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Abstrakt

Optimalizace chromatografickych podminek pro HPLC

stanoveni biologicky aktivnich latek

Diplomova prace
Eva Kotikova
Univerzita Karlova v Praze, Farmaceutick& fakultdradci Kralové,

Katedra farmaceutické chemie a kontrolivé

Adenosintrifosfat (ATP), adenosindifosfat (ADP),eadsinmonofosfat (AMP),
kreatin (C) a fosfokreatin (CP) jsou polarni latkyelkym vyznamem nejen v lidském
organismu. V této praci se pdda vyvinout HPLC/UV metodu, ktera umadije
separaci vSecheéthto latek za izokratické eluce. Jako vhodna steni faze byla
vybrdna zirkoniova kolona, jejiz hlavnitguinosti oproti klasickym silikagelovym
kolonam je stabilita v celé Skale pH i f@plotach az do 200°C.

Nejlepsi separace tak bylo dosaZeno na KolodirChront- PHASE,
s pouzitim dvouslozkové mobilni faze  sifmkem 1 ml/min - slozka A: 10mM
hydrogenfosforénanovy pufr, pH 7 a slozka B: 100% acetonitril. &e&e byla
provadna pomoci UV detektoruipvinovych délkach 254 nm pro ATP, ADP, AMP,
CAMP a g 215 nm pro C a CP. Vysledné retancasy i téchto podminkach byly:
CAMP = 2,1 min, C = 3,7 min, AMP = 4,7 min, CP Z6@nin, ADP = 10,7 min,
ATP =279 min. B analyze srdéni tkare byl vzorek nejprve mechanicky
homogenizovan s 57 ul 100mM EDTA a naskediidan 0,5 ml 0,66M chlazené
HCIO,4. Po deproteinaci byliglan 1 ml 0,66M KHPO, a vzorek centrifugovan 5 min
pii 10000 otékach. Supernatant byl odebran a 20 pl iflasito na kolonu.
Pro zajis¢ni dostatené stability vzorku bylo nezbytné po celou dobuaimrvzorku
udrZovat teplotu %C.



Abstract

Optimalization of HPLC conditions for determination of

biological active compounds

Diploma thesis

Eva Kotikova
Charles University in Prague, Faculty of Pharmaciiiadec Kralové,

Department of Pharmaceutical Chemistry and Drugt@bn

Adenosine triphosphate (ATP), adenosine diphosph@®P), adenosin
monophosphate (AMP), creatine (C) and phosphooed€P) are polar substances of
great importance not only for the human body. Is tiiork HPLC / UV method which
allows the separation of these substances in Boogtution was developed. As a
suitable stationary phase zirconia column was ahosEhe main advantage in
comparison with the traditional silica columns tahslity in the whole range of pH as

well as at temperatures up to 200 °C.

The best separation was achieved on a ZirCirelRHASE column by using
a binary mobile phase with flow rate 1 ml/min - tPAr 10 mM hydrogenphosphate
buffer, pH 7 and Part B: 100% acetonitrile. Theedgbn was performed by using a UV
detector at wavelengths of 254 nm for ATP, ADP, AMRMP and 215 nm for C and
CP. The final retention time valves under thesedtmms were: cCAMP = 2.1 min,
C =3.7 min, AMP = 4.7 min, CP = 6.4 min, 10.7 rsitADP, ATP = 27.9 min. In the
analysis of cardiac tissue the sample was mecHgnibamogenised with 57ul
of 100mM EDTA first and then 0.5 ml icecold 0.66MCKD,; was added. 1 ml 0.66 M
KoHPO, was added after the proces of deproteination dmh the sample was
centrifuged for 5 min at 10,000 rpm. Afterwardsupernatant was removed and (@0
of this supernatant were injected onto the coluAtdequate stability of the sample was
provided by the maintenance of temperatut@ throughout the whole proces of the

sample preparation.
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Seznam zkratek

HPLC — High Performance Liquid Chromatography
ACN — acetonitril

MeOH — methanol

ATP - Adenosintrifosfat disodny

ADP - Adenosindifosfat sodny

AMP - Adenosinmonofosfat sodny

cAMP - Cyklicky adenosinmonofosfat

CP - Creatinfosfat

C - Creatin

MF — mobilni faze

EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova
PBD - polybutadien

RP- reverzni faze



1. Uvod



Adenosintrifosfat (ATP), adenosindifosfat (ADP),eadsinmonofosfat (AMP),
kreatin (C) a fosfokreatin (CP) jsou polarni latkyelkym vyznamem nejen v lidském
organismu. Cilem této prace bylo vyvinout HPLC/U\etodu, kterd by umoznila

separaci vsechithto latek.

V¢étSina dosavadnich analyz byla realizovana na &rerenich fazich (chemicky
vazané stacionarni faze) ze silikagelu, na jehazgbovych hydroxylovych skupinach
jsou chemickou reakci navazanymé radikaly. Silikagel je nejrozéngjSim polarnim
sorbentem pro svoji relativni chemickou stabiliysoky stupé reprodukovatelnosti,
velky vyker velikostic¢astic, ptiméru pofii a ploch povrch. Tento sorbent ma vsak také
sva omezeni, a to zejména nestabilituvysSich teplotach a v SirSim rozmezi pHi. P
zvySeni teploty nad 60°C dochazi ke kondenzacidxdiovych skupin, a tim ke z&n¢
vlastnosti kolony (nap selektivita, ztrata celistvosti kolony)fiFpH > 8,0 dochazi
k rozpoustni sorbentu a odfpovani navazanych skupin &ipH < 2,0 dochazi
k hydrolyze hydroxylovych vazeb. Ztohoto hledisigou vyhodwjSi zirkoniové

kolony, které jsou stabilni v celém rozmezi pHiagplotach az do 200°C.

Stanovované latky (adeninribonukleotidy, kreatinfasfokreatin) maji velky
vyznam pro lidsky organismus. Podili se na ¢at& metabolickych procés Diky své
dulezitosti byly tyto latky v posledni débcasto pedmeétem studii. Stanovuje se
nag. mnoZzstvi &chto latek za patologickych staynag. po akutnim infarktu myokardu
& mozkové ischémii). Zadna #dhto analyz ale nebyla dosud provedena na zirkéniov

kolone.

V teoretické casti této diplomové prace je stnd popsana problematika
a instrumentace HPLC, vlastnosti oxidu zirkit@ho, zakladni informace o vyznamu
stanovovanych latek a sty souhrn metod, které jiz byly pouZzity pro sepatachto

latek.

Experimentélnicast diplomové prace je za&mena na vyvoj chromatografickych
podminek vhodnych pro séasné stanoveni ATP, ADP, AMP, cAMP, C a CP
na zirkoniové kolo& a naslednou aplikaci této metodji pnalyze realného vzorku

kraliciho myokardu.
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2. Teoretickadast
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2.1 Vysoko®inna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokol&inna kapalinovda chromatografie je jedna z nejpreigréjSich
analytickych metod, ktera umidje jak kvantitativni (plocha chromatografickéhépi
tak kvalitativni (retetini ¢as) hodnoceni latek. Tato metoda je vhodna pilend
netkavych a polarnich latek, jejichz analyzabpznou plynovou chromatografii byva
casto obtizna. #stroj, na kterém se analyzy provéadi, je kapalin@hyomatograf
(viz obr. 1)@ @),

2.1.1 Princip HPLC

Podobr jako @i papirové a tenkovrstvé chromatografii, jéleshi zaloZeno
na separaci analytna zaklad jejich distribuce mezi stacionarni a mobilni fazi.
Proudni mobilni faze probiha za vysokého tlaku, kterycttuje piitok. Behem
separace dochazi k mnoha igp interakci (adsorpce, roddvani, iontova vymina,
sitovy efekt gelu). Dikyémto interakcim je mozné selektivra (&inné délit smési
prakticky vSech organickych latek rozpustnych veldyaredinych kyselinach nebo

organickych rozpoustllech®: ©)

Obr. 1Schéma kapalinového chromatografu®: 1. zasobniky mobilni faze, 2. degasser

(odplyiove), 3. ventil pro vytvéeni gradientu, 4. misici nadoba MF, 5. vysokotispadlo
(pumpa), 6. spinaci ventil v poloze ,Inject’, 8pinaci ventil v poloze ,Load", 7. davkovaci
zarizeni (‘autosampler ), 8igmkolona, 9. analyticka kolona, 10. detektor, Yhodnocovaci

za‘izeni, 12. odpadni nadoba
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Graficky zaznam zavislosti signélu detektorudase se nazyva chromatogram.
Patatek chromatogramu je kladen do okamziku fiikastvzorku na kolonu. Kazdé
roz&klené slozce analytu odpovida na chromatogramu jedenktery ma v idealnim
piipadt tvar Gaussovy ivky. Poloha jejiho vrcholu se nazyva retenhcas - k.
Predpokladem Usg$né analyzy je optimalizace chromatografickych piatk tak,
aby jednotlivé separované slozky analytélynostré a symetrické chromatografické

piky, rozdtlené az na zakladni linf" ©.

