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ABSTRAKT

Chromatographic methods for determination of stable isotope-traed metabolites

and their application in clinical research

In medical diagnostics substances labelled with radioactivstatnle isotope
tracers are used. At present stable isotope-traced selstfét or ?H are most
commonly used for metabolism evaluation in pathologic situationsodem approach
is a combination of microdialysis method and an applicatistadfie isotopes.

In this study analytic methods for the determination of glucoselatdte in
microdialysate are described. Due to used substances, labetledstable isotope-
tracers, these substances were determined by the methodsafhgasiatography with
detection by mass spectrometry (GC-MS). The aim of the stadytlhe development,
determination of parameters, validation and optimalization diyananethods oriented
on measuring of isotope enrichment of molecules of chosen analytes

The isotope enrichment of glucose was determined after itsatiedtion by
hydroxylamine hydrochloride and acetanhydride. A derivate aldonitrilagenyl-D-
glucose was determined. The method described in the study is thk oés
optimalization of time and temperature of derivatization of @amof microdialysates
and chromatographic conditions. The obtained data were evaluatdtk tgoftware
Chemstation and statistics software SigmaStat. The pyacisas verified by the
method of standard addition and was stated as 1,48%, the pregasaetermined by
repeated measuring of a real sample — variation coefficiast2)51%. Parameters of
linear regression for concentrations 0,5 — 15 mmol/l were unigen gonditions with
regression coefficient @R0,9997 and the regression equation y = -0,0185 + 0,142x.

Glucose for determination by gass chromatography is usually teedaonly
by acetanhydride that however using capillary column CP-Sil 8SB(60 m x 0,32
mm) provides for interference in chromatographic recording — a dpealk of likely
formed anomers of pentacetyl-glucopyranose. For this reason meeassary to make

derivatization of aldehydic group of glucose first by hydroxylamin hydroaiéori he



result method shows suitable parameters for using in anabfsisiicrodialysate
samples.

Lactate was determined by derivatization by dimethoxypropane, promda
and further by heptafluorobutyranhydride by formation of derivate ddclin-n-
propylamidheptafluorobutyrate. Following parameters were detednineaccuracy
3,25%, precision 3,15%, parameters of linear regression for coattens wihtin 0,5 —
10 mmol/l were under given conditions R 0,999 and the regression equation y =
0,215 + 1,039x. This relatively complicated derivatization methodtakaesh over from
an associated workshop at the University of Lausanne and its gtaramwere
compared with a simpler method of derivatization by N-(butyl-dimesiiyl)-2,2,2-
trifluoro-N-methyl-acetamide. The formed derivate di(tertytdimethylsilyl) lactate
was determinated by the method GC-MS. The precision was 3,024raay 3,8%,
parameters of linear regressioff R 0,999, the regression equation y = -0,0809 +
0,792x.

The presented methods were used in the pilot study of microdialyseisufie
and hepar of rats in various metabolic situations. At pretenimethods are used in
clinical research on patients suffering from diabetes meliyjos | and have extended a
spectrum of methods applied by the laboratory of the Clinic ofoi@elogy and

Metabolism of the University Hospital of Hradec Kralové.
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UvoD

Vyznam sledovani metabolismu v patologickych situacich je neust@gedi
zajmu klinického vyzkumu a t¥d nedilnou sotést vSech obdr mediciny. VyuZiti
substral znaienych stabilnim isotopertfC je moderni fistup k hodnoceni aktivity
metabolickych cest. Tyto substraty maji Siroké moznosti pouktidasud nejsou v
praxi laboratornich vyS&ivacich metod zcela¢br¢ vyuzivany. V sotasné dob je
vyuzivana moovina se zné&enym izotopem uhlikd®C pro diagnostiku iftomnosti
Helicobacter pylori pomoci neinvazivniho dechoveého testu.

Stanoveni poZzadovaného analytize byt provadno celouradou analytickych
postum, které mohou mit iznou vypo¥dni hodnotu. Metody se vzdy posuzuji
z hlediska analytické spolehlivosti, ktera je dana jedndg&trpjovym vybavenim a
validaci dané analytické metody &azem na preanalytickodast laboratorniho
vySeteni. Bakal&ska prace se zabyva vyvojem, validaci a aplikaci aokfjgth metod,
které vyuZivajf-*Cs-glukosy a™*Cy-laktatu v mikrodialyze intersticia modelovych i
a pacieni v klinickém vyzkumu. Mikrodialyza je moderni metoda pouzivana
k hodnoceni tkéového metabolismu. Spiva v zavedeni tenké sondy tvaru jehly do
tkare (podkozi, sval, organ &eny Kk transplantaci), fgemz vigjSi séna sondy je
tvorena polopropustnou membranou. Uisondy protéka Ringéy roztok a do sho
pronikaji nizkomolekularni metabolity z vygetané tkaa (glukosa, laktat, pyruvat,
glycerol, atd.). Jejich koncentrace v mikrodialyzatuijenp unerna koncentraci v tkani
po vynasobeni dialyzai &innosti. V gipac uZziti stabilnich izotofp jsou metabolity
stanovovany po jejich chromatografické separaci metodou hmotnostniospette.
Aplikace £chto modernich metod umozniegrejSi sledovani tkéového metabolismu

pacient.

-17 -



1 SOUCASNY STAV DANE PROBLEMATIKY

1.1 Chromatografické metody

Chromatografické metody jsou vysocéinné separni metody, umaiujici
nejenom dleni velmi slozitych swsi, ale téz identifikaci a kvalitativni i kvantitativni

stanoveni jednotlivych latek.(2)

1.1.1 Rozdleni chromatografickych metod

Chromatografické metody se vzhledemikné moznosti klasifikaceét podle
n¢kolika hledisek:

» podle povahy &e, ktery gevlada pi separaci (rozélovaci, adsorgni, gelova,
afinitni, iontow-vyménna chromatografie)

» podle skupenstvi mobilni faze (kapalinova a plynova chromatografie)

» podle usptadani stacionarni faze (kolonova chromatografie a chromatografie
v ploSném usp@dani — papirova chromatografie a tenkovrstva chromatografie).
(16)

1.1.1.1 Kvalitativni vyhodnoceni chromatogramu

Pro identifikaci sloZek s#si rozdtlené chromatografii jsou vyznamna reten
data jako je retemi ¢as (k), neboli doba od na#tu po maximum daného elniho
piku, dale retetni objem (\k) nebo retetni index.

Vr=1.F, kde
F — je objemova rychlost toku mobilni faze

NejvyhodrgjSi postup identifikace slozky je porovnani reteich charakteristik
daného piku s Gdaji standardnich latek. Dale se uzivAd metoda dtéhdagidavku
nebo spektralnich technikiiRdentifikaci latek, u nichz neni k dispozici standard nebo

Udaje z literatury, se uziva zavislosti reteith dat v homologickyctadach.(14)

-12 -



1.1.1.2 Kvantitativni vyhodnoceni chromatogramu

Kvantitativni zastoupeni sloZzky ve &snje za witych podminek dano plochou
pod pikem dané sloZkyiiBtroje jsou vybaveny gitatem s vystupem do tiskarny, jenz
umoziuje automaticky zdznam retarich dat pro fesnou kvantifikaci analyzy. Dale se
obsah latky ve vzorku fiZe zjistit @i metodt vn¢jSiho standardu nebotipmetodt

vnittniho standardu. (14)

1.1.2 Plynovéa chromatografie

Hlavnimi vyhodami plynové chromatografie (GC) jsou jednoduchost, velmi
vysoka sepatmi (€innost a vysoka citlivost. Pokud mé& byt vzorek analyzovan metodou
plynové chromatografie, musi byt vSechny slozky vzorevedeny do plynného stavu
definovanym zfisobem. V praxi to znamena, Ze GC je vhodigevsim pro organické
latky s teplotou varu do 400 °C.

GC je ctlena dle pouzité stacionarni faze na plynovou agsdhromatografii,
kde jefidicim procesem adsorpce slozky z plynné faze na povrch tuhého adsorbe
(nap. aktivni uhli, silikagel) a na plynovou ragdvaci chromatografii, u které
distribuce slozky probiha mezi kapalnou stacionarni fazi a plynnou mhqgiidle
rozcélovaciho koeficientu jednotlivych latek. (2, 10, 34)

1.1.2.1 Instrumentace v plynové chromatografii
Mobilni faze

Mobilni faze v plynové chromatografii se ozog jako nosny plyn. Nosny plyn
transportuje slozky roztbvané smisi analytickou kolonou aiftom se sdm neastni
separaniho procesu. Jako nosné plyny se pouzivaji dusik, vodik, helium a argon.
Dulezité je, aby nosny plyn &hvysokoucistotu a nerél by obsahovat kyslik a 0.

Zdrojem nosného plynu je tlakova lahev. (34)

Injektor (davkovaci z#izeni)
Injektor je dokonale proplachovan nosnym plynem. Injektor fehaavira

septum, které je ze specialni pryZe odolné vysokym teplotémiofh v injektoru ma

-13 -



byt vySSi oproti tepl@ varu nejméd tekavé slozky vzorku. Pary vzorku jsou

transportovany doijpojené kolony. (34)

Analytické kolony
V plynow¢ chromatografii pouzivame dva typy kolon: napté a kapilarni.

= Napliové kolonytvoii trubice vyrobené ze skl& nerezové oceli, jsou
naplrtné granulovanym materialem, rfapabsorbentem nebo néem
pokrytym kapalnou stacionarni fazi.réfnelina o pkméru ¢astic 0,1 — 0,15
mm zde slouZi jako nasi

= Kapilarni kolonyjsou otevené kapilary, kde vrihi seény kapilary zastavaji

funkci noste. Vnitini seény kapilary jsou pokryty kapalnou stacionarni fazi.
Kolony se zhotovuji z tavenéhdeimene, kde povrch potazeny vrgkou
polyamidu dava kolahpruznost. Existujittzné typy &chto kolon. (15)
WCOT(wall coated open tubular) je kolona s tenkym filmem stacionamei, ktery
je piimo nanesen na viiti sén¢ kolony. Tlou$ka seény i vnitini piimér se pohybuji
ve stovkach pm.
SCOT (support coated open tubular) na dbge zakotvena kapalina. Ndsije
zachyceny na vribich sénach kapilary. Tlouka naplg je 1-5 pm.
PLOT (porous layer open tubular) je kolona, kde se naininisgné kapilary
nachazi porovita vrtsva o tloice kolem 10 um i&Si. (15)
Stacionarni faze se voli podle charakteru vzorku a podle rozsdbtivam. Udava
se, Ze zvolena stacionarni faze ma byt podobného typu jako stanovovank. vzore

Pouzivané faze jsou na bazi polysiloxanu. (15, 34)

Detektory
Ukolem detektoru je, abyfpprichodu samotného nosného plynutiapgpiichodu

nosného plynu obsahujici eluovanou slozku poskytl rozdilné signaly. Od detsktor
vyZaduje rychla odezva, stabilita zakladniho signélu a vysitikéost. (12, 34)
» Plamenovy ioniz&ni detektor (FID)

vvvvvv

chromatografii. Jeho podstatnaddst tvd@i horak. K ionizaci dochazi v miniaturnim
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plamenu. Do nosného plynu, vychazejiciho z kolony, je v detektibdavan vodik
hotici pri zapaleni nesvitivym plamenem. lonty, radikély a elektrongrékse vytvid
spalenim slozek vychazejicich z kolony s nosnym plynem, umoirtiqut elektrického
proudu mezi elektrodami, na které je vloZzeno stabilizované stefmoérmapti.
Jednotlivé konstrutni typy FID se od sebe liSi zejména tvarem a umiist elektrod,
které se umidji nag. jako dw destéky rovnol®zné s plamenem nebo jednou
z elektrod je elektricky odizolovana kovova tryskadia. V redukni zoré plamene
dochéazi ke krakovani a hydrogenaci uhlikatych latek za igtwoadikah CH3-, které
dalSi reakci s kyslikem produkuji ionty schopriénosu elektrického proudu. Pouze
hydrogenovatelny uhlik je v podminkadch FID ionizovan, proto neni veligdstzvy
ameérna patu vSech uhlikovych atoim ale pd@tu tzv. efektivnich uhlikovych atoim
(10, 12, 34)

DalSi detektory uzivané v GC:

=  Detektor elektronového zachytu

= Tepel® vodivostni detektor

=  Plamenovy fotometricky detektor

=  Hmotnostni spektrometr

1.2 Hmotnostni spektrometrie

1.2.1 Princip metody

Hmotnostni spektrometrie (MS)rgvadi molekuly vzorku na ionty a ty pak
separuje podle hodnoty poilihmotnosti a naboje (m/z). Zakladnimi kroky jsou:
1) ionizace
2) akcelerace iontu do hmotnostniho analyzéatoru
3) separace iontu hmotnostnim filtrem
4) detekce iontu
Tato metoda ma, ip vhodné interpretaci vysledk méreni, velmi dobrou

vypovidajici schopnost o strukeu stanovovanych latek. Spojeni hmotnostniho
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spektrometru se sep&rdmi metodami umaiuje provadt identifikaci komponent

vzorku ve sloZité matrici a vyrazrevySuje selektivitu. (16, 30)

1.2.2 Instrumentace

K prevedeni analyzované latky do ionizovaného stavu slouzi iontovy zdtoj. Ja
disperzni prvek slouzi hmotnostni analyzéator a um@rozalit v prostoru nebaase
smés ionfi o riznych m/z. Na detektor swovany proud iont po pfichodu
hmotnostnim analyzatorem poskytuje analogovy signal, ktery jérnympaitu
dopadajicich iorit Signal je po digitalizaci ipveden do pétace a programovym
vybavenim zpracovan do formy hmotnostnich spekter. Krsimru dat v realnéntase
a jejich zpracovani zajifje paitac dalSitidici a kontrolni funkce souvisejici s chodem
pristroje. (30)

