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Uvod

Sloucenina indoxyl sulfat (IS) je metabolitem trypto-
fanu, aminokyseliny nepostradatelné pro lidsky organis-
mus. Metabolismus tryptofanu v téle probiha dvéma hlav-
nimi cestami. Jednou cestou vznika meziprodukt kynure-
nin, ktery je dale metabolizovan napf. na aminokyselinu
alanin, vitamin nikotinamid nebo na vybrané neuro-
transmitery — kyselinu kynureovou, kynuramin, chinolinat
a dalsi. Druhou cestou vznikd velmi dulezity neuro-
transmiter serotonin. Tryptofan pfijaty stravou se ve stieveé
nedokaze dostatecné vstiebat, a je tudiz rozkladan sttevni-
mi bakteriemi na indol, z n€hoz po hydroxylaci a sulfatiza-
ci v jatrech vznika uremicky toxin IS (obr. 1). Tato toxicka
latka je ve zdravém fungujicim organismu vychytavana
ledvinami a odvadéna z té¢la moc¢i — mechanismem tubular-
ni sekrece' .

Ve vzorcich moc¢i nebo krve, resp. krevniho séra,
zdravych osob lze detekovat nizké hladiny IS — v moci
vétdinou nejvyse 30 mg I, v séru je tato hodnota pdtkrat
az Sestkrat niz8i. Vys$si hladiny této latky jsou obvykle
zpusobeny stievni dysbidzou, mohou vsak znacit i jiné
komplikace, nadory tlustého stieva s poruchou pasaze
nevyjimaje. Vyssi mnozstvi IS v krvi vétSinou souvisi se
selhavanim ledvin. Tento toxin je jiz nékolik let studovan
prave v souvislosti s chronickym onemocnénim ledvin. IS
podnécuje rendlni fibrotizaci, zmnozeni vazivové tkang.
Pacienti s nefunkénimi ledvinami vzdy vykazuji zvySené
hodnoty tohoto toxinu, 10-80krat vyssi oproti bézné kon-
centraci, jelikoz klasickou dialyzou (hemodialyzou ¢i peri-
tonedalni dialyzou) je obtizné odstranitelny kvuli jeho silné
vaznosti k proteintim, zejména albuminu. Z dtivodu vaz-
nosti na bilkoviny 1ze mnozstvi IS v krvi ¢aste¢né ovlivnit
slozenim pfijimané potravy. I osoby s plné funkénimi led-
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vinami vykazuji vyssi hodnoty IS v krvi, obsahuje-li jejich
strava vice proteina' ™.

Mnoh¢é studie poukazuji na to, ze vyssi koncentrace
IS v krvi maji mimo stfevni dysbiézu a chronické onemoc-
néni ledvin souvislost i s kardiovaskularnimi nemocemi
asrdetnimi  pfihodami, malabsorpénim syndromem
(porucha traveni a vstiebavani zakladnich zivin), intoleran-
ci glukosy, reakci §tépu proti hostiteli po transplantaci
krvetvornych kmenovych bunék, poruchou kostniho meta-
bolismu, ale i s poruchami centrdlniho nervového systému,
napt. Parkinsonovou chorobou. IS navic vyvolava oxidac-
ni stres a sniZzuje mnozstvi glutathionu, latky detoxifikujici
xenobiotika™® . Je tedy nezbytné, zejména u rizikovych
pacientd, monitorovat mnozstvi IS v organismu.

