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ANOTACIA

Sucha kvapka krvi je jednoduchou a neinvazivnou metédou odberu vzorky. Ked'ze zmeny
hladin niektorych aminokyselin, ketokyselin ¢i mastnych kyselin mézu byt’ spojené s rozvojom
metabolickych portch (napriklad diabetes mellitus), moze byt’ sucha kvapka Krvi pouzita ako
alternativna vzorka pri skriningovom vysetreni stavu metabolizmu. Pre tato studiu boli vzorky
suchej kvapky krvi ziskané punkciou prstu 60 dobrovolnikov. Celkovo boli optimalizované
3 rozlicné metddy a vo vzorkach bolo stanovenych 20 aminokyselin, 5 ketokyselin a 24,
respektive 18 mastnych kyselin (percentudlne zastipenie, resp. koncentracia). Vysledky boli
Statisticky spracované. Pouzité metody st dostatocne citlivé pre kvantifikdciu spominanych
analytov z veI'mi malého mnozstva biologického materialu obsiahnutého vo vzorke suchej

kvapky Krvi.

KLZUCOVE SLOVA
aminokyseliny, chromatografia, ketokyseliny, mastné kyseliny, metabolomika, sucha kvapka

krvi

ANNOTATION

The dried blood spot is a simple and non-invasive sample collection technique. It can be used
as an alternative sample for the screening of metabolism in humans since changes in the levels
of some fatty acids, amino acids, and keto acids can be associated with metabolic disorders
(for example diabetes mellitus). The samples in this study were obtained from 60 volunteers
by a finger prick. In total 3 different methods were optimized, 20 amino acids, 5 keto acids, and
24, respectively 18 fatty acids (percentage content, respectively concentration) were quantified.
The data were statistically evaluated. All presented methods are sensitive enough for the
determination of above-mentioned analytes from a small volume of a biological material

in dried blood spot samples.
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UVOD

Velkym trendom stc€asnosti je ochrana zivotného prostredia a minimalizicia jeho zataze
tvorbou odpadov. Tento pristup sa rozmaha vo viacerych oblastiach nasho zivota, analytickd
chémiu nevynimajic. Odraza sa nielen v snahe zmenSit' pristroje, ale tieZ VvV mnozstve
materialov a chemikalii pouzitych k analyze, ¢o je nielen ekologicky, ale aj ekonomicky
prinosné. Citlivost’ analytickych technik naopak rastie, ¢o umoziuje testovat stale mensie
mnozstva vzoriek. Najmd Vv pripade vzorieck T'udského pdévodu je znatelny zaujem
0 jednoduchu, rychlu a pokiall mozno neinvazivnu metédu odberu vzoriek. V snahe
minimalizovat’ poziadavky spojené s klasickym odberom venodznej plnej krvi (akymi su odber
kvalifikovanym zdravotnickym personalom a nasledny rychly transport za dodrzania
definovanej teploty do analytickych laboratorii) sa ako alternativa pontika moznost’ odberu tzv.
technikou suchej kvapky krvi (DBS). Tato technika odberu vzorky sa uz nickol'ko desatroci
Standardne pouziva pri skriningu vrodenych metabolickych poruch novorodencov
(novorodenecky skrining - NS), avSak vd’aka mnohym vyhodam sa postupne rozsiruje aj
do d’alsich oblasti. Hoc v niektorych pripadoch je tento typ odberu vzorky stale len
vo vyskumnej faze, do budicna ukazuje velky potencial ako alternativa klasického odberu
vzoriek plnej krvi, a to pri skriningovych metabolickych vySetreniach ¢i pri sledovani G¢inku
nasadenej liecby. Vzorka DBS by v tychto pripadoch mohla ulah¢it’ cely proces odberu

a transportu vzoriek do laboratorii.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Sucha kvapka krvi

Po prvy raz bola tato technika odberu krvi pouzita pri analyze hladin cukru v krali¢ej krvi v roku
1913. Predstavil ju Ivar Christian Bang, ale aj napriek tomu, Ze ju nasledne vo svojich stadiach
pouzilo este niekol'ko d’alSich vedcov, sa tato technika stala znamou az o pol storocie neskor.
V roku 1963 bola zo vzoriek DBS semikvantitativne stanovena hladina fenylalaninu s cielom
odhalit’ dedi¢énii metabolicki poruchu novorodencov — fenylketonuriu. Autorom tejto
myslienky bol Robert Guthrie. Vdaka jednoduchosti, spolahlivosti a ekonomickej
nenaro¢nosti sa Guthrieho test, a s nim spojeny skrining novorodencov, postupne rozsirili
do sveta. Hoc princip samotného vySetrenia je dnes uz iny a medzi jednotlivymi krajinami sa
1i8i aj pocet skrinovanych ochoreni, typ vzorky ostava rovnaky. Je nim DBS. Vd’aka mnohym
vyhoddm sa rozsirila aj do inych oblasti klinickych analyz a v buducnosti by mohla byt
pouzivana ako alternativa ku klasickému odberu vzoriek plnej krvi, najmé pri skriningu
metabolickych portch ¢i sledovani aspesnosti nasadenej liecby (Guthrie a Susi., 1963; Kayton,
2007; Schmidt, 1986).

1.1.1 Vyhody a nevyhody techniky suchej kvapky krvi

Jednou z hlavnych vyhod tejto techniky odberu vzorky je menej invazivny odber, ktory
nevyZaduje pritomnost’ kvalifikovaného zdravotnickeho persondlu. Vzorky moézu byt teda
odobrané akoukol'vek dospelou osobou, vratane pacienta samotného. Takmer bezbolestny
odber vykonany v zndmom prostredi moZe byt ulahcenim v pripade odberu vzoriek u deti
alebo u pacientov trpiacich fobiou z ihiel. Pomdct’ mdze aj v pripade geriatrickych pacientov
alebo inych pacientov so zniZenou schopnost’ou pohybu.

Pri procese schnutia krvnej Skvrny dochéadza k poSkodeniu obalky virusov (napr. HIV,
HBV, CMV a iné¢), takZe riziko ndkazy pri praci s biologickym materidlom sa zna¢ne redukuje.
Schnutie naopak napoméha zvySeniu stability vacSiny analytov, takze vzorky méZu byt
skladované aj bez nutnosti chladenia, napriklad pri izbovej teplote. S odl'ahéenim mozno
povedat’, Ze vzorky DBS mdzu byt odobrané pacientom samotnym doma a zaslané na analyzu
do laboratorii poStou. Autori jednej Studie poukazuju na fakt, Ze zaslanim vzoriek DBS miesto
vzoriek plazmy mozno, s ohl'adom na lokalne podmienky, usetrit’ az 200 eur. Taktiez uvadzaju,

ze priblizne 30 % vzoriek plazmy byva zaslanych chybne (za nedodrzania spravnych
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podmienok ¢i so zle vypisanou sprievodnou dokumentaciou) (van Amsterdam a Waldrop,
2010). Po zaschnuti mozu byt vzorky DBS jednoducho uloZené na seba, takze pri skladovani
¢1 transporte zaberaji menej miesta v porovnani so vzorkami plazmy ¢i plnej krvi.
Jednoduchost’ skladovania a prevozu vzoriek DBS je vel'mi prinosna v pripade analyzy vzoriek
v rozvojovych krajinach, kde je transport za zniZenej teploty vo véacSine pripadov
neuskutocnitelny.

Dalou zvyhod tejto techniky odberu vzorky je minimalne mnoZstvo biologického
materidlu potrebného k vytvoreniu krvnej skvrny. Pri klasickom odbere plnej krvi je nutny
odber niekol'kych mililitrov. Miesto toho pri vzorkach DBS postacuje len niekol’ko kvapiek
(objem v desiatkach mikrolitrov), ¢o je vel'mi prinosné, mimo iné aj Vv pripade experimentalne;j
prace so zvieratami, kedy je pocet vzoriek obmedzeny ako z fyziologického, tak aj z etického
hladiska. Pre lepSiu predstavu, priemerny objem krvi v tele laboratornej mysi je iba 1,5 ml.
Pri nutnosti odberu viacerych vzoriek, napriklad pri sledovani metabolizmu ¢i G¢inku lie€iv, je
preto vyuzitie DBS vzoriek viac nez ziadané. Tato technika odberu vzorky je v sulade s 3R
principom (z angl. replacement, reduction, refinement), ktorého tlohou je zniZenie poctu
experimentov na zvieratach, i aspon zlepSenie zaobchadzania s nimi.

Malé mnozstvo biologického materidlu k analyze vyzaduje pouzitie velmi citlivych
analytickych technik, ¢o s ohladom na vel'mi rychly rozvoj v tejto oblasti nie je dnes uz
VO vicSine pripadov problém. Viditelne sa znizuje aj mnozZstvo pouzitych chemikalii
pri spracovani a analyze takychto vzoriek, ¢o je ekologicky aj ekonomicky prinosné. Prave
kvoli nizkej kvantite analytov vo vzorke, moZnej zmene ich Struktiry ¢i ich uplnej degradacii,
moze byt vSak analyza vzoriek DBS naroc¢na. V niektorych pripadoch dokonca nemusi byt
mozné analyty ztakéhoto typu vzorky stanovit. Preto o DBS nemoZno uvaZovat ako
0 plnohodnotnej ndhrade za vzorky plnej krvi ¢i plazmy, ale len ako o vhodnej alternative
pri niektorych konkrétnych vysetreniach.

Jednou z nevyhod pouzivania vzorieck DBS je potreba zavedenia referencnych hodnot
pre takyto typ materidlu a nemoznost’ porovnania hladin vybranych analytov s vysledkami
ziskanymi z analyzy plazmy & plnej krvi. Dal$ou je vplyv matrice (celuldzovy filtraény papier)
na extrakciu analytov, ¢i rozdielne hodnoty hematokritu (HCT) v populécii. Ten ma podla
roznych $tudii vplyv na homogénne Sirenie krvi filtracnym papierom pri vzorkovani a S nim

spojenu migraciu analytov.
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1.1.2 Odberovy papier

Odberovy filtraény papier pre aplikaciu vzoriek DBS musi spifiat’ vel'mi prisne kritéria kontroly
kvality. Pozadovanymi vlastnostami st celistvost’, nulové chemické vyluhovanie a ¢o najmensi
chromatograficky efekt. Na trhu je niekolko typov komercne dostupnych papierov, ktoré¢ sa
vSak mozu lisit’ hrubkou ¢i vel'kostou porov a ovplyvnit’ tak nasiakavost’ papiera (Li a Tse,
2010). Ale tak ako je zachovana porovnatel'nost’ odberovych papierov v ramci jednej Sarze, ¢i
medzi Sarzami navzajom, by mali byt porovnatelné aj vysledky analyzy vzorick DBS
odobratych na filtrany papier réznych vyrobcov (Mei et al., 2010). Niektoré Stadie ale
podotykaji, ze tomu tak nie je. Najma pri extrémnych hodnotach HCT ¢i extrémne vysokych
(pripadne nizkych) hladinach sledovaného analytu, sa vysledky mozu lisit’ (Koster et al.,2015;
Rottinghaus et al., 2014). Koster et al. napriek rozdielom vo vysledkoch naznacuju, ze vSetky
testované papiere vykazovali rovnaka hodnotu HCT apodobnt zavislost vytaznosti
na koncentracii.

Filtra¢ny papier pre odber vzoriek DBS je vyrobeny zo 100% bavlny, ktorej chemickou
podstatou je polysacharid zlozeny z niekol’kych monomérov D-glukdzy, celuldza. V literatire
mozno najst’ aj pokusy o pouzitie inych typov nosi¢ov, ako je napriklad chromatograficky
papier (Shen et al., 2012), alebo dokonca materialy nezalozené na baze celuldzy, ako napriklad
sklo (Crawford et al., 2011), avsak ich pouzitie nie je vyznamné. Glukozové podjednotky
celulézy vytvaraji medzi sebou vodikové vizby ako v ramci jedného polymérneho vlakna, tak
aj medzi polymérnymi ret'azcami celul6zy navzajom. V suchom stave je teda polymér pevne
viazany k d’al$im zlozkam celuldzy, ale pridavok vody ¢i inych hydrofilnych rozptstadiel
sposobuje bobtnanie. Dochadza k naruseniu vodikovej vizby, disperzii rozptastadla do medzier
a zva¢Seniu objemu porov. Po vysuSeni sa celuléza vrati do povodného stavu, avSak
S0 zachytenymi molekulami. Malé molekuly tak mozu cez vodikové vézby priamo interagovat’
s celulozou alebo vyplnit’ medzery v Strukture filtracného papieru. Zvyseny pocet akceptorov
vodikovych vizieb umozni vacsiu afinitu analytov k celuloze, ¢o moze viest’ k menej efektivne;j
extrakcii (Li a Tse, 2010).

V pripade NS sa pre odber vzoriek DBS pouZiva neoSetreny filtracny papier. S cielom
zvysit efektivitu extrakcie alebo stabilitu molekul, ¢i inym spdésobom pozitivne ovplyvnit’
charakter vzorky DBS, v§ak mézu byt filtratné papiere chemicky oSetrené, a to bud’ priamo
od vyrobcu alebo manualne pred odberom vzorky (aplikaciou vhodnej chemikalie a naslednym

usuSenim na vzduchu). Chemicky oSetrené papiere boli pdvodne navrhnuté pre analyzu
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nukleovych kyselin a mali zabezpecit' 1yzu buniek, denaturdciu proteinov alebo inaktivaciu

patogénov (Wagner et al., 2016).

1.1.3 Priprava vzorky suchej kvapky krvi

Koza v mieste vpichu musi byt pred samotnym odberom vzorky dostato¢ne prekrvena, ¢oho
mozno docielit’ zahriatim a vhodnou maséazou, ktora zvysi prietok krvi k pozadovanému
miestu. Vzorka moze byt odobrana z prsta (dlaiova Cast’ 3. alebo 4. prstu menej dominantnej
ruky), usného laloku ¢i pity novorodenca. Pred samotnym odberom je nutné miesto vpichu
vydezinfikovat’ alkoholom a nechat’ vol'ne uschnit. Koza je nasledne prepichnuta do hibky
priblizne 2 mm jednorazovou sterilnou lancetou alebo ihlou. Prva kvapka krvi sa otrie sterilnym
tamponom. Dalsia dostatoéne velkd kvapka krvi, vytvorend spontinne, bez stla¢ania, aby
nedoslo k primesi tkanivového moku, sa aplikuje na odberovy filtratny papier jednorazovym
prilozenim na vyznacenu plochu. Pokial je to mozné, plocha by mala byt homogénne zaplnena
iba jednou kvapkou krvi. Z oboch stran by mala vykazovat’ rovnaku ¢ervent farbu. Je neziaduce
dotykat’ sa vyznacenej plochy pred aplikaciou vzorky, ¢i po nej, aby nedoslo ku kontaminécii.
Po aplikacii vzorky sa odberova karticka necha 2-3 hodiny volne zaschnut' v horizontalnej
polohe tak, aby bola mimo dosah priameho slne¢ného Zziarenia ¢i iné¢ho zdroja tepla.
Po zaschnuti mézu byt vzorky prekryté ochrannou vrstvou a uskladnené za pozadovanej
teploty v plastovom obale s moznost'ou vol'ného pristupu vzduchu (nie hermeticky uzavreté
obaly) (Deep et al., 2012; Griiner et al., 2015; Li a Tse, 2010; Mei et al., 2001).

Vzorka DBS moéze byt pripravena aj zo skimavky s plnou krvou, a to maximélne 24 hodin
po odbere. Krv je v tomto pripade davkovana v konkrétnom objeme kalibrovanou pipetou
a jednorazovou plastovou Spickou zo vzdialenosti niekol’kych milimetrov nad odberovym
filtratnym papierom. Cely objem vzorky by mal byt davkovany plynule s prvym kontaktom
krvi a filtracného papiera. Tento pripad pripravy vzorky DBS straca vyhodu neinvazivnosti
odberu, avSak moZze byt prinosny v pripade, ze je odber plnej krvi vyzadovany z dévodu iného
vySetrenia a vzorka DBS umoziuje jednoduchsi transport do vzdialeného laboratoria.
Podmienky schnutia a manipulacie so vzorkou su rovnaké ako v predchadzajicom pripade

(Griiner et al., 2015; Li a Tse, 2010).
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1.1.4 Skladovanie vzoriek suchej kvapky krvi a stabilita analytov

Kvalita pripravenych vzoriek DBS rapidne klesa vplyvom prili§ vysokych teplot ¢i vlhkosti
vzduchu, ktoré moézu podnietit’ degradaciu analytov ¢i rast baktérii a nasledne spOsobit’
odchylky v extrakcii. Z tohto dovodu by vzorky mali byt pred uskladnenim dostatocne
vysuSené a pred vzdusnou vlhkostou chranené aj pocas skladovania, a to pridanim desikantu.
Skladové podmienky mozu byt monitorované pridanim indikdtoru vlhkosti. Rizikové
pre vzorky DBS je aj uskladnenie v hermeticky uzavretych nadobach ¢i ich dlhSie statie
Vv postovych schrankach v pripade zaslania poStou. Stabilita analytov moéze byt pozitivne
ovplyvnena zniZzenim teploty skladovania zizbovej na 4 °C, ¢i dokonca uchovavanim
v mraziacom boxe pri -20 alebo -80 °C. (Deep et al., 2012; Li a Tse, 2010; Mei et al., 2001).

Pri rozhodovani o pouziti vzoriek DBS je kl'icovou prave informacia o stabilite molekul.
Vicsina molekul vykazuje v tekutej vzorke nizSiu stabilitu nez po zaschnuti na filtratnom
papieri. Hlavne pre stabilné molekuly preto technika DBS predstavuje vhodny spdsob
dlhodobej konzervacie. AvSak menej stabilné molekuly mézu pocas schnutia pozmenit’ svoju
Struktiru alebo uplne degradovat’, ¢o je neziaduce. V niektorych pripadoch sa da stabilita
pozitivne ovplyvnit’ su¢asnym pridanim d’alSich, stabilizujtcich latok k vzorke samotnej alebo
ich aplikaciou na filtra¢ny papier este pred odberom vzorky (Li a Tse, 2010; Holen et al., 2016;
McDade et al., 2007). Prikladom moéze byt oSetrenie filtratného papieru dithiotreitolom
s cielom stabilizovat’ molekulu glutationu. Ten bez pridavku redukéného ¢inidla podlieha
neenzymatickej oxidacii a enzymatickej degradacii (Kand’ar et al., 2015). Podobne méze byt
spomalena aj peroxidacia polynenasytenych mastnych kyselin (PUFA) pridavkom
butylovaného hydroxytoluénu (BHT) (Metherel et al., 2013).

Potrebu individualneho pristupu k uskladneniu vzoriek DBS s ohl'adom na stanovovany
analyt mozno demonstrovat’ na niekol’kych prikladoch. Enzymy zvic¢sa pri vysokych teplotach
podliehaji vel'mi rychlej degradacii. Vynimkou su vSak lyzozomalne enzymy, ktoré vykazuja
dobrt stabilitu aj pri izbovej teplote, a preto mdzu byt vzorky DBS vyuzité k diagnostike
lyzozomalnych ochoreni (Lukacs et al., 2003; Sewell et al., 2012). C-reaktivny protein (CRP)
degraduje uz po 3 dnoch skladovania za izbovej teploty. AvSak zniZenie teploty na -20 °C
predlZzuje jeho stabilitu az na 1 rok (Brindle et al., 2010; McDade et al., 2004). Zatial’ co DNA
je stabilna po dobu minimalne 1 roku aj pri teplote 37 °C, vo vécsine pripadov RNA v takychto
podmienkach degraduje. Jej stabilitu v§ak mozno zvysit’ uskladnenim pri -70 °C (Aitken et al.,
2015; Leelawiwat et al., 2009). Pokial nie st aminokyseliny (AK) v DBS vzorkach vystavené

extrémnym podmienkam (teplota, vlhkost’), moZno ich oznacit za dlhodobo stabilné
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(Strnadova et al., 2007; Golbahar et al., 2014). Vicsina ketokyselin (KK) je relativne stabilna
vo forme soli, ale ako vol'né kyseliny mézu vykazovat’ nestabilitu a podlichat’ dekarboxylacii
a polymerizacii (Cooper et al., 1983). Ich stabilita vo vzorkach DBS nie je dostato¢ne
zmapovana. Autori jednej Studie uvadzaja, ze pyruvat je vo vzorkadch DBS stabilny pri -30 °C
po dobu minimalne 30 dni (Chuang et al., 2009). Mastné kyseliny (MK) st vo vzorkach DBS
taktiez relativne stabilné. Problematické su ale PUFA, ktoré, ako bolo spomenuté vyssie,

podliehaju peroxidacii. Ich stabilitu mozno zvysit’ pridavkom BHT (Metherel et al., 2013).

1.1.5 Vplyv hematokritu

Casto diskutovanym problémom pri zavadzani vzoriek DBS do praxe je vplyv HCT. Ten je
uzko spojeny S vlastnostami krvi, apreto mdze ovplyvnit' jej spravanie pri vzorkovani
na odberovy filtraény papier. Vysoka hodnota HCT sa spaja s vy$Sou viskozitou krvi, ¢o ma
zanasledok jej horSiu adsorpciu aSirenie filtraénym papierom v porovnani so vzorkami
s nizkou hodnotou HCT. Objem krvi vo vyrazenom teréiku preto nemusi byt z tohto dovodu
jednotny (Deep et al., 2012; de Kesel et al., 2014; Chace et al., 2014; Li a Tse, 2010). S tym
moze suvisiet’ aj problém rozdielnej distribucie sledovaného analytu vo vzorke DBS. Niektoré
Stadie preto upozornuji aj na dolezitost’ vyberu miesta vyrazenia teréiku (Holub et al., 2006;
O’Mara et al., 2011). Holub et al. (2006) v suvislosti s rozdielnou hodnotou HCT vo vzorkach
zaznamenali, Ze pokial’ je vzorka DBS pripravena z krvi s nizkou hodnotou HCT, koncentracia
aminokyselin na okraji krvnej skvrny je vyssia nez v jej prostriedku.

Hodnota HCT je percentualnym vyjadrenim obsahu erytrocytov v celkovom objeme krvi.
Lisi sa nielen medzi jednotlivcami, ale je ovplyvnena aj zdravotnym stavom kazdého Cloveka.
U muZov je zvyCajnd hodnota HCT 46+6 %, U zien 41+5 %. U urcitych skupin (napriklad
novorodenci, deti od 2 do 12 rokov) méze vsak hodnota HCT kolisat’ v rozmedzi 28-67 %.
Navyse kapilarna krv v porovnani s vendéznou vykazuje vysSie hodnoty HCT (Denniff
a Spooner, 2010; Kayiran et al., 2003; Li a Tse, 2010; Walker et al., 1990).

Jednym zo sposobov, ako sa s tymto problémom vyrovnat’, je testovanie rozlicnych hodnot
HCT priamo pri validacii analytickej metody a nasledné urcenie rozmedzia, pre ktoré metoda
poskytuje platné vysledky. Pri analyze vzoriek DBS by teda vzdy musela byt stanovena aj
hodnota HCT, aby bolo mozné overit' spravnost metddy. Pokial sa vzorky pripravuju
z nezrazanlivej vendznej krvi, nie je problém zmerat' hodnotu HCT priamo zo skumavky
s plnou krvou. V pripade pripravy vzorky punkciou prstu je vSak nutné zvolit’ alternativnu

metodu. Mozno napriklad zmerat’ koncentraciu drasliku, ktorého hladina koreluje s hodnotou
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HCT. DalSou moZnostou ako predist’ problému s efektom HCT je analyza celej vzorky DBS
po pipetovani konkrétneho objemu na odberovy filtracny papier. Tento sposob ale znemoziuje
odber krvi pacientom doma, ¢o je uvadzané ako jedna z hlavnych vyhod pouzivania vzorky
DBS. S ciel'om minimalizovat’ vplyv hodnoty HCT by mali byt aj kalibratory pripravené z Krvi
s hodnotou HCT priblizne rovnej o¢akavanému medianu testovanej populacie (Capiau et al.,
2013; den Burger et al., 2015; de Kesel et al., 2014; Denniff a Spooner, 2010).

1.1.6 Extrakcia vybranych analytov zo vzorky suchej kvapky krvi

Extrakcia analytov z pevnej (matrica filtratného papiera) do kvapalnej fazy (extrakéné
rozpustadlo) predstavuje jeden z najkritickejSich krokov v spracovani vzorky DBS. V literatare
mozno najst zmienky o extrakcii celej krvnej Skvrny (Fan aLee, 2012) alebo o pouziti
takzvanych perforovanych (Li et al., 2011a) ¢i dokonca pred-vyrazenych (Youhnovski et al.,
2011) vzoriek DBS, ale ich pouzitie nie je v praxi bezné. Obycajne spracovanie vzorky zacina
vyrazenim teréiku 0 priemere 3-8 mm z prostriedku vzorky DBS (Deep et al., 2012; Lehmann
et al., 2013; Wong et al., 2010). Pocet vyrazenych teréikov sa mdze s ohl'adom na senzitivitu
pouzitej metody 1isit’. Nasleduje extrakcia analytu, a ak je to nutné, jeho derivatizacia, pricom
tieto dva kroky moézu byt vykonané v 'ubovol'nom poradi.

Extrakéné Cinidlo je vybraté na zéklade fyzikalno-chemickych vlastnosti. Jeho ulohou je
opétovné rozpustenie analytov nasho zaujmu, preto by malo byt’ dostatoéne silné, aby prerusilo
véizby medzi molekulami analytu a matricou filtraného papiera (Deep et al., 2012; Lehmann
et al., 2013; Li a Tse, 2010). Bezne sa k extrakcii pouzivaju organické rozpustadla (napriklad
methanol, hexan a iné) (Faller et al.,2011; Thomas et al., 2012), vodné pufre (fosfatovy pufor,
pufre s obsahom soli a iné) (Jacomelli et al., 2002; Kapur et al., 2008), zmesi organickych
rozpustadiel a vodnych roztokov ¢i komer¢ne dostupné kity (Khan et al., 2013a). Pre zvySenie
efektivity extrakcie mozno pouzit' ultrazvuk ¢i vortex, zmenit' pH, pridat k rozpustadlu
povrchovo-aktivne latky (napriklad Tween, Triton X) alebo chelatacné ¢inidlo (napriklad
EDTA) (Lehmann et al., 2013).

Manualna extrakcia vicSieho poc¢tu vzoriek DBS moze byt zlozita a ¢asovo narocna.
Stucasny technologicky stav vSak neumoznuje automatizaciu spracovania velkého poctu
vzoriek aon-line zapojenie s analytickym pristrojom. Alternativou by mohla byt priama
analyza vzoriek bez predchadzajucej extrakcie, napriklad desorpéna ionizacia elektrosprejom
(DESI) (Siebenhaar et al., 2015; Wiseman a Kennedy, 2014; Wiseman et al., 2010), priama

analyza v realnom ¢ase (DART) (Crawford et al., 2010), desorpcia/ionizacia laserom za i¢asti
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matrice (MALDI) (Kobrynski et al., 2016) apodobne. Avsak priama analyza vzorky
bez predchadzajucej separacie a bez odstranenia interferujucich latok moze mat’ negativny
vplyv na citlivost’ stanovenia. Preto je vo vacSine Studii dodnes stale vyuzivana manualna
off-line extrakcia (Abu-Rabie, 2011; Déglou et al., 2011; Wong et al., 2010; Zimmer et al.,
2013).

Analyty mozu byt’ s ohl'adom na ich vlastnosti a zvoleny detektor pred separa¢nym krokom
derivatizované. Pripadne moze byt derivatiza¢né Cinidlo pridané k vzorkam DBS este pred
samotnou extrakciou. Ked’ze nie je presne zname, aké reakcie mozu prebehnut’ medzi
derivatiza¢nym ¢inidlom a matricou filtracného papiera, je vhodné tento postup zvazit. Hlavne
vel'mi agresivne derivatiza¢né ¢inidl4, ako napriklad acetylchlorid, by mohli necakane poskodit’
filtra¢ny odberovy papier a negativne tak ovplyvnit’ cely proces spracovania a analyzy vzorky

(Lia Tse, 2010; Marangoni et al., 2004; Wang et al., 2016).

1.1.6.1 Pouzitie interného $tandardu

Ulohou interného $tandardu (IS) je odrazat spravanie stanovovanych analytov a kompenzovat’
pripadné straty vzniknuté pri spracovani vzoriek ¢i sposobené vplyvom matrice. Idealne by IS
mala byt stanovovana latka znafend stabilnym izotopom. K jej detekcii je ale potrebny
hmotnostny spektrometer (MS). Ekonomicky SetrnejSou metddou je teda pouzitie latky s co
najpodobnejSou Struktirou a fyzikalno-chemickymi vlastnostami, ktord sa prirodzene
v analyzovanej vzorke nevyskytuje.

Spravne pridanie IS k vzorkim DBS moéze byt komplikované. Hoc V sti¢asnosti
najpouzivanej$ia metdda, pridanie IS do extrakéného rozpustadla s prvym krokom extrakcie,
ma reprodukovatel'né vysledky, da sa povedat, Ze Vv skutocnosti neodraza celkové spravanie
analytu. Za prvé, nedokaze zachytit’ a reflektovat’ pripadnu degradéaciu analytu pocas doby
skladovania a za druhé, neodraza spravanie a moznu stratu analytu pri extrakcii vzorky. Preto
sa V literature objavilo niekol’ko pokusov o hl'adanie prijatelnej alternativy. Z analytického
hladiska by mal byt’ IS pridany k vzorkam ¢o najskor. V praxi to znamena spolocne s krvou
pri priprave vzoriek DBS alebo tesne predtym. IS by mal bezproblémovo interagovat ako
s krvou samotnou, tak aj s matricou filtracného papiera bez toho, aby ovplyvnil charakter
povodnej vzorky (napriklad chromatografickym efektom). Podl'a jednej z publikacii mozno
pridanim IS priamo do vzorky tekutej krvi dosiahnut’ 0 nieco lepSie vysledky v porovnani
s metodou pridavku IS do extrakéného rozpustadla (van Baar et al., 2013). Tento spdsob

predpokladd Uplné zaclenenie IS do matrice krvi. V praxi je vSak takato aplikacia IS vel'mi
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naroc¢na z doévodu zlozitosti celej procedury, ktord by vyzadovala odber skolenou osobou. Liu
et al. preto navrhli pouzitie malych sklenenych kapilar pokrytych z vnutornej strany vrstvou IS,
ktoré by mali tito proceduru ul'ah¢it’. Krv je do kapilary natiahnuta prilozenim konca kapilary
ku kvapke vytvorenej po punkcii a po interakcii s IS je koniec kapilary prilozeny k filtracnému
papieru pre vytvorenie DBS (Liu et al., 2013). Dalsou moznostou, ktora vykazuje vysledky
porovnatel'né s aplikaciou IS v prvom extrak¢nom kroku, je pridanie IS na filtra¢ny odberovy
papier v samostatnom kroku bud’to pred alebo po aplikacii vzorky krvi, a to bud’ pipetovanim
alebo sprejovanim. Vysledky vyskumu naznacuji, ze vhodnejsia je aplikacia IS pred odberom
vzorky krvi. Z pohl'adu distribucie IS je vhodnejsia technika sprejovania. Navyse sa takymto
sposobom mozno vyhnut' neziadanym chromatografickym efektom (Abu-Rabie, 2011; Abu-
Rabie et al., 2011; Liu et al., 2013; van Baar et al., 2013; Zimmer et al., 2013).

1.1.7 Vyutzitie techniky suchej kvapky krvi v praxi

Vzorka DBS sa Standardne pouziva k v€asnej detekcii rozli€nych genetickych a metabolickych
portch novorodencov s cielom zabrdnit’ nezvratnym zmendm organizmu alebo aspoinl zmiernit’
priznaky ochorenia. Kapilarna krv z paticky novorodenca je odobrand na filtraény papier zvicsa
24-48 hodin po narodeni a nasledne analyzovana tandemovou hmotnostnou spektrometriou
(MS/MS). Sledovanie zmeny koncentracie jednotlivych analytov nema taky informativny
charakter ako sucasné monitorovanie niekolkych biomarkerov aich vzajomné porovnanie.
Tieto metabolické vzorce st nasledne vyhodnocované vo vztahu k réznym ochoreniam
(Carpenter a Wiley, 2002; Chace et al., 2003; Deep et al., 2012; Li a Tse, 2010; Morris et al.,
2014; Rinaldo et al., 2008).

