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1 Uvod

B-hydroxymaselna kyselina je ketolatka, kterou organismus produkuje pii nedostate¢ném
pfijmu potravy spolu s dal§imi ketolatkami. BHB je nezbytném zdrojem energie pro
fungovani organismu. Jestlize t€lo dlouhodobé hladovi, mozek a svaly nemaji dostate¢nou
energii pro svou funkci, tak mize dojit ke kolapsu organismu. Tomuto dé&ji v§ak brani jiz

zminéna B-hydroxymaselna kyselina.

Vlastnosti B — hydroxymaselné kyseliny jsou v§ak mnohem zajimavéjsi nez jen zasobovani
organismu energii v pfipadé nouze. Diky svym neuroprotektivnim uc¢inkiim mize byt tato
sloucenina vyuzivana pii 1é€bé nemoci jako je Alzheimerova choroba nebo Parkinsonova

choroba, ale také cukrovka typu IL[1], [2]

B — hydroxymaselna kyselina se stanovuje zejména v biologickych materidlech odebranych
post-mortem. Divodem je zjisténi pficiny smrti jedince. ZvySené koncentrace této kyseliny
jsou dikazem ketoaciddzy, coz je biochemicky stav v téle jedince trpiciho alkoholismem,

cukrovkou typu I ¢i dlouhodobym hladovénim nebo vystavenim téla nizkym teplotam.

Cilem mé diplomové prace bylo vyvinout vhodny postup piipravy B-hydroxymaselné
kyseliny pro jeji nasledné stanoveni pomoci kapalinového chromatografu s detekci
hmotnostniho spektrometru. Pro pfipravu daného vzorku byla pouzita metoda derivatizace,

pro lepsi vyhodnoceni analytu kyseliny B-hydroxymaselné.



2 B-hydroxymaselna kyselina

B-hydroxymaselna kyselina, taktéz znama pod nazvy BHB a 3-hydroxybutyrova kyselina,
je slouCenina tadici se mezi ketolatky, kam patii také kyselina acetyloctova a aceton
viz Obr. 1. Dle chemické struktury mtuzeme fadit BHB do skupiny karboxylovych kyselin.

Ketolatky vznikaji v jatrech a vyskytuji se prevazné v krvi.[3]

Kyselina B-hydroxymaselnd je bezbarva latka, ktera je dobfe rozpustna ve vodé. Dle jeji
struktury se jedna o slabou kyselinu s hodnotou pKa 4,67. BHB stejné jako ostatni ketolatky
jsou pro télo dulezitym zdrojem energie, zejména v obdobi, kdy t€lo ma nizky pfijem zdroje
energie. T¢lo béhem hladovéni ziskava energii z odbouravani tuk, a tim vznika BHB a dalsi
ketolatky. Prirodnimi zdroji BHB jsou latky s vysokym obsahem tuku, jako jsou naptiklad
ofisky nebo avokado.[4]

BHB je pro své neuroprotektivni u¢inky zkouména v mediciné pro l1ékatské pouziti. Studie
ukazaly, ze BHB muze mit zasadni vliv na onemocnéni Parkinsonovy a Alzheimerovy
choroby diky svym neuroprotektivnim schopnostem a mohla by slouzit k 1é€bé téchto
onemocnéni. V dalSich studiich bylo prokazdno, ze kyselina B-hydroxymaselna
ma potencial pii 1écbé diabetes medius II. stupné. I pfes tyto pozitivni U€inky, mohou mit
dopliiky BHB negativni vliv na nékteré jedince. Mezi negativni u€inky se zejména fadi
zacpa, nevolnost, pokles hladiny pH krve, coz vede k biochemické poruse v téle, k tzv.
ketoacidoze. Proto je dulezité pied pouzitim dopliku stravy BHB navstivit lékare
a konzultovat jeho pouziti. BHB jako doplnék stravy se nedoporucuje téhotnym nebo

kojicim zenam.[1], [2]

Kyselina acetyloctové aceton Beta-hydroxybutyrova kyselina

Obr. 1 Porovnani struktur kyseliny acetyloctové, acetonu a ff-hydroxymdselné kyseliny



2.1 Metabolismus ketolatek

Ketolatky vznikaji v mitochondrii hepatocytd procesem tzv. ketogeneze (viz Obr. 2). Tento
metabolismus produkuje ketolatky pfi jaterni beta oxidaci mastnych kyselin. Vzniklé
ketolatky se pouzivaji jako nahradni zdroj energie pro organismus. Tento proces vznika
snizenim, ¢i uplnym nedostatkem glukozy v té€le, coz muze nastat napiiklad pii hladovéni

nebo dieté.[5]

Ketolatky jsou produkovany v jatrech, kde dochazi ke Stépeni acetylu — CoA, ktery
nevstupuje do Krebsova cyklu. Na Obr 2 je zndzornén proces vzniku ketolatek. Vzniklé
ketolatky jsou pomoci krve transportovany do mist, kde je potteba energie, napriklad mozek
nebo svaly. Jestlize Clovék trpi onemocnénim zpusobujici ketoacidozu, tak dochazi
k nadmérné produkci ketolatek. Vysoké hladiny ketolatek mohou mit negativni vliv

na zdravotni stav jedince.[5]

Opacny proces ketogeneze se nazyva ketolyza, kdy dochazi k odbouravani ketolatek v téle.
Na rozdil od ketogeneze, ketolatky jsou preménény v extrahepatalnich tkanich. Nejcastéji
je odbouravan B-hydroxybutyrat, z néhoz vznikaji dva meziprodukty, konkrétné acetoacetat
a acetoacetyl — CoA. Kone¢nou odbouranou slouceninou je acetyl — CoA. Tento proces
predev§im slouzi jako alternativni zdroj energie pro metabolismus, ale také k syntéze

mastnych kyselin ¢i glukédzy. [5]
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Obr. 2 Ketogeneze [-hydroxymdselné kyseliny



2.2 Analyza a stanoveni B-hydroxymaselné kyseliny

Pro stanoveni koncentrace B-hydroxymaselné kyseliny bylo vyvinuto mnoho metod
v zavislosti na typu vzorku. Mezi nejcastéj$i stanovované vzorky pro analyzu BHB patfi
krev, moc¢, sérum a sklivec. Méné C¢astym uréenim koncentrace je stanoveni BHB z dechu.
Toto stanoveni je zalozeno na analyze acetonu, ktery se zaroven uvoliiuje s BHB pfi dychani.
Avsak tyto testy jsou povazovany za méné presné a nespolehlivé, na rozdil od krevnich

testi.[6]

Nejcast€jsi pouzivanou metodou pro stanoveni BHB je kapalinova chromatografie s detekci
pomoci hmotnostniho spektrometru (LC-MS), ptipadné se uziva plynova chromatografie
s detekci pomoci hmotnostniho spektrometru (GC-MS). Existuje vSak fada dalSich metod
pro stanoveni BHB, jednou z metod je fluorometrické stanoveni. Toto stanoveni je zaloZeno
na enzymatické pfipravé BHB. Jednotlivé zplisoby stanoveni B-hydroxymaselné kyseliny

jsou vyobrazeny v tabulce 1.[7], [8]

Védci Ozkan E, Nemutlu E et all stanovili BHB pomoci plynova chromatografie s detekci
hmotnostniho spektrometru. Pro stanoveni BHB ve vzorcich plazmy pouzili metodu
derivatizace. Derivatizacni ¢inidlo bylo pouzito MSTFA (N-methyl-N-trimethylsilyl-
trifluoroacetamide) + 1% TMCS (trimethylchlorosilan).[9]

Taktéz védci Elliott S, Smith C, Cassidy D (2010) pouzili pro stanoveni BHB, ve vzorcich
krve a moci, metodu GC — MS. Jako kapilarni kolona byla pouzita Phenomenex
(Macclesfield, UK) Zebron ZB-5MS capillary column, 30 m s tloustkou filmu 0,25 mm.
Postup ptipravy vzorku pouzili derivatizace pomoci ¢inidel TMCS a BSTFA. [10]

