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Abstract

Tocopherols, also known as the ingredients of fat-soluble vitamin E compounds play an
important role in antioxidant mechanisms. Their deficiency of tocopherols, mainly that of a-
tocopherol, can cause several neurological disorders, such as ataxia, myopathy, retinopathy,
peripheral neuropathy. The aim of this study was to validate and establish methods applicable
for the detection of a-tocopherol from murine serum and certain brain regions.

In the present study we report 3 different reversed-phase HPLC methods using a single
C18 column in isocratic system. The detection was carried out with 3 different detectors. For
the detection of murine serum samples, a diode-array detector (DAD) was applied, whereas
for murine brain samples electrochemical (ECD) and fluorescence detectors (FLD) were
utilized and a detailed validation process was carried out.

The ranges of precision and recovery were the following during the validation processes:
0.61-3.57% and 66.19-105.91%, respectively.

The application of these methods provide a valuable tool for the determination of a-
tocopherol from murine serum and brain samples.

Bevezetés

Az E-vitamin csoportjaba tartozé 8 vegyiilet (a-, B-, y- és 6-tokoferolok, valamint a
tokotrienolok) kiemelkedd szereppel bir az oxidativ stressz ellen, koziiliikk is leginkabb az
aktivabb és magasabb koncentracioban megtalalhatd a-tokoferol, mely kiilonds tekintettel az
alabbi teriileteken fejti ki jotékony hatasat: keringési- és idegrendszer [1]. Szamos neuroldgiai
elvaltozas kialakulasaban, lefolyasdban az antioxidans rendszer sériilt miikddése allhat.
Tobbek kozott az ataxia izolalt E-vitamin hidny (ataxia with vitamin E deficiency, AVED),
mely esetén az a-tokoferol transzporter fehérje (a-tocopherol transport protein, a-TTP) nem
expresszalodik a majsejtekben [2], igy nincs, ami biztositsa a szervezet szamara a megfeleld
antioxidans védelmet.

Célunk egy olyan robosztus, reprodukalhaté metodika fejlesztése, validalasa majd
alkalmazésa, amely gyors és megbizhat6 a-tokoferol koncentraciéo méréseket eredményez, ugy
az egér szérum, mint az agyi szovetekbdl is. Egészen az 1980-as évekre nytlik vissza az ehhez
hasonlé kutatdsok gyokere [3], azdta tobb moddszert is alkalmasnak taldltak E-vitamin és
metabolitjainak meghatarozasara, am csak csekély szamuban talalni hiteles adatokat validalas
hianyéaban [4-7]. Nem talaltunk olyan kozleményt, mely ilyen meghatarozast tobb detektor és
metodika dsszehasonlitasaval értékelne.
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Kisérleti rész

Tanulményunk soran C57BL/6 egerek szérum és egyes agyi régidinak (striatum, cortex,
hippocampus, cerebellum ¢€s agytorzs) a-tokoferol-szintjét hataroztuk meg HPLC (Agilent
1100 ¢és 1260 Series) segitségével. Az allatokbdl nyert mintdkat metodikai modszereink
segitségével elokészitettiik. Az allatok (n = 6) elaltatasat kovetéen a bal kamrabdl vért
nyertiink, melyhez meghatarozott mennyiségben 50 mg/ml etilén-diamin-tetraecetsav-oldatot
(EDTA, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, Amerikai Egyesiilt Allamok) adtunk, 4°C-on
tarolas ¢és 30 percnyi alvadas utdn 3500 fordulat/perc sebesség mellett 5 percig centrifugaltuk a
vérmintakat 4°C-on (Hettich Mikro 220, Tuttlingen, Németorszag). A feliiluszokat egy 2,2 ml-
es Eppendorf csObe gyiijtottiik Ossze, majd vortex segitségével 20 masodpercig
homogenizaltuk. A homogenizalt szérumbdl 200 pl-nyi mennyiségeket azonnal stabilizaltunk
200 ul 85 mM aszkorbinsav-oldattal (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, Amerikai Egyesiilt
Allamok) és 400 pl 1,14 mM butil-hidroxi-toluol (BHT, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
Amerikai Egyesiilt Allamok) -etanol (VWR International, Radnar, PA, Amerikai Egyesiilt
Allamok) oldattal. Az igy kapott ~ 800 pl stabilizalt és homogenizalt szérum mintakat ezt
kovetden -80°C-on taroltuk felhasznalasig.

