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Abstrakt

Tato prace je zafena na sledovani vlivieku na sloZzeni m#. Korelace ¥ku
se slozenim mi byla zkoumana cilenym vyzkumenityé vybranych analyt -
kreatininu, acetylkarnitinu, karnitinu a alaninuanonymizované skupiny lidi vesku
15, 25, 35, 45 a 55 let.

V teoretické ¢asti je obec#& popsana anatomie a funkce ledvin, je zde
definovano co je to niy jaké organické a anorganické latky obsahuje. &opgsou
faktory, které se podileji na 2Zmach sloZzeni mi, jako je index &lesné hmotnosti,
barva pleti apedevsim ¥k, ktery je hlavnim fednttem zkoumani této prace. Déle
jsou uvedeny metody pouzivané v klinické praxi, iake vyzkumu, slouzici k analyze

moci.

Metodickacast zahrnuje postupy oého, uchovani a ifgdanalytické fpravy
maoci. Je zde uveden seznam vSech chemikalii,joesa vnitnich standari standard
a [ristrojového vybaveni, pouzitych profipravu a analyzu vzotk a také popis
HPLC/MS metody.

Vystupni data z pouzité LC/MS metody byla zpracavav pgitacovém
programu Xcalibu™. Jedna se o chromatogramy a hmotnostni spektratirkire,
acetylkarnitinu, karnitinu a alaninu ziskanych gmali padesati vzotk moci lidi
raiznych kovych skupin, které prahly ve tech opakovéanich. Pomoci tabulek a
piehlednych graf byly zpracovany hodnoty ploch pikpro jednotlivé latky, které

nasledg byly prepaiitané na plochu piku kreatininu #vabdu jejich normalizace.

Resené téma je velice komplexni a nelze ho celé hoosd v ramci mé

bakal&ské prace.
Kli ¢ova slova:

moc, vék, LC/MS, HILIC



Abstract

This work is aimed at monitoring the impact of agethe composition of urine.
The correlation of age with the composition of erimas examined by focused research
four selected analytes - creatinine, acetylcamjtcarnitine and alanine in anonymous

groups of people aged 15, 25, 35, 45 and 55 years.

In the theoretical part the anatomy and functiérthe kidneys are generally
described. The definiton of urine and organic amafganic substances contained ion
are defined. Described are factors that contribatehanges in urine composition such
as body mass index, skin color and especially adpch is the main subject of this
research. The methods used for analyzing uriredinical practice but also in research

are also stated.

Procedures for collection, preservation and prgénal preparation of urine
are included in methodological section. The listabifchemicals, equipment, internal
standards, standards, instrumentation used foprearation and analysis of samples
and HPLC/MS methodology are described.

The output data from LC/MS method used were @ee@ in a computer
program Xcalibut™, There are the chromatograms and mass spectraeafirine,
acetylcarnitine, carnitine and alanine obtainedabglyzing the 50 urine samples (in
triplicate) of people of different ages. By usinge clear graphs and tables peak areas

for the individual substances were standardizedrbgtinine amount.

Studied urine issues are very complex and carb@@ncompassed completely
in the context of my thesis.

Keywords:

urine, age, LC/MS, HILIC
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Uvod

Tématem mé bakaiske prace je sloZzeni iov korelaci s ¥kem. Toto téma je
ukazateh stavu metabolismu a vhitiho prostedi. Jeji odér je snadny a p#t mezi

nejmeért invazivni zgsoby odBru tlnich tekutin v laboratorni diagnostice.

Ve své praci jsem si vl tii hlavni cile. Prvnim je v teoretick@sti zpracovat
literarni reSerSi vSechny dostupné informace o doxacich organech, vyiovani,
sloZzeni meéi a faktorech vyznanthovliviujicich jeji sloZzeni. DalSim cilem je osvojeni
si jedné z metod pouzivanych k analyze metabofitoti. Pouzil jsem metodu
kapalinové chromatografie v kombinaci s hmotnospektrometrii (LC/MS). Jakdti
cil jsem si stanovil zhodnoceni 2mslozeni méi v pribéhu Zivota. Tyto zrény jsem
zkoumal nastyfech vybranych analytech - na kreatininu, karnitiacetykarnitinu a
alaninu. Odbry vzorki magi probehly u psti kontrolnich ¥kovych skupin (15, 25, 35,
45 a 55 let) u anonymizovanych dobrovolnych dafoznatky mnou zji8hé jsou

diskutovany s informacemi zji&tymi v odborné literatie.



1 Teoreticka ¢ast

1.1 Anatomie a fyziologie ledviny

1.1.1  Anatomie ledviny

Ledvina je parovy, retroperitonedluloZzeny vyl@¢ovaci orgdn s gmeérnymi
rozmery 12x6x4 cm. Na povrchu ma vazivové pouzdro, kieygad obaleno vrstvou
tuku s ochrannou funkci. Pod pouzdremdea¥ sedm milimetr silna vrstva ledvinové
kary. Nasleduje ten ledviny, tvdend piblizn¢ dvaceti pyramidovymi utvary, jejichz
vrcholy ¢éni do ledvinné panvky. Zakladni stavebni jednotkou ledviny je nefron.
Sklada se z glomerulu (klutkdo vlase€nic, kapilar) a tubularniho systému, ktery

vyGguje do vrcholu pyramidy

1.1.2 Fyziologie ledviny

Ledviny jsou funkné pomerné heterogenni organ. Do riose ledvinami
vyluéuji latky, kterych je vde nadbytek. Jedna se zejména o vodu a ionty. Béle
vyluéuji zplodiny metabolismu — jako je kyselina &&owa, ma@ovina a kreatinin.

V nékterych gipadech lze v mt nalézt latky, které se za normalnich okolnosti
nevyskytujf. Jedna se naixlad o bilkovinu (proteinurie), jejiz nalez v santze mit
razné giciny od pouhé zvySené 2ae organismu az povazné poskozeni funkce ledvin.
Dale mize byt v mgi pfitomna glukéza. Tento stav se nazyva glykosuri@astava,
pokud glykémie ma hodnotu vy3si nez 8,88 mimol Tento stav se da vyuZzitip
odhaleni diabetes mellitus.

Ledviny maji i endokrinni funkci. Ta spiwa v tvorkE reninu a erytropoetinu.
Renin je hormon, produkovany jako odpdvna snizené prokrveni ledviny, nebo na
snizenou koncentraci sodiku a chléridirento hormon je s@asti systému renin -

angiotenzin - aldosteron, udrzujiciho slozeni kigtazmy a regulujici krevni tldk
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Vyznamnou roli hraji ledviny v udrZzovani acidob&®c rovnovahy. ZvySenym
vylu¢ovanim vodikovych nebo bikarbonatovych iontudrzuji pH krve ve
fyziologickém rozmezi 7,40 + 0,84 Ledviny mitochondridinim enzymem 25-
hydroxyvitamin-D3-1-hydroxylasou hydroxyluji 25-hyxkycholekalciferol v pozici 1
na biologicky aktivni formti

1.2 Mo¢

Mo¢ je tIni odpadni tekutina, vznikajici v ledvindch a dpsta casto bez
nutnosti invazivniho zasahdipdbsru. Jedna se o zahesy ultrafiltrat krevni plazmy,

Jeji analyzou ziskavame cenné informace o stavan@qu a jeho metabolismu.
1.2.1  Primérni mo¢

Primarni ma@ vznik& ultrafiltraci krevni plazmyips bazalni membranu glomerulu.
Denrg ji vznikd asi 180 litk. Ma velice podobné sloZeni jako krevni plazma,
neobsahuje té#h zadné proteiny, jelikoz tyip filtraci neprojdou pes membranu
Primarni m@ putuje po pichodu glomerulem do systému tulbbulZde dochazi
k resorpci anorganickych ioht vody. Za zgtné vstebavani vody a regulaci vodniho a
iontového hospodétvi organizmu je zodpédny hormon adiuretih

1.2.2 Definitivni mo¢

O definitivni mai Ize mluvit ve chvili, kdy primarni moprojde glomerulem
a tubularnim systémem do ledvinné pékyj kde je shromaPovdna. Nasledn
je levym a pravym mimvodem transportovana do towého néchyke. Jeji mnozstvi je
okolo 500 miden. Za fyziologického stavu by &m obsahovat latky jiz pro
organismus nevyuzitelné (zplodiny, zbytky metabol3, tzn. latky, které jsou svou
koncentraci vde nadbyténé, dale nose vylutovanych latek a latkyélu cizorodé
(Iéky, drogy, atd3
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1.3 Chemické slozeni md&i

1.3.1 Historie

VySeteni mai pafti historicky k nejstarSim vyS@nim, bylo provaeho jiz
za Hippokrata, tj. v5. stoletitgd naSim letopgem a pai doposud k nejstarSim
laboratornim vy3éenim v Iékastvi vibed. Na sladkou chiimasi diabetiki upozornil
uz v roce 1674 Angtan Thomas Willis, sto let nato jeho krajan MatthBwbson
dokazal, Ze sladka chumosi je zpisobena cukrefn S rozvojem ¥dy a novymi
moznostmi zmapoval narodnfad pro letectvi a kosmonautiku (NASA) v roce 1971
velice podroba sloZzeni mei. Davodem byla pdeba zjistit, k jakym zrnam
metabolismu dochazichem vesmirnych léta po navratu z nich. V literarnim zdroji
i tabulce¢. 1 jsou uvedeny pouze analyty, jejichz maximalmmdentrace v mi byla

vy33i nez 10 mygt’.