BHB stanovili védci pomoci UV-VIS stanoveni. Pro detekci analytu pomoci
spektrofotometrického stanoveni byla pouzita enzymatickd metoda. Méfeni bylo zalozeno

na barviva WST-1 formazan. [11]



Tab. I: Prehled pouzivanych metody pro stanoveni ff — hydroxymaselné kyseliny

Clanek Vzorek Stanoveni vzorku
Serensen L, Rittig N,
Krev LC-MS/MS
Holmquist E et al (2013) [7]
Larsen T, Nielsen N ‘
Krev, mléko Fluorometrické stanoveni
(2005)[8]
Devamoglu U, Duman I et
Moc, krev UV-VIS
all (2021D)[11]
Ozkan E, Nemutlu E (2020) Plazma GC-MS
Elliott S, Smith C,
Krev, moc GC-MS
Cassidy D (2010) [10]
Yamane N, Tsuda T,
Dech GC

Nose K et al (2006) [6]




3 Ketoacidoza

Ketoacidoza je nekontrolovatelna forma ketdzy, kdy dochazi k nahromadéni ketolatek
v krvi. Jedna se o biochemicky stav, ktery se odehrava v téle. Ke zvySeni koncentraci dochazi
pfi cvi¢enim, dlouhodobém pistu nebo dodrzovani diety zalozené na vysokém obsahu tuku.
Dalsim divodem zvySeni koncentrace ketolatek jsou patologické procesy jako je diabetes
mellitus, deficit kortizolu, deficit ristového hormonu, poziti vysokych davek ethanolu nebo
salicylatt, pfipadné vzacné poruchy metabolismu. Mezi nejcastéjsi ketoacidozy patii
diabeticka ketoacidoza a alkoholova ketoacidoza, ktera je spojena s abstinenci po

dlouhodobém pozivani alkoholu.[12]

Tento stav mize mit vazné dopady na lidsky organismus. Jednim z dopadt je poskozeni jater
¢i ledvin. Mezi piiznaky ketoacidozy patii nevolnost, zvraceni, Unava, malatnost
a dehydratace. Pokud neni vCas vyhledana zdravotni péce a diagnostikovana ketoacidoza,

muze to vést k selhani organismu, az ke smrti jedince.[11]

3.1 Diabeticka ketoacidoza

Diabeticka ketoaciddza se rfadi mezi typické akutni stavy u diabetes melitus L.typu. Tento
stav zplisobuje nizka hladina inzulinu v organismu a zvySené hladiny stresovych hormont
jako je kortizol, glukagon, epinefrin a rastovy hormon. Nasledné dochazi ke zvySeni
koncentrace ketolatek v krvi a v moci (koncentrace ketolatek je vyS§i nez 5 mmol/l).
Dal§i moznosti vzniku diabetické ketoacidozy je onemocnéni chiipkou. T€lo béhem nemoci
spotfebovava vétsi mnozstvi inzulinu, nez je potieba u clovéka bez onemocnéni.
Dle namétenych hodnot glykemie a ketolatek se uzptisobuje potiebna davka inzulinu. Pokud

tato opatfeni nejsou dostateCna, je nutna hospitalizace.[13][14]

Mezi cCasté projevy diabetické ketoacidozy se fadi dehydratace, malatnost, poruchy zraku,
acetonovy zapach z ust, zvraceni, bolest v oblasti bficha, poruchy védomi az koma. Tyto
projevy se mohou u pacientti objevit béhem nékolika hodin az dni. Jednotlivé piiznaky zavisi

na zavaznosti metabolické poruchy.[15]

K vyhodnoceni biochemické poruchy, diabetické ketoacidozy, je tfeba urcit hodnoty
glukozy, pH krve, obsah ketolatek v moc¢i ptipadné v krvi a hodnoty sérovych bikarbonatu.
Tyto hodnoty se stanovuji pomoci laboratornich metod. Zda se jednd o diabetickou

ketoacid6zu, musi byt splnény nasledujici hodnoty viz tabulka I1.[16]



Tab. II Minimalni hodnoty pro stanoveni diabetické ketoacidozy

Stanovené parametry Minimalni hodnoty
pH 7,30 a vice
Sérové bikarbonaty 15 mmol/l a vice
BHB 258 mg/l a vice
glukoza 15 mmol/l a vice

3.2 Alkoholova ketoacidoza

Druhym nejcastéj§im typem ketoaciddzy je tzv. alkoholova ketoacidoza. Tento stav nastava
u pacientd, trpici alkoholismem, ktefi nahle omezili alkohol na minimalni mnozstvi. Mezi
pfiznaky této poruchy fadime gastritidu piipadné hepatitidu, zvraceni ¢i dehydrataci.
Po velmi nahlém omezeni alkoholu mizou nastat abstinencni pfiznaky jako jsou pocity

uzkosti, ties a slabost.[7], [17]

Rozklad ethanolu zadind pfeménou na acetaldehyd, zkterého nasledné je katalyticky
vytvoren acetat. Tyto dva kroky ovliviiuji tvorbu mitochondrialni a cytosolové NADH, coz
je dulezitym faktorem pro ketoacidozy. Vznikly acetat muze dale pokracovat
v mitochondriich nebo v cytosolu za vzniku acetylu-CoA, coz je znazornéno na Obr. 3.
V cytosolu dochazi k syntéze mastnych kyselin a tuki za pomoci acetylu-CoA.

V mitochondriich acetyl — CoA pomaha ke tvorbé ketolatek.[17]

Tvorba ketolatek je podpotena vysokym pomérem NADH/NAD+, ktery vznika pii pfeméné
ethanolu na acetaldehyd. ZvySeny pomér NADH/NAD+ a snizend aktivita enzymu
malatdehydrogenazy vede ke zpomaleni vstupu acetylu — CoA do citratového cyklu

a k podporte vstupu acetylu — CoA ke tvorb¢ ketolatek — acetoacetatu a B-hydroxybutyratu.



Zvysena tvorba kyseliny B-hydroxymaselné a kyseliny acetoctové vede k vzniku alkoholické

ketoacidozy.[17]

Tvorba ketolatek

Mitochondrie

Pfeména na acetyl- CoA
Mitochondriaini /
Alkoholdehydrogenaza aldehydehydrogenéza

CH3CH,OH —— CH3CHO —— CHsCOO- Citratovy cyklus

Cytosol

Pfeména na acetyl- CoA

Tvorba MK a tukd

Obr. 3 Vznik ketoacidozy

Stanoveni alkoholové ketoacidozy se provadi nejcastéji z krve, moci nebo sklivce, ptipadné
z dal§ich  télnich  tekutin. Vyhodnocuje se zejména hladina koncentrace
B-hydroxymaselné kyseliny. Dal§im typem stanovenim jsou jaterni testy, hlavné u pacientd
s dlouhodobym pftijmem alkoholu. Tito pacienti ¢asto mivaji poruchy jater, kdy dochazi
ke zvySeni koncentrace laktatu v séru. Dal§im indikatorem pro alkoholovou ketoacidozu

muze byt ukazatel zvySené koncentrace mastnych kyselin, ptipadné hormona.[17]

3.3 Dalsi typy ketoacidozy

Mezi dalsi formy ketoacidozy fadime ketoacidozy z podchlazeni ¢i hladovéni. Ketoacidoza
zpusobena hladovénim ve vétSin€ piipadi neohrozuje lidsky zivot. Béhem hladovéni
piipadné pii ketogenni dieté¢ vznika deficit glykogenu. Tento deficit nasledné zptusobuje

uvolnéni volnych mastnych kyselin k ziskani energie pro nase t€lo.[18]



Druhym piipadem ketoacidézy je vystaveni téla pfili§ nizké teploté kdy télesna teplota
organismu klesne pod 35°C. Vysoké riziko umrti na podchlazeni maji starsi lidi a déti, dale

lidé bez domova piipadné lidé zavisli na drogach a alkoholu.[19]

Pro urCeni umrti z podchlazeni je dilezité provést laboratorni testy na markery, kam patfi
zvySena koncentrace B-hydroxybutyratu, alkoholu, acetonu a dalsi. I pfes urCeni téchto
hodnot, je velmi naro¢né urcit pii¢inu smrti podchlazenim, jelikoz vétSina nalezd je

nestalych, ptfipadné nejsou dostatecné specifické.[19]
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4 Forenzni chemie