Orientacni stanoveni IS v moci je bé€zn¢€ provadéno
pomoci Obermeyerova testu, ktery cili na odhaleni stfevni
dysbidzy a toxémie. Analytickd stanoveni jsou optimalné
provadéna rovnéz ve vzorcich moci kvilli snadnosti odbéru
této biologické matrice. U pacientd, ktefi uz moc¢ kvuli
onemocnéni ledvin neprodukuji, je nutné k analyze IS
odebrat krev. Po separaci latek obsazenych v biologické
matrici, obvykle pomoci HPLC, je dle literatury™'>"7 IS
mozné stanovit s vyuzitim spektrofotometrického detekto-
ru, elektrochemického detektoru (ED), odpafovaciho de-
tektoru rozptylu svétla (ELSD) ¢i pomoci hmotnostni
spektrometrie (MS). Mez detekce (LOD) IS se
u spektrofotometrickych detektord a ELSD pohybuje na
trovni jednotek, piipadné desetin mg "', u ED na trovni
desetin az setin mg 1" a u MS je§té cca o fad niZe. Na na-
Sem pracovisti jsme zvolili ED z divodu jeho vysoké se-
lektivity, dostaCujici citlivosti a soucasné¢ nizsich ekono-
mickych nékladd v porovnani s MS. Pouzitou pracovni
elektrodou ED byl porézni grafit. Elektrody s rlznymi
modifikacemi uhliku (skelny uhlik, grafen, porézni grafit)
jsou vyrazné upiednostiiovany pro stanoveni IS i ostatnimi
autoryls'm’]g’lg.
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Obr. 1. Metabolismus tryptofanu v travicim traktu
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Experimentalni ¢ast
Ptistrojové vybaveni

V ramci popsanych experimentd byly vyuzity analy-
tické vahy XS205DU (Mettler-Toledo, Columbus, OH,
USA), ultrazvukova lédzeni Sonorex Super RK 510
(Bandelin Electronic, Berlin, Némecko), systém na Gpravu
vody IWA 20iol (WATEK, Lede¢ nad Sazavou, CR), pH
metr WTW 538 (Wissenschaftlich-Technische Werkstét-
ten, Weilheim, Némecko) s elektrodou BlueLine 28 pH
(Schott, Mainz, Némecko) a chlazena centrifuga Sigma 3-
16 KL (Sigma Laborzentrifugen, Osterode am Harz, N¢-
mecko).

K separaci a nasledné detekci byl pouzit vysokoucin-
ny kapalinovy chromatograf (HPLC) UltiMate 3000 Series
s elektrochemickym detektorem (ED) ECD-3000RS
s coulometrickym senzorem 6011RS (porézni grafitova
pracovni elektroda; palladiova referentni elektroda) a de-
tektorem diodového pole (DAD) DAD-3000RS (cela
HPLC/ED-DAD sestava od Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA).

Pouzivané chemikalie a standardy

Pro potieby optimalizace a validace metod stanoveni
IS byla pouZivédna draselnd stl indoxyl sulfatu (Cistota
> 98 %; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a kreatinin
(amid N-methylguanidinoctové kyseliny, Cistota > 98 %;
Sigma-Aldrich). K pfipravé vzorkd a roztokd pro chroma-
tografické analyzy byl vyuzivan methanol (Cistota > 99,9
%; Sigma-Aldrich), EDTA (Cistota 99 % p.a.; Sigma-
Aldrich), dihydrogenfosforetnan sodny monohydrat
(cistota 99 % p.a.; Sigma-Aldrich), hydroxid sodny
(Cistota 98 % p.a.; Lach-Ner, Neratovice, CR), kyselina
octovd (Cistota 99 % p.a.; Lach-Ner), monohydrat
1-oktansulfonatu sodného (Cistota 99 % p.a.; Sigma-
Aldrich), kyselina pikrova (Cistota > 98 %; Sigma-Aldrich)
a kyselina chlorista (Cistota 70 %; Sigma-Aldrich).

Stanoveni indoxyl sulfatu v moci

Priprava roztokii

Kalibra¢ni fada IS byla pfipravena fortifikaci smésné
mo¢i kalibraénimi roztoky IS pfipravenymi v 0,2mol I
kyseling octové v koncentraénim rozmezi 1-85 mgl™.
Konecné vysledky stanoveni IS ve vzorcich moci byly
vztahovany na mnozstvi pfitomného kreatininu. To bylo
vypocteno pomoci kalibracni fady kreatininu v ultracisté
vodé.

