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1. Uvod

1.1. Principi rada tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti

Teku¢inska  kromatografija  visoke djelotvornosti ~ (engl.  high-performance  liquid
chromatography, HPLC) metoda je koja se koristi u analiticke i preparativne svrhe. Kao i ostale
kromatografske metode, temelji se na razdvajanju komponenata smjese kako bi se trazeni analit
mogao detektirati. Razdvajanje spojeva iz smjese vrsi se na temelju njihove razliCite raspodjele
izmedu dviju faza - stacionarne i mobilne. Stacionarna faza nalazi se u koloni u obliku Cestica
izmedu kojih prolazi mobilna faza. U odnosu na klasi¢nu tekuéinsku kromatografiju, u metodi
HPLC mobilna faza protjece kroz kolonu pod visokim tlakom, ¢ime je skraceno trajanje metode 1

znatno poboljSano razdvajanje komponenata smjese (Kromidas, 2006).

Razdvajanje spojeva ovisi 0 vrsti interakcija koje pojedini spoj stvara sa stacionarnom, odnosno,
mobilnom fazom. Ako spoj stvara povoljnije interakcije sa stacionarnom nego s mobilnom
fazom, dulje ¢e se zadrZati vezan na koloni, tj. imat ¢e dulje retencijsko vrijeme. Spojevi koji su
zbog svojih fizikalnih svojstava dobro topivi u mobilnoj fazi imaju kratko retencijsko vrijeme.
Ovisno o svojstvima stacionarne i mobilne faze u koloni, razlikujemo nekoliko principa
razdvajanja u tekuéinskoj kromatografiji. Izbor principa razdvajanja ovisi o fizikalnim i
kemijskim svojstvima trazenog analita, a odabir se vr$i tako da spoj stvara povoljnije interakcije

s mobilnom fazom i time brzo eluira (Gray i Lawrence, 2008).

U kromatografiji normalne faze stacionarna je faza polarna, a mobilna faza nepolarna.
Stacionarna faza moze biti silikagel ili aluminijev oksid, s vezanim hidroksilnim skupinama koje
stvaraju polarne interakcije sa spojevima u smjesi. Kao mobilna faza obi¢no se koristi jako
nepolarno otapalo, poput heksana. Ovaj nacin razdvajanja dobar je izbor za lipofilne molekule

koje nisu topive u vodenim otopinama.

Kao $to joj i samo ime govori, kKromatografija reverzne faze koristi obrnuti princip od
kromatografije normalne faze, $to znaci da je stacionarna faza nepolarna, a mobilna faza polarna.
Ovaj nacin razdvajanja prvi je izbor za odjeljivanje neioniziranih i neutralnih molekula topivih u
vodi. Ovdje su na silanolne skupine cestica silikagela u stacionarnoj fazi kemijski vezani alkilni

lanci, najc¢esce oktadecilalkil (C18) ili manje lipofilni oktilalkil (C8). Slobodne silanolne skupine



mogu stvarati interakcije sa spojevima, produzujuci time njihovo retencijsko vrijeme, a rezultat
su nesimetri¢ni pikovi. Mobilna faza obi¢no je na bazi vode, s dodanim slabim organskim

otapalom koje se moze mijesati s vodom, poput acetonitrila ili metanola.

U kromatografiji ionske izmjene, spojevi stvaraju elektrostatske interakcije s nabijenim

skupinama stacionarne faze, a eluiraju se promjenom pH.

Za razliku od ostalih opisanih nacina razdvajanja, kromatografija isklju¢ivanjem razdvaja
spojeve prema veli¢ini. Pogodna je za odvajanje velikih molekula, koje ne mogu uéi u pore

Cestica stacionarne faze, pa se stoga prve eluiraju (Skoog i sur., 2006).

1.2. Komponente HPLC sustava

Osnovne su komponente svakog HPLC sustava spremnik za mobilnu fazu, pumpa, injektor,
kolona, detektor i sustav za obradu podataka. Mobilne faze koristene za HPLC moraju biti visoke
Cistoce (tzv. “HPLC grade”), a filteri kroz koje se dovode u sustav spreavaju unos eventualnih
nakupljenih necistoca ili taloga soli u sustav. Iz mobilnih faza potrebno je i odstraniti mjehurice
zraka pomocu otplinjaca, kako ne bi dospijeli u sustav i prekinuli protok mobilne faze. Pozeljno
je imati predkolonu, kako bi se zastitila kolona 1 poboljSalo razdvajanje. Kolone se cesto
odrZavaju termostatiranima kako bi se odstranio utjecaj temperature na varijabilnost rezultata.
Prolaskom kroz kolonu, spojevi u mobilnoj fazi dospijevaju do detektora. Nakon prolaska kroz
detektor, mobilna faza se odbacuje, a u preparativnoj kromatografiji mogu se skupljati frakcije
koje sadrze spojeve od interesa. Shematski prikaz HPLC sustava dan je na Slici 1., a njegove

najvaznije komponente opisane su u nastavku.
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Slika 1. Shematski prikaz HPLC sustava. Prema Gray i Lawrence, 2008.

1.2.1. Pumpa

Pumpe koristene za HPLC sposobne su generirati protok izmedu 0,1 - 10 ml/min i stvarati tlak
do 6000 psi (engl. pounds per square inch), $to odgovara tlaku od 400 bara. Ipak, ve¢ina metoda
koristi protok izmedu 0,3 - 2 ml/min, s tlakovima koji maksimalno dosezu 3000 psi. Za izokratnu
eluciju, u kojoj je omjer polarne i organske komponente mobilne faze konstantan, dovoljno je
imati jednu pumpu u sustavu. Pri analizi veceg broja spojeva iz uzorka obi¢no je potrebno
koristiti gradijentnu eluciju, tj. mijenjati udio organske faze tijekom trajanja metode, a za takav

tip separacije nuzno je imati dvije pumpe (Gray i Lawrence, 2008).



1.2.2. Kolona

Izbor kolone ovisi ponajprije o kemijskim svojstvima analita te broju analita koje se Zzeli
u¢inkovito odvojiti. Sto je kolona dulja, njena efikasnost je veca i razdvajanje je bolje, ali zato se
vrijeme analize produljuje i tlak u koloni raste. Stoga se kratke kolone koriste za brzu analizu
malog broja spojeva, a dulje kolone potrebne su za ucinkovito razdvajanje veceg broja analita
(Snyder i sur., 1997). Tipicne dimenzije kolona za HPLC leze u rasponu duljina od 100 - 250
mm i promjera od 2 - 4,6 mm. Promjer Cestica stacionarne faze uglavnom je izmedu 3 - 10 pm.
Reverzna faza najcesce je koriSteni princip razdvajanja, a uglavnom se koriste kolone s C18

stacionarnom fazom (Gray i Lawrence, 2008).

1.2.3. Detektor
Princip detekcije moze se temeljiti na samim svojstvima analita, poput UV apsorpcije,
fluorescencije ili elektrokemijskih reakcija. U indirektnoj detekciji, mjeri se promjena nekog

svojstva mobilne faze, poput vodljivosti, indeksa loma i rasprsenja svjetla (Skoog i sur., 2006).

1.2.3.1. UV-VIS detektor

Detekcija spojeva pomocu ultraljubiastog (UV) detektora pociva na njihovoj sposobnosti
apsorpcije ultraljubicastog dijela elektromagnetskog spektra. Signal detektora pritom ovisi 0
koncentraciji analita te njegovoj sposobnosti apsorpcije svjetlosti zadane valne duljine. Stoga iz
usporedbe pikova dvaju analita nije moguce zakljuciti koji je od njih prisutan u vecoj
koncentraciji, jer razli¢ita sposobnost apsorpcije UV svjetla tih tvari utje¢e na visinu dobivenog
pika. Prednosti UV detektora su njegova pouzdanost i jednostavnost za koriStenje, no u
bioloskim uzorcima postoje mnogobrojne endogene komponente koje apsorbiraju pri valnim
duljinama izmedu 190 i 220 nm, S§to otezava analizu onih spojeva koji imaju apsorpcijski
maksimum u tom podrucju ukoliko je njihova koncentracija u uzorku niska (Saunders i Venn,
2008). U tom slu¢aju, valja koristiti neki od drugih tipova detekora, poput fluorescentnog ili

elektrokemijskog, a ¢esto se HPLC uparuje i s masenim spektrometrom kao detektorom.



1.3. ldentifikacija i kvantifikacija analita metodom HPLC

1.3.1. Identifikacija analita

Jednostavna identifikacija trazenog analita u smjesi temelji se na odredivanju retencijskog
vremena vanjskog standarda i trazenju pika Cije se retencijsko vrijeme poklapa s onim vanjskog
standarda, pod uvjetom da su i vanjski standard i smjesa analizirani pri istim uvjetima. Ipak,
ovakav nacin identifikacije nije u potpunosti pouzdan ako na kromatogramu analiziranog uzorka
postoji viSe pikova oko ocekivanog retencijskog vremena trazenog analita, budu¢i da faktori
poput temperature utjeCu na varijabilnost u retencijskom vremenu (Skoog i sur., 2006). Kao
potvrda da pik zaista odgovara trazenom analitu, moZze se provesti metoda dodavanja vanjskog
standarda u uzorak (engl. spiking). Pritom se prati kod kojeg pika je doslo do povecanja povrSine

nakon dodavanja vanjskog standarda.

Identifikacija spoja moguca je i na temelju njegovih fizikalnih svojstava - maseni spektrometar
uparen s kromatografskim sustavom detektira i identificira spojeve na temelju njihove strukture,
a spojevi koji apsorbiraju u UV dijelu spektra mogu se identificirati na temelju svojih

apsorpcijskih spektara (Skoog i sur., 2006).

1.3.2. Kvantifikacija analita u uzorku

1.3.2.1. Metoda vanjskog standarda

Kvantifikacija analita iz uzorka u metodi vanjskog standarda temelji se na izradi bazdarnog
pravca ovisnosti povrSine pika o koncentraciji vanjskog standarda. 1z kromatograma se zatim
odreduje povrsina pika analita te iz jednadzbe bazdarnog pravca odredi njegova koncentracija.
Da bi kvantifikacija bila pouzdana, metoda treba pokazivati dobru linearnost, a ispitivani analit
mora se nalaziti unutar linearnog raspona ovisnosti povrSine pika o koncentraciji. Umjesto
povrsine pika, moze se koristiti 1 njegova visina, no to je manje pouzdan nacin budu¢i da je i

Sirina pika posljedica detektirane koli¢ine analita.



1.3.2.2. Metoda unutarnjeg standarda

U ovoj metodi kalibracije, otopinama vanjskih standarda i uzorku dodaje se poznata koli¢ina
unutarnjeg standarda. Unutarnji standard spoj je koji strukturom mora biti vrlo sli¢an ispitivanom
analitu, no ne smije biti prirodno prisutan u uzorku koji se analizira. Takoder, mora se dobro
razdvajati od trazenog analita. Unutarnji standard dodaje se u uzorak prije njegove pripreme za
analizu. Kvantifikacija analita u ovoj metodi temelji se na izraCunu faktora odziva (engl.
response factor), koji je omjer povrSine pika analita u uzorku i povrSine pika unutarnjeg
standarda. 1z ovisnosti faktora odziva o koncentraciji vanjskog standarda moze se odrediti
koncentracija trazenog spoja. Metoda kalibracije pomocu unutarnjeg standarda preciznija je od
one temeljene na vanjskom standardu zbog korekcije za koli¢inu analita izgubljenu prilikom

pripreme uzorka (Kuss, 2006).