Metabolomika je pomerne nova vedna disciplina umoziiujiica komplexné zmapovanie
aktualneho stavu organizmu. Kvalifikacia a kvantifikacia metabolitov v ¢ase ma velky vyznam
v skorom odhaleni nadorovych ochoreni, predikcii vyvoja ochorenia alebo monitorovani
uspesnosti lieCby. Vzhl'adom na potrebu analyzy vel'kého mnozZstva vzoriek pri h'adani novych
biomarkerov sa vzorka DBS ukazuje ako vhodna alternativa (Jayavelu a Bar, 2014; Lima et al.,
2016; Wang et al., 2016). Uz niekol'ko $tudii naznacilo, ze v tomto obore st vzorky DBS
schopné plne nahradit’ vzorky plazmy (Kong et al., 2011; Zukunft et al., 2013). Mozno ich
pouzit' aj v metabolomickom skriningu post mortem, napriklad v pripade néahlej smrti
z neznamej pric¢iny (Chace et al., 2001).

Cielom toxikologickych §tadii je ur¢it’ vztah medzi chemickou zluc¢eninou vstupujucou

do organizmu za uréitym ucelom ajej osudom vnom (cesta, akou bude zlucenina
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metabolizovana a vyli¢ena z organizmu). Vel'mi ¢asto st v tychto stadiach nutné experimenty
na zvieratich aprave vzorky DBS spifiaju poziadavky 3R principu, redukuji mnoZstvo
potrebného biologického materidlu a znizuju aj financné naklady spojené s takymto vyskumom
(Stove et al., 2012). Dalsim odvetvim toxikologie je terapeutické monitorovanie lieiv.
Pri podavani farmaceutik je niekedy nutné sledovat’ hladinu aktivnej latky v organizme, aby sa
dosiahlo ¢o najlepSieho u¢inku a pritom zamedzilo poSkodeniu organizmu predavkovanim.
Moznost’ takmer bezbolestného odberu vzorky samotnym pacientom je vel'mi vyhodna. Je vSak
nutné minimalizovat' riziko kontamindcie pri priprave vzorky, pokial osoba davkujuca
farmaceutikum a pripravujica vzorku DBS je jedna ata ista. Vysledky ziskané analyzou
vzoriek DBS st porovnatel'né s plazmou. Mozno preto dedukovat’, ze technika DBS je aj
Vv tomto pripade vhodnou alternativou (Kukec et al., 2016; Weber et al., 2017; Wilhelm et al.,
2014). Techniku DBS mozno pouzit' aj vo forenznej toxikologii, napriklad pri skriningu
uzivania navykovych latok ako kanabinoidy (Mercolini et al., 2013), kokain (Mercolini et al.,
2010), opiaty (Antelo-Dominiguez et al., 2013) a podobne (Sadones et al., 2014). Perspektivu
ma aj skrining fosfatidylethanolu, priameho metabolitu ethanolu, vo vzorkach DBS. Ci uz ako
kontrola pozitia alkoholu u tc€astnikov cestnej premavky alebo ako skrining novorodencov,
u ktorych je predpokladana prenatalna expozicia alkoholu (Bakhireva et al., 2014; Bakhireva
et al., 2016; Sadones et al., 2014).

Jednoduchost’ a dostupnost’ je dovodom pouzitia vzoriek DBS aj v epidemiologickych
Stadiach. Pri procese schnutia dochadza k poskodeniu obalu virusov, ¢o znizuje riziko infekcie
pri praci Sbiologickymi vzorkami. Naopak protilatky a nukleové kyseliny st procesom
schnutia dobre konzervované a umoziuju detegovat rozlicné infekéné ochorenia (Parker
a Cubitt, 1999), napriklad osypky (Uzicanin et al., 2011), ruzienku (Hardelid et al., 2008) ¢i
dokonca ebolu (Sarkar et al., 2015). Vzorky DBS by mohli napomdct’ aj zmonitorovaniu
aktualnej epidemiologicke;j situacie, ¢i uz asymptomatickych ochoreni alebo ochoreni s dlhou
inkubac¢nou dobou, ako napriklad AIDS (analyza HIV), chronicka hepatitida (analyza HCV)
a podobne (Toledo et al., 2005).

1.2 Metody stanovenia aminokyselin

AK su zakladnou stavebnou zlozkou proteinov, avsak spolu so svojimi derivatmi plnia mnoho
dalsich biologickych funkcii (napriklad chemicki poslovia v komunikacii medzi bunkami,
medziprodukty metabolickych pochodov a podobne). Do dnesného dna bolo identifikovanych

niekol’ko stoviek rozlicnych AK, avSak na kddovani proteinov sa podiela len 21 z nich.
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S vynimkou prolinu maju vSetky AK na rovnakom uhlikovom atéme naviazant karboxylovu
aj primarnu amino skupinu, preto st oznaCované ako a-aminokyseliny. Rovnako vSetky, ale
s vynimkou glycinu, maju centrum asymetrie, a preto su opticky aktivne. VSetky a-AK
obsiahnuté v bielkovindch maji formu L. D-AK sa vyskytuja v rastlinach a baktériach a tiez su
zlozkou niektorych antibiotik (napr. valinomycin). Ziadna aminokyselina neabsorbuje
vo viditel'nej oblasti elektromagnetického spektra, niekol’ko z nich absorbuje v blizkej UV
oblasti, ale nie vo vyznamnej miere (Buha et al., 2011; Garrett a Grisham, 2010; Voet
a Voetova, 1995).

Vicsina metdd vyuziva pri stanoveni AK pred- alebo post- kolonovu derivatizaciu, a to
kvoli zlepseniu detekcie ¢i chromatografickej separacie. Idealne, ak derivatizacia prebieha
v on-line zapojeni so separatnym krokom, ¢im sa znizi nutnost manipulacie so vzorkou
aeliminuje sa tiez pripadny problém s nestabilitou derivatov (Agrafiotou et al., 2009;
Bartolomeo a Maisano, 2006). Vyhodou pred-kolonovej derivatizacie je neobmedzeny cas
priebehu reakcie, za predpokladu, Ze vznikajuce derivaty su dostatoCne stabilné. Neprimerane
dlha derivatizacia v§ak moze znizit' reprodukovatel’nost’ a presnost’ celej metody. Reakcia by
mala prebiehat’ za miernych reakénych podmienok (teplota, pH) a v rdmci moznosti by mala
byt selektivna. Vznik vedl'ajSich produktov je neziaduci, pripadny nadbytok derivatizaéného
¢inidla musi byt na kolone dobre separovany od produktov reakcie. Reakcia prebieha
u vSetkych AK sutcasne, takZe premena na derivatizacné produkty nemusi byt jednotna
a relativne koncentracie tychto derivatov nemusia odpovedat’ pdvodnym koncentraciam AK
vo vzorke (Novakova, 2013; Rigas, 2013). Dal3ou mozZnostou je post-kolonové derivatizacia,
ktora sa vel'mi Casto pouziva v pripade nizkej stability produktov derivatizatnej reakcie.
Narozdiel od predchadzajucej, tato reakcia moédZe prebiehat’ aj pri extrémnych teplotach
¢1 hodnotach pH, selektivita sa striktne nevyZaduje a vznik vedl'ajSich produktov nepredstavuje
problém. Musi ale prebiehat’ rychlo. Za kolonou je uz vzorka rozdelena, takze derivatizacia
kazdej aminokyseliny prebieha zvlast’ a je tak u vsetkych AK jednotna (Blachier et al., 2013;
Csap¢ et al., 2008; Novakova, 2013; Rigas et al., 2013). Vyber derivatiza¢ného ¢inidla zavisi
zviacsa na volbe typu separacie a tiez detekcie.

Jednym z najcastejSie pouzivanych ¢inidiel pre derivatizaciu AK je o-ftaldialdehyd (OPA).
Reaguje iba s primarnymi AK. Reakcia so sekundarnymi AK sa da zabezpecit' kombinaciou
dvoch derivatiza¢nych cinidiel, OPA a 9-fluorenyl-methyloxykarbonylchloridom (FMOC),
alebo pouzitim chlérnanu sodného ¢i vapenatého, ktoré pred reakciou s OPA premienaji
sekundarne aminy na primarne (Buha et al., 2011; Pickering, 1989). OPA reaguje s AK

V pritomnosti tiolovych skupin za vytvorenia vysoko fluorescenénych produktov, tio-2-alkyl-
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substituovanych izoindolov. Kvoli ¢astym spontannym preSmykom sa vSak tieto derivaty
nevyznacuju vysokou stabilitou. Derivatizacnd reakcia prebiecha pri laboratdrnej teplote
a v prostredi s hodnotou pH asi 10. Ako SH-aditivum sa najviac pouziva 2-merkaptoethanol
(2-ME). V zmesi s OPA tvoria vysoko citlivé ¢inidlo s dobrou selektivitou, schopné reagovat’
s va¢sinou AK. Dal§imi nukleofilnymi &inidlami st ethanthiol, 2-dimethylaminoethanthiol,
3-merkaptopropionova kyselina (3-MPA) a N-acetyl-L-cystein (Hanszko et al., 2007; Pereira
etal., 2008, Rigas, 2013). Derivaty AK po reakcii s OPA mozno detegovat’ fluorescenéne
pri vinovej dizke 330/465 nm (excitacia/emisia). Reakcia sa vyuziva v pred- aj post-kolonovej
derivatizacii (Bartolomeo a Maisano, 2006; Blachier etal., 2013; Hanczko¢ et al., 2007; Molnar-
Perl a Bozor, 1998; Pickering, 1989; Rigas, 2013).

Struktirne podobnym derivatizaénym ¢inidlom je naftalén-2,3-dikarboxaldehyd (NDA),
ktory taktiez reaguje iba s primarnymi AK. Podmienkou priebehu reakcie je pritomnost
nukleofilnych ¢inidiel: kyanidov alebo 2-ME. Reakcia prebieha pri laboratornej teplote
a hodnote pH priblizne 9. Vyslednym produktom derivatizacnej reakcie je N-2-substituovany-
1-kyanobenzizoindol (CBI), ktory mdze byt detegovany na zéklade chemiluminiscencnych
alebo fluorescenénych vlastnosti pri excita¢nej vlnovej dizke 424 nm a emisnej vinovej dizke
494 nm. Produkty reakcie AK s NDA su stabilnejsie nez pri reakcii s OPA. Detekény limit je
V porovnani s inymi ¢inidlami niz$i. Toto derivatiza¢né ¢inidlo mozno pouzit’ v kombinéacii
s pred- aj post- kolonovou derivatizaciou (Rammouz et al., 2007; Zotou a Notou, 2012; Zotou
a Notou, 2013).

Z praktického hladiska je najjednoduchSia priama detekcia AK, kedy sa elimindciou
derivatizacného kroku zvysi rychlost’ celej analyzy a odstrani sa tieZ problém s vedlajsimi
produktmi derivatiza¢nej reakcie ¢i pripadnym zvysSkom derivatizaéného ¢inidla pri detekcii.
Takuto detekciu umoziuje spojenie elektroforetickych alebo chromatografickych separacnych
metod s hmotnostne spektrometrickym detektorom (MS) (Giordano et al., 2019; Jeong
etal.,, 2013; Soga a Heiger, 2000), pripadne iba samotna MS analyza vzorky V zapojeni
viacerych detektorov za sebou, znamom ako tandemova hmotnostna spektrometria (Wang
etal., 2012). Prave MS/MS analyza AK (a acylkarnitinov) je neoddelitelne spéita
s diagnostikou vrodenych metabolickych portich novorodencov v programe NS.

Plynova chromatografia (GC) je separacna metdda, ktora sa vyuziva k analyze prchavych
latok. Ked’ze AK takuto vlastnost’ nemaju, je pred separaciou potrebna ich derivatizacia. Medzi
hlavné derivatizatné metody patri silyldcia, alkylacia a acylécia, pricom prva spomenuté je z nich

najpouzivanejsia. Hlavnou nevyhodou tejto derivatizacnej techniky je citlivost’ na vlhké prostredie.
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Reakcia prebiehajuca v takomto prostredi je slaba a jej produkty st nestabilné (Blachier et al., 2013;
Botros et al., 2009; Pasikanti et al., 2008; Stenerson, 2011).

Kapilarna elektroforéza (CE) rovnako ako ionovo-vymenna chromatografia (IEC)
vyuzivaji amfotérny charakter AK. Karboxylova skupina ma hodnotu pKa v rozmedzi 1,7 - 2,4
a pKa aminoskupiny sa pohybuje v rozmedzi 8,7 - 10,5. AK je teda mozné stanovit’ v kyslom
prostredi (pH ~ 2) ako kationy, alebo v zasaditom prostredi (pH = 9) ako aniony. Na zaklade
tychto vlastnosti st teda AK najskor separované a az nésledne derivatizované. Derivaty mozno
detegovat fluorescen¢nym, vodivostnym, elektrochemickym, pripadne MS detektorom
(Blachier et al., 2013; Buha et al., 2011; Csap6 et al., 2008; Tuma a Samcova, 2007). Jednou
Z najcastejSie pouzivanych technik pre separaciu AK je Vysokoucdinna kvapalinova
chromatografia na reverznej faze (RP-HPLC). T4 vyuziva rozdielnej afinity zloZiek separovane;j
zmesi K stacionarnej kolone, ktora je vtomto pripade nepolarna. Detekcia méze byt
refraktometricka, spektrofotometricka, chemiluminiscen¢na, vodivostna, MS ¢i fluorescencna.
Priklady derivatizacnych Cinidiel, ktoré mozno pouzit’ pri tychto technikach separacie, su uvedené
v Tab. 1 (Biermann et al., 2013; Blachier et al., 2013; Buha et al., 2011; Csapo et al., 2008;
Novakova, 2013).

Najnovsie trendy v analyze AK z biologickych vzoriek zhriuje prehl’adny ¢lanok autorov
Song etal. (Song etal., 2018). V podstate vSetky metddy stanovenia AK z biologickych vzoriek
mozu byt aplikované aj na analyzu vzoriek DBS. Je ale nutné pocitat’ s mensim objemom
analyzovanej vzorky (desiatky mikrolitrov), a teda nizSou kvantitou stanovovanych analytov.
Aplikované metody by preto mali byt dostatocne citlivé. V NS nasla uplatnenie metodika
MS/MS (Wang et al., 2012), v d’alsich stadiach potom prevazne HPLC metody s roznymi
typmi detekcie. Napriklad HPLC-MS/MS (van Vliet et al., 2020), HPLC-ESI-MS/MS
(Giordano et al., 2019), HPLC-FLD (Kandar et al., 2009).
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Tabulka 1 Prehl'ad derivatiza¢nych Cinidiel pouzivanych pri analyze AK

Derivatiza¢né ¢inidlo — reakcia Detekcia
o o]
A OH H,oN (o} \\ .
v Nl — s Nm UV-Vis
OH
I oo I I 570 nm (prim. AK)
o (e]
ninhydrin AK derivatizacny produkt 440 nm (Sek AK)
B) ,O o e}
OH o /
R — -
\ H OH \\ N
o 0] o
ninhydrin Pro derivatizacny produkt

Podmienky: 100-120 °C, pH = 5, prim. aj sekund. AK

(Blachier et al., 2013; Khan a Faiz, 2008; Pickering, 1989; Rigas, 2013)

FL (exc./em.)
390/475 nm

fluoreskamin AK derivatiza¢ny produkt

Podmienky: LT, pH = 8-9, prim. AK

(Bantan-Polak et al., 2001; Benson a Hare, 1975; Rigas, 2013)

HSC\N/CHS H3C\N/CH3
N0 UV-Vis
(I + e, — LI
= OH 286 nm
O0=S=0 O:?:O
(!‘,I R NH
I FL (exc./em.)
NS
HO™ o 324/559 nm
DNS-CI AK derivatiza¢ny produkt

Podmienky: 60-100 °C, pH = 9,5, prim. aj sekund. AK

(Callejon et al., 2008; De Mey et al., 2012; Kang et al., 2006; Molnar-Perl, 2005)
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Derivatiza¢né ¢inidlo — reakcia Detekcia

HLC CH HaC CH
3 \N/ 3 3 \N/ 3
UV-Vis
H,N
NP 450 nm
CH-C —
N N + / N N N
R OH
O:S‘:O O:S‘:O
cl Rj/NH
N
Ho” o
DBS-CI AK

derivatizacny produkt

Podmienky: LT, pH = §, prim. aj sekund. AK

(De Mey et al., 2012; Molnar-Perl, 2005)

O§N+,O' 0§N+,O' NBD-F
N R P N FL (exc./em.
SRR N (exc/em)
4 N OH V4 470/540 nm (prim.
Rj/NH AK); 465/535 nm
Ho o Xo (sek. AK)
NBD-CI / NBD-F AK

derivatizacny produkt
(za A mozno dosadit’ Cl alebo F)

Podmienky: 60 °C, pH =~ 8-9, prim. aj sekund. AK

NBD-CI
FL (exc.) 464 nm

(Al-Majed a Al-Zehouri, 2001; Elbashir et al., 2011; Lorenzo et al., 2013; Shen et al.,
2002; Rigas, 2013; Watanabe a Imai, 1981; Watanabe a Imai, 1983)

oo ., O

UV-Vis
+ >_/< + HCl
i R oH 0 338 nm (prim. AK)
o” ai OANH 266 nm (sek. AK)
RN
OH
FL (exc./em.)
EMOC-CI AK derivatizaény produkt 266/315 nm

Podmienky: pH = 7.7, prim. aj sekund. AK

(Buha et al., 2011; Cooper et al., 2001; Zhon et al., 2011)

28



Derivatiza¢né ¢inidlo — reakcia Detekcia

o o)
0 o
HoN 0 UV-Vis
P —
R OH 480 nm
O=?=0 R NH
0
Na
HO o
NQS AK derivatiza¢ny produkt

Podmienky: 65 °C, pH = 10, prim. aj sekund. AK

(Elbashit et al., 2012; Khan et al., 2013b; Rigas, 2013; Saurina a Hernandez-Cassou, 1994)

[Njij Tob \CHc — [jij 7( b FL (exc./em.)

250/395 nm

derivatizacny produkt

\ b [t@/ + o=c=o UV-Vis
N o/

254 nm

AQC
(menej citlivé)
Podmienky: LT, pH = 9, prim. aj sekund. AK

(Callejon et al., 2008; Masuda a Dohmae, 2012; Salazar et al., 2012)

0} o}
A\ N\
N—O N—O

o H,N 0 UV-Vis
Wt F + ‘on-&’ — NH + H—F
g . oH xR 254 nm
HO—{
)

DNFB AK derivatizaény produkt

Podmienky: 85 °C, prim. aj sekund. AK

(Al-Sabha a Hamody, 2015; Boichenko et al., 2011)

29



Derivatiza¢né ¢inidlo — reakcia Detekcia

(0]

|
N HoN o NH NHw/l\
OH .
N s el . T UV-Vis
S R/ \OH S R

254 nm

PITC AK PTC

derivatizacny produkt (PTH)

Podmienky: LT, prim. aj sekund. AK

(Blachier et al., 2013; Kwanyuen a Burton, 2010; Sharma et al., 2014)

|O S/Rz
@ N HzN\CH C//O RysH @N R FL (exc./em.)
_
le) / \
= R,  OH x KFO 330/465 nm
HO
OPA AK derivatizacny produkt
S/Rz
H
R1
—_— NA&
—O0
\(\) HO

produkt degradacie

(bez fluorescencie)

Podmienky: LT, pH = 10, prim. AK

(Bartolomeo a Maisano, 2006; Blachier et al., 2013; Buha et al., 2011; Hanczko et al.,
2007; Koga et al., 2017; Molnar-Perl a Bozor, 1998; Pereira et al., 2008; Rigas, 2013)

N
1

o c

| o o _ . FL (exc./em.)
OO £ wd O . 4241494

- nm
0 K ou X o
HO
NDA AK derivatiza¢ny produkt

Podmienky: LT, pH =9, prim. AK

(Rammouz et al., 2007; Zotou a Notou, 2012; Zotou a Notou, 2013)
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DNS-CI:  dansylchlorid, DBS-CIl: dabsylchlorid, NBD-CI/F: 7-chloro-4-nitrobenzoxadiazol/4-fluoro-7-
nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol, FMOC-CI: 9-fluorenylmethyloxykarbonylchlorid, NQS: 1,2-Naftochinén-4-
sulfonat, AQC: 6-aminochinolyl-N-hydroxysukcinylkarbamat, = NHS:  N-hydroxysukcinimid, AMQ:
6-aminochinolin, DNFB: 2,4-dinitro-1-fluérbenzén, PITC: fenylizotiokyanat, PTC: fenyltiokarbamoyl, OPA:
o-ftaldialdehyd, NDA: naftalén-2,3-dikarboxaldehyd

1.3 Metody stanovenia ketokyselin

KK su v I'udskom organizme stcast'ou mnohych metabolickych pochodov (napriklad citratovy
cyklus, glykolyza ¢i syntéza MK). Su hlavnym degrada¢nym produktom AK v procese zvanom
transaminacia. Prvym krokom je odstranenie a-aminoskupiny (aby mohol byt z organizmu
odstraneny nadbytok dusiku) a néasledne degradacia celej uhlikovej kostry (Voet a Voetova,
1995). Pre prehl'ad KK vznikajtcich v tomto procese z prislusnych AK vid’ Tab. 2.

Tabulka 2 Prehl'ad KK odvodenych od AK

VSeobecny vzorec reakcie

Q 0
HZN\ //O \\ /
R \OH R OH
AK KK
Aminokyselina Ketokyselina -R
Ala PYR —CHs
Asp oxalacetat /O
OH
Glu 2-0G /O
OH
Val KIV /CHs
-HC
\
CHj;
Leu KIC /CH3
—CH,—HC
CHj
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Aminokyselina Ketokyselina -R
lle KMV CHs

Phe fenylpyruvat -CH,

Tyr 4-hydroxyfenylpyruvat —CH7\©\
OH

Podobne ako AK, ani KK sa nevyznacuju vlastnostami, na zaklade ktorych by boli 'ahko

detekovatel'né. Navyse st to latky vysoko polarne a nestabilné. Preto sa pred analyzou vzdy
premienaju na vhodné derivaty, ktoré zabezpecia zniZenie polarity a pripadne zvySenie
prchavosti. Derivatizacia je teda vzdy pred-kolonova. NajcastejSie sa KK stanovuju
na nepolarnych kolénach metédou RP-HPLC s vyuzitim spektrofotometrickej (Mahar et al.,
2013), fluorescencnej (Fujiwara et al., 2020; Kand’ar et al., 2009) alebo MS detekcie (Noguchi
etal., 2014; Zhang et al., 2018; Zimmermann et al., 2014). Mozno ich stanovit’ aj metédou GC,
avSak K reakcii je nutné pridat’ druhy derivatizacny krok (napriklad silylaciu), ktorym sa
modifikuju hydroxylové skupiny a zvysi sa tak prchavost’ analyzovanych derivatov. Tie su
nasledne detegované MS (Nguyen et al., 2013). V prvom derivatiza¢nom kroku mozno pre obe
metody pouzit’ rovnaké derivatiza¢né ¢inidla, vid’ Tab. 3 (Fuchs et al., 2009; Pailla et al., 2000).

NajcastejSie pouzivanym, velmi selektivnym acitlivym derivatizatnym ¢inidlom
pri analyze KK je o-fenyléndiamin (OPD). Jeho nevyhodou je fotosenzitivita a 'ahka oxidacia.
Medziprodukty derivatiza¢nej reakcie s oxidovanym OPD mézu z dovodu eltcie v podobnych
retenénych Casoch negativne ovplyvnit' stanovenie KK. RieSenim je rekryStalizdcia OPD,
najcastejSie Z heptanu v olejovom kupeli pri 100-120 °C, a nasledné uchovévanie ¢inidla v tme
achlade (4 °C) pod inertnym plynom (N2). Roztok OPD musi byt pred kazdou analyzou
pripraveny Cerstvo. Najcastejsie byva rozpusteny v HCI s pridavkom 2-ME, ktorého tlohou je
odstranit’ kyslik zreakénej zmesi. Pre rychly a komplexny priebeh reakcie je nutné, aby
derivatizacné ¢inidlo bolo v 100 az 1000 nasobnom nadbytku s ohl'adom na stanovované KK.
Vicsie mnozstvo sposobuje pokles vo formdcii derivatizacnych produktov niektorych KK.
Derivatizacia by mala byt pri 80 °C takmer kompletna pre vSetky KK asi za 10 minut. S vySSou

teplotou sa zvysuje tiez formacia neziaducich interferujucich medziproduktov. Preto reakcia
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Casto prebicha za miernejSich teplotnych podmienok dlhsiu dobu (napriklad 45 °C po dobu
1 hodiny). Derivatizacia je ukoncend schladenim zmesi v 'adovom kupeli po dobu asi 15 minqt.
Vytvorené hydroxychinolinové derivaty sa vyznacuju vysokou fluorescenciou a mézu byt
detegované UV/Vis detektorom pri 254 nm alebo fluorescenénym detektorom pri vinovej dizke
340/420 nm (excitacia/emisia). Neziaduce medziprodukty derivatizacnej reakcie interferuju
v stanoveni KK len pri UV detekcii (Fuchs et al., 2009; Kieber a Mopper, 1983; Miihling et al.,
2003; Pailla et al., 2000).

Rovnako ako v pripade AK, tieZ pri stanoveni KK zo vzoriek DBS mozno pouzit’ vSetky
metddy pre stanovenie KK z biologickych materidlov, ale je nutné mysliet' na dostato¢nu
citlivost’ metodd s ohl'adom na malé mnozstvo analyzovanej vzorky. Stanovenie KK zo vzorky
DBS nie je v praxi prili§ rozsirené. NajcastejSie sa mozno stretnit’ so stanovenim pyruvatu
(Chuang et al., 2009) ¢i ketokyselin s rozvetvenym retazcom (BCKA) (Kand’ar et al., 2009),

len minimum $tudii sa venuje $irSiemu spektru stanovovanych KK (Kand’ar et al., 2022).

Tabul’ka 3 Prehlad derivatiza¢nych ¢inidiel pouzivanych pri analyze KK

Derivatiza¢né ¢inidlo — reakcia Detekcia
NH N OH ;
2 O\\ //O AN UV-Vis
+ < — _
NH, R OH NN 254 nm
OPD KK derivatizacny produkt

FL (exc./em.)
340/420 nm

Podmienky: 45-80 °C

(Fuchs et al., 2009; Kieber a Mopper, 1983; Miihling et al., 2003; Pailla et al., 2000)

O3N NH, o) o) O,N N OH
N N
+ < —
= -
NH, R OH N R UV/Vis

NPD KK derivatizaény produkt 255 nm

Podmienky: 80 °C
(Mahar et al., 2013)

33



Derivatiza¢né ¢inidlo — reakcia Detekcia

OH
7. R
o™ .
| UV-Vis
NH N
HNT 2 HN™
520 nm
NO, o) o)
+ —d —
/ \
R OH
NO, NO,
DNPH KK derivatizacny produkt

Podmienky: 25 °C, neselektivne ¢inidlo

(Friedmann a Haugen, 1942; Garibotto et al., 1991; Uchiyama et al., 2011; Yu et al., 2014)

OH
R
S MS
e |
HN o fe) HN
\© p—e \©
+ / \
R OH
NO, NO,
NPH KK derivatizaény produkt
Podmienky: 0-30°C
(Han et al., 2013)
HBC\N/CH3 H3C\N/CH3
OO O\\ //O UV-Vis
+ /c—c\ —
R OH 254 nm
HzN\NH/SOZ Rj:/N\NH/SOZ
07 oH FL (exc./em.)
DNSH KK derivatizacny produkt 350/525 nm

Podmienky: 50 °C

(Donnarumma et al., 2013)

H
OH4C NH, ) Ie) OH,C N o
N
:@: TS ” :@:I FL (exc./em.)
OH4C R OH OHsC N R
368/455 nm

DDB KK derivatizacny produkt

Podmienky: 100 °C, kyslé pH, tma
(Hara et al., 1985)
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Derivatiza¢né ¢inidlo — reakcia Detekcia

(o}

H
° i O\\ //O o N
( j@: + ¢ — < j@: I FL (exc./em.)
o} NH, R OH o N R
370/445 nm

DMB KK derivatizacny produkt

Podmienky: 100 °C, kyslé pH
(Nakamura et al., 1986; Wang et al., 1988)

OPD: o-fenyléndiamin, NPD: 4-nitro-1,2-fenyléndiamin, DNPH: 2,4-dinitrofenylhydrazin, NPH: 3-
nitrofenylhydrazin, DNSH: dansylhydrazin, DDB: 1,2-diamino-4,5-dimetoxybenzén, DMB: 1,2-diamino-4,5-

dimethyléndioxybenzénu

1.4 Metody stanovenia mastnych kyselin

Zatial’ ¢o sa MK volne v prirode vyskytuji skor vzacne, v esterifikovanej forme sa hlavnou
zlozkou lipidov. V T'udskom organizme plnia niekol’ko ddlezitych funkcii. Su zdrojom energie,
stcastou biologickych membran ¢&i prekurzormi d’alSich latok, napriklad eikosanoidov
(prostaglandiny, tromboxany, leukotriény). Vacsina MK mé parny pocet uhlikovych atomov,
pretoze su syntetizované spojenim C; jednotiek. MK mozno rozdelit’ podl'a pritomnosti dvojitej
vazby V molekule na nasytené (dvojita vdzba nie je pritomna) a nenasytené (maji v molekule
dvojita vdzbu). V pripade pritomnosti dvojitej vazby sa MK mdze nasledne vyskytovat’ v dvoch
stereoizoméroch — Cis a trans. Za fyziologickych podmienok su u ¢loveka dvojité vazby vzdy
v konformacii cis. Trans MK sa vyskytuju v mikroorganizmoch, v semenach niektorych rastlin
a tuku & mlieku prezavavcov. Bod topenia sa zvysuje s rastacou dizkou uhlikového retazca
a naopak klesa s rasticim poctom dvojitych vazieb. MK maji amfipatickt Struktiru (obsahuju
hydrofébnu aj hydrofilnti ¢ast’) a ich rozpustnost’ vo vode sa s rasticou dizkou retazca znizuje
(Kremmyda et al., 2011; Tvrzicka et al., 2011; Voet a Voetova, 1995).

Priama detekcia MK je z dbévodu zlej absorpcie v UV/Vis oblasti anepritomnosti
chromoforu ¢i fluoroforu naro¢na. Napriek tomu mozno v literatire najst’ niekol’ko prac
zaoberajucich sa priamou detekciou nederivatizovanych MK v biologickych materialoch, a to
metddami LC-MS/MS (Hellmuth et al., 2012; Serafim et al., 2019). Ovela CastejSie sa vSak
MK pred analyzou premiefiaji na vhodné derivaty.

Ked’ze st MK hlavnou zloZkou lipidov, mozno stanovit’ ich obsah v jednotlivych triedach
lipidov, a to po ich prerozdeleni metddou chromatografie na tenkej vrstve (TLC) (Cermak et al.,

2016), pripadne metodou kvapalinovej chromatografie s hydrofilnymi interakciami (HILIC)
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(Lisa et al., 2011) ¢i extrakciou na pevnej faze (SPE) (Burdge et al., 2000). Druhou moznost'ou
je stanovenie celkového obsahu MK vo vzorke bez rozdelenia do tried.

Elektroforetické stanovenie MK je rychle a mozno pri iom vynechat’ krok derivatizacie.
Nevyhodou je vSak niZSia citlivost’ a limitacia v rozsahu stanovovanych MK. CE je vhodna iba
pre stanovenie MK rozpustnych vo vode (C2-C14). Pre MK s dlh§im retazcom je nutné pouzit’
micelarnu elektrokinetickti chromatografiu (MEKC). Bez derivatizacie mozno stanovit’ len
nenasytené MK, ktoré vd’aka dvojitej vizbe absorbuj v oblasti 200-250 nm. Nasytené MK je
nutné podla typu pouzitého detektoru bud’to derivatizovat’ (napriklad fenacylestery MK) alebo
k detekcii vyuzit chromofory (napriklad dodecylbenzénsulfonat sodny, adenozinmonofosfat)
(De Oliveira et al.. 2014; Gabriel et al., 2015).

MK mozno v spojeni s pred- alebo post- kolonovou derivatizaciou stanovit' aj metodou
RP-HPLC sréznymi typmi detekcie (UV/Vis, fluorescencny, chemiluminiscenény,
elektrochemicky, ELSD, MS). Podl'a typu pouzitého detektora je potrebné zvolit vhodny
sposob  derivatizacie  (napriklad derivaty hydrazinu, kumarinu, p-aminofenolu,
2,4-dimetoxyanilinu ainé¢). Pre rozdelenie izomérov MK mozZno pouzit argentacnil
chromatografiu (Bielawska et al., 2010; Lima a Abdalla, 2002; Tsuchiya et al., 1984).

