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Souhrn

Tato prace se zabyvd zavedenim a validaci metody pro stanoveni
7-dehydrocholesterolu v séru nebo plazmé. 7-dehydrocholesterol je metabolit, ktery hraje
velkou roli v diagnostice peroxisomalni poruchy v syntéze cholesterolu. Jde o vzacné
azavazné deédicné metabolické onemocnéni, tzv. Smith-Lemli-Opitziiv syndrom.
Pro stanoveni 7-dehydrocholesterolu jsme pouZzili plynovou chromatografii s hmotnostnim
spektrometrem. Je to moderni, specificka a citliva laboratorni technika, ktera je s ispéchem
pouZivana Vv laboratorni diagnostice dédi¢nych metabolickych poruch. Navrzenou metodu
jsme validovali a stanovili referenéni rozmezi pro 7-dehydrocholesterol v séru. Zavedenou
metodu jsme nasledné pouzili k vySetfeni pacienti s klinickymi pfiznaky suspektnimi
pro Smith-Lemli-Opitziv syndrom. U tfech pacientd jsme v séru nalezli patologicky
vysoké koncentrace 7-dehydrocholesterolu. Vypracovana metoda umoziiuje stanovit
7-dehydrocholesterol v séru nebo v plasmé pro diagnostiku Smith-Lemli-Opitzova

syndromu a pro monitorovani 1écby pacientl s timto onemocnénim.



Summary

This thesis consists in implementing and validating of the method for setting
7-dehydrochosterol in human serum or plasma. 7-dehydrochosterol is a metabolite
important for diagnostics of peroxisomal disorder in cholesterol biosynthesis. It is a rare
and serious inherited metabolic disease; so-called Smith-Lemli-Opitz Syndrome. For
setting the level of 7-dehydrochosterol we used gas chromatography/mass spectrometry. It
is a modern, specific and high-sensitive laboratory technology, which is successfully used
in diagnostics of inherited metabolic diseases. We validated the proposed method and set
the reference range of 7-dehydrochosterol in serum. Afterwards, we used the introduced
method to investigate patients with clinical symptoms of Smith-Lemli-Opitz Syndrome. By
three patients, we measured abnormally high concentrations of 7-dehydrochosterol in their
serum. The worked out method enables to set 7-dehydrochosterol in serum and plasma for
the diagnostics of Smith-Lemli-Opitz Syndrome and monitoring patients who suffer from
this disease.



Seznam pouzitych symboli a zkratek

BSTFA
7DHC
7DHCR
8DHC
DHCHRY
DMP

FID

GC
GC/MS
HPLC

IS
iso-7DHC
IUPAC
MS

m/Z
SLOS
TCD
UDMP

N, O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid s 1% trimethylchlorsilanu
7-dehydrocholesterol

7-dehydrocholesterolreduktésa

8-dehydrocholesterol

gen pro 7-dehydrocholesterolreduktazu

dédicné metabolické poruchy

plamenové ionizacni detektor

plynovéa chromatografie

plynovéa chromatografie s hmotnostnim spektrometrem
vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

interni standard

iso-7-dehydrocholesterol

Mezinéarodni unie Cisté a uzité chemie

hmotnostni detektor

pomeér hmotnosti a naboje

Smith-Lemli-Opitziv syndrom

tepeln¢ vodivostni detektor

Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VFN a 1. LF UK v Praze



L. UVOO ot 10
2. TeOretiCKA CASt ........ooouviiiiiii it 11
2.1. D&di¢né metabolické POTUCHY .....ccviiiiiiiiiiiiiici s 11
2.2. SMith-Lemli-OpitzOv SYNArOM ........cocviiiiiieieieie s 12
2.3. ANAIYEICKE MELOTY ....cveeieeiiicieeeeie et e e esneenns 16
2.4. Plynova chromatografie.........cccveeiieie e 17
2.4.1. Schéma plynového chromatografu .........cccceveieiiieiiiiceceee e 17
2.4.2. Davkovani vzorku v plynové chromatografii ........cc.cceevereienenenciescceceee, 18
2.4.3. Splitovani, splitovaci pomer (Split 1atio) ......cccvvviriiiiiiiieiiiie e 18
2.4.4. ChromatografiCke KOIONY .........cccvveiiiieiiee e 19
2.4.5. Detektory v plynové chromatografii..........ccccoceviiiiiiiiiiiisiieec e, 19
2.4.5.1. Plamenove 10nizani deteKtOr........ccvvieiiieiiiiie e 19

2.4.5.2. Tepeln€ vodivostni detektor........ccovivviiiiiiiiiiiii e 19

2.4.5.3. Detektor elektronoveého ZAChYIU ........cccevveviiiciiece e 20

2.4.5.4. HMOtNOSENT dEteKLON .......ovveieiiiiiieieee s 20

2.4.6. Aplikace plynove chromatografie..........ccooeveieiiieieciseeee e 21
2.4.6.1. Kvalitativni @nalyza ...........cccooveieiieiiee e 21

2.4.6.2. Kvantitativini @analyzZa ..........cccccveveiieiiiie e 22
2.4.6.2.1. Kalibracni graf.........cccooiiiiiiiiiiii 22

2.4.6.2.2. Metody pro stanoveni koncentrace analytu ...........cccccoecevervnnnnnnnnn. 23

2.5. Validace MELOAY .......ccveiieiiicieie et esra e e ereenrs 25
2.5 1 MIETCNT ..ottt e s 25
2.5. 2. SUM oottt 25
2.5.3. KAIIDIACE ... s 25
2.5.4. REQreSNi @NAIYZA .......coveieiieieiie ettt 26
2.5.5. Mez detekce a mez Kvantifikace ..o 26

3. EXperimentalnd CAST..........cccooiiiiiiiiiiie s 28
3.1. PouZité pfistroje a pOMUCKY .....covvviiiiiiiiiiiiciic s 28
3.2. POUZItE CREMIKAIIE .......ccuiiieiieieee e 28



3.3, POUZILE TOZEOKY ..ottt st ebe b neene e 28

3.4, PHPIava VZOTKU......cooiiiiiiiiiic s 29
3.5, GCIMS @NAIYZA......ccuieeieiiiecie ettt e e s re e e s e raeaeaneenres 29
Y YA 1< | Y2 SRS 31
4.1, GCIMS ANAIYZA....c.eiiiiieiieii ettt s e e testesbesresbeereanes 31
A.2. VAIUACE ...ttt ettt b e r e nr e e e 34
A.2.0. LEINEAITIA ...ttt bbbttt ettt bbbt b e neas 34
4.2.2. Mez detekce, mez kvantifikace a opakovatelnost............cccccevvvievivecicicneennn, 34
4.2.3. SPRAVNOSE ..o.viivietieiieie ettt ettt sttt b e s st ettt nae e aenre e neenen 35
4.2.4, ReferenCni TOZMEZI.......ueeeiiiuiiie e it ettt e ettt e e e s e e e e s eaare e e e s areeeeens 36
ST AV yA | LRV o] -V USSR 36