1.4. Razvoj i validacija metode HPLC

1.4.1. Odabir pocetnih uvjeta

U razvoju metode za analizu Zeljenog uzorka, potrebno je prvo prikupiti informacije o kemijskim
svojstvima analita. Polarnost molekule, vrste i broj funkcionalnih skupina, vrijednosti pKa i
topivost, svojsva su molekule koja odreduju njeno vezanje za stacionarnu fazu, odnosno, topivost
u mobilnoj fazi, stoga ¢e o njima ovisiti izbor vrste razdvajanja. Nacin detekcije analita takoder
treba odabrati na temelju njegovih fizickih i kemijskih svojstava. Primjerice, ukoliko analit
pokazuje mogucnost apsorpcije UV svjetla, dobro je krenuti od koriStenja UV detektora zbog
njegove jednostavnosti i pristupacnosti. Zatim treba odabrati kalibracijsku metodu - ukoliko
postoji spoj koji se moze koristiti kao unutarnji standard za trazeni analit, treba ga preferirati u
odnosu na koristenje vanjskog standarda, zbog korekcije za dio analita koji je izgubljen prilikom
pripreme uzorka. O vrsti uzorka ovisit ¢e pak nacin ekstrakcije, a korisno je znati i raspon
koncentracija trazenog analita u uzorku. Pretrazivanjem literature moguce je pronaéi vec
razvijenu metodu za analizu trazenog spoja iz uzorka koji imamo, no zbog razlika izmedu
kromatografskih kolona - ¢ak i onih koje imaju iste dimenzije i tip stacionarne faze - uvjete

metode svejedno je potrebno optimizirati za koriStenu kolonu (Gray i1 Lawrence, 2008).



1.4.2. Optimizacija uvjeta metode

Optimizacija metode svodi se na postizanje bolje rezolucije pikova te njihovog razdvajanja u
kratem vremenu. Napredak optimizacije prati se u izgledu pikova - ostri i simetri¢ni pikovi
dobro odijeljeni od okolnih pikova znak su dobrog razdvajanja. Uvjeti metode ¢ija optimizacija
utjeCe na izgled i1 razlu€ivost pikova su pH mobilne faze, udio organskog otapala, nagib
gradijenta, temperatura, te protok mobilne faze (Bakes, 2008). Primjeri koji pokazuju kako neki

od navedenih uvjeta metode utjecu na razdvajanje pikova prikazani su na Slici 2.
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Slika 2. Primjeri kromatograma dobiveni b) smanjenjem udjela organske faze, c) smanjenjenjem

nagiba gradijenta, d) povecanjem protoka. Kromatogram pod a) prikaz je razdvajanja prema

pocetnim uvjetima. Preuzeto od Kromidas, 2006.

1.4.3. Validacija metode

Kako bi se metoda koja je pokazala dobro razdvajanje mogla pouzdano Koristiti u svrhu
kvantificiranja analita u uzorku, potrebno ju je validirati. Parametri koji se obi¢no validiraju su
linearnost, granica detekcije i kvantifikacije, specificnost, selektivnost, preciznost. Linearnost
metode odreduje se izradom bazdarnog pravca ovisnosti signala na detektoru o poznatim
koncentracijama standarda, a iz nje se odreduju i granica detekcije metode kao najmanja
koli¢ina analita koja se moze detektirati, te granica kvantifikacije, kao najvec¢a koncentracija

analita koja je jo$ uvijek u rasponu linearnog odnosa signala na detektoru o koncentraciji.



Selektivnost je odredena faktorom separacije susjednih pikova, a ilustrirana je udaljeno$céu
izmedu njihovih vrhova. Ponovljivost metode ispituje se odredivanjem razlike u rezultatima
analize iste smjese kroz nekoliko ispitivanja. To¢nost metode odnosi se na slaganje izmedu
stvarne i izraCunate koncentracije, a odreduje se koriStenjem unutarnjeg standarda. Robustnost
je sposobnost metode da ostane nepromijenjena unato¢ malim, ali namjernim promjenama u
njenim parametrima. Za testiranje robustnosti mogu se, primjerice, mijenjati udio organske faze

u manjim postotcima ili valna duljina apsorpcije na UV detektoru (Danaher i sur., 2000).

1.5. Serotonin i katekolamini

1.5.1. Serotonin

Serotonin (5-hidroksitriptamin, SHT) bioloski je aktivan amin s brojnim ulogama u mozgu i
perifernim tkivima sisavaca, a zajedno s katekolaminima i histaminom spada u skupinu
monoaminskih neurotransmitera (Mohammad-Zadeh i sur.,, 2008). Vecina serotonina u
organizmu nalazi se u perifernim tkivima, gdje ga primarno sintetiziraju enterokromafinske
stanice sluznice tankog crijeva. Upravo iz ovih stanica je Vittorio Ersparmer 1937. prvi izolirao
serotonin kojemu je tada nadjenuo ime enteramin, a naziv serotonin kasnije su mu dodijelili

Rapport i Page nakon sto su ga izolirali iz seruma (Whitaker-Azmitia, 1999).

1.5.1.1. Biokemija i metabolizam serotonina

Strukturno se molekula serotonina sastoji od heterociklickog indolskog prstena na koji su vezane
hidroksilna 1 amino skupina. Kombinacija indolske jezgre 1 duSika primarnog amina koji sluzi
kao akceptor protona ¢ini serotonin pri fizioloSkom pH hidrofilnim spojem (Hensler, 2006), a
zbog hidrofilnog karaktera, serotonin ne moze prolaziti kroz lipofilnu krvno-mozdanu barijeru
(Whitaker-Azmitia, 2005). Stoga je otkrice serotonina u mozgu (Twarog i Page, 1953) pokazalo
da u organizmu postoje dva odvojena odjeljka serotonina — sredi$nji, koji podrazumijeva
srediS$nji ziv€ani sustav, te periferni, koji se odnosi na ostala tkiva koja su od sredi$njeg odjeljka

odvojena krvno-mozdanom barijerom. Sinteza serotonina zasebno je regulirana u oba odjeljka



aktivnosScu triptofan hidroksilaze, enzima koji hidroksilacijom triptofana katalizira prvi korak u

sintetskom putu serotonina (Slika 3) (Whittaker-Azmitia, 1999).

Triptofan hidroksilaza postoji u organizmu u obliku dva izoenzima - TPH2 prisutna je u
neuronima, a TPH1 u enterokromafinskim stanicama gastrointestinalnog trakta i epifizi (Walther
i sur.,, 2003). Produkt triptofan-hidroksilaze, 5-hidroksitriptofan, prevodi se u serotonin
posredstvom enzima dekarboksilaze aromatskih aminokiselina (engl. aromatic L-amino acid
decarboxylase, AAAD). Budu¢i da je aktivnost dekarboksilaze aromatskih aminokiselina ¢ak
75x veca od one triptofan hidroksilaze, korak hidroksilacije triptofana smatra se ogranicavaju¢im
faktorom u biosintetskom putu serotonina (Kema i sur., 2000). Nastali serotonin pohranjuje se u
vezikulama presinapti¢kog neurona, odnosno, u granulama enterokromafinskih stanica, u koje se
prenosi pomocu vezikularnog transportera monoamina (engl. vesicular monoamine transporter,
VMAT) (Hensler, 2006).
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Slika 3. Sintetski i razgradni put serotonina. Preuzeto od Hensler, 2006.



Razgradnja serotonina odvija se primarno oksidativnom deaminacijom koju katalizira enzim
monoamin oksidaza (engl. monoamine oxidase, MAO), pri ¢emu nastaje 5-hidroksiindol-octena
kiselina. Postoje dvije izoforme ovog enzima, MAO A i B. Dok MAO A preferentno razgraduje
serotonin i noradrenalin, a MAO B feniletilamin, dopamin i tiramin supstrati su oba izoenzima
(Hranilovi¢ i sur., 2011).

1.5.1.2. Sredisnji odjeljak serotonina

U srediSnjem ziv€anom sustavu, serotonergicni neuroni organizirani su u devet skupina ¢ije su
some smjeStene u mozdanom deblu, a nazivaju se jezgre rafe. Svoje projekcije pruzaju do
razli¢itih dijelova kore i subkortikalnih struktura (Slika 4) (Benes i sur., 2000). Siroko
rasprostranjene projekcije ovih neurona ukazuju na mnogobrojne funkcije serotonina kao
neurotransmitera i neuromodulatora, poput regulacije bioloskih ritmova (Palus i sur., 2013),
apetita, senzorimotoric¢ke reaktivnosti i osjetljivosti na bol (Lucki, 1998), a vazna je i njegova
uloga tijekom embrionalnog razvoja mozga (Whitaker-Azmitia, 2001). Osim u jezgrama rafe,
serotonin u mozgu sintetiziran je i u epifizi, u kojoj se prevodi u melatonin, hormon vazan u
regulaciji sna (Slika 3) (Kema, 2000).

Slika 4. Prikaz sagitalnog presjeka mozga Stakora. OzacCene su jezgre rafe (B1-B9) i njihove

projekcije do razlic¢itih dijelova kore te subkortikalnih struktura. Preuzeto od Hensler, 2006.
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Nepravilnosti u funkciji serotonina u srediSnjem ziv€anom sustavu vezane su uz poremecaje
poput autizma, depresije, te opsesivno-kompulzivnog poremecaja (Hensler, 2006). U osoba s
autizmom, primjerice, primije¢ene su niske razine serotonina u mozgu, dok su s druge strane u
tre¢ine osoba s autizmom ustanovljene poviSene koncentracije serotonina U Krvi
(hiperserotoninemija) (Hranilovi¢ i sur., 2007). Veza izmedu niskih sredi$njih i visokih
perifernih razina serotonina u osoba s autizmom nije ustanovljena, no moguce objasnjenje je da
promjene u ekspresiji gena koji reguliraju sintezu, pohranu ili razgradnju serotonina rezultiraju
istovremeno smanjenim razinama serotonina u mozgu, a povecanim razinama u krvi. Takoder,
moguce je da pojava hiperserotonemije tijekom fetalnog i neonatalnog razvoja uzrokuje
smanjene razine serotonina u mozgu - budu¢i da krvno-mozdana barijera za vrijeme razvoja jos
nije u potpunosti formirana, visoke koncentracije serotonina mogu prije¢i u mozak te inhibitorno
djelovati na razvoj serotonergi¢nih neurona, Sto kasnije rezultira niskim razinama serotonina u

mozgu (Blazevi¢ i sur., 2011).

1.5.1.3. Periferni odjeljak serotonina

Veéina serotonina u tijelu sisavaca - ¢ak 90% - nalazi se u perifernom odjeljku, gdje serotonin
sudjeluje u funkciji kardiovaskularnog i gastrointestinalnog sustava te aktivaciji trombocita
(Berger i sur.,, 2009). Kao $to je ve¢ spomenuto, sinteza serotonina odvija se u
enterokromafinskim stanicama tankog crijeva, a iz njih se serotonin oslobada u krvotok. Vecina
serotonina otpustenog u krvotok pohranjuje se zatim u trombocitima, gdje igra ulogu u njihovoj

agregaciji prilikom stvaranja ugruska (Berger i sur., 2009).