Mobilni faze

Mobilni faze museji byt velmicisté a zbavené rozpégiych plyni
(probublavanim heliem, tigobenim ultrazvuku nebo vakua). K zisk&mimgienych
separdnich vlastnosti je nutny vhodny wibmobilni faze. Podle etmi (&innosti jsou
rozpoustdla rozdlena do eluotropnifady. Pro zlepSeni separace analyzovanych latek

se do mobilni faze fize @idat malé mnoZzstvi kyseliny, alkalie nebo pufru.

P pouziti reverznich fazi se wreptji pouziva jako mobilni faze st vody
a methanolu nebo acetonitrilu. Eluotropada zde plati v obracenémiadi a methanol
tak ma vy3si ekni (sinnost nez vod&.

Pumpy

Moderni gFistroje umo#uji pracovat s tlaky az 130 MPa.ulBzita je velka
piesnost a reprodukovatelnostifmkia v celé Skale pracovnich tlakCerpadia jsou
roz&lovana na pulzni a bezpulzni. Pouzivaji se pistov@mbranova nebo pistov
membranova. Konstrdki feSeni v kombinaci s automatickym ovladanim obvykle
uspokojiv feSi minimalizaci pulez. Materialem pro vyrobuwerpadel v HPLC je
neiastji nerezova ocel, titan a keramika. V kapalinovéoohatografii se vyuziva dvou
modi cerpani mobilnich fazi. Jedna se o méd isokratikly,je za nernného piitoku
cerpana jedna mobilni faze (jednoslozkova nebo MdZkeva edem smichana),
alternativié lze cerpat zarovie ze dvou azétyi rezervoal pii konstantnim porru
slozek a konstantnim {gtoku. A dale je to gradientovy mod, kdy vapéhu jedné
analyzy lze mnit sloZeni i pitok mobilni faze. Kvalitni chromatograficke izzeni

slad'uje ¢innost ventiti a serpadel tak, aby gradientovy profil byl reprodukiziay @
(6)
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Davkovaci z&izeni

Automatické davkowge (autosamplery) jsou spojené se zasobnikem wzork
ve kterém jsou umi&by malé nddobky na vzorky (vialky), uzané pryZovym septem.
Je rékolik druhi konstrukniho spojeni injeéni stikacky davkovd@e se zasobnikem
vzorki. MuaZe se jednat o typ, kdy je injak skikacka davkovae fixni a pohybuje se
pouze zasobnik vzorku pod zvednutou jehldgikatky nebo je fixni zasobnik vzoik
a pohybuje se raménko injald stikatky davkova&e nebo zasobnik i injéki skikacka
davkovae jsou fixni a vialka je roboticky dopravena pocednutou jehlu injedni
stiikasky davkovae © @),

2.1.2. Kolony

Kolony pro HPLC jsou ocelové, plastové nebo séhentrubice o délce 5-30 cm
aovnitnim paméru  2,1-4,6 mm. Jsou nagmy vhodnou stacionarni fazi
(tzv. sorbent), ktera musi byt naprosto homogenmivaontrna. Spoje mezi kolonou,
davkov@&em a detektorem jsou kapilarni (\nit pamér 0,5 mm) nejasgji z nerez
oceli. Einnost separace, doba analyzy a pracovni tlak g8uivs rostouci délkou
kolony a naopak klesaji s rostoucindmirem &astic napli & @- ©

Stacionarni faze

Separani &innost HPLC je vyznaminovlivnéna velikosti, tvarem, porozitou,
strukturou, ale i homogenitaidstic stacionarni faz€im mensi a homogenjsi ¢astice
jsou, tim vetSi je &inna plocha a sepamd innost. Pro separaci latek na zakiad
adsorpce se vyuzivAd nemodifikovany silikagel, ktema na svém povrchu van
piistupné skupiny Si-OH a naéh se polarni latky adsorbuji pomoci vodikovych
mustka. Oxid hlinity je vhod®jSim adsorbentem pro mé&npolarni latky.
Pti rozdklovaci chromatografii se v séasné dob velmi ¢asto pouzivaji chemicky
modifikované stacionarni faze, u kterych jsou pomailylace na povrch silikagelu
navazany izné radikaly, které modifikuji vlastnosti faze, ména jeji polaritu.
V piipac navazani polarnich skupin, jako je hapCN, se vysledna polarita vyrazn
zvysuje. Nejastji se vSak jedna o navazani nepolarnich, uhlikatgtdzci, obsahujici

8-18 uhlikovych atorin Jednd se tak o obraceny systém, tzv. reverzd (BRP).
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vysoky stupé reprodukovatelnosti, velky v¥b velikosti ¢astic, piméru pém a ploch
povrchi. Tento sorbent ma vSak také sva omezeni, a toépgymestabilitu ip vySSich
teplotach a v SirSim rozmezi pHii RvySeni teploty nad 60°C dochazi ke kondenzaci
hydroxylovych skupin, a tim ke zZm¢ vlastnosti kolony (nap selektivita, ztrata
celistvosti kolony). B pH > 8,0 dochazi krozpousti sorbentu a od&povani

navazanych skupin d&ipH < 2,0 dochazi k hydrolyze hydroxylovych vazeb.

Pro dleni ve vod rozpustnych latek iontového charakteru jsateny stacionarni

faze s vlastnostmi iontonica.

K déleni vysokomolekularnich sl¢éanin (nap. bilkovin, polysachariél) jsou
vhodné polymerni gely. Zvlastni pozornost také wagi tzv. chirdaini stacionarni faze,

které umoduji separaci optickych izomief": @),

2.1.3 Detektory

K detekci separovanych latek sétdinou vyuziva obecnych nebo specifickych
vlastnosti, kterymi se tyto latky odliSuji od matiifaze. Na této bazi se také rozliSuji
univerzalni a selektivni detektory. Na detektorg piPLC jsou obecahkladeny vysoké
naroky, edevsSim na citlivost, reprodukovatelnost, lineaodiezvy, nezavislost odezvy
na znéné sloZzeni MF pi gradientové eluci a univerzalnost (detekce v3eadilenych

slozek vzorkuf®: ©.

Spektrofotometrické detektory

Jsou to negjastji pouzivané detektoryipHPLC analyze latek, které maji zmeu

citlivost (10° az 10'° g/ml) a Ize je pouZivatipgradientové eluci.

VétSina organickych latek absorbuje v oblasti UNterd, rékteré i ve viditelné
oblasti s¥tla. i méieni je moZnost vybratkolik vinovych délek (filtrové), nebo jsou
detektory opaeny monochromatorem a pracuji na principu spekinofetru v rozsahu
190 - 400 nm. Pro#iuji absorbanci elektromagnetickéha'ead urité vinové délky

slozkami analytu, které protékaji celou detektdr( ©
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DAD (diode array detector} spektrofotometr s diodovym polem — j&eny
pocitatem a snima celé absom spektrum eluatu v kazdé sekdndHodnoti I€ivo
sowasre pri nékolika vinovych délkach a porovnava pémy absorbanci. Vysledkem je
trojrozmeérny chromatogram (zavislost absorbance na vinol@&ede natase). Z tohoto

chromatogramu Ize rychle identifikovat latky a padiv i jejich cistotu ™ @,

Fluorimetrické detektory

Pouzivaji se s vyhodou u latek, kdy analyt vyka#lyerescenci, nebo u latek,
u kterych je mozno provést derivatizaci vhodnyimidly a prevést je na fluoreskujici
derivaty. Tyto detektory jsou proto m€aniverzalni nez UV detektory, ale maji vysSi
citlivost (10° az 10" g/ml) a jsou selektivgsi " ©),

Elektrochemické detektory

Tyto detektory umaiuiji zjistit velmi nizké koncentrace latek v eluentpiipack,
Ze tyto latky jsou elektrochemicky aktivni (redulat®iné nebo oxidovatelné). & se
proud protékajici mezi polarizovatelnou pracovrekabdou a pomocnou elektrodou
v zavislosti na vlozeném n&p. Detektor pracuje kbl jako polarograficky se rtwvou

kapkovou elektrodou, nebo s tuhou elektrodou zhetou nap z grafitu™: @ ©)

