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Uvod do problematiky stanovovanych metabolickych meker @

Puriny a jejich metabolity jsouiipozere se vyskytujici latky, které se v lidskéwsiet
Gcastni fady dilezitych biochemickych procés Purinové nukleotidy, spalaé
s pyrimidinovymi tvdi zaklad nukleovych kyselin a vyskytuji se dalegaouast rekterych
koenzynti. Jejich pitomnost v organismu neni zavisla n#jpu potravou (jak je tomu
nagiklad u vitamiri), ale vSechny pétbné nukleotidy jsou ke syntetizovany
z prislusnych prekurzdr

Obecr fe¢eno jsou nukleotidy fosfoteé estery pentos (ribosy nebo deoxyribosy), ve
kterych je na uhlik Cl'sacharidu vazana purinov@ongyrimidinova béaze. i jejich
odbouravani jsou nejprve hydrolyzovany na nuklepgiirata fosfatu). Nasleduje cyklus
metabolickych pemeén, jejichz konénym produktem je v lidském organismu kyselina
mocova, ktera je zéta vylucovana mei. Volné purinové baze jsou vSak touto cestou
metabolizovany jen &sti, dalSicast je vracena 2zp k syntéze novych nukleofid(tzv.
purinovy cyklus). Cely tento cyklus je ovlisvan spravnym jsobenim pislusnych enzyiin
jejichZz nerovnovaznégsobeni nize vést k zavaznym metabolickym porucham.



Deficit adenosindeaminasy (ADA)

Jedna se o metabolickou poruchu, ktera postihujenitmi systém. Deficit ADA je
spojen gasto se opakujicimi infekcemi a je jednouiiip tzv. €Zkého kombinovaného
imunodeficitu. Klinické projevy (népstji to byvaji plicni infekce, kandid6za, chronické
prajmy) se projevuji uz od narozeni a postizeni tioilemocgnim obvykle bez &y bthem
jednoho roku umiraji. Prvnim krokem diagnostiky idiéi ADA je prikaz adenosinu a
2’-deoxyadenosinu v nib Pf nedostatku zmimého enzymu totiz dochazi sle
k hromadni tchto metabolii a k jejich naslednému nadmému vyl&ovani.

Deficit purinnukleosidfosforylasy (PNP)

Nedostatek enzymu PNP je v porovnani s ADAgsod vzacwjsi, avSak jeho deficit
byva ot spojovan s poruchami imunity. Diky deficitu PNPocHazi k hromathi
specifickych  enzymovych  substiiat (guanosinu, inosinu, 2°- deoxyguanosinu,
2°- deoxyinosinu), které jsou ve zvySenéiampro organismus toxické. VSechny zgmié
metabolity jsou vdinich tekutinAch za normalnich okolnosti ténmedetekovatelné, proto
jejich vylucovani a prokazani v niopati k prvnim krokim v diagnostice této metabolické
poruchy.

Vysokoinna kapalinova chromatografie (high-performangeiti chromatography -
HPLC) je v soudasnosti nejrozgergjSi separéni technikou, uzivanou v klinickych a
bioanalytickych laboratdch, ktera slouzi k identifikaci a kvantifikaci lsioalyti. Jeji stale se
zdokonalujici instrumentace a s tim souvisejici oyymovych metod pomahaji efekti&n

analyzovat stale SirSi spektrum biologicky vyznaoimgnalyi.
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Zakladni principy a charakteristiky vysokou¢inné kapalinové chromatografie (HPLC)

Chromatografii Ize obeendefinovat jako fyzikal&-chemickou metodu, ktera je
zaloZzenda na distribuci latek mezi tzv. stacioné®h) a mobilni fazi (MF). Stacionarni fazi je
tuha latka nebo kapalina, ukotvena na tuhém¢nasatimco mobilni faze je vyhradivorena
tekutinou. Stacionarni faze je umi&ta v chromatografickych kolonach, kterymi protéka
mobilni faze, hnana ifpak vysoko&inné Kkapalinové chromatografie pomoci
vysokotlakéhaerpadia.

