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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra analytické chemie

Kandidat: Zuzana Mikanova

Skolitel: doc. RNDr. Lenka Kujovska Krémova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Vyvoj a optimalizace nové chromatografické metody pro

stanoveni retinolu v mo¢i

Tato diplomova prace se zabyvd vyvojem metody pro stanoveni retinolu
a kreatininu v mo¢i pomoci ultra-vysokouc¢inné kapalinové chromatografie. Cilem bylo
vytvofit optimalni chromatografické podminky pro klinicky vyzkum.

Experimenty byly provadény na piistroji UHPLC Nexera, (Shimadzu, Japonsko)
s hmotnostnim spektrometrem LCMS-8030 (Shimadzu, Japonsko). Byly testovany
3 stacionarni faze. K separaci byla pouzita kolona Kinetex 2,6 um PFP 100A
100x4,6 mm (Phenomenex, USA). Mobilni faze byla pfipravena z acetonitrilu
(s pridavkem kyseliny mraven¢i 0,005 M) a octanu amonného (pH 6,69) v poméru
78:22. Teplota byla nastavena na 25°C, priitok na 0,5 ml/min a nastiik zvolen 3 pl.
Po optimalizaci separacnich podminek byla metoda aplikovdna na moc, pro kterou byly
testovany nékteré jednoduché upravy vzorku. Metoda byla ¢aste¢né validovana.

Na metod¢ se dale pracuje a v budoucnu by méla byt pfinosna v oblasti
stanoveni renalniho poSkozeni v klinickém vyzkumu i praxi. Zatazeni kreatininu
pro korekci a zaroven spole¢né stanoveni je velice vyhodné. Zaroven nedochéazi k zatézi

pacienta, jelikoZ stanoveni probihd z moci.

Kli¢ova slova: kreatinin, retinol, UHPLC-MS, mo¢, rendlni poskozeni



ABSTRACT
Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Analytical Chemistry

Candidate: Zuzana Mikanova

Supervisor: assoc. prof. RNDr. Lenka Kujovska Krémova, Ph.D.

Title of the Diploma Thesis: Development and optimization of new chromatographic

method for determination of retinol in human urine

This diploma thesis is based on the method development for determination
of retinol and creatinine using HPLC. The aim of this project was to find optimal
HPLC-MS/MS conditions for clinical research.

Experiment was carried out using UHPLC set Nexera with mass spectrometer
LCMS-8030, (Shimadzu, Japan). Three stationary phases were tested.
The chromatographic separation was achieved using a Kinetex 2.6 um PFP 100A
100x4.6 mm (Phenomenex, USA). The used mobile phase consisted of acetonitrile
(with addition of formic acid 0.005 M) and ammonium acetate (pH 6.69 ) in the ratio
78:22 (v/v). The temperature was maintained at 25°C, flow rate was set at 0.5 ml/min
and 3 pl of sample was injected. After optimization of separation conditions, the method
was applied to urine samples, and simple sample preparation procedures were tested

In these days is the work on method finishing and the new method will be used
for determination of renal damage in clinical research and practice. The inclusion
of creatinine for urine dilution correction is very beneficial mainly in combination

with noninvasive determination in urine.

Keywords: creatinine, retinol, UHPLC-MS, urine, renal damage
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Seznam zKkratek

ACN
AMAC
APCI
API
APPI
BM
DL
ESI
FA
GFR

HILIC

HPLC

LC
LC-MS
LLE
LOD
LOQ
MeOH

MF

Acetonitril

Octan amonny

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku
Ionizace za atmosférického tlaku

Fotoionizace za atmosférického tlaku

Biologicky material

Desolvation Line

Ionizace elektrosprejem

Kyselina mravenci

Glomerularni filtrace (Glomerular Filtration Rate)

Hydrofilni interakéni chromatografie (Hydrophilic Interaction

Liquid Chromatography)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (High Performance

Liquid Chromatoraphy)

Kapalinové chromatografie (Liquid Chromatoraphy
Kapalinové chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii
Extrakce do kapaliny (Liquid-Liquid Etraction)

Limit detekce

Limit kvantifikace

Methanol

Mobilni faze



Mr Relativni molekulova hmotnost

MRM Multiple reaction monitoring
MS Hmotnostni spektrometrie
m/z Pomér hmotnost/naboj

NAG N-acetylglukosamin

PFP Pentafluorophenyl

Q Kvadrupol

QqQ Trojity kvadrupo6l

Ql Prvni kvadrupol

q2 Druhy kvadrupél

Q3 Tteti kvadrupol

RBP Retinol binding protein
UHPLC Ultra vysokotc¢innd kapalinova chromatografie (Ultra High

Performance Liquid Chromatoraphy)

uv Ultrafialové spektrum (Ultra-Violet)



UvoD

Rendlni poskozeni Casto doprovazi nejriznéj$i onemocnéni jako je napiiklad
diabetes mellitus ¢i rakovina. V soucasné dob¢ je velmi Casto vyuzivan jako biomarker
renalni dysfunkce kreatinin, ktery se vytvaii ve svalech a filtruje se v glomerulech
ledvin. Pokud ledviny funguji spravné, v moci v zasadé nejsou zadné nizkomolekularni
proteiny (<40 kDa). Velka Cast téchto proteind je reabsorbovana proximalnimi tubuly
ajen nepatrna ¢ast projde do finalni moci. Proto mohou byt nékteré tyto proteiny
vyuzity k hodnoceni rendlni dysfunkce. Mezi tyto proteiny se fadi i RBP (retinol
binding protein). U zdravych osob se retinol v moci nenachédzi. Patologické zmény
vznikajici v disledku onemocnéni ledvin, které jsou spojeny s poSkozenim
proximalnich tubull, maji za nasledek vylucovani retinolu do moci. Vylu€ovani retinolu
do moc¢i by proto mohlo byt jednim z parametrti poSkozeni ledvin.

V klinickych studiich, které jsou vétSinou nckolik let staré, se nachazeji metody,
které stanovuji retinol. VétSinou jsou ale nevhodné, nejéastéji z analytického hlediska
(naptiklad velké mnozstvi toxickych a pro zivotni prostfedi nevhodnych rozpoustédel)
¢1 pro stanoveni v jiné biologické matrici. V soucasné dobé& neexistuje zadnd metoda,
kterd by umoznila stanoveni retinolu v moci spole¢né s kreatininem.

Moderni analytické separacni metody, zejména ultra-vysokoucinna kapalinova
chromatografie ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem, nabizi fadu vyhod jako je

rychlost, citlivost a moznost stanovovat velké série vzorkd.

10



1 ZADANI A CIL PRACE

Cilem mé diplomové prace bylo nalezeni optimalnich chromatografickych
podminek pro separaci kreatininu a retinolu s vyuzitim ultra-vysokouc¢inné kapalinové
chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekci s ohledem na vyuziti metody
pro klinicky vyzkum a praxi.

DalSim cilem byla ¢aste¢na validace metody.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Retinol

2.2 Charakteristika a metabolismus [1] [2]

Vitaminy jsou organické nizkomolekularni slouceniny, které jsou nezbytné
pro spravnou funkci organismu. Az na vyjimky musi byt do téla dodavany. Dé€lime je
obecné na vitaminy rozpustné v tucich a na rozpustné ve vod¢. Vitamin A se fadi mezi
vitaminy rozpustné v tucich, prakticky nerozpustné ve vod¢, dobie rozpustné v etanolu
amisitelné s organickymi rozpoustédly. Estery vitaminu A jsou velmi citlivé
na pusobeni vzduchu, oxidac¢nich latek, kyselin, svétla a tepla. V UV svétle pii 365 nm
vykazuji retinoidy intenzivni zelenou fluorescenci.

Jako vitamin A nebo retinoidy jsou oznacovany latky, které vykazuji piisluSnou
metabolickou aktivitu. Pojem vitamin A tedy zahrnuje retinol, retinal, kyselinu
retinovou a retinyl estery. Retinol je nejaktivngj$i forma vitaminu A. Spole¢nym
znakem je polyisoprenovd jednotka obsahujici cyklohexanové jadro. Pfitomnost
konjugovaného systému péti dvojnych vazeb davd moznost vzniku raznych

v

geometrickych izomert. Nej€astjsi je konfigurace all-trans.
HG CH,  OH,  CH,

\\\\OH

CH,
Obrazek ¢.1: Strukturni vzorec retinolu [3]

Vitamin A se do téla dostava bud’ z zivociSnych zdrojii nebo jako provitamin
(nenasyceny tetraterpen o 40 uhlicich se dvéma B-iononovymi kruhy) zvany (-karoten.
Retinol se vyskytuje nejcastéji ve formé estert, které jsou rozpustény v tucich potravy
arozptyleny do kapicek Zluci. Karotendioxygenasa S§tépi za prfitomnosti kysliku
a Zlucovych soli ve sliznici stfeva B-karoten a dalSi karotenoidy na dvé molekuly
retinalu, které jsou dale redukovany retinaldehydreduktasou na retinol. Ten je dale

esterifikovan nasycenymi mastnymi kyselinami a v¢lenén do chylomikront v lymfg,
12



které pak vstupuji do krve. Mala ¢ast retinalu je oxidovdna na kyselinu retinovou.

Kyselina retinova je transportovana v plasmé vazana na albumin.

METABOLICKA PREMENA B-KAROTENU

i W

B - KAROTEN
karotendioxygenaza l

retinaldehydrogeniza

1.
RETINAL
retinalreduktaza lT retinoldehydrogenaza
D, T T,
OH
3 é:\)\/\/l\/\ I
RETINOL i
retinolacyltransferaza 2 LR =g

5

KYSELINA RETINOVA

retinylesterhydrolaza
cytochrom P450s

RETINYL ESTER i
METABOLITY KYSELINY RETINOVE

Obrdazek ¢.2: Metabolicka premeéna f-karotenu [4]

Vitamin A se ukldda do zasoby v jatrech ve formé esteru v lipocytech. Retinol

je pro transport do tkani vazan na specificky apo-retinol vazajici protein - RBP.

2.2.1 RBP

Retinol-binding protein je jediny polypeptidovy ftetézec s molekulovou
hmotnosti blizkou 20 000, ktery siln¢ interaguje s plazmatickym prealbuminem a b&ézné
s nim cirkuluje v plazmé jako komplex. RBP je produkovan v jatrech a jeho hladiny
v plazmé jsou tedy nizké pii jejich poSkozeni. Katabolizuje se pfevazné v ledvinach.
Vysoké hladiny RBP se tedy vyskytuji u pacientii s chronickym poskozenim ledvin [5].

