faktort, Wagner a kol [58] uvadéji,
ze vytéznost extrakce klesé s hodnotou HCT. Ke zlepSeni ti¢innosti extrakce se proto v mnoha
pfipadech vyuziva extrakce za stdlého michdni vzorku nebo je vzorek umistén do ultrazvukové
lazné. V naSem piipad¢ jsme pro podpoteni eluce vyuzili sonikaci. Testovana byla eluce 85%
ACN s 10, 20 a 30minutovou sonikaci a bez sonikace za laboratorni teploty v duplikatu.
V ptipadé€ obou analytii bylo dosazeno nejvyssi ucinnosti extrakce po 30minutové sonikaci (viz

Graf 2).
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Graf 2 Viiv doby sonikace na ucinnost extrakce kyseliny mocové a alantoinu ze vzorku DBS

Vliv objemu krve a hodnoty hematokritu na koncentraci kyseliny moc¢ové a alantoinu

Vzorek DBS zpravidla obsahuje piiblizn€¢ 50 pl krve s primérem skvrny kolem 12 mm.
V nékterych studiich bylo zjiSténo, ze objem krve aplikovany na odbérovou kartu miize mit vliv
na koncentraci analytii ve vzorku DBS [55]. Vliv objemu krve na koncentract KM a ALA
ve vzorcich DBS byl testovan tak, Ze na odbérovou kartu byly aplikovany rizné objemy krve
(10, 15, 25, 35, 50 a 75 pl). V ptipadé obou analytl byla zjisténa stejna zavislost, kdy se
zvySujicim se objemem aplikované krve na odbérovou kartu se zvySovala koncentrace analytt
(Graf 3). Vzorky DBS s aplikovanym objemem krve 50 a 70 pl poskytovaly vysledky bez
vyznamnych rozdilii, proto pro zajisténi spravnosti vysledkti by mély vzorky DBS i kalibratory
obsahovat stejny objem aplikované krve na odbérovou kartu (50-75 pl) a ter¢iky by mély byt

ze vzorku DBS vyseknuty na stejném misté€ jako v ptipad¢ kalibratord, tedy nejlépe ze stiedu.
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Graf 3 Zavislost koncentrace kyseliny mocové a alantoinu na objemu krve aplikované na odbérovou kartu
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Hodnota HCT je povazovéana za jeden z hlavnich faktord, které ovliviiuji vlastnosti
vzorkd DBS (extrakei analytl, homogenitu vzorkd a dobu suseni), jelikoz ovlivituje viskozitu
krve. Vliv hodnoty HCT na koncentraci KM a ALA byl zkouman na ¢tyfech urovnich hodnoty
HCT (30 %, 40 %, 50 % a 60 %) bez ptidavku standardi a s pfidavkem standardl na tfech
urovnich koncentrace (2,5; 25; 50 umol/l pro ALA a 50; 250; 500 umol/l pro KM). Zjistili jsme,
ze hodnota HCT v rozmezi 30-60 % ma jen maly vliv na koncentraci obou analytti (Tabulka 6).
Hladina KM vykazovala ve studovaném rozmezi rozdil mensi nez 10 % a ALA mensi nez
+10,5 % od hladiny namétfené ve vzorku DBS s hodnotou HCT 40 %. Vzhledem k tomu, Ze se
jedna o pilotni studii, nebylo mozné nami ziskané vysledky ovéfit s literdrnimi daty. Nicméné
znaSich vysledk vyplyvé, ze vliv hodnoty HCT na viskozitu krve a distribuci analytt
ve vzorcich DBS je pro kvantifikaci sledovanych latek irelevantni.

Tabulka 6 Stredni hodnota rozdilu mezi koncentraci kyseliny mocové a alantoinu namérené ve vzorcich suché

kapky krve s riznou hodnotou hematokritu (vztazeno ke koncentraci namerené ve vzorku suché kapky krve s

hodnotou hematokritu 40 %)

Alantoin (%) Kyselina mocova (%)
c0 cl c2 c3 c0 cl c2 c3
HCT 30 110,5 107,7 101,6 92,4 106,9 101,9 105,1 98,7
HCT 40 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0  100,0 100,0
HCT S50 101,2 1044 110,1 105,3 97,9 101,7 104,5 91,0
HCT 60 108,6 105,6 108,2 109,3 98,0 90,9 96,4 92,0

c0, koncentrace kyseliny mocové a alantoinu ve vzorku suché kapky krve bez ptidavku
standard; cl-c3, koncentrace kyseliny mocové a alantoinu ve vzorcich suché kapky krve
s ptfidavkem standarda (0; 2,5; 25; 50 umol/l pro alantoin; 0; 50; 250; 500 umol/I pro kyselinu

mocovou); HCT, hematokrit.

Stabilita kyseliny mocové a alantoinu ve vzorcich DBS

Stabilita KM a ALA ve vzorcich DBS byla testovana na vzorcich, které byly skladovany pfi
laboratorni teploté a pii -20 °C. Vzorek DBS pro test stability byl ziskan od jednoho darce
amefen v triplikatu. Koncentrace obou analytl se pii skladovani vzorku DBS pfi -20 °C

pohybovala na stejnych hodnotach. Dokonce i u vzorkti DBS skladovanych pii laboratorni
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teplot¢ nedosSlo k vyraznému poklesu ¢i naristu koncentrace po dobu 7 dni (ALA:
5,6 £ 0,3 pmol/l; KM: 205,2 + 3,2 umol/l), vzorky DBS pro stanoveni koncentrace KM a ALA
bude tak mozné zasilat do laboratofe posStou. Pro delsi uchovéavani je nutné vzorky DBS
skladovat pii teploté -20 °C bez piistupu vzduchu v uzaviratelnych saccich, protoze po 30 dnech
skladovani pfi laboratorni teplot¢ doSlo k mirnému nartistu koncentrace ALA a mirnému
poklesu koncentrace KM (Tabulka 7). To muze byt zptisobeno oxidaci KM vzduSnym

kyslikem.

Tabulka 7 Stabilita alantoinu a kyseliny mocové ve vzorcich suché kapky krve skladovanych pri laboratorni teplote

Primérna koncentrace (= SD) (umol/l)

Den 0 Den 2 Den 5 Den 7 Den 30

Kyselina mofova 210,3 (13,9) 205,6 (12,8) 201,8(15,7) 203,1(12,5) 199,8 (9,7)

Alantoin 5,5 (0,3) 5,3(0,1) 5,7(0,2) 5,9 (0,4) 8,8 (0,4)

SD, smérodatna odchylka

Analytické parametry metody stanoveni kyseliny mocové a alantoinu ve vzorcich suché
kapky krve

v

Souhrn analytickych parametrli je uveden v Pfiloze 2. Pro ziskani co nejspolehlivéjSich
vysledki byly standardy kalibra¢ni fady pfipraveny v plné krvi. Kalibra¢ni kiivka byla linearni
v celém testovaném rozsahu: 0,5-50 umol/l pro ALA (R? = 0,9993) a 10,0-750,0 umol/l pro
KM (R? = 0,9949). Linearita byla potvrzena zp&tn& vypocitanymi koncentracemi standardi
kalibra¢ni kiivky. Spravnost a ptfesnost zpétné odeftené koncentrace standardii kalibraéni
kiivky byla do 10 % od nominalni koncentrace. Pfesnost metody byla testovana na 3 hladinach
koncentrace. Variacni koeficienty pro pfesnost v sérii i mezi sériemi byly pro oba analyty pod
5 %. Vytéznost extrakce byla hodnocena porovnanim plochy piku ALA a KM ziskané
promé&fenim vzorkd DBS s plochou piku ALA a KM ziskané proméfenim vzorki tekuté krve
o stejném objemu. Primérnd vytéZnost extrakce pro KM byla 103 % (+ 4,7 %) a pro ALA
118 % (+ 6,9 %).
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4.2.3 Stanoveni koncentrace Kkyseliny mocové a alantoinu v krvi ziskané

technikou suché kapky u dobrovolnych darci

Nové vyvinutd metoda HPLC-MS/MS byla pouzita pro simultanni stanoveni koncentrace KM
a ALA ve 100 vzorcich DBS a 100 identickych vzorcich tekuté krve ziskanych od dobrovolnych
darcii. Vzorky byly zpracovany a analyzovany podle protokolu popsaného v kapitole 3.2.
Koncentrace KM a ALA v krvi dobrovolnych darct jsou uvedeny v Tabulka 8 jako median
a interkvartilové rozpéti (IQR). Median koncentrace ALA ve vzorcich DBS byl u muzi
6,1 umol/l (IQR =1,3) au Zen 5,2 umol/l (IQR = 1,4). Vzhledem k tomu, Ze v soucasné dob¢
nejsou k dispozici zadné jiné literarni zdroje uvadéjici hladiny ALA v krvi ziskané technikou
suché kapky, porovnavali jsme naSe vysledky shodnotami naméfenymi jinymi autory
v plazmé. Nami naméfené koncentrace jsou mirn€ vysSi nez jinymi autory publikované
koncentrace v plazmé [25, 99, 100]. Vyssi koncentraci v krvi si vysvétlujeme tim, ze se ALA
ptirozené¢ vyskytuje v plazmé i erytrocytech. V pfipadé KM byl median koncentrace ve
vzorcich DBS u muza 245,2 pmol/l (IQR = 92,90) a u zen 227,5 pmol/l (IQR = 88,4). Nami
naméfené koncentrace se pohybuji ve fyziologickém rozmezi a jsou podobné jako diive

publikované jinymi autory [25, 36].