Mobilni faze (MF) pouzivand pro chromatografické
stanoveni byla slozena z methanolu (MF B) a fosfatového
pufru (MF A) obsahujicitho 7 g monohydratu dihydrogen-
fosfore¢nanu sodného, 0,30 g iontové parového C¢inidla
monohydratu 1-oktansulfonatu sodného a 0,05 g EDTA
v 1000 ml vodného roztoku. Hodnota pH pufru byla upra-
vena na 7,3 pomoci 1mol 1" roztoku hydroxidu sodného.
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Priprava vzorku moci k analyze (Jaffého reakce)

Pro vlastni analytické stanoveni byly odebrany 2 ml
prefiltrované lidské moci (bez ptidavku ¢i s pfidavkem IS),
smiseny s 1ml Imol I roztoku hydroxidu sodného
a nasledné s 1 ml nasyceného roztoku kyseliny pikrové. Po
probéhnuti Jaffého reakce (cca 10 min) byl ziskany Cerve-
n¢ zbarveny roztok kreatinin-pikratu obsahujici téz IS
analyzovan metodou HPLC/ED-DAD.

Analytické podminky stanovent

Separace latek obsazenych ve vzorcich moc¢i byla
provadéna na chromatografické kolon¢ Zorbax SB-C18
250 mm x 4,6 mm x 5 pm (Agilent, Santa Clara, CA,
USA), skrz kterou protékala MF ve slozeni 95 % MF A
a5 % MF B rychlosti 0,4 mlmin'. V ramci spektrofoto-
metrické detekce byla sledovana vinova délka 500 nm (pro
stanoveni kreatininu). Pro detekci IS bylo na porézni grafi-
tovou pracovni elektrodu vlozeno konstantni napéti
+400 mV (vuci palladiové referentni elektrod¢).

Stanoveni indoxyl sulfatu v krevnim séru

Priprava roztokii

Kalibrac¢ni tada IS byla ptipravena fortifikaci smésné-
ho séra kalibra¢nimi roztoky IS pfipravenymi v ultracisté
vodé v koncentraénim rozmezi 10-110 mg 1.

MF pouzivana pro chromatografické stanoveni byla
slozena z methanolu (MF B) a fosfatového pufru (MF A)
obsahujiciho 3,5 g monohydratu dihydrogenfosfore¢nanu
sodného, 0,15 g monohydratu 1-oktansulfonatu sodného
20,03 g EDTA v 1000 ml vodného roztoku.

Priprava vzorku krevniho séra k analyze

K 350 pl séra bylo ptridano 350 pl ultracisté vody
a700 ul 7% kyseliny chloristé. Po péti minutach byly
vzorky na dalSich deset minut umistény do centrifugy
chlazené na 4 °C s relativni centrifugacni silou nastavenou
na 10 000 g. Ziskany roztok oddéleny od bilkovinné sraze-
niny byl analyzovan metodou HPLC/ED.

Analytické podminky stanovenit

Separace latek obsazenych ve vzorcich krevniho séra
byla provadéna na chromatografické koloné¢ Kinetex XB-
C18 100 mm x 4,6 mm x 5 pm s pfedkolonou HPLC C18
4,6 mm ID Column (obé Phenomenex, Torrance, CA,
USA), skrz kterou protékala MF ve slozeni 85 % MF A
a 15 % MF B rychlosti 0,3 ml min"'. Na coulometrickou
celu elektrochemického detektoru bylo vlozeno napéti
+400 mV (vuci palladiové referentni elektrod¢).

Vysledky a diskuse
Stanoveni indoxyl sulfatu v mo¢i
Zpracovani vzorkii

K analyze moc¢i je obecné Casto pouzivan jeji dvace-
tiCtythodinovy sbér. Je-li sledovana latka stanovovéana
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v jednorazové odebraném vzorku modi, je vhodné vysled-
nou koncentraci této latky vztahnout na mnozstvi ptitom-
ného kreatininu z diivodu rizné zfedénosti moci. Mnozstvi
kreatininu v této biologické matrici je pro kazdého ¢loveka
specifické v zavislosti na jeho zdravotnim stavu, fyzické
kondici a mnozstvi svalové hmoty. U jednotlivee tak zmé-
ny v koncentraci kreatininu odrazi zejména rozdilny pfi-
jem tekutin béhem dne, a tedy rozdilné zakoncentrovani
sloucenin ptitomnych ve vzorku moci.

