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Abstrakt

Tato préace se zabyva sledovanim profilu karnitinovych metabolitii v moc¢i pacientek
s diagnostikovanou rakovinou prsu. L-karnitin je latka velice vyznamna pro
metabolismus tukt, a proto nékteré souc¢asné vyzkumy ukazuji, ze by mohl slouzit jako

podpiirny prostiedek pro 1€cbu rakoviny postihujici riizné organy ¢i tkané¢.

V teoretické Casti se prace zabyva obecnou charakteristikou a obecnym popisem L-
karnitinu a jeho uc¢inkem na organismus. Tato ¢ast je rozdélena do kapitol, které shrnuji
rizné informace o L-karnitinu a acylkarnitinech, napiiklad se zabyva metabolismem,
dale raznymi ucinky v organismu véetné popisu reakei organismu na nedostatek téchto
latek, ¢i jakymi metodami a z jakych biologickych materidli mizeme sledovat jejich
hladinu. Metody sledovani L-karnitinu jsou v praci popsany podrobngji a byly mezi
sebou porovnavany na zdklad¢ diive publikovanych védeckych vysledkl. Autofi
ruznych védeckych praci uvadéji postupy a vyhody ¢i nevyhody jimi navrzenych metod
pro stanoveni L-karnitinu a acylkarnitint, které byly v této praci podrobné zkoumany
a analyzovdny a na jejich zdklad¢ byla navrzena mnou prezentovana metoda pro
stanoveni karnitinovych metaboliti v moéi. Zavérem této casti je struény popis
nejCastéji pouzivané metody pro stanoveni karnitinovych metabolitii, kterou je
kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci (LC/MS). Pozitivni vysledky studii této

metody mé motivovaly k pouziti této analytické metody i1 pro mou praci.

Vyzkumna cast zahrnuje vlastni popis prace pii piipravé vzorkd a celkové
nastaveni parametri dilezitych pro provedeni metody. Vzorky pro vyzkum byly
ziskdny od pacientek s diagnostikovanou rakovinou prsu z ¢eskobudgjovické
nemocnice. V této ¢asti je také popsana tprava vzorku pred detekci, pouzité materialy,

pfistroje a chemikalie, a to v€etné samotného postupu a nastaveni piistroje pro analyzu.

Metodou byly ziskany chromatografické zaznamy jednotlivych latek a hmotnostni
spektra, ktera byla jednotlivé zpracovavana pro kazdou latku zvlast. Pii detekci L-
karnitinu a acylkarnitini v moci pacientek s diagnostikovanou rakoviny prsu byly pro

porovnani analyzovéany i vybrané vzorky poskytnuté kontrolni skupinou zdravych Zen,



které nam umoznily sledovat mozné rozdily. Pro ptehlednost a zakladni vhled byl
sestaven graf, ve kterém je mozné sledovat jen nepatrné rozdily mezi hladinami
karnitinovych metaboliti u Zen s rakovinou prsu versus kontrolni vzorky. Tento rozdil
neni statisticky vyznamny, a to zejména proto, ze variabilita mezi jednotlivymi jedinci
je o fad vyssi nez samotné rozdily mezi sledovanymi skupinami. Tento vysledek byl
zpusoben tim, ze do studie nebyly zahrnuty dal$i informace o pacientkach, jako
naptiklad informace o jejich medikaci ¢i zdravotnim stylu, celkové kondici organismu
atd. Podrobna studie téchto zmén vyzaduje systematickou a Casové velmi narocnou

préci, kterd nebyla a ani nemohla byt cilem mé bakalarské prace.
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Abstract

This study deals with the profiling of carnitine metabolites in the urine of the
patients with breast cancer. L-carnitine is a chemical compound that is very important
for metabolism of lipids, and therefore some current research suggests that it could

serve as a means for the treatment of cancer affecting various organs or tissues.

The theoretical part deals with the general characteristics and a description of the L-
carnitine and its effect on the body. This part is divided into chapters that summarize
various information about L-carnitine and acylcarnitines, for example the metabolism,
different effects in the body including a description of responses to the lack of these
substances, or methods that can be used for the detection of L-carnitine levels. Methods
of monitoring L-carnitine were described in detail and were compared with previously
published scientific studies. The authors of scientific studies show procedures,
advantages and disadvantages of the proposed methods for determining L-carnitine and
acylcarnitines, that were examined in this work in detail and the method for the
determination of carnitine metabolites in urine has been proposed. A brief description of
the most using methods for the determination of L-carnitine metabolites by liquid
chromatography mass spectroscopy (LC / MS) is done the end of this part. | have been
motivated with a positive results of studies and I have used this method for analysis in

my work.

In the research part of my study, the sample preparation protocol and conditions for
the application of the method are described. The samples from the hospital of Ceské
Budgjovice have been obtained from patients with fresh breast cancer diagnosis. In this
part, the treatment of samples prior to detection, the used materials, equipment,

chemicals, process and device settings for analysis were described.

The method provided chromatograms and mass spectra of the individual
substances. Samples of patients were compared with samples of control group of
healthy women, which enabled us to observe possible differences.



For clarity, the graph was drawn up and it was possible to monitor only slight
differences between the levels of carnitine metabolites in women with breast cancer
versus the control samples. This difference is not statistically significant, especially
because the variability between individuals is higher of an order of magnitude than the
actual differences between the two groups. This result is due to the fact that the study
has not included additional information on patients such as information about their
medications or health style, the overall condition of the body, etc. A detailed study
requires a systematic and very time consuming work, which was not the aim of my

thesis.

Liquid chromatography with hydrophilic interactions method associated with mass
detector used for monitoring of L-carnitine and its metabolites profiles gives positive
results, is not time consuming, affordable and above all allow suitable for the detection

of substances that have been selected for my work.
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Uvod

L-karnitin je kvartérni amin (3-hydroxy-4-trimethylaminobutyrat) vyskytujici se
ve dvou formach L a D. Jeho aktivni formou je pouze forma L, ktera je biologicky
aktivni a vyskytuje se Vv piirodé. Naopak forma D aktivni neni a povazujeme ji
za toxickou. L-karnitin je latka velice vyznamna v metabolismu tuk, jelikoZz ma za kol
transportovat mastné kyseliny pfes membranu mitochondrii a Gc¢astni se beta-oxidace
mastnych kyselin. Tuto latku mizeme pievazné ziskat z potravy, nejvétsi mnozstvi
L-karnitinu najdeme v ¢erveném mase ¢i mléénych vyrobcich. Dal§i moznosti je ziskat
tuto latku endogenné, kdy si télo dokdze vyrobit L-karnitin biosyntézou ze dvou
aminokyselin lysinu a metioninu. Pro jeho ucinek v metabolismu tuki se stal nedilnou
soucasti zdravého zivotniho stylu sportovci, kteti ho uzivaji pravidelné pied vykonem
jako posilujici prostfedek. Ma vSak 1 mnoho dalSich télu prospésnych G€inka naptiklad
pfi riznych onemocnénich spojenych praveé s poruchou metabolismu tukll, srde¢nimi
vadami, cukrovce, svalové slabosti apod. Lidé, jejichz strava je pfevazné zalozena na
pfijmu rostlinné potravy jsou vystaveny mnoha problémim souvisejicim prave

s nedostatkem L-karnitinu, kterého je v rostlinné stravé minimum.

Hladinu L-karnitinu lze detekovat z télnich tekutin ¢i tkéni a to rGznymi
analytickymi metodami, které umoznuji tuto latku v jednotlivych tekutinach analyzovat.
Jednd se predevSim o enzymatickou analyzu a chromatografické metody. Nejcastéji
pouzivanou metodou je vSak metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie
s hmotnostni detekci (HPLC/MS), ktera umoziuje nejcitlivéjsi a nejpfesnéjsi analyzu
karnitinovych ~ metaboliti. Tato prace je zaméfena na problematiku stanoveni
L-karnitinu a jeho metabolitd s pouzitim metody HPLC/MS s elektrosprejem jako
ioniza¢ni technikou ve vzorcich moci pacientu s diagnostikovanou rakovinou prsu. Tyto
hodnoty byly poté korelovany se zjisténymi hodnotami u kontrolni skupiny zdravych

jedinct.
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Historie L-karnitinu

L-karnitin je latka, ktera byla poprvé objevena v roce 1906 ve zvifecim mase. Jeho
nazev vznikl z latinského slova caro, v pfekladu maso, kde byl nalezen. Z pocatku byl
povazovan za vitamin, ktery byl fazen do skupiny vitaminu B. Karnitin je nazyvéan
vitagenem, jelikoz je z 30% syntetizovan v téle. V roce 1927 odhalili Tomita a Sendju,
ze jde o dusikatou latku, kterd je podobna aminokyselinam. Vyznam karnitinu popsali
teprve vroce 1957 Friedman a Fraenkel. Spociva v piesunu mastnych kyselin do
mitochondrialni matrix, kde dochazi k jejich oxidaci. Z téchto poznatki vyplyva
vyznam pro energeticky metabolismus bunék a tkéni, které jsou zavislé na ziskavani
energie prevazné touto cestou. V pozdégjsich letech dochéazelo k testovani teoretickych
znalosti pomoci experimentalniho vyzkumu. Primyslova vyroba karnitinu zacala v 80.
letech minulého stoleti, pfedevsim jako dietni doplnék pro sportovce. Zde se ale rtzni
nazory zda ma skute¢né ucinky jako je zvySeni vykonnosti a zlepSeni regenerace. U
jedinct s riiznymi zdravotnimi problémy byl prokdzan znacny nedostatek karnitinu
a po jeho doplnéni byl zaznamenan pozitivni vliv. Dale byly zjistény pozitivni vysledky
pii podavani karnitinu u nékterych srdecnich onemocnéni, chorob kosternich svalt, ale
také pii ovlivnéni urcitého typu muzské sterility a v neonatologii. JelikoZ se véda stale
vyviji, vyuziti této latky bude v budoucnosti rozsifeno a specifikovano. (Steidl

a Zbrankova, 2000; Steidl a Vizinova, 2003; Cibulka, 2005; Steidl et al., 1995)

1.2 Struktura a vlastnosti L-karnitinu

L-karnitin je kvartérni amin (3-hydroxy-4-trimethylaminobutyrat). Je to bila
krystalicka latka, kterd se na vzduchu rychle méni ve vodny roztok. Ma typicky zapach
po mase a rybach, ale v roztoku nezapacha. Je dobie rozpustny ve vodé. V primyslové
vyrobe se vyskytuje jako forma L a D. Pouze forma L je biologicky aktivni a vyskytuje

se v pfirodé¢. Forma D je biologicky netc¢innd, Skodlivd a do ur€ité miry i toxicka,
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jelikoz inhibuje formu L, mize tak vyvolat pfiznaky nedostatku L- karnitinu. Karnitin
poskytuje bunce energii pomoci beta oxidace mastnych kyselin, ktera u eukaryotnich
bun¢k probihd uvnitf mitochondrii. V lidském téle ho najdeme vétSinou vSude.
Predevsim vsak zdsobuje energii srdce a kosterni svalstvo. Pfes membrany prochazi
pouze acetyl karnitin, ktery je ve vySSich koncentracich toxicky a vykazuje biologicky
maly uc¢inek. Nejvyssi mnozstvi karnitinu najdeme ve skopovém, jehnécim a hovézim
mase. Nenajdeme ho vSak ve stravé rostlinného piivodu. Z chemického hlediska se
karnitin oznacuje jako kyselina 3-hydroxy-4-N-trimethylaminomaselna. Je podobny
aminokyselinam S tim rozdilem, Zze mé atom dusiku umistény na ¢tvrtém atomu uhliku
(u aminokyselin je na uhliku druhém). Dusikaty atom tedy poskytuje Ctyfi vazby,
a proto ho oznacujeme za kvartérni amin. Karnitin je opticky aktivni. Jeho molekula
obsahuje asymetricky uhlik, konkrétné se jednd o tfeti atom uhlikatého fetézce, ktery

stac¢i rovinu polarizovaného svétla (Steidl a Zbrankova, 2000; Steidl et al., 1995).

