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Abstrakt

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutickej chémie a farmaceutickej analyzy
Student: Pavol Beca

Vedici diplomovej prace: PharmDr. Petr Kastner, PhD.

Nazov diplomovej prace: Izolacia metabolitov tryptofanu z biologického materialu

Témou a cielom tejto diplomovej prace bolo vyvinutie najucinnejSej upravy
vzorky pred analyzou na izolaciu L-tryptofanu a jeho metabolitov (serotonin, melatonin,
kyselina 5-hydroxyindol-3-octovd, L-kynurenin, kyselina kynurenova) z biologického

materialu, v tomto pripade z kralicej plazmy.

Postupne boli vyskasané zdkladné metédy upravy vzorky pred analyzou, a to
extrakcia kvapalina-kvapalina (LLE), extrakcia z pevnej fazy (SPE) a deproteinizicia,

pricom najvyssiu vytaznost poskytovala poslednd spominana.

Izol4acia prebehla zmieSanim 2,5 pl zasobného roztoku vSetkych latok
o koncentracii 10 pg/ml a 122,5 pl kréalicej plazmy. Samotnd deproteinizacia bola
prevedend pridanim 500 pl metanolu, pretrepanim a centrifugaciou pri 9000 otackach za
minitu po dobu 5 minut. Nésledne bolo odobranych 400 pl supernatantu, ktoré sa

podrobili analyze pomocou vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie (HPLC).

Pre vlastnu chromatografickl analyzu bola pouzitd metoda vyvinutd v diplomovej
praci ,,HPLC hodnoceni L-tryptofanu a jeho metabolitl v biologickém materialu®
(Katefina Malkova, 2019). Prebehla na silikagélovej kolone Kinetex EVO C18 (100 A,
150 x 3 mm, 5 pm) s predkoléonou OPTI-GUARD 1 mm CI18 pri teplote 30 °C
s prietokovou rychlostou 0,5 ml/min. Mobilna faza A bol octanovy pufer s pH 4,5
s pridanym metanolom v pomere 97:3. Mobilna faza B bola metanol. Optiméalny objem
nastreku vzorky bol 10 - 15 pl. Pouzita eltcia bola gradientova a ¢as analyzy 30 minut.

Pouzité detektory boli spektrofotometricky a fluorimetricky.

Metoda bola validovand podla EMA smernice. Pre stanovenie latok bola
pouzivand metdda vonkajSieho Standardu. Hodnotené validacné parametre boli
spravnost, presnost’, selektivita, linearita, citlivost. VSetky ndjdené hodnoty boli

v primeranom rozsahu.



Abstract

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmaceutical Chemistry and Pharmaceutical Analysis
Student: Pavol Beca

Supervisor: PharmDr. Petr Kastner, PhD.

Title of diploma thesis: Isolation of tryptophan metabolites from biological material

The topic and aim of this diploma thesis was to develop the most effective sample
preparation before analysis for isolation of L-tryptophan and its metabolites (serotonin,
melatonin, 5-hydroxyindole-3-acetic acid, L-kynurenine, kynurenic acid) from biological

material, in this case from rabbit plasma.

Basic methods of sample preparation prior to analysis, namely liquid-liquid
extraction (LLE), solid phase extraction (SPE) and deproteinization, were successively

tested, with the latter yielding the highest yield.

Isolation was performed by mixing a 2.5 ul stock solution of all substances at a
concentration of 10 pg/ml and 122.5 ul rabbit plasma. Deproteinization was performed
by adding 500 ul of methanol, shaking and centrifuging at 9000 rpm for 5 minutes.
Subsequently, 400 pl of supernatant was collected and analyzed by high performance
liquid chromatography (HPLC).

The method developed in the diploma thesis "HPLC evaluation of L-tryptophan
and its metabolites in biological material" (Katefina Malkova, 2019) was used for the
chromatographic analysis. It was performed on a Kinetex EVO C18 silica gel column
(100 A, 150 x 3 mm, 5 um) with an OPTI-GUARD 1 mm C18 precolumn at 30 ° C with
a flow rate of 0.5 ml / min. Mobile phase A was an acetate buffer at pH 4.5 with methanol
in a ratio of 97:3. Mobile phase B was methanol. The optimal sample injection volume
was 10 - 15 pl. The separation was performed by gradient elution and the analysis time

was 30 minutes. The detectors used were spectrophotometric and fluorimetric.

The method was validated according to the EMA guideline. An external standard
method was used to determine the substances. The validation parameters evaluated were
accuracy, precision, selectivity, linearity, sensitivity. All values found were within a

reasonable range.



1 UVOD

Tato diplomova praca sa zameriava na Upravu vzorky ajej izolaciu

z biologického materialu pred HPLC analyzou.

L-tryptofan patri medzi aminokyseliny bezne pritomné v organizme a on
samotny, ako aj jeho metabolity (serotonin, kyselina 5-hydroxyindol-3-octova,
melatonin, L-kynurenin a kyselina kynurenova) mézu ovplyviiovat’ priebeh mnohych
neurologickych, psychickych ¢i inych ochoreni. Ich podrobnejsi popis a funkcia v

organizme, ako aj metabolizmus, su uvedené v teoretickej Casti tejto diplomovej prace.

Teoretickéd Cast’ tejto prace je okrem popisu tychto latok a metabolickej cesty
venovana aj popisu zakladnych izola¢nych metdd latok z biologického materidlu, a to
extrakcie kvapalina-kvapalina (LLE), extrakcie z pevnej fazy (SPE) a deproteinizacie, ich
vyvoja anajmodernejSicho prevedenia avenuje sa takisto analyze pomocou
vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie, o je v suCasnosti najvyuzivanejSia metoda

pre separaciu Sirokého spektra latok.

Metdda bola validovand podla oficidlnych smernic a pouzitd pre izolaciu

a nésledné stanovenie spominanych latok z kralicej krvnej plazmy.



2 CIEDL

Cielom tejto diplomovej prace je najst najvyhodnejSiu metddu s najvacsou
vytaznostou pre izolaciu L-tryptofdnu ajeho metabolitov z kralicej krvnej plazmy,
pricom vyskum by mal pokracovat’ implementaciou tejto metoddy pri izolacii z krvnej

plazmy c¢loveka.

Chromatografické podmienky boli urc¢ené v prechadzajucom vyskume a v prvom
rade je potrebné stanovit' a vybrat’ najucinnejSiu upravu vzorky spomedzi troch
zakladnych, ato LLE, SPE a deproteinizacie. Nasledna analyza prebehne pomocou
overenych podmienok HPLC chromatografie. Validacia bude prevedena podla
oficidlnych smernic Europskej liekovej agentury (EMA) a hodnotené parametre budu

spravnost, presnost’, selektivita, linearita a citlivost’.



3 TEORETICKA CAST

3.1 L-Tryptofan a jeho metabolity
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3.1.1 L-Tryptofan

Systematicky nazov: kyselina (S)-2-amino-3-(1H-indol-3-yl)propdnova *

Suméarny vzorec: C;;H2N20,?

L-tryptofan (TRP) je jedna z 6smich esencialnych aminokyselin. Jeho celkova
koncentracia v plazme je 54217 — 67456 nM? (11072 — 13777 ng/ml), ¢o je najnizsia

koncentrécia zo vietkych aminokyselin.*

Bezna déavka je priblizne 900 — 1000 mg denne, Co priblizne dva az trikrat

prevysuje jeho skutoénii dennti potrebu.*

Bezné zdroje TRP v potrave st ovos, banany, suSené slivky, tuniak, syr, chlieb,

kuracie a moréacie miso, arasidy alebo ¢okolada.*

Prvykrét bol syntetizovany v roku 1949, ale na zaciatku osemdesiatych rokov

bola jeho syntéza nahradena fermentaciou, ¢im sa zvysila jeho vytaznost’.*

Tryptofan sa v tele zucastituje réznych metabolickych procesov. Jeho hlavnymi
ulohami st syntéza bielkovin, kynureninu, serotoninu, melatoninu a d’al§ich latok, ako

napriklad tryptamin alebo niacin.*

Po vstrebani sa TRP z velkej Casti viaze na bielkoviny plazmy, konkrétne na
albumin, ale ma vysoku afinitu k transportéru v hematoencefalickej bariére, preto sa

dokaze v jej blizkosti z albuminu disociovat’ a dostat sa aj do mozgu.*

L-tryptofan sa metabolizuje na 5-hydroxytryptofan, ktory sa potom premiena na
neurotransmiter serotonin. Na zéklade tejto premeny boli Studované jeho ucinky na
depresiu a rdzne iné poruchy, ako poruchy spanku, schizofréniu a sezonne afektivne
poruchy. Exogénne podavanie tryptofanu je stredobodom zdujmu mnohych klinickych

vyskumov. Tieto vyskumy vyvolali ¢asto sl'ubné, ale nie iplne presved¢ivé vysledky.*

V ramci liecby depresie sa ukazalo, ze zlepSuje miernu az stredne t'azku depresiu,
avsak u vaznejSej formy nema ucinky. Dobra G¢innost’ bola zaznamenand v niektorych
Stadiach, kde bol podavany pacientom spolo¢ne s inhibitormi monoaminooxidazy, no
napriek tomu boli vysledky vdcSinou nejednoznacné, pretoze zaroven je pri tom riziko

vyvolania serotoninového syndromu.*
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Lepsie ucinky boli zaznamenané v lieCbe sezdnnej afektivnej poruchy, resp.
»sezonnej depresie”, kde boli porovnavané s terapiou svetlom. Zistilo sa, ze jeho
Stvortyzdiové poddvanie modze byt rovnako efektivne ako dvojtyzdiova svetelnd

terapia.*

Dalsie jeho ucinky boli zaznamenané napriklad pri lieCbe priznakov
predmenstruacného syndromu, kde nastavalo vyrazné znizenie dysfoérie, zmien nalad

a podrazdenosti, ¢o sa pripisovalo zvysenej syntéze kynureninu.*

Uporich spanku sa predpokladd jeho mechanizmu prostrednictvom
mechanizmov melatoninu a na rozdiel od lieCiv bezne podavanych v terapii spanku, sa
pri iom neobjavuju kognitivne poruchy ainé spankové poruchy. Vyznamne tiez
ovplyvnil spanok u pacientov s obstrukénou spankovou apnoe. U pacientov s centralnou

spankovou apnoe efekt nemal.*

Jeho efekt bol vyskusany aj pri odvykani od fajéenia, kde v kombinécii s diétou

s vysokym obsahom sacharidov dokazal zmiernit tizkost’ a abstinenéné priznaky.*

Medzi najcastejSie neziaduce ucinky patria bolest’ hlavy, nevolnost’, hnacka,
citlivost’ svalov a sedacia. Medzi d’alsie udalosti hlasené pri davkach az 15 g/ dei patrila
euforia, sucho v tistach, rozmazané videnie a nystagmus. Uéinky sa zdali byt zavislé od
davky. V 80-tych rokoch bol zaznamenany nérast pripadov so syndromom eozinofilia-

myalgia pri zvy$enom podavani tryptofanu.’

L-tryptofan zvySuje dostupnost’ serotoninu v CNS a mdze spdsobit’ ,,serotoninovy
syndrom®, ked’ sa uziva samostatne (zriedkavo) alebo castejSie v kombinacii s MAOI
alebo serotonergnymi latkami (napr. fluoxetinom). Priznaky sa vyznacujii myoklonom,
pokojnym chvenim, nepokojom, nestabilnou chodzou, hyperreflexiou, diaforézou a

hypertermiou.’
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3.1.2 Serotonin

Systematicky nazov: 3-(2-aminoetyl)-1H-indol-5-ol ®
Sumérny vzorec: C1oH2N20 ©

Serotonin (=5-hydroxytryptamin, 5-HT) je monoaminovy neurotransmiter a v tele
sa syntetizuje z tryptofanu v serotonergnych neurénoch v centralnom nervovom systéme

(CNS) a v enterochromafinovych bunkéch v gastrointestinalnom trakte (GIT).’
Normalna hladina v plazme je 97 — 289 nM, &o je 17 — 51 ng/ml.?

