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1.UVOD A CiL PRACE



1.1. Uvod a cil prace

Mezi analytickymi metodami stanoveni latek v biologickém materidlu se
V poslednich letech stidle vice prosazuje metoda vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC). V biochemickych laboratofich, které jsou nezbytnou soucasti
nemocniCnich zafizeni, se této metody uziva nejen pro terapeutické monitorovani
lékovych hladin, ale také pro stanoveni dalSich biologicky aktivnich latek.
Vysokouc¢innd kapalinovd chromatografie slouzi pifi analyze vitamind, riznych
mediatort, ale pomaha odhalovat i metabolické pochody latek v organismu.

Cilem této prace bylo vypracovat, validovat a ovétit v klinické praxi HPLC
metodu stanoveni esteri retinolu v lidském séru s vyuzitim monolitické kolony
a diode-array detekce. Tato metoda bude prakticky pouzita pro stanoveni esterd retinolu
a jednotlivych vitaminli (A, E) pfi retinol absorpcnim testu u onkologicky nemocnych

pfi testovani poskozeni sliznice stieva béhem chemoterapeutické 1écby.



2.SEZNAM ZKRATEK



APCI| - LC - MS athmospheric  pressure  chemical ionization-liquid
chromatography-mass spectrometry, chemicka ionizace
za atmosferického tlaku v tandemovém  spojeni

s kapalinovou chromatografii a hmotnostni spektrometrii

BC B-karoten

CE capillary electrophoresis, kapilarni elektroforéza

CNS centrdlni nervova soustava

CRBP cell-retinol-binding-protein, bilkovina pienasejici retinol
v buiice

CT computed tomography, pocitacova tomografie

DNA deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleova kyselina

EDTA etylendiamintetraoctova kyselina

EGTA etylenglykoltetraoctova kyselina

GC gas chromatography, plynova chromatografie

GIT gastrontestinalni trakt

HDL high-density-lipoprotein, lipoprotein o vysoké hustoté

HPLC high performance liquid chromatography, vysokoucinna
kapalinova chromatografie

IL2 interleukin 2

U international unit, mezinarodni jednotka

IUPAC international union of pure and applied chemistry

LC liquid chromatography, kapalinova chromatografie

LOD limit of detection, limit detekce

LOQ limit of quantification, limit kvantifikace

LRAT lecitinretinolacyltransferasa

MF mobilni faze

NAD nikotinamidadenindinukleotid (oxidovany)

NADP nikotinamidadenindinukleotidfostat (oxidovany)

NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat (redukovany)

NMR nuklearni magneticka rezonance

RAR retinoid acid receptor, receptor pro kyselinu retinovou

RARE retinoid acid response element, reakéni elementy kyseliny
retinové

RBP retinol-binding-protein, protein pfenasejici retinol v krvi
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RE
RP — HPLC

RTG
RXR
uv

ester retinolu

reverse phase HPLC, vysokoucinna
chromatografie na reverzni fazi

rentgenove zareni

receptor kyseliny retinové

ultraviolet, ultrafialové spektrum

kapalinova
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3.TEORETICKA CAST
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3.1. Vitamin A

3.1.1.Vitamin A

Vitamin A, puvodné nazyvany jako axeroftol, je podle svého ucinku nejdéle
znamym vitaminem. Jeho izolaci v €isté formé& a stanoveni struktury molekuly umoznily
az na pocatku 20. stoleti analytické metody. V 50. letech doporucila IUPAC pro vitamin
nazev retinol.[1]

Pod nazvem vitamin A jsou zahrnovany vSechny latky zivoc¢isného piivodu majici
biologickou aktivitu vitaminu A. VétSinu aktivity v téle pfedstavuje retinol a jeho dva
derivaty, retinal a kyselina retinova. Nazev retinoidy se obvykle uziva k oznaceni

jak prirodnich tak i syntetickych analogi.[2]

3.1.2.Historie

Zaklad k objevu vitaminu A (ale i ostatnich vitaminl) polozil v roce 1906
anglicky fyziolog Sir Frederick Gowland Hopkins z University v Cambridge. Ten krmil
potkany cistym Skrobem, cukrem, tuky a bilkovinami a zjistil, ze zvifata neprospivaji
a nerostou a to i presto, ze dostavaji jednotlivé ziviny ve stejném poméru, jako jsou
pfitomny v mléce. Teprve kdyZ jim denné piidal pll ¢ajové 1zicky opravdového mléka,
zaCala zvifata rGst a uzdravila se. Hopkins hypothetickou latku z mléka nazval
pridatnym (akcesornim) faktorem - bylo to jesté Sest let pred Funkovym navrhem nazvu
vitaminy. Z Hopkinsovych pozorovani vysel Dr. E. V. McCollum a ,,umélou" dietu
dopliioval mléénym tukem (maslem) a pfirozenym mléénym cukrem. Zjistil, Ze miseni
obou je pro prospivani zvifat nezbytné. Spravné poznal, Ze v obou jsou nezbytné
pfidatné latky a tak nazval faktor z masla ,,v tuku rozpustny A a faktor z mlé¢ného
cukru ,,ve vodé€ rozpustny B

Dr. McCollum se zdrahal pfijmout Funkliv ndzev vitaminy (asi spravné cilil, Ze je
v podstaté mylny), ale v roce 1921 se ostatni védci rozhodli ve Funktv prospéch.

V roce 1831 byl objeven v mrkvi oranzovy karoten, ale teprve za 100 let (1930) se
pfiSlo na to, Ze karoten je provitamin A a ze z n¢j v téle vlastni vitamin A vznika.

Strukturu vitaminu popsal v roce 1931 P. Karrer.[3]
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3.1.3.Fyzikalné-chemické a farmakologické vlastnosti

Vitamin A patii do skupiny vitamini rozpustnych v tucich. Po chemické strance je
to alkohol obsahujici ve své molekule Sesticlenny B-jononovy kruh s bo¢nim fetézcem
slozenym ze dvou izoprenoidnich jednotek. Podle poc¢tu dvojnych vazeb v Sesticlenném
kruhu se rozliSuje vitamin Aj; a A, Postranni fetézec ma 4 dvojné vazby, které mohou
tvorit prislusné cis-trans izomery.[4]

Konjugace all-trans retinoidit s mastnymi kyselinami poskytuje retinyl estery,
které predstavuji zasobu vitaminu A hlavé v jatrech. All-trans retinaly jsou aldehydy,
derivaty retinalu a karboxylové kyseliny, nazyvané trans-retinové kyseliny.
P&t konjugovanych dvojnych vazeb poskytuje rozdilné izomerické formy. Kromé all-
trans konfiguraci se vyskytuje cis-konfigurace (9-cis, 11-cis a 9,13-dicis).

Vsechny estery retinolu jsou prakticky nerozpustné ve vodé¢, dobie rozpustné
nebo ¢astecné rozpustné v etanolu a misitelné s organickymi rozpoustédly.[5]

Vitamin A a jeho estery jsou velmi citlivé na plsobeni oxida¢nich latek, vzduchu,
kyselin, svétla a tepla.[6] Proto se uchovavaji pod inertni atmosférou, chranéné pied
svétlem pii teploté -20 °C nebo 1épe pii -86 °C, n&které estery je mozné uchovavat

pii 2-8 °C. [7]

CH, CH, CH, retinol R=H
R . .
NN retinyl-palmitdt R = C1gH3:0
CH, retinyl-stearat R = C1gH3s0
CH

Obr. 1: Vzorec retinolu , retinyl-palmitatu a retinyl-stearatu

Kazdy retinoid ma své farmakologické vlastnosti, které urcuji jeho uziti v klinické
dermatologii a onkologii, mnoho retinoidd je také syntetizovano umgle,
jejich biologicka aktivita je obvykle spojena s nezadoucimi ucinky jako toxicita
a teratogenita.[6]

Ve farmaceutickém pramyslu se pouziva retinyl-acetat pro svou stalost
a dostupnost v cisté forme. Byl pouzit i jako mezinarodni standard (1 1U=0,344 nug
retinyl-acetatu = 0,3 pg retinolu).[1]
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3.1.4.Biologicky vyznam

Retinol a retinal jsou plsobenim dehydrogenas nebo reduktas piitomnych
v mnoha tkénich a vyzadujicich NAD ¢i NADP navzijem pieménovany. OvSem
jakmile vznikne kyselina retinova, nemize jiz byt pfeménéna zpét. Kyselina retinova
podporuje riist a diferenciaci bun¢k, nemtize vSak nahradit retinal v jeho roli pfi vidéni
a retinol v podpoie rozmnozovaciho systému.[2]

Metabolicka draha retinoidd zahrnuje specifické jaderné receptory (RAR, RXR),
které reguluji genovou expresi. Tyto receptory nesou své ligandy k cilové DNA,
kde dochazi k ,,zapinani“ a ,,vypinani“ transkripce.[7, 8] V tomto ohledu se vitamin A
chova podobné jako steroidni hormony. Této jeho roli asi miZze byt pifipsana tloha

vitaminu A pii reprodukci.[2]

Retinal je slozkou zrakového pigmentu rhodopsinu. Rhodopsin se vyskytuje
Vv receptorovych bunkach retiny, které¢ jsou odpovédné za vidéni ve slabém svétle.
11-cis retinal se specificky vaze na zrakovy protein opsin, ¢imz dojde k vytvofeni
rhodopsinu. Na svétle je thodopsin §t€pen na opsin a all-trans retinal. Pti reakci dochazi

k otevieni vapenatych kanall a prenosu nervového impulzu do CNS.[2]

Vliv na imunitni systém: Retinoidy podporuji diferenciaci myelocytarnich
prekurzord, zvySuji expresi receptor pro IL2 a inhibuji uvolovani kyseliny
arachidonové z mikrofagu.[7, 9]

Kyselina retinova se podili na syntéze glykoproteinii. Pfedpoklada se, ze retinyl-

fosfat pusobi jako prenase¢ oligosacharidii lipoidnimi membranami buniky.[2]

Retinoidy stimuluji rast a diferenciaci epitelidlnich bun€k kiize, bun¢k dychaciho
traktu, prsni z1azy, mocového a gastrointestinalniho traktu.[7]

Protirakovinné G€inky: Mnohé zlidskych nadord odvozuji svij vznik
z epitelidlnich tkani, které pro normalni priabeh bunééného déleni potiebuji retinoidy.
Nekteré epidemiologické studie prokazaly inverzni vztah mezi obsahem vitaminu A
ve stravé a rizikem vzniku nadort. Pokusy ukazaly, Ze podavani retinoidli snizuje u¢inky
nékterych karcinogeni.

Retinol a zejména jeho provitamin p-karoten jsou povazovany za ptirozené

faktory chranici bunky pted skodlivym vlivem singletového molekularniho kysliku.[2]
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Vitamin A je spolu s vitaminem D jediny vitamin, jehoz predavkovani mize
zpusobit hypervitamin6zu.[10]

Chronicka intoxikace se projevuje celkovou unavou, apatii, bolestmi hlavy,
zvracenim, nevolnostmi zpiisobenymi zvySenym nitrolebnim tlakem, zvétSenim jater,
suchosti a svédénim ktize, zvySenou krvacivosti, tvorbou ragad na sliznici dutiny Gstni

a bolestmi kloubi.[1]

3.1.5.Metabolismus

Traveni vitaminu A je spojené se vstiebavanim tukii a s jeho néslednou pfeménou
Vv buiikach stfevni stény. Po aktivni absorpci vitaminu A dochézi k vzestupu esterd.
Po podani esterti retinolu dochazi k hydrolyze na retinol, oboji v GITu na kartacovém
lemu stfeva. Po vstfebani a navazani na CRBP typu II (cell-retinol-binding-protein)
dochazi k esterifikaci retinolu s mastnymi kyselinami s dlouhymi fetézci katalyzované
lecitin-retinol-acyltransferasou. V malém procentu je retinol esterifikovan pomoci
acyl-CoAretinol-acyltransferasy.[11]

Vstiebané karotenoidy jsou oxidativné §tépeny B-karotendioxygenasou. Vznikaji 2
molekuly retinalu (aldehydu). Ve stfevni sliznici je redukovan retinaldehydreduktasou
a NADPH na retinol, ktery je také esterifikovan. Estery retinolu jsou ze stieva
transportovany v chylomikronech ptes lymfaticky systém do krevniho ob&hu. Zde se
z nich stavaji chylomikronremnanty, které jsou i sretinolem vnich obsazeném
vychytavany jatry. V jatrech je vitamin A ukladan do zasoby jako ester v lipocytech
(perisinusoidalnich hvézdicovitych bunkach) pravdépodobné jako lipoglykoproteinovy
komplex.[2]

16



H.C [ - Karoten
D2
(- Karotendioxygenasa |
Zucove sali
CH:  cH, CH, 4
Wy Sy CQ\‘*D
H.C - D%c
3 Retinaldetryd H C CH
{ retinal, vitamin &) k . 2 ML
_ Fetinaldehyd
_ MADPH (NADH)
Retmylaldehydreduktasa/’ +H*
e
MADFP* (MADH
CH CH CH
? 3 3 CH.  CH, CH, OH
W,y Ay A CHOH : o’
N I \
CH o
H,C i s
B Retinol (vitarmin A) H,C Kyselina retinova
(al-trans)

Obr. 2: Rozklad B-karotenu na retinol a kyselinu retinovou

Retinol miize byt mobilizovan a transportovan z jater ve formé konjugatu
s bilkovinou retinol-binding-protein  (RBP). Kyselina retinova je transportovana
V plazmé vazana na albumin. Mimo jatra je retinol v buiikdch vazan na CRBP.[11, 12]

Toxicita vitaminu A se projevi po vycerpani kapacity vazebnych bilkovin,
bunky jsou vystaveny piisobeni nenavazaného retinolu.

Estery retinolu jsou <casto uZivany k studiu metabolismu chylomikroni,

chylomikronremnantt a lipoproteint.[2, 13, 14, 15, 16]

17
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Obr. 3: Metabolismus retinolu



3.2. Moznosti stanoveni vitaminu A a jeho esteru

Pro stanoveni vitaminu A a jeho ester se v soucasnosti uziva predevsim riznych
modifikaci separacnich postupti s vyuzitim instrumentace vysokoucinné kapalinové
chromatografie po pfedchozi extrakci ze vzorku. K detekci se Casto uzivaji fluorescen¢ni
programovatelné¢ detektory ¢i univerzalni UV detektory, uplatiiuji se také postupy

s coulometrickou detekci.[17]

3.2.1.Chromatografické metody

a) LC s elektrochemickou detekci

Lai-Hao-Wang vyvinul tuto metodu pro stanoveni 11-cis a all-trans retinové
kyseliny, retinyl-acetatu a retinolu. Detekéni cela obsahuje sklenénou uhlikovou
elektrodu a argentochloridovou referen¢ni elektrodu. Jako mobilni faze je uzit 92%

methanol a 8% acetatovy pufr (pH 4,72). Doba analyzy jednoho vzorku je 12 minut.[18]

b) RP-HPLC s UV detekci

M.G.M. De Ruyter stanovil estery retinolu metodou HPLC s reverzni fazi a UV
detekci pfi 330 nm. Jako vnitini standard byl uzit retinyl-propionat. Metoda byla
pouzita pro stanoveni hlavné nepolarnich esteri jako jsou retinyl-linoleat,
retinyl-myristat, retinyl-laurat, retinyl-oleat atd. Jako mobilni faze byl uzit methanol.

