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Mocovina, nejhojnéjsi slozka mocové matrice, interferuje
GC/MS analyze moci, a proto je nezbytné ji pied analyzou
odstranit. Tradi¢né¢ se za timto uUcelem pouziva kyseld
extrakce do organického rozpoustédla. Alternativni pfistup
vyuziva enzymu ureasy. Cilem prace je porovnani obou
pfistupi ptipravy vzorku a stanoveni vlivu pfitomnosti aditiv
(CO2 a HCI) na aktivitu ureasy. Zatimco extrakéni protokol
vyznamné¢ méni metabolom moci, ureasa pouze odstrani
mocovinu. Odstranéni mocoviny vSak neni uUplné
a reprodukovatelné. Aplikace CO. v priabéhu ureasové
reakce umozni Uiplné odstranéni mocoviny ze vSech vzork.
Ma4 v8ak negativni dopad na analytickou variabilitu ostatnich
metaboliti. Okyseleni vzorki pomoci HCI (6 M) umoznilo
depleci mocoviny bez zmény metabolomu, ale pouze
Vv jediném piipadé. Pfi pokusu o zopakovani experimentu
doslo k denaturaci enzymu. Aplikace méné koncentrované

HCI (1 M) nabizi slibné feSeni tohoto problému.
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1 Uvod a cile prace

Metabolomika je véda zabyvajici se studiem metabolomu, jakoZzto souboru vsech
metabolitil, na vSech hladinach biologického systému — na arovni organismu, tkané i jediné
bunky (Musilova and Glatz, 2011). Diky svému snadnému odbéru a specifickému slozeni
je pro studium metabolomu ¢asto uzivana lidskd mo¢. Vyznamnou slozku moci tvoii
odpadni latky z krevniho feist€. Ty mohou byt potencionalnimi markery
onemocnéni, a proto je v mediciné analyza mo¢ového metabolomu zcela nepostradatelna
(Bouatra et al., 2013).

Metabolom je odrazem molekularniho fenotypu, jelikoz svym sloZenim odrazi
okamzity stav organismu (Bujak et al., 2015). Hladina metabolitii neni pouze odpovéd
genové exprese, ale 1 environmentalniho a vyvojového stimulu nebo disledek genetické
mutace. Metabolity jsou latky s molekulovou hmotnosti mensi nez 1000 Da majici riznou
chemickou strukturu. Ta udavd jejich fyzikalné-chemické vlastnosti vyplyvajici
z ptitomnosti funk¢nich skupin (Musilova and Glatz, 2011). Dvé latky o stejné molekulové
hmotnosti se mohou lisit prostorovym uspofadanim atomu a vytvaret tak izomery s riznou
biologickou aktivitou (Plihalova et al., 2017). Kromé prostorového uspoiadani atomi
se latky mohou lisit stavbou uhlikatého fetézce, polohou nasobnych vazeb nebo polohou
substituentl. V piipadé keto-enol tautomerie latka stfida dvé formy konstituce presunem
vodikového atomu a dvojné vazby dle vlastnosti prostiedi (Dostal et al., 2005). Diagnosticky
vyznamnym biomarkerem je pouze jedna z forem. Typickym piikladem je keto-enol
tautomerie 2-oxoglutaratu a 2-hydroxyglutaratu. Oba metabolity jsou pfirozené piitomny
v lidské moci. Zatimco zvySena hladina 2-oxoglutaratu neni diagnosticky vyznamna,
zvySena koncentrace 2-hydroxyglutaratu byva znamkou napi. 2-hydroxyglutarové acidurie
(Kranendijk et al., 2010). Nespravné rozliSeni forem mize zpusobit chybnou diagnostiku
onemocnéni.

Metabolity se v mo¢i mohou vyskytovat v Sirokém rozmezi koncentraci (az 11 tadi)
(Bouatra et al., 2013). Nelze vsak fici, ze ¢im vyss§i je koncentrace daného metabolitu
V biologickém materidlu, tim je diagnosticky vyznamnéj$i. Naopak, nékdy 1 stopy
neobvyklého metabolitu mohou znadit vyznamny patofyziologicky proces. Piikladem
je exkrece 3-hydroxyglutaratu, vyznamného metabotoxinu a acidogenu, ktery byva pfitomen
(Casto ve stopovém mnozstvi, napt. 3 pmol/l) vyhradn€ v moci jedincii trpicich glutarovou
acidurii (Poge et al., 1997). Oproti tomu moc¢ovina, kone¢ny produkt metabolismu bilkovin,
je fyziologicky ptitomna v moci vSech jedincti v koncentraci v rozmezi 167 — 390 mmol/I

(Brodska, 2005). Vétsinou neni diagnosticky vyznamna a je hlavni slozkou matrice.



Tato charakteristika metabolita piedstavuje jejich komplexnost, z ¢ehoz vyplyva
naro¢nost jejich analyzy. Zéasadni je individualni piistup pii ptipravé vzorku a vybéru
analytické metody dle toho, co je cilem stanoveni. Pro identifikaci a kvantifikaci analytt
se uplatiiuji metody s vysokou citlivosti detekce a separa¢ni ucinnosti. Jednou z metod
s vysokou rozliSovaci schopnosti, ktera se vyuziva pii analyze metabolomu lidské mo¢i,
je plynova chromatografie spojend shmotnostni spektrometrii (GC/MS) (Musilova
and Glatz, 2011).

Pied analyzou se metabolity upravuji pomoci derivatizace, aby byly tékavé a zaroven
termostabilni (Musilovd and Glatz, 2011). Mocovina ale vyrazné zvySuje spoticbu
derivatizaéniho ¢inidla, a proto nejsou ostatni metabolity dostatetné nebo vibec
derivatizovany. Pied analyzou mo¢i je proto nezbytné moc¢ovinu odstranit (Webb-Robertson
et al., 2014). K odstranéni mocoviny jsou Vv soucasné dob¢ vyuzivany dva hlavni piistupy.
Prvni z nich vyuziva ureasu, zatimco druhy vyuziva extrakci do organického rozpoustédla
(ethylacetat, ether), do kterého se mocovina jako polarni latka téméi neextrahuje (Tanaka
et al., 1980; Webb-Robertson et al., 2014; Zhang et al., 2016).

V této praci byla pii piipravé vzorki pro GC/MS analyzu vyuzita ureasa,
které rozklada mocovinu, pii¢emz koneénymi produkty rozkladu je amoniak a oxid uhli¢ity
(Danial, Hamza and Mahmoud, 2015). Uvolnujici se amoniak vSak vyrazné alkalizuje
vzorek, ¢imzZ ovliviiuje aktivitu ureasy (Krajewska, 2009b). Optimalni pH ureasy
se pohybuje kolem hodnoty 7,0 — 7,5, pti pH 9 se ureasa stdva neaktivni a nestabilni, neni
uz schopna odstranit vice mocoviny ze vzorku (Krajewska, 2009a; Danial, Hamza
and Mahmoud, 2015). Proto je mocovina z nékterych vzorkli odstranéna jen caste¢né.
Udrzeni optimalniho pH ve vzorcich oSetfenych ureasou by mohlo vyrazné zlepsit GC/MS
analyzu vzorki moci, a tim i1 diagnostiku nékterych onemocnéni.

Soucasti prace je literarni reserSe na téma vyuziti ureasy K ptipravé vzorkt moci
pro GC/MS analyzu metabolomu, vlivu pH na aktivitu ureasy a tim i mnozstvi mocoviny
zUstavajici ve vzorku po oSetfeni ureasou. Cilem préace je stanoveni vlivu pfitomnosti
kyselin, pfipadné pufrujicich systému, na aktivitu ureasy a srovnani ureasového protokolu

s diive uzivanou metodou kyselé extrakce do organického rozpoustédla.
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Metabolom lidské mo¢i

Moc¢ je odpadni produkt savct vylu¢ovany ledvinami (Bouatra et al., 2013). Pti diagnostice
onemocnéni je pravé mo¢ Casto uzivanym materiadlem diky své snadné dostupnosti,
neinvazivnimu odbéru a unikatnimu chemickému sloZeni v porovnani s ostatnimi t€lnimi
tekutinami (Webb-Robertson et al., 2014). Mo¢ umoziuje jednoduchou kontrolu stavu
pacienta zahrnujici sledovani odpovédi na 1é¢bu pomoci analyz zaloZenych na rtiznych
technikach (Zhang et al., 2012).

Moc je typicky jantarové zbarvena, coz je dano pfitomnosti urobilinu, produktem
rozpadu ¢erveného krevniho barviva hemoglobinu. Ten tvofi spole¢né s dal§imi odpadnimi
latkami metabolom mo¢i specifického slozeni. Obsahuje odpadni latky z krevniho fecisté,
mocovinu, anorganické soli, kreatinin, amoniak, organické kyseliny, toxiny a produkty
metabolické drahy hemoglobinu, a to v Sirokém rozmezi koncentraci (Bouatra et al., 2013).
Avsak komplexnost chemického slozeni metabolomu ztéZuje ptipravu vzorku pro analyzu

a komplikuje tak diagnostiku onemocnéni (Musilova and Glatz, 2011).