Hmotnostni spektrometr pracuje za velmi nizkychitlaklavni sodasti zéizeni
je i vykonny, nejasgji dvoustugovy vakuovycéerpaci systém, ktery umidje drzet
nizky tlak za vSech provoznich podminek. Déle je¢8sti vhodny vstup umadajici
pievedeni vzorku analyzované latky Zjdiho prostedi do prostoru iontového zdroje.
Pri kombinaci hmotnostniho spektrometru s plynovym chromatografem (GCevi®)
prostoru iontového zdroje fipadkna mobilni faze spolu s latkami vystupujicimi
z chromatografické kolony ki piimo nebo pes vhodné rozhrani, které snizuje podil

mobilni faze. (30)

1.2.2.1 lontovy zdroj

Hmotnostni spektrometrie poskytuje veSkeré, informace tykajiposeecastic
nesoucich naboj. Naprosto nezbytnyniedpokladem analyzy je tedy ionizace
analyzované latky.

lonizadni techniky se podle mnoZstvi dodané energierd tzv. ngkké a tvrdé

= Mckké — energeticky febytek dodany molekule je maly a prapddobnost
fragmentace nizka.
» Tvrdé — nadbytek vnini energie postaje k rozsahlejsSi fragmentaci primérn

vzniklého iontu.
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Nej¢astjSi techniky ionizace jsou v plynné fazi, kde analyzovana latka |

predem odpgena do vakua aitkZitym predpokladem je jeji dostatea tkavost. (30)

Zpiisob ionizace molekul

» Elektronova ionizace (electron ionization, El)

El je pikladem tvrdé ionizéni techniky v plynné fazi. Jde o népmjSi a
nejlépe propracovany #pob ionizace, &n¢ pouzivany u kombinace GC-MS.
Energetickym procesem vedoucim k tworiontd je interakce molekul analyzované
latky M s proudem urychlenych elektrianF¥i této interakci niZze dojit k nasledujicim
dgjam:

M+e-—-M"+2¢
= elektron ovlivni elektromagnetické pole molekuly za u¥ninvalergniho elektronu
za vzniku molekularniho iontu W €

Pro zdroj elektrofi se pouziva elektricky Zhavené rheniové nebo wolframové
vldkno (katoda). MnozZstvi emitovanych elekiktoarcuje velikost Zhaviciho proudu.
Proud elektrofh je sn&éfovan smérem k anod. Potencialovy proud mezi Zhavenou
katodou a anodou &wje energii elektronu, firhéazejicich do kontaktu s ionizovanou
latkou. Za standard se povazuje energie 70eV. Vzniklé ionty jsmizainiho prostoru
vytlatcovany elektrostatickym repelery udrzovanymi na vhodném potenciabudP
ionta je dale urychlovan a sfrovan z iontoveho zdroje soustavou akceleteh a
fokusanich elektrod. (30)

DalSi zpisoby ionizace jsou:
» Chemicka ionizace

= |onizace polem
= |onizace laserem za’@sti matrice

= |oniza’ni techniky za atmosférického tlaku

1.2.2.2 Hmotnostni analyzatory

UZivaji se k rozéleni ionti produkovanych v iontovém zdroji podle jejich m/z
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= Kvadrupoélovy analyzator (Quadrupole, Q)

Tvori ho étyri tycové elektrody. Na dprotilehlé elektrody je vioZeno kladné
stejnosmirné nagti, na ostatni dvelektrody zaporné stejnogmé nagti. Na vSechny
elektrody je je&t sowasré superponovano vysokofrekuar stidavé napti. Velikost
téchto nagti se néni v zavislosti n&ase, picemz jejich ponir zastava stejny.

lont, ktery je peveden do #&du osy kvadrupdlu a vlivem vioZzenych wap
zatne oscilovat. V ten okamzik jsou oscilace stabilni pouze pro ioritewhodnotou
m/z, ktery se po fichodu kvadrupdlu dostane na detektor. VSechny ostatni ionty jsou
zachyceny na tjch kvadrupolu. Za ditych podminek projdou kvadrupdlem pouze
ionty o ukitém m/z. Za@izeni se chova jako hmotnostni filtr nastaveny nétaur
hodnotu m/z iontu. (15, 16, 21)

Dalsi analyzatory:

» |ontova past
= Priletovy analyzator

=  Magneticky hmotnostni analyzator

1.2.2.3 Detektory ioni

D¢leny do dvou kategorii:

1) Detektory pro pima neieni, které detekuji elektricky proud vznikajidirpym
dopadem iorii.

2) Nasobtové detektory, které vyuZivaji efekt nasobeni elektromniklych po
dopadu ioni, poskytuji ngfitelné signaly pro jednotlivé ionty.

= Faradayova klec

Jednoduchy detektor ti@n konverzni elektrodou miskovitého tvaru.
= Elektronovy nasobi

lonty dopadajici na povrch elektrody z ni vyrazi elektrony, kteo& jdale
zesileny systémem dynod. (16)
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1.2.3 Hmotnostni spektrum

Je to zaznam iofit vzniklych z analyzované sléeniny uspsadany podle
vzrastajiciho pordru m/z, vyneseny proti absolutniméi relativnimu zastoupeni
jednotlivych ionfi. Na ose y je relativni intenzita v %, na ose x pom/z

Piky ve spektru:

Hlavni pik— nejintenzivijSi pik (intenzita 100%)
Molekularni pik M- naznauje molekulovou hmotnost analytu
Izotopické piky (M+1, M+2) piirozerg se vyskytujici izotopy

Piky ve spektru jsou zobrazeny&rové (centroidové) forim (15, 21)

1.2.4 Aplika¢ni oblast GC-MS

Metoda GC-MS je s vyhodou pouzivana pro analyzu komplikovanyaisism
latek. Diky vysoké citlivosti detekce hmotnostnim spektrem sahiéogatelnost GC-
MS do oblasti stopové a ultrastopové analyzy. GC-MS je omezena pozadavkem

tekavosti latky, jez musi projit sepérd kolonou. (30)

1.3 Derivatizace v plynové chromatografii

Derivatizani techniky se zahrnuji do kategorie r&akchromatografie proto, Ze
vyuzitim specifickych reakci hii pred chromatografickou separaci, anebo az po
rozckleni latek ped vstupem do detektoru docilujeme kvalitativmovych vlastnosti
separovanych latek. Tyto vlastnosti umozni separaci, zvysi ositlia selektivitu
detekce, usnadni jejich identifikaci.

Analyzované latky setgsobenim#iznychcinidel prevedou chemickou reakci na
derivaty, tj. na latky nové, s odlisSnymi chemickymi a fyzikalr chemickymi
vlastnostmi. Mvody vedouci k derivatizaci v plynové chromatografii jsou tyto:

= ZvySeni dkavosti analyzovanych latekvelmi mnoho organickych latek neni

totiz mozno chromatografovat v plynné fazi proto, Ze je nelmvgst do
plynného stavu anebo s#& pokusu o zplyani rozkladaji.

» Zamezeni nezadouci sorpeevyuzivd se vSude tam, kdditpmna funkni

skupina vytvéi silné interakce se stacionarni fazi.
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= ZlepSeni selektivity, zvySeni citlivosti a snizeni limittekde - do molekuly

separované latky se zawgidpri derivatiza&nim pochodu takové elementy, které

vykazuji selektivitu i urcitém zpsobu detekce. (12)

1.3.1 NejvyznamujSi derivatiz&ni reakce vyuzivanéip plynow chromatografické
analyze

= Acylderivaty
K ptipraw derivati alkoholu, fenolu, aminu a thiolu se vyuZziva acyiah
reakci. Vzniklé derivaty maji vyhodj$i chromatografické vlastnosti a vykazuji
zpravidla nizsi polaritu nezupodni latky. Blokovanim protonu neife dochézet
k jejich interakcim s okolnimi molekulami, zamezi se tak tyarbdikovych niistki.
Pri ztrat tvorby vodikové vazby dochézi ke zvySovéikatosti derivai ve srovnani
s pavodnimi nederivatizovanymi latkami.
Piikladem derivatizénich ¢inidel je N-methyl-N-bis(trifluoracetamid) nebo
heptafluorobutyranhydrid. (12)
= Estery
NejcastjSi derivatiz&ni reakce je esterifikace. Tato reakce ma zasadni vyznam
pro analyzu karboxylovych kyselin plynovou chromatografii. Estery jshawjsi nez
jim odpovidajici kyseliny. Estery nemohou disociovat, nemohou isgtv&azby
vodikovymi nustky, takze pdt mezi latky s dobrymi chromatografickymi vlastnostmi.
K esterifikaci Ize pouzit methanol v kyselém predt (HCI nebo BE). (12)
= Silylderivaty
V chromatografii se silykni reakce vyuZivaji velmicasto. Principem je
pasobeni silylaniho ¢inidla na slodeniny obsahujicituzné polarni funéni skupiny
s aktivnim vodikem. Aktivni vodik je schopen reakce a nezéatéanpna tom, zda-li je
vodik vazan na kyslik, sirti dusik.
Mezi silylatni ¢inidla pati nagiklad N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid

nebo N-methyl-N-(t-butyldimethylsilyl)trifluoroacetamid. (12)
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1.4 Vyuziti izotopického zngeni v metabolickych studiich

Izotopo¥ znaend latka (tracer) je latka s molekulami a@raymi zgisobem,
ktery neovlivni jeji metabolicky osud a je rovn&m rozptylena mezi neoztanymi
molekulami (tzv. tracee) v konkrétnim metabolickém poolu. Poaghgoba sledované
latky v ugitém kompartmentu, ktery @ize byt velky (nap celkova &lesna voda pro
deuteriumoxid nebo ureu) nebo naopak pouze intravaskularrdiefgq@rytrocyty). Pro
znaeni latek Ize nafklad vyuZzit stabilnii nestabilni (radioaktivni) izotopy. Stabilni
izotop je jeden ze dvoui vice forem prvku, ktery ve svém jéd ma stejny peet
protoni, ale odliSny p&et neutrod a v elektronovém obalu stejny q& elektror a
nepodléhd samovoln&eminé doprovazené emisiastic. Tracery jsou vyuZivany pro
diagnézy onemocmi ¢i objasini metabolickych pochdd v Zivych systémech.
Vyuzivaji se pak r¥ici metody pozitronové emisni tomografie, magnetické resonance
¢i hmotnostni spektrometrie.

Po rozptyleni traceru je odebran vzorek materialu k analyzextkahovany
vzorek je po chromatografické separaci analyzovan hmotnostnim apektem.
Vystupem je hmotnostni chromatogram, ktery zaznamena mnozdtyivigiiirozené
formé¢ a mnoZstvi latky zri@né, tedy traceru. Hodnoti se panploch pod kivkou
(TTR — tracer/tracee ratio), odpovidajici molarnimu pantracer vs. tracee a dale je

stanoveno procento obohaceni (APE — atom percent excess).
APE =AREA tracer / (AREA tracer + AREA tracee)

Metody sledovéani syntézy de novo jsou s vyuZitim dilucéerreho metabolitu

v pooluci inkorporace prekursoru do metabolitu. (35)

1.5 Glukosa

Glukosa je metabolicky nejvyznagim sacharidem.idstavuje hlavni zdroj

energie pro #tSinu tkani. (20, 24)
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1.5.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti

Glukosa je bila krystalicka latka, monosacharid ze skupiny aldohexoéz.
Vzhledem k pitomnosti aldehydické skupiny paglukosa k redukujicim sachaiia,
tj. nag. redukuje soli dvojmocné &di na jednomocné, coZz se v minulosti uZivalo ke
kvalitativnimu i kvantitativnimu stanoveni cukru v roztoku (hapmazi). V piirod€ se
prirozere vyskytuje hlave konfigurani izomer D, ktery je pravotovy. Je tvdena do
50 °C stabilnim hydratemx—-D-glukopyranosy g3—-D-glukopyranosy v roztoku, nad
50°C se vyskytuje v anhydratové fafmpri dalSim zvySovani teploty je dominantni

anomei3—-D-glukopyranosy. (1, 4, 19, 33)

1.5.2 Biologicky vyznam

Glukosa je energetickym substratem pro vSechnyikygu podili se na
intermediarnim metabolismu, tj. na vzajemn&mené sacharid, lipida a proteiri.
Pokud neni bitkou pfimo vyuZita jako zdroj energie, rhe byt uloZzena do zasoby ve
form¢ glykogenu, nebo poipmené na tuk ve formd zasobnich triacylglycerdl V dokg
delSiho hladogni (po vyéerpani jaterniho glykogenu) je podil energgepané z glukosy
na celkové spoebs organismu pouze 20 %¢téi Cast energie se ziskava oxidaci lipid
(1, 4, 19, 33)

Metabolismus glukosy je regulovan hormorlikoncentrace glukosy v Krvi
(glykémie) je tak udrzovana v konstantnim rozmezi. (20)

Glukosa se riwe stanovovat v plné krvi, v krevnim séru nebo krevni péazm

Pouziva se krev venodzni i kapilarni.

1.5.2.1 Glykémie

Hladina glukosy v krvi je udrzovana v relativazkém rozmezi 3,3-5,6 mmol/I.
ZvySeni hladiny glukosy v krvi nad 5,6 mmol/l se oanja jako hyperglykémie, naopak
snizeni hladiny pod 3,3 mmol/l je hypoglykémie. (6)

Hypoglykémie pedstavuje hlavni nebezfie pii nedostaténé energickém

zasobeni mozku, kteréte vést az ke kdmatu nebo Umrti.
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Hyperglykémie zahrnuje onemasri zvané diabetes mellitus, kde hladina
glukosy na lano je vySSi nez 7,0 mmol/l. Diabetes mellitus je oner&oicn
charakterizované absolutnim nebo relativnim nedostatkem insulinuujExigkolik
forem i rekolik stadii. NefastjSi jsou:

= Diabetes mellitus typ 1

Je charakterizovan absolutnim nedostatkem insulinu, ke kterému doSlo
dusledku destrukce B-burék Langerhansenovych o8uka slinivky biisni i
autoimunitnim poSkozeni. Postihujet8inou mladé lidi a jednd se o polygenni
autoimunitni onemocmi.