Refraktometrické detektory

Tyto detektory niii rozdilny index lomu meztistou mobilni fazi a mobilni fazi
s analytem vytékajicim z kolony. Jsou univerzahghodnoti jakoukoliv latku, ale jsou
pouzivané spisSe vyjina¢ kvili svym nevyhodam. Mezi ty nejtSi Ize z@adit malou

citlivost (10° g/ml), nutnost termostatovani a moZnost pouZitizeoisokratické eluce
L), (2

Hmotnostni spektrometr (MS)

Hmotnostni spektrometrie je analytickd metoda,&igevadi molekuly na ionty
a tyto ionty nasledhrozliSuje podle poru hmotnosti a naboje (m/z) a zaznamenava
relativni intenzitu jednotlivych spekter. Hmotndstepektrometr se sklada zéi t
z&kladnich¢asti, a to z iontového zdrojer§vadi neutralni molekuly analytu na nabité
Castice — tzv. ionizace), hmotnostniho analyzataedcluje ionty v plynné fazi
za vysokého vakua podte/? a detektoru (detekce ianpo jejich separaci podle/z

a ugeni relativni intenzity jednotlivych io} @ ©.
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Po vystupu z HPLC kolony se musi odstrartiéhytek mobilni faze a molekuly
analytu v plynném stavu jsou ionizovany v hmotnomstrspektrometru. Je¢kolik
ionizatnich technik, které se vyuzivaji. Jednou z nicklgktronova ionizace (El), ktera
pati mezi tzv. tvrdé ionizéni techniky, pi které dochazi k vyrazné fragmentaci
molekuly. Pro spojeni s HPLC se vSak dasgji pouzivaji nékké neboli Setrné
ionizatni techniky, kdy zisk& ionizovand molekula mnohemn&i mnoZstvi energie
oproti EI a vznika tak minimum fragmentovanych iontJedna se o ionizace
za atmosférického tlaku, tzv. API: elektrosprej -SIE chemicka ionizace
za atmosférického tlaku - APCI, fotoionizace za @dférického tlaku - APPI). Spojeni
HPLC-MS je vysoce selektivni a citlivé a poskytujadu udaj potrebnych

pro identifikaci i kvantifikaci latel®: ©®: ©)

2.2 Kolony na bazi oxidu zirkonkitého

Rozpustnost silikageluipvySSim pH mobilni faze vedlo k vyvoji alternatich
HPLC kolon na bazi oxid kovii, zejména oxidu zirkotiitého (ZrQ). Oxid zirkontity
Ize pripravit v podolé monodisperznich poréznich kulovychste&ek. Takto pipravené

kolony vykazuiji srovnatelnou efektivitu se silikémeymi kolonami(”.

Oxid zirkonkity existuje v amorfni a v mnoha krystalografickyfcinmach. Tento

material ma zajimavé vlastnosti a tedné aplikace v moderni technologf.

NejvetSi vyhodou oxidu zirkowitého je jeho chemickd a tepelna stabilita. Oxid
zirkonicity je stabilni v celém rozsahu pHjfipvysokém tlaku a snese teploty az
do 200°C. Tato velka stabilita je vyhodna hlavwroto, Ze tyto kolony mohou byt
pouzity za extrémnich podminek (fagisténi kolony), prodluZuje se tim jejich
Zivotnost a doba analyzy se za vysokych teplotti#oku miZze zkréatit az osmnactkrat
bez vyrazného snizeni rozliSeni oprotiztoym podminkam. Také se sniZuje cena

za analyzu a roziiji se moZnosti pouzitiiznych chromatografickych podmin&k
(12)
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2.2.1 Fyzikalni vlastnosti ZrO,

Precipitace ZrO,

ZrO, muze byt gipravovan precipitaci ze zirkonia, jeho soli nebkoxid.

Metoda pipravy silré ovliviiuje vlastnosti precipitat{® =) (4. (15). @6. @1

Mechanismus krystalizace zavisi na pklage. Je zaloZzen na tetramerni striektu
zirkoniovych slogenin nachazejicich se v pevné fazi a v roztoku. @ypnproces
krystalizace fi extrémnich hodnotach pH temnosiuje vznik tetragonalni struktury,
zatimco rychla precipitace vede ke vzniku amorfr@izeniny ¢i monoklinické faze
(tu podporuje zaitivanf) 18 19). (20

Krystalinita

ZrO;, existuje veityrech formach — amorfni, tetragondlni, kubické a nkbnka
(viz obr. 2). Optické, tepelné, mechanické a eleké& vlastnosti Zr@ zavisi na jeho

struktue - @1). (22)

Krystalografické formy se #émi z jedné na druhou nasledévn

117¢°C 268°C
monoklinickd €-> tetragonalni<—-> kubicka

Nicmérg, vSechny tyto krystalické formy Ize ziska& pjinohem nizSich teplotach.
Napiklad monoklinickd faze se da ziskat pomalym vysnégh z hydratovaného
hydroxidu zirkonéitého a odstramim kalu z fivodniho roztoku. Kubickou fazi Ize
ziskat podob&i Amorfni srazeniny se obvyklergmeni pii tepelném zpracovani
na metastabilni tetragondlni fazi a tu lzéeyést na monoklinickou fazi. Stupe

konverze nezavisi jen na tepipéle i na dobtrvani tepelnéhoimobeni®®: @3 4)

420-470°C 400-1000°C

Amorfni - tetragonalni (metastabilniy» monoklinicka
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Obr. 2 Struktury zr@ ™ : Atomova struktura (natie) a koordinani jednotky Zr a O (dole)
u nizkotlakych polymoff ZrO,: Kubicky (vlevo), tetragonalni (uprdsd) a monoklinicky (vpravo).
Tmavé kruhy oznauji kyslikovy atom a sstlé kruhy Zr.

2.2.2 Chemickeé vlastnosti

Pozoruhodna stabilita ZgOmize byt alespt casténé chapana na zaklad
monoklinické struktury. V monoklinické struktl je na kazdy atom zirkonia vazano
sedm atora kysliku. Na rozdil od silikagelu, kde kazdy atotierkiku ma pouzétyri
kysliky. Tato vlastnost Zisobuje velkou chemickou stabilitu ZrOChemické stabilita
byla mgtena v extrémnich podminkach pH v porovnani s oxiddrinitym
a silikagelem. V eluatu byly po pouziti extrémnibbdnot pH hledany rozpus$te

¢astice stacionarnich fazi. Zr®ylo na rozdil od ostatnich latek stabilni v cétéle pH
(25), (26)

Oxid zirkonkity ma jako jediny oxid kovutyti chemické povrchové vlastnosti -
kyselé, bazické, oxidujici a redukujici. &nito povrchovymi vlastnostmi souvisi

i vysoka katalyticka aktivita a selektivita Zs@ro konkrétni reakc€®.
Oxid zirkoniity ma na svém povrchu oproti silanolovym skupinaiiikagelu
adsorgni centra charakteru Lewisovych kyselin.thiiomu se do mobilnich fazi musi

piidavat pufry, aby kompenzovaly silné interak@hto center s hydroxylovymi,

fosfatovymici karboxylovymi skupinami v molekulach lat&k ¢7: 8
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Nemodifikovany oxid zirkoriity se pouziva v systému s normalnimi fazemi
(ZirChrom"®- PHASE).Castjsi je pouZiti oxidu zirkoritého v reverznim médu kdy se
povrch oxidu zirkoniittho modifikuje tenkou vrstvou polybutadienu (ZmGm"®-
PBD), polystyrenu (ZirChroftPS) nebo pyrolyticky vylateného uhliku (ZirChroff
CARB) .

Selektivita zirkoniovych fazi v normalnim médu @pEi nez u alkylsilikagelovych
fazi hlavre s ohledem na separace stereoisé@naevelmi podobnych sl@enin liSici se

polaritou (steroidy). V reverznim médu je lepiigeparaci sila polarnich latek”.

2.3 Stanovované latky

Tato diplomova prace je za&tena na optimalizaci chromatografickych podminek
pro analyzu naslednych andlytAdenosin-5"-trifosfat (ATP), Adenosin-5"-difosfat
(ADP), Adenosinmonofosfat (AMP), Cyklicky adenodh5’-monofosfat (CAMP),
Kreatin (C), Fosfokreatin (PC). Jedna se o latkiapn a velice vyznamné pro mnoho

funkci v organismu.