1.5.2. Katekolamini

Dopamin, noradrenalin (norepinefrin) i adrenalin (epinefrin) neurotransmiteri su i hormoni
zajednickog naziva katekolamini prema katekolu, benzenskom prstenu s dvije hidroksilne
skupine koji ¢ini strukturni kostur ovih spojeva. Prekursor u sintezi svih katekolamina je
aminokiselina tirozin, koju enzim tiroksin hidroksilaza prevodi u L-DOPA. Ovaj enzim prisutan
je u svim stanicama koje sintetiziraju katekolamine i mjesto je regulacije njihovog sintetskog

puta (Kuhar i sur., 2006). Dekarboksilacijom L-DOPA, posredstvom enzima dekarboksilaze
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aromatskih aminokiselina, nastaje dopamin - najjednostavniji katekolamin (Meiser i sur., 2013)
(Slika 5).
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Slika 5. Sintetski put katekolamina. Preuzeto od Kuhar i sur., 2006.

Dopamin je sintetiziran u citoplazmi iz koje ga vezikularni monoaminski transporter (VMAT2 u
neuronima) prebacuje u sinapti¢ke vezikule, u kojima je stabiliziran kiselim pH (Sulzer i sur.,
2000). Dopamin hidroksilaza, enzim koji B-hidroksilacijom dopamina stvara noradrenalin, nalazi
se unutar vezikula (Kuhar i sur., 2006) (Slika 5).
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U razgradnji katekolamina, osim ranije spomenutog enzima monoamin oksidaze koji razgraduje i
serotonin, sudjeluje i enzim katekol-o-metiltransferaza (engl. catechol-o-methyltransferase,
COMT), enzim prisutan u mozgu i perifernim tkivima (My6hénen i sur., 2010). Glavni metabolit
dopamina je homovanili¢na kiselina (HVA) (Slika 6), dok su za noradrenalin glavni produkti
razgradnje 3-metoksi-4-hidroksifenilglikol (MHPG) i vanililmandeli¢na kiselina (VMA) (Slika
7) (Kuhar i sur., 2006).

O NH H
2 COMT OUMNH;:
HO HO
3-MT dopamin
[MAO MAO
~
0] HO
HO OH HO OH
HVA DOPAC

Slika 6. Razgradni putevi dopamina. Preuzeto od O’Neill (1995).
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Slika 7. Razgradni putevi noradrenalina. Preuzeto od Kuhar i sur., 2006.

1.5.2.1. Dopamin

U srediSnjem Ziv€anom sustavu dva su glavna puta dopaminergi¢nih neurona, nigrostrijatalni i
mezolimbicki. Nigrostrijatalni put ¢ine dopaminergi¢ki neuroni smjesteni u strukturi srednjeg
mozga, koja je zahvaljuju¢i svojoj crnoj boji stekla naziv substantia nigra. Neuroni substantie
nigre pruzaju svoje okonéine prema bazalnim ganglijima - putamenu, striatumu i globusu

pallidusu - te prednjem mozgu. Glavna funkcija ove neuralne mreze koordinacija je voljnih

pokreta (Kolb i Whishaw, 2006).

Dok je nigrostrijatalni put zaduzen za kontrolu pokreta, neuroni mezolimbickog puta odgovorni
su za motiviranje ponasanja koje je vazno za opstanak jedinke i vrste, poput hranjenja i spolne
aktivnosti (Wise, 2004). Anatomske komponente ovog puta su dopaminergic¢ke jezgre ventralnog

tegmentuma, a svoje projekcije Salju do struktura limbic¢kog sustava i nucleus accumbensa (Slika
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8). Razina dopamina izlu¢enog u nucleus accumbensu kao odgovor na podrazaj iz okolisa kodira
njegov ‘nagradujuci’ efekt, stoga se ovaj sustav naziva i ‘sustavom nagrade’, a predstavlja i
osnovu kojom droge stvaraju ovisnost, buduc¢i da redom izazivaju pojacano izlu¢ivanje dopamina

u nucleus accubensu (Hyman i sur., 2006).

Slika 8. Prikaz sagitalnog presjeka mozga Stakora. Oznacene su strukture dopaminskog sustava:
substantia nigra (SN), ventralni tegmentum (A10), eminencija medijana (ME), striatum (ST),
olfaktorni trabekul (OT), nucleus accumbens (AC), frontalni korteks (FC), anteriorni cingulatni
korteks (ACC). Preuzeto od Kuhar i sur., 2006.

Iako nigrostrijatalni 1 mezolimbicki putevi obnaSaju naizgled odvojene funkcije, ove strukture
anatomski su i funkcionalno isprepletene u mrezu u kojoj aktivnost dopamina objedinjuje
motivaciju za stjecanjem nagradujuceg podrazaja s iniciranjem potrebnog motorickog odgovora.
Poremecaji u funkciji dopamina u mozgu mogu rezultirati nemogucénos$c¢u regulacije motorickih
funkcija, kao sto je to slucaj u Parkinsonovoj bolesti. Zbog propadanja dopaminergic¢kih neurona
substantie nigre, u osoba s Parkinsonovom bolesti javljaju se simptomi poput tremora, rigidnog
drzanja i bradikinezije, odnosno, sporosti u pokretima (Beitz, 2014). Osim poremecaja
motori¢kih funkcija, neki od kognitivnih poremecaja takoder su posljedica disfunkcije
dopaminskog sustava. Tako se smatra da u shizofreniji povecana aktivnost dopaminskog sustava

dovodi do pojave simptoma psihoze (Rolls i sur., 2008).
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1.5.2.2. Noradrenalin

Primarni izvor noradrenergickih neurona u centralnom zivéanom sustavu je locus coeruleus,
jezgra smjeStena u mozdanom deblu. Aksoni neurona iz locusa coeruleusa Siroko su
rasprostranjeni po prednjem mozgu, Sto ukazuje na vaznu ulogu noradrenalina u regulaciji

kognitivnih funkcija i ponasanja (Slika 9).

HY LC

Slika 9. Prikaz sagitalnog presjeka mozga Stakora. Oznacene su jezgre noradrenergi¢nih neurona
(locus coeruleus, LC) te dijelovi mozga u kojima imaju svoje zavrSetke - hipotalamus (HY), stria
medullaris (SM), medijalni sveZanj prednjeg mozga (MFB), hipokampus (HC), corpus callosum
(CC). Preuzeto od Kuhar i sur. (2006).

Noradrenergi¢ni neuroni locusa coeruleusa, zajedno s nekolicinom drugih jezgara u mozdanom
deblu, ukljucujuéi serotonergi¢ne neurone jezgara rafe, ¢ine retikularni aktivacijski sustav (Kolb
1 Whishaw, 2006). Zadac¢a ovog sustava razliitih neurotransmitera odrZavanje je budnog i
alertnog stanja aktivacijom neurona u kori, a noradrenergi¢ni neuroni pritom moduliraju
prikupljanje senzorickih informacija tako da organizam posvecuje paznju vaznim i potencijalno
opasnim signalima iz okolisa. Mjerenje aktivnosti neurona locusa coeruleusa u animalnim
modelima dovelo je u vezu povecanu aktivnost ovih neurona s osjetljivoS¢u organizma na stres,

stoga se dovode u vezu s anksiozno§¢u, depresijom i posttraumatskim stresnim poremecajem
(Leonard, 2001).
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1.6. Metode mjerenja razina serotonina i katekolamina u bioloskim uzorcima

Kromatografske tehnike cesto su koriStene za odredivanje razina serotonina i katekolamina u
bioloskim uzorcima. Primjerice, Liang i sur. (1998) opisali su razdvajanje ovih spojeva plinskom
kromatografijom, a tekucinsku kromatografiju s masenom spektrometrijom za odredivanje
serotonina i indolamina u urinu razvili su Moriarty i sur. (2011). Od ostalih metoda koristenih u
odredivanju razina serotonina i katekolamina u biolo§kim uzorcima valja spomenuti i kapilarnu
elektroforezu (Lunte i O’Shea, 1994). Medu najéesce koriStene metode za odredivanje razina
serotonina, dopamina i noradrenalina spadaju HPLC s razli¢itim nacinima detekcije, te ELISA

(engl. enzyme-linked immunosorbent assay).

1.6.1. HPLC u odredivanju serotonina i katekolamina u bioloskim uzorcima

Serotonin, dopamin i noradrenalin polarni su spojevi blago bazi¢nog karaktera, stoga je za
njihovo odjeljivanje pogodna kromatografija reverzne faze. Postoje brojne kombinacije pufera i
organskih otapala koje se koriste u analizi monoamina s takvim principom razdjeljivanja.
Thomas i sur. (2015) ispitali su kombinaciju fosforne kiseline i metanola, zatim octene kiseline i
metanola, a na kraju su najbolje razdvajanje serotonina i noradrenalina dobili koriStenjem
mravlje kiseline i acetonitrila. Sanaye i Joglekar (2015) takoder su koristili kombinaciju mravlje
kiseline i acetonitrila, dok su Komura i Sakamoto (1990) koristili kao pufer fosfornu kiselinu s

dodatkom EDTA i natrijeva heptan-sulfonata.

U kromatografskim metodama koje koriste metodu unutarnjeg standarda za kvantifikaciju
serotonina, kao unutarnji standard koristi se N-metilserotonin (Tekes, 2008), dok se za istu svrhu
kod katekolamina koristi 2,3-dihidroksibenzoi¢na kiselina (DHBA) (Slika 10) (He i sur., 1997).
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a) b)

Slika 10. Unutarnji standardi koriSteni za kvantifikaciju a) katekolamina (3.,4-

dihidroksibenzilamin), b) serotonina (N-metilserotonin).

Za analizu serotonina i katekolamina metodom HPLC dostupni su razliiti tipovi detektora.
Komura i Sakamoto (1990) navode da je fluorescentna detekcija moguca za primarne amine, no
ne i za njihove metabolite. Uz fluorescentni detektor (Yoshitake i sur., 2004), za detekciju
indolamina 1 katekolamina koristi se i kemiluminiscentni detektor (Tsunoda, 2005),
elektrokemijski detektor (Hranilovi¢ i sur., 2011; Liu i sur.,, 2000), te detekcija masenom

spektrometrijom (de Jong i sur., 2010).

Indolamini i katekolamini pogodni su takoder za detekciju ultraljubicastim detektorom
zahvaljuju¢i heterociklickom prstenu u njihovoj strukturi koji spremno apsorbira
elektromagnetsko zracenje u ultraljubi¢astom dijelu spektra. Apsorpcijski maksimum pokazuju
na valnoj duljini od 280 nm (Komura i Sakamoto, 1990). Ipak, u literaturi je opisan tek mali broj
metoda koje se zasnivaju na primjeni ultraljubi¢astog detektora u detekciji ovih spojeva, dok je
elektrokemijska detekcija i dalje najpopularniji nacin odredivanja njihovih razina u bioloskim
uzorcima. lako prednost elektrokemijskog detektora lezi u njegovoj preciznosti, zbog Cestog
javljanja Suma na detektoru njegovo koristenje nije pogodno za rutinske analize (Yoshitake i
sur., 2004). Komura i Sakamoto (1990) razvili su metodu HPLC reverzne faze s UV detekcijom
za analizu serotonina, katekolamina i njihovih razgradnih produkata u uzorcima mozga misa, no
u pripremi mobilne faze koristili su pufer visoke ionske jakosti, koji moze uzrokovati talozenje
soli u kromatografskoj koloni. Thomas i sur. (2015) pokazali su da je mobilna faza koja se sastoji
samo od 0,05% mravlje kiseline i acetonitrila u omjeru 90:10 dovoljna za brzo i pouzdano
razdvajanje noradrenalina i serotonina. Odabir UV detektora stoga predstavlja dobru osnovu za

razvoj metode HPLC za odredivanje razina serotonina i katekolamina.
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1.6.2. ELISA u odredivanju serotonina i katekolamina u bioloskim uzorcima

