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Uvod

Alkoholizmus je v dnesnej dobe velkym socidlnym problémom vyskytujacim
sa vo vSetkych krajinach sveta. Sposobuje mnohé ochorenia, ktoré mozu ovplyviiovat
aj d'alSie generacie. Preto je v zaujme lekarov najst vhodny prostriedok na objektivne
vyhodnotenie stavu pacienta. Takymito prostriedkami, ktoré sa uz niekol’ko rokov vyuzivaju
v klinickej praxi, su takzvané biomarkery. Tento pojem oznacCuje medicinske znaky,
ktorymi sa sleduje zdravotny stav pacienta. Ich analyzou sa ziskavaju objektivne, presné
a reprodukovatelné vysledky, ktoré doplfiaju, potvrdzuju alebo vyvracaju zdravotné
symptomy, ktoré pacient vnima len pocitovo. Existuji dva druhy biomarkerov konzumécie
alkoholu: markery stavu a markery charakteristiky. Markermi stavu sa biochemickymi
metodami zistuje pacientova nedavna konzumécia alkoholu vratane skonzumovaného
mnozstva. Zarovenl vypovedaju o tom, ¢i mal pacient v minulosti pripady tazkého
alkoholizmu. Markery charakteristiky ukazuju na pacientove vrodené riziko vzniku
alkoholovej zavislosti.

Jednym z biomarkerov konzumaécie alkoholu, ktory upriamil pozornost ako vedcov,
tak lekarov, je fosfatidylethanol. Vznika v ¢ervenych krvinkach len za pritomnosti ethanolu,
a teda sa javi ako perspektivny biomarker konzumaécie alkoholu. Aby sa vSak jeho
kvalitativne a kvantitativne stanovenie uplatnilo v klinickej praxi, je nutné najst
a optimalizovat’ metodu jeho analyzy s reprodukovatelnymi vysledkami. Toto Studium
popisyju nasledujuce kapitoly mojej diplomovej prace. Vyvinuli a optimalizovali sa dve
metody, kedy prva bola nastavena na roztoky Standardov a druha pre realne vzorky.
Interferenty eluujuce sa v okoli retencného Casu analytu a interného Standardu si vynutili
predizenie doby analyzy a gradientu na zvysenie §pecificity. Dizka analyzy optimalizovanej
pre roztoky Standardov bola 6 minut, pre realne vzorky to bolo 17 minut. Objem nastreku
bol 5 ul. Retencny c¢as analytu PEth v metdde vyvinutej pre redlne vzorky bol okolo

9,90 minut, retencny ¢as vnutorného standardu PProp bol okolo 10,30 minut.



1 Teoreticka cast’

1.1 Fosfolipidy a fosfolipidova dvojvrstva

Fosfolipidy predstavuju triedu komplexnych lipidov, ktoré sa skladaji z dvoch casti:
hydrofilnej, ktora obsahuje fosfatovi skupinu, a hydrofébnej, zlozenej z dvoch zbytkov
mastnych kyselin. Vd'aka svojej amfifilnej povahe hraju kI'a¢ovu rolu bunkovych membran,
pretoze mozu tvorit fosfolipidovu dvojvrstvu. Téato dvojvrstva sa vytvori, ked’ fosfolipid
pride do kontaktu s vodou, a to tak, ze hydrofilnd Cast zostdva na vonkajSej strane
a hydrofobna Cast’ sa zorientuje do stredu membrany. Stred dvojvrstvy neobsahuje takmer
ziadnu vodu ani latky v nej rozpustné.

Tato len niekolko nanometrov! tenkd membrana vytvara bariéru okolo vsetkych
buniek a je nepriepustnd pre vac¢sinu hydrofilnych latok a i6nov. Naviac zabraiuje difuzii
i6nom, proteinom a inym molekulam do miest, kde by sa nemali vyskytovat, ale naopak
ich nechava na miestach, kde st potrebné. Je sucast'ou vSetkych organizmov.

Prevaznu cast fosfolipidovej dvojvrstvy tvoria fosfolipidy, ale nie su to jediné
stavebné jednotky, z ktorych je dvojvrstva vytvorend. Vo vSetkych organizmoch
prechadzaju celou membranou integralne proteiny, ktoré maji niekolko funkcii.
MOo6zu cez ne transportovat latky oboma smermi, mézu byt receptormi a plnia aj funkciu
enzymov. V zivoCiSnych bunkéch tvori dvojvrstvu aj napr. cholesterol, ktory posililuje
membranu a znizuje jej permeabilitu. Okrem toho cholesterol reguluje aktivitu niektorych
integralnych membranovych proteinov.

Medzi najrozsirenejSie fosfolipidy, ktoré tvoria fosfolipidovu dvojvrstvu,
patri fosfatidylcholin, ktory je obsiahnuty z takmer 50 % véa&Siny buniek cicavcov.”
Iné  fosfolipidy  dvojvrstvy  zahfilaja  fosfatidylserin,  fosfatidylethanolamin

a fosfatidylglycerol.

1.2 Fosfatidylcholiny

Fosfatidylcholiny (PCh) su trieda fosfolipidov pritomnych vo vSetkych
eukaryotickych a niektorych prokaryotickych organizmoch. St zakladnou stavebnou
jednotkou membran a funguju aj ako signalne molekuly. Ich syntéza aj degradacia

prispievaju k bunkovej homeostaze PCh a inych lipidov. Skladaju sa z cholinovej skupiny,



fosfatu a roznych zvyskov mastnych kyselin, priCom véc¢sinou jedna z nich je nasytena

a druha nenasytena. Priklad Struktury fosfatidylcholinu je zobrazeny na Obr. 1.
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Obr. 1: A - cholinova skupina, B - 1-palmitoyl-2-oleoylfosphatidylcholin

Syntéza PCh z cholinu prebieha vo v§etkych bunkach cicavcov tzv. CDP-cholinovou
cestou (CDP — cytidin difosfat), ktora pozostava z troch krokov. Prvou reakciou je konverzia
cholinu na fosfocholin pomocou enzymu cholin kindzy.> Vagsina cholinu je prijata
z potravy. Nasledne je enzymom CTP:fosfocholin cytidyltransferazou (CTP — cytidin
trifosfat) premeneny fosfocholin na CDP-cholin. Tento enzym je regulovany na viacerych
urovniach, ako je fosforylacia, translokacia k membranam a génova expresia. V poslednom
kroku  syntézy CDP-cholin a 1,2-diacylglycerol pochadzajici z enzymu

CTP-cholin:1,2-diacylglycerol ~ cholinfosfotransferazy =~ vytvoria  fosfatidylcholin.*

Hepatocyty v peceni mozu syntetizovat PCh aj methylaciou fosfatidylethanolaminu.’

1.3 Fosfatidylethanol

Fosfatidylethanol (PEth) je abnormalny fosfolipid. Sklada sa z glycerolovej kostry,
na ktort je naviazana fosfatova skupina a nepolarna ethanolova Cast, a dva zvySky mastnych
kyselin (vid’ Obr. 2). ZvySky mastnych kyselin mo6zu obsahovat 16, 18 alebo 20 uhlikov,
Cize n = 14, 16 alebo 18. Tvori sa v bunkovych membranach Cervenych krvnych buniek
len za pritomnosti ethanolu® transfosfatidylaénou reakciou z fosfatidylcholinu pomocou

enzymu fosfolipaza D%

@)
y Il
ZvySky | H€C —(CH,),—C—0-CH,
mastnych |
kyselin H;C—(CH,),—C—-0O-CH O CH;
I | I | Ethanolova cast’
O H,C—O- Fl)—O—CH2

/ o}
Fosfat
Obr. 2: Struktura fosfatidylethanolu



Za normalnych podmienok hydrolyzuje fosfokinaza D fosfatidylcholin za vzniku
fosfatidovej kyseliny (Struktirna je naznacena na Obr. 3), ktora je dolezitym sekundarnym
poslom. Ta moze byt metabolizovana na diacylglycerol alebo na lyzo-fosfatidovu kyselinu,
obe molekuly st biologicky vyznamné.® Konverzia fosfatidovej kyseliny na diacylglycerol
pomocou enzymov lipid fosfat fosfohydroldz je rozhodujucim krokom syntézy
fosfatidylcholinu, fosfatidylethanolaminu a fosfatidylserinu.!” Fosfatidylethanol sa tiez

vytvara priamo z fosfatidovej kyseliny.!!

8
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Obr. 3: Struktarny skelet fosfatidovej kyseliny. Pozostava z glycerovej kostry,
fosfatovej skupiny a dvoch zvyskov mastnych kyselin, ktoré su oznacené R. Obvykle byva
jeden zvySok mastnej kyseliny nasyteny a druhy nenasyteny

Za predpokladu, ze je v organizme vysoky obsah ethanolu, fosfatidylethanol
sarychlo syntetizuje a pomaly degraduje, ¢o ma za nasledok akumulovanie PEth
v bunkovych membranach.'>!> Bola zistena korelacia medzi koncentraciou
fosfatidylethanolu v krvi a skonzumovanym alkoholom, aj ked’ ich vzajomny vztah sa moze
ligit od jedinca.'*'” Toto zistenie naznaGilo mozné vyuZitie stanovenia koncentracie
fosfatidylethanolu v krvi ako biomarkeru alkoholovej konzuméacie. AvSak PEth
sa za pritomnosti ethanolu moze vytvarat in vivo aj po tom, ¢o bolo vykonané vzorkovanie,
&o mdze potencialne viest k falognym vysledkom.!”:!8

Dosial’ bolo identifikovanych 48 homologov fosfatidylethanolu na zaklade poctu
uhlikov vo zvySkoch mastnych kyslin a poctu nasobnych vézieb v nich obsiahnutych.
Tieto homology su vypisané v Tab. 1. Najviac zastipenym homologom je 16:0/18:1,
na ktory sa literatira Casto odkazuje ako na fosfatidylethanol bez toho, aby autori brali

do uvahy aj ostatné homology, ktoré st v porovnani s nim zastipené v ovela mensej miere.

