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antioxidacni ochrana lidského téla

reaktivni formy kysliku (ROS)
* volné radikaly — -OH; ROO-; O,
* neradikalove formy - H,0,; HCIO
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X
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antioxidacni ochrana
* enzymy:
e superoxiddismutasa

 glutathionperoxidasa
 katalasa

* endogenni antioxidanty:
» vysokomolekularni:
transferin, feritin, haptoglobin
* nizkomolekularni:

kyselina mocova, askorbat,
koenzym Q, tokoferol, bilirubin
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kyselina mocova H NH
* referenéni hodnoty: 0:< | /&
* muzi 200 — 420 umol/I N N 0O | r— ;
« Jeny 140 — 360 umol/!| H H e -
* konecny produkt metabolismu purint u lidi T
’ . . o
* hlavni antioxidant plazmy >
e chronicka hyperurikémie N
* dna, hypertenze, onemocnéni ledvin A

alantoin

referencni hodnoty: do 2 umol/I
produkt oxidace kyseliny mocové a konecny produkt metabolismu purin
ukazatel oxidacniho stresu

terapeutické ucinky
 zklidnéni kozniho podrazdéni
 stimulace rustu zdravé tkané
» produkty pro regeneraci pokozky i | Wame |




stanoveni alantoinu

plivodni metoda nova metoda
* velky objem vzorku (300 pl) * mensi objem vzorku a
» sloZita pFiprava vzorku jednodussi odber
* precipitace * jednodussi pfiprava vzorku

* SPE extrakce

e prevedeni na glyoxylat

* derivatizace DNPH * simultanni stanoveni kyseliny
e LC mocove a alantoinu

* gradientova eluce (C18), 45 min
* UV detekce

* pouze alantoin

* rychlejsi metoda




stanoveni kyseliny mocové

e rutinni stanoveni v biochemickych laboratorich
* metoda s urikasou
* sérum pred plazmou — EDTA, citrat, oxalat inhibuji urikasu
* interference redukujicich latek: glukosa, bilirubin, kyselina askorbova

* spravnéjsi a citlivéjsi metody
* LCs UV nebo MS detekci
* GC-MS s isotopovym zfedovanim




technika suché kapky

* 10 az 30 pl biologického materialu
(pIna krev, plasma, sérum, mog, sliny,
materské mléko)

 aplikatorem nebo primo do
preddefinovanych kruhu

e schnuti alespon 3 hodiny

* vyrazeni terciku

(6 mm v primeéru ~ 10 ul krve)




sucha kapka krve

vyhody nevyhody
* rychly a témér neinvazivni odbér * maly objem - nizka koncentrace
vzorku analytu

* jednoduchy odbeér vzorku, transport
a uskladnéni

limitovany pocCet opakovani analyzy

hematokrit
 zvySeni stability analyt(

kalibrace, kontrolni material
* moznost automatizace




31ETF Grade 226 FTA ®elute 903®

Whatman 903

* plna krev
* novorozenecky screening
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Ren X. Bioanalysis 2010, 2: 1469-1475.

Whatman FTA

* plna krev nebo homogenat tkané

* nukleové kyseliny

* lyza bunky, denaturace proteinu,
ochrana nukleovych kyselin pred
oxidaci a UV zarenim



maly objem vzorku

mala rozpustnost KM
polarita analytu

ISTD

extrakce
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priprava vzorku

* vyrazeni terCiku + ISTD

e extrakce
e smeés vody a ACN

e ultrazvuk
e LC-MS
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kapalinova chromatografie

LC-20 (Shimadzu)

 kolona: Discovery HS-F5
3um, 2,1 x150 mm, 37°C

 isokraticka eluce:
10% ACN ve vodé + 0,1% FA

e prutok: 0,2 ml/min

* doba analyzy: 3 min

CHs

hmotnostni spektrometrie

LCMS 8045 (Shimadzu)
* negativni mod
 ESI (-3000 V, 300 °C)
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hmotnostni spektrometrie

e optimalizace MRM prechodu

prekurzor [m/z] produkt [m/z] kolizni energie [V]

114 15

alantoin 157
97,1 16
116 14

alantoin* (IS) 159,2
99 14
123,9 17

kyselina mocova 166,9
96,1 18
- 125,1 18

kyselina mocova* (IS) 168,9
97,1 20

problém u realného vzorku — interference matrice



T:Allantoin 157,20>114,05() CE: 15,0
1:Allantoin 157,20>97,15(-) CE: 16,0
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optimalizace LC

UATIC(-)

120000 - Xé*ﬂlf() |

o , 110000 - A Ten
* test 2 ruznych kolon 150000 |
* Discovery HS-F5 90000
* Ascentis C138 0000’
§ 70000 -
* test ruznych prutoku 2 oo
* 0,25;0,20; 0,15 ml/min = o000
40000 -
* slozeni mobilni faze o000
(pH, druh rozpoustédla) 20000
* tvar pikda, S/N o
0,

e linearni o dezva
* reprodukovatelnost Time (min)



cile do budoucna

* validace metody
e porovnani vysledku s jinou nezavislou metodou

* aplikace metody do klinickych studii







