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Abstrakt
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Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy

Kandidat: Dominika Knoblochova

Vedouci diplomové prace: PharmDr. Petr Kastner, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Vyvoj a validace HPLC metody pro stanoveni

3-hydroxykynureninu v biologickém materialu

3-hydroxykynurenin je jednim z metabolitil tryptofanu a je studovan zvlaste pro svoji
oxidacné modulaéni aktivitu, diky které mé schopnost chranit buniky pfed oxida¢nim
stresem. Je tvofen z kynureninu katalyzou enzymu kynurenin 3-monooxygenasa, jehoz
aktivita je sledovana na Katedfe farmakologie a toxikologie. Pro jeji studovani je tfeba
kvantitativné stanovit 3-hydroxykynurenin v biologické matrici.

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout HPLC metodu pro stanoveni
3-hydroxykynureninu v biologickém materidlu s pouzitim vysokoucinné kapalinové
chromatografie a nasledné metodu validovat.

Béhem vyvoje bylo testovano nékolik mobilnich fazi s riznymi hodnotami pH.
Vysledna mobilni faze byla tvofena 100mM kyselinou mravenci (pH = 2,25) a methanolem
(95:5). Byly také zkouSeny rlizné typy stacionarnich fazi, z nichz byla nakonec zvolena
kolona YMC TRIART PFP srozméry 15 x 3 mm arozmérem castic 5 pum. K detekci
3-hydroxykynureninu byl zvolen UV-VIS detektor, na némz byla nastavena vlnova délka
370 nm. Byla optimalizovédna téZ teplota separace na vyslednou hodnotu 35 °C. Béhem
analyzy byla vyuzivana izokraticka eluce, pritok mobilni faze byl nastaven na 0,3 ml/min.
Nasttikovany objem byl nastaven na 10 pl a celkova doba analyzy trvala 14 minut.

Mezi validaéni parametry byly vybrany: linearita, pfesnost, preciznost, limit
kvantifikace, selektivita, stabilita, carry-over a vytéznost. VSechny validacni parametry
odpovidaly pfijatelnym rozmezim krom¢ parametru stabilita, ktera ukazala,
ze 3-hydroxykynurenin je pomérn¢ nestabilni, a proto je tfeba si jeho roztoky piipravovat

vzdy v Case potieby.

Klicova slova: 3-hydroxykynurenin, tryptofan, HPLC



Abstract

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmaceutical Chemistry and Pharmaceutical Analysis

Candidate: Dominika Knoblochova

Supervisor: PharmDr. Petr Kastner, Ph.D.

Title of thesis: Development and Validation of HPLC Method for Determination

of 3-Hydroxykynurenine in Biological Material

3-Hydroxykynurenine is one of the metabolites of tryptophan and is studied
especially for its oxidative modulatory activity, which provides the ability to protect cells
from oxidative stress. It is formed from kynurenine by catalysis of the enzyme kynurenine
monooxygenase, whose activity is monitored at the Department of Pharmacology and
Toxicology. It is necessary to quantify 3-hydroxykynurenine in a biological matrix for its
study.

The aim of this diploma thesis was to develop an HPLC method for the determination
of 3-hydroxykynurenine in biological material using high performance liquid
chromatography and subsequent method validation.

During development, several mobile phases with different pH values were tested.
The resulting mobile phase consisted of 100 mM formic acid (pH = 2.25) and methanol
(95:5). Different types of stationary phases were also tested, from which a YMC TRIART
PFP column with dimensions of 15 X 3 mm and a particle size of 5 pm was finally chosen.
A UV-VIS detector was selected to detect 3-hydroxykynurenine, on which a wavelength
of 370 nm was set. The separation temperature was also optimized to a final value of 35 °C.
Isocratic elution was used during the analysis, and the mobile phase flow rate was set at
0.3 ml/min. The injection volume was set at 10 pl and the total analysis time was 14 minutes.

The selected validation parameters were as follows: linearity, accuracy, precision,
limit of quantification, selectivity, stability, carry-over and recovery. All validation
parameters corresponded to acceptable ranges except for the stability parameter, which
showed that the 3-hydroxykynurenine is relatively unstable, and its solutions should always

be prepared at the time of use.

Keywords: 3-hydroxykynurenine, tryptophan, HPLC



Uvod

Tato diplomova prace se zamétuje na vyvoj a validaci HPLC metody pro stanoveni
3-hydroxykynureninu v biologickém materialu.

3-hydroxykynurenin je jednim z metabolitl tryptofanu, vznika pfeménou kynureninu
pomoci enzymu kynurenin 3-monooxygenasa (KMO). Prestoze 3-hydroxykynurenin
vykazuje za urcitych podminek prooxidacni Ucinky, které by mohly poskozovat bunky
lidského téla, ma také antioxidacni vlastnosti a je schopen redoxnich modulac¢nich uc¢inka,
které by mély riziko poskozeni bunék spise snizovat. Na Katedie farmakologie a toxikologie
je mimo jiné studovana aktivita KMO enzymu, a proto bylo tfeba vyvinout metodu, ktera
by byla schopna 3-hydroxykynurenin v biologické matrici stanovovat.

3-hydroxykynurenin je podrobnéji popsan v teoretické Casti, kterd se zabyva také
tryptofanem, ze kterého je 3-hydroxykynurenin odvozen. Dale se teoretickd Cast zabyva
studiem vysokoucinné kapalinové chromatografie, ktera je jednou z nejlepsich analytickych
metod pro analyzu jak endogennich latek, tak 1é¢iv nebo potravin. Mezi jeji hlavni vyhody
patii vysokd pfesnost a rychlost analyzy, je schopna poskytovat jak kvalitativni, tak
kvantitativni vysledky méteni.

Experimentalni ¢ast této prace se zaméfuje na vybér optimalnich podminek pro
HPLC analyzu s vyuzitim UV-VIS detekce. Pfi vyvoji metody bylo testovano nékolik
mobilnich fazi, dale jejich koncentrace, n€kolik typl sorbentil i zména teploty v kolonovém
prostoru. Poté byla metoda validovana dle oficidlnich smérnic a pouZita pro analyzu

3-hydroxykynureninu v redlném vzorku lidské placenty.
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Cil prace

Cilem této prace je vyvoj a optimalizace metody pro stanoveni metabolitu tryptofanu
3-hydroxykynureninu s pouzitim vysokoucinné kapalinové chromatografie pro tcely studia
enzymov¢ aktivity kynurenin 3-monooxygenasy, enzymu konvertujiciho kynurenin
na 3-hydroxykynurenin, v prostfedi lidské placenty. Stanoveni dané slouceniny bude
zalozeno na spektrofotometrické detekci v UV oblasti absorpéniho maxima.

Doprovodnym cilem je validace vyvinuté metody, ke které budou vyuzita doporuceni

FDA a EMA.
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1 Teoreticka ¢ast
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1.1 Tryptofan

Sumdrni vzorec: C11H12N20; !
Systematicky nazev: kyselina (S)-2-amino-3-(1H-indol-3-yl)propanova !
Molekulovd hmotnost: 204,23 !

Tryptofan je neutrdlni aromatickd proteinogenni aminokyselina. Patii mezi
esencialni aminokyseliny, coz znamenda, ze ho lidské t¢lo neni schopno endogenné
syntetizovat, ale musi byt pfijiman potravou. Byl objeven anglickym chemikem
F. Hopkinsem v roce 1901. Kromé toho, ze je tryptofan meziproduktem syntézy a pfemény
proteinti, se po absorpci transformuje na fadu malych bioaktivnich sloucenin, z nichz kazda
je schopna ovlivnit bunééné metabolické drahy a fyziologické reakce. Tryptofan a nékteré
jeho metabolity (melatonin, 3-hydroxykynurenin) mohou pisobit jako antioxidanty, které
jsou schopné ucinng odstranovat reaktivni formy kysliku a zvySovat odolnost vici poskozeni
zplisobenému volnymi radikaly. %3

Tryptofan je na pohled bily nebo témét bily prasek, ktery je mirn€ rozpustny ve vodg,
tézce rozpustny v lihu a prakticky nerozpustny v etheru. Tryptofan lze také rozpustit
ve ziedénych roztocich alkalickych hydroxidi a minerdlnich kyselin. Jedna se o jedinou
aminokyselinu v proteinech obsahujici strukturu indolu, bicyklického kruhu tvoten¢ho
benzenovou a pyrrolovou skupinou spojenym s a-uhlikem skupinou —CH». Pfitomnost
indolu v chemické struktute dava této molekule mezi vSemi proteinovymi aminokyselinami
vysoce hydrofobni vlastnosti. 2

V centralnim nervovém systému je tryptofan substratem pro produkci melatoninu,
hormonu zodpovédného za udrzovani normalniho cirkadidnniho rytmu a serotoninu,
neurotransmiteru zodpovédného za emoce. Proto miiZze byt dopliiovani tryptofanu uzite¢né
pro zvySeni produkce serotoninu ke zmirnéni deprese. MuZe pomoci zvySit duSevni
a emocionalni pohodu, podpofit zdravy spanek, toleranci bolesti a fizeni hmotnosti. Naopak
snizend hladina tryptofanu a zvySené hladiny jeho Skodlivych metabolitli (kynurenin
a kyselina chinolinova) v plazm¢é mohou vést k rozvoji deprese. Dale mohou sniZené hladiny
tryptofanu v plazmé nebo deficit jeho metabolitu (serotoninu) naznaCovat existenci poruch

nalad nebo byt jednou z pii¢in depresivnich poruch. *°
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1.1.1 Metabolismus tryptofanu

Pro syntézu proteinti se pouziva méné nez 1 % tryptofanu pfijatého ve stravé. Zbytek
je degradovan dekarboxylaci, transaminaci, hydroxylaci nebo oxidaci a vede ke vzniku
fyziologicky vyznamnych sloucenin. Pfiblizné 80-90 % tryptofanu je metabolizovano
na kynurenin tzv. kynureninovou cestou a naslednou tvorbou
nikotinamidadenindinukleotidu (NAD), dilezitého enzymového kofaktoru. Béhem této
cesty dochézi k naruseni indolového kruhu. Zbytek se metabolizuje tzv. methoxyindolovou
dréhou, vyuziva asi 3-10 % tryptofanu a poskytuje neuroaktivni slouceniny serotonin
amelatonin. Tato cesta udrzuje indolovy kruh nedotceny. Metabolismus tryptofanu
je znazornén schématem na obrazku ¢&. 1. % ¢

K degradaci tryptofanu kynureninovou cestou dochazi prostiednictvim nékolika
krokt a tato draha je zahdjena aktivaci dvou enzymi — indolamin 2,3-dioxygenasa (IDO)
a tryptofan 2,3-dioxygenasa (TDO). Pomér koncentrace kynureninu ke koncentraci
tryptofanu odrazi aktivitu IDO a TDO a je Siroce pouzivan pro sledovani metabolismu
tryptofanu. TDO je exprimovana vyhradné v jatrech a je zodpovédna za regulaci sérové
homeostazy tryptofanu. Naproti tomu IDO je exprimovana v perifernich tkdnich vcéetné
endokrinniho a centralniho nervového systému, placenty, plic, stfeva, imunitnich bunék
a nadvarlete. ¢

Exprese enzyml je indukovdna cytokiny, tj. interferonem gamma (IFN-y),
interleukiny (IL-1a, IL-1p, IL-6), tumor nekrotizujicim faktorem alfa a lipopolysacharidy
spojenymi s nékolika patologickymi stavy jako je infekce, rakovina nebo také t€hotenstvi.
Oproti tomu antidepresiva, tricyklickd nebo selektivni inhibitory zpétného vychytavani
serotoninu (SSRI), jsou schopny inhibovat TDO a zaroven zvySuji plazmatické hladiny
tryptofanu a syntézu serotoninu. 2,6

V prvnim kroku kynureninové drdhy je tryptofan oxidovan IDO nebo TDO
na N'-formylkynurenin, ktery je rychle pfeveden na kynurenin. Ten vSak miize byt také
prekurzorem pro 3-hydroxykynurenin produkovany kynurenin 3-monooxygenasou nebo pro
kyselinu anthranilovou tvofenou kynureninasou. Nésledné se kyselina anthranilova preméni
na 3-hydroxyanthranilovou kyselinu. Nésleduje né€kolik dal§ich krokti k tvorbé kyseliny
nikotinové, ktera je prekurzorem NAD, diileZitého enzymového kofaktoru. ©

Pteménou tryptofanu methoxyindolovou drdhou dochdzi k syntéze serotoninu. Dgj
probiha ve dvou enzymatickych krocich. Prvni spo¢iva v C-5 hydroxylaci tryptofanu

naurovni benzenového kruhu indolu pomoci tryptofanhydroxylasy vedouci
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k 5-hydroxytryptofanu. Druhym je dekarboxylace 5-hydroxytryptofanu na serotonin, reakce
katalyzovand enzymem L-aminokyselinovou aromatickou dekarboxylasou. Nové
syntetizovany serotonin muze vstupovat do zasobnich vezikul, aby byl uvolnén jako
neurotransmiter v CNS nebo modulator na periferii. Po jeho uvolnéni je pfebytek serotoninu
op¢t internalizovan prostfednictvim zpétného vychytavani serotoninu. Acetylaci serotoninu
diky piisobeni transferasy vznika N-acetylserotonin, ktery se dale konvertuje na melatonin.
K syntéze melatoninu miize také dochazet v perifernich tkanich.

Skodlivé Gginky katabolitt tryptofanu (TRYCAT) hraji roli v patofyziologii deprese.
TRYCAT jako kynurenin nebo kyselina chinolinové jsou depresogenni a anxiogenni a maji
neuroexcitacni a neurotoxické ucinky, které mohou vést k neurodegeneraci. Draha TRYCAT
je také aktivovana po indukci TDO glukokortikoidy, které jsou zvySené pii depresi. Existuji
dikazy, Ze aktivace IDO sniZzuje plazmaticky tryptofan a zvySuje syntézu TRYCAT
v depresivnich stavech. Bylo prokazéano, ze k silné aktivaci kynureninové drahy a velké
akumulaci kyseliny chinolinové v centralnim nervovém systému doslo u nékolika

zanétlivych neurologickych poruch jako je epilepsie ¢ Huntingtonova chorea. 78
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1.1.2 3-hydroxykynurenin

3-hydroxykynurenin (3-HK) je metabolitem tryptofanu a je odvozen od kynureninu.
Syntéza 3-HK je katalyzovéna kynurenin 3-monooxygenasou. Jeho o-aminofenolova
struktura v molekule mé& zaroven prooxida¢ni a antioxidacni aktivitu. S ohledem
na prooxidacni vlastnosti védci zjistili, ze v nckterych oblastech mozku mulze nizka
koncentrace 3-HK (1-10 uM) vyvolat tvorbu reaktivnich forem kysliku (ROS). Krom¢ toho
muze 3-HK zvysit aktivitu endogenni xantinoxidasy ovlivnénim tvorby peroxidu vodiku
(H20,), ktery poté zhorSuje poSkozeni bun¢k. Pfesny mechanismus, kterym 3-HK v téchto
procesech indukuje ROS a generuje H,O», viak neni jasny. > '

Pro diikaz jeho antioxidacni aktivity byl 3-HK v nékterych studiich navrzen jako
lapa¢ volnych radikald a antioxidant. Testy pro hodnoceni ucinnosti vychytavani volnych
radikalli zalozené na imunofluorescencni nebo kinetické analyze ukézaly, ze 3-HK muze
vychytavat peroxylové radikély s vysokou G¢innosti. Dokonce ukazuji, Ze reaktivita volnych
radikali 3-hydroxykynureninu je stejnd nebo i reaktivnéjsi nez u vitaminu C nebo
vitaminu E, které se pouzivaji jako U¢inné lapace volnych radikall a antioxidanty. Dalsi
studie ukazuji, ze 3-hydroxykynurenin se chova jako antioxidant v mozkové kife
a v gliovych buiikach potkan. * 1°

Celkové tato zjisténi naznacuji, ze prestoze 3-HK muze za uréitych podminek
vykazovat prooxidaéni Gcinky, tyto zmény slouzi k vyvolani redoxni modulacni aktivity,

ktera by naopak mohla sniZit riziko poskozeni bun&k. Na zékladé¢ té€chto dikazl se 3-HK zda

byt spise redoxni modulaéni molekulou neZ neurotoxickym metabolitem. !
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Publikované metody pro hodnoceni 3-hydroxykynureninu

Tabulka 1 Studie ¢. 1"

Stacionarni faze

Synergi 4 um fusion-RP80 A

Mobilni faze

Methanol:10mM dihydrogenfosfore¢nan
sodny (30:70)

Typ eluce

Izokraticka

Detektor

UV (220 nm), fluorescencni detekce

Pratokova rychlost (ml/min)

1,4

Doba analyzy (min)

7

Teplota kolonového prostoru (°C)

40

Biologicky material

Lidska plazma, potkani sérum a jatra

Tabulka 2 Studie ¢. 27

Stacionarni faze

Restek Ultra Aqueous C18

Mobilni faze

0,05%; 0,1% mravenecnan amonny; 0,05%
acetat amonny + acetonitril (90:10)

Typ eluce Gradientova
Detektor MS
Pratokova rychlost (ml/min) 0,4

Doba analyzy (min) 8

Teplota kolonového prostoru (°C) 35

Biologicky material

Mysi mozek, mysi sérum

Tabulka 3 Studie ¢. 3°

Stacionarni faze

Kolona C18

50mM CH3COOH, 250mM (CH3COO).,Zn

Mobilni faze 0.1M CH;COONH., 1% v/v ACN
Typ eluce Izokraticka

Detektor UV (365 nm)

Pratokova rychlost (ml/min) -

Doba analyzy (min) 10

Teplota kolonového prostoru (°C) 25

Biologicky material

Lidské sérum
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Tabulka 4 Studie ¢. 4"

Stacionarni faze

HP-Spherisorb RP-18

Mobilni faze 1% kyselina octova:ethanol (75:25)
Typ eluce Izokraticka

Detektor UV (254, 280 a 325 nm)
Prttokova rychlost (ml/min) 0,7

Doba analyzy (min) 8

Teplota kolonového prostoru (°C) 22-24

Biologicka material

Lidska moc, plasma, sérum, mozkomi$ni

mok

Tabulka 5 Studie ¢ 57

Stacionarni faze

Kolona C8

Mobilni faze

0,050M octan sodny, acetonitril
a methanol v riiznych pomérech.

