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1. Cile prace
e Reserse na dané téma

e Vyvoj metody na stanoveni kreatininu v moCi pomoci HPLC s UV detekei,
zhodnoceni vhodnosti riiznych stacionarnich a mobilnich fazi
e Validace metody na stanoveni kreatininu v mo¢i pro vybranou stacionarni a mobilni

fazi pti optimalizovanych podminkach analyzy



2. Teoreticka Cast

2.1 Kreatinin

2.1.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti

Kreatinin je latka, jejiz systematicky nazev je 2-amino-3-methyl-4H-imidazol-5-on dle
organizace IUPAC (Obrazek 1). Sumarni vzorec je C4H7N30. Kreatinin byva fazen do dvou
skupin, mezi laktamy a imidazolidinony. Vyskytuje se jako bila pevna latka, jejiz
molekulova hmotnost je 113,12 g/mol. Rozpustnost kreatininu ve vodé je 80,1 mg/ml
pii teploté 16 °C (PubChem 2021). Pro koncentraci roztoku 50 g/l je hodnota pH 7,5 az 8,5
pfi teploté 20 °C (Sigma Aldrich 2019).
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Obrdazek 1: Struktura kreatininu (PubChem 2021)

V lidském organismu se kreatinin vyskytuje v organech (napi. mocCovy meéchyt,
ledviny, jatra), tkanich (napft. tukova tkan, kosterni svaly), buiikach (neurony, fibroblasty)
a télnich tekutinach (napf. krev, moc¢) (PubChem 2021). Z hlediska analytického stanoveni
za pomoci kapalinové chromatografie je dulezité, Ze se jedna o polarni latku
(Olejarz et al. 2020). Jde o cyklickou latku s obsahem dusiku, ktera vznika v organismu
z kreatinu nebo z kreatinfosfatu (Obrazek 2). Kreatinfosfat je produktem ptemény kreatinu,
vznika jeho fosforylaci. Nachazi se v kosternim svalstvu a slouzi jako rychly zdroj energie
na zacatku fyzické namahy. Kreatinin vznikéd z kreatinu a kreatinfosfatu neenzymatickou
dehydrataci. Jedna se o nevratnou reakci (Kashani et al. 2020). Rychlost produkce kreatininu
u zdravého jedince je povazovana za pomérné konstantni a hodnota je ovlivnéna mnozstvim
svalové hmoty (Zuo et al. 2008). Kreatinin je zlidského téla vyluCovan ledvinami.
Koncentrace kreatininu ve vylu¢ované moci je kromé¢ pohlavi ovlivnéna stravou a vékem

zkoumaného jedince (Cermakova a Stépanova 2003; Kashani et al. 2020). Pro organismus



je dilezité pfijimat v potravé dostatecné mnoZzstvi aminokyselin, arginin a glycin, nebo

piimo kreatin prostiednictvim dopliku stravy (Masopust 1998; Kashani et al. 2020).
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Obrdzek 2: Mechanismus vzniku kreatininu z kreatinu a kreatinfosfdtu
(Xiang et al. 2014)

2.1.2 Vyznam stanoveni kreatininu

Stanoveni koncentrace kreatininu v télnich tekutinach je vyuZzivano k diagnostice
nemoci, ke kontrole spravného fungovani ledvin (Sajdikova a Novakova 2014). Stanoveni
koncentrace kreatininu v moci se rovnéz vyuziva pro normalizaci vysledki bioanalytickych
stanoveni. Piikladem jsou riizné kohortni studie tykajici se vyzkumu souvislosti expozice
¢loveéka skodlivym latkam s chronickymi onemocnénimi a alergiemi (Remane et al. 2015).
Koncentrace kreatininu v séru ¢i v moci mize byt stanovena pomoci tzv. Jaffého metody,
enzymatické metody nebo s vyuzitim kapalinové chromatografie. Pro muze jsou normalni
hodnoty 13,3 mmol/den, u Zen jsou normalni hodnoty 10,6 mmol/ den. ZvySena nebo
snizena koncentrace kreatininu v télnich tekutindch je indikatorem onemocnéni nebo
$patného Zivotniho stylu (Masopust 1998; Cermakova a Stépanova 2003). Koncentrace
kreatininu oproti standardnim hodnotam mutze byt zvySena pfi Castém pfijimani potravy
bohaté na bilkoviny nebo pii snizeném piijmu potravy. Déle se koncentrace kreatininu
zvySuje pii vétsich zasazich do svalové tkané, pii operacich nebo specifickych poranénich.
Hodnota koncentrace kreatininu Vv télnich tekutinaich se snizuje napf. v disledku
glomerulonefritidy, ktera zapticinuje selhavani ledvin. Jedna z mozné 1écby je uprava
jidelni¢ku snizenim obsahu bilkovin (Cerméakova a Stépanova 2003; Matousovic 2005;

Kubickova a Bohm 2010).



2.1.3 Stabilita kreatininu ve vzorku

Stabilita stanovovanych analyti v moci je dulezity faktor, ktery ovliviiuje kvalitu
analyzy. Nedodrzeni podminek skladovani vzorkd pfed analyzou muze vést k rozkladu
kreatininu a nasledné k nespolehlivym vysledkiim analyz. Pfi teploté 20 az 25 °C je kreatinin
v mo¢i stabilni 2 dny. Pti teploté 4 aZz 8 °C je stabilni 6 dni. Pfi teploté -20 °C je stabilni
6 mésicti (Ustav klinické biochemie a diagnostiky LF UK a FN Hradec Kralové 2009).

2.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie je separacni metoda, pii které délené latky ve smési jsou
rozdilné distribuovany mezi f4zi mobilni (pohyblivou) a staciondrni (nepohyblivou) fazi.
Mobilni fazi je napt. voda, methanol, acetonitril nebo roztok soli s upravenym pH (pufr).
SloZeni mobilni faze mlize byt béhem celé analyzy konstantni, mit stejnou elu¢ni silu
(tzv. izokraticka eluce) nebo se béhem analyzy muze ménit jeji sloZeni a tim postupné
zvySovat elucni silu vybrané slozky mobilni faze (tzv. gradientova eluce). Mobilni faze je
nejcastéji do systému Cerpana pomoci vysokotlakého Cerpadla, jedna se o vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii (High performance Liquid Chromatography; HPLC)
(Novakova et al. 2013a). Stacionarni faize mize byt kapalna latka ukotvena na tuhém nosici
nebo pevna latka. Staciondrni faze (sorbent) je umisténa v koloné€, pies kterou proudi
kapalna mobilni faze se vzorkem (Novakova et al. 2013a). V prib&hu analyzy jsou slozky
vzorku unaSeny mobilni fazi a interaguji s ¢asticemi sorbentu. Dochazi k opakovanému
vymeénovani ¢astic vzorku mezi mobilni a stacionarni fazi, opakované se ustaluje rovnovaha
slozek vzorku. K naprosté rovnovaze mezi faizemi vSak nikdy nedochézi, protoze separace
je dynamicky systém (Novakova et al. 2013a; Zaruba 2016a). Pro popis rovnovahy slozek
vzorku mezi mobilni a stacionarni fazi je zavedena distribuéni konstanta (Kp). Pokud ma
distribu¢ni konstanta dané latky vysokou hodnotu, pak castice této latky se zdrzuji déle
ve staciondrni fazi a jeji retence roste. V prubéhu analyzy dané smési je dilezité, aby
distribu¢ni konstanty separovanych latek byly odlisné. Zaznam té€chto separovanych zon
vzorku pii prichodu detektorem se nazyvd chromatogram (Novakova et al. 2013a).
Chromatogram je Casova zavislost intenzity sledované veli¢iny, je tvofen gausovskymi
kiivkami, resp. piky (Novéakova et al. 2013a; Zaruba 2016a). Ke sledovani rozdilu mezi
prichodem ¢ist¢ mobilni faze a mobilni faze obsahujici analyt se v kapalinové
chromatografii pouZivaji rizné typy detektord. Mezi nejastéji pouzivané patii
spektrofotometricky, fluorescencni ¢i hmotnostni detektor. Principem spektrofotometrické
detekce je sledovani absorpce zéatfeni v ultrafialové a viditelné oblasti vinovych délek,

180 az 780 nm. Podstatnou podminkou je, aby mobilni faze nebyla tvofena latkou, ktera



absorbuje zafeni pii shodné vinové délce jako sledovany analyt (Zaruba 2016a).
Spektrofotometrické detektory se dale déli dle jejich konstrukce na detektor s fixni vinovou
délkou, detektor s ménitelnou vinovou délkou, detektor s programovatelnou vinovou délkou

a detektor s diodovym polem (DAD, PDA) (Novakova et al. 2013a).

