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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra analytické chemie

Kandidat: Bc. Zdenék Kepka

Skolitel: doc. RNDr. Lenka Kujovska Krémovd, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Problematika stanoveni neopterinu a kreatininu v moci
s vyuZitim vysokoucinné kapalinové chromatografie se zamérenim na klinickou praxi

Tato diplomova prace se zabyva problematikou stanoveni neopterinu
a kreatininu ve vzorcich moci metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie.
V teoretické ¢asti jsou shrnuty informace o stanovovanych latkach a moZnostech jejich
analyzy. Soucasti je také reSerSe metod publikovanych v odborné literature.
Dale je ve zkratce predstavena metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie véetné
typu stacionarnich fazi a chromatografickych principt vyuzitych v experimentalni ¢asti
prace.

V experimentalni ¢asti prace jsou ovérovany separacni vlastnosti Sesti
chromatografickych kolon pro stanoveni neopterinu a kreatininu v moci. Kolony byly
porovndvany na zakladé ndsledujicich parametrl: opakovatelnost ndstfiku, rozliseni,
symetrie pik(l a ucinnost kolony. U vybranych kolon bylo c¢aste¢né optimalizovano
sloZzeni mobilni faze. Ve vétsiné pripadd byl mobilni fazi fosfatovy pufr o koncentraci
c =15 mmol/l a pH 6,5. Detekce kreatininu byla provadéna detektorem s diodovym
polem pfi vinové délce 235 nm. Neopterin byl detekovan fluorescenénim detektorem
pfi excitacni vinové délce 353 nm a emisni vinové délce 438 nm. Jako nejvhodnéjsi byla
vybrana chromatografickd kolona YMC Triart C-18, 150 x 4,6 mm, 3 um. Tato kolona
dosahla uspokojivych vysledkl v nejvice hodnocenych parametrech.



ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical Chemistry

Candidate: Bc. Zdenék Kepka

Supervisor: Assoc. Prof. RNDr. Lenka Kujovska Krémova, Ph.D.

Title of the diploma thesis: Difficulty of urinary neopterin and creatinine
determination using high-performance liquid chromatography with focus on clinical
practice

This diploma thesis deals with the determination of neopterin and creatinine
in urine samples by high performance liquid chromatography. The theoretical part
summarizes information about the substances and their analysis. It also includes
a review of methods published in the literature. The method of high-performance liquid
chromatography including types of stationary phases and chromatographic principles
used in the experimental part of this work is briefly introduced.

The separation properties of six chromatographic columns for the determination
of neopterin and creatinine in urine were verified in the experimental part of the thesis.
Columns were compared by the following parameters: repeatability, resolution, peak
symmetry, and column efficiency. The composition of the mobile phase was optimized
for selected columns. The mobile phase was a phosphate buffer with a concentration
of 15 mmol/l and pH 6.5 in most cases. Creatinine detection was performed
by a Photodiode Array Detector at 235 nm. Neopterin was detected by a Fluorescent
Detector at an excitation wavelength of 353 nm and an emission wavelength of 438 nm.
The most suitable was a YMC Triart C-18, 150 x 4.6 mm, 3 um chromatographic column.
This column achieved satisfactory results in the most evaluated parameters.
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POUZITE ZKRATKY

Faktor symetrie

Enzymoimunoanalyza (Enzyme-linked immuno sorbent assay)
lonizace elektrosprejem (Electrospray ionization)
Fluorescencni detektor (Fluorescence detector)

United States Food and Drug Administration
Guanosintrifosfat

Guanosintrifosfat cyklohydrolaza |

Vyskovy ekvivalent teoretického patra (Height equivalent to
a theoretical plate)

Hydrofilni interakéni chromatografie (Hydrophilic interaction
chromatography)

Virus lidské imunitni nedostatecnosti (Human immunodeficiency virus)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (High performance liquid
chromatography)

Hmotnostni spektrometr (Mass spectrometer)
Pocet teoretickych pater
Nikotinamidadenindinukleotid

Normdlni faze (Normal phase)

Detektor s diodovym polem (Photodiod-array detector)
Povrchové porézni ¢astice (Porous shell particles)
Radioimunoanalyza (Radioimmunoassay)
Reverzni faze (Reversed phase)

Rozliseni

Relativni smérodatna odchylka

Retencni cas

Ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie (Ultra-high performance
liquid chromatography)

Ustav klinické biochemie a diagnostiky Fakultni nemocnice v Hradci
Kralové

Ultrafialovy (Ultraviolet)



1. UVOD

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je jednou z metod, kterd je velmi
Casto vyuZivana analytickymi laboratofemi. Velky vyznam ma jak v klinickych
laboratotich, kde je wvyuzivdna pro rutinni diagnostiku nékterych analytd,
tak i v laboratofich védeckych a vyzkumnych. Mezi hlavni vyhody HPLC patfi jeji vysoka
separacni ucinnost, ale také univerzdlnost. Pomoci HPLC je moZné separovat a nasledné
stanovit Sirokou $kdalu analyt( v nejrliznéjsich matricich.

HPLC byla vybréna pracovniky Vyzkumné laboratofe Ustavu klinické biochemie
a diagnostiky Fakultni nemocnice v Hradci Krdlové jako vhodna pro vyvoj metody
na soucasné stanoveni neopterinu a kreatininu v moci. Metoda byla vytvorena,
validovédna a nékolik let provadéna za vyuziti HPLC kolony Gemini Cig, 150 x 3,0 mm,
5 um. Po dlouhodobém vypadku ve vyrobé a ndsledném zakoupeni nové Sarze kolony
vroce 2018, doslo k vyraznému zhorseni jejich separacnich vlastnosti. | po reklamaci
a testovani kolony z jiné 3arie se nepodafilo dosahnout plvodnich separacnich
vlastnosti, tim vznikl dlivod pro zadani této diplomové prace.



2. CILPRACE

Cilem této prace bylo doporucit chromatografickou kolonu, ktera bude schopna
spolehlivé zajistit stanoveni neopterinu a kreatininu v moci pro klinickou praxi. BEhem
vypracovani prace bylo vyzkouseno Sest rliznych analytickych kolon. Analyza byla
provadéna nejen s vyuzitim standard( stanovovanych latek ale i redinych vzorkd moci.
Tim byl ovéren vliv biologické matrice a v ni obsazenych balastnich latek na pribéh
analyzy. Vhodna kolona byla vybrana na zakladé provedeného méreni a porovnanim
parametr( testu vhodnosti chromatografického systému.
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3. TEORETICKA CAST
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3.1 Neopterin

Byl objeven Remboldem a Buschmannem roku 1963 v larvach vcelich délnic.
Po ¢tyrech letech od jeho objevu byl izolovan z lidské moci. DalSim zkoumdanim bylo
zjisténo, Ze zvySené hladiny se nachazeji u pacientll s malignim onemocnénim
a u pacientd svirovou infekci. Predpokladalo se, Ze zvySend hladina ma souvislost
s imunitni odpovédi pacientli namifenou proti nadorovym, nebo virem infikovanym
burikam. V roce 1984 bylo prokazano, Ze lidské makrofagy in vitro produkuji neopterin,
pokud jsou stimulovany interferonem y. Od této doby vyzkumy provadéné in vivo
iinvitro prokdzaly, Ze syntéza neopterinu je Uzce spojena s aktivaci bunécného
imunitniho systému [1].

Systematicky nazev je 2-amino-6-[(1S,2R)-1,2,3-trihydroxypropyl]-1H-pteridin-4-
on. Jeho struktura vychazi z pteridinu (pyrazino-[2,3-d]-pyrimidinu). Vzorec je zobrazen
na obrazku cislo 1. Molekulovd hmotnost je 253,22 g/mol. Je fotosenzitivni, na svétle
dochazi k rozkladu na derivaty pteridinu. Vyskytuje se ve formé dvou izomer( D- a L-.
D-neopterin je znakem aktivace bunééného imunitniho systému. M3 tfi oxidacni formy,
redukovany tetrahydroneopterin, ¢astecné oxidovany dihydroneopterin, nebo zcela
oxidovany neopterin. Pouze zcela oxidovany neopterin je schopny fluorescence [2].

_N 0
HY ™ H =y, H
0

Obrazek 1: Vzorec neopterinu [2]

Neopterin je tvofen makrofagy a dendritickymi burikami po jejich stimulaci
interferonem vy ale i dalSimi produkty aktivovanych T lymfocytll. Syntéza neopterinu
jeuvedena na obrazku ¢cislo 2. Jejim prvnim krokem je hydrolytické Stépeni
guanosintrifosfatu (GTP) na 7,8-dihydroneopterintrifosfat, tato reakce je katalyzovana
enzymem GTP-cyklohydroldza | (GTP-CH). Fosfaty jsou poté z molekuly, odstranény
pUsobenim nespecifickych fosfataz. Vznikly 7,8-dihydroneopterin je oxidaci
preménovan na neopterin. 7,8-dihydroneopterintrifosfat je také prekurzorem
pro tvorbu tetrahydrobiopterinu, biopterinu a dalSich pteridin(i. Prozanétlivé cytokiny
stimuluji tvorbu neopterinu zvySenou syntézou GTP-CH [3].
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Méreni koncentrace neopterinu v moci, krvi a mozkomiSnim moku poskytuje
informaci o aktivaci imunitni reakce odvozené od T-pomocnych lymfocytl. Vysoké
hladiny jsou také spojeny se zvySenou produkci reaktivnich forem kysliku, diky tomu
je mozné neopterin povazovat za indikator oxida¢niho stresu vznikajiciho v disledku
aktivace imunity [4].

Ke zvySeni koncentrace neopterinu v télnich tekutindch dochazi pfi bakterialnich
a virovych infekcich (v€etné HIV). Akutni faze virovych infekci je doprovazena jeho
vysokymi hladinami. Akutni faze bakteridlnich infekci je spojena s nizkymi hladinami,
ale pfi prechodu do chronicity se koncentrace zvySuji. ZvySend koncentrace
ma souvislost s dalSimi zdnétlivymi onemocnénimi, autoimunitnimi chorobami
a neurodegenerativnimi chorobami. ZvySené koncentrace v krvi byly popsany také
ve vy$Sim véku a pravdépodobné souviseji s chronickymi poruchami vznikajicimi
pfi starnuti, véetné metabolického syndromu a kardiovaskuldrnich chorob [3][4].

Méreni koncentrace neopterinu v télnich tekutinach je v klinické praxi vyuzivano
zejména ke vcasné diagnostice infekci, predevsim virové etiologie. Vysetfeni je také
pouzivano k monitorovani pribéhu terapie HIV pozitivnich pacientl nebo pacientd
podstupujicich imunomodulacni terapii. VySetreni je mozné vyuzit i v dalSich oblastech
mediciny napftiklad v gastroenterologii, revmatologii, onkologii, transfuziologii nebo
pfi transplantacich [3].

Vyrobci komercnich souprav pro stanoveni neopterinu stale doporucuji vyuzivat
normalni hodnoty, které vroce 1992 publikoval Wachter. Soucasti doporuceni
je ale také informace, Ze je vhodné, aby si kazda laboratof tyto hodnoty ovéfila
a pripadné upravila. Normalni hodnoty v séru jsou vedeny v tabulce ¢islo 1 a v moci
v tabulce ¢islo 2 [1][5].

Tabulka 1: Normdlni hodnoty neopterinu v séru [1]

. ) stfedni hodnota horni hranice normalnich
vék [roky] pohlavi
[nmol/I] hodnot [nmol/I]
0-18 muzi, Zzeny 267 432
18-75 muzi, Zzeny 226 405
>75 muzi, Zzeny 181 374

14



Tabulka 2: Normadlni hodnoty neopterinu v moci [1]

Y horni hranice normalnich
. , stfedni hodnota
vék [roky] pohlavi o hodnot [umol/mol
[umol/mol kreatininu] o
kreatininu]

1-4 muzi, Zzeny 267 432
4-7 muzi, Zeny 226 405
7-12 muzi, Zzeny 181 374
12-15 muzi, Zzeny 171 343
15-18 muzi, Zzeny 144 320
muZi 123 195

18 -25
Zeny 128 208
muzi 101 182

26-35
Zeny 124 209
muzi 109 176

36 -45
Zeny 140 239
Muzi 105 197

46 - 55
zeny 147 229
Mmuzi 119 218

56 — 65
zeny 156 249
Mmuzi 133 229

> 65

Zeny 151 251

3.1.1 Metody stanoveni neopterinu

Prvni metodou, kterou bylo provadéno stanoveni neopterinu v moci je HPLC,
poté byla tato metoda upravena i pro stanoveni neopterinu v séru. Nasledné byly
publikovany metody zalozené na imunologickém principu, nejprve to byla metoda
na principu radioimunoalanyzy (RIA), poté i metoda enzymoimunoanalyticka (ELISA).
Korelace vysledkd ziskanych HPLC i imunologickymi metodami je velmi dobra.
Imunologické techniky jsou ¢astéji pouzivany pro rutinni stanoveni vétsich sérii vzorkd,

ale HPLC je povazovana za referen¢ni metodu [6][7].