Obrazek ¢. 1: Vzorec L-karnitinu pievzato z: <http://www.hmdb.ca/metabolites>.

H,C
\ o
H,C \ OH 0
CH,

1.3 Metabolismus karnitinu

Asi 25% L-karnitinu je vytvareno v lidském téle ze dvou esencidlnich mastnych
kyselin metioninu a lyzinu, v tomto pfipadé jde o endogenni L-karnitin. Zbylych 75%

L-karnitinu ma exogenni plivod a ziskdva se pfijmem potravy. Produkuji ho vSechny
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bunky téla, ale syntéza L-karnitinu probihé ptfedev§im v mozku, ledvinach a jatrech. Pro
jeho tvorbu je zapotiebi piitomnost nékterych latek jako jsou vitamin C, pyridoxin tedy
vitamin B6, niacin a Zelezo. L-Karnitin vznika pfi patém stupni pfemény, kdy

Z deoxykarnitinu vznik4 karnitin (Steidl L., Zbrankova B., 2000).

1.3.1 Biosyntéza

Biosyntéza L-karnitinu je d¢j, ktery probiha v nékolika krocich. Vznik endogenniho
L-karnitinu, jak je jiz uvedeno vyse, zavisi na syntéze lysinu a metioninu. Lysin slouzi
jako zdroj dusiku a uhlikatého fetézce, kdezto S-adenosylmethionin poskytuje tii
methylové skupiny. V prvnim kroku dochazi kmetylaci lysinu pomoci S-
adenosilmethioninu. Reakci katalyzuje enzym lysinmethyl transferdza (epsilon-N-L-
lysine methyltransferase) za vzniku epsilon-N-trimethyllysinu (TML). Tento krok
vyZaduje piitomnost 2-oxoglutaratu, Zzeleznatého iontu, molekularniho kysliku jako
kofaktori a dale pritomnost vitamin C pro udrZeni Zeleza ve dvojmocném stavu. TML
je poté hydroxylovan v beta pozici TML-hydroxylazou (EC1.14.11.8) na beta-
hydroxytrimethyllysin (HTML). HTML je dale stépen HTML-Aldolazou
(EC4.1.2.X*) na gama-trimethylaminobutyraldenyd (TMABA) a glycin. TMABA je
oxidovan enzymem TMABA-dehydrogenazou (EC 1.2.1.47) na gama-butyrobetain
(gama-BB). V poslednim kroku je gama-BB hydroxylovan gama-BB-hydroxylazou (EC
1.14.11.1.) v beta pozici a vznika koneény produkt, tedy L-karnitin. Enzym katalyzujici
posledni reakci biosyntézy je u ¢loveéka ptritomen pouze v jatrech, ledvinach a mozku.
Domnénkou vSak je, Ze gama-BB je tvofen v perifernich tkanich (pfedevSim
Vv kosternim svalstvu) a poté je transportovan krvi do tkani schopnych konecné syntézy
L-karnitinu. Vytvofeny Kkarnitin je vyplavovan do krve, ktera ho transportuje do
perifernich tkani. Po syntéze se L-karnitin dostava do ob&hu prosttednictvim aktivniho
transportu  sodiku. Organicky pifepravce sodiku (OCTN2) je pravdépodobné
zodpovédny za transport karnitinu do tkdni a podili se na tubularni reabsorpci karnitinu
v ledvinach. Koncentrace L-karnitinu je ve vétSiné tkani 20 az 50 krat vyssi nez

vV plazmé. Rychlost biosyntézy zavisi na pfitomnosti trimethyllysinu na vnitini strané
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mitochondrie, kde se také nachazi enzym trimethyllysinova hydroxyldza. Lidé jsou
schopni syntetizovat p¥iblizng 1 az 2 pmol-kg™ karnitinu za den. V t&le clovéka je asi
30 az 50% endogenné a exogenné vytvoreného trimethyllysinu pifeménéno na L-
karnitin, zbytek je vylougen moéi. Zdravy ¢lovék vyluduje asi 5 pmol-kg™ karnitinu za
den. (Steiber et al., 2004; Cibulka, 2005, Vaz et al., 2002).

Obrazek ¢. 2: Biosyntéza L-karnitinu z trimethyllysinu (pouzito ze ¢lanku Vaz F.
et al., 2002).

Z-pxoglutarat  sukcinat
+0, +00,

P NS 2
+ +
I:H;_.—r;l— CHy—CHy—CHy—CH—CH-C,_ ] . —e= L Ia—\II—UI I;—EH;—UH;—LIH I—(fl -,
CHy +NH3 OH  vitaminC, Fe CHy G ‘NH3 OH

NE-trimethyllysin 3-hydroxy-N6-trimethyllysin

2 PLF glycin

1. Me-trimethyllysinova hydroeylaza
i
2. 3-hydrosy-Me-trimethyllyzinova aldoldza ITr 3
CH3—N—GH—CGH—CH— G,
3. 4-M-trimethylaminobutyrylaldehydova dehydrogenaza él—l». H
4, gama-butyrobetainova hydrowylaza 4-N-trimethylaminobutyrylaldehyd
HAaD”
sukcinat  2-oxoglutarat 3
NADH + H
20, +0,
CHy oH o CHa
v | + |
CHy—M—UH;— CH—LUH— T CHz—MN—CHy— CHp—LH—C
T : T “oH  vitamin C, Fe" M3 I : e “oH
CHy CHa
L-karnitin 4 gama-butyrobetain

1.4 Uéinek L-karnitinu v organismu

Karnitin v lidském organismu hraje dualezitou roli v metabolismu lipidd
a v produkci energie (Mitchell, 1978). Jeho pusobeni je vylu¢né intracelularni nebot’

piechazi z extracelularni sérové tekutiny do jakékoliv télni bunky, nejcastéji se jedna
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o svalovou bunku. Doba tohoto pfechodu nebyla dosud definovana (Steidl a Vizinova,
2003).

vvvvvv

mastnych kyselin s dlouhymi fetézci z cytosolu do mitochondridlni membrany, kde
probiha beta-oxidace (Stribis et al., 2010). Podili se na ptevodu produktii peroxizomalni
beta-oxidace véetné acetylu-COA do mitochondrie. Neesterifikované mastné kyseliny
jsou ziskavany hydrolyzou tukl (triacylglyceroll) z tukovych zasob nebo z tukt
ziskanych potravou. Z mastnych kyselin s dlouhym fetézcem nésledné vznikaji derivaty
karnitinu, acylkarnitiny (estery karnitinu). L-karnitin mimo jiné také eliminuje toxické
zbytky beta-oxidace, transportuje je v obraceném sméru a podporuje vylu¢ovani zbytka
ve form& acylkarnitinii z buiiky, ¢imZ obnovuje volnou frakci CoA. Neptlisobi pouze
vV metabolismu mastnych kyselin, ale je také dulezity pti vyrobé energie z aminokyselin
a sacharidu. (Vaz a Wanders, 2002)

L-karnitin dale napomaha fungovani kosterniho svalstva u lidi, koni, psi nebo
holubli. Vétsina sportovet a kulturistd vyuziva tuto latku jako posilujici prostiedek,
nebot’ L-karnitin neni fazen mezi zakdzané, tedy dopingové latky. Jeho ucinek je také
antiischemicky, nebot’ odstranuje z nitra bunék mastné kyseliny a tim chrani buiku pted
smrti. Pfizniveé pisobi pfi angin€ pectoris a v obdobi po cévni mozkové piihodé, nebot’

zvySuje vydrz pii zat€zi (Steidl a Vizinova, 2003).

Dalsim organem, ve kterém bezprostfedné plisobi je mozek, a proto se L-karnitin
povazuje za CasteCny neurotransmiter. Pfi 1é¢bé hepatocerebralniho Reyova syndromu
navozuje regeneraci myelinovych pochev V perifernich nervech, ¢imz napomahé pii
svalové slabosti a bolesti a zlepSuje metabolismus svalové buniky. Velice casto je
vyuzivan pti aktivnim vykonavani sportu, nebot’ pouze kratkodobé pouziti L-karnitinu
pred vykonem ma spiSe psychologicky vyznam, nikoliv Géinny farmakologicky. Svij
vyznam ma i v neonatologii, kde je sou¢asti parenterdlni vyzivy u pfed€asné narozenych
déti a nekteti vyrobei ho priddvaji i do suSeného mléka pro kojence (Steidl a Vizinova,
2003).
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1.5 L-karnitin a vyZiva

Jednou z moznosti, jak karnitin mizeme ziskat krom¢ biosyntézy je potrava, ktera
je velice dilezitym zdrojem, ale ne nezbytnym proto, aby télo zasobovala karnitinem.
Priblizn¢ asi 75% celkového karnitinu v téle pochazi pravé z potravy nebo z lyzinu
a metioninu a zbyvajicich 25% je syntetizovano v téle. Mnozstvi karnitinu pfijatého
potravou je pro kazdého cloveéka individualni a souvisi s koncentraci karnitinu
v plazmé&. Koncentraci karnitinu v plazmé také ovliviiuje pohlavi a skladba téla. Stihli
jedinci, jejichz strava neobsahuje dostatek karnitinu maji koncentraci volného karnitinu
V plazmé a mo¢i pomérné nizkou. Pfi analyze hladiny karnitinu u dospélych jedinct
bylo zjisténo, Ze zeny maji koncentraci celkového karnitinu niz8§i nez muzi, toto

pravidlo plati i pii jeho vyluovani.

