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ABSTRAKT

Oxokyseliny s rozvétvenym fetézcem (ketoisovalerat, ketoisokaproat,
ketomethylvalerat) jsou prvnimi produkty metabolismu pfi odbouravani aminokyselin
S rozvétvenym fetézcem.

Vysoké hladiny oxokyselin s rozvétvenym fetézcem v plazmé a krvi muzou
Zpusobit nemoc javorového sirupu.

Byla vyvinuta HPLC metoda s fluorescenéni detekci pro stanoveni oxokyselin
s rozvétvenym fFetézcem v plazmé a suchych krevnich skvrnach. Oxokyseliny byly
derivatizovany s o-fenylendiaminem. Pro separaci derivatl byla pouzita
chromatografick& kolona LiChroCart 125-4 Purospher RP-18e, 5 um. Eluce byla
provedena v gradientovém modu, kde jako mobilni faze A byla pouzita smés
methanolu s deionizovanou vodou (55:45, v/v pro plazmu a 50:50, v/v pro suché
krevni skvrny) a mobilni faze B obsahovala 100% methanol.

Analytické parametry prezentované metody byly nésledujici: pfesnost v sérii,
vyjadiend variacnim koeficientem, byla v suchych krevnich skvnach 3,67% pro KlV,
3,58% pro KIC a 3,18% pro KMV. Kalibra¢ni kfivka byla linearni v testovaném
rozsahu koncentraci. Spravnost vyjadiena vytéznosti metody pro suché krevni
skvrny KIV, KIC a KMV byla nasledujici: 104,98% (CV 1,79%), 104,00% (CV 3,59%)
a 101,99% (CV 4,85%).

Vyvinuli jsme jednoduchou a selektivni HPLC metodu s fluorescencni detekci

pro stanoveni oxokyselin v suchych krevnich skvrnach a v plazmé.



ABSTRACT

The branched-chain keto acids (a-ketoisovaleric acid, a-ketoisocaproic acid
and a-ketomethylvaleric acid) are the first degradation products of these amino acids
produced by enzymatic transamination with branched-chain amino acids
transaminase.

Highly increased concentrations of branched-chain keto acids in human
plasma and blood lead to the clinical syndrome of maple syrup urine disease.

A HPLC method with fluorescence detection for the measurement of
branched-chain keto acids in plasma and dried blood spots has been developed and
evaluated. The branched-chain keto acids were derivatized with o-phenylenediamine
into 2-quinoxalinol derivatives. The quinoxalinol derivatives were separated by
reversed-phase high-performance liquid chromatography using a column LiChroCart
125-4 Purospher RP-18e, 5 um with gradient elution. As mobile phase A was used
the mixture of methanol and deionized water (55:45, v/v for plasma and 50:50, v/v for
dried blood spots) and mobile phase B was used 100% methanol.

The analytical performance of the method is satisfactory for clinical trials. The
intra-assay coefficients of variation for KIV, KIC, KMV were 3.67%, 3.58% and 3.18%
for dried blood spots. The calibration curve was linear with the tested range
0-100 umol/l for KIV, KMV, KIC. The recoveries were as follows: 104.98%
(CV 1.79%), 104.00% (CV 3.59%) and 101.99% (CV 4.85%) for dried blood spots.

We have developed a simple and a selective HPLC method with fluorescence
detection for the determination branched-chain keto acids in dried blood spots and

plasma.
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Uvod

1 UVOD

Vrozené dédiné metabolické poruchy tvofi skupinu onemocnéni, které se
pres veSkerou snahu I|ékafl i védeckych pracovnik(l stale vyznamné podileji
na amrtnosti novorozencl nebo znepfijemnu;ji kvalitu Zivota nemocného.

Oxokyseliny s rozvétvenym fetézcem, resp. ketoisovalerat, ketoisokaproat,
ketomethylvalerat, jsou meziprodukty vznikajici pfi odbouravani aminokyselin
s rozvétvenym fetézcem. Jejich podil znaéné stoupa pfi defektu enzymu oxidacni
dekarboxylasy v pribéhu jejich odbouravani. Sledovanou metabolickou poruchou je
nemoc javorového sirupu, ktera se muze projevit nékolik dni po porodu. Je to
onemocnéni pomérné vzacné, presto svymi klinickymi pfiznaky velmi zéavazné.
Z tohoto divodu je dllezity novorozenecky screening této nemoci. Novorozenecky
screening, aby byl efektni, musi byt proveden v€as a v dostateCné mife jesté v dobé,
nez se prislusné geneticky vdzané onemocnéni projevi a dojde k véznému
poskozeni mentélniho a fyzického zdravi, resp. zdravého vyvoje.

Nasim hlavnim cilem je zavést vhodnou metodiku pro stanoveni uvedenych
oxokyselin a stanovit orientacni hodnoty v plazmé u dobrovolnych darca krve.
Metoda by méla byt co nejjednodussi a nejSetrnéjSi. Ke stanoveni oxokyselin jsme
pouzili HPLC s fluorescencni detekci po derivatizaci s o-fenylendiaminem.

12
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2 TEORETICKA CAST

2.1 CHARAKTERISTIKA OXOKYSELIN S ROZVETVENYM
RETEZCEM

2.1.1 Ketoisovalerat, ketomethylvalerat, ketoisokap  roat

Vlastnosti ketoisovaleratu, ketomethylvaleratu, ketoisokaproatu

KIV, KMV, KIC jsou oxokyseliny odvozené od aminokyselin s rozvétvenym
fetézcem (od valinu, isoleucinu, leucinu). Tyto aminokyseliny patfi mezi esencialni
a-aminokyseliny s nepolarnim postrannim fetézcem, které v téle nelze syntetizovat
de novo a musi byt do organismu pfijimany potravou ve formé& bilkovin. Bilkoviny
jsou dale Stépeny na odpovidajici aminokyseliny a ty nasledné na odpovidajici
oxokyseliny. Hlavnim Ukolem oxokyselin odvozenych od aminokyselin s rozvétvenym
fetézcem (BCKA, z angl. branched chain keto acids) je odstranéni toxického
amoniaku, pfedevSim v prostfedi svalu. Hromadéni amoniaku totiz zpusobuje
svalovou Unavu, zpomaluje restituCni fazi a zpomaluje proces proteosyntézy.
na bezpecné vySi. Pokud je v potravé nedostatek aminokyselin s rozvétvenym

fetézcem (BCAA, z angl. branched chain amino acids), mohou byt nahrazeny BCKA.

Tab. 1: Ketoisovalerat

o 3-methyl-2-oxo-butanova Strukturni vzorec
Systematicky nazev .
kyselina CHs; O
Sumarni vzorec CsHgO3
CHs; OH
Molekulova hmotnost | 116,16 g.mol™ o)

13
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Tab. 2: Ketomethylvalerat

3-methyl-2-oxo-pentanova .
Systematicky nazev . Strukturni vzorec
kyselina
CHs O
Sumarni vzorec CeH1003 CHs
: OH
Molekulova 1
130,13 g.mol @)
hmotnost
Tab. 3: Ketoisokaproat
o 4-methyl-2-oxo-pentanova Strukturni vzorec
Systematicky nazev _
kyselina @)
Sumarni vzorec CeH100 H3C
6M110V3 3 OH
Molekulova hmotnost | 130,13 g.mol™ CHsz O

Metabolismus aminokyselin s rozvétvenym retézcem (BCAA)

Katabolismus leucinu, valinu a isoleucinu zpocatku probiha stejnymi reakcemi,
avSak nasledné ma kazdd aminokyselina svoji specifickou metabolickou cestu [2].
Na rozdil od ostatnich aminokyselin se ve velké mife metabolizuji pfedevSim
ve svalech a mozku.

Prvnim krokem pfi odbouravani je transaminace, s a-ketoglutaratem jako
kosubstratem, diky které vznikaji pfislusné rozvétvené oxokyseliny. Hlavni roli zde
hraje enzym aminotransferasa, lokalizovany jak v cytosolu, tak v mitochondriich. Tato
reakce je reverzibilni a vétSina oxokyselin se zpétné pfeméni na aminokyseliny.

Druhou kliCovou reakci je oxidativni dekarboxylace rozvétvenych oxokyselin.
Dehydrogenasa je multienzymovy komplex lokalizovany na povrchu mitochondrialni
membrany. Struktura a zplasob regulace této dehydrogenasy se podoba
pyruvatdehydrogenase, ktera taktéZ obsahuje thiamindifosfat, lipoovou kyselinu
a FAD jako prostetickou skupinu, a potfebuje NAD" a koenzym A jako koenzymy.
Pfi poruSe spravné funkce tohoto enzymového komplexu dochazi k rozvoji
metabolickych onemocnéni spojenych se zvySenou hladinou jednotlivych oxokyselin
a aminokyselin.

Vzniklé derivaty CoA podléhaji dehydrogenaci za pfitomnosti FAD (analogie

s odbouravanim mastnych kyselin).

14
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DalSim stupném reakce je adice vody, kterd probihd u valinu a isoleucinu
pfimo, pfi metabolismu leucinu po karboxylaci biotinovym enzymem. Hydrataci
vznikd v pribéhu odbouravani leucinu p-hydroxy-B-methylglutaryl-CoA (HMG-CoA),
meziprodukt biosyntézy cholesterolu a prfedevsim ketogenese. HMG-CoA je déle
pfeménén na acetacetat a acetyl-CoA.

DalSi odbouravani isoleucinu probiha podle klasickych pravidel 3-oxidace, kdy
vznika acetyl-CoA a propionyl-CoA. Isoleucin je tedy glukogenni i ketogenni
aminokyselina.

Pfi odbouravani valinu vznika hydrataci [3-hydroxyisobutyryl-CoA, ktery se
za odStépeni zbytku CoA a dehydrogenaci primarni hydroxylové skupiny meéni
na  3-oxo-2-methylpropionat. Tento  produkt je dale  metabolizovan
na [-aminoisobutyrat, ktery se normalné vyskytuje v moci. Alternativné je
3-o0x0-2-methylpropionat oxidativné acylovan na methylmalonyl-CoA, ktery isomeraci
poskytuje sukcinyl-CoA. Vysledny produkt (sukcinyl-CoA ) tedy vysvétluje glukogenni

vlastnosti valinu [1].