Navazanim retinolu na RBP vznikd holo-RBP, ktery je zpracovan v Golgiho
aparatu a vyluCovan do plasmy. V obéhu je komplex vazdn na plasmovy protein
transtyrein. Tento protein pfispiva ke stabilizaci. Receptory na povrchu bunék
vychytavaji holo-RBP. RBP- komplex je velice snadno filtrovan skrz glomerulus a

je téméf uplné reabsorbovan v proximalnich tubulech.
13



Vitamin A je vylu¢ovan moci i stolici v riznych formach. Hlavnim exkre¢nim
produktem je retinoyl-glukuronid, v mens$im mnozstvi i retinyl-fosfat. S rostoucim
pfijmem retinolu stoupa vyznam katabolismu v jatrech. Katabolismus retinolu zavisi
na mikrosomalnim cytochromu P450, diky kterému vznikaji polarni metabolity, které
jiz mohou byt vylouceny. Metabolity s intaktnim uhlikovym fetézcem jsou vylouceny
do stolice, naopak metabolity se zkracenym fetézcem a kyselé metabolity
jsou vylouceny do moc¢i. Pomér mnozstvi metabolitli vyloucenych moci a stolici zavisi
na jaternich zdsobach a na pfijmu vitaminu A [4].

Kyselina retinova, retinal a retinol maji své nezastupitelné biologické tukoly.
Kyselina retinovd podporuje rast, vyvoj a diferenciaci tkdni a v rozdilnych tkanich
pusobi odlisn¢. Retinal ma naopak nezastupitelnou roli pfi vidéni, tvoii rodopsin
a jodopsin. Retinol podporuje rozmnozovaci systém [6] [7].

Deficit vitaminu A je jednim z celosvétovych zdravotnich problému a jednou
z nejvyznamngéjsich, ale odstranitelnych pfic¢in slepoty. Jiz mirny deficit vede také
ke zvySené vnimavosti vici infekénim chorobam. Jako odpovéd’ na infekci je rovnéz
sniZzena syntéza RBP, v dasledku klesa koncentrace cirkulujiciho vitaminu a objevuji se

dalsi poruchy imunitni odpovédi [7].

2.2.2 Retinol v mo¢i

Ledviny, zejména proximalni tubuly hraji vyznamnou roli pii resorpci
aminokyselin, glukozy, iontl, vody a hlavné bilkovin. Proto mohou byt hladiny
nékterych proteind s nizkou molekulovou hmotnosti pouzity k hodnoceni proximalni
tubularni dysfunkce. Obecné bilkoviny prechazeji pies filtratni bariéru omezené.
Komplex RBP 1 volny RBP snadno pfechazi pfes glomerulus a je reabsorbovan

v proximalnich tubulech za pomoci receptoru megalinu [8§].

14
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H,0
Obrazek ¢.3: Tvorba moci v nefronu [9]

2.2.3 Megalin
Megalin je receptor v proximdlnich tubulech, ktery zprostiedkovava endocytdézu
v proximdlnich tubularnich epitelidlnich bunkach (PTEC). Tato endocytoza je velice
dalezitd pro reabsorpci a metabolizaci proteini a dalSich latek, véetné vitamint
a stopovych prvkl vazanych na nosi¢, v glomerularnich filtratech. Tento receptor také
zprostifedkovava rendlni pfijem patologickych latek nebo ptetizenou endocytozu, kterd
muze zpusobit bunécné poskozeni. Ztrata nebo absence tohoto receptoru mize zpusobit

vylu€ovani retinolu do mo¢i [10].

2.2.4 Vylucovani retinolu

Vylucovani retinolu do moci zplsobuji patologické zmény vznikajici
v disledku onemocnéni ledvin, které jsou spojeny s posSkozenim proximalnich tubuli.
U zdravych osob nedetekujeme zddné mnozstvi retinolu v moc¢i. RBP je reabsorbovan
v proximalnich tubulech. Homeostaza retinolu je naruSena napiiklad u pacientt
s myelomem, diabetickou nefropatii, pfi onemocnéni jater a u akutnich a zavaznych

infekci [4].
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Studie Alfreda M. Bernarda a Adolfa A. Vyskocila se zabyva porovnanim tii
markéra tubularniho poskozeni ledvin. Byl porovnan RBP, NAG (B-N-acetyl-o-
glucosaminidase) a B, mikroglobulin. Diky citlivosti a stalosti v kyselé moci je dle této
studie RBP nejvhodnéjsi pro ¢asnou detekci proximalniho tubularniho poskozeni [11].

Béhem studie, zabyvajici se vyluCovanim retinolu a RBP ve vztahu k poskozeni
ledvin u mnohocetného myelomu bylo zjisténo, Ze retinol je dobrym indikatorem
pocatecni rendlni dysfunkce u pacientli s mnohocetnym myelomem. Nektefi pacienti
vykazovali zvySené hladiny retinolu, aniz by méli zvySenou sérovou hladinu kreatininu.
Zdravé subjekty nemély v moci zadné detekovatelné mnozstvi retinolu [12].

Dalsi studie se =zabyvala hladinou retinolu v moc¢i u tehotnych zen
s komplikacemi 1 bez komplikaci. Retinol byl vys§i u Zen, které mély komplikace
s vlivem na metabolismus. RBP v mo¢i byl prokazan u vSech skupin bez rozdilu [13].

Diabetickd nefropatie, vyskytujici se u pacient s diabetem typu 2, je spojena
s poskozenim proximalnich tubuli a nasledné s vyssi hladinou retinolu v moci.
U pacientli s diabetem typu 2 je retinol citlivéjSim markerem poskozeni ledvin nez
hyperkreatinemie. Ddle tato studie poukazuje na fakt, Ze pacienti s DM Ccastéji trpi
poskozenim proximalnich tubulii nez glomerula [14].

Mechanismus vylu€ovani retinolu do moci béhem akutni infekce neni objasnén,
avSak nékolik studii poukazuje na jeho zvySené mnoZzstvi. Studie Stephensona a kol.
ukdzala, Ze u dospélych s pneumonii a septikémii miiZe byt vylu¢ovani retinolu do moci
spojeno s horeckou a postupem infekce [15].

Retinol v moc¢i byl pozorovan i u déti s prijmem zptisobenym rotaviry. Studie
Amal K. a kol se zabyva vylu€ovanim retinolu u déti s akutnim vodnatym prijmem.
Nasledna tubularni dysfunkce zptsobila zvySené vylucovani retinolu [16].

Vzhledem k rostoucimu poctu drog a chemickych latek v naSem okoli, které jsou
casto nefrotoxické roste tlak na vyvoj spolehlivych analytickych metod schopnych urcit
renalni poSkozeni a to i1 v pfipad¢ kdy jest¢ nedochdzi ke zménam v glomerularni
filtra¢ni rychlosti. Stanoveni retinolu v mo¢i by proto mohlo byt slibnym parametrem

nejen v této oblasti.
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2.3 Kreatinin

2.3.1 Charakteristika a metabolismus [6] [17]
Kreatinin je cyklickd dusikatd nebilkovinnd organicka latka s Mr 113,12. Je

slabé rozpustny v etanolu, prakticky nerozpustny v acetonu, etheru a také chloroformu.

Absorp¢ni maximum kreatininu je pii vinové délce 235 nm.

CHs

NH

NH
0

Obrazek ¢.4: Strukturni vzorec kreatininu [18]

Kreatinin vznikd ve svalové tkani z kreatinfosfatu ireverzibilni neenzymovou
dehydrataci odstépenim fosfatu. Kreatinfosfat slouzi ve svalu jako zdroj energie
pro svalovou kontrakci a jeho mnozstvi je iumérné mnozstvi svalové hmoty. Denni
produkce kreatininu je kolem 25 mg/kg télesné hmotnosti.

Za normalnich podminek je pomér produkce a exkrece kreatininu v rovnovaze
a konstantni. Exkrece probihd ledvinami, nejcastéji glomeruldrni filtraci. MnoZstvi
vylou€eného kreatininu zavisi obecné na mnozstvi svalové hmoty, dieté a funkci ledvin.
Muzi mivaji hodnoty kreatininu vyssi neZ Zeny vzhledem k vétSimu mnozstvi svalové
hmoty.

VyluCovani kreatininu slouzi jako obraz glomerularni filtrace ledvin. GFR
je asto pouzivana jako parametr funkce ledvin, protoze vzijemné souvisi

s morfologickymi parametry poskozeni ledvin.
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2.3.2 Clearance endogenniho kreatininu [2],[6],[19]
GFR je méfena nepiimo jako renalni clearance, kterd je definovéna jako objem

plazmy ktery je za Casovou jednotku zcela ocCistén od dané latky. V praxi se Casto
pouziva clearence endogenniho kreatininu.

Uy XV
Py

GF =C[ml/s] =

Cx _clearence dané latky
Uy — koncentrace dané latky v moci
V — diuréza
Py - koncentrace dané latky v plazmé
Aby se vyloucil vliv nestejné velikosti téla, prepocitd se tato hodnota na idealni
povreh téla, tj. 1,73 m?. Skuteény povrch téla S (m?) se odegiti z monogramu a existuje

1 fada vzorcu.
GF=(GS—Fj x 1,73

Pii normalni funkci ledvin tedy odpovidad clearence kreatininu GFR. AvSak
s pokracujici rendlni insuficienci klesa clearence kreatininu pomaleji nez by odpovidalo
skute€nému stavu GFR. DalSim diivodem, pro¢ clearence kreatininu neodpovida zcela
GFR, je skutecnost, Ze nej€asteji pouzivana metoda stanoveni — Jaffého reakce — neni
specifickd pro kreatinin a stanovuje navic 1 mnozstvi tzv. Jaffé — pozitivnich

chromogentl, jejichZ podil se méni v zavislosti na chorobnych stavech.

2.3.3 Jaffého metoda — fotometricka [2], [6], [17]
Princip této metody je zaloZen na reakci kreatininu v alkalickém prostfedi

s kyselinou pikrovou, za vzniku Zlutého zbarveni. Intenzita zbarveni se méfi
fotometricky. Normalni koncentrace sérového kreatininu je pro muze mladsi 50 let
74-110 umol/l a pro zeny 58-96 umol/l. Tato metoda neni specificka, fada latek

interferuje - Jaffé — pozitivni chromogeny, ketolatky, bilirubin aj.

2.3.4 Sérovy kreatinin [2], [6], [19]
Sérova koncentrace kreatininu dobfe koreluje s hodnotami GFR. Vztah téchto

parametrii je vyjadien nepiimou umerou. Existuje vice vzorcl pro vypocet, nejCasteji
pouzivanym je podle Cockrofta a Gaulta, ktery bere v tvahu hmotnost a vék pacienta.
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_ (140—vék)xhmolnost
49 Py

Cer

Cq— kalkulovana clearence kreatininu
P.; - sérova koncentrace kreatininu pmol/l

U Zen se vypoctena clearence vynasobi indexem 0,85.