2.1.1 Tvorba moci

Mo¢ je u savcl vytvaiena ledvinami, parovym organem, ktery spolu s dal$imi organy
lidského téla =zajistuje homeostazu, stabilitu vnitiniho prostfedi, kterd je nezbytna
pro spravnou funkci celého organismu (Bernaskova and Rokyta, 2016). Pfijem a vydej latek
neni vzdy stabilni, a proto je nutné, aby ledviny regulovaly vylu¢ovani vody s obsazenymi
ionty a latkami, a tak udrzovaly stalé vnitini prostiedi. V zavislosti na aktualnim stavu
organismu se z primarni mo¢i resorbuji rizna mnozstvi latek a vody, a proto je definitivni
mo¢ pokazdé jinak koncentrovana (Kittnar and Pokorny, 2009). Avsak ne vSechny latky
primarni moc¢i podstupuji zpétnou resorpci, z cehoZz vyplyva, Ze nckteré latky jsou
v definitivni mo¢i obsazeny stabilné. Typicky je kreatinin, kone¢ny produkt metabolismu
kreatinfosfatu nachézejiciho se ve svalech, jehoz odbouravani a vyluovani probiha
konstantni rychlosti, coz je Zadouci parametr pro tpravu koncentrace moci (Bader, Messerer
and Will, 2013).

2.1.2 Vznik a funkce mocoviny
Lidskou stravu tvofi tfi zakladni chemické latky — sacharidy, proteiny a tuky. Tyto ziviny
jsou pro lidské télo vyznamnym zdrojem energie a dalezitych stavebnich latek. V travicim

traktu dochazi k rozkladu téchto slozitych biomolekul na zakladni stavebni jednotky,
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jejichz mala velikost je vyhovujici pro jejich nezbytné vstiebavani do extracelularnich
tekutin (Pokorny, 2009).

Proteiny jsou rozlozeny v travicim traktu pomoci proteolytickych enzymu na peptidy
nestejnych velikosti, které jsou nasledné rozstépeny pomoci aminopeptidas na proteinogenni
aminokyseliny. Vzniklé aminokyseliny se z traviciho traktu piesouvaji do enterocytu stiev,
odkud se vstiebavaji do krve a nasledné podstupuji dekarboxylaci, deaminaci
¢i transaminaci. Vzniklé produkty vstupuji do Krebsova a mocovinového cyklu.
Pti dekarboxylaci ztraci aminokyselina oxid uhlicity ze své karboxylové skupiny a méni
se tak na amin. Pii deaminaci se z aminu uvolfiuje amoniak za vzniku oxoslou¢eniny. T¢lu
Skodlivy amoniak je spolu s oxidem uhli¢itym pfeménén prostfednictvim mocovinového
cyklu na mocovinu, kterd uz oproti toxickému amoniaku neni té€lu skodliva (Pelouch, 2005).
Mocovina, jakozto mala nenabita polarni molekula, prochazi skrze biologické membrany
(Koolman and R6hm, 2005) a je vylu¢ovana moci jako odpadni produkt (Racek et al., 2006).

Dle koncentrace moc¢oviny, kone¢ného metabolitu bilkovin v mo¢i, 1ze zjistit mnozstvi
bilkovin a vody pfijatych organismem. Optimalni koncentrace mocoviny v moci
se pohybuje v rozmezi 167 — 390 mmol/l (Brodska, 2005). Pti diagnostice mo¢ového
metabolomu metodou GC/MS je vysokd koncentrace mocoviny nezadouci
(Webb-Robertson et al., 2014). Piitomnost vysoké koncentrace mocoviny vyrazné ovliviiuje
analyzu moc¢i, zejména u technik zaloZzenych na plynové chromatografii. Mocovina,
pfitomna v moci ve vysoké koncentraci, pietéZuje kolonu a tim zhorSuje separaci (Dettmer,
Aronov and Hammock, 2007). Metabolity eluujici v retenénim okné mocoviny jsou ¢asto
pikem mocoviny zcela piekryty nebo maji jiny reten¢ni cas. Pfi pfiipravé vzorku
mocovina nadmérné spotiebovava derivatizacni €inidlo, a proto jsou ostatni metabolity
derivatizovany jen z ¢asti nebo vibec (Webb-Robertson et al., 2014). Analyty pak tvoii vice
derivatizacnich produktli, ¢imZ se vyrazné zvysuje limit detekce. Nelplné derivatizované
latky snizuji Zivotnost kolony. Pro zabranéni téchto jevl se pied analyzou vzorek moci
upravuje extrakci do organického rozpoustédla nebo ureasou, kterd pii optimalnim pH
zpusobuje hydrolyticky rozklad mocoviny (Krajewska, 2009a; Webb-Robertson et al., 2014;
Zhang et al., 2016).

2.1.3 Diagnostika mo¢i
Pocatek diagnostiky moci saha az do starovéku. Diagnosa se v tehdejsi dobé urcovala
pomoci urinoskopie zkoumajici vzhled a vlastnosti moce - barvu, zékal, zapach a dokonce
jeji chut’ (Bouatra et al., 2013).

12



V soucasné dobé¢ se provadi jak kvalitativni, tak kvantitativni analyza mo¢i vyuZzivajici
fyzikalné-chemickée a mikroskopické metody (Kubac, 2005; Bouatra et al., 2013). Zakladni
analyzou se zjiStuje piitomnost a koncentrace glukosy, bilkovin, ketoléatek, bilirubinu,
urobilinogenu, dusi¢nand, leukocytarnich esteras a krve v moc¢i (Bouatra et al., 2013).

Specialni vySetfeni zalozend zejména na chromatografickych technikach zjistuji
aktudlni stav pacienta prostfednictvim analyzy celé fady metabolitll, a to jak endogenniho,
tak exogenniho ptivodu. Metabolity moci Ize na zakladé¢ podobnych vlastnosti rozdélit
do nékolika skupin. Jedna se o skupiny latek polarnich, t€kavych, organickych a Zluc¢ovych
kyselin (Bouatra et al., 2013).

Pii diagnostice moci se vyuziva piedev§im metoda GC/MS a metoda kapalinové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii (LC/MS). Pomoci metody GC/MS lze
identifikovat az 179 metabolitd, z ¢ehoz 85 z nich Ize kvantifikovat (Bouatra et al., 2013).
Tato metoda se hojné vyuziva pro analyzu organickych kyselin.

Avsak nékteré metabolity vV moci Se nachazi v pfili§ nizkych koncentracich, nebo jsou
i ptes derivatizaci termolabilni ¢i je nelze prevést na plyn. Pro jejich analyzu se proto vyuziva
metoda LC/MS vyznacujici se vysokou citlivosti. Analyza metabolitli touto metodou
je jednodussi, nebot’ vzorky nemusi byt derivatizovany (Bujak et al., 2015).

Vysledkem chromatografické analyzy vzorku moéi je chromatogram, v némz jsou
vyneseny elu¢ni kiivky (piky ptedstavujici jednotlivé metabolity) v zavislosti na Case
analyzy (tzv. retenéni ¢as) (Klouda, 2003). Metabolity jsou identifikovany dle hmotnostniho
spektra a reten¢niho ¢asu (kvalitativni analyza). Plocha piku ptedstavuje intenzitu signalu,
ktera je ptfimo imérna mnozstvi metabolitu obsazeného ve vzorku (kvantitativni analyza)
(Klouda, 2003; Séanchez-Guijo, Hartmann and Wudy, 2013). Koncentrace metabolitu
ve vzorku se nejcastéji stanovuje porovnanim plochy jeho piku s plochou piku interniho
standardu (IS) o zndmé koncentraci (Sanchez-Guijo, Hartmann and Wudy, 2013).

Nalezené koncentrace metabolitl jsou porovnany sreferen¢nimi hodnotami,
pri¢emz odchylka od fyziologické hodnoty znaéi patologicky stav. Hodnoty referenénich
mezi byvaji vztazeny ke konkrétni koncentraci kreatininu v moci (1 mmol/l),
¢imz se Koncentrace metabolitti ve vzorcich jednoduse vyhodnocuje a porovnava (Rinaldo,
2008).

2.2 Plynovéa chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC/MS)
Plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii je analytickd metoda vyznacujici

se vysokou rozliSovaci schopnosti specifickych nizkomolekularnich strukturné podobnych
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latek a zaroven vysokou detekéni schopnosti hmotnostni spektrometrie (Sanchez-Guijo,
Hartmann and Wudy, 2013).

Tato metoda umoznuje kvalitativni a kvantitativni analyzu termostabilnich latek
s molekulovou hmotnosti do 1000 Da s vhodnym tlakem syté pary nutnym pro pfeménu
v plyn (Klouda, 2003) nebo latek, které l1ze chemickou reakci (tzv. derivatizaci) na takové
latky preménit (Dettmer, Aronov and Hammock, 2007). Zaroven dokaze rozlisit latky stejné
molekulové hmotnosti lisici se pouze svou konstituci, zvané izomery (Dostal et al., 2005;

Webb-Robertson et al., 2014).

2.2.1 Charakteristika metody
Plynova chromatografie je separaéni metoda, pii které se slozky obsazené ve vzorku
rozdéluji mezi dvé nemisitelné faze — stacionarni a mobilni (Klouda, 2003). Stacionarni faze
je nepohyblivé a je tvofena latkou, ktera je v tenké vrstvé nanesena na vnitini sténu kiemenné
kapilary (chromatograficka kolona), zatimco mobilni faze je pohybliva a utvati ji nosny plyn
(Klouda, 2003; Sev¢ik et al., 2004).

