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Seznam pouZitych zkratek

012 relativni retence (selektivita, sepémafaktor)

AGEs konéné produkty pokrélé glykace (Advanced
Glycation End-products)

AC afinitni chromatografie

ACN acetonitril

ALEs produkty  pokréilé  lipoperoxidace  (Advanced
Lipoperoxidation End Products)

AOPP produkty pokr&lé oxidace proteihn (Advanced
Oxidation Protein Products)

CE kapilarni elektroforéza

CEC kapilarni elektrochromatografie

CGE kapilarni gelové elektroforéza

CMC kriticka micelarni koncentrace

CTx C-koncové telopeptidy kolagenu

CZE kapilarni zénova elektroforéza

DAD UV spektrofotometr s diodovym polem

DES desmosin

DETAPAC kyselina diethyltriaminpentaoctova

DM diabetes mellitus (cukrovka)

DNA kyselina deoxyribonukleova

DPD deoxypyridinolin

ECM mimoburkcéna hmota (extracelularni matrix)

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

ELISA enzymova imunoanalyza s enzymem vazanym ha
imunosorbent (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

EOF elektroosmoticky tok

F praitokova rychlost mobilni faze (ml/min)

GC-MS plynova chromatografie s hmotnostni spektitoine

HFBA kyselina heptafluoroméselna

HPCE vysokotinna kapilarni elektroforéza

HPLC vysokodinna kapalinova chromatografie

i.d. vnitini pramér kapilary

IDES isodesmosin

IEC iontow-vyménna chromatografie

IEF izoelektricka fokusace

ITP izotachoforéza

ki kapacitni faktor (powr) analytu

kDa kilodalton (jednotka molekulové hmotnosti)

A vinova délka

I celkova délka kapilary

LC-MS kapalinova chromatografie s hmotnostni spehtrii

LDR linearni dynamicky rozsah

lg délka kapilary k detektoru

LLC rozdklovaci chromatografie (liquid-liquid
chromatography)

LOD mez detekce (limit of detection)

LOQ mez stanovitelnosti (limit of quantification)

LSC adsorpni chromatografie
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SUMMARY

This work is concerned with the development and liegion of high
performance separation methods suitable for detetion of clinically considerable
fragments of collagen and elastin as the most itaporproteins of connective
tissues. For their analyses, various chromatogcaphd electrophoretic methods
have been used, including high performance liquidomatography (HPLC),
capillary zone electrophoresis (CZE) and micellatecteokinetic liquid
chromatography (MEKC).

This work has aimed at optimization of analyticaparation procedures and
their utilization for determination of clinicallyriportant markers of connective tissue
degradation.

High performance methods are described which haen bsuggested and
optimized for separation and quantitative detertimmaof pentosidine, pyridinolines
and desmosines as the most important collagen lastinecross-links. The methods
have already been successfully applied in analysieal patient samples and the

results obtained utilized in clinical practice.

Keywords:
HPLC; Capillary Electrophoresis; Collagen; ElasBP@ntosidine;
Pyridinoline; Desmosine; Connective Tissue; Crasis-|
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1. Uvobp

Analyticka chemie nachazi dnes Siroké upiatnviadé oboii, mezi jedny
z nejvyznamyjSich oblasti, kde ma své nezastupitelné mistoii payji klinické
aplikace. V sotasné medicih ma krong zakladniho lékiského vySeéeni, vyuZiti
fyzikdlnich metod a tradnich terapeutickych ffstupi velmi dilezZité postaveni
laboratorni diagnostika, zaloZzend&egevSim na biochemické analyze odebranych
vzorka télnich tekutin a tkani. Analytické a biochemické owbt jsou v tizné podob
piitomny @i operaci s térr kazdym vzorkem biologického materiélu ¢pmje jeho
odkérem, dale naip oddtlenim sérai plazmy od zbytku biologické matricergs
Gpravu vzorku, vlastni separaci a kvantitativni lna pozadovanych klinicky
vyznamnych latek, az po statistické vyhodnocenérpretaci vysledk souboru dat a
zpasob Setrného uchovani zbyvajiciho vzorku gipariné dalsi pouZiti.

Mezi hlavni cile této prace proto krémnavrhu a otestovani novych
separaénich metod, pouZzitelnych pro kvantitativni analyzgznamnych ukazateél
degradace pojiva, péab piedevsim provedeni vmiti validace stavajicich metod.
Pouze jejich jednozitad charakterizace analytickymi parametry popismigasre
chromatograficky systém pakdre nabidnout moznost srovnani s jinymi metodami,
zaloZzenymi na odliSnych analytickyckigtupech.

Mezi nefastjSi pozadavky lékdi, snefujici na analytika v klinickych
studiich, pafi kvantitativni analyza vicé&i mérg specifickych molekul v&nich
tekutinachei tkanich pacierit a kontrolnich jedini, jejichZz koncentrace v organismu
maji pro Klinika vyznamnou roli indikatoru lokalmi¢i systémovych patologickych
zmeén. Z nich lze ve spojitosti s objektivnim klinickymalezem usuzovat na miru
postizeni organismu, fipadre pomoci odhalit i vlastni #i¢inu onemocani.
V klinickém vyzkumu je ze strany léka ¢asto poZzadovana opakovana analyza
vzorki téhoz pacienta, které byly odebrany pe¢itam sledovaném intervalu, aby
bylo moZzno zhodnotitéasové zminy hladin v pébéhu vyvoje onemoai
a pipadnou odezvu na nasazenoublé Vyznamné je také sledovani kinetiky
metabolickych procés k nimZz dochazi v fibéhu aktivniho stadia nemocii
v disledku girozeného starnuti tkani. Zajimavym aspektem Kiéiho vyzkumu je
téZ sledovani transformace biogennich latiélpfisobeni veijSich faktofi. V pripadc
naruSeni metabolické rovnovahy vznikaji otazky, yjak zpisobem jsou tyto

metabolity odbouravany a vylavany z organismugi v jakych lokalizacich se
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akumuluji. Dalezité je také sledovani chemickych podminek, zehZimohou
nezadouci produkty v organismu vznikat a jak Ize tgakce inhibovat.

Pro analytika vyplyvad zthto zadanifada ukol. Musi stanovit vhodné
natasovani, spravny #Zgob odlru vzorku a typ matrice, aby sledované analyty
nebyly ovlivieny nevhodnymi podminkami jeStpred tim, neZ analytik vzorek
pievezme. Analytik by @& na zaklad znalosti chemickych vlastnosti sledovanych
latek rozhodnout o optimalni valluloZeni, zfsobu uchovani a zpracovani vzorku
v preanalytické fazi, aby nedoSlo fak rozpaduci znehodnoceni analyt Jeho
hlavnim dkolem je vS8ak navrZeni a testovani vhbdrmgpsobu zpracovani vzoik
i analytické metody, kterd bude dostake presna, spravna, citliva, opakovatelna
a robustni. Jedintak bude mozno i s odstupeiasu poskytovat spolehlivé vysledky,
srovnatelné sigdchozimi analyzami. Vyhodou je také univerzalitaZti metody
pro fadu fiznych matric a také moznost poskytnuti vystedkanoveni klinikm
v prijateln¢ kratkémcase.

Zdaleka ne vSechny relevantni latkyitpmné v dodanych vzorcich v nizkych
koncentracich, Ize stanovit pomoci automatickych oclbeémickych
a imunochemickych analyzator rutinné pracujicich v laboratich  klinické
biochemie. Ty byvaji obvykle zaloZzeny na principgednoduchych optickycki
turbidimetrickych metod, srazecich a imunochemibkgeakci s vyuzitim komeéné
dostupnych kii. Proto je stale &Si pozornost &novana vyvoji novych citlivych
a selektivnich metod, které dokazou s vysokdesmposti a reprodukovatelnosti
stanovit latky, jeZz nebylo moZnoiide pouZivanymi zfsoby a technikami
v patiécnych koncentracich stanovit. Ra¥n latky no¥ objevené, jejichZz uloha
v organismu neni dosud zcela objasm jsou vramci klinického vyzkumu
studovany jako potencialni indikatory vyznamnych tabelickych i
patobiochemickych procés

Ve vySe uvedenych ifpadech pedstavuji moderni vysokoiné separni
metody (zejména chromatografické a elektroforedickgznamny pinos, nebo
umoziuji stanovit koncentrace vybranych biomatkear na molekularni arovni
sledovat vztahy mezi jednotlivymi laboratornimi m&teli. Ri jejich porovnani
s aktuélnim zdravotnim stavem pacienta Ize usuzawwahozné ficiny onemocsini,
monitorovat piibéh patologickych pochad v postizenych tkanich a kinetiku
katabolickych dja probihajicichin vivo. Casto tak Ize odhalit souvislosti mezi

organovym postiZzenim a hladinami specialnich laioondch indikatod, a to dive,
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nez se tyto biochemické Zmy manifestuji klinicky¢i rentgenologicky. Pro |éka
piedstavuji tedy tyto specialni analytické metodytathly nastroj laboratorni
diagnostiky, umokujici viadk pripadi odhalit prvotni piciny onemocgni
(etiopatogeneze), zachyceni patologickychézm jejich ranném stadiu (nappfi
screeningu), reagovat nag rvéasnou a pmeienou |ébou. Ri dlouhodobém
sledovani lze na zakladtéchto stanoveni usuzovat téZ na aktivitu choroby
a predikovat jeji dalSi vyvoj (progresi). Veldasto jsou stanoveniaghto specialnich
biomarketi poZzadovana Iékatéz v ramci vyzkumnych zaimi acetnych klinickych
studii, kdy je pomoci nich hodnocena odezva paamiemd aplikovanou terapii
a podavani navtestovanych kebnych preparét

choroby pojiva, ktera vznikaji vidledku narusSeni metabolické rovnovahy mezi
novotvorbou a odbouravanim pojivovych tkani neliy gijich dalSim modifikacim.
Tyto tkare plni v organismu hlavni funkci strukturniho zaklagila obratlova, a to
nejen nosného kosterniho a kloubniho systému,valé také povrchové elastické
a podpirné tkart vSech orgain, véetné vnitini struktury busk.

NejvyznamijSimi strukturnimi proteiny pojiva je kolagen a sla. Nosnym
tématem této dizertai prace je proto vyvoj a aplikace vysokonych separénich
metod, vhodnych pro stanoveni klinicky a diagndstioz’yznamnych fragment
kolagenu a elastinu, tj. kKibvych protei pojivovych tkani s dlouhym biologickym
polocasem.

Tato prace navazuje na dlouholety vyzkum v oblsistiktury a metabolismu
kolagenu a pojivovych tkani, realizovany v Labofatpro vyzkum pojiva na
Revmatologickém Ustavu v Praze. Sagny zakladni vyzkum je zde nyni z&en
piedevsim na vyvoj a zavedeni metod pro analytické@osteni no¥ popsanych
potencialnich ukazatiel metabolického obratu kosti a chrupavky v kloubnim
kompartmentu. Pozornost j€novana také systémovym Zném pojiva (pedevsim
degenerativni a zétlivé povahy) a studiu jejich role v ramci fyzioiogych a
patobiochemickych procés k nimz dochazi ip starnuti a rozvoji zavaznych
chronickych revmatickych onemaoani.

Zarover vSak bylo cilem zjednoduSeni a modifikac&ive pouzivanych
analytickych postujpa metod pro stanoveni sledovanych komponent ptaikaaby
poskytly co nejpesrgjSi, nejspraviySi, opakovatelné a spolehliveé vysledky

stanoveni. Separace analy¢ dnes pozadovanaiady vzorki s vysokou citlivosti.
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Proto bylo feba optimalizovat experimentalni podminky kazdéfukk tak, aby tyto
metody umoznily provad pozadovana stanoveni s minimalni $pobu vzorku a
pouzitych reagencii, a to v relativikratkémcase a s nizkymi fingmimi naklady.
Aplikace navrZzenych postipa zavedeni metod sjpijicich tato kritéria umaije
pak gejit od modelového vzorku Ktsim sériim realnych vzoikpacient a uplatnit
tak tyto analytické vysledky v klinické praxi v ré&m specialni diferenciélni
diagnostiky.

K analyze bylo v této praci vyuzito zejménamych variant vysokaiinnée
kapalinové chromatografie (HPLC) a metod elektrefickych, tj. kapilarni
elektroforézy v provedeni kapilarni zénova eleldrékza (CZE) a micelarni

elektrokineticka kapilarni chromatografie (MEKC).

Sledované ficné vazby kolagenu a elastinu (pentosidin, pyridmol
deoxypyridinolin, desmosin, isodesmosin) jsou Xpcého hlediska vyuzivany
jako ukazatelé metabolickych poruch kosti, chrugatk elastickych pojivovych
tkani. Vzhledem k mému profesnimu z#eni na Revmatologickém astavu jde
zejména o vyuziti HPLC metod (v analytickénsiftku) pii separaci a kvantitativnim
stanoveni obsahu vybranych fragmiertolagenu a elastinu, vyskytujicich se
v pojivovych tkanich. Tyto molekularni ukazateletgdagickych metabolickych
proces jsou stanovovany hifiv hydrolyzatu nebo v extraktech z pojivovych tkéini

v téInich tekutinach, do nichz jsou secernovany.

V rdmci této prace byly analyzovany vzorkiepazre revmatickych pacient
ale vramci vyzkumnych studii byla provedena stamdvi u vybranych skupin
diabetiki, pacient s nefropatii i u laboratornich Zat. Stanoveniéthto biologicky
aktivnich latek dopiluje a zpesiuje diagnostické a klinické nalezy a umaje
komplexni hodnoceni aktualniho zdravotniho stawigmaa a aktivitu jeho choroby.

Z analytického hlediska ma tato pracesitdr specifika, dana jak povahou
a velmi komplexnim sloZzenim zpracovavanych vadsiologického materialu §ni
tekutiny a pojivové tk&h kloubniho kompartmentu), tak velmi nizkymi
koncentracemi studovanych analyfTyto prekazky, vyzadujici natmou Upravu
vzorku, byly gekonédny pouzitim sekvence segaiah a prekoncenttaich kroki,
volbou velmi citlivych analytickych metod s vhodndetekci i s ohledem na Setrnost

pii vlastnim zpracovani vzorku po jeho @din
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2. CILE PRACE

Vyvoj a vyuziti analytickych sepafaich princighi a optimalizace metod pro
stanoveni Klinicky vyznamnychtigné-vazebnych elemefitkolagenu a elastinu,
indikujicich v organismu odbourdvani pojivovych rka (predevSim kostni
a chrupavite).

DalSim zamrem bylo zjednoduSeni a urychleni stavajicich s€pérh
postug pii pongrné nara@ném zpracovani vzoik pred vlastni HPLC analyzou

a minimalizace mnozstvi pefného vzorkwtnich tekutin¢i odebranych tkani.

Vzhledem ktomu, Ze sledovani koncentrace kloubnioarkefi pati
k vyznamnym ukazatén kinetiky degradéich proce$ a odezvy na naslednou
terapii, mize mit analyza échto latek i prediktivni diagnosticky vyznamiip
hodnoceni stadia a aktivity chorobyjm i pri screeningovém vySetni. Na zaklagl
srovnani vysledk od rmiznych skupin paciefitlze pak usuzovat i na pateeni
pri¢iny vzniku a rizikové faktory pro progresi revmatych i dalSich onemoeni

a mize gispét k objasni metabolickych komplikaci na molekularni arovni.

Konkrétnim zansrem této prace bylo:

1) Vyuziti HPLC metod ke stanoveni markedegradace a resorpce kostniho
kolagenu, tj. pyridinolinu (PD), deoxypyridinolin(DPD) a pentosidinu
(PEN) jako ukazatele glykai a oxid&ni zatZe organismu a nespecifického
odbouravani kolagenu.

2) Aplikace analytickych metod ke kvantifikaci vyznapeh ukazatel
metabolického obratu kosti a chrupavkyéwich tekutinach (sérum, mp
synovialni tekutina) a pojivovych tkani pacigrs odliSnou etiopatogenezi a
vzajemné porovnani natienych koncentraci s kontrolnimi skupinami
zdravych jeding pro (Eely diferencialni diagnostiky.

3) Vyvoj analytickych metod pro separaci nejvyznagjgith gicnych vazeb
elastinu, tj. desmosinu (DES) a isodesmosinu (IDES)

4) Provedeni vnihi validace d&chto novych a modifikovanych metod pro

stanoveni ficnych vazeb pojivovych tkani.
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3. TEORETICKA CAST

3.1  Pojivove tkargé

Pojivove tkar (n¢ckdy ozn&ovaneé téz jako tkanvazivové),ci jen zkracen
pojivo, tvai zakladni strukturni jednotkltZivych organism *. Pojivo vyphuje
znanou c¢ast extracelularnino prostoru a pomaha spojovakyjednotlivych tkani
dohromady. Kror této zakladni podpné funkce téz chranélhi organy a navic ma
i funkci zasobni, transportni a repara

Tkan: pojiva existuji v #kolika nmiznych a strukturh znané odliSnych
podobach, od volné formyig@s pevnou a kompaktni az po formu elastickou. Jsou
tudiz dilezitymi komponentami natolik odliSnych biologickystruktur, jakymi jsou
nag. kost, chrupavka,e, Slachyi krev.

VSechny tkaa pojiva jsou tvéeny nejen iiznymi typy vldken, ale idzn¢
specializovanymi btkami (nag. fibroblasty, osteoblasty, osteoklasty, chondrpcyt
adipocyty, makrofagyc¢i krevnimi buikami) a extracelularni (mimob&&nou)
gelovitou hmotou, sloZenoutgvdzié z glykoproteii a proteoglykath (nag.
kyselina hyaluronovd, chondroitinsulfat, glukosaswilfat) — viz obr. 1 a 2.
Jednotlivé typy pojiva se tak mohou vyznantisit sloZzenim, usp@danim i funkci,
jiz pIni - nejvyznam&sSimi molekulami pojiva jsou kolagen a elastin.

— A. Extracellular matrix

Cell membrane

Collagens | Adhesive

(at least proteins:

19 different Elastin, laminin,

types) fibronectin
Cell surface - Proteoglycans
receptors = and
(Integrins) hyalurenic acid

Obr. 1 SloZeni extracelularni matrix s hlavnimi kompoaenitpojiva?
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Collagenous Plasma Smooth
fiber cell muscle cell
] ]

Red blood cell
(erythrocyte)

Blood vessel

icular fibers
&

Fibroblast

und substance

I l
Adipose cell Reticular Mast ~ Macrophage
cell cell

Obr. 2 Schematické znézasmi burek a vlaken proteif pojivovych tkant

Kolagenni vlakna jsou mintéddre silnd a houzevnata, jejich pevnost v tahu je

srovnatelna s oceli. Tatcilava vlidkna mohou zaujimat v prostoru usuldni od
volné ohebného, jak je tomu u padpych tkani orgain az po rigidni, fsns
orientovanou konformaci, napve Slachach. Kolagen je ve skiresti tvden
svazkem paralethuspdadanych fibril (slabych viadken), slozenych z¢estensich
mikrofibril (viz obr. 3 a 4).

e -
oria PR R *}MW""‘

trojSroubovicové X : e
molekula kolagenu ,\/ ,’N /\//%/\k 1.5 nm

jednoduchy polypeptidovy
fetézec kolagenu

Obr. 3 Organizace a struktura kolagehu
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Naopak naZloutld vlakna elastinu se nachazi v peyigh tkanich jako
jednotliva vlakna pospojovana do podoby pruzné&aitelze je tedy nikdy nalézt ve
svazcich (viz obr. 4). Sestavaji se téz z mikrdfilovSem nemaji tak hruby povrch,
jak je tomu u kolagenu. VIakna jsou vysoce elasgtiakodolavaji zriamému napti,
piicemz se po ukamni pisobeni vijSich sil kontrakci vraci do svéhaiyodniho
tvaru (vhodnym fikladem této viastnosti je nagelasticita kze).

Dva hlavni druhy
a) mimobunéénych
(extracelularnich)
proteinovych vlaken:
kolagen
a elastin.
fibroblasty ve volné
pojivové tkani
b) (a) Connective tissue

White
collagenous —
fibers

Connective —————
tissue cell

Yellow (elastic) s

fiber
Matrix —— //

Obr. 4 Majoritni proteiny pojivovych tkani — kolagen a stia (a)* b)*)

3.1.1 Starnuti tkani pojiva

Mezi typické vlastnosti pojivovych tkani Uzce saejici s degradaci a mutaci
biologickych struktur pét jejich starnutil. Existuje fada hypotéz o iftinach
starnuti, z nichZ vyplyvaji klbvé rizikove faktory akcelerujici tyto nezadouciénm
pojiva. Jednim z nejvyznarg8ich faktofi pri starnuti je poSkozovani béka tkani
volnymi radikaly. Metabolicka aktivita t¢ov mitochondriich superoxidoveé radikaly
(zdporr nabité molekuly kysliku), jez jsou za fyziologiaty podminek
enzymaticky eliminovany konverzi na neskodny kysalikodu. Starnutim bgk vSak
dochazi ktomu, Ze organismus neni schopen doéstatgchle produkovat tyto

enzymy, coz vede k hromé&d superoxidovych radiké&l a peroxidu vodiku
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v tkanich. Tyto akumulované nebegpé radikdly umotuji uvnitt burék prab¢h
Skodlivychtetzovych radikalovych reakci vedoucich k Zeséni molekul, jez pak
zhorSuji normalni funkce fosfolipid bilkovin, nukleovych kyselin i enzyim

DalSim faktorem jez hrajeutezitou roli @i starnuti je omezeny pet ctleni
burék. Builky pojiva v embryonalnim stadiu jsou schopnyblizné 50nasobného
déleni, nez tato jejich schopnost ustane akiguzaniknou. S pokralejSim wkem
tato schopnost klesa — u 40letého jedince b pouze 4Cthto cykl, u 80letého
jsou schopny se litlty pojiva rozdlit jiz jen asi 30krat (viz obr. 5).

Al

Obr. 5 Nazorna demonstrace starnuti pojivovych tkani a&zemého buftného
déleni *: a) mikrofotografie dote organizovaného usfimlani buik pojiva v mladé
pojivové tkani; b) patrné degenerativni &y ve starnouci pojivové tkani po

50tindsobném buiném dleni

Tyto pochody na biochemické drovni GOzce souvisi téiladinou
specializovanych protein nazyvanych tstové faktory, jeZz zodpovidaji zaist
a ctleni burgk. F¥i jejich patologickém nedostatku nastava i zdedpasné starnuti
tkdni a pojivovée tkan slozené z busk, které se jiz nejsou schopny obnovovat se
stavaji neusp@danymi a nachylnymi k nevratnym degenerativnindrem.

Mezi dalSi piciny prispivajici ke starnuti organismu &&di ol¥asné mutace
DNA, akumulace buttnych odpad v tle, hormonélni nerovnovaha, poruchy
imunitniho systému (Zjzobujici posSkozovani vlastnich n misto cizich)
a burg¢na smrt (apoptoza).

Bylo téZz prokazano, Ze nadma expozice ultrafialovému (UV) #ni
zpasobuje poSkozeni DNA, coz podporuje vznik rakovinyze. NowjSi studie
poukazuji zaroue na fakt, ze UV z&ni gimo poSkozuje vldkna kolagenu a
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elastinu, ktera za normalnich okolnosti udrzujikqiku pruZznou a odolnou.
PredevSim energetejSi slozka zéeni (UV-A) urychluje proces starnutiike, coz
Ize snadno makroskopicky pozorovat jako vrasky kajnti na pokozce vigledku
jejiho celkového povoleni a mhnuti*.

Pri starnuti dochazi téz k Ubytku elastinu a zesilethiS€ni) kolagenu, coz ve
svém dsledku vede nap ke kornatni (tvrdnuti) cév, ztuhlosti kloul) svalové
ochablosti, zvrasimi kize. Toto zesileni kolagenwasto zfisobené fitomnosti
volnych radikah) je do zna&né miry dano pravzesitnim. DalSi picinou zesini
proteini byva glykosylace, ifipojeni glukdzy¢i dalSich sacharid na protein bez
Gcasti enzyni. Vznikajici gicné vazby siujici molekuly bilkovin jsou lokalizovany
na jejich polypeptidovychrettzcich vicemé& nahod® a jsou hlavni ficinou

neohebnosti a ztraty pruznosti tkatijpjich starnuti (viz obr. 6).

| Far
=f L -
i h
[ e
#}‘ - _\\\I L
!
g
_‘_._-_.'."

Obr. 6 Schematické znazogni zesfovani molekul protein pomoci picnych vazeb

vznikajicich mezi jejich polypeptidovyretszci °.

3.1.2 Struktura kolagenu

Kolagen je kltovou bilkovinou tveéici strukturni zéaklad pro vystavbélda
mnohobug¢nych organism, jeho nazev je ifthodre odvozen zZeckéeho kolla —
lepidlo a genes — vyréh rodit. U obratlov@ predstavuje kolagen nejhajn
zastoupeny protein ibec a reprezentuje tém jednu fetinu vSech bilkovin
obsazenych v jejickele. U savé je znamo fiblizné 20 geri pro kolagen, jez koduji

jeho mzné formy podle vyuziti v jednotlivych tkanich. legen je lokalizovan
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v mezibugcném prostoru, kde je sddsti tzv. extracelularni matrix (ECM) a je
uspdadan do nerozpustnych viaken vyamgich se vysokou pevnosti, zejména
v tahu. Tato, v firodk unikatni, sekundarni struktura unitoje kolagenu plnit jeho
nezbytnou biologickou a mechanickou funkci zaklaskavebni jednotkyady typi
pojivovych tkani. Specifické vlastnosti kolageny mFedukuji do role nejvice
namahanych komponent pojiva, jakymi jsou zejménanéostrukturni elementy
tvorici skeletalni systém — kosti a chrupavky, aleritvaslachy, cévy, zuby, ani
rohovku, vlaknité struktury de, biologické membranyi dalSi €Ini tkare
(viz obr.7)°®,

V souwasné dob rozliSujeme vice nez 20 kolagennichityfiSicich se jednak
svoji primarni strukturou (identifikovana bylarada geneticky odliSnych
polypeptidovychietzci), délkou svého triplhelikalniho Usekuiip globularnimi
doménami, kvartérnim intermolekularnim ugdanim i rozdilnymi fyzikalnimi
a chemickymi vlastnostmi vyplyvajicimi #dhto odlisnosti’. V disledku toho jsou
pak i mizn¢ zastoupeny v jednotlivych tkanich pojiva a v oigaru pini gislusné
biologické funkce dle svych vlastnosti a struktampredpoklad. Kolageny typu |,

II, a lll predstavuji piblizné 90% ze vSech zndmych kolagerostatni kolagenni
typy jsou povazovany za minoritfit™.

Z hlediska chemického slozeni a struktury vSak m&gichny kolagenni typy
mnoho spolénych rysi. Mezi proteiny ojeditla a charakteristicka je trojnasobna
pravot@iva Sroubovice (s prudkym stoupanim 3,3 aminokpselych zbytk na
jeden zavit a fibrilami posunutymi o jeditvrtinu své délky), ktera twd centralni
cast kolagenni molekuly a nese na obou koncich likéhd Useky tvdené
C-koncovymi a N-koncovymi telopeptidy a propepti@yz obr. 7-9). VySe uvedeny
vzajemny posun fibril i soke je dolie patrny i na snimcich z elektronového
mikroskopu (viz obr.7 a 8), kde se jevi jako prahd se stidajicici s¢tlé a tmavé

prouzky.
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Obr. 7 Uspdadani vliaken v kolagerfu

a) Schéma kolagenni fibrily; b) Usek kolagenni fibrisycharakteristickym
piicnym pruhovanim na snimku z elektronového mikroskapuRicny rez kosti
s usptadanymi svazky kolagennich vlaken u kolagenu typd; Id) Snimek
z elektronového mikroskopu zobrazujici ugmtani fibrilarni sit kolagenu typu IV

v kizi.
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Special amino acids: K
4-Hydroxyproline (4Hyp S 70 P T a T T TS TN TN T TN
3-Hydroxyproline (3H p g h
5-Hydroxylysine (5Hyl)
Type | tropocollagen ~285 kDa
-Cly-X-Y+Gly-X-YCly-X-Y-
Basic unit
Primary structure
/ Overla G, b 4 i ;
= p dp Diameter
O_C\ (I)H D=64-67 nm 40nm 1.5nm
Hyl /(—CHZ—(HZ—(I—(HZ—NH3@ 1 |
HN H : == —
\(:O ——— ]
HO, 'éz / Hyp=Y |
N \fH D —
P A i I—
H C/N\ = {1 | Length400nm
H; _ HoE
H /C—O -
2 s
/C\CH Pro=X
HyC T‘V
(&0 \ = =
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H,C Gly 8
\ -
NH
& Collagen fibril (section)
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L gy — 6in — Arg B Gly x‘f’ il
LGlyf Pro — Hyp— 8 s F
&
L Gly — Pro — GlIn =g B
] ,
Loy — Ala— Ag— e
ly & ¥ 3. Triple helix

2. Typical sequence (view from above)

Obr. 8 Charakteristické sloZeni a prostorové udpéani molekuly kolagerfu

Dulezitou slozkou molekularni stavby tohoto protejsou intramolekularni
a intermolekul&rni Yicné vazby zodpasdné za rigiditu kolagenni struktury 23
Jeding€nost kolagenu vyplyva uZz zjeho primarni struktusypravideld se
opakujicim  motivem  Gly-X-Y. Zjedné fidtiny je tvden glycinem
(v aminokyselinové sekvenci lokalizovan pravideha kazdéreti pozici) a obsahuje
téZ rekteré mén obvyklé aminokyseliny.Casto se na pozici Xi Y objevuje
predevsim prolin a dale byv&iomen také 3- a 4-hydroxyprolin (Uh&haz 30 %)
a 5-hydroxylysin (viz obr. 8 a 9). Tyto posttrariskahydroxylované aminokyseliny
vznikajici hydroxylaci aminokyselin jednotlivych mgielovych fetzch az po
biosyntéze proteinu jsou pro kolagen velmi chamdtieké %% Tvorba
hydroxyprolinu a hydroxylysinu je katalyzovana orpgzami obsahujicimi Zelezo
(prolin a lysin hydroxylaza). Podminkou spravnétéygy a funkce kolagenu je také

piitomnost kyseliny askorboveé, visledku nedostatku vitaminu C dochazi totiz
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k naruSeni biosyntézy kolagenu a tento jev se pgitky projevuje jako kurge.