Jelen egerek vérmentes agyi régioit is felhasznaltuk, melyeket perfuzionalas utjan
kaptunk, melyet perisztaltikus pumpa segitségével a bal kamraba mesterséges agyfolyadékot
aramoltattunk 3 percig. Az agyszoveteket jégen valasztottuk szét, majd 1,5 ml-es Eppendorf
csovekbe helyeztik a régiokat és felhasznalasig -80°C-on taroltuk Oket. A szdvetek
feldolgozasa a kovetkezd 1épésekbdl allt. A fagyott agyi régidkat kiilon-kiilon lemértiik
analitikai mérlegen, majd 1020 pl homogenizaldé oldat hozzidaddsa utdin UH100
homogenizatorral (amplitidé 100%, ciklus: 0,5) agytomegt6l fliiggden 1-2 perc alatt
szétroncsoltuk a mintdkat. A homogenizalt agyi mintdkat 10 percig 4°C-on taroltuk, majd
12000 fordulat/perc sebesség mellett 10 percen keresztiil iilepitettiik 6ket 4°C-on. A tovabbi
mintael6készités megegyezett a szérumnal targyaltakkal.

Héarom detektalasi mddszert alkalmaztunk a-tokoferol meghatirozasra. A vérbdl nyert
szérumot DAD, az agyi régiokat ECD és FLD detektalas mellett mértiik.

Mérés elétt felolvasztott, 4°C-0S mintakhoz, mind szérum, mind agyi minta esetén 600
puL 1,13 mM koncentracioban BHT-t és rac-tocolt (Matreya LLC., Pleasant Gap, PA,
Amerikai Egyesiilt Allamok) tartalmazé hexan (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, Amerikai
Egyesiilt Allamok) oldatot adtunk. Pontosan 1 percen keresztiil kevertettiik vortex segitségével
az oldatokat. Ezutdn a hexanos és etanolos fazist elvalasztando 12000 fordulat/perc
sebességgel 10 percig centrifugdltunk 4°C-on. A centrifugalast kovetden a felsd, hexanos
fazisbol 450 pL-t beparoltunk N, gazzal hozzavetdlegesen 15 perc alatt. Ezutan a visszamaradt
komponenseket 28,57 V/V% etanol (VWR International, Radnar, PA, Amerikai Egyesiilt
Allamok), 28,57 VIV% 1,4-dioxan (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, Amerikai Egyesiilt
Allamok), 42,86 V/V% acetonitril (ACN, VWR International, Radnar, PA, Amerikai Egyesiilt
Allamok) elegyben oldottuk és 10 masodpercig vortexszel homogenizaltuk, igy injektalasra és
elvélasztasra kész allapotra hozva a mintakat.

Szérum mintak elvalasztasdhoz Agilent 1260-as rendszeren Kinetex C18 (150x4,6 mm;
5 um, Phenomenex Inc., Torrance, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok) oszlopot hasznaltunk
25°C-os hoOmérsékleten termosztilva. A kolonna védelme érdekében eldtét kolonnat
hasznaltunk: Security Guard C18 (4x3 mm, Phenomenex Inc., Torrance, CA, Amerikai
Egyesiilt Allamok). A mobilfazis 6sszetétele: 66,54 V/V% ACN (VWR International, Radnar,
PA, Amerikai Egyesiilt Allamok), 21,40 V/V% tetrahidrofuran (THF, Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MO, Amerikai Egyesiilt Allamok), 6,61 V/V% metanol (Sigma-Aldrich, Saint Louis,

470



23rd International Symposium on Analytical and Environmental Problems

MO, Amerikai Egyesiilt Allamok), 2,72 V/V% ammonium-acetat (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MO, Amerikai Egyesiilt Allamok) 1 vegyes szazalékos oldata, 2,72 V/V% desztillalt
viz (injekcidhoz vald viz). A mobilfazist minden mérés eldtt frissen készitettik és az
elkészitését kovetden keramiasziiron 0,45 um-es porusméretii hidrofob PVDF membransziiron
vizsugarszivattyll segitségével szilirtiik. A mobilfazis dramlasi sebessége 2,1 mL/perc volt.
Minden mintabdl 50 pL térfogatot injektaltunk a mérések soran.

Agymintak esetén Agilent 1100 rendszeren Luna C18(2) oszlopot (75x4,6 mm; 3 um,
Phenomenex Inc., Torrance, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok) 25°C-os hémérsékleten
termosztalva. A kolonna védelme érdekében szintén el6tét kolonnat hasznaltunk: Security
Guard C18 (4x3 mm, Phenomenex Inc., Torrance, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok). A
mobilfazis dsszetétele ECD méréshez: 91,25 V/V% metanol (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
MO, Amerikai Egyesiilt Allamok), 4,25 V/V% desztillalt viz, 4,50 V/V% izopropil-alkohol
(VWR International, Radnar, PA, Amerikai Egyesiilt Allamok), 0,291 vegyes% natrium-
perklorat (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, Amerikai Egyesiilt Allamok). Hasonloan, mint
DAD méréseknél, a mobilfazist minden mérés elott frissen készitettiik és az elkészitését
kovetden kerdmiaszliron 0,45 pm-es porusméretli hidroféb PVDF membransziiron
vizsugarszivattyu segitségével szlrtilk. A mobilfazis aramlasi sebessége 1,2 mL/perc volt.
Minden mintabol 10 pL térfogatot injektaltunk a mérések soran mintatermosztalas mellett
(4°C). A mobilfazis 0sszetétele FLD mérés esetén az alabbi volt: 100 V/V% metanol (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO, Amerikai Egyesiilt Allamok). A mobilfazis dramlési sebessége 1,8
mL/perc volt. Minden mintdb6l 10 pL térfogatot injektaltunk a mérések soran
mintatermosztalas mellett (4°C)