2.3.5 Prognosticky vyznam prevracené hodnoty sérového Kkreatininu [2], [6]
Se zhorSenim chronického onemocnéni ledvin postupné stoupd sérovy kreatinin

a klesd GFR. Pievracené hodnoty sérové koncentrace kreatininu, vynesené v zavislosti
na Case, lezi na pfimce. Prodlouzenim této piimky lze zjistit, kdy nemocny dosdhne
hodnoty kreatininu 700 pmol/l, kterd je povazovana za hranici, kdy je zahijena

u pacienta hemodialyzacni 1é¢ba.

2.3.6 Stanoveni kreatininu v mo¢i [2], [6]
Vyuziti:
» pro odhad glomerularni filtrace vypoctem (clearence endogenniho kreatininu)
» pii odhadu uplnosti sbéru moci - odpad kreatininu vztazeny na kg hmotnosti
se pohybuje v izkém rozmezi, pokud je odpad niz8i o vice nez 30% jde
s nejvetsi pravdépodobnosti o netplny sbér
* pro standardizaci odpadu latek moci: pokud nezndme objem vySetfované moci a
24hodinovy sbér neni mozny, lze koncentrace latek vylucovanych moci
vztahnout na 1 mmol vylouceného kreatininu, coZ eliminuje miru zfedéni ¢i

zakoncentrovani moc¢i
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2.4 Kapalinova chromatografie
Chromatografie patii mezi separacni techniky, které jsou zalozeny na rozdilné
distribuci délenych latek ve smési mezi 2 rizné faze: mobilni (pohyblivou)
a stacionarni (nepohyblivou). V kapalinové chromatografii je mobilni fadze kapalina.
Staciondrni fazi mize byt bud’ tuha latka, nebo kapalina ukotvend na tuhém nosici.
Stacionarni faze je umisténa do chromatografické kolony ve formé sorbentu. Béhem
chromatografického procesu dochdzi mnohokrat k ustavovani rovnovahy mezi
stacionarni a mobilni fazi. Mezi slozkami délené smeési, stacionarni a mobilni fazi
nastavaji interakce, kdy na zaklad¢ rizné afinity slozek k obéma fazim dochazi k jejich
odd¢€leni. Dé¢leni latek nastava v zavislosti na brzdici sile neboli retenci, kterd piisobi
selektivné. Cim se latka pevndji vaZe na stacionarni fazi, tim pomaleji
v chromatografickém systému postupuje. Separace a eluce jednotlivych slozek smési je
ovlivnéna jak povahou mobilni faze, tak povahou stacionarni faze. V ramci kapalinové
chromatografie lze zminit dva systémy. Normalni systém, ve kterém je stacionarni faze
polarnéjsi nez mobilni a systém reverzni, kdy je stacionarni faze nepolarni a polarni
rozpoustédlo tvoii mobilni fazi.
Nejcastéjsim  usporadanim kapalinové chromatografie je vysokoucinna
kapalinova chromatogratie ( HPLC, High Performance Liquid Chromatography).
V tomto uspofadani je mobilni faze vhanéna do systému pomoci Cerpadla za vysokého

tlaku [26], [27].

2.4.1 HPLC [27][28]

Tato separacni technika ma mnoho vyhod, diky kterym se stala jednou
z nejpouzivangjSich separanich metod. Umoznuje soucasné jak kvalitativni, tak
1 kvantitativni hodnoceni separovanych slozek smési. Vyhodou je vysoka citlivost
a selektivita v relativné kratkém case. Pro méfeni stac¢i malé mnozZstvi vzorku, vyhodou
je 1 moznost pouziti automatického davkovace pro velké série vzorki a tim celou
metodu pln€ automatizovat. HPLC zaznam, neboli chromatogram je asova zavislost
intenzity veli¢iny, kterd je sledovana detektorem a znazoriiuje jednotlivé analyty
nejcastéji ve forme tzv. chromatografickych pikti. Eluce muaze probihat bud’ mobilni
fazi o konstantnim sloZeni — isokraticka eluce, nebo mobilni fazi o zvySujici se elucni

sile pii gradientové eluci, kdy je sloZzeni mobilni faze programové ménéno.
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Zatizeni pro HPLC se nazyvd kapalinovy chromatograf. Sklddd se ze
zasobnikl mobilni faze, odplynovaciho zafizeni, vysokotlakého Cerpadla, ddvkovaciho

zafizeni, kolony, detektoru a pocitace.

podavaé

—>= smér toku vzorky
jehla pro nabirdni vzorku

davkovaci ventil

rozpoustédlo

detektor

cerpadlo B

cerpadlo A o
—— separacni kolona

[~ sbérac frakci

odpad

vialky obsahujici oddélené frakce

sméSovad

ventil

odvzdugnéni

vysokotlaké cerpadlo oplachové cerpadlo

Obrazek ¢.5 Schéma kapalinového chromatografu [29]

2.4.2 Soucasné trendy v kapalinové chromatografii [27]
Cilem nejnovéjsich trendd v kapalinové chromatografii  je nejCastéji

co nejrychlejsi analyza, pfi zachovani nebo zlepSeni jeji kvality z hlediska uc¢innosti
arozliSeni, ale i citlivosti daného méfeni. Hlavnim smérem bylo zmenSovéni castic
chromatografického sorbentu az na velikost mensi neZ 2 pm. Tento smér se dokazal
vSak prosadit aZz po zavedeni UHPLC (Ultra-High Performance Liquid
Chromatography). Soucasné se rozvijely 1 technologie, které dosahuji rychlejsi separace
jinym zptisobem, a to bud’ pomoci zvySené teploty (vysokoucinna kapalinova
chromatografie za zvySené teploty), aplikace velmi vysokych pritokd mobilni faze
na porézni ne€asticové staciondrni fazi (vyuziti monolitickych stacionarnich fazi) nebo
s vyuzitim ¢astic povrchové poréznich. V neposledni fadé¢ vysokého rozvoje dosdhla
i superkritickd fluidni chromatografie, kde extrakénim cinidlem je tekutina

v superkritickém stavu.
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2.4.3 UHPLC [27][30]
Metoda UHPLC byla odvozena od HPLC. Oproti HPLC mé né¢kolik vyhod a

témi jsou napiiklad kratsi doba analyzy, nizsi spotfeba rozpoustédel a s tim 1 spojené
nizs§i néklady, vyssi separacni ucinnost, vyssi citlivost a vice kvalitativnich informaci.
Cely proces probihd za velmi vysokych tlaki, které dosahuji 400-1000 bar, ale 1 vice.
UHPLC systém musi byt v prvni fad¢ schopen pracovat za ultra-vysokych tlakli a musi
splnovat 1 nasledujici pozadavky:

* robustni Cerpadlo a davkovaci systém

» rychlé davkovaci cykly a pfesné davkovani velmi malych objemt

* co nejmensi zpozdéni gradientu

= vysoka frekvence sbéru dat

* minimalni mimokolonové objemy

= vhodné stacionarni faze

Cas analyzy je mozné vyjadfit podle nasledujiciho vztahu:
t==X (1+k)
ks

L-délka kolony
u- rychlost linedrniho pratoku
k- reten¢ni faktor posledniho eluovaného piku

Z uvedeného vztahu je ziejmé, Ze Cas analyzy je mozné zkratit pouZitim kratsi
kolony, zvySenim pritoku mobilni f4ze nebo Gpravou retence analyti. Zkraceni délky
kolony vSak vede ke ztrat¢ rozliSeni, které¢ mlze byt kompenzovano vyuzitim vysoce
selektivni detekce.

V UHPLC je pro zvySeni separace vyuzivano kratkych kolon s casticemi
mensimi neZ 2 um. Vyuziti takto malych ¢astic vSak zpisobi vyrazny narast zpétného
tlaku v systétmu a podle Darcyho zdkona tento narGst bude nepiimo umérny druhé

mocniné velikosti ¢astic.
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AP= ¢ 12*

dp
Jednotlivé ¢leny rovnice maji nasledujici vyznam:
¢- faktor odporu kolony
11- viskozita mobilni faze
L- délka kolony
u- linearni pritokova rychlost mobilni faze

d, — velikost ¢astic

2.4.4 Kolony

Kolony patii mezi zékladni soucasti UHPLC systému. Dochazi v nich
ke kontaktu mobilni a stacionarni faze, ¢imz je umoznéno dosazeni samotné separace.
Kolony jsou nejcastéji tvoieny ocelovou nebo plastovou trubici, ve které je pomoci frit
uzaviena napli. Délka trubice je nejcastéji v rozmezi 150 — 300 mm a vnitini primér
2,1-4,6 mm, pro né&které analyzy i 100 pm. Kolony pro UHPLC jsou zpravidla kratsi,
plnény za vysokého tlaku a koncové spoje jsou piizpisobeny vysokym tlakiim.
S nastupem techniky LC-MS roste obliba kolon o priméru 2 mm a menSich. Népln
kolony je tvofena sorbentem, jehoz povrch mize byt modifikovan vhodnou stacionarni
fazi nebo mize slouzit pfimo jako stacionarni faze. Kazda stacionarni faze poskytuje
rozdilné kombinace hydrolytické stability, hydrofobicity a chemické interakce
s analytem. Trendem ve vyvoji novych fazi je snaha o zkraceni doby analyzy

pii zachovani vysokého rozliSeni a selektivity [31][27][17].

€.

Obrazek ¢.6: Chromatograficka kolona [32]
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Analytické kolony mtizeme rozdé¢lit na:
* stacionarni fdze na bazi silikagelu
= stacionarni faze na bazi modifikovaného silikagelu
= stacionarni faze na bazi oxidd kovi
» polymerni staciondrni faze
* hybridni stacionarni faze
= stacionarni faze na bazi porézniho grafitického karbonu
* monolitické stacionarni faze

» stacionarni faze pro HILIC [31], [33], [34].

2.4.5 Stacionarni faze pouzité v diplomové praci

2.4.5.1 Kolony s povrchové poréznimi ¢asticemi

Takovéto kolony jsou naplnény ¢asticemi s poréznim povrchem, neporéznim
vnitinim jadrem a homogenni velikosti. Patfi mezi chemicky véazané faze na bazi
silikagelu, coZ s sebou nese jist¢ nevyhody (chemickd a teplotni nestabilita). Porézni
povrch umoziuje rychlejsi prenos hmoty a snizeni rozmyvani pikil na rozdil od plné
poréznich Castic. Dochézi ke zlepSeni rozliSeni, kapacity a citlivosti. Dal§i vyhodou
jeniz$i spotieba rozpoustédel, mensi zpétny tlak a vyrazné zrychleni analyzy, oproti
pouziti plné poréznich castic stejné velikosti. Béhem testovani byly vyzkouseny kolony
Kinetex 2,6 um Phenyl-Hexyl 100A 100X 4,6 mm, Kinetex 2,6 um PFP 100A
100x4,6 mm a Kinetex 2,6 um HILIC 100A 100x4,6 mm [35].