ELISA je analiticka metoda koja detekciju analita temelji na njegovoj interakciji s antitijelom, a
kvantifikaciju na odredivanju koncentracije produkta reakcije koju katalizira enzim vezan na
antitijelo. Postoje dvije verzije ove metode - kompetitivna i nekompetitivna. U kompetitivnom
nacinu, antigen vezan za jazice mikrotitarske plo€ice kompetira s analitom iz uzorka za vezno
mjesto na primarnom antitijelu. Ova metoda pogodna je za odredivanje koncentracija malih
molekula, pa tako i indolamina i katekolamina. Primjerice, Kim i sur. (2008) razvili su
kompetitivnu metodu ELISA za odredivanje katekolamina u serumu, a Nichkova i sur. (2012)
razvili su metodu za odredivanje serotonina u urinu. Razvoju kompetitivne metode ELISA
zapravo se rijetko pribjegava zbog Siroke dostupnosti komercijalnih kompleta koji su i vrlo
jednostavni za koriStenje. Nekompetitivna ELISA koristi antitijelo vezano na jaZice plo€ice za
vezanje analita, a na taj kompleks veze se zatim antitijelo s konjugiranim enzimom. Ovaj tip
metode ne koristi se za male molekule poput monoamina, jer zahtjeva vezanje dvaju antitijela na

molekulu analita, stoga je prikladnija za analizu makromolekula (Venn, 2008).
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2. Cilj

Ovaj diplomski rad izraden je u sklopu Sireg istrazivanja utjecaja perinatalno poviSenih
koncentracija serotonina na fiziologiju i ponasanje Stakora (Hranilovi¢ i sur., 2011; Blazevi¢ i
sur., 2012). Tijekom istrazivanja, poviSene koncentracije serotonina izazvane su administracijom
njegovog prekursora (5-hidroksitriptofan) ili tranilciprominom, inhibitorom enzima monoamin
oksidaze koji katalizira razgradnju serotonina. Kako je spomenuto u uvodu ovog rada, enzim
monoamin oksidaza takoder sudjeluje u razgradnim putevima dopamina i noradrenalina, a
uklju¢ivanje ovih dvaju neurotransmitera u istrazivanje nuzno je za bolje razumijevanje
molekularnih, fizioloskih i bihevioralnih promjena u animalnom modelu hiperserotoninemije.
Stoga je cilj ovog diplomskog rada uspostaviti i validirati metodu HPLC s UV detekcijom kojom
¢e se istovremeno moci odrediti koncentracije serotonina, dopamina i noradrenalina u tkivu
mozga Stakora, a koja bi zahvaljujuéi svojoj preciznosti i ekonomicnosti zamijenila dosad
koristenu metodu ELISA u istrazivanju posljedica perinatalno povisenih koncentracija
serotonina. Uz to, razvoj ove metode posluzit ¢e kao polazna tocka za razvoj metode HPLC
kojom ¢e se moci odrediti 1 razine serotonina, dopamina i noradrenalina u krvnoj plazmi, te
razine prekursora i razgradnih produkata ovih neurotransmitera u mozdanom i perifernim

tkivima.
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3. Materijali i metode

3.1. Materijali

3.1.1. Uzorci tkiva mozga

U izradi ovog rada koristila sam uzorke prefrontalne kore mozga Wistar Stakora starih 22 dana.

Postupak izolacije uzoraka opisan je u Metodama (3.2.1.).

3.1.2. Kemikalije

Koristene za pripremu deproteinizacijske otopine:

e 70% perklorna kiselina, HCIO4 (Sigma Aldrich, Njemacka)
e ctilendiamintetraoctena kiselina, EDTA (Sigma Aldrich, Njemacka)

e natrijev metabisulfit, Na>S20s (Sigma Aldrich, Njemacka)

Koristene za pripremu standarda:

e serotonin, analiticki standard (Sigma Aldrich, Njemacka)

e dopamin hidroklorid (Sigma Aldrich, Njemacka)

e L -norepinefrin hidroklorid, HPLC ¢istoc¢e (Sigma Aldrich, Njemacka)

e | -triptofan, HPLC C¢istoc¢e (Sigma Aldrich, Njemacka)

e | -tirozin hidroklorid (Sigma Aldrich, Njemacka)

e 5-hidroksiindol-3-octena kiselina, HPLC ¢istoce (Sigma Aldrich, Njemacka)

e DL-4-hidroksi-3-metoksimandeli¢na (vanililmandeli¢na) kiselina (Sigma Aldrich,
Njemacka)

e 4-hidroksi-3-metoksifeniloctena (homovanili¢na) kiselina (Sigma Aldrich, Njemacka)

e 4-hidroksi-3-metoksifenilglikol hemipiperazin (Sigma Aldrich, Njemacka)

e 0,5MHCI

e 70% etanol
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Koristene kao mobilne faze za HPLC:
e 89-91% mravlja kiselina, HCOOH (Sigma Aldrich, Njemacka)
e acetonitril, HPLC ¢istoce (Fisher Scientific, Ujedinjeno Kraljevstvo)

e metanol, HPLC cisto¢e (Avantor Performance Materials, Poljska)

Koristene za odredivanje koncentracije serotonina metodom ELISA:

e Komplet Serotonin Research ELISA (Demeditec Diagnostics GmBH, Njemacka)

Koristene za odredivanje koncentracije dopamina i noradrenalina metodom ELISA:

e Komplet 2-CAT Research (N+D) ELISA (Demeditec Diagnostics GmBH, Njemacka)

3.1.3. Tehnicka pomagala i pribor
- kromatografska kolona reverzne faze Kromasil 100-5-C18 (4,6 x 150 mm, 5 um) (AkzoNobel,

Svedska)
- sustav HPLC Perkin Elmers Series200 (SAD) sljede¢ih komponenata:

e kvarterna pumpa
e otplinjac
e ubrizgavac uzorka

e automatski uzorkovaé

e UV-detektor

- centrifuga, eppendorf 5702 (Eppendorf AG, Njemacka)
- stolna mini centrifuga, Cat. No. 05-090-129 (Fisher Scientific, Koreja)
- vakuum-pumpa

- autoklav
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- ultrazvucna sonda (Bandelin Sonopuls, Njemacka)
- magnetska mijeSalica (Elektrosanitarij, Hrvatska)

- mikropipete (Transferpette S, Brand, Njemacka)

- hladnjak (+4 °C)

- zamrzivaci (-20 °C, -80 °C)

- vaga (Kern&Sohn, Njemacka)

- vibracijska mijesalica, EV-100 (Tehnica, Slovenija)
- pH metar (Schott Instruments, Njemacka)

- ¢ita¢ mikrotitarskih plocica, Model 550 (Bio-Rad, Japan)
- inkubator (37 °C)

- filteri promjera 0,22 pm

- vijalice i inserti za HPLC
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3.2. Metode

3.2.1. lzolacija uzoraka prefrontalne kore

Za analizu koncentracija serotonina, dopamina i noradrenalina metodama HPLC i ELISA
koristila sam uzorke prefrontalne kore izolirane iz Wistar $takora starih 22 dana. Zrtvovanje
zivotinja napravljeno je u skladu sa zakonima Hrvatske i Europske Unije. Zivotinje su
anestezirane stavljanjem u eksikator s vatom natopljenom izofluranom, nakon c¢ega su
dekapitirane. Odstranjeni mozak stavljen je na ohladenu podlogu. Napravljen je koronarni rez
Sirine 5 mm na frontalnim reznjevima s kojeg je izolirana kora anteriorno od bregme. Uzorci

kora zatim su izvagani i pospremljeni u zamrzivac na -80 °C.

3.2.2. Priprema uzoraka - homogenizacija uzoraka prefrontalne kore i ekstrakcija monoamina

Za pripremu uzoraka, modificirala sam protokol koji su koristili Hranilovi¢ i sur. (2011).
Pripremila sam deproteinizacijsku otopinu (Tablica 1) kojoj sam pH podesila na 3,1 pomocu 0,1
M NaOH. Uzorke tkiva mozga homogenizirala sam pomocu ultrazvu¢ne sonde u 5 volumena
(w/v) deproteinizacijske otopine. Budu¢i da ultrazvucna sonda prilikom koriStenja zagrijava
uzorak, koristila sam hladnu deproteinizacijsku otopinu, a homogenizaciju sam provodila
maksimalno dvadesetak sekundi te pritom tubicu s uzorkom drzala na ledu. Odmah nakon
homogenizacije, uzorke sam centrifugirala 20 minuta pri 23390 x g na temperaturi od +4 °C.
Supernatant sam pazljivo ispipetirala u Cistu tubicu, te ponovila centrifugiranje pri istim
uvjetima. Dobiveni supernatant alikvotirala sam u tri dijela. U sluaju da uzorak nisam

analizirala odmah nakon pripreme, pospremila sam ga u zamrzivac na - 80 °C.
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Tablica 1. Priprema deproteinizacijske otopine (50 ml) za homogenizaciju uzoraka tkiva mozga.

dodan dodana konacna
komponenta Mr pocetna volumen masa  koncentracija
smjese (g/mol) koncentracija (ml) (mg) (mM)
HCIO. 100,46 70% 0,431 ml - 0,1 M
Na2S20s 190,11 - - 3,80 mg 0,4 mM
EDTA 292,24 - - 2,92 mg 0,2 mM

3.2.3. Mjere prevencije za ocuvanje kromatografske kolone

Kako bih sprijecila unoSenje Cestica u kromatografsku kolonu koje bi je mogle zacepiti, za
pripremu deproteinizacijske otopine koristila sam vodu koju sam autoklavirala (30 min, 120 °C)
te potom profiltrirala pomo¢u vakuum pumpe. Staklene boce koje sam koristila za ¢uvanje
deproteinizacijske otopine te mobilnih faza za HPLC oprala sam detergentom, dobro isplahnula
vodom iz slavine te potom destiliranom vodom. Cisto posude ostavila sam zatim u susioniku 3

sata na 200 °C.

Cjev¢ice kroz koje su mobilne faze dolazile do pumpe HPLC sustava imale su filtere kako
eventualne necistoce ne bi dospjele u kolonu. Na kraju svakog dana koriStenja, kolonu sam

ispirala 30 minuta 85% metanolom.

Takoder, ispitala sam utjecaj filtriranja te dodatnog koraka centrifugiranja u pripremi uzoraka na
izgled kromatograma, odnosno, razlucivost pikova. Homogenat probnog uzorka tkiva mozga

podvrgnula sam sljede¢im postupcima:

1. centrifugiranje pri 14 500 x g (4 °C)
2. filtriranje dobivenog supernatanta kroz pore promjera 0,22 pum
3. centrifugiranje filtrata pri 14 500 x g (4 °C)

Nakon svakog koraka, od uzorka sam odvojila alikvot koji sam testirala metodom HPLC, a
ostatak sam koristila za iduci korak. Usporedila sam kromatograme istog uzorka nakon jednog

koraka centrifugiranja (14500 x g, +4 °C), zatim filtriranja, te potom drugog koraka
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centrifugiranja (14500 x g, +4 °C). Budu¢i da nije bilo razlike u kromatogramima uzorka nakon
prvog centrifugiranja i filtriranja, korak filtracije izostavila sam iz pripreme daljnjih uzoraka
tkiva mozga. Medutim, dodatni korak centrifugiranja pokazao je zamjetan utjecaj na razlucivost
pikova na kromatogramu naspram samo jednog centrifugiranja, stoga sam u pripremi uzoraka
koristila dva koraka centrifugiranja. Kromatogrami koji ilustriraju ispitivanje utjecaja filtriranja i

centrifugiranja na razlu¢ivost pikova prikazani su u Rezultatima (4.1.).

