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Souhrn

Cilem mé diplomové prace bylo pokusit se o identifikaci, a pripadné také

o0 kvantifikaci, aminokyseliny homocysteinu v plazmé pomoci infracervené spektrometrie.

Infracervend spektrometrie je analytickd metoda, o niz se v souvislosti s klinickou
praxi za¢ina uvazovat, jelikoz k ni neni potfeba tolika drahych a pro zivotni prosttedi mnohdy
nebezpecnych chemikalii, jako je tomu napt. u HPLC, MS ¢i imunoanalytickych stanoveni.

Obvykle také neni nutna néjaka slozitéjsi uprava vzorku, jako je napft. derivatizace.

Homocystein je diky své struktufe pozoruhodnd aminokyselina. Ve své molekule
obsahuje siru, diky niz je pro zivot nepostradatelny. Pokud je ale v plazmé piitomny
ve zvysené koncentraci (tzv. hyperhomocysteinémie), mize byt pro organismus velmi

wewvr

je vznik trombl a emboll vedoucich k infarktiim, mrtvicim a emboliim, pfipadné az ke smrti.

Veédci zjistili, Ze v podstaté u kazdého onemocnéni (ne vSak u virovych a bakteridlnich
infekci) je hladina homocysteinu zvysend, pfestoze mnohé ucinky jeho plisobeni nejsou jesté

zcela objasnény.
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Summary

The aim of my thesis was to try to identify, and possibly also to quantify, the amino acid

homocysteine in plasma using infrared spectrometry.

Infrared spectrometry is an analytical method which is started to consider
in connection with clinical practice, since it is not necessary for many expensive and often
environmentally hazardous chemicals, such as e.g. by HPLC, MS or immunoassay
determination. Usually it is also not necessary a complicated sample preparation, such as e.g.

derivatization.

Homocysteine is remarkable amino acid due to its structure. It contains sulfur in its
molecul, which makes it indispensable for life. However, if the homocysteine is presented
in plasma in increased concentration (hyperhomocysteinemia) it may be very dangerous
for the organism, since it is involved in the etiopathogenesis of many diseases, the most
serious is the formation of thrombi and emboli leading to heart attacks, strokes and embolisms

optionally up to death.

Scientists have discovered that substantially each disease (but not in viral and bacterial
infections) is elevated homocysteine level, although many of the effects of its action are not

yet fully understood.
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1. Uvod

Sirna aminokyselina homocystein byla sice objevena uz na pocatku 30. let 20. stoleti,
ovSem pozornost védci a lékait zaujala az o 30 let pozdé€ji, kdy americky 1ékat Kilmer
McCully pfiSel na souvislost mezi tézkou hyperhomocysteinémii (homocystinurii)
a tromboembolickym onemocnénim. VesSkeré své poznatky a teorie nejen o homocysteinu,
ale také o cholesterolu, shrnul do knihy s nazvem The Homocysteine Revolution: Medicine

for the New Millenium (1967).

Vyzkum homocysteinu, jeho metabolismu, G€inkll na lidsky organismus a moZnosti
jeho stanoveni, byl nejvétsi v 90. letech 20. stoleti a na pocatku stoleti nasledujiciho. Nyni
uz zdjem o n¢j relativné opadava, jelikoz se lékafi a védci nemohou shodnout, zda jsou
i mirna a stfedné tézka hyperhomocysteinémie vysokym rizikovym faktorem pro rozvoj

tromboembolického onemocnéni, ¢i nikoliv.

Jejich pozornost je vénovdna zejména pacientim s tézkou hyperhomocysteinémii,

u kterych byla tato souvislost prokdzana.
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2. Teoreticka cast

2.1 Infracervena spektroskopie

Infradervena spektroskopie je nedestruktivni spektralni analytickd metoda 2 %5, ktera
slouzi k identifikaci zejména organickych latek, ale vyuziti nasla také pii analyzach latek
anorganickych ' 2. Miizeme ji proméfit latky pevné, kapalné i plynné 1 2 3 113 3 proto je
V soucasnosti bézné pouzivanou analytickou metodou jak v laboratofich kontrolnich, tak
i ve vyzkumnych laboratofich ' 2 3, Lze ji vyuzit jak pro kvalitativni, tak pro kvantitativni

analyzu.

Pii kvalitativnich analyzach se vyuziva Kidentifikaci strukturnich jednotek
V analyzovaném vzorku znamé i neznamé latky. Pokud je analyzovanym vzorkem zndma
latka, tak se dokazuje jeji pfitomnost v daném vzorku a naopak pokud jde o neznamou latku,
tak se infracervena spektroskopie vyuziva k urceni charakteristickych funkénich skupin dané

latky 215,

Kvantitativni analyza je, co se ty¢e provedeni a vyhodnoceni, sloZitéjsi, jelikoZ se pro
stanoveni obsahu neda pouZit vypocet podle Lambert — Beerova zakona. Pokud je potieba
stanovit obsah latky ve vzorku, tak se vyuzivaji chemometrické metody, u nichZ je hlavni
dirraz kladen na vytvoreni kalibra¢niho modelu. K tomu se vyuziva zejména analyza hlavnich
komponent (PCA) a dale metoda regrese hlavnich komponent (PCR) nebo metoda nejmensich

&tvercti (PLS) 2.

2.1.1 Princip a rozdéleni infracervené spektroskopie

Podstatou infracervené spektroskopie je interakce foton infraerveného zafeni
s molekulami latky, na kterou toto zafeni dopada » 2 °. Podle toho, zda latka po interakci
fotony pfijme nebo vyzafi, pak jde o absorp¢ni infracervenou spektroskopii (latka fotony

pohlti) nebo o emisni infracervenou spektroskopii (latka fotony vyzaii) 4.
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2.1.1.1 Infraéervené zareni

Infracervené zatfeni je neviditelné elektromagnetické vinéni, které sahd od Cervené
oblasti viditelného zafeni az po oblast mikrovin 2, Tomuto rozsahu odpovidaji vinové délky
asi 780 nm — 1000 um, Castéji se vSak tyto hodnoty udavaji jako vinocet ¥ — témto vlnovym
délkam odpovidaji vlnoéty zhruba 12821 — 10 cm™ (Obr. 1) 3. Tyto hodnoty ale nejsou
jednoznacné vymezeny, u jednotlivych autord se mohou trochu lisit z toho dtivodu, Ze hranice

vymezujici infradervené zafeni v elektromagnetickém spektru nejsou piesné stanoveny * 4,

= %w © 8 3
= 5 2 = E g
e 2 & ©° ¢ ¢ § ¥ B
= Q = 3 E T CcB D D =
E ‘m o oW o BETE = T
o = - s @ P Bo.g © s
< E 5 2 £ T £23 2 kS
o D = E &= - EmE E ~
= E T = @ E gpE&EmE @ =
© = = E X =T 2z% o w
o E = &8 2 B HEE = =
& 3 = A = ® B>S z )
=gy
00 100 10 1 10" 107 4107 10" 0% 10° 10 10 07 1w 10" 10
vinova délka : } } " } I : . :
[m]
o 1w 1w 10" 0™ 10" 10% 10" 10" 0™ 10" 10" 10" 1™ 10t o
frekvence } } } } } } } }
[Hz]
10° 10" 10 100 10t 1 400 10t 400 10t 100 100 100 10t 100 10"
vinodel ! J ! 1 4 1 Ll ! ! ! ! 1 ! ! !
[em ]

Obrazek 1: Elektromagnetické spektrum (prevzato z
http://www.vscht.cz/files/uzel/0005766/ Infracervend+spektrometrie.pdf)

2.1.1.2 Rozdéleni infracervené spektroskopie

Infracervena oblast se déli na blizkou (Near Infrared Region), sttedni (Middle Infrared
Region) a vzdalenou (Far Infrared Region) IC oblast (Tab. 1) &2 3. Sttedni IC oblast je nékdy

nazyvana jako vlastni IC oblast, jelikoZ je nejlépe probadana a tim i nejvice vyuZzivana .

12



Tabulka |: Rozdéleni jednotlivych oblasti podle vinovych délek a prislusnych vinoctii (hodnoty
prrevzaty 7 Muselik J.: Chem. Listy 106, 10 (2012) - cldnek se odkazoval na Cesky lékopis
z roku 2005)

IC oblast Zkratka Rozsah vinovych délek [um] Rozsah vInoéta [cm™]
blizka NIR 0,780 -2,5 12821 - 4000
stfedni MIR 2,5-50 4000 - 200

vzdalena, daleka FIR 50 — 1000 200 - 10

e NIR

Blizka IC oblast je oblast blizkého infraderveného zéafeni, coz je zafeni v rozsahu
vlnovych délek 780 — 2500 nm, respektive oblast vlno&ti 12821 — 4000 cm™ 3. Jiny zdroj
uvadi rozsah blizkého infracerveného zafeni v rozmezi vlnovych délek 800 — 2500 nm
arozsah vinoétl 12500 — 4000 cm™ °. Absorpce zéafeni v této oblasti je zplisobena nejéastgji
kombina¢nimi a nasobnymi piechody (tzv. overtony) vazeb C-H, O-H, S-H a N-H, jejichz
pravdépodobnost vzniku je mnohem mensi, nez je pravdépodobnost vzniku zakladnich
(tzv. fundamentalnich) ptechodd v MIR, a proto mohou mit spektra v této oblasti az 1000x
nizsi intenzitu ne spektra v MIR °. Méfeni je rychlé a relativné jednoduché, jelikoz obvykle
vzorek pfed analyzou nevyzaduje Zadnou specidlni upravu, takze se minimalizuje spotieba
chemikalii a jednordazovych analytickych setli a tim jsou mensi také dopady na Zzivotni
prostiedi. Navic se vzorky mohou méfit pfimo ve sklenénych obalech, n¢kdy lze také

proméfit i vzorky v nékterych transparentnich plastovych obalech °.

Tato oblast slouzi pro kvalitativni 1 kvantitativni analyzu, v obou piipadech

se k naslednému zpracovani a vyhodnoceni pouZivaji metody chemometrie .
e MIR

Sttedni IC oblast je oblast infraterveného zafeni Vvrozsahu vlnovych délek
2500 — 50000 nm, respektive oblast vino&ti 4000 — 200 cm™ 3 nékdy se uvadi rozsah vinodti
4000 — 400 cm™ L€,
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Oblast MIR se dale déli na oblast charakteristickych vibraci (vlnoctit) funkcnich
skupin a na oblast otisku palce, tzv. fingerprint region 1 ° Rozsah vInodti oblasti
charakteristickych vibraci je 4000 — 1500 cm™ ?, respektive 4000 — 1250 cm™ ©. Oblast otisku
palce, v niz se projevuji pfevazné deformacni vibrace a skeletalni vibrace (vibrace zbytku
molekuly bez charakteristickych funkénich skupin), méné Casto pak valencni vibrace tézsich

atomi, zahrnuje vinoéty 1500 — 400 cm™?, respektive 1250 — 400 cm™©,

Zareni této oblasti je molekulami ozafovanych latek absorbovano nejéastéji, proto je
tato oblast velmi hojn& vyuzivana . Slouzi zejména k identifikaci &istych latek (hlavné latek

organickych) a k uréeni strukturniho uspotadani v molekule 2.
e FIR

Vzdalena IC oblast je oblast infraterveného zafeni v rozsahu vlnovych délek
400 - 10 cm™, ktera je jen zfidka vyuZzivana pro objasnéni struktury slouenin. Projevuji
se zde vibrace nejen tézkych atomi zejména anorganickych slou€enin, ale také vibrace

slabych vodikovych vazeb 2.

2.1.1.3 Princip infracervené spektroskopie

Jak jiz bylo feceno, podstatou infraervené spektroskopie je interakce fotoni
infracerveného zareni s molekulami analyzované latky. Energie téchto fotonl je pouze
1 — 60 kJ.mol, proto nemohou vybudit elektrony v molekulovych orbitalech. Tato energie je

dostate&na pouze k excitaci molekul do vyssich vibraénich a rotaénich stavi 2 4.

Atomy tvoiici molekulu jsou navzijem spojeny vazbami, které nejsou rigidni *.
Naopak tyto vazby vykazuji uréitou pruznost, a proto mohou atomy v molekule vibrovat
kolem své rovnovdzné pozice, pficemz frekvence vibraci zavisi nejen na sile vazby

a vzdalenosti vdzanych atomi, ale také na hmotnosti piislusné molekuly 2 # 10,

e Pohyby molekul

Kazda molekula se v prostoru pohybuje. Muze vykonavat nékolik typli pohybli —
transladni, vibraéni arotaéni ¥ 2 4 Za normalniho stavu jsou tyto pohyby molekulou

vykonadvany na zékladni energetické trovni, ktera ma uritou hodnotu. Pokud je
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ale molekulou absorbovan foton infracerveného zafeni s urcitou energii, tak muze molekula
pfejit na vyssi energetickou hladinu a vykonavat na ni vibracni a rotacni pohyby. K ptfechodu
na vyssi energetickou hladinu ale maze dojit pouze tehdy, pokud je energie absorbovaného

fotonu rovna ptesné rozdilu energetickych hladin, mezi nimiZ k excitaci dochazi *+ %°.

AE=h.v (cit. 1),

kde AE je rozdil energii excitované a zakladni hladiny pfechodu molekuly, h je Planckova

konstanta a v je frekvence emise nebo absorpce fotonu infraderveného zafeni 1.

Mezi jednotlivymi hladinami jsou povoleny pouze ty prechody, které vyhovuji
vybérovému pravidlu — dochazi pti nich ke zméndm kvantovych ¢isel charakterizujicich
jednotlivé energetické hladiny. V ptipad¢ rotacnich pohybti dochézi ke zméné kvantového

&isla o £ 1, zatimco v pfipadé vibraénich pohybi se kvantové ¢islo méni o 1, 2, 3 atd. 120,

Excitace pouze rotacniho pohybu je mozna pouze tehdy, kdyz je fotonim
infracerveného zafeni vystavena latka v plynném skupenstvi, jejiz molekuly si pfi rotacich
vzajemné nepiekazi. U latek v kapalném a pevném skupenstvi hraji roli i pohyby vibra¢ni ?,
které si lze predstavit jako periodické zmény mezijaderné vzdalenosti mezi vazanymi

atomy 24,

Pokud je molekula tvofena N atomy, tak ma 3N stupiiti volnosti > 4 10 11 13 Ty

X, Y a z. Dalsi tfi pohyby Vv pfipadé¢ nelinearni molekuly (v pfipadé linedrni molekuly dva) jsou
urceny pro popis rotacniho pohybu molekuly a zbyvajici pohyby pfislusi vibra¢nim pohybim

molekuly 24 10.13,

Tyto vibra¢ni pohyby molekuly se nazyvaji vibra¢ni stupné volnosti. Pro linearni

molekulu se pocet vibra¢nich stupnti volnosti vypocita podle vztahu 3N — 5 a pro nelinearni

molekulu se jejich pocet vypogita dle vztahu 3N — 6 124 10,11,

e Typy vibraci

Vibrace jsou pohyby, béhem nichz se méni bud’ délka vazby, nebo vazebny thel 1.

Pokud se méni pouze délka vazeb a vazebné uhly zustavaji zachovany, jde o valen¢ni vibrace.
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Pokud ale dochazi ke zméné thli mezi vazbami, zatimco vzdalenost jader vazanych atomil

se neméni, jde o vibrace deformacni.

Valenéni vibrace mohou byt symetrické a antisymetrické (Obr. 2) 1 2 4 1011

Symetrické valencni vibrace jsou ty vibracni pohyby, u kterych dochazi k soucasnému
prodluzovéani a zkracovani vSech vazeb, zatimco v pfipad¢ antisymetrickych valencnich
vibraci se nékteré vazby soucasné prodluzuji, ale alespon jedna zvazeb se vten samy

okamzik zkracuje 12410,

Frekvence valenc¢nich vibraci je vzdy vyssi nez frekvence, ktera odpovida
deformacnim vibracim stejné funkéni skupiny. To je zpiisobeno tim, ze na natdhnuti vazby

mezi jadry vazanych atomd, je tfeba dodat vice energie neZ na jeji ohnuti 2 *,

valenéni valenéni
symetricka antisymetricka

Obrazek 2: Znazornéni symetrického a antisymetrického valencniho vibracniho pohybu

(prevzato z http:/lwww.vscht.cz/files/uzel/0005766/Infracervena +spektrometrie.pdf)

Deformaéni vibrace se déli na vibrace rovinné a mimorovinné 12 #1011 Mezi rovinné
vibrace fadime ntzkové a kyvadlové vibrace, zatimco mezi mimorovinné vibrace patii

vibrace kroutivé a véjitové (Obr. 3) 12410,

Zakladni podminkou pro to, aby byla jakdkoliv vibrace v infraCerveném spektru
pozorovatelné (tzv. aktivni), je zména dipélového momentu ' 2 . Cim je tato zména vétsi,
tim je dany absorpéni pas v infraderveném spektru vyrazngjsi » . Tato podminka souvisi
s tim, Ze elektricky vektor fotonu infracerveného zafeni mlZe interagovat pouze s elektrickym
dipdlem dané molekuly. To znamenda, Ze pokud vibrujici molekula nevykazuje zménu
dip6lového momentu, tak nedochazi k absorpci fotonu infraderveného zateni a vibrace se v IC

spektru neprojevi 1. Proto jsou ve spektrech obvykle dobie viditelné polarni vazby, které jsou
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snadno polarizovatelné, jako je napt. vazba C=0, zatimco nepolarni vazby, napt. vazba C=C,

v symetrickych molekulach absorbuji infradervené zafeni pouze slab& anebo viibec 2.

v - v + + + -
Al
deformacni deformacni deformacni deformacni
nuzkova kyvadlova véjirova kroutiva

Obrazek 3: Znazornéni rovinného (niizkova a kyvadlova vibrace) a mimorovinného (vejirova
a kroutiva vibrace, kde + zndzornuje pohyb atomu pred rovinu nakresny a — pohyb atomu
za tuto rovinu) deformacniho pohybu (prevzato z

http://www.vscht.cz/files/uzel/0005766/ Infracervend +spektrometrie.pdf)

2.1.2 Instrumentace

Infracervend spektra se méti pomoci infracervenych spektrometra, které se lisi svou
konstrukei. V soucasnosti jsou k dispozici tfi typy pfistroji pro méfeni infraervenych spekter
— disperzni IC spektrometry, nedisperzni IC spektrometry a interferometrické IC spektrometry

(IC spektrometry s Fourierovou transformaci), které jsou v sou¢asnosti velmi rozsifené 2,

2.1.2.1 Disperzni infracervené spektrometry

Disperzni IC spektrometry jsou piistroje obsahujici disperzni, rozkladny prvek,
tzv. monochromator 10 11 1415 ' ktery slouzi k rozkladu polychromatického infraderveného
zafeni na zafeni monochromatické ' 1 14 15 Rozkladnym prvkem je bud’ difrakéni miizka,
nebo rozkladny hranol 1 1% 15 Pravé diky rozkladnému prvku jsou tyto piistroje nevhodné
pro ta méfeni, kterd musi byt velmi rychla a citliva. Pouziti disperzniho pfistroje neni vhodné

napiiklad pfi analyzach eludtu vytékajiciho z kolony pii kolonové separaci .

Zdrojem zéfeni miiZze byt keramicka tycinka s navinutym odporovym vlaknem, které

po nazhaveni na teplotu 1000 — 1400 °C emituje IC zafeni # 2. Dalsimi zdroji zafeni jsou
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Nernstova ty¢inka zhotovena z oxidu zirkonu, ytria a erbia ¢i thoria nebo Globar, coz je
ty¢inka z karbidu kfemiku ' 1% 1 12 Obg tyto tyc¢inky po nazhaveni na teplotu v rozmezi

1500 — 2000 °C emituji spojité IC zateni, které poté prochazi vzorkem *.

Vzhledem k tomu, Ze sklo v IC oblasti absorbuje, musi byt veskera optika i kyvety
pro vzorky z materialt, které IC zafeni propousti, ale neabsorbuji. Tuto podminku spliiuji
halogenidy alkalickych kovii, napt. KBr, NaCl, LiF, Csl, CaF,, TiBr a mnohé dalsi, z nichz

se optika a kyvety vyrabi 1210,

Disperzni pfistroje mohou byt jednopaprskové nebo dvoupaprskové. Schéma
dvoupaprskového piistroje je na Obr. 4. Ze zdroje vychazejici polychromatické IC zafeni je
rozdéleno do dvou paprskil, z nichz jeden prochdzi srovnéavaci, referentni celou, v niz je
obvykle rozpoustédlo, a druhy mérmou celou se vzorkem 1101214 Nasledné jdou oba paprsky
do monochromatoru s rozkladnym prvkem, kde jsou rozlozeny na jednotlivé vinové délky
(jednotlivd monochromaticka zafeni) » 1% . Ty poté postupné dopadaji na detektor, ¢imz
vyvolaji elektricky signdl umémy intenzité dopadajiciho paprsku 1% 4, Detektorem mohou
byt napt. riizné termoclanky, které jsou Casto pouzivany, nebo komirka naplnénd ziedénym

plynem se zrcatkem na sténé, tzv. Golayova cela > 19,

Refarence Cell _ Beam Detector -,
/, Chopper -
[T g
7 | |
i |_ Amplifier |
.'..I .IJJ P — -
S
= %Mirm- Motor Minor jjeesssmsrnzs
N\ ' — [I S
Infrared | i Dilfraction W,r r
Brergy - L] Shit arating ——————
SOUICH C%‘ 1] o Recorder
M m:f\ | & Mirror
Sample Cell DISPEARSIVE IR

Obrdazek 4: Schéma dvoupaprskového disperzniho infracerveného spektrofotometru (prevzato

z http://ach.upol.cz/user-files/intranet/06-im-ir-1351625867.pdf)
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2.1.2.2 Nedisperzni infracervené spektrometry

Tyto piistroje jsou analogii k disperznim IC spektrometriim, od kterych se 1ii tim,
ze neobsahuji zaddny rozkladny prvek (monochromator). Monochromatické zareni vychazi
piimo ze zdroje, kterym &asto byvaji lasery, napf. laserové diody 2. Laserové diody jsou
pevnolatkové vysoce monochromatické lasery, které v soucasnosti pomalu nahrazuji diive

pouzivané plynové vysoce monochromatické lasery *.

2.1.2.3 Infratervené spektrometry s Fourierovou transformaci (IC interferometry,

FT-IR)

Tento typ pfistroji obsahuje misto rozkladného prvku interferometr, nejcastéji
Michelsonuv interferometr (Obr. 5), jehoz zakladni ¢asti jsou déli¢ paprski a dvé zrcadla —

jedno z nich je pohyblivé, druhé je pevné a vzajemné jsou na sebe kolmé 12 10-12,14,15

Zdrojem zafeni je, stejn¢ jako u disperznich pfistroji, keramicka ty¢inka, Globar nebo
Nernstova tyéinka, ktera po zahtati emituje spojité IC zafeni 2 1. Tyto detektory emituji
zafeni v Cervené oblasti, zatimco pro dalekou oblast se pouzivd vysokotlaka rtutovd lampa

a pro oblast blizkou lampa wolframohalogenova .

Infradervené zateni dopadé pod thlem 45° na d€li€¢ paprska, ktery propusti pouze Cast
spektra (napf. sttedni IC zafeni) > 4. Cast zafeni (50%) délitem projde a dopadne
na pohyblivé zrcadlo, zbyla ¢ast zafeni (opét 50%) se od dé€liCe odrazi smérem na pevné
zrcadlo 2 111214 0Od obou zrcadel jsou paprsky odrazeny zpatky a na déli¢i se spolu opét

skladaji za vzniku rekombinovaného paprsku s jinou intenzitou zafeni 2 10 - 12 1415

2,10, 14,15

Interference odrazenych paprskii zavisi na poloze pohyblivého zrcadla , jehoZ poloha

je kontrolovéana laserem 1% 1° nejéastéji He-Ne .