Druhym najrozsirenej$im je homolog 16:0/18:2.%



Tab. I: 48 homologov fosfatidylethanolu, ktoré boli zatial’ identifikované
14:0/16:0 16:0/18:1 16:0/22:5 17:0/18:1 18:0/22:5 18:1/22:4
14:0/18:1 16:0/18:2 16:0/22:6 17:0/18:2 18:0/22:6 18:1/22:5
14:0/18:2 16:0/18:3 16:1/14:0 18:0/18:1 18:1/18:1 18:1/22:6
14:0/20:4 16:0/20:2 16:1/16:1 18:0/18:2 18:1/18:2 18:2/18:2
16:0/16:0 16:0/20:3 16:1/18:0 18:0/20:3 18:1/20:1 18:2/20:1
16:0/16:1 16:0/20:4 16:1/18:1 18:0/20:4 18:1/20:2 18:2/20:4
16:0/17:1 16:0/20:5 16:1/18:2 18:0/20:5 18:1/20:3 20:1/20:4
16:0/18:0 16:0/22:4 16:1/20:4 18:0/22:4 18:1/20:4 20:2/20:4

1.4 Biomarkery

Pojem biologické markery alebo biomarkery oznacuje Sirok podskupinu
medicinskych znakov, ktorymi sa sleduje zdravotny stav pacienta. Ich analyza produkuje
objektivne, presné a reprodukovatel'né vysledky, ktoré dopliuja, potvrdzuju alebo vyvracaja
zdravotné symptomy, ktoré pacient vnima len pocitovo. Bolo popisanych niekolko
presnejsich definicii pojmu biomarker, avSak su si podobné. Pracovna skupina pre definicie
biomarkerov Narodného intititu zdravia definovala pojem v roku 1998
ako ,,charakteristiku, ktora je objektivne merana a zhodnotena ako indikator normalnych
biologickych procesov, patogénnych procesov alebo farmakologicky odpoveda
na terapeuticky zasah“.2 Dalgia definicia vysvetluje termin ako , akukol'vek substanciu,
Struktiru alebo proces, ktoré mozu byt merané v tele alebo jeho produktoch, a ovplyviiuja
alebo predpovedaju vyskyt alebo vysledok choroby“.?! S tymto vysvetlenim prili spolo¢ne
Medzinarodny program chemickej bezpecnosti vedeny Svetovou zdravotnickou
organizaciou (WHO) v koordinacii s Organizaciou spojenych narodov a Medzinarodnou
organizaciou prace. ESte v §irSom ponimani popisuje pojem biomarkery nie len vyskyt
avysledok choroby, ale aj efekt lieCby, zasahov a dokonca nezamyslanych
environmentalnych vystaveni roznym chemikaliam a zivinam. WHO vo svojej sprave
o validite biomarkerov pri hodnoteni environmentalnych rizik uviedla, ze ich skuto¢na
definicia zahffia ,takmer akékol'vek meranie odrézajuce interakciu medzi biologickym
systémom a potencidlnym nebezpecenstvom, ktoré mdze byt chemického, biologického
alebo fyzického povodu. Merana veli¢ina moze byt funkéna, fyziologicka, biochemicka

na bunkovej trovni alebo molekulova interakcia“.??



Za priklady biomarkerov sa povazuje vSetko od tepu a krvného tlaku, zdkladnych
chemickych testov az po =zlozitejSie laboratorne krvné testy a inych tkaniv.
Skumanie medicinskych znakov v klinickej praxi siaha do davnej historie, takpovediac
do zaiatkov samotnej mediciny, priCom biomarkery st  najobjektivnejSimi,
kvantifikovatelnymi znakmi, ktoré moderna veda dokaze spol'ahlivo reprodukovat’.
Pouzivanie laboratérne meranych biomarkerov sa v klinickom vyskume vsak nepraktizuje
dlho, preto su stale vyvijané nové a lepsie postupy. KI'iCovym je vzdy urCenie vztahu medzi

akymkol'vek meratelnym biomarkerom a relevantnym klinickym zaverom.

1.4.1 Biomarkery alkoholovej konzumacie a alkoholového
zneuzivania

Alkoholizmus je celosvetovym problémom uz niekolko desatroCi, a preto
je v zaujme lekarov zaistenie vhodnych klinickych metdd na Studium nie len nedéavne;j
alkoholovej konzumacie pacienta, ale aj historie pripadov alkoholizmu v rodine, kde cielom
je urcenie genetickej predispozicie konzumacie alkoholu, ktort pacient moze mat.
Avsak tieto metody musia byt dostatocne objektivne, aby bola zabezpecena vhodna liecba
pacienta. Metody, ktoré sa ponukaju, su kvantitativne analyzy biomarkerov, ktoré¢ moézu
indikovat’ pritomnost’ alebo zlepSenie pacientovho zdravotného stavu, spolu s genetickou
predispoziciou pre dany zdravotny problém.

Existuju dva druhy biomarkerov konzumécie alkoholu: markery stavu a markery
charakteristiky. Prvou skupinou sa biochemickymi metdédami zistuje pacientova nedavna
konzumacia alkoholu vratane toho, ¢i i§lo vyslovene o opilstvo alebo len par poharikov.
Zaroven vypovedaju o tom, ¢i mal pacient v minulosti pripady tazkého alkoholizmu.
Markery charakteristiky ukazuji na pacientove vrodené riziko vzniku alkoholovej
zavislosti. Vol'ba adekvatneho biomarkeru je rozhodujuca. Analyza by mala byt citliva,
aby vypovedala o stave pacienta vo vztahu k alkoholu a nie k moznym inych chorobam
a problémom. Taktiez by mala byt presna a precizna, aby mohli lekari spravne zhodnotit

zdravotny stav pacienta a navrhnut’ odpovedajucu liecbu.



1.4.1.1 Markery stavu

Pri vyhodnocovani alkoholovej konzumacie pacienta sa hl'adi nie len na jeho
nedavnu (akatnu), ale aj dlhodobu (chronickt) konzumaciu alkoholu. Zist'uje sa aj mnozstvo
vypitého alkoholu, teda, ¢i ide o pripad primeraného alebo tazkého alkoholizmu. Za tazky
alkoholizmus sa povazuje konzumacia viac ako 60 gramov alkoholu, ¢o zodpoveda Styrom
az piatim poharikom denne. Konzumacia takéhoto mnozstva po dobu minimalne 2 tyzdnov
sa povazuje za chronicky tazky alkoholizmus.??

Rozne biomarkery stavu vyuzivaju rozne techniky na zistenie jednotlivych trovni
alebo obdobi alkoholovej konzumacie. Tieto biomarkery mozu byt vo vztahu k chemickym
latkam produkovanych v Tludskom tele pri metabolizme alkoholu, alebo modzu
byt odpoved’ou na zmenu inych zlucenin, buniek alebo tkaniv, ktoré sa zmenili v dosledku
chronického alebo akutneho vystavenia alkoholom.

Ethanol ma toxicky efekt na organizmus, ¢o ovplyviiuje stredny objem erytrocytov
(SOE), enzymy ako gama-glutamyltransferazu (GGT), aspartat aminotransferazu (AST),
alanin aminotransferazu (ALT), karbohydrat-deficientny transferin (KDT), a serotoninovy
metabolit 5-hydroxytryptofol (5-HTOL). Takmer vSetok ethanol, ktory vstupi
do organizmu, je premeneny na acetaldehyd enzymom alkoholdehydrogenazou pritomnym
v cytoplazme rychlostou 0,1 — 0,2 g - kg! - h!. Oxidacia ethanolu prebieha v malej miere
aj posobenim enzymov katalazy a cytochromu P450. Nasleduje oxidacia acetaldehydu
naacetit enzymom aldehyddehydrogenazou. Cast prijatého ethanolu podlieha
biotransformacii, ktora vedie na ethylglukoronid (EtG), ethylestery mastnych kyselin
(EEMK) a uz vyssie spominany fosfatidylethanol (PEth).>>® Sledovanie prave tychto
zliCenin ako biomarkerov alkoholovej konzumacie sa ukazalo byt vhodné, avsak je niekedy
zlozité interpretovat ziskané data a vytvorit ustanovené laboratdorne postupy
pre analytickych pracovnikov.

Ako biomarkery sa najdlhsie vyuzivaju GGT, ALT, AST a SOE, ktoré sa zistuju
pri rutinnych krvnych testoch, no st s nimi spojené aj urcité problémy. Ich hodnoty sa mézu
vztahovat aj na rozne iné ochorenia, fajCenie alebo uzivanie roéznych lieCiv. Okrem toho

je nutné ustanovit refere¢né intervalové rozpitie pre pohlavie, vek a telesna hmotnost’. 2>



14.1.1.1 Gama-glutamyltransferaza (GGT)

Tento glykoprotein je obsiahnuty v hepatocytoch a inych bunkach, ktoré produkuju
zIE.  ZvySené hladiny tohto enzymu naznaCuju mozné ochorenie pecene.
Chronicki alkoholici, zvlast ti, ktori eSte uzivaju rozne iné latky, ¢i uz drogy alebo lieCiva,
vSak mavaju tieto hladiny tiez nad refereCnou limitou. Sledovanie tohto enzymu
ako biomakeru alkoholovej konzumaécie preto nie je vyhovujuce, prave kvoli jeho nizkej

Specifite. Okrem tejto nevyhody sa naviac vyznacuje aj nizkou citlivost'ou.

1.4.1.1.2 Alanin aminotransferaza (ALT) a aspartat aminotransferaza (AST)

Obidva enzymy napomahaju pri metabolizme aminokyselin v peceni. Su indikatormi
ochorenia peCene, no su eSte menej Specifické na alkohol nez GGT, preto su uzitocnejSie
ako indikatory ochorenia peCene nez ako indikatory ochoreni spojenych s alkoholom.
Obidva enzymy vsak vykazuja vyssie hodnoty u l'udi, ktori s inak zdravi, len konzumuja
vysoké mnozstvo alkoholu.?’ Z tychto dvoch enzymov je §pecifickejsi na ochorenie pecene
vdosledku  konzumacie  alkoholu enzym  alanin  aminotransferdza  (ALT),
pretoze sa vyskytuje prevazne v peceni, zatial o enzym aspartat aminotransferaza (AST)
je pritomny vo viacerych organoch. Okrem pecene je obsiahnuty v mozgu, srdci, oblickach
a svalovych tkanivach. V klinickych testoch sa zistuje pomer AST:ALT. Vysoké hodnoty
tychto enzymov (asi 500 jednotiek na liter) mdzu naznaCovat ochorenie peCene spojené
s alkoholizmom. Problémom je, Ze u pacientov mladSich ako 30 rokov a starSich
ako 70 rokov nie su spolahlivym indikatorom, pretoze v tychto vekovych skupinach

pacientov nie su také presné v porovnani s inymi markermi.?’