3.2.4. Priprema standardnih otopina
Standardnu otopinu serotonina pripremila sam u pocetnoj koncentraciji od 20 uM otapanjem
potrebne mase serotonina (Tablica 2) prvo u 500 pl 0,5 M HCI, te zatim razrjedivanjem u istoj

deproteinizacijskoj otopini koju sam koristila za homogenizaciju uzoraka tkiva mozga.

Standardne otopine dopamina, noradrenalina, tirozina, triptofana, 5-hidroksiindol-octene
kiseline, homovanili¢ne i vanililmandeli¢ne kiseline pripremila sam u pocetnoj koncentraciji od
1 pM otapanjem svake kemikalije prvo u 200 pl otapala preporuc¢enog od strane proizvodaca

(Tablica 2), a zatim sam pocetni volumen takoder razrijedila deproteinizacijskom otopinom do
10 ml.

Standardnu otopinu 3-metoksi-4-hidroksifenilglikola pripremila sam u pocetnoj koncentraciji od

0,5 UM na isti nacin kao i ostale standarde (Tablica 2).

Alikvote pripremljenih pocetnih otopina koristila sam za pripremu daljnjih razrijedenja istog
standarda, te smjesa standarda. Za razvoj metode HPLC Kkoristila sam smjese svih osam
standarda, kako bih odredila odnos izmedu njihovih retencijskih vremena te bolje prikazala
kemijski sastav uzorka tkiva mozga. Smjese standarda serotonina, dopamina i noradrenalina
koristila sam u identifikaciji pikova metodom dodavanja vanjskog standarda te u izradi bazdarnih
krivulja za odredivanje koncentracije serotonina, dopamina i noradrenalina u uzorcima tkiva

mozga.
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Tablica 2. Priprema otopina standarda serotonina (5HT), dopamina (DA), noradrenalina (NA),
triptofana (TRP), tirozina (TYR), 5-hidroksiindol-octene kiseline (SHIAA), vanililmandeli¢ne
kiseline (VMA), homovanili¢ne kiseline (HVA) i 3-metoksi-4-hidroksifenilglikola (MHPG).

izvagana konacni konac¢na

standard @ /I\:]rol) masa  volumen Kkoncentracija  otapalo
(mg) (ml) (LM)
SHT 176,22 7,8 2,216 20 0,5 M HCI
DA 189,64 1,9 10 1 H20
NA 205,64 2,1 10 1 0,5 M HCI
TRP 204,23 2,0 10 1 0,5 M HCI
TYR 217,65 2,2 10 1 0,5 M HCI
SHIAA 191,18 1,9 10 1 70% EtOH
VMA 198,17 2,0 10 1 H20
HVA 182,17 1,8 10 1 70% EtOH
MHPG 221,26 1,1 10 0,5 H20

3.2.5. Identifikacija pikova koji pripadaju serotoninu, dopaminu i noradrenalinu na
kromatogramu dobivenom analizom uzorka tkiva mozga

Kako bih sa sigurno$c¢u odredila na kromatogramu dobivenom razdvajanjem uzorka tkiva mozga
koji pikovi pripadaju serotoninu, dopaminu te noradrenalinu, koriStenjem metode dodavanja
vanjskog standarda (engl. spiking) pratila sam Kkoji su pikovi povecani nakon dodavanja vanjskog
standarda u uzorak. Pripremila sam cetiri alikvota istog uzorka tkiva mozga, a svakome sam
dodala po jedan od standarda neurotransmitera. Alikvot uzorka bez dodanog vanjskog standarda
sluzio je kao kontrola. Pritom sam vodila racuna o tome da uzorak mozga bude jednako
razrijeden u svim alikvotima (Tablica 3). Kao pufer za razrjedivanje uzorka koristila sam istu
deproteinzacijsku otopinu u kojoj sam prethodno homogenizirala uzoke i pripremala otopine
standarda. Smjesu standarda, razrijeden alikvot Cistog uzorka, te alikvote s dodanim standardom
serotonina, dopamina ili noradrenalina analizirala sam HPLC-om prema odabranoj metodi.

Povecanje povrSine pika u uzorku s dodanim vanjskim standardom u odnosu na onaj bez
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dodanog vanjskog standarda, pri retencijskom vremenu koje odgovara standardu, smatrala sam

potvrdom identifikacije. Valna duljina pri kojoj su analiti detektirani bila je 280 nm.

Tablica 3. Priprema razrijedenja uzorka s dodanim vanjskim standardom za identifikaciju
retencijskog vremena pikova na kromatogramu. Pocetna koncentracija dodanih vanjskih

standarda iznosila je 1 pM.

volumen komponente smjese (pl) ukupan
smjesa volumen
mozak  5HT DA NA pufer smjese (ul)

1) mozak 20 - - - 140 160
2) smjesa standarda - 20 20 20 100 160
3) mozak + 5HT 20 20 - - 120 160
4) mozak + DA 20 - 20 - 120 160
5) mozak + NA 20 - - 20 120 160

3.2.6. Razvoj metode HPLC

Kao polaznu toc¢ku u razvoju metode, odabrala sam metodu izokratne elucije s 0,05% mravljom
kiselinom i acetonitrilom u omjeru 90:10, prema radu Thomasa i sur. (2015). U nastavku razvoja
metode, odabrala sam gradijentan nacin elucije, a parametre metode (Tablica 4) optimizirala sam
dok nije postignuto dobro razdvajanje serotonina, dopamina i noradrenalina u probnim uzorcima

tkiva mozga i smjesama standarda.
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Tablica 4. Raspon ispitivanih parametara tijekom optimizacije HPLC metode.

parametar metode raspon

protok 0,5- 0,8 ml/min
udio organske faze 0,5 -20%
trajanje 5-25min
volumen injektiranja 10 —50 pl

3.2.7. Validacija metode
Nakon §to sam odabrala parametre metode koji su pokazali najbolje razdvajanje, odabranu
metodu validirala sam ispitav§i njenu selektivnost, linearnost i ponovljivost. Pritom sam se

vodila kriterijima koje su za validaciju koristili Wu i sur. (2014).

3.2.7.1. Selektivnost
Selektivnost sam odredila kao dobro razdvajanje pikova na kromatogramima, bez preklapanja
pikova analita s pikovima drugih spojeva. Kao znak dobre selektivnosti metode uzela sam i

simetri¢nost pikova analita.

3.2.7.2. Linearnost
Za testiranje linearnosti metode, pripremila sam sedam smjesa standarda (Tablica 5), koje sam
uzastopno propustila na HPLC-u. Za svaki standard napravila sam bazdarnu krivulju ovisnosti

povriine pika o koncentraciji. Kao pokazatelj dobre linearnosti uzela sam R2 > 0,99.
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Tablica 5. Koncentracije serotonina, dopamina i noradrenalina u standardnim otopinama

koriStenima za testiranje linearnosti metode.

smjesa koncentracija (nM)
standarda 5HT DA NA
1 333 333 333
2 166,5 166,5 166,5
3 8325 8325 8325
4 2500 100 50
5 1250 50 25
6 500 20 10
7 125 5 2,5

3.2.7.3. Ponovljivost

Ponovljivost metode odredila sam kao ponovljivost rezultata unutar istog i izmedu razlicitih
dana. Ponovljivost sam izrazila kroz postotak relativne standardne devijacije, koji ukazuje na
varijabilnost rezultata u odnosu na njihov prosjek (engl. relative standard deviation, RSD). Manji

postotak relativne standardne devijacije pritom je ukazivao na bolju ponovljivost.

Ponovljivost unutar istog dana testirala sam propuStanjem istog uzorka tkiva mozga tri puta
uzastopno, te zatim usporedila povrSine pikova za svaki analit izmedu triju dobivenih
kromatograma izracunavsi prosjecnu povrSinu pika sa standardnom devijacijom za svaki analit.
Zatim sam iz omjera standardne devijacije 1 prosjecne povrSine pika odredila postotak relativne

standardne devijacije.

Ponovljivost izmedu razli¢itih dana testirala sam propustanjem iste smjese standarda tijekom dva
dana. Kao i kod testiranja ponovljivosti unutar istog dana, odredila sam prosje¢nu povrsinu pika i
pripadaju¢u standardnu devijaciju za svaki analit, iz kojih sam zatim izracunala postotak
relativne standardne devijacije. Ovaj postupak sam napravila za tri smjese medusobno razlicitih

koncentracija analita, stoga je u Rezultatima prikazan prosjek relativnih standardnih devijacija
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triju razli¢itih smjesa (izraZzen kao postotak vrijednosti standardne devijacije u odnosu na srednju

vrijednost).

3.2.8. Odredivanje koncentracije serotonina, dopamina i noradrenalina u uzorcima mozga
metodom HPLC

Koncentracije serotonina, dopamina i noradrenalina odredila sam u 7 uzoraka tkiva mozga
pomocu odabrane metode HPLC. Iz probnih uzoraka odredila sam povrSine pikova serotonina,
dopamina i noradrenalina prema kojima sam procijenila potrebne koncentracije standarda za
izradu bazdarne krivulje tako da krajnje tocke na krivulji budu najmanje 50% veée, odnosno,
manje od ocekivane koncentracije u uzorcima - na taj nacin osigurala sam da dobivene
vrijednosti koncentracija u uzorku budu unutar linearnog raspona ovisnosti povrSine pika 0

koncentraciji (Tablica 6).

Tablica 6. Koncentracije standarda serotonina, dopamina i noradrenalina u Cetiri smjese

koriStene za izradu kalibracijskih krivulja pri odredivanju koncentracija analita u uzorcima tkiva

mozga.
smjesa koncentracija (nM)
standarda SHT DA NA
1 2500 100 50
2 1250 50 25
3 500 20 10
4 125 5 2,5

Pomoc¢u smjesa standarda konstruirala sam za svaki analit bazdarni pravac ovisnosti povrSine
pika o koncentraciji. Nakon $to sam u programu TotalChrom dobila povrSine pikova serotonina,

dopamina i noradrenalina, izraCunala sam njihove koncentracije koriste¢i jednadzbu pravca.
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Rezultate izrazene u jedinicama nmol/L preracunala sam u masu (ng) trazenog analita po gramu

tkiva uzorka kore mozga prema sljedecoj formuli (primjer za izraCun mase serotonina):

ng 5HT/ koncentracija SHT (nmol/l) x volumen injekcije (ul) x Mr 5HT (g/mol) X R
gPFC = masa PFC (g)

Pri ¢emu je PFC prefrontalna kora, Mr molarna masa, a R faktor razrjedenja dobiven iz omjera
volumena deproteinizacijske smjese koriStene u homogenizaciji pojedinog uzorka i volumena

injektiranja.

Istu formulu koristila sam za preratun nanomolarnih koncentracija dopamina i noradrenalina u

nanograme po gramu tkiva, koriste¢i odgovaraju¢u molarnu masu.

3.2.9. Odredivanje koncentracije serotonina u uzorcima tkiva mozga metodom ELISA

Kao dodatnu potvrdu valjanosti razvijene HPLC metode, koncentracije serotonina, dopamina i
noradrenalina odredila sam komercijalno dostupnom metodom ELISA u istim uzorcima kojima
sam koncentracije odredila odabranom HPLC metodom. Koristila sam poseban komplet za
odredivanje serotonina, te poseban za odredivanje katekolamina. Oba kompleta temelje se na
kompetitivnoj metodi ELISA, u kojoj analit iz uzorka i antigen vezan za mikrotitarsku plocicu
kompetiraju za vezno mjesto na primarnom antitijelu. Sekundarno antitijelo konjugirano je s
peroksidazom, ¢iji supstrat - 3,3',5,5'-tetrametilbenzidin, TMB — nakon enzimatske konverzije

daje produkt ¢ija se koli¢ina odreduje oCitavanjem apsorbancije pri 450 nm.