5. DISKUZE ..ottt bbbt 37
0. ZLAVET ..ottt bR Rt R ettt et ebeeteeReeneene et 38
A ) =] =0 - RS TPRPUS 40



Cil prace

Cilem prace je zavedeni metody pro stanoveni 7-dehydrocholesterolu v séru
avplazmé a jeji validace. Metoda bude slouzit pro diagnostiku Smith-Lemli-Opitzova
syndromu a pro monitorovani 1éCby pacienti S timto onemocnénim. Pro stanoveni
7-dehydrocholesterolu  bude pouzita plynovd chromatografie s hmotnostnim
spektrometrem. NavrZzena metoda bude validovana, véetné stanoveni referenéniho rozmezi
7-dehydrocholesterolu v séru, a nasledné pouzita k vySetfeni pacientd s klinickymi

piiznaky suspektnimi pro Smith-Lemli-Opitziv syndrom a pro potvrzeni diagnosy.



1. Uvod

Tato bakalaiska prace se zabyva problematikou laboratorni diagnostiky Smith-
Lemli-Opitzova syndromu pomoci stanoveni 7-dehydrocholesterolu v séru.

Pfi¢inou  Smith-Lemli-Opitzova syndromu je sniZzend aktivita enzymu
7-dehydrocholesterolreduktazy, ktery katalyzuje posledni krok v biosyntéze cholesterolu.
U pacientl s timto onemocnénim jsou v Séru a v plazmé piitomny zvySené koncentrace
7-dehydrocholesterolu. Stanovenim tohoto metabolitu lze onemocnéni diagnostikovat
ataké monitorovat naslednou 1écbu. Poruchy v biosyntéze cholesterolu jsou 1écitelné
auréeni spravné diagnézy tak umozni i cilenou 1é¢bu. V rdmci selektivniho screeningu
dédiénych metabolickych poruch je roéné vysetieno cca 3500 déti v CR, z nichZ vice neZ
2000 ma neurologické piiznaky. Protoze ke klinickému obrazu Smith-Lemli-Opitzova
syndromu patii také neurologické postizeni, mélo by byt u kazdého neurologicky
postizeného pacienta toto onemocnéni vylouceno.

Nejdostupnéjsi analytickou metodou pro stanoveni 7-dehydrocholesterolu v séru je
plynova chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekci. Predlozena bakalaiska
prace se zabyva optimalizaci plynové chromatografie pro stanoveni 7-dehydrocholesterolu
v seru, validaci metody a stanoveni koncentraci 7-dehydrocholesterolu v séru pacienti
se Smith-Lemli-Opitzovym syndromem.

Tato prace rozSituje spektrum vysetfovanych dédiénych metabolickych poruch
v Ustavu dédiénych metabolickych poruch Vieobecné fakultni nemocnice a 1. LF UK

v Praze o Smith-Lemli-Opitziv syndrom.
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2. Teoreticka €ast
2.1. Dédiéné metabolické poruchy

Dé&diéné metabolické poruchy (DMP) jsou skupinou vice nez 850 rdznych
onemocnéni. Pfi¢inou onemocnéni je snizena aktivita ur¢it¢tho enzymu, jeho aktivatoru c¢i
transportniho proteinu'. Diisledkem je nahromadéni $kodlivych metabolitd v t&lesnych
tkanich nebo nedostatek ¢i porucha transportu jiné pro organismus dulezité latky (produktu
enzymu). DMP jsou dédi¢né pievazné autosomalné recesivné, nékteré z nich maji i
dédi¢nost X-vazanou, mitochondridlni nebo autosomalné dominantni. Incidence
jednotlivych DMP je nizka (od 1:5 000 aZ po vice nez 1:1 000 000), ale celkovy vyskyt
DMP je vysoky. Incidence viech DMP se odhaduje minimalné na 1:1 0007,

Klinické projevy DPM jsou rozmanité, zahrnuji Sirokou Skalu piiznakd v riznych
kombinacich 1 u onemocnéni jedné etiologie. Mohou se objevit v kterémkoli veku,
nejcastéji vSak v détstvi, méné Casté, ale nikoliv vyjimecné jsou prvni ptiznaky v adoles-
cenci nebo az v dospélosti. Klinicky prubéh miize byt chronicky, pro n¢které DPM jsou
typické opakované akutni dekompenzace, zplisobené intoxikaci patologickymi metabolity.
Jen ziidka lze urdit diagnézu DPM z klinickych nalezi. Rada z nich nema jednoznaény
obraz ani na urovni zobrazovacich metod a standardnich bioptickych vysetfeni. Pro uréeni
diagndzy je zésadni cilené vysetieni metabolitli, aktivity enzymu nebo analyza DNA®,

Neékteré DMP, zvlasté poruchy metabolizmu aminokyselin véetné organickych
acidurii, poruchy metabolizmu sacharidii a mastnych kyselin jsou léCitelné specidlnimi
dietami nebo podavanim vitaminovych kofaktord, jin€ jsou jen omezené 1éCitelné, nékteré

DMP jsou nelé¢itelné, maji progresivni pribéh a infaustni prognozu®.
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2.2. Smith-Lemli-Opitziav syndrom

Smith-Lemli-Opitziv syndrom (SLOS) je autozomalné recesivni porucha v
biosyntéze cholesterolu s incidenci 1:20 000 - 1:40 000, coZ ptedstavuje z hlediska DMP
pomérné Casté onemocnéni’.