Uplne prvou (1952) a v stéasnosti aj najrozirenej$ou metodou pre stanovenie MK je GC.
Pouziva sa Vspojeni S plamenovo-ionizaénym detektorom (FID) alebo MS detektorom.
Pred samotnou separaciou je nutné MK previest na nizkomolekularne nepolarne derivaty
a pripadne zamaskovat obdobnym spdsobom d’alSie polarne funkéné skupiny. Zlepsi sa tak tvar
pikov aj chromatografické rozliSenie. Pred kazdou analyzou je nutné zvolit’ ¢o najvhodnejsie
derivatiza¢né €inidlo. Derivaty MK moézu byt pripravené hydrolyzou (saponifikaciou) lipidov,
esterifikaciou, modifikaciou hydroxylovych skupin ¢&i pripadne dvojitych vézieb.
NajrozsirenejSia je prave esterifikacia, a to konkrétne priprava methylesterov, menej ¢asto sa
potom mozno stretnit’ s pripravou ethyl-, propyl-, izopropyl-, butyl- ¢i izobutyl- esterov
(Bielawska et al., 2010; Christie, 1989).

Esterifikdcia MK moze prebiehat’ za pritomnosti kyslého alebo bazického katalyzétoru.
V prvom pripade st volné MK esterifikované a lipidy s O-R vézbou transesterifikované
zahriatim s velkym nadbytkom bezvodého methanolu v pritomnosti kyslého katalyzatoru
(Obr. 1). Najviac pouzivanymi ¢inidlami st 1-2% koncentrovana H>SOs v methanole ¢i
5% (w/v) bezvoda HCI1 v methanole, ktora sa pripravuje trochu naroénym prebublavanim HCI
do suchého methanolu. Tuto procediru mozno nahradit’ pomalym pridavkom acetylchloridu
do vopred schladeného suchého methanolu. Medziproduktom tohto procesu je methylacetat,

ktory ale v derivatizacnej reakcii neinterferuje. Esterifikacia v oboch pripadoch (HCI aj H2SO4)
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prebieha pri 50 °C cez noc. ZvySenim teploty mozno reakciu urychlit’, pritomnost’ vody brani
jej spravnemu priebehu. K esterifikacii vol'nych MK sa pouziva aj 12-14% (w/v) roztok BFs3
v methanole. Jeho nevyhodou je nizka trvanlivost’ aj pri skladovani v chlade. Pouzitie prili$
starého ¢i prili§ koncentrovaného cCinidla vedie k vzniku artefaktov a vyraznej strate PUFA.
Derivatizacia prebieha pri 100 °C od 2 minut (pre existujice estery MK) az po hodinu a pol
(sfingomyeliny). Nie prili§ pouZzivany, ale takmer rovnako u¢inny ako predchadzajuci, je roztok
BClz v methanole. Vyhodou je, Ze nevykazuje Ziadne vedl'ajsie reakcie (Bielawska et al., 2010;
Christie, 1989).

Baézicky katalyzovanu transesterifikdciu nemozno pouzit’ k esterifikdcii vol'nych MK ani
sfingolipidov. Reakcia prebieha podobne ako v predchadzajucom pripade, a to Vv prostredi
bezvodého methanolu, ale v pritomnosti bazického katalyzatoru. Tym je najcastejsie 0,5mol/l
methoxid sodny (CH3ONa) v methanole. Toto ¢inidlo je za izbovej teploty stabilné aj niekol’ko
mesiacov. Reakcia prebieha pri 50 °C po dobu asi 10 minat. Zatial' ¢o fosfoglyceroly su
pri izbovej teplote derivatizované za niekol’ko mintt, estery cholesterolu mézu vyzadovat’ aj
dvojnasobne dlhsi ¢as. Dal§imi derivatizaénymi &inidlami st methoxid draselny ¢&i hydroxid
draselny v methanole (Bielawska et al., 2010; Christie, 1989). Methylestery MK mozu
vzniknat aj priamo Vv injektore GC, a to pyrolyzou kvartérnych amoniovych soli. Na tento ucel
mozno pouzit viacero zliCenin ako napriklad hydroxid tetramethylaménny,
trimethylfenylamonny a iné. Najic¢innejSou je hydroxid trimethylsulfoniovy (TMSH) (Obr. 2)
(Bielawska et al., 2010; Christie, 1989).

O
o /)

/ H* /
HC—OH + R—C == R—C + HO

OH O—CHj,
methanol MK methylester MK

0]

L / ,
HC—OH + R—C == R=C + ROH
methanol lipid methylester MK alkohol

Obrazok 1 Kyslo-katalyzovana esterifikacia mastnych kyselin a lipidov (upravené podl'a Christie, 1989)
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o / Vi

// /
CH),S'OH + R—C —= R—C  CH ——=  RTC RS
OH 0—S O—CHj, S—CHj
/\
TMSH MK kvartérna sol methylester MK dimethylsulfid

Obrazok 2 Methylacia MK pyrolyzou soli sformovanej z TMSH v injektore GC (upravené podl'a Bielawska et
al., 2010)

Univerzalnym ¢inidlom v organickej chémii je diazomethan. Ten v pritomnosti methanolu
reaguje s MK vel'mi rychlo (Obr. 3). Naj¢astejSie je pripraveny rozpustenim v diethyléthere,
ale aj pri skladovani v tme, pri 4 °C a na peletach KOH, je roztok stabilny iba kratko. Pri dlh§om
skladovani sa mézu formovat’ polymérne medziprodukty, ktoré nasledne interferuju v GC
analyze. Diazomethan je vel'mi toxicky, karcinogénny a potencidlne vybusny. Pri esterifikacii

MK by mal byt preto poslednou vol'bou (Christie, 1989).

0] 0]
// //
CH,N, + R—C\ — R—C\ + N,
OH O—CHs;
diazomethan MK methylester MK

Obriazok 3 Reakcia diazomethanu s MK (upravené podl'a Bielawska et al., 2010)

Pre analyzu volnych MK je methanol dostacujucim rozpustadlom. V pripade analyzy
nepolarnych lipidov (napriklad estery cholesterolu alebo triacylglyceroly) je nutné k analyze
pridat’ d’alSie, nepolarne organické rozpustadlo (napriklad toluén alebo tetrahydrofuran)
(Bielawska et al., 2010; Christie, 1989).

Podobne ako vpripade AK aKK, aj vpripade MK moZzno metéody stanovenia
z biologickych materidlov aplikovat aj pri stanoveni MK zo vzorky DBS. Takisto tu plati, ze
metddy musia byt dostatoCne citlivé. V praxi sa najcastejSie stretdvame s analyzou MK
z0 vzoriek DBS metédou GC-FID (Gunash et al., 2019; Harris a Polreis, 2016; Marangoni
et al., 2004), pripadne GC-MS (Ingels et al., 2011).

1.5 Asociacia vybranych metabolitov s ochoreniami

Ako je spomenuté vyssie, AK, KK aj MK, sa zucastiiuju najrozli¢nejSich biologickych
procesov, vratane regulacii metabolizmu. Za fyziologickych podmienok su ich hladiny
v organizme ustalené¢ (vhodne regulované) adlhodobé zmeny (znizenie alebo zvySenie

koncentracie konkrétneho analytu ¢i skupiny analytov) moézu predznamenavat vyskyt
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ochorenia. Preto ich pri analyze biologického materidlu mozno pouzit' ako neSpecifické
biomarkery odrazajuce aktudlny stav metabolizmu. NajcastejSim ochorenim, s ktorym sa
zmeny V koncentracii v§etkych vybranych analytov spajaju, je diabetes mellitus (DM). Ide
0 chronické endokrinné metabolické ochorenie, ktoré vznika v dosledku absolutneho alebo
relativneho nedostatku inzulinu. DM 1. typu vznik4d z dévodu neschopnosti pankreatickych
buniek produkovat’ inzulin, 2. typ je charakterizovany rezistenciou k inzulinu, ktory je v tele
sice pritomny, ale prislusSné bunky nan nie su schopné reagovat (poSkodené receptory pre
inzulin). Povod ochorenia je podmieneny geneticky, dedi¢nost je multifaktoridlna,
postihnutych byva viacero enzymov ¢i transportnych mechanizmov. Dominantnou zmenou je
narast koncentracie glukdzy v krvi. Pri¢inou hyperglykémie je mimo iné inhibicia glykolyzy
a aktivacia glukoneogenézie. Hlavnymi substratmi pre glukoneogenéziu st AK. V ddsledku
aktivacie hormonalne senzitivnej lipazy a inhibicie lipogenézie je v tukovom tkanive
aktivovana lipolyza a do krvného obehu sa vo vel’kom mnozstve uvolfiujat MK. To inhibuje
utilizaciu glukozy a prispieva Kk rozvoji hyperglykémie a inzulinorezistencie. Vd’aka zvySenej
hladine MK je Cast’ z nich reesterifikovana za vzniku triacylglycerolov a secernovana do krvi
vo forme VLDL. Ich spracovanie tkanivami vSak nie je z dovodu znizenej aktivity
lipoproteinovej lipazy dostatocné a vznika tak hypertriacylglycerolémia, o je rizikovy faktor
rozvoja aterosklerézy. V kostrovom svalstve stiapa v dosledku stimulicie BCKA
dehydrogenazy oxidacia aminokyselin s rozvetvenym retazcom (BCAA), ktoré sa pre sval
stavaju jednym z hlavnych energetickych substratov. S aktivaciou proteolyzy a katabolizmom
BCAA je spojena zvySena syntéza alaninu a glutaminu a ich uvolfiovanie (spolu s ostatnymi
AK) do krvného rieciska (Holecek, 2006). Zvysené hladiny AK (hlavne BCAA) spojené
S0 zniZzenym katabolizmom pri obezite a DM, ale aj iné zmeny v metabolizme AK, mdzu byt
odzrkadlené aj v hladinach KK, kedZe metabolické drahy tychto dvoch skupin analytov st
navzajom prepojené (Zhang et al., 2017; Zhou et al., 2013). BCAA a BCKA plnia funkciu aj
Vv rozvoji kardiovaskularnych ochoreni, ako bolo poukazané v stadii Walejko et al. (2021).
Dal§imi zaznamenanymi si zmeny v koncentracii AK u ochoreni obli¢iek &i pedene.
Napriklad u pacientov s chronickym ochorenim obli¢iek bola preukazana znizend hladina
aromatickych AK (Tyr a Trp) (Li et al., 2011b). U renalneho bunkového karcinomu bola zase
zistena zmena koncentracie u 15 stanovovanych AK (Mustafa et al., 2011). U pacientov
s chronickou renalnou insuficienciou dochadza k hyperlipoproteinémii S narastom koncentracie
triacylglycerolov a VLDL, ¢o byva spojené s rozvojom aterosklerozy. Hlavnou pri¢inou je
pokles aktivit peCeniovej lipazy a lipoproteinovej lipdzy v tukovom tkanive. TieZ dochadza

k poklesu plazmatickych koncentracii vacSiny esencialnych AK. Vyrazne klesaji BCAA,
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tryptofan a histidin. Naopak hladiny fenylalaninu a metioninu byvaju zvySené. Koncentracia
vacsiny neesencialnych AK stipa, pravdepodobne zdovodu prevahy proteolyzy
nad proteosyntézou. Narast je Casto popisovany u citrulinu, cystinu, taurinu, glycinu, kyseliny
asparagovej, ornitinu a alaninu. Tyrozin naopak klesa (Holecek, 2006). Pri cirhoze peCene zase
dochddza k narastu aromatickych AK, ktory je spdsobeny zniZzenym katabolizmom v ddsledku
redukcie populacie funkénych hepatocytov ak poklesu BCAA. Casto si zvysené aj
koncentracie metioninu, histidinu a kyseliny asparagovej a glutamovej (Holecek, 2006;
Hole¢ek, 2018). Zmenu vV koncentracii AK mozno sledovat aj pri nealkoholickej
steatohepatitide (Lake et al., 2015).

Dal§imi ochoreniami, s ktorymi je asociovana zmena v koncentracii AK, su napriklad
Alzheimerova choroba, reumatoidna artritida, chronicka obstrukéna choroba pltc, sepsa, ¢i
dokonca tazka depresia (Song et al., 2018). So schizofréniou ¢i dal$imi psychotickymi
poruchami je spojena aj zmena v hladinach MK (Money a Bousman, 2013; Sethom et al.,
2010).

Zmeny V koncentréacii spominanych analytov sa ukazuju byt sl'ubnym diagnostickym
markerom aj pri rozliénych druhoch rakoviny (rakovina prostaty, prsniku, pluc, chronicka
myeloidna leukémia a iné) (Song et al., 2018). Zlozité metabolické zmeny, ktoré sa deju
v dosledku zvysenej proliferacie nadorovych buniek, sa dotykaju metabolizmu sacharidov,
proteinov aj lipidov. Zatial' ¢o zdravé bunky reguluju svoj anabolizmus aj katabolizmus
sohl'adom na dostupné Ziviny, nadorové bunky rasti nekontrolovatelne, bez ohladu
na dostupnost’ zdrojov (Amézaga et al., 2018). Dostatocné mnozstvo MK napomaha zabezpe¢it’
sekrécia lipidy mobilizujuceho faktoru, ktory prostrednictvom stimuladcie hormondalne
senzitivnej lipazy aktivuje lipolyzu v tukovom tkanive. Nadorové tkanivo d’alej intenzivne
vychytava AK, ktoré st okrem proteosyntézy vyuZzité tieZ pri syntéze nukleotidov, polyaminov
a d’alsich, pre nador potrebnych latok. Zmeny v spektre spominanych analytov st Casto zavislé
na type nadoru a tieZ na tkanive, v ktorom sa nador nachadza (Holecek, 2006). Na rozdiel
od Specifickych a cielenych markerov, ktoré st mnohokrat vySetrované az v pripade
zdravotnych komplikécii, je skrinovanie metabolického profilu vSestrannejSie a pre jedinca

menej zatazujuce (Miyagi et al., 2011).

1.6 Referen¢né hodnoty vybranych metabolitov

Referencné hodnoty vybranych metabolitov vo vzorkdch zdravych dospelych jedincov su

uvedené v Tab. 4-6. V literatire mozno najéastejSie najst’ informacie o koncentracii AK, ¢i uz
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vo vzorkéch plnej krvi, vo vzorkach plazmy alebo iného biologického materidlu. Informécie
0 koncentracii KK vo vzorkach plnej krvi sa v literatre bezne nevyskytujua, ¢astejsie je urCenie
referen¢ného rozmedzia v plazme. V pripade MK je stanovenie referencného rozmedzia
problematické, ked’ze neexistuje jednotny spdsob prezentacie nameranych vysledkov. Vela
laboratorii vyhodnocuje percentualne zastipenie jednotlivych MK vo vzorke (ako napriklad
Ris¢ et al.,, 2007). Tymto sposobom je ale mnozstvo MK v krvi medzilaboratorne
neporovnatel'né, ¢o naznacuju vo svojej Studii aj Schwertner a Mosser (1993). Len niekol’ko
stadii prezentuje vysledky vo forme molarnej ¢i hmotnostnej koncentracie (napriklad

Abdelmagid et al., 2015; Kish-Trier et al., 2016).

Tabulka 4 Referencné hodnoty vybranych AK Vv krvnych vzorkach

Koncentrécia (umol/l)

Hagenfeldt Fekkes et al. Liu et al. Kand’ar et al.
a Arvidsson (1980) (1995) (2020) (2009)
(pIna krv) (plazma) (DBS) (DBS)

Arg 57,0 + 14,0 81,0 = 15,0 - -

2-AM 220+£7,0 24,0+ 6,4 - -

Ala 310,0 £ 62,0 379,0 £ 75,0 - -

Asn 84,0 + 30,0 54,0+ 8,0 - -

Cit 37,0+ 5,0 36,0+ 7.4 - -

Glu 137,0 £ 35,0 52,0+ 18,0 - -

Gln 509,0 £ 106,0 570,0 £ 69,0 - -

Gly 288,0 £48,0 196,0 +42,0 - -

His 84,0+12,0 82,0+£11,0 - -

lle 58,0£9,0 82,0+ 16,0 258+7,5 55,8+ 14,4

Leu 119,0 £ 12,0 142,0 +£23,0 89,3 £24.6 195,4 +47,2

Lys 153,0+21,0 180 + 27,0 - -

Met 18,0+£4,0 29,0+4,6 - 36,7+ 7,2

Phe 49,0+ 7,0 61,0+7,8 51,0+ 13,0 73,1 £13,0

Pro 160,0 + 34,0 - - -

Ser 131,0 £ 22,0 104,0 £ 16,0 - -

Thr 128,0 £19,0 137,0 +£ 24,0 - -

Trp - 574+7,2 42,1 £12,1 -
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Koncentracia (umol/l)

Hagenfeldt Fekkes et al. Liu et al. Kand’ar et al.
a Arvidsson (1980) (1995) (2020) (2009)
(pIna krv) (plazma) (DBS) (DBS)
Tyr 53,0+ 11,0 67,0+ 11,0 433+ 11,1 52,0+ 15,3
Val 201,0 £24,0 285,0 £48,0 152,0 £38,1 232,0 £48,6

Tabulka 5 Referencné hodnoty vybranych KK v krvnych vzorkach

Koncentrécia (umol/l)

HMDB.CA Foster et al. (1978) Kandar et al. (2009)
(vzorka krvi*) (sérum/plazma) (DBS)

2-0G 8,9+27 - -

PYR 63 +25,5 140,0 £ 118,0 -

KIV 11,0+ 1,7 - 13,0+ 3,0

KIC 33,5+8,2 - 26,4 +6,1

KMV 22,7+4,6 - 19,4+5,6

*blizsie neSpecifikované, ¢i ide o plna krv, plazmu alebo sérum

Tabul’ka 6 Referencné hodnoty vybranych MK v krvnych vzorkach

Koncentracia (umol/l)

Abdelmagid et al. Kish-Trier et al. CDC.GOV *

(2015) (2016)

(plazma) (plazma/sérum) (sérum)
C14:0 63,6 37,1 220,0 +200,0 947,5+932.,5
C15:.0 17,8 £6,7 - 76,3 £ 73,7
C16:0 1631,1 £459,3 2465,0+1375,0 8725 £ 7775
C17:0 - - 75,1 £ 63,9
C18:0 489,5 + 1243 765,0 = 485,0 1760 + 1540
cis C18:1 n9 1285,5+416,7 2320,0 +£1580,0 10803.5 + 10096,5
all-cis C18:2 n6 22338 £622,6 1690,0 +1310,0 8635 £ 7265
all-cis C18:3 n3 54,4 +25,1 77,5+72,5 409,1 +393,9
all-cis C18:3 n6 23,5+ 13,8 28,5+£21,5 198,1 +192.9
C20:0 49+3,7 28,5+ 17,5 60.8 + 50,3
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Koncentrécia (umol/1)

Abdelmagid et al. Kish-Trier et al. CDC.GOV *

(2015) (2016)

(plazma) (plazma/sérum) (sérum)
cis C20:1 n9 82+4,9 - 70,21 + 65,8
all-cis C20:3 n6 74,3 £30.4 255,0 +225,0 247 +£218
all-cis C20:4 n6 393,0+119,1 715,0+375,0 1428,5 £ 1241,5
all-cis C20:5 n3 40,3 +£28.3 47,5+42,5 5453 +£544,7
C22:0 6,7+5,3 - 110,8 + 86,3
all-cis C22:6 n3 88,8+ 36,8 212,5+137,5 471,9 + 446,15
C24:0 1,4+2.4 - 88,9 + 69,1
cis C24:1 n9 40+53 95,0 £ 65,0 123,1£92,0

* do $tadie zahrnuti jedinci star$i 1 rok
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2 CIEL PRACE

Cielom prace bolo zavedenie dostatocne citlivych separatnych technik pre stanovenie
vybranych analytov (aminokyseliny, ketokyseliny, mastné kyseliny) z malého mnoZstva
biologického materialu obsiahnutého vo vzorke suchej kvapky krvi, d’alej analyza vzoriek
od dobrovol'nych darcov, nastavenie predbezného referenéného rozmedzia vybranych analytov
v plnej krvi, Statistické spracovanie nameranych dat a zhodnotenie pouzitia techniky suchej

kvapky krvi ako alternativy k odberu plnej krvi pri metabolickom skriningu.
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Material

3.1.1 Vzorky

Stadie sa celkovo zucastnilo 60 dobrovolnikov (32 Zien a 28 muZov, priemerny vek v oboch
skupinach bol 39 rokov). VSetci Ucastnici podpisali informovany suhlas (vid’ Priloha 1).
Pre zaradenie do $tadie nebolo potrebné spiiiat’ konkrétne podmienky, islo o reprezentativnu
vzorku populacie. Od dobrovol'nych darcov boli ziskané iba udaje o veku a pohlavi.

Pred odberom vzoriek bol filtraény papier v pripade vzoriek pre stanovenie MK oSetreny
antioxida¢nym roztokom (0,1% BHT v ethanole). Na odberové miesto filtraéného papieru bolo
pipetovanych 15 pl roztoku BHT andasledne bol papier ponechany volne zaschnut
pri laboratornej teplote po dobu najmenej 30 minat. Takto oSetrené filtraéné papiere boli
skladované pri -20 °C po dobu nepresahujucu 9 mesiacov. V pripade vzoriek pre stanovenie
AK a KK nebol filtra¢ny papier pred odberom vzoriek krvi nijak oSetreny.

Vzorky DBS boli ziskané z nedominantnej ruky, a to punkciou prostredného prstu sterilnou
lancetou po tom, ¢o bolo miesto vpichu otreté alkoholickou dezinfekciou. Po zotreti prvej
kvapky Kkrvi buni¢inou bola d’alsia kvapka nasiaknut na filtra¢ny papierik (Whatman® 903
protein saver cards) jemnym priloZenim, bez stlaCania prstu ¢i vrstvenia viacerych kvapiek
naseba. Vzorky boli néasledne ponechané volne zaschnut pri laboratérnej teplote
Vv horizontalnej polohe po dobu najmenej 2,5 hodiny apotom uskladnené na -20 °C
Vv polypropylénovom, nie hermeticky uzavretom sacku s desikantom, po dobu maximalne
9 mesiacov.

Vzorky pouzité na optimalizaciu metod boli ziskané od dobrovolnych darcov s hodnotou
HCT vzdy V referenénom rozmedzi pre danu populéaciu (0,40-0,52 pre muzov a 0,34-0,46 pre
zeny). Hodnota HCT bola zmerana okamzite po odbere vzoriek, a to mikrohematokritovou
metddou z kapilarnej krvi. Vzorky DBS boli pripravené bud’to po odbere krvi punkciou prstu,
ako je popisané vysSie, alebo bolo na filtraény papierik pipetovanych 30 pl plnej krvi
automatickou mikropipetou. Plna krv bola v tomto pripade odobrata do skiumaviek s EDTA

z kubitélnej Zily kvalifikovanym zdravotnickym personalom.
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3.1.2 Chemikalie

Aminokyseliny
2-Merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemecko)
3-Merkaptopropionova kyselina (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemecko)
Acetonitril, hyper-grade pre HPLC (Merck, Darmstadt, Nemecko)
Aminokyseliny (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA)

o L-alanin (Ala)

o L-2-aminomaslova kyselina (2-AM)

o L-arginin monochlorid (Arg)

o L-asparagin (Asn)

o L-asparagova kyselina (Asp)

o L-citrulin (Cit)

o L-glutamova kyselina (Glu)

o L-glutamin (Gln)

o glycin (Gly)

o L-histidin (His)

o L-izoleucin (Ile)

o L-leucin (Leu)

o L-lyzin monohydrochlorid (Lys)

o L-metionin (Met)

o L-norleucin (NLeu)

o L-fenylalanin (Phe)

o L-prolin (Pro)

o L-serin (Ser)

o L-threonin (Thr)

o L-tryptophan (Trp)

o L-tyrozin (Tyr)

o L-valin (Val)

o DL-norvalin (NVal)

o taurin (Tau)

Dihydrogénfosfore¢nan sodny, dihydrat (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemecko)
Ethanol, gradient-grade pre HPLC (LiChrosolv®, Merck, Darmstadt, Nemecko)
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Hydrogénfosfore¢nan sodny (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemecko)
o-Ftaldialdehyd (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemecko)

Kyanid draselny (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemecko)

Kyselina chlorovodikova (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemecko)
Kyselina mrav¢ia pre LC-MS (Merck, Darmstadt, Nemecko)
Mrav¢an amoénny pre LC-MS (Merck, Darmstadt, Nemecko)
Naftalen-2,3-dikarboxaldehyd (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemecko)

Ketokyseliny
1,2-Diamino-4,5-dimethoxybenzen, dihydrochlorid (DDB) (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Nemecko)
1,2-Diamino-4,5-methylendioxybenzen, dihydrochlorid (DMB) (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Nemecko)
2-Merkaptoethanol (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA)
Acetonitril, HPLC gradient grade (Merck, Darmstadt, Nemecko)
Chlorid sodny (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA)
Dithionicitan sodny (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA)
Hydroxid sodny (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemecko)
Ketokyseliny (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA).
o pyruvat (PYR)
o 2-oxoglutarat (2-OG)
o 2-ketoisovalerat (KIV)
o 2-ketoisokapronat (KIC)
o 2-ketokapronat
o 2-ketomethylvalerat (KMV)

Kyselina chlorista (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA)
Kyselina chlorovodikova (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA)
o-Fenyléndiamin, dihydrochlorid (OPD) (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA)

Mastné kyseliny

2-Propanol (Merck, Darmstadt, Nemecko)
Acetylchlorid (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemecko)
Butanol (Merck, Darmstadt, Nemecko)

47



Butylovany hydroxytoluen (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemecko)
Deionizovana voda (0,055 puS)
Dichlormethan (Sigma Chemical Company, St. Louis, USA)
Diethylether (Fluka, Sigma-Aldrich, Buchs, Svajéiarsko)
Ethanol gradient grade pre kvapalinovu chromatografiu LiChrosolv® (Merck, Darmstadt,
Nemecko)
FAME Mix Supelco 37 Component Mix v CH2Cl2 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemecko)
Fluorid bority (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemecko)
Hydrogénuhli¢itan draselny (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemecko)
Mastné kyseliny — p.a. (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemecko)
o kyselina heneikosanova (C21:0)
o kyselina sapienova (cis C16:1 n10)
o kyselina cis-vakcénova (cis C18:1 n7)
o kyselina adrenova (all-cis C22:4 n6)
o kyselina osbondova (all-cis C22:5 n6)
o kyselina klupanodonova (all-cis C22:5 n3)

Methanol, gradient grade pre kvapalinovi chromatografiu (Merck, Darmstadt, Nemecko)

n-Hexan, gradient grade pre kvapalinovi chromatografiu (Merck, Darmstadt, Nemecko)

3.1.3 Pomocky a pristroje

Analytické vahy Adventurer™Pro AV114C a predvazky Adventurer ™Pro AV212C (Ohaus,
Ninikon, Svajéiarsko)

Automatické mikropipety Biohit (Biohit PLC., Helsinki, Finsko) a Eppendorf Research® plus
(Eppendorf, Hamburg, Nemecko)

Dierovacka, pinzeta, sterilnd ihla

Filtra¢na aparattra Supelco (Supelco, Bellefonte, PA, USA)

Filtra¢ny papier na odber krvi Whatmann 903 (Whatmann, GmbH, Dassel, Nemecko)
Hlbokomraziaci box MDF-U 3086S (Sanyo Electric, Osaka, Japonsko)

Inserty pre §robovacie vialky ND8, 100 pl (Fisher Scientific, Pardubice, CR)

Kadicky, odmerné banky, odmerné valce

Koléna Ascentis® Express OH5 150 x 2,1 mm, 2,7 um, opatrena predkoléonou Ascentis®
Express OH5 5 mm x 4,6 mm, 2,7 um (Supelco, Bellefonte, PA, USA)
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Koléna Ascentis® Express C18 150 x 4,6 mm, 5 um, opatrena predkolonou Ascentis® Express
C180,5cm x 4,6 mm, 5 um (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemecko)
Koléna HP-88 100 m x 0,25 mm, 0,20 um (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)
Kolona LiChroCart 125 x 4 mm, Purospher Star RP-18e, 5 um, opatrena predkolonou
LiChroCart 4 x 4 mm, Purospher Star RP-18e, 5 um (Merck, Darmstadt, Nemecko)
Kolona Restek Rtx: 60 m x 0,25 mm, 0,20 um (Restek GmbH, Bad Homburg, Nemecko)
Kolonky na SPE extrakciu Bond Elut Si (Analytichem Instrumentional, Harbor City, CA, USA)
Kombinovana chladnicka s mrazni¢kou (AEG, EU)
Krimpovacie klieste (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)
Kvapalinovy chromatograf (Shimadzu, Kjoéto, Japonsko)

o riadiaca jednotka CBM-20A

o cerpadlo LC-20AD

o chladeny autosampler SIL-20AC

o termostat kolon CTO-20AC

o hmotnostny spektrometer LCMS-8045
Kvapalinovy chromatograf (Shimadzu, Kjéto, Japonsko)

o riadiaca jednotka CBM-40

o degasér DGU-403

o cerpadlo LC-40Bxr

o autosampler SIL-40Cxr

o termostat kolon CTO-40C

o fluorescen¢ny detektor RF-20Axs
Magnetické miesadlo Heidolph MR 3001K (Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Svabach,
Nemecko)
Manifold Visiprep™ pre vakuova SPE extrakciu (Supelco, Bellefonte, PA, USA)
Membranova vyveva (KNF Neuberger, Inc., Trenton, NJ, USA)
Nylonové filtre ISO-Disc™ pre filtrovanie vzorky, porozita 0,2 um (Supelco, Bellefonte, PA,
USA)
Nylonoveé filtre pre filtrovanie mobilnej fazy; porozita 0,2 um (Supelco, Bellefonte, PA, USA)
Odstredivky Beckman GPR Centrifuge (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) a Eppendorf
MiniSpin Centrifuge (Eppendorf, Hamburg, Nemecko)
pH-meter inoLab, Level 2 (WTW Wissenschaftlich-Technische Werkstatten GmbH, Weilheim,

Nemecko)

49



Plynovy chromatograf Agilent Technologies 7890A (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA)
Polypropylénové mikroskumavky; 1,5 ml (Fisher Scientific, s. r. 0., Pardubice, CR)
Pristroj pre pripravu ultracistej vody Smart2Pure (TKA, Niederelbert, Nemecko)
Pyrex® skiimavky s teflonovym tesnenim (Barloworld Scientific Group Limited, Stone, Staffs,
Vel’ké Britania)
Sklenené vialky so skrutkovacim uzaverom (Fisher Scientific, S. r. 0., Pardubice, CR)
Sklenené vialky s krimpovacimi vi¢kami (Fisher Scientific, s. r. 0., Pardubice, CR)
Susiaren Memmert UFB 400 (Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach, Nemecko)
Termoblok Thermo scientific, model 18821, Reacti-Therm™ Heating/Stirring Module
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
Tlakové fl'ase:

o Dusik: N2 4,0 UN 1066 (Linde Gas, Praha, CR)

o Hélium: He 5,0 UN 1046 (Linde Gas, Praha, CR)

o Vzduch: O2 20 %, N2 80 % UN 1956 (Linde Gas, Praha, CR)

o Vodik: Hz 5,0 (Linde Gas, Praha, CR)
Ultrazvukova vana K12 (Kraintek s. . 0., Podhgjska, Slovensko)
Vortex Reax top (Heidolph, Frankfurt, Nemecko)

3.1.4 Pracovné roztoky

Deionizovana voda
Deionizovana voda (G = 0,055 uS) urcend na preplachnutie HPLC systému bola prefiltrovana

cez nylonovy filter s porozitou 0,2 um a odvzdusnena ultrazvukom.

Stanovenie aminokyselin

Boratovy pufor (asi 0,1 mol/l)

Navazka 0,310 g kyseliny boritej bola rozpustend v 50 ml deionizovanej vody a pH bolo
upravené NaOH (6 mol/l) na hodnotu 9,3. Nakoniec bol pufor prefiltrovany cez nylonovy filter

s porozitou 0,2 pm a uchovavany pri 4 °C maximalne po dobu 1 tyzdna.
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Mobilna faza A pre metédu HPLC-FLD (asi 10 mmol/l NaHPQO4 — acetonitril, 95:5, v/v);
pH 7,2+0,1

V 950 ml deionizovanej vody bola rozpustena navazka 1,350 g Na;HPOQOas. Po rozpusteni bolo
pridanych 50 ml acetonitrilu a pH mobilnej fazy bolo upravené HCI (asi 6 mol/l) na hodnotu
7,2. Mobilna faza bola prefiltrovana cez nylonovy filter s porozitou 0,2 um a odvzdusnena

ultrazvukom.