15



7 w7z

Teoreticka ¢ast

A:C-cH_cH—cooH
By
2

valin

*H

30 ~cH—c—cooH
Hal ]

ketoisovalerat
CosSH
2
COz
HC~cH—c—g—coa
HeC™ [
isnbutyryk Cod
(I: AD
FADH,
el —cs—con
H 3'3 I

el

Frrethydakrloyk Cod,
H- 0
K
Elle

Hel-cH—c—5—Coa
HSC I1

Fhydroceg sobutyryk Cod,

‘KN&D*
(l:il MADH + HT
HE —c—coon

HaC

Fox-Z-methylprapion at

|

D
CoA—3 —C

HaC”
rrethylralonyk Cod,

[l
HsC—C—5—Cok
CH—COOH  acetykCoA

HCon—cr—coon
HyC—CH; o
2

i=0leucin

\

HCoppy C—COOH
HaC —CH,~

O
ketormethybealert
CoASH
z
0
HLocp—c
HaC —CHz~ [I:]I

1

—S—Coh
2 rrethylbutyryt-CoA
<AF,-ta[:u

FADH,

HaC
0 — —8—Cok
COH; —CHT |

a2

tig ok Cuﬂn

l

4

CHEG

HaC-op s —roa
HC—CH ™ ]

DH
Z-rmethyk 3 hydrocgbutyrd- CoA,

k\r«ma*
MADH + HY

ch—(lil

o]
Z-methylacetyl-Cob,

o

propionyk Cos,

HBCjCH—Ir:i—S—r:: o

HHSCjCH—c: Hy—C H—COOH

C
? MNHs
[eucin

l

HsC -cH-CH,—C —C O0H
HalC” i

_ 0
ketoisokaproat

CoASH
21(‘

SOz

H3C- - CH;—C—5—CoA
HaC”

1

Cl
istw aleryk ol
C AD
FADH:

Hal—poopy— C—5—CoA
Hal ™"

3

Frrethylkrotonoyk Cod,

K:: 0.

Ma—paoH— G—5—CoA
HiC ™

5
coor

FethidgiutakanoykCod,
Coo

H-O
007
CHz

|
HyC—C-CH—C—5—CoA
OH

beta- hydroy- beta-methylglutaryd- CaA

o

O HC— b-chgoo g
HaC-CH—C—5—Coa 20stacetd

[l
HoC—C—5—CoA
acetyl-Cod,

Obr. 1: Metabolické cesty/seneny valinu, isoleucinu, leucinid, 3]

16



Teoreticka ¢ast

2.2 METABOLICKE PORUCHY V KATABOLISMU ROZVETVENYCH
AMINOKYSELIN

2.2.1 Hypervalinemie

Jednd se o0 vzacnou metabolickou poruchu, pro niz je charakteristick&d
chybéjici nebo silné sniZzena aktivita v transaminaci valinu, zatimco transaminace
leucinu a isoleucinu probiha normalné. Hladina valinu v tkanich a v krvi vzroste, ale
hladina ketoisovaleratu klesne. Déti trpi poruchami riistu, zvracenim a je nepfiznivé

ovlivnén jejich dusevni vyvoj [3].

2.2.2 Hyperleucinemie-isoleucinemie

Toto onemocnéni je charakterizovano zvySenymi hladinami leucinu a
isoleucinu a nizkymi hladinami ketoisokaproatu a ketomethylvaleratu. Klinické

pfiznaky jsou podobné hypervalinemii, mimo toho dochazi ke zmé&nam na sitnici [3].

2.2.3 Nemoc javoroveho sirupu (Maple syrup urine di  sease = MSUD)

Jde o0 vrozenou poruchu metabolismu leucinu, isoleucinu a valinu
s autozomalné recesivni dédi¢nosti podminénou deficitem nékteré podjednotky
enzymového komplexu, ktery se podili na dekarboxylaci téchto aminokyselin
s rozvétvenym Fetézcem. Koenzymem tohoto komplexu je thiaminpyrofosfat. Kazda
ze 4 podjednotek komplexu je kddovana rozdilnym genem (19p, 6q, 1q, 7p). Hladiny
leucinu, isoleucinu a valinu a jejich a-ketokyselin v plazmé a moci rapidné stoupaji.
RozliSuji se varianty: 1. klasicka, 2. intermitentni , 3. mirna, 4. thiamin-
responzivni . Pro vSechny je typickym znakem zapach moci po javorovém sirupu

nebo paleném cukru. Incidence této nemoci je 1 : 185 000.
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1. KLASICKA MSUD

Klasickd MSUD je Klinicky nejzavaznéjSi formou, kter4 se projevuje prvni

tyden po narozeni. Mezi prvni Klinické pfiznaky nemoci patfi zvraceni, rostouci
apatie. V dalSim prabéhu se objevuji kifeCe, epistotonus a poruchy dychani. Déti,
které prezivaji tuto téZkou metabolickou poruchu, jevi téZkou poruchu duSevniho
vyvoje. Vztahy mezi biochemickymi zménami a klinickymi pfiznaky, které vyplyvaji
zvlasté z postizeni centralniho nervoveho systému, nejsou jesté vysvétleny.

Lécba je zaloZzena na v€asné diagnostice a vyzZaduje nahradit proteiny
v potravé smési aminokyselin bez valinu, leucinu a isoleucinu. Pokud hladiny téchto
tfi aminokyselin a jejich a-ketokyselin klesnou k normé, Ize tyto aminokyseliny v dieté
nahradit ve formé mléka nebo jinych potravin, které nikdy nepfesdhnou metabolickou
potiebu.

2. INTERMITENTNI MSUD

Tato varianta nemoci javorového sirupu se projevuje u doposud zdravého

ditéte az po dosaZeni kojeneckého véku. U postizenych jedinci je aktivita
enzymového komplexu snizena na 8-16%, ale stale je tedy ¢astec¢né zachovana.
Projevy této nemoci, s klinicky podobnymi pfiznaky jako u klasické MSUD, se
projevuji po stresovych situacich (infekce, operaéni vykony) a pouze prilezitostné.

Také prognéza je pfi dietni terapii aminokyselin s rozvétvenym fretézcem

v,

3. MIRNA MSUD

U této formy se priznaky, které jsou typické pro klasickou formu, objevi

v kojeneckém véku nejCastéji po infekci. AvSak stuperi psychomotorické retardace a

vzestup aminokyselin s rozvétvenym fetézcem je mirny.

4. THIAMIN RESPONZIVNI MSUD

Vyskytuje se u nékterych déti s intermitentni nebo mirnou formou MSUD. P¥i
existujici zbytkové aktivité dekarboxylasy muze dojit ke zlepSeni klinickych a

biochemickych pfiznakl pfi podavani thiaminu [1].
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2.2.4 Isovalerova acidemie

v

Metabolickou  pfi€inou tohoto onemocnéni je porucha enzymu
isovaleryl-CoA-dehydrogenasy v prubéhu odbouravani leucinu. Zpasobuje zvySené
hladiny isovaleratu v plazmé, likvoru, moc&i a potu. Vylu€ovani isovaleratu v potu a
modi zpusobuje ostry syrovy pach, ktery je dalezitym hlavnim pfiznakem. Klinicky
obraz je charakteristicky silnym zvracenim a metabolickou acidosou [3].

2.2.5 VySet reni metabolickych poruch

2.25.1 Suché krevni skvrny

Odbér plné krve (kapky krve) na specialni filtracni papir je metodou, ktera se
dnes nejvice pouzivd k vySetfeni metabolickych poruch, pfednostné pomoci
Guthrieho testu na vySetfeni fenylketonurie. Je to metoda, kter4 je velmi Setrna a
jednoducha na provedeni, nijak neohrozujici Zivot novorozence. Vzorky lze snadno a
prehledné skladovat a je zna¢né usnadnéna jejich manipulace. Své vyuziti nasla i
v mikrobiologii, k vySetfeni infekénich onemocnéni. PouZiti metody suché krevni
skvrny (DBS, z angl. dried blood spot) je velmi vyhodné, jelikoZ pfi ni odpada riziko
s pouzitim injek&nich stfikacek a navic klesa riziko pfenosu infekénich onemocnéni
jak pro laboratorni pracovniky, tak pro pacienty samotneé.

DBS byla v minulosti vyuzivana pfedevsim u testu, které slouZily pfi kvalitativni nebo
semikvantitativni analyze. Se vzrUstajici citlivosti analytickych pfistroji se zacala
DBS uplathovat i v kvantitativni analyze. Z tohoto divodu je nutné, abychom znali
objem vzorku, ktery je takto odebran. Krev se odebira na specialni druh filtracniho
papiru s definovanou savosti. Tim je zajiSténa reprodukovatelnost vysledkd metod,
které pouzivaji pravé tyto vzorky. Standardem v nemocni¢ni praxi se stal S&S 903
Specimen Collection Paper. Na tomto savém papiru jsou predtiStény hranice, které
vymezuji mnozstvi odebirané krve. Dale obsahuji kartu s popisem pacienta,

popfipadé i Zddanku o dané vySetieni [21].
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Postup provedeni odbéru

1)

2)

3)
4)

Krev se odebird z nabodnuté patiCky pomoci sterilniho kopitka s jehlou.
PatiCku je nutné pfed nabodnutim zahfat na teplotu 41 C (nap fiklad teplou
vodou po dobu 5 minut) pro zvySeni prokrvenosti a vydesinfikovat sterilni
gazou napusténou alkoholem. Odbér se provadi ze specialniho mista
(viz obr. 3). Krev se z paticky nevymackava, ale nech se volné vytékat (Ize
jemné stisknout, ale ne silou).

Jakmile se vytvofi dostateCné velkad kapka, pfiloZzi se na ni filtraCni papir
stfedem vyznadené zony. Dba se na to, aby krev vyplnila cely vyznaceny
prostor. Na odbérovych kartach je zpravidla nékolik odbérovych z6n (obr. 2).
Misto po vpichu se vydesinfikuje a prelepi.

Krevni skvrny se nechaji vyschnout pfi laboratorni teploté ve stojanech

k tomu uréenych (4 hodiny). Proces schnuti se nesmi urychlovat ani stanim

na slunci ani horkym vzduchem.

Obr. 2: Odker krevni skvrny z patky Obr. 3: Vhodna z6na k provedeni
novorozencé§21] odkeru [21]

Takto odebrané, vysusené a nalezité oznaCené vzorky je mozné skladovat pfi -20 C,

nebo je Ize poslat k okamzitému vySetieni. Nejvétsi vyhodou téchto odbéru je fakt, ze

DBS muzeme k vySetfeni zaslat napfiklad poStou.