Poruchu lIze definovat po strance klinické, biochemické a molekularné genetické.
Klinickd symptomatologie ptedstavuje Siroké spektrum od mirné formy po tézkou
formu s ¢asto intrauterinnim postiZzenim plodu. Lehké formy se mohou projevovat pouze
poruchami uceni a chovéani s lehkou kraniofacidlni dysmorfii a typickou syndaktylii
2. a 3. prstu dolni koncetiny. VéEtsSina pacienti ma cetné vrozené malformace napt. rozstép
patra, syndaktylie (obr. ¢. 1), polydaktylie (obr. ¢ 2), srdeéni vady, anomalie
urogenitalniho systému, hypospédie, atd. Typicka je intrauterinni i postnatalni rtstova
mohou byt spojeny s tézkymi vrozenymi vadami CNS napt. holoprosencefalii, ¢ast téchto
pacientll umird uz pfed porodem. Na podkladé klinickych symptoma je nékdy mozné
vyslovit podezieni na diagndzu ji? pfi narozeni ditéte®’. Znatna &ast déti umird jiz
Vv kojeneckém ve&ku. Snaze se diagnostikuje u chlapcti, a to vzhledem k abnormalité zevniho
genitalu (obr. ¢. 3), u divek se vyskytuji anomalie uteru a vaginy. V urogenitalnim systému

se vyskytuji dysplazie a dystonie ledvin’. Objevuje se také fotosenzitivita, zpiisobena

zvysenymi hodnotami 7-dehydrocholesterolu (7DHC) v pokozce, a to u déti vystavenych
10,11

nejen slune¢nimu svétlu, ale 1 zdroji silného osvétleni

Obr. ¢ 1: Polydaktylie a syndaktylie prsti nohy®
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Obr. ¢. 3: Abnormalita zevniho genitalu®

Biochemickou pri¢inou SLOS je snizena aktivita enzymu
7-dehydrocholesterolreduktdzy (7DHCR, EC 1.3.1.21), ktera katalyzuje posledni krok
v biosyntéze cholesterolu (obr. 4). Deficit tohoto enzymu zpisobuje snizeni koncentrace
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cholesterolu a LDL-cholesterolu® vkrvi a vede k akumulaci prekurzori 7DHC a
8-dehydrocholesterolu (8DHC).

Squalene
CHILD syndrom

Lanosterol — Cholest-5,7,24-trien-3B-ol

Conradiho-Hiunermanniv-Hapllely syndrom 3w J(

7-Dehydrocholesterol

SLOS —»
< 7-DHC-A-Reductase —>

h
Cholesterol «— 4-24 reductase—> Desmosterol
Chole sterol- 7a-hydroxvise —)
’?(x-hydroxicholesterol Desmosterclosa

Zluéové kyseliny

Obr. ¢ 4: Schéma biosyntézy cholesterolu™

Biochemicka diagnostika je zalozend hlavné na uréeni koncentrace 7DHC v séru
nebo v plasmé, které jsou u pacienti se SLOS vyrazné zvysSené. Systematicky nazev
7-dehydrocholesterolu je cholesta-5,7-dien-3beta-ol (obr.5). Podezieni na toto onemocnéni
muzeme ziskat uz pfi bézném vysetieni lipidogramu, kde je patrny velmi nizky cholesterol,

pod 2 mmol/I**,

H“'lj

Obr. ¢ 5: Struktura 7-dehydrocholesterolu®®

Na urovni molekularné genetické jsou ptic¢inou mutace v genu DHCHR7, ktery je

lokalizovany na 11. chromozomu v oblasti 11g12-13. Fenotypicka variabilita, patrna
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iuclent jedné rodiny, je zfejm¢ podmin€na nejen charakterem mutace, ale také
epigenetickymi faktory uplatiiujicimi se v ontogenezi. Pfi¢ina mnohocetnych vrozenych
anomalii charakteristickych pro SLOS se pfipisuje uloze cholesterolu v embryonalnim
vyvoji a morfogenezi*®*’. To souvisi s funkci tzv. sonic hedgehog proteinu, tedy signalniho
proteinu, ktery zahajuje diferenciaci tkani v embryogenezi a vyZaduje pro svoji funkci
ptitomnost cholesterolu. Vysledkem je na jedné strané hromadéni 7DHC a na strané druhé
deficit cholesterolu®.

Lécba obecné je kauzalni a symptomaticka. Kauzalni 1é¢ba napi. genova terapie
¢i enzymoterapie neni zatim dostupna a vzhledem k patogenezi je problematicka. Funkéni
ptiznaky jsou casteéné ovlivnitelné lécbou zaméfenou na Upravu dysbalance v profilu
cholesterolu a jeho prekurzord. VyuZiva se diety bohaté na cholesterol (Zloutky, smetana),
i uméle vyrobené preparaty s obsahem cholesterolu (Cholesterol Module). U lehkych forem
se paradoxné nékdy popisuje pozitivni efekt podani statini, zfejmée na podkladé ovlivnéni
zpétné vazebnych mechanisma’.

Symptomaticka terapie zahrnuje 1é€bu konkrétnich priznakt napf. plastické operace,
antiepileptika, gastrostomie, specidlni pedagogicka péce atd. podle konkrétnich problémt
pacienta.

Vzhledem k tomu, Ze jde o autosomalné recesivni onemocnéni, je riziko postizeni
sourozence tyz rodi¢t Smith-Lemli-Opitzovym syndromem pro kazdé téhotenstvi 25%.
Rada rodi¢t mé proto zdjem o prenatalni diagnostiku'®, kterd je mozné, ale ne zcela
spolehliva, stanovenim koncentrace 7DHC a 8DHC a poméru 7DHC ku cholesterolu
v plodové vod€. Pokud jsou znamy patogenni mutace v DHCHR7 genu v roding, je
prenatalni diagnostika mozna molekularn¢ genetickymi metodami v buiikach choriovych

klk nebo amniocytech.
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2.3. Analytické metody

Pro diagnostiku SLO se musi pouZzit analytickd metoda, kterd je schopna stanovit
apotvrdit identitu 7DHC vséru od koncentraci 0,5 pmol.lI". To spliuji plynova
chromatografie a kapalinova chromatografie’® ve spojeni shmotnostni spektrometrif.
Prvnim krokem musi byt separace chromatografickou metodou a nasledné detekce
a identifikace pomoci hmotnostni spektrometrie.

Chromatografie je separatni metoda zalozena na postupném ustavovani fady
fazovych rovnovah soucdasti analyzované smési mezi dvé popt. i vice fazemi, které jsou
vuci sobé v pohybu. Jedna faze, zvana stacionarni, je umisténa v kolon¢ (resp. ve vrstve),
druhd, ktera unasi separované latky lozem stacionarni faze, je faze mobilni. Pii styku
stacionarni i mobilni faze s délenymi latkami dochazi k vzdjemnym interakcim, které jsou
zakladnim pifedpokladem pro jejich wspéSnou separaci. V Kklinické biochemii jsou
chromatografické metody Siroce vyuzivany. Zejména se vyuZziva plynova chromatografie
na kapilarnich kolonach a vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC). Tyto metody
ve spojeni s hmotnostni spektrometrii jsou vyuZivéany jako absolutni (definitivni) metody®.
Nejvice se v praxi vyuziva plynova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem
(GC/MS). Hmotnostni spektrometrie je analytickd metoda slouzici k pfevedeni molekul na
ionty, rozliSeni téchto ionti podle poméru hmotnosti a ndboje (m/z) a ndslednému zaznamu
relativnich intenzit jednotlivych iontd. Latky jsou fragmentovany specificky podle své
struktury, coz umoziuje jejich naslednou identifikaci. Hmotnostni spektrometrie umoziuje
rychlou analyzu i ve slozité matrici. Nejcastéji jsou pouzivany kvadrupolové analyzatory

nebo iontova past.