Rekombinovany paprsek prochdzi pfes kyvetovy prostor se vzorkem
na detektor 2 1% 1 na ktery jsou kladeny vysoké naroky, jelikoz musi mit velmi rychlou
odezvu (odezva u FT-IR musi byt daleko rychlejsi nez odezva u disperznich a nedisperznich
pristrojii). Detektorem, ktery pozadavek na velmi rychlou odezvu spliuje, je
triglycinsulfatovy pyroelektricky detektor (TGS), ptipadné fotovodivostni detektor ze smési

teluridu rtuti a kadmia 19,
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Obrazek 5: Schéma Michelsonova interferometru (prevzato z

http://www.vscht.cz/files/uzel/0005766/ Infracervend +spektrometrie.pdf)

Grafickym zaznamem z tohoto spektrometru je interferogram b 10121415 ¢o7 je
zévislost intenzity IC zafeni pro§lého vzorkem na vychyleni pohyblivého zrcadla ' 15,
V kazdém interferogramu jsou obsazeny veSkeré spektrdlni informace, protoze signal
dopadajici na detektor je souctem vSech moznych interferenci pifi vSech moznych

frekvencich 2 10 15

Z jednotlivych nameétenych interferogramii je spocitdn primérny
interferogram, ktery je pomoci matematické operace nazvané Fourierova transformace
pfeveden na klasicky zdznam infracerveného spektra (nejcastéji jde o zavislost transmitance

na vinoctu) 1,2,10,14,15

2.1.3 Zpiusoby zapisu infracervenych spekter

Infracervené spektrum je graficky zdznam o absorpci nebo emisi fotoni
infraderveného zafeni analyzovanou latkou. K absorpci fotonu dochazi pouze tehdy, pokud
se velikost energie IC zafeni presné rovna rozdilu energetickych hladin. Ve spektrech
se po pohlceni fotond objevi absorpéni pasy, které jsou IC spektrometry méfeny v zavislosti

na vinové délce A (um) nebo na vinoétu ¥ (cm™) 124,
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IC spektrum je tedy zavislost absorbance A, transmitance (propustnosti) T nebo

reflektance R na vInoétu ¥, piipadné na vinové délce A (ukézka IC spektra Obr. 6) 124,

288639
1519.30

122088

1206.96

Absarbance
1399 40

1428 32
869.00

1570.72

R T T T T e
4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400

2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
Wavenumbers (em-1)

Obrazek 6: Infracervené spektrum polystyrenu, ukazuje zavislost absorbance na vInoctu
voblasti MIR — rozsah vinoctii je 4000 — 400 cm? (méreno dne 4. 11. 2015 na FT-IR
spektrometru ThermoNicolet Nexus 6700)

Absorbance je definovand jako dekadicky logaritmus poméru intenzity paprsku Io
dopadajiciho na vzorek a intenzity paprsku I, ktery vzorkem proSel. Absorbance se pouziva

tehdy, pokud je nutni kvantifikace analytu ' # nebo u spekter, ktera jsou méfena ve vzdalené
IC oblasti 2.

A = log (lo/1) = log (1/T) (cit. »?)

Propustnost, transmitance je definovana jako pomér intenzity paprsku I, ktery vzorkem
prosel a intenzity paprsku lo dopadajiciho na vzorek. Transmitance se obvykle udava

v procentech a slouzi ke kvalitativnimu uréeni dané latky 24,

T = 1l (cit. +2)
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Reflektance je definovana jako pomér intenzity paprsku lodraz ktery se od vzorku

odrazil a intenzity paprsku lo dopadajiciho na vzorek .

R = loara/lo (Cit. %)

2.1.4 Techniky méreni infrac¢ervenych spekter

IC spektroskopie je metoda, pomoci niz se daji analyzovat vzorky plynné, kapalné
i pevné. K jejich méfeni existuji rizné metody, které se voli nejen podle povahy vzorku,

ale také podle toho, jaké spektralni informace potiebujeme ze vzorku ziskat 2 10,
2.1.4.1 Transmisni (transmitan¢ni) techniky

Principem téchto technik je piimy prichod infraéerveného zateni ozafovanym
vzorkem 2891116 7 ehoz vyplyva jejich vyhoda — moZnost méfit pomoci nich analyzované

vzorky ve viech tfech skupenstvich uvedenych vyse 101116,

Vzorky se nejcastéji méti v kyvetach z material propustnych pro infraéervené zareni.
Tuto podminku spliuji napiiklad chlorid sodny nebo bromid draselny, z nichz se kyvety
vyrabi nejéastéji, jelikoz jsou propustné pro IC zafeni v irokém rozmezi infraderveného
spektra. Kyvety zhotovené ztéchto materidlli ale maji tu nevyhodu, Ze se rozpousti

Vv polérnich latkéch, jako je voda, kyseliny, alkoholy a mnohé¢ dalsi latky.

Proto musely byt vyvinuty také kyvety zjinych materiald, které jsou odolné
anerozpousti se. Takovymi materidly jsou napiiklad smésny krystal jodidu a bromidu
thallného (KRS-5). Jeho pouziti mé také své nevyhody, jelikoz jde o toxicky material
s vysokym indexem lomu. Dale se pouZziva chlorid stiibrny, ktery je ale citlivy na svétlo, nebo

smésny krystal ZnSe.

Kyvety zhotovené zjodidu cesného, pfipadné¢ zbromidu cesného, nasly vyuziti

pfi méfeni vzorkil ve vzdalené oblasti infraderveného spektra *°.
e Méreni plynnych vzorki
Analyza plyni pomoci infraCervené spektroskopie se uplatiuje jednak

pfi monitorovani zivotniho prostfedi a jednak také pii ur€ovani koncentraci plynnych latek
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v komerénich produktech a procesech, pii¢emz koncentrace, které je IC analyzator schopen

detekovat, jsou v hodnotéch ppb 7.

Plynné vzorky se mé&fi v plynovych kyvetach 2 16 18 jejichz optick4 draha maze byt
10 cm az 100 m '8, Plynova kyveta je sklenény véleéek se dvéma plnicimi otvory, na jehoz
obou koncich jsou okénka z materialu, ktery propousti infratervené zafeni (nakres plynové
kyvety Obr. 7) 1118, T&mito materidly mohou byt naptiklad ZnSe, KBr, BaF> a dalsi 8. Plnici
otvory jsou opatieny ventily, které slouzi k evakuaci kyvety a k nasavani analyzovanych

plynti podtlakem 1°.

Obrazek 7.  Plynova  kyveta s optickou  drdhou 10 cm  (prevzato z
http://web.natur.cuni.cz/analchem/pprakt/ftir.pdf)

Pokud se analyzuji plyny, které jsou ve vzorku pfitomny pouze ve stopovych
koncentracich, tak se pouZivaji kyvety, v nichZ jsou soustavy zrcadel, kterda umoziuji
mnohonasobny prichod paprsku. Tim je dosaZeno optické drahy v rozsahu az desitek metri

a analyzy vzorku .
e Méreni kapalnych vzorku

Infracervend spektroskopie se k méteni kapalin vyuziva velmi Casto. Méfi se pomoci
ni kapalné vzorky i roztoky plvodné pevnych latek, které se rozpusti ve vhodném

rozpoustédle 6.

K méfeni kapalnych vzorkl se pouzivaji bud’ kapalinové kyvety, nebo se meéfena
kapalina nanese jako tenkd vrstva mezi dvé okénka, & na polymerni porézni nosi¢ 2.

Kapalinova kyveta je sloZena z nékolika ¢asti (Obr. 8) 6. Jejim zakladem jsou dvé pro IC
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zateni propustna okénka, kterd jsou obvykle oddélena distanéni folii, jez byva zhotovena
napiiklad z teflonu nebo hliniku. Ob& okénka jsou umisténa v kovovém plasti, ktery slouzi
jako jejich drzék. Z jedné strany jsou v drzéku i v propustném okénku vyvrtany dva otvory,
které¢ slouzi k davkovani analyzovaného vzorku. Vzorek se do kyvety davkuje pomoci
injekéni stiikacky, ktera se zasune do jednoho z vyvrtanych otvord, pfiCemz druhym otvorem

z kyvety odchazi vzduch a pozdgji pfipadny piebyteény vzorek 11 18,

Pro méfeni velmi zfedénych roztokii se pouzivaji specidlni kyvety, které se od bézné
pouzivanych kyvet li§i svou tloustkou. Déle je mozné vzorek prométit také technikou
kapilarni vrstvy, béhem niz neni mezi propustnymi okénky distancni folie, tudiz je vzorek

analyzované kapaliny stladen pouze mezi okénky *°.

Pfi volbé rozpoustédla pro méfeni roztoki musime brat v uvahu to, ze kazdé
rozpoustédlo v IC oblasti absorbuje zafeni uréitych vinovych délek, respektive vino&ta, takze
ve spektru uvidime nejen absorpéni pasy molekul vzorku, ale také pasy rozpoustédla. Proto je

nutné dat pozor na to, aby mélo rozpoustédlo co nejvétsi propustnost infracerveného zareni

-----

inertni vii¢i materialu, z néhoz jsou zhotovena propustna okénka kyvet 1+ 10 11,16,

' propustna okénka
D | _—-drzak
@ ;
| .
drzak / N
o
distan¢ni folie /

Obrazek 8: Kapalinova kyveta (prevzato z http://web.natur.cuni.cz/analchem/pprakt/ftir.pdf

=
-

a upraveno v programu Malovani)
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Uvedené podminky nejlépe spliiuji nepolarni rozpoustédla s malym dipdlovym
momentem a symetrickou molekulou, jako je naptiklad sirouhlik, tetrachlormethan a pfipadné
i chloroform ¥ 1916 Daji se pouzit také cyklohexan nebo aceton, i kdyZ maji jednu velkou
nevyhodu, kterou je piitomnost velkého mnoZstvi absorpénich pasti ve spektru 6. Zcela
nevhodné je pouziti vody jako rozpoustédla, jelikoZ velmi silng absorbuje IC zafeni » !
anavic rozpousti okénka vyrobenad z alkalickych halogenidii, jako je napiiklad chlorid

sodny .
e Méieni pevnych vzorki

Pevné vzorky lze proméfit nékolika zplisoby. Nejcastéji pouzivanymi technikami jsou
tabletkové a suspenzni techniky. K proméfeni spekter pevnych vzorkl se daji pouzit také
kyvety sokénky zNaCl, KBr ¢&i zpolyethylenu. Dal§i moznosti je pfimé méfeni

analyzovanych polymerti ve formé tenké folie 2.

Tabletkova technika

Principem této metody je smichani rozmélnéného pevného vzorku (obvykle 1 —5 mg
podle velikosti jeho absorbance) s vysusenym bromidem draselnym (100 — 200 mg). Vznikla
smés se musi dokonale zhomogenizovat bud’ ve vibraénim mlynku ' ¢, nebo v achatové treci
misce. Zhomogenizovana smés se poté pienese do specialni formy a v ni se umisti do lisu,
ve kterém dojde za vysokého tlaku k vylisovani priihledné tabletky. Tato tabletka se poté

umisti do specialniho drzéku, v némz dojde k proméfeni vzorku 11116,

KBr je pro tuto techniku vhodnym optickym materidlem, jelikoZ v rozsahu vilnocta
4000 — 600 cm™ neabsorbuje IC zafeni. Piesto je nutné tabletku se vzorkem méfit vici

referentni tabletce vylisované z Gistého KBr, kterd se proméfi jako pozadi 1.

Velkou nevyhodou této techniky je to, Ze béhem piipravy vzorku muize vlivem
velkého tlaku v lisu dojit ke zménam v krystalické struktutre latek, tudiz mize byt vysledné
spektrum vzorku zkreslené. Navic je zde moznost chemické interakce vzorku se zvolenym
optickym materialem, ktera opét vede ke zkresleni vysledného spektra > & 16, Ve spektrech,
ktera se ziskaji méfenim vzorku touto metodou, mohou vadit také absorp¢ni pasy vody, které

se v ném objevi v ptipadé, Ze nejsou chemikalie na ptipravu vzorku dostateéné vysuseny .
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Suspenzni technika

Pfi méfeni touto metodou se vyuziva suspenze jemné¢ rozetfené analyzované pevné
latky (asi 5 mg) s parafinovym olejem, tzv. nujolem. Vznikld suspenze se nasledné nanese

mezi dvé okénka z vhodného propustného materialu a zméii se infracervené spektrum.

I tato metoda ma nékolik nevyhod. Samotny nujol absorbuje v oblasti MIR 1 16, tudiz
se pro ziskani uplného IC spektra kombinuje spektrum méfené suspenze s nujolem
se suspenzemi s halogeny, napiiklad s tripenem (hexachlorobutadienem), jelikoz tyto

suspenze ve svych spektrech neobsahuji absorpéni pasy vibraci skupiny C-H 6,

Navic je velmi dilezité dikladné rozeteni vzorku, jinak na krystalcich latky dochazi
k rozptylu IC zéfeni, které se ve vysledném spektru projevi chvostovanim * 1, tudiZ neni

mozn4 jeho spravna interpretace .

2.1.4.2 Odrazové (reflexni, reflektanéni) techniky

Piivodné byly tyto techniky vyvinuty pro méfeni vzorkd, které nepropoustély IC
zateni. Takovymi vzorky byly zejména neprihledné pevné materialy. V soucasnosti
se reflexnimi technikami méfi jak vzorky pevnych latek, tak i kapalné vzorky, pficemz vybér

konkrétni techniky zavisi na jejich charakteru 2 1,

e Metoda zeslabené tiplné reflexe —~ATR (Attenuated Total Reflectance)

Pouziti této metody je vhodné pro analyzu vzorkd, které siln¢ absorbuji infracervené
zateni. Takovéto vzorky jsou nejen vodné roztoky a emulze, ale také dalsi kapalné a viskozni
vzorky, gely, polymery, prasky a mnohé dalsi formy 2 8, Ukazalo se, Ze je vhodna také

pro méfeni biologickych tekutin a suchych filmi 8.

Principem této techniky je nasobny uplny odraz infracerveného zatfeni prochazejiciho
krystalem z materialu s vysokym indexem lomu, s nimz je analyzovana latka ve velmi tésném
kontaktu (Obr. 9) 2 % ¢ Diky tomu zifeni pronikd do analyzovaného materidlu jako
tzv. evanescencni vlna. Hloubka tohoto pruniku do povrchu vzorku je v fddovém rozmezi
um az mm, tudiz zatfeni charakterizuje pouze tenké povrchové vrstvy. Z toho divodu se tato

technika voli tehdy, pokud je potfeba analyzovat povrch zkoumaného vzorku %16,
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Poté, co vzorek absorbuje zéafeni o urcité frekvenci, je tato slozka infracerveného

paprsku v uplné odrazeném zafeni zeslabena 2.

Krystaly maji nejcastéji tvar lichobéznikového hranolu, jehoz métici plocha je
rovinna > %8, Hranol miize mit i trojuhelnikovy prifez, méfici plocha je opét planarni. Podle
tvaru hranolu a geometrie paprsku, kterd sjeho tvarem souvisi, se rozliSuji hranoly
jednoodrazové a viceodrazové °. Mohou byt zhotoveny z réiznych materiald - existuji

napiiklad krystaly diamantové, ZnSe, safirové, kiemikové, germaniové a mnohé dalgi 2 % 1116,

Pomoci zrcadel je do krystalu pfivadéno infracervené zéfeni ze zdroje tak, aby thel

dopadu zéfeni na fazové rozhrani krystal — vzorek vyhovél podmince Uplného odrazu, €ili

aby byl tihel dopadu zafeni ® mensi nebo rovny meznimu thlu Om % 18,

sin Om = =2 (cit. 19),
ng

kde n je index lomu méficiho krystalu a n, je index lomu vzorku °.

yonikajici zareni
I ) povrch vzorku

LA BT SO

krystal

e -
..d-""ﬂ-ﬂ-ﬂ-
0

IC paprsek
. — /s

zrcadla

Obrazek 9: ATR krystal, v nemz dochdzi k vicendasobnému odrazu infracerveného paprsku
na fazovém rozhrani krystal (opticky hustsi prostredi) — vzorek (opticky Fidsi prostredi)

(prevzato z http://web.natur.cuni.cz/analchem/pprakt/ftir.pdf aupraveno v programu

Malovani)
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e Metoda difuzni reflexe — DRIFT, DRIFTS (Diffuse Reflectance Infrared Fourier

Transform Spectroscopy)

Tato technika méfeni infraCervenych spekter je vhodna hlavné pro praskové a tézko

271116 jako jsou napiiklad kousky lakii, piidy nebo zesitované

zpracovatelné pevné vzorky
nerozpustné polymery 2 " 18 Jeji vyhodou je nejen snadna a rychla piiprava vzorku bez
jakychkoliv destruktivnich vlivi, jelikoZ odpada nutnost lisovani tabletek °, ale také to, Ze jde

o velmi citlivou metodu vhodnou pro méfeni i velmi malych mnozstvi analyti ’.

Na pevny praskovy vzorek dopada paprsek infracerveného zareni, pticemz cast zareni
je vzorkem absorbovana, Cast je odrazena (spekuldrni reflexe) a ¢ast je rozptylena poté,
co do vzorku vstoupi a nasledné z né&j po odrazu opét vystoupi (diftzni reflexe, Obr. 10).
Difuzné rozptylené zateni je nasledné vhodné zvolenou optikou prevedeno na detektor, ktery

vyhodnoti informaci o absorpci zafeni ve vzorku (difuzi zafeni do vzorku) 2 716,

spelularni sloZka zatend

dopadajici zafen r

Obrdazek 10: Schéma zndzornujici interakci infracerveného zareni pri mereni metodou DRIFT
(prevzato z Machovi¢ V., Novak F.: Chem. Listy 92, 151 (1998) a upraveno v programu

Malovdani)

Vzorky mohou byt méfeny bud’ piimo, v Cisté formé&, nebo ve smésich se substraty —
vhodné jsou napiiklad KBr nebo KC1 2 7. Substraty se pfi méfeni DRIFT technikou pouZivaji
zejména tehdy, pokud je koncentrace analytu ve vzorku vysoka nebo pokud jsou ¢astice moc

velké, takze by se zvySovala spekularni slozka zafeni oproti upiednostiiované reflexni
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slozce 2 7. Na druhou stranu pii smichani vzorku se substratem, a jeho nasledném méfeni,
muze byt vzorek ovlivnén stopovym mnozstvim vody v substratu, piipadné mezi nimi mize

dochézet k vzajemnym reakcim, naptiklad k iontové vyméné ’.

Vysledna spektra nejsou zaznamenana jako klasicka zavislost absorbance
¢1 transmitance na vlnové délce, respektive vinocCtu. Zaznamenavaji se v linedrnich jednotkach
Kubelka — Munk ', které vyjadfuji vztah mezi koncentraci vzorku a intenzitou past

ve spektrech 6,

Pro opakovatelnost méfeni je tfeba, aby byla velikost ¢astic v rozmezi 10 — 20 pm

a aby bylo plnéni méficiho kelimku definované >’
e Metoda zrcadlového odrazu, spekularni reflexe (Specular reflection)

Pfi méfeni touto metodou je vzorek nanesen na lesklé podlozce, od niz se odrdzi
infratervené zafeni dopadajici na ni pod uréitym uwhlem (Obr. 11). Odrazené zaieni
(spekularni reflexe) pfitom musi spliiovat Snelliv zdkon, ¢ili uhel dopadu se rovna thlu
odrazu. Intenzita odrazeného zafeni zavisi na thlu dopadu paprsku, na indexu lomu a povrchu

vzorku a také na absorpénich vlastnostech vzorku 2 6.

dopadajici zateni spekularni reflexe

reflexe - absorpce

vzorek

reflexni podklad

Obrazek 11: Schematické znazorneni spekularniho (zrcadlového) odrazu vzorku naneseného
na reflexni podklad, © je uhel dopadu zareni na vzorek  (prevzato

z http://web.natur.cuni.cz/analchem/pprakt/ftir.pdf a upraveno v programu Malovdani)
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Spektra 1ze métit dvéma zplsoby — spekularné reflexnim a reflexné absorpcnim.
Pii spekularni reflexi dochézi k odrazu od povrchu vzorku, zatimco pfi reflexi — absorpci
dochazi k priniku zafeni do vzorku, k odrazu od kovové reflexni podlozky a op€tovnému

priniku vzorkem. Kazdy z nich je proto vhodny pro méfeni jinych typt vzorka °.

Reflexe - absorpce je vhodna pro analyzu tenkych filmi nanesenych na kovovych
podlozkach a silné absorbujicich materidlli, zatimco spekularni reflexe se pouziva pro méteni

polymernich vrstev, polovodi¢i a dalsich materialt 2 16,
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2.2 Homocystein

Homocystein,  2-amino-4-sulfanylbutanova  kyselina  (vzorce vSech  forem
homocysteinu Tab. I1), je neesencialni aminokyselina, kterd v organismu vznika z esencialni

aminokyseliny methioninu p¥ijimaného potravou °~2°,

Spolu s methioninem a cysteinem patii mezi sirné slouceniny obsahujici ve svych
molekulach thiolovou skupinu SH- 1* 2~ 26 Diky siie, kterou ve své molekule obsahuije, je
velmi reaktivni a v organismu se Ucastni mnoha reakci, bez nichz by nebyl mozny zivot.
Vyskytuje se ve vSech bunkach vSech zivych organisma, at uz bakterii, rostlin,
&i zivogicht 2. Na druhou stranu je ale pravé diky této skupiné pro buiiky latkou toxickou,
a proto je v nich velmi rychle metabolizovan na produkty, které uz je nemohou poskodit 2% 24,
Jeho toxicita se projevuje pfimo i nepiimo. Pfimym plsobenim poskozuje enzymy dilezité
pro nejriznéj$i biochemické reakce, takZze pak tyto reakce probihaji Spatné¢ nebo dokonce
vubec. Navic podporuje vznik volnych radikali, které dale poskozuji nejen endotel cévnich
stén, ale také enzymy ¢i nejriznéjsi organely bunck. Pokud jsou zasazeny mitochondrie, tak
3

vznikaji nejriizngjsi genetickda onemocnéni a navic je ovlivnéna také tvorba energie 2

a bunééné dychani, které v nich probiha 2.

Na rozdil od methioninu a cysteinu neni zapojen do proteosyntézy, neni tedy

ani soucasti bilkovin — je neproteinogenni 2% 226,

Znam je uZz od roku 1932, kdy byl objeven a popsan dvéma biochemiky Butzem

a du Vigneaudem 23 2%,

2.2.1 Vyznam homocysteinu pro organismus

Pro organismus, zejména pro jeho spravné fungovani, je homocystein nepostradatelny,
jelikoZ je zapojen do methylaénich reakci probihajicich v buiikach viech Zivych organisma 2.
Spolu s dalsimi latkami s thiolovou funkéni skupinou je zapojen do bunééného dychani a také

do rozmnozovani bunék 24 2,
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2.2.1.1 Prenos CHs skupiny — methylace

Pienos methylového zbytku CHs- souvisi s metabolismem homocysteinu a s jeho

zapojenim do methioninového cyklu 24,

Methioninovy cyklus zahrnuje celou kaskadu reakci, na nichz se ucastni nékolik
enzymu s piisluSnymi kofaktory. Na jeho pocétku je methionin z potravy, jenz je postupnymi
pfeménami metabolizovan na homocystein, ktery je pfeménén bud’ zpét na methionin, nebo je

degradovan na cystein (vice viz &ast o metabolismu Hcy) 24,

Jednim z meziproduktii tohoto cyklu je S-adenosylmethionin. Pravé tato latka je
zdrojem methylovych skupin pro vSechny methylacni reakce probihajici v buikach.
Methyla¢ni reakce jsou dilezité nejen pro tvorbu DNA, RNA a pro naslednou tvorbu

21 - 24

proteinti , ale také pro syntézu fosfolipidd, neurotransmiteri na nervovych synapsich,

histont a mnohych dalgich latek 2% 24,

V piipad¢, ze je prubéh cyklu porusen nebo zpomalen, dojde k nedostateéné methylaci
latek (hypomethylaci), které jsou na ném =zavislé a tim i krozvoji nejriznéjSich

onemocnéni 2,

Pienos methylovych skupin pomoci homocysteinu a jeho metabolismu souvisi
I S rozmnozovanim, konkrétné se vznikem zarode¢nych bun¢k — spermii a vajicek. V piipadé,
ze neni vznikajici DNA spravné vytvafena a methylovana, dochazi ke vzniku genovych
mutaci, na jejichz podkladé poté vznikaji vrozené poruchy metabolismu a imunity

vyvijejiciho se plodu 2.

2.2.1.2 Zapojeni do dychaciho Fetézce

Latky s thiolovou skupinou, mezi né€Z patii i homocystein, se podileji na bunééném
dychani a na tvorb& energie, kterd s nim souvisi 2!. Zatim neni jasné, zda se na ném
homocystein podili pfimo nebo nepiimo. Jisté je to, Ze je pro buiiku nepostradatelny, jelikoz

na ném zavisi jeji rozmnoZzovani i energeticky metabolismus 2.

Ukolem thioslouéenin je zisk vyuZitelné energie pro buiiku. Tato energie je ziskavana

i1 reakci nného vodiku s kyslikem v dychacim fetézci 1 niz kromé ni vznika také
ket pl h diku s kyslik dych t 21 kr ka tak
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voda. Za standardnich podminek ve zkumavce je reakce pfi preskoku jiskry boufliva, a pokud
by stejn¢ probé&hla v Zivém organismu, nemohl by ji vyuzit. Proto probiha postupné, pfi¢emz
jeji jednotlivé kroky jsou fizeny enzymy, které umozni jeji uchovavani v makroergnich
vazbach sloucenin s thiolovou skupinou. Tyto zdsoby ovSem nejsou neomezené, a proto musi

byt pribézné dopliovany 2.