14.1.1.3 Stredny objem erytrocytov (SOE)

Pacienti, ktori trpia tazkym chronickym alkoholizmom maji okrem vysSie
zmienenych markerov stavu zvySené hladiny aj stredného objemu erytrocytov.?
Avsak pouzitie tohto markeru nie je idealne, ked'Ze hodnoty SOE zostavaju zvysené
aj niekol'ko mesiacov po tom, o pacient uplne prestane s konzumaciou alkoholu.
Okrem toho ho ovplyviiuju rozne iné faktory, Co eSte viacej znizuje jeho Specifitu a skresluje

akukol'vek interpretaciu klinickych vysledkov.



1.4.1.1.4 Karbohydrat-deficientny transferin (KDT)

Transferin je glykoprotein zodpovedny za transport zeleza v krvnom obehu.
Je to molekula, ktora, ako uz meno napovedd, nema dostatok sacharidu kyseliny sialovej
(skupinové oznacCenie pre derivaty kyseliny neuraminovej, bezne sa pod tymto nazvom
rozumie kyselina N-acetylneuraminova). Za normalnych podmienok obsahuje transferin
Styri az Sest molekul kyseliny sialovej, zatial co KDT obsahuje dve alebo menej molekul.
Stadie zistili, ze konzumacia alkoholu narusuje schopnost kyseliny sialovej viazat sa
ako na transferin, tak na ostatné molekuly. Zdravi jedinci maju viac druhov transferinu,
ale tazki alkoholici maju vac¢si podiel prave KDT druhu. Prave toto zistenie umoziuje
vyuzitie KDT ako efektivneho biomarkeru alkoholovej konzumacie. KDT pre tuto analyzu
vykazuje dobru Specificitu (60-96 %), ale nizku senzitivitu (31-91 %), ked'Ze jedinci mézu
vykazovat’ nizke hodnoty napriek vysokej konzumacii alkoholu. Naviac kvoli geneticke;j
variabilite, ochoreniam pecene, vrodenym porucham glykozylacie a uzivani liekov mézu
vysledky vykazovat falognu pozitivitu.>?° Dal§ou nevyhodou je, e aby bol tento marker
pouzitelny na interpretaciu ochorenia spojeného s konzumaciou alkoholu, je nutné pozit
vysoké davky ethanolu. Preto sa KDT v praxi pouziva len ako marker chronického mierneho
az tazkého alkoholizmu.’**! Pogas abstinencie viak trva dva az tri tyzdne, kym hladiny

KDT klesnu na referen¢né hodnoty.>!

1.4.1.1.5 S-hydroxytryptofol (5-HTOL)

5-hydroxytryptofol vznik4 ako jeden z produktov metabolizmu neurotransmiteru
serotoninu. Alkohol spolu s jeho primarnym metabolitom acetaldehydom ovplyviuju
metabolizmus serotoninu, a to tak, ze telo produkuje viac 5-HTOL v porovnani so situaciou,
kedy alkohol nie je konzumovany. Telo eliminuje 5-HTOL mocom, pricom v iom moze
byt identifikovany priblizne o 5 az 15 hodin dlhSie nez Standardné testovania na alkohol,
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ktoré preukazuju kazdy poharik alkoholu v moci len asi hodinu.’” Kvoli tomuto

sa 5-hydroxytryptofol pouziva ako biomarker nedavnej tazkej konzumacie alkoholu -4
Avsak je nutné dodat, ze S-HTOL sa povazuje len ako potencidlny biomarker alkoholovej

konzumacie, ked’ze v rutinnych klinickych testoch sa nesleduje tak Casto.



1.4.1.1.6 Ethylglukoronid (EtG)

EtG je dalsi metabolit alkoholu vznikajuci v peCeni, ked je alkohol konjugovany
s glukuronovou kyselinou, ktora transformuje latky na hydrofilné metabolity, aby boli
l'ahSie vylucené z tela. EtG je detegovatelny v krvi az 36 hodin a v moc¢i az 5 dni
po nadmernej konzumacii alkoholu. Okrem toho sa moze zistit’ aj z inych telovych tekutin,

vlasov alebo tkaniv®, ale nenasla sa ziadna priama korelacia medzi skonzumovanym

alkoholom a identifikovanym EtG vo vlasoch. EtG sa totiz uklada vo vlasoch pri nedavnej
konzumaécii, ¢o je vyhodné pri testovani peridd konzumovania alkoholu v case.
Nutnostou je vSak draha in§trumentécia, ktord predstavuje hmotnostny spektrometer,
aby boli vysledky z mocu spravne interpretované. Vzorky inych telovych tekutin

neprinasaju uspokojivé vysledky.®

1.4.1.1.7 Ethylestery mastnych kyselin (EEMK)

Pri metabolizme alkoholu vznikaju uz okrem vyssie zmienenych aj ethylestery
mastnych kyselin. Klinicky sa testuju ako kombinacia Styroch jednotlivych molekul
a su pritomné v peceni, pankrease a tukovych vazivach az 24 hodin po konzumacii alkoholu.
Ako marker si EEMK citlivé a Specifické na odliSenie prilezitostnych od tazkych
alkoholikov.’®37 Pretoze sa, rovnako ako EtG, vyskytuji aj vo vlasoch®® vyskumnici
navrhuji pouzitie EEMK vo vlasoch ako biomarkeru chronického tazkého alkoholizmu.*
Telo sa nedokaze zbavit EEMK ulozenych vo vlasoch, takze sa hromadia pocas dlhého
vystavenia alkoholom v pripade chronického alkoholizmu. EEMK sa pouziva
aj v postmortem testoch ako biomarker alkoholovej konzumacie, kde sa zistuje ich obsah
v pedeni a tukovych vazivach.?” Je nutné merat’ ich kvantitu z tychto organov, pretoze obsah
alkoholu v krvi méze podavat skreslent informéaciu v désledku vzniku alkoholu aj po smrti
jedinca. Stanovenie obsahu EEMK ako biomarkeru alkoholovej konzumacie sa ukazuje
spolahlivo az do 12 hodin (stanovenie z tukového vidziva) a az 24 hodin (stanovenie

z tkaniva pe&ene) po smrti zvierat'a, ktorému bol predtym podany alkohol.?’

10



1.4.1.2 Markery charakteristiky

Markery charakteristiky sa zameriavaji na geneticka predispoziciu pacienta na vznik
alkoholovej zavislosti alebo ochoreni s alkoholom spojenych. Je ddlezité vediet,
kto je potencidlne ohrozeny, aby sa uplne prediSlo problémom s alkoholom,
alebo aby sa pacientovi navrhla spravna liecba uz v ranych Stadiach ochorenia.
Vhodny marker  charakteristiky by mal spiiaf minimalne tri podmienky.
Po prvé by mal byt pomocou génov dedicny z rodiCov na potomstvo,
po druhé, mal by byt spojeny s konkrétnym ochorenim v Sirokej populécii.
Poslednym kritériom pre vhodnost biomarkeru je jeho nezavislost na stave ochorenia.
To znamena, ze by mal byt pritomny v pripade, kedy pacient vykazuje symptomy
sledovaného ochorenia, ale aj v pripade, kedy pacient tieto symptomy nevykazuje.®
Biomarkery, ktoré spifiaju tieto kritéria a maju nizku pravdepodobnost’ falosne pozitivnych
a faloSne negativnych vysledkov, budu vynikajacim prostriedkom na predikciu vzniku
alkoholovej zavislosti u pacienta. Niektoré enzymy a skupina neurotransmiterov, ktoré buda
spomenuté d'alej v tejto kapitole, maju vysoky potencial. Je vSak nutny d’alsi vyskum v tejto

oblasti na zistenie ¢o najlepSich vysledkov a neskor ich uplatnenie v klinickej praxi.

1.4.1.2.1 Aktivita Adenylatcyklazy (AC)

Adenylatcyklaza je proteinovy enzym pritomny v bunkovych membranach,
kde vytvara energiu pre bunky. Po tom, o Studie zistili, ze aktivita AC je dedi¢na a enzym
je menej aktivny v krvnych bunkach abstinujucich pacientov v porovnani s pacientmi,
ktori alkohol nepiju vobec,* sa vyskumnici zamerali na sledovanie aktivity AC
ako biomarkeru. Ukazalo sa, Ze hodnota aktivity AC sa zvys$i, ak alkoholik zacne opat
s popijanim, Co naznaCuje, ze alkohol nejakym sposobom stimuluje aktivitu AC.
Avsak hodnotu aktivity AC mbze ovplyviiovat aj marihuana a iné drogy,
takze ako biomarker pre alkohol sa ukazuje byt necitlivym.*’ V dnesnej dobe sa vyskumnici
zameriavaju na odliSnost’ Struktiry génov spojenych s aktivitou AC medzi pacientmi

trpiacimi alkoholovou zéavislost'ou a zdravymi lud'mi.
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1.4.1.2.2 Kyselina gama-aminobutanova (GABA)

Neurotransmiter kyselina gama-aminobutdnova (tiez gama-aminomaslova)
je signalna molekula, ktora sa viaze na i6notropné GABA receptory v mozgovych bunkach.
Téato molekula umoziiuje nabitym chloridovym iénom transport cez bunkové membrany,
&m kontroluje chemicku rovnovahu bunky. Stadie zistili*>*!, 7e Pudia maju rozdielne
hodnoty GABA a tieto rozdiely su dedi¢né. Okrem toho, §tadie ukazuju, ze l'udia zavisli
na alkohole maju niz§ie hodnoty GABA nez ti, ktori na alkohole zavisli nie su. Podl'a tychto
predbeznych tadii GABA spliia dva z troch kritérii pre marker charakteristiky alkoholovej

konzumacie.