Velkd pozornost se musi vénovat spravnému odbéru. Nedostatecné Ci

nadbyteéné mnoZzstvi nebo malo vysusené krevni skvrny jsou nevhodné k provedeni

analyzy [21,22].
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2.2.6 Novorozenecky screening pro d édiéné metabolické poruchy

Rutinni novorozenecky screening dédi¢nych metabolickych poruch (DMP) byl
zahdjen vroce 1962, kdy byl poprvé pouzit Guthrieho test v ramci masoveho
screeningového programu pro detekci fenylketonurie (PKU) v USA. V Ceské
republice zaal screening fenylketonurie pomoci Guthrieho testu ¢astecné od roku
1969 a celoploSné od roku 1975. Screening PKU se provadi 4. az 5. den
po narozeni. Dnes uz je Guthrieho test na Ustupu a je vytlatovan modernéjSimi
technikami, napf. HPLC. NejmoderngjSi metodou diagnostiky DMP je tandemova
hmotnostni spektrometrie (MS/MS) a jeji modifikace, kterA umoZzZnuje testovani
velkého mnoZstvi analytl ze suché krevni skvrny. MS/MS se pouziva
pro novorozenecky screening fady DMP, pfredevSim poruch metabolismu
aminokyselin (téz i MSUD), organickych acidurii a poruch beta-oxidace mastnych
kyselin. Vyhoda screeningu DPM metodou MS/MS nespodiva pouze v rozSifeni
screeningu PKU o dalSi DPM, ale také v tom, Ze vzorek krve Ize odebrat jiz 3. den po
narozeni. To umoznuje €asnéjSi propousténi fyziologickych novorozencu a jejich

matek z porodnic [23].

2.3 METODY STANOVENI OXOKYSELIN S ROZVETVENYM
RETEZCEM

2.3.1 Semikvantitativni ~ stanoveni  oxokyselin srozv  étvenym

retézcem

Jedinou provadénou metodou na stanoveni oxokyselin v moc¢i u novorozencu
v Ceské republice je orientaéni test s 2,4-dinitrofenylhydrazinem. Po 5 minutach je
hodnocena srazenina. Lehké zakaleni mize znamenat stopy 2-oxokyselin. Vyrazna
srazenina, ktera je Zluta, oranzova nebo Cervena, znamena pozitivni vysledek. Je to
vSak pouze orientacni metoda a nespecificka, jelikoz s 2,4-dinitrofenylhydrazinem
reaguji vSechny oxokyseliny obsazené v modi. V pfipadé pozitivni reakce se indikuje

dalSi vySetfeni, a to kvantitativni stanoveni aminokyselin s rozvétvenym fetézcem
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v plazmé pomoci automatického analyzatoru aminokyselin (ionexova chromatografie,

ninhydrinova detekce) [5].

2.3.2 Metody pro kvantitativni analyzu oxokyselin s rozv étvenym

retézcem

2.3.2.1 GC (Gas chromatography)

Jedna zmetod uvadénych v literatufe pro identifikaci a kvantifikaci
a-ketokyselin v biologickém materialu je metoda plynové chromatografie.

Pfed vlastni chromatografickou analyzou derivatizujeme a-ketokyseliny
s o-fenylendiaminem pro zvySeni citlivosti. Nasledovné se pfidava pyridin
s N,O-bis(trimethylsilyDtrifluoroacetamidem pro selektivni vazbu a-ketokyselin
s kolonou [8,9].

K nejc¢astéji vyuzivanym typum detektoru u tohoto stanoveni patfil plamenovy
ioniza¢ni detektor, ktery je v dneSni dobé nahrazen hmotnostnim spektroskopem.
GC-MS

Hmotnostni spektrometr umistény na konci chromatografické kolony umozriuje
snimat hmotnostni spektrum analyzované latky, pfipadné méfi hmotnost atom( nebo
molekul v ionizovaném stavu. K pfevedeni latek na ionty se pouziva ionizace pomoci
elektrospreje.

Pokud pouzijeme multidimensionalni kapilarni plynovou chromatografii
s hmotnostni  detekci, Ize od kazdé oxokyseliny stanovit po derivatizaci
s methylesterem kyseliny chlormravenci jeji enantiomery. K rozdéleni enantiomer(
se nepouziva systému obracenych fazi, ale chiralni stacionarni faze [7].

K vySetfovanému materialu se ¢asto pfidava radioaktivné znaceny
[1-1*C] ketoisokaproat.

Plynova chromatografie je pomérné vhodnou metodou ke stanoveni
a-ketokyselin s rozvétvenym fetézcem. Vyhodou je pomérné nizka cena analyzy,

dobra citlivost, selektivita a reprodukovatelnost analyzy.
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2.3.2.2 HPLC (High Performance Liquid Chromatography)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je diky své univerzalnosti
Siroce vyuzivana v nejraznéjSich analytickych a biochemickych oborech.
Nej¢astéjSim usporadanim HPLC je chromatografie na reverzni fazi, kde na nosici
stacionarni faze je navazan nejCastéji oktadecyl. a-Ketokyseliny se eluuji podle
rostouciho poctu uhlikl postranniho fetézce a rozvétvenosti. Poradi eluovanych
a-ketokyselin je nasledujici: KIV, KIC, KC, KMV.

HPLC s fluorescenéni detekci

o-Ketokyseliny jsou latky, jez pfirozené nefluoreskuji. K pfeméné
na fluoreskujici latku se pfidava derivatiza¢ni €inidlo o-fenylendiamin (OPD). Vznikly
komplex je detekovan pfi Aex = 350-355 nm, Aem =410 nm [10,11,12,13,14,15].

Separaci komplexu se zvysi specifita, pouzitim fluorescenéni detekce se navic

zvysi citlivost.

TH; D‘x H N -OH
- 1T — O«
INH; O R N R

OFD
CH; CHz CHs
R = —CH< —CH;—CH< —CH<
CHs CHs CHy — CH;

Obr. 4: Vznik fluoreskujicich produkipo derivatizaci oxokyselin pomoci OPL3]

Pro stanoveni a-ketokyselin v plazmé a moc¢i maze byt OPD nahrazen
1,2-diamino-4,5-dimethoxybenzenem (DDB) [19,20] nebo naftalen-2,3-diaminem
[26]. Vzniklé komplexy se taktéz stanovi fluorimetricky (DDB: lex= 365-368 nm;
Aem = 455 nm).
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DALSI DERIVATIZACNI CINIDLA

o-Ketokyseliny mohou byt derivatizovany i s dalSimi cCinidly. Jednim
z nejCastéji pouzivanych je 2,4-dinitrofenylhydrazin (DNPH) [4], dale pak
4,5-diaminofthalhydraziddihydrochlorid (DPH) [6]. Vznikly komplex DNPH je stanoven
spektrofotometricky pfi 366 nm a derivaty od DPH jsou stanoveny
chemiluminiscenéné po reakci s peroxidem vodiku a hexakyanoZelezitanem

draselnym.

EXTRAKCE PEVNOU FAZI (SPE)

Literarni prameny uvadéji, Ze pfi pfipravé vzorku z biologického materialu je

po derivatizaci nutnd extrakce. Ddalezity je vybér vhodného organického
rozpousStédla. Nej¢astéji vyuzivanym extrakénim €inidlem je ethylacetat [12,13,15].
Extrakci rozpoustédlem lze nahradit pouzitim SPE (solid phase extraction)
s acetonitriiem nebo methanolem jako eluénim d¢inidlem. Extrakce se provadi
na reverznich fazich, stejné jako separace (C18). Vyuzitim SPE se snizi spotifeba

organického €inidla a vzorku, navic se zkrati ¢as pfipravy vzorku [11].

2.3.3 Analyza enzymu oxida €ni dekarboxylasy

Enzymovy komplex oxidativni dekarboxylasy se sklada ze tfi podjednotek: E1p,
E2b, E3p 0 molekulové hmotnosti od 38 000 do 55 000 [24]. Uréeni enzymové aktivity
dekarboxylasy by mohlo byt vhodné k ureni diagnézy MSUD, ackoli enzymova
aktivita vSak nemusi odpovidat fenotypovym projeviim. Méfeni aktivity se provadi
u lymfocytd a fibroblasti. Analyza vyuziva méfeni vzniklych produktl, napfiklad
isovaleryl-koenzymu A. Produkty se separuji pomoci HPLC a kvantifikuji se
spektrofotometricky. Vyhodou této metody je, Ze odpada prace s radioaktivné

znagenymi *C oxokyselinami nebo aminokyselinami s rozvétvenym fetézcem [25].
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3 EXPERIMENTALNIi CAST

3.1 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANE POPULACE

Vzorky vendzni krve byly ziskany od dobrovolnych darca krve na oddéleni
hematologie a krevni transfize Nemocnice Pardubice.
Vzorky suchych krevnich skvrn byly ziskany od novorozencu z pediatrického

oddéleni Nemocnice Pardubice.

3.2 MATERIAL

3.2.1 Vzorky

Plazma

Vzorky krve byly odebrané do 9 ml zkumavek s obsahem protisrazliveho
¢inidla EDTA, néasledné byly odstfedény (1 700 g, 15 minut, 8 C) za U ¢elem ziskani
plazmy. Plazmu jsme pfed analyzou uskladnili v mrazicim boxu pfi teploté -80 <.

Doba skladovani nepfesahla 2 mésice.

Suché krevni skvrny

Krev byla od novorozencl odebirana na filtracni papiry (S&S 903).
Po provedeném odbéru byly skvrny suSeny pfi laboratorni teploté. Takto odebrané
vzorky byly skladovany, az do doby spole¢ného zpracovani (jeden mésic), pfi teploté
4 <C. Pro analyzu jsme vyrazeli skvrny o priméru 6 mm ze stfedu suchych krevnich
skvrn, coZz odpovida pfiblizné 10 pl krve.