Karnitin najdeme primarné v zivociSnych zdrojich, ale malé mnozstvi se nachazi
i v obilovinach, ovoci a zelening. V tabulce 1 muZzeme vidét seznam jednotlivych
potravin s obsahem karnitinu. Mnozstvi karnitinu v potravinach bylo méfeno bud’
spektrofotometricky a nebo radioenzymatickym testem, ktery byl podle studie
efektivnéjsi, ale presto vétSina potravin byla méfena spektrofotometricky. Dale
Vv tabulce nejsou uvedeny specifické udaje o potravinach, jako napiiklad jsou-li
V syrovém stavu nebo tepeln¢ upravené. Lid¢, ktefi nemaji dostatek ptisunu karnitinu
potravou, jako jsou vegetariani nebo lidé drzici rizné diety zalozené pievazné na
obilovinach, maji hladinu karnitinu vyrazné nizSi nez lidé, jejichz strava se sklada
pfevazné z ZivociSnych bilkovin. Stejné tak maji sniZzené vylu¢ovani karnitinu mo¢i.

Studie potvrdily také sniZzenou hladinu karnitinu u déti trpici syndromem
nedostatku bilkovin. Hladina karnitind se pfi tomto syndromu meénila s délkou fetézcti
pii oxidaci mastnych kyselin, proto pfijem potravy S vysokym obsahem tuku muze
ménit hladinu karnitinu. Stejné tak strava s vysokym piijmem sacharidi a vitaminu Bs
(niacinu), ktery zvySuje koncentraci celkového karnitinu a i jeho vylucovéni. Pro
metabolismus karnitinu je dilezité je i mnozstvi stopovych prvkl jako je predevSim
vitamin C, Zelezo, pyridoxin. Jejich nedostatek miiZze zplsobit rizné zdravotni problémy

(Steiber et al., 2004).
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Tabulka €. 1: Obsah karnitinu v potravinach dle Leibowitze 1998 a Cerretelliho et
al. 1990.

Potravina Celkovy obsah karnitinu v

mg na 100 g
ov¢i maso 209
jehné¢i maso 78
hovézi maso 65
vepiové maso 30
krali¢i maso 21
kufeci maso 7
jehné¢i jatra 2
kravské mléko 3
pSenicné klicky 1
kvétak, vajicka, chleba Pod 1
zeli, pomeranc¢, brambory 0

1.6 Nedostatek L-karnitinu

L-karnitin se nachéazi v plazmé a tkanich jako volny karnitin a nebo je vazany na
mastné kyseliny jako derivat acylkarnitinid. SniZeni nebo zmény koncentraci karnitinu
a acylkarnitind souviseji ¢asto se ziskanymi vrozenymi poruchami, které jsou popsany

jako primarni nebo sekundarni (Walter, 1996).

Nedostatek karnitinu mé velky vliv na metabolické zmény v burice a ty mohou vézt

az k nekroze celé bunky (Steidl a Zbrankova, 2000).

1.6.1 Primarni poruchy

Jak uz bylo zminéno v predchozich kapitolach, L-karnitin miize byt syntetizovan
Vv jatrech, ale Castéji je do téla dodavan potravou. Jsou znamy dvé odlisSné primarni
poruchy zptsobujici nedostatek karnitinu a v nékterych ptipadech je velice obtizné je od

sebe odlisit (Flanagan J L., et al, 2010). Primarni genetické poruchy vznikaji
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Vv disledku nedostatku zdédénych enzymd, které prevadéji tuky s dlouhymi fetézci pies

membrany mitochondrii (Walter, 1996).

Primérni deficit L-karnitinu (PCD) je vzéacna autozomalné recesivni porucha
v oxidaci mastnych kyselin, pii které neni karnitin pfepravovan pies plazmatickou
membranu v disledku snizené hodnoty OCTN2 v plazmé, ktery karnitin pfenasi.
V tomto ptipadé nemuze byt karnitin dopravovan do tkani (srdce, kosterni svalstvo)
a dochazi ke zvySenému vyluCovani karnitinu ledvinami, coz muze zpilsobit az
systémové vycerpani karnitinu. Kvili poruse vstiebavani volného karnitinu je karnitin
u pacientll sprimarni poruchou vyluéovan moc¢i ztéla a to vede az k né€kolika

nasobnému snizeni hladin karnitinu ve tkanich (Flanagan et al., 2010).

PCD se vyskytuje u 1-5 lidi na 10 000 obyvatel v rizném véku. Nejbéznéjsim
projevem PCD jsou hypoketoticka hypoglykemicka encefalopatie a také
kardiomyopatie. Gen zpusobujici PCD je SLC22A5 a ma za nésledek nékolik mutaci.
PCD poskozuje pfevazné organy a tkané jako jsou srdeCni sval (Snim spojend
kardiomyopatie), nervovy systém (spojeny s hypoketotickou hypoglykemickou
encefalopatii) a kosterni svalstvo (a Snim spojena myopatie). U pacientli s t€mito

problémy je mozné podavanim L-karnitinu zachranit zivot.

Tato porucha byla popsdna u tfech riznych v€kovych skupin, dospélych, déti
a u déti pred narozenim ¢i kratce po ném. Tyto skupiny byly vSechny ovlivnéné
autozomalné recesivni dédi¢nosti. Ruzné mutace v genu SLC22A5 mohou vést
Kk rozdilnym zavaznostem a nastupem onemocnéni, proto je dilezité hlidat hladinu

volného a celkového L-karnitinu v plazmé (Flanagan et al., 2010).

1.6.2 Sekundarni poruchy

Sekundarni deficit L-karnitinu (SCD) je charakteristicky zvySenym vylu¢ovanim
L-karnitinu mo¢i, ktery ma formu acylkarnitinu a k vylu¢ovani dochazi v disledku
nahromadéni organickych kyselin. V tomto pfipadé muze byt nedostatek L-karnitinu
zplisoben také farmakologickou lécbou, dédi€nou poruchou metabolismu, Spatnym

stravovanim, malabsorpci karnitinu ¢i zvySenou tubularni ztratou volného L-karnitinu
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(tzv. Fanconiho syndrom), hemodialyzou, peritonedlni dialyzou a mnoha dal$imi
aspekty. Tento deficit je méné zavazny vzhledem k jeho kratkodobym klinickym
dopadim a také se vyskytuje Castéji nez deficit primarni. Rozdilem také je, ze k SCD
dochazi v dusledku nebo spojeni s dalsi poruchou, nejcastéji jater a ledvin, vcetné
defektli v metabolismu mastnych kyselin nebo pii podavéani farmakologickych ¢inidel
(pivampicilin, kyselina valproova). SCD se také nachazi u pacient s renalni tubularni
poruchou, pii které dochdzi k nadmérmnému vyluCovani karnitinu a u pacientli na
hemodialyze. Pouze u pacientii na hemodialyze nebo i u lidi trpici rendlni tubularni
poruchou je deficit zpusobeny nedostatenym prostupem Karnitinu ptes dialyzacni
membranu a to u nékterych miize vést az k vy€erpani karnitinu a soucasné ke zvyseni

jeho esterifikované formy (Flanagan et al. 2010).

Nejcastejsi sekundarni poruchou je nedostatek acyl-CoA dehydrogenazy (MCAD)
vyskytujici se v bilé etnické skupiné obyvatel. Lidé s touto poruchou obvykle nejprve
onemocni hypoketotickou glykémii nebo Reyeovym syndromem, a to uz v 9. mésici po
narozeni. SCD lze odhalit pomoci hmotnostni spektrometrie, kterou muzeme urcit

vyluc¢ovanou hladinu karnitinu (Walter, 1996).

Podavanim karnitinu maze dojit ke zlepsSeni n€kolika zdravotnich problémd, které
mohou nastat napfiklad u uremickych pacientl, pacientd s poruchami srdce

a pohybovych schopnosti, pti chudokrevnosti a fadé dalsich (Flanagan et al., 2010).
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1.7 Vyznam jednotlivych karnitinovych metaboliti

1.7.1 Butyryl-L-karnitin

Obrazek ¢ 3: Vzorec Butyryl-L-karnitinu

<http://www.hmdb.ca/metabolites>.

0 /
N+
/ cH,
0] H3C
o-
Chemické vilastnosti

Chemicky vzorec: C11H21NO4
Priumérna molekulova hmotnost: 231,289

Monoizotopicka molekulova hmotnost: 231,147 Da

Obecna charakteristika

Je organickd sloucenina pevného skupenstvi patfici mezi lipidy, pfesnéji estery
mastnych kyselin a v této skupin€ je zafazena mezi acylkarnitiny. Ziskat ji mizeme

Z potravy ¢i endogenné syntézou. ZajiSt'uje signalizaci mezi buitkami a slouzi jako zdroj

energie pro katabolismus lipidii a pfepravu mastnych kyselin.

télnich tekutindch (krev, mozkomisni mok, moc€) a ve tkénich ji nalezneme ve

fibroblastu (Young et al., 2003; Bhala et al., 1995; http://www.hmdb.ca/metabolites).

Koncentrace této slouceniny v moci byla stanovena metodou DFI-MS/MS (Direct

Flow Injection / Mass Spectrometry) a u dospélych jedinc muze dosahovat hladin
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v rozmezi 0,12-1,81 umol-mmol-1 kreatininu (Bouatra et al., 2013). ZvySenou hladinu
tohoto metabolitu obvykle nachazime u pacienti s nedostatkem enzymu acyl-CoA-
dehydrogenazy (SCAD), u déti s akutni acid6zou a u dospélych stiedniho veéku trpicich
chronickou myopatii ve svalech (Young et al., 2003; Bhala et al., 1995;
http://www.hmdb.ca/metabolites).