Na zaklad¢ naSich poznatk je na rozdil od IS moZné
stanovit mnozstvi kreatininu v moc¢i jednoduSe pomoci
parametri rovnice piimky zméfené kalibracni fady stan-
dardu kreatininu v ultracisté vod¢€. Pied analyzou byly tyto
kalibra¢ni roztoky 1itestované vzorky moci podrobeny
snadno proveditelné a rychlé Jaffého reakci®, kdy kreati-
nin reaguje s kyselinou pikrovou v alkalickém prostiedi.
Vznikly Cervené zbarveny kreatinin-pikrat byl detekovan
spektrofotometricky.

Naproti tomu spektrofotometrické stanoveni IS by
bylo problematické z diivodu nutnosti pfidavku vybranych
¢inidel (Obermayerovo ¢inidlo, thymol, p-dimethyl-
aminobenzaldehyd a dal§i)*', coZ by pravdépodobng ovliv-
nilo stanoveni kreatinin-pikratu. Proto byla pouzita elek-
trochemicka detekce, pomoci které 1ze IS stanovovat pii-
mo v neupravenych vzorcich moci i ve vzorcich po Jaffého
reakei.

Optimalizace HPLC/ED-DAD metody

V pocatcich vyvoje byla testovana kolona Kinetex
XB-C18 100 mm X 4,6 mm x 5 pum, ktera se nam jiz diive
osvédcila pro separaci slozek v biologické matrici. Prvni
meéfeni vSak ukdzala, ze by bylo vhodngjsi vymenit ji za
delsi kolonu C18. Byla zvolena Zorbax SB-C18 s rozméry
250 mm X 4,6 mm x 5 pm.

Dalsim dtlezitym krokem bylo pro tuto kolonu a cely
systém zvolit optimalni sloZzeni MF. Pro ED je vhodné
pouzit pufrované prostiedi. Pro prvni pokusy byl zvolen
bézné pouzivany fosfatovy pufr sloZzeny z vodného roztoku
monohydratu dihydrogenfosforecnanu sodného, ktery se
osvédcil. Hodnota pH pufru byla upravena na optimalnich
7,3 pomoci hydroxidu sodného. Tato hodnota pH byla
zvolena s ohledem na optimalni odezvu a separaci IS. Pti
elektrochemické detekci je vhodné do MF ptidat EDTA
pro odstranéni stop tézkych kovu a zvyseni citlivosti de-
tekce. Dalsi slozkou MF je iontové parové Cinidlo. Diky
podpofteni tvorby iontovych parti s nabitymi analyty byla
pfi separaci IS vyrazné zvySena selektivita. Posledni sloz-
kou je organickd faze, methanol. Mnozstvi methanolu
a iontoveé parového Cinidla bylo spole¢né s rychlosti prito-
ku MF kolonou sledovano a byl vyhodnocovan vliv téchto
zmén na separaci IS.

Vyhodou pouzit¢ého HPLC/ED-DAD systému je moz-
nost spektrofotometrické i elektrochemické detekce slou-
¢enin v jediné analyze vzorku moci. Pro detekci kreatini-
nu, resp. kreatinin-pikratu, ve vzorcich byla zvolena spek-
trofotometrie a optimalni vlnovou délkou byla zvolena
hodnota 500 nm na zakladé proméfeni celého spektra po-
moci DAD. IS byl ve vzorcich detekovan pomoci ED
aoptimalni hodnota vlozeného napéti na coulometrickou
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celu byla stanovena voltametrii s linearnim nardstem poten-
cialu na zakladé vyhodnoceni voltametrické kiivky IS
(zavislost proudu vyvolaného elektrochemickou preménou
IS na elektrod€ na potencialu této elektrody) v rozmezi —300
az +600 mV na hodnotu +400 mV. Ukazka chromatogra-
mu je uvedena na obr. 2. Je zndzornéna elucni kiivka IS,
ostatni piky pochazeji pravdépodobné z matrice moci,
nicméné nebyly blize identifikovany.