16



2.4. Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC) je chromatograficka separa¢ni metoda, zalozena
na rozdilu v distribuci latek mezi dvé nemisitelné faze — mobilni a stacionarni. Stacionarni
faze je obsazena v koloné a mobilni fazi je nosny plyn, ktery se pohybuje skrz nebo podél
stacionarni faze. Jako nosné plyny se nejCastéji pouzivaji vodik, dusik, helium, argon.
Svym chovanim by se m¢l blizit plynu idealnimu. K tomu ma blizko helium, je ale dosti
drahé. Nejcast&ji se proto pouziva dusik, argon nebo vodik. Nosny plyn nesmi obsahovat
vodu a kyslik?"

Metoda plynové chromatografie dokaze rychle a G¢inné oddélovat slozit¢ smési
a pracovat s malymi mnozstvimi vzorki pii pouZiti relativné jednoduché aparatury. Vhodna
je zejmeéna k analyzam tékavych latek. Pfednosti je vysoka selektivita separaéniho procesu.
V kombinaci s hmotnostni spektrometrii piedstavuje G¢inné feSeni: jde o efektivni

separaéni metodu spojenou s velmi citlivou detekci®%.

2.4.1. Schéma plynového chromatografu

Zdroj a regulace proudu nosného plynu
Pec

Davkovaci systém (injektor)
Chromatograficka kolona

Detektor

I e o A

Vyhodnocovaci zatizeni (zapisovac, pocitac)

f = E_LJJJ_J___

\ 5 I =]

Obr. ¢. 6: Schéma plynového chromatografu®
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Plynova chromatografie se sklada z davkovaciho zatizeni, chromatografické kolony,
ktera je umisténa v termostatu, detektoru a systému na zpracovani dat (pf. integrator,
zapisovac, pocita¢) (obr. 6). Stanoveni se provadi pii konstantni teploté, nebo podle daného

teplotniho programu.

2.4.2. Davkovani vzorku v plynové chromatografii

Velmi dalezitym krokem je zplisob davkovani vzorku. Musi se do kolony vpravit co
nejrychleji a musi zaujmout co nejmensi objem, nesmi dojit k rozkladu vzorku v injektoru
béhem odpateni, signal rozpoustédla nesmi ovliviiovat plochu signali analytl. Soucésti
injektoru muze byt sklenéna vlozka (liner, glass insert), ve které dochazi k odpareni vzorku
a ke sprdvnému promichani par vzorku snosnym plynem a ve které se také zachyti
neté¢kavé latky. Septum oddé€luje prostor injektoru od vnéjSiho prostoru a pies septum
se pomoci injek¢éni stiikacky s jehlou provadi nasttik vzorku.

Kapalné vzorky je zapotiebi bezprostiedné zplynit, aby piisly do kolony v podobé

par. Teplota nastfiku méa byt asi 50 °C nad bodem varu analyzované latky?.

2.4.3. Splitovani, splitovaci pomér (split ratio)

Splitovani je technika nastiiku, pii které je smés vzorku a nosného plynu v injektoru
rozdélena na dvé nestejné casti; mensi Cast vstupuje na kolonu, vétSi ¢ast odchézi
do odpadu.

Splitovaci pomér zavisi na relativni velikosti pratokd splitovacim ventilem

a kolonou a lze jej vypocitat podle nasledujiciho vztahu:

Splitovaci pomeér = (priitok splitovacim ventilem~+ priitok kolonou)/priitok kolonou

Nastiik bez splitu (splitless injection) se pouziva pii stopové analyze nebo

pro analyzu smési latek, které se vyrazn¢ lisi v bodu varu.
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2.4.4. Chromatografické kolony

V plynové chromatografii se pouzivaji naplilové nebo kapilarni separacni kolony.
Néplnové kolony tvofi spirdlovité stoend trubice o délce 2 az 6 metri a priméru
2 aZ 4 milimetry, obsahujici adsorbent nebo nosi¢ s kapalnou fazi. Jsou bud’ sklenéné nebo
z nerezové oceli. V kapilarnich kolonach se pouziva kiemenna kapilara o priméru
50-350 um a délce 20 az 200 metrti. Na vnitini stén¢ kapildry je zakotvena netékava
kapalina slouZici jako vlastni staciondrni faze. Kapilarni kolony maji ve srovnani
s naplhovymi velmi vysokou separacni uUCinnost, ktera predstavuje nékolik set tisic

teoretickych pater. Jsou viak zatiZiteIné jen malym mnoZstvim dévkovaného vzorku®.

2.4.5. Detektory v plynové chromatografii

Detektor v GC zviditeliiuje analyticky signal. Teplota v ném by méla byt o néco
vysSi nez teplota kolony, aby se v ném nekondenzovaly analyty. Objem detektoru
se pohybuje v mikrolitrech. Pokud je pfiliS velky, pak se v ném rozmyvaji

chromatografické piky. Detektory mohou byt univerzalni, nebo selektivni.

2.4.5.1. Plamenové ioniza¢ni detektor

Jeden z nejcastéjSich a nejuniverzalnéjSich detektord, ktery je pomalu nahrazovan
hmotnostnim detektorem. V plamenové ionizaénim detektoru (FID) se plyn z kolony
zavadi do kysliko-vodikového plamene, kde se odehravaji chemoionizaéni reakce, které
vedou ke vzniku nabitych Castic. V elektrickém poli pak vznika elektricky proud. Tato
metoda poskytuje odezvu na téméi vSechny organické latky, naopak odezvu nedava vétSina
anorganickych plynd, par a nékteré organické latky. Diky zanedbatelné odezvé pro vzduch

) v ;o v w7 , r 1.21
a vodu se tato metoda da pouzit k analyzam necistot v ovzdusi a vodnych roztocich™.