Varem prechazi kolagen na amorfni formu, tj. Zelatinu

= prokolagenn! molakula -1

H-propeptid -propaptid
[ e kolagenni molakula + g

)@mmmmm%ﬁ

m_-—_lﬂplhﬂlhilni dl;lmﬁﬂﬂ._._..__-.;.-.q
{gly-2-Y)n

JI‘
[ ]
\

N- nempmmlnl G-mlrlplhalicﬂnf
doména ————#= hyllys oxidace -s—————— doména

imterfintra molekularni pfidnd vazby

Obr. 9 Struktura celistvé molekuly prokolagenu a lokatizgeho podjednote®

Aminokyselinové zbytky hydroxyprolinu stabilizuji rojSroubovicovitou
strukturu kolagenu tvorbou vodikovych astki mezi jednotlivymi a-fetzci.
Hydroxylysin, resp. jeho hydroxylové skupiny naogekdléhajicast&né glykosylaci
s disacharidy (-Glc-Gal).

Raznorodost struktury-iettzch umozuje klasifikaci kolaget na jednotliveé
podskupiny ** Tyto kolagenni typy vznikaji kombinacfi,t bud’ identickych &i
odlidnych, o-fetzci (oznaovanych jakool aZ o3). Retszce vSech kolagénjsou
homologni, rozdil je vSak v padi aminokyselin (primarni struke), velikosti
molekul a jejich prostorovéem usfgaani (fibrily, mikrofibrily, si€), stupni
hydroxylace aminokyselinovych zbyikprolinu a lysinu a obsahu sachdridim je
dana i schopnost odliSnych tygolagenu plnit vdle rizné funkce.

Napiklad nej&zrejSi kolagen typu | (tomny zejména v kostech,u,
Slachéach, cévach, ale i ¥ra rohovce, zubnim dentinti dalSich tkanich) je twen
dvémaietzci ol a jednimiettzcema2, coz je obvykle zapisovano jakonl[1)]2
a2(l). Mezi dalSi heterotrimery, t¥ené fiznymi a-fetézci, pati nag. kolageny typu
IV (hlavni sloZzka bazalnich membrén), typ V (velsgh a membranéach), VI, IX
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a dalSi. Rzné biologické membrany, které jsou iteoy sfovitou strukturou
kolagenu typu IV se vyz®iaji i riznou ptichodnosti pro jednotlivé latky. Jejich
permeabilita je dana velikosti ok v kolagenni Sitnto selektivni sitovy efekt ma
Vv organismu vyznamné uplam, nag. pii glomerularni filtraci v ledvinach. Naopak
jiné typy, jako chrupavkovy kolagen typu Il (rfap meziobratlovych ploténkéch),
typ Il (vkazi a cévach)ci Xl, jsou tvaeny temi identickymi o-tetézci
(homotrimery)°.

Jako prvni z nich byl dikyast&né rozpustnosti v neutralnich a kyselych
pufrech izolovan a charakterizovan kolagen typuek se sklada zeritietzch
obsahujicich fiblizné¢ 1050 aminokyselin a délka jeho molekuly se pohglkglem
300 nm (obr. 9 a 10).

Triplhelikalni ¢ast kolagenu, resp. N- a C- koncové telopeptidyad@hu
(oznaované jako NTx a CTx), se od netriplhelikalnichasti od3tpuje za dasti
specifickych enzyrn aminoprokolagenpeptidazy a karboxyprokolagenpéptid
v misg, kde je molekula Siroka jen 1,5 nm (viz obr. 18fka v mist N-koncové
globularni domény propeptidu kolagenu (PINP) seypaje kolem 2 nm, oblast
C-koncového propeptidu (PICP) je oproti tomu gard ir&f - piblizng 10 nm®.

PINP PICP
. Nkoncoy _, L Molekula kolagénu __, i C-oncowy |
propeptid : (300nm) i ptc(z?&}zrt\u)d

(15nm)

(Man)n

: P : ) 15Snm f
G'Ubuié‘ﬂY/" \ i\ k— Usek trojite) spirdly —
Usek

Neé&pirdlovy usek \ Telopeptid Telopeptid !

Usek trojitej Spiraly

Obr. 10 Struktura prokolagenu a umist kolagennich propeptica telopeptid *’

Kolagen a dalSi organické komponenty pojiva jsouodpkovany

specializovanymi htkami pojivovych tkani jako jsou fibroblasty (rfaps kazi
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a Slachach), osteoblasty (v kosti)chondrocyty (v chrupavce). Tyto intraceluld&rn
syntetizované molekuly jsou zitky uvoliovany exocytozou.

Molekuly tropokolagenu (81, kolem 285 kDa) se porgchodu z nitra hiky
pies bugcnou membranu do extracelularnino prostoru sdruaujvytvai zde
mdefinovag organizované uspadani vlaken valcového i{iezu (o péméru
20-500 nm). Tyto uspgédané polymery (kolagenové fibrily) s pravidelrse
opakujicim prouzkovym motivem po kazdych 64—67 min ¢br. 7 a 8), seipvazri
svymi konci spojuji dohromady pevnymi kovalentnirazbami (vznikajicimi zviast
z modifikovanych postrannickettzci lysinu a hydroxylysinu) v sijSi vidkna
kolagenu. P&t €chto kovalentnich ifiénych vazeb vyznamén roste s w¥kem

a v gipad urcitych patologickych poruch v metabolismu pojiva.

3.1.3 Biosyntéza kolagenu

Na niZze uvedeném diagramu (obr. 11) je zjednodugeazorgn kompletni
postup vzniku a stabilizace kolagennich jednotp&tinaje intracelularnimi procesy,
pies gechod intermediét bunéénou membranou az po finélni fixaci prostorového
uspdadani v dsledku tvorby picnych vazeb stabilizujicich molekulu.

Prekurzory kolagenu vznikaji v endoplazmatickénmikutt burgk a zdeci
v Golgiho aparatu nasle&in dochazi kjejich vyznamnym post-trarisiam
modifikacim. Od&tpenim signalniho peptidu vznika prokolagen nesoackazdém
svém konci je&t C- a N- propeptidy. V této fazi téZz dochazi k ropdiaci wtSiny
prolinovych a ¢asti lysinovych zbytk, a pak i glykosylaci prokolagenu.
Intramolekularni a intermolekularni disulfidické 2y v propeptidech umadaaji
vznik trojSroubovicového uspédani. \&tSina molekul tvéicich organické slozky
pojiva je syntetizovana intracelul&ra agreguje az ¥nbuiky, jinak by se biika
mohla ,zahltit* svymi vlastnimi produkty. Proto teprve po préhnuti chto
sloZitych gipravnych proces miuZze byt prokolagen jako intermediarni produkt
vyloucen exocytozou igs bugénou membranu do extracelularniho prostoru, kde
jsou proteolyticky odgpeny N- a C- terminalni propeptidy za vzniku moleku
tropokolagenu a vléknitého uspdani '’ Nasledd mohou byt wkteré
g-aminoskupiny ve zbytcich lysinu oxidaci transfouaoy na aldehydové skupiny
a v disledku kondenzmich reakci dojde ke vzniku kovalentnich vazeb mezi

molekulami kolagenu. Tim nabyvaji fibrily svou kéneu podobu a tato struktura se
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vyznauje vysokou pevnosti vtahu a také @mau odolnosti &¢i pasobeni
proteinaZ*,

— B. Biosynthesis

@ Removal of the prepeptide

@ Hydroxylation of Pro and Lys residues
@ Glycosylation of 5Hyl and Asn

@ Oxidation of Cys in propeptides

@ Assemblage to form triple helix

@ Removal of the propeptide

Intracellular
protein

modification | (7) Staggered deposition to form fibrils
Oxidation of Lys and 5Hyl to aldehydes
@ Cross-linking to form supramolecules

Procollage = p I line 4-di 114.11.2
rocollagen-proline 4-dioxygenase 1.74.71.
6 [ascorbate, Fe]
Procollagen-lysine 5-dioxygenase 1.14.11.4
8 Extracellular [ascorbate, Fe]
% i Protein-lysine 6-oxidase 1.4.3.13 [Cu]

L T LTI

Collagen fibril

Obr. 11 Biosyntéza kolagenti

Spravné usp@dani fibril kolagenu je nezbytné pro vykonavadznych
biologickych funkci v jednotlivych tkanich — niapy kiazi kde je zapdtbi odolnost
napsti v tahu v fiznych snérech vytvdi kolagen proplétané vzory nebdidgjici se
vrstvy s odliSnou orientaci, zatimco ve Slachachaifcich svaly ke kostem jsou
fibrily ukladany do svazk orientovanych paraleéns hlavni osou nai °.

Mezi buiky pojivovych tkani sefadi gredevsSim fibroblasty a chondrocyty
(chrupavkové biky) a osteoblasty (kiky tvorici kostni hmotu). Jedna se onky
specializované na produkci kolagea dalSich minerélnich latek nezbytnych pro
tvorbu extracelularni matrix. Naopak ity nazyvané osteoklasty kostni hmotu

M1

,Fozpousti* uvohovanim specifickych enzyin(kolagenaz) a kyselin.
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Burky pojiva jsou schopny dokonce i p@&gEho peorganizovavani
uspdadani vldken v mibéhu vyvoje tk&w. Fibroblasty zpracovavaji mechanicky
kolagen i tim, Ze se poém pohybuji, napinaji jej a pomahaji ho zpevat
aprotahovat do provai¢c coZz bylo demonstrovanocetnymi experimenty
v tkaiovych kulturdch®. Této vlastnosti Ize vyuZit ifpzavadni implantad do
Zivych organisri .

Kolagen pedstavuje témt tietinu vSech protein pfitomnych v lidském
organismu, ficemz giblizné¢ polovina celkového mnoZstvi kolagenu je ulozeno
v kostech™. VVyznamnou tlohou kosti, jako typickéhsepstavitele pojivové tkén
je nejen funkce podpna, ale slouzi téz jako zasobarna vapenatych
a fosforénanovych ioni a je mistem kde se tkiokrevni buiky. NejvyznamgjSim
kostnim mineralem je apatit, tj. krystalickd mokifte fosforénanu vapenatého
(maze se vyskytovat viznych formach nap jako hydroxyapatit Ga(POy)s(OH),,
fluoroapatit Cay(PQy)sF> nebo ve formy uhlicitanu Cag(POy)sCOs). Celkow je
v kostech dosfiého jedince v této forghulozen vice nez kilogram vapniku.

Novotvorba a odbouravani kosti je dynamickym preoesjehoz se dastni
piedevsim kostni hiky, tj. osteoblasty (s roli anabolickou) a ostesky (&inné i
kostnim katabolismu), které ®lé¢ v sowinnosti s vybranymi hormony neustale
reguluji hladinu vapenatych idnt Nagiklad kalcitonin zvy3uje depozici €&a
v kostni matrix, zatimco parathormon podporuje Himdii zasob CZ ionti
a kalcitriol pispiva ke kostni mineralizaci. Z organickych slokelsti maji nejétsi
vyznam kolageny a proteoglykany, ale studovany jsowole dalSich mén
zastoupenych proteina latek. Nap enzymy jako je alkalicka fosfatazarifpmna
v osteoblastech), tak kysela fosfataza (v ostetddas se v laboratorni diagnostice

hojné vyuZivaji jako ukazatelé kostniho metabolismiti®>

3.2  Charakteristika a klasifikace sledovanych analyi

VSechny sledované analyty (pentosidin, pyridinolngesmosiny) se spdle
fadi mezi dlujici, pricné-vazebné elementy (cross-links), kovaléntnavzajem
spojujici jednotlivé fibrily kolagenu¢i elastinu. Tyto p¢né vazby vznikaji
posttranslanimi  modifikacemi proteih pojivovych tkani (dnes sledovanymi
zejména fi patobiochemickych procesethvivo).

Napiklad v nejlgznejSi forme kolagenu, tj. v kostnim kolagenu typu I, Ize

nalézt kromd charakteristické trojSroubovicovéasti na obou koncich molekuly
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kratké nehelikalni Useky, tzv. telopeptitly?>?® Praw tato koncova mista kolagenni
molekuly jsou lokalitou, kde se rejsgji tvoii intermolekulové a intramolekulové
piicné vazby, které celou strukturu stabilizuji. Jaki&lpd €chto kovalentnich vazeb
lze uvést picné-vazebné elementy pyridinolinového typuckali vznikaji na obou
koncich molekuly, jejictietnsjSi vyskyt je na N-koncovych telopeptidech.

Nerovnovaha mezi syntézou a odbouravanimadkého kolagenui elastinu je
casto picinou vznikutady chronickych kloubnich chorab jinych patologickych
stawi postihujicich tka#é pojiva. Ri nich jsou gicné vazby jako degradai produkty
rozpadajicich se struktur kolagegiu elastinu uvalovany a secernovany do krve
adale do md&. Zde pak obvykle slouzi jako ukazatelé kinetikgtemklasticke
¢innosti a indikatory resorpce a degradace kostirumdvky ¢i elastickych
tkéni20,22,25,27-3:5
Zestovani polypeptidovych fettzcl proteili s dlouhym biologickym
polotasem vyznamnym #gobem ovliviuje fyzikalni, chemické a furtki vlastnosti
fundamentalnich proteinpojivovych tkani. Dsledkem zvysSenéhdipného siovani
kolagenu a elastinu u revmatickych i jinych, timpisobem postizenych, paciéne
pokles elasticity fisluSnych pojivovych tkani, &Si rigidita a kehkost tk&ovych
proteini. P¥i vyznamném sniZeni koncentracéicpych vazeb v tkanich pojiva
v dasledku jejich patologicky zvySeného odbouravanindaci ke snizeni rezistence
téchto atakovanych protein va¢i piasobeni specifickych proteaz (kolagenazy,
elastazy).

Sledované ficné vazby gitomné v kolagenu a elastinuigeme v zasaddélit
na dva typy - ty, které vznikaji enzymatickou cesfpyridinolin, deoxypyridinolin,
desmosin, isodesmosin) a na neenzymaticky vznikggémtosidin). Strukturathto

.Kroslinkd“ je znazorgna na obr¢. 12.
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Obr. 12 Chemickéstruktura sledovanych analyta) pentosidin; b) pyridinolin
(X = OH), resp. deoxypyridinolin (X = H); ¢) desmiosd) isodesmosin.

3.2.1 Kolagenni gfi¢né vazby

Kone¢né produkty pokro¢ilé glykace (AGES) a jejich role v organismu AGEs
PredevSim ve sitové literatite Ize nalézt v posledni délfadu odbornych

ki **° poukazujicich na signifikantnvy3si hladinu tzv. korsmych produki

¢lan
pokrctilé glykace (advanced glycation end-products, AGHS) chronickych
zéaretlivych a degenerativnich prodegpredevsim u pacietits revmatoidni artritidou
a osteoartritidou (oproti kontrolnigkové adekvatni zdravé skugnedinai). DalSi
cetné prace se tykaji diabetickych padiestprokazanou hyperglykémifi renalni
insuficienci. Casté jsou i publikace souvisejici s otazkou zvyBenéxidaniho
stresu, neurologickych patologii a procesu starfiiffl ®’ V doméacich podminkéach
se stanovenim pentosidinu zabyva pouZleolik vyzkumnych pracovi§ vétSinou
z oblasti Iék&ského aplikovaného vyzkuni®

Mechanismus negativnihougobeni AGEs na organismus je t®lpatrny
na@. u diabetu mellitu ¢i pii  chronickém selhdni ledvin jako jettrh
z nejsledovagjSich diagn6z souvisejicich s akumulaciéchto latek véle
v souvislosti s psobenim oxidéniho a karbonylového stre&t*3>4%

Diabetes mellitus (DM) ffedstavuje metabolickou poruchu charakterizovanou

neschopnosti spraynregulovat hladinu glukézy v organismu. U diabetuTYypu
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(DM 1) jde v prvéradé o genetickou predispozici, ktera se zahy u mladgdind
projevi zavaznou autoimunitni reakci a ztrgeounsk pankreatu. V fipact diabetu

II. Typu (DM II), ptitomného u starSich jedimcad 30 let ¥ku je zhorSeny stav
pacienti podmirgn dysfunkcip-burgk pankreatu a zasadni roli hraje tzv. inzulinova
rezistence, kdy fyziologické mnoZzstvi inzulinuigpbi oproti zdravym jedirien jen
snizenou biologickou odezviastym rizikovym faktorem ip vzniku DM Il je
nadnérny energeticky Hjem, jeZ vede k hyperinzulinemii a hyperglykerfiii Je
znamo, Ze naruSeni metabolismu lipide zahy projevi i poruchou metabolismu
sacharid. Mezi nejvyznam&si mechanismy vzniku diabetickych komplikaci je
fazena prav neenzymaticka glykace, kdyfipzvySené akumulaci AGEs dochazi
postup® poskozeni celé extracelularni matrix (pojivové ineacné hmoty).
Oxidaini a karbonylovy stres je poglem k glykoxidaci a lipoperoxidaci, tj. prodes
podporujich vznik progto nebezpénych AGEs.

Pfi rendlni insuficienci (selhani ledvin) stoji za nkplikacemi z hlediska
patobiochemie aff oxidani stres, dalSimi vyznamnymi faktory je zde mij.
mikrozarét a pitomnost zvySenych koncentraci AGEs. Oxidastres nejenze
snizuje schopnost antioxi¢tsi ochrany organismu, ale vede téZ k modifikiady
biologickych struktur a riZe zmisobit i negativni autoimunitni odpé&y (tvorba
autoprotilatek”.

Vlivem oxidatniho a karbonylového stresu, mampri uremii (hromadni
odpadnich dusikatych latek v knili medostaténé funkci ledvin), vznikaji korimé
produkty typu AGEs (viz obr. 13), ale i AOPP (adead oxidation protein products)
¢i ALEs (advanced lipoperoxidation end products)omi toho @i tom mohou
vznikat i dalSi produkty radikalovych reakci jakaph malondialdehyd (MDAXi
oxidy dusiku nebo slaeniny karbonylové (aldehydy).

30



Struktura AGEs

—_ argiinin —_— COOH COOH
N / ; \ CH, CH,—CH
‘ HOHC | CHO | 3 |
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| l — NH—CH—C/— CH) ((|:H )
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H AN
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3DG-Arg-imidazolon

Obr. 13 Priklady produkdé pokrazilé glykace a jejich strukturg

Oxidaini stres pedstavuje obeeénpievahu volnych radikélnad antioxidanty,
coz mize ve svém ikledku vést kromh sitovani proteid i k naruSeni dalSich pro
Zivot klicovych latek jako jsou lipidy (lipoperoxidace), saddy (glykoxidace)

i nukleové kyseliny (mutace DNA).

Karbonylovy stres je podmén zvySenim tvorby reaktivnich karbonylovych
slowenin (nap. malondialdehyd, glyoxal, glykolaldehyd) nebo &miym
odbouravanim specifickymi reduktdzami a uanim ledvinami. Tytospecies
mohou vznikat jednak autooxidaci sach&rigdolynenasycenych mastnych kyselin
nebo askorbétu, ale i neoxiaed degradaci fosfatovyctasti sachariil Reaktivni
karbonylové sloteniny neenzymatickymi reakcemi s volnymi aminoskapii
bilkovin vedou ke vzniku slaenin typu AGEs a ALEs a widledku toho poz#uji
biologické struktury (obr. 14).

Patologické psobeni AGEs in vivo je nejeniimé (zediovani kltovych
bilkovin pojiva a z#& vyplyvajici zmeny jejich vlastnosti ¢i indukce
lipoperoxidace), ale i prasdnictvim specifického receptoru AGE (RAGE)
zpasobujiciho stimulaci businé proliferace a tvorbyady klicovych metabolickych

mediatofi (cytokiny, tistové faktory, adhezivni molekuly), aleibe vést nap i ke
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zvySeni syntézy kolagenu typu IV (#oho kolagenni sitbazalnich membran),

fibronektinu a proteoglykannebo téZ k mutaci DNA.

wy

Glycation
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FIGURE 1. Maillard reaction and formation of ROS.
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Obr. 14 Priklady molekul vznikajicich vitsledku negativnihotsobeni reaktivnich

kyslikovych radikal na proteiny fi oxidasnim a karbonylovém stres

Skupinu AGEs Ize obeén charakterizovat jako latky schopnétaiat
a modifikovat biologické struktury (proteiny), jimg vlastni typicka Zlutohiua
pigmentace a ifrozena fluorescence. AGEs dokazi reagovat se fapggani
receptory, napp RAGE, gicemZ lze pozorovat produkci vyznamnych &tmych
mediatofi jakymi jsou nap prozastlivé cytokiny, mstové faktoryc¢i adhezivni
molekuly. Krong jiz zmintnych komplikaci onemoeni jako je diabetes a chronické
selhani ledvin (¥etr¢ komplikaci s dialyzou), hraji AGEs vyznamnou roli
I v patogenezi aterosklerozy (vliv na zesilovaniriéh sén), neurodegenerativnich
chorob (systémova skler6za, Alzheimerova choroloshfpnickych revmatickych
onemocini kde AGEs fispivaji ke kloubni a kostni destrukci i z#ivym
procesim (revmatoidni artritida, osteoartr6za), alefii grhdze jater a chronickych
onemocgnich plic.

Hladinu AGEs lze ovlisiovat potl&enim neenzymatické glykace, oxéaého

a karbonylového stresu (riapplikaci antioxidarif) **°® zajis&nim dobré funknosti
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ledvin @i hemodialyzou), ale i sloZzenimiipmané potravy (zejména z hlediska
proteimi a sacharit) ¢ ptip.  zajiS€nim kompenzace hyperglykemie
a hyperlipidemie.

Zesitnim modifikované proteiny vykazuji oproti svym natim formam
odliSné fyzikalg-chemické vlastnosti. Zesiti piicnymi vazbami se projevi zinou
proteolytickému &peni, tepelné denaturaciigobeni kyseliff-"®"*

Produkty pokreilé glykace lze stanovovat Bu nespecificky jako celou
skupinu fluoreskujicich AGEs pomoci spektrofluoriree (excitace 350-370 nm,
emise 430-460 nmdi imunochemicky metodou ELISA s vyuzitim polyklonéh
protilatek, rekteré Ize specificky stanovit pomoci ELISA s poimitmonoklonalni
protilatky (nap. karboxymetyllysin a imidazolor}:">"® Presrj$i a spolehlijsi je
vSak aplikace HPLC a kombinaci chromatografickyoktad s hmotnostni detekci
(LC-MS, MALDI-TOF/MS, GC-MS)" Ize dokonce charakterizovat i nosgecies
z rodiny AGEs.

Pentosidin

Znana cast experimentélni prace byla&mnovana stanoveni fluoreskujicimu
situjicimu elementu — pentosidinu, celym nazvem imidésb-b)pyridinum, ktery
pati mezi nejlépe chemicky definované reprezentanty kone&nych produki
pokrctilé glykace. Vyskytuje se zejména v proteinech aaidiym biologickym
polotasem — nejvice jej Ize nalézt v kostnim a chrupe@kokolagenu.

Vznika ze zbytk lysinu a argininu neenzymatickou glykaci, tzv. Néadovou
reakci. Ta pedstavuje sled kondengdch reakci, zahajeny kovalentni vazbou oxo-
skupiny redukujiciho sacharidu (zejména pentoz\yejreaktivrEjSi byva ribosa) na
volnoue-amino-skupinu lysinu, ktera je siasti polypeptidovéhetzce sfovaného
proteinu. EBhem rekolika hodin vznikaji ¢asné produkty glykace (nestabilni
Schiffova baze), pomalu dochazi tepspdadani vazeb (Amadorihoigsmyk)
a vznika, stale jeStreverzibilni reakci, Amadoriho produkt (glykovapsotein). Jde
0 meziprodukt, jeZ je stabilniawi hydrolyze. Ritomnost volnych kyslikovych
radikali, nag. pri oxidatnim stresu vSak jiz dhem tydm az nésiail startuje
a urychluje koneény, jiz ireverzibilni, krok vzniku AGEs, tj. a¢hich slogenin
(aduk) &i pricne-vazebnych element(kroslinki) "¢ Struny prehled jednotlivych

dil¢ich reakci vedoucich k jejich tvaripe nazn&en na obr. 15.
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PEN je obect povazovan za indikator celkového rozpadu kolageglykani
a oxida&ni zatze organismu (vyznamné je jeho zvySeni zejménauvislosti se
zaretlivymi procesy, artritidou, diabetem, oxitldm stresem a dalSimi projevy

starnuti pojivovych tkani?*"" 8t P

téchto klinickych stavech je pozorovano
zvySeni tvorby PENIn vivo a jelikoZz neni dale metabolizovan, dochazi k jeho
akumulaci, coz rize vést az k toxickémuupobeni v organismu. K postupnému
zvySeni hladin PEN dochazi i u fyziologicky prohibi@h proces, vyrazréjSi vzrist
jeho koncentrace je vSak z&chito okolnosti pozorovan obvykle az po 6. dekad
Zivota, ovSem u vySe uvedenych patologickych prindes pozorovat virst jeho

hodnot jizZ mnohemitdve.

. rodukt ¢asné rechodny rodukt
Maillardova reakce | ProCU! €asnty P e L

glykace produkt glykace  pokro¢ilé glykace
RN Schiffova Amadoriho AGE
b oF baze produkt
Lys . i mesice g
( protein-NH,) hodiny,,, ¢ dny cH,  roky A’
n C— o C— T» “[4\:1]
g
(redukujici sacharid) " eon CHOH  © — prg—
OH N
Hoj)ﬁH HZN% +
N
HO
H Arg Wk, OH

Obr. 15 Schéma Maillardovy reakce se zndzmim vzniku pentosidinu, resp.

DalSich koneénych produkt pokrctilé glykace (AGES)

Jak vyznamnym faktorentippkumulaci PEN vdnich tkanich je ¥k, doklada
nap. fakt, Ze mezi adolescenci a 80. rokegkuw vzrista v kloubni chrupavce
mnoZstvi pentosidinu vice neZ 30kr&t’"#2 Davodem pro to je velmi dlouhy
biologicky pola@as kolagenu hyalinni chrupavkyi@s 100 let). Neenzymaticka
modifikace kolagenu negati¥novliviiuje kvalitu, metabolicky obrat a repam
kapacitu chrupavky a finaintak miZe grispét ke snizeni odolnostit¢i pusobeni
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mechanickych sil, kterym je chrupavka wipthu Zivota vystaverld Zvysena
akumulace AGE v kloubni chrupavce je proto povabavénap. za jeden

z molekularnich mechanigmkterymi se ¥k podili na patogenezi OA.

Pyridinolinové priéné vazby

DalSimi sledovanymi ukazateli, odraZejicimi kostatabolismus je pyridinolin
(celym ndzvem hydroxylysylpyridinolin) a deoxypyindlin (tj. lysylpyridinolin).

Jak vgipacc PD (Mr = 429), tak DPD Nir = 413) jde o stabilni,
neredukovatelné,ifiné-vazebné elementy specificky vazané na kolagenkagai
enzymatickou cestou zaasti lysyloxiddz sledem chemickych reakci zahrmnjic

nag. aldolovou kondenzacijesmyky, oxidaci a dehydrataci (obr. 16).

R, NHCHCOR

-R;-NH- CH CO-R;-
-R,-NH-CH-CO-R

-
| (CH2>2
(CHy), \ /

—R1—NH—TH—CO—R1— -Rl-NH-TH-CO-Rl- \C_OH ¢
(cHy, Lysyloxidasa_ q,,) H0 |l ‘H,0 e
C‘H—OH (‘IH-OH R,-(hydroxy)lysin 'NH R,-hydroxyallysin > %N /
CH, /CH cH, C‘ZHZ
NH, © ‘CH—X CH-X
R;-hydroxylysin R;-hydroxyallysin ), (‘CHz)z
-RZ-NH-(‘:H-CO-RZ- -R,-NH-CH-CO-R,-
Dehydro(di)hydroxylysinonorleucin X = OH Pyridinolin

X = H Deoxypyridinolin
Obr. 16 Vznik trifunkénich gi¢cné-vazebnych elememtpyridinolinového typu

Oba tyto kolagenni fragmenty, pat mezi girozere fluoreskujici
nizkomolekularni latky, 3-furidni st'ujici elementy tviené zbytky hydroxylysinu
a lysinu (PD vznika ze 3 hydroxylysilovych zbytkDPD ze 2 hydroxylysylovych
a 1 lysylového).