= Diabetes mellitus typ 2

Hyperglykémie je zfisobena kombinaci insulinové rezistence a relativniho

nedostatku insulinu. Postizeni byvaji spiSe starsi lidé. (20)

1.5.2.2 Glykosurie

Do maie se glukosa dostava z krevnihoé¢lmb glomerularni filtraci. Za
fyziologickych okolnosti se definitivni ndd dostava jen nepatrné mnoZzstvi glukosy
(0,11 — 0,83 mmol/l). Hodnoty nad tuto mez jsou jiZz patologické. ZvysemeZstvi
glukosy v m@i je zpisobeno bd patologickou hyperglykémii nebo sniZzenim tzv.
renalniho prahu pro glukosu. Za patologickych okolnosti se glukosauwelwe
zvySeném mnoZstvi do e pevaz u diabetické glykosurie nebofiprenalni

glykosurii. (3)
1.5.3 Metabolismus glukosy

Za hlavni cestu katabolismu glukosy je aams&na glykolysa, zvana téz
Embdenova-Mayerhofova cesta (17). Glykolysa je hlavni metabolickéhou pro
utilizaci glukosy a vyskytuje se v cytosolu vSech &unle to ojeditld draha, protoze
maze vyuzivat kyslik, je-li dostupny (aeraf)n nebo niZze fungovat i za aplné
negitomnosti kysliku (anaerobn(21). Glykolysa probiha vekolika fazich. Prvni fazi
je aktivace glukosy aipmena na triosafosfaty, udezita je fosforylace glukosy na

glukosu-6-fosfat, ktery je Klbvy meziprodukt fi metabolismu glukosy a ostatnich
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sacharid (24). Druha faze glykolysy je oxidai a vede ke vzniku 3-fosfoglyceratu.
Treti faze vede ke vzniku pyruvatu a déle to pdlgedle toho, zda bude vyuZit kyslik.
Bud’ dojde k hydrogenaci pyruvatu na laktat, kde néftomen 2adny kyslik, je to tedy
anaerobni progedi. Je-li piveden kyslik, laktat se netkip ale sloZitou dekarboxydai

a oxida&ni reakci vznikne acetyl-CoA (17). Oxidace glukosy poskytujg8aoti ATP
za aerobnich podminek, avSak pouze 2 moly viteepnosti kysliku (22, 28).

DalSi dilezitou sodasti je metabolismus glykogenu. Glykogen jako rezervni
polysacharid a s@astré zasobni forma glukosy se vyskytuje t#me vSech tkanich.
Nejvic je ho vS8ak v jatrech a ve svalech (24). V jatrgeheho hlavni funkci byt
k dispozici jinym tkanim cestou tvorby krevni glukosy. Ve svalu slpo#ize paebam
tohoto organu, protozZe je dostupnym zdrojem metabolického paliva (22). Mstab®|
glykogenu se sklada z glykogeneze a glykogenolyzy.

Glykogeneze je proces, kdy je glykogen syntetisovan z glukogiynyah
prekurzoti. Glukosa je fosforylovana na glukosa-6-fosfat v reakci, kiegryni reakci
glykolytické drahy vychéazejici z glukosy. Dale dochazirdngné glukosa-6-fosfat na
glukosa-1-fosfat a pokéavanim dalSich reakci dojde az k synthese glykogenu (22, 24).

Glykogenolyza je sled enzymovych reakci, jimiz se z molekujkagenu
uvolni glukosa.

Alternativni cestou metabolismu glukosy je pentosovy cyklus. J& tatdry se
uskut&nuje v cytosolu a nevyt¥&ATP, mé vSak dvhlavni funkce:

1) Generuje NADPH pro redgki synthesy, nap pro biosynthesu mastnych
kyselin nebo steroid
2) Poskytuje zbytky ribosy pro biosynthesu nuklebtad nukleovych kyselin. (17,

22)

Prestane-li byt pdeba obou zmimych produki nutnd, odstrani se nadbytek
meziprodukéi pentosového cyklu tak, Ze se postupprevede na meziprodukty
glykolyzy. (24)

Reakce pentosového cyklu sélidha dw casti: na reakceipmé oxidace glukosy —ip
nichz vznikaji NADPH a na reakce neoxidg jejichZ hlavnim produktem je ribosa-5-
fosfat.
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a) Oxidatni faze vychazi stefn jako glykolyza z glukosa-6-fosfatu a kian
vznikem ribulosa-5-fosfatu. Sumédrje mozno vznik NADPH popsat reakci:
Glukosa-6-fosfat + 2 NADP+ H,0 —Ribulosa-5-fosfat + CO+ 2 NADPH + 2
o

b) Neoxida&ni faze je slozitd. Zanad pemenou ribulosa-5-fosfatu na ribosa-5-
fosfat v koneéné fazi vznikaji glyceraldehyd-3-fosfat a fruktosa-6-fosfat.
Fruktosa-6-fosfat podléha izomerii a jako glukosa-6-fosfat &genstat gmo
meziproduktem glykolyzy. Podobie tomu i s glyceraldehyd-3-fosfat. (17, 24)

Metabolické drahy, které jsou zodpdmé za penenu necukernych sl@enin na
glukosu a glykogen jsou tiweny glukoneogenesi. Hlavnimi substraty pro
glukoneogenesi jsou glukogenni aminokyseliny, laktat, glycerol. Glukonesge
probiha v jatrech a ledvinach. V cytoplazrurgk téchto orgal se aminokyseliny,
laktat a glycerol, které sem bylyipedeny krvi z periferie, #ni na pyruvat. Pyruvat se
vSak neniZze p@imo menit na fosfoenolpyruvat, proto vznikA za sounosti
mitochondridlnich meziprodukta enzyni. Vznik glukosa-6-fosfat je mozné povazovat
za koneény produkt glukoneogenese, jelikoz jeckym meziproduktem metabolismu
sacharid. Vychazi z &j jak syntéza glykogenu, glykolyzaiima oxidace glukosy, tak
uvolréni volné glukosy. (24)

1.5.4 Analytické metody stanoveni glukosy
1.5.4.1 Metody enzymové
a) pomoci glukosaoxidasy a peroxidasy

Glukosa se oxiduje kyslikem za katalysy enzymem glukosaoxidasouaxadper
vodiku a glukonat. Vznikly peroxid vodiku se stanovuje oxidakopulaci se
substituovanym fenolem a 4-aminoantipyrinem katalysovanou enzymem qzesoui
(31)
B-D-glukosa + HO, + O, O #¢¥MeP_. glukonat + HO,
4-aminoantipyrin + fenol + 20, [ PI¥ifer2, chinoniminové barvivo + 4 0

b) pomoci hexokinasy
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Glukosa je fosforylovana hexokinasou zdtgmnosti ATP a M§ Glukosa-6-
fosfat je oxidovana glukosou-6-fosfat dehydorgenasou Féonmosti NADP.
Mnozstvi vytvdgeného NADPH, rifeného 334, 340 nebo 366 nm, jE@nm unerny

koncentraci glukosy v re&ki snesi. (31)

D-glukosa + ATP 0O ™%, D-glukosa-6-fosfat + ADP
D-glukosa-6-fosfat + NADP O €1°rf? . glukonolakton-6-fosfat + NADPH + H

¢) pomoci glukosa dehydrogenasy
Enzym glukosa dehydrogenasa (Gluc DH) katalyzuje oxidaci glukosgkianl
kyseliny glukonové. MnozZstvi vytéeného NADPH je fimo ungrny koncentraci

glukosy v reakni snesi. (31)

a-D-glukosa 00 M1, B-D-glukosa
B-D-glukosa + NAD 0O #Pf' . D-glukonod-lakton + NADH + H

1.5.4.2 Metoda fotometricka

Glukosa reaguje za varu v priedi kys. octové s o — toluidinem za vzniku

zbarveného komplexu, jehoz intenzita s&irfotometricky. (3)

1.5.4.3 ZkouSka Benediktova

Glukosa redukuje za varuadinatou $§l v alkalickém prosedi za pitomnosti
uhli¢itanu a citronanu sodného na oxicdny, ¢imZz dochazi k charakteristickému
zbarveni roztoku. Po ochlazeni se hodnoti modré a zelené zbaméhro obsahu
zkumavky nebo zelena, oranZova &ervena srazenina a vysledek se uvadi

v arbitrarnich jednotkach. (3)
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1.5.4.4 Chromatografické metody

Referegni metodou pro stanoveni glukosy v klinické biochemii je metoda
plynové chromatografie s detekci hmotnostnim spektrometrend, kyeZiva izotopove
redni. (3)

Glukosu lze stanovit metodami, jak kapalinové chromatografie, fainiovou
chromatografii. R kapalinové chromatografii se vyuZziva titgad detekce refraiim
indexem, isokratickd eluce mobilni faze — acetonitril:voda (75:25) ubokur 1,8
ml/min. a teplota kolonového termostatu 25 °C (11). Metody plynové diografie
vyuzivaji pro stanoveni vzdy derivatizaci. UZiva seftiidgd silylatni ¢inidlo BSTFA
(N,O-bis-(trimethylsilyl)fluororacetamid a po separaci defiv&ukmi na kapilarni
kolor¢ DB5-MS (30m x 0,255 mmm ID) se stanovuje GC-MS (23). Dal$vakezacni
metodou je acetylace. Krevni plazma se extrahuje s hydroxidematfyam a siranem
zinenatym, po té se uzivaji iontdwymeénna kolony AG50W-X8 a AG1-X8. Eluent je
derivatizovan acetanhydridem s pyridinem (2:1) a derivat jeree@a na kapilarni

kolon¢ OV 101 a koncentrace stanovovana GC-MS (35).

1.6 Laktat

1.6.1 Fyzikalné-chemickeé vlastnosti

Sal kyseliny ml@&né (anion kyseliny mi#né) se nazyva laktat. Kyselina mhé
je lehce rozpustna, tWiobezbarvé krystaly. Tato kyselina vznika tmgm kvaSenim

cukrni.

1.6.2 Biologicky vyznam

NejveétSi mnozstvi laktatu v lidském organismu vznikaivm pruhovaném
svalu a dale se tvbv erytrocytech. Laktat se ve svalech metabolizuje jervaleni
malém rozsahu. &tSina laktatu se ze svalu odsunuje do krve a naslédater, kde se
z gj vetSinou vytvdi zpetné glukosa. Hromaghi laktatu samo o sebneni gicinou

svalové Unavy a bolestivosti, tou je pokles pH (17, 24). Laktat (g retanovovat
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v kapilarni krvi, arteriédlni nebo venosni krvi, v krevni plasaamozkomiSnim moku
(31). Koncentrace laktatu gav kritickych stavech mezi dearsledované parametry.
Jeho zvySeni vyvolava laktatovou acidozu, kterasend dva typy:
a) Typ A je zpisoben nedostateou oxidaci na urovni mitochondrii,
b) Typ B je wvyvolan podanimrady latek, které ovlikji intermediarni
metabolismus ve smyslu zvySeni produkce laktatu, aniZijenma tk&ova
hypoxie. (36)

1.6.3 Metabolismus laktatu

Tkare, které funguji za hypoxickych podminek, maji tendenci k wdaktatu.

Je tomu tak u kosterniho svalu, kde rychlost, s jakou tento orgae pracovat, neni
limitovan jeho oxygenani kapacitou. ZvySena mnozstvi produkovaného laktatu pak
mohou byt zji&na ve tkanich, v krvi a v néo

Glykolysa v erytrocytech, i za aerobnich podminek, je vZdy zasanlaktatem,
protoZe chybji mitochondrie obsahujici enzymové mechanismy pro aerobni oxidaci
pyruvatu. (22)

Propojeni anaerobni glykolysy ve svalech s glukoneogenesi v jaredrgva
Coriho cyklus. B anaerobni glykolyze vznika ve svalu pyruvat, ktery je redukovan na
laktat. Laktat je krvi dopraven do jater, kde j€tmp oxidovan na pyruvat. Pyruvat je v
jatrech za spogby energie zfiné prevadn na glukosu, ktera je krvi dopravovanatzp
do svalu. Tento § zabraiuje hromadni toxického laktatu v krvi a pomaha udrzovat
stalou hladinu glukosy v krvRPodobny penos substratmezi jatry a svalemipdstavuje
cyklus alaninovy. (13, 20)

1.6.4 Analytické metody stanoveni laktatu

1.6.4.1 Enzymové metody

Laktat je oxidovan na pyruvat laktatdehydrogenasou (LD)itarpnosti NAD'.

