
UNIVERZITA KARLOVA  

FARMACEUTICKĆ FAKULTA V HRADCI KRĆLOV£ 

KATEDRA FARMACEUTICK£ CHEMIE A FARMACEUTICK£ ANALħZY 

 

HPLC hodnocen² L-tryptofanu a jeho metabolitŢ 

v biologick®m materi§lu 

Diplomov§ pr§ce 

KateŚina M§lkov§ 

Vedouc² diplomov® pr§ce: PharmDr. Petr Kastner, Ph.D. 

Hradec Kr§lov®, 2019  



 ĂProhlaġuji, ģe tato pr§ce je mĨm pŢvodn²m autorskĨm d²lem. Veġker§ literatura a dalġ² 

zdroje, z nichģ jsem pŚi zpracov§n² ļerpala, jsou uvedeny v seznamu pouģit® literatury 

a v pr§ci jsou Ś§dnŊ citov§ny. Pr§ce nebyla pouģita k z²sk§n² jin®ho nebo stejn®ho 

titulu.ñ 

V Hradci Kr§lov® dne 2. 5. 2019  

KateŚina M§lkov§



PodŊkov§n² 

Na tomto m²stŊ bych r§da podŊkovala sv®mu ġkoliteli PharmDr. Petru Kastnerovi, PhD. 

za odborn® veden², cenn® pŚipom²nky, trpŊlivost, vstŚ²cnost a vŊnovanĨ ļas 

pŚi vypracov§n² m® diplomov® pr§ce. PodŊkov§n² patŚ² i ostatn²m pracovn²kŢm Katedry 

farmaceutick® chemie a farmaceutick® analĨzy za ochotu, pomoc a vytv§Śen² 

pŚ²jemn®ho pracovn²ho prostŚed². 

Tato diplomov§ pr§ce vznikala v letech 2018 a 2019 za podpory grantu SVV 260 401.



Obsah 

1 ĐVOD ............................................................................................................................ 8 

2 CĉL ................................................................................................................................. 9 

3 TEORETICKĆ ĻĆST .................................................................................................. 10 

3.1 L-tryptofan ............................................................................................................. 11 

3.1.1 Potravinov® zdroje tryptofanu ......................................................................... 11 

3.1.2 Metabolismus tryptofanu ................................................................................ 12 

3.2 Serotonin (5-hydroxytryptamin) ............................................................................ 14 

3.3 Melatonin (5-methoxyacetyltryptamin) ................................................................. 14 

3.4 Fyzik§lnŊ-chemick® vlastnosti tryptofanu a jeho metabolitŢ ................................ 15 

3.5 Vysoko¼ļinn§ kapalinov§ chromatografie ............................................................ 16 

3.5.1 Charakteristika HPLC ..................................................................................... 16 

3.5.2 Princip HPLC .................................................................................................. 16 

3.5.3 Popis kapalinov®ho chromatografu ................................................................. 17 

3.5.4 Kvalitativn² a kvantitativn² analĨza ................................................................ 18 

3.5.5 Stacion§rn² f§ze ............................................................................................... 20 

3.5.6 Detektory ......................................................................................................... 21 

3.5.7 Chromatografick® syst®my ............................................................................. 23 

3.5.8 Đprava vzorku pŚed analĨzou ......................................................................... 24 

3.5.9 Validace .......................................................................................................... 24 

3.6 Publikovan® studie pro stanoven² tryptofanu a jeho metabolitŢ ............................ 27 

4 EXPERIMENTĆLNĉ ĻĆST ........................................................................................ 32 

4.1 Chemik§lie, pŚ²stroje, pomŢcky ............................................................................. 33 

4.2 Obecn® postupy ..................................................................................................... 35 

4.2.1 PŚ²prava roztokŢ .............................................................................................. 35 

4.2.2 PŚ²prava mobiln² f§ze ...................................................................................... 36 

4.2.3 PŚ²prava HPLC syst®mu .................................................................................. 37 



4.3 VĨvoj metody ........................................................................................................ 37 

4.4 LLE a SPE izolace ................................................................................................ 38 

4.5 PŚ²prava roztokŢ pro validaci metody ................................................................... 39 

5 VħSLEDKY A DISKUSE .......................................................................................... 44 

5.1 Parametry vyvinut® metody .................................................................................. 46 

5.2 LLE a SPE izolace ................................................................................................ 49 

5.3 Validace metody .................................................................................................... 50 

5.3.1 Selektivita ....................................................................................................... 50 

5.3.2 Stabilita ........................................................................................................... 51 

5.3.3 Linearita .......................................................................................................... 52 

5.3.4 Spr§vnost ........................................................................................................ 58 

5.3.5 PŚesnost ........................................................................................................... 64 

5.3.6 Opakovatelnost ............................................................................................... 69 

5.3.7 Robustnost ...................................................................................................... 71 

5.4 Shrnut² validace ..................................................................................................... 75 

6 ZĆVŉR ........................................................................................................................ 77 

7 SEZNAM POUĢITħCH ZKRATEK .......................................................................... 78 

8 POUĢITĆ LITERATURA .......................................................................................... 80 

 



Abstrakt  

Univerzita Karlova   

Farmaceutick§ fakulta v Hradci Kr§lov® 

Katedra farmaceutick® chemie a farmaceutick® analĨzy 

Kandid§t: KateŚina M§lkov§ 

Vedouc² diplomov® pr§ce: PharmDr. Petr Kastner, Ph.D. 

N§zev diplomov® pr§ce: HPLC hodnocen² L-tryptofanu a jeho metabolitŢ 

v biologick®m materi§lu 

T®matem diplomov® pr§ce bylo vyvinut² optimalizovanĨch podm²nek 

pro stanoven² L-tryptofanu a jeho metabolitŢ (L-kynurenin, kyselina kynurenov§, 

serotonin, kyselina 5-hydroxyindol-3-octov§, melatonin) pomoc² vysoko¼ļinn® 

kapalinov® chromatografie. 

Separace prob²hala na silikagelov® kolonŊ Kinetex EVO C18 (100A, 

150 Ĭ 3 mm, 5 ɛm) s pŚedkolonou OPTI-GUARD 1 mm C18 za pouģit² 

spektrofotometrick® a fluorimetrick® detekce. VĨchoz² parametry detekce uveden® 

v metodŊ byly nastaven® pro kynurenin (absorbance pŚi 369 nm, 227 nm a fluorescenļn² 

detekce Ex: 369 Em: 475). Detekļn² a eluļn² parametry metody byly d§le 

optimalizov§ny dle pŚid§vanĨch analyzovanĨch l§tek na z§kladŊ jejich individu§ln²ch 

UV a fluorescenļn²ch spekter.   

Byly zkouġeny rŢzn® mobiln² f§ze, rŢzn§ pH tlumivĨch roztokŢ. VĨsledn§ 

mobiln² f§ze se skl§dala ze dvou sloģek: 

¶ mobiln² f§ze A: voda + octanovĨ tlumivĨ roztok 0,1 M; pH 4,5; methanol 

v pomŊru 97:3 

¶ mobiln² f§ze B: methanol. 

Byla vyuģita eluce gradientov§. PrŢtokov§ rychlost mobiln² f§ze byla 

0,5 ml/min. Teplota na kolonŊ byla nastaven§ na 30 ÁC. Objem n§stŚiku ļinil 100 ɛl. 

Celkov§ doba analĨzy byla 30 min.  

HPLC analĨza byla validov§na dle FDA smŊrnic. Jako vnitŚn² standard byl 

pouģitĨ vanilin. Hodnocen® validaļn² parametry byly selektivita, stabilita, linearita, 

spr§vnost, pŚesnost ï opakovatelnost a robustnost. Vġechny nalezen® hodnoty byly 

v pŚijateln®m rozsahu. 

Kl²ļov§ slova: L-tryptofan, L-kynurenin, kyselina kynurenov§, serotonin, kyselina 

5-hydroxyindol-3-octov§, melatonin, HPLC  



Abstract 

Charles University  

Faculty of Pharmacy in Hradec Kr§lov® 

Department of Pharmaceutical Chemistry and Pharmaceutical Analysis 

Candidate: KateŚina M§lkov§ 

Supervisor: PharmDr. Petr Kastner, Ph.D. 

Title of thesis: HPLC evaluation of L-tryptophan and its metabolites in biological 

material 

The purpose of this thesis was to develop optimized conditions for determination 

of L-tryptophan and its metabolites (L-kynurenine, kynurenic acid, serotonin, 

5-hydroxyindole-3-acetic acid, melatonin) using high performance liquid 

chromatography. 

Separation was achieved by a silica gel column Kinetex EVO C18 (100A, 

150 Ĭ 3 mm, 5 ɛm) with guard column OPTI-GUARD 1 mm C18 using 

spectrophotometric and fluorimetric detection. Initial parameters of detection mentioned 

in the method were for kynurenine (absorbance at 369 nm, 227 nm and fluorescence 

detection Ex: 369 Em: 475). Detection and elution parameters of the method were 

further optimized for subsequently added analysed substances on the basis of their 

individual UV and fluorescence spectra.  

Different types of mobile phase, different pH of buffer were examined. 

The finally mobile phase consisted of two components: 

¶ mobile phase A: water + acetate buffer 0,1 M; pH 4,5; methanol in a ratio 97:3 

¶ mobile phase B: methanol. 

The separation was performed by gradient elution. The flow rate was 

0,5 ml/min. The column temperature was set at 30 ÁC. The injection volume was 100 ɛl. 

Total runtime was 30 min.  

HPLC analysis was validated according to FDA guidelines. Vanillin was used as 

the internal standard. Selectivity, stability, linearity, accuracy, precision ï repeatability, 

and robustness were measured validation parameters and all found values were within 

acceptable ranges. 

Keywords: L-tryptophan, L-kynurenine, kynurenic acid, serotonin, 

5-hydroxyindole-3-acetic acid, melatonin, HPLC  
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1 ĐVOD 

Tato diplomov§ pr§ce se zamŊŚuje na vĨvoj a optimalizaci metody pomoc² 

vysoko¼ļinn® kapalinov® chromatografie. 

L-tryptofan patŚ² mezi dvacet proteinogenn²ch L-aminokyselin a je dŢleģitĨm 

prekurzorem mnoha neuroaktivn²ch l§tek (L-kynurenin, kyselina kynurenov§, 

melatonin, serotonin, kyselina chinolinov§). Jeho katabolity mohou pŢsobit 

neuroprotektivnŊ, neurotoxicky, antioxidaļnŊ nebo naopak mohou oxidaļn² stres 

vyvolat. Metabolismus L-tryptofanu je podrobnŊji pops§n v teoretick® ļ§sti t®to 

diplomov® pr§ce.  

Teoretick§ ļ§st se vŊnuje z§kladn²m poznatkŢm o vysoko¼ļinn® kapalinov® 

chromatografii. V souļasn® dobŊ se jedn§ o zcela bŊģnou analytickou metodu, kter§ 

vynik§ svoj² rychlost², pŚesnost² a citlivost². UmoģŔuje jak kvalitativn², 

tak i kvantitativn² analĨzu. Vyuģit² nal®z§ v nejrŢznŊjġ²ch odvŊtv²ch nejenom 

farmaceutick®ho vĨzkumu.  

V teoretick® ļ§sti jsou mimo jin® shrnuty poznatky z publikac² vŊnuj²c² se vĨvoji 

a optimalizaci metod pro detekci L-tryptofanu a nŊkterĨch jeho metabolitŢ. 

Vyvinut§ metoda vyuģ²v§ separaci na reverzn² f§zi s ļ§sticemi s pevnĨm j§drem 

a kombinaci spektrofotometrick® a fluorimetrick® detekce. Je validov§na dle ofici§ln²ch 

smŊrnic a byla pouģita pro stanoven² L-tryptofanu a jeho metabolitŢ ve vzorc²ch 

z²skanĨch z placent§ln² perf¼ze krys.  
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2 CĉL 

C²lem t®to diplomov® pr§ce je vĨvoj, optimalizace a validace metody 

pro stanoven² L-tryptofanu a jeho metabolitŢ (L-kynurenin, kyselina kynurenov§, 

serotonin, kyselina 5-hydroxyindol-3-octov§, melatonin) za pouģit² vysoko¼ļinn® 

kapalinov® chromatografie s vyuģit²m spektrofotometrick® a fluorimetrick® detekce. 

Nejprve bude tŚeba stanovit vhodn® chromatografick® podm²nky ï vhodn® 

sloģen² mobiln² f§ze, detekci, objem n§stŚiku, teplotu na kolonŊ, rychlost prŢtoku a to 

tak, aby L-tryptofan a jeho metabolity byly separov§ny s dostateļnou citlivost² 

a dostateļnĨm rozliġen²m. Metoda bude validov§na dle ofici§ln²ch smŊrnic a hodnocena 

pomoc² validaļn²ch parametrŢ, kterĨmi budou: selektivita, stabilita, linearita, spr§vnost, 

pŚesnost ï opakovatelnost a robustnost.  
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3 TEORETICKĆ ĻĆST  
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3.1 L-tryptofan 

SystematickĨ n§zev: kyselina (2S)-2-amino-3-(1H-indol-3-yl)propanov§ 
1
 

Sum§rn² vzorec: C11H12N2O2 
1
 

Molekulov§ hmotnost: 204,23 
1
 

L-tryptofan (d§le jen tryptofan), jedna z dvaceti 

proteinogenn²ch L-aminokyselin, byl objeven 

anglickĨm chemikem F. Hopkinsem v roce 1901. PatŚ² 

mezi esenci§ln² aminokyseliny, coģ znamen§, ģe si ji n§ġ organismus nedok§ģe s§m 

syntetizovat. Proto je nezbytn® tryptofan pŚij²mat exogennŊ. 
2, 3

 

Jedn§ se o b²lĨ nebo t®mŊŚ b²lĨ krystalickĨ ļi amorfn² pr§ġek, m²rnŊ rozpustnĨ 

ve vodŊ, tŊģce v lihu 96%. Tryptofan se rozpouġt² ve zŚedŊnĨch roztoc²ch alkalickĨch 

hydroxidŢ a miner§ln²ch kyselin. 
1
 

Z§kladem chemick® struktury tryptofanu je kyselina propanov§ s nav§zanĨm 

indolem a amino skupinou. 
1
 

KromŊ toho, ģe se jedn§ o proteinogenn² L-aminokyselinu, je tak® dŢleģitĨm 

prekurzorem mnoha neuroaktivn²ch l§tek (L-kynurenin, kyselina kynurenov§, 

melatonin, serotonin, kyselina chinolinov§). Katabolity maj² celou Śadu ¼ļinkŢ. Mohou 

pŢsobit neuroprotektivnŊ, neurotoxicky, antioxidaļnŊ nebo naopak mohou oxidaļn² 

stres zpŢsobit ļi indukovat apopt·zu. 
2, 4, 5

 

3.1.1 Potravinov® zdroje tryptofanu 

Doporuļen§ denn² d§vka tryptofanu je 3,5 ï 6 mg/kg/den. 
2
 

Tryptofan najdeme v potravin§ch bohatĨch na proteiny aŠ uģ ģivoļiġn®ho 

ļi rostlinn®ho pŢvodu. 

¶ ģivoļiġnĨ pŢvod: ml®ko a ml®ļn® vĨrobky, sĨry, vejce, maso, plody moŚe 

¶ rostlinnĨ pŢvod: s·jov® boby, brambory, oŚechy (vlaġsk®, l²skov®, keġu) 
2, 5

 

Deficience tryptofanu mŢģe bĨt zpŢsobena nespr§vnou ģivotospr§vou ļi stresem, 

coģ mŢģe zpŢsobit celou Śadu onemocnŊn² (deprese, zmŊny n§lad, anxieta, sp§nkov§ 

deprivace, anorexie, agitace, suicid§ln² sklony, depersonalizace). 
2, 4, 6
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3.1.2 Metabolismus tryptofanu  

Tryptofan je katabolizov§n dvŊma hlavn²mi cestami (Obr. 1). Biotransformace 

na serotonin, melatonin, kyselinu 5-hydroxyindol-3-octovou tvoŚ² celkovŊ 3 ï 10 %. 

