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Abstrakt

Cilem této prace byl vyvoj voltametrické metody pro stanoveni 7-dehydrocholesterolu
jako Dbiomarkeru dédicného onemocnéni Smithova-Lemliho-Opitzova syndromu.
V ptipadé tohoto onemocnéni vzroste koncentrace 7-dehydrocholesterolu v plasmé
fadové stokrat na stovky az tisic umol I"!. Stanoveni 7-dehydrocholesterolu probihalo
vtéto praci vumélém séru, které bylo pfipraveno tak, aby simulovalo podminky
postnatalni diagnostiky Smithova-Lemliho-Opitzova syndromu. 7-dehydrocholesterol
poskytuje dobfe vyvinuty voltametricky signal okolo +0,8 Vwvs. Ag/AgNOs3
v acetonitrilu. Pro stanoveni 7-dehydrocholesterolu byla vyuzita diferencni pulzni
voltametre s optimalizovanymi parametry. Pfitomnost proteinu v umélém séru (lidsky
sérovy album) méla za nasledek neakceptovatelné¢ vysoky limit detekce metody
(178 umol I'! v umélém séru). Z toho diivodu byl lidsky sérovy albumin ze vzorkl
umeélého séra eliminovan jeho vysraZzenim pomoci acetonitrilu a naslednym odsttedénim
vzniklé suspenze. Pomoci acetonitrilu byl také upraven pomér vodné a organické slozky
ve studovaném prostfedi tak, aby bylo dosazeno optimalni voltametrick¢ odezvy
7-dehydrocholestrolu. S ohledem na fedéni vzorku umélého séra a velikost voltametrické
odezvy bylo zvoleno optimalni prostiedi pro stanoveni 7-dehydrocholesterolu
acetonitril —umeélé sérum 9:1. Vtomto prostiedi bylo dosazeno limitu detekce
1L,S5umol I vumélém  séru, tedy dostatecné nizkého pro  screening
Smithova-Lemliho-Opitzova syndromu. Metodou standardniho pfidavku byl
7-dehydrocholesterol stanoven ve tiech vzorcich o koncentraci 30, 100 a 250 umol 1!,
Bylo dosaZeno vytéznosti metody 43—70 %, je tedy patrné, ze je tieba dalsi optimalizace
postupu. Velmi dobré regresni parametry koncentracnich zavislosti ziskanych metodou
standardniho pfidavku (>0,99) naznacuji, Ze -elektrochemickd detekce je piesna
a vbudoucnosti je nutné se zaméfit na ztraty 7-dehydrocholesterolu zplisobené
pfedupravou vzorku, pfedev§im eliminaci proteinii ze studované matrice. V této
diplomové praci je popsana jednoducha a levnd metoda s vysokym potencidlem pro
vyuziti v point-of-care testovani v zatizenich bez ptimého ptistupu ke komplikovanému
instrumentalnimu laboratornimu vybaveni.
Kli¢ova slova
7-dehydrocholesterol, borem dopovany diamant, oxidace, Smithiv-Lemliho-Opitziv

syndrom, voltametrie



Abstract

The aim of this thesis was the development of a voltammetric method for the determination
of 7-dehydrocholesterol as a biomarker of congenital disease Smith-Lemli-Opitz
syndrome. The concentration of 7-dehydrocholesterol in plasma will increase hundred-fold
to hundreds to thousands pumol L' in patients suffering from Smith-Lemli-Opitz
syndrome. The determination of 7-dehydrocholesterol was carried out in artifical serum in
this work, which was prepared to mimic the conditions of postnatal diagnosis of Smith
Lemli Opitz syndrome. 7-dehydrocholestrol provides a well developed voltammetric signal
at approximately +0.8 V vs. Ag/AgNO3 in acetonitrile. Differential pulse voltammetry
with optimized parameters was used for the determination of 7-dehydrocholesterol. The
presence of protein in artificial serum (human serum albumin) resulted in an unacceptably
high detection limit of the method (178 umol L' in artificial serum). Therefore, human
serum albumin was eliminated from the artificial serum samples by precipitating it with
acetonitrile and subsequently centrifuging the resulting suspension. At the same time, the
ratio of aqueous and organic components in the studied medium was also adjusted with
acetonitrile to achieve an optimal voltammetric response of 7-dehydrocholestrol. With
regard to the dilution of the artificial serum sample and the size of the voltammetric
response, the optimal medium for the determination of 7-dehydrocholesterol
acetonitrile — artificial serum 9:1 was selected. In this medium, the detection limit of
1.5 umol L™! in artificial serum was achieved. This detection limit is low enough for the
screening of Smith-Lemli-Opitz syndrome. Using the standard addition method,
7-dehydrocholesterol was determined in three samples with respective concentrations of
30, 100 and 250 pmol L', The recovery of the method was 43 — 70 %, therefore, it is clear
that further optimization of the method is needed. Very good regression parameters of the
concentration dependencies obtained by the standard addition method (> 0.99) indicate that
the electrochemical detection is accurate. Therefore, in the future, it is necessary to focus
on the losses of 7-dehydrocholesterol caused by the sample pretreatment, especially the
elimination of proteins from the studied matrix. This diploma thesis describes a simple and
inexpensive method with high potential for use in point-of-care testing in facilities without
a direct access to complicated instrumental laboratory equipment.
Key words
7-dehydrocholesterol, boron doped diamond, oxidation, Smith-Lemli-Opitz syndrome,

voltammetry
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1 Teoreticka cast

1.1. Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout voltametrickou metodu pro stanoveni
7-dehydrocholesterolu  (7-DHC) v umélém  krevnim  séru  jako  biomarkeru
Smithova-Lemliho-Opitzova syndromu (SLOS) za vyuziti béorem dopované diamantové

(BDD) elektrody.

1.2. Smithiiv-Lemliho-Opitziiv syndrom (SLOS)

V roce 1964 bylo Davidem Smithem, Lucem Lemlim a Johnem Opitzem popsano do té
doby neznamé onemocnéni (1). Na ptipadové studii tii pacientd, které¢ spojoval nezvykly
vzhled tvéfe, mikrocefalie, mentalni retardace, té€zké poruchy vyzivy a celkové opozdény
vyvoj, definovali nové onemocnéni. V nésledujicich dvaceti letech probihalo intenzivni
studium tohoto nového syndromu zamétené jak na klinické projevy onemocnéni a jeho
dédicnost, tak na patobiochemické procesy probihajici v télech pacientti (2—4). V této dobe
také onemocnéni vstoupilo do povédomi Siroké vefejnosti jako SLOS. Jednd se
o autosomalné recesivni dédicné onemocnéni, pro néjz je charakteristickd deficitni aktivita
enzymu 7-dehydrocholesterol reduktazy (7-DHCR) (5). Jde o prvni syndrom zatazeny do
vrozenych vyvojovych vad ve sterolovych syntézach (5,6). Pfi¢inou je mutace genu pro
7-DHCR, ktery je kodovan 9 exony, pfi¢emZ u pacientli bylo identifikovano pfes 100
mutaci (7). Enzym 7-DHCR je =zodpovédny =za katalyzu posledniho kroku
Kandutschovy-Russelovy (8) biosyntézy cholesterolu, tedy za redukci dvojné vazby na C7
u 7-DHC (cholesta-5,7-dien-3B-ol), respektive za pteménu 7-dehydrodesmosterolu
(7-DHD, cholesta-5,7,24-trien-3B-ol) na desmosterol v Blochové biosyntéze cholesterolu
(obr.1). Relativné slozita biosyntéza cholesterolu zahrnuje vice nez 20 specializovanych
enzymul a komplexni bunééné mechanismy intracelularniho tfidéni a transportu. Defektni
enzym 7-DHCR zplsobuje nedostatecnou produkci cholesterolu a akumulaci 7-DHC
a jeho izomeru 8-dehydrocholesterolu (8-DHC, cholesta-5,8-dien-3f3-ol) v plasmé i dalSich
tkanich (9).

Cholesterol je nezbytnou slouc¢eninou pro Zivot vSech zvifat. Je syntetizovan de novo
vySe zminénymi biochemickymi procesy nebo je pfijimdn z potravy. Je kliCcovym

komponentem bunéénych membran a je zodpovédny za jejich fluiditu (10). Je také soucasti
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neuronového myelinu a hlavni lipidovou slozkou v lidském mozku (11). Zde je podstatné,
ze cholesterol nemtize piekrocit hematoencefalickou bariéru, a v mozku je proto
produkovan témét vyhradné de novo. Déle je cholesterol prekurzorem steroidnich hormont
a zlucovych kyselin, tedy biomolekul, které hraji velmi vyznamné role v regulaci genové
exprese a v zazivani (12, 13). Proto neni divu, ze jakdkoliv porucha v biosyntéze
cholesterolu ma devastujici ucinky na strukturu bunééné membrany a celkovou funkci

organismu (14).

Blochova biosyniéza

s

HO D |
7-Dehydrodesmosterol esmostero

DHCR24 i DHCR24

£

HO
7-DHC Cholesterol

Kandutschova-Russelova biosyntéza

Obr. 1 Posledni dva kroky Kandutschovy-Russelovy a Blochovy biosyntézy

cholesterolu. Prevzato z (15).

Biochemicky ptivod SLOS byl dlouhou dobu neznamy, a to i pfes to, Ze v poloving
80. let minulého stoleti bylo popsano mnoho abnormalit ve steroidnim metabolismu lidi
(16). Primarni ptivod onemocnéni popsali Natowicz a Evans (17), kdyz v moci tii ze Ctyt
pacientt trpicich SLOS nebyli schopni stanovit standardni Zluové kyseliny (produkty
oxidace cholesterolu, v piipadé SLOS casto ptritommého v nizkych koncentracich)
a u jednoho stanovili abnormalni mnoZstvi standardnich Zlucovych kyselin. Naopak

detekovali nestandardni zlu¢ové kyseliny pochazejici ze 7-DHC. Nasledna analyza plasmy
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pacienti trpicich SLOS ukézala vice nez 1000nasobnou hladinu 7-DHC, coz vedlo
k oznaceni nedostatecnosti 7-DHCR za ptivodce tohoto onemocnéni (5). Na zaklade téchto
zjisténi byl 7-DHC pozdéji identifikovan jako spolehlivy biomarker SLOS, cehoz je
vyuzito 1 v této praci.