NADH je méfena spektrofotometricky v rozmezi pro laktat 340 nebo 366nm. (31)

Laktat + NAD" Ot? - Pyruvat + NADH + H
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Pyruvat + Glutamatl fif . Alanin + a-ketoglutarat

1.6.4.2 Elektrochemické metody

PouZiva se elektroda, kterd& m& imobilizovanou laktat oxidazu vondein
Laktat oxidaza produkuje 4@, z laktatu a @ H,O, difunduje k platinové elektrad
ktera je udrZzovana na definovaném potencialu, daityrisou referetini elektrodou. Na
platinové elektrod je H,O, oxidovan na @ mnoZstvi vyprodukovaného,@dpovida
mnozstvi laktatu. (31)

1.6.4.3 Chemické metody

Dinitrofenylhydrazin reaguje s ketokyselinami za vzniku barevnychazguté.
Analyzu komplikuje nutnost rozliSit kyselinou nilou od ostatnich, v plazm
piitomnych, ketokyselin. (3)

1.6.4.4 Chromatografické metody

Kromé téchto Bzné pouzivanych analytickych metod, lze laktat stanovit
chromatograficky a elektroforeticky. Laktat, pyruvat a askotbatsowasré stanovit
kapalinovou chromatografii s UV detekci, po separaci na katisontpmeénné kolork
(8). Metody plynové chromatografie vyuzivaji pro stanoveni vzdyatzaci. UZiva se
nagiklad silylaini ¢inidlo BSTFA (N,O-bis-(trimethylsilyl)fluororacetamid pyridine
(5:1) a po extrakci vzoik krve ethylacetatem a HCI jsou derivaty separovany a
kapilarni kolog OV 101 a stanovovany GC-MS s chemickou ionizaci. (35). DalSi
moznosti je derivatizace laktatu ne n-propyl-amid heptafluorobutyratexiyat, ktery
ma idedlni strukturni uspédani pro hodnoceni metabolismu laktatu ve studiich

vyuzivajici stabilni izotopy (32).

1.7 Mikrodialyza

Mikrodialyzatni metoda byla vyvinuta ipd vice nez 25 lety. iBdstavuje
moderni techniku, Siroce vyuZitelnou v experimentalnich i v kljgbk aplikaci,

umoziuje odkEr metabolicky aktivnich latek i aplikaci dalSich latek (endogertki|a
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léky, metabolity) pimo ve tkanich,desnych dutinach i v krvi. dmito latkami mohou

byt nag. glukosa, laktat, aminokyseliny, adrenalin, noradrenalted®ostmi metody

jsou jeji mala invazivnost a moznost dlouhodobého kontinualniho sledovamiikukal
metabolismu. (5, 26, 29)

Mikrodialyza v principu napodobuje pasivni funkci krevnich kapilar.
Mikrodialyzacni katetr se sklada zvhili a vrEjSi kanyly se semipermeabilni
membranou. Katetr je implantovan do intersticialniho prostoru tkamfriv kanyla je
spojitt promyvana roztokem elektrotytco nejpodob&Sim extracelularni tekutin
Béhem navratu skrz si kanylu dojde kvymné analytu mezi kanylou a
intersticidlnim prostoremips semipermeabilni membranu. Tento dialyzat je sbirdn a
jeho obsah je stanovovanrigluSnou analytickou metodou. Dialyzat je odebiran
v urgitych zvolenych intervalech. Vy#ma mezi promyvaci tekutinou a intersticialni
tekutinou je oboustranna. Mikrodialyad dialyzat muze byt uzivan k detekci analytu
Z intersticialni tekutiny. (5, 9, 18, 25, 26, 29)

Mikrodialyzatni studie mohou byt zatfeny na ndfeni metabolii souvisejicich
s energickym metabolismem. Pomoci mikrodialyzy je tedy mozné \¥=tne lokalne
aplikovat latky pimo do tkas, sledovat v zavislosti natase lokalni zrény
extracelularnich koncentraci endogennich latek a také monitorovat hlpddanych
metabolifi, témei ve vSech organech a tkanich (hapjatrech, srdci, plicich, mozku,
duting briSni, synovialni tekuti¥) Odebirané vzorky neobsahuji bilkoviny (hap
enzymy), jsou tedy stabij§i a mnoZzstvi latek je mozndgimo detekovat. Vzorky lze

odebirat plynule po hodiny az dny. (5, 26, 29)

1.8 Validace analytické metody
1.8.1 Piesnost

Presnost analytické metody je definovana jako mira shody mezidkysle
ziskanymi opakovanou analyzou téhoz vzorkuizgl@m stanovenych podminek.¢cBb

opakovani musi byt dostéte velky, aby umoitoval statistické vyhodnocenirddnost

by méla byt u€ovana naitch Urovnich: opakovatelnost, intermediariiégmost a
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reprodukovatelnost. Miratesnosti je vyjatena pomoci semodatné odchylky (s) a
relativni sné¢rodatné odchylky (RSD). (26)
Pozadavek naipsnost pro biologicky materi®SD=5 % - 10 %

1.8.2 Spravnost

Tento test charakterizujésnost shody mezi vysledkem analyzy e&Cyijatou
refereréni hodnotou @ . Touto refereéni hodnotou mMze byt skutény znamy obsah
latky nebo obsah zji&y jinou nezavislou metodou, jejiz spravnost je zana.

V ptipact, Ze se stanovovana latka nachéazi v matrici, ktelaengi méreni
interferovat, testuje se spravnost metody pomoci standardritfeovku &inné latky a
to bul’ k samotné matrici nebo k analyzovanéniipiavku, jeji zndma koncentraceg C
koncentrace stanovena u modelového vzorky.jé26)

Statisticky se spravnost testuje pomock¥gbsti (Rec), ktera se vypita podle
vzorce:

Rec (%) = 100.G/ Cy

Pozadavek pro sérodatnou odchylku pro biologicky material je RSD <10%.

1.8.3 Stabilita

Stabilita se testujefpuchovavani za danych podminek
» Laboratorni teplota (22° C)
* Lednice (4° C)
e Mrazék (- 25° C)

1.8.4 Linearita

Linearita definuje schopnost metody poskytnout &itém rozmezi koncentraci
méteny signal gimo angrny méfené koncentraci. Tento test hodnoti kvalitu zavislosti
plochy piku na koncentraci analyzované latky vrozmezi +/- 508ké&vané
koncentrace. ipravi se pt vzorka standardni latky v uvedeném koncedian

rozmezi a kazdy se analyzujikiat.
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DuleZitou charakteristikou linearity fjmky je regresni koeficient. Korelai
koeficient je definovan tak, Ze nabyva pouze hodnoty v rozmieziR < 1. Hodnoty

blizké 1 signalizuji poZadovanou silnou linearni zavislost.

1.8.5 Mez detekce

Mez detekce (Limit of detection —p) daného analytického postupu je
definovana nejmenSim mnoZstvim analytu ve vzorku, ktetiéenbyt detekovano,
nikoliv vSak stanoveno jako exaktni hodnota &tau nejistotou. Mez detekce je dana
mnozstvim ¢i koncentraci) slozky, ktera vygeneruje odezvu rovnoutsopmimeérné
hodnoty blanku plus trojndsobnou jehoésadatné odchylky (§). Jestlize se odezva
blanku rovna nule, pak:

Lo =39

Hodnota meze detekce vyjage schopnost analytického systému rozliSit
pristrojovy Sum od identifikované odezvy — analytického signalu. (7)

1.8.6 Mez stanovitelnosti

v v s

mnozstvi analytu ve vzorku, které uge byt stanoveno jako exaktni hodnota
s pozadovanou hodnotou nejistoty.

Uréuje se jako prmeérna hodnota koncentrace slepého vzorku + 10xedatna
odchylka slepého vzorku. (7, 26)
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2 CiL PRACE A HYPOTEZY

2.1 Cil prace

Cilem pedkladané bakaiské prace byl vyvoj, optimalizace a validace
analytickych metod vyuzivajicichiC tracery ve studiich uZivajicich mikrodialyzu. Dale
bylo cilem osvojeni si zaklad prace se stabilnimi izotopy a jejich aplikace v

metabolickych studiich v klinickém vyzkumu.

2.2 Hypotéza

Problematika objasmi metabolickych procéspii patologickych situacich je
v popedi zajmu jizitadu let. Doposud vSak chybi propracované analytické metody,
které vyuzivaji moderni technologie, tj. magstabilni izotopy a mikrodialyzai
metodu.

Vypracované analytické metody a metodiky interpretace widleumozni

presrEjSi sledovani tkiiového metabolismu pacient
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3 METODIKA
3.1 Stanoveni glukosy

3.1.1 P¥istroje a poricky

= Plynovy chromatogram Fisions Instruments GC 8000 series (Prag@ské
republika)

= Kapilarni kolona DB — 5MS (30 m x 0,53 mm x 1,5 um), (Supetadlefonte,
USA)

* Plynovy chromatograf 7890A (vybaveny autsamplerem) spojeny
s kvadrupo6lovym hmotnostnim spektrometrem 5975C (Agilent Technologies,
Waldbronn, Germany)

= Kapilarni kolona CP-Sil 8 CB-MS (Supelco, Bellefonte, USAN6& 0,32 mm,
tlou&’ka filmu 0,5 pm

= Analytické vahy (A + B company 202 Mieska republika )

= AD koncentrator 5301 Eppendorf (MEDES@eskéa republika)

= Termoblok QBT 2 (Tectra a.<eska republika)

= Chemstation software (Agilent Technologies, Waldbronfmakcko)

= Software Clarity (DataApex;eska republika)

= Statisticky software SigmaStat (Systat software USA)

= Autosamplerové vialky -1 ml, (Agilent Technologies, Waldbroné&micko)

= Krimpovaci vika — 11mm (Supelco, Bellefonte, USA)

3.1.2 Chemikalie

= glukosa (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

= inositol (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

= acetanhydrid (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
= pyridin p.a. (Merck, Darmstadt,dhecko)

= redestilovana voda (GOR@gska republika)

= fyziologicky roztok (Braun Melsungen,dshecko)
= helium 5.5 (SIAD, Braany u Mostu)
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» vodik 4.0 (SIAD, Braany u Mostu)

» vzduch 2.2a (SIAD, Bigany u Mostu)

» dusik 5.0 (SIAD, Braany u Mostu)

= hydroxylamin hydrochlorid (NEOH - HCI), (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

3.1.3 P¥iprava roztohi

= Zasobni roztok glukosy 0,05 mmol/l bylipraven rozpugnim 0,09 mg
glukosy a dopl#én na 10 ml fyziologickym roztokem.

= Zasobni roztok glukosy 0,5 mmol/l bytipraven rozpugnim 0,90 mg
glukosy a dopl#én na 10 ml fyziologickym roztokem.

= Zasobni roztok glukosy 5 mmol/l bytipraven rozpugnhim 9,00 mg
glukosy a doplén na 10 ml fyziologickym roztokem.

= Zasobni roztok glukosy 10 mmol/l bytipraven rozpu$nim 18,01 mg
glukosy a doplén na 10 ml fyziologickym roztokem.

= Zasobni roztok glukosy 15 mmol/l bytipraven rozpugnim 27,03 mg
glukosy a doplén na 10 ml fyziologickym roztokem.

= Zasobni roztok inositolu 5 mmol/l bykipraven rozpu&nim 27,02 mg

inositolu a doplan na 25 ml fyziologickym roztokem. (interni standard = IS)

3.1.4 Odk¢r a priprava vzorku
3.1.4.1 Mikrodialyzat
Vzorky mikrodialyzatu k analyze byly ziskany eluci z mikrogizatni sondy,

dle experimentu popsaného v kapitole 3.4. Pro validaci a optancaanalytické

metody byly pouzity vzorky ziskanéifemodialyze.

3.1.4.2 Postup derivatizace

= Do vialky se napipetuje 10 pul vzorku a 10 pl inositolu.

= Tato sm&s se odpd v koncentratoru do sucha (program 3 — pro vodné roztoky,
60 °C).

» Do vialky s odparkem se napipetuje 50 plJOH - HCI.
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* Vialka se uzake a necha se v termobloku 1 hodirfug® °C.

» Vialky se ochladi a odvkuje.

»  Prida se 25 pl acetanhydridu.

* Vialka se opt uzave a necha se v termobloku 1 hodirtug® °C.

» Vzniklé derivaty (aldonitrilpentacetyl-D-glukosa a hexaacatgditol) a byly
stanovovany metodou GC-FID a GC-MS (Agilent Technologies).

Rovnice derivatizace

Obréazek 1: Rovnice derivatizace glukosy pomoci®H - HCI a acetanhydridu

o H=C =N—0H H—C=N-0H

Tt H—Ce OH H=C~0-C0~CHy
H—(|3— OH HO—(|3—H CHy~0C—0—G-H
HO=G=H 4 NHpOH HO = NNSTR Y- CHy-0C—0-C0-CH, ——3 H-C-0-C0~CH,
H—(|3—OH —Hcl H—(|3—OH H—C—0—CO—CH,
H=C~OH —Hy0 T H~C~ 0-C0~CH,
H—E— OH n H

Obréazek 2 : Rovnice derivatizace inositolu (I1S) pemNHOH - HCI a acetanhydridu

HO! OH o on
. CHy0C—0 0—G0-CH
HO I on T NHEHE s oy * BCHy0C-0-CO-CHy — 9 m 3
. T GHy0G=0 : 0-CO—CH,

aoH
H.o OH o
2 [ Omco-cH,

CO*CH3

3.1.5 Chromatografické podminky

3.1.5.1 Analyza na ffistroji GC-FID a GC-MS

Pro analyzu vzniklého derivatu byly pouZzity tyto podminky:

Injektor: 250 °C

Nosny plyn: helium o tlaku 190 kPa

Teplotni program kolonového termostatut@t@ni t = 70 °C, vzestup po 8 °C na
255°C

Teplota detektoru (FID): 330 °C

Parametry MS:

= Elektronova ionizace
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= Hmotnostni analyzéator - kvadrupol
= Teplota ionizaniho zdroje: 250 °C
= |onizani energie: 70 eV
= Dwell:0,2s
Byly monitorovany tyto fragmenty (m/z):
» Derivat glukosy zngeny'Cs — 246; 334,1
= Derivéat glukosy nezriny — 242; 328,1
= Derivét interniho standardu - 373,1; 374,1

3.2 Stanoveni laktatu

3.2.1 P¥istroje a pordcky

= Plynovy chromatogram Fisions Instruments GC 8000 series (Prag@ské
republika),

= Kapilarni kolona DB — 5MS (30 m x 0,53 mm x 1,5 um), (Supesadlefonte,
USA)

