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Chromatografie

jedna z nejvyznamnéjsSich modernich separacnich analytickych metod

objevil ji botanik Cvet (v roce 1903 zverejnéna prace o separaci listovych
barviv na sloupci sorbentu)

prudky rozvoj chromatografie nastal v 60. letech

je separac¢ni metoda zalozena:



Rozdéleni chromatografickych technik,

Chromatografie

prehled nejdulezitéjsich technik

Mobilni Faze Chromatograficks technika Symbo
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Kapalinovd chromatografie
(VysoRouclinnd Rapalinovd chromatografie - HPLC)

je zalozena na kontinualnim opakovaném ustavovani rovnovazné
distribuce (déleni) slozek vzorku mezi dvéema vzajemné nemisitelnymi

fazemi:
— nepohybliva
— pohybliva

Separované slozky vzorku jsou vnaseny na zacatek kolony do proudu
mobilni faze a opoustéji ji v poradi, v jakém jsou v koloné zadrzovany.
Nejméné zadrzované slozky opoustéji kolonu jako prvni, nejvice zadrzované
jako posledni. Mirou zadrzeni slozky v chromatografické koloné je
jeji

Rozdeélené slozky dale vstupuji do detektoru, ktery poskytuje

kvantifikovatelnou odezvu na konkrétni (charakteristickou) vlastnost

separovanych slozek — jako napr.:

apod.



Kapalinovd chromatografie
(Vysokoiicinnd Rapalinovd chromatografie - HPLC)

0 Mobilni faze: viceslozkova (ACN, H,0)

o Izokraticka eluce:
v slozeni mobilni faze je po celou dobu analyzy konstantni

o Gradientova eluce:
v slozeni mobilni faze se méni s casem
v vznik koncentraéniho gradientu mobilni faze => pozitiva:

weswEw s

v krati ¢as analyzy
v zvysSuje citlivost



Kapalinovd chromatografie
ZdRladni aplikace metody HPLC

separace, identifikace a stanoveni latek ve smésich

kvantitativni analyza latek ve smési

kontrola cistoty preparatu

Cisténi a mikropreparace latek

kontrola surovin, vyrobnich meziproduktu a produkti

kontrola zivotniho prostredi (pesticidy v ekosystémech, potravinach,
krmivech)

klinicka a toxikologicka analyza (hormony, lé€iva, metabolity v télnich
tekutinach)

kontrola potravinarskych produktti
biologické a biochemické aplikace (analyza bilkovin a nukleovych kyselin)

zemédélské aplikace (sledovani migrace herbicidi v ptdé)



Kapalinovy chromatograf (Agilent Technologies 1100)




Kapalinovy chromatograf (Agilent Technologies 1100)

spektrofotometricky UV-VIS detektor — méri se absorbance; kontinualné
sleduje celé spektrum UV-VIS v rozmezi vinovych délek: 190 — 950 nm
(deuteriova lampa) a umoznuje tvorbu 3D chromatogramu

absorpcni fotometricky detektor
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Naplti nasi prace — stanoveni MDA a 4-HNE na HPLC
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http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Lipid_peroxidation.svg

Prehled stanovovanych ldteR a vstupuficich reaktantii

MDA 4 - HNE
(Malondialdehyd): (4-hydroxynonenal):

= Fryriroacy o e nal

1,3 - propandialdehyd [4-HME)

2 - TBA:



http://en.wikipedia.org/wiki/Image:4-hydroxynonenal-Space-filling.png

Podminky separace MDA na HPLC

v izokraticka eluce

v slozeni mobilni faze: ACN : H,O (40% : 60%)
o voda okyselena => 0,2% vodny roztok CH,;COOH

~ prutok mobilni faze: 1 ml/min

~ davkovany objem: 100 pl vzorku

v detekce: 310 nm (absorpéni maximum MDA)

Podminky separace 4-HNE na HPLC

v gradientova eluce:

v" slozeni mobilni faze ACN : H,O (50% : 50%)
o voda okyselena => 0,2% vodny roztok CH;COOH

~ prutok mobilni faze: 1 ml/min

+ davkovany objem: 100 pl vzorku

v detekce: 350 nm (absorpéni maximum 4-HNE)

Spolecné podminky separace
0 (Pi”ecﬂiolbna: Varian Inc., MetaGuard tloust’ka 4,6 mm, Polaris 5u C18 - A
o Kolona: Agilent C18, @ 5 ym, 4,6 x 150 mm



Ndplti nasi price — stanoveni MDA a 4-HNE

lidské krevni sérum => deproteinovano 15% TCA a hydrolyzovano 0,25 N HCI

40 min ve vodni lazni pri t = 60°C
centrifugace: 3 000 ot/min; 10 min; t = 4°C

reakce supernatantu s DNPH
45 min v temnu pfi laboratorni teploté

Prislusna reakce :

= ™,
E /

Protein*C = 0O + HaNNH *'““"-,,.