Tabulka 8 Median koncentrace alantoinu a kyseliny mocové ve vzorcich plné krve a suché kapky krve

Kyselina mocova Alantoin

Medi4n (IQR) Median (IQR)

DBS (umol/l) Krev (umol/l) DBS (umol/l)  Krev (umol/l)

Vsichni (n = 100)  239,3 (75,7) 220,1 (90,8) 5,6 (1,3) 3,6 (0,9)
Muzi (n = 49) 2452(92,9) 225, (106,0) 6,1 (1,3) 3,9 (1,0)
Zeny (n = 51) 227,5 (88,4) 213,0 (83,8) 5.2 (1,4) 3,3(0,8)

DBS, sucha kapka krve; IQR, interkvartilové rozpéti

Pro ovéteni spravnosti vysledkli koncentrace naméfené ve vzorcich DBS, byla
koncentrace ALA a KM naméfena ve vzorcich DBS porovnana s koncentraci naméfenou
v kapalné krvi. Z grafii je pro oba analyty patrnd linearni zavislost mezi koncentracemi
naméfenymi ve vzorcich DBS a kapalné krvi (Pfiloha 3). Regresni rovnice pro ALA je
y=0,5555x + 0,5268 (R = 0,9276) a pro KM y = 1,1248x — 42,3962 (R = 0,9300). Ov¢teni
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linearniho vztahu mezi naméfenymi koncentracemi bylo provedeno korela¢ni analyzou
s vyuzitim Spearmanova korelacniho koeficientu se statistickou hladinou vyznamnosti
a < 0,05. Statisticky vyznamna korelace mezi koncentracemi ve vzorcich DBS a koncentracemi
ve vzorcich tekuté krve byla zjisténa jak v ptipadé ALA (R =0,9016), tak v piipadé KM (R =
0,9093).

V klinické praxi se stanoveni ALA bézné¢ neprovadi, naproti tomu stanoveni KM
urikasovou metodou patii mezi rutinni testy. Nicmén¢ velkou nevyhodou urikasové metody je
invazivni odbér velkého mnozstvi vzorku kvalifikovanym persondlem, dale problém
interference s endogennimi  slouceninami a inhibice wurikasy bézné pouzivanymi
antikoagulancii. Z ndmi prezentovanych vysledki vyplyva, ze techniku DBS lze pouzit jako
alternativni odbér vzorku krve pro stanoveni KM a ALA metodou HPLC-MS. Velkou vyhodou
prezentované metody je jednoduchy odbér vzorku krve a simultanni stanoveni KM a ALA bez
zdlouhavé ptipravy vzorku pro analyzu. Diky tomu ma metoda potencial byt implementovana

do klinické praxe nebo rozsahlych metabolomickych studii.

4.3 Stanoveni aminokyselin v krvi ziskané technikou suché kapky

Pro stanoveni AMK existuji dva bé€zn€ vyuZzivané pfistupy. Bud’ jsou AMK analyzovany
v jejich prirozené formé&, nebo se provadi analyza jejich derivati. Nejcastéji se pro analyzu
AMK v biologickych vzorcich vyuZivaji chromatografické techniky ve spojeni s riznymi typy
detektorti, jako je naptiklad UV, fluorescen¢ni, elektrochemicky nebo MS detektor. Velkou
oblibu v poslednich letech ziskal pravé hmotnostni detektor, ktery umoZiuje detekci bez
predchazejici derivatizace, ¢imZ vyrazné snizuje dobu piipravy vzorku pro analyzu. Jeho
velkou nevyhodou je vSak vysoka potizovaci cena a ndklady spojené s provozem. Metoda MS
se rutinn¢ vyuziva pro stanoveni AMK pii novorozeneckém screeningu, avSak stale s vyuzitim
derivatizace pfed analyzou. Cilem této prace bylo vyvinout metodu HPLC-MS pro stanoveni
AMK v krvi ziskané technikou suché kapky bez derivatizace a usnadnit a zrychlit tak pfipravu

vzorku pfed vlastni analyzou.

4.3.1 Optimalizace metody LC-MS/MS

Stejné jako v pripadé stanoveni KM a ALA ve vzorcich DBS byl pro stanoveni AMK pouzit

MS detektor s iontovym zdrojem ESI a analyzatorem QqQ. Pro kvantitativni analyzu byl zvolen
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mod monitorovani vybranych reakci MRM. V ramci optimalizace byla nejdiive provedena
metoda skenovani standardll (v pozitivnim i negativnim moédu), pii které byla pro vSechny
sledované AMK zjisténa vyssi intenzita signalu a niz§i pomér S/N v pozitivnim nez negativnim
modu. Nasledné byla provedena softwarem fizena optimalizace MRM ptechodti, hodnot napéti
pro fragmentaci a hodnot usmérniovaciho napéti na kvadrupolech. Optimalizaci byly ziskany tii
produktové ionty, kdy byly vybirdny piechody s nejvyssi intenzitou odezvy. Pro ovéfeni
selektivity byl proméfen redlny vzorek DBS. U fady AMK byla zjisténa interference matrice
pro n¢které prechody MRM a byly tedy zmetody vyfazeny. Ptehled pouzitych
optimalizovanych pfechodit MRM pro jednotlivé AMK je uveden v Tabulka 9.

Tabulka 9 Optimalizované prechody MRM pro stanovované aminokyseliny

Prekurzor Kolizni Produkty Prekurzor Kolizni Produkty
(m/z) energie (m/z) (m/z) energie (m/z)
V) \2)

Ala 90 22 44 Lys 147 17 84 130
2-AM 104 11 58 41 Met 150 16 56 104
Arg 175 12 70 60 Phe 166 11 72 103
Asn 133 15 74 87 Pro 116 15 70 43
Cit 176 23 70 159  Ser 106 11 60 42
Glu 148 15 84 56 Thr 120 12 74 56
Gin 147 16 84 130 Trp 205 8 188 146
Gly 76 13 30 Tyr 182 13 136 91
His 156 14 110 83 Val 118 12 7255
Ile 132 86 86 69 Asp 134 18 88 74
Leu 132 11 86 44 Phe-DS 171 13 125 106

Pro dosaZeni co nejvys$i intenzity odezvy analytll byl testovan pratok suSicich plyni
v iontovém zdroji. Nejveétsi intenzity odezvy bylo dosazeno pii pritoku 10 1/min. V ptipadé
sniZeni pritoku plynti na 9, 8 a 7 1/min dochazelo k pfimo imérnému sniZeni intenzity odezvy
vSech sledovanych AMK. K ziskani nejlepsSiho tvaru piku s maximalni intenzitou odezvy byl

také sledovan pocet bodl na pik neboli ,,loop time*. Nejlepsi odezvy bylo dosazeno pii hodnoté
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0,2 s. S rostouci hodnotou ,,Jloop time* dochazelo k poklesu intenzity odezvy vSech sledovanych

AMK.

Na vzorcich krve ziskanych technikou suché kapky od 6 rtiznych dérct byly testovany
ucinky matrice. Vzhledem k tomu, ze se AMK pfirozené vyskytuji ve vzorcich DBS, byly
ucinky matrice ureny porovnanim ploch pikit AMK ptidanych po extrakci s plochami pikt
v ¢istém rozpoustédle. Pro vypocet byla pouzita nasledujici rovnice: [(plocha piku s pfidavkem
po extrakci — plocha piku bez piidavku) / plocha piku v &istém rozpoustédle] * 100. Uginky
matrice pro jednotlivé AMK byly pomérné konstantni, kdy doslo ke snizeni absolutniho signalu
oproti signdlu v ¢istém rozpoustédle u vSech sledovanych AMK kromé tryptofanu (Tabulka
10). V nasem pftipad¢ byl pro korekci ucinki matrice pouzit izotopicky znaceny IS (Phe-DS).
pro skupinu AMK se stejnymi vlastnostmi, coz bohuzel nebylo mozné vzhledem k velkym

pofizovacim nakladim danych IS.

Tabulka 10 Ucinky matrice pro sledované aminokyseliny

Aminokyselina ME (%) Aminokyselina ME (%)
Ala 84-96 Leu 69-83
2-AM 73-83 Lys 54-85
Arg 67-89 Met 57-70
Asn 73-88 Phe 97-101
Cit 58-72 Pro 84-96
Glu 57-65 Ser 69-77
Gln 76-86 Thr 77-84
Gly 82-91 Trp 121-131
His 70-79 Tyr 87-95
Ile 77-99 Val 88-102

ME, t¢inky matrice

Stanoveni AMK ve vzorcich DBS se rutinné provadi pii novorozeneckém screeningu.

Hmotnostni detekci nepfedchazi chromatografickd separace, proto neni mozné stanovit
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izomery AMK. Navic jsou AMK pted samotnou analyzou ptevedeny na piislusné butylestery,
¢imz se prodluzuje ptiprava vzorku [12]. AMK jsou vysoce polarni analyty, coZ ma za nasledek
Spatnou retenci na reverzni staciondrni fazi C18 a je tak nutna jejich derivatizace vedouci
ke sniZeni polarity. V naSem piipadé jsme zvolili alternativni kolonu Discovery® HS F5 (150 x
2,1 mm; 3 pm) s PFP véazanou fazi, kterd umoziuje separaci nederivatizovanych AMK
v reverznim médu [101]. Jako mobilni fidze byla testovana smés ACN a vody s pridavkem
kyseliny mravenci o vysledné koncentraci 0,1%, 0,2% a 0,5% (v/v), ktera byla ptfidavana pro
zlepSeni ionizace AMK v iontovém zdroji. Z nami provedenych experimentti se ukazalo, ze
zmeéna koncentrace kyseliny mravenci nema vliv na zménu intenzity odezvy. Testovana byla
také tada riznych gradientovych eluci, aby bylo dosazeno co nejlepsi separace AMK,
pfedev§im izomerl leucinu a isoleucinu a AMK poskytujici stejné produktové ionty
po fragmentaci MS. I pfes veSkerou snahu se ndm na této kolon¢ nepodafilo dosdhnout
optimalni separace, a to diky Spatné retenci AMK. Navic dochéazelo k velkym zménam

retencnich Casti vSech AMK a byli jsme nuceni pfistoupit k pufrované mobilni fazi.