Doba analyzy jednoho vzorku byla 16 minut.[19]

¢) RP-HPLC s automated microbore column switching a UV detekei.

Metoda vyvinuta S. Hartmanem pro stanoveni esteri retinolu v plazmé.
Po deproteinaci etanolem se pfida vnitini standard retinyl-propionat. Jako mobilni faze
byla uzita smés rozpoustédel acetonitril-methanol-etanol-2-propanol. Detekce estertt byla
pii 325 nm.[20]

Pozn.: ,,column switching* je systém, ktery obsahuje kolonu s pfepinacim ventilem.

Nejprve dojde k naadsorbovani analytické latky a vymyti balast a po ptepnuti ventilu se

analyt vymyje na separacni kolonu.
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d) HPLC s normalni fazi

Metoda byla vyvinuta pro méfeni esteri retinolu v plazmé nebo séru
napf. pfi vitamin A absorpénim testu nebo pii intoxikaci. Byl uzit systém HPLC
s gradientovou eluci. Mobilni fazi tvofila smés dioxan/hexan s linedrnim vzestupem

procenta dioxanu. Jako vnitini standard byl uzit retinyl-acetdt. Doba analyzy byla

10 minut.[21]

e) HPLC s APCI detekci (APCI-LC-MC)

Metoda byla vytvoiena pro kvantitativni analyzu all-trans retinolu a all-trans
retinyl-palmitatu. Byl pouzit syst¢ém HPLC s reverzni fazi a gradientovou eluci. Mobilni
faze byla smés methanol - voda - kyselina octova a smés metanol — metyltetrabutyleter-
octovd kyselina. Kyselina octova zde umoZiiuje protonaci retinoidi béhem APCI
(ionizace za atmosférického tlaku). Jako wvnitfni standard byl uzit retinyl-acetat.

Tato metoda ma mez detekce 34 fmol/ul.[22]

f) GC

Stanoveni retinoidd plynovou chromatografii je méné popularni nez HPLC
z mnoha divodid. Pii zvySujici se teploté se stavd polyenova struktura retinoidl
nestabilni a dochazi k jejich rozkladu. Proto se uziva derivatizace, ptikladem muze byt

pouziti diazometanu k metylaci kyseliny retinové. Casté je spojeni GC-MS.[7]

3.2.2.Dalsi metody stanoveni vitaminu A a jeho estert

a) Fluorimetrické stanoveni

Jedna se o metodu vyvinutou Orthem pro stanoveni retinyl esterti v lipoproteinech
(chylomikronech a chylomikronremnantech). Pfed analyzou se estery retinolu ptevadi
na retinol. HDL lipoproteiny nelze touto metodou stanovit, protoze zde vznika
nespecificka fluorescence. Tato metoda muize byt vyuzita pro vyzkum metabolismu
lipoproteint, kdy lipoproteiny mohou byt izolovany ultracentrifugaci nebo gelovou

filtraci.[23]

b) Stanoveni reakci s chloridem antimonitym
Vitamin A je mozné také stanovit po extrakci petroleterem, chromatografickém

precisténi na sloupci a reakci s chloridem antimonitym. Vznika modré zabarveni.[6]
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¢) Stanoveni pomoci radioaktivné znacenych retinoida
Dalsi metodou uzivanou hlavné experimentalné je detekce radioaktivné znacenych

retinoidi, zejména v metabolickych studiich.[24, 25, 26, 27]

d) Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza (CE) je moderni separacni technika, kterd mé nizky
detek¢éni limit a malou spotiebu vzorku, proto se stanoveni retinoidit pomoci CE
pouziva predevSim u novorozencii a predCasné narozenych déti. CE také nabizi moznost

kvantifikace vitaminu A jako retinol-RBP.[7]

e) Bioassay

Systém uZziva tzv. reak¢ni elementy kyseliny retinové (RARE) kombinované
sreportérovym genem. Dochazi k produkci [B-galaktosidasy a luciferasy. Ty se
kvantifikuji jako produkty, jejichz vznik z&visi na ptfitomnosti retinoidi. Hlavni vyhodou
reportérového systému je moznost stanoveni retinoidli in vivo 1 in vitro v buiikdch

nebo organech ve velmi malych koncentracich (fmol/l).[7]
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3.3. Vitamin A absorpéni test

Poskozeni sliznic gastrointestindlniho traktu patfi mezi nejcastéjsi toxické projevy
protinadorové chemoterapie a radioterapie. Podani téchto 1é¢iv mize byt spojeno se
zménami permeability stfevni sliznice.

Klinicko-diagnosticky proces v oblasti zaZivaciho ustroji je zaloZen na ftadé
specializovanych vysetieni, ke kterym patii zejména moderni zobrazovaci metody
(endoskopie, sonografie, RTG, CT, NMR) poskytujici morfologicky obraz organ.
Nedilnou soucast diagnostiky vSak tvofi metody biochemické. Piinos biochemickych
testh pro klinicko-diagnosticky proces je piedevSim v oblasti funkc¢nich testd,
screeningovych programi a sledovani dynamiky procesi v pribéhu 1écby,
resp. dlouhodobého sledovani nemocného.[28]

Zmény permeability sliznice tenkého stieva lze zjistit retinol absorpénim testem.
Provedeni zatézového testu:

Pacient prichdzi na vySetieni nalacno. Je mu odebran vzorek krve (oznacen ¢.1)
a pak je podéana zatéz 360 000 IU vitaminu A a tekutina (¢aj). Za pét hodin po podani je
odebréan vzorek krve (oznacen ¢.2). Oba vzorky jsou zpracovany a analyzovany.

Referen¢ni hodnoty pro vitamin A v séru jsou V rozmezi 1,8 - 2,3 umol/l. Klinicky
se prosté stanoveni sérové hladiny retinolu vyuziva jen zfidka. Normalni hodnoty za pét
hodin od podani zatéze jsou 7,2 - 24,6 pumol/l. Patologicky vysledek testu je
pfi hodnotdch menSich nez 7,2 umol/l. V tomto piipadé je jako retinol oznaCovan
celkovy retinol (i retinyl estery), protoZe estery retinolu jsou obvykle pied analyzou
pii vétsiné zpracovacich technik hydrolyzovany na retinol.[29, 30]

Jak jiz bylo feceno Vv kapitole 3.1.5. Metabolismus, po aktivni absorpci vitaminu A
dochézi k vzestupu esterti. Po podani esterti retinolu dochazi k hydrolyze na retinol,
oboji v GITu na karta€ovém lemu stfeva. Po vstfebani a navazani na CRBP typu II
dochazi k esterifikaci retinolu s mastnymi kyselinami s dlouhymi fetézci.[11]

Obr. 4 zobrazuje hladiny retinolu a retinyl estertt po podani 105 umol/1 (8,9,19C)
retinyl-palmitatu u zdravych dobrovolnikli. Vyznamné zde dochazi k vzestupu estert
retinolu (v tomto piipadé zastoupenych retinyl-palmitatem, retinyl-stearatem a retinyl-

oleatem).[31]
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Obr. 4: Grafické znazornéni vzestupu esterti retinolu béhem prvnich 24hodin po podani

105 pmol/l retinyl-palmitatu

LA/ MA

Pacientim je spolecné s retinol absorpnim testem provadén LA / MA test.
Mukositida (zdnét v dutiné Uustni), kterd je zplusobena zpravidla chemoterapii
nebo zarenim, mize byt dale komplikovana herpetickou (virovou) infekci a naslednou
bakterialni nebo plisiovou infekci.[23]

Princip testu spocivd ve vypiti roztoku xylozy, manitolu a laktulosy a 5-hodinovém
sbéru moce. Nasledné se vypocitaji indexy xyloza / manitol, laktulosa / manitol a
laktulosa / xylosa. U pacienti s mukositidou bylo pozorovano zvyseni indexu laktulosa /

manitol a laktulosa / xylosa o fad ve srovnani s pacienty pted 1é¢bou.[28, 29, 32]
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3.4. Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Kapalinova chromatografiec jako separacni metoda je jedna z dominantnich
separacnich technik rutinné vyuzivanych ve vSech typech analytickych laboratofi.[34]

Hlavnimi vyhodami HPLC jsou jeji schopnost separovat, identifikovat (vyuziti
standardli ¢i vhodného detektoru) a kvantifikovat latky razného koncentracniho
rozmezi, polarity i tékavosti béhem jedné analyzy s vysokou citlivosti a moznosti

automatizace.

3.4.1.Rozdéleni chromatografickych metod

Chromatografické metody lze d¢lit dle nékolika hledisek:
1.princip separace — adsorp¢ni
- rozd¢lovaci
- iontovyménna
- gelova
- afinitni
- chiralni
2.zpusob vyvijeni - elucni
- frontélni
- vytésnovaci
3.skupenstvi mobilni a stacionarni faze - kapalina-pevna latka
- plyn-kapalina
- plyn-pevna latka
4.technika - sloupcova (kolonova)
- papirova

- na tenké vrstvé
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V adsorp¢ni kapalinové chromatografii se dale pouziva rozdeleni podle polarity
fazi. Pfi chromatografii na normalnich fazich je staciondrni faze silné polarni (napf.
silikagel) a mobilni faze je nepolarni (hexan, chloroform). Polarni latky jsou takto
zadrzovany na polarnim povrchu stacionarni faze déle nez latky nepolarni.

Naopak chromatografie na reverznich fazich pouziva nepolarni stacionarni fazi
(hydrofobni modifikace napft. silikagelu jako je Cig nebo Cg) a mobilni fazi je polarni
kapalina (smési vody, acetonitrilu nebo/a methanolu). V tomto uspoiadani kapalinové

chromatografie dochazi k silné retenci nepolarnich latek.[34]

3.4.2.Princip HPLC

Chromatograficky proces mize byt definovan jako separaéni proces,
pfi némz dochdzi k pfenosu hmoty mezi staciondrni a mobilni fazi. Kapalinova

chromatografie vyuziva k separaci slozek smési pevnou stacionarni fazi (analyticka

kolona naplnéna sorbentem) a kapalnou mobilni fazi (smés rozpoustédel piislusné

polarity).

Na chromatografické kolon¢ dochazi k déleni smési na jednotlivé slozky. Mira
rozdeleni zavisi na rozsahu interakci jednotlivych slozek se stacionarni fazi. Stacionarni
faze je definovana jako nepohyblivy materidl naplnény do chromatografické kolony.
Interakce analytu s mobilni a stacionarni fazi mize byt ovliviiovana zménami ve sloZeni

jak mobilni faze tak pouzitim riznych typa stacionarnich fazi.[34]

Interakce, které se uplatiiuji pfi chromatografickém procesu:
- dip6l-indukovany dipol

- dip6l-dipol

- hydrofobni interakce (van der Waalsovy sily)

- vodikova vazba

- elektrostaticka interakce

Mobilni faze je tvofena jednim nebo vice rozpoustédly (jednoslozkova,
viceslozkova). Pomér a zastoupeni mobilnich fazi mizeme béhem analyzy ménit podle
toho, zda se jedna o eluci gradientovou ¢i isokratickou. Gradientova eluce umoziuje
zkradceni Casu analyzy, zlepSuje rozdéleni sloZit€jSich smési a zvySuje citlivost

analyzy.[34, 35]

25



Srdcem kazdé HPLC metody je kolona, ktera ovlivituje vysledek z hlediska
selektivity a u¢innosti. HPLC kolony jsou konstruovany jako trubice (ocelové, sklenéné,
ze syntetickych polymertt), které jsou naplnény mikroc¢asticemi porozni latky, nejcastéji
silikagelu.[36]

Stacionérni faze je tvofena fixnim materidlem uvniti kolony. Pro G¢inné déleni je
rozhodujici kvalita sorbetu, jeho velikost a stejnomérnost Castic, ale i tvar, porozita a

struktura.

3.4.2.1. Stacionarni faze na bazi silikagelu

Vlastnosti silikagelu jsou pfedmétem studia uz dlouhou dobu. Je to nejpouzivané;jsi
material pro pfipravu stacionarnich fazi v kapalinové chromatografii.

Béhem vyvoje chromatografie bylo vyuziti normalnich fazi spiSe potlaceno
ve prospéch chromatografie na reverznich fazich, a to zejména kvuli $ir§i vyuzitelnosti
a vétsi robustnosti reverznich fazi.

Dnes jsou na trhu nejvice zastoupeny stacionarni faze s postrannim fetézcem C18
a C8. Technologie vyroby analytickych kolon se stale zlepSuje a vyviji, a tak jsou
k dispozici sorbenty s fluorovanym alkylovym fetézcem, s fenylovou skupinou,
které maji odliSnou selektivitu ve srovnani s C18 modifikovanymi staciondrnimi fazemi.
Kyano a amino modifikované stacionarni faze, které se vyuZzivaji v normalni

chromatografii, nalézaji své pouziti i v chromatografii reverzni.[34]
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Obr. 5: Stacionarni faze s postrannim fetézcem C8 a C18

3.4.2.2. Monolitni stacionarni faze

Uziti klasickych HPLC kolon s ¢asticemi 3 nebo 5 um je limitovano tlakem.
Vysoky tlak maze znicit kolonu i HPLC systém.[37] Monolity jsou separacni média,
kterd lze ptirovnat k jediné velké Castici majici tvar i objem zcela zapliiujici vnitifek
separacni kolony. Proti typickym kolondm plnénym drobnymi ¢éasticemi silikagelu,
monolity neobsahuji mezicasticové prostory, kterymi se v klasickych kolonach
uskuteciiuje valnd cast prutoku. Proto musi veskerd mobilni faze protékat pory
monolitu.

Kolona obsahuje dvojitou strukturu pord, makropéry a mezopory o velikosti 2 um
a 13 nm. Tato dvojita struktura poéru zpusobuje, Ze stacionarni faze ma porozitu vétsi
nez 80 %, coz umoznuje provadet analyzu s mnohem menSim zpétnym tlakem nez
konvencni ¢asticové kolony, které maji porozitu jen okolo 65 %. Pritok mobilni faze az
do 9 ml/min potom umoznuje dosazeni mnohem rychlejsi separace. Diky nizkym
tlakovym ndrokim lze nékolik monolitnich kolon zapojit do série a zvysit tim pocet
teoretickych pater. Pritokovy gradient umoZiluje redukci reekvilibraéniho casu
kolony.[37, 38, 39]

Vnitini povrch sorbetu miize byt chemicky modifikovan stejné jako konvencni
materialy.
kapalinové chromatografie. Ptispévek té€chto kolon ke zlepSeni efektivity a rychlosti
chromatografické separace se zda byt srovnatelny srozvojem kapilarnich kolon
V plynové chromatografii. Jejich pouzivani ma vyrazné pozitivni vliv na fungovani

a ekonomiku provozu.[40]
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Obr. 6: Obrazky morfologie monolitli: a) polymerniho a b) silikového monolitu

Dnes jsou jiz n€které monolity komercné dostupné napi. Chromolith (silikagel s reverzni

modifikovanou fazi, Merck, Darmstadt, Némecko).[34]

Obr. 7: Monolitické kolony 50 mm Chromolith SpeedROD, 100 mm Chromolith
Performance), Merck , Darmstadt, Némecko

3.4.2.3. DalSi druhy stacionarnich fazi

3.4.2.3.1. Stacionarni faze na bazi oxidu zirkonicitého

Porézni oxid zirkoni¢ity je kovovy oxid, ktery mulze existovat v mnoha
krystalickych formach nebo ve formé amorfni. Jeho primarni vyhodou oproti
konvenénimu silikagelu je unikatni chromatografickd selektivita kombinovana
s chemickou a teplotni stabilitou. Na rozdil od silikagelu je zirkonium stabilni v celém
rozmezi pH (1-14) a pfi teploté az do 200° C. V porovnani s polymernimi stacionarnimi

fazemi se zirkonium nesrdzi nebo nezvétSuje objem pulsobenim organické slozky
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mobilni faze ¢i iontové sily vodné slozky. Navic je mechanicky stabilni a G¢innost
separace je velmi vysoka. Zirkoniové sorbenty tak dovoluji rychlejsi a selektivnéjsi

separaci s vysokymi Gi¢innostmi.

