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ABSTRAKT
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Ndzev dizertacni prace: Vyvoj bioanalytickych metod pro stanoveni diagnostickych
markera a léciv s vyuZitim chromatografickych technik

Predkladand disertacni prace se zabyva vyvojem a validaci chromatografickych
metod pro stanoveni glykopeptidového antibiotika vankomycinu, a latek souvisejicich
s metabolismem L-argininu v biologickych tekutinach. Dale je v praci zkouman potencial
neopterinu, kynureninu a tryptofanu jako biomarker( imunitni odpovédi v reakci na
operacni zakrok a predikci pooperacnich komplikaci v souvislosti s onkologickymi

onhemocnénimi.

V teoretické casti jsou popsany vyvojové trendy v oblasti instrumentace
kapalinové chromatografie, stacionarnich fazi a extrakénich technik. Je zde diskutovéna
problematika retence a separace poldrnich latek, biologické matrice a jeji Upravy pred
analyzou. Dale jsou v této ¢asti charakterizovany zvolené analyty v souvislosti s klinickym
zamérem, pro ktery byly uvedené chromatografické metody cilené vyvijeny. Také je zde
uveden prehled vybranych publikovanych metod pro jejich stanoveni s vyuZitim

kapalinové chromatografie. Posledni ¢ast je zamérena na validaci metod v bioanalyze.

V experimentalni ¢asti je blize uveden samotny vyvoj, optimalizace a validace
UHPLC-MS/MS metod uréenych pro aplikaci v nasledném klinickém vyzkumu. Jako prvni
je popsano stanoveni vankomycinu ve tfech typech biologické matrice: séru, moci a
pleurdlnim/peritonealnim vypotku s metodikou optimalizovanou pro vyuZiti pro velké
série vzork(. Druhd metoda se zabyvd analyzou L-argininu a dalSich latek souvisejicich
s jeho metabolismem (L-ornitinem, L-citrulinem a agmatinem) v exsudatech ziskanych
z chronickych ran, které predstavuji zajimavy, ale velmi komplikovany biologicky

materidl. Dale jsou v experimentalni ¢asti komentovany dvé vybrané biomedicinské



prace zabyvajici se stanovenim zanétlivych biomarkertl imunitni odpovédi (neopterinu,
kynureninu a tryptofanu), na kterych jsem béhem svého doktorského studia
spolupracovala. Prehled dalsSich spolupraci a vystupl je uveden v zavéru predkladané

prace.



ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department: Department of Analytical Chemistry

Candidate: Mgr. Lenka Javorska

Supervisor: prof. RNDr. Petr Solich, CSc.

Consultant: assoc. prof. RNDr. Lenka Kujovska Krémova, Ph.D.

Title of dissertation thesis: Development of bioanalytical methods for the
determination of diagnostic markers and drugs using chromatographic techniques

The presented dissertation is focused on the development and validation of
chromatographic method for the determination of glycopeptide antibiotic vancomycin,
and L-arginine and its pathway related substances in biofluids. Furthermore, the
potential of neopterin, kynurenine and tryptophan as biomarkers of immune response
to surgical procedure and prediction of postoperative complications is investigated in

connection with oncological diseases.

In the theoretical part trends in instrumentation, stationary phases and
extraction techniques are described. The issues of separation and retention of polar
compounds and biological matrix pretreatment before analysis are also discussed there.
Next part deals with selected analytes and their application to the clinical purpose for
which the chromatographic methods are developed. It also provides an overview of
published methods for their determination using liquid chromatography. In the last part

there is an overview of validation parameters applied in bioanalysis.

The experimental part is interested in the development, optimization and
validation of UHPLC-MS/MS methods for application in subsequent clinical research.
First, the determination of vancomycin in three matrices: serum, urine, and
pleural/peritoneal effusion applicable to large sample series study is introduced. Second
method is focused on the measurement of L-arginine and its pathway related substances
(L-ornithine, L-citrulline, and agmatine) in exudates obtained from chronic wounds. It
represents an interesting but very complicated biological matrix. The optimized method

has been validated and introduced into the spectrum of the research laboratory



methods. In the last section of the experimental part two selected biomedical papers
are discussed. Presented works dealing with the determination of biomarkers of the
immune response (neopterin, kynurenine and tryptophan) in relation with oncological
diseases. | was involved in these studies during my doctoral studies. An overview of
other cooperation, publications, grant projects, posters and lectures are given at the last

part of the dissertation.
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1 UvVOoD

Nedilnou soucdst klinickych studii predstavuji laboratorni hodnoty ziskané
pomoci bioanalytickych metod. Pro dosazeni kvalitnich vysledk( je nezbytné pouzivat
moderni validované metody, které zajisti presné a spolehlivé stanovenich cilovych
analyt. Hodnotici lékar (klinik) nasledné propoji namérenda data s klinickym stavem

pacienta a vyhodnoti zavéry studie.

Chromatografické metody patfi mezi stale se rozsifujici techniky nejen ve
vyzkumnych ale i rutinnich biochemickych laboratofich. Vyhodu je jejich robustnost a
vysoka spolehlivost, ktera je dosazena také diky chromatografické separaci na koloné,
kde dochazi k oddéleni cilovych analytl od balastnich latek obsazenych v biologické
matrici. Pro nasledné stanoveni Ize vyuzZit celou skalu senzitivnich detektorl zaloZenych
na rtzném principu detekce. Riziko vydani nespravnych vysledk( je zde tak v porovnani
s imunochemickymi metodami (napriklad problematika tzv. zkfizenych reakci) vyrazné

snhizeno.

Aplikace modernich smérd umoznuje vyvijet stale rychlejsi a senzitivnéjsi
metody. Vyznamné vyvojové trendy se promitaji do vSech oblasti instrumentace HPLC
systémuU a pfisluSenstvi. Kromé nejvice rozsifené reverzni chromatografie, ve spojeni
nejcastéji s C18 kolonami, se zacinaji do popredi dostavat i jiné chemické modifikace
staciondrnich fazi a chromatografické maody. Ty pak umozni lepsi separaci a analyzu
latek, pro které jsou klasické C18 stacionarni faze nedostacujici (napf. polarni latky).
Kromé plné poréznich c¢astic jsou casto vyuZivany povrchové porézni castice a
monolitické kolony. | UHPLC systémy se stdvaji béznym vybavenim laboratofi a jejich
spojeni s hmotnostnimi spektrometry je stdle popularnéjsi. Dostupnost Siroké Skaly
komercnich produktd, i ve formé aplikacné specifickych systém( nebo kompletnich

,kitd“ pro vybrané metody, umoziuje snadné rozsireni nejen do vyzkumnych laboratofi.

Vyznamné pokroky jsou zaznamendvany také oblasti Upravy vzork( pred
chromatografickou analyzou. Zejména pro bioanalytické metody je kladen dliraz na
spotfebu malych objemU vzorki a je preferovano vyuziti biologickych tekutin, které lze
od pacientd ziskat neinvazivnim zpUsobem (mo¢, exsudat z rany ziskany stérem nebo

absorpci, sliny, pot atd.). Cilem je vytvaret co nejmensi zatéz pro pacienta. Ddle je zde
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snaha o zmensovani spotfeby neekologickych organickych rozpoustédel. Proto jednim
z modernich trendU je miniaturizace konvencnich metod. Pro extrakéni metody cilené
na zpracovani velkych sérii vzorkl je vyzadovana jejich jednoduchost na provedeni pro
laboratorni personal a ¢asova nendrocnost. Zvysujici se pocet manualné provadénych
krokli navysuje chybu vysledku stanoveni. Z toho divodu se vyznamné rozviji i oblast
automatizace extrakénich postupl a online stanoveni. Tento pfistup vede také ke
snizovani nutnosti kontaktu laboratorniho persondlu s potencidlné nebezpecnym
biologickym materidlem. | pfes rozvoj modernich trend( ve vlastni analytické metodé,
preanalyticka ¢ast tvori stale velké procento Casu potfebného pro ziskani kone¢ného

laboratorniho vysledku.
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2 CiLPRACE

Hlavnim cilem predkldadané disertacni prace bylo vyvinout, optimalizovat a
validovat dvé chromatografické metody uréené pro nasledny klinicky vyzkum. Prvni
z metod byla zaméfena na stanoveni antibiotika vankomycinu ve tfech typech odlisné
biologické matrice (séru, moci a peritonealnim/pleuralnim vypotku). Podnét vznikl ve
spolupraci s Chirurgickou klinikou Fakultni nemocnice Hradec Kralové v ramci reseni
vyzkumného  projektu  IGA  Ministerstva  zdravotnictvi  Ceské  republiky
(NT14089-3/2013). Optimalizace celého procesu vyvoje byla sméfovana pro uplatnéni
v méreni velkych sérii klinickych vzork(, kdy je vyzadovana rychld metoda vhodna
nejlépe soucasné pro vSechny tfi uvedené matrice. Klicovy byl také jednoduchy a ¢asové
nenarocny postup pro Upravou vzorku pred analyzou s malou spotiebou biologického
materidlu. Cilem bylo vyvinutou metodu publikovat v Casopise sIF, stejné jako
prehledovy clanek zabyvajici se chromatografickym stanovenim vankomycinu

v biologické matrici.

Druhd chromatograficka metoda byla vyvijena s cilem zavedeni vhodné metodiky
pro sledovani metabolismu aminokyseliny L-argininu v exsudatu ziskaného ze Spatné se
hojicich ran pacientl. Pro optimalizaci procesu stanoveni i extrakce zvolenych analyt(
byly kladeny stejné naroky na rychlost a jednoduchost jako u pfedchozi metody. Podnét
k zavedeni metodiky do spektra vysetfeni vyzkumné laboratore byl dan ve spolupraci
s pracovistém lll. interni gerontometabolické kliniky Fakultni nemocnice Hradec Kralové,
které se dlouhodobé zabyva Iécbou chronickych ran. Tyto analyty (kromé agmatinu) jsou
rutinné stanovovany v biochemickych laboratofich v plazmé nebo v séru. Avsak jejich
méreni v exsudatu z rany by mélo predstavovat prfesné;jsi obraz metabolického procesu

probihajiciho pfimo v misté postizeni.

Dalsim vyznamnym Ukolem bylo wvyuZiti jiz zavedenych metod ve
Vyzkumné laborato¥i Ustavu klinické biochemie a diagnostiky (dfive Vyzkumnd laboratof
lll. interni gerontometabolické kliniky) Fakultni nemocnice Hradec Kralové pro fesSeni
biomedicinskych studii v ramci spolupraci s dalsimi klinickymi pracovisti. Konkrétné se

jednalo o stanoveni neopterinu, kynureninu a tryptofanu v séru, moci a sekretu
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z pooperacnich ran. Cilem bylo ovéfit potencial téchto latek jako biomarkert

v souvislosti s managementem onkologickych onemocnéni.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Chromatografické metody

Chromatografické metody tvofi nedilnou soucast skupiny modernich
separacnich technik. Existuje celda Skala jejich provedeni, ale zakladni princip maji
vSechny pfistupy spolecny. Obecné dochazi k distribuci délenych slozek smési mezi dvé
faze, kdy jedna je pohyblivda (mobilni) a druhd nepohybliva (stacionarni). Dulezitou
podminkou je, aby obé tyto faze byly nemisitelné. V kapalinové chromatografii
predstavuje mobilni fazi kapalina a stacionarni faze je tvorend tuhou latkou nebo
pfipadné kapalinou ukotvenou na tuhém nosici. K déleni latek ze smési poté dochazi na
zakladé adsorpce, elektrostatické interakce, afinitni interakce, rozdilné rozpustnosti

nebo velikosti a tvaru molekul.

3.1.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie a jeji moderni trendy

Vysokoucinnd kapalinova chromatografie (HPLC, High Performance Liquid
Chromatography) patti mezi velmi ¢asto vyuzivané separacni techniky. Slouzi k oddéleni
jednotlivych slozek smési, jejich nasledné identifikaci a kvantifikaci. Své uplatnéni
nachazi v Sirokém spektru aplikaci, véetné rutinnich klinickych stanoveni. Divodem je
dobra opakovatelnost a robustnost metod vedouci ke spolehlivym vysledkam.

PFistroj pracujici v rezimu HPLC se nazyva kapalinovy chromatograf. Mobilni faze
je umisténa v zasobnicich, ze kterych je do HPLC systému vedena pomoci vysokotlakého
Cerpadla. Pfed vstupem do pfistroje dochazi k jejimu odplynéniv tzv. degasseru. Zbaveni
plynd vede ke stabilnimu pratoku mobilni faze, zabranéni vzniku nezadouciho Sumu
zakladni linie a tim vétsi citlivosti metody a reprodukovatelnosti retencnich c¢asu.
Pro vytvoreni viceslozkové mobilni faze lze vyuzit smésSovac, ve kterém jsou jednotlivé
slozky miseny v poZzadovaném pomeéru. Samotné davkovani vzorku do proudu mobilni
faze je provadéno nejcastéji pomoci autosampler( (méné ¢asto je vyuzivdno manualnich
davkovacich ventill). Nasledna separace slozek smési poté probiha na chromatografické
koloné, kterd je idedlné umisténa v termostatovaném kolonovém prostoru. K detekci

jednotlivych separovanych analyt( se vyuziva cela fada rliznych detektor( napojenych
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na vystup zchromatografické kolony. Ziskany signdl z detektoru je ndsledné

zpracovavan pocitacem [1].

Instrumentace v kapalinové chromatografii, uréend pro béiné pouZiti
v laboratofich, zaznamenala vyznamny pokrok v roce 2004. V tomto roce byl firmou
Waters (Milford, MA, USA) zaveden prvni komeréné dostupny chromatograficky systém
pod ochranou znamkou Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC) s nazvem
Acquity kompatibilni s tlakem az 1000 bar (klasické HPLC systémy jsou odolné do
400 barl). Obecné se tento pfistup nazyva ultra-vysokoucdinnd kapalinova
chromatografie (UHPLC, Ultra High Performance Liquid Chromatography). Pojem UHPLC
byl poprvé pouzit Jorgensonem uzZ v roce 1997. Vtomto roce bylo jeho skupinou
popsano vyuZiti nano-kolon s neporéznimi Casticemi na bazi silikagelu o primeéru
1,0-1,5 pum na prototypu systému, ktery umoznoval pracovat pfi velmi vysokém tlaku
(az 4100 bar). Nova instrumentace umoznila vyhovét narokim na rychlejsi analyzy se
zachovanou nebo lepsi Ucinnosti, rozliSenim a citlivosti diky moZnosti aplikace
chromatografickych kolon plnénych casticemi mensimi nez 2 um. Od roku 2004 tada
firem uvedla celou skalu UHPLC systémU prvnich i druhych generaci, které zvladnou
pracovat za tlakd vyssich nez 400 bar(. Kazdym rokem se na trh dostavaji rlizna rozsireni
stavajicich produkt(, jako napftiklad dualni nebo bioinertni systémy. Zacaly se objevovat
i aplika¢né specifické systémy urcené pro konkrétni analyzy (naptiklad kanabinoid(l) [2—
4]. Vdnesni dobé patfi UHPLC systémy k béZnému modernimu vybaveni laboratofi

vyzkumného, prlimyslového i klinického zaméreni.

UHPLC systém musi splfiovat fadu naroku souvisejicich nejen s vysokym tlakem
(robustni ¢erpadlo, Sroubeni a dalsi soucasti vyrobené z vysoce odolnych materidld), ale
i s rychlosti analyzy (rychlé a robustni davkovani vzorku o velmi malém objemu, vysoka
frekvence sbéru dat, minimalni mimokolonové objemy atd.). Stacionarni faze uréené pro

UHPLC analyzy musi vykazovat vysokou mechanickou stabilitu [1, 2].

3.1.1.1 Trendy v oblasti LC detektoru

Moderni detektory uréené pro UHPLC systém musi zajistit dostate¢nou rychlost
sbéru dat s rychlou odezvou pfi zachovani podminky minimalniho poctu 15-20 bodu na

pik. Komeréné nabizené optické detektory (UV detektor, detektor s diodovym polem a
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fluorescencni detektor) pro spojeni s UHPLC nabizi rychlost sbéru dat az 240 Hz [5]. Pro
zabranéni mimokolonové disperze a ziskani uzkych symetrickych pik( (13 sekundy)
muselo dojit ke zmenseni objemu cely detektoru (z pdvodnich 8-15 pl u HPLC detektoru
na 2 ul a méneé) [6, 7]. Se zmensenim objemu souvisela i zména designu, protoze jinak
by zkraceni délky drahy vedlo ke snizeni intenzity signalu. PouZiti jinych materialG pro
povrch cely (napfr. Teflon AF, firma Waters, Milford, MA, USA) umoznilo zachovani délky
drahy diky Uplnému odrazu paprsku od vnitini stény. Aplikace novych trendd, napfiklad
u PDA detektorll, vyrazné snizila rozdily v citlivosti v porovnani se standardnimi UV
detektory, které drive vykazovaly vyssi citlivost [4, 8, 9]. Napfiklad Ize uvést PDA detektor
firmy Shimadzu (Kyoto, Japonsko) SPD-M30A, kde byla pouzita specialni kapilarni SR-
cela (Sensitivity and Resolution Cell), ktera umoziuje vyrazné zvyseni citlivosti diky
nizkému objemu cely (1 ul) a snizené disperzi piku (Obr. 1). Detektor dosahuje hladiny
Sumu 0,4 x10° AU [9, 10]. Jesté nizsi hladiny Sumu (0,15 x 10> AU) je dosaZeno
detektorem od firmy Agilent (Santa Clara, CA, USA) 1290 Infinity Il Variable Wavelength
Detektor [5].

Obr. 1: Ukazka prarezu SR-cely PDA detektoru SPD-M30A (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)
Pfevzato ze zdroje [10] a upraveno.