Vseobecna shoda panuje ohledné enzymatické pii¢iny SLOS. Je vSak pravdépodobné,
ze za patologickymi projevy stoji vedle nedostatku cholesterolu sekundarni nemetabolické
defekty spojené s tvorbou nebezpecnych oxysterolt (18). Lipidy maji tendenci podléhat
radikalovym reakcim s kyslikem. Tento proces je oznaCovan jako lipidova peroxidace
a dava vzniknout fad¢ peroxidovych produktii (19). Z cholesterolu a intermediata pii jeho
biosyntéze jsou touto cestou vytvareny slouceniny zvané oxysteroly. Jedna se o biologicky
aktivni latky, které reguluji cholesterolovou homeostazi, ale mohou pusobit i cytotoxicky
(20). Produkce oxysterolil je obecné zvySena v ptipad€ defektu v biosyntéze cholesterolu
a narlGstu koncentrace intermediatd, jako je 7-DHC (21). MnoZstvi oxysterolovych
produkti odvozenych od 7-DHC je v porovnani s cholesterolem $irsi, coz je zptisobeno
tim, ze cholesterol je monoalken, zatimco 7-DHC je dien a v dusledku toho vyrazné
reaktivnéj$i (rychlostni konstanta pro jeho oxidaci je asi 200krat vySs$i nez v piipadé
cholesterolu) (21).

Pozitivnim aspektem zvySené koncentrace 7-DHC miize byt zvySeni syntézy vitaminu
Ds, ktery zabraiuje rozvoji osteomalacie a kiivice (22). Samotnd nizkd koncentrace
cholesterolu v tkanich pfedstavuje dalsi potencialni zdravotni benefit, jelikoz cholesterol je
nutnou slozkou bunéénych membran nutnou pro vstup ¢i opusténi buitkky mikroorganismy
(23). Tyto potencionalni zdravotni benefity jsou vSak v porovnani s negativnimi aspekty
onemocnéni marginalni.

Odhady incidence SLOS se lisi podle uZzité diagnostické metodiky, ale 1 v zavislosti na
etnickém plivodu studovaného vzorku populace. Jeden z prvnich odhadli incidence SLOS
byl vytvofen Lowrym a Yongem, ktefi odhadli ¢etnost onemocnéni v Britské Kolumbii
v Kanadé¢ na 1:40 000. Jakmile zahrnuli i méné¢ zavazné ptipady, tato incidence vzrostla na
1:20 000 (24). V Ceské republice byla uvedena dokonce &etnost vyssi nez 1:10 000 (25). Je
vSak nutné vzit v potaz, Ze tyto vysoké hodnoty Cetnosti byly stanoveny vyluéné na
zaklad¢ klinickych diagnéz, kde existuje vysSi pravdépodobnost vyskytu falesné
pozitivnich pfipadi (zdména jiného onemocnéni za SLOS). V podobné populaci
diagnostikované biochemicky byla incidence vyrazné nizsi (26). Jeden z novéjSich odhada

uvadi incidenci SLOS 1:20 000 az 1:60 000 (27). V geneticky rozmanité populaci USA lze
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pozorovat vyrazné rozdily v poctu diagnostikovanych piipadi mezi etnickymi skupinami
obyvatel. Oproti obyvatelim s africkymi ¢i asijskymi kofeny byl vyrazné vyssi vyskyt

SLOS popsan u obyvatelstva evropského ptivodu (25).

1.2.1. Klinické projevy SLOS

Jedinci postizeni SLOS vykazuji velmi Siroké spektrum projevi. Zaprvé je to zplisobeno
tim, Ze cholesterol je pfitomen ve vSech tkanich v lidském téle, a proto se jeho nedostatek
projevuje jako multiorganova porucha. Zadruhé se na zéklad¢ rizné miry deficity 7-DHCR
1181 z&vaznost téchto projevii. Ty mohou byt na Skale od malo ovlivnénych jedinci, trpicich
leh¢imi fyzickymi anomaliemi a charakteristickymi poruchami v uceni a chovani, az po
vazné postizené jedince, Casto umirajici in utero nebo v perinatalnim obdobi z divodi
zavaznych télesnych deformaci (14). Mezi znaky, které pacienty trpici SLOS spojuji a jsou

ee

velmi pfiznacné, jednoznacéné patii tzv. ,,SLOS tvai* a syndaktylie 2 a 3 prstu (obr. 2).
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Obr. 2 Obrazek (A) Typické projevy SLOSu: mikrocefalii, bitemporalni ziZent,

ptoza, kratky nosni kotfen, rozsifené nozdry a mikrognatia. Obrazek (B) Syndaktylie 2 a 3
prstu. Obrazek (C) SLOS s mirnym fenotypem. Upraveno z (28).

Do doby, nez byla zndma biochemicka podstata onemocnéni, navrhlo né€kolik autort
rozdélit SLOS na zakladé klinické zavaznosti do dvou skupin na SLOS 1. typu s mirn&jSimi
systém klinické zavaznosti SLOS podle stupné a poctu fyzickych deformacich riznych
organti (30). Tento systém byl dale upraven Kellym a Hennekamem v roce 2000 (26).

Hodnocené oblasti zahrnuji mozkové, oc€ni, uUstni, kosterni a genitdlni defekty
a na zakladé zavaznosti jsou hodnoceny podle tab. 1. Hodnoceni pro 10 kategorii je
seCteno, podéleno maximalni moznou hodnotou (20) a vynasobeno 100. Z vysledného ¢isla
se fyzicka zavaznost SLOS déli do tif kategorii: mirny (<20), klasicky (20-50) a zavazny
(>50) (31).
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Tab. 1 Hodnoceni klinické zavaznosti vyvinuté Bialerem (30) a upravené (26).

Organ

Mozek

Ustni

Periferie (prsty, usni

boltce, brada)

Oci

Srdce

Ledviny

Jadtra

Plice

Stieva

Genitdlie

Skoére

1

2
1
2

N = O N =S NN

N =N e ON oD - O

Kritéria
zachvaty, kvalitativni abnormalita MRI
2 hlavni malformace CNS, gyralni vady
dvojklany ¢ipek nebo submukdzni rozstép

rozstép tvrdého patra nebo stiedni rozstép

minimalni prstova syndaktylie bez tvaru Y

syndaktylie 2 a 3 prstu ve tvaru Y, horni

nebo dolni polydaktylie, jiné syndaktylie

jakékoliv dva znaky z vySe uvedenych
Sedy zakal, mikroftalmie

funk¢ni defekty

defekt jedné komory nebo cévy
komplexni srde¢ni malformace

funkéni defekt

jednoduché cystické onemocnéni ledvin

renalni  ageneze, klinicky  vyznamné

cystické onemocnéni

indukovana jaterni abnormality
jednoducha strukturalni abnormalita
progresivni jaterni onemocnéni
funkéni plicni onemocnéni
abnormalni lobace, hypoplazie
plicni cysty, jiné hlavni malformace
funkéni onemocnéni GIT

pyrolicka sten6za

Hirschsprungova nemoc
Jednoduchd hypospadie

Nejednoznacné nebo zenské genitalie v 46,

XY, genitalni malformace v 46, XX
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Pozd¢ji byla potvrzena Uzkéd souvislost mezi hodnocenim fyzické zavaznosti
a biochemickymi parametry, pfiemz existuje inverzni souvislost mezi koncentraci
cholesterolu v séru a klinickou zavaznosti (31-33). S nizsi koncentraci cholesterolu jsou
umrtnost vyssi (34). Ackoliv je hodnoceni fyzické zavaznosti SLOSu uzite¢né pro zjisténi
miry vzorce malformace u postizenych jedincl, nezohlediuje zavaznost mentalniho
postizeni, poruchy chovani nebo potize s pfijmem potravy (35). To patii mezi postiZeni,
ktera nejsou zohlednéna vtab. 1 a pro jejich predikci je tfeba biochemickych metod
diagnostiky. U novorozenct a kojencii jsou bézné problémy s krmenim — obtizné polykaji,
zvraci, a celkoveé nejevi zdjem o jidlo, diky ¢emuz jsou nedostateéné kojeni. U vice nez
50 % pacientt léCba vyzaduje krmeni nasogastrickou sondou nebo zavedenim
gastrostomické sondy do Zzaludku. Pokud neni v€as rozpoznan vrozené maly zaludek
a intesticinalni dysmotilita, pak Casto dochazi k zpétnému toku Zaludecniho obsahu do
jicnu, tzv. jicnovému refluxu. Pacienti trpici SLOS maji Casto spolu s refluxem také alergii
na mlé¢né a sdjové proteiny (26).

Behavioralni rysy SLOS zahrnuji podrazdénost, sebepoSkozovani, agresivitu nebo
hyperaktivitu. Patfi mezi né€ 1 opakujici se a ritudlni chovani, poruchy pozornosti a poruchy
autistického spektra. Zavazné naruseni spankového cyklu se upravuje s vékem. Zatimco
rodi¢e nemluvnat hlasi nadmérnou spavost, déti do 5-6 let pfes den neusnou a v noci naspi
2-3  hodiny. Nespavost ma tendenci se svékem snizovat (36). Agresivita

a sebeposkozovani jsou pfitomny u 60 az 90 % pacientt (37).