1.4.1.2.3 Dopamin

Dal§im zo skupiny neurotransmiterov je dopamin, ktory umoziiuje v uréitych
Gastiach mozgu prenos impulzov. Clanok z roku 2002, ktory skimal spojenie medzi
alkoholizmom a hodnotami dopaminu,® objasiiuje, ze alkoholici muzského pohlavia,
ktori abstinovali 7 rokov, mali znizené hladiny aktivity dopaminovych receptorov
nadvézoval, odhalila, ze alkoholici, ktori si presli §tadiom abstinencie po dobu 4 az 7 dni,
vykazovali zvySenu odpoved na dopamin, ¢o znamena zvySenu aktivitu dopaminovych
receptorov.*? Iné vyskumy, ktoré Studovali hladiny primarneho produktu metabolizmu
dopaminu, kyseliny homovanilinovej, sa rozchadzaji vo vysledkoch. Niektori zistili
zvySené hodnoty kyseliny homovanilinovej u alkoholikov v porovnani s ludmi,
ktori alkohol nepiji.* Iné skimania naznacuju nizsie hladiny tejto kyseliny prave u I'udi,
ktori alkohol konzumuji.** Kvéli tymto nezhodam vo vysledkoch sa zatial dopamin

nepovazuje za vhodny biomarker.

14.1.2.4 Beta-endorfin

Beta-endorfin patri tiez medzi neurotransmitery. Je to opioid, ktory wvznika
v hypofyze a jeho ulohou je aktivacia opioidnych receptorov neurénov. Ma sa za to,
7e je prirodzenou Gl'avou od bolesti a prinasa pocit blazenosti. Studie zistili, e konzumenti
alkoholu maju nizsie hodnoty beta-endorfinu a ze ich potomkovia maju menej opioidnych

receptorov v porovnani s Iud'mi, ktori alkohol nepiju.**® Tieto badania naznacuju,
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7e rozdiely v hladinach beta-endorfinu st ako dedi¢né, tak $pecifické na alkohol, Go spliia
dve z troch poziadaviek pre vhodny biomarker charakteristiky alkoholovej konzumacie.
Nez vSak bude povazovany za skuto¢ny biomarker, musia vyskumnici tento neurotransmiter

preskumat’ este detailnejSie.

1.4.1.2.5 Serotonin

Predbezné vyskumy indikuju, Ze neurotransmiter serotonin alebo ina biochemicka
latka s nim spojend majui potencial, aby sa stali biomarkerom charakteristiky
pre alkoholizmus. Jednou z tychto molekul, ktora sa spaja so serotoninom, je aminokyselina
tryptofan, ktora ovplyviiuje produkciu serotoninu v mozgu, ¢o moze viest k jeho znizenej
produkcii u Tudi, ktori nadmeme pozivaju alkohol.**” Dalgie vyskumy sa zameriavaju
na aktivitu serotoninovych transportérov, ktoré kontroluju dostupnost’ serotoninu pre bunky.
Boli objavené prirodzené rozdiely medzi I'ud'mi v aktivite serotoninovych transportérov
v krvnych dostickach, pri¢om tieto rozdiely st dedicné. Naviac sa zistilo, ze alkoholici,
ktori dlh§iu dobu nekonzumovali alkohol, maji vysSie hodnoty aktivity serotoninovych
transportérov nez l'udia, ktori alkohol nekonzumuju. Rovnako je tato odlisSnost’ pozorovana
aj u ich deti, kde deti alkoholikov maju tiez zvySené hladiny aktivity serotoninovych
transportérov v porovnani s detmi nealkoholikov.*® Tieto vysledky naznaduju potencial
pouzitia aktivity serotoninovych transportérov ako biomarkeru charakteristiky alkoholovej

konzumacie.

1.5 Metody analyzy PEth v literatire

Napriek rutinnému stanoveniu fosfolipidov plynovou chromatografiou vd’aka ich
prchavosti po derivacii na methylestery, neboli zaznamenané analyzy PEth plynovou
chromatografiou kvoli jeho abnormalnej neprchavosti. Jedinou metéodou analyzy PEth
je kvapalinovad chromatografia v spojeni s roznymi detektormi. Prehlad vybranych
analytickych metod, typov vzoriek a formy Studovaného PEth od r. 2010 st zhrnuté
v Tab. IL
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1.5.1 Kvapalinova chromatografia

Kvapalinova chromatografia (LC) patri v dneSnej dobe medzi najrozSirenejSie
techniky pouzivané v rdznych odvetviach. Ide ako o kvalitativnu, tak o kvantitativhu
analyzu, kde sa Studovany analyt rozdeluje medzi dve fazy — stacionarnu a mobilnu.
Stacionarnu fazu (SF) predstavuju vacsinou silikagélové Castice mikrometrovych priemerov
pokryté rozne dlhymi uhlikatymi refazcami na ovplyvnenie zadrziavania (retencie) analytu.
Existujd  dve usporiadania kvapalinovej chromatogratie — plosné a kolonové.
V plosSnom usporiadani je staciondrna faza absorbovana v chromatografickom papieri
(tzv. papierova chromatografia PC) alebo je vo forme tenkej vrstvy nanesend na dosticku
(tzv. chromatografia na tenkej vrstve, z anglického Thin Layer Chromatography TLC,
kde stacionarnou fazou je vacsinou Al>O3). V kolonovom usporiadani sa stacionarna faza
nachadza vnutri analytickej kolony. Kvapalna mobilna faza (MF) sa v ploSnom usporiadani
necha vzlinat po chromatografickom papieri a zlozky analytu sa separuju na ploche papiera.
V kolonovom usporiadani mobilna faza tlac¢i analyt z davkovacej slucky cez kolonu,
az na detektor, ktorych je mnoho druhov, napr. na zdklade pozadovanej skimanej vlastnosti
analytu. Na identifikaciu analytu slazi v ploSnom usporiadani retencny faktor, ¢o je pomer
vzdialenosti, ktoru usiel analyt, k vzdialenosti, ktoru presla mobilna faza. V kolénovom
usporiadani je identifikanym kritériom retenény Cas analytu, Co predstavuje mieru
zachytavania analytu na stacionarnej faze. Je vSak nutné dodat, ze tieto identifikacné
charakteristiky sa vzdy vzt'ahuju na pouzité podmienky separacie (mobilna faza, stacionarna
faza, prip. typ analytickej kolony).

Pretoze PEth obsahuje vo svojej Struktire ako nepolarnu Cast’, ktorou su zvysky
mastnych kyselin, tak polarnu cCast’, ktorti predstavuje fosfatova skupina, kvapalinova
chromatografia naraza na urcité uskalia, ktorym mo6ze byt volba mobilnej fazy.
Napriek tomu je z Tab. Il zjavné, ze tato technika je hlavne v spojeni s hmotnostne
spektrometrickou detekciou (MS) najpouzivanejsia pri Studiu PEth.

Podl'a ucinnosti separacie kvapalinove] chromatografie najdeme v literatire
niekol'ko skratiek odkazujuce na tito metddu. Klasicka kvapalinovad chromatografia
(z anglického Liquid Chromatography — LC) pracuje za relativne nizkych pracovnych tlakov
a priemerov Castic analytickej kolony vacsich nez 10 um. Vysokouc¢inna kvapalinova
chromatografia, v starSej literature tiez oznacovana ako vysokotlakova (z anglického High
Performance/High Pressure) ma skratku HPLC a pracuje za vysSich tlakov (okolo 40 MPa

alebo 400 barov), a preto moze vyuzit' priemer Castic stacionarnej fazy od 5 do 10 pm.
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Moderné HPLC systémy dosiahnu esSte vy$Sej ucinnosti, pretoze pracuju s kolonami
naplnenymi ¢asticami s rozmermi pod 2 pum, ¢o je spojené s nutnostou pouzitia vyssich
tlakov na zaistenie dostatocného prietoku mobilnej fazy. Tieto tzv. ultra vysokoucinné (Ultra
High Performance UHPLC) systémy kvapalinovej chromatografie mo6zu dosahovat

pracovnych tlakov az viac nez 100 MPa (1000 barov).

1.5.1.1 Detektory

1.5.1.1.1 Detektor rozptylu svetla (ELSD)

Detektor rozptylu svetla (z anglického Evaporative Light Scattering Detector)
analyzuje rozptyl svetla neprchavého analytu v podobe malych kvapocok po odpareni
mobilnej fazy. Eluat z kolony kvapalinového spektrometra je vedeny plynom do zhml'ovaca,
ktory prevedie kvapalna fazu na plynnu. Ta je potom transportovana do vyhrievanej trubice,
kde sa odpari mobilna faza a kvapky neprchavého analytu sa zmen§uju. Analyt je nasledne
transportovany do detek¢nej Casti, kde dochadza k rozptylu svetelného toku vyzarovaného
laserom na malé kvapky. Rozptylené svetlo dopada na fotodiody alebo fotonésobice.