2.4.5.2. Tepelné vodivostni detektor

U tepelné vodivostniho detektoru (TCD, katarometru) je vyuZivan ten princip,

kdy zahtaté téleso se ochlazuje rychlosti zavislou na sloZeni okolniho prostiedi, které
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odvadi teplo. Obsahuje zahtivané odporové vlakno, které ochlazuje protékajici plyn a méni
tak jeho elektricky odpor. Pokud prochadzi pouze nosny plyn, vlakno se ochlazuje
rovnomérné a jeho odpor je konstantni. Pokud plyn obsahuje eluovanou latku, zméni
se teplota vlakna a tim i jeho elektricky odpor. Jako nosny plyn se nejcastéji pouziva vodik

nebo helium?:,

2.4.5.3. Detektor elektronového zachytu

Tento detektor vyuZiva ionizace pomoci B—zafeni, které ionizuje nosny plyn a tim
vznik4 proud pomalych elektronil. Elektronegativni atomy halogent tyto pomalé elektrony
zachytavaji a tim sniZuji ionizacni proud. A prave toto snizeni je méfitkem koncentrace
danych elektronegativnich atomii. Tento typ detektoru je vhodny napiiklad pro stopovou

analyzu pesticidi v Zivotnim prostredi®.

2.4.5.4. Hmotnostni detektor

Hmotnostni detektor (obr. 7) je vhodny pro identifikaci jednotlivych slozek
analyzované smési. Spojeni chromatografu s hmotnostnim spektrometrem (MS) ma
nezastupitelny vyznam. lonty analyzuje kvadrupdlovy analyzator nebo iontova past, kde je
prostor analyzy iontl spoleény s iontovym zdrojem. Tento detektor je nepostradatelny
pii analyze neznamych slozek smési. Pro kazdou slozku ziska jeji hmotnostni spektrum a

identifikuje ji porovnanim jejiho spektra s databazi spekter ulozenou v pogitadit*.
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Obr. ¢ 7: Plynovy chromatograf s hmotnostnim detektorem GCQ

2.4.6. Aplikace plynové chromatografie

Plynovou chromatografii 1ze pouzit u plynnych latek, latek snadno tékavych a latek
tékavych po derivatizaci. Ta méni ptivodni chemické sloZzeni vzorku na tékavéjsi. Pivodné
se pouZivala v biochemii pro analyzy mastnych kyselin a amint i analyzach plynd. Jeji
dalsi rozvoj nastal po aplikaci v petrochemickém pramyslu, v soucasné dob¢ se hojné
vyuzivd v pramyslu organickych syntéz. Diky derivatizaci se rozsifila na Iékaiské,
biologické a biochemické obory a standardné se pouziva pfi sledovani kvality ovzdusi.

711 r v , v ’ © + 1o o 1w 1 s 121
Pomaha také urovat stopova mnozstvi pesticidd v pude€, vodach a potravinach”.

2.4.6.1. Kvalitativni analyza

Chromatografie je separacni metoda a jako takovad neposkytuje informace
o struktufe latek ve vzorku. Pfi kvalitativni analyze v chromatografii se identifikace analytu
provadi na zdklad¢ srovnani retencnich dat analytu a standardu. Reten¢ni data analytu
odrazi specifické interakce analytu se staciondrni a mobilni fazi. Napf. retencni Cas lze

povazovat za specifickou vlastnost analytu v daném chromatografickém systému, a tedy
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reten¢ni C¢asy mohou slouzit jako prostiedek pro identifikaci latek v daném
chromatografickém systému.

Je v8ak nutno si uvédomit, Ze reten¢ni ¢as neni neménnou vlastnosti analytu, ale je
disledkem jeho retence v daném systému, pficemz zmény chromatografického systému
zpusobuji zmény retencniho Casu. Také je jasné, Ze retencni ¢as sdm o sobé nemtize slouzit
k identifikaci daného analytu a ze bez predchozi ¢astecné znalosti vzorku se retenc¢ni Cas
neda obecné pouzit pro identifikaci latek. Ztoho vyplyva, Ze 100% identifikace
Vv chromatografii neni moznd. Existuje vzdy predpoklad o identité, ktery zavisi

na pfedbézné znalosti analytu, efektivnosti systému a pouzité identifika¢ni metode¢.

2.4.6.2. Kvantitativni analyza

Vyska nebo plocha chromatografického piku ptisluSejici dané komponenté jsou
méfitkem mnozstvi této komponenty ve vzorku. Za predpokladu linearni odezvy detektoru
je plocha ¢i vySka piku Gimérnd mnozstvi latky. To umoziuje uréovat mnozstvi
¢i koncentraci dané latky v neznamém vzorku na zakladé pouziti vzorku dané latky
0 znamém mnozstvi ¢i koncentraci, tzv. standardu.

Kvalita kvantitativni analyzy je predevSim ovlivnéna ptipravou vzorktl, spravnou
funkei ptistroje a kvalitou zpracovani dat, s ¢imz také souvisi spravna volba kalibraéni

metody.

2.4.6.2.1. Kalibra¢ni graf

Za urcitych podminek (tj. v linearni oblasti odezvy detektoru) je plocha piku dané
komponenty pfimo tumérna mnozstvi této komponenty ve vzorku. V praxi to znamena,
ze se zméti zavislost ploch pikii dané latky na znamém mnozstvi ¢i koncentraci této
komponenty a sestroji se piislusny graf. V urcité oblasti je tato zavislost linearni a plati

vztah:

y=a+bx

x = nezavisld promeénnd (= koncentrace standardu)

y = zavisla proménna (= odezva)
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a=usek naose y

b = smérnice piimky

Pomoci této linearni zavislosti lIze stanovovat neznama mnozstvi nebo koncentrace

dané komponenty ve vzorku?.

2.4.6.2.2. Metody pro stanoveni koncentrace analytu

1. Metoda vnitrni normalizace

Touto metodou se urCuje obsah latek ve smeésich, je pocet komponent relativné
nizky a vSechny komponenty jsou znamy. Tento typ kalibrace se vétSinou provadi
pfi rutinnich stanovenich. Mnozstvi ur€ité komponenty se pak vyjadfuje jako relativni
frakce z celku. Tedy, v urcité smési je x % latky A, y % latky B, z % latky C atd. Vysledky

pii pouziti této metody nezavisi na piesnosti objemu pii nasttiku vzorku.

2. Absolutni kalibrace

Touto metodou se uréuje absolutni koncentrace nebo absolutni mnozstvi latky na
zéklad¢ kalibracni zéavislosti. Protoze u této metody je kriticky objem néstfiku, zavisi
spravnost metody na dobré reprodukovatelnosti ddvkovanych objemu; Casto se doporucuje

pracovat s autosamplerem.