2.2.2 Metabolismus homocysteinu

Homocystein vznika z methioninu, ktery je pfijiman v potravé - jeho zdrojem jsou
zejména zivocisné bilkoviny '* 2. Doporuceny denni pifjem této esencidlni aminokyseliny

10 — 40 mg/kg hmotnosti ¢lovéka °.

Methionin je pro organismus velmi dulezity, jelikoz z n& vznika
S-adenosylmethionin, ktery je univerzdlnim ddrcem methylové skupiny pii methylac¢nich
reakcich probihajicich ve viech buiikdch bakterii, rostlin i Zivo&ichtl véetng lidi 1% 2122 25-27,
Z tohoto divodu by pouhy piijem methioninu potravou zdaleka nestacil k pokryti potieb
organismu 2. Proto dochéazi k remethylaci homocysteinu zpét na methionin ?* 2. Dalsi
metabolickou drdhou je vznik cysteinu z methioninu, ktery rovnéz bézi ptes homocystein *°.
Jde o transsulfura¢ni metabolickou dréhu, ktera je nevratna * 2°. Dalsi cestou, jak se buiiky

zbavuji nadbyte¢ného homocysteinu, je jeho uvolnéni do extracelularniho prostoru 2% 227,

2.2.2.1 Methioninovy cyklus

K tomu, aby methionin mohl poskytnout methylovou skupinu, vazanou na atomu siry,

19,21 K té dochazi reakci

do reakce, ktera ji vyzaduje, musi dojit nejprve k jeho aktivaci
s ATP za vzniku S-adenosylmethioninu (SAM) % 21 26 kter je katalyzovana enzymem
methioninkinasou (methioninadenosyltransferasou, EC 2.5.1.6) ' 21 % Vznikly SAM
podléha demethylaci, béhem niz preda CHs — skupinu vhodnému pifjemci ** 2!, napt. DNA,

RNA nebo dopaminu °.

Demethylaci SAM vznikne S-adenosylhomocystein (SAH) 1% 2126 SAH je nestala

sloucenina '* 2 ktera je za udasti enzymu S-adenosylhomocysteinhydrolasy (EC 3.3.1.1)

19

rozlozena na homocystein a adenosin 1° =21 2632 Uyolnény adenosin je v organismu vyuzit
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k obnové ATP 2!, zatimco homocystein je bud’ metabolizovan zpét na methionin, nebo je

degradovan na cystein 232,

Methionine ——— SAM

THF S
DNA
Folat Methioni hein
CHzTH{‘ c(;;: B,MS ||\BHMT Cycle ey
Betaine -
MTHFR ™ CH,THF | > scH,
[Homocysteine] *—— SAH
CBS | B
v Transsulfuration
Cystathionine Pathway
B(\
v

Cysteine —> — SO~

Obrazek 12: Schéma metabolismu homocysteinu, na némz jsou zaznamenany jednotlivé
metabolické drahy od vychozich latek az po jejich degradacni produkty a enzymy katalyzujici
prislusné reakce (prevzato z Jacobsen D. W.: Clin. Chem. 44, 1833 (1998))

Vysvetlivky: SAM — S-adenosylmethionin; SAH — S-adenosylhomocysteine; BHMT -
betainhomocysteinmethyltransferasa; DMG - dimethylglycin; Bi2 MS — methioninsynthasa;
THF  —  tetrahydrofolat;,  CHTHF  —  methylentetrahydrofolat;,  CH3THF  —
methyltetrahydrofolat, MTHFR — methylentetrahydrofolatreduktasa;
CBS — cystathionin-f-synthasa

2.2.2.2 Remethylace homocysteinu

Pii remethylaci dochazi k opétovnému vzniku methioninu z homocysteinu 1% 21 26 28,

Podstatou tohoto dé&je je navazani CHs — skupiny na thiolovou skupinu homocysteinu 21,

1

které probiha v redukénim prostedi #. Existuji dvé metabolické drdhy, pomoci nichz
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k remethylaci dochdzi 2 2%, Jedna z nich je reakce s 5 - methyltetrahydrofolatem katalyzovana
enzymem  methioninsynthasou  (neboli 5 —  methyltetrahydrofolathomocystein
methyltransferasou, EC 2.1.1.13), druhou cestou je reakce s betainem katalyzovana

betainhomocysteinmethyltransferasou (EC 2.1.1.5) 2% 2L,

e Remethylace 5 - methyltetrahydrofolatem

Reakce je katalyzovana enzymem methioninsynthasou (neboli
5 - methyltetrahydrofolathomocysteinmethyltransferasou, EC 2.1.1.13), pro jehoz spravné
fungovani je nezbytna pfitomnost kobalaminu (vitaminu Bi2) jakozto nosi¢e methylové
skupiny, a 5 - methyltetrahydrofolatu jakozto jejiho donoru ° — 2L 25 26 28,31 Tato reakce

probih4 ve vech burikach 3L,

Vvyznam kyseliny listové pfi remethylaci

Kyselina listova (folové, nékdy oznatovana jako vitamin B9, folacin 2% %) patfi mezi
esencialni latky, které musi byt pfijimany potravou, jelikoz si je lidsky organismus nedokaze
sam vytvorit 2. Jedna se o latku, ktera je rozpustnd ve vodé a ktera neni sama o sobé
biologicky aktivni. Biologickou aktivitu vykazuji pouze jeji metabolity, zejména
5 - methyltetrahydrofolat (metafolin), které vznikaji v jatrech *°. Potravou pfijata listova
kyselina je pfeménéna ptes dihydrotetrahydrofolat a tetrahydrofolat
na 5, 10 - methylentetrahydrofolat. Ten je i€¢inkem enzymu methylentetrahydrofolatreduktasy
(MTHFR, EC 1.5.1.20) pfeménén na 5 - methyltetrahydrofolat 2 % ktery predava

methylovou skupinu kobalaminu a ten zase homocysteinu 2% 2% %0,

Pro organismus je kyselina listova velmi dutlezita, jelikoz v ném vychytava methylové
zbytky, které se odstépily pii reakcich z velkych molekul 2% %, Takovymi jednouhlikatymi
St€py jsou napf. volna mravenci Kkyselina, methyl ¢i formaldehyd. Folat, konkrétné

22,26, 29 &im7 napomaha detoxikaci organismu

tetrahydrofolat (THF), je na sebe vaze
a zabrafiuje hromadéni volnych radikalfl v organismu 22, jelikoz by v organismu piisobily siln&
toxicky 1. K tomu, aby je na sebe mohl navazat, musi byt potravou pfijata listova kyselina
nejprve aktivovana, pti¢emz k jeji aktivaci dochazi ptijetim ¢tyt vodikovych protond. Pii této
reakci, kterd je enzymové katalyzovana, vznika tetrahydrofolat, ktery je na sebe schopen

navizat zbytek CHs- 2" 22, Po navazéani jednouhlikaté skupiny dojde bud’ k jeji oxidaci
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na molekulu CO-, nebo k redukci na CHz — skupinu. To, kterym smérem se bude reakce

ubirat, zavisi na okolnim pH %12,

Vyznam vitaminu B1, (kobalaminu)

Vitamin B12 je rovnéz esencialni latka, kterda musi byt pfijimana potravou z toho
divodu, Ze ji zivo€ichové, a dokonce ani rostliny, nedokdzi syntetizovat. To dokazi pouze
mikroorganismy, zatimco Zivo¢ichové, véetné Cloveéka, jej musi skladovat ve svém organismu

— konkrétné v jatrech 2°.

Kobalamin pfebirda jednouhlikaty zbytek redukovany na CHz - skupinu
od tetrahyrofolatu 2 2°. K ptevzeti methylové skupiny musi byt ve formé radikélu, tudiz je
pii této reakci nutné dodani dostate¢ného mnozstvi energie *. B&hem reakce vznika radikal
methylkobalamin 2% 2, jenz pfeda methylovou skupinu homocysteinu za vzniku methioninu

a navraceni kobalaminu do vychoziho, neaktivovaného stavu.

Pokud neni kobalamin aktivovén, tak mu nemize tetrahydrofolat pfedat methylovou
skupinu a ta nemlze byt dale pfeddna homocysteinu. Skupina zlstdvd vézana
na tetrahydrofolatu a ve formé 5 - methyltetrahydrofolatu je skladovana v organismu

v erytrocytech jako jeho zasoba 2L,
¢ Remethylace betainem

Tato metabolickd drdha probihd v jaterni tkdni a na rozdil od folatového cyklu neni

zavisla na pfitomnosti methylkobalaminu *°

. Podle jiného zdroje mize k remethylaci
betainem dochazet kromé jaterni tkdné také v ledvinach 2% 223! a v mozku — tedy ve tkanich

s vysokou spotiebou kysliku 2.

20, 22, 31’ vznika

Betain, ktery je v této metabolické draze zdrojem methylové skupiny
v organismu z cholinu 2% 3!, degrada¢niho produktu lecithinu ?2. Produktem reakce, ktera je
katalyzovana enzymem betainhomocysteinmethyltransferasou (EC 2.1.1.5) 1 3! je glycin
adva jednouhlikaté zbytky, které jsou vychytany tetrahydrofolatem a posléze zapojeny

do remethyla¢nich metabolickych drah %2,
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2.2.2.3 Transsulfurace homocysteinu

Podstatou této ireverzibilni reakce je kondenzace homocysteinu s aminokyselinou

serinem, pii niz vznikd cystathionin & 20 2. 26, 28

. Reakce je katalyzovana enzymem
cystathionin — p — synthasou (CBS, EC 4.2.1.22), jejimZ kofaktorem je vitamin Bg® ~ 21 2628,
konkrétné jeho aktivovana forma pyridoxal — 5° — fosfat (PLP). Cystathionin vSak neni
koneénym produktem této drahy *° -2 Uginkem enzymu y — cystathioninasy (EC 4.4.1.1) je
cystathionin $§tépen na cystein a homoserin, které jsou v organismu dale vyuzivany 1% 2,

Podle jinych zdroji je cystathionin §tépen na cystein a o — ketobutyrat 2% 222526,

2.2.3 Regulace metabolismu homocysteinu

Pokud neni metabolismus homocysteinu v bunikach porusen, at’ uz vlivem genetickych
defektl nebo nedostate¢ného piijmu vitamind fungujicich jako kofaktory enzymu ptislusnych

reakect, je nitrobunécna koncentrace Hcy udrzovana v izkém koncentra¢nim rozmezi.

V buiikach existuje nékolik mechanismi, které hladinu homocysteinu reguluji *°.
Jednim znich je samotny S — adenosylmethionin, ktery ovliviiuje jak
5 — methylentetrahydrofolatreduktasu (MTHFR, EC 1.5.1.20), tak cystathionin —  — synthasu
(EC 4.2.1.22). MTHFR je tu¢inkem SAM inhibovana, zatimco CBS je jim naopak

19,20

aktivovana , pokud je pifjem methioninu v potravé zvyseny 2.

DalSim mechanismem je methylace aminoskupiny glycinu, pifi niZ vznikne sarkosin.
Reakce je katalyzovana enzymem glycin — N — methyltransferasou (GNMT, EC 2.1.1.20)
a vyuziva se pfi ni nadbyteény SAM *°,

Dal§im mechanismem jsou ruzné afinity enzymu jednotlivych tkani k methioninu
19,20

a také hodnoty jejich Michaelisovy konstanty Km

2.2.4 Poruchy metabolismu homocysteinu

Metabolismus homocysteinu mize byt poruSen jak exogennimi vlivy, tak i vlivy

endogennimi 32,
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Endogenni pficiny poruchy metabolismu jsou zptisobeny mutacemi genli kodujicich
enzymy, které¢ jsou diilezité pro odbouravani homocysteinu v buiikach, at’ uz jeho remethylaci
za vzniku methioninu nebo transsulfuraci za vzniku cysteinu. NejCastéji je mutacemi

postihnuta MTHFR, ale nevyhybaji se ani CBS 3.

Nejéast&jsimi mutacemi MTHFR jsou mutace C677T 23 30 31 (normaélni bazi tohoto
genu je cytosin, ale v piipadé této mutace je zaménén za thymin ¥, coz se v proteosyntéze
projevi zaménou alaninu za valin **) a A1298C (normalni bazi tohoto genu je adenosin,
ale v pripadé této mutace je zaménén za cytosin, coz se v proteosyntéze projevi zaménou
glutaminu za alanin 3%, p¥i nichZ vznikaji enzymy s niz§i aktivitou — napf. v piipadé mutace
C677T vznika termolabilni enzym 30 313334 Mutace mohou byt homozygotni, pfi nichZ jsou
zasazeny ob¢ alely, nebo heterozygotni, kdy je jedna zalel Spatna a druhd je dobra.
Heterozygotni mutace MTHFR jsou mnohem casté&jsi a jejich projevy jsou mnohem mirnéjsi,
nez v piipadé homozygotnich konstituci 3!. U heterozygotnich forem MTHFR C677T

dokonce ani nemusi dojit ke zvySeni hladiny homocysteinu v krvi, pokud je pfijem vitaminil

Bs, B12 a kyseliny listové dostatecny, jelikoz aktivita MTHFR byva snizena jen velmi lehce.

Co se ty¢e mutace A1298C, tak ta se u postizeného jedince nemusi viibec projevit
hromadénim homocysteinu v téle ani v piipadé homozygotni konstituce, pokud je izolovana
aneni kombinovana s mutaci C677T. Nicméné pokud mé dany jedinec obé dvé uvedené
mutace MTHFR, tak je aktivita enzymu snizena a v organismu pacienta dochazi ke hromadéni
homocysteinu *°, ktery nemiize byt dostate¢né rychle remethylovan zpét na methionin z toho

divodu, Ze je snizena tvorba 5 - methyltetrahydrofolatu 28 %,

Dale mulze byt poskozen enzym CBS, umoziujici vstup homocysteinu
do transsulfura¢ni drahy. Tento enzym je zavisly na pfijmu vitaminu Bs V potravé. Pokud
je funkce tohoto enzymu nedostate¢na a enzym je mutovany 33, trpi jedinci autozomalné
recesivnim dédiénym onemocnénim, homocystinurii 3% * které se projevuje zvysenym

obsahem homocystinu v mo¢i a celkového homocysteinu a methioninu v krvi %,

U postizenych jedincti S homocystinurii je vyrazné zvySené riziko tromboembolickych

pithod, navic jsou ¢asto mentalné retardovani a vykazuji také psychiatrické poruchy .

Ke zvyseni hladiny homocysteinu miize dojit také tehdy, pokud je poruSena absorpce

nebo transport vitaminu B12 ve stievé nebo v téle, piipadné pokud nedochazi k jeho konverzi

38



na methylkobalamin. Tento vitamin je kofaktorem methioninsynthasy, enzymu zodpovédného

za remethylaci homocysteinu na methionin %,

Naopak exogennimi pfi¢inami Spatného metabolismu homocysteinu je nedostateény
piijem vitaminl Be, B12 a kyseliny listové, Cili kofaktorti enzymi zabezpecujicich spravné
odbouravani homocysteinu 3% 3. Nedostate¢ny piijem je oviem jen jeden z faktort *3. Hladinu
homocysteinu v krvi také ovliviiuje zivotni styl, v€k, pohlavi, etnicky plivod a rGzna

onemocnéni, at’ uz piimo ¢&i vlivem uzivanych 1éki %,

Pokud je metabolismus homocysteinu porusen, tak dochazi ke zvySovéani jeho
mnozstvi v organismu — K hyperhomocysteinémii (vice viz Hyperhomocysteinémie a jeji

komplikace .

2.2.5 Homocystein v télnich tekutinach

V krvi, nebo spiSe v krevni plazmé, se homocystein vyskytuje nejen v redukované
formé, ale také ve formé oxidované 2% . V soudasnosti se stanovuje zejména celkovy

homocystein, ktery vyjadfuje sumu viech jeho forem v plazmé %,

Obsah volného, redukovaného homocysteinu v plazmé se pohybuje okolo 1 - 2 %,
zbylych 98 — 99 % ptipada na homocystein oxidovany, jenz se v Krvi vyskytuje v nékolika
formach 1% 252633/ p¥ipadé, ze dojde k oxidaci dvou molekul homocysteinu, pii niz vznika
disulfidovy mustek, jde o homocystin 2> 33, Disulfidovy mistek miize vzniknout také mezi

homocysteinem a cysteinem, kdy jde o smiSeny disulfid.

Nejveétsi zastoupeni ma proteinoveé vazany homocystein (proteinové vazano je okolo
70 % celkového homocysteinu %), ktery patii rovnéz mezi smisené disulfidy a ktery vznika
reakci s proteiny obsahujicimi reaktivni cysteinové zbytky, jako je napt. plazmaticky

albumin 3. Vice Tab. II.

Dalsi formy, v nichz se homocystein vyskytuje v krevni plazmé, jsou homocystein

thiolakton, homocysteinamid — (lipo)proteinovy addukt a homocysteinylglycin disulfid *°.
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2.2.5.1 Homocystein thiolakton

Homocystein thiolakton je sirny cyklicky ester homocysteinu, ktery v organismu
vznikd G¢inkem enzymu methionyl-tRNA synthetasy * - *® pro zabranéni inkorporace
homocysteinu do vznikajicich proteina 2% 3% 37, Vznik homocystein thiolaktonu u bakterie
Escherichia coli mohou katalyzovat dvé dalsi tRNA syntehtasy, a to isoleucyl-tRNA
syntehtasa a leucyl-tRNA syntehtasa ', podle jiného zdroje tyto 3 enzymy katalyzuji jeho
vznik i u lidi, coz je umoznéno na zaklad¢ strukturni podobnosti téchto 3 aminokyselin

s methioninem 2,

Thiolakton vznika ve dvou krocich — v prvnim kroku vznika z homocysteinu a z ATP
enzymove vazany homocystinyl adenylat, ktery je ndsledné ve druhém kroku na homocystein
thiolakton za souc¢asného uvolnéni AMP 3% 3. Thiolakton je v lidském organismu
hydrolyzovan dvéma enzymy — homocystein thiolakton hydrolasou v plazmé

a paraoxonasou %8,

U zdravych bun¢k s neposkozenym metabolismem homocysteinu vznika thiolakton
pouze V minimalnim mnozstvi, ale pokud se buiiky transformuji do nddorovych bunék nebo

je u nich metabolismus neregulovany, vznika v nadbyteéném mnozZstvi a organismu skodi ¥'.

Homocystein thiolakton je diky intramolekuldrni thioesterové skupiné velmi

reaktivni 28

a vaze se na aminokyselinu lysin, ktera je soucasti proteinli, amidovymi vazbami
39 Dale miize acylovat také volné aminoskupiny asparaginu, glutaminu a argininu — dochazi

k homocysteinylaci .

Pro bunky je homocysteinylace toxicka, jelikoz zptisobuje poskozeni proteind jejich

multimerizaci a srazenim *. Navic zvySuje internalizaci LDL cholesterolu makrofagy,

38, 39

cozvede ke zvySeni aterogenity LDL cholesterolu N-homocysteinylovany LDL

cholesterol se vaze na membranové receptory, piicemz do intracelularniho prostoru buiky je

uvoliiovan homocystein jakozto hydrolyticky produkt 3°

. Homocystein poté zplsobuje
poskozeni bunék a oxidacni zmény, které jsou pravdépodobné zptisobeny tvorbou superoxidu

a peroxidu vodiku zvysenou lipoperoxidaci membran °,
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Tabulka 1lI: Formy homocysteinu Vv krevni plazmé s jejich procentudlnim zastoupenim

reslené v programu ChemSketch podle predlohy, kterou zdroje ~° a
(kreslené v prog. ChemSketch podle predlohy, k byly zdroje *° a %)

Redukovany homocystein

Zastoupeni
Forma Vzorec v plazmg (%]
_ HS-CH,CH,CH-COOH
Homocystein I 1
NH,
Oxidovany homocystein
ol
S-CH,CH,CH-COOH
Homocystin | 5-10
$-CH,CH,CH-COOH
NH,
N,
SmiSeny disulfid |S'CH2CH2CH'COOH 5-10
homocysteincystein S-CH,CH-COOH
I
NH,
ol
Proteinové Vé_zany S-CH,CH,CH-COOH 80 - 90
homocystein %
ok
Homocysteincysteinylglycin ?‘CHzCHzCH'COOH
disulfid $-CH,CH-C-NH-CH,-COOH -
NH,
— Q
Homocysteinamid — —NH-C-CHCHZCHZSH
(lipo)proteinovy addukt Il\IH )
2
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NH,

Homocystein thiolakton —0

2.2.6 Hyperhomocysteinémie a jeji komplikace

Fyziologickd hladina homocysteinu v Krvi, respektive v plazmé, je v rozmezi
5— 15 umol.I1 2% 243133 y myuzi a 5 — 12 pmol.l™ u Zen 24, Jini autofi uvadéji fyziologické
rozmezi do 16 pmol.1"**%, respektive 5 — 16 umol.1"! jak u muzd, tak u zen * 2%, Tyto hodnoty
se liSi 1V zavislosti na veku, pohlavi, vyzivé, zivotnim stylu, zdravi a také v zavislosti

na etnické prislugnosti 2428 33,

Jakékoliv zvySeni koncentrace homocysteinu nad horni hranici fyziologického

rozmezi je hyperhomocysteinémie. RozliSuji se tii typy hyperhomocysteinémie — mirna,

stiedné t&7k4 a tézka (referenéni rozmezi koncentraci Tab. 111) 19242640,
Tabulka 1ll: Rozmezi koncentraci pri normalni koncentraci homocysteinu v plazmeé a pri
hyperhomocysteinémii
1
[pmol.l]

5 — 15 (muzi)
Fyziologické rozmezi
5—12 (zeny)

15-30
Mirna hyperhomocysteinémie
(respektive 16 — 30)

Stiedné tézka hyperhomocysteinémie 30-100

Tézka hyperhomocysteinémie >100

Pi¢iny hyperhomocysteinémie mohou byt rizné ° 28 33 Na jejim rozvoji se podili

jak nadbyte¢ny pfijem zejména zivocisnych bilkovin v kombinaci s nedostatecnou konzumaci
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potravin obsahujicich 3 klicové vitaminy pro metabolismus homocysteinu (listova kyselina,
vitaminy Bs a Bi2), tak i bodové mutace zplsobujici zmény a sniZzenou funkci enzymil

katalyzujicich reakce odbouravani této aminokyseliny 2833,

Mirna hyperhomocysteinémie byva obvykle zplisobena nedostate¢nym piisunem
vitaminl, ¢1 nadmérnym piijmem methioninu v potravé, mén¢ casto kni dochéazi kvili
mirnym zméndm v molekule enzymii vedoucich ke sniZeni jejich aktivity °. K mirnému
zvySeni homocysteinu v plazmé muze dojit také u pacientd uzivajicich 1éky, jako jsou napf.

metotrexat, L — DOPA, theofylin a karbamazepin 2+ 4,

Naopak za tézkou hyperhomocysteinémii stoji nejéastéji mutace enzymu CBS 23 340,

pfi niz dochdzi k nadmémému vylu€ovani homocystinu moc¢i — proto se n€kdy mluvi
0 homocystinurii a ne o tézké hyperhomocysteinémii ?> 2*, Nemocni s touto chorobou trpi
pred¢asnou aterosklerézou a trombotickym onemocnénim vSech cév, tepen i zil, které vedou
k pred¢asnym infarktim, mrtvicim i plicnim emboliim a ty zase k pfed¢asnym tmrtim °, kdy
se nemocni nedozivaji ani 30 let > 24, Déle se t&zka hyperhomocysteinémie vyskytuje také

20, 24, 26, 28, 32
i)

U pacientll s chronickym selhanim ledvin S nadorovymi onemocnénimi

&i systémovym lupus erytematodes 28,

Hyperhomocysteinémie zpiisobuje nejen piedcasnou aterosklerdézu a s tim souvisejici

poskozeni endotelu, kardiovaskularni a tromboembolické onemocnéni

) 24, 28, 34 24, 43

(tepenné 1 Zilni , ale také neurodegenerativni onemocnéni , jako je napft.

Alzheimerova choroba 26 28,

Pokud hyperhomocysteinémii (zejména z nedostateéného piijmu listové kyseliny 2°)
trpi budouci maminka nejen b&hem t€hotenstvi, ale i pfed nim, vznikaji u vyvijejiciho
se plodu nejriiznéjSi defekty neuralni trubice. Dale hrozi zvySené riziko potratu, abrupce

placenty, predéasny porod ¢i dokonce smrt plodu 3L,

2.2.7 Stanoveni homocysteinu

Pokud se v soucasnosti mluvi o stanoveni koncentrace homocysteinu v plazmé, tak jde
ve skutecnosti o stanoveni celkového homocysteinu. Celkovy homocystein zahrnuje vSechny

formy Hcy — redukované i oxidované, volné i vazané 24,
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Pii stanoveni Hcy je nutné dodrzovat urCité zasady, aby nedochazelo k umélému
zvySovani jeho koncentrace — velky diraz je tedy kladen zejména na preanalytickou fazi

stanoveni *1.