3.4.2.3.2. Stacionarni faze na bazi oxidu hlinitého a titanicitého

Tyto stacionarni faze patii mezi anorganické materidly podobné jako oxid
zirkonicity. Prvni z nich byl zkouman oxid hlinity jako material pro chromatografické
kolony v normalni chromatografii, protoze je amfoterni a méné reaktivni nez silikagel.
Dnes se jiz ale v HPLC pouziva jen ziidka, ptfestoze jeho vlastnosti pro separaci amint
byly vynikajici.

Oxid titaniCity byl také testovan jako staciondrni faze v normélni chromatografii.
Modifikace na reverzni material byla provedena pomoci C18 fetézce, ale komercné

dostupnych sorbentti na bazi oxidu titani¢itého je velmi malo.

3.4.2.3.3. Stacionarni faze na bazi porézniho grafitického karbonu

Porézni grafiticky karbon je dal§i vysoce inertni material, ktery se skladda
z grafitovych prouzki. Tento material je velmi robustni, stabilni v Sirokém rozmezi pH
i teplot.

Selektivita retence je velmi odlisnd od konvenénich kolon, m= — = elektronové
interakce a ionizované vazby maji mnohem vétsi vliv nez hydrofobicita. Stérické
a izomerni rozdily mohou mit velky vliv, a proto se tyto faze Casto pouZzivaji pro

rozliSeni strukturalnich izomert a chiralnich analyt{.[34]
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3.4.3.Instrumentace HPLC

HPLC sestava pro chromatografickou analyzu se obecné skldda z rezervoaru
mobilni  faze, odplynovaciho zafizeni, injektoru, chromatografické kolony

(popt. predklony), detektoru a procesoru pro vyhodnoceni dat.[34]

KAPALINOVY CHROMATOGRAF

adezya detektory

o 1 W 1l
retencnl £as [min]

- E=

Obr. 8: Schematicky obrazek HPLC systému. Zasobniky mobilni faze + odplynéni
pomoci He, dnes castéji pomoci degasseru (1), pumpa (2), davkovaci kohout se
smyckou (3) dnes jiZz nahrazen automatickymi davkovaci (autosamplery),
chromatograficka kolona (4), byva Casto doplnéna ptedkolonou, detektor (5), pocita¢
pro vyhodnocovani dat (6), odpad (7) v tomto misté Ize pfipojit sbérac frakci a vysledny

zaznam-chromatogram (8).

3.4.4.Charakteristiky HPLC procesu

Pti b&zné chromatografii protékd mobilni faze stalou rychlosti. Od vneseni urcité
latky na kolonu do okamziku, kdy kolonu opusti a projevi se signalem detektoru, uplyne
urCity Cas zavisly na sorbovatelnosti latky v daném chromatografickém systému
a tedy na jejim druhu (kvalité). ProtoZe tento Cas charakterizuje retenci, zadrzovani
latky v koloné€ (a tim soucasné i snadnost jeji eluce z kolony), oznacuje se jako retencni

nebo elucni ¢as tr, K eluci latky je zapotiebi, aby kolonou protekl urcity objem mobilni
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faze. Také ten muze latku charakterizovat jako tzv. reten¢ni nebo elu¢ni objem Vg
Proto 1ze eluci popisovat zcela rovnocenné jako ¢asovou nebo objemovou zavislost.
Pokud detektorem protéka Cistd mobilni faze (eluent), registruje zapisovac¢ zakladni linii
rovnobéznou s osou X. Priichod zony eluované latky detektorem vyvola narast a opétny
pokles signalu detektoru a tomu odpovidajici maximum na chromatogramu, ozna¢ované
jako ,,pik*.

Pokud by latka nebyla viibec sorbovand stacionarni fazi a postupovala kolonou
stejné rychle jako sama mobilni faze, potom se jeji retencni ¢as oznacuje jako ,,mrtvy
¢as“ tm. Pomér mrtvého retencniho Casu a retencniho Casu latky A se oznacuje
jako reten¢ni faktor R:

tu/tr=R
MuZe mit hodnotu 0 az 1.

Pro chromatografickou separaci je Gcelné, aby R nevybocovalo z rozsahu asi 0,2
az 0,8.

Prabéh piku ptedstavuje koncentracni profil zoény. Proto je plocha vymezena
pikem nad zdkladni linii (,,plocha piku‘) tmérnd mnozstvi latky v zon¢ a je zdkladnim
udajem pro kvantitativni analyzu. Méfeni plochy piku na chromatogramu se provadi
jako soucin jeho vysky a $itky v polovi¢ni vysce. U ostrych uzkych pikli je méfeni Sitky
nepiesné. Proto se jejich plocha nahrazuje snadno zméfitelnou vyskou.

Na zéklad¢ zjisténych ploch pikd se obsah latky ve vzorku urcuje vzdy relativné,
tedy spouzitim standardi. Pfi metodé¢ vnéjSiho standardu je nezbytné davkovat
do kolony ptesné definované mnoZzstvi vzorku. Plocha piku latky ve vzorku se srovnava
s plochou piku standardu analyzovaného za zcela stejnych podminek. Pro sériova
stanoveni je Ucelné i pofizeni kalibra¢ni zavislosti s pouzitim nékolika standardi.
Vyhodou metody je, Zze vzorek i standard jsou jedna a tadz latka, nevyhodou je
nezbytnost pfesného davkovani, které mize byt dokonce hlavnim zdrojem chyb.[41]

Mezi hlavni vyhody metody vnitiniho standardu patfi eliminace mozné chyby pfi
ptipravé vzorku a jeho davkovani na kolonu. Jedna se o latku majici podobné fyzikalni
a chemické vlastnosti jako analyt, ktera se eluuje v jiném misté nez analyty. Pokud je
analyzovan biologicky material, nemél by se vnitini standard ptfed jeho ptidanim
Vv materialu vyskytovat. Koncentrace vnitiniho standardu by se méla pohybovat

ve stejném rozmezi jako analyt.
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3.5. Validace analytické metody

vvvvvv

charakteristiky metody, potvrdi se, ze dava reprodukovatelné a spolehlivé vysledky
a je vhodna pro zamyslené pouziti. Cilem validace je vySetfit praktické hranice,
ve kterych je zkuSebni postup pouzitelny, a zajistit, aby pii opakovaném pouziti v jedné
nebo dalsich laboratofich davala metoda stale stejné spolehlivé vysledky.

Validace analytické metody je samostatny proces. Obecné je postup vyvoje metod
takovy, ze se nejprve definuji poZzadavky na zkuSebni metodu. Vyvine se metoda,
najdou se optimalni podminky a tfetim bodem postupu je validace, tj. pomoci
experimentalnich dat se prokaze, ze je metoda vhodna pro dany ucel, ze spliluje na
zacatku definované pozadavky. Musi byt uvedena kritéria, kterd musi byt splnéna,
aby bylo mozné urcity analyticky systém spolehlivé pouzit. Vytvofit tato kritéria je
dal$im cilem valida¢niho procesu. Pfi kazdém dal$im pouziti nové vyvinuté metody se
uz validace neopakuje, jen se testuji pravé tato kritéria. Kdyz spliuji pozadavky,
predpoklada se, ze plati i dfive provedena validace a vysledky lze povazovat za

spolehlivé. Tato kritéria se obecné nazyvaji test zpusobilosti analytického systému.[42]

3.5.1.Test vhodnosti pouzité metody

Tzv. ,,System suitability test” je ¢iselné prokdzani toho, Ze navrzeny analyticky
postup byl zvolen spravné. U chromatografickych metod se doporucuje provést alespont

nékteré z téchto testu:

délici t€innost systému (pocet teoretickych pater pro kolonovou chromatografii)
asymetrie pikl
rozliseni piki

opakovatelnost analyzy

o b 0w DN

Cistota pikl (peak purity test) nebo identita

32



3.5.1.1. Uéinnost chromatografické kolony

Uginnost chromatografické kolony je dana poétem teoretickych pater N a
vyskovym ekvivalentem teoretického patra H. V inflexnich bodech chromatografického
piku se vedou te¢ny az protnou zakladni linii; tim na ni vznikne usecka W. Z vrcholu

piku se spusti kolmice na zdkladni linii. Prasecik oznacuje reten¢ni ¢as tg.

Pocet pater N:
N =5545 . (tr / Wogs ) 2

Wy s ...Sitka piku v poloving vysky

Pozadavek na ti¢innost kolony: N > 900.

Jestlize zname celkovou délku kolony L, miZzeme vypocitat i vyskovy ekvivalent
teoretického patra H:

H=L/N
Vyskovy ekvivalent teoretického patra méa rozmér délky. Na zédklad¢é hodnot H je moZzno

ucinnost chromatografickych kolon porovnavat.

3.5.1.2. Asymetrie chromatografickych pikd

Tato veli€ina urcuje symetricnost chromatografického piku. Ve vzdalenosti 5 %
vysky piku se vede rovnobézka se zakladni linii. Usetka Wo 1, ktera vznikne protnutim
ramen piku je rozd€lena kolmici spusténou z vrcholu na dvé ¢asti: mensi ¢ast se oznaci
f.

Asymetrie T se vypocte:
T =Wy, / 2f
Pro asymetricky pik je T=1 a tato hodnota se zvétSuje s rostouci asymetrii.

Pozadavek je T < 2,0 pro HPLC.[43]
3.5.1.3. Rozliseni chromatografickych piki

RozliSeni je funkci ucinnosti kolony N a zajist'uje, ze latky eluujici se blizko sebe

jsou od sebe oddéleny. U piku hlavni latky a piku nejblizsi necistoty se odméii useky
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na zakladni linii (W; resp. Wj) a reten¢ni Casy (tr; resp. tgj) a podle vzorce se vypocita
rozliSeni Rj;.

Rij =2. (tRi - tRj) / (Wi + Wj)

tr = retencni Cas latek (min)
W = §itka piku na zékladné (min)

Pozadavek na rozliSeni chromatografickych pika R;;> 1,5

3.5.1.4. Opakovatelnost

Opakovatelnost je ovéfeni pfesnosti metody za stejnych podminek, béhem kratké
casové doby, ve stejné laboratofi a stejnym pracovnikem.

M¢la by byt urCovana na tfech koncentracnich hladinach pokryvajicich
specifikované rozmezi, tedy miniméln¢ devét méteni (tfi ndstfiky pii jednotlivych
koncentracich). Druhou mozZnosti je ovéfeni pfesnosti na Urovni 100 % zkouSené

koncentrace Sesti opakovanymi méfenimi.

Pozadavek pro opakovatelnost RSD < 1 %.

3.5.2.Vlastni validace analytické metody

3.5.2.1. Presnost

Presnost analytické metody vyjadfuje tésnost shody mezi sérii méfeni
mnohonéasobného davkovani homogenniho vzorku upraveného predepsanym postupem
za ptredepsanych podminek. Pfesnost by méla byt urCovana na tfech urovnich:
opakovatelnost, intermediarni pfesnost a reprodukovatelnost. Mira pfesnosti je

vyjadiena pomoci relativni smérodatné odchylky (% RSD).

PoZadavek na ptesnost pro biologicky material RSD =5 % - 10 %

3.5.2.2. Spravnost metody

Tento test charakterizuje tésnost shody mezi vysledkem analyzy C; a pfijatou
referencni hodnotou Cp. Touto referen¢ni hodnotou miize byt skute€ny znamy obsah

latky nebo obsah zjistény jinou nezavislou metodou, jejiz spravnost je zarucena.
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V piipadé€, Ze se stanovovana latka nachdzi v matrici, ktera muze pii méfeni
interferovat, testuje se spravnost metody pomoci standardniho pfidavku uéinné latky
a to bud k samotné matrici nebo K analyzovanému piipravku, pak je jeji znama
koncentrace Cy a koncentrace stanovena u testovaného vzorku je C; .

Statisticky se spravnost testuje pomoci vytéznosti (R), ktera se vypocita podle vzorce:
R (%) = 100.C; / Co

Pozadavek pro smérodatnou odchylku pro biologicky material je RSD < 10 %.[44]

3.5.2.3. Linearita

Linearita je schopnost metody poskytovat v definovaném intervalu vysledky
umérné koncentraci analytu ve vzorku. Tento test hodnoti kvalitu zavislosti plochy piku
na koncentraci analyzované latky v rozmezi +/- 50 % oc¢ekavané koncentrace. Pfipravi
se pét vzorkl standardni latky v uvedeném koncentraénim rozmezi a kazdy se analyzuje
tiikrat.

Ditlezitou charakteristikou linearity pfimky je korela¢ni koeficient. Korelacni
koeficient je definovan tak, Ze nabyva pouze hodnoty v rozmezi (-1 <R < 1). Hodnoty

blizké 1 signalizuji pozadovanou silnou linearni zavislost.[44]

3.5.2.4. Selektivita

Selektivita je schopnost analytické metody kvantitativné stanovit analyt
Vv pfitomnosti moZnych vedlejSich latek. Spolehlivost stanoveni analyzované latky
nesmi byt ovlivnéna piitomnosti latek vedlejSich (necistot, rozkladnych produkti nebo
Vv piipadé 1é¢iv latek pomocnych). Testuje se tak, ze se pfipravi jeden roztok standardu
analyzované latky s ptidavkem asi 5 % latek vedlejSich. Trikrat se nastiikne
do chromatografu, zméti se plocha signdlu analyzované latky, vypocitd se primérna

hodnota A, a selektivita S, se vypoc¢te podle vzorce:
SL (%) = 100[ Ay — A|] [ Ay

Pozadavek S| > 99% [44]
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3.5.2.5. Robustnost

Analyticka metoda je robustni, jestlize piesnost stanoveni neni ovlivnéna malymi
zménami pracovnich podminek. K tomuto testu se piipravi jeden vzorek standardu
analyzované latky, nastiikne se do chromatografického systému a zméfi se odpovidajici
plochy piku. Pied kazdym nastfikem se zméni pracovni podminky. Proménné si zvoli
analytik tak, aby zahrnovaly ty faktory, které podle jeho presvéd¢eni mohou ovlivnit
prubéh analyzy. Spodni a horni tirovné téchto zmén se navoli tak, aby predstavovaly
realné mozné odchylky dolii a nahoru od optimélnich hodnot parametrti pfi uvazované

analyze.