Na fazovém rozhrani mezi SF a MF dochazi k opaké&wvandynamickému procesu
sorpce a desorpce stanovovanych latek, ktery je kadou latku charakterizovan tzv.
distribiéni konstantou KD. Tento parametr udava pormovnovazné koncentrace latky
stravené v SF k rovnovazné koncentraci latky strave MF. Pro roz&leni dvou latek je
nutné, aby se jejich distriboi konstanty dostateé lisily.

Zakladni instrumentace HPLC je znazora niZze. Mobilni faze je podle peby
smichana z vodné a organické sloZky a pomoci vykahocerpadla pivadkna na kolonu.
Mezi kolonou a&erpadlem je umisho zd&izeni pro davkovani vzorku, ze ktereho je proudem
mobilni faze vzorek unasen na kolonu. Na vystufolany je umistn detektor, z &hoz je
signal veden obvykle do osobnihcfiece.

davkovaé vzorku

vysokotlake mikrostrikacka, autosampler

Serpadlo

smesovac
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vyhodnocovaci systéem

[ datova stanice, PC

zasobniky mobilnich fézi "M | dotektor
vodna (A) a organicka (B) slozka MF

K nejbézreji pouzivanym kolonam v klasické HPLC pat A B
casticové kolony (A), kdy je éto kolony, vyrobené ndp
z nerezové oceli, napino casticemi sorbentu o definovanér
praméru a velikosti pai. Na ¢asticich je pak navazana fumk
skupina, udavajici charakter stacionarni faze.rA#tevou k ¢€mto
kolonam jsou kolony monolitické (B). Jedna se oasami média,
ktera mizeme pirovnat k jedné velik&astici, majici tvar i objem
zcela zaplujici vnitini ¢ast kolony. Vyhodou oprotéasticovym
typim kolon je absence meaisticovych prostor, kdy je mobiln
faze nucena protékat pdéry monolitu. Vysoka poretita
mimoradreé nizky odpor vici prouckni kapaliny je pedpokladem
vysokych ptitokovych rychlosti, vhodnych k velmi rychlym sepzra.




V nasi Uloze pouzijeme monolitickou kolonu s rewérfazi C18, kde je monolit
tvoren oxidem kemiitym a uzaven v trubici z poly(ether-ether-ketonu). Navazamkeéni
skupiny je provedeno naslednou reakci v jiz vigv@ kolog. Kiemititanové monolity se
skladaji z dobe uspsadanych, fblizné stejre velkych skelal, prostoupenych téh
monodisperznimi pory o velikosti 1 um. V porovnagasticovou kolonou stejnych rozni
a porozity poskytuji monolitické kolony kratSi dolgnalyz, nizsi tlaky i vySSich
pratokovych rychlostech, lepSi reprodukovatelnostofiost.

Chromatografické systémy s reverznimi fazemi (RR-6) jsou majoritni technikou
s vice nez 85% aplikaci @&sto jsou prvni volboutpvyvoji a optimalizaci novych HPLC
metodik. Mobilni faze v RP-HPLC je polarni. Obvylkgetvarena vodnou slozkou (voda nebo
ziedny roztok kyseliny, baze nebo pufru) a organickiodleou (s vodou misitelné organicke
rozpoustdlo, nejlEZzneji metanol nebo acetonitril). Stacionéarni faze ne@paiarni charakter,
kdy se nejastji jedna o navazané uhlikatéttzce na povrchu nas (negastji oktadecyl
C18¢i oktyl C8).

Mezi faktory nejvice ovlisujici separaci v RP-HPLC pgatelwini sila mobilni faze,
jeji iontova sila a pH. Voda jako népngji pouzivana slozka mobilnich fazi ma nizkoucelu
silu, proto se zvySujemeigavkem organické slozky (metanol, acetonitrilgriat ma eléni
silu vySsi. Eldni sila kkterych rozpoustlel stoupa v nasledujicim ifzali:

voda < methanol < acetonitril < propan-2-otlioxan < tetrahydrofuran

lontovéa sila je ufena gitomnosti soli v mobilni fazi a roste s jejich kentraci.
lontova sila ovliviuje silu interakci separovanych latek se stacion&ami diky zngné¢
solvat&niho obalu molekul. S vySSi iontovou silou je stdai obal molekul te¢i a
interakce se stacionarni fazi se vice projevujiximalni doporgovana koncentrace soli je 50
mM. Koncentrace protdan ovliviiuje ionizovatelné molekuly (n&porganické kyseliny a
baze). Zde je nutné si édomit, Ze ionizace molekuly vede Vipact reverzni stacionarni
faze k dramatickému poklesu retence a je proto&t&né pripadi Zzadouci se ji volbou pH
vyhnout. Na druhou stranu je mozné volbou pH ¢ilemizovat sogasti matrice vzorku a
zjednodusit si tak vysledny chromatogram. pH madkifize nastavujeme v rozmezi daném
vétSinou pH stabilitou stacionarni faze (hapH 2-8) pouzitim vhodného pufru.

Zadrz analyit na kolorg je hodnocena pomoci tzv. retaiich charakteristik. Zakladni
veli¢inou je retetini (elwni) ¢ast,, coz je doba, ktera uplyne od ridat vzorku do dosazeni
maximu eldni kiivky (vrcholu piku analytu). Lze se také setkatognpem retetini (eluni)
objem, ktery udava objem mobilni faze, ktera preteolonou za dobu ret&niho ¢asu.

Mirou retence denych latek je tzv. kapacitni (retam) faktork; , ktery charakterizuje
selektivitu a slouzi ke srovnani separace a retemadytu v éiznych systémech. Da se
vyjadiit pomoci nasledujici rovnice

(t — tw)
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kdet, je reterni ¢as analytu dn, je tzv. mrtvycas, coz jetas slozky, ktera se pohybuje se
stejnou rychlosti jako mobilni faze a neni na kélebec zadrzovana (tzv. inertni latka).
Reterini ¢as, ktery pak analyt stravi ve stacionarni faziaeyva redukovany retémi ¢ast,”

a uki se rozdilem ret@émiho a mrtvéh@asu
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Hlavnim cilem HPLC analyz je dosaZeni co nejlep$dzatieni latek v co nejkratSim
case, tzv. s co nejvysstianosti. Parametr, ktery hodnoti segaiasystéem z pohledu jeho
acinnosti je vyjaden pa@tem teoretickych pateN a charakterizuje miru rozmyvani slozek
vzorku @i transportu kolonou (roz&vani elénich zén). Tento parametr Ize experimentaln

zjistit z nangienych parametrdosazenim do vztahu

N = 5,54(\fv—rh)2 - 16 (+)2

kdet, je reterni cas analytuy je Sika piku g zakladré awy, Sitka piku v polovig vysky.

At

odezva signalu
—
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Pro porovnani &innosti kolon fiznych délek je pouzivan tzv. vyskovy ekvivalent
teoretického patrbl, ktery vyjaduje délku kolony, fipadajici na jedno teoretické patro.
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Pti rozc&kleni dvou sloZek vzorku je snaha o dosazeni corifagingjSiho rozdéleni.
Pro hodnoceni miry vzajemnéhtegryvani dvou sousednich pike pouziva valina zvana
rozliSeniR.

— tr2 - trl
Y2 (Wh1+ Who)

kdet;; aty jsou retesni cas analyit awni awh jsou Stky piku v polovirg jejich vysky.

RozliSeni lze vypeéitat z retetnich ¢ash analyti a Stek piki. Z hodnotyR Ize
odhadnout miru iekryvani sousedicich pik Ffi hodnot R = 1 jsou piky pekryty z 2 %
plochy. Oddleny z 99,9 % a vice jsodifhodnot R> 1,5.



Kvalitativni a kvantitativni vyhodnoceni vysledka v HPLC

K identifikaci latek slouzi retemi cas, ktery lze ziskat z chromatografického
zaznamu. DalSi moznosti identifikace latek je ptuzgpecifickych detektdr jakymi jsou
nag. NMR nebo MS detektor.