Pro zlep3eni separace a retence AMK byla testovana kolona Ascentis® Express OH5 (150
x 2,1 mm; 2,7 pm) s povrchové poréznimi ¢asticemi, ktera umoziiovala separaci v uspotradani
HILIC. Pro ziskani nejlepsi retence AMK, tvaru pikid a odezvy detektoru byly testovany t¢inky
1ontové sily mobilni faze. Jako mobilni faze byla pouzita voda a ACN s ptidavkem mravenc¢anu
amonného v koncentraci 5, 10 a 15 mmol/l, pH mobilni faze bylo upraveno na hodnotu 3, 4
a 4,5. Pfitomnost mravencanu amonného v mobilni fazi vedla k vyraznému poklesu signadlu M'S
u vSech sledovanych AMK. Zmény v iontové sile mobilni faze a hodnoté pH mély pomérné
vyznamny vliv na retencni Casy vSech AMK (Graf 4). Nejkrat$si doby analyzy pfi stejné
gradientové eluci bylo dosaZeno s mobilni fazi obsahujici mravenan amonny o koncentraci
10 mmol/l. V pfipadé zmény hodnoty pH byl pozorovén trend, kdy s rostouci hodnotou pH
se zvySovala také doba retence AMK na kolon¢. Naproti tomu intenzita pikii se imérné

sniZzovala s klesajici hodnotou pH mobilni faze.
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Jako finalni mobilni faze A byla zvolena smés vody a 10 mmol/l mraven¢anu amonného

(90:10, v/v), mobilni fazi B byla smés ACN a 10 mmol/l mraven¢anu amonného (90:10, v/v).

Vyslednd hodnota pH obou mobilnich fazi byla 4,5. Pro co nejlepsi separaci AMK byla

testovana fada gradientovych eluci pfi riizné rychlosti priitoku mobilni faze. Gradientova eluce,

ktera poskytla nejlepsi separaci AMK a byla pouzita pro méfeni redlnych vzorkd DBS je

uvedena v kapitole 3.3.3. Celkem bylo detegovano 21 AMK, kvantifikovdno pouze 20 AMK.

Problém jsme méli s kyselinou asparagovou, kterd pfi pouziti mraven¢anu amonného v mobilni

fazi vykazovala velky pokles intenzity signalu. Jelikoz jsou hladiny kyseliny asparagoveé v krvi

v jednotkach pmol/l, nebyli jsme ji schopni v realnych vzorcich DBS kvantifikovat.

Chromatograficky zdznam AMK stanovovanych metodou HPLC-ESI-MS/MS je uveden

na Obrazku 10.
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Obrazek 10 Chromatograficky zdaznam stanoveni aminokyselin metodou HPLC-MS/MS (Redlny vzorek DBS,
chromatografické podminky jsou uvedeny v kapitole 3.3.3).

4.3.2 Validace metody stanoveni aminokyselin ve vzorcich suché kapky krve
Extrakce aminokyselin ze vzorku suché kapky krve

Eluce analytl ze vzorku DBS je jeden z nejvice kritickych krokl pfti pfipravé vzorku pro
analyzu. Optimalni extrak¢ni podminky zavisi na fyzikaln€ chemickych vlastnostech analytu.
Nejcastéji se extrakce provadi smési vody a organického rozpoustédla, predev§sim methanolu
a ACN, v riznych pomérech [58]. Néktefi autofi uvadi, ze ptidani malého mnozstvi vody
k vzorku DBS pied pfidanim extrakéniho ¢inidla (organického rozpoustédla) zlepsuje tic¢innost
extrakce. Domnivaji se, ze voda oslabuje interakce mezi hydroxylovymi skupinami celulosy
a polarnich analytti [102]. Nicmén¢ v tomto piipadé dochézi také k uvoliiovani proteind, navic
je filtra¢ni papir nachylny k disagregaci a uvoliovani vldken do roztoku, coz mlZe zpisobit
ucpani soucasti HPLC systému. Tento problém lze vSak feSit odstfedénim a filtraci efluentu.
Pro extrakci AMK ze vzorkli DBS se nej¢astéji vyuZzivd methanol s malym obsahem vody.
Tento postup by ale v naSem piipad¢€ vyzadoval pfed nastiikem vzorku do HPLC-MS systému
odpareni rozpoustédla a nasledné rozpusténi odparku v mobilni fazi. Proto byla testovana fada
elucnich ¢inidel s vysokym obsahem ACN ve vod¢ (75%, 80%, 85% a 90%). Zvolené sloZeni

elu¢niho ¢inidla umoznovalo nastiik vzorku ptimo do HPLC-MS systému i piesto, Ze slozeni
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nebylo identické jako slozeni mobilni faze. Pro eluci AMK ze vzorki DBS byla také testovana
mobilni faze se stejnym sloZenim, jako je na pocatku analyzy. Nicméné v tomto piipadé nedoslo
k uplné precipitaci proteinti. Témét u vS§ech AMK byl sledovan trend, kdy s klesajicim obsahem
ACN dochazelo ke zvyseni eluce AMK a nejvyssi vytéznosti extrakce pro vsechny AMK bylo
dosazeno se 75% ACN ve vodé¢ (Ptiloha 4).

V urcitych ptipadech je pouhé ponoieni vyseknutého ter¢iku vzorku DBS do elu¢niho
¢inidla dostadujici, aby doslo k G¢inné extrakci AMK. Cast&ji se vSak provadi tiepani nebo
sonikace, ¢imz je dodadna dodatecna energie potiebnd k uvolnéni analytu navazaného
k celulose. Tim se zvysi ucinnost extrakce [103]. Testovali jsme eluci AMK se 75% ACN
po dobu 10, 20 a 30 minut s pouzitim sonikace a bez sonikace pii laboratorni teploté. Témér
u v§ech AMK bylo pfi sonikaci po dobu 30 minut dosaZeno nejvyssi t€innosti extrakce (Ptiloha

5).

Vliv objemu krve a hodnoty hematokritu na koncentraci aminokyselin

Byl testovan vliv objemu aplikované krve na odbérovou kartu (15, 20, 30, 40, 50 a 75 pul)
na koncentraci sledovanych AMK, v duplikatu. U vSech AMK, s vyjimkou argininu, byla
zjiSténa stejna zavislost, kdy se zvySujicim se objemem aplikované krve se zvySovala
koncentrace AMK (Ptiloha 6). Vzorky DBS s aplikovanym objemem 70 pl krve poskytovaly
o0 asi 8 az 42 % vyssi primérné koncentrace AMK v porovnani se vzorky DBS s aplikovanym
objemem krve 10 pl. Podobné vysledky uvadéji take dalsi autofi [20, 53, 54, 58]. Moat a kol.
(2020) navic pozorovali velké rozdily v koncentracich AMK u terc¢ikil vyraZzenych ze stfedu
a okraje vzorki DBS se stejné velkym aplikovanym objemem krve [55]. Pro zajiSténi
spravnosti vysledkll je tedy nutné, aby vzorky DBS pro kontrolu kvality a standardy
obsahovaly, pokud moZno, stejné mnozstvi krve jako redlné vzorky. V naSem piipadé byl
zvolen objem 50 pl, ktery odpovida zcela vyplnénému vyznacenému kruhu krvi na odbérové

karté.

Hodnota HCT je jednim z nejvyznamné;jSich faktord, které ovliviiuji koncentraci analytl
ve vzorcich DBS. Vliv hodnoty HCT na koncentraci AMK byl testovan na ¢tyfech vzorcich
DBS s hodnotou HCT (30 %, 40 %, 50 % a 60 %) bez a s ptidavkem standardu AMK. Testy
ukazaly, ze hodnota HCT ma pomérné vyrazny vliv na koncentraci vSech sledovanych AMK.
U vSech AMK, krom¢ argininu, byl pozorovan rostouci trend, kdy se zvysujici se hodnotou

HCT rostla také koncentrace AMK (viz Ptiloha 7). U nékterych AMK byly koncentrace vyssi
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az 0 30 % ve vzorcich s hodnotou HCT 60 % oproti vzorkiim s hodnotou HCT 30 %. Velmi
podobnych vysledkli dosahli také Holub a kol. (2006), ktefi pozorovali zvySeni koncentrace
leucinu, methioninu, fenylalaninu a tyrosinu o 21 %, 20 %, 27 % a 8 % ve vzorcich s hodnotou
HCT 60 % v porovnani s hodnotou 30 % [59, 96]. Tomuto problému se Ize vyhnout analyzou
celého vzorku DBS. Nicméng, aby byl tento pfistup uc¢inny, musi mit mnozstvi krve aplikované
na papir presn¢ definovany objem. K tomu jsou v soucasné dobé dostupnd nova vzorkovaci
zafizeni, kterd odebiraji a aplikuji fixni objem krve na odbérové filtratni papiry [20, 62, 63,
104]. Toto zatizeni je vSak drazsi nez tradicné pouzivané odbérové karty a zvysuje tak naklady
na analyzu. V piipadé pouziti klasickych odbérovych karet s filtracnim papirem je nutné

zajistit, aby pfipravené standardy mély ptiblizn€ stejnou hodnotu HCT jako realné vzorky.

Stabilita aminokyselin ve vzorcich suché kapky krve

Vzorky DBS se obecné vyznacuji vyssi stabilitou analytii, coz je jedna z hlavnich vyhod
techniky DBS, ktera umoznuje jejich snazsi transport do laboratoti. Nicméné, béhem piepravy
mohou byt vzorky vystaveny extrémnim podminkdm (zvySena teplota nebo vlhkost vzduchu).
Z ptedchozich studii vyplyva, Ze tyto extrémni podminky pfimo ovliviiuji kratkodobou stabilitu
AMK a dalSich metaboliti ve vzorcich DBS. Problém muze také pusobit slunecni zafeni.
Ukaézalo se, ze naptiklad methionin degraduje po 4 hodinach o 25 % po vystaveni slune¢nimu
zateni [105]. Golbahar a kol. zjistili, Ze pti skladovani vzorkti DBS pti 45 °C a 70% vlhkosti je
methionin nestabilni po tfech dnech a koncentrace fenylalaninu a tyrosinu se snizily o 28 %
a 49 % za 24 hodin [106]. AvSak pfi dlouhodobém skladovani vzorktt DBS v suchém prostiedi
pii pokojové teploté, klesaji koncentrace fenylalaninu a tyrosinu rychlosti 5,7 % a 1,7 % za rok
[107]. VySe uvedené vysledky tedy naznacuji, Ze skladovani vzorkti DBS pfti -20 °C a pti -80 °C

bez nadmérné vlhkosti miize zvysit stabilitu analytii a prodlouZit ji z n€kolika dnti na roky.

