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Popis kratica

ADP - adenozin-5'-difosfat

AEC - energetski naboj adenozin—fosfata (engl. adenylate energy charge)
AMP - adenozin-5'-monofosfat

ATP - adenozin-5'-trifosfat

CAMP — cikli¢ki adenozin-monofosfat

CoA —koenzim A

DAD - detektor s nizom dioda (engl. diode array detecton, DAD)
FAD - flavin adenin-dinukleotid

FADH: - dihidroflavin adenin dinukleotid

GDP — gvanozin-difosfat

GTP — gvanozin-trifosfat

HPLC - tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. high performance liquid

chromatography)

Mili-Q — ultra ¢ista voda

NAD" - nikotinamid adenin-dinukleotid

NADPH - nikotinamid adenin dinukleotid-fosfat
PCA — perklorna kiselina (engl. perchloric acid)
Pi - anorganski fosfat

PPi - pirofosfat

RBC — crvene krvne stanice (engl. red blood cells)

RP-HPLC - tekuc¢inska kromatografija obrnutih faza (engl. reverse—phase high—performance

liquid chromatography)

RSD - relativna standardna devijacija



SPE - ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. solid phase extraction)

u-SPE - mikro-ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. micro-solid phase extraction)



1. UVvOD
1.1. Adenozin—fosfati

Adenozin-fosfati su skupina organskih molekula kojoj pripadaju adenozin-5'-trifosfat (ATP),
adenozin-5'-difosfat (ADP) i adenozin-5'-monofosfat (AMP). Strukturno se opisuju kao
nukleotidi koji se sastoje od dusikove baze adenina, Secera riboze i fosfata (Slika 1, 2 i 3).
Nukleotidi se lai¢ki smatraju kratkorocnim prenositeljima energije gdje ATP sluzi kao
neposredni izvor slobodne energije u stotinama razliCitih stani¢nih reakcija. Trifosfatna
skupina ATP molekule sadrzi dvije, energijom bogate fosfoanhidridne veze. Energija koja se
oslobodi hidrolizom fosfatne skupine vezane na pentozni prsten riboze, predstavlja pogonsku
energiju u reakcijama potrebnim za glavne metabolicke i fizicke funkcije organizma, kao §to
je, primjerice, stezanje misSica (Cooper i Hausman 2010). Isto tako, molekule ATP, ADP i
AMP mogu prelaziti jedne u drugu. Prikazana je reakcija prijelaza adenozin-fosfata, koja je

katalizirana enzimom adenilat-kinazom:
ATP + AMP < ADP + ADP (1)

Ukoliko stani¢nom lizom molekula ATP izade izvan stanice, takav se izvanstani¢ni ATP u
kratkom vremenu degradira, ¢ime nastaju molekule ADP, AMP te kona¢no adenozin uz
enzim 5-nukleotidazu. Navedeni se metabolicki procesi zbivaju u miokardu, kao i u

eritrocitima (Yeung i sur. 2008).
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Slika 1. Strukturna formula molekule adenozin-5'-trifosfat s ozna¢enim adeninom, ribozom,

fosfoesterskom vezom izmedu fosfatne skupine i riboze i fosfoanhidridnim vezama izmedu

fosfatnih skupina.
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Slika 2. Strukturna formula molekule adenozin-5'-difosfat s ozna¢enim adeninom, ribozom,
fosfoesterskom vezom izmedu fosfatne skupine i riboze i fosfoanhidridnom vezom izmedu

dvije fosfatne skupine.
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Slika 3. Strukturna formula molekule adenozin-5’-monofosfat s ozna¢enim adeninom,

ribozom, fosfoesterskom vezom izmedu fosfatne skupine i riboze.

1.1.1. Energetski naboj adenozin—fosfata
Energetski naboj adenozin—fosfata (engl. adenylate energy charge, AEC) prvi je predstavljen
od strane Atkinsona 1968. godine kao linearna mjera koli¢ine metaboli¢ke energije

pohranjene u molekulama skupine adenin nukleotida te je definirana jednadzbom:
AEC = (|ATP|+ 1/2 |ADP])/(]ATP]| + |ADP| 4+ |[AMP]) (2)

Istrazivanja u uvjetima in vitro su pokazala da promjene AEC mijenjaju kataliticka svojstva
enzima u kataboli¢kom kao i u biosintetskom putu. Vrijednost AEC je skalarni indeks koji se
krece od vrijednosti 0 do 1. Kada je sva koncentracija molekule ATP hidrolizirana u AMP,
AEC vrijednost iznosi 0. Ujedno vrijedi i obrnuto, tj. kada je sva koncentracija AMP
sintetizirana u ATP, AEC iznosi 1. U drugu ruku, istrazivanja u uvjetima in vivo ukazuju na to
da u normalnim stanicama AEC ima vrijednost u rasponu od 0,80 do 0,95. Razine
energetskog naboja niZe od 0,5 ukazuju na stani¢nu smrt koja moze biti posljedica uzajamnog
djelovanja apoptoze, nekroze i autofagije (Zhang i Vertes 2015). Kada su stanice podvrgnute
metabolickom stresu, tako da im se ogranice izvori energije poput izvora dusSika ili fosfata,
dolazi do male promjene u energetskom naboju, sto ukazuje da je AEC strogo kontroliran
parametar (Oakhill i sur. 2011).



Isto tako, energetski naboj adenozin-fosfata koristi se i kao pokazatelj ekoloskih promjena,
stoga se kvantitativno odredivanje koncentracije adenozin-fosfata pokazalo od iznimne
vaznosti, osobito nakon novijih spoznaja kako ekoloske katastrofe prijete ekosustavima

(Redzovi¢ i sur. 2021).

1.2. Poremecaj koncentracije ATP u ljudskom organizmu

Metabolizam ATP u ljudskom je organizmu uklju¢en u procese kao §to su neurotransmisija,
mehanosenzoricka transdukcija, vazodilatacija te ima vaznu ulogu u signalizaciji, razvoju i
regeneraciji stanica (Burnstock 2006). U stanici, reakcije koje oslobadaju energiju povezane
su sa sintezom ATP, a one koje zahtijevaju prinos energije podrazumijevaju hidrolizu ATP.
Ukoliko dode do ozljede organa, stani¢nom lizom molekula ATP moze izadi iz stanice te
posredovati kod nekoliko upalnih odgovora poput oslobadanja citokina, faktora nekroze
tumora i interleukina 1 iz monocita i makrofaga (Virgilio i sur. 2003). Uloga molekule ATP i
adenozina osobito su prepoznate u kardiovaskularnom sustavu. Molekula ATP inhibira
agregaciju trombocita, Stiti miokard, smanjuje nekrozu i ishemiju tkiva te na taj nacin odrzava

homeostazu kardiovaskularnog sustava (Yeung i sur. 2008).

Detekcija i kvantifikacija adenozin—fosfata u krvi vazna je za procjenu energetskog statusa
eritrocita, kao 1 statusa degradacije fosforiliranih spojeva, koja se zbiva kod patoloskih stanja
poput kroni¢nog zatajenja bubrega, dijabetesa izazvanog streptozotocinom, karcinoma i
kardiovaskularnih bolesti. Normalne koncentracije adenozin-fosfata u ljudskim crvenim
krvnim stanicama (engl. red blood cells, RBC) prikazane su u Tablici 1 (Aragon-Martinez i
sur. 2014).

Tablica 1. Normalne koncentracije adenozin-fosfata u ljudskim crvenim krvnim stanicama.

: Normalna razina u ljudskoj
Adenozin-fosfat

krvi (UM)
ATP 1,140 - 2,130
ADP 83,0 - 390
AMP 10,6 - 50




Obzirom na navedene uloge u tijelu i na direktnu povezanost adenozin-fosfata sa patoloSkim
stanjima, odredivanje njihove koncentracije je od iznimne vaznosti. Taj podatak govori o

bioloskim procesima unutar stanice te daje uvid u klini¢ku sliku nekog organizma.

1.3. Hidroliza adenozin-5'-trifosfata
Energetiku biokemijskih reakcija najbolje opisuje Gibbsova slobodna energija (G). Promjena
slobodne energije (AG) neke reakcije govori je li neka reakcija energetski povoljna. Ako

promotrimo zamis$ljenu reakciju u kojoj molekula A prelazi u molekulu B:
Ao B 3)

gdje je AG < 0, kemijska se reakcija odvija spontano i ide u opisanom smjeru. Ukoliko je

AG <0, reakcija se odvija u suprotnom smjeru, tj. molekula B prelazi u molekulu A.
S obzirom na gore navedenu reakciju, promjena slobodne energije, AG izrazava se:
AG = AG° + RTIn [|B]/|A]] 4)

gdje se AG® oznaCava kao promjena slobodne energije pri standardnim uvjetima, R kao
plinska konstanta, a T apsolutna temperatura u kelvinima. Za biokemijske reakcije promjena
standardne slobodne energije izrazava se kao AG®', a odnosi se na na promjenu standardne
slobodne energije u vodenoj otopini kod pH 7, §to priblizno odgovara uvjetima unutar stanice

(Cooper i Hausman 2010).

Molekula ATP Koristi ovaj mehanizam za pokretanje mnogih reakcija neophodnih u
bioloSkim sustavima te djeluje kao spremiSte slobodne energije unutar stanice. Veze izmedu
fosfata u molekuli ATP smatraju se visokoenergetskim jer njihovu hidrolizu prati veliko
oslobadanje slobodne energije. Hidroliza je kemijska reakcija u kojoj se, dodatkom molekule
vode, cijepa kovalentna veza tako da se vodikov atom iz vode spaja s jednim produktom
razgradnje, a hidroksilna skpina s drugim produktom razgradnje. Hidroliza molekule ATP do
ADP i anorganskog fosfata (Pi) oslobada energiju od AG®' = - 30 kJ/mol (pri standardnim
uvjetima), a u stanici gdje su koncentracije ATP vise od ADP, vrijednost AG®' = - 50 kJ/mol.
Tako regenerirana molekula ADP dostupna je za neke nove reakcije u kojima je neophodna

(Cooper i Hausman 2010).

Zivi organizmi neprestano koriste ADP, biljke uz suncevu energiju, a Zivotinje uz energiju

koja se oslobodi razgradnjom hranjivih tvari, pretvaraju ADP u ATP. Adenozin-5'-difosfat je



molekula koja je vazna, osim za proizvodnju molekule ATP, za mnoge druge bioloske
funkcije. Molekula ADP sudjeluje u popravku stani¢nih oSte¢enja, daje energiju za primanje i
slanje signala izmedu neurona te ima veliku ulogu u zacjeljivanju rana gdje, prilikom ozljede,
trombociti otpustaju ADP kako bi privukli ostale trombocite koji zaustavljaju gubitak krvi

(Dunn i Grider 2021).