Mriviw s

Ztéchto latek jsou pro organismus (Zz&&ny i rostlinny) nejdlezitéjSi
adenosinfosfaty (neboli adeninribonukleotidy) = ATADP, AMP a cAMP. ATP je
nejdilezitéjSi energeticky metabolit bgk, komplex@ zapojeny do metabolismu
adenosinfosfdit, zaji¥uje skladovani afgnos chemické volné energie wiba, jeho
Stpenim (nejastji kinhzami, ATPazami a ligazami) vznikd ADP nebMR. Vyznam
adenosinfosfdt pro energetické pofry je zasadni. Energeticky staviity se vyjaduje
tzv. energetickym nabojem, ktery je mozno Wijpat z aktualnich intracelularnich
koncentraci ATP, ADP a AMP. Adenosinfosfaty sloteké jako vyznamné aktivatory
nebo inhibitory reguknich enzyni. ATP je inhibitorem katabolickych drah (hlavn

citratového cyklu a glykolyzy), ADP a AMP byvajiopak aktivatorydchto drah?®.
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2.3.1 Adenosin-5" -trifosfat = ATP

ATP je nukleotid, jehoZz molekula se skladaiZesiozek (viz obr. 3). Ve &du je
molekula cukru - ribGza, ktera je navazana naiadenytvai spolu adenosin a z druhé
strany cukru je navazéaetizec ti fosfatovych skupin (zbytky od kyseliny fosfore),
ktery je kltovy pro aktivitu ATP3?),

NH,

NEg N\
AL

o) o) o)
o'—lpl—o—llDl—o—llvl—o—cH2
(l)' (|)' (l)' O\
H H
OH OH

Obr. 3: Struktura ATP

Vyznam ATP:

VSechny zivé organismy, rostliny a #atia, vyZaduji neustalyfisun energie, aby
fungovaly. Energie se pouziva pro vSechny prock®re udrZuji organismus nazivu.
K nékterym z tchto proces dochazi neustéle, jako je metabolismus potravytéza
velkych biologicky dlezitych molekul (nap proteini a DNA) a transport molekul
aionfi v celém organismu. DalSi procesy se vyskytuji pouzi€itych obdobich, jako
je svalova kontrakce a dalSi iné pohyby. Zwviata ziskavaji svou energii oxidaci
potravin, rostliny vychytaji pomoci chlorofylu skeimi swtlo ve formg fotona.
Nicmére predtim, nez energie ide byt pouzita, je nejprve transformovana do podoby
kterou organismus zvladne snadno vyuZzit. Tentoidlmmost energie je molekula
adenosintrifosfatu - ATE: G0 1)

ATP vznik& hlavg pii oxidaci latek v koncovém oxidaim fetzci. Tentoretezec
je sledem redoxnicheéli, které probihaji na vriti membras mitochondrii pi procesu

burg¢ného dychani a fotosyntézy. Energie se uklada daaregni vazby mezi fosfaty.
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Tato vazba vrath uchova az 50 kJ energie. Pomoci eniyfmag. hydrolazy,
transferazy) je pak v mistpotteby molekula ATP rozloZzena na ADP nebo AMP

a fosfaty za uvokni energid®®: G

Enzymy jako katalyzatory pro uvaini energie z ATP:
» Ligazy — S&pi ATP na ADP nebo AMP a uvaina energie se uplatnfiyzniku
novych kovalentnich vazeb;
* Hydrolazy (ATPazy) — energie vznikl&ipéchto reakcich se vyuziva pro pohyb
nebo aktivni transport;
» Transferazy —fenaseji skteroucast z molekuly ATP na dalSi substrat;
prenasenowasti nize byt fosfat, ADP, AMP nebo adeno&ifi

Jen menstast ATP se sp&gbuje k mechanickému pohybu, mnohem vic molekul
ATP se spdebuje k uskui@ovani aktivnich transmembranovych transfport

(pt.: Na',K*-pumpa), syntéze protdira synaptickémuignosu v nervové tkafit?,

Stanoveni adeninovych nukleatida energetického stavu hikn ma vyznam

i pri charakterizaci poskozenfipschemii mozku a post-ischemické obnd®)

2.3.2 Adenosin-5"-difosfat = ADP

ADP je nukleotid tvéeny ¥emi sloZzkami (viz obr. 4). Jsou to cukr — ribdza,
adenin a d¥ fosfatové skupiny (zbytky od kyseliny fosforet). ADP je produkt
defosforylace ATP, vznikaji vifpad, Ze organismus pigbuje energit?.

NH,
NZ~ | N\>
A

0
o—llv—o—llv—o—c:H2
o) o)

. : o)
\

H H

OH OH

Obr. 4: Struktura ADP
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Vyznam ADP:

Po ATP je dalSim moZznym zdrojem energie, vzhledemswemu obsahu jedné
makroergické vazby. Potom #Zjnvnikd AMP a fosfat. A naopak z ADP se vyiva
pomoci ATPazy ATP, kdy k ADP sefipoji dalSi fosfatova skupina. Tato reakce

probiha pi fotosyntéze aip bunscné respiract?.

ADP je dilezity fyziologicky agonista, ktery hraje vyznamnoali pti normalni
homeostadze a u tvorby tronbADP totiZz aktivuje krevni desky pies 3 purinergni
receptory pro zrnu tvaru destiek, ¢imz dochazi k jejich shlukovani a dalsi kaskad
déju, vedoucich ke vzniku tronbpii krvaceni. Pochopeni funkce a vyznansahto
receptod vedlo k vyvoji I€Ki, jako je klopidogrel a tiklopidin, které jsou dnésgEsns
vyuzivany v I€b&¢ trombotickych poruch. Klopidogrel blokuje vazbu RD
na destikovy receptor, a tim zahtaje agregaci trombocyt Je podavan u do&gch

jako prevence proti aterotrombotickyrfipdam®®) ¢°)

2.3.3 Adenosinmonofosfat = AMP

AMP je nukleotid, ktery je tvieen z molekuly rib6zy, adeninu a jednoho fosfatu
(viz obr. 5).

NH,

NZ N\
P

o)
o'—Pl—o—c:H2
! 0
H H
OH OH

Obr. 5: Struktura AMP
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Vyznam AMP:

AMP neboli kyselina adenylova je nukleotid vznikajg€penim ATP pomoci
ligaz a hydrolytickym &penim cAMP pomoci fosfodiesterdzy. Jeho mnoZstvi
v bunkach roste P energetickém Werpani. B zvySovani koncentraci se aktivuji
katabolické procesy (zejména citratovy cyklus &glyza) a z&ne dophovani hladiny
ATP @9,

2.3.4 Cyklicky adenosin-3",5"-monofosfat = cCAMP

CAMP vznika z ATP psobenim membranového enzymu adenylatcyklazy (viz
obr. 6).

NH,
=
I \>
N
H ™

T

o=pP
l\o OH
@)

Obr. 6: Struktura cAMP

Vyznam cAMP:

Tato latka zastavautezitou funkci druhého posla v mnoha signalnichhéch.
Jeho pisobenim dochéazi k aktivaci proteinkinadz, které rediktivuji ¢i inhibuji
klicové enzymy nitrobuitného metabolismu. Pomoci specifickych fosfodiéztge
hydrolyzovana fosfodiesterova vazba cAMP a dockak ik rozkladu cAMP na AMP.

Fosfodiesterazy se tak podileji na Ugrénadiny &chto druhych poslv buikach ¢
37)
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2.3.5 Kreatin=C

Kreatin je dusikatd organickd kyselina (viz obr, Klerd se &n¢ nachazi

ve svalech vSech obratlavcV rostlinach obsazen neni.

(|3H3 @)
H->N N
2 ‘ \/\OH

NH

Obr. 7: Struktura C

Vyznam kreatinu:

Jeho funkci je fedevSim zasobeni swalenergii. V dob klidu je kreatin
reverzibilre fosforylovan na kreatinfosfat pomoci kreatinkinazgi intenzivni svalové
praci, kdy klesa koncentrace ATP, semosem fosfatu z kreatinfosfatu na ADPifvo
ATP @99

Vychozimi latkami pro syntézu jsou glycin a arginie odbouravan na kreatinin,

jednu z hlavnich dusikatych slozek g% ©®

Kreatin je hojg vyuzivan ke zvySeni sportovni vykonnosti, k urgctil
rehabilitace a byl usiné zkouSen v I&¢ neurologickych, neuromuskularnich
a aterosklerotickych onemasimi. Hraje také kbiovou roli v homeostaze mozkové

energie a podili se tak asové a prostorové path ) (40 (41). (42)

Mriviw s

trpi zavaznymi nedostatky, jakymi jsou maproblémy geci, ¢i epilepsie. Nedostatek

InZ

miize byt také hlavniipsinou mentalni retardadé®’.
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2.3.6 Fosfokreatin = kreatinfosfat = CP

Kreatinfosfat je fosforylovana molekula kreatinuz(wbr. 8). Fosfat je navazan

makroergickou vazbou, ktera se snadrpidt dok potreby ).