3. Metoda vnitiniho standardu

Pii této metod¢ se ke vzorku piidava uréité mnozstvi znamé latky, tzv. interni
standard (IS). Tato latka nesmi byt pfitomna v piivodnim vzorku, nesmi reagovat s Zzadnou
slozkou vzorku, musi byt dobie oddélena od vSech slozek v pivodnim vzorku a musi
se eluovat v blizkosti stanovované slozky.
Vyhodou metody je to, ze neni tfeba znat piesny objem nastiiku vzorku. Navic, s pouzitim
IS se eliminuje vliv zmén pracovnich podminek, protoze jak stanovovana slozka tak IS jsou

témito zménami stejné ovlivnény
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4. Metoda standardniho pridaviu

Pii pouziti této metody se ke zndmému mnoZzstvi vzorku piidava definované
mnozstvi standardu dané latky, jejiz obsah se ma stanovovat. V zavislosti na typu
komponenty se tento pfidavek muze provést bud’ ve formé cisté latky nebo jako roztok
dané latky ve vhodném rozpoustédle. Stanoveni muze byt zalozeno na jednom nebo

v . vr ’ , r v ’ ’ r 22
nékolika pfidavcich zndmého mnozstvi analytu k neznamému vzorku™.
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2.5. Validace metody

2.5.1. Méreni

Pii méfeni vyjadiujeme kvantitativné, to znamena ciselnou formou a v urcitych
jednotkach, aroven urcité kardinalni veli¢iny, ktera charakterizuje vlastnost daného objektu.
Nameétend hodnota muze bud’ rovnou piedstavovat pozadovanou informaci, nebo je ji
zapotiebi na tuto informaci pievést. Dal§i moznosti je nutnost vypoc¢tu hodnoty pozadované
veli¢iny z vysledki riiznych méfeni®. Dilezitou vlastnosti méficiho piistroje je citlivost,
ktera je definovédna jako zména odezvy, vystupu, se zménou méiené veliCiny, jak ukazuje
vztah:

S =dy/dx ,

kde y znaci odezvu a X mé&fenou veli¢inu.

2.5.2. Sum

Sum oscilujici kolem zékladni linie je charakterizovan frekvenci a amplitudou.
Jak vyplyva ze statistického pojeti, je soucet pozitivnich a negativnich vychylek
v dostate¢né dlouhém ¢asovém intervalu roven nule. Sum, jehoZ suma je nulova v ¢asovém
intervalu naseho pozorovani, se oznaduje jako tzv. bily sum. Sum, jehoZ suma je nenulova,
je tzv. ndhodny Sum méfeni, a Sum, jehoZ suma vykazuje ¢asovou zavislost v naslednych

intervalech pozorovani, se oznaduje jako drift®®.

2.5.3. Kalibrace

Kalibrace je empiricky postup zjisténi zavislosti mezi méfenou veli¢inou
a pozadovanou informaci. NejCastéji se uplatiiuje pii instrumentdlni analyze,
kdy se z intenzity signalu hleda odpovidajici obsah stanovované slozky (analytu). Soucasné
by se méla odstranit soustavna slozka chyby zptsobena ptipadnou nedokonalosti pribéhu
jednotlivych operaci predchazejicich vlastnimu meéfeni, a to tak, aby se pifi tom pfili§
nezvétSila ndhodna slozka chyby. Kalibrace se vzdy provadi pomoci standardl se znamym

obsahem analytu nebo pomoci referenénich materialii se znamym celkovym slozenim?.
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2.5.4. Regresni analyza

Pro zpiisob zpracovéni regresni zavislosti je podstatné, zda zndme nebo z teorie
muzeme predpokladat tvar zavislosti: pak jde vlastné pouze o hledani parametra této
zavislosti. Pokud tento tvar nezname, hledame vhodny model pro jeho vyjadieni. Castym
modelem je piipad, kdy se jednd o linedrni zavislost na nezndmych parametrech. Tyto
modely se oznacuji jako linearni vzhledem k parametrim. Velmi ¢asta je linearni zavislost
dvou proménnych. V tomto piipadé hovotime o jednoduché linearni regresi, pro niz plati:

Vi = a+ fXi te
&i nahodna chyba
a, B parametry linearni regresni rovnice
Odhady parametrit ¢, flze za podminky nejmenSiho souctu Ctverct urcit podle

rovnic:

ORIORDENIIIT
(Q_x) —np X

b:

a:% Zyi_bzxi

2.5.5. Mez detekce a mez kvantifikace

Mez detekce a mez kvantifikace jsou zakladni charakteristiky metody stopoveé
analyzy pro jeji pouziti pti kvalitativni resp. kvantitativni analyze. Kvalitativn¢ 1ze prokazat
pouze takové mnozstvi analytu, které odpovida minimalnimu signalu, pravé rozliSitelnému
od Sumu nulového vzorku nebo slepého pokusu ypo.

Vypocet hodnot meze detekce a meze kvantifikace je zavisly na pouZitém
deskriptoru ,,nejistého* signalu a pouzité hladiné pravdépodobnosti. To vede ke vzniku vice

metod vypoctu, jejichz Ciselné koeficienty zpravidla nemaji statisticky podlozenou platnost,
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ale jsou zalozeny na dohodé. Volba metody uréeni meze detekce a meze kvantifikace je
tedy urena zdmérem, ke kterému budou vypocitané hodnoty pouzity. Pfedmétem dohody
muze byt kterakoli metoda®.

Podle definice IUPAC je mez kvantifikace koncentrace analytu, které odpovida
signal rovny desetinasobku smérodatné odchylky (100) signalu nulového vzorku.

Mez detekce je nejmensi koncentrace analytu ve vzorku, kterou miZzeme danou
analytickou metodou detekovat. Podle definice IUPAC je mez detekce koncentrace analytu,
které odpovida signal rovny trojnasobku smérodatné odchylky (3o) signalu nulového
vzorku®.

Experimentalné se mez detekce a mez kvantifikace urcuje takto: za podminek
konkrétni spektrometrické metody se zméfi desetkrat nejtésnéji za sebou signal téhoz
nulového vzorku a vypocita se standardni smérodatné odchylka o v tomto souboru meéteni.
Soucasn¢ se sestroji kalibra¢ni pifimka pro uvazované vzorky v oboru nizkych koncentraci
amez detekce, resp. mez kvantifikace se uréi z této piimky jako koncentrace analytu

odpovidajici signalu 3c; resp. 100> .
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Pouzité pristroje a pomucky

sklenéné zkumavky 16 x 100 mm s teflonovym uzavérem

automaticke pipety

termoregulacni blok (Techne, USA)

plynovy chromatograf s hmotnostnim detektorem GCQ (Thermo, USA)
Vortex Genie 2 (Scientific Industries, USA)

orbitalni tfepacka

centrifuga Janetzki T5 (LAB system, CR)

3.2. Pouzité chemikalie

5-a-cholestan (vnitini standart) (Mw = 372,7) (Sigma)