Tabulka €. 1: Chemické sloZzeni mé& (NASA &ervenec 1971)

] Molekulova Rozptyl
Latka Vzorec hmotnost mgHlL
(Da)
Mocovina CHN20 60,1 9300 - 2330
Chloridy Cr 35,5 1870 - 840(
Sodik Na 23,0 1170 - 439(
Draslik K" 39,1 750 - 2610
Kreatinin GH7N30O 113,1 670 - 2150
Kyselina hippurova €1oNO3 179,2 50 - 1670
Celkovy fosfor P 31,0 470 - 107
Kyselina citronova 6HsOr 192,1 90 - 930
Kyselina glukuronova 61007 194,1 70 - 880
Amoniak NH; 17,0 200 - 730
Kyselina m@ova GHaN4Os 168,1 40 - 670
Uropepsin ©GH11NO3 181,2 70 - 560

12



] Molekulova Rozptyl
Latka Vzorec hmotnost mgrlL
(Da)

Hydrogenuhkitany HCC" 61,0 20 - 560
Kreatin G | 1492 0-530
Organicka sira S 32,1 77 - 470
Glycin CHsNO: 75,1 90 - 450
Fenoly GHs*OH 94,1 130 - 420
Kyselina mléna C3H603 90,1 30 - 400
Vapnik ca* 40,1 30 - 390
Histidin CeHoN3O2 155,2 40 - 330
Kyselina glutamova E€HoNO4 147,1 7-320
Androsteron @oH3002 290,5 2-280
1-Methylhistidin GH11Ns302 169,2 30 - 260
Hoi¢ik Mg 24,3 20 - 205
Derivaty imidazolu GH4N2 68,1 90 - 200
Glukosa CeH1206 180,1 30 - 200
Taurin GH7/NOsS 125,2 5-200
Kyselina asparagova 487NOy 133,1 7-170
Uhli¢itany CQ* 60,0 100 - 150
Cystein GHeNO2S 240,3 7-130
Citrulin CeH13N303 175,2 0-130
Threonin GHoNOs 119,1 10-120
Lysin CeH14N202 146,2 5-110
Kyselina indoxylsirova gHoNOsS 231,2 3-110
Kyselina m-hydroxyhippurova dEIgNO4 195,2 1-100
E;’jfo“;r?/lg;gydmxyfe”y" CoH100s 182,2 1-100
Kyselina aminisomaselna 489NO2 103,1 3-120
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Molekulova

Latka Vzorec hmotnost Rn?é?t}/ |
(Da)

Urobilin C33H40N40s 588,7 7-9
Tyrosin GH40s 181,2 10-70
Kyselina pyrohroznova $£1403 88,1 7-70
Albumin 666645’076?0' 2-70
Asparagin GHsN203 132,1 20-70
Tryptofan Gi1H12N202 286,8 5-60
Aceton GHeO 58,1 10 - 50
Serin GH7NGOs 105,1 20 -50
Alanin GH7NO2 89,1 15-50
Purinové baze §E14N4 120,1 0-50
Arginin CeH14N4O2 174,2 7 -40
Kyselina askorbova éE1506 176,1 3-40
Kyselina $avelova GH204 90,0 1-30
Bilirubin C33H36N406 584,7 3-30
Valin CsH11NO2 117,2 7-30
Fenylalanin GH11INO2 165,2 6 - 30
Allantoin C4HsN4O3 158,1 2-25
Kyselina oxoglutarova §E160s 146,1 13-25
Leucin GH1aNO2 131,2 8-25
Kyselina guanidinoctova 4E17N302 117,1 9-25
Isoleucin GH13NO2 131,2 4-22
Urobilinogen G3H42N4Og 590,7 0-17
Ethanolamin eH/NO 61,1 3-15
Guanidin CHN3 59,1 7-13
Methionin sulfoxid GH11NOsS 165,2 0-13
Kyselina anhydroaskorbova 63606 174,1 3-13
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Molekulova Rozbtvl
Latka Vzorec hmotnost m ?3/
(Da) J
Inositol GsH1206 180,2 5-100
Kyselina mravedi CH20: 46,0 20-90

1.3.2 Anorganické a organické slozeni mé&

Nejvice zastoupené anorganické latky v definitimmici jsou pedevSim soli
ve forme svych ionti. NejvyznamgjSi procentudlni zastoupeni maji vapenaté, sodné
a draselné kationty, z anignjsou to chloridové, hydrogenutiianové a uhtiitanové.

Velky podil maji také anorganicka sira a fosfor

Co se tye organickych komponent réo je jich mozné naleznout nisgberné
mnozZstvi. Nejvice je zastoupenadowvina, az padesat procent. Ta vznika z amoniaku,
ktery je produktem deaminace aminokyselin. Kreatinznikad od&tpenim fosfatu
z kreatinfosfatu, ktery je ve svalech jako zdrogmgie pro svalovou kontrakci. Jeho
tvorba je obrazem velikosti svalové hmoty. Karnjgnlatka podilejici se na transportu
mastnych kyselin s dlouhynietzci (Ci2 - C1g) do mitochondril. Pii zvySené z&vi je
karnitin za pitomnosti acetyl-CoA fgmenén na acetylkarnitin s cilem snazsiho vyuZiti
mastnych kyselin jako zdroje enerfie Mo¢ dale obsahuje rozmanité mnozstvi
organickych kyselin — zejména kyselinu askorbovétgvelovou, pyrohroznovou,
citronovou, kterd je saasti metabolicky vyznamného Krebsova cyklu a kyseli
mlénou, tvdenou @i anaerobnim metabolismu. Do tmose také vylduji
aminokyseliny viz. tabulka. 1. Z enzyni je vyznamnym analyteni@devSim amylaza,
jeji zvySené hodnoty poukazuji na poskozeni pamkreStanovuje se jeji aktivita
v mai (refererni rozptyl amylazy je 1,70 — 33,0 pukdj. Nekteré hormony se do nio
vyluéuji pifimo, jako estrogeny a progesteron. dppE hormori adrenalinu a

noradrenalinu se do miovyluéuje jejich metabolit, kyselina vanilmandlova
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1.4 Faktory vyvolavajici zmény slozeni mdi

141 Veék

V doposud provedenych studiich byl zjistvlivem starnuti pokles pH nip
obsahu vépniku, amoniaku, kreatininu, karnitinugtg&arnitinu, alaninu, kyseliny
mlé&né, fosforénanu vapenateho,rgsyceni (super saturacefagelanu vapenatého
(CaOx). S ¢kem se dale zvySuje mnozstvi citratu a hodnatesyceni kyseliny
mocové. Koncentrace zinku v mio se vlivem ku vyznamg nenteni, Ize vSak
pozorovat nepatrny nast v cEtstvi a po 50. roce Zivota. & dosahuje nejvysSich
hodnot v dtském ¥ku, okolo 20. roku Zivota poklesne na hladinu, é&tesi udrZzuje az
do stdi. Koncentrace Zeleza nijak vyznagnmekoreluje s &kem. Nutno zminit, Zzeip
hodnotach pH m& vysSich nez 7 ziaé klesa koncentrace zinku. Na hladiny Zeleza
a zinku ma hodnota pH zanedbatelny Wi#13

1.4.2 BMIindex

VySSi hodnoty body mass indexu (BMI) jsou rizikavyfaktorem pro vznik
ledvinovych kamet. Bylo zjiS€no, Ze lidé s vyS3Simi hodnotami BMI vyluji do mdai
vice $avelanu, kyseliny mmvé, sodiku a fosfatu nez dobrovolnici s niZsi lubdn
BMI. Pfi porovnani méi muai s normalnim BMI a mu¥obéznich Ize zjistit, Ze obézni
mladi muzi vykazovali vysSi hodnoty triglyceilid celkovy cholesterol a nizsi

testosteron, nez muzi normalnich hmotriési®
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Tabulka ¢ 2: Udaje a mnozstvi analyh u muzi s riznym indexem glesné

hmotnostit®

Parametr S T/grhrgilni Obézni Jednotky
Veék 21,4+2,0 20,8+1,8 rok
VysSka 173,5+6,0 177,7£5,8 cm
Vaha 62,2 +6,8 101,21 +121 kg
BMI 206 £1,5 32,0+ 3,8 kg.th
MnoZstvi tuku 10,6 + 3,1 30,9 £5/4 kg
Triglyceridy 0,9+0,3 2,2+0,7 mmotl
Celkovy cholesterol 3,6 +0,5 4,6 +0,9 mniél.|
Inzulin 54+1,9 13,8+5,5 mUE|
Testosteron 22,6 +5,0 18,9+ 6, mrhl.|