2.2.7.1 Faktory ovliviiujici koncentraci homocysteinu pii odbéru krve

Pti odbéru krve se musi vzit v potaz n¢kolik faktorti, na néz se musi dat pozor, aby
nedoslo k umélému zvyseni koncentrace homocysteinu v krvi a tim i ke Spatnému vysledku

pii jeho stanoveni **. Mezi tyto faktory patii:

Strava a Zivotni styl

Pti stanoveni koncentrace celkového homocysteinu se krev odebira nala¢no

(po 12 hodinovém laénéni) #', piipadné po zatéZi methioninem pfi tzv. methioninovém

zatézovém testu (methionin loading test) %%, jenz byl primarné vyvinut pro testovani
heterozygotni konstituce enzymu CBS #?. Vedefe pred odbérem by méla byt pouze lehka, bez

vysokého obsahu bilkovin 4.,

Koncentrace homocysteinu je zvySena u alkoholikt, ktefi jsou na alkoholu dlouhodobé

zavisli *! a u kuraka 24 42,

VéEk, pohlavi, rasa

cvwr

s ptibyvajicim vékem se postupné zvysuje *'' 42, Tento nar@ist pravdépodobné souvisi s tim,
ze u starSich osob dochazi ke sniZzovani absorpce vitamini skupiny B ve stfevech a také

s klesajici glomerularni filtraci 4.

Muzi maji vy$si obsah homocysteinu nez zeny *: 4

, coZ je pravdépodobné dano
vlivem pohlavnich hormonii. Tuto teorii potvrzuje také to, ze je jeho obsah nejnizsi

u fyziologickych t&hotenstvi 4, piic¢inou miize byt i roziedéni krve *2.

Velmi vysoké koncentrace homocysteinu maji zejména obyvatelé v rozvojovych

zemich %2,
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Poloha a délka zatazeni paze pii odbéru

Pokud je krev odebirdna pacientovi lezicimu na zadech, dochazi ke snizeni
koncentrace homocysteinu zhruba o 10 %, coz je pravdépodobné zptisobeno tim, ze v plazmé
kles4 obsah albuminu, na né&jZ se Hey vaze *2. TudiZ je idealni poloha pro odbér krve pro toto
stanoveni polosed — pololeh, pfi¢emz paze by neméla byt zatazena déle nez 3 minuty, jinak

dojde ke zvyseni koncentrace homocysteinu téméf o 3 % *L,

2.2.7.2 Odbér krve

Krev se odebird z loketni Zily do specidlnich odbérovych zkumavek, které obsahuji
vhodné antikoagula¢ni ¢inidlo (to plati pro stanoveni z plazmy — pro stanoveni ze séra

senesmi pfidat zadné antikoagulaéni ¢&inidlo) 2+ # - 4

Tim je nejcastéji
ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA), ale daji se pouzit také heparin lithny a citrat
sodny 2 4 42 Dale se ke krvi piidavaji dalsi latky, jako fluorid sodny s heparinem,
3-deazaadenosin nebo kysely citrat, které v ni stabilizuji koncentraci homocysteinu. Ovsem ne

v§echna tato ¢inidla jsou kompatibilni se viemi testy, které se pro stanoveni pouzivaji 4142,

2.2.7.3 Stabilita homocysteinu v krvi, plazmé a séru

V plné krvi je homocystein nestabilni, dochdzi vni k umélému zvySovani jeho
koncentrace v zavislosti na ¢ase a teploté, pii niz je krev ponechana 2% 42 4 Toto postupné
zvySovani koncentrace je zpisobeno tim, ze v erytrocytech pokracuje syntéza homocysteinu,
ktery je néasledné uvolnén do extracelularniho prostoru — do odebrané krve 2. Proto
je odebrana krev uchovavana na ledu a nejpozdéji do 30 - 60 minut (tato hodnota je spise
orientacni, délka uloZeni vzorku na ledu pfed centrifugaci zavisi na pouZitém antikoagulacnim
¢inidle) se musi stoCit na centrifuze, aby byla krevni téliska odstranéna a koncentrace

homocysteinu dale nerostla 2% 2442,

V plazmé, kterd se pfipravuje centrifugaci a oddélenim krevnich télisek, je

homocystein stabilni pii laboratorni teploté po dobu 4 dnii 44, pii teploté 0 — 2 °C v lednici
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je stabilni nékolik tydnl anejvétsi stabilitu vykazuje pii skladovani pii teploté¢ -20 °C

v mrazéku, kdy je jeho stabilita az n&kolik let **,

V séru je koncentrace homocysteinu oproti plazmé mirné vyssi —asi 0 5 — 10 % 202442
(coz odpovida zvyseni o 0,5 — 1 umol.I'Y) z toho diivodu, Ze je sérum piipravovano tak,
7e se odebrana krev necha stat 30 — 60 minut pii laboratorni teploté. Béhem této doby dojde
ke koagulaci krevnich télisek, které se odstrani. Poté je v ném homocystein stabilni po dobu
asi 48 hodin pii laboratorni teploté %2, Stabilita v jednotlivych materialech k analyze je shrnuta
v Tab. IV.

Tabulka IV: Stabilita homocysteinu v piné krvi, v optimadlné pripravené plazmé a v optimalné

pripraveném séru (hodnoty byly pievzaty ze zdroje 4?)
Vzorek Teplota [°C] Stabilita
pokojova <1 hodinu
Plna krev
0-2 4 — 12 hodin
Plazma/sérum pokojova az 4 dny

Plazma/sérum 0-2 nekolik tydnt

-20 nekolik let

2.2.8 Metody stanoveni homocysteinu

Pro stanoveni koncentrace homocysteinu (v naprosté vétSiné ptipadi celkového Hcy)

je nutné pired vlastnim stanovenim plazmu €1 sérum upravit.

Jelikoz se v plazmé vyskytuje v riznych podobach, volny a vazany, oxidovany
i redukovany (podrobné viz ¢ast Homocystein v télnich tekutindch) ' 22, musi se pred
vlastnim stanovenim nejprve provést redukce, kterou dojde k uvolnéni homocysteinu ze vSech
forem na volny, redukovany homocystein 1% 22 33 Dale nasleduje precipitace bilkovin, pii niz
dojde Kk jejich odstranéni (tzv. deproteinace). Poté uz muze nasledovat vlastni stanoveni
koncentrace homocysteinu nebo derivatizace homocysteinu, piipadné reakce s protilatkou

pfi imunoanalytickych stanovenich (Obr. 13) %2,
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Principles for determination of total homocysteine

Reduction Derivatization Antibody reaction

Hw-HCN

Hey-Cys ———> HeyH ¥—> Hey-X ¥-} (Hcy-X)-Ab

hov S /

cy-$ HPLC + EC HPLC + fluorescence/UV Immunoassays
LC-MS-MS GC-MS (FPIA, EIA)

Hey-Albumin Amino acid analyzer
CE-LIF
Enzyme assays

Obrazek 13: Principy stanoveni koncentrace celkového homocysteinu v plazmé nebo v séru
(prevzato z Refsum H., Smith A. D., Ueland P. M., Nexo E., Clarke R., McPartlin J., Johnston
C., Engbaek F., Schneede J., McPartlin C., Scott J. M.: Clin. Chem. 50, 3 (2004))

Vysvetlivky: HeyH — redukovany homocystein, Hcy-Hcy — homocystin, Hey-Cys — smiseny
disulfid homocystein-cystein, Hcy-SR — smiseny disulfid s homocysteinem, HPLC + EC —
vysokoucinna kapalinova chromatografie S elektrochemickou detekci, LC-MS-MS —
kapalinovda chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii, HPLC + UV —
vysokoucinna kapalinova chromatografie s UV detekci, GC-MS — plynovd chromatografie
S hmotnostni detekci, CE-LIF — kapilarni elektroforéza s laserem indukovanou fluorescenci,

FPIA — imunoanalyza S polarizovanou fluorescenci, EIA — enzymovd imunoanalyza

Redukce homocysteinu

Jako redukéni cinidla pro uvolnéni vazaného a oxidovaného homocysteinu
se nejastéji pouzivaji dithiotreitol, borohydrid sodny a derivaty fosfinu, jako je napf.

tris(2- karboxyethyl) fosfin nebo tri-N-butyl fosfin 1% 2233,

Precipitace proteinu

Vysrdzeni bilkovin se provadi pfidanim kyselin k plazmé ¢i séru. K tomuto ucelu

se pouzivaji 3 kyseliny, konkrétné kyselina chlorista, trichloroctova Kyselina a ptipadné
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I sulfosalicylova kyselina. Soucasné s kyselinou se ke vzorku piidava také malé mnozstvi

EDTA. Vysrazené bilkoviny se od vzorku oddéli centrifugaci %2,

Derivatizace homocysteinu

Volba derivatiza¢niho ¢inidla zavisi na volbé metody pro stanoveni koncentrace
homocysteinu. Pokud se stanovuje automatickym analyzatorem aminokyselin, pouziva
se ninhydrin, zatimco pokud je analytickou koncovkou HPLC s fluorescencni detekci,
pouzivaji se kderivatizaci napf. monobromobiman ¢  7-fluorobenzo-2-oxa-1,
3-diazol-4-sulfonit amonny (S-BDF) 1 22, detetekce v piipadé separace HPLC miize byt také

elektrochemicka 1°.

Pro analyzy pomoci plynové chromatografie se pouzivaji
ethylchloromravenéany, jejichz pasobenim vznikaji te€kavé N(O,S)-ethoxy-karbonylové

ethylestery aminokyselin %2,

Po provedeni vSech kroki, potfebnych k oSetfeni plazmy pied vlastnim stanovenim
koncentrace, nasleduje zvolend analytickéd koncovka. Rutinni metody, které jsou v soucasnosti
vyuzivany v klinickych laboratofich ke stanoveni nejriznéjsich analyt, musi byt jednoduché,

rychlé, robustni a vhodné pro automatizaci, aby bylo denné proméfeno co nejvic vzorki .

Analytickymi koncovkami v sou€asnosti vyuzivanymi ke stanoveni homocysteinu jsou
HPLC, kapilarni elektroforéza % 48 49| enzymatické ¢i imunoanalytické stanoveni 47 a plynova
chromatografie %°. Detekce u téchto separaénich technik miize byt fluorescenéni nebo

elektrochemicka ¢ - 8, ptipadné i spektrofotometrickd detekce absorpci UV zafeni 4® 8,

V soucasnosti se pii detekcich uplatiiuje také spojeni s hmotnostni spektrometrii ¢ - 8,
Vyvijeji se 1 zcela nové metody pro stanoveni nejen celkového homocysteinu, ale také jeho
jednotlivych forem, jez jsou v plazmé zastoupeny “°. Tyto metody vyuZivaji nejriznéjsi
senzory, které jsou zaloZeny napiiklad na organickych barvivech (o-ftaldialdehyd, azobarviva,

46, 48)
b

xantenova barviva a dalsi stiibrnych nanoklastrech, zlatych nanocasticich

&i na polovodi¢ovych kvantovych teckach 6.
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2.2.9 Separacni metody

Tyto metody zahrnuji tfi analytické techniky — HPLC, GC a CE *°. Vzorky jsou
rozdéleny v kolon¢, kterda byva obvykle kapilarni, a nasledné jsou analyty detekovany
a kvantifikovany detektorem. Pofadi eluce jednotlivych analyti zavisi na jejich retencnim

Zase a ten zase na interakci analytu ¢asticemi nebo povrchem kolony 2.

2.2.9.1 Chromatografické metody

Pokud chceme ke stanoveni vyuzit chromatografické metody, tak je obvykle nutna
derivatizace (derivatizacni Cinidla viz Metody stanoveni homocysteinu — Derivatizace
homocysteinu), jelikoz bez jejiho provedeni by nebylo mozné stanovit koncentraci
homocysteinu 0. Derivatizaci nemusime provadét tehdy, pokud je detekce homocysteinu

elektrochemicka, nebo pokud je detektorem hmotnostni spektrometr 42.

Chromatografické metody kladou velké naroky nejen na pfistrojové vybaveni a drahé
reagencie, ale také na kvalifikované zaméstnance laboratoie *% %0, Kdysi tyto metody nebyly
vhodné pro rutinni stanoveni, jelikoZ nebyly v minulosti automatizované, a proto mély nizky
denni vykon. To uz ale Vv soucasnosti neplati — tyto metody jsou plné automatizované, jsou

vybaveny autosamplery a v klinickych laboratofich se ¢asto vyuzivaji 2% %,

¢ Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

51 52, 53

HPLC byva spojena s fluorescencni nebo coulometrickou detekci *2 7
ale v soucasnosti se uplatiuje také spojeni s hmotnostni spektrometrii, konkrétné
s tandemovou hmotnostni spektrometrii °* >. Separace miZe probihat jak na reverznich
fazich 2% %2 tak na iontovyménnych fazich 5 %2 a dokonce je mozné ke stanoveni pouzit také

HILIC mé6d®®.

Pokud se homocystein stanovuje HPLC s fluorescenéni detekci, je nutna jeho
derivatizace, jelikoz sam od sebe nefluoreskuje 2 °. Derivatizace miize probéhnout jak pred
kolonou %, tak za ni °%. P¥i predkolonové derivatizaci se nejéastdji vyuziva SBD-F nebo
monobromobiman (mBrB) 2°, zatimco pii postkolonové derivatizaci je vyuZivan hlavné

o-phtalaldehyd (OPA) °!. Derivatizace umozni pfijeti kvanta excita¢niho zafeni o urcité
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vlnové délce, po némz dojde k vybuzeni homocysteinu a k naslednému uvolnéni kvanta

emisniho zafeni o jiné vlnové délce, diky némuz je Hcy kvantifikovan *°.

Pti HPLC stanoveni s elektrochemickou detekei neni nutna derivatizace, coz je velka
vyhoda této metody 2% 2, Dal3i vyhodou je moZnost sou¢asného uréeni nékolika analyti 2% %3,
Naopak je ale nutné pouzit vnitini standard, kterym miize byt napt. penicilamin, ktery
je stejné jako homocystein elektrochemicky aktivni a ma podobnou strukturu °2. Detektory
mohou mit nejen méfici cely s ur€itym potencidlem na elektrodach, ale také ochrannou celu,
jejimz ukolem je nejen snizovani Sumu pozadi detektoru, ale také odstraniovani necistot
mobilni faze jejich oxidaci %% % °8. P¥i detekci je homocystein oxidovan — oxidace je spojena
s generaci elektrického proudu, jehoz narlst je méfen a z proudové odezvy je poté urcen

obsah homocysteinu ve vzorku 2 °°,

e Plynova chromatografie (GC)

| v ptfipad¢ separace plynovou chromatografii je nutnd derivatizace homocysteinu.
Jako derivatizacni ¢inidlo se pouziva napf. N-methyl-N-
(tercbutyldimethylsilyl)trifluoroacetamid, jehoz ptsobenim vzniknou tercbutyldimethylsilyl
derivaty, které jsou separovany v kapilarni koloné¢ a poté jsou kvantifikovany pomoci
hmotnostniho spektrometru 2° s elektronovou ionizaci °’. RovnéZ se pii ni pouziva vnitini

standard, kterym je deuterovany homocystein 2.

Vyhodou této metody je nejen moznost soucasného stanoveni nékolika analytii, napft.
homocysteinu, cysteinu, methioninu, cystathioninu, serinu, methylmalonové kyseliny,
N,N-dimethylglycinu a N-methylglycinu, ale také vysoka specificita a citlivost. Naopak

nevyhodou je vysoka cena vybaveni a chemikalii 2.

2.2.9.2 Kapilarni elektroforéza (CE)

Pro stanoveni homocysteinu se vyuziva spojeni kapilarni elektroforézy s laseroveé
indukovanou fluorescenci (CE-LIF), jelikoz jde o rychlou a plné automatizovanou metodu
se selektivni detekci 8 - 80, Stejné jako u HPLC a GC se pii ni pouzivé interni standard,
kterym je D-penicilamin (DP). Koncentrace homocysteinu ve vzorku je urena pomoci

kalibragnich kiivek vyuzivajicich pomér Hcy/DP a Hcy/Cys 8.
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Kapilarni elektroforéza je vybornd separac¢ni technika uz ztoho divodu, ze je
k analyze potieba velmi malé mnozstvi vzorku *°. Navic laserové indukovana fluorescence je
dostateCné citlivda 1 pro nepatrnd mnozstvi analytu, tudiz je toto spojeni v klinickych

laboratotich hojné vyuzivano %% 82,

Lasery, které se vyuzivaji, jsou napf. helium-kadmiovy >° nebo argon-iontovy ° ©°,

Emitované zafeni dopadd na fotondsobi¢, jehoz signal je Umérny koncentraci analytu
ve vzorku °°. V ptipadé stanoveni homocysteinu, i dal§ich thiol@l, je nutné provést derivatizaci,
aby mohl fluoreskovat ® °! Jako derivatizatni &inidlo pro CE se pouzivd napt.

4-aminosulfonyl-7-fluoro-2, 1, 3-benzoxadiazol (ABD-F) &%,

2.2.10 Enzymatické metody

Enzymatické metody pro stanoveni homocysteinu vyuzivaji nékolika krokovou reakci
za Uasti enzym@ zahrnutych v jeho odbouravani #* %% ©_ Prvnim krokem je nejcastéji
redukce, po niz nasleduje pfeména homocysteinu za vzniku metabolitu a jednodus$siho
produktu (napf. pyruvat, H2O, & H,S %), jenz je nasledné kvantifikovan — at’ uz pfimo, nebo
nepiimo *'' 8. Pokud je detekce fluorescence, musi byt provedena rovnéz derivatizace 2.

Kromé fluorescence miize byt detekce také spektrofotometricka *°.

Vyhodou téchto metod je to, Ze neni potieba slozitad pfiprava vzorku a vétSinou ani
jeho derivatizace, navic je lze provést na béznych analyzatorech a oproti imunoanalytickym

stanovenim jsou levngjsi 4.

2.2.11 Imunoanalytické metody (imunochemické metody)

Tyto metody jsou pomérné rychlé, pln¢ automatizované diky autosampleriim, a tudiz

vhodné pro rutinni stanoveni 4+ %4,

Jsou zaloZeny na reakci antigenu se specifickou protildtkou, coz je reakce, pfi niz
vznika rozpustny komplex antigen — protilatka. Pro detekci a naslednou kvantifikaci se jedna

Z jeho komponent, antigen nebo protilatka, musi oznaéit vhodnou znackou (indikatorem) > .
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Imunoanalytické metody mohou byt kompetitivni i nekompetitivni. U kompetitivnich
metod soutézi antigen se stejnym znaCenym antigenem, ktery byl do vzorku piidan
ve znamém mnoZzstvi, o vazebna mista protilatky, jiz je ve vzorku pouze omezené mnoZstvi.
Béhem reakce vzniknou dva komplexy - jeden znaCeny a druhy neoznaceny, piicemz
mnozstvi neoznacené¢ho antigenu vazaného na protilatku je nepfimo umérné znacenému

antigenu vazanému na protilatku.

Naopak pfi nekompetitivnim usporadani je protilatka, obvykle vazana na sténé¢ reakcni
nadobky nebo na kulickdch z pevné latky, pfitomna v nadbytku. Antigen se na ni navaze
a poté se do reak¢ni smési piida dalsi protilatka, tentokrat znacend, ktera se navaze na antigen
za vzniku sendvicové struktury — proto se nékdy nekompetitivni metody oznacuji pojmem

sendvi¢ové. Tato struktura se nasledné kvantifikuje ®.

Podle pouzitého indikatoru se imunoanalytickd stanoveni d¢li do tfi skupin —
enzymova imunoanalyza (EIA), imunoanalyza s polarizovanou fluorescenci (FPIA)
a chemiluminiscen¢ni imunoanalyza (ICL, CLIA) * %, Pf¥i EIA je indikatorem vhodny
enzym 545 pti CLIA luminofor a p¥i FPIA latka se skupinou schopnou fluorescence - podle
zvoleného indikatoru mize byt detekce provedena spektrofotometricky, fluorimetricky nebo

luminoforicky .
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3. Experimentalni ¢ast

Ve své diplomové praci se zabyvam stanovenim aminokyseliny homocysteinu v lidské
plazmé pomoci infracervené spektroskopie. Toto stanoveni neni uplné trividlni, jelikoz
plazma je komplexni vzorek obsahujici velké mnozstvi sloucenin. Tyto slouceniny jsou
tvofeny stejnymi atomy jako mij analyt — nejen uhlikem, vodikem a kyslikem, ale také

dusikem a sirou, tudiz s nim pfii stanoveni interferuji.

Proto jsem strukturu svého analytu potfebovala n¢jak modifikovat, aby se posunuly
hodnoty jeho vIno¢ti smérem k nizSim nebo vys$Sim hodnotdm a ja jsem jej tak mohla

ve vzorcich prokazat a ptipadné se pokusit i 0 jeho kvantifikaci.

3.1 Chemikalie

DL - cystein hydrochlorid, bezvody; DL - methionin; DL - homocystein thiolakton,
hydrochlorid; bromid draselny; butan-1-ol; octova kyselina; diethylentriaminpentaoctova
kyselina; kyselina chlorovodikova; kyselina fosfore¢na; hexahydrat kyseliny chloroplatiCité;
2 - merkaptoethanol; DL — dithiothreitol; (vSechny chemikalie firmy Sigma Aldrich);
DL — homocystein (chemikalie firmy Fluka); ninhydrin p.a.; Lachema - laboratorni
chemikalie); 1 M hydroxid sodny; praskovy a granulovany cin; hexachloroplati¢itan draselny;
moftsky pisek prany; siran amonny, p.a.; pekaiské drozdi (Saccharomyces cerevisiae) znacek

Vivo a Noli; ethanol; plazma; HPTLC desticka (firma Merck)

3.2 Pristroje

Infracerveny spektrometr Nicolet 6700 FT-IR, Thermo Scientific; Lis Graseby Specac, LOT,
ORIEL; laboratorni vortex IKA® MS 3 basic; pH metr inoLAB pH 7110; magneticka

michacka Variomag Mono (Komet); centrifuga; termostaty
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3.3 Infracerveny spektrometr

Veskeré standardy i vzorky plazmy jsem meéfila na infraCerveném spektrometru
Nicolet 6700 FT-IR firmy Thermo Scientific. Spektrometr jsem ovladala pomoci fidiciho
programu OMNIC 8, v némz jsem zaddvala parametry méteni, spoustéla jsem v ném analyzy

a také jsem jej pouzivala k vyhodnocovani a ukladani namétenych spekter.

3.4 Méreni a vyhodnocovani infracervenych spekter v MIR

3.4.1 Méreni infracervenych spekter

K méfeni jednotlivych vzorkl a standardl jsem pouzivala jak néstavec pro techniku
KBr tablety, tak nastavec pro méfeni ATR technikou. Podle zvolené techniky jsem vzdy
pouzila ptisluSny néastavec a nastavila jsem parametry méteni v programu OMNIC v zélozZce
Experimental Setup (podrobné nastaveni vizNastaveni IC spektrometru pro techniku KBr

tablety a Nastaveni IC spektrometru pro techniku ATR).

Po zapnuti programu OMNIC 8 jsem si vybrala pfislusny experiment Transmission —
MIR (transmission_MIR.EXP) a v zalozce Experimental Setup — Collect nastavila pocet

skenti na 32 a rozliSeni na 4 cm

Vv pfipadé méfeni tabletkovou technikou a 64 skent
arozliseni 8 cm™ pro snimani spekter tabletkovou technikou. Findlnim formatem byla
absorbance a spektrum pozadi bylo snimdno po kazdych 100 minutach nebo pied kazdym

vzorkem.

Spektra standard jsem méfila tabletkovou metodou v rozsahu vlnocti
4000 — 400 cm™, zatimco spektra vzorkd jsem proméfovala ATR technikou v rozsahu
vlno¢tl 4000 — 600 cm™. Po jejich naméfeni jsem spektra vzdy uloZila a piislusné absorpéni

pasy jsem oznacila vinocty.

3.4.1.1 Méieni tabletkovou (KBr) technikou

V pfipadé¢ meéfeni tabletkovou technikou jsem nejprve zméfila spektrum pozadi,

kterym byla tabletka z ¢istého bromidu draselného. Naméiené pozadi jsem si ulozila a poté
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jsem viici nému meéfila spektra standardi, kterymi byly konkrétné¢ homocystein, homocystein
thiolakton, methionin, cystein a cystin. Spektrum cystinu jsem méfila spiSe z toho divodu,
7e jsem chtéla vidét, jak vypadd oxidovana thiolova skupina (disulfidovy mistek) v IC
spektru a abych zjistila, zda je tam zietelny posun k jinym vinoctim, jelikoz v mych vzorcich
byt ptfitomny nemohl z toho divody, ze byly pro stanoveni celkového homocysteinu

redukovany.

Pozadi bylo stabilni po dobu 100 minut, poté jsem jej musela zmétit znovu. Piiprava

tabletek viz Priprava standardii a vzorki.