1.2.2. Lécba SLOS

Délku Zivota pacientli trpicich SLOS lze odhadovat primarné podle zadvaZznosti internich
malformaci a dostupnosti a kvality podptirné péée. Casto jsou nutné chirurgické zakroky
k napraveni vrozenych anomalii a zminéné umisténi gastrostomie na podporu nutri¢niho
stavu (28). S odhalenim biochemické pticiny SLOS v deficitu biosyntézy cholesterolu
pokrocila 1 lékaiskd péce o pacienty (26). Standardni 1écbou SLOS se stala ponc¢kud
kontroverzni suplementace cholesterolu ve strav€, coz ma za nasledek zvySeni jeho hladiny
a sniZeni biosyntézy, a tedy i akumulace reaktivniho 7-DHC. Zpocatku byly navrhovany
denni davky cholesterolu 20-300 mg/kg v pfirozené form¢ (vejce, smetana, jatra, maso),
nebo ve formé Ccist¢ho cholesterolu pfidaného do stravy snebo bez suplementace

zluCovych kyselin (38). Odhadovana denni davka v kojeneckém veéku se pohybuje mezi
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30-40 mg/kg, které se v dospélosti snizi na primérnych 10 mg/kg/den (39). Nekolik studii
z 90. let minulého stoleti ukdzalo, ze suplementace cholesterolu zvysuje jeho koncentraci
v plasmé a mé pozitivni vliv na behaviordlni a afektivni zmény u pacientd se SLOS
(31,38,40). Ve studii zroku 2000 byl 4 détskym pacientim trpicim SLOS podévan
cholesterol ve form¢ vajecného zloutku po dobu 4-8 tydni a jeho vysledna koncentrace
v plasmé se zvysila o 56 %. Hodnoty 7-DHC zlstavaly konstantni, av§ak snizovalo se jeho
pomérné zastoupeni v celkové koncentraci steroli. Po 35tydenni suplementaci doslo
k navySeni hladiny cholesterolu o 116 % a snizeni 7-DHC o 67 % (41). Na druhou stranu
6 let trvajici studie z roku 2004 ukazuje, ze suplementace cholesterolu nezlepSuje vyvoj
déti a adolescentii. Diivodem omezené¢ho efektu mohou byt ¢asté malformace mozku
a dal$i anomalie, které pfipivaji k mentalni retardaci a na néz suplementace pochopitelné
nema vliv (42).

Kontroverze prenatalni i postnatalni suplementace cholesterolu spociva v tom, ze
molekula cholesterolu nemiize projit fyziologickymi bariérami jako je placenta nebo
hematoencefalicka bariéra. Proto, pokud terapie probiha prenatdln€¢, mohou mit tézce
postiZzeni novorozenci stale velmi nizkou hladinu cholesterolu v plasmé (az 1 mg/dl, 2 %
fyziologickych hodnot) (31). V pfipad¢ postnatilni terapie, z divodu neprostupnosti
hematoencefalické bariéry pro cholesterol, dochazi k deficienci cholesterolu v nervové
tkani mozku a nevratnym kognitivnim a behaviordlnim zméndm (40). DalSim uskalim pfi
suplementaci cholesterolu miize byt jeho snizena absorpce zapfi¢inénd nedostatkem
zluc¢ovych kyselin, které v lidském téle plni rolu emulgatort lipidu a jejichz prekurzorem je
prave cholesterol (5).

Dobte fungujici 1ék musi prostupovat nebo jinak usnadiovat transport cholesterolu
hematoencefalitickou bariérou (42). Jistou moznosti je simvastatin, ktery mize prochazet
hematoencefalitickou bariérou, a proto ma potencidl zlepsit neurologické a kognitivni
funkce u pacienti trpicich SLOS. Statiny se obvykle pouzivaji k 1écbé
hypercholesterolémie, protoze inhibuji funkci 3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym A
(HMG-CoA) reduktazy (obr. 3). Tim také zabranuji vzniku a tedy akumulaci potencidlné
toxickych 7-DHC a 8-DHC v téle SLOS pacienti (43). Soucasné se paradoxné zvysi
zbytkova aktivita zmutované 7-DHCR, a tak i1 pfeména zbytkového 7-DHC na cholesterol
(44). Avsak statiny zaroven pifirozené snizuji hladinu cholesterolu, coz je v ptipadé SLOS
nezadouci ucinek, proto je tato 1écba typicky kombinovana s cholesterolovou suplementaci

(45). Vysledky retrospektivni studie u€inkl simvastatinu na 39 pacientech trpicich SLOS
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v kombinaci s cholesterolovou suplementaci ukdzaly pokles poméru 7-DHC a cholesterolu
v plasmé, avSak nebylo mozné potvrdit zlepSeni behavioralnich a rdstovych parametrii

pacienti (46).
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Obr. 3 Schéma biosyntézy cholesterolu.
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1.2.3. Diagnostika SLOS — metody stanoveni 7-DHC
Pokud je pii bézném vysetieni plodu pomoci ultrazvuku zjiSténa rastova vada i typicka
deformace, je pristoupeno ke klinickému vySetteni s cilem potvrdit, nebo vyvratit diagnézu
SLOS. V prenatalni diagnostice je jako biochemicky marker SLOS vyuzivan zejména
7-DHC. Ten muze byt stanoven v plodové vodé (referencni hodnoty v tab. 2), kterd se pro
tyto ucely standardné odebird po 14. tydnu téhotenstvi a v ptipadé¢ SLOS je hladina 7-DHC
typicky nékolikandsobné vyssi oproti referencnim hodnotdm (32,47,48). Piiméa analyza
sterolového slozeni je mozna ze vzorku choriovych klkti mezi 10. a 12. tydnem téhotenstvi
(49). Jedna se o spolehlivou metodu, avSak zvyseni poméru 7-DHC/cholesterolu neni tak
velké jako narist koncentrace 7-DHC v plodové vodé (32). Oba tyto zdkroky jsou
invazivni a vyzaduji amniocentézu v ptipad¢ vysetieni z plodové vody ¢i odbér choriovych
klki z placenty. Neinvazivni metodou majici potencial pro diagnostiku SLOS je stanoveni
dehydroestriolu, vznikajiciho ze 7-DHC, v moci téhotnych Zen (34,35).

Stejn€ jako v prenatalni, tak i1 v postnatidlni diagnostice je jako biomarker SLOS
vyuzivan 7-DHC. Ten je v naprosté vétSiné piipadi stanovovan v krevni plasmé
(referenc¢ni hodnoty v tab. 2) nejcastéji plynovou (GC) a kapalinovou chromatografii (LC).
Plynova chromatografie s plamenovou ioniza¢ni detekci (GC-FID) na kapilarni koloné je
bez derivatizace, rychlé a jednoduchd metoda (48). Ze suché krevni skvrny mé 7-DHC mez
stanovitelnosti 9,36 umol I"! s korelaénim koeficientem 0,997 — 0,998 (52). Metoda GC
s hmotnostni detekci se selektivnim zdznamem iontu (GC/MS-SIM) je linearni v rozsahu
91170 umol I'!.  Stanoveni ze skvrny plné krve se zdlouhavou derivatizaci
trimethylsilanem poskytuje limit detekce (Lp) 1,74 umol I"! (53). P¥imé stanoveni bez
extrakce a separace se provadi time-of-flight hmotnostni spektometrii sekundarnich iont
(TOF-SIMS), ktera k diagnostice SLOS vyuziva poméru cholesterolu/7-DHC. Jedna se
o rychlou metodu, ktera, oproti vysokym potizovacim nékladim, ma ty provozni relativné
nizké (54). OvSem kviili fadé¢ jinych nevyhod se tato metoda fadi mezi méné pouZivané.
BéZné pouzivand GC/MS je na rozdil od TOF-SIMS levna, vice specificka metoda, ktera
stanovuje piimo 7-DHC (53). Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI-MS) je
citlivd metoda pro rychlou analyzu ze suché krevni skvrny a plasmy. Bez ptipravy vzorku
poskytne vysledky kvantitativni i kvalitativni analyzy do méné nez 3 minut (55).
S ohledem na vysokou citlivost 7-DHC a 8-DHC vu¢i peroxida¢nim reakcim byla vyvinuta
metoda vysokouCinné kapalinové chromatografie s MS detekci (HPLC/MS), ktera

umoznuje stanoveni pifimo 7-DHC, 8-DHC a cholesterolu v krevni plazmé (56). Vzorek
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plasmy S vnitinimi standardy oznacenymi deuteriem, derivatizovany
4-fenyl-1,2,4-triazolin-3,5dionem ma Lp na kolong 5,2 - 107! umol I'!, coZ je tisicindsobné
zlepSeni porovndni s Lp stanovenym HPLC-APCI-MS/MS (15). Limit menSi nez
2,6 umol I'! na koloné mé4 metoda kapalinovd chromatografie s tandemovou MS
vyuzivajici ionizace pomoci elektrospreje, ktera analyzuje susené sérum derivatizované na
pikolinylové steroly pomoci 3-B-pikolinatu (57). Jak vyplyvd zptedchozich tadkd,
v soucasnosti je cCasto vyuzivana metodika zalozend na ndkladné MS v kombinaci
s chromatografickou separaci, a proto stidle dochazi k aktivnimu vyzkumu v oblasti
alternativnich metod pro rutinni stanoveni 7-DHC.

Jako pftiklad alternativniho pfistupu ke stanoveni 7-DHC mize poslouzit metoda
zalozena na in situ derivatizaci 7-DHC pomoci Liebermannova-Burchardova ¢inidla (smés
kyseliny sirové, octové kyseliny a anhydridu octové kyseliny), kterd vede k rychlé
a pomijivé zméné barvy roztoku, ¢imzZ je umoZznéno kolorimetrické stanoveni 7-DHC bez
interference cholesterolu, ktery vtomto casovém rozsahu (jednotky sekund) zistava
bezbarvy (58). Lze ofekavat, ze podobné jako ve standardni metodé stanoveni cholesterolu
podle Abella a Kendalla (59), kde je Liebermannovo-Burchardovo ¢inidlo vyuzivéno,
dochdzi k dehydrataci a dalSim reakcim steroidniho skeletu 7-DHC, a tim ke vzniku
zabarveni (60). Pacienti trpici SLOS casto vykazuji sniZenou hladinu cholesterolu, avSak
neni to pravidlem. Hodnoty koncentrace cholesterolu v plasmé mohou byt navic u téchto
pacienti faleSné¢ zvySené, protoze ve vétSin€ klinickych laboratofi jsou pro stanoveni
cholesterolu vyuzivany testy zaloZzené na cholesterol oxidaze, kterd vSak neni pro
cholesterol specifickd, a vysledna hodnota v sobé zahrnuje i1 koncentraci prekurzor
cholesterolu jako jsou 7-DHC a 8-DHC (61). S ohledem na dédi¢nou podstatu SLOS
mohou byt pro jeho diagnostiku pfirozené vyuzivany i molekuldrni metody studia genu

kédujiciho 7-DHCR (62).
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Tab. 2 Koncentrace 7-DHC v plasmé¢ a plodové vod¢ u zdravych a SLOS pacientd.

