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Uvod

Rozvoj  vyuziti spojeni  separacnich  technik
(kapalinova chromatografie, kapilarni elektroforéza, atd.)
a hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazma-
tem (ICP-MS) v oblasti proteomiky a metalomiky je
v poslednich letech soustfedén zejména na kvantitativni
stanoveni proteini'. JelikoZ pro detekci a stanoveni protei-
ni pomoci ICP-MS nelze vyuzit jejich majoritni prvky,
jako jsou uhlik, vodik, dusik a kyslik, je stanoveni omeze-
no na heteroatomy pfitomné v molekuldch®. Témi jsou
v prvni fadé sira a fosfor’, dale pak napf. jod nebo selen®.
V ptipadé metaloproteint 1ze vyuzit také pritomnost kovi’®
a polokovi®, kterymi jsou napf. molybden, zinek, méd’,
zelezo nebo kiemik. Prostfednictvim uvedenych prvki
muze byt obsah proteinii stanoven s vysokou citlivosti
a presnosti. Proteiny, které pfirozené¢ neobsahuji zadny
vhodny heteroatom, na zaklad¢ kterého by mohly byt sta-
noveny metodou ICP-MS, pak mohou byt uméle oznace-
ny, napf. komplexem india s 1,4,7,10-tetraazacyklo-
dodekan-N,N',N",N""-tetraoctovou kyselinou (In-DOTA)’.
Vyhodou ICP-MS je moznost monitorovat nékolik prvki
soucasné a stanovit tak simultanné specie, které obsahuji
ruzné heteroatomy. Dalsi vyhodou je moznost méteni
isotopovych pomérli, coz umoziuje kvantifikaci specii
metodou postkolonového isotopového zied'ovani®.

Dilezitymi kritérii ovliviiujicimi kvantitativni stano-
veni pomoci ICP-MS jsou predev§im citlivost méfeni,
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presnost a preciznost stanoveni. Citlivost méfeni, nejen
proteint, ale vSech biomolekul, prostfednictvim heteroato-
mil z4visi nejen na zastoupeni isotopli méfeného prvku
a na uginnosti jeho ionizace v plazmatu’, ale také na poctu
atomi daného prvku v méfené molekule. Ten mize byt,
zvlasté u vysokomolekularnich proteint, vysoky aje tak
mozné dosdhnout velmi nizkych detekEnich limitd i pfi
vyuziti prvkll s nizkou uUcinnosti ionizace (napft. fosfor,
sira). Zinn a spol.'” dosahl na zékladé méfeni obsahu siry
meze detekce pro ovalbumin (22 atomi siry v molekule)
249 nmol ! a pro albumin (40 atomt siry v molekule)
141 nmol I"".

Abychom pii prepoctu naméfeného mnozstvi prvku
na mnozstvi proteinu ziskali ptesné vysledky, je nezbytné
znat obsah prvku v proteinu nebo stechiometrii pfitomného
biokonjugatu''. V ptipadé konjugatu pak musi byt zajists-
na jeho stabilita béhem stanoveni. Je zfejmé, Ze u nezna-
mych specii, pro které neni k dispozici standard, 1ze stano-
vit pouze distribuci méfeného prvku mezi jednotlivé spe-
cie, nikoliv vSak jejich absolutni mnozstvi. To lze pouze za
pouziti doplitkovych metod, napt. MALDI-MS atd. Pro-
blematika stanoveni biomolekul technikou ICP-MS byla
popsana v nékolika piehledovych ¢lancich, které se vsak
zamétuji na specialni problematiku kvantitativniho stano-
veni biomolekul synteticky zna&enych heteroatomem'"'?,
nebo se zabyvaji kvantitativnim stanovenim proteinti jen
okrajové"?.

Cilem této prace bylo optimalizovat metodiku stano-
veni specii jodu v extraktech vzorkl zivocisnych tkani
spojenim vylu€ovaci chromatografie s ICP-MS
ana speciich jodu demonstrovat a diskutovat faktory
ovliviujici jejich stanoveni uvedenou metodou.

