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NAZEV:

Stanoveni neopterinu a jeho derivati metodou HPLC s fluorescen¢ni detekci

ABSTRAKT:

Neopterin, derivat pteridinu, je v lidkém organismu produkovan monocyty nebo B -
lymfocyty po stimulaci interferonem vy, nebo interleukinem —2. Tyto pusobky
(interferon v, interleukin — 2) jsou spojeny s aktivaci imunitniho systému. Méfeni
neopterinu v té€lnich tekutinach tedy muze slouzit pfi monitorovani cytokiny indukované
aktivace ruznych slozek imunitniho systému. Imunitni aktivace Se objevuje napiiklad
Vv pribéhu mnoha infekénich chorob, pfi autoimunitnich onemocnénich a pii malignich
onemocnénich. V posledni dobé je ve védeckych pracich popisovana také spojitost
neopterinu a 7,8 — dihydroneopterinu s intracelularnim oxidativnim stresem a apoptdzou
bunck. Pteridiny tudiz maji pravdépodobné¢ vztah 1 kur€itym neurologickym
onemocnénim. Plné redukovand forma biopterinu se Vv lidském organismu uplatiiuje
jako kofaktor nékterych enzymi. Koncentrace neopterinu, piipadné jinych ptibuznych
latek, se v klinické praxi vyjadiuje pomérem neopterin / kreatinin. Tato diplomova
prace se zabyva vypracovanim analytické metody urcené k identifikaci a stanoveni
biologicky aktivnich latek biopterinu, 7,8 — dihydroneopterinu, 5,6,7,8 -
tetrahydroneopterinu, neopterinu a kreatininu za pouziti vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC) ve spojeni s fluorescencni, respektive UV detekci v ptipade

kreatininu.

KLICOVA SLOVA:
Biopterin, 7,8 — dihydroneopterin, 5,6,7,8 — tetrahydroneopterin, neopterin, Kkreatinin,
HPLC, HILIC



TITLE:

Determination of neopterin and its derivates by HPLC with fluorescence detection

SUMMARY:

Neopterin, a pteridine derivative, is produced in human organism by monocytes or by
B - lymphocytes stimulated with interferon y or interleukine — 2. These active
substances (interferon v, interleukine — 2) are connected with immune system activation.
Neopterin measurement in body fluids can therefore serve for monitoring of activation
of various components of immune system induced by cytokines. Immune activation
occurs for example during many infectious diseases, autoimmune diseases and
malignant diseases. Recently the connection between neopterin and 7,8 -
dihydroneopterin and intracellular oxidative stress and cell apoptosis was demonstrated
in several scientific studies. Values of pteridines probably correlate with certain
neurological disesases. Totally reduced form of biopterin serves as cofactor of some
enzymes in human organism. In clinical practice the concentration of neopterin,
eventually other related substances is expressed as the ratio neopterin / creatinine. This
diploma thesis is dealing with the development of an analytical method for the
determination of biologically active substances biopterin, 7,8 — dihydroneopterin,
5,6,7,8 — tetrahydroneopterin, neopterin and creatinine by high performance liquid
chromatography connected to fluorescence, respectively UV detection in case of

creatinine.

KEYWORDS:
Biopterin, 7,8 — dihydroneopterin, 5,6,7,8 — tetrahydroneopterin, neopterin, creatinine,
HPLC, HILIC
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SEZNAM ZKRATEK

AcAc
ACN
AmAc
ATP
BIO
DAD
DHN
GTP
HILIC
HPLC

KRE
NEO
NO
SST
THN
TNF
uv
VIS

Acetic acid; kyselina octova

acetonitril

Ammonium acetate; octan amonny
adenosintrifosfat

biopterin

Diode — array detector; detektor s diodovym polem
7,8 - dihydroneopterin

guanosintrifostat

Hydrophilic interaction liquid chromatography
High performance liquid chromatography; vysokoucinna kapalinova
chromatografie

kreatinin

neopterin

oxid dusnaty

System suitability test; test zplisobilosti systému
5,6,7,8 - tetrahydroneopterin

tumor nekrotizujici faktor

Ultraviolet; ultrafialova oblast

viditelna oblast svétla
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Metoda HILIC je jednou z variant vysokoucinné kapalinové chromatografie
(HPLC). Jedna se o znovu objevovanou metodu, ktera v souc¢asné dob¢ s vyvojem
novych stacionarnich fazi nabyva na vyznamu. HILIC je variantou chromatografie na
normalnich fazich stim rozdilem, ze pouzivd vodu spolecné s organickym
rozpoustédlem misitelnym s vodou jako eluent ve spojeni s hydrofilni stacionarni fazi.
Mezi nejproblematictéjsi analyty z pohledu chromatografie se fadi slouceniny vysoce
polarni a bazické. A pravé metodu HILIC Ize s uspéchem aplikovat na analyzu latek
tohoto typu, a to i tam, kde jiné chromatografické mody selhavaji. Metoda HILIC se
pouzivala zejména pro analyzu oligosacharidii, z dalSich latek to byly napiiklad
glykopeptidy a saponiny. V soucasné dobé nachazi uplatnéni i v analyze cytostatik a

antibiotik, toxint, syntetickych polymert, metaboliti, aminokyselin, peptidi a proteind.
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2. CIL PRACE
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Tato diplomova prace se zabyva analyzou biologicky aktivnich latek biopterinu,
7,8 — dihydroneopterinu, 5,6,7,8 — tetrahydroneopterinu, neopterinu a kreatininu pomoci
HPLC s fluorescencni, respektive UV detekci v pripad¢ kreatininu.

Cilem této prace bylo vyvinout HPLC metodu pro stanoveni vSech péti
Zkoumanych latek soucasné. Tato metoda by pak méla byt pouzitelnd ve
Fakultni nemocnici Hradec Kralové pro rychlé a jednoduché stanoveni zminovanych
latek v biologickych vzorcich. Jednim z dil¢ich cili bylo také zjistit retencni chovani
neopterinu a kreatininu vsysttmu HILIC. Vramci hledani optimalnich
chromatografickych podminek budou zkouSeny celkem ¢tyfi chromatografické kolony,
jedna ur¢ena pro metodu HILIC a tfi uréené pro separace polarnich latek a bude tak
hleddno optimalni slozeni mobilni faze. Po nalezeni optimalnich chromatografickych
podminek pro analyzu smési standardi bude proveden test zplsobilosti systému a
ovéfeni linearity pro jednotlivé latky, coz bude umoziovat jejich stanoveni. Nakonec
bude vyvinuta metoda aplikovana na realné vzorky moci a bude provedena kvantifikace
nalezenych latek s porovnanim naSich vysledkii s vysledky ziskanymi metodou

pouzivanou v nemocnici, ktera dosud umoznovala pouze stanoveni neopterinu.
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3. TEORETICKA CAST
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3.1.Pteridiny

3.1.1. Historie a vyskyt

Pocatek historie pteridint se datuje do roku 1889, kdy Hopkins izoloval zZluty
pigment z kiidel lepidoptera. Skupina téchto pigmentii pak dostala obecny nazev
pteridiny podle feckého ,, pteron “ (k¥idlo) [1].

Vysoké koncentrace pteridind se nachazeji pouze jako pigmenty u hmyzu, ryb,
obojzivelnikl a plazt. Napiiklad v oCich hmyzu plsobi pravdépodobné jako ochranné
filtry a mohou fungovat jako svételné receptory. U c¢lovéka byly pteridiny nejprve
detekovany v moci, kde se vyskytuji v relativné vysokych koncentracich, a to
piedevsim biopterin a neopterin [1, 2].

Pteridinii existuje velké mnozstvi, avSak jen u nékolika byla popséna jejich
biologicka funkce: napiiklad biopterin stimuluje mité6zu u trypanosomy, jeho
redukovana forma 5,6,7,8 — tetrahydrobiopterin se uplatiuje jako kofaktor
monooxygenas aromatickych aminokyselin a NO — synthasy. Funkce neopterinu neni
dosud zcela objasnéna. Sledovani jeho koncentrace v télnich tekutinach poméha
pfedvidat vyvoj patologického stavu spojen¢ho s aktivaci bunééného imunitniho

systému [1].

3.1.2. Chemicka struktura a chemicke viastnosti

Zakladem struktury téchto latek je sloucenina pteridin, podle které je cela
skupina obecné pojmenovéana a ktera se da popsat jako pyrazino - [2,3 — d] -
pyrimidinovy bicyklicky systém. Derivaty pteridinu se podle substituce pyrimidinového
cyklu déli na pteriny a lumaziny. Z jiného hlediska se daji délit na nekonjugované
(s relativné malymi substituenty), kam patii napiiklad neopterin, biopterin, a na
konjugované, obsahujici vétsi substituenty vazané na pteridinovy cyklus, kam se da
zatadit napfiklad kyselina listov4, riboflavin.

Jedna se o fotosenzitivni slouceniny, které se na svétle rozklddaji na rtizné
derivaty pteridinu. Mohou existovat ve tfech oxidacnich forméch: jako redukovany
tetrahydropteridin, jako ¢astecné oxidovany dihydropteridin nebo jako plné¢ oxidovana
(aromatickd) forma pteridinu. Redukované formy snadno podléhaji oxidaci vzduSnym

kyslikem, zeyména v pfitomnosti iontd kovi. Z toho vyplyva, Ze redukované formy maji

15



tedy silné antioxida¢ni u¢inky a mohou ptisobit jako lapace reaktivnich forem kysliku.
Biopterin a neopterin se daji pfipravit ze svych redukovanych forem také oxidaci jodem.
Naproti tomu pouze oxidované formy vykazuji silnou modrou fluorescenci. Biopterin a

neopterin véetné svych riznych oxida¢nich stavii maji podobna UV spektra [1].

(o] (E)H
] SR
)\ )\ | OH
H2N H H2N H H
biopterin 7,8 — dihydroneopterin
OH
H : H QH
N OH N H
J\ | |\1 N j/\‘/\OH
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HoN N N Han )\N/ N/ OH
5,6,7,8 — tetrahydroneopterin neopterin
Obr.1.:  Chemické struktury pteridint
3.1.3. Biosyntéza biopterinu a jeho redukovanych forem

Vychozi slouc¢eninou pro biosyntézu vSech pteridinli je GTP. Biosyntéza
tetrahydrobiopterinu probihd ve tfech krocich, které jsou vSechny katalyzovany enzymy.
Nejdiive se molekula GTP §tépi na D — erythro — 7,8 — dihydroneopterintrifosfat, coz je
také klicovy intermediat v biosyntéze vétSiny ostatnich pteridind. Po sledu tii reakci je
produktem 6R — L — erythro — 5,6,7,8 — tetrahydrobiopterin. Biosyntéza
tetrahydrobiopterinu se uskuteCfiuje ptredevSim v hepatocytech, lymfocytech a

v dopaminergnich a serotoninergnich synapsich [1].

3.1.4. Biosyntéza neopterinu a jeho redukovanych forem

V lidskych hepatocytech je aktivita enzymu, ktery ma pii biosyntéze
tetrahydrobiopterinu jako substrat 7,8 — dihydroneopterintrifosfat, niz§i nez u ostatnich
savcl. Dany enzym pak uplné chybi v lidskych monocytech (makrofazich). Nasledkem
je hromadéni 7,8 — dihydroneopterintrifosfatu v bunikach, ktery je potom pietvafen na
7,8 — dihydroneopterin a neopterin [1].

Monocyty jsou schopné ve zvySené mife produkovat neopterin, ale pouze jako
odpovéd’ na piisobeni interferonu vy, ktery je uvoliiovan z aktivovanych T — lymfocyta.

U aktivovanych makrofagi je pomér celkového neopterinu k celkovému biopterinu
16



piiblizné 50 : 1. Neopterin muze byt produkovan také B — lymfocyty, pokud na né
pusobi interferon y nebo interleukin — 2. Oba plisobky pracuji v tomto ohledu nezavisle

na sobé. B — lymfocyty jsou vykonnéjsimi producenty neopterinu nez monocyty [1, 3,
4].

3.1.5. Regulace biosyntézy
Regulace biosyntézy pteridini se déje riznymi mechanismy vétSinou na Grovni
prvniho enzymu, ktery je zodpovédny za tvorbu klicového intermediatu. Obecné plati,
ze prozanétlivé cytokiny stimuluji biosyntézu pteridinti. NejucinnéjSim stimuldtorem je
interferon vy, silnym kostimulatorem je TNF — a, ktery ale nema tento G¢inek sam o
sobé. Neékteré hormony jako inzulin a glukokortikoidy stimuluji biosyntézu

tetrahydrobiopterinu. Naopak inhibi¢én€é na tvorbu pteridinii v organismu pusobi

-----

3.1.6. Vyznam biopterinu a jeho redukovanych forem

Pteriny obecné se podileji na  biologickych oxidacich. Uloha
tetrahydrobiopterinu v metabolismu byla studovana u monooxygenas aromatickych
aminokyselin a bylo zjisténo pét enzymd, jejichz aktivita zavisi na tetrahydrobiopterinu.
Ten je redoxnim kofaktorem téchto enzymti. Pouze pIné redukovana forma biopterinu je
v enzymech aktivni, protoZe ma schopnost se oxidovat. Tetrahydrobiopterin, ktery je ve
zvySené mife produkovan aktivovanymi lymfocyty, zaroven zvySuje jejich afinitu
Kk interleukinu — 2, coz vede kjejich zvysené proliferaci. Dale se podili na fizeni
bunééného cyklu a na regulaci melanogeneze. Biopterin je nejéastéji se vyskytujici

pterinova sloucenina [1, 2, 5].

3.1.7. Vyznam neopterinu a jeho redukovanych forem
Aktivace imunitniho systému je alespon ¢asteéné zprostiedkovana cytokiny. Ty
je ale obtizné kvantifikovat v pacientové séru nebo plazmé. Méfeni neopterinu v télnich
tekutinach muze slouzit pii monitorovani lymfokiny indukované aktivace riznych
slozek imunitniho systému, neopterin tedy nema sam o sobé zadnou imunologickou

funkci. Generalizovana imunitni aktivace (projevujici se mimo jiné zvySenim hladin
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neopterinu) se objevuje v pribéhu mnoha infekénich chorob, pifi autoimunitnich
onemocnénich, pfi rejekénich reakcich transplantované tkané a pifi malignich
onemocnénich. Vzestup hladin neopterinu byl napiiklad pozorovan konkrétné pii
revmatickych onemocnénich, pfi leukémii, cytomegalovirové infekci, hepatitidé,
mononukledze, HIV infekci. ZvySené mnozstvi neopterinu v moci bylo pozorovano u
lidi trpicich fenylketonurii [3, 4, 6].

V posledni dobé se objevila fada praci spojujicich neopterin a 7,8
dihydroneopterin s intracelularnim oxidativnim stresem, piipadné i s apoptdzou,
zplisobenou timto oxidativnim stresem. V ndvaznosti na tato pozorovani se vyzkum
VvV oblasti pteridini obraci v soucasné dobé ktakovym onemocnénim, jako je
neurodegenerativni onemocnéni mozku, Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba

a n¢které dalsi nemoci provazené ztratami a zménami nervovych bunék [6].