3.2.2 Chemikalie

Kyselina 3-methyl-2-oxobutanova, sodna sul (CsH;NaOs; Mr 138,13) p.a. (Sigma-
Aldrich, Némecko)
Kyselina 4-methyl-2-oxopentanova, sodna sul (CeHgNaOs, Mr 152,13) p.a. (Sigma-
Aldrich, Némecko)
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Kyselina 3-methyl-2-oxopentanova, sodna sul (CeHgNaOs, Mr 152,13) p.a. (Sigma-
Aldrich, Némecko)

Kyselina 2-oxohexanova, sodna sul (CsHgNaOsz, Mr 152,13) p.a. (Sigma-Aldrich,
Némecko)

Kyselina chlorovodikova (HCI, p = 1,18, w = 36,6%, M, 36,45) p.a. (Sigma-Aldrich,
Némecko)

Kyselina chlorista (HCIO4, p = 1,664, w = 70%, Mr 100,46) p.a. (Sigma-Aldrich,
Némecko)

Kyselina 5-sulfosalicylova, dihydrat (C;HgO6S . 2H,0, Mr 254,2) p.a. (Sigma-Aldrich,
Némecko)

Kyselina metafosforeéna (HPOj3, Mr 79,98) p.a. (Sigma-Aldrich, Némecko)

Methanol gradient grade pro chromatografii LiChrosolv (R) (CH4O, M, 32,04) (Merck
KGaA, Némecko)

Deionizovana voda (G < 0,1 uS)

o-fenylendiamin, dihydrochlorid (CgHgN, . 2HCI, Mr 181,1) p.a. (Sigma-Aldrich,
Némecko)

Chlorid sodny (NaCl, Mr 58,44) p.a. (Sigma-Aldrich, Némecko)

3.2.3 Pomucky a p Fistroje

Vysokotlaké analytické ¢erpadlo LC-10 ADyp (Shimadzu, Japonsko)

Autosampler SIL-10 ADyp (Shimadzu, Japonsko)

Chromatograficka kolona LiChroCart 125-4 Purospher Star RP-18endcapped, 5 pm,
opatfena ochrannou kolonkou LiChroCart 4-4 Purospher Star RP-18encapped, 5 um
(Merck, Némecko)

Termostat kolon CTO-10 ACyp (Shimadzu, Japonsko)

Fluorescenéni detektor RF-10 Ay (Shimadzu, Japonsko)

Ridici systém SCL-10 Ayp (Shimadzu, Japonsko)

Vyhodnocovaci software: Clarity (DataApex, Ceskéa republika)

Analytické vahy LB-1050/2 (LABERTE, Madarsko)

Digitalni pfedvazky Sartorius 2000P (Sartorius, Némecko)

Ultrazvukova vana K2 (Kraintek, Slovensko)

Ultrazvukovéa vana K12 (Kraintek, Slovensko)
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Mrazici box MDF-U3086S (Sanyo electric Co., Ltd., Japonsko)

Trepacka s nastavcem pro mikrozkumavky (Heidolph RELAX top, Némecko)
Chlazena centrifuga MR 23 (Jouan, Francie)

Centrifuga Sorvall TC 6 (Du Pont, USA)

Filtracni aparatura Supelco (Supelco, USA)

Nylonové filtry pro filtrovani mobilni faze, porozita 0,20 um (Supelco, USA)
Polyethylenové mikrozkumavky s vickem typu Eppendorf (1,5 ml)

Nylonoveé filtry pro filtrovani vzorku, porozita 0,20 um (Supelco, USA)
Kolonky SPE (Chromsystems, Némecko)

Automatické pipety (Finnpipette, Finsko)

Multidavkovac (Eppendorf, Némecko)

Sklenéné vialky se Sroubovacim vickem

Kéadinky, odmérné valce, odmérné bariky

Odbé&rové karticky S&S 903 W-041, savost vody: 4,44 g/100 cm? (Schleicher a
Schuell Bioscience, Némecko)

Odbérové zkumavky Vacuette 9 ml (Greiner bio-one, Rakousko)

Statisticky software QC Expert (TriloByte, Ceska republika)

3.2.4 Pracovni roztoky

Zasobni roztok KIV (asi 5 mmol/l)

Roztok byl pfipraven rozpusténim navazky 0,0691 g KIV deionizovanou vodou
nebo fyziologickym roztokem ve 100 ml odmérné barice a pfidanim 80 pl
koncentrované HCI (11,91 mol/l).

Zasobni roztok KIC (asi 5 mmol/l)

Roztok byl pfipraven rozpusténim navazky 0,0761 g KIC deionizovanou vodou
nebo fyziologickym roztokem ve 100 ml odmérné bance a pridanim 80 pl
koncentrované HCI (11,91 mol/l).
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Zasobni roztok KMV (asi 5 mmol/l)

Roztok byl pfipraven rozpusténim navéazky 0,0761 g KMV deionizovanou
vodou nebo fyziologickym roztokem ve 100 ml odmérné barice a pFidanim 80 ul
koncentrované HCI (11,91 mol/l).

Zasobni roztok vnitfniho standardu — ketokaproatu (asi 5 mmol/l)

Roztok byl pfipraven rozpusténim navazky 0,0761 g KC deionizovanou vodou

ve 100 ml odmérné barice a pfidanim 80 ul koncentrované HCI (11,91 mol/l).

Pracovni roztok vnitfniho standardu (asi 500 pmol/l)

Roztok byl pfipraven zfedénim 100 pl zasobniho roztoku KC 900 pl

deonizované vody.

Kyselina chlorovodikové, 200 ml (asi 2 mol/l)

Roztok byl pfipraven zfedénim 33 ml koncentrované HCI na kone¢ny objem

200 ml. Roztok byl uchovavan v chladnicce.

Eluéni ¢inidlo s vnitfnim standardem

Ke 100 ml deionizované vody bylo pfidano 50 pl HCI (2 mol/l) a 100 pl (asi
5 mmol/l) I.S.

Fyziologicky roztok, 1 | (asi 0,85%)

Navazka 8,51 g NaCl byla rozpuSténa v 1 | deionizované vody.

Roztok kyseliny chloristé, 10 ml (asi 1 mol/l)

Do 10 ml odmérné bariky bylo pfidano k 5 ml deionizované vody 0,9 ml HCIO,.
Poté byl objem doplnén deionizovanou vodou po rysku. Roztok byl uchovavan

v chladniéce.

Roztok kyseliny 5-sulfosalicylové, 10 ml (asi 30%)

Navézka 3 g byla rozpusténa v 7 ml deionizované vody. Roztok byl uchovavan

v chladniéce.
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Roztok kyseliny metafosfore¢né, 10 ml (asi 5%)

Navazka 0,5g byla rozpusténa v 9,5 ml deionizované vody. Roztok byl

uchovavan v chladnicce.

Roztok o-fenylendiaminu (OPD)

Navéazka 0,1021 g byla rozpusténa pfesné v 20 ml 2 mol/l HCIl. Roztok jsme

uchovavali maximalné 4 dny pfi teploté 4 <C.

Mobilni faze Al: 55% methanol

K 1100 ml methanolu bylo pfidano 900 ml vody. Mobilni faze byla prefiltrovana

pres nylonovy filtr (0,20 um) a odvzduSnéna pomoci ultrazvuku.

Mobilni faze A2: 50% methanol
K 1000 ml methanolu bylo pfiddno 1000 ml vody. Mobilni faze byla

prefiltrovana pres nylonovy filtr (0,20 pum) a odvzdusSnéna pomoci ultrazvuku.

Mobilni faze B: 100% methanol

Mobilni faze byla pfipravena odméfenim 1000 ml methanolu, ktery byl

prefiltrovan pres nylonovy filtr (0,20 um) a odvzdusSnén v ultrazvuku.

Deionizovana voda (G < 0,1 pS)

Deionizované voda byla prefiltrovana pfes nylonovy filtr (0,20 pm).
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3.3 POSTUP STANOVENIi OXOKYSELIN S ROZVETVENYM
RETEZCEM POMOCI HPLC S FLUORESCENCNI DETEKCI

Stanoveni oxokyselin s rozvétvenym fetézcem bylo provedeno v plazmé, ktera
byla ziskana od dobrovolnych darcd krve, a ze suchych krevnich skvrn

od novorozencu.

3.3.1 P¥iprava vzorku

3.3.1.1 Priprava vzorkl plazmy

Plazma byla ziskana po odstfedéni krve v odbérové zkumavce obsahujici
EDTA. K 200 pl plazmy bylo pfidano 200 ul deproteinacniho Cinidla (1 mol/l HCIO,4) a
20 pl pracovniho roztoku vnitfniho standardu (a-ketokaproét). Smés byla promichana
na tfepacce, inkubovana 10 minut v chladni¢ce a po promichani byla centrifugovana
(22 000 g, 4 C, 10 minut). Dv & sté mikrolitrd supernatantu bylo odtadhnuto do Cisté
polyethylenové mikrozkumavky.

3.3.1.2 Pfiprava vzorkt suchych krevnich skvrn (DBS)

Z kartiCek od novorozencu obsahujici suché krevni skvrny byly vyrazeny
ter€iky o praméru 6 mm. Takto ziskany terCik byl umistén do mikrozkumavky a
k nému bylo pfidano 200 ul eluéniho ¢inidla s I.S. Po 30-ti minutovém intenzivnim
tfepani bylo ke smési pfidano 10 pl deproteinacniho Cinidla (11,59 mol/l HCIOy).
Smés byla promichana na tfepacce, inkubovana (10 minut v chladniCce) a po
promichani byla centrifugovana (22 000 g, 4 C, 10 minut). Sto padesat mikrolitrd

supernatantu bylo odtahnuto do Cisté polyethylenové mikrozkumavky.
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3.3.1.3 Derivatizace s o-fenylendiaminem

K jednomu dilu supernatantu byl pfidan jeden dil derivatizaéniho cinidla
(200 pl OPD pro plazmu a 150 ul OPD pro DBS). Po dukladném promichani byly
vzorky inkubovany 30 minut pfi 50 . Poté byly vzorky ochlazeny v chladni&ce
(10 minut) a pfrefiltrovany. Filtrace byla provadéna v centrifuze (22 000 g, 4 T,

5 minut). Filtrat byl pfepipetovan do sklenénych vialek pro autosampler.

3.3.2 Chromatograficka analyza

Oxokyseliny s rozvétvenym fetézcem byly stanoveny metodou HPLC

v systému obracenych fazi s fluorescenc¢ni detekci.

3.3.2.1 HPLC parametry

HPLC sestava: Cerpadlo, autosampler (chlazeny na 8 ), kolona

termostatovana na 30 € (LiChroCart 125-4 Purospher
Star RP-18endcapped, 5 pum, opatfena ochrannou
kolonkou LiChroCart 4-4 Purospher Star RP-18encapped,
5 um), fluorescenéni detektor, Fidici systém
HPLC podminky pro plazmu:
Mobilni faze A: methanol — voda [55:45, v/V]
Mobilni faze B: 100% methanol
Casovy program gradientové eluce: 0,01 mn 5% B
22,00 min 5% B
22,01 min  100% B
27,00 min  100% B
27,01 min 5% B
30,00 min STOP

Pratok mobilni faze:0,5 ml/min

Davkovany objem: 20 ul (2 pl/s)
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Aexcitagni = 350 nm,
Aemisni = 410 nm

Nastaveni citlivosti detektoru :

Fluorescendéni detektor:

citlivost 2
zesileni 3
Doba analyzy: 30 minut

Integrace:

HPLC podminky pro DBS:
Mobilni faze A: methanol — voda [50:50, v/v]
Mobilni faze B: 100% methanol

Casovy program gradientové eluce:

0,01 min
15,00 min
24,00 min
24,01 min
29,00 min
29,01 min
32,00 min
Pratok mobilni f4ze:0,5 ml/min

Davkovany objem: 40 ul (5 pl/s)

Aexcitazni = 350 nm,

Aemisni = 410 nm

Fluorescenéni detektor:

Nastaveni citlivosti detektoru :  citlivost 1
zesileni 1
Doba analyzy: 32 minut

Integrace:

3.3.2.2

software Clarity (DataApex, Ceska republika)

0% B
20% B
20% B
100% B
100% B
0% B
STOP

software Clarity (DataApex, Ceska republika)

Nastaveni vhodné citlivosti fluorescenéniho detektoru

Citlivost fluorescenéniho detektoru bylo nutné zesilit pfi analyze suchych

krevnich skvrn, abychom dosahli podobnych vySek piku jako v plazmé. Vzorek DBS

byl 20krat vice nafedén nez vzorek plazmy.
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3.3.3 Kalibra éni kf¥ivka pro stanoveni v plazm é

Pro kvantifikaci oxokyselin s rozvétvenym fetézcem v plazmé bylo pouzito
metody Kkalibracni kfivky. Pro konstrukci kalibra¢ni kfivky byly nafedénim zasobnich
roztokl oxokyselin (asi 5 mmol/l) deionizovanou vodou pfipraveny standardy
(o koncentraci 0 az 100 pmol/l). Rovnice kalibracnich kfivek byla ziskana prolozenim
zavislosti poméru ploch pika (plocha piku jednotlivé oxokyseliny/plocha piku vnitfniho

standardu) na koncentraci metodou nejmensich &tverca.