Forenzni chemie neboli také soudni ¢i detektivni chemie, se fadi mezi tzv. kriminalistickou
chemii, kam navic patii forenzni chemie zivotniho prostiedi, toxikologie a kriminalisticka
prumyslova chemie. Tato véda zkouma fyzikalni a chemické vlastnosti pro feSeni
kriminalistickych dikaz. Vyhotovené analyzy jsou pouZzivany pii ziskavani dikazi

pro trestnou ¢innost a jako prostfedky pro obhajobu pfi soudnim fizenim.[20]
Forenzni chemie provadi nékolik typt analyz:[20]
e Urceni slozeni neznamé latky (napftiklad 1é¢iva, drogy)
e Urceni pritomnosti §kodlivych latek ohrozujici zdravi
e Odhaleni pad¢lka listin, penéz, dokumentt atd
e (Odhaleni znehodnocujicich latek pro potraviny, zemedélské produkty atd
e Identifikace inkoustu, barviv, vybusnin

Prabeh forenznich analyz probiha v nékolika fazich. Nejprve je tfeba provést orientacni
testy. Diky témto testim ziskame piehled o vyskytu pfipad€ absenci latek ve vzorku. Tyto
analyzy  zjednodusi dalsi pokracovani analyzy. Nasledné jsou provedeny
tzv. screeningové testy, identifikace dané latky a v posledni fadé kvantitativni analyza.
Kompletni analyza je zdokumentovana posudkem, ktery je napsan nestrannym forenznim

znalcem. [19]

Metoda pro zpracovani vzorkid se vybira podle dané latky, kterou stanovujeme, dale podle
mnozstvi poskytnutého vzorku. Velmi Casto vybér metody zalezi i na asovych moznostech,
vybaveni laboratofe a diilezitou roli hraji i finan¢ni prostredky. Mezi instrumentalni techniky
se fadi kapalinova chromatografie, hmotnostni spektrometrie, plynova chromatografie,

infraCervena spektrometrie nebo UV-VIS spektrometrie.[21]
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4.1 Biologické vzorky v oblasti forenzni chemii

Ve forenzni chemii je velmi podstatny spravny odbér vzorku pro analytické tucely a jeho
uchovavani. Samotny proces odbéru vzorku probiha v rukavicich a specialnich odévech, aby

nedochazelo ke kontaminaci vzorku a jeho naslednému znehodnoceni.[22]

Mezi nejcastéjsi vzorky pro forenzni analyzu patii krev (krevni sérum, plazma, plna krev),
moc, sliny, sklivec nebo také chlupy, vlasy ¢i sperma. Tato prace se zabyva analyzou vzorku
krve a moci. Mog¢, jako typ biologického vzorku k analyze BHB, se pouziva predevsim pro

zvySené hodnoty koncentrace analyzované latky BHB. [22]

Dalsi typ biologického vzorku pouzivaného v této praci je krev. Krev patii mezi zakladni
télni tekutinu v téle. Krev obsahuje ervené krvinky, bile krvinky, krevni desticky a plazmu
(voda, plazmatické proteiny a anorganické soli). Krev méa za ukol transport latek jako
jsou nezbytné ziviny pro na§ organismus, kyslik, metabolity atd. Pokud wvstoupi
do organismu latka pies travici systém, skrz plice €i sliznici, po daném procesu vstupuje
do krve, kde tuto latku miizeme detekovat. Analyzovana latka mize byt obsazena v krvi jako

dany analyt ptipadné jako metabolit.[23]

4.2 Stanoveni B-hydroxymaselné kyseliny pro forenzni ucely

Studie zabyvajici se umrtim souvisejici s chronickym alkoholismem ukazuji, ze az 15 %
nahlaSenych umrti z Evropy a Severni Ameriky je zapficinéno alkoholem. U mnoha pitev
nebyl vSak prokazan alkohol v krvi (jedna se priblizné o 5—10 %), a tedy nebyla urena jasna
pti¢ina umrti. Obdobny piipadem jsou pacienti trpici diabetes typu 1. Snizenim inzulinu
dojde ke zvysené tvorbé glukdzy a ta nadale neni schopna transportu pres tkané. Tento stav
spolu s dal§imi hormony aktivuje b-oxidaci a tim dojde k zvySeni koncentrace ketolatek

v téle, coz vyvolava zminénou ketoacidozu.[24], [25]

Markerem pro dukaz ketoacidozy je vznikla B-hydroxymaselna kyselina. Pokud hodnoty
koncentrace BHB v krvi dosahuji 52 mg/l a méné, jedna se o bezvyznamné hodnoty,

na rozdil od koncentraci nad 258 mg/l, které jsou patologicky vyznamné.[24]

Ve forenzni chemii se nejcastéji z ketolatek stanovuje aceton, ktery je rutiné sledovan v krvi
pfipadné v moci. Jeho stanoveni je provadéno pomoci plynové chromatografie.
Lze ocekévat, ze pfitomnost acetonu v krvi ve vysSich koncentraci bude naznacovat

pritomnost B-hydroxymaselné kyseliny. Samotné stanoveni P-hydroxymaselné kyseliny
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neni rutin¢ provadéno. Métreni hodnot BHB je provadéno, jestlize se jedna o podezieni na
ketoacidézu. Stanoveni BHB je ve forenzni praxi zalozeno na metodé plynové

chromatografie s detekci hmotnostnim spektrometrem (GC — MS).[26]
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5 Instrumentace

5.1 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie, z anglického ptekladu liquid chromatography, se fadi mezi
jednu z nejcastéji pouzivanych separa¢nich metod v praxi. Chromatografie byla objevena
ruskym botanikem Michailem S. Cvétem roku 1903. Nasledné v 40.letech nastava rozvoj
kolonové kapalinové chromatografie, za kterou byla udélena Nobelova cena v roce 1952

dvou védcim Synge a Martin.[27]

Princip kapalinové chromatografie je zalozen na rozdéleni daného analytu mezi dvé
nemisitelné faze, na mobilni neboli pohyblivou fazi a stacionarni (nepohyblivou) fazi.
Slozky analytu jsou unaSeny mobilni fazi pres stacionarni fazi, kde dochazi k interakcim
mezi analytem a stacionarni fazi. Slozky daného vzorku, které maji vétsi afinitu k stacionarni
fazi, budou déle zadrzovany v kolong, a tedy budou mit delsi retencni ¢as. Naopak slozky
s nizkou afinitou ke stacionarni fazi budou vychazet z kolony diive, tzv. budou mit kratsi
retencni Cas. Na zakladé€ vytvorenych zon analytu, miizeme rozlisit jednotlivé slozky analytu

a provést kvalifikaci.[27]

Mobilni faze je tvofena prevazné z kyselin nebo pufri a organického rozpoustédla. Slozeni
mobilni faze béhem analyzy muize byt stalé, tedy nedochazi ke zméné slozeni, nebo
se muze v prubéhu analyzy lisit. Pokud béhem analyzy nedochazi ke zméné mobilni faze,
jedna se o tzv. izokratickou eluci. V opacném piipadé, kdy se mobilni faze v pribéhu

analyzy méni, se jedna o gradientovou eluci. [27]

Stacionarni faze mazeme d€lit podle polarity na polarni a nepolarni. Polarni faze se nejCastéji
pouzivaji pii separaci v systému tzv. normalnich fazi. Nejcastéji pouzivana stacionarni faze
polarniho charakteru je silikagel. Nepolarni stacionarni faze se pouziva pii chromatografii
na

tzv. reverzni fazi. Mezi nejCastéjsi zastupce nepolarniho charakteru patii silikagel, na kterém

jsou navazané alkylové fetézce (C8 — oktylovy fetézec, C18 — oktadecylovy fetézec).[27]
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5.1.1 Instrumentace v kapalinové chromatografii

Soucasné chromatografy se skladaji z ne€kolika casti. Soustava je slozena z Cerpaciho
systému, davkovaciho zatizeni, kolony pro kapalinovou chromatografii, detektoru a zafizeni
pro vyhodnoceni dat. Déle obsahuje zafizeni pro odstranéni plynu (bublinek) tzv.
odplyniovac, termostat, zasobni ldhve s mobilnimi fazemi a sméSovaci zafizeni. Mezi
soucasti kapalinového chromatografu fadime i ochranné filtry, pfedkolonky, ventily a dalsi.