3.2.Kreatinin

3.2.1. Biosyntéza

Kreatinin vznika jako kone¢ny produkt energetického metabolismu svald, a to
neenzymovou dehydrataci kreatinu nebo kreatinfosfatu. Kreatin je syntetizovan ze tii
aminokyselin — glycinu, argininu a methioninu. Pfenosem amidinové skupiny z argininu
na glycin vznika guanidinoacetat a ornithin. Kreatin je pak tvofen z guanidinoacetatu
navazanim methylové skupiny pochazejici z S — adenosylmethioninu. Na kreatin mize
byt reverzibilné pienesena fosfatova skupina pochazejici z ATP. Tak vznikne
kreatinfosfat. Ten slouZi jako z4soba energie pfi svalovém stahu. Koncovym produktem
vV metabolismu kreatinfosfatu je jeho anhydrid kreatinin. Kreatinin mize byt tvofen i
piimo z kreatinu. Protoze mnozstvi kreatinfosfatu je pfimo tumérné svalové hmot¢ téla,

je spontanni tvorba kreatininu charakteristicka pro kazdého jedince [7, 8, 9].

(@]
NH
N/&
NH
/
HsC

Obr. 2.  Chemicka struktura kreatininu
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3.2.2. Biologicky a klinicky vyznam

Veskery vyprodukovany kreatinin je vylu¢ovan do moci. Za normalniho stavu
byva pomér produkce a exkrece kreatininu konstantni a tento pomér se nékdy slovné
oznacuje jako S — kreatinin. Vyssi hodnoty S — kreatininu maji obecné lidé s vys$Sim
podilem svalové hmoty, muzi a mladsi lidé. ZvySeni kreatininémie (koncentrace
kreatininu v krvi) se objevuje také pii télesné namaze nebo po piijmu exogenniho
Kreatininu (maso, masné vyrobky). Koncentrace kreatininu naopak klesa v téhotenstvi
(fyziologicky) a u osob s malou svalovou hmotou [7, 8, 10].

Stanoveni S — kreatininu mtize byt dobrym indikatorem funkce glomerula.
Patologicky zacind kreatininémie stoupat, kdyz je glomerularni filtrace snizena pod
50%. Koncentrace kreatininu v krvi stoupa pii glomerulonefritidach, ledvinovém
selhéni, pfi rhabdomyolyze (rozpad kosterniho svalstva), pii nefrotickém syndromu,

nefrolitiazach, pyelonefritidach [7].

3.3.Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Chromatografie obecné je separa¢ni metoda, umoznujici rozdéleni smesi na
jednotlivé slozky. Vyuziva se pro kvalitativni i kvantitativni analyzu slozek smési [11].

V chromatografii se vzorek vnd$i mezi dv€ vzajemné nemisitelné faze.
Stacionarni faze je nepohyblivd, mobilni fize je pohyblivd. V pribéhu
chromatografického procesu dochdzi k postupnému, mnohokrat opakovanému vytvareni
rovnovaznych stavli délenych latek mezi stacionarni a mobilni fazi. Jednotlivé slozky
smési maji riznou afinitu k obéma fadzim a na zdkladé¢ toho se od sebe separuji a
z chromatografického systému vychazeji oddélené. VéEtSi podil interakei analytu se
stacionarni fazi zptsobuje jeho vétsi zadrzovani v chromatografickém systému, veEtsi
podil interakci s mobilni fazi znamena rychlejsi vystup analytu ze systému [11, 12].

Dnes existuje velké mnoZstvi variant chromatografie. Z vyukovych diivoda a pro
lepsi orientaci se daji chromatografické metody délit podle nékolika rtiznych hledisek:
Podle skupenstvi mobilni faze

» kapalinova chromatografie — mobilni fazi je kapalina

» plynova chromatografie — mobilni fazi je plyn
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Podle uspoiadani stacionarni faze
» kolonové chromatografie — stacionarni faze je umisténa v trubici = koloné
» plosné techniky:
= papirovd chromatografie — stacionarni faze je soucasti
chromatografického papiru
= tenkovrstvd chromatografie — stacionarni faze je umisténa na
pevném plochém podkladu (napt. hlinikové folii)
Podle mechanismu separa¢niho déje
» adsorp¢ni chromatografie — o separaci rozhoduje rizna schopnost slozek vzorku
adsorbovat se na povrch tuhé stacionarni faze
» rozdélovaci chromatografie — o separaci rozhoduje odlisna rozpustnost slozek
vzorku ve stacionarni (kapalina) a mobilni fazi (kapalina/plyn)
» iontovyménnd chromatografie — o separaci rozhoduji rtizné velké elektrostatické
pritazlivé sily mezi funkénimi skupinami staciondrni faze a ionty vzorku
» gelova chromatografie — stacionarni fazi je porovity gel a jednotlivé slozky jsou
rozdélovany na zdkladé odlisné velikosti molekul
» afinitni chromatografie — stacionarni faze je schopna vazat ze vzorku pravé
urcité slozky, ke kterym ma specifickou afinitu
Pii separaci se uplatiiuje nékolik fyzikaln€ — chemickych déju soucasné, ale jeden z nich

prevlada [12].

V kapalinové chromatografii je mobilni fazi kapalina. Kapalinova
chromatografie umoZziuje ovliviiovat separaci jak volbou stacionarni, tak i mobilni faze,
ktera se vétSinou aktivné ucastni interakci se separovanymi latkami a se stacionarni fazi.
To je rozdil oproti chromatografii plynové, kde mobilni faze plsobi pouze jako inertni
nosné médium. Proto mame v kapalinové chromatografii vétsi moznost dosahnout
idealnich podminek pro separaci smési, a to i vybérem vhodné mobilni faze [12, 13].

V klasické kapalinové chromatografii se pouziva sklenéna trubice ve svislé
poloze jako kolona a je naplnéna zrnitym sorbentem s velkym primérem castic. Do
horni casti trubice se davkuje vzorek a nasledné se ptidava kapalnd mobilni faze.
Plisobenim gravitacni sily postupuje mobilni faze kolonou, slozky vzorku se od sebe
separuji a v riznych ¢asech opoustéji spodni ¢ast kolony [12].

Dnes se pouziva moderngjsi forma kolonové kapalinové chromatografie —

vysokouc¢innd kapalinova chromatogratie (HPLC). Je tfeba pouzit dostatecné malych
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castic sorbentu, které kladou prostupujici kapaliné znacny odpor. Proto je nutné
pracovat pii vysokém tlaku. V HPLC se uplatiiuji vSechny mozné mechanismy
separace — adsorpce, rozdélovani na zékladé¢ rtzné rozpustnosti, iontova vymeéna,
molekulov¢ sitovy efekt, specifické interakce v afinitni chromatografii [12, 13].

Adsorpéni kapalinova chromatografie vyuzivd mezimolekulovych pfitazlivych
sil mezi stacionarni fazi a analytem. Rozpoustédlo i rozpusténé latky soutézi o mista na
povrchu stacionarni faze. Proto je vhodna volba rozpoustédla dilezita pro eluci analytu.
Mobilni faze by také neméla chemicky naruSovat nebo vymyvat fazi stacionarni. Jako
adsorbenty se pouzivaji napiiklad silikagel, oxid hlinity, aktivni uhli, celulosa. Je
zadouci velky povrch adsorbentl. Pfitomnost vody v systému snizuje efektivitu
adsorpce, nebot’ se vaze na adsorpéni mista. Adsorpéni chromatografie je uzite¢na pro
separaci nizko a stiedné polarnich vzorku relativni molekulové hmotnosti do 1000 [12].

V rozdé€lovaci kapalinové chromatografii se analyty rozd€luji mezi dvé
nemisitelné kapalné faze. Stacionarni fazi je kapalina zakotvena na pevném nosici.
Nosi¢em je silikagel nebo sklo. Podminkou je vzajemnd nemisitelnost mobilni a
stacionarni faze, jinak hrozi vymyvani stacionarni faze z kolony. Reten¢ni ¢asy analytt
zavisi na tom, jak jsou rozpustné v obou fazich rozdilné polarity. Rozdélovaci
chromatografie je obecné nejvhodnéjsi pro latky mensich az stiednich molekulovych
hmotnosti. Pfitomnost vody zde neni piekazkou [12].

Stacionarni fazi v iontovyménné chromatografii je méni¢ iont - ionex. Jde o
polymer (polystyren, celulosa) s vhodnymi funkénimi skupinami kyselé nebo zasadité
povahy. Tyto funkéni skupiny jsou pevné navazany na matrici a je na n¢ iontovou
vazbou pfipojen protiiont sopacnym nabojem. Ten muize byt nahrazen iontem
obsazenym v mobilni fazi. Pfi tom se uplatiiuji elektrostatické pfitazlivé sily mezi ionty
opac¢ného naboje (Coulombické sily). lontoménice se dé€li na anexy a katexy. Anexy
maji pevné navazané zasadité funkcni skupiny (aminoskupiny, kvarterni amoniové
baze) a slouzi k vyméné aniontll. Katexy maji kyselé funkéni skupiny (sulfoskupiny,
karboxylové skupiny) a slouzi k vyménég kationtli. lonexy se silné kyselymi nebo silné
zasaditymi funk¢nimi skupinami jsou ionizovany v celé oblasti pH, slabé katexy pouze
v alkalické a slabé anexy pouze v kyselé oblasti pH. Mezi riznymi ionty obecné se
nejpevndji vaze ten s nejvétsim nabojem a objemem. Mobilni fazi byvaji pufry. Casto se
pracuje pfi zvysené teploté. lontovymeénna chromatografie se pouziva jak k separaci

slabych organickych kyselin a zasad, tak i anorganickych iontt [12, 13].
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V gelové chromatografii jsou molekuly rozdélovany podle své velikosti. Latky
se rozdéluji mezi pohyblivou ¢ast mobilni faze, ktera se nachdzi mezi jednotlivymi zrny
gelu, a nepohyblivou ¢ast mobilni faze, nachazejici se uvniti port gelu. Molekuly se
zdrzuji v chromatografickém systému na zakladé pronikani (permeace) do pora gelu.
Malé molekuly s mensi molekulovou hmotnosti maji schopnost pronikat hloubégji a
zdrzuji se tudiz v systému déle nez vétsi molekuly. Interakce analytu se stacionarni fazi
nenastavaji. Gel se voli podle vlastnosti separovanych latek, taktéZz mobilni faze. Pro
latky rozpustné ve vodé¢ se pouzivaji hydrofilni gely, pro latky nerozpustné ve vodé
hydrofobni gely. Existuji také univerzalni gely vhodné pro separaci hydrofobnich i
hydrofilnich latek. Pracuje se sniz§imi tlaky nez v adsorpéni nebo rozdélovaci
chromatografii. Gelova chromatografie je vhodna pro analyty relativni molekulové
hmotnosti vEtsi nez 500, ¢asto se vyuziva pro biopolymery, napf. proteiny [12].

Afinitni chromatografie vyuziva specifickych interakci typu antigen — protilatka,
enzym — inhibitor [13].

Jednim z typ chromatografie definovanym mechanismem separace je v HPLC
také metoda HILIC.

3.3.1. Analyza latek pomoci kapalinové chromatografie

Kapalinova chromatografie byla objevena pii praci se smési barevnych latek,
kterou se podafilo rozdé€lit na jednotlivé slozky za pouziti polarnich sorbentt
(celulozova vlakna, anorganické oxidy) a tyto slozky pak byly vymyvany nepolarnimi
organickymi rozpoustédly. Tento ptivodni zplsob uspotfadani byl pak nazvan normalni
kapalinovou chromatografii neboli chromatografii na normalnich fazich [14].

Kdyz se pozdé€ji zacaly objevovat kolony s chemicky modifikovanymi
stacionarnimi fazemi, byly zjiStovany zna¢né vyhody systému s opacnou polaritou, to
znamena s hydrofobni stacionarni fazi a vodnym roztokem organického rozpoustédla
misitelného s vodou. Proto se této metodé zacalo fikat chromatografie na obracenych
(reverznich) fazich. Postrddala nedostatky chromatografie na normalnich fazich,
vyuzivajici jako staciondrni fazi anorganické oxidy, naptiklad pomalou ekvilibraci,
Spatnou rozpustnost analytl a Casto také frontujici nebo chvostujici piky.
Chromatografie na obracenych fazich se také rozsitila z diivodu vhodnosti jejiho pouziti

pro Sirokou Skalu bioanalytickych vzorki.
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Problém s nedostate¢nou retenci nékterych polarnich latek v konvenéni
chromatografii na obracenych fazich, ktery se nepodafilo odstranit ani pouzitim
upravenych polarnéjsich stacionarnich fazi, se dal v nékterych piipadech vyfesit nizkym
piidavkem organického rozpoustédla do elu¢niho c¢inidla. Pouziti vysoce vodnych
elucnich cinidel je totiz Casto spojovano s nereprodukovatelnymi retencnimi Casy a
nizkou separa¢ni uc¢innosti. Nedostate¢nou retenci Vv chromatografii na obracenych
fazich nachazime zejména u vysoce hydrofilnich latek, jejichz polarni funkéni skupiny
maji schopnost tvofit vyhodné dipolarni mustky s rozpoustédlem, neboli maji schopnost
byt solvatovany. Protoze nepoldrni staciondrni faze neumoziuji tvorbu takovych vazeb,
hydrofilni latky zlstavaji v rozpoustédle a jsou eluovany s mrtvym objemem. Mezi
funkéni skupiny spojujici se s hydrofilnimi slouCeninami patii jednak skupiny
Snabojem a jednak skupiny schopné tvofit silné dipolarni nebo vodikové mustky.
V ptipadech, kdy nedostateCna retence je zptsobena jednou nebo vice funkénimi
skupinami, je vhodnou volbou iontovyménna chromatografie. Vyuziva interakce
zprostitedkované naboji a mlze byt pouzita prakticky pro vSechny nabité analyty.
Alternativou k iontové vymeéné je iontové parovani, které umoziuje pouzit kolony pro
chromatografii na obracenych fazich. Vzrlst retence je pak zprostfedkovan iontove
parovym c¢inidlem, coz je iontova sloucenina opa¢ného naboje nez analyzovana latka.
lontové parova Cinidla se pfidavaji do mobilni faze.
vysoce hydrofilni a nenabité. Separace plynovou chromatografii u nich neni obvykle
moznd. Jednim zplsobem, tradi¢né¢ vyuzivanym ke zvyseni retence sloucenin tohoto
typu, je pfevedeni jedné nebo vice polarnich funkénich skupin chemickou reakci na
hydrofobni skupiny. Tato technika oznafovana jako derivatizace mize navic 1 zlepsit
detekovatelnost. Derivatizace byva vyhodna, jestlize je derivatizovéana jedina a vysoce
reaktivni skupina takovou reakci, kterou dosahneme kvantitativné jediného produktu za
mirnych reakénich podminek. U analytl nesoucich vice polarnich skupin by reakce
mohly vést k nezddoucim vedlejSim produktim a neprobihaly by kvantitativné.
Nevyhodou je, Ze ptibuzné slouceniny mohou byt po derivatizaci od sebe huie
separovany. Derivatizace je také Casoveé narofna a vnasi nepiesnost do kvantitativni
analyzy. V kapalinové chromatografii vSak existuje jest¢ dokonalej$i zplisob pro
analyzu hydrofilnich a nenabitych sloucenin, nez je derivatizace. Mluvime o metodé
HILIC [14].
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3.3.2. Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography (HILIC)

Separace polarnich latek na polarnich staciondrnich fazich za pouziti Castecné
vodnych eluentd neni v kapalinové chromatografii novinkou. Prvni takové pokusy byly
publikovany jiz pted vice nez tficeti lety. Na pocatku 90. let se pak zacaly objevovat
nov¢ stacionarni faze a této technice byl dan anglicky nazev Hydrophilic Interaction
Liquid Chromatography (HILIC). Tato metoda si v posledni dobé ziskala popularitu,
jednak z divodu vzrustajici potieby analyzovat polarni slozky ve smésich, jednak diky
skutecnosti, ze je mozné metodu HILIC kombinovat s hmotnostni detekci [14].