2.4.5.1.1 HILIC (hydrophilic interaction liquid chromatography) [34], [36], [37]

Separace pomoci HILIC je urcena pfedevSim pro polarni, hydrofilni latky. Pro
separace se vyuZzivaji poldrni staciondrni faze a vodné mobilni faze, které obsahuji
vysoky podil organickych rozpoustédel. Stacionarni faze musi byt vice polarni nez faze
mobilni. Nejvhodnéjsi MF pro HILIC je acetonitril, ktery méa nizkou viskozitu
a pouziva se v koncentraci od 50% do 90%, avSak lze pouzit vSechny organicko-vodné
faze. Stacionarni faze ma nejcastéji podobu modifikovaného silikagelu. Nepolarni latky,
které nemaji afinitu ke stacionarni fazi, nejsou zadrzovany, polarni analyty jsou naopak
délené¢ s vysokym rozliSenim. Separace HILIC je fizena hydrofilni interakci mezi

staciondrni fazi a solutem. Na povrchu stacionarni fdze se musi vytvofit hydratovana
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vrstva, aby mohlo dojit k hydrofilni interakci. Na separaci se kromé rozdélovani podileji
1 interakce dipol-dipol mezi vodnou vrstvou a molekulami analyzované latky a interakce
typu vodikovych mustkl. Pfidavkem amonnych soli organickych kyselin (mravencan,
octan) se omezi elektrostatick¢é odpuzovani separovanych slozek. Mezi faktory
ovliviuyjici silu interakce, a tim 1 separace tedy patii dipélovy moment, pH mobilni faze,

polarita a ptitomnost funkénich skupin schopnych tvofit vodikové mistky.

AcN M0 acn ACN ACN
ACN ACN ACN AGN

ACN ACN ACN ACN
H,0
ACN o ACN o ACN o ACN

Mo HO .o OH Mo

Obrazek ¢.7: Strukturni sloZeni kolony HILIC [35]

2.4.5.1.2 Phenyl-Hexyl
Fenylové faze nabizeji mnohem lepsi selektivitu nez bézné alkyl-faze.

Phenyl-Hexyl fdze pouziva hexylovou skupinu ke spojeni s povrchem silikagelu.
Fenylova skupina je specifickd pro selektivitu aromatickych sloucenin a amini.

C6 tetézec zplsobuje delsi retenci [35].

Obrazek ¢.8: Strukturni sloZeni kolony Phenyl-Hexyl [35]
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2.4.5.1.3 Pentafluorfenyl - PFP

PFP kolona disponuje lepsi selektivitou nez tradi¢ni alkylové stacionarni faze.
Obsahuje pentafluorofenylovy ligand navazany na silikagel, ktery poskytuje vysoky
stupen stérické selektivity k oddéleni strukturalnich izomert. Elektronegativita fluoru
je rozhodujici pro selektivitu kationovych sloucenin. Vyuziva nékolik selektivnich
mechanisml (vodikové vazby, aromatické a dipolové interakce) vcetné hydrofobnich
interakci, ¢imz je zajiSténo vysoké rozliSeni obtizn€ separovatelnych sloucenin
napft. komplexni piirodni produkty, halogenované slouceniny, izomery, aromatické

slou€eniny, vysoce polarni slouceniny, atd. [32].

Obrazek ¢.9: Strukturni slozeni kolony PFP [35]

2.4.6 Predkolony

Kolonu Ize chranit v ptipadé potteby (napt. analyzy biologickych vzorki)
piedkolonou. Jedna se o kratSi kolonu 10-20 mm umisténou pfed kolonou. Pfedkolona
by méla mit stejny vnitini primér a népli jako analyticka kolona. Zachytava necistoty a

siln€¢ zadrZzované latky a zvySuje Zivotnost analytické kolony.

2.4.7 Detektory [38]
V kapalinové chromatografii je znamo mnoho zpiisobt detekce latek. Detektory

funguji jako takzvané prevodniky, které prevadéji fyzikalni nebo chemické vlastnosti
analytd nebo mobilni faze na elektricky signal, jenZ je iimérny koncentraci analytl
v mobilni fazi. Mezi hlavni pozadavky na detektor patii vysoka citlivost, minimalni

objem detek¢ni cely, rychld odezva, stabilita a reprodukovatelnost odezvy.
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Typy detektort v kapalinové chromatografii:
» refraktometrické
= spektrometrické
» fluorescencni
= clektrochemické (konduktometrické, potenciometrické, ampérometrické,...)
* hmotnostné spektrometrické
= charged aerosol detektor — CAD
= evaporative light scattering detector — ELSD

K detekci retinolu v diplomové praci byl pouzit hmotnostni spektrometr.
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2.5 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je moderni vysoce vykonna fyzikalné-chemicka

analytickd metoda. Je zalozena na separaci rizné tézkych a elektricky nabitych ionti

v magnetickém nebo elektrickém poli ¢i v jejich kombinaci. Tato metoda je vysoce

citliva a spojeni s HPLC se stalo jednou z nejpouzivanégjSich technik. Poskytuje udaje

o elementarnim slozeni vzorku, struktute organickych latek a biomolekul, kvalitativnim

a kvantitativnim slozeni vzorku, struktutfe a slozeni povrchii a izotopickych pomérech

atomu ve vzorku. Je to velice citliva, specifickd a rychld metoda [39].

Vyhody hmotnostni spektrometrie:

vysoka selektivita a citlivost

malé spotieba vzorku

poskytuje reprodukovatelné informace o molekulové hmotnosti a struktufe
analytt

spojeni s modernimi separacnimi metodami umoziuje provadét kvalitativni
1 kvantitativni analyzu latek ve smésich

umoziuje separaci latek, jejich kvantifikaci a identifikaci pomoci standardi
a hmotnostnich spekter

netékavé latky

pouzitelnost pro vSechny typy vzorki — tékavé, netékavé, nepolarni, polarni,
pevné, kapalné, plynné

umoziuje také urcit izotopovy pomér prvkl ve vzorku [39], [40]

Naopak mezi nevyhody hmotnostni spektrometrie patii naptiklad vysoka

pofizovaci cena, vysoké naroky na operatora, vyssi provozni naklady, vyssi naroky

na CiSténi a destrukce analytu.

Zakladnim principem MS je ionizace neutralnich molekul a nasledna separace

elektricky nabitych iontd podle poméru jejich hmotnosti a naboje (m/z) pii jejich

priachodu magnetickym nebo elektrickym polem [40].

Hmotnostni spektrometr je iontové-optické zatizeni, které rozliSuje ionty podle

poméru m/z.
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Obecny postup méfeni [41], [42]:
1) tvorba iontt - ionizace
2) filtrace iontl - hmotnostni analyza
3) méieni Cetnosti iontl v zévislosti na hodnoté m/z
4) hmotnostni spektrum - osa X vyznacuje hodnotu m/z a osa y ¢etnost ionti.

2.5.1 Spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (LC-

MS) [39], [42]
LC-MS patii v soucasnosti k hlavnim trendim farmaceutické analyzy. Toto

spojeni umoznuje provadét vysoce selektivni a citlivé kvalitativni 1 kvantitativni
analyzy slozitych smési jako jsou naptiklad biologické tkan€ ¢i tekutiny.
Ve spojeni LC-MS se mobilni faze obvykle pfimo tcastni ioniza¢niho procesu.
Z tohoto diivodu neni mozné pouzit uplné bez vyhrad klasické mobilni faze pro HPLC.
Vhodnymi mobilnimi fazemi jsou t&€kavd rozpoustédla s pfidavkem tekavych
aditiv (kyselina mravenci, kyselina octova, atd.), jejichz koncentrace by méla byt velmi
nizka, jinak dochazi k soupefeni o ndboj pfi procesu ionizace, a tim k nezddoucimu
poklesu signalu.
Hlavni vyhody spojeni LC-MS:
* moznost analyzy slozitych smési
= zlepSeni kvality spektralnich dat
* minimalizace potlaceni signalu
* lepsi spolehlivost kvantitativni analyzy diky izotopicky zna¢enym vnitinim
standardim
» moznost odhaleni koeluce pikti diky MS detekci

= veétsi jistota identifikace latek diky strukturni informaci MS a reten¢nimu ¢asu

Kapalinovy chromatograf uv > HPLC-UV

/ detektor systém
Pumpa Kolona V1

Hmotnostni spektrometr

v

“t.. lont. | Analyza-

zdroj tor

v

Detektor

(ESI, APCI) (Q, IT,TOF)

Obrazek ¢.10: Schéema UHPLC-MS [42]

29



2.5.2 Zakladni ¢asti MS

1) iontovy zdroj- slouzi k pfevedeni molekul analytu na nabité ¢astice = ionizaci, zdroj
se lisi podle pouzité ionizacni techniky

2) hmotnostni analyzator - slouzi k rozdéleni iontd v plynné fazi za vysokého vakua
podle m/z

3) detektor - slouzi k detekci iontl podle jejich rozdé€leni dle m/z a k urCeni Cetnosti
jednotlivych iont

Dalsi dalezité soucasti - vakuovy systém, iontova optika slouzici k urychleni a fokusaci

iontl a pocitac [42].

Hmotnostni spektrometr

vzorek Jjontovy ,| Hmotn. Detektor
zdroj | : |analyzator

(vakuum) vakuum

b

Obrazek ¢.11: Schéema hmotnostniho spektrometru [42]

2.5.3 Ionizacni techniky

Pro analyzu je nezbytné z neutralni molekuly vytvofit ionty. Veskeré informace
poskytované hmotnostnim spektrometrem se tykaji pouze c¢astic nesoucich naboj.
Aplikaci elektrickych a magnetickych sil se energie a rychlost iontl daji kontrolovat
a oboji tak pfispiva k jejich separaci a detekci. Ionizace je také dulezita k eliminaci
rozpoustédla. Vétsinu latek je mozné ionizovat pomoci vice ionizacnich technik, které
se voli podle povahy latky (t€kavost, rozpustnost, polarita, velikost atd.) a dle separacni
techniky. V iontovém zdroji dochézi k fragmentaci piivodni molekuly na mensi Castice,
které jsou pro kazdou latku specifické. Podle mnozstvi dodané energie se obvykle déli

ioniza¢ni techniky na mékké a tvrdé [42][27].
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Ionizaéni techniky 1ze rozdélit (obrazek ¢.12):

o]
El ; FI

g

lonizaéni techniky
za snizeného tlaku
(,TVRDE)

ESI

DART
APCI - IONIZACNI .
_/ lonizaéni |  TECHNIKY .
technikyza / -
— atmosférického . ni‘:r?:;:nt:;.k
/ tlaku Helrl el AT LAY \SIMS
(,MEKKE“) | npap
IcP | ‘ A wisi
ostatni .~

Obrazek ¢.12: Rozdeélent ionizacnich technik [43]

Nejpouzivangj$imi ioniza¢nimi technikami ve spojeni s HPLC jsou techniky
ionizace za atmosférického tlaku (nebo-li API techniky) [27].

