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N§zev di pl omdRRC phédebcemoflanu a j eho me

vbi ol ogick®m materi 8l u

T®eEmataimpl ompo 8@ e byl2o owyvimauti zovanTch P

pros t a n oLvirgptofanu a jehomet a b @ikiytnTr eni n, kyselina Ky
serotonin, kyselina -Bydroxyindot3-oct ov §, npeol naotco?n i v)y s ok o ¥l i n
kapalinov® chromatografi e.

Separace prsahb?ztkalgae h hw@Ki ket ex EVO cC1l8 (
1501 3mm, 5 p Bholdnoss OPTFGUARD 1 mm C18 za @ugi t 2

spektrofotometrick® a f Iparametniyaeekceuivcekd®@ n®et e k ¢
vmetoddbylyn ast av en ® pabsorbakce 186 nenf2R7mme | uor escen| n?2
detekce Ex: 369 Em: 47p Det ek | n?2 a el ul n2 parametry
optimay idlo@§pSidg§vanlich analyzovanlch | 8tek
UV a fluorescen|ln2ch spekter.

Byly zkougeny rTZa@8 mobiumine T Uhsszlegpydzrt & k T .
mobiln2 f8ze se skl 8dala ze dvou sl ogek:

T mobil nA: vddg zect an ov Tl roztok QlmM;\piH 4,5 methanol

vpomBDru 97: 3

1 mobiln?f § B: enethanal

Byl a vyugita elPude¢ okggreaBd ioesntt om8& bi | n?2 f 8§ z
0,5ml / mi n. Teplota na kolonD byla nastavens§ n
Cel kovg doba anallzy byla 30 min

HPLC anallza byla validadaawvS§nwani diSa2 FBAas té

poudgitl Hvémoadém® validal n? parametry byly s
sprs8vnosttioppevmoel nost a robustnost. Vgech
vpSijateln®m rozsahu.

KI 2| ov § L-trydtotan, a&-kynurenin, kyselina kyur enov §, serotonin,

5-hydroxyindot3-oct ov §, mel at oni n, HPLC



Abstract
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Title of thesis: HPLC evaluation of Hryptophan and its mabolites in biological

material

The purpose of this thesis wiasdevelopoptimized conditions for determination
of L-tryptophan and its metabolite§l-kynurenne, kynurenic acid, serotonin,
5-hydroxyindole3-acetic acid, melatonin) using high performance liquid
chromatography

Separatio was achieved by asilica gel cobmn Kinetex EVO C18 (100A,

1501 3 mm, 5 € m) with -GUARD dlL mmo C18 mnusing OP T |
spectrophotometric and fluorimetric detectitmitial parameter®f detection mentioned

in the method weréor kynurenine §bsorbance &869 nm, 227 nm an@luorescence
detectionEx: 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 ofmobile phase different pH of buffer were examined.
Thefinally mobile phase consisted of two components:

1 mobile phasé: water + acetate buffer 0,1 M; pH 4/8gthanoin a rdio 97:3
1 mobile phasd®: methanol.

The separation was performed lyadient elution. The flow rate was
0,5ml/min. ThecolumntemperaturavassetaB 0 AC. Thel um¢ ewa s oh0 @
Total runtime was 30 min.

HPLC analysis was validated according to FDA guidelines. \fanilas used as
the internal standar&elecivity, stability, linearity, accuracy, precisidnrepeatability,
and robustness weraeasured/alidation parameterand all found values were within

acceptable ranges

Keywords: L-tryptophan, L-kynurenine, kynurenic ad) serotonin,

5-hydroxyindole3-acetic acid, melatonin, HPLC
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Tato diplomovsg§ pr&ce se zamhRDSuje na VvIv
vysoko% inn® kapalinov® chromatografie.

Lt rypt of andvpaacte§2 pmeozti@minmagleynneélcihn La je dT
prekurzorem mn o h a n ekuyrnouarketniivnn,?2 c kk y sle8ltienka  (KLy

melatonin, serotonin, kyselina cmol i nov §) . Jeho katabol ity
neuroprotektivnni, neur ot oxmobok g xi daanltn2o0x stdakas
vyvolat. Metabolismus L-tryptofanu j e podpopaBeioveti ck® | §sti

di pl omov® pr 8ce.

Teoret ck 8 | 8stz8kd adhdAmj poznatkTm o vysokoV¥
chromaografi. Vs ou|l asn® dobhD se ahaydoBow meted chu ,b DIgine
vyni k§ rgeb) dst?2 a cpldsmsftRuj e j ak, kvalit:
takikvantitativn¥YyugnakPhepal®n®j g¥ adjenonodv Nt v2 ¢l
farmaceulzkumbo

Vteoretick® | 8sti j souunilmok ajcizn & Nsnhurj Puct2y s
a optimalizaci metod pro decilL-t r ypt of anu a nRkterTch jeho me

Vyvinut ¥ym@evda separadiSshnapgeewkemzingdf &mi
akombinacs pe kt r of at drmeutorrii arke®@ e | w&I® deuv E&rkac ed | & of i

smiDr nbyl aa pougi t alLtpryqpt®fanavean2jeho metabol |

z2skapliabent §kriys2 perf Y%Uze
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C2lem t®to dipl omo viBalizager & ovaidacg enetodyl v o |,
prost anolvterny?pt of anu a (j-leyhmurmetiamhbol k wsfel i na
serotonin, kyselina -‘Bydroxyindot3-oct ov §, meal ag owng int) 2 Vysok
kapal i nov® cvywdsapteéokg rraoffiaeflusmme t detekc® ®

Nejprve budet Seba stanovit vhodn® 1T vthro@dmat og
sl ognemi | epdeteki, § zobj em n &ntaSiklod ,ontle plrapttc h |1 o st
tak, aby L-tryptofan a jehometabolity b y | y sepdostv8ngl mswws tc3
adost atrelzdTlimyen?2 m. Metodldea oOUdei Saldhddibcimy § mAr r
pomoc?2 validaln2ch parametr T,i nketaerriTtmai, bsupdr

p S e siropakovatelnost a robustnost.
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3.1 L-tryptofan

Syst emat ikgsdilda @9-Bamne3:(1H-indol-3-y | ) pr o'panov §
Su m§vrzo1|e%:C11H12N2021

@)
Mol ekul ov ®04/23hot nost :
OH
L-tryptofan( d 8 | e | e nedra myapeti
. . | Ny NH;
pr ot ei nog-amnokyseln, by objeven N
anglickim chemmkreaonc & .1 H H
mezie s e n camifdkyseliy, cog znamen 8§, ge si js8&m8g o
syntetizovatProtojen e z b tyyptofa®p Si je2xnoagté'A n N .
Jedns8bz2slel onebo t®mNS b21T krystalnilckT |

ve vodRLi hDgeewv TrypveaSend dDoEdma2z gdu @t 2k al
hydroxi dT a miher8§8ln2ch kyselin.

Z8kl adem chemick® struktury ntavyggtamfl ann u

indolem a amino skupinod.

Kr omi@ ho, ge se |jedaii mokpysoetleiimu,gejne 2t &
prekurzorem moha neur oakt Bveakgmur eni n, kyselina
melatonin, serotonirkyselinachno | i hka®€abol ity maj2 celou S
pTsobit neuroprotektivnhi, neuwmodoaox iocxk yd,a | @

stres zipmMawkavwatPtapopt - zu.

311Potravinov® zdroje tryptofanu
Dopor ul &n 8 ggpfanuje 3,51 6 mg/kg/den?
Tryptofan najdeme pot ravi ng§ch boha$T awlh maveliod
| rostl i nn®ho pTvodu.
T gi vadl ipgmlo®@ko a ml ® n® virobky, sTry, ve
T rostlinmni-jpvw@doby, brambory, ?6Sechy (v

Deficience tryptofanu mTge bilt zpTsober
cog mTge zpTsoorbdmo cenelndy (Samdpumrgietayssd Sandk o v §

deprivace anorexi e, agitace, sufftidg§ln2z skl ony
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3.1.2Metabolismustryptofanu

Tryptofan | « viHddtl abi @ddamz(@br. 8nBiotransformace
na serotonin, melatonin, kyselifishydroxyindol3-o ¢ t o v 0 o e It kBa \&® %.
I ndol ovl kruh zde zTS0ti®V7V§ %nepmrSE jakstaln.ur 2my Inlo
kdy d2ockn®gt Dpen2 i.hdol ov®ho kruhu

Synt ®za sENS¢ tto rzignhil ssédfptoflau vp | a amBPob 2 h §
vedv ou kiPo vhd®h .d bydrox§lacitt r ¥ pt of a nfBRH (pyptafanc 2
hydroxylag) za vzniku 5Bhydroxyt r y pt of an uje 5MN@rexytrgptbiar)
dekar bozayzhikusegomninu.Reac e j e katal yzoo.¥%na dekarbo

Serobni n | e d ® Ghydrakyace 88l d e hyd za pAS2tomnost
an8sl ednhih oxi dov8n -hydraxyindot¥ogtsoevioiun u p cbmo ¢ 2
aldehyddehydrogengsAc et y | ac? Sermu onk Raoekyl®erotmns f er as
kterlT je n8§slednh ketejgat aV §zorwsdonmelt awosifer a

Druhsg cesta bi otransf or mawgeargrotekiyvpnt2of anu
kyseliny k yeard 0 & m @ KL@ymureninu ( d 81 e j en Kynurer
aneurotlhyxseki®en®!| ichiber ®hr aj 2k | tbbv® d@dBXx y my
(tryptofan 2,3-dioxygenaa) p S2 t o mn § a JDO j(igdolamén g, Bdioxygenaa)
pS2toemnt§r aahepat §CNBSchpt R§B2chl acent a)

Metabolismus tryptofanu na serotonin vedep k o d u k c i NADH, zat 2

metabolismus tryptofanu kynureninovou cestou egedukci NAD'.

| DO j e indukov§8na pabfyziologi gepreskror 8 ®NDhlriay ® r o
cytokiny, lipopolysacharidy,o x i da| n?2 stres) . TDO |, i nduko
jejichdl h§ade pnrae s Bepresebl Tgve8n @r ov § z e rhladineun 2 §enou
tryptofanu vplazmn , s n2 §ennoeuu rholpar doitneckut i venl? @« hz wied earbou i
hl adinou neurotoxickPth metabolitT tryptofan

N a rozd?2]| od ol ekBvE§dmgepmRk t Hadi®) est®udi e
tryptofanu bNDhem Aftei@ariDOsje v n2gem aspignod. kant nl

nemugT, cod vysvRDtluje zvi%enou prevalenci ¢

Zvi gen® hl adiimol ikmoasxe@ui wjys ocuh |paasttoay en@eajzeny

neurodegenerativn2ch onemocnhn?2hofoda)’zhei merov
11
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Kyselina

&y )
5-hydroxyindol-3-octova <—— 5-hydroxyindolacetaldehyd
HO OH
FADH, NAD"
MAO-A X
FAD NADH + H*
H
N H
N
/ T Neacetyl _» p
HO NH, serotonin

HsCO

/ Serotonin
; CHs

Melatonin
5-hydroxytryptofan HN j(

/ o
TPH

NH,
COCH
A\
IDO. TDO
N ———»  N-formyl-
H kynurenin
Tryptofan / Kynurenin o~ ~a
O
N\ OH |
=
OH
Kyseling kymirenové Kyselina chinolinova
NH
. NH» 2
N7 N
— |
/ N~ N
SN o oo 0
;_Z OH OH
HO OH

NAD™ (Nikotinamidadenindinukleotid)

Obr.1Zj e d n o detafjobsmis tryptofanza c hy c est®ansvaovian ®
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3.2 Serotonin (5-hydroxytryptamin)

Tento biom@hwdsa@®mnt Nl e viznam zej m®na |j
Serotmin er gn?2 neurtany upreParyiedismsch CN S (mozel ek,
hippocampus, hypatamus). Nedostatek serotoninu VCNS je spojen slepr es 2,
poruchou kognices e z mRBg8a mdy ,, lbddh®eB8omonin pTsob? i n e

2,12

(gastrointestin8ln Ssyst®m, 1 munitn? syst ®m)

3.3Melatonin (5-methoxyacetyltryptamin)

Melatonin, nebolb-met hoxyacet yl t rypt amroce,1958 vy I popr v
Nejvygg2 hl adi nryocme.l aMelndthnaunijns ojue vsi I nT anti
ovli vVRuj @Dt oweRsbpednircaddmthor T. Je vyug?2yv
hypnotikum.*3

HI avn2Zm m2stem tvor bMelnaetloantionnijnale dies terpiibft

iviinTch e?fgbBheeh [(edviny, placentd, respiral

N2zk® hladiny pmoedartowm mw HAlzbepnerovove nt T S

choroboy anor ex’i®2, depres?