Akronymum HILIC znac¢i chromatografickou techniku, pfi niZ analyty interaguji
S hydrofilni staciondrni fazi a zaroven jsou vymyvany relativné hydrofobnim
dvouslozkovym eluentem, v némz je voda silngji eluujici slozkou. Tato separac¢ni
technika byla pouzivana v kapalinové chromatografii jiz od roku 1975 pro analyzu
oligosacharidi. JeSt¢ predtim byly tyto hydrofilni stacionarni faze popsany
jako iontoméni¢ové pryskyiice obsahujici na povrchu vodou obohacenou vrstvu. Podle
jedné tehdejsi teorie byla tato takzvand stagnantni vodna vrstva urena k vazani
neelektrolytd na iontoménicovou pryskyfici [14].

HILIC je zaloZena na uspofadani, kde polarni staciondrni faze je obohacena
polarngjsi ¢asti eluentu a zaroven celkové slozeni eluentu dovoluje rychlou distribuci
analytu mezi tyto dvé faze. Mechanismus separace v HILIC je vysvétlovan jednak
rozd€lovanim analytu mezi vodou obohacenou stagnantni vrstvu na hydrofilni
stacionarni fazi a mezi relativné hydrofobni mobilni fazi a jednak vznikem
elektrostatickych interakci. Pro lepsi porozumeéni retenénimu mechanismu v HILIC by
méla byt 1 v budoucnu zkoumana role a struktura vody na povrchu separacnich
materiald. Nutné pouZiti vody v mobilni fazi dava HILIC fadu vyhod oproti béZné
chromatografii na normalnich fazich, napft. pfiprava eluentu je méné naroc¢na, jestlize
nemusi byt bezvody [14, 15].

HILIC se v poslednich n¢kolika letech jevi jako alternativni metoda pfi praci
Spolarnimi a hydrofilnimi analyty v pfipadech, kde se neosvédéilo pouziti
chromatografie na obracenych fazich. Ac¢koliv chromatografie na obracenych fazich je
obecné nejuzivangjsi separacni technikou a nachdzi fadu rozmanitych aplikaci, urcité
analyty, obzvlasté polarni a hydrofilni slouceniny, neni mozné jednoduchym zpiisobem
zadrzovat na chromatografické kolon¢. Dlouhou dobu byla metodou volby pro tyto
pfipady chromatografie na normalnich fazich, avSak problémem bylo rozpustit za

takovych podminek polarni a hydrofilni slou¢eniny. D4 se fict, Ze HILIC je, co se tyce
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technického provedeni, variantou chromatografie na normalnich fazich s tim rozdilem,
ze pouziva vodu spole¢né s organickym rozpoustédlem misitelnym s vodou (nejcastéji
acetonitril) jako eluent ve spojeni s hydrofilni stacionarni fazi. Z toho vyplyva, Ze
reten¢ni pofadi v HILIC bude opa¢né ve srovnani s pofadim analytti eluovanych pii
chromatografii na obracenych fazich, tzn. pfi pouziti metody HILIC jsou jednotlivé
analyty ze systému eluovany v poradi rostouci hydrofility.

Typické eluenty pro HILIC se skladaji ze 40 — 97% acetonitrilu ve vodé nebo
tékavém pufru. Daji se vSak pouzit i dalsi s vodou misitelna organicka rozpoustédla,
napiiklad aceton nebo methanol. Vhodné pufry pro HILIC jsou amonné soli octanu
nebo mravencanu kvuli jejich vyborné rozpustnosti i pti velmi vysokych koncentracich
organického rozpoustédla, ale také kyselina mravenci nebo octova. S opatrnosti se daji
pouzit 1 fostaty, které by pfi nevhodném pouziti mohly v systému precipitovat. Pokud je
pozadovano vysoké pH, pouzije se hydroxid amonny nebo uhli¢itan amonny. Pro
vétSinu analyz je vhodnd koncentrace pufru mezi 5 — 20 mmol/l. Negativn¢ nebo
pozitivné nabité staciondrni faze vyzaduji vy$$i koncentrace pufru nez neutrdlni a
zwitteriontové stacionarni faze [14, 15].

V kapalinové chromatografii je nejbéznéjsim typem eluce izokraticka. Pokud
bychom i ptesto chtéli v HILIC vyuzit gradientovou eluci, dosdhneme toho vzristem
polarity mobilni faze, snizovanim koncentrace organického rozpoustédla, to znamena
opacné¢ ve srovnani s chromatografii na obracenych fazich. Staciondrni faze pro HILIC
jsou také méné odolné vici rychlému gradientu a kratkym ekvilibraénim ¢asiim ve
srovnani s obracenymi fadzemi. Nedostatecnd ekvilibrace kolon pro HILIC bude vést
K posunim retencnich Cast a ke $patné reprodukovatelnosti. Je také jasné, ze gradient
nesmi bézet od 100% organického ke 100% vodnému podilu v mobilni fazi kvili
nezbytnosti malého podilu vody v eluentu [15].

Davkované objemy vzorku se bézné pohybuji mezi 1-100 pl. Nastiik
nadmérnych objemi vzorku bude zplsobovat objemové pietizeni, které se projevi
sniZzenou separacni UCinnosti. Aby byla zachovana maximalni separa¢ni ucinnost,
davkovany objem by nemél piekrocit 1% celkového objemu kolony. Pii pfipravé
vzorku pro HILIC separace vzorky nemaji byt rozpustény v pfilis hydrofilnim
rozpoustédle. V opacném piipadé by bylo rozdélovani analytu do stacionarni faze
sniZeno, coz by v konecném diisledku vedlo k niZ§i retenci a hor$i separacni G¢innosti.

Vzorky by mély byt rozpustény v organickém rozpoustédle nebo mobilni fazi. Obsah
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vody by mél byt snizen na minimum. Jako rozpoustédlo pro vzorek je upfednostiiovany
acetonitril.

Kolony pro HILIC obsahuji hydrofilni stacionarni fazi, casto nesouci néaboj,
alespon v urCitém rozmezi pH. Slouceniny separované na kolon¢ interaguji se
stacionarni fazi a obecné plati, Ze hydrofilnéjsi sloucenina bude také vice zadrzovéna.
Pokud chceme docilit vétsiho zadrzeni analytu v chromatografickém systému, zajistime
to vyssi koncentraci organického rozpoustédla v mobilni fazi. Narozdil od vétSiny
jinych chromatografickych technik je cast mobilni faze zabudovanou soucasti
stacionarni faze, a proto je rozhodujici udrzovat koncentraci vody v eluentu na urcité
hranici, obvykle mezi 3 — 60%. 3% vody jsou spodni hranici pro jeji obsah v mobilni
fazi, aby vibec byla zajisténa dostate¢na hydratace Castic stacionarni faze. VétSina
kolon vhodnych pro HILIC je na silikagelovém podkladé, a proto netoleruje vysoké pH
prostiedi. Vhodné rozmezi pH pro silikagelové kolony byva 3 — 8, kdezto pro polymerni
kolony dokonce 2 — 10 [15].

Ptiklady stacionarnich fazi pouzitelnych pro separace HILIC:
» nemodifikovany silikagel — je pouzivan ve znaéném poctu praci vénovanych

HILIC k separacim fady velmi polarnich pfirodnich Slou¢enin i syntetickych

1é¢iv; narozdil od chromatografie na normalnich fazich je HILIC mdd ucinny i

pro bioanalytické separace; protoze neobsahuje zadné synteticky navéazané

funkéni skupiny, které by mohly vykazovat faleSné signaly v hmotnostnim
spektru, lze bez problémi pouzit ve spojeni chromatografie s hmotnostni

spektrometrii [14]

= silikagel s aminopropylovymi funkénimi skupinami — byl jako prvni

z modifikovanych silikagelovych staciondrnich fazi rutinné pouZivan v médu

HILIC; charakteristické uplatnéni nachézi pravé v HILIC a navic jesté

V chromatografii na normalnich fazich; nevyhodou je omezena stabilita ve

vodnych eluentech, tedy za podminek HILIC

= nesilikagelové faze saminovymi funkénimi skupinami — maji obecné lepsi
stabilitu ve srovnani s pfedchozim typem stacionarni faze; daji se pouzit

Vv kyselém 1 zasaditém prostredi

= silikagel s amidovymi funkénimi skupinami
» silikagel s diolovymi funkénimi skupinami — celkovou polaritou se dost

pfiblizuje nemodifikovanému silikagelu; patii mezi nejstar§$i modifikované
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silikagelové faze, které byly vyvinuty, piesto byl UGspéSné pouzit zatim jen
v nékolika mélo védeckych pracich

= cyklodextrinové faze — jsou to modifikované silikagelové faze s navazanymi
cyklickymi oligosacharidy, slozenymi zpéti a vice glukopyranozidovych
jednotek; protoze jsou dutiny navazanych cyklickych oligosacharidii tvofeny
z opticky aktivnich cukrd, jsou cyklodextrinové faze zadané pro uskute¢néni
chiralnich separaci v médu HILIC

= silikagel s kyanopropylovymi funkénimi skupinami — aplikace tohoto druhu
stacionarnich fazi v médu HILIC je jen fidké; kvuli neschopnosti tvofit jako
donor vodikové mustky se nehodi pro chromatografii na normalnich fazich,
tudiz ani ptili§ pro HILIC, naopak je bohaté vyuzivan v chromatografii na
obracenych fazich; nevyhodou je také nizkd mechanicka stabilita pifi préci
s rozpoustédly stfedni polarity

= sulfonovany styren-kopoly-divinylbenzen — da se pouzit pro HILIC separace,
jestliZe je stupeni sulfonace dostate¢né vysoky

= silikagel se sulfoalkylbetainovymi funkénimi skupinami — soucasny vyskyt
kvarterni ammoniové a sulfonové skupiny zajistuje nulovy naboj; pro HILIC je
vyhodna schopnost zwitteriontového prostfedi vazat vodu, navic nizky

povrchovy naboj nepodporuje iontovyménné interakce [14]

Metoda HILIC se pouzivala zejména pro analyzu oligosacharidl, z dalSich
latek to byly naptiklad glykopeptidy a saponiny. V soucasné dobé nachazi uplatnéni i
Vv analyze cytostatik a antibiotik, toxinl, syntetickych polymerti, metabolitd,

aminokyselin, peptidt a proteint [14].

3.4.Analytické kolony pouZzité v této praci

3.4.1. Analyticka kolona ZIC — HILIC

ZjednoduSené lze fict, Ze co plati pro metodu HILIC obecné, plati i pro
zachazeni s kolonami ZIC — HILIC, coz je patrné jiz z nazvu kolon.
ZIC — HILIC faze je tvofena vysoce polarnimi sulfobetainovymi funkénimi

skupinami, které jsou kovalentné navazané na castice porézniho silikagelu. Jedna se o

27



moderni zwitteriontovy materidl vyrobeny patentovanou technologii. Vynika
jedine¢nou selektivitou. Separace je dosazeno rozdé€lovanim analytu na zwitteriontové
stacionarni fazi. Tento druh interakci je umoznén uzitim eluenti s vysokym obsahem
organického rozpoustédla. Zminovana stacionarni faze také dovoluje tvorbu slabych
elektrostatickych interakci, zesilujicich dale selektivitu. ZIC — HILIC stacionarni faze
jsou Kk dostani v kapilarnim provedeni i v rozmérnéjSim provedeni uréeném pro

preparativni ucely [16, 17].
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Obr. 3.:  Znazornéni stacionarni faze kolony ZIC — HILIC

Typické mobilni faze pouzivané ve spojeni s kolonami ZIC — HILIC jsou
podobné jako pii chromatografii na obracenych fazich. Vodna cast eluentu je v mobilni
fazi siln¢ eluujici slozkou. Nizky tlak pfi metodé HILIC (dany vysokym obsahem
acetonitrilu v mobilni fazi, ktery ma niz8i viskozitu oproti jinym eluentim pro
chromatografii na obracenych fazich) dovoluje uzit vyssi pratokové rychlosti mobilni
faze [17, 18].

Kolony ZIC — HILIC se hodi pro analyty, které jsou nedostate¢né zadrzovany na
kolonach pro chromatografii na obracenych fazich (jedna se predevSsim o polarni a
hydrofilni slou¢eniny). ZIC — HILIC kolona miize byt pouzita jako prostfedek ke zméné
selektivity nebo ke zlepSeni vysledného tvaru piku polarnich a hydrofilnich sloucenin.
Selektivita ZIC — HILIC kolon je vhodna pro analyzu peptidi, proteint, aminokyselin,
rostlinnych extrakti, metabolitl, kyselin a bazi, organickych a anorganickych iontt,
komplext kovu [16, 17, 18].

ZIC — HILIC kolona muze pracovat pii pH 3 — 8. Kolona by neméla byt
promyvana hydroxidem sodnym, ani by neméla piijit do kontaktu se silné alkalickymi
roztoky. Pfi analyzach muze byt kolona zahtata az na 70°C. Kolona se uchovava

naplnéna 80% acetonitrilem v octanu amonném ( 5 mM, pH 6,8 ) [18].
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3.4.2. Analyticka kolona SUPELCOSIL LC — SCX

Jedna se o katexovou kolonu. Své uplatnéni tudiz nachazi predevSim pii analyze
latek bazické povahy. Stacionarni faze je tvofena siln¢ kyselymi skupinami
propylsulfonové kyseliny, které jsou navazany na sférickych casticich silikagelu.
Vyhodou je, ze kolonu lze pouzit pii jakémkoliv pH, nebot silny katex ziistava
ionizovan v celém rozmezi pH. ZlepsSeni retence a selektivity se da dosdhnout vhodnym
nastavenim pH, iontov¢ sily a koncentrace organického rozpoustédla. Kolona pouzivana
pro naSe experimenty ma délku 25 cm, vnitini pramér 4,6 mm a velikost ¢astic naplné€ 5

um. Velikost povrchu naplné je 170 m%/g [19].