Asi 95 % periférneho serotoninu je syntetizovanych a uchovavanych v GIT. Je
metabolizovany monoaminooxidazou (MAQO) na kyselinu 5-hydroxyindol-3-octovu,

ktora sa nasledne vyluéuje mo¢om.’

Existuje najmenej sedem vel'kych rodin serotoninovych receptorov, oznacuju sa

ako 5-HT) az 5-HT7 a vécsina z nich ma viac podtypov.’

Ovplyviiovanie koncentracie serotoninu v organizme, resp. pdsobenie na
serotoninové receptory sa v farmdcii vyuziva pri lieceni niektorych ochoreni, ako

napriklad depresia, migréna, gastrointestinalne poruchy.’

Serotonin moduluje nervovll aktivitu aje Siroko vyuZitelny v neurologii
a psychiatrii. VacSina serotoninu sa ale nachadza mimo centralneho nervového systému
(CNYS) a prakticky vSetky serotoninové receptory st exprimované tak isto v periférii ako

v CNS.2

Medzi jeho funkcie patri regulacia vel’kého mnozZstva biologickych procesov, ako
kardiovaskularne funkcie, ¢revnad motilita alebo funkcia mocového mechura, najnovsie

sa zistil vplyv aj na agregaciu krvnych dosti¢iek.®

V poslednej dobe sa vyskum najviac zameral na skimanie serotoninovych
receptorov a z hladiska farmacie na vyvoj lieCiv, ktoré si pre jednotlivé receptory

selektivne.®

Z hladiska behavioralnych a neuropsychologickych procesov mdze serotonin

ovplyviovat’ naladu, hnev, agresiu, chut’ do jedla, pamit, sexualitu ¢i pozornost’.®

Vaskularne ucinky serotoninu st kontrola cievneho odporu a krvného tlaku
a ovplyviiovanie hemostdzy a funkcie krvnych dosticiek. Serotonin spdsobuje

vazokonstrikciu alebo vazodilaticiu v zavislosti od konkrétnych receptorov. Prikladom

13



moze byt vazodilatacia mozgovych ciev posobenim na 5-HTig receptor, ¢o sa vyuziva

ako mechanizmus uéinku triptanov, ktoré sa pouZivaju na potladenie bolesti pri migréne.®

Dalsie funkcie serotoninu st napriklad regulécia srdcovych funkcii &i remodelécia
srdca po infarkte myokardu (IM). Vysoké hladiny serotoninu st napriklad spdjané
s fibrilaciou predsieni, ¢o vedie k dysrytmidm. Na druhej strane ovpplyviovanie
niektorych receptorov moze mat vyznamny ucinok pri liecbe vazospastickej anginy

pectoris alebo pri lie¢be bolesti po IM.8

Serotonin poméha takisto regulovat’ dychanie prostrednictvom tuc¢inku na
dychacie centrum, ¢i ovplyvilovanim vaskularnych funkcii. V tomto kontexte je mozné
vyvinuat’ lieciva, ktoré by mohli byt klinicky U¢inné pri liecbe skorej pl'icnej hypertenzii
a takisto sa uvazuje o vyuziti pri opioidmi indukovanému utlmu dychacieho centra, zatial’
¢o by opioidnd analgézia zostavala nepotlatena. Vplyv serotoninu na respiraény systém
dokazuju aj zistené¢ abnormality v hladindch serotoninu u deti, ktoré pred¢asne zomreli

na syndrém nahleho timrtia doj¢iat.?

Serotonin ma vplyv na hypothalamo-hypofyzarnu os a nadoblicky a priamo
reguluje vyvoj mlieénych zliaz a tiez energeticky a gluk6zovy metabolizmus, ¢o méze
byt uzitocné v liecbe obezity alebo diabetu. Mimo tohto hrd doélezitt ulohu
v ovplyvilovani rychlosti metabolizmu (deficit serotoninu sposobuje hypotermickl
reakciu), stresovej reakcie cez nadobli¢ky, reguldciu uvolnovania mlieka z mlie¢nych
7liaz.®

Pri prijme potravy sa aktivuji chutové bunky, ¢o spdsobuje zvySené vylucovanie
serotoninu a tym prenaSanie chutovych informacii do CNS. M4 na svedomi aj peristaltiku
a sekréciu pankreatickych enzymov. Tieto funkcie sa vyuZivaji u lieckov na liecbu
syndromu drazdivého ¢reva a jeho vplyv na nervus vagus sa vyuziva u setronov, ktoré su
Gi¢innymi antiemetikami.®

Medzi d’alSie funkcie serotoninu patri modulacia vnimania bolesti, €o sa vyuziva

na lie¢bu neuropatickej bolesti a migrény a pri anestézii.®

Niektoré inhibitory spitného vychytavania serotoninu (selective serotonin
reuptake inhibitors, SSRI) st predpisované na lieCbu predcasnej ejakuldcie alebo

stresovej inkontinencie.®

Zvysena hladina serotoninu v sére je u tehotnych Zien a tieto hladiny koreluja so

zvySenym rizikom vyskytu preeklampsie.®
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3.1.3 Kyselina 5-hydroxyindol-3-octova

Sumarny vzorec: C1oHoNO3°

U l'udi je zapojena do metabolizmu tryptofanu. V chemickej analyze vzoriek
mocu sa kyselina 5-hydroxyindol-3-octova (=5-hydroxyindole-3-acetic acid, 5-HIAA)

pouziva na stanovenie hladin serotoninu v tele.!°
Jej normalna hladina v plazme je 25 — 53 nM (5 — 10 ng/ml).?

Mimo Tl'udského tela bola zistend, ale nie kvantifikovand kyselina 5-HIAA v

niekol’kych réznych potravinach, ako st ¢ierne maliny, ¢inske gastany, ¢ierne moruse.!”

Zistilo sa, ze 5-HIAA je spojena s niekol’kymi chorobami, ako je epilepsia,

hereditarna spastické paraplégia a Crohnova choroba.!'”

Pacienti trpiaci psychickymi poruchami, ako depresia so samovrazednymi
sklonmi ¢i schizofrénia vykazuju zniZzenu hladinu 5-HIAA v mozgomiechovom moku
anaopak jej zvysené hladiny v plazme. Tieto hladiny navySe na zaklade tychto stadii
koreluju so zadvaznost'ou ochorenia, takze stanovenie jej hladin v telovych tekutinach by
mohlo prispiet’ k diagnostike tychto ochoreni ak podrobnejSiemu urceniu ich

zavaznosti.!!

Karcinoidné nadory mozu spdsobit’ zvySené vyluCovanie tryptofanu, ako aj
serotoninu. Serotonin a nasledne 5-HIAA su produkované v prebytku vacSiny
karcindmov, ktoré maju za nasledok jej zvysSené vylucovanie. Je potrebné zaroven vylacit
zvySeny prijem tryptofanu z potravy, ¢o moze viest’ k zvySenému vylucovaniu 5-HIAA

a nasledne nepresnej diagnostike. Jej hladina v mo¢i je 12 - 35 umol/den.

15



3.1.4 Melatonin

Systematicky nazov: N-/2-(5-metoxy-1H-indol-3-yl)etyl]acetamid 3
Sumarny vzorec: C3H6N>0, 13

Melatonin (MLT) je hormoén produkovany epifyzou. Podl'a niektorych studii boli
hlasen¢ aj iné zdroje ako napriklad bunky kostnej drene, lymfocyty, krvné dosticky, koza

alebo GIT stavovcov (kde sa mdze aj syntetizovat’ v enterochromafinovych bunkéch).'*

Jeho hladina sa reguluje externym prijmom tryptofanu a je obvykle najvyssia
hydroxyluje na 5-hydroxytryptofan, potom nastava dekarboxyldcia a vznik4 serotonin.
V epifyze sa serotonin metabolizuje na N-acetylserotonin a nasledne sa metyluje na

melatonin. Niektoré enzymy v tomto procese podporuje aktivita noradrenalinu.'*

Jeho syntéza a vyluCovanie sa zvySuje pocas tmy a st tlmené svetlom, takze

9. 4 Yo r I3 . v e 15
ul'udi sa zvysSuju po zdpade slnka, vrchol nastidva v noci apostupne sa znizuje.

Koncentracie v sére su rozne a pohybuji sa medzi 80 a 120 pg/ml, pricom pocas dia su

koncentracie nizke (10 — 20 pg/ml).'

MLT je metabolizovany na 6-hydroxymelatonin, po ktorom nastava konjugacia
s kyselinou sirovou. Vznika 6-sulfatoxymelatonin (6-SM) a nasleduje vyluic¢enie mocom.

Tento hlavny metabolit odraza plazmatické koncentracie melatoninu.'*

Melatonin u¢inkuje pOésobenim na melatoninové receptory (MT-1 a MT-2).
Melatoninové receptory sa nasli v niekol’kych centralnych, ale aj v periférnych tkanivach
vratane srdca atepien, nadobli¢iek, obliciek, pltc, pefene, zl¢nika, tenkého cCreva,

adipocytov, vaje¢nikov, maternice, pfs, prostaty, koZe a tiez v T- a B-lymfocytoch.'*

MT-1 receptor je zodpovedny za navodenie spanku, MT-2 receptor reguluje
cirkadidnne rytmy. MT-3 receptor je vo faze skiimania, ale je pravdepodobne zodpovedny
za antioxida¢né ucinky."

Jeho fyziologické ucinky st regulacia cirkadiannych rytmov, dalej ma
neuroendokrinné ucinky areguluje telesnu teplotu. V stvislosti s naruSenymi
cirkadidnnymi rytmami st vykyvy jeho hladin spojené s niektorymi psychickymi
ochoreniami a neurologickymi poruchami, ¢o je pozorovatelné hlavne u deti ako jeho

nedostatok pri tychto ochoreniach. M4 vplyv aj na neuronalny vyvoj plodu.'
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Mimo tohto G¢inku mé vplyv na kardiovaskularny systém, reguldciu imunity
(stimulacia tvorby interleukinov) a takisto prostrednictvom MT-3 receptoru sa ziCastituje
ako antioxidant na ochrane CNS a GIT pred oxidativnym stresom. MLT d’alej zabraiiuje
zvySovaniu telesného tuku, podporuje tvorbu kolagénu a diferenciaciu osteoblastov

a inhibuje resorpciu kosti.!*

MLT sposobuje znizenie telesnej teploty a zmenu hladin monoaminov v mozgu,
¢o moze vyvolat’ ospalost’. Bol navrhnuty ako terapia poruch spanku vratane nespavosti

a jet lag syndromu, ale v Ceskej republike nebol pre tito indikaciu schvéleny. '

Vzhl'adom na antioxida¢nu aktivitu ma potencial v lieCbe rakoviny, u pacientov

s hypertenziou pomaha znizovat’ krvny tlak.!

Znizena no¢nd sekrécia melatoninu bola pozorovana u pacientov, ktori zaroven
trpeli tazkou depresiou, schizofréniou, bipolarnou poruchou alebo autizmom. Pri liecbe
pacientov s depresiou bolo pozorované ndsledné zvysenie hladiny melatoninu a jeho
vel'ky potencidl sa preukazuje pri liecbe Alzheimerovej choroby, Parkinsonovej choroby,

Huntingtonovej choroby ¢i amyotrofickej lateralnej sklerézy (ALS).!*

Ma viaceré ucinky vratane somnolencie a predpokladd sa, ze hra ulohu pri
regulacii cyklu spanku a bdenia. Melatonin sa povazuje za vyzivovy doplnok a je vol'ne
predajny vo viacerych generickych formach. Nachddza sa tieZ v mnohych bylinnych a
vyzivovych doplnkovych zmesiach. Bezna davka je 10 mg jedenkrat denne uzivana
perorélne jednu az tri hodiny pred ¢asom spanku. Vedl'ajSich G¢inkov je mélo, ale mozu

zahfiat’ dennt spavost’ a bolesti hlavy. '
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3.1.5 Kynurenin

Systematicky nazov: kyselina 2-amino-4-(2-aminofenyl)-4-oxobutinova'’

Suméarny vzorec: CjoH2N203 "

L-Kynurenin patri do triedy organickych zlucenin znamych ako

alkylfenylketony.'®

Normalna hladina kynureninu v krvnej plazme ¢loveka je 1792 — 2552 nM, ¢o
odpoveda zhruba 373 — 531 ng/ml.?