2.5.3.1 API (atmospheric pressure ionization,) techniky [42], [43]
Techniky za atmosférického tlaku znamenaly pralom vifeSeni spojeni

HPLC/MS. ESI a APCI pfedstavuji standart pro HPLC/MS systémy. APPI je
povazovana za alternativu pro nepolarni nebo velmi labilni latky. Vznikaji prfedevsim

ionty se sudym poctem elektronti.

100,000 w

Electrospray lonization - biopolymery,
nekovalentni kemplexy,
organokovy,
vysokomolekularni
synthetické polymery

- nepolarmni
10,000 4 | slouceniny

1000

Molecular Weight

- iontové organické

100 4 slouéeniny

| - ,b&2né" organické
_| slou¢eniny (neiontové)
Nonpolar Very Polar
Polarity

Obrazek ¢.13: Rozdéleni API technik [42]
2.5.3.2 ESI - ionizace elektrosprejem [39], [41], [42]

10

Nejcastéji pouzivana ionizacni metoda pro spojeni HPLC/MS, vhodna pro latky
sttedn¢ polarni az iontové, aplikovatelnd v Sirokém rozsahu m/z. Vznikaji vicendsobné

nabité ionty. Metoda je vhodna pro ionizaci biomakromolekul a proteomickou analyzu.
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2.5.3.2.1 Mechanismus EST

Roztok vzorku vstupuje pomoci kovové kapilary s vlozenym napétim (3-5 kV)
do iontového zdroje. Za pomoci zmlzujiciho (nebuliza¢niho) plynu vznikaji nabité
kapicky na konci sprejovaci kapilary. Odpafenim rozpoustédla proudem dusiku
a vysoké teploty dojde ke zvySeni hustoty povrchového nédboje. Pfi dosazeni kritické
hodnoty dochézi k tzv. Coulombické explozi, tj. rozpadu na jest¢ mensi kapicky
s rozdélenim piivodnich nabojti. Opakovanim tohoto procesu vede az k uvolnéni iontd.
Jednotlivé ionty jsou pak unaSeny smérem k analyzatoru a detektoru MS. Na prub¢h
ionizace ESI ma velky vliv pH mobilni faze. Hodnota pH by méla byt upravena podle
charakteru analytu. Kyselé pH podporuje ionizaci bazickych sloucenin. Zasadit¢ pH
naopak podporuje ionizaci kyselych sloucenin. Pfi ESI ma na pribéh ionizace vliv
1 rozpoustédlo. Acetonitril je proton akceptorové rozpoustédlo a podporuje deprotonaci,

naproti tomu metanol je proton donorové rozpoustédlo a podporuje vznik kladnych

iontd.
odpareni [LI-T—1—% uvolnéni iontu
rozpoustédla analytu o
.. |ONTY - ¢
zmlzujici 0 g
plyn. ~~|l| ®
ce Y e e
rozpraseni . ohraty susici plyn
rozpoustedla.:::

5,e“n LY
*sa"0 9
vstup do kapil

Obrazek ¢.14: Schéma ESI [42]
2.5.3.3 APCI [42]

APCI na rozdil od ESI probihd v plynné fazi, neni proto vhodna pro ionizaci
biomolekul. Metoda je vhodné pro nepoldrni az stitedné polarni latky. Béhem ionizace
vznikaji pouze jednou nabité ionty. Analyt je v mobilni f4zi rozpraSovan do vyhiivané
komory zdroje. Mobilni faze je odpatfovana. K ionizaci dochazi az pomoci koronového
vyboje, ktery vznikd na vybojové elektrod€. Prvni jsou ionizovany molekuly mobilni
faze, které nasledn¢ ionizuji analyt. Modifikaci APCI je APPI, kde je koronovy vyboj

nahrazen UV zafenim.
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2.5.4 Analyzatory [27], [42] [44]

Hmotnostni analyzator byva n¢kdy oznacovan jako srdce MS. Nachazi se mezi

iontovym zdrojem a detektorem. Ukolem analyzatoru je rozdéleni ionti podle poméru

m/z a nasledné jejich urychleni a fokusace. Vyuzivaji elektrické, magnetické pole nebo

jejich kombinaci. Pracuji za vysokého vakua.

Pti vybéru analyzatoru jsou diilezité tyto parametry:

maximalni méfitelna hodnota m/z

rozliSeni — schopnost separovat dva sousedni ionty
ucinnost

spravnost hodnoty

linearni dynamicky rozsah

rychlost, citlivost

Analyzatory funguji na zaklad€ n€kolika zakladnich principt:

zakftiveni drahy letu v magnetickém nebo elektrickém poli ¢i jejich kombinaci
riznd stabilita oscilaci iontl v dvoj- nebo trojrozmérné kombinaci
stejnoméerného a vysokofrekvenéniho sttidavého napéti

rizna doba letu iontl v oblasti bez pole

riznd absorpce energie pii cyklondlnim pohybu ionti v kombinovaném
magnetickém a elektrickém poli

rozdé€leni iontd na zakladé riizné frekvence harmonickych oscilaci

Zakladni typy hmotnostnich analyzatori:

magneticky sektorovy analyzator
kvadrupdl

3D a linearni iontova past
analyzator doby letu

orbitrap

cyklotronova resonance

hybridni analyzatory

analyzatory pohyblivosti iontl

2.5.4.1 Kvadrupolovy analyzator

Jedna

Kvadrupolovy analyzator je oblibeny pro svou jednoduchost a nizkou cenu.

se o nejCastéji pouzivany analyzator v usporadani LC/MS. Sklada

se ze 4 paraleln¢ vedoucich ty¢i délky 20-30 cm. Na dvou protilehlych tycich je vlozeno
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kladné stejnosmérné napéti, na zbyvajici dvé zaporné stejnosmerné napéti. Na vSechny
tyCe je superponovano vysokofrekvencni sttidavé napéti. Iont je ptiveden do stiedu osy
kvadrupdlu a zacne oscilovat. Pfi urcité kombinaci stejnosmérného a stiidavého napéti
dosdhnou ionty urcité m/z stabilnich oscilaci a projdou na detektor MS. Zatimco ionty
jinych m/z osciluji s rostouci amplitudou a jsou zachyceny na tyCich. Zatizeni se chova
jako hmotnostni filtr nastaveny na urcitou hodnotu m/z. Vyhodou je rychly zaznam
spektra, nizkd cena a jednoducha konstrukce. Nevyhodou je maly rozsah m/z a nizké
rozliseni [39], [42].

TO
DETECTOR

quadrupole rods

exit slit
IONS (to detector)

resonant ion
(detected)

non-resonance ion
{not detected)

Obrdazek ¢.15: Schéma kvadrupdlového analyzatoru [45]

source slit

2.5.4.2 Trojity kvadrupol — OqQ [40], [42]

Tti kvadrupdly fazeny za sebou, prostfedni z nich (q2) slouZzi jako kolizni cela,
do které je zaveden kolizni plyn. Tento plyn zplsobuje kolizni excitaci vybranych iontd
kvadrupdlovym analyzatorem Q1 a jejich naslednou fragmentaci. Vzniklé fragmenty
jsou analyzovany pomoci Q3.

2.5.5 Detektory [39], [42]
Detektor slouzi k detekci iontl po jejich separaci podle m/z v analyzatoru,

pfevadi signal proudu iontl na elektricky signal, ktery miZe byt zesilen, uloZen
a zobrazen v pocitaci. Déle slouzi k ur€eni relativni intenzity jednotlivych iontt.

2.5.5.1 Detekce ionta

= elektronovy nasobi¢ — ionty dopadaji na povrch dynody, ze které vyrazi elektron

= fotonasobi¢ — ionty dopadaji na konverzni dynodu, uvolni se elektron, ktery
dopadem na fosforovou desticku uvolni foton

» Faradayova klec — dopadajici ionty naradzeji na povrch dynody, emituje
se elektron a indukuje se proud

34



2.6 Preanalyticka cast laboratorniho vySetreni
Preanalytické obdobi zahrnuje piipravu pacienta, vlastni odbér, zaslani

odebrané¢ho biologického materidlu do laboratote a skladovani pted analyzou. Vysledek
méfeni mize ovlivnit celd fada faktorti, biologickych vlivli a zejména chyb, které
nastanou pravé béhem preanalytické faze. [2].

2.6.1 Odbér biologického materialu (BM) [6]
Nejcastéji vznikaji chyby béhem odbéru biologického materidlu a jeho

oznaceni. Dulezitd je pfesnd a jednoznacna identifikace vzorku, kterd zabrani jeho
zamén€. Pii odbéru musime brat ohled na typ BM, druh odbérového materialu a pouziti
odpovidajici techniky odbéru. V neposledni tfadé hraje dilezitou roli také pouceni
a ptiprava pacienta. Vlastni odbér mize byt ovlivnén dobou odbéru i polohou pacienta.
2.6.2 Biologické vlivy

Biologické¢ vlivy rozd€lujeme na neovlivnitelné a proménné. Mezi
neovlivnitelné faktory fadime rasu, pohlavi, v€k, cyklick¢é zmény a biologicky polocas
stanovované latky. Hmotnost, zivotni styl, dietni navyky, 1éky a zevni prostredi naopak
mezi proménné [2], [6].
2.6.3 Transport materialu

Transport materidlu musi byt rychly a Setrny. Materialu, ktery je transportovan
neprodlené, postaci pokojova teplota. Nekteré analyty (kysela fosfatdza, homocystein
atd.) vyzaduji pro transport teplotu 4°C [2], [6].
2.6.4 Skladovani materialu

Teplota skladovani BM zavisi na stabilité¢ analytu a dobé provedeni analyzy.
Teplota 4°C je dostaCujici pro vétSinu analytd, které jsou zpracovany do 24-48 hodin,
popt. do tydne. Pro dlouhodobé skladovani je vhodnd teplota -20°C. Pii skladovéni
jenutné, aby BM byl dobfe uzavien a tim bylo zabranéno jeho odpafovani,
mikrobiologické kontaminaci, difuzi plynii a vlivu svétla [2], [6].