ECD esetén a beallitott munkapotencial (eldzetes fesziiltség vs. dramerdsség gorbék
felvételével) +700 mV volt, FLD esetén a gerjesztési hullamhossz 292 nm, a mérési
hullamhossz pedig 330 nm volt [8]. DAD esetén az a-tokoferol (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
MO, Amerikai Egyesiilt Allamok) 292 nm-en, mig a belsé standardot (rac-tokol, Matreya
LLC., Pleasant Gap, PA, Amerikai Egyesiilt Allamok) 297 nm-en regisztraltuk. A metodikakat
az ICH altal megfogalmazott paraméterek szerint validaltuk, igy meghataroztuk a metodikak
pontossagat, érzékenységét, szelektivitasat, linearitasat és visszanyerhetdségét.

Eredmények

A validalas soran a 1. Tablazatban lathato eredményeket kaptuk, ahol a varidcios
egyttthatok (coefficient of variance, CV%) értékek lathatok, a mérési variancia és a mérés
atlaganak hanyadosa szazalékos értékben kifejezve. A visszamérési tényezd (recovery factor,
RF) kiszamitasara 2 olyan oldatot készitiink, mely a nativ mintdhoz képest ismert
koncentracidban hozzaadott analitot tartalmaz. A S1 oldat alacsony, mig az S2 oldat magasabb
koncentracioban tartalmazza az analitokat. A mért koncentracié €s az ismert koncentracio
hanyadosa a RF értékekkel szolgal, szazalékban kifejezve. A linearitds megallapitasahoz
minden esetben 6 tagl kalibralé oldatsorozatot készitettiink. Az integralt cstcs alatti
teriileteket a kalibralo oldat ismert koncentracidinak fiiggvényében abrazolva, és alkalmazva a
legkisebb négyzetek modszerét, minden analitra igen jo linearitast mutattunk ki (R%> 0.99,
kiértékeld szoftver: R Development Core Team, 2002). A metodikédk szelektivitasat az 1. abra
mutatja be, ahol egy nativ és egy S2 mintat mutatunk be. A meghatarozasi hatar (limit of
quantification, LOQ) azt a legkisebb koncentraciot jelenti, mely még megfeleld precizitassal
és helyességgel meghatarozhatd, mig a kimutatasi hatar (limit of detection, LOD) az alapzaj
haromszorosanak megfelel6 magassagu jelet add koncentracio, illetve a kovetkezd képletekkel
hataroztuk meg (o: a vakminta szorasa, S’: érzékenység).
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LOD =3.3 6/S’, illetve LOQ =10 6/S’
1. egyenlet. LOD és LOQ szamitasara alkalmas képletek.

3. Tablazat. HPLC metodikak validalasi eredményei.

Metodikak Komponens a-tokoferol rac-tokol
validalasa Metodika | DAD ECD  FLD A DAD ECD | FLD
o Tertilet 0,73% 1,46% | 357% | 0,61% 1,82% | 0,75%
Precizitas
c (uM) 0,73% 1,49% | 3,46% | 0,62% 1,84% | 0,75%
Visszanyerési RF1 | 71,00% 103,64%  86,86% | - - -
tényezo RF2 |66,19% 10591% 103,96% - - -
Erzékenység (S”) 5230  0,1086 (0,0631 | 5520 0,0247 | 0,094
Kimutatasi hatar (nM) 23 6 69 590 148 28
Meghatarozasi hatar (nM) 69 17 207 1790 447 83
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5. abra. (a) ECD, (b) FLD detektorral regisztralt kromatogramjai ugyanazon agyi

szovetek nativ és S2 mintaibdl, (c) és (d) DAD detektorral regisztralt egérszérum

kromatogramjai.

472




23rd International Symposium on Analytical and Environmental Problems

Osszefoglalas

Sikeriilt megfeleld mintaeldkészitést kdvetden a-tokoferolt meghatarozni egér szérum
és agyszovetbdl, sikeresen validaltuk a metodikainkat, valamint meghataroztuk, hogy
agyszovet esetén a kétféle detektalas (ECD és FLD) hasonldan robosztus és preciz.
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