K inovacim dochazi také v oblasti hmotnostni spektrometrie. Nové hmotnostni
spektrometry nabizeji stale vétsSi rozliSeni, hmotnostni rozsah i rychlost skenovani.
Dnesni pristroje dosahuji nizké ¢asové prodlevy (dwell time) 0,8-5 ms (starsi generace
pristroji 20-100 ms) se stale zachovanou dostatecnou citlivosti [11, 12]. Problémem
zGstava pomérné vysoka cena a pozadavky na odborné znalosti operdtora. Lze ale uvést,

Ze poptavka na trhu po systémech LC-MS stale roste. Dlvodem mize byt to, Ze
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zlepSovani v technologii MS (hardware i software) umoznuje vyvijet vysoce selektivni,
citlivé, robustni a spolehlivé metody v rznych odvétvich [3]. Mezi pravdépodobné
nejcastéji rozsifené analyzatory i v klinickych laboratofich patfikvadrupdl. Jednou z jeho
vyhod je jednoduchost a relativné nizsi pofizovaci cena. NovéjSim pristupem je
tandemové usporadani, kdy dochazi ke spojeni dvou a vice hmotnostnich analyzatord.
Velmi typickou je kombinace tfi kvadrupélli nebo kombinace kvadrupdlu a priletového
analyzatoru. Tento smér se oznacuje jako tandemova hmotnostni spektrometrie
v prostoru, protoze kvybéru prekurzorového iontu, jeho fragmentaci a analyze
produktovych iontl dochazi v jinych oblastech. Dalsim typem je tandemova hmotnostni
spektrometrie v ¢ase, kdy vSechny tfi kroky probihaji v jednom misté, ale jsou oddéleny
¢asem (napr. 3D iontova past). Oba tyto pfistupy umoznuji fragmentacni experimenty
MS/MS a MS". Ve vysledném spektru jsou pak detekovany fragmentové ionty, které
vznikly rozpadem vybraného prekurzorového iontu, coZ umozZniuje presnéjsi a
citlivéjSimu stanoveni [13, 14]. Vyhodu lze spatfit zejména v pfipadé LC-MS analyzy
velmi komplexnich biologickych material(, kdy ¢asto dochazi ke koeluci analytu s dalsi
interferujici latkou s velmi podobnou molekulovou hmotnosti a chromatografickym

chovanim.

Rostoucim trendem je vyuZivani hmotnostni spektrometrie s vysokym
rozliSenim. Zejména meéreni v tzv. full-scan médu umoini ziskat komplexni obraz o
méreném vzorku. Ziskana data lze pak zpracovavat jak kvantitativnim, tak kvalitativnhim

pristupem (napftiklad cilena kvantifikace nebo necilend metabolomika) [15, 16].

3.1.1.2 Vyvoj v oblasti stacionarnich fazi a sou¢asné moderni trendy

Klicovou soucdst kapalinové chromatografie predstavuje kolona plnénd urcitym
typem sorbentu (staciondrni fazi). Z historického hlediska prosly stacionarni faze fradou
vyznamnych zmén. Nejprve se jednalo o nepravidelné silikagelové nebo aluminiové
porézni ¢astice o velikosti vétsi nez 100 um. Problémem téchto ¢astic byla nedostateéna
chromatograficka uc¢innost a pomald separace. S velkym prilomem pfisel v 60. letech
profesor Csaba Horvat z Univerzity Yale, ktery prestavil Castice tvorené sférickym
pevnym jadrem (sklenénou kulickou o pridméru 37-50 um) potazenym vnéjsi porézni

vrstvou o tloustce 1-2 um. Toto provedeni vedlo k lepsi G¢innosti kolony v porovnani
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s velkymi pIné poréznimi ¢asticemi, protoze nedochazelo k difuzi analyzovanych molekul
hluboko do péra sorbentu. Avsak maly separacni povrch limitoval kapacitu kolony pro
vzorek. Se zmensenim ¢astic bylo zapotiebi zavést vysokotlaka ¢erpadla, kterd umoznila

pratok mobilni faze sorbentem [17].

Diky vyvoji nové technologie (nazyvana ,slurry packing”) dochazelo s postupem
¢asu ke zmensSovani velikosti plné poréznich ¢astic a zméné z nepravidelného na
pravidelny sféricky tvar. V roce 1973 byly na trh uvedeny Siroce pouzivané plné porézni
Castice o priméru 10 um s komercénim nazvem puBondapak (Waters, Milford, MA, USA).
Nasledné zacaly byt komercéné dostupné sférické porézni silikagelové ¢astice s rdznou
velikosti porl a Sirokou Skalou modifikaci pro rtzné HPLC separacni mdédy. Nazorny
chronologicky prehled je uveden na Obr. 2, ze kterého je patrny trend postupného
zmensovani velikosti ¢astic, a s tim souvisejici narust separacni Ucinnosti. Diky vyssi
ucinnosti mohly byt pouzivany kratsi kolony, které umoznily dosahovat rychlejsich
analyz a soucasné snizily i ndroky na tlakovou odolnost systému. Napftiklad pro ¢astice o
praméru 3,0-3,5 um byly pouzivany kolony o délce 15 cm namisto 25 cm pro Castice o
praméru 5 um [17]. V dnesni dobé jsou béziné dostupné kolony o délce 100, 50, 20 mm
i kratsi. Se zkracovanim kolon dochazelo také ke zmensovani jejich vnitfniho priiméru.
Zejména s nastupem MS techniky se staly populdrni kolony s vnitinim primérem

mensim nez 2,1 um [17, 18].

K pralomu doslo v roce 2003, kdy firma Agilent Technologies prestavila kolonu
Zorbax Rapid Resolution plnénou pIné poréznimi 1,8 um ¢asticemi a odstartovala tak éru
“ — - - ) - . o
,Sub-2-um*“. V soucasné dobé jsou komeréné dostupné kolony pInéné plné poréznimi
¢asticemi o nejmensim priméru 1,5 um. Dalsi zmensSovani velikosti ¢astic (pod 1 um)
vede k extrémnimu narlstu tlaku v LC systému, coZ zatim neni mozné uplatnit pro
rutinni pouZiti. Trend stdlého zmensSovani byl zastinén nastupem nové generace

povrchové poréznich ¢astic [18].
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Obr. 2: Historicky prehled vyvoje ¢asticovych stacionarnich fazi.
Pfevzato ze zdroje [17].
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3.1.1.3 Povrchové porézni castice

Jak jiz bylo uvedeno vysSe, prvni povrchové porézni castice byly popsany
v 60. letech. Tento pfistup byl pozdéji zdokonalen J.J. Kirklandem a v roce 2006 byly
firmou Advanced Materials Technologies (Wilmington, DE, USA) uvedeny na trh
povrchové porézni ¢astice s komerénim nazvem HALO. Jedna se o silikagelové ¢astice
tvorené pevnym neporéznim jadrem o praméru 1,7 um pokrytém vrstvou porézniho
silikagelu o tloustce 1,5 um a velikosti p6rc 90 A. Celkovy pramér &astice je tedy 2,7 pm
a porézni vrstva tak tvofi asi 75 % celkového objemu castice. Tim je stale zachovdn
dostateény separaéni povrch. Analyzované latky difunduji pouze porézni vrstvou,
dochdzi k mensi axialni difuzi a ke sniZzeni odporu proti pfevodu hmoty ve srovnanis plné
poréznimi ¢asticemi. Tato technologie umozZnuje také uzsi distribuci velikosti ¢astic a tim
i lepsi pInéni kolon, coz vede k omezeni vifivé difuze. Diky tomuto provedeni dosahuji

kolony pInéné povrchové poréznimi casticemi vysoké ucinnosti chromatografické

separace a moznosti rychlych analyz. Castice o priméru 2,7 pm mohou tak v G€innosti

28



konkurovat plné poréznim ¢asticim mensim nez 2 um. Jejich nespornou vyhodou je, ze
mohou byt pouzivany v konvencénich HPLC systémech (do 400 bar(), protoze dosahuji
daleko nizsiho zpétného tlaku [1, 19, 20]. Ukdazka struktury povrchové porézni ¢astice je

uvedena na Obr. 3.

Tato technologie se stala velmi popularni a v dnesni dobé nabizi kolony plnéné
povrchové poréznimi ¢asticemi rada firem. Hlavnimi trendy v této oblasti jsou expanze
ve velikosti ¢astic i samotnych pérd, chemicka modifikace povrchu a aplikace na Sirokou
Skalu analyt(, nejen malych molekul, pro které byly ptivodné uréené. V soucasné dobé
jsou komercéné dostupné castice o primeéru 1,3-5 um s rozdilnou tloustkou porézni
vrstvy 0,15-0,5 um a velikosti poréi 80—400 A. Vétsi ¢astice (4-5 pm) generuji mensi tlak
nez ty o priméru 2,7 um a jsou s oblibou pouzivany pro prenos metod z klasickych 5 um
pIné poréznich ¢astic. | tyto vétsi ¢astice dosahuji v porovnani lepsi uc¢innosti. V nabidce
je Siroka Skala modifikaci povrchu umoziujicich dosdhnout vysoce selektivni separace.
Novéji se objevuji napriklad pH stabilnéjsi C18 silikagelové ¢astice (pro rozsah pH 1-12)
nebo polarné modifikované C18 silikagelové ¢astice, které Ize uplatnit i pouziti 100%

vodné mobilni faze [20-23].

Porézni vrstva

Pevné jadro

o R
WO
A}{
S

1,8 um

PIné porézni ¢astice Povrchové porézni éastice

Obr. 3: Struktura povrchové porézni a plné porézni ¢astice.
Pfevzato ze zdroje [24] a upraveno.
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3.1.1.4 Monolitické stacionarni faze

Alternativou ke stacionarnim fazim tvorenym casticemi jsou kolony plnéné
jednim kusem porézniho materialu, ktery zcela vypliuje jejich vnitfni prostor. Struktura
tohoto pérovitého materidlu predstavuje kontinudlni sit polymeru nebo silikagelu
obsahujici bimodalni strukturu pérd. Makropdry predstavuji velké péry o priméru vice
nez 50 nm (nejcastéji 1-2 um), které v separa¢nim médiu umoznuji vysoky prutok
mobilni faze za nizkého protitlaku. Dochazi tak k rychlému pfevodu hmoty mezi mobilni
a stacionarni fazi. Naopak mezopéry jsou malé pdry (2-50 nm), které vytvareji jemnou
porézni strukturu, a poskytuji tak dostatecné velky separacni povrch. Tato struktura je
typickd zejména pro monolity na bazi oxidu kfemicitého. Polymerni monolity mezopdry
obsahovat nemusi. Hlavni prednosti tohoto provedeni jsou lepsi hydrodynamické
vlastnosti ve srovnani s klasickym c¢asticovymi kolonami. Jejich provoz je moiny pfi
zhruba 5x vyssich pritokovych rychlostech nez konvencni kolony plnéné 5 um
sorbentem [25, 26]. Podle chemické povahy jsou monolity polymerni nebo anorganické.
Nazorna ukdazka rozdilné struktury monolitické a ¢asticové stacionarni faze je uvedena

na Obr. 4.
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Obr. 4: Ukazka struktury casticové (a) a monolitické (b) staciondrni faze. Detail
monolitické staciondrni zobrazuje strukturu makropor(i (1) a mezopéra (2). Prevzato ze
zdroje [27, 28] a upraveno.
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Monolity na bazi organického polymeru

Prvni rigidni makroporézni polymerni monolitické kolony byly pFipraveny
zacatkem 90. let prof. Svecem a kol. [27]. Obecné Ize jejich pfipravu provadét in situ
polymeraci smési zvolenych monomer(, radikdlového iniciatoru, sitovaciho ¢inidla a
porogenu primo v prazdné chromatografické koloné. Polymerace probihd v uzaviené
koloné za kontrolované teploty. Nasledné jsou koncovd tésnéni nahrazena HPLC
koncovkami a po zapojeni kolony do HPLC systému dojde k vymyti nezreagovanych
latek. Polymerace muZe byt provedena i vkapilare. Volba funkcnich skupin
monolitickych kolon pripravenych pfimou polymeraci zavisi na vybéru monomeru (napf.
styren, akrylamid, akrylat, methakrylat) nebo lze pfipravit monolit s reaktivnimi
skupinami a vznikly polymer nasledné modifikovat. DalSim typem pfipravy je roubovani
monolitl s vyuzitim UV zareni [22, 26]. SloZenim polymerizacni smési lze ovlivnit

strukturu a velikost port monolitu, ucinnost separace i biokompatibilitu [1].

Pavodni aplikace polymernich monolitli byla uréend pro makromolekuly. Proto
se Casto uplatiuji v oblasti proteomickych analyz, hlavné v podobé kapilarnich kolon.
V posledni dobé se zacind tento format stacionarni faze aplikovat i pro malé molekuly
[26—28]. Vyhoda spociva ve stabilité v Sirokém rozmezi pH, vysoké kapacité pro vzorek a
moznosti pouZiti vysokych pratokl mobilni faze. Oviem pouze omezené mnoiZstvi

produktl je komeréné dostupnych [17].

Monolity na bazi silikagelu

Prvni anorganické monolity na bazi silikagelu vyvinuli Nakanishi, Tanaka a Soga
na zacatku 90. let v Kjotském technologickém institutu v Japonsku [17, 25]. Komeréné
byly poprvé predstaveny na konferenci HPLC 1998 firmou EMD Millipore (dcetina
spolecnost spolec¢nosti Merck KGaA, Némecko) a nasledné na Pittcon v roce 2000 jako
SilicaRod monolitické kolony [17, 25]. Pozdéji byl tento nazev zménén na Chromolith® a
pretrvdva do soucasné doby. Dalsi firmou nabizejici tento typ kolon (v licenci od firmy
Merck) je firma Phenomenex (Torrance, CA, USA) pod obchodni zna¢kou Onyx. V roce
2011 predstavila firma Merck monolit druhé generace pod nazvem Chromolith®

HighResolution. Od prvni generace se lisSi ve velikosti makropért (1,15 um misto
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pavodnich 2 pm). Mezopdry maiji velikost 15 nm (misto 13 nm, 130 A) a specificky povrch
250 m?/g. Také silikagelova struktura tohoto monolitu je vice homogenni. Ve srovnani
s prvni generaci dosahuje druha generace vyssi Ucinnosti separace. Vysoka separaéni
ucinnost této stacionarni faze byla prokazana i v praci Kucerova a kol. (2013) [28], kde
bylo dosaZzeno lepsich chromatografickych parametrd pro vybrané analyty (retinol a
alfa-tokoferol) ve srovnani s kolonami plnénymi plné poréznimi ¢asticemi mensimi nez
2 um a povrchoveé poréznimi ¢asticemi 2,6 a 1,7 um. Nevyhodou ovsem je, Ze firma nabizi
tuto kolonu pouze ve varianté C18 o rozmérech 50 x 4,6 mm, 100 x 4,6 mm a
150x 4,6 mm [29]. Na Obr. 5 je uvedeno porovndani ucinnosti ¢asticovych kolon
s monolitickou kolonou pomoci van Deemterovych kfivek. Je patrné, Ze ucinnost
monolitu Chromolith Performance® (od firmy Merck) je obdobna jako u kolon plnénych
Casticemi o velikosti 3 um. Navic dovoluje aplikaci vyssich pratokovych rychlosti mobilni

faze se zachovanim vysoké Gcinnosti i v porovnani s 5 um c¢asticemi.

HETP [pm] Casticova kolona, 5 pm

3000 ~

Monoliticka kolona

20,00 A - . Chromolith Performance®
Casticova kolona, 3 um

1000 =

]
[ 3 ]
[ ]

G T T T T
a 2 4 6 & Rychlaost
priteku[ml/min]

Obr. 5: Porovnani tcinnosti ¢asticovych kolon s monolitickou kolonou
pomoci van Deemterovych kfivek. Pfevzato ze zdroje [30] a upraveno.

Silikagelové monolitické kolony jsou pfipravovany technikou sol-gel, kdy dochazi
k hydrolyticky iniciované polymeraci tetraalkoxysiland (nejéastéji tetramethoxysilanu
nebo napf. tetraethoxysilanu, methyltrimethoxysilanu) ve vodném roztoku kyseliny

octové v pfitomnosti ve vodé rozpustného organického polymeru — porogenu, napfr.
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polyethylenglykolu. Monolity na bazi silikagelu nelze pfipravovat pfimo in situ jako
organické monolity, protoze béhem procesu pripravy dochdzi kjeho znacnému
smrsténi. Z toho dlvodu je priprava dvoukrokova. V prvnim kroku je monolit pfipraven
ve vhodné formé, a az potom je vpraven do pouzdra ze smrstivého materialu PEEK
(polyether ether keton)). Tento jev zplsobuje znaéné omezeni z hlediska pfipravy
dlouhych kolon a je velmi obtizné pfipravit monolitické tycky delSi nez 150 mm, aniz by
nedoslo k ohybu. Problematictéjsi je i priprava kolon s primérem mensim nez 3 um.
Ovsem vyhodou této technologie je, Ze lze pfipravit monolity s pfesné definovanou
strukturou [25]. Hotové silikagelové monolity mohou byt snadno modifikovany
funkénimi skupinami. Komercéné dostupné jsou modifikace C18, C8, amino, kyano, fenyl
a diol [29, 31]. Na rozdil od polymernich monolitd jsou bézné pouzivané i pro separaci
malych molekul. Monolitické kolony nachazeji své uplatnéni zejména v oblastech, kde je
potieba provadét rychlé a robustni analyzy [1, 26, 32]. Vykazuji dlouhou Zivotnost
v kombinaci s analyzou biologického materidlu, coz je klicové zejména v rutinnich

laboratorich, kde je predpoklad méreni velkych sérii vzorkl [28].