Tyto soucasti nejsou nezbytnou casti chromatografu. Schéma je znazornéno na Obr. 4.[28]

: Detektor
Kolona

Davkovaci zarizeni

Cerpadlo

" Smeésovaci zarizeni

fj;: T :-'/'._-'_/'._".-'.".-'.-_'.-"_'.'_"/"/

Vyhodnocovaci zafizeni

)

Z4sobniky mobilni faze

Obr. 4 Schéma kapalinového chromatografu

Cerpadla

Cerpadla jsou nezbytnou &asti chromatografického systému. Mezi nejéastdji pouzivana
Cerpadla patfi tzv. pistova Cerpadla. Druhym typem cerpadel jsou pneumaticka, kdy
se pouziva jako zdroj hnaci sily stladeny plyn. Ukolem Gerpadel je kontinualng piivadst
mobilni fazi do chromatografického systému a udrzovat bezpulzni chod, ¢imz dochazi

k vyraznému snizeni Sumu béhem analyzy.[28]
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Davkovaci zarizeni

Davkovaci zafizeni mé za ukol presn€ nadavkovat vzorek pro analyzu. Davkovaci zafizeni
délime na davkovaci zafizeni s davkovacim ventilem, pfimym nastfikem injek¢ni stfikackou
a na automatické davkovace. V dnesni dobé jsou nejCastéji pouzivany automatické
davkovace, jelikoz odeberou presny objem vzorku a neni potfeba obsluhy pfi analyze

nékolika vzorkut jdouci po sobé.[29]
Kolona

K separacnimu procesu béhem analyzy dochézi v kolon€. Kolona je tvofena z inertniho
materialu jako je nerez, ocel, polymer pfipadné méné Casto pouzivany material sklo. Naplni
kolony byva stacionarni faze s ¢asticemi o ruznych velikosti. Velikost ¢astic byva 3-10 um.
Nejbeznéjsi velikost kolony je 25 cm s vnitfnim pramérem je 2,1mm -5,0 mm. Z kolony

je privadén eluat ptimo na detektor.[30]
Detektor

Predposledni ¢asti systému kapalinové chromatografie je detektor. Na detektor je pfivadén
separovany vzorek zkolony. Velmi castym pouzivanym detektorem v praxi
je spektrofotometricky detektor UV — VIS. Tento detektor méfi absorbanci separovaného
vzorku, ktery je pfivadén z kolony. Nevyhodou tohoto spektrometru je, ze méfi pouze pii

jedné vinové délce.[31]

V soucasné dobé je nejvice rozsifeno spojeni kapalinové chromatografie s detekci pomoci
hmotnostniho spektrometru. Tato detekce je vyhodna pro kvantitativni i kvalitativni analyzu.

O hmotnostnim detektoru je nasledné psano v kapitole 5.2 Hmotnostni spektrometrie.[31]

5.1.2 HPLC

Nedostatecné rozliSeni a celkova doba analyzy podpofila vyvoj vysokoucinné kapalinové
chromatografii. Tato metoda vznikla v 70. letech 20. stoleti pod nazvem vysokotlaka
kapalinova chromatografie. HPLC byla postupné vyvijena, coz bylo nasledné divodem

k pfejmenovani na nynéj$i nazev vysokoucinna kapalinova chromatografie.[29]

Zameérem pro vyvoj této metody bylo ziskat lepsi ucinnost, rozliSeni ale i citlivost pro
jednotlivé analyzy, za co nejkratsi Cas. Tato zlepSeni byla provadéna na zadkladé zmenSovani
Castic sorbentu ve stacionarni fazi. Vyplil stacionarni faze je slozena z tvarové pravidelnych
castic o velikost 3-15 pm. Tyto castice pak vytvari stejnorodou vrstvu stacionarni faze.
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Nevyhodou zmenSovani Castic je zvySeni tlaku, coz znaéné€ ovliviiuje pouziti jednotlivych

dilt daného pristroje.[30], [32].

V dnesni dobé existuje i tzv. UHPLC neboli ultra vysokotlaka kapalinova chromatografie.
Castice pro vyplii stacionarni faze jsou ve velikosti mensi nez 2 pm. Dal§imi parametry jsou
vys$8i pracovni tlaky nez u HPLC, davkovani velmi malych objema a s t€émito parametry
souvisi zlepSeni selektivity metody, vyssi rozliSovaci schopnost, nizs§i rozmyvani piku, lepsi

citlivost metody.[30]
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5.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS — mass spectrometry) je destruktivni metoda zalozena na
identifikaci atomu, molekul a jejich fragmenti v iontové podobné na zakladé poméru
hmotnosti ku naboji (m/z). Vyuziti MS je velice rozsifeno, at’ uz v oblasti rozboru potravin,
pudy a hornin nebo pro forenzni tcely. Toto vyuziti je dano predev§im vysokou citlivosti
a rychlosti dané analyzy, kdy zjistime kvantitativni 1 kvalitativni soubor dat

o stanovovaném analytu. [33]

Princip hmotnostni spektrometrie je zalozen na tfech krocich: na tvorbé iontd, separaci
a nasledném zaznamenani iontd. Ionty jsou tvofeny viontovém zdroji, kde dochazi
k ionizaci. Nasledné jsou ionty rozdéleny v hmotnostnim analyzatoru podle hodnot m/z.
Takto rozdélené ionty putuji do detektoru, kde jsou snimany. Vysledkem celého procesu

je hmotnostni spektrum. Schéma hmotnostniho spektrometru je zobrazeno na Obr. 5. [34]

Zavadéni vzorku

N/
Iontovy Hmotnostni
zdroj analyzator Detektor
VAKUUM

PC

Obr. 5 Schéma hmotnostniho spektrometru
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5.2.1 Iontové zdroje

V iontovém zdroji dochéazi k nezbytnému kroku pro hmotnostni spektrometrii k tzv.
ionizaci. Béhem ionizace dochazi ke tvorbé iontli v plynném stavu. Ionty, které vznikaji,
muzou byt kladné ¢i zaporné nabité (M*, M, ptipadné [M+H]*, [M-H]  atd.). Tyto ionty jsou
dale separovany a detekovany. lontové zdroje mizeme délit na dvé skupiny podle energie,
kterou pfidana analytu. Prvni skupinou jsou ,,tvrdé iontové zdroje, kde energie je natolik
vysoka, aby zpusobila odstépeni fragmentu z iontu. Druhou skupinu tvoii ,,mékké“ ionizacni
zdroje. Pouzita energie pii ionizaci neni prili§ vysoka, a tedy pravdépodobnost vznikid
fragmentt je také mensi. Volba vhodného iontového zdroje zavisi na molarni hmotnosti
a polarité stanovovaného analytu. Tyto dva parametry ovliviiuji vybér vhodné ionizac¢ni

techniky viz Obr. 6.[35]
Tvrdé ionizacni zdroje:

e Jonizaci elektronem (EI)

e Jonizace s indukéné vazanym plazmatem (ICP)
Meékké ionizacni zdroje:

e Chemicka ionizace (CI)

e Jonizace laserem za ucasti matrice (MALDI)

e Fast atom bombarment (FAB)

e Desorpce polem (FD)

Tyto mékke ionizacni zdroje pracuji za vakua, avSak existuji i dalsi typy zdroju, které nemusi
byt umistény ve vakuu, ale pracuji za atmosférického tlaku. Mezi tyto ionizac¢ni zdroje

fadime
e Jonizace elektrosprejem (ESI)
e Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI)

e Fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI)[33]
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Obr. 6 Porovnani iontovych zdrojii v zavislosti na molekuldrni hmotnosti a polarité