3.1.1.1 HPLC

Prehled publikovanych HPLC metod stanoveni neopterinu je uveden v tabulce

cislo 3.
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Tabulka 3: Prehled publikovanych HPLC metod stanoveni neopterinu

latka material stacionarni faze | teplota mobilni faze prutok | detektor citace
neopterin, biopterin, | moc ZIC-HILIC neuvedeno | - 7 mmol/l mravencan 0,3 hmotnostni spektrometr
pterin a dalsi (celkem (100 x 2,1 mm, amonny pH 6,5 ml/min | (ionizace ESI) (8]
12 pteridin() 3,5 um) - acetonitril
- gradientova eluce
neopterin, biopterin, | moc¢ Luna phenyl- 40 °C - 0,025% kys. mravencive | 0,45 hmotnostni spektrometr
pterin a dalsi (celkem hexyl vodé s 1 % acetonitrilu ml/min | (ionizace ESI) [9]
15 pteridin) (150 x 3,0 mm, - methanol
3,0 um) - gradientova eluce
neopterin, kynurenin, | plodova Chromolith 40 °C - 15 mmol/I fosfatovy 3 fluorescenéni
tryptofan voda, HighResolution pufr pH=3 ml/min | neopterin:
maligni RP-18e - acetonitril Aex =353 nm
vypotek, (100 x 4,6 mm) - gradientova eluce Aemis = 438 nm
exsudat tryptofan: [10]
zran Aex =254 nm
Aemis = 404 nm
spekrofotometricky
(PDA) kynurenin:
A=230nm
neopterin, biopterin, sérum Poroshell 120 22 °C - 2 mmol/l mravencan 0,4 fluorescencni
pterin a dalsi (celkem (150 x 3,0 mm, amonny pH=7,1 ml/min | Aex =272 nm [11]
9 pteridind) 2,7 um) Aemis = 410 nm, 445 nm,
465 nm
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Tabulka 3: Piehled publikovanych HPLC metod stanoveni neopterinu — pokracovani

latka material | stacionarni faze teplota mobilni faze prutok detektor citace
neopterin, biopterin, | moc BEH Amide 30°C - 50 mmol/l octan amonny 0,4 fluorescencni
dihydroneopterin, (100 x 2,1 mm, pH=6,8 ml/min Aex =353 nm 12]
dihydrobiopterin 1,7 um) - acetonitril Aemis =438 nm
- 15:85

neopterin, biopterin, | mozko- | Atlantis dCis 30°C - 0,05 mmol/I citratovy pufr 0,6 fluorescencni
dihydrobiopterin misni (150 x 4,6 mm, pH=7,4 ml/min Aex =350 nm (13]
dihydroneopterin, mok 3 um) - methanol Aemis = 450 nm
tetrahydrobiopterin -97:3
neopterin, biopterin, | mo¢ LiChrospher Cs 60 neuvedeno | - 10 mmol/I fosfatovy pufrpH=7 | 0,5 fluorescencni
pterin a dalsi (celkem RP select B - methanol ml/min Aex =280 nm (14]
8 pteridina) (250 x 4,0 mm, - 95:5 Aemis = 444 nm

5 um)
neopterin, biopterin, | mo¢ Luna phenyl-hexyl 25°C - 0,1% kys. mravenci 0,3 hmotnostni
pterin a dalsi (celkem (150 x 3,0 mm, - 0,2% kys. mravenci ml/min spektrometr (15]
8 pteridina), 3 um) v acetonitrilu (ionizace ESI)
kreatinin - gradientova eluce
neopterin, biopterin, | moc¢ Zorbax Eclipse XDB- | 22 °C -voda s 0,1% kys. mravenci 0,6 hmotnostni
pterin a dalsi (celkem Cis a 2 % acetonitrilu ml/min spektrometr
10 pteridin() (250 x 4,6 mm, - 0,1% kys. mravenci (ionizace ESI) [16]

5 um)

v acetonitrilu
- gradientova eluce
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Tabulka 3: Piehled publikovanych HPLC metod stanoveni neopterinu — pokracovani

latka material | stacionarni faze | teplota mobilni faze prutok detektor citace
neopterin, moc Zorbax Eclipse 23°C - 15 mmol/I Tris-HCl pufr | 1 ml/min fluorescencni
biopterin, pterin XDB-Cis pH=6,1 Aex =272 nm
a dalsi (celkem (250 x 4,6 mm, - 15 mmol/I Tris-HCI pufr Aemis = 410 nm, 445 nm, [17]
11 pteridin() 5 um) pH=6,4 465 nm
- gradientova eluce
neopterin, mo¢ LUNA amino neuvedena | - 0,1% kys. mravenci 0,4 ml/min hmotnostni spektrometr
isoxanthopterin, (150 x 2,0 mm, v acetonitrilu (ionizace ESI)
biopterin, pterin 3 um) - 0,1% kys. mravenci a (18]
10 mmol/l mravenéanu
amonného ve vodé
- 85:15

neopterin, sérum spojené kolony | laboratorni | -+ 15 mmol/I fosfatovy 1 ml/min spektrofotometricky (PDA)
kynurenin, Chromolith teplota pufr pH=4,51 (0-3,1 min), kynurenin, kreatinin:
tryptophan, RP-18e 2,3 ml/min A =230 nm
kreatinin (50 x 4,6 mm, (3,1-8,2 min) | fluorescencni neopterin: [19]

100 x 3,0 mm) Aex = 353 nm, Aemis = 458 nm

s predkolonou tryptofan:

(10x 4,6 mm) Aex = 254 nm, Aemis = 404 nm
neopterin, mo¢ Zorbax Eclipse 25°C - 10 mmol/I citratovy pufr | 1 ml/min fluorescencni
biopterin, pterin XDB-Cis pH=5,44 Aex =272 nm, Aemis = 445 nm (20]
a dalsi (celkem (250 x 4,6 mm, - acetonitril
5 pteridin) 5 um) - 94,5:5,5
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Z informaci uvedenych v tabulce ¢islo 3 vyplyvd, Ze neopterin je pomérné ¢asto
stanovovan HPLC vyuzivajici reverzni faze (nejcastéji Cis), jako mobilni faze je u téchto
metod pouZivan fosfatovy nebo citratovy pufr. Byly ale také publikovany prace
vyuZivajici stacionarni faze fenyl-hexylové nebo HILIC. K detekci je vétsSiné pripadl
vyuzivan fluorescencni detektor.

3.1.1.2 Imunologické metody

Principem vSech imunologickych metod je specifickd reakce antigenu a protilatky.
Jedna ze soucasti této reakce je znalena, v pfipadé metody ELISA pomoci enzymu,
v pfipadé RIA metody radioaktivnim izotopem. V dnesni dobé je na trhu pomérné velké
mnozstvi komercné vyrabénych souprav pro ELISA stanoveni neopterinu. RIA metody
jsou postupné vytlacovany ELISA metodami, a to predevsim diky rizikim, kterd jsou
spojena s manipulaci s radioaktivnim materialem.

V tabulce Cislo 4 je uveden prehled nékolika komeréné dostupnych sad pro ELISA
stanoveni neopterinu. Ve vSech pfipadech je ke stanoveni vyuZita kompetitivni ELISA.
Tato metoda je zaloZena na konkurenci mezi neznatenym neopterinem (ze vzorku)
a neopterinem znacenym enzymem (ve vétSiné pripad( peroxiddzou). Znaceny
a neznaceny neopterin soutézi o vazebnda mista na protilatce, kterd je navdzana uvnitf
jamek mikrotitracni desticky. Nenavazany neopterin je odstranén promytim. Intenzita
zabarveni, vznikla po pridani substratu (nejcastéji tetramethylbenzidinu) je nepfimo
Umérnd mnoistvi neopterinu ve vzorku. U dvou souprav je tato metoda mirné
modifikovana, neopterin je znaceny biotinem a enzym je vazany na avidin [21].

Na trhu je dostupnd pouze jedna RIA souprava pro stanoveni neopterinu
od vyrobce B-R-A-H-M-S (Hennigsdorf, Némecko). Princip metody je podobny jako
u kompetitivni ELISA, dochdzi ke kompetici neznaCeného neopterinu a neopterinu
znaleného radioaktivnim izotopem jédu 2’| o vazebna mista na protilatce. Po pFidani
promyvaciho roztoku, centrifugaci a odstranéni supernatantu je mérena radioaktivita
sedimentu, ta je neptfimo Umérnd mnozstvi neopterinu ve vzorku. Vyrobce uvadi citlivost
této soupravy 0,8 nmol/l a kalibraéni rozmezi 3 — 729 nmol/I [22].
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Tabulka 4: Prehled komercné dostupnych souprav pro stanoveni neopterinu ELISA metodou

nazev . L. kalibraéni mez ]
vyrobce material princip enzym substrat detekce j citace
soupravy rozmezi detekce
Neopterin | B-R-A-H-M-S sérum, plazma, mo¢ | kompet. | alkalicka 4-nitro- spektrofoto- | 2—-250 2
EIA (Hennigsdorf, ELISA fosfataza fenylfosfat metricka pfi | nmol/I nmol/I [21]
Némecko) 405 nm
Neopterin | IBL International | sérum, plazma, mo¢ | kompet. | peroxidaza | tetramethyl- | spektrofoto- | 1,35-111 0,7
ELISA (Hamburk, ELISA benzidin metricka pfi | nmol/I nmol/I [5]
Némecko) 450 nm
Neopterin | Aviva Systems sérum, plazma, kompet. | peroxidaza | tetramethyl- | spektrofoto- | 0,62 —-40 0,4
ELISA Kit Biology homogenizovana ELISA vazana na | benzidin metricka pfi | nmol/I nmol/I
(Human) (San Diego, tkan a dalsi avidin 450 nm (23]
USA) biologické tekutiny (neopterin
je znaéen
biotinem)
Neopterin | Demeditec sérum, plazma, mo¢ | kompet. | peroxiddza | tetramethyl- | spektrofoto- | 1,35-111 0,7
ELISA Diagnostics ELISA benzidin metricka pfi | nmol/I nmol/I [24]
(Kiel, Némecko) 450 nm
Human BT LAB sérum, plazma, kompet. | peroxidaza | tetramethyl- | spektrofoto- | 0,1—-38 0,061
Neopterin | (Sanghaj, Cina) homogenizovana ELISA vazanana | benzidin metricka pfi | nmol/I nmol/I
ELISA Kit tkan a dalsi avidin 450 nm (25]
biologické tekutiny (neopterin
je znacen
biotinem)
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3.2 Kreatinin

Systematicky ndzev je  2-amino-1,5-dihydro-1-methyl-4H-imidazol-4-on.
Molekulovd hmotnost je 113,12 g/mol. Strukturou jde o cyklicky imid kreatinu (kyseliny
N-methylguanidinoctové). Vzorec kreatininu je zobrazen na obrdazku cislo 3 [26].

0

Obrazek 3: Vzorec kreatininu [26]

Kreatinin vznikd ve svalech neenzymovou dehydrataci a spontanni cyklizaci
z kreatinu. Kreatin vznika odstépenim fosfatu z kreatinfosfatu, ktery slouzi jako zdroj
energie pro kontrakci svalu. Vznik kreatininu je zndzornén na obrdazku &islo 4. Kreatinin
nemuze byt znovu fosforylovan, prechazi ze svalu do krve a nasledné je z organismu
vylouéen [27].

Kreatinin je z lidského téla vyluéovan ledvinami pfedevsim glomerularni filtraci,
v mensi mite také tubuldrni sekreci. Clearance inulinu, cozZ je latka exogenniho plvodu
vylu¢ovana pouze glomerularni filtraci, je 0 5— 10 % nizSi nez clearance kreatininu, diky
tomu lze alespol odhadem urcit miru tubuldrni sekrece kreatininu. PFi zvySeni
koncentrace v krvi dochdzi k vyluéovani i dalSimi cestami, ve vétsi mife
se uplatiiuje tubularni sekrece a také vyluéovani do lumen streva. [27].

Normalni hodnoty v krvi stanovené Ustavem klinické biochemie a diagnostiky
Fakultni nemocnice v Hradci Kralové (UKBD FN HK) jsou u muzd stardich 15 let
59 — 104 umol/l a u Zen starsich 15 let 45 — 84 umol/l. Normalni hodnoty v moci jsou
u muzld 9 — 19 mmol/den a u Zen 6 — 13 mmol/den. Stanoveni ve sbirané moci ma diky
zméndam ve vylucovani kreatininu béhem dne lepsi vypovédni hodnotu [28].

Zvysené hodnoty v krvi mohou byt zplsobeny poskozenim svall (polytraumata,
operace), ledvin, krevniho obéhu. Hladina v krvi zavisi také na mnozstvi svalové hmoty,
nizsi hodnoty maji déti, starsi osoby, osoby s atrofii svalstva a dlouhodobé imobilizovani
pacienti. Hladina v krvi klesa pfi zvySeni glomeruldrni filtrace, k tomu dochazi fyziologicky
pfi téhotenstvi, nebo podavanim nékterych léciv [29].
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Obrazek 4: Vznik kreatininu

3.2.1 Metody stanoveni kreatininu

Kreatinin je v moci i séru v klinickych laboratofich stanovovan chemickymi
metodami (Jaffého reakce), nebo metodami enzymatickymi. Jaffého reakce je vhodna
predevsim pro stanoveni v moci, pripadné pro nizsi koncentrace v krvi a neni pfilis
vhodna pro pediatrické vzorky. Pti spInéni téchto predpoklad( a korekci interferujicich
latek ma Jaffého reakce srovnatelnou presnost s metodami enzymatickymi. Vyhodou
enzymatickych metod je potfeba mensiho objemu vzorku a mensi nachylnost
k interferencim, jejich nevyhodou je ale vyssi ekonomickd ndrocnost nez u Jaffého
reakce. DalSi mozZnosti stanoveni jsou metody vyuZivajici HPLC, k detekci je mozné vyuzit
UV detektor, nebo hmotnostni spektrometr (MS). HPLC metody maji vysokou specifitu
i pfesnost, metoda HPLC-MS slouZi jako referenéni [30][31][32].
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3.2.1.1 Jaffého reakce

Princip Jaffého reakce je zndm jiz od roku 1886. Dnes vyuZivané postupy jsou
zaloZzeny na raznych modifikacich plvodni Jaffého metody. Jako Jaffého reakce
je nazyvdna reakce kreatininu a kyseliny pikrové (trinitrobenzoové) probihajici
v alkalickém prostfedi. BEhem reakce vznika barevny produkt, intenzita jeho zbarveni
je pfimo Uumérna koncentraci kreatininu ve vzorku. Princip Jaffého reakce je uveden
na obrazku ¢islo 5 [30].

CH, £ NO, _
HEC—hl»J‘ O NO, XDS |
| C=n o+ —= 0 Nf+ 0—C—N\___
O=C—NH gad Ui Se=N—H
NO, NO, (|;|.|3
kreatinin kyselina pikrova jedna z moZnych struktur

vznikajiciho komplexu
Obrazek 5: Jaffého reakce [30]

Nevyhodou Jaffého reakce je jeji nizkd specifita, interferovat mohou latky
endogenniho i exogenniho plvodu. FaleSné zvysené hodnoty zpUsobuji napftiklad
ketolatky, glukdza, mocovina, bilkoviny a kyselina askorbova, falesné snizené hodnoty
zpUsobuji bilirubin a hemoglobin. Snizit vliv interferujicich latek je moziné naptiklad
absorpci kreatininu na sorbent (napfiklad kifemicitan hlinity). Interferenci bilirubinu
Ize odstranit pridavkem hexakyanoZelezitanu draselného, ktery zpUsobi oxidaci
bilirubinu na biliverdin [30].