Molekula ATP moze hidrolizirati i do AMP i pirofosfata (PPi), prilikom ¢ega se oslobada
priblizno jednaka energija kao pri hidrolizi molekule ATP do ADP. Medutim, PPi svojevrsno
brzo hidrolizira uz promjenu energije sli¢nu kao pri hidrolizi ATP do AMP i Pi, te se iz tog
razloga hidrolizom ATP do AMP i PPi oslobodi dvostruko vise slobodne energije
(AG®" = - 61 kJ/mol) (Cooper i Hausman 2010).

Molekula AMP moze postojati i u ciklickom obliku (cikli¢ki adenozin-monofosfat, CAMP)
tako da enzim adenilat ciklaza katalizira reakciju pretvorbe molekule ATP u cAMP. Molekula
cAMP ima jako vaZznu ulogu u stani¢noj signalizaciji gdje djeluje kao sekundarni glasnik.
Zbog oslobadanja energije, hidroliza ATP vazna je za pokretanje mnogih energetski

zahtjevnih reakcija u stanici (Ravnskjaer i sur. 2015).

1.4. Sinteza adenozin-5'-trifosfata

Stanice zahtijevaju konstantnu opskrbu metabolickom energijom potrebnu za obavljanje
osnovnih unutar i izvanstani¢nih funkcija koje zivi organizam odrzavaju na Zivotu. Energija u
stanicama nastaje katalizom, odnosno razgradnjom organskih molekula, te se koristi u
biosintetskim reakcijama makromolekula i drugih stani¢nih sastojaka neophodnih za
odrzavanje svih bioloskih procesa. Razgradnja ugljikohidrata, posebice glukoze, glavni je
izvor stani¢ne energije. Potpuna oksidativna razgradnja glukoze proizvodi veliku koli¢inu
slobodne energije. Kako bi ova energija bila upotrebljiva, glukoza se u stanici oksidira u nizu
koraka koji su povezani sa sintezom ATP. Glikoliza je pocetna faza razgradnje glukoze 1
zajednicka je svim stanicama. Reakcije glikolize odvijaju se u citosolu veéine stanica bez
utroSka kisika, stoga anaerobnim organizmima moze osigurati svu potrebnu metabolicku
energiju. Aerobnim organizmima glikoliza je tek prva faza razgradnje glukoze. Druge dvije
faze su ciklus limunske kiseline i oksidacijska fosforilacija koje se odvijaju u organelima
eukariotskih ~ stanica nazvanih  mitohondriji.  Mitohondriji imaju dva odjeljka:
medumembranski prostor, koji se nalazi izmedu vanjske i unutrasnje membrane te matriks,

kojeg omeduje unutrasnja membrana (Slika 4) (Cooper i Hausman 2010).



Medumembranski
prostor

Unutarnja

membrana Vanjska

membrana

Matriks

Slika 4. Prikaz strukture mitohondrija gdje plavo obojani prostor predstavlja matriks,
ljubicasto vanjsku membranu, a crveno unutarnju membranu mitohondrija izmedu kojih se
nalazi medumembranski prostor.

[lustracija preuzeta i prilagodena prema literaturnom izvoru:

https://www.nagwa.com/en/explainers/316181371908/

Ciklus limunske kiseline odvija se u matriksu mitohondrija, dok se proces oksidacijske
fosforilacije zbiva na kristama, koje su sastavni dijelovi unutrasnje membrane mitohondija.
Uz proizvodnju molekule ATP, stvaraju se i druge aktivne molekule neophodne za transfer
energije (Alberts i sur. 2003; Berg i sur. 2019).

1.4.1. Glikoliza

Glikoliza je slijed reakcija u kojima glukoza, molekula sa Sest kisikovih atoma, prelazi u dvije
molekule piruvata koje imaju svaka po tri ugljikova atoma. Kako bi se osigurala energija za
sve reakcije u metaboli¢kom putu glikolize, neophodna je hidroliza dvije molekule ATP po
molekuli glukoze. Na kraju jednog ciklusa glikolize nastanu dvije molekule ATP te dvije
molekule nikotinamid adenin dinukleotid-fosfata (NADPH). Molekula NADPH sadrzi dva
visokoenergetska elektrona te omogucava reakcije redukcije pri biosintezi stani¢nih sastojaka
(Alberts i sur. 2003).


https://www.nagwa.com/en/explainers/316181371908/

Razlikujemo deset reakcija glikoliznog ciklusa koje su prikazane na Slici 5. U prvom se
stupnju glukoza fosforilacijom, izomerizacijom i ponovnom fosforilacijom pretvara u
fruktoza-1,6-difosfat. U tim se reakcijama za svaku molekulu glukoze utroSe po dvije
molekule ATP. U drugom stupnju, enzim aldolaza cijepa fruktoza-1,6-difosfat na
dihidroksiaceton-fosfat i gliceraldehid-3-fosfat. Nakon toga, enzim triozafosfat-izomeraza
katalizira izomerizaciju dihidroksiaceton-fosfata u gliceraldehid-3-fosfat. Tako se uzastopnim
djelovanjem aldolaze i triozafosfat-izomeraze iz jedne molekule fruktoza-1,6-difosfata
stvaraju dvije molekule gliceraldehid-3-fosfata. U opisanim stupnjevima glikolize iz jedne
molekule glukoze, uz utroSak 2 molekule ATP, nastaju dvije molekule gliceraldehid-3-fosfata.
Zatim se gliceraldehid-3-fosfat pretvara u 1,3-difosfoglicerat koji ima visok potencijal za
prijenos fosfata te se upravo taj potencijal upotrebljava za stvaranje prve molekule ATP u
glikolizi. Tu reakciju katalizira fosfoglicerat-kinaza koja katalizira prijenos fosfatne skupine
sa acil-fosfata na molekuli 1,3-difosfoglicerat na ADP. Kao produkt ove reakcije, nastaje prva
molekula ATP i 3-fosfoglicerat. U posljednja se tri koraka glikolize 3-fosfoglicerat prevodi u
2-fosfoglicerat, ¢ijom se dehidracijom dobiva fosfoenolpiruvat. Prijenosom fosforilne skupine
sa fosfoenolpiruvata na ADP nastaje piruvat i druga molekula ATP. Ovu reakciju katalizira

enzim piruvat-kinaza.
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Slika 5. Shematski prikaz reakcija glikolize.

[lustracija preuzeta i1 prilagodena prema literaturnom izvoru

http://watcut.uwaterloo.ca/webnotes/Metabolism/Glycolysis.html

piruvat + CoA + [NAD]|*+ - acetil — CoA + CO, + NADPH

Piruvat koji nastaje procesom glikolize moze prijeéi iz citosola u mitohondrij gdje se u
aerobnim uvjetima odvija reakcija oksidacijske dekarboksilacije piruvata te nastaje acetil-

koenzim A. Upravo ova reakcija povezuje glikolizu i ciklus limunske kiseline, a opisana je



1.4.2. Ciklus limunske kiseline

Ciklus limunske kiseline je kona¢ni opéi put oksidacije hranjivih tvari, a sluzi i kao izvor
gradevnih molekula neophodnih za biosintetske reakcije. U ovom se ciklusu acetil-CoA
potpuno oksidira do ugljikovog (IV) oksida (COz). Usporedbom s glikolizom koja se odvija
aerobno 1 anaerobno, ciklus limunske kiseline strogo je aeroban proces. Vecina molekula
ulazi u ciklus limunske kiseline u obliku acetil-CoA koji nastaje iz piruvata reakcijom
oksidacijske dekarboskilacije (jednadzba 5). Ciklus zapocinje reakcijom aldolne kondenzacije
tetrakarbonskog oksaloacetata i dikarbonskog acetila iz acetil-CoA, uz enzim citrat-sintetazu
(Slika 6). Prvo se stvara citril-CoA koji potom hidrolizira u citrat i CoA. Nastali citrat
izomerizacijom prelazi u izocitrat sto katalizira enzim akonitaza, a odvija se ponajprije
reakcijom dehidracije nakon cega slijedi hidracija. Prva od cCetiri reakcije oksidacije i
redukcije je oksidacija i dekarboksilacija izocitrata u a-ketoglutarat. Zatim dolazi do sljedece
oksidacijske fosforilacije a-ketoglutarata i stvaranja produkta sukcinil-CoA, sto katalizira
kompleks enzima a-ketoglutarat-dehidrogenaze. Veza sukcinil-tioester koenzima A bogata je
energijom gdje vrijednost AG® hidrolize sukcinil-CoA iznosi -33 kJ/mol te je sli¢na
vrijednosti hidrolize molekule ATP (AG® = -30,5 kJ/mol). Cijepanjem tioesterske veze, uz
djelovanje enzima sukcinil-CoA-sintetaze, fosforilira se gvanozin-difosfat (GDP) i kao
produkti nastaju sukcinat i gvanozin-trifosfat (GTP). Fosforilna skupina molekule GTP lako
prelazi na ADP c¢ime nastaje ATP. Tu reakciju katalizira enzim nukleozid-difosfokinaza. Kao
posljednji stupanj ciklusa limunske kiseline jesu reakcije u kojima se obnavlja oksaloacetat
tako da se sukcinat prevodi u fumarat oksidacijom, fumarat hidracijom prelazi u malat i
kona¢no se malat oksidira u oksaloacetat. U Cetiri oksidacijsko-redukcijske reakcije ciklusa
limunske kiseline, elektroni se prenose na reducirane nosace elektrona; tri para elektrona
prenose se na nikotinamid adenin-dinukleotid (NAD®), a jedan se par prenosi na flavin
adenin-dinukleotid (FAD) (Cooper i Hausman 2010).
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Slika 6. Shematski prikaz lancanih reakcija ciklusa limunske kiseline

[lustracija preuzeta i prilagodena prema literaturnom izvoru:

https://courses.lumenlearning.com/boundless-microbiology/chapter/the-citric-acid-krebs-

Molekule NADPH i dihidroflavin adenin dinukleotid (FADH>), koje su na prethodno opisan

nacin stvorene u ciklusu limunske kiseline, oksidiraju u reakcijama oksidacijske fosforilacije,

cycle/

tako da prenose svoje elektrone na kisik 1 kona¢no stvaraju ATP.
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1.4.3. Oksidacijska fosforilacija

Oksidacijska fosforilacija je proces u kojem razgradnjom ugljikohidrata, masti i aminokiselina
dolazi do prijenosa elektrona s NADPH i FADH> na molekulski kisik (O2) te nastaje ATP.
Najveci dio energije nastaje razgradnjom ugljikohidrata i masti upravo procesom oksidacijske
fosforilacije, stoga je to glavni izvor molekule ATP kod aerobnih organizama. Razgradnjom
glukoze u procesu glikolize i ciklusu limunske kiseline nastaju ukupno cetiri molekule ATP, a
u procesu oksidacijske fosforilacije nastaju dodatne 32 do 34 molekule ATP. Elektronski
nosaci NADPH i FADH: energetski su bogate molekule obzirom da sadrze par elektrona S
visokim potencijalom prijenosa na druge molekule. Prijenosom elektrona se oslobada velika

koli¢ina energije koja se zatim upotrebljava za sintezu ATP.