3.1.2 Vybrané stacionarni faze vhodné pro separaci polarnich latek

Moderni trendy v kapalinové chromatografii se promitaji také do oblasti
chemismu stacionarnich fazi a technologii ¢astic. Na trhu existuje spousta firem
nabizejicich celou $kdlu stacionarnich fazi pro r@izné separac¢ni mdédy. Pro zachovani
konkurenceschopnosti pfichdzeji vyrobci stdle s novymi produkty nebo vylepsenimi

stavajicich produktd.

3.1.2.1 Stacionarni faze tvorené alkylovymi retézci

Obecné plati, Ze pfi vyvoji chromatografické metody v reverznim maédu je
kolonou prvni volby prevazné stacionarni faze tvorena alkylovymi retézci C18. Dlvodem
jsou jednoduché a snadno predvidatelné interakce této stacionarni faze se
separovanymi analyty. Problém muizZe nastat v pfipadé poldrnich analyti. Retence
téchto latek na klasické reverzni C18 staciondarni fazi je velmi nizkd a ¢asto dochazi

k jejich eluci v mrtvém objemu. Pro zvySeni retence je zapotrebi potlacit jejich ionizaci a
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snizit objemovy podil organické slozky v mobilni fazi. Casto je potfeba pfistoupit
k mobilni fazi tvofené pouze vodnou slozkou. Bohuzel klasické C18 stacionarni faze
nejsou vhodné pro pouziti se 100% vodnou mobilni fazi a dochazi k postupnému nebo i
nahlému poklesu retence. Metody se stavaji neopakovatelnymi a zhorsi se tvar pik(d. O

principu vzniku tohoto jevu se vedou stale diskuze [1, 33].

Jednou z teorii je vznik hydrofébniho kolapsu C18 stacionarni faze. Nazorné je
tento stav vyobrazen na Obr. 6. V pfipadé, kdy je pouzita mobilni faze tvofend pouze
organickym rozpoustédlem (methanol, acetonitril atd.) nebo urcitym objemovym
podilem organické slozky v kombinaci s vodou, jsou C18 alkylové retézce (nebo i jiné
hydrofobni retézce) solvatovany touto mobilni fazi a jsou v napfimené poloze. Ta
umoziuje interakci s analyty. Pokud je mobilni faze 100% vodna nebo pouze s velmi
malym objemovym podilem organického rozpoustédla, dochazi diky velkému rozdilu
v polarité ke sloZeni C18 retézcl k sobé. Tim je znemozZnéna interakce s analyty [1, 33,
34]. Ze spodni Casti Obr. 6 je patrny jev, ktery zfejmé nastava uvnitf porl stacionarni
faze. Pokud je mobilni faze tvorena organickym rozpoustédlem samotnym nebo s
vodnou sloZzkou, dochazi k naplnéni pord mobilni fazi a solvataci funkénich skupin. Kdyz
je mobilni faze 100% vodna nebo s velmi malym podilem organického rozpoustédla
nastava tendence ,vypudit” vodu z péru. To je popisovano jako , dewetting” fenomén

[34].
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Obr. 6: Ukazka odliSného chovani alkylové stacionarni faze pfi poutZiti
vodné-organické mobilni faze (situace A) a 100% vodné mobilni faze (situace B).
Vznik fazového kolapsu (presnéji ,dewetting” fenoménu) pfi situaci B. Pfevzato ze
zdroje [34] a upraveno.

Ktomuto jevu nemusi dochazet okamizité, ale az po nékolika kolonovych

objemech, kdy retézce prestanou byt solvatovany organickym rozpoustédlem. Jelikoz

k zadrzovani latek dochazi zejména v pdrech, zlistanou analyty v podstaté nezadrzené.

S , dewetting” fenoménem se Ize setkat hlavné u stacionarnich fazi, které jsou velmi

hydrofobni, tzn. maji velmi husté navazané alkylové fetézce a jen velmi malo volnych

silanolovych skupin [34]. K zabranéni vzniku tohoto fenoménu musi tyto stacionarni faze

obsahovat urcité rysy:

A)

dlouhé alkylové retézce

Stacionarni faze s dlouhymi alkylovymi fetézci (napt. C30) jsou odolnéjsi proti
,dewetting” fenoménu. Diky stérickym pozadavkim zde zUstdvaji volné
silanolové skupiny, které pak interaguji s vodou a umozZnuji solvataci povrchu

[34].
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B) kratké alkylové Fretézce bez pokryti volnych silanolovych skupin (bez
»endcappingu”)
Volné silanolové skupiny umoZiuji interakci s polarnimi analyty, a také interaguji
s vodou. Nejmensi riziko kolapsu (,,dewettingu”) stacionarni faze je pak u napft.

C4 alkylovych fetézcu [1].

0 velky priimér pori
Velky primér péru silikagelovych &astic (napf. 150 A, 300 A) snizuje riziko
hydrofébniho kolapsu stacionarni faze pravdépodobné z dlivodu nizsiho pokryti
alkylovych retézct [1] nebo také proto, Ze pory jsou dostatecné Siroké, aby
nedochazelo k ,,vypuzeni” vody [33, 34]. Bidlingmeyer a kol. (2004) uvedli, Ze pfi
pouziti C18 stacionarni faze s velikosti pérd 150 A nedoslo ke ztraté retence

v porovnani s 80 A [33, 35].

D) poldrné ,,endcappované staciondrni faze

,Endcapping” polarni nebo hydrofilni funkéni skupinou (napft. diol) vede k lepsi
smacivosti stacionarni faze, a umozni tak i lepsi interakci analytu s alkylovym
fetézcem (napr. C18). Vyrobci tento typ stacionarni faze oznacuji ¢asto jako Aqua

nebo Hydro [1, 34].

E) staciondrni faze s vloZenou poldrni funkéni skupinou
Populdrni se stavaji stacionarni faze, které maji polarni funkcni skupinu (napf.
amid, amin, ether nebo mocovinu) vélenénou do alifatického fetézce v blizkosti
povrchu castice. Tato funkéni skupina umoZiuje solvataci povrchu, a navic stini

volné silanolové skupiny, ¢imz brani jejich nezddoucim interakcim s analytem [1].

3.1.2.2 Hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC)

Velmi dobrou retenci i vysoce polarnich latek poskytuje hydrofilni interakéni
chromatografie  (HILIC, Hydrophilic Interaction  Chromatography). Tento
chromatograficky pfistup byl poprvé pouzit Alpertem v roce 1990 [36]. AvSak stale se
vedou dohady o mechanismu separace. Obecné HILIC vyuZiva poldrni stacionarni faze
v kombinaci s vodné&-organickou mobilni fazi. Casto se jedna o acetonitril (50-99 %)

svodou nebo pufrem. Navrhovanym mechanismem separace analytl je, Ze dochazi
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k jejich rozdélovani mezi hydrofobni ¢ast mobilni faze a silné hydrofilni vrstvu (tvofenou
vodnou slozkou), ktera je imobilizovana na povrch poldrni stacionarni faze. Vytvafri se
tak difuzni vodna vrstva s koncentracnim gradientem vody smérem do mobilni faze [1,
37]. K separaci latek se uplatnuji specifické i nespecifické interakce se stacionarni fazi i
vodnou vrstvou na jejim povrchu. Lze uvést mechanismy jako je napfiklad rozdélovani,
adsorpce, vznik vodikovych vazeb, van der Waalsovy sily a elektrostatické interakce se
staciondrni fazi i vodnou vrstvou na jejim povrchu [38, 39]. Tento princip je nazorné

uveden na Obr. 7.
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Obr. 7: Princip HILIC. Pfevzato ze zdroje [40] a upraveno.

Stacionarni faze vhodné pro pouziti v médu HILIC maji poldrni charakter. Mezi
oblibené patfi kolony plnéné nemodifikovanym silikagelem. Ddle jsou komercné
dostupné riazné modifikace silikagelu, napfiklad aminopropylovymi, amidovymi,
nitrilovymi, diolovymi, karbamatovymi, polyethylenglykolovymi a dalSimi polarnimi
funkénimi skupinami. Podle modifikaci je pak moziné tyto staciondrni faze délit na
neutralni, nabité a zwitterionty. Lze pouZit materidly hybridni nebo polymerni. Vyuzivaji
se také kolony ve formatu monoliti na bazi silikagelu nebo organickych polymer( [38,

40]. Priklady nékterych modifikaci uvadi Obr. 8.
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Obr. 8: Vybrané modifikace silikagelu pouzivané pro HILIC.
Pfevzato ze zdroje [41] a upraveno.

V dnesni dobé HILIC zaznamendvd pomérného vzestupu, coz dokazuje i velky
pocet nové vyvinutych kolon uvadénych na trh. To vede také k rozsifovani spektra
aplikaci. Z pocatku se tento pristup uplatioval zejména k separaci aminokyselin,
sacharid(l a peptida [38]. Velkou vyhodu pouziti HILIC médu pro separaci polarnich latek
Ize najit v kombinaci s hmotnostni spektrometrii. Mobilni faze, ktera je zde tvorend
velkym podilem organické slozky je dobfe kompatibilni s ionizaci elektrosprejem. HILIC
poskytuje také vétsi variabilitu ve sloZzeni mobilni faze pro separaci polarnich latek
v porovnani se stacionarnimi fazemi tvorenymi alkylovymi fetézci (napt. C18), kde Ize
Casto pro dostate¢nou retenci pouzit pouze 100% vodnou mobilni fazi. OvSem jsou zde
i urcité nevyhody, které stale spoustu béznych uZivateld HPLC odrazuji od jejich poutZiti.
Jedna se napfiklad o poZadavek pro rozpoustédlo vzorku, které by mélo byt nejlépe
shodné s mobilni fazi. Dale pak moZnost davkovat pouze malé objemy vzorku a dlouha

ekvilibrace kolony [1, 38, 40].

3.1.2.3 Fluorované stacionarni faze

Stacionarni faze na bazi fluoru predstavuji vhodnou alternativu v pripadech, kdy
retence a separace poldrnich latek na klasickych alkylovych fazich (napf. C18, C8) je
nedostatecnd. Fluorované stacionarni fdaze poskytuji odliSnou selektivitu, diky

pfitomnosti atom( fluoru. Separacni mechanismy jsou stdle studovany. Kromé
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hydrofobnich interakci se uplatiuji také napfiklad dipdl-dipdl a iontové vyménné
interakce. Dochazi i k interakcim mezi fluory fluorovanych analyt a fluory stacionarni
faze, coz vede k lepsi retenci a separaci téchto latek ve srovnani s klasickymi alkylovymi
fazemi. Dostupné jsou dva typy silikagelovych fluorovanych stacionarnich fazi: na bazi
alkylu a fenylu (Obr. 9). Fenylova funkéni skupina mize byt k silikagelu pripojena rlizné

dlouhymi nefluorovanymi alkylovymi retézci [42, 43].
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Obr. 9: Fluorované stacionarni faze.
Pfevzato ze zdroje [44] a upraveno.

V soucasné dobé maji nejvétsi uplatnéni pentafluorfenylové stacionarni faze
(PFP, F5) (Obr. 9, spodni ¢ast). Fenylova funkéni skupina poskytuje navic mt-it interakce
vyhodné pro separaci aromatickych latek. Navic tato modifikace umoZnuje lepSsi
selektivitu pro strukturni a geometrické izomery diky rigidité fluorfenylového ligandu.
V zavislosti na sloZeni mobilni faze vykazuje tento typ staciondrni faze bimodalni
retenéni mechanismy a lze ji uplatnit pro separaci vreverznim i normalnim
chromatografickém modu. Nékteré latky tak v zavislosti na sloZzeni mobilni faze vykazuji
tzv. ,,U“ retencni profil (Obr. 10). Je odolna proti ,dewetting” fenoménu a jeji pouziti je
mozné i p¥i pouze vodnych mobilnich fazich. Rada aplikaci poukazuje také na moznost

vyuziti v HILIC médu [43].
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Obr. 10: Ukazka "U" retenéniho profilu imipraminu na PFP koloné. Porovnani s C18
staciondrni fazi, kterd toto chovani nevykazuje. Pfevzato ze zdroje [45] a upraveno.

Pentafluorfenylové stacionarni faze jsou vyhodné napfiklad pro separace

polarnich halogenovych a aromatickych sloucenin i polarnich bazickych analyt(

(napriklad aminosloucenin) a své uplatnéni nachazeji v radé odvétvi [42-44].

40



3.2 Cilové analyty

3.2.1 Vankomycin

Vankomycin predstavuje tricyklické glykopeptidové baktericidni antibiotikum,
které je produkované urcitymi kmeny mikroogranismu Amycolatopsis orientalis. Je
ucinny proti gram pozitivnim bakteriim, jako napfiklad Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecalis a
Clostridium difficile. Vankomycin je indikovan k l1é¢bé zavazinych a/nebo rezistentnich
stafylokokovych, streptokokovych a enterokokovych infekci. Nebo mUze byt podavan u
pacientl s alergii na penicilin. Nezastupitelné misto ma pfi terapii meticilin-rezistentnich
stafylokokovych infekci (MRSA), jako napfriklad pfi sepsi, pneumonii, infekcni
endokarditidé, infekcich mékkych tkani a kiiZze ¢i osteomyelitidé. OvSem diky vzestupu
pouzivani vankomycinu v poslednich 20 letech, jako antibiotika prvni volby pro terapii

invazivnich stavl zplsobenych pravé MRSA, doslo k rozvoji vzniku rezistenci [46—49].

Mechanismus Uc¢inku vankomycinu je zprostfedkovan inhibici syntézy bunécéné
stény bakterii pomoci vysokoafinitni vazby na D-alanyl-D-alanin prekurzorové jednotky.
Navic narusuje integritu bakteridlni bunécné membrany, coz vede k depolarizaci,

permeabilizaci a rychlé bunécné smrti [50].

Z farmakokinetického-farmakodynamického hlediska je ucinnost vankomycinu
zavisla na koncentraci i ¢ase. Jeho antimikrobidlni aktivita neni zavisld na absolutni
koncentraci dosazené po podani, ale na velikosti poméru plochy pod kfivkou
koncentrace antibiotika v ¢asovém horizontu 0-24 hodin (AUC) a minimalni inhibi¢ni
koncentraci (MIC) [50, 51]. Za doporuéenou hodnotu je povaziovan index

AUCo-24/MIC > 400 [47, 51].

Celkova biologicka dostupnost vankomycinu po peroralnim podani je velmi nizka
(neabsorbuje ze zaZivaciho traktu), a proto je vyuZivan k terapii lokalnich stfevnich
onemocnéni. Pro lé¢bu systémové infekce se uplatiiuje intravendzni poddani, kde by
délka trvani infuze méla trvat alespon 1-2 hodiny (zejména u vyssich ddvek) [51, 52]. Po

intravendznim poddani je vankomycin rozsahle distribuovan a ve vétsiné télnich
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kompartmentt dosahuje terapeutickych hladin. Inhibi¢nich koncentraci je tak dosazeno
v peritonedlnim a pleurdlnim vypotku, ascitu, synovialni tekutiné, moci atd. Pouze
prestup pres hematoencefalitickou bariéru je za fyziologického stavu velmi nizky. Mlze
se zvySovat v pfipadé zanicenych mozkovych blan. Pfiblizné 80-90 % vankomycinu se
ztéla eliminuje glomerularni filtraci v metabolicky nezménéné formé s polocasem
4—6 hodin u pacientl s normalni rendlni funkci. V pripadé renalni insuficience mlze byt

tato doba prodlouZzena az na 7 dni [50, 53].

3.2.1.1 Terapeutické monitorovani vankomycinu

Vankomycin, stejné jako nékterda dalsi glykopeptidovd a aminoglykosidova
antibiotika, patfi do skupiny |éciv s Uzkym terapeutickym indexem. U téchto latek je
doporucovano monitorovani hladin v biologickych tekutinach béhem IéCby. Pfilis nizka
davka mlzZe vést k nedostatecnému antimikrobidlnimu ucinku, a stim souvisejicim
zvysenym rizikem vzniku rezistence. Naopak vysokd hladina muaze zpUsobovat
nefrotoxicitu, pripadné ototoxicitu, zejména pokud je vankomycin podavan v kombinaci

s dalSimi nefrotoxickymi léCivy (napf. aminoglykosidy) [47, 54].

Pro upravu davkovani je uvadéna cela fada rtznych doporuceni. Avsak z diivodu
Siroké intraindividualni a interindividudlni variability farmakokinetiky vankomycinu je
doporucovano terapeutické monitorovani hladin u kazdého pacienta. Pouze tak muze
byt dosazeno optimalnich terapeutickych hladin i napfiklad u pacient( s variabilnimi
nebo ménicimi se eliminaénimi schopnostmi. Zohlednit je tfeba zvlastni patologické
stavy, jako napfriklad sepse, popdleniny, obezita, endokarditida, cysticka fibréza nebo

oblast geriatrie a pediatrie [47, 55, 56].

Pro terapeutické monitorovani hladiny vankomycinu je doporucovdno sledovat
udolni oblast koncentrace. Stanoveni tzv. ,peakové” (horni) koncentrace ma pouze maly
vyznam. Monitorovani by mélo byt provddéno v ustdleném stavu, tj. pfed podanim
¢tvrté davky. O optimalnich sérovych hladindch vankomycinu se vedou stdle diskuze.
Drive byla doporucovana hladina 5-10 mg/l (3,5-6,9 umol/l) z ddvodu obavy
z nefrotoxicity. AvSak novéjsi data ukdzala, Ze nefrotoxicita je pfi monoterapii
vankomycinem vyjimecnda. Také udolni koncentrace 5-10 mg/l by mohla byt
nedostatecnd pro terapii a vést k vyssim riziku vzniku rezistence. Proto je nyni pfi
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podavani vice dennich davek doporucovana vyssi udolni koncentrace a to 10-15 mg/I
(7,0-10,4 pumol/I). A v pfipadé invazivnich infekci nebo méné citlivych patogenl az
15-20 mg/l (10,4-14,0 umol/l) [47, 49, 51, 54]. Stanoveni jsou provadéna v séru nebo

plazmé.