5.2.2 Hmotnostni analyzatory

Ionty vzniklé v iontovém zdroji jsou fokusovany a vedeny do hmotnostniho analyzatoru, kde
dochazi k jejich separaci na zaklade¢ odlisné hodnoté m/z. Tato separace je ovlivnéna pomoci
magnetického a elektrického pole tak, aby byly detekovany jen ionty o urcité hodnoté m/z.
Mezi hmotnostni analyzatory rfadime kvadrupolovy analyzator, iontovou past, analyzator

doby letu, orbitalni past neboli tzv. orbitrap.[36]
Kvadrupolovy analyzator

Kvadrupodlovy analyzator je tvoten ze Ctyt tyCovych elektrod, které jsou k sobé rovnobézné.
Na elektrody je vkladano stejnosmérné a stfidavé napéti. lonty jsou vedeny mezi elektrody.
Na ionty za¢ne pusobit stfidavé pole, coz ma vliv na pohyb iontd. Prichod iontd o urcité
hmotnosti m/z k detektoru je pak uren pomoci zvoleného poméru mezi stejnosmeérnym
a sttidavym napétim. Postupnou zmeénou daného poméru projdou veskeré ionty separovany
na zakladé poméru hmotnosti a ndboje. Schéma kvadrupdlového analyzatoru je znazornéno

na Obr. 7.[37]
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Obr. 7 Schéma kvadrupolového analyzatoru

Iontova past

Iontova past je analyzator, ktery se sklada ze tfi elektrod, z prstencové stfedové elektrody,
vstupni elektrody a vystupni elektrody viz Obr. 8. V prostoru mezi elektrodami dochazi
k fokusaci iontt, které se pohybuji po stalé trajektorii. Pokud dojde ke zméné amplitudy
vysokofrekvenéniho napéti, dojde ke zméné pohybu iontd a ty jsou nasledné fokusovany
do detektoru. Diky tomuto principu muze byt provadéno fragmentovan latky, a to nékolikrat

po sobé.[38]

Vstupné Vystupni
koncové koncova
elektroda elektroda

Vstup iontl

Ionto_vy S —) Detektor
zdroj . o
Vyfuzeni Iontu

helium

Stredova
prstencova
elektroda

Obr. 8 Schéma iontové pasti
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Analyzator doby letu

Princip analyzatoru doby letu je zaloZzen na méfeni Casu iontd a dané hodnoté m/z pro zdolani
dané drahy o urcité délce. lonty, které vstoupi do analyzatoru, jsou urychleny pomoci
napét'ového laseru a postupuji do letové trubice (oblast bez pole). Ionty o rizné hodnoté m/z
maji i riznou rychlost. Podle urcité rychlosti (zavisi na poméru m/z) jsou pak detekovany
v riizném Gase. Cim mensi bude hodnota m/z, tim rychleji se bude iont pohybovat. Schéma

analyzatoru doby letu je vyobrazen na Obr. 9[34]

urychlen! reflekton
D
I
S ”| — T e, D
1= AL
selekce iontd linedmi méd

Obr. 9 Schéma analyzdtoru doby letu
Existuje velka fada analyzatori pro hmotnostni spektrometrii. Mezi né patii magneticky
sektorovy analyzator. Principem separace je pusobeni magnetického pole na pohyb iontt

po kruhové draze o daném poloméru. .[39]

5.2.3 Detektory

Posledni casti hmotnostniho spektrometru jsou detektory. Ionty separované v analyzatoru
jsou nasledné fokusovany do detektoru, kde dochazi k jejich snimani a vyhodnocovani.

Dal§im krokem je zpracovani signalu a kone¢nym vystupem je hmotnostni spektrum.

Mezi nejstarsi detektory je fazena tzv. fotograficka deska. Princip tohoto detektoru spociva
ve ztmaveni mista, kam dopadl iont z analyzatoru. Tato metoda je jiz vSak zastarala
a v dnesni dobé se nepouziva. Obdobou tohoto detektoru je FaradayGv pohar. Faradayuv
pohar je slozen z elektrody, na kterou dopadaji ionty. Pfi dopadu ionti dojde k uvolnéni
elektrond, které nasledné putuji k anodé€. Pfi tomto procesu vznika elektricky proud, ktery je

nasledné sniméan a vyhodnocovan.[27]



Nejcastéji pouzivané detektory jsou zalozeny na principu elektronovych nasobicu. Jejich
konstrukce je tvofena nékolika dynodami. Tyto dynody zpiisobuji zvyseni signalu az 10%krat.
Ionty dopadaji z analyzatoru na dynodu, kde dochazi k vyrazeni elektrond. Vyrazené
elektrony dopadaji na dalsi dynody, kde dojde k op€tovnému vyrazeni dalSich elektront.
Takto vzniklé elektrony postupuji az k anodé€. Vznikly signal je nasledné vyhodnocovan.

Princip elektronového nasobice je zndzornén na Obr. 10. [27]
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Obr. 10 Princip elektronového nasobice

5.3 Spojeni LC/MS

Spojeni hmotnostni spektrometrie s kapalinovou chromatografii se fadi mezi velmi
spolehlivou metodu pro identifikaci analyzovanych latek. Diky tomuto spojeni lze
analyzovat latky, které jsou tepelné stabilni a vysoce polarni. Takové latky je velmi obtizné
stanovit jinymi technikami jako je plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostni

spektrometrii.[40]

Zapojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii je v dneSni dobé jednim
z nejpouzivanéjsich spojeni dvou metod 1 presto, ze zpocatku toto spojeni se zdalo byt velmi
nevhodné. Divodem bylo, Ze pro analyzu v hmotnostni spektrometrii je potieba vzorek
v plynné fazi, narozdil od kapalinové chromatografie, kde se pouzivaji slouceniny, které jsou
tepelné stabilni (netékavé). Dalsim problémem pro zapojeni LC-MS byly rozdilné prutoky.
Tento problém byl vyfeSen pomoci délice toku.[40]
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5.3.1 Spojeni LC — MS/MS

Spojeni kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii nam umoziuje
fragmentaci stanovené latky a jeji strukturni identifikaci, ¢imz se stava vysledek presnéjsi.
Meéfeni pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie je zalozeno na tfech ¢astech. Prvni
Casti je samotna izolace iontového prekurzoru. Druhym krokem je vznik fragmentt

a poslednim krokem je samotna analyza vzniklych fragmenti.[40]

Vznik fragmentt je uskute¢nén pomoci reakce iontu s nabitymi Casticemi, pfipadné srazkou
s neutralnim plynem. Jiny zpuisob pro fragmentaci je ozareni iontu elektromagnetickym

zatenim, kdy je dilezité spravné nastavit vinovou délku daného zareni.[40]

V praxi se nej€astéji vyuziva tandemova hmotnostni spektrometrie MS/MS také znaceno
jako MS?. Lze provadét i nékolik hmotnostnich analyz. Znadeni pro tfi a vice stupiiii
fragmentaci je pak nasledné€ znaceno jako MS", kdy n znamena4, kolik bylo pouzito na danou

analyzu tandemovych stupna. [41]
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6 Validace

Validace je zalozena na nékolika komponentech, podle kterych lze posoudit, zda dana
metoda je vhodna k pouzivani v praxi ¢i nikoliv. Validace je realizovana pro zavedeni nové
metody pfi stanoveni analytu v praxi, pii pouziti metody prevzaté z jiné laboratoie nebo je
provedena na zakladé valida¢niho planu. Jedna se o nezbytny krok pro splnéni spravné
vyrobni praxe (SVP) nebo laboratornich predpisu jako je ISO 17025 a ISO 15189. Kontrola
pro spravné provedeni z praxe je sloZzena zudaji naméfenych v laboratofi a zudaju

poskytnuty vyrobcem. [42]

Dtvodem pro validaci je zajiSténi dostateCné kvality, coz je povinnosti analytického
chemika. Dalsim divodem je, aby zméfena hodnota vypovidala realné hodnoté. Na zakladé
$patnych hodnot muze analytik Spatné vyhodnotit dany problém a tim napfiklad ovlivnit

zdravi pacienta nebo §patné urcit pricinu smrti, coz by mélo velmi negativni vliv v praxi.[42]

Validace se sklada zvalidaCnich parametri. Mezi tyto parametry fadime pravdivost
(dfive spravnost), presnost, citlivost nebo nejistotu méteni a dalsi. VSechny tyto parametry
nam dale vypovidaji informace, zda dana metoda umozfiuje dodrzet stanovené

pozadavky.[43]

6.1 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce (LOD) je parametr validace, ktery udava nejniz§i moznou hodnotu pro dany
analyt, kterou lze detekovat. V praxi se za hodnotu LOD povazuje signal, ktery lze
jednoznacné odlisit od Sumu. Na rozdil od LOD mez stanovitelnosti (LOQ) udéava nejnizsi
moznou koncentraci analytu, kterou lze kvantifikovat. Ob€ hodnoty, jak LOD, tak i LOQ,

1ze vypocitat z nasledujicich rovnic (1) a (2)[44]

RE)

_3xs 1

LD == (1)
10 x s

LOD = k* )
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ZnaCeni pismenem ,,s“vrovnici znamena smérodatnou odchylku, kterd je ziskéana

z opakovaného méfeni slepych pokust. Znaceni , .k ““ v rovnici znamena smérnici kalibracni

primky.