3.5.2.6. Detekcni a kvantitativni limit

v

latky, nestanovand kvantitativné, za definovanych experimentalnich podminek.
Definuje se jako pétindsobek smérodatné odchylky odezvy slepého pokusu — Sumu.
stanovitelna s pfijatelnou presnosti a spravnosti. Definuje se jako desetinasobek
smérodatné odchylky Sumu.

Smérodatnou odchylku Sumu Ize odhadnout pti méteni placeba ze zdznamu Sumu
v okoli reten¢niho Casu stanovované latky. Stfedem Sumu se narysuje nulova linie
a od ni se zm&i nejvétsi kladna ( r* ) a zdporna amplituda Sumu (r *). Z tohoto rozpéti

Sumu je mozno odhadnout jeho smérodatnou odchylku vydélenim péti.
Sh=(r'+r7)/5
Detekéni a kvantitativni limit se vypoctou podle vzorct:
LOD=3.S,.K/b; LOQ=10.S,.K /by

Kde K (plocha piku / vyska piku) je pomér charakteristicky pro stanovovanou latku a by

(plocha piku / koncentrace analytu) je pomér dany smérnici regresni rovnice.[44]
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3.6. Analyza biologického materialu

Jako biologicky materidl oznacujeme celou velkou skupinu vzorkl, které maji
spole¢né to, ze jsou ziskany z lidského téla nebo maji jiny zivoc€isny ptivod. Analyty
v téchto vzorcich mohou byt bud endogenni (napt. glukdza, aminokyseliny)
nebo exogenni (napf. léky a jejich metabolity). Tyto biologické vzorky maji velmi
slozitou matrici, mizeme analyzovat napt. krev, sérum, ostatni télni tekutiny, moc¢
nebo se analyzuji rizné typy tkani. Stabilita analytd v biologickych vzorcich je
ovlivitovana celou fadou faktori a jejich plisobeni podstatné ovliviiuje vysledky

analyzy.
Vzorky biologického materidlu rozdélujeme na 2 kategorie:
1. extracelularni tekutiny

2. celé tkané nebo buiiky obsahujici intraceluldrni tekutiny

Piehled raznych biologickych matric je uveden v Tab.1.
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Tab.1: Biologické matrice.[45]

Nazev Popis
1. Krev tekutina cirkulujici v arteriich a vénach, tvofena plazmou
a pevnymi soucastmi
2. | Krevni buiky zahrnuji erythrocyty, leukocyty a retikulocyty
3. Plazma zluté tekutina, ptiblizné tvofi polovinu krve, ziskana
po centrifugaci krve po ptidani antikoagulancii
4. Sérum svétle zluta tekutina podobné kompozice jako plazma,
ale bez koagulacnich proteint
5. Pupecnikova krev ziskand pfi porodu plodu z pupecniku
krev
6. Krev krev nachazejici se pouze v minimalnim mnozstvi
z okultniho hlavné ve stolici

krvaceni

7. Mo¢ zlutozelena tekutina vylucovana ledvinami, obsahujici hlavné
vodu, soli a metabolity

8. Amnioticka tekutina, ve které je uloZen plod

tekutina
9, | Cerebrospinalni ultrafiltrat plazmy ziskany po lumbalni punkci

tekutina
10. Lymfa nazloutla tekutina , kterd vznika ze tkani
11. Sliny viskozni Cird sekrece ustnich zlaz
12. Synovialni ¢ira viskozni tekutina, kterd je ziskana z kloubti

tekutina
13. Slzy ¢ira tekutina ze slznych kanalkt
14. Pot tekutina s vysokym obsahem soli, exkret potnich Zlaz
15. Zlug zlutohnéda tekutina tvofena jatry, uloZena ve Zlu¢niku

a vylucovana do tenkého stieva

16. Stolice hnéda masa, zbytky z traviciho procesu
17. Biopsie malé vzorky tkani zpracované specidlnimi technikami
18. Kameny tvofeny v riznych dutinach téla, pevné konzistence
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3.7. Preanalyticka faze

Cas vlastni analyzy tvoii jen mensi ¢ast z doby, kterd musi ub&hnout od ordinace
laboratorniho vySetfeni az po okamzik, kdy oSetfujici 1¢kat dostane jeho vysledek.
Laboratorni vySetieni kromé& analyzy zahrnuje pfipravu pacienta, vlastni odbér, zaslani
odebran¢ho materialu do laboratofe a pfipravné prace, event. skladovani pied
provedenim analyzy v laboratofi - tedy obdobi preanalytické. Kone¢nou podobu vcetné

prenosu k ordinujicimu l€kati dostava vysledek v obdobi postanalytickém.

Preanalytick¢ obdobi je =z hlediska mozného ovlivnéni vysledku zdaleka

vvvvvv

vysledek nebo jeho nespravné hodnoceni daleko Castéji nez analyticka chyba.

Postanalyticka cast

Preanalyticka
¢ast-v laboratofri
Preanalyticka
¢ast-mimo
laboratof

Obr. 9: Jednotlivé faze laboratorniho vySetfeni podle ¢asové naro¢nosti
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3.7.1.Faktory, které mohou ovlivnit preanalytické obdobi

V preanalytickém obdobi mohou vysledek ovlivnit nasledujici faktory:

osoba pacienta

odbér vzorku

transport vzorku

uchovavani vzorku pted analyzou

piiprava vzorku ke zpracovani

dale miizeme faktory ovlivilyjici preanalytické obdobi délit:

ad 1.

ad 2

1. faktory ovlivnitelné (mlizeme jejich ptsobeni ovlivnit)

2. faktory neovlivnitelné (nelze jejich pisobeni ovlivnit)

e vék

e pohlavi

e rasa, etnickd a socidlni skupina obyvatel
e cyklické zmény (pf. diurnalni rytmus)

e gravidita

e soucasn¢ probihajici jind nemoc

e biologicky polocas stanovované latky

o fyzicka aktivita
e psychicky stres

e Vliv potravy, alkoholu a tekutin

e koufeni
o léky
e Operace
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3.7.2.0dbér vzorku

3.7.2.1. Odbér venozni krve

Obvykle se odebird krev vendzni a to z loketni zily. Svou ulohu ma i poloha
pacienta pfi odbéru a urcitou dobu pfed nim. Vstoje dochazi k pfesunu tekutiny
Z intravazalniho prostoru do intersticia a koncentrace vysokomolekularnich latek véetné
hematokritu miiZze stoupnout az o 10 az 15 %, doporucuje se tedy odbér vleze.
Dezinfekce klize mize rovnéz ovlivnit vysledek: pouZzije-li se alkoholicky roztok
k dezinfekci kize pred odbérem krve na stanoveni koncentrace alkoholu, mizeme
nam¢fit fale$né pozitivni vysledek. Setka-li se kapka krve s pt. Ajatinem, mize dojit
k hemolyze.

Stazeni paze pfi vendznim odbéru a tzv. ,,cviCeni” pazi by mélo byt co nejkratsi.
V opa¢ném piipadé dochazi K piesunu tekutiny z cévniho fecisté do intersticia a k jiz

popsanému zvySeni koncentrace vysokomolekularnich latek v odebrané krvi az o 10%.

3.7.2.2. Odbérova nadobka

Vzdy by méla platit zasada: nejprve popsat nddobku jménem pacienta a jeSté pred
vlastnim odbérem jméno znovu zkontrolovat, tim zcela vylou¢ime moznost zadmény.
Ideélni je identifikace pacienta pomoci carového kodu.

Nejvhodnéjsi jsou odbérové nadobky na jedno pouziti. Jsou vSak vétSinou
z plastické hmoty, ve které se krev pomalu a nedostatecné srazi a Cast€ji dochdzi k
hemolyze. Vyrobce proto opatifuje stény odbérovych zkumavek vrstvou kaolinu,
coz urychli srazeni. Kapilary z plastické hmoty se hodi k odbéru krve na vySetfeni
krevnich plynti jen v ptipad¢, Ze je analyza provedena bezprostfedné po odbéru. Plasticka
hmota je totiz propustnd pro plyny. Sklenéné¢ nddobky dovoli lepSi srazeni krve,
maji vSak dvé€ nevyhody, prvni je ¢astéjsi prasknuti pfi odstfed’ovani. Pfed opakovanym
pouzitim je nutné nadobku dekontaminovat a umyt zbytky uzitych ¢inidel,

coz predstavuje druhou nevyhodu.
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3.7.2.3. Vysetieni z nesrazlivé krve a z plazmy

Na tomto misté je nutné uvést, Ze plazma a sérum se od sebe liSi vice nez jen
nepiitomnosti koagula¢nich faktort, zejména fibrinogenu Vv séru. Béhem koagulace se
totiz z rozpadlych trombocytl uvoliuji nékteré jejich slozky, které pak jevi v séru vyssi
koncentraci. Sérum byva také Castéji hemolytické, v tomto piipad¢ se do séra dostavaji
latky obsazené v cytoplazmé erytrocytli. Tak ma sérum vyssi aktivitu kyselé fosfatazy,
ale 1 koncentraci drasliku.

Prvni zasadou je dodrzet pfedepsany pomér mezi objemem roztoku antikoagulantu
a pridané krve, nebo pii uziti odparku protisrazlivého Cinidla pfidat predepsany objem
krve do odbérové nadobky. Vzdy pfiddvame krev do odbérové nadobky
s antikoagulacnim ptipravkem, nikdy naopak. Krev musime v nadobce dokonale
promichat, aby se odparek rozpustil, a to opakovanym ptevracenim odbérové nadobky.
Antikoagula¢ni pfipravek dale ovliviiuje slozeni odebrané krve. Vsechny antikoagulanty
vcetné heparinu vdzou ionty Ca® a tedy snizuji jejich koncentraci, totéz plati i pro ionty
Mg?*. Pro stanoveni Ca?* je nutné pouzivat heparin titrovany témito ionty. Mize dojit

K inhibici enzymu.
Tab. 2: Nejcasté&ji pouzivana antikoagulancia

Antikoagulant Koncentrace Analyza

( na ml plazmy)

lithium heparin 10 — 20 jednotek biochemie
sodium fluoride 1-2mg glukdza (inhibuje
6 -10 mg glykolyzu)

vSeobecné uziti

potassium oxalate 3 mg glukoza
sodium citrate 3mg elektron spin resonance
EDTA 2mg hematologie, stabilizace
snadno oxidovatelnych

vzorkll
EGTA 2mg hematologie, stabilizace

snadno oxidovatelnych

vzorku
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3.7.3.Transport vzorku

Krev pii transportu chranime pied extrémni teplotou (v teple dochazi k inaktivaci
enzymu a rychleji klesa koncentrace glukézy, mraz mtize zptsobit hemolyzu). Transport
musi byt dostate¢né rychly, aby mohlo byt v€as odd€leno sérum od erytrocytii. Na delsi
vzdalenosti rad¢ji posilame sérum nez plnou krev, v opacném piipad¢ hrozi mechanicka

hemolyza.

3.7.4. Uchovavani vzorku

Pii delSim stdni odebrané krve dochazi k vycerpani energetickych zdroji
erytrocytt (glukozy), ty pak nemohou udrzet zakladni metabolické déje. Dochazi k uniku
K" z erytrocytii a naméfime hyperkalémii aniz dojde k hemolyze. Unik kalia z bungk
se urychli, uskladnime-li odebranou krev v chladni¢ce, nebot’ udrzovani K* v buice je
enzymovy d¢j, ktery s poklesem teploty ustava.

Vétsina vysetfeni se provadi z krevniho séra. Neni-li provedeno stanoveni ihned,
obvykle sta¢i uchovavat sérum v chladniéce pii + 4 °C v dobie uzaviené zkumavce, aby
nedoslo k zahusténi vzorku odpafenim vody. VétSina analytl véetn€ enzym je stabilni
fadu dni. Pi delSim skladovani se sérum uchovava zmrazené (pii -20 °C, event. pii —86
°C), vyjimecné se upravuje mrazovou sublimaci (lyofilizaci). Tento zptusob konzervace
se vSak uziva spiSe u kontrolnich sér. Chemicka konzervacni ¢inidla se ke stabilizaci sér

uzivaji vzacné a je nutné je pfedem ovéfit, zda nerusi pii poZadované analyze.

3.7.5.Prvotni zpracovani a priprava vzorku k analyze

Patfi sem odstfedéni krve a oddé€leni séra ¢i plazmy, deproteinace vzorku pted
analyzou, zahusténi vzorku, vzacnéji téZ dalsi postupy napf. promyvani erytrocytl apod.
Pii odstfedovani, je-li pfili§ razantni, hrozi nebezpeci hemolyzy. Pii deproteinaci,
obvykle chemické, je zapotiebi zvolit vhodné ¢inidlo opét podle charakteru stanovované

latky a pracovniho postupu.[10]
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Doporuceni pro uchovavani biologického materiilu pro stanoveni vitaminu A dle

preanalytické piirucky [46]:

1.Plazma latkova koncentrace vitaminu A ¢ (umol/1)

Primarni vzorek: krev

Odbérovy systém: sklo nebo plast s protisrazlivou tipravou

Pokyny k odbéru: zabranit hemolyze, chranit pied svétlem

Stabilita: + 20 °C az + 25 °C 2 dny, +4 °C az +8 °C 1 tyden, -20 °C 1 rok

2.Sérum latkova koncentrace vitaminu A ¢ (umol/l)

Priméarni vzorek: krev

Odbérovy systém: sklo nebo plast bez upravy

Pokyny k odbéru: zabranit hemolyze, chranit pied svétlem

Stabilita: + 20 °C az + 25 °C 2 dny, + 4 az + 8 °C 1 tyden, -20 °C 1 rok
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4. EXPERIMENTALNI CAST
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4.1.

4.2.