14



34Fy z i keghlenntl] ck® vIastnosti tryptof.

Tab.1IFy zi chlemD L E®t nosti trypt @ddreotypKaalop e ho me
jsouvypol 2t §prograpuChem@rawl8.0sv T j i mk Melt) °g°t’al® 1920

pKa logP Mr (g/mol)

kynurenin
2,087

o -0,82 | 208,217
©\)W 9,076
NH, ©

kyselina kyn

0 2,958
Nae” SoH 1,71 189,17
7,659
=
OH
serotonin
H 10,456
N 0,51 176,219
@[@ 9,741
HO NH,
tryptofan

H, 10,012

N
0,32 204,229
N

H

kyselina 5hydroxyindol-3-0 ¢ t ¢

o 4,135
on 0,69 |191,186
HO { 9,932
N
H

melatonin
16,51

H
A -0,69
7 0,59 232,283
HyCO (vcel ®m r
CHj
HN
S

pHb e z r)%ob

15



35Vysokowwl i nng8 kapalinov8 chromatogr

3.5.1Charakteristika HPLC

Vysoko% inng8 kapalinov8 <chromatografie (
chromatography) je jednarzej progresi vnRj g2 choudmaslnytsitd kT c
Nach&8&z2 wupl at nhnaeenorea nvad e czhye sb i@l & vtoaichpou g2 v §n

vmodern2ch (ild@knapitsagchob)sah, |istota | ®iva
Mezi hlavn2 pSednosti t®t o metody pat S2:
A separaln2 metoda umogRuj2c2 kvalitatiwvn
A mognost automatizace (autosampler, des?
A rychl ost
A vysok§ z&ivtilsil wedti (hva pougit®m detektoru)
A mal ® mno®#stvz vzorku

3.5.2Princip HPLC

Kapalinov8 chromat ogrna® i i sjter i ballco g edntal emd

ves mD s i me z i dvhD rTizm®binlem?2 s{ pehp®l ifvdazuw) a
(nepohyblivou). MobildA f 8§ kappéimov® chromatografi.i kapa
mTge bit tuh8 | 8tka anebo kapalina na tuh®

vchromatografick® kolosR kverifopmBt ®&kw§ beobi]
Uvysoko%l inn® kapahbhfnev ® ec hrodmdtn 2 fg§ze pSi

pomoc2? | erpadla’ za vysok®ho tl aku.
Aby dochl§=dlrad bkci me z i mobi l n?2 a stacio
f8zov® rozhran2, P&palkddV &am®mul §u ®tka | doovcshn§?z 2 r ok

mobi | n2n8a nf & Bizx .

Separaca@ elucej ednot | i v ch ana8l yntal cjhea rtaekdye r 18 wsit
amobi |l n2MTH8&me. ml uvi okratoi c&l®yucikdiyz m8 me mo b i
okonstantn?2m slogen2 nebo o eluoi zgrwya@di émct o\
e n2 oXklratikk8 eluce je vhodn§,clhpekiudk @aj 2
vliastnosti. Zat 2 mco gr aducntnoay & el |8utckey joed |
fyzikBemDck® vlIassknastiick8 pepucehBiy byla | aso

16



Po v I1sktoulpouny j sou | ed nzotnlyi vz@ zsneapraerno§vnayn
asi gn 8§l je pSeveden do chromatografick®ho

KSivky chromatografick®ho z8§8Znamu nazl v §me

353Popi s kapalinov®ho chromatografu

Kapal i nov T ¢ hr omant8osg readfu j¢odr.2yckhl §| d§8s tz2
z8sobn2ky MF (uchovg8vsg8§n2 MF)
degasser (odplynBbDn2z MF)
vysokotl ak® | erpadlo (transport MF)

kol ona (separace | 8t ek)

1
1
1
1 autosampler manu 8| n(2d &v8kvokvo&vna2| vz or ku)
1
T detektor (detekce | 8tek)

1

PC.chr omat sprfafwiacke] (z§8znam dat. pro n§sl

sa"np e H ]
HPLC Injector Hl—’- Detector
pump
HPLC column

HFLC Data aquisition
solvent i

waste

Obr.2Sh®ma kapalinov@&o chromatogr af

Chromatograf mTge m2t Sadu obmhn. NDKt
nfbo naopakK pSid§ny.

Z8sobnz2ky mobil n2 skl8eelDnj® om 8§ dnoebjyl ag it INj
vhodnnDh A kKvyd® amezen20zpwypptSddig§anz ar t ake@
pSedi knut2m prachovT chVzl§ssothin® cd @ h manwibli h = :
speci 8l n2 filtry, kter @®stzacéay atakZstupeez up € n
doHPLC sy?5t ®mu .

Degasser odcgdlowglBmr2k fngozbei.l nOdpl| ynhNn?2 el i m

probl ®mT (neopakovateln® reten|ln?2 | asy, gf
citlivost det ekce, nestabilipranprpyosaudpl g
mobi | riprobtb§ Bev §n2 hel i emsser&bo vakuovi deg

17



PSiokiratick® el uci aEnzZnednbhd £82ebmnelden
dovysokotl ak®ho | erpadl abi IPi? fg§zaai p8it vy ®Nred
| v2ce z8&sdden?2pkrfoga amu jsoDgdgali m2ltearyl vee s
pSegsokotl akTm | erpadlem. NRkdy mTge blt gre

dvou vysokotlakich | erpadel,.?’kdy se smhRgoval

D8l e je mobiln?2 f § z ed ov ecdherncamap gy ad i t & ®a |

Vzorky jsou vautosampleruma |l T ch skl enRDnich | ahvd | k§ch zva

Pl §gS chromatogr af i crkelrcehz okva®l oonc ejl @ . n evjnli a&sS
kol ony mus?2 odol 8vat vysoklTchkudamdmnochmmi c
by blTt dokonale hladkl. Pro analytick® %l el
2,1 ag 5 mp, 30601 men 2A0pkveNh®oeEpl hBmtio 1 ag

Kolonajek api kpdjenasl et ekt or e m, ze kt adra®lbo ® e si

stanice. Za detektorem mfge bit jegtn zaSaze
354Kval itavawnitati vn2 anall za
3541Kvalitativn2 anallza

Kidentifikaei | &vgFtu@jRiv sje? reten]| n?2 | asy, [
objemy,z 2 s vayrh® d n chramatdgramyp o macch2r o mat o gsroaf ftiwcakr TTc. h
Dal g2 i nf ormaci o aBspkygt O anoMeaopdS2tkel kstkay 1t BhAoDy, t
NMR, MS. Pos| edn?2 dvp@o sjknyetnugvan®et ai | n?2 i nf or ma
hmotnosti a struktuSe mol ekul y.

Retenl|ln2y |[tasak® n®ku| n2j dlkes , | a$ defndsvsSinkdt
nak ol onu ag po maxi mum chro’hatografick®ho p2k

Vpraxi s e nej |l astnDji porovnsgvs reten|n?
sreten| n2 m stamardums tp&jhulic hr o mah opoafhsb &k en?
MF, teplota) 2 ?°

3542Kvantitativn2 anallza
Z8kl adem kvantitativn? anallzy je nal eze
vigkou p2ku, a mnogstv2m eluovan® | 8§tky. Pl

chromatografiN&jlkastsjfg2wacHybou je nepSesn®

chromatogramu a nepSesn® urlen?2 zal §tku a ko
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PSi kvantitativn2m hodnocen2 jsou VYyuf(
standar du, met oda merntiotd$n? Ip& 2 dsatvaneidda s d @ n d

normalizace?®

Met oda vnhDjg2ho standardu

Met oda vnhDjg?2ho standar du (external S
calibration), nNkaynz ak®i viey,odae kakij pedn
stanovovan® | 8t ky se eyr2lhzo pporkkestamd®duz m p |
zap Sedpokl adu, ¢ge plocha p2ku je pS2mo ¥mnh

u vzorku.?®

Met oda vnitSn2ho standardu

Princip t® o metody je podobnl met odD
vpSi d&n2 st ej n®hstandarduddzoHku vzorkuu koiztoks stahdardu.
VnitSn2 standard je chemick8 | 8tka, kter§
vzorku a z8roveR by 2mRlobatbistahovegaa®vs]l
| 8t ka mRDI a m2t -chpnac#®o bvnl ®a sft ynzoisk §1 nad podobnou

stanovovan§ slogka. Vihodou met?®dy je vygce

Met oda pS2davku standardu

Met oda pS2davku standar du (standard a
oznal o nmeti@mda st wkn daprodrne®vhno§ vps§S2adnaal yt i c kT
sign8lem z2skanTm po pSidg&n2 zn§mich pS2.

stanovov@a@nsg | 8§t ka.

Metoda normalizace

Obs ah stanovovan® | 8§tky se plochjp8 &$F? j €
nachromatogramu. Zaedb 8ny yj,solt epr2€k n8l eg2pkRyrozpou
podlimitem zanedbatelnostz 8 k | adn? m nedostatkem t ®t o mel
vgechny analyty mRDly vykazovRBokudgsdu@lpchyou od
p2kT dvou analytT o stej n® kkoan aggeornvtarta czia ove
tzv. korek| Ratch Mmak o @ anTa.j ev e p ofuagrenva8c eut i ck

p&itanoven? | i*"8®foty substanc?2.
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355St acion8r n?2 f 8ze

Stacifo®B8enpe nepohyblivou | 8st2 HPLC syst
| §tka nebo film iklagpmildkhy rak®zareihina tuhou
nazlv§ nosi | . Staciongrn? f§8ze je tedy sl
kseparal n2%hu procesu.

Neexistuje jednoduch® rozdhDIl en? stacion§i

| 1 enit na pol 8§rn2, nepomghotd BT tamf 8z er nr2a
dec hr omat ografick®ho m-du, kterT je pougit
ionexy, HILIC, HIC,gelyaf i ni t n2, chir 8l n2. Dal g2 rozdDI e

dle jejich chemick®ho sl ogen? na anorganick

silikagelu, polymern2, hyBridn2, SF na bg§zi

Staciong8rn2 f8ze mus2stmaibti| m#he miNekyn2 a do
kr eakcntobi $ nKdyBy 2 doohy§del8n2 k st a &dlooyn § r n 2 f 8§

mohl o by se to projevit sn2dgen2m ci*tlivosti
Silikagel

Silikagel je nejrozg2SenmMjeipzmmpo IMEr nmnno ha
vliastnost2, d2ky kterTm je takSka ide§lnzm
umo g Rawjle kaci pSi . WpySs?otkolintnho sttli a ce’rcghani ckT ch r
nesr 8g2, aAkt invenlronbit n€entry na p @\ roo ®u sili
skupiny.?’
Stacrim2n§8 §ze na b8§8zi kovovich oxidT

Kovov® oxidy pat S2 me z i pol 8rn2 anorgan
chemi ckou a fyzi k8l n? stabilitu neg si | il
chromatogr af i i tytn @iidg:oxidyz i u kloantin D | oxi d hil i

titacghbhrakter povrchu kovovich#oxidT je slog

Pol ymern2 stacion8rn2 f8ze

Polymery jsou e8t@®mnoozsahbi pm2 iv pSi VYys
Jsou tvoSeny s2t8S2mipkaro®Z Neerv,Is kotdedrd®u tvOycthvt o f §
srg8&§genz | bobtngn2 pSi v ha K @Fro sefiBse@ h u  or g a |
se vyug?ve§g enoadvihyfpenzenu, pelyvigsil k ohol a ?met akr vyl §t
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Stacion8rn2 f8zeumlazkhwB8zi grafitov®ho

Por ®zn?2 grafitovl uhl 2Kk poskytuje d
chromatogr af.i ckaotuS2¥%| menznio syt e | mi sil n® adso
retence na t®to f&zi je kothpli kovanl a net

3.5.6Detektory

|l de§l n2 HRLG®OydenNRdktm2t tytog§tdabtdesekt
nems§ a nemTge m?2 t vgechny tyto vlastnos:!
uni v e r, spRdifictg knéarita s pol ehl i vost ,anedsstiuktdnoss s t po
sign§l nez8&metsIMF, nazmBhbBgeteplloawl apSpgrspth
kmi mokol onov®mu r oz,nklvwa8ni2t a¢li wind2 cihnfosrmace
p2z Ky

Me z i n e jHPUTdetékjorySa d 2 me s preik¢ lolf buomemet r |
fluorescenl n2), el eketfrroackht gonmrec ki li aleiaktow i @ & $ t
detektorozptylu ¥ Ntdetekiomabi t Tch J*8stic a dal g2

Vposl edn?2 dob8lF Tdo ah &zy2ugkt 2 hmotnostn?2
UV-VI S a fluorescen| n2 detekce. VIiAh®Idows th mc

a citlivost, a to’i pSes jeho vysokou cent

Spektrofotomeytrick® detektor

Tyto detektory jsou zalogehyastai pviimayv
d®l ek od 190 do 800 nm. PSi kBeerivatziSkmh
kteridSuypa vzg§jemnl vztah mezi tl ougSkou
absorbuj2c?2 slogky a vliastn2 ve¥ikost?2 ab:

Spektrofotometrick® d et eukkt| onr2yh o mouhsopuo S ®
rozdDldetektoryd a xn2 v novou mnd®diktoail, n adue twelkn ow o/t

detektorypr ogr amovat el nou vl ndavooduw vd & kpoou eam.d et

Spektrofotometrick® detektory jsou p oL

znal n§& ci tl invoohsotu ap ofuagk?tv,atg ep’Ssie gr adi ent ov®
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Fl uorescen| n2 detektory

FIl uorescen| n?2 detektor je zalogen na flu
z8§Senz?, kter® | 8t ka vyal8e kp o o naabgsnoertpiccik ® B & C |
Poabsorpci z8SenRulpySek8®Bekj2zemozilk |l adn2 ho (o

el ektrono’®ho stavu.