3.4.3. Analyticka kolona Discovery Zr — PBD

Inertnim nosi¢em v této koloné je oxid zirkoni¢ity narozdil od vySe zminénych
kolon.

Silikagelové, polymerni staciondrni faze a faze na bazi oxidu hlinitého, které se
dnes hojné uzivaji, mivaji §patnou G¢innost pfi uréitych pracovnich podminkach, jako je
vysoké pH mobilni faze a zvySend teplota pii analyze. Naproti tomu oxid zirkoni€ity je
chemicky stabilni v celém rozmezi pH a teplotné stabilni i pfi teplotach do 200°C, coz
predstavuje urcitou vyhodu, nebot” separace provadéné za vyssich teplot jsou rychlejsi a
je pfi nich mensi spotieba organického rozpoustédla. Ma také vysokou mechanickou
odolnost. Tato extrémni stabilita umoziuje promyvat dané kolony za drsnéjSich
podminek (kyselé nebo bazické Cistici roztoky), coz zase na druhou stranu prodluzuje
Zivotnost kolony, kolona se tak rychle nezanasi necistotami. Dlouhd Zivotnost a stabilita
vedou k niz§im nékladim pfipadajicim na jednu analyzu a k vétsi variabilité podminek,
za kterych jsou separace provadény [20, 21].

Podle funkénich skupin navazanych na ¢asticich oxidu zirkonicitého se daji
kolony tohoto typu pouzit pro chromatografii na normalnich fazich, pro chromatografii
na obracenych fazich 1 pro iontové — vyménnou chromatografii. Kolony na bazi oxidu
zirkonicitého se daji aplikovat na analyzu fady sloucenin v¢etn€ aminokyselin, proteint,
nukleovych kyselin, uhlovodikti, vzorkti z Zivotniho prostredi, klinickych vzorktu a
1é¢iv. Tyto kolony maji umozinovat rychlejsi a selektivnéjsi separace za soucasné uspory

nakladid na jednu analyzu [20, 21].
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Kolona Discovery Zr — PBD je naplnéna sférickymi casticemi oxidu
zirkonicitého, na které jsou pevné navazany fragmenty polybutadienu. Kolona pracuje
vV médu chromatografie na obracenych fazich, dava podobné vysledky jako silikagelové
kolony modifikované oktadecylovymi skupinami, avSak oproti nim ma daleko vétsi
stabilitu. Je stabilni pfi pH od 1 do 13 a teplotn¢ stabilni pii teplotach do 100°C. Kolona
se hodi pro analyzu bazi, pfedev§im amind. To souvisi s tim, ze pfi vy$§im pH mobilni
faze a pi1 zvySené teploté maji bazické analyty lepSi tvar piku a jsou ucinnéji

separovany [22].

3.4.4. Analyticka kolona Discovery Zr — CarbonC18

Népln tvoii uhlikem pokryty oxid zirkoni€ity, na ktery jsou kovalentné vazany
oktadecylové skupiny. Kolona je pouzitelnd v rozmezi pH 1 — 14 a odolava teplotdm do
100°C. Ma témef univerzalni pouziti, protoze vétSina organickych sloucenin je
dostate¢n¢ hydrofobnich, aby mohly reagovat do urcitého stupné s oktadecylovymi
fetézci. Jeji selektivita je vSak naprosto odliSnd od oktadecylovych kolon se
silikagelovym nosicem. Je urcena pro separace kyselych, bazickych i1 neutralnich
sloucenin na obracenych fazich [22, 23].

Jednou z vyhod piitomnosti ¢astic elementarniho uhliku ve stacionarni fazi je
jeho schopnost rozliSovat mezi jednotlivymi tvary molekul. Zatimco silikagel
modifikovany oktadecylovymi skupinami nedovoluje rozliSeni prostorovych izomerd, u
této stacionarni faze je tomu naopak. Dlivod spociva v tom, Ze oktadecyloveé fetézce se
mohou piizplsobovat tvaru analyzovanych molekul, kdeZto rigidni uhlik zastoupeny ve
zZminované fazi nikoliv. Na modifikovaném silikagelu tak dochézi k separacim pouze na
zéklad¢ celkové hydrofobicity, kterou maji prostorové izomery stejnou. Pfi separacich
na fazi Zr — CarbonC18 se navic uplatiiuje i tvarova selektivita stacionarni faze.

Na této koloné byla ze skupiny 1é¢iv provedena napiiklad analyza nesteroidnich
antiflogistik, beta — blokator, sulfonamidového 1é¢iva a jeho prostorovych

izomeru [22].

3.5.Validace analytické metody

charakteristiky metody. Smyslem validace je ovéfit, zda je vypracovana metoda vhodna

30



pro dany ucel pouziti. Cilem validace je urcit podminky, za kterych je zkuSebni postup
pouzitelny, a zajistit stejnou spolehlivost pii opakovaném pouziti v jedné, nebo i

Vv rtiznych laboratofich [24].

3.5.1. Test zpusobilosti systéemu

Test zptsobilosti analytického systému je nedilnou soucasti validace analytické
metody a slouZi k zajisténi pfiméfené spolehlivosti systému. Pti kazdém novém pouziti
metody se neopakuje cela validace, ale jsou definovana urcita kritéria, kterd musi byt
splnéna a kterd se obecné nazyvaji test zptsobilosti analytického systému. Pii splnéni

pozadavku testu zpusobilosti se piedpoklada, ze diive provedena validace plati [24].

Ucinnost chromatografické kolony
Utinnost chromatografické kolony vyjadiena podtem teoretickych pater N se da
vypocist podle vzorce:
N =554 (tg / wp)?
tr = retencni Cas
wi, = Sitka piku v poloving jeho vysky
Z poctu teoretickych pater N lze vypocist jesté vyskovy ekvivalent teoretického patra H,
jestlize je znama celkova délka kolony L:
H=L/N
Vyskovy ekvivalent teoretick€ého patra mé rozmér délky (vétSinou v pm). Na zékladé
tohoto parametru

je mozné porovnavat uc¢innost chromatografickych kolon o riznych délkach [25].

Asymetrie chromatografickych pikii
Tato  veli¢ina  vyjadfuje  symetrii  chromatografického  piku.  Asymetrie
chromatografickych pikii As se d4 vypocist podle vzorce:
As =Woos/ 2d
W 05 = Sitka piku v jedné dvaceting jeho vySky
d = mensi ¢ast Gsecky, ktera vznikne protnutim usecky Wyo1 Kolmici spusténou
z vrcholu piku [25]
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Rozliseni chromatografickych piku
Rozliseni chromatografickych pikl je veli¢ina zajistujici, ze latky eluujici se blizko
sebe jsou od sebe oddéleny. Rozliseni se da vypocist podle vzorce:
Rs=1,18 - (trz — tr1) / (W1 + Why)
tr = retenc¢ni Cas latek

W), = sitka piku v polovi¢ni vySce [25]

Opakovatelnost
Opakovatelnost je ovéteni spolehlivosti metody provadéné za stejnych podminek béhem
kratkého Casového intervalu ve stejné laboratofi stejnym pracovnikem. Provadi se
ovéfeni opakovatelnosti plochy piku a ovéfeni opakovatelnosti pro retencni Cas.

Opakovatelnost se vyjadiuje pomoci relativni smérodatné odchylky [24].

3.5.2. Vlastni validace analytické metody

Spravnost
Tento test vyjadfuje shodu mezi ziskanym vysledkem a spravnou hodnotou. Touto
spravnou (referencni) hodnotou muize byt skuteCny zndmy obsah latky nebo obsah
zjiStény jinou nezavislou metodou s ovéfenou spravnosti. Spravnost se obvykle
vyjadiuje jako vytéznost R, kterd se vypocita podle vzorce:
R (%) =100 - ci/ co
¢i = koncentrace stanovena u testovaného vzorku

Co = znama spravna koncentrace [24]

Presnost
Ptfesnost je mira shody mezi jednotlivymi vysledky metody, opakované ziskanymi
s jednim homogennim vzorkem. Podle podminek opakovani se rozliSuji tfi Urovné
pfesnosti — opakovatelnost, mezilehlad pfesnost a reprodukovatelnost. Pfesnost se

vyjadiuje pomoci relativni smérodatné odchylky [24].

Selektivita
Selektivita je schopnost analytické metody stanovit spravné a specificky danou latku
Vv pfitomnosti jinych latek, jeZ lze ocekavat. To mohou byt necistoty, rozkladné
produkty, v piipadé 1é¢iv pomocné latky nebo dalsi u¢inné latky [24].
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Detekcni limit
Detekéni limit vyjadiuje citlivost metody. Je to nejnizsi detekovatelnd koncentrace
latky, nestanovované kvantitativné, za definovanych experimentalnich podminek. U
instrumentalnich metod se miize urcit jako koncentrace analyzované latky s pomérem
signalu k Sumu s hodnotou 3. Detek¢ni limit se ovéfuje analyzou piislusné koncentrace

vzorku [24].

Kvantitativni limit
stanovitelnd s pfijatelnou presnosti a spravnosti. Kvantitativni limit je ¢asto vyjadiovan

jako koncentrace stanovované latky s pomérem signalu k Sumu s hodnotou 10 [24].

Linearita
Linearita znamena schopnost metody poskytovat v definovaném intervalu vysledky
pfimo Umérné koncentraci stanovované latky. Tento test hodnoti kvalitu zavislosti
plochy piku na koncentraci analyzované latky. Obvykle se stanovuje minimalné pét
riznych koncentraci v rozmezi 50 — 150% ocekavané koncentrace. Je mozné pfitom
pracovat s roztoky standardt, protoze rusivé vlivy u realnych vzorkd jsou hodnoceny

jinymi parametry validace [24].

Rozsah
Tento parametr se obvykle odvozuje z linearity metody a rozumi se jim koncentracni
rozmezi, ve kterém miiZe byt metoda pouZzivana. V tomto koncentracnim rozmezi musi

byt splnény pozadavky na spravnost a pfesnost metody [24].

Robustnost
Robustnost vyjadfuje miru vlivu proménnych podminek na vysledky analyzy.
Analytickd metoda je robustni, jestliZe pfesnost stanoveni neni ovlivnéna malymi
zménami pracovnich podminek. K tomuto testu se pfipravi roztok standardu
analyzované latky, nastfikne se do chromatografického systému a zméti se odpovidajici
plocha piku. Pfed kazdym nastiikem se zméni pracovni podminky. Cilem je upozornit

na podminky, které mohou ovlivnit vysledky. U metody vyuZzivajici vysokouc¢innou

kapalinovou chromatografii se sleduji napiiklad vlivy jako sloZeni mobilni faze, pH
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vodné slozky mobilni faze, teplota na kolon¢, rychlost prutoku, stabilita analyzovanych

vzorki [24].

3.6.Prehled publikovanych metod pro stanoveni pteridini a

3.6.1.

kreatininu

Stanoveni pteridinit a kreatininu metodou HPLC

Tab. 1.:  Prehled HPLC technik pouzitych k analyzdm pteridinit a kreatininu
Stacionarni Pritokova .
Latka . Mobilni faze rychlost Detekce Citace
faze i
(ml/min)
biopterin Cis ¥ Tfl\r/I ﬁ)s;é;qu fluorescencni
neo%terin’ - Bondapak P me?hanc;l . 10 hexc = 335 [26]
(300 x 9,0 mm) _ Aemis = 440 nm
(96 : 4)
. . Develosil ODS . fluorescen¢ni
f’]'e%‘i)tteerm] “K-5(150x | E;?};/r[ ;ﬁf;‘tgvy 1,0 hoc=355 | [27]
4,6 mm; 5 um) ! Aemis = 450 nm
Spherisorb voda : acetonitril fluorescenéni
neopterin | (250 x 4,6 mm; ('99 1) 1,5 Aexc = 353 [28]
5 um) ' Aemis = 438 nm
neopterin:
. fluorescen¢ni
neopterin, | CICNTOCART 15 g gosfiatovy dexc = 353
Kreatinin (250 x 4,0 mm; ufr pH 6,0 08 Aemis = 438 nm; [29]
7 Hm) p p 1 mis L ’
kreatinin: UV
A =235nm
Separon SGX o fluorescencni
neopterin | (150 x 3,3 mm; | > MM SOV | g g hoc=353 | [30]
5 wm) putrpr e, Demis = 438 nm
0,1% vodna
Synergi Hydro kyselina fluorescen¢ni
biopterin | RP C18 (250 x trifluoroctova : - Aexc = 350 [31]
4,6 mm; 4 um) acetonitril Aemis = 440 nm
(97 : 3)
15 mM fosfatovy
Hypersil Cyg pufr pH 6,45 : fluorescencni
biopterin | (200 x 2,1 mm; methanol 0,4 Aexc = 360 [32]
5 um) (gradientova Aemis = 440 nm
eluce)
Kreatinin Nova — Pak Cig | 20 mM fosfatovy i uv
(150 x 3,9 mm) pufr pH 6,5 A =220 nm [33]

34




Tab. 2.:

Prehled HPLC technik pouzitych k analyzam pteridinit a kreatininu —

pokracovani
Stacionarni Priitokovi :
Latka faze Mobilni faze rychlost Detekce Citace
(ml/min)
Nucleosil Cyg 15 mM ﬂuoreicgggm [34]
neopterin (150 x 4,6 fosfatovy pufr 0,8 z X 438
mm; 3 pm) pH 6,4 emis
nm
Phenomenex
10 mM
kreatinin C41,86(r2n5r?1 ;X fosfé:_cln;y?pufr 1,0 - 52\6 am | [39]
5 um) pH 4,
Betabasic .
kreatinin (250 x 4> mM siran 0,75 _ v [36]
4,6 mm) amonny A =205nm
Supelcosil
kreatinin LC~18 (250 fosfi)i(‘zor\rf]}l'/vl pufr - uv [37]
X 4,6 mm; oH 7.4 A=235nm
5 um) '
ODS -80TM acetonitril :
Kreatinin (150 x 4,6 voda 0,7 DAD [38]
mm; 5 um) (15 : 85)
pteridiny:
fluorescenéni
. . =280
biopterin, Nova — Pack . X
neo?)terin, (150 x 3,9 Tris — NaCl 1,0 Aemis = 444 [39]
kreatinin mm; 5 pm) pufr pH 6,8 K nm, .
reatinin;
UV A =230
nm
LiChroCART H3PC1)i/r£I'Y||2PO4 fluorescentni
dihydroneopterin, RP 18 (125 oH 3.9 10 xc —_353 [40]
neopterin o Aemis = 438
mm; 5 um) acetonitril nm-
(97 : 3) ’
Phenomenex 20 mM fAuorescendni
Develosil fosfatovy pufr derc = 353
neopterin ODS - MG - pH 6,0 : 1,0 z X 438 [41]
5 (250 x methanol e
4,2 mm) (95:5)
Wakosil methanol : ﬂlireicgeggnl
tetrahydrobiopterin | 5C18N (250 voda 0,8 e _asp | 142
X 4,6 mm) (3:97) em';;n
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3.6.2. Stanoveni pteridinu a kreatininu jinymi metodami