Pristrojové vybaveni

Kapalinovy chromatograf:

HPLC sestava od firmy PERKIN ELMER (Norwalk, USA)

diode array detektor LC 235C

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

software Turbochrom verze 4.1 PERKIN ELMER

Laboratorni tfepacka LT-1 (Ceska republika)

Chlazena centrifuga HERAEUS 400 R ( Hanau, Némecko)

Elektricky vibraéni strojek VIBRO Em 580 ( Ceska republika)

Analytické véahy A + D company 202 M (Hradec Kralové, Ceska republika)

AD Koncentrator Ependorf, MEDESA (Poli¢ka, Ceska republika)

Chemikalie

n-hexan p.a., MERCK (Darmstadt, Némecko)

methanol - research grade, MERCK (Darmstadt, Némecko)

ethanol denaturovany 5 % methanolu, PENTA (Praha, Ceské republika)
toluen p.a., PENTA (Chrudim, Ceska republika)

2-propanol gradient HPLC grade, SCHARLAUCHEMIE a.s. (Sentmenat,
Spanélsko)

redestilovana destilovana voda, GORO (Praha, Ceska republika)

Standardy

D,L —a-tocopherol, FLUKA, SIGMA ALDRICH (Praha, Ceska republika)
Kyselina retinovd, SIGMA ALDRICH (Praha, Ceska republika)
Retinyl-acetat, SIGMA ALDRICH (Praha, Cesk4 republika)
Retinyl-propionat, SIGMA ALDRICH (Praha, Ceska republika)
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e All-trans retinol, FLUKA, SIGMA ALDRICH (Praha, Ceska republika)
e Retinyl-palmitat, FLUKA, SIGMA ALDRICH (Praha, Ceska republika)
e Retinyl-stearat byl syntetizovan na Katedie farmaceutické chemie a kontroly

1é¢iv, Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové

Postup pro syntézu esteru retinolu [47]:

Retinyl-stearat (CsgHs4O2; Mol. hmotnost: 552,91)

K 0,3437 g (1,2 mmol) retinolu bylo v argonové atmosféfe pridano 0,3 ml pyridinu
a 0,4241 g stearyl-chloridu (1,4 mmol). Smés byla kratce zahfata na 50 — 60 °C
a potom michana 2 hodiny ve tm¢. Po ochlazeni byla smés rozpusténa v n-hexanu
(50 ml). Vznikly roztok byl promyt nejprve 50 ml roztoku NaOH (0,1 mol/l) v 50%
ethanolu, potom 50 ml roztoku HCI (0,1 mol/l), 50 ml roztoku NaOH (0,03 mol/l)
Vv 50% ethanolu a nakonec 50 ml vody. Po oddestilovani hexanu byl zbytek ciStén

sloupcovou chromatografii na oxidu hlinitém.
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4.4. Priprava zasobnich a pracovnich roztoku

4.4.1.Zasobni roztoky

e Zasobni roztok retinyl-palmititu ¢ = 2 000 pmol/l byl pfipraven rozpusténim
10,49 mg retinyl-palmitatu v hexanu a doplnén do 10 ml.

e Zasobni roztok retinyl-stearatu ¢ = 2 000 pmol/l byl pfipraven rozpusténim
11,06 mg retinyl-stearatu v hexanu a doplnén do 10 ml.

e Zasobni roztok a-tokoferolu ¢ = 2 000 pumol/l byl pfipraven rozpusSténim
8,62 mg v methanolu a doplnén do10 ml.

e Zasobni roztok retinolu ¢ = 500 umol/l byl pfipraven rozpusténim 7,16 mg
retinolu v methanolu a dopInén do 50 ml.

e Zasobni roztok retinyl-propionatu ¢ = 500 pmol/l byl pfipraven rozpusténim
8,56 mg retinyl-propionatu v methanolu a doplnén do 50 ml.

e Zasobni roztok retinyl-acetditu ¢ = 500 pmol/l byl pfipraven rozpusténim
8,21 mg retinyl-acetatu v methanolu a doplnén do 50 ml.

e Zasobni roztok kyseliny retinové ¢ = 500 pumol/l byl pfipraven rozpuSténim
7,51 mg kyseliny retinové v methanolu a doplnén do 50 ml.

e Zasobni roztok retinolu ¢ = 4 umol/l pro opakovatelnost byl pfipraven
rozpusténim 0,57 mg retinolu v 50 ml methanolu.

e Zasobni roztok a-tokoferolu ¢ = 40 pumol/l pro opakovatelnost byl pfipraven
rozpusténim 8,61 mg a-tokoferolu v 50 ml methanolu.

e Zasobni roztok retinyl-palmitatu ¢ = 40 umol/l pro opakovatelnost byl pfipraven
rozpusténim 10,48 mg retinyl-palmitatu v 50 ml hexanu.

e Zasobni roztok retinyl-stearatu ¢ = 16 umol/l pro opakovatelnost byl pfipraven
rozpusténim 4,42 mg retinyl-stearatu v 50 ml hexanu.

e Zasobni roztok retinolu ¢ = 4 umol/l pro opakovatelnost byl pfipraven
rozpusténim 0,57 mg retinolu v 50 ml methanolu.

e Zasobni roztok retinolu ¢ = 8 umol/l pro robustnost byl pfipraven rozpusténim
1,15 mg retinolu v 50 ml methanolu.

e Zasobni roztok o-tokoferolu ¢ = 55 pumol/l pro robustnost byl pfipraven

rozpusténim 11,8 mg retinolu v 50 ml methanolu.
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e Zasobni roztok retinyl-palmitatu ¢ = 50 umol/l pro robustnost byl pfipraven
rozpu$ténim 13,12 mg retinyl-palmitatu v 50 ml hexanu.
e Zasobni roztok retinyl-stearatu ¢ = 50 pumol/l pro robustnost byl piipraven

rozpu$ténim 13,8 mg retinyl-stearatu v 50 ml hexanu.

4.4.2.Pracovni roztoky

e Pracovni roztoky pro kalibraci retinolu byly pfipraveny ziedénim zasobniho
roztoku retinolu ¢ = 500 umol/l methanolem na koncentrace ¢ = 0,1 pmol/l,
¢ = 0,25 pmol/l, ¢ = 0,5 pmol/l, ¢ = 1 umol/l, ¢ = 2,5 pmol/l, ¢ = 5 pumol/l
ac=10 pmol/L

e Pracovni roztoky pro kalibraci a-tokoferolu byly pfipraveny ziedénim zasobniho
roztoku a-tokoferolu ¢ = 2 000 upmol/l methanolem na koncentrace
¢ = 0,5 pmol/l, ¢ = 2,5 pmol/l, ¢ = 5 pmol/l, ¢ = 10 pmol/l, ¢ = 25 pmol/l
ac =50 umol/l.

e Pracovni roztoky pro kalibraci retinyl-palmitatu byly pfipraveny zfedénim
zasobniho roztoku retinyl-palmititu ¢ = 2 000 upmol/l methanolem
na koncentrace ¢ = 0,5 umol/l, ¢ = 1 pmol/l, ¢ = 2,5 pmol/l, ¢ = 5 pumol/l,

¢ =10 umol/l, ¢ =20 pmol/l a ¢ =40 pmol/l.

e Pracovni roztoky pro kalibraci retinyl-stearatu byly pfipraveny zifedénim
zasobniho roztoku retinyl-stearatu ¢ = 2 000 pmol/l methanolem na koncentrace
¢ =05 pmol/l, ¢ = 1 pmol/l, ¢ = 2,5 umol/l, ¢ = 5 pmol/l, ¢ = 10 pumol/l
ac =20 pmol/l.

e Pracovni roztok pro opakovatelnost byl pfipraven smichanim zasobnich roztokt

pro opakovatelnost jednotlivych latek v poméru 1 :1:1: 1.

e Pracovni roztok pro robustnost byl pfipraven smichanim zasobnich roztokl pro

robustnost jednotlivych latek v poméru 1 : 1:1: 1.
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4.5. Vyvoj metody a optimalizace chromatografickych

podminek

Nejdiive bylo nutné najit optimalni chromatografické podminky. P#i hledani
vhodné vinové délky pro detekci jednotlivych latek byla proméiena UV spektra
stanovovanych latek a nasledné byla zvolena vinova délka, pfi niz maji latky maximalni
odezvu detektoru.

Jako stacionarni faze byla pouzita monolitni kolona Chromolith Performance
RP-18e, 100 x 4,6 mm snaplni tvofenou silikagelovou monolitni staciondrni fazi
vzhledem k tomu, ze vyvijena metoda bude slouzit pro klinické hodnoceni a mé¢la by
splnit pozadavek rychlé a jednoduché analyzy z ditvodu velkého mnozstvi biologickych
vzorkl.

Dulezitym krokem pii vyvoji metody byla volba vhodné mobilni faze

a optimalizace jejiho pritoku.

Pfiprava vzorku

Vzorek pro analyzu byl pfipraven metodou liquid-liquid extrakce z krevniho séra.
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5.VYSLEDKY A DISKUSE

51



5.1. Vyvoj metody — optimalizace chromatografickych

podminek

Cilem bylo nalézt optimalni podminky pro analyzu tzn. takové, za kterych bude
mozné provést separaci, identifikaci a kvantifikaci sledovanych latek a poté validaci

vyvinuté metody.

5.1.1.VInova délka detektoru

Pro stanoveni optimdlni vlnové délky byla zméfena UV spektra v roztocich

standardt. V ivahu byly brany také vysledky reserse.[19, 20, 48, 49, 50]

absorbance 02841

L0254

L0154

005+

T T T T T T
200 220 240 260 280 300 232544 340 360

vinowa délka (nm)

Obr.10: UV spektrum retinolu v methanolu
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003935

002+
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T T T T T
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vinowa déllka (nm)

Obr.11: UV spektrum o—tokoferolu v methanolu
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Obr.12: UV spektrum retinyl-palmitatu v methanolu
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00478

absorbance o044

002+

240

260

T
280

T
300

Obr.13: UV spektrum retinyl-stearatu v methanolu

T T
32 326.83

T T
340 360
vinowva deélka (nm)

Na zakladé vysledkd méteni UV spekter analyzovanych latek a vysledkt reserse. Byly

zvoleny tfi optimalni vinové délky: retinol

o-tokoferol

retinyl-stearat

retinyl-palmitat

325 nm
295 nm
330 nm
330 nm

Absorp¢ni maxima jednotlivych latek, ktera byla zméfena v methanolu, lze rovnéz

aplikovat u mobilnich fazi pouzitych ve vyvinuté metode¢.
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5.1.2.Slozeni mobilni faze

Pti hledani optimalniho slozeni mobilni faze bylo vyuzito poznatkii z reserse.

[18, 19, 20, 21, 22, 23]

1. V prvni fazi vyvoje metody jsem hledala podminky pro stanoveni retinyl-
acetatu, retinyl-propionatu a retinyl-palmitatu. Dle vysledki reserSe jsem zvolila
mobilni fazi methanol a prutok 2,5 ml/min. Retinyl-acetat a retinyl-propionat
tvotili v ¢ase 0,90 - 1,0 min dvojpik a retinyl-palmitat se eluoval v Case 4,31

min.

5004 retinyl-propionat
mla 1.00

retinyl-acetat

7] 0,90

400—_

350—_ retinyl-palmitat
i 4,27

o A

LI B I O I I O O
a.s 1.0 1.5 z.0 2.5 2.0 2.5 4.0 4.5 5.0 5.5
min

Obr.14: Chromatogram smési retinyl-acetat, retinyl-propionat a retinyl-palmitat pii

mobilni fazi methanol a pritoku 2,5 ml/min.
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Dale jsem se soustfedila na rozdéleni pikd retinyl-acetatu a retinyl-propionatu.
Lepsiho oddé€leni lze dosdhnout v mobilni fidzi methanol : voda (95 : 5).
K uplnému oddéleni dochazi v mobilni fazi methanol : voda (90 : 10). Retenc¢ni
Cas retinyl-palmitatu se vSak v této mobilni fazi posune vice nez na 8 minut,

coz je pro pozadavek kratké doby analyzy neptipustné.

bl

retinyl-propionat
280 retinyl-acetat 2582
2,01

250

=40

2320

220

=10

=00

LA Y B I B
Q.5 1.0 1.5 2.0 2.5 2.0 2.8 4.0 4.5 S.0 5.5 3
min

Obr.15: Chromatogram smési retinyl-acetat, retinyl-propionat a retinyl-palmitat pfi

mobilni f4zi methanol : voda (90 : 10) a priitoku 2,5 ml/min.
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2. V druh¢ fazi byly ptidany dalsi dvé latky kyselina retinova a retinol. Tyto dvé
latky tvoii v mobilni fazi methanol dvojpik v ¢ase 0,6 min. Dvojpik Ize oddélit

mobilni fazi methanol : voda (90 : 10). V této mobilni fazi jsou vSechny latky

odd¢leny.
miA - retinol
7 140
2158—
- retimd-propionat
z10—  kyselina retinova 2 B0
- 0,51
| retinyl-acetat
4 218
05—
za0— k_,__(—j
IIII|IIII|IIIIIIIIIIIIIIIIIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII
0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 z.0 2.5 4.0 4.5 5.0 5.5 .

min

Obr.16: Chromatogram smési kyseliny retinova, retinol, retinyl-acetat, retinyl-propionat

a retinyl-palmitat pti mobilni fazi methanol : voda (90 : 10) a pratoku 2,5 ml/min

3. Vposledni fazi jsem se rozhodla do smési analyzovanych latek ptidat
a-tokoferol, bylo nutné také nastavit v misté eluce a-tokoferolu pfepnuti vinové
délky detektoru na 295 nm. JiZ ndm byl také dodan standard retinyl-stearatu,
ktery byl syntetizovan na Katedie farmaceutické chemie a kontroly chemickych
lé¢iv. Pro zkraceni doby analyzy jsem zvolila pritok 3 ml/min. Kyselina
retinova se v této mobilni f4zi (methanol : voda, 90 : 10) eluuje v ¢ase 0,40 min,
retinol v 1,18 min, retinyl-acetat v ¢ase 1,86 min, retinyl-propionat 2,20 min
a a-tokoferol v 3,5 min. Kvili rozdilné polarité jednotlivych analyti a zkraceni
doby analyzy jsem zvolila gradientovou eluci. Pti analyze lidského séra jsem
zjistila, Ze retinyl-acetat neni pro analyzu lidského séra vyznamny a v lidském

séru nebyl zaznamenan. Z tohoto divodu jsem na jeho analyzu pii dalSich
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pokusech prestala brat zietel. A proto jsem jako mobilni fazi ¢.1 zvolila
methanol : voda (95 : 5) a pritok 3 ml/min, coz vede ke zkraceni ¢asu analyzy,

a latky jsou zcela oddéleny.

4. Dale jsem se soustiedila na hledani mobilni faze ¢.2, pokusila jsem se o smés
rozpoustédel methanol : acetonitril : 2-propanol (30 : 10 : 70). Retenc¢ni cas piku
retinyl-palmitatu se zkratil, ale doslo také k vyraznému nartstu tlaku v systému.
Tlak se snizil pfi poméru methanol : propanol : acetonitril (50 : 45 : 5). Piky
retinyl-palmitatu a retinyl-stearatu jsou pfi této mobilni fazi oddéleny a eluuji se

do 5,5 minuty od zacatku analyzy.

mUA 7 retinol

230 0,80

325—:

320 retinyl-palmitat
] 491

21 5—_
7 retim-stearat
] 518

21 D—_

305_3 tozkg;erol

SDDE_WNM L f\Ww

LI I | LI I | LI I | LI | LI | LI | LI I LI I LI I L I L I L I
a.5 1.0 1.5 2.0 2.5 2.0 2.5 4.0 4.5 5.0 5.5 .
min

Obr.17: Chromatogram smési retinol, a-tokoferol retinyl-palmitat, retinyl-stearat pti
gradientové eluci. Mobilni faze ¢.1 methanol : voda, 95 : 5 (2,1 min) a mobilni fazi ¢. 2

methanol : propanol : acetonitril, 50 : 45 : 5 (3,9 min) a pratoku 3 ml/min
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5. Ke zkraceni doby analyzy a rozdéleni latek nastava pii mobilni fazi ¢.2
methanol : propanol (50 : 50) a také dochazi k poklesu tlaku. Jako nej-

v

optimalnéjsi jsem proto zvolila pomér methanol : propanol (60 : 40).

i retinol
s 0.81
] retinyl-palmitat
320 460
3'15—_
i retinyl-stearat
- 4,91
210
305—_
] tokoferol
= 228
{al= i RO
IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|
a.5 1.0 1.5 2.0 2.5 2.0 2.5 4.0 4.5 5.0 5.5 :

min

Obr. 18: Chromatogram smési retinol, a-tokoferol, retinyl-palmitat, retinyl-stearat pii
gradientové eluci. Mobilni faze ¢.1 methanol : voda, 95 : 5 (2,1 minut ) a mobilni

fazi €. 2 methanol : propanol, 60 : 40 (2,8 minuty) a pritoku 3 ml/min

6. Pro zkraceni ¢asu reekvilibrace kolony jsem v ¢ase analyzy 4,5 minuty zvolila
opét mobilni fazi ¢. 1 (po dobu 1,5 minuty). Metodou Ize stanovit také kyselinu
retinovou, ale pro tuto latku nebyla zatim provedena validace. I kdyz mezi
vysledné analyty nebyl zahrnut retinyl-acetat a retinyl-propionat, byla nalezena
vhodna mobilni faze pro jejich oddéleni (methanol : voda, 90 : 10). Tuto mobilni
fazi lze v ptipad€ potfeby zaménit za mobilni fazi methanol : voda (95 : 5)
a metodu znova validovat. Dochazi tak sice k mirnému prodlouZeni analyzy,

ale ziska se tak moznost stanovit dvé dalsi latky.
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Souhrn nalezenych chromatografickych podminek
Mobilni faze: gradientova eluce
1.mobilni faze: methanol - voda (95 : 5) 2,1 min
2.mobilni faze: methanol - propanol (60:40) 2,8 min
3. mobilni faze: methanol — voda (95 : 5) 1,5 min

Pritok (ml/min): 3 ml/min

Vinova délka A (nm): 325 nm 0-1,8 min, 295 nm 1,8-3,2 min, 330 nm 3,2-
6 min

Davkovany objem: 20 pl

ReZim: gradientovy

Doba analyzy: 6 min

5.1.3.Priprava vzorku

5.1.3.1. Vyvoj extrakéniho postupu

Nejdiive byla pro extrakci stanovovanych latek testovana metoda pro extrakci
vitaminu A a E z lidského séra, jiz zavedena v laboratofi Gerontologické a metabolické
kliniky Fakultni nemocnice v Hradci Kralové.