V tabulce &islo 5 je uveden prehled vybranych komeréné dostupnych souprav
pro stanoveni kreatininu Jaffého metodou. Z informaci uvedenych v tabulce vyplyva,
Zze je mozné Jaffého metodou stanovit kreatinin v moci, plazmé, séru i jinych
biologickych tekutinach. Detekce probiha spektrofotometricky pfi vinové délce 490 nm
nebo 510 nm.
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Tabulka 5: Prehled komercné dostupnych souprav pro stanoveni kreatininu Jaffého metodou

nazev soupravy | vyrobce material detekce kalibracni rozmezi | mez detekce | citace
Invitrogen Thermo Fisher mo¢ spektrofotometricka | 26,5 - 1768 umol/l | 1,7 umol/I
Creatinine Scientific pfi 490 nm

. [33]
Urinary (Vantaa, Finsko)
Detection Kit
Creatinine R&D Systems moc spektrofotometricka | 26,5 - 1768 umol/l | 6,2 umol/I
Parameter (Minneapolis, USA) pfi 490 nm [34]
Assay Kit
Creatinine Abcam mo¢ spektrofotometrickd | 27,4 - 1768 umol/l | 3,7 umol/I
Assay Kit (Cambridge, pfi 490 nm [35]
(Colorimetric) Velka Britanie)
QuantiChrom BioAssay Systems sérum, plazma, | spektrofotometricka | 8,8 — 26520 umol/I | 8,8 umol/I
Creatinine (Hayward, USA) moc¢ a dalsi pfi 510 nm [36]
Assay Kit biologické

tekutiny

DetectX Serum | Arbor Assays sérum, plazma spektrofotometricka | 66,3 —334,2 umol/l | 7,2 umol/I 37]

Creatinine Kit

(Ann Arbor, USA)

pfi 490 nm
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3.2.1.2 Enzymatické metody

V tabulce &islo 6 je uveden prehled vybranych komeréné dostupnych souprav
pro enzymatické stanoveni kreatininu. Z informaci uvedenych v tabulce vyplyva,
Ze vSechny komercné dodavané soupravy vyuZivaji ke stanoveni nasledujici princip:
kreatinin je nejprve pomoci enzymu kreatinindzy pfeménén na kreatin. Vznikly kreatin
je pfi reakci katalyzované enzymem kreatinazou rozlozen na mocovinu a sarkosin.
Sarkosin je v dalsi reakci, katalyzovanou enzymem sarkosinoxiddzou, preménén
na glycin, formaldehyd a peroxid vodiku. Vznikajici peroxid vodiku v pfitomnosti enzymu
peroxiddzy oxiduje substrat za vzniku barviva. Intenzita zbarveni je pfimo Umérna
koncentraci kreatininu ve vzorku. Detekce probiha spektrofotometricky pfi vinové délce
515 — 570 nm, u tfi souprav je mozina i fluorescencni detekce. Princip stanoveni
je uveden na obrazku Cislo 6. Nevyhodou této metody je ovlivnéni vysledku kreatinem
nebo sarkosinem pfitomnym ve vzorku. Vliv téchto latek je mozné odstranit mérenim
proti slepému roztoku (blanku) [38][39].

o kreatininiza .
kreatinin + H;O —— kreatin

. kreatinaza . L.
kreatin + HO ——— sarkosin + mo¢ovina

. sarkosinoxidaza .
sarkosin + H,O + Oy ———— glycin + formaldehyd + H,0,

. peroxidaza )
H;0; + substrat ————— barevny produkt + H,O

Obrazek 6: Enzymatické stanoveni kreatininu pomoci kreatinindzy

V literature je také uvedeno stanoveni pomoci enzymu kreatininiminohydrolaza,
tento enzym katalyzuje hydrolyzu kreatininu na amoniak a N-methylhydantoin. Vznikly
amoniak je prokdzan reakci s 2-oxoglutardtem a NADH za vniku glutamatu a NAD",
reakce je katalyzovdna glutamatdehydrogenazou. Pfi reakci dochazi k poklesu
absorbance mérené pfi vinové délce 340 nm, pokles absorbance je pfimo Umérny
koncentraci kreatininu ve vzorku. Princip reakce je uveden na obrazku ¢Cislo 7.
Tato reakce ale neni v komeréné dostupnych soupravach vyuzita [30].

L kreatininiminohydrolaza . .
kreatinin + H,O » N-methyldantonin + amoniak

glutamatdehydrogenaza

amoniak + 2-oxoglutarat + NADH glutamat + NAD™ + H,O

Obrdzek 7: Enzymatické stanoveni kreatininu pomoci kreatininiminohydroldzy
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Tabulka 6: Prehled komercné dostupnych souprav pro stanoveni kreatininu enzymatickou metodou

nazev mez
vyrobce material enzym detekce kalibracni rozmezi citace
soupravy detekce
Creatinine Sigma-Aldrich | sérum, plazma, kreatinindza, | spektrofotometricka pfi neuvedeno neuvedeno
Assay Kit (St. Louis, USA) | homogenizovana kreatinaza 570 nm [39]
tkan a dalsi fluorescencni Aex = 535 nm
biologické tekutiny Aemis = 587 nm
Creatinine Crystal Chem sérum, moc¢ kreatinindza, | spektrofotometricka pfi sérum: 13,3 umol/I
Assay Kit (Elk Grove kreatinaza 550 nm 13,3 -1193,4 umol/I (40]
(Enzymatic) Village, USA) moc:
13,3 -12464,4 pumol/I
Creatinine Abcam sérum, plazma, kreatinindza, | spektrofotometricka pfi neuvedeno neuvedeno
Assay kit (Cambridge, moc, mozkomi$ni kreatinaza 570 nm (41]
(Colorimetric/ | Velka Britanie) | mok a dalsi fluorescenéni Aex = 535 nm
Fluorometric) biologické tekutiny Aemis = 587 nm
Creatinine Elabscience sérum, plazma kreatinindza, | spektrofotometricka pfi 27,3 - 800 umol/I 3,8 umol/I
Colorimetric (Wuhan, Cina) kreatinaza 515 nm [42]
Assay Kit
Creatinine LifeSpan sérum, plazma, kreatinindza, | spektrofotometricka pfi neuvedeno neuvedeno
Assay Kit BioSciences mo¢, mozkomisni kreatinaza 570 nm (43]

(Colorimetric/
Fluorometric)

(Seattle, USA)

mok a dalsi
biologické tekutiny

fluorescencni Aex = 538 nm
)\emis = 587 nm




3.2.1.3 HPLC

V tabulce ¢islo 7 je uveden prehled publikovanych metod pro HPLC stanoveni
kreatininu. Z informaci uvedenych v této tabulce vyplyvd, Ze kreatinin je nejcastéji
stanovovan na reverznich fazich. Stanoveni mize byt provadéno pti teploté 25 °C,
ale i vyssi, byly publikovany metody, kde separace probihd pfi 40 °C. Detekce
je provadéna nejcastéji hmotnostnim spektrometrem s ionizaci elektrosprejem (ESI),
nebo spektrofotometricka s vyuzitim vinovych délek v rozmezi 225 — 240 nm.
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Tabulka 7: Prehled publikovanych HPLC metod stanoveni kreatininu

latka materidl | stacionarni faze | teplota mobilni faze prutok | detektor citace
kreatinin, sérum Gemini Cs-Phenyl | neuvedeno | - 0,1% roztok kys. mravendi ve vodé | 0,3 hmotnostni spektrometr
kreatin (150 x 4,6 mm, - methanol ml/min | (ionizace ESI) [44]

5 um) - gradientova eluce
kreatinin, mo¢ Kinetex PFP 25°C - 15 mmol/l mravenéan amonny 0,5 spektrofotometricky
retinol (100 x 3,0 mm, pH=3,0 ml/min | A =235 nm

1,7 um) - 5 mmol/l kys. mraven¢i v 90% hmotnosti spektrometr [45]

acetonitrilu (pro retinol, ionizace ESI)
- 28:72

kreatinin, plazma | Hypersil Gold C1g | 35 °C - 2 mmol/l octan amonny pH = 10 0,3 hmotnostni spektrometr
kreatin, (150x 2,1 mm, - methanol ml/min | (ionizace ESI) [46]
fosfokreatin 5 um) - gradientova eluce
kreatinin a 10 moc ACE Excel 2 AQ 40 °C - 0,01% kys. mravenci 0,3 spektrofotometricky
purind (adenin, (150 x 2,1 mm, - acetonitril ml/min | A =240 nm (47]
guanin, kys. 2 um) - gradientova eluce hmotnostni spektrometr
mocova a dalsi) (ionizace ESI)
kreatinin, kys. sliny Poroshell EC-C1g | 45 °C - voda, acetonitril a kys. mravendi 0,5 hmotnostni spektrometr
mocova (50 x 3,0 mm, v poméru 947:50:3 ml/min | (ionizace ESI)

2,7 um) - acetonitril, kys. mravenci [48]

v poméru 998:2
- gradientova eluce
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Tabulka 7: Prehled publikovanych HPLC metod stanoveni kreatininu — pokracovdni

latka materidl | stacionarni faze | teplota mobilni faze prutok | detektor citace
kreatinin plazma | Luna Silica 40 °C - 2 mmol/l octan amonny 1,5 hmotnostni spektrometr
(150 x 4,6 mm, - acetonitril ml/min | (ionizace ESI) [49]
5 um) - 45:55
kreatinin, mo¢ 214 TP C4 25°C - voda 0,5 spektrofotometricky
kreatin (250 x 4,6 mm, - acetonitril ml/min | A =205 nm [50]
5 um) - gradientova eluce
kreatinin moc XTerra Cis 25°C - 0,1% kys. mravenci, 0,1 hmotnostni spektrometr
(100 x 2,1 mm, - 0,1% kys. mravenci v acetonitrilu ml/min | (ionizace ESI) [51]
3,5 um) - gradientova eluce
kreatinin mo¢ Acquity UPLC 40 °C - 0,1% NH4OH 0,2 hmotnostni spektrometr
HSS T3 (100 x ml/min | (ionizace ESI) [52]
2,1 mm, 1,8 um)
kreatinin, plazma | Agilent HC-Cis laboratorni | - 20 mmol/I octan sodny, 30 mmol/I | 1 spektrofotometricky
kys. mocova, (250 x 4,6 mm, teplota kys. octova, 30 ml/I methanol ml/min | A =234 nm, 308 nm,
kynurenin, 5 um) - 20 mmol/l octan sodny, 30 mmol/I 365 nm, 280 nm (53]
tryptofan kys. octova, 100 ml/I methanol,
100 ml/I acetonitril
- gradientova eluce
kreatinin moc Cogent Diamond- | 25 °C - 1% kys. mravendi 0,2 hmotnostni spektrometr
Hydride - 1% kys. mravendi v acetonitrilu ml/min | (ionizace ESI) (54]

(150x 2,1 mm,
4 um)

- gradientova eluce

29




Tabulka 7: Prehled publikovanych HPLC metod stanoveni kreatininu — pokracovdni

latka materidl | stacionarni faze | teplota mobilni faze prutok | detektor citace
kreatinin, moc Luna phenyl- 25°C - 0,1% kys. mravenci 0,3 hmotnostni spektrometr
neopterin, hexyl - 0,2% kys. mravenci v acetonitrilu ml/min | (ionizace ESI)
biopterin, (150 x 3,0 mm, - gradientova eluce (15]
pterin a dalsi 3 um)
(celkem 8
pteridin()
kreatinin, moc¢ — Hypersil Gold C1s | 40 °C - 5 mmol/I triethylammonium 1 spektrofotometricky
kys. hippurovd | sucha (150 x 4,6 mm, fosfatovy puf pH = 3,3 ml/min | A =225 nm (55]
kapka 3 um) - acetonitril
- 90:10
kreatinin, moc, Zorbax SB-CN neuvedeno | - 10 mmol/I fosfatovy pufr 0,65 spektrofotometricky
kys. mocova slzy (150 x 4,6 mm, pH = 6,85 ml/min | A=235nm
i [56]
5 um), Cis - acetonitril
predkolona - 95:5
kreatinin, moc, ZORBAX SB-Css laboratorni | - 20 mmol/I octan sodny, 30 mmol/l | 0,4 spektrofotometricky
kys. mocova plazma | (100 x 3,0 mm, teplota kys. octovd, 1% methanol ml/min | A =234 nm [57]

3,5 um)
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3.2.1.4 Dalsi metody

Stanoveni kreatininu je mozné provadét i jinymi metodami, prehled dalSich
publikovanych metod je uveden v tabulce ¢islo 8. Na trhu jsou dostupné také soupravy
pro stanoveni kreatininu metodou ELISA [58].

Tabulka 8: Dalsi publikované metody pro stanoveni kreatininu

latka material | metoda detekce citace
kreatinin, kreatin | sérum plynova hmotnostni
, [59]
chromatografie spektrometr
kreatinin moc pratokova injekéni amperometricky (60]
analyza biosenzor
kreatinin, moc kapilarni spektrofotometricka
kys. mandlov3, elektroforéza A =200 nm [61]

kys. hippurova

kreatinin, acetat | mo¢ kapilarni vodivostni detektor (62]
elektroforéza
kreatinin moc Ramanova
. [63]
spektrometrie
kreatinin sérum amperometrie amperometricky (64]
biosenzor
kreatinin moc voltametrie [65]
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3.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je separacni metoda zaloZzena
na rozdilné distribuci separovanych Ilatek mezi dvé nemisitelné faze: mobilni
a stacionarni. Mobilni faze je tvofena kapalinou a stacionarni faze tuhou latkou,
nebo kapalinou pevné ukotvenou na pevném nosici. Stacionarni fazi je naplnéna
chromatografickd kolona, pres kterou prostupuje mobilni faze pod vysokym tlakem
[66][67].

PFi separaci latek v chromatografickém systému dochazi k neustdlému ustalovani
rovnovahy separovanych latek mezi stacionarni a mobilni fazi. Distribuci latek mezi tyto
faze charakterizuje distribuéni konstanta Kp. Cim je distribu¢ni konstanta pro danou
l[atku vyssi, tim vice je latka zadrZzovdna staciondrni fazi a tim vétsi je jeji retence [66].

Zakladni charakteristikou kazdé separované latky je jeji retencni cas. Jednd
se o Cas, ktery uplyne od nastfiku vzorku do dosaZzeni maxima elucni kfivky (vrcholu
piku). Hlavni kvantitativni charakteristikou latek je plocha, pfipadné vyska piku [66].

3.3.1 Kapalinovy chromatograf

Kapalinovy chromatograf je slozen z téchto casti:

a) Zasobniky mobilni faze, vysokotlaké cerpadlo (uchovani a transport mobilni
faze)

b) Autosampler (davkovani vzorku)

c¢) Chromatografickd kolona, termostat kolony (separace latek, zajisténi stalé
teploty separace)

d) Detektor (detekce latek)

e) Pocita€ a software (ovladani celého systému, zaznam dat a jejich nasledné
vyhodnoceni) [66]

Schéma kapalinového chromatografu je uvedeno na obrazku cislo 8, jedna
se o zjednodusSené schéma, které mulze mit fadu obmén. Nékteré komponenty
Ize vyradit, jiné naopak pridat. V prdbéhu chromatografické separace je mobilni faze
Cerpana ze zdsobniku pomoci vysokotlakého Eerpadla, dale prochazi prfes odplynovac
(degaser). Poté mobilni faze pres davkovac vzorku vstupuje do chromatografické kolony,
ktera je umisténa vtermostatovaném prostoru. Za kolonou nasleduje detektor,
ktery mGze byt doplnén sbéracem frakci, nebo je mobilni faze vedena do odpadu. Signal
je z detektoru veden do pocitace, ktery obsahuje vyhodnocovaci software [66].
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zasobnik wysokotlake davkoval chromatograficka v potitat s oviddacim
mohbilni faze terpadlo vzorku kaelona systémem

shérac frakci

Obrazek 8: Zjednodusené schéma kapalinového chromatografu [68]

3.3.2 Chromatografické principy vyuzité v této praci

3.3.2.1 Separace na reverznich fazich

Pfi separaci na reverznich fazich (RP) je oproti normdlné fazové (NP)
chromatografii obracena polarita mobilni a staciondrni faze. Mobilni fdze ma polarni
a stacionarni faze nepolarni charakter. Jako mobilni faze jsou vyuZivany smési vodné
slozky (voda, pufry, zfedéné vodné roztoky kyselin a bazi) a poldrniho organického
rozpoustédla misitelného s vodou (alkoholy, acetonitril). Stacionarni faze je tvorena
nepoldrnimi alifatickymi skupinami (oktadecyl -Cis, oktyl -Cs, kyano -CN, amino -NH,),
které jsou navdzany na povrch nosice (silikagel, hybridni sorbent, kovové oxidy). Analyzu
je mozné provadét mobilni fazi obsahujici pouze vodnou slozku, je k tomu ale nutné
vyuzit kompatibilni stacionarni fazi [66][69].