1.4.3 Barva pleti

P¥i analyze meéi Zen s¢ernou a bilou barvou pleti, kdgk (pramérné 65,8 -67,9
let) a BMI (pimérné 26,1- 29,3) nily témei podobny, se zjistilo, Ze jsou zde nuance
v koncentraci #kterych mei vylutovanych analyt. Zeny stmavou pleti de#n
vyluéuji mére vapniku, drasliku, fosfatu. Exkrecéagelanu, kreatininu a hodnota pH

magi je ale vy3si, nezli je tomu tak u Zen s bilowbarpleti’.
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Tabulka €. 3: MnozZstvi latek v mai Zen s tmavou a bilou barvou plet’

Zeny

p S bilou barvou | S tmavou barvou

arametr : .

pleti pleti

kreatinin (mg) 1036,0 1225,0
vapnik (mg) 183,0 118,0
oxalat (mg) 28,0 30,0
citrat (mg) 686,0 653,0
kyselina m@ova 448,0 450,0
(mg)
sodik (mEQ) 137,0 142,0
draslik (mEQ) 64,0 55,0
hoi¢ik (mg) 104,0 93,0
fosfat (mg) 743,0 623,0
sulfat mmol) 17,0 14,0
pH 6,1 6,2

1.5 Metody analyzy mai

V Klinické praxi se pouzivaji metody snadné, rgchllevné. Jedna se ritgad
o spektrofotometrické stanoveni. Timtoiagpbem se da cilénmétit pouze omezené
mnoZstvi latek. Slo&Simi metodami, které je mozZno pouzit, jsou metody
chromatografické - plynova (GC), kapalinova chramgaafie (HPLC). Pofipads tyto
metody v kombinaci s hmotnostni detekci (GC/MS, MS), kdy se dostava
elementarni informace o monoisotopické molarni mosti a lze takto dit velké

mnozstvi latek.
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1.5.1 Kapalinova chromatografie (HPLC)

Kapalinova chromatografie je separa metoda, ktera funguje na principu
rozaéleni slozek srsi mezi proudici mobilni fazi a stacionarni tdzSeparace probiha
v chromatografické kolah na zaklad raznorodé retence jednotlivych andlyke

stacionarni fazi.

1.5.2 Chromatografie hydrofilnich interakci (HILIC)

Mechanizmus zodp@dny za HILIC separaci neni stale plobjasgn. Mezi
navrhovanymi principy figuruje mechanizmus répdani mezi hydrofobnicasti
mobilni faze a silé hydrofobni vrstvou vody, ktera je imobilizovanap@vrchu polarni
stacionarni faze. Déle jergupokladan velky vliv vodikovych vazeb a iontovych
interakci, mechanismus HILIC separace je tedy powéi za komplexh. P HILIC
separaci se jako stacionarni faze vyuzivaiikégn silikagel nebo stacionarni faze
obsahujici hydroxyethylovou, aminovou skupiri zwitterion. Stacionarni faze
vyuzivané pro HILIC miZeme rozdliit do ti z&kladnich skupin. Neutralni — bez
elektrostatickych interakci, nabité — silné ele&tadické interakce a Zwitterionty — slabé
elektrostatické interaké® Technika chromatografie hydrofilnich interakcileza
nejprve uplatdni pi separacich sachafid aminokyselin a peptid®. V poslednich
letech ale rychle roste pet now vyvinutych kolon pro HILIC a aplikaci pro separace
oblasti analyz Zivotniho prdsidi, potravin, firodnich latek, syntetickych d& i
iontovych a neiontovych tenZid Jednou z vyznamnych vyhod HILIC separaci je
zvySena citlivost LC/MS analyz diky zlepSené ionizalektrosprejem (ESI) v
mobilnich fazich s vysokym obsahem acetonitifa
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1.5.3 Hmotnostni spektrometrie (MS)

Hmotnostni spektrometrie je separa technika, ktera fevadi vzorek na
ionizovanou plynnou fazi a vzniklé ionty separujgdle podilu jejich hmotnosti (m)
a naboje (z) m/z. Pouziva se pro detekci molekadwslosti na jejich hmotnosti, z toho
dale pramenici moZnosti deni elementarniho sloZeni nezndmych lat&k,pro
objasrgni chemické struktury molekul na zakkaMS/MS experimerit. Vzorek je pi
analyze pomoci hmotnostni spektrometrie d¢epaa ionizovan, naslednjsou ionty
vedeny a akcelerovany do hmotnostniho analyzatbiuu), kde dochazi k jejich
separaci na zakladpomeru m/z a nasledné detekci iGnt Kombinaci dvowi vice
hmotnostnich analyzatibpivznikaji tzv. tandemové hmotnostni spektrometns(MS).
Principem &chto istroju je pomoci prvniho hmotnostniho analyzatoru vysepatr
pozadovaneé ionty, naslegje podrobit vysokoenergetické kolizi s neutralrglynem a
pomoci dalSiho hmotnostniho analyzatoru vnikléyiartalyzovat. Na zakl&dresnosti
mérené hmotnosti se hmotnostni  spektrometrfli dna d¥ skupiny: nizko a

vysokorozliovaci instrumerf?3

V dnesni dob existuje velké mnoZzstviiznych hmotnostnich spektromieind
raznych firem kombinujicichtizné hmotnosti analyzatory - kvadrupdl (Q), iontpa&t
(IT), praletovy analyzator (TOF) a speciélni typy iontovyphsti jako je linearni
iontova past (LIT), Orbitrapc¢i iontovd cyklotronovd resonance s Fourierovou
transformaci (FT-ICR) a proto podrafjinpopiSi pouze mnou vyuzivany hmotnostni
spektrometr Orbitrap Q Exative plus. lonty ze zdr@Sl) jsou podtlakem nasavany
k iontové optice se systématocek. V dalSicasti MS je usrérnéna draha letu nabitych
¢astic o 90 stup, ¢imZz dochazi k selekci fotdna nenabitychtéstic, které proleti
rovré. Kvadrupol slouzici jako prvni hmotnostni analgraffiltr) umoziuje diky
unikatnimu pouziti kvadrupolovych diys hyperbolickym pifezem zvysit selektivitu
s minimalni ztratou citlivosti. \asti nazyvané c-trap (iontova past), dochazi ke
kumulaci ioni do malého prostoru. Odtud jsou néskegodle typu skenu vyisleny
bud do vysokoenergetické fragmetwh cely (HCD) nebo do vysokorozliSovaciho

hmotnostniho analyzatoru (Orbitrap) k detekci. \V&ech ¢astech MS je ifitomno
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vakuum, vyjma ESI, ktera probihd za atmosférick8hku. Vakuum se kaskadowit

snizuje ve siru letu ionfi?%24:23

Obrazek ¢. 1: Schéma hmotnostni analyzatoru Orbitrap
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1.5.3.1Elektrosprejova ionizace (ESI)

P¥i ionizaci elektrosprejem prochazi eluat po vystamhromatografické kolony
kapilarou, na jejiz konec je vloZeno vysoké #iafg3-6 kV), takze malé kagky
vznikajici na vystupu z kapilary nesou vlivem vy8bk gradientu elektrického pole
kladny nebo zaporny naboj podle polarity vioZzenéhmmzEti na kapilaru. DalSim
odpaovanim rozpoustla dochazi ke zmenSeni velikosti kaghk a tim i ke zvySeni
hustoty povrchového néboje, az dojde ke coulombiekplozi (rozpadu na mensSi
kapicky s povrchovym nabojem) az nakonec v pozitivnimdmdaojde ke vzniku
protonovaného molekularniho iontu, nebo aduktu kdle negasgji se sodnym,
draselnym nebo amonnym iontem. ¥pac negativni ionizace ke vzniku
deprotovaného molekulového iontu. Takto vzniklé tyonsou vakuem nasavany
do MS',



2 Cile prace a hypotéza

2.1 Cile prace

Literarni reSersi zjistit poznatky o anorganické@norganickém sloZzeni niio
Porovnat faktory, majici vliv na slozeni tmozejména pak vliv &ku. Osvojeni si
metody LC-MS pouzivané k charakterizovani metakého obrazu m#. PouZiti této
metody k analyzetyi vybranych analyt v mai pacienti raiznych &kovych skupin.

Vybranymi analyty byly kreatinin, acetylkarnitinaknitin a alanin.

2.2 Hypotéza

HO1: Koncentrace metabaliv madi riznych wkovych skupin paciefitnebude stejna.

HAL: Koncentrace metabalitv mcti riznych vkovych skupin pacieidtbude stejna.
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3 Metodika

3.1 Sbhér materialu

Pro analyzu metabolického obrazu metodou LC-MS shirdna ranni ndo
Shira se sedni proud na o do standartni odbové zkumavky v objemu do 10 ml
a ozngené kodem. Jako zkoumany soubor jsem si vybral BOnyamizovanych
dobrovolniki. Ty jsem rozdlil do péti vékovych skupin 15, 25, 35, 45 a 55 let.
V jednotlivych kategoriich bylo vzdy pcoith muzich a Zenach a ponechal jsetkoxy

rozptyl pro jednotlivé skupiny 5 let.