3.2.2 Stanoveni vankomycinu pomoci vysokoucinné kapalinové

chromatografie v biologickych tekutinach

Pro terapeutické monitorovani hladin vankomycinu jsou pouzivany
imunochemické metody a kapalinova chromatografie. Imunochemické metody jsou
stale velmi rozsitené v rutinnich biochemickych laboratofich. Divodem je jednoduchost
jejich provedeni, komercéni dostupnost kitli nebo automatickych analyzator(. Avsak
hlavni nevyhodou je riziko vzniku tzv. zkfizenych reakci s latkami strukturou podobnymi
vankomycinu. Jedna se naptiklad o produkty vzniklé pfi degradaci nebo vyrobnim
procesu. Lze uvést, Ze v posledni dobé vétsSina publikovanych metod pro stanoveni
vankomycinu  vyuzZivda  kapalinovou chromatografii. Ty jsou v porovnani
s imunochemickymi metodami vice selektivnéjsi a dovoluji stanovovat i velmi nizké
koncentrace analytl s vysokou preciznosti a spolehlivosti v rozdilnych biologickych
matricich [57-59]. Pfehled vybranych publikovanych metod je uveden v Tab. 1, Tab. 2 a
v prehledovém ¢lanku Javorska a kol. (2016) [59].

Vankomycin vykazuje absorp¢éni maximum zejména pfi 200 nm a dale pak 280 nm.
Avsak metody vyuzZivajici UV detekci v oblasti 200 nm se mohou potykat s problémem
vys$siho rizika interferenci pochazejicich z matrice vzorku, a navic je tato vinova délka
blizkd hodnoté ,cut offY nékterych rozpoustédel pouzivanych v kapalinové
chromatografii (napf. acetonitril ,cut offY 190 nm). Ztoho dlvodu byla castéji
aplikovana UV detekce pfi vyssi vinové délce nebo v oblasti druhého absorpéniho
maxima vankomycinu (280 nm) [60-65]. Dale byly publikovany LC-MS/MS metody,
které v porovnani s UV detekci poskytuji casto vyssi citlivost. Pro korekci matricovych
efektl a zvySeni presnosti stanoveni jsou doporucovany izotopicky znacené vnitini
standardy. AvsSak v pfipadé vankomycinu je dostupnost tohoto typu standardu

problematickd. Proto fada autor(l pouzila strukturné podobné latky. Napriklad Konig a
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kol. (2013) poutzili vankomycin-glycin, ktery si sami syntetizovali [66]. Ddle byl uveden

vankomycinu-des-leucin [57], aminopterin [67], teikoplanin [68], polymyxin B [69] atd.

Pro chromatografickou separaci vankomycinu v biologickych tekutindch je
nejCastéji vyuzivan reverzni chromatograficky mdd v kombinaci s C18 stacionarni fazi
[59, 61, 65, 70—73], méné casto HILIC chromatografie [57, 74]. Slozeni mobilni faze
vyplyva z typu detekce. Pro UV detekci v kombinaci s C18 stacionarni fazi byly pouzivany
zejména fosfatové pufry o pH v rozsahu 2,8—7 misené s acetonitrilem [62, 64, 70, 75].
Pro MS detekci bylo c¢asté slozeni mobilni faze z 0,1% kyseliny mravenci ve vodé a

acetonitrilu [57, 65-69].

Stanoveni hladin vankomycinu bylo nej¢astéji provadéno v séru [66, 68, 75—79],
plazmé [57, 62, 63, 65, 75, 78, 80-82] a moci [63, 68]. Dale pak byly publikovany
naptiklad stanoveni v cerebrospindini tekutiné [80], bronchoalveolarni lavazi [70] a
tkdnich [62, 67, 83]. Uprava vzorku pfed analyzou byla ¢asto provedena pomoci
jednoduché deproteinace. PouZivanymi deproteinacnimi Ccinidly byly organicka
rozpoustédla jako acetonitril [57, 60, 69, 70], kyselina trichloroctova (5-35%) samotna
[66, 81, 84] nebo v kombinaci s methanolem [85], kyselina chlorista s methanolem [62]
nebo trifluoroctova kyselina s methanolem [86]. Také byla vyuzivana extrakce na tuhou
fazi a to predevsim ve spojeni s UV detekci [63, 77, 83]. Volny vankomycin byl
extrahovan pomoci ultrafiltrace [64, 76, 82, 87, 88]. Zajimavym pfistupem publikovanym
Andriguetti a kol. (2019) bylo pouZiti objemového absorpcniho mikrovzorkovani (z angl.
VAMS, Volumetric Absorptive Microsampling). Tento pfistup mél fesSit problém
s nedostupnosti terapeutického monitorovani vankomycinu v nékterych lokalitach, kde
by transport séra nebo plazmy do specializované laboratofe mohl byt problematicky.
Vzorek plazmy byl po centrifugaci plné krve odebran pomoci VAMS odbérového
systému, ktery po zaschnuti umoznil transport s ovéfenou stabilitou vankomycinu a
kreatininu aZ dva tydny pfi 45 °C. K nasledné extrakci byl pouzit roztok methanolu a vody
(1:1v/v)s0,1% kyselinou mravenci. Koncentrace obou latek po extrakci z VAMS se lisily
od hodnot ziskanych z plazmy, ktera byla extrahovana pfimo a proto byla nutna korekce

vysledk(l pomoci prepocitavaciho faktoru [65].
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Analyt

Vankomycin

Vankomycin

Vankomycin

Vankomycin

Vankomycin

Vankomycin
Kreatinin

Vankomycin

Vankomycin
Teikoplanin
Daptomycin
Kolistin

IS vnitfni standard, PF fosfatovy pufr, ACN acetonitril, FA kyselina mravenci, MeOH methanol, ESI-MS/MS tandemova hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem, tr retencni ¢as

Tab. 1: Prehled vybranych publikovanych chromatografickych metod pro stanoveni vankomycinu v biologickych tekutinach

IS

p-aminobenzoova
kyselina

Kofein

Kofein

Zidovudin

Vankomycin-des-
leucin

Kreatinin-d3

Aminopterin

Polymyxin B

Matrice

Sérum

Plazma

Bronchoalveolarni

lavaz

Plazma

Plazma

Plazma

Plazma, kostni a

tukova tkan

Plazma

Kolona

ACQUITY BEH C18
(50 x 2,1 mm, 1,7 um)

Spherisorb C18 ODS
(150 x 4,6 mm, 5 um)

Spherisorb C18 ODS
(150 x 4,6 mm, 5 um)

Supelcosil C18
(150 x 4,6mm, 2,7um)

Acquity UPLC BEH HILIC
(100 x 2,1 mm, 1,7 um)

Accucore C18
(100 x 2,1 mm, 2,6 um)

Luna C18
(50 x2 mm, 5 pum)

Kinetex C18
(50 x 2,1 mm, 2,6 um)

Mobilni faze

A: 0,005 mol/I PF (KH,PO,) pH 2,5

B: ACN

gradient, 0,3 ml/min

A: 0,05 mol/l PF (NH;H2PO4)

B: ACN

izokrat, A:B 89 :11, 1,2 ml/min 20 °C
A: 0,05 mol/I PF (NH4H2PO4) pH 5,5
B: ACN

izokrat, A: B 89 :11, 1,2 ml/min 20°C
A: 20 mmol/l octan amonny pH 4

B: MeOH

izokrat, A: B 88:12,1,5 ml/min 50 °C
A: ACN

B:0,1% FA v H,O

gradient 0,45 ml/min 50 °C

A:0,1% FA v H,0

B:0,1% FA v ACN

gradient, 0,4 ml/min 40 °C

A: 0,05% FA v H,0

B: MeOH

gradient, 0,3 ml/min

A:0,1% FA v H,0
B:0,1% FA v ACN
gradient, 0,3 ml/min 40 °C

45

Detekce

uv
230 nm

uv
240 nm

uv
198 nm

uv
240 nm

ESI-MS/MS

ESI-MS/MS

ESI-MS/MS

ESI-MS/MS

tr
(min.)

2,6

8,5

14,4

4,0

2,7

3,9

2,4

1,6

Lin. rozsah

(mg/1)

1,0-100

1,0-80

0,1-10

1-100

0,3-100

1-100

0,05-50

0,5-100

Ref.

(60]

[70]

[70]

[72]

(57]

(65]

(67]

(69]



Tab. 2: Prehled vybranych publikovanych metod pro Upravu vzorku pred analyzou vankomycinu

Analyt Matrice, objem vzorku Technika VytéZnost Detekce | Ref.
Vankomycin Sérum, 200 pl PP: ACN 62,9 % (CV 5,6 %) uv [60]
Vankomycin Plazma, 1000 pl SPE: Narc-2 85 % plazma UV (63]
a dalsi [éciva Mo¢, 1000 ul eluce MeOH 89 % moc
Vankomycin Plazma, sérum, bronchoalveolarni PP: ACN 85-90 % uv [70]
lavaz, 200 pl
Vankomycin Plazma, 50 ul PP: ACN a nasledné 95-109 % uv [72]
zakoncentrovani

SPE: Oasis® MCX

. , . o
Vankomycin Sérum, 500 pl eluce: MeOH s 5% NH; 98,2-103,9 % uv [76]
Vankomycin UF: Amicon Centrifree 0
volny Plazma, 500 ul Micropartition 10 kDA 97,7-104,1% uv [88]
Vankomycin Plazma, 40 pl PP: ACN 106,3 % (CV 4,8 %) MS/MS [57]
PP + UF: Amicon Ultra-
. , PP

Vankomycin Sérum, 75 ul 0,5 ml 10k 99-104 % MS/MS [66]
Vankomycin Plazma, 50 pl PP: MeOH +100% MS/MS [67]
vankomycin Plazma, 100 yl PP: ACN 70-110 % MS/Ms | [69]
a dalsi léciva
Vankomycin a Plazma, 50 pl PP: ACN a ndsledné 77-80 % MS/MS | [73]
dalsi léciva fedéni
Vank i

aniomyein Plazma, 50 pl PP: 30% TCA 96-101 % MS/MS | [81]
Polymyxiny

PP deproteinace, UF ultrafiltrace, SPE extrakce na tuhou fazi, ACN acetonitril, MeOH methanol, TCA trichloroctova kyselina
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3.2.3 L-arginin, L-ornitin, L-citrulin a agmatin

L-arginin  (2-amino-5-guanidinovalerovd kyselina) je a-L-aminokyselina
s bazickou guanidinovou skupinu v postrannim ftetézci, ktera vznikd v ledvinach
z L-citrulinu. V jatrech probiha syntéza L-argininu prostfednictvim mocovinového cyklu,
ale zdlvodu vysoké aktivity enzymu arginasa byva rychle rozstépen na L-ornitin a
mocovinu. L-ornitin  ((S)-2,5-diaminopentanovd kyselina) predstavuje bazickou
a-L-aminokyselinu se dvéma aminoskupinami. Na rozdil od L-argininu se nejedna o
aminokyselinu vyuzivanou pro stavbu protein(. L-citrulin
(2-amino-5-(karbamoylamino)pentanova kyselina) je L-alfa-aminokyselina, ktera vznika
z L-ornitinu a karbamoylfosfatu v mocovinovém cyklu. Také se nejedna o proteinogenni
aminokyselinu, ale casto se vyskytuje v proteinech jako soucast posttranslacnich
modifikaci. Agmatin (4-aminobutyl guanidin) patti do skupiny primarnich amin(. Vznika
dekarboxylaci L-argininu ptisobenim mitochondridalniho enzymu arginin dekarboxylasa
[89-93]. Struktury jednotlivych latek a jejich fyzikalné-chemické vlastnosti jsou uvedeny

v kap. 4.2.1.

3.2.3.1 Souvislost L-argininu a jeho metabolickych derivata (L-ornitinu, L-citrulinu a

agmatinu) s hojenim ran

Hojeni ran je komplexni proces, ktery mlze byt ovlivnény fadou faktor(. Tyto
faktory lze rozdélit jako lokalni, tj. tkanova perfuze, oxygenace, infekce, bolestivost atd.

nebo systémové jako je naptiklad vék, vyZiva, koureni a pfitomnost dalSich nemoci [94].

Aminokyselina L-arginin je vyznamné zapojena do rady biochemickych a
metabolickych procest. Predstavuje vyznamny medidtor procesu hojeni rany. Je
prekurzorem pro oxid dusnaty (NO), prolin, hydroxyprolin a polyaminy, stimuluje sekreci
rastového hormonu a inzulinu podobného ristového faktoru 1 (IGF-1). Vyznamné tak

ovliviiuje vSechny faze procesu hojeni [95-97].

V organismu se uplatiuji tfi katabolické drahy L-argininu. Jednou z nich je
metabolickd draha, kdy pomoci syntasy oxidu dusnatého (NOS) vznikda NO. U savcl

existuji tfi izoformy NOS: neurondlni NOS (nNOS/NOS1), endotelialni NOS (eNOS/NOS3)
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aindukovatelnd NOS (iNOS). Hlavnim zdrojem NO v ranach je iNOS. Nejvyssi hladina NOS
se objevuje béhem 24 az 72 hodin od poranéni [92, 93, 95, 97]. Tato reakce uvolfuje
také L-citrulin, ktery mlze byt nasledné recyklovan na L-arginin [97]. NO je signalni
molekula, kterd se uplatfiuje mimo jiné pfi imunitni reakci, angiogenezi, tvorbé
granulacni tkané a epitelizaci, coz jsou zasadni procesy doprovazejici hojeni rany [96].
Bylo prokazano, ze NO hraje dilezitou roli v regulaci pratoku krve cévami, a tim i
krevniho tlaku. Je syntetizovan v endotelidlnich burikach, ze kterych nasledné difunduje

a vyvoldava relaxaci v sousednich svalovych burikach vedouci k dilataci cév [98].

Ve druhé draze hraje roli enzym arginasa a dochazi k produkci L-ornitinu a
nasledné prolinu, ktery je hlavni komponentou kolagenu [95]. L-ornitin je prekurzorem
putrescinu a dalSich polyamind, které jsou potrebné pro replikaci DNA a dalsich
bunécénych procesi [92]. Tato draha se zacina uplatnovat pozdéji, a to zhruba 72 hodin

od poranéni. Podporuje replikaci fibroblast( a tvorbu kolagenu [89, 95].

Nejpozdéji objevenou dridhou je cesta dekarboxylace L-argininu enzymem
arginin dekarboxylasou za vzniku biogenniho aminu agmatinu. U savcl byl objeven
teprve vroce 1994, kdy byl izolovan z mozkové tkané. V nizkych koncentracich
(pmol/l-nmol/l) se vyskytuje v mnoha organech [93]. V lidském organismu je agmatin
vyznamnym neurotransmiterem s afinitou, napfiklad k a2-adrenoreceptorim a
imidazolinovym receptortim [93, 99]. Hraje dlleZitou roli v regulaci bunééné produkce
NO, kde pusobi jako slaby kompetitivni inhibitor izoforem NOS. Podporuje vazodilataci
a snizeni krevniho tlaku. Reguluje syntézu polyamin(, kdy prostfednictvim indukce
antizymu ornitin dekarboxylasy inhibuje ornitin dekarboxylasu podilejici se na jejich

syntéze. Také indukuje spermidin/spermin acetyltransferasu [97, 99, 100].

Degradaci agmatinu katalyzuje enzym agmatinasa za vzniku mocoviny a
polyaminu putrescinu nebo je oxidovan diamin oxidasou (metabolicka cesta syntézy
y-aminomaselné kyseliny) [93]. Vzhledem k pomérné neddvnému objevu agmatinu v
lidském organismu (1994) neni stale jesté objasnéna jeho Uplnd role v rlznych

organovych systémech. Schéma metabolismu L-argininu je uvedeno na Obr. 11.
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Obr. 11: Schéma metabolismu L-argininu. Pfevzato ze zdroje [101].

3.2.3.2 Chronicka rana

Proces hojeni rany se obecné sklada z nékolika se prekryvajicich fazi: hemostaza,
zanét, proliferace a maturace. Hojeni chronické rany vykazuje urcité odchylky od hojeni
fyziologického a je vyznamné delSi. Fyziologicky proces je v jednom nebo nékolika
mistech narusen (Casto stagnuje v urcité fazi hojeni), neprobiha v daném ¢asovém sledu

a ramci, pfipadné se formuje ménécenna tkan [92, 94, 102—-104].

Za chronickou ranu je povazovano kozni poskozeni, které i pres adekvatni [éCbu
pretrvdva déle nez 6 tydnu nebo ¢asto se opakujici kozni defekt [104]. Mezi tyto rany se
fadi naptiklad dekubity, bércové vredy, diabetické defekty, rozpadlé operacni rany,
chronické pourazové rany, eventualné i rozpadajici se nadory na povrchu téla (Obr. 12.)
Chronické rany se vyskytuji napti¢ vékovymi kategoriemi, ¢asto ale predstavuji zdravotni
problém spojovany zejména v souvislosti se stafim. Oteviend rana je mistem mozného
vstupu mikroorganism( do téla a mUze vést k rozvoji dalSich infekénich komplikaci.
Bolest a sekrece z rany, ma signifikantni dopad na kvalitu Zivota nemocného [102]. Léc¢ba
chronickych ran je komplikovand, protoZe chronické rany jsou céasto doprovazeny
pridruzenymi nemocemi, jako ischémie, diabetes ¢i bakterialni kolonizace. Pacienti s
chronickymi ranami predstavuji velky problém ve zdravotnictvi. Dlouhodobé

hospitalizace vytvari vysoké naklady a snizuji kvalitu Zivota pacienta. Proto je dllezité
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ziskdvani novych informaci v oblasti hojeni chronickych ran a metod vhodnych pro jejich

monitorovani [94, 95, 104].