2.2.1 Kolony

Kolony jsou trubice z oceli nebo ze skla ve kterych je umisténa stacionarni faze. Délky
kolon obvykle dosahuji 3 az 25 cm, prumér kolony byva v rozmezi 4 az 8 mm a velikosti,
resp. pramér Castic stacionarni faze 3 az 10 um (Zaruba 2016a). Existuji rizné modely
a variace kolon pro HPLC. Volba parametrii kolony se fidi potfebami dané analyzy. Béznym
materialem vnéjSiho plaste, jak je uvedeno vyse, je ocel, nejcasteji nerezova. Vnitini povrch
kolony muze byt také z nerezové oceli. V nékterych piipadech je vnitini povrch upravovan
jinym materidlem, z divodu reakce Zeleza s organickymi rozpoustédly (acetonitril
a dichlormethan). Tento jev pak mize mit vliv na probihajici analyzu. Pouzité materialy pro
upravu vnitiniho povrchu kolony musi byt inertni k mobilni fazi a odolné viici tlaku az do
100 MPa. Sklenéné kolony z tvrzeného skla se pouZzivaji pti tlaku do 20 MPa pfi soucasném
pouziti ochranného kovového nebo polymerového pouzdra (Novékova et al. 2013a).
K samotné kolon¢ je jeste pripojena na jejim zacatku predkolona. Staciondrni faze umisténa
v piedkoloné je shodna se stacionarni fazi ve vlastni kolon¢ (Zaruba 2016a). Pfedkolona se
pouziva z ditvodu ochrany kolony pfed chemickym ¢i mechanickym poskozenim. Existuji
ruzné typy délek predkolon. Délka se voli na zéklad€ velikosti kolony a potieb dané analyzy,
ma vliv na dobu separace a tim i celé analyzy. Pro U¢innéj$i eliminaci chemického
a mechanického znecisténi se dale pouzivaji predkolonové filtry (kovové frity) s obvyklou

velikosti port 0,5 um nebo 2 um (Novakova et al. 2013b).

2.2.2 Stacionarni faze

Stacionarni faze je nepohyblivd slozka chromatografického systému umisténa
Vv koloné. Podle vlastnosti, slozeni a dalSich faktorii se pouzivané stacionarni faze rozdé€luji
do mnoha skupin. Stacionarni faze by meéla splnovat urcit¢ pozadavky, aby separace
a analyza probihaly za optimalnich podminek. Dilezita je tepelna a chemicka stabilita.
Chemické slozeni stacionarni faze musi byt inertni k mobilni fazi i vzorku. Nesmi dochazet
k vymyvani stacionarni faze proudem mobilni faze z kolony.

NejcastéjsSim  zpisobem charakterizace pouzit¢ stacionarni fize je podle
tzv. chromatografického modu. DéEli se na normalni, reverzni, ionexy, HILIC, HIC, gely,

afinitni a chiralni.



Dle jejich chemického sloZeni se mohou dé€lit na anorganické oxidy, chemicky vazané
faze na bazi silikagelu, polymerni, hybridni a stacionarni faze na béazi grafitového uhliku

(Novakova et al. 2013a).

2.2.3 Silikagel

NejbéznéjSim sorbentem je silikagel. Obvykle se pouziva v porézni amorfni formé.
Jedna se o polarni anorganicky sorbent obecného vzorce SiO: * xH:0, kdy voda tvofi
silanolové skupiny (Si-OH). Tyto skupiny mohou byt riznymi zpisoby napojeny na kiemik.
Napojeni muze byt geminalni, vicinalni nebo skupina muze tvofit siloxanové, asociované
skupiny ¢i mize byt zcela izolovana.

Silikagel se v kapalinové chromatografii pouziva samostatné pro separaci na
normalnich fazich nebo jako nosi¢ s chemicky navazanymi ligandy pro separace na
reverznich fazich. Dilezitou vlastnosti je velky specificky povrch (az 500 m?%/g) s velikosti
¢astic v rozmezi 3,5 az10 pm a primérem port 8 az15 nm. Samotny silikagel se pouziva pro
analyzy, kde je pH nizsi nez 7, nebot’ pti vyssim pH se silikagel rozpousti. Zptisobem jeho
vyroby lze ovlivnit mechanické vlastnosti, polaritu povrchu, odolnost vi¢i pH a teploté,
aktivitu silanovych skupin (Novakova et al. 2013a).

Vyvoj v oblasti pouzivanych stacionarnich fazi je rychly. Kromé poréznich ¢astic
silikagelu se pouzivaji porézni organosilikatové castice, v posledni dobé pak zejména
technologie pevného jadra s poréznim povrchem. Vyhodou posledné zminiované technologie
v porovnani s tradi¢nimi plné¢ poréznimi Casticemi, je vyrazné zvyseni ucinnosti separace
pro stejny pramér ¢astic (Behr 2020).

Pti pouziti silikagelu jako nosice je povrch modifikovan. Na silikagel mize byt vdzana
organickd 1 anorganicka fadze. Nejcastéji byvaji navazany rizné dlouhé alkylové fetézce.
Nejobvyklejsim chemicky vazanym alkylem je oktadecylsilikagel (Cis, ODS), obecné se
pouzivaji alkyly o délce Cz az Czo. Alkylovana stacionarni faze ma z hlediska vlastnosti
analytd velice Siroké spektrum pouziti, zejména pro chromatografickou separaci nepolarnich
analyti (Novakova et al. 2013a). Pro zvyseni retence a rozliSeni polarnich analyti se
pouzivaji alkylované stacionarni faze s dalsi Gpravou, napiiklad polarné¢ endkapované C18
kolony (Pragolab 2020).

Pojmem HILIC je oznacovdna technika hydrofilni interakéni chromatografie.
Mechanismus v pribéhu HILIC separace je komplexni a nebyl dosud jednozna¢né objasnén.
Na povrchu polarni staciondrni faze, napfi. silikagelu, nebo polarni skupiny navazané na
silikagelovy, polymerni ¢i hybridni material, se vytvaii vrstva vody. Rozdélovani tak

probihd mezi hydrofobni ¢asti mobilni faze a siln€ hydrofilni vrstvou vody. Obdobné¢ jako



Vv systému s normalnimi fdzemi je retence analytu zvySovéna s polaritou analytu a sniZuje se
zvySenim polarity mobilni faze. K ovliviiovani retence se ¢asto vyuziva piidavek pufrt do

mobilni faze s riznou koncentraci soli (Novakova et al. 2013a).

2.3 Analytické metody pro stanoveni kreatininu

Pro stanoveni kreatininu v télnich tekutinach byla vyvinuta celd fada metod. Dfive se
hojn¢ vyuzivala Jaffého metoda se spektrofotometrickou detekci a enzymatické metody.
Pozdé&ji byla publikovana tada separacnich metod. Jedna se o metody kapalinové
chromatografie, plynové chromatografie a kapilarni elektroforézu. Jaffého metoda
a enzymatické metody jsou v porovndni se separa¢nimi metodami méné citlivé a méné
selektivni, stanoveni je negativné ovlivnéno interferenci jinych latek ptitomnych

V analyzovanych vzorcich.