Experimentalni ¢ast
Instrumentace

Separace specii jodu probihala na chromatografickém
systému slozeném z pumpy Series 200 (Perkin Elmer,
Shelton, USA), ventilu Rheodyne 9025 se 100ul davkova-
ci smyckou pifed kolonou pro nésttik vzorku, kolony Su-
perdex 75 GL (GE Healthcare Life Sciences, Uppsala,
Svédsko) o rozmérech 300 x 10 mm s optimalnim rozsa-
hem déleni 3—70 kDa a exkluznim limitem 100 kDa a ven-
tilu Rheodyne 9025 s215ul davkovaci smyckou
za kolonou pro postkolonovou kalibraci. Métfeni metodou
ICP-MS byla provadéna pomoci spektrometru s indukéné
vazanym plazmatem ELAN DRC-e (Perkin Elmer, Con-
cord, Kanada). Pevné vzorky byly rozkladany
v mikrovinném rozkladném zafizeni Uniclever BM1-Z
(Plazmatronika, Polsko) v teflonovych nadobkach, ptipad-

* Tato prace byla prezentovana na soutézi O cenu firmy Merck za nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru analyticka

chemie v Pardubicich ve dnech 5. az 6. 2. 2014.
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né¢ byly homogenizovany dispergatorem UltraTurrax T10
basic s nastavcem S10N-10G (IKA, SRN). K odstfed’ovani
slouzila centrifuga MPW 211 (MPW Med. Instruments,
Varsava, Polsko).

Reagencie

Pro dosazeni optimalni chromatografické separace
byly testovany tii mobilni faze: 20 mmol 1" tris-
(hydroxymethyl)-aminomethan-HCl (Tris-HCI) (Fluka-
Chemie, Neu-Ulm, SRN) o pH 7,5, 10 mmol I"" Tris-HCIl
s 20 mmol I"' NaCl (Suprapur, Merck, Darmstadt, SRN)
opH7,5 a 10 mmol I'" Tris-HCl s 0,2% methanolem
(Lichrosolv, Merck, Darmstadt, SRN) o pH 7,5. Hodnota
pH vSech mobilnich fazi byla upravena pomoci 30% kyse-
liny chlorovodikové (Suprapur, Merck, Darmstadt, SRN).

Ke kalibraci chromatografické kolony byly pouzity
standardy: thyroglobulin (669 kDa), apoferritin (443 kDa),
alkoholdehydrogenasa (150 kDa), albumin (66 kDa), vita-
min B12 (1,36 kDa) a jodi¢nan (0,175 kDa). Pro stanoveni
mrtvého objemu kolony byl pouzit komplex modrého dex-
tranu (2000 kDa) s albuminem (vSechny standardy Sigma-
Aldrich, Steinheim, SRN). Pro experimenty byly kromé
zminénych standard pouzity také 3,3',5-trijod-L-thyronin
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), L-thyroxin (Sigma-
Aldrich, Steinheim, SRN), jodid draselny (zakladni roztok:
1000 + 2 mg 11", Analytika Praha, spol. s.r.o., Praha, CR)
a jodi¢nan draselny (GR ACS, Merck, Darmstadt, SRN).
Roztoky vnitinich standardt byly pfipraveny ze zakladni-
ho roztoku 1000+2mgGel' (Certipur, Merck, Da-
rmstadt, SRN). Pti stanoveni celkového mnozstvi jodu byl
pfidavan ke vzorku roztok 25% hydroxidu tetramethyla-
monia (TMAH) (Sigma-Aldrich, Steinheim, SRN). Pro
ptipravu vSech roztokil v této praci byla pouzita deminera-
lizovana voda (Milli-Q, Millipore, Bedford, USA).