6.2 Linearita

Linearita je parametr validace, ktery udava linearni zavislost mezi dvéma a vice namétrenymi
hodnotami. Naméfené hodnoty jsou méfeny zblanku a kalibra¢nich roztokti o dané
koncentraci. Zméfené hodnoty se nasledné vyjadiuji v zavislosti na koncentraci danych
roztokll. Rozsah odezvy, pfimo umérné urcité hodnoté koncentrace, je oznacen jako linearni
interval. Linearita je charakterizovana korelacni koeficientem R2, ktery charakterizuje
tésnost zavislosti mezi dvéma nahodnymi proménnymi. Linearni zavislost je vyobrazena
pomoci grafu linearni zavislosti a matematického vztahu, ktery je vyjadien jakoy =a + bx.

Kde ,,a“ znazornuje posunuti a ,, b “ udava smérnici kalibracni ptimky.[45]

6.3 Opakovatelnost

Opakovatelnost je parametr validace, ktery je definovan jako té€snost shody mezi
nezavislymi vysledky ziskané béhem méfeni. Hodnoty pro stanoveni opakovatelnosti jsou
ziskany meéfenimi v pribéhu jednoho dne. B€hem meéteni nesmi dojit ke zméné nastaveni

metody, méficiho systému nebo personalu.[44]
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7 Cile diplomové prace
Cilem této diplomové prace bylo:

e vyvinout metodu pro derivatizaci BHB, jeji chromatografickou separaci

a hmotnostné spektrometrickou detekci

e aplikovat vyvinutou metodu na modelové vzorky biologického materialu (krev, moc)

a oveéfit jeji pouzitelnost pro analyzu realnych vzorkt ve forenzni praxi
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8 Experimentalni ¢ast

8.1 Pouzité chemikalie
e Pyridin: 2999 % (w/w), SIGMA — ALDRICH
e 3-hydroxybutyrova kyselina: 95 % (w/w), SIGMA-ALDRICH

e Anhydrid  kyseliny 2-methyl-6-nitrobenzoové: >08;08 % (W/w),
SIGMA — ALDRICH

e 2 —pyridinmethanol: 98 % (w/w), SIGMA — ALDRICH

e 4 — (Dimethylamino)pyridin: 298 % (w/w), SIGMA — ALDRICH

e Deionizovana voda (Water HPLC, LAB — SCAN, Batch No: 2012-2256)
e Acetonitril: % (w/w), VWR chemicals

e Kyselina mravenci: 89 % (w/w), Penta s.r.o.

e Znaceny standard 3-hydroxybutyrové kyseliny — d4

8.2 Biologické vzorky

Pro stanoveni BHB byly pouzity biologické vzorky krve a moci. Tyto vzorky byly odebrany

z vlastni krve v odbérovém centru a nasledné pouzity pro analyzu.
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8.3 Pouzité pristroje
e Kapalinovy chromatograf UltiMate 3000, Termo Scientific
e Hmotnostni spektrometr LTQ XL, Termo Scientific
e Mini tfepacka TTS 2 Basic, Yellow Line
e Centrifuga Mikro 120, Hettich Zentrifugen
e Digitalni suchy ohfivac
e (Cisti¢ka Ultrazvukova Elmasonic-S, MERCI s.r.o.
e Digitalni vaha Sartorius

e Kolona F5 (pentafluorofenyl) 100 x 2,1mm, velikost ¢astic 1,7 um, Phenomenex
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8.4 Postup pro pripravu kalibracnich roztoki a modelovych
vzorki

Priprava kalibra¢nich vzorkd a realnych vzorktu byla prevzata a upravena podle ¢lanku
Miyazaki T et all (2015)[46] Dle ¢lanku byl pouzity postup pomoci derivatizace pro
stanoveni B-hydroxymaselné kyseliny. Tento postup byl nasledné pro potieby této analyzy

patfi¢né upraven.

8.4.1 Priprava kalibracnich vzorku

Ze standardniho roztoku BHB bylo odebrano patficné mnozstvi vzorku pro piipravu
kalibracnich roztoki o koncentraci 3,6 ug/ml, 11,2 pg/ml; 36,6 pg/ml;
112,0 pg/ml; 336,0 pg/ml a 1120,0 pg/ml. Koncentrace kalibracnich vzorkl byly vybrany
na zakladé rozmezi analyzovanych modelovych vzorkl. Tyto koncentrace byly nafedény

pomoci roztoku acetonitrilu s vodou v poméru 1:1.

K 50 pl vzorku (pfipraveného standardu o dané koncentraci) bylo pfidano 20 ul znaceného
standardu d4 -BHB o koncentraci 1 pg/ml a 80 ul vody. Takto pfipravena smés byla dukladné
promichéna pomoci vortexu. Nasledné bylo ze vzorku odebrano 100 pul. Ke 100 ul vzorku
byl pfidan acetonitril o objemu 200 pl. Vzorek byl nasledné promichan pomoci vortexu

po dobu 1 minuty.

Po dikladném promichani bylo odebrano 50 ul vzorku, ktery se nasledné odpatfil do sucha
pomoci proudu dusiku. K odparku bylo ptidano 45 pl Cerstvé pripravené derivatizacni smési.
Takto ptfipraveny vzorek se nechal reagovat 10 minut pfi laboratorni teploté. Po 10 minutach
bylo k vzorku ptfidano 50 ul 2-pyridinmethanolu. Vzorek obsahujici derivatizaéni smés
a 2-pyridinmethanol byl nechan 30 minut reagovat pfi laboratorni teploté. Po uplynuti
30 minut byl vzorek 20x ziedén (v poméru 1:19; vzorek: fedici roztok) na celkovy objem

200 pl. Jako tfedici smés byl pouzity acetonitril a voda v pomeéru 1:9.

8.4.2 Priprava derivatiza¢ni smési

Do plastové zkumavky (ependrofky) o objemu 1,5 ml bylo navazeno 67 mg anhydridu
kyseliny 2-methyl-6-nitrobenzoové, 20 mg 4 — (dimethylamino)pyridinu a 900 pl pyridinu.
Takto pfipravena smés byla dukladné protiepana. Derivatiza¢ni smés bylo potieba piipravit

vzdy v den, kdy byly pfipravovany vzorky a nasledné probéhla analyza vzorka.
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8.4.3 Derivatizace analyzovaného vzorku

Celkem bylo analyzovano 5 modelovych vzorka, Ctyfi vzorky krve a jeden vzorek moci.
Vzorek Cislo 5 byla vlastni krev odebrana v odb&rovém centru, vzorky cislo 1-4 byly

naspikovany analytem BHB pro potfeby stanoveni.

K 50 pl vzorku (pfipraveného standardu o dané koncentraci) bylo pfidano 20 ul znaceného
standardu d4-BHB o koncentraci 1 pg/ml a 80 ul vody. Takto pfipravena smes byla dikladné
promichéna pomoci vortexu. Nasledné bylo ze vzorku odebrano 100 pul. Ke 100 ul vzorku
byl pfidan acetonitril o objemu 200 pl. Vzorek byl nasledné promichan pomoci vortexu

po dobu 1 minuty.