Strukturnim zakladem PD je pyridinovy heterocykbgssubstituenty na pozici
1, 3, 4 a 5, pcemz obsahuje 3 karboxyskupiny a 3 aminoskupimiykyselém pH se
PD chova jako hydrofilni kationt. Absampi maximum je g 295 nm (v kyselém
prostedi) a 325 nm (v neutralnit alkalickém progtedi). Fluorescami excitani

maxima jsou 295 a 325 nm, emisni maximumijedf0 nm. Pyridinolin je extrémn
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stabilni \ici kyselindm. Mize secéast&né meénit na hydroxylysin varem ve veéd
nebo zéenim v UV oblastf°.

Nejcastji tyto trojvazné pyridinolinové slaieniny propojuji dvaretzce o
sousednich molekul kolagenu€pnosti jde o dvarettzcea2(l), a posledni vazebné

misto pak zasahuje do spiralasésti molekuly kolagenu (viz obr. 17).

ke =
0 5 LD |
0

0 °0 N
0

0
or
N+°

a) b)

11

Obr. 17 a) Typické umisini trojvalentnich ficnych vazeb pyridinolinového typu
v molekule kolagend’; b) Uspdadani kolagenu s fibrilami posunutymi o jednu

&tvrtinu své délky a provazanymi pyridinolinovyniignymi vazbami®

Vyskyt obou pyridinolinovych spojek je nejh@jgi v kostnim kolagenu typu |,
v chrupavkovém kolagenu typu Il a dale pak v typdéitha IX. NejvySSi porgr
deoxypyridinolinu k pyridinolinu je u kostniho typ{priblizné 1:3,5). V ostatnich
kolagennich typech je tento pémvyznami mensSi (az 1:10), a to je idodem,
pro¢ je deoxypyridinolin povazovan za speti§Si marker kostni resorpce nez
pyridinolin*’.

V téle se pyridinolinové ficné vazby vyskytuji ve zralém kolagenu, nejsou
ovSem dale metabolizovany a u chronickych kostefobrob jsou tedy i rozpadu
kolagennich struktur secernovany do krve a dalenddi, kde se koncentruji a kde
jsou také obvykle stanovovany.

Pri degenerativnim onemoéni skeletu nastavéasto uvolgni pricnych vazeb
pyridinolinového typu z matrice tkani pojiva a vegesléze k jejich postupnému
rozpadu. V klinické praxi proto slouzi jejich hlagi v mai jako markery
osteoklastické aktivity, resp. Jako ukazatele Kayeddbouravani kostniho kolagenu

— zejména u chronickych, degenerativnich revmatickychorob spojenych
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s Ubytkem kostni hmoty (nAposteopordza, osteomalacie, osteopenie i ostéaajtr
83—87.

Na zaklad meéreni jejich koncentraci byla mezi @ha pyridinolinovymi
piicnymi vazbami nalezena vysoka korelace (kar@l&oeficient r = 0,97), ixemz
dominantni pyridinolin byvd u vySe zmdmych chorob obvykle iftomen
v koncentraci 3-5kréat vy$$i oproti deoxypyridineifi.

3.2.2 Struktura elastinu

Po kolagenu je druhou nejvyzna@si slozkou pojivovych tkani elastin,
a proto je logicky fedmétem z4jmu Kliniki pii studiu znén pojiva také sledovani
koncentraci jeho fiiéné-vazebnych elemeft U fady chorob, nap u pacieni se
systémovou sklerodermii (SS&)s psoriatickou artritidou (PsA), je proto zajingéav
analyticky kvantitativd monitorovat obsah desmosinu a isodesmosinu jako
ukazatel kinetiky odbouravani elastinu. Tento fibrézni giot vznikajici ze svého
prekurzoru tropoelastinuMr = 74 000), tvéi mekkeé elastické pojivove tk&n(nag.
ceévni stny, elastické chrupavky, plicelke, jatra, ledviny apod.) a tkicha rozdil od
kolagenu ze svych vlaken vysoce elastick&®sft " "#viz. Obr. 18).

Pri fadé patologickych metabolickychéph postihujicich pojivo podléhéa tato
bilkovina zngnam, v jejichz dsledku dochazi k uvolmi elastinovych ficnych
vazeb (DES a IDES), které lze citlivymi analytickyrmetodami stanovovat

v moxj %09t
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elastické vlakno

TAH ‘ UVOLNENI

jednoducha molekula elastinu

prokfizeni

Collagenous Elastic fibers Fibroblast
fiber

b)

Obr. 18 Struktura elastinu s typickym zesitm
a) Ukazka zreny konformace elastinufippiisobeni sily v tahd; b) Mikrofotografie

zobrazujici viakna v elastickych tkanfth

3.2.3 Hi¢né-vazebné elementy v elastinu

Analogické picné-vazebné elementy jako pyridinoliny v kolagenu eexit i
v elastinu — zde jde o desmosin (DES) a isodesm@§&S). Oba vzach se
vyskytujici izomery vznikaji kondenzaci postrannieitzci 4 lysylovych zbytk
obsazenych v tropoelastinu za&aéti lysyloxidazy a md’natych iont a tvai
pyridinové cykly. Absorbuji v UV oblasti, jsou versktuie elastinu specificky

38



vazany a v Zadnych jinych proteinech se nevyskyfejich obsah je vSak velmi
maly — cca 2 zbytky DES a IDES na 1000 jinych arkyselinovych zbytk
piitomnych v elastinu). Jejich stanoveniza tedy slouZzit jako ukazatel odbouravani
elastinu pi patologickych metabolickych &lch postihujicich rakke, elastické
pojivové tkar (cévni stny, elastické chrupavky, plicg kize, nap. pii systémové
sklerodermii)t1427:28:89

Tyto degradéni produkty elastinu, vznikajici ze 4 lysylovych yii
(viz obr. 19), jsou neobvyklymi aminokyselinami ahsjicimi ve svych molekulach
4 karboxylové skupiny a 4 aminoskupiny a jak6ugci elementy zajidiji svymi
pevnymi kovalentnimi vazbami unikatni mechanickéstrosti elastinu*®. Oba
isomery paf mezi nizkomolekularni latky s relativni molekubav hmotnosti
M = 526, maji velmi podobnou strukturu a jako stadggsou komeiné dostupné
(jejich nevyhodou je, Ze jsou zZfm& hygroskopicke), ale v realnych biologickych
vzorcich se vyskytuji ve velmi nizkych koncentraci®ykazuji vSak dostataou
absorpci v ultrafialové oblasti spektra (s ab&pim maximem:A pgs = 268 nm;
Apes= 278 nm), diky niz lIze oba isomery pdeqchozi kyselé hydrolyze
a prekoncentraci vzoikdetekovat a kvantitatignstanovit. Tim, Ze se DES ani IDES
nenachazi v jinych proteinech v organismu a jscecifipky vazany na elastin, lze
jejich koncentrace v tkanich &nich tekutinach povazovat za dobry laboratorni
ukazatel obsahu elastinu &e. Oproti r‘kterym jinym indikatoim metabolického
obratu pojivovych tkéni je vSak obsah DES a IDE8asgtinu velmi maly (jejich
zastoupeni je jen cca 2 zbytky DES a IDES na 10§@h) aminokyselinovych zbyik
obsazenych v elastinu), a proto jsdadgjejich vlastni kvantitativni analyzou nezhytn

vyzadovany nariné prekoncentimi kroky'**
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ciHZ lysyloxidaza 7
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desmosin

Obr. 19 Schematické znazotni vzniku desmosinovych tetravalentnidaticpych

vazeb v elastind!

3.3  Metody pouzitelné pro stanoveni sledovanych ik — analyticky pfistup
ke studiu struktury kolagenu a elastinu

Pro poteby stanoveni ifixnych vazeb kolagendi elastinu existuje &kolik
odliSnych analytickychifistupi. Volba analytické metody je pak podréia Eelem
stanoveni, pdebou specificity a selektivity stanoveni konkrétiénalytu, typem
vzorku, charakterem matrice a koncentraci sleddwaranalytu v redlném vzorku.
V neposledniract pak hraje dlezitou roli téz¢as potebny k analyze, ekonomické
moznosti pracovigta dostupnost patné instrumentace.

Pro rekteré &ely stanoveni skupiny latek fluoreskujicich AGE \sgiZiva
jednoduchého w&teni integralni fluorescence, které vSak neni sppiéf pro
konkrétni analyty a d¥e g@itom dochazet kad interferenci danych iffomnosti

rudivych fluoreskujicich komponent ve vzof#f® "
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Stanoveni &kterych AGE derivat (nag. karboxymetyllysin, imidazolon),
pyridinolinovych kroslink, nebo diagnosticky zajimavych kolagennich progépti
¢i telopeptidi je dnes mozné i pomoci imunochemickych tedtteré jsou jiz
v n¢kterych gipadech komeéné dostupné v podabkita. Tyto sady jsou neéastji
zalozeny na principu ELISA (Enzyme Linked Immundmsot Assay), kdy je
komplex antigen-protilatka ztien enzymem, ifjp. pomoci zné&eni konjugéatu
radioaktivnimi izotopy u metod RIA (Radioimmunoagsadodavaji se téz Kkity
uréené pro specialni analyzatory s chemiluminigoéndetekci (nap typu
IMMULITE).

Tyto imunotesty jsou vSakétdinou omezeny pouze nacdily typ vzorku,
dokazi v ¢élnich tekutinach stanovit sledované latkytpmné pouze ve volné fokm
(nezohleduji obsah &chto latek vazanych v peptidech a proteinechi§imou také
neni mozno rozliSit jednotlivé epitopy stanovovamyi@tek. Oproti sepataim
metodam jsou navic principi@n zatizeny ¥tSi chybou mfeni a menSi
reprodukovatelnosti, nezanedbatelnym rizikem fa&egozitivnich ¢i negativnich
vysledki a zn&ny je i rozptyl namtenych hodnot f mezilaboratornim porovnani.
Proto je @i jejich pouziti teba vychézet z refer&mich hodnot stanovenych na
konkrétnim pracovisti.

Tyto metody se tedy vyuzivaji spiSe v rutinnim @z jako orienténi, rychla,
Gpravu (nap na typickd ELISA stanoveni je na mikrotitnd destéku obvykle
nanaSeno 10-100 vzorku). Na rozdil od &kterych jinych metod nedovoluje tento
piistup moznost stanoveni videnych analyi sowasre, vyuziti izotopovych metod
vyZzaduje navic i dodrZovani zvlastnich bezmestnich pedpisi vyplyvajicich
z prace s radioaktivnim materialem (manipulaceo®jy i jejich gechovavani
a predstavuje potenci&n zvySena rizika pro laboratorni personal). Nevyhodo
popsanych imunochemickych metod je také ¢mdavysokd cena za jednotlivé
stanoveni — cena za samotny osteologicky kit (ksazeni naklad na obsluhu
a nezbytnou instrumentaci) pro typické imunochegicktanoveni iiblizné 70
vzorkil se obvykle pohybujgadow mezi 20 000 az 30 000KR*

Vzhledem k tomu, Ze kom@® dodavané ELISAI RIA soupravy jsou ueny
pro jednorazoveé pouziti a mikrotitra desttky potazené jiz jednou protilatkami
nelze pouzit opakovén vyplati se ptizeni takového kitu az po nashromé&id

vétSiho pdtu vzorki, pro stanoveni dkolika malo jednotlivych vzork by nebyl
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nékup této sady rentabilni. Nejde-li tedy o praéts rutinnim provozentekani na
vysledek stanoveni konkrétniho vzorku s&mtedy protahnout nakolik tydna ¢i
meésiai. Navic je i pi spravném uskladmi doba pouzitelnosti takovych sad velmi
omezena (¥adu rékolika mesiai).

Vysokokinné separai metody nabizi ip téchto poZzadovanych analyzéch
mnohem ¥tSi variabilitu, ¥tSi presnost a reprodukovatelnost stanoveni. Ve spojeni
s modernimi zfisoby detekce je dosahovano vysoké citlivostiani a jsou velmi
vhodné pro spolehlivé kvantitativni¢teni i vice analyi sowtasré. Cena za pouzita
rozpoustdla a dalSi nezbytné reagencie je oproti drahymouohemikaliim vyrazé
nizsi. Metody na z&kl&dHPLC ¢i plynové chromatografie a od nich odvozené
-hyphenated” techniky jsou tak&asto voleny jako referéni validované metody
pro dana stanoveni, které poskytuironodné a spolehlivé vysledky dosahujici
dobré shody i v rdmci interlaboratorniho porovnélgkteré z &chto metod, zejména
ty vyuZivajici k detekci hmotnostni spektrometnigbizi kroné vySe uvedenych
piednosti i moznost govani strukturniho a prostorového usgmani molekul.
Limitujicim faktorem v tomto fipact vSak i zde mize byt cena analyzy.

Naopak, por&rné snadné, rychlé a n#fiS nakladnéreSenirady separénich
Ukoli nabizi moznost vyuZziti ¢&které ziady modifikaci kapilarnich
elektroforetickych metod. Tyto moderni analyticlechniky jsou dnes stale vice
vyhledavany, pedevsim pro jejich velmi vysokou separa&innost, které ostatni
zndmé metody nejsou schopné dosahnout. Mezi d&dginpsti nepochylinpati
miniaturni spatba vzorku a reagencii a kratkgs analyzy, coz vSergrstavuje
znaneé uspory oproti ostatnim metodamckali se dosud kapilarni elektroforéza
obvykle nevyuziva k analyzam rutinniho charakteedistuje mnoho Gsnych
aplikaci zamstenych na analyzu biologicky aktivnich latek.

Velky vyznam ma dnes zejména kapilarni zénova edéktéza a micelarni
elektrokinetickd chromatografie, které nachazi ¢méa uplaténi nag. pri
vysokolinnych separacich aminokyselin, pefptida bilkovin. Restoze
elektromigr&ni kapilarni metody vychazi v mnoha rysech z teckgth zaklad
kapalinové chromatografie, neni dosud po vSechishih natolik propracovana
ainstrumentén¢ vyzrala jako HPLC. Proto se stale festarazi na specifické
problémy tykajici se nap adsorpce proteinna stny kapilary, zajigini stalosti
elektroosmotického tokd’ a neni dosahovano takové reprodukovatelnosti jako

u metod chromatografickycA* % Vzhledem k miniaturizaci ve vSech aspektech
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kapilarnich metod, detrg davkovani zanedbatelnych objénvzorku (v fadu nl
az pl), nehodi seifliS pro preparativni &ely a je zde také dosud instrumeima
obtizné propojeni s &itymi typy detektoli, coz v gipad nekterych analyi
ovliviuje i citlivost stanoveni. Kapilarni elektroforégapro své pednosti oblibena
piedevSim @ kvalitativni analyze, je vhodnd niappro porovnavani slozeni
komplexnich vzork biologického materialu,pkontrole ¢istoty izolovanych frakci

¢i srovnavani jednotlivych Sarzi d@. Relativie snadna moznost automatizace,
rychlost a nizka cena analyziepukuje kapilarni elektroforéze slibnou budoucnost

I na poli proteomiky.

3.3.1 Principy vyuzitych analytickych separ&nich metod

Extrakce na pevné fazi (SPE)

SPE pedstavuje uzitou a dnes stakastji vyuzivanou techniku igdhkEzné
Gpravy vzorku a nahrazuje v mnohaéipadech #ive biZnou extrakci v systému
kapalina-kapalina. SPEfipoptimalnich podminkach umtidje z wtSiho objemu
kapalné matrice spolehbwodcElit sledované sloZzky vzorku ody balastnich latek
piitomnych v komplexni stsi pavodniho vzorku dasto biologické povahy), které
by mohly @i nasledné vlastni analyze (ifapchromatografick€) néfznivé
ovliviiovat¢i ruSit stanoveni.

Principem SPE je selektivni zachyceni (sorpce)yickly vyznamnych sloZzek
vzorku na specialnim sorbentu, urdfgm v malé extraini kolonce, odstrami
balastnich interferujicich latek promytim vhodnougsi rozpoustdel a v konéném
kroku se uplatuje selektivni desorpce sledovanych analgtpevné faze (jimané
frakce jsou obohacené o citeradrzované analyty§**%*

Klicovym mechanismem je zde silna, ale reverzibilrératkce mezi analytem
a povrchem stacionarni faze. Podle druhu ipjatich se interakci Ize tedy
der Waalsovych sil), polarni (sily dip6l-dipdl adikové niistky) a ionto¥-vymeénné
interakce. Cely postup je urychlen pouZzitim podilada vystupu z kolonky, event.
puasobenim petlaku na op&ném konci (u jejiho usti).

Tato relativie snadna sepatai technika dokaze od nezadouciafimgsi ve
vzorku selektive odctlit a izolovat smds analyli zakoncentrovanou (obohacenou)

oproti pivodnimu vzorku i 100 az 5000krat. Mezi ¢e5&ji pouzivané sorbenty pro
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plnéni téchto kolonek pa&t chemicky modifikovanyi neupravovany silikagel, oxid
hlinity, celul6zaci specialni polymery (dle typu je Ize ziskatdbjako komeén¢
dostupné jednorazoveé jiz naphe ,cartridge”, nebo je mozno jgipravovat gimo
na pracovisti pdivym naplrenim polypropylenovych #kacek (k tomuto delu
upravenych a s vhodnymi roZny) partikularnim sorbentem, jehoz vrstva je ve
stiikacce z obou stranésne uzawena pomoci dvou frit (obvykle z polyethylenu,
teflonu, event. nerez oceli). Veliko&hstic sorbentu je volena tak, aby umovzala
prichod vzorku a promyvacich rozibkolonou jiz @i pouziti pongrné malého
podtlaku, kterého Ize dosdhnout i vodninembranovou vygvou.

Vlastni postup §i separaci pomoci SPE obn&&jii zakladni kroky°:%
(viz obr. 20). Prvnim krokem je kondicionace s (provadna promytim
kolony prislusnymi rozpoustlly vhodné polarity), jeZifpravi extrakni kolonku na
interakci s peciStovanym vzorkem. Na taktofipravenou kolonku je ve druhém
kroku nanesen vlastni vzorek. Sledované slozkykez{sou f#i vakuovém piichodu
kolonou zachycovany a zakoncentrovavany v pédaké zony v sorbentu, zatimco
ostatni interferujici slozky twodni matrice se v idealnimiipad na sorbent
neabsorbuji a odchazi do odpadu. ¥&iin, promyvacim kroku, jsou pomoci &h
vhodnych rozpoustlel ze stacionarni faze specificky odstran zbyvajici balastni
latky. Nasleduje korimy ¢tvrty krok, sp@ivajici v desorpci Zadanych sloZzek matrice
(obsahujicich zakoncentrované analyty) z pevné {&nebentu). Pomoci vhodné
kombinace rozpou&tel zpisobujicich zeslabeni interakci mezi analyty a sudre
je tato frakce jako Uzka zona @prakuow eluovana z kolonky a jiméana. Ziskany

eluat je pak mozno kiiptimo analyzovati podrobit dalSimu zpracovani.
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Obr. 20 Schematické znazomi postupu fi separaci analyt od balastnich latek
pomoci SPE™
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Pro optimalizaci sepatnich podminek f SPE, zejména pro volbu
rozpoustdel, je dilezité mit dostatek informaci o analytech — fildpd Udaje
0 rozpustnosti, polagta strukturnim usgédani analyi. Z divodu co nejétSiho
vytéZku extrakce a vysoké selektivity je Zadouci, abydily mezi chemickymi
vlastnostmi sledované latky a samotné wradematrice byly co neftSi. K tomu Ize

dospEt zejména fizpisobenim pHi iontoveé sily roztoku vzorku.

Kapalinova chromatografie

Spoleénym zékladem kolonovych chromatografickych techwikkleni snési
latek na jednotlivé slozky diky zadrzeni (retena@)resi stacionarni fazi
a postupnému a opakovanému vyerd rovnovaznych stéavdélenych latek mezi
fazi stacionarni a mobilni. Po niélsti vzorku do kolony je sisna zéna unasena
mobilni fazi a sotasré na kolo® naplrené sorbentem separovana na jednotlivé
slozky registrované detektorem jakodalupiky.

Tento princip, objeveny jiz na patku dvacatého stoleti M.S. Cveterfi p
dileni listovych barviv!® umoznil pozdji vznik mnoha variant kapalinové
chromatografie. To spolu s rozvojem instrument&keéhniky, objevem novych
technologii a material (vyuzivanych jako stacionarni faze) s lepSi ch&mic
odolnosti i rezistencii¢i pusobeni vysSiho tlaku, pak od 80. let 20. stoleisnpilo
prudky nafist aplikaci po nastupu vysokiiiné kapalinové chromatografie (HPLC).

Faktory, které ovlisiuji chromatografickou separaci Ize ob&amzdlit na
termodynamické a Kkinetické. Termodynamické zahrnujiiv interakce
chromatografovanych komponent se sloZzkami mobéné fa sorbentem a z toho téz
vyplyvaji rozdilné mechanismy separacermithlavnimi jsou adsorpce, rofddvani
mezi dv¥ faze, chemisorpce a sitovy efekt.

Kinetické faktory separaceigdstavuji pedevsSim vlivy rychlosti gitoku
mobilni faze a difuze slozek v mobilni i stacioriafézi na roz&ovani elgnich

kiivek .

3.3.2 Klasifikace metod kapalinové chromatografie
Pro WtSinu metod kapalinové chromatografie je spofan rysem, Zze
dochazi k dleni slozek smsi mezi mobilni fazi (eluent) a stacionarni fazi

(sorbent), picemz @ postupu vzorku kolonou se slozkglg zény analylh se

46



rozSiuji a v izném ¢ase dosgi do detektoru (v zavislosti na individualnich
chemickych vlastnostech komponent a jejich rozdiynterakcich s naplni
kolony).

Podle sepakamiho mechanismu éizeme chromatografické metodylid na
adsorgni (LSC), rozdlovaci (LLC), iontoe-vyménnou (IEC), afinitni (AC)
avylucovaci (SEC). Dalsim vyznamnym kritériem je polaotzou fazi, Ize proto
rozliSovat chromatografii v normalni fazi (tj. ndgdmi mobilni faze a polarni
stacionarni faze) a chromatografii v reverzni féRP HPLC), kde je polarni
mobilni a nepolarni stacionarni f&#é1%¢1!

V této praci jsem z moznych tygpvyuZzil ke stanoveni HPLC metod
v analytickém natitku zaloZzenych na iontév vyménné chromatografii
a chromatografii na chemicky vazanych fazich (RR.EP

Ackoli se pro HPLC hoditada dete&nich systém, z hlediska analyt
(PEN, PD, DPD) sledovanych v této praci, jez senayaji silnou girozenou
fluorescenci, byl jako nejvhodjsi pro dany Gel zvolen detektor fluorescemi
(fluorimetricky). Jde o detektor vysoce selektigninimaadre vysokou citlivosti.
Vlastni podstata #feni fluorescence spiva vtom, Ze budici UV zéani ze
zdroje je vedeno do pirokové cely, kde je absorbovano a jako weré s¥telné
kvantum s niZzSi energii (o¢isi vinové délce) se & fotonasohiem jeho
intenzita a elektronicky zpracovany signal je poegistrovan a kvantitativn
vyhodnocen.

Pro analyzu desmodin jeZz tak vysokou firozenou fluorescenci nemaiji,
bylo v této praci vyuzito detekce v UV oblasti. Botetrické UV/VIS detektory
pracuji bu’ s fixni vinovou délkou (népstji 254 nm), @ip. je mozny vybr
z rekolika vinovych délek (filtrové), nebo jsou opahy monochromatorem
apracuji na principu spektrofotometru (obvykle v sahu 190 - 400 nm).
Posledni z jmenovanych tdyl pouzit i v této praci. Podstatou takové detekc
je prichod zdeni ze zdroje mitokovou celou, ficemz je intenzita proSlého
paprsku mifena fotonasobbem a mfené signaly kontinuatnh monitorujici
jednotlivé sloZzky analyzované $Bi prochazejici sepataim systémem jsou jako
piky elektronicky registrovany.
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3.3.3 Teorie a separéni mechanismus pouzitych HPLC metod

lontové-vyménna chromatografie (IEC)

lontowe vyménna chromatografie probiha na iontémtich, gicemz je ion
katexu ¢i anexu vymEnén za ion obsazeny v mobilni fazi nebo ve vzorku.
Separace probiha na principu s@@ni ionexu o tyto ionty.

Princip iontové vyminy spa&iva tedy v elektrostatickych interakcich, kde
jsou rozhodujicimi faktory koncentrace, velikosti reaboje ioni, relativni
permitivita a iontova sila pra®di, disociani konstanta ionogennich skupin
meénice ionfi i analyti a s tim souvisejici i pH mobilni fazefiREC se vSak
uplatiuje i difdze iontorsnicem, adsorpcei hydrofobni interakc&®192:10

Retence f iontov¢ vymeénnych interakcich @ nizkych koncentracich
a keZznych teplotach) viista také spolu s nabojem iontu & gmZe naboji pak
roste s atomovyntislem. Velkou afinitu k manicam ionti vykazuji zejména
velké organické ionty.

IEC nachazi uplatmi pti analyze latek iontového charakteru, hagilnych
elektrolyti (kyselin, zasad, soli),ifp. i elektrolyti slabych, které je mozné
disociaci ¢ protonizaci pevést na iontovou formuCastou aplikaci je také
analyza aminokyselin nebo purifikace peftid proteii. Pomoci iontorénict
Ize analyzovat i &které ionizovatelné neutralni latky.

Stacionarni faze pro IEC byvaji zaloZeny dbuna silikagelu nebo
polymernich nosiich, jeZ maji znénou kapacitu pro aplikované vzorky°:
Vyhodou silikagelovych iontogmicu je jejich wtSi &innost a rychlé ustaveni
rovnovahy,cehoz lze vyuzit p gradientové eluci. Matrice obou tymositia jsou
modifikovany dle delu bul’ slak® ¢i silné disociujicimi ionto¥ vyménnymi
funkénimi skupinami (s kladnynti zdpornym nébojem). fikladem slabého
menice kationi muze byt karboxylovd skupina (-COOH), naopak silnym
katexem je sulfoskupina (-$B), z meni¢u anionti Ize uvést nafp aminoskupinu
(-NH2) jako wukazku slabého ¢nice, silny pak reprezentuje skupina
tetraalkylamoniova (-K(R)gz) 99:10210¢

Mobilnimi fazemi byvaji obvykle vodné roztoky pufr jejichz ionty
(ozn. téz jako protiionty) jsou v rovnovaze s iosgmotnych mnic¢u. Zadrzovani
latek v kolor¢ Ize ovlivnit nejen koncentraci soli, ale i pomagu, znménou

teploty, event. fidanym organickym modifikdtorem. S rostouci koncaai
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protiionti stoupa i jejich retence ionexerimz se urychluje eluce samotnych
analyti z kolony.

Reverzni vysokowinna kapalinova chromatografie (RP HPLC)

Pouziti kolon naplénych nepolarnimi (reverznimi), chemicky vazanymi
fazemi nachazi ze vSech HPLC aplikaci &&i uplaténi (kolem 80 %).
Vyhodou €chto kolon je Siroky rozsah polarity analyi znana variabilita
separénich systém dana velkym vybrem komeé&éné dostupnych stacionarnich
fazi (nefasgji s pastem uhlikovych atomn C4-C30), které Ize kombinovat
s pomerné levnymi fazemi mobilnimi, fpcemZz je dosahovano rychlého
ustavovani rovnovahy v kolén Nejbézn¢jSi pouziti z komamé dostupnych
naplni kolon nachazi oktadecylsiloxanové faze (C8j>10°-112

RP HPLC pedstavuje ve srovnani s ostatnimi variantami metydhlejsi
a reprodukovatekjSi, v kombinaci s vodnymi mobilnimi fazemi a&asto
umoziuje primou analyzu vzork biologické povahy.

Omezenim pro kolony se silikagelovou naplniza byt pouzitelny rozsah
pH (obvykle 2,5-8,0). V sila kyselém prosedi jsou hydrolyzovany furgki
skupiny navazané na povrchu silikageldi gilné bazici¢ je napadan vlastni
povrch silikagelu. Navic nezreagované silanolovépsky adsorbentu byvaji
¢astou picinou nezadouci adsorpce. V sasné dob je snahou eliminovat tento
handicap pouzitim jinych materidljako noséa, jez jsou stabilgsi v SirSim
intervalu pH'*.