Typ eluce

gradientova

Detektor

UV (365 nm) i fluorescenéni

Pratokova rychlost (ml/min)

0,8

Doba analyzy (min)

20

Teplota kolonového prostoru (°C)

35

Biologicky material

Mozkomisni mok, lidské sérum

Tabulka 6 Studie ¢ 6'°

Stacionarni faze

Atlantis dC18 kolona

Mobilni faze 0,2% kyselina mravenci:acetonitril
Typ eluce Gradientova

Detektor MS

Pratokova rychlost (ml/min) 0,3

Doba analyzy (min) 8

Teplota kolonového prostoru (°C) 25

Biologicky material Lidska plazma




1.1.3 Fyzikalné chemické vlastnosti tryptofanu a 3-hydroxykynureninu

V nasledujicich tabulkach ¢. 7 a 8 jsou znazornény fyzikalné-chemické vlastnosti tryptofanu
a jeho metabolitu 3-hydroxykynureninu ziskané z databazi Pubchem, Reaxys a programu

Chemdraw.

Tabulka 7 Fyzikalné chemické viastnosti tryptofanu

Tryptofan pKa Log P M
2,36 -1,06 204,22
Pubchem
9,42
2,25 0,948 204,228
Reaxys
9,31
10,012 0,32 204,23
OH Chemdraw
o 2,094

Zdroj: Pubchem'”, Reaxys!'® a Chemdraw

Tabulka 8 Fyzikalné chemickeé viastnosti 3-hydroxykynureninu

3-hydroxykynurenin pKa LogP M
- 2,5 224,21
Pubchem
n - 178 224,116
Reaxys
HO OH )

9349 121 224,09
NH 0 NH
2 2 Chemdraw 1,937

8,333

Zdroj: Pubchem'?, Reaxys®® a Chemdraw
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1.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

1.2.1 Charakteristika

Vysokouc¢innd kapalinovd chromatografie, v originadlu High Performance Liquid
Chromatography (HPLC), patii mezi nejprogresivnéjsi metody analyzy 1€Civ i biogennich
latek. Je vyuzivana pro své prednosti, mezi které patii:

e kvantitativni i kvalitativni analyza latek,

e malé mnozstvi vzorku potfebné pro analyzu,

e rychlost analyzy,

e citlivost metody v zavislosti na pouzitém detektoru,

e moznost automatizace (provedeni desitek analyz za sebou bez zasahu analytika). %!

1.2.2 Princip

Kapalinova chromatografie se fadi mezi separacni metody. Jejich principem je déleni
latek ve smési pomoci dvou rtiznych nemisitelnych fazi: faze mobilni a staciondrni. Mobilni
(pohyblivou) fazi tvofi v kapalinové chromatografii vzdy kapalina, stacionarni
(nepohyblivou) miize tvofit pevna latka nebo kapalina nanesena na nosi¢. K oddélovani latek
ve smési dochazi postupnou distribuci latky mezi ob¢ faze, mobilni 1 stacionarni. Jelikoz
jsou obé¢ faze vzajemné nemisitelné, existuje mezi nimi fazové rozhrani. Béhem separace
dochdzi k ustalovani rovnovahy mezi fadzemi. Tento jev je popsan rozdélovaci (distribu¢ni)
konstantou, kterou zndzoriiuje nasledujici vzorec. 2

Kp=cy/cm

Kp distribu¢ni konstanta

Cs koncentrace latky ve stacionarni fazi

Cm koncentrace latky v mobilni fazi

Jak vyplyva ze vzorce, latka nejdéle zadrzovana ve staciondrni fazi bude mit nejveétsi
retenci a bude charakterizovana nejvétsi hodnotou rozdélovaci konstanty. Aby byly latky
od sebe odde€leny, musi se jejich distribucni konstanty lisit. Je také ziejmé, ze odd€lovani

latek ovlivituji vlastnosti obou fazi. 22
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Pti pouziti mobilni faze s konstantnim slozenim po celou dobu analyzy hovoiime
o izokratické eluci. Tato metoda je pouzivana u latek s podobnymi fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi, jejichz Casy eluce (retencni Casy) se od sebe vzajemné pftili§ nelisSi. Druhou
pouzivanou metodou je eluce gradientova. Ta nachazi uplatnéni obzvlast’ pfi oddélovani
latek s odliSnymi vlastnostmi, jejichz izokraticka separace by byla ¢asoveé vyrazné delsi. Pii
analyze se postupné méni slozeni mobilni faze dle naprogramovani. Zvysuje se koncentrace
slozky, kterd na latku pasobi vyssi elu¢ni silou. Diky tomu se latka eluuje s kratSim
retenénim ¢asem a tim je zajisténo zkraceni ¢asu celé analyzy. 22

Separovana latka vychazejici z kolony prochazi detektorem, ktery jeji fyzikalné-
chemické vlastnosti prevadi na elektricky signdl, jenz Ize zaznamenat ve formé
chromatogramu. Chromatogram znéazoriiuje zavislost intenzity urcité veli¢iny na Case.
Jednotlivé latky jsou na chromatogramu znazornény typickymi piky, které maji gaussovsky

tvar. 2

1.2.3 Instrumentace

Obecné schéma kapalinového chromatografu

Jednotlivé casti se u riiznych chromatografii mohou lisit, ale zékladni struktura
zustava zachovéana. Kapalinovy chromatograf je tvofen soucastmi zobrazenymi

na nasledujicim obrazku ¢. 2.

1 o
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o

Obrazek 2 Schéma kapalinového chromatografu®, viastni zpracovani
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Kapalinovy chromatograf tvori:

—

zasobnik mobilni faze,

odplynovac (degasser),

vysokotlaké Cerpadlo,

davkovaci ventil,

chromatograficka kolona v termostatovaném prostoru,
detektor,

pocitac se softwarem,

odpad. %

® N kv D

Nejprve proudi mobilni faze ze zasobniku do odplynovace, kde nastava odplynéni
mobilni faze, aby nedochazelo k zavzdusnéni kolony. V ptipadé provadéni analyzy
s pouzitim gradientové eluce je mobilni faze pfivadéna ze dvou nebo i vice zasobniki.
Mobilni faze je poté vedena do vysokotlakého cerpadla pres davkovaci ventil
do chromatografické kolony. Pfed kolonu je mozné zaradit tzv. predkolonu, ktera slouzi jako
ochrana kolony pfed zneciSténim. Na kolonu navazuje detektor, z n€hoz je veden signal
do pocitace s patfiénym softwarem. Mobilni faze proudi z detektoru do nadoby na odpad. 2>

Zasobnikem mobilni faze je obvykle sklenénd nadoba s tmavym sklem pro ochranu
mobilni faze pred svétlem. Jeji uzavér je specialné upraven tak, aby kapalina mohla odtékat,
aby nedochdzelo ke zneciSténi zasoby mobilni fize z okoli ani k odpafovéani latky.
Ze z4sobniku je kapalina nasavéna ptes filtr pro odstranéni piipadnych hrubsich negistot. 22

Odplynovac slouzi k odstranéni plynu jeste pted vstupem do kolony. Plyn rozpustény
v mobilni fazi se pfi zmeéné tlaku miize uvoliiovat a zpusobit zhorSeni separace. Tim dojde
k ovlivnéni stability zakladni linie (baseline) a sniZeni citlivosti detekce. Také mize zhorsit
opakovatelnost reten¢nich ¢asti. K odplynéni mobilni faze se pouziva vakuovy odplynovac.
Mobilni faze proudi polopropustnou kapilarou propustnou pouze pro plyny. Vakuoveé
Cerpadlo diky rozdilu tlaku zajisti odplynéni. Zasobnik mobilni faze ma byt umistén vyse,
nez se nachdzi Cerpadlo, aby doSlo k vyrovnani tlaki a snizila se pravdépodobnost
zavzdugnéni. >

Cerpadlo slouzi k ¢erpani mobilni faze ze zasobniku pomoci membrany nebo pistu.
Hlavnim tkolem cerpadel je zajistit stabilni priitok mobilni faze a tim naméfit piesné

vysledky (napt. nizsi Giroveri Sumu, opakovatelné retenéni ¢asy). 22
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Mezi v soucasné dob€ pouzivané davkovace mizeme zatadit manudlni smyckové
davkovace a automatické davkovace, tzv. autosamplery, jejichz hlavni vyhoda spociva
ve zpracovani velkého mnozstvi vzorkil. Vzorky piipravené k analyze jsou umistény
v zasobniku vzorkli v mikronddobkach zvanych vialky. Vialky mohou byt sklenéné nebo
plastové, prihledné nebo zatmavené, nejcastéji jsou o objemu 2 ml, maji vicko se zavitem
a pryzové septum pro pruchod stiikacky. V ptipadé pouzivani malych objemt vzorki lze
do vialky vlozit insert umoziujici spravné davkovani i méné nez 100 pl. 22

Kolona ma tvar trubice, v jejimz prostoru dochazi k vlastnimu oddéleni latek
ze smesi. Nejvice se pouzivaji kolony o vnitinim priméru 2,1 mm az 5 mm, délce 100 mm
az 300 mm a uvnitt s velikosti ¢astic 1 um az 10 um. Jsou vyrabény pievazné z nerezové
oceli, ktera je velmi odolna. Pfesto se pii pouziti ur¢itych mobilnich fazi mohou uvoliiovat
ionty Zeleza ¢i jiné ionty. Vnitini povrch musi odolat vysokym tlakim a chemickému
pusobeni proudici mobilni faze. V piipad¢ potieby se daji pouzit kolony z tvrzené¢ho skla,
které jsou chemicky stabilnéjsi a odolaji vysSim tlakiim. Kolonovy prostor musi byt
temperovan na urcitou teplotu, aby nedochéazelo k lokdlnim vykyvim teploty. Teplota ma
vliv na viskozitu mobilni faze i na rovnovazné konstanty analytl, proto by pii zménach
teploty v kolonovém prostoru mohlo dojit k nezadoucimu ovlivnéni separace. 2>

Pomoci kapilary je kolona spojena s detektorem. Detektor je schopen zaznamenat
rozdil mezi prichodem ¢isté mobilni faze a faze obohacené o analyt. Detektory Ize rozdélit
na destrukcni a nedestrukeni v zavislosti na ovlivnéni analytu. V destrukénich je pro detekci
nutnd nevratnad chemicka pfeména analytu, zatimco v nedestruk¢nich nikoli. V minulosti
nejvice prevazovaly spektrofotometrické detektory. V poslednich letech se vSak stale vice
vyuzivaji detektory s vyuzitim hmotnostni spektrometrie. Pouziti detektoru zalezi

na pozadavcich analytika, sledovanych parametrech a pouzivanych latkach. 2

1.2.4 Stacionarni faze

vvvvv

kolony, kde dochazi k vlastni separaci. Mize byt tvofena tuhou latkou nebo kapalinou, ktera
je nanesena nebo chemicky navazana na tuhém nosici. Podle vlastnosti latek tvoticich
stacionarni fazi je miZzeme rozdélit na polarni, nepolarni a amfoterni stacionarni faze. Daéle
podle chemického sloZeni na anorganické oxidy, chemicky vazané faze na silikagelu,

polymerni, hybridni a na bazi grafitového uhliku. Také je miZeme délit podle modu, ktery
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se pfi separaci pouZziva: separace na normalnich fazich, pouziti reverzniho modu, hydrofobni
interakéni chromatografie, hydrofilni interakéni chromatografie, molekulova vylucovaci,
iontové-vymeénna, afinitni a chiralni chromatografie. 2
Stacionarni faze musi byt chemicky a tepelné odolné, nesmi se rozpoustét v mobilni
fazi a nemély by s mobilni fazi reagovat. Pouziti nevhodné mobilni faze nebo piili§ vysoké
teploty miiZe zptisobit vymyvani stacionarni fize. To se projevi niZ3i citlivosti detekce. 2>
Mezi dulezité charakteristiky stacionarnich fazi patii:
e prumeérnd velikost ¢astic a distribuce velikosti ¢astic (co nejlepsich vysledkl analyz
se dosahuje pfi co nejmensi distribuci velikosti ¢astic),
e tvar Castic (nejlepsi ucinnosti se dosahuje pii pravidelnych kulovitych ¢asticich),
e mérny a relativni objem pord,
e specificky povrch, primérné hodnota velikosti pori (pro malé molekuly se pouzivaji

kolony s co nejmensi velikosti pori a naopak). 2

Silikagel

Silikagel ma anorganickou strukturu snavazanymi poladrnimi skupinami.
Je mechanicky velmi odolny, odold vysokym tlakiim. Je také odolny vi¢i organickym
rozpoustédlim, diky c¢emuz nebobtnd ani se nesrazi. Povrch silikagelu je tvofen
hydroxylovymi, v tomto pfipadé silanolovymi skupinami (Si-OH). Tyto skupiny maji diky
hydroxylim samy o sobé& polarni charakter. To nachazi uplatnéni pfi pouZiti chromatografie
na normalnich fazich. OH-skupiny jsou také reaktivni a umoZznuji chemické navazani dalSich
skupin pro pouziti pfi chromatografii na reverznich fazich, pfi pouziti hybridni separace nebo

hydrofilni chromatografie. 2>

Chemicky vazané faze na bazi silikagelu

V pfipadé chemické modifikace silikagelového nosice piibyde mnoho vyhod.
Nedochazi k vymyvani staciondrni faze ani k jejimu rozpousténi v mobilni fazi. Také muze
byt nastaven Sir$i rozptyl teplot a sloZeni mobilnich fazi. Silikagel jako nosi¢ je schopen
ovlivnit dynamické vlastnosti analyzy, jako je u¢innost kolony a permeabilita. Ty jsou dany
velikosti a strukturou castic nosice. Jeho povrch je poté chemickou reakci modifikovan
avznikd vlastni stacionarni faze. Jeji fyzikdlné-chemické vlastnosti ovlivni retenci
a selektivitu analytu. Reverzni fdze na bazi silikagelu patii k nejcastéji pouZivanym

sorbenttim. 2
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Stacionarni faze na bazi kovovych oxidu

Kovové oxidy, stejné jako silikagel, patii mezi polarni anorganické sorbenty. Maji
vsak mnohem v¢étsi chemickou stabilitu. Vyssi stabilita umoziiuje pouziti mobilni faze
a Cisténi kolon s agresivnéjsSimi rozpoustédly, provadéni analyzy pii vysokych teplotach
(azdo 200 °C) i v celé sifi pH a zajistuje delsi dobu pouzitelnosti kolony. Mezi nejvice

pouzivané se fadi oxid zirkoni¢ity, oxid hlinity a oxid titani¢ity. 2

Polymerni stacionarni faze

Polymerni stacionarni faze jsou tvofeny kulovitymi Casticemi — mikrosférami.
Mikrosféry vytvareji sit,, kterd zajisti porézni strukturu. Jsou stabilni pfi vysokych teplotach
a v celém rozsahu pH, jsou ale omezeny tlakem. Maximalni pracovni tlak na kolon¢ miize
¢init 20 MPa. Dalsi nevyhodou polymernich fazi je jejich bobtnani pii vysokém zastoupeni
organické slozky v mobilni fazi. Mezi nejCastéji pouzivané polymerni faze se ftadi
polystyrendivinylbenzen, polyvinyl alkohol a metakrylaty. Také se vyrabi staciondrni faze
tvofené anorganickym nosi¢em, na kterém je nanesena vrstva polymeru. Vysledek
kombinuje vyhody anorganického materidlu (mechanickéd odolnost) a vlastnosti polymeru