= Plynovy chromatograf 7890A (vybaveny autosamplerem) spojeny
s kvadrupolovym hmotnostnim spektrometrem 5975C (Agilent Technologies,
Waldbronn, Nmecko)

» Plynovy chromatograf Autosystem XL (vybaveny autosamplerem) sypoje
s kvadrupo6lovym hmotnostnim spektrometrem (Perkin-Elmer, Norwaiy)U

= Kapilarni kolona CP-Sil 8 CB-MS (Supelco, Bellefonte, USAN®& 0,32 mm,
tlou&’ka filmu 0,5 pm

= Analytické vahy (A + B company 202 Mieska republika )

= AD koncentrator 5301 Eppendorf (MEDES@eska republika)

= Termoblok QBT 2 (Tectra a.£eska republika)

» Turbomass software (Perkin-Elmer, Norwalk, USA)

= Software Clarity (DataApex;eska republika)

» Chemistation software (Agilent Technologies, Waldbronn, USA)

= Statisticky software SigmaStat (Systat software Gritdtnecko)
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Autosampleroveé vialky -1 ml, (Agilent Technologies, Waldbronémicko)

Krimpovaci veka — 11 mm (Supelco, Bellefonte, USA)
Chemikalie

kyselina salicylova (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

laktat sodny (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

pyridin p.a. (Merck, Darmstadt,dhecko)

antracen (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
2,2-dimethoxypropan (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
kyselina chlorovodikova (Pentdeska republika)

methanol p.a. (Merck, Darmstadt¢iNecko)

n-propylamin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
heptafluorobutyranhydrid (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
N-(butyl-dimerthyl-silyl)-2,2,2-trifluoro-N-methyl-acetamigGigma-Aldrich, St.
Louis, USA)

redestilovana (GOR@ieska republika)

fyziologicky roztok (Braun Melsungen,dhecko)

helium 5.5 (SIAD, Braany u Mostu)

vodik 4.0 (SAID, Braany u Mostu)

vzduch 2.2a (SAID, Bigany u Mostu)

dusik 5.0 (SAID, Braany u Mostu)

Piiprava roztola

Zasobni roztok laktatu 0,5 mmol/l byipraven rozpu&nim 1,40 mg laktatu a
doplren na 25 ml fyziologickym roztokem.

Zasobni roztok laktatu 1 mmol/l bytipraven rozpu$nim 2,80 mg laktatu a
doplren na 25 ml fyziologickym roztokem.

Zasobni roztok laktatu 2,5 mmol/l byipraven rozpu&nim 7,00 mg laktatu a

doplrén na 25 ml fyziologickym roztokem.
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= Zasobni roztok laktatu 5 mmol/l bytipraven rozpughim 14,00 mg laktatu a
doplrén na 25 ml fyziologickym roztokem.

= Zasobni roztok laktatu 10 mmol/l bytipraven rozpu&nhim 28,01 mg laktatu a
doplrén na 25 ml fyziologickym roztokem.

= Zasobni roztok laktatu 15 mmol/l bytipraven rozpu&him 42,02 mg laktatu a
doplren na 25 ml fyziologickym roztokem.

» Zasobni roztok salicylatu 5 mmol/l bytipraven rozpugnim 17,25 mg
salicylatu a doplén do 25 ml fyziologickym roztokem. (interni standard = IS)

= Zasobni roztok antracenu 0,1 mmol/l byippaven rozpu&nim 0,45 mg
antracenu a dopém do 25 ml pyridinu. (standard pro verifikaci hmotnostni

stupnice)

3.2.4 Odk¢r a priprava vzorku

3.2.4.1 Mikrodialyzéat

Vzorky mikrodialyzatu k analyze byly ziskany eluci z mikrodzaiyni sondy,
dle experimentu popsaného v kapitole 3.4. Pro validaci a optacadnalytické

metody byly pouzity vzorky ziskanéifpemodialyze.

3.2.4.2 Postup derivatizace s heptafluorobutyrianhydridem

» Do vialky se napipetuje 10 pul vzorku a 10 ul salicylatu.

= Tato sn&s se odpd pod inertni atmosférou dusiku do sucha.

» Do vialky s odparkem se napipetuje 30@,2-dimethoxypropanu a 0
roztoku HCI (20Qul HCI a 1,8 ml methanolu).

» Vialka se uzake a necha sefidaboratorni teplat 1 hodinu v digesi

= Poté se pda 50ul n-propylaminu, opt se vialka uzate a vlozZi se
do termobloku na 30 minutipl00 °C.

* Vialka se ochladi a odfigpod inertni atmosférou dusiku do sucha.

* P¥ida se 1Qul heptafluorobutyrianhydridu a necha seg€ 5 minut
derivatizovat

* Znovu se tato s#s odpdi pod inertni atmosférou dusiku do sucha.
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» QOdparek se rozpusti v 30 ethylacetatu.
» Vzniklé derivaty L-lactin-N-propylamidheptafluorobutyrat a détiinterniho
standardu byly stanovovany metodou GC-FID a GC-MS (Perkin Elmer)

Rovnice derivatizace s HFBA

Obrazek 3: Rovnice derivatizace laktatu pomoci HFBA

o Q
CH3—C‘>H—COOH + 2,2-dumethoxypropan CHB—?H —CO0—CH, M CH3—?H—£—NH—CH2—CH2—CH3 % CH3_CH_£_NH_CH2_CH270H3
oH H OH OH o-g=e
F—C—F
FooF
F— é*F
F

Obrazek 4: Rovnice derivatizace salicylatu (IS) pohHFBA

o o]
COOH COO—CH, g—NH—CHQ—CHE—CHg ,}';_NH_CHE_ CH,~CH,
+ 2,2-dinethosypropan + n-propylamin + HFEA
OH H' OH OH 0o-Cc=o
F—(L—F
F-C—F
F— (I.“,—F

3.2.4.3 Postup derivatizace s (N-(butyl-dimethyl-silyl)-2,2,2-trifloro-N-methyl-
acetamidem)
= Do vialky se napipetuje 10 pul vzorku a 10 pl salicylatu.

* Tato smés se odpa v koncentratoru do sucha ( program 3 — pro vodné roztoky,
45 °C).

» Do vialky s odparkem se napipetuje 25 pl antracenu v pyridinu & i25hutyl-
dimethyl-silyl)2,2,2-trifluoro-N-methyl-acetamid (MTBSTHA

» Vialka se uzake a necha se v termobloku 45 minkit5D °C.

= Vzniklé derivaty di(tert-butyldimethylsilyl)laktatu a deévinterniho standardu
byly stanovovany metodou GC-FID a GC-MS (Agilent Technologies)

_40-



Rovnice derivatizace s MTBSTFA

Obrazek 5: Rovnice derivatizace laktatu pomoci MTB&

CH,
% 3
Fao—¢  oh, CHg—?H—COO—Sli—CHS
CHE—?H—COOH + N\Si/CH3 . L? CH3—t|:—CH3
OH Cng\[C(CHS)E] CHg—Sli—CH3 CH,
CH3—L’|;—CH3
CH,

Obrazek 6: Rovnice derivatizace salicylatu (IS) pchMTBSTFA

COOH pe TH3
Food’ CH GO0 =5 —CH
3 o3 | | 3
+ N\S_/CHg —_— CHy—C —CHy
1 |
oH . ICICH. ) CH
3 373 3
0
L.
CH3—5|1—0H3
CH3—|:|:—CH3
CH,

3.2.5 Chromatografické podminky

3.2.5.1 Analyza na ffistroji GC-FID a GC-MS

Pro analyzu vzniklého byly pouzity tyto podminky:
Injektor: 250 °C

Nosny plyn: helium o tlaku 190 kPa

Teplotni program kolonového termostatut@t@ni t = 70 °C, vzestup po 15 °C na
310°C

Teplota detektoru (FID): 330 °C
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Parametry MS:
= Elektronova ionizace
= Hmotnostni analyzéator - kvadrupol
= Teplota ionizaniho zdroje: 250 °C
= |oniz&ni energie: 70 eV
= Dwell:0,2s
Pro derivatizaci s HFBA byly monitorovany fragmenty (m/z):
* Derivat neznéeného laktatu — 241
= Derivat laktatu znéenéha°C, — 242
= Derivét laktatu vznikléhoipglykolyze - 244
= Derivat salicylatu (IS) — 289; 290
Pro derivatizaci s MTBSTFA byly monitorovany fragmenty (m/z):
= Derivat nezné&eného laktatu — 261,1
= Derivat znaeného laktatu'>C;— 262,1
= Derivat laktatu vznikléhoipglykolyze — 264,1
= Derivat salicylatu (IS) — 309,2; 310,2
= Antracen-178,1; 179,1

3.3 Zpracovani dat

Vysledky byly zpracovany softwarem Data Apex, Chemstation, Tualsena

statisticky zhodnoceny programem SigmasStat.
3.4 Usparadani mikrodialyzy

Ve spolupraci s Lékakou fakultou v Hradci Kralové byla provedena pilotni
studie mikrodialyzy svalu a jater potkarv niznych metabolickych situacich pro
oweteni &innosti mikrodialyzy, optimalizaci jitoku mikrodialyz&niho roztoku, déle
koncentraci latek v mikrodialyzaim roztoku a ostatnich parametovliviiujicich

mikrodialyzu.
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3.4.1 P¥istroje a ponicky

= Perfusor Space (B Braunghiiecko)

» Mikrodialyzani katetry — sondy CMA/20 4 mmm (CMA Microdialysis AB,
Svédsko)

» Stiikacky Omnifix 2 ml (B Braun, Nmecko)

= Infazni hadéka Gama plus 1,8 x 450 LL (Ganm@eska republika)

= Mikozkumavky eppendorf (P-laigeska republika)

3.4.2 Roztoky a chemikalie

= Mikrodialyza’ni roztok
Ringeiffiv roztok 250 ml (B Braun, &inecko)
Sodium L-lactate (33C) 20% W/W vodny roztok (Cambridge Isotope Laboratories,
Inc. USA)
D-glucose (U¥Cg) (Cambridge Isotope Laboratories, Inc. USA)
Byl pripraven roztok pro mikrodialyzu se slozenim 5 mmbi@s glukosy, 1 mmol/l
3¢, laktatu. Roztok pro mikrodialyzu byl sterilizovan filtraci awsdpvan do ampulek
po 2 ml. Mikrodialyz&ni roztok byl gipraven v lekars FN Hradec Kralove.
* Glukoso-inzulinovy roztok
20% glukosa (B Braun, &necko)
Humulin (Eli Lilly, Ceska republika)
Tento roztok byl fipraven gidavkem 0,2 jednotek inzulinu do 10 ml 20% glukosy.

3.4.3 Postup mikrodialyzy

Laboratorni potkani (kmen Wistar, cca 400 g, Biotest s.r.0., Koic@pbyly
ustajeni ve skupinach po Segtklimatizace po dobu dvou tydn Potkani byly krmeni
standardni dietou, krmna $ma pitna voda ad libitum. Experiment probihal v celkové
anestézii zwete pentobarbitalem. Uvodni davka anestézie byla 50 mg/keteydale
pak 0,1 ul/100g zvéte bylo aplikovano rychlosti 0,1 ml/min. do peritonealni dutiny. Po
oteweni ¥iSni dutiny byla zavedena mikrodialyrd sonda do jaterni tk&ra dale byla

zavedena druha sonda do svalu (musculus soleughkPmikrodialyz&niho roztoku
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byl 2 pl/min.. Po 30-ti minutach byly eluovany vzorky do mikrozkumayekgdobu 5-ti
hodin.

U skupiny potkafi s intervenci inzulinu byla kanylovana vena jugularis pro i.v.
podani glukoso-inzulinového roztoku {pok 2 mi/h) po dobu 3 hodin. Kontrolni
skupina byla bez aplikace inzulinu.

Mikrodialyzani sondou byl po dobu 6 hodin sledovan ppMC/*°C — glukosy
a °C/*C-laktatu. Do vniniho kanalu mikrodialyzani sondy byl rychlosti 1-l/min
injikovan perfusorem Ringév roztok s rozpughou *Cs-glukosou (5 mmol/l) &%C;-
laktatem sodnym (1 mmol/l), ktery se naslediostava do mezikruzi sondy, které je
oddéleno od intersticia vySe zminou polopropustnou membranou. Ustavuje se
rovnovéha mezi nizkomolekularnimi latkami v intersticiu (obsalf@jj a uvnit sondy
v mikrodialyzatu (obsahuji¢fC). Ri difuzi, ktera je kléovym procesem mikrodialyzy,
Y¥Ces-glukosa a '“Cs-glukosa vzajemh neinterferuji a chovaji se jako nezavislé
sloweniny. Mikrodialyz&ni sonda byla zavedena do jaterni t&é&a do svalu.
Mikrodialyzat opousjici sondu byl frakcionovan sbirdn v periodach 30 min. do
mikrozkumavek a wvéchto frakcich byla pomoci GC-MS stanovena koncentrace
glukosy a laktéatu a potnatomi **C/*2C v &chto molekulach. Po ukéani experimentu
byla zviata utracena tpdavkovanim anestetika.Vzorky mikrodialyébyly ihned
zamrazeny (-25 °C).

Experiment byl schvalen odbornou komisi pro ochrangag\droti tyrani podle
zakonat.246/92Sb. v platném &ni, § 17, 3c.
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4  VYSLEDKY

4.1 Glukosa

Reterdni c¢as vzniklého derivatu glukosy — aldonitril pentacetyl-D-glukosy
(AlpenG) a IS - hexaacetylinositolu za uvedenych chromatografickych ipeéniyl
17,25 minut pro aldonitril pentacetyl-D-glukosu a pro IS 18,4 minut (@kraad).