Tabulka €. 4: Kédovani a roz#idéni vzorka moéi

Zeny
J.G.15| L.8.25 R.D.3EM.M.45( J.N.55
I.LF.15 | L.M. 25/ L. K. 35| R.N.45| 1.8.55
A.G.15| E.H.25| O.F.3§ D.G.4% D.H.§5
K.F.15| L.L.25| R.G.3% V.D.45 | L.F.55
T.V.15| K.S.25| E.H.3% J.S.45 J.S.b5
Muzi
L.M.15 | L.S.25] J.H.35 R.M.45L.J.55
JP.15| T.K.2d L. F.3§ M.B.45L.S.55
M. Be. 15| R. M. 25| M. M. 35| A. B. 45| J. H. 55
T.J.15| J3C.25| A T.35| J.P.4d L M.55
M.B.15 | D.K.25| J.F.35| A.S.49 J.B.5b

Mo¢ je tteba analyzovat co nejrychlejifiRlelSim skladovani je dobré thachovavat
v mrazaku ¢i chladntce nebo konzervovat azidem sodnym, abychobedgsli

degradanim procegm.
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M¢eteni bylo opakovano vedch sériich gasovym rozestupem 10 a 5 dni. U
anonymizovanych dobrovolnik se formou dotazniku zjistily zakladni parametry
dulezité pro vyhodnoceni vysledkako: &k, vaha vyska, sloZeni potravy, probihajici

onemockni, uzivani 1ék atd. Vyuzity dotaznik jefilohou této prace.

3.2 Priprava vzorka pired analyzou

Ze zkumavek se vzorky respondentskychtinylo odpipetovano automatickou
pipetou 200 ul moci do eppendorf zkumavek, ozimych stejnymi kody jako
na odigrovych zkumavkach. Dale se pro precipitaci bilkovan nutnosti obsahu
minimalné 70% organické faze ve vzorku (awbdu funknosti HILIC separace)
pridalo 800ul ACN, nasleds byla provedena centrifugacé& g0 000 RPM a 20 °C po
dobu 10 minut. Do kdédem oztenych autosamplerovych vialek byla napipetovana
smés dvou vnitnich standaril (D3-karnitin, D3-kreatinin) o 50uM koncentraci
vobjemu 10ul. Ke snesi vnittnich standantl bylo pridano 90 ul supernatantu
ze zcentrifugované zkumavky s tia ACN. Zkumavky byly sezeny do stojanku a

dany do autosamplerovéitpradky.

3.3 Priprava mobilni faze

Jako prvni mobilni fazi (A) byl pouzit roztok utitanu amonného ((NHCOz)
o koncentraci 20 mmof. Za pouziti pH metru a roztoku hydroxidu amonného
(NH4OH) doslo k finalni Gpra¥pH mobilni faze na hodnotu 9,2. Druhou mobilrgifa
byl 90% roztok acetonitrilu.

3.4 Pomicky a reagencie

V néasledujicim w§tu jsou uvedeny chemikalie, pdiky a gistrojové vybaveni,

které byly pouZzity pro fopravu a analyzu vzotk
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3.4.1 Chemikalie

» uhlicitan amonny - Sigma-Aldrich (@necko)

» acetonitril - Fischer Scientific (UK)

* hydroxid amonny, 25% roztok - Fluka analytical (l&da)
* Azid sodny - Sigma (Bmecko)

3.4.2 Vnit¥ni standardy
» L-karnitin-methyl-d3-hydrochlorid - Cambrige iso®faboratories (USA)
e kreatinin-methyl-d3 - Isotech (USA)

3.4.3 Standardy

e Alanin - Sigma-Aldrich (Nmecko)

* Acetyl-L-karnitin chlorid - Santa Cruz biotechnolofiJSA)
e Kreatinin - Sigma-Aldrich (Nmecko)

e DL-karnitin- Sigma-Aldrich (Nmecko)

3.4.4 Pomicky a pristrojové vybaveni

* automaticka pipeta - Eppendorf research plus (Kanad

» pipetovaci Sgiky - Eppendorf (Kanada)

» plastové eppendorfovy zkumavky - Eppendorf (Kanada)

» odbirové zkumavky na nio

» autosamplerové zkumavky se septovym geéw - Thermo scientific (USA)
* stojan na zkumavky

» stojan na eppendorf zkumavky

» stojan na autosamplerové vialky

» kolona pro kapalinovou chromatografii typ ZIC-pH@.} Merck (Nemecko)
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» centrifuga Hettich universal 320R - Fischer sci@nti

* pH metr toledo FEP - Fischer scientific

« Orbitrap Q exactive plus - Thermo scientific

+ Shaker UOCHB -(R)

* Dionex ultimate 3000 XRS pump - Thermo Scientific

* Dionex ultimate 3000 XPS open autosampler - Thegtientific

* Dionex ultimate 3000 RS Column compartment - TheB8aientific

Obrazek ¢. 2: Kapalinovy chromatograf Dionex a hmotnostni spktrometr
Orbitrap zdroj: <http://massspec.fas.harvard.edu/pageslimsntss>

Orbitrap

Dionex 3000 XRS
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3.5 Analyza vzorkd moci

3.5.1 Metoda LC-MS

Jedna se o spojeni dvotigtroji - kapalinového chromatografu a hmotnostniho
spektrometru. Ukolem kapalinového chromatografuwdeeparovat jednotlivé analyty
z mobilni faze na stacionarni fazi. Vystupem jeoamatogram, na kterém je pro kazdou
vyseparovanou latku viditelny pik. Za pomocifiacového softwaru je mozno o piku
ziskat informace jako jeho plochu, retehc¢as, Stku piku v polovig jeho vysSky. Pro
analyzu vzork mati byl pouzit kapalinovy chromatograf Dionex ultirm&8000 slozeny
Z pumpy, oteieného autosamleru a kolonového prostoru. Pouzila kgiona ZIC-
pHILIC, 150x4,6mm, 5um. V této kolénlize separovat latky principem hydrofilnich
interakci. Stacionarni faze je tema tuhym sorbentem s hydrofilnim filmem. Mobilni
faze je v tomto fipact tvorena acetonitrilem a ukiitanem amonnym. #Panalyze byla

kolona temperovana na 35 °C.
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4  Vysledky

Pro tuto bakai&kou préaci bylo verech sériich nasbirano celkem 150 vziooki
padesati anonymizovanych dobrovolnik25 Zen a 25 mud, ktei pochazeli
z tAborského aeskobudjovického okresu a spbvali vékova kritéria 15, 25, 35 45, 55
+ 5 let. OdRry ranni ma@i ze stedniho proudu byly realizovany 1. 4., 10. 4. a4b5.
2015. LC-MS analyza byla proveden& gskych Budjovicich v laboratti analytické
biochemie a metabolomiky Entomologického Ustavwgldgjického centra Akademie
véd Ceské republiky. Vzorky byly podrobeny jak necilenérak cilenému screeningu.
Méfeni bylo provadno v pozitivnim modu v plném skenu v rozsahu 750100a
s vyuzitim datov zavislého MS/MS . Z takto naffenych dat byl naslednproveden
cileny screening, s vyuZzitim rekonstruovanych cratmgrani vychazejicich z plného
skenu pro semikvantifikaci vybranych latek a MS/BK&ny pro jejich identifikaci. Pro
semikvatifikaci byly vybrany nasledujici latky: aglarnitin, karnitin, kreatinin
a alanin, které jsou touto metodou viditelné a tsjalovana korelace mnozstéctito
analytu s ¥kem daré.

