- Stanoveni alantoinu,
ukazatele oxidacniho

stresu, pomoci LC/MS

Michal Kopdil
VITATOX 2020 Univerzita Pardubice




Antioxidacni ochrana lidskéeho téela

Reaktivni formy kysliku ROS
* Volné radikaly — -OH; ROO-; O,
* Neradikalové formy - H,0,; HCIO
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Antioxida¢ni ochrana
* Enzymy:
e Superoxiddismutaza

e Glutathionperoxidaza
e Katalaza

* 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 pumol/L N N 0O | r—
+ Zeny 140 — 360 pmol/L H H e -
e Konecny produkt metabolismu purint u lidi T
’ . . o
* Hlavni antioxidant plazmy >
* Chronicka hyperurikémie N
* dna, hypertenze, onemocnéni ledvin . A

Alantoin

* Referencni hodnoty: do 2 umol/L
* Produkt oxidace kys. mocCové a konecny produkt metabolismu purint
* Marker oxidacniho stresu

e Terapeutické ucinky
e Zklidnéni kozniho podrazdéni
e Stimulace rustu zdravé tkané
* Produkty na regeneraci pokozky




Stanoveni alantoinu

Plivodni metoda Nova metoda
* VVelky objem vzorku (300 plL) * Mensi objem vzorku a
» SloZita priprava vzorku jednodussi odber
* Precipitace e Jednodussi pfiprava vzorku

* SPE extrakce

* Prevedeni na alantoat

* Derivatizace DNPH  Simultanni stanoveni kyseliny
e LC mocoveé a alantoinu

e Gradientova eluce (C18) 45 min
* UV detekce

* Pouze alantoin

* Rychlejsi metoda




Stanoveni kyseliny mocové

e Rutinni stanoveni v biochem. laboratorich
* urikazova metoda
e sérum pred plazmou — EDTA, citrat, oxalat inhibuji urikazu
* interference redukujicich latek: glukosa, bilirubin, kys. askorbova

e Spravnéjsi a citlivejsi 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)

e Aplikatorem nebo prfimo do
preddefinovanych kruht

e Schnuti alespon 3 hodiny

* Vyrazeni terciku

(6 mm v primeéru ~ 10 pL krve)




Sucha kapka krve

Vyhody Nevyhody
* Rychly a neinvazivni odbér vzorku * Nizka koncentrace analytu

e Zjednoduseny odbér vzorku,
transport a uskladnéni

* Velmi maly objem vzorku

, . * Limitovany pocet opakovani analyzy
* Homogenni matrice

e Zvyseni stability

e Moznost automatizace




Grade 226 FTA ®elute

Whatman 903

* Plna krev
* Novorozenecky screening

Ren X. Bioanalysis. 2010, 2: 1469-1475.
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Whatman FTA

* PIna krev nebo homogenat

* Nukleové kyseliny

* Lyze bunky, denaturace proteind,
ochrana nukleovych kyselin pred
oxidaci a UV zafenim




Maly objem vzorku

Mala rozpustnost KM

Polarita analytu
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Wagner M.Mass Spectrometry Reviews. 2016, 35: 361-438.
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Pfiprava vzorku

* Vyrazeni terCiku + ISTD

* Extrakce
e smeés vody a ACN

Ultrazvuk
LC-MS
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Relativni vytéznost KM

75% 80%

B Smés voda+ACN

H Nejdfive voda, poté ACN

90%




Kapalinova chromatografie

LC-20 (Shimadzu)

» Kolona: Discovery HS-F5 (Supelco)
3um, 2,1 x150 mm, 37°C

e |sokraticka eluce:
10% ACN ve vodé + 0,1% FA

* Pratok: 0,2 ml/min
* Délka analyzy: 3 min

Hmotnostni spektrometrie

LCMS 8045 (Shimadzu)
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* Negativni mod
e ESI (-3000V, 300°C)
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Hmotnostni spektrometrie

* Optimalizace MRM prechodu pomoci standardu

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

Kys. mocova 166,9
96,1 18
. 125,1 18

Kys. mocova* (IS) 168,9
97,1 20

Problém u redlného 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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T:UATIC()
:UA 166,90>123,95(-) CE: 17,0
4:UA 166,90596,10(-) CE: 18,0
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Optimalizace LC

e Test 2 rUznych kolon

* Discovery HS-F5
* Ascentis C18

e Test ruznych prutoku
* 0,25;0,20; 0,15 ml/min

e Optimalizace mobilni faze

(pH, druh rozpoustédla)
e Tvar pikd, S/N

* Linearni odezva

* Reprodukovatelnost
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Cile do budoucna

* Validace metody
* Porovnani vysledku s jinou nezavislou metodou

* Aplikace metody na klinické studie
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