IndolovĨ kruh zde zŢst§v§ neporuġenĨ. ZbylĨch 90 ï 97 % tvoŚ² kynureninov§ cesta, 

kdy doch§z² k rozġtŊpen² indolov®ho kruhu. 
2
 

Synt®za serotoninu v CNS je z§visl§ na hladinŊ tryptofanu v plazmŊ a prob²h§ 

ve dvou kroc²ch. PrvnŊ doch§z² k hydroxylaci tryptofanu pomoc² TPH (tryptofan 

hydroxylasa) za vzniku 5-hydroxytryptofanu. N§slednŊ je 5-hydroxytryptofan 

dekarboxylov§n za vzniku serotoninu. Reakce je katalyzov§na dekarboxylasou. 
2, 4

 

Serotonin je degradov§n na 5-hydroxyacetaldehyd za pŚ²tomnosti MAO-A 

a n§slednŊ oxidov§n na kyselinu 5-hydroxyindol-3-octovou pomoc² 

aldehyddehydrogenasy. Acetylac² serotoninu transferasou vznik§ N-acetyl-serotonin, 

kterĨ je n§slednŊ konvertov§n na melatonin. Reakce je katalyzov§na transferasou.
 2
 

Druh§ cesta biotransformace tryptofanu vede ke vzniku neuroprotektivn² 

kyseliny kynurenov®, neurotoxick®mu L-kynureninu (d§le jen kynurenin) 

a neurotoxick® kyselinŊ chinolinov®. Zde hraj² roli dva kl²ļov® enzymy ï TDO 

(tryptofan 2,3-dioxygenasa) pŚ²tomn§ v j§trech a IDO (indolamin 2,3-dioxygenasa) 

pŚ²tomn§ v extrahepat§ln²ch tk§n²ch (CNS, pl²ce, placenta). 
2, 7

 

Metabolismus tryptofanu na serotonin vede k produkci NADH, zat²mco 

metabolismus tryptofanu kynureninovou cestou vede k produkci NAD
+
. 

7
 

IDO je indukov§na faktory, kter® hraj² roli v patofyziologii deprese (proz§nŊtliv® 

cytokiny, lipopolysacharidy, oxidaļn² stres). TDO je indukov§na glukokortikoidy, 

jejichģ hladina bĨv§ u deprese zvĨġena. Deprese bĨv§ doprov§zena sn²ģenou hladinou 

tryptofanu v plazmŊ, sn²ģenou hladinou neuroprotektivn²ch metabolitŢ nebo zvĨġenou 

hladinou neurotoxickĨch metabolitŢ tryptofanu. 
3, 4, 8

 

Na rozd²l od oļek§v§n², nŊkter® studie uv§dŊj² naopak zvĨġen® hladiny 

tryptofanu bŊhem depresivn²ch epizod. Aktivita IDO je u ģen signifikantnŊ vyġġ² 

neģ u muģŢ, coģ vysvŊtluje zvĨġenou prevalenci depres² u ģen. 
4, 9

 

ZvĨġen® hladiny kyseliny chinolinov® v mozku jsou ļasto spojeny s patogenez² 

neurodegenerativn²ch onemocnŊn² (Alzheimerova choroba, Huntingtonova choroba). 
10, 

11
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Obr. 1 ZjednoduġenĨ metabolismus tryptofanu, zachycen® jsou stanovovan® l§tky 
7
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3.2 Serotonin (5-hydroxytryptamin)   

Tento biogenn² amin m§ v lidsk®m tŊle vĨznam zejm®na jako neurotransmiter. 

Serotoninergn² neurony jsou distribuov§ny v rŢznĨch regionech CNS (mozeļek, 

hippocampus, hypotalamus). Nedostatek serotoninu v CNS je spojen s depres², 

poruchou kognice, se zmŊnami n§lady, chov§n², libida. Serotonin pŢsob² i na periferii 

(gastrointestin§ln² syst®m, imunitn² syst®m). 
2, 12

 

3.3 Melatonin (5-methoxyacetyltryptamin)  

Melatonin, neboli 5-methoxyacetyltryptamin, byl poprv® izolovanĨ v roce 1958. 

Nejvyġġ² hladiny melatoninu jsou v noci. Melatonin je silnĨ antioxidant, ale pŚedevġ²m 

ovlivŔuje ¼roveŔ bdŊn² prostŚednictv²m specifickĨch receptorŢ. Je vyuģ²v§n jako 

hypnotikum. 
13

 

Hlavn²m m²stem tvorby melatoninu je epifĨza. Melatonin je distribuov§n ale 

i v jinĨch org§nech (s²tnice, ledviny, placenta, respiraļn² a gastrointestin§ln² trakt). 
14 

 

N²zk® hladiny melatoninu jsou pozorov§ny u pacientŢ s Alzheimerovou 

chorobou, anorexi², depres². 
3, 6
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3.4 Fyzik§lnŊ-chemick® vlastnosti tryptofanu a jeho metabolitŢ 

Tab. 1 Fyzik§lnŊ-chemick® vlastnosti tryptofanu a jeho metabolitŢ (hodnoty pKa a log P 

jsou vypoļ²t§ny pomoc² programu ChemDraw 18.0 s vĨjimkou pKa Melt) 
15, 16, 17, 18, 19, 20

 

 pKa log P Mr  (g/mol) 

kynurenin 

 

2,087 

9,076 
-0,82 208,217 

kyselina kynurenov§ 

 

2,958 

7,659 
1,71 189,17 

serotonin 

 

10,456 

9,741 
0,51 176,219 

tryptofan 

 

10,012 

2,094 
0,32 204,229 

kyselina 5-hydroxyindol -3-octov§ 

 

4,135 

9,932 
0,69 191,186 

melatonin 

 

16,51 

- 0,69 

(v cel®m rozsahu 

pH bez n§boje) 
20

 

0,59 232,283 
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3.5 Vysoko¼ļinn§ kapalinov§ chromatografie 

3.5.1 Charakteristika HPLC  

Vysoko¼ļinn§ kapalinov§ chromatografie (HPLC, high performance liquid 

chromatography) je jedna z nejprogresivnŊjġ²ch analytickĨch metod souļasnosti. 

Nach§z² uplatnŊn² ve vġech oblastech nejenom analĨzy l®ļiv. Je s oblibou pouģ²v§na 

v modern²ch l®kopisech (identita, obsah, ļistota l®ļiva). 
26

 

Mezi hlavn² pŚednosti t®to metody patŚ²: 

Å separaļn² metoda umoģŔuj²c² kvalitativn² i kvantitativn² analĨzu 

Å moģnost automatizace (autosampler, des²tky analĨz bez obsluhy oper§tora) 

Å rychlost 

Å vysok§ citlivost (v z§vislosti na pouģit®m detektoru) 

Å mal® mnoģstv² vzorku. 
26

 

3.5.2 Princip HPLC  

Kapalinov§ chromatografie je zaloģena na rozd²ln® distribuci dŊlenĨch l§tek 

ve smŊsi mezi dvŊ rŢzn® nem²siteln® f§ze ï mobiln² (pohyblivou) a stacion§rn² 

(nepohyblivou). Mobiln² f§z² je v kapalinov® chromatografii kapalina. Stacion§rn² f§z² 

mŢģe bĨt tuh§ l§tka anebo kapalina na tuh®m nosiļi. Stacion§rn² f§ze se nach§z² 

v chromatografick® kolonŊ ve formŊ sorbentu, pŚes kterĨ prot®k§ mobiln² f§ze. 

U vysoko¼ļinn® kapalinov® chromatografie je mobiln² f§ze pŚiv§dŊna do syst®mu 

pomoc² ļerpadla za vysok®ho tlaku.
 27

 

Aby doch§zelo k distribuci mezi mobiln² a stacion§rn² f§z², mus² existovat 

f§zov® rozhran². PŚi dŊlen² l§tek doch§z² k opakovan®mu ustalov§n² rovnov§hy mezi 

mobiln² a stacion§rn² f§z².
 27

 

Separace a eluce jednotlivĨch analytŢ je tedy z§visl§ na charakteru stacion§rn² 

a mobiln² f§ze. MŢģeme mluvit o eluci izokratick®, kdy m§me mobiln² f§zi 

o konstantn²m sloģen² nebo o eluci gradientov®, kdy m§me mobiln² f§zi o zvyġuj²c² se 

eluļn² s²le. Izokratick§ eluce je vhodn§, pokud maj² l§tky podobn® fyzik§lnŊ-chemick® 

vlastnosti. Zat²mco gradientov§ eluce je vhodn§, pokud maj² l§tky odliġn® 

fyzik§lnŊ-chemick® vlastnosti a jejich izokratick§ eluce by byla ļasovŊ n§roļn§.
 27
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Po vĨstupu z kolony jsou jednotliv® separovan® z·ny zaznamen§ny detektorem 

a sign§l je pŚeveden do chromatografick®ho z§znamu, kterĨ se nazĨv§ chromatogram. 

KŚivky chromatografick®ho z§znamu nazĨv§me p²ky (eluļn² kŚivky). 
27

 

3.5.3 Popis kapalinov®ho chromatografu 

KapalinovĨ chromatograf se skl§d§ z n§sleduj²c²ch ļ§st² (Obr. 2): 

¶ z§sobn²ky MF (uchov§v§n² MF) 

¶ degasser (odplynŊn² MF) 

¶ vysokotlak® ļerpadlo (transport MF) 

¶ autosampler, manu§ln² d§vkovaļ (d§vkov§n² vzorku) 

¶ kolona (separace l§tek) 

¶ detektor (detekce l§tek) 

¶ PC, chromatografickĨ software (z§znam dat pro n§sledn® vyhodnocen²).
 27

 

 

Obr. 2 Sch®ma kapalinov®ho chromatografu 
28

 

Chromatograf mŢģe m²t Śadu obmŊn. NŊkter® komponenty mohou bĨt vyŚazeny 

nebo naopak pŚid§ny. 
27

 

Z§sobn²ky mobiln² f§ze jsou nejļastŊji sklenŊn® n§doby urļit®ho objemu, 

vhodnŊ zakryt® z dŢvodu omezen² vypaŚov§n² rozpouġtŊdla a tak® ochrany 

pŚed vniknut²m prachovĨch ļ§stic do mobiln² f§ze. V z§sobn²c²ch mobiln² f§ze jsou 

speci§ln² filtry, kter® zachycuj² suspendovan® tuh® ļ§stice a zamezuj² tak vstupu 

do HPLC syst®mu.
 27

 

Degasser slouģ² k odplynŊn² mobiln² f§ze. OdplynŊn² eliminuje celou Śadu 

probl®mŢ (neopakovateln® retenļn² ļasy, ġpatn§ opakovatelnost objemu vzorku, sn²ģen§ 

citlivost detekce, nestabilita provozu ļerpadel). Pouģ²vaj² se dva principy odplynŊn² 

mobiln² f§ze ï probubl§v§n² heliem nebo vakuovĨ degasser.
 27
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PŚi izokratick® eluci je mobiln² f§ze vedena jen z jednoho z§sobn²ku MF 

do vysokotlak®ho ļerpadla. PŚi gradientov® eluci je mobiln² f§ze pŚiv§dŊna ze dvou 

ļi v²ce z§sobn²kŢ a dle programu jsou f§ze m²seny ve smŊġovaļi, kterĨ se nach§z² 

pŚed vysokotlakĨm ļerpadlem. NŊkdy mŢģe bĨt gradientov§ eluce uskuteļnŊna pomoc² 

dvou vysokotlakĨch ļerpadel, kdy se smŊġovaļ nach§z² za ļerpadlem. 
27

 

D§le je mobiln² f§ze vedena pŚes autosampler do chromatografick® kolony. 

Vzorky jsou v autosampleru v malĨch sklenŊnĨch lahviļk§ch zvanĨch vialky (2 ml).
 27

 

Pl§ġŠ chromatografickĨch kolon je nejļastŊji z nerezov® oceli. VnitŚn² povrch 

kolony mus² odol§vat vysokĨch tlakŢm, chemick®mu pŢsoben² MF a pokud moģno, mŊl 

by bĨt dokonale hladkĨ. Pro analytick® ¼ļely se pouģ²vaj² kolony o vnitŚn²m prŢmŊru 

2,1 aģ 5 mm, d®lce 10 aģ 300 mm a plnŊn® n§plnŊmi o velikosti ļ§stic 1 aģ 10 ɛm.
 27

 

Kolona je kapil§rou spojena s detektorem, ze kter®ho je sign§l veden do datov® 

stanice. Za detektorem mŢģe bĨt jeġtŊ zaŚazen sbŊraļ frakc².
 27

 

3.5.4 Kvalitativn² a kvantitativn² analĨza 

3.5.4.1 Kvalitativn² analĨza 

K identifikaci l§tek se nejļastŊji vyuģ²vaj² retenļn² ļasy, pŚ²padnŊ retenļn² 

objemy, z²skan® vyhodnocen²m chromatogramu pomoc² chromatografickĨch softwarŢ. 

Dalġ² informaci o analytu mohou poskytnout specifick® detektory napŚ²klad DAD, 

NMR, MS. Posledn² dva jmenovan® poskytuj² detailn² informace o molekulov® 

hmotnosti a struktuŚe molekuly. 
29

 

Retenļn² ļas, nŊkdy tak® eluļn² ļas, je definov§n jako ļas od n§stŚiku vzorku 

na kolonu aģ po maximum chromatografick®ho p²ku dan® l§tky. 
26

 

V praxi se nejļastŊji porovn§v§ retenļn² ļas p²ku analyzovan®ho vzorku 

s retenļn²m ļasem p²ku standardu za stejnĨch chromatografickĨch podm²nek (sloģen² 

MF, teplota). 
26, 29

 

3.5.4.2 Kvantitativn² analĨza 

Z§kladem kvantitativn² analĨzy je nalezen² vztahu mezi plochou, pŚ²padnŊ 

vĨġkou p²ku, a mnoģstv²m eluovan® l§tky. Plochy p²kŢ lze opŊt vyhodnocovat pomoc² 

chromatografickĨch softwarŢ. NejļastŊjġ² chybou je nepŚesn® urļen² z§kladn² linie 

chromatogramu a nepŚesn® urļen² zaļ§tku a konce p²ku. 
29
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PŚi kvantitativn²m hodnocen² jsou vyuģ²v§ny tyto metody: metoda vnŊjġ²ho 

standardu, metoda vnitŚn²ho standardu, metoda pŚ²davku standardu, metoda 

normalizace. 
29

 

Metoda vnŊjġ²ho standardu 

Metoda vnŊjġ²ho standardu (external standard method, external standard 

calibration), nŊkdy tak® metoda kalibraļn² kŚivky, je nejjednoduġġ². Koncentrace 

stanovovan® l§tky se urļ² porovn§n²m plochy jej²ho p²ku s p²kem standardu 

za pŚedpokladu, ģe plocha p²ku je pŚ²mo ¼mŊrn§ koncentraci l§tky jak u standardu, tak i 

u vzorku. 
29

 

Metoda vnitŚn²ho standardu 

Princip t®to metody je podobnĨ metodŊ vnŊjġ²ho standardu. Rozd²l spoļ²v§ 

v pŚid§n² stejn®ho mnoģstv² vnitŚn²ho standardu k roztoku vzorku i k roztoku standardu. 