H.0. 24 40.204¢

Obr. 12: Chronické rany
Laskavé poskytnuto prof. MUDr. Lubosem Sobotkou, CSc.

3.2.4 Stanoveni L-argininu, L-ornitinu, L-citrulinu a agmatinu v biologické

matrici

V klinické praxi patfi stanoveni aminokyselin a jejich metabolitd v rdznych
biologickych matricich k rutinné vyuZivanym vySetfenim. JakoZto prediktivni markery

rady zdravotnich stavl jsou stéle i v popfedi zajmu klinického vyzkumu.

Kapalinovd chromatografie patfi mezi velmi rozsifené techniky kvantitativniho
stanoveni aminokyselin a jejich metabolit(l. Jedna se o senzitivni metodu s vysokym
rozliSenim umozZnujici dosdahnout kratkych cast analyz. Nicméné, pouze nékolik
aminokyselin je mozné detekovat pfimo konvenénimi detektory pouzivanymi ve spojeni
s HPLC (UV/VIS spektrofotometry, fluorimetry nebo elektrochemické detektory). U
ostatnich aminokyselin je nutné zahrnout krok derivatizace. V sou¢asné dobé se vyrazné
do popredi dostava stanoveni aminokyselin pomoci hmotnostni spektrometrie (¢asto ve
spojeni s LC nebo GC). Prikladem wvyuziti této techniky v rutinni praxi mlze byt

neonatalni screening vrozenych metabolickych poruch [105].

Pro stanoveni L-argininu, L-ornitinu, L-citrulinu a agmatinu v biologickém
materidlu byla publikovdna fada metod. V Tab. 3 je uveden prehled vybranych metod
zamérenych na kapalinovou chromatografii bez derivatizace. Hlavnim problémem pfi

analyze téchto latek je jejich vysoka polarita, a stim souvisejici problém s retenci
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v reverznim chromatografickém maédu. Tab. 4 uvadi prehled vybranych pfistupl bez
derivatizace pro extrakci uvedenych latek v biologickych tekutindch. Zadna z téchto
metod se nezabyvala analyzou vsech ¢tyf uvedenych cilovych analytd v exsudatu

z chronickych ran soucasné.

3.2.4.1 Reverzni chromatografie bez nutnosti derivatizace

Jak jiz bylo zminéno v Uvodu této kapitoly, retence a separace nami vybrané
skupiny polarnich analytl bez derivatizace v reverznim médu neni jednoducha. Pro
dostatecné zadrzZeni latek poldrniho charakteru v reverznim médu, zejména pfi aplikaci
C18 stacionarni faze, je vyzadovana prevaziné vodnd mobilni faze. Ta ovSem neni zcela
kompatibilni s klasickou C18 stacionarni fazi. Jednim z feSeni je moznost, kterou
publikovali Andrade a kol. (2015). Pro separaci L-argininu a jeho methylovanych derivat(
pouZili stacionarni fazi C18 (Nucleosil C18, Teknokroma, Barcelona, Spanélsko)
v kombinaci s izokratickou eluci 0,2% trifluoroctové kyseliny ve vodé. AvSak mezi

nastriky byl vloZzen proplach kolony 90% acetonitrilem [106].

Dale jsou vyuzivany C18 stacionarnifaze s urcitymi modifikacemi, které umoznuji
kompatibilitu se 100% vodnymi mobilnimi fazemi. Pfikladem takové metody je prace
publikovand Wang a kol. (2010), kdy pro separaci L-argininu, L-ornitinu, L-citrulinu a
dalSich latek byla vyuZita izokratickd eluce 100% vodnou mobilni fazi obsahujici 0,03%
kyselinu trifluoroctovou v kombinaci s kolonou Atlantis dC18 (Waters, USA) [107]. Tato
kolona obsahuje difunkéné vdzanou C18 funkéni skupinu, coz umoznuje stabilitu ve
100% vodném prostredi. Dale byla C18 stacionarni faze pouzita v metodach s mobilni
fazi tvorenou rGznymi podily vodné a organické slozky. V pfipadé ndmi zvolenych
analyt( vede toto sloZeni mobilni faze k jejich velmi nizké retenci a eluci analytu dochazi
¢asto v mrtvém objemu, cozZ je patrné i z nékterych publikovanych praci [108, 109]. Liu
a kol. (2013) vyvinuli metodu, kdy pro separaci polyaminového metabolomu (véetné
latek naseho zajmu: L-arginin, L-ornitin a agmatin, kromé L-citrulinu) byla pouZita
gradientova eluce mobilni fazi tvofenou 0,05% kyselinou heptafluormaselnou (HFBA) ve
vodé (A slozka) a stejnou koncentraci této kyseliny v methanolu (B slozka). ZvySena

vrve

¢inidlo [110].
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DalSim typem staciondrnich fazi vyuzivanych v reverznim modu pro separaci
nederivatizovanych aminokyselin jsou fenylové staciondrni faze. Pro dostateCnou
retenci poldrnich analytl bylo nutné pouZit mobilni faze tvorené prevainé vodnou
slozkou [111, 112]. Pfikladem je metoda pro stanoveni L-argininu a dalSich latek
v plazmé, publikovand Midttun a kol. (2013), kdy mobilni faze byla tvorena 2,5 %
methanolu v 150 mmol/I kyseliné octové (pH 5,2). Izokratickou eluci bylo dosazeno
retenéniho ¢asu L-argininu 1,7 min. pfi délce a priméru kolony 150 x 4,6 mm, 3 um

velikosti ¢astic a pratoku 1,2 ml/min [111].

3.2.4.2 Chromatografické metody v reverzni médu s derivatizaci

Jednim z rfeSeni problému separace polarnich latek na C18 stacionarni fazi
predstavuje technika predkolonové derivatizace. Pomoci chemické reakce je moziné
snizit polaritu danych analytd a vnesenim chromoforu umoznit UV nebo fluorescencni
detekci. Castym derivatizaénim ¢inidlem vyuzivanym v HPLC-FD metodach pro stanoveni
L-argininu, L-ornitinu, L-citrulinu a agmatinu je o-ftaldialdehyd [113-116]. Dale je
oblibenou reakci butylace, kdy jsou aminokyselin prevedeny na butylestery danych
aminokyselin [115]. Dalsim pouzivanym derivatizacnim Cinidlem je
9-fluorenylmethyloxykarbonyl chlorid nebo 5-(dimethylamino)naftalen-1-sulfonyl chlo-
rid (dansyl chlorid). Dansyl chlorid je vhodny pro derivatizaci amin(i a byl vyuZity
v HPLC-FD metodé publikované Feng a kol. (1997) pro stanoveni agmatinu a dalSich latek
v plazmé a mozkové tkani [115]. Debats a kol. (2006) aplikovali pro stanoveni L-argininu,
L-ornitinu a L-citrulinu v exsudatu z ran HPLC-FD metodu plvodné vyvinutou pro méreni
téchto latek v plazmé [117]. Metoda byla publikovdna van Eijk a kol. (1993) a pro
separaci téchto analytl v plazmé byla pouZita C18 stacionarni faze po derivatizaci
o-ftaldialdehydem [118]. Chromatograficky zaznam a valida¢ni parametry pro metodu
aplikovanou na exsudat z ran nebyly v publikaci Debats a kol. (2006) uvedeny [117].
VlozZeni kroku predkolonové derivatizace do metody sebou pfinasi fadu nevyhod,
zejména pokud je provadéna off-line. Jedna se o experimentdlné a ¢asto i Casové
naro¢nou proceduru. Derivatizacni reakci je nutné optimalizovat tak, aby probihala
kvantitativné, byla selektivni, nadbytek derivatizacniho cinidla byl dobfe separovany od

cilovych analytl, vysledny derivat byl dostatecné stabilni atd. [1]. Pfi vyvoji metod
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uréenych pro rutinni pouziti s velkymi sériemi vzork( je proto lepsi volit metody bez

derivatizace.

3.2.4.3 Chromatografické metody v médu HILIC

Z charakteru téchto latek se pro jejich separaci jevi nejvhodnéji hydrofilni
interakéni chromatografie (HILIC). Zatim nebyla publikovand prace, ktera by se zabyvala
analyzou vsech ¢tyr ndami zvolenych analytd v jedné metodé s vyuzitim HILIC. Nejcastéji
analyzovanou latkou je L-arginin v kombinaci s dalSimi latkami. Jako stacionarni faze
v HILIC mddu byl nejcastéji vyuzivan nemodifikovany silikagel nebo modifikovany

funkénimi skupinami (napf. amid, amin).

Organickou slozku mobilni faze predstavoval nejcastéji acetonitril. Jednalo se
bud o samotny acetonitril [119, 120], nebo ¢astéji s pfidavkem dalsi latek. Napriklad byla
vyuzita kyselina mravenci [121], trifluoroctova kyselina v kombinaci s octovou kyselinou
[122, 123] nebo mravencan amonny v 85% acetonitrilu s pfidavkem kyseliny mravenci

[124]. Déle také smés acetonitrilu s methanolem a kyselinou mravenci [125].

Vodnou slozku mobilni faze tvofila casto voda s pridavkem kyselin o rlizné
koncentraci: kyselina mravenci [125], kyselina trifluoroctova [119] nebo kyselina
trifluoroctova v kombinaci s kyselinou octovou [122, 123], pfipadné s kyselinou
propionovou [126]. Dale také tékavé pufry jako mravenéan amonny
s pfidavkem kyseliny mravenci [121, 124] nebo octan amonny s hydroxidem amonnym
[120]. Keluci analytd dochdazelo pfi izokratickém i gradientovém maddu. Ve spojeni
s HILIC chromatografii byla vyuzivdna predevsim hmotnostné spektrometrickd detekce

[127].

Stanoveni L-argininu, L-ornitinu, L-citrulinu a agmatinu bylo provadéno nejéastéji
v plazmé [107, 110, 119, 121-125, 128] a moci [110, 123, 128, 129], dale pak v
mozkomisnim moku [126], bunécnych kulturach [123], tkdnich [128]. Jako jednoznacnou
metodou volby pro Upravu biologického materidlu pred analyzou se podle doposud
publikovanych metod jevila deproteinace [120, 121, 124, 127]. Nejc¢astéji pozivanym
precipitacnim ¢inidlem byl acetonitril. Dale pak kombinace deproteinace a nasledného

odpareni [107, 110]. Dalsim pfistupem byla ultrafiltrace [106].
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3.2.4.4 Vicemodalni a chiralni chromatografie bez derivatizace

Gosetti a kol. (2013) ve své praci vyuzili vicemoddlni chromatografii v reverznim
modu za pouziti slabého ménice kationtl pro separaci nederivatizovanych biogennich
amin( (v€etné agmatinu) v moci. Mobilni faze byla sloZzena z 0,1% kyseliny mravenci ve
smési metanolu a vody (20 : 80 v/v) jako slozka A a 2,0% kyseliny mravenci také ve stejné
smési (slozka B). Pfi pH gradientové eluci, pratoku 0,4 ml/min a parametrech kolony
150 x 2,1 mm, 3 um velikost ¢astic bylo dosazeno reten¢niho ¢asu agmatinu 8,2 min.
Vzorek sbirané moci byl nejprve naredén 5,56% kyselinou trichloroctovou a po
centrifugaci byl supernatant dale fedén 1:10 (v/v) 0,5 mmol/l octanem ammonym
upravenym kyselinou octovou na pH 4,0 [129]. Chiralni separace se staciondrni fazi
tvorenou kovalentné vazanym makrocyklickym glykopeptidem teikoplaninem pro
stanoveni L-argininu a dalSich analyt( v plazmé bylo vyuZito Marcovecchio a kol. (2008)

[130].
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Tab. 3: Pfehled vybranych publikovanych LC-MS/MS metod pro stanoveni L-argininu, L-ornitinu, L-citrulinu a agmatinu v biologickych tekutinach

75x3 mm, 2,2 um AGM 0,005-2,19

. . . (P
gradient, 0,4 ml/min, 30 °C AGM 0,137-54,79 (

Analyt Stacionarni faze Mobilni faze Detekce Re?encm cas Kalibracni rozsah Ref.
(min.) (rmol/I)
. Atlantis dC18 0,03% TFA v H,0 . 10-500 (P)
ARG, ORN, CIT a dal3i 100 x 4.6 mm, 3 um okrat, 0.6 ml/min, 20 °C ESI-MS/MS | 1,7;1,5; 1,8 [107]
ARG 0,2-71,8 (P, M)
A: 0,05% HFBA v H,0
ARG, ORN, AGM a dal$i SHIM-PACK XR-ODS B: 0,05% HFBA v MeOH ESI-MS/MS | 2,02; 1,70; 1,61 ORN 0,2-74,6 (P, M)) [110]
M

)
. 0,
Atlantis HILIC A: 0,1% TFAV H0

ORN B: ACN APCI-MS/MS | 2,15 7,5-205 (P) [119]
150 x 2,1
20x2,1 mm, 5 pm izokrat A : B 25 : 75, 0,4 ml/min, 30 °C

. )
Kinetex HILIC A: 5 mmol/l AmFo, 0,1% FA v H,0

. [) _ . . —
ARG, ORN, CIT 100 x 4,6 mm, 2,6 um B: 0,;[/: FA v ACN . . ESI-MS/MS 3,32;3,29;2,90 @ 4-200 (P) [121]
gradient, 0,6 ml/min, 30 °C
Alltima HP HILIC A: 0,5% AA a 0,025% TFA v H,O ARG 5-200 (P, M)
ARG, CIT a dalsi 150 x 2.1 mm. 3 um B: 0,5% AA a 0,025% TFA v H,O ESI-MS/MS 3,38; 2,82 CIT 2-100 (P) [123]
’ ds izokrat A : B 15 : 85, 0,25 ml/min CIT 0,2-100 (M)
. . A: 10 mmol/l AmFo v 85% ACN s 0,15% FA ARG 0,1-250 (P)
" Acquity BEH Amide
ARG, ORN, CIT a dalsi 100x 21 mm 1.7 um B: 10 mmol/l AmFo v H,0 s 0,15% FA ESI-MS/MS 10,5; 10,9; 9,0 ORN 0,1-250 (P) [124]
! dadile gradient, 0,4 ml/min, 35°C CIT 0-100 (P)
Atlantis HILIC A: 75 % ACN, 25 % MeOH, 0,2 % FA
ARG, ORN, CIT a dalsi B: 0,2% FA v H,O ESI-MS/MS 6,10; 6,16; 5,61 1,625-125 (P) [125]
100 x 3 mm, 3 um . . o
gradient, 0,2 ml/min, 30 °C
v, Nucleosil SiOH H,0, ACN, TFA, PA 100 :900 : 0,25 : 10 (ml)
ARG a dalsi 125 x 3 mm, 5 um izokrat, 0.5 mi/min ESI-MS/MS 5,14 1,5-60 (MM) [126]
v SHIM-PACK XR-ODS A: 0,0125% PFHpA v H,0O 0,002-0,438 (P)
AGM a dalsi 75 x 3 mm, 2,2 pm B: 0,0125% PFHpA v MeOH, gradient ESI-MS/MS 2,43 0,22-438,1 (M) [128]
Acclaim Mixed Mode A:0,1% FA v MeOH : H,0 20 : 80 (v/v)
AGM a dalsi WCX B: 2,0% FA v MeOH : H,0 20 : 80 (v/v) APCI-MS/MS | 8,2 0,014-8,76 (M) [129]

150 x 2,1 mm, 3 um gradient, 0,4 ml/min
ARG L-arginin, ORN L-ornitin, CIT L-citrulin, AGM agmatin, ACN acetonitril, MeOH methanol, AmFo mravencan amonny, FA kyselina mravenci, TFA trifluoroctova kyselina, PA propionova kyselina, AA kyselina octova,
HFBA kyselina heptafluorméselna, PFHpA perfluorheptanova kyselina, ESI-MS/MS tandemova hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem, APCI-MS/MS tandemova hmotnostni spektrometrie s chemickou
ionizaci za atmosferického tlaku, P plazma, M mo¢, MM mozkomi$ni mok
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Tab. 4: Pfehled vybranych publikovanych metod pro extrakci L-argininu, L-ornitinu, L-citrulinu a agmatinu v biologickych tekutinach

Analyt Matrice Technika V (ul) RE (%) Ref.
ARG, ORN, CIT a dalsi Plazma PP: 10 mmol/l AmFo v 85% ACN s 0,15% FA 40 neuvedeno [80]
PP:0,1% AA v MeOH ARG 52-70
ARG, ORN, AGM a dalsi Plazma, moc odpareni supernatantu, odparek rozpustén ve smési 250 ORN 55-64 [84]
0,05% HFBA v MeOH a 0,05% HFBA v H,0 20 : 80 (v/v) AGM 67-70
ARG 76
ARG, ORN, CIT a dalsi Plazma PP: AVCN , vox 100 ORN 79 [107]
odpareni supernatantu, rozpusténi odparku v H,O CIT 71
ORN Plazma R: 69 umol/l FA + 22 umol/I AmFo v H,0 100 neuvedeno [119]
PP: ACN
ARG 83-75
ARG, ORN, CIT Plazma ;Psl\r/lnemoci)-:,/l AmFo 50 ORN 86-91 [121]
' CIT 81-85
ARG, CIT a dalsi Plazma, moc, bunécné kultury | PP: 0,5% AA a 0,025% TFA v ACN 20 neuvedeno [123]
ARG 99-112
ARG, ORN, CIT a dalsi Plazma PP:0,1% FA v IPA 25 ORN 93-97 [125]
CIT 104-107
ARG a dalsi Mozkomisni mok PP: ACN : TFA : PA, 100 : 0,025 : 1 (v/v/v) 100 neuvedeno [126]
PP: 0,2% PFHpA v MeOH, odpareni supernatantu, odparek 68 (P)
AGM a dalsi Plazma, moc, jaterni tkan rozpustén ve smési 0,0125% PFHpA v MeOH a 0,0125% PFHpA | 250 [128]
. 64 (M)
v H,0 30 : 70 (v/v) — pro plazmu a mo¢
v. 0, M Ani .
AGM a dali Moé R: 5,56% TCA, fedéni supernatantu 1 : 10 (v/v) 0,5 mmol/I neuvedeno | 100+ 9.5 [129]

AmAc pH 4 (upraveno AA)
ARG L-arginin, ORN L-ornitin, CIT L-citrulin, AGM agmatin, ACN acetonitril, MeOH methanol, AmFo mravencan amonny, FA kyselina mravenci, IPA propan-2-ol, TFA trifluoroctova kyselina, PA propionova kyselina, AA
kyselina octova, HFBA kyselina heptafluormaselna, TCA trichloroctova kyselina, PFHpA perfluorheptanova kyselina, P plazma, M moc.
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3.3 Vybrané biologické matrice pouzivané k analyze

3.3.1 Krev

Krev predstavuje jednu znejvice vyuzZivanych biologickych matric pro
biochemické analyzy v rutinni praxi i vyzkumu. Je tvorena plazmou a krevnimi bufkami

(erytrocyty, leukocyty a trombocyty).