Mezi takoveé alternativni nos Ize fadit ZrQ,, TiO, ¢i rizné organické
polymery, ovSem i tyto materialy maji své nevyhcedyag. rusivé interakce se
soluty (hydrofobni interakce, vyovaci efekt apod.). Jako tuhé stacionarni faze
(sorbenty) lze kromd obvyklych nepolarnich  uhlovodikovych  fazi
polymeit nebo naplni s chemicky vazanymi arylovygnstredr polarnimi (jako
nag. éterovymi, nitrilovymi¢i diolovymi) fazemi; @i experimentech v ryze
vodnych fazich Ize pouzit dokonce i nemodifikovaméhikagelu'®>%°

Mezi nejlezrejSi mobilni faze sefadi vodné roztoky jednohdi vice
organickych rozpoustel (nefasgji metanolu, acetonitrilu a tetrahydrofuranu).
Pro separaci iontovych latek latek kyselé a bazické povahy jeba k mobilnim

fazim pidavat pufry, neutrdlni soli, slabé kyseliny nebétky vytv&ejici
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s ionizovanymi soluty iontové asociaty. Extrémmepolarni latky lze separovat
i s pouzitim ¢isté¢ organickych mobilnich fazi (tzv. nevodna chromatdig
v systému s obracenymi fazemiy*°

Podstatou vlastniho sepandho mechanismu RP HPLC je interakce solutu
s mobilni fazi, interakce mobilni a stacionérniefaa distribuce solutu mezi
mobilni a stacionarni fazi. Pro separaci jec&lia prvni interakce, jez je dana
hydrofobnimi interakcem?®. Velikost &chto interakci sila zavisi jednak na
polarit solutu, tak na permitiéta povrchovém nagpi mobilni faze. Retencefip
RP HPLC kles& s povrchovym ndpn a to Ize sniZit f)ddavkem organického
modifikatoru do mobilni faze. Selektivita je téz ndaslozenim mobilni faze
(vzrasta s rostoucim obsahem vodyi, yy$Sim obsahu organického modifikatoru
jsou alkyly solvatovany a solutiae reagovat s celym alkylovyretszcem®®1!

V ptipad® silikagelu jako nosie jsou na jeho povrchu fipomny
hydroxylové (silanolové) skupiny kiu jako volné nebo vzéjendnvédzané
vodikovou vazbou vedle nereaktivnich siloxanovyclkupn. Chemicka
modifikace je vSak mozna pouze u volnych silanotdvyskupin, a proto je
Zadouci, aby jejich gt na povrchu silikagelu byl co nejvyssi.

Typ a koncentrace fugkich skupin (stupe pokryti silikagelu) vyznanmh
ovlivauji vlastnosti chemicky vazanych fazi. Selektivi|a zde dana délkou
navazaného alkylovéheettzce —c¢im delSi alkyl je, tim vZrsta také retence
nepolarnich latek. Vifpad velmi zn&ného zadrzovani anatyv kolorg Ize tedy
situaci feSit bul’ zvySenim podilu organického modifikatoru nebo poo¥
stacionarni faze s kratSim alkylem.

NejcastjSi oktadecylova faze v kombinaci s mobilni fazisabujici jak
vodu, tak organicka rozpouslia umozuje dobrou separaci nepolarnich latek. Na
reverzni fazi Ize vSak separovat i latky polarizevaé a slabé kyseliny a zasady
po potl&eni jejich disociace Upravou pH. Latky iontové plyadze v tomto
systému dofe separovat, fida-li se do mobilni faze iont@vparove ¢inidlo
opaného naboje, nez jaky maji sledované analytmz pak dochéazi k tvoeb
mérg polarniho iontového paru. Ve vodné fazi vznika kdex a vlastni
ionogenni latka jei@vedena do organické faze.
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3.3.4 Elektromigraéni metody — teorie a princip kapilarni elektroforézy

Elektromigr&ni metody paif mezi nejvyznamgSi separani techniky
a nalézajicasto uplatani pri kvalitativni i kvantitativni analyze biologickych
vzorka. Ackoli vlastni principy migrace elektricky nabityafastic v elektrickém
poli jsou znamy jiz déle nez stoleti a od té dolmniklo jiz mnoho variant,
zaznamenaly tyto metody dynamicky rozvoj aZz v pdsieh letech.
Elektroforetické techniky ziskaly na vyznamu a plapite¢ predevsim diky rozvoji
kapilarnich technik a vyuziti moderni vy§mini techniky a elektroniky, jez je
souws4sti sodasné sofistikované instrumentdcé

Ackoli dnes existuje mnoho modifikaci elektroforégjich principialni zaklad
je spolény. Nabité latky sedi ve stejnosrarném elektrickém poli na zaklagvych
odliSnych elektroforetickych pohyblivosti danych npgem néboje k velikosti
molekul. Moderni fistroje pro kapilarni elektroforézu umuigici vyuziti velké
intenzity elektrického pole dosahujiadow vySSi sepakai &innosti oproti
klasickym metodam chemické analyzy a tyto techridey pak pravem oziavat

pojmem vysoko&inna kapilarni elektroforéza (HPCEY199115116

V kiemennych kapilardch se wuplaji dva hlavni transportni jevy:
elektroforetick& migrace iotitv elektrickém poli a elektroosmoticky tok (EOF).
lonty rizného polomru a naboje se v homogennim elektrickém poli pofiybu
konstantni elektroforetickou rychlosti ¢y, jez je @imo unErna intenzi¢
elektrického pole (E) a velikosti naboje ionty) (@ nepimo Un€rna jeho polonéru
(r). EOF je vyznamny faktor, ovliwijici vysledny smx a rychlost pohybu
separovanych iofat U kapilary z tavenéhoir&mene napkné elektrolytem dochazi
k disociaci silanolovych skupigjmz vznik& zaporny naboj a uwolvané protony H
vytvéii v povrchoveé vrst¥ elektrolytu kladny naboj (vznika elektricka dvaggwa).
Pri vlozeném nagti se tyto hydratované protony (resp. elektrolykojacelek)
pohybuji srérem ke katod, a vzniké tak elektroosmoticky t8k

Elektroosmoticky tok v kapilarni elektroforéze vykge prakticky plochy
rychlostni profil, ¢imz se odliSuje od parabolického Poisseuilleho ifrof
znameého z HPLC, jeZz vznikd wipad tlakem hnané kapaliny, a proto je také
v elektroforéze oproti jinym analytickym metodatesahovano mnohem vyssi

acinnosti separac&?1%2
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V piipadt separace protein a jejich fragment je jednim z hlavnich
problémi jejich adsorpce na &tach kapilary, jez vede k chvostovani ipik ma
negativni vliv na ginnost**%

Kapilarni elektroforéza (CE) se vyzZihge vysokou sepatai innosti ¢asto
viadu a? 10 teoretickych pater/m), mintddnou citlivosti na drovni
femtomol - zeptomol (I& — 10%* mol) a minimalni spdebou vzorku i chemikalii
(v objemech~ nl — pl). Kapilary byly vyuzity v fipact fady separénich technik.
Kapilarni techniky nachazi uplaim u fady elektromigrénich technik — nap
v izotachoforéze (ITP), v kapilarni zénové elekbréze (CZE), micelarni
elektrokinetické kapilarnthromatografii (MEKC), kapilarni elektrochromatofijra

(CEC), izoelektrické fokusaci (IEF) i kapilarni geé elektroforéze (CGE}*

Kapilarni zonova elektroforéza (CZE)

Kapilarni zonova elektroforézaigustavuje nejjednodussi elektromigra
techniku a je vhodnou metodou pro separaci nabityolekul, které se liSi velikosti
a nabojem. Vlastni &eni ionti probihd v CZE na zéakladjejich rozdilnych
elektroforetickych pohyblivosti (mobilit). Elektremoticky tok sepataiho pufru
uvnitt kapilary unési kladné i zaporné ionty k detektartyto ionty navic migruji
svymi rozdilnymi elektroforetickymi rychlostmi uuhipufru, a tim se vzajensroéli.
Béhem jednoho experimentu Izelitl a detekovat oba dva druhy i@gn{kladné
i zaporné)™.

Cetné aplikace nachazi CZE t&f geparaci aminokyselin a pepiidTechnika
CZE dovoluje moznost pracovat s velkymi intenzitataktrického pole¢imz lze

dosahnout velmi kratké doby analyzy.

Micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie (MEKC)

V micelarni elektrokinetické kapilarrdhromatografii*®®*'®17|ze separovat
jak nabité, tak neutralni molekuly, na zakKiaddliSné distribuce mezi vodnou
a micelarni (pseudostacionarni) fazi. Podminkouikuzmmicel je dosazeni, resp.
piekraieni kritické micelarni koncentrace (CMC). U ngkgji pouzivaného
anionogenniho tenzidu, dodecylsulfatu sodného (SESudavana hodnota CMC
v &isté vod priblizne 8,2 mmol pi 25°C (agregani &islo = 62)19011
V zavislosti na polaré povrchového naboje micel migruji diwe snéru EOF

¢i proti nému. Tzv. eldni okno je pro fipad micel, jeZz tvid hydrofobni kavity,
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vymezeno latkami vyrazn polarnimi, které setrvavaji v zakladnim pufru
(nap. thiomatovina ¢i methanol) a migruji ¥ase & (retertni porner ki ~ 0), na
opaném konci pak stoji latky velmi hydrofobni, kteréstavaji zcela uvnitmicel
(nag. azobarvivo Sudan I11) a migruji wd (ki = o) *°
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4, EXPERIMENTALNI CAST

Experimentalni ¢ast pedkladané disertai prace zahrnuje volbu
relevantnich typ vzorka, jejich preanalytickou fazi, vyds vhodnych sepataich
analytickych metod a vlastni postup jejich provddelsou zde shrnuty pouzité
chemikdlie a analyzované vzorky, metody jejich zprani. Vzhledem
k nezbytnosti pouZzititznych, ¢asow narainych kroki, predchazejicich vlastni
analyze, uvadim v nasledujicim odstavci naviehted operaci metod chemicke
analyzy, sepatmich mechanisih a dalSich analyticko-biochemickych posiup
uplatrenych v slozitém a natmém procesu preanalytické faze, kterou nelze
Z hlediska konénych vysledk v Zzadném fipact podcenit.

4.1  Vyuzité laboratorni postupy a operace fedchazejici viastni analyze
Centrifugace periferni krve a synoviélni tekutinyjprava mobilnich fazi
(vakuova filtrace, odvzdu®vani heliem), dialyza, konveéki michani, ultrazvukova
sonikace, mechanickéa desintegrace biologickychkizogxtrakce tkani v kapakn
extrakce na pevné fazi (SPE), vakuové suSeni fodfni nadbytku rozpou&tel),
rozpoustni, UV spektrofotometrie, fluorescé&m analyza, volumetrie, ifprava

afed®ni standard, statisticka analyza nasifenych dat.

4.2 Pouzité chemikalie

Kyselina heptafluoromaselna p.a. (HFBA), poly(L#ys hydrobromid
(M; ~ 30000 az 70 000), PBS pufr, D-ribodag-acetyl-arginin, kyselina diethyl-
triaminpentaoctova (DETAPAC), SDS, dialyné stivka a mikrogranularni celulosa
byly dodany firmou  Sigma-Aldrich  GmbH,  Steinheim, é&mecko.
Dihydrogenfosforénan sodny monohydrat p.a., acetonitril (ACN)c¢istote pro
HPLC byl zakoupen od firmy Merck (Darmstadg&micko).

DalSi pouzité chemikalie v kvalit p.a. byly od firmy Lachema a.s.,
(Neratovice Ceskéa republika), tj. n-butylalkohol, kyselina clideodikova (konc. 35
%), hydroxid sodny, tetraboritan sodny (dekahydrakyselina fosforéna,
thiomosovina a siran amonny. Firma Penta (Chruditeska republika) dodala
methylalkohol, kyselinu octovou (konc. 99%). K odugeni mobilnich fazi jsem
pouzil Helium BIP, dodavané firmou Air Products .In€Allentown, USA).
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Deionizovana voda bylaripravovana naifstroji Milli Q od firmy Millipore pifimo

na nasem pracovisti.

Pouzité standardy

a) Pentosidin

Standard pentosidinu neni kor&i@r dostupny, a proto byl syntetickyipraven
piimo v naSi laborato pomoci modifikace postupu, poskytnutého prof. M.
Monnierem z Case Western Reserve University, Céenkl OH, USA. Resnou
koncentraci vzork naSich standafdjsme nechali stanovit na uvedeném pracovisti

Dr. D. Sellem pomoci kvantitativni HPLE8

Analyza €chto standani prokazala, Ze se pentosidin nachagiste forme (pii
HPLC stanoveni nebyly zaznamenany kéodominantniho signalu pentosidinu jiz
Zadné dalSi piky). Postupnybedinim tchto primarnich standakdvznikla sada
standardnich roztdagi které byly pouzity ke konstrukci kaliknai kiivky.

K syntéze standardu PEN byla pouzZitain@a neenzymaticka reakce
piislusnych sachanids aminokyselinami (zndma jiztide z naleg zjiSttnych g
studiu reakci, k nimZ dochazi u potraviii) Poly(L-lysin) hydrobromid, D-ribosa,
N-a-acetyl arginin, DETEPAC (ktery zde plni Ulohu citainiho ¢inidla), byly
rozpusény v 0,2M fosfatovem pufru (pH 9,0) a zreagovany ezgerimentalnich
podminek, popsanych v uvedené litetafd®*?

Pouziti  poly(L-lysin)u  jako vychoziho reaktantu v ynsetické
polymer-analogické reakci vedlo ke vzniku vyhodradymerni formy pentosidinu.
Tento krok umoznil porrné snadné odseparovani polypentosidinu pomoci dialyzy
od nezreagovanych a balastnich nizkomolekularnétbk| gitomnych v reaéni
smesi. Kon&nym krokem ke vzniku vlastniho pentosidinu pak bygdrolyza
polymerniho meziproduktu. Uvedeny postupedstavuje relativh jednoduché
a elegantnfeSeni s nizkymi naklady ve srovnani s metodou paéipai vyluovaci

chromatografie (SEC).

b) Pyridinolin a deoxypyridinolin
Z davodu komekni nedostupnosti byly standardy PD a DPD s dekkaou
hmotnosti ziskany darem od prof. S.P. Robinse zdRowResearch Institute

(Biochemical Sciences Division, Aberdeen, Velka t@rie), jehoz skupina se
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problematikou standardizace pyridinolinovydii¢pych vazeb v minulosti intenzign

zabyvala?%**:

c) Desmosin a isodesmosin
Standardy DES a IDESW = 526) byly zakoupeny od firmy MP Biomedicals
(dtive ICN Biomedicals Inc.), Aurora, Ohio, USA.

4.3 Instrumentace

4.3.1 Hydrolyza
Hydrolyza kapalnych vzotkprobihala v teplotha ¢aso¥ programovatelném

horkovzdusném sterilizatoru Stericell 55 (s objemleomory 55 litd a nucenou
cirkulaci vzduchu) firmy BMT a.s., Brno. Kapalné ovky s alikvotem
koncentrované kyseliny chlorovodikové byly hydralyany ve skleénych vialkach
0 objemu 4 ml od firmy Supelco (Bellefonte, PA, USAez byly opateny
Sroubovacimi uzasry z fenolove pryskiice s chemicky a tepairodolnym tsnénim

(Black Viton septa).

4.3.2 SPE a odpegeni nadbyt&nych rozpousgdel
K nasledné purifikaci a prekoncentraci hydrolyizétorki pomoci extrakce na

pevné fazi byl vyuzit vakuovy extraktor Visiprep™PE Vacuum Manifold DL

firmy Supelco (Bellefonte, PA, USA) — obr. 21.

Obr. 21 Manualni extraktor Visiprep™ SPE Vacuum Manifold Dyuzity pri
Gpraw biologickych vzork pied vlastni HPLC analyzou.
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K odpaeni jimanych frakci obsahujici sledované analytha lwyuzita rotani
vakuova odparka SpeedVac (Savant, USA), napojssgyymrazovaci kondenad
zarizeni téze zniky k tristupiové membranoveé vyweé znaky Vacuubrand (model
MD1) - mezni tlak 0,15 kPa, vyrobce: Vacuubrand GimiVertheim, Nmecko.

4.3.3 DalSi laboratorni zdizeni a pomicky

Z dalSi instrumentace jsenti praci vyuzil mj. centrifugy MLW — typ: T 52.1
(MLW, Engelsdorf, Nmecko) a Jouan — typ: CR 3i (Jouan SA, St. Herplain
Francie), analytické vahy Sartorius - typ: 2024 MR&artorius GmbH, Goéttingen,
Némecko) a Mettler Toledo - typ: AX205DR (Mettler, y®@arsko), pedvéazky
Sartorius - typ: 2254 MP6E (Sartorius-Werke Gmbditidgen, Nmecko).

Pfi Upraw vzorki a pipraw jednotlivych roztok jsem pro urychleni prace
a zjednoduSeni jednotlivych operaci s vyhodou wydéZ rekterych drobnych
a uziteénych laboratornich *&eni a poricek: tepaka Vibrofix VF1 Electronic
(Janke&Kunkel IKA-WERK, Staufen, &necko), vakuova filtréni aparatura ziay
Supelco (Bellefonte, PA, USA), pH-metr Jenway - :tyg150 (Jenway Ltd.,
Dunmow, Velka Britanie), magnetickd mi¢ka Jenway — model 1100 (Jenway
Ltd., Dunmow, Velka Britanie), mikrocentrifuga Tewh Cambridge (Denver
Instrument Company, USA), ultrazvukova vanackyal ESLA — typ UC 003 BS1,
manualni davkowge kapalin zn&k Hirschmann (Hirschmann Laborgerate
GmbH & Co. KG, Eberstadt, ¢hecko) a Brand (Brand GmbH & Co. KG,
Wertheim, Nmecko) , automatické pipety zZtek Nichipet EX (Nichiryo, Tokio,
Japonsko) a Eppendorf.

4.3.4 HPLC
Na chromatografické analyzy jsem vyuZzil HPLC systirmy SHIMADZU

fady 10ADvp (Kyoto, Japonsko) @itacoveé fizeny programem CLASS VP (verze
5.03) umodujicim téz integraci chromatografickych pika dalSi zpracovani
nantienych dat (obr. 22a). Zaklad chromatografickéhaésya tvdila kvarternarni
pumpa (model: LC-10ADvp) umaajici smeSovani mobilnich fazi a gradientovou
eluci, napojend pomoci ocelovych kapilar na HPLGQoko s termostatem (typ
CTO-10ACvp), systém byl osazendadva detektory - fluorescénim (RF-10AXL)

a UV spektrofotometrickym (SPD-10Avp) a dale vyhaveasobnikem mobilnich

fazi, pneumatickym injainim autosamplerem (SIL-10ADvp) a elektronickiddici
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jednotkou (SCL-10Avp) zaji%ijici skér dat a kontrolu funkci celého systému.
Odvzdusgni mobilnich fazi bylo zaji8ho pes frity grivadenym cistym heliem tidy
BIP (Air Products Inc., Allentown, USA) a on-lingipojenym degaserem s jemnou
manualni regulaci ptoku (Shimadzu, typ DGU-10B Helium Degassing Unit).

Pro spravnou interpretaci vysledk byly nangfené koncentrace
piicné-vazebnych elemeit vztazeny na hladiny relevantnich biochemickych
parametil. Ve vzorcich mdi Slo o hodnotu kreatininu, v séru byl Zji¥an obsah
celkové bilkoviny. Tyto parametry byly ve vzorcigaralel stanoveny na Oateni
klinické biochemie Revmatologického Ustavu v Pres@nnimi, standardizovanymi
biochemickymi metodami na japonském biochemickénalyadtoru Olympus
(model AU 400).

Obr. 22 Pouzitda instrumentace: a) HPLC systém Shimadzuosescetni/UV
detekci; b) Eistroj pro kapilarni elektroforézu CRYSTAL CE SysteUV detektor.

4.3.5 Histroj pro kapilarni elektroforézu

Experimenty vyuzivajici k analyze kapilarni elektrézy probihaly
v provedeni CZE i MEKC nafifstroji CRYSTAL CE System, Model 310 (ATI
UNICAM, Cambridge, Velka Britanie) — obr.22 b. Kmu byl pgipojen
UV spektrofotometricky detektor Spectra 100 s etibu vinovou délkou (Thermo
Separation Products, USA). K separaci jsem vyugpakryvanych kemennych
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kapilar TWC-S50 (zngky CACO, Bratislava, Slovensko) s umtm piimérem
50 a 75um.

4.4  Typy a charakterizace vzorl

Ve své praci jsem analyzoval nejen standardy, &elqyvSim niZze uvedené
vzorky realného biologického materialu humannibeqalu:

. ranni ma@

. krevni sérum a plazma (ziskané z periferni krveboateé pi bézném
ambulantnim Zilnim odisu)

. synovialni tekutina (odebrana u ambulantnich pakigui intraartikularni
punkci postizenych klout)

. likvor (mozkomisni mok)

. chrupavka, synovialni membrana, graduolatkar ze subchondrélni kosti.
(tento material byl ziskanfipinstalacich totalni endoprotézy denich ¢i
kolennich klouli nebo pi artroskopickych vySéenich).

. tkédn zlidské aorty ziskany z kardiologického eokshi IKEM Praha
(ziskaného f zavadni bypas8s v ramci operace srdce).

Kontrolni vzorky zdravych tkani byly v ramci spotape poskytnuty Ustavem
soudniho lékestvi v Praze.

Kromé vzorki humanniho fivodu jsem provedl téZ analyzy vybranyémich
tekutin a tkani ékterych laboratornich zkat (laboratorni krysy, mysi kmene C57/6
Black, miniprasata), které byly stasti experimentalnich studii (podle projekt
pokugi schvalenych mistni etickou komisi a veterinarnfaepu). Zpracovani
a analyza vzork sér a tkani pokusnych zat bylo obdobné jako vifpad lidskych
vzorka (viz kap. 4.5 a 4.6).

4.5  Preanalyticka faze
4.5.1 Zpracovani vzorki krve

Z krevnich vzork byly negastji poZzadovany analyzy v krevnim séru. Pro
tato stanoveni bylo tedy néjde zapotebi oddlit krevni sérum od sedimentu
tvoreného krevnimi hikami. Vychazel jsemifgtom z piné srazlivé krve odebrané
intravendz® pacientm pii béZzném ambulantnim Zilnim odtu. Pro typickou

analyzu kolagennichiignych vazeb postavala obvykle jedna 7 ml zkumavka piné
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krve. Po dobu 1 az 2 hodin od @db, kdy probihala hemokoagulace, byl vzorek
krve ponechaniplaboratorni teplat a ctleni pritom probihalo pouze v gravitaim
poli. Poté byly pedem vyvazené zkumavky se vzorky ugrgtdo protilehlych
pozic nizkoobratkové centrifugy a centrifugovany ¢gmbu 10 minut P rychlosti
3 000 otéek za minutu (600 g).obenim odsédivych sil bylo tak od krevniho
sedimentu odseparovano éelsérum (za uvedenych podminek Ize ze 7 ml plmé kr
ziskat giblizné 4 ml krevniho séra). Odbtbné sérum bylo automatickou pipetou
opatrre odebrano od sedimentovaného podilu (ktery byl déFavotnickych
bezpénostnich pedpidi zlikvidovan), alikvotovano do plastovych Eppenderich
mikrozkumavek a nebylo-li bezprastreé dale zpracovavano, bylo ihned zamrazeno
v hlubokomrazicim boxu (dle peby @i teplo€ bud’ -20°C ¢i -80°C) a uchovano
tak s paticnou evidenci az do doby vlastni analyzy.

Pri analyze PEN v krevni plazmbyl proveden odly Zilni krve do specialni
zkumavky, jejiz siny byly potazeny protisraZlivyniinidlem (nap. EDTA ¢i citrat
sodny), dalSi postup byl pak analogicky jaka‘ppd séra.

4.5.2 Zpracovani ostatnichdlnich tekutin

Vzorky dalSich &lnich tekutin (nap mcgi nebo synovialni tekutiny) obvykle
nebyly bezprosedre po odkru dale upravovany. Po jejich zaevidovani se pouze
alikvotovaly a poté byly uloZeny fed dalSim zpracovavanim v plastovych

nadobkéach v hlubokomrazicim boxu.

4.6  Hedbézna uprava vzorki pro stanoveni pentosidinu a jejich analyza
4.6.1 Zpracovani vzorki pojivovych tkani

Malé mnozstvi (wadu desitek miligraf) pevnych vzork pojivovych tkani
(chrupavka, synovialni membrana, gradnola tk& z patologicky zmnéné
subchondralni kosti) bylorpsreé navazeno, fgevedeno do malych polypropylenovych
zkumavek a suSeno ve vakuové odparce SpeedVac rkiakoni vahy (fiblizné
24 hodin). Vychazelo sefippm z takového mnozstvitugodniho vzorku, které po
vysuseni poskytlo ifblizn¢ 10 mg suchého vzorku (napu chrupavek se toto
mnozstvi pohybovalo kolem 30 mg vihké hmotnostirkad.

Vypoétem vychazejicim z diferéniho vazeni byl stanoven obsah suSiny
v pavodnim vzorku, na ktery byla pak vztazena chronvatiicky stanovena

koncentrace PEN. Takto ziskany suchy vzorek bylpgkam rozdlen na malé
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kousky (velikosti zlomik mm), ve specialnich sklénych, €srg uzaviratelnych
vialkidch (o objemu 4 ml)ipvrstven 2 ml 6M HCI a podroben kyselé hydrolgtie
105 °C po dobu 16 hodin. (viz kap. 4.6.4).

Ze ziskaného hydrolyzatu bylo pak dale 0,5 ml zZmrano pomoci extrakce na

pevné fazi (viz kap. 4.6.5).

4.6.2 Hiprava extrakta z vzorka pojivovych tkani

Vychéazelo-li se fi stanoveni z extrakt pro zpracovani vybranych tkani pojiva
byla pouZita nize uvedena modifikace metody podianga et al*?> Pro extrakci
bylo pouzito piblizné 100-500 mg odebrané pojivové tkafmag. télni organy
laboratornich zvat ¢i kloubni material). Vzorek tk&n byl nejprve rozdrcen
ahomogenizovan v kapalném dusiku. Nastedyl pridan 50 mM pufr TRIS
(pH 7,5) o slozeni: 10 mM Ca£1150 mM NacCl, 0,02 % Brij 35 a 0,02 % NaN
Poner ¢inil 10 ml pufru TRIS na 1 gram vihké hmotnostivedniho vzorku tkaa
Extrakce probihala v uvedeném pufru kontinualniepénim po dobu 48 hodirtip
teplot 4°C. Ziskany extrakt byl centrifugovan po 10 miptit5000 g a supernatant
uchovan pro dalSi pouziti. K sedimentu byta@dgno 10 ml téhoZ pufru a postup byl
stejnym zpisobem zopakovan. Poté byly oba supernatanty spopdikywotovany
a do doby analyzy zamrazeniy feplot -20 °C.

Vzhledem k tomu, Ze absolutni molarni koncentradeN Pv extraktech
jednotlivych pojivovych tkanich byla naslegdwztahovana na gram susiny, bykst
pavodniho vzorku tkah suSena do konstantni hmotnosti v polypropylenovych
mikrozkumavkach pomoci ratai vakuové odparky SpeedVadif@izné 24 hodin).
Na zaklad diferertniho vazeni bylo pak vygteno procentudlni zastoupeni susiny

v odebraném materialu.

4.6.3 Zpracovani kapalnych vzorki

Analyticky postup @ prvotni Gpra¢ vzorku je sledem niZe popsanych
laboratornich krok: kysela hydrolyza, purifikace a prekoncentrace poinextrakce
na pevné fazi (SPE), vakuové ot rozpousidel (SpeedVac), ipvedeni do

mobilni faze.
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4.6.4 Kysela hydrolyza

Hydrolyza kapalnych vzotkprobihala v teplotha ¢aso¥ programovatelném
horkovzdusném sterilizatoru Stericell 55. Kapalngorky (nag. sérum, mo,
synovialni tekutina) o objemu 0,5 ml byly pdidani alikvotu koncentrované
kyseliny chlorovodikové (12 M) hydrolyzovany po doh6 h gi 105° C v malych
sklerénych, €sre uzaviratelnych vialkach, jejichZz uzy byly speciald upraveny
kvili chemické a tepelné odolnosti (viz kapitola 4rttumentace). Vifpadech,

kdy se vychazeloiimo ze vzorku pevné tkédnprobihala hydrolyza v 6M HCI.

4.6.5 Extrakce na pevneé fazi (SPE)
Priprava roztoka pro SPE
Pro plréni, kondicionaci a promyvani extrakich kolonek byly fipravovany
nasledujici roztoky:
a) medium A: n-butylalkohol/ ledové& kyselina octtwada = 800/100/100 ml
b) medium B: n-butylalkohol/ ledova kyselina octav800/100 ml
C) 10% suspenze celulosy CC31 v mediu A (100 mpenze obsahovalo 10 g
mikrogranularni celulosy)
d) 0,05 M HCI

Priprava extrakénich kolonek na SPE

Extralkeni kolonky vyuZité k pecisteni vzorka jsem gipravoval gfimo na svém
pracovisti. Vyuzil jsem k tomu polypropylenovéikécky firmy Supelco o objemu
6 ml se zakotenim typu Luer. Na dnoigkacky byly vloZzeny frity z polyethylenu,
které byly gevrstveny 5 ml suspenze mikrogranularni celulosyaph se nechala
pozvolna sedimentovat. Poté se kapalny podil poavaldsal do odpadu dmim
vakuovym extraktorem. Vytwena vrstva sorbentu byla seshora tieas ot
polyethylenovou fritou pro zabréni konvekce fi aplikaci vzorku a rozpoudtel na
kolonku Ehem vlastniho extrakiho procesu. Mechanickym tlakem na horni fritu
byly vytésnilény ze sedimentu zbyvajici vzduchové bubliny. Takikia priblizné
1 cm silnd, kompaktni a homogenni vrstva celuldggrd po kondicionaci nize
uvedenym zfisobem slouZila jako adsorbent pro zachyceni patitasz komplexni

smesi zpracovavaného biologického materialu.
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Separace a prekoncentrace na extraiich kolonkach

Vlastni extrakce na pevné fazi pro stanoveni PEMajezena na selektivni
sorpci v systému celulosa/ voda/ n-butanol/ ledoxselina octova.