(chemickou stabilitu a selektivitu). 2

Hybridni stacionarni faze

Tento typ stacionarni faze se sklada z anorganického silikagelu a organické slozky
polymeru organosilanu. Povrch takto vzniklého hybridu je dale modifikovan pomoci silanti.
Tento sorbent vyuziva vyhody silikagelu, kterou je mechanicka odolnost a ucinnost,
a vyhody polymeru, jako je chemickd a tepelna stabilita. Na struktufe tohoto sorbentu
se nachdzi méné volnych silanolovych skupin neZ na pouhém silikagelu. To zajisti
u separace bazickych latek znatelné vétSi symetrii piku z divodu omezeni chvostovani

pikd. 2

Stacionarni faze na bazi grafitového uhliku

Grafitovy uhlik je silny adsorbent. Pfesny mechanismus retence vSak neni znam.
Grafitovy uhlik je odolny vici vysokym teplotdm a odold agresivnim mobilnim fazim
v celém rozmezi pH. Jeho plocha struktura mu umoziuje interakci predevsim s planarnimi
molekulami. Molekuly vyrazné prostorové struktury s jeho povrchem mohou interagovat

pouze malou &asti své molekuly. 2
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1.2.5 Detektory

Spektrofotometrické detektory

Mezi v minulosti nejvice pouzivané se fadi spektrofotometrické detektory. Principem
detekce je schopnost latky absorbovat zafeni o urcité vilnové délce v UV nebo viditelné

oblasti spektra. Vztahy mezi veli¢inami popisuje Lambert-Beertiv zdkon, ktery je znazornén

nasledujicim vzorcem. 223
A=excxl
A absorbance
e molarni absorb¢ni koeficient
c koncentrace analytu
[ tloustka vrstvy

Spektrofotometrické detektory se vyznacuji svou citlivosti, jsou schopny zaznamenat
koncentraci az 10! g/ml a daji se pouzit pti gradientové eluci. Lze je rozdélit do étyi skupin:

e s fixni vinovou délkou (k vytvoreni zafeni nejcastéji 253,7 nm se pouziva rtutova
vybojka),

e s meénitelnou vinovou délkou (na zacatku analyzy lze nastavit vlnovou délku
vhodnou pro méteni analytu, ale pouze z vybéru urcitych vinovych délek),

e s programovatelnou vinovou délkou (vinova délka lze nastavit jakkoli dle potieby
v urcitém rozmezi a 1ze ménit 1 béhem analyzy),

e s diodovym polem (detektor je schopen snimat celé spektrum UV-VIS oblasti). 2! 2

Fluorescen¢ni detektory

Fluorescencni detektory jsou schopny zaznamenat fluorescenci. Molekula, ktera
pfijme zafeni o urcité vlnové délce a nasledné dokéaze zafeni o niz8i vlnové délce vyzafit,
je fluorofor (vykazuje fluorescenci). V ptipad¢, Ze analyzovana latka neobsahuje fluorofory,
je mozné ji pomoci vhodnych ¢inidel derivatizovat a pievést ji na fluoreskujici derivat.
Fluorescen¢ni detektory pouzivaji jako zdroj zatfeni rtutovou vybojku. Jsou citlivejsi nez
spektrofotometrické a dokazi zachytit i koncentraci analytu 10 g/ml. Mohou se pouzit pii
gradientové eluci, ale jsou méné univerzalni. Daji se pouzit jen u latek vykazujicich

fluorescenci, poptipadé u latek snadno derivatizovatelnych na fluorescenéni derivaty. 2!
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Chemiluminiscenéni

Chemiluminiscen¢ni detektory, stejné¢ jako fluorescencni, méfi fluorescenci.
Fluorescence je v tomto ptipad¢ vyvolana chemickou reakci. Principem téchto detektora
jsou reakce probihajici v plynné fazi. Z tohoto diivodu nachéazeji vétsi uplatnéni v plynové
chromatografii. Z hlediska konstrukce jsou jednoduché, neobsahuji zadny zdroj zareni.

Detektor zachyti zéfeni emitované, které vzniklo diky chemické reakci. 2

Elektrochemické detektory

Elektrochemické detektory vyuzivaji principu méfeni elektrické veli¢iny vyvolané
prichodem latky detektorem. Detekuji latky, u kterych dochazi k redoxnim reakcim mezi
elektrodou a roztokem (mobilni faze). Elektrickou veli¢inou mize byt elektricky proud nebo
elektrodovy potencial. Detektor je schopen urcéit zavislost mezi elektrickou veli¢inou
a koncentraci analytu. Elektrochemické detektory jsou velmi citlivé, stejné jako u detektorti
fluorimetrickych se vSak daji pouzit pouze u uzkého spektra latek (u latek schopnych

elektrochemickych reakci). Nelze je pouzit pii gradientové eluci. 2!+ 22

Vodivostni detektory

Vodivostni detektory jsou schopny meéfit elektrickou vodivost mezi dvéma
elektrodami. Na ob¢ elektrody je vkladano stfidavé napéti. Velmi dileZité je sloZeni mobilni
faze, kterd musi byt nevodiva, aby nedochdzelo ke zkresleni méfeni. Mély by v ni byt
rozpustné vSechny zkoumané latky a musi mit vysokou permitivitu. Jako mobilni faze
s témito vlastnostmi se pouziva redestilovana voda. Ta diky své zanedbatelné vodivosti
umozni detekovat i velmi malé mnoZstvi iontl. Vodivostni detektory nachazi nejvétsi

uplatnéni pravé v iontové chromatografii. 2! 2

Univerzalni detektory na bazi aerosolu

Tyto detektory dokazi detekovat latku nezavisle na jejich fyzikalné-chemickych
vlastnostech. Jejich fungovani probiha ve tiech fazich. Nejprve dojde k vytvoteni aerosolu
pomoci proudu dusiku. Nésledn¢ se aerosol odpaii ve vyhiivané cele. Poté dochazi k vlastni
detekci. Dle finalni fdze detekce rozeznavame tfi typy univerzalnich detektorti:

e ELSD - ¢astice vzorku jsou zasazeny laserovym paprskem, tim dojde k rozptylu

svétla, které je nasledné zméteno fotonasobicem,
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e CAD - diky elektrodé dochazi k nabiti nosného plynu, ktery pteda kladny naboj
aerosolu, poté se odstrani Castice nosné¢ho plynu a mobilni faze a je méfen proud
vznikly z naboje ¢astic analytu,

e NQAD —nejprve dojde k odpateni mobilni faze stejné jako u piedchozich typt, poté
nasleduje kondenzace analytu s pfesycenou vodni parou, coz zpusobi vytvoreni
velkych kapek, ty vyrazné zvysi rozptyl svétla a zajisti vyssi citlivost detektoru. 22
Hlavnimi vyhodami je schopnost detekovat netékavé latky a nezavislost

na chemickych vlastnostech analytu. Hlavni nevyhodou je zavislost na sloZzeni mobilni faze,
napf. vét§i mnozstvi organického rozpoustédla zajisti lepsi tvorbu aerosolu, a tim lepsi

citlivost. %

Refraktometrické detektory

Refraktometrické detektory vyuzivaji pro vyhodnoceni méfeni indexu lomu. Mé&fi
rozdil mezi indexem lomu ¢isté mobilni faze a indexu lomu analytu. Mohou byt pouzity
u jakékoli latky, jsou zcela univerzalni, ale maji fadu nevyhod, kvili kterym se pouzivaji jen
sporadicky. Maji mensi citlivost az o 3 fady nez jiz zminéné spektrofotometrické detektory.
Jelikoz je odezva detektoru zavisla na teploté, musi byt detektor termostatovéan a nelze jej

pouzit pii gradientové eluci. 2!

Hmotnostni detektory

Hmotnostni spektrometry, které se pouZzivaji jako detektory pro HPLC, jsou finan¢né
o separaci latek z chromatogramu, ale také Udaje pro identifikaci latek. Proces analyzy
hmotnostnim spektrometrem probihd ve tfech fazich. Nejprve je tieba oddélit vzorek
od mobilni faze a ionizovat ho. Déle dochazi k rozdé€leni iontd dle jejich poméru hmotnosti
a naboje. Treti fazi je detekce signalu v detektoru. Mezi ioniza¢ni techniky patfi ionizace
elektrosprejem, chemicka ionizace a fotoionizace. Vybér ionizacni techniky je ovlivnén
tékavosti latky, jeji polaritou a molekulovou hmotnosti. Dale dochazi k separaci latek dle
jejich hmotnosti a naboje pomoci magnetického nebo vysokofrekvenéniho pole. Nakonec
detektor zaznamend vSechny ionty v hmotnostnim spektru. Metoda je velmi ¢asto pouZivana

pro svou vysokou citlivost a schopnost identifikovat a kvantifikovat analyty. 2! 22
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1.2.6 Chromatografické systémy

Chromatografie na normalnich fazich

Systém s normalnimi fazemi (NP-HPLC) se pouzival pfevazné v minulosti zejména
v oblasti tenkovrstvé chromatografie. Normal phase (NP) pouziva pro oddéleni latek polarni
stacionarni fazi a mobilni fazi méné polarni, nez je stacionarni faze. K retenci délené latky
dochdzi jeji interakci s fazi stacionarni, kterd je polarni. Muze byt tvofena silikagelem,
na jejimz povrchu jsou volné hydroxylové skupiny. Se staciondrni fazi vSak zaroven
interaguje 1 mobilni faze. Proto dochazi mezi analyzovanou latkou a mobilni fazi
ke kompetici o adsorbéni mista na staciondrni fazi. Retence analytu je ddna ptsobenim sil
mezi povrchem staciondrni faze, analytem a sil ptisobicich mezi povrchem stacionarni
amobilni faze. V tomto ptipadé¢, kdy je stacionarni faze tvofena polarnimi skupinami,
se bude nejvice zadrzovat na kolon¢ nejpolarnéjsi analyt. Po pfiddvani polarnéjSich
rozpoustédel do mobilni faze se bude analyt na koloné& zadrzovat ¢im dal méng. 2

Rozpoustédla maji riznou elucni silu. Pti porovnani dvou mobilnich fazi zptsobi
jedna z nich rychlej§i vymyvani analytu z kolony nez druhd mobilni faze disledkem
chemického slozeni analytu. Tato mobilni fdze ma vyS§i eluéni silu. Chromatografie
na normalnich fazich se pouziva stale mén¢. Nejvice se uplatiiuje u separaci latek, které se

v jinych systémech rozpoust&ji nebo u latek tukové povahy. 22

Chromatografie na reverznich fazich

Stacionarni faze ma nepolarni charakter. Je tvofena nosi¢em, na kterém je ve vétsSiné
ptipadli navazany dlouhy uhlikovy fetézec. Obvykle se jedna o silikagel, kovovy oxid nebo
hybridni sorbent s navdzanym C18 fetézcem. Naproti tomu mobilni faze je polarni a pouziva
vodnou sloZzku (voda, kyselina ¢i pufr) v kombinaci s organickym rozpoustédlem misitelnym
s vodou (alkoholy, acetonitril). Cim méné je mobilni faze polarni, tim vy3i je jeji eluéni
sila. Je to tedy naopak nez u modu na normalnich fazich. Pfi separaci na obracenych fazich
ovlivituje retenci prevazné sloZzeni mobilni faze. Obvykle je rovnovaha ustalovana rychleji
nez na normalnich fazich. Chromatografie na reverznich fazich se pouziva nejcastéji.
Je vhodna jak pro separaci jednoduchych molekul, tak pro separaci komplikovanych

bilkovin. 22
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Iontové vyménna chromatografie

Iontové vyménna chromatografie, v piekladu ion exchange chromatography (IEC),
vyuziva principu silnych elektrostatickych interakci, které probihaji mezi ionizovanymi
funk¢nimi skupinami stacionarni faze a proudicim roztokem s opacnym nabojem. Nejvice
nachazi uplatnéni u iontli, popfipad¢ u snadno ionizovatelnych skupin jako jsou proteiny
a nukleové kyseliny. Stacionarni faze obsahujici iontové skupiny (ionex) muze byt zaporné
nabitd (katex) nebo je tvorena kladn¢ nabitymi skupinami (anex). U katexi se jedna
o kyseliny, které jsou schopny uvoliovat kationty. Katexy lze je jest¢ dale délit na silné
a slabé. Silné iontoménice jsou schopny odstépit ion v celé Sifi pH, slabé iontoménice reaguji
pouze v neutradlnim a bazickém pH. Anexy jsou tvofeny bazi uvoliiujici anionty. Také se déli
na slabé a silné. Slabé anexy protonizuji pouze v neutrdlnim a kyselém pH prostiedi.
V mobilni fazi se nachézi ionty opa¢ného néboje, nez je faze staciondrni, a zaroven ionty
se stejnym nabojem, jaky ma analyt. Principem je tedy kompetice iontil analytu a mobilni
fize o ionty navazané na stacionarni fizi. Cim vice je iontd v mobilni fazi se stejnym

nabojem, tim rychleji jsou ionty analytl z kolony eluovany. 2% 2324

Molekulova vylucovaci chromatografie

Molekulova vyluovaci chromatografie (size exclusion chromatography — SEC)
nebo také gelovd chromatografie separuje analyty podle jejich velikosti. VyuZziva k tomu
polymerni gel s péry urcité velikosti. Pti této separaci by nemélo dochazet k Zadnym jinym
interakcim mezi latkami. Hlavnim mechanismem je pronikani molekul do pora gelu. Velké
molekuly budou eluovany nejdiive, protoze kvuli svému usporadani nedifunduji
do struktury stacionarni faze. Mensi molekuly budou pronikat do gelu v zéavislosti na své
velikosti a uspotfadani, z toho divodu budou z kolony vymyvéany pozdéji. Ty nejmensi
molekuly difunduji do vSech Casti gelu, musi urazit nejdelsi drahu, nez prostoupi celou
kolonou. Pravé ty se budou eluovat z kolony jako posledni. Mezi hlavnimi poZadavky na gel
pouzivany pii gelové chromatografii jsou:

e inertnost vii¢i analytliim 1 mobilni fazi,
e odolnost vii¢i vysoké teploté a pH,
e mechanickd odolnost i pti vysokém tlaku. 2% 2*

Pouzivané gely lze rozdélit na xerogely tvofené organickymi makromolekulami,

a aerogely, anorganické gely. Dale se déli na hydrofilni, které se pouzivaji pro oddélovani

latek rozpustnych ve vode¢, a hydrofobni pro latky rozpustné v organickych rozpoustédlech.
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Nejvétsi nevyhodou gelové chromatografie je mala ucinnost separace. Z toho diivodu musi
Y 22,24

Hydrofilni interak¢ni chromatografie

Chromatografie hydrofilnich interakci (HILIC) se nejvice podoba chromatografii
na normalni fazi. Mechanismus retence je komplexni, zahrnuje vice typt interakci, ale stale
neni pln¢ objasnén. Stacionarni faze je tvorena silikagelem, ktery mize byt modifikovan
dal§imi polarnimi skupinami. Zachovava si tedy hydrofilni vlastnosti. Mobilni faze
je tvotfena nejCasteji acetonitrilem a vodnou slozkou. Voda je v tomto piipad¢ silné elucni
¢inidlo. V praxi dochézi k tomu, Ze vodna ¢ast mobilni faze vytvoii tenkou vrstvu vody
na stacionarni fazi. Principem retence je rozdélovani mezi hydrofobni ¢asti mobilni faze
a vodou ukotvenou na silikagelu. Se zvySujicim se podilem vody v mobilni fazi klesa retence
analytu. Chromatografie hydrofilnich interakci je vhodnou metodou pro analyzu polarnich
latek, kterym zajisti dobrou retenci. Tato metoda je také velmi vyhodnd diky mobilni fazi
obsahujici vyrazné procento acetonitrilu s vysokou tékavosti, ¢imz umozni propojeni

s hmotnostni spektrometrii. 2% 2*

Iontové parova chromatografie

Iontové parova chromatografie se nazyva také chromatografie iontovych part. Jejim
principem je vytvareni iontovych asociatli mezi latkou iontové povahy a iontem s opacnym
nabojem. lon obsahujici opacny naboj ma zaroven velmi vyraznou nepoléarni strukturu,
pfikladem je molekula tenzidu. Vytvofeny asociat poté interaguje se stacionarni fazi
typickou pro reverzni faze. Na rozdil od chromatografie na reverznich fézich
je chromatografie iontovych parti schopna ovlivnit separaci latek iontového charakteru,
zatimco latky neutralni povahy neovlivni. V porovnani metody reverzni chromatografie
a chromatografie iontovych parti bude retence nasledujici:

e retence latky, kterd vytvofila asociat s latkou s opacnym nébojem, je vyssi,
e retence latky se stejnym nabojem jako ostatni ionty bude nizsi,
e uneutralnich latek zlstane retence stejna.