Validace metody

Po dokonceni optimalizace byla provedena validace
metody stanoveni IS v moc¢i, pfi¢emz kazdy vysledek byl
vztazen k mnozstvi pfitomného kreatininu. Opakovatelnost
méfteni, opakovatelnost analytické metody i jeji spravnost
byly uréovany pro fyziologickou i patologickou hladinu
IS. Opakovatelnost méteni je pro obé hladiny 4,9 %. Opa-
kovatelnost metody je 8,0 % pro fyziologickou hladinu
a 4,6 % pro patologickou. Spravnost metody byla vyhod-
nocena na zaklad€ vytéznosti ze vzorki pfipravenych pro
urceni opakovatelnosti metody. Pro fyziologické koncen-
trace vychdzela vytéznost 101,5 %, pro patologické
99,7 %. Korelaéni koeficient linearity v analyzovaném
koncentraénim rozmezi 1-85 mgl™” je 0,9942 (rovnice
vyjadiujici vztah mezi pomérem ploch IS a kreatininu
a pomérem koncentraci IS a kreatininu: 4 = 0,024 ¢ (mg g™)
+ 0,151). Hodnota LOD pro stanoveni IS v moci je 0,014
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Obr. 2. Chromatograficky zdznam stanoveni indoxyl sulfitu
(IS) v mo¢i; kolona Zorbax SB-C18 250 mm x 4,6 mm X 5 um
(Agilent); mobilni fazi A (95 %) byl fosfatovy pufr o pH 7,3
(obsahujici v 1000 ml 7 g monohydratu dihydrogenfosfore¢nanu
sodného, 0,30 g monohydratu 1-oktansulfonatu sodného a 0,05 g
EDTA), mobilni fazi B (5 %) byl methanol; pritok mobilni faze
0,4 mlmin'; piistroj HPLC UltiMate 3000 Series (Thermo
Fisher Scientific) s detektorem diodového pole DAD-3000RS
a elektrochemickym detektorem ECD-3000RS obsahujicim celu
6011RS s vlozenym napétim +400 mV (porézni grafitova pracov-
ni elektroda; palladiova referentni elektroda)
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mg 1" a hodnota meze stanovitelnosti (LOQ) je 0,021 mg 1™
Ob¢ tyto hodnoty byly vypocteny z kalibra¢ni ptimky po-
moci statistického programu QC Expert. Robustnost meto-
dy byla testovana vici ¢tyfem faktorim. Konkrétné vici
zméné objemu davkovaného mnozstvi vzorku, zméné
rychlosti pritoku MF, zméné teploty na chromatografické
kolon¢ azméné detekéniho potencialu. Byla prokazana
vysoka robustnost prezentované metody vici vSem testo-
vanym faktorim. Popsana validovana metoda byla nésled-
né v nasem vyzkumném ustavu akreditovana Ceskym in-
stitutem pro akreditaci (CTA) pod nazvem Stanoveni mo-
¢ového indikanu a kreatininu pomoci UHPLC/ECD-DAD.

Analyza redlnych vzorki

Vyvinutou metodou byly analyzovany vzorky ranni
moci 19 zdravych dobrovolnikti a byl sledovan vztah mezi
mnozstvim pfijatych bilkovin ve stravé a hladinou IS
v moci. Osoby s vys$§im piijmem proteinl vylucovaly vetsi
mnozstvi tohoto toxinu nez osoby s nizkoproteinovou stra-
vou.

Pro uréeni hladiny IS u pacientd s poskozenymi ledvi-
nami, ktefi uz nevylucuji zddnou mo¢ ¢i minimalni mnoz-
stvi, bylo nutné vyvinout a validovat metodu stanoveni IS
v krvi, konkrétné krevnim séru, které jsme méli k dispozici
od pacientt dochazejicich na dialyzu do Fakultni nemocni-
ce Hradec Kralové (FN HK).