Nasledné bylo ze vzorku odebrano 100 pl. Ke 100 pl vzorku byl pfidan acetonitril o objemu
200 pul. Vzorek byl nasledné promichan pomoci vortexu po dobu 1 minuty a poté vlozen
do centrifugy po dobu 3 minut pii otackach 140xg. Po 3 minutach byla ke vzorku pfidana
derivatizacni smés (slozeni derivatizacni smeési viz. pfiprava derivatizacni smési)

a postupovalo se jako v piiprave kalibranich vzorka (viz pfiprava kalibrac¢nich vzorka).

Stanoveni analytu BHB v realnych vzorcich bylo provedeno pomoci derivatiza¢ni metody,
dle postupu v kapitole 6.4. Tato metoda se skladala ze dvou fazi. V prvni fazi dochazelo
k reakci B-hydroxymaselné kyseliny s anhydridem kyseliny 2-methyl-6-nitrobenzoové viz
Obr 11. Vdruhé fazi dochazelo kreakci slouCeniny wvzniklé v prvnim kroku

s 2-pyridinmethanolem viz Obr.12.

0, 0
WP o o WA W o
HO CH,
0 0 CH,
+ W
0 OH CH
CHy HAC >0 OH

Obr. 11Reakce kyseliny [-hydroxymaselné s anhydridem kyseliny 2-methyl-6-nitrobenzoové
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Obr. 12 Vznik analyzované latky po derivatizaci

8.5 Stanoveni g-hydroxymaselné kyseliny pomoci metody
LC/MS

Pro stanoveni analytu BHB byl pouzit kapalinovy chromatograf s detekci pomoci
hmotnostniho analyzatoru. Pro tohle stanoveni BHB byl pouzit kapalinovy chromatograf
Termo Scientific Ultimate 300. Hmotnostni detektor byl pouzity Termo Scientific LTQ XL.

Veskeré vysledky byly analyzovany pomoci programu Xcalibur a excelu.

Pro stanoveni BHB byla pouzita kolona Kinetex® F5 o rozmérech 100 x 2,1 mm, velikost
castic byl 1,7 um. Kolona byla po celou dobu analyzy vyhtivana na 40°C. Objem néstfiku

na kolonu byl nastaven na 5 pl.

8.5.1 Slozeni mobilni faze

Slozeni mobilni faze bylo vybrano na zakladé nékolika méfeni stejného vzorku s riznou
mobilni fazi A. Byly porovnany jednotlivé slozeni mobilni faze a na zékladé analyz stejného
vzorku s odliSnym slozenim mobilni faze A byla vybrana: 2% acetonitril,
1% kyselina mraven¢i a voda. Slozeni mobilni faze B bylo tvofeno acetonitrilem
a 0,1% kyselinou mravenci. Pii slozeni této mobilni faze doSlo ke zlepSeni tvaru piku

a zvySeni intenzity. Slozeni mobilni faze 1ze vidét v tabulce III a na Obr.13.
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Tab. 11l Optimalizace sloZeni mobilni faze

SloZeni mobilni fize A SloZeni mobilni fize B
2% acetonitril, o
) acetonitrilem a
A 0,1% kyselina mravenci a )
0,1% kyselinou mravenci
voda
2% acetonitril, o
) acetonitrilem a
B 0,5% kyselina mravenci a )
0,1% kyselinou mravenci
voda
2% acetonitril, o
] acetonitrilem a
C 1% kyselina mravenci a ‘
0,1% kyselinou mravenci
voda
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Obr. 13 Optimalizace sloZeni mobilni faze

Pro lepsi separaci analytu byla pouzita béhem analyzy gradientova eluce, jeji slozeni

a prubéh muzete vidét v tabulce IV. Po celou dobu analyzy byl nastaven priatok mobilni faze

na 0,4 ml/min. Celkovy ¢as analyza ¢i

nil celkem 6 minut.
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Tab. 1V SloZeni mobilni fazi béhem analyzy

Minuty Slozeni A [%] Slozeni B [%]
0 100 0
1,5 100 0
4 0 100
5 100 0
6 100 0

8.6 Parametry nastaveni hmotnostni analyzatoru

B-hydroxymaselna kyselina byla analyzovana pomoci zvolenych parametrii pro nastaveni
hmotnostniho spektrometru viz tabulka V. VeS§keré nastavené parametry byly po celou dobu

analyzy neménné.

Tab. V Parametry nastaveni hmotnostniho spektrometru

Pratok zamlzujiciho plynu 60 arb
Pratok pomocného plynu 5 arb
Pratok sweep plynu 0 arb
Spray Voltage S5kV

Teplota kapilary 250 °C
Napéti v kapilare 10V
Tube lens 120V

Ioniza¢ni mod pozitivni
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9 Vysledky a Diskuse

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout vhodny postup pfipravy vzorkd a optimalni
nastaveni metody pro analyzu biologickych vzorkl pro stanoveni BHB pomoci metody

LC/MS.

9.1 Fragmentacni spektrum standardu

Ve spektru lze sledovat kladn€ nabitou molekulu standardu BHB, jejiz hodnota m/z je

196 Da. Tato molekula byla nasledné fragmentovana, a tedy lze ve spektru vidét prevazne
jeji fragment m/z 110 Da. Tento fragment mél dostateCnou intenzitu pro nasledné pouziti pii
vyhodnocovani koncentrace BHB v redlnych vzorcich. Dalsi mozné vzniklé fragmenty

mohou byt m/z 92 Da a m/z 87 Da. Fragmenty iontu m/z 196 Da jsou zobrazeny na Obr. 14.

Relative Abundance

Obr. 14: Fragmentacni spektrum MS/MS pro kladné nabity iont 196

9.2 Kalibrace

Pro stanoveni kalibra¢ni zavislosti bylo proméfeno Sest vzorku neznaceného standardu BHB
o koncentraci 3,6 pg/ml, 11,0 pg/ml; 36,0 pg/ml; 110,0 pg/ml; 360,0 pg/ml a 1100,0 pg/ml.
Ke kazdému vzorku byl pridan izotopicky znaceny standard d4-BHB. Z nameéfenych pomért
ploch pikii produkovanych ionti m/z 110 Da byla vytvorena kalibracni zavislost, plochy
pikd jsou vyjadreny v Tab. VI. V grafu 1 je zobrazena kalibracni zavislost podilu ploch piku
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neznaCeného standardu vs znaeného standardu. Na Obr 15 a 16 jsou vyobrazeny
chromatogramy kalibracnich roztoka o koncentraci 11,0 pg/ml a 1100,0 pg/ml. Ve vrchni
Casti obrazku je chromatograficky zdznam iontu m/z 110 Da ziskany pomoci MS/MS
prekurzorového iontu m/z 196 Da. Ve spodni €asti Obr 15 a 16 je chromatograficky zaznam

iontu m/z 110 Da ziskany pomoci MS/MS prekurzorového iontu m/z 200 Da.