Koncentracije serotonina u uzorcima tkiva mozga odredila sam pomocu kompleta Serotonin
Research ELISA prema prilozenom protokolu. Uzorke sam, zajedno sa standardima i kontrolama
iz kompleta, pipetirala prvo u jaZice plo€ice za acilaciju. Korak acilacije potreban je kako bi
primarno antitijelo moglo prepoznati i vezati se na serotonin. Zatim sam u svaku jaZicu dodala
acilacijski pufer, a nakon sto je od reakcije proslo 30 minuta, 100 upl aciliranih uzoraka,

standarda 1 kontrola pipetirala sam u jaZice mikrotitarske plo€ice, koja sadrZi u svojim jaZicama
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vezani acilirani serotonin. PoSto sam dodala u svaku jazicu po 25 ul antiseruma, plocicu sam
prekrila folijom te ostavila u hladnjaku na +4 °C tijekom 20 h kako bi za to vrijeme doslo do
vezanja antitijela na acilirani serotonin iz uzorka ili onog koji je vezan za jazicu ploc¢ice. Nakon
Sto sam dekantirala antiserum iz jazica, isprala sam ih tri puta sa po 300 pl pufera za ispiranje te
dobro osusila lupkanjem plocice po papirnatom ubrusu. U jazice sam zatim dodala 100 pl
sekundarnog antitijela s konjugiranom peroksidazom, koji se tijekom 30 minuta vezao na
primarno antitijelo. PoSto sam odstranila otopinu sa sekundarnim antitijelom i isprala jazice,
dodala sam supstrat peroksidaze (3,3',5,5'-tetrametilbenzidin, TMB) te inkubirala tijekom 30
minuta na mijesalici. Reakciju sam zaustavila dodavanjem 100 pl otopine za zaustavljanje
reakcije. Unutar 10 minuta od zaustavljanja reakcije, oCitala sam vrijednosti apsorbancije pri 450
nm na ¢ita¢u mikrotitarskih plo¢ica. Konstruirala sam bazdarni pravac ovisnosti apsorbancije o
logaritmu koncentracije standarda, iz kojeg sam odredila koncentracije serotonina u uzorcima

pomocu ocitanih apsorbancija. Raspon koncentracija koristenih standarda dan je u Tablici 7.

Tablica 7. Koncentracije standarda serotonina kori$tenih u metodi ELISA.

oznaka koncentracija SHT

standarda ng/ml ol
A 0 0
B 0,015 0,085
C 0,05 0,28
D 0,15 0,85
E 0,5 2.8
F 2,5 14
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3.2.10. Odredivanje koncentracije dopamina i noradrenalina u uzorcima tkiva mozga metodom
ELISA

Sli¢no kao i1 kod odredivanja koncentracija serotonina, koncentracije dopamina i noradrenalina u
uzorcima tkiva mozga odredila sam pomoc¢u kompleta 2CAT Research ELISA temeljenog na
kompetitivnoj metodi ELISA. U ovom sluc¢aju, prvi korak u metodi bila je zajednicka ekstrakcija
dopamina i noradrenalina. Jazicama u ploCici za ekstrakciju s uzorcima, kontrolama i
standardima dodala sam po 25 pl TE pufera, prekrila ih adhezivnom folijom i stavila na
mijeSalicu pri sobnoj temperaturi. Nakon 60 minuta, odstranila sam sadrzaj jazica i isprala ih u
dva navrata pomocu pufera za ispiranje. Zatim sam jaZicama dodala pufer za acilaciju (150 pl) te
acilacijski reagens (25 pl) i ostavila plocicu na mijesalici tijekom 20 minuta. Potom sam
odstranila sadrzaj jaZica i dvaput ih isprala, nakon ¢ega sam dodala 150 pl hidroklorne kiseline.
Plo¢icu sam ostavila na mijesalici, a nakon 10 minuta reakcije, pipetirala sam 140 pl uzorka,
standarda i1 kontrola u jazice nove mikrotitarske plocice, kojima sam zatim dodala po 50 pl
otopine enzima. Plo¢icu sam kratko protresla i potom stavila u inkubator na +37 °C, u kojem sam

plocicu ostavila na 2 sata.

U daljnjim postupcima, koristila sam zasebnu plocicu za dopamin, odnosno, noradrenalin. Iz
mikrotitarske plocice u kojoj se odvijala enzimatska reakcija, pipetirala sam po 90 pl uzorka,
standarda i kontrola u jazice tzv. enzimskih plo¢ica. U jazice plocice za analizu dopamina
pipetirala sam zatim 50 pl antiseruma s antitijelom za dopamin. Isto sam napravila i za plo€icu
za analizu noradrenalina. Plocice sam tijekom 20 h ostavila u hladnjaku na +4 °C. Nakon
inkubacije, odstranila sam sadrzaj jazica nakon ¢ega sam ih isprala Cetiri puta s 300 pl pufera za
ispiranje. Zatim sam u jazice dodala 100 pl enzimskog konjugata, prekrila ih folijom te ostavila
30 minuta na mijeSalici pri sobnoj temperaturi. JaZice sam ponovno isprala Cetiri puta s 300 pl
pufera za ispiranje kako bih odstranila sav nevezani enzimski konjugat, nakon ¢ega sam dodala
po 100 pl supstrata u svaku jazicu. PloCicu sam zamotanu u foliju ostavila 30 minuta na
mijesalici, a reakciju sam potom prekinula dodavanjem 25 pl otopine za zaustavljanje reakcije.
Apsorbanciju sam ocitala pri 450 nm, a iz bazdarnih pravaca ovisnosti apsorbancije o logaritmu
koncentracije standarda, odredila sam koncentracije dopamina i noradrenalina. Raspon koristenih

standarda dan je u Tablici 8.
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Tablica 8. Koncentracije standarda dopamina i noradrenalina koriStenih u metodi ELISA.

oznaka koncentracija (ng/ml) koncentracija (nmol/l)

standarda DA NA DA NA
A 0 0 0 0

B 0,5 0,2 3,3 1,2

C 1,5 0,6 9,8 3,5

D 5 2 33 12

E 20 8 131 47

F 80 32 522 189

3.2.11. Statisticka obrada podataka

U tabli¢nim prikazima dobivenih koncentracija koristila sam srednju vrijednost (engl. mean, M) i
standardnu devijaciju (engl. standard deviation, SD). Vrijednosti koncentracija serotonina,
dopamina i noradrenalina dobivenih metodama HPLC i ELISA usporedila sam u programu
GraphPad Prism 7. Za odredivanje pravilnosti distribucije rezultata koristila sam Shapiro-Wilk
test. U analizi korelacije, parametre koji su pokazivali pravilnu distribuciju analizirala sam
Pearson testom, dok sam one koji su pokazivali nepravilnu distribuciju analizirala Spearman
testom. U rezultatima sam prikazala dobivene parametre testa koriStenog za usporedbu
koncentracija dobivenih metodama HPLC i ELISA. Vrijednosti koncentracija koje su od

prosjeka odstupale viSe od dvije standardne devijacije nisam ukljucila u usporedbu.
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4. Rezultati

4.1. Utjecdqj filtracije na razlucivost pikova

Prilozeni kromatogrami (Slike 11-13) ilustriraju ispitivanje utjecaja filtriranja te centrifugiranja u
dva koraka na razlucivost pikova na kromatogramu. Izmedu kromatograma dobivenih nakon
prvog koraka centrifugiranja te onog dobivenog nakon filtriranja nema velike razlike u izgledu,
dok kromatogram dobiven nakon ponovljenog koraka centrifugiranja pokazuje bolje razlucivanje
pikova. Stoga je u pripremi daljnjih uzoraka filtracija izostavljena i zamijenjena dodatnim

korakom centrifugiranja.
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Slika 11. Kromatogram probnog uzorka tkiva mozga nakon prvog koraka centrifugiranja.
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Slika 12. Kromatogram probnog uzorka tkiva mozga nakon filtriranja kroz filter veli¢ina pora
0,22 pm.
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Slika 13. Kromatogram probnog uzorka tkiva mozga nakon drugog koraka centrifugiranja.
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4.2. Razvoj metode

4.2.1. 1zokratna metoda
Kao polazna tocka u razvoju metode, odabrana je metoda izokratne elucije s 0,05% mravljom
kiselinom (HCOOH) i acetonitrilom (ACN) u omjeru 90:10, prema radu Thomasa i sur. (2015).

Pocetni uvjeti u razvoju metode bili su sljedeci:

ispiranje: 90% HCOOH, 10% ACN (5 min)
metoda: 90% HCOOH, 10% ACN

trajanje metode: 15 min

protok: 0,5 ml/min

volumen injektiranja: 40 pl

Kromatogram smjese standarda 5HT, DA, NA, TRP, TYR, 5HIAA, MHPG, VMA i HVA (s
konacnom koncentracijom svake komponente od 5 nM) testirane prema opisanoj izokratnoj
metodi prikazan je na Slici 14. Na kromatogramu se ne vide 5SHIAA i HVA jer pri izokratnoj
metodi s udjelom organske faze od 10% imaju retencijsko vrijeme dulje od 15 minuta. Budu¢i da
izokratna elucija nije zadovoljavaju¢e razdvojila standarde u smjesi, metodu sam nastavila

modificirati s gradijentnim na¢inom elucije.
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Slika 14. Kromatogram smjese standarda serotonina (5HT), dopamina (DA), noradrenalina
(NA), triptofana (TRP), tirozina (TYR), 5-hidroksiindol-octene kiseline (5SHIAA), 3-metoksi-4-
hidroksifenilglikola (MHPG), homovanili¢cne kiseline (HVA) i vanililmandelicne kiseline

(VMA) razdvojene prema pocetnoj izokratnoj metodi.

4.2.2. Pocetna gradijentna metoda

Gradijent sam raspodijelila u dva koraka s razli¢itim nagibom, odnosno, promjenom udjela
organske faze u danom vremenu (Tablica 9). Tre¢i korak u metodi predstavlja spustanje udjela
acetonitrila na 2%, a Cetvrti korak, s izokratnom elucijom, sluzi kao priprema za ispiranje izmedu
pojedinih ispitivanja. Protok je bio 0,5 ml/min u koraku ispiranja, a 0,7 ml/min tijekom ostalih

koraka. Volumen injektiranja iznosio je 50 pl.

40



Tablica 9. Promjena udjela vodene i organske faze u pojedinim koracima pocetne gradijentne

metode.

udio vodene ili organske faze

korak trajanje (%) hacin nagib .
- elucije gradijenta
0,05% HCOOH acetonitril
0** 8 min 98 2 izokratni -
1 10 min 90 10 gradijentni 0,8
2 5 min 85 15 gradijentni 1
3 1 min 98 2 gradijentni -13
4 5 min 98 2 izokratni -

* Nagib gradijenta izracunat je kao promjena u udjelu organske faze kroz vremenski period

trajanja koraka.

** Nulti korak metode predstavlja ispiranje kolone izmedu uzastopnih ispitivanja i nije prikazan

na kromatogramima.