Kazda ¥kova kategorie byla zpracovana samostaintaké i zvl&S pro muze a Zeny
v ramci jedné ¥kové kategorie. Vysledné hodnoty byly @p@rovany a do tabulek byl
uveden zastupce s hodnotou nejvice se blizici mmpriiméru spolu se sirodatnou
odchylkou. Hodnoty ploch pikbyly prepasitany na plochu piku kreatininu Awbdu
normalizace dat. Dale jsou k tabulkamilqgzeny chromatogramy a hmotnostni spektra

pro dany analyt a grafy demonstrujici&m hodnot ploch piku vliveméku.
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4.1 Hmotnostni spektra

Obrazek ¢. 3: Hmotnostni spektrum pro kreatinin

10C - 114.0662
] CHj
Refflive Abundance [M+H]+ |
] N _NH,
GOi /
] N +
40 74 +H
] o
20
0 1 seo71:  110.0602 16070 152.0221 166.072: 181.0529 194.1037
““““‘\““\““\““““‘\““\“‘ \‘““““\““\“"\““““‘\““\““\“‘“““\‘“‘\““\““““‘\““\““\““‘
80 10C 12C 14C 16C 18C 20C

m/z

Vrozec fekreslen v ACD/ChemSketch, zdroj
<http://www.hmdb.ca/metabolites/HMDB00562>
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Obrazek ¢. 4: Hmotnostni spektrum pro acetylkarnitin

100 - 204.1230 HaC
] [M+H]+
Refiftive Abundance o
60—: \ O
. +
40 H3C—N\—CH3 4
-106.0863
20 - CH3 + H+ OH
- 1114.066; 182.0813 229.1546
o by, 557009 ‘ M | |241.1546 575 0764 307.0438 341.1706
RN LN LA R NN LN L L NN L R RN R LA LA LR A LN LR RN RN R
10¢ 15¢ 20C 25C 30¢ 35(
m/z

Vrozec gekreslen v ACD/ChemSketch, zdroj <
http://mwww.hmdb.ca/metabolites/HMDB00201>
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Obrazek €. 5: Hmotnostni spektrum pro karnitin

100 — 162.1125
§ [M+H]+
] 165.1312
Refftive Abundanc HaCo + OH

] N
6C — | “CH,

] CH; OH O
4CE + H+
. ] 160.1335

s 158.0925 170.0922
o 1240870134 0813 146.1177 || |173.0857  190.082:

R Ly L L]l A s L L] A A A Ly R i) I S ) A A L B B A U AR U
12¢ 13¢ 14¢ 15¢ 16¢ 17¢ 18¢ 19¢ 20¢
m/z

Vrozec ekreslen v ACD/ChemSketch, zdroj

<

http://mwww.hmdb.ca/metabolites/HMDB00062>
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Obrazek ¢. 6: Hmotnostni spektrum pro alanin

1ot 90.055(
Refitive Abundanc [M+H+] CHg
] o>
6C — T N Ly
4c -
2C 83.060-
, 1810447 g6.0p0: o007t p1058 95.060 99,055
R R R L R A R R R R RN RN RN RN RN RN
8 85 o 95

m/z

Vzorec gekleslen v ACD/ChemSketch, zdroj:

< http://www.hmdb.ca/metabolites/HMDB00161>

4.2 Chromatogramy

Chromatogramy byly zpracovany programem Thermo liga Qual
BrowsefM. Pro porovnani jsou piky uvedeny sestupodle ¥kovych kategorii od
patnactiletych po padesattpeté. Hodnoty ploch pik piepaitanych na plochu piku
kreatininu jsou uvedeny v tabulkach. Uvedena jenpsérie ndfeni, druhda aiéti je
umisena v iloze.
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4.2.1 Prvni série méreni

Obrazek ¢. 7: Chromatogramy pro kreatinin - Zeny

RT:4.00 - 6.99

100 15 5.70 5.72 5,74 NL: 3.5E9
© 100 5.69 5-75 577 NL: 3.5E¢
g n 25 | ‘V\‘\V\A
[} = \.

N 5.92

31007 35 BT =93 NL: 3.12E9

s - [\ 6.04

= 5.89 5.93

@ 100

I 45 /W\5-98 NL: 36E9
) 5.90

100 55 5.88 "% 5.93 :

] 581,/ 6.02 NL: 3.2ES
B AR A AR AR R AR \\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
4.0 45 5.0 5.5 6.0 6.5
Time (min)
Obrazek ¢. 8: Chromatogramy pro kreatinin - muZi
RT: 4.00 - 6.99
100 15 5.70 /2 5.79 NL: 3.8E9
7 5.61 5.87
570 572
© 100~ 5.67 .
o+t 25 e 0 4" .82 NL: 3.3E9
[} n / '\
©
= 5.92
2100+ 5.89 >-9¢ 593
Q - Ww .
< 7 35 6,04 NL: 3.1E9
g - <
& 100- 45 587 S22 5% 1 36E0
(O] |
- 6.03
5.85 5.88 5 g5
100+ =2
1 55 W NL: 3.2E9
e \\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5

Time (min)
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Tabulka ¢. 5: Hodnoty ploch piku pro kreatinin

Kreatinin - 1 série méreni

Zeny MuZzi
Kéd plocha piku * 10° Kaéd plocha piku * 10°
J.G. 15 40.22 £ 3.03 J.P.1b 42.85 £ 4.77
K.S. 25 39.94+431 D. K. 2f 36.23 +7.02
O.F. 35 33.11+1.93 L.F. 35 34.01 +4.63
D.G. 45 38.48 + 3.44 R. M. 4b 38.1+£2.95
J. N. 55 33.34 +5.27 J. H. 5% 36.32 + 2.47
Obrazek ¢. 9: Chromatogramy pro acetylkarnitin - zeny
RT:5.00 - 8.00
100~ 15 6.53 6.56

] NL: 5.8E9
. 6.66 6.68

4100+ o5 NL: 1.4E9

;E ]

= 6.65

2% 35 N\ NL: 2.3E9

(] — /

2 6.67

£ 1005 45 6.69 NL: 2.1E9

r g

100- 6.63 665
. 55 NL: 1.2E9
T AR AR AR RN AR MR A \\\\\\\\\\\\\\\\
5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5
Time (min)
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Obrazek ¢. 10: Chromatogramy pro acetylkarnitin - muzi

RT: 5.00 - 8.00
15 6.57
100- 6.53 NL: 5.4E€
] 6.43
6.52
(]
2 1003 25 6.42 NL: 6.7E9
s -
g 6.68
3100 35 6652, 6.72 NL: 3.0E9
g - e
2 6.69
6.66
§ 1007 45 NL: 2.0EQ
i 6.67
100 55 pe NL: 2.7E9
Sy L T e A e L L A M M L L A e B A M I
5. 55 6.0 6.5 7.0 7.5 8
Time (min)

Tabulka ¢. 6: Hodnoty ploch piku pro acetylkarnitin

Acetylkarnitin - 1. série méieni

Zeny MuZi
Kod plocha piku/kreatinin* 103 Kod plocha piku/kreatinin* 103
T.V.15 16.75 £ 21.09 L. M. 1% 13.38 + 23.60
E.H. 25 26.55 + 19.66 L.S.2b 18.69 + 24.49
R. D. 35 58.17 £ 37.91 A.T.3b 72.25 +53.76
M. M. 45 41.66 + 21.47 J.P.4% 34.80 £ 15.52
D. H. 55 36.80 £61.39 J. B.5b 61.80 + 33.08
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Obrazek ¢. 11: Chromatogramy pro karnitin - Zeny

RT: 6.00 - 10.00

8.02
) 8.11
8100 25 809 %" 815 NL: 8.1ES
§ ) 8.12
2100 "+ 8.15
< - 35 NL: 9.0E9
s - 810
1007 45 /\ 8.12 NL: 1.1E9
¥ 4
8.10 8.15
100+ > 8.17
] & NL: 7.2ES
6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 1C
Time (min)
Obrazek ¢. 12: Chromatogramy pro karnitin - muzZi
RT: 6.00 - 10.00
15 7.99 8.03
100+ : 8.07 .
g 2 %0 NL: 4.8ES
. 8.00 g.04
2100+ eSS
. 25 7.89 [, NL: 8.1E9
s -
S 8.13
5100, 35 8.09 " 817 NL: 7.7E9
g N
2 8.00
< 100~ 7.96
g 45 /M\ 8.04 NL: 1.1E9
) 8.12
1007 55 8.09 77 g.17 NL: 1.7E9
6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 1C
Time (min)
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Tabulka ¢. 7: Hodnoty ploch pikii pro karnitin

Karnitin - 1. série méreni

Zeny MuZi
Kéd plocha piku/kreatinin* 103 Koéd plocha piku/kreatinin* 103
T.V.15 82.15 + 140.41 L. M. 1p 125.00 £ 157.14
E.H. 25 284.49 + 167.48 D. K. 25 125.88 £ 106.01
R. D. 35 213.45 + 102.92 J.F. 35 169.42 + 69.54
D. G. 45 185.51 £ 106.69 R. M. 45 211.02 + 145.26
D. H. 55 185.46 £ 72.87 J.B.5b 304.59 + 204.14

Obrazek ¢. 13: Chromatogramy pro alanin - Zeny

RT:7.00 - 11.00

100+, 15 g.95 203 9.06 NL: 1.7ES
4 7.25
9.09 g 12
()
61007 25 A NL: 3.8E9
8 3 ‘
= 9.11
{Eloct 35 7917
T 3 7.39 JAN NL: 1.6E9
>
= 9.10 9.13
§ 1993 45 /’\ NL: 2.2E9
B 9.13
1005 55 217 NL: 2.4E9
:WWWWWWWWWTWWWWWTWWWWWWW
7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 10.0 10.5 11

Time (min)
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Obrazek ¢. 14: Chromatogramy pro alanin - muZi