7-DHC/zdravy 7-DHC/SLOS Reference
(umol I') (umol I')

Plasma <7 352 (63)

Plasma 0,33+0,10 385+ 309 (47)

Plasma 0,26 £0,13 7-1221 (28)

Plasma <2,86 (62)

Plasma 0,26 (15)
Plodova voda 0,016 + 0,005 16,3 +£9,10 (47)

Plasma 0,13 - 1,30 650 (46,64)

1.3. Elektrochemické vlastnosti 7-DHC a pribuznych

sterolua

Elektrochemické reakce nearomatickych sterolovych sloucenin nejsou ¢astym predmétem
védeckého zajmu, nebot’ jejich redoxni aktivita je omezena. Piehledny ¢lanek z roku 2017
poskytuje shrnuti moznosti elektrochemické charakterizace a analyzy steroidnich slou¢enin
za vyuziti neenzymatickych metod (65). Mira redoxni aktivity steroidnich sloucenin zavisi
na poctu dvojnych vazeb v jinak nereaktivnim sterolovém jadfe a na povaze pfitomnych
funkénich skupin.

Obecné existuji dva zpisoby elektrochemické detekce sterolt. Prvni zptisob piedstavuji
enzymatické biosenzory, které témét vyhradn€ slouZi pro detekci cholesterolu. Jsou
zaloZzeny na imobilizaci cholesterolové oxiddzy na povrchu elektrody. Cholesterolova
oxidaza katalyzuje reakci cholesterolu s kyslikem za vzniku cholesten-3-onu a peroxidu
vodiku, a proto lze cholesterol stanovit z amperometrické odezvy odpovidajici poklesu
redukéniho proudu kysliku nebo castéji na zékladé redukéniho nebo oxida¢niho proudu
peroxidu vodiku (66). Enzymatické stanoveni cholesterolu je standardné pouZivanou
metodou v nemocnic¢nich laboratofi pro stanoveni celkového cholesterolu, avSak nejsou
specifické pro cholesterol a vysledné hodnoty zahrnuji i koncentraci 7-DHC. Kviili tomu
se u pacientii trpicich SLOS mohou zdat hodnoty cholesterolu v normé¢, ttebaze 7-DHC
a 8-DHC tvofti vice neZ polovinu z namétenych hodnot. Z tohoto diivodu neni enzymatické

vySetfeni spolehlivou metodou v diagnostice SLOS (26).
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Druhy pfistup je pak zalozen na pifimé nebo nepiimé oxidaci sterolii na rtiznych
druzich elektrod a neenzymatickych biosenzorech (65). Pfima i nepiima oxidace
cholesterolu zacala byt dikladné studovana az v priibéhu poslednich dvou desetileti,
protoze byl dlouho povazovan za elektrochemicky neaktivni slouc¢eninu (67,68). V ¢asnych
studiich byla vyuzivana nepfima oxidace s mediatorem, ktery funguje jako
elektrochemicky katalyzator snizujici aktivac¢ni energii potfebnou k dosazeni oxidace
slouceniny s vysokym oxida¢nim potencidlem (69). Neptimé oxidace cholesterolu adici na
dvojnou vazbu, oxidaci allylové pozice, hydroxylové skupiny nebo pfipojeni funkéni
skupiny na postranni fetézec za pouziti celé fady mediatorti jsou shrnuty v prehledném
¢lanku Morzyckiho (67). Prvni popis pfimé oxidace cholesterolu pochazi az z roku 2005,
kde oxidace probihala na platinové elektrodé v ledové kyseliné octové s chloristanem
a octanem sodnym jako zdkladnim elektrolytem (70). Kromé platinové elektrody je
cholesterol mozné detekovat na BDD a elektrodé ze skelného uhliku (GC, glassy carbon)
pfi pozitivnim potencidlu v nevodném prostiedi acetonitrilu a chloristanu lithného. V praci
zabyvajici se stanovenim cholesterolu s elektrochemickou detekci byly nejprve porovnany
BDD a GC elektrody, pficemz jako pracovni elektroda byla zvolena BDD, protoze oproti
GC vykazovala vyssi proudovou hustotu oxida¢niho piku cholesterolu a zejména 10krat
vEtsSi pomér signal-Sum (obr. 4) (71). Nizké nabijeci proudy ziskané na BDD byly pfipsany
kompaktnimu, neporéznimu povrchu BDD elektrody s dominantni H-terminaci. Metodou
HPLC s elektrochemickou detekci BDD ziskali Lp 0,04 pmol I'! s detekénim potencialem
+2,2 V vs. Ag/AgCl1 (71).



122

0
™ -~
B —— 0.5 mmol I"' cholesterol
- - —- zakladni elektrolyt
I 0.1 mA c¢cm™
0 1 L | |
0.8 1.2 1.6 2.0 24

E (Vvs. Ag/AgCl)
Obr. 4 Cyklické voltamogramy 0,5 mmol I"! cholesterolu s 50 mmol I"! chloristanem
lithnym v acetonitrilu na (A) GC a (B) BDD elektrodé. Rychlost skenu 0,02 Vs
Upraveno ze (71).

Nejvyznamngj§imi  Zlu¢ovymi kyselinami u cClov€ka jsou cholova kyselina
a chenodeoxycholova kyselina. Do nedavné doby byly tyto ZluCové kyseliny povazovany
za jest¢ méné nachylné k elektrochemické oxidaci nez je cholesterol, protoZe neobsahuji
zadné dvojné vazby (65). MenS§i mnoZstvi praci se zabyvalo moznostmi elektrochemické
redukce zluCovych kyselin, kterd je umoZznéna ptfitomnosti karboxylové skupiny na jejich
postrannim fetézci (72). V nedavné studii byla popsdna zajimava metoda, kterd umoziiuje
chemickou aktivaci Zlucovych kyselin pro jejich elektrochemickou oxidaci (73). In situ
aktivace zlucovych kyselin je dosaZzeno zavedenim dvojné vazby do jejich struktury
pomoci dehydratacni reakce s HC1O4 v acetonitrilu (analogie
k Liebermannové-Burchardoveé reakci), ktera slouzi zaroven jako zadkladni elektrolyt.

Timto jednoduchym zpiisobem je v aktivované Zzlucové kyseliné zvySena elektronova
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hustota, a lze provést jeji elektrochemickou oxidaci pii ca +1,2 Vvs. Ag/AgNOs
v acetonitrilu. Tato metoda aktivace byla nasledn¢ vyuzita k analytickym ucelim, kdy bylo
metodou diferenéni pulzni voltametrie (DPV) dosazeno Lp 0,5 mol ! pro cholovou
kyselinu a 1,0 mol I"! pro chenodeoxycholovou kyselinu (74).

Nepiima anodicka oxidace cholové kyseliny s chloristanem sodnym jako zakladnim
elektrolytem probihd v zasaditém prostfedi na Ti/PbO>, platinové a GC elektrodé. Tato
nepiima oxidace vyuzivd oxidace medidtorového iontu, ktery vyménuje elektron s méné
elektrochemicky aktivni skupinou. Zde byl pouzit NaCl jako mediatorovy iont pro oxidaci
hydroxylovych skupin kyseliny cholové, které¢ se oxiduji dle umisténi na uhliku v potadi
C7 > Cl12 > C3 (75). 1 v piipadé¢ zluCovych kyselin se pfirozen¢ uplatiiuje nepiimé
enzymatické stanoveni za pomoci elektrochemické detekce NADH nebo H2O; (76-78).

Po dikladné literarni reSersi byly nalezeny pouze tfi védecké prace, kde byla popsana
elektrochemicka oxidace 7-DHC, z toho v jedné praci byla vyuzita pro analytické ucely.
Prvni prace pochazi z roku 1975 a sleduje zménu pilvlnového potencidlu vitaminu A, D
a 7-DHC v zavislosti na pH (79). Pro tento ucel zvolili prostfedi methanol:voda (75:25),
ukdzalo, ze ptlvlnovy potencial pro oxidaci 7-DHC neni zavisly na zmén¢€ pH a nachazi se
u +0,84+0,03Vvs SCE. Vtomto c¢lanku byla také studovana oxidace 7-DHC
$0,05mol I chloristanem lithnym jako =zdkladnim elektrolytem v prostiedi
methanol:benzen (2:1), kde 7-DHC poskytoval dobte vyvinuty pik u +1,04 V vs. SCE (79).
Druha publikace pochdzi zroku 1990 a zabyva se stanovenim 7-DHC v lidské kizi za
pouziti dvou chromatografickych systémi (jednoduchd isokratickh HPLC by nezajistila
dostateCnou piesnost a spravnost méteni). Priprava vzorku vyZadovala relativné slozitou
predupravu vcetné extrakce a pfidani ergosterolu jako vnitiniho standardu. Isokraticka
HPLC s UV detekci hexan-isopropanol (99:1) na kolon¢ s normélnimi fdzemi Spherisorb
SWS5, slouzila pro preparativni Cast, avSak neseparovala ergosterol a 7-DHC. Jejich
separaci zajistila mobilni faze methanol-tetrahydrofuran-17,5 mmol 1"! KH,PO4 (95:1:4) na
kolon¢ s reverznimi fazemi Ultrasphere 5-um ODS a amperometrickou detekci. Na GC
elektrodu byl vlozen detekéni potencidl +1,7 Vvs. Ag/AgCl. Tato metoda méla Lp
3,9 pmol I'! (80). Ve tieti studii byl stanovovéan vitamin D3 a 7-DHC v rybach metodou
HPLC s elektrochemickou detekci. Ke vzorkim byly pfidany vnitini standardy vitaminu
D; a provitaminu D». Nésledné byl vzorek zmydelnén hydroxidem draselnym a extrahovan

n-hexanem. Faze obsahujici vitamin D»/D; a provitamin D2/D3 byly dale separovany
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a purifikovany na HPLC s normalni fazi a UV detekci. Stanoveni probéhlo na RP-HPLC
a elektrochemickou detekci realizované ve dvou celach. Prvni cela obsahovala jednu
porézni uhlikovou elektrodu a byla umisténa mezi pumpu a injektor za Gcelem ociSténi
mobilni faze od elektroaktivnich necistot. Analyticka cela se nachazela na vystupu HPLC
a obsahovala dvé porézni grafitové coulometrické elektrody. Standardni coulometricka
elektroda zabraiiovala interferenci na elektrod¢ druhé. Na uhlikovou elektrodu byl kvili
necistotdim vlozen nizS§i potencidl +475mV a na couloumetrickou +750 mV.
Elektrochemicka detekce vykazovala vyssi selektivitu a citlivost nez UV. Tato metoda
méla linearni rozsah 0,013 — 0,312 pmol I"! korelaénim koeficientem vy$§im nez 0,9999
(81).