Mobilna faza B pre metodu HPLC-FLD (asi 10 mmol/l NazHPO4 — acetonitril, 35:65, v/v);
pH 7,2+0,1

V 350 ml deionizovanej vody bola rozpustena navazka 0,500 g Na2HPO4. Po rozpusteni bolo
pridanych 650 ml acetonitrilu a pH mobilnej fazy bolo upravené HCI (asi 6 mol/l) na hodnotu
7,2. Mobilné faza bola prefiltrovana cez nylonovy filter s porozitou 0,2 um a odvzdu$nena

ultrazvukom.

Mobilna faza A pre metdédu HPLC-ESI-MS/MS (ACN - 10 mmol/l NHzHCOOH, 90:10, v/v);
pH 4,5+0,1

V 100 ml deionizovanej vody bola rozpustena navazka 0,630 g NHsHCOOH. Po rozpusteni
bolo pridanych 900 ml ACN a pH mobilnej fazy bolo upravené HCOOH na hodnotu 4,5.
Mobilna fiza bola prefiltrovand cez nylonovy filter s porozitou 0,2 pm a odvzdu$nena

ultrazvukom.

Mobilna faza B pre metodu HPLC-ESI-MS/MS (voda - 10 mmol/l NHsHCOOH, 90:10, v/v);
pH 4,5+0,1

V 100 ml deionizovanej vody bola rozpustena navazka 0,630 g NHsHCOOH. Po rozpusteni
bolo pridanych 900 ml deionizovanej vody a pH mobilnej fazy bolo upravené HCOOH
na hodnotu 4,5. Mobilnd faza bola prefiltrovand cez nylonovy filter s porozitou 0,2 um a

odvzdusnena ultrazvukom.
Kyanid draselny (asi 40mmol/l)

V 2 ml deionizovanej vody bolo rozpustenych asi 0,005 g kyanidu draselného. Roztok kyanidu

bol uchovéavany pri 4 °C po dobu 1 tyzdna.
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Kyselina chlorovodikové (asi 1mmol/l)
Koncentrovana kyselina chlorovodikova ((asi 11,95mol/l) o objeme 40 pl bola pipetovana

k 500 ml deionizovanej vody. Roztok bol uchovavany pri 4 °C po dobu 1 mesiaca.

Roztok NDA (asi 5,5mmol/l)
Navazka 0,001 g NDA bola rozpustend v 1 ml etanolu. Roztok bol Cerstvo pripraveny

pred kazdou analyzou.

Roztok OPA (asi 16,5mmol/I)
V 2,5 ml etanolu bolo rozpustenych 5,5 mg OPA. Roztok bol Cerstvo pripraveny pred kazdou

analyzou.

Zasobné roztoky AK pre metédu HPLC-FLD
Zasobné roztoky prislusnych aminokyselin boli pripravené rozpustenim konkrétnej navazky

podla nasledujtcej tabulky v 10 ml deionizovanej vody. Zasobné roztoky boli skladované

pri -80 °C.

Aminokyselina Mr (g/mol) Navazka (g)  Koncentracia (umol/l)
2-Aminomaslova kyselina 103,12 0,0069 6691,2
Alanin 89,09 0,0054 6061,3
Arginin 210,66 0,0105 4984,3
Asparagin 132,12 0,0069 52225
Asparagova kyselina 133,10 0,0067 5033,8
Fenylalanin 165,19 0,0125 7567,0
Glutamin 146,15 0,0076 5200,1
Glutamova kyselina 147,13 0,0085 5777,2
Glycin 75,07 0,0046 6127,6
Histidin 155,15 0,0105 6767,6
Izoleucin 131,18 0,0085 6479,6
Leucin 131,18 0,0096 7318,2
Lyzin 182,65 0,0100 5475,0
Metionin 149,21 0,0076 5093,5
Norleucin 131,17 0,0079 6022,7
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Aminokyselina Mr (g/mol) Navazka (g)  Koncentracia (umol/1)

Norvalin 117,15 0,0107 9133,6
Serin 105,09 0,0058 5519,1
Taurin 125,14 0,0075 5993,3
Treonin 119,12 0,0063 5288,8
Tryptofan 204,23 0,0117 5728,8
Tyrozin 181,19 0,0115 6346,9
Valin 117,15 0,0075 6402,0

Zasobné roztoky AK pre metodu HPLC-ESI-MS/MS
Zasobné roztoky prislusnych aminokyselin boli pripravené rozpustenim konkrétnej navazky
podla nasledujucej tabul’ky v 25 ml deionizovanej vody. Zasobné roztoky boli skladované

pri -80 °C.

Aminokyselina Mr (g/mol) Navazka (g)  Koncentracia (umol/l)
2-Aminomaslova kyselina 103,12 0,0242 9387,1
Alanin 89,09 0,0237 10640,9
Arginin hydrochlorid 210,66 0,0514 9759,8
Asparagin 132,12 0,0340 10293,7
Asparagova kyselina 133,10 0,0317 9526,7
Citrulin 175,19 0,0433 9886,4
Fenylalanin 165,19 0,0413 10000,6
Glutamin 146,15 0,0385 10537,1
Glutamova kyselina 147,13 0,0380 10331,0
Glycin 75,07 0,0190 10123,9
Histidin 155,15 0,0380 9797,0
Izoleucin 131,18 0,0321 9788,1
Leucin 131,18 0,0342 10428,4
Lyzin hydrochlorid 182,65 0,0449 9833,0
Metionin 149,21 0,0382 10240,6
Norleucin 131,17 0,0317 9666,8
Norvalin 117,15 0,0304 10379,9
Prolin 115,13 0,0307 10666,2
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Aminokyselina Mr (g/mol) Navazka (g)  Koncentracia (umol/1)

Serin 105,09 0,0289 11000,1
Treonin 119,12 0,0292 9805,2
Tryptofan 204,23 0,0501 9812,5
Tyrozin 181,19 0,0044 9714
Valin 117,15 0,0288 9833,5

Stanovenie ketokyselin

Hydroxid sodny (asi 1mmol/l)

Navazka 0,004 g NaOH bola rozpustena v 100 ml deionizovanej vody. Roztok bol uchovéavany
pri +4 °C.

Chlorid sodny (asi 9,4%)

Navazka 0,470 g chloridu sodného bola rozpustena v 4,5 ml deionizovanej vody.

Chlorid sodny (asi 0,85%)
Roztok bol pripraveny zriedenim 90 pl asi 9,4% NaCl s 910 pl deionizovanej vody.

Ethanol (asi 10% roztok vo vode (v/v))

Roztok bol pripraveny zmiesanim 100 ul ethanolu s 900 ul deionizovanej vody.

Ethanol (asi 25% roztok vo vode (v/v))

Roztok bol pripraveny zmieSanim 250 ul ethanolu so 750 pl deionizovanej vody.

Kyselina chlorista (asi 1mol/l)
Roztok bol pripraveny zriedenim 85 pl koncentrovanej kyseliny chloristej (asi 11,65mol/l)

s 915 pl deionizovanej vody.
Kyselina chlorista (asi 6,3mol/l)

Roztok bol pripraveny zriedenim 2 ml koncentrovanej kyseliny chloristej (asi 11,65mol/l)

s 2 ml deionizovanej vody. Roztok bol uchovavany pri +4 °C maximalne po dobu 1 mesiaca.
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Kyselina chloristé (asi 1mmol/l)
Roztok bol pripraveny zriedenim 1,7 ml koncentrovanej kyseliny chloristej (asi 11,65mol/l)

s 18,3 ml deionizovanej vody. Roztok bol uchovavany pri +4 °C maximalne po dobu 1 mesiaca.

Kyselina chlorovodikové (asi 1mmol/l)
Roztok bol pripraveny zriedenim 84 pl koncentrovanej kyseliny (asi 11,95mol/l)
s deionizovanou vodou na konecny objem 1000 ml. Roztok bol uchovavany pri +4 °C

maximalne po dobu 1 mesiaca.

Mobilna faza A (25% ACN v deionizovanej vode)
Bolo zmieSanych 250 ml 100% ACN a 750 ml deionizovanej vody. Mobilna faza bola nasledne

prefiltrovana cez nylonovy filter s porozitou 0,2 pm a odvzdusnena ultrazvukom.

Mobilné faza B (100% ACN)
Cez nylonovy filter s porozitou 0,2 pm bolo najskor prefiltrovanych a potom v ultrazvuku
odvzdusnenych 500 ml 100% ACN.

Roztok OPD (asi 25mmol/l)
Navazka 0,277 g OPD bola rozpustena v 25 ml deionizovanej vody. Nasledne bolo opatrne
pridanych 10 ml koncentrovanej HCI a 25 ml deionizovanej vody. Alikvoty roztoku boli

uchovavané pri -80 °C.

Roztok derivatiza¢ného ¢inidla (asi 4,1mmol/l DDB/ asi 4,4mmol/l DMB/asi 5,5mmol/l OPD)
s 2-ME a dithioni¢itanom sodnym

Navazka 0,049 g dithionicitanu sodného bola rozpustena v 5 ml deionizovanej vody. Po uplnom
rozpusteni bolo pridanych 590 ul koncentrovanej HCl a 0,7 ml 2-ME (asi 14,3mol/1). Nésledne
bola zmes doplnena deionizovanou vodou na objem 10 ml. V takto pripravenej zmesi bola
rozpustena navazka 10 mg DDB/DMB/OPD. Alikvoty pripravenych derivatizacnych cinidiel

boli uchovavané pri -80 °C.

Zasobné roztoky KK
Zasobné roztoky prislusnych KK boli pripravené rozpustenim konkrétnej navazky podla
nasledujucej tabulky v 10 ml 1mmol/l kyseliny chlorovodikovej. Zasobné roztoky boli

skladované pri -80 °C.
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Ketokyselina Mr (g/mol) Navazka (g)  Koncentracia (umol/1)

2-0G 168,08 0,0077 4581,2
2-Ketokapronat 152,1 0,0054 3549,6
3-Methyl-2-oxobutyrat (KIV)  138,1 0,0054 3910,2
3-Methyl-2-oxovalerat (KMV)  152,1 0,0071 4667,1
4-Methyl-2-oxovalerat (KIC) ~ 152,1 0,0069 4535,6
Pyruvat 110,0 0,0068 6179,6

Stanovenie mastnych Kkyselin
Butylovany hydroxytoluen (asi 1% roztok)
Navazka 0,005 g bola rozpustend v 5 ml ethanolu. Roztok bol pripraveny tesne pred aplikédciou

na odberové karticky.

Derivatiza¢na zmes methanol:acetylchlorid (25:2, v/v)
K vychladenému methanolu bol opatrne po stene sklenenej skiimavky pridany acetylchlorid

v pomere 25:2. Derivatiza¢na zmes bola pripravena k okamzitému pouzitiu.

Hydrogénuhli¢itan draselny (asi 6% roztok)
Navazka 0,600 g KHCOzbola rozpustena v 9,4 ml deionizovanej vody. Roztok bol uchovavany
pri +4 °C.

Zasobny roztok kyseliny heneikosanovej (C21:0)
Navazka 0,010 g kyseliny heneikosanovej (C21:0), interného Standardu pre stanovenie MK,
bola rozpustend v 10 ml ethanolu. Roztok bol uchovavany pri -20 °C. Pracovné roztoky

pouzivané pri stanoveni MK boli riedené v methanole a taktiez uchovavané pri -20 °C.

Zasobné roztoky MK v hexane (400 pg/ml)

Navazka 0,004 g prislusSnych MK bola rozpustena v 10 ml hexdnu. Takto boli pripravené
roztoky kyseliny sapienovej (cis C16:1 nl0), cis-vakcénovej (cis C18:1 n7), adrenovej
(all-cis C22:4 n6), osbondovej (all-cis C22:5 n6) a kyseliny klupanodonovej (all-cis C22:5 n3).
Roztoky boli uchovéavané pri -80 °C.
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Elu¢na zmes hexan:diethylether (95:5, v/v)
Zmes bola pripravend zmieSanim 95 dielov hexanu a5 dielov diethyletheru Ccerstvo

pred kazdym pouzitim.

3.2 Postup stanovenia vybranych aminokyselin

Vzorky boli po elicii priamo analyzované metodou HPLC-ESI-MS/MS, bez nutnosti

derivatizacie.

3.2.1 Priprava vzoriek

Zo vzorky DBS bol vyseknuty ter¢ik o priemere 6 mm a vlozeny do plastovej mikroskamavky.
K terc¢iku bolo pridanych 150 pl roztoku IS v 75% ACN (norvalin o koncentracii 10 umol/l) a
po 30 minutach elacie v ultrazvukovej vani bola vzorka scentrifugovana (1970 x g, 5 min,
4 °C). Nasledne bolo 100 pl takto pripravenej vzorky prepipetovanych do insertu
chromatografickej vialky a analyzované metodou HPLC-ESI-MS/MS.

3.2.2 Priprava Standardov

Zasobné roztoky jednotlivych AK (asi 10mmol/l v 1mmol/l kyseline chlorovodikovej a asi
Immol/l v Immol/l kyseline chlorovodikovej) boli nariedené pre vytvorenie zmesného
Standardu. Najvyssi bod kalibracie bol ziskany lyofilizdciou 1 ml takto pripraveného zmesného
Standardu a jeho naslednym rozpustenim v 1 ml plnej krvi. Ostatné body kalibracie boli
pripravené riedenim tohto najvyssieho bodu plnou krvou. Priblizne 30 pl takto pripravenych
Standardov v plnej krvi bolo pipetovanych na odberovy filtra¢ny papier, kde boli ponechané

zaschnut’ za dodrzania rovnakych podmienok ako pri odbere readlnych vzoriek.

3.2.3 Chromatograficka analyza

Kolona: Koléna Ascentis® Express OH5 150 x 2,1 mm; 2,7 um (Supelco,
Bellefonte, PA, USA)

Mobilna faza A: ACN - 10 mmol/l NH3HCOOH (90:10, v/v); pH 4,5+ 0,1

Mobilna faza B: voda - 10 mmol/l NHzHCOOH (90:10, v/v); pH 4,5+ 0,1

Prietok mobilnej fazy: 0,25 ml/min

Dévkovany objem: 2ul
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Autosampler: 8 °C

Teplota kolony: 37°C
Casovy program:

0,00 min B %B

08,00 min 47 % B

08,50 min 47 % B

08,51 min % %B

15,00 min 9% %B

15,01 min STOP

Detektor: ESI-MS/MS

Parametre ionového zdroja:

kapilarne napétie 5kV
prietok zahrievacieho plynu 10 I/min
prietok susiaceho plynu 10 I/min
prietok nebuliza¢ného plynu 2 I/min
teplota rozhrania 300 °C
desolvatacna teplota 250 °C
teplota v zahrievacom bloku 400 °C

detekény mod pozitivny MRM

Kvalitativne stanovenie: porovnanie reten¢nych ¢asov a MRM prechodov so znamymi
Standardmi
Kvantitativne stanovenie: metoda kalibracnej krivky (plocha piku vzorky/plocha piku

vnutorného Standardu)

3.3 Postup stanovenia vybranych ketokyselin

3.3.1 Priprava vzoriek

Zo vzorky DBS bol vyseknuty tercik o priemere 6 mm a vlozeny do plastovej mikroskumavky.
Kterc¢iku bolo pridanych 200 pl roztoku IS v Immol/l kyseline chlorovodikove;
(2-ketokapronat o koncentracii 2 umol/l). Po 60 mintitach eltcie bolo do mikroskiimavky

pridanych 50 pl 6,3mol/l kyseliny chloristej. Obsah skimavky bol premiesany (60 s)
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a po 10 minutach inkubacie pri 4 °C stoceny (4430 x g, 4 °C, 10 min). Do Cistej plastovej
mikroskiimavky bolo odobratych 150 pl supernatantu a pridanych 150 pl derivatiza¢nej zmesi,
ktora pozostavala zo 150 pg OPD, 25mmol/l dithioni¢itanu sodného, 0,7mol/l kyseliny
chlorovodikovej a 1mol/l 2-ME. Nasledne prebichala pri 55 °C inkubacia po dobu 30 mint.
Po schladeni na laboratornu teplotu bola zmes prefiltrovana cez nylonovy filter 0 porozite

0,2 um, prepipetovana do insertu chromatografickej vialky a analyzovana metédou HPLC-
FLD.

3.3.2 Priprava Standardov

Zasobné roztoky jednotlivych KK (asi 10 mmol/l v Immol/l kyseline chlorovodikovej) boli
nariedené 0,85% roztokom NaCl tak, aby vytvorili sériu zmesnych Standardov s réznymi
koncentraciami pre zostavenie kalibracnej krivky. K 50 pl takto pripravenych roztokov bolo
pridanych 950 pl plnej krvi (v pripade nulového bodu kalibracie to bolo 50 ul 0,85% roztoku
NaCl a 950 ul plnej krvi). Priblizne 30 pl takto pripravenych Standardov bolo pipetovanych
na odberovy filtracny papier, kde boli ponechané zaschnit’ za dodrzania rovnakych podmienok

ako pri odbere realnych vzoriek.

3.3.3 Chromatograficka analyza

Kolona: Kolona LiChroCart 125 x 4 mm, Purospher Star RP-18e, 5 um
(Merck, Darmstadt, Nemecko)

Predkolona: Predkolona LiChroCart 4 x 4 mm, Purospher Star RP-18e, 5 um
(Merck, Darmstadt, Nemecko)

Mobilna faza A: 25% ACN vo vode (v/v)
Mobilna faza B: 100% ACN

Prietok mobilnej fazy: 0,5 ml/min

Dévkovany objem: 10 wl

Autosampler: 4°C

Teplota kolony: 37°C

Casovy program:

0,00 min 2%B

03,00 min 2%B
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03,01 min 35%B

13,00 min 38%B

13,01 min 100 % B
18,00 min 100 % B
18,01 min 2%B

22,00 min STOP
Detektor: fluorescenény

A (excitacia) = 350 nm
A (emisia) =410 nm
stredna citlivost’
zosilnenie x16
Kvalitativne stanovenie: porovnanie retenénych ¢asov so znamymi Standardmi
Kvantitativne stanovenie: metoda kalibracnej krivky (plocha piku vzorky/plocha piku

vnutorného Standardu)

3.4 Postup stanovenia vybranych mastnych kyselin

3.4.1 Priprava vzoriek

Zo vzorky DBS bol vyseknuty teréik o priemere 6 mm a vloZeny do sklenenej pyrex skiimavky.
K teréiku bolo pridanych 200 ul roztoku IS v methanole (C21:0 o koncentracii 6,75 pg/ml)
a po 1 hodine elucie bol tercik sterilnou thlou zo skimavky vybrany. K roztoku bolo nasledne
pridanych 300 pl predpripraveného derivatiza¢ného ¢inidla (methanol:acetylchlorid; 25:2, v/v).
Derivatizacia prebiehala 1 hodinu pri teplote 100 °C. Zmes bola po schladeni na laboratérnu
teplotu neutralizovana pridavkom 400 pl asi 6% KHCOs. Nasledovala dvojndsobné extrakcia
methylesterov MK do 500 ul hexanu (10-minutové vytrepavanie a centrifugacia 1225 x g,
5 minut, 4 °C). Spojené extrakty boli odparené pod pridom N2 a potom redisolvované v 100 pl
dichlormethanu. Takto pripravené vzorky boli prepipetované do insertov chromatografickych

vialiek a analyzované metédou GC-FID.
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3.4.2 Priprava Standardov

Zasobny roztok FAME bol davkovany bez uprav v splitovacom moéde priamo na kolonu
pristroja GC-FID avysledky boli pouzit¢é ako pre kvalitativne stanovenie (porovnanie
retenénych casov), tak pre kvantitativne stanovenie (vypocet koncentracie MK vo vzorke
cez relativne odozvové faktory (RRF)). Zasobné roztoky ostatnych MK (400 pg/ml v hexane),
ktoré boli pouzité pre kvalitativne stanovenie, boli najskor odparené pod pradom dusiku, potom
rozpustené v 200 ul methanolu a derivatizované na methylestery pridanim 300 pl
derivatiza¢nej zmesi. Dalsie kroky boli nasledne totoZzné s postupom popisanym v podkapitole

34.1

3.4.3 Chromatograficka analyza

Koléna: HP-88 100 m x 0,25 mm; 0,20 pum (Agilent Technologies, Santa
Clara, USA)
Nosny plyn: hélium
Prietok nosného plynu: 3 ml/min
Dévkovany objem: 1wl
Split mod: 10:1
Teplota nastreku: 250 °C
Doba analyzy: 101 min
(pozn. 57 min pre separaciu MK, zvySok na vyplavenie cholesterolu)
Teplota detektoru: 250 °C
Prietok plynov v detektore:
o Ho 30 ml/min
o vzduch 400 ml/min

o make-up (hélium) 25 ml/min

Teplotny gradient:
Narast (°C/min) Teplota (°C) Cas (min)
80 3
10 180 3
1 220 1
240 40
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Kyvalitativne stanovenie: porovnanie retencnych ¢asov so znamymi Standardmi
Kvantitativne stanovenie:

- percentudlne zastipenie vypocitané z celkového mnozstva vyhodnocovanych MK
vo vzorke podla vzorca cx = (Areax x 100)/ > Area; + Areaz + ... Arean, kde n je pocet
vyhodnocovanych MK, Area je plocha piku

- MK s dominantnym zastGpenim boli prezentované tiez vypoctom z RRF, ako
hmotnostna koncentracia: cx = (RRF x cis x Areax)/ Areas, ktora bola nasledne

prepocitana na koncentraciu molarnu

3.5 Analytické parametre metod

Kvdli relativne problematickej priprave Standardov MK v matrici vzorky DBS (nepoldrne MK
nie su dobre rozpustné v polarnej matrici plnej krvi) bolo rozhodnuté, ze jedinym parametrom
metddy pre stanovenie MK bude presnost’. Ta bola uréena zo vzoriek DBS od dobrovol'ného
darcu snormalnou hodnotou HCT bez pridavku akychkol'vek Standardov (s vynimkou
aplikécie interného Standardu pri spracovani vzorky).

Analytické parametre metddy pre stanovenie AK boli urcené z lyofilizovaného zmesného
Standardu, ktory bol nésledne rozpusteny v plnej krvi, zatial’ ¢o metoédy pre stanovenie KK bol
pouzity vodny zmesny Standard nariedeny plnou krvou. V oboch pripadoch bola nasledne krv
aplikovana na filtraény papier, sledujuc rovnaké kroky ako pri aplikacii skutonych vzoriek
od dobrovol'nych darcov. Pre stanovenie LOD a LOQ bola pripravena $pecialna kalibracna
krivka zo zmesnych Standardov rozpustenych vo vode. Limity boli potom vypocitané

z0 smerodatnej odchylky interceptu a sklonu regresnej Ciary.

3.5.1 Linearita

Linearita vyjadruje schopnost’ metdody v urcitom rozsahu koncentracii poskytovat signal
priamo imerny koncentracii analytu vo vzorke. Tento vzt'ah je vyjadreny rovnicou regresie (y =
kx + Q), ktora pozostava zo smernice (k) a absolutneho ¢isla (Q). Smernica poukazuje na narast
zavislej premennej (Y) pri naraste nezavisle premennej (X), zatial’ ¢o absolutne Cislo predstavuje
hodnotu zavislej premennej, ked’ nezavisla premennd je rovna nule. Kalibraéni zéavislost’

mozno znazornit’ krivkou.
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3.5.2 Presnost’

Presnost’ metddy je definovana ako miera zhody medzi vysledkami ziskanymi opakovanou
analyzou tej istej vzorky v dopredu uréenych podmienkach. Podl'a podmienok, pri ktorych

analyza prebicha, rozliSujeme opakovatel'nost’ (analyzy su vykonané v kratkom ¢asovom tiseku

na tom istom zariadeni, tou istou osobou; pouziva sa aj oznaenie presnost’ v sérii)

a reprodukovatelnost’ (analyzy st vykonané s vacsim cCasovym rozptylom na rovnakom

zariadeni, ale r6znymi pracovnikmi; pouziva sa aj oznacenie presnost’ v ¢ase). Zatial’ ¢o prva
zo spominanych vlastnosti charakterizuje preciznost metddy, druha charakterizuje jej stabilitu
pocas celej doby pouzivania. Presnost metédy nebyva v celom stanovovanom rozsahu
koncentracii rovnaka. Mierou rozptylu vysledkov, teda nepresnosti, je smerodajna odchylka
(SD), resp. variacny koeficient (CV).

Y (x — AVG)?

SD =
n—1

SD

kde SD je Standardna odchylka merania, x je koncentracia vzdy jednej zo vzoriek v sérii, AVG

je aritmeticky priemer koncentrécii, n je pocet vzoriek.

3.5.3 Hranica detekcie

odlisit’ od nahodného Sumu pristroja a metody. Ak je hodnota analytu nad LOD, vysledok
mozno vydat’ kvalitativne, ale nie nutne kvantitativne. Existuje niekol’ko vztahov pre vypocet
LOD. V tejto praci bol pouzity vypocet na zaklade rovnic kalibracnej krivky
33.5,
b
kde Sa je SD interceptu, b je smernica kalibra¢nej krivky.

LOD =

3.5.4 Hranica stanovitel’nosti

byt stanovend s pozadovanou hodnotou neistoty. Ak je hodnota analytu nad LOQ, vysledok
mozno vydat kvantitativne. Podobne ako v pripade LOD, aj tu existuje niekol’ko vzt'ahov

pre vypocet. V tejto praci bol pouzity vypocet na zaklade rovnic kalibra¢nej krivky
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10. S
LOD = =

3.5.5 Vytazinost

Vytaznost (recovery) je schopnost metody detegovat’ vSetok analyt pritomny v analyzovanej
vzorke. Je mierou Gc¢innosti danej metddy. Vyjadrena je podielom nameranej a skutoéne

pridanej koncentracie daného analytu
X1~ X
A

kde xi1 je koncentracia analytu vo vzorke s pridavkom, Xo je koncentracia analytu vo vzorke

.100

Recovery (%) =

bez pridavku, A je zndma koncentracia pridaného analytu.

3.5.6 Robustnost’

Robustnost’ je schopnost’ metddy poskytovat prijatelné vysledky merania aj v pripade, ze d6jde
k malym odchylkam od zloZenia vzorky alebo meraciecho postupu. Tento parameter udava
spolahlivost’ analytickej metody pri rutinnom pouzivani. V pripade chromatografického

stanovenia moze ist’ napriklad o zmenu teploty separacie, pH mobilnej fazy a podobne.

3.6 Statistické spracovanie

Déta boli spracované programom GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad Software, Inc., La Jolla,
CA, USA). Vsetky testy boli vykonané na hladine vyznamnosti a = 0,05. Pre porovnanie
rozdielov medzi skupinou Zien a muzov boli vysledky najskor podrobené testu normality (Styri
zabudované testy v programe GraphPad Prism (Anderson-Darling, D’Agostino-Pearson,
Shapiro-Wilk, and Kolmogorov-Smirnov test). Data, ktoré preSli tymito testami, boli
povazované za data s Gaussovskym rozlozenim a d’alej boli spracované neparovym t-testom.
V pripade, ze data mali rozdielne rozptyly (F-test), bola aplikovana Welchova korekcia. Data,
ktoré nepresli testom normality, boli d’alej analyzované neparametrickym Mann-Whitney
testom.

Pre analyzu vplyvu veku bola v pripade Gaussovského rozlozenia (4 testy normality
spomenuté vyssie) pouzita jednocestna ANOVA a Tukeyho post-hoc test. V pripade vyznamne

rozdielnych smerodajnych odchylok boli namiesto tychto testov pouzité Brown-Forsythe
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a Welch ANOVA test. Za splnenia predpokladu nerovnomerného Gaussovského rozlozenia
boli data spracované testom Kruskal-Wallis a Dunn-Sidak post-hoc testom.

Vztah medzi jednotlivymi AK, KK a MK bol vyhodnoteny cez korelacni matricu pomocou
Pearsonovho korelacného koeficientu.

Za $tatisticky vyznamné boli povazované p hodnoty nizsie ako 0,05.
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

Skriningové vySetrenie stavu metabolizmu je délezitym indikatorom zdravotného stavu
jedinca. Tymto spdsobom mézu byt v ranom §tadiu zachytené rozlicné metabolické poruchy,
pripadne mozno takymto spdsobom sledovat’ i¢inok nasadenej liecby. NajCastejSie st za tymto
ucelom vysetrované klasické vzorky — plna krv alebo plazma (Mihalik et al., 2012; Paolino
etal., 2021; Wang et al., 2003; Wurtz et al., 2013; Zhang et al., 2009; Zhou et al., 2013).
Pre vel'ké mnoZstvo vyhod, akymi su rychly, jednoduchy a takmer bezbolestny odber vzorky,
taktiez moznost' samoodberu, vyborna stabilita va¢Siny analytov za izbovej teploty, a tym
padom jednoduchy transport vzorky do laboratoria, sa ako alternativa pre tieto analyzy ponuka
vzorka DBS.

Na trhu je dostupnych niekol’ko réznych typov filtraénych papierov uréenych pre odber
vzorky DBS. Vsetky st vyrobené zo 100% bavinenych vlakien, ale mézu sa lisit’ vo velkosti
porov alebo hrubke a ovplyvnit’ tak nasiakavost’ krvi do Struktury papiera (Li a Tse, 2010).
Podl'a niektorych $tadii sa najmi pri extrémnych koncentracidch stanovovanych analytov
rozdiely vo vysledkoch analyzy medzi vzorkami na ro6znych filtra¢nych papieroch objavuju.
Dalsie $tadie naopak naznaduju, ze vysledky si medzi sebou porovnatelné bez ohladu
na pouzity filtracny papier (Koster et al.,2015; Rottinghaus et al., 2014). V tejto studii sa
pre reprodukovatel'nost’ vysledkov pracovalo po celi dobu sjednym konkrétnym typom
filtra¢ného papiera, a to Whatman® 903. Odberovy papier bol neosetreny, iba odberové miesto
pre stanovenie MK bolo z dévodu podporenia stability PUFA (Metherel et al., 2013) oSetrené
pred odberom vzorky roztokom BHT.

4.1 Priprava vzorky

Dodrziavanie spravneho postupu pripravy vzorky DBS mdze mat’ zasadny vplyv na vysledok
celej analyzy. Preto by pri odbere vzoriek plnej krvi mali byt dodrziavané zasady zhrnuté
v podkapitole 1.1.3. Napriklad podl'a Lawson et al. (2016) ma vplyv na stanovenie analytov
zo vzorky DBS vrstvenie viacerych kvapiek Krvi na seba. Vysledky nasej stadie ale naznacuju,
ze opakované nasiaknutie filtraéného papiera plnou krvou neprodukuje odlisné vysledky
V porovnani so vzorkami nasiaknutymi na jedno priloZenie. Podobne nevyznamnym faktorom
je pri analyze podl'a nasich vysledkov aj mnozstvo nanesenej krvi na filtracny papier, pokial je
splnend poziadavka na minimalny objem 30 pl. Mensi objem krvi na filtranom papieri totiz

nezaruCi dostatoéné nasiaknutie papiera v celom objeme vyseknutého tercika (priemer cca
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6 mm) a takéto vzorky by mali byt z d’alSej analyzy vyradené. K nepriliSnej vyznamnosti tohto
faktoru pravdepodobne prispieva uniformita pouzitych papierov aich rovnaké zlozenie aj
medzi Sarzami navzajom, ¢o vo vysledku podporuje homogénne rozlozenie vzorky krvi
Vv ploche vyseknutého terciku, a to bez ohl'adu na jej poc¢iatocné mnozstvo. Naopak, potvrdeny
bol mierny chromatograficky efekt pri aplikacii krvi na filtraény papier. Podobne ako v inych
stadiach (Holub et al., 2006; Lawson et al., 2016; O'Mara et al., 2011) sme aj v naSich
experimentoch zaznamenali mierne zvySené koncentracie stanovovanych analytov na okraji
vzorky DBS v porovnani s prostriedkom (ukazka rozdielov pri analyze MK, vid’ Obr. 4).
Lawson et al. (2016) testovali vzorky pripravené zo 75 ul plnej krvi. Je ale dolezité podotknut’,
ze pri beznom odbere vzorky krvi punkciou je objem podstatne mensi (cca 30-40 ul), takze
vytvorena DBS ma len o nie¢o malo vacsiu plochu nez vysekavany teréik. A teda vicsina
z0 vzorky je obsiahnutd prave vo vyseknutom teré¢iku. V nasom experimente sme pracovali
so vzorkou 0 objeme 30 pl. Ter¢iky z periférie boli vyseknuté sposobom uvedenym na Obr. 5.
Aj napriek uvedenym skutoCnostiam je potrebné dbat’ na zachovanie pravidiel spravneho
spracovania vzorky ater¢ik pre analyzu vysekavat vzdy z prostriedku $kvrny, aby bolo

zarucené homogénne nasiaknutie vyseknutého tercika.