U nastavku su prikazani kromatogrami smjese standarda (Slika 15) te prvog probnog uzorka

tkiva mozga (Slika 16), testirani prema ovdje opisanoj gradijentnoj metodi. Koncentracije svih

komponenata smjese standarda bile su 31,25 nM.
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Slika 15. Kromatogram smjese standarda serotonina (5HT), dopamina (DA), noradrenalina
(NA), triptofana (TRP), tirozina (TYR), 5-hidroksiindol-octene kiseline (5HIAA), 3-metoksi-4-
hidroksifenilglikola (MHPG), homovanili¢cne kiseline (HVA) i vanililmandeli¢ne kiseline
(VMA) razdvojene prema pocetnoj metodi s dva gradijentna koraka.

42



—B45
—8.55
—1178

—1258
i

o TaT

Odziv detektora (mV)

| ) | ‘
| || ll. ||I1 ‘ ‘l

. | rr ']I i || |1| | l'il |
2 UV

T TT T TT T 1 1

0 20 3p 40 5.0 B0 7O 8D 4D g 440 420 430 140 450 46D {70 i80 190 200 20 2ED 20 240 250

Vrijeme (min)

Slika 16. Kromatogram prvog analiziranog uzorka mozga. Uzorak je analiziran prema pocetnoj
metodi s dva gradijentna koraka.

Gradijentan nacin elucije, sa smanjenim udjelom organske faze i pove¢anom brzinom protoka,
omogucio je bolje razdvajanje pikova u odnosu na razdvajanje u izokratnoj metodi. Kako uvjeti
U pocetnoj gradijentnoj metodi ipak nisu omoguéili dobro razdvajanje serotonina od 3-metoksi-
4-hidroksifenilglikola u smjesi standarda, te nisu pokazali zadovoljavaju¢e razdvajanje pikova
pri retencijskim vremenima gdje su ocekivani dopamin i noradrenalin u uzorku tkiva mozga, u
nastavku razvoja metode promijenjen je udio organske faze, te ujednacen protok kroz sve korake
metode. Utjecaj razli¢itih nagiba gradijenta ispitan je kroz promjenu trajanja metode i udjela

organske faze. Takoder, ispitani su i razli¢iti volumeni injektiranja.
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4.3. Odabrana metoda

Najbolje razdvajanje pokazala je metoda s dva gradijentna koraka u kojima organska faza doseze
maksimalni udio od 12,5% (Tablica 10, Slika 17). Kao i u pocetnoj gradijentnoj metodi, zadrzan
je korak spustanja udjela organske faze na 2% s kratkim korakom izokratne elucije pri istom
udjelu organske faze, kao priprema za ispiranje kolone izmedu ispitivanja. Protok u odabranoj
metodi je 0,7 ml/min u svim koracima (ukljucujuci i korak ispiranja), a volumen injektiran u
kolonu iznosi 20 pl. Dani su primjeri kromatograma smjese standarda serotonina, dopamina i

noradrenalina (Slika 18), te uzorka tkiva mozga (Slika 19) analizirani prema odabranoj metodi.

Tablica 10. Promjena udjela vodene i organske faze u pojedinim koracima odabrane metode.

udio vodene ili organske faze
(%) nacin nagib

korak trajanje elucije gradijenta™

0,05% HCOOH acetonitril

0** 5 min 98 2 izokratni -
1 10 min 90 10 gradijentni 0,8
2 5 min 87,5 12,5 gradijentni 0,5
3 1 min 98 2 gradijentni -9,5
4 5 min 98 2 izokratni -

* Nagib gradijenta izracunat je kao promjena u udjelu organske faze kroz vremenski period
trajanja koraka.

** Nulti korak metode predstavlja ispiranje kolone izmedu uzastopnih ispitivanja i nije prikazan
na kromatogramima.
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Slika 17. Graficki prikaz promjene udjela organske faze u vremenu u odabranoj metodi.
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Slika 18. Kromatogram smjese standarda serotonina (5HT, 1250 nM), dopamina (DA, 50 nM) i
noradrenalina (NA, 25 nM) dobiven odabranom metodom.
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Slika 19. Kromatogram uzorka tkiva mozga dobiven odabranom metodom. Na kromatogramu su

oznaceni pikovi serotonina (5HT), dopamina (DA) i noradrenalina (NA).
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Prosjecna retencijska vremena sa standardnim devijacijama za serotonin, dopamin i noradrenalin
u odabranoj metodi odredena su iz 7 standardnih otopina i 7 analiziranih uzorka tkiva mozga, a

prikazanana su u Tablici 11.

Tablica 11. Prosjec¢no (engl. mean, M) retencijsko vrijeme sa standardnom devijacijom (SD) za

serotonin, dopamin i noradrenalin u smjesi standarda i uzorku tkiva mozga.

retencijsko vrijeme (min), M £ SD

SHT DA NA
smjesa standarda 9,44 £ 0,48 3,39+£0,12 1,78 £ 0,05
uzorak 9,67 £0,26 3,57+0,14 2,11+ 0,05

4.4. ldentifikacija pikova na kromatogramu uzorka tkiva mozga

Na sljede¢im kromatogramima (Slike 20-23) prikazana je identifikacija pikova serotonina,
dopamina i noradrenalina u uzorku tkiva mozga metodom dodavanja vanjskog standarda. Za
usporedbu je dan kromatogram ispitivanog uzorka bez dodanih vanjskih standarda, te
kromatogrami istog uzorka s dodanim jednim od vanjskih standarda. Usporedbom kromatograma
alikvota uzorka tkiva mozga bez dodanog vanjskog standarda s onim gdje je dodan vanjski
standard serotonina, poveéanje pika pri retencijskom vremenu od 9,3 min ukazuje na to da taj pik
pripada serotoninu. Na sli¢an na¢in povecanje pika pri retencijskom vremenu od 3,41 min
ukazuje na prisutnost dopamina, dok je pri retencijskom vremenu od 1,79 min odreden pik

noradrenalina.
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Slika 20. Kromatogram uzorka tkiva mozga koriStenog za identifikaciju pikova serotonina,

dopamina i noradrenalina. Prikazan je alikvot uzorka bez dodanog vanjskog standarda.
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Slika 21. Kromatogram uzorka tkiva mozga s dodanim vanjskim standardom serotonina.
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Slika 22. Kromatogram uzorka tkiva mozga s dodanim vanjskim standardom dopamina.
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Slika 23. Kromatogram uzorka tkiva mozga s dodanim vanjskim stadardom noradrenalina.

4.5. Validacija metode

4.5.1. Selektivnost
Primjeri kromatograma smjese standarda (Slika 18) i uzorka tkiva mozga (Slika 19) testiranih
prema odabranoj metodi pokazuju dobro razlucivanje pikova Serotonina, dopamina i

noradrenalina od okolnih pikova, odnosno, ukazuju na dobru selektivnost metode.
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4.5.2. Linearnost
Bazdarni pravci ovisnosti povrSine pika o koncentraciji standarda (Slike 24-26) pokazali su
dobru linearnost odabrane metode za serotonin (R? > 0,99), te nesto losiju za dopamin i

noradrenalin (R?> 0,95).
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Slika 24. Bazdarni pravac ovisnosti povrsine pika o koncentraciji standarda serotonina.
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Slika 25. Bazdarni pravac ovisnosti povrsine pika o koncentraciji standarda dopamina.
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Slika 26. Bazdarni pravac ovisnosti povrsine pika o koncentraciji standarda noradrenalina.
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4.5.3. Ponovljivost

Ponovljivost metode unutar istog dana bila je dobra za sve analite, s maksimalnim odstupanjem
rezultata za noradrenalin od 1,34%. Dok je ponovljivost metode izmedu razli¢itih dana za
serotonin ostala dobra s odstupanjem od 2,3%, rezultati ukazuju na slabu ponovljivost metode
izmedu razlic¢itih dana za dopamin (13,33%), te nesto bolju za noradrenalin (4,66%) (Tablica
12).

Tablica 12. Ponovljivost metode izrazena kao postotak relativne standardne devijacije (RSD)

povrsine pikova.

RSD (%), n=3
ponovljivost

S5HT DA NA
unutar dana 0,62 1,04 1,34
izmedu dana 2,30 13,33 4,66

4.6. Koncentracije serotonina, dopamina i noradrenalina dobivene metodoma HPLC i ELISA

Srednje vrijednosti i standardne devijacije koncentracija serotonina, dopamina i noradrenalina
dobivenin metodama HPLC i ELISA prikazane su u Tablici 13. Prosje¢ne vrijednosti
koncentracija serotonina i dopamina dobivenih metodom HPLC bile su vec¢e od onih dobivenih
metodom ELISA, dok je prosjecna koncentracija noradrenalina dobivena metodom HPLC bila

manja od one dobivene metodom ELISA.

55



Tablica 13. Koncentracije serotonina, dopamina i noradrenalina u uzorku tkiva mozga Stakora —
prefrontalnoj kori (engl. prefrontal cortex, PFC) - dobivene odabranom metodom HPLC te
metodom ELISA.

koncentracija (M + SD u ng/g PFC), n=7*

SHT DA NA

HPLC 426,07 £ 45,95 34,43 + 2,36 19,19+ 2,99
ELISA 82,03+4500 19,58 +18,85 85,96 *+ 66,88

* 0sim za 5HT i DA ELISA (n=5)

4.7. Usporedba metoda HPLC i ELISA

Usporedba rezultata dobivenih metodama HPLC i ELISA neparametrijskim Spearman testom
nije pokazala postojanje korelacije izmedu rezultata ovih dviju metoda za svaki pojedini analit.
Dobiveni parametri Spearman testa prikazani su u Tablici 5, a na Slici 17 graficki su prikazani

odnosi izmedu rezultata dobivenih metodama HPLC i ELISA za svaki uzorak.

Tablica 14. Parametri Spearman testa dobiveni u usporedbi rezultata metoda HPLC i ELISA:

koeficijent korelacije (r), stupanj znacajnosti (p) i broj usporedivanih uzoraka (n).

SHT DA NA
r 0,500 -0,700 0,143
p 0,450 0,233 0,783
n 5 5 7
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Slika 27. Graficka usporedba rezultata dobivenih metodama HPLC i ELISA. Kratice na osi X

odgovaraju oznakama pojedinih testiranih uzoraka tkiva mozga.
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5. Rasprava

5.1. Razvoj i validacija metode

Cilj ovog diplomskog rada bio je razviti i validirati metodu HPLC za odredivanje razina
serotonina, dopamina i noradrenalina u uzorku tkiva mozga Stakora. Razvijena metoda pokazala
je dobro razdvajanje trazenih analita, a buduéi da su eluirani unutar 10 minuta, zadovoljila je i

kriterij kratkog trajanja, §to ¢e ovu metodu Ciniti pogodnom za analizu velikog broja uzoraka.

U pocetku razvoja metode, odabrani su uvjeti prema Thomasu i sur. (2015), koji su koristili
jednostavnu izokratnu metodu s 10% acetonitrilom u 0,05% mravljoj kiselini za analizu
noradrenalina i serotonina u uzorcima tkiva mozga misa. Noradrenalin je imao krace retencijsko
vrijeme (2,17 min) od serotonina (3,7 min), Sto odgovara i redoslijedu dobivenom u metodi
razvijenoj u ovom radu, kao i onome koji su odredili Komura i Sakamoto (1990) pri sli¢énim
kromatografskim uvjetima. Budué¢i da i katekolamini i serotonin u strukturi imaju prsten s
vezanom amino skupinom, na njihovo retencijsko vrijeme primarno je utjecao broj hidroksilnih
skupina u strukturi - noradrenalin je sa svoje tri hidroksilne skupine najpolarniji od analiziranih
spojeva, pa je stoga i prvi eluiran, dok za njim slijede dopamin s dvije, te serotonin s jednom
hidroksilnom skupinom. Za razliku od metode koju su koristili Thomas i sur. (2015), izokratan
nacin elucije u ovom radu nije pokazao zadovoljavajuce razdvajanje pikova, §to je uobicajena
posljedica koristenja razli¢itih kolona. Udio organske faze od 10% u izokratnoj metodi pokazao
se prejakim za fino razdvajanje traZenih analita, a gradijentan nacin elucije s postepenom
promjenom udjela organske faze s 2 na 12,5% omogucio je spojevima da postepeno eluiraju
ovisno o njihovom polarnom karakteru. Prvi korak gradijenta omogucio je dobro razdvajanje
noradrenalina i dopamina od brojnih pikova polarnih spojeva u uzorku mozga. Retencijsko
vrijeme serotonina nalazilo se na samoj granici dvaju gradijentnih koraka razli¢itih nagiba, stoga
je smanjenje udjela acetonitrila s 15% u pocetnoj gradijentnoj metodi na 12,5% u odabranoj
metodi primarno osiguralo bolje razdvajanje pikova koji slijede iza serotonina produZzivanjem

njihovog retencijskog vremena.