Pri oksidaciji hranjivih tvari, glavni akceptor elektrona je NAD®. Nikotinamidski prsten
molekule NAD" prima slobodan vodikov ion i dva elektrona te nastaje njegov reducirani oblik
(NADPH). Drugi glavni prijenosnik elektrona u oksidaciji je molekula FAD, koja je takoder
akceptor dva elektrona, no za razliku od NAD" koji prima jedan, prima dva vodikova atoma i
konac¢no nastaje FADH> (Berg i sur. 2019).

Molekule NADPH i FADH: prenose elektrone, koji su nastali u prethodno opisanim
reakcijama u procesu glikolize i ciklusa limunske kiseline, kroz seriju nosac¢a na transportnom
lancu elektrona (Slika 7). Transportni lanac elektrona je smjesten na unutra$njoj membrani
mitohondrija te ga sacinjavaju elektron akceptorske i donorske molekule organizirane u Cetiri
proteinska kompleksa. Na taj se nacin otpusta energija koja se potom koristi za prijenos
protona (iona H¥) iz unutarnjeg odjeljka mitohondrija u vanjski. Oksidacijska fosforilacija
mora se odvijati na membranama mitohondrija jer se nastali gradijent protona izmedu dva

stani¢na prostora koristi kao pokretacka sila za sintezu molekule ATP iz ADP.

Proces prijenosa elektrona zapocinje kada se hidridni ion (H™ ion) ukloni s NADH (s ciljem

regeneracije NAD™), pri ¢emu nastaju protona i dva elektrona:
H™ - H* + 2e” (6)

Elektroni sa NADH ulaze u transportni lanac elektrona preko kompleksa I, tako da se prenose
na koenzim Q. Koenzim Q je lipidna molekula koja prenosi elektrone kroz membranu sa

kompleksa I na kompleks 111 koji se sastoji od deset polipeptida.

Dva elektrona, koja su nastala od molekule NADH, prenose se na prvi od petnaest razlicitih

nosaca elektrona u respiratornom lancu. Elektoni zapocinju svoj prijenos sa jako viskom
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razinom energije, koja se postupno gubi kako se oni prenose dalje u lancu. Kompleks Il je

sukcinat dehidrogenaza koja prenosi elektrone sa sukcinata na koenzim Q i osigurava dotok
elektrona s FADH na respiracijski lanac.
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1R IH* 2H o H
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Slika 7. Shematski prikaz reakcija oksidacijske fosforilacije.
Ilustracija preuzeta i prilagodena prema literaturnom izvoru

https://microbenotes.com/oxidative-phosphorylation/

Kompleks 111 se sastoji od proteina citokrom c¢ oksidoreduktaze, koja prenosi elektrone s
koenzima Q na citokrom c. Na kraju ovog lanca, elektroni su dosegli najnizu energetsku
razinu. U kompleksu IV, citokrom c oksidaza prenosi po jedan elektron na krajnji akceptor
elektrona sto je molekulski kisik. Kompleksi I, 111 i IV su protonske pumpe te osiguravaju
dovoljno energije za sintezu ATP. Kompleks Il nije protonska pumpa te za razliku od

navedenih kompleksa ne osigurava slobodnu energiju potrebnu za sintezu ATP (Berg i sur.
2019; Cardol i sur. 2009).
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1.5. Mikro-ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. micro-solid phase extraction, pn-SPE)

Tijekom analize bioloskih uzoraka, nerijetko je neophodno proc¢is¢avanje uzorka prije njegove
kvantitativne 1 kvalitativne analize. Konvencionalna metoda prociS¢avanja uzorka jest
ekstrakcija na Cvrstoj fazi (engl. solid phase extraction, SPE), koja omogucuje
ukoncentriravanje i prociS¢avanje jednog ili viSe analita od interesa. Tim se postupkom
uklanjaju nezeljeni interferiraju¢i spojevi i izoliraju Zeljeni analiti iz slozenih bioloskih
uzoraka, poput krvi. Najcesce koristeni SPE uredaji su u obliku cilindri¢nih kolona koje su
ispunjene nepokretnom fazom, premda su dostupne i membrane impregnirane nepokretnom
fazom (Naing i sur. 2019). Najveéi nedostatak prociS¢avanja uzorka metodom SPE je
¢injenica da metoda zahtijeva velike koli¢ine uzorka, §to Cesto predstavlja izazov pri analizi
bioloskih analita. Iz tog se razloga koristi mikro-ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. micro-solid
phase extraction, u-SPE), u kojoj se upotrebljavaju znatno manji volumeni tekuéeg uzorka.
Zelja za razvijanjem minijaturnih procedura javlja se iz teZnje da se eliminiraju nedostaci
konvencionalnih metoda poput utroska velikih koli¢ina organskih otapala i prevelikog broja
operativnih koraka. Metoda se zasniva na prolasku otopljenog uzorka kroz p-SPE kolonu

ispunjenu ¢vrstim materijalom za razdvajanje, tzv. nepokretnom fazom.

Shematski prikaz SPE protokola prikazan je na Slici 8. Pro¢is¢avanje uzorka metodom pu-SPE
zapocCinje ispiranjem p-SPE kolone puferom za ispiranje, nakon ¢ega slijedi ekvilibracija
nepokretne faze ekvilibracijskim puferom. Korak ekvilibracije omogucuje kondicioniranje
nepokretne faze, ¢ime se postize bolje vezanje analita od interesa u sljedeCem koraku ove
metode. Nakon toga se na kolonu dodaje uzorak gdje analit, koji stupa u interakciju s
nepokretnom fazom, ostaje zadrzan na p-SPE koloni. Interakcije izmedu nepokretne faze,
koristene u metodi SPE, ali i kromatografskim metodama, i analita mogu nastati djelovanjem:
adsorpcije, ionske izmjene, razdiobe medu fazama ili veliine analita koji se razdvajaju.
Nasuprot toga, prisutni se analiti u uzorku, koji ne stvaraju interakcije sa ¢vrstom fazom,
ispiru sa kolone ekvlibracijskim puferom u idu¢em koraku. Na kraju se analiti vezani na

nepokretnoj fazi eluiraju elucijskim puferom i dalje obraduju ili analiziraju (Hennion 1999).
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Slika 8. Shematski prikaz SPE protokola. Protokol zapocinje ispiranjem (-SPE kolone
puferom za ispiranje, zatim se nepokretna faza kondicionira ekvilibracijskim puferom, nakon
¢ega slijedi vezanje uzorka koji se Zeli procistiti. Na kraju se analiti od interesa ispiru s kolone
elucijskim puferom.

Ilustracija preuzeta i prilagodena prema literaturnom izvoru Lucci i sur. (2012)

1.5.1. Aktivni ugljen kao nepokretna faza za selektivno vezanje adenozin-fosfata

Zbog brzih promjena u metabolizmu stanica, koji su posljedice enzimatskih reakcija,
kvantitativna analiza nukleotida u uzorku zahtijeva pazljivu pripremu uzorka (Magdenoska i
sur. 2013). Velika je raznolikost krutina koje se koriste kao nepokretne faze u metodi pu-SPE.
Nepokretne faze koje su danas dostupne na trziStu pokrivaju gotovo sve potencijalne
interakcije s analitima (Chisvert i sur. 2019). Kromatografske kolone punjene aktivnim
ugljenom kao nepokretnom fazom koriste se prilikom procis¢avanja nukleotida i Secera (Pabst
i sur. 2010). Aktivni ugljen stvara ¢vrste interakcije s analitima zahvaljujuéi velikom broju =-
elektrona u njegovoj strukturi (Slika 9). Adsorpcija nukleotida na aktivni ugljen temelji se na
interakciji elektrona iz aromatskog prstena purina ili pirimidina sa slobodnim =-elektronima
aktivnog ugljena. Upravo je ta interakcija temelj prociS¢avanja adenozin-trifosfata p-SPE
metodom (Magdenoska i sur. 2013). Aktivni je ugljen Cesto koristeno punilo u-SPE kolona jer

ga, osim mogucénosti ostvarivanja interakcija sa molekulama koje imaju aromatske strukture,
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odlikuju i niska cijena, dobra termalna stabilnost i visoka mehani¢ka snaga (Naing i sur.

2019).

Slika 9. Strukturni prikaz aktivnog ugljena.

1.6. Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti

Kromatografija je tehnika u kojoj se sastojci smjese odjeljuju ovisno o duljini zadrzavanja na
koloni nepokretne faze. Kromatografska analiza sluzi za odjeljivanje, identifikaciju i
kvantitativno odredivanje kemijskih stastojaka prisutnih u slozenim smjesama (Skoog i sur.

2014)

Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. high performance liquid
chromatography, HPLC) je viSenamjenska metoda koja se koristi za separaciju i analizu
Sirokog raspona molekula od polimera, malih molekula farmaceutika i njihovih metabolita te
peptida i proteina. Ova se tehnika koristi u mnogim srodnim podru¢jima molekularne
biologije, kao $to su analiticka i preparativna kemija. Na Slici 10 prikazan je shematski prikaz

sustava HPLC s oznacenim komponentama.

16



Kromatografska ,_1
kolona

Detektor

Pumpa | Prikupljanje

frakcija

Prikupljanje 1
Boce za _ obrada
otapala Injektor podataka

Predkolona

Otpad

Slika 10. Shematski prikaz komponenti tipi¢nog sustava HPLC.
Ilustracija preuzeta i prilagodena prema literaturnom izvoru

https://www.analyticaltoxicology.com/en/high-performance-liquid-chromatography-hplc/

Metoda kromatografskog razdvajanja zasniva se na injektiranju otopljenog uzorka od interesa
u protok otapala koji se naziva pokretna faza. Prokretna faza prolazi kroz kromatografsku
kolonu ispunjenu nepokretnom fazom. Razdvajanje se postize interakcijama izmedu
otopljenih molekula analita i nepokretne faze. Tijekom prolaska pokretne faze kroz kolonu s
vezanim molekulama analita, afinitet vezanja analita za nepokretnu fazu slabi pod utjecajem
protoka pokretne faze. Tada se analit otpusSta s nepokretne u pokretnu fazu te se postupak
ponavlja kada se molekule analita ponovno veZzu za nepokretnu fazu. Molekula s najveéim
afinitetom za nepokretnu fazu vise ¢e se puta vezati i otpustiti S nepokretne faze te ¢e time biti

i dulje vezana za nju.