Tato metoda je vyhodna pro separaci velmi kyselych a velmi bazickych analytt. 22

Hydrofobni interakéni chromatografie

Hydrofobni interakéni chromatografie (HIC) se pouzivd zejména pro separaci
proteintl, jelikoZ v mobilni fazi neobsahuje organické rozpoustédlo, které by u proteint
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mohlo zplsobovat jejich denaturaci. Mobilni faze je tvofena pouze vodnou slozkou
a separace analytli je zplisobena piidanim organické nebo anorganické soli. Pro separaci
proteint se pouziva gradientova eluce, pii niz dochézi ke snizovani iontové sily mobilni faze.
Na zacatku analyzy obsahuje mobilni faze velké mnozstvi soli a k oddélovani analytii
dochdzi postupnym snizovanim koncentrace soli v mobilni fazi. V piipad¢, ze je v mobilni
fazi vyrazné mnozstvi soli, dochéazi ke snizeni solvatace' analytu. V mobilni fazi se nachazi
mensi mnozstvi volné vody. Diky tomu reaguje analyt vice s hydrofobnim povrchem
stacionarni faze. Dojde ke zvySeni retence. Se snizujici se koncentraci soli dochazi k vétsi
solvataci analytu. Tim pfechazi vice analytli do mobilni fize a dale zptsobi rychlejsi eluci.
Retenci latek ovlivitluje kromé koncentrace soli také druh soli. Nejvyssi efekt vykazuji

fosfore¢nany a sirany amonné. 22

Chiralni chromatografie

Molekuly, které maji stejny sumarni a konstituéni vzorec lisici se pouze prostorovym
usporadanim, se nazyvaji enantiomery. Tyto latky maji vzhledem ke své totozné strukture
stejné fyzikalné-chemické vlastnosti. Jejich biologické a farmakologické ucinky se ale
mohou liSit. U nékterych 1é€iv je G€inek zajiStén pouze jednou stereoizomerni formou, druhy
izomer (zrcadlovy obraz) muze byt méné aktivni, neaktivni nebo mlze mit nezaddouci
ucinky. Jelikoz maji izomery stejné fyzikalné-chemické vlastnosti, je obtizné je separovat.
K separaci se pouzivaji dvé metody:

e Nepiiméa: nejprve jsou enantiomery derivatizovany pomoci chirdlniho ¢inidla, tim
dojde ke vzniku diastereoizomerti’, které jiz maji rizné fyzikdlné-chemické
vlastnosti. Proto se jiz daji od sebe oddélit prostou chromatografii.

e Piima: je vytvofeno chirdlni prostfedi pfimo v chromatografickém systému, povrch
stacionarni faze muize byt modifikovan za vzniku chirdlni stacionarni faze nebo
je pouzita achirdlni stacionarni f4ze, do mobilni faze je vSak ptidano chiralni ¢inidlo.

22,24

Mezi nejcastéji pouzivané chirdlni stacionarni faze patii sorbenty na bazi celuldzy,

amylozy, makrocyklicka antibiotika nebo glykoproteiny. 2% 24

! Snadno vratné spojeni rozpoustédla s rozpusténou latkou tvoiici kolem ni obal — obaleni analytu vodou.

2 Nejsou si zrcadlovymi obrazy, na jednom &i vice chirdlnich centrech se mohou lisit.
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1.2.7 Kvalitativni a kvantitativni analyza

Kvalitativni analyza

Pti kvalitativnim hodnoceni je zdkladni charakteristikou reten¢ni (elucni) cas. Jedna
se o Cas od nastiiku vzorku az po dosazeni maxima chromatografického piku. Porovnani
retencniho Casu chromatografického piku analytu ve vzorku a retencniho casu piku
standardu lze povazovat za dikaz totoznosti. Dal§i moznosti potvrzeni identity je shodné
UV spektrum analytu a standardu. Snimat UV spektrum analyzované latky dokézi jen
nekteré moderni UV detektory. Také 1ze pouzit k identifikaci analytu hmotnostni detektor,
ktery navic popisuje tidaje o molekulové hmotnosti. Pro identifikaci lze také porovnat

zdznam s jiz vytvofenou knihovnou spekter. 2! %°

Kvantitativni analyza

Kapalinova chromatografie se pti kvantitativnim hodnoceni latek pouziva velmi
Casto. Mezi hlavni vyhody patii vysoka selektivita, citlivost a vyhodnoceni v relativné kratké
dobé. Pro vyhodnoceni sta¢i malé mnozstvi vzorku a diky automatickému davkovaci
je mozno celou metodu automatizovat a analyzovat vice vzorkl bez pfitomnosti analytika.
Zakladni kvantitativni charakteristikou je plocha chromatografického piku, eventualné jeho
vyska, ktera se pouZziva jen minimalné a pouze u symetrickych a uzkych piki. Pii hodnoceni
se tedy urcuje vztah mezi plochou piku a mnoZzstvim latky, kterd se eluuje. Plochy, stejné
jako retencni Casy, jsou vypocteny pomoci softwaru v pocitaci. Nej€astejsi chybou programu
je Spatnd integrace plochy piku. Musi dojit ke spravnému urceni zakladni linie a zacatku
a konce piku. V ptipadé€ nespravné integrace ploch pocitatem muze analytik definovat tvar
integrace piku standardu jako integrace plochy piku stanovované latky, aby se tyto hodnoty
mohly nésledné porovnavat. Zavislost zméfenych hodnot ma relativni charakter.
To znamena, Ze zavislost mezi naméfenou hodnotou plochy piku a neznamou koncentraci
zkoumaného analytu se stanovuje pomoci porovndni s naméfenymi hodnotami standardu
o znamé koncentraci. 2> %°
Mezi nejcastéji pouzivané metody kvantitativniho hodnoceni patfi:
e metoda vnéjsiho standardu,

e metoda pfidavku standardu,

e metoda vnitiniho standardu,
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e metoda vnitini normalizace.
Metoda vnéjsiho standardu je nejjednodussi metodou, vybér ale zalezi

na konkrétnich podminkach analyzy. 2°

Metoda vnéjsiho standardu

Metoda vnéjsiho standardu nebo také metoda kalibra¢ni piimky vyuziva sérii
standardli o znamych navzajem se liSicich koncentracich. Nezndma koncentrace je urena
podle zjisténé zavislosti znamych hodnot. Zjisténa zévislost je v idedlnim piipad¢ linearni.
V ptipadé jiné zavislosti neni dosahovdno pifi vypoctu takové ptesnosti. Nezndmou
koncentraci 1ze vypocitat za piredpokladu, ze plocha pikti standardu i1 stanovované latky
je pfimo umérna jejich vlastni koncentraci. Metoda vnéjsiho standardu urc¢i koncentraci
stanovované latky porovnanim plochy jejiho piku a piku standardu analyzovaného
samostatné. Pfi pouziti metody kalibracni pfimky je tieba pouzit alesponn 5 kalibracnich
standardii. Tyto standardy vytvoii kalibra¢ni kiivku, pro kterou plati vztah zobrazeny
nasledujicim vzorcem.

Xi=a + bci

Xi plocha piku

Ci koncentrace
a posun na ose y
b smérnice piimky

Po dosazeni hodnot do vzorce je mozno vypo¢itat neznamou koncentraci analytu. 24

Metoda pridavku standardu

Metoda ptidavku standardu pracuje na principu porovnavani analytického signalu
vzorku a signalu vytvofeného pfiddnim znamych pifidavkl standardi. Analyza probiha
nejméné ve dvou krocich. Nejprve je analyzovano presné mnozstvi vzorku o neznamé
koncentraci. Pfi druhé analyze je davkovéano pfesné mnoZstvi vzorku, ktery je obohaceny
o znamy piidavek sledované latky. Tato metoda se pouziva nejcastéji u latek, u kterych je
obtizné ziskat Cisty vzorek bez analyzované latky (napf. matrice biologického materialu),
ktery se pouziva u predchozi metody k porovnavani. Vysledek je ziskan porovnanim ploch

obou vzorkt a dopo¢itdnim neznamé koncentrace. >+ 2°

35



Metoda vnitirniho standardu

Metoda vnitiniho standardu vyuzivd podobného principu jako metoda vnéjsiho
standardu. Rozdil spociva v piidavku roztoku vnitfniho standardu k roztoku stanovovaného
vzorku 1 k roztoku referenéniho standardu. Vnitini standard je chemicka latka
s pozadovanymi vlastnostmi. Latka by méla byt nejen eluovéna v blizkosti stanovované
latky, ale také byt dobfe oddélena od analytu v zdznamu, musi byt stabilni a v podobné
koncentraci jako stanovovand latka. Také by méla mit podobné fyzikalné-chemické
vlastnosti, ale nesmi s analytem interagovat. Tato metoda se pouziva nejcastéji v piipade,
ze analyze piedchdzi slozitéjsi uprava vzorku. Je vhodné pridat vnitini standard k obéma
roztokiim na uplném zacatku analyzy, dojde tim k eliminaci pfipadnych chyb a zvysi se

piesnost celého méfeni. 2%

Metoda vnitini normalizace

Pfi metod¢ wvnitini normalizace se obsah stanovaného analytu vyjadii jako
procentudlni podil vSech pikG zobrazenych na chromatogramu. Jsou zanedbéany piky
rozpoustédel a latek pod limitem zanedbatelnosti. Zakladnim nedostatkem této metody
je nutnost identifikace vSech piki v chromatogramu. Vysledkem je pouze bezrozmérné ¢islo
udévajici pomér mezi jednotlivymi latkami v roztoku. Tato metoda se vyuZziva u stanoveni

Cistoty latek. 2423

1.2.8 Uprava vzorku k chromatografické analyze

Pfi realné analyze neni vétSina vzorkl kompatibilni s chromatografickym systémem,
kterym ma byt analyzovana. Vzorky obvykle obsahuji mnoZstvi balastnich latek a proteint,
které mohou chromatograf ucpat, znecistit nebo interferovat se sledovanymi slozkami
ve vzorku. Z toho divodu je nutné vzorek ptipraveny k analyze nejprve upravit; vycistit,
izolovat a zakoncentrovat analyt. Uprava vzorku pted analyzou je obvykle nejnarongjsim
krokem v celé manipulaci se vzorkem a vysoce ovliviiuje vysledky a presnost stanoveni. 22

Techniky Gpravy vzorku mizeme rozdélit do dvou zékladnich skupin. Konvenéni
metody jsou pouzivany castéji, jsou velmi dobife optimalizovany a jejich pouZzivani
je ovéteno. Druhou skupinu tvofi moderni trendy v Upraveé vzorkl. Tyto techniky se snazi
upravu vzorku zjednodusSovat, pouzivat mensi mnozstvi rozpoustédel, snizit spotfebu

vzorku, vice automatizovat a také zkracovat dobu tpravy vzorku. Moderni metody se mohou
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jevit jako pokrocilejsi, odstrainuji urcité nedostatky tradicnich metod. Nekteré, jsou ale stale
ve vyvoji nebo nejsou optimalizovany. V analytickych laboratofich se stale pouzivaji méné
nez metody konvenéni. 22
Mezi konven¢ni metody pro Gpravu vzorku patii:
e pfima extrakce,
e srazeni proteind,
e cxtrakce z kapaliny do kapaliny,

e extrakce na tuhou fazi. %

Prima extrakce

Pfi metodé piimé extrakce se extrahuje analyt z tuhé matrice. Dilezitym krokem pied
vlastni extrakci je Uprava vzorku, ktery je tfeba rozmélnit na malé Castice. Tento proces
zvySuje ucinnost extrakce, protoze se zveétsi povrch vzorku, ¢imz je vzorek ve vétSim
kontaktu s rozpoustédlem a zlepsi se prenos latky. V praxi se nejcastéji pro extrakci pouziva
horizontaln¢ situovana tiepacka, extrakce na ultrazvukové lazni nebo rotacni tiepacka. Pro
extrakci jsou vybirdna polarni i nepolarni rozpoustédla, vzdy zaleZi na vlastnostech analytu,
jako je rozpustnost, rozdélovaci koeficient a disocia¢ni konstanta. Pro extrakci nepolarnich
analytt jako jsou lipidy se pouzivaji nepolarni rozpoustédla, napiiklad hexan, chloroform ¢i
dichlormethan. Polarni analyty jsou extrahovdny pomoci polarnéjSich rozpoustédel,
nejcastéji voda v kombinaci s methanolem nebo acetonitrilem. Pro zvySeni rozpustnosti
Spatné rozpustnych kyselych a bazickych analyti mohou byt pouzity pufry. Dale mtze byt

rozpustnost latek zvysena také pridavkem tenzidd. >

Odstranéni proteint

Vyhodou metody odstranéni proteint je jeji rychlost a jednoduchost. Mezi nevyhody
lze zatadit to, Ze jsou odstranény pouze proteiny, ostatni necistoty ve vzorku zistavaji.
Proteiny se odstraniuji precipitaci (sraZenim), pomoci membranové filtrace €1 enzymové
deproteinace. 22

Pti precipitaci je ke sraZeni proteinli pouzito precipitacni ¢inidlo. Toto ¢inidlo by
nem¢lo ovlivilovat analyt a interferovat pti nasledné detekci. Jako precipitaéni ¢inidlo mize
byt pouzito: silnd kyselina, silné organické rozpoustédlo, soli vicemocnych ionti,
kombinace deproteina¢nich ¢inidel nebo zahtati na teplotu 100 °C. Po ptidani precipitaéniho

¢inidla se vzorek protfepava. Poté se necha stocit v centrifuze, aby doslo k oddéleni
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srazenych proteint od zbytku vzorku. Po odstranéni srazeniny je zbyly supernatant pfimo
odebran k analyze nebo je odpaien a rozpustén v mobilni fazi a nasledné analyzovan. 22

Pfi membrénové filtraci dojde k odstranéni proteini ze vzorku pomoci
semipermeabilni membrany. Mezi hlavni vyhody této metody patii vysoka uc¢innost.
Nedochdzi také béhem filtrace k nafedéni vzorku, ke zméné pH ani jiného naruseni analytu
zpusobené vlivem srazecich Cinidel. Maze vSak dojit ke ztraté analytu, ktery muize byt
¢astecn¢ navazan na proteinech, které se zfiltruji. Velikost proslych molekul pfes membranu
zavisi na velikosti poru membrany. Dle velikosti port se provadi reverzni osmodza, typ
membranové filtrace zachycujici molekuly mensi nez 1 nm. Ultrafiltrace je schopna zachytit
proteiny o velikosti 1-10 nm a mikrofiltraci je mozné odstranit pouze Céstice vétsi nez
10 nm. %
Vzorek Ize vy¢istit také pomoci proteolytickych enzymu. Tato metoda je nazyvana
enzymova deproteinace. Mezi enzymy pouzivané pro srazeni proteind patii papain, trypsin

nebo subtilisin. Enzymy obvykle neinteraguji s analytem a jsou Setrné. 22

Extrakce z kapaliny do kapaliny

Extrakce z kapaliny do kapaliny (liquid-liquid extraction, LLE) je velmi casto
pouzivanad metoda. Jeji princip spociva v pfevedeni analytu z vodné faze, v tomto ptipadé
biologického vzorku, do organického rozpoustédla. Metoda je jednoducha a levna, protoze
k ni neni potteba Zadny specificky pfistroj ani vybaveni. Jakym zpusobem je analyt
distribuovan mezi obé¢ faze vyjadiuje rozdélovaci koeficient, ktery je vyjadien nasledujicim
vzorcem.