7-dehydrocholesterol (Mw = 384,6) (Sigma)

N, O-bis(trimethylsilyDtrifluoracetamid s 1% trimethylchlorsilanu (BSTFA) (Sigma)
pyridin p.a. (Merck)

n-hexan p.a. (Penta)

ethanol 96% (Penta)

methanol p.a. (Penta)

hydroxid draselny (Fluka)

demineralizovana voda

3.3. Pouzité roztoky

5-a-cholestan (1 mg/ml smési chloroform-methanol /1:1/ v/v)
7-dehydro-cholesterol (1 mg/ml smési chloroform-methanol /1:1/ v/v)
0,5 M KOH ve smé¢si ethanol — voda (9:1 v/v)
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3.4. Priprava vzorku

© o N o o bk~ w D RF
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Do sklenéné zkumavky nadavkovat 2 ml roztoku KOH ve smési ethanol-voda
Ptidat 20 pl vnitiniho standartu 5-a-cholestanu

Piidat 50 pl séra

Zkumavku uzavtit a promichat na vortexu 5 sekund

Zahftivat v termobloku pti 80 °C po dobu 65 min

Ochladit (volné nebo pod tekouci studenou vodou)

Pfidat 0,5 ml vody a promichat na vortexu 5 sekund.

Ptidat 5 ml hexanu

Ttepat na tiepacce 5 minut, cetrifugovat pii 2300 g (4000 rpm) 5 minut.

Pienést horni hexanovou vrstvu. V pienesené hexanové vrstvé nesmi byt voda.
Hexan odfoukat dusikem pii 40°C na objem ptiblizn¢ 100 pl.

Omyt vnitini stény zkumavky s asi 200 pul hexanu

Hexan odfoukat dusikem do sucha a ihned piidat 40 ul pyridinu a 40 ul BSTFA
Zkumavku uzavfit, promichat na vortexu 5 sekund a zahtivat v termobloku pti 60°C
po dobu 35 minut

Ochladit, pfidat 420 pl hexanu a uzaviené uskladnit pii -20 °C do doby GC/MS

analyzy.

3.5. GC/MS analyza

Analyzy jsou provadény na kapilarni kolon¢ délky 30 m, vnitini primér 0,25 mm

s nanesenou fazi tloustky 0,25 um obsahujici 5 % difenyl a 95 % dimethylpolysiloxanu.

Objem nastfikovaného vzorku 1 pl

Plynovéa chromatografie

Nosny plyn: helium, ¢istota 5.6

Rychlost pritoku helia: 38 cm.s™

Split pomér 1:30
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Proplachovaci rozpoustédlo: 2-propanol pro UV spektroskopii

Teplota injektoru: 250 °C

Teplotni program:

Rychlost (°C/min)

Koncova teplota (°C)

Hold time (min)

Koncovy ¢as (min)

0 80 5 5,0

10 160 0 13,00
8 260 0 25,50
35 300 3 29,64

Hmotnostni spektrometrie

El ionizace

Teplota iontového zdroje: 200 °C

Teplota transfer-line: 275 °C

Emission current; 150 V

Pocet p-scanii: 5 (interval scenovani 0,72 s)

Skenovani rozsah 50 - 450 amu
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4. Vysledky

4.1. GC/MS analyza

Testovali jsme riizné modifikace teplotniho profilu na vzorku séra zdravé kontroly a
na vzorku sera sptidavkem 1,3 mmol/l 7DHC a 2,68 mmol/l vnitiniho standardu
5-a-cholestanu. Jako ptedlohu jsme si vzali jiz pouzivany teplotni profil pro analyzu

mastnych kyselin v séru. Nejvhodnéjsi se ukazal teplotni profil uvedeny na obr. ¢. 8.

Teplotni profil

350
300
250 A
200 -
150 -
100 -
50 ~
0 w w \ T T T

0 5 10 15 20 25 30 35

Cas (min)

Teplota (°C)

Obr. ¢. 8: Teplotni profil pro stanoveni 7-dehydrocholesterolu na GC/MS

Porovnanim zéznamu zdravého kontroly bez piidavku vnitiniho standardu a
7-dehydrocholesterolu (obr. 9a) se zdznamem vzorku, ke kterému byl piidan vnitini
standard a 7-dehydrocholesterol (obr. 9b) jsme zjistili retencni ¢asy analyti: pro vnitini
standard 29,1 minut a pro 7DHC 27,5 minut. Zjistili jsme také jejich hmotnostni spektra
(obr. 10a, 10Db).
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Obr. ¢. 9a: GC/MS analyza séra zdravé kontroly
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Obr. ¢. 9b: GC/MS analyza séra zdravé kontroly s pridavkem 7DHC a vnitrniho standardu
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4.2. Validace

Pti validaci metody jsme zjiStovali nasledujici parametry metody:
A) Linearitu
B) Spravnost
C) Mez detekce a kvantifikace
D) Opakovatelnost

E) Referencni rozmezi

4.2.1. Linearita

Pro zjisténi linearity v pracovnim rozmezi jsme prométili vzorky s pfidavkem

7DHC v rozmezi 0 — 9,1 mmol.I"™ (viz obr. 11). Metoda je v pracovnim rozsahu linearni.

Kalibraéni graf
3000
2500 | y = 268,24x
S R? = 0,996
= 2000 ~
o
S 1500
(&)
2 1000 -
o
500 -
0
0 2 4 6 8 10
Pridavek 7-dehydrocholesterolu (mmol.I™)

Obr. ¢ 11: Kalibracni kifivka pro 7-dehydrocholesterolu v séru

4.2.2. Mez detekce, mez kvantifikace a opakovatelnost

Na zaklad¢ velikosti Sumu a intenzity signalu 7DHC jsme urcili mez detekce a mez
kvantifikace, které jsou uvedeny v tabulce ¢. 1. Pro mez detekce jsme pouZili trojnasobek

Sumu a pro mez kvantifikace desetinasobek Sumu.
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Mez detekce

Mez kvantifikace

pmol.I”"

pg.ml™

pmol.I™

pg.ml™

7-dehydrocholesterol 0,47

0,18

1,56

0,6

Tab. ¢. 1: Mez detekce a mez kvantifikace pro 7-dehydrocholesterol v séru

Opakovatelnost analyzy vzorku na nizké hlading o koncentraci 1 mmol.I" byla

0,82 % (n=20) a vzorku na vysoké hlading o koncentraci 6 mmol.I" byla 1,11 % (n=20).

Déle jsme sledovali vzorky na nizké i vysoké hladiné¢ béhem 1 mésice uskladnéné

pii -20 °C. Pokles koncentrace ani na jedné hladin¢ jsme nezaznamenali.