Kada se na izlaz kolone postavi detektor, ¢iji odziv ovisi o koncentraciji sastojka u uzorku,
kao rezultat nastaje niz simetri¢nih eluacijskih krivulja (pikova). Takav se prikaz naziva
kromatogram (Slika 11) i koristan je za kvalitativnu i kvantitativnu analizu. Polozaj
kromatografskog pika o vremenskoj osi moze posluziti za identifikaciju sastojaka, a iz

povrsine ispod pika moze se izracunati koli¢ina svakog odijeljenog sastojka (Skoog i sur.
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2014). Vremenska os pika predstavlja vrijeme od nanosenja analita na kromatografsku kolonu
do njegovog maksimalnog odziva na detektoru i definira se kao ukupno vrijeme zadrzavanja
ili retencijsko vrijeme (t- ) (McMaster 2007; Weiss 2016).

‘ Vrijeme zadrZavanja, tr ‘

‘ Visina pika, h ‘

Odziv detektora

‘ Bazna linija ‘ Polovica visine pika ‘

_ T _ Wy
‘ Injektiranje ‘
Wh — sirina pika Wb — &irina pika
na polovici visine pri baznoj liniji

Slika 11. Shematski prikaz kromatograma s opisanim parametrima koji opisuju
kromatogratogram te tipi¢ni kromatografski pik.

llustracija preuzeta i prilagodena prema literaturnom izvoru Stauffer i sur. (2008)

1.6.1. Kvalitativna analiza

Kvalitativna analiza podrazumijeva asignaciju pojedinog kromatografskog pika prilikom
analize zeljenog uzorka metodom HPLC. Najvazniji parametar kvalitativne kromatografske
analize jest vrijeme zadrZavanja. S obzirom na to da i male strukturalne promjene izmedu dva
analita mogu rezultirati razli¢itim vremenu zadrzavanja na kromatografskoj koloni, moguce je
usporedbom vremena zadrzavanja vanjskog standarda identificirati pikove nepoznate smjese
analiza analiziranog uzorka. Neophodno je naglasiti da kromatogram ne mora nuzno potvrditi

prisutnost nekog sastojka, ali zasigurno potvrduje njegovu odsutnost (Skoog i sur. 2014).
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1.6.2. Kvantitativna analiza

Kvantitativna kromatografska analiza temelji se na usporedbi visine ili povrSine analiziranog
pika s visinom ili povr$inom pika standardne otopine. Ukoliko se kvantitativna analiza temelji
na odredivanju visine pika, mjeri se duljina okomice spuStene od lokalnog maksimuma
promatranog pika do bazne linije tog pika (h) (Slika 11). Pri analizi je neophodno nadzirati
kromatografske parametre poput temperature kolone, optere¢enja kolone i brzine protoka
pokretne faze jer male promjene navedenih parametara mogu znatno utjecati na izgled
kromatografskog pika. U odnosu na opisanu vrstu kvantitativne analize temeljene na visini
pika, analiza koja se temelji na povrSini pika ne ovisi o utjecajima Sirenja pika te je povrsina
prikladniji parametar od visine pika. lako je visinu pika jednostavnije i to¢nije izmjeriti od
njegove povrsine, suvremeni kromatografski uredaji sadrze elektronicke integratore koji

automatizirano odreduju povrsne pikova (Skoog i sur. 2014).

1.6.3. Tekudinska kromatografija obrnutih faza

Razlikujemo nekoliko principa razdvajanja u tekucinskoj kromatografiji, od kojih su najcesce
kromatografija normalne faze, kromatografija obrnutih faza, kromatografija ionske izmjene,
afinitetna kromatografija i kromatografija iskljucivanjem. Vrsta tekucinske kromatografije

odabire se ovisno o fizikalnim i kemijskim svojstvima analita koji se istrazuje (Richard 2000).

Tekucinska kromatografija obrnutih faza (engl. reverse—phase high—performance liquid
chromatography, RP-HPLC) je najéesce upotrebljavana vrsta HPLC metode razdvajanja. U
RP-HPLC metodi, ¢vrsti materijali su alkilni lanci koji su kovalentno vezani na nepokretnu
fazu. Najces¢e koristene nepokretne faze su hidrofobni oktilsilicijev dioksid (C8),
oktadecilsilicijev dioksid (C18) i butilsilicijev dioksid (C4), koji imaju afinitet za stupanje u
interakciju s hidrofilnim molekulama analita. U kromatografiji obrnutih faza kao pokretne
faze koriste se polarna otapala, koja su uglavnom smjese polarnih organskih molekula i vode,

u kojima je neophodno kontrolirati pH zavrsne otopine (McMaster 2007).
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1.6.4. Validacija metode HPLC

Validacija metode HPLC provodi se u svrhu provjeravanja pouzdanosti novorazvijene
metode. Prilikom validacije analiticke metode definiraju se parametri poput linearnosti,
granica detekcije i kvantifikacije, preciznosti (koja se mjeri unutar istoga i izmedu razli¢itih
dana), ponovljivosti i selektivnosti. Navedeni parametri se po potrebi mogu prosiriti i na

ostale kritiéne elemente validnosti metode.

Linearnost metode odreduje se analizom standardne otopine poznate koncentracije te se kreira
bazdarni pravac ovisnosti povrSine pika o odgovaraju¢oj koncentraciji standarda. Iz
bazdarnog pravca rade se statisti¢ki izracuni kao npr. linearna regresija, u kojoj se u obzir

uzimaju parameri poput nagiba pravca, odsjecka na osi y i koeficijenta korelacije (r).

Preciznost je stupanj podudaranosti izmedu rezultata dobivenih uzastopnom analizom istog
uzorka. Racuna se kao postotak relativne standardne devijacije (% RSD) rezultata ispitivanja

prema formuli:
RSD = (%) %100 ®)

gdje je o standardna devijacija, a X aritmeti¢ka sredina. Sto je postotak relativne standardne

devijacije manji, preciznost je bolja.

Selektivnost je svojstvo metode da se analit koji se mjeri razlikuje od drugih specija unutar
istog uzorka. U metodi HPLC, selektivnost se odreduje faktorom separacije susjednih pikova,

koji podrazumijeva udaljenost izmedu njihovih vrhova (Redzovi¢ i sur. 2021).

1.6.5. Metoda standardnog dodatka

Metoda standardnog dodatka je osmisljena kako bi se izbjegla pogreska koja nastaje zbog
utjecaja otapala uzorka na odziv detektora, odnosno kromatografski signal. Tim se na¢inom
omogucuju nepristrani rezultati kada otapalo ispitivane otopine nepredvidivo varira od testa
do testa i time utjece na osjetljivost analize. Kako bi se izracunalo iskoriStenje, u bioloski se
uzorak doda poznata koncentracija otopine za nacjepljivanje (engl. spike) i iz kromatograma
odredi povrSina pika analita te odredi njegova koncentracija iz jednadzbe bazdarnog pravca.

Metoda podrazumijeva tri koraka:

e mjerenje signala analita otapala,

e dodavanje poznate koncentracija analita u mjereno otapalo te se izmjeri novi signal,
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e raCunanje koncentracije analita u uzorku prema formuli za iskoristenje:

iy . koncentracija analita sa spike otopinom —koncentracija analita
Iskoristenje (%) = K ] pre op : ] )+ 100 7
koncentracija spike otopine

Najprecizniji se rezultati dobiju kada je dodana koncentracija analita barem cetiri puta veca od

koncentracije analita u uzorku (Ellison i Thompson, 2008).

Izracunato iskoriStenje metodom standardnog dodatka ukazuje na postotak detektirane
koli¢ine analita u odnosu na stvarnu koli¢inu analita prisutnom u uzorku. Toc¢nije, prilikom
priprave uzorka nerijetko dolazi do degradacije promatranog analita. Dodavanjem poznate
koli¢ine analita (otopine za nacjepljivanje) u uzorak i odredivanjem iskoriStenja, moze se
odrediti postotak njegove degradacije. Izracunata vrijednost iskoriStenja se uzima u obzir za

kvantitativno odredivanje ekstrahiranog analita iz uzorka kako je opisano u primjeru:

e primjer: ako je dobivena vrijednost iskori$tenja 90%, zakljuceno je kako je prilikom
priprave uzorka degradiralo 10% promatranog analita te se stoga izmjerena koli¢ina

analita mora uvecati za 10% (Koscielniak i Wietecha, 2003).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Molekule ATP, ADP i AMP neophodne su za ve¢inu vaznih metabolickih procesa u ljudskom
organizmu. Odredivanje njihove koncentracije u ljudskoj krvi ima veliki znacaj u dijagnostici
mnogih metabolickih poremecaja, patoloskih stanja te opcenito u pra¢enju energetskog stanja
organizma. 1z tog je razloga kao cilj ovoga istrazivanja postavljen razvoj jednostavne, brze,
precizne i Siroko primjenjive metode ekstrakcije adenozin-fosfata iz najmanjeg moguceg
volumena kapilarne krvi. Bioloski uzorci, poput krvi, zahtijevaju dodatan korak procis¢avanja
od prisutnih oneciséenja lipidnog, anorganskog, proteinskog i organskog porijekla. Da bi
ostvarili navedeni cilj, bilo je potrebno prona¢i adekvatnu nepokretnu fazu metode p-SPE,
pogodnu za viSekratnu upotrebu, Siroko primjenjivu, dostupnu i jednostavnu za primjenu
daljnje metode HPLC, koja selektivno i s najve¢im kapacitetom veze adenozin-fosfate.
Dodatni uvjet je da nepokretna p-SPE faza ne veze analiti¢ki interferirarjuce specije iz uzorka
krvi. U konacnici, djelotvornost i validnost metode ekstrakcije adenozin-fosfata iz krvi je

provjerena i potvrdena teku¢inskom kromatografijom.

22



3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali
3.1.1. Uzorak
U svrhu izrade ovoga rada, analizirala sam uzorke kapilarne krvi zdrave osobe u dobi od 24

godine.

3.1.2. Kemikalije

Kemikalije koriStene za pripremu uzorka:

» ultra ¢ista (milli-Q) voda (18 MQ cm Merck Milipore, Burlington, MA, SAD),
> perklorna kiselina, HCIO4 (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA),

> natrijev karbonat, Na2COz (Kemika, Zagreb, Hrvatska),

» natrijev hidroksid, NaOH (Kemika, Zagreb, Hrvatska).

Kemikalije koriStene za pripremu standarda:

» adenozin-5'-trifosfat, ATP (> 98% Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA),
» adenozin-5'-difosfat, ADP (> 98% Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA),
» adenozin-5'-monofosfat, AMP (> 98% Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA).