Kb = corg/Cvoda

Kp  rozdé€lovaci koeficient

Corg  koncentrace analytu v organické fazi

Croda  koncentrace analytu ve vodné fazi

Cim vyssi je vysledny rozd&lovaci koeficient, tim vysi je u¢innost extrakce analytu.
22,26

U neutralnich latek nezavisi vytéznost extrakce na pH a diky tomu nemusi byt pH
roztoku nijak upravovano. U kyselych a bazickych analyti vSak vytéZnost zavisi na pH
prostiedi, protoze z vodné faze do organické dokaze latka ptejit pouze v neionizované forme.
U kyselych latek musi byt pH upraveno smérem do kyselé¢ oblasti a u bazickych latek
naopak. Diky tomu je zajiSténa vySsi efektivita extrakce. Dal§im dilezitym faktorem je

vybér samotného rozpoustédla. Vhodné je zvolit takové rozpoustédlo, ve kterém bude analyt
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nejlépe rozpustny. Samotnd extrakce probiha protiepdvanim a ndslednou centrifugaci, pfi
niz dojde k oddéleni obou nemisitelnych vrstev. Organickd slozka obsahujici analyt
je oddélena a mize byt analyzovana. Poptipad¢ ji l1ze zakoncentrovat odpafenim organické

slozky, nasledné rozpustit v mensim mnozstvi mobilni faze a analyzovat. 2> 2

Extrakce na tuhou fazi

Extrakce na tuhou fazi (solid-phase extraction, SPE) je metoda pracujici
na podobném principu jako vysokouc¢innd kapalinova chromatografie. Principem
je navazani analytu na sorbent v extrak¢ni kolonce a vymyti balastnich latek z kolonky.
Velmi dulezité je, aby mél analyt vétsi afinitu k sorbentu na tuhé fazi nez k latkdm v matrici.
K retenci mohou byt vyuzity jak polarni, tak nepolarni i iontové interakce. Béhem extrakce

vrow

jsou pouzivany vétsi ¢astice a zaroven nizsi tlaky, z toho diivodu nemtize metoda dosdhnout
takové ucinnosti jako HPLC. 2% 2426

Pti extrakci na tuhou fézi je nejprve tieba vybrat spravny sorbent. Jsou pouZzivané
stacionarni faze podobné sorbentim v HPLC jako nepoléarni faze (uhlikovy fetézec C18
na silikagelu). Také se vyuzivaji polarni faze (silikagel, oxid hlinity), iontové vymeénné
stacionarni faze 1 polymerni sorbenty. Volba spravné stacionarni faze zaleZi na vlastnostech
analytu jako je polarita, disociacni konstanta, ale také na vlastnostech pouzit¢ho
rozpoustédla. V ptipad¢ pouzivani nepolarniho rozpoustédla je volena polarni stacionarni

faze a naopak. 22426
Vlastni separace probiha v n€kolika krocich:

e kondicionace: cilem je aktivace funk¢nich skupin sorbentu pomoci organického
rozpoustédla, nejCastéji se pouzivd methanol, organické rozpoustédlo je nutno
nasledné vymyt, mohlo by zptlisobit sniZzeni interakce analytu a sorbentu, také by
mohlo zptsobit sraZzeni proteind v matrici, a tim ucpat kolonku,

e naneseni vzorku: v tomto kroku je vzorek nanesen do kolonky, dojde k jeho
zachyceni na stacionarni fazi, zatimco ¢ast balastu protece skrz kolonku ven,

e vymyti balasti: kolonka je promyta vodou ¢i pufrem, aby doslo k odstranéni
veskerych zbytkli matrice,

e cluce analytu: rozpoustédlo (methanol nebo acetonitril) pterusi vazby analytu
se sorbentem a eluat se miize poté analyzovat, 2% 2% 2

Cely proces probihd v zafizeni zvané manifold, ve kterém je udrzovéan podtlak, coz

zajisti rychlejsi pritok a rychlejsi pribéh celé extrakce. Tato metoda je pouzivana pro jeji
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rychlost, moznost automatizace a také proto, Ze je pfipraven Cisty vzorek piimo k analyze.
22,24,26
Moderni techniky v upraveé vzorku mizeme rozdélit do tii hlavnich skupin:
e mikroextrakce,
e online techniky,

e techniky s vysokou selektivitou. #% 2% 26

Mikroextrakce

Pfi mikroextrak¢nich metodadch dochazi k vyraznému snizeni spotieby vzorku
1 potiebnych rozpoustédel. Mezi metody, které spocivaji pouze v miniaturizaci, miize byt
zatazeno DPX (disposable pipitte extraction) probihajici ve Spickach pipet. Dale metoda
MEPS (micro-extraction by packed sorbent), kdy je sorbent nanesen na vnitini ¢asti
stifkacky. U obou téchto metod je princip shodny s SPE, pouze probiha v mikrométitku. **
24,26

Dalsi metody tadici se mezi mikroextrakéni maji nevyhody branici jejich Sir§Simu
pouzivani. Patfi mezi n¢ dlouhd doba potfebnd pro ustalovani rovnovahy pii extrakei,
nutnost opatrného zachdzeni nebo vybér spravnych rozpoustédel. Mezi tyto techniky lze
zafadit extrakce do jediné kapky rozpoustédla nebo extrakce pomoci dutého vldkna. Tyto
metody pracuji na principu LLE. Nejvyznamnéjsi je extrakce dutym vldknem vyuZivajici
vldkno, na némz je naneseno organické rozpoustédlo. Pti extrakci interaguje analyt
s organickym rozpouStédlem na vlakné a prochazi dovnitt, kde se nachdzi dalsi vrstva

organického rozpoustédla. Akceptorova fize uvniti vlakna miize byt piimo analyzovéna. >*

24,26

Online techniky

Hlavnim pozadavkem u technik pro upravu vzorku je moznost automatizace.
To pfinasi mensi potiebu obsluhy analytikem a Gsporu €asu. Pro propojeni techniky Gpravy
vzorku a HPLC metody se pouziva tzv. column switching. Jedna se o pfepinani kolon béhem
analyzy. Nejprve proudi vzorek na extrakéni kolonu, kde dojde k odstranéni balastnich latek,
poté dojde k pfepnuti a analyt je nastfiknut na druhou kolonu slouzici k analyze vzorku.
Mezi techniky automatizace mizeme zatradit chromatografii s turbulentnim priatokem nebo
pouziti materidlu s omezenym piistupem. 2% 2% 26
U chromatografie s turbulentnim proudénim je separace umoznéna diky turbulenci,

vV

ktera zajisti vyssi u€innost separace. K vytvoteni turbulence se pouzije vyssi pritok a vybere
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se kolona s vétSimi ¢asticemi. V koloné se vytvoii vEtsi intersticialni prostor, vetsi Castice
jsou rychleji unaseny do odpadu, zatimco mensi Castice snadnéji pronikaji do sorbentu.
Po vyplaveni balasti je mozno kolonu piepnout a automaticky nastiiknout na analytickou
kolonu. Pouziti materidlu s omezenym piistupem je dal§i moznosti, jak nastfikovat vzorek
pfimo bez ptedchozi upravy. RAM (restricted access material) je specificky material
s upravenym povrchem obsahujici poéry, do kterych zapadnou pouze Castice urcité
molekulové hmotnosti. VEtsi struktury jako jsou bilkoviny, nukleové kyseliny a jiny balast,
se nezachyti a jsou odvedeny do odpadu. V ptipadé¢ online zapojeni lze po odplaveni necistot

piepnout kolonu a pfimo analyzovat. 222426

Techniky s vysokou selektivitou

Mezi techniky vyznacujici se vysokou selektivitou lze jisté zatradit molekuldrné
vtiSténé polymery. Jedna se o extrak¢ni material, ktery pracuje na principu SPE, zajistuje
ale selektivnéjsi separaci a citlivéjsi analyzu. MIPs (molecular imprinted polymers) jsou
schopny rozeznat analyt stericky, dle jeho velikosti a tvaru, dale chemickymi interakcemi.
V praxi se pouzivaji napiiklad sorbenty s MIPS pro izolovani nesteroidnich antiflogistik,
beta-blokatorti nebo chloramfenikolu. Vyhodou je tedy schopnost pfipravit si sorbent
piedurdeny pro izolaci ur¢ité latky nebo skupiny latek. 2

Dalsi technikou je imunoafinitni SPE. Tato technika vyuZiva princip klasické SPE,
kdy je na povrch sorbentu navdzana specifickd protilatka. Tato metoda miize byt jedinym

krokem pfi Gipravé vzorku nebo miiZe byt pouzita v kombinaci s dalimi technikami. 2

1.2.9 Validace

Cilem validace je znazornit a dokazat, Ze vytvofena metoda je vhodna pro svij ucel.
Je to proces, pii kterém se ur¢i podminky zajist'ujici opakovatelnost a proveditelnost postupu
daného méfeni na riznych pfistrojich v dalSich laboratofich. Béhem validace se zjist'uji
hlavni parametry charakterizujici danou metodu. Validace se provadi vzdy pfi vyvoji nové
metody, pokud dochazi k ipravé jiz vytvofené metody nebo pii porovnavani dvou metod. 2!
25

Existuji organizace, které vydavaji smérnice, podle nichZ Ize metody validovat.
Smérnice vydavané organizacemi jsou pouze doporucujici, tzv. guidelines. Z toho vyplyva,

Ze neni nutné se jimi pfesné fidit. Pfesné parametry se stanovi obvykle podle toho, k jakému
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ucelu ma analytickd metoda slouzit, napiiklad pouze k identifikaci, stanoveni limitniho
mnozstvi nedistot nebo obsahu latky. !> 2°

Mezi organizace zabyvajici se validaci metod muizeme zaradit The International
Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use
(ICH), kterd uvadi jako hlavni valida¢ni parametry: selektivitu, linearitu, rozsah, spravnost,
pfesnost, limit detekce, limit kvantifikace, robustnost a systém suitability test. Dalsi
organizaci je European Medicines Agency (EMA), jejiz hlavni validac¢ni pokyny se ¢astecné
lisi, nezabyvaji se analyzou léCivych latek a pripravki, ale spiSe biologickym materialem.
Mezi valida¢ni parametry patii: selektivita, carry-over, limit kvantifikace, kalibra¢ni kiivka,
piesnost, preciznost, integrita fedéni, efekt matrice a stabilita. Dal$imi organizacemi, které

se zabyvaji validaci metod, jsou Food and Drug Administration (FDA) nebo International

Union of Pure and Appplied Chemistry (IUPAC). 2125 27.28.29.30

Presnost (accuracy)

Ptesnost metody vyjadfuje shodu mezi vysledkem meéfeni a pfijatou referenéni
hodnotou. Rozdil mezi naméfenou hodnotou a piijatou referencni hodnotou se nazyva chyba
vysledku. Chyba miiZe byt systematickd. V takovém piipad€ se jedna o chybu, ktera je
v pribéhu meéfeni konstantni nebo se méni piedvidatelné. Chyba, kterd se ale méni
neptfedvidatelné, je chyba ndhodnd. Nahodnou chybu odstranit nelze. Rozdil mezi
pramérnou hodnotou vysledkl a pfijatou referenéni hodnotou se nazyva odchylka neboli
bias. Odchylka mlZe nabyvat kladnych i zapornych hodnot. Pfesnost metody se nejcastéji
zjiStuje na tfech rtiznych koncentrac¢nich Urovnich — nejnizsi, stfedni, nejvyssi. Primér
hodnot ziskanych méfenim musi byt v rozmezi 15 % od referen¢ni hodnoty. Vyjimku tvoii
koncentrace na spodnim limitu kvantifikace, kde miiZze odchylka dosahovat az 20 %

od referenéni hodnoty. >>2°

Preciznost (precision)

Preciznost metody je definovana jako mira shody mezi jednotlivymi vysledky
opakovang ziskanymi s jednim vzorkem. Preciznost vyjadiuje pouze ndhodné chyby méteni
aneukazuje zadny vztah k piijaté referen¢ni hodnote. Preciznost je pocitana pomoci relativni
smérodatné odchylky (RSD) jednotlivych méfeni. Stejné jako pfesnost se parametr
stanovuje na tfech riiznych koncentracnich hladinach — nejniZzsi, sttedni a nejvyssi. Relativni
smérodatna odchylka se nesmi liSit o vice nez 15 % s vyjimkou spodniho limitu kvantifikace,
kde mize RSD ¢init 20 %. 2>
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Organizace EMA stanovuje dvé urovné preciznosti. Prvni je zméfena v ramci
jednoho méfeni v jednom dni. Vzorek se nezavisle zanalyzuje kompletnim postupem véetné
ptipravy vzorku. Druhou uroven popisuje tzv. inter-day precision vyjadiujici preciznost
vysledki stejného vzorku v riznych dnech meéteni. Organizace ICH uvadi tfi trovné
preciznosti. Opakovatelnost (repeatability) zndzoriiuje tésnost shody vysledkli namétenych
jednim analytikem na stejném pfistroji ve stejny den. Mezilehld preciznost (intermediate
precision) vyjadiuje RSD méfeni provadéné riznymi analytiky 1 riznymi pfistroji v riizné
dny v ramci jedné laboratofe. Reprodukovatelnost (reproducibility) probihd na stejném

principu jako mezilehl4 preciznost, ale v riiznych laboratotich. 272

Selektivita (specifity)

Selektivita metody se definuje jako schopnost metody analyzovat vzorek
kvantitativné a kvalitativn€ i1 v pfitomnosti interferujicich latek. MiiZe se jednat o necistoty
tohoto parametru je tieba dolozit vysledek analyzy pouze standardu a vysledek analyzy
realného vzorku bez obsahu analytu (blank). Aby byla metoda selektivni, nesmi se v readlném

vzorku biologické matrice nachéazet latka, jejiz pik by mohl interferovat s pikem analyzované

létky 21,25,29

Kalibrac¢ni krivka (calibration curve)

Kalibra¢ni kfivka nebo také linearita je schopnost metody poskytovat vysledky
vykazujici linedrni zavislost mezi koncentraci analyzované latky a odezvou detektoru.
V praxi se stanovi alesponi pét kalibracnich roztokti riznych koncentra¢nich hladin, které se
analyzuji. Hodnoty ziskané analyzou se zanesou do grafu. Zavislost mezi dvéma veli¢inami
charakterizuje korelaéni koeficient, ktery nabyva hodnost bliZicich se +1. Cim vice se
hodnota koeficientu blizi hodnoté¢ 1 nebo (—1), tim je zdvislost proménnych tésngjsi.
V nékterych ptipadech lze vyuZit i nelinedrni zavislosti, které jsou €asto pouzivany zejména

v bioanalytice. 2! 2>

Rozsah (range)

Rozsah popisuje uzavieny interval koncentraci, ve kterém miiZze byt dand metoda
pouzivana. Jedna se o valida¢ni parametr stanovujici rozsah koncentraci, pro které byla
validaci metody potvrzena dostate€nd pifesnost a preciznost. Spodni hranici intervalu

obvykle tvofi limit kvantifikace, coz je také spodni limit linearity. Proto se rozsah Casto
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odviji ze studie kalibra¢ni zavislosti. Horni hranici intervalu tvofi horni limit kvantifikace.
Horni hranice rozsahu mize byt také stanovena métenim, kdy pfi piekroceni ptistroj neni

schopen poskytovat spravné vysledky. 2>28

Limit detekce (detection limit) a limit kvantifikace (quantification limit)

Svwr

moznou detekovatelnou koncentraci. Limit detekce musi spliiovat statisticky vyznamné
odliseni signdlu od Sumu. Pii vypocétu musi hodnota plochy piku odpovidat trojndsobku
pomeéru signalu k Sumu. Limit kvantifikace také znazornuje citlivost metody. Je to parametr
jako desetinasobek poméru signalu k Sumu. Hodnota limitu kvantifikace se pouziva jako
nejnizsi hodnota tvorici kalibracni ptimku. V souvislosti s limitem kvantifikace nutno jeste
zminit 1 spodni limit kvantifikace (LLOQ) a horni limit kvantifikace (ULOQ), kdy tyto
hodnoty udavaji rozsah pouZitelnosti metody. Spodni limit kvantifikace popisuje nejniZsi
mnozstvi analytu, které Ize danou metodou stanovit s presnosti a preciznosti a ULOQ udava

limit nejvy$$i mnoZstvi analytu, které Ize touto metodou hodnotit. 2!-2%2°

Kros-kontaminace (carry-over)

Carry-over je parametr, ktery popisuje pienos zbytkového signidlu v po sobé
nasledujicich nastficich. V pfipadé kros-kontaminace dojde pii analyze k eluci latky, ktera
se vSak nenachdzi v analyzovaném vzorku. Nejlepsi je tento parametr stanovit jiz béhem
vyvoje metody a minimalizovat ho. Posuzuje se nasttikem slepého vzorku nasledujiciho po
vzorku s vysokou koncentraci analytu. Signal slepého roztoku by nemél byt vyssi nez 20 %
hodnoty limitu kvantifikace. V ptipad¢, Ze se nelze ptenosu vzorku vyhnout, je tfeba zajistit
opatfeni pro zajiSténi piesnosti a preciznosti metody. Mezi opatieni lze zatfadit néstiik

slepych vzorkil vzdy po analyze vysokych koncentraci analyzovanych latek. ?’

Stabilita (stability)

Stabilita analytu i biologické matrice zavisi na fyzikalné-chemickych vlastnostech
a na skladovacich podminkach. Hodnoceni stability se provadi pro potvrzeni stalosti analytu
za ur¢itych podminek v daném ¢asovém obdobi. Vysledna stabilita vSak vypovida pouze
o konkrétnim analytu, obalovém materidlu a specifickych podminkach, pfi nichz byla

stanovena. 27 2°
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e Stabilita po zmrazeni a rozmrazeni (freeze thaw)
Freeze thaw stabilita popisuje stalost vzorku, ktery je vystaven opakovanému
zmrazovani a rozmrazovani. Proces je proveden opakovanym zmrazenim
a samovolnym rozmrazenim po 12 nebo po 24 hodinéch.

o Kiratkodoba teplotni stabilita (short-term)
Short-term stabilita hodnoti stabilitu vzorku pfi pokojové teploté po dobu zpracovani
vzorku, poptipad¢ az 24 hodin.

e Dlouhodoba stabilita (long-term)
Long-term stabilita napodobuje podminky uchovani vzorku ve zmrazeném stavu
az do doby jeho analyzovani.

e Stabilita zasobniho roztoku (stock-solution, standard-solution)
Stock-solution stabilita popisuje stabilitu ptipraveného zasobniho roztoku standardu
analyzované latky po dobu 24 hodin.

e Stabilita po upravé vzorku (post-preparative, sample-solution)
Post-preparative stabilita hodnoti stabilitu jiz pfipraveného vzorku, ktery je pfipraven

v autosampleru po dobu trvani analyzy, popiipadé 24 hodin. 27-?°

VytéZnost (recovery)

Validaéni parametr vytéznost popisuje U¢innost extrakéniho procesu. Vyjadiuje
mnozstvi analytu vyextrahované z biologického materidlu. Hodnoti se jako pomér mnozstvi
analytu ziskaného extrak¢ni technikou vici piijaté referencni hodnoté. VytéZznost metody

nemusi byt stoprocentni, pro extrakéni techniku je diileZité, aby byla opakovatelnd. *
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2 Experimentalni ¢ast
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2.1 Instrumentace, pristroje a pomucky

2.1.1 Instrumentace

HPLC sestava — Shimadzu Prominence

e HPLC jednotka: Shimadzu, Japonsko,

e fidici jednotka: CBM-20A,

e degasser: DGU-20A3,

e cCerpadlo: LC-20AD,

e autosampler: SIL-20AC,

e termostat kolony: CTO-20AC Shimadzu,
e detektory: UV-VIS SPD-20A,

e chromatograficky software: Lab Solutions, version 5.92.