150
100
S
50
1308 1192 1344 1224 1287 123.0 138,56 1202
0

C16:0 cisC16:1 C18:0 cisC18:1 all-cis all-cis C24:0 all-cis
n7 n9 C18:2 C20:4 n6 C22:6 n3

Obrazok 4 Rozdiely v koncentracii vybranych MK na okraji a v strede vzorky DBS (n = 3, HCT = 0,42)

Hodnoty predstavuju koncentracie MK v teréiku vyseknutom z okraju vzorky vztiahnuté ku hladine v teréiku
vyseknutom zo stredu vzorky DBS (povazované za 100 %).

O

A B

Obrazok 5 Sposob vyrazenia ter¢iku: A z centra DBS vzorky — 1 vyrazeny ter¢ik zo stredu (@ 6 mm), B z okraja
vzorky DBS - 4 vyrazené terc¢iky z okraja (@ 3 mm)
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Daldim zdrojom chyb pri stanoveni by mohol byt prenos analytov medzi vzorkami
navzajom, ato zariadenim na vyseknutie ter¢iku z DBS. NaSe experimenty ukazali, ze
k minoritnému prenosu predovSetkym analytov o vysokej koncentracii skuto¢ne dochadza,
tento prenos vSak vyznamne neovplyviioval nasledna analyzu. Tomuto prenosu je navyse
mozné jednoducho zabranit’, a to vyseknutim ¢istého terciku medzi dvomi vzorkami.

Okrem vysSie spominanych externych faktorov, ktoré mozno pri odbere vzorky relativne
jednoducho ovplyvnit, ma nesporny vplyv na stanovenie analytov aj hodnota HCT (de Kesel
et al., 2014; Chace et al., 2014, Li a Tse, 2010). Vyssia hodnota HCT je spojena s vy$Sou
viskozitou krvi, ateda hor§im nasiaknutim krvi do filtratného papiera, respektive horSim
Sirenim matricou tohto filtratného papiera. Naopak nizsia hodnota HCT je spojena s nizSou
viskozitou, ateda rychlej$im Sirenim v matrici filtratného papiera. Tento efekt musi byt
zohl'adneny pri validacii metodiky analyzy zo vzorky DBS. Do buducna moZzno pouzit niektort
z metod predikcie hodnoty HCT zo vzorky DBS (Capiau et al., 2013; den Burger et al., 2015;
Richardson et al., 2018), ¢o vsak zvySuje nielen ¢asovi naro¢nost’, ale aj ekonomické naklady
testov. Pre skriningové ucely sa preto javi zatial’ dostacujlice predpokladat’ u vzoriek normalnu
hodnotu HCT a v pripade znizenych ¢o zvySenych koncentracii sledovanych analytov pozvat’
pacienta na klasické vySetrenie. Napriklad pri metdde stanovenia KK zo vzoriek DBS bol
mierny vplyv hodnoty HCT potvrdeny. U vzoriek s niz§ou hodnotou HCT bol v koncentracii

stanovovanych KK pozorovany mierny narast (Kand’ar et al., 2022).

4.2 Stanovenie vybranych aminokyselin

NajcastejSie sa pri stanoveni AK V biologickych vzorkach pouzivaju chromatografické
techniky, ato v zapojeni s rozli¢nymi druhmi detekcie ako napriklad fluorescenénd, UV,
elektrochemicka alebo MS. Viacsina z tychto sposobov detekcie vyZaduje Gpravu vlastnosti AK
pred- alebo post- kolonovou derivatizaciou pre zvySenie signalu zachytavaného detektorom
(vid’ Tab. 1, str. 27-30). Prave kvoli moznosti detekcie bez predchadzajicej derivatizacie sa
stale rozSirenejSim stdva zapojenie MS detektora. Jeho jedinou nevyhodou si vysoké
obstaravacie a prevadzkové naklady.

V tejto praci bola pri analyze vzoriek optimalizovana derivatizdicia AK a analyza
vzniknutych derivatov metddou HPLC-FLD. Zaveden4 metdda vykazuje dostato¢nu citlivost’,
presnost’ aj spravnost. Je vhodnd pre pouzitie na pracoviskach, ktoré nedisponuji MS
detektorom. V ramci rozvoja analytickych metéd aj samotného pracoviska bol vr. 2019

zakuiipeny novy pristroj, a to HPLC-ESI-MS/MS. Metdda analyzy AK bola optimalizovana
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doktorandom Mgr. Michalom Kopc¢ilom. Novo zavedena metdda nevyzaduje derivatizéciu, je
vel'mi jednoduchd a ¢asovo nendro¢nd. Preto bolo pri analyze realnych vzoriek pristupené

k analyze prave touto metodou.

4.2.1 Optimalizacia metody kvapalinovej chromatografie s fluorescencnou

detekciou

Detekcia AK skrz ich prirodzenu fluorescenciu je aplikovatena iba na AK obsahujice
aromatické jadro, to znamena Trp, Tyr, Phe. Ostatné AK prirodzene nefluoreskuju, a preto je
potrebné ich pred analyzou previest na vhodné derivaty. K tomuto ucelu mozno pouzit
niekol’ko derivatizacnych ¢inidiel (vid® kapitola 1.2). Vtejto praci boli testované
2 derivatiza¢né ¢inidla, a to NDA a OPA. Obe derivatiza¢né ¢inidla su Struktarne podobné, liSia
sa len 0 jedno aromatické jadro (vid’ Tab. 1, str. 30), ¢o ale spdsobuje, Ze vzniknuté derivaty
maju odlisnu polaritu. V oboch pripadoch je mozné ¢inidlami derivatizovat’ iba primarne AK.

OPA reaguje s primarnymi AK v pritomnosti thiolovych skupin za tvorby thio-2-alkyl-
substituovanych isoindolovych derivatov s vysokou mierou fluorescencie. Reakcia prebieha
za izbovej teploty pri mierne alkalickom pH (9,7-10). Produkty derivatiza¢nej reakcie su
zna¢ne nestabilné, preto je nutné derivaty pripravovat’ tesne pred analyzou (Rigas, 2013).
V naSom pripade bola vyuzita schopnost’ autosampleru pridat’ derivatiza¢né ¢inidlo do reakcie
priamo v karuseli chromatografického pristroja. Ako donor thiolovych skupin boli pouzité
2-ME a 3-MPA. Derivaty OPA/3-MPA sa vyznacuju lepSou stabilitou v porovnani
s OPA/2-ME, avsak 3-MPA vnasa do reakcie jednu karboxylovl skupinu navyse, ¢o sposobi
zniZenie polarity vznikajucich derivatov, a tym padom horSiu retenciu na C18 nepolérnej
koléne (Hanczko et al., 2007; Pereira et al., 2008; Rigas, 2013). Prave z tohto dévodu sa nam
AK po derivatizacii OPA/3-MPA nedarilo na koléne dostatocne separovat’ ani po vyskusani
niekol’kych gradientov. Vysledky derivatizacie OPA/2-ME boli lepsie.

Dalsim z testovanych ¢&inidiel bolo NDA. Toto derivatiza¢né &inidlo vnasa do produktov
derivatizacnej reakcie jedno benzénové jadro navyse, ¢im zniZuje ich polaritu, takZe sa lepSie
zachytavaju na nepolarnej kolone. Preto bolo moZzné miesto kolony s plne poréznymi ¢asticami
(LiChroCart Purospher Star RP-18e, 125 x 4 mm, 5 um) pouzit’ kolonu s povrchovo poréznymi
¢asticami (Ascentis® Express C18, 150 x 4,6 mm, 5 um), ¢im sa vyrazne skratil ¢as analyzy
(o polovicu). Derivaty AK s NDA su navySe v porovnani s OPA stabilnejSie (Zotou a Notou,
2013). Aj v tomto pripade reakcia prebieha za pritomnosti nukleofilného ¢inidla pri laboratérne;j

teplote za mierne alkalického pH (okolo 9). Najéastejsie je to za pritomnosti KCN. V tejto praci
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bolo okrem KCN otestované aj pouzitie 3-MPA a 2-ME. Derivatizacia vSak za danych
podmienok prebiehala iba v pritomnosti KCN.

Pri optimalizacii derivatizacného kroku sa testovalo niekol’ko moznosti. Podobne ako
v inych publikaciach, aj Vtejto praci bol pouzity boratovy pufor, pretoze V porovnani
s fosfatovym pufrom vykazovali produkty derivatizanej reakcie vysSiu fluorescenciu
(Hanczko et al., 2007; Pereira et al., 2008; Rigas, 2013). Potvrdilo sa tiez, ze na intenzitu
fluorescencie ma vplyv pH pouzitého pufru. Dal§im predmetom skimania bolo mnoZstvo
pridaného KCN a NDA pri zachovani mnozstva boratového pufru a davkovanej vzorky.
V pripade KCN, ak bolo pridané mensie mnozstvo, intenzita fluorescencie u vacsiny AK
vzrastla. Prili§ malé mnozstvo pridaného NDA naopak sposobilo pokles intenzity fluorescencie.
Na zaklade ziskanych vysledkov testov bola metoda upravena nasledovne: k 100 pl vzorky bolo
pridanych 300 pl boratového pufru (pH 9,3), 20 ul KCN a 20 pl NDA.

Pre rozdelenie derivatov AK boli pouzité 2 nepolarne C18 kolony. Jedna s plne poréznymi
casticami (LiChroCart Purospher Star RP-18e, 125 x 4 mm, 5 pum) a druhd s povrchovo
poréznymi Casticami, ktord skracuje difuznu drahu separovanych latok, a tym skracuje aj cas
analyzy a zlepsuje rozlisenie (Ascentis® Express C18, 150 x 4,6 mm, 5 um). Na tychto kolénach
bola optimalizovana separacia pouzitim rozli¢nych gradientov. Optimalizoval sa tieZ prietok
mobilnej fazy kolénou.

Procesom optimalizacie preslo aj samotné spracovanie vzorky. Otestované boli rozdielne
sposoby elucie (100% ethanol, 80% ethanol, 60% ethanol, 40% ethanol, kombinovana elucia —
najskor ethanol, potom voda a opacne), z ktorych najudinnej$im sa ukazalo pouzitie 80%
ethanolu.

Kone¢né podmienky po optimalizacii metody vyzerali takto: zo vzorky DBS bol vyseknuty
tercik o priemere 6 mm, ku ktorému bol pridany ethanolicky roztok IS (20 pl norleucinu
0 koncentracii asi 90 pumol/l) a okamzite aj 200 pul 80% ethanolu. Po 15 minttach elucie
pri laboratornej teplote boli vzorky scentrifugované a zvrchu bolo odobranych 100 pl roztoku
do ¢istej mikroskimavky. K nim bolo pripipetovanych 300 ul boratového pufru (pH 9,3), 20 ul
KCN a 20 ul NDA. Inkubacia prebiehala 15 min v tme pri laboratornej teplote. Pred HPLC
analyzou boli vzorky prefiltrované cez nylonovy filter o porozite 0,2 um. Separicia
vzniknutych derivatov prebiehala na koléne Ascentis® Express C18 (150 x 4,6 mm, 5 pm)
opatrenej predkolonou Ascentis® Express C18 (0,5 cm x 4,6 mm, 5 pm). Ako mobilna faza
A bola pouzita zmes 10mmol/l NaHPO4 a acetonitrilu v pomere 95:5 (v/v), mobilnou fazou B

bola zmes 10mmol/l Na2HPO4 a acetonitrilu v pomere 35:65 (v/v). U oboch mobilnych faz bolo
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upravené pH na hodnotu 7,2. Na kolonu bolo davkovanych 5 pl vzorky, separacia prebiehala
s vyuzitim gradientovej elucie (vid’ Tab. 7) a prietok mobilnej fazy kolonou bol 0,75 ml/min.
Derivaty boli detegované fluorescenénym detektorom pri emisnej/excitaénej vlnovej dizke

420/480 nm.

Tabul’ka 7 Gradientova elicia metédy HPLC-FLD

00,01 min 20% B
20,00 min 32%B
35,00 min 545%B
35,01 min 100 % B
40,00 min 100% B
40,01 min 20% B
45,00 min STOP

Metodou bolo celkovo detegovanych 21 AK, kvantifikovanych bolo 20 z nich. Problémovou
AK bol lyzin, ktory ma v Struktire dve aminoskupiny, takze pri derivatizacii moze vznikat’ viac
derivatov, ¢o moze byt dovodom velmi vysokého variacného koeficientu pri Stanoveni
presnosti metddy. Z dovodu nepresnosti merania bol preto lyzin z analyz redlnych vzoriek
vyradeny. Oproti metode HPLC-ESI-MS/MS nie je moZzné touto metdodou detegovat’ ani
sekundarnu AK prolin. Navyse vSak mozno kvantifikovat' aminokyseliny taurin a kyselinu
asparagovu, ktoré¢ v metdde s MS detekciou chybaji. Analytické parametre metody
pre stanovenie vybranych 20 AK su zobrazené v Prilohe 1. Kalibra¢né krivky vSetkych AK boli
linearne v celom rozsahu testovanych koncentracii. U vaésiny AK je hodnota CV presnosti
Vv sérii aj medzi sériami pod 10 %. Jedinou vynimkou je kyselina asparagova, kde sa CV
presnosti v sérii aj medzi sériami pohybuje okolo 15 %. Kyselina asparagova bola problémovou
aj v metode HPLC-ESI-MS/MS, kde bola kvoli nizkej intenzite signalu z analyz vyradena
uplne. Priemernd vytaznost pre jednotlivé AK sa pohybovala vrozmedzi 91-109 %
s priemernym CV 6,5 % (vid’ Tab. 8). Chromatograficky zdznam stanovenia AK metodou

HPLC-FLD je uvedeny na Qbr. 6.

Tabul’ka 8 Priemerna vytaznost metody HPLC-FLD pre stanovenie AK zo vzoriek DBS

AVG (%) SD (%) CV (%)
2-AM 108,30 6,90 6,40
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AVG (%) SD (%) CV (%)
Ala 102,9 7,1 6,9
Arg 91,5 6,6 7,2
Asn 103,5 6,9 6,7
Asp 105,4 12,6 12,0
Cit 105,9 8,1 7,7
Gln 104,6 4,9 4,7
Glu 94,2 7,6 8,1
Gly 103,9 6,0 58
His 101,5 7,2 7,1
Ile 107,6 7,2 6,7
Leu 105,9 52 4,9
Met 102,9 4,1 4,0
Phe 106,9 5,9 55
Ser 93,5 6,2 6,6
Tau 103,9 6,3 6,1
Thr 104,5 6,0 5,7
Trp 95,8 7,5 7,8
Tyr 105,2 52 4,9
Val 105,2 51 4,9
Z ] 5

0.0

100

15,0

1

7.5

Cas

Obriazok 6 Chromatograficky zaznam stanovenia AK metédou HPLC-FLD
Vzorka zmesného Standardu rozpusteného v plnej krvi (S4), chromatografické podmienky uvedené v kapitole
4.2.1. Piky: 1, Asp, 2, Glu, 3, Asn, 4, His, 5, GIn, 6, Ser, 7, Cit, 8, Arg, 9, Gly, 10, Thr, 11, Ala, 12, Tyr, 13, Tau,

14, 2-AM, 15, Val, 16, Met, 17, Trp, 18, lle, 19, Phe, 20, Leu, 21, NLeu.
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4.2.2 Optimalizacia metoédy kvapalinovej chromatografie s hmotnostne

spektrometrickou detekciou

Ako je popisané vyssie, s kipou nového pristroja na Katedru biologickych a biochemickych
vied do skupiny biochémie bola od r. 2019 mimo iné optimalizovand aj nova metdda analyzy
AK vo vzorkdch. Optimalizécia tejto metdody bude podrobne popisana v dizertatnej praci
Mgr. Michala Kop¢ila (predpokladana obhajoba v roku 2023), preto je V tejto praci popisana
iba vel'mi stru¢ne. V skratke, v ramci optimalizacie spracovania vzorky DBS boli testované
rozdielne elu¢né ¢inidla (90%, 85%, 80% a 75% ACN; 80% ACN s pridavkom 10mmol/l HCI,
Immol/l HCI ¢i 0,1mmol/l HCI; 90% methanol, 75% ethanol ¢i mobilna faza) aj sposoby eltcie
(statie, mieSanie, ultrazvuk). Pri optimalizacii chromatografickych podmienok boli pouzité dve
rozdielne HPLC kolény (HS-F5, 150 x 2,1 mm, 3 um a Ascentis® Express OH5, 150 x 2,1 mm,
3 um), vyskusané rozli¢né zlozenia mobilnej fazy (vratane zmeny pH) aj rozdielne gradienty.
MS detektor pracoval v pozitivnom mode, procesom optimalizacie presli aj kolizne energie
pouzité tak, aby vzniknuté idny boli ¢o najstabilnejsie a vyznacovali sa vysokou intenzitou.
Najlepsie vysledky boli dosiahnuté pri podmienkach uvedenych v kapitole 3.2. Optimalizované
MRM prechody st uvedené v Tab. 9.

Tabul’ka 9 Optimalizované podmienky nastavenia MS detektora

Prekurzor Kolizna energia  Produkt

(m/z) V) (m/z)

2-AM 104 11 58 41
Ala 90 22 44

Arg 175 12 70 60
Asn 133 15 74 87
Cit 176 23 70 159
Gln 147 16 84 130
Glu 148 15 84 56
Gly 76 13 30

His 156 14 110 83
lle 132 86 86 69
Leu 132 11 86 44
Lys 147 17 84 130
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Prekurzor Kolizna energia  Produkt

(m/z) V) (m/z)

Met 150 16 56 104
NVal 118 11 72

Phe 166 11 72 103
Pro 116 15 70 43
Ser 106 11 60 42
Thr 120 12 74 56
Trp 205 8 188 146
Tyr 182 13 136 91
Val 118 12 72 55

Celkovo bolo detegovanych 21 AK, kvantifikovanych bolo 20 z nich. Problémovou bola
kyselina asparagova, ktora ma za danych podmienok zIu intenzitu signalu, preto bola z analyz
vyradena. Oproti metdde s FLD detekciou vSak nerobi problém sekundarna AK, prolin, ani AK
s dvomi aminoskupinami, lyzin. Analytické parametre tejto metddy su uvedené v Prilohe 2.
Kalibracné krivky vSetkych AK boli linearne v celom rozsahu testovanych koncentracii.
U vicsiny AK je hodnota CV presnosti v sérii pod 5 % a medzi sériami pod 10 %. Priemerna
vytaznost pre jednotlivé AK sa pohybovala v rozmedzi 94-105 % s priemernym CV 5,1 % (vid’
Tab. 10). Chromatograficky zaznam stanovenia AK metodou HPLC-ESI-MS/MS je uvedeny
na Obr. 7.

TabuPka 10 Priemerna vytaznost metody HPLC-ESI-MS/MS pre stanovenie AK zo vzoriek DBS

AVG (%) SD (%) CV (%)

2-AM 102,5 0,7 0,6
Ala 98,5 0,2 0,2
Arg 105,3 9,3 8,8
Asn 94,4 58 6,1
Cit 96,3 54 5,6
Gln 102,2 3,5 3,4
Glu 96,1 52 54
Gly 97,2 9,6 9,9
His 101,3 9,7 9,6
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AVG (%) SD (%) CV (%)

lle 97,0 2,0 2,1
Leu 100,3 6,0 6,0
Lys 94,7 6,8 7,2
Met 98,2 2,2 2,2
Phe 96,8 1,5 15
Pro 101,8 7.3 7,2
Ser 100,2 2,6 2,6
Thr 101,9 3,0 3,0
Trp 95,0 8,9 9,3
Tyr 94,1 45 48
Val 96,7 6,6 6,9

x10° j\Trp 2049 > 1882 x108 1199> 742 }LThr

x10° j\Phe 166,0 > 120,2 x10¢ 759> 30,2

X108 lle Meu 132,3> 86,2 x10¢ 1479 > 84,2 {\ I

x104

u
5
x10 Met 1499 > 56,2 105,9 > 60,1 4}\\9’
6 6
x10 Val 1795722 X0 1469 > 84,2 Gin
NVal

Gly
G
S
x10¢ j\m 181,9> 136,2 x10¢ 132,9> 74,1 f\Asn

Ly Pro 159> 702 X108 176,3> 70,1 —J/\C'i
S
x10¢ /KL 1039> 58,2 X10 1750> 702 }\Arg

s s
x10 /\L 89.9> 442 %10 155.9> 10,1 N&s
65 70 75

4,0 45 50 55 6,0 6,5 7,0 75 8,0 40 45 5,0 55 6,0
Intenzita vs. Cas (min) Intenzita vs. Cas (min)

Lys

A

8,0

Obriazok 7 Chromatograficky zdznam stanovenia AK metédou HPLC-ESI-MS/MS
Vzorka zmesného Standardu rozpusteného v plnej krvi (S4), chromatografické podmienky uvedené v kapitole
3.2.3.

4.2.3 Referencné hodnoty

Zatial’ o sucast’'ou plnej krvi st erytrocyty, leukocyty aj trombocyty, pri ziskani krvnej plazmy
st prave tieto zlozky centrifugaciou oddelené. Zlozenie plnej krvi a plazmy je preto

vo vysledku odlisné, a tak sa tiez modze liSit aj koncentracia vybranych metabolitov
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vo vzorkach. Napriklad v stadii Foster et al. (1978) bola koncentracia stanovovanych
metabolitov vzdy vysSia v plazme, nez v plnej krvi, avSak signifikantny rozdiel bol
zaznamenany iba pre laktat a pyruvat. Z tohto dévodu preto nie je spravne automaticky
pouzivat referencné hodnoty analytov ustanovené pre plazmu, ale je nutné po validacii
metodiky zistit’ referenéné rozmedzie platné pre plnt krv. Pri pravidelnom monitorovani
pacienta mozno navyse nastavit’ individualizované referencné rozmedzie, ktoré ma nasledne
pre pacienta vacsiu vypovednu hodnotu. To plati pre vSetky skupiny analytov stanovovanych
V tejto praci.

Z analyzy 60 vzorieck DBS ziskanych od dobrovolnych darcov punkciou prstu bolo
stanovené predbezné referencné rozmedzie pre hodnoty vybranych AK v plnej krvi pre dospeli
populaciu (vid’ Tab. 11). Z referenénych hodnoét ziskanych z literatiry a uvedenych v Tab. 4
(str. 41) je zrejmé, ze vacsina AK ma podobnti koncentracia ako v plazme, tak vo vzorkach
plnej krvi. Vyrazny rozdiel je vidno u kyseliny glutamovej, ktorej koncentracia sa javi byt
vyssia v plnej krvi, ato 102 -172 umol/l (Hagenfeldt a Arvidsson, 1980), pricom v plazme je
udavana hodnota 34-70 umol/l (Fekkes et al.,1995). Koncentracia v naSom experimente je
vel'mi podobna hladine udavanej v plnej krvi. U ostatnych AK je referenéné rozmedzie tiez
podobné tomu uvadzanému v odbornej literature. OdliSuje sa akurat hladina AK izoleucinu,
ktora je v naSom pripade vyssia nez hodnoty udavané pre plnu krv ¢i priamo vzorky DBS. Tato
hodnota je dokonca vysSia nez hodnota publikovana pre vzorky plazmy. Na tomto mieste je ale
nutné podotknut’, Ze limitaciou stanovenia predbezného referencného rozmedzia v nasej Stadii
je pomerne mala skupina vzoriek, ktora nemusi plne reflektovat’ zastupenie v populacii, a teda

nemusi byt dostatocne reprezentativna.

Tabul’ka 11 Referen¢né hodnoty vybranych AK v dospelej populacii

Koncentrécia SD MIN MAX

(umol/l) (umol/l)  (umol/l) (umol/1)
2-AM 21,3 9,4 2,9 59,6
Ala 419,7 99,2 237,5 709,7
Arg 86,6 24,1 33,1 135,9
Asn 85,0 21,8 51,9 146,1
Cit 48,3 10,2 28,4 78,3
Glu 178,2 41,0 105,9 314,2
Gln 475,8 76,8 295,4 654,1
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Gly 348,7 109,2 127,5 636,3

His 105,4 18,3 71,9 148,9
Ile 131,2 40,2 58,6 235,0
Leu 175,2 51,7 70,1 399,4
Lys 263,5 69,8 155,3 455,00
Met 311 9,7 14,9 68,1
Phe 88,1 17,9 51,6 129,3
Pro 222,1 65,8 81,5 363,6
Ser 235,2 109,5 83,9 497,8
Thr 120,9 27,9 67,2 198,5
Trp 60,8 10,4 43,0 88,9
Tyr 70,3 16,1 27,4 107,4
Val 249,6 55,1 126,9 377,2

4.3 Stanovenie vybranych ketokyselin

Najcastejsie st KK v biologickych vzorkach stanovované po derivatizacii metédou RP-HPLC,
po pridavku druhého derivatiza¢ného ¢inidla v§ak mozno KK stanovit’ aj metodou GC. V tejto
praci boli skisané obe metddy, avSak metdda GC-MS sa ukazala pre stanovenie KK
Vv biologickych vzorkach (v nasom pripade plazma, plna krv) menej citliva, a z dovodu nutnosti
dvojitej derivatizacie zloZitejSia a financne naro¢nejsia (aj s oh'adom na nutnost’ disponovat’

MS detektorom). Preto bola pre pouzitie vzorky DBS optimalizovana metoda HPLC-FLD.

4.3.1 Optimalizacia metédy kvapalinovej chromatografie s fluorescenénou

detekciou

V naSej pracovnej skupine bola v r. 2009 zavedend metéda analyzy BCKA zo vzoriek DBS
prave metddou HPLC-FLD (Kandar et al., 2009). Ako derivatiza¢né ¢inidlo bol pouzity OPD,
ktorého velkou nevyhodou je vysoka karcinogenita a mutagenita. S cielom rozsirit’ spektrum
stanovovanych KK a pripadne nahradit OPD bezpecnejsim derivatizaénym c¢inidlom, boli
okrem OPD testované d’alSie tri derivatizacné €inidla, a to dansylhydrazin, DDB a DMB.

Ako prvy bol optimalizovany krok elticie KK zo vzoriek DBS. Testované boli r6zne
extrakéné €inidla, a to deionizovana voda, kyselina chlorovodikova o r6znych koncentraciach

(Imol/l, 100mmol/l, 20mmol/l a Immol/l), Immol/l NaOH, 100% ethanol a tiez 10% a 25%
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ethanol vo vode (v/v). Vo véicsine pripadov dochadzalo pri elucii KK do roztoku aj
K uvolnovaniu hemoglobinu zo Struktary filtracného papiera, ¢o sa prejavilo Cervenym
zafarbenim roztoku. Preto muselo byt k vzorkam d’alej pridané deproteinacné ¢inidlo, idealne
v takom mnoZstve, aby doslo k o najmensiemu nariedeniu vzorky. Tieto poziadavky spiiial
pridavok 50 pl 1mol/l kyseliny chloristej. T4 nemusela byt pridand k vzorkdm po elucii 100%
ethanolom a 1mol/l1 HCI, ktoré ¢ervené zafarbenie nevykazovali. Ako najlepsie elucné ¢inidlo
sa javila byt Immol/l HCI. Optimalizovany bol d’alej ¢as a podmienky elucie (statie, mieSanie),
ktora prebiehala pri laboratérnej teplote. Ukézalo sa, ze mieSanie nema na elciu vyrazny vplyv
a optimalnym ¢asom bolo 60 minut.

Na zaklade Struktirnej podobnosti s testovanymi analytmi a tiez nepritomnosti v l'udskej
krvi, bol ako interny Standard po vzore z ostatnych $tudii (Hara et al., 1985; Wang et al., 1988)
vybrany 2-oxokapronat. Skusané boli dva spdsoby pouzitia interné¢ho Standardu, a to aplikécia
na filtracny papier pred odberom vzorky krvi a potom pridanie Standardu do elu¢ného ¢inidla
v prvom kroku spracovania vzorky. Prvy zo spoOsobov aplikacie IS nevykazoval
reprodukovatel'né vysledky. Navyse je pre pouzitie v klinickej praxi menej prakticky. Preto bol
zvoleny druhy sposob, a to pridanie IS ako sucast’ elu¢ného €inidla.

Dalgim krokom bola optimalizdcia kroku derivatizacie. V pripade ¢&inidla OPD,
vychadzajuc z predchadzajtcej prace (Kand’ar et al., 2009), boli optimalizované podmienky
pre stanovenie viacerych KK, nielen BCKA. Najlepsie vysledky boli dosiahnuté po pridavku
OPD k supernatantu po elucii Immol/l HCI a deproteinacii 1mol/l kyselinou chloristou
v pomere 1:1 anéaslednej 30-minutovej inkubacii zmesi pri 55 °C. Testované pritom boli
rozdielne pomery vzorka:voda:OPD (1:0:1, 5:1:4, 5:2:3, 5:3:2, 5:4:1). Tymto sposobom sa
okrem BCKA podarilo stanovit’ este dve KK, a to 2-OG a fenylpyruvat.

Dansylhydrazin pre derivatizaciu 2-OG vo svojej praci pouzili Donnarumma et al. (2013).
Toto derivatizacné ¢inidlo ma vSak samo 0 sebe vysoku fluorescenciou, preto bolo stanovenie
analytov o nizkej koncentracii zo vzorky DBS (len niekol'ko desiatok mikrolitrov plnej krvi)
komplikované. Nepodarilo sa ziskat’ derivaty KK s dostato¢ne vel'kou intenzitou fluorescencie
pre detekciu, preto bolo od pouZitia tohto derivatizacného ¢inidla upustené.

Dal§im ztestovanych ¢&inidiel bol 1,2-diamino-4,5-dimethoxybenzén (DDB), ktory
VO svojej Stadii pre simultanne stanovenie 9 KK pouzili Hara et al. (1985). DDB reaguje s KK
v kyslom prostredi za vzniku 3-substituovanych-6,7-dimethoxy-2(IH)-chinoxalinovych
derivatov. Pri rozpusteni derivatizacného ¢inidla v deionizovanej vode s naslednym pridavkom
koncentrovanej HCI, dithionic¢itanu sodného a 2-ME dochadzalo k vzniku neziaducej

zrazeniny. Preto bola najskor pripravend zmes HCI, dithionicitanu sodného a 2-ME a az
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nasledne bol v tejto zmesi DDB rozpusteny. Takymto spdsobom pripravy sa vzniku zrazeniny
predislo. Optimalizované boli nasledne ¢as (15, 30 a 60 minut) a teplota derivatizacie (40, 70
a 100 °C). Intenzita pikov derivatov prisluSnych KK vzrastala so zvySujicim sa Casom aj
teplotou inkubacie. Najlepsie vysledky boli dosiahnuté po 60 minutovej inkubdcii pri teplote
100 °C. Procesom optimalizacie preSlo tiez mnozstvo pridaného DDB do reakcie. Bolo
testovanych niekol’ko pomerov vzorka:DDB:deionizovana voda, a to konkrétne 5:3:0, 5:2:1,
5:1:2. So zvySujicim sa mnozstvom derivatizaéného ¢inidla v reakcii rastla aj intenzita pikov
stanovovanych KK. Této intenzita bola viditeI'ne vysSia nez v pripade derivatov KK s OPD,
¢im sa potvrdila zmienka v $tudii autorov Hara et al. (1985) o vacsej citlivosti tejto metody
pri stanoveni KK. Vzniknuté derivaty vykazovali stabilitu minimalne 42 hodin pri laboratérne;j
teplote.

Ako posledné bolo testované derivatiza¢né ¢inidlo 1,2-diamino-4,5-methylendioxybenzén
(DMB). Podl'a Nakamura et al. (1987) je citlivost’ stanovenia KK po derivatizacii DMB 1,6x
vysSia nez po derivatizacii DDB a 150x vysSia v porovnani s OPD. DDB a DMB sa
Strukturélne liSia iba v postrannom retazci. Obe €inidla su pripravované v kyslom prostredi
(HCI) a k obom st pridavané rovnaké stabilizatory (dithioni¢itan sodny a 2-ME). Aj podla
literatiry je priprava oboch c¢inidiel podobna. Preto bolo u DMB pristipené k rovnakej
optimalizécii derivatizacného kroku, ako v pripade DDB.