VnitŚn² standard je chemick§ l§tka, kter§ mus² bĨt dobŚe oddŊlena od analyzovan®ho 

vzorku a z§roveŔ by mŊla bĨt eluov§na v bl²zkosti stanovovan® sloģky. Tak® by tato 

l§tka mŊla m²t podobn® fyzik§lnŊ-chemick® vlastnosti a podobnou koncentraci jako 

stanovovan§ sloģka. VĨhodou metody je vyġġ² pŚesnost a eliminace chyb.
 29, 30

 

Metoda pŚ²davku standardu 

Metoda pŚ²davku standardu (standard addition method), nŊkdy nespr§vnŊ 

oznaļov§na jako metoda standardn²ho pŚ²davku, porovn§v§ analytickĨ sign§l vzorku se 

sign§lem z²skanĨm po pŚid§n² zn§mĨch pŚ²davkŢ standardŢ stejn®ho druhu jako je 

stanovovan§ l§tka. 
29

 

Metoda normalizace  

Obsah stanovovan® l§tky se vyj§dŚ² jako procentu§ln² pod²l z ploch p²kŢ 

na chromatogramu. Zanedb§ny jsou p²ky, kter® n§leģ² rozpouġtŊdlŢm a p²ky 

pod limitem zanedbatelnosti. Z§kladn²m nedostatkem t®to metody je pŚedpoklad, ģe by 

vġechny analyty mŊly vykazovat stejnou odezvu u dan®ho detektoru. Pokud jsou plochy 

p²kŢ dvou analytŢ o stejn® koncentraci odliġn®, mŢģeme plochu korigovat za vyuģit² 

tzv. korekļn²ch faktorŢ. Tato metoda je pouģ²v§na ve farmaceutick® analĨze 

pŚi stanoven² ļistoty substanc². 
1, 29, 30
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3.5.5 Stacion§rn² f§ze 

Stacion§rn² f§ze je nepohyblivou ļ§st² HPLC syst®mu. Touto f§z² mŢģe bĨt tuh§ 

l§tka nebo film kapaliny zakotvenĨ ļi chemicky nav§zanĨ na tuhou matrici, kter§ se 

nazĨv§ nosiļ. Stacion§rn² f§ze je tedy sloģka HPLC syst®mu, kde doch§z² 

k separaļn²mu procesu.
 27

 

Neexistuje jednoduch® rozdŊlen² stacion§rn²ch f§z². Stacion§rn² f§ze mŢģeme 

ļlenit na pol§rn², nepol§rn² a amfotern². D§le mohou bĨt f§ze rozdŊleny 

dle chromatografick®ho m·du, kterĨ je pouģit pro separaci, na norm§ln², reverzn², 

ionexy, HILIC, HIC, gely, afinitn², chir§ln². Dalġ² rozdŊlen² stacion§rn²ch f§z² mŢģe bĨt 

dle jejich chemick®ho sloģen² na anorganick® oxidy, chemicky v§zan® f§ze na b§zi 

silikagelu, polymern², hybridn², SF na b§zi grafitov®ho uhl²ku. 
27

 

Stacion§rn² f§ze mus² bĨt chemicky a tepelnŊ stabiln². Nesm² doch§zet 

k reakc²m s mobiln² f§z². Kdyby doch§zelo k vymĨv§n² stacion§rn² f§ze z kolony, 

mohlo by se to projevit sn²ģen²m citlivosti detekce nebo jej²m ¼plnĨm znemoģnŊn²m. 
27

 

Silikagel 

Silikagel je nejrozġ²ŚenŊjġ²m pol§rn²m anorganickĨm sorbentem. M§ mnoho 

vlastnost², d²ky kterĨm je takŚka ide§ln²m nosiļem. Jeho vysok§ mechanick§ odolnost 

umoģŔuje aplikaci pŚi vysokĨch tlac²ch. V pŚ²tomnosti organickĨch rozpouġtŊdel se 

nesr§ģ², ani nebobtn§. Aktivn²mi centry na povrchu silikagelu jsou silanolov® 

skupiny. 
27

 

Stacion§rn² f§ze na b§zi kovovĨch oxidŢ 

Kovov® oxidy patŚ² mezi pol§rn² anorganick® sorbenty. Maj² daleko lepġ² 

chemickou a fyzik§ln² stabilitu neģ silikagel. Ve vysoko¼ļinn® kapalinov® 

chromatografii nalezly uplatnŊn² tyto oxidy: oxid zirkoniļitĨ, oxid hlinitĨ a oxid 

titaniļitĨ. Charakter povrchu kovovĨch oxidŢ je sloģitŊjġ² neģ u silikagelu. 
27

 

Polymern² stacion§rn² f§ze 

Polymery jsou vŊtġinou stabiln² v cel®m rozsahu pH i pŚi vysokĨch teplot§ch. 

Jsou tvoŚeny s²t² mikrosf®r, kter® vytv§Ś² por®zn² strukturu. NevĨhodou tŊchto f§z² je 

sr§ģen² ļi bobtn§n² pŚi vysok®m obsahu organick® sloģky v mobiln² f§zi. Pro separace 

se vyuģ²v§ kopolymer styrenu a divinylbenzenu, polyvinylalkohol a metakryl§ty. 
27
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Stacion§rn² f§ze na b§zi grafitov®ho uhl²ku 

Por®zn² grafitovĨ uhl²k poskytuje dobrou mechanickou stabilitu a 

chromatografickou ¼ļinnost. PatŚ² mezi velmi siln® adsorbenty. PŚesnĨ mechanismus 

retence na t®to f§zi je komplikovanĨ a nebyl prozat²m objasnŊn. 
27

 

3.5.6 Detektory 

Ide§ln² HPLC detektor by mŊl m²t tyto vlastnosti (ve skuteļnosti ģ§dnĨ detektor 

nem§ a nemŢģe m²t vġechny tyto vlastnosti): vysok§ citlivost a pŚedv²datelnost, 

univerz§lnost, specificita, linearita, spolehlivost a snadnost pouģit², nedestruktivnost, 

sign§l nez§vislĨ na sloģen² MF, zmŊnŊ teploty a prŢtoku, nulovĨ pŚ²spŊvek 

k mimokolonov®mu rozmĨv§n² eluļn²ch z·n, kvalitativn² informace pro detekovan® 

p²ky. 
27

 

Mezi nejbŊģnŊjġ² HPLC detektory Śad²me spektofotometrickĨ, fluorimetrickĨ 

(fluorescenļn²), elektrochemickĨ, hmotnostn², refraktometrickĨ, radiometrickĨ detektor, 

detektor rozptylu svŊtla, detektor nabitĨch ļ§stic a dalġ². 
27

 

V posledn² dobŊ doch§z² k n§rŢstu vyuģit² hmotnostn² spektrometrie na ¼kor 

UV-VIS a fluorescenļn² detekce. VĨhodou hmotnostn²ho spektrometru je univerz§lnost 

a citlivost, a to i pŚes jeho vysokou cenu. 
27

 

Spektrofotometrick® detektory  

Tyto detektory jsou zaloģeny na principu absorpce z§Śen² v oblasti vlnovĨch 

d®lek od 190 do 800 nm. PŚi kvantitativn² analĨze je vyuģ²v§n Lambert-BeerŢv z§kon, 

kterĨ vyjadŚuje vz§jemnĨ vztah mezi tlouġŠkou absorbuj²c² vrstvy, koncentrac² 

absorbuj²c² sloģky a vlastn² velikost² absorpce, vyj§dŚenou jako absorbance. 
27

 

Spektrofotometrick® detektory mohou bĨt dle konstrukļn²ho uspoŚ§d§n² 

rozdŊleny na detektory s fixn² vlnovou d®lkou, detektory s mŊnitelnou vlnovou d®lkou, 

detektory s programovatelnou vlnovou d®lkou a detektory s diodovĨm polem. 
27

 

Spektrofotometrick® detektory jsou pouģ²v§ny nejļastŊji. Jejich vĨhodou je 

znaļn§ citlivost a fakt, ģe se mohou pouģ²vat pŚi gradientov® eluci. 
26
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Fluorescenļn² detektory  

Fluorescenļn² detektor je zaloģen na fluorescenci analytu a mŊŚen² emisn²ho 

z§Śen², kter® l§tka vyd§ po absorpci excitaļn²ho elektromagnetick®ho z§Śen². 

Po absorpci z§Śen² pŚech§zej² molekuly l§tek ze z§kladn²ho do excitovan®ho 

elektronov®ho stavu. 
27

 

Fluorescenļn² detektory jsou v porovn§n² se spektrofotometrickĨmi detektory 

m®nŊ univerz§ln², ale za to jsou citlivŊjġ², selektivnŊjġ² a jsou rovnŊģ pouģiteln® 

pro gradientovou eluci. 
26

 

Elektrochemick® detektory  

Elektrochemick® detektory se pouģ²vaj² u l§tek, kter® jsou schopn® 

elektrochemick® reakce prob²haj²c² na f§zov®m rozhran² roztok (MF) ï elektroda. Tyto 

detektory mŊŚ² urļitou elektrickou veliļinu (potenci§l, proud), kter§ se mŊn² v dŢsledku 

pŚ²tomnosti analytu v mobiln² f§zi po prŢchodu prŢtokovou celou detektoru. BuŅ 

mŢģeme m²t detektory amperometrick®, kter® mŊŚ² proud vyvolanĨ prŢchodem 

redukovan®/oxidovan® l§tky celou detektoru nebo detektory coulometrick®, kter® mŊŚ² 

n§boj potŚebnĨ k oxidaci ļi redukci l§tky pŚi jej²m prŢtoku celou. 
27

 

Elektrochemick® detektory dosahuj² vysok® citlivosti, ovġem vŊtġinu z nich 

nelze pouģ²t pŚi gradientov® eluci. Dalġ² nevĨhodou tŊchto detektorŢ jsou vysok® 

poģadavky na mobiln² f§zi (ļistota, dokonal® odplynŊn²). 
26, 27

 

Refraktometrick® detektory  

Refraktometrick® detektory jsou pouģ²van® nejd®le a maj² celou Śadu nevĨhod 

(n²zk§ citlivost detekce, teplotn² z§vislost odezvy, nemoģnost pouģit² pŚi gradientov® 

eluci, nutnost konstantn²ho prŢtoku MF bez pulzŢ). Tyto univerz§ln² detektory mŊŚ² 

rozd²l indexu lomu ļist® mobiln² f§ze a mobiln² f§ze s analyzovanou l§tkou. 
26, 27

 

HmotnostnŊ spektrometrick® detektory 

Proces detekce hmotnostn² spektrometri² se odehr§v§ ve tŚech kroc²ch. Nejprve 

mus² bĨt vzorek ionizov§n (ionizace elektrosprejem, chemick§ ionizace, fotoionizace). 

Pot® n§sleduje rozdŊlen² iontŢ podle pomŊru hmotnost/n§boj a jejich urychlen² 

v analyz§toru. Nakonec doch§z² k detekci iontŢ a zes²len² sign§lu v detektoru. 
26, 27

 

Hmotnostn² spektrometry jsou velmi specifick® a staly se standardn²mi detektory 

v bioanalytice, potravinov® analĨze, proteomice, pŚi vĨzkumu a vĨvoji novĨch l®kovĨch 

struktur. 
27
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Chemiluminiscenļn² detektory 

U chemiluminiscenļn²ch detektorŢ je vyuģ²v§na fluorescence, kter§ je vyvol§na 

chemickou reakc². Existuj² tŚi typy chemiluminiscenļn²ch HPLC detektorŢ, a to 

detektor specifickĨ pro dus²k, pro s²ru a univerz§ln² detektor. 
27

 

3.5.7 Chromatografick® syst®my 

Chromatografie s norm§ln²m uspoŚ§d§n²m 

Separace na norm§ln²ch f§z²ch patŚ² mezi historicky nejstarġ² separace, ovġem 

v souļasn® dobŊ ustupuje do pozad². Pro separaci l§tek jsou pouģ²v§ny pol§rn² 

stacion§rn² f§ze, zat²mco mobiln² f§ze m§ polaritu v porovn§n² se stacion§rn² niģġ². 

ObecnŊ mŢģeme Ś²ci, ģe retence l§tek na kolonŊ se zvyġuje s rostouc² polaritou analytŢ 

a s rostouc² koncentrac² pol§rn²ho rozpouġtŊdla v mobiln² f§zi kles§. 
27

 

Chromatografie s reverzn²m uspoŚ§d§n²m  

U separac² na reverzn²ch f§z²ch, nŊkdy tak® na obr§cenĨch f§z²ch, je pol§rn² f§ze 

mobiln². Obvykle se jedn§ o smŊs vodn® sloģky (voda, zŚedŊn® vodn® roztoky kyseliny 

nebo b§z², pufry) s pol§rn²mi organickĨmi rozpouġtŊdly m²sitelnĨmi s vodou 

(acetonitril, alkoholy). Stacion§rn² f§ze je tedy nepol§rn² a jedn§ se nejļastŊji o dlouh® 

uhl²kat® ŚetŊzce nav§zan® na povrch nosiļe. NejļastŊjġ² pouģ²vanou f§z² je C18. 
27

 

Retence l§tek na reverzn²ch f§z²ch roste s poļtem a d®lkou alkylŢ 

v homologickĨch Śad§ch, s poļtem aromatickĨch jader ļi v pŚ²tomnosti objemnĨch 

substituentŢ (halogenŢ). SilnŊ pol§rn² a iontov® skupiny (-NH2, -OH, -COOH, -SO3H) 

retenci l§tek sniģuj². Takov® l§tky se eluuj² v mrtv®m objemu kolony. Chromatografick® 

chov§n² tŊchto l§tek lze ovlivnit zmŊnou pH mobiln² f§ze. ZmŊnou pH se potlaļ² 

disociace slabĨch kyselin ļi b§z², a t²m doch§z² ke zvĨġen² retence na reverzn² f§zi. 

U organickĨch kyselin doch§z² k potlaļen² disociace pŚi sn²ģen² pH na hodnotu 2 ï 5, 

u organickĨch b§z² pŚi zvĨġen² pH na hodnotu 7 ï 8. Pozor, pŚi pŚekroļen² pH 8 doch§z² 

k rozpouġtŊn² silikagelu. Se stabiln²mi sorbenty lze pracovat v ġirġ²m rozmez² pH. 
27

 

Separace na reverzn²ch f§z²ch bĨv§ ļasto metodou prvn² volby pŚi vĨvoji 

a optimalizaci nov® HPLC metody. 
27
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3.5.8 Đprava vzorku pŚed analĨzou 

Valn§ vŊtġina re§lnĨch vzorkŢ nen² kompatibiln² s chromatografickĨmi 

technikami. DŢvodŢ je hned nŊkolik: sloģitĨ vzorek, vysokĨ obsah proteinŢ a jinĨch 

balastn²ch l§tek, kter® mohou interferovat se sledovanĨmi analyty. C²lem ¼pravy vzorku 

pŚed analĨzou je izolace analytŢ, pŚeļiġtŊn² extraktŢ a odstranŊn² balastn²ch l§tek. 

Vlastn² ¼prava vzorku je ļasovŊ nejn§roļnŊjġ² krok a z§roveŔ je i nejļastŊjġ²m zdrojem 

chyb. 
29

 

Techniky ¼pravy vzorku mŢģeme rozdŊlit na dvŊ skupiny, a to na klasick® 

konvenļn² metody ¼pravy (SPE ï extrakce na tuhou f§zi, LLE ï extrakce z kapaliny 

do kapaliny, PP ï sr§ģen² proteinŢ) a modern² pŚ²stupy a trendy v ¼pravŊ 

(mikroextrakce, ON-LINE techniky, techniky s vysokou selektivitou).
 29

 

Mezi hlavn² poģadavky modern² pŚ²pravy vzorkŢ patŚ² zkr§cen² doby pŚ²pravy 

vzorkŢ, menġ² spotŚeba rozpouġtŊdel, menġ² spotŚeba vzorku, automatizace. 
29

 

3.5.9 Validace 

V dneġn² dobŊ je nezbytnost², aby vyv²jen® analytick® metody byly validov§ny. 

Validace je proces, jehoģ c²lem je urļit, zda-li je vyvinut§ metoda pro danĨ ¼ļel 

dostateļnŊ vhodn§ a spolehliv§. 
26, 29

 

Mezi testovan® validaļn² parametry patŚ² spr§vnost, pŚesnost, selektivita, 

linearita, detekļn² limit, kvantitativn² limit, rozsah a robustnost. 
26, 29

 

Existuje nŊkolik smŊrnic rŢznĨch organizac², podle kterĨch mŢģeme metody 

validovat ï smŊrnice FDA (Guidance for Industry, Bioanalytical Method Validation), 

smŊrnice EMA (Guideline on Bioanalytical Method Validation), smŊrnice ICH 

(Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology). 
29, 31, 32, 33

 

Spr§vnost (accuracy) 

Spr§vnost je definov§na jako shoda mezi z²skanĨm vĨsledkem mŊŚen² 

a spr§vnou hodnotou (pŚijatou referenļn² hodnotou). Rozd²l mezi spr§vnou hodnotou 

a hodnotou zjiġtŊnou mŊŚen²m se nazĨv§ chyba vĨsledku. Rozd²l mezi spr§vnou 

hodnotou a stŚedn² hodnotou vĨsledkŢ zkouġek se nazĨv§ odchylka. Odchylka dosahuje 

z§pornĨch i kladnĨch hodnot. 
26, 29
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Spr§vnost se nejļastŊji zjiġŠuje analĨzou pŊti vzorkŢ na tŚech ¼rovn²ch 

koncentrace (nejniģġ², stŚedn², nejvyġġ²). PrŢmŊr z²skanĨch koncentrac² mus² bĨt 

v rozmez² 15 % od spr§vn® hodnoty s vĨjimkou doln²ho limitu kvantifikace, kde je 

tolerov§no rozmez² 20 %. 
26, 29, 31

 

PŚesnost (precision) 

PŚesnost vyjadŚuje m²ru shody mezi vĨsledky metody z²skanĨmi opakovanŊ 

u jednoho homogenn²ho vzorku. PŚesnost by se mŊla mŊŚit minim§lnŊ u pŊti vzorkŢ 

na tŚech ¼rovn²ch koncentrace (nejniģġ², stŚedn², nejvyġġ²). VyjadŚuje se jako RSD 

(relativn² smŊrodatn§ odchylka) koncentrac² namŊŚenĨch u vzorkŢ na stejn® ¼rovni 

koncentrace v rozmez² 15 % s vĨjimkou doln²ho limitu kvantifikace, kde je tolerov§no 

rozmez² 20 %. 
26, 31

 

Dle podm²nek opakov§n² rozliġujeme tŚi ¼rovnŊ pŚesnosti:  

¶ opakovatelnost ï metoda se opakuje stejnĨm zpŢsobem, se stejnĨmi ļinidly, 

na stejn®m pŚ²stroji, jedn²m pracovn²kem; 