3.4.1.2 Méfeni technikou zeslabené totalni reflexe (ATR)

Pfi méteni vzorkl technikou ATR jsem jako pozadi proméfila vzduch a ulozila jsem
si jej, abych viuci nému vzorky prométila. Podle typu experimentu jsem pozadi méfila bud’
pted kazdym vzorkem, nebo jsem si v zalozce Experimental Setup - Collectnastavila méteni
pozadi pokazdych 100 minutich, pokud jsem vzorky méfila v priabéhu casu, kdy jsem

sledovala vliv odpatovani vody z usychajici plazmy nanesené na krystalu.

Plazmu jsem méfila hned po na naneseni na krystal a poté v intervalech
po 10 minutach po dobu 1 hodiny, kdy na krystalu zcela zaschla. Jednotliva spektra jsem
Si zobrazila v jednom okné programu OMNIC a sledovala jsem zménu tvaru a S$itky

absorp¢nich past.

3.4.2 Nastaveni IC spektrometru pro techniku KBr tablety

Technikou KBr tablety jsem méfila standardy - homocystein, homocystein thiolakton,
methionin, cystein a cystin. Parametry pro méfeni jsem nastavovala v zalozce Experimental

Setup — Bench.

Pfi méfeni transmisnich spekter technikou KBr tablety nebyla opticka rychlost
(rychlost, jakou se pohybovalo pohyblivé zrcadlo) nastavenda vzdy na 0,6329,
ale pfi nékterych méfenich jsem ji musela snizit na 0,4747, aby signél IC paprsku v rozmezi

vhodném pro méfeni a ptistroj métil spravne.
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Na rozdil od spekter méfenych technikou ATR se ale pifi snizené rychlosti dalo

prom¢éfit nejen pozadi, ale také tabletky se standardy a nedochézelo k presyceni pievodniku.

Také automatické zesileni bylo nizsi, obvykle 2, jelikoz jde o citlivéjsi metodu.

Nastavené parametry pristroje

Parametr
Sample compartment Main
Detector DTGS KBr
Beamsplitter KBr
Source IR
Accessory Transmission E.S.P.
Window None
Recommended range 4000 - 400
Max range limit 4000
Min range limit 400
Gain Autogain
Optical velocity 0,6329
Aperture 100
Sample shuttle -

3.4.3 Nastaveni IC spektrometru pro techniku ATR

ATR technikou jsem meéfila vzorky plazmy pacienti FNOL s rGznou koncentraci
obsazenych latek (vice viz Priprava vzorku plazmy pro méreni technikou ATR). Parametry

meéfeni jsem opét nastavovala v zalozce Experimental Setup — Bench.

Optickd rychlost pifi méfeni technikou zeslabené totalni reflexe (ATR) nebyla
pfi vSech métenich 0,6329. Pozadi, kterym byl pfi méfeni vzduch, jsem méfila pii optické

rychlosti 0,4747 a automatickém zesileni (autogain). Pfi této technice bylo zesileni obvykle 8,
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tedy nejvyssi, z toho diivodu, ze jde o pomérné malo citlivou metodu. V nékterych piipadech
jsem musela optickou rychlost snizit dokonce na 0,3165, aby byl paprsek laseru v piijatelném

rozmezi.

Vzorky uz jsem meéfila pfi normalni rychlosti pohyblivého zrcadla (0,6329), jelikoz
pii rychlosti, kterou jsem meéfila pozadi, dochazelo k piesyceni prevodniku, pii némz byla
absorbance v zdpornych hodnotach, tudiz se spektra nedala vyhodnotit. Zesileni signélu

detektoru bylo opét nejvyssi, tedy 8.

Nastavené parametry pristroje

Parametr
Sample compartment Main
Detector DTGS KBr
Beamsplitter KBr
Source IR
Accessory Smart MIRacle
Window None
Reccomended range 4000 - 400
Max range limit 4000
Min range limit 600
Gain Autogain
Optical velocity 0,6329
Aperture 100
Sample shuttle -

57



3.4.4 Vyhodnocovani a interpretace infracervenych spekter

3.4.4.1 Spektra standardi méfena tabletkovou metodou

Tabletkovou metodou jsem proméfovala absorpci infracerveného zafeni standardi
v rozsahu vInoétd 4000 - 400 cm™. Vysledna spektra vyjadiovala zavislost absorbance
na vlno&tu, pficemz nejvyssi vinodet (4000 cm™) byl na ose x v levé &asti grafu a nejnizsi
(400 cm™) na ose x v pravé &asti grafu. Na ose y byla absorbance. Ve spektrech jsem vzdy
oznacila vinoc¢ty absorp¢nich pasu tlacitkem Find peaks a vyhodnotila jsem je pomoci tabulek

vilnoctu.

Jednotlivda spektra jsem navic porovnavala i vic¢i sobé, abych zjistila,
zda je u homocysteinu nebo jeho thiolaktonu posun nékterych jejich vilnoétd k jinym

hodnotdm, nez jsou hodnoty vInocti ostatnich slou€enin obsazenych v plazmé.

Zjistény odlisny vlnofet u homocystein thiolaktonu jsem poté porovnavala
I S naméfenym spektrem plazmy bez pfidavku homocystein thiokaktonu a poté i se spektrem
S postupnym ptidavanim pevného thiolaktonu do plazmy, abych zjistila, zda je dany vinocet
v plazmé viditelny a zda s nim neinterferuje vinocet Zadné jiné slouceniny, abych jej mohla

pouzit k prokazani HTL ve vzorku.

3.4.4.2 Spektra vzorkii plazmy mérena technikou ATR

Touto metodou jsem proméfovala spektra vzorkli plazmy, které mi byly poskytnuty
z Fakultni nemocnice Olomouc. Vzorky plazmy pacientd byly anonymni, znala jsem pouze

jejich koncentraci homocysteinu.

Absorpci infraderveného zafeni jsem proméfovala v rozsahu vInoétit 4000 - 600 cm™,
Vysledna spektra opét vyjadiovala zavislost absorbance na vinoctu, pfic¢emz nejvyssi vinocet
(4000 cm™) byl na ose x v levé &asti grafu a nejnizsi (600 cm™) na ose x v pravé &asti grafu.
Na ose y byla absorbance. Ve spektrech jsem opét oznacila vinoéty absorpcnich past

tlacitkem Find peaks a vyhodnotila jsem je pomoci tabulek vinocta.

Ze spekter se mnedalo moc vycist, jelikoz spektra obsahovala v oblasti

charakteristickych vibraci pouze par Sirokych absorpcnich pasti, do nichz byly zahrnuty
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vinoCty vSech sloucenin plazmy. Béhem usychani se pasy postupné zuzovaly a vystupovaly

Z nich jednotlivé vinocty.

Tato spektra byla v rozporu s ¢lankem Analysis of plasma homocysteine levels among
patients with chronic renal failure - a spectroscopic approach, ktery byl uvefejnén
v Casopise Asian Journal of Chemistry, vol. 22, no. 7 z roku 2010 v rozsahu stranek 5107 —
5112 (vice viz Opakovani pokusu z clanku Analysis of plasma homocysteine levels among
patients with chronic renal failure - A spectroscopic approach), a ktery jsem chtéla
zopakovat.

3.5 Priprava standardi a vzorki

3.5.1 Priprava KBr tabletky pro méfeni pozadi

KBr tabletu jsem pfipravila tak, Ze jsem do ependorfky odméfila v exsikatoru
vysuseny KBr po rysku, kterd na ni byla vyznacena lihovym fixem. Toto mnozstvi KBr

odpovidalo asi 200 mg latky.

Odméieny KBr jsem ptresypala do achatové tfeci misky, v niz jsem ho rozettela
na velmi jemny bily prasek, ktery jsem opatrné piesypala do ocelové raznice. V ni jsem jej
rovnomeérné rozprostiela a jeho povrch jsem se pokusila uhladit Spachtli, aby byla vysledna

tableta vSude stejn¢ vysoka.

Ocelovou raznici jsem umistila do lisu, v némz jsem tabletu lisovala 15 minut
pod tlakem 10 tun. Po uplynuti této doby jsem tabletu opatrné vyndala z raznice, abych
Ji neposkodila, vlozila jsem ji do drzaku na tablety a ten jsem vlozila do vzorkového prostoru

infra¢erveného spektrometru, abych ji proméiila.

3.5.2 Priprava KBr tabletky pro méieni standardu

Pti ptipravé tabletek standardli jsem postupovala stejnym zptsobem jako pii pfiprave
tablety k proméfeni pozadi. Jediny rozdil byl v tom, Ze jsem k vysuSenému bromidu

draselnému pfidala standard, ktery jsem rovnéZ ptfed méfenim vysuSila v exsikatoru.
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Standardu jsem davala trochu, pouze na Spi¢ku Spachtle, aby jeho koncentrace v tableté

nebyla moc vysoka a aby se vysledné spektrum dalo vyhodnotit.

Odmeéteny KBr jsem piesypala do achatové tfeci misky, pridala jsem k nému standard
a spole¢né jsem je rozprostiela na velmi jemny bily prasek, ktery jsem opatrné piesypala
do ocelové raznice. V ni jsem ho rovnomérné rozetiela a jeho povrch jsem se pokusila uhladit

Spachtli, aby byla vysledna tableta vSude stejné vysoka.

Ocelovou raznici jsem umistila do lisu, v némz jsem tabletu lisovala 15 minut
pod tlakem 10 tun. Po uplynuti této doby jsem tabletu opatrné vyndala z raznice, abych
Ji neposkodila, vlozila jsem ji do drzdku na tablety a spoletné snim jsem ji vlozila

do vzorkového prostoru infra¢erveného spektrometru, abych ji proméfila.

Pii lisovani tabletky s cysteinem jsem prostor ocelové raznice evakuovala, protoze
pouzivany standard DL - cystein hydrochlorid na sebe siln¢ vazal vzdusnou vlhkost, takze
Vv jeho spektrech vadila pfi interpretaci voda, kterd v oblasti MIR silné absorbuje a navic

vytvarela vodikové vazby, které piekryvaly absorp¢ni pasy aminoskupiny cysteinu.

3.5.3 Priprava vzorki plazmy pro méreni technikou ATR

Vzorky plazmy jsem pied méfenim nijak neupravovala, pouze jsem je nanesla na ATR

krystal a proméfila jsem je v prub&éhu ¢asu. NanaSené mnozstvi na krystal bylo 10 ul plazmy.

Tabulka V: Koncentrace homocysteinu ve vzorcich plazmy poskytnutych z fakultni nemocnice

v Olomouci, kde byla koncentrace Hcy rovnéz stanovena

Cislo vzorku Koncentrace Hcy [umol.I7]
1 9,6
2 7,5
3 111
4 82,2
5 9,4
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Vzorky byly pfipraveny ve Fakultni nemocnici Olomouc na Oddé¢leni klinické
biochemie v Laboratofi dédicnych metabolickych poruch. Byla v nich zmétena koncentrace

homocysteinu, kterou jsem zpracovala do tabulky (Tab. V).

3.5.4 Priprava vzorkia plazmy ve fakultni nemocnici

VSechny vzorky plazmy byly piipraveny ve fakultni nemocnici v Olomouci,

koncentrace homocysteinu v nich byla stanovena pomoci HPLC s fluorescen¢ni detekei.

Plazma byla ptipravena z nesrazlivé krve odebrané¢ do zkumavky s EDTA z loketni
zily. Horni koncetina se pfi odbéru nezaskrtila, krev se nechala volné vytékat. Po odbéru byla
krev ve zkumavce jemné protfepana a nejpozdéji do 30 minut byla dopravena do laboratofe,
kde byla stocena na centrifuze pii 3600 otackach/min po dobu 8 minut a poté byla pted vlastni
analyzou dana do mrazdku, v némz byla uchovavana pfi teploté¢ -18 °C az do provedeni

analyzy.

Pro analyzu bylo do malé ependorfky odpipetovano 50 pl plazmy (kalibracnich
roztokl a 2 kontrolnich roztok® na 2 koncentra¢nich hladinach H1 a H2). K tomuto mnozstvi
plazmy bylo poté piidano 25 pl interniho standardu 2 - merkaptoethylaminu, 25 pl
fosfatového pufru o pH 7,4 a 10 pl Cerstvé piipraveného redukéniho €inidla, kterym byl tris-
(2-karboxyethyl)-fosfin (TCEP). Vzorek byl poté 30 minut inkubovan pfi laboratorni teploté.

Po uplynuti této doby k nému bylo pfiddno 90 pl trichloroctové kyseliny (TCA)
obsahujici 1 mM EDTA a vzorek se opét ponechal stat pii laboratorni teploté. Nasledné byl

vzorek opét stocen na malé centrifuze pii 10000 otackach/min po dobu 10 minut.

Do vialky byla odpipetovano 10 pul NaOH, 125 ul boratového pufru o pH 9,5, 50 ul
cerstveé pripravené¢ho SBD-F a 50 pl supernatantu ze stoceného vzorku. Vzorek byl nasledné

inkubovan 1 hodinu pfi 60 °C a poté byl analyzovan HPLC s fluorescen¢ni detekci.
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3.6 Opakovani pokusu z ¢lanku Analysis of plasma homocysteine levels

among patients with chronic renal failure - A spectroscopic approach

Tento ¢lanek byl vydan v casopise Asian Journal of Chemistry,vol. 22, no. 7, 2010.
Autofi se v ném zabyvali stanovenim homocysteinu v krevni plazmé u 10 muzt s chronickym
selhanim ledvin. Jako kontrolu stanovili koncentrace plazmatického homocysteinu také

u 10 zdravych muzii. VSichni muzi, zdravi i nemocni, byli ve stiednim véku.

Vsem byly odebrany 2 ml kapilarni krve do zkumavek obsahujicich
ethylendiamintetraoctovou kyselinu (EDTA). VSechny vzorky krve byly okamzit¢ 3 minuty
centrifugovany. Po centrifugaci byla plazma odebrana a ulozena pii -20 °C do té doby,
nez byla analyzovana.Tésné¢ pied analyzou byly vSechny vzorky rozmrazeny ohfatim

na pokojovou teplotu (25 - 30 °C).

Poté¢ byl vzdy 1 ml plazmy rovnomérné rozetien po povrchu pelety z chromidu

thallného a kazdy takto naneseny vzorek byl 30 minut susen na vzduchu.

Pted vlastni analyzou byla proméfena peleta bez vzorku jako pozadi, vii¢i némuz byly

poté prométeny vzorky.

Vsechny vzorky byly méfeny v rozsahu vinoét 4000 - 400 cm™. Pro rozliseni spekter

bylo potizeno 16 skenil, navic byla v§echna spektra normalizovana a korigovana.

Autofi vyhodnotili jednotlivé absorpéni pasy a pfifadili je konkrétnim funkénim

skupindm homocysteinu.

3.6.1 Moje provedeni

Vzorky plazmy, které jsem obdrzela k analyzam, jsem uchovavala v mrazéku.
Pted vlastni analyzou jsem jednotlivé vzorky nechala pfi laboratorni teploté rozmrznout

a poté jsem je stocila na vortexu, abych je rozmichala.

Spektra vzorkii jsem snimala na ATR krystalu ze ZnSe v rozmezi vlnocti

4000 - 600 cm™,
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Nejprve jsem nastavila ptislusny experiment Smart MIRacle Accessory, ZnSe a poté
jsem v nastaveni metody v Experimental Setup v zalozce Collect zatrhla méfeni spektra

pozadi po kazdych 100 minutach, dalsi nastaveni viz Nastaveni IC spektrometru pro techniku

ATR.

Po nastaveni parametrii metody jsem promeétila jako pozadi vzduch. Poté jsem
na krystal nanesla 10 pl plazmy a nechala jsem ji na krystalu zaschnout. VVzorek jsem

proméfila a popsala jsem v ném jednotlivé absorpéni pasy pomoci tlacitka Find peaks.

Veskeré vinoéty jsem zpracovala do tabulky, jak ty mnou namétené, tak hodnoty

indickych védcti, a vyhodnotila jsem je.

3.7 lzolace methionyl, leucyl a isoleucyl - tRNA synthetasy

z pekai'ského drozdi

Pro izolaci enzymi jsem nejprve piipravila 100 ml 0,1 M fosfatového pufru o pH 7
tak, ze jsem do odmérné bariky o objemu 100 ml nalila trochu destilované vody, odpipetovala
jsem do ni 684 pl 85 % H3PO4 o hustoté 1,685 g.cm™ a pielila jsem ji do kadinky o objemu
100 ml. Do roztoku jsem vlozila michadlo, kddinku jsem postavila na magnetickou michacku
a spustila jsem ji. Roztok jsem titrovala 50 % hydroxidem sodnym az do pH 6,997 tak, ze pfi
ptidavku NaOH jsem michani vypnula a poté jsem jej zase zapnula. pH titrované¢ho roztoku
jsem kontrolovala jeho méfenim sklenénou elektrodou a roztok jsem vzdy michala do ustaleni

hodnoty pH na displeji elektrody.

Po dosaZzeni pozadovaného pH roztoku jsem jej pielila zpét do odmeérné banky
a doplnila jsem ji destilovanou vodou po rysku. Poté jsem pufr dala vychladit do lednice,

aby jeho teplota byla okolo 4 °C.

Do vychlazené porcelanové misky z lednice jsem navazila 30 g kvasnic, pfidala jsem
k nim trochu praného moiského pisku a n¢kolik kapek vychlazeného fosfatového pufru. Tuto
smés jsem potradné¢ zhomogenizovala rozetienim a poté jsem ji kvantitativné pievedla

do kadinky, kterou jsem umistila do vétsi kadinky do polysterenového boxu s ledem, abych
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udrzela teplotu prostfedi v rozmezi 0 - 4 °C. Smés jsem nechala za obfasné¢ho promichani

30 minut extrahovat.

Po uplynuti této doby jsem smés rozdélila do centrifugacnich zkumavek, v nichz jsem
ji centrifugovala pii 600 otackach/minutu po dobu 10 minut. Poté jsem odsala supernatant
do ¢istych centrifuga¢nich zkumavek a stofila jsem jej po dobu 35 minut pfi
6000 otackach/minutu. Ziskany supernatant jsem opé€t odsala a rozdélila jsem jej na dvé casti -
jednu ¢ast jsem vysolila siranem amonnym a druhou jsem nechala lyofilizovat bez pridavku

jakékoliv chemikalie.

Supernatant jsem vysolovala siranem amonnym do 30 % nasyceni tak, Zze jsem
k 37,5 ml extraktu ziskaného z kvasnic (coZ bylo poloviéni mnozstvi extraktu) ptidala 6,6 g
pevného siranu. Toto mnoZstvi jsem vypodéitala z tabulek nalezenych na strankach VSCHT
(http://147.33.74.135/knihy/uid_isbn-80-7080-586-2/pages-img/249.html), kde byla
uvedena hmotnost ptidavku siranu amonného pro jednotlivé kone¢né koncentrace pfi teploté

4 °C.

Po vysoleni jsem dala takto upraveny extrakt opét do centrifugac¢nich zkumavek
a stocila jsem ho 35 minut pii 6000 otd¢kach/minutu. Z roztoku mi mély vypadnout balastni

proteiny, coz se nestalo, proto jsem tuto ¢ast extraktu dala rovnéz na lyofilizaci.

3.8 Syntéza homocystein thiolaktonu vyizolavanymi enzymy

Do 6 sklenénych vialek jsem dala malé mnozstvi standardu homocysteinu (do kazdé
jiné mnozstvi - do vialky ¢. 1 pouze na Spicku Spachtle, do vialky €. 3 nejvétsi mnoZzstvi,
asi trojnasobek Hcy ve zkumavce €. 1) a rozpustila jsem ho ve 200 ulfosfatového pufru. Poté
jsem k roztoku pfidala malé mnozZstvi ATP a extrakt z kvasnic - lyofilizovany 1 vysoleny

a lyofilizovany. Vialky jsem uzavfela a inkubovala jsem je 6 hodin pii 37 °C.

Po inkubaci jsem jednotlivé vzorky spolu se standardy homocysteinu a homocystein
thiolaktonu, které jsem rozpustila v 1 ml fosfatového pufru, nanesla na silikagelovou desticku
pro HPTLC a dala jsem ji vyvijet do mobilni faze butan-1-ol : octova kyselina : voda

Vvpomeérus5:1:4.
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Mobilni faze jsem ptipravila 40 ml tak, ze jsem v odmémém valci odmétila 16 ml
destilované vody do odmérné banky a pfidala jsem k ni 4 ml octové kyseliny a 20 ml
butan-1- olu. Smés jsem pofadné promichala a vlila jsem ji do chromatografické vany, kterou
jsem piiklopila sklem a nechala jsem ji pil hodiny stat, aby se jeji prostor nasytil parami
mobilni faze. Poté jsem do ni umistila tenkou vrstvu s nanesenymi vzorky a vanu jsem opét

ptiklopila.

To, zda se homocystein a homocystein thiolakton rozseparuji, jsem vyzkousela
na standardech béhem doby, kdy jsem ¢ekala na inkubaci vialek s enzymy. Pivodni slozeni
mobilni faze bylo v jiném poméru (butan-1-ol : octova kyselina : voda 4 : 1 : 5), ale tato
mobilni faze je nedokazala uplné€ rozseparovat. Homocystein a jeho thiolakton by se daly
rozliSit pouze na zdkladé barvy (homocystein je rGzovofialovy a thiolakton zluty),
ale piekryvaly by se a to by bylo nedostate¢né. Z toho diivodu jsem hledala optimalni pomér
slozek mobilni faze tak, aby se liSily retardacni faktory homocysteinu a thiolaktonu.

Vyzkousela jsem rizné poméry, pti¢emz pomér 5 : 1 : 4 byl nejlepsi.

Chromatogram se vyvijel asi hodinu a pil. Po uplynuti této doby jsem jej vytdhla
a tuzkou jsem oznacila, kam az doputovalo ¢elo mobilni faze. Tenkou vrstvu jsem vysusila
pomoci fénu a pomoci Pasteurovy pipety jsem na ni nanesla ninhydrin, ktery jsem pfipravila
rozpusténim pevného ninhydrinu v ethanolu. Tenkou vrstvu jsem opét vysuSila fénem

a chromatogram jsem vyhodnotila.

3.9 Priprava homocystein thiokaktonu zahrivanim

V literatufe jsem nasla metodu na prevedeni homocysteinu na homocystein thiolakton
HCI - dependentni dehydrataci. Vzhledem k tomu, Ze §lo o patent, tak v ném byly zminény
pouze pouzité chemikalie a jejich koncentrace, nikoliv jejich objemy. Proto jsem
do sklenénych vialek pipetovala rizné objemy pouzivanych sloucenin a hledala jsem jejich

optimalni pomér, pii némz by doslo ke konverzi homocysteinu na jeho thiolakton.

PouZivanymi chemikaliemi byly v patentu roztok homocysteinu o koncentraci 75 puM,

6M kyselina chlorovodikova, 100 pM diethylentriaminpentaoctova Kkyselina (DTPA)
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a 1 mM dithiothreitol (DTT). Ja jsem navic pouzivala jest¢ 1 mM 2 - merkaptoethanol, jimz

jsem nahradila DTT v nékterych pokusech pii pfeméné standardu.

Pii prfeméné homocysteinu na thiolakton v plazmé autofi patentu pouzili
100uM DTPA, 1 mM EDTA a navic k plazmé piidavali i 0,6 mM HCIlO4 pro vysrazeni
bilkovin. Ja jsem pokusy provadéla bez HCIlOg, jelikoz moje vzorky plazmy uz proteiny

neobsahovaly. Navic jsem reakce zkousela i s pouzitim DTT a 2 — merkaptoethanolu.

3.9.1 Moje provedeni syntézy zahrivanim
3.9.1.1 Priprava chemikalii

Piiprava roztoku homocysteinu

Nejprve jsem si pfipravila roztok standardu homocysteinu o koncentraci 500 pmol.I*
tak, ze jsem si do 5 ml odmérné banky odvazila 0,34 mg standardu homocysteinu a doplnila

jsem ji destilovanou vodou po rysku.

Ptiprava 6 M HCl

Déle jsem si piipravila 6M HCI tak, Ze jsem do odmérné baniky o objemu 100 ml
nalila trochu vody a poté jsem do ni odlila 59,5 ml koncentrované 32 % HCI a po rysku jsem

ji doplnila destilovanou vodou.

Priprava 100 uM roztoku DTPA

Pro piipravu 100 pmol.I"! roztoku DTPA jsem si do odmérmé baiiky o objemu 50 ml
odvazila 1,97 mg DTPA a poté jsem baiikku doplnila destilovanou vodou po rysku.
Po provedenych pokusech jsem zjistila, Ze je tato koncentrace moc velké a rusi mi stanoveni
na tenké vrstvé, proto jsem si pfipravila jeji roztok o koncentraci 100 pmol.I. To jsem
provedla tak, ze jsem si do 10 ml odmérné banky odpipetovala 10 ul zasobniho roztoku

a batiku jsem doplnila destilovanou vodou po rysku.
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Piiprava 1 mM roztoku 2 — merkaptoethanolu

Roztok 2 — merkaptoethanolu s koncentraci 1 mmol.I"! jsem pfipravila tak, ze jsem
do 50 ml odmémé baiiky odpipetovala 3,5 pl zasobniho roztoku o koncentraci 14,3 mol.I"

a doplnila jsem ji destilovanou vodou po rysku.