Pti kvantitativnim stanoveni se hleda vztah mezi nsbhdin eluované latky a plochou
zaznamenaného piku (#ipadt symetrického piku Gaussova tvaru je moznéitpbi s
vySkou piku). Problém vSakasto nastava s ¢gnim zaatku a konce piku a s nastavenim
zpausobu integrace ve vyhodnocovacim softwaruwtedi plochy je poté népsné a vede k
chybreé provedené kvantifikaci. JelikoZz ma vyhodnoceni d&tPLC relativni charakter, je
mozné vztah mezi plochou nebo vySkou piku a nezndtoacentraci stanovovaného analytu
urcit empiricky pomoci standafid Pxi kvantitativnim stanoveni pak lze pouzit hiafad
nasledujici metody:

» Metoda vijSiho standardu (metoda kalibra kiivky)
» Metoda pidavku standardu
» Metoda vnitniho standardu

Metoda vidjSiho standardu

Tato metoda p#t mezi nejjednodussi apoby kvantifikace a je znama jako metoda
kalibrani kiivky. Analyzuji se pi ni roztoky standardo znamé, ale rozdilné koncentraci a je
hledana zavislost mezi koncentraci a plochotipguré vySkou) piku. Metoda fidavku
standardu fedpoklada linearitu kalib&ai zavislosti, kdy pro kalibemi primku Ize napsat
vztah

X = a+bg
kde a je Usek na ose Y je snérnice kalibr&ni primky (vyjaduje citlivost) ax; je hodnota
veliciny X pro koncentract;. Obvykle se n&i 5 — 7 bod primky, pricemz kazdy bod se
doporuiuje mefit alespa 2 — 3x, aby se dosahlo co nejspole$jiich vysledk. Tento zjisob
kvantitativniho vyhodnoceni je vhodny pro pracissendardy a vifpadc, kdy ma vzorek a

standard srovnatelné vlastnosti. Nelze jej poudt gioZité realné vzorky, u kterych neni
mozné zanedbat vliv matrice. delia vzdy o¥fit statistickou vyznamnost Useku

Metoda gidavku standardu

Principem tohoto kvantitativniho stanoveni jgdpvek gesného a znAmého mnozstvi
standardu stanovované latky ke vzorku. Lze se sstRekolika variantami této metody:

Metoda jednoho jfidavku standarduPrvni analyza vzorku o &itém objemuV; a neznamé
koncentract; zjisti plochuA;. Po gidani znameého objemu standanyo znamé koncentraci
Cs Se stanovi plochAg a pro neznamou koncentracpak plati vztah

_ AcV,
(As (ViHV-AV)

G

Tato metoda snizuje riziko systematickych chyb, pakoale zvySuje riziko vyskytu chyb
nahodnych.



Metoda vice fidavki standardu: K roztoku vzorku jsou fidavany pidavky standaril

v celych nasobcichipdpokladané koncentrace. Poté je vynesena zavigloshy piku na

zménach koncentrace a s pouzitim extrapolace regrpsniky je stanovena neznama
koncentrace sledovaného analytu. Neznama koncenttacodpovida podilu odezvy
puvodniho vzorkuAg a snérnice gimky b

A
==

Metoda pgidavku standardu do konstantniho objenSiejné podily vzorku o objemV; a
neznamé koncentraci, k nimz jsou pidany 1izné objemové jednotky standardu(n = 1, 2,
3...) 0 koncentraats jsou dopliny na stejny konay objemV. a je znéiena plocha pikid\,.
Z primkové zavislosti, kdy je sémice b a Useka uréen graficky, pak pro neznamou

koncentraci plati
() ()

Vyhodou této metody kvantitativniho stanoveni jektfaze koncentrace standardu
v jednotlivych gidavcich nemusi byt pouzita pro vyjgo.