Stabilita AMK ve vzorcich DBS byla testovana na vzorcich, které byly skladovany pfti
laboratorni teplot¢ a pti -20 °C v uzaviratelnych saccich se silikagelem. Vzorek DBS byl ziskan
od jednoho darce a zméten. Koncentrace vSech sledovanych AMK se pfi skladovani vzorku
DBS pfti -20 °C pohybovala na stejnych hodnotach i po 30 dnech. U vzork skladovanych pii
laboratorni teploté doslo jen k velmi malému poklesu koncentrace. Pro del$i uchovavani je tedy

vhodné vzorky skladovat pti -20 °C nebo -80 °C bez nadmérné vlhkosti.
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Analytické parametry metody stanoveni aminokyselin ve vzorcich suché kapky krve

Souhrn analytickych parametri je uveden v Pfiloha 8. Pro ziskani spolehlivych vysledkt byly
standardy kalibracni fady piipraveny v plné krvi. Pro vSechny sledované AMK byly kalibracni
kiivky linearni v celém testovaném rozsahu koncentraci. Linearita byla potvrzena zpétné
odectenymi koncentracemi standardd kalibracni fady. Spravnost a piesnost odectenych
koncentraci jednotlivych standardii kalibraéni fady byla vrdmci 10 % od nomindlni
koncentrace. Presnost metody byla testovana na 2 hladinach koncentrace AMK. Varia¢ni
koeficienty pro pfesnost v sérii byly pod 5 % a mezi sériemi pod 10 %. VytéZnost extrakce byla
hodnocena porovnanim plochy piku AMK ziskané proméfenim vzorkii DBS s plochou piku
AMK ziskané proméfenim vzorkl tekuté krve o stejném objemu. Primérnéd vytéznost pro

jednotlivé AMK se pohybovala v rozmezi 94-105 %.

4.3.3 Stanoveni koncentrace aminokyselin v krvi ziskané technikou suché kapky

u dobrovolnych darci

Nové€ vyvinutd metoda HPLC-MS/MS byla vyuZita pro stanoveni koncentrace AMK ve 100
vzorcich DBS a 100 identickych vzorcich kapalné krve ziskanych od dobrovolnych darct.
Vzorky byly zpracovany a analyzovany podle protokolu popsaného v kapitole 3.3. Koncentrace
jednotlivych AMK v krvi dobrovolnych déarct jsou uvedeny v Tabulce 11 jako medidn
a interkvartilové rozpéti (IQR). Z referencnich hodnot ziskanych z literatury je zfejmé, ze
prevazna vétSina AMK ma podobnou koncentraci v plné krvi jako v plazmé. Vyznamnéjsi
rozdil je u kyseliny glutamové, jejiz koncentrace v plazmé je 34-70 pmol/l, pticemz
koncentrace v plné krvi se pohybuje v rozmezi 102-172 umol/l, podobné vysledky ukézaly
inaSe experimenty. V piipadé¢ dalSich AMK se ndmi nameéfené koncentrace pohybuji

v podobném rozmezi referencnich hodnot jako je uddvano v odborné literature [108—111].

Tabulka 11 Median koncentrace aminokyselin ve vzorcich plné krve a suché kapky krve

AMK Koncentrace v DBS Koncentrace v plné
(IQR) (nmol/l) krvi (IQR) (umol/l)

Ala 362,6 (134,6) 382.,9 (300,0)

2-AM 19,0 (8,1) 21,2 (10,9)

Arg 76,1 (11,9) 81,6 (8,8)
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AMK

Koncentrace v DBS

Koncentrace v plné

(IQR) (umol/l) krvi (IQR) (umol/l)
Asn 66,9 (22,0) 64,3 (36,2)
Cit 32,8 (8,7) 30,4 (11,2)
Glu 125,8 (37,9) 86,5 (25.,2)
Gln 455,1 (105,6) 489.2 (279,8)
Gly 282,5 (59,9) 281,8 (68,8)
His 78,1 (22.3) 71,9 (63.6)
Tle 88,5 (18,4) 93,2 (27.8)
Leu 110,2 (29,5) 112,9 (27,1)
Lys 148,6 (40,5) 141,4 (43.,3)
Met 26,5 (9,0) 23,6 (23.,5)
Phe 68,0 (14,0) 66,5 (15,6)
Pro 163.2 (65,7) 1953 (168,3)
Ser 111,8 (26,7) 118,0 (27,3)
Thr 101,3 (37.9) 115.4 (80,5)
Trp 38,4 (7,6) 39,1 (16,4)
Tyr 80,7 (20,5) 75,3 (20,0)
Val 194,9 (48,2) 221,9 (122,9)

AMK, aminokyselina; DBS, sucha kapka krve; IQR, interkvartilové rozpéti

Pro ovéfeni spravnosti vysledkii koncentrace naméiené ve vzorcich DBS, byla
koncentrace AMK naméfena v kapalné krvi porovnana s koncentraci naméfenou ve vzorcich
DBS. Z grafti (Ptiloha 9) je patrna statisticky vyznamna (hladina vyznamnosti a. < 0,05) linearni
zavislost pro vSechny sledované AMK. Korela¢ni analyzou s vyuZitim Spearmanova
korela¢niho koeficientu bylo provedeno ovéfeni linedrniho vztahu mezi naméfenymi
koncentracemi. Analyzou byla potvrzena dobrd korelace, kdy se korela¢ni koeficienty

pohybovaly nad 0,73 u vSech sledovanych AMK kromé¢ argininu, ten jako jediny vykazoval
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horsi korelaci s hodnotou korela¢niho koeficientu 0,6811. Ptehled korelac¢nich koeficientd je

uveden v Tabulce 12.

Tabulka 12 Prehled korelacnich koeficientii zavislosti koncentrace aminokyselin ve vzorcich DBS na jejich

koncentraci v kapalné krvi.

AMK Regresni rovnice Korelaéni Spearmantv
koeficient korelacni koeficient
Trp y=1,4683x — 15,7897 0,8622 0,7304
Phe y=0,9267x + 5,7299 0,9085 0,8270
Ile y=1,0474x + 0,5499 0,9263 0,8779
Leu y=0,9305x + 10,545 0,9574 0,9165
Met v =2,0286x — 25,1409 0,9109 0,8353
Val y=1,4789x — 58,5798 0,8389 0,7683
Tyr y=0,8854x + 5,0707 0,9255 0,8785
Pro y=1,5837x — 43,4844 0,8958 0,8908
2-AM y=1,1163x—0,4766 0,8801 0,8309
Ala y=1,5999x — 163,1246 0,8961 0,8943
Thr y=1,6341x — 48,8639 0,9127 0,8947
Gly y=0,9286x + 15,9173 0,8638 0,8277
Arg y=0,8228x + 17,5632 0,8444 0,6811
Glu y=0,5438x + 16,4382 0,8536 0,8176
Ser ¥ =0,9902x + 9,4328 0,8926 0,8557
Gln y=1,9467x — 381,7732 0,8903 0,8426
Asn y=1,5229x - 37,4201 0,9260 0,9076
Cit y=0,8718x + 1,4713 0,8694 0,7814
His y=2,4401x—112,8474 0,9068 0,8951
Lys y=0,9927x—-2,3106 0,8406 0,7476

AMK, aminokyselina
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Vyse prezentované vysledky ukazuji, ze nami vyvinuta metoda pro stanoveni 20 AMK
ve vzorcich DBS bez derivatizace poskytuje spolehlivé vysledky. Pro analyzu AMK se odbér
vzorkl krve technikou suché kapky jevi jako vhodna alternativa ke klasickému odbéru krve.
AMK ve vzorcich DBS jsou vysoce stabilni, ¢imz je usnadnén transport a nasledné skladovani
vzorkll. Navic vynechani kroku derivatizace vyrazné snizilo ¢as potiebny pro ptipravu vzorku
a celkové zjednodusilo postup zpracovani vzorkd k analyze. Mozna rizika ovlivnéni vysledk
riznou hodnotou HCT, ¢i riznym objemem aplikované krve na odbérovou kartu se daji
eliminovat napiiklad vyuzitim novych odbérovych zatizeni, ktera jsou ¢im dal vice dostupna.
Z toho vyplyva, ze prezentovana metoda ma potencidlni vyuziti pfi metabolomickych

¢i klinickych studiich s velkou kohortou pacientd.

4.4 Stanoveni fenylalaninu a tyrosinu

PKU je jedna z nejcéastéjSich dédi¢nych metabolickych poruch, ktera je zptisobena mutacemi
v genu kodujici fenylalaninhydroxylasu. Tyto mutace vedou ke snizené az zadné aktivité tohoto
enzymu. Vysledkem jsou pak zvySené hladiny fenylalaninu a snizené hladiny tyrosinu v krvi
a dalSich tkénich. Neléceny stav je charakterizovan mentéalni retardaci, opozdénou feci,
zachvaty a abnormalitou chovani [111]. PKU se rutinné vySetiuje v rdmci novorozeneckého
screeningu, nicméné pro potvrzeni diagndzy jsou vzorky opétovné testovany vice specifickymi
a selektivnimi technikami. Navic u pacientl s diagnostikovanou PKU a TYR je fenylalanin a
tyrosin monitorovan v ramci kontroly stavu nemoci. K tomu se vyuzivaji enzymatické metody
[112], plynova chromatografie [113], nebo v souc¢asné dob¢ nejvice oblibend technika HPLC-
MS [114-116]. Jednim z cili této prace bylo zavést rychlou, selektivni a robustni HPLC-
MS/MS metodu pro simultanni stanoveni fenylalaninu a tyrosinu ve vzorcich DBS, ktera by
slouzila jako rychlej$i alternativa k vySe prezentované metodé a mohla byt vyuzita napiiklad

pro monitorovani stavu pacienti s PKU, ptipadn€ TYR.

4.4.1 Optimalizace metody LC-MS/MS

Pro detekci fenylalaninu a tyrosinu byl pouzit MS detektor siontovym zdrojem ESI
a analyzatorem QqQ. Pro kvantitativni analyzu byl zvolen méd MRM. Optimalizace parametri
pro detekci téchto dvou vybranych AMK je popséna v ptedchozi kapitole (kapitola 4.3.1.).