Na stacionarni fazi se nenachazi adsorpéni centra schopna poldrnich interakci.
Pti separaci se uplatiiuji slabé disperzni sily (nespecifické mezimolekulové interakce
analyt-adsorbent). Tyto nespecifické interakce jsou mnohem slabsi nez interakce
polarni, navic jsou jesté zeslabovany polarnimi interakcemi mezi mobilni fazi a analytem,
které ulehcuji navrat molekul analytt do objemu polarniho eluéniho cinidla [66].

Na retenci latek ma vliv nékolik faktora:

e Polarita analytl — jako prvni jsou z kolony eluovany latky iontové a polarni,
s klesajici polaritou se zvySuje interakce latek se staciondrni fazi a tim
se zvysuje jejich retence.

e SloZzeni mobilni faze — retence klesa s rostoucim podilem organického
rozpoustédla a s klesajici polaritou organického rozpoustédla.
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e pH mobilni faze —zménou pH mobilni fdze mize dojit k potlaceni disociace
slabych kyselin nebo bazi a tim ke zvySeni jejich retence.

e Prfitomnost pfisad v mobilni fazi — pfisady, které tvofi s ionizovanymi nebo
silné polarnimi analyty iontové asociaty, nebo iontové pary zvysuji retenci
téchto latek.

e Typ stacionarni faze — retence latek zavisi na mnoiZstvi nepolarni faze
na nosi¢i (obsah uhliku a délka fetézcll). S rostouci délkou vazaného
fetézce retence roste.

e Prfitomnost substituentd na analytu — retence latek se zvysSuje s poctem
aromatickych jader a objemnych substituentl (pfedevsim halogeni),
naopak pritomnost silné polarnich a iontovych skupin retenci snizuje.

e Teplota —retence latek s rostouci teplotou klesa [66][70].

Separace na RP je velmi univerzalni. Mize slouZit k analyze jednoduchych smési
malych molekul, stejné tak i pro slozité smési jako je biologicky materidl. Diky témto
vyhodam je separace na RP nejcastéji vyuzivanou HPLC technikou [66].

3.3.2.2 Hydrofilni interakcni chromatografie

Hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC) je chromatograficka technika, ktera
vyuziva k separaci polarni stacionarni fazi podobné jako NP chromatografie. Hlavni rozdil
je ale v pouzité mobilni fazi, ta je tvofena organickou slozkou (nejcastéji vice nez 50 %
acetonitrilu) a mensim mnozstvim vodné slozky (alespon 2,5 % vody nebo vhodného
pufru). Pfi detekci pomoci hmotnostniho spektrometru je nutné pouzit tékavé soli
(amonné soli mravencéi nebo octové kyseliny). Staciondrni faze mize byt tvorena
samotnym silikagelem, nebo nosicem (silikagel, hydrofilni polymer, hybridni material,
zirkon), na ktery jsou navazany funkéni skupiny (hydroxyethylovd, amino skupina,
zwitterion, nebo dalsi polarni skupiny) [66][71][72].

Princip HILIC separace jeSté neni Uplné objasnén, predpokladd se, Zze se jedna
o komplexni proces, ktery je ovliviiovan nékolika mechanismy. Jednim z mechanisma
je distribuce latek mezi hydrofilni vrstvou vody vdzanou na povrchu polarni stacionarni
faze a hydrofobni casti mobilni faze. Dalsim mechanismem je adsorpce analytl
na funkéni skupiny, které se nachdzeji na stacionarni fazi. Pfi tomto procesu se uplatiuji
vodikové vazby, hydrofobni interakce a elektrostatické sily, vliv téchto interakci zavisi
na slozeni mobilni faze (pfedevsim na obsahu vody) [71].

34



Retence latek je ovliviiovdna mnoha faktory. ZvySuje se s rostouci polaritou
analytu a sniZuje se zvySovanim polarity mobilni faze (klesa s rostoucim podilem vody
nebo pufru). Retence je ovliviiovana pridavkem pufrd do mobilni faze, sniZuje
se zvySenou koncentraci soli. Pokud dojde zménou pH mobilni faze k disociaci analytu,
jeho retence se zvySuje. Retence je také ovliviiovana teplotou, pfi které dochazi
k separaci [66].

Na ucinnost separace ma vliv rozpoustédlo vzorku a davkovany objem.
Rozpoustédlo vzorku by mélo co nejvice odpovidat mobilni fazi. Pokud rozpoustédlo
obsahuje vysoky podil vody, maze dojit ke sniZzeni separacni Gcinnosti a snizeni retence.
Pti ddvkovani vétSich objeml vzorku dochazi k rozmyvani chromatografickych pika
a snizeni separacni ucinnosti [66].

HILIC je vhodna pro separaci polarnich, hydrofilnich a bazickych sloucenin, jejichz
separace na RP je obtiZzna. Vyhodou HILIC je kompatibilita pouZivanych mobilnich fazi
s detekci pomoci hmotnostni spektrometrie. Mobilni faze bohaté na acetonitril zlepSuji
ucinnost ionizace a tim i citlivost detekce, predevsim pfi vyuZiti ionizace elektrosprejem.

vy

pratokd mobilni faze kolonou bez zvySeni zpétného tlaku [66][71].

3.3.3 Typy stacionarnich fazi vyuzitych v této praci

3.3.3.1 Silikagel

Silikagelové stacionarni faze jsou vyuzivany pfi separacich na NP a pfi HILIC.
Silikagel ma vysokou mechanickou odolnost a v pfitomnosti rozpoustédel nebobtn3,
ani se nesrdzi. Diky témto vlastnostem se jedna o material velmi vhodny pro vyrobu
HPLC kolon. Hlavni nevyhodou je jeho nizkd chemickd odolnost, pfi nizkém pH dochazi
ke kyselé hydrolyze, pfi vysokém pH k rozpousténi silikagelu. Na nizkou chemickou
odolnost je nutné brat ohled pti vybéru mobilnich fazi [66].

Chemické sloZeni silikagelu je SiO;-xH,0. Voda je vazana v nestechiometrickém
mnoiZstvi, jejim navazanim vznikaji silanolové skupiny Si-OH, které jsou hlavnimi
aktivnimi centry silikagelu a jsou zodpovédné za jeho polarni, slabé kysely charakter.
Silanolové skupiny jsou na povrchu silikagelu rozmistény nerovnomérné a déli
se na nékolik typU s rliznou kyselosti, to ma hlavni vliv na chromatografické chovani
silikagelu. Typy silanolovych skupin jsou zndzornény na obrazku ¢islo 9. Typ a mnoizstvi
silanolovych skupin na povrchu silikagelu je mozZné ovlivnit vyrobnim postupem,
diky tomu je mozné vyrdbét kolony stémér identickymi vlastnostmi a vysokou
reprodukovatelnosti separace [66][73].
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Obrazek 9: Typy silanolovych skupin na povrchu silikagelu: (1) vicindlni
silanolové skupiny, (2) gemindlni silanolové skupiny, (3) siloxanové
skupiny, (4) asociované silanolové skupiny, (5) izolovand silanolovad
skupina [66]

3.3.3.2 Chemicky vdzané faze na bazi silikagelu

Tyto staciondrni faze jsou zaloZzeny na modifikaci povrchovych silanolovych skupin
silikagelu vhodnymi ligandy, silikagel tedy slouZi pouze jako nosi¢. Na vlastnostech
vyuzitych ligandQ pak zavisi selektivita vyrobené faze. Jako ligandy jsou pouzivany
polarni i nepolarni funkéni skupiny, ale i skupiny vhodné pro iontové vyménnou nebo
chiralni separaci. Prehled nékterych chemicky vazanych stacionarnich fazi je uveden
na obrazku ¢islo 10 [66].

Vyroba téchto staciondrnich fazi probihd vétSinou reakci silikagelu
s alkylchlorsilany, tato reakce je znazornéna na obrdazku cislo 11. Diky sterickym vliviim
nemUze dojit k modifikaci vSech silanolovych skupin vyskytujicich se na povrchu
silikagelu, kvlli tomu zlstdvaji nékteré skupiny volné a mohou byt pfistupné
separovanym latkdm. To mUze zpUlsobovat asymetrii pikd bazickych latek, az jejich
ireverzibilni adsorpci. Volné silanolové skupiny jsou také zodpovédné za snizeni
odolnosti sorbentu vici kyselé hydrolyze [66].
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Obrazek 10: Prehled chemicky vazanych staciondrnich fazi: Cis (a), Cs (b), propylaminova
faze (c), propylkyanovad faze (d), diolova faze (e), fenylova faze (f), pentafluorfenyl
(9), propylfenyl (h), propylnitrofenyl (i) [66]

(i)

| CH, CHs

——Si—O0H + Cl—Si—R » - Si—0—258i—R
o - HCl

CH, CHj

Obrdzek 11: Chemicka modifikace silikagelu
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Nezadouci vlivy volnych silanolovych skupin Ize omezit nékolika zplsoby: Upravou
mobilni faze, sterickym stinénim nebo endcappingem. Pfidavkem organickych amin(
(napfriklad triethylaminu) do mobilni faze dojde k blokovani interakce silanolovych
skupin s molekulami analytu, tento postup ale nezvySuje odolnost vici hydrolyze
sorbentu. DalS$i moZnosti je sterické stinéni volnych silanolovych skupin, k tomu jsou
vyuzivany objemné alkylové substituenty (diisobutyl, diisopropyl, fenyl). Tato metoda
zpUsobuje zvyseni stability stacionarnich fazi v kyselém pH (az do pH 1) [66][73].

Volné silanolové skupiny je mozné blokovat endcappingem. Tato technika vyuziva
reakci volnych silanolovych skupin s organosilanem (napfiklad trimethylchlorsilan),
ten ma diky své mensi molekule lepsi stericky pfistup k silanolovym skupinam. Princip
endcappingu je graficky zndzornén na obrazku c&islo 12. Nevyhodou endcappingu
je ale vysoka nachylnost kratkych substituentld k hydrolyze. Je moiné vyuZit pouze
mobilni faze vrozmezi pH 2 — 9. Tuto nevyhodu odstrafiuje technika dvojitého
endcappingu. Jednd se o dvojitou vazbu skupiny Cis s volnymi silanolovymi skupinami
na povrchu silikagelu. Vysledkem je propojeni dvou alkyl silanolovych skupin
propylenovym mUstkem. Tato modifikace umozZnuje vyuziti mobilni faze o pH 1,5 - 11,5
[66][73].

I:'15 I:'15
HsC—— Si——CH, HsC—— Si——CH,
0 CHs 0
HsC—— Si——CH, HyC——Si——CH; HsC—— Si——CH,
0 OH c|} OH 0
%

Obrazek 12: Grafické znazornéni endcappingu [66]

Analyza poldrnich latek vyZaduje pouziti mobilni faze s nizkou elucni silou,
tedy 100% vodné mobilni faze. Bézné RP stacionarni faze tvorené modifikovanym
silikagelem (naptiklad Cig) k tomuto vyuziti nejsou vhodné. Vodna mobilni faze neni
schopna dostatecného smaceni hydrofobnich retézcu, coz vede k jejich zhrouceni neboli
hydrofobnimu kolapsu. Diky kolapsu retézcG dochazi k vyraznému snizeni separacni
ucinnosti kolony, az k uplné ztraté jeji funkce. Tento stav je ale vétSinou reverzibilni,
funkci kolony Ize obnovit proplachem mobilni fazi s obsahem alespor 10 % acetonitrilu
[66][70].
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Aby bylo mozné RP stacionarni faze pouzit s vodnou mobilni fazi a bylo zabranéno
hydrofobnimu kolapsu, musi byt stacionarni faze modifikovdna jednim z ndsledujicich
zpUsobu:

kratkymi alkylovymi fetézci bez pokryti volnych silanolovych skupin
e hydrofilnim polarnim endcappingem

e vloZenim polarni faze (trojity endcapping)

e dlouhymi alkylovymi fetézci

o velkym prlimérem péri [66]

3.3.3.3 Hybridni faze

Hybridni staciondrni fadze jsou tvoreny kombinaci anorganického silikagelu
a organosilanu. Tato technologie spojuje vyhody silikagelu (vysokd ucinnost,
mechanicka odolnost) a organického polymeru (chemicka a teplotni stabilita, eliminace
volnych silanolovych skupin). Hybridni fdze mohou byt modifikovany navazanim ligandu
stejné jako bézny silikagel [66].

Tyto staciondrni faze se podle technologie vyroby déli na prvni a druhou generaci.
Prvni generace je vyrabéna reakci methyltriethoxysilanu a tetraethoxysilanu. Vlastnosti
takto vzniklych staciondrnich fazi jsou podobné béinému silikagelu. Maji ale méné
volnych silanolovych skupin, protoze doslo k jejich ¢aste¢nému nahrazeni methylovymi
skupinami. Druhd generace vznikd reakci 1,2-bis(triethoxysilyl)ethanu
s tetraethoxysilanem a ma jesté méné volnych silanolovych skupin neZ generace
predchozi [74].

3.3.3.4 Monolitické faze

Monolitické kolony jsou vytvoreny z jednoho kusu porézniho materidlu. Sorbent,
kterym je kolona tvorena ma dva druhy pori. Velké pdry (makropdry) zrychluji pratok
mobilni faze kolonou a zajistuji rychly prevod hmoty mezi stacionarni a mobilni fazi.
Druhym typem jsou stfedni péry (mesopdry), které poskytuji dostatecné velkou
separacni kapacitu. Diky témto vlastnostem muzZe dojit ke zvySeni pratokové rychlosti
mobilni faze kolonou bez ztraty separacni ucinnosti a bez zvySeni zpétného tlaku.
Podle typu stacionarni faze se déli na anorganické monolity, organické monolity
a hybridni monolity [66][75].