Schéma detektoru rozptylu svetla je vyobrazena na Obr. 4.

prad
plynu

laser

zhml'ovac

eluat z kolony analyt
ME = analyt /v l~f0t0nasob1c
\ ® 6 ¢ o —

vyhrievacia

trubica
Obr. 4: Schéma detektoru rozptylu svetla
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Tab. II. Prehlad analytickych metdd, typov vzoriek a formy Studovaného PEth

odr. 2010
Forma . v,
Autor ;}‘;{k . Typ vzorky studovaného Alll:gg:ic:a
publikacie PEth
Stewart ef al.'® 2010 Plna krv 16:0/18:1 LC-MS/MS
Wurst et al. 2010 Pln4 krv Celkovy PEth | HPLC-ELSD
17
Nalesso et al.™° 2011 Pln4 krv molekularnych | LC-HRMS
druhov PEth

Wurst et al.”! 2012 Pln4 krv Celkovy PEth | HPLC-ELSD

Jain et al.>? 2014 Plna krv 16:0/18:1 LC-MS/MS

Baldwin et al.>? 2015 Plna krv 16:0/18:1 LC-MS/MS
Pln4 krv, 16:0/18:1,

Kummer et al.>* 2016 suSena krvna 18:1/18:1, LC-MS/MS
Skvrna 16:0/16:0
Andresen- 16:0/18:1,

2017 Plna krv LC-MS/MS
Streichert et al.” 16:0/18:2

Andreassen et al.>® 2018 Plna krv 16:0/18:1 LC-MS/MS
16:0/18:1,

Helander et al.”’ 2019 Plna krv 16:0/18:2, LC-MS/MS
16:0/20:4

. SusSena krvna
58 2 )

Liang et al. 2020 vrna Celkovy PEth LC-MS/MS

Neumann et al.” 2021 Plna krv 16:0/18:1 LC-MS/MS
dena ; 16:0/18:1,

Gundlach ez al.®® 2022 Susend krvna LC-MS/MS
Skvrna 16:2/18:2
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1.5.1.1.2 Hmotnostne spektrometricky detektor (MS)

Najpouzivanejsi detektor v spojeni ako s plynovou a kvapalinovou chromatografiou,
tak aj s inymi technikami, je hmotnostne spektrometricky dedtektor. Umoziiuje identifikéciu
latok, poskytuje informécie o §truktire a molekulovej hmotnosti. Meria hodnotu pomeru
hmotnosti na pocte kladnych alebo zapornych elementarnych nabojov iénov v plynnej fazi,
m/z. Analyty a zlozky mobilnej fazy pritomné v eludte z kolony su v i6novom zdroji
ionizované, vzniknuté 16ny su urychlené a cez hmotnostny analyzator, kde su separované,
sa dostavaju do detektora. Hmotnostny analyzator separuje i6ny, ktoré vznikli v i6novom
zdroji, podla pomeru m/z. V tandémovom usporiadani su i6ny v koliznej cele, zaradene;j
medzi i16novym zdrojom a analyzatorom, vystavené energii kolizneho plynu,
a rozpadnu sa na fragmentové 16ny. Tandémové usporiadanie hmotnostného spektrometra
sa oznaduje ako MS/MS alebo MS2 Vysokorozlisujuci hmotnostny spektrometer
(z anglického High Resolution Mass Spectrometry HRMS) umoziuje zlozitejsi pohyb i6nov
v konStrukcii hmotnostného analyzatora, ktory tymto dokaze rozli§it i6ny s vysSou
presnost’ou,co ma za nasledok detailnejSie vysledky. Prikladom hmotnostného analyzatora
pre HRMS je tzv. orbitrap, ktory umoziuje ako elipticky, tak linearny pohyb idnov,

ako je zobrazené Cervenou Sipkou na Obr. 5.

A

=
-

r

Obr. 5: Schéma hmotnostného analyzatora  orbitrap, prevzaté z:

https://www.creative-proteomics.com/support/q-exactive-hybrid-quadrupole-orbitrap-

mass-spectrometer.htm
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Zvolenie typu ionového zdroja ovplyviiuje typ vznikajucich ionizovanych iénov.
Takzvanym tvrdym ionizaénym zdrojom, ktory poskytuje molekulovy i6n kation radikal
v dosledku bombardovania atdmov a molekul vysokoenergetickymi elektronmi, je idnovy
zdroj s elektronovou ionizaciou. Spektra byvaju obvykle informacne bohaté a ukladaju sa
do databaz spektier latok. Tato metdda sa vyuziva hlavne v spojeni s plynovou
chromatografiou. I6novym zdrojom s nizSou energiou, je napr. iénovy zdroj s chemickou
ionizéaciou, obsahujucim reakény plyn v ibnovom zdroji, ktory odovzda analytu svoj naboj,
aanalyt sa tym ionizuje. Ako reakény plyn sa pouziva napriklad methan.
Tento typ i6nového zdroja poskytuje mensie mnozstvo ionov, a teda spektra nie su tak
informacne bohaté v porovnani so spektrami vytvorenymi ionovym zdrojom s elektronovou
ionizaciou. Na druhua stranu sa vyuziva napr. pre latky termolabilné, ktoré nie je mozné
previest do plynnej fazy ionizaciou elektronom V pripade, ze i6novy zdroj je v priestore
s atmosférickym tlakom, oznacuje sa ako chemicka ionizacia za atmosférického tlaku,
APCL Dal§im typom ionového zdroja je ionovy zdroj so sprejovou ionizaciou,
kedy sa kvapalna vzorka privadza kovovou kapilarou do i6nového zdroja, na konci kapilary
je vlozené napitie. Raz alebo niekolkokrat nabité iony si vytvorené desolvataciou
vzniknutych malych kvapiek. NajCastejSie pouzivanym typom ioniza¢ného zdroja je prave
elektrosprej (ESI), ktory funguje na tomto principe. Tato metoda je vyhodna pre pouzitie
pre polarne latky a latky s vysokymi molekulovymi hmotnostami. Inym typom i6nového
zdroja je fotoionizacny i6novy zdroj, kedy sa malé kvapky po prechode vyhrievacou
kapilarou vystavia pradu fotonov (najbeznej§im zdrojom fotonov je kryptoénova vybojka
oenergii 10 eV a 10,6 eV). V pripade, ze takyto typ ionového zdroja je v priestore
s atmosférickym tlakom, oznacCuje sa ako fotoionizacia za atmosférického tlaku, APPL
Kazdy typ i6nového zdroja ma svoje obmedzenie pouzitelnosti v rozmedzi molekulovych
hmotnosti a polarity analytu, ktoré zobrazuje Obr. 6.

Fragmentacia i6nov prebieha v koliznej cele umiestnenej za iénovym zdrojom,
v ktorej sa obvykle nachadza inertny kolizny plyn. Zrazkou iénov vzniknutych v i6novom
zdroji s koliznym plynom vznikaju fragmentové i6ny, ktoré sluzia ako identifikacny néstroj.
Iony s konkrétnou hodnotou hmoty m/z moézu patrit inym latkam nez Studovanej,
pritomnym napr. v matrici, ale fragmentacné cesty byvaju Specifické, preto sledovanim
pritomnosti a intenzity prave fragmentovych idonov modzeme s vysokou mierou istoty
preukazat a stanovit' §tudovany analyt. Jednym z typov koliznej cely je aj i6nova pasca,
v ktorej sa vznikajuce i6ny zachytia, fragmentuju koliznym plynom a fragmentové i6ny
su d’alej prepustené do detektora.
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Hmotnostny spektrometer sleduje vzniknuté i6ny v dvoch modoch — pozitivnom
a negativnom, na zéklade naboja vznikajucich i6nov. Vacsina latok poskytuje silnejsi signal

v pozitivhom mode.

100 000 — - ~
%W ESI
S
g
]
E
= 10000 —
>
2
o APPI
=
1 000 —
\ —
—
nepolarny vel'mi polarny

polarita analytu

Obr. 6: Pouzitel'nost’ typu i6nového zdroja na zaklade molekulovej hmotnosti
a polarity analytu. ESI - elektrosprejova ionizacia, APCI - chemickd ionizacia

za atmosférického tlaku, APPI - fotoionizacia za atmosférického tlaku
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2 Experimentalna cast’

2.1 Ciele prace

Ciel'mi tejto diplomovej prace bolo:
o ngjst vhodné podmienky pre chromatograficki analyzu Standardov
fosfatidylethanolu a fosfatidylpropanolu;
o nastavit vhodné parametre pre ionizaciu a hmotnostne spektrometrick analyzu
PEth a PProp;
o n4jst’ vhodny postup pripravy vzoriek plnej krvi pre LC/MS analyzu PEth;

o overit vyvinuti metodu analyzou kvantifikaciou v modelovych vzorkach krvi.

2.2 Pristroje

o Kvapalinovy chromatograf: UltiMate 3000 System (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA)

o Hmotnostny spektrometer: LTQ XL Linear Ion Trap Mass Spectrometer (Thermo
Fisher Scientific, Massachusetts, USA)

° Analyticka kolona: XB-C18 100 A, rozmery 2,6 um, 50 x 2.10 mm (Phenomenex,
California, USA)

° Spracovanie dat: Thermo Xcalibur 4.2 (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,

USA), Microsoft Excel 365, Microsoft Word 365 (Microsoft, Washington, USA)

° Centrifuga Hettich Mikro 120 (Hettich Instruments, Tuttlingen, Nemecko)

o Minitrepacka TTS 2 (The Yellow Line, Maryland, USA)

° Ultrazvukova Cisticka S 40 H (Elma — ultrasonic, Ruiselede, Belgicko)

° Automaticke pipety (Gilson, Wisconsin, USA) a (Eppendorf, Hamburg, Nemecko)
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2.3 Chemikalie

° Aceton, p.a. (MikroCHEM, Pezinok, Slovenska republika)

° Acetonitril, HPLC ¢istota (VWM Chemicals, New York, USA)

° Deionizovana voda (Direct-Q UV Millipore, Massachusetts, USA)

° Dichlormethan p.a. (Penta, Praha, Ceska republika)

o Izopropylalkohol &isty (Penta, Praha, Ceska republika)

° n-heptan 99% p.a. (Penta, Praha, Ceska republika)

° n-hexan (VWM Chemicals, New York, USA)

° Chloroform stabilizovany ~ 1% ethanolom, p.a. (Penta, Praha, Ceska republika)
. Methanol, HPLC cistota (VWM Chemicals, New , USA)

o Octan amonny, HPLC cCistota (Fisher Chemical, Pennsylvania, USA)
. Tetrahydrofuran, HPLC cistota (Sigma-Aldrich, Missouri, USA)

2.4 Standardy

o 16:0/18:1 Fosfatidylethanol: sodna sol' 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-
fosfoethanolu, chloroformovy roztok, 25 mg v 2,5 ml chloroformu (Avanti Polar
Lipids, Alabama, USA)

o 18:1 Fosfatidylpropanol: sodna sol' 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-fosfopropanolu,
25 mg (Avanti Polar Lipids, Alabama, USA)
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2.5 Realne vzorky

Na analyzu bola pouzita vlastna krv, ktora bola nasledne spikovana §tandardom PEth
16:0/18:1 o koncentraciach 300 a 400 ng/ml, kedze tieto koncentracie PEth v krvi
prisluchaju skupine T'udi, ktori konzumuji 1 az 3 pohariky denne, ¢o sa uz povazuje
za pripad alkohoholizmu.®' Dve vzorky, kazd4 o objeme 1 ml, boli nasledne uchované

pri - 18 °C.

