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Abstract

The vitamin E group of compounds and ubiquinonenadely known substances with
antioxidant properties. However, the setup of tpghformance liquid chromatography
(HPLC) methods for the detection of these moleciidsuman serum are often difficult. We
report here a reversed-phase HPLC method usingediohy detection and a single C18
column separation kept at 25 °C with an isocrayistean of acetonitrile, tetrahydrofuran,
methanol, ammonium acetate and water at a flowafaBel mL/min. This method resolves 3
tocopherols ¢, y, 8) and ubiquinone from human serum within 17 minuteth the
application of tocol as an internal standard. Wactade that our procedure provides an
adequate sample preparation and separation of ¢ixariined tocopherols.,(y, ). Although
the developed method has been proven to be efficemturate and inexpensive, further
improvements in the quantitative assessment ofuitge are necessary.

Bevezetés

A tokoferolok (E-vitamin) antioxidans sajatsaga jéinert és ennek kdszdnbeh
hatasos védelmet nyujtanak az oxidativ stressm éllebek ko6zott az artériak, kapillarisok,
vérben talalhato lipidek és az idegszovet esetEnAA ubikinon, mas néven koenzim Q10,
minden sejtben és membranban megtalalhatd molelduldegzési lanc egyetlen olyan
elektron atvivje, amely nem kédik kovalens kotéssel fehérjéhez, ezért a mitokianur
bel$s membranjaban viszonylag szabadon mozoghat. A $&¢daécban betoltott szerepe
mellett zsirban oldédd antioxidansként nélkulozthete a jelenléte dként a lipidek
védelméhez a szervezetben kialakuld oxidativ strelsn [2].

Szamos neurolégiai korkép kialakulasaban, lefolyasdaz antioxidans rendszer nem
megfeleb mikodése koroki szereppel birhat. Erre példa az atawialt E-vitamin hiannyal
(ataxia with vitamin E deficiency, AVED), mely eéat aza-tokoferol transzport zavart a
majsejtekben [3], igy a szervezetben kialakul6 sadag koncentracioja miatt nem képes a
megfeleb antioxidans védelem biztositdsara. Ezért e koikésetén a vérben talalhatd
tokoferolok pontos mennyiségének ismerete az edgishaivodasi zavarok kizarasa esetén,
példaul AVED vonatkozasédban diagnosztikus szerepipieht.

Célunk egy olyan bioanalitikai metodika kidolgozaés validalasa volt, mellyel
tokoferolok (-, y-, d-tokoferol) és az ubikinon mennyiségét gyorsan éggbizhatdéan
mérhetjik human szérum mintakban.

Metodika

A human szérum mintdk sarga kupakos vérvétélbes kerlltek levételre, melyek
szeparald gélt tartalmaznak, amely centrifugaléseken stabil hatart képez a szérum és a
vérsejtek kozott. Fél 6ra véralvadast kédeet 10 percig 3500 fordulat/perc sebességgel 4 °C-
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on hitve lettek centrifugalva. A centrifugélas utan esddolyadékfazist kinyertiik és azonnal
stabilizaltuk 2,2 mL-es Eppendorf csévekbe 200es részletekben szétosztva: 2d0 85
mM-os aszkorbinsav vizes oldat, majd 4001,13 mM-os BHT-s etanol oldat hozzaadasat
kéveten 10 masodperc vortex kevertetéssel. Az igy kapd#tot tekintettiik a tovabbiakban
a tényleges mintanak, amely -80 °C-on hénapokitpzatlan allapotban tarolhato.

Ezt koveben a mintdkhoz 60QL 1,13 mM koncentracibban BHT-t és rac-tocolt 10
uM-ban tartalmazé hexan oldatot adtunk. Pontosarertem keresztil kevertettik vortex
segitségével az oldatokat. Ezutan a hexanos eéesolaetarfazist elvalasztandé 3000
fordulat/perc-es sebességgel 5 percig centrifuglltuld centrifugalast kovéen a fel§,
hexanos fazisbdl 450L-t beparoltunk N gazzal hozzavélegesen 15 perc alatt. Ezutan a
visszamaradt komponenseket 28,57 V/IV% EtOH, 28,B7%/ dioxan, 42,86 V/V% ACN
elegyben oldottuk és 10 masodpercig vortexszel Ilgemaaltuk, igy injektalasra és
elvalasztasra kész allapotba hozva a mintakat.

Az elvalasztashoz Alltech Prevail C18 (150x4,6 nthmpm) oszlopot hasznaltunk 25
°C-os [®mérsékleten termosztalva. A kolonna védelme érdmkélebtét kolonnat
hasznaltunk: Security Guard C18 (4x3 mm).