Hmotnostni spektra vzniklych derivatu jsou uvedeny na obrazcich(8

Obrazek 7: Chromatograficky zaznam analyzy realné@ooku podle chromatografickych

podminek uvedenych v kapitole 3.1.5.1
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zdroj: vlastni vyzkum
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Obrézek 8: Hmotnostni spektrum derivatu aldonioéntacetyl-D-glukosy zianéha*Cy
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Obrazek 9: Hmotnostni spektrum aldonitrilu pentgeBtglukosy
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Obrazek 10: Hmotnostni spektrum hexaacetylinositolu
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4.1.1 Validace metody

Byly stanoveny tyto validai parametry:
» Linearita

» Spravnost

* Presnost

= Stabilita

=  Detekéni a kvantifik&ni limit

4.1.1.1 Linearita

Linearita byla stanovovana v rozsahu koncentraci 0,5 mmol/l az 15/mmol
glukosy. Hodnoty byly vypéieny ze ti méreni jako pimer. Vysledky jsou uvedeny
v tabulce 1 a na obrazku 11.
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Tabulka 1: Linearita — hodnoty ploch pikArea) vzniklych derivat a hodnoty porru Area
(AlpenG) /Area (IS) @ riznych koncentraci

¢ St (mmol/l) | Area(AlpenG) | Area (IS) | Area (penG)/Area (IS)
16268 151435 0,11
0,5 18583 192111 0,09
13115 127451 0,10
pramer 0,10
38771 13364 0,28
2,5 8959 30842 0,29
16624 61254 0,27
pramer 0,28
109524 164791 0,66
S 116103 189044 0,61
154206 215321 0,71
pramer 0,66
241411 165352 1,46
10 225404 158633 1,42
215478 149325 1,44
pramer 1,44
32046 149733 2,14
15 342953 168938 2,03
289521 136984 2,11
pramer 2,09

zdroj: vlastni vyzkum
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Obréazek 11: Kalibréni primka aldonitrilu pentacetyl-D-glukosy (osa x — kentrace St
glukosy, osa y — po#én Area (aldonitrilu pentacetyl-D-glukosy)/Area (IS)

Area penG/TS
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20—
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¢ (mmolT)

zdroj: vlastni vyzkum

Parametry regresniimky aldonitrilu pentacetyl-D-glukosy:
Anpenc/ Ais = -0,0185 + [0,142 * c(mmol/l)]

AAIpenG- - v eenes Area (aldonitril pentacetyl-D-glukosa)
Asecvieiinnnn. Area (IS)
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Korelaini koeficient (R) byl 0,997, zavislost odezvy detektoru na koncentraci

latky je linearni.
4.1.1.2 Spravnost

Spravnost metody byla &kena metodou standardnihaidavku ke vzorku
(hemodialyzatu), fidavany byly 3 koncentiai Urovre, od kazdé koncentrace 3 vzorky
(Tabulka 2).

Vytéznost (Rec) byla vypitana dle vzorce Rec = 100 x dc,

Cow v vvn v je koncentrace vygitana (koncentrace latky obsazena ve
vzorku + koncentracefjglaného standardu)

Ci.vvvnn. koncentrace stanovend GC metodou

Odchylka stanoveni (D-deviaton) byla vyfiana takto:

D = 100-Rec
= Vzorek 3X
= Vzorek + 1 mmol/l roztok glukosy (10 ul) 3X
= Vzorek + 2,5 mmol/l roztok glukosy (10 pl) 3x
= Vzorek + 5 mmol/l roztok glukosy (10 pl) 3x

pavodni koncentrace ve vzorku: 6,38 mmol/l
Tabulka 2: Spravnost aldonitrilu pentacetyl-D-glakgo gidavku St

¢ pridaného

St (mmoll) ¢ (mmol/l) | ¢, (mmol/l) | Rec (%) | D (%)
7,41 7,33 101,08 1,08
1 7,49 7,33 102,24 2,24
7,29 7,33 99,44 0,56

pramer 7,39 1,29
2,5 9,04 8,83 98,59 | 1,41
9,12 8,83 102,40 2,40
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8,96 8,83 103,37| 3,37
pramer 8,96 2,39
11,37 11,33 100,41 0,41
S 11,46 11,33 101,14 1,14
11,24 11,33 99,19| 0,81
pramer 11,35 0,78

zdroj: vlastni vyzkum

4.1.1.3 Piesnost

Meteny vzorek (hemodialyzatu) byl rozpipetovan do deseti vialek. Kazdy
vzorek byl dale zpracovan dle popsaného pracovniho postupu. Vysledky jstenyve

v tabulce 3 a na obrazku 12.

Tabulka 3: Pesnost aldonitrilu pentacetyl-D-glukosy v desetakopvanych rééenich — hodnoty

koncentrace analfitv hemodialyzatu

vzorek | Area (AlpenG) | Area(lS) | Area (AlpenG)/Area (IS) | ¢ (mmol/l)
1 98095 132663 0,74 5,08
2 88092 116905 0,75 5,18
3 72384 95986 0,75 5,18
4 91471 127787 0,72 4,91
5 115728 163128 0,71 4,87
6 86338 118218 0,73 5,01
7 72384 95986 0,75 5,18
8 95427 134915 0,71 4,85
9 89563 122255 0,73 5,03
10 67468 92605 0,73 5,00
pramérna c 5,03
s 0,13
RSD (%) 2,51

zdroj: vlastni vyzkum
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Obrazek 12: Statistické porovnani dat — bodovy grsfanoveniigsnosti — vzorky

hemodialyzatu (software SigmaStat)

¢ (mmol/l}
]

opakovana méreni

zdroj: vlastni vyzkum

4.1.1.4 Detekeni a kvantifikagni limit

Limit detekce byl za popsanych experimentalnich podminek stanqvarolll.
Limit kvantifikace byl za popsanych experimentalnich podminek stanoven 5
pmol/l.
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4.1.1.5 Stabilita

Testovany byly vzorky o koncentraci 5 mmol/l. Hodnoty byly Wteay ze ii
méteni jako pémeér (cy), (Tabulka 4-7). Stabilita byla testovan#i pchovavéani za
danych podminek:

» Laboratorni teplota (22° C)
= Lednice (4° C)
* Mrazak (- 25° C)
Koncentrace je vyjdena plochou piku Area (AlpenG) /Area (IS) gepaitena

linearni regresni rovnici (kap. 4.1.1.1).

Tabulka 4: Stabilita aldonitrilu paoétyl-D-glukosy wase (den 0)

den 0 | Area (AlpenG)/Area (IS)| ¢ (mmol/l)
0,74 5,08
22 °C 0,75 5,18
0,75 5,18
Cy 5,14
0,72 4,91
4°C 0,73 5,01
0,75 5,18
Cx 5,03
0,71 4,85
-25°C 0,73 5,03
0,73 5,00
Cx 4,96

zdroj: vlastni vyzkum

Tabulka 5: Stabilita aldonitrilu pentacetyl-D-gludyov ¢ase (den 7)

den 7 | Area (AlpenG)/Area (IS)| ¢ (mmol/l)
22 °C 0,72 4,97
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0,75 5,14

0,74 5,11

Cx 5,07
0,73 5,04

4°C 0,75 5,13
0,75 5,15

Cx 5,11
0,74 5,06

-25 °C 0,75 5,15
0,72 4,95

Cx 5,05

zdroj: vlastni vyzkum

Tabulka 6: Stabilita aldonitrilu pentacetyl-D-gluyov ¢ase ( den 21)

den 21| Area (AlpenG)/Area (IS) | ¢ (mmol/l)
0,69 4,71
22°C 0,70 4,79
0,68 4,67
Cx 4,72
0,75 5,12
4°C 0,70 4,81
0,77 5,27
Cx 5,07
0,73 5,01
-25°C 0,72 4,95
0,75 5,13
Cx 5,03

zdroj: vlastni vyzkum
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Tabulka 7: Stabilita aldonitrilu pentacetyl-D-gluggov ¢ase (den 42)

Den 42| Area (AlpenG)/Area (IS) | ¢ (mmol/l)
0,65 4,43
22 °C 0,67 4,58
0,67 4,61
Cx 4,54
0,67 4,62
4°C 0,69 4,75
0,71 4,89
Cx 4,76
0,73 5,02
-25°C 0,74 5,08
0,75 5,18
Cx 5,10

zdroj: vlastni vyzkum

Ze ziskanych dat (Tabulka 4-7) byly vypeny odchylky (D):
_100* c, (den72142)
c, (derD)

Vysledky jsou uvedeny v tabulce 8. Statistické ztomdni dat je na obrazcich 13 a 14.

Tabulka 8: Stabilita — gmérné koncentracefpdané teplat a jejich odchylka

Den | - 25°C| 100 - D (%) | 4 °C | 100 - D (%) | 21 °C | 100 - D (%)
0 | 496 0 5,03 0 5,14 0
7 | 505 1,86 5,11 1,43 5,07 1,38
21 | 5,03 1,38 5,07 0,64 4,72 8,18
42 | 5,10 2,73 4,76 5,54 4,50 11,72

zdroj: vlastni vyzkum
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Obréazek 13: Statistické porovnani dat — stabiléawatl — krabicovy graf (software SigmaStat)
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zdroj: vlastni vyzkum
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Obrazek 14: Statistické porovnani dat —koncentpasgacetylu-D- glukosy ¥ase 0 — 42 dn
(software SigmasStat)
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zdroj: vlastni vyzkum

4.1.2 Optimalizace metody

4.1.2.1 Optimalizace chromatografické analyzy

Bézre je glukosa pro stanoveni plynovou chromatogradiiichtizovana pouze
acetanhydridem, ktery vSakigoouziti kapilarni kolony CP-Sil 8 CB-MS (60 m x3@
mm) poskytuje interferenci v chromatografickém zémo - dvojity pik (Obrazek 15)
pravcEpodobré vzniklych anomar pentacetyl-glukopyranosy, proto bylo nutno

derivatizovat aldehydickou skupinu glukosy nejpmyelroxylamin hydrochloridem.
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Obréazek 15: Chromatograficky zaznam analyzy re@né&orku derivatizovaného pouze
acetanhydridem — ret&ni ¢as pentacetylu-D-glukopyranosy 21,9 min.
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zdroj: vlastni vyzkum

4.1.2.2 Optimalizacefasu derivatizace

V prabéhu optimalizace byly testovany vzorkyi 50 °C, pro zjisni délky trvani
derivatizace. Vzorky hemodialyzatu o koncentracmsnol/l byly pipraveny vysSe
popsanym zfisobem a hodnoty byly vypteny ze i méieni jako péméer (c,), (Tabulka
9).

Tabulka 9: Optimalizace — koncentrace defivatikosy v zavislosti naase
Area (AlpenG)/Area (IS) | ¢ (mmol/l)

¢as (min)
0,24 1,4
15
0,26 1,59
0,24 1,39
Cx 1,46
30 0,51 3,42
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0,51 3,39
0,50 3,35
Ce 3,39
0,64 4,33
45 0,63 4,25
0,67 4,58
Cx 4,39
0,74 5,07
60 0,73 5,00
0,75 5,16
Ce 5,08
0,74 5,10
120 0,76 5,19
0,75 5,19
Cx 5,16
0,72 4,92
180 0,72 4,93
0,78 5,36
Ce 5,07
0,76 5,20
240 0,74 5,07
0,78 5,35
Ce 5,20
0,72 4,97
300 0,75 5,17
0,70 4,81
Ce 4,99

zdroj: vlastni vyzkum
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Optimalni¢as pro derivatizaci byl zvolen v 60 min. Derivatizacgage 15min.

az 45min. vykazovala pomalejSi aigr vy€zku derivatu (Obrazek 16).

Obréazek 16: Statistické porovnani dat — optimakzdaby trvani derivatizace glukosy
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zdroj: vlastni vyzkum

4.2 Laktat
* Derivatizace s HFBA

Retergni ¢as vzniklého derivatu laktatu a IS za uvedenych chromatografickych
podminek byl pro L-lactin-n-propylamidheptafluorobutyrat (LPHB) 10,13 minptca
derivét salicylatu 10,86 minut (Obrazek 17). Hmotnostni spektrurBLj@ na obrazku
18.
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Obrazek 17: Chromatograficky zaznam analyzy re&@né&orku derivatizovaného

heptafluorobutyranhydridem — reteri ¢as L-lactin-n-propylamidheptafluorobutyratu a IS
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zdroj: vlastni vyzkum

Obrazek 18: Hmotnostni spektrum derivatu laktatlagtin-n-propylamidheptafluorobutyrat)
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zdroj: vlastni vyzkum
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e Derivatizace s MTBSTFA

Retergni ¢as vzniklého derivatu laktatu a IS za uvedenych chromatografickych
podminek byl pro di(tert-butyldimethylsilyl)laktatu (DBMSL) 8rBinut a pro derivat
salycilatu 12,3 minut, reténi ¢as antracenu byl 11,6 minut (Obrazek 19). Hmotnostni
spektra derivatu z&aného a nezianého laktatu, IS a antracenu jsou na obrazcich 20 —

23.