Fluorescenln? pdebekgoty spsepektrofotomet
m®nN univerz8Il nz, al e zga2 tao jjssoouu rcoivtnlligv Np @

pro gradientovou elucf®

El ektrochemick® detektory

El ektrochemi ck® detektory s e poug2vaj ?
el ektrochemick® reakce prob?2Hhealgkrod® Tytna f 8§z o v G
detektory mnRS$S2 ur]itou elektrickdbuslvedkd i nu
pS2tomnostniobahaPytfu§zv po prTchodu pr Tt okov
mT g e me m2 t detektory amperometrick®, kter®
redukovan®/8txkiyd ocvealnob®u det ekt oru nebo detekto
n§botjSepbonxii ckaci | i redukci 1°§tky pSi jej2m pr

El ektrochemick® detektaqgr yovdyesm mcif)t2g i wvnyws ozk
nel ze poug?2t pSi gavaldhi eechdw v ®NeH tuc i de tDeak tger T
pogadavky ra (rmdtkiolora2a ® HBPI ynnNnz) .

Refraktometrick® detektory

Refraktometrick® detektory jsou poug?2vandt
(n2zk8 <citlivost det ekce, t dtpl @epSmn2 gz &@di €ho 9
eluci, nutnostk onst ant n2 hbez puZT)t.o kTuy tMF uni ver z8l n2 de
rozd2l indexu lomu |isa®almpdoVvaBAdd slz&t komobi

Hmot nostnhD spektrometrick® detektory

Proces detekce hmotnostn?2 spektrometri 2 s

mus2 bktivnboeemEmace elektrosprejem, chemicl
Pot® n8sleduje rozdDIl en? Font T podl e pomBDr
vanalyz§toru. MNMaekekhet doah §zdetekiore®$2 | en2 signs§

Hmotnostnirygpe¢lsobouomel mi speci fick® a st al
vbi oanal ytice, potravinov® anallze, proteomi

struktur.?’
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Chemil uminiscen| n?2 detektory
U chemiluminiscen|ln2zch detektwyviolj&na y
chemi ckou reakc?2. Exi stuj ? t Si typy cher

detektor specifickl pro ddis2k, pro s2ru a

357 Chromatografick® syst®my

Chromatografiesn or m8l n2m uspoS8§dg§nz2m

Separace na npatm$8d nmehi fBzdthbhriokyeme,j
vsoul asn® dobnD wustRpaj separ apcaz ald8t ek j so
stacion8rn2 ff8ze, zat 2vipoo omo B nt ndne fgP22a c mé
ObeanifemS2ci, Jge r el ene esn osstiegke crea pkoo laorni t
asrostouc?2 koncentr acro bpioll liref®&zoi rozpougtn

Chromatografiesr ever zn2m uspoS§dg§gn2m

U separac? na reverzn2ch f8z2ch, nhDkdy
mo b i. Obmyklesg edn8 o smNDs vodn® slogky (voda,
nebo b8z2 polpsufnrzymi sorgani ckT mi vodompougt |

(acetonitril, al koholy). Stacion8rn2 f8ze
uhl 2kat ® Sentadzpcoev rncahv &nzoasni® e. Nejigl?ast Nj g2z p
Retence | 8t ek na repelrztamcha fdB&I2kdu
vhomol ogickTch Sad§8ch, s p&Pttemnasbmatoibgk
substituentT (hal ogenTny.-NH -AHN-OOOH,eSOK)Y n 2 a
retenci IT@tkeokv ®s N i8¢ Uiy s @medbbhjuEmuomal ogyaf i
chovBohltgitek [ ze ovlIiivnit zmPDnou pH mobil

di sociace slablch kyseliemr2¢i ebEae2na ar d?anr
Uorgani ckTch kpotelldlne nd2o sdnigsfcdecnika cpeH psa h o d n
uorganicklch b&8z2 pSi8.zvHAojzeonr2, ppHSin ap Sheokdrnoolt
krozpougthRn2 silikagel uvat\8d rsgtzam irl8rez2meiz 2s orl

Separace na reverznétchdofu§zgrchn2blTwa@&l blya

aoptimalizaci n%bv® HPLC metody.
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358bprava vzorku pSed anallzou

Valng vhRDtgina —re8lnlch cwzomkalt oqreaf2i ck dn

techni kami . DTvodT je hned nBDkol i k: sl ogitl
bal astn?2ch | 8tek, kter® mohou interferovat s
pSed anallzou je izolace analytT, pSeligthnr

VI ast n2 Ypr|laavsao vwiXx onrekjun 8grgor| ojavidy Byj2| aksrtolkj g@&@ m z dr o
chyb.®

Techni ky YwprmVgemezor &z dDDI iatto nakal adsvi It Kk ®k u p i
konvemdtnrdy (SPEra@awtyr akce inladE it exthakca Kapdirgy
dokapaliny, PPi sr §gen2? egr ombeeBfit upndy va Y%pr avD
(mikroextrakce, ONLINE techniky, techniky s'ysokou selektivitou)®

Mezih| avn? prooddaedr anv2k yp S2 pravy vzor kT pat S2
vzorkT, meng? spogSedpor SapaaimpeEgtddlel , men

3.5.9Validace

Vdnegn2 dobD je nezbytnost 2, aby vyvzjenct
Validace |je 2prearc ejse -l Grelhietg, vgzvdipm wt 8§ amd t ovdl ae |
dost avtheol@nntB pol®%°h| i v§

Mezit est ovan® validal n?2 parametry pat $2
l inearitait,dekw&ntnizt a trdowsndst?™®F®i mi t, rozsah a

Exiss uj e nhRkot Tknisoroi gahiezdch, mfgdme met
validovati s mNDr n i @uidédnd2 Ao Industry, Bioanalytical Method Validation)
s mhDr ni c dGuidelM& on Bioanalytical Method Validatigns mDr ni c e | CH
(Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology)t 3% 33

Spr8vnost (accuracy)

Spr§vnost je defiebwdskanjlarkovisHaed&kem
asprs8§vnou hodnotou (pSRpatdédu mefer esmplrifvnbaoadr
ahodnotou zjigthRnou mNRSen2m se nazlv§ chyb:
hodnotou a stSedn2 hodnotou v skadodakie zkougek

z&§pornich i K1 dniTch hodnot.
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Spr8vnost s e nej | apbDWizio rnka] itgBeug e arncau
koncentrace (nej niRrgPmNr s tzResdknan 1 c me j kvoyngoge? n
Vi ozme 2 ofl5 spr §vn® h oddonhontityitu ksantifikide,i kdekjeo u
t ol e rroovz§nfeds. 2% 2% 3!

PSesnost (precision)

PSesnost vyjadSuje m2ru shody mezi vI.
uj ednoho homogenn2ho vzdrSku. mP e anBd Nt luy ¢
nat Sech Yrovn2ch koncentrace (nejnRSHg?z, S
(relativn? s mikroondcaetnnt§r a@dw hnyaznbeSkeTh Twd st e r
koncentracev o zmez2 15 % s vijimkou doln2ho | im

roz me%.2%3%2 0

Dle podm2nek opakovg&n2 rozligujeme tSi Yrc
f opakovatelnosi met oda se opalksuwjbee mst esjenTstt eZipnT n
nast ej n®m pS2stroji, jedn2m pracovn?2kem
T mezil ehl §i npeSteosthao s s e rvlyzZmoinmgiv § | isni dl vy,
pracovmTkyn] Wenpeda®geé meo rsdvwrakdnil; ma
1 reprodukovatelnosti pr oveden? j e totogn® jako
svijimkougeopropdrihcgh viEboratoS2ch.

Selektivita (selectivity)

Sel ektivita ansadhyap kst npeasokdyt njoeut i nf
vpS2tomnosti jinTdhniimierfSerkwjmd c2sceh rlo&tuere.
nelistoty, pomocn® | Btkpyt kov ESeekdvitspi® p g b B d
testov8&§na porovng§atanddrsd edkd wnadlem bez
(blank). 25

Linearita (linearity)
Linearita | e schopnost met ody poskytn
detektoru a koncent Vared se hodhmit @i mgddnh Rzor

kalibraln2cthknozeokJastIlzinde se jedn§ o met
| ze yreldintoho kali braln2?2ho bodu. Pokud met
vyhodnocovatz e | ® kal i B%®a|l n2 kSivky.

Line&rn2 z8vislost |e, madpShiadidyecck® pops ¢
@i Yasek na iTeesgErynwjcé kalibraln?2 pS2mky) . T
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promRnnTch popisuje korel al n?2 koeficient R,
hodndty Plat2, | 2m v2ce se®Fl2g2 1, t2zm je z¢&

De t e k | in(Amit bf detection, LOD)

Limit detekce nNkdy tak® | detneekzl nH etlenketieni § g 2
detekovatel n8 koncentkrteaeae ssteaanuesidaivaato®vud) Bt Ky i
det ekce tedy vyjadSuj e ci t |ljakey @omdentradea n ® me't
analyzovan® | 8t ky,gukmuy rDe hlkmBmrz diigm 8l wek pot

anal Tzou pS2slugff® koncentrace vzorku.

Kvant i t a t(limvahguantificaton  LOQ)

Li mi't kvant i fkivikeand 6 ,t a knvlaknyimiti kia | nrhe z
stanovitelnostit ak ® vyj adSuj e cidplow?ods§ tdaalaw@® ®m ekt condcye
kdyp Sesnost a sprs8§vnost stanovem2j lumetjRuj esk\
vyjadSuje jako konagear§turotioccke VBt gpiomdiuze meod o pr
kalibral*h® pS2mky.

Rozsah (range)

Rozsahem se rozuma?2 koncentral n2 hrani ce
poug2ves8na. Proto se tentloi npeaarraimeyt.r Dnoeljnl2a sd H
nejMjaist t voS2 | i moirtn 2 k voahmtgigfe t| keahcd .e n 8  ma x i m§ |
odezvoup $ie hpoSie k ruo@ €2ngt roj néeéPt acuje pSesnn.

Robustnost(robustness)

RobustnosmetodymT § e me djakb:i nov a't

f m2ra vlIiivu kol2s8n2 hodnot parametrT meto
T m2ra kapacity mot oy ®@gysS pyStiovjagdj 2m repr o

zam2rnN pozmNnN®HPch podm2znek.

C2l em | e utpaokzgw® m?2 n knya kter®vbgl endbhy y o\
anallTzy. U HPLC se sleduje napS2klad: zmRna
teplota jniaff®ol onn a
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36Publi kovan® studie pro stanoven?