Stanoveni indoxyl sulfatu v krevnim séru

Zpracovani vzorkii

Ze vzorku krve, krevni plazmy ¢i krevniho séra je
zadouci pred analyzou odstranit bilkoviny pro zvyseni
selektivity i citlivosti a zaroveni uvolnit IS z vazby na albu-
min. K tomuto ucelu jsme zvolili roztok kyseliny chloristé
a naslednou centrifugaci.

Optimalizace HPLC/ED metody

Ke stanoveni IS v krevnim séru byla zvolena kolona
Kinetex XB-C18 100 mm x 4,6 mm X 5 pum. Pfi volbé
vhodného slozeni MF jsme vychézeli z MF pouzité pro
stanoveni IS v mo¢i, kterou jsme optimalizovali. Hodnotu
pH pufru bylo vhodné&jsi neupravovat a ponechat na 4,2.
Koncentrace methanolu byla navysSena, mnozstvi iontové
parového Cinidla naopak snizeno — viz kapitola Experi-
mentalni ¢ast. Ukazka chromatogramu je uvedena na
obr. 3. Je znazornéna elu¢ni kiivka IS, ostatni piky pocha-
zeji pravdépodobné z matrice séra, nicméné nebyly blize
identifikovany.

Validace metody

Po dokonéeni optimalizace byla provedena validace
metody stanoveni IS v krevnim séru. Opakovatelnost mé-
feni je 2,4 % pro fyziologickou hladinu IS a 0,7 % pro
patologickou. Opakovatelnost analytické metody je 1,8 %
na fyziologické hlading€, 0,7 % na patologické. Spravnost
metody byla vyhodnocena na zakladé vytéznosti. Pro fyzi-
ologické koncentrace je 96,3 %, pro patologické 97,1 %.
Pribéh kiivky kalibraéni fady v séru v koncentraénim
rozmezi 1-110 mg 1™ nebyl linearni, nybrz kvadraticky
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Obr. 3. Chromatograficky zdznam stanoveni indoxyl sulfiatu
(IS) v krevnim séru; kolona Kinetex XB-C18 100 mm X 4,6 mm
x 5um s piedkolonou HPLC C18 4,6 mm ID Column
(Phenomenex); mobilni fazi A (85 %) byl fosfatovy pufr o pH 4,2
(obsahujici v 1000 ml 3,5 g monohydratu dihydrogenfosfore¢na-
nu sodného, 0,15g monohydratu 1-oktansulfonatu sodného
a 0,03 g EDTA), mobilni fazi B (15 %) byl methanol; pratok
mobilni faze 0,3 ml min'; p¥istroj HPLC UltiMate 3000 Series
(Thermo Fisher Scientific) s elektrochemickym detektorem ECD-
3000RS obsahujicim celu 6011RS s vlozenym napétim +400 mV
(porézni grafitova pracovni elektroda; palladiova referentni elek-
troda)

(rovnice Ais (nA min) = —0,034 (¢ (mg1™))* + 9,498 ¢
(mg Iy + 13,085). Korelagni koeficient v analyzovaném
koncentra¢nim rozmezi je 0,9993. LOD pro stanoveni IS
vséru je 0,37 mg 1™, LOQ je 0,56 mg 1" dle vypoiti pro-
gramu QC Expert. Byla prokazana téz vysoka robustnost
metody stejnym postupem jako pro metodu stanoveni IS
v mo¢i. Popsana validovana metoda byla nasledné v nasem
vyzkumném tstavu akreditovana CIA pod nazvem Stano-
veni indikanu pomoci UHPLC/ECD-DAD.