Metoda vnitniho standardu

Metoda je zaloZzena nafigavku chemické latky, tzv. viiitiho standardu, ktera je
svymi fyzikalre-chemickymi vlastnostmi podobna stanovovanému aémady k jejiz eluci
dochazi v blizkosti stanovovaného analytu. Tentisap kvantifikace eliminuje viiv zgmy
pracovnich podminek a madvarianty provedeni:

Metoda gimého porovnaniZnamy objem vniniho standard¥is o0 znamé koncentracjs se
piida k roztoku analyzovaného vzorku o nezndmé kdneeinanalytucy a k roztoku
standardu o znameé koncentragi Po analyze jsou v jednom experimentu stanovéoghy
pikia analytuA; a vnittniho standardés; a ve druhém experimentu plochy p#tandardiAs
a vnittniho standardi;s s Hledané koncentrace je naslédtanovena z nasledujiciho vztahu:

Cx_( A )( Ass ¢ )C

As Ais,i )

Metoda kalibrani kfivky: K n¢kolika roztokim standardu je fdlan konstantni objem
vnitiniho standardwis o jedné znamé koncentrack. Z kalibrani primky, znazofiujici

koncentrace standardcs na pongru ploch standard\s a vnigniho standardiAis je poté
piimo odé&tena koncentrace hledaného anatytu




Vyvoj metod v HPLC a jejich validace

Analytickda metoda popisuje konkrétni vyuziti analg€ techniky a fslusné
metodiky ke stanoveni konkrétniho analytu. Volbaoomatografickych podminek by dha
vést k tomu, aby byly analyty co nejlépe a nejrggihdeparovany v co nejkratSitase. B
vyvoji metody se vychazi z nejen z teoretickychngipi, ale také z experimentalnich
zkuSenosti a literarni reSereelkova analyza je ovlivma fadou faktoil, mezi které pdt
napiklad vyker stacionarni faze a rozmi kolony, pH a sloZeni mobilni faze, teplotagtpkova
rychlost apod. Optimalizaci zngimych faktofi hledame nejvhodisi podminky pro stanoveni
daného analytu.

VétSina metod, pouzivanych v praxi, musi byt v ratagi systéemu kontroly kvality
(QC) validovana. Validaci se rozumi &eni a prokadzani vhodnosticittho postupu pro
zamyslené pouziti a k ziskani relevantnich dat.iMepezrejSi validani parametry v HPLC
patfi:

Spravnost(accuracy — &snost shody mezi vysledkemérani a pijatou referetni
hodnotou. Porr mnozZstvi analytu ziskaného¢tanim k fijaté referesni hodnot je
nazyvan navratnosti nebo w¥¥hosti (ecovery, piicemz fijatelna vytznost by se ®gla
pohybovat v rozmezi 95 — 105%. ¥¥host v HPLC se né&jstji vyhodnocuje analyzou
kalibractnim rozsahu. Ret paralelnich opakovani by selnpohybovat kolem 7 a relativni
smerodatnd odchylka pro kazdou konceniriahladinu by nerla byt wtSi nez 3%.

Rozdil mezi vysledkem #&iieni a pijatou referedni hodnotou je pak nazyvan chybou
vysledku, kdy celkova chyba stanovenitze byt ovliviena chybou systematickou
(predvidatelg se ngnici) a/nebo nahodnou ¢mi se nepedvidatelnym zfisobem).
Systematické chyby jsou @pobeny nab nespravnou kalibraci (pipet, odmych bark,
analytickych vah a podobh a lze je odstraniti minimalizovat, chyby nahodné vznikaji
v prabéhu celého postupu stanoveni zcela nahodile a jelz&dnym zfisobem odstranit.

Pi‘esnost (precisio — hodnota, udavajici miruédnosti shody mezi vzajerén
nezavislymi vysledky analyz, ziskanych za danyadiinpioek. Lze ji vyjadit jako:
Opakovatelnos{repeatability — ©snost shody vysledk ziskanych opakovanym pouZzitim
téZe metody, na identickém materialu, v téZe labtirlymz pracovnikem &em kratkého
¢asového rozmezi.

Mezilehla pesnost (intermediate precision— pesnost mieni, kdy se negmi postup,
material, misto stanoveni, ale sleduje se v det&isovém Useku,ffpadré mize zahrnovat
lehkou variabilitu — novou kalibraci, nového prantka, novy pistroj apod.
Reprodukovatelnogreproducibility) — snost shody mezi vzajemezavislymi vysledky,
ziskanymi néfenim stejného materialu stejnou metoddznymi laboratéemi, operatory, na
razné instrumentaci viagny ¢as apod.