Vzorek je vnesen (nastiiknut) do vyhiivané nastiikové komory (inletu), kde jsou
analyty pfevedeny na plynné skupenstvi a nosnym plynem unaSeny do kolony
(Sanchez-Guijo, Hartmann and Wudy, 2013). Jednotlivé analyty riznym zpisobem
interaguji se stacionarni fazi, zachycuji se na kolon¢ a po urcitém ¢ase ji opousti (Klouda,
2003). Mira interakce je dana fyzikalné-chemickymi vlastnostmi analytu (afinitou
ke stacionarni fazi) a teplotou (Sanchez-Guijo, Hartmann and Wudy, 2013). Kazdy analyt
setrva v koloné rtizné dlouhou dobu (reten¢ni ¢as) (Skoog, Holler and Nieman, 1998). Latky
postupné opoustéji kolonu a vstupuji do detektoru, ktery zaznamenava signaly v podobé
eluénich kiivek. Vznikly chromatogram (Obr. 1) poskytuje informaci o retencnim Case
a intenzit¢ odezvy daného analytu vyhodnocovacimu zatizeni. Retencni €as predstavuje tdaj
o druhu analytu a plocha kfivky udava intenzitu signalu znazornujici jeho kvantitu (Klouda,
2003).

V plynové chromatografii funkci detektoru ¢asto plni hmotnostni spektrometr (MS),
ktery umoznuje jak urCeni koncentrace, tak i struktury latky vystupujici z kolony
chromatografu. Analyty jsou v iontovém zdroji hmotnostniho spektrometru pievedeny
na ionty a hmotnostnim analyzatorem separovany podle poméru hmotnosti a naboje (m/z)
(Sanchez-Guijo, Hartmann and Wudy, 2013). Druh (m/z) a intenzita iontil je zaznamenana

detektorem (Klouda, 2003). Spravny chod MS zajistuje vakuum, které zabranuje srazkam
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iontt s molekulami vzduchu, a vysoka teplota, diky niz nedochazi ke kondenzaci analyti
(Sanchez-Guijo, Hartmann and Wudy, 2013).

N

- retenéni ¢as ty N
2 I< i
o . latkaY
)
-
5]
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L
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= latka X A interni standard
=
2
v

zakladni linie

Obr. 1: Schéma chromatogramu s tfemi eluénimi kiivkami latky X, latky Y a interniho standardu,
kde A je plocha kiivky.

2.3 Priprava vzorku k analyze

2.3.1 Odstranéni mocoviny
Mocovina je v moci obsazena ve vysoké koncentraci, coz znacné komplikuje GC/MS
analyzu (kapitola 2.1.2) (Dettmer, Aronov and Hammock, 2007). Proto je nezbytné
Ji pted analyzou ze vzorku odstranit (Webb-Robertson et al., 2014). Eliminaci Ize provést
tfemi riznymi zpisoby (Chalmers and Lawson, 1982; Webb-Robertson et al., 2014).
Tradi¢né se vyuziva metoda extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE, liquid-liquid
extraction), tedy extrakce organickych kyselin do organického rozpoustédla, do kterého
se mocovina jako polarni latka téméf neextrahuje (Tanaka et al., 1980). Nejcastéji vyuzivana
rozpoustédla jsou diethylether a ethylacetat. Vybér rozpoustédla ovliviiuje, které kyseliny
budou ze vzorku extrahovany. Diethylether poskytuje extrakci spise hydrofobnich kyselin,
zatimco ethylacetat extrahuje prevazné hydrofilni kyseliny. Toto zpusobuje zvyhodnéni
extrakce jedné skupiny organickych kyselin nad druhou skupinou s rozdilnou polaritou
(Chalmers and Lawson, 1982). U¢innost extrakce kyselin s vyssi polaritou je niz§i (Liu
etal.,, 2004). Navic nedostate¢na Cistota rozpoustédla a pH vzorku negativné ovliviiuje
extrakci, nebot’ se do rozpoustédla mohou extrahovat kromé organickych kyselin bazické
a neutrélni latky (Chalmers and Lawson, 1982). Nedostate¢né eliminovana mocovina

nasledné ovliviiuje analyzu, nebot’ jeji eluéni kiivka miize maskovat elu¢ni kiivku organické
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kyseliny nebo muze zpusobovat posun retenénich cast kyselin (Kumari et al., 2016)
a metabolom vyrazn¢ zkresluje variabilni extrakéni G¢innost.

Dalsi metodou je extrakce z kapaliny na tuhou fazi (SPE, solid-phase extraction).
Stacionarni faze SPE kolony k sobé pouta analyty ze vzorku, které jsou uvolnény vhodnym
eluénim rozpoustédlem. Pro eluci organickych kyselin se do kolony aplikuje 5% kyselina
mravenc¢i v methanolu (Liu et al., 2004). Tuto metodu charakterizuje vyssi extrakéni
ucinnost oproti metodé LLE (Liu et al., 2004; Kumari et al., 2016). Metodou SPE
se do rozpoustédla extrahuje méné mocoviny, a proto neni interference analyzy natolik
vysoka. Tento piistup poskytuje rychlou, citlivou a efektivni separaci organickych kyselin
ze vzorku za spotieby malého mnozstvi rozpoustédla (Kumari et al., 2016).

Alternativni pfistup predstavuje oSetfeni vzorku ureasou, hydrolytickym enzymem,
ktery katalyzuje rozklad mocoviny (Webb-Robertson et al., 2014). Vznikajici amoniak
vyrazné alkalizuje roztok moéi, pfiCemz ureasa piestava byt aktivni a proto je mocovina
odstranéna jen caste¢né (Krajewska, 2009b; Danial, Hamza and Mahmoud, 2015). Vhodny
vybér pufracniho systému by ale mohl pfispét k udrzeni pH optima, pfi kterém je ureasa
aktivni (Howell and Sumner, 1934).

2.3.2 Derivatizace
Vétsina biologickych vzorki (s vyjimkou dechu) nema plynné skupenstvi, proto je
pted GC/MS analyzou nezbytné je na plyn ptevést (Musilovd and Glatz, 2011). Tento
proces, pii némz se zaroven zlepSuje 1 teplotni stabilita analyzovanych latek, se nazyva
derivatizace. Pouziva se knému riznych derivatizaénich cinidel (Dettmer, Aronov
and Hammock, 2007). Velmi Casta je aplikace trojice ¢inidel
N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamidu ~ (BSTFA), trimethylchlorsilanu  (TMCS)
a pyridinu, pomoci kterych dochazi k trimethylsilylaci. Pfi této reakci je aktivni vodik
karboxylové, hydroxylové, thiolové, aminové a iminové skupiny nahrazen
trimethylsilylovou (TMS) skupinou (Obr. 2) (Dettmer, Aronov and Hammock, 2007; Orata,
2012). Za prubéh reakce odpovida BSTFA jakozto vysoce reaktivni silyla¢ni ¢inidlo,
pti¢emz TMCS zvySuje jeho reaktivitu. Pyridin je nepolarni rozpoustédlo, které je nezbytné
pro prubeh reakce a zaroven plsobi jako akceptor HCI, ktera pii reakci vznika jako vedlejsi
produkt (Orata, 2012). Vysledkem je vznik tékavéjSich a termostabilnéjSich
trimethylsilylovych derivatl analytl, které ptispivaji k lepsi detekcei signalii vizualizovanych

na hmotnostnim spektru (Dettmer, Aronov and Hammock, 2007).
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Obr. 2: Trimethylsilylace kyseliny glykolové pomoci ¢inidla BSTFA za vzniku 2-TMS derivatu
kyseliny glykolové.

U analyz zaméfenych na stanoveni organickych kyselin, trimethylsilylaci casto
predchazi oximace, protoze zejména 2-0xOkyseliny nejsou dostateéné stabilni (Dettmer,
Aronov and Hammock, 2007; Nguyen, Lee and Paik, 2013). Podléhaji keto-enol tautomerii
za vzniku hydroxykyselin (Dostal et al.,, 2005). Oximaci dochéazi k zafixovani
karbonylovych skupin 2-oxokyselin, ¢imz se zabrafiuje jejich tautomerii (Obr. 3) (Dettmer,
Aronov and Hammock, 2007; Webb-Robertson et al., 2014). Pii vyhodnocovani analyzy
je diky stabilizaci 2-oxokyselin jasné prokazatelné, ktery z izomert je pfitomen ve vzorku

(Nguyen, Lee and Paik, 2013). Piikladem je odliSeni 2-oxoglutaratu od 2-hydroxyglutaratu.
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Obr. 3: Ethoximace 2-oxoglutaratu pomoci ethoxyamin hydrochloridu za vzniku ethoxyderivatu
oxoglutaratu.

2.4 Ureasa
Ureasa (EC 3.5.1.5) je metaloenzym vyuzivany k hydrolyze amidi mocoviny. Existuje fada
typl ureasy, a to jak rostlinného, bakterialniho nebo mykotického ptvodu. Nejhojnéji
se vyuziva ureasa rostlinného puvodu, ktera se ziskava ze semen Canavalia ensiformis
a vyrabi se v krystalické formé (Danial, Hamza and Mahmoud, 2015).

Funkci ureasy je hydrolyticky rozklad mocoviny ve vodném prostiedi za vzniku
amoniaku a karbamatu amonného (Obr. 4), jehoz katalyzou vznika amoniak s oxidem

uhlicitym (Obr. 5). Vyslednymi produkty rozkladu jedné molekuly mocoviny jsou dvé
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molekuly amoniaku a jedna molekula oxidu uhli¢it¢ého (Danial, Hamza and Mahmoud,
2015).