Tab. 3.:  Prehled ostatnich analytickych metod pouzitych k analyzam pteridinii a

kreatininu
Latka Analyticka metoda Detekce Citace
biopterin tenkovrstva chromatografie UV A =254 a 360 nm [43]
Kreatinin kapilarni elektroforéza vodivostni [44]
Kreatinin prutokova injek¢ni analyza VIS A =500 nm [45]
Kreatinin plynova chromatografie hmotnostni [46]
kreatinin micelarni elektroklpetlcka UV % = 235 nm [47]
chromatografie
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4. EXPERIMENTALNI CAST
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4.1. Pristrojové vybaveni

Kapalinovy chromatograf: SHIMADZU LC — 10, SHIMADZU, Japonsko

Vyhodnoceni: software LC Solution for Windows

Kolony: ZIC — HILIC 125 x 2,1 mm, 3,5 pm, SEQUANT, Svédsko
SUPELCOSIL LC — SCX 250 x 3 mm, 5 um, SIGMA — ALDRICH, Praha,
Ceska republika
Discovery Zr — PBD 150 x 4,6 mm, 5 um, SIGMA — ALDRICH, Praha, Ceska
republika
Discovery Zr — CarbonC18 75 x 4,6 mm, 3 um, SIGMA — ALDRICH, Praha,
Ceska republika

Laboratorni pH metr: Hanna, FISCHER SCIENTIFIC, Ceska republika

Analytické vahy: Sartorius 2004 MP, SARTORIUS, Némecko

Automatické pipety: Biohit, FISCHER SCIENTIFIC, Ceska republika

4.2. Chemikalie

Biopterin, 98%, SIGMA — ALDRICH, Praha, Ceska republika

Kreatinin, 99%, SIGMA — ALDRICH, Praha, Ceska republika

7,8 — dihydroneopterin, 97%, SIGMA — ALDRICH, Praha, Cesk4 republika

5,6,7,8 — tetrahydroneopterin, poskytnuto Fakultni nemocnici Hradec Kralové
Neopterin, 98,5%, SIGMA — ALDRICH, Praha, Ceska republika

Jodid draselny, CHEMAPOL, Praha, Ceska republika

Acetonitril R CHROMASOLYV for HPLC, gradient grade, SIGMA — ALDRICH,
Praha, Ceska republika

Methanol R CHROMASOLV for HPLC, SIGMA - ALDRICH, Praha, Ceska
republika

Kyselina octova koncentrovana, 99%, FLUKA, SIGMA — ALDRICH, Praha, Ceska
republika

Octan amonny, p.a., BALEX, Pardubice, Ceska republika

Hydroxid amonny, 25%, SIGMA — ALDRICH, Praha, Ceska republika
Triethylammonium — hydroxid, SIGMA — ALDRICH, Praha, Ceska republika

Kyselina fosforecna 85%, p.a., MERCK, Némecko
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Fosfore¢nan trisodny, p.a., dodekahydrat, BALEX, Pardubice, Ceska republika

Ultracista voda pro HPLC

Vzorky mo¢i byly dodany z Fakultni nemocnice Hradec Kralové.

4.3.Priprava roztoku

4.3.1.
Tab. 4.:

MnozZstvi latky

5 mg KRE (kreatininu)
5 mg NEO (neopterinu)
0,5 ml roztoku NEO 10 mg/100ml
20 mg KRE
1 mg BIO (biopterinu)
1 mg DHN (dihydroneopterinu)
1 mg THN (tetrahydroneopterinu)

1 mg NEO

100 pl roztoku BIO 1 mg/100ml
100 pl roztoku DHN 1 mg/100ml
100 pl roztoku THN 1 mg/100ml
100 pl roztoku NEO 1 mg/100ml

100 pul BIO, 100 ul DHN, 100 ul
THN, 100 ul NEO o
koncentracich 0,1 mg/100ml

100 pul BIO, 100 ul DHN, 100 ul
THN, 100 ul NEO o
koncentracich 0,1 mg/100ml, 600
ul roztoku KRE 20 mg/100ml

Priprava roztokii pro analyzu

Slozeni roztokii pro analyzu

Rozpoustédlo

voda : methanol
50:50

voda : methanol
50 : 50

voda : methanol
50 : 50

voda : methanol
50:50

voda : methanol
50: 50

voda : methanol
50:50

voda : methanol
50: 50

voda : methanol
50:50

ACN (acetonitril)

ACN
ACN
ACN

ACN
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Objem

roztoku

50 ml
50 mi
50 ml
100 ml
100 ml
100 ml
100 ml

100 ml

1000 pl
1000 pl
1000 pl
1000 pl

1000 pl

1000 pl

Vysledna
koncentrace
roztoku

0,1 mg/mi
0,1 mg/mi
0,001 mg/mi
0,2 mg/mi
0,01 mg/ml
0,01 mg/ml
0,01 mg/ml

0,01 mg/ml

0,001 mg/mi
0,001 mg/mi
0,001 mg/mi
0,001 mg/mi



100 pl ptedchoziho roztoku

2 mg BIO
2 mg DHN
2mg THN
2 mg NEO

1 mg KRE

1 mi BIO, 1 ml DHN, 1 ml THN,
1 ml NEO o koncentracich
2 mg/100ml, 10 ml roztoku KRE
1 mg/100ml

50 ml ptedchoziho roztoku

10 ml roztoku pteridind o
koncentraci 1000 nmol/l a KRE o
koncentraci 10 umol/l
10 ml roztoku pteridini o
koncentraci 500 nmol/l a KRE o
koncentraci 5 umol/l
10 ml roztoku pteridint o
koncentraci 100 nmol/l a KRE o
koncentraci 1 umol/l

10 pl moci odstiedéné ve Fakultni
nemocnici Hradec Kralové

ACN

voda : methanol
50:50

voda : methanol
50 : 50

voda : methanol
50:50

voda : methanol
50 : 50

voda : methanol
50:50

ACN : 0,5% Kys.

octova
87:13

ACN : 0,5% Kys.

octova
87:13

ACN : 0,5% Kys.

octova
87:13

ACN : 0,5% kys.

octova
87:13

ACN : 0,5% Kys.

octova
87:13

ACN : 0,5% Kys.

octova
87:13

1000 pl

100 ml
100 ml
100 ml
100 ml

100 ml

100 ml

100 ml

100 ml

100 ml

100 ml

1000 pl

koncentrace

jednotlivych
pteridinti
400 nmol/l

0,02 mg/ml
0,02 mg/ml
0,02 mg/ml
0,02 mg/ml
0,01 mg/ml

1000 nmol/Il
pteridinii,
10 umol/l KRE

500 nmol/l
pteridinii,

5 umol/l KRE
100 nmol/l
pteridinii,

1 umol/l KRE
50 nmol/l
pteridinii,

0,5 umol/l KRE
10 nmol/I
pteridint,

0,1 umol/l KRE

e Roztok jodidu draselného v acetonitrilu byl pfipraven rozpusténim nékolika

krystalk jodidu draselného v acetonitrilu pfimo ve vialce.

4.3.2.

Priprava vodnych slozek mobilni faze

e 0,5% roztok kyseliny octové byl pfipraven smichanim 1 ml koncentrované kyseliny

octové s vodou a doplnénim v odmérné banice do 200 ml. pH metrem byla zjisténa

hodnota pH 2,89.
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0,1% roztok kyseliny octové byl pfipraven napipetovanim 200 pl koncentrované
kyseliny octové do vody a doplnénim v odmérné barice do 200 ml. pH metrem byla
zjisténa hodnota pH 3,21.

Roztok octanu amonného o koncentraci 100 mmol/l a pH = 6,8 byl pfipraven
navazenim 1,5416 g octanu amonného a jeho rozpusténim ve 150 ml vody. pH
metrem byla zkontrolovana hodnota pH, pfipadn¢ byla provedena titrace ziedénym
roztokem hydroxidu amonného, nebo ziedénou kyselinou octovou k tpravé pH na
hodnotu 6,8. Pak byl roztok pfeveden do odmérné banky a doplnén vodou do
200 ml.

Roztok octanu amonného o koncentraci 50 mmol/l a pH =6,8 byl pfipraven
navazenim 0,7708 g octanu amonného a jeho rozpusténim ve 200 ml vody. pH
metrem pak byla zkontrolovana hodnota pH.

Roztok octanu amonného o koncentraci 10 mmol/l a pH =6,8 byl pfipraven
navazenim 0,1542 g octanu amonného a jeho rozpusténim ve 200 ml vody. pH
metrem pak byla zkontrolovana hodnota pH.

Roztok octanu amonného o koncentraci 50 mmol/l a pH =3,8 byl pfipraven
ptidanim 570 ul koncentrované kyseliny octové do kadinky se 150 ml vody. pH
metrem byla u této smési zjisténa hodnota pH 2,82. Smés byla dale titrovana
ziedénym roztokem hydroxidu amonného az do dosazeni hodnoty pH 3,8. Pak byl
roztok preveden do odmérné banky a doplnén vodou do 200 ml.

Roztok octanu amonného o koncentraci 50 mmol/l a pH =4,8 byl pfipraven
pfidanim 570 pl koncentrované kyseliny octové do kadinky se 150 ml vody. pH
metrem byla u této smeési zjiSt€éna hodnota pH 2,82. Smés byla dale titrovana
ziedénym roztokem hydroxidu amonného az do dosazeni hodnoty pH 4,8. Pak byl
roztok pfeveden do odmérné banky a doplnén vodou do 200 ml.

Roztok octanu amonného o koncentraci 50 mmol/l a pH =5,8 byl pfipraven
pfidanim 570 pl koncentrované kyseliny octové do kadinky se 150 ml vody. pH
metrem byla u této smési zjiSténa hodnota pH 2,82. Smés byla dale titrovana
ziedénym roztokem hydroxidu amonného az do dosazeni hodnoty pH 5.8. Pak byl
roztok pfeveden do odmérné banky a doplnén vodou do 200 ml.

Roztok octanu amonného o koncentraci 50 mmol/l a pH =7,8 byl pfipraven
rozpusténim 0,7708 g octanu amonného ve 150 ml vody. pH metrem byla u této

smési zjiSténa hodnota pH 6,81. Smés byla déle titrovana zfedénym roztokem

41



hydroxidu amonného az do dosazeni hodnoty pH 7,8. Pak byl roztok pteveden do
odmérné banky a doplnén vodou do 200 ml.

e Roztok triethylammonium — hydroxidu o koncentraci 50 mmol/l byl pfipraven
odebranim 2,525 ml triethylammnium — hydroxidu a doplnénim do 500 ml
V odmérné bance vodou. pH metrem byla zjisténa vyslednd hodnota pH 11,62.

e 0,85% =zasobni roztok kyseliny fosfore¢né byl pfipraven pipetovanim 1 ml
koncentrované kyseliny fosfore¢né 85 % do vody a doplnénim v odmérné barice do
100 ml.

e 0,085% roztok kyseliny fosforecné byl pfipraven 10 nésobnym zfedénim
0,85% zasobniho roztoku kyseliny fosforecné vodou. pH metrem byla zjisténa
vysledna hodnota pH 2,18.

e 0,0085% roztok kyseliny fosforecné byl pfipraven 100 nasobnym ziedénim
0,85% zasobniho roztoku kyseliny fosforecné vodou. pH metrem byla zjisténa
vysledna hodnota pH 2,90.

e 0,017% roztok kyseliny fosforecné byl pfipraven 5 ndsobnym ziedénim
0,085% roztoku kyseliny fosforecné vodou. pH metrem byla zjisténa vysledna
hodnota pH 2,72.

e Roztok fosforecnanu sodného o koncentraci 25 mmol/l byl pfipraven navdzenim
4,7515 g fosforeCnanu sodného dodekahydratu, jeho rozpusténim ve vodé¢ a
dopInénim v odmérné banice do 500 ml. pH metrem byla zjisténa vysledna hodnota
pH 12,91.

Vodné slozky mobilni faze musely byt pted pouzitim zfiltrovany. Pfi kazdé
vymeén¢ mobilni faze, vyméné kolony nebo zméné¢ pomeéru dosavadni mobilni faze
musela byt kolona ponechana ekvilibrovat se ur¢itou dobu do ustaleni podminek.
Zejména u metody HILIC je dostatecna doba ekvilibrace znacné dilezita.

Pro michani mobilni faze bylo vyuzito binarni Cerpadlo, které cerpalo zaroven
organickou slozku mobilni faze a slozku vodnou, vzdy v daném poméru jednotlivych

slozek, ¢imz byla zajisténa opakovatelnost pfesného michani.
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4.4, Vyvoj metody — optimalizace chromatografickych podminek

Na zéklad¢ vysledka reserse byla pro kreatinin zvolena UV detekce pii vinové
délce 235 nm a pro pteridiny, to znamend biopterin, dihydroneopterin,
tetrahydroneopterin a neopterin, byla zvolena fluorescenc¢ni detekce s excitacni vinovou
délkou 353 nm a emisni vlnovou délkou 438 nm. Tento zptlisob detekce je shodny pro
vSechny provadéné analyzy. Bylo nutné najit vhodné chromatografické podminky.
Témito podminkami bylo v prvni fadé sloZzeni mobilni faze a vybér analytické kolony.
Byly vyzkouSeny rizné analytické kolony. U kazdé znich bylo testovano nékolik
mobilnich fazi, slozenych vzdy z vodné a organické slozky, jejichz poméry se také
menily. Byly zkouSeny i rizné pritokové rychlosti mobilni faze, teploty analyzy a
nastiikované objemy vzorkl. Posledni zminované se ménily v zavislosti na druhu

vzorku.

44.1. Schéma prdce v experimentalni casti

Pocate¢nim cilem bylo vyhodnotit retenci polarnich latek neopterinu a kreatininu
za pouziti metody HILIC a pfi jejich dobré retenci zkusit separaci ve smési se zbylymi
zkoumanymi standardy.

Na kolonu ZIC — HILIC 125 x 2,1 mm, 3,5 um, byl nastfikovan roztok jodidu
draselného v acetonitrilu, roztok kreatininu o koncentraci 0,1 mg/ml a roztok neopterinu
o koncentraci 0,001 mg/ml.