3.3.4 Kalibra éni kFivka pro stanoveni v suchych krevnich skvrnach

Pro kvantifikaci oxokyselin s rozvétvenym fetézcem v suchych krevnich
skvrnach bylo pouzito metody kalibracni kfivky. Pro jeji konstrukci byly nafedénim
zasobnich roztokd oxokyselin (oxokyseliny ve fyziologickém roztoku asi 5 mmol/l)
fyziologickym roztokem pfipraveny standardy (o koncentraci O az 2000 pmol/l).
Z téchto standard( bylo vzdy odpipetovano 50 pl (od KIV, od KIC a od KMV) a
doplnéno 850 ul pIné krve na kone¢ny objem 1 ml. Tim byla ziskana ,krevni
kalibrace" (o koncentraci 0 az 100 umol/l). Takto vytvofena ,krevni kalibrace® byla
rozpipetovana po 30 pl na filtraéni savé papiry (S&S 903). Po rozpipetovani byla
.Krevni kalibrace* suSena pfi laboratorni teploté a skladovana, az do doby
spole¢ného zpracovani se vzorky, pfi teploté 4 T. Pro analyzu se vyrazely skvrny
0 praméru 6 mm ze stfedu suchych krevnich skvrn, coZ odpovida pfiblizné 10 pl
krve. ,Krevni kalibrace na skvrnach“ byla dale zpracovana stejné jako vzorky
suchych krevnich skvrn. Rovnice kalibra¢nich kfivek byla ziskana proloZzenim
zavislosti poméru ploch pika (plocha piku jednotlivé oxokyseliny/plocha piku vnitfniho

standardu) na koncentraci metodou nejmensich &tverc(.
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3.3.5 Analytické parametry

3.35.1 Presnost v sérii

Pfesnost stanoveni oxokyselin v sérii (intra-assay) byla urCena analyzou
10 stejnych vzorkd (plazma a suché krevni skvrny). Vzorky byly analyzovany béhem

jednoho dne. Jako mira pfesnosti byl pouZzit variacni koeficient (CV%):

2
Sp= >(x — AVG)
n-1

CV%= Sb, 100
AVC

SD je smérodatna odchylka, x; je koncentrace vzdy jednoho ze vzorku v sérii, AVG je

primérné hodnota koncentraci vSech vzorkl v sérii a n je pocet vzorku v sérii.

3.3.5.2 Recovery test

Vytéznost metody (recovery) byla zjiSténa pomoci pfidavki znamého
mnoZzstvi jednotlivych oxokyselin ke vzorkim. Prfidavky byly voleny tak, aby se
kone¢na koncentrace pohybovala v rozmezi daném rozsahem kalibracni kfivky.

Hodnoty vytéznosti metody (recovery) byly vypocitany jako stonasobek
poméru mezi nalezenym mnozstvim jednotlivych oxokyselin a pfidanym mnozstvim

jednotlivych oxokyselin:

recovery(%) =100 0522
y

kde x; je koncentrace vzorku s pridavkem, Xo je endogenni koncentrace a y je

pfidané mnoZstvi analytu.
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3.4 UPRAVA VZORKU PRED HPLC ANALYZOU

3.4.1 Srovnani deproteina €nich roztok U

Byla testovana 4 deproteinaéni €inidla ve vzorcich plazmy: 1 mol/l HCIO4, 30%
kyselina sulfosalicylova, 5% kyselina metafosforena a 100% methanol. Vzorky byly

upraveny vySe uvedenym postupem (3.3.1.1).

3.4.2 Srovnani Upravy vzorku s pouzitim SPE abez  pouziti SPE

Byl testovan vzorek plazmy, ktery byl po derivatizaci aplikovan na kolonku
SPE za uc¢elem odstranéni necistot. Na kolonku SPE bylo naneseno 400 ul vzorku,
podrobeno centrifugaci (2000 ot./min, 2 minuty) a efluent byl vyhozen. Nasledovalo
promyti eluentem E1 (400 pl, methanol - voda, 1:4, v/v), E2 (400 ul, aceton - voda,
1:9, v/v) pfi (2000 ot./min, 2 minuty) a oba efluenty byly vyhozeny. Nakonec byl
vzorek vymyt eluentem E3 (400 pl, metanol - voda, 4:1, v/v). Eluent E3 byl
prefiltrovan v centrifuze (22 000 g, 4 C, 5 minut) a nasledné nastfiknut na kolonu.
Kolonky byly regenerované 1 ml hexanu, 1 ml 2-propanolu, 1 ml methanolu a

kondiciovany pro dalSi vzorek 1 ml deionizované vody.

3.4.3 Porovnani elu énich ¢éinidel

Byly porovnavany vzorky DBS, na které byly jesté pfed odb&rem nakapany
2 ul1.S. a které byly eluovany pfimo deproteinacnim cinidlem (1 mol/l HCIO,) a

vzorky DBS, které byly eluovany eluénim ¢inidlem s I.S.

35



Experimentalni ¢ast

3.4.4 Test stability

344.1 Stabilita vnitfniho standardu — OPD

V prubéhu 56 hodin (po 11,2 hodinach) byla sledovana stabilita derivatu vnitfni
standard-OPD uchovavaného pfi 4 C. Vzorek byl pfipraven vySe uvedenym

postupem. Derivat byl ziskan derivatizaci vzorku suché krevni skvrny.

3.5 ZPRACOVANI VYSLEDKU

Pro statistické zpracovani dat byl pouzit program MS Excel a program
poskytovany systémem QC Expert (TriloByte, CR). Statistické zpracovani bylo
provedeno na hladiné vyznamnosti 0,05.
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4  VYSLEDKY

4.1 CHROMATOGRAFICKA ANALYZA

Pfilohy 1, 2 a 3 zobrazuji stanoveni oxokyselin s rozvétvenym fetézcem
pomoci HPLC s fluorescenéni detekci v systému obracennych fazi. V Priloze 1 je
zaznam chromatogramu standardu jednotlivych oxokyselin. V Pfiloze 2 je zaznam
chromatogramu oxokyselin v plazmé a v Pfiloze 3 je zdznam chromatogramu

oxokyselin v suchych krevnich skvrnach.

4.1.1 Nastaveni vhodné citlivosti fluorescen  €éniho detektoru

Senzitivitu (sens) je mozné nastavit na tfi Grovn&. Uroven vysoka -1,
stfedni - 2 a nizk&a - 3. Nastavenim stfedni senzitivity je docileno 32x a vysoké
senzitivity 1024x vySsi citlivosti nez na urovni 1. Také zesileni (gain) disponuje tfemi
stupni. Zde je nejmensi zesileni 1 a nejvétsi zesileni je 3. Vzajemnou kombinaci
senzitivity a zesileni Ize dosahnout rzného stupné citlivosti detektoru (Tab. 4). Pro
stanoveni oxokyselin v plazmé byla citlivost detektoru zvySena 512x a pro stanoveni
oxokyselin v DBS byla citlivost zvySena 1024x. Tim bylo dosazeno 2x vétsi citlivosti
detektoru. Celkova citlivost u DBS se zvétSila 4x, jelikoZ jsme davkovali dvojnasobné

mnozZstvi (40 ul) oproti plazmé (20 pl).
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Tab. 4: Moznosti nastaveni citlivosti fluorescamho detektoru

senzitvita zesileni ZvétSeni citlivosti detektoru
3 (nizka) 1(x1) x1
3 (nizka) 2(x4) x4
3 (nizka) 3(x16) x16
2 (stfedni) 1(x1) x32
2 (stfedni) 2(x4) x128
2 (stfedni) 3(x16) x512
1(vysokd) 1(x1) x1024
1(vysoka) 2(x4) x4096
1(vysoka) 3(x16) x16384

4.1.2 Kalibra €ni kFivka pro stanoveni v plazm &

Kalibra¢ni zavislost poméru plochy pikd KIV a KMV k vnitfnimu standardu

na koncentraci je zndzornéna na obrazku 5 a 6. Kfivky vykazuji linearni prabéh

v celém rozsahu pouzitych koncentraci, a to asi od 0 do 101,5 pmol/l pro KIV a

od 0 do 101,4 pumol/l pro KMV.

Kalibraéni

zavislost poméru plochy piku KIC Kk vnitfnimu standardu

na koncentraci je zndzornéna na obréazku 7. Kfivka vykazuje linearni pribéh v celém

rozsahu pouzitych koncentraci, a to asi od 0 do 101 pmol/l. Na obrazku 8 je

znazornén pribéh kalibracni zavislosti KIC a je viditelné, kde linearita neni uz

zachovana.
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pom ér ploch pik G KIV/I.S.

pom ér ploch pik 4 KMV/I.S.
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Obr. 5: Kalibracni kfivka pro stanoveni ketoisovaleratu v plazm
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Obr. 6: Kalibracni kiivka pro stanoveni ketomethylvaleratu v plazm
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pom ér ploch pik & KIC/I.S.

pom ér ploch pik G KIC/IS
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Obr. 7: Kalibracni kfivka pro stanoveni ketoisokaproatu v plazm

50 100 150 200 250
koncentrace KIC (umol/l)

Obr. 8: Kalibracni kfivka pro stanoveni ketoisokaproatu v plazkde je jiz patrna

nelinearni oblast
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4.1.3 Kalibra €ni kFivka pro stanoveni v suchych krevnich skvrnach

Kalibracni zavislost poméru plochy pikd KIV, KIC a KMV Kk vnitfnimu
standardu na koncentraci je znazornéna na obrazku 9, 10 a 11. JelikoZ jako matrice
k této kalibraci slouZila krev, pomér ploch pikd nulového bodu nebyla nulovi
hodnota. Proto byl kazdy pomér plochy pikd jednotlivych bodl kalibrace odecten
od poméru plochy pikd nulového bodu. Kfivky vykazuji linearni prabéh v celém
rozsahu pouzitych koncentraci, a to asi od 0 do 101,3 umol/l pro KIV a od 0 do
100,7 pumol/l pro KIC, KMV.