Intenzivni  vyzkum elektrochemickych vlastnosti steroli a jejich vyuziti
v elektroanalyze probiha od roku 2013 na Pfirodovédecké fakulté Univerzity Karlovy.
Oxidaci Zluovych kyselin se zabyvali Klouda (82,83) a Habanikovad (84). Oxidaci
cholesterolu se zabyvaly BeneSova, Bldhova a Yershova (85-87). Oxidaci fytosterolii
studovali Zelensky a Jelsikova (88,89). V mé bakalaiské praci byla popsana moznost
elektrochemické oxidace 7-DHC a produkti jeho chemické reakce s HC1O4 (analogicky
ke zminéné aktivaéni reakci zluCovych kyselin) s néslednou aplikaci pro jeho
voltametrické stanoveni za pouziti BDD elektrody v nevodném prostiedi a ve smésném
prostfedi acetonitril-voda (ACN:H20 95:5) (90). Tato diplomova prace dale rozviji
moznosti elektrochemické oxidace 7-DHC ve smésném prosttedi ACN:H>O a nové
popisuje moznost stanoveni 7-DHC v uméle ptipraveném séru za ucelem vyvoje metody

postnatalniho screeningu SLOS.

1.4. Borem dopovany diamant

Borem dopovany diamant (BDD) je znam od pocatku 90. let 20. stoleti (91) a od té€ doby se
tento elektrodovy materidl té8i stale vétsi oblibé v elektrosyntézach a elektroanalyzéach.
Moznosti aplikace BDD elektrod v elektrochemii byly blize studovany v 90. letech
Fujishimou (91) a Swainem (92), kteti ukazali unikatni vlastnosti BDD vodivych filmi.
Diamant je dobfe zndm jako extrémné tvrdd forma uhliku. Je chemicky inertni
s elektrickym odporem viadu 10°° Q cm a energii zakdzaného pasma 5,5eV (93).
V diamantu jsou sp® hybridizované uhliky vdzané na 4 dalii uhliky (94). Jeho vodivost je
mozné zvysit dopovanim borem, pficemz mira dopovani koreluje s jeho vodivosti. Jestlize

je dopovan borem, ziskava elektrické vlastnosti polovodi¢e az vodice a elektricky odpor
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BDD filmu klesne na > 0,1 Q cm (94). Pfiprava téchto diamantovych filmi dopovanym
bérem se provadi tzv. chemickou depozici par (CVD, chemical vapor deposition) za
pouziti vodiku a methanu. Dopovani bérem je dosazeno ptidavanim diboranu do smeési

plyni (95).

BDD se ptiblizuje idedlnimu elektrodovému materialu pro elektroanalyzu. Mezi jeho
nejvyhodnéjsi vlastnosti patii Siroké potencidlové okno ve vodnych prostiedich, které
muze dosahovat az 3,5 V (obr. 5) a stabilni nizky nabijeci proud piispivajici k niz§im Lp

v porovnani s ostatnimi uhlikatymi materily.

BDD

" Au

$1mA - cm Pt

0.1M H,SO0,

-1 0 1 2
Potencial (\V vs. Ag/AgCl)

Obr. 5 Cyklické voltamogramy ukazujici $itku potencidlovych oken na riznych

elektrodach v prostedi 0,1 mol 1! kyseliny sirové. Upraveno z (96).

Dosavadni poznatky o piiprave, vlastnostech a aplikacich BDD filmi v organické
elektroanalyze jsou shrnuty v pfehledovych <¢lancich Schwarzové-Peckové (97,98).
Elektrochemickymi aplikacemi se zabyva review (96).

To, jaké bude mit BDD elektroda elektrochemické vlastnosti, zavisi na mife dopace
borem, mnozstvi necistot nepochazejicich z diamantu a povrchové terminaci (99).
Terminace BDD mé& vyznamny vliv na elektrochemické vlastnosti BDD elektrod

v elektroanalytickych méfenich, protoze je kliCovym faktorem ovliviiujicim pfenos
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elektronu a adsorbci organickych sloucenin (97).

Metodou CVD v atmosféte vodiku se vytvoii BDD filmy terminované na povrchu
vodikem, jen jsou relativné¢ stalé. V prubéhu c¢asu, viadu meésici zacnou podléhat
samovolné oxidaci na vzduchu (100). Pomalu se méni na vice hydrofilni O-terminované
filmy (99). Existuje né€kolik moznosti pfimé piipravy O-terminovanych BDD filmu,
napiiklad vystaveni kyslikové plazmé, fotochemické oxidace (101), reakce s kyslikem za
vysoké teploty (102), vafeni v prostfedi silné kyseliny (103,104), lesténi aluminou nebo
oxidace silnym oxidantem. Pravdépodobné nejcastéjsi je povrchova oxidace anodickou
polarizaci (105) (viz nize). Kyslikem terminované povrchy mohou byt prevedeny
na H-terminované, napiiklad oSetfenim vodikovou plazmou nebo vodikovym
plazmatickym zihdnim (99).

Obou terminaci lze docilit katodickou a anodickou piedapravou povrchu BDD
elektrody. Vlozenim vysokého pozitivniho potencidlu (> +2 V) nebo vysoké proudové
hustoty na nékolik sekund az minut se povrch oxiduje. Dojde k rozkladu molekuly vody

podle rovnice (1) a vznikly hydroxylovy radikal reaguje suhlikem na povrchu BDD
(106,107).

HO - OH-+H + ¢ (D

Zpusob terminace ma vyznamny vliv na fyzikalné-chemické vlastnosti BDD povrchu.
O-terminované filmy maji zpravidla $ir§i potencialova okna. Stejné tak pouZzitim vysokého
negativniho potencialu (okolo =2 V, ¢ili v oblasti iniku vodiku) nebo negativni proudové
hustoty Ize dosahnout H-terminovaného povrchu, ¢imz se jednoznacné zvySuje jeho

hydrofobnost (108).
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2 Experimentalni ¢ast

2.1. Pouzité chemikalie a priprava roztoki

Studovana latka 7-DHC (Cistota 95 %), lidsky sérovy albumin (HSA) (Cistota >97%),
glukosa (Cistota 99,5 %), mocovina a acetonitril pro HPLC (Cistota 99,8%) byly zakoupeny
od firmy Sigma-Aldrich (USA).

Ostatni pouzité chemikdlie dosahovaly, pokud neni uvedeno jinak, analytické Cistoty:
bezvody chloristan sodny (Fluka), chlorid sodny (Lach-Ner, Neratovice, CR), dihydrat
chloridu vapenatého (Penta, Chrudim, CR), chlorid draselny (Lach-Ner, Neratovice, CR),
hydroxid sodny (Penta, Chrudim, CR), kyselina chlorovodikova (Penta, Chrudim, CR)

a alumina (velikost ¢astic 1,1 um, Elektrochemické detektory, Turnov).

Um¢lé sérum bylo pfipraveno navazenim a rozpusténim nasledujicich latek
v deionizované vod¢; vysledné koncentrace byly 4,7 mmoll! glukosy, 2,5 mmol I’
modoviny, 0,1 % HSA, 4,5mmoll! chloridu draselného, 145 mmoll' sodného

a 5 mmol 1"! vapenatého. Zasobni roztok umélého séra byl uchovavan v lednici.

Hodnota pH v roztocich byla upravena ptfidavkem silné kyseliny, kterou byla kyselina

chlorovodikova nebo silné zasady, hydroxidu sodného na pozadované pH.

2.2. Voltametrie

Jako pracovni elektroda byla pouzita boéorem dopovand diamantova elektroda
(Ageom = 7,1 mm?) od vyrobce Windsor Scientific (Slough, Velka Britanie). Pfed pofizenim
kazdé voltametrické kiivky byla elektroda vyleSténa pomoci suspenze aluminy
v destilované vodé, pokud nebylo uvedeno jinak.

Me¢teni probihala za vyuZiti béZného tiielektrodového uspofadani s pomocnou
elektrodou tvofenou platinovym dratkem (obr. 6). Jako referen¢ni elektroda byla vyuzita
Pleskovova nevodné elektroda (Ag/0,01 mol.I"! AgNOs3 v 1 mol.I"! NaClO4 v acetonitrilu).
Me¢fteni probihala na pfistrojich Eco-Tribo Polarograf se softwarem Polar-Pro verze 5.1

(Eco Trend Plus, Praha), PalmSens 3 (PalmSens BV, Nizozemsko) a Autolab (Metrohm,
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Nizozemsko).

(@) (b) ()
d "\

(f) (&) (d)

Obr. 6 Elektrochemicka cela, kde (a) je pracovni elektroda (BDD), (b) platinovy dratek
jako pomocna elektroda, (c) stiibrny dratek jako soucast referencni elektrody, (d) prostor
referenéni elektrody obsahujici 0,01 mol I"! AgNOs a 1 mol I"! NaClOs4 v acetonitrilu, (e)

meziprostor obsahujici 0,5 mol 1! NaClO4 v acetonitrilu a (f) pracovni prostor (82).

K méfeni pH hodnot byl pouzit digitdlni pH-metr s kombinovanou sklenénou

elektrodou (Jenway, Essen, UK).

2.3. Stanoveni 7-DHC v séru metodou standardniho
pridavku
Do 5ml odmémé batiky bylo napipetovdno 15 pl 7-DHC (1 - 107 mol I"! rozpusténo
vumélém séru), 485 pl umélého séra, a banka byla dolita po rysku roztokem

0,1 mol I"! chloristanu sodného v acetonitrilu (tj. vysledny pomér ACN:H,O 9:1).
Vysledny roztok obsahoval 3 umol I"! 7-DHC a 0,9 mol I"! chloristanu sodného v prostiedi
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acetonitril-umélé sérum 9:1 (ACN:ser 9:1). Po 5 minutich na odstfedivce (rychlosti
500 RPM, typ: Chirana) byly odebrany 3 ml supernatantu, ke kterému byly postupné
pridany tii ptidavky 7-DHC (1 - 10 mol 1! rozpusténo v umélém séru) o objemu 21 pl,
které odpovidaly zvyseni koncentrace o 7 umol I"'. Jednotlivé koncentrace byly po
vylesténi elektrody aluminou v destilované vodé€, zméteny cyklickou voltametrii (CV)
v rozsahu 0 az +2 V pfi rychlosti 0,05 V s a nasledng& 5 skeny metodou DPV v rozsahu
0 az +1,7 V rychlosti 0,03 V s™'. Mezi kazdym skenem byl roztok probublavan dusikem, za

ucelem obnoveni povrchu elektrody.