Parametry shodné pro vSechna méfeni uvedena v Tab. 5. jsou nasledujici:
Bylo vzdy davkovano 5 — 10 pl roztoku v zavislosti na odezvé detektoru.
Prutokova rychlost: 0,25 ml/min

Teplota: 25°C
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Tab.5.:  Slozeni mobilni faze pri analyze kreatininu a neopterinu na koloné
ZIC — HILIC

(AcAc = kyselina octova; AmAc = octan amonny)

ACN ACN ACN ACN ACN ACN ACN ACN ACN ACN

voda | 05% | 01% | 100mM | 50mM | 10mM | 50mM | 50mM | 50mM | 50mM
AcCAC AcAC AmAC AmAC AmAC AmAC AmAC AmAC AmAC
pH 6,8 pH68 | pH68 | pH38 | pH48 | pH58 | pH 7,8

- 40:60 | 40:60 | 40:60 | 40:60 | 40:60 | 40:60 | 40:60 | 40:60 | 40:60
50:50 | 50:50 | 50:50 | 50:50 | 50:50 | 50:50 | 50:50 | 50:50 | 50:50 | 50:50
60:40 | 60:40 | 60:40 | 60:40 | 60:40 | 60:40 | 60:40 | 60:40 | 60:40 | 60:40
70:30 | 70:30 | 70:30 | 70:30 | 70:30 | 70:30 | 70:30 | 70:30 | 70:30 | 70:30
80:20 | 80:20 | 80:20 | 80:20 | 80:20 | 80:20 | 80:20 |80:20 | 80:20 | 80:20
85:15 | 85:15 | 85:15 | 85:15 | 85:15 | 85:15 | 85:15 | 85:15 | 85:15 | 85:15
90:10 | 90:10 - 90:10 | 90:10 | 90:10 | 90:10 | 90:10 | 90:10 | 90:10

- - - 95:5 95:5 95:5 95:5 95:5 95:5 95:5

Nésledné bylo vybrano né€kolik chromatografickych podminek vyhodnych
z hlediska retence a tvaru pik a na kolonu ZIC —HILIC 125 x 2,1 mm, 3,5 um, byl
nastfikovan roztok smeési vSech standardi, eventuelné€ roztok smési standardt kromeé
kreatininu Vv ptipadé, Zze analyza kreatininu trvala pfili§ dlouhou dobu. Jednotlivé
pracovni roztoky biopterinu, dihydroneopterinu, tetrahydroneopterinu a neopterinu byly
nastiikovany tehdy, kdyz bylo nutné identifikovat piky pfi analyze smési.
Parametry shodné pro vSechna méfeni uvedena v Tab. 6. jsou nasledujici:
Bylo vzdy davkovano 5 — 10 pl roztoku v zavislosti na odezvé detektoru.
Prttokova rychlost: 0,25 ml/min
Teplota: 25°C

Tab. 6.:  Slozeni mobilni faze pri analyze smési standardii na kolone ZIC — HILIC

ACN : 0,5%AcAc ACN : 50 mM ACN : 50 mM ACN : 50 mM
AmAc pH 3,8 AmAc pH 4,8 AmAc pH 7,8
70:30 - - -
80:20 80:20 80:20 80:20
85:15 85:15 85:15 85:15
87 :13 - - -
88:12 - - -
- 90:10 90:10 90:10
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Néasledn¢ byla zkouSena separace smési standardd 1 na jinych

chromatografickych kolonach uré¢enych pro HPLC.

Na kolonu SUPELCOSIL LC — SCX 250 x 3 mm, 5 um, byl nastfikovan roztok
smési vSech standardi. Jednotlivé roztoky biopterinu, dihydroneopterinu,
tetrahydroneopterinu a neopterinu byly nastfikovany tehdy, kdyz bylo nutné
identifikovat piky pii analyze smési.

Parametry shodné pro v§echna méfeni uvedena v Tab. 7. jsou nasledujici:
Bylo vzdy davkovano 5 — 10 pl roztoku v zavislosti na odezv¢ detektoru.

Teplota: 30°C

Tab. 7.:  Chromatografické podminky pri analyze smési standardic na koloné
SUPELCOSIL LC - SCX

Slozky mobilni faze Pomér sloZek mobilni Prutokova rychlost
faze (ml/min)
50:50 0,5
50:50 1
ACN : voda 40: 60 08
30:70 0,8
10:90 0,6
1:99 0,6
50:50 1
40 :60 1
30:70 1
ACN : 0,1% AcAc 20 - 80 1
10:90 1
5:9 1
40 :60 1
ACN : 0,085% kys. 30 : 70 1
fosforecna 20 - 80 1
10:90 1

Na kolonu Discovery Zr —PBD 150 x 4,6 mm, 5 um, byl nastfikovan roztok
smési vSech standardd.
Parametr shodny pro vS§echna méteni uvedena v Tab. 8. je:

Naéstiik vzorku smési vSech standardii: 5 pl
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Tab.8.:  Chromatografické podminky pri analyze smési standardii na koloné

Discovery Zr — PBD

Slozky mobilni Pomér slozek Teplota (°C) Pratokova
faze mobilni fize P rychlost (ml/min)
ACN : 50 mM 25:75 35 1
triethylammonium - _
hydroxid 25:75 60 1
60 : 40 60 0,7
40 : 60 60 0,7
20 : 7
ACN : 25 mM 0:80 %0 >
fosfore¢nan sodny 20:80 80 0,7
10:90 80 0,7
5:85 80 0,7
ACN : 0,0085% 50 : 50 80 0,7
kys. fosforecna
50:50 80 0,7
ACN : 0,017% kys.
fosfore¢na 30:70 80 0,7

Na kolonu Discovery Zr — CarbonC18 75 x 4,6 mm, 5 um, byl nastfikovan
roztok smési vSech standardt. Jednotlivé roztoky biopterinu, dihydroneopterinu,
tetrahydroneopterinu a neopterinu byly nastfikovany tehdy, kdyz bylo nutné
identifikovat piky pfi analyze smési.

Parametry shodné pro vSechna méfeni uvedena v Tab. 9. jsou nasledujici:
Bylo vzdy davkovano 5 — 10 pl roztoku v zavislosti na odezvé detektoru.

Prutokova rychlost: 0,7 ml/min
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Tab.9.:  Chromatografické podminky pri analyze smési standardii na koloné

Discovery Zr — CarbonC18

Slozky mobilni faze Pomér slozek mobilni Teplota (°C)
faze

40 : 60 60
ACN : 25 mM fosfore¢nan 20:80 60
sodny 5905 80
ACN : 0,085% kys. 50 :50 80
fosfore¢na 70:30 80
50:50 80
ACN : 0,0085% kys. 30:70 80
fosforecna 70 - 30 80

47



5. VYSLEDKY A DISKUSE
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5.1.Vyvoj metody — optimalizace chromatografickych podminek

Primérnim cilem bylo ovéfit retenci neopterinu a kreatininu za pouziti metody
HILIC a nasledné provést separaci smési vSech péti standardi. Za optimalnich
chromatografickych podminek byla provedena castecna validace metody. Protoze
vysledky nebyly plné uspokojivé, byly pro separaci smési vyzkouSeny i dalsi

chromatografické kolony.

5.1.1. Testovani kolony ZIC — HILIC
Jako prvni byla zkousena kolona ZIC — HILIC 125 x 2,1 mm, 3,5 pm. V prvni

fazi na ni byl nastiikovan roztok kreatininu o koncentraci 0,1 mg/ml a roztok neopterinu
0 koncentraci 0,001 mg/ml. Tyto dv¢ latky byly zamérné vybrany jako reprezentativni
predstavitelé pro vSech pét standardl, jelikoz se u nich ocekdvalo dosti odlisné
chromatografické chovani. Byl také nastfikovan roztok jodidu draselného v acetonitrilu,
ktery mél uréovat mrtvy retencni ¢as.

Cilem téchto pocatecnich méfeni bylo zjistit orientacni retencni ¢asy kreatininu a
neopterinu pii pouziti rdznych mobilnich fazi a podle nich a jeste dalSich
chromatografickych charakteristik vybrat vhodnou mobilni fazi pro analyzu smési vSech
péti standardii. Byl testovan vliv pH pufru, koncentrace pufru a vliv procentudlniho

zastoupeni organické a vodné slozky v mobilni fazi.

Tab. 10.: Retencni casy neopterinu v minutach v zavislosti na koncentraci vodné

slozky mobilni faze, pH pufru a jeho koncentraci pri pH 6,8

10mM | 100mM | 50mM | 50mM | 50mM | 50mM | 50mM
Konc. AmAc | AmAc | AmAc | AmAc | AmAc | AmAc | AmAC
6,8 6,8 6,8 4.8 3,8 5,8 7.8

0,5% 0,1%
AcAC ACcAC

5% - - - - - - - - - -

10% | 16,76 30 31 33 27 23,34 | 29,04 | 29,68 | 24,83 -

15% | 6,28 982 | 10,82 | 11,65 | 10,07 | 8,88 | 10,49 | 10,71 9,26 9,65

20% | 3,79 5,67 6,52 6,16 | 5,93 5,5 6,2 6,29 5,7 5,83

30% | 4,71 3,56 3,75 3,9 3,62 | 3,56 3,7 3,73 3,65 3,67

40% | 5,13 3 304 | 3,34 3 298 | 305 | 2,83 3,06 3,09

50% | 4,14 2,73 2,69 325 | 271 | 2,73 | 2,61 3,5 2,78 2,91

60% - 2,79 2,53 332 | 256 | 2,79 | 249 | 331 2,63 2,89
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Tab. 11.: Retencni casy kreatininu v minutach v zavislosti na koncentraci vodné

slozky mobilni faze, pH pufru a jeho koncentraci pri pH 6,8

10 mM | 100 mM | 50 mM | 50 mM | 50 mM | 50 mM | 50 mM 0,5% | 0,1%

Konc. AmAc | AmAc | AmAc | AmAc | AmAc | AmAc | AmAc AcAc | AcAc
6,8 6,8 6,8 4.8 3,8 5,8 7,8
5% - 10,21 9,78 11,07 10,86 12,54 10,54 - - -

10% | 6,62 | 5,18 53 5,42 5,43 5,79 5,29 53 - -

15% | 4,17 | 3,77 3,86 3,97 3,96 4,48 3,84 3,87 |2217| -

20% | 3,44 | 3,19 3,24 3,22 3,25 3,89 3,25 3,27 | 13,6 | 24,25

30% | 501 | 2,65 2,63 2,76 2,68 3,42 2,68 2,71 7,5 12,25

40% | 5,07 | 2,42 2,36 2,61 2,44 3,26 2,42 2,46 | 561 | 8,76

50% | 4,75 | 2,35 2,21 2,57 2,31 3,01 2,17 3,04 | 437 | 71

60% - 2,46 2,14 2,76 2,25 3,3 2,1 291 | 3,82 | 556

Tab. 12.:  Retencni casy jodidu draselného v minutach v zavislosti na koncentraci

vodné slozky mobilni faze, pH pufru a jeho koncentraci pri pH 6,8

10 mM | 100 mM {50 mM | 50 mM |50 mM | 50 mM | 50 mM 05% | 0,1%

Konc. AmAc | AmAc | AmAc | AmAc | AmAcC | AmAc | AmAC AcAc | AcAc
6,8 6,8 6,8 4.8 3,8 5,8 7.8

5% - 4,04 5,59 4,42 4,46 - 4.7 5,03 - -

10% | 1,68 3,2 4,05 3,51 3,46 - 3,48 3,69 6,1 -

15% | 1,42 | 2,77 3,46 3,14 3,14 - 3,12 3,18 4,39 4,66

20% | 1,42 | 2,09 3,12 2,86 2,84 - 2,85 2,88 3,51 3,63

30% | 2,91 1,81 2,73 2,54 2,59 - 2,55 2,53 2,88 3,7

40% | 3,31 | 1,74 2,57 2,51 2,51 2,19 2,42 2,73 2,41 3,3

50% | 2,57 | 1,79 2,52 2,61 2,5 2,3 2,32 | 3,27 2,34 3,13

60% - 1,96 2,51 2,89 2,61 | 4,09 2,37 | 3,35 2,48 3,14

Jak vyplyvéa z ptedchazejicich tabulek, jodid draselny neni nejvhodnéjSim
indikatorem mrtvého reten¢niho Casu v systému HILIC, nebot’ né€kolikrat mél delsi
retencni ¢as nez neopterin nebo Kreatinin. Pii metodé HILIC totiz dochazi k interakcim
analytu se stacionarni fazi i diky elektrostatickym silam, a tak lze tuto metodu pouzit

pro analyzu iontovych latek, coZ bylo experimentalné potvrzeno.
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Druh vodné slozky mobilni faze (voda, pufr, kyselina octovd) vice ovliviioval
retenci u kreatininu, u neopterinu byl pribéh zavislosti reten¢nich ¢asti na koncentraci
ruznych vodnych slozek mobilni faze podobny. Pouziti riizného pH u octanu amonného,
ani jeho rizné koncentrace pii stejném pH nemély pfili§ velky dopad na zménu retence
ani v jednom piipad¢. Naproti tomu zména koncentrace kyseliny octové na retencni
Casy kreatininu vliv méla, niz§i koncentrace kyseliny octové zplsobila vyssi retenci
kreatininu.

Reten¢ni Casy kreatininu se zacaly rapidné zvedat pifi koncentraci niz§i nez 10%
octanu amonného V mobilni fazi a pfi koncentraci niz§i nez 30% kyseliny octové
Vv mobilni fazi. U neopterinu zacaly rapidné narlstat retencni Casy pfi koncentracich
nizsich nez 20% vodné slozky v mobilni fazi.