Anorganické monolity jsou tvofeny materidlem na bazi silikagelu. Morfologie
monolitu zdavisi na reakcénich podminkach, pfi kterych byl vyroben, vliv ma slozeni
polymeracni smési, koncentrace katalyzatoru a reakcni teplota. Vyhodou je snadna
modifikace vzniklého monolitu funkénimi skupinami, tim je umoZnéno vyuziti
v chromatografii na RP. Nevyhodou je, Ze pfi zrani monolitu dochazi k jeho objemové
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kontrakci, a proto je nutna jeho vyroba mimo plast budouci kolony a nasledné utésnéni
do tohoto plasté. Dalsi nevyhodou je také nizsi chemickd a teplotni stabilita silikagelu
[66][75].

Monolity na bazi organickych polymerd jsou pfipravovany pfimo v prazdné
koloné. Pro vyrobu je dostupnd celda fada organickych monomer( (akrylamid,
polystyren, methakrylat), diky tomu je mozné ptipravit monolity s rozdilnou selektivitou,
ta mlzZe byt ddle ovlivnéna modifikaci povrchu vzniklého monolitu. Na vlastnosti
monolitu ma vliv druh a koncentrace slozek polymeracni smési, teplota a doba trvani
polymerizaéni reakce. Monolity na bazi organickych polymer( jsou ¢asto pouzivany
k proteomickym analyzam [75].

3.3.3.5 Povrchové porézni cdstice

Povrchové porézni (PSP), neboli core — shell ¢astice jsou tvofeny pevnym jadrem
a poréznim obalem. Jadro je tvofeno pevnym neporéznim silikagelem. Primér jadra
je vétsinou 0,9 — 3,7 um. Obal je vyroben z chemicky modifikovaného vysoce porézniho
silikagelu. Velikost ¢astic je v rozmezi 1,3 =5 um. Rozdil ve strukture PSP a bézné Castice
je znazornén na obrazku ¢islo 13. Hlavni vyhodou PSP je jejich vyssi separacni Gcinnost
ve srovnani s béznymi ¢asticemi stejné velikosti. Bylo zjisténo, Ze PSP o velikosti 3 um
maji stejnou separacni ucinnost jako bézné ¢astice o velikosti pod 2 um, které ale diky
vysokému zpétnému tlaku vyZaduji instrumentaci vreZimu ultra-vysokoucinné
kapalinové chromatografie (UHPLC). ZvySeni separacni Ucinnosti je zplsobeno relativné
malym pramérem ¢astic, pritomnosti porézniho obalu, pravidelnéjsi distribuci
a hustotou naplnéni kolony [66][71].

Diky snadnym modifikacim silikagelu funkénimi skupinami lze PSP vyuzit
pro separace v systému normalnich, reverznich fazi i HILIC. Nevyhodou je nizka teplotni
a chemicka stabilita silikagelu, ze kterého jsou PSP nejcastéji vyrabény.

Kinetex Core-Shell Particle Fully Porous Particle

F=—— Porous Shell
Solid Core

%,

Tie

Obrdzek 13: Porovndni struktury povrchové porézni ¢dstice znacky Kinetex (vlevo)

z

a bézné castice (vpravo) [76]
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4. EXPERIMENTALNI CAST
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4.1 Pristrojové vybaveni

HPLC systém LC-20A Prominence, Shimadzu (Kyoto, Japonsko):

e Degaser (DGU-20A5)

e 2 vysokotlaké pumpy (LC-20 AB)

e Zarizeni pro davkovani vzorkl (autosampler SIL-20AC, Rack Changer)
e Termostat (CTO-20AC)

e Fluorescencni detektor (RF-10AXL)

e Detektor s diodovym polem (SPD-M20A)

e Komunika¢ni modul (CBM-20A)

e Pocitac s ovladacim softwarem (LC Solution)

HPLC kolony:

e Gemini Cig, 150 x 3,0 mm, 5 um, Phenomenex (Torrance, USA)

e Kinetex HILIC, 150 x 3,0 mm, 2,6 um, Phenomenex (Torrance, USA)

e YMC Triart C-18, 150 x 4,6 mm, 3 um, YMC (Kyoto, Japonsko)

e Dvé spojené monolitické kolony Chromolith RP-18e, 50 x 4,6 mm
a 100 x 3,0 mm, s monolitickou predkolonou 10 x 4,6 mm, MERCK
(Darmstadt, Némecko)

e Chromolith HighResolution RP-18e, 100 x 4,6 mm, MERCK
(Darmstadt, Némecko)

e Kinetex Polar Cis, 100 x 4,6 mm, 2,6 um, Phenomenex (Torrance, USA)

Analytické vahy AG CPA 623S, Sartorius (Gottingen, Némecko)

Mikrocentrifuga D3024R High Speed Refrigerated Micro-Centrifuge, Scilogex
(Rocky Hill, USA)

Manifold Multi-well Filter Plate Vacuum Manifold, Pall Life Science (Ann Arbor,
USA)

Vakuova pumpa Vacc Space 50, Chromservis (Praha, Ceska republika)

pH metr SI600, Sentron (Leek, Nizozemsko)

Magneticka michacka, lka Werke (Staufen im Breisgau, Némecko)

Vortex Lab Dancer, lka Werke (Staufen im Breisgau, Némecko)

Mikrotitraéni desticky s filtry AcroPrep 96 Filter plate 0,2 um/350 pl, Pall Life
Science (Ann Arbor, USA)

Hyrophilic Polypropylene Membrane Filtres, 47 mm, 0,2 um, Pall Life Science
(Ann Arbor, USA)

PFistroj pro reverzni osmézu, GORO (Zapy, Ceskd republika)
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4.2 Chemikalie

e Redestilovana voda (pfipravena zafizenim pro reverzni osmozu)

e Acetonitril pro HPLC, Honeywell (Seelze, Némecko)

e Octan amonny > 99%, Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika)

e Kyselina chlorovodikovd 35% (p.a.), Penta (Praha Ceska republika)

e Hydroxid sodny (p.a.), Sigma Aldrich (Praha, Ceska republika)

e Dihydrogenfosfore¢nan draselny (p.a.), Merck (Darmstadt, Némecko)
e Hydrogenfosforecnan draselny (p.a.), Merck (Darmstadt, Némecko)

4.3 Standardy

e Neopterin, Sigma Aldrich (Praha, Ceska republika)
e Kreatinin, Sigma Aldrich (Praha, Ceskd republika)

4.4 Priprava roztoki

4.4.1 Priprava zasobnich roztokd
Neopterin

Z4asobni roztok neopterinu o ¢ = 39,49 umol/l byl pfipraven rozpusténim 1 mg
neopterinu v redestilované vodé a doplnénim do 100 ml.

Kreatinin
Zasobni roztok kreatininu o ¢ = 100 mmol/I byl pfipraven rozpusténim 283 mg
kreatininu v redestilované vodé a doplnénim do 25 ml.

4.4.2 Priprava pracovnich roztoku

Neopterin

Pracovni roztoky pro kalibraci neopterinu byly pfipraveny rfedénim zasobniho
roztoku neopterinu o ¢ = 39,49 umol/l redestilovanou vodou na c = 1000 nmol/I,
¢ =500 nmol/l, c =250 nmol/l, c = 100 nmol/l ¢ =50 nmol/l a c = 10 nmol/I.

Kreatinin

Pracovni roztoky pro kalibraci kreatininu byly pfipraveny fedénim zasobniho
roztoku kreatininu o ¢ = 100 mmol/| redestilovanou vodou na ¢ = 50 mmol/I,
¢ =25 mmol/l, c =10 mmol/l, c=5 mmol/l, c = 2,5 mmol/l a c = 1 mmol/I.
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Smés standardu

Smés standard( byla pfipravena smisenim 250 ul pracovniho roztoku neopterinu
o ¢ =500 nmol/I a 250 pl pracovniho roztoku kreatininu o ¢ = 10 mmol/I.

Roztoky byly po pfipravé uchovavany v teploté -27 °C, pted pouzitim byly rozmrazeny
pfi laboratorni teploté.

4.4.3 Priprava mobilnich fazi

V této praci byly jako mobilni faze pouzity: fosfatovy pufr o c = 15 mmol/l pH = 4,5;
6,5 a 8,0; fosfatovy pufr o c =5 mmol/l pH = 6,5; smés acetonitrilu s octanem amonnym
oc=10 mmol/l pH=4,0a6,0 v poméru 90:10.

Zasobni roztok fosfatového pufru o ¢ = 1 mol/l byl pfipraven rozpusténim 102,0 g
KH2PO4 a 57,1 g KzHPO4-3H,0 v redestilované vodé a doplnénim do 1000 ml.

Roztok fosfatového pufru o ¢ = 15 mmol/l byl pfipraven nafedénim 15 ml
zasobniho roztoku redestilovanou vodou a doplnénim do 1000 ml. Nasledné byl
pripraveny roztok rozdélen na tti dily a pomoci HCl a NaOH bylo upraveno pH na hodnoty
4,5; 6,5 a §,0.

Roztok fosfatového pufru o c = 5 mmol/I byl pfipraven nafedénim 5 ml zasobniho
roztoku redestilovanou vodou a doplnénim do 1000 ml. Nasledné bylo pomoci HCI
a NaOH upraveno pH pfipraveného roztoku na hodnotu 6,5.

Roztok octanu amonného o c = 10 mmol/l byl pfipraven rozpusténim 77 mg octanu
amonného v redestilované vodé a doplnénim do 100 ml. Nasledné byl pfipraveny roztok
rozdélen na dva dily a pomoci HCl a NaOH bylo upraveno pH na hodnoty 4,0 a 6,0.

VSechny mobilni faze byly prefiltrovany pomoci filtr( s péry o velikosti 0,2 um.

4.5 Odbér a priprava vzorki

Biologickym materidlem vyuZivanym pro stanoveni byla moc¢ pacientli odebrana
metodou stfedniho proudu prvni ranni moci. Po odbéru bylo moc¢ nutné co nejrychleji
(do jedné hodiny) transportovat do laboratore. Pfi transportu musel byt vzorek chranén
pred svétlem (neopterin je fotolabilni). Zkumavka s moc¢i musi byt vzidy radné oznacena
a doprovazena priavodkou, na které jsou uvedeny dalsi informace (diagndza, jméno
|ékare indikujici vySetieni). Pokud moc¢ nebyla ihned zpracovana, byla uloZzena pfi teploté
-20 °C (stabilita 3 tydny), v pripadé delsiho skladovani pfi teploté -80 °C.
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Moc byla prfed analyzou rozmrazena pti laboratorni teploté a centrifugovana
na mikrocentrifuze pti 14000 x g po dobu 45 sekund. Do zkumavky bylo odebrano 100 pl
supernatantu a pfidano 1000 pl fosfatového pufru o c = 15 mmol/l a pH 6,5. Pfi vyuZiti
metody HILIC bylo fedéni vzorku provedeno 1000 pl smési acetonitrilu s octanem
amonnym o ¢ = 10 mmol/l a pH 4,0 v poméru 90:10. Nasledné byl obsah zkumavky
dlkladné promichdan na tfepacce. Pres filtr s pory o velikosti 0,2 um bylo do mikrotitracni
desticky pipetovano 170 ul naredéné modi.

4.6 Vlastni analyza

Pti vypracovani této diplomové prace bylo vychazeno z HPLC metody, ktera byla
vyvinuta pracovniky Vyzkumné laboratofe UKBD FN HK. Analyza byla provadéna
na kapalinovém chromatografu Prominence LC 20A. Tato metoda vyuzivala kolonu
Gemini Cig (150 x 3,0 mm, 5 um). Mobilni faze byla tvorena fosfatovym pufrem
oc=15mmol/l a pH 6,5. Analyza probihala v isokratickém rezimu pfi teploté 25 °C.
Vzorek byl davkovdn v objemu 1 pl. Detekce neopterinu probihala pomoci
fluorescencniho detektoru (FD) pfi nasledujicich vinovych délkach: excitac¢ni 353 nm
a emisni 438 nm. Kreatinin byl detekovan pomoci detektoru s diodovym polem (PDA)
pfi vinové délce 235 nm.

V ramci vypracovani této prace bylo kromé vysSe uvedené kolony testovano jesté
dalSich pét kolon: Kinetex HILIC (150 x 3,0 mm, 2,6 um), YMC Triart C-18 (150 x 4,6 mm,
3 um), dvé spojené monolitické kolony Chromolith RP-18e s monolitickou predkolonou
(50 x 4,6 mm, 100 x 3,0 mm a 10 x 4,6 mm), Chromolith HighResolution RP-18e
(100 x 4,6 mm) a Kinetex Polar Cig (100 x 4,6 mm, 2,6 um). Testovani bylo provddéno
nejprve na smési standardl a nasledné na vzorcich moci. Pro nékteré z téchto kolon byla
vySe uvedend metoda modifikovdna, zmény jsou uvedeny nize.

Pro testovani kolony Kinetex HILIC (150 x 3,0 mm 2,6 um) byla jako mobilni faze
pouZita smés acetonitrilu s octanem amonnym o ¢ = 10 mmol/l v poméru 90:10. Nejprve
byla provedena analyza s octanem amonnym o pH 6,0; nasledné bylo upraveno na pH 4.

Kolona YMC Triart C-18 (150 x 4,6 mm, 3 um) byla testovana s fosfatovym pufrem
jako mobilni fazi. Byl pouzit fosfatovy pufr o c = 15 mmol/l a pH 4,5; 6,5 a 8,0. Nasledné
byl pouzit fosfatovy pufr o c =5 mmol/l a pH 6,5.

Zbylé kolony byly testovany za podminek shodnych s pavodni metodou.
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4.7 Parametry pouZité k vyhodnoceni

4.7.1 Opakovatelnost nastriku

Opakovatelnost nastfiku je jednim z parametru, které popisuji pfesnost metody.
Vyjadfuje miru shody mezi vysledky méreni jednoho a téhoZ vzorku, které probiha
za stejnych podminek. Vyjadfuje se v procentech jako hodnota relativni smérodatné
odchylky (RSD) retencniho ¢asu a plochy piku analytu. Dle doporuceni U. S. Food and
Drug Administration (FDA) by hodnota RSD neméla prekrocit 1 % [77][78].

Vypocet se provadi dle vzorce:

100 [S(y; — 9)?

n—1

RSD [%] =

yi— hamérené hodnoty
¥y — pramér namérenych hodnot
n — pocet namérenych hodnot

4.7.2 Rozliseni

Parametr rozlideni (Rs) popisuje kvalitu separace dvou sousednich pikd. Cim vy3si
je hodnota tohoto parametru, tim lépe jsou od sebe piky separovany. Hodnota Rs 1,5
vyjadfuje separaci pik(i na zdkladni linii [66].