¶ mezilehl§ pŚesnost ï metoda se vykon§v§ s rŢznĨmi ļinidly, pŚ²stroji, 

pracovn²ky, v rŢznĨ den, ovġem v jedn® laboratoŚi a se stejnĨm vzorkem; 

¶ reprodukovatelnost ï proveden² je totoģn® jako u mezilehl® pŚesnosti 

s vĨjimkou toho, ģe prob²h§ v rŢznĨch laboratoŚ²ch. 
26

 

Selektivita (selectivity) 

Selektivita analytick® metody je schopnost poskytnout informaci o dan® l§tce 

v pŚ²tomnosti jinĨch interferuj²c²ch l§tek. JinĨmi l§tkami se rozum² dalġ² ¼ļinn® l§tky, 

neļistoty, pomocn® l§tky, rozkladn® produkty ļi zbytkov§ rozpouġtŊdla. Selektivita je 

testov§na porovn§n²m vĨsledkŢ analĨzy standardŢ se vzorkem bez analyzovan® l§tky 

(blank). 
26, 29

 

Linearita (linearity)  

Linearita je schopnost metody poskytnout line§rn² korelaci mezi odezvou 

detektoru a koncentrac² analytu ve vzorku. V praxi se hodnot² minim§lnŊ pŊt 

kalibraļn²ch roztokŢ rŢznĨch koncentrac². Jestliģe se jedn§ o metodu line§rn², smŊrnici 

lze urļit z jednoho kalibraļn²ho bodu. Pokud metoda line§rn² nen², vĨsledky je tŚeba 

vyhodnocovat z cel® kalibraļn² kŚivky. 
26, 29

 

Line§rn² z§vislost je matematicky pops§na vztahem, rovnic² pŚ²mky: ώ ὥὼ ὦ 

(a ï ¼sek na ose y, b ï smŊrnice kalibraļn² pŚ²mky). TŊsnost vz§jemn® z§vislosti 
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promŊnnĨch popisuje korelaļn² koeficient R, kterĨ pŚi line§rn² z§vislosti nabĨv§ 

hodnoty Ñ 1. Plat², ļ²m v²ce se bl²ģ² 1, t²m je z§vislost tŊsnŊjġ².
 26, 29

 

Detekļn² limit  (limit of detection, LOD) 

Limit detekce, nŊkdy tak® detekļn² limit ļi mez detekce, je nejniģġ² 

detekovateln§ koncentrace stanovovan® l§tky, kter§ se nestanovuje kvantitativnŊ. Limit 

detekce tedy vyjadŚuje citlivost dan® metody. Stanovuje se jako koncentrace 

analyzovan® l§tky, kdy se pomŊr sign§lu k ġumu rovn§ 3. Detekļn² limit se pot® ovŊŚuje 

analĨzou pŚ²sluġn® koncentrace vzorku.
 26, 29

 

Kvantitativn² limit (limit of quantification , LOQ) 

Limit kvantifikace, nŊkdy kvantitativn², kvantifikaļn² limit  ļi mez 

stanovitelnosti, tak® vyjadŚuje citlivost dan® metody. Odpov²d§ takov® koncentraci, 

kdy pŚesnost a spr§vnost stanoven² umoģŔuje kvantitativn² vyhodnocen². NejļastŊji se 

vyjadŚuje jako koncentrace s pomŊrem sign§lu k ġumu 10. VŊtġinou je to prvn² bod 

kalibraļn² pŚ²mky.
 26, 29

 

Rozsah (range) 

Rozsahem se rozum² koncentraļn² hranice, ve kterĨch mŢģe bĨt metoda 

pouģ²v§na. Proto se tento parametr nejļastŊji odvozuje z linearity. Doln² ohraniļen² 

nejļastŊji tvoŚ² limit kvantifikace. Horn² ohraniļen² mŢģe bĨt urļeno maxim§ln² 

odezvou, pŚi jehoģ pŚekroļen² uģ pŚ²stroj nepracuje pŚesnŊ.
 26, 29

 

Robustnost (robustness) 

Robustnost metody mŢģeme definovat jako: 

¶ m²ra vlivu kol²s§n² hodnot parametrŢ metody na vĨsledek stanoven², 

¶ m²ra kapacity metody poskytovat totoģn® vĨsledky pŚi jej²m reprodukov§n² 

za m²rnŊ pozmŊnŊnĨch podm²nek. 
26, 29

 

C²lem je upozornit na takov® podm²nky, kter® by mohly ovlivnit vĨsledky 

analĨzy. U HPLC se sleduje napŚ²klad: zmŊna sloģen² mobiln² f§ze, rychlost prŢtoku, 

teplota na kolonŊ a jin®. 
26, 29
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3.6 Publikovan® studie pro stanoven² tryptofanu a jeho metabolitŢ 

Tab. 2 Studie ļ. 1 

HPLC ; zdroj 
21

 

SF 
TSKGel ODS-80 Ts (250 Ĭ 4,6 mm ID, 5 ɛm) 

pŚedkolona: TSKGel  

MF 
0,1% TFA v H2O:ACN (90:10) 

0,1% CH3COOH v H2O:ACN (90:10) 

Eluce izokratick§ 

Detektor 

spektrofotometrickĨ: 220 nm, 280 nm, 300 nm (Trp, 

5-HT, 5-OHI3Ac), 364 nm (Kyn), 330 nm (KynAc)  

fluorimetrickĨ:  

Trp, 5-HT, 5-OHI3Ac: Ex 297 nm, Em 344 nm 

KynAc: Ex 330 nm, Em 390 nm 

Kyn: Ex 364 nm, Em 480 nm 

hmotnostn² spektrometrie 

Objem n§stŚiku (ɛl) 100 

PrŢtokov§ rychlost (ml/min) 0,8; 0,6 

Retenļn² ļas (min) 
Trp 30,8; 5-HT 7,91; 5-OHI3Ac 17,6; Kyn 12,1; 

KynAc 21,6 

Doba analĨzy (min) 35 

Stanoven² Trp, 5-HT, 5-OHI3Ac, Kyn, KynAc 

Vzorek mozek plodu kr§l²ka, plodov§ voda (29. gestaļn² den) 
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Tab. 3 Studie ļ. 2 

HPLC, ¼prava vzorku pŚed analĨzou: precipitace proteinŢ; zdroj 
22

 

SF 
BDS column (250 Ĭ 4,6 mm ID, 5 mm) 

pŚedkolona: C18 security guard cartridge  

MF 
5% ACN, roztok pufru (25 mmol/l octan sodnĨ a 

0,01 mmol/l EDTA, pH 4,5 CH3COOH 

Eluce izokratick§  

Detektor 

spektrofotometrickĨ: 280 (Trp), 360 (Kyn), 

333 nm (KynAc) 

elektrochemickĨ: 700 mV (5-HT, 5-OHI3Ac) 

Teplota (ÁC) 25 

Objem n§stŚiku (ɛl) 20  

PrŢtokov§ rychlost (ml/min) 1 

Retenļn² ļas (min) Trp 10,9; 5-HT 13; 5-OHI3Ac 8,2; Kyn 6,4; KynAc 9,9 

Doba analĨzy (min) 14 

Stanoven² Trp, 5-HT, 5-OHI3Ac, Kyn, KynAc 

Vzorek krys² plazma  
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Tab. 4 Studie ļ. 3 

HPLC, ¼prava vzorku pŚed analĨzou: precipitace proteinŢ; zdroj 
14

 

SF 
Supelco C18 (250 nm Ĭ 4,6 mm ID, 5 ɛm) 

pŚedkolona: Phenomenex 4 Ĭ 3 mm ID 

MF A  voda/0,1% TFA 

MF B methanol/0,1% TFA 

Eluce gradientov§ 

Detektor 

spektrofotometrickĨ: 360 nm, 280 nm (Trp, Kyn) 

fluorimetrickĨ:  

5-HT, 5-HTR: Ex 300 nm, Em 335 nm 

AAc: Ex 339 nm, Em 419 nm 

Trp: Ex 285 nm, Em 365 nm 

IAA: Ex 282 nm, Em 349 nm 

Melt: Ex 295 nm, Em 339 nm 

Objem n§stŚiku (ɛl) 40 

PrŢtokov§ rychlost (ml/min) 1 

Retenļn² ļas (min) 
Trp 17,73; 5-HT 8,27; 5-HTR 9,97; Kyn 8,15; AAc 11,84; 

IAA 26,68; Melt 28,5 

Doba analĨzy (min) 50 

Stanoven² Trp, 5-HT, 5-HTR, Kyn, AAc, IAA, Melt 

Vzorek krys² s®rum 
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Tab. 5 Studie ļ. 4 

HPLC, ¼prava vzorku pŚed analĨzou: precipitace proteinŢ; zdroj 
23

 

SF Agilent HC-C18 (250 mm Ĭ 4,6 mm ID, 5 ɛm) 

MF A  20 mmol/l NaAc, 30 mmol/l CH3COOH, 3% methanol 

MF B 20 mmol/l NaAc/CH3COOH, 10% methanol, 10% ACN 

Eluce gradientov§ 

Detektor 

spektrofotometrickĨ:  

258 nm, 365 nm, 344 nm (Cr, Kyn, KynAc) 

fluorimetrickĨ:  

Ex 295 nm, Em 340 nm (Trp, 5-OHI3Ac, 5-HT) 

Objem n§stŚiku (ɛl) 50 

PrŢtokov§ rychlost (ml/min) 1 

Retenļn² ļas (min) 
Cr 4,18; Trp 16,18; Kyn 11,73; KynAc 16,47; 

5-OHI3Ac 18,22; 5-HT 13,37 

Doba analĨzy (min) 30 

Stanoven² Cr, Trp, Kyn, KynAc, 5-OHI3Ac, 5-HT 

Vzorek moļ 
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Tab. 6 Studie ļ. 5 

LC-MS/MS, ¼prava vzorku pŚed analĨzou: precipitace proteinŢ; zdroj 
24

 

SF 
Kinetex C18 (100 mm Ĭ 2,1 mm ID, 5 ɛm) 

pŚedkolona: Phenomenex 2,1 mm C18  

MF A  voda/0,1% HCOOH 

MF B ACN/0,1% HCOOH 

Eluce gradientov§ 

Detektor hmotnostn² spektrometrie 

Teplota (ÁC) 25 

Objem n§stŚiku (ɛl) 5 

PrŢtokov§ rychlost (ml/min) 0,35 ï 2,5 

Retenļn² ļas (min) 
Trp 5,29; Kyn 3,53; AAc 7,13; KynAc 6,72; 3HK 2,04; 

XA 6,58; 3HAc 3,98; 5-HT 3,61; 5-HTR 3,74 

Doba analĨzy (min) 15 

Stanoven² Trp, Kyn, AAc, KynAc, 3HK, XA, 3HAc, 5-HT, 5-HTR 

Vzorek plazma 

Tab. 7 Studie ļ. 6 

LC-MS/MS, ¼prava vzorku pŚed analĨzou: SPE; zdroj 
25

 

SF Restek C18 Aqueous column (100 mm Ĭ 2,1 mm) 

MF A  mravenļan amonnĨ ve vodŊ, pH 5,5 CH3COOH 

MF B ACN 

Eluce gradientov§ 

Detektor hmotnostn² spektrometrie 

Teplota (ÁC) 25 

Objem n§stŚiku (ɛl) 10 

PrŢtokov§ rychlost (ml/min)  0,2 

Retenļn² ļas (min) 
Trp 6,61; Kyn 5,6; KynAc 6,25; 3HAc 3,15; AAc 3,51; 

QA 2,05 

Doba analĨzy (min) 12 

Stanoven² Trp, Kyn, KynAc, 3HAc, AAc, QA 

Vzorek krys² plazma 
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4 EXPERIMENTĆLNĉ ĻĆST  
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4.1 Chemik§lie, pŚ²stroje, pomŢcky 

Chemik§lie 

¶ 4-chloro-DL-fenylalanin ï Sigma, NŊmecko 

¶ amoniak ï 20 ï 29% vodnĨ roztok ï Penta s.r.o., Ļesk§ republika 

¶ dichlormethan ï Penta s.r.o., Ļesk§ republika 

¶ ethylacet§t ï Lach-Ner, Ļesk§ republika 

¶ hydroxid sodnĨ koncentrovanĨ RS ï ĻL 2017 

¶ KrebsŢv ģivnĨ roztok 

¶ kyselina 1-oktansulfonov§ sodn§ sŢl ï Sigma Aldrich, NŊmecko 

¶ kyselina 2,3-pyridindikarboxylov§ (kyselina chinolinov§) ï Sigma Aldrich, 

NŊmecko 

¶ kyselina 5-hydroxyindol-3-octov§ ï Sigma Aldrich, NŊmecko 

¶ kyselina homovanilov§ ï Sigma Aldrich, NŊmecko 

¶ kyselina kynurenov§ ï Sigma Aldrich, NŊmecko 

¶ kyselina mravenļ² ï Sigma Aldrich, NŊmecko 

¶ kyselina octov§ 99% ï Penta s.r.o., Ļesk§ republika 

¶ kyselina trifluoroctov§ ï Fluorochem, UK 

¶ L-kynurenin ï Sigma Aldrich, NŊmecko 

¶ L-tryptofan ï Sigma, NŊmecko 

¶ melatonin ï Sigma Aldrich, NŊmecko 

¶ methanol ï VWR Chemicals, USA 

¶ riboflavin ï Lachema, Brno 

¶ serotonin ï Sigma Aldrich, NŊmecko 

¶ vanilin ï Fluka, Ļ²na 

¶ voda ļiġtŊn§ reverzn² osm·zou 

KrebsŢv ģivnĨ roztok 

KrebsŢv ģivnĨ roztok jsme dost§vali jiģ naŚedŊnĨ z Katedry farmakologie a toxikologie: 

KrebsŢv z§sobn² roztok (Tab. 8) ï pŚ²prava do z§soby, uchov§v§no v lednici. 
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Tab. 8 KrebsŢv z§sobn² roztok 

LĆTKA na 100 ml ģ. r. 

NaCl 6,90 g 

KCl  0,35 g 

NaHCO3 2,10 g 

Na2HPO4.12H2O 0,14 g 

Gluk·sa 1,00 g 

Z§sobn² roztok CaCl2.2H2O ï pŚ²prava do z§soby, uchov§v§no v lednici: 

2,94 g CaCl2.2H2O do 100 ml destilovan® vody. 

Z§sobn² roztok MgCl2.6H2O ï pŚ²prava do z§soby, uchov§v§no v lednici: 

2,44 g MgCl2.6H2O do 100 ml destilovan® vody. 

V ļase potŚeby se naŚed² KrebsŢv z§sobn² roztok (napŚ. na mnoģstv² 100 ml). 

ü 10 ml Krebsova z§sobn²ho roztoku + 90 ml destilovan® vody 

ü pŚidat 0,7 ml z§sobn²ho roztoku CaCl2.2H2O + 0,5 ml z§sobn²ho roztoku 

MgCl2.6H2O 

ü zam²chat, zmŊŚit/upravit pH 

ü pŚidat 0,1 ml Heparinu a 1 g Dextranu 

ü zam²chat, zfiltrovat, pŚedehŚ§t 

HPLC sestava 

¶ HPLC jednotka: Shimadzu, Japonsko 

¶ Ś²d²c² jednotka: CBM-20A  

¶ degasser: DGU-20A3 

¶ ļerpadlo: LC-20AD 

¶ autosampler: SIL-20AC 

¶ pŚedkolona: OPTI-GUARD 1 mm C18 

¶ kolona: Kinetex EVO, C18, 100A, 150 Ĭ 3 mm 

¶ termostat kolony: CTO-20AC Shimadzu 

¶ detektory: UV-VIS SPD-20A, FLUORESCENCE RF-10AXL 

¶ PC program: Lab Solutions, version 5.85 
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PŚ²stroje 

¶ analytick® v§hy ï Sartorius CPA22D-0CE, NŊmecko; Mettler AT21 

Comparator, Mettler Toledo, Belgie 

¶ ph metr ï SCHOTT CG 843, Schott Instruments GmbH, NŊmecko 

¶ magnetick§ m²chaļka ï Color squid, Ika Werke, NŊmecko 

¶ vodn² vĨvŊva 

¶ tŚepaļka ï Vortex, VELP Scientifica, It§lie 

¶ ultrazvukov§ l§zeŔ ï K 10, Kraintek, Slovensko 

¶ centrifuga ï IEC CL31R Multispeed, Thermo electron corporation, USA 

¶ spektrofotometr ï UV-2401PC Shimadzu, Japonsko 

¶ fluorimetr ï FS5 Spectrofluorometer, Edinburgh Instruments, Velk§ Brit§nie 

¶ manifold na SPE kolonky  

Laboratorn² pomŢcky 

DigestoŚ, Eppendorf zkumavky, Erlenmeyerovy baŔky, filtraļn² baŔka, filtry 

(OLIMPEAK certified filters by teknokroma ï syringe filters 0,22 ɛm), frita, injekļn² 

stŚ²kaļky, k§dinky, SPE kolonky (HyperSep Verify Cx, HyperSep Retain Cx, HyperSep 

Scx Spe, STRATA XC, STRATA X, STRATA Screen-C, STRATA Phenyl), kopistky, 

kyvety, laboratorn² lģiļky, m²chadlo, odmŊrn® v§lce, pipet²k, pipety (automatick®, 

dŊlen®, nedŊlen®) + ġpiļky, stojan na zkumavky, stŚiļka, sklenŊn® tyļinky, vialky, 

v²ļka, septa, z§tky (sklenŊn®, plastov®), zkumavky. 