2.3.1 Vysokotc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC)

Pro stanoveni kreatininu spolu s dalsimi analyty v biologickém vzorku je vyuZivana
vysokotlaka kapalinova chromatografie s UV detekci, poptipadé MS detekei. Jednotlivé
metody, které jsou pro ptehlednost shrnuty v Tabulce 1, se li$i pouZzitou stacionarni a mobilni
fazi s izokratickou ¢i gradientovou eluci. Obvykle se jednd o metody vyvinuté pro stanoveni
kreatininu soucasné s dal§imi fyziologicky vyznamnymi latkami (napf. tenofovir, niaciamid,
kyselina mocova, hippurova, 2-methylhippurova, indol-3-octova ¢i homovanilova). Volba
chromatografickych podminek piimo ovliviiuje kvalitu separace, z ekonomického
a ekologického hlediska je podstatné potfebné mnozstvi pouzitych soli a organickych
rozpoustédel v mobilnich fazich.

V prvni ¢asti Tabulky 1 jsou uvedeny metody vyvijené za pouziti C18 stacionarni faze.
Rychla a pfesnd metoda soucasné separace a kvantifikace tenofoviru a kreatininu v krevni
plasmé a moci byla vyvinuta pro monitoring negativniho vlivu tenofoviru na fungovani
ledvin pacientt (Olejarz et al. 2020). Ziskané koncentrace tenofoviru lze tedy nasledné
normalizovat na koncentraci kreatininu. Maly objem vzorku plazmy ¢i moc¢i (50 ul) byl
fedén mobilni fazi (10x) pfimo do sklenéné HPLC vialky, jina pfeduprava vzorku nebyla
provadéna. Jako mobilni faze byl pouzit fosfatovy pufr o koncentraci 0,015 mol/l a pH 7,4.
Vinova délka pro detekci a stanoveni koncentrace kreatininu byla 234 nm. Celkovy cCas
analyzy byl méné nez 10 min. Metoda byla vyvinuta s ohledem na minimalizaci
laboratorniho plastového odpadu. Rovnéz byl bran ztetel na minimalizaci rozpusténych soli
vV mobilni fazi a pouzité mnozstvi organickych rozpoustédel. Z tohoto diivodu nebyla pro
analyzu kreatininu a tenofoviru ve vzorcich moci pouzita ptivodné testovana kolona HILIC

(Olejarz et al. 2020). Stacionarni faze C18 byla pouzita v fadé dalSich publikaci (Tabulka 1).

7



V citovanych publikacich pro stanoveni kreatininu v biologickych vzorcich separaci na C18
stacionarni fazi byla pouzita teplota separace 20 az 40 °C. Téméi ve vSech uvedenych
metodach byl pouzit pufr (fosfatovy nebo octanovy) jako mobilni faze A, jednotlivé metody
se liSily koncentraci rozpusSténych soli a hodnotou pH ve vysledné mobilni faze. Jako
mobilni faze B byl pouZit acetonitril, methanol nebo se jednalo o separaci s pouzitim 100%
vodné mobilni faze. Vinova délka UV detekce byla v rozmezi 205 az 250 nm.

Pouziti hydrofilni interakéni chromatografie pfedpoklada vyrazné zvySeni podilu
organického rozpoustédla v mobilni fazi. Byla publikovana metoda separace kreatininu
a kyseliny mocové na polarni SB-CN koloné¢ (stable bond cyano column) (Zhou et al. 2013).
Jako mobilni faze A byl pouzit 0,01 mol/l fosfatovy pufr (pH 6,85) a acetonitril jako mobilni
faze B. HILIC separace byla pouzita pii stanoveni kreatininu a neopterinu. Mobilni faze byla
tvofena octanem amonnym o koncentraci 0,01 mol/l (pH 4) a acetonitrilem v poméru 10 : 90
(Kepka 2021). Metoda stanoveni kreatininu s vyuzitim ve forenzni toxikologii byla rovnéz
optimalizovana pro HILIC kolonu. (Luginbiihl a Weinmann 2017).

Stacionarni faze s pentafluorfenylem (PFP) byla pouzita pro separaci latek s naprosto
odliSnymi fyzikaln¢-chemickymi vlastnostmi, kreatininu a retinolu, biomarkeru poskozeni
ledvin. Jako mobilni faze byl pouzit vodny pufr mravenc¢anu amonného o koncentraci
0,015 mmol/l a pH 3,0 (MFA) a 90% acetonitril ve vod¢é okyseleny kyselinou mravenci
(0,005 mol/l) (MFB). Pomér mobilni faize A a B byl pii izokratické eluci 28 : 72, separace
probihala pii 25 °C (Kucerova et al. 2019).

Obvyklou upravou vzorku moc¢i pied analyzou byla V citovanych védeckych
publikacich centrifugace (Yuen et al. 2004; Fountain et al. 2007; Askenazi et al. 2014;
Luginbithl a Weinmann 2017; Wijemanne et al. 2018; Kepka 2021), pfipadné také
filtrace (Li et al. 1992; George et al. 2006; Zuo et al. 2008; Hou et al. 2012; Zhou et al. 2013;
Xiang et al. 2014) nebo pouze filtrace (Jen et al. 2002). Z diivodu minimalizace plastového
odpadu byla rovnéz provadéna analyza vzorkli moci zcela bez centrifugace ¢i filtrace
(Remane et al. 2015; Olejarz et al. 2020). V nékterych védeckych publikacich byla
provadéna extrakce vzorku (Kucerova et al. 2019). ProtoZe kreatinin je v analyzovanych
vzorcich télnich tekutin obsaZen ve vysokych koncentracich, je mozné ptipadny matricovy
efekt na vysledky analyzy minimalizovat fedénim vzorku a zmenSenim jeho nastiiku
(Zuo et al. 2008). V nekterych aplikacich byl pouzit pro zpracovani a analyzu vzorkd vnitini
standard hypoxanthin (Zuo et al. 2008; Zhou et al. 2013), tyrosin (Wijemanne et al. 2018)
nebo izotopicky zna¢eny vnitini standard Kreatininu v piipadé MS detekce (Hou et al. 2012;
Askenazi et al. 2014; Luginbiihl a Weinmann 2017).



Tabulka 1: Prehled pouzitych kolon, mobilnich fazi a dalsich podminek analyzy z publikaci

Kolona MFA pH MFA MFB Eluce, % MFB Stanovované latky Citace
ZORBAX SB C18 fosfatovy pufr 7,4 ACN gradientova, tenofovir (Olejarz et al. 2020)
(150%4,6 mm; 5 um) 0,015 mol/l 2-4% kreatinin
RP 18e fosfatovy pufr 7,25 - izokraticka k. mocova (Wijemanne et al. 2018)
(100x4,6 mm) 0,02 mol/l hypoxanthin
kreatinin
ZORBAX Eclipse Plus mravenéan amonny 6,55 mravenéan amonny gradientova, k. mocova (Remane et al. 2015)
C18 Rapid Resolution 0,05 moll/l, 0,05 mol/Il, 0-100 % kreatinin
(100x4,6 mm) k. oktansulfonova, k. oktansulfonova, k. homovanilova
1 obj. % methanol 100% methanol niacinamid
0,005 mol/l 0,005 mol/l k. hippurova
k. indol-3-octova
K. 2-methylhippurova
ODS-BP fosfatovy pufr 5,26 methanol izokraticka, kreatinin, (Xiang et al. 2014)
(250%x4,6 mm; 5 pm) 0,05 mol/I 5% k. mo¢ova
hypoxanthin,
xanthin
ZORBAX Eclipse 0,1% roztok k. mravenéi ve - 0,1% roztok k. izokraticka, kreatinin (Hou et al. 2012)
XDB-C18 vodé mravenci v ACN 50 %
(150x2,1 mm, 3,5 pm)
Symmetry C18 fosfatovy pufr 4,75 ACN gradientova, kreatinin (Zuo et al. 2008)
(150x3 mm; 5 um) 0-30% k. mo¢ova