Tab. 2 Studie |. 1

HPLC; zdroj*

e TSKGelODS8 0 Ts (250 I 4,6 m
pSedkol ona: TSKGel
e 0,1% TFA vH,O:ACN (90:10)

0,1%CH,COOHV H,0:ACN (90:10)

Eluce i zokrati cks

spektr of 02200nme80rnin,EGOINm (Trp,
5-HT, 5-OHI3Ac), 364 nm (Kyn), 330 nm (KynAc)
fluorimetrickT:

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

KynAc: Ex 330 nm, Em 390 nm

Kyn: Ex 364 nm, Em 480 nm

hmotnostn2 spektrometrie

Objem n8&stSi kul100

PrTtokovs8 rych|08;0,6

Trp 30,8; 5HT 7,91;5-OHI3Ac 17,6; Kyn 12,1,

Retenln2 | as ( KynAc 21,6

Doba analTlzy (|35

Stanoven? Trp, 5HT, 5-OHI3Ac, Kyn, KynAc

Vzorek mozek plodu kr 8l Ylkatapind
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Tab.3St udi e | 2

HPLC, upr ava vzorku pSed anambfzou: precipi

o BDS column (250 I 4,6 mm
pSedkol ona: C18 security
5% ACN, roztokpufu (25 mmol /| oct

MF 0,01mmol/l EDTA, pH4,5 CHCOOH

Eluce izokratickg$§
spektr of 02800(Tn®,1B360iIKyR,T :

Detektor 333nm (KynAc)

el ekt r o @d0 mVhBHTKSFOHI3AC)

Teplota (AC)

25

Obj em

ngstSi ku

20

PrTt okov §

rych

1

Retenl n2 | as

(

Trp 10,9; 5HT 13;5-OHI3Ac 8,2; Kyn 6,4; KynAc 9,9

Doba anallzy

(

14

Stanoven?:

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

Vzorek

krys2z pl azma
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Tab.4St udi e | . 3

HPLC,YVprava vzorku pSed anabjf'zou: precipi

o Supelco C18 (250 nm | 4,
pSedkol ona: Phenomenex 4

MF A voda/0,1% TFA

MF B methanol/0,1% TFA

Eluce gradientovs§

spektr of 0360mme80mnm @rp, Kyn)
fluorimetrickT:

5-HT, 5HTR: Ex 300 nm, Em 335 nm
Detektor AAc: Ex 339 nm, Em 419 nm

Trp: Ex 285 nm, Em 36Bm

IAA: Ex 282 nm, Em 349 nm

Melt: Ex 295 nm, Em 339 nm

Objem n8&stSi ku|40

PrTtokovs8 rychj1l

Trp 17,73; 5HT 8,27; SHTR 9,97; Kyn 8,15; AAc 11,84

Reten|l n2z | as (
IAA 26,68; Melt 28,5

Doba anallzy (|50

Stanoven? Trp, 5HT, 5-HTR, Kyn, AAc, IAA, Melt

Vzorek krys2 s®rum
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Tab 5Studi e | . 4

HPLC, upr ava vzorku pSed anabfzou: precipi

SF AgilentHCC18 (250 mm | 4,6 m
MF A 20 mmol/l NaAc, 30 mml/l CH;COOH, 3% methanol
MF B 20 mmol/l NaAcCH;COOH 10% methanol, 10% ACN
Eluce gradientovs§

spektrofotometrickI:
258 nm, 365 nm, 344 nm (Cr, Kyn, KynAc)
fluorimetrickT:

Ex 295 nm, Em 340 nm (Trp;GHI3Ac, 5HT)

Detektor

Objem n8&§stSi ku|50

PrTtokovs8 rychjl

Cr 4,18; Trp 16,18; kn 11,73; KynAc 16,47;

Retenl|ln2z | as (
5-OHI3Ac 18,22; 5HT 13,37

Doba anallzy (|30

Stanoven? Cr, Trp, Kyn, KynAc, 50HI3Ac, 5HT

Vzorek mo |
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Tab.6St udi e | 5

LC-MS/IMS,%pr ava vzorku pSed anamjfzou: prec

o Ki,netex c18 (100 mm I 2,
pSedkol ona: Phenomenex 2

MF A voda/0,1% HCOOH

MF B ACN/0,1% HCOOH

Eluce gradientovs§

Detektor hmotnostn?2 spektrometri e

Teplota (AC) 25

Objem ng§stSiku|5

PrTtokovs8 rych|035i25

Retenlnz |as ( Trp 5,29; Kyn 3,53; AAc 7,13; KynAc 6,72; 3HK 2,04,
XA 6,58; 3HAC 3,98; EHT 3,61; 5HTR 3,74

Doba anallzy (|15

Stanoven? Trp, Kyn, AAc, KynAc, 3HK, XA, 3HAc, 5HT, 5HTR

Vzorek plazma

Tab. 7St udi e | 6

LC-MS/MS,Yupr avap8edr Boajzirg®du: SPE

SF Restek C18 Aqueous col um

MF A mraven|l an amonnl ;O08H vodD

MF B ACN

Eluce gradientovs

Detektor hmotnostn2 spektrometrie

Teplota (AC) 25

Objem ng&stSi kul10

Pr Tt ok ov §mlimpn)c h| 0,2

Reten|nz |as ( Trp 6,61; Kyn 5,6; KynAc 6,25; 3HAc 3,15; AAc 3,51;
QA 2,05

Doba anallzy (|12

Stanoven?:

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

Vzorek

krys2 pl azma
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AEXPERI MENTCLNE LCST
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41Chemi kK§p 5&md mpPg ley,

Chemi k81 i e

1 4-chloroDL-fenylalanini Si g ma , NDmecko

¢ amoniaki 20129 % v odnilPernadzat sk r . o. , Lesk8 repu
1 dichlormethai Pent a s.r.o., Lesk8 republika
1 et hylidaceNe&Srt, Lesk8 republi ka

T  hydroxid sodnl ikbn2zeh7rovanl RS

T KrebsTv ¢givnl roztok

1 kyselinatokt ansul fon®&vgmaodhd8rsTh, NRDmecko
1 kyselina 23pyri di ndi karboxyl ov § SigmayAddech,i na c
NNDmecko

1 kyselina 5hydroxyindot3-o c t b&¥ig§gma Al dri ch, NBDmecko
T kyselina hicdmagvrman iAlladwg ch, NDmecko

1 kyselinak nur eirffo\ggna Al dr i ch, NDmecko

T kysel i nai Smrgavae mAll2dr i ¢ h, NDmecko

T kyselina oORentsvd 9L®% k8 republika

T kysel i na tiFluofothang Ukoct ov 8§

1 L-kynurenini Si gma Al drich, NDmecko

1 L-tryptofani Si gma, NDmecko

1 melatonini SigmaAl dr i ¢ h, NDmecko

1 methanoll VWR Chemicals, USA

{1 riboflavini Lachema, Brno

1 serotonini Si gma Al dri ch, NDmecko

M vanilini FI1 uk a, L2 na

f voda | igthBDn8 reverzn?2 osm-zou

KrebsTv givnl roztok

KrebsTv ¢givnl rozt ok KasednefarrdakotogieStwxialogie j i § n e

Kr eb s8Tsw bm 2 (Teabo®itpSlapa do
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Tab. 8 KrebsTv z8sobn? roztok

LCTKA na 100 ml
NaCl 6,90 g
KCI 0,35¢
NaHCOg3 2,109

Na;HPO,.12H,0 | 0,14 ¢

Gl uk- s 1,009

Z§sobn?2 rg2HiO6gRSTpChva do z §kdnbiy, uchov8&vE&no
294gCaCGl2H,0 do 100 ml destilovan® vody

Z8§sobn?2 r o6HOOlp SMpElava do =z §kdnibiy, uchov§&vsg&no
244gMgC}6H,O do 100 ml destilovan® vody

Vlase pot SKbebsgvnaSeddn2 roztok (napS. na n
a 10 ml Krebsova z8sobn2ho roztoku + 90 ml
U pSidat 0,7 ml z§8s2On2#Hho0,rDzmbkw§€alBh2ho

MgCl,.6H,0

U zam2chat, zmDRSit/upravit pH

iU pSidat 0,1 ml Heparinu a 1 g Dextranu
i zam2chat, zfiltrovat, pSedehS&§t

HPLC sestava

=

HPLC jednotkaShimadzu, Japonsko
Sd2c?2 [CBVW20Mt ka:
degasserDGU-20A;

| erpadlo:LC-20AD

autosamplerSIL-20AC

p Sedk OPTéGUARD 1 mm C18
kolona Kinetex EVO, C18, 100A1 5 03 mim
termostakolony: CTO-20AC Shimadzu

detektoy: UV-VIS SPD20A, FLUORESCENCE RAOAx.

=4 =4 =4 A4 A4 -4 -4 A -

PC programLab Solutions, versioB.85
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PS2stroje

T anal ywvigblk artoius CPA22DOCE, N D meMekler AT21
Comparator, Mettler Toledo, Belgie
ph metri SCHOTT CG 843, Schothstruments GmbH NP mec k o
magneticE m2 cihGuollkoar squi d, | ka Wer ke, NRDmec
vodn2 vIivDhDva
t Sepiavbk a ex, VELP Scientifica, 1t§&glie
ul t r azv uikklo,Kraihté SlevBnsko
centrifugal IEC CL31R Multispeed, Thermo electron corporation, USA
spekrofotometri UV-2401PC Shimadzwaponsko

fluorimetri FS5 Spectrofl uorometer, Edinburgh

=4 =2 =42 4 4 A4 -4 A5 -

manifoldna SPE kolonky

Laboratorn?2 pomTcky

Di ge £ppexc®rf zkumavky Er | en mey er diviyt rad Rfidty , b a Rk a
(OLIMPEAK certified filters by teknkromai sy r i nge f i Ifritagimjse KOI, 222 ¢
st S2 k&d ikr$REkolonky HyperSep Verify Cx, HyperSep Retain Cx, HyperSep
Scx Spe, STRATA XC, STRATA X, STRATA Scre€ly STRATA Pheny)l, kopistky,
kyvety, labor at oyy m2c hlagtlirhdkr n ®, pivitd mi2eket y (aut omat
dnNl en®, n e d N éojan @8 zkumavkys S kkk ae,n N n ® vialky,| i nky,
v2] ka,zZ8tskeypt(as k| e nzkum&®&ky pl ast ov ®)

420becn® postupy

A21PS2prava roztokT

Z8sobn2t mrypttwfkanu a jeho metabol itT

Z§sobn2 roztok trypt ofOlmgtryptgfdnugndimpr av e
methanal. Rozt ok byl mchowiSvedds VEishcentrace t
| i nOillmg/ml.

Z8sobn? roztoky mEynwdnio, lkysteT | na y ktyofua rewn
serotonin, kyselina 5hydroxyindot3-o ¢ t ,omel@tonin)by I 'y pSi praven® n
0,img pS2 sl ugn®h oo ent racthanbli Razt oky byl y uchc
vmraznil ce. VI smhetda@rydtofatultiendil imegind. e
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Z8s orbztockgestiandardT

Ze z8sobnz2ch roztokTT ttyppobédanou ao mé&bal
0,1mg / ml byl o odebr mapd ®dkoulk@nurenim) a dopl nNDno
do 1 ml methanal . Ze z8sobn2ho odztbo kifeatkepdiyur®ehi s1lu s
adopl nDno miethanal. mRozt ok bylmrazhob&eaniVi sl ed
koncentrace z8sobn2ho roztoku gest.i standard

Tento z8sobn? roztok gesti standardT byl
jednoum2enefhench se pSidgval KA te btsoThvo g¢li Tvwnold r o z
ge pSi VYygg?2 ah tkdanyc eint v nethdnd, bymohjlsd véoj 2t
kez mDnNn8m separace.

Roztok vnitSn2ho standardu

Jako vnitSn2 st andavadlin &kyyls etl & sntao vh§onmorviama fl |
Roztoky byly p Si pravzmygt Nn2 m mBthanoly. vVNEs | eaitm N se z
pSipraven®ho roztoku odenethandéon. 1¥zai kb #d8pbh

roztokvni t Sn2 hoo skamdamtdmua c i 50 eg®mu, vzerkter ®
odeb2ralo 20 ¢l na 1 ml cel kndu@me hvz ertlkan.d av
vevzorku |linila 1 g/ ml.

Vzorky skamdat dfe

Ze z8sobn2zho roztoku gest.i standardT o ko
se odebr,adploilo @ o cll ml Krebsova ¢givn®ho rozt
prom2chalo na tSepalce. Pot® seapb6ipidal se20
prom2chalo na tSephl| cl. k Wa &do injeegg tele t jpeSdndoaul s e
prom2chal o. n¥] ¢l1Seechbraeevkonkentst anddricdT| & ana
20ng/ml (kynurenin 100 ng/ml).

Od koncentrace 50 ng/ ml (kynurenin 250 n
roztok gedHrelssgawmid gi vn®m roztoku.