4.2.3. Spravnost

Spravnost nasi metody jsem si ovéfila v ramci externi kontroly kvality ze systému

ERNDIM (European Research Network for evaluation and improvement of screening,

Diagnosis and treatment of Inherited disorders of Metabolism). PouZili jsme certifikovany

material, jeho? deklarovana koncentrace 7-dehydrocholesterolu je 122 pmol.l*

(deklarované rozmezi 112 — 132 umol.I"). Vysledky mych opakovanych méfeni jsou

uvedeny v tabulce ¢. 2.

3
(o]
-
(1]
=

7DHC

[umol.I™]

121,3

120,8

119,2

125,5

122,5

124,8

1211

120,1

118,5

B1©|0N 001 W=

121,5

Tab. ¢. 2: Stanoveni koncentrace 7-dehydrocholesterolu v certifikovaném materialu.
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Primér stanoveni koncentrace 7-dehydrocholesterolu je 121,53 pmol.I™, pi cilové
hodnoté& 122 pmol.I™ a vychyleni metody (bias) je -0,5 pmol.I ™.

4.2.4. Referen¢éni rozmezi

Referen¢ni rozmezi jsme stanovili na skupiné 30 zdravych jedincti. Koncentrace

7-dehydrocholesterolu v séru u nich byla pod mezi detekce (pod 0,47 pmol.I™).

4.2.5.VyuZiti v praxi

Takto vytvoifeno metodu jsem pouZila na vzorky u pacientt s klinickym podezienim
na SLOS. Vysledky jsou uvedeny v tabulce ¢. 3. U tii pacientd byla diagndéza SLOS
potvrzena (obr. 12).
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Obr. ¢ 12: GC/MS analyza u pacienta se SLOS p7i zdachytu.

Koncentrace 7DHC
Pacient [umol.I™]

2105,6
2074,9
788,1
nedetekovan
nedetekovan
nedetekovan
nedetekovan

~NoO ok WNBE

Tab. ¢. 3: Stanoveni koncentrace 7-dehydrocholesterolu v séru u pacienti
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5. Diskuze

Pro stanoveni 7DHC jsme zvolili metodu GC/MS, kterd je dnes pfistrojové
nejdostupnéjsi a vyrazné specifictéjsi a citlivéjsi nez plynova chromatografie s plamenové
ioniza¢nim detektorem. GC/MS se dnes jiz desitky let rutinné vyuZiva v analytickych
laboratofich a je to vysoce specificka a robustni technika. Do budoucna se jevi jako
vhodnéjsi pouziti HPLC ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii. Tato technika
je citlivgjsi a nevyzaduje tak komplikovanou p¥ipravu vzorku, ale zatim je pro jeji vysokou
cenu (7-10 mil. K¢) malo rozsitena.

Pro spravné chromatografické rozdé€leni analyta a tedy jejich dobrou kvantifikaci je
kriticky teplotni profil plynové chromatografie. U nasi metody je to dobré rozdéleni 7DHC,
vnitiniho standardu 5-a-cholestan a cholesterolu. Kritickou dvojici je 7DHC a cholesterol,
ktery je v séru obsazen ve velmi vysokych koncentracich a strukturné je blizky 7DHC.
Nami zvolenym teplotnim profilem se nam je podafilo dobte oddélit.

Metoda je v pracovnim rozsahu linearni, coz umoznuje pouZit jednobodovou
kalibraci v sérii. Vzhledem k tomu, Ze mez detekce 7DHC je 0,47 umol.I™, a dle literarné
publikovanych udaji?’ je rozhodovaci hladina pro diagnézu SLOS 0,5 pmol.I?, mizeme
metodu pouZit pro diagnostiku SLOS a pro monitorovani kompenzace u pacienti se SLOS
na lécbe. Na druhé strané nelze tuto metodu pouzit pro prenatalni diagnostiku. Pfi ni se
stanovuje 7DHC v plodové vod¢, kde fyziologické koncentrace jsou mensi nez 0,013
umol.I" a koncentrace 7DHC u postiZenych plodi je od 0,3 pmol.I"Y. Omezeni této metody
je dano pouzivanym piistrojem a ionizacni technikou, pro prenatdlni diagnostiku by jsme
museli pouzit citlivéjsi piistroj s chemickou ionizaci nebo HPLC ve spojeni s tandemovou
hmotnostni spektrometrii.

Metoda je velmi stabilni pfi opakovatelnosti na nizké i vysoké hladin¢€ do 1,5 % a
pln¢ vyhovuje pouziti v klinické biochemii. Vynikajici stabilita 7DHC v séru pii jeho
zamrazeni na -20 °C umoznuje, aby v laboratofi byly zpracovavany i vzorky z jinych
pracovist z celé CR, pro které UDMP zajistuje diagnostiku SLOS.

Koncentraéni rozmezi 7DHC vséru pro zdravé kontroly dle literatury?’ je

0-0,4 pmol.I"", coZ odpovida nasim vysledkiim. Koncentratni rozmezi pro pacienty se
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SLOS uvadéné v literatuie je 0,5 — 2100 pmol.I". U nasich pacientti se SLOS jsme nalezli
vysoce zvysené koncentrace 7DHC.
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6. Zaver

Cilem této Dbakalafské prace bylo otestovat metodu na stanoveni
7-dehydrocholesterolu v séru nebo plazmé. Navrzena metoda byla validovana a
pro sledovany metabolit bylo stanoveno referen¢ni rozmezi. Zavedena metoda byla
nasledné pouzita k vySetieni pacientti s klinickymi ptiznaky suspektnimi pro SLOS.

V prvé Casti jsme vytvorili teplotni profil pro plynovou chromatografii
s hmotnostnim spektrometrem. Zjistili jsme reten¢ni ¢asy pro 7-dehydrocholesterol, ktery
je 27,5 minuty a pro vnitini standart 5-a-cholestan, ktery ¢inil 29,1 minut.

Nasledné jsme promeéftili kalibraéni zavislost a urcil mez detekce a mez
kvantifikace. Mez detekce byla 0,47 pmoll® a mez kvantifikace 1,56 pmol.I™.
Opakovatelnost byla pod 1,5 %.

Déle jsme zjistili, Ze vzorek, ktery je uskladnén pii teploté -20 °C, byl stabilni po
celou dobu méfeni.

Referenéni rozmezi koncentrace 7-dehydrocholesterolu v séru pro naSi metodu je
do 0,47 umol.I™.

Tuto metodu jsme pouzili na stanoveni vzorkt pacienti s klinickym podezienim na

SLOS, kde jsme diagnostikovali 3 pacienty se SLOS.
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