0,3 7

0,25 y = 0,0026x + 0,002
R? = 0,9969

0,2

0,15 -

pom ér ploch pik G KIV/I.S.

0,1

0,05 -

0 20 40 60 80 100 120
koncentrace KIV (umol/l)

Obr. 9: Kalibracni kfivka ziskana z DBS pro stanoveni ketoisovaleréd88
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pom ér ploch pik 4 KMV/I.S.
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Obr. 10: Kalibracni kfivka ziskana z DBS pro stanoveni ketoisokaprofiBS
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Obr. 11: Kalibracni kfivka ziskana z DBS pro stanoveni ketomethylvaler&BS
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4.1.4 Analytické parametry

4141

Presnost v sérii

Pfesnost stanoveni oxokyselin s rozvétvenym fetézcem v sérii (intra-assay) je

uvedena v nasledujicich tabulkach.

Tab. 5: Presnost stanoveni oxokyselin ve vzorcich plazmy

Smérodatna Variaéni
; .| Pramér (AVG) o
Analyt PocCet meéreni ( " odchylka (SD) koeficient
pmo
(umol/l) (CV%)
KIV 10 13,37 0,57 4,26
KIC 10 41,55 1,70 4,10
KMV 10 17,21 0,60 3,50
Tab. 6: Presnost stanoveni oxokyselin ve vzorcich suchyenikteskvrn
Smérodatna Variaéni
; .. | Pramér (AVG) o
Analyt Pocet meéreni ( " odchylka (SD) koeficient
pmo
(umol/l) (CV%)
KIV 10 11,31 0,42 3,67
KIC 10 25,02 0,90 3,58
KMV 10 17,05 0,54 3,18
4.1.4.2 Vytéznost (recovery test)

Pomoci recovery testu byla otestovana spravnost stanoveni oxokyselin

s rozvétvenym fetézcem. Vysledky tohoto testu jsou uvedeny v nasledujicich

tabulkach.
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Tab. 7: Spravnost stanoveni oxokyselin ve vzorcich plazmy

KIV KIC KMV
Pridavek Vytéznost Pridavek Vytéznost Pridavek Vytéznost
(umol/l) (%) (umol/l) (%) (umol/l) (%)
2,05 92,20 2,11 92,89 1,98 106,06
4,10 92,93 4,22 89,10 3,96 91,92
10,25 100,98 10,55 96,02 9,90 93,03
25,63 93,99 26,38 91,02 24,75 93,01
Primérn& Primérn& Primérn&
95,02 92,26 96,01
vytéZznost (%) vytéznost (%) vytéznost (%)
Smérodatna
3,50 (SD) 2,55 (SD) 5,82
odchylka (SD)
CV (%) 3,68 CV (%) 2,77 CV (%) 6,07
Tab. 8: Spravnost stanoveni oxokyselin ve vzorcich sudkngsimich skvrn
KIV KIC KMV
Pridavek Vytéznost Pridavek Vytéznost Pridavek Vytéznost
(umol/l) (%) (umol/l) (%) (umol/l) (%)
12,66 101,97 12,58 103,97 12,58 103,97
25,33 104,97 25,16 98,01 25,16 95,99
50,65 105,98 50,33 108,01 50,33 99,01
75,98 106,99 75,49 105,99 75,49 108,99
Primérn& Primérn& Primérn&
) 104,98 ) 104,00 ) 101,99
vytéznost (%) vytéznost (%) vytéznost (%)
Smérodatna
1,88 (SD) 3,74 (SD) 4,95
odchylka (SD)
CV (%) 1,79 CV (%) 3,59 CV (%) 4,85
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4.2 UPRAVA VZORKU PRED HPLC ANALYZOU

4.2.1 Srovnani deproteina €nich roztok U

Porovnavaly se chromatografické zaznamy plazmy upravené rdznymi
deproteinaénimi Cinidly (1 mol/l HCIO4, 30% kyselina sulfosalicylova, 5% kyselina
metafosforend a 100% methanol). Deproteinace neprobihala skoro vubec
v prostiedi 5% kyseliny metafosforeéné. TaktéZ deproteinace se 100% methanolem
neprobihala pfiliS dobfe, problém se vyskytl vdals$im zkuSebnim postupu
(v odpafovani supernatantu pod dusikem). Deproteinace s 30% kyselinou
sulfosalicylovou a s 1 mol/l HCIO, probihaly pfiblizné stejné. U 30% kyseliny
sulfosalicylové se vSak v prvnich minutach objevoval Siroky pik obsahujici neznamé
latky, diky némuz se dlouho ustavovala zakladni linie (Pfiloha 4). Z tohoto divodu se

jako nejvhodnéjsi deproteinacni €inidlo zvolila 1 mol/l HCIO, (Pfiloha 5).

4.2.2 Srovnani Upravy vzorku s pouzitim SPE abez p  ouziti SPE

Porovnaval se vzorek plazmy, ktery byl nékolikrat aplikovdn na stejnou kolonku
SPE za ucelem odstranéni necistot na zacatku chromatografického zaznamu. Obsah
necistot se znatelné snizil. Kriticka se vSak ukazala vytéZznost kolonek SPE

(Pfiloha 6). Z tohoto divodu nebyla extrakce na pevné fazi dale pouzivana.

4.2.3 Porovnani elu énich ¢€inidel z DBS

Pokud byl pouzit postup, Ze I.S. byl nakapan nejdfive na odbérové kartiCky a
az poté byl na né aplikovan vzorek a ktery byl eluovan pfimo deproteinaénim
¢inidlem, tak se ukazalo, Ze tato metoda je velmi nepfesna. Mnohem vétSi presnost

byla zjiSténa u vzorku, ktery byl eluovan elu¢nim ¢inidlem s vnitfnim standardem.

45



Vysledky

4.2.4 Test stability

4241 Stabilita vnitfniho standardu — OPD

Obrazek 12 znéazorfiuje procentudlni stabilitu rozdilu plochy piku I.S. oproti
ploSe piku I.S. v ¢ase 0 v prubéhu 56 hodin. Z tohoto grafu je patrné, Ze plochy piku
I.S. vyrazné nekolisaji, coZ ukazuje na vysokou stabilitu derivatu vnitfniho standardu.
Pokud by se zmeénila stabilita jednotlivych oxokyselin, korespondovala by stim i
stabilita I.S. Pozorovani bylo tudiz zvoleno z toho davodu, Ze 1.S. ma nejvétsi plochu
piku (mV.s). Pokud bychom uvedli i zmény v ploSe pikd u KIV a KMV, byly by tyto
hodnoty velice zavadéjici, jelikoz jejich plochy jsou znatelné mensSi s vyjimkou KIC.
Zména |.S. v ploSe piku 0 1% odpovida zméné v ploSe piku o0 26,98 (mV.s). Naproti
tomu napfiklad zména v ploSe piku 0 1% u KIV odpovidd uz zméné v ploSe piku
0 0,647 (mV.s). Z toho duvodu obrazek €. 12 uvadi jen stabilitu I.S.

-10 A

zména plochy piku (%)

-12

-14 1

-16

-18 4

-20
Cas (hodiny)

Obr. 12: Stabilita derivatu vniniho standardu sledovanalitem 56 hodin
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4.3 DISTRIBUCE HLADIN OXOKYSELIN S ROZVETVENYM
RETEZCEM V SOUBORU DOBROVOLNYCH DARCU KRVE

Vzorky vendzni krve byly ziskany od dobrovolnych darcd krve na oddéleni
hematologie a krevni transfuze Nemocnice Pardubice. Soubor zahrnoval 30 muzl a

30 Zen ve véku 19 aZ 61 let (pramérny veék 33 let).

4.3.1 Hladiny ketoisovaleratu

Hodnoty ketoisovaleratu se v plazmé pohybovaly v rozmezi
12,94 + 2,64 umol/l. Primér neni vérohodny, median je statisticky vyznamnéjsi
(12,98 umol/l). Pfedpoklad normality testovaného souboru byl pfijat, pfedpoklad
homogenity pfijat. Jako optimalni rozdéleni bylo navrZzeno rozdéleni Laplaceovo
(korelaéni koeficient linearity, p-p = 0,9962).
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4.3.2 Hladiny ketoisokaproatu

Hodnoty ketoisokaproatu

v plazmé pohybovaly v rozmezi

46,06 £ 10,63 umol/l. Pramér neni vérohodny, median je statisticky vyznamnéjsi

(43,49 umol/l). Pfedpoklad normality testovaného souboru byl pfijat, pfedpoklad

homogenity pfijat. Jako optimalni rozdéleni bylo navrzeno rozdéleni Lognormalni

(korelaéni koeficient linearity, p-p = 0,9926).
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Obr. 17: Kvantilovy graf

Obr. 18: Krabicovy graf
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Obr. 19: Histogram

Obr. 20: Graf rozptyleni s kvantily
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4.3.3 Hladiny ketomethylvaleratu

Hodnoty  ketomethylvalerdtu se v plazmé pohybovaly vrozmezi
19,52 + 4,47 umol/l. Primér neni vérohodny, median je statisticky vyznamnéjsi
(18,79 umol/l). Pfedpoklad normality testovaného souboru byl pfijat, pfedpoklad
homogenity pfijat. Jako optimalni rozdéleni bylo navrzeno rozdéleni Laplaceovo

(korelaéni koeficient linearity, p-p = 0,9913).
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4.3.4 Vliv pohlavi na hladiny KIV, KIC, KMV

Tabulka 9 a obrazek 25 zobrazuje vliv pohlavi na hladiny KIV, KIC, KMV.
Hladiny KIV a KIC naméfené u muzl a Zen se statisticky vyznamné nelisi (test
shody: pxv = 0,3067, pkic = 0,7316). Hladiny KMV naméfené u muZzu jsou statisticky
vyznamné vysSi (test shody: pxwy = 0,0295).