422PS2prava mobiln2 f§ze

Ke250 ml vody byl o picddv®. 1RdDZtok kgs @lr
namagneti ck® m2chal ce. N 8 g lelekttalypiHiinets @ do r oz
poust §| postam s i kap§val hydroxid sodnl ag do
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pSapenl roztravdl. K§O84 pHefiplSefiltrovan®ho r 0z
met hanolu a dTkladnhD prom2chal o.

423PS2prava HPLC syst ®mu

PSi kagd® zmRnN sl okjoeln®n amoebkiviinl2i bff ®x & n

20 minut.

43VIivoj metody

PSi vivoji chr omulted§mslimiki® nseltoogdeyn 2a mo
sevpfvodn2 mpohdg8atb dryptpfanenz eh | a sl ot oni nem | a
analyzovanimie | %d&jmi lieylury esa Tsezdtonin zsledoval
fluorimetricky a tryptof aynvsdmelat rpodtos eobmee t
ostatn?2 metabolity trypt of-laydraxyinok3yosxd loiviga Kk

melatonin, kynurenin kysel i na ac4chlaro®L-fenylalanig ) proto
doch8zelo ke zmRn&m vel viaoiji sméEamdy wmo
4-chloro-DL-f eny |l al ani n nb)kit eobshgemowc?2ch, neb)
kvantifikovat, nTbrg jen. okKyYSeétltinadahinredl
zes®rie vySazena kvTli mi ni m8| n? retenci
pracvat vr 8§ mc i dal g2 ch prac? na katedSe Farm

anal Tzy HKaF UK v

Pro separaci byl a pougita kolona Kinet
spSkoldnou PSi vivoji metody byly postupnh v\
pSizpTsobovaly aktu&8lnh analyzovan® s®ri.i
skyselinou mraven]| ?2 (pPHO 3%D) Hy aneltihrman o me a

vyst S2d§maufrenct anov T

Kv Tl i rozmanitost. aci cco®rdy vyzkkyblah e vyl a s
rTzemH v | i mi twl ruwdbs&veam Tpmr o (pH Ainid ). Pk ol oknyus e | ®
prost Sed? byla zkougena t®9r bypan®meattaa tri f|

VT voj et adokdatickou Pop Si d § n 2 me s & httygtofabyfa to
ze] m®na mseizoak roanti incuku& S8makd mdadost at el n§, pr c
keluci gradi eG6t ad®ent ov § el uce podle spparace u p n N
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anal yzovamrirdh ok8veék.orychlost moibzmDhNhi&ze by
na0,5ml/min. Teplotaz T s haB8l0a A C.

Kv Tl i optimali zaci det ekyley pporuchiil $®e nwe f |
af | uor espakteanryptofanuajehmet abol i t T.

4.4LLE a SPEizolace
BNDhem vivoje chr osteatzokoBgSPHzka®e met ody

Vr 8§mci LLE i z odxtaakces10sneM kysddirmou aktariswdfonovou
a et hyl d @edt §me@mnD , s16 gmM Xyselinou oktansulfonovou
adichlormethanem( pH m®n )  ndegglaee2s)kyselinou trifluoroctovou a
ethyl acet 8t em

SPEizolaceserealz oval a na zukd dedn® rgESARAIME] o0 n
(Tab. 9 . Rychl ost prTtokui dyDalrengudlmongn(a emdaa
za 3 sekundy).

Tab.9 SPE izolace

Stav (condition) 0,5 ml MeOH

Ekvilibrace (equilibrate) 0,5 ml HO

05mi25ng5H T/ ml  pr durdo bdpddw, | o

Vzorek (sample)
ngsledovnhD 1,5 ml wvzore

P r o m(ywash) 0,5m5% MeOH n8st Si k 10 ¢€l)
10 minut naplno vakuum
Eluce (elute) 05mMeOH( n&8st Si k 10 ¢1l)
Vzorek byl pSipraven ze z8sobn2ho roztoku
ze kter®ho se odebralo 10 ¢l a doplnilo do

Vzni kil rozt ok o ktohoto mziackus@ciod®beg! ml 50 ZI a
do2ml1950el Kr ebsovIim ¢givnim roztokem. Vzni kIl rc
(tedy 50 ng/2ml).

Porovn8vao? komozteoakrAci 100 ng/ ml Me OH p Se
PSipraven byl odebr 8n2 nonidu® kandentracig0slong/ml2 h o r oz
adopn nddo 1 ml 990hol rMeOHkuZse odebralo 100
900 &l MeOH. NastS2knuto bylo 10 ¢l
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Porovng8vac? roztok B o00vkao ngciemn®haac i r 75t

z

pSipravenl totognim zpTsobem jako vzorek.

UkolonekSTRATA XC, Hyper Sep Retain CX a Hy
bl ank namDJveodemoblkl testyl o e@lSe peaighi®inyws et e
st ejtpjdkenserotonin co§ byl o anal T z.anmBl arkkutpe$ ads tv
| istT KrebsTv givnl roztok.

Jd i ksegptonin st8le ,zzRusilagpadl pos!| &dhdDmc &
Tab.9eluce p Si dansi(m@6NHetl 78H ¢il ztohbeO® thina kolorku
+114 ¢l ;QODRdo Ciddky).

SPEizolace bylaz k onagestupens h o d plomT ab9un§sl eduj 2 c 2 «
kolonek HyperSep Verify Cx, HyperSep RetaixHyperSep Scx Sp&TRATA XC,
STRATA X, STRATA ScreerC, STRATA Pheryl.

4A5PS2 prava roztokT pro validaci me
Selektivita

Pro zji gt Dn?2 selektivity vgennutnes simed or
chromatogramy:
1)Vzorek standardT o koncentraci 25 ng/ ml |
kyselina 5hydroxyindot3-o ct ov §, mel at oni n) a vzbrkus ng/ n
standardT bylo pSid&§no 20 €l vanilinu | S ¢

2)Blank,jery p Sed|sitsatviujker ebsTv ¢givnl roztok.

3) Vzorek z Katedry farmakologie a toxikologie FaF UKHKK o objemu 1ml,
kekt er ®mu bylo pSid&no 20 ¢l vanilinu I S 5

PS2prava vzorku standar ddhaywrabustcandvern?

Tab. 10 PS2prava vzorku standardT ke stanc
Z8sobn? Vanilin IS Kyselina
Koncentrace | ] KrebsTyv
gesti st ¢ 50 ¢egqg/ octo
(ng/ml) roztok
MeOH MeOH 99%
25 (125) 25 ¢l 975 ¢l 20 ¢l 1 ¢l

Poznivz8vorce uveden8 koncentrace kynurenint
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Stabilita

Vzorky standardT testovg8n?

kynurenov§,

pr o stability

s er ot o n thydroxyindat-3yopctt oofva8n,, nkeyl saet | oi nni an

100n g / ml (kynurenin). [K®i kSnjod ®ml elzov &mi lbiyd w
MeOH a 1 €l kyseliny octov®.
PS2pravsat aarebarkdT pr o st anotveen?l cset alb.i 11i1t.y
Tab.11PS2 pr avat azdakdT ke stanoven2 stability
Z8sobnz | Vanilin IS Kyselina
Koncentrace | | i KrebsTv
gesti st 50 eg/ octo
(ng/ml) roztok
MeOH MeOH 99%
20 (100) 20 ¢l 980 ¢l 20 ¢l 1 ¢l

Pozni vz 8§ v aurveeed e n §

Linearita

koncentrace

Kynureni nu

PS2prava vzor kT sihearityjeauwvedeffavparbas | scteaav elre2. |

Tab.12PS2 prava vzéaesk Bnotveamdaddhearity

Vanilin IS
Koncentrace | Z§sobn?2 roztok KrebsTv 5 Kyselina
>
(ng/ml) MeOH roztok g octovs
MeOH
1 ¢l + 999 K
0,1(0,5) . 900 ¢
Y zoho 100
lel + 999 oKr
0,5 (2,5) . 500 ¢
Y zoho 500
20 ¢ 1 ¢l
1(5) 1 ¢l 999 ¢
5 (25) 5 ¢l 995 ¢
10 (50) 10 ¢l 990 ¢
25 (125) 25 ¢l 975 ¢
Z8sobn?2 roztok
VKrebgavn.
50 (250) 50 ¢l 950 ¢
100 (500) 100 ¢l 900 ¢ 20 ¢ 1 ¢l
250(1250) 250 ¢l 750 ¢
Poznivz 8§8v orukv&adre n® koncentrace kynureninu
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Spr8vnost

Spr8vnost

25n g/ ml

5 ngl

byl a

m |

testovs8na

n a250vm/k, ¢ 2 ¢ h
(kyselina-hydpxyindoldomotv@y 8.t ry

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

25ng/ml (kynurenin).

Ood

z89édb roztok ¢

5-hydroxyindot3-o ct ov §

akynurenin

25

esti

kagdeyl|l Spyps alvren

Prost anoven?

roztok

0O MeOHhcent r &
n e jpnS egsge? omakquatefostd g 5t iv,yt vo Sen
ktyasred a mdaT k ywairletnenv®8m m§

a me | at ®» ng/mi, sekotominc @,% hg/nd c i
ng/ B pr Bo ¢r ptleanbuuvlzcoet s1d.b vip3

Sspr8vnost.i

Tab.13P S2 przavkkeTvst anoven2 nejnigg?
Z8sob Speci
C21 ov
o roztoky z8solh KrebgVanilinlS | Kyselina
nejni
: jednot roztok givn 50 €9/ octo
koncentrace
| 8t el gest| roztok MeOH 99%
(ng/ml)
(0,2 mg/ml) stand
Kyn 25 50 ¢
Kyn
Yy 5 10 ¢ dolmi
Ac MeOH
5-HT 0,5 1 ¢ (vzni
Trp 5 10 ¢| speci 5 ¢l 995 20 ¢ 1 ¢
5- z§s ok
OHI 5 10 eg|rozto
3AC stand
Melt 5 10 ¢
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Tab.14 PS2prava vzorkT keejstpgp@¥esdPr St Sesni, a|

opakovatelnosti

Koncentrace | Z§ sobn?2 ro KrebsTyv vanilin 1S Kyselina
(ng/ml) standardT roztok >0 8g/octov§
MeOH

25 (125) 25 ¢l 975 ¢l 20 ¢l 1 ¢l
Z8sobnz ro
standar i
vKr eb gav

250 (1250) 250 ¢l 750 ¢l 20 ¢l 1 ¢l

Poznivz 8§8voruv&adren® koncentrace kynureninu

PSesnost

PSesnost byla testov8na na 250zng/mlc 2 ¢ h st a
25n g/ ml 5 ng/ ml (kysel i na-hydypxyindoldomotv@vy 8,t r ypt
melatonin); 250 ng/ml, 25 ng/ml, 0,5 ng/ml (serotna 1250 ng/ml, 125 ng/ml,
25ng/ml (kynurenin).

PS2prava vzoranlal § ¢ an dpargodb2mh bt p T stodbteam | a k
v kapitole4.5 Spr 8vnost

Opakovatelnost

Opakovatel nost byl @t drecdd rodr B n@b0 lganh, v ¢ rotr rc & ik
25 ng/ ml , 5 ng/ ml ( kysel i rhgdrokymdok3-o e hov §, try
melatonin); 250 ng/ml, 25 ng/ml, 0,5 ng/ml (serotonin) a 1250 ng/ml, ridZBnl,
25ng/ml (kynurenin).

PS2prava vzoranal §zendparrodb]2 hlel a totognim
v kapitole4.51 Spr 8vnost

Robustnost

Robustnost byla testov8§na na vzorc2ch S
(kyselina kynurenovs§, s e rhypdtoxyindol3-p ct ow gpt of ar
melatonin) a 125 ng/ml (kynurenin). Kz or byT m pSi d&§no 20 el van
50e g/ ml MeOH a 1 ¢l k¢gseavoyabcKoe®s TBI @gnknbp S

PS2 pr avsat aarzdba rkd[T mobusinosje uzetdenawbulee] . . 15
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Tab.15P $2 pvzarkfsait an kaer dF anoven?

robustnost.i

Z8sobn?2 Vanilin IS Kyselina
Koncentrace ] . KrebsTyv
gesti st 50 eg/ octo
(ng/ml) roztok
v MeOH MeOH 99%
25 (125) 25 ¢l 975 ¢l 20 ¢l 1 ¢l

Pozn.i vz 8 v o r c &koncengrate kynureninu

43



5VhSLEDKY A DI SKUSE

C%hpr 8ce byl o VyVvinout optimalizovan® p
tryptofanu a jehane t a bvdbli iotl D gi c k @m nBastl erdin®l wal i dace t®

Dle pTvodn2hopread8hd8sbyl axperi ment 8l n2 pi
metodapr o st anoven? s e(prektirznmserotaninua R o yprt od tanmdio v §r
literatury byla zvolena kolonarsever zn2 f 8z2 C18, konkr ®t nhD ko
(100A, 150 Tp Se dikm | GGUARD OnTA18.