1.7.2 Kreatinin
Obrazek ¢. 4: Vzorec Kreatininu prevzato z: <http://www.hmdb.ca/metabolites>.

H,C
\N

)\ O
NH

Chemické vlastnosti

HN

Chemicky vzorec: C4H7N30
Primérna molekulova hmotnost: 113,118

Monoizotopicka molekulova hmotnost: 113,059 Da
Obecna charakteristika

Kreatinin je organickd sloucenina pevného skupenstvi pattici mezi alifatické
heteromonocyklické slouéeniny a v buiice se nachazi v cytoplazmé. Mize byt také
oznacovan jako anhydrid kreatinu. Kreatinin se pfemistuje z krevni plazmy do ledvin
a vyluCuje se glomerularni filtraci. Jeho produkce v téle probihad nepfetrzit¢ a hladinu
kreatininu, ktera nam slouzi jako ukazatel spravné funkce ledvin, lze ziskat ze séra.
Zvysena hladina této slouceniny je obvykle spojena s poSkozenou funkci nefront.
Referencni rozmezi kreatininu je pro Zeny 60-110 pmol-l-1 a pro muze 45-90 umol-I-1.

Metabolismus kreatininu probiha v ledvinach, svalech, jatrech, slinivce bfiSni
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a nalezneme ho v bunéénych tekutinach (mo¢, krev, mozkomisni mok, plodova voda
a sliny) (Rule et al., 2004; http://www.hmdb.ca/metabolites). Normalni koncentrace
kreatininu v moci u dospélého ¢loveéka je asi 124757955 pmol-1-1 a byla stanovena
metodou LC-MS/MS (Liquid Chromatography / Mass Spectrometry) (Bouatra et al.,
2013).

1.7.3 Trimethylamin-N-oxid (TMAO)

Obrazek é. 5: Vzorec Trimethylaminu-N-oxidu prevzato z

<http://www.hmdb.ca/metabolites>.

CHy

Chemické vlastnosti

Chemicky vzorec: C3HgNO
Prumérna molekulova hmotnost: 75,109

Monoizotopicka molekulova hmotnost: 75,068 Da
Obecna charakteristika

TMAO je organickd, alifatickd acyklickd slouc¢enina. Vznikd oxidaci
trimethylaminu a najdeme ho u zvifat i lidi. Ma charakteristicky zépach po rybach.
TMAO je vyuzivam k vyrovnani zvySenych koncentraci mocoviny a mize byt pouzit
jako biomarker pro problémy s ledvinami. V krvi se hladiny TMAO zvySuji po poziti
potravin obsahujici karnitin nebo lecitin. V pfitomnosti TMAO dochazi k ukladéni

cholesterolu ve sténach tepen. V buiice se nachazi v cytoplazmé v pevném skupenstvi
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¢i télnich tekutinadch (krev, mo¢, sliny) nebo tkdnich (pokozka, ledviny, jatra)

(http://www.hmdb.ca/metabolites; Chung et al., 2005; Podadera et al., 2005).

Koncentrace TMAO byla stanovena metodou NMR (Nuclear Magnetic Resonance)
a u dospélych jedinci v mo¢i se pohybuje v rozmezi 4,8 - 509 pmol-mmol™ kreatininu
(Bouatra S et al., 2013).

1.7.4 Acetyl-L-karnitin (ALC)

Obrazek é. 6: Vzorec Acetyl-L-karnitinu prevzato z

<http://www.hmdb.ca/metabolites>.

O-
0
(|:H3 0]
H3C — [TI >: 0]
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CH, 3
Chemické vlastnosti

Chemicky vzorec: CoH17NO4
Prumérna molekulova hmotnost: 203,236

Monoizotopickd molekulova hmotnost: 203,116 Da
Obecnda charakteristika

Acetyl-L-karnitin je ester L-karnitinu a kyseliny octové, ktery umoznuje pohyb
acyl-CoA do matrix savéich mitochondrii za probihajici oxidace mastnych kyselin.
Je dilezitym metabolitem pro metabolismus lipidl, ale ma i roli neuroprotektivni

a muze pomdhat pii rdznych chorobnych procesech. ALC lze ziskat z potravy
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¢i syntézou a v organismu zajiStuje bunécnou signalizaci, slouzi jako zdroj energie
a zajiStuje pevnost membrany. Lze ho pouzit jako stabilizator nebo jako emulgator.
V buiice se obvykle nachazi v cytoplazmé, mitochondriich, cytoplazmatickém retikulu.
Dale ho najdeme v télnich tekutinach jako krev, mo¢, mozkomis$ni mok nebo tkanich
mozek, svaly, nervové bunky (Kamimori et al., 1994; Zanelli et al., 2005;
http://www.hmdb.ca/metabolites). Normalni koncentrace ALC u dospé€lych 0sob v mo¢i
je 0,4-5,9 umol-mmol™ kreatininu a byla stanovena metodou DFI-MS/MS (Bouatra et
al., 2013).

1.7.5 Betain (N, N, N - trimethylglycin)

Obrazek €. 7: Vzorec Betainu prevzato z: <http://www.hmdb.ca/metabolites>.

i e CH
-0 \
CH3
Chemické vlastnosti

Chemicky vzorec: CsH11NO,
Prumérna molekulova hmotnost: 117,146

Monoizotopickd molekulova hmotnost: 117,789 Da
Obecna charakteristika

Betain je N-trimethylova aminokyselina objevena v 19. Stoleti v cukrové fepé (Beta
vulgaris), odtud pochazi i jeho nazev. Casto je oznaGovan jako glycinbetain, aby se
odlisil od jinych betaini, které se nachazeji v mikroorganismech, rostlinach 1 Zivocisich.
Betain je dobrym darcem methylové skupiny a tim usnadiiuje nékteré chemické

procesy, zajistujici spravné fungovani jater, bunécné déleni a detoxikaci. Betain je také
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dalezity pfi tvorbé karnitinu a zajistuje spravné fungovani ledvin. Mizeme ho ziskat
Z potravy nebo oxidaci cholinu. Jeho nedostatek mize vést k metabolickému syndromu,
porucham metabolismu tukli, cukrovce a cévnim chorobam. Betain je pouzivan pro
1écbu onemocnéni jater, hyperkalemie, homocysteinemie a gastrointestinalnich poruch.
V bunice se nachazi v cytoplazmé a Vv organismu slouzi jako slozka metabolismu
glycinu, serinu a treoninu. Lze ho nalézt v nasledujicich télnich tekutinach (krev, moc)
¢i tkanich (tukova, kura nadledvin, moCovy méchyi, stievo, ledviny, jatra, svaly).
(Lever a Slow, 2010; http://www.hmdb.ca/metabolites). Koncentrace v mo¢i dospélych
jedinci je v rozmezi 2,7-24,7 pmol-mmol™ kreatininu a byla zjisténa pomoci metody

NMR (Nuclear Magnetic Resonance) (Bouatra et al., 2013).
1.7.6 L-karnitin
Obrazek ¢. 8: Vzorec L-karnitinu pievzato z: <http://www.hmdb.ca/metabolites>.
H,C
\ o
- NW
\ OH 0
CH,

H,C

Chemické vlastnosti

Chemicky vzorec: C7H1sNO3
Prumérna molekulova hmotnost: 161,199

Monoizotopickd molekulova hmotnost: 161,105 Da
Obecnd charakteristika

L-karnitin neni esencialni aminokyselina, je syntetizovan v téle a zajiSt'uje energii
vSem svalim, vcetn€ srdecniho. Je oznafovan za vitamin, aminokyselinu a zakladni

metabolit. Jako vitamin B obsahuje karnitin dusik a je velmi snadno rozpustny ve vode.
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Jeho funkci je pfepravovat lipidy do mitochondrii svalovych bunék, vétsina karnitinu se
do téla dostava z potravy. Nedostatek L-karnitinu je spojen s poruchami funkce jater
a svalovou slabosti. L-Karnitin se nachazi v bufice v cytoplazmé, mitochondriich,
endoplazmatickém retikulu ¢i extracelularné. L-karnitin je ptitomen Vv télnich tekutinach
(krev, mozkomi$ni mok, moc€) a tkanich (tukova, erytrocyty, mozek, mocovy méchyt,
jatra, plice, srde¢ni sval, nervové buiiky) (http://www.hmdb.ca/metabolites). Normalni
koncentrace L-karnitinu v mo¢i u dospé€lého c¢lovéka je vrozmezi 0,62-15,21
umol-mmol™ kreatininu. Tato koncentrace byla stanovena metodou DFI-MS/MS
(Bouatra et al., 2013).

1.7.7 Kreatin

Obrazek ¢. 9: Vzorec Kreatininu prevzato z: <http://www.hmdb.ca/metabolites>.

NH
PR on
H,N N /\H/
(l:H3 o)
Chemické vilastnosti

Chemicky vzorec: C4HgN30,
Prumérna molekulova hmotnost: 131,133

Monoizotopickd molekulova hmotnost: 131,069 Da
Obecna charakteristika

Kreatin je aminokyselina nachazejici se ve tkanich, moci a svalech obratlovci jako
kreatinfosfat. Je vylucovan jako kreatinin do moci a je dilezitym zdrojem energie pro
bunky. U ¢loveka je kreatin syntetizovan piedevsim v jatrech za pomoci tfech riznych

aminokyselin argininu, glycinu a metioninu. Kreatin ma pevné skupenstvi a v buiice je
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ulozen v cytoplazmé a mitochondriich. Dale ho miizeme najit v télnich tekutinach (krev,
moc¢, mozkomisni mok) a tkanich (tukova, mozek, kize, mocovy meéchyt, srdce,
ledviny, jatra) (Yoshizumi a Tsourounis, 2004; http://www.hmdb.ca/metabolites).
Koncentrace kreatinu vmoc¢i u dospélych jedinci se pohybuje v rozmezi
3 - 448 pmol-mmol™ kreatininu a byla stanovena metodou NMR (Bouatra et al., 2013).

1.7.8 Acetylcholin (ACh)

Obrizek &. 10: <Vzorec Acetylcholinu pievzato z: <http://www.hmdb.ca/metabolites>.

H,C

0
\
H3C —/N\/\OJ-kCH3

H5C

Chemické vlastnosti

Chemicky vzorec: C7;H15NO,
Prumérna molekulova hmotnost: 146,207

Monoizotopickd molekulova hmotnost: 146,118 Da
Obecna charakteristika

Acetylcholin je neurotransmiter, ktery je dtlezity pro nervovy systém. U obratlovct
je dilezity zejména pro nervové ploténky, parasympatikus a dal§i mista centralniho
nervového systému. V organismu clovéka slouzi jako slozka metabolismu
glycerofosfolipidii a v bunice ho najdeme v cytoplazmé ¢i jadrech. ACh lze detekovat
Zz mozkomiSniho moku a tkani (tukova tkan, stievo, ledviny, moCovy méchyt, plice,
svaly, nervové bunky) (http://www.hmdb.ca/metabolites; Shirahata et al., 2007).
Normélni koncentrace acetylcholinu v mozkomisnim moku se pohybuje okolo

0,034 + 0,009 pmol-1™ (Jia et al., 2004).
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1.7.9 Cholin

Obrazek ¢. 11: Vzorec Cholinu pievzato z: <http://www.hmdb.ca/metabolites>.