/”\ + H,0 HEs NH3; + A

H,N OH

Obr. 4: Hydrolyza mo¢oviny pomoci ureasy za vzniku amoniaku a karbaméatu amonného

|
H.O — = NHs: + CO
HzN/KOH +H 3 2

Obr. 5: Hydrolyza karbamatu amonného za vzniku amoniaku a oxidu uhli¢itého

Aktivita ureasy je udavana v enzymovych jednotkach (U), pfi¢emz 1 U vyjadiuje
vznik 1 pmol amoniaku z mocoviny za 1 min pti pH 7 pii 25 °C (Fidaleo and Lavecchia,
2003). Vznikajici amoniak zvysuje pH reakéni smési, zptsobuje tak pokles aktivity ureasy,
a tim i dalsi tvorbu amoniaku (Cesareo and Langton, 1992).

Ureasa, fadici se do enzymatické tfidy hydrolas, je jediny metaloenzym obsahujici nikl
(Dixon et al., 1980). Mezi hydrolasami vynika svou neobvykle vysokou katalytickou
aktivitou a substratovou specifitou, nicméné stejné tak neni povaZovana za enzym
s absolutni specifitou (Gazolla, Blakeley and Zerner, 1973; Dixon et al., 1980). Kromé
mocoviny a jejich derivatd hydroxymocoviny, dihydroxymocoviny, methylmocoviny,
ethylmocCoviny, thiomocoviny, semikarbazidu, formamidu, acetamidu, thioacetamidu,
methylkarbaméatu a ethylkarbamatu jsou znamy jen dalsi étyfi jeji substraty, a to amidat
kyseliny fosfore¢né, diamid kyseliny fosfore¢né, fenylester kyseliny diaminfosfore¢né
a triamid kyseliny fosfore¢né (Krajewska, 2009a; Dixon et al., 1980). Vsechny substraty
vyjma mocoviny maji exogenni ptivod, jsou lidskému télu nevlastni.

Aktivita ureasy zavisi na pH roztoku, pfi¢emz pH optimum je v rozmezi 7,0 — 7,5
(Krajewska, 2009a). Pti tomto pH ureasa rozklada mocovinu ve vzorku maximalni rychlosti.
Dojde-li ke snizeni nebo zvySeni pH, jeji aktivita vyrazné klesa (Cesareo and Langton,
1992). Pii pH vyssim nez 9 se ureasa stava neaktivni, neni schopna pokracovat v hydrolyze
mocoviny (Krajewska, 2009b; Danial, Hamza and Mahmoud, 2015). Proto je mocovina
ze vzorku odstranéna jen ¢astecné. Pro efektivnéjsi rozklad mocoviny ze vzorku je nezbytné

udrzeni stalého pH, v optimu ureasy.
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2.5 Pufraéni systémy

Aktivita ureasy je ovlivnéna jak substritem (mocovina), tak produktem reakce (amonné
ionty) (Fidaleo and Lavecchia, 2003). Podle Howell and Sumner (1934), aktivita ureasy
nezavisi pouze na typu pouzitého pufru, jeho koncentraci a pH, nybrz také na koncentraci
mocoviny.

Princip udrZeni aktivni ureasy spo¢iva ve vybéru spravného pufru a jeho nasledné
aplikaci tak, aby bylo udrzeno optimalni pH. Jelikoz aktivita ureasy klesa se zvySujicim
se pH roztoku (Cesareo and Langton, 1992), Glohou pufru musi byt okyseleni prostiedi.
Proto musi byt pouzita chemicka latka kyselé povahy. Plati, Ze ¢im vyssi je koncentrace
mocoviny Ve vzorku, tim vice amoniaku jejim rozkladem mtze vzniknout, a proto je nutné
pouzit pufr s dostate¢nou pufracni kapacitou (Howell and Sumner, 1934).

Aktivita ureasy jiz byla zkoumana v pfitomnosti fosfatu, citratu a acetatu. Bylo
zjisténo, Ze ureasa je aktivni v pritomnosti fosfatu pH 5 — 9, citratu pH 4 — 8,5 a acetatu pH
3—7,5. Tyto pufry zvySovaly aktivitu ureasy, dokud nebylo dosazeno optimalni koncentrace
mocoviny, pii které doslo k poklesu aktivity. V ptitomnosti citratového a acetatového pufru
bylo dosazeno optimalni aktivity ureasy pii optimalnim pH jiz pii polovi¢ni koncentraci
mocoviny ve srovnani s koncentraci mocoviny V ptitomnosti fosfatového pufru (Howell
and Sumner, 1934). Obecné Ize fici, ze v pritomnosti kyselej$iho pufru se hodnota optimalni
koncentrace mocoviny zvysuje, zatimco menSi mnozstvi mocoviny lze zcela rozlozit

| pfi vyssim pH.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pristrojové vybaveni

Instrumentace pouzita pii pripravé vzorku:

analytické vahy AND HR 120 (BioTech)

analyzator Cobas 8000 (Roche)

automatické a sklenéné pipety

centrifuga Eppendorf 5702 (Labicom)

centrifuga Eppendorf Mini Spin (Labicom)

diagnostické pH prouzky (Undekaphan)

digestot (Flores Valles)

dusik (Messer)

generator dusiku Mistral (Applied Biosystems)
koncentrator vzorkt NDKV200-2 (Labicom)
koncentrator vzorkd Termovap (ECOM)

lyofilizator (Labconco)

magneticka michacka s ohfevem K-IKA RCT basic (IKA)
orbitalni tfepacka MS 1 (IKA)

oxid uhli¢ity (Messer)

pH metr Orion Star A111 (Thermo Fisher Scientific)
sklenéné a plastové chemické nadobi, plastové Spicky, laboratorni stojany, parafilm,
vicka, krimpovaci kleste

trepaCka HS 250 basic (IKA).

Instrumentace pouzita pii GC/MS analyze vzorku:

automaticky davkovac TriPlus RSH (Thermo Fisher Scientific)

elektronickd knihovna hmotnostnich spekter NIST 17 Mass Spectral Library
(NIST/EPA/NIH)

hmotnostni spektrometr typu jednoducheho kvadrupdlu DSQ Il (Thermo Fisher
Scientific)

ktemenna kapilarni nepolarni kolona ZB-5MS o rozmérech 30 m x 0,25 mm x 0,25 um
(Phenomenex, Zebron)

Microsoft Office Excel 2013

nosny plyn helium (Messer)

plynovy chromatograf GC Trace Ultra (Thermo Fisher Scientific)
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= TraceFinder Software 3.3 (Thermo Fisher Scientific)
= Xcalibur 2.1 (Thermo Fisher Scientific).

3.1.1 Experimentalni podminky metody GC/MS

Analyzy byly provedeny na plynovém chromatografu GC Trace Ultra a hmotnostnim
spektrometru DSQ Il (Thermo Fisher Scientific). Vzorek byl odebirdn pomoci
automatického davkovace TriPlus RSH (Thermo Fisher Scientific) v objemu 1 pl. Nastiik
na kolonu byl proveden S/SL (split/splitless) injektorem v rezimu split (s déli¢em toku)
v poméru 1:50 pii teploté 250 °C. Nepolarni stacionarni faze kapilarni kolony ZB-5MS byla
tvofena z5 % fenyl-arylenem a z 95 % dimethylpolysiloxanem. Nosnym plynem bylo
helium s konstantnim priatokem 1 ml/min.

Separace analytd probihala na zaklad¢ bodu varu, a proto se vyuzivalo teplotniho
gradientu pece. Poc¢ate¢ni teplota byla nastavena na 80 °C po dobu 5 minut, poté teplota
postupné vzrustala o 5 °C/min na 160 °C a néasledné o 40 °C/min na 300 °C, pricemz konec¢na
teplota byla 300 °C po dobu 5 minut. Analyza jednoho vzorku probihala 30 minut.

Soucasti hmotnostniho spektrometru byl jednoduchy kvadrupolovy analyzétor,
do kterého byly pievadény ionizované analyty pii teploté 250 °C. Pii vyhodnocovani
a zpracovavani dat byly pouzity programy Xcalibur 2.1, elektronicka knihovna
hmotnostnich spekter NIST 17, TraceFinder Software 3.3 a Microsoft Office Excel 2013.

3.2 Chemikalie
= 0,908mM kyselina methylmalonova denaturovana (MMAD) v methanolu
= 14,98mM 4-fenylbutyrat v methanolu
=  500mM vodny roztok mocoviny
= 574,11mM ethoxyamin hydrochlorid v pyridinu
= aceton (Mikrochem)
= hexan (Honeywall Riedel-de-Haén)
= kyselina chlorovodikova (6 M, 1 M, 0,1 M)
= LC/MS voda (Honeywall Riedel-de-Haén)
= methanol (Honeywall Riedel-de-Haén)
= N,O-bis(trimethylsilyDtrifluoracetamid (BSTFA) 99 % (Sigma-Aldrich)
= pH pufry —1,68; 4,01; 7,00; 10,01 (Hamilton Bonaduz AG)
= pyridin (Sigma-Aldrich)
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= standardni kontrolni material (SKML) organickych kyselin (MCA Laboratory
of the Queen Beatrix Hospital, Netherlands), Lot: 2017.007

= trimethylchlorsilan (TMCS) 1 % (Sigma-Aldrich)

= ureasa Jack Bean (E.C. 3. 5. 1. 5.) (Sigma-Aldrich)

= vlastni moc¢ (pH 5,40)

Chemikalie, u kterych vyrobce neni uveden, byly pfipraveny pracovniky laboratoie
metabolomiky, UMTM, Lékaiské fakulty UPOL.