2.6.5 Moc [20]
Mo¢ je prihledny vodny roztok metabolickych odpadl, organickych latek

a rozpusténych soli, ktery je vyluCovan ledvinami, k odstranéni odpadnich molekul
a k udrzeni homeostazy. Barva moci je od svétle zluté po jantarovou a pH v rozmezi 5-
6. Mo¢ muzeme ziskat jednorazové nebo sbérem za urcity ¢asovy usek. Je to nestala
tekutina, kterd po odbéru podléha rychlym zméndm. Mo¢ je vybornym prostiedim

pro mnozeni mikroorganismi, které rozkladaji latky v ni obsazené.
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2.7 Uprava biologického materilu pied analyzou

Biologicky vzorek je velmi slozitd matrice obsahujici celou fadu endogennich
latek. Tyto latky jsou v nadbytku vzhledem ke stanovované proménné. Prfislusna
analyticka metoda proto musi byt vysoce selektivni a citlivd. Pted vlastni analyzou
HPLC je nutné provést upravu vzorku, ktera snizi obsah endogennich latek a tim zlepsi
selektivitu a zabrani poskozeni instrumentu. Cilem upravy vzorku je izolovat Cisty
analyt od interferujicich latek, rozpustit ho a zakoncentrovat. Findlni rozpoustédlo
1 nejkritictéjSim bodem analyzy. Mezi hlavni metody upravy biologického vzorku patii
deproteinace, extrakce na pevné fazi a extrakce kapalina-kapalina [17], [21].

2.7.1 Deproteinace

Precipitace vzorku je jedna z nejjednodussich a nejrychlejSich metod odstranéni
proteind. Proteiny jsou béhem této metody vysraZeny piidavkem precipita¢niho ¢inidla
anésledné¢ oddéleny centrifugaci. Mezi precipitacni ¢inidla mimo jiné patfi organicka
rozpoustédla (metanol, aceton, acetonitril atd.) nebo nasycené roztoky soli
(CuSO4, Na;WO4, ZnSO4 v NaOH atd.). Vybér precipitacniho cinidla je ovlivnén
charakterem biologického vzorku i analyzované latky. Nevyhodou této metody je nizsi
Cistota a i urcité nafedéni vzorku [22].

Pti deproteinaci musi byt splnény tyto podminky:

= vznikly precipitat neadsorbuje na sviij povrch sledovany analyt

= Uplné odstranéni bilkovin

= deproteina¢ni ¢inidlo neovliviiuje sledovany analyt, neinterferuje s nim
pii detekci a neovliviiuje vytéZnost analyzy [22]

Nedokonalé odstranéni proteini mize negativné ovlivnit analyzu. Napiiklad
pfi detekci latek hmotnostni spektrometrii dochazi vlivem matrice k poklesu u¢innosti
ioniza¢niho procesu, coZz vede ke snizeni reprodukovatelnosti, uc¢innosti a ke zhorSeni
limitu detekce. [17]

Proteiny ze vzorku Ize také odstranit pomoci ultrafiltrace nebo enzymaticky.
2.7.2 Extrakce kapalina-kapalina (Liquid—Liquid Extraction, LLE)

Extrakce kapalina-kapalina je metoda, zaloZena na extrakci stanovované latky
z biologického materialu do s vodou nemisitelného organického rozpoustédla. Dochazi

k odd€leni analytli od necistot ve vzorku matrice [21].
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Extrakce analytu z vodné faze do organické zavisi na polarité¢ organického
rozpoustédla, pH vodné faze a rozpustnosti analytu v organickém rozpoustédle.

Pti extrakci organickymi rozpoustédly se nejdiive ke vzorku piida urcité
organické rozpoustédlo, nasleduje tfepani, centrifugace a odebrani supernatantu.
Nadbytek rozpoustédla se odpaii. V nékterych ptipadech se pouziva i zpétna extrakce.

Distribuce stanovované latky mezi dvé kapaliny je vyjaddiena Nerstovou

distribu¢ni konstantou [21].

__koncentrace analytu v organicheé fizi

Kp=

koncentrace analytu ve vodné fizi
Moznosti zvySeni hodnoty Kp a tim i zvySeni vytéZnosti extrakce:
= pokud je analyt v iontové form¢, miize byt extrahovan pouZzitim iontového paru,
nebo je snaha potlacit tuto ionizaci, aby byl vice rozpustny v organické fazi
napt. zménou pH
* pouzitim organického rozpoustédla, ve kterém je analyt nejvice rozpustny
» vysolovani snizi koncentraci analytu ve vodné fazi
* kovové ionty umozni vznik komplexu s hydrofébnimi latkami [23]

Hlavnimi vyhodami LLE je relativni jednoduchost, finan¢ni nenaroc¢nost
a Siroké uplatnéni v bioanalyze. Mezi jeji nevyhody patii vysoka spotieba rozpoustédel
a mozny vznik emulzi [24].

2.7.3 Extrakce na pevné fazi SPE [21], [24]

SPE je jednou =z nejpouzivanéjSich metod uprav biologického materialu
soucasnosti. Oproti LLE vynik4 niZ8i spotfebou rozpoustédel, redukci ¢asu extrakce
avys§i ucCinnosti. Pfi extrakci na pevné fazi je nutné nejprve pfipravit vzorek
tak, aby nedoSlo k zaneseni extrakéni kolonky. Extrakéni kolonka ma tvar injekéni
stifkacky. Uprava vzorku miize zahrnovat zménu pH, zfedéni vzorku & filtraci.
Aktivace kolonky je dal$im nutnym krokem pfi extrakci. Kolonka se aktivuje vhodnym
rozpoustédlem a tak dochdzi k solvataci funkénich skupin, které pak reaguji
s analyzovanou latkou. Poté mtze byt aplikovan vzorek. Analyt se navaze na sorbent,
ktery mize mit mnoho modifikaci. Balastni latky jsou vymyty z kolony. Princip
je analogicky HPLC separaci na kolon¢, avSak za nizsich tlakli. K dispozici je cela fada
sorbentll charakteru reverznich i normalnich fazi a iontoménici. Cely proces probiha
ve specidlnim zafizeni, kde je pritok vzorku i1 rozpoustédel urychlovan pod tlakem.
Timto procesem vznikne pomérné Cisty extrakt. Vyhodou je i moznost spojit extrakci

s HPLC a jeji miniaturizace.
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Obrazek ¢.16: Postup extrakce na pevné fazi[25]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité pristroje a pomtcky

3.1.1 Pristroje
UHPLC systém Nexera, Shimadzu (Japonsko) slozeny z:
»  Komunikac¢ni jednotka CBM-20A
* Degasser DGU-20A3
» Dv¢ vysokotlaké pumpy LC-30 AD
* Davkovac typu SIL-30 AC pro vialky
= Rack Changer II pro mikrotitra¢ni desticky
» Kolonovy termostat CTO-20 AC
= Selekéni ventil
» Detektory
o UV/VIS detektor SPD-20A
o Hmotnostni spektrometr LCMS-8030 trojity kvadrupdél, Shimadzu
(Japonsko) s ioniza¢nim zdrojem ESI

» Pocitatovy software LabSolutions 5.41 SP1

Analytické vahy Sartorius AG CPA 623S (Némecko)

Magnetickd michacka, Ika Werke (Némecko)

Manifold pro mikrotitra¢ni desticky, Multi-well Filter Plate Vacuum Manifold, Pall Life
Science (USA)

Centrifuga 5810R Eppendorf (Némecko)

Mikrocentrifuga D3024R High Speed Refrigerated Micro-Centrifuge Scilogex (USA)
pH metr Sentron SI (Nizozemsko)

Ultrazvukova lazet DU-100, Chromservis (Ceska republika)

Vakuova pumpa Vacc Space 50, Chromservis (Ceské republika)

Vakuova odparka Concentrator plus, Eppendorf (Némecko)

Vortex Lab Dancer, Ika Werke (Némecko)
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3.1.2 Chromatografické kolony

Kinetex HILIC 2,6 um 100A 100x4,6 mm Phenomenex (USA)
Kinetex Phenyl-Hexyl 2,6 um 100A 100x4,6 mm Phenomenex (USA)
Kinetex PFP 2,6 pum 100A 100x4,6 mm Phenomenex (USA)

3.2 Pouzité chemikalie
Acetonitril (LC-MS Chromasolv®), Fluka analytical — Sigma Aldrich (Ceska republika)

Octan amonny (> 99%), Fluka analytical — Sigma Aldrich (Ceska republika)

Jodid draselny (99,5%), Fluka analytical — Sigma Aldrich (Ceska republika)

Kyselina mravenéi (98-100%) Emsure®, Merck (Ceské republika)

Methanol (LC-MS Chromasolv®), Fluka analytical — Sigma Aldrich (Ceska republika)
Voda (LC-MS Chromasolv®) Fluka analytical — Sigma Aldrich (Ceska republika)
Kreatinin, Fluka analytical — Sigma Aldrich (Ceska republika)

Retinol, Fluka analytical — Sigma Aldrich (Ceska republika)

3.3 Priprava roztoku

3.3.1 Mobilni faze

Jako mobilni faze byly vyzkousSeny rizné¢ poméry methanolu, kyseliny mravenci

(FA) v acetonitrilu, vody nebo octanu amonné¢ho (AMAC).

Octan amonny 10 mmol/l byl piipraven rozpusténim 0,1927 g ve 250 ml vody

a naslednym pfiefiltrovanim pfes membranové filtry o velikosti poru 0,2 pm.

Dale byla pouzita i kyselina mravenci 0,005 M, ktera se ptipravila doplnénim

36 ul FA na 200 ml acetonitrilem.

3.3.2 Zasobni roztoky standardi
Zasobni roztok retinolu o ¢ = 100 umol/l byl pfipraven rozpusténim 2,86 mg

retinolu ve 100 ml methanolu LC-MS kvality.

Zasobni roztok kreatininu o ¢ = 25 mmol/l byl pfipraven rozpusténim 0,28 g

kreatininu ve 100 ml vody LC-MS kvality.

VSechny takto pfipravené zasobni roztoky byly uchovavany pii -20°C

v mrazaku.
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3.3.3 Pracovni roztoky standardii
Pracovni roztoky retinolu byly piipraveny nafedénim zasobniho roztoku

methanolem LC-MS kvality na vysledné koncentrace 5 umol/l a 1 pmol/I.

Pracovni roztok kreatininu byl pfipraven nafedénim zasobniho roztoku vodou

LC-MS kvality na vyslednou koncentraci 0,88 mmol/I.

Smésny pracovni roztok byl pfipraven nafedénim a smisenim zasobnich roztok.
Vyslednd koncentrace kreatininu v smésném pracovnim roztoku byla 0,88 mmol/l. a

retinolu 1 pmol/l.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Optimalizace chromatografické metody

Optimalizace je proces, béhem kterého jsou nastaveny vhodné podminky
pro separaci zkoumanych latek. Béhem vyvoje metody byly optimalizovany detekéni
podminky, sloZzeni mobilni fize a stacionarni faze.