Linearita (linearity) — schopnost metody poskytnout v daném rozsatfijatginou
linearni korelaci mezi koncentraci analytu a zigkarsignalem. Pro deni linearity se voli
minimalré 5 vzorki o miznych koncentrgich drovnich, pokryvajicich rozsah v celéiioi
oblasti. V rékterych farmakologickych a bioanalytickychiipadech se vyuZivaji také
nelinearni zavislosti, které Ize naslédiinearizovat popisem funkce nebo specialnimi
matematickymi aparaty.



Mez detekce(limit of detection LOD) — odpovida koncentraci, pro kterou je
analyticky signal statisticky vyznamny od Sumu

Mez stanovitelnost{limit of quantification, LOQ — koncentrace,ipkteré Fesnost a
spravnost stanoveni dovoluje kvantitativni vyhodsoc
NejcastjSim zpisobem uteni zmignych parametr je vypaiet napiklad s vyuzitim poréru
signalu a Sumu, ze smodatné odchylky odezvy a ze &mice kalibr&ni primky

35 10 s
LOD = LOO= ——
b Q b

kde sy je smerodatna odchylka vySky Sumu la je snérnice @imky z kalibr&ni
zavislosti vySky piku na koncentraci.

Selektivita metody(method selectivily— schopnost figsného a spravného ¢ani
analytu i v gitomnosti interferujicich latek (matrice). Neselekt metoda dava signal, ktery
neodpovida skut®ému obsahu analytu, ale je zesilen signalem rudivEy. Pokud je k
dispozici matrice vzorku, analyzujeme matrici, d&iorek bez matrice i bez analytu (v
piipact HPLC nastikneme mobilni fazi), standardni roztoky sledovdnyatek, kontrolni
vzorky (matrice + standardy stanovované slozky)orkg s g@idavkem standardni
(stanovované) slozky. Zjistime, zda interferenceh@ai ze srovnavaciho vzorku metody, pak
je poteba odstranit zdroj interference (kontaminace raggdla, laboratorniho nadobi,
pristroji atd.) nebo pochézi ze srovnavaciho vzorku madrigenutné optimalizovat extrakci
vzorku, gedseparaci¢{Steni vzorku). Odezva interferujicichh latek musi byensi nez 1%

e

Dynamicky rozsahrange, working interval— interval hodnot greného analytu, pro
ktery je validaci potvrzeno, Ze metoda je &maplikovatelna. Spodni mez cuje mez
stanovitelnosti, shora je den neérenim vzork s tiznym obsahem analytu.

Robustnos{(robustness— mira kapacity metody poskytovat shodné vyslagakjejim
reprodukovani za nepatrznmenénych podminek. V fipadt HPLC by ngla robustni metoda
davat pijatelné vysledky (nap retergni c¢as, plocha piku, rozliSeni) i kdyZz dochazi v
experimentalnich parametrech (haploZzeni mobilni faze, pH, teplota kolony,ujmkova
rychlost) k mirné odliSnosti od poZadovanychiglddku &Zné nepesnosti (nap negesnosti
odmérného nadobi, pomocnycltigtroji). Robustnost je experimentdlajistovana pomoci
zanmerného vnaseni malych 2Zmdo metody a zkoumani jejiclisledk.

Test zgsobilosti HPLC —test zpisobilosti systémusfystem suitability tesiSST) je
testem pro ufeni vhodnosti a validity chromatografického systéirad jeho pouzitim a byva
nedilnou sotasti metody. Provadi se vzdy nac@iku kazdého gfeni, @i zmené systému
piipadré pii podezeni na chyb#fungujici systém. Obvykle se provadi nasleduijici:

Test opakovaného néaku
= 6 nastika a ukeni relativni srrodatné odchylky RSD (&ha by byt mensSi nez 1,5 %)

Test linearity
=z 5 bod 0 nizné koncentraci sestavit kalildrd zavislost a uiit koeficient determinace
(hodnota koeficientu determinace by riggndosahovat mensi hodnoty nez 0,990)