Kolona MFA pH MFA MFB Eluce, % MFB Stanovované latky Citace
LUNA C18 fosfatovy pufr 4,7 - izokraticka allantoin (George et al. 2006)
(250%x4,6 mm; 5 pm) 0,01 mol/l k. mocova
kreatinin
C18 fosfatovy pufr 7,4 - izokraticka k. mocova (Jen et al. 2002)
(250%4,6 mm; 5 um) 0,05 mol/l kreatinin
OoDS fosfatovy pufr 6,1 - izokraticka pseudouridin (Lietal. 1992)
(250%4,6 mm) 0,01 mol/l kreatinin
k. oktansulfonova 2,5 mmol
KINETEX HILIC octan amonny 4,0 ACN izokraticka, neopterin (Kepka 2021)
(1503 mm; 2,6 um) 0,01 mol/l 90 % kreatinin
PFP mravenéan amonny 3,0 k. mravenci izokraticka, retinol (Kucerova et al. 2019)
(100x3 mm; 1,7 um) 0,015 mol/l 0,005 moll/l, 2% kreatinin
90% ACN ve vodé
HILIC octan amonny 572 ACN, gradientova, kreatinin (Luginbiihl a Weinmann 2017)
(150%x2,1 mm; 3,5 pm) 0,005mol/l, 0,1 obj. % k. 20-95%
0,1 obj. % k. mravenci mravenci
ZORBAX SB - CN fosfatovy pufr 6,85 ACN izokraticka, kreatinin (Zhou et al. 2013)
(150%x4,6 mm; 5 pm) 0,01 mol/l 5% k. modova
TSKgel Amide80 octan amonny - ACN izokraticka, kreatinin (Askenazi et al. 2014)
0,01 mol/l 65 %
PRP — X200 octan sodny 4,8 - izokraticka kreatinin (Fountain et al. 2007)
(100x4,1 mm; 10 pm) 0,02 mol/l
PRP — X200 octan sodny 51 - izokraticka kreatinin (Yuen et al. 2004)
(100%x4,1 mm) 0,005 mol/l
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2.3.2 Plynova chromatografie s hmotnostni detekci (GC-MS)

Tato metoda je zalozena kombinaci dvou technik —plynové chromatografie
a hmotnostni spektrometrie. Plynova chromatografie ma za kol separovat latky druha
technika, v tomto pfipad¢ hmotnostni spektrometrie, je detekovat (Zaruba 2016b).

Dle prace D. Tsikase (Tsikas et al. 2010) lze touto metodou po derivatizaci stanovit
kreatinin v mo¢i, plazmé i v séru. Spole¢né s kreatininem byl derivatizovan i pouzity vnitini
standard methyl-trideuterokreatinin a pentafluorbenzylbromid. Derivatizace byla provadéna
ve vzorku biologického materialu nebo v fedéném roztoku za pouziti fosfatového pufru

(Tsikas et al. 2010).

2.3.3 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza je elektromigracnich metoda zalozena na separaci pomoci
migrace iontl v kapalin€ za plsobeni stejnosmérného elektrického pole (Zaruba 2016a). Dle
prace D.G. Burkeho (Burke et al. 1999) lze touto metodou stanovit koncentraci kreatinu
I kreatininu v moci. Pro stanoveni kreatininu a kreatinu pfi vinové délce 214 nm byl pouzit
roztok 0,03 mol/l fosfatového pufru a 0,15 mol/l dodecylsiranu sodného (pH 6) pti vloZzeném
napéti 15 kV s pouzitim kapildry o délce 45 cm. K porovnéni a kontrole vysledkl byla

V praci pouzita kapalinova chromatografie (Burke et al. 1999).

2.3.4 Jaffého metoda stanoveni kreatininu

Metoda je zalozena na reakci kyseliny pikrové s kreatininem v zésaditém prostiedi za
vzniku Cervenooranzového komplexu. Koncentrace kreatininu je tmérna rychlosti vzniku
¢ervenooranzového zabarveni roztoku (Dastych et al. 2008).

Pribéh reakce je zavisly na teploté¢ a pH. Pro stanoveni koncentrace kreatininu je
optimalni teplota niz8§i nez 25°C a pH v rozmezi 12,3 az 12,5. Nedodrzenim téchto
podminek dochazi k nepfesnému stanoveni koncentrace kreatininu a ke zvySeni
interferen¢nich faktori znamych jako Jaffého chromogeny. Mezi chromogeny je fazena
napft. kyselina askorbova, glukoéza, ketolatky nebo vodikové ionty.

K dosazeni vétsi specifity Jaffého metody Ize zplsob stanoveni modifikovat. Jsou
piidavana rizna cCinidla za ucelem co nejmenSiho ruseni interferencnimi faktory.
Nejznaméjsi modifikaci je pfidavek kifemicitanu hlinitého tzv. Lloydova ¢inidla. Modifikace
je zaloZena na izolaci kreatininu od interferenénich faktorti (Cermakova a Stépanova 2003;

Dastych et al. 2008).
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2.3.5 Enzymatické metody

Kreatinin je pomoci enzymatickych metod stanovovan dvéma zptsoby, jedna se
o stanoveni kreatinu pochazejici z kreatininu nebo stanoveni amoniaku pochazejici
z kreatininu. Tyto jsou metody pouzivané ve vétsi mife nez v pripadé Jaffého reakce
(Cermakova a St&panova 2003; Dastych et al. 2008).

Pfi stanoveni kreatinu pochéazejiciho z kreatininu jde o sérii reakci za ptfitomnosti
enzymui kreatinindzy, kreatindzy, sarkosinoxidazy a peroxidazy. Stanoveni koncentrace
probiha spektrofotometricky pomoci chinonmonoiminového barviva.

Stanoveni kreatinu lze provést i za pfitomnosti kreatinindzy, kreatinkinazy,
pyruvatkinazy a laktatdehydrogenazy, tzv. UV metodou. Stanoveni koncentrace probiha
spektrofotometricky, je méfen pokles koncentrace NADH.

Druhy zptisob stanoveni kreatininu je stanoveni amoniaku pochazejiciho z kreatininu.
Jde o spektrofotometrické stanoveni Ubytku NADPH, které je umérné koncentraci
kreatininu. Reakce pfemény kreatininu na amoniak probihd za pfitomnosti enzymu

kreatininiminohydrolazy (Dastych et al. 2008).
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3. Experimentélni ¢ast

3.1 Instrumentalni vybaveni pro chromatografii

Kapalinovy chromatograf UltiMate 3000 (Thermo)

Zasobnik mobilni faze SR-3000

Cerpadlo mobilni faze LPG-3400SD

Nasttikovy modul s chlazenym zasobnikem vialek WPS-3000 TSL
Vyhtivany kolonovy prostor TCC-3000SD

Spektrofotometricky detektor s diodovym polem DAD-3000RS

Ovladani a zpracovani vysledkii provadéno programem Chameleon 7.2

3.1.1 Pouzité chromatografické kolony

V priabéhu vyvoje a validace metody pro stanoveni kreatininu v roztoku byly pouzity 4 rizné

kolony od firmy Phenomenex (Tabulka 2). VSechny kolony byly vybaveny odpovidajici

piedkolonou na zaklad¢ doporuceni vyrobce.

Tabulka 2: Prehled kolon pouzitych pri analyze kreatininu

Kolona Rozméry Modifikace Chromatograficky
stacionarni mod
faze
KINETEX EVO 1503 mm; 5 um C18 Reverzni
LUNA 250%4,6 mm; 5 um C18 Reverzni
LUNA 1503 mm; 5 um SCX Reverzni
KINETEX 1503 mm; 2,6 um HILIC HILIC

13



3.2 Dalsi instrumentalni vybaveni a spotfebni material

K odméfovani a ptipraveé roztokl pfed analyzou bylo pouzito nasledujici vybaveni:

Analytické vahy: MS105DU (Mettler Toledo TM)

Kombinovana pH elektroda: typ pH 2 + L (ED, s.r.0.)