Dalej bol optimalizovany krok separacie vzniknutych derivatov na nepolarnej kolone
LiChroCart 125 x 4 mm, Purospher Star RP-18e¢, 5 um (Merck, Darmstadt, Nemecko). Bolo
testovanych niekol'’ko mobilnych faz, ktoré boli zmesou vody a organického rozpustadla (ACN,
ethanol), ako v izokratickej, tak v gradientovej elacii. Ked’ bol ako organicky modifikator
pouzity ethanol, boli niektoré derivaty KK tazko oddelitel'né od interferujucich latok. Preto bol
miesto ethanolu pouZity ACN. Pri separacii produktov derivatizacnej reakcie na nepolarnej
kolone sa ako problémovy javil pik 2-oxoglutaratu, ktory bol rozmyty. Tento problém nebol
detegovany pri pouziti ¢inidiel DDB a DMB. U vsetkych metdd bol problém s detekciou 4-OH-
fenylpyruvatu v realnych vzorkach, ¢o bolo pozorované uz v stadii Nakamura et al. (1987).
Absencia piku v realnej vzorke je pravdepodobne sposobena jeho vel'mi nizkou hladinou v Krvi.
Ked'Ze sa pri pouziti DMB nedarilo od seba oddelit’ piky fenylpyruvétu a 2-oxokapronatu (IS),
bola voda v mobilnej faze nahradena 25mmol/l NaoHPO4 (pH 7,2). Zmenou zlozky mobilne;j
fazy a optimalizaciou chromatografickych podmienok sa problém so separaciou podarilo
vyriesit, avSak vradmci zachovania jednoduchosti metdody (menej komplikovana priprava

mobilnej fazy, uktorej nasledne nie je nutnd Uprava pH atiez dlhSia Zivotnost
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chromatografickej kolony) sa nakoniec od pouzitia pufrovanej mobilnej fazy, a tym aj ¢inidla
DDM upustilo.

Produkty derivatiza¢nej reakcie KK s DDB vykazovali v porovnani s OPD vy$S$iu intenzitu
fluorescencie a po optimalizacii chromatografickych podmienok bolo touto metdédou mozné
stanovit’ az sedem KK (2-OG, pyruvat, 2-oxobutyrat, fenylpyruvat, KIV, KIC a KMV — vid’
Obr. 8). Napriek jasnym benefitom v citlivosti metody sa pri analyze realnych vzoriek napokon
pristupilo k pouzitiu ¢inidla OPD, a to z dévodu znacne nizsej financnej naro¢nosti. Na tomto
mieste je vhodné poznamenat’, Ze V pripade pouzitia metddy pre skriningové vySetrenie je
podstatné zachovanie pomeru cena : vykon, t.z. drahé derivatizacné ¢inidlo, ktorym mozno
zachytit’ navySe len o dve KK viac (2-oxobutyrat a fenylpyruvat), by zbyto¢ne predrazilo

celkovu cenu vySetrenia, bez podstatného diagnostického efektu.
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Obrazok 8 Chromatograficky zaznam stanovenia KK metédou HPLC-FLD

Vzorka DBS. Chromatografické podmienky: separacia prebiehala na koléne LiChroCart 125 x 4 mm, Purospher
Star RP-18e, 5 pm opatrenej predkolénou LiChroCart 4 x 4 mm, Purospher Star RP-18e, 5 um (Merck, Darmstadt,
Nemecko). Mobilnou fazou A bol 25% ACN, mobilnou fazou B 100% ACN. Gradientova eltcia prebiehala
nasledovne 0-13 min, 10-27 % B (linearne), 13-16 min, 100 % B. Prietok mobilnej fazy bol 0,5 ml/min, teplota
kolony 37 °C a derivaty boli detegované fluorescenéne pri 370/445 nm (excitacia/emisia). Piky: 1, 2-OG, 2, PYR,
3, 2-oxobutyrat, 4, KIV, 5, KIC, 6, fenylpyruvat, 7, 2-ketokapronat (IS), 8, KMV.

Vzorky boli vyhodnotené metodou kalibra¢nej krivky. Pre jej zostrojenie boli odskusané tri
rozliéné spdsoby pripravy Standardnych vzoriek. KK st latky dobre rozpustné vo vode a
dostato¢ne polarne, aby sa rozpustili aj Vv prostredi plnej krvi. Je teda mozné pripravit’ vodné
roztoky Standardov, nasledne vodu odparit’ pod pradom dusiku (¢o sa ukéazalo ako vel'mi ¢asovo
naro¢na metoda), alebo vzorky lyofilizovat’. Oba sposoby vsak viedli k neziadticim stratam KK.
Preto bola zvolena tretia moznost, a to pridavok Standardov k plnej krvi tak, aby matrica ostala

prakticky nezmenena. Maximalne sa teda pocitalo s pridavkom jedného dielu Standardov
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rozpustenych vo fyziologickom roztoku k 9 dielom plnej krvi. Takto pripraveny zmesny
Standard v krvi bol nésledne pipetovany na filtracny papier a d’al§i postup bol rovnaky ako
Vv pripade pripravy klasickych vzoriek.

Celkovo bolo metdodou detegovanych a kvantifikovanych 5 KK. Analytické parametre
metddy st uvedené v Prilohe 2. Kalibracné krivky vsetkych KK boli linearne v celom rozsahu
testovanych koncentracii. U vac¢siny KK je hodnota CV presnosti v sérii pod 5 % a medzi
sériami pod 10 %. Priemerna vytaznost pre jednotlivé KK sa pohybovala v rozmedzi
101-107 % s priemernym CV 4,7 % (vid’ Tab. 12). Chromatograficky zaznam stanovenia
hydroxychinolinovych derivatov KK metédou HPLC-FLD je uvedeny na Obr. 9.

TabuPka 12 Priemerna vytaznost metody HPLC-FLD pre stanovenie KK zo vzoriek DBS

AVG (%) SD (%) CV (%)

2-0G 106,7 58 54
PYR 103,9 3,6 3,5
KIV 103,2 51 49
KIC 104,8 4,2 4,0
KMV 101,8 6,0 59
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Obrazok 9 Chromatograficky zaznam stanovenia KK metédou HPLC-FLD
Vzorka DBS, chromatografické podmienky uvedené v kapitole 3.3.3. Piky: 1, 2-OG, 2, pyruvat, 3, KIV, 4, KIC,
5, 2-ketokapronat (IS), 6, KMV.

4.3.2 Referen¢né hodnoty

Predbezné referen¢né rozmedzie vybranych KK pre dospelu populaciu bolo stanovené

zo vzoriek DBS ziskanych od dobrovolnych darcov punkciou prstu (n = 60, vid’ Tab. 13).
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Na zaklade informacii ziskanych z literatury a uvedenych v Tab. 5 (str. 42) je zrejmé, ze
hladiny 2-OG, K1V, KIC a KMV su pri porovnani vzoriek plnej krvi a plazmy/séra vel'mi
podobné. Podl'a Foster et al. (1978) je rozmedzie hladiny pyruvatu v sére/plazme pomerne
Siroké (22,0-258,0 umol/l) zatial’ ¢o iny zdroj udava koncentraciu v krvi 37,5-88,5 umol/l
(HMDB.CA). Hodnoty pyruvatu v nasich vzorkach sa priblizuju hornému rozmedziu intervalu
hodn6t z literatiry. Hodnoty ostatnych KK sa zhoduju so stanovenym referenénym rozmedzim

udavanym v literatire.

Tabul’ka 13 Referenc¢né hodnoty vybranych KK v dospelej populacii

Koncentracia SD MIN MAX

(umol/l) (umol/l)  (umol/T) (umol/l)
2-0G 10,6 4,9 1,5 21,7
PYR 220,4 68,6 126,3 435,7
KIV 14,9 4,2 7,8 30,5
KIC 28,8 8,8 7,0 48,5
KMV 247 8,2 6,4 48,6

4.4 Stanovenie vybranych mastnych Kkyselin

4.4.1 Optimalizicia met6dy plynovej chromatografie s plameinovo-ioniza¢nou

detekciou

MK sa nevyznacujii vlastnostami, ktoré by umoznili ich priamu detekciu v biologickych
vzorkach, preto je potrebné ich pred analyzou previest’ na vhodné derivaty. V tejto praci boli
MK stanovované metédou GC-FID, a teda cielom derivatizacie bolo zvysenie prchavosti
stanovovanych latok. Toho bolo docielené prevedenim MK na methylestery, ethylestery
¢i buthylestery, ato za pouzitia tychto derivatizatnych C¢inidiel: methanolicky roztok
acetylchloridu, BFz v methanole, BFz v ethanole a BFs v butanole. V praxi sa najéastejSie
stretavame s prevedenim MK na methylestery (Gunash et al., 2019; Marangoni et al., 2004).
Nakoniec bol tento sposob derivatizacie pouzity aj na vzorky DBS, ato prostrednictvom
methanolického roztoku acetylchloridu, ktory bol pripraveny pomalym priddvanim
acetylchloridu k vychladenému methanolu po stene skumavky. Tento postup pripravy

derivatiza¢ného ¢inidla bol inSpirovany ¢lankom Christie et al. (1989). Priamy pridavok
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acetylchloridu k eluatu vzorky DBS v malych objemoch v nasom experimente viedol
k vyraznej exotermickej reakcii, ktorej nasledkom bolo vystrelenie vzorky mimo skimavku.
Preto bol postup nahradeny bezpecnejSou predpripravou derivatizacnej zmesi spomenutou
vyssie.

Optimalizovany bol tiez krok elucie MK zo vzorky DBS. Priama derivatizacia vzoriek
bez predchadzajicej elucie sa vyznacovala velkou variabilitou vysledkov a nepresnostou
v stanoveni MK. Ked'Zze st MK amfipatické (obsahuji hydrofobnu aj hydrofilna ¢ast) a ich
rozpustnost’ vo vode sa s rasticou dizkou retazca znizuje, bolo potrebné zvolit’ rozptstadlo
s dostato¢nou extrakénou silou. Podl'a Christie et al. (1989) je pre analyzu volnych MK
dostacujucim eluénym ¢inidlom methanol, ale v pripade stanovenia nepolarnych lipidov (ako
su cholesterol estery a triacylglyceroly) je vhodné pre spravny priebeh reakcie pridat’ do zmesi
d’alSie, menej polarne elucné cCinidlo. V naSom pripade bol ako elu¢né cinidlo testovany
methanol, a to bud’ samostatne alebo v kombinécii s hexanom (pomer methanol:hexan bol 2:1,
v/v). Obidve zvolené elu¢né Cinidla vykazovali porovnatelné vysledky, preto bolo z dovodu
zachovania jednoduchosti metdody vybrany methanol, v ktorom bol nakoniec rozpusteny aj
interny $tandard. Tym bola heneikosanova kyselina (C21:0), ktora spiia zakladné poziadavky
kladené na vnutorny Standard, a to ze nie je beznym komponentom analyzovanych vzoriek
a svojimi fyzikalnymi a chemickymi vlastnostami je podobné stanovovanym analytom.

Optimalizované boli tieZ teplota (laboratorna teplota, 37 °C a 60 °C), ¢as (10 min — 24 hod)
a sposob elucie (statie, trepanie, ultrazvuk). Ukazalo sa, Ze zvySena teplota, ¢i dodatocny efekt
mieSania €1 ultrazvukovania vzorky, nemé na eluciu vybranych analytov ziadny vyznamny
vplyv. Naopak so vzrastajucim ¢asom ellcie rastla aj intenzita eluovanych MK, avsak
maximalne do 1 hodiny.

Dalej boli optimalizované &as a teplota derivatizacie (10 min — 3 hodiny, a 50, 75 a 100 °C).
So vzrastajicim ¢asom derivatizacie sa zvySovala aj intenzita pikov MK, najviac v§ak do ¢asu
1 hodiny. DIlhSia derivatizécia sa prejavila len nepatrnym nérastom intenzity pikov. VysSia
teplota mala na vyslednl intenzitu pikov stanovovanych MK pozitivny vplyv. Najlepsie
vysledky dosiahnuté pri teplote 100 °C a Case derivatizacie 1 hodina. Derivaty MK boli
nasledne zo vzorky extrahované. Testované boli opakované extrakcie s roznymi objemami
hexanu, ktory sa ako rozpustadlo pre extrakciu derivaitov MK pouziva bezne (Gunash et al.,
2019; Harris a Polreis, 2016). Najlepsie vysledky boli dosiahnuté pouzitim dvojnasobnej
extrakcie s 500 pl hexanu.

Pre opdtovné rozpustenie derivatov MK po odpareni rozpustadla pod pradom dusika boli

pouzité methanol, hexan, 2-propanol a dichlormethan. Vsetky Styri organické rozpustadla
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poskytovali porovnatel'né vysledky. Aby vSak bol mozny vypocet RRF a kvantifikdcia MK
Vo vzorke, na rozpustenie odparku bol pouzity dichlormethan, teda rovnaké rozpustadlo
v akom je pripraveny Standard FAME37.

Testovanych bolo tiez niekol’ko teplotnych gradientov, a to na dvoch roéznych koldnach
(HP-88 100 m x 0,25 mm, 0,20 um a Restek Rtx: 60 m x 0,25 mm, 0,20 pm). Najlepsie vysledky
boli dosiahnuté pouzitim dlhsej HP-88 kolony, ktora je vyrobena Specialne pre separaciu
FAME, a gradientu popisaného v podkapitole 3.4.3. Vo vzorkach sa na konci analyzy objavoval
pik cholesterolu, ktory v pripade nevyplavenia z kolony interferoval so stanovenim d’alsej
vzorky. V literature sa nam tento problém nepodarilo zaznamenat’. Pik bol z kolony vyplaveny
zvysSenim tepoty na konci gradientu (celkovy Cas analyzy bol kvoli tomu 101 minut, hoc
posledna MK eluovala priblizne v 57. minuate). V snahe skritit’ ¢as analyzy odstranenim
cholesterolu zo vzoriek po derivatizacii sme vychadzali z ¢lanku Mashavave et al. (2016), kde
bola na precistenie vzorky pouzitd SPE. Ukazalo sa ale, ze tymto krokom v pripade analyzy
malého mnozstva biologického materialu obsiahnutého vo vzorke DBS dochadza okrem
odstranenia cholesterolu tiez k neziadicim stratam MK (nedetekovatenych bolo 50 %
z celkového poctu stanovovanych MK), preto bolo od extrakcie upustené a chromatograficka
analyza bola ¢asovo narocnejsia.

V ramci vyhodnotenia nameranych udajov sme volili dva rdzne spdsoby prezenticie
mnozstva MK vo vzorke, a to percentudlne zastupenie a koncentraciu. Jednoduchou, rychlou
a najviac pouzivanou metdédou vyhodnotenia je prave percentudlne zastiipenie MK vo vzorke,
avsak jeho vel'kou nevyhodou je nemoznost’ porovnania vysledkov s inymi pracoviskami, ¢o
vo svojej $tudii naznaCujii aj Schwertner a Mosser (1993). V pripade zmeny poctu
stanovovanych MK dochadza k zmene percentudlneho zastiipenia a nelahkej interpretacii
vysledkov. Vhodnym by bolo pouzitie klasickej kalibra¢nej krivky, ktoré je vSak v tomto
pripade zloZité, pretoZze MK st v plnej krvi vel'mi zle rozpustné. Preto nemoZzno pripravit’ krvna
kalibraciu ako v pripade stanovenia AK ¢i KK. MoZno v$ak stanovit’ hmotnostnu koncentraciu
vypoctom z RRF (pripadne nasledne prepocitat’ na koncentraciu molérnu). Takéto vyjadrenie
vysledkov je medzilaboratorne porovnatelné, vyzaduje vSak disponibilitu Standardami
vSetkych vyhodnocovanych MK.

Celkovo bolo metdédou vo vzorke DBS detegovanych 25 MK a v podobe percentualneho
zastapenia kvantifikovanych 24 z nich. Z analyzy bola z dovodu nizkej intenzity Signalu
vyradena kyselina tetrakosapentaecnova (all-cis C24:5 n6). V podobe koncentracie boli
kvantifikované tie MK, ku ktorym boli dostupné $tandardy pre vypocet RF, a to bolo celkovo
18 MK. Analytické parametre metody st uvedené v Prilohe 3. U vaésiny MK je hodnota CV
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presnosti pod 10 % ako pri percentudlnom vyjadreni, tak pri koncentratnom vyjadreni
vysledku. Vo vsetkych pripadoch s vynimkou a-linolénovej kyseliny (all-cis C18:3 n3) bola
hodnota CV presnosti metddy niz§ia pri stanoveni percentudlneho zastupenia.
Chromatograficky zaznam stanovenia FAME metodou GC-FID je uvedeny V Prilohe 4
a Prilohe 5.

4.4.2 Referen¢né hodnoty

Podobne ako v predchadzajuicich pripadoch, aj tu boli predbezné referenéné hodnoty vybranych
MK stanovené z analyzy vzoriek DBS 60 dobrovol'nych darcov. Referen¢né rozmedzie, ktoré
mozno najst’' v odbornej literatare, je pomerne Siroké. Napriklad pre kyselinu palmitova (C16:0)
sa hodnoty mo6zu pohybovat’ v rozsahu 950-16500 pmol/l (CDC.GOV), podla iného zdroja je
to rozsah 1172-2090 pumol/l (Abdelmagid et al., 2015) ¢i podl'a d’alsiecho 1090-3840 pmol/l
(Kish-Trier et al., 2016). Pre kyselinu arachidova (C20:0) to je rozsah 11-111 pmol/l
(CDC.GOV), ¢i podla inych zdrojov 11-46 umol/l (Kish-Trier et al., 2016) alebo 1-9 pmol/l
(Abdelmagid et al., 2015). Pre kyselinu nervonovu (cis C24:1 n9) je obdobne vidno v zavislosti
na pouzitom odbornom zdroji markantny rozdiel v referenénom rozmedzi. Podl'a Abdelmagid
etal. (2015) su jej plazmatické hodnoty maximalne 9,3 pmol/l, zatial’ ¢o Kish-Trier et al. (2016)
uvadzaji maximalne hodnoty v rovnakom type vzorky niekolko néasobne vysSie, ato
30-260 pmol/l. Zaujimavé je, Ze ani pre MK s dominantnym zastipenim, ako je kyselina
palmitova ¢i kyselina olejovéa, sa hodnoty nezhoduji. Porovnanie nami ziskanych vysledkov
(zobrazenych v Tab. 14) s udajmi z literatiry je preto velmi komplikované. Prave v tomto
pripade je najviac viditelny benefit individualizovanej mediciny a rovnako individualne
nastaveného referenéného rozmedzia pre testovaného jedinca, obzvlast potom v pripadoch
monitorovania diabetickych pacientov po nastaveni liecby. Pri skriningovych vySetreniach je
nutné mysliet’ na nastavenie referen¢né¢ho rozmedzia z reprezentativneho zastupenia populacie
(s ohPadom na mozné demografické rozdiely v zloZeni stanovovanych analytov spojenych tiez

s rozdielnymi stravovacimi navykmi).

Tabul’ka 14 Referencné hodnoty vybranych MK v dospelej populacii

Koncentracia ~ SD MIN MAX
(umol/T) (umol/l)  (pumol/l) (umol/1)
C14:0 6,5 2,9 2,7 14,7
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Koncentracia SD MIN MAX

(umol/T) (umol/l)  (pumol/l) (umol/1)

C15:0 1,7 0,7 0,7 3,5
C16:0 170,5 43,6 106,4 296,5
C17:.0 1,7 04 11 3,1
C18:0 81,8 20,6 55,6 127,8
cis C18:1 n9 98,3 35,5 62,1 249,2
all-cis C18:2 n6 102,1 24,9 57,3 208,5
all-cis C18:3 n3 2,2 1,5 0,9 10,1
all-cisC18:3n6 0,8 0,5 0,1 2,3
C20:0 1,6 0,3 1,0 2,5
cis C20:1 n9 1,0 0,4 0,5 2,4
all-cis C20:3 n6 58 1,5 3,4 9,6
all-cis C20:4 n6 351 6,2 19,1 50,6
all-cis C20:5 n3 2,3 0,4 1,5 3,8
C22:0 3,7 0,8 2,4 7,0
all-cis C22:6 n3 7,9 2,0 34 13,4
C24:.0 54 1,9 33 16,7
cis C24:1 n9 7,7 4,2 1,8 37,0

45 Statistické vyhodnotenie

V tejto $tadii boli analyzované vzorky DBS od 60 dobrovolnikov. Celkovo bolo tromi
rozlicnymi metodami kvantifikovanych 20 AK, 5 KK a 24, respektive 18 MK (vyjadrené
Vv podobe percentudlneho zastupenia, respektive koncentracie). Napriek tomu, ze vicSina
sledovanych analytov bola vys§ia u muzov, Statisticky vyznamné rozdiely (a = 0,05) boli
potvrdené iba pre 5 AK (arginin, alanin, glutamin, prolin a valin), 3 KK (KIV, KIC, KMV)
a8 MK (kyselina myristova, palmitova, stearova, olejova, linolova, a-linolénova, gondova
a arachidonova). Vysledky st zobrazené v Prilohe 6. Vyssie hladiny AK u muzov boli najdené
aj v tadiach (Kand’ar et al., 2016; Mittelstrass et al.,2011). Co sa KK tyka, rozdiel medzi
pohlaviami v inych $tidiach najdeny nebol (Kand’ar et al., 2009; Pailla et al., 2000). Vyssie
hladiny AK u muzov moézu byt doésledkom inej telesnej Struktary a vdésej svalovej hmoty

Vv porovnani so Zenami. U MK je sledovana velka heterogenita vysledkov vo vztahu
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k pohlaviu, aj ked’ vdcsina $tudii uvadza zvysenu kyselinu linolovu a cervonovu u zien (Lohner
et al., 2013). Variabilita vysledkov moze byt spdosobena tym, ze kompoziciu MK v krvi
vo vel'kej miere ovplyviiuju stravovacie navyky jedincov. Zatial’ co plazma odraza kratkodoby
prijem MK v potrave, ¢ervené krvinky su povazované za marker dlhodobého prijmu. Podl'a
jednej zo $tudii poskytuje analyza plnej krvi ucelenejsi obraz o celkovom stave MK v l'udskom
organizme (Risé et al., 2007).

Pre sledovanie vztahu medzi vekom a koncentraciami vybranych analytov, boli utvorené tri
vekové skupiny: < 30 rokov, 30 — 45 rokov, > 45 rokov. Statisticky vyznamné rozdiely (o =
0,05) boli najdené u 2 AK (asparagin, serin) a 2 MK (o- a y-linolénova kyselina). Zavislost’
na veku nebola preukazana ani u jednej z testovanych KK. Koncentracia asparaginu aj serinu
s vekom klesala, zatial’ o koncentracia y-linolénovej kyseliny s vekom réstla. U a-linolénovej
kyseliny bol pozorovany mierny pokles koncentracie s vekom. Pailla et al. sledovali $tatisticky
vyznamny pokles koncentracie KK u 0sob starSich 60 rokov (Pailla et al., 2000). V nasej $tadii
sa tento nalez nepodarilo potvrdit’, ¢o ale méze byt spdsobené malou vzorkou dobrovol'nikov,
z ktorych len 5 0sob bolo starSich ako 60 rokov. Vsetky Statisticky vyznamné vysledky su
zhrnuté v Tab. 15.

Tabul’ka 15 Vplyv veku na koncentraciu testovanych analytov

A B C p p(Avs.B) p(Avs.C) p(Bvs.C)
Koncentrécia
AK (umol/l)
Asn 90,93 89,88 74,95 * - * -
Ser 275,60 249,20 185,30 * - * -
Koncentrécia
MK (umol/l)
all-cisC18:3n3 1,97 1,62 1,72 ***  *** * i
all-cisC18:3n6 054 0,79 0,97 ** - *x -

Data st prezentované ako priemerné hodnoty (n = 19 pre skupinu A, n = 20 pre skupinu B, n = 21 pre skupinu C).
Data s normalnym rozlozenim boli otestované jednocestnou ANOVA a Tukeyho metédou mnohonasobného
porovnania (za predpokladu rozdielnych SD boli miesto toho pouzité Brown-Forsytheho a Welch ANOVA testy).
Data, ktoré nepresli testom normality boli analyzované Kruskal-Wallisovym testom s Dunneho metddou
mnohonasobného porovnania). Vietky testy boli robené na hladine vyznamnosti a = 0,05. Statisticky vyznamné
vysledky su oznacené nasledovne: * p<0,050; ** p<0,010; *** p<0,0005. A — vekova skupina < 30 rokov, B —
vekova skupina 30 - 45 rokov, C — vekova skupina > 45 rokov.

Pre vyhodnotenie vztahov medzi koncentraciami jednotlivych analytov navzdjom bol
pouzity Pearsonov korela¢ny koeficient. Vysledky ukazuje Obr. 10. U niektorych testovanych
analytov bol najdeny Statisticky vyznamny vzt'ah (vid® Priloha 6). VicSina Statisticky
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vyznamnych korel4cii bola pozitivna, ¢o znamena, Ze zvySovanie koncentracie jedného analytu
zvysuje koncentraciu iného analytu. Statisticky vyznamné negativne korelacie, kedy rastica
koncentracia jedného analytu je sprevadzana poklesom koncentracie iného analytu, boli
najdené iba u 14 porovnani — va¢sinou $lo o analyty 2-OG a KIV. Najviac pozitivnych korelacii
bolo sledovanych medzi analytmi jednej triedy navzajom. Nie je prekvapujlce, ze analyty sa

v ramci jednotlivych metabolickych cyklov vzajomne ovplyviuju.
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Obrazok 10 Korela¢na matrica ukazujuca vysledky Statistickej analyzy medzi jednotlivymi AK, KK a MK

za pouzitia Pearsonovho korela¢ného koeficientu (hodnoty r)

Kazdy sStvoréek predstavuje jeden analyt. Poradie analytov zhora nadol (a zlava doprava) je nasledovné: Arg,
2-AM, Ala, Asn, Cit, Glu, GIn, Gly, His, lle, Leu, Lys, Met, Phe, Pro, Ser, Thr, Trp, Tyr, Val, 2-0G, PYR, KIV,
KIC, KMV, C14:0, C15:0, C16:0, C17:0, C18:0, cis C18:1 n9, all-cis C18:2 n6, all-cis C18:3 n6, all-cis C18:3 n3,
C20:0, C20:1, all-cis C20:3 n6, all-cis C20:4 n6, all-cis C20:5 n3, C22:0, all-cis C22:6 n3, C24:0, cis C24:1 n9.
Modré farba prislucha pozitivnej korelacii, cervend negativnej. Odtiene farby predstavuju stupen korelécie.

NajsilnejSou pozitivnou korelaciou v triede AK (r = 0,944) bol vztah medzi leucinom
a izoleucinom. Pozitivne korelacie boli najdené aj u ostatnych BCAA (r > 0,780). Dalsia silna

korel4cia bola sledovand medzi AK serinom a glycinom (r = 0,803). V l'udskom organizme
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serin vznika v obli¢kach prave utilizaciou glycinu (Holecek, 2006), takze by sa dalo o¢akavat’,
ze spotrebovanim glycinu sa zvysi koncentracia serinu. AvSak vysledky naznacuju odlisny
mechanizmus, a to ¢im viac glycinu v organizme mame, tym viac serinu sa vyprodukuje,
pricom hladina glycinu neklesne. To moze byt sposobené tym, Ze spitna premena serinu
na glycin je zase jeho hlavnou cestou odburavania (Holecek, 2006). Medzi KK navzajom boli
sledované iba pozitivne korelacie. Z nich najsilnej$ia bola medzi KIC a KMV (r = 0,753).
Najsilnejsie pozitivne korelacie v triede MK (r > 0,800) boli medzi MK s dlhym retazcom (t.z.
MK s 12-18 uhlikmi). Najvyraznej$i vzt'ah bol medzi C16:0 a C18:0, teda medzi kyselinou
palmitovou a stearovou (r = 0,922). Ked’Ze kyselina palmitova (C16:0) je prvou MK tvorenou
pri syntéze v 'udskom organizme, a teda prekurzorom pre syntézu vyssich MK, tento vzt'ah nie
je prekvapujtci. Podobne vyznamné pozitivne korelacie (r > 0,800) boli aj u niektorych MK
s veI'mi dlhym retazcom, konkrétne u kyseliny olejovej (cis C18:1 n9), kyseliny arachidovej
(C20:0) a kyseliny gondovej (C20:1).

Vyznamné korelacie boli sledované aj medzi niektorymi AK a KK. Prdve medzi tymito
dvomi skupinami bolo najdenych najviac Statisticky vyznamnych negativnych korelacii.
S najvys$imi hodnotami st to korelacie medzi fenylalaninom a KIV (r = -0,388) a medzi
fenylalaninom a 2-OG (r = -0,358). U BCAA (leucin, izoleucin, valin) by sa dala oc¢akavat
pozitivna korelacia ku KK, ktoré znich vznikaji (KIC, KMV, KIV). Avsak Statisticky
vyznamna pozitivna korelacia bola preukazana iba medzi izoleucinom a KMV (r = 0,261).
Trochu prekvapivou je korelacia valinu s kyselinou nervonovou (cis C24:1 n9) s hodnotou
r = 0,546 o0 vysokej Statistickej vyznamnosti (p<0,001).

V tejto Stadii bolo potvrdenych niekol’ko vztahov medzi stanovovanymi analytmi
navzajom, ale aj vplyv veku ¢i pohlavia na ich koncentracie. Limitujucimi faktormi stadie je
relativne mala vzorka dobrovol'nikov, kvoli ktorej nebolo moZzné urobit’ viacero Statistickych
porovnani, napriklad vplyv pohlavia aveku na hladiny testovanych analytov stcasne.
Dobrovol'nici boli vybrani nahodne, v dotazniku nebol zistovany ich aktualny zdravotny stav
ani pripadnd suplementdcia v ich vyzive. Pred odberom vzorky bol vzneseny Ustne dotaz
na vyskyt diabetu u dobrovolnika. V pripade vyvratenia ochorenia bola vzorka odobratd a
zahrnutd do analyzy. Vysledky teda moézu byt do istej miery ovplyvnené napriklad
neodhalenym ochorenim (nediagnostikovani diabetici), inym ochorenim ovplyviujicim
zloZenie stanovovanych analytov v krvi (nadorové ochorenia) alebo suplementaciou BCAA
Vv strave (Sportovci). Do buducna sa preto pontika moznost’ pracovat s viacSou skupinou
dobrovolnych darcov, rozsirit’ vstupny dotaznik a podmienky zahrnutia ¢i vylucenia vzoriek

z experimentu, pripadne okrem vzorieck DBS odobrat’ aj vzorky plnej krvi a stanovit’ vztah
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medzi plazmatickymi koncentraciami danych analytov a koncentraciami vo vzorke DBS. Tak
by bolo mozné stanovit’ jednak presnejsie referenéné rozmedzie danych analytov v populacii,
pripadne tzv. DBS-plazma korekény faktor, ktory by umoznil prepocet koncentracie analytu

vo vzorke DBS na mnozZstvo analytu v plazme (van Vliet et al., 2020).
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5 ZAVER

V tejto praci boli optimalizované separaéné metody pre stanovenie vybranych analytov
vo vzorkéach plnej krvi ziskanych technikou DBS. Napriek tomu, Ze pre tento typ vzorky
existuju urcité¢ analytické obmedzenia (vplyv HCT, citlivost’ analytickych technik) kvoli
ktorym moze byt pouzitie vzorky DBS miesto vzoriek plnej krvi ¢i plazmy narocnejsie,
pre ucely skriningu je vzorka DBS viac neZ vhodna. Vsetky metddy prezentované v tejto praci
su vysledkom procesu optimalizacie a vyberu na zaklade pomeru ceny a vykonu. Vykazuji
dostatocnu citlivost’ pre stanovenie vybranych AK, KK a MK z niekol’kych mikrolitrov plnej
krvi vo vzorke DBS a ich analytické parametre st vo vsetkych pripadoch uspokojivé. Metody
boli pouzité k analyze 60 vzoriek ziskanych punkciou prstu od dobrovolnych darcov.
Vo vzorkach boli stanovené koncentracie 20 AK, 5 KK a 18 MK. Z nameranych tdajov bolo
vytvorené predbezné referencné rozmedzie v plnej krvi dospelej populacie. Vysledky boli d’alej
podrobené Statistickej analyze. Bolo odhalenych niekol’ko zaujimavych suvislosti. Aj ked’
vécsina analytov sa vo vys$Sej koncentracii nachadzala u muzov, Statisticky vyznamny rozdiel
bol potvrdeny iba pre 16 znich. Vplyv veku na koncentracie testovanych analytov bol
signifikantny u dvoch AK advoch MK. Niekol'ko statisticky vyznamnych korelacii bolo
objavenych ako medzi analytmi jednej skupiny, tak aj medzi analytmi roéznych skupin
navzajom.