Pracovni postup:

K 0,5 ml séra bylo pfidano 2,5 ml extrak¢niho ¢inidla n-hexanu, nasledné bylo
sérum deproteinovano ptidavkem 0,5 ml lihu denaturovaného 5 % methanolu (5min).
Po deproteinaci séra byl vzorek protfepdn 5 min a dale centrifugovan 10 min
pfi 1 600 x g a 0 °C. Zhorni organické faze bylo odebrano 2,0 ml supernatantu
a odpafeno pomoci koncentratoru.

Odparek byl rozpustén v 400 pl methanolu a analyzovan pomoci HPLC systému.

Tento postup extrakce se ukédzal byt nevhodny pro estery retinolu — nizka
navratnost, proto jsem testovala dal$i moZnosti extrakéniho Cinidla.

Zvolila jsem smés rozpoustédel hexan a toluen. Jako nejoptimalnéjsi se ukazal byt
pomér hexan : toluen 8 : 2. Nasledn€ jsem upravila pracovni postup a pro zvySeni
vytéZnosti jsem pouzila dvojitou extrakci. Dal§im problémem byla ptiprava vzorku
pted analyzou (rozpusténim odparku v methanolu). Tento postup ukazal, Ze estery

z odparku se v methanolu nedostateéné rozpousti, proto jsem odparek nejdiive
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rozpustila v 100 pl hexanu a nasledné v 300 pl methanolu. Nasledovaly dalsi mensi
upravy postupu, jako je tfepani pied a po deproteinaci a deproteinace za snizené teploty
(4 °C). Touto zménou extrakéniho postupu se vytéznost esterti retinolu zvysila z 58 %

na 98 %.

5.1.3.2. Vysledny extrakéni postup

K 0,5 ml séra bylo pfidano 2,5 ml extrak¢éni smési hexan : toluen (8 : 2).
Po protfepani (5 min na tfepacce) bylo sérum deproteinovano ptridavkem 0,5 ml lihu
denaturovaného 5 % methanolu (5 min pii 4 °C). Po deproteinaci séra byl vzorek opét
protiepan (5 min) a dale centrifugovan 10 minut pfi 1600 x g a teploté¢ 0 °C. Z horni
organické faze bylo nasledné odebrano 2,0 ml supernatantu. Tento postup byl proveden
opakované. Oba podily organické faze po dvojité extrakci byly spojeny a spole¢né
odpareny pomoci koncentratoru.

Odparek byl rozpustén v 100 pl hexanu a 300 pl methanolu a analyzovan pomoci

HPLC systému.
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5.2. Validace metody

Testované validacni parametry :

1.Test zpusobilosti systému:

Uginnost chromatografické kolony
Asymetrie chromatografickych pika
Rozliseni chromatografickych piki
Opakovatelnost analyzy

2. Dalsi validaéni parametry:

Linearita
Spravnost
Ptesnost
Robustnost
Stabilita

Detekéni a kvantitativni limit

5.2.1.Test zpUsobilosti systému

5.2.1.1. Uéinnost chromatografické kolony

Utinnost chromatografické kolony (pocet teoretickych pater - N) byla vypoéitana

podle vzorce:
N =5,545 . (tg / Wogs)
tr = reten¢ni Cas (min)

W) 05 = Sitka piku v polovin€ vysky (min)
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Tab.3: U¢innost chromatografické kolony

Latka tr (Min) W 0s(min) N

retinol 0,678 0,026 3771

a-tokoferol 2,151 0,104 2372

retinyl-palmitat 4,765 0,046 60814

retinyl-stearat 4,481 0,039 73202
Pozadavek N > 900

Z Tab. 3 vyplyva, ze pozadavek na pocet teoretickych pater (N >900) je splnén.
Jestlize zname celkovou délku kolony (L), mizeme vypocitat i vySkovy ekvivalent
teoretického patra H:
H=L/N
Vyskovy ekvivalent teoretického patra ma rozmér délky. Na zaklad¢é hodnot H je mozno

ucinnost chromatografickych kolon porovnavat.

Tab.4: Vyskovy ekvivalent teoretického patra

Latka H (um)
retinol 26,52
a-tokoferol 42,15
retinyl-palmitat 1,64
retinyl-stearat 1,37
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5.2.1.2. Asymetrie chromatografickych pikt (T)

Asymetrie chromatografickych pika byla vypocitana dle vzorce:
T =Woo,/ 2f

W) 01 = Sitka piku ve vzdalenosti 5 % vysky piku

F = mensi ¢ast usecky, kterd vznikne protnutim usecky Wy o1, kolmici spusténou

z vrcholu piku.

Tab.5: Asymetrie chromatografickych pikt

Latka W 02(mm) F (mm) Asymetrie (T)

retinol 1,75 1,00 0,87

a-tokoferol 7,00 3,00 1,16

retinyl-palmitat 4,25 2,00 1,06

retinyl-stearat 5,00 2,00 1,25
Pozadavek T < 2,0

Pozadavek na asymetrii chromatografickych pikd T < 2,0 je splnén. Piky jsou

symetrické.
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5.2.1.3. RozliSeni chromatografickych pikl (R)

RozliSeni chromatografickych pikli bylo vypocteno dle vzorce:
Rij=2. (tri - tr) / (Wi + W)

tr = retencni ¢as latek (min)

W = §itka piku na zakladné (min)

Tab.6: Rozliseni chromatografickych pikt

Latka W (min) tr (Min)
retinol 0,0789 0,678
a-tokoferol 0,2894 2,151
retinyl-palmitat 0,2820 4,480
retinyl-stearat 0,2050 4,760

Vypoc¢itané hodnoty Rj;:
Rij (retinol : a-tokoferol) = 7,456
Rij (o-tokoferol : retinyl-palmitat) = 8,639

Rij (retinyl-palmitat : retinyl-stearat) = 3,380

PoZadavek R;j> 1,5

Piky jednotlivych latek jsou od sebe dostatecné vzdaleny. Pozadavek na rozliseni

chromatografickych piki je splnén.
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5.2.1.4. Opakovatelnost nastriku

Tab.7: Opakovatelnost nasttiku

Latka Plocha piku Smérodatna RSD (%)
(primzr) odchylka
retinol 15467,21 146,7 0,95
a-tokoferol 13923,22 136,4 0,98
retinyl-palmitat 54296,93 537,9 0,99
retinyl-stearat 20508,79 201,3 0.99
n==o6

Pozadavek RSD <1 %

Relativni smérodatna odchylka (RSD) je u vSech analyzovanych latek mensi nez 1 %.

5.2.2.Dalsi validaéni parametry

5.2.2.1. Linearita

Linearita metody byla testovana v rozsahu koncentraci ¢ = 0,1 — 10 umol/l pro retinol,
0,5 — 50 umol/l pro a-tokoferol, 0,5 — 40 umol/l pro retinyl-palmitat, 0,5 — 20 umol/Il

pro retinyl-stearat. Kalibra¢ni body byly vypocteny ze 3 méfeni.
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Obr.19: Kalibraé¢ni pfimka retinolu

Tab.8: Regresni parametry retinolu

Regresnifunkce: y = kx + q

ofil valnosti: @ = 4

Farametry regresni pfimky a odhady jejich sméradatnych odchylek
smernice = 15224 + 20
absalutni £len 705 + &6

koeficient korelace R = 0599993
rezidualni odchylka

hodnota F-statistiky g 04E+5
Zavislost nrokézana se spolehlivosti 999 % .
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Obr.20: Kalibra¢ni pfimka a-tokoferolu

Tab.9: Regresni parametry a-tokoferolu

Regresnifunkce:  y = kx + q
pocet stupfid volnosti: ¥ =4

Faramnetry regresni pfimky a odhady jejich smérodatnych adchylek
SITErice k = 1272 + 80
absolutni Elen 5 EE+2 + 15E+2

koeficient korelace R = 0999922

rezidualni odchylka Srez =

hodnota F-statistiky 257E+H
Favislost nrok&zana se spolehlivosti 999 % .
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Obr.21: Kalibra¢ni ptimka retinyl-palmitatu

Tab.10: Regresni parametry retinyl-palmitatu

=5

Farametry regresni pfimky a odhady jejich smérodatnych adchylek
SMmernice = k337 + B3
absolutni Elen GE+2 + 1,1E+3

koeficient korelace R = 059975
rezidualni odchylka Sex= 221E+3

hodnota F-statistiky 1 02E+4
Zavislost prokdzana se spolehlivosti 999 % .
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Obr.22: Kalibra¢ni pfimka retinyl-stearatu

Tab.11: Regresni parametry retinyl-stearatu

Regresni funkce v = kx + q
nofet stupfil volnosti:. ¥ =4

Pararmetry regresni pfimky a odhady jejich smérodatnych odchylek
smErnice = 5h3! + 24
abzolutni Elen O AE+Z + 27E+2

koeficient korelace F = 0599994F
rezidualni odchylka =

hodnota F-statistiky 3,7IE+H
Zavislost prokazana se spolehlivosti 999 % .

Korela¢ni koeficienty jednotlivych latek jsou > 0,999. Zavislost odezvy detektoru

na koncentraci latek je linearni.
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5.2.2.2. Spravnost

Spravnost metody byla ovéfena metodou standardniho piidavku ke vzorku séra.

Byly piipraveny tii koncentracni urovné. Kazdou koncentraci predstavovaly tii vzorky.

Vypoctena koncentrace jednotlivych koncentracnich trovni (level 1-3) latek v séru (tj.

souCet koncentrace latky obsazené vséru a koncentrace pfidaného standardu)

viz. Tab 12.

Tab.12: Spravnost - koncentra¢ni Grovné

Koncentra¢ni | Retinol a-tokoferol | Retinyl-palmitat | Retinyl-stearat
uroven (umol/) (umol/l) | (umol/l) (umol/l)
level 1 0,98 14,40 10,14 5,59
level 2 1,48 19,40 15,14 8,09
level 3 1,98 24,40 20,14 10,59
n=3
Vytéznost R; byla vypoctena podle vzorce:
R; =100.¢; /Co
COvvreenenens je koncentrace vypoctend (soucet koncentrace latky obsazené v séru
a koncentrace ptidaného standardu)
Civeveerrnnnnnn koncentrace stanovena HPLC metodou
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Tab.13: Spravnost - level 1

Latka Co (Lmol/l) Ci (umol/1) Ri (%)
retinol 0,98 0,82 83,7
o-tokoferol 14,40 13,87 96,3
retinyl-palmitat 10,00 9,70 97,0
retinyl-stearat 5,00 4,50 90.0
n=3
Tab.14: Spravnost - level 2
Latka Co (wmol/1) Ci (umol/1) Ri (%)
retinol 0,50 0,48 96,0
a-tokoferol 5,00 4,50 90,0
retinyl-palmitat 15,00 15,60 104,0
retinyl-stearat 7,50 11,06 88,5
n=3
Tab.15: Spravnost - level 3
Latka Co (umol/1) Ci(umol/1) Ri (%)
retinol 1,00 0,96 96,0
a-tokoferol 5,00 4,39 87,8
retinyl-palmitat 20,00 19,26 96,3
retinyl-stearat 10,00 10,06 100,6

n=3

Pozadavek RSD < 10 %




5.2.2.3. Presnost

Smésné sérum bylo rozpipetovano do 10 zabrusovych zkumavek po 0,5 ml. Kazdy
vzorek byl zpracovan samostatné dle uvedené¢ho postupu. Vysledky analyzy jsou

uvedeny v Tab.16.

Tab.16:; Piesnost

Latka Plocha Smérodatna | RSD | Retenéni Smérodatna RSD

piku odchylka (%) Cas odchylka (%)

(primér) (prameér)
retinol 15821,25 | 836,70 5,3 0,68 0,01 0,7
o-tokoferol | 13899,25 | 929,10 6,7 2,18 0,04 1,9
retinyl- 56057,99 | 4539,40 8,1 448 0,01 0,3
palmitat
retinyl- 19783,51 | 1117,60 5,7 476 0,01 0,3
stearat
n=10
Pozadavek RSD < 10 %

Relativni smérodatna odchylka je u jednotlivych latek do 10 %. Pozadavek je splnén.

5.2.2.4. Detekéni a kvantifikacéni limit

LOD (Limit of Detection) — detekéni limit je nejnizsi detekovatelna koncentrace latky
za definovanych experimentalnich podminek nestanovovana kvantitativng. Definuje se

jako pétindsobek odezvy slepého pokusu — Sumu.

LOQ (Limit of Quantification) — kvantifika¢ni limit je nejniz§i koncentrace latky

stanovitelna s piijatelnou piesnosti a spravnosti. Definuje se jako desetindsobek Sumu.
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Tab.17: Detekéni a kvantitativni limit

Latka Sum (umol/1) LOD (umol/1) LOQ (umol/1)
retinol 8,7.10° 4,0.10° 8,0.10”
a-tokoferol 1,1.10" 5,0.10" 1,1
retinyl-palmitat 1,9.10° 9,4.10° 1,9.10°
retinyl-stearat 1,0.10% 5,0.107 1,0.10"

Detekéni a kvantitativni limit jednotlivych analyti vyhovuje jejich redlné koncentraci

V lidském séru.