Vyrobnik deionizované vody: Smart2Pure 6 UV/UF (Thermo)

Odmérné sklo: tiida ptesnosti A (Fischer Brand)

Sklenéné davkovaci stiikacky o objemu: 5 — 500 ul (Hamilton)

Automaticka davkovaci pipeta: Transferette ®; 1 — 10 ml (Brand)

Automaticka davkovaci pipeta: BioPettePLUS; 100 — 1000 ul (Labnet)
Automaticka davkovaci pipeta: Eppendorf Research Plus; 2 — 20 ul (Eppendorf ®)
Automaticka davkovaci pipeta: BioPette PLUS; 10 — 100 ul (Labnet)

Plastové Spicky, centrifugacni zkumavky, krimpovaci vialky z ¢irého skla
s hlinikovym uzavérem a pryzovym septem

Krimpovaci klesté

3.3 Chemikalie

Pro ptipravu veskerych roztoki byly pouzity nasledujici chemikalie:

Kreatinin > 98 % (Sigma Aldrich);

Octan amonny pro HPLC > 99 % (Sigma Aldrich)
Kyselina octova 100 % (Merck)

Hydrogenfosforecnan disodny p.a. > 99 % (Sigma Aldrich)
Kyselina fosforecna 85 % (Merck)

Methanol pro HPLC (Merck)

Acetonitril pro HPLC > 99 % (Merck)

Deionizovana voda generovana ptistrojem Smart2Pure 6 UV/UF (Thermo)

3.4 Priiprava roztokt standardu

Zasobni roztok kreatininu byl pfipraven pfesnym navazenim 16,46 mg. NavaZzené

mnozstvi bylo kvantitativné pievedeno do 5 ml odmérné banky. Jako rozpoustédlo byla

pouzita deionizovana voda. Nasledné byly postupnym fedénim zasobniho roztoku

pfipravovany pracovni roztoky kreatininu o koncentracich 1,0 g/l az 0,000020 g/I. Jako

rozpoustédlo byla pouzita vzdy ptislusna mobilni faze. Roztoky kreatininu byly skladovany

v hlubokomrazicim boxu pii teploté -85 °C.
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3.5 Piiprava mobilnich fazi
Mobilni faze byly pfipravovany pro 4 riizné kolony. SloZeni mobilnich fazi o daném
rozsahu pH MFA byla nasledujici:
Kolona KINETEX EVO C18 (1503 mm; 5 pm)
Mobilni faze 1
MFA: 1% vodni roztok kyseliny mravenci
MFB: Methanol
Mobilni faze 2
MFA: Hydrogenfosfore¢nan disodny o koncentraci 0,010 mol/I
pH: 4,75 nebo 3,35
MFB: ACN
Mobilni faze 3
MFA: Hydrogenfosfore¢nan disodny o koncentraci 0,050 mol/I
pH: 8,40 nebo 7,20
Kolona Luna C18 (250x4,6 mm; 5 pm)
Mobilni faze 4
MFA: Hydrogenfosfore¢nan disodny o koncentraci 0,015 mol/I
pH: 8,43 — 2,10
MFB: ACN nebo methanol
Kolona Luna SCX (1503 mm; 5 pm)
Mobilni faze 5
MFA: Hydrogenfosfore¢nan disodny o koncentraci 0,015 mol/I
pH: 6,06 — 3,80
MFB: ACN nebo methanol
Mobilni faze 6
MFA: Octan amonny o koncentraci 0,0050 mol/I
pH: 5,72 — 4,03
MFB: Methanol
Mobilni faze 7
MFA: Octan amonny o koncentraci 0,010 mol/I
pH: 5,84 — 5,05
MFB: Methanol
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Mobilni faze 8
MFA: Octan amonny o koncentraci 0,015 mol/I
pH: 5,00
MFB: Methanol

Kolona KINETEX HILIC (150x3 mm; 2,6 pm)

Mobilni fdze 9
MFA: Octan amonny o koncentraci 0,010 mol/I
pH: 5,98 — 4,00
MFB: ACN

3.6 Priiprava kalibra¢nich roztoki

Kalibra¢ni roztoky V koncentraénim rozsahu 1,0 az500 mg/l byly piipraveny
z pracovniho roztoku kreatininu o koncentraci 1,0 g/l. Vypoétené mnozstvi zasobniho
roztoku standardu bylo pipetovano do vialek a nasledné fedéno vypoctenym mnozstvim
mobilni faze na objem 1 ml (Tabulka 3). Kalibra¢ni roztoky byly pfipraveny na 7 riznych
koncentracnich urovnich vzdy ve 3 opakovanich.

Tabulka 3: Kalibracni rozsah roztokii

Cislo roztoku 1 2 3 4 5 6 7

V (standard) [ul] 1 5 10 25 50 250 | 500

V(rozpoustédlo) [ul] 999 | 995 | 990 | 975 | 950 | 750 | 500

V(celkovy) [ul] 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000

¢ [mg/l] 10 | 50 | 10 | 25 | 50 | 250 | 500

3.7 Uprava realnych vzorkt
Vzorky moci byly upravovany ihned po odbéru. Vzorek moci byl odsttedovan
rychlosti 20 000 otacek/min po dobu 10 minut. Po odstiedéni bylo provedeno

dvacetinasobné a padesatindsobné fedéni pomoci mobilni faze.
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3.8 Priiprava obohacenych roztokt

Spike (vzorek obohaceny piidavkem standardu) je vyuzivan jako kontrola spravnosti
méteni. Spike byl pfipraven z 400 pl padesatkrat zfedéné moci, 590 ul MF a 10 pl roztoku
kreatininu o koncentraci 1,0 g/l. K porovnani by pfipraven vzorek bez zvySeného obsahu
kreatininu z 400 pl padesatkrat zifedéné moci a 600 ul MF. M¢&feni probihala v osmi

nezavislych opakovanich.
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4. Diskuse a vysledky

V této Casti prace jsou uvedeny a diskutovany vysledky prab&éhu vyvoje a optimalizace
metody pro stanoveni kreatininu. Diraz byl kladen na vybér vhodné kolony, slozeni,
koncentraci a pH mobilni faze. Vlnova délka UV detekce stanovovaného analytu kreatininu
byla zvolena na zakladé meéteni UV spektra vrozsahu 190 az 800 nm a porovnana
s literarnimi daty (Olejarz et al. 2020). Poté byla kontrolovana, pfip. upiesiovana pii zmeéné
slozeni mobilni faze. Zadrzovani analytu na koloné bylo hodnoceno pomoci kapacitniho
poméru, coz je pomér redukovaného retenéniho ¢asu ku mrtvému retenénimu ¢asu. Hodnota
kapacitniho poméru pro jednoduché separace by méla dosahovat hodnoty vétsi nebo rovno
jedné. Pro hodnoceni symetrie piku byl pouzit faktor asymetrie (As). Faktor asymetrie
charakterizuje miru symetrie a jeho hodnota by méla byt v rozmezi 0,80 az 1,5, kdy je
hodnota 1,0 znak dokonalé symetrie (Kahoun 2020). Druha cast této kapitoly je vénovana

vyhodnoceni pribéhu validace metody.

4.1 Vyvoj a optimalizace metody
Kolona KINETEX EVO C18 (1503 mm; 5 pm)
Na této kolon¢ byly vyzkouSeny celkem 3 riizné mobilni faze (Kapitola 3.5).

Mobilni fazi 1 byly 1% vodni roztok kyseliny mravenc¢i (MFA) a methanol
(MFB). Byla zvolena teplota kolonového prostoru 35 °C, prutok MF 1 ml/min a UV
detekce nastavena na 234 nm. Analyt nebyl zadrzovan na koloné (retenéni Cas
kreatininu byl roven mrtvému retenénimu casu). Byl vyzkouSen rizny pomér MFA
a MFB (0 az 100 %), ale zadnym z vyzkousenych poméru se nepodafilo ovlivnit
retencni Cas.

Mobilni faze 2 byla pouzita na zakladé informaci z publikace (Zuo et al. 2008) —
hydrogenfosfore¢nan disodny o koncentraci 0,010 mol/l (MFA) a ACN (0 az 30 %)
(MFB). Byla zvolena teplota kolonového prostoru 35 °C, pritok MF 1 ml/min a UV
detekce nastavena na 234 nm. Byl sledovan vliv pH MFA a procentualniho obsahu
MFB na retencni Cas a tvar piku. Pfi analyze s pH MFA 4,75 a obsahem MFB 0 % pik
mirn¢ chvostoval (As =0,67), retence kreatininu nebyla dostate¢né vysoka (kapacitni
pomér 0,40). Vyssi obsah organické mobilni faze vedl ke snizeni reten¢niho ¢asu,
analyt nebyl na koloné zadrzovan. Nebyl pozorovan vyrazny vliv pH MFA.