H3C\ oH
N/\/

c” \
CH

Hj

3

Chemické vlastnosti

Chemicky vzorec: CsH14NO
Primérna molekulova hmotnost: 104,171

Monoizotopickd molekulova hmotnost: 104,108 Da
Obecna charakteristika

Cholin je zakladni stavebni slozkou lecitinu, ktery se nachazi pfevazné v rostlinach
a organech zivocichl. Vznikd syntézou acetylcholinu a poskytuje methylovou skupinu
pro rizné metabolické procesy, zejména pro metabolismus tukti. V soucasné dobé¢ je
cholin povazovéan za dilezity vitamin, ktery ¢lovék miize ziskat pievdzné z potravy.
Potraviny obsahujici cholin jsou vejce, jatra a arasidy. Nejvétsi mnozstvi cholinu
se nachazi ve fosfatidylcholinu nebo lecitinu. Cholin Ize detekovat z télnich tekutin
(mo¢, krev, matetské mléko, sliny, mozkomis$ni mok) a tkéni (bazalni ganglia, mocovy
meéchyt, mozek, klze, stievo, ledviny, jatra, svaly). Nedostatek cholinu muze vést
K porucham jater a az k jejich celkovému poskozeni (http://www.hmdb.ca/metabolites).
Normalni koncentrace cholinu u dospélého clovéka se pohybuje v rozmezi
1,4 - 1,6 pmol-mmol™ kreatininu a byla zjisténa pomoci metody NMR (Bouatra et al.,
2013).
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1.8 Analytické metody pro stanoveni L-karnitinu a acylkarnitina

Pro rozbor L-karnitinu a acylkarnitini se pouziva Siroka Skala odlisSnych metod
zalozenych na zcela riznych analytickych principech. Metody stanovujici L-karnitin
(volny, celkovy L-karnitin) a acylkarnitiny jsou Siroce pouzivané v klinickych
laboratofich. K sou¢asnym metodam pro stanoveni volného karnitinu a jeho esterti patii
spektrofotometrické a radioenzymatické testy za pouziti [acetyl-1-*C] CoA. Mezi
jako je napiiklad vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) s UV detekei,

GC/MS (plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii) a kapilarni elektroforéza

(Méder et al., 2005).

1.8.1 Enzymaticka analyza

Kvantitativni analyza L-karnitinu je urcena pro vzorky moci, plazmy a tkané.
V této analyze se testuje L-karnitin pomoci L-karnitin- acyltransferazy s nebo bez
hydrolyzy estertt L-karnitinu. Tato reakce umoziuje zjiStovat pouze volny karnitin a
acylkarnitiny musi byt hydrolyzovany. Rozdil celkového a volného L-karnitinu udava
mnozstvi acylkarnitini ve vzorku. Metoda ur¢uje volny L-karnitin pomoci nastiiku do
bioreaktoru, kde se nachazi acyltransferaza, kterd minimalizuje spotfebu acetylu-CoA.

Tuto reakci zndzorfiuje schéma na obrazku ¢. 12 (Moder et al., 2005).

Obrazek €. 12: Schéma enzymatické reakce volného karnitinu (M.Moder et al.,
2005).

Karnitin-acyltransferaza

> Acetyl-L-karnitin +CoASH
1. acetyl- CoA +volny L-karnitin ""-.\_\— &

Dithiobenzoat +

Ht  +/ Trinitrobsrzenzoét CoAS-Trinitrobenzoat
[chroemefor)

3. Ecintilacni méreni nebo UV detekce
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Po reakci s karnitin-acyltransforazou, acetylem-CoA a dithiobenzoatem je volny L-
karnitin stanoven spektrofotometricky. Pro ovéfeni se pouziva vicestupiiova
enzymatickd kaskada zahrnujici adenosinmonofosfat. Citlivost a reprodukovatelnost
této metody garantuje piresné méteni koncentrace karnitinu i na pmolekularni Grovni.
Spektrofotometrie je velice Casto ovlivnéna UV absorpci slou¢enin s podobnou vinovou
délkou a tim dochazi k fale$né pozitivnim vysledkim L-karnitinu. Tato metoda je tedy
vhodna pro analyzu celkového a volného karnitinu, ale neni vhodna pro diagnostiku
speciadlnich diagnostickych poruch charakterizovanych nahromadénim a vylucovanim

jednotlivych esterti karnitinu (Moder et al., 2005).

1.8.2 Chromatografické metody

Analyzu L-karnitinu lze provést jak pomoci plynové tak kapalinové

chromatografie.
Plynova chromatografie (GC)

Jednou z metod pro analyzu L-karnitinu je jiz zmifiovana plynova chromatografie
s hmotnostni detekci, kterd pfi vyuziti chemické ionizace na rozdil od elektronové
ionizace Setfi Cas potiebny pro piedupravu vzorku (pfeménu L-karnitinu do jeho tepelné
stabilnich t€kavych derivati). Pro pfesnou identifikaci a kvantifikaci L-karnitinu se

pouzivaji znacené estery L-karnitinu jako vnitini standardy.
Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Dalsi metodou stanovujici L-karnitin je HPLC umoznujici screening profilu
celkoveho a volného karnitinu, ale i1 kvantitativni stanoveni acylkarnitini. Analyza
probiha za pouZiti predklonky, ktera je ur€end pro chemickou derivatizaci, nasleduje
separani kolona a detekce na UV ptipadné fluorescenénim detektoru. Pouzité
mnozstvi vzorku pro analyzu je asi 150 mm?® plazmy, 350 mm?® mo¢i nebo 20 mg tkans.
Pii analyze HPLC dojde k oddéleni derivati L-karnitinu od derivatt ostatnich latek

(Moder et al., 2005). Pro ptecisténi karnitinu byl pouzit 4’-fenacylbromid rozpustény
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v acetonitrilu s40 % roztokem hydroxidu tetrabutylamonného. Precisténi vzorku
umoziuje ziskat dobré vysledky i pro L-karnitin v séru. Metoda HPLC ma také své
nevyhody, jelikoz je velice pracna a je obtizné ziskat informace o neznamych latkach,
ale stale patii k nejpouzivangjsim chromatografickych technikdm pro analyzu L-

karnitinu (Mdder et al., 2005).

1.8.3 Hmotnostni spektrometrie (MS) v analyze L-karnitinu

Vzhledem k omezené iontové povaze a nedostatecné volatilité¢ karnitinu pii GC-MS
a LC-MS byly vyvinuty alternativnéjsi ptistupy ionizace. A to rozbijeni rychlymi atomy
(FAB) MS, desorp¢ni chemicka ionizace (DCI) MS, ionizace za atmosférického tlaku
(API) MS, a nebo ionizace laserem za pfitomnosti matrice (MALDI) MS. Metoda MS
poskytuje informace o profilu acylkarnitinli i o koncentracich jednotlivych latek bez
predbézné separace a je vhodné pro stanoveni kvartérnich amoniovych 1é¢iv strukturné
podobnych karnitinu. Interpretace MS spekter je ale n¢kdy obtizna, protoze dochazi ke
vzniku Sumu, ktery doprovazi jednotlivé latky. Selektivita a citlivost hmotnostni
spektrometrii mize byt zlepSena technikami MS-MS, které piesné definuji cilové
analyty a jsou pouzivany pro kvantifikaci a poskytuji znalosti 0 analytech v ramci studii
(Moder et al., 2005).

lonizace elektrosprejem (ESI)

Pro analyzu L-karnitinu je nejvhodnéj$i ioniza¢ni technikou ionizace
elektrosprejem, ktera se vyznacuje vysokonapétovym nastiikem obsahujicim kovovou
kapilaru na kterou je vklddano vysoké napéti (3-5 kV), kterd za ptispéni zmlZzujiciho
plynu umozii vznik kapic¢ek, obsahujicich na povrchu velké mnoZstvi naboji po
nasledném odpateni rozpoustédla dojde ke zvySeni hustoty povrchového néaboje. Pii
dosaZeni kritick¢é hodnoty povrchového naboje dojde k tzv. Coulombické explozi a
vzniku mnoha menSich kapicek srozdélenym plvodnim ndbojem. V konecné fazi

ionizace vznikaji ionty analyti v naSem ptipadé L-karnitinu. L-karnitin se jevi jako

32



obojetny ion (uvniti molekuly se nachazeji kladné a zaporné naboje). (Moder et al.,
2003).

Specialni metodou pro stanoveni acylkarnitini je kombinace mikroextrakce na
pevné fazi (SPME - Solid Phase Microextraction) a elektrosprejové ionizace
s hmotnostni spektrometrii (ESI-MS). Tato Metoda je vhodnd pro vzorky moce

a plazmy obsahujici nizké koncentrace L-karnitinu a acylkarnitind (Moder et al., 2005).

1.8.4 Metody MS/MS

Pfi tandemové hmotnostni spektrometrii ¢i analyze MS/MS slouzi prvni analyzator
k oddéleni prvotniho (prekurzorového) iontu od smési iontl vytvofené béhem
ioniza¢niho procesu (napiiklad ESI). Oddélené ionty poté prochazeji koliznim
¢lankem, ktery je naplnény koliznim plynem. Ionty se rozpadaji dle podminek
nastavenych v kolizni cele (kolizni indukovana disociace) a nasledné mize byt za
pomoci druhého hmotnostniho analyzatoru provedena analyza fragmentii vzniklych pfi
kolizi. Vysledné hmotnostni spektrum obsahuje vSechny fragmenty pfedem vybraného

iontu a poskytuje informace o struktuie latek. (Mueller et al., 2003).