Prakticka ¢ast ulohy

Pristroje a zaizeni

* HPLC systém 10 AVP fy SHIMADZU:

 odplyhovat GT-154

« systémovdidici jednotka SCL-10AVP

* pumpa LC-10AVP

* picka CTO-10ASVP

* PDA detektor SPD-M10AVP

« fidici software Class-VP 5.02

» 2 monolitické kolony 100 x 4.6 mm, Onyx C18

* injekeni stikacka se speciathupravenou jehlou pro davkovani vzork
(Hamilton)

* mikropipety

* ultrazvukova lazée

» odnmerné baky a dalSi BZné laboratorni vybaveni

Chemikalie
« standardy bazi nukleosigkoncentrace 10mM):
2’-deoxyinosin (dIno)
inosin (Ino)
2’-deoxyadenosin (dAde)
adenosin (Ade)

* thiomazovina (0,002% roztok ve veil
» mobilni faze pro rreni vzorki a standanil
= vodny roztok fosfatu sodného o koncentraci 15epH 3,8; metanol pro
chromatografii

Obecny postup/ppraci s kapalinovym chromatografem

Skér dat — obsluhafidiciho software a €b dat se provede dle pokynvedouciho
cviceni. Jako kvantitativni parametr bude &thna plocha piku. VSechnattani se provadi
nejménrt tikrat.

Piiprava davkovée a vzorku ped nadavkovanim vzorku na kolondroztok vzorku
se na kolonu davkuje davkovacim kohoutenedPzahdjenim vlastniho &ieni je nutné
proplachnout davkovaci kohout destilovanou vodoetamolem nebo mobilni fazi (jinak
hrozi nebezpg kontaminace zigdchozich vzonk). Vzorek davkovany na kolonu musi byt
Ciry, ¢astice nebo zakal mohou nevratmehodnotit kolonu. Vzorky obsahujici rozpmé
plyny (nag. metanolické roztoky) je téba ped nastikem dikladne odvzdusSnit v
ultrazvukoveé lazni.

Naplnéni smy’ky davkovée — pii plnéni davkovaci smiky o objemu 2Qul se p&ka
davkova@e prepne do pohotovostni horni polohy. Pro analyzu@egei injekKni stikacky
bere dostatsé mnoZstvi vzorku, aby byla napha cela davkovaci snila (@iblizné 25 pl).
Do davkovaciho otvoru se jemrzasune jehla injeki stikacky (nezasouvat nasilim na
doraz) a tlakem na pist injgki stikacky se naplni davkovaci srka davkovae (na konci



odpadni kapilary odkapneriplizné 3-5 kapek). B davkovani vzorku do sndlity je nutné
kontrolovat gitomnost bublinek v injelni stikacce. Do systému se nesmi dostat plyn!

Nastik vzorku na kolonu—v momeng, kdy je software fipraveny sbirat data, se
p&ka davkovée otai do pravé spodni polohy. Tim se uvritivkovd&e prepne smir toku
mobilni faze tak, Ze na kolonu prochazi mobilnief@es smyku davkovaciho ventilu, kam
jsme red chvili nadavkovali roztok vzorku. Jehla se potahne.

Pracovni postup

Zméieni testovaci sési — testovaci sris (aceton, benzen, toluen) seérv zakladni
mobilni f&zi pro RP-HPLC (70 % MeOH). &eni testovaci s#si se optimala provadi vzdy
pied z&atkem a po skafeni celého ré¥eni. Porovnanim pik(retergni ¢as, rozliSeni, peet
teoretickych pater, asymetrie) testovaciésihnse ov¥iuje, zda nedoSlo ke zme vlastnosti
kolony kthem n&teni (nap. kontaminaci kolonyeéZko eluovatelnymi latkami ze vzorku).

Zména pracovni mobilni faze— zména mobilni faze se provede dle instrukci
vedouciho cvieni. Je nutné gédit obecnymi postupy, které zajisti 100% misitsindvou po
soke jdoucich mobilnich fazi a dostat®u ekvilibraci kolony mezi ddima mobilnimi fazemi.