Jedn§ s ehelokoldBwtedy kol onu vypl nDmewnTingstice
j 8drem. L8stice maj?2 pevn® nepor®zn?2 | 8dr o,
a vnhDjg?2 por ®zn? anagl?.-Sehkoleyyop ®odi kpmhNDnpotr ®z
| §stmnchm e Vhgén® nreazzklTi gepn®t,n¥™*t 1 ak (Obr. 3)

Kinetex Core-Shell
Lol o ,
@ cccceceee

Plné porézni ¢astice

r r r A N

Obr.3Porovn&®helClora plnhRpor®zn2ch | §sti

PSi vivoji metody byly vyzkougemyneTzn® ¢
f§8zi vivoje byl a t ensotboivl8in?a fi8zzo?k rtavtoi Scekn§o ue | kuycse
PH 3, 0) a methanolem (10 %) . Retence serota
vmrtv®m | ase. Mnogstv?2 met hanolu byl o tedy
sl ab&8l.e se zkusilo zvigit pH kyseliny mraven
na 3 % ovgem retence byla poS8&d sl absg. Viraz
mraven| 2 oct foiH40 Ne®HPW f.r Rt enl n2 | as serotoni
na 4,6 minut. PSi sn2gen?2 pH pufru na 3,5 se

na45sezegi |l a na dostPatTelorkloovh8 5 ymsihrd wts.t byl a 0, ¢

Vit ®t 0o f §zi wiovzaj2eSedd glpofvhkdn2ho zad§n2 o
K serotoninu a tryptof &nywn urpeSiibny,l kyselina Kynur e
5-hydroxyindot3-o ct ov § a ckyesel Veavgt 8vaj 2c2ch p odm:
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vykazovala kyselina chinol i nhow ®tena.uBylp vou a
zkougenpyH rsTtz&w®aj 2 c2 mobi pth&0) f 8t e (eggpHs2Pp

nepodaSi |, ,protdjossngeh nsoeu ky kp8id,56 | i zp §t
Kyselina chinolimmovE§mséasdmovalpaSis pH
kz8vDru, ge se i ne psdad?2n2anm alaynzad waty sap ol

proj ej 2 st anowdn2j n8y wier wtda .

Met oda vyvinut{H 4p;rMeOHsE %) e omiemy uk§8gzal :
vhodng i pr o (oyptbfamukynsré@ink y s d 18itre&k kynur enov
5-hydroxyindot3-oct)pv 8§dy i pSes pomNRrnhN sl abou ret
p2ky od selbleank wdo ¢pdiR$ledisyt §\bd jamm kKr ebsTv ¢i

Vdal g2 f §zais ®v | o jl e§d jeekdp trdBatpriinrvidlatonin je
vporovng8§n2 s ostatnzmi stanovovanl mi Il 8t k

eluce ho nelze rozumnh el2uogvraatd.i eBhyluo rGox zah
nutn® nastavit tiak,rd@pydbentdzonc s8§8zel o Kk

Ve st8vaj2c?2poh Tpodm¥onk8atychl ostz 0,3 |
pS21ig dlouho (45 minuzyl giplfalmnp Sefmlplt Tt ok
segradienta el kov§ desebkr 8hal hzypa relativnhD pSi|

Gradient VYyVi nuto® m@e tmpadyw tedailcin8 gwech a
stanovovanlch?7)l §tek (Tab. 16

Tab.16Gr adi ent vyvinut® metody

Las ( m MFA (%) MF B (%)

0,008,40 100 0

8,409,60 100Y 82 oY 18

9,6021,60 |82 18

21,6022,20 | 82Y 100 18Y 0

22,2630,00 | 100 0

Tab. 17 Retenl|l mnalgsy jednotlivlich
Analyt tr (mMin) Analyt tr (Min)
kynurenin (UV) 29 kyselina 5hydroxyindot3-o c t o 8,0
kyselinak y nur eno| 6,8 melatonin 23,0
serotonin 4,1 vanilin IS (UV) 14,5
tryptofan 5,7
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Jako vnitSn2 standard byl testovs&n ribofl
Vanilin se uk8zal jako nejvihodnhDjg2 vnitSn¢
od nDnj upustil o. KromhD vanilinu by gla poug

nut n® upravit parametry metody a gradient.

Zpol 8tku nebyl o zn8mo, na | akbudoh hl adi n

pohybovat. Obvykl ® bhlod @igmg k @&neir§cet opo hy buy 2
okolo21-321 ng/mlvs ®F,u 8, 25 N RI, 2Amgpmin¥ch pokusech
zSej m®, ge hl adi ny serotoni nu vV e vzorczch
vyzkougeny i zol al n? t echni ky52. Makoeecsb ez v Dt g?

uk§8zalo, ¢ge o2l ®pelup ennSesd 88hgdteym mas§ebou t o
pSinesl o propPkP®m & ghydgokyidgogBoBmMde®@t o probl ®m s
vySegil 1p $21d a%v9k e%n kye @ &vidroy kdant. ov ® k e

5.1 Parametry vyvinut® me {Tab.dsy

Rz mDry &®I bayil530mmmm, I D

St aci on SilikapélC18ge ki koSt evireS8Isitkiot®QA) p - r T

P S kotbna OPTFGUARDC 1 8, ldv@nl k a

MFA:voda + octanovl tlumivli roztok 0,1 M pH 4
MFB:] i stT methanol

Teplota:30 AC

Objem nEGQ@ Sd Ik u:

PrTtokov ®5miimanhl ost :

Detekce:s pe kt r of oafdnueotrriincektir (o &aT z8ktadBbDopr omNSen
fluorescenln2ch spekter je®notlivich analyzo
Eluce:gr adi ent ov §

Cel kovg§ dmbminuanal T zy:
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Tab. 18 Vyvinutg8 metoda
L as (min) Analyt

0,00 uv: o8 369 nm Kyn

0,00 uv: & |227nm 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: b 300 nm Trp

4,50 uv: & | 254 nm Trp + KynAc

6,00 uv: o 244 nm KynAc

6,50 Emise 333nm | 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: o 220nm Vanilin IS

11,00 uv: o 254nm Vanilin IS

19,80 Emise 331nm Melt

19,80 Excitace 278nm Melt

21,60 MF B 18%

22,20 MF B 0%
Tab. 19 NamhSen® hodnoty
Analyt UV (nm) | EX/Em
kynurenin 369, 227 | 369/475
kyselina kynur er| 244,254
serotonin 280/334
tryptofan 300, 254 | 280/334
kyselina 5hydroxyindot3-o c t 0 v 276/333
melatonin 278/331
vanilin IS 220, 254 | 307/395
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VUV spektruse sl edoval kynur eavamlin ISKObAe | i na kyn
Fluorimetricky se sledovalserotonin, tryptofan, kyselan Shydroxyindot3-oct @av §
melatonin (Obr5) . Vani |l i n | Sluobnyetricky, @le WV edbhivmsti n§
visledky vych8zely pSesnhji

uv.
500004

475007
450004
425004
400004
375004
350004
325004
300004
275007
250004
225004

200004

175004
150004
125004
10000 Kyn

7500 KynAc

50004

25004

04

2500 T T T T T T T T T
0,0 2,5 5,0 75 10,0 125 15,0 175 20,0 22,5 25,0 275 min

Obr.4Chr omat ogr am a n@&Qng/mKynasengenh UV détekeek

42500CEV
4000004
3750004 5- HT
3500001
3250004
300000+
2750004
250000+
2250004
2000004
1750004

150000 Trp

125000+

5-OHI3Ac

100000+

75000+

50000+

25000+

04

L e B L B e e s B e B B L e e e e e B e B e B e S LA e
0,0 2,5 5,0 75 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0 22,5 25,0 275 min

Obr.5Chromatogem anal yzovanT gh If§tuedetekses @ ni gn”2 ml
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5.2LLE a SPEizolace

Ze zal 8tku byl a snaha o LeRPasSPBizokcel e p g2
Bohugehegdsossmes§vali takov® vislV¥bkpPgnadty e
prakticky PonulpoSvi&.§n2 aam®dxli eackrul kyseliny
zd Tv melmalizaces e sice p2k sleamt Gko(@TRATA XC, n Nkt e
HyperSep Retain G HyperSep Scx Spak§ z a | , r a@lz g t Dirlé)nMzorky
z Katedry farmakologie a toxikologie byl § d wjeddn ot k §ch ml a bylo
prok agdou anal ykewlainomwo 2 &2kl mspod mkok ®mk u .
bylol asag€Rol n® \wlmizdea jaht®rc adt Tov selo@ LLE a SPEizolace

upustila

uv
275000+
250000
225000+
200000+
175000+
150000
125000
100000+
75000+
50000+
25000+

0

0,0 2,5 5,0 75 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0 22,5 25,0 27,5 mi

Obr.6SPEizolacepou gi t Rym Skaladm XC, ukxHlzka r oz g
(tr=6,7min)po eluciMeOHp Si danm mpm™NHt ok: 0, 3 ml / min,
detekces hoda dol T: porov b#V@5ng/m)y ozt ok8§std@ndat

izol §t Strata X@ESpdael mc NHMe OH s
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5.3Validace metody

HPLC anallza bgla #BAi ddoovlEnma &Ini®d aV n 2
parametrybyly: selektivita stabilita linearita s p r § ypnSoesstinopakdvatelnost a

robustnost®® 2931

5.3.1Selektivita

Zs8v Nepatkwoll am2k u, skteg eil e migako2tryptofargObr. 8) je
zanedbatelnT, nebo3orts2yepd avé e | mie vwesoklT ch
koncentrac2zch. Vyvinut8 metoda je dostateln
| 8t ek Jj sou do ¢Obra?,e) Kdiby loyld ciuino eslad®vat tryptofan

pSii §g2ch koncentrac2ch, p2k se stheéjm2m rete
viiv na Nalvgljedk®y .j ednoduch®, nikoliv ide8§ln2
odel|l 2st phloamkiu pddkupivochy p2ku tryptofanu.

uv.
130004

120004

110004

100004

9000+

8000+

7000+

6000+

5000+

4000+

3000+

2000+

1000+

e s B B e e e e e B e L B ey e e B LA A ey Bt B ey B ey B B
0,0 2,5 5,0 75 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0 225 25,0 27,5 min

Obr.7Shorahdomtogram stand;ardPOb6mkbninanku a vzo
UV detekcetr (Kyn) = 2,9 min; tr (KynAg = 6,8 min
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225000+

5-HT Trp

200000+
175000+
150000+
125000+

1000004

5-OHI3Ac

75000+

50000+

25000+

0

Obr.8Shorahdom@atogr am sutaszorkha r @r05 nddina n k
fl uor escenlbHT)=d,2mie k(Cre) = 5,7 min;
tr (5-OHI3AC)= 8,0min; tz (Melt) = 23,0 min

5.3.2Stabhilita

Stabili saavdantd] s| adomwmpinaerwu pSi tepl ot

p&iamragen?2 .a rozmragen?