Vypocet se provadi dle vzorce:
_ 1,18 (trz — tr1)

ST (Wh1 + Wh2)

tr1 @ tr2 — retencni casy pikQ
Wh1 @ Wh2 — Sitky pik( v polovi¢ni vysce

4.7.3 Symetrie piku

Faktor symetrie (As) slouzi k zhodnoceni symetrie piku. Hodnota 1 odpovida plné
symetrickému piku. Pfi hodnotach vyssSich nez 1 dochazi ke chvostovani piku, naopak
pfi hodnotdch nizSich nez 1 se jednd o celni asymetrii piku (pozvolny ndbéh).
Dle Ceského lékopisu by méla byt hodnota As v rozmezi 0,8 — 1,5 [67].

Vypocet se provadi dle vzorce:

Wo,05
As =4

Wo,05 — Sifka piku v jedné dvacetiné vysky
d — vzdalenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku a vzestupnou ¢asti piku
v jedné dvacetiné jeho vysky
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4.7.4 Ucinnost kolony

U¢innost chromatografické kolony je vyjadiena jako pocet teoretickych pater (N).
Tato veli¢ina udava miru rozsifovani elu¢nich zé6n délenych na koloné a ukazuje tedy
kvalitu chromatografické separace. Pocet teoretickych pater zavisi kromé vyuzité kolony
na stanovovaném analytu a jeho retenc¢nim case, teploté, pouZité mobilni fazi
i na rychlosti jejiho pratoku. Cim vy33i je hodnota, tim lepsi je separaéni Uc&innost.
Dle doporuceni FDA by hodnota N méla byt vice nez 2000 [66][67][78].

Vypocet se provadi dle vzorce:

t
N =554- (—R)

Wh

2

tr — retencni ¢as piku
wh — Sifka piku v poloviné vysky

Vyskovy ekvivalent teoretického patra (HETP) je definovdn jako délka kolony
pfipadajici na jedno patro. SlouZzi k porovnani Ucinnosti kolon raznych délek [66].

Vypocet se provadi dle vzorce:
L-1000

HETP [pum] = N

L — délka kolony [mm]
N — pocet teoretickych pater
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5. VYSLEDKY A DISKUZE
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5.1 Vybér separacnich podminek

Cilem prdace bylo vybrat vhodnou chromatografickou kolonu, pro jiz zavedenou
metodu. Pfi vybéru separacnich podminek bylo vychazeno z této metody. U nékterych
kolon bylo optimalizovano sloZzeni mobilni faze. Koncentrace standardd ve smési byla
vidy stejnd: neopterin ¢ = 250 nmol/l a kreatinin ¢ = 5 mmol/l. Chromatogramy
biologického materialu byly ziskany testovanim rdznych vzork{ moci.

5.1.1 Gemini Ci5, 150 x 3,0 mm, 5 um

Stacionarni faze této kolony je tvorena hybridnimi c¢asticemi, které jsou
modifikovany navazanim Cig fetézcl. Jednd se o kolonu, ktera byla pouZita v pavodni
validované metodé pro stanoveni neopterinu a kreatininu v moci. Po dlouhodobém
vypadku ve vyrobé a ndsledném zakoupeni nové Sarze kolony doslo po analyze mensi
série vzork( ke ztraté jejich separacnich vlastnosti. | po testovani kolony z jiné Sarze
nebylo dosazeno plvodnich vysledk(l. Do této prace byla kolona zafazena pro ovéreni,
zda tento problém stdle pretrvdva. Analyza byla provadéna se stejnou mobilni fazi jako
pavodni metoda, tedy s fosfatovym pufrem o koncentraci c=15 mmol/l a pH 6,5.
V prvnich nastficich byly vysledky u smési standardd i vzork(i uspokojivé,
chromatogramy jsou zobrazeny na obrazcich Cislo 14 a 15. Pritok mobilni faze byl
do 4. minuty 0,8 ml/min a od 4. minuty 1 ml/min. Retenc¢ni Cas kreatininu ve smési
standardud byl 1,89 min. a ve vzorku moci také 1,89 min. Retencni ¢as neopterinu byl
ve smési standard( 3,10 min. a ve vzorku moci 3,12 min. Doba analyzy byla 10 minut.

1400 16
1200 14
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200 k 5
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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——PDA 235 nm (kreatinin)

FD ex: 353 nm, emis: 438 nm (neopterin)

Obrazek 14: Chromatogram smési standardii, kolona Gemini C13, 150 x 3,0 mm, 5 um,
objem nastfiku 1 ul, (mobilni faze: fosfatovy pufr o ¢ = 15 mmol/l, pH = 6,5,
pritok 0 — 4 min: 0,8 ml/min, 4 — 10 min: 1 ml/min)
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Obrdzek 15: Chromatogram moci, kolona Gemini C1s, 150 x 3,0 mm, 5 um, objem
ndstfiku 1 ul, (mobilni faze: fosfatovy pufr o c = 15 mmol/l, pH = 6,5, priitok
0 -4 min: 0,8 mi/min, 4 — 10 min: 1 ml/min), piky analyti oznaceny Sipkami

U této kolony byla analyza vzorkl provedena tficetkrat a nasledné byla znovu
analyzovana smés standard(. Bylo prokazano, Ze s rostoucim poctem analyz dochazi
k deformaci tvaru pikd. Chromatogramy stanoveni smési standardli a moci po analyze
30 vzorku jsou uvedeny na obrazcich ¢islo 16 a 17.
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Obrdzek 16: Chromatogram smési standardii po analyze 30 vzorki, kolona Gemini
Cis, 150 x 3,0 mm, 5 um, objem ndstriku 1 ul, (mobilni faze: fosfatovy pufr
o ¢ =15 mmol/l, pH = 6,5, priitok 0 — 4 min: 0,8 mi/min, 4 — 10 min: 1 ml/min)
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Obradzek 17: Chromatogram moci po analyze 30 vzorki, kolona Gemini Cs,
150 x 3,0 mm, 5 um, objem nastriku 1 ul, (mobilni faze: fosfatovy pufr
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o ¢ =15 mmol/l, pH = 6,5, pritok 0 — 4 min: 0,8 mi/min, 4 — 10 min: 1 ml/min),

piky analyti oznaceny Sipkami
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Po analyze 60 vzork( doslo ke ztraté separacnich vlastnosti kolony a tvar pikd byl
vyrazné deformovany, coz je zobrazeno na obrazcich ¢islo 18 a 19.
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Obrazek 18: Chromatogram smési standardii po analyze 60 vzorkii, kolona Gemini Cis,
150 x 3,0 mm, 5 um, objem nastriku 1 ul, (mobilni faze: fosfatovy pufr
o ¢ =15 mmol/l, pH = 6,5, priitok 0 — 4 min: 0,8 ml/min, 4 — 10 min: 1 ml/min)
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Obrdzek 19: Chromatogram moci po analyze 60 vzorki, kolona Gemini Cs,
150 x 3,0 mm, 5 um, objem nastriku 1 ul, (mobilni faze: fosfatovy pufr
o ¢ = 15 mmol/l, pH = 6,5, pritok 0 — 4 min: 0,8 ml/min, 4 — 10 min: 1 mi/min),
piky analyti oznaceny Sipkami
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5.1.2 Kinetex HILIC, 150 x 3,0 mm, 2,6 um

Stacionarni faze této kolony je tvorena silikagelovymi povrchové poréznimi
Casticemi. Jedna se o kolonu vyuzZivajici k separaci princip HILIC, proto bylo nutné zménit
mobilni fazi oproti pavodni metodé. Dle informaci uvedenych v literature byla jako
mobilni faze vybrana smés acetonitrilu a octanu amonného o koncentraci ¢ = 10 mmol/I
v poméru 90:10. Na zakladé vlastnosti analytl bylo vybrano pH 6,0, pfi tomto pH
ale nedoslo uspokojivym vysledkiim analyzy, problémem byla predevsim Sitka pikd.
Proto bylo pH mobilni faze upraveno na hodnotu 4,0. Pfi vyuZiti této mobilni faze byl jiz
prabéh analyzy smési standardl uspokojivy a bylo pfistoupeno k analyze moci. Vzorek
moci nebyl fedén fosfatovym pufrem jako u ostatnich testovanych kolon, ale smési
acetonitrilu a octanu amonného o koncentraci c = 10 mmol/l v poméru 90:10. Pfi analyze
moci ale nedoslo k dostate¢nému oddéleni piku neopterinu od pfritomné necistoty.
Pritok mobilni faze byl 0,5 ml/min. Retencni ¢as kreatininu ve smési standardd byl
5,06 min. a ve vzorku moci 5,07 min. Retencni ¢as neopterinu byl ve smési standardu
4,73 min. a ve vzorku moci 4,86 min. Doba analyzy byla 7 minut. Chromatogram smési
standardu je zobrazen na obrazku cislo 20, analyza moci na obrazku cislo 21.
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Obrazek 20: Chromatogram smési standardii, kolona Kinetex HILIC, 150 x 3,0 mm,

2,6 um, objem ndstfiku 1 ul, (mobilni faze: acetonitril, octan amonny
o ¢ =10 mmol/l, pH = 4,0 90:10, pritok 0,5 ml/min)

53



90 45

80 40
__ 70 ” 35
5 —
2 £
€ 60 30 £
> =
S 50 25 §
-~ - 7]
[ +—
T 40 20 3
© ©
© >
R 30 15 §
) °
'8 o

20 10

10 ‘ 5

0 0

0 1 2 3 4 5 6 7

¢as [min]

——PDA 235 nm (kreatinin) FD ex: 353 nm, emis: 438 nm (neopterin)

Obrdzek 21: Chromatogram moci, kolona Kinetex HILIC, 150 x 3,0 mm, 2,6 um, objem
ndstfiku 1 ul, (mobilni faze: acetonitril, octan amonny o ¢ = 10 mmol/I, pH = 4,
90:10, prutok 0,5 mi/min), piky analyti oznaceny Sipkami

5.1.3 YMC Triart C-18, 150 x 4,6 mm, 3 pm

Stacionarni faze této kolony je tvorena ¢&asticemi z hybridniho materidlu,
které jsou modifikovany navazanim Cig fetézcll. Diky tomu, Ze testovana kolona vyuziva
princip separace na RP stejné jako kolona, pro kterou byla plivodni metoda validovana,
bylo rozhodnuto o vyuziti fosfatového pufru jako mobilni faze. Bylo optimalizovano
pH separace, kdy nejlepsich separacnich vysledkd bylo dosazeno pfi pH 6,5. Hodnoty
pH 4,5 ani pH 8,0 se neosvédcily. Stanoveni bylo provddéno s pufrem o koncentraci
¢ = 15 mmol/I, pfi této koncentraci bylo dosazeno uspokojivych vysledkd jak pfi separaci
smési standard(, tak i pfi analyze moci. Chromatogramy jsou zobrazeny na obrazcich
Cislo 22 a 23. Pritok mobilni faze byl 1 ml/min. Retencni ¢as kreatininu ve smési
standardd byl 3,71 min. a ve vzorku moci 3,74 min. Retencni ¢as neopterinu byl ve smési
standardd 6,10 min. a ve vzorku moci 6,19 min. Doba analyzy byla 10 minut.

54



450 6
400
350
300 4
250
200

150 2

odezva detektoru [mAU]
w
odezva detektoru [mV]

100

50 k
. ] J

¢as [min]

——PDA 235 nm (kreatinin)

FD ex: 353 nm, emis: 438 nm (neopterin)

Obrdzek 22: Chromatogram smési standardi, kolona YMC Triart C-18, 150 x 4,6 mm,
3 um, objem ndstfiku 1 ul, (mobilni faze: fosfdatovy pufr o c = 15 mmol/l,
pH = 6,5, priitok 1 mi/min)
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Obrdzek 23: Chromatogram moci, kolona YMC Triart C-18, 150 x 4,6 mm, 3 um,
objem nastfiku 1 ul, (mobilni faze: fosfatovy pufr o ¢ = 15 mmol/l, pH = 6,5,
pratok 1 ml/min), piky analyti oznaceny sipkami
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Nasledné bylo testovano snizeni koncentrace pufru na ¢ =5 mmol/l, pH zlstalo
stejné: 6,5. Pfi této koncentraci doslo k ziskani uspokojivych vysledkl pfi analyze smési
standardi, chromatogram je na obrazku &islo 24. Pfi analyze moci ale neopterin nebyl
dostatecné separovan od pfitomné necistoty, chromatogram je na obrdazku cislo 25.
Retencni ¢as kreatininu ve smési standard( byl 3,79 min. a ve vzorku moci 3,76 min.
Retencni ¢as neopterinu byl ve smési standard(i 6,14 min. a ve vzorku moci 6,16 min.
Pritok mobilni faze i doba analyzy zUstali stejné.
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Obrdzek 24: Chromatogram smési standardi, kolona YMC Triart C-18, 150 x 4,6 mm,

3 um, objem nastfiku 1 ul, (mobilni faze: fosfdatovy pufr o c =5 mmol/l, pH = 6,5,
pritok 1 mi/min)
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Obrdzek 25: Chromatogram moci, kolona YMC Triart C-18, 150 x 4,6 mm, 3 um,
objem nastfiku 1 ul, (mobilni faze: fosfatovy pufr o ¢ = 5 mmol/I, pH = 6,5,
pritok 1 ml/min), piky analyti oznaéeny Sipkami

5.1.4 Spojené kolony Chromolith RP-18e, 50 x 4,6 mm a 100 x 3,0 mm

Stacionarni faze téchto kolon se sklada ze silikagelového monolitu,
ktery je modifikovan navdzanim Cig fetézcd, volné silanolové skupiny jsou chranény
endcappingem. Takto spojené kolony byly do prace zahrnuty diky dobrym zkusenostem
s jejich vyuZitim pro stanoveni neopterinu a kreatininu v séru v laboratofi UKBD FN HK
[19]. Analyza byla provadéna se stejnou mobilni fazi jako plvodni metoda,
tedy s fosfatovym pufrem o koncentraci c=15 mmol/l a pH 6,5. Pomérné dobrych
vysledk( bylo dosazeno pfi separaci smési standard(, je zde ale patrné rozsifeni piku
neopterinu oproti ostatnim kolonam. Chromatogram je na obrazku ¢islo 26. Pfi analyze
moci nedoslo k uplnému oddéleni piku kreatininu ani neopterinu od pritomné necistoty,
coz je zobrazeno na obrazku ¢islo 27. Prutok mobilni faze byl do 3. minuty 1 ml/min
a od 3. minuty 3,5 ml/min. Reten¢ni ¢as kreatininu ve smési standard( byl 1,98 min.
a ve vzorku moci 1,97 min. Retencni ¢as neopterinu byl ve smési standard( 2,58 min.
a ve vzorku moc¢i 2,55 min. Doba analyzy byla 5 minut.
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Obrdzek 26: Chromatogram smési standard, spojené kolony Chromolith
RP-18e, 50 x 4,6 mm a 100 x 3,0 mm, objem ndstriku 1 ul, (mobilni faze:
fosfatovy pufr o ¢ = 15 mmol/l, pH = 6,5, priitok 0 — 3 min: 1 mi/min,