Kemikalije koristene za pripremu mobilne faze:

» kalijev hidrogenfosfat, K;HPO4 (Kemika, Zagreb, Hrvatska),
» Kklijev dihidrogenfosfat, KH2PO4 (Kemika, Zagreb, Hrvatska),
» metanol, HPLC cisto¢e (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA).

Kemikalije koriStene za pripremu otopina za P-SPE metodu:

» acetonitril (> 99,9% Merck Milipore, Burlington, MA, SAD),

» mravlja kiselina (> 98% Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD),

» amonijev hidroksid, NH4OH (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA),

» aktivni ugljen kao nepokretna faza (Harvard Apparatus, Holliston MA, USA).
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3.1.3. Tehnic¢ka pomagala, instrumentacija i pribor
Iz potrebe odredivanja koncentracija adenozin-fosfata iz ljudske krvi, koristen je slijedeci

pribor, pomagala i instrumentacija:

» kromatografska kolona reverzne faze Hypersil ODS column C18 (125 mm x 4 mm, 5 pm
veli¢ine Cestica) s pretkolonom Hypersil ODS (10 x 4 mm, 5 um),

sustav HPLC, Agilent serije 1100 (St. Clara, CA, USA),

centrifuga 5415 R (Eppendorf, Hamburg, Njemacka),

susionik (Eppendorf, Hamburg, Njemacka),

YV V V V

automatizirana platforma za rukovanje teku¢im uzorcima AssayMAP Bravo Protein

Sample Prep Platform, Agilent (St. Clara, CA, USA),

Y

uredaj za mjerenje pH (Mettler Toledo, Svicarska),

Y

mikrotubice za centrifugu 1,5 mL (Eppendorf, Hamburg, Njemacka),

> filter Microcon-10 kDa, 0,5 mL s Ultracel-10 membranom (Merck Milipore, Burlington,
MA, SAD),

» HPLC vijale,

» U-SPE kolone

3.2. Metode

3.2.1. Priprava uzorka

Priprava uzorka prilagodena je prema literaturnom izvoru Coolen i sur. (2008). Odmah nakon
uzorkovanja, 50 pL kapilarne krvi pomijeSala sam s jednakim volumenom hladne 8%
perklorne kiseline (PCA) u mikrotubici za centrifugu, nakon ¢ega sam sve daljnje korake
izvodila drze¢i uzorak u mikrotubici na ledu. Nakon dodatka PCA, uzorku sam odijelila talog
pomocu uredaja za centrifugiranje brzinom od 12 000 rpm, u vremenu od 10 min i pri
temperaturi od 4 °C. Zatim sam izdvojila 65 pL supernatanta i dodala 4 pL otopine 2 M
natrijevog karbonata u 6 M natrijevom hidroksidu. Odmah nakon dodatka puferske otopine,
ponovila sam postupak centrifugiranja pri istim uvjetima kao u prethodnom koraku. Nakon
centrifugiranja, izdvojeni sam supernatant procistila pomoc¢u filtera Microcon-10 kDa. Nakon

toga, 40 uL filtrirane otopine obradila sam za daljnju analizu metodom HPLC.
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3.2.1.1. Priprava standardnih otopina

Za kreiranje bazdarne krivulje pripremila sam standardne otopine 8 mM ATP, 4 mM ADP i 4
mM AMP otapanjem potrebne mase u 50 mM fosfatnom puferu, pH 6. PomijeSala sam
200 pL svake od tri otopine standarda adenozin-fosfata te dodala 200 pL 50 mM fosfatnog
pufera, ¢ime je konacni volumen iznosio 800 puL. Dodala sam jednaki volumen 8% PCA i
tretirala standarde poput uzorka sa svim potrebnim koracima opisanim u poglavlju 3.2.1.
Priprava uzorka. Nakon posljednjeg koraka, koncentracija ATP u otopini iznosila je 2000
MM, a koncentracija ADP i AMP 1000 uM. Ovako pripremljene otopine koristila sam za
daljnja razrjedenja do kona¢nih koncentracija: 1200 puM, 600 puM, 240 uM i1 40 uM za ATP te
600 uM, 300 puM, 120 pM, 20 uM za ADP i AMP. Nakon provedene analize navedenih
standardnih otopina metodom HPLC , kreirala sam bazdarnu krivulju u ovisnosti povrsine
pika 1 koncentracije. Pomoc¢u jednadzbe pravca u konacnici sam odredivala koncentracije

adenozin-fosfata u uzorku ljudske krvi.
3.2.1.2. Priprava otopine za nacjepljivanje

U svrhu to¢nog odredivanja koncentracije zeljenih analita u krvi, koristila sam metodu
standardnog dodatka. Kako bih dodala poznatu koncentraciju standardnih otopina u uzorak
krvi (engl. spiking), pripremila sam standardne otopine 4 mM ATP, 4 mM ADP i 4 mM AMP
u 8% PCA otopini. Standarde sam pomijesala u jednakim volumenima te razrijedila s 8%
PCA, tako da konacna koncentracija svakog standarda u otopini bude 200 uM. Pripremljenu

sam otopinu koristila kao otopinu za nacjepljivanje u metodi standardnog dodatka.
3.2.1.3. Postupak metode standardnog dodatka

Isti uzorak krvi odijelila sam u dva jednaka dijela u volumenu od 50 pL. U prvi sam dio
uzorka krvi dodala 50 pL 8% PCA te isti obradila po opisanom postupku za ekstrakciju
adenozin-fosfata u poglavlju 3.2.1. Priprava uzorka. Nakon ekstrakcije i pro¢is¢avanja uzorka
pomocu filtera, uzorak sam odmah podvrgnula analizi metodom HPLC. U drugi dio uzorka
krvi dodala sam jednak volumen otopine za nacjepljivanje, toc¢nije 50 pL 8% PCA s
otopljenim standardnima adenozin-fosfata u koncentraciji od 200 uM. Daljni postupak obrade
i analize drugog dijela bio je identican kao i kod priprave prvog dijela uzorka krvi. Pomocu
dobivenih rezultata nakon analize metodom HPLC, izracunala sam iskori$tenje koriStene

metode jednadzbom 7.
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3.2.2. Tekudéinska kromatografija obrnutih faza

Ekstrahirane adenozin-fosfate iz uzorka kapilarne krvi analizirala sam tekuéinskom
kromatografijom obrnutih faza tako da sam 40 pL rezultirane otopine nakon filtracije
primjenom filtera Microcon-10 kDa pomijesala s 160 pL 50 mM fosfatnog pufera, pH 6.
Koristenu metodu RP-HPLC sam razvila i prilagodila po literaturnom izvoru Coolen i sur.
(2008).

3.2.2.1. Kromatografski parametri

Adenozin-fosfate iz otopina standarda, kao i iz uzoraka krvi medusobno sam odijeljelila na
HPLC sustavu Agilent 1100 s brzinom protoka 0,6 mL/min, koriste¢i kromatografsku kolonu
Hypersil ODS C18 (125 mm x 4 mm, 5 um veli¢ine Cestica) s pretkolonom Hypersil ODS (10
x 4 mm, 5 um). Temperatura kolone bila je odrzavana na 20 °C. Ukupna analiza trajala je 30
minuta uz gradijentnu eluciju pokretne faze koja se sastojala od 50 mM fosfatnog pufera, pH
6, kao otapala A i 100% metanola kao otapala B. Otapalo A, 50 mM fosfatni pufer, pH 6
pripremila sam tako da sam 0,522 g KoHPOg4 i 6,392 g KH2PO4 otopila u 1 L milli-Q vode.
Vremenski gradijent mijeSanja otapala prikazan je u Tablici 2. Volumen ubrizganog uzorka

iznosio je 25 uL, a valna duljina pri kojom su detektirani analiti iznosila je 260 nm.

Tablica 2. Vremenski gradijent mijeSanja otapala kanala A i B koriSten tijekom analize

ekstrahiranih adenozin-fosfata metodom RP-HPLC.

Brzina protoka

Vrijeme (min) AL ) Otapalo A (%) Otapalo B (%)
Pocetno 0,6 100,0 0
2,0 0,6 100,0 0
10,0 0,6 87,5 12,5
12,0 0,6 87,5 12,5
20,0 0,6 100,0 0
30,0 0,6 100,0 0
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3.2.2.2. Validacija metode HPLC

Nakon prilagodbe kromatografskih parametara, validaciju metode HPLC provela sam

odredivanjem selektivnosti, linearnosti, i preciznosti.

Selektivnost modificirane metode HPLC odredila sam promatranjem razlucivanja i simetrije

pikova standardne otopine adenozin-fosfata.

Pomocu bazdarnih pravaca ovisnosti povrSine pika o koncentraciji standardnih otopina
molekula ATP, ADP i AMP, odredila sam nagib i presijek pravca te koeficijent korelacije

linearnom metodom namjanjih kvadrata.

Preciznost metode odredila sam usporedbom tri rezutata analiziranih otopina standarda,
dobivenih unutar istog i izmedu tri razli¢ita dana mjerenja. Nakon analize otopina standarda i
analita iz krvi metodom HPLC, odredila sam prosje¢ne povrsine pika i standardnu devijaciju
za Cetiri razine koncentracije (10, 50, 100, 300 pM) svakog adenozin-fosfata. Mjeru
preciznosti, to¢nije postotak relativne standardne devijacije (engl. relative standard deviation,
RSD), izraCunala sam prema formuli 8, kao omjer standardne devijacije (o) i aritmeticke

sredine (x), pomnozen sa 100.

3.2.3. Mikro-ekstrakcija na ¢évrstoj fazi

Ekstrahirane adenozin-fosfate iz uzorka krvi prodistila sam metodom p—SPE na uredaju
Agilent AssayMAP Bravo. Vezanje, procis¢avanje i ispiranje provedeno je primjenom kolone

u-SPE ispunjene aktivnim ugljenom kao nepokretnom fazom.
3.2.3.1. Priprava otopina za protokol p-SPE

Otopine koje su potrebne za protokol p-SPE su pufer za kondicioniranje, ekvilibracijski pufer
i elucijski pufer, a prikazane su u Tablici 3. Protokol je prilagoden prema literaturnom izvoru
Pabst i sur. (2010).

Tablica 3. Otopine koristene u protokolu p-SPE.

Pufer za kondicioniranje

kolone Ekvilibracijski pufer Elucijski pufer
Acetonitril u 3% HCOOH, Milli-Q voda Acetonitril u 3% HCOOH,
pH 9 (60:40; v/v) pH 9 (60:40; v/v)
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3.2.3.2. Protokol metode pu-SPE

U svrhu optimizacije metode Y-SPE vezanja i procis¢avanja adenozin-fosfata za aktivni
ugljen kao nepokretnu fazu, pripremila sam standardnu otopinu adenozin-fosfata tako da sam
najprije odgovaraju¢u masu ATP, ADP i AMP otopila u 50 mM fosfatnom puferu, pH 6. U
otopini je koncentracija standarda ATP iznosila 459 uM, koncentracija ADP iznosila je 372
MM, a koncentracija AMP bila je 225 pM. Volumen od 40 L pripremljene otopine razrijedila
sam s 160 pL mili-Q vode.