Analyza acylkarnitini v plazmé pomoci ESI-MS-MS je tG¢innou a rychlou
metodou pro urceni poruch souvisejicich s membranovymi transportnimi procesy a diky
tomu muize byt 1é€ba zahajena okamzité. V souCasné dob¢ jsou ale nejvice pouZivany
analytické metody pro analyzu L-karnitinu vyuzivajici kapalinovou chromatografii

spojenou s hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS) (Mdder et al., 2005).
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Tabulka €. 2: Piehled metod pro stanoveni karnitinovych metaboliti v mo¢i

(Mansour et al., 2013).

analyty matrice Metoda Derivatizaé detekce

stanoveni ni ¢inidlo

CO, C2, C3,C4, mo¢ ESI- Butanol-HCI MS/MS
C5, C5-0OH, C6, MS/MS

C8, C8:1, C10,

C10:1, C12, C14,

C14:1,C140H,

C16, C16:1,

C160H,

C16:10H, C18,

C180H,

C18:10H,

C18:20H

Co, C2 mo¢ HILIC - MS
C0, C2, C3, mo¢ IPLC HFBA MS/MS
C5,Cé6, C8, C14,

Cl6, C18

C3, C4, C5, C5:1, mo¢ GC DIPEA MS
C6, C8

CO, C2, C3, C5, mo¢ CE BPTS UV pii
C6, C8 260 nm

CO0 karnitin, C2 acetyl-L-karnitin, C3 propionylkarnitin, C4 butyrylkarnitin, C5 valerylkarnitin,
C5:1 triglylkarnitin, C5-OH 3-hydroxy-isovalerylkarnitin, C6 hexanoylkarnitin, C8
octanoylkarnitin, C8:1 octenoylkarnitin, C10 decanoylkarnitin, C10:1 decenoylkarnitin, C12
lauriylkarnitin, C14 myristoylkarnitin, C14-OH 3-hydroxytetradecanoylkarnitin, C14:1
tetradecenoylkarnitin , C16 palmitoylkarnitin, C16:1 hexadecenoyl-L-karnitin, C16:10H-3-
hydroxy-palmitoleoylkarnitin, C160H-3-hydroxy-hexadecanoylkarnitin, C18 stearoylkarnitin,
C18:1 oleylkarnitin, C18:10H 3-hydroxyoctadecenoyl, C18:20H 3-hydroxylinoleylkarnitin,
C180H 3-hydroxyoctadecanoyl, CE kapilarni elektroforéza, DIPEA N,N-diisopropylethylamin,
HFBA kyselina heptafluorobutyrova, BPTS 4’-bromfenacyl trifluoromethansulfonat, IPLC
iontove parovaci kapalinovd chromatografie.
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1.9 Hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC)

Toto oznaceni bylo poprvé pouzito v roce 1990 pro chromatografickou techniku,
pfi které analyty interaguji s hydrofilni stacionarni fazi, a eluce probihd za pomoci
binarni hydrofilni mobilni faze, kterd obsahuje slozku vody jako elu¢ni cinidlo.
Mechanismus metody HILIC neni stale plné objasnén a mezi doporucované postupy
patii rozdélovani mezi hydrofobni ¢asti mobilni faze a silné hydrofilni vrstvou vody.
Hydrofilni vrstva vody je na povrch polarni staciondrni faze, kterd ma za kol pfenaset
vodu. Mezi nejvice pouzivané stacionarni faze patii silikagel a silikagel modifikovany
aminopropylovou funkéni skupinou. Pro retenci a selektivni separaci analytl zasaditého
charakteru je vhodn&j$i pouziti staciondrni faze modifikované amidovou nebo
zwitteriontovou sulfbetainovou skupinou. Pro ovlivnéni retence se pouziva piidavek
pufri do mobilni faze s tim, ze obvykle retence klesa, zatimco se zvySuje koncentrace
soli. Toto neni podminkou a muze vzniknout i opa¢ny jev. Pro spojeni HILIC s MS jsou
aplikovany tékavé amonné soli kyseliny mravencéi a octové za pouziti mobilni faze

s vysokym obsahem acetonitrilu. Volba pH mobilni faze zaleZi na vlastnostech analytu.

V mobilni fazi HILIC je zastoupeno vysoké procento organické slozky (predevsim
acetonitril (ACN) s obsahem > 50 %) a vodna slozka je tvofena z malého procenta vody
¢i tékavého pufru. Pro dodrZeni podminek pro vodnou HILIC by mél byt obsah vodné
sloZky minimalné 2,5 %. Volba organického rozpoustédla ovliviiuje retenci pi1 HILIC
separaci a elucni sila organickych rozpoustédel se zvySuje se vzrlstajici polaritou
rozpoustédla. Nejvice pouzivanym rozpoustédlem je ACN pii ¢emZ ostatni jsou
pouzivany spise ke zméné selektivity systému. Uginek separace HILIC je také zavisla
na rozpoustedle, ve kterém je rozpustén vzorek, ten by mél byt rozpustén v rozpoustédle
podobnému sloZeni jako je mobilni faze pfi analyze. Pokud je pro separaci pouzit
vzorek rozpustény v rozpousStédle s vysokym obsahem vody, dochazi ke ztratam
ucinnosti separace, sniZeni retence a distorzi piku. Tvar piku ovliviluje také davkovany
objem a ten by mél byt co nejmensi, aby nedochédzelo k rozmyvani chromatografickych

pikd (Novakova, 2013).
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1.9.1 Vyhody metody HILIC

Metoda HILIC je vhodna pro spojeni s ionizaci pomoci elektrospreje a to diky
mobilnim fazim s vysokym obsahem ACN a dale poskytuje dobrou retenci pro polarni
latky. Umoziuje piimy nastiik extrakti ziskanych z RP extrakce na tuhou fazi a to bez
odpatfovani a opétovného rozpusténi. Pouziti vysokych pritokli mobilni faze snizuje
zpétny tlak v systému. HILIC je jednoduchou nahradou chromatografie na normalnich
fazich, ktera je Spatné reprodukovatelnd a zpiisobuje problémy pii spojeni s MS detekci

(Novékova, 2013).

1.9.2 Aplikace metody HILIC

Tato metoda se stala v posledni dobé velice pouzivanou v oblasti farmacie
a bioanalytiky. Pomoci této metody lze piedejit problémim pii vyvoji analytické
metody. Nejpouzivangjsi stacionarni fazi v okruhu HPLC je kolona Atlantis HILIC na
bazi klasického silikagelu (Novakova, 2013).
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2 Cile prace

Shromézdit literaturu o metabolismu karnitind, jejich slozeni v mo¢i a vyznamu

Vv klinické diagnostice.

Ptipravit pfehled o soucasnych metodach analyzy profilu karnitini v moci nebo

krevnim séru.

Ziskat zakladni laboratorni trénink v pfipravé vzorkli a analyze karnitind
instrumentalni metodou kapalinové chromatografie - hmotnostni spektrometrie (LC-

MS).

Vyzkouset metodu pro stanoveni profilu karnitin v moc¢i a porovnat kontrolni

vzorky se vzorky pacienti s diagnostikovanou rakovinou.
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3 Metodika

3.1 Pouzité chemikalie

Vsechny pouzité chemikalie byly analytické Cistoty vhodné pro analyzy s vyuzitim

kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci. VSechny chemikdlie pouzité v mé

préci jsou sumarné uvedeny v tabulce ¢islo 3.

Tabulka ¢. 3: Chemikalie pouzité pro analyzu.

Latka Vyrobce
Karnitin Sigma—Aldrich (Némecko)
D3-karnitin Chemical Innovations Limited (Velka Britanie)

Acetyl karnitin
Butyrylkarnitin
Isobutyrylkarnitin
Betain

Cholin
Trimethylamin-N-oxid
Kreatin

Kreatinin
Acetylcholin
Acetonitril (ACN)
Methanol (MeOH)
Hydroxid amonny (30%)

Uhli¢itan amonny

Santa Cruz Biotechnology (Némecko)
Santa Cruz Biotechnology (Némecko)
Santa Cruz Biotechnology (Némecko)
Calbiochem (Némecko)

Fluka (Némecko)

Sigma -Aldrich (Némecko)
Chemapol (Velka Britanie)

Sigma -Aldrich (Némecko)

Fluka (Némecko)

Fisher Scientific (Velka Britanie)
Fisher Scientific (Velka Britanie)
Sigma-Aldrich (Némecko)

Sigma —Aldrich (Némecko)

3.2 Pouzité instrumenty

Accela Autosampler (Thermo Scientific, USA)
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Accela 600 Pump (Thermo Scientific, USA)

Hmotnostni detektor (linearni iontova past) LTQ-XL (Thermo Scientific, USA)

Analytické vahy - typ R-200D (Sartorius, Némecko)

Centrifuga - Universal 320 R (Hettich Zentrifugen, Némecko)

pH metr — typ HI 9024 (HANNA Instruments, Némecko)

3.3 Priprava roztoki standardi pro analyzu

Jednotlivé standardy byly navazeny na analytickych vahach a nasledné rozpustény

v 10 ml deionizované vody s vyjimkou Isobutyrylkarnitinu, ktery byl rozpustén v 5 ml

deionizované vody. Takto pfipravené roztoky byly déale fedény pomoci deionozované

vody az na vyslednou koncentraci 0,5 mmol-1"” kazdého standardu.

Tabulka & 4: Piiprava roztoki standardi o koncentraci 0,5 mmol-17.

Nazev MW  MW-HCI m V20 c Va Vg

[mg]  [ml]  [omol-ul™]  [ul] [ul]
Karnitin 162,21 197,7 1,58 10:1 0,974 513 487
D3-karnitin 165,23 200,62 1,56 10:1 0,944 530 470
Acetylcarnitin 204,25 239,7 2,05 10:1 1,004 498 502
Butyry karnitin 232,3 267,77 2,31 10 0,994 503 497
Isobutyrylkarnitin 232,3 1,00 5 0,861 581 419
Betain 118,16 153,6 1,52 10 0,990 505 495
Cholin 104,17 139,63 4,35 10 3,115 161 839
Trimethylamin-N-oxid 76,12 0,84 10 1,104 453 547
Kreatin 131,14 1,37 10 1,045 478 522
Kreatinin 113,12 1,18 10 1,044 479 521
Acetylcholin 146,21 181,67 1,88 10 1,032 484 516

V2o = Objem vody, v niz byla rozpusténa zakladni navazka standardu, takto byl pripraven

pracovni roztok o koncentraci ¢ (nmol-ul’"); Vs = Objem standardu pro pripravu vysledného
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roztoku standardu o koncentraci 0,5 mmol-I'; g = Objem vody pro piipravu vysledného roztoku

o koncentraci 0,5 mmol-I'".

3.4 Priprava mobilni faze pro analyzu HPLC

Jako mobilni faze pro analyzu byly pfipraveny dva roztoky. Prvni mobilni faze (A)
byla slozena z 20 mmol-1™ roztoku uhli¢itanu amonného, u kterého bylo upraveno pH

na 9,2 pomoci 30% hydroxidu amonného. Druhou mobilni fazi (B) byl 90 % ACN.