3.3 Priprava vzorki metodou vyuZivajici ureasu

Aktivita ureasy a vliv pH na aktivitu ureasy byl zkouman na:

= vzorku standardu mocoviny
- bez ureasy
- sureasou
- sureasou a CO./HCI
= standardnim kontrolnim materialu organickych kyselin (SKML)
- sureasou a CO;
- sureasou a HCI

= vlastni moci

3.3.1 Priprava vzorku moc¢i (pro sledovani zmény pH béhem ureasové reakce)
K5 ml mo¢i bylo ptidano 200 pl ureasy (1 mg/ml). Pribéh zmény pH byl méfen na pH
metru, reakéni smés byla udrzovana pfti teploté 33 °C. Po ustaleni pH bylo k 4,5 ml tohoto

vzorku pfidano 0,5 ml 500mM mocoviny a nasledovalo méteni pH.

3.3.2 Priprava fedici Fady standardu mocoviny
Ze zasobniho roztoku standardu mocoviny o koncentraci 500 mM byla vytvofena
koncentra¢ni fada s dvojnasobnym fedénim (0,06 — 500 mM). Celkem bylo pfipraveno

14 vzorkd, kazdy vzorek ve tftech opakovanich.

3.3.3 Priprava vzorku standardu mocoviny bez ureasy
K 0,5 ml vzorku mocoviny bylo ptidano 5 ul 4-fenylbutyratu a 20 ul LC/MS vody. Vzorek
byl inkubovan 40 min pti 37 °C, béhem ¢ehoz byl promichavan na tiepacce. Po uplynulé
dobé bylo ke vzorku pfidano 0,5 ml ledového methanolu (-80 °C). Vzorek byl stocen
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(10 min, 12 100 g) a supernatant byl pifeveden do vialky. Ta byla pickryta parafilmem
aulozena na 30 min do -80 °C. Vzorek byl lyofilizovan do druhého dne, kdy byl

derivatizovan a takto byl nasledné ptipraven pro GC/MS analyzu.

3.3.4 Priprava vzorku standardu mocoviny s ureasou
K 0,5 ml vzorku mocoviny bylo ptidano 20 pl ureasy (1 mg/ml) misto 20 ul LC/MS vody.
Postup byl shodny jako pfi ptipravé vzorku mocoviny bez ureasy (kapitola 3.3.3). Vzorky
byly pouzity k GC/MS analyze a ke sledovani zmény pH béhem urecasové reakce (ke vzorku

vsak nebyl pfidan 4-fenylbutyrat, pH bylo méteno ihned po 40 min inkubaci vzorku).

3.3.5 Priprava vzorku standardu mocoviny s ureasou a CO>
K 0,5 ml vzorku moc¢oviny bylo pfidano 5 pl 4-fenylbutyratu a 20 pl ureasy (1 mg/ml).
Vzorek byl inkubovan 40 min pii 37 °C. Béhem inkubace byl vzorek pufrovan proudem
oxidu uhlic¢itého (a takto byl pouzit ke sledovani zmény pH béhem ureasové reakce s CO»).
Pro GC/MS analyzu byl vzorek po pufrovani CO. zakoncentrovan proudem dusiku
pti 37 °C. Vzorek byl rozpustén v 0,5 ml ledového methanolu (-80 °C). Poté byl stocen
(10 min, 1364 g) a supernatant byl pfeveden do vialky. Ta byla piekryta parafilmem
aulozena na 30 min do -80 °C. Vzorek byl lyofilizovan do druhého dne, kdy byl

derivatizovan a takto byl ndsledné pfipraven pro GC/MS analyzu.

3.3.6 Priprava vzorku SKML s ureasou a CO;
K 0,5 ml SKML (kreatinin 1 mmol/l, mocovina cca 32 mmol/l) bylo pfidano 5 pul
4-fenylbutyratu, 10 pl kyseliny methylmalonové denaturované a 20 ul ureasy (1 mg/ml).
Vzorek byl inkubovan 40 min pii 37 °C. Béhem inkubace byl vzorek pufrovan proudem
oxidu uhli¢itého a poté byl vzorek zakoncentrovan proudem dusiku pii 37 °C. Metabolity
byly extrahovany do methanolu (2 x 400 pl) a do acetonu (1 x 300 pl). Po kazdé extrakci
bylo rozpoustédlo s metabolity pirevedeno do vialky. Vzorek byl odfoukan pod proudem
dusiku do sucha pfi 30 °C. Vzorek byl ihned derivatizovan a takto ptipraven pro GC/MS

analyzu.

3.3.7 Priprava vzorku standardu mocoviny (sledovani zmény pH béhem
ureasoveé reakce s 6M HCI)
K 5 ml mocoviny o koncentraci 500 mM (pH 5,40) bylo ptidano 200 pl ureasy (1 mg/ml).

Pribéh zmény pH byl méfen na pH metru, reakéni smés byla udrzovéna pfi teploté 33 °C.
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Po ustaleni pH bylo ke vzorku pifidano 20 ul HCI (6 M) a nasledovalo méteni pH. Takto

se postupovalo opakovang.

3.3.8 Priprava vzorku standardu moc¢oviny s ureasou a HCI (6 M)
K 0,5 ml vzorku moc¢oviny (250 mM) bylo piidano 5 ul 4-fenylbutyratu a 20 ul ureasy
(1 mg/ml). Vzorek byl inkubovan 40 min pii 37 °C. Béhem inkubace byl vzorek pufrovan
HCI (6 M). K reakéni smési bylo pfidano 15, 30 nebo 45 pl HCI (po 15 ul) po 10, 20 a 30 min
inkubace a vzorek byl promichan na téepacce. Poté bylo ke vzorku ptidano 0,5 ml ledového
methanolu (-80 °C). Vzorek byl stocen (10 min, 12 100 g) a supernatant byl pfeveden
do vialky. Ta byla ptekryta parafilmem a uloZena na 30 min do -80 °C. Vzorek byl
lyofilizovan do druhého dne, kdy byl derivatizovan a takto byl nasledné piipraven

pro GC/MS analyzu.

3.3.9 Priprava vzorku SKML s ureasou a HCI (6 M)
KO0,5 ml SKML (kreatinin 1 mmol/l, mocCovina cca 32 mmol/l) bylo pfidano
5 ul 4-fenylbutyratu, 10 pl kyseliny methylmalonové denaturované a 20 ul ureasy (1 mg/ml).
Vzorek byl inkubovan 40 min pfi 37 °C. Béhem inkubace byl vzorek pufrovan HCI (6 M).
K reak¢ni smési bylo ptidano 15, 30 nebo 45 pl HCI (po 15 pl) po 10, 20 a 30 min inkubace
a vzorek byl promichan na tiepacce. Poté bylo ke vzorku ptidano 0,5 ml ledového methanolu
(-80 °C). Vzorek byl stocen (10 min, 12 100 g) a supernatant byl pfeveden do vialky. Ta byla
prekryta parafilmem a ulozena na 30 min do -80 °C. Vzorek byl lyofilizovan do druhého

dne, kdy byl derivatizovan a takto byl nasledn¢ pfipraven pro GC/MS analyzu.

3.3.10 Priprava vzorku standardu mocoviny pro stanoveni vlivu pritomnosti
HCI (6 M, 1 M, 0,1 M) na aktivitu ureasy

K 0,5 ml vzorku standardu moc¢oviny (0,06 — 500 mM) bylo ptidano 20 pl ureasy (1 mg/ml).

Dohromady byly vytvoieny 3 fady standardi. Promichané reakéni smési byly inkubovany

40 min pti 37 °C. Béhem inkubace byla do prvni fady standardi mocoviny piidana 6M HCI,

do druhé tady byla ptidana 1M HCI a do tieti fady 0,1M HCI. Kyselina byla ke vzorku

ptidavana po 10, 20 a 30 min inkubace v objemu 15 pl (celkem 45 ul HCI ve vzorku).

Po reakci bylo zméfeno pH standardil.
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3.3.11 Jednokrokova derivatizace u vzorku standardu mocoviny
Lyofilizovane vzorky standardu moc¢oviny byly derivatizovany pomoci derivatizacni smési
ptipravené smichanim 1,5 ml BSTFA, 1,5ml pyridinu a 60 ul TMCS. Do kazdé vialky bylo
ptidano 300 ul této smési a vialka byla nasledné zavickovana pod dusikem. Vzorek byl

inkubovan 20 min pii teploté 70 °C, béhem ¢ehoZz byl promichavan na tiepadce.

3.3.12 Dvoukrokova derivatizace u vzorki SKML
Vzorky SKML podstoupily pii pripravé dvoukrokovou derivatizaci zahrnujici ethoximaci
a nasledn¢ trimethylsilylaci. V prvnim kroku byla vytvoiena smés 1,4 ml pyridinu a 100 pl
ethoxyamin hydrochloridu. Do kazdé vialky bylo piidano 150 ul této smési a vialka byla
zavickovana. Vzorek byl inkubovan 60 min pfi teploté 50 °C, pficemz byl promichavan
na tiepacce. V druhém kroku byla pfipravena derivatizacni smés smichanim 1,5 ml BSTFA
a 70 ul TMCS. Do kazdé vialky bylo piidano 150 pl této smési a vialka byla zavickovana
pod proudem dusiku. Vzorek byl inkubovan 20 min pii teplot¢ 70 °C a promichavan

na tfepacce.