Tab. 9: Vliv pohlavi na hladiny KIV, KIC, KMV

95% spolehlivost
Pramér SD Horni Median
Analyt n Spodni mez
(umol/l (umol/l) mez (umol/l)
(umol/l)
(umol/l)
KIV muZi 30 13,30 2,70 12,29 14,31 13,03
Zeny 30 12,59 2,63 11,60 13,57 12,84
KIC muZi 30 46,53 9,42 43,02 50,05 44,18
Zeny 30 45,58 11,86 41,15 50,01 42,95
KMV muZi 30 20,76 4,18 19,20 22,32 19,10
Zeny 30 18,27 4,46 16,61 19,94 17,92

70,00

60,00

50,00 - "
40,00 + |

30,00 -

koncentrace (Hmol/l)

20,00 A

—

10,00 -

0,00 -

KIV muzi KIV Zzeny KIC muzi KIC Zeny KMV muzi KMV Zeny

Obr. 25: Vliv pohlavi na hladiny KIV, KIC, KMV

Graf zobrazuje pimeérné hodnoty se sérodatnymi odchylkami
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4.3.5 Korelace mezi hladinami oxokyselin s rozv ~ étvenym Fetézcem a

hladinami aminokyselin s rozv  étvenym fetézcem v plazm é

Metodou linearni regresni diagnostiky a korelaéni analyzou jsme zjiStovali
mozné korelace mezi hladinami BCKA a BCAA v souboru dobrovolnych déarcu krve.
BCAA byly zméfeny pomoci HPLC s fluorescenéni detekci po derivatizaci
s o-ftaldialdehydem [28]. V souboru dobrovolnych darct krve jsme zjistili statisticky
vyznamné korelace mezi hladinami BCKA a BCAA s vyjimkou KIV a Valinu, kde
korelace nebyla zjiSténa.

Tab. 10: Korelace hladin BCAA oproti BCKA v souboru dobrowah dara@ krve

) o p (Fisher -
’ R“ (koeficient Spearmanova
Analyt v plazmé _ Snedecorv korelace
determinace) korelace
test)
KIV a Valin 0,0602 0,0587 0,2586 NE

KIC a Leucin 0,1609 0,0015 0,4393 ANO

KMV a Isoleucin 0,1444 0,0027 0,3773 ANO
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4.4 DISTRIBUCE HLADIN OXOKYSELIN S ROZVETVENYM RETEZCEM
U NOVOROZENCU

Vzorky suchych krevnich skvrn byly ziskany od novorozenct z pediatrického
oddéleni Nemocnice Pardubice. Soubor zahrnoval 30 dév&at a 28 chlapct (ve véku
3-5 dnu).

4.4.1 Hladiny ketoisovaleratu u novorozenc U

Hodnoty ketoisovaleratu v DBS u novorozencu se pohybovaly vrozmezi
9,57 = 3,33 umol/l. Podle zakladni statistiky je pravdépodobny jeden odlehly bod.
Primér neni vérohodny, median je statisticky vyznamnéjsi (9,25 umol/l). Test
normality a homogenity byl zamitnut, coZz nasvédcuje, Zze data nejsou homogenni.
Jako odlehly bod byl stanoven bod Cislo 16 (23,1 umol/l). Opraveny pramér po
Box-Coxové transformaci byl 9,05 pumol/l. Jako optimalni rozloZeni bylo navrzeno

rozdéleni Lognormalni (korela¢ni koeficient linearity, p-p = 0,9912).
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Obr. 28: Histogram Obr. 29: Graf rozptyleni s kvantily
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4.4.2 Hladiny ketoisokaproatu u novorozenc U

Hodnoty ketoisokaproatu v DBS u novorozencll se pohybovaly vrozmezi
22,92 + 6,76 umol/l. Primér neni vérohodny, median je statisticky vyznamnéjsi
(22,08 umol/l). Pfedpoklad normality testovaného souboru byl pfijat, pfedpoklad
homogenity pfijat. Jako optimalni rozdéleni bylo navrzeno rozdéleni Lognormalni

(korelaéni koeficient linearity, p-p = 0,9956).
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Obr. 32: Histogram Obr. 33: Graf rozptyleni s kvantily
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4.4.3 Hladiny ketomethylvaleratu u novorozenc 0

Hodnoty ketomethylvaleratu v DBS u novorozencu se pohybovaly v rozmezi
12,54 + 3,68 umol/l. Primér neni vérohodny, median je statisticky vyznamnéjsi
(11,74 pumol/l). Pfedpoklad normality testovaného souboru byl pfijat, pfedpoklad
homogenity pfijat. Jako optimalni rozdéleni bylo navrzeno rozdéleni Lognormalni

(korelaéni koeficient linearity, p-p = 0,9919).
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4.4.4 Vliv pohlavi na hladiny KIV, KIC, KMV u novor

ozenc U

Tabulka 11 a obrazek 38 zobrazuje vliv pohlavi na hladinu KIV, KIC, KMV.

Hladiny pfisluSnych oxokyselin naméfené u chlapcl a dévcat se statisticky

vyznamné neliSi (test shody: pxyv = 0,7686, pkic = 0,6264, pxmv = 0,8302).

Tab. 11: Vliv pohlavi na hladinu K1V, KIC, KMV

95% spolehlivost
Analyt . Pramér SD Spodni Horni | Median
(umol/l (umol/l) mez mez (umolll)
(umol/l) (umol/l)

KIV chlapci 28 9,70 3,78 8,24 11,17 8,99

dévCata| 30 9,44 2,90 8,36 10,52 9,41

KIC chlapci 28 23,38 7,41 20,50 26,25 21,81

dévCata| 30 22,50 6,19 20,19 24,81 22,43

KMV chlapci 28 12,65 4,02 11,09 14,21 11,55

dévcata 30 12,44 3,40 11,17 13,71 12,20
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Obr. 38: Vliv pohlavi na hladiny K1V, KIC, KMV u novoroz&nc

Graf zobrazuje pimeérné hodnoty se sérodatnymi odchylkami
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4.4.5 Korelace mezi hladinami oxokyselin s rozv ~ étvenym Fetézcem a
hladinami aminokyselin srozv étvenym Fetézcem v suchych

krevnich skvrnach

Metodou linearni regresni diagnostiky a korelacni analyzou jsme zjistovali
mozné korelace mezi hladinami BCKA a BCAA u novorozencu. BCAA byly zméfeny
pomoci HPLC s fluorescencéni detekci po derivatizaci s o-ftaldialdehydem [28].
U novorozencu jsme zjistili statisticky vyznamné korelace mezi hladinami BCKA a
BCAA.

Tab. 12: Korelace hladin BCAA oproti BCKA u novorozgnc

) o p (Fisher -
R“ (koeficient Spearmanova
_ Snedecorav korelace
determinace) korelace
test)

KIV a Valin 0,1116 0,0104 0,2606 ANO
KIC a Leucin 0,0788 0,0328 0,2046 ANO
KMV a Isoleucin 0,1399 0,0038 0,3559 ANO
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5 DISKUZE

Oxokyseliny srozvétvenym fetézcem jsou meziprodukty vznikajici
pfi odbouravani aminokyselin s rozvétvenym fetézcem. Je znamo, Ze pokud se zvysi
hladina aminokyselin i oxokyselin s rozvétvenym fetézcem, muze to vést k mnohym
klinickym syndromUm. Jednim z nejzavaznéjSich je nemoc javorového sirupu. MSUD
se projevi u novorozencu, ktefi pfijmou potravu ve formé mateifského mléka, jez je
bohate na BCAA. Stanoveni hladin BCAA se dnes jiz provadi rutinné
na specializovanych pracovistich pomoci MS/MS. V nasi studii jsme se vSak zabyvali
stanovenim hladin BCKA, které by mohly byt vhodné jako dalSi diagnosticky marker

k uréeni nemoci javorového sirupu.

Ke stanoveni oxokyselin srozvétvenym fetézcem jsme pouzivali HPLC
s fluorescenéni detekci po derivatizaci s OPD. Derivatizace byla nutnd, jelikoz BCKA
jsou latky, které prirozené nefluoreskuji. Pro detekci bylo pouzito excitacni zareni
o vinové délce 350 nm a bylo detekovano emisni zafeni o vinové délce 410 nm.
Pro separaci BCKA byla vybrana chromatograficka kolona LiChroCart 125-4
Purospher Star RP-18endcapped, 5 um, opatfend ochrannou kolonkou LiChroCart
4-4 Purospher Star RP-18encapped, 5 um.

Zaméfili jsme se na stanoveni uvedenych BCKA, i kdyZz v chromatografickém
zaznamu jsou patrné i jiné piky. Jedna se o latky vzniklé derivatizaci s OPD (latky
obsahujici ketoskupinu). Ketoskupinu obsahuje i fenylpyruvat, ktery jsme se
v poc¢atku naSi prace snazili stanovit navic. Jeho separace byla velice obtiZzna, jelikoz
se Spatné oddéloval od KIC a zaroven se choval velice nestandardné. Pfi ovéfovani
presnosti se velikost piku nesoumérné zvétSovala a zmensSovala. Z tohoto poznatku
jsme vyvodili zavér, ze fenylpuruvat se nemulze separovat samostatné, ale je mozné,
Ze se v ném separuje i dalSi latka. Tento zavér bychom potvrdili jen tim zpusobem,
Ze bychom uvedené vzorky stanovili pomoci hmotnostni spektrometrie. Hyashi a kol.

[14] dokonce uvadéji, Ze pfi téchto podminkach nelze fenylpyruvat detekovat.

Nasim hlavnim problémem bylo najit vhodnou kalibraéni techniku, kterd by

odpovidala screeningovému stanoveni v suchych krevnich skvrnach. ZkousSeli jsme
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rizné zplsoby, kterym udélat vhodnou kalibraci. Nejdfive jsme zkouSeli rozpoustét
jednotlivé standardy ve vodé&, nakapat je na speciélni filtraéni papiry, nechat
zaschnout a znich vyrazit stejné terCiky jako pfi prFipravé vzorkd. Jednotlivé
oxokyseliny se eluovaly ovSsem velmi nesoumérné a Spatné. Hodnota spolehlivosti
linearity (R?) byla velice $patna. Z tohoto divodu bylo od tohoto postupu upusténo.
Pokud by byla pouZita vodna kalibrace jako pfi stanoveni v plazmé, bylo by toto
méfeni nespravné, hodnoty by byly zavadéjici, jelikoZz by nebyla pouzita stejna
matrice. Worthman M.C. a kol. [27] uvadéji, ze pfi pfipravé standard pouzivali jako
matrici Cervené krvinky proprané ve fyziologickém roztoku. Takto pfipravené
standardy rozpipetovali na specialni filtrani papiry. | kdyZz se jednalo o stanoveni
hormon(, principialné jsme tuto metodu modifikovali a aplikovali na BCKA, pouze
s tim rozdilem, Ze namisto Cervenych krvinek jsme pouzivali plnou krev. Vysledky
takto pfipravené kalibrace poskytly velmi dobré hodnoty spolehlivosti linearity
(R?>0,99). Pro screeningové vySetfeni jsou plné vyhovujici. Dalsi vyhodou takto
pripravenych Kkalibraci na specialni filtracni papiry je, Ze je lze uchovavat pfi
chladni¢koveé teploté nebo pfi -20 T velmi dlouhou dobu [27]. TudiZz se mohou po uzit

kdykoliv, kdy by bylo tfeba zméfit vzorky.