3.5 Popis pouzitych vzorku pro méreni

Pro skupinu pacientli bylo pouzito 43 vzorkd moci zen razného véku, rozdilné
medikace a rozdilného stddia nemoci, u kterych byla diagnostikovana rakovina prsu.

Jako kontrolni skupina bylo zvoleno 6 zdravych Zen ve véku od 30 do 60 let.

Tabulka ¢. 5: Vzorky pouzité pro méfeni na hmotnostnim analyzatoru LTQ.

poradové pacient pohlavi vk anamnéza Cireatin
Sislo kod [mmol-17]
1 1F-22 zena 71 RP 4.848
2 1F-24 zena 62 RP 3.644
3 1F-25 zena 58 RP 8.809
4 1F-28 zena 63 RP 5.539
5 1F-30 zena 59 RP 7.547
6 1F-32 Zena 73 RP 9.707
7 1F-34 Zena 67 RP 13.823
8 1F-36 zena 58 RP 8.503
9 1F-39 Zena 50 RP 4.636
10 1F-40 Zena 68 RP 8.271
11 1F-41 Zena 62 RP 10.307
12 1F-42 Zena 73 RP 8.776
13 1F-43 Zena 65 RP 4.784
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14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46

1F-44
1F-45
1F-46
1F-47
1F-48
1F-49
1F-50
1F-51
1F-52
1F-53
1F-54
1F-56
1F-57
1F-59
1F-60
1F-61
1F-63
1F-67
1F-68
1F-70
1F-72
1F-73
1F-75
1F-76
1F-78
1F-82
1F-90
1F-97

1F-100

1F-101
1F-83
1F-84
1F-85

zena
zena
zena
zena
zena
zZena
zZena
zena
zZena
zena
zena
zZena
zena
zena
zena
zena
zena
zena
zena
zena
zena
zena
zena
zena
zena
zena
zena
zena
zena
zena
zena
zena

zena

64
45
63
58
60
72
67
62
57
60
58
52
67
81
65
62
61
72
56
51
51
55
70
62
73
67
64
72
61
57
54
33
30
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RP
RP
RP
RP
RP
RP
RP
RP
RP
ORP
RP
RP
RP
RP
RP
RP
RP
RP
RP
RP
RP
RP
RP
RP
RP
RP
RP
RP
RP
RP

12.401
2.321
4.751

19.365
7.059

18.538

10.839

14.473
3.851

10.286
3.644

3.84
4.126

14.917
3.321

13.061
1.566
13.38
5.839

2.47
9.337

11.596
1.341
1.496

12.984
9.985

17.394

21.499
8.406
7.106
5.654

15.358
5.531



47 1F-89 Zena 58 K 8.197
48 1F-92 Zena 43 K 14.109
49 1F-93 Zena 38 K 16.758

RP= rakovina prsu; ORP= oboustrannd rakovina prsu; K = kontrola

3.6 Parametry HPLC analyzy

Pro LC-MS analyzu byla pouzita kolona ZIC-pHILIC, 150x4,6mm, Sum (Merck,
Némecko), béhem analyzy byl kolonovy prostor vyhfivan na 35°C. Pro analyzu byly
pfipraveny mobilni faze dle postupu uvedené¢ho vyse. Mobilni fazi A byl 20 mmol-1*
roztok (NH4),CO3; o pH=9,2 a mobilni fazi B byl 90% ACN. Gradient pro analyzu byl
nastaven podle tabulky ¢islo 6. Pratok mobilni faze byl 400 pl/min a nastiik vzorkt

5pul.

Tabulka ¢&. 6: Gradient pouZity pro HPLC separaci.

RT A B
[min] — [%] [%]
0 80 20
20 20 80

20,1 5 95
23,3 5 95
23,4 80 20

30 80 20

RT = retencni cas; A = mobilni faze A; B = mobilni faze B
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3.7 Parametry pro nastaveni hmotnostniho detektoru

Tabulka €. 7 Parametry hmotnostniho detektoru LTQ.

Teplota na kapilate [°C] 300
Teplota iontového zdroje [°C] 250

Susici plyn 1 30

Susici plyn 2 20

Susici plyn 3 1

Napéti na zdroji [kV] 2,50

Napéti na kapilare [V] 40

Napéti na cockach [V] 90

Rychlost skenovani 1 sken/25 milisekund
Hmotnostni rozsah [Da] 75-850
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4 Vysledky a diskuze

V této bakalarské praci bylo zkoumano 49 vzorkti moci zen s diagnézou rakoviny
prsu a to jak jednostranné tak oboustranné varianty. Vzorky moci byly poskytnuty pro
analyzu z Nemocnici Ceské Budgjovice a.s. Analyza probihala pomoci kapalinového
chromatografu s hmotnostni detekci (linearni iontova past). Jak uz bylo zminéno vyse,
ze vzorkl moc¢i byly detekovany nasledujici latky: L-karnitin, Acetyl-L-karnitin,
Butyryl-L-karnitin, Isobutyryl-L-karnitin, Kreatinin, Kreatin, Trimethylamin-N-oxid,
Acetylcholin, Cholin, Betain a to metodou kapalinové chromatografie s hmotnostni
detekci. V tabulce ¢. 8 jsou jednotlivé analyty vypsany a doplnény o hodnoty ziskané
Z chromatogramii a hmotnostnich spekter jednotlivych analytti. Tabulka ¢. 8 obsahuje
nasledujici veli¢iny retencni Cas, molekulovou hmotnost, monoizotopickou, hmotu
protonované molekuly a hmotu nejintenzivnéjSiho fragmentu. Déle jsou pftilozeny
jednotlivé rekonstruované chromatogramy a hmotnostni spektra (MS, MS/MS) pro
vSechny sledované analyty. VSechna hmotnostni spektra byla snimdna formou

dependentniho skenu pfi kolizni energii 30 (kolizni indukovana disociace - CID)

Tabulka ¢ 8 Hodnoty ziskané zchromatogrami a hmotnostnich spekter

jednotlivych analytu.

Nazev RT My M MS MS*
[min] [g-mol™] [Da] [M+H]"
L-karnitin 10,4 161,2 161,1 162,2 103,0
Acetyl-L-karnitin 8,8 203,2 203,1 204,2 1449
Butyryl-L-karnitin 7,2 231,2 231,1 232,2 173,0
Kreatinin 7,8 113,1 113,0 1141 86,0
Kreatin 11,5 1311 131,0 132,2 90,0
Betain 8,9 1171 117,7 118,1 59,0
Trimethylamin-N-oxid 8,6 75,1 75,0 76,1 58,1
Acetylcholin 12,4 146,2 146,1 146,2 87,0
Cholin 15,5 104,2 104,1 104,1 60,1

RT je retencni cas detekované latky
M [Da] monoizotopickda hmota latky
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Jednotlivé studované metabolity latky byly podrobeny kvalitativni a kvantitativni
analyze. Kvalitativni analyza probihala na zakladé¢ porovnani retencnich Ccast
a hmotnostnich spekter (MS 1 MS/MS) s roztoky standardl sledovanych metabolitt. Pro
kvantitativni analyzu byla v prvnim kroku vyuzita externi kalibrace jednotlivych
analytli, v druhém kroku byla pro piesnéjsi kalibraci navrzena metoda kalibrace na
izotopicky znacené interni standardy. Tato metoda nebyla v préci pln€ vyuzita z divodu

extrémni Casové a financni naroc¢nosti pofizeni téchto standardi.
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Obrazek ¢. 13: Chromatograficky zaznam (chromatogram) L-karnitinu.

RT: 0.00 - 24.00
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Rekonstruovany chromatogram (XIC) pro hmotu [162,1£0,5 Da]

Obrazek ¢. 14: Hmotnostni spektra L-karnitinu.
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[50.00-175.00]

A: Plny sken: ESI+ (75-400 Da); B: MS/MS mode: ESI+ (50-175 Da), CID 30
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Obrazek ¢. 15: Chromatogram Acetyl-L-karnitinu.
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Rekonstruovany chromatogram (XIC) pro hmotu 204, /+0,5 Da.
Obrazek ¢. 16: Hmotnostni spektra Acetyl-L-karnitinu.
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A: Plny sken: ESI+ (75-400 Da); B: MS/MS mode: ESI+ (50-215 Da), CID 30
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Obrazek ¢. 17: Chromatogram Bytyryl a isobutyryl-L-karnitinu.
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Rekonstruovany chromatogram (XIC) pro hmotu 232,2+0,5 Da.
Obrazek ¢. 18: Hmotnostni spektra Butyryl-L-karntinu a isobutyryl-L-karnitinu.

1004 232.2 NL: 1.02E6
E| 057#1409-1435 RT:
00 7.227.32 AV: TF:
E ITMS + c ESI Full ms
80 A [75.00-850.00]
704
60
50
407
307
20
E 233.2
10
7852 1023 1263 1633 1733 2123 12342 258.3 2833 3003 3273 344.3 3722 3912 402.4
1087 173.0 NL: 2.08E5
] 057#1422 RT:7.27
904 AV:1F: ITMS + c ESI
3 d Full ms2
80 232.14@cid30.00
E [50.00-245.00]
707 g5.0 B
60
50
407
305
20
103
1 |857 129.1 1441 155.0| 1740 232.1
0T pimrmm e R T — et —
100 150 200 250 300 350 400
m/z

A: Plny sken: ESI+ (75-400 Da); B: MS/MS mode: ESI+ (50-245 Da), CID 30
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Obrazek ¢. 19: Chromatogram Kreatininu.
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Rekonstruovany chromatogram (XIC) pro hmotu 114, /40,5 Da.

Obrazek ¢. 20: Hmotnostni spektra Kreatininu.
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: Plny sken: ESI+ (75-400 Da); B: MS/MS mode: ESI+ (50-125 Da), CID 30



Obrazek €. 21: Chromatograficky ziznam Kreatinu.
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Rekonstruovany chromatogram (XIC) pro hmotu 132,1+0,5 Da.

Obrazek ¢. 22: Hmotnostni spektra Kreatinu.
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A: Plny sken: ESI+ (75-400 Da); B: MS/MS mode: ESI+ (50-145 Da), CID 30
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Obrazek €. 23: Chromatograficky ziznam Betainu.
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Rekonstruovany chromatogram (XIC) pro hmotu 118,1+0,5 Da.

Obrazek €. 24: Hmotnostni spektra Betainu.
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Obrazek €. 25: Chromatogram Trimethylaminu-N-oxidu.
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Rekonstruovany chromatogram (XIC) pro hmotu 76, /0,5 Da.