Pro analyzu pracovniho roztoku smési vSech standardii byly vybrany nasledujici
mobilni faze:
acetonitril : 0,5% kyselina octova, v rozmezi koncentrace acetonitrilu 70 — 90%
acetonitril : 50 mM octan amonny pH 3,8; v rozmezi koncentrace acetonitrilu 80 — 90%
acetonitril : 50 mM octan amonny pH 4,8; v rozmezi koncentrace acetonitrilu 80 — 90%

acetonitril : 50 mM octan amonny pH 7,8; v rozmezi koncentrace acetonitrilu 80 — 90%

Tab. 13.:  Hodnoty parametrii testu zpusobilosti systému pri vybranych mobilnich

fazich pro neopterin

Mobilni faze acetonitril : 0,5% Kkyselina octova

Podil acetonitrilu v mobilni fazi t, A As Rs N HETP
70% ACN 3,65 17651720 | 1,71 | 0,7 | 368 | 408,07
80% ACN 5,70 15682130 | 1,74 | 0,9 | 497 | 302,02
85% ACN 9,27 14127469 | 1,77 | 2,1 | 585 | 256,53
90% ACN 24,83 | 11807509 | 1,73 | 3,3 | 892 | 168,11
Mobilni faze acetonitril : S0 mM octan amonny pH 3,8
Podil acetonitrilu v mobilni fazi t, A As Rs N HETP
80% ACN 5,50 11396761 | 1,73 | 1,6 | 371 | 404,21
85% ACN 8,89 10057500 | 1,71 | 0,8 | 487 | 307,82
90% ACN 23,34 7348254 | 1,74 | 6,3 | 658 | 227,89
Mobilni faze acetonitril : 50 mM octan amonny pH 4,8
Podil acetonitrilu v mobilni fazi t, A As Rs N HETP
80% ACN 5,93 0899915 | 159 | 1,0 | 325 | 462,18
85% ACN 10,07 8848591 | 1,36 | 25 | 619 | 242,33
90% ACN 27,00 7478093 | 1,75 | 3,6 | 499 | 300,65
Mobilni faze acetonitril : 50 mM octan amonny pH 7,8
Podil acetonitrilu v mobilni fazi t, A AS Rs N HETP
80% ACN 6,29 0809024 | 1,43 | 2,6 | 466 | 321,99
85% ACN 10,71 9014472 | 1,42 | 0,7 | 687 | 218,36
90% ACN 29,68 7709766 | 1,34 | 6,7 | 769 | 195,05
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Tab. 14.:  Hodnoty parametrii testu zpiisobilosti systému pri vybranych mobilnich

fazich pro kreatinin

Mobilni faze acetonitril : 0,5% kyselina octova

Podil acetonitrilu v mobilni fazi t, A As Rs N HETP
70% ACN 7,50 | 5076823 | 156 | 6,2 547 274,14
80% ACN 13,60 | 6481461 | 1,24 | 48 497 301,81
85% ACN 22,17 | 7751280 | 1,09 | 5,3 344 435,92
90% ACN NEBYLO ANALYZOVANO
Mobilni faze acetonitril : S0 mM octan amonny pH 3,8
Podil acetonitrilu v mobilni fazi t, A As Rs N HETP
80% ACN 3,89 | 19966465 | 1,73 | 2,9 299 501,37
85% ACN 448 | 21603540 | 1,71 | 0,2 257 582,79
90% ACN 579 | 22634693 | 144 | 10 220 681,83
Mobilni faze acetonitril : S0 mM octan amonny pH 4,8
Podil acetonitrilu v mobilni fazi t, A As Rs N HETP
80% ACN 3,26 | 20904751 | 1,81 1,7 223 671,96
85% ACN 3,96 | 22152745 | 1,51 1,1 329 456,51
90% ACN 543 | 22480654 | 1,37 | 2,1 249 602,59
Mobilni faze acetonitril : S0 mM octan amonny pH 7,8
Podil acetonitrilu v mobilni fazi t, A As Rs N HETP
80% ACN 3,28 | 21336259 | 1,95 | 2,0 336 446,66
85% ACN 3,87 | 21525795 | 1,91 - 313 478,75
90% ACN 530 | 22296483 | 157 | 0,8 189 792,72

Utinnost chromatografického systému pro neopterin obecné rostla s vys§im
obsahem acetonitrilu v mobilni fazi, viibec nejlepsich vysledkd bylo dosazeno pouzitim
0,5% kyseliny octové jako vodné slozky mobilni faze. Uginnost pro kreatinin byla
celkové dosti nizkd a s rostoucim obsahem acetonitrilu v mobilni fazi naopak spiSe
klesala.

RozliSeni u neopterinu opét stoupalo s rostouci koncentraci acetonitrilu
Vv mobilni fazi, pfi jeho nizSich koncentracich neodpovidalo rozlisSeni pozadavkim.
Nejlepsiho rozliseni u kreatininu bylo dosazeno pouzitim 0,5% kyseliny octové jako
vodné slozky mobilni faze.

Ob¢ latky odpovidaly pfi vSech zkousenych mobilnich fazich poZadavkim na
asymetrii chromatografickych piki podle USP, ale pozadavek dle CL (As < 1,5) byl
dosazeny za pouziti 50 mM octanu amonného o pH 7,8 jako vodné slozky. U kreatininu
byly piky obecné symetrictéjsi pii vysSich koncentracich acetonitrilu v mobilni fazi.
Nejsymetrictéjsi piky kreatininu byly dosazeny za pouziti 0,5% kyseliny octové jako

vodné slozky.
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Naésleduje piehled separace smési pteridini za podminek vyhodnocenych jako

optimalni pro analyzu této smési:
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Na kolon¢ ZIC — HILIC se za danych vybranych podminek vesmés podafilo
dosdhnout tfi separovanych pikii na fluorescenénim detektoru odpovidajici pteridinim a
jednoho piku na UV detektoru odpovidajici kreatininu. Nepodafilo se vSak oddélit od
sebe dihydroneopterin a tetrahydroneopterin. Jejich spole¢ny pik byl rozmyty. Pro jejich
oddé¢leni by byla zapotiebi chromatograficka kolona s vyssi separacni ucinnosti, které se
da dosahnout zménou sorbentu nebo zmensSenim velikosti ¢astic, coz bohuzel firma
Sequant neposkytuje. Separa¢ni G¢innost pouzité ZIC — HILIC kolony byla velmi nizka.
Piky biopterinu, neopterinu a Kreatininu byly vesmés symetrické. Pti pouziti mobilnich
fazi acetonitril + 0,5% kyselina octova v poméru 87 : 13, dale acetonitril +
0,5% kyselina octova v poméru 88 : 12 a acetonitril + 50 mM octan amonny pH 4,8
v poméru 90 : 10 se podafilo rozdélit piky az na zdkladni linii, v poslednich dvou
pfipadech vSak na ukor delsi separacni doby. Pfi pouziti acetonitrilu a 0,5% kyseliny
octové jako mobilni faze trvaly analyzy vzdy zhruba do 25 minut. Pfi pouziti mobilni
faze slozené z acetonitrilu a 50 mM octanu amonného o rizném pH trvaly analyzy do
20 minut, avSak pfi koncentracich acetonitrilu 90% a vysSich dokonce aZ 45 minut.

Po veskerych testovéanich ostatnich chromatografickych kolon byla nakonec jako
optimalni vybrana kolona ZIC — HILIC smobilni fazi slozenou z acetonitrilu a

0,5% kyseliny octové v poméru 87 : 13.

5.1.2. Testovani kolony SUPELCOSIL LC — SCX
Jako dalsi byla zkousena kolona SUPELCOSIL LC —SCX 250 X 3 mm, 5 um.

Na tuto byl jiz rovnou nastfikovan pracovni roztok smési vSech standardii bez
predchozich analyz roztokl jednotlivych standardii. Zatimco pti pouziti predchozi
kolony ZIC — HILIC, ktera je limitovana pritokem mobilni faze i teplotou analyzy, bylo
meéneéno pouze slozeni mobilni faze, pfi analyzach pouzivajicich kolonu SUPELCOSIL
LC — SCX bylo ménéno nejen slozeni mobilni faze, ale ijeji pritok. Byly pouZity
nasledujici mobilni faze:
acetonitril : 0,1% kys. octova, v rozmezi koncentrace acetonitrilu 5 — 50%
acetonitril : 0,085% kys. fosfore¢na , v rozmezi koncentrace acetonitrilu 10 — 40%
acetonitril : voda, v rozmezi koncentrace acetonitrilu 1 — 50%

Pfi pouziti mobilnich fazi acetonitril : 0,1% Kys. octova a acetonitril : 0,085%

kys. fosfore¢na nebyl viibec zaznamenan pik kreatininu.
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Byl také ménén pritok mobilni faze. Ten se pohyboval od 0,5 ml/min do
1 ml/min. Jako nejvyhodnéjsi se jevil vzhledem k tlakiim na cerpadlech a rychlosti

analyzy pritok 1 ml/min, ktery byl pfevazné vyuzivan.
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Obr. 13.:  Acetonitril : 0,1% kys. octova 10 : 90
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Pti pouziti 0,1% kyseliny octové a 0,085% kyseliny fosfore¢né jako vodnych
slozek mobilni faze se objevily na fluorescencnim detektoru pouze dva piky pteridint,
jejichz tvar byl navic nesoumérny. Pfi pouziti mobilni faze slozené z acetonitrilu a vody
se dokonce na fluorescenénim detektoru objevil pouze jeden pik a na UV detektoru pik
kreatininu, kdezto pii predchozich méfenich s ostatnimi mobilnimi fazemi pik

kreatininu nebyl eluovan.

5.1.3. Testovani kolony Discovery Zr — PBD

Byla zkouSena kolona Discovery Zr—PBD 150 x 4,6 mm, 5 um, a byl
nastiikovan pracovni roztok smési vSech standardd. K dokonalej$i separaci na
zirkoniovych kolonach je pozadovana vyssi teplota ptfi analyzach (bézné je mozno
pouzivat teploty do 100°C) a pfitomnost pufru v mobilni fazi. Doporuéeny jsou pufry
fluoridové, fosfatové, octanové a triethylammonium — hydroxid. Z toho vychazelo
slozeni mobilnich fazi i celkové chromatografické podminky. Bylo zkouseno nejen
rizné slozeni mobilni faze, ale i rizné prutokové rychlosti mobilni faze a také rtizné
teploty analyzy. Byly pouzity nasledujici mobilni faze:
acetonitril : 50 mM triethylammonium — hydroxid, pti koncentraci acetonitrilu 25%
acetonitril : 25 mM fosfore¢nan sodny, v rozmezi koncentrace acetonitrilu 5 — 60%
acetonitril : 0,0085% kys. fosfore¢na, pii koncentraci acetonitrilu 50%
acetonitril : 0,017% kys. fosfore¢na, v rozmezi koncentrace acetonitrilu 30 — 50%

Tyto mobilni faze byly vybrany zejména kviili moZnosti pouzit bazické pH.

Pratok mobilni faze byl nastaven 0,7 nebo 1 ml/min, pfiCemz castéji byl

pouzivan vyssi prutok. Teplota analyzy se pohybovala od 35 do 80°C. Vyssi teplota

méla umoznit dokonalejsi a rychlejsi separaci latek.
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Pii separaci smési na této koloné¢ byl ziskdn jeden pik na fluorescenénim
detektoru a pik kreatininu na UV detektoru. Pfi pouziti mobilni fiaze slozené
z acetonitrilu a 0,17% kyseliny fosfore¢né byly ziskany na fluorescenénim detektoru

dva piky, z nichz druhy byl zna¢né rozmyty.

5.1.4. Testovani kolony Discovery Zr — CarbonC18

Byla pouzita kolona Discovery Zr — CarbonC18 75 x 4,6 mm, 3 pum, a byl
nastfikovan pracovni roztok smési vSech standardi. Bylo zkouSeno ruzné slozeni
mobilni faze a rtzné teploty analyzy, pritok mobilni faze byl ponechdan konstantni
0,7 ml/min. Byly pouzity nasledujici mobilni faze, pti¢emz se vychazelo z doporuceni
vyrobce:
acetonitril : 0,0085% kys. fosfore¢na, v rozmezi koncentrace acetonitrilu 30 — 70%
acetonitril : 0,085% kys. fosfore¢na, v rozmezi koncentrace acetonitrilu 50 — 70%
acetonitril : 25 mM fosfore¢nan sodny, v rozmezi koncentrace acetonitrilu 5 — 40%

Pi#i mobilnich fazich acetonitril : 0,085% kyselina fosfore¢cna 70 : 30,
acetonitril : 0,0085% kyselina fosfore¢na 50 : 50 a 70 : 30 nebyl vubec eluovan pik
kreatininu.

Teplota analyzy byla nastavena na 60 nebo 80°C, pficemz vyssi teplota méla

umoznit leps$i separaci latek.
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Obr. 19.:  Acetonitril : 25 mM fosfore¢nan sodny 5 : 95
teplota 80°C

Na kolon¢ Discovery Zr — CarbonC18 byly, pfi pouziti mobilni faze slozené

Z acetonitrilu a 25 mM fosfore€nanu sodného, separovany dva piky na fluorescenénim

detektoru, pficemz druhy pik byl rozmyty, a pik kreatininu na UV detektoru. Pfi pouziti

mobilni faze slozené z acetonitrilu a 0,0085% kyseliny fosforecné byly separovany na
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fluorescenénim detektoru tii piky, které vSak byly rozmyté a nebyly rozdélené az na

zakladni linii. Ani pik kreatininu nebyl pfi této mobilni fazi soumérny.

Na kolonach pro chromatografii na obracenych fazich bohuzel nebylo dosazeno

lepsich vysledkd, validace proto byla provedena na koloné ZIC — HILIC.

5.2.Validace metody HILIC

Testované valida¢ni parametry:

1. Test zpusobilosti systému:

Utinnost chromatografické kolony
Asymetrie chromatografickych piki
Rozliseni chromatografickych piki

Opakovatelnost analyzy (opakovatelnost plochy piku a opakovatelnost pro retencni ¢as)

2. Linearita a rozmezi kalibrace

Vyse uvedené validacni parametry byly uz testovany za podminek, které byly
vyhodnoceny jako optimalni pro analyzu smési standardi. Hlavnimi kritérii pii vybéru
téchto podminek bylo co nejlepsi mozné rozdéleni jednotlivych latek ve smési a co
nejkrat§i moznd doba analyzy vzhledem k sériovému provadéni velkého mnozstvi
analyz v biologickych vzorcich.

Optimalni podminky, pfi kterych byly méteny validaéni parametry a které byly

nasledné pouzivany i pro analyzu sledovanych latek v biologickém materialu, jsou:

Analyticka kolona: ZIC — HILIC 125 x 2,1 mm, 3,5 pm
Mobilni faze: acetonitril : 0,5% kys. octova 87 : 13
Pritokova rychlost: 0,25 ml/min

Davkovany objem: 5ul

Teplota: 25°C

Detekce: A =235 nm pro kreatinin

A (excita¢ni) = 353 nm, A (emisni) = 438 nm pro

pteridiny
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5.2.1. Test zpiisobilosti systému
Byl pouzit roztok smési vSech standardl ur¢eny pro SST o koncentraci pteridinti
400 nmol/l, ktery byl v ramci testu zpusobilosti systému proméfovan 10X.
Dihydroneopterin a tetrahydroneopterin byly hodnoceny jako jejich suma z

jednoho piku.

Tab. 15.:  Priameérné hodnoty validacnich parametrii: ucinnost chromatografické

kolony, vyskovy ekvivalent teoretického patra a asymetrie chromatografickych piki

Latka Uginnost (N) Vyskovy ekvivalent (H) v um | Asymetrie (As)
BIO 486 308 1,64
DHN + THN 613 788 1,54
NEO 510 296 1,92
KRE 1021 152 1,65
Pozadavek N > 900

Pozadavek na pocet teoretickych pater N je splnén pouze pro kreatinin.
Pouzita ZIC — HILIC kolona vykazovala celkové velmi nizkou separa¢ni Gi€innost, coz

je velmi negativni vlastnost vzhledem k pomérné vysoké cené kolony.

Pozadavek As < 2,0
Pozadavek na asymetrii chromatografickych pikt je podle USP u vSech latek splnén.
Piky jsou symetrické.
Rozliseni chromatografickych pikli bylo méfeno pouze u biopterinu, sumy
dihydroneopterinu + tetrahydroneopterinu a neopterinu, protoze pik kreatininu byl

zobrazen na jiném detektoru.