Nejprve byly zjistény informace o zdkladnich vlastnostech analyzovanych latek
vcetné jejich struktur. Na zdkladé¢ téchto informaci z odborné literatury byly zkoumany

ruzné druhy stacionarnich fazi a sloZzeni mobilnich fazi.

4.1.1 Detekcni podminky

4.1.1.1 MS detekce retinolu

Pro zjisténi vhodnych podminek byla pouzita automatickéd optimalizace detekce
s vyuzitim standardniho roztoku retinolu. Byly vyhodnoceny tzv. MRM piechody
(multiple reaction monitoring), které byly porovnany s odbornou literaturou a dalsi
dilezité podminky detekce jako je napéti na kvadrupdlu, kolizni energie apod. Byla
zvolena kombinace nékolika pfechodii pro vétsi selektivitu. Prechody jsou uvedeny

v tabulce 1. Dal$i parametry MS detektoru jsou v tabulce 2.

Tabulka €. 1: MRM ptechody retinolu

Prekurzor Produkt
Retinol
269,10 107,00
269,10 93,25
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Tabulka €. 2: Nastaveni parametrii detekce

Typ ionizace ESI+

Napéti na kapilare 4,5kV
Teplota na DL (Desolvation Line) 250°C
Teplota na Heat bloku 400°C
Pritok susiciho plynu 15 1/min
Pritok nebuliza¢niho plynu 3 I/min

4.1.1.2 UV detekce kreatininu

Zjisténi optimalni vinové délky pro vlastni analyzu kreatininu spocivalo

v proméfeni absorpcniho spektra kreatininu a jeho porovnani s literaturou. Ze zjisténych

dat Ize urcit absorpcni maximum pii 235nm (Obrazek ¢. 17).

425 %
40.0 3

5.0 T

Kreatinin
235 nm

Intenzita (mAL)

Vinova délka (nm)

Obrazek ¢.17: Absorpcni spektrum kreatininu

4.1.2 Volba stacionarni a sloZzeni mobilni faze

4.1.2.1.1 Kinetex 2,6 um HILIC 1004 100x4,6 mm

Jako prvni byla testovdna kolona s povrchové poréznimi casticemi Kinetex

2,6 um HILIC 100A 100x4,6 mm. Separace pomoci faze HILIC je vhodna pro polarni,

ve vodé dobfe rozpustné latky, zahrnujici biologicky aktivni slouceniny jako jsou

aminokyseliny, peptidy atd. Vodné mobilni faze obsahujici vysoky podil organického

rozpoustédla. Uptfednostnuje se piedev§im ACN.
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Byla testovana fada mobilnich fazi. V prvni fazi byla vyzkouSena kombinace
ACN (s 0,005 M FA) s vodou v riznych pomérech, jak uvadi tab. 3. S pouzitim vody
v mobilni fazi nebylo dosazeno vhodné separace.

Ve druhé fazi se ptreslo ke kombinaci ACN (s 0,005 M FA, obrazek ¢.18) nebo
methanolu s AMAC, také v riznych pomérech. Piehled téchto poméra je také uveden
v tabulce 3. Tvar piki se s pouzitim methanolu zhorsil a na separaci nemél vliv.

Tabulka €. 3: Poméry MF slozené z ACN nebo methanolu a AMAC/H,0

ROZPOUSTEDLO POMER
ACN (FA) 90 85 80 75 70
H,0 10 15 20 25 30
AMAC 10 15 20 25 20
METANOL 80
Intenzita A IntenzitaB

e Retinol (&)
600000 r 140000

s reatinin (B)

500000 - - 120000

- 100000
400000 -

- 80000
300000 -

- 60000
200000 -+

- 40000
100000 - h k h | 20000

0 ] — T Q

] 2 4 6 B
Retencnicas (minuty)

Obrazek ¢.18: Chromatogram 1

retinol (1 pmol/l), kreatinin (0,88 mmol/l)
80% MeOH + 20% AMAC (10 mmol/l, pH 6,69), 0,5 ml/min, 3 pl
Kinetex 2,6um HILIC 100A 100x4,6 mm
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Pomoci methanolu pfi pritoku 0,5 ml/min byl zméfen mrtvy ¢as (obrazek ¢. 19).
Byl velice blizko reten¢nimu casu retinolu. Mrtvy Cas metanolu byl 1,95 minuty

a retencni Cas retinolu byl 2,05 minuty.

Intenzita
5000 -

4000 -
3000 - Methanol
2000
1000

0 T T T =1 N7 | 1 1
-1000 { 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4
-2000 -
-3000 -

Retencni ¢as (minuty)

Obrdazek ¢.19 Chromatogram 2

methanol
80% MeOH + 20% AMAC (10 mmol/l, pH 6,69), 0,5 ml/min, 3 pul
Kinetex 2,6 um HILIC 100A 100x4,6 mm

Na zékladé téchto vysledki byla vyzkousena jina kolona.

4.1.2.1.2 Kinetex 2,6 um Phenyl-Hexyl 1004 100x4,6 mm

Druhou zkouSenou kolonou byla kolona Kinetex 2,6um Phenyl-Hexyl 100A
100 x 4,6 mm. Jedna se také o kolonu s povrchové poréznimi Casticemi. Fenylova
skupina je specificka pro selektivitu aromatickych slou¢enin a amind.

Jako prvni mobilni faze byla vyzkouSena kombinace ACN (s 0,005 M FA)
avody v riznych pomérech. Piky byly hife identifikovatelné a byl pozorovan vyssi
Sum zakladni linie. Voda byla proto vyménéna za AMAC (obrazek ¢. 20) a opét byly
vyzkouSeny rizné poméry. Piehled pomért je uveden v tabulce €. 4.

Tabulka €. 4: Poméry MF slozené z ACN a AMAC/H,0

ROZPOUSTEDLO POMER
ACN (FA) 90 80 70
H,0 10 20 30
AMAC 10 20 30
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Intenzita A Intenzita B
= Kreatinin (A)
250000 -+ - 90000
= Retinol (B) 80000
200000 - | 20000
- 60000
150000 -
- 50000
- 40000
100000 -
- 30000
50000 - - 20000
J L - 10000
0 . : A . : 0
0 1 2 3 4 5 6
Retencni ¢as (minuty)

Obrdazek ¢.20: Chromatogram 4

retinol (1 pmol/1), kreatinin (0,88 mmol/I)
80% ACN (0,005 M FA) + 20% AMAC (10 mmol/l, pH 6,69), 0,5 ml/min, 3 pl
Kinetex 2,6 um Phenyl-Hexyl 100A 100x4,6 mm

Pomoci methanolu pifi pratoku 0,5ml/l byl opét zméfen mrtvy cas
(obrazek ¢. 21). Bohuzel bylo zjisténo, ze retencni ¢as nyni kreatininu v 1,95 minuté

odpovida mrtvému casu.

Intenzita
5000 -

4000 -
3000 - Methanol
2000 -
1000 -

0 - : — e AT —
-1000 ¢ 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4
-2000 -
-3000 -

Retencni ¢as (minuty)

Obrazek ¢.21 : Chromatogram 5

methanol
80% ACN (0,005 M FA) + 20% AMAC (10 mmol/l, pH 6,69), 0,5 ml/min, 3 pl
Kinetex 2,6 pm Phenyl-Hexyl 100A 100x4,6 mm

Na zékladé téchto vysledki byla vyzkousena jiné kolona.
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4.1.2.1.3 Kinetex 2,6 um PFP 1004 100x4,6 mm
Déle byla vyzkouSena kolona Kinetex 2,6 um PFP 100A 100x4,6 mm,

Phenomenex (USA). Tato kolona opét patii mezi kolony s povrchové poréznimi
¢asticemi. Stacionarni faze je zde modifikovana pentafluorfenylem (PFP). Vyhodou této
kolony je rychla a u¢inna separace. Vyznacuje se aromatickou a polarni selektivitou.

Opét byla testovana fada mobilnich fazi. Nejprve byla zkousena kombinace
ACN (s 0,005 M FA) s vodou. Nebylo ale dosazeno optimalni separace, proto byla voda
zaménéna za AMAC a opét bylo vyzkouseno n€kolik poméri ACN (FA) s AMAC.
Ptehled téchto poméri je uveden v tabulce 5.

Tabulka €. 5: Poméry MF slozené z ACN a AMAC/H,O

ROZPOUSTEDLO POMER
ACN (FA) 90 80 78 75 70
H,0 10 20 30
AMAC 10 20 22 25 30

Optimalni separace nastala pfi slozeni MF v poméru ACN (0,005 M FA) 78:22
AMAC (Obrazek €. 22)

Intenzita A m— Kreatinin (A) Int it
ntenzita
160000 - Retinol (B) ? %0000
140000 - Kreatinin . 50000
120000 -
- 40000
100000 -
280000 - 30000
60000 -
- 20000
40000 + Necistata kreatininu
- 10000
20000 - i
0 ] ] ] : T ; e ] ] : 0
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5 5,5
Retencni ¢as (minuty)

Obrazek ¢.22: Chromatogram 6
retinol (1 pmol/1), kreatinin (0,88 mmol/I)
78% ACN (0,005 M FA) + 22% AMAC (10 mmol/l, pH 6,69), 0,5 ml/min, 3 pl
Kinetex 2,6 um PFP 100A 100x4,6 mm
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Pomoci methanolu pfi pratoku 0,5ml/min byl zméfen mrtvy Cas. Retencni Casy
analytu byly rozdilné oproti mrtvému casu. Tato kolona byla proto zvolena jako finalni,

z divodu dobré separace, optimalni doby analyzy a intenzity pikti analytt.
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4.2 Souhrn vybranych podminek

Tabulka €. 6: Souhrn vybranych podminek

Analyticka kolona Kinetex 2,6 um PFP 100A 100x4,6 mm
Predkolona Kinetex PFP 4,6 mm

Mobilni faze 10 mM AMAC (pH 6,4) a ACN (0,005 M FA) v poméru 22:78
Pratok 0,5 ml/min

pH 6,69

Detekce 235 nm pro kreatinin, retinol dle MRM piechodt
Teplota 25°C

Nasttikovany objem 3ul

Retenc¢ni Cas kreatinin 2,40 min, retinol 3,45 min
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4.3 Casteéna validace metody [34][47][48]

4.3.1 Zdanlivy pocet teoretickych pater
Utinnost kolony vyjadiuje bezrozméma veli¢ina - zdanlivy podet teoretickych

pater (N). Vzdy se vztahuje k jednotlivé koloné a stanovované latce. Cim vét§i podet
teoretickych pater kolona ma, tim je jeji t€innost vyssi.
N =554 X (t—R)‘
Wh
tr retencni ¢as
Wh Sitka piku v poloving jeho vysky

Zdanlivé pocty teoretickych pater byly spocitany pro kreatinin 2450 a pro retinol 3872.