Tab. VI Hodnoty koncentrace standardu BHB, plochy piku BHB a ds— BHB a jejich pomér

Koncentrace BHB Plocha piku Pomér ploch piku
Plocha piku BHB
[nug/ml] ds+- BHB BHB/ d4— BHB
3,6 372 371 1,00
11,0 1104 857 1,29
36,0 7162 807 7,97
110,0 8168 459 24,98
360,0 42129 808 52,14
1100,0 114 085 641 177,98
200
180 y=0,1594x + 1,1699 .
160 R?=0,9963 -
wo | e

=
N
o

Podil ploch pika
=
o
o

8 | e
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o* .
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"
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Koncentrace[]

Graf I Kalibracni zavislost plochy piku na koncentraci
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Obr. 15 Chromatograficky zaznam standardu BHB o koncentraci 11,0 ug/ml a pridaného d4-BHB
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Obr. 16 Chromatograficky zaznam BHB o koncentraci 1100,0 ug/ml

37

50

55


http://mft-1M.50-1IO.SDF
http://IM.10Odd23.D0
mailto:10@cid25.0O
http://1i6.10ficid25.00

9.3 Validace metody

Linearita

Valida¢ni parametr linearita byla vyhodnocena pomoci kalibracnich roztoka obsahujici
nedeuterované BHB o koncentraci 3-1100 pg/ml. Ke v§em vzorktim byl pfidan deuterovany
standard d4+-BHB o objemu 20 pl, k némuz nasledné byly vztazeny jednotlivé plochy piku
nedeuterovaného BHB o dané koncentraci. VeSkeré kalibracni roztoky byly proméfeny
celkem tiikrat. Linearita je stanovena v grafu 1. Rovnice zavislosti z grafu je:

y =0,1594x + 1,1699. Korela¢ni faktor R? ma hodnotu 0,9963.
Mez detekce a mez stanovitelnosti

Valida¢ni parametry LOD a LOQ. byly stanoveny na zakladé hodnot kalibra¢nich parametrt
a vypocteny pomoci rovnice Cislo (1) a (2) v kapitole 5.1. Mez detekce (LOD) cini
43,57 pg/ml, mez stanovitelnosti (LOQ) je rovna 145,23 pug/ml. Na zakladé vizuélniho
hodnoceni, 1ze chromatografickych zaznam, je zfejmé ze mez detekce je 11,0 pg/ml, coz

lze vidét na Obr 15, kde pik iontu m/z 110 Da je trojnasobné vyS$si nez Sum meéfteni.
Opakovatelnost

Validaéni parametr opakovatelnosti byl méfen pro kalibra¢ni vzorek o koncentraci 36 png/ml
ve Ctyfech méfeni. Vysledky méfeni jsou shrnuty v tabulce ¢islo VII. Nasledné byl vypocten

parametr RSD [%], ktery se rovna 10,10%.

Tab. VII: Naméiené hodnoty ploch piku pro koncentraci 36 ug/ml, pouZité pro stanoveni opakovatelnosti.

Koncentrace [pg/ml] Plocha piku BHB/plocha piku d4+ — BHB
36,0 7,97
36,0 8,87
36,0 9,43
36,0 10,15
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9.4 Stanoveni analytu modelovych vzorcich

Vyhodnoceni koncentrace BHB v redlnych vzorcich byla provedena pomoci kalibracni
ptimky, zavislost plochy piku (plocha piku byla vypoctena jako pomér plochy piku
nedeuterovaného BHB a deuterovaného d4-BHB) na koncentraci BHB. Jednotlivé kalibra¢ni
roztoky byly proméfeny a byla vytvorena kalibra¢ni pfimka viz graf 1. Stanoveni mnozstvi
BHB v realnych vzorcich bylo uskute¢néno pomoci deuterovaného standardu, ktery byl
pridan ke kazdému vzorku krve a moci. Na zaklad¢ izotopicky znaceného standardu jsme
schopni rozlisit signal BHB ve vzorku a signal standardu. Toto rozliSeni je zapficinéno
deuteriem, ktery je obsazen ve znaCeném standardu celkem ctyfikrat, tim dojde k navySeni
m/z o 4 Da. Graf Cislo 1 vyobrazuje kalibraéni zéavislost, dale rovnici regrese
a korela¢ni koeficient R%. Hodnota R? je rovna 0,9963, rovnic regrese pro danou kalibraéni

zavislost je: y = 0,1594x + 1,1699

Koncentrace BHB v modelovych vzorcich krve a moci byly vypocteny pomoci kalibra¢ni
pfimky ziskané zlinearni zavislosti viz graf 1. Jednotlivé koncentrace jsou shrnuty

v Tab. VIIIL.
Vypocet koncentrace BHB pro vzorek €. 3:
y = 0,1594x + 1,1699

70,67 —1,1699
X T T 01594

x =430 ug/ml

39



Tab. VIII Parametry pro stanoveni koncentrace modelovych vzorkii a jejich vypoctena koncentrace

Vzorek | Typvzorku | Plocha piku BHB Plosll;:lgiku BHB/dBHB Ko[r;l:/nl:la]ce
1 Moc 492 779 443 1112,37 6900*
2 Krev 10435 68,47 152,40 950
3 Krev 13 144 195 67,41 430
4 Krev 18 237 86,22 211,52 1300
5 Krev 347 288 1,20 7**

*Koncentrace stanovena ve vzorku moc€i, je mimo kalibracni zavislost a je pouze
odhadovana na zaklad€, dosazeni podilu ploch piku do linearni rovnice. Abnormalné vysoka
koncentrace je ziejmé zpusobena piitomnosti neidentifikované interferujici latky pfitomné
vmoci. Tuto domnénku podporuje i1 netypicky pomér intenzit prekurzorového

a produktového iontu analytu v tomto vzorku.

** Stanoveni ve vzorku krve Cislo 5 (piivodni nespikovana krev) poskytlo koncentraci pod
mezi detekce, jedna se tedy pouze o odhad. Pro tcely pfipravy modelovych vzorka

spikovanim byla piivodni koncentrace v krvi povazovana za nulovou.

Na Obr.17 muzete vidét zaznam z analyzy realného vzorku ¢islo 3. Kdy se jedno o plnou
krev. B€hem analyzy jsem sledovala iont m/z 196 Da a jeho fragment m/z 110 Da a znaceny
standard d4-BHB. Vrchni ¢ast chromatogramu se nachazi MS spektrum kladné nabitého
iontu 196, v prostredni Casti se nachazi MS/MS spektrum kladné nabitého iontu m/z 110 Da
z prekurzorového iontu m/z 196 Da. Ve spodni Casti spektra je zobrazeno MS/MS spektrum
kladn€ nabitého iontu m/z 110 Da z prekurzorového iontu m/z 200 Da. Na Obr. 18 je
zobrazeno hmotnostni spektrum analyzovaného modelového vzorku krve Cislo 2, kde opét

byly sledovany kladné nabité ionty m/z 196 Da a jeho fragment m/z 110 Da pro BHB.
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9.4.1 Vyhodnoceni presnosti méireni modelovych vzorki

Na zakladé analyzovanych hodnot modelovych vzorkli a ofekavanych hodnot BHB, bylo

provedeno vyhodnoceni presnosti dané metody. Naméfené koncentrace a realné koncentrace

jsou porovnany v tabulce Cislo IX.

Tab. IX Hodnoty pro vypocet méreni presnosti a vypoctend chyba presnosti

Namérena Skutecna
Vzorky Typ vzorku koncentrace koncentrace Chyba [%]
[ng/ml] [ng/ml]
Vzorek 2 krev 950 500 90
Vzorek 3 krev 430 400 7,5
Vzorek 4 krev 1300 900 44,44
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10 Zavér

Tato diplomova prace se zabyva stanovenim B-hydroxymaselné kyseliny v biologickém
materialu. Priprava této slouCeniny probihala pomoci derivatizace, kdy BHB reagovala
s anhydridem kyseliny 2-methyl-6-nitrobenzoové a nasledné 2-pyridinmethanolem za

vytvoreni stanovovaného analytu.

Stanoveni probihalo pomoci metody LC/MS, kdy nejprve byly optimalizovano slozeni
mobilni faze, gradientu a nasledné parametry hmotnostniho spektrometru. Stanovovany
analyt B-hydroxymaselné kyseliny byl analyzovan v kladném modu. Kdy jsme mohli vidét
ve spektru pik s hodnotou m/z 196 Da. Pro ovéfeni identity daného analytu byla provedena
fragmentace analytu m/z196 Da. Ve spektru jsme ve stejném cCase videli fragment
s hodnotou m/z 110 Da. Celkova analyza trvala 6 minut a stanovovany analyt BHB byl

sledovan v 1,66 minuté.

Stanoveni realnych vzorka probihalo z krve a moci. Tyto realné vzorky byly odebrany
zvlastni krve v odbérovém misté, koncentrace jednotlivych vzorkd byla

od 430 pg/ml do 6900 pg/ml.

Jednou z hlavnich vyhod této metody pro stanoveni  — hydroxymaselné kyseliny je jeji
Casova nenarocnost, zvlasté kdyz v dnesni dobé je kladen velky diraz na rychlost analyzy

a na jeji presnost pii urCovani divodu smrti jedince.
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