Piiprava 1 mM roztoku DTT

Roztok DTT skoncentraci 1 mmoLI? jsem si piipravila tak, ze jsem do vialky
odvazila 0,15 mg DTT, pridala jsem k nému 1 ml destilované vody a poté jsem roztok

rozmichala na vortexu.

Piiprava 1 mM roztoku EDTA

Nakonec jsem si pfipravilaroztok EDTA s koncentraci 1 mmol.It. Do vialky jsem
odvazila 0,38 mg EDTA, odpipetovala jsem k ni 1 ml destilované vody a poté jsem roztok

potradn¢ rozmichala na vortexu.

Piiprava standardi homocysteinu a homocystein thiolaktonu pro HPTLC

Jako standard homocysteinu pro chromatografii na tenké vrstvé jsem pouzila
pfipraveny 500 umol.l! roztok homocysteinu. Standard homocystein thiolaktonu jsem
pfipravila tak, Ze jsem do ependorfky navazila 0,08 mg pevného homocystein thiolaktonu,
odpipetovala jsem k nému 1 ml destilované vody a vznikly roztok jsem stocila na vortexu,

abych jej poradn¢ promichala.

3.9.1.2 Vlastni provedeni pokusu

Poté, co jsem piipravila vSechny potifebné roztoky, jsem do 6 vialek oznacenych Cisly
1 — 6 odpipetovala roztok homocysteinu o koncentraci 500 uM a dile 6 M HCI,
100 pM DTPA a 1mM roztok DTT podle tabulky VI.
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Tabulka VI: Objemy pipetovanych roztokii homocysteinu, kyseliny chlorovodikoveé,
diethylentriaminpentaoctové kKyseliny a dithiotreitolu

Vialka Hey [ul] HCI [pl] DTPA [pI] DTT [pl]
1 200 1 1 1
2 200 2 1 1
3 200 3 1 1
4 200 4 1 1
5 200 5 1 1
6 200 10 1 1

Poté jsem vSechny vialky uzaviela zatkami, dala je do polystyrenového drzdku, ktery
jsem vyrobila, a vlozila jsem je do termostatu, v némz jsem je 2 hodiny inkubovala pfi teploté
65 °C.

V mezicase jsem piipravila 40 ml mobilni faze stejnym zpiisobem jako v casti Syntéza
homocystein thiolaktonu vyizolavanymi enzymy. Smés v odmérné bance jsem poradné
promichala a nasledné jsem ji vlila do chromatografické vany, kterou jsem ptiklopila sklem

a nechala jsem ji pal hodiny stat, aby se jeji prostor nasytil parami mobilni faze.

Po inkubaci jsem vialky i s drzakem vytahla z termostatu a nechala jsem je zchladnout
na laboratorni teplotu. Jednotlivé vzorky, spolecné se standardy homocysteinu a homocystein
thiolaktonu, jsem nanesla na silikagelovou desticku pro HPTLC, peclivé jsem ji popsala,
vlozila jsem ji do chromatografické vany s mobilni fazi (butan-1-ol : octova kyselina : voda

Vv poméru 5 : 1 :4) anechala jsem vyvijet chromatogram.

Chromatogram se vyvijel asi hodinu a ptl. Po uplynuti této doby jsem jej vytdhla
a tuzkou jsem oznacila, kam az doputovalo ¢elo mobilni faze. Tenkou vrstvu jsem vysuSila
pomoci fénu a pomoci Pasteurovy pipety jsem na ni nanesla ninhydrin, ktery jsem pfipravila
rozpu$ténim pevného ninhydrinu v ethanolu. Tenkou vrstvu jsem opét vysuSila fénem
a Z chromatogramu jsem zjistila vhodné objemy 6 M HCI, s nimiz jsem dale provadéla

pokusy.
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3.9.1.3 DalSi pokusy pro optimalizaci

Z chromatogramu jsem zjistila, ze nejlepsi konverze homocysteinu na jeho thiolakton
dehydrataci pomoci zahtivani byla tehdy, kdyz byl pipetovany objem 6 M HCI 4 a 5 pl.
S témito objemy jsem tedy dale pracovala a testovala jsem je na roztocich homocysteinu

0 rtiiznych koncentracich.

Koncentrace testovanych roztokti homocysteinu byly 500, 250, 100, 50, 10
a 5 pmol.I'. Nejprve jsem do ependorfky pfipravila 1 ml zasobniho roztoku homocysteinu
0 koncentraci 500 pumol.I? tak, Ze jsem do ni navazila 0,07 mg standardu homocysteinu,
odpipetovala jsem knému 1 ml destilované vody a vznikly roztok jsem promichala na

vortexu.

Ze zasobniho roztoku jsem poté pfipravila fedénim roztoky o danych koncentracich,
pficemz objemy, které bylo tieba odpipetovat, jsem pifedem vypocitala ze sméSovaci rovnice.

Roztoky jsem doplnila destilovanou vodou do objemu 1 ml a promichala jsem je na vortexu.

Do 6 vialek oznacenych ¢isly 1 — 6 jsem odpipetovala roztok homocysteinu o danych
koncentracich a do kazdé vialky jsem poté pridala 6 M HCI, 100 pM DTPA a 1mM roztok
DTT podle tabulky VII.

Tabulka VII: Objemy pipetovanych roztokii homocysteinu o danych koncentracich, kyseliny

chlorovodikové, diethylentriaminpentaoctové kyseliny a dithiothreitolu

Vialka Hey [ul] Chey [pM] HCI [p] DTPA [ul] DTT [pl]
1 200 500 4 1 1
2 200 250 4 1 1
3 200 100 4 1 1
4 200 50 4 1 1
5 200 10 4 1 1
6 200 5 4 1 1
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Poté jsem vSechny vialky uzaviela zatkami, dala jsem je do polystyrenového drzaku
a spolu s nim jsem je vlozila do termostatu, v némz jsem je 2 hodiny inkubovala pfi teploté
65 °C.

V meziCase jsem opét pripravila 40 ml mobilni faze stejnym zpisobem jako v Casti
Syntéza homocystein thiolaktonu vyizolavanymi enzymy. Smés v odmérné bance jsem poiadné
promichala, vlila jsem ji do chromatografické vany, vanu jsem piiklopila sklem a poté jsem ji

nechala ptl hodiny stat, aby se jeji prostor nasytil parami mobilni faze.

Po inkubaci jsem vialky i s drzakem vytahla z termostatu a nechala jsem je zchladnout
na laboratorni teplotu. Jednotlivé vzorky, spolecné se standardy homocysteinu a homocystein
thiolaktonu o koncentracich 500 umol.I, jsem nanesla na silikagelovou desti¢ku pro HPTLC,
peclivé jsem ji popsala, vlozila jsem ji do chromatografické vany s mobilni fazi (butan-1-ol :

octova kyselina : voda v poméru 5 : 1 : 4) a nechala jsem vyvijet chromatogram.

Chromatogram se vyvijel asi hodinu a pil. Po uplynuti této doby jsem jej vytdhla
a tuzkou jsem oznacila, kam az doputovalo ¢elo mobilni faze. Tenkou vrstvu jsem vysusila
pomoci fénu a pomoci Pasteurovy pipety jsem na ni nanesla pfipraveny roztok ninhydrinu

v ethanolu. Tenkou vrstvu jsem opét vysusila fénem a chromatogram jsem vyhodnotila.

Tento pokus jsem provadéla také s 5 ul 6 M HCI a pro jistotu i se 3 pl 6 M HCI,
ale vzhledem k tomu, Ze na tenké vrstvé neni téméf vidét ani koncentrace homocysteinu
100 pmol.1*, jsem pokus provedla pouze s roztoky homocysteinu o koncentracich 500, 250
a 100 pmol.1™.

Postupovala jsem stejnym zptusobem jako v ptedchozim pokusu - do 6 vialek
oznacenych ¢isly 7 - 12 jsem odpipetovala roztok homocysteinu o danych koncentracich
ado kazdé vialky jsem poté ptidala 6 M HCI, 100 pM DTPA a ImM roztok DTT podle
tabulky V1II.

Vialky jsem wuzaviela zatkami a v polystyrenovém drzdku jsem je vlozila

do termostatu, v némz jsem je 2 hodiny inkubovala pfi teploté 65 °C.
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V meziCase jsem pfipravila 40 ml mobilni faze (butan-1-ol : octova kyselina : voda
vpoméru 5 : 1 : 4) zpisobem popsanym diive v Casti Syntéza homocystein thiolaktonu
vyizolavanymi enzymy. Smés v odmérné bafnice jsem poiadné promichala, vlila jsem ji
do chromatografické vany, vanu jsem ptiklopila sklem a poté jsem ji nechala pul hodiny stat,

aby se jeji prostor nasytil parami mobilni faze.

Tabulka VIII: Objemy pipetovanych roztokii homocysteinu o danych koncentracich, kyseliny

chlorovodikové, diethylentriaminpentaoctové kyseliny a dithiothreitolu

Vialka Hey [pl] CHey [pM] HCI [p] DTPA [pl] DTT [pl]
7 200 500 5 1 1
8 200 250 5 1 1
9 200 100 5 1 1
10 200 500 3 1 1
11 200 250 3 1 1
12 200 100 3 1 1

Po inkubaci jsem vialky i s drzakem vytahla z termostatu a nechala jsem je zchladnout
na laboratorni teplotu. Jednotlivé vzorky, spolecné se standardy homocysteinu a homocystein
thiolaktonu o koncentracich 500 umol.I, jsem nanesla na silikagelovou desti¢ku pro HPTLC,
popsala jsem ji, vlozila ji do chromatografické vany s mobilni fazi a nechala jsem vyvijet

chromatogram.

Chromatogram se vyvijel asi hodinu a ptl. Po uplynuti této doby jsem jej vytdhla
atuzkou jsem oznacila Celo mobilni fadze. Tenkou vrstvu jsem vysuSila pomoci fénu,
Pasteurovou pipetoujsem na ni nanesla pfipraveny roztok ninhydrinu v ethanolu, vysusila

jsem ji fénem a chromatogram jsem vyhodnotila.
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3.9.1.4 Kalibraéni fada homocysteinu pro HPTLC

Kalibraéni fadu homocysteinu jsem ptipravovala proto, abych zjistila, jaké
koncentrace této aminokyseliny na tenké vrstvé uvidim. Jednotlivé kalibra¢ni roztoky mély
koncentrace 10, 1, 0,5, 0,1 a 0,05 mmol.I"Y. Nejprve jsem pfipravila roztok s nejvyssi
koncentraci, tedy 10 mmol.I%, tak, Ze jsem do ependorfky navazila 1,36 mg standardu
homocysteinu a odpipetovala jsem k nému 1 ml destilované vody. Roztok jsem promichala
na vortexu a poté jsem z n&j fedénim piipravila roztok o koncentraci 1 mmol.It. Také jsem
ptipravila roztoky o zbyvajicich koncentracich tak, ze jsem vzdy do dal§i ependorfky
odpipetovala vypocitany objem piedchéazejiciho roztoku s vyssi koncentraci, doplnila jsem jej

destilovanou vodou do objemu 1 ml a rovnéZ jsem je promichala na vortexu.

Takto pfipravené roztoky sem nanesla na silikagelovou HPTLC desticku (vZdy jsem
na ni nanesla 20 pl roztoku standardu), vysuS$ila jsem je fénem, desticku jsem vlozila
do chromatografické vany s pfipravenou mobilni fazi butan-1-ol : octova kyselina : voda

v poméru 5 : 1 : 4 anechala jsem vyvijet chromatogram, ktery se vyvijel asi hodinu a ctvrt.

Po uplynuti této doby jsem jej vytdhla a tuzkou jsem oznacila, kam doputovalo celo
mobilni faze. Tenkou vrstvu jsem vysu$ila fénem a pomoci Pasteurovy pipety jsem
na ni nanesla ptipraveny roztok ninhydrinu v ethanolu. Tenkou vrstvu jsem opét vysusila

fénem a chromatogram jsem vyhodnotila.

3.9.1.5 Kalibraé¢ni Fada homocystein thiolaktonu pro HPTLC

Kalibra¢ni fadu homocystein thiolaktonu jsem rovnéz ptipravovala proto, abych stejné

jako v ptipadé homocysteinu zjistila, jaké nejmensi koncentrace na tenké vrstvé uvidim.

Jednotlivé kalibra¢ni roztoky mély stejné koncentrace jako u homocysteinu, tedy 10,
1, 0,5, 0,1 a 0,05 mmol.I"Y. Roztoky jsem ptipravovala stejnym zpiisobem, jako kalibraéni

roztoky homocysteinu a chromatogram jsem také vyhodnocovala stejnym zptsobem.
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3.9.1.6 Pokusy s dithiothreitolem

Tyto pokusy jsem provedla z toho divodu, abych zjistila, zda pii vy$S§im obsahu DTT

Vv reak¢éni smési dojde k vétsi konverzi homocysteinu na homocystein thiolakton. Postup byl

stejny jako v predchozich pokusech.

Do 12 vialek oznaCenych ¢isly 1 — 12 jsem odpipetovala roztok homocysteinu
0 danych koncentracich a do kazdé vialky jsem poté piidala 6 M HCI, 100 pM DTPA
a 1mM roztok DTT podle tabulky IX.

Tabulka IX: Objemy pipetovanychroztokii homocysteinu o danych koncentracich, kyseliny

chlorovodikové, diethylentriaminpentaoctove kyseliny a dithiothreitolu

Vialka Hey [pl] CHey [PM] HCI [ul] DTPA [pl] DTT [pl]
1 200 500 3 1 15
2 200 250 3 1 15
3 200 100 3 1 15
4 200 500 4 1 15
5 200 250 4 1 15
6 200 100 4 1 15
7 200 500 5 1 15
8 200 250 5 1 15
9 200 100 5 1 15
10 200 500 3 1 2
11 200 500 4 1 2
12 200 500 5 1 2

Vialky jsem wuzaviela zatkami a v polystyrenovém drzdku jsem je vlozila

do termostatu, v némz jsem je 2 hodiny inkubovala pfi teploté 65 °C.
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V meziCase jsem pfipravila 40 ml mobilni faze (butan-1-ol : octova kyselina : voda
vpoméru 5 : 1 : 4) zpisobem popsanym diive v &asti Syntéza homocystein thiolaktonu
vyizolavanymi enzymy. Smés v odmérné bafnice jsem poiadné promichala, vlila jsem ji
do chromatografické vany, ptiklopila jsem ji sklem a poté jsem ji nechala pul hodiny stat,

aby se jeji prostor nasytil parami mobilni faze.

Po inkubaci jsem vialky i s drzakem vytahla z termostatu a nechala jsem je zchladnout
na laboratorni teplotu. Jednotlivé vzorky, spolecné se standardy homocysteinu a homocystein
thiolaktonu o koncentracich 500 umol.lI"}, jsem nanesla na silikagelovou desti¢ku pro HPTLC
(nanaSela jsem na ni vzdy 20 upl vzorkd i standardl), kterou jsem popsala, vlozila

do chromatografické vany a nechala jsem vyvijet chromatogram.

Chromatogram se vyvijel asi hodinu a pil. Po uplynuti této doby jsem jej vytdhla
atuzkou jsem oznalila celo mobilni faze. Tenkou vrstvu jsem vysuSila pomoci fénu
a Pasteurovou pipetoujsem na ni nanesla pfipraveny roztok ninhydrinu v ethanolu. Tenkou

vrstvu jsem opét vysusSila fénem a chromatogram jsem vyhodnotila.

3.9.1.7 Pokusy s 2 - merkaptoethanolem

2 — merkaptoethanol jsem v tomto pfipadé zaménila za DTT, abych se pokusila zjistit,
zda se da pfi konverzi homocysteinu na homocystein thiolakton pouzit také jiné redukcni

¢inidlo a pokud ano, tak zda nebude jeho pouziti lepsi.

Pokus jsem provedla tak, Ze jsem do 6 vialek ozna¢enych ¢isly 1 — 6 odpipetovala
roztok homocysteinu o koncentraci 500 uM a dale 6 M HCI, 100 pM DTPA a 1mM roztok
2 - merkaptoethanolu podle tabulky X.

Poté jsem vSechny vialky uzaviela zatkami, dala jsem je do polystyrenového drzaku

a vlozila jsem je do termostatu, v némz jsem je 2 hodiny inkubovala pfi teploté 65 °C.

V mezicase jsem piipravila 40 ml mobilni faze stejnym zplsobem jako v ¢asti Syntéza
homocystein thiolaktonu vyizolavanymi enzymy. Smés v odmérné bance jsem pofadné
promichala, vlila ji do chromatografické vany, ptiklopila ji sklem a nechala jsem ji ptil hodiny

stat, aby se jeji prostor nasytil parami mobilni faze.
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Po inkubaci jsem vialky i s drzakem vytahla z termostatu a nechala jsem je zchladnout

na laboratorni teplotu. Jednotlivé vzorky, spolecné se standardy homocysteinu a homocystein

thiolaktonu, jsem nanesla na silikagelovou desticku pro HPTLC (vzdy 20 ul vzorki

i standardti) a popsala jsem ji. Poté jsem ji vlozila do chromatografické vany s mobilni fazi

(butan-1-ol : octova kyselina : voda v poméru 5 : 1 : 4) a nechala jsem vyvijet chromatogram.

Tabulka X: Objemy pipetovanych roztokii homocysteinu,

diethylentriaminpentaoctové Kyseliny a 2 - merkaptoethanolu

kyseliny chlorovodikove,

Vialka Hcy [ul] HCI [ul] DTPA [ul] Merkaptoethanol
[ud]
1 200 1 1 1
2 200 2 1 1
3 200 3 1 1
4 200 4 1 1
5 200 5 1 1
6 200 10 1 1

Chromatogram se vyvijel hodinu a ptl. Po jehovytazeni z vany jsem tuzkou oznacila

Celo mobilni faze a tenkou vrstvu jsem vysu$ila fénem. Pasteurovou pipetou jsem

na ninanesla roztok ninhydrinu, opét jsem ji vysusila fénem a poté jsem z chromatogramu

zjiStovala, zda se uCinkem 2-merkaptoethanolu da provést konverze homocysteinu

na homocystein thiolakton a pokud ano, pfi jakych koncentracich 6 M HCI.

3.9.2 Pokusy s plazmou

Nejprve jsem pfipravila 3 ml plazmy s pfidanym homocysteinem, jehoz koncentrace

byla 500 pmol.I* tak, Ze jsem do dvou ependorfek navazila 0,1 mg homocysteinu a do kazdé

jsem odpipetovala 1,5 ml plazmy a poté jsem je stocila na vortexu, abych je rozmichala.
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Z takto pfipraveného zasobniho roztoku plazmy jsem fedénim pfipravila také 1 ml roztoka

0 koncentracich 250 a 100 pmol.1™%.

Do 12 vialek oznacenych ¢isly 1 — 12 jsem odpipetovala plazmu obohacenou
homocysteinem o danych koncentracich a dale 6 M HCI, 100 pM DTPA a ImM roztok DTT
nebo 2 - merkaptoethanolu podle tabulky XI.

Tabulka Xl: Objemy pipetovanych roztokit homocysteinu, kyseliny chlorovodikoveé,

diethylentriaminpentaoctové kyseliny, dithiothreitolu a 2 - merkaptoethanolu

_ Hcy CHey HCI DTPA DTT Merkaptoethanol
Vialka [nM] (1]
[nl] [nl] [nl] [ml]

1 200 500 3 1 1 0
2 200 500 4 1 1 0
3 200 500 5 1 1 0
4 200 250 3 1 1 0
5 200 250 4 1 1 0
6 200 250 5 1 1 0
7 200 100 3 1 1 0
8 200 100 4 1 0
9 200 100 5 1 1 0
10 200 500 1 1 0 1
11 200 500 1 0

12 200 500 1 1 0 1

Poté jsem vSechny vialky uzaviela zatkami, dala jsem je do polystyrenového drzaku

a vlozila jsem je do termostatu, v némz jsem je 2 hodiny inkubovala pfi teploté 65 °C.

Opét jsem pripravila 40 ml mobilni faze (butan-1-ol : octova kyselina : voda v poméru

5 :1:4) zpisobem popsanym diive v Casti Syntéza homocystein thiolaktonu vyizolavanymi
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enzymy. Smeés v odmérné bafnice jsem potradné promichala a nésledné jsem ji vlila
do chromatografické vany, ptiklopila jsem ji sklem a nechala jsem ji pul hodiny stat,

aby se jeji prostor nasytil parami mobilni faze.

Po inkubaci jsem vialky i s drzakem vytahla z termostatu, nechala jsem je zchladnout
na laboratorni teplotu a poté jsem jednotlivé vzorky, spolecné se standardy homocysteinu
a homocystein thiolaktonu, nanesla na silikagelové desticky pro HPTLC (15 pl vzorkd
I standardll), popsala jsem je, vlozila je do chromatografické vany s mobilni fazi a nechala

jsem vyvijet chromatogramy.

Chromatogram se vyvijel hodinu a pil. Po uplynuti této doby jsem jej vytahla a tuzkou
jsem ¢elo mobilni faze. Tenkou vrstvu jsem vysusSila pomoci fénu a pomoci Pasteurovy pipety
jsem na ni nanesla roztok ninhydrinu. Tenkou vrstvu jsem opét vysuSila fénem

a chromatogram jsem vyhodnotila.

Poté, co jsem zjistila, Ze v pfipad€ plazmy jsou pievést na thiolakton pouze nizsi

koncentrace homocysteinu, zkusila jsem tuto metodu optimalizovat.

Do 6 vialek jsem odpipetovala plazmu obohacenou ptidavkem homocysteinu o danych

koncentracich, 6 M HCI, 100 pM DTPA a 1mM roztok DTT podle tabulky XII.

Vialky uzaviela zatkami, dala jsem je do polystyrenového drzédku a vlozila jsem je

do termostatu, v némz jsem je 2 hodiny inkubovala pfi teploté 65 °C.

Pfipravila jsem 40 ml mobilni faze stejnym zplusobem jako v predchazejicich
pokusech. Smés v odmérné baiice jsem promichala, vlila jsem ji do chromatografické vany,
ptiklopila jsem ji sklem a nechala jsem ji pul hodiny stat, aby se jeji prostor nasytil parami

mobilni faze.

Po inkubaci jsem vialky i s drzakem vytahla z termostatu a nechala jsem je zchladnout
na laboratorni teplotu. Jednotlivé vzorky, spolecné se standardy homocysteinu a homocystein
thiolaktonu, jsem nanesla na silikagelovou desticku pro HPTLC (15 pl vzorki a 20 pl
standardt), kterou jsem popsala, vlozila jsem ji do chromatografické vany s mobilni fazi

(butan-1-ol : octova kyselina : voda v poméru 5 : 1 : 4) a nechala jsem vyvijet chromatogram.
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Tabulka Xll: Objemy pipetovanych roztokic homocysteinu, kyseliny chlorovodikové,
diethylentriaminpentaoctové kKyseliny, EDTA a dithiothreitolu

_ Plazma CHcy HCI DTPA EDTA DTT
Vialka [l [aM] my [pl] my my

n n n n n

1 200 100 4 1 1 0

2 200 100 5 1 1

3 200 150 4 1 1 0

4 200 150 5 1 1 0

5 200 150 4 1 0 1

6 200 150 5 1 0 1

Chromatogram se vyvijel asi hodinu a pil. Po uplynuti této doby jsem jej vytdhla
atuzkou jsem oznacila, kam doputovalo celo mobilni fdze. Tenkou vrstvu jsem vysusila
pomoci fénu a Pasteurovou pipetou jsem na ni nanesla roztok ninhydrinu. Tenkou vrstvu jsem

opét vysusila fénem a chromatogram jsem vyhodnotila.

3.10 Syntéza homocystein thiolaktonu za ucasti platiny jako

katalyzatoru

Timto zptsobem byl homocystein thiolakton syntetizovan uz na pocatku 30. let
20. stoleti pfimo Vincenten du Vigneaudem a jeho spolupracovniky. Pro své ucely jsem
musela pracovni postup trochu upravit ze dvou diivodll — jednak jsem nemeéla tolik standardu,

jednak jsem thiolakton nepotiebovala izolovat, pouze ho pfipravit.

Do kazdé ze 4 vialek jsem navazila 10 mg standardu homocysteinu a poté jsem jej
rozpustila ve 100 ul 6 M HCI a stocila na vortexu. Nasledné jsem do kazdého roztoku pridala
trochu cinu a par kapek roztoku hexahydratu kyseliny chloroplati¢it¢ nebo

hexachloroplati¢itanu draselného podle tabulky XIII.