Uginky matrice byly testovany na vzorcich krve ziskanych technikou suché kapky od 6 riiznych
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dérct. Vzhledem k tomu, ze se AMK pfirozené vyskytuji ve vzorcich DBS, byly u¢inky matrice
ureny porovnanim ploch piki AMK pfidanych po extrakci s plochami pikd v Cistém
rozpoustédle. Pro vypocCet byla pouzita nasledujici rovnice: [(plocha piku s pfidavkem
po extrakci — plocha piku bez ptidavku) / plocha piku v Cistém rozpoustédle] * 100. U obou
sledovanych AMK byly pozorovany pomérn¢ nizké ucinky matrice, kdy doslo pouze k malému
zvyseni nebo sniZeni absolutniho signalu oproti jejich signalu v &istém rozpoustédle. Uéinky
matrice se pohybovaly do + 5 % u fenylalaninu a do + 9 % u tyrosinu (viz Pfiloha 12). Pro jejich
korekci byl pouzit izotopicky znaceny standard Phe-D5 a do budoucna je v planu pro lepsi

spravnost vysledkd implementovat i izotopicky znaceny standard Tyr-D4.

HPLC separaci fenylalaninu a tyrosinu v pfirozené form¢ je mozné, diky jejich nizsi
polarité, provadét na kolonach s vazanou reverzni fazi C18. Primarni volbou pro nasi studii
byla analyticka kolona LiChroCart, Purospher Star RP-18e (125 X 4 mm; 5 pm), ktera diky své
krat$i délce umoziuje rychlejsi ¢as analyz, navic mame s touto kolonou dobré zkuSenosti
z predchozich studii [111, 117]. Jako mobilni faze byla testovana smés ACN a deionizované
vody v riznych pomérech. Nicméné s vyuzitim ACN nebylo dosaZeno potiebné intenzity piki
ani pozadovana retence analytil, proto byla zvolena jako mobilni fize smés methanolu a vody,
u které doslo k trojnasobnému zvySeni intenzity odezvy u obou AMK. Pro lepsi ionizaci byla
pfidana kyselina mravenci. Provedenymi experimenty bylo zjiSténo, Ze zména koncentrace
kyseliny mravenci v mobilni fazi nema vliv na intenzitu odezvy sledovanych AMK, a byla tedy
ptidana ve vysledné koncentraci 0,1% (v/v). Pro dosaZeni co nejlepsi separace v nejkratSim Case
byla testovana tada isokratickych a gradientovych eluci. NejlepSich vysledkl bylo dosazeno
1sokratickou eluci s 50% methanolem ve vod¢. Celkova doba analyzy byla 2,5 min, tedy kratsi
nez u diive publikovanych metod pro simultanni stanoveni téchto dvou AMK [111, 116, 118].
Souhrn optimalizovanych podminek, pfi kterych byly métfeny vzorky DBS, je uveden
v kapitole 3.4.3. Chromatograficky zaznam stanoveni fenylalaninu a tyrosinu ve vzorku DBS,

ziskany pfi optimalizovanych podminkach HPLC-MS/MS je uveden na Obrazku 11.
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Obrazek 11 Chromatograficky zaznam stanoveni fenylalaninu a tyrosinu metodou HPLC-MS/MS (Realny vzorek
suché kapky krve, chromatografické podminky jsou uvedeny v kapitole 3.4.3).

4.4.2 Validace metody stanoveni fenylalaninu a tyrosinu ve vzorcich suché kapky

krve
Extrakce fenylalaninu a tyrosinu ze vzorku suché kapky krve

Pro extrakci fenylalaninu a tyrosinu ze vzorki DBS se nejcastéji pouziva methanol s malym
obsahem vody, proto byla testovana elu¢ni ¢inidla s vysokym obsahem methanolu ve vode
(85%, 90%, 95% a 100%) s ptidavkem a bez ptidavku kyseliny mravenci. Kand’ar a kol. (2009)
dosahli vyssi ti€innosti extrakce pravé okyselenim eluc¢niho ¢inidla kyselinou chlorovodikovou
[117]. V naSem ptipad¢ jsme zvolili okyseleni kyselinou mravenci, coz umoZiiovalo néstiik
vzorku pfimo do syst¢ému HPLC-MS/MS bez dalSich tuprav. Experimenty ukazaly,
Ze pritomnost kyseliny mravenci v elucnim ¢inidle mé pouze maly vliv na G¢innost extrakce
ave veétSin¢ piipadll byla ucinnost extrakce vyssi u Cinidel, ve kterych nebyla obsaZena.
Nejvyssi vytéznosti extrakce bylo dosazeno pro obé sledované AMK se 100% methanolem

(Ptiloha 10).

Pro zlepSeni ucinnosti extrakce se ve vétSin€ pripadech vyuziva extrakce za stalého
michani vzorku nebo je vzorek umistén do ultrazvukové lazn€. V nasem ptipad€ jsme pro
podpoieni eluce testovali sonikaci a tiepani. Testovana byla eluce 100% methanolem s 5, 10,

20 a 30minutovou sonikaci, tiepanim a pouhym stanim zkumavky za laboratorni teploty.
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V ptipadé obou AMK bylo dosazeno nejvyssi uinnosti extrakce po 20minutovém tiepani

vzorku (Ptiloha 11).

Vliv objemu krve a hodnoty hematokritu na koncentraci fenylalaninu a tyrosinu

Vliv objemu krve na koncentraci fenylalaninu a tyrosinu ve vzorcich DBS byl testovan tak, ze
na odbérovou kartu byly aplikovany rizné objemy krve (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100 ul). V pripadé obou AMK byla zjiSténa stejna zavislost, stejné jako u metody popsané
v predchozi kapitole a to, Ze se zvySujicim se objemem aplikované krve na odbérovou kartu se
zvySovala i koncentrace fenylalaninu a tyrosinu (Graf 5). Pro zaji$téni spravnosti vysledku je
tedy nutné, aby realné vzorky DBS obsahovaly stejné mnozstvi krve jako standardy a vzorky

pro kontrolu kvality. V naSem ptipadé¢ byl zvolen objem 50 pl.
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Graf 5 Zavislost koncentrace fenylalaninu a tyrosinu na objemu krve aplikovaném na odbérovou kartu

Vliv hodnoty HCT na koncentraci fenylalaninu a tyrosinu byl zkouman na péti tirovnich
hodnoty HCT (20 %, 30 %, 40 %, 50 % a 60 %) bez ptidavku standardl a s jejich pfidavkem
na dvou hladinach koncentrace. Experimenty jsme zjistili, ze hodnota HCT v rozmezi 20-60 %
ma pomérné€ vyrazny vliv na koncentraci jak fenylalaninu, tak 1 tyrosinu (Tabulka 13). Hladina
fenylalaninu vykazovala ve studovaném rozmezi rozdil témét az + 15 % a tyrosin az + 10 % od
hladiny naméfené ve vzorku DBS s hodnotou HCT 40 %. Navic byl pozorovan trend, kdy se
zvySujici se hodnotou HCT rostla také koncentrace obou AMK. Rostouci trend byl pozorovan
1 jinymi autory v diive publikovanych praci a miize byt zptisoben zménami objemu plazmy

nebo snizenou distribuci krve skrze papir u vzorka s vysokou hodnotou HCT [96].
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Tabulka 13 Stredni hodnota rozdilu mezi koncentraci fenylalaninu a tyrosinu namérené ve vzorcich suché kapky
krve s riiznou hodnotou hematokritu (vztazeno ke koncentraci namérené ve vzorku suché kapky krve s hodnotou

hematokritu 40 %)

Fenylalanin (%) Tyrosin (%)
c0 cl c2 c0 cl c2
HCT 20 90,8 85,3 90,5 94,4 100,1 98,1
HCT 30 98,3 98,1 97,6 95,8 97,8 100,4
HCT 40 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
HCT 50 104,1 100,4 108,4 102,1 104,0 107,7
HCT 60 104,5 107,3 110,0 108,7 107,1 109,3

c0, koncentrace fenylalaninu a tyrosinu ve vzorku suché kapky krve bez pridavku standardu;
cl-c2, koncentrace fenylalaninu a tyrosinu ve vzorcich suché kapky krve s pfidavkem

standard(; HCT, hematokrit.

Analytické parametry metody stanoveni fenylalaninu a tyrosinu ve vzorcich suché kapky

Kkrve

Souhrn analytickych parametri je uveden v Ptiloze 12. Pro ziskéni spolehlivych vysledki byly
standardy kalibrac¢ni fady ptipraveny v plné nesrazlivé krvi. Linearita byla testovana v rozsahu
20-2000 pmol/l, kdy pro obé AMK byla linearita dosaZena pouze do koncentrace 1200 umol/I.
Linearita byla potvrzena zpétné¢ odectenymi koncentracemi standardl kalibraéni fady.
Spravnost a piesnost odectenych koncentraci jednotlivych standardi kalibra¢ni fady byla
vramci 10 % od nominalni koncentrace. Pfesnost metody byla testovdana na 3 hladindch
koncentrace AMK. Variacni koeficienty pro presnost v sérii 1 mezi sériemi byly pod 5 % pro
oba analyty. VytéZnost extrakce byla hodnocena porovnanim plochy piku danych AMK ziskané
promé&fenim vzorkit DBS s plochou piku AMK ziskané proméfenim vzorkd kapalné krve
o stejném objemu. Primérnd vytéznost pro fenylalanin se pohybovala v rozmezi 97,1 %
(£ 2,0 %) a pro tyrosin 96,7 % (£ 1,9 %). Stabilita fenylalaninu a tyrosinu ve vzorcich DBS je
popsana v piedchozi kapitole 4.3.2.
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4.4.3 Stanoveni koncentrace fenylalaninu a tyrosinu v Kkrvi ziskané technikou

suché kapky u dobrovolnych darci

Vyvinuta metoda HPLC-MS/MS byla pouzita pro simultanni stanoveni tyrosinu a fenylalaninu
ve 100 vzorcich tekuté krve a 100 identickych vzorcich DBS ziskanych od dobrovolnych darc.
V piipadé vzorkti DBS byly hladiny fenylalaninu a tyrosinu stanoveny v celé skvrné s objemem
krve 20 ul a v ter¢iku vyseknutého ze vzorku DBS. Vzorky byly zpracovany a analyzovany
podle protokolu popsaného v kapitole 3.4. Koncentrace fenylalaninu a tyrosinu v krvi
dobrovolnych darcti jsou uvedeny v Tabulce 14 jako median a interkvartilové rozpéti.
Volumetrickéd analyza celé skvrny vzorku DBS s fixnim objemem krve byla testovana jako
alternativa, kterd by moha byt schopna eliminovat naptfiklad vliv HCT a byt tak
implementovana v metabolomickych ¢i klinickych studiich, ¢imz by se usnadnil transport
vzorkd venozni krve do laboratofe. Prekvapivé byly zjistény niz$i koncentrace fenylalaninu
1 tyrosinu ve vzorcich celé skvrny DBS oproti vzorkiim kapalné krve se stejnym objemem, ktery
byl pouZit pro analyzu. Naproti tomu vysek ze vzorkli DBS vykazuje témét shodny median

koncentraci jako kapalné vzorky krve.