4.2 Obecn® postupy 

4.2.1 PŚ²prava roztokŢ 

Z§sobn² roztok tryptofanu a jeho metabolitŢ 

 Z§sobn² roztok tryptofanu byl pŚipravenĨ nav§ģen²m 0,1 mg tryptofanu do 1 ml 

methanolu. Roztok byl uchov§vanĨ v mrazniļce. VĨsledn§ koncentrace tryptofanu 

ļinila 0,1 mg/ml. 

 Z§sobn² roztoky metabolitŢ tryptofanu (kynurenin, kyselina kynurenov§, 

serotonin, kyselina 5-hydroxyindol-3-octov§, melatonin) byly pŚipraven® nav§ģen²m 

0,1 mg pŚ²sluġn®ho metabolitu do 1 ml methanolu. Roztoky byly uchov§van® 

v mrazniļce. VĨsledn§ koncentrace metabolitŢ tryptofanu ļinila 0,1 mg/ml. 
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Z§sobn² roztok ġesti standardŢ 

Ze z§sobn²ch roztokŢ tryptofanu a metabolitŢ tryptofanu o koncentraci 

0,1 mg/ml bylo odebr§no po 10 ɛl od kaģd®ho (s vĨjimkou kynureninu) a doplnŊno 

do 1 ml methanolu. Ze z§sobn²ho roztoku kynureninu se odebralo 5Ĭ v²ce, tedy 50 ɛl 

a doplnŊno do 1 ml methanolu. Roztok byl uchov§vanĨ v mrazniļce. VĨsledn§ 

koncentrace z§sobn²ho roztoku ġesti standardŢ ļinila 1 ɛg/ml (kynurenin 5 ɛg/ml). 

Tento z§sobn² roztok ġesti standardŢ byl pŚipraven stejnĨm zpŢsobem jeġtŊ 

jednou, ovġem m²sto methanolu se pŚid§val KrebsŢv ģivnĨ roztok. A to z toho dŢvodu, 

ģe pŚi vyġġ²ch koncentrac²ch, a tedy i vŊtġ²m mnoģstv² methanolu, by mohlo doj²t 

ke zmŊn§m separace. 

Roztok vnitŚn²ho standardu 

Jako vnitŚn² standard byl testov§n riboflavin, vanilin a kyselina homovanilov§. 

Roztoky byly pŚipraveny rozpuġtŊn²m 5 mg v 1 ml methanolu. N§slednŊ se z takto 

pŚipraven®ho roztoku odebralo 10 ɛl a doplnilo do 1 ml methanolem. Vznikl z§sobn² 

roztok vnitŚn²ho standardu o koncentraci 50 ɛg/ml, ze kter®ho se ke kaģd®mu vzorku 

odeb²ralo 20 ɛl na 1 ml celkov®ho vzorku. VĨsledn§ koncentrace vnitŚn²ho standardu 

ve vzorku ļinila 1 ɛg/ml. 

Vzorky standardŢ k analĨze 

Ze z§sobn²ho roztoku ġesti standardŢ o koncentraci 1 ɛg/ml (kynurenin 5 ɛg/ml) 

se odebralo 20 ɛl, doplnilo se do 1 ml Krebsova ģivn®ho roztoku a dŢkladnŊ se 

prom²chalo na tŚepaļce. Pot® se pŚidalo 20 ɛl vanilinu IS 50 ɛg/ml MeOH a opŊt se 

prom²chalo na tŚepaļce. Nakonec se pŚidal 1 ɛl kyseliny octov® a jeġtŊ jednou se vġe 

prom²chalo na tŚepaļce. VĨsledn§ koncentrace vzorku standardŢ k analĨze ļinila 

20 ng/ml (kynurenin 100 ng/ml). 

Od koncentrace 50 ng/ml (kynurenin 250 ng/ml) a vĨġe se pouģ²val z§sobn² 

roztok ġesti standardŢ v KrebsovŊ ģivn®m roztoku. 

4.2.2 PŚ²prava mobiln² f§ze 

Ke 250 ml vody bylo pŚid§no 1422 ɛl kyseliny octov®. Roztok se prom²chal 

na magnetick® m²chaļce. N§sledovnŊ se do roztoku vloģily elektrody pH metru a 

po ust§len² se postupnŊ pŚikap§val hydroxid sodnĨ aģ do dos§hnut² pH 4,5. Takto 
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pŚipravenĨ roztok se pŚefiltroval. K 194 ml pŚefiltrovan®ho roztoku se pŚidalo 6 ml 

methanolu a dŢkladnŊ prom²chalo. 

4.2.3 PŚ²prava HPLC syst®mu  

PŚi kaģd® zmŊnŊ sloģen² mobiln² f§ze byla kolona ekvilibrov§na po dobu 

20 minut. 

4.3 VĨvoj metody 

PŚi vĨvoji chromatografick® metody a hled§n² optim§ln²ho sloģen² mobiln² f§ze 

se v pŢvodn²m zad§n² poļ²talo pouze s tryptofanem a hlavnŊ serotoninem jakoģto 

analyzovanĨmi l§tkami. Dle ¼dajŢ vyļtenĨch z literatury se serotonin sledoval 

fluorimetricky a tryptofan spektrofotometricky. PostupnŊ vyvstala potŚeba hodnotit 

ostatn² metabolity tryptofanu (kyselina kynurenov§, kyselina 5-hydroxyindol-3-octov§, 

melatonin, kynurenin, kyselina chinolinov§) a 4-chloro-DL-fenylalanin, proto 

doch§zelo ke zmŊn§m ve vĨvoji metody a optimalizaci sloģen² mobiln² f§ze. 

4-chloro-DL-fenylalanin byl obsaģen v nŊkterĨch vzorc²ch, nebylo ale nutn® jej 

kvantifikovat, nĨbrģ jen ovŊŚit, zda nebude interferovat. Kyselina chinolinov§ byla 

ze s®rie vyŚazena kvŢli minim§ln² retenci. Na moģnostech jej² analĨzy se bude d§le 

pracovat v r§mci dalġ²ch prac² na katedŚe Farmaceutick® chemie a Farmaceutick® 

analĨzy FaF UK v HK. 

Pro separaci byla pouģita kolona Kinetex EVO C18 (100A, 150 Ĭ 3 mm, 5 ɛm) 

s pŚedkolonou. PŚi vĨvoji metody byly postupnŊ vyzkouġeny rŢzn® podm²nky, kter® se 

pŚizpŢsobovaly aktu§lnŊ analyzovan® s®rii l§tek. Zpoļ§tku byly testov§ny mobiln² f§ze 

s kyselinou mravenļ² (pH 3,0) a methanolem (3 ï 10 %). Kyselina mravenļ² byla 

vystŚ²d§na octanovĨm pufrem. 

 KvŢli rozmanitosti acidobazickĨch vlastnost² l§tek v s®rii byly vyzkouġeny 

rŢzn§ pH v limitu ud§vanĨm vĨrobcem pro danou kolonu (pH 1 ï 12 
34

). Pro kysel® 

prostŚed² byla zkouġena t®ģ kyselina trifluoroctov§ a pro bazick® prostŚed² amoniak. 

VĨvoj zaļal eluc² izokratickou. Po pŚid§n² ostatn²ch metabolitŢ tryptofanu, a to 

zejm®na melatoninu, se izokratick§ metoda uk§zala jako nedostateļn§, proto se pŚeġlo 

k eluci gradientov®. Gradientov§ eluce se postupnŊ vyv²jela podle separace 
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analyzovanĨch l§tek. PrŢtokov§ rychlost mobiln² f§ze byla z 0,3 ml/min zmŊnŊna 

na 0,5 ml/min. Teplota zŢstala na 30 ÁC. 

KvŢli optimalizaci detekce pouģit® ve fin§ln² metodŊ byly promŊŚeny UV 

a fluorescenļn² spektra tryptofanu a jeho metabolitŢ. 

4.4 LLE a SPE izolace 

BŊhem vĨvoje chromatografick® metody se zkouġela LLE a SPE izolace.  

V r§mci LLE izolace se zkouġela extrakce s 10 mM kyselinou oktansulfonovou 

a ethylacet§tem (pH m®nŊ neģ 2), s 10 mM kyselinou oktansulfonovou 

a dichlormethanem (pH m®nŊ neģ 2), d§le izolace s kyselinou trifluoroctovou a 

ethylacet§tem.  

SPE izolace se realizovala na z§kladŊ n§vodu uveden®ho u kolonky STRATA X 

(Tab. 9). Rychlost prŢtoku byla regulov§na na pŚibliģnŊ 1 ml/min (jedna kapka 

za 3 sekundy). 

Tab. 9 SPE izolace 

Stav (condition) 0,5 ml MeOH 

Ekvilibrace (equilibrate) 0,5 ml H2O 

Vzorek (sample) 
0,5 ml 25 ng 5-HT/ml promĨt kolonku do odpadu, 

n§sledovnŊ 1,5 ml vzorek (n§stŚik 100 ɛl) 

Promyt² (wash) 0,5 ml 5% MeOH (n§stŚik 10 ɛl) 

10 minut naplno vakuum  

Eluce (elute) 0,5 ml MeOH (n§stŚik 10 ɛl) 

Vzorek byl pŚipraven ze z§sobn²ho roztoku serotoninu o koncentraci 0,1 mg/ml, 

ze kter®ho se odebralo 10 ɛl a doplnilo do 1 ml 990 ɛl KrebsovĨm ģivnĨm roztokem. 

Vznikl roztok o koncentraci 1 ɛg/ml.  Z tohoto roztoku se odebralo 50 ɛl a doplnilo 

do 2 ml 1950 ɛl KrebsovĨm ģivnĨm roztokem.  Vznikl roztok o koncentraci 25 ng/ml 

(tedy 50 ng/2 ml). 

Porovn§vac² roztok A o koncentraci 100 ng/ml MeOH pŚedstavuje ide§ln² eluci. 

PŚipraven byl odebr§n²m 10 ɛl z§sobn²ho roztoku serotoninu o koncentraci 0,1 mg/ml 

a doplnŊn do 1 ml 990 ɛl MeOH. Z toho roztoku se odebralo 100 ɛl a doplnilo do 1 ml 

900 ɛl MeOH. NastŚ²knuto bylo 10 ɛl. 
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Porovn§vac² roztok B o koncentraci 25 ng/ml Krebsova ģivn®ho roztoku byl 

pŚipravenĨ totoģnĨm zpŢsobem jako vzorek. NastŚ²knuto bylo 100 ɛl. 

U kolonek STRATA XC, HyperSep Retain CX a HyperSep Scx Spe se zkouġel 

blank nam²sto vzorku. DŢvodem byl test selektivity, tedy vylouļen² pŚ²padn®ho p²ku se 

stejnĨm tR jako serotonin, coģ bylo analĨzami skuteļnŊ vylouļeno. Blank pŚedstavoval 

ļistĨ KrebsŢv ģivnĨ roztok.  

Jelikoģ serotonin st§le zŢst§val na kolonce, zkusila se po posledn²m kroku 

Tab. 9 eluce s pŚidanĨm NH3 (261 ɛl NH3 + 739 ɛl MeOH ï z toho 0,5 ml na kolonku 

+ 114 ɛl 99% CH3COOH do vialky).  

SPE izolace byla zkouġena postupem shodnĨm jako v Tab ļ. 9 u n§sleduj²c²ch 

kolonek: HyperSep Verify Cx, HyperSep Retain Cx, HyperSep Scx Spe, STRATA XC, 

STRATA X, STRATA Screen-C, STRATA Phenyl. 

4.5 PŚ²prava roztokŢ pro validaci metody 

Selektivita  

Pro zjiġtŊn² selektivity vyvinut® metody byly vyhodnoceny n§sleduj²c² 

chromatogramy: 

1) Vzorek standardŢ o koncentraci 25 ng/ml (kyselina kynurenov§, serotonin, tryptofan, 

kyselina 5-hydroxyindol-3-octov§, melatonin) a 125 ng/ml (kynurenin). K vzorku 

standardŢ bylo pŚid§no 20 ɛl vanilinu IS 50 ɛg/ml MeOH a 1 ɛl kyseliny octov®.  

2) Blank, jenģ pŚedstavuje ļistĨ KrebsŢv ģivnĨ roztok. 

3) Vzorek z Katedry farmakologie a toxikologie FaF UK v HK o objemu 1 ml, 

ke kter®mu bylo pŚid§no 20 ɛl vanilinu IS 50 ɛg/ml MeOH a 1 ɛl kyseliny octov®.  

PŚ²prava vzorku standardŢ pro stanoven² selektivity je uvedena v tabulce ļ. 10.  

Tab. 10 PŚ²prava vzorku standardŢ ke stanoven² selektivity 

Koncentrace 

(ng/ml) 

Z§sobn² roztok 

ġesti standardŢ v 

MeOH 

KrebsŢv ģivnĨ 

roztok 

Vanilin IS  

50 ɛg/ml 

MeOH 

Kyselina 

octov§ 

99% 

25 (125) 25 ɛl 975 ɛl 20 ɛl 1 ɛl 

Pozn. ï v z§vorce uveden§ koncentrace kynureninu 
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Stabilita 

Vzorky standardŢ pro testov§n² stability byly o koncentraci 20 ng/ml (kyselina 

kynurenov§, serotonin, tryptofan, kyselina 5-hydroxyindol-3-octov§, melatonin) a 

100 ng/ml (kynurenin). Ke kaģd®mu vzorku bylo pŚid§no 20 ɛl vanilinu IS 50 ɛg/ml 

MeOH a 1 ɛl kyseliny octov®.  

PŚ²prava vzorkŢ standardŢ pro stanoven² stability je uvedena v tabulce ļ. 11.  

Tab. 11 PŚ²prava vzorkŢ standardŢ ke stanoven² stability 

Koncentrace 

(ng/ml) 

Z§sobn² roztok 

ġesti standardŢ v 

MeOH 

KrebsŢv ģivnĨ 

roztok 

Vanilin IS  

50 ɛg/ml 

MeOH 

Kyselina 

octov§ 

99% 

20 (100) 20 ɛl 980 ɛl 20 ɛl 1 ɛl 

Pozn. ï v z§vorce uveden§ koncentrace kynureninu 

Linearita  

PŚ²prava vzorkŢ standardŢ pro stanoven² linearity je uvedena v tabulce ļ. 12.  

Tab. 12 PŚ²prava vzorkŢ standardŢ ke stanoven² linearity 

Koncentrace 

(ng/ml) 

Z§sobn² roztok ġesti standardŢ v 

MeOH 

KrebsŢv ģivnĨ 

roztok 

Vanilin IS  

50 ɛg/ml 

MeOH 

Kyselina 

octov§ 99% 

0,1 (0,5) 
1 ɛl + 999 KrebsŢv ģ. r. 

Ÿ z toho 100 ɛl 
900 ɛl 

20 ɛl 1 ɛl 

0,5 (2,5) 
1 ɛl + 999 KrebsŢv ģ. r. 

Ÿ z toho 500 ɛl 
500 ɛl 

1 (5) 1 ɛl 999 ɛl 

5 (25) 5 ɛl 995 ɛl 

10 (50) 10 ɛl 990 ɛl 

25 (125) 25 ɛl 975 ɛl 

 Z§sobn² roztok ġesti standardŢ 

v KrebsovŊ ģ. r. 

 

50 (250) 50 ɛl 950 ɛl 

20 ɛl 1 ɛl 100 (500) 100 ɛl 900 ɛl 

250 (1250) 250 ɛl 750 ɛl 

Pozn. ï v z§vork§ch uveden® koncentrace kynureninu 
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Spr§vnost 

Spr§vnost byla testov§na na vzorc²ch standardŢ o koncentraci 250 ng/ml, 

25 ng/ml, 5 ng/ml (kyselina kynurenov§, tryptofan, kyselina 5-hydroxyindol-3-octov§, 

melatonin); 250 ng/ml, 25 ng/ml, 0,5 ng/ml (serotonin) a 1250 ng/ml, 125 ng/ml, 

25 ng/ml (kynurenin). 