78




Vialky jsem uzaviela zatkami, dala jsem je do polystyrenového drzaku a vlozila jsem

je do termostatu, v némz jsem je 3 hodiny inkubovala pfi teploté 60 °C.

Stejnym zplisobem jako v piedchozich pokusech jsem pftipravila 40 ml mobilni faze
butan-1-ol : octova kyselina : voda v poméru 5 : 1 : 4. Smés v odmérné bance jsem potradné
promichala a nasledné jsem ji vlila do chromatografické vany, piiklopila jsem ji sklem

a nechala jsem ji pal hodiny stat, aby se jeji prostor nasytil parami mobilni faze.

Tabulka XIII:  Hmotnost homocysteinu Vv jednotlivych  vialkach, objemy kyseliny

chlorovodikove, forma cinu a pouzity katalyzator

Vialka Hcy [mq] HCI [ul] Cin Katalyzator
1 10 100 granulovany H2PtCls.6H20
2 10 100 granulovany K2PtCle
3 10 100 praskovy H2PtCls.6H20
4 10 100 praskovy K2PtCleg

Po inkubaci jsem vialky s drzakem vytahla z termostatu a nechala jsem je zchladnout
na laboratorni teplotu. Jednotlivé vzorky, spolecné se standardy homocysteinu a homocystein
thiolaktonu, jsem nanesla na silikagelovou desticku pro HPTLC (20 pl vzorkt i standardi),
Kterou jsem popsala, vlozila jsem ji do chromatografické vany s mobilni fazi a nechala jsem

vyvijet chromatogram.

Chromatogram se vyvijel asi hodinu a ptl. Po uplynuti této doby jsem jej vytdhla
a tuzkou jsem oznacila ¢elo mobilni faze. Tenkou vrstvu jsem vysuSila fénem, Pasteurovou
pipetou jsem na ni nanesla roztok ninhydrinu, vysusila jsem ji fénem a chromatogram jsem

vyhodnotila.
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3.11 Méreni a vyhodnocovani infracervenych spekter v NIR

3.11.1 Méreni infracervenych spekter

M¢éfteni se v této oblasti provadi transmisni technikou, pifi niz jsou vzorky méteny

v kyvetach z kitemenného skla (ptiprava vzorki viz Priprava standardii a vzorkit).

K méfeni jednotlivych vzorkd a standardi jsem pouzivala nastavec pro meéfeni
transmisni technikou. Do vzorkového prostoru jsem umistila drzak s vidlici vybihajici proti
laserovému paprsku, na niz jsem polozila podlozni sklicko pro mikroskopii. Na sklicko jsem

poté pokladala kiemennou kyvetu s jednotlivymi standardy a vzorky.

Veskera spektra jsem opét métila v programu OMNIC 8 firmy Thermo Scientific,
pojehoz zapnuti jsem vybrala pfislusSny experiment Transmission — NIR
(transmission_NIR.EXP). Nasledné jsem v zalozce Experimental Setup — Collect nastavila
pocet skenfi na 32, rozliseni na 8 cm™, jako findlni format absorbanci a také to, Ze spektrum
pozadi bylo sniméno po kazdych 100 minutich (podrobné nastaveni viz Nastaveni IC

spektrometru pro méreni v NIR).

Spektra standardt i plazmy s piidavkem homocystein thiolaktonu jsem méfila
transmisni technikou v rozsahu vIinoétl 12400 — 5400 cm™. Po jejich proméfeni jsem spektra

vzdy ulozila a ptislusné absorp¢ni pasy jsem oznacila vinocty.

Rozdilem oproti méfeni v oblasti MIR bylo to, Ze signaly standardi byly velmi slabé,
nejvetsi signaly davala voda, proto jsem od spekter jednotlivych standardi odecitala spektrum
Cisté vody jakoZto blanku. Takto jsem ziskala spektra €istych standardi bez rusivého vlivu
vody, Vv nichz jsem vyhodnocovala jejich absorpéni pasy a jejich intenzitu. Spektrum vody

jsem odecetla také od spekter vzorkli plazmy obohacené o homocystein thiolakton.

Spektra roztokli homocystein thiolaktonu jsem zpracovavala také v programu
TQ Analyst 8 firmy Thermo Scientific, kde jsem se pokusila o kvantifikaci dvou roztokt

S riznymi koncentracemi homocystein thiolaktonu.
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3.11.2 Nastaveni IC spektrometru pro méieni v NIR

V NIR jsem proméfovala jak standardy homocyteinu, homocystein thiolaktonu,
methioninu a cysteinu, tak i plazmu s pfidavkem pevného homocystein thiolaktonu. Tyto

hodnoty jsem nastavovala v zalozce Experimental Setup — Bench.

Pfi méfenich standardii v NIR jsem jednotlivé vzorky méfila pfi tfech riaznych
optickych rychlostech — pfi rychlosti 0,6329, 0,4747 a 0,3165. Sledovala jsem jednotliva
spektra, tvar a §itku jejich absorpcnich pésti a hodnotila jsem to, pfi jaké optické rychlosti
pohyblivého zrcadla maji nejvyssi intenzitu. Intenzita byla nejvyssi praveé pii rychlosti 0,3165,

kdy byl navic signal laserového paprsku dopadajiciho na detektor v referen¢nim rozmezi.

Zesileni pti méteni jednotlivych spekter jsem nastavila na autogain, kdy si pfistroj sam

vyhodnotil, jaké zesileni je nejlepsi — obvykle to bylo nejvétsi zesileni paprsku, tedy 8.

Nastavené parametry pristroje

Parametr
Sample compartment Main
Detector InGaAs
Beamsplitter CaF;
Source Bilé svétlo
Accessory Transmission E.S.P.
Window None
Reccomended range 12400 - 5400
Max range limit 12400
Min range limit 5400
Gain Autogain
Optical velocity 0,3165
Aperture 44

Sample shuttle
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3.11.3 Vyhodnocovani a interpretace infracervenych spekter

3.11.3.1 Spektra standardu

Transmisni metodou jsem proméfovala absorpci infracerveného zafeni standardi
v rozsahu vInoétd 12400 - 5400 cm™. Vysledna spektra vyjadiovala zavislost absorbance
na vlno&tu, pfi¢emz nejvyssi vinodet (12400 cm™) byl na ose x v levé &asti grafu a nejnizsi
(5400 cm™) na ose x v pravé &asti grafu. Na ose y byla absorbance. Ve spektrech jsem vzdy

oznacila vlnocty absorpénich pasu tlac¢itkem Find peaks a vyhodnotila jsem je.

Od spekter jednotlivych standardid, které jsem pfipravila rozpusténim vypocitané
navazky pevné aminokyseliny ve vod¢, jsem vzdy odecitala spektrum vody, jelikoz ta v této
oblasti absorbovala IC zafeni silng, tudiz neslo uréit, zda ptislusny vlnocet patii standardu,

nebo vodé. Vyhodnocovala jsem také spektra, od nichz jsem vodu neodecitala.

Jednotlivd spektra jsem navic porovndvala i vi¢i sobé€, abych zjistila, zda je
U homocysteinu nebo jeho thiolaktonu posun nékterych jejich vino¢td k jinym hodnotam,

nez jsou hodnoty vinocta ostatnich slouc¢enin obsazenych v plazmé.

3.11.3.2 Spektra plazmy

Spektra plazmy jsem méfila stejnym zpisobem jako spektra standardt v rozsahu
vlnoéti 12400 — 5400 cm™. Vysledna spektra opét vyjadfovala zavislost absorbance
na vlnoctu, pti¢emz nejvyssi vinocet (12400 cm™) byl na ose X v levé &asti grafu a nejnizsi
(5400 cm™) na ose x v pravé ¢asti grafu. Na ose y byla absorbance. Ve spektrech jsem si vzdy

oznacila vinoéty absorpénich pasi tlac¢itkem Find peaks a vyhodnotila jsem je.

Od spekter jednotlivych vzorkli plazmy, které jsem pfipravila fedénim zasobniho
roztoku plazmy s koncentraci homocystein thiolaktonu 500 pmol.l?, jsem vzdy odegitala
spektrum vody, jelikoz ta v této oblasti absorbovala IC zafeni silné, tudiz neslo uréit,

zda prislusny vinocet patfi vzorku, nebo vode.
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3.12 Priprava standardii a vzorki

3.12.1 Priprava standardu

Standardy jsem pfipravovala tak, Ze jsem do odmérné banky o objemu 25 ml navazila
vypocitané mnozstvi homocysteinu, homocystein thiolaktonu, methioninu a cysteinu tak,
aby koncentrace zasobniho roztoku byla 1 mmol.I. Jednotlivé aminokyseliny jsem rozpustila
V malém mnozstvi destilované vody, odmérnou baiku jsem doplnila po rysku a pofadné jsem

roztok v ni promichala.

Redénim jsem pfipravila roztoky s koncentracemi 500, 250, 100, 50, 10 a 5 pmol™.
Vsechny tyto roztoky jsem opét pripravovala do odmérnych ban€k o objemu 5 ml tak, ze jsem
odpipetovala vypocitané mnozstvi roztoku do odmérné banky a doplnila jsem ji destilovanou

vodou po rysku.

U roztoku homocystein thiolaktonu jsem ptipravila také roztoky o koncentracich
300a80 umol-It. Tyto roztoky jsem pouzila ke kvantifikaci homocystein thiolaktonu

ve vzorku.

3.12.2 Priprava vzorki

Nejprve jsem piipravila plazmu obohacenou o homocystein thiolakton tak, aby jeho
vysledna koncentrace v ni byla 500 umol.I't. To jsem provedla tak, ze jsem do ependorfky
navazila 0,08 mg homocystein thiolaktonu, odpipetovala jsem k nému 1 ml plazmy a vznikly

roztok jsem promichala na vortexu.

Poté jsem piipravila roztoky plazmy o koncentraci thiolaktonu 60 a 100 pumol.l™.
To jsem provedla tak, ze jsem odpipetovala vypoc€itané mnozstvi zasobniho roztoku plazmy
apoté jsem k nému odpipetovala destilovanou vodu tak, aby byl vysledny objem fedénych

roztokd 3 ml a promichala jsem je.
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3.13 Kvantifikace homocystein thiolaktonu v programu TQ

Analyst

O kvantifikaci homocystein thiolaktonu jsem se pokusila v softwaru TQ Analyst.
Spektra kalibra¢nich roztoki i dvou roztokli ke stanoveni obsahu HTL jsem proméiila

v programu OMNIC a poté jsem je dale zpracovavala v programu TQ Analyst.

Kalibra¢ni roztoky mély koncentrace 1 mmol.I%, 500, 250, 100, 50, 10 a 5 umol-I".
Déle jsem ke kalibraci pouzila i destilovanou vodu, v niZ byla koncentrace analytu 0 pmol-I-.
Roztoky, které jsem pftipravila k prométfeni, méely koncentraci homocystein thiolaktonu

300 a 80 umol-I™.

Pokusila jsem se kvantifikovat také homocystein thiolakton pfidany do plazmy.

Koncentrace thiolaktonu v roztocich plazmy byla 60 a 100 pmol-I™,

V programu TQ Analyst jsem zvolila jako metodu k vyhodnoceni kalibra¢ni zavislosti
a koncentrace homocystein thiolaktonu ve vzorcich metodu nejmensich ¢tverci (PLS)
Vv zélozce Description. Nasledné jsem si v zdlozce Pathlenght nastavila konstantni tloustku
kyvety a v zalozce Components jsem si nastavila nazev stanovovaného analytu, jeho zkratku
a jednotku a také horni a dolni limit pro analyzu. Jako dalsi jsem si v zaloZce Standards —
Open Standard vlozila do softwaru spektra standarda pro kalibraci a jejich koncentrace a dale
jsem vybrala spektralni oblast v zaloZzce Regions — Suggest. Kalibraci jsem provedla pomoci
tlacitka Calibrate, program vyhodnotil kalibracni zavislost a chybu stanoveni. Poté uz jsem
jen vybrala spektra vzorki, jejichZ koncentraci jsem chtéla proméfit, a provedla jsem jejich

kvantifikaci. Pro kvantifikaci i s vybérem spekter jsem pouzila tlacitko Quantify.

Koncentraci homocystein thiolaktonu pfistroj vyhodnotil, vysledky jsem obdrzela

v tabulce spole¢né s chybou stanoveni.

84



4. Vysledky a diskuze

4.1 Vyhodnoceni a interpretace infraervenych spekter

4.1.1 Spektra standardii mérena tabletkovou metodou

Tabletkovou metodou jsem proméiovala nejen spektra samostatnych standarda
(spektra viz ptilohy 1 - 4), ale také spektra smésnych tabletek (spektra viz piilohy 8 a 9), kdy
jsem smichala dva 1 vice standardd (homocystein, homocystein thiolakton, cystein
a methionin) dohromady, dobfe jsem je zhomogenizovala a vylisovala jsem z nich tabletku,

kterou jsem proméfila.

U spekter samostatnych standardii jsem za pomoci tabulek vlnocti vyhodnotila
odpovidajici absorp¢ni pasy (pfifazeni vinoéti jednotlivym funkénim skupinam Tab. XIV).
Poté, co jsem vyhodnotila jednotliva spektra samostatnych standardd, jsem porovnavala
spektra standardd i vici sobé navzajem (spektra viz ptilohy 5 — 7) a hledala jsem v nich
vilnocet, ktery by se od ostatnich hodnot lisil dostatecné na to, abych mohla na jeho zdkladé
fict, ze jde o urcitou slouc¢eninu. Hodnoty vilnoéti u standardi homocysteinu, cysteinu
a methioninu se Kk urceni toho, o jakou latku jde, vyuzit nedaly, jelikoz byly podobné,

ale u homocystein thiolaktonu jsem nasla vinocet, ktery u Zadného jiného standardu nebyl.

Konkrétné §lo o vinocet s hodnotou okolo 1995 - 1992 cm™, ktery jsem ve spektru
zadné jiné aminokyseliny nenasla. Proto mé& napadlo, Ze pokud bych homocystein dokéazala

pfevést na jeho thiolakton, mohl by jit v plazmé& prokazat a snad i kvantifikovat.

Pii prekryvani spekter standardii ptes sebe jsem zjistila, Ze rovnéz cystein ma v oblasti

t&sné pod 2000 cm™

absorpéni pas slabé intenzity stejné¢ jako homocystein thiolakton,
ale po dal§im zkoumani jejich spekter jsem zjistila, Ze je tato hodnota zhruba o 20 cm™ nizsi
(pfesny vinocet byl 1973,98 cm™) a Ze tedy nebude ditkaz homocystein thiolaktonu ve vzorku

rusit (viz spektrum 7 v ptiloze).

Pii proméfovani smésnych tabletek jsem zjistila, Ze vInoget 1995 — 1992 cm*
homocystein thiolaktonu je dobfe viditelny také ve spektrech smésnych tabletek. Bylo tomu

tak nejen v ptipad¢, kdy jsem smichala, rozemlela a vylisovala do tabletky homocystein
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a homocystein thiolakton (viz spektrum 8 v pfiloze), ale také v piipad¢, kdy jsem proméfovala
tabletku obsahujici vSechny 4 standardy — homocystein, homocystein thiolakton, methionin

i cystein (viz spektrum 9 v pfiloze).

4.1.2 Spektra vzorki plazmy mérena technikou ATR

Spektra vzorkl plazmy jsem méfila technikou ATR ve stiedni oblasti. Méfila jsem
jak ¢istou plazmu (viz spektrum 10 v piiloze), kterou jsem nanesla na ZnSe krystal a nechala
jsem ji na ném zaschnout, tak plazmu obohacenou o homocystein thiolakton (viz spektra
11 a 12 v priloze), ktery jsem do plazmy piidavala proto, abych zjistila, zda v ni ptjde vidéet
a zda bych jej tudiz mohla vyuzit pro stanoveni homocysteinu v plazmé poté, co bych jej

na thiolakton ptevedla.

Ve spektru 10, v némz byla méfena ¢asova zavislost zmén spektra pii usychani plazmy
na krystalu, jde vidét, jak se méni jednotlivé absorpéni pasy — snizuji se a zuzuji, tudiz jsem
postupné¢ mohla oznacit jednotlivé vinoéty. Ve spektru jde vidét, ze plazma u vInoctl
v rozmezi kolem 1995 cm™ IC zifeni neabsorbuje, coZ je vidét také ve spektru 13, v némz

jsem porovnavala spektrum plazmy jak s homocysteinem, tak s homocystein thiolaktonem.

Ve spektru 11 jde vidét, jak se méni spektrum plazmy se zvySujici se koncentraci
homocystein thiolaktonu, ktery jsem do plazmy ptidavala. Plazmu s jeho ptidavkem jsem opét

nanesla na ATR krystal, nechala jsem ji na ném uschnout a teprve poté jsem ji proméfila.

Nejprve jsem thiolakton do plazmy piidavala po troSkach bez vazeni, tudiz jsem
neznala jeho obsah v ni. Celkem jsem jej ptidala do plazmy 5x, pfi poslednim piidavku uz el
zietelné vidét pas thiolaktonu u vinodtu 1995,06 cm™, ve spektru byly vidét i nékteré dal3i

jeho vinocty (viz spektrum 11 v ptiloze).

Poté jsem testovala, pii jaké konkrétni koncentraci v plazmé thiolakton uvidim. Proto
jsem ptipravila vzorky plazmy s obsahy homocystein thiolaktonu 100 a 500 pmol.I* a 1, 50
2100 mmol.I"t. Tyto vzorky jsem postupné nanasela na ATR krystal a méfila jsem spektra
PO jejich zaschnuti. Ve spektrech s koncentracemi 100 a 500 umol.I'* a 1 a 50 mmol.I*t nebyl
vlnocet charakteristicky pro homocystein thiolakton viibec vidét, ovSem pii méfeni spektra

s koncentraci thiolaktonu 100 mmol.l", jsem zjistila, Ze je tato koncentrace pro jeho diikaz
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Vv plazmé moc velka. Proto jsem pfipravila také plazmu s koncentraci homocystein thiolaktonu
75 mmol.I"t a proméfila jsem také ji. I tato koncentrace byla pfili§ vysoka, jak je vidét

ve spektru 12.

To znamena, 7¢ pokud ma byt homocystein thiolakton v IC spektru vidét, musi byt

jeho koncentrace v rozmezi 50 — 75 mmol.I™%.

4.2 Opakovani pokusu z ¢lanku Analysis of plasma homocysteine levels

among patients with chronic renal failure - A spectroscopic approach

Tento pokus jsem opakovala z toho divodu, abych vidéla, jak vypadaji vzorky plazmy
pfi pouziti infraCervené spektroskopie a zda je ve spektru vidét néktery z vinocth
homocysteinu. Spektra, kterd jsem nameéfila technikou ATR, byla pékné citelna a obsahovala

pouze par absorp¢nich pasu.

Vsechny tyto pasy, které autofi ¢lanku ve spektrech zjistili (Tab. XIV), a s nimiz
se mnou naméfené pasy az na mensi rozdily ve vlnoctech shodovaly, vSak pfisoudili pouze

homocysteinu.

Tento zavér ovSem neni spravny, jelikoZ v plazmé neni obsaZen pouze homocystein,
ale jsou v ni pfitomny také dalsi aminokyseliny a jiné latky, naptiklad sacharidy, které v této

oblasti také absorbuji IC zafeni a které tim padem k témto pastim také prispély.

V ¢lanku dale autofi uvadéli, ze Siroky pas u vIno¢td 3300 — 2300 cm * (v mém
piipadé 3650 — 2750 cm™) prislusel symetrickym a antisymetrickym valenénim vibracim
aminoskupiny NH2, coz dle mého nazoru neni pravda, jelikoz pijde o absorpcni pas
vodikovych vazeb hydroxylovych OH — skupin kyselych aminokyselin i dalSich latek, které

tyto skupiny obsahuji (napf. jiZ zminéné cukry).

Ve spektru 13 jsem porovnavala spektrum plazmy se spektrem homocysteinu
i homocystein thiolaktonu. Jde v ném vidét, Ze plazma vykazuje vySsi absorbanci nez Cisté

standardy a ze zadny z jejich vlnoc¢tii nemiizeme ptisoudit pouze homocysteinu.
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Tabulka XIV: Vinocty, které namerili autori ¢lanku uverejnéného v casopise Asian Journal

of Chemistry a hodnoty vinocti, které jsem namérila pri opakovani jejich pokusu

Vibrace VInoéty z ¢lanku [em™] Naméiené vinoéty [em™]

Symetrické a 3300 - 2300 3650 - 2750
antisymetrické valen¢ni
vibrace vazby N-H

Valen¢ni vibrace vazby N- 3295 3282,56
H
Symetrické a 2996 - 2819 2930,48

antisymetrické valen¢ni
vibrace skupiny CH2

Asymetricka deformaéni 2930 2930,31
vibrace skupiny CH2
Valen¢ni vibrace skupiny 1656 1640,80
C=0
Deformacéni vibrace 1542 1538,78
skupiny NH2
Valen¢ni vibrace skupiny 1480 - 1360 1396,50
COO-
Asymetricka valen¢ni 1456 1453
vibrace skupiny CH2
Vibrace vazby C-S 710 - 570 652,15
Vibrace disulfidické vazby 540 - 500 -
S-S

Vibraci disulfidického mitstku jsem ve svych spektrech nevidéla ze dvou divodu.
Jednak jsem spektra snimala pouze v rozsahu vInoétit 4000 - 600 cm™, takZe vInoéty mimo

toto rozmezi jsem nevidéla, a jednak jsem méla redukovanou plazmu, v niZ byt ani nemohly.
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4.3 l1zolace methionyl, leucyl a isoleucyl - tRNA synthetasy z pekai'ského

drozdi a nasledna syntéza homocystein thiolaktonu vyizolavanymi enzymy

Moje puvodni mysSlenka byla pievést homocystein na homocystein thiolakton pro
stanoveni infracervenou spektrometrii i€¢inkem enzymii tRNA synthetas. Thiolakton by mél
vznikat u¢inkem methionyl-tRNA synthetasy (v soucasné literatufe se uvadi, Ze jeho vznik
mohou katalyzovat také dalsi dvé tRNA synthetasy — isoleucyl-tRNA synthetasa

a leucyl-tRNA synthetasa) ve dvoukrokové reakci, ktera je uvedana nize (Obr.14).

Homocystein + ATP + MetRS — MetRSeHcy-AMP + PP;

NH, NH,
O
—_—
( - AMP —0
AMP
SH S
Obrazek 14:Syntéza homocystein thiolaktonu enzymem methionyl-tRNA synthetasou (MetRS)

Problémem bylo to, Ze se tento enzym neda nikde koupit, tudiZ jsem se jej pokusila
izolovat z pekaiského drozdi (kvasinky Saccharomyces cerevisiae) a poté jej pouzit

na preménu homocysteinu na jeho thiolakton.

V literatufe jsem nasla obecny postup izolace a extrakce enzymu, ktery jsem nasledné
upravovala snavodem na izolaci nékterych konkrétnich enzymii v navodech z VSCHT

uvetfejnénych na internetu.

Veskeré¢ kroky jsem provadéla pii teplot¢ okolo 0 °C, aby zlstala zachovana
biologickéd aktivita enzymui. Tuto teplotu jsem nemohla udrzet jedin€ tehdy, kdyz jsem
provadéla centrifugaci extraktu z kvasinek, jelikoz jsem neméla k dispozici chlazenou
centrifugu, navic centrifuga neméla dostate¢ny pocet otacek, tudiz jsem extrakt musela

centrifugovat déle, a tak se zahtival delsi dobu.

89



Toto bylo pravdépodobné pfic¢inou toho, Ze tento postup nefungoval — enzymy nebyly
biologicky aktivni. Dalsi pti¢inou mohlo byt to, Ze jsem do reakéni smési dala malé mnozstvi
ATP nebo malé mnozstvi enzymi, které byly obsazeny v extraktu spolecn¢ s dalSimi proteiny
uvolnénymi z bun¢k. Také jsem mohla zvolit teplotu, kterd neni pro ¢innost kvasinek idealni

nebo mohlo jit o kombinaci vSech téchto faktort.

Hcy SA1 SA2 SA3  EX1 EX2 EX3 HTL

Obrazek 15: Fotografie HPTLC desticky s vyvinutym chromatogramem po syntéze tRNA
synthetasami vyizolovanymi z pekarského drozdi (fotografie byla upravena a zmensena
Vv programu Malovani stejné jako vsechny ostatni), homocystein a homocystein thiolakton jsou

standardy s koncentraci 500 umol.I'*

Zkratky: SA1 — SA3 — extrakt, vnemz byly enzymy a dalsi proteiny vysoleny siranem
amonnym (nejmensi koncentrace Hcy a enzymii byla ve vialce oznacené SAI, nejvetsi
ve vialce SA3); EX1 — EX3 — lyofilizovany extrakt (nejmensi koncentrace Hcy a enzymii byla

opét ve vialce oznacené EXI, nejveétsi ve vialce EX3)

Kazdopadné po naneseni inkubovanych vzorkd spolu se standardy homocysteinu
a homocystein thiolaktonu na tenkou vrstvu a vyvinuti chromatogramu (Obr. 15) na ném
nebyl zadny thiolakton, pouze homocystein a dalsi proteiny, které byly v extraktech obsazeny

a na tenké vrstvé se rozdélily.