Pro analyzu lze vyuzZit plnou krev nebo jeji jednotlivé frakce, které lze oddélit
centrifugaci (Obr. 13). Centrifugace pro oddéleni plazmy nebo séra se ¢asto provadi pfi
relativni odstredivé sile (RCF) 1 000—1 500g po dobu 10 minut pti pokojové teploté. Delsi
doba centrifugace nebo zvysena hodnota RCF mlzZe zpUsobovat ¢astecnou nebo Upinou
hemolyzu. Sérum nebo plazma by mély byt oddéleny od krevnich elementl nejpozdéji
do 2 hodin od odbéru. Pro ucely tohoto typu centrifugace staci nizkoobratkové nebo
stredné obratkové centrifugy (do 25 000g), které patfi k béznému vybaveni klinickych
laboratofri. Pro oddéleni velmi malych ¢astic (napriklad subcelularnich ¢astic, virl nebo

lipoproteinovych vrstev) se vyuZivaji ultracentrifugy (az 1 000 000g) [131, 132].

Krev pred centrifugaci  Po centrifugaci

—
Centrifugace Bl
1 000-1 500g ] (55% celkového objemu krve)
10 min., 20 °C
. D Buffy coat
«— (leukocyty a trombocyty,

< 1 % celkového objemu krve)

Erytrocyty

(45 % celkového objemu krve)

Obr. 13: Centrifugace pIné krve pro oddéleni plazmy.
Pfevzato ze zdroje [133] a upraveno.
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3.3.1.1 Plazma

Plazma je nazloutly, opaleskujici, vodny roztok organickych a anorganickych latek
o pH 7,4 £ 0,04. Sklada se z vody (91-92 %), elektrolyt, Zivin, proteinli a hormonu.
Celkova koncentrace protein( je zhruba 65—85 g/I|, coz predstavuje hlavni podil susiny
plazmy [132, 134, 135].

Plazma se ziskava z nesrazlivé plné krve centrifugaci. Pro odbér krve je nutné
pouZit systém s pridavkem protisrazlivého Cinidla, jako napftiklad draselna sal kyseliny
ethylendiamintetraoctové (oznaceni K:EDTA, K3EDTA), citrdt sodny, antikoagulanty
heparinového typu atd. Pfi odbéru je nutné dodriet sprdvny pomér krve a
protisrazlivého Cinidla. Pro vybér antikoagulacnich pfisad je nutné zohlednit poZzadovana
laboratorni stanoveni a mozné interference. Odbérové systémy uréené pro nasledné
oddéleni plazmy jsou z plastu nebo silikonového skla, protoze bézny sklenény povrch je

vyraznym aktivatorem koagulace [131, 136].

3.3.1.2 Sérum

Sérum vznika koagulaci plné krve. Na rozdil od plazmy pak neobsahuje srazeci
faktory (vCetné fibrinogenu), protoZe kjejich spotrebovani dochazi v pribéhu
koagulace. Naopak obsahuje nékteré degradacni produkty srazecich faktor(, které zase
nejsou pritomny v plazmé. Sérum byva castéji hemolytické neZz plazma, a muiZe tak

obsahovat latky pochazejici z cytoplazmy erytrocytd [132, 134].

K odbérlim se pouZivd odbérovd souprava bez protisrazlivého cinidla nebo
s rliznymi akceleratory sraZzeni (napf. gelové substance). Krev se po odbéru necha srazet
pfi pokojové teploté nejméné 20—30 minut. Kratkd doba srazeni muze vést k dodatecné
tvorbé fibrinu a pocentrifugacni koagulaci. Tento jev muzZe ndsledné zpUsobit problémy
pfi analyzach a vést k vydani chybného vysledku méreni. Pro zjednoduseni procesu
oddéleni séra od krevniho koagula Ize vyuZit odbérové zkumavky se separaénim gelem.
Vtomto pfipadé je nutné vyloucéit moznou interferenci latek pochdzejicich z gelu

s analytickou metodou (napfiklad pfi MS detekci).
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3.3.2 Komplikace pri analyze krve

Laboratorni vysledek ziskany analyzou plné krve, plazmy nebo séra muze byt
zatizen fadou chyb. Ty mohou vzniknout ze strany pacienta, chybnym postupem pfi
odbéru, skladovani nebo transportem vzorku do laboratore. Castou komplikaci je vznik
hemolyzy. V tomto pfipadé dochazi k pfechodu rady latek z erytrocytd do séra nebo
plazmy a nasledné k ovlivnéni vysledku. Zména zbarveni séra nebo plazmy interferuje
s fadou analytickych metod. Problematické mohou byt také vzorky, které jsou vyrazné

chylézni nebo ikterické [131, 132].

3.3.3 Mo¢

Moc¢ je velmi snadno dostupny biologicky materiadl. Vznika filtraci krve
v glomerulech ledvin a jsou do ni vyluCovany odpadni latky. Za normalnich okolnosti se
jedna o Cirou kapalinu zlatozlutého zbarveni s pH v rozsahu 5,5-6,0. Hodnoty pH vyssi
nez 7,0 mohou poukazovat na kontaminaci bakteriemi s uredzovou aktivitou. Dale mlze

byt pH ovlivnéno nékterymi léCivy nebo sloZzenim stravy.

SloZzeni moce je velmi pestré a je ovlivnéné fadou faktorl (dobou odbéru,
pfijmem a produkci rliznych latek, zdravotnim stavem organismu i samotnych mocovych
cest). Hlavni slozku tvofi voda, ve které jsou obsazené dusikaté latky jako, naptiklad
mocovina, kreatinin a amoniak. Ddle moc¢ obsahuje rozpusténé soli (napfiklad K*, Na*,
Mg?*, Ca?*, HCO*, PO4*, SO4%), sacharidy a lipidy (napfiklad mastné kyseliny, malé
mnozstvi fosfolipidl, cholesterolu a triglycerid(l). U zdravého clovéka by mo¢ méla
obsahovat pouze velmi malé mnoiZstvi bilkovin (ztraty do 0,15 g/den, prevainé
albuminu). Jejich koncentrace vyrazné vzrista pfi patologickych projevech nebo
nespravném odbéru. V modi jsou obsazené bunééné elementy pochazejici z krve nebo

urogenitalniho traktu, mikroorganismy, krystaly atd. [131, 132, 137].

Odbér je vétsSinou neinvazivni a nepredstavuje zatéz pro pacienta. Nejcastéji se
k vySetfeni pouziva vzorek prvni ranni moce (stfedni porce). Béhem noci se moc
koncentruje v mocovém meéchyfi a patologické hodnoty jsou lépe zachytitelné. Pro

bilan¢ni studie se vyuZivd moc¢ sbirana za delsi ¢asovy Usek (nejc¢astéji 12-24 hod.).
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Ziskani spravného vysledku je ovlivnéno postupem pfi odbéru, proto je nutné dikladné
pacienta instruovat. Mo¢ se odebird nebo sbird do béinych polyethylenovych nebo

sklenénych nadob [131].

3.3.4 Peritonealni a pleuralni tekutina

Pleurdlni tekutina je transparentni, nazloutld nebo bezbarva tekutina o pH kolem
7,64. Jejim zdkladem je ultrafiltrat krevni plazmy. Pfi normalnim zdravotnim stavu se
vyskytuje pouze ve velmi malém mnozZstvi (1-10 ml) v pohrudniénim prostoru. Vlivem
patologickych stavli, napfiklad srde¢nim méstnani, portalni hypertenzi nebo infekci,
dochazi ke zvyseni objemu. Peritonedlni tekutina se fyziologicky nachazi v peritonedlni
dutiné v malém objemu (pod 50 ml). Stejné jako v pfipadé pleuralni tekutiny se jeji
objem zvétsuje pfi patologickych stavech (zanéty dutiny bfiSni, tumory nebo méstnani)

[131, 137].

Pleurdlni i peritonealni tekutina mohou mit povahu transsudatu nebo exsudatu.
Odbér se provadi punkci nebo pomoci drénti zavedenych pfi chirurgickém vykonu. Pro
béZna biochemicka vysetreni se pouzivaji odbérové soupravy bez prisad. V zavislosti na
poZadovaném vysSetfeni se podminky pro odbérové soupravy a transport do laboratore

mohou lisit [131, 137, 138].

3.3.5 Exsudat z rany

Exsudat blizce pfipomina krevni plazmu. Obsahuje celou fadu latek, véetné vody,
elektrolyt(i, Zivin, zanétlivych mediatord, leukocytl a enzymi (napfiklad matrixové
metaloproteinasy — MMP). Jedna se o tekutinu, kterd unika z krevnich kapilar do télnich
tkdni. Normalné je vétsina (90 %) této tekutiny znovu absorbovana do kapilar a asi 10 %
se vraci zpét do centrdlniho obéhového systému pres lymfaticky systém. Nadbytecna
tekutina, kterd se dostane do rany, vytvari exsudat. Pfi normalnim hojeni rany se jeho
tvorba postupem snizuje, naopak u chronickych ran nadmérna produkce casto

pretrvava. Zakladni informace o hojeni rany lze ziskat z exsudatu hodnocenim jeho
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barvy, zapachu, konzistence a mnozstvi. Nékteré Iéky nebo obvazové materidly ale

mohou charakteristiku exsudatu ovlivnit [139-141]. Pfehled poskytuje Tab. 5.

61



Tab. 5: Pfehled vybranych charakteristik exsudatu a jejich moznych pficin [141].

Charakteristika exsudatu

Ciry, jantarovy

Zakaleny, mlé¢ny, krémovy

Razovy, ¢erveny
Zeleny

Zluty, hnédy

Sedy, modry

Vysoka viskozita
(husty, lepkavy)

Nizka viskozita
(fidky, tekouci)

Nepfijemny zdpach

Standardizované postupy pro odbér exsudatu z rany jsou zatim pouze v oblasti
mikrobiologie pro bakteriologickd vysetieni. Jedna se o aspiraci pomoci punkéni jehly
nebo ze zavedeného drénu do sterilnich zkumavek. Dalsi moZnosti je stér/vytér vatovym

tamponem, ktery se umisti do transportniho média. Transport do laboratofe je

Moina pficina
¢asto normalni (sérovy exsudat)
pfitomnost bakterii tvoficich fibrinolyzin
(napf. Staphylococcus aureus)
exsudat z mocové nebo lymfatické pistéle
souvislost s infekci (hnisavy exsudat obsahujici
leukocyty a bakterie)
pritomnosti fibrinovych vlaken (vlaknity exsudat —
reakce na zaniceni)
obsah erytrocytl (krevni nebo hemoragicky exsudat)
bakterialni infekce — ¢asto Pseudomonas aeruginosa
pfitomnost odumrelé tkané
exsudat ze stfevnich nebo mocovych pistéli
obvazové materialy obsahujici stfibro
vysoky obsah bilkovin (infekce, zanét)
nekroticky material
exsudat ze strevni pistéle
srazenina z topickych pfipravkl nebo nékterych
obvazovych materidld
nizky obsah bilkovin (Zilni nebo kongestivni srdec¢ni
onemocnéni, podvyZziva)
exsudat z mocové, lymfatické pistéle
rast poctu bakterii (rozvoj infekce)
nekroticka tkan
exsudat z dutinové/stfevni, mocové pistéle
obvazovy material

doporucovan do 2 hodin od odbéru pfi pokojové teploté [142].

Odbér exsudatu pro analyzu biomarkerd je vyuzivam zatim zejména v oblasti

vyzkumu a standardizované postupy nebyly doposud zavedeny. Ddvodem mohou byt

komplikace, které ¢asto souvisi se ziskdvanim tohoto materidlu [140].
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Jako priklad téchto komplikaci Ize uvést:

a) ziskani adekvatniho objemu pro analyzu

b) vybér vhodného nasdakavého materialu, ze kterého se cilové analyty budou
snadno uvolnovat do extrakéniho roztoku

c) konzervace a skladovani vzorki

d) interpretace kvantitativnich vysledkd

Mezi nejcastéji publikované metody pouzivané pro odbér exsudatu pro analyzu

biomarker( patfi [139, 140]:

a) sbér tekutiny do sbérnych kanystr( pti podtlakové terapii rany
b) odbér ze zavedenych drénd
c) odbér jehlou z rany prekryté semi-okluzivnim nebo okluzivnim krytim
d) extrakce exsudatu z absorpcniho materialu do extrakéniho roztoku
- otisk filtracniho nebo jiného typu papiru
- extrakce z ¢asti materidlu pouzitého pro kryti rany
- specidlni absorpcni materidly (tampony, polyvinylalkoholové materialy,
disky s mikrovlakny atd.)
e) odbér pomoci mikrokapilar

f) mikrodialyza
Rozdilna metodika odbéru mduzZe zpusobit zmény v koncentracich cilovych

vrve

v zavislosti na stadiu hojeni rany [143].

63



3.4 Uprava biologickych vzorkd pred analyzou

Biologickd matrice predstavuje velmi sloZity a komplexni materidl. Kromé
cilovych analytd obsahuje celou Skalu dalSich ,balastnich” latek, které jsou v daleko vyssi
koncentraci nezZ cilovy analyt. Tyto latky mohou interferovat se zvolenou detekéni
technikou, pripadné i analyzu znemoznit. Napriklad pfitomnost fosfolipidl a soli vyrazné

zvySuje matricovy efekt v pfipadé hmotnostni spektrometrie.

Aplikace série neupravenych vzork( télnich tekutin, zejména s vysokym obsahem
proteinli, do chromatografického systému muzZe zpUsobit zaneseni jednotlivych casti.
Proteiny adsorbované na stacionarni fazi vedou ke ztraté ucinnosti separace a zvyseni
zpétného tlaku. Tento pfistup velmi sniZzuje Zivotnost chromatografické kolony a
jednotlivych komponent systému, coz vyrazné zvysuje finanéni narocnost stanoveni a

samotnou udrzbu systému.

Dobre provedena preanalytickd faze v laboratofi ma velky podil na spravnosti a
spolehlivosti stanoveni. Manipulace se vzorkem, jeho Uprava a extrakce cilového analytu
zahrnuje stale 60—-80 % Casu nutného pro stanoveni dané latky. Vhodna technika pro
Upravu vzorku se voli na zakladé charakteristiky dané biologické tekutiny, jeji
dostupnosti, fyzikdlné-chemickych vlastnosti analytl a poZadované selektivity. Jejim
cilem je odstranit co nejvice balastnich latek ze vzorku a v pfipadé nutnosti

zakoncentrovat cilovy analyt [131, 144, 145].

Pro porovnani Ize uvést Upravu vzorku moce pred chromatografickou analyzou,
kde v mnoha ptipadech postaci filtrace, pfipadné nafedéni vhodnym roztokem. Naopak
u vzork( plné krve je casto prvnim krokem centrifugace vedouci k ziskani séra nebo
plazmy. Poté nasleduje Uprava takto ziskaného materidlu. V pfipadé chromatografické

analyzy se pouzivaji zejména metody k odstranéni proteind.

Z historického hlediska a ¢etnosti poutziti Ize metody rozdélit na:
e konvencni metody pro Upravu vzork(

e moderni extrakéni techniky

Konvenéni techniky zahrnuji skupinu metod, které jsou Siroce pouZivané a
dlouhodobé zavedené i v rutinnich laboratofich. Jejich Siroké pouzivani vedlo k dobre
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optimalizovanym postupim a reprodukovatelnym vysledkdm. Materidl nutny
k provedeni konvenénich metod je béiné komeréné dostupny. Rada téchto technik byla

automatizovana, cehoz Ize vyuzit zejména pfi zpracovavani velkych sérii vzork( [144].

Moderni extrakéni techniky maji ¢asto zaklad v konvenénich metodach. Jejich
zamérem je eliminovat nevyhody téchto pristupl a jejich modernizace, aby odpovidaly
pozadavkim na stale rychlejsi prostupnost vzorku laboratofi, snizeni ceny, redukce
spotreby pacientského vzorku a organickych rozpoustédel. Dale pak sniZeni poctu kroku
extrakce a automatizace celého procesu, ktera povede k minimalizaci chyb vzniklych pfi

procesu Upravy biologického vzorku [144, 146].

Nejcastéji pouzivanymi zpUsoby upravy télnich tekutin jsou:
e Centrifugace
e Filtrace
e SrazZeni proteinl (PP, Protein Precipitation)
e Extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE, Liquid-Liquid Extraction)

e Extrakce na tuhou fazi (SPE, Solid Phase Extraction)

3.4.1 Centrifugace

Centrifugy patfi k béZnému vybaveni rutinnich biochemickych i vyzkumnych
laboratofi. Jedna se o zafizeni, které diky odstfedivé sile umozni déleni latek na zakladé
jejich hustoty. V podstaté jde o urychleny zplisob sedimentace. BéZzné se centrifugace
uplatiuje pfi oddéleni smési kapalin, smési kapalin a pevnych latek (sraZzenin), izolaci a

odstranéni bunék i subceluldrnich ¢astic [131].