Kroky precisténi vzorki a zakoncentrovani sledovaného analytu jsem pebvad
na vySe popsanych SPE kolonkdch nasazenych nadedmp vakuovy réni
extraktor, ktery umaiuje zpracovavat az 12 vzdrkoltasre.

K 0,5 ml hydrolyzatu (obsahujicim wipadt téIni tekutiny 250ul ptivodniho
kapalného vzorku) bylotano 0,5 ml suspenze celulosy CC31 v médiu A, t& po
4,5 ml media B. Si&s byla nanesena na raftmh, celulosou pléné, kolonky
(predem vymyté 5 ml media A). Kapalina byla proséavakuovém extraktoru,
jimany eluat byl kuli ucinnosti extrakce je&tjednou znovu nanesen na kolonku
a odsat do odpadu. Vrstva sorbentu byla nasledavolna promyta 30 ml media A.
Frakce obsahujici PEN byla v kamém kroku promyta 1 ml methanolu
a desorbovana z kolonky 3 ml 0,05 M HCI. Jiman&deabyla za mir& zvySené
teploty (@iblizné 40 °C) vysuSena pomoci réta vakuové odparky SpeedVac
s vymrazovacim Z&enim na kondenzaci par, residuum rozgn@ty 250ul mobilni
faze (resp. v 5001 v pripadt analyzy vzork pevnych tkani) a pouzito k néktu do
HPLC systému.

4.6.6 Hiprava mobilnich fazi pro stanoveni PEN
Ke stanoveni PEN byla pouzita gradientova HPLCeliobilni faze vznikla
definovanym smiSenim (viz kap. 4.6.7) nasledujicodtoka:
* roztok A: 5% acetonitrii (ACN) / 0,02 M kyselina ptafluoromaselna
(HFBA) / 0,01 M (NH),SOx
 roztok B: 30% ACN / 0,02 M HFBA / 0,01 M (NSO,
VSechny roztoky vyuzité kifprave mobilni faze byly ped analyzou filtrovany
pies polyamidovy membranovy filtr NL17 s velikosti rp6 0,45 um
(Schleicher & Schuell MicroScience GmbH, Dassel¢midcko) a nasledn

odvzdusgny heliem.
4.6.7 Chromatograficka analyza PEN

Pro stanoveni PEN byla na naSem pracovisti vyvimife popsana citliva

metoda zalozend na gradientové HPLC v reverzni $hioresceéni detekci.
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Analyzy byly provadny na vySe popsaném kapalinovém chromatografu firmy
Shimadzu.

Separace probihala na skiaé kolor¢ typu CGC Separon SGX C18, pheé
sférickymi casticemi silikagelu o @méru 7 um s chemicky navazanym
oktadecylsilanem (150x3 mm; Tessek Prateska republika).

Mobilni faze wvznikla programovanym smiSenim roitokA a B
(viz kapitola 4.6.6), pcemz voleny linearni gradient byl dafmaso¥ promEnnou
koncentraci acetonitrilu (12,5 — 25,0 % walpthu 20 minut, s naslednym navratem
k patateenimu  sloZzeni fed kazdym nasikem). Fluoresceini detekce byla
monitorovana P nastaveni excitanis emisni= 335/385 nm a kolona termostatovana na
40 °C. Podle typu vzorku byl zvolen nélstzpracovaného hydrolyzatu biologického
materialu v rozmezi 1@l (pro sérum, plazmu, synovialni tekutinu) az @5(pro
mag, likvor, pevné tka#). Fri pratoku mobilni faze 0,5 ml/min byla celkova doba
HPLC analyzy 30 minut @etné ustaleni p&ateniho sloZzeni mobilni fazeftip
gradientové separaci).

Namérené chromatogramy jsem hodnotil na zakladettené plochy piku PEN

a jeho kvantitu ufil podle nangiené kalibrani kiivky (metodou vijSiho standardu).

4.7  Hedbézna uprava vzorku pro stanoveni PD a DPD a jejichmalyza
4.7.1 Kysela hydrolyza

Vzorek m@i o objemu 0,5 ml byl hydrolyzovan s alikvotem 12MICI,
analogicky jako v fipact PEN (viz kap. 4.6.4).

4.7.2 Extrakce na pevné fazi (SPE)
Piiprava roztoka a extrakénich kolonek
Pfiprava, kondicionace a promyvani extmich kolonek byla provama
nasledujicimi roztoky:
a) medium A: n-butylalkohol/ ledova kyselina octovd0/100 mi
b) medium B: n-butylalkohol/ ledova kyselina octovata = 400/100/100 ml
C) 10% suspenze celulosy CC31 v mediu A (100 ml suspebsahovalo 10 g
celulosy
SPE kolonky byly @praveny analogickym postupem jako u PEN
(viz kap.4.6.5)

64



Separace a prekoncentrace na extraiich kolonkach

K 0,5 ml hydrolyzatu kazdého vzorku bylgigdno 2,5 ml media A, tyto
snesi naneseny na rafigai, celulosou plané kolonky (pedem vymyté 5 mi
media A), jimané eluaty @povné naneseny je8tjednou na stejné kolonky
a podtlakem na vystupu byla pomoci vakuového exbrak Supelco odsata
v8echna kapalina do odpadu. Naskebdgly SPE kolonky promyty 15 ml media B
a frakce obsahujici PD a DPD desorbovany z koloBakl demineralizované
vody. Jimané frakce byly, st@nak jako u pentosidinu, suSeny na vakuové
rotatni odparce (SpeedVac), residuum rozpadtv 250ul mobilni faze a 25ul

zpracovaného hydrolyzatu gicmadavkovano do HPLC systému.

4.7.3 HRiprava mobilnich fazi pro analyzu PD a DPD
Mobilni faze vznikla smiSenim nize specifikovanyoltoki ozna&enych jako
C (v mobilni fazi tvail 75 objemovych %) a D (25 objemovych %).
roztok C: 0,3M CHCOOH (pH = 3,0), kde pH bylo upraveno pomoci
4M NaOH
roztok D: 0,45M NaSO,

4.7.4 HPLC metoda pro stanoveni pyridinolinovych pi¢nych vazeb kolagenu
Citliva metoda zavedena na Revmatologickém Ustawuspwasné stanoveni
kolagennich ficné vazebnych elemeint pyridinolinu (PD) a deoxypyridinolinu
(DPD), je zaloZena na iont®dvvyménné chromatografické separaci s citlivou
fluorescewni detekci. lzokraticka HPLC je prowath u hydrolyzat mogi
a tk&ovych extrakt (vzorek hydrolyzovan v alikvotu 12M HCI, 10, 16 hod.,
preciSttn a koncentrovan selektivni frakcionadii SPE extrakci). Po vakuovém
odpdeni rozpousidel (6 hod. SpeedVac) alqvedeni do mobilni faze nasleduje
vlastni HPLC analyza. lontéwyménna izokratick&d separace probiha na skién
koloné (150 x 3,3 mm), typu CGC Separon HEMA-BIO 1000 épa silnym
katexem (silikagel s navazanou sulfobutylovou skap) o velikosti¢castic 10um.
Mobilni fazi tvai 0,3 M kyselina octova (pH = 3,0) sigavkem 0,45 mol/l NSO,
ktery tvail 25 % objemu mobilni faze; prok mobilni faze byl 0,3 ml/ min; kolona

byla termostatovana na 48 °C, hést25 ul zpracovaného hydrolyzatu mipdélka
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HPLC analyzy 12 minut; fluorescémi detekceA emisni= 297 NMA excitani = 400 nm.
Dosazend mez detekce v rifést pro oba kroslinky je 200 femtomol.

Na zaklad cistych lyofilizovanych standatdPD a DPD poskytnutych jako dar
profesorem S.P. Robinsem (Rowett Research Instidbberdeen, Velka Britanie)
byla postupnynfedénim pipravena sada internich standapmbuzitych pro kalibraci

metody a vlastni kvantitativni stanoveni v reélnyzbrcich.

4.8  Analyzaizomefi desmosinu
4.8.1 Chromatografické dleni desmosit

Pro stanoveni DES a IDES byla pouzita modifikaceéoaie vypracované pro
stanoveni PEN, kde vSak fluoreséeh detekci nahradil UV detektor a gradient
acetonitrilu byl pozrénén na 5,0 - 17,5 % (kvalitativni sloZeni aifwk mobilni faze
zustal stejny jako  stanoveni PEN). Jako optimalni vinova délka poacasnou
UV detekci obou izomdrbyla experimentéth zjiSttna A = 273 nm, celkova doba
analyzy wetn® ustaveni péate&niho slozeni mobilni faze byla za uvedenych
podminek 30 minut. Ke kalibraci vyvijené metodynjseyuzil kometné dostupnych
standard DES and IDES firmy ICN , Costa Mesa, CA, USA.

4.8.2 Separace desmosirpomoci kapilarni elektroforézy

Kapilarni zonova elektroforéza a micelarni elekimekicka chromatografie
byly dalSimi sepakanimi metodami, které byly vyuZzityfppokusech o odtdeni obou
izomeit desmosifi. K separaci obou izomiljsem pouzil slovenské kapilary firmy
CACO typu TWC-S50d14=65/50 cm, vniniho piméru 50 um a TWC-S50 Jlq4
=70/55 cm, vniniho pameéru 75um. Separéni nagti aplikované na kapilary jsem
meénil vrozsahu od 10 do 30 kV a kzavedeni vzorku khpilary vyuzil
hydrodynamického davkovani (obvykle 30 mbar po d@dumin).

V rdmci mé experimentalni prace jsetn gptimalizaci metody rnil postupr
slozeni, koncentraci zakladniho elektrolytu a jgih Z hlediska UV detekce jsem
signal monitoroval v rozsahu vinovych délek 234-278 nm.

Pti pouziti kapilarni zénové elektroforézy jsem tesidonasledujici elektrolyty:
100mM HPO; (pH = 2,2), 50 mM NakPOr (pH 4,7) a 30 mM N#.4O; (pH = 9,2).
Pri modifikaci v micelarnim modu jsem jako pseudorfacei fazi pouzil 30 mM
NaB4O; pufr s gidavkem 50 mM SDS (pH = 9,2). Jako marker EOF jpemZzil

thiomatovinu v koncentraci 1 mg/ml. Spektra sledovanycalyth (viz obr. 23 a 24)
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v koncentracich I mol/l byla nefena za vyuZiti UV spektrofotometru s diodovym
polem (DAD) firmy Hewlet Packard (model 8453).

4.9  Statistické vyhodnoceni experimentalnich dat

NiZe uvedené vysledky v tabulkach jsou vygd/ jako aritmeticky gmer +
smérodatnd odchylka (SD). Pro statistickou analyzu Ipgduzit k hodnoceni
statistické vyznamnosti dvouv§tovy Studeniv t-test s oboustrannym raddnim,
za signifikantni byl povazovan vysledek na hladuyznamnosti 5 %o = 0,05)
109123124 gledované parametry byly, vzhledem k rozdilnymptglim hodnot ve
skupinach paciefit korelovany pomoci Spearmanova neparametrickéhel&aiho
koeficientu za vyuziti statistického programu NCEBO0 (Kaysville, Utah, USA).
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

A)  ANALYTICKE ASPEKTY

V ramci mé diseriéni prace jsem se zabyval analyzou degfaftd produki
kolagenu a elastinu (PEN, PD, DPD, DES, IDES). Yy bvybrany jako potenciélni
ukazatel&ady metabolickych poruckdhto klicovych strukturnich protein K jejich
kvantitativni analyze byly vytipovany analytické pseani metody, umoiujici
sledovanidchto analyi i v nizkych koncentracich v biologickém materialu.

Jako stZejni analytické metody pro danyeal jsem zvolil:

1) HPLC v reverzni fazi

2) iontow-vyménnou chromatografii (v izokratickém i gradientovém
provedeni)

3) kapilarni elektroforézu (CZE i v micelarnim systénjuMEKC).

Pfi stanovovani ficnych vazeb pojiva bylo nezbytné kréroptimalizace a
kalibrace &chto metod uplatnit Fadu dalSich¢aso¥ naranych laboratornich
operaci, bez nichz by nebylo moZno vlastni sepaaiilivou analyzu provést.

K analyze jsem vyuzil nejen standardale zejména realnych vzdrk
biologického materialu. Ty byly ziskany jak od kathi skupiny zdravych
dobrovolnych dant, tak od vice nez 1000 paciéntktei se (s informovanym
souhlasem) &astnili fady probihajicich klinickych studii. Celkovy & HPLC
analyz, které jsem proved| a vyhodnotil v rdmci digert&ni prace pesahl 6000
stanoveni. V pib¢hu mé prace jsem aplikoval navrzené metody g typy
testovaného biologického materialu (viz kap. 4.4).

Na chromatografickou kolonu nelze odebrany biolkgicaterial davkovat
piimo, nebd koncentrace stanovovanych latek v neupravenémkuzee pohybuji
pod limitem detekce metody. Navic studovaiigng vazby, obsazené v molekule
kolagenu a elastinu, jsou doprovazeéagtou dalSich latek z komplexni matrice, které
rusi analyzu. Rtomnost gkterych latek ve sisi pavodniho materialu riize krong
toho znehodnotit naplkolony, coZz méa negativni vliv na&iénost chromatografické
kolony a zkraceni jeji Zivotnosti. Zdhto divodi bylo treba vytipovat vhodnou
metodu Upravy vzorka obohacovaci techniky, jez tato stanoveniisigg§né matrici

umozni.
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Pri stanoveni velmi nizkych koncentradiigmych vazeb pojivovych protein
v redlnych vzorcich a sohledem na heterogenitulyamaaného materialu je
piedUprava vzork narana, ale nezbytna. Byly vSak nalezenyispby jak tyto
slozité procedury vylepSit a zjednodusSit. Oprotiyjn publikovanym pracem
tykajicich se stanoveni PER®!%1% jsem pouzitim modifikaci jednotlivych
analytickych krok dosahl nejen zkraceni celkové doby, ale i snipatiebného
mnoZstvi vzorku, reagencii a celkovych naklad

Pomoci SPE se lze vyhnoudade problémi, které se obvykle vyskytuji
u extrakce mezi dima kapalinami —i@devsim zde jde o nedokonalé &édi obou
fazi, nizSi vy¥znost extrakce oproti SPE a&t$i spotebu cistych organickych
rozpoustdel. Nehled na ekonomické naklady je vyhodou SPE podstatysSsi
acinnost  separace (vysledkem je kvantitativni extedkczn&na [Fesnost,
opakovatelnost, rychlost a jednoduchost provedemétre moznosti pipadné
automatizace. Souhrn vSedaithto faktofi pak snizuje nejen fingni naklady, ale

piinasi i usporu celkové doby gebné na analyzu.

5.1  Spektralni charakteristika analyti a volba vinové délky

Pro stanoveni sledovanych analfaylo tieba zjistit optimalni zjsob detekce.
V piipact pentosidinu a pyridinoliin jsem pouzil vyhody firozené fluorescence
téchto latek, dovolujici vysoce citlivou detekci sepanych sloZzek. Optimalni
excitaini a emisni vinové délky byly zvoleny na zaklgamtovedené literarni reSerSe,
ovéiené navic experimenty na Revmatologickém Uustavu.

Maximalni odezvy fluorescéniho detektoru byly u pentosidinu registrovany
pii nastaveni vinovych délek excitaniy emisni = 335/ 385 nm, u pyridinolinovych
kroslinkii pii A excitani/ emisni = 297/ 400 nm. # méieni spekter izomérdesmosinu je
UV odezva oproti fluorescenci vyznasjgi. Signdly desmosin jeZ jsem proril
v UV oblasti pomoci detektoru s diodovym polem,k@zaly u desmosinu absarp
maxima @i A = 199 nm, 235 nm a 268 nm (viz obr. 23). U isodesinu jsem nalezl
absorgni maximum P A = 278 nm (viz obr. 24). Z hlediska dostat& citlivé
analyzy pi souwasné detekci obou izontejsem zvolil pro ¥tSinu experimerit
kompromisni vinovou délku 273 nniNaopak pi analyze kolagennichiignych
vazeb v UV oblasti se ukazalo, Ze intenzita sigi@hyraz nizsi nez fluoresceéni

odezva.
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Obr. 23 UV spektrum desmosinu (absénd maxima pi A = 199 nm, 235 nm
a 268 nm)
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Obr. 24 UV spektrum isodesmosinu (absémpmaximum pi A = 278 nm)

5.2  Uprava vzorki a vlastni HPLC analyza gFiénych vazeb kolagenu
Jednim zcfl této prace bylo praktické &keni pouZzitelnosti

chromatografickych  metod vyvijenych na  modelovych zoreich  na
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Revmatologickém uGstavu (pro kvantitativni analyzti¢pych vazeb kolagenu)
v semirutinni praxi prouzné typy biologickych matric od paciéntarazenych do
klinickych studii.

Studované fragmenty kolagenu Ize v biologickém nigte sledovat bdi ve
formé volné nebo vazanéjigdevSim na bilkoviny. V této praci jsem se #ima
klinicky vice vypovidajici stanoveni uhrnného ohsafiedovanych ifxnych vazeb
v poskytnutych vzorcichélnich tekutin a tkani. Toho bylo dosazeno hydrokgm
rozkladem vzorku kyselinou chlorovodikovou za zwnw&deploty (105 °C)gimz
doslo k rozruSeni peptidickych vazetitpmnych bilkovin. Pevné kovalentni vazby
analyzovanych kolagennich kroslinkSak Zistaly nedateny.

Touto desintegraci molekuly kolagenu a dalSich, veerku gitomnych
komponent pojiva, se mi pofi@ uvolnit vlastni sledované @i hydrolyze stabilni)
piicné-vazebné elementy & chromatografickou analyzou bylo vS&ddia ziskanou
smés ftady latek, kterd vznikla fragmentaci, selekdivrebavit balastnich
nizkomolekularnich latek.

VySe uvedeny zjsob extrakce na pevné fazi mi poslouzil &mre i jako
krok prekoncentréni. i ném jsou analyty akumulovany ve vrstmikrogranularni
celulézy, jez tvti naph extraknich kolonek, a posléze selektdwmymyty. Déle jsou
koncentrovany ve vakuové exttaik odparce. Po rekonstituci vzorku v mobilni fazi
jsem pak pomoci vySe popsané HPLC analyayl yiisluSnou koncentraci PEN

v dodaném biologickém materialu.

Zasadnim vylepSenimtipzpracovani vzonk pomoci extrakce na pevné fazi
bylo pouZziti metanolu jako mezifazefi ppromyvani SPE kolonek po vymyti
balastnich latek fazi s butanolem. Vyhodou metaneluzde jeho vzdjemna
misitelnost jak s butanolem, tak s vodou, coZ dgeobproti metodam, které byly
pouZity jinymi autory, nap Yoshiharou et af®, vyznamnym zfisobem sniZit
rozdily v polari¢ mezi solventy pouzitymi k vymyvani balastnich adslvanych
latek z kolonky, a tim zredukovat pebny objem #edné kyseliny chlorovodikové
(jez je teba nasledn pomoci SpeedVacu odfida pouzité k desorpci PEN

z extraknich kolonek.

Jak se ukazalo, je-li pouzito k desorbci pentosidin kolonek misto vody
roztoku kyseliny chlorovodikové, a to i velmiezéné (0,05 M HCI), uSét se tak
velmi vyznami objem vodné faze nezbytné k dokonalé desorpciyanalkolonky.
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Timto jednoduchym a levnym opahim Ize zaroue eliminovat gipadné pouZziti
jinych drahych chemikdlii pro ziskani téhoz efektdyznamnym zkrdcenim
odpdovaciho kroku Ize navic snizit i speibu energie a op@beni vlastnich
pouzitych zéizeni.

Jednim z pozitivnich fnosi této prace bylo téZz porovnavani vyslédk
ziskanych opakovanym zpracovanim &enim tychzZ vzork a zjiS€ni vysoké miry
opakovatelnosti a robustnosti pouzité metody. DikyZziti kombinace HPLC
s fluorescetni detekci se podido dosahnout extrémémizké meze detekce.

Pro zhodnoceniipsnosti série paralelnich stanoveni bylo pouZitativei
smerodatné odchylky (RSD), povaZzované za nejlepStivelamiru presnosti.

Opakovatelnost vlastni HPLC byla Zzj@ana porovnanim integrovane
plochy piku standardu PENripopakovanych néastich téhoz vzorku aip jeho
stanoventinila RSD pouhych 1,2 %.

Opakovatelnost celého analytického postugetst hydrolyzy a rafinace
pomoci SPE byla 4,4 % (RSD), mez detekce byla starena 2 nmol/l. Pro zji&ti
meze detekce bylo pouzito 10 nastiku standardu PEN o koncentraci 35 nmol/I,
byla sledovana oscilace zakladni linie a vyhodnacgk vysSka Sumu, tak vySka
vlastniho signalu, ktera odpovidala uvedené komaenPEN.

Pri analyze vSech latek sledovanych v této pracippgl uceni meze detekce
(LOD) uvazovan vzdy trojnasobek odhadu standardohgky Sumu, coZ odpovida
pravdépodobnosti 99,7 %, Ze signal dokazujgitgmnmnost analytu. Mez
stanovitelnosti (LOQ) byla zvolena jako desetin&oktandardni odchylky Sumu
(odpovida pesnosti + 10 %3

Pro pentosidin byla vygtena hodnota LOD = 1,76 nmol/l, odpovidajici
mezni koncentraci pro identifikaci PEN, tj. mnoigtkiblizné 20 femtomol v 1Qul
néstiku. Zjisttna mez stanovitelnostinila v tomto gipact 5,87 nmol/l. Vytznost
(recovery) celé metody je 7783,5 %. Ta byla wena porovnanim naffenych
koncentraci rozpudtého standardu PEN be¥edchozich Uprav a jeho identickych
alikvota, paraleld zpracovanych stejnym postupem, jaky je pouZzit peélné
vzorky, tj. po provedeni hydrolyzy, SPEsfiSténi, odpdeni eluatu a HPLC separaci
rozpuséného odparku.

Kompletni postup Upravy vzorku a jeho nasledné HPdtalyzy jsem

aplikoval kron¢ standardu PEN i na nahadivybrané vzorky mé revmatiki
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a provedl od kazdého z nich 10 paralelnich srowighantieni. Ch¥l jsem tak
posoudit miru vlivu vlastni matrice vzorku na véildu a presnost stanoveni pro
praktické vyuziti v laboratorni diagnostice.

Na zaklad provedenych r¥eni opakovatelnosti v realnych vzorcichdno
pacienfi (viz tab. 1) mohu konstatovat velmi dobrou shodu kyantitativnim
urceni obsahu PEN (resp. integrované plochy piku) 2awnisle zpracovanych
vzorcich téhoz pacienta.

Tab.1 Priklad testovani opakovatelnosti integrované plogiku PEN v mdi

pacienta s osteoartrézou.

3
<

¢.mér-. plocha piku (Vs)
824180
950659
1025528
1033394
922373
925616
1017605
1039323
1001957
10 1005854

prameér 97464¢
RSD (%) 6.6¢€

OIN|O|UPR|WIN|F-

(o]

Vzhledem k pétu jednotlivych operaciip zpracovani vzork biologického
materialu je dosazena opakovatelnost celého postdptré hydrolyzy, SPE
pieciSténi a chromatografické separace, pohybujici se egnotvané plochy piku
velmi dobrd (kolem 90 %). ProtoZe rozdily mezi Meani PEN se mezi
porovnavanymi skupinami paciént kontrolnimi vzorkyc¢asto |iSi i o 50, 100
a v rekterych gipadech i vice procent, lze povaZzovat odchylky dapgahou
matrice, pip. nehomogenitou vzobtk a nepesnostmi f zpracovani za
nevyznamné oproti absolutnim n&mnym hodnotam.

Zjistény rozptyl vysledk paralelnich rdfeni tedy umo#uje pouZzit tuto
metodu v klinické praxi. Z kvalitativniho hlediskgsem navic ogfil, Ze
opakovatelnost reténich ¢adi deseti, po sabanalyzovanych vzork je velmi
vysoka (99,9 %).
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Opakovatelnost #feni jsem sledoval i v delSim intervaluriladem
verifikace stability experimentélnich podminek, ti&evaného standardu
a spolehlivosti HPLC systému je v nasledujici t&b.kde jsem zaznamenal
vysledky ng€sicniho sledovani koncentraci i retence identickéhdedtamého
interniho standardu PEN v tydennim intervalu. WMlgghu tohoto sledovani jsem
mj. zjistoval, zda m& naripsnost stanoveni PEN vyzna¥si vliv dophovani
cerstw pripravené mobilni faze, op@beni HPLC kolony, fluorescéni lampy
detektoru a eventualni drobné fluktuacétpku mobilni faze, helia na jeji
odvzdusgni, teplota a tlak na kol@énnedochazi-li k odchylkdmipdnastaveného
objemu nagiku standarduci jeho pipadné desintegracifipjeho uchovavani
a opakovaném rozmrazovani.

Jak je vSak izjmé z tab. 2, i id dlouhodoljSim monitorovani zakladnich
parameti separaniho systému nebyly v pbéhu mesiéniho sledovani patrné
vyznamné odchylky hodnot od dlouhodobéhdnpru (vypaitenda RSD v fipac
hodnoceni koncentrace PEila 1,72 %, u retefniho¢asu piku PEN byla RSD
dokonce jen 1,46 %). Zavedena metoda je tedy deskarobustni a spolehliva

pro bézné aplikace v naSem semirutinnim provozu.

Tab.2 Zawry dlouhodobého sledovani ovligmi koncentrace a retence

ziedkneho standardu PEN fluktuacemi v HPLC systému gderfich intervalech.

¢. méireni PEN (nmol/l) tr (Min)
1 1359,71 16,44
2 1403,01 16,22
3 1348,87 16,34
4 1343,08 16,87

prameér 1363,67 16,47

RSD (%) 1,72 1,46

Analogicky jako v pipact PEN byly s vyuzitim fluoresceéniho detektoru
stanovena mez detekce pro pyridinolinovéi¢mé vazby. Mezni detekovatelné
mnoZstvi pro oba kroslinky (PD a DPD) bylti pO pl nastiku standard ur¢eno na
200 femtomol, coZ odpovidd molarni koncentraci @M.

Na zéklad porovnani vySe uvedenych mezi detekce sledovapyicnych
vazeb kolagenu jefgjmé, Ze citlivost stanoveni PEN jélpizné Skrat vyssi oproti

stanoveni PD a DPD.
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5.2.1. Kalibrace HPLC metod pro stanoveni PEN, PD BPD

Pri kvantitativni analyze sledovanychtigné-vazebnych elemedt jsem
hodnotil mnoZstvi sloZzek ve vzorku na zékladtegrované plochy pika vyuZil
metody vijSiho standardu, zaloZzené na davkovani znamych stwvioz
analyzovaneho vzorku a standardu za identickychmpoek. Koncentrace anaiyt
jsem vypgitaval na zaklaginantienych kalibranich Kivek. Koncentrani rozsah
kalibratnich zavislosti byl zvolen tak, aby pokryval oblaBtziologickych
koncentraci analyitve sledovanych matricich.

Pro hodnoceni kvantity pentosidinu jsentlnk dispozici dva, na naSem
pracovisti individuald syntetizované standardy, z nichZz jsem vySél kalibraci
metody. Z obou rozpudtych standantl o znamé koncentraci jsem postupnym
fednim pipravil sadu internich standarda pouzil je ke konstrukci kalib¥aich
zavislosti odezvy signalu (resp. integrované plaaity) na jejich koncentraci.

Oh¢ vynesené kalibkmi piimky (obr. 25) vykazovaly idedlni regresni zavislos
(kvadrat korelaniho koeficientu Rpresahoval hodnotu 0,9990) a jednotlivé body se
tedy prakticky neodchylovaly odfipnkové zavislosti.

Na nasledujicim obr. 26 jsou zobrazeny chromatograsady internich
standard PEN syntetizovanych v naSi laborataz nichz je patrnd jednak jejich
Cistota a obrazek gdci i o dobré opakovatelnosti retarich paramettr.

Pro kvantitativni analyzu pyridinolinu a deoxypyndlinu analogicky

poslouzily kalibr&ni zavislosti uvedené na obr. 27.
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Obr. 25 Kalibra¢ni piimky ziskané $ pouziti dvou syntetizovanych standard
pentosidinu otrzné koncentraci: a) PEN 1 = 1190 nmol/ml; b) PEN305 nmol/ml
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Obr. 26 Chromatogramy kalibeaich standardnich roztékpentosidinu (PEN1) pro
konstrukci kalibrani primky; experimentalni podminky: fluorescem detekce:
A excitani = 335 NM; A emisni = 385 nm; nasik: 10 ul standardu; gradient ACN
12,5-25,0 % za 20 min; F = 0,5 ml/min, t = 40 °C.
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Obr. 27 Kalibrace pyridinolinovych ficnych vazeb
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5.2.2 Volba optimalnich podminek HPLC a CE separac
Analyza pentosidinu

Na zaklad literarni reSerSe, chemickych vlastnosti pentosich dostupnosti
analytickych kolon byla jako vhodna vybrana oktadsitanova stacionarni faze
C18, ktera se osdcuje pi analyze heterocyklickych latek obdobné povahy
v biologickych matricich.