3.4 Priprava vzorku metodou kyselé extrakce do organického rozpoustédla

Ke vzorku SKML/mo¢i (495 ul) bylo ptidano 20 ul 4-fenylbutyrétu (2,11 mM v methanolu)
a vzorek byl poté doplnén LC/MS vodou na 2 ml. Nasledné bylo ke vzorku ptidano 0,03 g
ethoxyamin hydrochloridu a reakéni smés byla promichana na téepacce. Vzorek byl
inkubovan 30 min pfi pokojové teploté, poté bylo ke vzorku pfidano 100 ul HCI (6 M)alg
NaCl. Metabolity byly extrahovany do ethylacetatu (3 x 4 ml) vzdy po dobu 10 min
za vyuziti ttepacky. Metabolity byly po kazdé extrakci ptevedeny do vialky. Ke vzorku byl
ptidan 1 g Na,SO4. Vzorek byl po dikladném protiepani ponechan ke stani 10 min. Kapalna
faze vzorku byla odebrana do nové vialky. Vzorek byl odfoukan do sucha pod proudem
dusiku pti 30 °C a metabolity byly extrahovany do methanolu (2 x 400 pl) a acetonu
(1 x 300 pl) za pouziti tfepacky. Extrahované metabolity byly pfeneseny do vialky. Vzorek
byl odfoukédn do sucha pod proudem dusiku pii 30 °C a metabolity byly rozpustény
v derivatizaéni smési ptipravené smichanim 1,5 ml BSTFA, 1,5 ml pyridinu a 60 pul TMCS.
Do kazdé vialky bylo nasledné ptidano 300 pl této smesi. Vialka byla zavickovana

pod dusikem, vzorek byl inkubovan 20 min pfi teploté 70 °C a zméten na GC/MS.

25



4 Vysledky a diskuze
4.1 Extrakce kyselin do organického rozpoustédla (LLE)

Kyseld extrakce do organického rozpoustédla je tradiéné uzivana metoda pro stanoveni
organickych kyselin v moci v klinické praxi. Principem této metody je extrakce organickych
kyselin do organického rozpoustédla (ethylacetat, ether), do kterého se mocovina jako
polarni latka téméf neextrahuje (Tanaka et al., 1980). Obnasi ale nevyhody, pticemz jednou
Z nich je narocna pfiprava vzorku (cca 6 h soustavné prace), druhou snizend extrakce
polarngjSich latek.

Extrak¢ni ucinnost se lisi pro rtizné metabolity, a proto Ize ocekavat ztratu nékterych
z analytt. Je dulezité zminit, Ze extrakce zAvisi na pH vzorku, protoze ¢im vyssi je pH,
tim vice se extrahuji také bazické ¢i neutrdlni latky do organického rozpoustédla,
coz negativné ovliviiuje analyzu (posun retencnich ¢asu kyselin, maskovani elu¢nich kiivek
kyselin jinym analytem).
kterd by vyznamné neménila metabolom mo¢i. Alternativou je metoda vyuzivajici ureasu
(Webb-Robertson et al., 2014), ktera neméni metabolom, ale pouze odstraiiuje mocovinu.
Bylo ale zjisténo (kapitola 4.2), Ze ureasa neposkytuje reprodukovatelné odstranéni

mocoviny, a proto bylo cilem stanovit vliv pfitomnosti vybranych aditiv na aktivitu ureasy.

4.2 Stanoveni reprodukovatelnosti odstranéni mocoviny ve vzorcich moci

K 8 vzorkim mo¢i (replikaty) upravenych na kreatinin 1 mmol/l byla pifidana ureasa
(1 mg/ml) a byla stanovena reprodukovatelnost odstranéni mocoviny. Pomoci GC/MS
analyzy bylo zjisténo, ze ureasa neposkytuje reprodukovatelné odstranéni mocoviny
(Obr. 6 — 13). To je zptsobeno riaznym pH modi, které negativné ovliviiuje aktivitu ureasy.
Aplikaci pufrujicich systémi/kyselin k reakéni smési by vSak mohla byt ureasa pozitivné
ovlivnéna, a proto byly provedeny nasledujici experimenty ke stanoveni vlivu jejich

pfitomnosti na aktivitu ureasy.
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Obr. 6: Chromatogram (zobrazeno jen m/z 189 specifické pro mocovinu) v prvnim biologickém
replikdtu osetieného ureasou. Eluce mocoviny pii retenénim Case 0 dané intenzité je modie
vyznacena.

300000~
250000 A

200000 b

Intenzita (CPS)

150000 A

100000 b

0000 A

0 T \
Time (minutes)  8.33333 16,6667

. 33333
tr (Min)

Obr. 7: Chromatogram (zobrazeno jen m/z 189 specifické pro mocovinu) v druhém biologickém
replikatu oSetieného ureasou. Eluce mocoviny pii retenénim Case 0 dané intenzité je modie
vyznacena.
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Obr. 8: Chromatogram (zobrazeno jen m/z 189 specifické pro mocovinu) v tietim biologickém
replikatu osetieného ureasou. Eluce mocoviny pii retenénim Case 0 dané intenzité je modie
vyznacena.
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Obr. 9: Chromatogram (zobrazeno jen m/z 189 specifické pro mocovinu) ve ¢tvrtém biologickém

replikatu oSetieného ureasou. Eluce mocoviny pii retenénim Case 0 dané intenzité je modie
vyznacena.
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Obr. 10: Chromatogram (zobrazeno jen m/z 189 specifické pro mocovinu) v patém biologickém
replikdtu osetieného ureasou. Eluce mocoviny pii retenénim Case 0 dané intenzité je modie
vyznacena.
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Obr. 11: Chromatogram (zobrazeno jen m/z 189 specifické pro mocovinu) v Sestém biologickém

replikatu oSetieného ureasou. Eluce mocoviny pii retenénim Case 0 dané intenzité je modie
vyznacena.
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Obr. 12: Chromatogram (zobrazeno jen m/z 189 specifické pro mo¢ovinu) v sedmém biologickém
replikatu osetieného ureasou. Eluce mocoviny pii retenénim Case 0 dané intenzité je modie
vyznacena.
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Obr. 13: Chromatogram (zobrazeno jen m/z 189 specifické pro moc¢ovinu) v osmém biologickém
replikatu osetfeného ureasou. Eluce mocoviny pii retenénim Case 0 dané intenzité¢ je modie
vyznacena.

4.3 Stanoveni vlivu pFritomnosti pufrujicich systémii/kyselin na aktivitu ureasy
Byl zkouméan vliv pH (pribéh zmény) reakénich smési (standard mocoviny, moc€) na aktivitu
ureasy bez pfitomnosti a v pfitomnosti pufrujiciho systému/kyseliny. Vzorky byly

ptipraveny podle ureasového protokolu doplnéného o zjisténé poznatky. Cilem stanoveni
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bylo zajistit reprodukovatelnost odstranéni mocoviny a reprodukovatelnost abundance

metabolitd ve vzorku SKML/moc¢i.

4.3.1 Zmény pH vzorku mo¢i béhem ureasové reakce

K'5 ml mo¢i (pH 5,40) bylo ptidano 200 pl ureasy (1 mg/ml) a nasledné byla kontinualné
méfena zména pH reakéni smési v ¢ase (Obr. 14). Bylo zjisténo, ze pH reakéni smési
se linearn¢ zvysovalo, zastavilo se na hodnot¢ 8,38 (Obr. 14). Pro objasnéni, zda byla reakce
zastavena z divodu uplné deplece substratu ¢i inhibice ureasy, bylo k tomuto vzorku
(4,5 ml) pfidano 0,5 ml 500mM roztoku standardu mocoviny. Hodnota pH roztoku se opét
zacala zvySovat az na hodnotu 8,78, pti které se ustalila.

Timto bylo zjisténo, ze mocovina ve vzorku mo¢i (~ 445,9 mmol/l) se odbourala
vSechna v dusledku zmény pH cca o 3 fady, a Ze ureasa byla aktivni i pfi pH vys$§im nez 8
(Obr. 14).

pH

0 100 200 300 400 500
t(s)

Obr. 14: Zména pH moci v case béhem ureasové reakce

4.3.2 Zmény pH standardu moc¢oviny béhem ureasové reakce
Analyzy byly provedeny na vzorcich standardu mocoviny v rozmezi koncentraci

0,06 — 500 mmol/l tak, aby toto rozmezi zahrnovalo optimalni rozmezi koncentrace

31



mocoviny v moci a zaroven bylo dostate¢né nad i pod optimalnim limitem. Optimalni
koncentrace mocoviny v mo¢i se pohybuje v rozmezi 167 — 390 mmol/l (Brodské, 2005).

Michaelisova konstanta Ku ureasy je 1,3 mM (Sigma-Aldrich, 11. 5. 2018). Ureasa
dosahne limitni rychlosti pfi koncentraci standardu 2,6 mM. Experimentalné bylo zjiSténo,
ze se rychlost ureasy se zvysSujici se koncentraci mocoviny zvySovala az ke koncentraci
62,5 mM (Obr. 15), pti ktere dosahla maximalni limitni rychlosti a jeji aktivita se s vyssi
koncentraci mocoviny jiz neménila.

Ke standardiim mocoviny (0,5 ml) o riznych koncentracich v rozmezi 0,06 — 500 mM
bylo piidano 20 pl ureasy (1 mg/ml). Reakéni smés byla promichdna a po 40 min pii 37 °C
byla zméfena hodnota pH (Obr. 15). Bylo zjisténo, Ze se reakce nezastavila pii stejné
hodnoté pH. Maximalni naméfené pH bylo 9,37 pfi koncentraci 62,5 mM a dale se jiz
nezvysSovalo, i pfes vyssi nabidku substratu.