5.2.2.5. Robustnost

Testovani miry vlivu proménnych experimentalnich podminek na stanoveni obsahu

analytt

Tab.18: Robustnost — standardni parametry

Latka Retenc¢ni ¢as Plocha pikt Koncentrace
(min) (umol/T)
retinol 0,791 38201,91 2,04
a-tokoferol 2,175 17263,00 13,08
retinyl-palmitat 4,421 73593,00 11,52
retinyl-stearat 4,801 63441,06 4,80
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Testované parametry:

1. Vliv sloZeni mobilni faze na reten¢ni €as a plochu piku analyzované latky
2. Vliv zmény prutoku mobilni faze na retencni Cas latek

3. Vliv teploty na reten¢ni Cas analyzované latky

¢ Vliv sloZeni mobilni faze na retenc¢ni ¢as a plochu piku analyzované latky
Optimalni sloZzeni mobilni faze: 1. methanol : voda 95 : 5
2. methanol : 2-propanol 60 : 40
Vliv slozeni mobilni faze byl testovan pii zméné obou mobilnich fazi * 3 %.
methanol: voda (97 : 3,96 : 4,93 :7,94 :6)
methanol: 2-propanol (62 : 38, 61 : 39, 58 : 42, 9 : 41)

Zkratky pouzité v Tab. 19 — 24:

A, = plocha piku

Ag = relativni plocha piku (%) vztazena na plochu piku (100 %) pfi optimalnim slozeni
mobilni faze, prutoku a teploté

t; = reten¢ni Cas latky, (min)

tr = relativni retencni Cas latky (%) vztazeny na reten¢ni ¢as (100 %) pfi optimalnim

sloZzeni mobilni faze, pritoku a teploté

Tab.19: Vliv zmény slozZeni mobilni faze pro retinol

Pomér MF ti (min) tr (%) A Ar(%)
MeOH:voda,
MeOH:propanol

97:3, 62:38 0,720 91,0 20770,80 103,7
96:4, 61:39 0,743 93,9 20757,50 103,6
93:7, 58:42 0,909 114,9 19863,73 99,2
94:6, 59:41 0,859 108,6 19891,69 99,3
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Tab.20: Vliv zmény slozeni mobilni faze pro a-tokoferol

Pomér MF ti (min) tr (%) A Ar(%)
MeOH:voda,
MeOH:propanol
97:3, 62:38 1,589 73,0 2266,19 39,2
96:4, 61:39 1,736 79,8 5662,53 98,1
93:7, 58:42 Nelze Nelze Nelze Nelze
detekovat detekovat detekovat detekovat

94:6, 59:41 2,763 127,0 4834,36 83,7

Tab.21: Vliv zmény sloZeni mobilni faze pro retinyl-palmitat

Pomér MF ti (min) tr (%) A Ar(%)
MeOH:voda,
MeOH:propanol
97:3, 62:38 4,088 90,4 78398,88 99,8
96:4, 61:39 4,300 95,1 78541,28 100,0
93:7, 58:42 4,678 103,5 78311,82 99,7
94:6, 59:41 4,588 101,5 78818,77 100,4
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Tab.22: Vliv zmény slozeni mobilni faze pro retinyl-stearat

Pomér MF
MeOH:voda,
MeOH:propanol

97:3, 62:38
96:4, 61:39
93:7, 58:42

94:6, 59:41

n=3

ti (min)

4,426
4,604
4,921

4,843

tr (%)

92,0
95,0
102,5

100,8

A

30280,39
30847,95
30646,43

30332,31

Ar(%)

99,3
101,2
100,5

99,5
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% Vliv zmény priitoku mobilni faze na reten¢ni ¢as latek

Standardni pritok pouzivany pro tuto metodu je 3 ml/min. Hodnoty reten¢nich Cast
(min) latek jsou:

retinol 0,791

a-tokoferol 2,175

retinyl-palmitat 4,421

retinyl-stearat 4,801
Priitok byl ménén o = 7 %.
Hodnoty ti (min) a tg (%) byly vypocitany obdobné jako pii testovani vlivu slozeni

mobilni fdze na reten¢ni Cas a plochu piku analyzované latky.

Tab.23: Vliv zmény prutoku mobilni faze

Retinol a-tokoferol Retinyl-palmitat | Retinyl-stearat

Prutok t R ti tr t tr ti tr

(ml/min) | (min) (%) (min) (%) (min) (%) (min) (%)

2,95 0,814 | 1029 | 2,266 | 1042 4525 |1008 | 4,813 | 100,3
2,90 0,824 104,1 | 2,255 | 103,6 | 4,547 100,8 | 4,849 | 101,0
2,80 0,854 108,0 | 2,403 | 110,5 | 4,666 103,2 | 4,965 | 103,4
3,05 0,783 99,9 2,123 1 97,6 | 4,441 98,2 4,717 | 98,3
3,10 0,764 96,5 2,047 941 | 4,384 97,0 4,658 | 97,0
3,15 0,758 | 958 2,115 97,2 | 4359 964 | 4,626 | 96,4
3,20 0,741 | 937 2,003 92,1 | 4302 |952 4568 | 95,1
n=3
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% Vliv teploty na reten¢ni ¢as analyzované latky

Retenc¢ni ¢as analytli (min.) pfi teploté 25 °C:

0,795

retinol

o-tokoferol

retinyl-palmitat

retinyl-stearat

2,201
4,504
4,785

Hodnoty tr (%) byly vypocitany jako v pfedchozich popsanych testovanych

parametrech.

Tab 24: Vliv teploty na reten¢ni Cas analyzované latky

Teplota
°O)

30

35

40

45

50

n=2

Retinol

t.

(min)

0,792

0,766
0,744
0,724

0,702

tr (%)

99,6

96,3
93,6
91,0

88,4

o-tokoferol

t; tr (%)
(min)

2,178 | 98,9
1,967 | 89,4
1,791 | 814
1,644 | 747
1,561 | 68,2

Metoda je ve zvolenych parametrech robustni.

Retinyl-palmitat

ti (min)

4,477

4,344
4,214
4,088

3,967

tr (%)

99,4

96,4
93,6
90,8

88,1

Retinyl-stearat

t.

(min)

4,745

4,593
4,450
4,324

4,214

tr
(%)

99,2

102,0
93,0
90,4

88,0
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5.2.2.6. Stabilita

Stabilita byla testovana na smeési standardnich roztok latek v methanolu pti uchovéavani

za danych podminek.

1. pfi laboratorni teploté 22 °C

2. v lednici pti 4 °C

3. v mraznicce pii -25 °C

Koncentrace latek byla vyjadiena plochou piku.

Smérodatna odchylka plochy piku Sg (%) byla vypoctena dle vzorce:

Sr =100 . (A;- Ag) / Ao

Tab.25: Plocha pikid v ¢ase t=0

Latka

retinol

o-tokoferol

retinyl-palmitat

retinyl-stearat

Plocha piku -25 °C | Plocha piku 4 °C

20454,05
5296,38
76407,68

28276,80

Tab.26: Stabilita - retinol

t (hod)
0

24

48

72

tyden

-25°C

20454,05

20495,00

20486,78

20507,20

20525,60

Sr (%)
0,00
0,20
0,16
0,26

0,35

22344,22
5576,71
80106,28

31006,12

4°C Sk (%)
22344,22 | 0,00
22377,74 | 0,15
2245590 | 0,50
2252521 | 0,81

22657,04 | 1,40

Plocha piku 22 °C

21620,25
5411,59
80201,07

30428,34

22 °C Sr (%)
21620,25 | 0,00
22917,47 | 6,00
22701,26 | 5.00
25511,89 | 18,00

27980,93 | 29,42
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Tab.27: Stabilita - a-tokoferol

t (hod)
0

24

48

72

tyden

Tab.28: Stabilita - retinyl-palmitat

t (hod)
0

24

48

72

tyden

-25°C

5296,38

5301,67

5308,56

5314,92

5329,22

-25°C

76407,68

76507,00

76560,49

76576,51

76797,36

Sr (%)
0,00
0,10
0,23
0,35

0,62

Sr (%)
0,00
0,13
0,20
0,23

0,51

4°C

5576,71

5582,23

5585,08

5594,56

5581,73

4°C

80106,28

80659,01

81067,56

82108,94

92122,22

Sr (%)
0,00
0,10
0,15
0,32

0,90

Sr (%)
0,00
0,69
1,2

2,5

15

22 °C

5411,59

5536,06

5687,58

5866,12

6499,31

22 °C

80201,07

81748,95

96642,29

100291,44

149542,92

Sr (%)
0,00
2,30
5,10
8,40

20,10

Sr (%)
0,00
1,93
20,50
25,05

86,46
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Tab.29: Stabilita - retinyl-stearat

t(hod) | -25°C

0 28276,80
24 28148,18
48 28305,08
72 28324,87

tyden 28333,35

Sr (%)
0,00
0,05
0,10
0,17

0,20

4°C

31006,12

31068,13

31089,84

31099,14

31533,22

Sr (%)
0,00
0,20
0,27
0,30

1,70

22 °C

30428,34

30997,35

32938,68

36331,44

39642,04

Sr (%)
0,00
1,87
8,25
19,40

30.00

Roztok retinolu je stabilni minimalné jeden tyden pii teploté - 25 °C, roztok a-toko-

ferolu si zachova stabilitu minimalné jeden tyden pii teploté 4 °C. Roztoky retinyl-

palmitatu a retinyl-stearatu zlstanou stabilni minimalné jeden tyden pii teploté - 25 °C.

Smérodatna odchylka je v téchto ptipadech mensi nez 1 %.
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6.ZAVER
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6.1. Vyvoj a optimalizace metody

e Byly stanoveny optimalni chromatografické podminky pro soucasné stanoveni

retinolu, a-tokoferolu, retinyl-palmitatu a retinyl-stearatu v lidském séru.
e Byly nalezeny optimalni vinové délky pro detekci jednotlivych latek:

Tab.30: absorp¢ni vinové délky

retinol 325 nm
a-tokoferol 295 nm
retinyl-palmitat 330 nm
retinyl-stearat 330 nm

e Byla zvolena gradientova eluce. Jako optimalni se ukazaly mobilni faze ¢.1:

methanol : voda 95 : 5 a ¢.2: methanol : 2 — propanol 6 : 4.
e Jako vhodna rychlost prutoku byla vybrana rychlost 3,0 ml/min.

e Pii testovani zpiisobilosti systému byla zjiSténa tato data:
> Uginnost kolony vyjadfena poétem teoretickych pater N byla > 900.
» Asymetrie pikt byla T < 2,0.
» RozliSeni chromatografickych pikti bylo Rjj> 1,5.
» Opakovatelnost  vyjadiena  jako  smérodatna  odchylka byla
RSD < 5,0 %.

e Byly stanoveny dalsi valida¢ni parametry:
» Linearita. Linearita metody byla testovana v rozsahu koncentraci
¢ =01 — 10 umol/l pro retinol, 0,5 — 50 umol/l pro a-tokoferol,
0,5 — 40 umol/I pro retinyl-palmitat a 0,5 — 20 umol/l pro retinyl-stearat.
Korela¢ni koeficienty byly ve vSech ptipadech R > 0,999.
» Stabilita. Byla méfena stabilita smési standardnich roztokd v methanolu

po dobu jednoho tydne. Roztok retinolu je stabilni pfi teploté - 25 °C
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minimaln¢ jeden tyden, roztok o-tokoferolu zlstane stabilni
pii teplot¢ 4 °C minimaln¢ jeden tyden, roztoky retinyl-palmitatu a
retinyl-stearatu  si  zachovaji stabilitu minimaln¢ jeden tyden
pfi teploté - 25 °C.

» LOD. Limit detekce byl urcen jako pétindsobek Sumu.

Tab.31: Limit detekce

Latka LOD (umol/l)
retinol 0,04
o-tokoferol 0,50

retinyl-palmitat | 9,40 . 107

retinyl-stearat 0,05

» LOQ. Kvantifika¢ni limit byl uréen jako desetinasobek odezvy

slepého pokusu Sumu.

Tab.32: Limit kvantifikace

Latka LOQ (umol/l)
retinol 0,08
o-tokoferol 1,10

retinyl-palmitat | 1,88 .10

retinyl-stearat 0,10

> Robustnost. Robustnost byla zjisténa pomoci tfech parametrt:

zmeény sloZeni mobilni faze, teploty a pritoku mobilni faze.

e Byl nalezen extrakéni postup zajiStujici 98 % vytéznost.
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6.2. Klinické vyuziti metody

Tato metoda je vyuzivana v klinické praxi pro stanoveni estert retinolu a jednotlivych
vitamind pfi vitamin A absorpénim testu u onkologickych nemocnych pfi testovani
poskozeni sliznice stfeva béhem chemoterapeutické 1écby. Pacienti jsou rozdéleni
do ttech skupin podle zptisobu 1éCby.

1. chemoterapie

2. radioterapie

3. kontrolni skupina — zdravi dobrovolnici

Ptiklady stanoveni retinolu, a-tokoferolu, retinyl-palmitatu a retinyl-stearatu v krevnim

séru zdravého dobrovolnika béhem vitamin A absorpéniho testu dokumentuji Obr. 23 a

24,

2

w
o
o

2E0

retinol

0,68
340

w
[~
o

alfa tokoferol retinyl stearat
2,21 4,82

=00

T 1T | LI | LI I T 1T | T 1T | T T 1T I LI | T 1T | T T 1T | T T T | LI | TTTT
a.5 1.0 1.5 2.0 .5 2.0 2.5 4.0 4.5 5.0 5.5 X
it

Obr.23: Chromatogram krevniho séra pfed podanim vitaminu A. Koncentrace latek:
retinol 3,06 umol/l, a-tokoferol 15,31 umol/l, retinyl-palmitat nebyl detekovan, retinyl-
stearat 0,50 umol/I.
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retinyl palmitat

mAU J 4,50
3203
=504 retingl
= 0,68
340_3 retinyl stearat
= 4,78
320—3
3 alfa tokoferol
= 2,16
300
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5

ity

Obr.24:. Chromatogram krevniho séra 5 hodin po podani 360 000 IU vitaminu A.
Koncentrace latek: retinol 3,62 pmol/l, a-tokoferol 13,03 pmol/l, retinyl-
palmitat 37,88 pmol/l, retinyl-stearat 18,04 pmol/l.

Metoda vyznamné pftispéla k rozsifeni spektra vySetieni pouzivanych pro studium
novych chemoterapeutik a pomohla ziskat nové poznatky, které odkryvaji dalsi

moznosti vyzkumu v oblasti 1é€by nddorovych onemocnéni.

Prace byla také prezentovana na Soutézi mladych analytickych chemikl o cenu firmy

Merck v Olomouci 2006.

Prace byla piedstavena formou posteru na konferenci SKVIMP 2006.
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VYVOJ A VALIDACE HPLC METODY PRO STANOVENI ESTERU
RETINOLU V LIDSKEM SERU S VYUZITIM MONOLITICKE KOLONY A
DIODE-ARRAY DETEKCE

Lenka Krémovd®, Lubor Urbanek'?, Dagmar Solichovd®, Bohuslav Melichar®, Josef

Dvoidk®, Veronika Opletalovd®, Petr Solich!

'Katedra analytické chemie a ’Katedra farmaceutické chemie a kontroly 1éCiv,
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Univerzita Karlova v Praze, Heyrovského
1203, 500 05 Hradec Kralové
*K linika gerontologick4 a metabolick4 a “Klinika onkologie a radioterapie, Fakultni

nemocnice Hradec Kralové, Sokolska 581, 500 05 Hradec Kralové

Vitamin A, puvodné nazyvany jako axeroftol, je podle svého ucinku nejdéle
znamym vitaminem. Jeho izolaci v Cisté formé a stanoveni struktury molekuly
umoznily az na pocatku 20. stoleti moderni analytické metody. V 50. letech doporucila
IUPAC pro tento vitamin nazev retinol’.