2.4. Vyhodnoceni

Vypocet Lp byl nasledovny: trojndsobek smérodatné odchylky hodnot proudd deseti
méfeni pro nejmensi detekovatelnou koncentraci 7-DHC byl vydélen smérnici kalibracni
ktivky. Pro zpracovani naméfenych dat poslouZily programy OriginPro 2015 (USA) a MS
Excel (USA).

Zpracovani voltametrickych kiivek probihalo v programech PolarPro verze 5.1
(Eco-Trend Plus, Praha, CR), PSTrace 5.6 (PalmSens BV, Nizozemsko) a Autolab

(Metrohm, Nizozemsko).
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3  Vysledky a diskuze

V této kapitole je prezentovan vyvoj elektroanalytické metody pro detekci 7-DHC
vumélém séru. Vysledky byly ziskdny na BDD elektrodé ve smésném prostiedi
acetonitril — vodna slozka (voda, um¢lé sérum). Zéakladnim elektrolytem byl chloristan
sodny nebo sole pfirozené se vyskytujici v lidském séru — chlorid sodny, draselny
a vapenaty. Na BDD elektrod¢ byl studovan vliv zastoupeni vodné slozky a pH na
elektrochemické chovani 7-DHC. Pro zlepSeni analytickych parametrti vyvijené metody
(Lp, opakovatelnost) bylo nutné snizit komplexnost studované matrice. Toho bylo
dosaZzeno odstranénim proteini pfitomnych v umélém séru (HSA) jejich vysraZenim
s acetonitrilem a naslednym odstfedénim. Po optimalizaci podminek byl 7-DHC stanoven

vyvinutou metodou v umélém séru.

3.1. Vliv poméru acetonitril — vodna slozka na

voltametrickou odezvu 7-DHC

Biomarker SLOS, 7-DHC, je v klinické praxi stanovovan zejména v krevnim séru, plasmé
nebo v plodové vodé. Jednd se o vodné matrice a je obecné znamo, Ze oxidace
nearomatickych sterold probihd pfiznivé predevsim v nevodném prostiedi (71) ptfipadné
v prostfedi s minoritnim obsahem vody (79). Z tohoto diivodu byl nejprve studovéan vliv
zastoupeni vodné slozky na proudovou odezvu 7-DHC v prostiedi acetonitril — voda
s vyuzitim 0,1 mol I'' chloristanu sodného jako zékladniho elektrolytu (obr. 7). Obsah
vodné slozky byl ménén vrozmezi 1-50%. Mcfeni metodou cyklické voltametrie
prokézala, Ze se potencial piku s rostoucim zastoupenim vody posouva k méné pozitivnim
hodnotdm (od +0,80 V pro 1 % vody k +0,66 V pro 50 % vody) a vyska piku kleséa (pokles
o ca 80 % pfti zvySeni obsahu vody z 1 % na 50 %). S ohledem na citlivost metody je tedy

cvwr

nasledujicich grafech zobrazeny druhé skeny.
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Obr. 7 Cyklické voltamogramy 7-DHC (¢ = 5- 10 mol I'!) v prostiedi ACN:H>O
v poméru (a) 99:1, (b) 95:5, (c) 7:3, (d) 5:5 s chloristanem sodnym (c=0,1 mol I'!).

Zobrazeny jsou druhé skeny. Rychlost skenu 0,05 V s™!, méfeno v rozsahu +0,4 az +1,8 V.

Dalsi méfeni byla jiz provadéna v pfitomnosti umélého séra.
Nejprve byl studovan vliv poméru ACN:ser na §if1 potencialového okna. Obecnym
trendem pii1 voltametrickych métenich v prostiedi acetonitrilu je, Ze jakykoliv ptfidavek

vody do studovaného roztoku ma za nésledek zkraceni potencidlového okna v dasledku

vvvvvv

-----

wrwe

elektrody v disledky adsorpce HSA z umélého séra, jehoZ koncentrace se se zvySujicim se
obsahem umélého séra ve studovaném roztoku ptirozen¢ také zvySuje. V kazdém piipade
se unik zakladniho elektrolytu pohyboval mezi +1,0 a +1,2 V, potenciadlové okno bylo tedy
vZzdy dostatecné Siroké pro anodickou oxidaci 7-DHC, ktera obvykle probiha v rozmezi

+0,6 a +0,8 V (obr. 8). Vybér optimélniho zastoupeni umélého séra ve studovaném roztoku
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proto zélezi na dalSich aspektech, jako je velikost voltametrické odezvy 7-DHC a tfedéni

vzorku séra, ve kterém je stanovovany 7-DHC obsazen (vice v nasledujicich kapitolach).

oo
O 0O TV

Obr. 8 Cyklické voltamogramy namétené v prostiedi ACN:ser v poméru (a) 95:5,

(b) 9:1, (c) 7:3, (d) 5:5. Rychlost skenu 0,05 V s”!, mé&feno v rozsahu +0,4 az +1,8 V.

V klinické praxi je zadouci, aby vyuzivané postupy byly jednoduché a nenakladné.
Z tohoto dlivodu byla studovédna odezva 7-DHC ve smésném prostiedi ACN:ser bez
ptidané dalsi soli jako zékladniho elektrolytu (eliminace nadbyte¢né chemikalie). V tomto
pfipad¢ byly jako zdkladni elektrolyt vyuzity soli pfirozené se vyskytujici
v umélém séru — chlorid sodny, draselny a vapenaty. Na obr. 9 jsou zobrazeny cklické
voltamogramy 7-DHC o stejné koncentraci v prostiedi s odliSnym pomérem ACN:ser. Byl
pozorovan rozdil ve vySce i1 poloze piku. K poklesu signalu 7-DHC dochazelo
se zvySujicim se zastoupeni umélého séra. NejvysSiho signalu bylo dosazeno pfii
zastoupeni umélého séra 5 %, proto bylo toto prosttedi zvoleno pro dal§i experimenty,

popsané v nasledujicich dvou kapitoléach.
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Obr. 9 Cyklické voltamogramy 7-DHC (¢ = 1-10* mol I'!) v prostfedi ACN:ser

v poméru 95:5, 9:1 a 5:5. Zobrazeny jsou druhé skeny. Rychlost skenu 0,05 V s™!, méfeno

v rozsahu +0,4 az +1,8 V. Zakladni elektrolyty jsou zobrazeny ¢arkované.

3.2. Vliv pH na voltametrickou odezvu 7-DHC

Hodnota pH ma ve voltametrickych méfenich ¢asto zasadni vliv na pribéh proudové
odezvy oxidovatelnych analytii. Z tohoto divodu byl studovan vliv pH na voltametrické
chovani 7-DHC v prostfedi umélého séra. Molekula 7-DHC neobsahuje Zadné skupiny
jednoduse podléhajici (de)protonizaci, avSak jednou ze slozek umélého séra je HSA, ktery
obsahuje aminokyseliny, které mohou byt (de)protonizovany v zavislosti na pH roztoku.
Voltametrickd odezva 7-DHC ve smésném prostiedi ACN:ser 95:5 byla studovana
metodou CV v rozsahu pH 1,0 -7,0 (hodnota pH nativniho séra 4 + 3). Ze ziskanych
voltamogramil (obr. 10) je patrné, ze v prostiedi, které¢ bylo relativné k nativnimu séru
kyselé (pH 1,0 — 3,0) jsou voltamogramy S$patné¢ vyvinuté a poskytuji pouze ndznak piku
okolo +0,70 V, ptipadn¢ +0,75 V pii pH 1,0. Zména pribéhu voltametrické odezvy muze
souviset jednak s protonizaci karboxylovych skupin pfitomnych v aminokyselindch
tvoficich HSA a interakci téchto proteinli s povrchem elektrody, jednak s mechanismem

oxidace7-DHC. Z analytického hlediska je dosazeno vhodné odezvy 7-DHC v mirné
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kyselém az neutralnim prostredi (rozmezi pH 4,1-7,0), kde je ptfitomen dobie vyvinuty pik
pti potencidlech ca +0,70 V. Nativni um¢lé sérum mé hodnotu pH 4,1 a pro dalsi méteni

tedy nebyla nutna jeho Gprava.

——pH1
pH 2
——pH3

pH 5
S| e
= pH 7

e

0,4

=

06 v

Obr. 10 Cyklické voltamogramy 7-DHC (c=8:10°moll') ve smésném
prostfedi ACN:ser v poméru 95:5 v rozmezi pH 1,0 — 7,0. Zobrazeny druhé skeny.
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3.3. Koncentracni zavislost v prostredi

umélé sérum — acetonitril (5:95)

6 1 T T T ]
4 - a
<
-
~—
\Q
2+ 4
O 1 : 1 : 1 : 1 : 1
20 40 60 80 100
c/umol |

Obr. 11 Koncentracni zavislost 7-DHC ve smésném prostiedi ACN:ser v poméru 95:5.
Koncentrace 7-DHC (umol 171): 20, 40, 60, 80, 100. Chybové usecky odpovidaji hodnoté

smérodatné odchylky pro pét méteni.

Na zéklad¢ vysledkti ziskanych v prubéhu optimalizaéniho procesu byla v prostiedi
ACN:ser 95:5 bez upravy pH (nativni pH = 4,1) sestrojena koncentra¢ni zévislost 7-DHC.
Tato zévislost byla ziskana pomoci DPV, jejiZ parametry byly optimalizovany na roztoku
7-DHC o koncentraci 100 umol 1!, Nasledujici parametry byly zvoleny jako optimdlni:
vyska pulzu 0,1 V; potencial kroku 0,01 V; §iika pulzu 0,01 s a rychlost skenu 0,05 Vs'.
Na elektrodu, kterd byla mezi kazdym méfenim leSténa pomoci suspenze aluminy
v destilované vodé¢, byl aplikovan potencialovy rozsah +0,2 az +0,8 V. Za téchto podminek
probéhla méfeni v koncentraénim rozmezi 1 — 100 umol I"!, pfi¢emZ nejniz$i koncentrace,
pfi niz 7-DHC poskytoval signél, byla 20 pmol I"!. Kazdy kalibra¢ni bod byl zméfen
pétkrat, ten nejniz$i viditelny (20 umol I') pak desetkrat (pro tcely vypoétu Lp).