Bylo potvrzeno, Ze se zvySujici se koncentraci mocoviny, a tim spojenym vznikem
vysoké koncentrace amonnych iontd, klesa aktivita ureasy. Eliminace vysoké koncentrace

mocoviny bez podpory aktivity ureasy pufrujicimi systémy/kyselinami je nemozna.

9.5
I
o

85

7 L L L L

0.05 0.5 5 50 500
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Obr. 15: Zmény pH standardu mocoviny o rizné koncentraci (0,06 — 500 mM) béhem ureasové

reakce

4.3.3 Zmény pH standardu mocoviny béhem ureasové reakce s CO>
Piedchozi experiment (kapitola 4.3.2) byl zopakovan v pfitomnosti CO2 (Obr. 16). Reakce
se jako v piedeslém experimentu nezastavila pii stejném pH. Ve vzorcich s nizsi koncentraci

mocoviny se reakce zastavila diive (z davodu plné deplece substratu). Maximalni namétené
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pH bylo 8,66 pii koncentraci 62,5 mM a dale se jiz nezvySovalo, 1 pies vysSi nabidku
substratu. Pufrovanim CO; standardu mocoviny oSetfeného ureasou bylo dosahnuto toho,
ze pH reakce bylo nizsi (Obr. 16). Nasledn¢ byl stanoven vliv niz§iho pH na aktivitu ureasy
(kapitola 4.3.4).
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Obr. 16: Zmény pH standardu mocoviny o rtizné koncentraci (0,06 — 500 mM) béhem ureasové

reakce s CO;

4.3.4 Stanoveni vlivu pritomnosti CO2 na aktivitu ureasy ve vzorcich

standardu mocoviny

Pomoci GC/MS analyzy byla zjisténa koncentrace mocoviny ve vzorcich standardu
v rozmezi koncentraci 0,06 — 500 mmol/l bez aplikace ureasy, s aplikaci ureasy a s aplikaci
ureasy a CO2. Naméiené koncentrace mocoviny jsou uvedeny v tabulce (Tab. 1).

Dle tabulky (Tab. 1), po aplikaci samotné ureasy doslo k 100% eliminaci mocoviny
u vzorku s koncentraci 0,06 — 31,25 mmol/l. Po aplikaci ureasy a CO> byla 100% odstranéna
mocovina u vzorkd s koncentraci 0,06 — 62,5 mmol/l. U vzorka s vyssi koncentraci
mocoviny nez 62,5 mmol/l sice nedoslo k 100% eliminaci moc€oviny, ale za pouziti ureasy

s COz2 bylo odstranéni mocoviny efektivnéjsi nez pii aplikaci samotné ureasy (Tab. 1).
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Tab. 1: Pfedpokladana koncentrace a naméfena koncentrace mocoviny ve vzorcich bez ureasy (NT),
s ureasou (UT) a s ureasou a CO, (UOT). Primérna koncentrace (hodnoty jednotlivych triplikatt).

Naméiena Naméiena
Standard NaméFena koncentrace
koncentrace mocoviny koncentrace
mocoviny mocoviny (NT)
(um mocoviny (UOT)
(mmol/l)  (mmol/l)
(mmol/l) (mmol/l)
0,06 0,02 (0,02; 0,02; 0,02) 0 (0;0;0) 0 (0; 0;0)
0,12 0,06 (0,06; 0,07, 0,06) 0 (0;0;0) 0 (0; 0; 0
0,24 0,22 (0,15; 0,21; 0,29) 0 (0; 0; 0) 0 (0; 0; 0)
0,49 0,50 (0,59; 0,45; 0,47) 0 (0; 0;0) 0 (0; 0; 0)
0,98 1,29 (1,29; 1,35; 1,24) 0 (0;0;0) 0 (0; 0; 0)
1,95 2,01 (0,04; 3,35; 2,64) 0 (0; 0;0) 0 (0; 0;0)
3,91 7,86 (7,40; 7,35; 8,82) 0 (0; 0;0) 0 (0; 0;0)
7,81 11,88 (13,47; 12,12; 10,05) 0 (0;0;0) 0 (0; 0; 0)
15,63 16,80 (14,17; 16,64; 19,59) 0 (0; 0; 0) 0 (0; 0; 0)
31,25 26,65 (26,62; 24,54; 28,79) 0 (0;0;0) 0 (0; 0; 0)
62,50 44,34 (46,70; 37,79; 48,54) 0,01 (0; 0,01; 0,01) 0 (0; 0; 0)
125 104,62 (94,75; 96,98; 122,13) 0,40 (1,06; 0,05; 0,09) 0,04 (0,04; 0,03; 0,04)
250 164,53 (220,20; 129,16; 144,23) 22,41 (17,86; 19,13; 30,24) 12,18 (0,51; 0,69; 35,33)
500 196,99 (227,23; 176,75; 186,99) 170,27 (223,47; 131,53; 155,80) 62,91 (68,37; 57,44; 62,91)

4.3.5 Stanoveni vlivu pFitomnosti CO> na aktivitu ureasy ve vzorcich SKML

Vzorek SKML byl nafedén na pozadovanou koncentraci kreatininu 1 mmol/l. Koncentrace

mocoviny ve vzorku byla cca 32 mmol/l, coZ je béZnd hodnota pro stejné pfipravené

pacientské vzorky moci. Vzorek byl oSetfen ureasou v pfitomnosti CO2, byla stanovena

reprodukovatelnost abundance metaboliti a reprodukovatelnost odstranéni mocoviny.

Experiment byl proveden v osmi replikatech.

V Zadném ze vzorki nebyla nalezena mocovina, proto 1ze usoudit, Ze ureasova reakce

byla za téchto podminek reprodukovatelna. Ve vzorku byla sledovana abundance

21 metabolitd, pfevazné organickych kyselin, v koncentra¢nim rozmezi od 3 do 439 pmol/I.

Analyticka variabilita byla v rozmezi 8 — 55 % (Tab. 2). Nejvyssi variabilitu mély latky
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2-oxoglutarat, methylcitrat (4-TMS), glutarat (2-TMS) a 3-methylglutarat (2-TMS), pfi¢emz
pro vSechny z nich je charakteristicka ptitomnost dvou nebo vice karboxylovych skupin.
(2-TMS) a 3-methylglutakonat. Tyto latky vyjma 5-oxoprolinu, 2-TMS (derivat
aminokyseliny s jednou karboxylovou skupinou) obsahuji ve své struktuie dvé karboxylove
skupiny.

V Klinicke praxi je ptipustné CV do 30 %, pfi¢emz v tabulce (Tab. 2) jsou uvedeny
analyty s chybou vétsi nez 50 %. Webb-Robertson et al. (2014) uvadi analytickou variabilitu
250 metabolitt pii pouziti ureasového protokolu 6,1 %. Aplikace CO; sice zajist'uje tiplnou

depleci mocoviny, ale zaroven stira vyhody pouziti ureasového protokolu.

4.3.6 Vliv pritomnosti HCI (6 M) na aktivitu ureasy

Oxid uhlicity jakozto pufraéni systém sice aktivné spolupracoval s ureasou, ale neposkytoval
dostate¢nou reprodukovatelnost abundance metabolitli. Proto byl hledan jiny zptsob,
ktery by podpofil ureasovou reakci a zaroven by neovliviioval metabolom vzorku moci.
Jelikoz se jako limitujici faktor jevil narist pH vzorku, postupné byl vzorek okyselovan HCI,
ktera neinterferuje GC/MS analyze a Ize ji snadno odstranit lyofilizaci.

Ke vzorku standardu mocoviny (500 mM, pH 8,40) byla pfidana ureasa (1 mg/ml)
a nasledné¢ byla kontinualné méfena zména pH reakéni smési v ¢ase (Obr. 17). Hydrolyza
mocoviny se zastavila pti pH 8,92 a nasledné se pH jiz nezvySovalo (Obr. 17). Po ptidani
HCI (20 pl, 6 M) ke vzorku pH kleslo vice nez o pul tadu, poté se vSak znovu zacalo
zvySovat. Z toho vyplyva, ze ureasa aktivné hydrolyzovala mo¢ovinu za vzniku amonnych
iontl, které mély za dusledek alkalizaci roztoku. Ke stejnému efektu doslo opakované také
v 19. minuté (Obr. 17), kdy byla ke vzorku znovu ptidana HCI (6 M). Takto bylo zjisténo,

ze HCI aktivné spolupracuje s ureasou pii hydrolyze mocoviny.
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Tab. 2: Metabolity vyskytujici se v SKML (celkem 21 metabolitd), analyticka variabilita (%)
metabolitt v SKML (8 replikatit).

Nazev metabolitu CV (%)
Glykolat (2-TMS) 24
3-hydroxyisovalerat (2-TMS) 26
Methylmalonat (2-TMS) 23
4-hydroxybutyrat (2-TMS) 22
Ethylmalonat (2-TMS) 17
Glycerat (3-TMS) 27
Fumarat (2-TMS) 26
Mevalonolakton (1-TMS) 30
Glutarat (2-TMS) 36
3-methylglutarat (2-TMS) 33
3-methylglutakonat 17
Adipét (2-TMS) 18
5-oxoprolin (2-TMS) 8
2-hydroxyglutarat (3-TMS) 19
3-hydroxyglutarat (3-TMS) 19
3-hydroxy-3-methylglutarat (3-TMS) 20
2-oxoglutarat 55
Suberat (2-TMS) 14
Methylcitrat (4-TMS) 39
Kyselina sebakova (2-TMS) 20
Kyselina 3-(3-methoxy-4-hydroxyfenyl)mlécna (3-TMS) 19
Primér CV (%) 24
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Obr. 17: Zména pH standardu mocoviny (500 mM) béhem ureasové reakce a po piidani HCI v ¢ase
(8ipky zobrazuji pfidani HCI k reak¢ni smési).