2.1.2 Pristroje

e Spektrofotometr — UV-2401PC Shimadzu, Japonsko,

e analytické vahy — Sartorius A200S, Némecko; Mettler AT21 Comparator, Mettler
Toledo, Belgie,

e pH metr - SCHOTT CG 843, Schott Instruments GmbH, Némecko,

e magnetickd michacka — Color squid, Ika Werke, Némecko,

o tiepacka — Vortex, VELP Scientifica, Italie,

e ultrazvukova lazen — K 10, Kraintek, Slovensko,

e centrifuga — [EC CL31R Multispeed, Thermo electron corporation, USA,

e termostatované zafizeni pro odpafovani vzorkili proudem inertnitho plynu

— TERMOVAP TV — 10 Sample concentrator (Termovap) od Ecom, CR.
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2.1.3 Ostatni laboratorni pomucky

Digestot, Eppendorf zkumavky, Erlenmeyerovy baiiky, laboratorni 1zicky, michadlo,
odmérné valce, pipetik, pipety, Spi¢ky, stojan na zkumavky, stiicka, sklenénd frita pro
odstranéni vétsich nedistot, filtr s velikosti port 0,22 um, sklenéné tyCinky, vialky, vicka,

septa, zatky (sklenéné, plastové), zkumavky.

2.2 Pouzité chemikalie

e Acetonitril — VWR Chemicals, Francie,

e dihydrogenfosforeénan sodny — Penta s.r.0., Ceské republika,
e hydrogenfosfore¢nan sodny — Sigma Aldrich, Némecko,
e hydroxid sodny koncentrovany RS — CL 2017,

e 3-hydroxykynurenin — Sigma Aldrich, Némecko,

e kyselina chlorista — Penta s.r.0., Ceska republika,

e kyselina mraven¢i — Sigma Aldrich, Némecko,

e kyselina octova 99% — Penta s.r.0., Ceska republika,

e kyselina trifluoroctova — Fluorochem, UK,

¢ methanol — VWR Chemicals, Francie,

e octan amonny — Penta s.r.0., Ceska republika,

e voda ¢iSténa reverzni osmozou.

2.3 Testovany material

2.3.1 Priprava standardnich roztoku

Zasobni standardni roztok 3-hydroxykynureninu byl pfipraven navazenim 0,15 mg
pevného a rozpustén v 1,5 ml 50% methanolu (0,1 mg/ml). V €as potieby byl ze zdsobniho
standardniho roztoku pfipraven nafedénim ciSténou vodou roztok 3-hydroxykynureninu.
Standard a standardni roztoky byly uchovavany v mrazdku. V piipadé potieby byly
ze zasobniho standardniho roztoku pfipraveny pracovni roztoky o pozadované koncentraci

3-hydroxykynureninu ziedénim cisténou vodou. Pro vyvoj metody byla piipravovana
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vyslednd koncentrace 1 pg/ml. Pro validaci metody byly pfipravovany dalsi koncentrace

3-hydroxykynureninu: 100 ng/ml, 200 ng/ml, 400 ng/ml, 500 ng/ml, 600 ng/ml, 800 ng/ml.

2.3.2 Biologicky material

Jako biologicky materidl byly pouzity homogenaty lidské placenty. Biologické
vzorky byly ptfed analyzou uchovéany pii -80 °C. Lidsky placentdrni homogenat byl
pfipravovan na Katedie farmakologie a toxikologie. Odebrand placenta byla nasekana
na malé kousky. Takto pfipravena placenta byla nasledné homogenizovana pomoci teflon-
sklenéné¢ho homogenizatoru v ptitomnosti homogenizacni smési. Homogenat placenty byl
dale zpracovavan pro ucely stanoveni enzymové aktivity KMO na Katedfe farmakologie

a toxikologie. Slozeni homogenatt ur¢enych k HPLC analyze je uvedeno v tabulce €. 9.

Tabulka 9 Slozeni placentarniho roztoku

Placenta Reakéni Homogenizac¢ni | Kynurenin Kyselina
sSmEs: smgs: 0-8 mM chlorista 6%
NADPH 250 mM
ImM sachardza
KCl 10mM 50 mM Tris-
Hepes
EDTA 1mM 5 mM EGTA
Tris-HCI 5 mM EDTA
pufr 100mM
1 mM PMSF

2.4 Obecné postupy

2.4.1 Priprava mobilni faze

Kazda vodna slozka mobilni faze byla pfipravena smisenim kyseliny ¢i pufru ve vodé
¢iSté€né reverzni osmoédzou. SloZeni jednotlivych mobilnich fazi je uvedeno v tabulce ¢. 10.
pH vodné ¢asti roztoku bylo zméfeno pH metrem a ptipadné upraveno na pozadovanou
hodnotu pomoci kyseliny octové, hydroxidu sodného koncentrovaného (CL) nebo kyseliny

fosfore¢né. Nasledné byly tyto roztoky ptefiltrovany pies sklenénou fritu pro odstranéni
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vétsich necistot a dale ptes filtr s velkosti porti 0,22 pm. K prefiltrovanému roztoku se ptidal

methanol v poméru 95:5. Béhem analyzy bylo vyuzito izokratické eluce.

Tabulka 10 Zkousené vodné slozky mobilni faze

MF Vodna slozka Koncentrace pAgltlvum 559 T I\)fgsledné
1 CH3;COOH 100mM - 2,84
2 HCOOH 100mM - 2,25
3 CH3COONH4 100mM - 6,90
4 CH3COONH4 100mM CH3COOH (98%) 4,50
5 NaH,PO4 100mM %SH koncentrovany | 5,
6 Na,HPO4 25mM H3PO4 7,01
7 CH;COOH 100mM NaOH 4,50
8 CF;COOH 0,05% - 2,08

U mobilni fdze s vys$S§im obsahem soli hrozi nebezpeci vysrdzeni po piidéani
organického rozpoustédla. Proto byly testovdny mezni koncentrace pro mobilni faze
s obsahem NaH>PO4 a NacHPOg4. Pii vyssi koncentraci Na2HPO4 nez 25mM dochazelo
k zietelné tvorbé srazeniny v prostiedi s vice nez 75 % methanolu. Vzhledem k obsahu
methanolu v mobilni fazi 5 % byla koncentrace 25mM bezpecnd, vyssi koncentrace

se nepouzivaly.

2.5 Vyvoj metody HPLC

K detekci byl pouzit UV/VIS detektor. VIinova délka pro detekci zjisténa z literatury
¢inila 365 nm. VInovd délka byla pro ovéfeni zmeéfena pomoci spektrofotometru
—UV-2401PC Shimadzu. Naméiend vinova délka 370 nm (maximum) byla nastavena

na UV detektoru, viz absorp¢ni spektrum v kapitole 3 Vysledky a diskuze.

2.5.1 Vybér mobilni faze

Pro pocatecni screening mobilni faze byla pouZita kolona YMC Triart PFP s rozméry

150 x 3 mm a velikosti ¢astic 3 pm.
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Jelikoz ma stanovovany analyt hydrofilni vlastnosti, bylo pravdépodobné, Ze se bude
eluovat velmi blizko k mrtvému retenénimu ¢asu. Tim hrozila moznost koeluce s polarnimi
latkami, jez jsou piitomny v biologické matrici.

Protoze strukturu zkouSené latky tvoti kyselé i bazické funk¢ni skupiny, ma charakter
amfolytu a tvoii zwitteriont. Testovany byly mobilni faze s Sirokym rozsahem pH (2-7),
které jsou zobrazeny v tabulce ¢. 10. Hodnoty pH vodné slozky mobilnich fazi byly vybirany
také s ohledem ke stabilité komercné dostupnych stacionarnich fazi.

K tupravé pH slouzil pfedev§im koncentrovany hydroxid sodny (CL) nebo kyselina
octova, popt. kyselina fosfore¢nd. Z divodu predpoklddané niz$i retence
3-hydroxykynureninu se jako organicka slozka mobilni faze pouzival methanol, ktery ma
mensi eluéni silu nez acetonitril. Po vybéru vodné slozky mobilni faze se jako organicka

sloZzka mobilni faze vyzkousel také acetonitril.

Optimalizace koncentrace vodné slozky mobilni faze

Koncentrace aditiv v mobilni fazi maze také ovlivnit retencni chovani analytu. Proto
byly vyzkouSeny koncentrace aditiv 10mM, 25mM a 100mM pro vybrané mobilni faze. Tyto

koncentrace byly pfipraveny nizS$im vypoctenym piidavkem daného aditiva do vody.

Vybér organické slozZky mobilni faze

Po vybéru vodné slozky (100mM kyselina mravenci) se ptistoupilo ke zkouSeni
organické faze a sledovani jejiho ovlivnéni vlivu na retencni chovani analytu. Kromé& 5%
methanolu, ktery se pouzival pro vybér vodné faze, se testoval také acetonitril a dale smés
acetonitrilu a methanolu v poméru 1:1 (v:v). VSechny zkouSené organické slozky a jejich

poméry v mobilni f4zi jsou uvedeny v nasledujici tabulce €. 11.

Tabulka 11 Organicka slozka mobilni faze

Methanol Acetonitril xit?anol/acetomtrll el
3% - -

5% 2 % 3%

- - 5%

10 % 5% 8 %
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2.5.2 Vybér stacionarni faze
Po vybéru optimalniho sloZzeni mobilni faze vyvstala potifeba vybrat nejvhodné;si

stacionarni fazi. Béhem vyvoje metody byly vyzkouseny Ctyii rizné typy kolon s rozdilnymi

funk¢énimi skupinami navazanymi na silikagelovém nosici viz tabulka ¢. 12.

Tabulka 12 Zkousené kolony a jejich charakteristiky

Typ kolony Rozméry Velikost ¢astic | Funkéni skupiny
YMC Triart PFP 150 x3mm | 5pm pentafluorfenyl

EVO C18 150 x3mm | 5pum CI18

ACE EXCEL 3 C18-AR 100 x3mm | 3 um C18 + fenyl

ACE EXCEL 3 C18-PFP 100 x3mm | 3 um C18 + pentafluorfenyl

2.5.3 Zména priitoku mobilni faze

Po vybéru nejvhodnéjsiho sorbentu byl testovan dals$i parametr, ktery by mohl
ovlivnit vysledky analyzy, a tim byl pritok mobilni faze. V dosavadnich analyzach byl

pritok nastaven na 0,3 ml/min. Mimo tuto hodnotu byl vyzkousen také priitok 0,5 ml/min.

2.5.4 Optimalizace teploty

Po vybéru nejvhodnéj$i mobilni a stacionarni faze bylo dale vyzkouSeno ovlivnéni
separace pomoci zmény teploty v kolonovém prostoru. Teplota byla nejprve nastavena na
25 °C. Béhem vyvoje metody byla vyzkousena také teplota 30 °C, ktera byla poté zvySena
na 35 °C.

2.6 Metoda zpracovani vzorkiu

2.6.1 Priprava spikovanych matric

Pii ptipravé spikovanych matric byl pouZzit zisobni standardni roztok

3-hydroxykynureninu, ktery byl nafedén na poZadovanou koncentraci pomoci biologické
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matrice. Jako biologickd matrice byl pouzit placentarni roztok nebo placentarni homogenat
ziskany z Katedry farmakologie a toxikologie. Pii vyvoji metody byla koncentrace spiku
I ug/ml vody. Pro validaci byly vysledné hladiny 3-hydroxykynureninu v matricich
100 ng/ml, 200 ng/ml, 400 ng/ml, 500 ng/ml, 600 ng/ml, 800 ng/ml a 1000 ng/ml.

2.6.2 Precipitace

Pro svou jednoduchost byla volena precipitace proteinti. Precipitace byla provedena
nejprve pomoci silnych kyselin (kyseliny chloristé a trifluoroctové) v mnozstvi 0,6nasobku
objemu biologického materidlu. Po protfepani pomoci vortexu, byl centrifugovan
(10000 otacek/min, 10 minut). V centrifuze doSlo k oddé€leni srazenych proteind
od supernatantu, ktery se nasledné odebral a mohl byt analyzovan.

Mimo zminénych kyselin byl jako precipitacni Cinidlo testovan také acetonitril. Pro
kvantitativni precipitaci je nutné alespon trojndsobné mnozstvi acetonitrilu vici celkovému
objemu biologické matrice. Velké mnoZzstvi acetonitrilu ve vzorku vzhledem k poméru
organického podilu v mobilni fazi, ale miize zptisobit ovlivnéni vysledk (tvar piku) a také
zhorsit citlivost vlivem nafedénim vzorku. Z tohoto diivodu byl supernatant po centrifugaci
odpafen a nasledné rozpuStén a nafedén do plvodniho objemu (50 pl) pomoci 5%
methanolu.

Mnozstvi pouZitych precipitacnich €inidel vztazené na 50ul spikované matrice jsou

vypsany v nasledujici tabulce €. 13.

Tabulka 13 Mnozstvi pouzitych precipitacnich cinidel

o o Objem cinidla vztaZzeny Nasobici koeficient viici
Precipitacni ¢inidlo ‘ ‘ ‘
k 50 pl matrice objemu matrice
10% HClO4
30 ul 0,6
10% CF;COOH
acetonitril 150 pl 3
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2.7 Priprava vzorku pro validaci metody
Validace je proces, pfi kterém je ovéieno a prokdzano, ze vyvinuta metoda je vhodna

k ucelu, ke kterému byla vytvoiena. Pii validaci metody a také pii piipravé validacnich

roztokll se vychdzelo ze smérnic.

2.7.1 Linearita

Pro zméteni kalibracni zavislosti byly pfipraveny roztoky spikované matrice

s vyslednou koncentraci 3-hydroxykynureninu dle tabulky ¢. 14.

Tabulka 14 Priprava spikovanych lidskych placentarnich homogendatii pro kalibracni fadu

Koncentrace . .
, Objem . Hladina
pracovniho roztoku . Objem .
. pracovniho . 3-hydroxykynureninu
3-hydroxykynureninu Ku (ul matrice (pl) .. 1
{lia i) roztoku (pul) v matrici (ng/ml)
1 5 45 100
1 10 40 200
5 4 46 400
10 3 47 600
10 4 46 800
10 5 45 1000

2.7.2 Presnost

Presnost byla sledovana na tfech koncentracnich urovnich, jak je uvedeno
v nésledujici tabulce ¢. 15 — nejnizs§i (100 ng/ml), stfedni (500 ng/ml) a nejvyssi
(1000 ng/ml). Pfed HPLC analyzou se ze vzorkli pomoci precipitace acetonitrilem odstranily

interferujici proteiny.

Tabulka 15 Priprava roztokii pro stanoveni presnosti

Hladina 3-hydroxykynureninu (ng/ml) Pocet ptipravenych spikovanych vzorkt
100 3
500 3
1000 3
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2.7.3 Preciznost

Preciznost metody byla testovana podobné jako piesnost na tfech koncentracnich

urovnich 3-hydroxykynureninu — 100 ng/ml, 500 ng/ml, 1000 ng/ml viz tabulka ¢. 15.

Inter-day preciznost

Na rozdil od preciznosti je mezidenni preciznost schopna posoudit, zda metoda
poskytuje shodné vysledky v riiznych dnech méteni. Pro stanoveni inter-day preciznosti byly
pfipraveny spikované matrice s vyslednou koncentraci 3-hydroxykynureninu 100 ng/ml

a 1000 ng/ml ve dvou riiznych dnech. Viz tabulka ¢. 16.

Tabulka 16 Priprava roztokii pro stanoveni inter-day preciznosti

Koncentrace ) ' ) .
' Pocet ptipravenych spikil Pocet pfipravenych spikt
3-hydroxykynureninu
vden 1 v den 2
(ng/ml)
100 3 3
1000 3 3

2.7.4 Selektivita

Pro hodnoceni selektivity vyvijené metody byl pfipraven standard
3-hydroxykynureninu s nejvy$si (1000 ng/ml) stanovovanou koncentraci a vzorek

biologické matrice bez ptidavku analytu.

2.7.5 Limit kvantifikace

Jako limitni koncentrace kvantifikace byla zvolena nejniZsi koncentrace kalibra¢ni
fady — 100 ng/ml. Pro stanoveni limitu kvantifikace bylo pfipraveno Sest roztokl
spikovanych matric dané koncentrace, které byly pfipraveny stejnym zpiisobem, jak jiz bylo

popsano vyse.
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2.7.6 Stabilita

Pro testovani stability byly pouzity roztoky spikované matrice obsahujici koncentraci
500 ng/ml 3-hydroxykynureninu. Stabilita byla testovana vzdy po 1 vzorku: na svétle pii
pokojové teploté, v autosampleru pii teploté 5 °C, po 24 hodinéch a po 48 hodinach. Dale se

testovala tzv. freeze thaw stabilita (zmrazeni 2krat za sebou).

2.7.7 Carry-over

Pro stanoveni carry-over se piipravila spikovand matrice s nejvyssi stanovovanou
koncentraci 3-hydroxykynureninu (1000 ng/ml). Po HPLC analyze tohoto vzorku byl

analyzovan blank tvofen ¢isténou vodou.