Ptiprava vzorku

Vzorky tkani pro speciacni analyzu byly zakoupeny
v bézné obchodni siti. Extrakty byly pfipraveny mixova-

Tabulka I
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nim vzorku tkan¢ (navazka 0,5-1 g) se 2 ml demineralizo-
vané vody dispergatorem UltraTurrax pti 20 500 otackach
za minutu po dobu 1 min. Rozmixovany vzorek byl odstie-
dén po dobu 20 min pfi 10 000 otackach za minutu. Roz-
tok nad pevnym podilem byl pfeveden do 10ml odmérné
barnky. K pevnému podilu byl opét odpipetovan 1 ml de-
mineralizované vody a smés byla znovu odstfedéna po
dobu 20 min. Roztok nad pevnym podilem byl pfidan
do stejné 10ml odmérné bariky a banka byla doplnéna de-
mineralizovanou vodou po rysku. Pfed nastfikem do kolo-
ny byl roztok extraktu vzorku pftefiltrovan ptes nylonovy
filtr (0,45 pm, Whatman, Buckinghamshire, UK).

V prefiltrovaném extraktu byl stanoven také celkovy
obsah jodu a to tak, ze 5ml filtrovaného extraktu bylo
prevedeno do 10ml odmérné banky, bylo pridano 0,2 ml
25% TMAH a 0,2 ml roztoku vnitiniho standardu Ge
o koncentraci 5 mg "' Baiika byla doplnéna po rysku de-
mineralizovanou vodou.

Pevné vzorky (navazka 0,5-1 g) pro stanoveni celko-
vého obsahu jodu byly rozkladdny po dobu 10 min

Obr. 1. Schéma chromatografické sestavy: 1 — zasobnik mobil-
ni faze, 2 — vysokotlaké cerpadlo, 3 — davkovaci ventil se smyc¢-
kou pro nasttik vzorku, 4 — chromatograficka kolona, 5 — davko-
vaci ventil se smyckou pro postkolonovy nastiik standardd, 6 —
zasobnik roztoku vnitiniho standardu, 7 — peristaltické ¢erpadlo,
8 — piistroj ICP-MS

Parametry nastaveni ICP-MS pro stanoveni celkového obsahu jodu a pro speciacni analyzu

Parametr Celkovy obsah jodu Vylucovaci chromatografie

Ptikon do plazmatu

Pritok Ar zmlzova¢em
Pratok pomocného Ar
Pratok plazmového Ar
Rezim méfeni

Meétené isotopy

Doba méteni jednoho isotopu
Pocet méfeni na odecet

Pocet odectu na opakovani

Pocet opakovani

1100 W
0,76 1 min"'
1 1 min
11 1 min”'
odecet na vrcholu piku
1271 2Ge
50 ms

10 20
1 1800
10 1
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v mikrovlnném rozkladném zatizeni s 3 ml 25% roztoku
TMAH, poté byl digerat preveden do 25ml odmérné banky
a barika byla doplnéna po rysku demineralizovanou vodou.
Pripraveny roztok byl ptefiltrovan pies nylonovy filtr, 9 ml
prefiltrovaného roztoku bylo odpipetovano do 10ml od-
mérné banky a bylo pfidano 0,2 ml roztoku vnitiniho stan-
dardu Ge o koncentraci 5 mg 1",

Metodika méfeni

Schéma aparatury pro specia¢ni analyzu spojenim
HPLC a ICP-MS je uvedeno na obr. 1. Davkovaci smycka
umisténd pfed kolonou slouZila k nastfiku vzorku, kalib-
racni smycka umisténa za kolonou slouzila k nastiiku ka-
libracniho roztoku. Tim byl v pfipadé analyzovanych vzor-
ki tkani roztok jodidu o koncentraci 10 pg Idm™,
v ptipad¢ testovani chromatografické vytéznosti riznych
specii jodu jako kalibracni roztoky slouzily roztoky da-
nych specii. Priitok mobilni fize byl 0,5 ml min'. Efluent
z chromatografické kolony byl pak za pouziti T-spojky
smichan s roztokem vnitfniho standardu Ge (pritok
0,8 ml min™") o koncentraci 150 ug 1" a nasledng analyzo-
van pomoci ICP-MS. Sledovanymi isotopy byly '*'I jako
analyt a "?Ge jako vnitini standard.