Je pritomny u vsSetkych eukaryotov, vratane Cloveka. U l'udi sa L-kynurenin
podiela na metabolizme tryptofanu. Dokazy naznacuji, ze jeho zvysena produkcia moze
vyvolat’ depresivne symptomy spojené s interferonovou liecbou hepatitidy C. Kognitivne

deficity pri schizofrénii st spojené s nerovnovahou v enzymoch, ktoré ho $tiepia.'®

Kynurenin je syntetizovany enzymom tryptofan dioxygenaza (pecen) a indolamin
2,3-dioxygendza (imunitna reakcia). ZvysSend syntéza kynureninu bola objavena pri
niektorych typoch rakoviny.'®

Deficit kynurenin-3-monooxygenazy je spojeny s poruchami mozgu (napriklad

schizofrénia) a pecene.'®

Dysfunkéné stavy rdznych krokov kynureninovej drahy v metabolizme
tryptofanu boli opisané pri mnohych poruchach, ako napriklad demencia, Tourettov

syndrém, schizofrénia, depresia, roztriisena skleréza, Huntingtonova choroba a d’alsich.!®

Mimo l'udského tela bol objaveny v niekol’kych roznych potravinach, napriklad
v kravskom mlieku. Vdaka tomu by sa L-kynurenin mohol stat’ potencidlnym

biomarkerom pre spotrebu tychto potravin. '8
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3.1.6 Kyselina kynurenova

Systematicky nazov: kyselina 4-oxo-1,4-dihydro-chinolinkarboxylova®®
Sumérny vzorec: Ci10H,NO3 "

Kyselina kynurenova (KYNA) je produktom metabolizmu tryptofanu cez
kynureninovu drdhu. Boli komplexne zdokumentované jej vplyvy na neurofyziologické
a neuropatologické procesy a takisto s skimané jej protizapalové a imunosupresivne

funkcie.?®

Prvykrat bola KYNA preukdzana v moci, ale viac preskimana bola az koncom
minulého storo¢ia. Zo zacdiatku bola Studovana hlavne kvoli uéinkom v CNS, ale
v poslednej dobe sa Studuji viac jej ucinky na periférii. V GIT boli Studované jej
antiulcer6zne a protizapalové vlastnosti, ked” bola zvySena jej hladina pri zapalovych

ochoreniach GIT, ale pri funkénych bola normalna.?!
Normalne hladiny KYNA v plazme st 17 — 26 nM (3 — 5 ng/ml).?

Najnovsie poznatky zistili, Ze Escherichia coli je schopnd ju produkovat
a v nizkych davkach ma KYNA stimula¢ny efekt na rast urCitych baktérii, ale vo

vysokych m4 antibakterialne vlastnosti.?!

KYNA je endogénny antagonista excitacnych receptorov glutamatu NMDA a
nikotinovych cholinergnych receptorov. U zvierat boli preukazané jej neuroprotektivne a
antikonvulzivne aktivity. Vzhl'adom ktomu byva spajand s niektorymi prejavmi
starnutia. Abnormality jej funkcie v CNS boli hlasené pri niektorych vyznamnych
ochoreniach, ¢i uz iSlo o jej zvySeny metabolizmus (Alzheimerova choroba, Downov

syndrém) alebo o zvysenie funkcie pocas skorého §tadia Huntingtonovej choroby.??

Zvysena produkcia KYNA moze takto pdsobit’ ako kompenza¢na reakcia na
neurotoxicitu. Pri niektorych ochoreniach, ako schizofrénia alebo amyotroficka laterdlna
skler6za, su jej zniZzené hladiny v periférii vysvetlované jej vznikom z tryptofanu

a kynureninu predovietkym v mozgu.*

Moduldcia NMDA receptorov kyselinou kynurenovou hra klacova tulohu
u schizofrénie. V nizkych davkach moze blokovat nikotinové receptory, ¢o mdze

vysvetlovat’ psychotické symptomy a zhorSenie kognitivnej aktivity pri jej zvySenej
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hladine u schizofrenikov. Hladiny KYNA sa opisuji ako vysSie v mozgovomiechovom

moku a v kritickych oblastiach CNS schizofrenikov v porovnani s kontrolami.?’

Zvysené hladiny KYNA boli experimentalne zistené pri réznych zapalovych
procesoch (reumatoidna artritida), u diabetikov 2. typu, pacientov s roztrasenou
skler6zou, pri oblickovych ochoreniach, pri niektorych néadorovych ochoreniach (u
niektorych naopak znizend), ale aj v slinach pacientov trpiacich odontogénnymi

abscesmi.?’

Kyselina kynurenova sa vstrebava z potravy a medzi potraviny, ktoré ju obsahuji
patria napriklad r6zne druhy mésa, brokolica alebo zemiaky. VysSie koncentracie sa

nachadzaju v rastlinach ako 'ubovnik bodkovany, zihl'ava, breza, baza alebo miita. %!
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3.2 Fyzikalne-chemické vlastnosti tryptofanu a jeho

metabolitov

Tab. 1: Nakreslené Strukturne vzorce a vypocitané Mr, pKa a logP u metabolitov

tryptofanu pomocou programu ChemDraw 18.0 s vynimkou pKa melatoninu

Mr (g/mol) pKa logP
TRYPTOFAN 204,23 10,012 0,32

0 2,094

/ OH
HN NH,

SEROTONIN 176,22 9,741 0,51

H 10,456

NH,

KYSELINA 5-HYDROXYINDOL-3-OCTOVA 191,19 3,937 0,74

2 -4.935

HO

MELATONIN 232,28 16,51 0,71

N -0,69]3
\\0/@:<
~(

o]
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Mr (g/mol) pKa logP
KYNURENIN 208,22 2,087 -0,82
NH, 9,076
0
OH
o] NH,
KYSELINA KYNURENOVA 189,17 2,958 1,71
o 7,659
N
= OH
\\
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3.3 Uprava vzorky pred analyzou

Cielom upravy vzorky pred samotnou analyzou je ziskat vzorku, ktora je
relativne bez interferujtcich latok, je kompatibilna s analytickou metédou a jej vytaznost’
je ¢o najvyssia, pricom dochadza k zakoncentrovaniu. Vol'ba tejto techniky zavisi na

Struktare analytu, jeho stabilite, vytaznosti a afinite k proteinom.*
Hlavné metody tpravy vzorky pred analyzou su liquid-liquid extrakcie (LLE),
solid-phase extrakcie (SPE) a precipitacia proteinov (deproteinacia). Dalsie metody

vychadzaji zo spomenutych.?*
3.3.1 LLE

Principom je separacia vzorky na zaklade Nernstovho distribu¢ného zakona
medzi dvomi fazami, z ktorych jedna je lipofilna a druhd hydrofilna. Prakticky sa jedna

o prenos analytov z biologickej tekutiny do organického rozptstadla.>*

Nz
Organicka
vrstva
, Intenzivni tfepani | © 4 L Rozpulténi vzorku
Uprava pH ° s lé€ivem Zakoncentrovani '
otl o
i 5
Plasma o% Pﬂdav-e.il H vt')dou %o" Centrifugace o
[ nemisitelného o

rozpoustédla
Molekuly légiva Balasty z plasmy Zbytek po odpafeni

Vzorek pro analyzu

Obr. 2 Princip LLE®

Lipofilni fazu najcCastejSie tvori organické rozpustadlo, ktoré by malo byt
nemiesitelné s vodou, obdobne polarne ako analyt a malo by s nim interagovat’, ale nie

reagovat’. Dalej by malo byt prchavé a dostatoéne isté.*

Biologicka tekutina (plazma, sérum, celd krv alebo mo€) st vodné vzorky.
Upravenim pH pridanim tlmivého roztoku, resp. kyseliny alebo zdsady sa zabezpeci
ucinnd extrakcia analytu a nasledne sa pridava organické rozpustadlo, ktoré je s vodnou
zlozkou nemiesitelné a tak sa vytvori dvojfazovy systém. Nasleduje pretrepavanie po

ur¢it dobu, aby sa fazy dostatoéne premiesali.?*

Rozpustadlo sa voli na zaklade molekulérnej Struktary analytu, aby sa ¢o najviac
ul’ah¢il vznik interakcie medzi molekulami analytu a dané¢ho rozpustadla. Interakcie

medzi nimi mézu byt’ ré6zneho typu, a to hydrofobne, rozptylové, dipdl-dipol interakcie
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a interakcie na zéklade vodikovych vézieb a znalosti o tychto interakciach ulahcuju

vyber vhodného rozptstadla.?*

Pre vel'mi nepolarne analyty, ktoré su latkami podobnymi uhl'ovodikom bez
ziadnych alebo obsahujucich len vel'mi malo funkénych skupin, je hlavnd hydrofébna
interakcia, kedy analyt a rozpustadlo su hydrofébne, takze sa voli nepolarne rozpustadlo,

ako napriklad uhlovodiky alifatické alebo cyklické.?*

V pripade analytov s nizkou az strednou polaritou alebo v pripade analytov s
aromatickym charakterom st ucinné¢ aromatické rozpustadla (toluén, p-xylén).S

toluénom a p-xylénom sa mozu vyskytovat’ disperzné interakcie.?*

Pre este viac polarne analyty by sa malo zvolit’ polarnejSie rozpustadlo, ale stale
nie prili§ polarne, pretoze rozpustadlo by nemalo byt miesateI'né s vodou, aby sa vytvoril

dvojfazovy systém.>*

Pre poldrne analyty si vysoko ucinné rozpustadld s vysokymi dipolovymi
momentmi, ked’ dochadza k rozpustaniu dipdlovymi interakciami. Priklady popularnych

rozpustadiel s dobrymi dipélovymi vlastnostami st dichlérmetan a etylacetat.?*

Na extrakciu bazickych analytov su vyhodné rozpustadla s donorovymi
vlastnostami viazucimi sa na vodik, napriklad chloroform, a na extrakciu kyslych
zliCenin sa naopak pouZzivaji akceptorové rozpusStadla, ktoré vodik viazu, ato je

napriklad diethyléter.>

Relativne casto sa kvoli nevyhodnym vlastnostiam jednotlivych rozpustadiel
pouzivaji ich zmesi, napriklad zmesi alkoholov ako propan-1-ol alebo butan-1-ol
s nepolarnymi rozpuStadlami. V tychto pripadoch je mozné modifikovat polaritu tak, aby

sa zjednodusilo ziskavanie analytov.*

Ako bolo uvedené, hodnota pH vo vzorke je ddlezita pre extrakciu kyslych
a zéasaditych latok. Doporucuje sa mat” hodnoty pH minimélne dve jednotky od hodnoty
pKa analytu. Kyslé analyty sa preto najucinnejSie extrahuju z roztokov okyslenych na
hodnotu pH dve jednotky pod hodnotou pKa kyselin a bazické analyty zase z roztokov
o pH hodnote vyssej o dve jednotky ako hodnota pKa zédsad. Pri upravovani hodnot pH
treba davat’ pozor na extrémne hodnoty, pretoze modze dojst k zraZaniu zloziek

biologickych tekutin, resp. k degradacii analytov.*

24



V poslednych rokoch sa do popredia dostdva takzvana superkriticka fluidna
extrakcia (SFE) s vyuzitim na izolaciu a vyrobu roznych latok, najcastejSie vyhodna pre
izolaciu latok z rastlinného materidlu, pretoze konvenéné metddy ako destilacia alebo
maceracia maju vel'ké mnozstvo nevyhod. SFE je povazovana za ,,zelent technolégiu®,
ktora pontka vyssiu selektivitu a kratSiu dobu extrakcie. Ako rozpustadlo sa pouzivaju
superkritick¢ tekutiny pri teplote atlaku nad kritickymi hodnotami, najbeznejSie
superkriticky oxid uhli¢ity (scCOz), ktory je hydrofébny a nepolarny, preto sa v iom
I'ahko rozpustaji malé nepolarne molekuly. Charakteristické je, ze rozpustadlo vykazuje
vlastnosti aj kvapaliny (hustota) aj plynu (viskozita, povrchové napitie). Vsetky
vlastnosti scCO; urcuju v kone¢nom dosledku vysoktl vytaznost’ aj selektivitu tejto

metody.?