Tabulka 14 Median koncentrace fenylalaninu a tyrosinu ve vzorcich plné krve a suché kapky krve

Fenylalanin Tyrosin
Median (IQR) (umol/l) Median (IQR) (umol/l)
DBS vysek 65,1 (9.4) 87,4 (17,6)
DBS cela skvrna 57,5 (11,3) 79,9 (18,6)
Kapalna krev 65,6 (14,1) 88,5 (17,5)

DBS, sucha kapka krve; IQR, interkvartilové rozpéti

Pro ovéfeni spravnosti vysledkii koncentrace naméiené ve vzorcich DBS, byla
koncentrace fenylalaninu a tyrosinu naméfena v kapalné krvi porovndna s koncentraci
naméfenou ve vzorcich DBS. Z grafli je patrna statisticky vyznamna linedrni zéavislost
(statisticka hladina vyznamnosti a < 0,05) koncentrace fenylalaninu a tyrosinu ve vzorcich DBS
na jejich koncentraci v kapalné krvi (Ptiloha 13 a Ptiloha 14). Ovéfeni linearniho vztahu bylo
provedeno korela¢ni analyzou s vyuzitim Spearmanova korela¢niho koeficientu. Regresni

rovnice a korelacni koeficienty jsou uvedeny v Tabulce 15. Statisticky vyznamna korelace mezi
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koncentracemi ve vzorcich DBS a koncentracemi ve vzorcich kapalné krve byla zjisténa pro
fenylalanin 1 tyrosin. Korelacni analyza navic ukézala, ze je lepSi korelace koncentrace
naméfené ve vzorcich kapalné krve na koncentraci ve vysecich vzorki DBS nez v ptipadé
zavislosti koncentrace naméfené v celych skvrnach vzorktit DBS na koncentraci ve vzorcich

kapalné krve.

Tabulka 15 Piehled korelacnich koeficientui zavislosti koncentrace fenylalaninu a tyrosinu ve vzorcich suché

kapky krve na jejich koncentraci v kapalné krvi.

. Spearmantiv

AMK Zavislost Regresni rovnice Korelf.lcnl korelacni
koeficient .
koeficient
= DBS vysek vs kapalna krev v=1,0376x —1,5476 0,9235 0,8947
=
=
a DBS celé vs kapalna krev y=1,0229x + 7,1515 0,9223 0,8894
=
= DBS vysek vs DBS cela v =0,9309x —2,9933 0,9190 0,8928
DBS vysek vs kapalnd krev ~ y=0,9833x + 2,9390 0,9314 0,9069
=
i DBS cela vs kapalna krev y=0,8309x + 22,6503 0,9191 0,8749
o
DBS vysek vs DBS cela y=1,0501x—- 11,9679 0,8992 0,8624

AMK, aminokyselina; DBS, sucha kapka krve

Vysledky koncentraci fenylalaninu a tyrosinu ziskané touto metodou (vyuzivajici
reverzni stacionarni fazi) byly porovnany s vysledky ziskané metodou vyuZivajici stacionarni
fazi HILIC, kterd je popséna v pfedchozi kapitole. Porovnani bylo provedeno pro ovéfeni
vysledki a také zjisténi, zda metoda pro stanoveni fenylalaninu a tyrosinu miize slouzit jako
rychlejsi alternativa k metod€ se stacionarni fazi HILIC. Pro zjiSténi zavislosti koncentrace
fenylalaninu a tyrosinu zméfené¢ metodou vyuzivajici stacionarni fazi HILIC na koncentraci
zmétené metodou vyuzivajici reverzni fazi, byly ziskané koncentrace vyneseny do bodovych
grafil. Z grafii (Pfiloha 15) je patrna statisticky vyznamna linearni korelace (statisticka hladina
vyznamnosti a < 0,05) mezi koncentracemi fenylalaninu a tyrosinu ziskanymi metodou se
staciondrni fazi HILIC a koncentracemi fenylalaninu a tyrosinu ziskanymi metodou vyuzivajici
reverzni stacionarni fazi, ato jak pro vzorky DBS, tak pro vzorky kapalné krve. Piehled

korelacnich koeficientl je uveden v Tabulce 16.
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Tabulka 16 Prehled korelacnich koeficientit zavislosti koncentrace zmérené metodou vyuzivajici stacionarni fazi

HILIC na koncentraci zméiené metodou vyuzivajici reverzni staciondrni fazi

Fenylalanin Tyrosin
DBS Kapalna krev DBS Kapalna krev
Korelaéni koeficient 0,9244 09161 0,9452 0,9096
] k l v r
Spearmanty korelacni 0,8644 0,8725 0,9152 0,8738

koeficient

DBS, sucha kapka krve

Stanoveni koncentrace fenylalaninu a tyrosinu ve vzorcich DBS mizeme zatadit mezi
rutinni testy, jelikoz se plosné provadi v ramci novorozeneckého screeningu. V tomto piipadé
se ovSem jednd pouze o screeningové vySetieni a je vZdy nutnd konfirmace mozného
onemocnéni vice selektivni a robustni metodou. Z vyse prezentovanych vysledki je patrné, ze
nami vyvinuta metoda pro simultanni stanoveni fenylalaninu a tyrosinu ve vzorcich DBS je pro
tyto ucely vhodna. Muze také slouzit jako rychlejsi alternativa k metod¢ stanovujici 20 AMK,
ktera je prezentovana v piedchozi kapitole, a byt tak vyuZita pro monitorovani stavu pacientli
s PKU a TYR. Navic vysledky ukdzaly, Ze analyzou vyseki ze vzorkti DBS jsou poskytnuty
témeét shodné vysledky jako pii analyze kapalnych vzorkd krve, odebranych klasicky
z kubitalni Zily, coz mé potencial implementovat nasi metodu a celkové techniku DBS do

metabolomickych a klinickych studii a usnadnit tak odbér a transport vzorki.

79



5 Zavér

V této dizertacni praci byly vyvinuty a validovany tfi metody HPLC-MS/MS pro stanoveni
vybranych 20 aminokyselin, alantoinu a kyseliny mocové ve vzorcich DBS. Pro extrakci
analyti ze vzorki DBS byla pouzita jednokrokova extrakce organickym rozpoustédlem
s ttepanim ¢i sonikaci, ¢imz byla zvySena ucinnost extrakce. Prezentované metody jsou
dostatecné citlivé a selektivni pro stanoveni koncentrace danych analyti ve vzorcich DBS, které
se vyznacuji malym objemem krve a dobrou stabilitou analyti. Metody prosly procesem
optimalizace dle obecné uznavanych norem a analytické parametry byly ve vSech piipadech
uspokojivé. Ukdzalo se, Ze objem krve naneseny na odbérové karty méa vliv na koncentraci
vSech sledovanych analytii. Pro ziskani spravnych vysledkli by mélo byt na odbérovou kartu
nanaseno, pokud mozno stejné mnozstvi krve, a to okolo 50 pl. Déle bylo zjisténo, ze hodnota
HCT ma pomérn€ vyznamny vliv na hladiny AMK ve vzorcich DBS. Tento problém se da
eliminovat pfipravou standardid v krvi s hodnotou HCT, jakd je ocekdvana u sledované
populace, ptipadné se daji vyuzit nova odbérova zatizeni s fixnim objemem krve aplikovanym
na odbérové karty. Naproti tomu vliv hodnoty HCT na koncentraci KM a ALA byl
zanedbatelny. PouZitelnost metod byla testovana na 100 vzorcich DBS od dobrovolnych dérct.
Vysledné koncentrace byly pro vSechny stanovované analyty ve fyziologickém rozmezi. Navic,
srovnani koncentraci sledovanych analyti ve vzorcich DBS s koncentracemi v identickych

vzorcich plné kapalné krve ukazuje linearni vztah a statisticky vyznamnou korelaci.

Z mnozstvi benefitd techniky DBS a nadmi prezentovanych vysledkl vyplyva, Ze tato
technika se jevi jako vhodna alternativa ke klasickému odbéru venodzni krve punkci. Vzorky
DBS maji také potencial byt implementovany v metabolomickych studiich s velkou kohortou
pacientd, ¢i byt vyuzity pro screening poruchy metabolismu a monitorovani u¢inkli nasazené

16¢by.
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Priiloha 1 Informovany souhlas darce s ucasti ve studii.

Informovany souhlas

Studie: zavedeni metod pro stanoveni vybranych metabolitu
(aminokyseliny, mastné kyseliny, oxokyseliny, vybrané vitaminy) v krvi
ziskané technikou suché kapky

Ciselny kod

jméno a piijmeni:

VéZena pani, vaZzeny pane,

zveme Vas kucasti na studii, kterd se zabyva technikou suché kapky krve (DBS). Cilem
projektu je zavést a validovat metody pro stanoveni vybranych metabolitl v lidské krvi ziskané
technikou DBS. Pozdddme vas o vzorek 2 ml pIné krvi (odbérova zkumavka Vaccuette
K3EDTA, 2 ml). Ziskanou krev nakapeme na specialni odbérovou papirovou kartu (tato
technika je znamé pii novorozeneckém screeningu na vrozené metabolické choroby) a po
zaschnuti krve budou tyto karty zaslané do laboratofe Katedry biologickych a biochemickych
véd, Fakulty chemicko-technologické Univerzity Pardubice.