3 -5 min: 3,5 ml/min)
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Obrazek 27: Chromatogram moci, spojené kolony Chromolith RP-18e,
50 x 4,6 mm a 100 x 3,0 mm, objem ndstriku 1 ul, (mobilni faze:
fosfatovy pufr o c = 15 mmol/l, pH = 6,5, pritok 0 — 3 min: 1 mi/min,
3 -5 min: 3,5 mi/min), piky analytii oznaceny sipkami
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5.1.5 Chromolith HighResolution RP-18e, 100 x 4,6 mm

Staciondrni faze této kolony je stejné jako v predchozim pfipadé tvorena
silikagelovym monolitem, ktery je modifikovan navazanim Cis fetézcl, volné silanolové
skupiny jsou chranény endcappingem. Na rozdil od pfedchozich kolon monolit obsahuje
mensi makropdry (1,15 pum oproti 2 um). Do této prace byla kolona zafazena na zakladé
publikované metody pro stanoveni neopterinu a kreatininu v plodové vodé a v exsudatu
z ran [10]. Analyza byla opét provadéna se stejnou mobilni fazi jako pivodni metoda,
tedy s fosfatovym pufrem o koncentraci c = 15 mmol/I a pH 6,5. Uspokojivych vysledku
bylo dosazeno pouze pfi separaci smési standardl, chromatogram je na obrdazku
Cislo 28. Pfi analyze moci nedoslo k Uplnému oddéleni piku neopterinu od pfitomné
necistoty, coz je zobrazeno na obrazku ¢islo 29. Pritok mobilni faze byl do 2. minuty
2,5 ml/min a od 2. minuty 3 ml/min. Retencni ¢as kreatininu ve smési standardd byl
1,28 min. a ve vzorku moci 1,29 min. Retencni ¢as neopterinu byl ve smési standard(
1,70 min. a ve vzorku moci 1,71 min. Doba analyzy byla 8 minut.
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Obrazek 28: Chromatogram smési standardii, kolona Chromolith HighResolution
RP-18e, 100 x 4,6 mm, objem ndstfiku 1 ul, (mobilni faze: fosfatovy pufr
o ¢ =15 mmol/l, pH = 6,5, pritok 0 — 2 min: 2,5 ml/min, 2 — 8 min: 3 ml/min)
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Obrazek 29: Chromatogram moci, kolona Chromolith HighResolution RP-18e,
100 x 4,6 mm, objem nastriku 1 ul, (mobilni faze: fosfatovy pufr
o ¢ =15 mmol/l, pH = 6,5, pritok 0 — 2 min: 2,5 mi/min, 2 — 8 min: 3 ml/min),
piky analyti oznaceny Sipkami

5.1.6 Kinetex Polar Ci3, 100 x 4,6 mm, 2,6 um

Stacionarni faze této kolony je tvorena silikagelovymi povrchové poréznimi
Casticemi, které jsou modifikovany navazanim Cig fetézcl. Analyza byla opét provadéna
se stejnou mobilni fazi jako plvodni metoda, tedy s fosfatovym pufrem o koncentraci
c = 15 mmol/l a pH 6,5. Uspokojivych vysledk(l bylo dosazeno jak pfi separaci smési
standardd, tak i pfi analyze moci, chromatogramy jsou zobrazeny na obrazcich ¢islo
30 a 31. Pratok mobilni faze byl do 3. minuty 1 ml/min a od 3. minuty 1,5 ml/min.
Retencni ¢as kreatininu ve smési standardt byl 1,84 min. a ve vzorku moci také 1,84 min.
Retencni ¢as neopterinu byl ve smési standard( i ve vzorku moci 2,77 min. Doba analyzy
byla 10 minut.
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Obradzek 30: Chromatogram smési standardii, kolona Kinetex Polar C1s, 100 x 4,6 mm,
2,6 um, objem ndstriku 1 ul, (mobilni fdze: fosfatovy pufr o c = 15 mmol/l,
pH = 6,5, priitok 0 — 3 min: 1 ml/min, 3 — 10 min: 1,5 ml/min)
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Obrdzek 31: Chromatogram moci, kolona Kinetex Polar C1s, 100 x 4,6 mm, 2,6 um,
objem nastfiku 1 ul, (mobilni faze: fosfatovy pufr o ¢ = 15 mmol/l, pH = 6,5,
pritok 0 — 3 min: 1 ml/min, 3 — 10 min: 1,5 ml/min), piky analyti oznaéeny
Sipkami
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5.1.7 Shrnuti

Na zakladé chromatogram( zobrazenych na obrdzcich cislo 14 — 31 se jako
optimalni pro stanoveni neopterinu a kreatininu v moci jevily kolony YMC Triart C-18,
150 x 4,6 mm, 3 um a Kinetex Polar Cis, 100 x 4,6 mm, 2,6 um. U téchto kolon byly piky
stanovovanych latek dostatecné ostré. Tyto kolony také zajistily dostatecné oddéleni
analyt( od balastnich latek pfitomnych v biologickém materialu.

5.2 Vysledky hodnocenych parametrii

Nasledujici parametry byly zjisStovany u vSech testovanych kolon. V tabulkach
je vzdy barevné oznaceno, zda vysledek odpovida doporu¢enym hodnotam.

5.2.1 Opakovatelnost nastriku

Testovani bylo provedeno jak na smési standard(, kde byla analyza opakovana
trikrat, tak i na vzorku moci, kde byla analyza provedena Sestkrat. Vyhodnoceni vysledkt
bylo provedeno v programu Excel za vyuZiti vzorce uvedeného v kapitole 4.7.1, ve stejné
kapitole se také nachazi doporuceni, dle kterého byly hodnoceny vysledky v biologickém
materidlu. Vysledky opakovatelnosti nastfiku pro jednotlivé kolony jsou uvedeny
v tabulkdach ¢islo 9 — 15.

Tabulka 9: Vysledky opakovatelnosti ndstfiku s kolonou Gemini Cis, 150 x 3,0 mm,
5 um (mobilni faze: fosfatovy pufr o c = 15 mmol/I, pH = 6,5)

smés standard( moc
neopterin kreatinin neopterin kreatinin
tr tr tr tr
. plocha ) plocha ) plocha ) plocha
[min] [min] [min] [min]

1 3,098 | 167194 | 1,884 | 3104071 | 3,106 | 24417 1,881 | 125423
2 3,101 | 165459 | 1,888 | 3117077 | 3,100 | 23489 1,881 | 121470
3 3,092 | 153302 | 1,887 | 3102441 | 3,135 | 23349 1,891 | 113624
4 3,130 | 23081 1,889 | 112107
5
6

3,126 | 23761 1,884 | 108070
3,126 | 24126 1,891 | 105843
pramér | 3,097 | 161985 1,89 | 3110574 |3,12 | 23703 1,89 | 114422

0,15 | 4,67 0,11 | 0,26 0,45 | 2,11 0,25 | 6,66
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Tabulka 10: Vysledky opakovatelnosti ndstfiku s kolonou Kinetex HILIC, 150 x
3,0 mm, 2,6 um (mobilni faze: acetonitril, octan amonny o ¢ = 10 mmol/I,
pH = 4,0, 90:10)

smés standardd moc
neopterin kreatinin neopterin kreatinin

e . plocha tr . plocha te . plocha te . plocha

[min] [min] [min] [min]
1 4,547 | 38624 5,068 | 4750843 | 4,755 | 101390 | 5,066 | 624160
2 4,919 | 35912 5,043 | 4774188 | 4,892 | 100985 | 5,079 | 618500
3 4,725 | 37821 5,058 | 4792407 | 4,953 | 93149 5,058 | 628391
4 4,931 | 92469 5,076 | 629403
5 4,931 | 90268 5,065 | 623321
6 4,914 | 92140 5,066 | 627902
pramér | 4,730 | 37452 5,06 |4762516 | 4,89 | 95067 5,07 | 625280
RSD
(%] 3,93 |3,72 0,25 | 0,44 1,42 | 5,09 0,15 | 0,66

Tabulka 11: Vysledky opakovatelnosti ndstfiku s kolonou YMC Triart C-18, 150 x

4,6 mm, 3 um (mobilni faze: fosfatovy pufr o ¢ = 15 mmol/I, pH = 6,5)

smés standard( moc

neopterin kreatinin neopterin kreatinin

e . plocha tr . plocha tr ) plocha tr ) plocha

[min] [min] [min] [min]
1 6,099 | 45837 3,705 | 1963541 6,187 | 10324 3,736 | 58450
2 6,102 | 45524 3,710 | 1976522 6,182 | 10477 3,732 | 58672
3 6,111 | 45372 3,711 | 1997020 6,189 | 10419 3,732 | 58610
4 6,194 | 10399 3,735 | 58780
5 6,192 | 10425 3,739 | 58248
6 6,196 | 10350 3,749 | 58381
pramér | 6,104 | 45578 3,71 | 1970032 6,19 | 10399 3,74 | 58524
RSD
(%] 0,10 | 0,52 0,09 |0,86 0,08 | 0,53 0,16 | 0,34
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Tabulka 12: Vysledky opakovatelnosti ndstfiku s kolonou YMC Triart C-18, 150 x

4,6 mm, 3 um (mobilni faze: fosfatovy pufr o c = 5 mmol/l, pH = 6,5)

smés standardd mo¢

neopterin kreatinin neopterin kreatinin

e . plocha tr . plocha e . plocha e . plocha

[min] [min] [min] [min]
1 6,142 | 49055 3,792 | 2046251 | 6,177 | 8020 3,762 | 54298
2 6,132 | 49576 3,788 | 2029928 | 6,165 | 8271 3,761 | 54266
3 6,140 | 49539 3,784 | 2040808 | 6,164 | 8307 3,758 | 54926
4 6,164 | 8200 3,757 | 54477
5 6,161 | 8044 3,753 | 54323
6 6,160 | 8074 3,755 | 54425
primér | 6,14 | 49390 3,79 | 2038090 |6,17 | 8153 3,76 | 54453
?;JI]) 0,09 |0,59 0,11 | 0,41 0,10 | 1,51 0,09 |0,45

Tabulka 13: Vysledky opakovatelnosti ndstriku se spojenymi kolonami Chromolith
RP-18e, 50 x 4,6 mm a 100 x 3,0 mm (mobilni faze: fosfatovy pufr
o c=15mmol/l, pH = 6,5)

smés standard( moc

neopterin kreatinin neopterin kreatinin

e . plocha tr . plocha tr ) plocha tr ) plocha

[min] [min] [min] [min]
1 2,575 | 47657 1,979 | 1999260 2,542 | 10312 1,959 | 70589
2 2,573 | 47532 1,974 | 1995132 2,545 | 9820 1,963 | 70569
3 2,576 | 47621 1,986 | 1968747 2,543 | 10044 1,961 | 71471
4 2,549 | 10487 1,966 | 70083
5 2,543 | 9751 1,960 | 69288
6 2,544 | 10503 1,961 | 69660
pramér | 2,575 | 47603 1,98 | 1997196 2,54 | 10153 1,96 | 70277
RSD
(%] 0,06 |0,14 0,30 |0,83 0,10 | 3,25 0,13 | 1,10
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Tabulka 14: Vysledky opakovatelnosti ndstfiku s kolonou Chromolith HighResolution
RP-18e, 100 x 4,6 mm (mobilni fdaze: fosfatovy pufr o c = 15 mmol/l, pH = 6,5)

smés standard( moc¢

neopterin kreatinin neopterin kreatinin

t t t t

" . plocha " . plocha " . plocha " . plocha
[min] [min] [min] [min]

1,691 | 17562 1,286 | 2987044 1,713 | 3532 1,287 | 23078

1,715 | 18959 1,272 | 2988627 1,710 | 3426 1,288 | 22754

1,705 | 16479 1,274 | 2904867 1,708 | 3539 1,291 | 22683

1,708 | 3480 1,288 | 22766

1
2
3
4 1,710 | 3436 1,287 | 22847
5
6

1,708 | 3449 1,282 | 22878

primér | 1,704 | 17667 1,28 | 2987836 1,71 | 3477 1,29 | 22834

0,71 | 7,04 0,59 | 1,60 0,12 | 1,41 0,23 | 0,61

Tabulka 15: Vysledky opakovatelnosti ndstfiku s kolonou Kinetex Polar C1s, 100 x
4,6 mm, 2,6 um (mobilni faze: fosfatovy pufr o c = 15 mmol/l, pH = 6,5)

smés standard( moc¢
neopterin kreatinin neopterin kreatinin
tr tr tr tr
. plocha . plocha . plocha ) plocha
[min] [min] [min] [min]

2,765 | 44264 1,844 | 1954713 | 2,769 | 255287 1,834 | 811441

2,771 | 44562 1,838 | 1971232 | 2,767 | 248011 1,834 | 805180

2,769 | 44336 1,840 | 1969716 | 2,767 | 241932 | 1,836 | 798703

2,767 | 232144 1,841 | 799435

1
2
3
4 2,768 | 235576 1,839 | 801420
5
6

2,767 | 230792 | 1,838 | 797082

primér | 2,768 | 44387 1,84 | 1962973 | 2,77 | 240624 |1,84 | 802210

0,11 | 0,35 0,17 | 0,47 0,03 | 4,01 0,15 | 0,66
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5.2.2 Rozliseni

Testovani bylo provedeno na vzorku moci a bylo Sestkrat opakovano, vyslednd
hodnota byla zprimérovana. Vysledky byly ziskany z ovladaciho systému LC Solution
a hodnoceny dle doporuceni, které je uvedené v kapitole 4.7.2. Vysledky rozliSeni pikd
pro jednotlivé kolony jsou uvedeny v tabulkach ¢islo 16 — 22.