2.6 Parametre analyzy

Separacia kvapalinovou chromatografiou prebiehala gradientovou eltciou,
pricom zloZenie mobilnej fazy je popisané v Tab. III a IV. Mobilna faza A pozostavala
zo zmesi 10 mM octanu amonneho a tetrahydrofuranu v pomere 60:40 V/V, mobilna faza B
bola 100% tetrahydrofuran. Prietok bol nastaveny na 0,4 ml/min. Analyticka kolona bola
termostatovand na 40 °C. Vyvinuli a optimalizovali sa dve metody. Prva bola nastavena
na roztoky Standardov a druhd pre realne vzorky, kedy interferenty eluujiice sa v okoli
retenéného &asu analytu a interného §tandardu si vynutili predizenie doby analyzy
a gradientu na zvysenie $pecificity. Dizka analyzy optimalizovanej pre roztoky §tandardov
bola 6 minut, pre realne vzorky to bolo 17 minat. Objem nastreku bol 5 pl.
Reten¢ny Cas analytu PEth v metode vyvinutej pre realne vzorky bol okolo 9,90 minut,

reten¢ny Cas vnutorného Standardu PProp bol okolo 10,30 minut.
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Tab. III: Zlozenie mobilnej fazy pocas separacie gradientovou eluciou pre metodu

vyvinuta pre roztoky Standardov

Cas (min) Mobilna faza A (%) Mobilna fiaza B (%)
0 100 0
1 100 0
4,5 42 58
5 100 0
6 100 0

Tab. IV: Zlozenie mobilnej fazy pocas separacie gradientovou eltuciou pre metodu

vyvinutu pre realne vzorky

Cas (min) Mobilna faza A (%) Mobilna fiaza B (%)
0 100 0
6 100 0
13 42 58
13,5 42 58
15 100 0
17 100 0
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Podmienky hmotnostného detektora boli optimalizované automaticky aj manualne
a si zhrnuté v Tab. V. Rovnaké nastavenie sa pouzilo pre obe metddy. Ionizacia prebiehala

v zapornom rezime, v ktorom analyt aj vnutorny Standard poskytuju intenzivnejsi signal.

Tab. V: Nastavenie ionového zdroja hmotnostného detektora

Parameter Hodnota
Rychlost’ pradenia nebuliza¢ného plynu 2
(sheath gas) (arb)
Rychlost’ pradenia pomocného plynu
11
(aux gas) (arb)
Rychlost’ pradenia protipradového dusika 0
(sweep gas) (arb)
Sprejovacie napétie (kV) 2,50
Teplota kapilary (°C) 350
Napitie konusu (V) -26
Napitie na i6novej SoSovke 10732
za vyhrievanou kapilarou (V) ’

2.7 Priprava realnych vzoriek pre analyzu

Vzorky sa po ich rozmrazeni pretrepali na minitrepacke a odobralo sa 50 pl krvi
do plastovej mikroskimavky. Pridalo sa 2,75 pl roztoku interného S§tandardu
fosfatidylpropanolu o koncentracii 0,1 mg/ml, jeho konecna koncentracia v roztoku
bola 1 pg/ml. Vo findlnom postupe bola zvolena tato konecna koncentracia PProp v roztoku,
aj ked’ v jednotlivych skusanych postupoch priprav spomenutych v tejto praci v kapitole
6.3 Porovnanie roznych postupov pripravy readlnych vzoriek je uvedena konecna
koncentracia PProp v roztoku 100 ng/ml. Jeho koncentracia musela byt navysSena z dovodu
potlacenia vplyvu interferentov a jasné odliSenie piku 477 patriacemu vnatornému Standardu
fosfatidylpropanolu na chromatografickom zazname. Na extrakciu sa pouzilo 75 pl
acetonitrilu a 150 pl acetonu. Vzorky boli nasledne jemne pretriasané pri laboratornej teplote

po dobu 20 min a potom centrifugované 20 min pri 14000 rpm.
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Odobrala sa kvapalna faza do novej plastovej mikroskimavky, ktord sa opat’ vlozila
do centrifigy na 10 min pri 14 000 rpm. Opatrne sa odpipetoval kvapalny podiel
bez pripadného sedimentu do insertu autosamplerovej vialky a nastrieklo sa 5 pl

do HPLC/MS systému.

3 Vysledky a diskusia

Sledovala sa intenzita signalu fragmentového 16nu 437 pre analyt a fragmentového
i6nu 477 pre vnutorny Standard. Oba tieto 16ny vznikaju fragmentaciou rodicovskych i6nov
sledovanych latok, pricom prekurzorovy i6n [M-H] pre PEth mal hodnotu m/z 701,5
a pre vnutorny Standard PProp mal hodnotu m/z 741,5. Odstiepenim keténu mastnej kyseliny
18:1 (kyselina olejova) v oboch sledovanych latkach v prostredi koliznej cely vznikaja
vysSie uvedené fragmentové iony, ktorych sledovanim v ocakavanom retencnom case
sa zaistilo odliSenie od rusivych latok (selektivitu zaistuje zachovanie Struktirneho motivu
ethanolu resp. propanolu v produktovom i6ne). Kvalitativna aj kvantitativna analyza boli
preto vykonané v rezime selected reaction monitoring (SRM). Fragmentovy 16n s hodnotou
m/z 281,0, ktory je pritomny v hmotnostnych spektrach oboch latok (vid” Obr. 8) vo vyssej
intenzite v porovnani s ionmi 437 a 477 sa nesledoval z toho dovodu, ze bol identifikovany
ako prave vysSie zmienena mastna kyselina. Tento 16n bol viditelny v spektrach viacerych
interferujucich latok, ¢o by sposobilo faloSne pozitivny vysledok. Chromatogram realnej
vzorky je zobrazeny na Obr. 7.

Nasledne bola vypocitana koncentracia PEth z kalibracnej priamky a relativna chyba
v porovnani so spikovanymi koncentraciami PEth pre obe realne vzorky. Spikované boli
standardom PEth o koncentraciach 300 a 400 ng/ml. Tieto koncentracie literatura oznacuje
za pripady alkoholizmu, kedy jedinec vypije v priemere jeden az tri pohariky denne.S!

Tab. VI. zhfiia toto porovnanie.
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Tab. VI.: Koncentracie PEth spikovanych realnych vzoriek, namerané koncentracie

PEth z kalibracnej priamky a relativna chyba merania

Koncentracia PEth Koncentracia PEth
Relativna chyba (%)
spikovana (ng/ml) namerana (ng/ml)
300 247 -17,67
400 298 -25,50

RT: 8.64 - 11.13
100+
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Obr. 7: Chromatogram realnej vzorky krvi, vyznafené piky analytu (hore)

a vnutorného §tandardu (dole). Priradenie chromatografického piku analytu a vnitornému

Standardu bolo na zaklade reten¢nych Casov zistenych analyzou standardov PEth a PProp
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Obr. 8: MS/MS spektrum analytu PEth (hore, m/z 701,5) a vnatorného standardu PProp (dole, m/z 741,5)
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3.1 HPadanie optimalnej mobilnej fazy

Literattra uvadza niekol'ko rozli¢nych zlozeni mobilnej fazy pri §tadiu PEth 19505462
Pri pouziti acetonitrilu alebo methanolu, ktoré sa v tejto literatire objavuju, vSak nebol
pozorovany signal analytu. Preto musela byt vykonana analyza bez pouzitia kolony priamou
infuziou do MS detektora na overenie, ze ho detektor rozpoznava. Ukazalo sa, ze tieto
rozpustadla nemali dostatocne vysoku elucnu silu, aby dostali analyt do detektora.
ZvySenim elucnej sily mobilnej fazy pouzitim tetrahydrofuranu boli dosiahnuté uspokojivé
vysledky.

Dal§im sledovanym parametrom bola symetria piku, kedy pouzitim kyslejsej
mobilnej fazy (2% ACN + 1% HCOOH v deionizovanej H20) boli pozorované chvostujice
piky analytu. Pravdepodobne to bolo zapriCinené Ciasto¢nou disociaciou fosfatu v PEth.
pKa okolo 2 v kyslej mobilnej fazi spdsobuje rovnovahu disociovaného a nedisociovaného
fosfatu, o ma za nasledok rozmyvanie pikov. Aby sa tento efekt potlacil, zvolil sa roztok
octanu amoénneho, v ktorom sa predpokladala uplna disociacia. Ako idedlna sa ukazala
byt aplikacia 10 mM roztoku octanu aménneho v deionizovanej vode (mobilna faza A)
v spojeni so 100% tetrahydrofuranom (mobilna faza B), d’alej v texte oznaCovanym THF.

Nasledoval prechod na gradientova eluciu, kedy bola snaha o nastavenie vhodne;j
elucnej sily, aby sa dosiahol priaznivy retencny Cas sledovanych latok, symetria pikov
aintenzita signalov. Doba analyzy bola vtedy 10 minat, pricom najvyhovujicejSim
retenCnym Casom sledovanych latok by bolo okolo polovice, ¢ize 5 minut. V nastaveni,
ktoré zobrazuje Tab. VIIL, je pomer zloziek mobilnej fazy, kedy pri nastreku zmesového
roztoku PEth a PProp bol dosiahnuty retenc¢ny Cas analytu 4,18 mintty a retencny ¢as PProp
4,30 minuty. Konecnou upravou zlozenia mobilnej fazy na 10 mM octan amoénny : THF
v pomere 60:40 V/V (mobilna faza A) a THF (mobilna faza B), sa dosiahla rovnaka elu¢na
sila, ako je v Tab. VI, a tento gradient sa vyuzival po celu dobu Studovania PEth v realnych
vzorkach. Dovod bol dCisto prakticky — vodna mobilna faza s octanom amoénnym

by sa pri dlh§om skladovani znehodnotila rastom baktérii a rias. Uvedeny je v Tab. III.