V piipadé stanoveni celkového obsahu jodu ve vzor-
cich po mikrovlnném rozkladu nebo v extraktech pevnych
vzorkii byl kalibraéni roztok obsahujici 10 pg Idm™ I pfi-
praven z roztoku jodi¢nanu. Kalibra¢ni roztok a slepy roz-
tok obsahovaly vnitini standard Ge o koncentraci 100 pg
Ge dm a byly stabilizovany roztokem 25% TMAH. Pod-
minky méfeni ICP-MS jsou shrnuty v tab. 1.

Vysledky a diskuse
Optimalizace sloZeni mobilni faze

Cilem optimalizace bylo najit vhodné slozeni mobilni
faze pro dosazeni dostatecné separace specii jodu a sou-

¢asné co nejkrat$iho Casu analyzy. Vychozi sloZeni mobil-
ni faze 20 mmol I"" Tris-HCI o pH 7,5 bylo pievzato ze

Tabulka IT
Retenéni Casy specii jodu pfi pouziti riznych mobilnich fazi
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studie zabyvajici se frakcionaci stopovych prvki
v mouce". Kalibraci kolony sadou latek o riizné molekulové
hmotnosti (obr. 2) byl nalezen vztah mezi molekulovou hmot-
nosti M a retencnim Casem ¢ log M =-0,2287t+ 9,5895.
Podle tohoto vztahu by mél byt jodid eluovan v retenénim
¢ase okolo 33 min. Jeho skutecny retencni cas byl vSak
56 min. Podobné anomalie vykazaly L-thyroxin a 3,3',5-
-trijod-L-thyronin. Znamena to, Ze tyto latky nejsou sepa-
rovany pouze na zakladé hydrodynamického objemu mo-
lekul, ale také na zakladé nespecifickych interakei se staci-
onarni fazi, které vedou k prodlouzeni reten¢niho casu.
Vyse uvedenou skutecnost lze pficist velmi nizké
iontové sile (16 mmol I'") pouzitého pufru, pii které mo-
hou latky interagovat se stacionarni fazi elektrostatickymi
interakcemi. Tyto interakce analytli se stacionarni fazi
kolony Superdex 75 byly pozorovany i pro rtizné specie
kovti v jiz dfive publikovanych pracich'*". Iontovou silu
pufru Tris-HCI vSak neni mozné déle zvySovat zvySenim
jeho koncentrace, a to z divodd vysokého obsahu rozpus-
ténych latek (20 mmol I' Tris odpovida 2,4 g 1), které
mohou zpisobovat problémy pifi méteni metodou ICP-MS.
Tontova sila pufru byla proto zvy$ena na 28 mmol 1" pi-

davkem  chloridu  sodného (10 mmol 1" Tris-HCIl
7
b3
g6
5 F
4 k
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2 =
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t (min)

Obr. 2. Zavislost logaritmu molekulovych hmotnosti (log M)
standardi na jejich reten¢nim case 7 pro kolonu Superdex 75
GL

Specie jodu tg [min] tg [min] tr [min]
mobilni faze A * mobilni faze B ° mobilni faze C °
Thyroglobulin 16,9 17,5 16,6
Albumin 20,5 22,0 18,5
Jodi¢nan 32,1 33,4 30,0
3,3',5-Trijod-L-thyronin 38,4 38,2 35,6
Jodid 56,2 69,7 55,7