Pokud by pifi této syntéze n¢jaky homocystein thiolakton vznikal, byl by

na chromatogramu vidét alesponl naznak zlutého prouzku, ktery by byl trochu vy$ nez
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ruzovofialovy prouzek homocysteinu, jelikoz thiolakton mé na tenké vrstvé pifi pouziti této

mobilni faze mensi retenci.

4.4 Priprava homocystein thiokaktonu zahrivanim

4.4.1 Kalibra¢ni rada homocysteinu a homocystein thiolaktonu pro HPTLC

Kalibra¢ni fady téchto dvou latek jsem délala z toho divodu, abych vidéla, jakou
nejmensi koncentraci homocysteinu a homocystein thiolaktonu na tenké vrstvé uvidim.
Nanesla jsem na ni vzdy 20 pl roztok@ standardii, které mély koncentrace 10 a 1 mmol.1*
a500, 100 a 50 pmol.I"t. Po vyvinuti chromatogramu jsem zjistila, Ze nejmensi koncentrace,
ktera jde na tenké vrstvé vidét, je 100 pmol.I (i kdyZ na fotografiich to neni Gipln& patrné),
tudiZ nema smysl pfipravovat roztoky homocysteinu pro konverzi na thiolakton pod tuto

hodnotu.

Proto jsem pro pokusy s pfeménou homocysteinu na thiolakton ptipravovala roztoky
0 koncentracich Hey 500, 250 a 100 umol.1*,

10 1 0,5 0,1 0,05 10 1 0,5 0,1 0,05

Obrazek 16: Fotografie HPTLC desticky s vyvinutymi chromatogramy kalibracnich roztokii
homocysteinu a homocystein thiolaktonu — vievo je na tenké vrstvé nanesen homocystein

thiolakton, vpravo homocystein; koncentrace jednotlivych roztokii jsou v mmol.I
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4.4.2 Pokusy s dithiothreitolem

Dithiothreitol jsem zpocatku pouzivala jen v minimalnim mnoZzstvi, do reakéni smési
jsem pfidavala jen 1 pl roztoku DTT o koncentraci 1 mmoll?. K ¢&aste¢né preméné

homocysteinu na thiolakton toto mnozstvi stacilo, jak je vidét na obrazcich (Obr. 17 a 18).

Poté jsem zkousela do reakcéni smési pipetovat také vétsi objemy DTT, ale nevidéla
jsem zadnou zménu. At jsem pipetovala jakékoliv mnozstvi, skvrny homocysteinu
a homocystein thiolaktonu se na tenké vrstvé nezménily, vypadaly stale stejné velké (jejich

barevna intenzita zavisela na koncentraci roztoku homocysteinu) (Obr. 19).

Hey 1 2 3 4 5 6  HTL

Obrazek 17: Fotografie HPTLC desticky s vyvinutym chromatogramem s prvni uspésnou
konverzi homocysteinu na jeho thiolakton, homocystein a homocystein thiolakton jsou

standardy s koncentraci 500 umol.I™*

1 - 6 — disla vialek obsahujicich Hcy, 6 M HCI, 100 pM DTPA a 1 mM DTT

(Tab. VI v experimentalni casti)

Déle jsem zkousela, jak se bude meénit chromatogram, kdyZz budu pipetovat rtizné
objemy HCI. Zjistila jsem, ze uz pti 5 ul 6 M HCI se chromatogram za¢ind rozmyvat a pfi
10m pl 6 M HCI uz je toto rozmyti tak velké, Ze jde na tenké vrstveé vidét bila skvrna, ktera
pfipomind plapolajici plameny. To bylo pravdépodobné pfic¢inou toho, pro¢ mi na pocatku

nevysla ani jedna pfeména homocysteinu na jeho thiolakton — jednoduse jsem do reakéni
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smési pipetovala ptili§ velké objemy a chromatogramy byly pfili§ rozmyté, tudiz se vibec
nedaly vyhodnotit a pokud homocystein thiolakton pti nékteré syntéze vznikl, nevidéla jsem

jej.

Hy 1 2 3 4 5 GllligHy 7 8 9 10 11 12 HIL

Obrazekl18: Fotografie HPTLC desticky s vyvinutymi chromatogramy pro optimalizaci
objemu HCI, homocystein a homocystein thiolakton jsou standardy s koncentraci 500 umol.I*

—V Cerveném ramecku je oznacena uspésnd premena homocysteinu na thiolakton

1 - 6 — cisla vialek obsahujici roztok Hcy, 4 ul 6 M HCI, 100 pM DTPA a 1 mM DTT

(Tab. VII v experimentalni casti)

7 — 12 — disla vialek s odpipetovanymi roztoky Hcy, 3 a 5 ul 6 M HCI, 100 pM DTPA
almM DTT (Tab. VIl v experimentdlni casti)
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Obrazek 19: Fotografie HPTLC desticky s vyvinutymi chromatogramy pro optimalizaci
objemu DTT, homocystein a homocystein thiolakton jsou standardy s koncentraci 500 umol.I**

—V Cerveném ramecku je oznacena uspésnd premeéna homocysteinu na thiolakton

1 - 12 — cisla vialek s odpipetovanymi roztoky Hcy, 6 M HCI, 100 pM DTPA a 1 mM DTT

(Tab. IX v experimentdlni cdsti)

4.4.3 Pokusy s 2 — merkaptoethanolem

2 — merkaptoethanol jsem pouZila k pfeméné homocysteinu na homocystein thiolakton
az tehdy, kdyZ uz jsem védéla, za jakych podminek dochéazi ke konverzi pii pouziti DTT.
Jak je vidét z fotografie HPTLC desticky, da se pii konverzi homocysteinu na homocystein
thiolakton pouzit 1 2 — merkaptoethanol, 1 kdyZ je mnohem lepsi pouzit DTT, jelikoZ jeho

ucinkem je pfeména vetsi.

Navic pifi pouziti 2 — merkaptoethanolu doslo k pfeméné pouze pii objemu 1 pl
merkaptoethanolu. Na HPTLC desticce (Obr. 20) sice byla zluté¢ zbarvena skvrna také
Uobjemu 4 a 5 pl, ale vzhledem k tomu, Ze se trochu rozmyl standard thiolaktonu, tak jsem
nemohla urcit, zda §lo o pfeménény homocystein nebo pouze o rozmyty standard. Toto
rozmyti, které je patrné u vialky €. 6 obsahujici 10 pul HCI, bylo pravdépodobné zplisobeno
pfili§ vysokym obsahem HCI na desticce.
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Hey 1 2 3 4 5 6 HTL
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Obrazek 20: Fotografie HPTLC desticky s vyvinutym chromatogramem po konverzi
homocysteinu na thiolakton za pouziti 2 — merkaptoethanolu misto DTT, homocystein

a homocystein thiolakton jsou standardy s koncentraci 500 umol.I*

1 — 6 — cisla vialek obsahujicich Hcy, 6 M HCI, 100 pM DTPA a 1 mM 2 - merkaptoethanol

(Tab. X v experimentalni casti)

4.4.4 Pokusy s plazmou

Vzhledem k tomu, Ze na tenké vrstvé je vidét nejmensi koncentrace homocysteinu
kolem 100 umol.I'* a ve vSech vzorcich plazmy, které jsem méla k dispozici, byl jeho obsah
niz8i, musela jsem plazmu o homocystein obohatit. To jsem provedla tak, Ze jsem navazila
0,2 mg homocysteinu, odpipetovala jsem knému 3 ml plazmy a pfipravila jsem plazmu
s koncentraci 500 pmol.l’ pfidaného homocysteinu. Redénim tohoto zasobniho roztoku
plazmy jsem ptipravila rovnéz roztoky plazmy s koncentracemi piidaného homocysteinu

250 a 100 umol.I"! a nechala jsem je inkubovat.

Po vyjmuti vzorkid z termostatu jsem zjistila, Ze z n¢jakého divodu doslo k denaturaci
latek z plazmy (pfi€inou bylo pravdépodobné nizké pH 6 M HCI), jelikoZ plazma zgelovatéla
a Spatn¢ se nanasela na HPTLC desti¢ku i poté, co jsem se ji pokusila nafedit vodou. Gel
se nevytvofil pouze ve vialkach, které obsahovaly plazmu s nejniz§im obsahem
homocysteinu. Pravé u téchto 3 vzorka (vialky ¢. 7 — 9) doSlo k pfeméné homocysteinu

na homocystein thiolakton, coz bohuzel neni na obrazku (Obr. 21) dobie vidét.
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Obrdazek 21: Fotografie HPTLC desticky s vyvinutym chromatogramem po inkubaci plazmy
S roztoky, které se osvedcily pri preméndch standardu homocysteinu, homocystein
a homocystein thiolakton jsou standardy s koncentraci 500 umol.I* — v cerveném rdamecku

je oznacena uspésna preména homocysteinu na thiolakton

1 - 12 — cisla vialek s odpipetovanymi plazmy obohacenymi Hcy, 6 M HCI, 100 pM DTPA

a 1 mMDTT almM 2 — merkaptoethanol (Tab. XI v experimentdlni édasti)

Dalsi pokus uz jsem provadéla splazmou snizsi koncentraci homocysteinu —
100 a 150 umol.I"}, aby opét nedoslo k vytvoreni gelu. Navic jsem misto DTT pouzila EDTA
v milimolarni koncentraci, abych zjistila, zda je pfi pouZiti v plazmé& leps$i, kdyz uZ ji autofi
patentu pouzivali. U pokusti s EDTA byla konverze na thiolakton vétsi, nez pti pouziti DTT,

jak je vidét na Obr. 22. Proto je vhodnéjsi pii praci s plazmou pouzivat EDTA misto DTT.

Nejvétsi preména byla ve vialkach €. 1, 4 a 6 — koncentrace plazmy s Hcy a objemy

¢inidel jsou uvedeny v Tab. XII v experimentalni ¢asti.
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Hey 1 2 3 4 5 6 HTL

Obrazek 22: Fotografie HPTLC desticky s vyvinutym chromatogramem po inkubaci plazmy
S reakcni smési, vniz byl vnékterych pripadech DTT zaménén za EDTA, homocystein
a homocystein thiolakton jsou standardy s koncentraci 500 umol.I't) — v ¢erveném ramecku je

opét oznacena uspésna premena homocysteinu na thiolakton

1 - 6 — disla vialek obsahujicich plazmu obohacenou Hcy, 6 M HCI, 100 pM DTPA,
1 mM EDTA a1l mM DTT (Tab. XIl v experimentdlni casti)

4.5 Syntéza homocystein thiolaktonu za ucasti platiny jako

katalyzatoru

Tato syntéza byla popsana uz na pocatku 30. let 20. stoleti pifimo objevitelem
homocysteinu i jeho thiolaktonu — Vincentem du Vigneaudem. Ja jsem ji musela trochu
upravit, jelikoz jsem nemeéla tolik standardu a také proto, Ze jsem pro své pokusy
nepotiebovala Cisty, vykrystalizovany homocystein thiolakton hydrochlorid, jehoz syntézu

nalezeny navod popisoval.

Pro moji potiebu byl tento postup nevyhovujici z toho diivodu, Ze na chromatogramu
nebylo vidét nic jiného, nez barevné rozmyté skvrny. Nebyl tam vidét ani standard
homocysteinu, ktery jsem se chtéla pokusit pievést na jeho thiolakton, ani ptipadny

thiolakton, pokud touto cestou vznikl.
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Hey 1 2 3 4 HTL

Obrazek 23: Fotografie HPTLC desticky s vyvinutym chromatogramem, ke zviditelnéni
aminokyselin byl pouzit ninhydrin, homocystein a homocystein thiolakton jsou standardy

rozpustené v 1 ml destilované vody

1 - 4 — cisla vialek obsahujicich Hcy, 6 M HCI, cin a katalyzatory obsahujici platinu

(Tab. X1 v experimentalni casti)

Diky rozmytym skvrnam nesel chromatogram vyhodnotit (Obr. 23). Toto rozmyti
mohlo byt zptisobeno tim, Ze byl v reakéni smési ptilis velky obsah platiny, nebo tim, ze jsem
homocystein rozpoustéla ve 100 ul 6 M HCI, coz je na tenkou vrstvu moc velky objem
kyseliny, vzhledem k tomu, Ze se na ni nepatrné rozmyvaly i vzorky obsahujici 5 ul této
kyseliny nafedéné vodou. Rozmyti zpiisobené touto kyselinou uz bylo dobie viditelné

pti objemu 10 pul 6 M HCI.

4.6 Vyhodnocovani a interpretace infracervenych spekter v NIR

4.6.1 Spektra standardi

V oblasti NIR jsem proméfovala spektra standardi homocysteinu, homocystein
thiolaktonu, cysteinu a methioninu. VSechny standardy jsem rozpustila v destilované vodé

afedénim jsem pfipravila kalibracni fady, které jsem nésledné promeéfila. VSechna spektra

vrwe
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vodou, kterd vtéto oblasti absorbuje a vzhledem ktomu, Ze koncentrace roztoku

aminokyselin byly v rozsahu pmol.I"* — mmol.I"%, byla navic v nadbytku.

Z tohoto divodu jsem od sebe odecetla spektra standardi o koncentracich rozpusténé
latky 1 mmol.I"! a vody (viz spektra 14 - 17), abych zjistila, jak vypadaji spektra &istych latek
v NIR. Tato spektra uz jsem oznacila vlnocty pomoci tlacitka Find peaks a vyhodnotila jsem

je.

Signaly aminokyselin jsou ovSem velmi slabé a zména absorbance je mald. Navic
po odecteni nejsou vinocCty u ptislusnych absorpénich pési podobné, jak jde vidét ve spektru
18, kde jsou dvé odectena spektra homocystein thiolaktonu v plazmé o riznych koncentracich
a vinocty jsou odlisné — vzhledem k tomu, Ze jde o jednu latku, bych o¢ekavala, ze budou
rozdily mezi vinocty malé a Ze si spektra budou podobna. To je pravdépodobné zapftiinéno

tim, Ze je IC na tak malé koncentrace malo citliva metoda.

Ve spektrech se nedaly urcit ani vinocty jednotlivych absorp¢nich pasi, jelikoz viibec
neodpovidaly vinoctim ptisluSnych skupin uvedenych v tabulkach spekter. Pfi¢inou tohoto je

pravdépodobné nedostateéna citlivost IC spektrometru.

4.6.2 Spektra plazmy

V NIR jsem proméfovala spektra 2 vzorkll plazmy s pfidavkem homocystein
thiolaktonu, které jsem pfipravila nafedénim zéasobniho roztoku plazmy o koncentraci
thiolaktonu 500 pmol.ll. Ten jsem tam piiddvala proto, abych jej mohla v plazmé

kvantifikovat po jeho syntéze z homocysteinu, ktery je v lidské plazmé obsazen.

Spektra jednotlivych vzorkl jsem ziskala jejich odectenim od vody, porovnavala jsem
je nejen mezi sebou navzajem, ale také se spektrem standardu homocystein thiolaktonu

(viz spektrum 18 v piiloze). Jak je ve spektru vidét, jde opét hlavné o spektrum vody.
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4.7 Kvantifikace homocystein thiolaktonu v programu TQ Analyst

Kvantifikace pomoci infracervené spektroskopie v programu TQ Analyst neni mozna,
jak je vidét z tabulek (Tab. XV a XVI). Program vypocital nékolikanasobné vyssi koncentrace
homocystein thiolaktonu jak ve vzorcich standardu rozpusténého ve vodé, tak v nafedénych

vzorcich plazmy.

Tabulka XV: Roztoky homocystein thiolaktonu promérené v NIR a kvantifikované programem
TQ Analyst

Koncentrace dle TQ
-1
Vzorek Koncentrace [pmol.1"] Analystu [pmoLI"]
1 80 367,01
2 300 1082,64

Tabulka XVI: Vzorky plazmy obohacené o homocystein thiolaktonpromerené v NIR

a kvantifikované programem TQ Analyst

Koncentrace dle TQ
-1
Plazma Koncentrace [pmol.I] Analystu [pmol.l"}]
1 60 3300,05
5 100 4795,11

Z tabulky je patrné, Ze tato technika je pro méfeni a néslednou kvantifikaci vzorki
o0 takto nizkych koncentracich nevhodna. Jednak na tyto koncentrace neni dostatecné citliva,
jednak pfi méfeni vadi to, Ze jak voda, tak plazma v oblasti NIR siln& absorbuji IC zéafeni,
tudiz jsou vysledna spektra spiSe spektra vody a ne spektra vzorkl, coz je patrné
I na namétenych spektrech standardd i plazmy. Spektra se od sebe pfilis nelisi i pies to,

ze vzorky standard 1 plazmy maji rizné koncentrace.

100




5. Zavér

Infracervend spektroskopie neni vhodna metoda pro stanoveni homocysteinu v lidské
plazm¢ z nékolika diivodl, jak jsem zjistila z méfeni a pokusl, které jsem v radmci své

diplomov¢ prace provedla.

Jednim z téchto divoda je jeji nizka citlivost. Homocystein je v plazmé obsazen
v mikromolarni koncentraci a homocystein thiolakton dokonce v pikomolarni koncentraci.
Samotny plazmaticky homocystein v IC neni vidét vibec, homocystein thiolakton v ni sice
lze vidét, ve stiedni oblasti jej lze prokazat diky vlnoétu s hodnotou kolem 1995 cm?,
ale k tomu by jeho koncentrace musela byt v rozmezi 50 - 75 mmol.I* — tedy o 3 fady vétsi,

nez je koncentrace homocysteinu v plazmé.

Dal$im problémem je pfevedeni homocysteinu na homocystein thiolakton a také jeho
naslednd kvantifikace v blizké infracervené oblasti. Ackoliv jsem se snazila o co nejvétsi
pfeménu homocysteinu na jeho thiolakton, nikdy jsem neméla 100 % konverzi. Na tenké
vrstvé se sice nedala provést kvantifikace, ale dle mého nazoru probchla pireména

homocysteinu na thiolakton asi z 50 %.

Problematicka byla také kvantifikace v NIR vzhledem Kk tomu, Ze voda, ktera je
zékladem plazmy, v této oblasti siln¢ absorbuje. I po jejim odecteni od vysledného spektra

byly signdly aminokyselin velmi slabé.

Pti stanoveni v NIR vadilo také Zluté zbarveni plazmy, které stanoveni rusilo.
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7. Seznam pouzitych zkratek

ABD-F
AMP
ATP
ATR
CBS
CE
CE-LIF
CLIA
Cys
DNA
DP
DRIFT, DRIFTS
DTPA
DTT
ED
EDTA
EIA
FIR
FPIA
FT-IR
GC
GNMT

Hcy

4-aminosulfonyl-7-fluoro-2,1,3-benzoxadiazol
Adenosinmonofosfat

Adenosintrifosfat

Metoda zeslabené uplné reflexe
Cystathonin-B-synthasa (EC 4.2.1.22)

Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza s laserové indukovanou fluorescenci

Chemiluminiscenéni imunoanalyza
Cystein

Deoxyribonukleova kyselina
D-penicilamin

Metoda difiizni reflexe
Diethylentriaminpentaoctova kyselina
Dithiothreitol

Elektrochemicka detekce
Ethylendiamintetraoctova Kyselina
Enzymova imunoanalyza

Vzdalena infracervena oblast
Imunoanalyza s polarizovanou fluorescenci
Infracerveny spektrometr s Fourierovou transformaci
Plynova chromatografie
Glycin-N-methyltransferasa (EC 2.1.1.20)

Homocystein
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HILIC Hydrofilni interak¢ni chromatografie

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie
HPTLC Vysokoucinna tenkovrstva chromatografie
HTL Homocystein thiolakton

ICL Chemiluminiscen¢ni imunoanalyza

IC Infracerveny (&)

KRS-5 Krystal z jodidu a bromidu thallného

LDL Lipoprotein s nizkou hustotou

L-DOPA L-dopamin

mBrB Monobromobiman

Met Methionin

MIR Stfedni infracervend oblast

MS Hmotnostni spektrometrie

MS Methioninsynthasa (EC 2.1.1.13)

MTHFR Methylentetrahydrofolatreduktasa (EC 1.5.1.20)
NIR Blizké infracervena oblast

OPA o-ftalaldehyd

PCA Analyza hlavnich komponent

PCR Metoda regrese hlavnich komponent

PLP Pyridoxal-5°-fosfat

PLS Metoda nejmensich ¢tvercii

PPi Anorganicky fosfat

RNA Ribonukleova kyselina

SAH S-adenosylhomocystein

SAM S-adenosylmethionin

SBD-F 7-fluorobenzo-2-oxa-1,3-diazol-4-sulfonat amonny
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TCA
TCEP
TGS
THF

uv

Trichloroctova kyselina
tris-(2-karboxyethyl)-fosfin
Triglycinsulfatovy pyroelektricky detektor
Tetrahydrofolat

Ultrafialovy (4)
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Spektrum 1: Homocystein, KBr tableta (autogain (2), opticka rychlost 0,4747)
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Spektrum 2: Homocystein thiolakton, KBr tableta (autogain (2), opticka rychlost 0,4747)
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Spektrum 3: Methionin, KBr tableta (autogain (2), opticka rychlost 0,4747)
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Spektrum 4: Cystein, KBr tableta (autogain (2), opticka rychlost 0,4747)
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Spektrum 5: Porovndni smésné KBr tablety homocysteinu a homocystein thiolaktonu (Cervend
krivka) se spektry homocysteinu (tmavé modrad krivka) a homocystein thiolaktonu (svétle
modra kiivka), vinocty 1995,06 a 1992,71 cm™ patii HTL
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Spektrum 6: Porovndni vSech standardii — methionin (Cervend kiivka), homocystein (tmavé
modra kiivka), homocystein thiolakton (svétle modra krivka) a cystein (zelend krivka), vinocet
1992,71 Cm'lpatfl' HTL
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Spektrum 7: Porovndni standardit homocystein thiolaktonu (svétle modra krivka) a cysteinu
(Cervend kiivka), vinocet 1992,71 cm™ patii HTL, zatimco vinocet 1962,26 cm™ prislusi Cys
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Spektrum 8: Smésnd KBr tableta homocysteinu a homocystein thiolaktonu (autogain (2),
opticka rychlost 0,4747), vinocet 1992,71 cm™ prislusi HTL
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Spektrum 9: Srovnani smésné KBr tablety homocysteinu, homocystein thiolaktonu,
methioninu a cysteinu (zelend krivka) se spektrem homocystein thiolaktonu (Cervenad krivka),
vinocty 1995,06 cm™ prislusi HTL
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Spektrum 10: Sledovani zmény IC spektra béhem zasychani plazmy na ATR krystalu —

po naneseni (fialova krivka), po 10 minutach (zelena kiivka), po 40 minutdach (tmavé modra
krivka) a po 1 hodiné (cervena krivka) od naneseni
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Spektrum 11: Porovnani spekter postupnych pridavkii homocystein thiolaktonu do plazmy
(1. pridavek — ruzova krivka, 2. pridavek — fialova krivka, 3. pridavek — svétle zelend krivka,
4. pridavek — svétle modra krivka, 5. pridavek — tmaveé zelena krivka) se spektrem standardu
homocystein thiolaktonu (¢ervend kiivka), vinocty 1995,06 cm™ prislusi HTL
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Spektrum 12: Pridavky homocystein thiolaktonu do plazmy — plazma s obsahem 100 uM HTL
(tmave zelena kirivka), 500 uM HTL (Cervena krivka), 1 mM HTL (tmavé modra kiivka),
50 mM HTL (fialova kiivka) a 75 mM HTL (svétle modra kiivka)
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Spektrum 13: Porovndni spekter plazmy (modrda kiivka) se spektry homocysteinu (Cervena

kiivka) a homocystein thiolaktonu (fialova kiivka) — vinocet 1995,06 cm™ patii HTL, plazma
V této oblasti neabsorbuje
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Spektrum 14: Spektrum homocysteinu v NIR (ziskdno odectenim spekter 1 mM roztoku Hcy
a destilované vody)
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Spektrum 15: Spektrum homocystein thiolaktonu v NIR (ziskano odectenim spekter 1 mM
roztoku HTL a destilované vody)
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Spektrum 16: Spektrum cysteinu v NIR (ziskano odectenim spekter 1 mM roztoku Cys
a destilované vody)
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Spektrum 17: Spektrum methioninu v NIR (ziskdno odectenim spekter 1 mM roztoku Met
a destilované vody)
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Spektrum 18: Spektrum homocystein thiolaktonu ve vzorcich plazmy v NIR porovnané
se spektrem standardu HTL namerenym v NIR
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