28



Tab. VII: Zlozenie mobilnej fazy vo vyhovujicich podmienkach pre analyzu pred jej

konecnou tpravou

B (i) Mobilna faza A (%) Mobilna faza B (%)
as (mi 10 mM CH3COONHj4 THF
0 60 40
1 60 40
7 0 100
7.5 60 40

3.2 Limit detekcie a limit stanovitel’nosti

Zostrojenim zavislosti pomerov ploch pikov analytu PEth/vnutornému Standardu

PProp na koncentracii PEth v kalibraénom rade roztokov sa urcila rovnica kalibracne;

priamky a koeficient spol'ahlivosti R2. Kalibraény rad analytu sa pripravil v koncentra¢nom

rozmedzi od 10 do 1000 ng/ml PEth v methanole (MeOH). Graf 1 popisuje tto kalibracni

zavislost’.
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Graf 1: kalibra¢na zavislost’ pomeru ploch pikov PEth/PProp na koncentraciach PEth

v kalibraénom rade, rovnica kalibragnej priamky a koeficient spol'ahlivosti R?
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Limit detekcie (LOD) a limit stanovitel'nosti (tiez znamym ako limit kvantifikacie,

LOQ) boli vypocitané z parametrov ziskanych z kalibracnej zavislosti nasledujucimi

rovnicami:
Lop = -2 (1)
S
100
LOQ = S (2)

v ktorych znac¢i o Standardni odchylku tuseku a S smernicu kalibracnej zavislosti.

Hodnota LOD bola stanovena na 28 ng/ml a hodnota LOQ na 94 ng/ml.

3.3 Medzil’ahla preciznost’

Medzil'ahla preciznost merania je dolezitym parametrom urCujicim preciznost
opakovaného merania za rovnakych podmienok na rovnakom pristroji vykonané rovnakym

pracovnikom za kratke ¢asové obdobie. Na vypocet bol pouzity nasledujuci vzt'ah

100 - s
RSD (%) = ——, 3)

v ktorom znaci s smerodajni odchylku a X aritmeticky priemer hodndt. Medzil'ahla
preciznost’ bola vypocitanad z troch hodnot koncentracie ziskanej z kalibracnej priamky
pre kalibracné roztoky PEth o koncentraciach 10 ng/ml a 30 ng/ml a ich zhrnutie
je zobrazené v Tab. VIII.

Tab. VIII: Hodnoty koncentracie vypocitanej z kalibra¢nej priamky pre analyt,
ich priemer a vypocitana smerodajna odchylka pre kalibra¢né roztoky PEth 10 ng/ml

a 30 ng/ml
. . . Priemer
Roztok Koncentrac;a PEth Smerl(:(’i:;;l na koncentricie
(ng/ml) odchylka (ng/ml)
13
PEth 10 ng/ml 9 3.9 8,6
4
50
PEth 30 ng/ml 59 14,1 454
26

Z tychto hodnoét boli ziskané parametre RSD, kedy pre kalibracny roztok PEth
10 ng/ml bola relativna smerodajna odchylka 45,35 % a pre PEth 30 ng/ml 31,06 %.
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3.4 Porovnanie roznych postupov pripravy realnych
vzoriek

Boli vyskusané celkovo Styri postupy pripravy realnych vzoriek, priCom vyber
zavisel na tom, aby pouzité podmienky analyz uvedenych v ¢lankoch boli o najpodobnejSie

vyhovujliicim nastaveniam parametrov pristroja a dostupnému prislusenstvu.

3.4.1 Helander et al., 2019°’

V postupe, ktory sa nakoniec vybral na pripravu realnych vzoriek a ktory je uvedeny
v tejto praci v kapitole 5.6 Priprava redlnych vzoriek pre analyzu dochadzalo pri pouziti
kratSej doby analyzy ku koelucii sledovanych latok s interferujiicimi latkami. V dosledku
toho muselo byt prediZenie trvanie chromatografického deja, aby doslo k lepsej separacii
analytu od d’alSich pritomnych zloziek. Tento postup pripravy realnych vzoriek sa vybral
na blizSie skiumanie interferentov a vd’aka jeho nizkej Casovej naroCnosti v porovnani

s ostatnymi skuSanymi pripravami realnych vzoriek.
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3.4.2 Upraveny postup podla Nalessa et al., 2011°°

V tomto clanku, kde bolo pouzité spojenie kvapalinove] chromatografie
s vysokorozliSujucou hmotnostnou spektrometriou na stidium molekularnych druhov PEth
v l'udskej krvi, pouzili postup tpravy vzorky, ktory vSak musel byt z dévodu Setrenia realnej
vzorky a chemikalii upraveny o pipetované objemy nasledujucim spdsobom: k 100 ul krvi
sa pridalo 20 pl roztoku vnutorného Standardu PProp o koncentracii 1 pg/ml, 100 pl
deionizovanej vody a nechalo sa kratko sonifikovat v ultrazvukovej Ccisticke.
Nasledne sa po kvapkach pridavalo 270 ul izopropanolu a 400 pl n-hexanu za ob¢asného
pretrepavania na minitrepacke. Po centrifugacii 10 minuat sa odobrala vrchna faza do novej
plastovej mikroskimavky a nechala sa odparit’ dosucha jemnym pradom dusika pri 40 °C.
Zbytok po vysuseni bol rekonstituovany pouzitim 50 ul dichlérmethanu a 150 pl methanolu.

Tento postup sa vSak ukazal byt nevyhovujuci, pretoze na chromatograme

(vid Obr.9 ) nebol viditel'ny pik vnutorného Standardu.
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Obr. 9: Chromatogram realnej vzorky pripravenej upravenym postupom podla

Nalessa et al. (2011), horna Cast’ patri elucii PEth, spodna vnitornému Standardu PProp
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3.4.3 Kombinacia postupov Helandera et al., 2019°” a Zhenga
et al., 2011"7

Dal§im postupom pripravy, ktory sa vyskusal, a na ktory sa odkazoval aj kone&ny
postup pripravy podla Helandera et al. (2019)’, sa zaoberali §védski vedci pocas §tudia
PEth v l'udskej krvi. Postup vychadza z pripravy Helandera et al. uvedenym v tejto praci
v kapitole 5.6 Priprava redlnych vzoriek pre analyzu (pozn. pipetovany objem vnutorného
Standardu bol 18 pl roztoku PProp o koncentracii 1 pg/ml, aby bola konecna koncentracia
100 ng/ml), av§ak miesto nastreku po druhej centrifugacii do LC sa pokra¢ovalo postupom
od Zhenga et al. odobratim kvapalného podielu do novej plastovej mikroskimavky
a vysuSenim dosucha pradom dusika pri 30 °C. Na opétovné rozpustenie sa pouzilo 50 pl
n-heptanu, 50 ul acetonitrilu a 75 ul izopropanolu. Pred vlozenim do autosamplerovej vialky
sa vzorky eSte nechali odstredit’ na centrifige po dobu 10 min pri 14 000 rpm.

Problémom tohto postupu pripravy bol az Stvornasobny narast intenzity signalov
analytu aj vnutorného S§tandardu pravdepodobne sposobeny ruSivymi latkami.

Chromatogram tohoto postupu pripravy je zobrazeny na Obr. 10.
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Obr. 10: Chromatogram realnej vzorky pripravenej kombinaciou postupov podla
Helandera et al. (2019) a Zhenga et al. (2011), na ktory sa novsi ¢lanok odkazuje.

Horna ¢ast’ chromatogramu patri elucii PEth, spodna vnutornému standardu PProp
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3.4.4 Analyza lipidov podl’a Wolrabovej et al., 20215

Stvrtym postupom pripravy bola analyza lipidov podla &lanku Wolrabovej et al.,
ktorej tim sa zaoberal Stidiom rozdielom profilov lipidov v plazme jedincov trpiacich
rakovinou prsnika, obli¢iek alebo prostaty v porovnani so zdravymi l'ud’'mi. Odobralo sa 25
ul krvi, pridalo sa mnozstvo vnutorného Standardu odpovedajuce koncentracii PProp 100
ng/ml v kone¢nom roztoku (pipetovany objem bol 100 pl roztoku PProp o koncentracii
1 pg/ml) a3 ml zmesi chloroformu/methanolu v pomere 2:1 V/V. Vzorky sa vlozili
na 10 minut do ultrazvukovej Cisticky pri 40 °C. Po ochladeni na laboratornu teplotu
sa pridalo 600 pl deionizovanej vody a nechalo sa pretriasat na minitrepacke 1 minutu.
Vzorky sa nechali odstredit’ pri 14 000 rpm po dobu 3 minuty a nasledne sa do novej
mikroskimavky odpipetovala spodné organicka vrstva, ktora sa pradom dusika pri 40 °C
nechala odparit’ dosucha. Pridalo sa 500 pl zmesi chloroformu/izopropanolu v pomere 1:1
V/V a po jemnom pretrepani na minitrepacke sa vzorky znovu odstredili pri rovnakom
nastaveni centrifigy. Odpipetoval sa kvapalny podiel bez pripadného sedimentu
do autosamplerovej vialky a pridalo sa 500 pl mobilnej fazy A (zmes 10 mM octanu
amonneho/100% THF v pomere 60:40, V/V).

Ked'ze bola vzorka rozdelena na dve fazy a nebolo isté, v ktorej sa budu nachadzat
analyt a vnutorny Standard, oddelili sa a nastriekli sa do systému LC/MS samostatne.
V hornej faze neboli latky objavené a pouzitie spodnej fazy pre kvantifikaciu by bolo
nevhodné, pretoze signaly oboch latok, PEth aj vnutorného Standardu, PProp, boli

zaznamenané v Sume (chromatogramy latok popisuje Obr. 11).
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Obr. 11: Chromatogram realnej vzorky pripravenej podl'a Wolrabovej et al. (2021).