Analyza redlnych vzorkii

Popsanou HPLC/ED metodou byly analyzovany
smésné vzorky séra zdravych osob a vzorky séra dvanacti
pacientll FN HK odebrané pted dialyzou a nasledné po ni.
Ve vzorcich zdravych osob bylo stanoveno mnozstvi IS
2,38+0,05 mg 1. Koncentrace ve vzorcich od pacienti
jsou uvedeny v tab. I. Dialyzovani pacienti maji natrvalo
zavedeny tepennozilni zkrat ¢i katetr, diky ¢emuZ neni
odebrani jejich krve problematické. Odbér pied dialyzou je
pacientim provadén standardné, aby mohla byt tato 1éceb-
na metoda dle vybranych faktord v krvi spravné nastavena.
Po dialyze byla krev odebrana znovu z divodu vyhodno-
ceni ucinnosti zvoleného nastaveni 1éCebné metody. Ve
vétsing piipadd nedoslo ke snizeni koncentrace toxinu IS
ani na polovinu, v nékterych zlstala koncentrace stejna ¢i



Chem. Listy 114, 674—679 (2020) Plivodni a metodické prace

Tabulka I
Koncentrace indoxyl sulfatu v krevnim séru stanovena u vybranych pacientti pfed a po dialyze pomoci vyvinuté metody na
ptistroji HPLC/ED

Pacient €. Pted dialyzou Po dialyze Pacient €. Pted dialyzou Po dialyze
[mg '] [mg '] [mg '] [mg ']
1 58,940,5 45,7+0,4 7 42,2+0,2 36,6+0,2
53,4+0,4 29,24+0,1 33,240,2 58,2+0,3
37,5+0,4 38,2+0,4 28,140,1 26,140,3
53,2+0,3 34,1+0,5 57,6+0,7 23,0+0,1
2 43,9+0,5 29,4+0,2 8 28,1+0,4 10,3+0,1
36,0+0,3 37,240,3 33,3£0,5 33,6+0,3
42,3+0,4 38,140,3 35,4+0,4 27,4+0,1
46,2+0,6 17,940,1 49,1+0,2 26,5+0,1
3 82,9+0,7 44,7+0,6 9 35,5+0,5 61,74£0,4
61,7+0,5 55,2+0,4 26,4+0,5 30,4+0,2
69,2+0,9 49,4+0,7 25,0+0,3 23,4+0,3
79,9+0,7 42,2+0,6 30,3+0,1 20,6+0,4
4 34,6+0,2 24,1+0,3 10 95,040,7 22,840,5
29,4+0,1 25,5+0,2 91,3+1,1 99,4+1,4
26,9+0,3 21,8+0,1 87,4+1,0 75,1+0,9
45,7+0,5 24,4+0,2 90,4+0,6 57,2+0,3
5 48,9+0,3 13,7+0,3 11 55,8+0,7 11,6+0,1
47,7+0,3 50,5+0,4 40,1+0,6 32,9+0,4
43,1+0,2 30,1+0,1 34,0+0,3 24,8+0,5
59,3+0,5 37,9+0,3 44,4+0,3 19,7+0,1
6 52,8+0,4 50,5+0,4 12 34,9+0,6 32,2+0,2
49,94+0,2 55,1+0,3 33,4+0,2 33,6+0,1
44,9+0,4 41,94+0,2 36,2+0,3 29,9+0,4
57,6+0,3 35,3+0,1 34,1£0,3 24,5+0,3

byla dokonce jesté vyssi po dialyze nez pted ni z divodu LITERATURA
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L. Portychova™®, K. Stochlova®, R.Hyspler‘, and
Z. Nyvltova® (“ Research Institute of Organic Synthesis,
Rybitvi, " Faculty of Science, Palacky University, Olo-
mouc, “ Department of Research and Development of Uni-
versity Hospital Hradec Kralove, Hradec Kralove): Elec-
trochemical Determination of Toxic Indoxyl Sulfate in
Biological Matrix

The study is focused on optimization and validation
of methods for determination of toxic indoxyl sulfate in
human urine and blood serum. Samples were analyzed
using HPLC/ED-DAD system after the biological matrix
had been pretreated. Validated methods were successfully
tested on samples from healthy people as well as from
dialyzed patients. The aim was to monitor both indoxyl
sulfate levels and impact of various methods for elimina-
tion of this toxin from patients with renal disease.

Keywords: indoxyl sulfate, HPLC, electrochemical detec-
tion, uremic toxin, urine, blood serum