Od kaģd® l§tky byl pŚipraven z§sobn² roztok o koncentraci 0,1 mg/ml MeOH. 

Pro stanoven² nejniģġ² spr§vnosti, pŚesnosti a opakovatelnosti byl vytvoŚen speci§ln² 

z§sobn² roztok ġesti standardŢ, ve kter®m m§ kyselina kynurenov§, tryptofan, kyselina 

5-hydroxyindol-3-octov§ a melatonin koncentraci 5 ng/ml, serotonin 0,5 ng/ml 

a kynurenin 25 ng/ml. PodrobnĨ zpŢsob pŚ²pravy je uvedenĨ v tabulce ļ. 13 a 14. 

Tab. 13 PŚ²prava vzorkŢ ke stanoven² nejniģġ² spr§vnosti, pŚesnosti a opakovatelnosti 

 

C²lov® 

nejniģġ² 

koncentrace 

(ng/ml) 

Z§sobn² 

roztoky 

jednotlivĨch 

l§tek 

(0,1 mg/ml) 

 

Speci§ln² 

z§sobn² 

roztok 

ġesti 

standardŢ 

KrebsŢv 

ģivnĨ 

roztok 

Vanilin IS  

50 ɛg/ml 

MeOH 

Kyselina 

octov§ 

99% 

Kyn 25 50 ɛl 

do 1 ml 

MeOH 

(vznik§ 

speci§ln² 

z§sobn² 

roztok ġesti 

standardŢ) 

5 ɛl 995 ɛl 20 ɛl 1 ɛl 

Kyn

Ac 
5 10 ɛl 

5-HT 0,5 1 ɛl 

Trp  5 10 ɛl 

5-

OHI

3Ac 

5 10 ɛl 

Melt  5 10 ɛl 
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Tab. 14 PŚ²prava vzorkŢ ke stanoven² stŚedn² a nejvyġġ² spr§vnosti, pŚesnosti a 

opakovatelnosti 

Koncentrace 

(ng/ml) 

Z§sobn² roztok ġesti 

standardŢ v MeOH 

KrebsŢv ģivnĨ 

roztok 

Vanilin IS  

50 ɛg/ml 

MeOH 

Kyselina 

octov§ 99% 

25 (125) 25 ɛl 975 ɛl 20 ɛl 1 ɛl 

 

Z§sobn² roztok ġesti 

standardŢ 

v KrebsovŊ ģ. r. 

 

250 (1250) 250 ɛl 750 ɛl 20 ɛl 1 ɛl 

Pozn. ï v z§vork§ch uveden® koncentrace kynureninu 

PŚesnost 

PŚesnost byla testov§na na vzorc²ch standardŢ o koncentraci 250 ng/ml, 

25 ng/ml, 5 ng/ml (kyselina kynurenov§, tryptofan, kyselina 5-hydroxyindol-3-octov§, 

melatonin); 250 ng/ml, 25 ng/ml, 0,5 ng/ml (serotonin) a 1250 ng/ml, 125 ng/ml, 

25 ng/ml (kynurenin). 

PŚ²prava vzorkŢ standardŢ k analĨze prob²hala totoģnĨm zpŢsobem jako 

v kapitole 4.5 ï Spr§vnost. 

Opakovatelnost  

Opakovatelnost byla testov§na na vzorc²ch standardŢ o koncentraci 250 ng/ml, 

25 ng/ml, 5 ng/ml (kyselina kynurenov§, tryptofan, kyselina 5-hydroxyindol-3-octov§, 

melatonin); 250 ng/ml, 25 ng/ml, 0,5 ng/ml (serotonin) a 1250 ng/ml, 125 ng/ml, 

25 ng/ml (kynurenin). 

PŚ²prava vzorkŢ standardŢ k analĨze prob²hala totoģnĨm zpŢsobem jako 

v kapitole 4.5 ï Spr§vnost. 

Robustnost 

Robustnost byla testov§na na vzorc²ch standardŢ o koncentraci 25 ng/ml 

(kyselina kynurenov§, serotonin, tryptofan, kyselina 5-hydroxyindol-3-octov§, 

melatonin) a 125 ng/ml (kynurenin). K vzorkŢm bylo pŚid§no 20 ɛl vanilinu IS 

50 ɛg/ml MeOH a 1 ɛl kyseliny octov®. Blank pŚedstavoval KrebsŢv ģivnĨ roztok. 

PŚ²prava vzorkŢ standardŢ pro stanoven² robustnosti je uvedena v tabulce ļ. 15.  
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Tab. 15 PŚ²prava vzorkŢ standardŢ ke stanoven² robustnosti   

Koncentrace 

(ng/ml) 

Z§sobn² roztok 

ġesti standardŢ 

v MeOH 

KrebsŢv ģivnĨ 

roztok 

Vanilin IS  

50 ɛg/ml 

MeOH 

Kyselina 

octov§ 

99% 

25 (125) 25 ɛl 975 ɛl 20 ɛl 1 ɛl 

Pozn. ï v z§vorce uveden§ koncentrace kynureninu  
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5 VħSLEDKY A DISKUSE 

C²lem pr§ce bylo vyvinout optimalizovan® podm²nky pro HPLC analĨzu 

tryptofanu a jeho metabolitŢ v biologick®m materi§lu a n§sledn§ validace t®to metody. 

Dle pŢvodn²ho zad§n² byla v prvn² ļ§sti experiment§ln² pr§ce vyv²jena vhodn§ 

metoda pro stanoven² serotoninu a tryptofanu (prekurzor serotoninu). Po prostudov§n² 

literatury byla zvolena kolona s reverzn² f§z² C18, konkr®tnŊ kolona Kinetex EVO C18 

(100A, 150 Ĭ 3 mm, 5 ɛm) s pŚedkolonou OPTI-GUARD 1 mm C18.  

Jedn§ se o Core-Shell kolonu, tedy kolonu vyplnŊnou ļ§sticemi s pevnĨm 

j§drem. Ļ§stice maj² pevn® nepor®zn² j§dro, kter® je nepropustn® pro analyzovan® l§tky 

a vnŊjġ² por®zn² obal. D²ky t®to kombinaci maj² Core-Shell kolony oproti plnŊ por®zn²m 

ļ§stic²m mnoho vĨhod: zvĨġen® rozliġen², n²zkĨ zpŊtnĨ tlak (Obr. 3). 
35, 36

 

 

Obr. 3 Porovn§n² Core-Shell a plnŊ por®zn²ch ļ§stic 
37

 

PŚi vĨvoji metody byly vyzkouġeny rŢzn® chromatografick® podm²nky. V prvn² 

f§zi vĨvoje byla testov§na izokratick§ eluce s mobiln² f§z² tvoŚenou kyselinou mravenļ² 

(pH 3,0) a methanolem (10 %). Retence serotoninu byla minim§ln², eluoval se t®mŊŚ 

v mrtv®m ļase. Mnoģstv² methanolu bylo tedy sn²ģeno na 5 %, ale retence byla st§le 

slab§. D§le se zkusilo zvĨġit pH kyseliny mravenļ² na 4,0 a procento methanolu sn²ģit 

na 3 %, ovġem retence byla poŚ§d slab§. VĨraznŊji pomohla aģ n§hrada kyseliny 

mravenļ² octanovĨm pufrem (pH 4,0; MeOH 3 %). Retenļn² ļas serotoninu se posunul 

na 4,6 minut. PŚi sn²ģen² pH pufru na 3,5 se retence zhorġila (3,9 minut). PŚi zvĨġen² pH 

na 4,5 se zlepġila na dostateļnĨch 5 minut. PrŢtokov§ rychlost byla 0,3 ml/min. 

V t®to f§zi vĨvoje doġlo k rozġ²Śen² pŢvodn²ho zad§n² o dalġ² s®rii l§tek. 

K serotoninu a tryptofanu pŚibyl kynurenin, kyselina kynurenov§, kyselina 

5-hydroxyindol-3-octov§ a kyselina chinolinov§. Ve st§vaj²c²ch podm²nk§ch 
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vykazovala kyselina chinolinov§ nulovou a kynurenin pomŊrnŊ slabou retenci. Byly 

zkouġeny rŢzn® pH st§vaj²c² mobiln² f§ze (od pH 2,0 aģ k pH 8,0), ale lepġ² separace se 

nepodaŚilo dos§hnout, proto jsme se vr§tili zp§tky k pH 4,5.  

Kyselina chinolinov§ se eluovala s mrtvĨm ļasem i pŚi pH 2. Doġli jsme 

k z§vŊru, ģe se ji nepodaŚ² analyzovat spoleļnŊ s ostatn²mi analyty a bude muset bĨt 

pro jej² stanoven² vyvinuta odliġn§ metoda. 

Metoda vyvinut§ pro serotonin (pH 4,5; MeOH 3 %) se tedy uk§zala jako 

vhodn§ i pro celou s®rii l§tek (tryptofan, kynurenin, kyselina kynurenov§, kyselina 

5-hydroxyindol-3-octov§), kdy i pŚes pomŊrnŊ slabou retenci kynureninu byly vġechny 

p²ky od sebe i od p²kŢ z blanku oddŊleny (blank pŚedstavuje KrebsŢv ģivnĨ roztok).  

V dalġ² f§zi vĨvoje byla s®rie l§tek doplnŊna jeġtŊ o melatonin. Melatonin je 

v porovn§n² s ostatn²mi stanovovanĨmi l§tkami lipofilnŊjġ² a za podm²nek izokratick® 

eluce ho nelze rozumnŊ eluovat. Bylo rozhodnuto o vyvinut² gradientu. Gradient bylo 

nutn® nastavit tak, aby nedoch§zelo k interferenc²m s p²ky z blanku.  

Ve st§vaj²c²ch podm²nk§ch s prŢtokovou rychlost² 0,3 ml/min trvala analĨza 

pŚ²liġ dlouho (45 minut), proto se prŢtokov§ rychlost zvĨġila na 0,5 ml/min, pŚepoļ²tal 

se gradient a celkov§ doba analĨzy se zkr§tila na relativnŊ pŚijatelnĨch 30 minut.  

Gradient vyvinut® metody zaļ²n§ v osm® minutŊ, po eluci vġech ostatn²ch 

stanovovanĨch l§tek (Tab. 16, 17). 

Tab. 16 Gradient vyvinut® metody 

Ļas (min) MF A (%)  MF B (%)  

0,00-8,40 100 0 

8,40-9,60 100 Ÿ 82 0 Ÿ 18 

9,60-21,60 82 18 

21,60-22,20 82 Ÿ 100 18 Ÿ 0 

22,20-30,00 100 0 

Tab. 17 Retenļn² ļasy jednotlivĨch analytŢ 

Analyt tR (min) Analyt tR (min) 

kynurenin (UV) 2,9 kyselina 5-hydroxyindol-3-octov§ 8,0 

kyselina kynurenov§ (UV) 6,8 melatonin 23,0 

serotonin 4,1 vanilin IS (UV) 14,5 

tryptofan 5,7  
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Jako vnitŚn² standard byl testov§n riboflavin, vanilin a kyselina homovanilov§. 

Vanilin se uk§zal jako nejvĨhodnŊjġ² vnitŚn² standard. Riboflavin nebyl st§lĨ, proto se 

od nŊj upustilo. KromŊ vanilinu by ġla pouģ²t i kyselina homovanilov§, ale bylo by 

nutn® upravit parametry metody a gradient. 

Zpoļ§tku nebylo zn§mo, na jakĨch hladin§ch se analyzovan® l§tky budou 

pohybovat. Obvykl® hladiny serotoninu v biologick®m materi§lu se pohybuj² 

okolo 21 - 321 ng/ml v s®ru 
38
, 8,25 Ñ 2,24 ng/ml v plazmŊ 

39
. Po prvn²ch pokusech bylo 

zŚejm®, ģe hladiny serotoninu ve vzorc²ch budou velmi n²zk® (1 ng/ml). Byly 

vyzkouġeny izolaļn² techniky, ale bez vŊtġ²ho ¼spŊchu (kapitola 5.2). Nakonec se 

uk§zalo, ģe nejl®pe povede k c²li zvĨġen² objemu n§stŚiku na 100 ɛl, ovġem to s sebou 

pŚineslo probl®m se ġtŊpen²m p²ku kyseliny 5-hydroxyindol-3-octov®. Tento probl®m se 

vyŚeġil pŚ²davkem 1 ɛl 99 % kyseliny octov® ke vġem vzorkŢm. 

5.1 Parametry vyvinut® metody (Tab. 18) 

RozmŊry kolony: d®lka 150 mm, ID 3 mm  

Stacion§rn² f§ze: silikagel C18 (velikost ļ§stic 5 ɛm, velikost p·rŢ 100A) 

PŚedkolona: OPTI-GUARD C18, d®lka 1 mm 

MF A: voda + octanovĨ tlumivĨ roztok 0,1 M pH 4,5 + MeOH 97+3 

MF B: ļistĨ methanol 

Teplota: 30 ÁC 

Objem n§stŚiku: 100 ɛl  

PrŢtokov§ rychlost: 0,5 ml/min 

Detekce: spektrofotometrickĨ a fluorimetrickĨ detektor (na z§kladŊ promŊŚen² UV a 

fluorescenļn²ch spekter jednotlivĨch analyzovanĨch l§tek, Tab. 19) 

Eluce: gradientov§ 

Celkov§ doba analĨzy: 30 minut  
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Tab. 18 Vyvinut§ metoda 

Ļas (min)  Analyt 

0,00 UV: ɚ ļ. 1 369 nm Kyn 

0,00 UV: ɚ ļ. 2 227 nm Kyn 

0,00 Emise 475 nm Kyn 

0,00 Excitace 369 nm Kyn 

3,20 Emise 334 nm 5-HT + Trp 

3,20 Excitace 280 nm 5-HT + Trp 

4,50 UV: ɚ ļ. 1 300 nm Trp 

4,50 UV: ɚ ļ. 2 254 nm Trp + KynAc 

6,00 UV: ɚ ļ. 1 244 nm KynAc 

6,50 Emise 333 nm 5-OHI3Ac 

6,50 Excitace 276 nm 5-OHI3Ac 

8,40 MF B 0 %  

9,60 MF B 18 %  

11,00 Emise 395 nm Vanilin IS 

11,00 Excitace 307 nm Vanilin IS 

11,00 UV: ɚ ļ. 1 220 nm Vanilin IS 

11,00 UV: ɚ ļ. 2 254 nm Vanilin IS 

19,80 Emise 331 nm Melt 

19,80 Excitace 278 nm Melt 

21,60 MF B 18 %  

22,20 MF B 0 %  

Tab. 19 NamŊŚen® hodnoty spekter 

Analyt UV (nm) Ex/Em 

kynurenin 369, 227 369/475 

kyselina kynurenov§ 244, 254  

serotonin  280/334 

tryptofan 300, 254 280/334 

kyselina 5-hydroxyindol-3-octov§  276/333 

melatonin  278/331 

vanilin IS 220, 254 307/395 
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V UV spektru se sledoval kynurenin, kyselina kynurenov§ a vanilin IS (Obr. 4). 

Fluorimetricky se sledoval serotonin, tryptofan, kyselina 5-hydroxyindol-3-octov§ a 

melatonin (Obr. 5). Vanilin IS by ġlo sledovat i fluorimetricky, ale v UV oblasti n§m 

vĨsledky vych§zely pŚesnŊji.  

 

Obr. 4 Chromatogram analyzovanĨch l§tek (50 ng/ml, Kyn 250 ng/ml), UV detekce 

 

Obr. 5 Chromatogram analyzovanĨch l§tek (50 ng/ml), fluorescenļn² detekce 
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5.2 LLE a SPE izolace 

Ze zaļ§tku byla snaha o z²sk§n² lepġ² vĨtŊģnosti pomoc² LLE a SPE izolace. 

Bohuģel jsme nedost§vali takov® vĨsledky, aby se extrakce vyplatila. VĨtŊģnost byla 

prakticky nulov§. Po pŚid§n² amoniaku, a n§slednŊ kyseliny octov® 

z dŢvodu neutralizace, se sice p²k serotoninu u nŊkterĨch kolonek (STRATA XC, 

HyperSep Retain Cx, HyperSep Scx Spe) uk§zal, ale byl rozġtŊpenĨ (Obr. 6). Vzorky 

z Katedry farmakologie a toxikologie byly Ś§dovŊ v jednotk§ch ml a bylo by tŚeba 

pro kaģdou analyzovanou l§tku kvŢli rozd²lnĨm podm²nk§m vlastn² kolonku. To by 

bylo ļasovŊ n§roļn® a zejm®na velmi drah®. Z tŊchto dŢvodŢ se od LLE a SPE izolace 

upustilo. 