V poslednych rokoch sa vyskum LLE zameriava na vyvoj roznych
mikroextrakénych technik, pri ktorych extrakcia prebieha z malého mnozstva média do
nemiesiteI'ného organického rozpustadla ako pri klasickej LLE, ale ich vyhody su
minimalna spotreba rozpustadiel, vyhodné zakoncentrovanie, malé mnozstva vzoriek a
st bez rizika tvorby emulzie. Medzi tieto mikroextrakéné techniky zalozené na principe
LLE patria extrakcie s vyuzitim duté¢ho vlakna (,,Hollow fiber* — HF-LPME,
»Electromembrane extraction” — EME), extrakcie do kvapky organického rozpustadla

(,,Single drop* — SD-LPME) alebo disperzné mikroextrakcie (,,Dispersive” — DLPME).?’
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3.3.2 SPE

Solid-phase extrakcia, resp. extrakcia na pevnej faze sa pouziva na pripravu
vzoriek biologickych tekutin, ako plazma, sérum a moc¢. Vyuziva malt extrak¢nt kolonu,
ktora je naplnena stacionarnou fazou, je obvykle jednordzova a cely proces prebicha
v §tyroch krokoch. Prvym je kondicionacia kolony premytim kvapalinou, coho ucelom je
pripravit’ stipec na aplikaciu vzorky. Druhym krokom je nanesenie vzorky, pri ¢om sa
analyty zadrziavaju v kolone pomocou interakcii so stacionarnou fazou a balastné latky
sa vymyvaju zo stipca. V trefom kroku, pri tzv. premyvani sa preplachuje kolona
a vymyvaju sa d’alSie balastné latky, zatial’ Co analyt stale ostava na sorbente kvoli silnym
interakciam so staciondrnou fazou. Poslednym krokom je elucia, kedy sa tzv. eluent
preplachne kolonou, preruSia sa interakcie medzi analytom a staciondrnou fazou.
Kone¢ny roztok, ktory sa nazyva eludt, obsahuje analyt bez zli€enin matrice a pouziva

sa na kone¢nt analyzu.?*

Aktiavce methanolem — vodou Naneseni vzorku Vymyti balastii vodou Eluce analytu methanolem
— —— | ——
De— iTe— r—
— 0° 04 Matrice T
Sorbent Analyt —— s
LlJ Ll—l LlJ I;lj
Odpad Odpad Odpad Eludt pro analyzu

Obr. 3 Princip SPE®

Na SPE sa pouziva relativne jednoduché zariadenie, ktorého sucastou je stipec
a vakuovy rozdel'ovac, ktory vytvara vakuum na vystupe z kolony a tlaci tekutiny cez fiu.
Zapina sa pri pretekani kvapaliny a medzi jednotlivymi krokmi sa vypina, aby sa

zabrénilo vyschnutiu kolény.**

Velkost stacionarnych ¢astic v kolone je obvykle v rozmedzi 40-50 um. Typicka
koléna SPE pre 1 ml vzorky obsahuje 30-100 mg stacionarnej fazy, ktora je zalozené bud’
na Casticiach oxidu kremicitého alebo na organickych polyméroch. To znamena, Ze
funkéné skupiny su stéastou tejto fazy. Castice na baze kremika su vysoko porézne
a jednotlivé nizkomolekularne latky sa mozu v péroch velmi efektivne zadrziavat,
narozdiel od makromolekul, ako napriklad proteiny, takZe tieto sa z kolony rychlo

vyplachnu.?*
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Prvym krokom SPE je kondicionacia. Kolony sa dodavaju v suchom stave,
v ktorom st funk¢éné skupiny neaktivne, takze musia byt solvatované, o sa zabezpeci
poldrnym organickym rozpustadlom, najcastejSie methanolom. Methanol sa takisto
dokéze na kolone zadrziavat, preto sa v druhej Casti procesu odstrafiuje preplachnutim
vodou alebo vodnymi puframi. Kondicionacia je vyhodnd aj z doévodu odstranenia

nedistot suvisiacich s vyrobou kolony. >

Jednym z Casto pouzivanych typov solid-phase extrakcie, je SPE s reverznou
fazou, ktord je zalozena na hydrofobnych interakciach zaloZzenych na van der Waalsovych
silach medzi vizbami vodik-uhlik a pouziva sa idedlne na extrakciu relativne nepolarnych
analytov z vodnych roztokov. Silne hydrofobne su kolony C18, tym zadrziavaji vécsie
mnozstvo latok a tym je horsia selektivita tejto metddy. Zvysenie selektivity sa zabezpeci
pouzitim menej hydrofobnych faz, napr. kolény C8. U kyslych alebo zasaditych analytov
modze byt vyhodne zriedenie vzorky tlmivym roztokom, pretoze lepSia retencia sa
dosahuje v nenabitom stave. Na premyvanie sa pri tomto type extrakcie pouZziva Cista
voda alebo iné 100% vodné roztoky, resp. ak st analyty dobre zadrzané, moze sa pouzit’
ucinnejsi roztok, ktory obsahuje 10-20 % methanolu. Nakoniec pri elucii sa pouziva
100% methanol alebo zmes methanolu a vody v malych objemoch, pretoze potlacuji
hydrofobne interakcie a tym sposobuju eliiciu analytov z koloény. Tu sa moze upravit’ pH
pri kyslych alebo zéasaditych zluceninach, aby doslo k ich nabitiu a d’alSiemu zniZeniu

hydrofébnych interakcif.>

Specidlnym typom SPE je ionovymenna, ktord sa vyuziva pri kyselinach
a zésadach a je zalozena na 16novych interakciach stacionarnej fazy a analytu. Kationy sa
extrahuji pomocou katexov, ktoré su zdporne nabité a aniony pomocou anexov, ktoré su

nabité kladne.?*

Katiénové ionomenice sa rozdel'uju na silné, ktoré su ionizované v celom rozsahu
pH a typicky obsahujt kyselinu sulfonovi ako i6novu funként skupinu, a slabé, ktoré sa
1onizuju iba v istom rozsahu pH, tam je Casto pritomna karboxylova skupina. Anidénové
ionomenice sa takisto rozdel'uji na silné, ktorych zadkladom su kvartérne amoniové

skupiny, a slabé, kde st pritomné sekundérne alebo terciarne aminoskupiny.>*
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Pri premyvani sa najcastejSie pouziva voda alebo tlmivé roztoky, pripadne je
vyhodne premyvat aj methanolom, pretoze nenarusa interakcie medzi analytom
a staciondrnou fazou, ale odstrafiuje neutralne zluceniny s nizkou polaritou. Je dolezité,

aby analyt ostal ionizovany aj po¢as premyvania a nedoslo k jeho strate.?*

Elucia je zaloZzena na tzv. ,,vypnuti“ ionovych interakcii, o sa pri silnych
ionomenicoch zrealizuje potlacenim naboja analytu a pri slabych samotnym ,,vypnutim*

ionomenica, ¢o sa vo vietkych pripadoch zabezpeduje vhodnym pH eluentu.?*

SPE méze byt aj kombinovand, ¢o je vlastne prepojenie techniky s reverznou

fazou a ionomeni¢ovej SPE.>

SPE s normalnou fazou sa pouZiva menej €asto a je urend na izolaciu analytov
pritomnych v nevodnych roztokoch. Pri tomto type sa zachytdvaji analyty v kolone
pomocou polarnych interakcii so stacionarnou fazou, ¢o moézu byt vodikové vizby,
dipolové interakcie atd’. Vzorka je rozpustena v nepolarnom alebo slabo poldrnom
organickom rozpustadle, ¢o je napriklad n-hexan ana eluciu sa pouziva polarnejSie

rozpustadlo, najéastejsie methanol, ktory potla¢a vodikové interakcie.?*
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3.3.3 Deproteinizacia

Plazma obsahuje asi 8 % bielkovin. Jej priame vstrekovanie do analytickych
pristrojov sa neodporuca, pretoze proteiny sa zrazaju, tym sa vykonnost’ rychlo znizuje

a kolona sa méze upchat’.?*

Zamerom deproteinizacie je odstranenie proteinov z plazmy alebo séra. Jej
principom je pridanie precipitacného ¢inidla do plazmy, €o je najCastejsie acetonitril, ale
moze sa jednat’ aj o iné organické rozpustadla alebo kyseliny, i6ny, ¢i soli, ktoré su
mieSatelné s vodnou plazmou. Pri pridavani precipitacného cinidla zalezi na jeho

mnozZstve a type.?

Po dokladnom pretrepani sa vytvori zmes, kde sa proteiny po styku s tymto
¢inidlom vyzrazaju, pretoZze nastdva denaturdcia zniZzenim dielektrickej konStanty
plazmatickych proteinov, ¢o zvySuje elektrostatické interakcie medzi nimi. Takisto
organické rozpustadlo vytesiiuje molekuly vody spojené s hydrofébnymi oblastami
proteinov. Nasledne sa zmes odstredi pri vysokych otdckach pomocou centrifugy,

proteiny sa usadia a ¢ira tekutina (supernatant) je pripraveny na analyzu.?*

Pfidavek precipitaéniho Protfepani o [Supernatant pro analyzu
o
o2 centrifugace L
° °
Plasma % o
0 0 o A i
o SraZené proteiny

Molekuly léciva

Obr. 4 Princip deproteinizdcie®

Deproteinizacia nie je extrakénou metdodou, pretoze analyty sa neprendsaju zo
vzorky do iného média, ale zostdvaju vo vodnom médiu plazmy. Je rychla, minimélne
nakladna na vybavenie, jednoduch4, ale nevyhodou mdze byt’, Ze pri tejto metdde zostava
komplexna zmes d’alSich latok stale v supernatante a pridanim precipitacného Cinidla sa

vzorka zriedi, ¢o spdsobi zniZenie koncentracie cielového analytu.*

Mimo klasickych technik deproteinizacie st dnes pouzZivané aj niektoré moderné
techniky ako ultrafiltracia, o je membranova separacia proteinov Casto urychlovana
tlakom piestu, stlaenym vzduchom alebo centrifugiaciou a umoziuje stanovit’ viazanost’

lie¢iva na proteiny plazmy.?8
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3.4 Vysokoucinna kvapalinova chromatografia

Vysokoucinna kvapalinova chromatografia (HPLC = z angl. High-performance
liquid chromatography) je separacna metoda zalozend na rozdiele v distribucii latok
medzi dve nemiesiteI'né fazy. Mobilnou fazou je kvapalina, ktoré prestupuje stacionarnou

fizou naplnenou do kolény.>*

Pristroj sa skladd =z cCerpaciecho systému, davkovacieho zariadenia,
chromatografickej kolony, detektoru a zariadenia na spracovanie dat. Mobilna faza je
pumpovand z jedného alebo viacerych zasobnikov a pretekd konStantnou rychlostou

kolénou a detektorom.*

Cerpacie systémy st potrebné pre privadzanie mobilnej fizy konitantnou
rychlostou. Musi byt zabezpecené o najmenSie kolisanie tlaku, o je zabezpecené
zariadenim na tlmenie pulzov. Hadi¢ky a vSetky spoje musia tomuto tlaku odolavat.
Dalej mozu byt Eerpacie systémy vybavené zariadenim pre odstrafiovanie vzduchovych
bublin. Cerpacie systémy ovladané mikroprocesormi st schopné privadzat’ mobilnti fazu
bud’ s konStantnym zlozenim (izokraticka eldcia), alebo so zloZenim, ktoré sa v priebehu
analyzy meni (gradientova elucia), co je zabezpecCené v tomto pripade viacerymi

zasobnikmi.?*

Davkovacie zariadenie je schopné pracovat pri vysokom tlaku a moZe byt ru¢né,
ktorého nevyhodou je horsia presnost’, alebo automatické. Jeho funkciou je davkovanie

roztoku vzorku na horny koniec koldny alebo v jej blizkosti.?*

V HPLC sa pouziva vel'ké mnozstvo staciondrnych faz, ako napriklad oxid
kremicity, oxid hlinity alebo porézny grafit v chromatografii s normalnymi fazami,
polyméry alebo Zivice s kyslymi alebo zéasaditymi skupinami pri ionomenicovej
chromatografii, porézny oxid kremicity alebo polyméry vo vylu¢ovacej chromatografii,
chemicky modifikovany oxid kremicity, polyméry alebo porézny grafit v chromatogratii
s reverznymi fazami, a tieZ derivaty celuldzy alebo amylozy, bielkoviny a peptidy atd’.