Tab. 16.:  Prumeérné hodnoty rozliseni chromatografickych piku

Rozligeni (Rs) BIO : NEO Rozligeni (Rs) NEO : DHN + THN
2.1 3,9

Pozadavek Rg> 1,5
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Piky hodnocenych latek jsou od sebe dostatecné separovany. Pozadavek na rozliSeni

chromatografickych pikt je splnén.

Tab. 17.:  Opakovatelnost plochy piku

Priimérna " , Relativni
, Smérodatna N ,
Latka plocha smérodatna
. odchylka

piku odchylka (%)
Biopterin 670849 16713 2,49
Dihydroneopterin + tetrahydroneopterin 101220 23749 23,46
Neopterin 776358 7504 0,97

Pozadavek RSD < 1%
Zkouska opakovatelnosti plochy piku pro kreatinin nesplnila pfislusné limity, relativni
smérodatnd odchylka byla pftilis vysoka.
Relativni smérodatna odchylka (RSD) je pouze u neopterinu mensi nez 1%. Jediny
neopterin ze vSech sledovanych latek splituje podminku opakovatelnosti nastiiku.
Zde se bohuzel nepodafilo dosahnout lepSich vysledki. V1iv mize mit stabilita, mala

separacni uc¢innost kolony i tvar piku.

Tab. 18.: Opakovatelnost pro retencni cas

Primérny .,
rumevrn’y . , Relativni
, retenéni Smérodatna - ,
Latka N smérodatna
cas odchylka odchylka (%)
(min) y
Biopterin 5,88 0,02 0,31
Dihydroneopterin + tetrahydroneopterin 18,49 0,57 3,06
Neopterin 12,29 0,06 0,46
Kreatinin 11,56 0,98 8,46

Pozadavek RSD < 1%
Biopterin a neopterin splituji podminky pro opakovatelnost pro retenéni ¢as. Kreatinin a
suma dihydroneopterinu + tetrahydroneopterinu lezi mimo tolerovanou relativni

smérodatnou odchylku reten¢niho ¢asu. Metoda opét neni vhodna pro kreatinin.
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S kreatininem byl problém jak pfi opakovatelnosti plochy piku, tak pfi
opakovatelnosti pro retenc¢ni Cas, nepodafilo se prozatim zjistit diivod. Pti pouzitych
chromatografickych podminkach mél nereprodukovatelny retencni Cas. Metoda pro
stanoveni kreatininu by byla zapotiebi dale upravit. Také u dihydroneopterinu +
tetrahydroneopterinu byla velka chyba pii testu opakovatelnosti. Bylo to dano tim, Ze se
jedna o sumu dvou pikd, které se nepodaftilo rozdélit, z toho vyplyva vétsi chyba pii

integraci, proto ani vysledky nemohou byt piesné.

5.2.2. Linearita a rozmezi kalibrace
Kalibra¢ni kiivky vSech sledovanych latek byly sestaveny z péti kalibrac¢nich
roztokli o koncentracich 10, 50, 100, 500 a 1000 nmol/l pteridina a 0,1, 0,5, 1, 5 a
10 pmol/l kreatininu. Kazdy kalibra¢ni roztok byl méten tfikrat a obsahoval vzdy smés
vSech péti latek v danych koncentracich. Byly sestaveny jednotlivé kalibracni kiivky a

urceny jejich rovnice.

Tab. 19.:  Kalibracni zavislost biopterinu

Koncentrace (nmol/l) Plocha (pramér) A, A, Aj
10 28910 30411 27240 29079
50 144851 144710 144149 145696
100 275095 271315 279080 274892
500 1428998 1423667 1438515 1424813
1000 3000984 3001943 3004140 2996870

Kalibrac¢ni kfivka

3500000,0
y = 2994,8x - 18510

3000000,0 / R? = 0,9994
2500000,0 /
2000000,0

——
1500000,0 /
1000000,0 /

500000,0

plocha piku

0,0 T T T T T
(o] 200 400 600 800 1000 1200

koncentrace ( nmol/l)

Obr. 20.: Kalibra¢ni kfivka biopterinu
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Tab. 20.: Kalibracni zavislost neopterinu

Koncentrace (nmol/l) Plocha (pramér) A A, Aj
10 23830 24933 23479 23080
50 112679 116825 111865 109347
100 220676 220075 226687 215268
500 1185203 1182808 1187425 1185377
1000 2428240 2426557 2427002 2431161

Kalibrac¢ni krivka
y = 2432,3x - 13398
R? = 0,9998

3000000,0

2500000,0
2000000,0 /
1500000,0 /
1000000,0 /
500000,0 /
0,0 /

o] 200 400 600 800 1000 1200

plocha piku

koncentrace ( nmol/l )

Obr. 21.: Kalibraéni kiivka neopterinu

Tab. 21.: Kalibracni zavislost dihydroneopterinu + tetrahydroneopterinu

Koncentrace (nmol/l) Plocha (pramér) A A, Aj
10 0 0 0 0
50 43842 41356 48096 42076
100 96174 91079 103332 94113
500 782492 558731 884942 903804
1000 1860686 1844369 1872876 1864815
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Kalibrac¢ni krivka
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Obr. 22.: Kalibra¢ni kiivka dihydroneopterinu + tetrahydroneopterinu

Tab. 22.: Kalibracni zavislost kreatininu

Koncentrace (umol/l) Plocha (pramér) A A, Aj
0,1 96060 117286 83245 87651
0,5 83745 95444 76110 79682
1 71016 74318 70661 68069
5 63892 65095 65332 61250
10 - - - -

Kalibra¢ni  kiivky  biopterinu, neopterinu, s vyhradou pro  smés
dihydroneopterinu + tetrahydroneopterinu, byly v daném rozmezi koncentraci linearni.
Kalibraéni ktivka kreatininu nebyla linearni, podminky, za kterych byla provadéna
kalibrace, nebyly vhodné pro kvantifikaci kreatininu. Kreatinin se tudiz nebude moci

kvantifikovat ani v biologickych vzorcich.

5.3.Stanoveni sledovanych latek v biologickém materialu

Byly analyzovany vzorky mo¢i od péti riznych pacientd. Vzorky byly pfedem

odstfedény podle metody Fakultni nemocnice Hradec Kralové a pak nafedény 100 krat
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pouzivanou mobilni fazi pfimo ptfed analyzou. Analyza probihala za shodnych
podminek jako pii validaci metody. Kazdy vzorek byl analyzovan tfikrat a z primérné
hodnoty plochy piku byla vypoétena koncentrace. Pro kvantifikaci latek v moci
pacientl byly vyuzity rovnice kalibracnich kiivek. V moci byly hodnoceny koncentrace
biopterinu, neopterinu a dihydroneopterinu + tetrahydroneopterinu. Kreatinin nemohl

byt kvantifikovan, jelikoz celkové byla jeho odezva nereprodukovatelna.
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Obr. 23.:  Analyza vzorku mo¢i prvniho pacienta
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Obr. 25.:  Analyza vzorku mo¢i tietiho pacienta
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Obr. 26.: Analyza vzorku mo¢i ¢tvrtého pacienta
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Obr. 27.:  Analyza vzorku mo¢i patého pacienta
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Byly srovnany koncentrace neopterinu zjisténé touto metodou s koncentracemi
neopterinu ve stejnych biologickych vzorcich zjisténé metodou vyvinutou ve Fakultni

nemocnici Hradec Kralové, umoznujici kvantifikovat pouze neopterin.

Tab. 23.: Zmeérené koncentrace neopterinu, biopterinu a dihydroneopterinu +
tetrahydroneopterinu a srovnani s koncentraci neopterinu namérenou ve stejnych

biologickych vzorcich ve Fakultni nemocnici

Konc.
neopterinu . Konc. .
s Konc. Konc. dihydroneopterinu
. zmerena . . .
Pacient neopterinu biopterinu +
Fakult. .
. (nmol/l) (nmol/l) tetrahydroneopterinu
nemocnicl (an'/l)
(nmol/l)
1 979 1073 7662 -
2 902 775 2536 -
3 3124 3570 7647 5014
4 1298 682 - 5063
5 440 598 - 5263

Z Tab. 23. je patrné, ze koncentrace neopterinu zméfené obéma metodami jsou
radovée stejné.

Metoda je neselektivni pro biopterin, pfi vlastni analyze s nim interferuji balastni
latky z biologického vzorku. Vzorky byly pfedem odstfedény podle metody Fakultni
nemocnice Hradec Kralové a pak natedény 100 krat pouZivanou mobilni fazi pfimo
pred analyzou. Tato metoda piipravy vzorku je nedostate¢nd, lepsich vysledkd by
mohlo byt dosazeno pouzitim extrakce na pevnou fazi nebo extrakce do organického

rozpoustédla.
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6. ZAVER
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1. Byla vyvinuta metoda pro soucasné stanoveni biopterinu, dihydroneopterinu,
tetrahydroneopterinu, neopterinu a kreatininu za pouziti metody HPLC

S fluorescenéni detekci.

2. Na zakladé reSerze byl urcen zplisob detekce zkoumanych latek: A =235 nm pro
kreatinin, Aexc = 353 nm a Aemis = 438 nm pro pteridiny.

3. Byly testovany celkem Ctyfi analytické kolony za riznych chromatografickych
podminek; jedna kolona pro metodu HILIC a tii kolony uréené pro separace
polarnich latek. V ramci tohoto testovani bylo také zkoumano retencni chovani
neopterinu a kreatininu v systému HILIC: druh vodné slozky mobilni faze vice
ovliviioval retenci u kreatininu, u neopterinu byl pribéh zévislosti retencnich

¢ast na koncentraci riznych vodnych slozek mobilni faze podobny.

4. Byla vybrana analytickd kolona a nalezena optimalni mobilni faze pro separaci
zkoumanych latek. Pfi téchto podminkach byl provadén test zpilisobilosti
systému, ovéfeni linearity a stanoveni latek v biologickych vzorcich. Konkrétné
se jednalo o analytickou kolonu ZIC —HILIC. Mobilni faze byla sloZena
Z acetonitrilu a 0,5% kyseliny octové zastoupenych v poméru 87 : 13. Za danych
podminek se podafilo dosdhnout tii pikd na fluorescenénim detektoru
odpovidajici pteridinim a jednoho piku na UV detektoru odpovidajici
kreatininu. Nepodafilo se vSak oddélit od sebe dihydroneopterin a
tetrahydroneopterin. Pro jejich oddéleni by byla zapotiebi chromatograficka
kolona s vyssi separacni ucinnosti (separacni ucinnost pouzité ZIC — HILIC

kolony byla velmi nizkd). Analyza trvala 25 minut.

5. Pii testovani zpiisobilosti systému byla zjiSténa tato data:

= Pozadavek na pocet teoretickych pater (N > 900) byl splnén pouze pro kreatinin.
Pouzitd ZIC — HILIC kolona vykazovala celkové velmi nizkou separacni
ucinnost.

» PoZadavek na asymetrii chromatografickych pik (As < 2,0) byl u vSech latek
splnén.

* Pozadavek na rozliSeni chromatografickych pikd (Rs > 1,5) byl u Ilatek

zobrazovanych na fluorescen¢nim detektoru splnén.
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Podminku opakovatelnosti plochy piku (RSD < 1%) splioval pouze neopterin.
Zde se bohuzel nepodatilo dosahnout lepSich vysledkl. V1iv miize mit stabilita,
malé separacni u¢innost kolony, tvar piku.

Podminky pro opakovatelnost pro retencni ¢as (RSD < 1%) spliiovaly biopterin
a neopterin.

S kreatininem byl problém jak pifi opakovatelnosti plochy piku, tak pfi
opakovatelnosti pro reten¢ni ¢as, nepodafilo se prozatim zjistit davod. Pifi
pouzitych chromatografickych podminkach mél nereprodukovatelny retencni
cas. Také u dihydroneopterinu + tetrahydroneopterinu byla velka chyba pfi testu
opakovatelnosti. Bylo to dano tim, ze se jednd o sumu dvou pikl, které se
nepodatilo rozdélit. Vychodiskem by mohla byt vyména stdvajici kolony za
kolonu s lepsi separa¢ni ucinnosti. Relativné nizka u¢innost pouzivané kolony
zpuisobovala rozmyté piky, coz mélo negativni vliv na reprodukovatelnost.

Z hlediska retence vsak kolona ZIC — HILIC vykazovala vynikajici vlastnosti.

Dale byly testovany linearita a rozmezi kalibrace:

Linearita metody byla testovana v rozmezi koncentraci 10 — 1000 nmol/l pro
pteridiny a 0,1 — 10 pumol/l pro kreatinin. Kalibra¢ni kiivky biopterinu,
neopterinu, s vyhradou pro smés dihydroneopterinu + tetrahydroneopterinu, byly
v daném rozmezi koncentraci linearni. Korelaéni koeficienty pro biopterin a
neopterin  byly vys§i nez 0,999. Korelaéni koeficient pro sumu
dihydroneopterinu + tetrahydroneopterinu byl vyssi nez 0,99. Kalibra¢ni kiivka
kreatininu nebyla linearni, podminky, za kterych byla provadéna kalibrace,
nebyly vhodné pro kvantifikaci kreatininu. Jeho chovani v tomto
chromatografickém systému bylo nereprodukovatelné. Pii¢inu se prozatim

nepodafilo zjistit.

Odstfedéné vzorky moci byly pfed vlastnim stanovenim nafedény 100 krat
mobilni fazi a byla na n& aplikovdna vyvinuta metody. Ziskané vysledky o
koncentraci zkoumanych latek byly porovnany s vysledky ziskanymi
v nemocnici. Koncentrace neopterinu byla fadoveé shodna. Vyvinuta metoda byla
neselektivni pro biopterin, pii vlastni analyze s nim interferovaly balastni latky

z biologického vzorku. Metoda pfipravy vzorku jeho pouhym nafedénim
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mobilni fazi byla nedostacujici, lepSich vysledkii by mohlo byt dosazeno

pouzitim extrakce na pevnou fazi nebo extrakce do organického rozpoustédla.

U vyvinut¢ metody nebylo dosazeno pozadované ucinnosti pro separaci
dihydroneopterinu a tetrahydroneopterinu, které pii analyzach tvorily spole¢ny pik.
Bylo by tieba zvolit kolonu s vyssi separacni G¢innosti, separa¢ni ucinnost pouZzité
kolony byla celkové nizka. Kreatinin se v systému za danych podminek choval zcela
nereprodukovatelné. Pro jeho analyzu by bylo zapotiebi zvolit zcela jiny pFistup nez ke
zbylym latkdm. Vyvinutda metoda nebyla selektivni ani pro stanoveni biopterinu
Vv biologickych vzorcich, kde snim interferovaly balastni latky. Metoda ptipravy
biologického vzorku pro analyzu by méla byt dikladnéjsi. Vyvinuta metoda umoziuje

spolehlivé pouze stanoveni neopterinu.
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