 

Obr. 6 SPE izolace s pouģit²m kolonky Strata XC, uk§zka rozġtŊpen®ho 5-HT 

(tR = 6,7 min) po eluci MeOH s pŚidanĨm NH3, prŢtok: 0,3 ml/min, fluorescenļn² 

detekce; shoda dolŢ: porovn§vac² roztok standardu 5-HT (25 ng/ml), izol§t Strata XC, 

izol§t Strata XC po eluci MeOH s pŚidanĨm NH3  

0,0 2,5 5,0 7,5 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0 22,5 25,0 27,5 min

0

25000

50000

75000

100000

125000

150000

175000

200000

225000

250000

275000
uV

5-HT 

 



50 

 

5.3 Validace metody 

HPLC analĨza byla validov§na dle FDA smŊrnic. Hodnocen® validaļn² 

parametry byly: selektivita, stabilita, linearita, spr§vnost, pŚesnost ï opakovatelnost a 

robustnost. 
26, 29, 31

 

5.3.1 Selektivita 

Z§vŊr: NepatrnĨ p²k v blanku, kterĨ m§ stejnĨ retenļn² ļas jako tryptofan (Obr. 8), je 

zanedbatelnĨ, neboŠ tryptofan je ve vzorc²ch sledov§n ve velmi vysokĨch 

koncentrac²ch. Vyvinut§ metoda je dostateļnŊ selektivn², neboŠ p²ky analyzovanĨch 

l§tek jsou dostateļnŊ oddŊlen® (Obr. 7, 8). Kdyby bylo nutno sledovat tryptofan 

pŚi niģġ²ch koncentrac²ch, p²k se stejnĨm retenļn²m ļasem jako tryptofan by mohl m²t 

vliv na vĨsledky. Navrģen® jednoduch®, nikoliv ide§ln² Śeġen² je, ģe by bylo moģn® 

odeļ²st plochu p²ku v blanku od plochy p²ku tryptofanu. 

 

Obr. 7 Shora dolŢ chromatogram standardŢ, blanku a vzorku; prŢtok: 0,5 ml/min; 

UV detekce; tR (Kyn) = 2,9 min; tR (KynAc) = 6,8 min 

0,0 2,5 5,0 7,5 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0 22,5 25,0 27,5 min

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

7000

8000

9000

10000

11000

12000

13000

uV

Kyn 

 
KynAc 

 



51 

 

 

Obr. 8 Shora dolŢ chromatogram standardŢ, blanku a vzorku; prŢtok: 0,5 ml/min; 

fluorescenļn² detekce; tR (5-HT) = 4,1 min; tR (Trp) = 5,7 min; 

tR (5-OHI3Ac) = 8,0 min; tR (Melt) = 23,0 min 

5.3.2 Stabilita 

Stabilita vzorkŢ standardŢ byla sledov§na v autosampleru pŚi teplotŊ 30 ÁC a 

pŚi zamraģen² a rozmraģen².  

Z§vŊr: Ani po zamraģen² a rozmraģen², tak ani po 72 hodin§ch v autosampleru 

nedoch§z² ke zmŊn§m analĨzy. 
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5.3.3 Linearita  

Zobrazen²m linearity je kalibraļn² pŚ²mka, tedy z§vislost odezvy detektoru 

na koncentraci l§tky. 
26, 29

 Byla pŚipravena s®rie vzorkŢ o zn§m® koncentraci (Tab. 20 ï 

25). Pro popis z§vislosti byla vyuģita rovnice pŚ²mky (Obr. 9 ï 14). 

Tab. 20 Hodnoty kalibraļn² pŚ²mky pro kynurenin 

Koncentrace 

Kyn (ng/ml) 

PomŊr ploch 

Kyn/IS UV  

5 0,0064 

25 0,0366 

50 0,0953 

125 0,1937 

250 0,4643 

500 0,8507 

1250 2,1051 

 

Obr. 9 Graf z§vislosti pomŊru ploch Kyn/IS UV na koncentraci kynureninu 

regresn² rovnice: y = 0,0017x + 0,0052 

koeficient determinace: RĮ = 0,9994; koeficient korelace: R = 0,9997 
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Tab. 21 Hodnoty kalibraļn² pŚ²mky pro kyselinu kynurenovou 

Koncentrace 

KynAc (ng/ml) 

PomŊr ploch 

KynAc/IS UV 

1 0,0142 

5 0,0346 

10 0,1167 

25 0,2233 

50 0,4968 

100 0,9364 

250 2,2146 

 

Obr. 10 Graf z§vislosti pomŊru ploch KynAc/IS UV na koncentraci kyseliny kynurenov® 

regresn² rovnice: y = 0,0089x + 0,0188 

koeficient determinace: RĮ = 0,9989; koeficient korelace: R = 0,9994 
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Tab. 22 Hodnoty kalibraļn² pŚ²mky pro serotonin 

Koncentrace 

5-HT (ng/ml) 

PomŊr ploch 

5-HT/IS UV 

0,1 0,1954 

0,5 0,3367 

1 0,8959 

5 3,7335 

10 8,7826 

25 21,7091 

50 55,2568 

100 105,9449 

250 195,6193 

 

Obr. 11 Graf z§vislosti pomŊru ploch 5-HT/IS UV na koncentraci serotoninu 

regresn² rovnice:y = 0,8072x + 4,0026  

koeficient determinace: RĮ = 0,979; koeficient korelace: R = 0,9894 
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Tab. 23 Hodnoty kalibraļn² pŚ²mky pro tryptofan 

Koncentrace 

Trp  (ng/ml) 

PomŊr ploch 

Trp /IS UV 

5 2,9884 

10 4,6896 

25 7,7836 

50 18,5861 

100 29,6173 

250 69,0720 

 

Obr. 12 Graf z§vislosti pomŊru ploch Trp/IS UV na koncentraci tryptofanu 

regresn² rovnice: y = 0,2686x + 2,4225 

koeficient determinace: RĮ = 0,9967; koeficient korelace: R = 0,9983 
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Tab. 24 Hodnoty kalibraļn² pŚ²mky pro kyselinu 5-hydroxyindol-3-octovou 

Koncentrace  

5-OHI 3Ac (ng/ml) 

PomŊr ploch 5-

OHI 3Ac/IS UV 

1 1,1248 

5 2,1516 

10 3,9209 

25 9,6721 

50 23,4477 

100 43,5196 

250 104,0116 

 

Obr. 13 Graf z§vislosti pomŊru ploch 5-OHI3Ac/IS UV na koncentraci kyseliny 

5-hydroxyindol-3-octov® 

regresn² rovnice: y = 0,4166x + 0,5867 

koeficient determinace: RĮ = 0,9989; koeficient korelace: R = 0,9994 

  

0,00

20,00

40,00

60,00

80,00

100,00

120,00

0 50 100 150 200 250 300

Ǉ
ƻ
Ƴ
Š
Ǌ
 
Ǉ
ƭ
ƻ
Ŏ
Ƙ
 
р

-O
H

I3
A

c
/I

S
 U

V 

koncentrace (ng/ml) 



57 

 

Tab. 25 Hodnoty kalibraļn² pŚ²mky pro melatonin 

Koncentrace 

Melt  (ng/ml) 

PomŊr ploch 

Melt /IS UV 

1 0,0309 

5 0,1997 

10 0,3596 

25 1,1537 

50 3,1952 

100 5,7891 

250 14,2441 

 

Obr. 14 Graf z§vislosti pomŊru ploch Melt/IS UV na koncentraci melatoninu 

regresn² rovnice: y = 0,0575x - 0,0573 

koeficient determinace: RĮ = 0,9985; koeficient korelace: R = 0,9992 

Z§vŊr: Z²skan® kalibraļn² kŚivky prok§zaly linearitu metody. Hodnoty koeficientŢ 

korelace ukazuj² na t®mŊŚ pŚ²mou ¼mŊrnost (R > 0,98). 
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5.3.4 Spr§vnost 

Tab. 26 Stanoven² spr§vnosti pro kynurenin 

Koncentrace 

Kyn (ng/ml)  

Plocha p²ku 

Kyn 

Plocha p²ku 

IS UV 

PomŊr ploch 

Kyn/IS UV  

Vypoļ²tan§ 

koncentrace 

(ng/ml) 

Odchylka 

(%)  

1250 

354753 180168 1,97 1357,35 

+ 9,02 

358110 178139 2,01 1385,80 

359922 183157 1,97 1354,65 

361047 180657 2,00 1377,69 

356935 183865 1,94 1338,24 

125 

33836 171311 0,20 136,16 

+ 4,15 

35043 186931 0,19 129,23 

33248 188563 0,18 121,55 

34360 190209 0,18 124,53 

34129 168698 0,20 139,46 

25 

6687 189761 0,04 24,29 

- 1,94 

6492 193388 0,03 23,14 

6946 192947 0,04 24,82 

6715 193539 0,03 23,92 

7243 189113 0,04 26,40 
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Tab. 27 Stanoven² spr§vnosti pro kyselinu kynurenovou 

Koncentrace 

KynAc (ng/ml) 

Plocha p²ku 

KynAc 

Plocha p²ku 

IS UV 

PomŊr ploch 

KynAc/IS UV 

Vypoļ²tan§ 

koncentrace 

(ng/ml) 

Odchylka (%) 

250 

372108 180168 2,07 260,98 

+ 4,93 

375160 178139 2,11 266,12 

378159 183157 2,06 260,90 

377702 180657 2,09 264,19 

377552 183865 2,05 259,47 

25 

37354 171311 0,22 27,55 

+ 2,82 

37437 186931 0,20 25,31 

37655 188563 0,20 25,23 

37310 190209 0,20 24,79 

34239 168698 0,20 25,65 

5 

7319 189761 0,04 4,87 

- 2,67 

7229 193388 0,04 4,72 

7528 192947 0,04 4,93 

7363 193539 0,04 4,81 

7480 189113 0,04 5,00 
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Tab. 28 Stanoven² spr§vnosti pro serotonin 

Koncentrace 

5-HT (ng/ml)  

Plocha p²ku 5-

HT 

Plocha p²ku 

IS UV 

PomŊr ploch 

5-HT/IS UV  

Vypoļ²tan§ 

koncentrace 

(ng/ml) 

Odchylka (%) 

250 

32054942 180168 177,92 239,61 

- 4,31 

32470470 178139 182,28 245,48 

31810974 183157 173,68 233,90 

32460287 180657 179,68 241,98 

32102477 183865 174,60 235,14 

25 

3388590 171311 19,78 26,64 

+ 3,85 

3487150 186931 18,65 25,12 

3621275 188563 19,20 25,86 

3587838 190209 18,86 25,40 

3354224 168698 19,88 26,78 

0,5 

57397 189761 0,30 0,41 

+ 7,98 

80187 193388 0,41 0,56 

78475 192947 0,41 0,55 

82351 193539 0,43 0,58 

83248 189113 0,44 0,60 
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Tab. 29 Stanoven² spr§vnosti pro tryptofan 

Koncentrace 

Trp (ng/ml)  

Plocha p²ku 

Trp  

Plocha p²ku 

IS UV 

PomŊr ploch 

Trp/IS UV  

Vypoļ²tan§ 

koncentrace 

(ng/ml) 

Odchylka (%) 

250 

11209463 180168 62,22 224,49 

- 11,69 

11139098 178139 62,53 225,62 

11046029 183157 60,31 217,60 

11106982 180657 61,48 221,83 

10924499 183865 59,42 214,38 

25 

1264432 171311 7,38 26,63 

+ 4,42 

1287502 186931 6,89 24,85 

1331605 188563 7,06 25,48 

1321402 190209 6,95 25,07 

1332519 168698 7,90 28,50 

5 

243768 189761 1,28 6,13 

+ 16,35 

220219 193388 1,14 5,44 

220230 192947 1,14 5,45 

238830 193539 1,23 5,89 

244632 189113 1,29 6,18 
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Tab. 30 Stanoven² spr§vnosti pro kyselinu 5-hydroxyindol-3-octovou 

Koncentrace 

5-OHI3Ac 

(ng/ml) 

Plocha p²ku 

5-OHI3Ac 

Plocha p²ku 

IS UV 

PomŊr ploch 

5-OHI3Ac/IS 

UV 

Vypoļ²tan§ 

koncentrace 

(ng/ml) 

Odchylka (%) 

250 

15807085 180168 87,74 267,95 

+ 5,97 

15831652 178139 88,87 271,42 

15696923 183157 85,70 261,74 

15754753 180657 87,21 266,34 

15482691 183865 84,21 257,18 

25 

1445264 171311 8,44 25,77 

+ 1,63 

1486355 186931 7,95 24,28 

1541952 188563 8,18 24,97 

1526190 190209 8,02 24,51 

1519445 168698 9,01 27,51 

5 

294157 189761 1,55 4,86 

+ 14,11 

351295 193388 1,82 5,70 

346262 192947 1,79 5,63 

376408 193539 1,94 6,10 

376424 189113 1,99 6,24 
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Tab. 31 Stanoven² spr§vnosti pro melatonin 

Koncentrace 

Melt (ng/ml)  

Plocha p²ku 

Melt  

Plocha p²ku 

IS UV 

PomŊr ploch 

Melt/IS UV  

Vypoļ²tan§ 

koncentrace 

(ng/ml) 

Odchylka (%) 

250 

2180428 180168 12,10 285,55 

+ 14,66 

2210839 178139 12,41 292,83 

2211985 183157 12,08 284,96 

2231978 180657 12,35 291,51 

2169651 183865 11,80 278,43 

25 

194524 171311 1,14 26,79 

+ 5,13 

201819 186931 1,08 25,47 

208801 188563 1,11 26,13 

207424 190209 1,09 25,73 

195113 168698 1,16 27,29 

5 

38832 189761 0,20 4,83 

- 6,64 

37985 193388 0,20 4,63 

35979 192947 0,19 4,40 

40876 193539 0,21 4,98 

36027 189113 0,19 4,50 

Z§vŊr: Odchylky z²skanĨch hodnot vyhovuj² limitŢm pro stanoven² spr§vnosti. 
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5.3.5 PŚesnost 

Tab. 32 Stanoven² pŚesnosti pro kynurenin 

Koncentrace 

Kyn (ng/ml)  

Plocha p²ku 

Kyn 

Plocha p²ku 

IS UV 

PomŊr ploch 

Kyn/IS UV  

RSD 

(%)  

1250 

354753 180168 1,97 

1,40 

358110 178139 2,01 

359922 183157 1,97 

361047 180657 2,00 

356935 183865 1,94 

125 

33836 171311 0,20 

5,81 

35043 186931 0,19 

33248 188563 0,18 

34360 190209 0,18 

34129 168698 0,20 

25 

6687 189761 0,04 

4,97 

6492 193388 0,03 

6946 192947 0,04 

6715 193539 0,03 

7243 189113 0,04 
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Tab. 33 Stanoven² pŚesnosti pro kyselinu kynurenovou  

Koncentrace 

KynAc (ng/ml) 

Plocha p²ku 

KynAc 

Plocha p²ku 

IS UV 

PomŊr ploch 

KynAc/IS UV 

RSD 

(%)  

250 

372108 180168 2,07 

1,04 

375160 178139 2,11 

378159 183157 2,06 

377702 180657 2,09 

377552 183865 2,05 

25 

37354 171311 0,22 

4,19 

37437 186931 0,20 

37655 188563 0,20 

37310 190209 0,20 

34239 168698 0,20 

5 

7319 189761 0,04 

2,19 

7229 193388 0,04 

7528 192947 0,04 

7363 193539 0,04 

7480 189113 0,04 

 

  



66 

 

Tab. 34 Stanoven² pŚesnosti pro serotonin 

Koncentrace 

5-HT (ng/ml) 

Plocha p²ku 

5-HT 

Plocha p²ku 

IS UV 

PomŊr ploch 

5-HT/IS UV  

RSD 

(%)  

250 

32054942 180168 177,92 

2,00 

32470470 178139 182,28 

31810974 183157 173,68 

32460287 180657 179,68 

32102477 183865 174,60 

25 

3388590 171311 19,78 

2,82 

3487150 186931 18,65 

3621275 188563 19,20 

3587838 190209 18,86 

3354224 168698 19,88 

0,5 

57397 189761 0,30 

13,77 

80187 193388 0,41 

78475 192947 0,41 

82351 193539 0,43 

83248 189113 0,44 
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Tab. 35 Stanoven² pŚesnosti pro tryptofan 

Koncentrace 

Trp (ng/ml)  

Plocha p²ku 

Trp  

Plocha p²ku 

IS UV 

PomŊr ploch 

Trp/IS UV  

RSD 

(%)  

250 

11209463 180168 62,22 

2,14 

11139098 178139 62,53 

11046029 183157 60,31 

11106982 180657 61,48 

10924499 183865 59,42 

25 

1264432 171311 7,38 

5,76 

1287502 186931 6,89 

1331605 188563 7,06 

1321402 190209 6,95 

1332519 168698 7,90 

5 

243768 189761 1,28 

6,16 

220219 193388 1,14 

220230 192947 1,14 

238830 193539 1,23 

244632 189113 1,29 
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Tab. 36 Stanoven² pŚesnosti pro kyselinu 5-hydroxyindol-3-octovou 