A mobilfazis 6sszetétele: 66,54 V/V% acetonitél,, 40 V/V% tetrahidrofuran, 6,61
VIV% metanol, 2,72 VIV% ammonium-acetat 1 vegyeszafekos oldata, 2,72 VIV%
desztillalt viz. A mobilfazist minden méréslifrissen készitettik és az elkészitését kibret
keramias#ron 0,45 um-es porusmeréthidroféb PVDF membrangeén vizsugarszivattyu
segitségével srtik. A mobilfazis aramlasi sebessége 2,1 mL/peit Winden mintabdl 50
uL térfogatot injektaltunk a mérések soran.

Az analit koncentraciok méréséhez Agilent 1260 ddgbros detektorral
meghataroztuk az optimalis mérési hullamhosszokatez rogzitettik 190 és 800 nm
hulldAmhossz tartomanyban az abszorbanciat &4liggvényében megndvelt analit tartalmu
szérum minta mérése kézben. Ennek egy részletéitjabie az 1. abra.

70°
70

60 60~

50

mAU 40
40
30

20 307

330 17520077
1. Abra: Human szérum minta kromatogram részletelsimhossz fiiggvényében, T: tocol,
a, v, 8: a-, y-, 6-tokoferol
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Eredmények és értékelésiik

Az elvadlasztandd komponensek szelektivithsanak hatégozasara a biologiai
matrixot hat killonb&k forrasbol szarmazo human szérum minta 6sszekewariéalkottuk. A
mintakat hasonlitottunk dssze az azonos eredetetidsli addicidé nélkuli (vak) oldatokkal,
ezt mutatja be a 2. abra.
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2. Abra: Human szérum minta kromatogram részlet2 @®-en tocol,a-, y-, d-tokoferol

oldatokkal spikeolva, a kis abran az ubikinon dhilaspikeolt kromatogram részlet lathato
276 nm-en

A precizitAs meghatarozdsa soran hat parhuzamagsiné&égeztiink, melyek
eredmeényeill szamitott relativ standard deviaciokat az 1.azhi tartalmazza. Nem biolégiai
matrixok esetén a precizitas értéke 5% alatt kelyy maradjon, mig biol6giai mintak esetén
15%-o0s relativ standard deviacié az altalanosamgatiott értek. A bels standardot nem
validaltuk, mivel abbdl a nekiink megfélehennyiséget hasznaltunk minden méréshez.

A mérend anyag visszanyerhiégének vizsgalata soran a biologiai matrixhoz
ismert, két kilonbdz koncentracibban hozzaadtuk a vizsgalt anyagoka® @arhuzamos
meéréssel megallapitottuk az analitok koncentrackthozzaadott analitokat tartalmazé
oldatok koncentracioibdl levontuk a vak oldatbanrtmenalitok koncentracidit. A kapott
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eredményt 6sszehasonlitottuk az elvart ismert kun@eiokkal, amit szazalékosan adtunk
meg. A visszanyerésnek nem kell 100%-nak lennie, de degkonzisztens, pontos és
reprodukalhato.

Az ubikinon esetén a mérés precizitdsa és a kaliméegyenes Rértéke tovabbi
fejlesztést tesz indokoltta.

Eredmények
| a-tokofero d-tokofero y-tokofero Q1c tocol
Méresi
hullamhossz (nn 292 297 297 276 297
Retenciods id
(perc 3,7 33 2,9 15,5 2,3
Standardso
| tartomanyapM) 0-40 0-6 0-6 0-24 0-24
Kalibracids
egyenes R 0,9934 0,9985 0,9996 0,9840 0,9999
|
Precizitas- RSD% 4,06¢€ 2,94¢ 15,18" 20,13« -
| Vissze
-
mérhebség o 87,7-1045| 954-108,4 116,2-123,8 106,7-116,9 -

1. Tablazat: Az elvalasztott komponensek és valgl# adatai

Osszefoglalas

Sikerllt megfeldd mintaebkészitést tartalmazé analitikai eljarast kidolgazau
human szérum mintaka-, 6-, vy-tokoferol bel$ standard melletti koncentracio-
meghatarozaséara. Az ubikinon koncentracié meghdzimaghatarozasara tovabbi fejlesztések
szikségesek. Az eredményeink a szakirodalmi adatokisszhangban vannak [4].
Metodikdnk nemcsak a kutatasok soran, hanem é&bkékben akar a mindennapi orvosi
diagnosztikaban is jol hasznosithaté eredményekiabalhat.

Kdszonetnyilvanitas
A kutatast a Nemzeti Agykutatasi Program - KTIA_N2\P-a-111/9 és az MTA-SZTE
Idegtudomanyi kutatdcsoport tamogatta.
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