Spektrofotometrické stanoveni MDA vs. HPLC

reakce s TBA je jednou z nejstarsich a nejpouzivanéjsich metod pro
stanoveni lipidové peroxidace v bunkach (LP mastnych kyselin,
membran a potravin => nejkritizovanéjsi)

principem je vznik barevného produktu, ktery je spektrofotometricky
stanoven a ktery absorbuje zareni pri vinové délce 532 nm

Prislusna reakce MDA s kyselinou thiobarbiturovou:

produkt (THA) MDA




Porovndni stanoveni MDA reakci s TBA vs. HPLC

a Koncentrace MDA stanovené HPL(:

~ NerFizena peroxidace: 1 nmol/mi
~ Rizena peroxidace: 1,1 nmol/mi

a Koncentrace MDA stanovené reakei s Ryselinou thiobarbiturovou:

» NerFizena peroxidace: 2,14 nmol/ml
~ Rizena peroxidace: 3,18 nmol/ml

v Stanoveni MDA prostiednictvim HPLC (reakce séra resp. MDA s DNPH) je
specifi¢téjsi metoda, nebot’ se stanovuje jednoznaéné pouze MDA. Zatimco
vzniklé barevné produkty (TBA),MDA vykazuji 2-3x vysSi koncentrace => je
zfrejmé, ze TBA reaguje nekontrolované s mnozstvim aldehydickych skupin a
ne pouze s MDA.



SPE — Solide Phase Extraction

o extrakce na tuhou fazi = technika pripravy vzorku => neustale roste jeji vyznam!
o principem je sorbce stanovovaného analytu na tuhou fazi (prislusny sorbent
v kolonce) z faze kapalné (organicka rozpoustédia napf. MeOH, ACN...)
0 jeji prednosti a pouZiti: » SPE kolonky:
v zakoncentrovani vzorku
v odstranéni neZadoucich latek => piecisténi vzorku

v izolace stanovovaného analytu ze vzorku

o Supelco pro SPE:
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ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

nékdy také oznac¢ovana jako EIA (Enzyme Immunoassay)

je jednou z nejpouzivanéjsich imunologickych metod slouzicich
k detekci

metoda funguje na bazi imunoenzymatické reakce a lze s ni
rovhéz detekovat i

ELISA vyuziva dvou zakladnich viastnosti

schopnost proteint (tedy imunoglobulint) vazat se na povrch umélych hmot
(napf. polystyrenu)

schopnost vazat enzymy na Fc fragmenty (viz. protilatka) imunoglobulinovych
molekul

je protein, ktery je schopen jako sou¢ast imunitniho systému
identifikovat a znesSkodnit cizi objekty (bakterie a viry) v téle. Protilatky jsou nositeli
humoralni imunity.



ELISA

(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

v Pro prukaz specifickych protilatek i antigent existuje Siroké spektrum
riznych modifikaci ELISA testu:

o Prima ELISA - pro detekci antigenu
o Neprima ELISA - pro detekci specifickych protilatek
o Prima sendvicova ELISA - pro detekci antigenu

o Neprima sendvicova ELISA - pro detekci specifickych protilatek



Zdkfadni slozRy ELISA testu

1. Antigen:

o detekovany v testovaném vzorku
o znamy, komeréné pripravovany

2. Protilatka:

o detekovana v testovaném séru
o znama, komeréné pripravovana

3. Konjugat:

o jedna se opét o protilatku proti protilatce (konkrétné proti druhové
specifickym imunoglobuliniim prislusného izotypu (proti IgG, IgM,
IgA, viz protilatka), na kterou je navazany enzym (konjugovana enzymem)

4. Substrat:
o je chemicka latka, ktera reaguje s enzymem a tim zméni svou barvu



Praktické pouZiti ELISA testu
v Metody ELISA se vyuzivaji k diagnostice infekcnich nemoci ¢lovéka

a zvirat.

v Stanovuji se bud’ protilatky proti konkrétnimu patogenu nebo se
detekuji pfimo prionové, virové, bakterialni, parazitarni antigeny.

v Dale se pouzivaji k detekci nékterych toxinu, hormonu, celé rady
proteint, pripadné dalSich bioaktivnich latek.



DéRuji za pozornost.