Obrazek 19: Chromatograficky zaznam analyzy re@né&orku derivatizovaného MTBSTFA
podle chromatografickych podminek uvedenych v kdgi8.2.5.1
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Obréazek 20: Hmotnostni spektrum geaéha"C, derivatudi(tert-butyldimethylsilyl)laktatu
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Obrazek 21: Hmotnostni spektrum nesrzého derivatdi(tert-butyldimethylsilyl)laktatu
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Obréazek 22: Hmotnostni spektrum derivatu salicylatu
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4.2.1 Validace metody pro derivatizaci s HFBA

Byly stanoveny tyto validai parametry:
» Linearita

= Spravnost

= Presnost

» Stabilita

=  Detekeni a kvantifik&ni limit

4.2.1.1 Linearita

Linearita byla stanovovana v rozsahu koncentraci 0,5 mmol/l az 10 /mmol
laktatu. Hodnoty byly vypi&eny ze ti méfeni jako pimeér (Tabulka 10 a Obrazek 24)

Tabulka 10: Linearita — hodnoty ploch fikArea) vzniklych derivat a hodnoty porru Area
(LPHB) /Area (IS) pi riznych koncentraci

¢ St (mmol/l) | Area (LPHB) | Area IS | Area (LPHB)/Area (IS)
599647 975553 0,61
0,5 514165 78844 0,65
662253 98844 0,67
pramer 0,65
1288595 1045234 1,23
1 1254119 1036483 1,21
131681 101768% 1,29
pramer 1,25
2904279 1100084 2,64
2,5 2976347 1060589 2,81
3173275 1029101 3,08
pramer 2,84
5 5661252 1056983 5,36
5624326 99901 5,63
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5628532 949449 5,93
pramer 5,64
673922 857753 7,86
7,5 7995879 | 1044787 7,65
7202558 906155 7,95
pramer 7,82
9068589 884259 10,26
10 9159908 854834 10,72
3503219 321232 10,91
pramer 10,63

zdroj: vlastni vyzkum

Obréazek 24: Kalibrni primka L-lactinu-n-propylamidheptafluorobutyratu (osa koncentrace
St laktatu, osa y — pamArea (LPHB)/Area (IS)

Area LPHB/IS
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zdroj: vlastni vyzkum
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Parametry regresniimky L-lactinu-n-propylamidheptafluorobutyratu:
ALPHB/AIS =0,215 + [1,039* C(mmOl/I)]

As.covennnnn. Area (|S)

Korelasni koeficient (K) byl 0,999, zavislost odezvy detektoru na koncentraci latky je
linearni.

4.2.1.2 Spravnost

Spravnost metody byla &tena metodou standardnihatigavku ke vzorku
(hemodialyzatu), fidavany byly i koncentr&ni drovré, od kazdé koncentracéi t
vzorky (Tabulka 11).

Vytéznost (Rec) byla vypitana dle vzorce Rec = 100 x dc,

Cov v v v je koncentrace vygitana (koncentrace latky obsazena ve

vzorku + koncentracefjglaného standardu)

Ci.oovnu. koncentrace stanovend GC metodou

Odchylka stanoveni (D) byla vygitana takto:

D = 100-Rec
= Vzorek 3x
» Vzorek + 1 mmol/l roztok laktatu (10 pl) 3x
» Vzorek + 2,5 mmol/l roztok laktatu (10 ul) 3x
» Vzorek + 5 mmol/l roztok laktatu (10 pl) 3x

puvodni koncentrace ve vzorku: 0,67 mmol/l

-67 -



Tabulka 11: Spravnost L-lactinu-n-propylamidheptafbbutyratu po fidavku St

¢ pridaného

St (mmoll) ¢ (mmol/l) | ¢, (mmol/l) | Rec (%) | D (%)
1,632 1,67 97,99| 2,01
1 1,74 1,67 104,23 4,23
1,63 1,67 97,60 | 2,40

pramer 1,66 2,88
3,05 3,17 96,37| 3,63
2,5 3,04 3,17 9590 | 4,10
3,206 3,17 101,26 1,26

pramer 3,10 3,00
5,36 5,67 94,52 | 5,48
5 5,52 5,67 97,44 | 2,56
5,46 5,67 96,45| 3,55

pramer 5,45 3,86

zdroj: vlastni vyzkum

4.2.1.3 Piresnost

Meteny vzorek (hemodialyzatu) byl rozpipetovan do deseti vialek. Kazdy
vzorek byl déle zpracovan dle popsaného pracovniho postupu (kap. 3.X2y&l2dky

jsou uvedeny v tabulce 12 a na obrazku 25.

Tabulka 12: BResnost L-lactinu-n-propylamidheptafluorobutyratudeseti opakovanich —
hodnoty koncentrace analy¥ hemodialyzatu

vzorek | Area (LPHB) | Area (IS) | Area (LPHB)/Area (I1S) | ¢ (mmol/l)
1 2697539 528275 511 4,71
2 5204186 979193 5,31 491
3 5244043 965687 5,43 5,02
4 5356323 966182 5,54 5,13
5 4955274 966137 5,13 4,73
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6 2820476 53007 5,32 4,91
7 175873 32781 5,37 4,96
8 327189 603821 5,42 5,01
9 2606311 505918 5,15 4,75
10 3481069 627601 5,55 5,13

priameérna c 4,93

S 0,16

RSD (%) 3,15

zdroj: vlastni vyzkum

Obréazek 25: Statistické porovnani dat — bodovy grsfanoveniiesnosti derivatu laktatu —
LPHB (software SigmaStat)
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4.2.1.4 Detekeni a kvantifikacni limit

Limit detekce byl za popsanych experimentalnich podminek stanqverolll.

Limit kvantifikace byl za popsanych experimentalnich podminek stanouemob|
4.2.1.5 Stabilita

Testovany byly vzorky o koncentraci 5 mmol/l. Hodnoty byly Wtpay ze it
méteni jako pamer (c), (Tabulky 13 — 16). Stabilita byla testovana ychovavani za
danych podminek:

» Laboratorni teplota (22 °C)
= Lednice (4 °C)
» Mrazak (- 25 °C)
Koncentrace je vyjagna pomdry ploch piku Area (LPHB) /Area (IS) a

prepaiteny linearni regresni rovnici ( kap. 4.2.1.1)

Tabulka 13: Stabilita L-lactinu-n-propylamidheptadftobutyratu Wwase (den 0)

den 0 | Area (LPHB)/Area (IS) | ¢ (mmol/l)
5,31 4,91
22 °C 5,43 5,02
5,54 5,13
Cx 5,02
5,13 4,73
4°C 5,32 4,91
5,37 4,96
Cx 4,87
5,42 5,01
-25°C 5,15 4,75
5,55 5,13
C 4,96

zdroj: vlastni vyzkum
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Tabulka 14: Stabilita L-lactinu-n-propylamidheptadftobutyratu Wwase (den 7)

den 7 | Area (LPHB)/Area (IS) | ¢ (mmol/l)
5,00 4,61
22 °C 5,12 4,72
5,26 4,85
Cx 4,73
5,36 4,95
4°C 5,31 4,90
5,26 4,86
Cx 4,90
5,39 4,98
-25°C 5,49 5,07
5,49 5,08
Cx 5,04

zdroj: vlastni vyzkum

Tabulka 15: Stabilita L-lactinu-n-propylamidheptadftobutyratu Wase (den 21)

den 21| Area (LPHB)/Area (IS) | ¢ (mmol/l)
4,80 4,41
22 °C 4,69 4,31
4,61 4,23
Cx 4,32
5,20 4,80
4°C 5,15 4,75
5,33 4,92
Cx 4,82
5,40 4,99
-25°C 5,46 5,05
5,49 5,08
C« 5,09

zdroj: vlastni vyzkum
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Tabulka 16: Stabilita L-lactinu-n-propylamidheptedtobutyratu wWase (den 42)

Den 42| Area (LPHB)/Area (IS) | ¢ (mmol/l)
4,26 3,89
22 °C 3,98 3,62
4,14 3,77
Cx 3,76
5,34 4,93
4°C 5,13 4,73
5,15 4,75
Cx 4,80
5,62 5,10
-25°C 5,40 4,99
5,47 5,06
C« 5,05

zdroj: vlastni vyzkum

Ze ziskanych dat (Tabulka 13-16) byly v¢gny odchylky (D):
_100* c, (den72142)
c, (derD)

Vysledky jsou uvedeny v tabulce 17. Statistické zhodnoceni datgendzcich 26 a 27.

Tabulka 17: Stabilita — pmérné koncentraceipdané teplat a jejich odchylka

Den | - 25°C | 100 - D (%) | 4 °C | 100 - D (%) | 21 °C | 100 - D (%)
0 | 496 0 4,87 0 5,02 0
7 | 504 1,61 490 061 4,73 5,85
21 | 504 1,61 4,82 1,03 4,32 13,99
42 | 505 1,81 4,80 1,44 3,76 25,07

zdroj: vlastni vyzkum
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Obréazek 26: Statistické porovnani dat — stabiléawatu laktatu — krabicovy graf (software
SigmasStat)
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Obréazek 27: Statistické porovnani dat — stabilikmrcentrace L-lactinu-n-
propylamidheptafluorobutyratu dase 0 — 42 dn(software SigmasStat)
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zdroj: vlastni vyzkum

4.2.2 Optimalizace metody pro derivatizaci s HFBA

V prabéhu optimalizace byly testovany vzorky fip50 °C, pro zji&ni
nejvhodrjSiho ¢asu derivatizace. Vzorky hemodialyzatu o koncentraci 5 mmol byl
pripraveny vySe popsanym ugobem (kap.3.2.4.2) a hodnoty byly v¢pey ze ti
méteni jako peimer (cy).Vysledky jsou uvedeny v tabulce 18.
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Tabulka 18: Optimalizace — koncentrace derivattalak- LPHB v zavislosti néase

¢as (min) | Area (LPHB)/Area (IS) | ¢ (mmol/l)

2,26 1,97

15 2,32 2,04
2,21 1,92

1,97

5,08 4,68

30 5,11 4,71
5,20 4,80

Cx 4,73
5,60 5,18

45 5,48 5,07
5,39 4,98

Cx 5,08
5,45 5,04

60 5,65 5,23
5,38 4,97

Cx 5,08
5,53 5,12

90 5,65 5,23
5,50 5,09

Cx 5,15

zdroj: vlastni vyzkum
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Optimalni¢as pro derivatizaci byl zvolen v 45min. Derivatizac&asge 15min.

az 30min. vykazovala pomalejsi aisr vyttZzku derivatu (Obrazek 28).

Obrazek 28: Statistické porovnani dat — optimakzaerivatu laktatu/IS
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zdroj: vlastni vyzkum
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4.2.3 Validace metody pro derivatizaci s MTBSTFA

Byly stanoveny tyto validai parametry:
» Linearita

= Spravnost

= Presnost

» Stabilita

=  Detekeni a kvantifik&ni limit

4.2.3.1 Linearita
Linearita byla stanovovana v rozsahu koncentraci 0,1 mmol/l az rh6l/m

laktatu. Hodnoty byly vypgeny ze ti méieni jako pamér (Tabulka 19, Obrazek 29).

Tabulka 19: Linearita — hodnoty ploch fikArea) vzniklych derivat a hodnoty porru Area
(DBMSL) /Area (IS) pi riznych koncentraci

¢ St (mmol/l) | Area (DBMSL) | Area IS | Area (LPHB)/Area (IS)

39060 526544 0,07
0,1 47968 623752 0,08
22845 318745 0,07

pramer 0,07
156904 439388 0,36
0,5 98452 292578 0,34
112579 377956 0,30

pramer 0,33
957740 514162 1,86
2,5 1165488 6124889 1,90
701559 380777 1,84

pramer 1,87
5 1981127 548649 3,61
1124789 3040440 3,70
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1587779 405155 3,92
pramer 3,74
4213332 532444 7,91
10 2255547 289789 7,78
2889795 359878 8,03
pramer 7,91

zdroj: vlastni vyzkum

Obrazek 29: Kalibréni primka di(tert-butyldimethylsilyl)laktatgosa x — koncentrace St
laktatu, osa y — poién Area (DBMSL)/Area (IS)

Area DEMSL/IS
10

0 2 4 i g 10 12

¢ (mmolT)

zdroj: vlastni vyzkum
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Parametry regresniimky di(tert-butyldimethylsilyl)laktatu:
ApemsL/Ais = -0,0809 + [0,792 * c(mmol/l)]
ApBwmsL........... Area (di[tert-butyldimethylsilyl]laktat)

Ais....... Area (IS)

Korelaini koeficient (F) byl 0,999, zavislost odezvy detektoru na koncentraci latky je
lineérni.

4.2.3.2 Spravnost

Spravnost metody byla &kena metodou standardnihafidavku ke vzorku
(hemodialyzatu), fidavany byly ti koncentr&ni drovré, od kazdé koncentracéi t
vzorky (Tabulka 20).

Vytéznost (Rec) byla vypitana dle vzorce Rec =100 x dc,

Cov v v v je koncentrace vygitana (koncentrace latky obsazena ve

vzorku + koncentracefjglaného standardu)

Ci.vvvnn. koncentrace stanovend GC metodou

Odchylka stanoveni (D) byla vygitana takto:

D = 100-Rec
= Vzorek 3x
= Vzorek + 2 mmol/l roztok laktatu (10 pl) 3X
= Vzorek + 4 mmol/l roztok laktatu (10 pl) 3x
= Vzorek + 6 mmol/l roztok laktatu (10 pl) 3X

puvodni koncentrace ve vzorku: 2,21 mmol/l
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Tabulka 20: Spravnosti(tert-butyldimethylsilyl)laktatw mikrodialyzatu po fidavku St

¢ pridaného

St (mmol) ¢ (mmol/l) | ¢, (mmol/l) | Rec (%) | D (%)
4,05 4,21 96,23 | 3,77
2 4,21 4,21 99,81| 0,19
4,35 4,21 103,35 3,35
pramer 4,203 4,21 99,8 2,44
6,37 6,21 102,57| 2,57
4 6,28 6,21 101,07| 1,07
6,02 6,21 96,98 | 3,02
pramer 6,223 6,21 100,2| 2,22
8,64 8,21 105,12| 5,12
6 8,54 8,21 104,01| 4,01
8,54 8,21 103,97| 3,97
pramer 8,573 8,21 104,4| 4,37

zdroj: vlastni vyzkum

4.2.3.3 Piresnost

M¢éteny vzorek (hemodialyzat) byl rozpipetovan do deseti vialekdiK&zorek
byl dale zpracovan dle popsaného pracovniho postupu. Vysledky jsou uvedeny
v tabulce 21 a na obrazku 30.