Hlavni pouzivanou veli¢inou je relativni odstrfediva sila (RCF, Relative Centrifugal
Force). RCF udava, kolikrat je odstfedivé zrychleni vyssi nez tihové zrychleni (g). Je
vyjadrena zpravidla v ndsobcich g. Tato veli€éina umoZni porovnani centrifugacnich
podminek u rlznych centrifug. Lze uvadét i pocet otdcek za minutu (RPM, Revolutions

Per Minute). Pro aplikaci na jiné centrifugy je ale nutné znat polomér rotoru [147].
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RCF =(1,118 x 10°) - r - rpm? rpm — pocet otacek za minutu

r — polomér rotoru (cm)

Centrifugy lze délit podle maximalniho dosazeného zrychleni na: nizkoobratkové,
stfrednéobratkové, vysokoobratkové a ultracentrifugy. Mohou byt vybaveny rotory
Uhlovymi, vykyvnymi a se svislym ulozenim kyvet [131, 147].

V dnesni dobé existuje na trhu celd rada komercéné dostupnych centrifug rznych
provedeni lisicich se dle zamyslené aplikace. Umoznuji jednoduchou vymeénu nastavcu
v rotorech, a je tak moiné pouzivat rizné priméry zkumavek, mikrozkumavek i
mikrotitraéni desticky. Zkumavky pro centrifugaci nemusi byt jen ze skla, ale i z odolného
plastu. BéZné jsou dostupné centrifugy s chlazenym rotorovym prostorem pro pfipadné

zachovani stability vzorku.

3.4.2 Filtrace

Filtrace je technika, ktera tvori nevyhnutelnou soucast chromatografické analyzy
biologického materialu. Filtrovani vzorkd pred nastfikem do systému vyrazné prodluzuje
Zivotnost kolony i dalSich komponent. Jedna se o zakladni a velmi jednoduchou techniku
oddéleni tuhé faze od kapalné. Castice, které jsou mensi ne? je velikost pord filtru,
prechazeji do filtratu, vétsi ¢astice jsou zadrZeny na filtru. Volba filtru se odviji od
vlastnosti filtrovanych analytd, pfitomné matrice a dalSich latek pfidanych do vzorku
béhem jeho Upravy. Filtr by nemél interagovat s analytem ani s rozpoustédlem vzorku

[131, 148, 149].

Pro filtraci biologickych tekutin se nejcastéji pouzivaji semipermeabilni
membranové filtry. Na trhu jsou dostupné membranové filtry z regenerované celuldzy,
acetat celuldzy, nylonu, polyesteru, polypropylenu, polyvinylchloridu, polysulfonu,
polytetrafluorethylenu (Teflon®) atd. Tyto druhy filtrG jsou k dostani v rdzném
usporadani s rozdilnou velikosti porh (¢asto 0,2—2 um). Pro filtraci jednotlivych vzork(
jsou urcené strikackové filtry. Naopak pro velké série Ize s vyhodou vyuZit 96 jamkové
mikrotitraéni desticky s filtry, kdy je filtrace provedena pomoci vakuového manifoldu.

Vyuziti tohoto formatu vede k vyraznému urychleni procesu filtrace velké série vzorka.
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UmozZnuji pouziti multikanalovych pipet a jimaci mikrotitracni desticky lze rovnou

umistit do autosampleru chromatografického systému [148].

Pro upravu biologické materialu jsou oblibené také centrifugacni ultrafiltracni
zkumavky. Jedna se o filtracni membrany umisténé do vlozky, kterd se vklada do
zkumavek nebo mikrozkumavek. K prichodu vzorku pres filtraéni membranu je
vyuzivana odstrediva sila centrifug. Vlivem centrifugace voda, rozpoustédla, soli a malé
molekuly prochazi pres filtratni membranu do sbérné zkumavky, zatim co
makromolekuly, vétsi nez , cut off“ hodnota filtracni membrany (napf. 10 kDa), z(istavaji
zadrzeny. Vyhodou tohoto pfistupu je, Zze ke koncentraci/odstranéni malych molekul
nebo makromolekul nejsou vzdy vyZzadovana organickd rozpoustédla nebo dalsi latky,
které by mohly vést k ovlivnéni vlastnosti analytl. Vzorek je mozné na membranu
aplikovat bez Upravy a nedochdzi tak ani kjeho naredéni. Tato metoda je cCasto
spojovana s vysokou hodnotou vytéznosti analytu. Zkumavky v rizném provedeni jsou

béziné komercéné dostupné [147, 148, 150, 151].

3.4.3 Srazeni proteind (deproteinace)

Uprava vzorku pfed analyzou pomoci deproteinace patfi mezi nejjednodussi a
nejvice oblibené tradi¢ni postupy u biologickych tekutin. Jednd se o levnou velmirychlou
metodu z pohledu optimalizace i samotného provedeni. Metodika spocivd pouze
v pfidani precipitacniho Cinidla ke vzorku obsahujiciho proteiny. Proteinovy precipitat
mlzZe byt odstranén centrifugaci za vzniku supernatantu (horni kapalna cast) a
sedimentu (dolni pevna ¢dast) nebo filtraci. Supernatant Ize po filtraci pfimo aplikovat na
kolonu chromatografického systému. Diky snadnému postupu dochazi k minimalizaci

vzniku chyb a deproteinace tak mlze byt snadno pouZita i pro velké série vzorka.

Volba precipitacniho Ccinidla/zplsobu deproteinace zdavisi na vlastnostech
analytu a matrici vzorku. Nesmi interagovat se stanovovanou latkou, sniZovat jeji
vytéznost, stabilitu nebo citlivost detekce. K odstranéni proteind lze pouZzit organicka
rozpoustédla misitelnd s vodou (nejc¢astéji methanol, ethanol, acetonitril nebo jejich
kombinace), silné kyseliny (trifluoroctovd, trichloroctova, chlorovodikovda atd.), soli

vicemocnych iontl (napf. siran zine¢naty nebo médnaty, hydroxid barnaty). Déle lze
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vzorek deproteinovat vlivem fyzikdlnich podminek (teplota 100 °C) nebo pomoci
proteolytickych enzym0 (papain, trypsin). Uvadi se, Ze vybérem vhodného
deproteinacniho Cinidla a dobrou optimalizaci podminek lze ze vzorku plazmy odstranit
az 98 % proteinu. Ovsem soli, fosfolipidy, lipidy a dalsi latky stale zlstavaji
v supernatantu. Nevyhodou deproteinace mlze byt nepfili§ Cisty supernatant, ktery
mulzZe vést k nizké selektivité metody pro dany analyt. OvSem ve spojeni s dobre
optimalizovanou chromatografickou separaci a vhodnou volbou detekce se tato
nevyhoda muze zcela potlacit. Dale dochazi k nafedéni vzorku a vznika riziko ovlivnéni

analytu pfidavanymi latkami [144, 146, 148].

Metodiku pro odstranéni proteinli ze vzorku lze také jednoduse modernizovat.
Cely proces deproteinace muze probihat ve specidlni 96 jamkové mikrotitracni desticce.
Jamky obsahuji membranu/filtr, kterd umozni pfimou filtraci deproteinovaného vzorku
do sbérné mikrotitracni desticky pomoci vakua. Tim se eliminuje nutnost centrifugace,
prenosu supernatantu, vyrazné se snizi spotfeba vzorku a rozpoustédel. Jimaci desticka
je kompatibilni s autosamplery chromatografickych systému. Cely proces extrakce Ize
automatizovat. Timto pristupem mUlZe byt vyrazné zvySena propustnost vzorkd
v laboratofich zpracovavajicich velké série. Pro mensi série vzorkd jsou dostupné

jednotlivé kolonky na stejném principu [148, 152].

3.4.4 Extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE, Liquid-Liquid Extraction)

Extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE) predstavuje jednu z nejstarSich extrakénich
technik a stale patfi k velmi vyuZivanym nejen pro Upravu biologickych tekutin. Jejim
principem je prevedeni analytu z vodné faze (napfiklad séra, moce) do organického

rozpoustédla vzajemné nemisitelného s touto vodnou fazi [146].

Metoda je nendro€na na vybaveni laboratore, levna, da se snadno optimalizovat
a uplatnit pro velké spektrum analyt( (s vyjimkou hydrofilnich). Poskytuje pomérné Cisté
extrakty, a tim i nizsi riziko vzniku interferenci a vysokého matricového efektu (soli
zGstavaji ve vodné fazi). Ve srovnani s predchozimi metodami vyZzaduje LLE vétsi
naro¢nost na provedeni i na ¢as. V dnesni dobé existuje automatizace této metody,

kterd mlZe proces vyrazné urychlit. Automatizace LLE byla dlouhou dobu problematicka,
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zejména pro krok centrifugace. Ke zjednoduseni automatizace prispéla modifikace LLE,
a to LLE na tuhém nosici (SLE, Supported Liquid Extraction). Jako nosi¢ vodného roztoku
vzorku zde slouzi kolonky z inertni kfemeliny. Toto provedeni je mozné i ve formatu 96

jamkové mikrotitracni desticky [146].

PFi vyvoji metody je nutné zohlednit fyzikalné-chemické vlastnosti analytu a
zvolit vhodné extrakéniho rozpoustédlo, které povede k dostate¢nému oddéleni vrstev.
Optimalizuje se jeho pomér k vodné fazi a doba trvani extrakce. Oblibena rozpoustédla
pro extrakci (naptiklad hexan, ethyl-acetdt a chloroform) nejsou zcela kompatibilni
s mobilni fazi pro reverzni chromatografii a musi byt ze vzorku odpateny. Odparek byva
nasledné rozpustén idedlné v mobilni fazi. Odparenim je mozné vzorek zakoncentrovat.
U vodné faze (biologické tekutiny) mize byt vyzadovana uUprava pH nebo napfiklad

odstranéni proteind. Dale je nutné vyvarovat se vzniku emulzi a zakalu [146, 153].

Klasické provedeni LLE vyZaduje pomérné velkou spotiebu casto toxickych
organickych rozpoustédel i biologického materidlu. Proto v dnesni dobé aplikace
sméruje zejména na miniaturizované provedeni v mikrozkumavkach nebo vialkach, kde
pozadované objemy vSech komponent jsou vyrazné snizeny. Problém s velkou
spotfebou materialu Ize vyfesit také modernéjsi modifikaci LLE tzv. mikroextrakénimi
metodami do kapaliny. Jednd se o velmi poéetnou skupinu metod, které své uplatnéni
nachazeji zatim zejména v oblasti vyzkumu a nejsou zcela vhodné pro velké série vzorkd.
Jejich rutinni provedeni vyZaduje zkuSenéjsiho operatéra, vyvoj metody je Casové
naro¢néjsi a doba trvani extrakce je ¢asto delSi nez u jinych metod. Jako pfiklad lze uvést
metody disperzni mikroextrakce z kapaliny do kapaliny, extrakce do jediné kapky
rozpoustédla (ve statickém nebo kontinudlnim usporddani). Dale membranou
podporené techniky jako mikroextrakce do kapalné faze pomoci dutého vldkna,
elektromembranova extrakce, paralelni extrakce pomoci umélé kapilarni membrany

[144, 145].
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3.4.5 Extrakce na tuhou fazi (SPE, Solid Phase Extraction)

Extrakce na tuhou fazi (SPE) predstavuje dalsi dominantni techniku na poli Gpravy
biologickych vzorkl. K extrakci cilového analytu dochazi na principu interakce vzorku
(kapalné faze) se sorbentem v SPE kolonce (stacionarni faze). Klicovy je vybér vhodného
SPE sorbentu, ktery ovlivni vyslednou selektivitu a vytéznost extrakce. Komercné je
dostupna celd skala sorbentl silikagelovych i polymerovych s riznou modifikaci povrcht
podobnou jako u chromatografickych kolon. Nejrozsifenéjsi je stale klasické provedeni
ve formé SPE kolonek. Mozné je i usporadani v mikrotitracni desti¢ce, SPE discich nebo

pipetovacich Spickach [144, 148].

SPE metodika je vicekrokova: smoceni sorbentu (kondicionace), ekvilibrace
staciondrni faze rozpoustédlem co nejvice podobnym nanasené matrici (v pripadé
biologickych tekutin c¢asto voda), naneseni vzorku, odstranéni interferujicich latek
promytim kolonky a findlné eluce analytu. Kazdy krok je nezbytné pfi vyvoji metody
optimalizovat. Pfed samotnou SPE extrakci mlZe byt vyZzadovana i Uprava biologického
vzorku, aby nedoslo k zaneseni kolonky. Elu¢ni rozpoustédlo analytu mdze byt, v pfipadé
nutnosti zakoncentrovani vzorku nebo nekompatibility s mobilni fazi, odpareno a

odparek rozpustén v pozadovaném rozpoustédle [146, 148, 153].

Jako u kazdé vice krokové metodiky je zde pomérné vysoké riziko vneseni chyby.
Zejména pokud je provadéna manudlné. Vyhodou je ale vysoka selektivita metody,
vytéznost, vyrazné snizeni matricovych efekti a moznych interferenci. Ve srovnanis LLE
je pro provedeni SPE vyZzadovan vakuovy manifold a pouziti jednorazovych SPE kolonek
¢ini metodu finanéné narocnéjsi. Také se jedna o metodu ¢asové narocnou, ale lze ji
pomérné jednoduSe automatizovat. Komeréné jsou dostupné plné nebo
semiautomatizované robotické systémy pro SPE, které Ize s vyhodou vyuzZivat pro série

vzorkul bez nutnosti vstupu lidského faktoru [146, 154].

Konvenéné provadéna SPE vyZaduje pomérné velké objemy vzorku a
rozpoustédel. Ovsem, stejné jako u LLE, Ize aplikovat moderni mikroextrakeni pristupy.
Naptiklad techniky jako mikroextrakce pomoci plnéného tuhého sorbentu (MEPS, Micro
Extraction Packed Sorbent) a mikroextrakce na tuhou fazi pomoci plnénych Spicek pipet

(u-SPE-PT, Micro-SPE Pipette Tips) dodrzuji stejny postup jako u konvencni SPE, jen
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objemy vzorku a rozpoustédel jsou vyrazné snizeny. V pripadé MEPS je sorbent umistén
v barelu ptipojeném k mikrostfikaéce Hamilton, ktera umozini provést extrakci. Ta je
provadéna bud manudlné, nebo automatizované. U u-SPE-PT je sorbent umistén
v pipetovaci $picce a pro extrakéni proceduru jsou pouzité bud' pipety, nebo jsou Spicky
vloZzeny do centrifugy. Obé tyto techniky se stavaji oblibenymi a vybaveni pro jejich
provedeni je komeréné dostupné nebo jej lze pfripravit v laboratofi. DalSim
mikroextrakénim pristupem je disperzni SPE. Sorbent je zde pfidavan pfimo ke vzorku
nebo je volné vloZzen mezi dvé frity v pipetovaci Spicce (DPX, Disposable Pipette Tips
Extraction). Tento pfistup umozni lepsi kontakt sorbentu se vzorkem v porovnani
s klasickymi kolonkami. VSechny uvedené mikroextrakéni techniky mohou byt pouzity

pro extrakci biologickych tekutin [144, 145, 148, 152].

3.4.6 Online extrakcni techniky

Jednim z modernich trendt v oblasti Upravy vzork( je automatizace. Cilem je, aby
se co nejméné eliminoval kontakt laboratorniho personalu s pacientskym biologickym
materidlem, ktery mdzZe predstavovat vzidy potencionalni zdravotni riziko. DalsSi snahou
automatizace je c¢asova Uspora, zrychleni prostupnosti vzorku laboratofi a také
eliminace chyb, které vznikaji pfi manudlnim provadéni extrakci. Na trhu je dostupna
celd rfada automatizovanych systému pro pfipravu vzorkd dle rlznych technik. Jak jiz
bylo uvedeno dfive, je automatizovdana celd fada konvencnich i mikroextrakénich

postupll (SPE, LLE, PP, MEPS, DPX atd.).

Populadrni technikou se stava on-line SPE zapojend ptfimo do chromatografického
systému. Provedeni vyZaduje pfepinaci ventil a pfidavnou pumpu. Optimalizace vyvoje
metody poté zahrnuje podobné kroky jako v off-line SPE. PFi aplikaci on-line SPE pro
biologicky material je ob¢as nutné upravit vzorek prfed zavedenim do systému filtraci
nebo centrifugaci. U vzorku s vysokym obsahem proteinll je nutna deproteinace.
Neupravené vzorky velmi komplexni matrice mohou vnaset riziko zaneseni SPE kolonky,
chromatografické kolony a dalSich ¢asti systému. Vyhodou on-line SPE je vyssi citlivost

v porovnani s off-line provedenim, protoze na kolonu je davkovan cely objem extraktu.
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Nevyhodou je riziko prekroceni kapacity chromatografické kolony objemovym nebo

koncentracnim pretizenim [144, 153].

Specifické on-line pfistupy pro biologicky materidl predstavuje napfriklad
chromatografie s turbulentnim tokem (TCF, Turbulent Flow Chromatography) a
materidly s omezenym pristupem (RAMs, Restricted Access Materials). Tato provedeni
umoznuji pfimy nastfik neupravené biologické matrice. Na zakladé rozdilnych princip(
dokazi oddélit makromolekuly biologické matrice (napf. proteiny) od malych molekul

analyzované latky [144, 146].