4.3.2 VySkovy ekvivalent teoretického patra
Délku kolony ptipadajici na jedno patro urcuje vypocet vyskového ekvivalentu

teoretického patra (HEPT, H). Lze tedy porovnavat ti¢innost chromatografickych kolon.
H =~ (um)

1 délka kolony
N zdanlivy pocet teoretickych pater
Vyskovy ekvivalent teoretického patra pro retinol byl spocitan 3,9 pm a pro kreatinin

1,6 pm.

4.3.3 Faktor symetrie
Faktor symetrie (As) je bezrozmérnd veli¢ina, kterd popisuje symetrii

chromatografického piku. Je dilezity pfi ur€ovani kvantity méfené¢ho analytu. Idedlni
hodnota As se rovna 1,0. Je-li hodnota vy$§i nez 1,0 dochazi k chvostovani piku
analytu, je-li hodnota niz$i nez 1,0 dochazi k rozmyvani piku.

Waos
As =,

woos Sitka piku v jedné dvacetiné jeho vySky
d vzdalenost mezi kolmici spuSténou z vrcholu piku a vzestupnou ¢asti piku
v jedné dvacetin€ jeho vysky
Faktor symetrie pro pik kreatininu mé¢l hodnotu 1,43 a pro pik retinolu 1,19.
Hodnoty, jez byly naméfeny, splituji pozadavky Ceského 1ékopisu 2009, které jsou 0.8 -
L,5.
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4.3.4 RozliSeni
Rozliseni (R;) je bezrozmérna veli¢ina vyjadiujici miru separace dvou po sobé

eluyjicich analytti. Jednim z pozadavkl je separace az na zakladni linii. Cilem je ziskat
hodnoty rozliSeni 1,5 a vyssi.
. 1,18 - (tgz B tRij

Why T Wi

5

tr1 a tro reten¢ni Casy
Whi @ Wh Sitky pika v poloviné vysky

RozliSeni pro pik kreatininu a pfitomné necistoty melo hodnotu 1,55. Pro retinol
nebylo rozliSeni méfeno. Vzajemné rozliSeni pikl retinolu a kreatininu nebylo méfeno

z ditvodu detekce na odlisnych detektorech.

4.3.5 Detekcni limit
Jednim z parametra citlivosti je mez detekce LOD (limit of detection). Mez

Pro biologicky material je vypocitan jako pomér signalu k Sumu krat 3.

Detekéni limit pro kreatinin mél hodnotu 9,81 umol/l a pro retinol 0,05 pmol/I.

4.3.6 Kvantitativni limit
DalSim parametrem citlivosti je kvantitativni limit neboli mez stanovitelnosti

LOQ (limit od quantification). Hodnota uddva nejniz§i koncentraci latky, kterd
je stanovitelnad s pfijatelnou piesnosti a spravnosti. Pro biologicky material je
vypocitana jako pomér signalu k Sumu krat 10.

Kvantitativni limit pro kreatinin mél hodnotu 32,69 umol/l a pro retinol

0,16 umol/l.
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4.3.7 Opakovatelnost nastiikia
Opakovatelnost se vyjadiuje stejné jako vypocet relativni smérodatné odchylky.

100 [Z(y, — )

RS5D,, = —-
%~ = |
YN

n—1

Tabulka ¢. 8: Opakovatelnost nasttikl

RETINOL KREATININ
Plocha retenni ¢as Plocha retencni Cas
96 546 3,383 1 032 255 2,411
95 862 3,385 1 021 405 2,426
96 314 3,383 1016 898 2,390
96 910 3,384 1019 787 2,403
96 370 3,387 1018 677 2,410
96 375 3,382 1018 797 2,401
96 463 3,385 1016 604 2,386
96 725 3,384 1017 624 2,395
SD 310,005 0,002 5094,52 0,005
RSD (%) 0,32 0,05 0,50 0,01
Pramér 96 446 3,384 1 020 256 2,403

Podminky: 1 pmol/l retinol, 0,88 mM kreatinin, Kinetex 2,6 um PFP 100A
100x4,6 mm, MF: 78% ACN (0,005 M FA), 22% AMAC, 0,5 ml/min, 3 pl

Opakovatelnost nasttiku vzorku kreatininu 1 retinolu vyhovuje pozadavkiim

relativni smérodatné odchylky do 1 %.
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4.4 Uprava biologického materialu

Pfed samotnou analyzou biologického materidlu je nezbytné jej upravit. Balastni
latky by mohly nevratné poskodit chromatograficky systém nebo interferovat béhem
analyzy.

Nejprve byla vyzkouSena na pracovisti ovéend metoda pro stanoveni vitaminu
A, E vséru, ktera byla pro ucely tohoto experimentu trochu pozménéna [46].
Do zabrusové zkumavky bylo napipetovano 0,5 ml moci, kterd byla nasledn¢ nafedéna
chlazenym etanolem (0,5 ml) denaturovanym metanolem a po dobu 5 minut ulozena
do lednice (4°C). Poté bylo pfidano 2,5 ml hexanu a nasledovalo 5 minut tiepani.
Vzorek byl centrifugovan 10 minut pii 1300 x g a 0°C). Po centrifugaci byl odebran
supernatant (2 ml) z horni hexanové vrstvy, ktery byl nasledné odpaten pii 45°C
arozpustén v acetonitrilu (0,4 ml). Dle predpokladu kreatinin zlstal ve vodné fazi
(spodni vrstvé) a retinol pieSel do hexanové vrstvy. I tak se stouto metodou dale
pracovalo, hlavné se spodni vrstvou obsahujici kreatinin.

Byla vyzkouSena vySe zminéna extrakce bez pifidavku etanolu denaturovaného
metanolem. Po odebrani hexanové vrstvy byla spodni vrstva natedéna mobilni fazi
v poméru 1:1, znovu centrifugovdna a smisena s odparkem. Tento postup také nebyl
vhodny pro spole¢nou extrakci retinolu a kreatininu z diivodu malé vytéznosti a velkého

mnozstvi balastnich latek (Obrazek ¢. 23) .
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Intenzita A IntenzitaB
400000 - r 800000
= Retinol (A)
350000 - e Kreatinin (B) - 700000
300000 - “ ~ 600000
Kreatinin
250000 - r 500000
200000 - Nedistoty - 400000
150000 - ~ 300000
100000 - . r 200000
Retinol
50000 - r 100000
0 : . ‘ ‘ 0
0 1 2 3 4 5
Retencnicas (minuty)

Obrazek ¢. 23 Chromatogram 7
Extrakce BM
78% ACN (0,005 M FA) + 22% AMAC (10 mmol/l, pH 6,69), 0,5 ml/min, 3 ul

Kinetex 2,6 pm PFP 100A 100x4,6 mm
Dale bylo vyzkouseno nékolik extrakénich postupt, kdy bylo smiseno 200 pl
moci s vybranymi organickymi ¢i anorganickymi latkami, viz tabulka ¢. 7. Smés byla
vlozena na 5 minut do lednice. Nasledné byla centrifugovana (15 min, 21380 x g, 4°C)

a filtrovana.

Tabulka €. 7: Testované extrakéni podminky

MOC PRIDAVEK

200 pl AMAC 200 pl

200 pl methanol 200 pl

200 pl ACN 200 pl

200 pul ethanol absolute chlazeny 200 pl
200 pl 4% ZnSO4 50 pl

200 ul 4% ZnSO4 50 pl + 400 pl metanolu
200 pl aceton 200 pl

200 pl 600 pl ethanol absolute

200 ul 150 pl ethanol absolute + 50 ul ACN
200 ul 100 pl ethanol absolute + 100 ul ACN
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Nejlepsi vysledky byly dosazeny pii extrakénim postupu, kdy bylo smiseno
200 pl moci se 100 pl ethanolu absolute a 100 ul ACN LC-MS. Nésledné byla smés
uloZzena na 5 minut do lednice a poté centrifugovana (15 min, 21380xg., 4°C)
a filtrovana.

Jelikoz byly pozorovany necistoty v blizkosti piku kreatininu, byl vzorek moci
béhem extrakéniho postupu (pfed centrifugaci) vlozen do ultrazvukové lazné
(10 min,25°C). Cast nedistot v blizkosti piku se pomoci 1azné podafilo odstranit

(Obrazek ¢. 24).

Intenzita A IntenzitaB
900000 - = Retinol (A) - 450000
e Kreatinin (B)
800000 - - 400000
700000 - Retinol . 350000
600000 - Necistoty Kreatinin L 300000
500000 - - 250000
400000 - - 200000
300000 - - 150000
200000 - - 100000
0 . . L \ L-F 0
0 1 2 3 4 5
Retencnicas (minuty)

Obrazek ¢. 24 Chromatogram 8

Extrakce BM s ultrazvukovou lazni
78% ACN (0,005 M FA) +22% AMAC (10 mmol/l, pH 6,69), 0,5 ml/min, 3 pl
Kinetex 2,6 pm PFP 100A 100x4,6 mm
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5 ZAVER

V této diplomové praci byly optimalizovany detekéni a separa¢ni podminky pro
stanoveni retinou a kreatininu. Byla vybrdna vhodna stacionarni faze a slozeni mobilni
faze. Tyto podminky slouzi jako zéklad nové metody pro stanoveni retinolu a kreatininu

v moci.

Jako optimalni podminky pro stanoveni byly zvoleny:

Analyticka kolona Kinetex 2,6 um PFP 100A 100x4,6 mm
Piedkolona Kinetex PFP 4,6 mm

Mobilni faze 10 mM AMAC (pH 6,4) a ACN (0,005 M FA) v poméru 22:78
Prutok 0,5 ml/min

pH 6,69

Detekce 235 nm pro kreatinin, retinol dle MRM piechodu
Teplota 25°C

Nastfikovany objem 3ul

Retencni Cas kreatinin 2,40 min, retinol 3,45 min

Metoda byla ¢astecné validovana. Byla ovéfena opakovatelnost, stanoven limit
detekce a kvantifikace a vypoc€itan zdanlivy pocet teoretickych pater, faktor symetrie
arozliSeni pikd. Byly testovany i upravy biologického materidlu, na kterych se bude
dale pracovat.

Stanoveni retinolu v moci by mohlo byt slibnym parametrem v oblasti renalniho
poSkozeni. Na metod¢ se dale pracuje a v budoucnu by mohla slouzit v klinickém
vyzkumu 1 praxi. Vyhodou této metody je zatazeni kreatininu pro korekci a zaroven
spolecného stanoveni. Stanoveni z moci je piinosné i pro pacienty, kdy nedochézi

k jejich zatézi.
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