Horna Cast’ chromatogramu patri elacii PEth, spodna vnatornému Standardu PProp
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3.5 DalSie zlozky matrice

Aby sa presne urcilo, ktoré signaly patria sledovanym latkam, bolo umyslom
zadefinovat’ jednotlivé signaly latok (d’alej oznacovanych rusivé latky) v okoli retenénych
Casov, ktoré by sa pouzili ako vnutorné Standardy obycajne pritomné v I'udskej krvi.
Na identifikaciu tychto latok v okoli reten¢nych ¢asov analytu PEth a vnutorného Standardu
PProp bol pouzity tzv. data dependentny sken, kedy i6ny ziskané z MS spektier realnych
vzoriek v okoli retencnych Casov sledovanych latok boli fragmentované a podl'a hodnoty
m/z fragmentovych i6nov bolo posudzované, ktoré mastné kyseliny su v danej latke
pritomné. Uvedené su v Tab. IX, ktora popisuje, o aky fragment ide, Struktary tychto latok
su zobrazené na Obr. 12. Vznikajuce fragmenty boli identifikované ako mastné kyseliny,
kedze sa predpokladalo, zeide o lipidy vyskytujice sa bezne v Tudskej krvi,
z ktorych sa obycajne skladajiu. Podl'a nich sa pomocou databazy lipidov Lipid Maps
Structure Database® identifikovali interferujuce latky, avSak uz nebolo mozné odligit
jednotlivé izoméry. Na blizsie urCenie, o ktory izomér sa presne jedna, by bola nutna
samostatna analyza Standardov tychto latok, ¢o vSak nebolo cielom tejto prace, ale mohlo
by byt predmetom d’al§ej Studie.

Fragmenty s m/z hodnotami 437,25; 452,25 a 478,33 nepredstavuju samostatné
mastné kyseliny, ale vznikajui po odstiepeni jednej z mastnej kyseliny bud’ v podobe keténu
(Ien v pripade PE(O-16:0/18:2(9Z,127))) alebo po odstiepeni kyslika hydroxylovej skupiny
karboxylu. Napriek tomu, ze niektoré zlozky matrice poskytuju fragmenty so sledovanymi
hodnotami m/z 437 a 477, ktoré prislichaja aj analytu aj vnitornému Standardu, od tychto
latok sa odliSovali retencnymi cCasmi. Prehlad identifikovanych potencialnych
interferujucich latok zobrazuje Tab. X. Nejde vSak o vyCerpavajici zoznam, niektoré latky
nebolo mozné identifikovat.

Tab. IX: Fragmentové i6ny, ich hodnota m/z a blizsi Strukturny popis

Hodnota m/z fragmentového ionu Popis fragmentu
255,25 Kyselina palmitova (16:0)
279,25 Kyselina linolova (18:2)
281,25 Kyselina olejova (18:1)
283,25 Kyselina stearova (18:0)
303,25 Kyselina arachidonova (20:4)
329,25 Kyselina dokozapentaénova (22:5)
331,25 Kyselina adrenova (22:4)
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Tab. X: Prehlad potencidlne pouzitelnych latok pre kalibraciu retenéného Casu
analytu pritomnych v okoli reten¢nych €asov analytu a vautorného Standardu, PE je skratka

pre fosfatidylethanolamin, GFL znaci glycerofosfolipid

Hodnota m/z Fragmentové Kategoria
Potencialna latka
(deprotonizovana) iony latok
255,25;
699,67 279,25; PE(0O-16:0/18:2(9Z,127)) GFL
437,25
255,25; PE(18:2(9Z,127)/16:0)
714,83 279,25; GFL
PE(16:0/18:2(9Z,127))
452,33
Latka obsahujuca 16:0 a 18:0 mastné
255,25; kyseliny, blizsie neidentifikovana
283,25 kvoli koelucii s PEth
16:0/20:4(5Z,8Z,117Z,147)
723,67
255,25;
303,25;
PEth 16:0/20:4(5Z,8Z,117,147) GFL
419,25%;
437,25
255.25: PE(16:0/20:4(5Z2,82,11Z,147))
738,75 303,25; GFL
452,25 PE(20:4(5Z,8Z.11Z.14Z)/16:0)

*Fragment s m/z 419,25 vznika odstiepenim vody z fragmentu 437,25.
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Tab. X — pokra¢., PCh oznacuje fosfatidylcholin

Hodnota m/z Fragmentové Kategoria
Potencialna latka
(deprotonizovana) iony latok
PE(18:1(9Z)/20:4(5Z,8Z,11Z,14Z))
255,25;
PE(20:4(5Z,8Z,11Z,147)/18:1(9Z)) | GFL
281,25;
764,83 303,25; PCh(P-16:0/20:4(572.,8Z,117,147))
329,25; Latka obsahujuca 16:0 a 22:5
478,25 mastné kyseliny, blizsie -
neidentifikovana kvoli koeltcii
Latka obsahujuca 20:4 a 22:4
778,71 209,23; kyseliny, bl
, mastné kyseliny, blizsie -
331,25 Y
neidentifikovana

Struktury zaznamenané v Tab. X su zobrazené v rovnakom poradi (zhora dolu

a zlava doprava) na Obr. 12.
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Obr. 12: Struktiry a nazvy identifikovanych dalgich zloziek matrice v okoli

reten¢nych ¢asov analytu PEth a vnutorného Standardu PProp
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Porovnanim reten¢nych ¢asov latok s hmotou m/z 699,67; 764,83, analytu PEth

a vnutorného Standardu PProp a urCenie diferencii medzi nimi vSak neboli zistené rovnaké

hodnoty (alebo ich pomer), a teda kalibracia retencného Casu na tieto latky bezne pritomné

v matrici nebola dosiahnutd. Tab. XI zobrazuje hodnoty retencnych casov a jednotlivé

rozdiely medzi nimi pre tri nastreky realnej vzorky pocas troch réznych dni. Vyplyva z nej,

ze v meraniach bolo rozdielne elu¢né poradie. Oproti meraniu ¢islo 1, kedy bolo elu¢né

poradie nasledovné: i6n 699,67-PEth-16n 764,83-PProp sa v merani ¢islo 2 najskor eluoval

PEth, potom 16n 699,67, nasledoval vnatorny Standard PProp a ako posledny sa eluoval i6n

s hodnotou m/z 764,83. V poslednom merani bolo prehodené poradie elucie PProp

aionu 764,83.

Tab. XI: Retencné ¢asy PEth, PProp a i6nov s hodnotami m/z 699,67 a 764,83

pre tri rozne nastreky realnej vzorky pocas troch dni

Retencny Retencny Retencny
v Retenény
Cislo ¢as ionu | Rozdiel Rozdiel | ¢as ionu | Rozdiel cas
¢as PEth
merania | 699,67 (min) (min) (min) 764,83 (min) PProp
min
(min) (min) (min)
1 9,48 0,44 9,92 0,30 10,22 0,16 10,38
2 9,23 0,73 8,50 1,10 9,60 0,27 9,33
3 5,79 1,41 7,20 2,43 9,63 0,90 8,73
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4 Zaver

Cielom tejto prace bolo vyvinut' metodu pre stanovenie fosfatidylethanolu (PEth)
v ludskej krvi metdodou kvapalinove] chromatografie s hmotnostne spektrometrickou
detekciou, ktora by sa dala pouzit’ v klinickej praxi. Fosfatidylethanol sa totiz vytvara v krvi
z fosfatidylcholinu len za pritomnosti ethanolu, ¢o ho robi vybornym biomarkerom
alkoholovej konzumacie. Boli vyvinuté dve metddy, priCom jedna bola optimalizovana
pre roztoky Standardov a druha pre redlne vzorky. Dve metody sa vytvorili preto,
ze interferujuce latky v okoli retenénych ¢asov analytu a vnutorného Standardu (PProp)
zvySovali sledované signaly fragmentovych ionov 437 (PEth) a 477 (PProp), €o prispievalo
k falo§ne pozitivnemu vysledku, a tym znehodnocovalo kvantitativne vyhodnocovanie
latok. Za postup pripravy realnych vzoriek sa vybral ¢lanok pod vedenim Helandera,
ktory v porovnani s d’al§imi skimanymi postupmi priprav realnych vzoriek nemal také
nedostatky. Retencné Casy ako analytu, tak aj vnutorného Standardu sa v rézne dni nastreku
posuvali, ale voci sebe zostavali v rovnakom odstupe, preto sa uvazovalo o identifikacii
latok v okoli ich retencnych casov, aby sa jednoznacne dalo prehlasit,
ze ide o fosfatidylethanol. Tieto latky by sa pouzili ako vnatorné standardy, ked’ze sa bezne
vyskytuja v matrici, avSak toto nebolo dosiahnuté. Data dependentnym skenom bolo zistené,
ze niektoré latky poskytuju pri fragmentacii rovnaké i6ny, ako boli sledované (437 a 477),
ale od sledovanych latok sa lisili retenCnymi c¢asmi. Identifikovalo sa 12 moznych
interferujucich latok, pricom ide prevazne o skupinu glycerofosfolipidov. Nebolo vSak
mozné rozlisit, o ktory izomér sa presne jedna, na toto odliSenie by bolo nutné vykonat
samostatné analyzy Standardov jednotlivych izomérov, ¢o vSak nebolo cielom tejto prace.
Hodnota LOD bola stanovena na 28 ng/ml a hodnota LOQ na 94 ng/ml. Namerané
koncentracie PEth vypocitané z kalibracnej priamky (247 a 298 ng/ml)
sa od spikovanej koncentracie PEth (300 a 400 ng/ml) vel'mi nelisili. Relativna chyba bola
vypocitana na -17,67 % a -25,50 %. Medzil'ahld preciznost merania bola vypocitana
pre kalibra¢né roztoky PEth o koncentraciach 10 ng/ml a 30 ng/ml z koncentracie
vypocitanej pouzitim kalibracnej priamky v podobe relativnej smerodajnej odchylky.
RSD pre roztok PEth 10 ng/ml bola 45,35 % a pre roztok PEth 30 ng/ml bola vypocitana
hodnota RSD 31,06 %.
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