RT:7.00 - 11.00

9.04 g o7
1ocr: 15 8.97 912 NL: 13E9
©100- o 9.01 9933 9.05 NL: 1.5E€
c - AN
§ ) 9.12
4 9.17
3100, 35 /i NL: 1.0E9
[ .
2
© 100+ 45 8.98 %% 9,07 NL: 1.8ES
¢ 1 73l7a /A\
9.11 9.13 915
100
] E NL: 2.2E9
- 53 /. 9.24
7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 10.0 10.5 11
Time (min)
Tabulka €. 7: Hodnoty ploch pikii pro alanin
Alanin - 1. série n&reni
Zeny MuZi
Kod plocha piku/kreatinin* 103 Kod plocha piku/kreatinin* 103
K.F. 15 499 +1.99 M. Be. 1p 3.91+£1.53
E.H. 25 10.41 £5.02 T. K. 25 381211
L. K. 35 3.00 £ 3.25 J. F. 35 1.93+1.42
M. M. 45 3.92 +5.64 M. B. 45 4.08 £1.33
. S. 55 3.48 +3.05 L. J. 55 497 +1.38

38



4.3 Celkové semikvatitativni zhodnoceni naréenych dat

Na obrazcicle. 15 - 26 jsou zobrazeny hodnoty normalizovanyasciplpiki
vybranych analyt (kreatinin, acetylkarnitin, karnitin, alanin) néophu piku kreatininu
se znazorgnymi snerodatnymi odchylkami v zavislosti nasku. Tyto zavislosti jsou

vypracovany pro abpohlavi spolén¢ a i pro kazdé pohlavi zvias

Obrazek ¢. 15: Graf zobrazeni hodnot kreatininu pro wWkové kategorie

35.00

30.00 - L
L

25.00 -
20.00 -
15.00 4
10.00 -
5.00 -
0.00

;

Plocha pikt

1 2 3 4 5

Vékové kategorie

Obrazek ¢. 16: Graf zobrazeni hodnot kreatininu pro Zeny

45.00

40.00 -

35.00 -

30.00 -

Plocha pikt

25.00 -

20.00
1 2 3 4 5

Vékové kategorie
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Obrazek ¢. 17: Graf zobrazeni hodnot kreatininu pro muze

45.00

40.00 A

35.00 +

30.00 -

Plocha pikt

25.00 -

20.00

3 4 5

Vékové kategorie

Obrazek ¢. 18: Graf zobrazeni hodnot acetylkarnitinu pro wWkoveé kategorie

70.00

60.00 -
250.00 -
—
$40.00 -
£230.00 |
O
'520.00
10.00 -

0.00

3 4 5

Vékové kategorie
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Obrazek ¢. 19: Graf zobrazeni hodnot acetylkarnitinu pro zery

Plocha pikt

60

50 4
40
30 4
20 4

10 A

3

Vékové kategorie

(&)

Obrazek ¢. 20: Graf zobrazeni hodnot acetylkarnitinu pro muz

Plocha pikt

80.00

70.00 -
60.00 -
50.00 -
40.00 -
30.00 -
20.00 -
10.00 A

0.00

3

Vékové kategorie

6]
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Obrazek ¢. 21: Graf zobrazeni hodnot karnitinu pro wkové kategorie

250.00

200.00

150.00 +

100.00 A

Plocha pikt

50.00 +

0.00
1 2 3 4

Vékové kategorie

Obrazek ¢. 22: Graf zobrazeni hodnot karnitinu pro Zeny

350.00
300.00
250.00
200.00
150.00 A
100.00

Plocha pikt

50.00 +
0.00

1 2 3 4

Vékové kategorie
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Obrazek ¢. 23: Graf zobrazeni hodnot karnitinu pro muze

Plocha pikt

400.00
350.00
300.00
250.00 +
200.00
150.00 +
100.00 -

50.00 -

0.00

2 3 4 5

Vékové kategorie

Obrazek ¢. 24: Graf zobrazeni hodnot alaninu pro ¥kové kategorie

Plocha pikt

6.00
5.00
4.00 +
3.00
2.00 -
1.00 A

0.00

3 4 5

Vékové kategorie
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Obrazek ¢. 25: Graf zobrazeni hodnot alaninu pro Zzeny

10.00 ~
9.00 ~
8.00 -
7.00 -
6.00
5.00 -
4.00 -
3.00 -
2.00 ~
1.00
0.00

Plocha pikt

1 2 3

Vékové kategorie

Obrazek ¢. 26: Graf zobrazeni hodnot alaninu pro muze

9.00

8.00
7.00 -
6.00 -
5.00
4.00 +
3.00
2.00 -
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0.00

Plocha pikt
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Vékové kategorie
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5 Diskuze

Cilem mé bakaidké prace bylo vypracovat literarni resSerSi na té&hoaeni
lidské mai. Dale jsem se za#hl na faktory ovliviiujici slozeni mei, predevsim
korelace s ¥kem. Vzhledem k moznéisa obsahlosti tohoto vyzkumu jsem si stanovil
¢tyii latky, u nichZz jsem se snazil zavislost ng&kw nalézt. Jednalo se o kreatinin,
acetylkarnitin, karnitin a alanin. Wdhto analyl jsem veSkeré natifené hodnoty pro
dané kategorie fiméroval a takto ziskana data doplnil Udaji o nejistat vyjadenych
smeérodatnou odchylkou. Tyto vy@ty byly zpracovany jak pro celowkovou kategorii
bez rozdilu pohlavi, tak i pro Zeny a muze zldda nangdfena data jsem porovnal
s vysledky, které jsem zjistiltpliterarni reSer3i. Z prace Psihogibsevyplyva, Ze po
Ctyficatém roce Zivota klesd koncentrace vieétyi analyzovanych latek. S timto
zawrem koreluji pouze vysledky ziskané pro kreatificin mize byt hned &kolik,
nag. Ubytek svalové hmoty vlivem starnuti nebaienpanim organizmu. Co secty
karnitinu a acetylkarnitinu, mé vysledky se s vil&le Psihogios® rozchéazeji. Z mych
vysledii vyplyva, Ze jejich koncentrace v @iose zvysujicim se dkem vzhsta.
Korelace s vkem pro aminokyselinu alanin se neprokazala, jenpatZze v pibéhu
Zivota je koncentrace v miopomerné variabilni. Divodem pro to mohou byt jiné
stravovaci navyky analyzované skupiny. Psihdgiaseho tvrzeni se s vysledky mého
vyzkumu shoduji pouze u latky kreatinin, u kterdaby obou pipadech prokazana
vlivem wku sniZujici se koncentrace v#o U ostatnich latek jsem se
s tvrzenim Psihogio$® neshodl. Myslim si, Ze tento rozdil je tgoben malym
souborem testovanych vzark korelaci s velkym rozptylem hodnot. Zivibdu malého
poctu testovanych vzotk nelze mé vysledky povaZzovat za statisticky vyznéamn
a korelovat mé vysledky na celou populaci.
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6 Zavér

Teoretickacast této bakatdké prace popisuje strukturdla funkéné ledviny,
zkouma, které latky moobsahuje. Je zde poukazano na faktory, které whgjina
sloZzeni mei, hlavre jaky je vliv indexu &élesné hmotnosti, barvy pleti a nejvice pak
ovlivnéni vékem. Jsou zde uvedeny informace o meét&dpalinové chromatografie
v kombinaci s hmotnostni spektrometrii pouZzité &lgme vybranych latek (kreatininu,
acetylkarnitinu, karnitinu, alaninu). Tato metoda\jice nez dostajici pro poteby
mnou provadné analyzy md&. Metoda byla provedena na s vysokorozliSovacim
hmotnostnim spektrometru (Orbitrap Q Exative Plks3eparaci byla vyuzita kolona

typu ZIC-p-HILIC, ktera ma vyborné vlastnosti prédmi zvoleny typ analyita matrice.

Vysledna data byla zpracovana v programu XcallburZpracovavaly a
porovnavaly se plochy pik pro vybrané analyty od anonymizovanych darc
spadajicich do zvolenyclkkovych kategorii.

Z vysledki vyplyva, Zze koncentrace kreatininu v &awlivem véku postupss
klesad, mnou zji&ha korelace se ztotdidje s tvrzenim Psihogio¥e Naopak
koncentrace karnitinu a acetylkarnitinu se WmavySuje, tento trend nesouhlasi
s hodnotami od Psihogio$®.U alaninu nebyla nalezena vyznafj$h souvislost s
vékem. Vzhledem k velmi vysokému rozptylu dat tytodhoty nejsou statisticky
vyznamné, protoZze byla provedena analyzatimo @iliS malého souboru jedifc
Podrobrjsi studie tohoto druhu nebyla cilem a ariagovych moznostech bakedké
prace. Tato problematika by si do budoucna zadmuhnohem vice pozornosti pro

dalSi rozsahlejsi vyzkum.
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8 Prilohy

Priloha¢. 1: Dotaznik pro darce mdi
Dobry den,

jmenuji se Roman Menhart a jsem studentem obomawvmtini laborant na zdravatn
socialni fakulé JU. Tento dotaznik vyuZziji ke zpracovani mé baisidé@ prace na téma:
Mog, jeji sloZzeni a vliv ¥ku na jeji metabolicky obraz. Mdude analyzovana pod

kodem, anonym Pro praci pouZziji jen informace ziskané z dotkani

OdkEr maei provad'te prosim rano. Odebertgexini proud mé a po odiru
uchovejte v chladu.