Mobilni faze 3 byla pouzita na zakladé informaci z publikace (Zuo et al. 2008) —
hydrogenfosfore¢nan disodny o koncentraci 0,050 mol/l (MFA). Na zakladé
ptedchozich analyz (mobilni fize 2) nebyla organicka faze ptidavana. Kromé slozeni

MFA byly podminky analyzy shodné s podminkami pti pouziti mobilni faze 2. Pti
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obou pouzitych pH MFA (7,20, resp. 8,40) byla symetrie piku vyhovujici (As =1,4,
resp. As =1,5) (Obrazek 3). Doslo k mirnému zlepSeni retence kreatininu na kolon¢,
ale kapacitni pomér (0,50) byl vyrazné mensi nez 1,0.

Pro vSechna pouzitd slozeni mobilni fize byla retence kreatininu na koloné

nedostatecna.
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Obrazek 3: Chromatogram analyzy standardu kreatininu pri pouziti MF 3
(pH 8,40, Ckreatininu = 1,0 g/l, nastrik 5/1[)

Kolona Luna C18 (250x4,6 mm; 5 pm)

Na této kolon¢ byla pouzita mobilni faze 4 na zakladg literarnich dat z publikace
(Olejarz et al. 2020) — hydrogenfosfore¢nan disodny o koncentraci 0,015 mol/l (MFA)
a ACN (5 %) nebo methanol (5 % nebo 15 %) (MFB). Teplota kolonového prostoru
byla zvolena 25 °C, pritok MF 1 ml/min a UV detekce nastavena na 234 nm. Nejprve
byl pouzit ACN jako MFB. Pfi nizkém pH MFA (2,10, resp. 3,07) byl nizky kapacitni
pomér (0,13, resp. 0,17) a piky chvostovaly (As=1,5, resp. As=15). Pii pH
MFA 7,69 byl pik kreatininu v chromatogramu velice uzky a vysoky, dochazelo
k mirnému chvostovani (As = 1,3). Hodnota kapacitniho poméru pro toto slozeni
mobilni faze byla stale nizka (0,25). Pii pH 8,43, 6,06, resp. 5,68 doslo k mirnému
zlepSeni kapacitniho poméru (0,33, 0,29, resp. 0,29). Pro MFA pH 6,06 byl jako MFB
pouzit kromé ACN rovnéz methanol (5% nebo 15 %). Pouziti methanolu vedlo ke
zvySeni kapacitniho poméru. Pii pouziti ACN (5 %) byl kapacitni pomér analytu 0,29,
pro methanol (5%) doslo ke zvySeni na hodnotu 0,67. ZvySenim obsahu MFB
methanolu (15 %) bylo dosazeno lepsi hodnoty faktoru asymetrie piku (As = 1,3) nez
pii obsahu methanolu 5 % (As = 1,4) (Obrazek 4). Zvyseni obsahu organické mobilni

faze na 15 % vedlo k neZadoucimu snizeni reten¢niho ¢asu, kapacitni pomér analytu
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Odezva detektoru [mAU]

byl 0,33. Za podminek analyz na koloné¢ Luna C18 symetrie piku kreatininu spliiovala
pozadovana kritéria. Nepodafilo se nalézt optimalni slozeni MF pro dostatecnou
retenci analytu. Zameéna organického rozpoustédla ACN za methanol vedla ke zvySeni

retence.
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Obrdzek 4. Chromatogram analyzy standardu kreatininu pri pouziti MF 4
(pH 6,06, Ckreatininu = 1,0 g/l, nastrik 5 ul)
Kolona Luna SCX (1503 mm; 5 pm)
Na této kolon¢ byly vyzkouseny celkem ¢tyti riizné mobilni faze (Kapitola 3.5).
Mobilni fdaze 5 byla pouzita na zakladé publikace (Olejarz et al. 2020) —
hydrogenfosfore¢nan disodny o koncentraci 0,015 M (MFA) a methanol nebo ACN
(MFB), obsah MFB 0 az 45 %. Teplota kolonového prostoru byla zvolena 25°, resp.
30 °C. Hodnota pH MFA byla upravena na 6,06, resp. 3,80. Pti hodnoté¢ pH 6,06
a obsahu MFB (methanol) 0 %, resp. 5 % byl kapacitni pomér nizky (1,1, resp. 0,70),
analyt se dostate¢n¢ dlouho nezadrzoval na kolon¢. Faktor asymetrie byl 0,76,
resp. 0,67. Pti snizeni pH MFA na hodnotu 3,80 se kapacitni pomér vyrazné zvysil na
hodnotu 5,9. Faktor asymetrie piku kreatininu byl As = 1,6. Dale doslo k vyraznému
snizeni intenzity signalu z 2020 mAU na 226 mAU. Z divodu optimalizace retencniho
casu a symetrie piku analytu byl dale optimalizovan obsah organické mobilni faze.
Zvysenim obsahu MFB (methanol) na 15 % doslo ke snizeni kapacitniho poméru (5,6)
a zlepSeni symetrie piku (As = 1,1). Dalsi zvyseni obsahu methanolu (30 %) v mobilni
fazi vedlo k dalsimu snizeni reten¢niho ¢asu (kapacitni pomér 5,1) a zvySeni intenzity
signalu na 420 mAU, faktor asymetrie byl (As=0,70). Dalsi zvySovani obsahu
methanolu v mobilni fazi vedlo K vyraznému frontovani piku (As = 0,58). Zvysenim

teploty kolonového prostoru na 30 °C pii 30 % MFB dochazelo k frontovani piku
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(As=0,56). Pii pouziti ACN jako MFB byl pik kreatininu v chromatogramu
nesymetricky (As = 0,57, resp. As = 0,65 pro 30 %, resp. 15 % MFB)

Mobilni fize 6, na zékladé odborného textu (Namrata 2018), byla tvofena
octanem amonnym o koncentraci 0,0050 mol/l (MFA). Jako MFB byl zvolen
methanol, obsah MFB 0 az 60 %. Zména sloZzeni MFA v porovnani se sloZenim
Mobilni fdze 5 byla vedena snahou zménit oblast pH pufrovaci kapacity zvoleného
pufru, pro octan amonny jde o oblast (5,76 az 3,76) (Namrata 2018). Teplota
kolonového prostoru byla 25 °C, pritok MF 1 ml/min a UV detekce nastavena
na 234 nm. V testovaném rozsahu pH (5,72 az 4,03) nebylo dosazeno takovych
podminek, které by byly optimalni pro analyzu roztoku kreatininu. Piky kreatininu
v ziskanych chromatogramech byly nesymetrické a Siroké, nespliiovaly pozadovana
kritéria symetrie. Zvyseni teploty kolonového prostoru na 30 °C nevedlo ke zlepSeni
vysledki separace. Pfi porovnani chromatogramu pro analyzy pfi riznych hodnotach
pH MFA se jako optimalni jevilo pH 5,02. V dalS§im kroku byla ptfipravena MFA
s vyssi koncentraci soli (0,010 mol/l) a pH bylo opét upraveno pfiblizné na hodnotu
5 (5,05).

Mobilni fize 7 byla tvofena octanem amonnym o koncentraci 0,010 mol/l
(MFA) a methanolem (MFB), obsah MFB 5 az 45 %. Teplota kolonového prostoru
byla 25 °C, pratok MF 1 ml/min a UV detekce nastavena na 237 nm. Hodnota pH
MFA byla upravena na 5,05. Se zvysSujicim se obsahem methanolu (5 az 45 %)
dochazelo ke snizovani reten¢niho ¢asu, kapacitni pomér se ménil z hodnoty 6,7 na
2,2. Piky vchromatogramu byly Siroké, Sitka piku v poloviné vysky
(0,34 az 0,38 min). Proto byla pro dalsi testovaci analyzu sniZzena koncentrace
standardu kreatininu z 1,0 g/l na 0,010 g/ pti velikosti nastiiku 5 ul. Pfi obsahu MFB
45 %, nastiiku 5 pl a koncentraci standardu kreatininu 0,010 g/l bylo dosazeno
optimalniho reten¢niho ¢asu, kapacitniho pomér byl 2,3 a rovnéz faktor asymetrie
(0,80) splioval pozadované kritérium.