Ziskané vzorky budou pouZzity pouze pro vyzkumné ucely. Nebudete mit Zddné naklady s ti¢asti
ve studii.

Informace tykajici se vasi osoby bude pouze vas vek a pohlavi, tedy vaSe vzorky nebudou
oznaceny Vasim jménem. VaSe vzorky nebudou podstoupeny nikomu dalSimu a po ukonceni
studie budou odborné zlikvidovany.

Velice si vazime Vasi ucasti ve studii.

prof. Mgr. Roman Kand’ar, Ph.D.

Katedra biologickych a biochemickych véd,

Fakulta chemicko-technologickd, Univerzita Pardubice
Studentska 573, 532 10 Pardubice

e-mail: roman.kandar@upce.cz; telefon: 466 037 714

J4, nize podepsany(d), souhlasim s ucasti ve studii.

jméno a piijmeni: datum: podpis:
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Piiloha 2 Analytické parametry metody stanoveni alantoinu a kyseliny mocové ve vzorcich

suché kapky krve.

Alantoin

Kyselina mocova

Primér+SD CV (%)

Prumér = SD CvV

(nmol/l) (nmol/l) (%)

Presnost v sérii

Nizka koncentrace (n=5) 5,6+0,2 2,2 224,7+43 1,9

Stfedni koncentrace (n=5) 219+04 1,9 355,4+5,8 1,6

Vysoka koncentrace (n=5) 51,6 £0,9 1,7 751,3 +£31,5 4.2
Pfesnost mezi sériemi

Nizka koncentrace (n=5) 5,6£0,1 0,8 228,2+3,9 1,7

Stiedni koncentrace (n=5) 225+04 1,9 359,0+7,8 2,2

Vysoka koncentrace (n=5) 54,7+2,2 4,0 776.8 +20,4 2,6

Smérnice KK (SD)
Intercept (SD)

R2

Pracovni rozsah KK (umol/l)

Vytéznost (%), n=3 (SD)
LOD (umol/l)
LOQ (umol/l)

Utinky matrice (%), n=6

0,08761 (0,00291)

0,01346 (0,0042)
0,9993

0,5 - 50,0

118,0 (6,9)

0,16

0,48

58-64

0,03853 (0,00116)
-0,30129 (0,03811)
0,9949

10,0 — 750,0

102,9 (4,7)

3,26

9,89

82-118

Primérné parametry 10 kalibrac¢nich kiivek pro stanoveni alantoinu a kyseliny mocové ve
vzorcich suché kapky krve metodou HPLC-MS/MS. Mez detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ)
byl vypocitan podle rovnic: LOD = 3,3 x Sa/b; LOQ = 10 x Sa/b, kde Sa je smérodatna odchylka
interceptu a b je primérna smérnice kalibra¢nich kiivek. KK, kalibra¢ni kiivka; SD, smérodatna

odchylka; CV, varia¢ni koeficient; R?, koeficient determinace.
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Piiloha 3 2-D bodové grafy zavislosti koncentrace alantoinu a kyseliny mocové ve vzorcich

kapalné krve na jejich koncentraci ve vzorcich DBS.

Alantoin

6,0

55

¢ [umol/l] kapalna krev

y = 0,5268 + 0,5555"x
R =0,9276; p = 0,0000; R? = 0,8605

2. é ; 5 ] 7 8 9
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400
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100
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80 P ' . L L ' ' n n n n T T
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380
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Piiloha 4 Vliv slozeni elucniho cinidla na eluci aminokyselin ze vzorkit suché kapky krve.

Zavislost plochy piktd na sile elu¢niho Cinidla

800000
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lochy pik

400000

amér p

300000

Pr

200000

100000

0
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W90% m85% m80% 1175%ACN

Zavislost plochy pik{i na sile elu¢niho cinidla
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2000000
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Piiloha 5 Vliv sonikace a doby eluce na ucinnost extrakce aminokyselin ze vzorku suché kapky

krve.

Zavislost plochy pikd na délce doby eluce a typu extrakce

250000

200000

G

150000

locha pik

100000

Gmérna p

o

Pr

50000

Arg 2AB Ala Asn Cit Gly His Met Ser Thr Tyr

m10 ®m10S m20 =205 ®m30 m30S[min]

Zavislost plochy pikd na délce doby eluce a typu extrakce
3500000
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a
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2000000
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Umérna p

o

1000000

Pr

500000

GIn lle Leu Phe Pro Trp Val Glu Lys

m10 m10S m20 =20S m30 m30S[min]

S, sonikace
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Piiloha 6 Viiv objemu aplikované krve na odbérovou kartu na koncentraci aminokyselin ve

vzorcich suché kapky krve.

Zavislost koncentrace aminokyselin na objemu aplikované krve na
odbérovou kartu

240.0 A
210.0 A
+
180.0 A
=~
< 150.0 -
g —
= =
© 120.0 - ——
® —— — S
90.0 H = :
w_.
60.0 A
—— — .
o ——
b — e —— —
30-0 T T T T T 1
15 20 30 40 50 75
Objem krve [pl]
=@=—=Arg =0=2-AB Asn =@=Cit =@=His =@=|le¢ =@=Met ==0==Phe =0=Trp =@=Tyr
Zavislost koncentrace aminokyselin na objemu aplikované krve na
odbérovou kartu
650.0 A
550.0 A
=
—g 450.0 A o
=
(8]
350.0 A
A A
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150.0 T T T T T ]
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Piiloha 7 Stredni hodnota rozdilu mezi koncentraci aminokyselin namérené ve vzorcich suché

kapky krve s riznou hodnotou hematokritu (vztazeno ke koncentraci namerené ve vzorku suché

kapky krve s hodnotou hematokritu 40 %).

HCT HCT HCT HCT HCT HCT HCT HCT
30 40 50 60 30 40 50 60
Trp (%) Phe (%)
c0 92,5 100,0 105,0 114,7 104,5 100,0 112,9 120,2
cl 82,6 100,0 106,7 116,8 82,6 100,0 98,8 114,6
c2 105,5 100,0 96,8 116,6 108,8 100,0 102,6 115,8
c3 84,1 100,0 95,5 108,0 85,4 100,0 122,5 113,7
Ile (%) Leu (%)
c0 100,8  100,0 109,6 119,6 93,3 100,0 108,7 113,4
cl 85,5 100,0 100,9 109,9 75,3 100,0 93,7 102,1
c2 105,8  100,0 111,4 1144 95,7 100,0 103,4 114,6
c3 81,4 100,0 107,2  105,6 82,6 100,0 104,8 106,1
Met (%) Val (%)
c0 96,9 100,0 103,7 106,9 96,3 100,0 107,4 123,9
cl 96,5 100,0 103,1  120,5 78,5 100,0 106,4 115,1
c2 105,9  100,0 109,5 114,6 96,1 100,0 106,1 114,3
c3 90,1 100,0 107,1  112,6 89,1 100,0 103,1 112,1
Tyr (%) Pro (%)
c0 91,3 100,0 103,0 1452 99,8 100,0 103,1 117,9
cl 83,3 100,0 99,3 115,5 85,7 100,0 102,8 115,8
c2 87,8 100,0 94,6  103,0 103,0 100,0 104,7 113,9
c3 80,5 100,0 110,6  100,0 84,9 100,0 108,3 107,1

HCT, hematokrit (%); c0, koncentrace aminokyselin ve vzorku suché kapky krve bez ptidavku

standardii; cl-c3, koncentrace aminokyselin ve vzorcich suché kapky krve s ptidavkem

standarda
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Piiloha 7 Stredni hodnota rozdilu mezi koncentraci aminokyselin namérené ve vzorcich suché
kapky krve s riznou hodnotou hematokritu (vztazeno ke koncentraci namérené ve vzorku suché

kapky krve s hodnotou hematokritu 40 %) — pokracovani.

HCT HCT HCT HCT HCT HCT HCT HCT
30 40 50 60 30 40 50 60
2-AM (%) Ala (%)
c0 101,2  100,0 93,2 1154 98,5 100,0 105,1 114,8
cl 88,2 100,0 113,3  124,0 83,5 100,0 96,3 112,2
c2 102,0  100,0 95,3 1154 100,3 100,0 103,8 109,4
c3 91,4 100,0 101,9 100,0 88,8 100,0 105,7 106,1
Thr (%) Gly (%)
c0 102,9  100,0 105,7 124,8 99,6 100,0 97,2 124,8
cl 82,3 100,0 102,3 115,6 91,5 100,0 101,5 116,9
c2 98,3 100,0 108,8 116,6 88,4 100,0 93,6 103,8
c3 87,7 100,0 109,3 112,0 83,2 100,0 105,9 104,9
Glu (%) Ser (%)
c0 88,6 100,0 106,8 122,0 90,2 100,0 104,6 115,2
cl 87,7 100,0 113,5 1245 80,3 100,0 118,0 120,6
c2 90,2 100,0 100,6 119,3 96,2 100,0 96,7 130,5
c3 93,9 100,0 114,7 130,4 99,6 100,0 113,4 123,8
GIn (%) Asn (%)
c0 108,0  100,0 101,0  108,9 103,9 100,0 107,6 129,9
cl 94,0 100,0 105,6 114,4 95,4 100,0 118,0 134,2
c2 98,7 100,0 96,5 105,0 93,8 100,0 101,4 119,6
c3 93,1 100,0 109,0 118,3 90,7 100,0 111,2 126,4

HCT, hematokrit (%); c0, koncentrace aminokyselin ve vzorku suché kapky krve bez ptidavku

standardii; cl-c3, koncentrace aminokyselin ve vzorcich suché kapky krve s ptidavkem

standarda
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Piiloha 7 Stredni hodnota rozdilu mezi koncentraci aminokyselin nameérené ve vzorcich suché

kapky krve s riznou hodnotou hematokritu (vztazeno ke koncentraci namérené ve vzorku suché

kapky krve s hodnotou hematokritu 40 %) — pokracovani.