(|3H3 0
H,N N\v/ﬁ\
Y OH

O§P/N
o~ Yo

Obr. 8: Struktura CP

Vyznam kreatinfosfatu:

Je sodasti intracelularniho systému hospietd s energii. Neurony a svalové
buiky maji velké a kolisavé energetické pozadavky.sviaze zmirnit napi nahlé
energetické natmosti na ATP-ADP systém, tyto fiky pouZzivaji zalohu, kterou je PC-
C systém. Kreatin totiz fite v dol klidu prevzit vysokou energii fosfatové skupiny
z ATP a uloZit ji jako kreatinfosfat. Vifpad® potreby poté naopak e rychle vratit
vysokou energii fosfatu ADP a vytkib jednu molekulu ATP. Tato kapacita unioie
ulozit dalSi energii do hiky, zvySit ATP generaci na kratk@soveé obdobi, a tlumit tak

dopady né&hlé vysoké poptavky po AP 44

Reverzibilni fosforylace kreatinu je katalyzovanialika kreatinkinazami, které
se nejvice nachazeji v kosternim a &nilem svalu a dale v mozkové tkani.
Mitochondrialni  kreatinkindzy, spolu s cytosolickymzoenzymy kreatinkinazy
a vysoce difuzni kreatinkindzou katalyzuji vznike&tinfosfatu a poskytuji tintas
a prostor pro udrZzeni b&mé energetické homeostazyritBmnost kreatinkinazy
v plazne je znamkou poSkozeni tk&na v rekterych gFipadech je pouzivan
v diagnostice infarktu myokardtf: 4 %)
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2.4 Hehled vybranych metod pro stanoveni adeninribonukletidi,

kreatinu a fosfokreatinu

Diky velkému vyznamuéthto latek, pedevSim ATP, byla publikovaniada
studii a ¢lanki, které se zabyvaji #Zgobem separace a analyzgchto latek
z biologickych materidl a jejich kvantitativnim stanovenim. Nicn#érmpublikaci

zabyvajicich se s@asnou analyzou vSectchto analyt mnoho neni.

Ke stanoveni byly nd&fklad pouzity tyto metody:

+ luminisceréni stanoveni ATP v bakterii¢ff

+ mechanismus iontové vymy v HPLC®": 48). (49)

« HPLC s gradientovou elu€”

+ jon-pair RP chromatograffg?: 2 3). 54

» stanoveni CP enzymatickynigvedenim na ekvivalentni mnozstvi ATP

a zmereni tohoto nérstu®®

Souwasnou analyzou C, CP, AMP, ADP, ATP a hypoxantinizolované
prokrvené srdéni tkani pomoci HPLC publikoval napVolonté a kol. (2004) za
nasledujicich chromatografickych podminek: kolondl& mobilni faze obsahovala
215mM KH,PQy, 2,3mM hydrogensiranu tetrabutylamonného, 4% adeta a 0,4%
hydroxidu sodného za foku 1 ml/min a teplotou 25°C, n&kbvym objemem 20 pl
a detekci na UV ip vinové délce 220 nm. Analyzovana stdetkai byla mechanicky
homogenizovana s5 ml 0,4M HCJOPo vysrazeni s0,8 ml 2M KOH se itk
centrifuguje pi 0°C 10 min. Supernatant byl ndkhut na kolonu. Tato metoda poskytla

dobré chromatografické vysledkyi pélce analyzy 19 mindi®.

DalSi metodou bylo s@asné stanoveni adeninovych nuklebtal kreatinovych
slowenin v myokardu pomoci HPLC na reverzni fazi. Staérni fazi byla kolona C18,
detekce na UV detektoruip210 nm a rezim gradientové eluce. Mobilni fazdya
sloZzena z 0,2M KEPQ, 0 pH 5 a mobilni faze B z vody, ACN a methanolpomeéru
50/25/25. Bed prvnim nasgikem byla kolona ekvilibrovana 1% B. dase 1-4
min gradient zéal stoupat z 1%B az na 35%B.c¥se 4,2 minut se vratil gradientétp
ke sloZeni 1%B. Kolona byla ekvilibrovana j8t8 minut a celkova doba analyzy tak
byla 8 minut. Srdéni tk& byla homogenizovdna s 2 ml ledové 0,66M HELIO
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a centrifugovana (5 minip3000g, 4°C). 1 ml supernatantu byl zneutralizop@tdnim
0,66M KHPQ, ©7.

Mezi dalSi metody stanoveni purinovych bazi a mitidé, kreatinu
a fosfokreatinu v srami tkani pati iontow vyménna kapalinova chromatografie
na reverznich fazich. Jako stacionarni faze bylipe kolona s navazanymi C18. Byla
pouzita gradientova eluce s dvouslozkovou mobdai.fSlozka A byla tvi@na 35mM
KH,PO,, 6mM hydrogensulfatem tertabutylamonnym o pH &8mMM EDTA. Slozka
B byla tvaena snisi slozky A s ACN v porru 50:50. Gradientovy profil analyzy byl:
0-10 min. 98% A, 10-20 min se slozeni MF lingarménilo az do sloZeni
45% A: 55% B. Toto sloZeni bylo udrZzovano po zbyelalyzy. Celkova doba analyzy
byla 22 minut. Zmrzla srdei tkai byla homogenizovana sledovou 0,4M HEIO
a 0,5mM EGTA (ethylenglykoltetraoctova kyselinapa deseti minutach na ledu byl

piidan 0,5M KCO; az do pH 6,8. Po té bylo centrifugovano a supamatastiknut
(50)

V dalSi publikaci autiv vyuzili titanové kolony pro satasné stanoveni souboru
nukleotidi: AMP, ADP, ATP, UMP (uridinmonofosfat), UDP (uridiifosfat), UTP
(uridintrifosfat), GMP  (guanosinmonofosfat), GDP uémosindifosfat), GTP
(guanosintrifosfat), CMP (cytidinmonofosfat) a CTéytidintrifosfat). Zarové byly
stanovovany &které jejich meziprodukty, a to NAD (nikotinamideadn dinukleotid),
NADH (nikotinamid adenin dinukleotid v redukovar@h), UDP-Glu (uridindifosfat
glukézy) a UDP-GIuNAc (uridindifosfat N -acetylglakamin). Bylo vyuzZito UV
detekce B 254 nm, analyza probihala 26 minut a pouzita bjddnokrokova
gradientova eluce sijokem 1 mil/min. Mobilni faze byla dvousloZzkova, &ta A:
10mM fosforénanu sodného, slozka B: ACKY.
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3. Cil prace
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Cilem této diplomové prace bylo vyvinout vhodnéarhatografické podminky
pro sodasnou separaci ATP, ADP, AMP, cAMP, C a CP nardtiévni stacionarni fazi

a nasledatuto metodu aplikovatipanalyze realného vzorku.
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4. Experimentalni ¢ast
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4.1 Pouzité chemikalie

Methanol, Cromasofigradient grade, for HPL&99, 9%, Sigma-Aldrich, Bmecko

Acetonitril (ACN), Cromasol¥ gradient grade, for HPLG;99, 9%, Sigma-Aldrich,

Némecko

Natrium dihydrogenphosphoricum, Lachnéeska republika

Sodium hydroxide pellets, puris p.a., Sigma-Aldriskmecko

Vodacistena reverzni osmézou

Perchloric acid, Sigma-Aldrich,&hecko

Kyselina ethylendiamintetraoctova, Sigma-AldrickEniecko

Kalium hydrogenphosphoricum, Lachn€geska republika

Krali¢i plazma, Zoo Servis Ov Kralové nad Labem

Myokard kralika, Lékeska fakulta UK v Hradci Krélove, Katedra farmakatog
ATP — Adenosin 5’- triphosphate disodium sa@9%, Sigma-Aldrich, Mmecko
ADP - Adenosin 5°- diphosphate sodium sa@t8, 5%, Sigma-Aldrich, Bmecko
AMP - Adenosin 5°- monophosphate sodium $#8§%, Sigma-Aldrich, Bmecko
cAMP — Adenosin 5 cyklophosphoric ackR9%, Sigma - Aldrich, Bmecko
CP — Phosphocreatine disodium salt hydrate enzgm&8%, Sigma- Aldrich

C — Creatine monohydrat®9%, Sigma Aldrich, Rakousko
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4.2 Histrojové vybaveni

4.2.1 Chromatograficky systém

Méreni byla provagha na HPLC sestavLC 20A Prominence (Shimadzu,
Duisburg, Nmecko), ktera se sklada z degasseru, dvou pumB)Aautomatickeho
davkova@e vzorki (autosampleru), termostatovaného prostoru pro rkplaetektoru
UV/VIS a komunik&niho modulu.