4.3.7 Stanoveni vlivu pFitomnosti HCI (6 M) na aktivitu ureasy ve vzorcich

standardu mocoviny

K triplikatim standardu mocoviny (250 mM) byla ptidana ureasa (20 pl, 1 mg/ml) a rizny
objem HCI (6 M, 15, 30 a 45 ul). Bylo zjisténo, ze piidavek HCl ma na pribéh ureasové
reakce pozitivni vliv. Po pfidani HCI1 v kone¢ném objemu 45 ul bylo dosdhnuto az 94%
eliminace mocoviny (Tab. 3).

Ptiprava vzorkll za pouziti HCl byla snadnéj$i nez za pouziti CO2 anedoslo
Kk negativnimu ovlivnéni vzorki jiz pfed samotnou analyzou. Kyselina chlorovodikova
splnila Zadouci okyseleni prostiedi, proto byl tento postup aplikovan na SKML. Ve vzorcich
vsak byla zachovana veSkera moc¢ovina. V dal$im experimentu (kapitola 4.3.8) byl stanoven

vliv kyseliny na pribéh ureasové reakce pii sledovani pH.
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Tab. 3: Naméfena zbytkova koncentrace mocoviny (pramér triplikatd) ve standardu mocoviny
(250 mM) osetreném ureasou a HCI (UAT) rtiznou koncentraci HCI (15 pl, 30 pl a 45 pl).

Koncentrace Zbyla MnoZstvi
- rozloZené
250mM vzorek standardu  Standardu (UAT) ~ MOCOVIRa o
ve vzorku mocoviny
mmol/I
(mmol/) (9%) %
+ureasaa l x 15 ul HCI1 59,82 23,93 76,07
+ureasaa 2 x 15 ul HCI 23,90 9,56 90,44
+ureasa a3 x 15 ul HCI 15,84 6,33 93,67

4.3.8 Vliv pritomnosti HCI (6 M, 1 M, 0,1 M) na aktivitu ureasy
Ke standardim moc¢oviny (0,5 ml) o riznych koncentracich v rozmezi 0,06 — 500 mM bylo
ptidano 20 pl ureasy (1 mg/ml). Takto byly ptipraveny 3 fady standardt.. Reakéni smési byly
promichany a inkubovany po dobu 40 min pifi 37 °C. Béhem inkubace byla do prvni fady
standardii pfidana 6M HCI, do druhé fady byla ptidana 1M HCI a do tieti fady byla ptidana
0,1M HCI. K reakéni smési byla kyselina ptidavana po 10, 20 a 30 min inkubace v objemu
15 pl. Po inkubaci byla zméfena hodnota pH (Obr. 18).
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Obr. 18: Zména pH standardu mocoviny o rizné koncentraci (0,06 — 500 mM) b&hem ureasové
reakce s HCI, kde ¢ern¢ je zobrazena fada po aplikaci 6M HCI, zelen¢ je zobrazena fada po aplikaci
IM HCI a modfe je zobrazena fada po aplikaci 0,1M HCI k reakéni smési.
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Timto experimentem bylo zjisténo, ze 6M HCI je pfilis silna, ma tak negativni vliv
na aktivitu ureasy. Jeji aplikaci doSlo ke konstantnimu snizeni pH na hodnotu cca 0,5
(Obr. 18). Z toho lze usoudit, ze okyseleni bylo natolik silné, ze doslo k denaturaci ureasy.

Po aplikaci 1M HCI ke standardim mocoviny (0,06 — 500 mM) oSetfenych ureasou se
reakce nezastavila pii stejné hodnoté¢ pH (Obr. 18). Ve vzorcich snizsi koncentraci
mocoviny Se reakce zastavila diive (z dtvodu uplné deplece substratu). Maximalni
namé&fené pH bylo 9,09 pii koncentraci 125 mM, které se dale nezvySovalo, ani ptes vyssi
nabidku substratu.

Po pfidani 0,1M HCI ke standardim mocoviny (0,06 — 500 mM) oSetienych ureasou
se reakce také nezastavila pfi stejné hodnoté pH (Obr. 18). Ve vzorcich s nizsi koncentraci
mocoviny se reakce zastavila diive (z divodu uplné deplece substratu). Maximalni
namétené pH bylo 9,25 pti koncentraci 250 mM a 500 mM.

Bylo zjisténo, ze nejefektivnéjSi cestou, jak dosédhnout, aby reakce probihala

az do uplné deplece mocoviny, je aplikace 1M HCI ke standardim oSetfenych ureasou.

4.4 Srovnani ureasového protokolu s metodou kyselé extrakce do organického

rozpoustédla
Tradi¢né uzivana metoda extrakce kyselin do organického rozpoustédla (LLE) ptedstavuje
tf1 hlavni negativa. Prvnim z nich je zvyhodiovani extrakce jedné skupiny organickych
kyselin nad druhou skupinou kyselin s rozdilnou polaritou, pfi¢emz extrakce kyselin s vyssi
polaritou je nizsi (Chalmers and Lawson, 1982; Liu et al., 2004). Extrak¢ni G¢innost se 1isi
pro ruzné metabolity, nékteré z nich se do rozpous$tédla neextrahuji viibec, ¢imz dochazi
ke ztraté n€kterych analytd (Obr. 19).

Kvalita extrakce metodou LLE je zavisla na pH vzorku moci, které odrazi stravovani
a zdravotni stav pacienta. Cim vy3si je pH, tim vice dochazi k extrakci také bazickych
a neutralnich latek do organického rozpoustédla. Jednou z nezadoucich bazickych latek je
mocovina, kterd ovliviiuje analyzu tim, Ze zplsobuje posun retencnich cCasti kyselin
nebo maskuje elucni kiivky kyselin. Tfetim negativem této metody je ¢asova naro¢nost
ptipravy vzorku (extrakce trva cca 6 hodin, pfedstavuje mnoho za sebou jdoucich kroki).

Metoda vyuzivajici ureasu (dle Webb-Robertson et al., 2014) piedstavuje oproti
metodé LLE pouze dvé negativa. Ureasa vnasi do analyzy artefakty — elu¢ni vrcholy latek,
které nejsou pifitomny v pivodnim vzorku, zatimco v chromatogramu ano. Tyto artefakty
Ize pozorovat na konci analyzy (Obr. 19), nezpusobuji proto posun retencnich casu

jednotlivych metabolit. Ureasa je enzym, ktery sam o sobé neovliviiuje metabolity, a proto
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nedochazi ke zvyhodinovani jedné skupiny metabolitti nad druhou jako pfi pouziti metody
LLE.

Ukolem ureasy je odstranéni modoviny ze vzorku, av$ak jeji odstranéni neni Gplné
a reprodukovatelné. Jako feSeni se nabizi aplikovat ke vzorkim vybrané aditivum, které

povzbudi aktivitu ureasy v hydrolyze mocoviny.
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Obr. 19: Porovnani chromatografického vzoru vzorku SKML piipraveného pomoci ureasy (zeleng),

extrakce do ethylacetatu (Cerné) a lyofilizaci (Zlut€). Ve vyiezu (modie) je zobrazeno retenc¢ni okno
mocoviny.
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S5 Zavér

Vzorky moci oSetfené ureasou neposkytuji reprodukovatelné odstranéni mocoviny. UdrZeni
stalého pH by mélo podpofit ureasovou reakci. Jednim z cilli prace bylo proto nalezeni
aditiva, které by upravilo pH reakce a zaroven by nezpiisobovalo interferenci analyzy.
Druhym cilem préce bylo srovnani ureasového protokolu s dfive uzivanou metodou kyselé
extrakce do organického rozpoustédla.

Kontrolni vzorek na bazi lidské moc¢i byl pripraven pomoci Kkyselé extrakce
do ethylacetatu a ureasového protokolu. Bylo zjisténo, Ze extrakce vyrazné¢ méni metabolom
moci diky rizné extrakéni uc€innosti pfitomnych metabolitl. Ureasovy protokol vnasi
do moci nékolik artefakti, které jsou vSak mimo analytické okno. Ureasovy protokol je také
jednodussi na provedeni. Reprodukovatelnost odstranéni moc¢oviny byla podpoiena pomoci
HCI a CO2. Ve vzorcich osetfenych CO2 bylo dosdhnuto Uplného odstranéni mocoviny.
Pti aplikaci na kontrolni material na bazi lidské moc¢i vsak nebyly ziskany reprodukovatelné
hodnoty koncentraci pfitomnych metabolitii (CV od 8 do 55 %). Okyseleni vzorkii pomoci
HCI (6 M) zajistilo odstranéni mocoviny ze vzorkll bez zmény metabolomu, avSak v dalSim
experimentu uz k odstranéni mocoviny nedoslo, nebot’ HC1 (6 M) pravdépodobné zptisobila
denaturaci ureasy. Méné koncentrovana HCI (1 M) upravila pH reakce a denaturaci
jiz nezpisobila.

Ureasovy protokol je vyhodné&jsi nez kyselad extrakce do ethylacetatu, pii aplikaci
1M HCI by mohl piinést lepsi vysledky, které by piispély ke zdokonaleni diagnostiky

nékterych metabolickych onemocnéni.
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