“mobilni faze A: 20 mmol I"' Tris-HCI; pH 7,5, "mobilni faze B: 10 mmol I"' Tris-HCI s 20 mmol I"' NaCl; pH 7,5,
° mobilni faze C: 10 mmol "' Tris-HCI s 0,2% CH;OH; pH 7,5
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s 20 mmol I"' NaCl, pH 7,5), a to pii zachovani stejného
obsahu rozpusténych latek (2,4 g1™"). Bylo zjisténo, ze
v ptipad€ pufru Tris-HCI s pfidavkem chloridu sodného
sice doslo k dobré separaci specii jodu, ale souc¢asné doslo
k prodlouzeni reten¢niho ¢asu jodidu o 13,5 min oproti
20 mmol 1" Tris-HCI (tab. II). Reten&ni ¢as 3,3',5-trijod-L-
-thyroninu nebyl ovlivnén, coZ znamend, Ze neni elektro-
statickymi interakcemi zadrZzovan, ale pravdépodobné je
zadrzovan interakcemi hydrofobnimi (3,3',5-trijod-L-
-thyronin ma logaritmus distribu¢ni konstanty pro sousta-
vu oktanol/voda pfti pH 7,5 roven 2,60). Pro potlaceni to-
hoto typu interakci byla testovana mobilni faze obsahujici
10 mmol I"' Tris-HCI s ptidavkem 0,2% methanolu jako
organického modifikatoru o pH 7,5. Jejim pouzitim doslo
sice ke zkraceni reten¢niho Casu 3,3',5-trijod-L-thyroninu
témef o 3 min (tab. II), doslo vSak také ke zhorSeni separa-
ce thyroglobulinu a albuminu. Reten¢ni ¢as jodidu nebyl
pfidavkem methanolu ovlivnén. Pro analyzy realnych
vzorkii byla proto pouZita vychozi mobilni faze 20 mmol "'
Tris-HCI o pH 7,5, u které bylo dosazeno vhodného kompro-
misu mezi délkou analyzy a separaci jednotlivych specii.

Kvantifikace specii jodu

Vyse popsané interakce mohou zpisobovat kromé
prodlouzeni reten¢niho Casu také ¢astecné nebo uplné za-
chyceni nékterych specii jodu na stacionarni fazi, ptipadné
se mohou né¢které specie za podminek chromatografické
separace stat nestabilnimi. Vytéznost specii po separaci
potom neni 100%. Pravé vytéznost je pfitom kliCova pro
spravné vyuziti postkolonové kalibrace, ktera predstavuje
vyznamnou usporu ¢asu. Bylo zjiSténo, Ze z testovanych
specii pouze jodid a jodi¢nan nejsou na staciondrni fazi
zachycovany, a lze tak u nich vyuZit postkolonové kalibra-
ce. U ostatnich specii dochazi k ¢astecnému zachyceni
(tab. III, hodnoty chromatografickych vytéznosti v této
tabulce byly stanoveny jako pomér signalll specie pii na-
stfiku do kolony a pfi nastfiku za kolonou) a je nutno bud’
kalibrovat nastfikem standardi do kolony, nebo provést
matematickou korekci intenzity signalu u postkolonového
nastiiku. V pfipadé L-thyroxinu a 3,3’,5-trijod-L-thyroninu
dochézi k zachyceni znatné casti jejich déavkovaného
mnozstvi, které vSak siln¢ zavisi na prostredi, ve kterém je
specie rozpusténa. Zjistény podil nezachyceného 3,3',5-tri-
jod-L-thyroninu z amoniakalniho roztoku dosahoval pfi-
blizng 10 % (tab. IIT), coz odpovida praci'®, ve které bylo
pro tuto latku dosazeno podobné hodnoty vytéZznosti.

Zachyceni L-thyroxinu a 3,3',5-trijjod-L-thyroninu na
stacionarni fazi s sebou nese kromé obtizné kvantifikace
dal$i vazny problém, a to pamétové efekty kolony. Ukaza-
lo se, Zze uvedené specie zachycené v kolon¢ jsou pii méie-
ni redlnych vzorkid ZivociSnych tkani ze stacionarni faze
nésledné¢ uvolilovany né€kterymi stfedné- az vysokomole-
kularnimi proteiny, na néz se vazi, a ve kterych pak neni
meéfen skutecny obsah jodu, ale obsah mnohondsobné
vys$si. Uvedena situace je ilustrovana na obr. 3. Uvolnova-
ni hormont §titné zlazy ze zneCisténé stacionarni faze bylo
potvrzeno analyzou roztokl albuminu na nékolika koncen-
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Tabulka IIT

Vytéznost specii jodu ve vodném roztoku (*v roztoku 0,14
mol I NH3) po chromatografické separaci, kalibrace post-
kolonovym nasttikem standardu jodidu