Pfi fluorescen¢nim stanoveni BCKA v DBS nastal problém v detekovatelnosti
jednotlivych derivatll oproti plazmé. Velikost rozdilu jednotlivych signald byla
zpusobena zpracovanim mensiho mnozstvi vzorku v DBS a mnohem vétSiho
nafedéni oproti plazmé. Citlivost fluorescenéniho detektoru byla proto dvakrat

zvysena.

Pro pfipravu vzorku plazmy byla testovana 4 deproteinacni Cinidla. V literatufe
nejastéji uvaddéna deproteinace s 30% kyselinou sulfosalicylovou [10,13] byla
porovnavana s 1 mol/l HCIO,4, 5% kyselinou metafosfore€nou a 100% methanolem.
Deproteinace s 5% kyselinou metafosfore€nou neprobéhla vibec ase
100% methanolem probihala velice Spatné. U deproteinace s 30% kyselinou
sulfosalicylovou se objevoval Siroky pik obsahujici neznamé latky, diky némuz se
dlouho ustanovovala zékladni linie. Jako nejoptimalnéjSi deproteinacni Cinidlo byl

tudiz zvolen roztok 1 mol/l HCIO,.
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Literarni prameny uvadéji, Ze pfi pfipravé vzorku pfed HPLC analyzou se
zafazuje krok extrakce za ucelem odstranéni necistot. Pouziva se bud extrakce
kapalina-kapalina [10,12,13,15] nebo extrakce na pevné fazi [11]. Radeck W. a kol.
[11] uvadéji, Zze SPE vyZaduje minimum ¢asu a je velice vhodna. Proto byly
otestovany vzorky, které byly aplikovany na kolonky SPE. Nami zjisténé vysledky
vSak ukazaly, Ze kolonky SPE vykazuji velice nizkou a nepfesnou vytéznost.

Dale byly srovnavany dvé elucni Cinidla pfi analyze vzork( z DBS. Prvni
postup byl takovy, Ze jeSté pred odbérem suché krevni skvrny byl na specialni
filtracni papir nakapan |.S. a skvrna byla pak eluovana pfimo deproteinacnim
¢inidlem (1 mol/l HCIO,). Eluce timto zpisobem nebyla az natolik vhodna. Mnohem
Proto bylo zvoleno jemnégjSi elu¢ni Cinidlo (okyselena voda, 1 mmol/l HCI), které
obsahovalo 1.S. Krok deproteina¢ni nisledoval aZ po eluci.

Walser M. a kol. [28] konstatovali, Ze derivaty oxokyselin jsou stabilni pouze
2-5 hodin. Radeck a kol. [11] nezaznamenali Zadnou nestabilitu derivatu v prabéhu
6 hodin. My jsme sledovali procentualni stabilitu derivatu I.S. v pribé&hu 56 hodin.

Béhem této doby se stabilita derivatu I.S. pfilis neménila.

Metoda je vhodna jak pro stanoveni BCKA v plazmé pfi jiz probihajicim
onemocnéni, kdy by se mohla kontrolovat dietni terapie, tak hlavné pro screeningové

vySetfeni v suchych krevnich skvrnach. Screeningova metoda je rychla a Setrna.

Metody popsané v literatufe udavaji hodnoty variaénich koeficientll presnosti
v sérii okolo 1-5 % v plazmé [10,11,14]. Spravnost definovana primérnou vytéznosti
metody se pohybuje od 85-95% v plazmé [14].

Hladiny KIV v plazmé u dobrovolnych darct krve se pohybovaly v rozmezi
12,94 £ 2,64 umol/l a jsou srovnatelné s HPLC s fluorescenéni detekci ziskané
podobnym analytickym postupem (13,2 £ 3,2 umol/l [10], 14,1 £ 3,9 umol/l [13]).
Taktéz hladiny KMV naméfené v plazmé 19,52 + 4,47 umol/l byly srovnatelné s udaji
v literatufe (22,5 £ 5,4 umol/l [15], 19,1 £4,4 umol/l [13]. Hladiny KIC v plazmé

u dobrovolnych dérca krve 46,06+ 10,63 umol/l jsou spiSe v horni hranici
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publikovanych hodnot (33,9 £ 9,7 umol/l [13], 35,5 = 7,7 umol/l [15]). Hladiny KIV a
KIC naméfené u muzl se vyrazné neliSi od hladin naméfenych u Zzen (KIV u muzd
13,3+ 2,7 umol/l, u zen 12,59 + 2,63 umol/l, KIC u muzu 46,53 + 9,42 umol/l, u zen
45,58 + 11,86 pmol/l). Zajimavy vysledek vSak pfinesla statistika analyza u mérené
hladiny KMV, kdy muzi maji mimé vyssi hodnotu KMV (KMV muzi
20,76 £ 4,18 umol/l, Zeny 18,27 £ 4,46 umol/l). Hodnoty vSech tfi BCKA jsou
srovnatelné v riznych vékovych skupinich. Korelaci hladin BCKA a BCAA jsme
zjistili statisticky vyznamné korelace mezi hladinou KIC oproti leucinu a KMV oproti
isoleucinu. Mezi hladinami KIV oproti valinu jsme vSak statisticky vyznamnou korelaci

nezjistili.

Urcili jsme orientaCni hodnoty u novorozencl, kde hladina KIV byla
9,57 £ 3,33 umol/l, KIC 22,92 6,76 umol/l a KMV 12,54 + 3,68 umol/l. Hladiny
BCKA naméfené u chlapcl a dévcat se statisticky vyznamné neliSily. Hladiny BCKA
a BCAA u novorozencl jsme téz podrobily statistické korelaci. U novorozencu byly
zjiStény statisticky vyznamné korelace u vSech tfi oxokyselin a aminokyselin, stejné
jako uvadi Langenbeck a kol. [30].
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6 ZAVER

Cilem této metody bylo vypracovat vhodnou metodiku pro stanoveni oxokyselin
s rozvétvenym fetézcem a stanovit orientacni hodnoty oxokyselin u dobrovolnych

darcu krve.

Popsand metoda je vhodna jak pro stanoveni oxokyselin s rozvétvenym
fetézcem v plazmé, tak pfedevSim pro stanoveni v suchych krevnich skvrnach.

Reprodukovatelnost jednotlivych analyz i vytéznost této metody je pomérné dobra.

U novorozencU nebyla zaznamenédna Zadna vazba mezi hladinou oxokyselin a

pohlavim.

U dobrovolnych darca krve vysledky ukazuji, Zze hladiny ketoisovaleratu a
ketoisokaprodtu se u muzu a Zzen vyznamné nelisi. Pouze hladiny ketomethylvaleratu

u muzd jsou statisticky vyznamné vySsi.
Stanoveni oxokyselin s rozvétvenym fetézcem v suchych krevnich skvrnach by

mohlo byt vhodné jako dalSi doplriujici screeningove vySetieni pfi diagnostice nemoci

javorového sirupu.
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Priloha 1: Chromatograficky zdznam standardu S4 pro stanoveni v plazmé. Pik
ve 13,36 min odpovida KIV (10,15 pmol/l), pik v 15,09 min odpovida KIC
(10,10 pmol/l), pik v 16,20 min odpovida smési latek v&etné fenylpyruvatu, pik
v 18,60 min odpovida I.S. (23,80 pmol/l) a pik v 20,52 min odpovida KMV
(10,14 pmol/l). HPLC podminky: M.F. A: 55% methanol, M.F. B: 100% methanol,
gradientova eluce, 0-22 min 5% B, 22-27 min 100% B, 27-30 min 5% B, pratok M.F.
byl 0,5 ml/min pfi teplot¢ 30 C, detekce fluorimetricka (Aexcitazni =350 nm,
Aemisni = 410 nm, sens 2, gain 3), nastfik 20 pl vzorku.
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Priloha 2: Chromatograficky zaznam déarce plazmy ¢&. 22., 13,40 min KIV
(14,75 pmol/l), 15,16 min KIC (34,64 umol/l), 18,73 min I.S. (23,80 pumol/l), 20,66 min
KMV (15,37 umol/l). HPLC podminky stejné jako Pfiloha 1.
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Priloha 3: Chromatograficky zaznam DBS u novorozence €. 27., 18,02 min KIV
(11,33 pmol/l), 19,89 min KIC (24,18 pmol/l), 23,32 min 1.S. (50 pmol/l), 25,14 min
KMV (14,58 pmol/l). HPLC podminky: M.F. A: 50% methanol, M.F. B: 100%
methanol, gradientova eluce, 15-24 min 20% B, 24-29 min 100% B, pratok M.F. byl
0,5ml/min  pfi teplot¢ 30 C, detekce fluorimetrickda  (Aexcitagni =350 nm,
Aemisni = 410 nm, sens 1, gain 1), nastfik 40 pl vzorku.
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Priloha 4. Chromatograficky zaznam vzorku plazmy po deproteinaci s 30% kyselinou
sulfosalicylovou, 11,85 min KIV, 12,95 min KIC, 13,50 min smés latek vcetné
fenylpyruvatu, 15,08 min 1.S., 16,16 min KMV. HPLC podminky: M.F. A: 60%
methanol, M.F. B: 100% methanol, isokraticky mod, pritok M.F. byl 0,5 ml/min pfi
teploté 30 C, detekce fluorimetricka (Aexcitazni = 350 NM, Aemisni = 410 nm, sens 2,
gain 3), nastfik 20 pl vzorku.
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Priloha 5: Chromatograficky zadznam vzorku plazmy po deproteinaci s 1 mol/l HCIOy,,
11,84 min KIV, 12,93 min KIC, 15,06 min LS., 16,15 min KMV. HPLC podminky

stejné jako Priloha 4.
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Priloha 6: Chromatograficky zaznam vzorku plazmy po aplikaci SPE, 11,13 min KIV,
12,17 min KIC, 12,70 min smés latek v€etné fenylpyruvatu, 14,15 min I.S., 15,21 min
KMV. HPLC podminky: HPLC podminky: M.F. A: 60% methanol, M.F. B: 100%
methanol, gradientova eluce, 20 min 25% B, 20,01-25 min 100% B, pratok M.F. byl
0,5 ml/min pfi teploté 30 C, detekce fluorimetricka (Aexcitazni = 350 NM, Aemisni = 410
nm, sens 2, gain 3), nastfik 20 ul vzorku.