Obrazek ¢. 26: Hmotnostni spektra Trimethylaminu-N-oxidu.
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A: Piny sken: ESI+ (75-400 Da); B: MS/MS mode: ESI+ (50-90Da), CID 30
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Obrazek ¢. 27: Chromatogram Acetylcholinu.
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Rekonstruovany chromatogram (XIC) pro hmotu 146,1+0,5 Da.
Obrazek ¢. 28: Hmotnostni spektra Acetylcholinu.
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A: Piny sken: ESI+ (75-400 Da); B: MS/MS mode: ESI+ (50-160 Da), CID 30
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Obrazek €. 29: Chromatogram Cholinu.

RT: 0.00 - 24.00
1005

9.60

© ©
o a

15.48

(o2}
a

15,61

9.76 10,64 \
W"‘M,‘, 11.11 | 15.80
W,

1516 | 16.00 19.61
P o ,mj e 17.24 19. 21.35

9.44

o

o

NL:

7.23E4

m/z=
103.6-104.6 F:
ITMS + c ESI
Full ms
[75.00-850.00]
MS 057

23.74

Mwwﬁ@m AR AT g gy P

o

8 10 12

Time (min)

14 16 18 20 22

Rekonstruovany chromatogram (XIC) pro hmotu 104,1+0,5 Da.

Obrazek €. 30 Hmotnostni spektra Cholinu.
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NL: 1.83E5
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: Plny sken: ESI+ (75-400 Da); B: MS/MS mode: ESI+ (50-115 Da), CID 30



Rekonstruovany chromatogram (XIC) pro hmotu 104,1+0,5 Da obsahuje dva piky,
jeden pik v retencnim Case 15,48 min patfi nami analyzované latce Cholinu a druhou
latkou s retencnim casem 9,60 min je N,N-dimethylglycin. Tyto dvé latky maji stejnou
molekulovou hmotnost, a proto zde vidime dva piky. N,N-dimethylglycin neni kvartérni

amin, a proto jsem se touto latkou déle nezabyvala.
Analyza karnitinovych metaboliti v mo¢i

Jednim z cili této prace byla analyza L-karnitinu a jemu podobnych metaboliti
v moéi u pacientek s rakovinou prsu a tyto data porovnat s naméfenymi hodnotami

zdravych zen.

Tabulka ¢. 9: Hodnoty priméru a smérodatné odchylky vypoctené z detekovanych ploch
piki jednotlivych metabolitii vztaZzenych na plochu piku interniho standardu (D3-

karnitin) a koncentraci kreatininu u pacientek s rakovinou prsu.

Metabolit Butyryl-L- Trimethylamin- Acetyl- Betain Karnitin Kreatin Acetylcholin Cholin
karnitin a N-oxid L-
Isobutyryl- karnitin
L-karnitin
Primér 0,134 0,270 0,137 0,582 0,668 1,604 0,067 0,214
SD 0,128 0,312 0,223 1,148 0,732 1,240 0,039 0,295
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Tabulka ¢. 10: Hodnoty priméru a smérodatné odchylky vypoctené
Z detekovanych ploch pikia jednotlivych metaboliti vztazenych na plochu piku

interniho standardu (D3-karnitin) a koncentraci kreatininu zdravych Zen.

Metabolit Butyryl-L- Trimethylamin- Acetyl- Betain Karnitin Kreatin Acetylcholin Cholin
karnitin a N-oxid L-
Isobutyryl- karnitin
L-karnitin
Pramér 0,115 0,124 0,413 0,235 0,500 0,876 0,057 0,105
SD 0,101 0,067 0,649 0,129 049 0,402 0,034 0,066

Obrazek ¢. 31: Grafické znazornéni hodnot sledovanych analytd u Zen s rakovinou

prsu v porovnani s hodnotami nalezenymi u kontrolni skupiny zdravych Zen.

Graf porovnani vzork( pacientek s rakovinou prsu se zdravymi Zzenami

3.0

M Pacienti H Kontrola
2.5
2.0
o 15
1.0
0.5 a ﬁ ;
oo e L ke i ! =
Butyryl-, TrlmethylamlneAcetylcar itine B taine Carnltlne Creatine Acetylcholine Choline
Isobutyryl- N-oxide
0.5 carnitine

A je pomer plochy piku jednotlivych analytii vztaZeny na plochu piku interniho standardu (D3
karnitin ) a koncentraci kreatininu ve vzorku.
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Z obréazku €. 31 je patrné, ze pramérné hodnoty se u nékterych sledovanych analytt
lisi (Betain, Acetylkarnitin atd.), ale v ramci smérodatnych odchylek pro jednotliva
méieni se tento rozdil jevi jako naprosto nesignifikantni. Velké smérodatné odchylky
byly zptsobeny variabilitou jednotlivych vzorkii moci, které byly poskytnuty Zenami
s odlisnym vékem, odliSnymi stravovaci navyky, rozdilnou medikaci atd. Protoze toto
porovnani nebylo primarnim cilem mé prace a vyzadovalo by velmi podrobné a ¢asove
naro¢né studium problematiky, které neni v ramci bakaléafské prace mozné realizovat,

jsem se dale touto problematikou nezabyvala.

Jak uz bylo vySe zminéno, v soucasné dob¢ je nejcastéji pro stanoveni L-karnitinu
a acylkarnitini v biologickém materidlu vyuzivana metoda kapalinové chromatografie
(HPLC) spojena s riznymi detekénimi systémy. Tuto metodu jsem i ja ve své préci
pouzila pro stanoveni karnitinovych metaboliti v moc¢i. Tato metoda muze ale probihat
vice zpiisoby a Ize ji stale vylepSovat riznymi volbami separacnich kolon ¢i zménou
mobilni faze. Nejvice pouzivanou stacionarni fazi v HPLC je reverzni faze (RP), ktera
je principielné méné polarni nezZ mobilni faze. ZlepSeni podminek separace a detekce
v HPLC miiZeme dosédhnout i zménou typu detektoru. NejpouzivanéjSimi detektory pro
stanoveni karnitinovych metabolitt je UV detektor, fluorescencni, pfipadné¢ hmotnostni
detektor. Kapalinovou chromatografii kombinovanou s hmotnostnim spektrometrem
(LC/MS) jsem si zvolila pro svou praci stanoveni karnitinovych metabolitt v moci. Pro
mou praci byla pouzita kolona ZIC-p-HILIC (Merck), podrobny popis mnou vyuZité
metody je v céasti metodika. Tato metoda umoznila detekci vySe uvedenych
acylkarnitint v mo¢i pacientek s rakovinou prsu a v moc¢i zdravych zen. Podle
prostudované literatury si myslim, Ze takto nastavend metoda byla vyhovujici
a umoznila tak odhalit acylkarnitiny v moc¢i u zdravych i nemocnych Zen s mirnymi
odchylkami. Velmi podobnou metodu pro separaci a detekci acylkarnitini popsal
Jauregui et al., 2007. Metodou HILIC separovali acylkarnitiny S dlouhymi fetézci
V bunééném extraktu za pouZiti kolony Atlantis HILIC Silic metodou ESI/MS (Mansour
et al, 2013). Peng et al., 2013 pouzil HILIC metodu pro separaci karnitinu

a acylkarnitinu v plasmé, tato metoda byla vyvinuta pro rychlé skriningové vySetieni
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a diagnostiku poruchy B-oxidace mastnych kyselin a organické acidemie. Pro detekci

byl vyuzit hmotnostni detektor (QTRAP MS/MS).
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S5 Zavér

Prvni cast teoretické casti této bakalaiské prace shrnuje obecné vlastnosti
L-karnitinu a karnitinovych metabolitd jako celku, prace se zaméfuje na popis
metabolismu, biosyntézy, ucinki v organismu a v neposledni fadé také na pisobenim
karnitinovych metaboliti pfi riznych onemocnéni. Druhad ¢ast teoretické casti je
vénovana predevsim prehledu kvalitativniho a kvantitativniho stanoveni karnitinovych
metabolitil, riznymi analytickymi metodami v biologickych vzorcich. Cilem prace bylo
shromazdit co nejvice informaci o L-karnitinu (acylkarnitinech) a metodach jejich
stanoveni a otestovat metodu, ktera bude vyhovujici pro stanoveni L-karnitinu a jeho
metaboliti v mo¢i pacientek s rakovinou prsu a porovnat je s vyslednymi hodnotami
zdravych Zen. Problematika stanovovani L-karnitinu je ale stile v procesu badani
a zkoumani, jelikoz se objevuji stidle nové analytické metody, kterymi lze tuto latku

detekovat.

Pro tuto praci byla pouzita metoda LC-MS s elektrosprejovou ionizaci, kterd se
jevila jako nejvice pouzivana a dostate¢né citliva pro detekci L-karnitinu. Tato metoda
byla i co se tyCe Upravy vzorku a doby stanoveni nenaro¢na. Pro LC-MS byla pouZita
kolona ZIC-p-HILIC, ktera umoznila detekovat L-karnitin a acylkarnitiny ve vzorcich
moci a to bez predeslé slozité Upravy vzorku. Pomoci této metody byl analyzovan
L-karntin a acylkarnitiny v mo¢i pacientek s rakovinou prsu. Zeny s diagnostikovanou
rakovinou byly rizného v€ku a nebyla u nich urcena bliZze jejich 1éCba ¢i dalsi
informace o jejich Zivotnim stylu. Namétfené vysledky téchto pacientek byly po analyze

porovnavany s namétenymi vysledky zdravych Zen rizného véku.

Z vysledného grafu je mozno vidét jen nepatrné rozdily hodnot mezi vzorky.
Hladiny L-karnitini mohou byt ovlivnény i farmaceutickymi ptipravky, které pacientky
pouzivaji pro 1écbu. Vysledek mohou také zkreslovat latky bézné se v moci vyskytujici.

Mnou pouzita metoda a uvadéné vysledky vyzaduji dal§i podrobné zkoumani, které

zahrnuje velmi ¢asove narocné kroky (validace metody, naméteni vétSiho mnozstvi dat,
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statistické zpracovani atd.), které ovSem neni mozné obsahnout v této bakalatské praci
a nebylo ani mym cilem. Myslim, ze tato problematika je velice perspektivni zejména
proto, ze jednoduché a rychlé stanoveni karnitinovych metaboliti v télnich tekutinach

se do budoucna dé vyuzit pro diagnézu Sirokého spektra chorob.
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7 Ptilohy

Obrazek ¢ 32:  Pouzity chromatograficky systém  pouZzito  z:

<http://www.thermoscientific.fr/com/cda/landingpage/1684800.htmI>.
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