Vitamin A patii do skupiny vitamint rozpustnych v tucich. Po chemické strance
je to alkohol obsahujici ve své molekule Sesticlenny B-jononovy kruh s bocnim
fetézcem sloZzenym ze dvou izoprenoidnich jednotek.(obr. 1)

Konjugace all-trans retinoidi s mastnymi kyselinami poskytuje retinyl-estery
(obr.1), které piedstavuji zdsobu vitaminu A hlavné v jatrech. Zde jsou nejvice
zastoupeny estery kyseliny palmitové a stearové.

CH CH, CH,
N R

3

CH,

CH, retinol R=H

Obr.¢. 1 retinyl-palmitét R = Cy4sH3,0
retinyl-stearét R = Cy5H350

Absorpce vitaminu A na kartdfovém lemu tenkého stieva je Uzce spojena
s metabolismem lipidd. Po prichodu stfevni sténou je retinol navazdn na CRBP (cell-

retinol-binding-protein) typu II. Dale dochazi k esterifikaci retinolu s mastnymi
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kyselinami s dlouhymi fetézci katalyzované lecitin-retinol-acyltransferasou. Vzniklé
estery jsou pomoci chylomikront dopraveny pres lymfaticky a krevni systém do jater®.

Estery retinolu jsou prevazné¢ uzivany ke studiu metabolismu lipidi napf.
chylomikronli, chylomikronremnantii a lipoproteind, ale i pro sledovani zmén pii
poskozeni sliznice stfeva, které patii mezi nejcastéjsi toxické projevy protinddorové
chemoterapie a radioterapie. Zmény permeability sliznice tenkého stfeva lze
monitorovat retinol absorpnim testem, kdy je pacientovi nalacno odebran vzorek
srazlivé krve (2ml), a poté je mu podana zatézovaci davka vitaminu A o sile 360 000
IU. Za pét hodin po podani je odebran druhy vzorek srazlivé krve a nasledné je
provedena analyza retinolu a jeho esterii’.

Pro stanoveni vitaminu A a jeho estert se v sou¢asnosti uziva piredevsim riznych
modifikaci separacnich postupl s vyuzitim vysokoucinné kapalinové chromatografie
(HPLC) po predchozi extrakci ze vzorku. Pro detekci casto slouzi fluorescencni
detektory, ¢i univerzalni UV detektory, ale wuplatiuji se také postupy s
elektrochemickou detekei®,

Nové¢ vyvinutda HPLC metoda pro stanoveni esteri retinolu vyuziva piednosti
monolitnich staciondrnich fazi. Monolity jsou separaéni média, ktera lze pfirovnat
k jediné velké Castici majici tvar i objem zcela zapliujici vnitiek separa¢ni kolony.
Proti typickym kolondm plnénym drobnymi casticemi silikagelu, monolity neobsahuji
mezicasticové prostory, kterymi se v klasickych kolonach uskutectiuje valna c¢ést
prittoku. Proto musi veskera mobilni faze protékat pory monolitu®. Monolitni kolona
obsahuje dvojitou strukturu porti, makropéry (2 um) a mezopory (13 nm). Tato dvojita
struktura poért zptisobuje, Ze stacionarni fize ma porozitu vétsi nez 80 % coz umoziuje
provadét analyzu s mnohem menSim zpétnym tlakem neZz u konvenéni Césticové
kolony, které maji porozitu jen okolo 65 %. Pritok mobilni faze aZ do 9 ml/min potom
umoziuje dosazeni mnohem rychlejsi separace. Diky nizkym tlakovym narokiim lze
nekolik monolitnich kolon zapojit do série a zvysit tim pocet teoretickych pater.
Pritokovy gradient umozinuje redukci reekvilibracniho ¢asu kolony. Vnitini povrch
sorbentu miiZe byt chemicky modifikovén stejné jako konvenéni materialy®’.

Ne&které prace zabyvajici se stanovenim esteri retinolu uvadi dobu analyzy pfi
pouziti Easticovych stacionarnich fazi 12-20 minut.®®!® Pouziti monolitni kolony
znacn¢ zkrati celkovy Cas analyzy, coz vyznamné piispiva i ke sniZzeni celkové spotieby

rozpoustédel.
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V na$i praci jsme vyvinuli, validovali a optimalizovali HPLC metodu, ktera
umoznuje detekci a kvantifikaci retinolu, a-tokoferolu, retinyl-palmitatu a -stearatu, a
tim 1 sledovani zmén poSkozeni sliznice stfeva v rdmci absorpéniho testu. Metodou lze
stanovit také kyselinu retinovou, retinyl-acetat a -propionat. Tyto latky vSak nebyly pro
dalsi vyzkum dilezité, a proto nebyla provedena jejich validace.

Nova metoda byla vypracovana na kapalinovém chromatografu LC 200
vybaveném autosamplerem, kolonovym termostatem, diode-array detektorem a fizeném
softwarem Turbochrom PE verze 4.1 (Perkin Elmer, USA). Pro vlastni separaci byla
pouzita monolitni kolona Chromolith Performance RP-18e, 100 x 4,6 mm (Merck,
Némecko) s gradientovou eluci. V Case 0-2,1 min. byla mobilni faze tvofena smési
metanol:voda (95:5). Pii této mobilni fazi byl eluovan retinol a a-tokoferol. Estery
retinolu (palmitat a stearat) byly eluovany smésnou mobilni fazi methanol:2-propanol
(60:40)v rozmezi 2,1-4,9 min. Pratokova rychlost mobilni faze byla 3 ml/min, teplota
25°C a nasttikované mnozstvi vzorku bylo 20 pl. Retinol byl detekovan pfi vinové délce
325 nm, a-tokoferol pfi 295 nm a retinyl-palmitat a -stearat pfi 330 nm. Celkova doba
analyzy byla 6 min.

Vzorek krevniho séra byl pfipraven metodou liquid-liquid extrakce (LLE).
K 0,5 ml séra bylo ptfidano 2,5 ml extrakéni smési hexan:toluen (8:2). Po protfepani
(5 min. na tfepacce) bylo sérum deproteinovano piidavkem 0,5 ml lihu denaturovaného
methanolem. Po deproteinaci séra byl vzorek opét protiepan (5 min.) a dale
centrifugovan 10 min. pfi 1 600 x g a 0°C. Z horni organické faze bylo nasledné
odebrano 2,0 ml supernatantu, ktery byl odpafen pomoci koncentratoru (Eppendorf,
Némecko). Pro zvySeni vytéznosti byla provedena dvojitd extrakce, jejiz oba podily
byly spojeny a spole¢né odpaieny.

Tato metoda byla prakticky pouzita pro stanoveni esteril retinolu a jednotlivych
vitamind pfi absorpénim testu u onkologickych nemocnych pfi testovani poskozeni
sliznice stfeva béhem chemoterapeutické 1écby. Vyznamné pfispéla k rozsiteni spektra
vySetfeni pro studium novych chemoterapeutik a pomohla ziskat nové poznatky, které

odkryvaji dalsi moznosti vyzkumu v oblasti 1é¢by nadorovych onemocnéni.
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Priklady stanoveni retinolu, o-tokoferolu, retinyl-palmitatu a -stearatu v krevnim séru

zdravého dobrovolnika béhem retinol absorp¢niho testu:
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Obr.¢. 2 Chromatogram krevniho séra pted podanim vitaminu A. Koncentrace latek:
retinol 3,06 umol/l, a-tokoferol 15,31 pmol/l, retinyl-palmitat nebyl detekovan, retinyl-
stearat 0,50 umol/l
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Obr.¢. 3 Chromatogram krevniho séra 5 hodin po podani 360 000 IU vitaminu A.
Koncentrace latek: retinol 3,62 pmol/l, a-tokoferol 13,03 pmol/l, retinyl-palmitat
37,88 umol/l, retinyl-stearat 18,04 umol/I.
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INTESTINAL MUCOSAL DAMAGE MONITORING
IN CANCER PATIENTS TREATED WITH CYTOTOXIC
DRUGS

D. Solichovd, L. Krémovd, L. Urbdnek, B. Melichar, 1. Svobodovd,
V. Opletalovd, V. Bldha, F. Zdinsky

Dept. of Metabolic Care and Gerontology, Dept. of Oncology and
Radiotherapy, Teaching Hospital, Hradec Krdlové, Czech Republic
Dept. of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control, Faculty of
Pharmacy Charles University, Hradec Krdlové

Absorption test of vitamin A is used for monitoring of intestinal per-
meability and may represent a sensitive indicator of intestinal damage. In
human, dietary retinyl esters, the major sources of vitamin A are com-
pletely hydrolyzed after ingestion in the intestine by the pancreatic enzy-
me, pancreatic triglyceride lipase (PTL), and intestinal brush border
enzyme, phospholipase B. Unesterified retinol is taken up by the entero-
cytes, perhaps involving both diffusion and protein-mediated facilitated
transport. Once in the cell, retinol is complexed with cellular retinol-
binding protein type 2 (CRBP2) and the complex serves as a substrate
for reesterification of the retinol by the enzyme lecithin:retinol acyltrans-
ferase (LRAT). Retinol not bound to CRBP2 is esterified by acyl-CoA
acyltransferase (ARAT). The retinyl esters are incorporated into chylo-
microns, intestinal lipoproteins that transport other dietary lipids.
Chylomicrons containing newly absorbed retinyl esters are then secreted
into the lymph.

In this present study, a simple and rapid reversed-phase HPLC pro-
cedure for selective and sensitive determination of retinyl esters in blood
serum has been developed and used for monitoring intestinal mucosal
damage in cancer patients treated with cytotoxic drugs after absorption
test of vitamin A.

The monolithic column Chromolith Performance RP-1 8e (100x 4.6
mm), Merck (Darmstadt, Germany) and HPLC instrumentation Series
L.C 200 from Perkin Elmer (Norwalk, USA) attached to the Perkin Elmer
Turbochrom Chromatography Work-Station version 4.1. was used for
monitorig of retinyl-palmitate and retinyl-stearate in patients treated with
different cytotoxic drugs. The gradient elution was used for analysis of
retinyl esters, mobil phase methanol:water (95:5) in 0-2.1 min and
methanol: 2-propanol (60:40) in 2.1-4.9 min, flow rate 3 ml/min. The
injection volume of sample was 20 pl and analysis was done in ambient
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temperature. The retinyl esters were monitored at 330 nm and analysis
was achieved in 6 minutes. The method was used for analysis of samples
of oncology patients for monitoring changes of intestinal permeability
after treatment by chemotherapy.

Literature:
Harrison E.H., Hussain M.M. Mechanisms Involved in the Intestinal
Digestion and Absorption of Dietary Vitamin A. J. Nutr. 2001;131:

1405-1408.
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Abstract

Absorption test of vitamin A is used for monitoring of intestinal permeability and may represent a
sensitive indicator of intestinal damage. In human, dietary retinyl esters, the major sources of vitamin
A are completely hydrolyzed after ingestion in the intestine by the pancreatic enzyme, pancreatic
triglyceride lipase (PTL), and intestinal brush border enzyme, phospholipase B. Unesterified retinol
is taken up by the enterocytes, perhaps involving both diffusion and protein-mediated facilitated
transport. Once in the cell, retinol is complexed with cellular retinol-binding protein type 2 (CRBP2)
and the complex serves as a substrate for reesterification of the retinol by the enzyme lecithin:retinol
acyltransferase (LRAT). Retinol not bound to CRBP2 is esterified by acyl-CoA acyltransferase
(ARAT). The retinyl esters are incorporated into chylomicrons, intestinal lipoproteins that transport
other dietary lipids. Chylomicrons containing newly absorbed retinyl esters are then secreted into the
lymph.

In this present study, a simple and rapid reversed-phase HPLC procedure for selective and sensitive
determination of retinyl esters in blood serum has been developed and used for monitoring intestinal
mucosal damage in cancer patients treated with cytotoxic drugs after absorption test of vitamin A.
The monolithic column Chromolith Performance RP-18e (100 x 4.6 mm), Merck (Darmstadt,
Germany) and HPLC instrumentation Series LC 200 from Perkin Elmer (Norwalk, USA) attached to
the Perkin Elmer Turbochrom Chromatography Work-Station version 4.1. was used for monitoring of
retinyl-palmitate and retinyl-stearate in patients treated with different cytotoxic drugs. The gradient
elution was used for analysis of retinyl esters, mobile phase methanol:water (95:5) in 0-2.1 min and
methanol:2-propanol (60:40) in 2.1-4.9 min, flow rate 3 ml min™%. The injection volume of sample
was 20 pl and analysis was done at ambient temperature. The retinyl esters were monitored at 330
nm and analysis was achieved in 6 minutes. The method was used for analysis of samples of
oncology patients for monitoring changes of intestinal permeability after treatment by chemotherapy.

Aim
The aim of this study was a development of a novel, simple and rapid reversed-phase
HPLC procedure for selective and sensitive determination of retinyl esters in blood

serum. This method was used for monitoring intestinal mucosal damage in cancer

patients treated with cytotoxic drugs after absorption test of vitamin A.

Methods

The new type of monolithic column
R Chromolith Performance RP-18e (100 x

4.6 mm), Merck (Darmstadt, Germany)

and HPLC instrumentation Series LC
retinyl-palmitate R=CysH;0 200 from Perkin Elmer (Norwalk, USA)
R=CyHxO attached to the Perkin Elmer
Turbochrom Chromatography Work-Station version 4.1. was used for monitoring of retinyl-
palmitate and retinyl-stearate in patients treated with different cytotoxic drugs. The gradient
elution was used for analysis of retinyl esters, mobile phase methanol:water (95:5) in 0-2.1
min and methanol:2-propanol (60:40) in 2.1-4.9 min, flow rate 3 ml min™. The injection
volume of sample was 20 ul and analysis was done at ambient temperature. The DAD
detection of o-tocopherol and retinol was carried out at 295 nm and 325 nm respectively,
retinyl esters were monitored at 330 nm wavelength. Analysis was achieved in 6 minutes.

retinol

CH3 retinyl-stearate

Figure 1:

Patient serum before absorption test

retinol 3.06 umol I, a-tocopherol 15.31 zmol I, retinyl-palmitate under
limit of detection, retinyl-stearate 0.50 zmol I*

Results

Figure 2:

Patient serum after absorption test (360 000 IU of vitamin A, after
5 hours)

retinol 3.62 umol I, a-tocopherol 13.03 umol I, retinyl-palmitate 37.88
umol I'%, retinyl-stearate 18.04 zmol I,

Table 1:
Validation characteristics of HPLC method for analysis of retinol,
a-tocopherol and retinyl esters
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IPRIITEET | IREHIE tocopherol | -palmitate | -stearate
L'T’Raz;'ty 09997 | 0.9998 0.9995 0.9998
Accuracy RSD
%) 5.29 6.68 8.10 5.65
Repeatability
RSD (%) 1.92 3.97 4.26 3.19
LOD  140.10?| 50.107 | 94.10° | 50.10?
(umol 1)
"OQ,I 8.0.107 11 1.88.107 | 1.0.10"
(umol 1)

Conclusions

The novel and rapid HPLC method for analysis of retinyl esters in human serum after absorption vitamin A test
was developed and used for monitoring of intestinal permeability changes after treatment by chemotherapy.
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