V naSem systému se a@skily nasledujici podminky pro vyému mobilni faze: 1) z#nit
procento organické slozky ze zakladniho stavu (7@étanolu) na procento pouzité v cilové
mobilni fazi (v naSemifpact 8 % metanolu); 2) za#nit vodnou sloZku z deionizované vody
za 15 mM vodny roztok fosfatu sodného o pH 3,8 bdwipadech ponechat protéct alespo
10 kolonovych objerin pro dostaténou ekvilibraci kolony — fiblizné 15 minut @i pratoku 2
ml/min.

Stanoveni mrtvého retefmiho ¢asu (t,) — mrtvy retedni ¢cas se stanovuje latkou,
kterd neni zadrZzovana stacionarni fazi ifyqt RPLC se pouziva népthiomaovina) a to
v takové mobilni fazi, ktera se pouziva préiemi vzorki. Mrtvy reteréni ¢as udava dobu, za
kterou projde zcela inertni latkd@dr sorbentu systémem az na detektor. Mrtvy rététas je
nutné znat nap pro vypaet kapacitniho faktoru, ktery m&imy vztah k termodynamickym
vlastnostem separace (distiéinii konstanty). Je moZné jej navic pouZit pro poaown
vysledki ziskanych na jiném chromatografickém systému pénedazné metody.

Analyza standard nukleosidi — piipravte si roztok kazdého standardu o koncentraci
0,05 mM a provéte 3x analyzu kazdého standardu.céfe elgni paadi analyt a
vypccitejte zakladni retemi charakteristiky.

Caste'na validace metody

Opakovatelnost —pripravte smisi vSech ¢tyi standardnich latek v ekvimolarnim
mnoZstvi na 2 koncentmich hladinach — 0,5 a 0,005 mM. Kazdowsrax prondite. Uktete
smerodatnou odchylku (SD), relativni snedatnou odchylku (RSD) a intervaly spolehlivosti
pro retewni casy a plochy pik Pripadné odlehlé hodnoty z vyhodnocovani nezapbene
vyloucit.

Linearita — linearitu o¥ite mefenim 6 koncentraci standardu. Krajni koncentrace je
nutno volit tak, aby bylo mozné dir dynamicky rozsah metody — miniméljeden kalibrani
bod u hladiny limitu detekce a jeden nad hranicedirity. V naSem ifpacd sestrojte
kalibraéni kiivky v rozsahu koncentraci 0,001 — 1 mM a z koefi€i determinace dete, zda
je zavislost linearni ( kriticka hodnota koeficiertteterminace je 0,999).

Limit detekce a kvantifikac& piredchoziho réeni sestrojte zavislost vysSek pika
koncentraci standafida pomoci sgrodatné odchylky Sumu vyptite rislusné parametry.



Analyza neznamého vzorku- provelte analyzu neznamého vzorku aceie
koncentrace jednotlivych analyhejprve odétem z kalibréni zavislosti (testovani linearity)
a poté pidavkem 1 a 2ipdavki standard. Provef'te test shodnosti ziskanych vyslédk

Vypracovani protokolu

Méieni testovaci sési — uvelte zakladni retemi charakteristiky pik véetns zakladniho
statistického vyhodnoceni @mér, rozgsti, smérodatnd odchylka, relativni smodatna
odchylka, interval spolehlivosti + odlehlost iypd Jako mrtvycas pouZijte reteimi ¢as
acetonu.

Analyza standard - uvelte zakladni retami charakteristiky pik vcetrg zakladniho
statistického vyhodnoceni (pnér, rozpti, smerodatna odchylka, relativni smodatna
odchylka, interval spolehlivosti + odlehlost yd Jako mrtvycas pouZijte retaemi cas
thiomatoviny.

Validace metody- uvel'te vypatené parametry i s jejich statistickym vyhodnocenim
Analyza neznamého vzorku- uvelte stanovené koncentrace jednotlivych nuklebsid
v nezndmém vzorku a srovnejte vysledky, ziskadzé@ymi postupy kvantifikace. Vysledky
okomentujte.
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