HCT HCT HCT HCT HCT HCT HCT  HCT
30 40 50 60 30 40 50 60
Cit (%) Arg (%)
c0 105,4  100,0 96,5 111,1 108,9 100,0 100,0 84,6
cl 96,0 100,0 109,4 119,2 106,3 100,0 109,8 92,5
c2 99,9 100,0 101,2 1147 108,5 100,0 94,7 90,7
c3 98,0 100,0 109,6 1240 105,3 100,0 99,5 99,2
His (%) Lys (%)
c0 111,0  100,0 103,4 1134 112,5 100,0 93,4 94,9
cl 95,2 100,0 104,6 115,88 99,1 100,0 101,9 105,9
c2 100,6  100,0 99,8 111,0 103,8 100,0 91,2 102,7
c3 93,3 100,0 100,9 1143 106,9 100,0 98,9 114,3

HCT, hematokrit (%); c0, koncentrace aminokyselin ve vzorku suché kapky krve bez ptidavku

standardt; cl-c3, koncentrace aminokyselin ve vzorcich suché kapky krve s pfidavkem

standarda
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Piiloha 8 Analytické parametry metody stanoveni aminokyselin ve vzorku suché kapky krve.

A-c0 A-cl B—-c0 B-cl VytéZinost 0D LOQ rl(:;::l(l“igli( R’  Smérnice KK (SD) Intercept (SD)

CV (%) CV (%) CV (%) CV (%) (SD)(%) (umoll) (umol/l) (umol/l) (nmol/l)
Arg 0,5 2,6 7,7 3,1 105,3 (9,2) 0,6 1,9 1,9-273,3 0,994 0,0164 (0,0012) -0,0055 (0,0031)
2-AM 1,7 9,3 6,2 6,5 102,5 (0,7) 0,3 1,0 1,0-75,1 0,989  0,0061 (0,0004) 0,0001 (0,0006)
Ala 2.9 1,9 9,5 7,4 98,5 (0,2) 2,5 7,7 7,7-851,3 0,993  0,0033 (0,0002) -0,0021 (0,0025)
Asn 9,1 3,4 10,6 0,0 98,5 (5,8) 0,4 1,2 1,2-144,1 0,994  0,0027 (0,0001) 0,0004 (0,0003)
Cit 0,2 2,6 9,1 7,6 94,4 (5,4) 0,3 0,8  0,8-79,1 0,994  0,0108 (0,0005) 0,0020 (0,0009)
Glu 3,3 5,5 5,1 8,7 96,3 (5,2) 0,6 1,8 1,8-186,0 0,998  0,0075 (0,0003) 0,0012 (0,0014)
GIn 5,5 3,1 8,5 7,4 96,1 (3,5) 2,4 74  7,4-1369,8 0,997  0,0076 (0,0004) -0,0126 (0,0056)
Gly 1,2 3,0 4,0 2,7 102,1 (9,6) 59 17,8  17,8-809,9 0,988  0,0004 (0,0001) 0,0008 (0,0007)
His 3,1 1,8 6,9 5,5 97,2 (9,7) 0,4 1,3 1,3-195,9 0,994 0,0147 (0,0009) -0,0002 (0,0020)
Ile 2,7 4,7 4,8 7,6 101,3 (2,0) 0,3 1,0 1,0-195,8 0,997  0,0416 (0,0023) -0,0003 (0,0040)
Leu 3,8 52 2,5 1,1 96,9 (6,0) 1,1 34 343129 0,996 0,0141 (0,0007) 0,0039 (0,0047)
Lys 4,0 1,7 6,1 7,4 100,3 (6,8) 1,4 44  44-2950 0,993 0,0169 (0,0015) -0,0171 (0,0074)
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Pracovni

A-cdA=el - Boch Bocl VytEmost  LOD - LOQ oK R Smérnice KK (sp)  Mtercept (SD)

CV (%) CV (%) CV (%) CV (%) (SD)(%) (umoll) (umol/l) (umol/T) (nmol/l)
Met 4,0 5,7 2,4 70 982(22) 02 0,5 051024 0997 0,0142(0,0005)  -0,0018 (0,0007)
Phe 1,7 4.8 8,0 0,1  969(1,5 03 09 09-1400 0995 0,0375(0,0021)  -0,0022 (0,0033)
Pro 3,6 42 0,0 29 101,8(73) 0.9 28 283840 00997 0,449 (0,0019)  -0,0038 (0,0125)
Ser 1,5 4,6 78 38 1002(2,6) 36 11,1 11,1-2640 0984 0,002 (0,0002)  0,0020 (0,0024)
Thr 5,7 3,0 1,5 90 101,93,0) 12 37 373531 0992 0,0028 (0,0001)  0,0009 (0,0010)
Trp 3.9 42 8.8 87  950(89) 02 0,6 0,6-117.8 0997 0,0338(0,0014)  -0,0045 (0,0019)
Tyr 25 52 4.4 61 94045 04 13 13-1554 0,996  0,0043 (0,0003)  0,0004 (0,0006)
val 2,7 3.8 7,0 72 96,7(66) 1.9 58 585900 0996 0,0208 (0,0007)  -0,0083 (0,0121)

Ptesnost v sérii (4, n = 10) a piesnost mezi sériemi (B, n = 6); c0, nizka koncentrace; c1, vysoka koncentrace. Primérné parametry 10 kalibracnich

kiivek (KK) pro stanoveni aminokyselin ve vzorcich suché kapky krve metodou HPLC-MS/MS. Mez detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ) byl

vypocitan podle rovnice: LOD = 3,3 x Sa/b; LOQ = 10 x Sa/b, kde Sa je smérodatna odchylka interceptu a b je primérna smérnice 10 kalibra¢nich

kiivek. Intercept predstavuje hodnotu na ose x, kdy hodnota osy y je nulova. CV, variaéni koeficient; SD, smérodatna odchylka; R?, koeficient

determinace.
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Piiloha 9 2-D bodové grafy zavislosti koncentrace aminokyselin ve vzorcich kapalné krve na koncentraci aminokyselin ve vzorcich DBS.
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Piiloha 9 2-D bodové grafy zavislosti koncentrace aminokyselin ve vzorcich kapalné krve na koncentraci aminokyselin ve vzorcich DBS.
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Piiloha 9 2-D bodové grafy zavislosti koncentrace aminokyselin ve vzorcich kapalné krve na koncentraci aminokyselin ve vzorcich DBS.
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¢ [umol/l] kapalna krev
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Piiloha 9 2-D bodové grafy zavislosti koncentrace aminokyselin ve vzorcich kapalné krve na koncentraci aminokyselin ve vzorcich DBS.

¢ [umol/l] kapalna krev

¢ [umol/l] kapalna krev
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Piiloha 9 2-D bodové grafy zavislosti koncentrace aminokyselin ve vzorcich kapalné krve na koncentraci aminokyselin ve vzorcich DBS.
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Piiloha 10 Vliv slozeni elucniho c¢inidla na eluci fenylalaninu a tyrosinu ze vzorki suché kapky

krve.
Zavislost plochy pik(l na sile elu¢niho Cinidla
Fenylalanin
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Piiloha 11 Vliiv sonikace, trepani a doby eluce na ucinnost extrakce fenylalaninu a tyrosinu ze

vzorkii suché kapky krve.

Zavislost plochy pik(i na délce doby eluce a typu extrakce
Fenylalanin
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Piiloha 12 Analytické parametry metody stanoveni fenylalaninu a tyrosinu ve vzorcich suché

kapky krve.
Fenylalanin Tyrosin
Priumér £ SD CV (%) Primér=SD CvV
(nmol/l) (umol/l) (%)
Ptesnost v sérii
Nizka koncentrace (n=5) 75,7+2,3 3,0 90,5+1,8 1,9
Stfedni koncentrace (n=5) 297,8 £ 8,6 2.8 302,5+4,4 1,5

Vysoka koncentrace (n=5)
Pfesnost mezi sériemi

Nizka koncentrace (n=5)

Stfedni koncentrace (n=5)

Vysoka koncentrace (n=5)
Smérnice KK (SD)
Intercept (SD)

R2

Pracovni rozsah KK (umol/l)

Vytéznost (%), n=3 (SD)
LOD (umol/l)
LOQ (umol/l)

Matricové efekty (%), n =6

1005,5 + 30,9 3,1

74,9+ 1,4 1,9
292,3 +£5,16 1,8

978,5 £47,4 4,9

990,0 + 43,4 4.4

93,8 +4,7 5,0
311,3+8.3 2,7

985,4 + 46,83 4,8

0,027252 (0,000744)
-0,195913 (0,001513)
0,9990

20,0 - 1199.5

97,1 (2,0)

0,18

0,56

95,2-103.,4

0,008715 (0,003723)
-0,084312 (0,001374)
0,9987

20,0 - 1214,2

96,7 (1,9)

0,52

1,57

91,8-101,0

Primérné parametry 10 kalibracnich kfivek pro stanoveni fenylalaninu a tyrosinu ve vzorcich
suché kapky krve metodou HPLC-MS/MS. Mez detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ) byl
vypocitan podle rovnic: LOD = 3,3 x Sa/b; LOQ = 10 x Sa/b, kde Sa je smérodatna odchylka
interceptu a b je primérna smérnice kalibra¢nich kiivek. KK, kalibra¢ni kiivka; SD, smérodatna
odchylka; CV, variaéni koeficient; R?, koeficient determinace.
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Piiloha 13 2-D bodové grafy zavislosti koncentrace fenylalaninu ve vzorcich kapalné krve na

koncentraci fenylalaninu ve vzorcich DBS.
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Piiloha 14 2-D bodove grafy zavislosti koncentrace tyrosinu ve vzorcich kapalné krve na

koncentraci tyrosinu ve vzorcich DBS.
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Piiloha 15 2-D bodové grafy zavislosti koncentrace fenylalaninu a tyrosinu zmérené metodou se stacionarni fazi HILIC na jejich koncentraci

zmérené metodou s reverzni staciondrni fazi.
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