Nakon potvrde vezanja standarda ATP, ADP i AMP na kolonu p-SPE ispunjenu aktivnim
ugljenom, isti sam protokol primjenila na ekstrahiranim adenozin-fosfatima iz uzorka
kapilarne krvi prema postupku opisanom u poglavlju 3.2.1.3. Postupak metode standardnog
dodatka. U konacnici sam 40 pL filtrata razrijedila u 160 pL ekvilibracijskog pufera, odnosno
mili-Q vode.

Postupak p-SPE proveden je na isti nacin prilikom proci$¢avanja standardne otopine i uzorka
kapilarne krvi. Prvi korak protokola p-SPE ukljucuje ispiranje kolone p-SPE u kojoj se nalazi
nepokretna faza aktivni ugljen. Kroz kolonu je propusten pufer za ispiranje (acetonitril u 3%
HCOOH, pH 9 (60:40; v/v)) u volumenu od 100 pL brzinom protoka od 300 pL/min. Zatim
je slijedio korak kondicioniranja nepokretne faze, u kojem je kroz kolonu propusteno 100 pL
milli-Q vode protokom od 100 puL/min. Nakon $to se kolona kondicioniranjem prilagodila za
vezanje adenozin-fosfata, naneseno je 100 uL standarda ili uzorka krvi po protoku brzine
5 pL/min. Vezani adenozin-fosfati su prije elucije isprani s 25 pL ekvilibracijskog pufera uz
brzinu protoka od 5 pL/min. U zadnjem su koraku vezani adenozin-fosfati eluirani s
nepokretne faze elucijskim puferom (acetonitril u 3% HCOOH, pH 9 (60:40, v/v)) u
volumenu od 100 uL i brzini protoka od 5 pL/min. Eluat sam naposljetku osusila u suSioniku,
otopila u 100 pL 50 mM fosfatnog pufera, pH 6, prebacila u HPLC vijalu i analizirala prema
opisanoj HPLC metodi. SaZeti prikaz cijelog protokola u-SPE nalazi se u Tablici 4.

28



Tablica 4. Shematski prikaz protokola metode u-SPE koji je koristen za proc¢is¢avanje uzorka

kapilarne krvi primjenom aktivnog ugljena kao nepokretne faze za selektivno vezanje

adenozin-fosfata.

Korak Volumen Brzina protoka
(uL) (UL/min)
Ispiranje 100 300
Kondicioniranje 100 100
Nanosenje uzorka 100 5
Ispiranje uzorka
ekvilibracijskim 100 5
puferom
Elucija 25 5

Uzorak krvi sa otopinom za nacjepljivanje, analizirala sam u triplikatima. Pomoc¢u jednadzbe
7, izraCunala sam Kkoncentraciju pojedinog adenozin-fosfata prije i nakon protokola

procisc¢avanja te prema srednjoj vrijednosti izraCunala % RSD za svaki adenozin-fosfat.
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4. REZULTATI

4.1. Razvoj kromatografske metode za razdvajanje adenozin-fosfata na
uzorcima standarda

Odabrana kromatografska metoda iz literaturnog izvora Coolen i sur. (2008), gdje je koristen
sustav HPLC Agilent serije 1100 opremljen kromatografskom kolonom C18, prilagodena je
prema potrebama ekstrakcijske metode, kako je nadalje i opisano. Razdvajanje je provedeno
protokom gradijentne elucije (Tablica 5) uz 50 mM fosfatni pufer pH 6 kao pokretna faza A i
100% metanol kao pokretna faza B. Volumen injektiranja u navedenom radu iznosio je 25 pL,
brzina pokretne faze 1 mL/min, a kromatografska kolona odrzavana na 20 °C. Detekcija
analita provedena je detektorom s nizom dioda (engl. diode array detecton, DAD) pri valnoj
duljini 260 nm.

Tablica 5. Vremenski gradijent mijeSanja otapala kanala A i B koristen tijekom RP-HPLC

analize ekstrahiranih adenozin-fosfata prema radu Coolen i sur. (2008).

Vrijeme (min) Br(ernf r‘:]ri?:f)ka Otapalo A (%) Otapalo B (%)
0 1,0 100,0 0
2,0 1,0 100,0 0
10,0 1,0 87,5 12,5
12,0 1,0 87,5 12,5
17,0 1,0 100,0 0
19,0 1,0 100,0 0

Budu¢i da analizom standardne otopine ATP, ADP i AMP navedenim kromatografskim
parametrima nisu zadovoljeni Kriteriji selektivnosti dobre HPLC metode, (Slika 12), metodu

sam modificirala i validirala u svrhu dobrog razdvajanja adenozin-fosfata.
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Slika 12. Uvecani kromatogram smjese standarda od 0 do 14 min u kojem koncentracije ATP,
ADP i AMP iznose 1000 uM. Adenozin-fosfati razdvojeni su gradijentnom metodom prema
izvoru Coolen i sur. (2008). Vrijeme zadrzavanja molekule ATP iznosilo je 1,41 min, ADP
1,53 min, a AMP 2,11 min.

U konacnici su se kromatografski parametri koristeni u ovom diplomskom radu, opisani u
poglavlju 3.2.2.1. Kromatografski parametri, pokazali kao zadovoljavaju¢i (Slika 13) jer su

rezultirali boljim razluc¢ivanjem pikova adenozin-fosfata iz smjese standarda.
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Slika 13. Uvecani kromatogram smjese standarda od 0 do 14 min, u kojem je koncentracija

ATP 1000 puM, a koncentracija ADP i AMP iznosi 500 uM. Adenozin-fosfati razdvojeni su

modificiranom metodom. Vrijeme zadrZavanja molekule ATP iznosilo je 3,49 min, molekule
ADP 4,17 min, a molekule AMP 7,78 min.

4.2. Validacija kromatografske metode

Dobro razluéivanje i simetrija pikova molekula ATP, ADP i AMP u smjesi standarda (Slika
13) i u uzorku krvi (Slika 14) od ostalih pikova, ukazuju na zadovoljavajucu selektivnost
metode. U smjesi standarda molekula adenozin-fosfata, simetrija pika za ATP iznosila je 0.51,
ADP 0,53 te AMP 0,68, dok je u uzorku krvi simetrija pika za ATP iznosila 0.58, ADP 0.64
te AMP 1.30.
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Slika 14. Uvecani kromatogram uzorka krvi od 0 do 20 min na kojem su oznaceni pikovi
ATP, ADP i AMP.

Podaci o linearnosti dobiveni su iz bazdarnih pravaca ovisnosti povrSine pika pojedinog
adenozin-fosfata u odnosu na njegovu odgovarajuc¢u koncentraciju (Slike 15-17). U svrhu
izrade bazdarnog pravca, standardne otopine razliCitih koncentracija analizirane su u
triplikatima. Koeficijent korelacije, nagib i presjek pravca odredeni su linearnom metodom
namjanjih kvadrata. Bazdarni pravci prikaziju dobru linearnost metode za sve tri ispitivane
komponente obzirom da su vrijednosti R? > 0,99 za ATP, ADP i AMP. Slika 18 prikazuje
preklopljene kromatograme smjesa svih koncentracija standarda adenozin-fosfata koji su

koriSteni pri konstruiranju bazdarnog pravca.
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Slika 15. Bazdarni pravac ovisnosti srednje vrijednosti povrsine pika o koncentraciji

standardne otopine ATP u koncentraciji od 1200, 600, 240 i 40 uM. Svaka od navedenih
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Slika 16. Bazdarni pravac ovisnosti srednje vrijednosti povrsine pika o koncentraciji

standardne otopine ADP u koncentraciji od 600, 300, 120 i 20 puM. Svaka od navedenih

koncentracija je analizirana u triplikatu s izraCunatim % RSD < 1.
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Slika 17. Bazdarni pravac ovisnosti srednje vrijednosti povrsine pika o koncentraciji
standardne otopine AMP u koncentraciji od 600, 300, 120 i 10 puM. Svaka od navedenih

koncentracija je analizirana u triplikatu s izra¢unatim % RSD < 1.
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Slika 18. Preklopljeni kromatogrami otopina standarda koji su koristeni za konstruiranje
bazdarnog pravca (A-D) gdje su koristene koncentracije ATP od 40 uM (A), 240 uM (B), 600
MM (C) 11200 uM (D) te koncentracije ADP i AMP od 20 uM (A), 120 uM (B), 300 uM (C)

i 600 UM (D).
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Preciznost metode prikazana je pomocu uzastopne analize standardnih otopina ATP, ADP i

AMP metodom HPLC u koncentracijama od unutar istoga dana i izmedu tri razli¢ita dana.

Rezultati preciznosti prikazani su u Tablici 6.

Tablica 6. Preciznost rezutata analize istih otopina standarda ATP, ADP i AMP u

koncentracijama 10, 50, 100 i 300 uM metodom HPLC unutar istog dana i izmedu razli¢itih

dana analize. Rezultat preciznosti izrazen je kao postotak relativne standardne devijacije (%

RSD).
Unutar istoga dana Izmedu razlicitih dana
adenozine 00 E onmain "0 oncemmmea "
fosfat (%) (%)
(LM) (LM) (LM)
10 9,78 0.20 9,80 0.82
ATP 50 50,10 0.04 50,14 0.26
100 100,07 0.14 99,85 0.14
300 299,70 0.04 299,76 0.04
10 10,22 1.17 10,13 0.20
ADP 50 49,84 0.08 49,90 0.04
100 99,64 0.14 99,39 0.43
300 300,33 0.11 299,97 0.06
10 10,43 0.10 10,46 0.38
AMP 50 49,48 0.08 49,46 0.04
100 99,41 0.15 99,07 0.32
300 300,15 0.03 300,22 0.01
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4.3. Razvoj metode za ekstrakciju adenozin-fosfata iz ljudske krvi

Kao sto je ve¢ navedeno, jedan od ciljeva ovog istrazivanja bio je razvoj metode kojom bi se
ekstrahirali adenozin-fosfati iz $to manjeg volumena kapilarne krvi. Slika 19 prikazuje dva
preklopljena kromatograma koji ukazuju na jednako uspjes$nu ekstrakciju adenozin-fosfata iz
500 pL i iz 50 pL krvi. Slika 20. prikazuje uzorak krvi nakon protokola ekstrakcije, ali prije

filtracije primjenom filtera Microcon-10 kDa.
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125-

10~

7,5 
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Slika 19. Preklopljeni kromatogrami ekstrahiranih adenozin-fosfata iz 500 uL (A) i 50 pL
krvi (B).
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Slika 20. Zamucena crvena otopina ekstrahiranih adenozin-fosfata iz kapilarne ljudske krvi

prije pro¢is¢avanja primjenom filtera Microcon-10 kDa.