Pohlavi:

. Iylui

e Zena

Vek: o let
Vyska: .........cm
Véha: .......... kg

V potraw prevlada:

Zelenina/ovoce
Maso
Moje strava je vyvazena

Jste kiak?

Ne
Ano

Trpite onemoc&nim ledvin, vyli¢ovaciho Ustroji?

Ne

Ano (jakym).........ccoeeveiinnnnn.

Trpite kardiovaskularnim nebo &movym onemocgnim?

Ne

Ano (jakym).......cocovvieinnns
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UZivate rjaké léky?

* Ne

e Ano (jaké).........oooiiiiiiiiiinl,

UZivate Antikoncepci? (odpovi pouze Zeny)
* Ne

* Ano
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Priloha¢. 2: Vysledky z druhé série nireni

Obrazek ¢. 27: Chromatogramy pro kreatinin - Zeny

RT: 4.00 - 6.99
5.70 5.75 577
100+ - .
] 15 c 61 NL: 3.3E9
o
570 5.75 577
$ 100+ ‘ :
£ 25 5.61/”ka NL: 3.5E¢
g o 5.76
3 100+ 5.72 °-706 583 _
51005 35 S B.00 NL: 3.1E¢
5.63 R
2 o~ —
100~ 5.72 >/ 5.80
e 4 45 NL: 3.3E¢
o
5.71
100 5697 581 NL: 3.3E9
- 95 SN
O AR AR R LA R R R R ““\“"\““\“"‘\““\““\““\\‘T‘T“‘\““\““““““\““\““\““\““““
4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5
Time (min)
Obrazek ¢. 28: Chromatogramy pro kreatinin - muZi
RT: 4.00 - 6.99
100~ 5.74 576 580
] 15 5.92 NL: 3.6E¢
o
5.75
& 100 25 511 i 283 NL: 3.SE9
3 100- 572576 581
< - 38 VAN, NL: 3.0E¢
¢ o
E 5.70 °-73 579
§ 100+ - : - ¢
g 1% 45 561 5 g7 NL: 3.7E¢
o
100- 5.75 5.78 584
3 55 567/ NL: 3.5E¢
Oy T R B \\\\\\\\\\\\\\
4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5
Time (min)
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Tabulka ¢. 8: Hodnoty ploch pikii pro kreatinin

Kreatinin - 2. série méreni

Zeny MuZi
Kéd plocha piku * 10° Kaéd plocha piku * 10°
I. F. 15 38.28 £ 16.89 J.P. 1% 40.73 £ 6.03
E.H. 25 38.51 +4.62 L. S. 2§ 43.62 +5.33
O.F. 35 36.57 +4.41 L.F. 35 40.08 £ 4.08
J.S. 45 34.53 +4.85 M. B. 45 42.63+7.75
D. H.55 36.06 + 1.63 J. H. 55 36.15 + 6.62

Obrazek ¢. 29: Chromatogramy pro acetylkarnitin - Zeny

RT:5.00 - 7.99
100 15 6.48 %23 6.56 NL: 7.4E€
O:
©100 6.47 6:50 6,54
£ - 25 6.33 6.63 NL: 1.1E¢
g o 6.56
2100+ 35 o058
< - 6.35 7 NL: 7.1E¢
> 0 — —
E= 6.50 6.55
©
9 1063 45 6.34 NL: 7.6E¢
o
6.53
100, 55 6.49 “7 NL: 8.5E¢
] 6.32 642 /
O—frrrrrrrrprerreey AR R w”"\””\””\”777\/”‘w”‘\””\"WT“”\””w”\””w”\”‘w””\””\””w”w”w‘
5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5
Time (min)
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Obrazek ¢. 30: Chromatogramy pro acetylkarnitin - muzi

RT: 5.00 - 7.99
6.52
6.49 6.54
10&5 15 6.39 NL: 3.9E¢
o]
6.49 6.51
w .
8100 25 0 NL: 4.2E¢
I o
= 6.51
3100 6.48 551 g g
< 35 6.31 ./ \\\ NL: 2.0E¢
£ 0 o1 6.56
1007 45 8oL 0 859 NL: 8.0E¢
[ 7
o O:
6.52
100+ 6.49 ®-~
] 55 635 ~ . 6.64 NL: 1.7E¢
i A Ul Ar st s bl A L Lt e e
5. 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5
Time (min)

Tabulka ¢. 9: Hodnoty ploch pikii pro acetylkarnitin

Acetylkarnitin - 2. série méireni

Zeny MuZzi
Kod Plocha piku/kreatinin* 10° Kod Plocha piku/kreatinin* 103
A.G.15 19.88 £ 29.18 M. B. 1% 12.54 £13.58
K.S. 25 35.20 £ 20.13 R. M. 2b 13.76 £ 23.83
O.F. 35 23.17 £ 29.79 M. M. 3b 61.85 +57.80
J.S.45 32.29 £ 23.53 J.P.4b 29.6 £12.41
L. F. 55 33.00 £ 19.73 J. H. 5% 55.08 + 12.08
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Obrazek ¢. 31: Chromatogramy pro karnitin - Zeny

RT:5.50 - 8.99

NL: 3.6E¢
100+ 15 7.94 8.00 8,03
0- 7.99
) 7.95 -79 804
61007 25 7 NL: 6.1E¢
G = s
T 0
S 8.04
2100+ 7.99 oy 812 NL:4.8E¢
< J 35 7 W\\
g 07 / N
= 7.96 8.02 g o5
e 45 NL: 3.8E¢
o
8.03
100 5E 8.01 %7 805 N1 1.1E¢
O—frrerreereegre AR L R R \‘“‘\““\““\““\““\‘“‘\‘“‘\‘“‘\““\““\“‘7‘\7"6‘\‘“‘\‘“‘\“‘\T\“"“\““‘“‘\““\“"\““\““\““
5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5
Time (min)
Obrazek ¢. 31: Chromatogramy pro karnitin - muzZi
RT:5.50 - 8.99
8.01
19 15 789 5 808 N 2 8EC
o
8.01
8100- 25 799 8.06  NL: 5.2E¢
% =
g O - 709 8.02
= . -Y4 8.05
31007 35 TV NL: 8.8E¢
< - .
g o -
© 100 793 7% 800 N g 1EC
N 43 8.13
0
1003 - NL: 1.2E¢
Oy R Ay e L L L Ly L L LA Ly ey Il AR ] ] At ML) LAY L R L L I A R
5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5
Time (min)
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Tabulka ¢. 10: Hodnoty ploch piki pro karnitin

Karnitin - 2. série méreni
Zeny MuZzi

Kéd plocha piku/kreatinin* 103 Kéd plocha piku/kreatinin* 103
A.G. 15 98.24 + 128.55 M. B. 1b 87.75 £ 64.61
K.S. 25 165.97 £ 201.14 D. K. 25 120.04 + 141.99
O.F. 35 145.03 £ 94.67 J.F.3b 251.48 + 141.24
V.D. 45 151.55+84.21 M. B. 4b 197.00 £ 50.54
D. H. 55 344.68 + 284.58 J. H. 5b 356.90 + 108.20

Obrazek ¢. 32: Chromatogramy pro alanin - Zeny

RT: 7.50 - 10.99
9.02
100 15 8.98 9.04 NL: 2.4E¢
O: 8.9 9.01
o 95 Y.
61007 25 “\ 207 NL: 1.7E€
éf 0~ 9.05
- SN . C
s o VAN NL: 1.2E¢
= 9.00 9.06
5 8.93 -
2 10&5 45 NL: 2.1E¢
o
100- 5c go7 %03 907 NL: 1.9E¢
07\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 10.0 10.5
Time (min)
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RT: 7.50 - 10.99

Obrazek ¢. 33: Chromatogramy pro alanin - muZi

9.02
9.00 9.05
1003 15 NL: 1.7E¢
o
9.01 9,06 .
glo(rE 25 8.94 o1s NL: 1.6E¢
glo(()r 9.00 9.02
27 35 VN NL: 1.4E¢
s o VN
Z 1004 8.97 8.98 g o5 .
© 100 45 : NL: 3.1E¢
& ] 9.12
0
9.07 9,10
10(%E 5E 8.97 NL: 9.9E¢
OiHHWHw”w”w”w”w”w”w”w”pWPmwmw‘ﬁ”wwWﬂ”ﬂ”w”w”wwwwwwwwwwwwwmwwwwwmwmwmw”w”
7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 10.0 10.5
Time (min)
Tabulka ¢. 11: Hodnoty ploch piki pro alanin
Alanin - 2. série néreni
Zeny MuZi
Kod plocha piku/kreatinin* 103 Kod plocha piku/kreatinin* 103
T.V.15 6.14£2.79 T.J.15 3.63+1.32
L.L.25 4.00 £4.15 D. K. 25 3.29 £ 2.26
O.F. 35 291 +0.79 M. M. 3 2.98 £1.94
D. G. 45 5.87 £5.42 A. B. 44 6.42 + 3.56
J. N. 55 5.25+6.84 J. H.5% 2.66+1.18
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Priloha ¢.3: Vysledky ze Feti série néieni