Specie jodu Vytéznost chromatografické
separace [%]

Jodid 100

Jodi¢nan 100
Thyroglobulin 87

Albumin 91
3,3',5-Trijod-L-thyronin 0,2 (9%)
L-Thyroxin 1 (10%)

tracnich urovnich (300, 600 a 1200 mg 1" albuminu)
a porovnanim plochy pikt pii ddvkovani roztokl do kolo-
ny a za kolonou (obr. 4). Je zfejmé, Ze v piipad€ stanoveni
albuminu na kolon¢ kontaminované hormony S§titné zlazy
je plocha pikdl jodu pfi davkovani na kolonu az 5,1x vyssi,
nez pii davkovani stejnych roztoki za kolonou.
K vycisténi stacionarni faze od zachycenych specii byl
pouzit, vzhledem k nizké rozpustnosti hormonu stitné zla-
zy v neutralnim prostfedi, 0,2 mol 1" hydroxid sodny.
Kolona byla roztokem promyvana po dobu 80 minut
(pritok 0,4 mlmin"). Uvedeny postup vedl k pomé&rné
rychlému vymyvani zachycenych specii, k dosazeni tplné-
ho vymyti vSak bylo potfeba postup zopakovat Sestkrat
(obr. 4, znazornény pouze prvni Ctyfi cykly vymyvani).
Pro jednotlivé specie byla opakovanym méfenim
(n=5) jejich roztoku o koncentraci odpovidajici 0,1 pg I 1™
stanovena mez detekce a mez stanovitelnosti jako primeér
naméfené koncentrace plus trojnasobek resp. desetinaso-
bek smérodatné odchylky (tab. IV). Meze detekce i meze
stanovitelnosti se vyznamné neli§i pro jednotlivé specie
a pohybuji se v rozsahu 0,20-0,30 ugI1" resp. 0,41 az
0,56 ugIT". Uvedené meze jsou zcela postadujici

1(2")/1"*Ge)

t (min)

Obr. 3. Chromatogram extraktu kritich jater: 1 — pred ¢isté-
nim kolony, 2 — po ¢isténi kolony
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Obr. 4. Pomér plochy piku jodu v albuminu p¥i nastiiku roz-
toku albuminu (0 300, 0 600 a @ 1200 mg/l) do kolony 44, a za
kolonou A,,: 1 — necisténa kontaminovana kolona, 2 — po 1.
&isténi 0,2 mol I'! NaOH, 3 — po 2. ¢isténi, 4 — po 3. Cisténi, 5 —
po 4. ¢isténi, 6 — Cista kolona

pro analyzy vétSiny vzorkl zivocisnych tkani, a to i po
pfepoctu na mnozstvi dané specie. Jestlize obsah jodu
ve standardu albuminu byl stanoven na 1,34 + 0,23 ug g’l,
pak mez detekce 0,24 pg 11" odpovida koncentraci albu-
minu 177 mg I'" a mez stanovitelnosti 0,50 ug 11" odpovi-
da koncentraci 369 mg 1I"'. Mnohem vy3§i obsah jodu byl
nalezen ve standardu thyroglobulinu, a to 4,95 + 0,60 mg g’l.
Mez detekce 0,20 pg 117" tak odpovida koncentraci thyro-
globulinu 40 pg 1" a mez stanovitelnosti 0,41 ngl 1" od-
povida koncentraci 83 pg1™'. Mez detekce pro L-thyroxin
a 3,3',5-trijjod-L-thyronin nebyla stanovovana vzhledem
k jejich vysoké sorpci na stacionarni fazi.