Koncentracni zavislost, kterd byla sestavena z priméru méfeni a prolozena piimkou je
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zobrazena na obr. 11. Signal roztoki 7-DHC s ¢ < 20 umol 1! se kryje se signalem
zékladniho elektrolytu. V tomto piipadé je Lp 8,9 umol 1!, coz odpovid4 koncentraci 178
umol I'' 7-DHC vséru pred fedénim acetonitrilem. P¥i porovnini tohoto Lp
s fyziologickymi a patologickymi hodnotami 7-DHC v biologickych matricich (tab.2) 1ze
konstatovat, ze pro analyzu krevni plasmy je Lp pfili§ vysoky a metodu je tedy nutno dale

optimalizovat.

3.4. ZjednoduSeni matrice — vysraZeni proteini

04+

02+

IIuA
IIUA
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Obr. 12 (A) Cyklické voltamogramy 7-DHC (c = 2,25 - 107 mol 1'") v prostfedi ACN:ser
v poméru 95:5 s chloristanem sodnym (c = 0,95 mol 1"!). Deset naslednych cykld, rychlost
skenu 0,05 V s7!, méfeno v rozsahu +0,4 az +2,0 V. (B) Pfiblizené rozmezi potenciald od

+0,4 do +1,4 V.

Je zfeymé, Ze piimocary postup zaloZeny na pouhém smiSeni vzorku umélého séra
a acetonitrilu je prakticky nepouzitelny kvili vysokému Lp. Na ziklad¢ experimentl
provedenych v ramci mé bakalarské prace bylo zjisténo, Ze v prostifedi acetonitrilu lze
dosahnout Lp 0,19 umol ! a ve smé&ném prosttedi ACN:H,O vpoméru 95:5
0,24 pmol 1! (90). Tyto hodnoty Lp jsou pro vyvoj elektroanalytické metody zaméfené na
screening SLOS atraktivni. Z tohoto divodu byl do vyvijeného analytického postupu
zatazen krok, ktery mél za cil vyrazné€ zjednodusit studovanou matrici a tim se pfibliZit Lp
popsanym za idealnich podminek (90). Tento krok se skladal z vysrazeni HSA pomoci
pridavku acetonitrilu a naslednym odstfedénim roztoki pii 500 RPM. Vysrazenim proteinti
ze séra dojde ke zjednoduSeni matrice. Pro dal$i méfeni byl do roztoku ptfidavan chloristan

sodny pro zaruc¢eni nadbytku zakladniho elektrolytu.
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Po odstiedéni byl ziskany supernatant studovan pomoci CV. Na obr. 12 je zfejmé, Ze
prvni cyklicky voltamogram je vyrazné odlisny od nasledujicich. Je na ném patrny pouze
jeden voltamtericky pik pfitomny pfi ca +1,5 V, narozdil od naslednych skenii, kdy je
pritomen dobie vyvinuty signal 7-DHC u +0,77 V. Voltametrické chovani stejného roztoku
bylo studovano metodou DPV. Ktivka, ktera je na obr. 13 oznacena 0, byla zmétena DPV
bezprostiedné po vylesténi elektrody za pomoci suspenze aluminy v destilované vodé
a neni na ni patrny signal u potencidlu, ktery odpovidd oxidaci 7-DHC. Na zaklad¢
piedchozich CV experimentl bylo zifejmé, ze je nutné povrch elektrody elektrochemicky
predpftipravit, jelikoz signal 7-DHC se objevoval az od druhého skenu. To bylo realizovano
tak, Ze po vylesténi byla elektroda jednou cyklovanarozsahu 0 az +2,0 V jiz piimo
v méfeném roztoku a nasledné mohly byt zaznamenany DP voltamogramy v rozmezi
+0,4 az +2,0 V s jasné zfetelnym pikem 7-DHC pfi ca +0,73 V (zbylé kiivky na obr. 13).

Pro obnoveni povrchu elektrody byl roztok mezi kazdym skenem probublavan dusikem.

0,0 ' - '
EN

Obr. 13 DP voltamogramy 7-DHC (¢ =2,25-10 mol 1) pro deset nislednych
skentl v prostfedi ACN:ser 95:5 s chloristanem sodnym (c = 0,95 mol I'!). Rychlost skenu

0,05 V s7!, méfeno v rozsahu +0,4 aZ +2,0 V.

Za identickych podminek (odstranéni proteinti, pfedptiprava elektrody pomoci CV) byl
metodou DPV studovan roztok 7-DHC v prostfedi chloristanu sodného s riznymi poméry

ACN:ser 95:5, 9:1, 8:2 a 7:3. Zaznamenané DP voltamogramy jsou zobrazeny na obr. 14
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a shrnuti opkovatelnosti proudové odezvy pro deset méieni je uvedeno v tab. 3. Hodnoty
proudové odezvy pro ACN:ser 7:3 nejsou v tabulce uvedeny, jelikoz se jejich odezva
ptekryvala s kiivkou zdkladniho elektrolytu (patrné na obr. 14). Pokles opét bude souviset
s mechanismem oxidace 7-DHC. Pfi volbé vhodného prosttedi pro stanoveni 7-DHC
v realnych matricich je klicovym faktorem mira zfedéni vzorku. Jak je patrné z tab. 2,
v pfipadé onemocnéni SLOS vzroste koncentrace 7-DHC v plasmé fadove stokrat na
stovky az tisic mikromolt na litr. Pro pfedbézné vysetieni pacientdl s podezienim na SLOS
neni tedy tieba vyuzivat metody s extrémné nizkym Lp. AvSak zaroven je ziejmé, Ze pro
potieby prezentované metody je nutné umeélé sérum ziedit 5x az 20%, a hodnoty Lp musi
byt tedy vyrazné nizsi, nez je koncentrace 7-DHC v plasmé pacienti trpicich SLOS.
Z obr. 14 a tab. 3 je patrné, Ze se zvySujicim se zastoupenim vodné slozky ve studovanych
roztocich klesa proudova odezva 7-DHC (pticemz pro ACN:ser 7:3 jiz kompletné mizi)
a naopak roste relativni smérodatna odchylka (RSD). Pifedpokladem pro klesani signalu
muze byt . V prosttedi ACN:ser 8:2 byl signal jiz velmi nestabilni (RSD = 32,9 %)
a kiivky nebylo vzdy jednoduché vyhodnotit, je tedy jasné, Ze se nejednd o vhodné
prostfedi pro stanoveni 7-DHC. V prostiedi ACN:ser 95:5 byla ziskéna nejvyssi proudova
odezva a zaroven byl signal velmi stabilni (RSD = 2,0 %), avSak vzorek umélého séra je
v tomto pfipadé vyrazné ziedény (20x). Naopak signal 7-DHC v prostiedi ACN:ser 9:1
dosahuje pfi relativné rozumném fedéni (10x) 58 % signalu ziskaného v prostiedi ACN:ser
95:5, kde dochdzi k dvoundsobné vyssimu ziedéni vzorku séra (20x). I pfi zahrnuti vyssi
variability ve vysledcich (RSD = 9,2 %) bylo v prostfedi ACN:ser 9:1 dosazeno nejvyssi
relativni proudové odezvy vzhledem k natfedéni vzorku. Toto prostiedi bylo tedy zvoleno

jako nejvhodnéjsi pro dalsi experimenty.
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Obr. 14 DP voltamogramy 7-DHC (c=2,25-107° mol I'!) pro deset nislednych
skenti v prostiedi ACN:ser (a) 95:5, (b) 9:1, (c) 8:2, (d) 7:3 s chloristanem sodnym
(c=10,95mol I'"). Zobrazeny druhé skeny. Rychlost skenu 0,05 V s!, méfeno v rozsahu

+0,4 a7 +2,0 V. Zakladni elektrolyty jsou zobrazeny carkované.

Tab. 3 Primérné vysky pikt a jejich smerodatné odchylky pro7-DHC v prostiedi ACN:ser 95:5,
9:1, 8:2 s chloristanem sodnym (¢ = 0,95 mol I').

I/pA
5% 10% 20%
n 10 10 6
< 0.045 0.026 0.012
s 0,001 0,002 0,004
sr (%) 2,0 9,2 32,9

3.5. Koncentracni zavislost v prostiedi acetonitril — sérum
90:10 po vysrazeni proteini

Pro snizeni nepiimétené vysokého Lp popsaného v kapitole 3.3. byl pouzit postup

odstranéni proteinii za pomoci jejich vysrazeni a nasledného odstfedéni roztoku popsany
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v predchozi kapitole. Jako nejvhodnéjsi pro voltametrické stanoveni 7-DHC bylo pouzito
smésné prostiedi ACN:ser 9:1 s vyuzitim chloristanu sodného. Koncentracni zavislost byla
ziskana metodou DPV v rozsahu 0 az +1,7 V za optimalizovanych podminek (Sitka 0,1 s;
vyska 0,05 V; potencidl kroku 0,006 V s rychlosti skenu 0,03 Vs'). Na zikladg
analytickych parametrii metody shrnutych v tab. 4 je patrné, Ze oproti postupu popsanému
v kapitole 3.3. (Lp pred zfedénim 178 umol I'") doslo k vice nez 100x sniZeni Lp na
0,2 umol 1I'! pro prostfedi ACN:ser 9:1, coZ odpovida 1,5 umol I'! v séru pied ziedénim
vzorku acetonitrilem. Pti pohledu na hodnoty uvedené v tab. 2 je ziejmé, ze takovyto Lp je

dostate¢ny pro klinické vyuziti prezentované metody.

o
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2 4 o6 8 10
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c/umol |
Obr. 15 Koncentra¢ni zavislost 7-DHC v prostfedi ACN:ser 9:1 s chloristanem
sodnym (c = 0,9 mol I'!). Koncentrace 7-DHC (umol I'Y): 2, 4, 6, 8, 10. Chybové tsecky

odpovidaji hodnoté smérodatné odchylky pro pét méfeni.
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Tab. 4 Parametry kalibracnich zavislosti s Lp ziskanych metodou DPV na BDDE.

usek smérnice Lp Lp 100 %
ACN:ser R?