4.4. Koncentracija molekula ATP, ADP, AMP u 50 pL ljudske krvi

IskoriStenje metodom standardnog dodatka provedeno je analizom istog uzorka krvi koji je
odijeljen na dva dijela. Jednom je dijelu dodana otopina za nacjepljivanje poznate
koncentracije adenozin-fosfata od 200 uM, dok je druga otopina analizirana standardnim
postupkom ekstrakcije ATP, ADP i AMP iz kapilarne ljudske krvi. Svi su uzorci analizirani u
triplikatima te su izracunate srednje vrijednosti dobivenih rezultata. 1z navedenih podataka,
izraCunato je iskoriStenje ekstrakcijske metode prema jednadzbi 7, a dobivene vrijednosti
prikazane su u Tablici 7. Preklopljeni kromatogrami otopine za nacjepljivanje, uzorka krvi sa
standardnim dodatkom te istog uzorka krvi bez dodanog standardnog dodatka prikazani su na
Slici 21. 1z koncentracija adenozin-fosfata u krvi prikazanih u Tablici 7, izraCunata je

vrijednost AEC prema formuli 2 i iznosi 0,87.
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Slika 21. Preklopljeni kromatogrami adenozin-fosfata (A-C) koji prikazuju ekstrahirane
adenozin-fosfate iz uzorka krvi kojemu je dodan standardni dodatak ATP, ADP i AMP u
koncentraciji od 200 uM (A), adenozin-fosfati standardnog dodatka koncentracije 200 pM
(B), ekstrahirani adenozin-fosfati iz 50 pL kapilarne krvi (C).

Tablica 7. Tabli¢ni prikaz srednje vrijednosti koncentracija molekula ATP, ADP i AMP u tri
uzorka kapilarne krvi, eksperimentalna koncentracija standardnog dodatka, koncentracija

uzorka krvi kojemu je dodana poznata koncentracija standardnog dodatka (200 pM) s

izraCunatim iskoriStenjem.

Koncentracija Koncentracija
Adenozin- Koncentracija standar anJ krv + IskoriStenje
fosfat u krvi (uM) dodatka ( I\% standardni (%)
H dodatak (uM)
ATP 1390,522 2307,804 2881,153 77,86
ADP 260,187 1733,991 2319,861 129,53
AMP 96,032 1466,227 1519,073 109,91
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4.5. Preciznost metode u-SPE

Zbog potrebe procis¢avanja uzorka kapilarne krvi od prisutnih oneci$¢enja, koriStena je
metoda p-SPE s kolonom ispunjenom aktivnim ugljenom kao nepokretnom fazom. U svrhu
validacije metode, koriStena je metoda standardnog dodatka. Na Slici 22 prikazan je
kromatogram uzorka krvi, kojemu je dodana poznata koncentracija standardnog dodatka prije
procis¢avanja. Kromatogram na Slici 23. predstavlja uzorak krvi sa poznatom koncentracijom
standardnog dodatka nakon prociS¢avanja, a Slika 24 predstavlja preklopljene kromatograme

prikazane na Slikama 22 i 23.
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Slika 22. Kromatogram uzorka ljudske kapilarne krvi kojemu je dodana poznata
koncentracija standardnog dodatka (200 uM) prije procis¢avanja metodom p-SPE. Na
kromatogramu su oznaceni pikovi ATP, ADP i AMP.
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Slika 23. Kromatogram uzorka ljudske kapilarne krvi prikazane na Slici 22, nakon
procis¢avanja adenozin-fosfata metodom p-SPE uz primjenu aktivnog ugljena kao nepokretne

faze. Na kromatogramu su oznaceni pikovi ATP, ADP i AMP.
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Slika 24. Preklopljeni kromatogrami uzorka ljudske kapilarne krvi prikazani na Slici 22 i 23,
nakon proc¢is¢avanja adenozin-fosfata metodom p-SPE uz primjenu aktivnog ugljena kao
nepokretne faze (A) i prije proc¢is¢avanja adenozin-fosfata metodom p-SPE uz primjenu

aktivnog ugljena kao nepokretne faze (B).
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Preciznost metode izracunata je kao relativna standardna devijacija koncentracija adenozin-

fosfata tako da su tri uzorka krvi sa standardnim dodatkom injektirani u triplikatima. Podaci o

preciznosti metode prikazani su u Tablici 8.

Tablica 8. Preciznost p-SPE metode, u kojoj je koristen aktivni ugljen kao nepokretna faza,

izrazena kao postotak relativne standardne devijacije (% RSD) koncentracija molekula ATP,

ADP i AMP ekstrahiranih iz tri uzorka krvi kojima je dodana otopina za nacjepljivanje s

koncentracijom adenozin-fosfata od 200 uM.

Koncentracijau  Koncentracija u Gubitak
Adenozin-fosfat ktyvlrprue. erIVI:]akon. RSD (%) uzot!ia} nakqn
prociscavanja prociscavanja prociscavanja
(M) (HM) (%)
ATP 2731,31 1353,29 10,25 50,51
ADP 2148,47 1133,93 10,69 47,22
AMP 1622,99 947,40 11,20 41,68
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5. RASPRAVA

5.1. Razvoj kromatografske metode za razdvajanje adenozin-fosfata na
uzorcima standarda

Jedan od ciljeva ovog istrazivanja bio je razviti te validirati HPLC metodu, koja ponovljivo i

u kratkom vremenu moze medusobno odijeliti ATP, ADP i AMP analite te tako kvantitativno

odrediti koncentraciju pojedinog adenozin-fosfata u uzorku ljudske kapilarne krvi. Razvijena

metoda pokazala je dobro razdvajanje adenozin-fosfata u smjesi u kratkom vremenu analize.

Prvi kromatografski uvjeti odabrani su prema istrazivanju Coolen i sur. (2008), koji su
koristili gradijentnu metodu elucije s 50 mM fosfatnim puferom, pH 6, kao pokretnu fazu A i
100% metanolom kao pokretnu fazu B. Volumen injektiranja je bio 25 pL, a protok 1
mL/min. Vremenski gradijent mijeSanja otapala kanala A i B koriSten u ovome radu, prikazan
je u Tablici 5. Koriste¢i takve kromatografske parametre, molekula ATP imala je najmanje
vrijeme zadrzavanja (tr = 1,41) te se eluirala prva s kromatografske kolone, dok je molekula
ADP eluirana netom nakon molekule ATP (tr = 1,53), a molekula AMP imala je najvece
vrijeme zadrzavanja (tr = 2,11) i eluirala se posljednja od sva tri analizirana adenozin-fosfata.
Nakon pokusaja razdvajanja smjese standardnih otopina adenozin-fosfata, iz kromatograma
(Rezultati 4.1., Slika 12) uoc¢ena je losa selektivnost metode. Pikovi molekula ATP i AMP bili
su spojeni, stoga je bilo potrebno modificirati HPLC metodu razdvajanja. Isto tako, pokretna
faza A bila je pripremljena prema uputama navedenim u materijalima i metodama navedenog
istrazivanja gdje je pH pripremljene otopine trebao biti 6. Medutim, mjerenjem vrijednosti pH
pokretna faze A ustanovljeno je kako je otopina luznatija, odnosno pH je iznosio 7,7. 1z tog je
razloga pripremljena nova pokretna faza A, 50 mM fosfatni pufer kojem je vrijednost pH
podesen na 6. Snizenje vrijednosti pH pokretne faze znatno je utjecao na kromatografiju, tako
da su se pikovi molekula ATP i ADP medusobno odijelili. U svrhu jo§ boljeg odjeljivanja
analita ATP i ADP, smanjena je brzina protoka mobilne faze sa 1 mL/min na zadovoljavajucu

brzinu od 0,6 mL/min.

Nova gradijentna metoda, s novom pokrethom fazom i protokom smanjenim na 0,6 mL/min,
omogucila je razdvajanje pikova molekula ATP i ADP uz promjenu vremena zadrZavanja
(Rezultati 4.1., Slika 13). Najkrace vrijeme zadrzavanja imala je molekula ATP (3,49 min),
zatim molekula ADP (4,17 min) te molekula AMP (7,78 min).

Ukupno vrijeme analize modificirane gradijentne HPLC metode iznosilo je 30 minuta.

Premda su se sva tri analizirana adenozin-fosfata eluirala do osme minute, na kromatogramu
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uzorka krvi referentnog rada prisutni su pikovi drugih krvnih komponenti eluirani nakon 16.
minute. Isto tako, obzirom da je koristena gradijentna metoda, vrijeme analize je produljeno
kako bi se u potpunosti isprao metanol kao pokretna faza B te omogucilo kondicioniranje
kolone prije injektiranja drugog uzorka. U suprotnom bi zaostala koli¢ina metanola
uzrokovala neujednaceno i neponovljivo kromatografsko razdvajanje uz loSu simetriju

kromatografskih pikova.

5.2. Validacija kromatografske metode

Pouzdanost koriStene HPLC metode utvrdena je validacijom metode odredivanjem njene
selektivnost, linearnosti i preciznosti. Svaki je korak validacije bio proveden na standardnim
otopinama smjese ATP, ADP i AMP.

Selektivnost je odredena obzervacijom dva susjedna kromatografska pika od interesa. U
odnosu na kromatografsku metodu koju su koristili Coolen i sur. (2008), novorazvijena HPLC
metoda pokazala je zadovoljavajuéu selektivnost, sto je vidljivo iz kromatograma prikazanog
na Slici 13, budu¢i da su pikovi sva tri analizirana analita u potpunosti razdvojeni. Visoka
simetrija promatranih kromatografskih pikova adenozin-fosfata ukazuje na dobru
kvantitativnu HPLC metodu kojom se pouzdano moze odrediti koncentracija pojedinog

analita.

Linearnost kromatografske metode odredena je iz bazdarnih pravaca ovisnosti povrSine pika o
koncentraciji standarda sva tri analizirana adenozin-fosfata. Bazdarni pravci konstruirani su
tako da su se standardne otopine za svaki adenozin-fosfat analizirale u triplikatima te se uzela
srednja vrijednost povrsine pika za svaku koncentraciju. Koeficijent korelacije (R?) bio je veéi
od 0,99 za sva tri analita, stoga je linearnost metode izrazito dobra. Visoko linearan odziv
detektora prema koncentraciji analita osigurao je kvantitativno odredivanje nepoznatih

koncentracija molekula ATP, ADP i AMP u uzorku ljudske krvi.