Analyza realnych vzorki

Pomoci vySe popsané metodiky byly analyzovany
realné vzorky zivoc¢isnych tkani hospodatskych zvifat. Na
zakladé retencnich cas standardd byly identifikovany
nekteré z nalezenych specii, konkrétn¢ jodid, albumin
a thyroglobulin. Lze v8ak divodné predpokladat, ze ve
vzorcich mize byt pfitomen také vazebny protein pro thy-
roxin (54 kDa) a transthyretin (55 kDa), které jsou spolec-
n¢ s albuminem hlavnimi transportnimi proteiny pro hor-
mony §titné #1azy'’. Vzhledem k jejich podobné hmotnosti
s albuminem je vSak nelze pouzitou separacni technikou
vzajemné rozliit a jednoznacné tak potvrdit jejich pfitom-
nost. Dale byly nalezeny frakce s vysokou molekulovou
hmotnosti (> 100 kDa: #=14,8 min; 15,3 min; 16,5 min
a 19,8 min) a se stiedni molekulovou hmotnosti (31 kDa:
tx=22,3 min; 9 kDa: #z=24,6 min). Kromé¢ nich pak byla ve
vzorcich nalezena jest¢ tada specii (#=28,3 min;
t%x=33,3 min; #=35,2 min; #%;=39,5 min a #=42,8 min),
u nichz kvuli nespecifickym interakcim se stacionarni fazi
nelze stanovit molekulovou hmotnost. Struktura téchto
specii je pravdépodobné, diky podobnému reten¢nimu
Casu jako ma  3,3'5-trjjod-L-thyronin, odvozena
od struktury hormoni §titné zlazy. Ukéazkovy chromato-
gram viz obr. 5.
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Tabulka IV
Mez detekce a mez stanovitelnosti pro jednotlivé specie
jodu

Specie jodu Mez detekce ~ Mez stanovitelnosti
[ug 117] [ugI1]
Jodid 0,30 0,56
Jodi¢nan 0,28 0,54
Thyroglobulin 0,20 0,41
Albumin 0,24 0,50

Celkovy obsah jodu stanoveny v jednotlivych tkanich
a jejich extraktech je uveden v tab. V. Soucasn¢ je uveden
obsah jodu stanoveny na zakladé chromatografické analy-
zy, piiniz byla pouZita postkolonové kalibrace roztokem
jodidu. Z tabulky je patrné, ze vytéznost obsahu jodu po
chromatografické separaci vypoctena dle rovnice (/) je pro
fadu vzorkid nizs§i nez 100 %. To mize byt zptisobeno jak
¢astecnou sorpci téchto specii na stacionarni fazi, tak moz-
nou nestabilitou n€kterych specii béhem separace. Pfi rozpa-
du komplexti proteini s L-tyroxinem nebo 3,3’,5-trijod-L-
-thyroninem by byly uvolnéné hormony zachyceny
na stacionarni fazi a v disledku toho by byl naméfen ob-
sah jodu niz8i neZ je skutecny.

Zavér

Analyzou standardil specii jodu vylu€ovaci chromato-
grafii bylo zjisténo, Ze u fady z nich dochézi k silnym ne-
specifickym interakcim se stacionarni fazi. Tyto efekty se
nepodafilo potlacit ani zménou iontové sily pouzitého puf-
ru. Uvedené interakce maji vyznamny vliv na vytéZnost
chromatografické analyzy, se kterym je nutno pocitat pfi
volbé nejvhodnéjsi kalibracni techniky pro danou specii.
Vytéznost jodu po chromatografické separaci byla nizsi
nez 100 % i u vétSiny vzorkdl zivo€iSnych tkani. Soucasné
bylo ukazano, ze specie jodu zachycené na stacionarni fazi
mohou byt opét uvolnény stiedné- a vysokomolekularnimi
proteiny, ve kterych je pak méfeny obsah jodu vys$si nez

- 0,014
U
v
= 0012
001 |
0,008
0,006 s
0 10 20 30 40 50 60
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Obr. 5. Chromatogram extraktu kui‘eciho Zaludku



Chem. Listy 109, 223-228 (2015) Soutéz mladych analytickych chemiki

Tabulka V
Celkovy obsah jodu v zivocisnych tkanich a podil specii proslych kolonou. Zalozeno na dvou nezavislych méfeni kazdého
typu vzorku, uvedena rozSifend nejistota