2.7.8 VytéZnost

Stanoveni recovery neboli vytéznosti bylo provadéno na tfech koncentra¢nich
hladinach 3-hydroxykynureninu 100 ng/ml, 500 ng/ml a 1000 ng/ml. Od kazdé koncentra¢ni
hladiny byly pfipraveny tfi roztoky spikované matrice. Prvni sada vzorkii vSech tii
koncentra¢nich hladin byla spikovana pted precipitaci. Druhd sada vzorkd zahrnujici
vSechny koncentrace byla spikovana po precipitaci. Jednotlivé pfipravené spiky a jejich

koncentrace jsou zobrazeny v tabulce €. 17.

Tabulka 17 Priprava roztokil pro stanoveni vytéznosti

LI Spikovano pred

3-hydroxykynureninu preovano p Spikovano po precipitaci
precipitaci

(ng/ml)

100 3 3

500 3 3

1000 3 3
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Abs.

3 Vysledky a diskuze

Pfed vyvojem metody bylo zméfeno absorbéni spektrum 3-hydroxykynureninu
za pouziti spektrofotometru — UV-2401PC Shimadzu. Na obrdzku ¢. 3 je znazornéné
zméfené absorbéni spektrum 3-hydroxykynureninu v UV-VIS oblasti. Analyt vykazuje
absorbéni maximum pii vinové délce 370 nm, tato vinova délka byla pouzita pro HPLC

méieni a je v souhlasu s udajem z literatury (365 nm). ¢

0,20501
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0,15000
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0,00000
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Obrazek 3 Absorbcni spektrum 3-hydroxykynureninu, absorbéni maximum v 370 nm

3.1 Vybér mobilni faze

3.1.1 Vybér vodné slozky

Prvni dv€ zkousené mobilni faze, kyselina octova a kyselina mravenci, poskytovaly
pomérné dlouhy retenéni ¢as dosahujici 10 minut. Poté byly vyzkouSeny mobilni faze
s vy$§im pH, u kterych vSak doslo k vyraznému zkraceni retenc¢niho ¢asu. U mobilni faze
obsahujici octan amonny (pH = 6,9) se navic objevil vyrazny tailing piku
3-hydroxykynureninu. Dalsi testovanou mobilni fazi byl acetatovy pufr s pH 4,5 ve dvou
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variantach. V prvnim pfipadé byla pozadovand hodnota pH dosazena pomoci
koncentrovaného hydroxidu sodného (CL), v druhém pomoci octanu amonného. P¥i Gpravé
pH pomoci octanu amonného by pozorovan vyssi faktor symetrie, ktery dosahoval 1,4.
Mobilni faze obsahujici kyselinu trifluoroctovou byla vyzkousena kviili své sile umoznujici
dosdhnout nizkého pH a vlastnostem iontové parového cCinidla. Pii pouziti této mobilni faze
se pik 3-hydroxykynureninu eluoval az ve 13. minuté a byl témét symetricky. Retencni ¢asy,

faktory 1 tailing faktory z jednotlivych méfeni jsou zobrazeny v nasledujici tabulce €. 18.

Tabulka 18 Vysledné parametry zkousenych mobilnich fazi serazeny dle pH

Mobilni faze + 5% Retencni Cas Retencni o
methanol pH (minuty) faktor Tailing faktor
CF;COOH 2,08 13 3,37 1,08
HCOOH 2,25 9,4 2,25 1,17
CH3COOH 2,84 10,2 2,02 1,21
CH3COOH +NaOH | 4,50 7,5 1,87 1,15
ggzggggm " 450 | 85 1,85 1,39
CH3COONH4 6,90 7,5 1,89 1,46
NaH;PO4 + NaOH 7,00 7,3 1,80 1,25
Na;HPO4 + H3PO4 7,01 7,0 1,70 1,21

Pti pouziti kyseliny trifluoroctové vSak doSlo k poklesu UV odezvy o 20 %. Graf €. 1
popisuje pokles odezvy zpiasobeny piidavkem kyseliny trifluoroctové. Cim vétsi
procentudlni obsah kyseliny mobilni faze obsahovala, tim niz§i poskytoval
3-hydroxykynurenin odezvu. Pravdépodobny mechanismus sniZeni odezvy bude pravé

tvorba iontového paru, ktery by mohl mit vliv na absorpci stanovovaného analytu.
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Zavislost odezvy na pridavku trifluoroctové
kyseliny
30000
25000
20000

15000

Odezva
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0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1

Koncentrace trifluoroctové kyseliny v %

Graf 1 Zavislost odezvy na pridavku trifluoroctové kyseliny

Pti pouziti mobilnich fazi, které obsahovaly octanovy anion (CH3COO): kyselina
octova, acetatovy pufr a octan amonny, byl mechanismus retence konzistentni. Jednotlivé
mobilni faze mohou byt porovnavany na zdkladé pH. Z nésledujiciho grafu je patrné, ze pfti
nizkém pH je retence vyssi, ale mezi hodnotami pH 4,5 a 6 jiz neni zadny vyrazny rozdil.
Na grafu €. 2 je zobrazena zavislost retenéniho faktoru, ktery poskytovaly mobilni faze

obsahujici octanovy anion, na vysi pH.

Retencni faktor v zavislosti na pH
2,5

2 — .

1,5

Retenc¢ni faktor

0,5

pH

Graf 2 Zavislost retencniho faktoru na vysi pH

59



Retencni faktory polarniho 3-hydroxykynureninu v prostfedi reverzni faze byly
podle o¢ekavani pomérné nizké u vSech osmi zkousenych mobilnich fazi. Nejvyssi retencni
faktor vykazuje, a tedy 1 nejlépe vychazi, mobilni faze s kyselinou trifluoroctovou, ktera ale
z duvodu niz8i odezvy nebyla dale pouzivana. Druhy nejlepsi retencni faktor vykazuje
kyselina mravenci s retenénim ¢asem 3-hydroxykynureninu ¢inicim 9,4 minut, to z této

mobilni faze Cini kandidata na nejvhodnéjsi.

3.1.2 Koncentrace mobilni faze

V dalsi fazi vyvoje metody byla optimalizovana koncentrace aditiv (kyseliny
mravenc¢i) v mobilni fazi. Testovany byly mimo 100mM koncentrace i 25mM a 10mM.
V nésledujicim grafu ¢. 3 je znazornéno, Ze zména koncentrace nema na retenci

3-hydroxykynureninu vyznamny vliv.

Zavislost retencniho faktoru na koncentraci mobilni

faze
2,5
—0

. 2 o— ——
£
&1,5
=
20
c 1
o]
(]
©o,5

0

0 20 40 60 80 100 120

Koncentrace mobilni faze (mM)

Graf 3 Zavislost retencniho faktoru na koncentraci

Koncentrace mobilni faze v§ak méla vliv na selektivitu analyzy spikovanych matric.
Pii pouziti niz§ich koncentraci kyseliny mraven¢i v mobilni fazi dochazelo ke koeluci
s neidentifikovanou slozkou matrice, protoze dochéazelo k posunu reten¢niho ¢asu analytu
v redlném vzorku oproti analytu ve standardu. Mohlo dojit k ovlivnéni analytu médii, ktera
se nachazela ve slozeni redlného vzorku. Proto byla zvolena pro dal$i vyvoj metody

koncentrace kyseliny mravenci 100mM, pfi které byla selektivita analyzy dostate¢na.
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3.1.3 Vybér organické slozky

Pii vyvoji metody bylo tfeba také zvolit spravné slozeni a koncentraci organické
sloZzky mobilni faze. Pti vybéru vodné slozky byl pouzit 5% methanol, ktery ma dle literatury
velmi podobnou elucni silu jako 2% acetonitril 1 3% smés acetonitrilu s methanolem
v poméru (50:50, v:v). Déle byly testovany ptidavky: methanol o koncentraci 3 %, 10 %,
acetonitril o koncentraci 5 %, smés methanolu s acetonitrilem v poméru 50:50
o koncentracich 5 % a 8 %. Mobilni faze s vyssim obsahem organické slozky zlepsSuje tvar
piku, ale zkracuje retencni Cas analytu. VSechny koncentrace organickych slozek byly déle
vyzkouseny s redlnymi vzorky obsahujicimi biologickou matrici. Dle téchto analyz byl
vybran 5% methanol jako nejlep$i mozna kombinace koncentrace a slozeni. U vyssi
koncentrace methanolu a v ptipadé vSech koncentraci acetonitrilu dochazelo ke koeluci
se slozkami biologické matrice. Pti niz$i koncentraci methanolu se vyrazné zhorsil tvar piku.

Vysledky jednotlivych analyz jsou zobrazeny na obrazku &. 4. 3!

u
ta1:0HKY N_VF002_5%_K003_15.1cd Detecior A:370nm
200004}3132 :MF002 5%_K003_BLANKZ 05.lod De«ectm A 370
Data3:0HKY | %,

IDatad:OHKY N_MF002.3_/ ACNZ/ ,_K003_| BLAM(? 10 lcd De(eclorA 370nm

Data 15:0HKY N _MF002.3” ACNMeOH 50 50 K003 03.lcd Detector A:370nm
Data6:MF002.3_ACNMeOH_50_50_K003_BLANK2_02.lcd Detec(orA 370nm
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Obrazek 4 Chromatogramy zobrazujici analyzy pri riznych kombinacich organickych slozek
mobilni faze

Chromatogramy na obrazku ¢. 4 zobrazuji analyzy pii riznych kombinacich organickych
slozek mobilni faze, odshora pik standardu a biologick¢ matrice v prostiedi 3%
methanol:acetonitril (50:50, v:v), pik standardu a biologické matrice v prosttedi 2%

acetonitrilu, pik standardu a biologické matrice v prostfedi 5% methanolu.
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3.2 Vybér stacionarni faze

V dalsi fazi vyvoje metody byl vybiran typ stacionarni faze. Behem vybéru mobilni
faze byla pouzivana kolona YMC Triart PFP, ktera umoziuje hydrofobni, n—r a dip6l-dipol
interakce. Tato stacionarni faze je tedy vhodna i pro latky polarn€jsiho charakteru.

Dale byla zkouSena kolona Kinetex Sum EVO C18, ktera je tvofena casticemi
obsahujici pevné jadro a porézni obal. Pfi jejim pouziti dochéazi k retenci pouze na zaklade¢
hydrofobnich interakci, proto se 3-hydroxykynurenin eluoval z kolony ve velmi kratkém case.

Dalsi zkousend kolona, ACE EXCEL 3 C18-AR obsahuje spolu s CI18 dale
navazanou fenylovou skupinu, diky niz zajiStuje moznost m—m interakci s latkami
obsahujicimi aromatické jadro. Tato kolona je charakterizovéna niz§im mrtvym objemem.
Pfi porovnani reten¢niho faktoru vSak neni vhodnéjsi nez prvni zkousena kolona.

Jako ¢tvrta stacionarni faze byla vyzkousena kolona ACE EXCEL C18-PFP, ktera
kombinuje retenéni mechanismy obou zminénych C18 a PFP stacionarnich fazi. Nicméné
ani tato kolona neni vhodna. 3-hydroxykynurenin se eluoval brzy, coz je patrné z reten¢niho
faktoru 1,69. Z vyzkouSenych staciondrnich fazi je optimalni kolona YMC Triant PFP,
protoze 3-hydroxykynurenin dosahoval nejpozdéjsi retence hodnocené reten¢nim faktorem
2,25. Zkousené stacionarni faze jsou zobrazeny v nasledujici tabulce ¢. 19 a sefazeny dle
retenéniho faktoru 3-hydroxykynureninu, 3% 33 34,3536

Vhodnost kolon byla dale posuzovana dle jejich u¢innosti. Uginnost kolony lze
vyjadfit jako pocet teoretickych pater N. Tato veli¢ina ma vliv na separaci jednotlivych latek
(¢im veétsi pocet pater, tim uzSi pik). Vypocet poctu teoretickych pater je zobrazen
nésledujicim vzorcem. 3’

N =16 x (tr/Wp)? = 5,54 % (to/Wi)?

IR reten¢ni ¢as analytu

Wy Sitka piku na zdkladni linii

Wy, Sitka piku v poloviné

Pro vz4jemné porovnani ucinnosti kolon lze pouzit vyskovy ekvivalent teoretického
patra H (¢im mensi ekvivalent, tim vyssi ucinnost kolony). Tento parametr umoznuje
porovnavat uc¢innost kolon s riiznou délkou, jeho vypocet je zobrazen na nasledujicim
vZorci:

H=L/N

L délka kolony

N podet teoretickych pater. 37
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Vypocitané pocty teoretickych pater (N) a jejich vyskové ekvivalenty (H) pro kazdou

testovanou kolonu jsou uvedeny v tabulce ¢. 19.

Tabulka 19 Vysledné parametry zkousenych kolon

Vyskovy
Pocet
Reten¢ni | ekvivalent )
Typ kolony Retencni Cas ‘ teoretickych
faktor teoretického
pater N
patra H
YMC Triart PFP 9,4 minut 2,25 0,012 12048
ACE EXCEL 3
5,4 minut 1,69 0,009 10599
CI18-PFP
ACE EXCEL 3
4,4 minut 1,30 0,009 11255
CI18-AR
Kinetex Sum EVO )
c18 3,2 minut 0,46 0,020 7339

I ptesto, ze kolona YMC Triart PFP nevykazuje nejvyssi hodnoty separa¢ni u¢innosti,

byla zvolena z diivodu nejvyssi retence 3-hydroxykynureninu.

3.3 Zména priitoku mobilni faze

Vysledna zména Gcinnosti kolony je znazornéna v nasledujici tabulce ¢. 20. Z dat

vyplyva, ze pfi zvyseni prutoku doslo ke snizeni u¢innosti. Proto byl dale pouzivan prutok

mobilni faze 0,3 ml/min.

Tabulka 20 Vysledné parametry pri zvyseni priitoku mobilni faze

) ) Pocet teoretickych
Pritok (ml/min) Retenéni ¢as (min) Reten¢ni faktor
pater N
0,3 9,4 2,25 12048
0,5 52 2,24 9564
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3.4 Optimalizace teploty

Optimalizace teploty v kolonovém prostoru muze vést k vyznamnému ovlivnéni
retencniho Casu. Dilezitou vyhodou vyssi teploty mobilni faze je snizeni jeji viskozity,
pfi¢emz dojde i ke snizeni tlaku na koloné€ a mensimu opotiebovani kolony. Z tohoto divodu
byla béhem vyvoje metody optimalizovéna také teplota. 38

Pti dosavadnich analyzach byla udrzovana teplota v kolonovém prostoru na 25 °C.
V dalsi ¢asti vyvoje metody zvySeni teploty na 30 °C zpisobilo zkraceni reten¢niho ¢asu
3-hydroxykynureninu na 8,5 minuty. Dal$im zvySeni teploty na 35 °C uspiSilo retencni cas
na 7,8 min, coz umoznilo zkratit délku celé¢ metody na 14 minut. Po 3-hydroxykynureninu
se z kolony totiz eluuji dalsi latky obsazené v realné matrici, mezi néz patii pravdépodobné

1 kynurenin. Zavislost zmény retenc¢niho faktoru na teploté je zobrazena na nasledujicim

grafu €. 4.
Zavislost retencniho faktoru na teploté
2,5
2
S
© 15 —o
c
0
g 1
T
o
0,5
0
24 26 28 30 32 34 36

teplota v °C
Graf 4 Zavislost retencniho faktoru na teploté

Zmeéna teploty v kolonovém prostoru neméla vliv na selektivitu metody pfi analyze
biologického materialu, nicméné s vyssi teplotou doslo ke znaénému zkraceni celkové doby

analyzy. Z tohoto diivodu byla vybrana nejvyssi testovana teplota (35 °C).

3.5 Parametry vyvinuté metody
V nasledujici tabulce €. 21 jsou uvedeny vysledné parametry, které byly zvoleny.
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Tabulka 21 Parametry vyvinuté metody

Pritokova rychlost 0,3 ml/min
Kolona YMC Triart PFP, 150 x 3 mm, 5 um
Mobilni fize A: 100mM kyselina mravenci
B: methanol
Pomér A:B 95:5
Eluce izokraticka
Pritokova rychlost 0,3 ml/min
Teplota v kolonovém prostoru 35°C
Detekce UV/VIS 370 nm
Objem nastiiku 10 pl

3.6 Metoda zpracovani vzorkiu

Uspé&snost precipitace byla sledovana pomoci parametru vytéznosti. Pouziti kyseliny
chloristé¢ vedlo k vy$§im hodnotam vytéZznosti oproti kyseliné€ trifluoroctové, nicméné
precipitace pomoci silnych kyselin nepfindsela opakovatelné vysledky vytéznosti. Naproti
tomu acetonitril poskytoval relativné vysoké a opakovatelné hodnoty vytéznosti

(88,6£1,7 %). Zaznamy z méteni vytéznosti jsou zobrazeny v nasledujici tabulce ¢. 22.