Uprava vzork a nasledna analyza PEN v biologickém materialuodieky
vychézela z postupuplatrenych @i stanoveni pyridinolinovych kroslirik piicemz
prvni krok zahrnoval optimalizaci sloZzeni mobil@dizé. Pro stanoveni PEN byla
nejprve testovana izokratickd metoda, kde byl powziny podil acetonitrilu (ACN)
jako organického modifikatoru v mobilni fazi, tj,,0@M kyselina heptafluoroméaselna
s 0,01M (NH).SO, .

Pti izokratickém pouziti 12,5% ACN v mobilni fazigsahoval retemi ¢as
PEN 30 minut, fi 15% ACN byl kolem 15 minut, zatimcaipl7,5% ACN jen
cca 10 minut. B pouziti nizS§iho procenta ACN se tvar piku vicezibl
optimalnimu gaussovskému profilu, délka analyzyvdgk za &chto podminek
byla zn&né dlouha. Pozé&i byl proto zji¥ovan i vliv sloZzeni mobilni faze na
plochu piku, jeho symetrii a retémi ¢as i @i pouziti gradientové eluce.

ZkouSeny byly nasledujici linearni gradienty ACMNO-30%, 12,5-30%,
15-30%, 10-25%, 12,5-20% a 12,5-25%bm 20 minut. Nasledujicich 10 minut
bylo ponechano na linearni pokles koncentrace ACNstaleni poateiniho
sloZzeni mobilni faze fipd dalSim nagikem. Jako optimalni varianta z hlediska
kompromisu mezi vySe jmenovanymi parametry se geybsledni jmenovana
gradientova eluce s variabilnim obsahem ACN od & %®25% hem 20 minut.
Délka celé analyzy, detreé ustaveni fivodnich pgéatenich podminek, byla
30 minut (viz obr. 28).

K urychleni analyzy pomohl nejen zvoleny gradie®CN, ale i mirrg
zvySena teplota kolony (termostatovana na 40 °C9). drychluje ustaveni
rovnovahy na povrchu stacionarni faze, a vede tak zvySeni tinnosti pouzité
kolony. VySSi teplota zéare@w snizila viskozitu mobilni faze, a tedy i tlak
v kolor€. To dovolilo pouziti vyS$Si gitokové rychlosti (0,5 ml/min) nez za&iné
laboratorni teploty. Tlak v kol@gnza uvedenych podminek dosahovéiblizné
5,2 MPa.
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Obr. 28 Optimalizace gradientové separac# ptanoveni pentosidinu (zma
linearniho gradientu acetonitrilu za 20 min.j) 10-30% ACNp) 12,5-30% ACN,
c) 15-30% ACN, e) 12,5-20% ACN; | ostatni
experimentalni podminky konstantni: F = 0,5 ml/mim; 40 °C; nasik standardu:
10 pl 37 nM PEN'*

Vysledné chromatogramy obsahovaly i vreélnych ebr diky znané
efektivnimu gecisténi pi predchozi SPE Upréva vysoké selektivit fluorescerini
detekce ve &tSin¢ pripadi charakteristicky dominantni pik PEN. Ten obvykke v
svém nejbliz§im okoli neghvyrazrejSi koeluujici piky, které by znesnaualy jeho
identifikaci. | pes vysoce intenzivni fluorescenci PEN se vSak vgmegnych
piipadech v tkterych matricich, kde byly jeho hladiny nizsi, eld)y piky jinych
fluoreskujicich nizkomolekularnich latek, které mmphly byt s PEN hypoteticky
zameneny. Zde vSak pomohlaiprozhodovéani velmi dobra zji§nd opakovatelnost
retertnich ¢adi i skute&nost, Ze bezprasdre pred kazdou naprogramovanou sérii
vzorka (série obsahovala¢hneé 20-60 vzork) byl pro kontrolu proveden ndit

ziedtného standardu, a bylo tak mozno vzajemné srouaémio piki.
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Uginnost 150 mm dlouhé sklemé kolony, pouzité pro stanoveni PEN, byla
relativre vysokd a pro danyceél vyhovujici. zZjiSény paiet teoretickych pater se
pohyboval kolem 40 tisic teoretickych pater na rketony.

Na obr. 29 je uvedeniiklad praktické analyzy kostnich tkani reprezentsti
pacientky s osteopor6zou. Biologicky material bigkAn @i operaci osteoporotické
fraktury v ramciteSeni vyzkumnych z&mi reg. ¢. MZ 00023841 (FN Bulovka,
Praha).
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Obr. 29 Ukézka HPLC stanoveni PEN v kostnich tk&nich repr&gtivni pacientky

s osteoporozou: A = vzorek kosti z lopatgé&ni, B = vzorek kosti z hlavice femuru

Analyza pyridinolin &

Oproti difve publikované praci Blacka et af?®

zalozené na gradientové
RP-HPLC s vyuzitim iontovych pér bylo vtéto praci pro stanoveni
pyridinolinovych  kroslinkk  pouzito  jednoduSsi  izokratické  metody
iontove-vyménné chromatografie, ktera se eédvila v mnoha pipadech pro
separace obdobnych aminokyselin. V tomtdippck bylo cilem sotasné
stanoveni obou fluoreskujicichiipnych vazeb (PD a DPD)¢hem jedné

analyzy, kterd vSak vyZadovala odliSnou exgifaa emisni vinovou délku, jiny
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separani systém nez ten, co byl pouzit pro pentosidirjstjako u PEN byla
v8ak ged HPLC nezbytnym krokemi@dchozi Uprava reélnych vzdripomoci
vySe popsané SPE.
Pri iontové-vyménné chromatografii Ize retenci jednotlivych slozek

v kolor¢ ovlivnit pomoci pH mobilni faze, koncentraci sotile gipadre téz
zménou teploty¢i pridavkem organického modifikatoru. V této praci byke
stanoveni obou analytpouzito modifikované metody, vychazejici z pubtika
a zkuSenosti mych fpdchidci, ktefi se této problematice v Laboratopro

vyzkum pojiva na Revmatologickém Ustavtive vinovali 14”1

vypustit, coz pedstavuje Uspory jak chemikalii, energie a finatak, predevsim

casu. Ri pouziti aktualni metody pro stanoveni PD a DP@&¢isnyni zpracovani
pouze 0,5 ml vzorku ranni miig ptitomnost inertniho dusikutiphydrolyze se

ukazala jako nadbytea. Také snizeni teplotyighydrolyze na 105 °C negto na

vysledné koncentrace vyznamny vliv.iiPSPE bylo zvySenim objemu
promyvaciho média a opakovanym nanesenim jimané&wku na kolonky

dosazeno lepSi prekoncentrace. Vzhledem k moznostgmziti moderni

instrumentace je eluent po SPE oftpa&n za vakua (pomoci rd@ta vakuové

odparky SpeedVac) misto suSeni v proudu dusiku.

Z hlediska mobilni faze setipHPLC jako idealni varianta osgcila
kombinace 0,3M CLCOOH s pH = 3,0 a 0,45M N&O,. Nizké pH v tomto
separ@nim systému zaji%ije dostaténou retenci pyridinolinovych analytpro
jejich innou separaci (s minimalnim rozliSenim &2 1,0).

Pridavek soli zde jednak zvySuje iontovou silu vzéld pufru, ale omezuje
I negativni misobeni nespecifickych interakci separovanych korapbn
s funkénimi skupinami stacionarni faze. Z hlediska uvaigeh anorganickych
soli, pidavanych do mobilni faze, byly oprotékterym starSim pracem (citace
Black 1988) vylodeny soli s obsahem jodidovych, bromidovych a cldloviych
anionti (nag. ¢asto uzivany NuCI), nebad je z literatury znamd®, ze
vyznamnym zpsobem zhaSeji fluorescenci a snizuji tak tedy wiasitlivost
metody. Pro tato stanoveni stopovych mnozZstvi krksglv biologické matrici je
vSak fluoresceini odezva zasadni a p&0O, byl proto pro analyzu vhodisi.
Pozitivni vliv na sepakai innost n¢€lo i zvySeni teploty na 48 °C (vzhledem

k lepSimu pevodu hmoty).
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V ramci mé prace bylo nutnérgvést HPLC metodu ze starSiho typu
chromatografu firmy Spectra-Physics (SP 8100) naynod japonské firmy
Shimadzu (poitacoveé fizeny). S tim souviselo i stanoveni nového tzvspanse
factoru“, ktery vyplyva z vypé&tenych ploch pik analyti odpovidajici dané
koncentraci a nasku internich standaféd Tim bylo dosaZzeno zachovani
kontinuity ve stanoveni poZadovanych matker pouzitelnosti tive zjiS€nych
hodnot. Toto nové moderni idaeni navic nabidlo oprotifedchozimu systému
vice moznosti zpracovani dat, snazsi programovanil&ani metody, kontrolu
systému vetne moznosti automatického spo#ést sekvenci vzonk

Izokratickd HPLC separace probihala na keél@eparon HEMA-BIO 1000
plnéné silnym katexem (sulfobutyl) a k detekci je tadkqg u PEN vyhodh
vyuzito pirozené fluorescence analytPritok mobilni faze byl naprogramovan
na 0,3 ml/min a tlak na 150 mm ské® kolord se za uvedenych
experimentalnich podminek pohyboval kolem 2,1 MWNahledem k relativni
stabilitt zakladni linie a symetrii ptk byla kvantita hodnocena pomoci
softwarového integratoru na zakeaglochy piku oproti #ivéjSimu zmsobu
vyhodnoceni vySky piku na grafickém integréatoru.

Vzhledem k tomu, Ze v daném systému oba sledovaraéytst eluovaly
z kolony v relative kratkém retetnim case (do 9 minut), ptk m¢ly idealni
Gaussovsky tvar a jejich rozliSeni bylo pro darély dostatené (R > 1,2),
nebylo poteba analyzu dale zkracovat. Z hlediska jednoduchpstvedeni
vyhowla pro prakticka méreni v m@i vySe popsana metoda za izokratickych
podminek a i f ponechani uitého ¢asu na stabilizaci kolonyied dalSim
nastikem nezabrala analyza pyridinolircelkow vice nez 15 minut. Ukazkovy

chromatogram sawasné analyzy PD a DPD je uveden na obr. 30.
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Obr. 30 Priklad izokratické HPLC separace pyridinglinv hydrolyzatu moi
reprezentativnihodského pacienta s osteochondrodysplazii (vrozenéjoya vada
pohybového aparatu charakterizovana metabolickyoniughami istu chrupawité,
vazivové a kostni tkan a abnormalitami kostniho obratu). Experimentalni
podminky: fluorescami detekce P A excitani / emisni= 297 / 400 nm, F = 0,3 ml/ min,

t = 48°C, nastk 25 pl.

V ramci této prace byly zji®vany klcove retedni a valid&ni parametry
separéniho systému &etné opakovatelnosti stanoveni, které jsou shrnutybvda
(viz kap. 5.3).

K zajis€ni relevance weni je snahou eliminovat co nejvice ovlivnitelnych
faktoni, jeZ mohou zvySovat rozptyldrenych hodnot, jako je jiz vySe zndima doba
odkeru, delSi expozice vzotkUV za&eni (jez niize gispivat k parcialni femene
pyridinolinu na hydroxylysin), @lezita je interni standardizace pouZzité metodyia p
interpretaci vysledk je tteba v Gvahu brat i&k a pohlavi paciefit
odbouravani, tak novotvorby kosti, nez jak je tomijiz zcela vyvinutého skeletu
dosglych jedindi. KvyznamrijSimu nafstu obou picnych vazeb dochazi také

v disledku hormonalnich z¢n u postmenopauzalnich Zzen. Obecnym problémem
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porovnani jednotlivych metod atriptupir ke kvantitativni analyze pyridinolinje
stale dosavadni absence jejich mezinarodnich sthihda

Separace [i¢nych vazeb elastinu

Kromé modifikace starSich metod pro stanoveni kolagénpf@inych vazeb
jsem navrhl a na vzorcich tkani pacientisgsSre owetil novou metodu pro separaci
izomeii desmosinu, které pat mezi nejvyznam&Si specifické ukazatele
metabolismu elastinu. V tomtofipad® jsem pouZzil dvou analytickychftistupi
s detekci analyt v UV oblasti. V prvnim gipad Slo o testovanituznych variant
kapilarni elektroforézy modifikovanych na zaklagraci jinych autar ®49%13!
v druhém pipact jsem pouzil varianty RP-HPLC.

Oh¢ metody zaloZené na principu elektroforetické sa@aiCZE, MEKC) byly
optimalizovany a nejlepSich vysledkylo dosaZzenoip vyuziti MEKC v prostedi
bazického boratového pufru sgavkem SDS s UV detekciipgh = 273 nm, ktera
byla kompromisni vinovou délkou mezi absarppmi maximy obou izomér Pro
modelovou sms standardl obou desmosin byla separace U&gna
(viz obr. 31 a tab. 6).

DES / IDES

Absorbance (mAU)

6.00

4.00

3.00

1.00

. tm (Min)

4.00 5.00 5.00 7.00 8.00 9.00

Obr. 31 Ukazka MEKC separaceipnych vazeb elastinu (alikvotni gmstandardl
DES a IDES o koncentraci 1 mg/ml); experimentalmdminky: kapilaralWC-S50
(i.d.=50 pm; |J/14=65/50 cm); zakladni elektrolyt: 30mM pByO; (pH=9,2)

+ 50mM SDS; sepatai nagti: U=30 kV, davkovani vzorku: 30 mbar/ 0,1 min.;
UV detekceA = 273 nm
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Obr. 32 MEKC separace alikvotni sfsi standarl DES a IDES o koncentraci
1 mg/ml; a) UV detekcex = 268 nm (absokmi maximum DES); b)A = 278 nm
(absorgni maximum IDES); experimentalni podminky: kapilalBNC-S50
(.d.=50um; |/145=65/50 cm); zakladni elektrolyt: 30mM PO, (pH=9,2) + 50mM
SDS; sepaii nagti: U=20 kV, davkovani vzorku: 30 mbar/ 0,5 min

Na obr. 32 je patrny vliv zémy vinové délky na odezvu detektoru, ktera
odpovida v pipadt a) absorpnimu maximu DES a vifpad b) absorpnimu
maximu IDES. Pro optimalni detekci &sn obou izomer byla tedy zvolena
kompromisni vinova délka= 273 nm.

Pro srovnani pouzitych elektroforetickych systéme na obr. 33 uveden
i ptiklad separace v CZE provedeni (z&kladni elektrdG@mM HPOy; pH = 2,5),

kterd se ovSem ukazala oproti MEKC jako #hé&&inna.
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Obr. 33 CZE separace alikvotni $si standarl DES a IDES o koncentraci
1 mg/ml; a) UV detekcex = 273 nm; experimentalni podminky: kapildfd/C-S50
(1.d.=50 pm; I/14=65/50 cm); zakladni elektrolyt: 100mM 3P, (pH = 2,5);
separani nagti: U=30 kV, davkovani vzorku: 30 mbar/ 0,1 min;

Jak se vSak ukéazalo, pro reélné vzorkynse testované CE techniky v daném
provedeni, zejména z hlediska pozadované citlivogtukazaly jako iiliS vhodné.
Proto jsem dale za#til svoji pozornost na moznosti stanoveni DES a IQ@egoci
HPLC v kombinaci s UV detekci.

HPLC analyza izomeni desmosinu

Pro chromatografickou separaci &n DES a IDES jsem z ¢kolika
testovanych variant dosahl nejlepSich vystegtki aplikaci modifikované HPLC
metody pro stanoveni PEN. Zde jsem vSak zvolil ldeter UV oblasti i
A =273 nm.

Praktickou analyzu samotné & desmosit jsem v rezimu reverzni HPLC
provadl na kapalinovém chromatografu Shimadzu typu CLABS verze 5.03.
PouZzita byla, tak jako pro stanoveni PEN, skfénkolona typu CGC Separon SGX
C18 (150 x 3 mm), kde stacionarni fazi itiveféricke ¢astice silikagelu (7um)
s chemicky navazanou skupinou C18. SloZzeni mofélré zde fitom vychézelo ze
stejrg pripravovanych mobilnich fazi pouzivanych na stano¥®&EN - ozndenych A
(obsahuje 5% acetonitrilu, ACN) a B (obsahuje 30A%N), tj. 0,02 M HFBA,
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0,01M (NH,)2SQy, lineérni gradient byl v tomtoripact dan promdnnou koncentraci
ACN v rozmezi 5,0-17,5 % za 20 minutiifwk mobilni fadze byl 0,5 ml/min, kolona
byla termostatovana na 40 °C. K rfé&at jsem pouzil 1Qul vzorku a v UV oblasti
monitoroval signal § A = 273 nm. Zad&hto podminek bylo dosazendijatelné
separace piks retednimi ¢asy do 20 minut (obr. 34) a naslédoyla provedena,

z davodu poteby budouciho kvantitativni hodnoceni, kalibracewodesmosit.
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Obr. 34 Ukazka separacetipnych vazeb elastinu (alikvotni $sstandardl DES

a IDES); Gradientova RP-HPLC separace DES a IDESperimentalni podminky:
separéni kolona (t=40°C)CGC Separon SGX C18 (150 x 3 mm); mobilni faze
(pratok 0,5 ml/min.): 0,02M kyselina heptafluoromaselha0,01M (NH,).SO, /
linearni gradient acetonitrilu (5,0-17,5 % za 20nni davkovani vzorku: 1Qul;

UV detekceA = 273 nm.

Kalibrace desmosini

Obdobré jako u HPLC stanoveni PEN jsem pro nové aplikapéipravené
fady roztok komegnich standartl promefil v UV oblasti spektra i kalibrni
zavislosti pro kvantitativni stanoveni obou izothedesmosinu (DES a IDES).

Pritom jsem vychazel z kom&w dostupnych standaid DES a IDES
(M; =526) firmy MP Biomedicals {ive ICN Biomedicals Inc., Aurora, Ohio,
USA), kat. ¢. 191378 (DES, 1mg) & 191379 (IDES, 1 mg). Nejprve jsem

rozpusénim 1 mg standardu 1 ml demineralizované vod#prpvil zasobni roztok
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standardu DES. Ten byl pak dale 100&dn (0,1 ml do 10 ml) a ozgan jako D1
(koncentrace 1Qig/ml). Stejré jsem postupoval u IDES - z&kladni roztok byl
oznaen I1 (koncentrace 1fg/ml). DalSim postupnymedinim zakladnich roztak
obou isomet (DES a IDES) vznikla Skala standard koncentracich 1@g/mil;
5 ug/ml; 1ug/ml, 0,5ug/ml; 0,1ug/ml, které byly pouzity pro kalibraci.

Vynesené kalibrni piimky jsou uvedeny na obr. 35. Stgjnak jako
v predchozich fipadech i zde figsahuji koreléni koeficienty vynesenych linearnich
zavislosti odezvy detektoru na koncentraci ariatygtdnotu 0,99.

Chromatogramy, které byly podkladem pro sestrojgghto kalibr&nich
zavislosti jsou pro ilustraci zobrazeny na dal&ibrazcich (obr. 36 a, b). Minimalni
detekovatelnd koncentrace vtomto chromatografick@ystému byla pro oba

izomery desmosinu 0483/ml.
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Obr. 35 Kalibragéni zavislosti pro stanoveni izoniedesmosinu: a) desmosin; b)

isodesmosin.
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Obr. 36 a) HPLC analyza standarddesmosinu - ivky odpovidaji koncentracim:
10ug/ml; 5 pg/ml; 1 pg/ml; 0,5 pg/ml  (nastik: 20 upl); Gradientova
RP-HPLC - experimentalni podminky: sepamiakolona (t=40°C):CGC Separon
SGX C18 (150x3 mm); mobilni faze (pok 0,5 ml/min.): 0,02M HFBA
+ 0,01M (NH,).SO, / linearni gradient ACN (5,0-17,5 % za 20 min.&vkovani
vzorku: 10ul; UV detekceA =273 nm.
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Obr. 36 b) Chromatogramy standard isodesmosinu — tk/ky odpovidaji
koncentracim: 1Qug/ml; 5 pg/ml; 1 pg/ml; 0,5 ug/ml; 0,1 ug/ml (nastik: 20ul);

experimentalni podminky jsou identické jako na Gbra.
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Vyvoj metody pro soutasné stanoveni fi¢nych vazeb kolagenu a elastinu

V posledni dob se vramci zakladniho klinického vyzkumu objevilava
mySlenka, kterd si klade za cil studovatntk&#& a systémové determinanty
mechanickych vlastnosti pojivovych tkani, konk&tn aortalni stny pacient
podstupujicich bypass. K separaci a senzitivni #tadivni analyze vybranych
biochemickych ukazat&l charakterizujicich degenerativni &my kolagenu
a elastinu v aortalni tkani, se jako nejlepsi niafyt variabilita HPLC systému.

Faktory zodpo¥dné za zvySenou tuhost tepenningtvelkych artérii nebyly
dosud dostat®é prozkoumany***2 Vyznamm se v&ak nasthto procesech podili
fragmentace a Ubytek elastickych vazivovych vlakertkanich aorty a jejich
nahrazovani kolagenem, ktery je o 2&8ly tuzSi nez elastin. Na degradaci elastinu
se podili jednak vlivy mechanické, al&e¥itou roli ma také remodelace cévrinst
zprostedkovana aktivitou matrixovych metaloproteindz. Neauické vlastnosti
elastinovych lamel a kolagennich viaken jsou daledifikovany také tvorbou
piicnych vazeb produlitpozdni glykace (AGES) a tytcij@ jsou také akcelerovany
v pritomnosti hypertenze, diabetuurémie.

Vzhledem ké&mto potebdm kliniki biochemicky charakterizovat
degenerativni a patologické #ny pojiva, konkrétd v odebraném teéiku aortalni
tkarg, bylo teba nalézt metody dostate citlivé a selektivni. Pro sledovani jak
PEN, tak specifickych #ijicich molekul v elastinu (DES, IDES) se jevil&kga
lakavd mozZnost simultanniho stanovechto @i¢nych vazeb v ramci jedné analyzy.
Na z&klad predchozich HPLC gfeni v naSi laboratba pri sowasné instrumentalni
moznosti sérioveho zapojeni UV spektrofotometrick@hfluorescetniho detektoru
se ukazovala modifikace jizide prowienych metod jako realna.

Experimentala bylo owteno, Ze zfysob zpracovani vzoik tj. hydrolyticky
rozklad a SPE pouzivany pro stanoveni PEN v tkalzetpouzit s usfchem i pro
izomery desmosinu. Z hlediska sloZzeni mobilni f&oéony, detekce a citlivosti byla
situace jiz jasna na zakkadiive vyvinutych metod, zvl@Spro PEN a zvlaspro
standardy desmosinu. N@jdzit¢jSi bylo @i separaci pedevsSim zajighi
dostaténého rozliSeni pik DES a IDES. PouZiti linearniho gradientu
ACN 5,0-17,5 % za 20 minut, které se &kilo pro separaci standardlesmosinu,
pii RP HPLC separaci vSak vyrazprodlouzilo délku analyzy, nebaetence PEN
byla za &chto okolnosti powrné vysoka (nad 40 min). V nalezenych pracich

nékterych jinych autar jsou uvedeny i jiné systémy kapalinové chromatigyra
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které vSak fi horSim rozliSeni obou izomermély retertni ¢asy gesahujici 60
minut, coZ je doba netms dlouhd *** Proto jsem déle testovalzné varianty
linearniho gradientu ACN a jakditelny kompromis byl nakonec vybran gradient
ACN 5-25 % za 30 minut.

Tim se m# poddilo zkratit retegni ¢as PEN na 30 minut ais navratem
systému do inicignich podminek ndpsahla délka analyzy 40 minut. Z&hto
experimentalnich podminek byla @Sp¢ analyzovana alikvotni sfa standardl
PEN, DES a IDES (obr. 37), a proto bylo moziistpupit k otestovani této metody
na malém mnozstvi vzacného realného vzorku (agda)byl k analyze poskytnut
z kardiologické kliniky IKEM Praha.

Priblizn¢ 50 mg tkag (surového materialuipd suSenim) bylo nejprve pomoci
vakuové odparky SpeedVac vysuSeno do konstantnitrusid a zpracovano
analogicky jako v fipact tkani kloubniho kompartmentu (viz kap. 4.6.1). Po
zakoncentrovani,ipéisténi a SPE desorpci byla frakce obsahujici vSechnin&ré
situjici elementy kolagenu a elastinu pomodizani SpeedVac odpena a nasledn
rozpuSténa v 250 500 ul mobilni faze.

Vzhledem kvelmi nizkému obsahu obou vysoce smdgifh izomed
desmosinu v elastinu (vyskytiblizné¢ 1 molekuly DES¢i IDES na 1000 molekul
jinych) bylo zvoleno davkovani vzorku 2b V obou gipadech bylo stanoveni
dostatén¢ citlivé, u vSech sledovanych andlybylo dosazeno velmi dobrého
rozliSeni a i piky obou izom&rdesmosinu byly oddeny prakticky na udrove
zakladni linie. Spojené chromatogramy ziskané samuw z obou detektdr jsou

zobrazeny na nize uvedeném obr. 38.
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Obr. 37 HPLC separace modelové &n DES, IDES a PEN a jejich stasna
detekce pomoci 2 detekforfirmy Shimadzu; Mobilni faze: 0,02 M HFBA +
0,01M (NH,)2SQ,, lineérni gradient 5-25 % ACN za 30 min; rt&sL10 pl.

a) lzomery desmosinu: Detektor Shimadzu SPD-10A WP detekce A= 273 nm;
b) Pentosidin: Detektor Shimadzu RF-10A XL, flua@sni detekceA exc/ en=
335/385 nm
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Obr. 38 Ukazka realné RP HPLC separacécm-vazebnych elemeitelastinu
(DES, IDES) akolagenu (PEN) v aortélni tkarii gowasné detekci pomoci
fluorescekiniho (RF) a UV spektrofotometrického (SPD) detekidinearni gradient
5-25 % ACN za 30 min; F = 0,5 ml/min., t = 40 °@siik 25 pl.

Tkan z lidské aorty ziskana z kardiologického odd. IKEvhha fi operace srdce

(zavaeni bypass).

5.3 Posouzeni realnych mozZnosti a omezeni pouZityainetod a jejich
srovnani s jinymi alternativnimi p¥istupy analyzy pojiva

V této pasazi bych rad shrnul své zkuSenosti stiskau pouZzitelnosti metod
analyzy uplaténych v této praci a zhodnotil jejich vyhody i netidky. Vzhledem
k pozadavikm Kklinika kvantitativie sledovat v pibéhu ¢asu obsah patologicky
vznikajicich picnych vazeb akumulovanych v pojivovych tkanich aekni nizkym
koncentracim, v nichz se v komplexni analyzovanérionanachazi, byla pro
prirozere fluoreskujici analyty (PEN, pyridinoliny) logickowlbou metoda HPLC
s velmi citlivou fluoresceini detekci. V fipact desmosifi jsem vSak vzhledem

k jejich spektralni charakteristicégal fluorescetnim signalem ufednostnil detekci

viv s

Ve snaze docilit co nejlepSich analytickych vysftedkkvili zaméru umoznit
vyuziti jedné HPLC metody pro stanoveni pentosidpro fadu odliSnych tyf

biologickych vzork jsem optimalizoval jednotlivée sepé&m podminky
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(nagr. z hlediska sloZzeni mobilni faze a vyuziti gratiem HPLC) a zavedl oproti
diive publikovanym pracim vylepSeni v ramci preanek@ faze pi zpracovani
vzorkut#1%

Pro gedkEzné oddleni analyi od balastnich latek bylo vyuzitorggevsim
vyhod, které oproti jinym zisohim nabizi extrakce na pevné fazi. SREdstavuje
principialné jednoduchou sogmé-desorgni techniku dinného zakoncentrovani
analytu. Oproti jinym extrainim technikam, nap extrakci v systému
kapalina-kapalina, je jeji vyhodou lepSi selekéyiktera je vyznamnym faktorem
zejména u analyz komplexnich biologickych matériél

Znanou vyhodou je pouzitelnost pro celtadu matric (krev, mg synovialni
tekutina, extrakt z tka&n apod.) a moznost paralelniho zpracovani vice vizork
souwasre. Technika SPE nabizi ve srovnani s extrakci meagalinami dinngjsi,
rychlejSi acasto i levijSi zpisob separace, navic je zde omezena irspatétSich
mnoZstvi toxickych, svodou nemisitelnych, rozp&dst (nap. halogenovanych
uhlovodiki). F¥i vhodre zvolenych podminkach je dosazeno vysokégansti
(recovery) a dobré opakovatelnosti stanoveriédRosti je také snadna kormr
dostupnost sorbeinta rozpou&tdel pro separaci. Protipad selektivni rafinace
hydrolyzafi télnich tekutin a tkani v menSim &a vzorki se tato technika
bezpochby osidcila. Nezanedbatelna je také relativmizka spatba rozpoustiel,
atim i cena za stanoveni, moZznost individualni ulege pétoku vzorki
a rozpoustdel extrakni kolonou, pipadré moznost automatizace.