Vzorek Celkovy obsah  Obsah jodu v extraktu Obsah jodu vypoclteny Podil prosly
jodu [ng g '] [ngg'] z chromatogramu [ng g '] kolonou [%] *

Hovézi maso 86+12 31,8+3,2 28,8+8,4 90,2+9,1
Kufeci maso 29+13 22,3+1,3 22,7+1,1 101,7+4,5
Zralog&i maso 50,6+4,7 23,3+1,0 22,6+1,2 96,7+5,1
Kuieci srdce 25,4421 21,5+1,1 19,8+1,5 92,5+4,8
Vepiové ledviny 103+11 62,0+2,6 56,2+4,3 90,6+5,8
Kufeci zaludek 123£16 49,442 4 46,8+4,3 94,9+6,6
Krati jatra 105,5+£7,3 63,6+4,6 56,5+3,1 88,9+4,1
Vepiové maso 34+13 21,2+1,9 20,4+1,3 96,4+5,7
Veprova §titna zlaza 513+160 517+143 336+21 65,9+15,2

*Podil obsahu jodu vypoéteného z chromatogramu a obsahu jodu v extraktu
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14. Koplik R., Pavelkova H., Cincibuchova J., Mestek O.,
LITERATURA Kvasnicka F., Suchanek M.: J. Chromatogr. B 770,
261 (2002).
1. Vogiatzis C. G., Zachariadis G. A.: Anal. Chim. Acta 15. Koplik R., Borkova M., Bicanova B., Polak J., Mestek
819, 1 (2014). 0., Kominkova J.: Food Chem. 99, 158 (2006).
2. Bettmer J., Montes-Bayon M., Ruiz-Encinar J., Fer- 16. Fernandez-Sanchez L., Szpunar J.: J. Anal. At.
nandez-Sanchez M. L., Fernandez de la Campa M. R., Spectrom. 74, 1697 (1999).
Sanz-Medel A.: J. Proteomics 72, 989 (2009). 17. Dudek W. R.: High-yield physiology. Lippincott Wil-
3. Ciavardelli D., Sacchetta P., Federici G., Di Ilio C., liams & Wilkins, Philadelphia 2008.

Urbani A.: Talanta 80, 1513 (2010).

4. Dressler V. L., Goldschmidt Antes F., Marques More-
ira C., Pozebon D., Duarte F. A.: Int. J. Mass
Spectrom. 307, 149 (2011).

5. Garcia-Sevillano M. A., Gonzalez-Fernandez M.,

Jara-Biedma R., Garcia-Barrera T., Lopez-Barea J., L. Hruba, A. Kana, and O. Mestek (Department of
Pueyo C., Gomez-Ariza J. L.: Anal. Bioanal. Chem. Analytical Chemistry, University of Chemistry and Tech-
404, 1967 (2012). nology, Prague): Quantitative Analysis of Iodine Spe-
6. Carter J., Ebdon L., Evans E. H.: Microchem. J. 76, 35 cies in Biological Samples using Size Exclusion Chro-
(2004). matography and Inductively Coupled Plasma Mass

7. Koellensperger G., Groeger M., Zinkl D., Petzelbauer Spectrometry
P., Hann S.: J. Anal. At. Spectrom. 24, 97 (2009).

8. Kana A., Koplik R., Eichler S., Mestek O.: Anal. Lett. The effect of nonspecific sorption of biomolecules in
46,2430 (2013). chromatographic columns and that of variable I contents

9. Chan G. C.-Y., Hieftje G. M.: Spectrochim. Acta, Part in high-molecular-weight species on the determination of
B 61, 642 (2006). I species is illustrated by speciation analysis of animal

10. Zinn N., Kriiger R., Leonhard P., Bettmer J.: Anal. tissues. I species were separated by SEC under the opti-
Bioanal. Chem. 391, 537 (2008). mized conditions. The recoveries of the separations,

11. Sanz-Medel A., Montes-Bayon M., Bettmer J., Fer- limits of detection and limits of quantification were esti-
nandez-Sanchez M. L., Ruiz-Encinar J.: Trends Anal. mated.

Chem. 40, 52 (2012).

228