pre separaciu enantiomérov.>

Vicsina separdcii je zaloZzend na mechanizme rozdel'ovania a vyuZziva chemicky
modifikovany oxid kremicity a polarne organické rozpustadla, takze sa jedna o reverzny

typ chromatografie.?
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Pre analytické separacie sa vacSinou vyuziva velkost’ Castic 3-10 um. Mézu mat’
gulovity alebo amorfny tvar, r6znu pérovitost’ a Specificky povrch. V pripade obratenych
faz hré rolu jej druh, obsah viazaného uhliku, idaj o pripadnom odstraneni povrchovych
silanolovych skupin. Ak totiz obsahuje stacionarna fdza zvyskové silanolové skupiny,

moze dochadzat k ,,chvostovaniu“ pikov.?*

Kolony st vyrobené z nerezovej ocele, majt rozne dizky a vntitorné priemery. Ak
maju vnutorny priemer mensi nez 2 mm, si oznaCované ako mikrokolony. VacSina
separécii je uskuto¢iiovana pri teplote miestnosti, ale kolony sa mozu aj zahrievat’ pre
zvySenie ucinnosti. Pre udrziavanie teploty je vel'mi Casto pouzivany termostat kvoli
reprodukovatelnosti retencného ¢asu. Odportca sa nezahrievat’ na viac ako 60 °C, kvoli

nebezpedenstvu degradacie stacionarnej fizy alebo zmien v zloZeni mobilnej fazy. 2*

Ako mobilné fazy sa v normalnej chromatografii pouzivaji menej polarne
rozpust'adla kontrolované na pritomnost’ vody, v reverznej chromatografii si to vodné
mobilné fazy, bud’s alebo bez organického rozpustadla. Zlozky mobilnych faz sa filtruju,
aby sa prediSlo kontamindcii Casticami va¢simi ako 0,45 pm. Pred cerpanim do systému
sa mobilné¢ fazy prebublavaji héliom, v ultrazvukovom kupeli alebo sa pouzivaji

membranové &i vakuové zariadenia, ktoré zabratiuji tvorbe bublin v cele detektoru.?*

Najcastejsie pouzivané detektory su spektrofotometre pre meranie v ultrafialovej
a viditeI'nej oblasti (UV/VIS), vratane detektorov s diédovym polom. Dalej sa pouZivaju

fluorimetrické, elektrochemické detektory, hmotnostné spektrometre atd’.>*

Fluorimetricky detektor je =zaloZzeny na fluorescencii analytu a merani
sekundarneho Ziarenia. Je citlivejsi a selektivnejsi ako spektrofotometricky detektor, ale
pouziva sa len pre latky, ktoré vykazuju fluorescenciu. Xenonova vybojka generuje
ziarenie, ktoré prechadza cez monochromator, ktory ho filtruje. Molekuly analytu
absorbuju excitané Ziarenie a Cast’ energie je vyziarend vo forme emisného ziarenia,

ktoré ma vyssiu vinova dlzku.*
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Pre vlastné kvantitativne hodnotenie latok je zdkladom plocha, resp. vyska

chromatografického piku. NajcastejSie sa pouzivaju dve metody stanovenia:

1. Metoda vonkajsieho standardu, kedy sa analyzuje roztok analytu a samostatne sa
analyzuje roztok vonkajSieho Standardu o zndmej koncentracii skumanej
zlucCeniny. Koncentracia stanovovanych zloziek zmesi sa vypocita z priemeru
ploch (vysok) piku jednotlivych stanovovanych latok a plochy piku vonkajSieho
Standardu.?*

2. Metoda vnutorného Standardu, kedy sa k znamemu objemu roztoku vzorku aj
Standardu prida definovany objem roztoku vhodného vnitorného Standardu, ktory
by mal byt Struktirne podobny stanovovanému analytu, musi byt eluovany
v blizkosti piku tohto analytu, musi byt chemicky inertny a mat podobnu
koncentriciu ako latky, ktorych obsah je stanovovany.?*

3. Metoda normalizacie — obsah stanovovanej latky sa vyjadri ako percentualny
podiel zploch vSetkych pikov na chromatograme. Zanedbané s piky
rozpustadiel a piky pod limitom zanedbatelnosti. Vyuziva sa pri hodnoteni
stability a istoty.>”

4. Kalibracny postup — urCuje sa zéavislost medzi koncentraciou a odozvou
detektoru, z ktorej sa vypocita kalibra¢na funkcia. Princip je rovnaky ako pri
valid4cii analytickej metody.*°

5. Metoda Standardného pridavku — vyuZziva sa pri kvantitativnom stanoveni vo
vzorkach, kde nie je dostupny blank (napriklad kvantifik4cia inzulinu v krvnej
plazme). Kvoli tomu sa pripravuje analyzovana vzorka a vzorka s pridanym
znamym mnozstvom analytu. Porovnanim ploch oboch vzoriek sa potom dopocita

koncentricia stanovovaného analytu v nezndmej vzorke.*°

Pred analyzou sa zistuje spdsobilost’ chromatografického systému. Tento test
sposobilosti zaistuje Ze parametre predpisané liekopisom alebo inym predpisom si na
poZadovanej Urovni pre spravne stanovenie obsahu. Tieto parametre st U€innost,
kapacitny faktor, rozliSenie, relativna retencia a faktor symetrie. V pripade, Ze nejaky
parameter nezodpovedd, dochadza k Gprave chromatografickych podmienok. Rozsah je

uvedeny v prislusnej liekopisnej monografii alebo predpise.*
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3.5 Validacia

Ciel'om validacie je urcit’ podmienky, pri ktorych je skiiSobna metdda pouzitelna
a zaistit' rovnaku spolahlivost’ pre pouzitie v r6znych laboratdridch. Zistené hodnoty
valida¢nych parametrov sa spracovavaju do valida¢ného protokolu, ktory musi obsahovat’
patri¢nu dokumentaciu (napr. chromatogramy). Pre validaciu bioanalytickych metod sa
vyuzivaju smernica Amerického tradu pre kontrolu potravin a lie¢iv (FDA) a smernica

Europskej liekovej agentury (EMA).3! 32

Jednotlivé validacné parametre su spravnost, presnost’, selektivita, citlivost’

linearita, rozsah a robustnost’.
3.5.1 Spravnost’ (Accuracy)

Vyjadruje zhodu medzi ziskanym vysledkom a spravnou hodnotou, tzn. medzi
koncentraciou ziskanou pouZitim analytickej metddy a redlnou koncentraciou. Spravna
hodnota sa zist'uje bud’ inou metédou s overenou spravnost'ou alebo sa pripravi modelova
vzorka so znamym pridavkom Standardu. FDA hodnoti spravnost na troch
Styroch koncentra¢nych trovni (LLOQ), trojnasobok LLOQ, koncentracia na tirovni 50 %

a 75 % kalibra¢nej krivky).’! ¥

Obvykle sa spravnost’ zistuje analyzou najmenej piatich vzoriek a priemer
analyzovanej koncentracie musi byt v rozmedzi +£15% od redlnej hodnoty. Vynimka je

LLOQ, kde je tolerovanych + 20%.
3.5.2 Presnost’ (Precision)

Oznacuje mieru zhody medzi jednotlivymi vysledkami jednej metddy opakovane
ziskanymi zo vzoriek zjednej homogénnej matrice. Podobne ako u presnosti je
stanovovana na viacerych koncentraénych urovniach a vyjadruje sa ako relativna
smerodatnd odchylka (RSD) koncentracii nameranych uvzoriek na rovnakej
koncentracnej irovni. Podl'a FDA je vysledok presny v rozmedzi + 15% zase s vynimkou

u LLOQ, kde je tolerované rozmedzie + 20%.>"!
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Presnost’ sa d’alej rozdel'uje na:

1. presnost’ v ramci jednej série analyz (within-run precision) — v jeden den

2. presnost medzi roznymi sériami analyz (between-run precision) — rozne dni’!
3.5.3 Selektivita (Specificity)

Znamena spravne a Specifické meranie danej latky a jej odliSenie v pritomnosti
inych latok, ktoré mozu byt’ pritomné, napriklad d’alSie uc¢inné latky, necistoty, pomocné
latky, rozkladné produkty a zvyskové rozpustadla. Tento parameter sa dolozi vysledkami
analyzy Standardu, a d’alej napriklad vzorkou bez analyzovanej latky obsahujicou vsetky

ostatné spominané latky (blank).’!
3.5.4 Linearita (Linearity)

Vyjadruje zévislost odozvy detektoru na koncentracii latky. Obvykle je
stanovovanych minimalne pit koncentracii v rozmedzi 50 — 150 % deklarovaného
obsahu a pracuje sa s roztokmi Standardu. Na vyhodnocovanie sa pouziva kalibra¢na
krivka a smernica. Koncentracia vSetkych hodnotenych vzoriek musi lezat’ v rozmedzi
kalibracnej krivky. Pre popis linearity sa vyuZziva kalibracnd funkcia. NajvyhodnejSie
pouzitie ma rovnica priamky: y = ax + b. Dostato¢na spolahlivost’ kalibra¢nej krivky je

hodnotena na zéklade vypocitaného korelaéného koeficientu R. Cim viac sa hodnota R

rrrrr

3.5.5 Rozsah (Range)

Odvodzuje sa od linearity a su to hranice koncentracii, pre ktoré moze byt’ metdda
pouzita. Dolny limit méze byt LOD a horny limit je uréeny odozvou detektoru, pri ktore;j

prekroceni uz pristroj nepracuje presne.’!
3.5.6 Citlivost’ (Sensitivity)

Citlivost metddy vyjadruji detekény limit (limit of detection, LOD)

evve

detekovatelni koncentraciu latky, a v druhom pripade o najnizSiu koncentraciu latky

s prijatelnou presnostou aspravnostou. LOD sa overuje analyzou prislusnej
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koncentracie vzorky. LOQ mé obyc¢ajne limitujucu smerodatni odchylku 10 %, preto je

mozné ho vyjadrit’ ako koncentraciu, byva to obvykle trojnasobok LOD.>!

3.5.7 Robustnost’ (Robustness)

Vyjadruje mieru vplyvu premennych podmienok na vysledky analyzy, napriklad

zlozenie mobilnej fazy, pH vodnej zlozky mobilnej fazy, teplota na koléne, rychlost

prietoku, stabilita vzoriek, rozdiely medzi kolénami roznych $arzi a vyrobcov.’!