Pres nespornéipdnosti ma i SPE tité své nevyhody a omezeni. Empiricky
piistup k vyvoji SPE metodyipdstavuje porrné slozity acaso¥ narany proces.
Casto je tebaiesit problém nedokonalého zadrzovani sledovanyielk orbentem.
Vyvoj metody i sama SPE procedura probihéadt na sebe navazujicich krink
které je teba experimentatnoptimalizovat, coZ od analytika vyZaduje dostata&u
na otestovani jednotlivych sepa&néch podminek.

Patet kroki pii predseparaci pomoci SPE nese ssebou demuz
| potencialg zvySené riziko chyb. Vzhledem ktomu, Ze tyto krokpojené
s Upravou vzorku nejsou automatizovany, jsou tetlySPE na analytika kladeny
vysoké naroky na gévost zpracovani jednakip pripraw a kondicionaci SPE
kolonek, tak i pi provadni kazdé z nasledujicich laboratornich operacim&ep u
vzorki biologického fivodu vyZzaduje tento #gob, vzhledem k moznym

interferencim a postupnému ucpavanitp&PE disk pevnymi suspendovanymi
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¢asticemi, po #kolika cyklech vynénu celul6zové naptna frit SPE kolonek. Pro
SPE systémy existuje velké mnoZstvi pevnych sotbentSiroké spektrum
promyvacich a vymyvaciatinidel, z nichz jeitieba zvolit vhodné pro dany analyt.
Separace a desorpce analytu z kolonykmhaavisi na polarl, pH pouzitych
solvenfi a dalSich faktorech, které jéeba otestovat, aby bylo dosazeno ¢dgg
purifikace a prekoncentrace analytu uvol@ho z ivodni matrice. Je-li ip vyvoji
metody nizka vyZnost, je teba hledateSeni, jak eliminovatifis silnou retencti

naopak pedtasnou eluci.

Vzhledem k tomu, Ze vzorky, které byly aplikovang S8PE kolonky, byly
piedtim vzdy hydrolyzovany a ziskany eluat bylo vhigied nastkem do HPLC
systéemu déle zakoncentrovat pomoci vakuové odparkize @ekavat vysledky
stanoveni v den odhu vzorki. DalSim omezenim je limitovany P&t pozic pro
vzorky v manualnim extraktoru, které lzei praci uhlidat (v mém ifpadt Slo
0 souwasné zpracovavani 12 vzajk Nekteré kroky, jako je nap davkovani vzork
a promyvacich solveiif je vS8ak mozno vifjpad poteby automatizovat. ProtozZe
nebyly k SPE pouzivany kom&® dodavané jednoradzové&euplrené kolonky, je
tireba pipocitat k dokE zpracovani icas potebny na promyvani a pini kolonek
novou stacionarni fazi. Obecise tedy tento analyticky postup nehodi pedne
analyty, stanovované v rutinnich Kklinicko-biochekyich laboratdich. Pro
zpracovani mensiho i vzorki ve vyzkumné laboratobez poteby okamzitého

dodani vysledku vSak vySe uvedeny postug pirhovuije.

Mezi nejvyznamgyjSi cile této prace patkromé navrhu novych analytickych
metod ¢i modifikaci jednotlivych sepadaich postup také provedeni vriti
validace &chto novyclyi jiz diive zavadnych metod pro stanovenfignych vazeb
pojivovych tkani. Tento validai proces, zjiBujici vhodnost pouZiti testovanych
systént pro ziskani relevantnich analytickych dat, nelmgdudi v nasich podminkach

u HPLC analyz pojivovych tkani dostate proveden.

Prestoze této otazce nebylaivie wnovana pdtcna pozornost, jsou tyto
zdanliw podruzné aspekty verifikace separi@h metod i postup uplatrenych
v preanalytické fazi nezbytnym fgrdpokladem pro zhodnoceniérghodnosti
avyznamu poskytovanych analytickych vyslkédlk poskytuji moznost SirSiho

rozSieni vyvijenychti stavajicich metod na dalSi pracowist
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Obecr lze povazovat za Kové valid&ni parametry zejménaigsnost,
spravnost, meze detekce (LOD) a stanovitelnosti@),Gelektivita ¢; 5), lineérni
dynamicky rozsah (LDR) a robustnd&t124134

Presnost metody, vyjddijici €snost shody po sénasledujicich rteni, Ize
kvantitativre hodnotit bu’ jako kratkodoboud¢i dlouhodobou intralaboratorni
opakovatelnost ieZitych analytickych paramétrseparaniho systému, tak jako
tomu bylo v gipact této prace. Zde Slorpdevsim o o¥fovani shody retemich dat
a pmbézné sledovani vlivu ip. fluktuaci pi chodu pouzivanych zaeni
(opakovatelnost davkovani, dosazeni konstantnihidoku mobilni faze, tlaku,
teploty apod.).

V piipadech, kdy je jizZ mozno srovnat hodnoty stejryaldacnich parameir
mezi 1iznymi laboratéemi, lze z hlediska fpsnosti metody hovit o zjistovani
reprodukovatelnosti. Tato moZznostimého srovnani vysledk vzhledem k uzké
specializaci naSi laborat bohuzel u HPLC stanoveni anélypopisovanych v této
praci nebyla dosud realna, nicndémanalytické vysledky od vybranych skupin
pacienti zhodnocené v ramci klinickych studii, obsazenyctéte praci, dote
koresponduji se zéw obdobnych studii provedenych alternativnimi
chromatografickymi ¢i imunochemickymi metodami na jinych nezavislych
pracovistich v zahragi.

Vyznamnou vlastnosti u HPLC je také robustnostdgtavujici testovani
odolnosti metody &i malym znménam chromatografickych podminek, jako hap
zmeny sloZzeni mobilni faze, pH, {oku, teploty, vinové délky ip detekci apod.
Rada &chto drobnych zrn je zpisobena realnymi vykyvy podminek na pracovisti
¢i fluktuacemi danymi technickymi mozZnostmefitich gistroj.

Dulezitym piinosem této prace bylo zji§ii, Zze uplatéané metody analyzy
pri¢cné-vazebnych sujicich elemenit kolagenu jsou s vyuzitimékolika mensich
otestovanych modifikaci velmi did pouzitelné prdadu typ biologickych matric
a koncentrénich rozsafl, od €lnich tekutin, pes ntkké tkarg pojiva az po izne
pevneé vzorky biopsii z kloubniho apar&ikostni tkag. Jak jsem prakticky @il
navrzené postupy, na rozdil o@t$iny imunochemickych metod analyzy, navic
dovoluji pimé srovnani vysledk a univerzalni pouziti SPE a HPLC metod
i v piipadt studii zandfenych krond ¢lovéka na dalSspecies coz je dilezité nap.

pii sledovani metabolickych zm na zvifecich modelech.
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Selektivitu metody zasadnim {obem ovliviuje schopnost pouZzitého
systému odseparovat hlavni analyty od balastniek &inezadoucich rigstot, které
jsou se sledovanymi latkami s@sré pritomny v pivodni matrici nebo vznikaji
pozcEji pii zpracovani vzonk (nag. pri hydrolytickém rozkladu, zén¢ pH apod.).

DalSim pozitivnim zji&nim, vyplyvajicim z provedenych stanoveni je, Ze
testované HPLC metody jsou pro sledované analysfati®né selektivni a nejsou

vyznamnym zfisobem ruseny koeluujicimi latkagifyzikalnimi vlivy.

Na zaklad velkého mnozstvi ®feni provedenych vramci této prace
(pres 6000 analyz) mohu konstatovat, Ze aplikované GiRietody, navazujici na
piedchozi vySe popsané krokyedupravy vzork, jsou spolehlivé a poskytuji
lékaram relevantni analytické vysledky v relatévkratkémcase. Tyto zawry jsou
dokumentovany v nize uvedenych tab. 3-6, kde jduunusy zakladni analytické

charakteristiky pouzitych sep@&rdch metod.

Owetil jsem, Ze zde pouzité HPLC metody maji i pro gmalv biologickych
matricich dostatan¢ nizkou mez detekce (aziadu nmol/l) a vyznéauji se Sirokym
linearnim dynamickym rozsahem. Uspokojiva je talefich zn&na separni
acinnost, vyEznost (témst 80 %) a opakovatelnost celého postuptetns
piedkEZného zpracovani vzoikpres 95 %).

V piipact dostupnosti standardu Ize proto tyto metody natétsnadno uvest
do praxe i v dalSich laboraioh. Navic, je-li pisluSné pracovist vybaveno
vhodnym HPLC pistrojem s fluoresceémim detektorem, je takova analyza
i pomerné levnd (nap. ve srovnani s drahymi kity, zaloZenymi nézmnych
imunochemickych metodach, fipadre s metodami, vyuZivajicimi k detekci
hmotnostni spektrometriti nuklearni magnetickou rezonanci). DalSi vyhodou
uvedeného postupu je vyhnuti se Raéderivatizaci vzork pred vliastni analyzou.

Pfi srovnani s rychlejSimi imunochemickymi testy (Zanymi nejastji na
principech ELISAGI pri radioaktivnim zné&eni RIA) (jsou-li v8ak pro dané analyty
viabec kometné dostupné) jsou sicefipuplatreni SPE/HPLC zapé#étbi radow
10krat tSi objemy fvodnich vzork (obvykle ve stovkach mikrolit; typicky
500ul), nicméré chromatografické metody jsou mnoheieESi, opakovatel§si
a robustejsi.

Pouziti kapilarnich elektromigéaich technik m&adu vyhod. P&t mezi r¢

nejen vysoka sepafiai (innost, selektivita a rychla jpstavitelnost* systému na

98



jiny separani rezim, ale i skutaost, Ze kombinaci existujicich elektromigrech
technik Ize rozdit téméi vSechny typy slatenin i minimalni spoteks elektrolyii

a extréms nizkych objemech vzotk(v fadu jednotek nl). Vyhodou elektroforézy je
mimojiné i kratky¢as analyzy f zachovani mimiadre vysoké sepatai (€innosti,
jednoduchost a nizké naklady na stanoveni.

V biochemické analyze je kapilarni elektroforéza powhybré velmi
perspektivnim sgrem jiz proto, Ze $ n¢kterych aplikacich je umoZna gima
analyza biologického materialu. Na druhé sirgn ale stalefebareSit specifické
problémy biologickych matric (napiadové rozdily v koncentracich stanovovanych
analyti, mozné interference apod.). Postup od modelovéraep standardnich gsi
ke stanoveni analytv biologickém materialu bude vyZzadovat i zdéklddnou
optimalizaci podminek nejen vlastni separace, ale tgedseparénich Uprav
puvodniho vzorku.

Oproti HPLC vSak nevykazuji elektroforetické metodigk dobrou
opakovatelnost ani robustnost, omegg&hjsou i moznosti fpojeni tak Sirokého
spektra deteknich systém, jaké se nabizi pro HPLC. Hodi se vSak spiSe petyu
kvalitativni analyzy.Vyhodou elektroforézy je minm@ i kratky ¢as analyzy p
zachovani mimiadre vysoké sepatai innosti, jednoduchost a nizké néaklady na
stanoveni. Zakladni analytické parametry pouzitdeh.C systém pouzitych v této

praci jsou shrnuty nize v tab. 3.

Tab. 3Vybrané analytické charakteristiky HPLC stanov@adovanych latek:
LOD = mez detekce, LOQ = mez stanovitelnosti, n&nnost separace (pet
teoretickych pater vztazeny na metr sefgair&olony), RSD = relativni sénodatna

odchylka,a; o = relativni retence (sepdrd faktor), k = kapacitni faktor analytu.

hodnoceny parametr PEN PD DPD DES IDES

LOD (nmol/l) 1,76 10,00 10,00 570 570
LOQ (nmol/l) 5,87 33,33 33,33 1900 1900

n (teor. pater/m) 42 734 6 370 7 498 47 946 54 436
RSD opakovatelnosti

Sochy piku (96) 1,20 1,42 1,46 1,91 2,07
selektivitaa; 1,34 1,26 1,26 1,07 1,07

ki 7,50 6,68 8,08 8,00 8,59
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Z vyslediki HPLC meteni vyplyva, Ze uplatmé metody jsou ziaé citlivé,
ato i pro detekci velmi malych koncentraci, v ide nachazi ¢kich tekutinach
a tkanich. NejvySsi citlivosti bylo dosazeno safgpw u metod vyuZivajicich
piirozené fluorescence PEN a obou pyridindliv téchto gipadech Ize detekovat
uvedené analyty uz #adu jednotek nmol/l. O 2ady je pak posunuta citlivost
metody pro stanovenitsijicich vazeb v elastinu (izomedesmosinu). &koli je jiz
z principu citlivost detekce v UV spektralni oblasizsi, pro utéeni obsahu DES
a IDES ve vzorcich pojivové tkdne vSak dostate¢ senzitivni a metoda pin
vyhovuje i pro jejich kvantitativni analyzu. LDRreny jako rozsah koncentraci,
v némz je citlivost detektoru konstantni, tj. odchyla linearity< 5 %) byl shledan
pro nangiené Kkalibrace jako dosté&@ Siroky pro rozpti fyziologickych
koncentraci analyitve sledovaném materialu.

V piipact mé prace neslo o rutinni postupy a metody annmétstanovované
analyty, a proto nebylo v naSich podminkach mozgsledky srovnavat s jinymi
pracovisti a hodnotit mezilaboratorni spravnost eproedukovatelnost vysledk
v pravém slova smyslu. Vramci mé prace vSak bylatavdna a hodnocena
opakovatelnost #fteni alespt vramci naSi laborate, a jednotlivé validai
parametry byly sledovany i €kolikamésicnim odstupem.

Pokud jde o spravnostdteni, n€él jsem moznost pouze némého srovnani
vysledki stanoveni méového DPD pomoci HPLC s metodami imunochemickymi
(komekni ELISA kit Pyrilinks-D firmy Metra Biosystems IncSan Diego, CA,
USA) a z chemiluminiscamiho analyzatoru IMMULITE americké firmy DPC
(Los Angeles, CA, USA). V obouiipadech imunochemickych stanoveni se vSak
jedna o stanoveni volné formy DPD v éozatimco HPLC hodnoti celkovy
obsah metabolicky odbouraného DPD (tfetr¢ toho, jeZ je vdzan na tk&n
a proto mé& chromatografické stanoveni lepSi vydow hodnotu. Nicméh
orienta&nim stanovenim identickych vzarkmaoti byla nalezena po#énné dobra
korelace mezi hodnotami ziskanymi pomoci HPLC anauhemicky zji&nou
koncentraci DPD (R= 0,865).

Obdobnym zfisobem byla na standardni &n desmosifi testovana
korelace mezi kvantitou vysleflkziskanych pomoci HPLC a kontei sady
Fastin Elastin (firmy Biocolor Ltd., N. Ireland),tdea je dodavana jako

kvantitativni ,dye-binding“ metoda zaloZena na irprecipit&nich metodéch.
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Srovnani ¢chto metod vSak dap nemize nabidnout srovnatelné vysledky, nébo
kit Fastin Elastin poskytuje pouze orietna stanoveni obsahu elastinu v tkdnich
izomerti desmosinu specifickychfignych vazeb elastinu. f@sto byla i zde
sledovana jista asociace meziota postupy.

Z hlediska d@innosti, jsou kolony pouZité pro analyzu vSech wrial
dostatén¢ efektivni, péet dosazenych teoretickych patefewySujici hodnotu
10 000 pater/metr je pro danéely vyhovuijici.

Podstatnym faktorem pro klinické analyzy je mozmuostkytovat i s odstupem
¢asu dobe opakovatelné vysledky. Toripverifikaci aplikované HPLC metody
splnily vice nez dofe — relativni srrodatné odchylky f stanoveni koncentraci se
pohybovaly pod 5 % a jeStepSich vysledk (v fadu desetin %) bylo dosazend p
shodt retergnich¢asi analyti pii opakovanych nastich.

Jako jedna ze zé&kladnich charakteristik HPLC systébyl pomoci
redukovanych ret@mich ¢asi a mrtvého ¢asu pouzitych kolon vyg@tan pro
jednotlivé analyty kapacitni pafn(k;) a pro porovnani chromatografickych systéem
byla jako ngtitko selektivity zhodnocena také relativni rete(xse;, ).

Hodnoty a;, a k vypoitené pro jednotlivé analyty &d¢i o dobré volb
mobilnich a stacionarnich fazi a vheédmastavenych sepdrdch podminkach
v chromatografickém systemu.

K dostaténému oddleni pili sledovanych analytod WtSiny interferujicich
slozek pitomnych v biologické matrici vyznamnprispéla jiz volba selektivnich,
HPLC pedchazejicich krak pii zpracovani vzonk Jejich hydrolyticky rozklad
umoznil (@ zachovani integrity odolnych,figné-vazebnych elemeftsvazanych
pevnymi kovalentnimi vazbami) roZpeni ¥tSiny pritomnych tSich rettzch
a molekul na drobné, nizkomolekularni fragmentysiddna selektivni frakcionace
a prekoncentrace analytpomoci SPE, pak vyznamnym t®owbem zjednoduSuje
konenou interpretaci nagiienych chromatograina identifikaci jednotlivych pik,
piedevsim f pouziti vysoce selektivnino fluoreséeiho detektoru. # separaci
piirozere fluoreskujicich latek (PEN, PD, DPD) je tedy mregdalSich latek,
poskytujicich pi zvolenych exciténich a emisnich vinovych délkdch odezvu,
vyznamré omezeno a sledované analyty Ize tedy groghsnadno identifikovat.

Krome vySe uvedenédinnosti kolon byly pouzité chromatotografické syste
charakterizovany také pomoci relativni miry sepanaitd, tj. rozliSeni (R,). Tato
velicina zde byla klfova nejen z @ivodi dokonalosti oddeni vlastnich analyt od
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nezadoucich koeluujicich balastnich slozgtopninych ve vzorku, ale zejménadiv
spravnému provedeni manualni integragst za sebou eluujicich pik paticich
strukturre pribuznym, pyridinolinovym ficnym vazbam v kolagenu a jejich
analogickym fragmeiim v elastinu (DES a IDES).

Pfi HPLC analyze PEN bylo i v realnych biologickychovcich obvykle bez
problémi dosazeno separace s rozliSenim, R 1,50 ¢i hodnotou je&t vetsi.
RozliSeni pi typické analyze pyridinolinovychifgnych vazeb v m& mélo hodnotu
Ri2 = 1,26 (to odpovidaipkryti piki PD a DPD < 2 %), coz je separadgabelna
a pro dany &el vyhovuijici. Pi separaci izomérdesmosinu s detekci v ultrafialové
spektralni oblasti se poii® odclit oba piky az na Urowezakladni linie a rozliSemi
doséahlo idealni hodnoty 1R = 1,50 (gekryv piki je zde jiz na urovni pouhych
0,1 %).

Pri stanoveni PEN byla kroinvySe uvedenych analytickych paranietr
zjiStovana i opakovatelnost a ¥ghost celé metody (tj.cetrg predk&zné Upravy
vzorku). Odchylka, vyjagtna z plochy piku jako RSEinila 4,4 % a nalezena
vytéZnost (recovery) tohoto kompletniho postupu aplé&who na standard PEN
byla 77,3 %.

Tab. 4 Kli¢coveé charakteristiky kalibtamich zavislosti sledovanych latek:
R? = kvadrat koreleniho koeficientu, citlivost = s#mnice kalibr&ni piimky,

usek = koeficient B z rovnice kalilinai piimky y = Ax + B

parametr PEN PD DPD DES IDES
R® 1 0,9993 0,9989 1 0,9997
st 9932,976 | 1,28310° | 1,1294310° | 42161,189 | 38826,757
citlivos

(uV'sl/nmol) | (uV'sml/ug) | (uV'sml/ug) | (uV'sml/ug) | (uV-'sml/ug)
usek na ose

11,559 1,151510° 122341 -2166 -479

y (nV)

102



Tab. 5 Orient&ni ¢asové naroky zékladnich knblanalytického postupuiipHPLC

stanoveni degradaich produkit tk&ni pojiva v realném vzorku (v hodinach).

¢as (h) PEN PD / DPD DES / IDES
hydrolyza 16 16 16
SPE (20 vzork) 4 2 4
suseni (SpeedVac) 6 6 6
HPLC (1 vzorek) 0,5 0,25 0,5

Limitujicim faktorem i praktickém zpracovani vzoikdodanych k analyze byla zde

kapacita roténi vakuové odparky SpeedVac, ktera ma v igg@ni s danym rotorem

k dispozici pouze 20 pozic pro undst cca 5ml zkumavek s eluaty #epchozi SPE

extrakce.

Tab. 6 Srovnani analytickych paramétpouzitych sepatamich metod pro stanoveni

piicnych vazeb elastinu (u IDES):

LOD = mez detekce, LOQ = mez stanovitelnosti, n&nnost separace (pet

teoretickych pater vztazeny na metr sefgair&olony), RSD = relativni sénodatna

odchylka, R, = rozliSeni pik, a1, = relativni retence (sepé&rd faktor).

parametr HPLC CE
LOD (nmol/l) 570 17 603
LOQ (nmol/l) 1900 58 677
n (teor. pater/m) 54 436 74 166
doba analyzy (min) 30 15
opakovatelnost reténich dat

RSD (%) 0,14 4,49
davkované mnozstvi vzorkyl) 10 - 25 5,507
Ry 1,50 1,80
Q1.2 1,07 1,04

Na prikladu stanoveni degragtdich produkd elastinu s vyuZitim detekce v UV

oblasti spektra je mozno porovnanim c&lilych analytickych paramétr

demonstrovat rozdilnost chromatografického a ebdttetického pistupu i




typické analyze modelové $8i izomefi desmosifi. Zatimco elektroforéza pracuje
s mnozstvim vzorkuwddow 1000krat mensSim neZz ¥ipadt HPLC (viz tab. 6)
a dosahuje v kratSiase vyssi &innosti, rednosti HPLC je nejen vyznammyssi
citivost detekce (vice nez 30krat), ale také lepfiakovatelnost reténich
parameti.

Pro praktickou semirutinni kvantitativni analyzu tddaolickych produkt,
odbouravanych z pojivovych tkani, je tedy vhg8nalternativou stanoventipnych
vazeb pojiva pomoci HPLC. Tentotgmb se navic jevi jako univerzgj$i, nebd
v dostupném instrumentalnim z&zemi nabizi oproti t€éhnikam také moZnost
zapojit za kolonu vice detekfora simultdng analyzovat i dalSi komponenty
obdobného charakteru, které se liSi spektralniastaostmi.

Této skuténosti bylo prakticky vyuzito nappii testovani metody séasného
stanoveni sujicich elemerit kolagenu a elastinu (PEN, DES a IDES) ve vzorcich
lidské aorty, jak je ilustrovano na obr. 38.

B) KLINICKE ASPEKTY

Vzhledem Kk interdisciplinarnimu charakteriegkladané prace bych v této
kapitole rad zdraznil, jak velky vyznam ma pro volbu vhodného stiekého
piistupu a spravné zhodnoceni a interpretaci praktitkvysledk v medicirg
komunikace mezi analytikem a l&aa paticné odborné urovni.

Kromé toho je v pipad lékaskych oboit tieba brat v Gvahu i otazky
etické. Vyzkum v této oblasti je veégineé pripadi vazan na tzv. informovany
souhlas pacienta, jez je nezbytnyifegpokladem pro schvaleni klinickych studii
etickou komisi. Jeho podpisem pacient viige, Ze byl poten o divodech, pro se
takové studie konaji, jaké jsou jeji hlavni cileg@sob jejich naplani, jak budou
minimalizovana fipadna rizika a jakyifnos Ize realizaci studiecekavat. Jiz zde,
na tvorkE tohoto dokumentu individuatnpripravovaného pro jednotlivé vyzkumné
tkoly, by se mil spolu s kliniky spolupodilet i ten, kdo bude a3l nerutinni
povahy provagt.

Zejména je ieba pedem na zakladn dostupnych informaci ve
rozhodnout o typu, mnoZstvi a fo¥nodebraného biologického materialu, ktery
poskytne nejlépe relevantni odgdv na vytyené otazky. | analytik by éhtedy mit

k dispozici alespi zékladni Udaje o etiopatogenezi sledovanych oneéndcMél
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by védét, zda jde o patologické zmy systémové, které Ize registrovat v krevnim
ob¢hu, nebo se u sledovanych latek jedna o metabmigghazejici do mia, ¢i zda

se projevi jen lokaky nag. akumulaci v konkrétnich tkanich a je-li mozné je
detekovat nap ve vypotku. DQilezité je mit alespp ramcovou pedstavu

o chemickych vlastnostech analytu a koncentraeigdkych se analyt v jednotlivych
matricich nachazi. Vyhodou jsou informace o tomdlgha-li sledovana latka
matrice gisobeniméasudi fyzikalné-chemickych vlivi n¢jakym zménam, nebo zda
jde o stabilni produkt biochemickych reakci profigiahin vivo.

Zivy organismus se na rozdil od standardnich lafeéva jako dynamicky
podrety velmi citlivé. Praw toho vyuziva laboratorni diagnostika. Je vSaba
eliminovat rizika fale$# pozitivnich¢i negativnich vysledk Casto rozhoduje i doba
odkeru, vysledky niZze ovlivnit sloZzeni fedchozi stravy, medikac# ptitomnost
jinych sowasre probihajicich onemoeni.

Aby se vzacny biologicky material neodebiral zBgte mel by mit analytik
odhad, jaké mnoZstvi odebraného materidlu bude ppedpokladanou analyzu
skut&né potreba, aby bylo moZzno s dostaieu citlivosti kvantitative stanovit
obsah sledovanych latek v matrici, jakymigpbem se vzorkem manipulovat a jak
jej skladovat, aby do doby analyzy nedoznal podgtdt zneén analytickych
vlastnosti, jez budou &eny. V zajmu pacienta je santegn¢ provést odér co
nejmensiho mnoZstvi vzorku a figad opakovanych odini je dobré se orientovat
v kinetice patologickych procésaby dalSi odr byl natasovan sprav tak aby se
zmeény Vv koncentracich biomarker mohly v daném c¢ase dostate¢ projevit.
V neposlednifack hraje vyznamnou roli také pet pacieni ve sledovanych
skupinach, aby bylo mozZzno ziskana analyticka datiostaténou p@esnosti
statisticky zhodnotit a klinicky vyuZit.

V piipact analyzy degradmich produki kolagenu a elastinu neniiils
vyznamny problém se stabilitourigné-vazebnych elemettDulezZit€jSi je spiSe,
jakym zpisobem tyto analyty z matrice komplexniho slozendlniv. Kritickym
faktorem jsou také velmi nizké koncentrace v nid® v pojivovych tkanickgi
télnich tekutinach nachazi. Vzhledem ke&ma pevnosti kovalentnich vazeb,
tvoricich zaklad cyklické struktury PEN, pyridinalin desmosid, nabizi analytika
v tomto @ipad moznost hydrolytického rozkladu vzorku, kdy s&Sina okolni

matrice rozpadne na mensi fragmenty. Hydrolyzeradlahalyty jeitba nasledhco
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nejlépe oddlit od balastnich komponent, zejména hydrochioraminokyselin.
Vzhledem k relativni molekulové hmotnosti anélypohybujici se wadu 16, by
bylo mozné vzniklé nizkomolekularni latky v hydsfju od nich odseparovat
nagiklad dialyzou.

Mnohem efektivijSi zpisob @eciSténi a prekoncentrace analytviak
piedstavuje selektivni frakcionace pomoci SPE a déélevakuové odgani
odpdeni eluatu do sucha ve SpeedVacu. Pro vlastni Hitigaraci je pakiéba na
zaklad chemické povahy analytoptimalizovat sloZzeni mobilnich a stacionarnich
fazi a ostatni parametry separéno systému a podle spektralni charakteristikylizvo
nejlepsi zpsob detekce. Vipad kolagennich ficnych vazeb je velkou vyhodou
jejich vyznamna firozena fluorescence, u desmdasge na zakladpronmeieni jejich

spekter jako vhodijSi ukazala detekce v UV spektralni oblasti.

Klinické aspekty stanoveni pentosidinu

Tvorba PEN vorganismu je tak jako u ostatnich AG#ledem rady
biochemickych reakci. Tyto procesy jsou vzdy zd&visia experimentalnich
podminkach, za nichz syntézahto latek probih&. Vzhledem k tomu, Ze organismus
si sdm snazi udrzovat stalost yniho prostedi (homeostazu) a tedy i «@hy jako
je teplota, tlak, pH, jevi sefipvzniku glykoxidanich produki in vivo tyto parametry
pii spravné regulaci organismem pro vznik PEN jakpritié podstatné. Naopak, ze
zbyvajicich promannych v chemické reakci se jakoddvé faktory, jez maji zasadni
vliv. na mnozZstvi produkovanych latek typu AGEs, ijgwedevSim mnoZstvi
reaktant (glukézy a dalSich sachatidaminokyselin, bilkovin, volnych kyslikovych
radikali), vstupujicich do kaskady gly&aich a oxidanich reakci, a dlouhy reé&ki
¢as (u tkani s dlouhym biologickym pobsem).