Preciznost metode prikazana je kao relativna standardna devijacija. Koncentracije standardnih
otopina adenozin-fosfata odredene su se u triplikatima unutar istog te izmedu tri razli¢ita dana
analize metodom HPLC. Vrijednosti relativne standardne devijacije unutar istoga dana analize
otopine standarda bili su u rasponu od 0,03% do 1,17%, a izmedu tri razli¢ita dana analize od
0,01% do 0,82%. Niske vrijednosti RSD ukazuju na to da su uzastopnom analizom iste

otopine standarda dobivene jednake vrijednosti povrSine pikova, a time i iste vrijednosti
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njihovih koncentracija. Drugim rije¢ima, dobivene vrijednosti RSD ukazuju na preciznost i

ponovljivost razvijene HPLC metode.

5.3. Razvoj metode za ekstrakciju adenozin-fosfata iz ljudske krvi

Uz razvoj odgovaraju¢e HPLC metode, drugi cilj ovog rada bio je ekstrahirati adenozin-
fosfate iz $to manjeg volumena kapilarne krvi. Martinez i sur. (2014) te Coolen i sur. (2008)
odredivali su adenozin-fosfate ektrahirane iz 500 pL ljudske krvi. U tu su svrhu morali
uzorkovati ¢ak 8 mL venske krvi koja je bila uskladiStena u epruvetama s antikoagulansom.
Poznato je da antikoagulansi utjecu na hidrolizu molekule ATP do ADP, AMP i adenozina
(Wu i sur. 2008). Stoga je prednost novorazvijene metode ekstrakcije u ovom diplomskom
radu ta da se iz 50 pL kapilarne krvi jednako pouzdano mogu analizirati adenozin-fosfati, a
samim time bez potrebe skladiStenja krvi u epruvetama s antikoagulansom. Ekstrakcija
molekula ATP, ADP i AMP iz 50 uL kapilarne krvi postigla se na nacin da se modificirala
metoda ekstrakcije iz 500 pL venske krvi prema radu Coolen i sur. (2008) (Rezultati 4.3.,
Slika 19). Perklorna kiselina dodana je u jednakom volumnom omjeru u uzorak krvi kako bi
se razgradili eritrociti i ekstrahirali adenozin-fosfati te u konac¢nici precipitirali nezeljeni
proteini. Dodatak perklorne kiseline jedan je od najceS¢ih pristupa prilikom ekstrakcije
nukleotida iz bioloskih uzoraka (Redzovi¢ i sur. 2021). Nakon dodatka perklorne kiseline,
uzorak je bilo nuZzno neutralizirati obzirom da se zbog zaostatka kiseline u uzorku dogada
hidroliza molekula adenozin-fosfata. Kako bi se uzorak neutralizirao, dodana je otopina 2 M
natrijevog karbonata u 6 M natrijevom hidroksidu, koji formira netopljivi talog natrijeva
perklorata. Odmah nakon neutralizacije, supernatant su u navedenim istraZivanjima direktno
analizirali HPLC uredajem. Medutim, otopina iznad taloga nakon neutralizacije bila je
zamucena te sadrZavala oneciS¢enja te je prilikom analize uzrokovala zacepljenje HPLC
sustava (Slika 20). 1z tog je razloga uzorak krvi u ovom radu procis¢éen pomocu filtera
Microcon-10 kDa, §to nije utjecalo na gubitak ili degradaciju molekula ATP, ADP ili AMP

(rezultati nisu prikazani).
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5.4. Koncentracija molekula ATP, ADP, AMP u 50 pL ljudske krvi

Koncentracija analita u krvi izraCunata je primjenom metode standardnog dodatka. Kako je
ve¢ objasnjeno, metoda standardnog dodatka podrazumijeva analizu uzorka krvi, uzorka Krvi
u koji je dodana poznata koncentracija analita u otopini za nacjepljivanje te analizom otopine
za nacjepljivanje. 1z dobivenih vrijednosti povrsina sve tri analizirane otopine, odredena je
vrijednost iskoriStenja. IskoriStenje za molekulu ATP bilo je 77,86%, dok je vrijednost
iskoriStenja za molekulu ADP bila 129,53%, a za molekulu AMP iznosila je 109,91%. Moze
se zakljuciti da veca vrijednost iskoriStenja od 100% za molekulu ADP i AMP nije pogreska u
metodi ekstrakcije, ve¢ to da je zbog hidrolize molekule ATP doslo do njegove degradacije u
molekulu ADP i AMP. Takoder, jedna od moguénosti je da se molekula ATP koprecipitirala
zajedno s proteinima u pocetnom koraku priprave uzorka (Coolen i sur. 2008). Dobivene
vrijednosti iskoriStenja koriStene su za korekciju analiziranih i izraunatih koncentracija
molekula ATP, ADP i AMP iz uzorka kapilarne krvi. Time je koncentracija ATP uvecana za
22,14%, dok su koncentracije ADP i AMP umanjene za 29,53% odnosno 9,91%.

Odredene koncentracije adenozin-fosfata iz tri uzorka kapilarne ljudske krvi odgovaraju
literaturnim vrijednostima (Tablica 1). Time je utvrdeno da je razvijena metoda ekstrakcije iz
50 pL uzorka i analize metodom HPLC to¢na i precizna za odredivanje koncentracije
molekula ATP, ADP i AMP iz ljudske krvi. Isto tako, kako je AEC pokazatelj energetskog
stanja stanice, odnosno pokazatelj zdravlja organizma, njegove vrijednosti kod zdrave osobe
u rasponu od 0,8 — 0.9 (Zhang i Vertes 2015). Vrijednost AEC odredena je primjenom srednje
vrijednosti koncentracija molekula ATP, ADP i AMP dobivenih analizom tri uzorka kapilarne
ljudske krvi te iznosi 0,87. Zaklju¢no tome, analizirani uzorak krvi, koji je donirala zdrava

osoba u dobi od 24 godine, ima AEC koji odgovara normalnim vrijednostima.
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5.5. Preciznost metode pu-SPE

Odredivanje adenozin-fosfata, primarno molekule ATP, pronaslo je svrhu prilikom analize
ekosustava (Redzovi¢ i sur. 2021), cerebrospinalne tekuéine (Czarnecka i sur. 2005), kod
odredivanja kardiovaskularnih (Smolenski i sur. 1990), metabolickih (Werner 1993) i ostalih
skupina bolesti i poremecaja. Iz tog je razloga razvoj selektivnih i ponovljivih metoda
prociS¢avanja od iznimne vaznosti prilikom takvih analiza. Prethodna istrazivanja provodila
su postupak vezanja i proc¢is¢avanja nukleotida metodom SPE koristéi kolonu Strata X
(Czarnecka i sur. 2005) te metodom p-SPE s nepokretnom fazom Affi-gel Boronat (RedZzovié
i sur. 2021). Rezultati ovih radova nisu rezultirali s dobrim omjerima adenozin-fosfata, kao ni

uspjeSnom validacijom.

Koriste¢i klasi¢an protokol ekstrakcije opisan u radu Coolen i sur. (2008), uzorak je prije
HPLC analize bio crvene boje te je golim okom sadrzavao oneciS¢enja (Rezultati 4.3., Slika
20). Kako bi se potpuno uklonila pristuna onec¢is¢enja, razvijena je metoda p-SPE u kojoj su
se analiti vezali za aktivni ugljen kao nepokretnu fazu. Za razliku od kromatograma Kkoji
prikazuje uzorak krvi prije procis¢avanja (Rezultati 4.5., Slika 22), kromatogram uzorka krvi
nakon primjene protokola u-SPE (Rezultati 4.5., Slika 23) pokazuje da su sva onecis¢enja

nestala te da su svi analiti (molekule ATP, ADP i AMP) uspjesno vezani na aktivni ugljen.

Usporedbom kromatograma uzorka krvi prije i nakon proci§¢avanja metodom p-SPE
(Rezultati 4.5., Slika 22 i Slika 23), moze se opaziti da dodatni korak procis¢avanja takoder
smanjuje interferiraju¢e pikove prisutne u uzorku krvi koji su eluirani od prve do trece
minute. Izostanak interferiraju¢ih pikova ukazuje na selektivno vezanje adenozin-fosfata na
aktivni ugljen, ¢ime se ostale tvari ne veZzu na nepokretnu fazu, odnosno ispiru s kolone p-

SPE, a samim time i iz uzorka.

Osim navedenog, velika prednost razvoja metode U-SPE je u odrzavanju HPLC sustava u
neprekinutom radu (izbjegava se ucestalo blokiranje rada kolone i kapilara uzrokovano
makromolekulama i partikulama iz krvi). Nakon primjene protokola p-SPE, bioloski uzorak

ne analizira se direktno te pogoduje ponovljivosti analiticke metode.

Niske vrijednosti RSD (Rezultati 4.5., Tablica 7) ukazuju na to da je metoda precizna i
ponovljiva. Srednje vrijednosti gubitka nakon procis¢avanja iznosile su 50,51% za molekulu
ATP, 47,22% za molekulu ADP, i 41,68% za molekulu AMP, §to u konacnici ne utjeCe na

tocnost 1 preciznost rezultata.
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6. ZAKLJUCAK

Metoda mikro-ekstrakcije adenozin-fosfata s aktivnim ugljenom ima utroSak od najmanje
50 uL kapilarne ljudske krvi, §to je prema literaturnim navodima, najmanja koli¢ina potrebne
krvi koriStene za analizu adenozin-fosfata. Zbog uzorkovanja malog volumena krvi, nije bilo
potrebno skladistenje krvi u epruvetama s antikoagulansima koji poti¢u hidrolizu molekule

ATP do ADP, AMP i adenozina i tako smanjuju uspjesnost ekstrakcije.

Razvijena metoda H-SPE za procis¢avanje adenozin-fosfata iz uzorka krviima veliku
prednost nad cijelim nizom ostalih ekstrakcijskih metoda jer selektivno uklanja matriks, a
veze analite 1, nakon njithova ispiranja, omoguéava viSekratnu upotrebu. Nastavno na
navedeno, ova metoda omogucéava nesmetanu obradu velikog broja krvnih uzoraka u kratkom

vremenu, uz sacuvanu to¢nost, preciznost i ponovljivost mjerenja.

Uspjesnost primjene metode W-SPE utvrdena je testiranjem selektivnosti, linearnosti i
ponovljivosti uz pomo¢ HPLC-UV/VIS mjerenja na koloni obrnutih faza. Potvrdeno je da je
metoda selektivna za sve navedene analite. Utvrdena linearnost u rasponu koncentracija 1200,
600, 240 i 40 uM za ATP te 600, 300, 120 i 20 uM za ADP i AMP te preciznost rezultata (%
RSD za sva tri analita je u rasponu od 0,01% do 1,17%) ukazuju na uspje$no razvijenu

metodu.
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