3.6 Publikované Studie

Tab. 2 SPE extrakcia KYN, TRP, KYNA, 5-HIAA>

Kolona

Kondicionacia

Premyvanie

Vzorky

Elucia

Rozpustenie po odpareni

Analyza

Sep-Pak Plus Cisg

5 ml MeOH

2 ml 0,01M dodecylsulfat sodny (SDS, pH 2,1)

1 ml 0,01M SDS

1 ml MeOH : SDS (5:95)

vzorky plazmy + 5% kys. sulfosalicylova
pretrepané a centrifugované 1800 g na 15 min.
supernatant alkalizovany na pH 5 (2 M hydroxid sodny)

doplneny do 1 ml tlmivym roztokom (pH = 4.,5)
4 ml 1 M amoniak : MeOH (80:20)
500 ul MeOH

HPLC — UV detektor
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Tab. 3 SPE extrakcia 5-HT **

Kolona

Kondicionacia

Vzorky

Premyvanie

Elucia

Analyza

WCX pElution (96-jamkova)

200 pl MeOH

200 pl H,0

10 umol/l (1.76 mg/1) serotonin v 1% kys. octovej (174

mmol/l) + deuterizovany serotonin (IS) vo vode

200 pl 20 mmol/l octan amonny

200 pl MeOH
100 ul MeOH : HCOOH : H>0O (30:5:65)

HPLC-MS

Tab. 4 Deproteinizdcia pomocou kyseliny chloristej 3

Vzorky

Precipitacné ¢inidlo

Centrifugacia

Analyza

krvna plazma

2,4 M kyselina chlorista

10 000 g na 3 minuty

supernatant analyzovany pomocou HPLC

Tab. 5 Deproteinizdcia pomocou kyseliny trichloroctovej 3

Vzorky

Precipitacné ¢inidlo

HPLC analyza

krvna plazma

10% kys. trichloroctova

TRP, KYN — UV detektor

KYNA — fluorimetricky detektor
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Chemikalie, pristroje a pomocky

Chemikalie

e acetonitril for HPLC, gradient grade — Sigma Aldrich, Nemecko
e amoniak IM — Penta s.r.0., Ceska republika

e dichlormetan — Penta s.r.0., Ceska republika

e dodecylsulfat sodny — Sigma Aldrich, Nemecko

e etylacetat — Penta s.r.o., Ceska republika

¢ hydroxid sodny 0,1M — CL 2017

e hydroxid sodny koncentrovany RS — CL 2017

e chloroform p.a. — Penta s.r.o., Ceska republika

e krali¢ia plazma

e Krebsov Zivny roztok

e kyselina 5-hydroxyindol-3-octova — Sigma Aldrich, Nemecko
e kyselina chlorista — Penta s.r.o., Ceské republika

e kyselina chlorovodikova 0,1M — CL 2017

e kyselina kynurenova — Sigma Aldrich, Nemecko

e kyselina mravcia — Sigma Aldrich, Nemecko

e kyselina octovd 99% — Penta s.r.o., Ceska republika
e kyselina trifluoroctova — Fluorochem, UK

e kyselina trichloroctova — Sigma Aldrich, Nemecko
e L-kynurenin — Sigma Aldrich, Nemecko

e L-tryptofan — Sigma Aldrich, Nemecko

e melatonin — Sigma Aldrich, Nemecko

e metanol — vWR Chemicals, USA

e serotonin — Sigma Aldrich, Nemecko

e voda ¢istena reverznou osmézou
Krebsov zZivny roztok

Krebsov Zivny roztok bol poskytnuty uz nariedeny z Katedry farmakologie

a toxikologie a uchovavany v chladnicke.
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Tab. 6 Krebsov zdasobny roztok — zlozenie na 100 ml

NaCl 6,90 g
KCl 035¢g
NaHCOs3 2,10 g

Na:HPO4.12H20 0,14 ¢
Glukodza 1,00 g

HPLC

o HPLC jednotka: Shimadzu, Japonsko

o riadiaca jednotka: CBM-20A

o degasser: DGU-20A;

e cCerpadlo: LC-20AD

e autosampler: SIL-20AC

e predkolona: OPTI-GUARD 1 mm C18

e kolona: Kinetex EVO, C18, 100A, 150 x 3 mm

e termostat kolény: CTO-20AC Shimadzu

e detektory: UV-VIS SPD-20A, FLUORESCENCE RF-10Ax

e PC program: Lab Solutions, version 5.85

Pristroje

analytické vahy

e pH meter

e magneticka mieSacka
e vodnd vyveva

e trepacka

e ultrazvukovy kupel

e centrifuga

e koncentrator

e spektrofotometer

e fluorimeter

¢ manifold na SPE kolény

38



Laboratérne pomocky

Digestor, Eppendorf skimavky, Erlenmayerove banky, filtracné banky, filtre,
frita, injek¢né striekacky, kadicky, SPE kolony, kopistky, kyvety, laboratorne lyzicky,
mieSadlo, miska s 'adom, odmerné valce, automatické pipety + Spicky, skimavky, stojan

na skiimavky, stricka, sklenené tyCinky, vialky, viecka, septd, zatky (sklenen¢).
4.2 VSeobecné postupy

4.2.1 Priprava roztokov

Zasobny roztok Standardov

Roztoky tryptofdnu ajeho biologickych metabolitov (kynurenin, kyselina
kynurenova, serotonin, melatonin, kyselina 5-hydroxyindol-3-octova) boli pripravené
navazenim 1 mg tychto latok do 1 ml metanolu. Takto vzniklo 6 roztokov a vysledna

koncentracia tohto riedenia bola 1 mg/ml.

Zo vsetkych zasobnych roztokov latok o koncentracii 1 mg/ml bolo odobranych
100 ul a doplnené boli metanolom do 1 ml. Bol pripraveny jeden roztok tryptofanu a jeho

metabolitov o koncentrécii 0,1 mg/ml.

Dalsie riedenie prebiehalo odobranim 50 ul z tohto roztoku o koncentracii 0,1
mg/ml a doplnenim do 500 pl metanolom. Takto bol pripraveny findlny zdsobny roztok
Standardov o koncentracii 10 pg/ml, ktory bol pouzivany na d’alSiu analyzu. VSetky tieto

roztoky boli uchovévané v mraznicke.
Roztok Standardov k HPLC analyze

Vzorka Standardov bola pripravena odobranim 2,5 pl zo zasobného roztoku
Standardov a doplnena bola do 1 ml vodou. Vznikol roztok Standardov pripraveny

k analyze a jeho koncentracia bola 25 ng/ml.
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4.2.2 Priprava mobilnej fazy a HPLC systému

Mobilnd faza pre analyzu bola pripravend zmiesanim 1000 ml vody a 7,5 ml

kyseliny octovej 99%. Nasledne bolo pomocou pH metru a koncentrovaného roztoku

hydroxidu sodného upravené pH za suc¢asného miesania na hodnotu 4,5. Roztok sa potom

prefiltroval a k 970 ml takto pripraveného roztoku bolo pridanych 30 ml metanolu.

Pri kazdej zmene mobilnej fazy bola kolona ekvilibrovana po dobu 15-20 mindt.

Tab. 7 HPLC — vyvinutd metéda podla Malkovej >’

Rozmery kolony
Stacionarna faza
Predkoléna
Mobilna faza A
Mobilna fiza B

Teplota

Prietokova rychlost’

Detekcia

Elucia
Celkova doba analyzy

Objem nastreku

dizka 150 mm, ID 3 mm

silikagel C18 (velkost’ Castic 5 um, vel'kost’ porov 100 A)
OPTI-GUARD C18, dizka 1 mm

voda + octanovy tlmivy roztok 0,1 M pH 4,5 + MeOH 97+3
¢isty metanol

30°C

0,5 ml/min

spektrofotometricky detektor:

220 nm, 280 nm, 300 nm (TRP, 5-HT, 5-HIAA),
364 nm (KYN),

330 nm (KYNA)

fluorimetricky:

TRP, 5-HT, 5-HIAA: Ex 297 nm, Em 344 nm
KYNA: Ex 330 nm, Em 390 nm

KYN: Ex 364 nm, Em 480 nm

gradientova

30 minut

100 pl
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4.3 Extrakcia kvapalina-kvapalina (LLE)

Vzorky boli pripravené odobranim 15 ul zo zasobného roztoku Standardov
a doplnené do 3 ml Krebsovym zivnym roztokom. Nasledne bolo z tohto roztoku patkrat
odobranych 2,5 ul do piatich Eppendorf skimaviek a bolo upravené pH na pozadované
hodnoty pomocou kyseliny chlorovodikovej 0,1M a hydroxidu sodného 0,1M (Tab. 8).
Vysledna koncentracia bola 25ng/ml. Po uprave pH sa roztoky pretrepali na trepacke
a nasledne boli doplnené etylacetatom/dichlormetanom do 1 ml. Potom sa trepali eSte pat’
minat na trepacke vortex anasledne centrifugovali po dobu d’al§ich pat minut pri

otackach 10000 za minutu.

Po oddeleni vrstiev bolo z vrchnej organickej vrstvy odobranych 400 pl do vialiek
a nésledne odparenych dusikom dosucha. Bolo pridanych po 1 ml vody do kazdej vialky
a takto bolo pripravenych 5 vzoriek na HPLC analyzu.

Spolu so vzorkami po odparovani organickej vrstvy boli analyzované aj vzorky

vodnej vrstvy po extrakeii.

Stbezne bolo pripravenych obdobnym spdsobom pét’ slepych vzoriek a spolu so

vzorkami bol analyzovany aj roztok Standardov k HPLC analyze.

Zaroven bol pripraveny odobranim 2,5 ul zo zdsobného roztoku Standardov,
pridanim 1 ml etylacetatu a naslednym odparenim a rozpustenim vo vode aj Standard
tychto latok v etylacetate a takisto bol analyzovany spolu s ostatnymi vzorkami. Rovnako

boli pripravené Standardy latok v chloroforme a dichlormetéane.

Jedna vzorka bola analyzovana po odpareni 2,5 pl zdsobného roztoku Standardov

a naslednom rozpusteni v 1 ml vody. Spolu bolo pre tato fazu pripravenych 44 analytov.

Tab. 8 Hodnoty pH a pridavané objemy pre LLE s etylacetdatom

pH objem kyseliny/zasady

3 125 ul HCI

4 110 pl HCI

7 0

10 80 ul NaOH
1 170 ul NaOH
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4.4 Extrakcia z pevnej fazy (SPE)

4.4.1 SPE extrakcia KYN, KYNA, TRP, 5-HIAA

Extrakénd kolona bola Discovery SPE REVERSED-PHASE 500mg/3ml.

Dohromady boli extrahované tri roztoky:

1. 2,5 ul zdsobného roztoku Standardov bolo doplnenych do 0,5 ml plazmou
a potom deproteinizovanych 500 ul MeOH

2. 2,5 pl zasobného roztoku Standardov bolo doplnenych do 0,5 ml
metanolom

3. blank: 0,5 ml plazmy

Na kondicionaciu bolo pouzitych 5 ml MeOH a nasledne 2 ml 0,01M roztoku
dodecylsulfatu sodného (SDS). Nasledne boli nanesené vzorky. Po naneseni vzoriek
nastalo premytie, ktoré bolo uskuto¢nené 1 ml 0,IM SDS apotom 1 ml zmesi

MeOH:SDS (5:95). Samotna elucia prebiehala so 4 ml zmesi 1M amoniak:MeOH (80:20)

a eludty boli na koncentratore odparené dusikom a rozpustené v 500 pl vody.

4.4.2 SPE extrakcia 5-HT

PouZitd kolona bola Discovery SPE Ion-Exchange 500mg/3ml. Vzorky boli

pripravené obdobne ako pri prvej SPE extrakcii.

Na kondicionaciu kolon bolo pouZitych 200 ul MeOH a nasledne 200 pl vody. Po
naneseni vzorky sa premyva kolona 200 pl 20mM octanom amoénnym a 200 pul MeOH.

Ako eluacné ¢inidlo bolo pouzitych 100 pl zmesi MeOH:kys. mrav¢ia:voda (30:5:65).
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4.5 Deproteinizacia

4.5.1 Deproteinizacia pomocou kyselin

Prva deproteinizacia bola vyskasand odobratim 7,5 ul zo zasobného roztoku
Standardov a nariedenim do 3 ml Krebsovym zivnym roztokom. Potom bolo odobranych
trikrat 500 pl do troch Eppendorf skimaviek. Samotna deproteinizacia prebehla pridanim
100 ul 10% kyseliny trichloroctovej do prvej vzorky, 100 ul 10% kyseliny trifluoroctovej
do druhej vzorky a 125 pl 25% kyseliny chloristej do tretej vzorky. Suspenzie boli
pretrepané na trepacke a chladené na 'ade po dobu 5 mintt a potom centrifugované pri
10 000 otackach za minutu po dobu d’alsich 5 mintut. Po oddeleni vrstiev sa odobralo 400

ul supernatantu a analyzovalo pomocou HPLC.

Zaroven boli pripravené slepé vzorky a analyzovany bol aj Standard.
4.5.2 Deproteinizacia pomocou metanolu a acetonitrilu

Zo zasobného roztoku Standardov bolo odobranych 2,5 pl do Styroch Eppendorf
skamaviek, bolo pridanych 122,5 ul krali¢ej plazmy a nésledne metanol/acetonitril. Po
pretrepani na trepacke vortex (2 minuty) sa centrifugovalo pri 9000 otackach za minutu

po dobu 5 minut. Odobranych bolo 400 ul supernatantu.

Jedna samostatnd vzorka bola pripravend tym istym spdsobom vratané
deproteinizacie s 500 ul metanolu. Téato vzorka bola po odobrani supernatantu odparena

a nasledne rozpustend v 0,5 ml vody.