Za téchto podminek byla provedena analyza realného vzorku mo¢i. Cilem bylo
nalézt optimalni fedéni redlného vzorku a zjistit, zda za pouZitych analytickych
podminek pik stanovovaného analytu kreatininu nekoeluuje s jinymi latkami
obsazenymi ve vzorku. Vzorek moci byl nejdiive analyzovan bez fedéni, nésledné pii
dvacetinasobném a padesatinasobném fedéni, jako rozpoustédlo byla pouzita MF. Na
zéklad¢ téchto piredbéznych analyz bylo vybrano vhodné fedéni (padesatinasobné) pro

vlastni validaci metody.
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Vzhledem k vysledkim analyz pifi pouziti rizné koncentrace soli v MFA
a pozorovaném vlivu na Sitku a asymetrii piku byla v nasledujicim kroku pfipravena
MFA opét svysSi koncentraci octanu amonného v porovnani s predchozimi
analyzami.

Mobilni faze 8 byla tvofena octanem amonnym o koncentraci 0,015 mol/I
(MFA) a methanolem (MFB) (45 %). Pratok MF byl 1 ml/min, teplota kolonového
prostoru byla 25 °C, vilnova délka UV detekce 237 nm. Hodnota pH MFA byla
upravena na 5,00 (Obrazek 5). Podminky analyzy, az na koncentraci octanu
amonného, byly shodné s podminkami, které byly pouzity pro mobilni fazi 7. Pik
analytu byl vyssi a uzsi nez v piipadé analyzy pii koncentraci octanu amonného
v MFA 0,010 mol/l, vykazoval optimalni hodnotu asymetrie (As =0,83). Kapacitni
pomér byl za téchto podminek 1,5. Dale byla optimalizovana velikost nastfiku.
Analyzy byly provedeny vzdy ve tfech opakovanich pro nastaveny nasttik 1 ul, 3 pl,
5 ul, 10 pl, 20 ul a 40 pl pti koncentraci kreatininu v nastfikovaném roztoku 0,010 g/I.
Byla zjistovana hodnota faktoru asymetrie (Tabulka 4). Hodnota As u vSech velikosti
nastiikt byla v pozadovaném rozsahu (0,80 az 1,5), kromé velikosti nastiiku 40 pl.

Tabulka 4: Sledovani viivu velikosti nastriku na hodnotu faktoru asymetrie
Nastiik [ul] 1 3 5 10 20 40
As (1. opakovani) 0,85 0,87 0,86 0,87 0,83 0,77
As (2. opakovani) 0,85 0,84 0,83 0,84 0,82 0,77
As (3. opakovani) 0,82 0,86 0,86 0,84 0,82 0,78

As (pramér) 0,84 0,86 0,85 0,85 0,82 0,77
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Obrazek 5: Chromatogram analyzy standardu kreatininu pri pouziti MF 8
(pH 5,00, Ckreatininu = 0,010 g/l, nastrik 5 ul)
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Pro kolonu Luna SCX byly nalezeny optimalni podminky separace kreatininu
ve vzorku moci. Za téchto analytickych podminek byla nasledné metoda
validovana (Kapitola 4.2).

Kolona KINETEX HILIC (150x3 mm; 2,6 pm)

Mobilni faze 9, dle publikace (Kepka 2021), byla tvofena octanem amonnym
o koncentraci 0,010 mol/l (MFA) a ACN (MFB), obsah MFB 80 az 90 %. Teplota
klonového prostoru byla 25°, 30 °C, resp. 35 °C. Hodnota pH MFA byla upravena na
5,98. Pfi této hodnote¢ pH nebyla separace uspokojiva, pik byl nesymetricky
(As = 0,70). Uprava pH pufru na 4,00 vedla k optimalnimu retenénimu &asu (kapacitni
pomér 2,7) a tvaru piku (As = 1,2) pii prutoku MF 0,8 ml/min, 89 % MFB, vinové
délce UV detekce 237 nm, a teploté kolonového prostoru 25 °C (Obrazek 6). Roztok
standardu kreatininu o koncentraci 0,010 g/1, byl ztedén 90 % ACN. Byl sledovan vliv
velikosti nasttiku na tvar piku v rozsahu 1 az 80 pl. S rostouci velikosti nastiiku rostl
faktor asymetrie piku z hodnoty As=1,1 pii nastfiku 1 pul na hodnotu As = 1,4 pri
nastfiku 80 pul. Vyvinuta metoda na koloné¢ HILIC odpovidala pozadavkiim na
optimalni reten¢ni Cas analytu i faktor asymetrie piku stanovované latky. Vzhledem
k vysokému obsahu ACN (89 %) v pouzité mobilni fazi 1ze konstatovat, Ze separace
pomoci HILIC nejsou ekologické ani ekonomické. Pii analyzach za téchto podminek
je tieba analyzovany vzorek fedit rovnéz ACN. Z téchto divodi nebyla tato metoda
zvolena pro validaci.
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Obrdzek 6: Chromatogram analyzy standardu kreatininu pri pouziti MF 9
(pH MFA 4,00, ndSlelk 5 ,UZ, Ckreatininu = 0,010 g/l)
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4.2 Validace metody

Pro validaci metody byla vybrana kolona Luna SCX. Podminky analyzy jsou uvedeny
v Tabulce 5.

Parametry pouzité pro validaci metody byly linearita, spravnost, pfesnost, rozsah, mez
detekce a mez stanovitelnosti. Kritéria pfiijatelnosti byla zvolena na zakladé AOAC
(Association of Analytical Communities) (Kahoun 2020). Spravnost a presnost byly
hodnoceny na zdkladé analyz obohacenych a neobohacenych redlnych vzorki
(Kapitola 3.8). Typicky chromatogram je uveden na Obrazku 7.

Tabulka 5: Vysledné podminky analyzy kreatininu

Kolona Luna SCX (1503 mm; 5 um)
MFA, % octan amonny 0,015 mol/l, 55 %
pH MFA 5,00
MFB, % methanol, 45 %
Pritok MF 1 ml/min
Teplota kolonového prostoru 25 °C
UV detekce 237 nm
Nastiik standardu/vzorku oul
50
% 40
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Obrdazek 7. Chromatogram analyzy obohaceného a neobohaceného vzorku moci
pri pouziti MF 8 (pH MFA 5,00, ndstrik 5 ul)
Linearita

Prvnim parametrem hodnocenti je linearita, kterd je definovana jako linearni korelace
odezvy detektoru a koncentraci analytu (Novakova et al. 2013b). Linearita je vyjadifena
vztahem y = k - ¢ + ¢, kde y je odezva detektoru, k je smérnice kalibra¢ni kiivky, C je
koncentrace analytu a q je intercept (isek na ose y) (Kahoun 2020). Pro hodnoceni stupné

korelace je vyuzivan tzv. korelaéni koeficient (R), kde R > 0,9900. Linearita je hodnocena
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pomoci tzv. QC koeficientu, kde QC <5 %. Byla provadéna tii nezavisla opakovani na
sedmi koncentra¢nich trovnich V koncentra¢nim rozsahu 1,0 az 500 mg/l. Pro korela¢ni
koeficient bylo dosaZzeno hodnoty 1,000 a pro QC koeficient hodnoty 1,48, byla splnéna
kritéria piijatelnosti (Tabulka 6).