U jedinail s nalezy glykémie v noréndochazi vzhledem Kk relatigrmizkym
koncentracim glukézy jen k velmi pomalé akumula@Bs. RestoZze neenzymatické
glykoxidaini reakce nejsouffmou @icinou starnuti, dlouhodoba akumulace takto
modifikovanych bilkovin v organismu iwe vyvolavat fadu komplikaci
prisuzovanych starnuti. U paciéns hyperglykémii probihaji tyto reakce mnohem
rychleji a stanoveni AGE produkiMaillardovy reakce ma velky klinicky vyznam.
Hladiny €chto latek jsou téz zvySeny v tkanich @&nich tekutindch pacieit

s pokrailou renalni insuficienci, fgdevsim v konsém stadiu.
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Tato ¢ast prace si klade za cil ilustrovat na zéklgovedenych analyz
skut&ného biologického materialu, ziskaného od patienpribéhu vybranych
klinickych studii, potebu komunikace mezi |ékam a analytikem, aby bylo v co
nejwtsi mie eliminovano riziko zkresleni analytickych vyslédici jejich
interpretace. DalSim ¢élem této pasaZze je demonstrovat Sirokou pouZgelno
a robustnost navrzenych a optimalizovanych s€pé&h metod pro praktické vyuZiti
spolehlivych analytickych informaci Iéka

Vyznamna je pedevSim zn&na univerzalita HPLC metod aplikovanych na
rizné typy vzork bez nutnosti provad vétsi zneny v chromatografickém systému,
coz je vhodné pro zachovani dobré opakovatelnoptesnosti nireni i po delSim
casovém intervalu. Tyto vlastnosti fiatu klinickych analyz mezi jedny
z nejdilezit¢jSich, nebé pii sledovani ¥tSich soubar pacienti, pii dlouhodobém
sledovani téhoz pacienta s progredujicim onerdom ¢i pii nasazeni terapie
potrebuji |ékdi spolehlivé kvantitativni Gdaje, které budou mezébou ¢i
s referetinimi daty vzajemé srovnatelné.

Robustni analyticky systém navic umoje ziskat poZzadované analytické vystupy
v kratSim ¢ase, nez ip ¢astém pestavovani podminek, které by vyzadovalo dalSi
hodiny potebné do navraceni sedo ustaleného stavu.

Vzhledem ktomu, Ze biologicky systémiadé patologickych pipadi ci
naopak p lécbé poskytuje rychlou metabolickou odezvu, hraje kkeettchto
proces velkou roli. Kazdy vzorek poskytnuty pacientensyym zgisobem unikétni
a neni prakticky mozno zajistit vzorek o témze stdkdykoli pozdji. Pro gripadné
ovérovani nebo pozgsSi planované srovnavani vyslédje tedy kritickym krokem
jiz zpasob odkru a gechovavani vzoik aby nedochazelo vigschu ¢asu K jejich
dezintegraci, femené metaboliti na jiné produkty nebo jinym zmam, jez by
mohly ovlivnit sledované analytické vlastnosti.

Vyznamnou roli pi interpretaci experimentélnich dat hraje posouzeni
odlehlosti vysledik od ostatnich jediricv téZe skupi& pacientt a posouzeni, zda
mohou byt nar&iené koncentrace analybvlivnény dalSimi faktory, jako je ndp
vék, pohlavi, délka trvani choroby,iqichozi medikace, anebo dalSi, &sm®
probihajici, patobiochemickéjd.

Proto je ped vlastnim statistickym zpracovanim datipba kriticky uvazit,
zda je teba rkteré pacienty ze souboru vylsu Casto je z hlediska objektivity

za&wru nezbytné ziskané vysledky korigovaepaitem na wité dalSi parametry,
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které maji u jedint ¢i vzorka VvétSi variabilitu (nap. obsah suSiny ve vzorku,

kreatininova ,clearence” v nidovyuzivané pro posouzeni funkce ledvin apod.).

Klinické aspekty stanoveni pyridinolini

PD i DPD se f metabolismu pojiva postupnuvoliuji bud jako volné
(cca 40 %) nebo peptidicky vazané (60 ¥%)o krevnihofesists a akumuluji se
v mai, kde stanoveni jejich koncentrace slouzi jakocs&y a citlivy indikator
kinetiky resorpce kolagenu. Vzhledem k diurinalnimkolisani koncentraci
pyridinolinovych kroslink a pro zvySeniigsnosti stanoveni bylo k analyze pouZzito
vzdy prvni ranni m@. Hodnoty z ranniho odiou byvaji totiz nejvySSi, oproti
24-hodinovému shiu v praméru priblizné o jednu tetinu, a proto se tim zvySuje téz
piesnost stanoveni obou kroslink

Existuji téZ mensSi sezdénni variace se vzestupeimmieh meésicich (zejména
u Zen). Tak jako u vSech biochemickych parath&tistniho metabolismu jeéeba
brat @i hodnoceni vysledkv Gvahucéetné vlivy jako nap pohlavi a ¥k pacienta,
télesnou hmotnost a pohybovou aktivitt,vliv Iékovych gipravka. | pies mozné
vykyvy, dané gkterymi z €chto ¢etnych vlivii, pati dosud moéové koncentrace PD
a DPD vztazené na kreatinin v thanezi nejlepsi biochemické ukazatele degradace
kostni tka®. Obecr 1ze pozorovat, Ze jejich vytovani u sledovanych klinickych
stavii kostniho metabolismu je zde oproti jinym il mnohem vyznani)si, nag.
u postmenopauzéalnich Zen s osteoporézou jdeismnéradu 50 - 100 %>

Vyhodou stanoveni pyridinolin oproti rékterym jinym markekm kostniho
metabolismu (nap kolagennim telopeption a propeptidm typu CTX, NTX, PICP
apod.) vSak je, Ze zde nedochazi kzasadnimu @wlivnhladin dietou
(gastrointestinalnim traktem jsou absorbovany jeninmalné). HPLC stanoveni PD
a DPD je z &chto divoda vyhodrgjSi také oproti tive pouzivanému stanoveni
mocoveé exkrece hydroxyprolinu, nebge specifétéjSi a koncentrace pyridinolin
nejsou ovlivieny kolagenem potravy a jejich stanoveni neni nuytnévadt po
standardni diet!*>*3¢

Ackoli Ize dnes jiz ke stanoveni pyridinolinovychigmych vazeb v uitych
matricich mozno vyuzit i imunoanalytické metodyaftiostické kity ufené pro
stanoveni pomoci metody ELIS& na imunoanalyzaturu IMMULITE), HPLC je
oproti jinym (i pres &tSi ¢asovou nargnost danou nezbytnou Upravou vzorku)

metodou velmi fesnou, opakovatelnou a spolehlivou metodtenir obsahuéthto
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kolagennich kroslink Jeji pouziti pro vzorky nmid je po korekci na obsah
mocového kreatininu univerzalni préané typy pacierita dokaze citli¢ registrovat
zmeny v kinetice odbouravani kolagenti piznych chorobnych stavech.

Pokud jde ocasto diskutovanou specifitéchto stanoveni pro rozpad kostni
tkarg (s pevazujicim kolagenem typu 1), resp. vliv degradeh proces,
probihajicich v ostatnich kolagennich tkanich —vidav chrupavce, ndp
u osteoartrozy¢i revmatoidni artritidy, jsou tyto hladiny PD jstovlivnény
| katabolismem chrupavkového kolagenu typu Il. Ovge teba si ugdomit, ze
mnozstvi chrupavkové tkarje oproti kostniradow niz8i (u lidi tvdi v organismu
jen kolem 5 %), a proto vliv na miové koncentrace pyridinolinneni zasadni
a vyznamné zimy v jejich hladinach Izeiist predevsim odbouravani majoritniho,
tj. kostniho kolagenu typu I.

P vzajemném porovnani obouigné-vazebnych elemeint se ukazuje, Zze PD
je mért tkaove specificky nez DPD, nelfojej Ize nalézt viizném zastoupeni
v témet vSech kolagennich strukturach. DPD se v chrupavakticky nevyskytuje,
je vSak koncentrovan v kostech a v zubnim dentfalledem k vyznamnéipvaze
kostni hmoty nad ostatnim kolagennim pojivem jeé@iPD povazovan za vhodny
marker dobe odréZejici kinetiku osteoresorpéé

Analyza pyridinolinovych fi¢nych vazeb byla intenzi¢nsledovana zejména
jako citlivy ukazatel kinetiky resorpce dominantmilkostniho kolagenu typu |
u pacieni s osteopor6zou (nEstji postmenopauzalni ¢i  glukokortikoidy
indukovanou),¢asto nazyvanou padmé vystizré jako Jfidnuti kosti“. Zde ma
v laboratorni diagnostice stanoveni PD a DPD oprawekzastupitelné misto a deb
ilustruje u takto postizenych pacié@njak vyznamny vliv ma govani pomoci vazeb
jako jsou PD a DPD na zmy fyzikalné chemickych vlastnosti kolagerfti®++38
V dusledku jeho zesihi se stavaji tyto kolagenni strukturyeksi, dochazi k
akceleraci odbouravani kostni tréimy, a to se makroskopicky projevujetsi
nachylnosti k mechanickému poskozeni a zvySenimkariraktur kosti i pi nizké
mechanické z&zi.

K znanym abnormalitim kostniho obratu vSakize dochézet i &skych
pacienti a dospivajicich s&dicnymi vadami pohybového aparatu. &6eé hladiny
PD a DPD pdf proto mezi velmi vyznamné ukazatele metabolickgohnuch fistu
kostni, chrupagité a vazivové tkah Jejich zvySené vyliovani do moi dobre

koresponduje se zvySenou osteoresorpci.i®glatrné to je n&fklad u kostnich
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dysplazii®. ProtoZe kostni kolagen je &lé¢ dominantni ai@dstavuje fiblizng 50 %
veSkerého kolagenu v organismu, &y v chrupavkach ovliwji vylucované
mnoZstvi PD a DPD mnohem n#éme? tkd kostni™.

Pozdiji bylo kvantitativni sledovaniéthto gicnych vazeb pomoci HPLC
metody UspSre uplatréno i jako jeden z vyznamnych paranielrodnotici odezvu
pacienti na I&bu artrotickych onemoeni, zejména u zatlivych forem. Atkoli zde
jiz nejde z vySe uvedenychivbdi o rozdily tak vysoké jako u kostnich defigkt
citivost HPLC s fluorescemi detekci umaluje zaznamenat statisticky vyznamné
rozdily maové exkrece pyridinoliin jizZ po rékolikatydennim podavaniipravki
pro kloubni vyZivu (artronutraceutiky), @&mz jsem sefgs\wdCil napt. pii méieni
téchto markeit u OA pacieni ve studii testujici &innost prepardt Geladrinkceské
firmy Orling, s.r.o. z Usti nad Orliéf®”

Nov¢ jsme pomoci naSi HPLC metody potvrdili také sogis mezi
hladinami obou kolagennich kroslinki onemoc#ni kiZe (sklerodermie a lupénky),

coz je pednetem dlouhodobé studie, jejiz vysledky jsou shrnupyilozec. 8.

5.4  Hiklady uplatnéni piavodnich vysledki HPLC analyz v klinické praxi
5.4.1 Vysledky stanoveni PEN u diabetickych paciefita experimentalnich

zvirat

V ramci fe$eni mého grantu IGA MZCR, reg. NR/7895-3 i€Sitel:
Mgr. Martin Braun; odborni spolupracovnici: Prof.U@r. Milan Adam, DrSc.,
Prof. MUDr. Jan Skrha, DrSc.: Stanoveni pentosidinu etiopatogenezi
revmatickych a diabetickych onemdaem a ovlivreni jeho hladiny podavanim
vitaminu C g glykacni a oxid&ni za€zi organismu.) byla pozornostnwovana
HPLC stanoveni PEN nejen u pacientevmatickych, ale i u diabetik a
experimentalnich skupin laboratornich mysi. PEN st@inovovan v séru a mio
jednak pacierit s diabetem 1.typu (DM1),edstavujici spiSe juvenilni formu
onemocgni, tak se senilni formou 2. typu (DMZ2). Cukrovkacé souvisi
s problematikou tvorby AGESs, nebopredstavuje zavaznou poruchu latkové
piemény vyznaujici se zvySenou hladinou glukézy visdedku absolutnih@i
relativniho nedostatku inzulinu, ktery zodpovida adsun glukézy z krevni
plazmy do tkani. ® DM1 se inzulin tvéi autoimunitnim zagtem, DM2
zpasobuje rezistenceglesnych tkani na inzulin, cozasto vede k zavaznym

komplikacim cévnim, nervovym¢nim nebo ledvinovym porucham.
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Vramci tohoto grantu byl z hlediska statistické zmgmnosti nalezen
nejmarkantgyjSi signifikantni rozdil (p < 0,001)fpporovnani sérové hladiny PEN
korigované na obsah celkové bilkoviny vséru (S-REBY mezi skupinami
diabetika 1. typu (1,02 nmol/g) a 2. typu (1,88 nmol/g). ®arani hodnot PEN
v séru (S-PENEi v mai po korekci na méovy kreatinin (U-PEN/creat.) u paciént

je nazorg ukazano v nasledujicich tabulkach 7 a 8.

Tab. 7Porovnani hladin PEN v séru a énhdiabetiki

Charakteristika S-PEN S-PEN/CB U-PEN U-PEN(/creat.
souboru (nmolll) (nmol/g) (nmol/l) (nmol/mmol)
DM 1

76,0#16,41 | 1,020,25| 21,7%18,76 1,920,81
(veék 44,5%12,67)
DM 2

97,2%44,90 | 1,841,09| 27,4616,89 2,1%1,14
(veék 62,3%7,41)
Kontroly

67,2212,67 | 0,980,18 | 20,9815,35 1,720,78

(vék 55,11t6,79)

Tab. 8 Porovnani hladin PEN v mibu détskych pacierits DM

Charakteristika U-PEN U-PEN(/creat.
souboru (nmolll) (nmol/mmol)
DM (ve¢k 18,8%2,22) | 18,0€11,31 1,9%0,83
Kontroly

7,28t3,89 1,220,16
(veék 13,5(:2,43)

Oproti kontrolnim hodnotam je vyznagavySen PEN pouze u skupiny s DM
2. Akumulace AGE v organismu a expozice ogidenu a karbonylovému stresu
spolu s glykaci hraje vyznamnou rofi pozvoji komplikaci diabetu. Ty jsou patrné
zejména u starSich paciérg DM2, u nichZ byl zaznamenan vyznamnyis&iPEN

oproti pacienim s DM1 a zdravym kontrolam.

Experiment in vivo - zviireci model osteoartrdzy
Dle schvéleného projektu poKusprobihal v ramci vySe uvedeného grantu

experimentin vivo na inbrednich laboratornich mySich kmene Blackenfgamice
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C57BI/6) s dispozici ke spontahse rozvijejici OA. Pokus byl navrzen nasledovn
krom¢ skupiny kontrolni, ¢itajici 10 laboratornich zkdt (stdi 1 mesic), byly
vytvoreny 3 skupiny mysi. Prvni skugirin = 20) byla podavana standardni dieta.
U téchto jedind byl v pribéhu pokusu &ekavan nejmarkandsi spontanni rozvoj
osteoartrotického procesu.

U 2. skupiny (n = 20), které byl v piti podavanpogeny vitamin C (150 mg/l),
byl otekavan pozitivni antioxidai inek kyseliny askorbové na inhibici posledni
faze Maillardovy reakce zodp&dné za produkci PEN a ostatnich AGEs.
Antioxidacni efekt vitaminu C by tak dle hypotézy mohl cht&tiukturu chrupavky
pied pisobenim Skodlivych volnych radiKalKromé antioxida&nich arady dalSich
pozitivnich vlastnosti vitaminu C jasto pidavan do nutraceutickyctipravka praw
pro jeho podporu syntézy kolagenu, elastinu, pgiyg@ni a kostni hmoty.

3. experimentalni skupirmysi (n = 10) byl do stravytigavan Boswellin. Toto
aditivum je¢istym rostlinnym extraktem s vysokym obsahem boewgth kyselin,
které inhibuji proz&tlivé enzymy, zabuguji odbouravani pojivovych tkani, patlgi
jejich proliferaci @i zarétu a zvysuji pohyblivost kloub Proto i zde fedpokladame
tlumeni spontannich artrotickych progessnizenou hladinu PEN oproti prvni skupin
se standardni dietou.

Oc¢ekavanym pinosem tohoto pokusu bylorigpét k objasgni mechanismu
tvorby pentosidinuin vivo pii progresi OA, porovnani akumulace PEN v séru
a jednotlivych tkanich laboratornich mysi a Zmétvlivu pisobeni vitaminu C jako
predstavitele antioxidaftci Boswellinu na inhibici kon&ného nevratného oxitiaiho
kroku Maillardovy reakce,ipniz vznik&d PEN, resp. ostatni AGEs.

Na Revmatologickém ustavu byl v séru a extraktedckaai stanoven PEN
(tab. 10) a obsah susSiny ve vzorku (tab. 9). fediAnLab Praha, s.r.o. byl zpracovan
odebrany kloubni materidl (preparace tkani, dell@dcie, hematoxilin-eosinové
barveni a fiprava mikroskopickychezi) a proveden histologicky rozbtezi.

Ve skupirgé zdravych mysi ve stal mésic (u nichZz nebyl ponech&as na
akumulaci PEN), byly odebrané tkaextrahovany a suseny pro z§ist podilu
susiny ve vzorcich (kloubni materiél 48,7 %; sr@6e5 %,; jatra 33,1 %; ledviny
28,3 %; slezina 23,8 %). Nasledbyly podrobeny kyselé hydrolyze a zpracovany
analogicky jako dIni tekutiny u lidi. Koncentrace PEN n&tfené HPLC u takto
mladych mysSi byly pod detékim limitem metody. U druhé&asti kloubniho
materidlu kontrolni skupiny mysi C57BL/6 byl prowesd histologicky
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a rentgenovy rozbor kolennich adenich kloulii. Nalez artrotickych procés
u této kontrolni skupiny zvat byl dle gedpokladu negativni.

V ramci zvieciho modelu OA u laboratornich mysi i u padietyla
zjistovana hladina PEN ¥lnich tekutinach a tkanich. Nejmarka&si rozdily
oproti kontrolnim vzorftm byly zjiS€ny u diabetu typu 2 a revmatoidni artritidy.
Zatimco se Boswellin ogdcil jako (€Cinny preparat, zabtajici akumulaci PEN
v pojivovych tkanich, v ipact vitaminu C hypotéza o inhibici glykoxidaich

reakci, vedoucich ke vzniku PEN v organismu, nepgirzena.

Tab. 9 Procentudlni zastoupeni suSiny v extrahovanychitkésiedovanych mysi
C57BL/6

Skupina koleno | kycel | jatra |ledviny | plice | srdce |slezina
Skupina 1 i )

- 44,92 45,64 30,86 20,63 20,73 23,22 20|27
(Boswellin)
Skupina2 |- gq 67 | 4339| 2995 2426 2325 2574 20[28
(Vitamin C)
Skupina 3
(bez 47,55 45,11 29,52 20,1% 17,88 24,29 23|23
medikace)

Tab. 10 Absolutni koncentrace PEN (nmol/l) v séru a v eixtneanych tkanich
sledovanych mysi C57BL/6

Skupina koleno | kyc¢el | jatra | ledviny | plice | srdce |slezina| sérum
Skupina 1

. 1,68 | 2,52 241 2,61 2,69 3,11 3,56 9,49
(Boswellin)
Skupina2 | .6 | 450 644 397| 10,47 478 | 407 | 1648
(Vitamin C)
Skupina 3
(bez 298 | 2,68/ 3,55 2,85 3,24 2,89 3,65 12,97
medikace)

Zatimco Boswellin se ogdcil jako G¢inny preparat, zabtajici akumulaci
PEN v pojivovych tkanich, v ffpad vitaminu C hypotéza o inhibici
glykoxidatnich reakci, vedoucich ke vzniku PEN v organisnaiyta potvrzena.

V extraktech z &kterych €lnich tkani laboratornich ztdt se jiz koncentrace
PEN pohybovaly na samé hranici stanovitelnostitqoje teba brat tato data jen jako
orient&ni, nicmér sérové hladiny jiz vypasdni hodnotu maji a potvrzuji i trendy

zaznamenané v tkanich laboratornich mysi.
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Za&wrem lze shrnout, Zze v ramci tohoto grantu potvrdii®LC stanoveni
pentosidinu Gast zastu, glykoxidace a &u na akumulaci kors@mych produki
pokrctilé glykace v &lnich tekutinach a tkanichtip diabetu a u zweciho modelu

artrozy. Vliv vitaminu C na inhibici vzniku PEN vivo nebyl prokazan.

5.4.2 Publikované vysledky vybranych klinickych praci

V kapitole 9 jsou shrnuty zéwy vybranych klinickych studii ve forin
publikovanych praci, v nichz jsem pro ziskani vg&le piimo vyuzil
analytickych metod, popsanych v této dizéniapraci. Studie zasiené na
revmaticka onemoe@mi pojiva jsou uvedeny vifiohach¢. 1, 2, 3, 5, 7 a 8.
Prilohy ¢. 4 a 6 dokumentuji uplagni mych mivodnich analytickych vysledk
u dalSich tyg metabolickych poruch.
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6. ZAVER

Predkladana prace vznikla primériz poteb mezioborové spoluprace mezi
lekari Revmatologického Ustavu v Praze a Experimenti@horatdi pro vyzkum
pojiva v ramciteSenifady vyzkumnych Ukal vyZadujicimi spolehlivd a citliva
analytickéd stanoveni vybranych klinicky vyznamnyatek. Vzhledem k nerutinnimu
vyzkumnému zarieni a Uzké specializaci této labotato celorepublikovému spadu
pacienti naSeho Ustavu pgatmetody vyvijené a aplikované na naSem pracovisti
v ¢eskych podminkdch mezi unikéatni a u ziskanych dgslenebylo tedy mozné
piimé mezilaboratorni srovnani. &l této skuté€nosti zajifovala naSe laborato
pozadovaneé specialni analytické vysledky i pro tostaistavy, vyzkumneé tymy
a zdravotnicka zézeni vCeské republice jako s&éist externi ¥decké spoluprace.
Proto byla znén& pozornost cilenvénovana i interni kalibraci, verifikaci a kontrole
stalosti hodnocenych Kibvych analytickych paramétr Kromé uvedené laborate
byla z divodi instrumentalnich moznostada néteni realizovana také na Kated
analytické chemie #rodowdeckeé fakulty UK v Praze. Stanovené cile dizaita
prace, popsané v kapitole 2, byly sjpig.

Z divodu nutnosti poznani seéasného stavu znalosti v oboru analyzy
pojivovych tkani a navrzeni novych vylepSenyeBeni a metodickychrigtupi byla
nejprve provedena podrobnd literarni reSerSe. \demte ke spravné interpretaci
experimentalnich datedavanych klinikm pro jejich @ely, bylo feba prostudovat
prace nejen z oblasti chemické analyzy, ale i Zikleo klinického vyzkumu. Proto
jsem v uvodnicasti této dizeréni prace shrnul chemicko-fyzikalni a biochemické
charakteristiky kolagenu a elastinu (zakladnichukgtrnich jednotek pojivovych
tkani) a sledovanych analyfez tvai piicné vazby, sujici tyto proteiny. Déle jsem
se zde wnoval princiim a mozZnostem jednotlivych analytickych sepafeh
metod, vyuZitelnych pro stanoveni vybranych arig{i2EN, PD, DPD, DES, IDES).

K ziskani vysledi, na nichZz je tato prace zaloZena, jsem pouzil jak
vysokoinnych metod kapalinové chromatografie (RP-HPLCC)Etak kapilarni
elektroforézy (v médu CZE a MEKC). Experimentaltést obsahuje iphled
nezbytnych chemikalii a instrumentace, popisuj@gtid/é kroky gedkEzné Upravy
raiznych tym vzorki véetné preanalytické faze. Dale popisujéigravu roztok,
mobilnich fazi a konkrétni experimentalni podmingguzitych vysoko&innych

separénich metod. Popsano je zde i statistické zpracavaméienych dat.
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Vysledkovacéast zahrnuje analytické a klinické aspekty stanbsdovanych
piicné-vazebnych elemeit pojivovych tkani. Jde fpdevSim o volbu vhodnych
podminek pi extrakci na pevné fazi a optimalizaci separacemiatografickych a
elektroforetickych metod, jejich kalibraci a vyskgdziskané zjisovanim zakladnich
validatnich parametr. Tato partie je dopbtma i ukazkami stanoveni sledovanych
latek u realnych vzoik pacient. Diskutovano je i metabolické pozadi, které se
podili na zvySeni koncentraci analyzovanych bioerdrk u riznych
patobiochemickych stav

Praci uzavira fehled pouzité literatury a seznam publikovanychledis:
autora. V pilohach jsou obsazeny vybrané publikace, na niadhZastor svymi
analytickymi vysledky spolupodilel a na které sextu odkazuje.

Hlavnim @inosem této prace je kr@énede dokumentovanych aplikovanych
dopad: pro oblast klinického vyzkumu zejména provedeikladné charakterizace
pouzitych sepagmich systéri pomoci v chromatografii standagdnuzivanych
analytickych parameir Ty mohou mit velky vyznam i pro dalSi analyticka
pracovisé, protoZze nabizi moznosttimého srovnanitznych metod a iistupi
a jejich no¥ navrzenych modifikaci. @ezitym vystupem mé experimentalni prace
je také hodnoceni a porovnanfegnosti, citlivosti, robustnosti a pouZzitelnosti
separaénich metod natuzné typy realnych biologickych vzatrk Tato verifikace,
popis vyEznosti a opakovatelnosti byla provedena iiady kroki uplatrenych i
zpracovani vzork predchazejicich HPLC stanoveni.

Vyznamnym pinosem analytickym, ale i klinickym je vypracovaniwieni
novych HPLC a CE metod pro separaci izaindegradanich produkli elastinu
(DES, IDES). No¥ navrzené metody, zaloZzené na systémech kapilkekiraforézy
(CZE, MEKC) pro separace DES a IDES izotnéyly optimalizovany a usigns
testovany na standardech. Z CE systémlo lepSich vysledk dosaZzeno pomoci
MEKC. Experimentélé vSak bylo zji&no, Ze pro praktické vyuziti kvantitativniho
zjiStovani obsahu DES a IDES poskytuje lepSi vysleBP HPLC. Pedevsim je
vSak vyhodna pro svoji univerzalnost, umojici aplikovat a optimalizovat HPLC
pro sodasné stanovenitignych vazeb elastinu i kolagenu, a to v ramci spaho
piedchoziho zpracovéani hydrolygékans pojiva a HPLC analyzyip simultdnnim
pouziti UV spektrofotometrického a fluoresériho detektoru. Po optimalizaci na
standardech jsem tuto metodu &8p owéfil i na realnych vzorcich lidské aortalni

tkarg. Tato skut&nost je vyznamnym ifnosem zejména pro Kklinické sledovani
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mechanickych vlastnosti elastickych tkani pojivaprn pri studiu vlivu ugitych
rizikovych metabolickych stav (kalcifikace tkani a starnuti), na tuhost a stupe
zesitni aortyci jinych mékkych orgari.

Univerzalnost pouzitiechto metod v nejizngjSich typech bioptického vzorku
znan¢ rozsfila potenciél zédkladniho vyzkumu v medigitNagiklad v revmatologii
nabidla moZnost objektivniho sledovani klinicky mgmnych latek, &¢astnicich se
metabolismu kosti, chrupavikyi synovialni tkad. Mnou navrzené a modifikované
analytické postupy a separa metody jsem ip zpracovavani této praceumzne
testoval a fi celkovém pdtu vice nez 6 000 provedenych analyzidw praxi jejich
pouzitelnost @ kvantitativni HPLC analyze na vzorcickkolika tisidi pacient.
Tyto metody umoznily [ékam zajiS€ni opakovatelného a citlivého kvantitativniho
stanoveni pozadovanych biomatker velkého mnoZstvi vzoiéktélnich tekutin a
tkani u dlouhodob sledovanych soubdrpacienti, a to v gijatelné kratké dob.
Zarover se mr vylepSenim tive pouzivanych postippoddilo minimalizovat
nezbytné mnozstvi obtigndostupného biologického materialu a snig#tsove
naroky. Na zakla#l provedené vnihi validace &chto HPLC metod byla zji&ba
vysoké citlivost, opakovatelnost a také jejich Wé&aobustnost. Proto jiz Ize tyto
metody vyuZivat v semirutinni laboratorni diagnoesta tato stanovenirgrstavuji
vyznamné roz&éni panelu zakladnich biochemickych vyset o tyto specialni
ukazatele, které mohou bytiiposem p zpresréni laboratorni diagnostiky
zavaznych patologickych staw uritych pripadech mohou hrét i roli prediktivnich
biomarketi fady onemocni, postihujici tka&é pojiva, a @i rozpoznani aktivity
patobiochemickych mechanisnak gispét k véasné a efektivni tb¢ paciend.

Korelace ¢i asociace analytickych vysledlks klinickymi nalezy v doke
definovanych a dlouhodétsledovanych souborech pacienprineslo iradu novych
otazek, které se stalygrnttemieSeni dalSich vyzkumnych projékd grant.

Vypracované a analyticky charakterizované laboratgostupy a zvolené
experimentalni Pstupy, popsaneé v této praci, maji obesmsi vyznam aigdstavuji
velky potencial zejména pro moznost zpracovady typi biologického materialu i
velkého mnozstvi vzoikv relativre kratké dol. Zde popsané analytické postupy a
jejich aplikace na reélné vzorky paciiérg moznosti spolehlivého kvantitativniho
vyhodnoceni stanovovanych biomarkemaji tedy swuj vyznam a opodstatni
v ramci specialni laboratorni diagnostiky a dosazeysledky jiz nalezly uplatmi

v Klinické praxi.
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