Z 8 v IAmMm:i poemamraagrozmragen?2, t autosarapiei po

nedoch8z2 ke zmRn&m anallzy.
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5.3.3Linearita

Zobrazen2m linearityy j=28vkiaslliosrtal mde zpvS2 mk
nak oncent r*a®ByllagtpkSyi pravena s®rieTakr206r kT o zn
25). Pro popis z8vislost{Gbrdgda vyugita rovni ce

Tab.20Hodnoty kalibraln2 pS2mky pro kynurenin

Koncentrace PomDr p
Kyn (ng/ml) Kyn/IS UV
5 0,0064
25 0,0366
50 0,0953
125 0,1937
250 0,4643
500 0,8507
1250 2,1051

Q@

NS 2,50

N2

O 2,00

N

ﬁ 1,50

-

2

) 1,00

>

N

-1 0,50

0,00
0 200 400 600 800 1000 1200 1400

koncentrace (ng/ml)

Obr.9Gr af z8vislosti pomBRDru ploch Kyn/ 1S UV

re g r eosnicé:y = 0,0017x + 0,0052
koeficient d®9% koeficienakorelace: R§,99%7
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Tab.2lHodnoty kal i br al rkghurgn&dumky pro kyselinu

Koncentrace PomDr p
KynAc (ng/ml) KynAc/IS UV
1 0,0142
5 0,0346
10 0,1167
25 0,2233
50 0,4968
100 0,9364
250 2,2146

Fe)

w 2,50

>

¥ 200

O

N

B 1,50

—

2

oy 1,00

>

N

73 0,50

0,00
0 50 100 150 200 250 300

koncentrace (ng/ml)

Obr.10Gr af z 8vi s | o KynhAdIS p\6 ma Ranaentracl kgselikyy nur enov ®

regr esn?2y=r0008%xi+ 0,188
koeficient d@A989koeficienakorelace: R$,9994
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Tab.22Hodnoty k&P mMBEyabnd serotonin

Koncentrace PomDr p
5-HT (ng/ml) 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
250,00
o
5 200,00 !
€
E 150,00
2
) 100,00 ®
o
g
- 50,00 ®
0,00
0 50 100 150 200 250 300

koncentrace (ng/ml)

Obr.11Gr af z 8vi s | oSHTIS UYoarkBncantra@drotoniriu

regr es n?2y=r08072xi+ 4,@026
koeficient determinacd®r ] = Kbefi@ient@orelace R =0,9894
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pro

300

tryptof a

Tab.23Hodnoty kalibraln2 pS2mky
Koncentrace PomDr p
Trp (ng/ml) Trp/IS UV
5 2,9884
10 4,6896
25 7,7836
50 18,5861
100 29,6173
250 69,0720

i 80,00

« 70,00

’8 60,00

% 50,00

2 40,00

P 30,00

% 20,00 an

10,00
0,00
0 50 100 150 200 250
koncentrace (ng/ml)
Obr.12Gr af z 8vi s | o srp/ls Uvpna kofcentradiyptotarcuh

regr es n?2y=r0Q686xi+ 2,4225
ent d®IO6E koeficienbkorelace: R $,9983

koef i

ci
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Tab.24Hodnoty kal i bkyslnubhydrpxgirdaikogtovpur o

Koncentrace PomDr 5
5-OHI 3Ac (ng/ml) | OHI3Ac/IS UV
1 1,1248
5 2,1516
10 3,9209
25 9,6721
50 23,4477
100 43,5196
250 104,0116
120,00
=}
g 100,00
g 80,00
5 60,00
-
pa
wn 40,00
>
N 20,00
-
0,00
0 50 100 150 200 250 300

koncentrace (ng/ml)

Obr.13Gr af z 8vi s | o s@OHIBAIDUYDa koncegntradiysdiiny 5
5-hydroxyindoi3-oct ov ®

regr es n?2y=r0d4nr66xi+ 0,8867
koeficient determinacd&r | = (koeficiersl lbrelace: R 68,9994
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Tab.25Hodnoty kalibraln2 pS2mky pro mel atoni

Koncentrace PomDr p
Melt (ng/ml) Melt/IS UV
1 0,0309
5 0,1997
10 0,3596
25 1,1537
50 3,1952
100 5,7891
250 14,2441

n

< 16,00

« 14,00

O 1200

N

= 10,00

-

- 8,00

z2

W) 6,00

P

o 4,00

i

2,00
0,00
0 50 100 150 200 250 300

koncentrace (ng/ml)

Obr.14Gr af z 8vi s | o Mdlt/IS Ug oarkdhcentragd rhetatortinu

regr es n?y=r00O57m00%3
koeficient determinacd® ] = (koefciert Korelace: R §,9992

Zsvirskan® kal pbo&lgasal kSivkearitu metody
korelaceu k a nat j&@mNS pS2 MBRu0,98mMNr no st
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534Spr 8vnost

Tab.26St anoven? spr8vnosti pro kynurenin
Koncentrace | Pl ocha| Pl ocha| Po mBPloch ypel s Odchylka
Kyn (ng/ml) Kyn IS UV Kyn/IS UV koncentrace (%)

(ng/ml)
354753 180168 1,97 1357,3
358110 178139 2,01 1385,®
1250 359922 183157 1,97 1354,65 +9,02
361047 180657 2,00 1377,69
356935 183865 1,94 1338,2
33836 171311 0,20 136,16
35043 186931 0,19 129,23
125 33248 188563 0,18 121,55 +4,15
34360 190209 0,18 124,53
34129 168698 0,20 139,46
6687 189761 0,04 24,29
6492 193388 0,03 23,14
25 6946 192947 0,04 24,82 -1,94
6715 193539 0,03 23,92
7243 189113 0,04 26,40
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Tab.27St anoven? spr Skymuesvou pr o kyselinu
Koncentrace | Pl ocha| Pl ocha| PomBDr VLTI
KynAc (ng/ml) KynAc IS UV KynAc/IS UV koncentrace | Occhylka ()
(ng/ml)
372108 180168 2,07 260,98
375160 178139 2,11 266,12
250 378159 183157 2,06 260,90 +4,93
377702 180657 2,09 264,19
377552 183865 2,05 259,47
37354 171311 0,22 27,55
37437 186931 0,20 25,31
25 37655 188563 0,20 25,23 +2,82
37310 190209 0,20 24,79
34239 168698 0,20 25,65
7319 189761 0,04 4,87
7229 193388 0,04 4,72
5 7528 192947 0,04 4,93 - 2,67
7363 193539 0,04 4,81
7480 189113 0,04 5,00
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Tab.28St anoven? spr8vnosti pro serotonin

Koncentrace | Pl ocha-| Pl ocha| PomDr VE R
5-HT (ng/ml) HT IS UV 5-HT/IS UV koncentrace | Odchylka (%)
(ng/ml)
32054942 180168 177,92 239,61
32470470 178139 182,28 245,48
250 31810974 183157 173,68 233,90 -4,31
32460287 180657 179,68 241,98
32102477 183865 174,60 235,14
3388590 171311 19,78 26,64
3487150 186931 18,65 25,12
25 3621275 188563 19,20 25,86 +3,85
3587838 190209 18,86 25,40
3354224 168698 19,88 26,78
57397 189761 0,30 0,41
80187 193388 0,41 0,56
0,5 78475 192947 0,41 0,55 +7,98
82351 193539 0,43 0,58
83248 189113 0,44 0,60
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Tab.29St anoven? spr8vnosti pro tryptofan
Koncentrace Pl ocha| Pl ocha| PomDr VR
Trp (ng/ml) Trp IS UV Trp/IS UV koncentrace | Odchylka (%)
(ng/ml)
11209463 180168 62,22 224,49
11139098 178139 62,53 225,62
250 11046029 183157 60,31 217,60 -11,69
11106982 180657 61,48 221,83
10924499 183865 59,42 214,38
1264432 171311 7,38 26,63
1287502 186931 6,89 24,85
25 1331605 188563 7,06 25,48 +4,42
1321402 190209 6,95 25,07
1332519 168698 7,90 28,50
243768 189761 1,28 6,13
220219 193388 1,14 5,44
5 220230 192947 1,14 5,45 +16,35
238830 193539 1,23 5,89
244632 189113 1,29 6,18
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Tab.30St anoven?

skyselirf) Bhydvosyindol3-pctowou

Koncentrace PomhDr g Vypol 2
5-OHI3Ac Pl ocha) Plochap? k 5-OHI3Ac/IS koncentrace | Odchylka (%)
. 5-OHI3AC IS UV oy ——
15807085 180168 87,74 267,95
15831652 178139 88,87 271,42
250 15696923 183157 85,70 261,74 +5,97
15754753 180657 87,21 266,34
15482691 183865 84,21 257,18
1445264 171311 8,44 25,77
1486355 186931 7,95 24,28
25 1541952 188563 8,18 24,97 +1,63
1526190 190209 8,02 24,51
1519445 168698 9,01 27,51
294157 189761 1,55 4,86
351295 193388 1,82 5,70
5 346262 192947 1,79 5,63 +14,11
376408 193539 1,94 6,10
376424 189113 1,99 6,24
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Tab.31St anoven? spr8vnosti pro melatonin
Koncentrace Pl ocha| Pl ocha| PomBDr AR
Melt (ng/ml) Melt IS UV Melt/IS UV koncentrace | Odehylka (%)
(ng/ml)
2180428 180168 12,10 285,55
2210839 178139 12,41 292,83
250 2211985 183157 12,08 284,96 + 14,66
2231978 180657 12,35 291,51
2169651 183865 11,80 278,43
194524 171311 1,14 26,79
201819 186931 1,08 25,47
25 208801 188563 1,11 26,13 +5,13
207424 190209 1,09 25,73
195113 168698 1,16 27,29
38832 189761 0,20 4,83
37985 193388 0,20 4,63
5 35979 192947 0,19 4,40 -6,64
40876 193539 0,21 4,98
36027 189113 0,19 4,50

Z8vOdchyl ky

z 2 svkyahnolvcuhj 2h oldinmoitt Tm pr o
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535PSesnost

Kynurenin

Tab.32St anoven?2 pSesnost. pro
Koncentrace Pl ocha Pl ocha PomBDr p RSD
Kyn (ng/ml) Kyn IS UV Kyn/IS UV (%)
354753 180168 1,97
358110 178139 2,01
1250 359922 183157 1,97 1,40
361047 180657 2,00
356935 183865 1,94
33836 171311 0,20
35043 186931 0,19
125 33248 188563 0,18 5,81
34360 190209 0,18
34129 168698 0,20
6687 189761 0,04
6492 193388 0,03
25 6946 192947 0,04 4,97
6715 193539 0,03
7243 189113 0,04
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Tab.33St anoven? k<lokmnaendvou pr o

Koncentrace Pl ocha Pl ocha PomRDr p RSD
KynAc (ng/ml) KynAc IS UV KynAc/IS UV (%)
372108 180168 2,07
375160 178139 2,11
250 378159 183157 2,06 1,04
377702 180657 2,09
377552 183865 2,05
37354 171311 0,22
37437 186931 0,20
25 37655 188563 0,20 4,19
37310 190209 0,20
34239 168698 0,20
7319 189761 0,04
7229 193388 0,04
5 7528 192947 0,04 2,19
7363 193539 0,04
7480 189113 0,04
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Tab.34St anoven?2 pSesnosti pro serotoni
Koncentrace Pl ocha Pl ocha PomiDr p RSD
5-HT (ng/ml) 5-HT IS UV 5-HT/IS UV (%)
32054942 180168 177,92
32470470 178139 182,28
250 31810974 183157 173,68 2,00
32460287 180657 179,68
32102477 183865 174,60
3388590 171311 19,78
3487150 186931 18,65
25 3621275 188563 19,20 2,82
3587838 190209 18,86
3354224 168698 19,88
57397 189761 0,30
80187 193388 0,41
0,5 78475 192947 0,41 13,77
82351 193539 0,43
83248 189113 0,44
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Tab.35St anoven?2 pSesnosti pro tryptofan
Koncentrace Pl ocha Pl ocha PomhDr p RSD
Trp (ng/ml) Trp IS UV Trp/IS UV (%)
11209463 180168 62,22
11139098 178139 62,53
250 11046029 183157 60,31 2,14
11106982 180657 61,48
10924499 183865 59,42
1264432 171311 7,38
1287502 186931 6,89
25 1331605 188563 7,06 5,76
1321402 190209 6,95
1332519 168698 7,90
243768 189761 1,28
220219 193388 1,14
5 220230 192947 1,14 6,16
238830 193539 1,23
244632 189113 1,29
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Tab.36St anoven? kysslms-hyrexyindolPoctovou
Koncentrace PomDr p
5-OHI3Ac Plocha Plocha 5-OHI3ACc/IS RSD
. 5-OHI3AC IS UV N (%)
15807085 180168 87,74
15831652 178139 88,87
250 15696923 183157 85,70 2,10
15754753 180657 87,21
15482691 183865 84,21
1445264 171311 8,44
1486355 186931 7,95
25 1541952 188563 8,18 5,13
1526190 190209 8,02
1519445 168698 9,01
294157 189761 1,55
351295 193388 1,82
5 346262 192947 1,79 9,45
376408 193539 1,94
376424 189113 1,99
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Tab.37St anoven?2 pSesnosti pro melatonin