Zaroven sa pripravil aj Standard a slepé vzorky. V tejto faze deproteinizécie bolo

analyzovanych dohromady 10 vzoriek (kompletné riedenie vzoriek v Tab. 9)
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Tab. 9 Priprava vzoriek deproteinovanych metanolom/acetonitrilom

Zasobny Kralic¢ia Metanol Acetonitril poznamka
roztok plazma
Standardov
2,5 ul 0l 0 ul 0wl + 0,5 ml vody
(Standard)
2,5l 122,5 pl 500 pl 0 ul
2,5 ul 122,5 pl 1200 pl 0 ul
2,5ul 122,5 pl 0l 500 pl
2,5 ul 122,5 pl 0l 1200 pl
0 pl 125 pl 500 pl 0 pl blank
0 ul 125 pl 1200 pl 0 ul blank
0 pl 125 pl 0l 500 pl blank
0 ul 125 pl 0l 1200 pl blank
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4.6 Priprava roztokov pre validaciu metody podl’a smernice

EMA

Validécia bola prevedena na deproteinizovanych vzorkach serotoninu, pretoze
vSetky latky sa v krvnej plazme do istej miery vyskytovali a predpokladalo sa, ze bude so

serotoninom poskytovat’ presnejsie vysledky.
4.6.1 Spravnost’, presnost’

Spravnost’ a presnost’ bola testovana na deproteinizovanych vzorkach 5-HT v
plazme o koncentracii 200 ng/ml, 100 ng/ml, 6 ng/ml a2 ng/ml. Od kazdej tejto

koncentracie bolo pripravenych 5 vzoriek pre spravnost’.

Na zaciatku bol pripraveny roztok 5-HT o koncentracii 1 mg/ml. Z tohto roztoku
bolo odobranych 100 ul a doplnenych 900 ul MeOH. Vyslednéd koncentracia bola 0,1

mg/ml.

Dalej sa odobralo 50 pl a doplnilo sa MeOH do 500 pl. Takto bol pripraveny
zasobny roztok 5-HT o koncentracii 10 pg/ml a z neho boli potom pripravené dva d’alSie

roztoky o koncentrécidch:

1. 20 ng/ml — odobranim 2 ul a doplnenim 998 ul MeOH
2. 1 pg/ml — odobranim 100 ul a doplnenim 900 pl MeOH

Dalsi postup pripravy vzoriek je uvedeny v tabul’ke 10.
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Tab. 10 Priprava vzoriek pre stanovenie spravnosti a presnosti

Cielova Objem pridaného = Objem pridanej Objem MeOH
koncentracia zasobného plazmy
serotoninu roztoku
2 ng/ml 12,5 pl z roztoku 112,5 wl 500 ul

o konc. 20 ng/ml

6 ng/ml 37,5 ul z roztoku 87,5 ul 500 pl
o konc. 20 ng/ml

100 ng/ml 12,5 ul z roztoku 112,5 ul 500 pl
o konc. 1 pg/ml

200 ng/ml 25 ul z roztoku 100 pl 500 pl
o konc. 1 pg/ml

4.6.2 Selektivita

Selektivita bola sledovana na Standarde vo vode, blanku a vzorke pripravenej
rovnakym sposobom ako pri deproteinizacii 500 ul MeOH. Postup pripravy je uvedeny

v kapitole 4.5.2. Deproteinizacia pomocou metanolu a acetonitrilu.

Hodnotili sa tieto tri vzorky po nastreku na kolonu v objeme 15 pl.
4.6.3 Linearita, rozsah

Pre linearitu boli pripravené roztoky serotoninu o Siestich r6znych koncentraciach

podla tabulky 11.

Postup pripravy zasobnych roztokov bol rovnaky ako v pripade presnosti
a spravnosti a s vynimkou roztokov o koncentracii 2 ng/ml a 100 ng/ml, bol u vSetkych

ostatnych pouzity ako zékladny roztok s koncentraciou serotoninu 10 pg/ml.
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Tab. 11 Priprava vzoriek pre stanovenie linearity

Vysledna koncentracia Objem pridaného Objem pridanej Objem

serotoninu zasobného roztoku plazmy MeOH

2 ng/ml 12,5 pl z roztoku 112,5 ul 500 pl
o konc. 20 ng/ml

50 ng/ml 6,25 ul 118,75 ul 500 pl

100 ng/ml 12,5 pl z roztoku 112,5 pl 500 pl
o konc. 1 pg/ml

150 ng/ml 18,75 ul 106,25 pl 500 pl
200 ng/ml 25 ul 100 pl 500 pl
250 ng/ml 31,25 pl 93,75 ul 500 pl

4.6.4 Citlivost’

Pre serotonin bol spocitany pomer signalu k Sumu (S/N). Z toho bola odhadnuta
hladina LOQ (2 ng/ml). Pévodne bolo v plane pripravit 6 vzoriek s LOQ a kazdy

analyzovat’ dvakrat.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1 LLE

5.1.1 Extrakcia s etylacetatom

Najprv sme na zaklade publikovanej Stadie vyskusali celi extrakciu vratane

zmeny hodnoty pH s etylacetaitom ako organickym rozpustadlom. Analyzovany bol aj

Standard vo vode a Standard v etylacetate bez prevedenej LLE. Vysledky ploch

jednotlivych latok po HPLC analyze vratane vytaznosti su uvedené v tabul’ke 12.

Tab. 12 LLE extrakcia s pouzitim etylacetitu — uvedené hodnoty pléch a vypocitana

vytaznost
5-HT TRP 5-HIAA  MLT KYN KYNA
STD 6844653 | 2230636 | 3777198 | 702591 9584 70796
STD v EtOAc 1588602 = 692872 913182 | 259133 1104 19796
23,2 % 31,1 % 24,2 % 36,9 % 11,5% 28,0 %
pH =3 33080 49497 1187972 = 323397 0 4207
0,5 % 2,2 % 31,5 % 46,0 % 0,0 % 5.9 %
pH = 4 11653 12984 1122326 = 310525 0 1339
0,2 % 0,6 % 29,7 % 44,2 % 0,0 % 1,9 %
pH="7 47538 27898 1199093 = 349895 0 0
0,7 % 1,2 % 31,7% 49,8 % 0,0 % 0,0 %
pH = 10 23438 34684 1010549 = 337888 0 0
0,3 % 1,6 % 26,8 % 48,1 % 0,0 % 0,0 %
pH=11 55253 63698 688220 = 342768 0 0
0,8 % 2,9% 18,2 % 48,8 % 0,0 % 0,0 %

Po tejto analyze sme zistili, Ze vytaznost je u serotoninu a tryptofanu vel'mi nizka,

rovnako v pripade kynureninu a kynurenovej kyseliny. Priblizne 30% vytaZznost’ bola

zaznamenana u kyseliny 5-hydroxyindol-3-octovej a priblizne poloviéna u melatoninu.
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5.1.2 Vplyv rozpustadla na analyzované latky

Touto analyzou sme potrebovali zistit,, ¢i ma nejaky vplyv na tieto latky samotné

rozpustadlo bez extrakcie. Na zaklade vysledku predchadzajticej analyzy sme potrebovali

zistit' vplyv inych rozpustadiel na tieto latky, ato konkrétne chloroformu (CHF),

dichlormetanu (DCM) a etylacetatu (EtOAc) a takisto bola analyzovand vzorka po

odpareni a naslednom rozpusteni vo vode.

Analyza prebehla na HPLC systéme a vysledky ukazuji na dichlormetan ako

najvyhodnejsie rozpastadlo s najvysSou vytaznostou. (Tab. 13)

Tab. 13 Hodnoty ploch a vypocitana vytaznost stanovovanych latok po analyze v roznych

organickych rozpustadlach

STD_1 CHF DCM EtOAc STD odp.

5-HT 26543606 20447188 26645569 9207216 26877307
77 % 100 % 35% 101 %

TRP 11330453 7733883 11898673 3506040 11864502
68 % 105 % 31 % 105 %

5-HIAA 10997196 7734351 12220461 3864625 12302808
70 % 111 % 35 % 112 %

MLT 4707056 3880519 6290582 3117175 6144069
82 % 134 % 66 % 131 %
KYN 37672 26990 41039 10407 40140
72 % 109 % 28 % 38 %
KYNA 255338 186048 284400 96970 277862
73 % 111 % 38 % 109 %
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Obr. 5 HPLC analyza KYN a KYNA v DCM — detektor A
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Obr. 6 HPLC analyza TRP, 5-HT, 5-HIAA a MLT v DCM — detektor B

Dalsia LLE extrakcia prebiehala s dichlormetanom ako rozpustadlom podla
postupu uvedeného v kapitole 4.3. a zistovali sme zaroven aj vplyv pH a ostatnych
parametrov na samotnu extrakciu latok v tomto organickom rozpusStadle. Zatial’ nebol
pouzity biologicky materidl, aby sa vo vysledkoch dalo jednoduchSie orientovat'.

Analyzovany bol aj zvySok vodnej vrstvy po extrakcii. Vysledky st uvedené v tabul’kach
14 a 15.

Vzhl'adom k tomu, Ze sa latky mimo melatoninu neextrahovali do organicke;j
vrstvy a prevazne zostavali vo vodnej, sme vyhodnotili LLE extrakciu ako nedostatocnu
metodu pre ich izolaciu z biologického materidlu vzhl'adom na to, Zze krvna plazma
a ostatné biologické tekutiny by v takomto pripade predstavovali vodnt vrstvu. Preto sme

pristupili k extrakcii z pevnej fazy.
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Tab. 14 Vysledky analyzy po LLE v DCM — uvedené plochy a vytaznost latok

5-HT TRP 5-HIAA MLT KYN KYNA
STD 3188954 | 1136454 @ 1220707 584183 4109 27959
pH =3 0 0 32830 418675 0 965
0,0 % 0,0 % 2,7% 71,7 % 0,0 % 3,5%
pH =4 0 0 22761 443294 0 923
0,0 % 0,0 % 1,9 % 75,9 % 0,0 % 33%
_ 119292 42365 41521 590042 0 901
pH=7
3,7% 3,7% 3,4 % 101,0 % 0,0 % 3.2%
pH = 10 73055 0 0 481989 0 0
2,3% 0,0 % 0,0 % 82,5 % 0,0 % 0,0 %
pH=11 21092 0 0 424050 0 0
0,7 % 0,0 % 0,0 % 72,6 % 0,0 % 0,0 %
Tab. 15 Analyza vodnej vrstvy po LLE v DCM
5-HT TRP 5-HIAA MLT KYN KYNA
STD 3188954 | 1136454 @ 1220707 584183 4109 27959
pH =3 5592787 | 2154394 | 1723215 35329 4286 48430
87,7 % 94,8 % 70,6 % 3,0 % 52,2 % 86,6 %
pH = 4 5797329 | 2150720 | 1883871 3209 6188 50192
90,9 % 94,6 % 77,2 % 0,3 % 75,3 % 89,8 %
pH="7 5177023 | 2624867 @ 2236131 68017 7776 54721
81,2 % 115,5% 91,6 % 5.8 % 94,6 % 97,9 %
pH =10 4826825 | 3790893 430866 60144 6146 43278
75,7 % 166,8 % 17,6 % 5,1 % 74,8 % 77,4 %
pH=11 3460748 | 3167066 344547 68426 6000 13680
54,3 % 139,3 % 14,1 % 5,9 % 73,0 % 24,5 %
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5.2 SPE

Piky, ktoré vysli pri obidvoch analyzach extrahovanych vzoriek boli takmer
rovnaké ako vo vzorke blanku (Obr. 7 a8). Ani jedna z dvoch pouzitych metod
nevykazovala vhodné podmienky pre izolaciu tychto latok., preto sme metddu zhodnotili
ako nevhodnu.