Za validaciju metode testirani su selektivnost, linearnost i ponovljivost unutar istog te izmedu
razli¢itth dana. Dobro razluceni i simetriéni pikovi svih triju analita ukazuju na dobru

selektivnost metode. Linearnost i ponovljivost metode unutar istog te izmedu razlic¢itih dana
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pokazale su se dobrima za serotonin, no kod dopamina su bile losije. Buduéi da je ponovljivost
metode bila dobra za serotonin, moze se zakljuciti da slaba ponovljivost kod dopamina nije odraz
mana odabrane metode, ve¢ je mogu¢i uzrok tomu raspadanje dopamina. Poznato je da su
katekolamini zbog benzenskog prstena u svojoj strukturi osjetljivi na oksidaciju (Sanchez-Rivera
i sur., 2003). Na oksidativhu degradaciju dopamina moglo je utjecati vrijeme koje je proslo
izmedu stavljanja uzorka u automatski uzorkovac i1 ¢ekanja na injektiranje u kolonu pri ¢emu je
moglo do¢i do raspada dopamina. Moguce je da koncentracije antioksidicijskih komponenata -
natrijeva bisulfita i EDTA - u deproteinizacijskoj otopini nisu bile dovoljne kako bi dopamin
zastitile od oksidativne degradacije uzrokovane otopljenim kisikom. Jedan od ¢esto koristenih
antioksidansa u pripremi bioloskih uzoraka je i askorbinska kiselina, a Thorre 1 sur. (1997)
opisali su antioksidacijsku otopinu s dodanim askorbatom i L-cisteinom u kojoj su indolamini i
katekolamini bili stabilni tijekom 20 sati. Askorbinska kiselina testirana je u izradi ovog rada u
pripremi standardnih otopina serotonina, dopamina i noradrenalina, no pokazivala je pik koji je
bilo teSko razdvojiti od dopamina, te stoga nije ukljucena u daljnju pripremu standarda (rezultati

nisu prikazani).

Na kromatogramima svjeze pripremljenih standarda (Rezultati 4.3., Slika 18) te uzorka mozga s
dodanim vanjskim standardom dopamina (Rezultati 4.4., Slika 22) uo¢ljiva su dva manja pika
koji se preklapaju s pikom dopamina, a moguce je da pripadaju njegovim oksidacijskim
produktima. S druge strane, manji pikovi oko pika dopamina mogu biti i rezultat njegovih
razli¢ito protoniranih specija. Naime, katekolamini su slabe baze (Nicholls i Ferguson, 1992), a
slabe baze Cesto pokazuju viSestruke i nesimetricne pikove kada se eluiraju u mobilnoj fazi bez
prikladnog pufera (Wiltshire i Nedderman, 2008) — u slu¢aju razdvajanja spojeva s amino
skupinom kao §to su serotonin i katekolamini, koriStenje amonijevih iona sprije¢ilo bi pojavu

viSestrukih pikova.

Noradrenalin je u odnosu na dopamin pokazao bolju linearnost. Ipak, zbog njegove sli¢nosti U
strukturi s dopaminom ¢udi da noradrenalin nije pokazao istu sklonost degradaciji kao i
dopamin. Na kromatogramu uzorka tkiva mozga (Rezultati 4.3., Slika 19) nisu vidljiva
spomenuta dva manja pika koja okruzuju pik dopamina u smjesi standarda, stoga se moze
zakljuciti da je problem uzrokovan standardom dopamina, odnosno, da isti kromatografski uvjeti

nisu utjecali na raspad dopamina u uzorku tkiva mozga. Koristeni standard dopamina nije imao
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¢isto¢u namijenjenu za analizu na HPLC-u pa bi pokrajnji pikovi mogli odgovarati i necisto¢ama
ili enantiomernim oblicima. Moguce je da je prilikom pripreme standarda u¢injena pogreska u
odabiru otapala koja je kasnije utjecala na podloznost oksidativnoj razgradnji dopamina ili pojavi
razli¢ito protoniranih specija. Stoga bi u buducnosti trebalo koristiti standarde Ccistoce
namijenjene analizi na HPLC-u i ispitati koja otapala i pri kojem pH daju najbolji izgled pikova

dopamina.

Razine serotonina odredene metodom HPLC u ovom radu donekle su usporedive s onima koje su
Hranilovi¢ i sur. (2011) dobili odredivanjem razina serotonina u kori mozga Wistar Stakora
pomoc¢u metode HPLC s elektrokemijskom detekcijom. U tom istrazivanju, koncentracije
serotonina u kori mozga iznosile su prosjecno 346 + 32.4 ng/g - za usporedbu, prosjecne
koncentracije u ovom radu su 426 + 45,95 ng/g. Razine dopamina i noradrenalina u kori mozga
nisu prethodno odredivane u istrazivanju perinatalno povisenih koncentracija serotonina, stoga

¢e ovdje dobiveni rezultati u buduc¢nosti posluZiti za usporedbu.

5.2. Usporedba metoda HPLC i ELISA

Rezultati za serotonin dobiveni metodom ELISA znacajno su manji od onih odredenih metodom
HPLC. Serotonin je podlozan raspadu fotoionizacijom (Shear i sur., 1997) pa postoji moguénost
da se dio serotonina raspao tijekom izvodenja metode ELISA na svjetlosti, dok kod HPLC-a to
nije bio problem zbog Cuvanja pripremljenog uzorka u vijalici tamnog stakla. U metodi ELISA,
primarno antitijelo je visoke specificnosti na acilirani serotonin, pa nije doslo do njegovog
vezanja na raspadne produkte serotonina, a rezultat je bila manja ocitana koncentracija
serotonina. Mana kompetitivne metode ELISA svakako lezi u tome $to se analit kvantificira
indirektno. Iako su u izvodenju metode ELISA slijedene upute proizvodaca kompleta, moguce je
da je manja greSka u izvodenju nekog koraka kasnije amplificirana pri matematickim
konverzijama te time rezultirala krivim odredivanjem koncentracije. Primjerice, reakcija
peroksidaze ubrzana je na poviSenoj temperaturi, a povec¢ana koncentracija njenog produkta daje
krivi zakljucak o pocetnim koncentracijama analita u uzorku - budu¢i da se na mikrocitacu
mjerenjem apsorbancije produkta zapravo mjeri koli¢ina antigena vezanog za mikrotitarsku

plocicu na koje se vezalo primarno antitijelo, dobiva se dojam da je koncentracija analita bila
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manja no Sto uistinu jest. Sli¢an efekt na rezultat imalo bi i predugo vrijeme inkubacije sa

supstratom peroksidaze.

Razlika u manjim koncentracijama dopamina odredenima metodom ELISA u odnosu na one
odredene metodom HPLC potencijalno lezi u koraku ekstrakcije u metodi ELISA. Naime,
povoljni uvjeti za ekstrakciju traze pH izmedu 7-8, a uzorci su bili homogenizirani u kiseloj
deproteinizacijskoj smjesi. Fenolna struktura dopamina i noradrenalina podlozna je oksidaciji
pod utjecajem svjetla ili otopljenog kisika, a s porastom pH raste moguénost formiranja
oksidiranog oblika (Kim i sur., 2008), stoga je za pripremu uzoraka i standarda odabran kiseli pH
kako bi se sprijecila njihova degradacija. Takoder, za odredivanje katekolamina metodom
ELISA ne preporuca se koristenje perklorne kiseline u pripremi uzoraka zbog njenog negativnog
utjecaja na korak ekstrakcije. Perklorna kiselina standardno se Kkoristi u svrhu deproteinizacije
prilikom pripreme uzoraka za HPLC (Dhir i Kulkarni, 2007; Su i sur., 2009; Parrot i sur., 2011),
a odstranjivanje makromolekula osobito je vazno kako ne bi agregacijom u koloni onemogucile
protok mobilne faze. lako je koncentracija perklorne kiseline u deproteinizacijskoj otopini bila
niska, treba uzeti u obzir da je mogla narusiti korak ekstrakcije katekolamina u metodi ELISA,
Sto je kasnije uzrokovalo manju ocitanu koncentraciju dopamina. Pretpostavka je ipak da bi isti
razlozi utjecali kasnije i na koncentracije noradrenalina, budu¢i da se ekstrahira zajedno s
dopaminom, ali to nije bio slucaj - StoviSe, koncentracije noradrenalina odredene metodom
ELISA vec¢e su od onih odredenih metodom HPLC. Kako je ranije spomenuto da slabe baze
mogu pokazivati viSestruke pikove, moguce je da je dio noradrenalina bio prisutan u obliku
protonirane specije koja se na kromatogramu uzorka tkiva mozga vidjela kao zasebni pik i time

nije pridonijela odredivanju ukupne koncentracije noradrenalina.

Iako su ovdje ponudena neka moguca rjeSenja razlike u razinama serotonina, dopamina i
noradrenalina odredenih metodama HPLC i ELISA, ona ne objasnjavaju nedostatak korelacije
izmedu rezultata dobivenih ovim dvjema metodama. UnatoC tim razlikama, dobiveni rezultati
ukazuju na potencijal razvijene metode HPLC u odredivanju razina serotonina, dopamina i
noradrenalina u uzorku tkiva mozga. U nastavku razvoja metode potrebno je za pocetak ispitati
kvalitetu pripreme uzorka te ustanoviti u kojim koracima potencijalno dolazi do raspadanja ili

gubitka analita - koriStenje unutarnjeg standarda u kalibraciji pomoglo bi u pronalazenju tih
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odgovora. Takoder, bilo bi vrijedno ispitati i utjecaj pH mobilne faze na razdvajanje ovih

spojeva, kako je to jedan od klju¢nih faktora koji utjeCu na razdvajanje u kromatografskoj koloni.
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6. Zakljucak

1. Razvijena metoda HPLC s gradijentnom separacijom u dva koraka uspjesno je razdvojila
pikove serotonina, dopamina i noradrenalina u uzorku tkiva mozga Stakora.

2. Metoda je validirana odredivanjem selektivnosti, linearnosti i ponovljivosti. Metoda je
selektivna za sve trazene analite. Dobra linearnost i ponovljivost rezultata za serotonin
ukazuju na uspjesno razvijenu metodu. Nesto loSija linearnost i ponovljivost metode za
dopamin i noradrenalin posljedica su oksidacijske degradacije, postojanja razli¢ito
protoniranih specija ili neéisto¢a u kupljenim standardima.

3. Nedostatak korelacije u rezultatima odredenima metodama HPLC i ELISA moze se
pripisati degradaciji analita, te stoga upucuje na daljnji razvoj protokola za pripremu i
pohranu uzorka.
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