Na zdklade mnozstva benefitov techniky DBS a s ohl'adom na dostatocne citlivé metody
optimalizované V tejto praci mozno povedat, Ze vzorka DBS je vhodnou alternativou
pre skrining metabolizmu a pripadné odhalenie chorobnych stavov, ktoré st so zmenami hladin

vybranych analytov asociované.

91



6 POUZITA LITERATURA

ABDELMAGID S.A., S.E. CLARKE, D.E. NIELSEN et al. Comprehensive profiling of
plasma fatty acid concentrations in young healthy Canadian adults. PLoS One. 2015, 10, 1-16.

ABU-RABIE P. Direct analysis of DBS: emerging and desirable technologies. Bioanalysis.
2011, 3, 1675-1678.

ABU-RABIE P., P. DENNIFF, N. SPOONER et al. Method of applying internal standard to
dried matrix spot samples for use in quantitative bioanalysis. Analytical Chemistry. 2011, 83,
8779-8786.

AGRAFIOTOU, P., S. SOTIROPOULOS and A. PAPPA-LOUISI. Direct RP-HPLC
determination of underivatized amino acids with online dual UV absorbance, fluorescence, and

multiple electrochemical detection. Journal of Separation Science. 2009, 32, 949-954.

AITKEN, S.C., C.L. WALLIS, W. STEVENS et al. Stability of HIV-1 nucleic acid in dried
blood spot samples for HIV-1 drug resistance genotyping. PLoS ONE. 2015, 10, 1-10.

AL-MAJED, A.A. and J. AL-ZEHOURI. Use of 7-fluoro-4-nitrobenzo-2-oxo-1,3-diazole
(NBD-F) for the determination of ramipril in tablets and spiked human plasma. Il Farmaco.
2001, 56, 291-296.

AL-SABHA T.N. and I.A. HAMODY. Selective spectrophotometric determination of some
primary amines using 2,4-dinitrofluorobenzene reagent. Arabian Journal of Chemistry. 2015,
8, 465-473.

AMEZAGA J., S. ARRANZ, A. URRUTICOECHEA et al. Altered Red Blood Cell Membrane
Fatty Acid Profile in Cancer Patients. Nutrients. 2018, 10, 1-13.

ANTELO-DOMINIGUEZ A., J.A. COCHO, M.J. TABERNERO et al. Simultaneous
determination of cocaine and opiates in dried blood spots by electrospray ionization tandem
mass spectrometry. Talanta. 2013, 117, 235-241.

92



BAKHIREVA L.N., L. LEEMAN, R.D. SAVICH et al. The validity of phosphatidylethanol in
dried blood spots of newborns for the identification of prenatal alcohol exposure. Alcoholism,
clinical and experimental research. 2014, 38, 1078-1085.

BAKHIREVA L.N., S. SHRESTHA, H.L. GUTIERREZ et al. Stability of phosphatidylethanol
in dry blood spot cards. Alcohol and Alcoholism. 2016, 51, 275-280.

BANTAN-POLAK, T., M. KASSAI and K.B.GRANT. A comparison of fluorescamine and
naphthalene-2,3-dicarboxaldehyde fluorogenic reagents for microplate-based detection of
amino acids. Analytical Biochemistry. 2001, 297, 128-136.

BARTOLOMEO, M. P. and F. MAISANO. Validation of a reversed-phase HPLC method for
quantitative amino acid analysis. Journal of Biomolecular Techniques. 2006, 17, 131-137.

BIELAWSKA, K. |I. DZIAKOWSKA and W. ROSZKOWSKA-JAKIMIEC.
Chromatographic determination of fatty acids in biological material. Toxicology Mechanisms
and Methods. 2010, 20, 526-537.

BIERMANN, M., B. BARDL, S. VOLLSTADT et al. Simultaneous analysis of the non-
canonical amino acids norleucine and norvaline in biopharmaceutical-related fermentation
processes by a new ultra-high performance liquid chromatography approach. Amino Acids.
2013, 44, 1225-1231.

BLACHIER F., G. WU and Y. YIN. Nutritional and Physiological Functions of Amino Acids
in Pigs. Vienna: Springer Vienna, 2013, 217-229, ISBN 978-3-7091-1327-1.

BOICHENKO, A.P., 0.S. CHERNYSHOVA, AY. KULIKOV et al. Properties of 2,4-
dinitrophenyl derivatives of amino acids as analytical forms for high-performance liquid

chromatography. Russian Journal of Applied Chemistry. 2011, 84, 957-963.

BOTROS, L., D. SAKKAS and E. SELI. Metabolomics and its application for non-invasive
embryo assessment in IVF. Molecular Human Reproduction. 2009, 14, 679-690.

93



BRINDLE, E., M. FUJITA, J. SHOFER et al. Serum, plasma, and dried blood spot high-
sensitivity c-reactive protein enzyme immunoassay for population research. Journal of
Immunological Methods. 2010, 362, 112-120.

BUHA, S. M., A. PANCHAL, H. PANCHAL et al. HPLC-FLD for the simultaneous
determination of primary and secondary amino acids from complex biological sample by pre-

column derivatization. Journal of Chromatographic Science. 2011, 49, 118-123.

BURDGE G.C.,, P. WRIGHT, A.E. JONES et al. A method for separation of
phosphatidylcholine, triacylglycerol, non-esterified fatty acids and cholesterol esters from

plasma by solid-phase extraction. British Journal of Nutrition. 2000, 84, 781-7.

CALLEJON, R. M., W. TESFAYE, M. J. TORIJA et al. HPLC determination of amino acids
with AQC derivatization in vinegars along submerged and surface acetifications and its relation

to the microbiota. European Food Research and Technology. 2008, 227, 93-102.

CAPIAU S., V.V. STOVE, W.E. LAMBERT et al. Prediction of the hematocrit of dried blood
spots via potassium measurement on a routine clinical chemistry analyzer. Analytical
Chemistry. 2013, 85, 404-410.

CARPENTER K.H. and V. WILEY. Application of tandem mass spectrometry to biochemical
genetics and newborn screening. Clinica Chimica Acta. 2002, 322, 1-10.

CATRINCK, T.C.P.G., A. DIAS, M.C.S.. AGUIAR et al. A simple and efficient method for
derivatization of glyphosate and AMPA using 9-fluorenylmethyl chloroformate and

spectrophotometric analysis. Journal of the Brazilian Chemical Society. 2014, 25, 1194-1199.

CDC.GOV. Centers for Disease Control and Prevention. [cit. 2022-05-11]. Dostupné z:
https://wwwn.cdc.gov/Nchs/Nhanes/2011-2012/FAS_G.htm#L BXMRG

CHACE D.H., J.C. DIPERNA, B.L. MITCHELL et al. Electrospray tandem mass spectrometry
for analysis of acylcarnitines in dried postmortem blood specimens collected at autopsy from
infants with unexplained cause of death. Clinical Chemistry. 2001, 47, 1166-1182.

94


https://wwwn.cdc.gov/Nchs/Nhanes/2011-2012/FAS_G.htm#LBXMRG

CHACE D.H., T.A. KALAS and EW. NAYLOR. Use of tandem mass spectrometry for
multianalyte screening of dried blood specimens from newborns. Clinical Chemistry. 2003, 49,
1797-1817.

CHACE, D.H., V.R. DE JESUS and A.R. SPITZER. Clinical chemistry and dried blood spots:
increasing laboratory utilization by improved understanding of quantitative challenges.
Bioanalysis. 2014, 6, 2791-2794.

CHRISTIE, W.W. Gas Chromatography and Lipids : a practical guide. Bridgwater: Oily Press,
1989, 320 p., ISBN 0-9514171-0-X.

CHUANG, C.K., T.J. WANG, C.Y. YEUNG et al. A method for lactate and pyruvate
determination in filter-paper dried blood spots. Journal of Chromatography A. 2009, 1216,
8947-8952.

COOPER A.J.L., J.Z. GINOS and A. MEISTER. Synthesis and properties of the a-keto acids.
Chemical Reviews. 1983, 83, 331.

COOPER, C., N. PACKER and K. WILLIAMS. Amino acid analysis protocols [online].
Totowa, N.J.: Humana Press, 2001, 265 p. Methods in molecular biology. ISBN 08-960-3656-
1.

CRAWFORD E., J. GORDON, J.T. WU et al., Direct analysis in real time coupled with dried
spot sampling for bioanalysis in a drug-discovery setting. Bioanalysis. 2011, 3, 1217-1226.

CSAPO, J., C. ALBERT, K. LOKI et al. Separation and determination of the amino acids by
ion exchange column chromatography applying postcolumn derivatization. Acta Universitatis
Sapientiae. 2008, 1, 5-29.

CERMAK T., P. LASTOVICKA, V. MUZAKOVA et al. Association of fatty acid profile in

plasma lipid fractions with HbAlc in type 2 diabetic patients. International Journal of Diabetes
in Developing Countries. 2016, 36, 23-33.

95



DEEP, A., P. KUMAR, A. KUMAR et al. Dry blood spot technigue: a review. International
Journal of Pharmaceutical Sciences Review and Research. 2012, 15, 90-94.

DEGLON J., A. THOMAS, Y. DAALI et al. Automated system for on-line desorption of dried
blood spots applied to LC/MS/MS pharmacokinetic study of flurbiprofen and its metabolite.
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis. 2011, 54, 359-367.

DE KESEL, P.M., S. CAPIAU, W.E. LAMBERT et al. Current strategies for coping with the
hematocrit problem in dried blood spot analysis. Bioanalysis. 2014, 6, 1871-1874.

DE MEY, E., G. DRABIK-MARKIEWICZ, H. DE MAERE et al. Dabsyl derivatisation as an
alternative for dansylation in the detection of biogenic amines in fermented meat products by
reversed phase high performance liquid chromatography. Food Chemistry. 2012, 130, 1017-
1023.

DEN BURGER J.C., AJ. WILHELM, A.C. CHAHBOUNI et al. Haematocrit corrected
analysis of creatinine in dried blood spots through potassium measurement. Analytical and
Bioanalytical Chemistry. 2015, 407, 621-627.

DENNIFF P. and N. SPOONER The effect of hematocrit on assay bias when using DBS
samples for quantitative bioanalysis of drugs. Bioanalysis. 2010, 2, 1385-95.

DE OLIVEIRA, M.A.L., B.L.S. PORTO, I.D.L. FARIA et al. 20 years of fatty acid analysis by
capillary electrophoresis. Molecules. 2014, 19, 14094-14113.

DONNARUMMA F., R. WINTERSTEIGER, M. SCHOBER et al. Simultaneous quantitation
of aplha-ketoglutaric acid and 5-hydroxymethylfurfural in plasma by HPLC with UV and
fluorescence detection. Analytical Sciences. 2013, 29, 1177-1182.

ELBASHIR, A A, A A. AHMED, S.M. ALI AHMED et al. 1,2-Naphthoquinone-4-sulphonic

acid sodium salt (NQS) as an analytical reagent for the determination of pharmaceutical amine

by spectrophotometry. Applied Spectroscopy Reviews. 2012, 47, 219-232.

96



ELBASHIR, A.A., F.E.O. SULIMAN and H.Y. ABOUL-ENEIN. The application of 7-Chloro-
4-nitrobenzoxadiazole (NBD-CI) for the analysis of pharmaceutical-bearing amine group using
spectrophotometry and spectrofluorimetry techniques. Applied Spectroscopy Reviews. 2011,
46, 222-241.

FALLER A., B. RICHTER, M. KLUGE et al. LC-MS/MS analysis of phosphatidylethanol in
dried blood spots versus conventional blood specimens. Analytical and Bioanalytical
Chemistry. 2011, 401, 1163-1166.

FAN L. and J.A. LEE. Managing the effect of hematocrit on DBS analysis in a regulated
environment. Bioanalysis. 2012, 4, 345-347.

FEKKES D., A. VAN DALEN, M. EDELMAN et al. Validation of the determination of amino
acids in plasma by high-performance liquid chromatography using automated pre-column
derivatization with o-phthaldialdehyde. Journal of Chromatography B, Biomedical
Applications. 1995, 669, 177-186.

FOSTER K.J., K.G. ALBERTI, L. HINKS et al. Blood intermediary metabolite and insulin
concentrations after an overnight fast: reference ranges for adults, and interrelations. Clinical
Chemistry. 1978, 24, 1568-1572.

FUCHS, M., J. ENGEL, M. CAMPOS et al. Intracellular alpha-keto acid quantification by
fluorescence-HPLC. Amino Acids. 2009, 36, 1-11.

FUJIWARA T., A. HATTORI, T. ITO et al. Analysis of intracellular a-keto acids by HPLC
with fluorescence detection. Analytical Methods. 2020, 12, 2555-2559.

GABRIEL, H., T.V. AMELIA, F. CRISTINA et al. Capillary electrophoresis in the analysis of
polyunsaturated fatty acids. Acta Medica Marisiensis. 2015, 61, 378-381.

GARIBOTTO G., P. ANCARANI, R. RUSSO et al. Reversed-phase high-performance liquid
chromatographic analysis of branched-chain keto acid hydrazone derivatives: optimization of
techniques and application to branched-chain keto acid balance studies across the forearm.
Journal of Chromatography. 1991, 572, 11-23.

97



GARRETT, R. and C.M. GRISHAM. Biochemistry. 4th ed. Belmont, CA: Brooks/Cole,
Cengage Learning, 2010, s. 70-92. ISBN 0495109355.

GIORDANDO, G., A. GUCCIARDI, P. PIRILLO et al. Quantification of underivatized amino
acids on dry blood spot, plasma, and urine by HPLC-ESI-MS/MS. Amino Acid Analysis. 2019,
2030, 153-172.

GOLBAHAR, J., D.D. ALTAYAB and E. CARREON. Short-term stability of amino acids and
acylcarnitines in the dried blood spots used to screen newborns for metabolic disorders. Journal
of Medical Screening. 2014, 21, 5-9.

GRUNER, N., O. STAMBOULI and R.S. ROSS. Dried blood spots - preparing and processing
for use in immunoassays and in molecular techniques. Journal of Visualized Experiments. 2015,
97, 1-9.

GUNASH J., J.J. ARISTIZABAL-HENAO and K.D. STARK. Quantitating fatty acids in dried
blood spots on a common collection card versus a novel wicking sampling device.

Prostaglandins, Leukotrienes and Essential Fatty Acids. 2019, 145, 1-6.

GUTHRIE, R. and A. SUSI. A simple phenylalanine method for detecting phenylketonuria in
large populations of newborn infants. Pediatrics. 1963, 32, 338-343.

HAGENFELDT L. and A. ARVIDSSON. The distribution of amino acids between plasma and
erythrocytes. Clinica Chimica Acta. 1980, 100, 133-141.

HAN, J., S. GAGNON, T. ECKLE et al. Metabolomic analysis of key central carbon
metabolism carboxylic acids as their 3-nitrophenylhydrazones by UPLC/ESI-MS.

Electrophoresis. 2013, 34, 2891-2900.

HANCZKO, R., A. JAMBOR, A. PERL et al. Advances in the o-phthalaldehyde
derivatizations. Journal of Chromatography A. 2007, 1163, 25-42.

98



HARA, S., Y. TAKEMORI, M. YAMAGUCHI et al. Determination of o-keto acids in serum
and urine by high-performance liquid chromatography with fluorescence detection. Journal of
Chromatography. 1985, 344, 33-39.

HARDELID P., D. WILLIAMS, C. DEZATEUX et al. Agreement of rubella 1gG antibody
measured in serum and dried blood spots using two commercial enzyme-linked immunosorbent
assays. Journal of Medical Virology. 2008, 80, 360—364.

HARRIS W.S. and J. POLREIS. Measurement of the Omega-3 Index in Dried Blood Spots.
Annals of Clinical and Laboratory Research. 2016, 4, 1-7.

HELLMUTH, C., M. WEBER, B. KOLETZKO et al. Nonesterified fatty acid determination
for functional lipidomics: comprehensive ultrahigh performance liquid chromatography—
tandem mass spectrometry quantitation, qualification, and parameter prediction. Analytical
Chemistry. 2012, 84, 1483-1490.

HMDB.CA. The Human Metabolome Database [cit. 2022-05-10]. Dostupné z: https://hmdb.ca/

HOLECEK M. Branched-chain amino acids in health and disease: metabolism, alterations in

blood plasma, and as supplements. Nutrition and Metabolism. 2019, 15, 1-12.

HOLECEK, Milan. Regulace metabolizmu cukrii, tukii, bilkovin a aminokyselin. Praha: Grada,
2006, 288 s. ISBN 978-80-247-1562-9.

HOLEN, T., F. NORHEIM, T.E. GUNDERSEN et al. Biomarkers for nutrient intake with focus
on alternative sampling techniques: Analytics, validation, and applications. Genes & Nutrition.
2016, 11, 1-20.

HOLUB M., K. TUSCHL, R. RATSCHMANN et al. Influence of hematocrit and localisation

of punch in dried blood spots on levels of amino acids and acylcarnitines measured by tandem
mass spectrometry. Clinica Chimica Acta. 2006, 373, 27-31.

99


https://hmdb.ca/

INGELS A.S., P. DE PAEPED, K. ANSEEUW et al. Dried blood spot punches for
confirmation of suspected y-hydroxybutyric acid intoxications: validation of an optimized GC-
MS procedure. Bioanalysis. 2011, 20, 2271-2281.

JACOMELLI G., V. MICHELLI, L. PERUZZ] et al. Simple non-radiochemical HPLC-linked
method for screening for purine metabolism disorders using dried blood spot. Clinica Chimica
Acta. 2002, 324, 135-1309.

JAYAVELU N.D. and N.S. BAR. Metabolomic studies of human gastric cancer: review. World
Journal of Gastroenterology. 2014, 20, 8092-8101.

JEONG J.S., S.K. KIM, S.R. PARK. Amino acid analysis of dried blood spots for diagnosis of
phenylketonuria using capillary electrophoresis-mass spectrometry equipped with a sheathless
electrospray ionization interface. Analytical and Bioanalytical Chemistry. 2013, 405, 8063-
8072.

KANDAR, R., M. KOPCIL a L. LASTOVICKOVA. Determination of selected a-keto acids in
dried blood samples using HPLC with fluorescence detection. Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis. 2022, 214, 1-7.

KANDAR, R., P. DRABKOVA, T. TOIFLOVA et al. Determination of selected amino acids
in serum of patients with liver disease. Advances in Clinical and Experimental Medicine. 2016,
25, 1227-1239.

KANDARR., P.ZAKOVA, J. IROSOVA et al. Determination of branched chain amino acids,
methionine, phenylalanine, tyrosine and a-keto acids in plasma and dried blood spot samples
using HPLC with fluorescence detection. Clinical Chemistry and Laboratory Medicine. 20009,
47, 565-572.

KANDAR, R., X. STRAMOVA, P. DRABKOVA et al. Determination of total glutathione in

dried blood spot samples using a high-performance liquid chromatography. Journal of
Chromatographic Science. 2015, 53, 879-885.

100



KANG, X., J. XIAO, X. HUANG et al. Optimization of dansyl derivatization and
chromatographic conditions in the determination of neuroactive amino acids of biological
samples. Clinica Chimica Acta. 2006, 366, 352-356.

KAPUR S., S. KAPUR and D. ZAVA. Cardiometabolic risk factors assessed by a finger stick
dried blood spot method. Journal of Diabetes Science and Technology. 2008, 2, 236-241.

KAYIRAN S.M., N. OZBEK, M. TURAN et al. Significant differences between capillary and
venous complete blood counts in the neonatal period. Clinical and laboratory haematology.
2003, 25, 9-16.

KAYTON, A. Newborn screening: a literature review. Neonatal Network : NN. 2007, 26, 85-
95.

KHAN, A.S. and F. FAIZ. Amino acid analysis using ion exchange resins. Journal of Natural
Sciences and Mathematics. 2008, 84, 1-17.

KHAN H.A., A.S. ALHOMIDA, H.A. MADANI et al. Carnitine and acylcarnitine profiles in
dried blood spots of patients with acute myocardial infarction. Metabolomics. 2013a, 9, 828—
838.

KHAN, P.S., P.R. REDDY and V.K. REDDY. International journal of chemtech research.
2013b, 5, 2941-2946. ISSN 0974-4290.

KIEBER D.J. and K. MOPPER. Reversed-phase high-performance liquid chromatographic
analysis of a-keto acid quinoxalinol derivatives. Journal of Chromatography. 1983, 281, 131-
149.

KISH-TRIER E., E.L SCHWARZ, M. PASQUAL.I et al. Quantitation of total fatty acids in
plasma and serum by GC-NCI-MS. Clinical Mass Spectrometry. 2016, 2, 11-17.

KOBRYNSKI L.J., G.K. YAZDANPANAH, D. KOONTZ et al. MALDI-TOF-MS assay to
detect the hemizygous 22g11.2 deletion in DNA from dried blood spots. Clinical Chemistry.
2016, 62, 287-292.

101



KOGA, R., Y. MIYOSHI, K. TODOROKI et al. Liquid Chromatography (Second Edition)
Applications. Amsterdam: Elsevier, 2017, 87-106, ISBN 978-0-12-805392-8.

KONG S.T., H.S. LIN, J. CHING et al. Evaluation of dried blood spots as sample matrix for
gas chromatography/mass spectrometry based metabolomic profiling. Analytical Chemistry.
2011, 83, 4314-4318.

KOSTER, R.A., R. BOTMA, B. GREIJDANUS et al. The performance of five differenet dried

blood spot cards for the analysis of six immunosupresants. Bioanalysis. 2015, 7, 1225-1235.

KREMMYDAL.S., E. TVRZICKA, B. STANKOVA et al. Fatty acids as biocompounds: their
role in human metabolism, health and disease — a review. Part 2: fatty acid physiological roles
and applications in human health and disease. Biomedical Papers of the Medical Faculty of the
University Palacky Olomouc, Czech Republic. 2011, 155, 195-218.

KUKEC R.R., I. GRABNAR, A. MRHAR et al. A simple dried blood spot method for clinical
pharmacological analyses of etoposide in cancer patients using liquid chromatography and
fluorescence detection. Clinica Chimica Acta. 2016, 452, 99-105.

KWANYUEN, P. and J. W. BURTON. A modified amino acid analysis using PITC
derivatization for soybeans with accurate determination of cysteine and half-cystine. Journal of
the American Oil Chemists' Society. 2010, 87, 127-132.

LAKE A.D., P. NOVAK, P.SHIPKOVA et al. Branched chain amino acid metabolism profiles

in progressive human nonalcoholic fatty liver disease. Amino Acids. 2015, 47, 603-615.

LAWSON, A. J.,, L BERNSTONE and S. K. HALL. Newborn screening blood spot analysis in
the UK: influence of spot size, punch location and haematocrit. Journal of Medical Screening.
2016, 23, 7-16.

LEELAWIWAT, W., N.L. YOUNG, T. CHAOWANACHAN et al. Dried blood spots for the
diagnosis and quantitaion of HIV-1: Stability studies and evaluation of sensitivity and
specificity for the diagnosis of infant HIV-1 infection in Thailand. Journal of Virological
Methods. 2009, 155, 109-117.

102



LEHMANN,S., C. DELABY, J. VIALARET et al. Current and future use of ,,dried blood spot*
analyses in clinical chemistry. Clinical Chemistry and Laboratory Medicine. 2013, 51, 1897-
19009.

LI F., J. ZULKOSKI, D. FAST et al. Perforated dried blood spots: a novel format for accurate
microsampling. Bioanalysis. 2011a, 3, 2321-2333.

LI Y., A.G. TANG and S. MU. HPLC-FLD determination of serum aromatic amino acids:
application in chronic kidney disease patients. Clinica Chimica Acta. 2011b, 412, 1032-1035.

LI W. and F.L.S. TSE. Dried Blood spot sampling in combination with LC-MS/MS for

quantitative analysis of small molecules. Biomedical Chromatography. 2010, 24, 49-65.

LIMA AR., M.L. BASTOS, M. CARVALHO et al. Biomarker discovery in human prostate

cancer: an update in metabolomics studies. Translational Oncology. 2016, 9, 357-370.

LIMA, E.S. and D.S.P. ABDALLA. High-performance liquid chromatography of fatty acids in
biological samples. Analytica Chimica Acta. 2002, 465, 81-91.

LISA M., E. CIFKOVA and M. HOLCAPEK. Lipidomic profiling of biological tissues using
off-line two-dimensional high-performance liquid chromatography-mass spectrometry.
Journal of Chromatography A. 2011, 1218, 5146-5156.

LIU J, R.G. COOKS, Z. OUYANG. Enabling quantitative analysis in ambient ionization mass
spectrometry: internal standard coated capillary samplers. Analytical Chemistry. 2013, 85,
5632-5636.

LIU L., X. JIN, Y. WU et al. A novel dried blood spot detection strategy for characterizing

cardiovascular diseases. Frontiers in cardiovascular medicine. 2020, 7, 1-10.
LOHNER S., K. FEKETE, T. MAROSVOLGY!I et al. Gender differences in the long-chain

polyunsaturated fatty acid status: systematic review of 51 publications. Annals of Nutrition and
Metabolism. 2013, 62, 98-112.

103



LORENZO, M.P.,, A. VILLASENOR, A. RAMAMOORTHY et al. Optimization and
validation of a capillary electrophoresis laser-induced fluorescence method for amino acids
determination in human plasma: Application to bipolar disorder study. ELECTROPHORESIS
[online]. 2013, 34, 1701-1709.

LUKACS, Z., P. SANTAVUORI, A. KEIL et al. Rapid and simple assay for the determination
of tripeptidyl peptidase and palmitoyl protein thioesterase activities in dried blood spots.
Clinical Chemistry. 2003, 49, 509-511.

MAHAR, K.P., K.U. ABBASI, M.Y. KHUHAWAR et al. HPLC determination of a-keto acids
in human serum and urine after derivatization with 4-nitro-1,2-phenylenediamine. Pakistan
Journal of Analytical & Environmental Chemistry. 2013, 14, 16 — 25.

MARANGONI F., C. COLOMBO and C. GALLI. A method for the direct evaluation of the
fatty acid status in a drop of blood from a fingertip in humans: applicability to nutritional and
epidemiological studies. Analytical Biochemistry. 2004, 326, 267-272.

MASHAVAVE, G., P. KUONA, W. TINAGO et al. Dried blood spot omega-3 and omega-6
long chain polyunsaturated fatty acid levels in 7-9 year old Zimbabwean children: a cross
sectional study. BMC Clinical Pathology. 2016, 16, 1-10.

MASUDA, A. and N. DOHMAE. Amino acid analysis of sub-picomolar amounts of proteins
by precolumn fluorescence derivatization with 6-aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl
carbamate. BioScience Trends. 2012, 5, 231-238.

MCDADE, T.W., J. BURHOP and J. DOHNAL. High-sensitivity enzyme immunoassay for C-
reactive protein in dried blood spots, Clinical Chemistry. 2004, 50, 652-654.

MCDADE, T.W., S.A. WILLIAMS, J.J. SNODGRASS et al. What a drop can do: Dried blood
spots as a minimally invasive method for integrating biomarkers into population-based
research. Demography. 2007, 44, 899-925.

MEI, J.V., J.R. ALEXANDER, B.W. ADAM et al. Use of filter paper for the collection and
analysis of human whole blood specimens. The Journal of Nutrition. 2001, 131, 1631-1636.

104



MEI, J.V., S.D. ZOBEL, E.M. HALL et al. Performance Properties of filter paper devices for
whole blood collection. Bioanalysis. 2010, 2, 1397-1403.

MERCOLINI L., R. MANDRIOLLI, G. GERRA et al. Analysis of cocaine and two metabolites
in dried blood spots by liquid chromatography with fluorescence detection: A novel test for
cocaine and alcohol intake. Journal of Chromatography A. 2010, 1217, 7242-7248.

MERCOLINI L., R. MANDRIOLI, V. SORELLA et al. Dried blood spots: Liquid
chromatography—mass spectrometry analysis of A9-tetrahydrocannabinol and its main
metabolites. Journal of Chromatography A. 2013, 1271, 33— 40.

METHEREL, A.H., R.C. HOGG, L.M. BUZINKIEVICH et al. Butylated hydroxytoluene can
protect polyunsaturated fatty acids in dried blood spots from degradation for up to 8 weeks at
room temperature. Lipids in Health and Disease. 2013, 12, 1-9.

MIHALIK S.J., S.F. MICHALISZYN, J. DE LAS HERAS et al. Metabolomic profiling of fatty
acid and amino acid metabolism in youth with obesity and type 2 diabetes. Diabetes Care. 2012,
35, 605-611.

MITTELSTRASS K., J.S. RIED, Z. YU et al. Discovery of sexual dimorphisms in metabolic
and genetic biomarkers. PLoS Genetics. 2011, 7, 1-12.

MIYAGI Y., M. HIGASHIYAMA, A. GOCHI et al. Plasma free amino acid profiling of five
types of cancer patients and its application for early detection. PLoS One. 2011, 6, 1-12.

MOLNAR-PERL, I. and . BOZOR. Comparison of the stability and UV and fluorescence
characteristics of the o-phthaldialdehyde/3-mercaptopropionic acid and o-phthaldialdehyde/N-
acetyl-l-cysteine reagents and those of their amino acid derivatives. Journal of
Chromatography A. 1998, 798, 37-46.

MOLNAR-PERL, I. Quantitation of amino acids and amines by chromatography methods and
protocols. 1st ed. Amsterdam: Elsevier, 2005. ISBN 04-445-2050-3.

105



MONEY T.T. and C.A. BOUSMAN. Metabolomics of psychotic disorders. Metabolomics.
2013, 3, 1-7.

MORRIS M., K. FISCHER, K. LEYDIKER et al. Reduction in newborn screening metabolic
false-positive results following a new collection protocol. Genetics in medicine. 2014, 16, 477-
483.

MUSTAFA A., S. GUPTA, G.R. HUDES et al. Serum amino acid levels as a biomarker for
renal cell carcinoma. The Journal of Urology. 2011, 186, 1206-1212.

MUHLING J., M. FUCHS, M.E. CAMPOS et al. Quantitative determination of free
intracellular a-keto acids in neutrophils. Journal of Chromatography B. 2003, 789, 383-392.

NAKAMURA, M., S. HARA, M. YAMAGUCHI et al. 1,2-Diamino-4,5-
methylenedioxybenzene as a highly sensitive fluorogenic reagent for a-keto acids. Chemical
and Pharmaceutical Bulletin. 1987, 35, 687-692.

NGUYEN D.T., G. LEE and M.J. PAIK. Keto acid profiling analysis as ethoxime/tert-
butyldimethylsilyl derivatives by gas chromatography-mass spectrometry. Journal of
Chromatography B. 2013, 913-914, 48-54.

NOGUCHI K., T. MIZUKOSHI, H. MIYANO et al. Development of a New LC-MS/MS
Method for the Quantification of Keto Acids. Chromatography. 2014, 35, 117-123.

NOVAKOVA, L. Moderni HPLC separace v teorii a praxi. 1. vyd. Praha: Lucie Novéakova,
2013, 299 s. ISBN 978-80-260-4243-3.

OE, T., M. MAEKAWA, R. SATOH et al. Combining [C-13(6)]-phenylisothiocyanate and the
Edman degradation reaction: a possible breakthrough for absolute quantitative proteomics
together with protein identification. Rapid Communications in Mass Spectrometry. 2010, 24,
173-179.

106



OGASAWARAA, Y., T. HIROKAWAA, K. MATSUSHIMA et al. A novel method for the
analysis of 3-mercaptopyruvate using high-performance liquid chromatography with
fluorescence detection. Journal of Chromatography B. 2013, 931, 56— 60.

O'MARA M., B. HUDSON-CURTIS, K. OLSON et al. The effect of hematocrit and punch
location on assay bias during quantitative bioanalysis of dried blood samples. Bioanalysis.
2011, 3, 2335-2347.

PAILLA K., F. BLONDE-CYNOBER, C. AUSSEL et al. Branched-chain keto-acids and
pyruvate in blood: measurement by HPLC with fluorimetric detection and changes in older
subjects. Clinical Chemistry. 2000, 46, 848-853.