Tabulka 21: Resnosdi(tert-butyldimethylsilyl)laktatw deseti opakovanich — hodnoty

koncentrace analfitv hemodialyzatu

vzorek | Area (DBMSL) | Area (IS) | Area (DBMSL)/Area (IS) | ¢ (mmol/l)
1 1030111 625758 1,65 2,18
2 809875 489633 1,65 2,19
3 1169065 690715 1,69 2,24
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4 1144599 682117 1,68 2,22
5 805869 518692 1,55 2,06
6 754932 459251 1,64 2,18
7 1006055 600158 1,68 2,22
8 1041455 664384 1,57 2,08
9 798969 505859 1,58 2,10
10 1033320 626487 1,65 2,18

pramérna c 2,17

S 0,06

RSD (%) 2,88

zdroj: vlastni vyzkum

Obréazek 30: Statistické porovnani dat — bodovy grsfanoveniiesnosti derivatu laktatu —
DBMSL (software SigmaStat)
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4.2.3.4 Detekeni a kvantifikacni limit

Limit detekce byl za popsanych experimentalnich podminek stanqverolll.

Limit kvantifikace byl za popsanych experimentalnich podminek stan®yamol/I

4.2.3.5 Stabilita

Testovany byly vzorky o koncentraci 5 mmol/l. Hodnoty byly Wwteay ze i
meéteni jako piimér (ci), (Tabulky 22-24). Stabilita byla testovan& pchovavani za
danych podminek:

= Laboratorni teplota (22 °C)
= Lednice (4 °C)
* Mrazak (- 25 °C)
Koncentrace je vyjagna pomdry ploch piku Area (DBMSL) /Area (IS) a

prepaiteny linearni regresni rovnici (kap. 4.2.3.1)

Tabulka 22: Stabilitai(tert-butyldimethylsilyl)laktatw ¢ase (den 0)

den 0 | Area (DBMSL)/Area (IS) | ¢ (mmol/l)
1,68 2,22
22 °C 1,55 2,06
1,64 2,18
Cx 2,15
1,68 2,22
4°C 1,57 2,08
1,65 2,18
Cx 2,16
1,65 2,18
-25°C 1,65 2,19
1,58 2,10
Cx 2,16

zdroj: vlastni vyzkum
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Tabulka 23: Stabilitai(tert-butyldimethylsilyl)laktatw ¢ase (den 14)

den 14| Area (DBMSL)/Area (IS) | ¢ (mmol/l)
1,50 1,99
22 °C 1,69 2,23
1,58 2,09
Cx 2,10
1,72 2,28
4°C 1,64 2,17
1,58 2,09
Cx 2,18
1,63 2,16
-25°C 1,63 2,16
1,70 2,25
Cx 2,19

zdroj: vlastni vyzkum

Tabulka 24: Stabilitai(tert-butyldimethylsilyl)laktatw ¢ase (den 28)

den 28| Area (DBMSL)/Area (IS) | ¢ (mmol/l)
1,44 1,92
22 °C 1,40 1,86
1,48 1,97
Cx 1,92
1,55 2,06
4°C 1,49 1,98
1,68 2,21
Cx 2,08
1,59 2,11
-25°C 1,76 2,28
1,64 2,17
Cx 2,19

zdroj: vlastni vyzkum
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Ze ziskanych dat (Tabulka 22-24) byly v¢geny odchylky (D):
_100* ¢ (deri4,28)
~ ¢, (derD)
Vysledky jsou uvedeny v tabulce 25. Statistickédriareni dat je na obrazcich 31 a 32.

Tabulka 25: Stabilita — pmérné koncentraceipdané teplat a jejich odchylka

Den | - 25 °C | 100-D (%) | 4 °C | 100-D (%) | 21 °C | 100-D (%)
0 | 2,16 0 2,16 0 2,15 0

14 | 219 1,39 | 2,18 0,93 2,11 1,86
28 | 2,19 1,39 | 2,08 3,70 1,92 10,70

zdroj: vlastni vyzkum
Obrazek 31: Statistické porovnani dat — stabileéawdtu laktatu - krabicovy graf
(Software SigmaStat)
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zdroj: vlastni vyzkum
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Obrazek 32: Statistické porovnani dat —stabilifgedi-butyldimethylsilyl)laktatu wase
0 — 28 dii (software SigmasStat)

1.8 T

cimmoldy R
2.4 — =
[ N —
2,3 4
2.2
2.1 4
2,0
1.9 4

zdroj: vlastni vyzkum
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4.2.4 Optimalizace metody pro derivatizaci s MTBSTFA

a0
den

V pribéhu optimalizace byly testovany vzorkyiip50 °C, pro zji&ni

nejvhodrgjSiho casu derivatizace. Vzorky hemodialyzatu o koncentzammol/l byly

pripraveny vySe popsanym ugobem a hodnoty byly vypteny ze ti méreni jako

pramer (cy). vysledky jsou uvedeny v tabulce 26 a na obréwz8&a 34.

Tabulka 26: Optimalizace — koncentrace ddiilaktatu — DBMSL v zavislosti néase

¢as (min) | Area (DBMSL)/Area (I1S) | ¢ (mmol/l)
2,22 2,91
15 2,06 2,70
2,28 2,97

-85-



1,86

1,79 2,36

30 1,75 2,31
1,79 2,36

Cx 2,34
1,53 2,03

45 1,66 2,20
1,59 2,11

Cx 2,11
1,55 2,06

60 1,59 2,11
1,58 2,09

Cx 2,09
1,52 2,02

75 1,56 2,07
1,59 2,11

Cx 2,07

zdroj: vlastni vyzkum
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Obréazek 33: Statistické porovnani dat — optimalizace deriaktatu Area
DBMSL/Area IS
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Obrazek 34: Statistické porovnani dat — optimalizace deriMakiatu Area
DBMSL/Area IS
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zdroj: vlastni vyzkum

Jak vyplyva z obrazkd. 34 do 45 minuty byl pozorovan ri&t hodnot vznikajiciho
derivatu pro IS, zatimco pro derivat laktatu byly tyto hodnoty Besgjiz po 15

minutach.
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5 DISKUZE

Prezentovana metodika vyuZzivéa stabilni izotopy uhliku, kteréiseers vyskytuji
v Zivotnim prostedi v 1,1% z celkového uhliku. Latky obsahuijici izotop uhffi
nepodléhaji radioaktivnimu rozpadu a nebyly zaznamenany Zadné toxicky ta
lidsky organismus. Jedna se o latiytvlastni a molekuly, které se viehu vySeteni
vstrebavaji jsou metabolizovany a vydychany jak®0,. MnoZstvi aplikovanych latek
je zcela zanedbatelné a tyto latky neawlijy fyziologicky ¢i patologicky vlastni
metabolismus tkani ani v nejblizS§im okoli mikrodial§za sondy. Jsou pouzivany
viadk zemi kvyzkumnym &elim. Pouziti &chto latek ve FN Hradec Kralové
k vyzkumnym @elim bylo schvaleno Odbornym kolegiem Ministerstva zdravotnictvi
Ceské republiky v prosinci 2008.

V praci prezentovana derivatizgd metoda glukosy na aldonitril pentacetyl-D-
glukosu je vysledkem optimalizace réakch a chromatografickych podminek. Pouziti
pouze acetanhydridu pro derivatizaci glukosy se ukazalo nevhodné vzhledem
pravdEpodobnému vznikar a3 anomet pentacetyl-D-glukopyranosy. Bylo tedy nutné
nejprve aldehydickou skupinu v molekule glukosy derivatizovat pomoci hya@naiyll
hydrochloridu a teprve poté ostatni hydroxyskupiny acetylovat za vzeékivatu
aldonitril pentacetyl-D-glukosy. Tento derivat poskytuje vhodné hmotnspektrum
pro aplikaci zn&ené **Ce-glukosy. K detekci nezsané glukosy byly vybrany
fragmenty 242 a 328, pro ztenou glukosu 246 a 334riRanalyze reélnych vzotk
nebyly pozorovany zadné interferujici latky.

Pro derivatizaci laktatu jsou v praci popsanyédmetody. Prvni metoda,
derivatizace s propylaminem a néaslédneptafluorobutyranhydridem za vzniku L-
lactin-n-npropylaminheptaflurorbutyratu bylaepzata ze spolupracujiciho pracoviste
laboratde KGM FN HK, kterym je Katedra fyziologie Léiské fakulty v Laussanne ve
Svycarsku (Prof. Luc Tappy). Vznikly derivat ma vhodné strukturni id&@mi pro
aplikaci stabilnich izotajp jeho chemické vlastnosti jsou vhodné pro separaci GC-MS.
Metoda je narénd jednak z hlediska dodrZetésu derivatizace s HFBA, kdyiip

prekroteni ¢asu 5 minut vznikd O-bis(heptafluorobutyrat), ktery kontaminuje GC-MS.
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Dale pro tento postup nelze pouzit vakuovy koncentrator, veSkeré zakonéanimey
provadit pouze pod inertni atmosférou dusiku. Z vySe uvedenyrebdd byla hledana
meérg nar&na metoda derivatizace laktatu, jejiz vysledny produkt by vykazdwadné
parametry jak pro chromatografickou separaci, tak i pro aplikabilsich izotof, tj.
vhodné strukturni uspadani pro monitoringip detekci hmotnostnim spektrometrem.
Z tohoto divodu je v praci prezentovana druliaso¥ nenargna a jednodussi metoda
derivatizace laktatu s N-(butyl-dimerthyl-silyl)-2,2,2-tmibro-N-methyl-acetamidem za
vzniku di(tert-butyldimethylsilyl)laktatu, kterd nevyZaduje oftpeéni pod inertni
atmosférou dusiku. @bmetody byly validovany. Jak vyplyva z validace obou metod
uvedenych v kapitolach 4.2.1 a 4.2.2, tato jednodusSi metodauygkamvnatelné
parametry a lze tedy tuto metodou vyuZit pro popsané aplikéican&yze reélnych
vzorki nebyly pozorovany zadné interferujici latky.

Veskeré validace prezentovanych analytickych metod byly ptowacka plynovém
chromatografu s plameno-ioniz@m detektorem vzhledem Kipadnym aplikacim
téchto metod bez stabilnich izotop DalSim divodem je skutnost, Ze plynovy
chromatograf vybaveny hmotnostnim spektrometrem ne€ahdu sodasti vybavy
laboratdi klinické biochemie. Pro validaci analytickych metod byly pouizorky
hemodialyzal, protoze eluaty ziskanépokem mikrodialyz&niho roztoku sondou o
rychlosti 2ul/min jsou ziskany ve velmi malém monoZstvi. Vzorky hemodiaiyko
modelové matrice byly zvoleny Zidoda jejich obdobného charakteru.

Duraz musi byt kladen také na preanalytickou fazi mikrodi&lyzemetody. Vzorky
eluované z mikrodialyzai sondy je fieba ihned konzervovat, niddad zmrazenim,
nebo 0,1% koncentraci azidu sodného, aby doSkekigeni metabolismu potenci&ln
pritomnych  bakterii, které spebovavaji glukosu a produkuji laktat.
V mikrodialyzatnim roztoku je také vhodnéarippmnost latek, které umozni stanovit
dialyzatni &innost mikrodialyzani sondy a tim Zsnit odhad tkiéové koncentrace
analyti. Pro tyto @ely byl pouzit 1*C;-laktat.

V souwasné dobjsou data z experimeahtyhodnocovana.
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6 ZAVER

Cilem prace bylo zavedeni, optimalizace a validace anayfic metod
vyuzivajicich™Cs-glukosu a>C;-laktat ve studiich uZivajicich mikrodialyzu.

Byly stanoveny tyto parametry pro derivatizaci glukosy hydroxlyamin
hydrochloridem a acetanhydridem: spravnost byl&ienva metodou standardniho
piidavku a byla stanovena 1,48%iegnost byla stanovena opakovanyndrenim
realného vzorku a zji&hy varigni koeficient byl 2,51%. Parametry linearni regrese pro
koncentrace 0,5 — 15 mmol/l byly za danych teé&h a chromatografickych podminek
s regresnim koeficientem fR0,9997 a rovnici regrese y = -0,0185 + 0,142x.

Laktéat byl stanovovan derivatizaci propylaminem a
heptafluorobutyranhydridem. Byly stanoveny tyto parametry — spravnost 3,25%,
presnost 3,15%, parametry linearni regrese pro koncentrace v rio@rsez 10 mmol/l
byly za danych podminek®R= 0,999 a rovnice regrese y = 0,215 + 1,039x. Parametry
této pongrné slozité derivatizéni metody byly porovnavany s jednodussi metodou
derivatizace pomoci N-(butyl-dimethyl-silyl)-2,2,2-trifluoro4iNethyl-acetamidem.
Vznikly derivéat di(tert-butyldimethylsilyl) laktatu byl stanovovametodou roviz GC-

MS. Resnost byla 3,02%, spravnost 3,8%, parametry linearni re@%se 0,999,
regresni rovnice y = -0,0809 + 0,792x.

Jak ukazuji vySe uvedené parametry, prezentované metody lgminés/ pro
aplikaci na vzorky z mikrodialyzy a vyuziti stabilnich izaolop umoZzni pesrgjsi
sledovani tkdového metabolismu.

Tyto metody budou prezentovany na 18. IFCC - EFCC Evropském kongresu
klinické chemie a laboratorni mediciny Euromedlab v Innsbrucku vechdrv. —
11.6.2009. Abstrakt na tento kongres bifjgt po zhodnoceni odbornou komisi a bude
publikovan v¢asopise Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (If 1,741)

Predkladana bakaigka prace je sa@astireSeniVyzkumného zanéru MzZO
00179906 hlavniteSitel vyzkumného zaru - prof. MUDr. Zderk Zadak, CSc.).
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