Datafile Name:SPEvzorek.lcd
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Obr. 7 Extrakcia KYN, KYNA, TRP, 5-HT — na chromatograme je z analyzovanych
latok vidiet len pik tryptofanu (plocha = 1669363)
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Obr. 8 Analyzovany blank — viditelny pik tryptofanu (plocha = 1706227)
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5.3 Deproteinizacia

5.3.1 Deproteinizacia pomocou Kyselin

Postup tejto deproteinizacie bol opisany v kapitole 4.5.1. Pouzitie kyselin bolo
vyhodnotené ako neefektivne, pretoze sa neizolovali latky bud’ vobec (MLT, KYN,
KYNA), alebo len v obmedzenej miere (5-HT cca 8 %, TRP cca 12 %, 5-HIAA cca 4 %).

5.3.2 Deproteinizacia pomocou metanolu a acetonitrilu

Najprv bola vyskuSana deproteinizacia pouzitim MeOH aj acetonitrilu (ACN) ako

precipitacného Cinidla.

Tab. 16 Deproteinizacia pomocou MeOH a ACN — nastrek vzorky bol 1 ul

5HT | TRP 5HIAA | MLT |KYN | KYNA
STD 114548 | 35947 | 60613 | 8746 0 498
500 | 69092 | 1297319 83991 0 906 1141
MeOH 60%  3609% 139% | 0% | eceeeeee 229 %
1250 26078 | 604413 28879 | 38733 | 605 589
23 % 1681%  48% 443 % | ceoooee 118 %
500 | 64347 | 1094592 | 53066 0 857 786
ACN 56%  3045%  88% 0% | ceoeeeee 158%
1250 | 20969 350481 12723 38938 0 0
18%  947%  21%  445% e 0%

Ukazalo sa, Ze pri takom malom mnoZstve nastreknutého objemu nie je mozné
v Standarde detekovat’ KYN. Jeho detekcia v deproteinizovanych vzorkéach je vyssia
kvoli tomu, ze plazma sama o sebe podla vysledkov analyzy slepych vzoriek vsetky latky
obsahuje.

Rozhodli sme sa preto nastreknit’ objemy 10 ul, 15 pul a 20 pl, pricom boli takto

nestreknuté Standardy, vzorky, blanky a takisto deproteinizovana vzorka blanku
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s pridanym Standardom po odpareni. Vysledky su uvedené v tabulkéch 17, 18 a 19.
Vytaznosti su uvedené v tab. 20, pricom boli vypocitané pomocou plochy vzorky

a plochy blanku s pridanym Standardom.

Tab. 17 Zaznamenané plochy jednotlivych latok po deproteinizacii pomocou 500 ul
MeOH — nastrek vzorky bol 10 ul

5-HT TRP 5-HIAA MLT KYN KYNA
STD 1651344 | 536429 885403 146518 1361 11820
VZORKA 796912 | 11785812 711406 108696 10335 12307
BLANK 26674 | 13313584 | 349349 74619 10987 7040

BLANK +STD 1194893 | 12574853 @ 891267 121506 10683 14477

Tab. 18 Zaznamenané plochy jednotlivych latok po deproteinizacii pomocou 500 ul
MeOH — nastrek vzorky bol 15 ul

5-HT TRP S5S-HIAA MLT KYN KYNA

STD 2541076 = 834607 | 1348834 | 184921 2070 17871
VZORKA 1239579 ' 19021805 @ 1182072 = 149672 15374 18912
BLANK 39464 | 21462474 | 501435 72813 16458 9799

BLANK + STD | 1860908 | 19940053 | 1457445 | 173279 16159 21906
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Tab. 19 Zaznamenané plochy jednotlivych latok po deproteinizacii pomocou 500 ul
MeOH — nastrek vzorky bol 20 ul

5-HT TRP S5-HIAA | MLT KYN KYNA
STD 3374211 | 1102383 | 1752598 @ 206055 2479 25262
VZORKA 1599621 | 23916115 1412583 = 201070 19942 25080
BLANK 50977 | 26215378 @ 659208 59897 21733 13074
BLANK +STD | 2518377 | 25752668 = 1954186 & 243068 22408 28683

.....

5-HT TRP 5-HIAA MLT KYN KYNA
10 pl 67 % 94 % 80 % 89 % 97 % 85 %
15 pl 67 % 95 % 81 % 86 % 95 % 86 %
20 pl 64 % 93 % 72 % 83 % 89 % 87 %
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Obr. 9 HPLC analyza Standardu latok pri ndstreku 20 ul — detektor A (KYN, KYNA)
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Obr. 10 HPLC analyza Standardu latok pri nastreku 20 ul — detektor B (TRP, 5-HT,
MLT, 5-HIAA)
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Obr. 11 HPLC analyza KYN, KYNA po deproteinizacii 500 ul MeOH — ndastrek 15 ul
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Obr. 12 HPLC analyza TRP, 5-HT, 5-HIAA, MLT po deproteinizacii 500 ul MeOH —

nastrek 15 ul
Zéaver: Ako najvyhodnejSia metoda zo vsetkych vysktSanych sa ukéazala byt podla
vytaznosti deproteinizacia 500 ul MeOH, pricom vytaznost’ sa vyznamne neliSila medzi
jednotlivymi objemami néstrekov. Preto sme sa rozhodli pre validaciu tejto metody

s nastrekom 15 pl.
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5.4 Validacia

5.4.1 Spravnost’

Tab. 21 Stanovenie sprdavnosti pre serotonin

Koncentracia Plocha Vypocitana Priemerna Odchylka (%)
(ng/ml) serotoninu | koncentracia = Kkoncentracia
(ng/ml) (ng/ml)
200 663317 199,40 200,36 +0,18 %
633510 190,44
727008 218,55
666729 200,43
641887 192,96
100 326741 98,25 95,13 -4,87 %
342456 102,98
255995 76,98
323219 97,19
333462 100,27
6 25918 6,82 6,31 + 5,17 %
23096 6,08
21725 5,71
25594 6,73
23679 6,23
2 13922 1,88 1,86 -7%
12073 1,63
15337 2,07
12548 1,69
15072 2,03

Odchylka by pri spravnosti mala byt’ v rozmedzi = 15 %, priCom pri LLOQ je

tolerovanych + 20 %. Vzhl'adom k tomu a po porovnani s vysledkami povaZujeme

metddu za dostato¢ne spravnu.
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5.4.2 Presnost’

Tab. 22 Stanovenie presnosti pre serotonin (within-run precision) — 1. den

Koncentracia Plocha Vypocéitana Priemerna Relativna
(ng/ml) serotoninu | koncentracia = koncentracia smerodatna
(ng/ml) (ng/ml) odchylka
200 ng/ml 663317 199,40 200,36 +5%
633510 190,44
727008 218,55
666729 200,43
641887 192,96
100 ng/ml 326741 98,25 95,13 +11%
342456 102,98
255995 76,98
323219 97,19
333462 100,27
6 ng/ml 25918 6,82 6,31 +7%
23096 6,08
21725 5,71
25594 6,73
23679 6,23
2 ng/ml 13922 1,88 1,86 +11%
12073 1,63
15337 2,07
12548 1,69
15072 2,03
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Tab. 23 Stanovenie presnosti pre serotonin (within-run precision) — 1. den

Koncentracia Plocha Vypoditana Priemerna Relativna
(ng/ml) serotoninu | koncentriacia koncentracia smerodatna
(ng/ml) (ng/ml) odchylka
200 ng/ml 637232 191,56 196,84 +3%
666587 200,39
654872 196,86
677754 203,74
637481 191,64
100 ng/ml 311758 109,38 112,32 +8 %

322974 113,32
280843 98,53
342958 120,33
342186 120,06

6 ng/ml 25815 6,79 6,29 +5%
23559 6,20
22520 5,92
24402 6,42
23225 6,11

2 ng/ml 13699 1,85 1,69 +8 %
11919 1,61
11391 1,54
13552 1,83
12123 1,63
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Tab. 24 Stanovenie presnosti pre serotonin (between-run precision) — 2. den

Koncentracia Plocha Vypoditana Priemerna Relativna
(ng/ml) serotoninu | koncentracia = koncentracia smerodatna
(ng/ml) (ng/ml) odchylka
200 ng/ml 593910 178,54 176,94 +4 %
612102 184,01
604263 181,65
572779 172,19
559841 168,30
100 ng/ml 297431 104,35 103,24 +7 %
297431 104,35
322080 113,00
261880 91,88
292486 102,62
6 ng/ml 25452 6,70 5,45 +22%
23345 6,14
21014 5,53
13604 3,58
20091 5,29
2 ng/ml 9528 1,28 1,54 +15%
10204 1,38
11687 1,58
13942 1,88
11934 1,61

Takmer vsetky hodnoty smerodatnych odchyliek vyhovovali kritéridm, preto sme
zhodnotili metdédu ako dostatocne presnu. Mierne odchylky v druhy deni merania by
mohli byt vysvetlené tym, Zze metdda nie je dostatocne robustna alebo nastala chyba pri
priprave vzoriek. P6vodne bolo v plane tento validaény parameter domerat’ este raz, ale

kvoli koronavirusovej situacii to nebolo mozné.
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5.4.3 Selektivita

Selektivita bola hodnotend z analyzy pri nastreku 15 pl deproteinizovanych
vzoriek a podrobné vysledky st uvedené v kapitole 5.3.2. Vzhl'adom na to, Ze nedoslo
k ziadnym interakciam latok medzi sebou a piky boli dostato¢ne rozdelené¢ sme uznali

metodu ako dostatocne selektivnu pre d’alSie pouzitie.

5.4.4 Linearita, rozsah

Koncentracia 5-HT (ng/ml) = Plocha serotoninu

2 14 838
50 151017
100 285019
150 455 166
200 665 304
250 789 615
900000
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700000 o
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% 300000 b
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S 100000 L
0o &=
-100000 @ 50 100 150 200 250 300

koncentracia (ng/ml)

Obr. 13 Graf zavislosti plochy serotoninu na jeho koncentrdcii
regresnd rovnica: y = 3211,7x - 9034,9
koeficient determinacie: R2 = 0,9947; koeficient korelacie: R = 0,9973

Kalibra¢nu krivku sme zhodnotili na zaklade R ako dostatocne spol’ahlivu.
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5.4.5 Citlivost’

Podl'a postupu v kapitole 4.6.4 bola planovana analyza citlivosti metody, avSak
kvoli koronavirusovej situdcii mi to v sucasnej dobe nebolo umoznené, avsak tato metoda
sa podla vysledkov ostatnych analyz a podl'a vysledku analyzy pri linearite zdala byt

dostatoc¢ne citliva.
5.4.6 Robustnost’

Vzhl'adom k vysledkom stanovenia presnosti by sa dalo predpokladat’, Ze metoda
nie je dostatocne robustna, preto je vhodné analyzovat’ tieto latky bezprostredne po
priprave vzorky deproteinizaciou, ked’ze po istom Case sa zacinaju vysledky ukazovat
ako nepresné. Ostatné parametre robustnosti neboli hodnotené¢ z dévodov, ktoré boli

uvedené pri citlivosti.
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6 ZAVER

V tejto diplomovej praci bola najdena najvhodnejSia metoda izolacie L-tryptofanu
a jeho metabolitov (serotonin, melatonin, kyselina 5-hydroxyindol-3-octova, kyselina
kynurenova, L-kynurenin) z krvnej plazmy a nédsledne sme zistovali, ¢i je taito metoda

dostatoc¢ne spol’ahliva pre tuto izolaciu.

V teoretickej Casti boli opisané jednotlivé latky vratane ich metabolickej cesty
z tryptofanu, ich funkcii v organizme a ich vlastnosti. Dalej boli predstavené jednotlivé

metody, ako LLE, SPE a deproteinizacia a takisto jednotlivé parametre validacie metody.

V experimentalnej Casti sme sa venovali priprave roztokov a jednotlivym
metddam upravy vzoriek, pricom kazdd metoda bola nasledne overena pomocou

kvapalinovej chromatografie.

V ramci skuSania jednotlivych postupov sa zistilo, Ze z hl'adiska vytaznosti je
najvyhodnej$ia deproteinizacia za Specifickych podmienok, blizsie uvedenych v kapitole
5.3.2.

Vyvinuta metoda bola validované podl'a oficidlnej smernice EMA a je mozné ju
pouzit’ pre izolaciu vSetkych vysSie uvedenych latok, ale vzhl'adom k préci s biologickym

materidlom je nutné dodrzovat presné podmienky tejto izolécie.
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