Systém jefizen pgitacovym softwarem LC solution software, verze 1.21 SP1
(Shimadzu, Duisburg, &necko).

Chromatografické kolony:

ZirChrom®- PHASE, 150 x 4,6 mm i. d.; 5 um, ZirChrom Segargtinc., USA
ZirChrom® - PBD, 150 x 4,6 mm i. d.; 5 um, ZirChrom Sepanatinc., USA
LiChroCART® (C18), 50 x 3,0 mm i. d.; 5 um, Merckgecko

Predkolona:

ProTairf Systém, 20 x 2,1 mm i. d., ZirChrom Separation,,IVSA

4.2.2 Ostatni pouzité pistroje a pomicky

Vakuoveé filtra&ni zaizeni s filtrem o velikosti par0,45 pum
Ultrazvukova laze, Kraintek, Slovensko

Acidimetr, Eutech Instruments pH510, Nizozemi
Analytické vahy, Sartoriug,R

Centrifuga, IEC CL 31R Multispeed, Francie

Vortex, VELP Scietifica, P-LAB a.sGR

Thermomixer comfort, eppendorféhecko

Mikropipety

Laboratorni sklo
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4.3 Vyvoj chromatografickych podminek

4.3.1 Optimalizace chromatografickych podminek

SloZeni mobilni faze bylo optimalizovano tak, amsld k separaci vSech Sesti
analyzovanych latek (ATP, ADP, AMP, cAMP, CP, C)npmi HPLC/UV.
Optimalizovan byl druh a sila MF, jeji pH aipskova rychlost.

Byla pouzita izokraticka eluce s MF sloZenou zewg@sti — ACN a pufru, které
byly michany v poZzadovaném pérma chromatografickym systémem.ulyk mobilni
faze byl 1 ml/min.

Kolony byly termostatovany na teplotu 25°C. Teplataautosampleru byla
nastavena na 8°C, aby byla zachovana stabilita kuzqgx¥ed vlastni analyzou.

Nastikovy objem vzorku byl 20 pl.
4.3.2 Fiprava mobilni faze

Mobilni faze vZzdy obsahovala ACN a pufri@né sile a vizném ponru.

Nejdiive byl pipraven 50mM pufr NgHPO, bezvody. Do odrrné baiky bylo
navazeno fislusné mnozstvi NBIPO, a doplrno po rysku destilovanou vodou. Pufr
byl poté Zedin destilovanou vodou natipluSnou koncentraci,igfiltrovan pomoci
vakuové filtrace a pH upraveno na pozadovanou hodpomoci ¥ed. H:PO,. ACN
byl vzdy pouzit pimo ze zasobni lahve a nebyl nijak upravovan.

V tabulcec. 1 je uvedenighled zkousenych mobilnich fazi - jejialzné pordry,

pH ¢i sily pufni.
4.3.3 Fiprava roztoka standarda

Pti vyvoji chromatografickych podminek byly pouzivarngsobni roztoky analyt
o koncentraci 1 mg/ml. Do 5ml odiimé baiky bylo navazeno ifislusné mnozstvi
standardu a vodou dogimo po rysku. Roztoky byly nasletirerediny 50% ACN
na koncentraci 30 pg/ml pro cAMP, AMP, ADP, C a @Ppro ATP byl recin
na 60 pg/ml. Tyto roztoky byly poté nikbvany na kolonu. Po odebranifigiusného
mnoZzstvi analytu byly zasobni roztoky zamrazeny,s&bzamezilo jejich rozkladu.
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Péi méfeni realnych vzork plazmy byly pouZivany roztoky standard
o koncentraci 0,2 mg/ml. Vifpadt ATP a C byla pouZita koncentrace 2 mg/ml.

4.3.4 Detekce

Na z&klad predchozich meni byla zvolena detekce pomoci UV detektoru. Diky
rozdilnym hodnotam absanpich maxim jednotlivych analfyt byly pro detekci zvoleny
dv& vinové délky — 215 nm a 254 rin?.

Pro CP a C je vhodjsi vinovd délka 215 nm, ostatni analyty lépe aingior
pii 254 nm.

4.3.5 Uprava reélnych vzorka myokardu
Realné vzorky myokardu byly upravovanytha zmisoby.

Metoda ¢. 1: Ke vzorku myokardu (cca 50 mg) byl#igéno 0,5 ml 0,66M chlazené
kyseliny chloristé (HCI@), promichano pomoci vortexu a@igan 1 ml 0,66M
hydrogenfosforénanu draselného KiIPQ,) a zcentrifugovano 5 miniip4°C
a 10000 oté&ach. Po steeni byl odebran 1 ml do vialky a ndkhuto 20 pl

na kolonu.

Metoda ¢. 2: Ke vzorku myokardu (cca 50 mg) bylégano 57 pl 100mM kyseliny
ethylendiamintetraoctové (EDTA) a 0,5 ml 0,66M ddaé HCIQ,
promichano pomoci vortexu a@igan 1 ml 0,66M KHPQ,. Po centrifugaci
za stejnych podminek jako tigaeslé metody, byl @podebran 1 ml do vialky
a nastiknuto 20 pl na kolonu.
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5. Vysledky a diskuze

36



Pfi optimalizaci stacionarni faze byly zkouSenf§f tizné chromatografické

kolony. Prvni byla vyzkouSena reverzni staciondéze C18, na které byly &keny

podminky separace zqumeSlé diplomové prace Hlavnim nedostatkem bylanapa

reprodukovatelnost metody, ktera se ani po daldimafizaci nepodalo zlepsit.

Z tohoto divodu byla zvolena alternativni, zirkoniova, stador faze. Optimalizace

probihala nejprve na kolén ZirChront- PHASE. Pro srovnani byly nakonec

nejvhodrj$i podminky peneseny naiéti kolonu ZirChrorfi- PBD, kde nedoslo

ke zlepSeni podminek, a proto nebyla dale pouzivana

Pri optimalizaci sloZeni mobilni faze pro separacalgti byly zkouSeny i¥zné

typy pufmi, rizné pongry pufru a organického rozpoddta, sila pufru, pH a ftok

mobilni faze. NizZe, v tabulce 1, je uvederhded zkouSenych mobilnich fazi. Bylo

ponerné nara@né optimalizovat metodu tak, aby separace vSeek Byla uspokojiva.

NejcastjSim problémem byla nedostaété separace pik Spatny tvar pik, nebo pilis

dlouhyc¢as analyzy.

Tabulka 1: Pouzité mobilni faze

Anorganicka slozka MF

Organicka slozka MF —
acetonitril (ACN)

Efekt

10mM pufr (NHy)HPO, —

Nedostatena separace, po

65 % delSi dol stani vypadavaji
0 :
35 %, pH 7, pitok 1 ml/min krystaly pufru
8mM pufr NaHPQ, — 35 %, Spatné reprodukovatelnost
0
pH 7, pitok 1 ml/min 05 % (vyrazné rozdily v rozliSeni
9mM pufr NgHPO, - 40 %, ]
. 60 % Nedostatsa separace
pH 7, patok 1 ml/min
9mM pufr NgaHPQOs- 30 %, L
_ 70 % Vypadavaji krystaly pufru
pH 7, patok 1 ml/min
10mM pufr NaHPQ, - 35 %, Dobra separace i
65 %

pH 7, patok 1 ml/min

reprodukovatelnost
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10mM pufr NaHPQ, - 35 %,

Separace Spatna, a ATP

65 % , . _
pH 7, pitok 0.8 ml/min detekovano az po 30min
- o)
10mM pufr NaHPQ, - 35 %, 65 % Separace Spatna, koelucetp
pH 7, patok 0.9 ml/min
- 0
10mM pufr NaHPQ, - 35 %, 65 % Nedostaténa separace
pH 5.7, pfitok 1 ml/min
10mM pufr NaHPO; - 33 %, Separace i reprodukovateinc
67 %

pH 7, patok 1 ml/min

velmi dobra, ATP ve 27. mir
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Vliv stacionarni faze na separaci