Tabulka 16: Vysledky rozliseni kolony Gemini C1s, 150 x 3,0 mm, 5 um (mobilni faze:
fosfatovy pufr o ¢ = 15 mmol/Il, pH = 6,5)

1 2 3 4 5 6 pramér
mo¢ | neopterin | 2,836 |2,592 | 2,642 |2,819 |2,958 |2,975 |2,80
kreatinin | 1,081 | 1,025 | 0,935 | 0,949 |0,995 |0,911 | 0,98

Tabulka 17: Vysledky rozliseni kolony Kinetex HILIC, 150 x 3,0 mm, 2,6 um (mobilni
faze: acetonitril, octan amonny o ¢ = 10 mmol/I, pH = 4,0, 90:10)

1 2 3 4 5 6 pramér
mo¢ | neopterin | 0,806 | 0,883 | 0,859 | 0,900 | 0,803 | 0,809 | 0,84
kreatinin | 1,888 | 1,861 | 1,794 | 1,789 | 1,853 |1,787 | 1,83

Tabulka 18: Vysledky rozliseni kolony YMC Triart C-18, 150 x 4,6 mm, 3 um (mobilni
faze: fosfatovy pufr o c = 15 mmol/l, pH = 6,5)

1 2 3 4 5 6 pramér
moc¢ | neopterin | 1,472 | 1,428 | 1,464 | 1,449 | 1,468 | 1,440 | 1,45
kreatinin | 2,025 | 2,056 | 2,067 | 2,075 |2,084 |2,135 | 2,07

Tabulka 19: Vysledky rozliseni kolony YMC Triart C-18, 150 x 4,6 mm, 3 um (mobilni
faze: fosfatovy pufr o ¢ = 5 mmol/l, pH = 6,5)

1 2 3 4 5 6 pramér
mocC | neopterin | 1,486 | 1,503 | 1,479 |1,517 | 1,476 | 1,447 | 1,48
kreatinin | 2,805 | 2,795 | 2,831 |2,804 |2,796 |2,790 | 2,80

Tabulka 20: Vysledky rozliseni spojenych kolon Chromolith RP-18e, 50 x 4,6 mm
a 100 x 3,0 mm (mobilni faze: fosfatovy pufr o ¢ = 15 mmol/l, pH = 6,5)

1 2 3 4 5 6 prameér
mocC | neopterin| 1,032 | 1,131 | 0,611 |0,847 | 0,839 |0,671 |0,86

kreatinin | 1,110 | 1,096 | 1,131 | 1,121 | 1,138 | 1,138 | 1,12
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Tabulka 21: Vysledky rozliseni kolony Chromolith HighResolution RP-18e,
100 x 4,6 mm (mobilni faze: fosfatovy pufr o ¢ = 15 mmol/I, pH = 6,5)

moc

1 2 3 4 5 6 pramér
neopterin | 1,243 | 1,206 |1,178 | 1,255 | 1,184 | 1,250 | 1,22
kreatinin | 2,108 | 2,104 | 2,147 | 2,109 | 2,134 | 2,048 | 2,11

Tabulka 22: Vysledky rozliseni kolony Kinetex Polar Cis, 100 x 4,6 mm, 2,6 um
(mobilni faze: fosfatovy pufr o c = 15 mmol/l, pH = 6,5)

moc

1 2 3 4 5 6 pramér
neopterin | 1,564 | 1,567 | 1,62 1,602 | 1,507 | 1,642 |1,58
kreatinin | 1,703 | 1,722 | 1,666 | 1,676 |1,675 | 1,666 | 1,68

5.2.3 Symetrie piku

Testovani bylo provedeno na vzorku moci a bylo Sestkrat opakovano, vysledna

hodnota byla zprimérovana. Vysledky byly ziskany z ovladaciho systému LC Solution

a hodnoceny dle doporuceni Ceského Iékopisu, které je uvedené v kapitole 4.7.3.

Vysledky symetrie pik( pro jednotlivé kolony jsou uvedeny v tabulkach cislo 23 — 29.

Tabulka 23: Vysledky faktoru symetrie kolony Gemini C1s, 150 x 3,0 mm, 5 um

(mobilni faze: fosfatovy pufr o ¢ = 15 mmol/l, pH = 6,5)

mocC

1 2 3 4 5 6 pramér
neopterin | 1,323 | 1,323 |1,178 | 1,153 | 1,084 |1,320 | 1,2
kreatinin | 1,436 | 1,424 (1,396 |1,388 | 1,331 |1,360 |1,4

Tabulka 24: Vysledky faktoru symetrie kolony Kinetex HILIC, 150 x 3,0 mm, 2,6 um
(mobilni faze: acetonitril, octan amonny o ¢ = 10 mmol/I, pH = 4,0, 90:10)

moc

1 2 3 4 5 6 pramér
neopterin | 1,379 | 1,158 | 0,944 | 1,079 | 1,000 |1,114 |1,1
kreatinin | 1,481 | 1,492 (1,493 |1,521 |1,485 | 1,531 |1,5
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Tabulka 25: Vysledky faktoru symetrie kolony YMC Triart C-18, 150 x 4,6 mm, 3 um

(mobilni faze: fosfatovy pufr o c = 15 mmol/l, pH = 6,5)

moc

1 2 3 4 5 6 pramér
neopterin {1,131 (1,112 |1,141 |1,189 |1,161 | 1,185 |1,2
kreatinin | 1,242 | 1,250 |1,256 |1,282 |1,315 |1,317 | 1,3

Tabulka 26: Vysledky faktoru symetrie kolony YMC Triart C-18, 150 x 4,6 mm, 3 um

(mobilni faze: fosfatovy pufr o ¢ = 5 mmol/I, pH = 6,5)

moc

1 2 3 4 5 6 pramér
neopterin | 1,100 | 1,166 | 1,133 | 1,219 | 1,195 | 1,258 | 1,2
kreatinin | 1,352 | 1,354 | 1,353 | 1,351 | 1,357 | 1,353 |14

Tabulka 27: Vysledky faktoru symetrie spojenych kolon Chromolith RP-18e,
50 x 4,6 mm a 100 x 3,0 mm (mobilni faze: fosfdatovy pufr o c = 15 mmol/l, pH = 6,5)

moc

1 2 3 4 5 6 pramér
neopterin | 1,337 | 1,267 |1,393 |1,398 | 1,386 | 1,407 |1,3
kreatinin | 1,781 | 1,788 |1,792 |1,802 | 1,780 | 1,785 |1,8

Tabulka 28: Vysledky faktoru symetrie kolony Chromolith HighResolution RP-18e,
100 x 4,6 mm (mobilni faze: fosfdatovy pufr o c = 15 mmol/l, pH = 6,5)

mocC

1 2 3 4 5 6 pramér
neopterin | 1,100 | 1,078 | 1,075 |1,090 | 1,112 |1,091 |1,1
kreatinin | 1,428 | 1,424 | 1,432 | 1,467 | 1,467 |1,488 |1,5

Tabulka 29: Vysledky faktoru symetrie kolony Kinetex Polar C1s, 100 x 4,6 mm, 2,6 um

(mobilni faze: fosfatovy pufr o c = 15 mmol/l, pH = 6,5)

moc

1 2 3 4 5 6 pramér
neopterin | 1,325 | 1,316 | 1,315 |1,317 | 1,325 |1,324 |1,3
kreatinin | 1,641 |1,604 | 1,592 | 1,642 |1,621 |1,607 |1,6
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5.2.4 Uéinnost kolony

Testovani N bylo provedeno na smési standardl a bylo tfikrat opakovano,
vysledna hodnota byla zprimérovana. Vysledky byly ziskdny z ovladaciho systému
LC Solution a hodnoceny dle doporuceni FDA, které je uvedené v kapitole 4.7.4,
ve stejné kapitole je také uvedeny vzorec, podle kterého bylo vypocteno HETP. Vysledky
ucinnosti kolon jsou uvedeny v tabulkach ¢islo 30 — 36.

Tabulka 30: Vysledky ucinnosti kolony Gemini C1s, 150 x 3,0 mm, 5 um (mobilni faze:
fosfatovy pufr o c = 15 mmol/I, pH = 6,5)

5 1 2 3 pramér N | HETP [um]
smés
. | neopterin | 1598 1783 2664 2015 45
standard(
kreatinin | 3448 3263 3289 3333 74

Tabulka 31: Vysledky ucinnosti kolony Kinetex HILIC, 150 x 3,0 mm, 2,6 um (mobilni
faze: acetonitril, octan amonny o ¢ = 10 mmol/I, pH = 4,0, 90:10)

5 1 2 3 pramér N | HETP [um]
smeés
. | neopterin | 1339 1722 1489 1517 99
standardu
kreatinin | 7946 7378 7581 7635 20

Tabulka 32: Vysledky ucinnosti kolony YMC Triart C-18, 150 x 4,6 mm, 3 um (mobilni
faze: fosfatovy pufr o c = 15 mmol/l, pH = 6,5)

5 1 2 3 pramér N HETP [um]
smés
. | neopterin | 9323 9398 8898 9206 16
standardd
kreatinin | 10253 10135 10181 10190 15

Tabulka 33: Vysledky ucinnosti kolony YMC Triart C-18, 150 x 4,6 mm, 3 um (mobilni
faze: fosfatovy pufr o ¢ = 5 mmol/I, pH = 6,5)

5 1 2 3 pramér N | HETP [um]
smeés
. | neopterin | 9799 9669 9827 9765 15
standardi
kreatinin | 9705 9838 9793 9779 15
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Tabulka 34: Vysledky ucinnosti spojenych kolon Chromolith RP-18e, 50 x 4,6 mm
a 100 x 3,0 mm (mobilni faze: fosfatovy pufr o ¢ = 15 mmol/l, pH = 6,5)

smeés
standardu

1 2 3 primér N HETP [um]
neopterin | 1856 1872 1850 1859 81
kreatinin | 2077 2170 2195 2147 70

Tabulka 35: Vysledky ucinnosti kolony Chromolith HighResolution RP-18e, 100 x
4,6 mm (mobilni faze: fosfatovy pufr o c = 15 mmol/I, pH = 6,5)

5 1 2 3 pramér N HETP [um]
smes
. | neopterin | 2062 1966 2033 2020 22
standardt
kreatinin | 4820 4323 4372 4505 49

Tabulka 36: Vysledky ucinnosti kolony Kinetex Polar C1s, 100 x 4,6 mm, 2,6 um
(mobilni faze: fosfatovy pufr o c = 15 mmol/l, pH = 6,5)

5 1 2 3 pramér N HETP [um]
smes
. | neopterin | 3751 3754 3756 3754 18
standardu
kreatinin | 5538 5368 5461 5455 27

5.2.5 Shrnuti

V tabulce éislo 37 je prehledné shrnuto, jak jednotlivé kolony ve zjistovanych
parametrech vyhovély doporucenim. Dle vysledkl lze Fict, Ze pro stanoveni neopterinu
a kreatininu v moci neni pfilis vhodna metoda HILIC. PFi jejim vyuZiti bylo dosazeno
nedostatecnych hodnot opakovatelnosti stanoveni neopterinu jak ve smési standardd,
tak i ve vzorku moci. Také separacni ucinnost kolony a rozliseni piku bylo pro neopterin
nizké.

Z kolon YMC Triart C-18, 150 x 4,6 mm, 3 um a Kinetex Polar Cis, 100 x 4,6 mm,
2,6 um, které se na zdkladé vzhledu chromatogramu a tvaru pikQ jevily pro stanoveni
neopterinu a kreatininu v moci jako nevhodnéjsi byla vybrana kolona YMC Triart C-18,
150 x 4,6 mm, 3 um. Tato kolona vyhovéla v nejvice testovanych parametrech. Jedinym
z hodnocenych parametr(, kde kolona nevyhovéla doporucenim je rozliSeni piku
neopterinu ve vzorku moci. Kolona Kinetex Polar Cis, 100 x 4,6 mm, 2,6 um nevyhovéla
doporucenim v opakovatelnosti plochy piku neopterinu v moci a ve faktoru symetrie
piku kreatininu v modi.
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Tabulka 37: Shrnuti hodnocenych parametri testovanych kolon

opakovatelnost nastriku rozliseni faktor ucinnost
RSD [%] Rs symetrie As | N
kolona mobilni faze latka - - -
smés standardu moc¢ . . smés
mo¢ mo¢ .
tr plocha | tr plocha standardu
Gemini Cys, fosfatovy pufr o neopterin 0,15 4,67 0,45 2,11 2,80 1,2 2015
150 x 3,0 mm, 5 um ¢ =15 mmol/l, pH =6,5 kreatinin 0,11 0,26 0,25 6,66 0,98 1,4 3333
tonitril, i
Kinetex HILIC, acetonitri ' neopterin 3,93 3,72 1,42 5,09 0,84 1,1 1517
150 x 3.0 56 octan amonny o c=10
x 3,0 mm, 2,6 um P
M mmol/l, pH = 4,0, 90:10 kreatinin 0,25 0,44 0,15 0,66 1,83 1,5 7635
fosfatovy pufr o neopterin 0,10 0,52 0,08 0,53 1,45 1,2 9206
YMC Triart C-18, c=15mmol/l, pH =6,5 | kreatinin 0,09 0,86 0,16 0,34 2,07 1,3 10190
150x 4,6 mm, 3 um | fosfatovy pufr o neopterin | 0,09 0,59 0,10 1,51 1,48 1,2 9765
c=5mmol/l, pH=6,5 kreatinin 0,11 0,41 0,09 0,45 2,80 1,4 9778
Chromolith RP-18e, .
fosfatovy pufr o neopterin | 0,06 0,14 0,10 3,25 0,86 1,3 1859
50x4,6 mma _ _
100 x 3,0 mm c=15mmol/l, pH=6,5 | reatinin | 030 | 083 | 013 | 1,10 1,12 1,8 2147
Chromolith .
_ . fosfatovy pufr o neopterin 0,71 7,04 0,12 1,41 1,22 1,1 2020
HighResolution 15 UL pH=6.5
c =15 mmol/l, pH =6, P
RP-18e, 100 X 4,6 mm P kreatinin 0,59 1,60 0,23 0,61 2,11 1,5 4505
Kinetex Polar Cis, fosfatovy pufr o neopterin 0,11 0,35 0,03 4,01 1,58 1,3 3754
100 x 4,6 mm, 2,6 um | c =15 mmol/l, pH =6,5 | kreatinin 0,17 0,47 0,15 0,66 1,68 1,6 5455
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6. ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo doporucit chromatografickou kolonu, kterad bude
schopna spolehlivé zajistit stanoveni neopterinu a kreatininu v moci pro klinickou praxi.
V praci byly zhodnoceny a porovnany vlastnosti Sesti kolon. Hodnoceni bylo provadéno
na zakladé nasledujicich parametr(i: opakovatelnost nastfiku, rozliSeni, symetrie piku
a Gcinnost kolony. Tyto parametry byly hodnoceny dle doporuceni FDA nebo Ceského
lékopisu. Zadna z testovanych kolon nevyhovéla ve viech parametrech doporuéenim.

Jako nejvhodnéjsi byla vybrana kolona YMC Triart C-18, 150 x 4,6 mm, 3 um
s mobilni fazi tvorenou fosfatovym pufrem o koncentraci ¢ =15 mmol/l a pH 6,5.
Tato kolona zajistila spolehlivou analyzu neopterinu a kreatininu jak ve smési standardd,
tak i ve vzorku moci. Jedinym z hodnocenych parametrll, kde kolona nevyhovéla
doporucenim je rozliSeni piku neopterinu ve vzorku moci. Zjisténad hodnota
ale nevyhovéla doporuceni pouze o pét setin. Naslednou dalSi optimalizaci analyzy
by bylo mozné tyto nevyhody odstranit. Optimalizace a validace metody jiZz nebyla
soucasti zadani této prace.

U vybrané kolony bylo také zjistovano, zda po provedeni analyzy vétsiho mnozstvi
vzorku nedochdzi ke ztraté separacni ucinnosti. Separace smési standard(i po provedeni
analyzy 30 a 60 vzork( prokazala, Ze separacni Ucinnost s rostoucim poctem analyz
neklesa.
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