PAOLINO G., V. HUBER, S. CAMERINI et al. The fatty acid and protein profiles of
circulating CD81-positive small extracellular vesicles are associated with disease stage in

melanoma patients. Cancers. 2021, 13, 1-19.

PARKER S.P. and W.D. CUBITT. The use of the dried blood spot sample in epidemiological
studies. Journal of Clinical Pathology. 1999, 52, 633-639.

PASIKANTI, K. K., P.C.HO and E. C. Y. CHAN. Gas chromatography/mass spectrometry in
metabolic profiling of biological fluids. Journal of Chromatography B. 2008, 871, 202-211.

PEREIRA, V., M. PONTES, J.S. CAMARA et al. Simultaneous analysis of free amino acids
and biogenic amines in honey and wine samples using in loop orthophthalaldehyde

derivatization procedure. Journal of Chromatography A. 2008, 1189, 435-443.

PICKERING, M.V. lon-exchange chromatography of free amino acids. Bio Separations. 1989,
7, 484-490.

RAMMOUZ, G., M. LACROIX, J.C. GARRIGUES et al. The use of naphthalene-2,3-
dicarboxaldehyde for the analysis of primary amines using high-performance liquid
chromatography and capillary electrophoresis. Biomedical Chromatography. 2007, 21, 1223-
1239.

107



RICHARDSON G., D. MARSHALL and B.G. KEEVIL. Prediction of haematocrit in dried
blood spots from the measurement of haemoglobin using commercially available sodium lauryl
sulphate. Annals of Clinical Biochemistry. 2018, 55, 363-367.

RIGAS, P.G. Post-column labeling techniques in amino acid analysis by liquid
chromatography. Analytical and Bioanalytical Chemistry. 2013, 405, 7957-7992.

RINALDO P., T.M. COWAN and D. MATERN. Acylcarnitine profile analysis. Genetics in
Medicine. 2008, 10, 151-156.

RISEP., S.ELIGINI, S. GHEZZI et al. Fatty acid composition of plasma, blood cells and whole
blood: Relevance for the assessment of the fatty acid status in humans. Prostaglandins,
Leukotriens and Essential Fatty Acids. 2007, 76, 363-369.

ROTTINGHAUS, E.K., R.S. BEARD, E. BILE et al. Evaluation of dried blood spots collected
on filter papers from three manufacturers stored at ambient temperature for application in HIV-

1 drug resistance monitoring. PLoS One. 2014, 9, 1-5.

SADONES N., S. CAPIAU, P.M. DE KESEL et al. Spot them in the spot: analysis of abused
substances using dried blood spots. Bioanalysis. 2014, 6, 2211-2227.

SALAZAR, C., J.JM. ARMENTA and V. SHULAEV. An UHPLC-ESI-MS/MS assay using 6-
aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl carbamate derivatization for targeted amino acid
analysis: application to screening of Arabidopsis thaliana mutants. Metabolites. 2012, 2, 398-
428. ISSN 2218-1989.

SARKARS., M.P. SINGH and R.K. RATHO. Dried blood spot for Ebola testing in developing

countries. The Lancet. Infectious Diseases. 2015, 15, 1005.
SAURINA, J. and S. HERNANDEZ-CASSOU. Determination of amino acids by ion-pair

liquid chromatography with post-column derivatization using 1,2-naphthoquinone-4-sulfonate.
Journal of Chromatography A. 1994, 676, 311-319.

108



SCHMIDT, V. Ivar Christian Bang (1869-1918), founder of modern clinical microchemistry.
Clinical Chemistry. 1986, 32, 213-215.

SCHWERTNER H.A. a E.L. MOSSER. Comparison of lipid fatty acids on a concentration
basis vs weight percentage basis in patients with and without coronary artery disease or
diabetes. Clinical Chemistry. 1993, 39, 659-663.

SERAFIM V., D.A. TIUGAN, N. ANDREESCU et al. Development and Validation of a LC—
MS/MS-Based Assay for Quantification of Free and Total Omega 3 and 6 Fatty Acids from
Human Plasma. Molecules. 2019, 24, 360-371.

SETHOM M.M., S. FARES, N. BOUAZIZ et al. Polyunsaturated fatty acids deficits are
associated with psychotic state and negative symptoms in patients with schizophrenia.
Prostaglandins, Leukotrienes and Essential Fatty Acids. 2010, 83, 131-136.

SEWELL, A.C., M.E. HASKINS and U. GIGER. Dried Blood spots for enzymatic diagnosis
of lysosomal storage diseases in dogs and cats. Veterinary Clinical Pathology. 2012, 41, 548—
557.

SHARMA, G., S.V. ATTRI, B. BEHRA et al. Analysis of 26 amino acids in human plasma by
HPLC using AQC as derivatizing agent and its application in metabolic laboratory. Amino
Acids. 2014, 46, 1253-1263.

SHEN, Z., P. KANG and S.V. RAHAVENDRAN. Metabolite profiling of dasatinib dosed to
Wistar Han rats using automated dried blood spot collection. Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis. 2012, 67-68, 92-97.

SHEN, Z., Z. SUN, L. WU et al. Rapid method for the determination of amino acids in serum
by capillary electrophoresis. Journal of Chromatography A. 2002, 979, 227-232.

SIEBENHAAR, M., K. KULLMER, F. DE BARROS et al. Personalized monitoring of
therapeutic salicylic acid in dried blood spots using a three-layer setup and desorption
electrospray ionization mass spectrometry. Analytical and Bioanalytical Chemistry. 2015, 407,
7229-7238.

109



SOGA T. and D.N. HEIGER. Amino acid analysis by capillary electrophoresis electrospray
ionization mass spectrometry. Analytical Chemistry. 2000, 72, 1236-1241.

SONG Y., CH. XU, H. KUROKI et al. Recent trends in analytical methods for the
determination of amino acids in biological samples. Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis. 2018, 147, 35-49.

STENERSON, K. K. The derivatization and analysis of amino acids by GC-MS. Reporter US
[online]. 2011, 25.3 [cit. 2018-03-27]. Dostupné z:
http://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-aldrich/articles/reporter-us/pdf/the-

derivatization.pdf

STOVE C.P., AS.M.E. INGELS, P.M.M. DE KESEL et al. Dried blood spots in toxicology:
From the cradle to the grave? Critical Reviews in Toxicology. 2012, 42, 230-243.

STRNADOVA, K.A., M. HOLUB, A. MUHL et al. Long-term stability of amino acids and
acylcarnitines in dried blood spots. Clinical Chemistry. 2007, 53, 717—-722.

THOMAS A., H. GEYER, W. SCHANZER et al. Sensitive determination of prohibited drugs
in dried blood spots (DBS) for doping controls by means of a benchtop quadrupole/Orbitrap
mass spectrometer. Analytical and Bioanalytical Chemistry. 2012, 403, 1279-1289.

TOLEDO A.C. Jr., JN. JANUARIO, R.M. REZENDE et al. Dried blood spots as a practical
and inexpensive source for human immunodeficiency virus and hepatitis C virus surveillance.
Memorias do Instituto Oswaldo Cruz. 2005, 100, 365-370.

TSUCHIYA, H., T. HAYASHI, M. SATO et al. Simultaneous separation and sensitive
determination of free fatty acids in blood plasma by high-performance liquid chromatography.

Journal of Chromatography. 1984, 309, 43-52.

TUMA P. aE. SAMCOVA. Stanoveni volnych aminokyselin v biologickych tekutinach
kapilarni elektroforézou. Chemické Listy. 2007, 101, 200—207.

110


http://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-aldrich/articles/reporter-us/pdf/the-derivatization.pdf
http://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-aldrich/articles/reporter-us/pdf/the-derivatization.pdf

TVRZICKA, E., L.S. KREMMYDA, B. STANKOVA et al. Fatty acids as biocompounds: their
role in human metabolism, health and disease — a review. Part 1: classification, dietary sources
and biological functions. Biomedical Papers of the Medical Faculty of the University Palacky
Olomouc, Czech Republic. 2011, 155, 117-130.

UCHIYAMAS., Y. INABA and N. KUNUGITA. Derivatization of carbonyl compounds with
2,4-dinitrophenylhydrazine and their subsequent determination by high-performance liquid
chromatography. Journal of Chromatography B. 2011, 879, 1282-1289.

UZICANIN A., I. LUBEGA, M. NANUYNUJA et al. Dried blood spots on filter paper as an
alternative specimen for measles diagnostics: detection of measles immunoglobulin M antibody

by a commercial enzyme immunoassay. Journal of Infectious Diseases. 2011, 204, 564-5609.

VAN AMSTERDAM, P. and C. WALDROP. The application of dried blood spot sampling in
global clinical trials. Bioanalysis. 2010, 2, 1783-1786.

VAN BAAR B.L., T. VERHAEGHE, O. HEUDI et al. IS addition in bioanalysis of DBS:
results from EBF DBS-microsampling consortium. Bioanalysis. 2013, 5, 2137-2145.

VAN VLIET K., W.G. VAN GINKEL, E. VAN DAM et al. Dried blood spot versus venous
blood sampling for phenylalanine and tyrosine. Orphanet Journal of Rare Diseases. 2020, 15,
1-8.

VOET, D. aJ.G. VOETOVA. Biochemie. Praha: Victoria Publishing a.s., 1995, 1360 s., ISBN
80-85605-44-9.

WAGNER M., D. TONOLLI, E. VARESIO et al. The use of mass spectrometry to analyze dried
blood spots. Mass Spectrometry Reviews. 2016, 35, 361-438.

WALEJKO J.M., B.A. CHRISTOPHER, S.B. CROWN et al. Branched-chain a-ketoacids are

preferentially reaminated and activate protein synthesis in the heart. Nature Communications.
2021, 12, 1-14.

111



WALKER, H.K., W.D. HALL and J.W. HURST. Clinical Methods: The history, physical, and
laboratory examinations. 3rd edition. Boston: Butterworths, 1990, 718-719, ISBN-10:0-409-
90077-X.

WANG C., H. ZHU, Z. CAl et al. Newborn screening of phenylketonuria using direct analysis
in real time (DART) mass spectrometry. Analytical and Bioanalytical Chemistry. 2013, 405,
3159-3164.

WANG C., W. ZHANG, F. SONG et al. A simple method for the analysis by MS/MS of
underivatized amino acids on dry blood spots from newborn screening. Amino Acids. 2012, 42,
1889-1895.

WANG L., A.R. FOLSOM, Z.J. ZHENG et al. Plasma fatty acid composition and incidence of
diabetes in middle-aged adults: the Atherosclerosis Risk in Communities (ARIC) Study. The
American Journal of Clinical Nutrition. 2003, 78, 91-98.

WANG Q., T. SUN, Y. CAO et al. A dried blood spot mass spectrometry metabolomic
approach for rapid breast cancer detection. Onco Targets and Therapy. 2016, 11, 1389-1398.

WANG Z.J., K. ZAITSU and Y. OHKURA. High-performance liquid chromatographic
determination of a-keto acids in human serum and urine using 1,2-diamino-4,5-
methylenedioxybenzene as a precolumn fluorescence derivatization reagent. Journal of
Chromatography. 1988, 430, 223-231.

WATANABE, Y. and K. IMAI. High-performance liquid chromatography and sensitive
detection of amino acids derivatized with 7-fluoro-4-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazole. Analytical
Biochemistry. 1981, 116, 471-472.

WATANABE, Y. and K. IMAI. Liquid chromatographic determination of amino and imino
acids and thiols by postcolumn derivatization with 4-fluoro-7-nitrobenzo-2,1,3-oxadiazole.
Analytical Chemistry. 1983, 55, 1786-179.

WEBER J., S. OBERFELD, A. BONSE et al. Validation of a dried blood spot method for

therapeutic drug monitoring of citalopram, mirtazapine and risperidone and its active

112



metabolite 9-hydroxyrisperidone using HPLC-MS. Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis. 2017, 140, 347-354.

WILHELM A.J., J.C.G. DEN BURGER and E.L. SWART. Therapeutic drug monitoring by
dried blood spot: progress to date and future directions. Clinical Pharmacokinetics. 2014, 53,
961-973.

WISEMAN J.M. and J.H. KENNEDY. Analysis of dried blood spots using DESI mass
spectrometry. Methods in Molecular Biology. 2014, 1198, 291-297.

WISEMAN J.M., C.A. EVANS, C.L. BOWEN et al. Direct analysis of dried blood spots
utilizing desorption electrospray ionization (DESI) mass spectrometry. The Analyst. 2010, 135,
720-725.

WONG P., R. PHAM, B.A. BRUENNER et al. Increasing efficiency for dried blood spot
analysis: prospects for automation and simplified sample analysis. Bioanalysis. 2010, 2, 1787—
1789.

WURTZP., P. SOININEN, A.J. KANGAS et al. Branched-chain and aromatic amino acids are
predictors of insulin resistance in young adults. Diabetes Care. 2013, 36, 648-655.

YOUGHNOVSKI N., A. BERGERON, M. FURTADO et al. Pre-cut dried blood spot
(PCDBS): an alternative to dried blood spot (DBS) technigue to overcome hematocrit impact.
Rapid Communication in Mass Spectrometry. 2011, 25, 2951-2958.

YU, Z., N. ZHOU, H. QIAO et al. Identification, cloning, and expression of L-amino acid
oxidase from marine Pseudoalteromonas sp. B3. The Scientific World Journal. 2014, 2014, 1-
8.

ZHANG J., L. YAN, W. CHEN et al. Metabonomics research of diabetic nephropathy and type

2 diabetes mellitus based on UPLC-0aTOF-MS system. Analytica Chimica Acta. 2009, 650,
16-22.

113



ZHANG S., X. ZENG, M. REN et al. Novel metabolic and physiological function of branched
chain amino acids: a review. Journal of Animal Science and Biotechnology. 2017, 8, 1-12.

ZHANG Y., B. YIN, R. LI et al. Determination of Branched-Chain Keto Acids in Serum and
Muscles Using High Performance Liquid Chromatography-Quadrupole Time-of-Flight Mass
Spectrometry. Molecules. 2018, 23, 1-12.

ZHOU Y., L. QIU, Q. XIAO et al. Obesity and diabetes related plasma amino acid alterations.
Clinical Biochemistry. 2013, 46, 1447-1452.

ZHOU, W., X. ZHANGA and G. DUANA. Liquid-chromatography quantitative analysis of 20
amino acids after derivatization with FMOC-CI and its application to different origin Radix
isatidis. Journal of the Chinese Chemical Society. 2011, 58, 509-515.

ZIMMERD., S. HASSLER, B. BETSCHART et al. Internal standard application to dried blood
spots by spraying: investigation of the internal standard distribution. Bioanalysis. 2013, 5, 711-
719.

ZIMMERMANN M., U. SAUER and N. ZAMBONI. Quantification and mass isotopomer
profiling of a-keto acids in central carbon metabolism. Analytical Chemistry. 2014, 86, 3232-
3237.

ZOTOU, A. and M. NOTOU. Enhancing fluorescence LC analysis of biogenic amines in fish
tissues by precolumn derivatization with naphthalene-2,3-dicarboxaldehyde. Food Analytical
Methods. 2013, 6, 89-99.

ZOTOU, A. and M. NOTOU. Study of the naphthalene-2,3-dicarboxaldehyde pre-column
derivatization of biogenic mono- and diamines in mixture and fluorescence—HPLC

determination. Analytical and Bioanalytical Chemistry. 2012, 403, 1039-1048.

ZUKUNFT S., M. SORGENFREI, C. PREHN et al. Targeted metabolomics of dried blood
spot extracts. Chromatographia. 2013, 76, 1295-1305.

114



7 PRILOHY

Priloha 1 Informovany suhlas s U€astou v StUAIL.........covieiiiiiiiiciiece e 116
Priloha 2 Analytické parametre metody HPLC-FLD pre stanovenie AK zo vzoriek DBS...117
Priloha 3 Analytické parametre metody HPLC-ESI-MS/MS pre stanovenie AK zo vzoriek

Priloha 4 Analytické parametre metédy GC-FID pre stanovenie MK zo vzoriek DBS........ 120
Priloha S5 Chromatograficky zaznam stanovenia MK metdédou GC-FID ............cccccvvvinnnne 121
Priloha 6 Chromatograficky zaznam stanovenia MK vo vzorke DBS metodou GC-FID.....122
Priloha 7 Vplyv pohlavia na koncentracie testovanych analytov...........cccooeeviiicniiinnnennnn, 123
Priloha 8 Statisticky vyznamné korelacie medzi jednotlivymi AK, MK a KK (Pearsonov

korelacny KOCTICIENL) .....ccviiiiiiiieiic e 124



Priloha 1 Informovany suhlas s ¢astou v Studii

INFORMOVANY SOUHLAS

k poskytnuti vzorku biologického materialu pro vyzkumné ucely

L T ,narozen/a ................ svym podpisem
stvrzuji, ze jsem byl/a srozumitelnym zplsobem a v dostatecném rozsahu informovan/a
0 diivodech k poskytnuti vzorku své krve a zptsobu jeho vyuziti. S poskytnutim vzorku své
krve k danym ucelim souhlasim. Rovnéz souhlasim s vyuzitim vysledkii k védeckym a
vyukovym ucelim za podminky, Ze tyto udaje budou prezentovany a publikovany pouze
V anonymni formé.

Souhlasim / nesouhlasim* s anonymnim vyuzitim mého biologického materidlu v dal§im
vyzkumu. Beru na védomi, ze v pfipad¢ nesouhlasu bude mij vzorek po zpracovani pro tento
vyzkumny ucel nalezité zlikvidovan a biologicky material nebude poskytnut dal$im stranam.
Vzorky budou skladovany a zpracovavany anonymné, s informovanym souhlasem bude

nakladéno v souladu s platnou legislativou CR a platnymi pravidly GDPR.

* nehodici se Skrtnéte/vybranou variantu oznacte



Priloha 2 Analytické parametre metédy HPLC-FLD pre stanovenie AK zo vzoriek DBS

ACV BCV LOD LOQ AVG smernice SD interceptu

(%) (%) (umol/I)  (umol/l) KK (umol/l)
2-AM 3,5 4,9 1,7 5,0 0,0062 0,0031
Ala 3,5 6,6 22,5 68,3 0,0059 0,0403
Arg 7,3 9,6 1,4 4,2 0,0057 0,0024
Asn 6,9 9,1 1,8 55 0,0049 0,0027
Asp 15,4 16,1 0,6 1,7 0,0054 0,0009
Cit 7,6 9,2 1,3 4,1 0,0059 0,0024
Gln 51 8,2 4,0 12,2 0,0055 0,0067
Glu 58 6,8 2,3 7,0 0,0060 0,0042
Gly 52 8,5 4,2 12,8 0,0064 0,0082
His 6,8 8,6 1,0 3,0 0,0050 0,0015
Ile 2,0 4,4 2,7 8,2 0,0060 0,0049
Leu 2,3 2,7 4,0 12,1 0,0063 0,0076
Met 4,3 8,2 2,2 6,6 0,0056 0,0037
Phe 4,3 7,6 4,3 13,0 0,0057 0,0074
Ser 53 8,2 4,3 12,9 0,0055 0,0071
Tau 2,0 4,2 2,1 6,3 0,0059 0,0037
Thr 6,4 8,8 3,7 11,1 0,0055 0,0061
Trp 7,3 9,6 1,2 3,8 0,0040 0,0015
Tyr 3,0 8,6 3,1 9,3 0,0058 0,0054
Val 3,5 58 4.4 13,3 0,0061 0,0081

Presnost’ v sérii (A, n = 10) a presnost’ medzi sériami (B, n = 5), LOD, LOQ a parametre 10 kalibracnych kriviek
(KK) pre stanovenie AK zo vzoriek DBS metodou HPLC-FLD. LOD a LOQ boli vypocitané podl'a rovnic: LOD
=3,3Sa/b; LOQ =10 Sa/b, kde Sa je smerodajna odchylka interceptu a b je priemerna smernica kalibra¢nej krivky.
Intercept predstavuje hodnotu na osi x, ak hodnota osi y je nulova. Ukazuje, aky signal dava metoda, ak je merana

vzorka s nulovou koncentraciou daného analytu.



Priloha 3 Analytické parametre metédy HPLC-ESI-MS/MS pre stanovenie AK zo vzoriek DBS

A —nizka

A —vysoka B - nizka B — vysoka

Pracovny

koncentr.  koncentr.  koncentr.  koncentr. LOD LOQ rozsah KK R?  Smernica KK (SD) Intercept (SD)

CV®) CV(@®) CV@®) cv( HmoVh moll o) (pmol/L)
2-AM 1,7 9,3 6,2 6,5 0,3 1,0 1,0-751 0,989 0,0061 (0,0004) 0,0001 (0,0006)
Ala 2,9 19 9,5 74 2,5 7,7  7,7-851,3 0,993 0,0033 (0,0002) -0,0021 (0,0025)
Arg 0,5 2,6 7,7 3,1 0,6 19 19-2733 0,994 0,0164 (0,0012) -0,0055 (0,0031)
Asn 9,1 3,4 10,6 0,0 0,4 12 1,2-144,1 0,994 0,0027 (0,0001) 0,0004 (0,0003)
Cit 0,2 2,6 9,1 7,6 0,3 08 08-79,1 0,994 0,0108 (0,0005) 0,0020 (0,0009)
Gln 5,5 3,1 8,5 74 2,4 74  7,4-1369,8 0,997 0,0076 (0,0004) -0,0126 (0,0056)
Glu 3,3 5,5 51 8,7 0,6 1,8 1,8-186,0 0,998 0,0075 (0,0003) 0,0012 (0,0014)
Gly 1,2 3,0 4,0 2,7 59 17,8 17,8-809,9 0,988  0,0004 (0,0001) 0,0008 (0,0007)
His 3,1 18 6,9 55 0,4 1,3  1,3-1959 0,994 0,0147 (0,0009) -0,0002 (0,0020)
lle 2,7 4,7 4,8 7,6 0,3 1,0 1,0-1958 0,997  0,0416 (0,0023) -0,0003 (0,0040)
Leu 3,8 5,2 2,5 1,1 1,1 34  3,4-3129 0,996 0,0141 (0,0007) 0,0039 (0,0047)
Lys 4,0 1,7 6,1 7,4 1,4 4,4  4,4-2950 0,993 0,0169 (0,0015) -0,0171 (0,0074)
Met 4,0 57 2,4 7,0 0,2 05 05-1024 0,997 0,0142 (0,0005) -0,0018 (0,0007)
Phe 1,7 4,8 8,0 0,1 0,3 09 0,9-140,0 0,995 0,0375 (0,0021) -0,0022 (0,0033)
Pro 3,6 4,2 0,0 2,9 0,9 28  2,8-384,0 0,997  0,0449 (0,0019) -0,0038 (0,0125)
Ser 15 4,6 7,8 3,8 3,6 11,1 11,1-264,0 0,984  0,0022 (0,0002) 0,0020 (0,0024)




ﬁon(?eli(ra.l 'T(on\(/:};(t)f.a Iioncr;rftlf1 Bkon\;Z;?rl.(a LoD LOQ rlgzzmi RZ  Smernica KK (SD) Intercept (SD)

CV®) V(@) CV@®) cv( HmoVh (emolly o) (kmol/L)
Thr 57 3,0 1,5 9,0 1,2 3,7 3,7-353,1 0,992 0,0028 (0,0001) 0,0009 (0,0010)
Trp 39 4,2 8,8 8,7 0,2 06 06-117,8 0,997  0,0338 (0,0014) -0,0045 (0,0019)
Tyr 2,5 52 4,4 6,1 0,4 1,3 13-1554 0,996  0,0043 (0,0003) 0,0004 (0,0006)
Val 2,7 3,8 7,0 1,2 1,9 58 5,8-590,0 0,996 0,0208 (0,0007) -0,0083 (0,0121)
2-0G 6,9 54 9,2 8,3 0,1 0,1 0,1-25,7 0,999 0,0136 (0,0001) 0,0181 (0,0001)
PYR 4,7 4,4 51 52 33 99  9,9-243,6 0,999  0,0189 (0,0004) 0,0724 (0,0187)
KIV 3,8 3,4 6,1 5,9 0,2 06  0,6-275 0,999  0,0088 (0,0001) -0,0001 (0,0006)
KMV 3,9 3,1 6,2 59 0,5 1,6 1,6-50,5 0,999 0,0120 (0,0002) -0,0001 (0,0019)
KIC 4,5 4,2 7,4 7,0 0,6 1,8 1,8-54,2 0,999 0,0201 (0,0004) -0,0035 (0,0037)

Presnost’ v sérii (A, n = 10) a presnost’ medzi sériami (B, n = 6), LOD, LOQ a priemerné parametre 10 kalibra¢nych kriviek (KK) pre stanovenie AK zo vzoriek DBS metddou
HPLC-ESI-MS/MS a KK metédou HPLC-FLD. LOD a LOQ boli vypo¢itané podl'a rovnic: LOD = 3,3 Sa/b; LOQ = 10 Sa/b, kde Sa je smerodajna odchylka interceptu a b je
priemerna smernica kalibra¢nej krivky. Intercept predstavuje hodnotu na osi X, ak hodnota o0si y je nulova. Ukazuje, aky signdl dava metoda, ak je merana vzorka s nulovou

koncentraciou daného analytu.



Priloha 4 Analytické parametre metédy GC-FID pre stanovenie MK zo vzoriek DBS

Percentudlne zastupenie Koncentracia
RRF* AVG (SD) Ccv AVG (SD) Ccv
(%) (%) (umol/l) (%)
C14:0 1,069 1,08 (0,08) 7,46 6,4 (0,6) 9,7
C15:0 1,080 0,27 (0,02) 5,48 1,6 (0,1) 6,4
C16:0 1,032 24,82 (0,32) 1,28 126,7 (5,5) 44
cis C16:1 n10 - 1,20 (0,02) 1,54 - -
cis C16:1 n7 - 0,06 (0,01) 12,88 - -
C17:0 1,043 0,39 (0,02) 4,11 1,9 (0,1) 5,5
C18:0 1,044 19,27 (0,79) 4,10 89,7 (4,7) 5.2
cis C18:1n9 1,039 16,07 (0,32) 1,97 74,9 (2,1) 2,8
cis C18:1 n7 - 1,53 (0,07) 4,80 - -
all-cis C18:2 n6 1,069 17,74 (0,35) 1,95 85,8 (3,2) 3,7
all-cis C18:3n6 1,057 0,15 (0,02) 13,49 0,7 (0,1) 11,5
all-cis C18:3n3 1,046 0,21 (0,01) 6,23 1,0 (0,1) 8,7
C20:0 1,003 0,40 (0,04) 8,93 1,6 (0,2) 10,4
cis C20:1 n9 1,021 0,19 (0,02) 10,54 0,7 (0,1) 12,7
all-cis C20:3n6 1,086 1,82 (0,02) 1,35 8,2 (0,3) 3,9
all-cis C20:4 n6 1,007 8,10 (0,16) 1,99 34,0 (1,3) 3,7
all-cis C20:5n3 1,172 0,53 (0,03) 4,95 2,6 (0,2) 6,9
C22:0 1,011 0,59 (0,02) 4,19 2,2 (0,1) 4.8
all-cis C22:4 n6 - 1,15 (0,04) 3,14 - -
all-cis C22:5n6 - 0,27 (0,04) 16,40 - -
all-cis C22:5n3 - 0,82 (0,06) 6,85 - -
all-cis C22:6 n3 1,116 2,16 (0,10) 4,72 9,3(0,5) 54
C24:0 1,018 0,64 (0,07) 10,26 2,3(0,3) 12,1
cis C24:1n9 1,005 0,55 (0,08) 14,07 1,9 (0,3) 14,3

*RRF = (Areax/cx) / (Areais/Cis)
Presnost’ metddy stanovenia MK zo vzoriek DBS metédou GC-FID (presnost’ v sérii, n = 10). Zobrazené si oba

spOsoby vyjadrovania vysledkov (percentudlne zastupenie aj koncentracia spocitana z RRF).



Priloha 5 Chromatograficky zdznam stanovenia MK metdédou GC-FID
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Vzorka zmesného standardu FAME37. Piky: 1, C4:0, 2, C6:0, 3, C8:0, 4, C10:0, 5, C11:0, 6, C12:0, 7, C13:0, 8, C14:0, 9, cis C14:1 n5, 10, C15:0, 11, cis C15:1 n5, 12,
C16:0, 13, cis C16:1 n7, 14, C17:0, 15, cis C17:1 n7, 16, C18:0, 17, trans C18:1 n9, 18, cis C18:1 n9, 19, all-trans C18:2 n6, 20, all-cis C18:2 n6, 21, C20:0, 22, all-cis C18:3

n6, 23, all-cis C18:3 n3, 24, cis C20:1 n9, 25, C21:0, 26, all-cis C20:2 n6, 27, C22:0, 28, all-cis C20:3 n9, 29, all-cis C20:3 n6, 30, cis C22:1 n9, 31, all-cis C20:4 n6, 32, C23:0,
33, all-cis C22:2 n6, 34, all-cis C20:5 n3, 35, C24:0, 36, cis C24:1 n9, 37, all-cis C22:6 n3. Chromatografické podmienky uvedené v kapitole 3.4.3.



Priloha 6 Chromatograficky zdznam stanovenia MK vo vzorke DBS metodou GC-FID
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Vzorka DBS. Piky: 1, C14:0, 2, C15:0, 3, C16:0, 4, cis C16:1 n10, 5, cis C16:1 n7, 6, C17:0, 7, C18:0, 8, cis C18:1 n9, 9, cis C18:1 n7, 10, all-cis C18:2 n6, 11, C20:0, 12, all-

cis C18:3 n6, 13, all-cis C18:3 n3, 14, cis C20:1 n9, 15, C21:0 (I1S), 16, C22:0, 17, all-cis C20:3 n6, 18, all-cis C20:4 n6, 19, all-cis C20:5 n3, 20, C24:0, 21, cis C24:1 n9, 22,
all-cis C22:4 n6, 23, all-cis C22:5 n6, 24, all-cis C22:5 n3, 25, all-cis C22:6 n3. Chromatografické podmienky uvedené v kapitole 3.4.3.



Priloha 7 Vplyv pohlavia na koncentracie testovanych analytov

Koncentracia AK

Koncentracia KK

Koncentracia MK

(umol/l) Muzi Zeny p (umol/l) Muzi Zeny p (umol/1) Muzi Zeny p
Arg 93,5 80,7 * 2-0G 11,3 99 - C14:0 7,4 58 *
2-AB 21,7 209 - PYR 227,8 2138 - C15:0 1,9 16 -
Ala 4466  396,1 * KIV 16,3 13,7 ** C16:0 187,4  155,7 **
Asn 89,8 80,7 - KIC 32,3 25,7 ** C17:0 1,8 16 -
Cit 50,2 46,6 - KMV 27,5 22,3 ** C18:0 88,5 75,9 *
Glu 181,0 1758 - cis C18:1 n9 115,1 83,6 **x*
Gln 514,4 4420 *** all-cis C18:2 n6 110,6 946 *
Gly 369,3 330,8 - all-cis C18:3 n6 0,9 0,7 *
His 107,5 1036 - all-cis C18:3 n3 1,8 18 -
lle 1396 1238 - C20:0 2,4 15 -
Leu 188,2 1638 - cis C20:1 n9 1,2 0,9 **
Lys 263,6 2633 - all-cis C20:3 n6 6,2 54 -
Met 31,4 30,9 - all-cis C20:4 n6 36,8 335 *
Phe 87,9 88,4 - all-cis C20:5 n3 2,3 2,3 -
Pro 246,6 2005 ** C22:0 3,6 38 -
Ser 2514 2210 - all-cis C22:6 n3 7,8 79 -
Thr 127,8 1148 - C24:0 5,3 55 -
Trp 61,0 60,6 - cis C24:1 n9 7,4 8,0 -
Tyr 72,0 68,8 -

Val 266,2 2351 *

Data st prezentované ako priemerné hodnoty (n = 28 pre muzov, n = 32 pre Zeny). Data s normalnym rozlozenim boli otestované neparovym t-testom (za predpokladu

rozdielnych SD bola aplikovana Welchova korekcia). Data, ktoré nepresli testom normality boli analyzované neparametrickym Mann-Whitney testom. VSetky testy boli robené

na hladine vyznamnosti a = 0,05. Statisticky vyznamné vysledky st oznaéené nasledovne: *p<0,050; ** p<0,010; *** p<0,0005; **** p<0,0001.



Priloha 8 Statisticky vyznamné korelacie medzi jednotlivymi AK, MK a KK (Pearsonov korela¢ny koeficient)
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