Nejprve byla zkou$ena kolona se stacionarniRd&zi C18 LiChroCART®

Pti sloZzeni mobilni faze 35 % 10mM hydrogenfostmr@nu disodného (pH 7)
a 65 % ACN a prtoku 1 mi/min doslo k separaci vSech analyaDP vSak zadchto
podminek dosahovala jen velmi malé citlivosti vevsiani s ostatnimi analyty a pik
cAMP n¢l Spatny tvar (viz obr. 9). Hlavni nevyhodou vSakabnereprodukovatelnost
metody.
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AMP . 254nm
215nn

1250004

ATP

100000
75000
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5000 g
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Obr. 9: Chromatogram - Vliv stacionarni faze - LiChroCART ®
SlozZeni mobilni faze:35 % 10mM hydrogenfostar@n disodny (pH 7), 65 % ACN, {dok 1 ml/min

Jako druha stacionarni faze tak byla pouZita zidwen faze ZirChrom ®- PHASE
(viz obr. 10). Optimalizace metody probihala negpbez pouZziti fedklonky, nicméa
vzhledem k pouZziti metody pro biologické vzorky dylasleda vybrana pedkolonka
ProTailf Systém, kter& umeije analyzu biologickych vzotki na zirkoniovych

kolonach (viz obr. 11).
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cAMP “
| ADP

ATP

Obr. 10: Chromatogram - Vliv stacionarni faze - ZirChrom®- PHASE
SloZeni mobilni faze:35 % 10mM hydrogenfostor@n disodny (pH 7), 65 % ACN, {ok 1 ml/min
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Obr. 11: Chromatogram - Vliv stacionarni faze - ZirChrom®- PHASE + predkolonka ProTain®
SlozZeni mobilni faze:33 % 10mM hydrogenfostar@n disodny (pH 7), 67 % ACN,{gok 1 ml/min
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Vliv druhu pufru

Byla vyzkouSenarada puféi, které jsou vhodné pro analyzu na zirkoniovych
kolonach, (nap hydrogenfosforénan disodny dihydrat, hydrogenfosfonan disodny
bezvody — mezi nimi nebyl rozdil vseparaci a hgémfosforénan amonny).
Pti pouziti pufru hydrogenfosfoteanu amonneho doslo ke koeluci analgMP a C
azarové i AMP a CP (viz obr. 12). Navic po delSi @oktani pufru dochazelo
k vypadavani krystal pufru a hrozilo ucpani kolony. Vyragzrnepsi separace vSech
analyti bylo dosazeno za pouziti pufr hydrogenfosfoenu disodného (viz obr. 11),
kde vSak musela byt vyraznoptimalizovana sila pufru, aby taktéZ nedochazelo

k vypadavani pufru.
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Obr. 12: Chromatogram - Vliv druhu pufru — (NH ,),HPO,
Slozeni mobilni faze:35 % 10mM hydrogenfostar@n amonny (pH 7), 65 % ACN, ok 1 ml/min
Spatna separace fiik 1. cAMP, 2. C, 3. AMP, 4. CP, 5. ADP, 6. ATP
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Vliv molarity pufru

Jak jiz bylo zmigno, sila pufru mla vyrazny vliv na separaci analytCim byl
pufr slabsi, tim horSi byla separace i reprodulauast. S klesajici silou pufru klesal
i retertni ¢as jednotlivych analyt ¢imz se vSak zhorSovala separace. Jako nejwjgidn

sila pufru byl vybrdn 10mM hydrogenfosféran disodny § dodrZzeni ostatnich
podminek analyzy.

8mM pufr

Pti pouziti 8mM pufru nedoslo k dostéteéému oddleni piki jednotlivych analyd
(viz obr. 13) a také byla velice Spatna reprodukeivast (viz obr. 14).
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Obr. 13: Chromatogram - Vliv molarity pufru — 8 mM
Slozeni mobilni faze:35 % 8mM hydrogenfostaran disodny (pH 7), 65 % ACN, {dok 1 ml/min
Spatna separace fiik 1. cAMP, 2. C, 3. AMP, 4. CP, 5. ADP, 6. ATP
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Obr. 14: Chromatogram - Vliv molarity pufru — 8 mM
Slozeni mobilni faze:35 % 8mM hydrogenfostaran disodny (pH 7), 65 % ACN, {iok 1 ml/min
Cerrs je znazorana detekce i prvnim meieni, fialow pii opakovaném rieni, oboje fi 254 nm.

1.cAMP, 2. C, 3. AMP, 4. CP, 5. ADP, 6. ATP
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9mM pufr
Ani pii pouziti pufru o sile 9 mM se piky jednotlivych adyti dostaténe

neseparovaly (viz obr. 15) a také nebylo moznéyayaireprodukovat.
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Obr. 15: Chromatogram - Vliv molarity pufru — 9 mM
SlozZeni mobilni faze:40 % 9mM hydrogenfostavan disodny (pH 7), 60 % ACN, ok 1 ml/min.

10mM pufr

Pufr o sile 10 mM byl vybran jako nejvhagi vzhledem k dostateé separaci

jednotlivych analyi a zarové dostaténé reprodukovatelnosti (viz obr. 16).
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Obr. 16: Chromatogram - Vliv molarity pufru — 10 mM
SlozZeni mobilni faze:33 % 10mM hydrogenfostar@n disodny (pH 7), 67 % ACN,{gok 1 ml/min
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Vliv pH pufru

Vliv pH na separaci analytje vyrazny. NizSi pH zjsobilo zkraceni retémich
¢adl, vySSi pH naopak reténi casy zvySuje a zlepSuje separaci. pH {gezité také
pro stabilitu biologickych materi@la funknost kolony a pedkolonky. Ke zkouSeni
vhodného pH jsme zvolily rozmezi pH nejvhéii pro kolonu a fedkolonku
pii pouziti fosfatovych pufr stanovené vyrobcem (pH 5-7)fipH 5,7 nedochazi
k dostaténé separaci analyta ATP nemdlo Zzadnou odezvu (viz obr. 17)fiFpH 7

dochazi k dosateé separaci (viz obr. 18).
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Obr. 17: Chromatogram - Vliv pH pufru — 5,7
Slozeni mobilni faze:35 % 10mM hydrogenfostoran disodny (pH 5,7), 65 % ACN,jtok 1 ml/min
Spatna separace fitk 1. cAMP, 2. C, 3. AMP, 4. CP, 5. ADP
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Obr. 18: Chromatogram - Vliv pH pufru -7
SloZeni mobilni faze:35 % 10mM hydrogenfostor@n disodny (pH 7), 65 % ACN, {ok 1 ml/min
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Vliv pr atoku mobilni faze

Pt hledani nejvhod¥jsi priitokové rychlosti byly pouzity tyto podminky: ACN:
10mM pufr hydrogenfosfoeman disodny, pH 7, ptok 0,8 ml/min, piétok 0,9 ml/min

a1l ml/min.

Pt pratoku 0,8 ml/min i 0,9 ml/min byla velice Spatnapaeace. V obou
piipadech dochéazelo ke koeluci piku cAMP s C a CRMPA

V pripact provadgnych analyz byla jako nejlepSitpokova rychlost zvolena

1 mil/min, @i které bylo dosazeno nejlepsi separacetpodné délce analyzy.

Finalni podminky pro separaci

Na zaklad optimalizace jednotlivych chromatografickych podek byly nakonec
vybrany nasledujici podminky umgici separaci vSech hodnocenych analyt
Stacionarni fazi byla kolona ZirChr6mPHASE s pedkolonou ProTaif Systém,
mobilni faze obsahovala 33 % 10mM hydrogenfosioa@u disodného (pH7) a 67 %
ACN pii pratoku 1 ml/min. Na obr. 19 je uveden finalni chroogaam, ktery doklada
dostaténou separaci vSech hodnocenych arial{g cCAMP = 2,1 min, C = 3,7 min,
AMP = 4,7 min, CP = 6,4 min, ADP = 10,7 min, ATR2%9 min.
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Obr. 19: Chromatogram - Finalni podminky
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Testy stability

Z divodu zjiSeEného rozkladu &kterych analyi pri delSim stani za dinych
laboratornich podminek, bylo nutné provést testbiltyy aby byly zajiSény
co nejvhodgjSi podminky pi tpraw realného vzorku.