Tabulka 22 Vyteznosti pri pouziti precipitacnich cinidel a relativni smerodatné odchylky méreni

Precipitacni

HCI1O04 CF;COOH ACN
¢inidlo

95,78 58,70 87,49
Recovery (%) 79,27 43,38 90,32

59,59 42,83 87,99
RSD (%) 23,17 45,87 1,71

3.7 Validace

Dan4d HPLC metoda byla validovana vybranymi parametry s vyuzitim smérnic FDA
a EMA pro validaci bioanalytickych metod: linearita, pfesnost, preciznost, stabilita,
selektivita, limit kvantifikace, vytéznost a carry-over.
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3.7.1 Linearita

Valida¢ni parametr linearita je popisovan kalibracni ptimkou, kterd demonstruje
zavislost odezvy detektoru na koncentraci stanovovaného analytu. Bylo piipraveno Sest
kalibrac¢nich roztokl 3-hydroxykynureninu o znamé koncentraci. Z vysledkti byla pomoci

metody linedrni regrese zjiSténa rovnice a korela¢ni koeficient viz graf €. 5.

Graf zavislosti plochy na koncentraci
3-hydroxykynureninu y =16,388x + 441,95
R? =0,9996
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Graf 5 Zobrazeni kalibracni primky pro ditkaz linearni zavislosti

Korelacni koeficient R: 0,9997
Zavér: kalibraéni pfimka prokdzala linearitu. Hodnota limitu korela¢niho koeficientu

bioanalytickych metod je >0,9990. Korela¢ni koeficient je v limitu.

3.7.2 Presnost

Ptesnost vyjadiuje té€snost shody mezi naméfenou hodnotou a piijatou referencni
hodnotou. Pro stanoveni ptesnosti byly pfipraveny vzorky o tfech koncentracnich hladinach
3-hydroxykynureninu — 100 ng/ml, 500 ng/ml a 1000 ng/ml. Pro vypocet koncentrace byla
pouzita rovnice linedrni regrese.

Z davodu omezeného mnozstvi biologické matrice byly od kazdé koncentrace
pfipraveny pouze tii vzorky. Naméfené hodnoty a vypoctené odchylky jsou zobrazeny

v nasledujici tabulce €. 23.
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Tabulka 23 Namérené hodnoty ploch pikii 3-hydroxykynureninu a vypocet odchylky

Koncentrace Plocha pikt VRO . Odchylka
(ng/ml) 3-hydroxykynureninu OIS Bias (%)
(ng/ml)
1943 91,59
100 1926 90,56 7,91 7,91
1984 94,10
8851 513,12
500 8197 473,22 11,71 2,34
8284 478,52
16226 963,15
1000 16234 963,64 38,0 3,81
16161 959,18

Zaveér: odchylky pro vSechny koncentra¢ni hladiny vyhovuji limitim stanoveni
pfesnosti u bioanalytickych metod. Dle limitu musi byt odchylka nizs$i nez 15 % pro

koncentrace vyssi nez LOQ a 20 % pro koncentrace odpovidajici LOQ.

3.7.3 Preciznost

Pro stanoveni preciznosti byly pfipraveny vzorky o tfech koncentracich
3-hydroxykynureninu podobné jako pii stanoveni piesnosti — 100 ng/ml, 500 ng/ml,

1000 ng/ml. Pro vypocet koncentraci byla pouZzita rovnice linedrni regrese viz tabulka €. 24.

Tabulka 24 Namérené hodnoty pro urceni preciznosti a vysledné priimérné hodnoty a relativni
smerodatné odchylky

. Vypocitana
Eg/l;ﬁr)ltrace g}ﬁ;g?orgjllqunureninu kg]rll)centrace RSD (%)
(ng/ml)
1944 91,65
100 1985 94,15 4,51
1854 86,16
8265 477,35
500 8197 473,20 0,45
8248 476,31
16109 955,98
1000 15520 920,04 3,40
15085 893,50
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Zavér: vypocitané relativni smérodatné odchylky vyhovuji limitim pro stanoveni
preciznosti dané metody. Dle limitu je relativni smérodatna odchylka nizsi nez 15 % pro

koncentrace vys$si nez LOQ a 20 % pro koncentrace odpovidajici LOQ.

Inter-day preciznost

V tabulce €. 25 a 26 jsou zobrazeny vysledky inter-day preciznosti pii méteni

3-hydroxykynureninu o koncentraci 100 ng/ml a 1000 ng/ml.

Tabulka 25 Vysledky méreni a vypocet relativni smérodatné odchylky inter-day preciznosti
3-hydroxykynureninu o koncentraci 100ng/ml

Koncentrace 3-hydroxykynureninu 100 ng/ml
, Vypocitana
g}ﬁcgiolzkll(l nureninu USRS RED ()
yaroxyy (ng/ml)

1942 91,53
Den 1 1944 91,65

1956 92,39

1,81

1912 89,70
Den 2 1985 94,15

1982 93,97

Tabulka 26 Vysledky méreni a vypocet relativni smérodatné odchylky inter-day preciznosti
3-hydroxykynureninu o koncentraci 1000ng/ml

Koncentrace 3-hydroxykynureninu 1000 ng/ml
. Vypocitana
g}ﬁcgarloilkl? nureninu koncentrace D)
yaroxyky (ng/ml)
19787 997,35
Den 1 16955 1007,60
16817 999,18
2,71
16132 957,38
Den 2 16301 967,69
15879 941,94

Zaver: relativni smérodatné odchylky vypocitané z méfeni ve dvou po sobé
nasledujicich dnech vyhovuji limitim inter-day preciznosti. Dle limitu musi byt relativni
smérodatna odchylka niz8i nez 15 % pro koncentrace vyssi nez LOQ a 20 % pro koncentrace

odpovidajici LOQ.
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3.7.4 Limit kvantifikace

K hodnoceni limitu kvantifikace slouzi relativni smérodatnd odchylka koncentraci

ziskanych analyzou Sesti roztok 3-hydroxykynureninu o koncentraci 100 ng/ml, tato

cvwvr

Tabulka 27 Vysledky méreni limitu kvantifikace

Koncentrace Vypocitana
3-hydroxykynureninu | Plocha piku koncentrace RSD (%)
(ng/ml) (ng/ml)
100 1949 91,96
100 1987 94,28
100 2015 95,99
2,21
100 2006 95,44
100 2054 98,37
100 2003 95,26

Zavér: za limit pro relativni smérodatnou odchylku na hladiné limitu kvantifikace
se povazuje 20 %. Experimentdln¢ ziskand relativni smérodatna odchylka

3-hydroxykynureninu potvrzuje, ze od 100 ng/ml jsou hladiny analytu kvantifikovatelné.
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3.7.5 Selektivita

Selektivita vyvinut¢ metody je hodnocena pomoci roztoku standardu
3-hydroxykynureninu o koncentraci 1000 ng/ml, a roztoku biologické matrice bez ptidavku

3-hydroxykynureninu. Porovnavany jsou chromatografické zdznamy na obrazku €. 5.

8000

3-hydroxykynurenin

T T T T T T T T T T T T
1,0 20 30 40 50 80 70 80 9.0 10,0 1.0 12,0 13,0 14,0 15,0 min

Obrazek 5 Zobrazeni selektivity, shora dolit biologicka matrice, 3-hydroxykynurenin 1000 ng/ml

Zavér: vyvinuta metoda je selektivni, protoZze piky 3-hydroxykynureninu v obou

koncentracich jsou dostate¢n¢ separovany od pikt latek obsazenych v biologické matrici.

3.7.6 Stabilita

Stabilita spikované matrice byla sledovana v autosampleru pii 8 °C, na svétle pfi
pokojové teploté. Vzorky byly sledovany v casech to, ti (po 24 hodinach) a t©
(po 48 hodinach).

Déle byla sledovéana freeze thaw stabilita (zmrazeni a rozmrazeni 2krat za sebou
v ramci 72 hodin) 1. zmrazeni na 24 hodin, 2. zmrazeni na 48 hodin).

Vysledky zkouSek stability viz tabulky 28, 29 a 30.

Tabulka 28 Vysledky stanoveni stability 3-hydroxykynureninu v autosampleru

Koncentrace Plocha Plocha Plocha Obsah 3-HK Obsah 3-HK
(ng/ml) v Case to v Case t| v Case t2 v t1 (%) vtz (%)

500 9264 9113 7018 98,38 75,76
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Tabulka 29 Vysledky stanoveni stability 3-hydroxykynureninu pri pokojové teploté a na svétle

Koncentrace Plocha Plocha Plocha Obsah 3-HK Obsah 3-HK
(ng/ml) vlaseto | Vv caseti vcCasetr | v ti(%) v t2 (%)
500 9429 9101 5048 96,52 53,54
Tabulka 30 Vysledky stanoveni freeze thaw stability 3-hydroxykynureninu
Obsah Obsah
Koncentrace P}ocha Plocha Plocha 3-HK po 1. 3-HK po 2.
pred po 1. po 2. . .
(ng/ml) zmrazenim | zmrazeni | zmrazeni| inosen Zmrazent
(%) (%)
500 9844 9710 6486 98,64 65,89

Zavér: stabilita po 24 hodindch odpovida limitu do 15 % od plivodni hodnoty,
po 48 hodinach uz nikoliv. Snizeni hladin 3-hydroxykynureninu mohl zptsobit jeho rozklad
pusobenim svétla i teploty. Z vysledka také vyplyva, Ze ani opétovné zmrazeni a rozmrazeni
analytu neprospiva. Z téchto zjiSténi je patrné, Ze je tieba pfipravit nové standardy nebo

spikované matrice pied analyzou.

3.7.7 Carry-over

Validacni parametr carry-over se hodnoti analyzou blanku neprodlené
po analyzovani roztoku s nejvyssi stanovovanou koncentraci analytu. Aby tento parametr
spliioval limit, nesmi se v chromatogramu blanku nachazet pik vyssi nez 20 % koncentrace
na spodnim limitu kvantifikace. Vysledek carry-over je zndzornén na nasledujicim obrazku

¢. 6.
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Obrazek 6 Stanoveni carry-over, shora dolit biologicka matrice s 3-HK 1000 ng/ml, blank tvoreny
cisténou vodou.

Zaver: tato metoda limitu vyhovuje, pfenos vzorku nebyl prokazan.

T
14,0 min

3.7.8 VytéZnost

Valida¢ni parametr vytéznost popisuje u€innost procesu Upravy vzorku. Vytéznost
byla hodnocena jako mnozstvi 3-hydroxykynureninu ptidané¢ho k biologické matrici pred
upravou vici mnozstvi 3-hydroxykynureninu pfidané¢ho k biologické matrici az po Uprave.

Hodnota vytéZnosti je uvadéna jako relativni smérodatné odchylka viz tabulka €. 31.

Tabulka 31 Vysledky stanoveni vyteznosti 3-hydroxykynureninu a jejich relativni smérodatné
odchylky

Plocha Plocha
Koncentrace | 3-hydroxykynureninu | 3-hydroxykynureninu | Vyté€Znost | RSD
(ng/ml) ve spikované matrici ve spikované matrici (%) (%)
pied precipitaci po precipitaci
1951 2066
100 2116 2237 94,59 0,17
1898 2003
8153 9017
500 8284 9564 88,28 2,20
8265 9413
15519 17738
1000 16109 17835 88,60 1,71
15372 17471
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3.7.9 Shrnuti validace

V nasledujici tabulce ¢. 32 jsou shrnuty vSechny vysledné¢ parametry validace

metody.

Tabulka 32 Shrnuti validacnich parametrii

Lincaia 3= 1638 15
Ptesnost Vyhovuje limitu

Preciznost Vyhovuje limitu

Limit kvantifikace Vyhovuje limitu

Selektivita Prokézana

Stabilita Po 24 hod. stabilni, po 48 hod. nestabilni
Carry-over Neprokazan prenos

Vytéznost >88 %
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Z.aveér

V této diplomové praci byla vyvinuta a optimalizovdna HPLC metoda pro stanoveni
metabolitu tryptofanu 3-hydroxykynureninu v biologickém materidlu. Dana metoda byla
nasledn¢ validovana, aby bylo potvrzeno, zda je vhodna pro zamysleny tcel.

Teoreticka Cast se vénuje poznatkim o tryptofanu a jeho metabolismu, pfi kterém
vznikd mimo jiné 3-hydroxykynurenin. Déle se zabyva vlastnostmi 3-hydroxykynureninu
ziskanych zpublikaci a dalSim stanovenim, pii kterych byl jiz 3-hydroxykynurenin
analyzovan. Také shrnuje poznatky o vysokouc¢inné kapalinové chromatografii a o validaci
bioanalytickych metod.

V experimentalni Casti jsou uvedeny seznamy pouzitych pfistrojii, laboratornich
pomiucek a chemikalii. Také jsou popsany zakladni postupy ptipravy pouzitych mobilnich
fazi, roztokl standardfi a vzorkl. Findlni parametry metody jsou uvedeny v kapitole 3.5.
Soucasti experimentalni Casti je optimalizace upravy biologického materidlu, predevsim
vybér vhodného precipitacniho ¢inidla.

Metoda byla validovana s vyuZzitim smérnic FDA a EMA, mezi validované parametry
byly zafazeny: linearita, pfesnost, preciznost, limit kvantifikace, selektivita, stabilita,
carry-over a vytéznost.

Tato metoda byla vyvijena pro stanoveni aktivity enzymu kynurenin 3-monooxygenasy.
V ptipadé¢ studia aktivity je sledovana pfeména kynureninu na 3-hydroxykynurenin, ktery se
ve vzorcich nachazi ve vysSich neZ fyziologickych koncentracich. Pro toto stanoveni metoda
splnila sviij ucel.

Dana metoda vSak nema potencial pfi stanovovani endogenniho 3-hydroxykynureninu
v biologické matrici, protoZe neni dostate¢né citliva. Nejnizsi koncentrace, ktera l1ze touto
metodou stanovit kvantitativng, je 100 ng/ml, zatimco fyziologickd koncentrace
3-hydroxykynureninu v plazmé je 8 ng/ml. ¥

Zvyseni citlivosti metody by bylo mozné dosdhnout pomoci MS detekce. Dalsi
moZnosti by bylo vyuZiti derivatizacni reakce napiiklad s p-toluensulfonyl chloridem
za vzniku derivatiza¢niho produktu, ktery by umoznil fluorescen¢ni detekci, kterd je obecné

citlivéjsi nez UV-VIS detekce. ¥
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Seznam zKkratek

3-HK
CAD
CNS
CL
DPX
EDTA
EGTA
ELSD
EMA
FDA
HIC

HILIC

HPLC

ICH

IDO
IEC
IFN-y
IL-6
IL-1a
IL-15
IUPAC
KMO
LLE
LOQ
LLOQ
MEPS
MF
MIPs

3-hydroxykynurenin
Charged aerosol detector
Centralni nervovy systém
Cesky 1ékopis
Disposable pipitte extraction (extrakce ve Spickach pipet)
Ethylenediaminetetraacetic acid (kyselina ethylendiamintetraoctova)
Ethyleneglycoltetraacetic acid (kyselina aminopolykarboxylova)
Evaporative light scattering detector
European Medicines Agency
Food and Drug Administration
Hydrophobic interaction chromatography (hydrofobni interakéni
chromatografie)
Hydrophilic  interaction liquid chromatography (chromatografie
hydrofilnich interakci)
High performance liquid chromatography (vysokoucinnd kapalinova
chromatografie)
The International Council for Harmonisation of Technical Requirements
for Pharmaceuticals for Human Use
Indolamin 2,3-dioxygenasa
Ion exchange chromatography (iontové vyménnéa chromatografie)
Interferon gamma
Interleukin 6
Interleukin 1 alfa
Interleukin 1 beta
International Union of Pure and Appplied Chemistry
Kynurenine 3-monooxygenase (kynurenin 3-monooxygenasa)
Liquid-liquid extraction (extrakce z kapaliny do kapaliny)
Limit of quantification (limit kvantifikace)
Lower Limit of quantification (spodni limit kvantifikace)
Micro-extraction by packed sorbent (mikroextrakce ve stiikacce)
Mobilni faze
Molekular imprinted polymers (molekuldrné vtisténé polymery)
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NAD

NADPH

NQAD
NP-HPLC
PFP
PMSF
RAM
ROS
RSD
SEC

SPE
SSRI
TDO
TRH
TRYCAT
uv
ULOQ
VIS

Nicotinamide adenine dinucleotide
(nikotinamidadenindinukleotid)

Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
(nikotinamidadenindinukleotidfosfat)

Nano quantity analyte detector

Vysokoucinna kapalinova chromatografie na normalni fazi
Pentafluorophenyl (pentafluorfenyl)

Phenylmethylsulfonyl fluoride (fenylmethylsulfonylfluorid)
Restricted access material (material s omezenym piistupem)
Reactive oxygen species (reaktivni formy kysliku)

Relativni smérodatna odchylka

Size exclusion chromatography (molekulové vylucovaci chromatografie)

Solid-phase extraction (extrakce na tuhou fazi)
Selektivni serotoninové reuptake inhibitory

Tryptofan 2,3-dioxygenasa

Tryptophan hydroxylase (tryptofanhydroxylasa)
Tryptophan catabolites (katabolity tryptofanu)
Ultrafialovy

Upper limit of quantification (horni limit kvantifikace)

Visible spectrum (oblast viditelného svétla)
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