(uA) (A pmol I') (umol I'Y)  (umol I')
95:5 bez eliminace HSA  -0,601 £ 0,529 0,061 £ 0,008 0,9350 8,9 178
9:1 s NaClOg4

-0,003 £ 0,001 0,003 + 0,000 09877 0,2 1,5

a eliminaci HSA

3.6. Stanoveni 7-DHC metodou standardniho pridavku

Za identickych podminek jako v ptedchozi kapitole byla metodou standardniho ptidavku
stanovena koncentrace tfi modelovych vzorkid umélého séra obsahujicich koncentrace
7-DHC 30, 100 a 250 pmol 1!, coz odpovida 3, 10, 25 umol 1! po zfedéni (ACN:ser 9:1).
K témto vzorkim byly pfidany celkem tii standardni ptidavky odpovidajici naristu
koncentrace o 7 umol I"!. Na nasledujicich grafech jsou zobrazeny vysky piki jednotlivych

pridavki, které odpovidaji priméru pro 10 méfeni.

015
A B ‘o
3. pridavek .
10.06
010 2 pridavek < ]
fl E}Q 10,04
= 1. pfidavek - :
0.0
005}

0,6 0,8 1,0 c/umol I

Obr. 16 Metoda standardniho piidavku 7-DHC (c =3 pmol I'!) s tfemi standardnimi
pridavky (c=10, 17, 24 umol I'!) v prostfedi chloristanu sodného (c =0,9 mol 1) ve
smésném prostfedi ACN:ser 9:1. (A) DP voltamogramy, (B) koncentrac¢ni zavislost vysSky

piki pridavkda.
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Obr. 17 Metoda standardniho pfidavku 7-DHC (¢ = 10 umol I'!) s tfemi standardnimi

piidavky (c=17, 24, 31 pmol I'!) v prostiedi chloristanu sodného (c =0,9 mol I'!) ve

smésném prostiedi ACN:ser 9:1. (A) DP voltamogramy, (B) koncentra¢ni zavislost vysky

pikt ptidavka.
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Obr. 18 Metoda standardniho pfidavku 7-DHC (¢ = 25 umol I'!) s tfemi standardnimi

pridavky (c =32, 39, 46 umol I'!) v prostiedi chloristanu sodného (c =0,9 mol 1) ve

smésném prostiedi ACN:ser 9:1. (A) DP voltamogramy, (B) koncentra¢ni zavislost vysky

piki pridavkda.

Na obr. 18 si u vysSich koncentracich 1ze povSimnou vzniku adsorb¢éni post viny

odpovidajici pravdépodobné oxidaci adsorbované studované latky, ktera probihd pfi

pozitivnéjSich potencidlech neZli oxidace volnych molekul, protoZze musi byt dodana
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energie potiebna k jejich desorpci. To znamena, Ze plocha piku 7-DHC miize byt o tuto

post vinu nizsi.

Tab. 5 Hodnoty koncentrace 7-DHC zjisténé metodou standardniho piidavku
v prostfedi ACN:ser 9:1 s 0,9 mol I"! chloristanem sodnym a hodnoty koncentrace 7-DHC

ptfidaného do studovanych roztokd.

Piidana ¢ 7-DHC (umol 1) 3 10 25
Nalezena ¢ 7-DHC (umol I'") 2,1 43 11,2
Vyteznost (%) 70 43 45
Pearsonuv r 0,9998 0,9946 0,9995

Koncentrace ziskané metodou standardniho ptfidavku jsou shrnuty v tab. 5 a je patrné,
ze dosahuji vyrazné nizsich hodnot oproti mnozstvi pfidaného 7-DHC, ptfedevsim pak pro
koncentrace 10 pmol I'! a 25 pmol I'! (vyt&Znost metody okolo 45 %). Snizena vytéznost
metody miize byt zplsobena ptedipravou vzorku. Zda se pravdépodobné, Ze k tomuto
z analytického hlediska negativnimu jevu dochazi z diivodu adsorpce ¢asti 7-DHC na
HSA, ktery je nasledné odstranén odstfedénim. V tomto piipad¢€ 1ze navrhnout dvé feSeni:
(1) roztoky se standardnim piidavkem lze podrobit stejnému postupu odstranéni proteinti
jako stanovovany vzorek, a tim snizit jejich koncentraci 7-DHC. To povede k nizsi
hodnoté smérnice takovéto zavislosti pii zachovani témet konstantni hodnoty useku, tedy
na jedné strané vyssi vytéZnosti, na stran€ druhé vSak dojde ke sniZeni citlivosti metody.
(i1) Druhou moznosti je volba odlisného postupu zjednoduSeni matrice, ve které stanoveni
7-DHC probiha, jako je naptiklad vyuziti jednoduché extrakce na pevné fazi, preferencné
za vyuziti C18 stacionarni fze. Zatazeni extrakéniho kroku bude mit vSak negativni dopad
na piimocarost metody, v niz je v prezentované¢ podobé elegantné vyuzito piidavku
acetonitrilu  plnictho dvoji funkci: slouzi jak jako rozpoustédlo umozZiujici
elektrochemickou oxidaci 7-DHC, tak i srdzeci faktor umoziujici pomoci eliminace HSA
vyrazné zjednoduseni matrice, a tim zisadni snizeni Lp metody (178 pmol 1! bez
eliminace HSA; 1,5 umol I'! s eliminaci). Velmi dobré regresni parametry vsech tfi
koncentracnich zavislosti (>0,99) (tab. 5) naznacuji, Zze za danych podminek je
elektrochemicka detekce spolehliva a pozornost by méla byt vénovana piedevs§im ztratam

vzniklym pfi eliminaci HSA.
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4 Zavér
Tato diplomovéa prace si kladla za cil vyvinout elektroanalytickou metodu pro stanoveni
7-DHC, biomarkeru dédi¢ného onemocnéni SLOS, v umélém séru. Pro studium piimé
elektrochemické oxidace 7-DHC byla pouzita CV a DPV. Jako elektrodovy material pro
oxidace byl diky svym pfiznivym vlastnostem zvolen BDD.

Nejprve byl studovéan vliv obsahu vody a umélého séra na vysku oxida¢niho signélu
7-DHC a $itku potencialového okna v prostiedi acetonitrilu. Z méfeni vyplynulo, Ze
s vysSim obsahem vody se oxidacni signal 7-DHC snizoval a posouval se k niz$im
potencidlim. Pokles signalu 7-DHC ve vys$§im zastoupeni vody v roztoku mohl byt
pravdépodobné zptsoben nukleofilni reakci vody s radikédlovym kationtem, ktery vznikal
v prvnim kroku mechanismu oxidace 7-DHC po vytrzeni elektronu z dvojné vazby. Pii
pridavku umélého séra doslo paradoxné k rozsifeni potencialového okna.

Odlisny pribéh voltametrického signdlu 7-DHC v zavislosti na pH umélého séra milize
nejspise souviset s mechanismem oxidace 7-DHC. Optimalni pH prostiedi pro oxidaci
7-DHC, ve kterém bylo méfeno, se nachazi v rozmezi pH hodnot 4,0 az 7,0.

V prostiedi ACN:ser 95:5 s optimalizovanymi podminky, byla naméfena koncentracni
zavislost 7-DHC s Lp 8,9 umol I'!, ktery v nezifedéném séru odpovida 178 umol 1!, Tento
Lp byl pro zamyslené ucely postnatalniho screeningu SLOS pfili§ vysoky a byla potieba jej
snizit. V1iv proteinil z umélého séra, ktery byl pfi¢inou vysokého limitu, byl z méfeného
roztoku odstranén vysrdzenim acetonitrilu s jejich ndslednym odstfedénim. Pro roztok
upraveny uvednym postupem byla namé&fena kalibra¢ni zavislost v prostfedi ACN:ser 9:1
s pouzitim chloristanu sodého jako zékladniho elektrolytu. Podniknuté kroky pomohly
docilit snizeni Lpna 0,2 umol 1!, co ve 100 % séru odpovida 1,5 pmol I'!. Vice nez 100x
sniZzeny Lp je v porovnani s hodnotami v tab. 2 dostate¢né nizky pro screening SLOS.

Metodou standardniho ptidavku byla stanovena koncentrace tfi modelovych vzorku.
K nim byly ptidavany celkem tfi pfidavky 7-DHC o koncentraci 7 umol 1"!. Spog&itané
koncentrace byly oproti pfidanym koncentracim 30, 100, 250 pmol 1! nizsi a odpovidaly
27,43 a 112 pmol I"! 7-DHC v neziedéném séru. Za niz§i vyteznost, ktera se pohybovala
0d 43 % do 70 %, byla nejspisSe zodpovédnd pieduprava vzorku. Pfi sraZeni proteina
dochéazelo ke ztrat€¢ 7-DHC, jehoZ ¢ast se adsorbovala na HSA, ktery byl odstfedénim
odstranén.

I ptes nedostatky, které neumoziuji okamzity pienos prezentované metody do klinické
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praxe, lze konstatovat, ze zde popsané vysledky poslouzi jako proof of concept
inovativniho pfistupu ke stanoveni 7-DHC. Doslo kidentifikaci kroku velmi
pravdépodobné zodpovédného za snizenou vytéznost metody a jako podnét pro dalsi
vyzkum v této oblasti byla navrzena dvé feSeni, kterd mohou mit vyrazny pozitivni dopad
na dalsi vyvoj elektroanalytického stanoveni 7-DHC. Pozornost by v budoucnosti méla byt
vénovana také stanoveni 7-DHC v plodové vodé pro ucely prenatalniho screeningu SLOS.
Koncentrace 7-DHC v plodové vodé jsou vyrazné nizsi nez v séru (tab. 2), proto se bude
jednat o ukol kladouci zvySené naroky na citlivost a Lp vyvijené metody. O atraktivité
v této diplomové praci popsaného piistupu ke stanoveni 7-DHC jisté sved¢i i1 to, Zze zde
popsané vysledky slouzi jako podklad pro dalsi intenzivni praci na tomto tématu na mém

domovském pracovisti.
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