Vzhledem k tomu, Ze tk&myokardu nebylo k dispozici velké mnoZzstvi, byta p
test stability pouzita plazma. Do té byltidano esné mnoZstvi standardu ATP a CP,
tedy latek, které maji nejtdi tendenci se rozkladat. Pracemi stability ¥&chto analyl
byla vyuzita metodd. 1 (viz kapitola 4.3.5) pro zpracovani vzorku anky hodnoceny
pii dvou teplotach, a to 4°C a 25°C. Tyto teplotyybgbdrzovany po celou dobu prace
se vzorkem.

Pripravené vzorky byly analyzovany dase pipravy (t=0) a poté v 10., 30., 60.
a 120. minut.
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CP

Na obr. 20 je ietelné, Ze degradace analytutpplot 25°C probiha velmi rychle.
Jiz po 30 minutach kleslo mnozstvi CP & 20 %. B méieni realnych vzork by
tedy kvantifikace mohla byt négsna, proto byla zvolena pro praci se vzorky teplot
4°C.

CP
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Obr. 20: Stabilita CP p¥i 25°

Pi teplo& 4°C byl rozklad analytu viditetnhpomalejSi. Po 30 minutdch bylo
ve vzorku 98 % a po 120 minutach stalegesiolo 87 % CP (viz obr. 21).
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Obr. 21: Stabilita CP p¥i 4°C
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ATP

U ATP byl rozklad pi 25°C je& vyrazrgjSi, v 10. minw vzorek obsahoval
pouze 40 % fwvodniho obsahu a po 60 minutach se jiz ATP ve wzorddal detekovat

(viz obr. 22). Proto neni tato teplota vhodna pralgzu realnych vzork

ATP

120 +
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -

obsah[%]

0 10 30 60 120

t[min]

Obr. 22: Stabilita ATP p¥i 25°C

Pti teplo® 4°C byl rozklad viditeltd pomalejsi. V 10. mingtbylo ve vzorku je&t
asi 80% a ani po 120 minutdch nedoSlo, na rozdilladmbratorni teploty, k tak

dramatickému rozkladu ATP ve vzorku (viz obr. 23).
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Obr. 23: Stabilita ATP p¥i 4°C
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Tabulka 2.: Porovnani obsahu analytv procentech) vase (v minutach) 7/ danych

teplotach.
latka CP ATP
teplota 4°C 25°C 4°C 25°C
Cas Obsah Obsah Obsah Obsah
(min) (%) (%) (%) (%)
0 100 100 100 100
10 98,5 92,2 82,5 38,1
30 98,3 82,1 78,1 7,5
60 98,1 81,5 78,0 0
120 87,8 80,6 75,8 0
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Reélné vzorky myokardu

Realné vzorky myokardu byly ihned po odebrani ¢kdamrazeny na -8C. Teésng
pied analyzou byly vyjmuty z mrazaku a po celou dppracovani vzorku byly ulozeny
na ledu, aby bylo dosazeno stalé teploty do 4°C.raZemé vzorky byly

homogenizovany mixérem a po té zpracovanyntlv metodami:

Metoda ¢. 1: Ke vzorku myokardu (cca 50 mg) byléigédno 0,5 ml 0,66M chlazené
kyseliny chloristé (HCIG), promichano pomoci vortexu &igén 1 ml 0,66M
hydrogenfosforénanu draselného gkiPQ,) a zcentrifugovano 5 mintip4°C
a 10000 ot&kach. Po steeni byl odebran 1 ml do vialky a nékhuto 20 pl

na kolonu.

Metoda ¢. 2: Ke vzorku myokardu (cca 50 mg) byléigano 57 pl 200mM kyseliny
ethylendiamintetraoctové (EDTA) a 0,5 ml 0,66M ddaé HCIQ,
promichano pomoci vortexu d@igan 1 ml 0,66M KHPQO,. Po centrifugaci
za stejnych podminek jako tigaeslé metody, byl @podebran 1 ml do vialky

a nastiknuto 20 pl na kolonu.

Po nastiknuti realného vzorku na kolonu byly éele piky latek z biologického
materialu. Bohuzel doSlo ke koeluci cCAMP s latkdmalogického materialu na Zatku

chromatografu, takze v realném vzorku rigmbyt obsah cAMP hodnocen.

U vzorku zpracovaného metodoéu2 doSlo k lepSi separaci hodnocenych analyt
od pozadi biologického materialu, a prototg¢o metoda vyhodisi pro kvantifikaci

zkoumanych latek.
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Metoda ¢é. 1
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Obr. 24: Chromatogram - Zpracovani vzorku myokardu metodou¢. 1 (viz kapitola 4.3.5)
ZirChrom ®- PHASE + ProTain”
SloZeni mobilni faze:33 % 10mM hydrogenfostor@n disodny (pH 7), 67 % ACN, {ok 1 ml/min

Metoda €. 2
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Obr. 25: Chromatogram - Zpracovani vzorku myokardu metodou¢. 2 (viz kapitola 4.3.5)
ZirChrom ®- PHASE + ProTain®
SlozZeni mobilni faze:33 % 10mM hydrogenfostar@n disodny (pH 7), 67 % ACN,{dok 1 ml/min
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Aby bylo mozné kvantifikovat obsah zkoumanych latetiedlném vzorku, bylo

vyuzito standardniho ffdavku zkoumanych latek o znamé koncentraci. Bdapi

standard a ogtovném nastknuti vzorku byla vypéitdna koncentrace vapodnim

vzorku ze z¥tSené plochy pod pikem a znamé koncentrace stamtiargidavku.

Tabulka 3
Stanovovana A tr (o} C,
latka [nm] [min] [Lg/ml] [Lg/ml]
ATP 254 28,4 86,09 93,94
ADP 254 10,6 75,50 55,33
AMP 254 4.6 65,50 55,54
cAMP 254 Nelze hodnotit Nelze hodnotit Nelze hodn
C 215 3,7 270,94 181,35
CP 215 6,3 98,90 53,84

A —vinova délka v nm,ipkteré byla latka ¥ena

tr— reterni ¢as latky v minutach

¢ — koncentrace latky ve vzorku myokardu v pghypogitand podle standartnihatigavku,

vzorek upravovan metodau 1

¢, — koncentrace latky ve vzorku myokardu v pghypocitand podle standartnihatigavku,

vzorek upravovan metod@u 2

~

Z vyslediki uvedenych v tabulce 3 je patrné, Z& ppracovani vzorku metodou 2
tedy vhod¥si
pro kvantifikaci analyt. Pongry adeninribonukleoti@l a ponér C a CP vysly rozdikn

nedochazi

k tak velkému

rozkladu

jednotlivych

latel je

pii Upraw vzorki dvéma metodami. # Upraw metodou 1 byl pogr ATP: ADP: AMP
1,31:1,14: 1 a C: CP 2,74: 1. Yipact metody 2, tedy sifdavkem EDTA, byl porér
ATP: ADP: AMP 1,69: 1: 1 a C: CP 3,37: 1. Pro daéuziti by tedy byla vhodna
optimalizace metody 2 pro Upravu realnych vzork
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6. Zaver
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V této diplomové praci byla popsana optimalizacedrych chromatografickych
podminek pro satasnou separaci ATP, ADP, AMP, cAMP, C a CP na mnikeé
kolons. Nejprve byla okrajo¥ zminina separace na LiChroCARkolorg, na které se
nepodd#lo najit vhodné podminky. Nasledirbyl popsan vyvoj chromatografickych
podminek na kolahZirChronf- PHASE. Cilem préce bylo vyvinout podminky, které

by umoznily sotasnou analyzu vSech stanovovanych latek.

NejvétsSi problémy byly spojeny s vylem vhodné mobilni faze, protoze velmi
casto dochazelo kvysrazeni pufru. Zairoueylo poteba, aby byl dostate¢ silny
a doSlo k separaci analyzovanych latek. Vysledoéeetak byla zvolena izokratickd,
s mobilni f&zi obsahujici 33 % slozky A: 10mM fastmanovypufr o pH 7 a 67 %
slozky B: acetonitril. Detekce probihal& @15 nm pro C a CP &i®54 nm pro ATP,
ADP, AMP a cAMP. Pitok mobilni faze byl 1 ml/min. # téchto podminkach

se pod#lo dosahnout dobré separace vSech afi@yhetoda byla reprodukovatelna.

Vysledné retetni casy g findlnich podminkdch byly: cAMP = 2,1 min,
C = 3,7 min, AMP = 4,7 min, CP = 6,4 min, ADP =7@yin, ATP = 27,9 min
Vyvinuta metoda byla ugpre aplikovana i analyze realného vzorku myokardu.

Poddilo se kvantifikovat vS8echny hodnocené analyty & aAMP, ktery bohuZel

koeluoval stelem piki latek z biologického materialu.
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