Tabulka 6: Validacni parametry

Parametr Kritérium pfijatelnosti Ziskana hodnota
Smérnice [MAU.min.l/mg] - 0,2116
Intercept [MAU.min] - -0,02375

Korela¢ni koeficient [1] >0,9900 1,000
QC koeficient [%] <5,00 1,48
Spravnost [%] 80 —110 101
Presnost [%] <73 0,56

(neobohaceny vzorek)
1,5
(obohaceny vzorek)

Spravnost

Spravnost analytické metody miize byt oznacena i jako vytéznost. Tento parametr je
definovan jako té€snost shody mezi experimentalné zjisténou hodnotou koncentrace analytu
a skute¢nou hodnotou koncentrace analytu. Pro zjisténi spravnosti metody byly pfipraveny
a analyzovany neobohacené a obohacené vzorky Vv 8 opakovanich (Kapitola 3.8). Ziskana
hodnota pro spravnost 101 % spliiovala kritérium piijatelnosti pro pouzitou koncentraéni

uroven (10'5) (Tabulka 6) (Kahoun 2020).
Presnost

Pfesnost analytické metody mlze byt oznacena jako opakovatelnost. Tento parametr
je definovan jako tésnost shody mezi navzajem nezavislymi vysledky analyz referen¢niho
vzorku. Pro zjisténi pfesnosti metody byly pfipraveny a analyzovany neobohacené
a obohacené vzorky v 8 opakovanich (Kapitola 3.8). Pro neobohacené vzorky dosahovala
ptesnost hodnoty 0,56 %, pro obohacené vzorky hodnoty 1,5 % a tedy bylo splnéno
kritérium pfijatelnosti pro danou koncentraéni uroveri (10°°) (Tabulka 6) (Kahoun 2020).

Rozsah

Na zéklad¢ hodnoceni linearity, spravnosti a ptesnosti je metoda vhodna k analyzam

v koncentra¢nim rozsahu 1,0 az 500 mg/I.
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Mez detekce a mez stanovitelnosti

Poslednimi parametry hodnoceni byly mez detekce (LOD) a mez stanovitelnosti
(LOQ). Mez detekce je definovana jako nejnizsi koncentrace analytu, ktera je detekovana
analytickou metodou, ale nelze ji kvantitativné vyhodnotit. Mez stanovitelnosti je
kterou Ize kvantitativné vyhodnotit (Kahoun 2020; Novakova et al. 2013b). Na zakladé
analyz roztokil standardii s klesajici koncentraci kreatininu v rozsahu 5,0-10* a7 2,0-10° g/
byl vyhodnocovan pomér signalu a Sumu (S/N; amplituda zahrnujici zmény signalu
detektoru), a vypoctena mez stanovitelnosti a mez detekce. Jako kritérium pro mez detekce
a stanovitelnosti byla na zakladé literatury zvolena hodnota S/N =3 a pro mez
stanovitelnosti S/N =10 (Novakova et al. 2013a). Ziskané hodnoty poméru S/N pro
jednotlivé koncentrace kreatininu v roztoku jsou uvedeny v Tabulce 7. Byly vybrany
koncentrace 2,0-10° g/l, pro vypodet meze detekce, a 5,0-10° g/l, pro vypodet meze
stanovitelnosti. Mez detekce byla stanovena na koncentraci 1,310 g/l a mez stanovitelnosti

na koncentraci 6,0-10 g/I.

Tabulka 7: Experimentalni hodnoty S/N pri riiznych koncentracich standardu

Koncentrace standardu kreatininu [g/l] SIN
5,0-10" 104
1,0-10* 23
50107 8,3
2,0-10° 4,6

26



5. Zaver

Stanoveni koncentrace kreatininu v télnich tekutinach je vyuzivano k diagnostice
nemoci, rovnéz se vyuziva pro normalizaci vysledki bioanalytickych stanoveni. Teoreticka
cast predloZzené bakaladiské prace obsahuje informace o vlastnostech, vyskytu a vzniku
kreatininu. Byly popsany principy metody HPLC/DAD, ktera byla ke stanoveni kreatininu
ve vzorku moci vyuzita Vv této bakalarské praci. Podrobnéji zde byly uvedeny obecné
informace o kolonach a vlastnostech stacionarnich fazi. Na zakladé¢ reserSe publikovanych
analytickych metod pro stanoveni kreatininu, ktery je stanovovan obvykle soucasné
s dalSimi analyty, byly vybrany vhodné stacionarni a mobilni faze pro experimentalni ¢ast.
V experimentalni ¢asti je popsan prubc¢h optimalizace analytické metody pro stanoveni
kreatininu v biologickém vzorku. Pro testovani byly vybrany Ctyfi stacionarni faze, na
kterych bylo optimalizovano sloZzeni mobilni faze. Dle informaci z odbornych ¢lankt se
pfedpokladalo, Ze optimalni mobilni fazi bude fosfatovy pufr s acetonitrilem. B&hem
optimalizace se ukazalo jako vhodnéjsi pouziti acetatového pufru a methanolu. Optimalnich
podminek pro separaci kreatininu bylo dosazeno na koloné Luna SCX, za pouziti mobilni
faze octanu amonného o koncentraci 0,015 mol/l, pH 5 a methanolu v poméru 55 : 45.
Priitok mobilni faze po celou dobu separace byl 1 ml/min, teplota kolonového prostoru 25 °C
a UV detekce nastavena na 237 nm. Nastiik analyzovaného vzorku byl 5 ul. Metoda byla
nasledné pouzita pro analyzu realného vzorku moci, ktery byl zfedén v poméru 1 : 125. Byla
provedena validace optimalizované metody. Metoda je linearni v koncentracnim rozsahu
1,0 az 500 mg/1. Dalsimi hodnocenymi parametry validace byla spravnost, pfesnost, mez
detekce a mez stanovitelnosti. Validace analytické metody prokazala vhodnost jejiho uziti

pfi analyze realnych vzorki.
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7.  Seznam zkratek a symbolt

ACN
AOAC
As

C18

Ckreatinin

DAD
GC-MS
HIC
HILIC
HPLC
HPLC/DAD
IUPAC
Kb

LOD
LOQ
MF
MFA
MFB
MS
NADH
NADPH
ODS

PDA
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acetonitril

Association of Official Agricultural Chemists
faktor asymetrie

oktadecylsilikagel

koncentrace

koncentrace kreatininu

detektor s diodovym polem

plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
hydrofobni interak¢éni chromatografie

hydrofilni interakéni chromatografie

vysokoucinna kapalinova chromatografie
vysokouc¢inna kapalinova chromatografie s diodovym polem
International Union of Pure and Applied Chemistry
distribu¢ni konstanta

mez detekce

mez stanovitelnosti

mobilni faze

mobilni fize A

mobilni faze B

hmotnostni spektrometrie
nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamidadenindinukleotidfosfat
oktadecylsilikagel

detektor s fotodiodovym polem



PFP
QC koeficient
R

RSD

SB-CN

SD

S/N
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pentafluorfenyl

koeficient kvality linearni regrese
korelac¢ni koeficient

relativni smérodatnd odchylka
stable bond cyano column
vybérova smérodatna odchylka
pom¢ér signalu a Sumu

objem latky



8. Prilohy

Primarni data pro hodnoceni linearity

Opakovani 1 Opakovani 2 Opakovani 3
Koncentra¢ni uroveni | ¢ Odezva c Odezva c Odezva
[mg/1] | [mAU.min] | [mg/l] | [mMAU.min] | [mg/l] | [MAU.min]
1 1,0 0,2171 1,0 0,2174 1,0 0,2069
2 5,0 1,028 5,0 1,065 5,0 1,052
3 10 2,036 10 2,079 10 2,107
4 25 5,370 25 5,399 25 5,503
5 50 10,65 50 10,61 50 10,64
6 250 52,50 250 52,20 250 52,47
7 500 106,9 500 106,1 500 105,0
Primarni data pro hodnoceni spravnosti a ptesnosti
Koncentrace Primér koncentraci neobohacenych vzorka SD RSD
[mo/l] [mo/l] [mo/l] | [%]
11,91
11,87
11,88
11,80 11,86 0,0660 0,56
11,74
11,81
11,90
11,93
Koncentrace Primér koncentraci obohacenych vzorka SD RSD
[mo/l] [mo/l] [ma/l] [%]
21,78
21,44
21,98
22.41 21,91 0,317 1,5
22,09
21,71
21,66
22,18
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