Obrazek ¢. 34: Chromatogramy pro kreatinin - Zeny

RT: 4.00 - 6.99
574 578
100+ 5.71 - : ¢
] 15 5 88 NL: 2.1E€
0~ 5.78
9100 o5 5.76 > '° 5.84
g ya NL: 3.5E¢
g o 577 5 ¢
3100 35 5.3 3 583 NL: 3.4E¢
() O: /// \x,
£ 100 45 5.73 5.74 576
s NL: 2.9E¢
o O:
5.78
100~ 55 >4 2" 581 NL: 3.0E¢
O—frrrrrrrr AN A LRI R R \\\\\\\f\\\\\\\\\
4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5
Time (min)
Obrazek ¢. 35: Chromatogramy pro kreatinin - muZi
RT: 4.00 - 6.99
100+ 15 571 °/85.81 NL: 3.7E¢
0 5.77
8100+ o5 R NL: 2.9E¢
g "_ 5.89
° (0 s
5100 5.69 °-75 5.77
< 35 /T .89 NL: 3.7E¢
[) — —~
S 0
= 5.78 5.80
3 5.85 .
1005 45 NL: 2.9E¢
@ 7
0
100 5.73 5'_‘7‘8 5.79
. 55 S NL: 2.9E¢
Oy A LR R LA R ””\””W”\”"w"‘”‘\””\””WTW”\”‘w””w"\””w”w”ww”‘
4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5
Time (min)
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Tabulka ¢. 12: Hodnoty ploch piki pro kreatinin

Kreatinin - 3. série méreni

Zeny MuZzi
Kéd plocha piku * 10° Koéd plocha piku * 10°
I. F. 15 24.38 +11.48 M. B.15 42.13 £5.27
E.H. 25 37.88+3.12 T. K. 2§ 31.02 £8.54
L. K. 35 39.83+6.37 M. M. 34 41.22 +5.86
R. N. 45 32.91 + 8.66 M. B. 4b 34.34 £ 8.99
L. F. 55 34.00 +5.88 J. H. 55 32.46 +5.37

Obrazek ¢. 36: Chromatogramy pro acetylkarnitin - Zeny

RT:5.00 - 7.99
100+ . ) c
] 15 6.40 NL: 8.3E¢
o
S 7 25 6.38 NL: 1.09E¢
§ 0~ 6.51
3 100~ 6.3 NL: 1.2E¢
2 E 35 Y \\
= 0 T 65lge
T 2l 58
©
¢ e 45 NL: 6.9E¢
0~ 6.55
100 55 6.45 . 6.62 NL: 1.0E€
7 7 AN
O—frrrrprrrrrree AR A MR R A AR L \””\’”"Jw”‘\””\””w”w” AR A A R AR RN L) KA RARRR A A
5.0 55 6.0 6.5 7.0 7.5
Time (min)
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Obrazek ¢. 37: Chromatogramy pro acetylkarnitin - muzi

RT: 3.46 - 10.03

6.47 6.52 g5
10&5 15 NL: 2.0E¢
o
6.48
§ 1007 25 6.46 = NL: 9.8E¢
c — \
3 o N
c
= 6.50 6.53
< 10&5 35 6.41//’\ NL: 1.3E¢
g 0 6.51
3199 45 / NL: 1.2E¢
. OE /\
6.53
1004 >° 6,58 _
] 55 6.34 NL: 2.1E€
e I M
4 5 6 7 8 9 1
Time (min)

Tabulka ¢. 13: Hodnoty ploch piki pro acetylkarnitin

Acetylkarnitin - 3. série méieni

Zeny MuZi
Kaéd plocha piku/kreatinin* 103 Kod plocha piku/kreatinin* 103
A.G. 15 26.74 + 14.59 J.P.1 7.36 £7.91
L. M. 25 28.53 +21.17 R.M. 2 36.92 + 25.83
E.H. 35 13.15+£10.88 J.H.3 33.77 £ 24.68
M. M. 45 58.70 £ 19.89 R. M. 4 33.68 £ 23.02
D. H. 55 49.39 £ 42.84 L.M.5 66.41 +17.00
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Obrazek ¢. 38: Chromatogramy pro karnitin - Zeny

RT:5.99 - 9.73

100 1e 7.94 8.01 g4 NL: 4.7E¢
CIJlo(()r o5 7:92.7.96
o oY 7-86/ NL: 7.5E¢
8 o
£ 7.99
5100 3 7.95 ;77 8.04 NL: 2.1E¢
< = J o\
(] 1 _/
S 0
= 7.94 8.01
1005 45 NL: 5.9E¢
o O:
8.03
100~ 5t 7.98 == 807 NL: 6.4E¢
07\”‘w””w”w”w”\‘”w””www”\‘”‘w”ww”w\””\‘”w””\""‘Vi/‘”‘\””\‘;\?“\””ww”\””\"”w”ww”\”w”w””ww”\”w‘w
6.0 6.5 7.0 75 8.0 85 9.0 95

Time (min)

Obrazek ¢. 39: Chromatogramy s hmotnostnim spektrem pro karitin - muzi

RT:5.99 - 9.73
100 7.95 7.98 g1

] 15 J“\ NL: 1.6E¢
o
7.96 803
o 7.04 :
3100 o& ) NL: 7.2E¢
] .|
g 0 7 8.01
5 '/ .
51005 35 7.90 pti NL: 8.1E¢
g O* 7,// AN
%100+ 7.93 7.95 7.98 NL: 2.8E¢
TR 45
o O:
7.98 8.01 g o5
1063 55 NL: 8.2E¢
O7\””\”‘w””\””w”\””w”\””\””\””\””w”\””\””w”\””\‘”‘\‘”‘\“’7\”"\”"\‘\‘kk‘“w”‘w”‘\””\””\””\””w”w”\‘”w””\””\””w”\”w”w
6.0 6.5 7.0 75 8.0 8.5 9.0 95

Time (min)
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Tabulka ¢. 14: Hodnoty ploch piki pro karnitin

Karnitin - 3. série méreni

Zeny MuZi
Kéd Plocha piku/kreatinin* 10° Kéd Plocha piku/kreatinin* 10°
A.G. 15 133.47 £ 106.02 M. Be. 15 37.35 +£45.30
L.M.25 185.12 £ 136.94 L. S. 25 179.81 + 75.52
R.D. 35 72.92 £ 46.74 L. F. 35 257.07 + 184.47
D. G. 45 190.38 £ 100.87 A.S. 4% 177.81 £139. 99
I.S.55 163.89 + 153.70 J.H. 5% 251.56 + 85.06

Obrazek ¢. 40: Chromatogramy pro alanin - Zeny

RT:7.99 - 9.73
9.00
100 15 8.98 = . 904 NL: 1.1E€
O: 8.96 9.00
q’ . .
2 10&; 25 /\\ NL: 2.2E¢
g€ o 9.00
3100 35 8.97 2 9.02 NL: 1.4E¢
0 T899 905
E .99 905
©
2 10(}5 45 NL: 2.7E¢
o]
100- 55 8.97 9.00 9.03 NL: 3.1E¢
| 4 AN
07wwmwWWWWwmwwmwmwwWwwwwwwWww“ﬁ5ﬂwmmeWWW“Pwmwwwwwwmwwwwmwwm
80 82 84 86 88 90 92 94 96
Time (min)
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Obrazek ¢. 41: Chromatogramy pro alanin - muZi

RT:7.99-9.73
8.96 9.00
1003 15 NL: 1.4E¢
o
£100 25 8.94 8.97 8.99 NL: 9.4E¢
= 8.99
5100 35 AN05 NL: 9.8E¢
s ol 3 o
£ 0 a5 9.02 NL: 1.2E¢
e 9.11 nees
o
9.05
9:95 9 09
1005 55 <. NL: 1.7E¢
07\””\‘”w”w””\”w””w”w”\”w”\‘”w””\””w‘\””\””\””T‘“‘\””\””\””w”w‘\“V‘W\”ww””\””\”‘WW”‘\”ww‘
8.0 8.2 8.4 8.6 8.8 9.0 9.2 9.4 9.6
Time (min)
Tabulka ¢. 15: Hodnoty ploch piki pro alanin
Alanin - 3. série néreni
Zeny MuZi
Kaéd plocha piku/kreatinin* 103 Kod plocha piku/kreatinin* 103
A.G. 15 2.59+0.64 M. Be. 1b 3.00£0.83
L.S. 25 547 £5.34 T. K. 29 2.67 £0.88
R. D. 35 4.06 £6.31 L. F. 35 2.68+4.11
R. N. 45 8.58 £ 9.32 A. B. 45 3.13+£1.39
L. F. 55 8.64 +£4.90 L. S. 55 4.33+1.25
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