Koncentrace Pl ocha Pl ocha PomBDr p RSD
Melt (ng/ml) Melt IS UV Melt/IS UV (%)
2180428 180168 12,10
2210839 178139 12,41
250 2211985 183157 12,08 2,02
2231978 180657 12,35
2169651 183865 11,80
194524 171311 1,14
201819 186931 1,08
25 208801 188563 1,11 2,86
207424 190209 1,09
195113 168698 1,16
38832 189761 0,20
37985 193388 0,20
5 35979 192947 0,19 5,12
40876 193539 0,21
36027 189113 0,19

5.3.60pakovatelnost

Tab.38St anoven? opakovatelnosti pro kynureni
Koncentrace RSD
Pl ocha p2ku Kyn
Kyn (ng/ml) (%)
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.39St anoven? opakovhkyhuehomoosti pro kyselinu
Koncentrace RSD
Pl oc h &yngé k u
KynAc (ng/ml) (%)
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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n

n

Tab.40St anoven? opakovatelnosti pro serotoni
Koncentrace RSD
Pl ochaHp?2 ku
5-HT (ng/ml) (%)
250 32102477) 32022617| 32163616/ 32050034| 31940853 0,26
25 3587838 | 3586886 | 3590563 | 3581286 | 3569153 0,24
05 83248 83382 80817 83512 80799 1,71
Tab.41St anoven? opakovatelnosti pro tryptofan
Koncentrace RSD
Pl oc halrpp 2 ku
Trp (ng/ml) (%)
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.42St anoven?2 o0pakoyv ahlydrdxyindad3toétovgur o kysel i nu
Koncentrace
RSD
5-OHI3AC Pl o c h &OpI3Acu
(%)
(ng/ml)
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.43St anoven? opakovatelnosti pro mel atoni
Koncentrace RSD
Pl ochavelp? ku
Melt (ng/ml) (%)
250 2169651 | 2085160 | 2006821 | 2126722 | 2063178 2,96
25 207424 207330 205237 206108 201940 1,09
5 36027 38832 39057 38368 37548 3,24

Z8vRel at i

a opakovatelnosti

v n?2

smRrodat n®
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5.3.7Robustnost

Pro sledov§gn? robustnostii byly vybr &n
viznamnDvbel € d kyRammetry Oyiz ys | edowvEman dtakrkd T
u blanku

Byl sledovanl viIiivokmhoh@repl ptl pg2ha Kel
teplothN je anallza r¥ehkzé€ggamTphbe mS§gjme,
teplothD doélB&8nm® pR &ysainykgyinur ¢d0bo 13 Mognl m
dTvobdgmmohlzanNDmTat vil nnoavs@& adv®Inkfy " SmenodgB2 t e
byl o tSeba pr o dskparacinélatonimOlr.dé)ent kv T i

'

ul
16000+
15000+
14000+
13000+

120004

110004

100004

90004

8000+

7000+

6000+

5000+
|
e |

30009 \ \
N |

20004

[ [
A /
ot N\ MWMMW
10004
o

0,0 2,5 5,0 75 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0 225 25,0 27,5 min

Obr.15Shora dol T: standardn2 tepAM®ta 30 AC
p r T t0,6rkl/min; UV detekcegt(Kyn) = 2,9 min; g (KynAc) = 6,8 min
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275000+

250000+

225000+

200000+

175000+

1500004

125000+

100000+

750004

50000+

25000+

o

-25001

Obr.16Shora dol T: standar dhAG, tteeplodtaa 3D5 ALC;
pr TtO6rkl:/ mi n; f 1 uor g&SHTe=4llmi; RMPX=EK mia;; t
tr (5-OHI3AC) = 8,0 min; & (Melt) = 23,0 min

PSi posunu n8stupu grpdsemai@p sepaficel mi n d
zTst8vs8 zachovs8na.
Posumalt Ro vaen allolbzyy noe M8 2v Imivn na separ aci

Ng§stSik 50 €Il |i 150 €l nevad2, je pougit
pol 2pS2tpadnl m gkyslipyeshydroxyimuétdouc t Obr@7).
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4000004

3750004

3500004

3250004

3000004

2750004

2500004

225000

200000+

175000

150000+

125000+

Obr.177Shora dol T: standardaP, n88§sS8kk10D80c¢
pr TtO6rkl:/ mi n; f 1 uor g&SHTe=4llmi; RMPX=K mia;; t
tr (5-OHI3AC)= 8,0 min; & (Melt) = 23,0 min

Dal g2m sl edovarlyma pamdmeat r gm¥ot tedyu o] N
na0,45ml/min a 0,55 mi/min. \p S2 padi, ge set vzoalblDe dgnr2a dgreT
posunu vInovtlocdhD,d & nefknav nmeeov! i vn2 visledek

D8l e se sledoval vIiiv slogen2 mobil n?2
nad, 7 se nejv2ce pr oKkyseliny bhydropymdokB-o at ,®o m®sE p ar
by mohlo souviset soni zac? (Obr®18p N&t lbgt at n? | 8t ky 1
mi ni m8lmMrrocvelnt ugl n2 methéhala + P0JE chaeng@dirail vi rvIh 2
separaci kyselink y nur.enov ®
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Obr.18Shor a dol T: MB45apHWB 4,3 pHMF H7H
pr TtO6rkl:/ mi n; f 1 uor g&SHTe=4llmi; RMPX=EK mia;; t
tr (5-OHI3AC)= 8,0 min; & (Melt) = 23,0 min

Z8vNa: z8kl adhnN visledkT sledovanich parametr
protojen u tpnS&13 dodr govat podm2nky analTlzy.
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54Shr nut 2

Tab.44Val i dal n?2

val i dace

parametry

Selektivita prok8zans§
Stabilita stabil n?
Frveri y = 0,0017x + 0,0052
R =0,9997

Spr8vnostivr oz nd8,a6? 109,02 %
PSesnost | RSD=4,06%

opakovatelnost | RSD =2,10 %
Robustnost kapitola5.3.7

Tab.45Val i dal n?2

parametry

Selektivita prok8zans§
Stabilita stabil n?
Linearita y = 0,0089x + 0,0188
R =0,9994

Spr8vnostvr oz nd&a32a3% 104,93 %
PSesnost |RSD=247%

opakovatelnost | RSD =0,75%
Robustnost kapitola5.3.7

Tab.46Val i dal n?2

parametry

Selektivita prok8zans§
Stabilita stabil n?
[T y =0,8072x + 4,0026
R =0,9894

Spr8vnostfvr oz n9s,&d% 107,98 %
PSesnost |RSD=620%

opakovatelnost | RSD =0,74 %
Robustnost kapitola5.3.7
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Tab.47Val i dal n?2

parametry

Selektivita prok8zans§
Stabilita stabil n?
Linearta y =0,2686x + 2,4225
R =0,9983

Spr8vnostvr oz ng821% 116,35%
PSesnost |RSD=469%

opakovatelnost | RSD =3,04 %
Robustnost kapitola5.3.7

Tab.48Val i dal n?2

Selektivita prok8zans§
Stabilita stabil n?2
. . y = 0,4166x + 0,5867
Linearita
R =0,9994

Spr 8vnos:t

vr oz me1z63i 114,11 %

PSesnost

RSD =5,56 %

opakovatelnost

RSD =1,80 %

Robustnost

kapitola5.3.7

Tab.49Val i dal n?2

parametry

Selektivita prok8zans§
Stabilita stabil n?2
Linearita y = 0,0575x 0,0573
R =0,9992

Spr8vnostivr oz n98,326¢% 114,66 %
PSesnost |RSD=3,33%

opakovatelnost | RSD =2,43 %
Robustnost kapitola5.3.7
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6ZCVnR

Vt®t o dipllymow® vpmn8cia ametogapr malsit amwy rea
Lt ryptofanu a : li-lgdueniume t laypoeé li it My ser&tonim,ur enov
kyseliny 5hydroxyindot3-o ¢ t o w@atomi, a n § sb yeldm Nq vdalSje n o
metoda dostanebvhpdagoaehl!| wuvé&l .

Vt eor et i ¢ k @hmdty§poznatky @ yrylptgfanup jeho metabolismu
a¥%l i nc2ch , met awyoslakto[sl i nn® k a ptad khd@natky® ¢ hr

zpubli kac?2 vDnuj2c?2 se stanovenz tryptofan

Experi ment 8l n?2 | 8§st se viDnopt@i ma |piSz2opvra
podm2nek pro HPLC anallzu vgdy Fringhhktust
podm2nky anal 1 kapitolgsssou uveden® v

Po pSidg§§n2 melatoninu byla nakbabec vyu
anal Tzy se pofalSetdlbuzikvEgen2 prTtddkov® ry

vnitSn2 standard byl zvolen vanilin.

Od wpravy biologick®ho maTeod Tl wveeeml
v kapitole5.2

Vyvinut8 metoda byla validov8na 2dl e of
pr o stanoven? Kynur eni otoninu, kyptsfad, ikysgliny k y nur
5-hydroxyindolt3-oct ov® a mel atoni nu. Sl edovan® va
vgeprSedepsani m. Boyolgoadmiwv &K 8z §n o, ge nNhDkter®
vi §mci riombpu st nosamni do@mall(Kagolab.B. B Pratodek y
nezbg$@®nND dodr govat podm2nky vyvinut® met
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7TSEZNAM POUGI ThCH ZKRATEK

3HAC
3HK
5-HT
5-HTR
5-OHI3Ac

AAc

ACN
CH;COOH
CNS

Cr

DAD
EDTA
EMA

Em

Ex

FaF UK vHK
FDA
HCOOH
HIC

HILIC

HPLC

IAA
ICH

Kyselina3h y d r o x y a n(8-HydraxyamtHraoilc 8cid)
3-hydroxykynurenin

Serotonin(5-hydroxytryptamin)

5-hydroxytryptofan

Kyselina 5hydroxyindot3-o ¢ t (®-hy8lroxyindole3-acetic

acid)

Kyselina @Anthraniticeacid) | ov §
Acetonitril

Kyselina octovs§

Centr 8l n?2
Kreatinin(Creatinine)
Detektorsd i o d o v T (Diogeartap datector)

Kyselinaet hyl endi ami ntetraoctov$§

nervovsg8§ soustava

European Medicines Agency
Emise(Emission)

Excitace(Excitation)

Uni ver zita Karl ova, Hrardma c &Ku tSil okv8® f

Food and Drug Administration

Kyselina mraven]| 2

Hydrof - bn2z i nt e r(dydrbphcbicintéractormat ogr af i
chromatography)

Hydrofil n2z i nt e (Hydkophiliéinterdetioro mat ogr af i
chromatography)

Vysoko ¥4l i nn8 kapal i nldighPerfarhance mat ogr af i ¢

liquid chromatography)

Kyselina indol3-0 ¢ t @ndae-3-acetic acid)

The International Council for Harmonisation of Technical
Requirements for Pharmaceuticals for Human Use

Vni t $n ¥Intgynal Piemieter)

Indolamin 23-dioxygenaa

Vnit $Sn 2 (Inkermnaisiaddard)d
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Kyn L-kynurenin

KynAc Kyselina kynurenovs§

LC-MS/MS Kapal i nov § ctharnodreéntoovgSn spékiroenétrie

LLE Extrakce Zapaliny do kapalinyLiquid-liquid extraction)

LOD Limit detekce(Limit of detection)

LOQ Limit kvantifikace (Limit of quantification)

MAO-A Monoaminooxidaa-A

Melt Melatonin

MeOH Methanol

MF Mobilnz f§8ze

MS Hmot nost n?2 e(®assedpectromeirg)t r i

NaAc Oct an (Nabiummatetate)

NAD" Ni kotinamidadenindinukl eotid, oxi

NADH Ni kotinami dadenindinukl|l eotid, red

NH3 Amoniak

NMR Nuk!l e8r n2 ma g nNutleacniagnetic esormmca)n c e

Obr. Obr 8zek

Pozn. Pozn8mka

PP Sr § g e n 2 (Pipteimpreeipitatidn)

QA Kyselina ,&Kyselim@Bpiywravd8 ndi kar boxyl o
(Quinolinic acid)

RSD Rel ativn2 smBDrodatn8 odchyl ka

SF Stacion8rn2 f8ze

SPE Extr akce nSolidphaseatactidng z i

Tab. Tabulka

TDO Tryptofan 2,3dioxygenaa

TFA Kyselina t (Triffludroacetic acml) t ov 8

TPH Tryptofanhydroxylasa

tr Reten| n2 | as

Trp L-tryptofan

uv Ul t r a f{Ultraviolety T

VIS Obl ast vi di (Visidlespedtiram) s pekt r a

XA Kysel i na x(Cdanthuheniaaeid) o v §

g. r. Givnl roztok
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