Koncentrace 

5-OHI3Ac 

(ng/ml) 

Plocha p²ku 

5-OHI3Ac 

Plocha p²ku 

IS UV 

PomŊr ploch 

5-OHI3Ac/IS 

UV 

RSD 

(%)  

250 

15807085 180168 87,74 

2,10 

15831652 178139 88,87 

15696923 183157 85,70 

15754753 180657 87,21 

15482691 183865 84,21 

25 

1445264 171311 8,44 

5,13 

1486355 186931 7,95 

1541952 188563 8,18 

1526190 190209 8,02 

1519445 168698 9,01 

5 

294157 189761 1,55 

9,45 

351295 193388 1,82 

346262 192947 1,79 

376408 193539 1,94 

376424 189113 1,99 
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Tab. 37 Stanoven² pŚesnosti pro melatonin 

Koncentrace 

Melt (ng/ml)  

Plocha p²ku 

Melt  

Plocha p²ku 

IS UV 

PomŊr ploch 

Melt/IS UV  

RSD 

(%)  

250 

2180428 180168 12,10 

2,02 

2210839 178139 12,41 

2211985 183157 12,08 

2231978 180657 12,35 

2169651 183865 11,80 

25 

194524 171311 1,14 

2,86 

201819 186931 1,08 

208801 188563 1,11 

207424 190209 1,09 

195113 168698 1,16 

5 

38832 189761 0,20 

5,12 

37985 193388 0,20 

35979 192947 0,19 

40876 193539 0,21 

36027 189113 0,19 

5.3.6 Opakovatelnost  

Tab. 38 Stanoven² opakovatelnosti pro kynurenin 

Koncentrace 

Kyn (ng/ml)  
Plocha p²ku Kyn 

RSD 

(%)  

1250 356935 359090 359814 356570 354705 0,57 

125 34360 36374 35448 33991 35100 2,67 

25 7243 6687 6861 6966 7090 3,05 

Tab. 39 Stanoven² opakovatelnosti pro kyselinu kynurenovou 

Koncentrace 

KynAc (ng/ml) 
Plocha p²ku KynAc  

RSD 

(%)  

250 377552 376209 377991 375666 376374 0,26 

25 37310 37761 37680 37082 37328 0,75 

5 7480 7319 7379 7291 7245 1,24 
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Tab. 40 Stanoven² opakovatelnosti pro serotonin 

Koncentrace 

5-HT (ng/ml) 
Plocha p²ku 5-HT  

RSD 

(%)  

250 32102477 32022617 32163616 32050034 31940853 0,26 

25 3587838 3586886 3590563 3581286 3569153 0,24 

0,5 83248 83382 80817 83512 80799 1,71 

Tab. 41 Stanoven² opakovatelnosti pro tryptofan 

Koncentrace 

Trp  (ng/ml) 
Plocha p²ku Trp  

RSD 

(%)  

250 10924499 10837731 10866718 10798891 10806203 0,47 

25 1321402 1318334 1328411 1324956 1319266 0,32 

5 244632 243768 208690 210876 211174 8,32 

Tab. 42 Stanoven² opakovatelnosti pro kyselinu 5-hydroxyindol-3-octovou 

Koncentrace 

5-OHI3Ac 

(ng/ml) 

Plocha p²ku 5-OHI3Ac  
RSD 

(%)  

250 15482691 15418844 15458551 15357032 15360103 0,37 

25 1526190 1531869 1525424 1526149 1527059 0,17 

5 376424 334398 370185 374050 374267 4,85 

Tab. 43 Stanoven² opakovatelnosti pro melatonin 

Koncentrace 

Melt  (ng/ml) 
Plocha p²ku Melt  

RSD 

(%)  

250 2169651 2085160 2006821 2126722 2063178 2,96 

25 207424 207330 205237 206108 201940 1,09 

5 36027 38832 39057 38368 37548 3,24 

Z§vŊr: Relativn² smŊrodatn® odchylky mŊŚen² vyhovuj² limitŢm pro stanoven² pŚesnosti 

a opakovatelnosti. 
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5.3.7 Robustnost 

Pro sledov§n² robustnosti byly vybr§ny takov® parametry, kter® by mohly 

vĨznamnŊ ovlivnit vĨsledky analĨzy. Parametry byly sledov§ny jak u standardŢ, tak 

u blanku.  

Byl sledovanĨ vliv zmŊny teploty na kolonŊ o Ñ 5 ÁC. ObecnŊ plat², ģe pŚi vyġġ² 

teplotŊ je analĨza rychlejġ², pŚi niģġ² pomalejġ². Ze z§znamŢ je zŚejm®, ģe pŚi vyġġ² 

teplotŊ doch§z² ke sn²ģen® separaci p²ku kyseliny kynurenov® (Obr. 15). MoģnĨm 

dŢvodem by mohla bĨt i zmŊna vlnov® d®lky nastaven§ v metodŊ. PŚi niģġ² teplotŊ by 

bylo tŚeba prodlouģit gradient kvŢli separaci melatoninu (Obr. 16). 

 

Obr. 15 Shora dolŢ: standardn² teplota 30 ÁC, teplota 35 ÁC, teplota 25 ÁC; 

prŢtok: 0,5 ml/min; UV detekce; tR (Kyn) = 2,9 min; tR (KynAc) = 6,8 min 
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Obr. 16 Shora dolŢ: standardn² teplota 30 ÁC, teplota 35 ÁC, teplota 25 ÁC; 

prŢtok: 0,5 ml/min; fluorescenļn² detekce; tR (5-HT) = 4,1 min; tR (Trp) = 5,7 min; 

tR (5-OHI3Ac) = 8,0 min; tR (Melt) = 23,0 min 

PŚi posunu n§stupu gradientu o Ñ 1 min doch§z² k posunut² p²kŢ, ale separace 

zŢst§v§ zachov§na. 

Posunut² celkov® doby analĨzy o Ñ 2 min nem§ vliv na separaci. 

N§stŚik 50 ɛl ļi 150 ɛl nevad², je pouģitelnĨ, ovġem u vŊtġ²ho n§stŚiku je potŚeba 

poļ²tat s pŚ²padnĨm ġtŊpen²m p²ku kyseliny 5-hydroxyindol-3-octov® (Obr. 17).  
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Obr. 17 Shora dolŢ: standardn² n§stŚik 100 ɛl, n§stŚik 50 ɛl, n§stŚik 150 ɛl; 

prŢtok: 0,5 ml/min; fluorescenļn² detekce; tR (5-HT) = 4,1 min; tR (Trp) = 5,7 min; 

tR (5-OHI3Ac) = 8,0 min; tR (Melt) = 23,0 min 

Dalġ²m sledovanĨm parametrem byla zmŊna prŢtoku o Ñ 10 %, tedy 

na 0,45 ml/min a 0,55 ml/min. V pŚ²padŊ, ģe se zohledn² prŢtok v tvorbŊ gradientu a 

posunu vlnovĨch d®lek v metodŊ, zmŊna neovlivn² vĨsledek. 

D§le se sledoval vliv sloģen² mobiln² f§ze na analĨzu. ZmŊna pH mobiln² f§ze 

na 4,7 se nejv²ce projevila posunut²m separace kyseliny 5-hydroxyindol-3-octov®, coģ 

by mohlo souviset s ionizac² t®to l§tky (Obr. 18). Na ostatn² l§tky m§ tato zmŊna 

minim§ln² vliv. Procentu§ln² zmŊna pŚidan®ho methanolu o + 10 % negativnŊ ovlivn² 

separaci kyseliny kynurenov®. 
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Obr. 18 Shora dolŢ: standardn² pH MF 4,5; pH MF 4,3; pH MF 4,7; 

prŢtok: 0,5 ml/min; fluorescenļn² detekce; tR (5-HT) = 4,1 min; tR (Trp) = 5,7 min; 

tR (5-OHI3Ac) = 8,0 min; tR (Melt) = 23,0 min 

Z§vŊr: Na z§kladŊ vĨsledkŢ sledovanĨch parametrŢ nen² tato metoda pŚ²liġ robustn², 

proto je nutn® pŚesnŊ dodrģovat podm²nky analĨzy.  
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5.4 Shrnut² validace 

Tab. 44 Validaļn² parametry pro kynurenin 

Selektivita prok§zan§ 

Stabilita stabiln² 

Linearita 
y = 0,0017x + 0,0052 

R = 0,9997 

Spr§vnost v rozmez² 98,06 ï 109,02 % 

PŚesnost RSD = 4,06 % 

opakovatelnost RSD = 2,10 % 

Robustnost kapitola 5.3.7  

Tab. 45 Validaļn² parametry pro kyselinu kynurenovou 

Selektivita prok§zan§ 

Stabilita stabiln² 

Linearita 
y = 0,0089x + 0,0188 

R = 0,9994 

Spr§vnost v rozmez² 97,33 ï 104,93 % 

PŚesnost RSD = 2,47 % 

opakovatelnost RSD = 0,75% 

Robustnost kapitola 5.3.7 

Tab. 46 Validaļn² parametry pro serotonin 

Selektivita prok§zan§ 

Stabilita stabiln² 

Linearita 
y = 0,8072x + 4,0026 

R = 0,9894 

Spr§vnost v rozmez² 95,69 ï 107,98 % 

PŚesnost RSD = 6,20 % 

opakovatelnost RSD = 0,74 % 

Robustnost kapitola 5.3.7 
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Tab. 47 Validaļn² parametry pro tryptofan 

Selektivita prok§zan§ 

Stabilita stabiln² 

Linearita 
y = 0,2686x + 2,4225 

R = 0,9983 

Spr§vnost v rozmez² 88,31 ï 116,35 % 

PŚesnost RSD = 4,69 % 

opakovatelnost RSD = 3,04 % 

Robustnost kapitola 5.3.7 

Tab. 48 Validaļn² parametry pro kyselinu 5-hydroxyindol-3-octovou 

Selektivita prok§zan§ 

Stabilita stabiln² 

Linearita 
y = 0,4166x + 0,5867 

R = 0,9994 

Spr§vnost v rozmez² 101,63 ï 114,11 % 

PŚesnost RSD = 5,56 % 

opakovatelnost RSD = 1,80 % 

Robustnost kapitola 5.3.7 

Tab. 49 Validaļn² parametry pro melatonin 

Selektivita prok§zan§ 

Stabilita stabiln² 

Linearita 
y = 0,0575x - 0,0573 

R = 0,9992 

Spr§vnost v rozmez² 93,36 ï 114,66 % 

PŚesnost RSD = 3,33 % 

opakovatelnost RSD = 2,43 % 

Robustnost kapitola 5.3.7 
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6 ZĆVŉR 

V t®to diplomov® pr§ci byla vyvinuta a optimalizov§na metoda pro stanoven² 

L-tryptofanu a jeho metabolitŢ: L-kynureninu, kyseliny kynurenov®, serotoninu, 

kyseliny 5-hydroxyindol-3-octov® a melatoninu, a n§slednŊ bylo ovŊŚeno, zda-li je 

metoda dostateļnŊ spolehliv§ a vhodn§ pro danĨ ¼ļel. 

V teoretick® ļ§sti byly shrnuty poznatky o tryptofanu, o jeho metabolismu 

a ¼ļinc²ch metabolitŢ, o vysoko¼ļinn® kapalinov® chromatografii a tak® poznatky 

z publikac² vŊnuj²c² se stanoven² tryptofanu a nŊkterĨch jeho metabolitŢ. 

Experiment§ln² ļ§st se vŊnovala pŚ²pravŊ roztokŢ, vĨvoji optimalizovanĨch 

podm²nek pro HPLC analĨzu vģdy pro aktu§ln² s®rii analyzovanĨch l§tek. Fin§ln² 

podm²nky analĨzy jsou uveden® v kapitole 5.1. 

Po pŚid§n² melatoninu byla nakonec vyuģita eluce gradientov§ (Tab. 16). Dobu 

analĨzy se podaŚilo zkr§tit v dŢsledku zvĨġen² prŢtokov® rychlosti na 30 minut. Jako 

vnitŚn² standard byl zvolen vanilin. 

Od ¼pravy biologick®ho materi§lu se nakonec upustilo z dŢvodŢ uvedenĨch 

v kapitole 5.2. 

Vyvinut§ metoda byla validov§na dle ofici§ln²ch smŊrnic a je moģn® ji pouģ²t 

pro stanoven² kynureninu, kyseliny kynurenov®, serotoninu, tryptofanu, kyseliny 

5-hydroxyindol-3-octov® a melatoninu. Sledovan® validaļn² parametry vyhovovaly 

vġem pŚedepsanĨm poģadavkŢm. Bylo prok§z§no, ģe nŊkter® parametry sledovan® 

v r§mci robustnosti maj² vĨznamnĨ dopad na vĨsledky analĨzy (kapitola 5.3.7). Proto je 

nezbytn® pŚesnŊ dodrģovat podm²nky vyvinut® metody.   
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7 SEZNAM POUĢITħCH ZKRATEK 

3HAc Kyselina 3-hydroxyanthranilov§ (3-hydroxyanthranilic acid) 

3HK   3-hydroxykynurenin 

5-HT   Serotonin (5-hydroxytryptamin) 

5-HTR   5-hydroxytryptofan 

5-OHI3Ac  Kyselina 5-hydroxyindol-3-octov§ (5-hydroxyindole-3-acetic 

acid) 

AAc   Kyselina anthranilov§ (Anthranilic acid) 

ACN   Acetonitril 

CH3COOH  Kyselina octov§ 

CNS   Centr§ln² nervov§ soustava 

Cr    Kreatinin (Creatinine) 

DAD   Detektor s diodovĨm polem (Diode-array detector)  

EDTA   Kyselina ethylendiamintetraoctov§ 

EMA    European Medicines Agency 

Em   Emise (Emission) 

Ex   Excitace (Excitation) 

FaF UK v HK  Univerzita Karlova, Farmaceutick§ fakulta v Hradci Kr§lov® 

FDA   Food and Drug Administration  

HCOOH  Kyselina mravenļ² 

HIC Hydrof·bn² interakļn² chromatografie (Hydrophobic interaction 

chromatography) 

HILIC Hydrofiln² interakļn² chromatografie (Hydrophilic interaction 

chromatography) 

HPLC  Vysoko¼ļinn§ kapalinov§ chromatografie (High performance 

liquid chromatography) 

IAA    Kyselina indol-3-octov§ (Indole-3-acetic acid) 

ICH  The International Council for Harmonisation of Technical 

Requirements for Pharmaceuticals for Human Use 

ID   VnitŚn² prŢmŊr (Internal diameter) 

IDO   Indolamin 2,3-dioxygenasa 

IS   VnitŚn² standard (Internal standard) 
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Kyn   L-kynurenin 

KynAc   Kyselina kynurenov§  

LC-MS/MS Kapalinov§ chromatografie, tandemov§ hmotnostn² spektrometrie 

LLE   Extrakce z kapaliny do kapaliny (Liquid-liquid extraction) 

LOD   Limit detekce (Limit of detection) 

LOQ   Limit kvantifikace (Limit of quantification) 

MAO-A  Monoaminooxidasa-A 

Melt   Melatonin 

MeOH   Methanol 

MF   Mobiln² f§ze 

MS   Hmotnostn² spektrometrie (Mass spectrometry) 

NaAc   Octan sodnĨ (Natrium acetate) 

NAD
+
   Nikotinamidadenindinukleotid, oxidovan§ forma 

NADH   Nikotinamidadenindinukleotid, redukovan§ forma 

NH3   Amoniak 

NMR   Nukle§rn² magnetick§ rezonance (Nuclear magnetic resonance) 

Obr.   Obr§zek 

Pozn.   Pozn§mka 

PP   Sr§ģen² proteinŢ (Protein precipitation) 

QA Kyselina chinolinov§, Kyselina 2,3-pyridindikarboxylov§ 

(Quinolinic acid) 

RSD   Relativn² smŊrodatn§ odchylka 

SF   Stacion§rn² f§ze 

SPE   Extrakce na tuhou f§zi (Solid phase extraction) 

Tab.   Tabulka 

TDO   Tryptofan 2,3-dioxygenasa 

TFA   Kyselina trifluorooctov§ (Trifluoroacetic acid) 

TPH   Tryptofan hydroxylasa 

tR   Retenļn² ļas 

Trp   L-tryptofan 

UV   UltrafialovĨ (Ultraviolet) 

VIS   Oblast viditeln®ho spektra (Visible spectrum) 

XA   Kyselina xanthurenov§ (Xanthurenic acid) 

ģ. r.   ĢivnĨ roztok  
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