3.4.7 Extrakcni techniky s vysokou selektivitou

Techniku s vysokou selektivitou predstavuje SPE vyuzZivajici specifické sorbenty.
Jako priklad lze uvést molekularné vtisténé polymery (MIP, Molecularly Imprinted
Polymers) a imunoafinitni sorbenty. MIP jsou syntetické polymerni sorbenty, obsahujici
dutinky s vazebnymi misty specifickymi pro dany analyt, které vzniknou vtiSténim
templatu analytu. Popularni formou jsou SPE kolonky, avSak lze pouZit i miniaturizované
a on-line pfistupy. Vyhodou je vysoka selektivita a schopnost eliminace balastnich latek.
Kolonky Ize ¢asto pouZivat opakované, coz snizuje financni zatéz. Zatim jsou komercéné
dostupné sorbenty jen pro urcité spektrum latek. Jejich pfiprava je mozna v laboratofi a
v oblasti vyzkumu je ¢astou praxi. Imunoafinitni sorbenty obsahuji navazané protilatky,
které zajistuji vysoce specifické interakce protilatka-antigen. Problémem je riziko vzniku
zkfizenych reakci podobnych analytl. Moinym feSenim je pak nasledna
chromatograficka separace. Rozsifeni do rutinniho provozu brdni sloZitost pfipravy

sorbentu a pomérné vysoka cena [146, 155].

3.4.8 Magnetické separacni techniky

Zajimavou kapitolu predstavuje vyuziti vnéjsSiho magnetického pole pro
extrakci/purifikaci analytl ze vzorku. Konkrétné se jedna o pouziti magnetickych mikro
nebo nanocastic. Pro ucely extrakce cilovych analytll z biologické matrice jsou tyto

Castice sloZzeny z magnetického jadra a ochranného obalu. Ochranny obal je tvoreny
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napfiklad polymerni nebo silikagelovou vrstvou, kterd chrani jadro pfed kontaktem se
vzorkem a umoznuje modifikaci povrchu nosice za uc¢elem cilené extrakce. Jadro Castice
je nejéastéji pfipravovano z biokompatibilnich oxidl Zeleza (napfiklad magnetit nebo
maghemit). Cilové analyty lze separovat/extrahovat po jejich vazbé na povrch
magnetické ¢astice naslednou aplikaci magnetického pole. K uvolnéni analyt z vazby
dochdzi po promyti Castic vhodnym roztokem. Analyzované latky poté zlstdvaji
v roztoku a magnetické Castice jsou opét separovany magnetickym polem [156—159].

Provedeni je zndzornéno na Obr. 14.

Obr. 14: Extrakce cilového analytu pomoci magnetickych ¢astic.
Pfevzato ze zdroje [160] a upraveno.

Magneticka separace predstavuje velmi rychlou a Setrnou techniku, kterou lze
vyuzit k extrakci malych molekul i makromolekul. Provedeni je mozné ve zkumavkach,
mikrozkumavkach, vialkach i mikrotitracnich destickach (Obr. 15). Tuto metodu je velmi
jednoduché automatizovat. Castou aplikaci je izolace a purifikace proteind a DNA, kde
se pouzivaji magnetické Castice s navazanymi afinitnimi ligandy. Dale lze tyto &astice

vyuzit napriklad k deproteinaci biologickych tekutin [161]. Na trhu jsou dostupné
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kompletni sady umoznujici jednoduché provedeni extrakce dle pokynd vyrobce [162—

164].
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Obr. 15: Ukazka usporadani pro magnetickou separaci/purifikaci.
Pfevzato ze zdroje [165] a upraveno.
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3.5 Validace metod v bioanalyze

Validace bioanalytické metody je proces, ktery ma posoudit a dokumentovat, ze
dand metoda je vhodnda pro zamysleny ucel a bude poskytovat presné a
reprodukovatelné vysledky [166]. Vystupem validace by mél byt validaéni protokol.
Existuje cela Skala norem a doporuceni pro validaci analytickych metod, jako napfiklad
International Conference on Harmonization (ICH), European Pharmacopoeia (Ph.Eur.),
A Focus for Analytical Chemistry in Europe (Eurachem), International Union of Pure and
Applied Chemistry (IUPAC), Cesky lékopis (CL) atd. Speciadlné pro metody zabyvajici se
analyzou latek v biologické matrici Ize jmenovat dva zdkladni dokumenty: Guideline on
bioanalytical method validation od agentury European Medicines Agency (zkr. EMA,
aktudlni verze je z roku 2011) a Bioanalytical method validation — Guidance for industry
vydané U.S. Department of Health and Human Services, Food and Drug Administration
(zkr. FDA, aktudlni verze z roku 2018). Oba tyto dokumenty uvadéji pouze doporuceni
pro provedeni validaci. Z toho vyplyva, Ze kazdy valida¢ni proces musi byt ptizpisoben
dané bio/analytické metodé a jejimu zamyslenému ucelu tak, aby metoda poskytovala

dostatecné validni vysledky [146, 167, 168].
Obé EMA i FDA déli validace do tfi skupin:

v' plnd validace
v’ &asteénd validace

v’ kfizova (cross) validace

PInd validace by méla byt provdadéna u kazdého nové vyvinutého
bio/analytického stanoveni nebo u metody zaloZzené na podkladech z literatury. Méla by
provérit spolehlivost daného procesu pro stanoveni konkrétniho analytu ve zvolené
biologické matrici. Pokud je v metodé vice analytli nebo je uréend pro stanoveni
v rliznych druzich biologickych matric, méla byt validace provedena pro viechny analyty
a matrice jednotlivé. Je dulezité zachovat stejné podminky, pfi kterych bude stanoveni
bézné probihat (napf. antikoagulacni cinidla, odbérovy materidl atd.) Pfi vyvoji
bioanalytickych metod se Ize ¢asto setkat s problémem, Ze neni mozné ziskat matrici bez

cilového analytu (blankova matrice). Vtomto pripadé lze pouzit blankovou matrici
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pripravenou umeéle (napt. umélé sérum, uméla moc). Dle zvolené autority plna validace
mlze zahrnovat parametry jako: selektivita, limity kvantifikace, linearita, rozsah

metody, preciznost, presnost, vytéZznost, matricovy efekt, stabilita analytd [169, 170].

Caste¢na validace je provadéna u metod, které byly uz jednou pIné validované.
Tento druh validace se mlzZe tykat metody prendsené do jiné laboratore nebo na jiny
pristroj. Dale pak u rGznych zmén, jako napftiklad: jind matrice, jiny odbérovy systém
nebo antikoagulacni ¢inidlo, zména kalibra¢niho rozsahu, zména v extrakénim postupu.

V téchto ptipadech postaci ovéreni presnosti a preciznosti metody [169, 170].

KFizova (cross) validace predstavuje postup, kdy dosazené vysledky analyzy jsou
porovnany s vysledky ziskanymi jinou metodou ve stejné laboratofi nebo i napftiklad

stejnou metodou v jiné laboratofi [169, 170].

3.5.1 Kontrolni material a standardni latky

Béhem validace metody lze vyuzit komercné dostupny certifikovany material
obsahujici dany analyt v prislusné matrici. Nebo si pripravit vlastni kontrolni material v
laboratofi. Idedlné se jedna o blankovou matrici (sérum, moc atd. bez cilového analytu),
do které byl cilovy analyt pfidan v poZzadované koncentraci ve formé roztoku
referencniho standardu. Je dulezité, aby tento standard dosahoval urcité deklarované
kvality. MUzZe se jednat o standard zakoupeny komercné nebo pfipraveny v laboratofi.
PFi vyvoji a nasledné validaci chromatografické metody je vhodné pouZivat vnitini
standard (IS), ktery je pfidavan ke vzorku pred jeho Upravou nebo extrakci. V pfipadé
hmotnostné spektrometrické detekce je doporucovano pouziti izotopové znacéeného

vnitfniho standardu [168, 170].
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3.5.2 Vybrané valida¢ni parametry

3.5.2.1 Selektivita (Selectivity)

Metodu lze povaZovat za selektivni, pokud dokaze odlisit cilovy analyt a vnitfni
standard od balastnich latek pochazejicich z matrice vzorku. Dle EMA i FDA je
doporucovano tento parametr testovat na Sesti individudlnich zdrojich dané matrice bez
cilového analytu. Pokud je tato matrice ,vzacna” je mozné tento pocet snizit. Selektivni
metoda spliuje pozadavky pro odezvu v mérenych matricich nizsi nez 20 % dolniho
kvantifikacniho limitu (LLOQ, Lower Limit of Quantification) cilového analytu a 5 % IS
[169, 170]. Problém stanoveni selektivity nastava v ptipadé nedostupnosti blankovych
vzorkd (napriklad pfi analyze endogennich latek). V tomto pripadé lze pouZit matrici,
ktera obsahuje cilovy analyt a sledovat kvalitativni data signdlu (UV a hmotnostni
spektra). Pokud neni ani tento pristup mozny, je doporucovano pouzit jinou techniku
(napf. zména vinové délky u UV detektoru nebo zména chromatografickych podminek)

nebo certifikovany material s deklarovanou hladinou analytu [146].

3.5.2.2 Prenos (Carry-over)

Pfenos cilového analytu z pfechoziho méreni lze ovéfit nastfikem blankové
matrice nasledné po analyze vzorku s vysokou koncentraci cilového analytu nebo
kalibracniho standardu odpovidajiciho hornimu limitu kvantifikace (ULOQ, Upper Limit
of Quantification). K prfenosu nedochazi, pokud je odezva v blankové matrici v

odpovidajicim reten¢nim ¢ase nizsi nez 20 % LLOQ cilového analytua 5 % IS [169, 170].

3.5.2.3 Kalibracni kfivka (Calibration Curve)

Kalibraéni kfivka predstavuje linearni zavislost odezvy detektoru na koncentraci
analytu a méla by byt tvofena nejméné Sesti kalibra¢nimi body. Je doporuéovano, aby
jednotlivé kalibracni hladiny byly pfipraveny pfidavkem standardu o znamé koncentraci
do blankové matrice (vzorku bez endogenniho obsahu analytu), ktera je totoina
s matrici, pro kterou je metoda validovana [169, 170]. Tento pfistup je vhodny zejména

v pfipadé hmotnostni spektrometrie [168, 171]. Dale je vhodné pfipravit nulovy bod
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(blankova matrice pouze s1S). Nulovy bod by nemél byt bran v potaz pfi vypoctu

parametru kalibraéni kfivky [169].

Sestrojena kalibracni kfivka ma obvykle pfimkovou zdavislost. Tésnost vzajemné
zavislosti dvou ndhodnych proménnych vyjadruje korela¢ni koeficient (R). Hodnota R by
méla byt pfi linearni zavislosti idealné rovna 1 (vétSinou R >0,999). Pro hodnoceni
linearity je vhodné pouzit jesté dalSi parametr, tzv. QC koeficient (idedlné QC <5 %)

[146].

Kalibracni kfivka by méla pokryvat pfedpokladané koncentracni hladiny cilovych
analytd. Prvnim bodem by méla byt hodnota LLOQ a poslednim bodem ULOQ. LLOQ
presnosti a preciznosti. Signal odpovidajici koncentraci pro hodnotu LLOQ musi byt

nejméné 5x vyssi nez odezva blankové matrice v odpovidajicim reten¢nim c¢ase [169].

Po sestaveni kalibracni kfivky by mély byt zpétné prepocitdny koncentracni
hodnoty kalibracnich standardd. Maximalni doporucena odchylka od nominalni hodnoty
je 15 % a pro LLOQ 20 %. Minimalné 75 % kalibracnich standard(i s minimem Sesti

koncentracnich hladin musi splfovat tuto podminku [169, 170].

V ptipadé nedostupnosti vzorku bez endogenniho analytu lze pouzit alternativni
matrici (napf. pufr, dialyzované sérum, uméle pripravenou matrici). BohuzZel tato
matrice se Casto liSi v komplexnosti pfi porovnani s origindlni. Nebo je mozné vyuzit
matrici, ze které byl cilovy analyt odstranén. Ddle mohou byt kalibraéni vzorky pro
endogenni latky pfipraveny pfidanim standardu do biologické matrice, kterd obsahuje
cilovy analyt (endogenni latku). Pfed pridavkem standardu musi byt zméren origindlni
obsah endogenni latky v této matrici [170]. Ziskany Udaj je povaZovan za nulovy bod,
ktery je nasledné pouzity pro odecteni pozadi (koncentrace endogenni latky pfitomné
v matrici plvodné). Vtomto pfistupu je dosazeni LLOQ limitovano pritomnosti
endogenni latky. Problém mohou predstavovat i velké rozdily v pozadi jednotlivych
vzorkd. DalSim pristupem je metoda standardniho pridavku, kde je kazidy vzorek
analyzovan samostatné (s vlastni kalibracni kfivkou). Tento proces je velmi ¢asové
naroc¢ny a vyzaduje velké objemy vzorkd [171]. Problematikou kvantifikace endogenni

latek se zabyva fada praci a stdle je velmi diskutovana [121, 171-173].
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3.5.2.4 Presnost (Accuracy)

Pfesnost je parametr, ktery uddvd miru tésnosti shody mezi namérenym
vysledkem a nominalni (referenéni) hodnotou. Stanoveni se provadi pomoci kontrolnich
vzorkd, bud komercné zakoupenych certifikovanych materiali, nebo pfipravenych
v laboratofi. Je vhodné stanovit presnost méreni v ramci jedné série méreni (within-run
accuracy) a mezi mérenimi (between-run accuracy) [169]. V ramci jednoho méreni by
mély byt testovany nejméné ¢tyfi koncentracni hladiny (LLOQ, nizk3, stfedni a vysoka)
pokryvajici cely rozsah kalibra¢ni kfivky dle EMA. Podle FDA postacuji tfi koncentracni
hladiny v koncentrac¢nim rozsahu, ktery odpovidd oblasti ocekdavanych hodnot v
redlnych vzorcich. V kazdé koncentracni hladiné by mélo byt stanoveno nejméné pét
vzorkd. Pro urCeni presnosti metody mezi mérenimi (between-run) by mély byt
proméreny stejné koncentracni hladiny po tfech vzorcich (opakovanich) v nejméné dvou
odliSnych dnech. Namérené hodnoty by se nemély liSit vice nez o 15 % od nominalni

hodnoty s vyjimkou LLOQ, kde je povolena 20% odchylka [169].

3.5.2.5 Preciznost (Precision)

Parametr preciznost vyjadiuje miru tésnosti shody mezi vzajemné nezavislymi
vysledky méreni, kterd je vyjadrena jako relativni smérodatna odchylka (RSD). Provedeni
je stejné jako v pripadé stanoveni pfesnosti (viz kap. 3.5.2.4). Ziskané hodnoty by nemély

vykazovat RDS vyssi nez 15 %, s vyjimkou LLOQ, kde je povoleno RSD do 20 % [169].

3.5.2.6 Matricovy efekt (ME, Matrix Effect)

Matricovy efekt je jev, ktery se vyskytuje v souvislosti s LC-MS analyzou, zejména
pfi ESI ionizaci. Tento jev je zplUsobovan pfitomnou matrici vzorku. Jeho vysoky vyskyt

muze ovlivnit vysledek méreni ve smyslu zesileni nebo potlaceni signdlu [146, 168, 170].

Dle smérnice EMA [169] by pro zjisténi tohoto parametru mélo byt pouzito
nejméné Sest blankovych vzorkl dané matrice od individudlni darcd. Idedlné je
doporucovano, aby tato skupina zahrnovala vzorky zdravé populace, hemolytické nebo
hyperlipidemické (v pripadé séra nebo plazmy) a nemocnych darcl (napfiklad

s poskozenymi jatry nebo ledvinami).
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Pro vypocet tohoto parametru dle EMA se vyuzivd pomér plochy piku analytu,
ktery byl do blankové matrice ptidan az po extrakci (B) k plose piku analytu bez matrice

(Cisty roztok analytu) (A). Tento vypocet vyjadiuje Matuszewskiho rovnice [174]:
B
ME (%) = 1 100

Stanoveni by se mélo provadét na dvou koncentracnich hladindch. ME by mél byt
zjistén také pro vnitini standard. Pouziti IS pak umozni vypocet normalizovaného
matricového efektu vydélenim ME analytu a ME IS. CV ME i normalizovaného ME

ziskaného u sSesti vzorkld by nemélo presahnout 15 % [169].

Dale Ize matricovy efekt stanovit pomoci porovnani smérnic kalibracnich krivek
sestrojenych pro analyt méreny v matrici a bez matrice nebo metodou post-kolonového

pridavku [146].

3.5.2.7 Stabilita

V ramci validace by méla byt stanovena stabilita cilového analytu v matrici,
zasobnich a pracovnich roztokl standardu a IS. Stabilita by méla byt provérena pro cely
proces Upravy vzorku, jeho analyzy a skladovani. Stabilitu vzorku mGze ovlivnit napfiklad
pfitomnost matrice, odbérového materidlu, materidalu pouZivaného pfi extrakénim
procesu, podminky pfi analyze a skladovaci podminky. Tento parametr by mél byt
sledovan na dvou koncentracnich Urovnich. Méla by byt provérena stabilita dlouhodoba
i kratkodoba, pfi rdznych teplotach (pfi pokojové teploté, v lednici nebo mrazaku), pfi

opakovaném rozmrazeni a zamrazeni [169, 170].

3.5.2.8 Test zpUsobilosti chromatografického systému

Test zpuUsobilosti systému (SST, System Suitability Test) slouzi k zajisténi
pfimérené ucinnosti chromatografického pristroje pro zamyslena stanoveni [175]. Tento
test by mél by byt vZdy souédsti metody [175]. Je doporucovano jej provadét na pocatku
kazdého méreni analyzou kontrolniho materidlu nebo referencnich standardi odlisnych
od vzorkl pouzitych pro kalibraci [170, 175]. Test by mél provéfit jednotlivé casti

pouzitého zafizeni, jako napfriklad ucéinnost chromatografické kolony, opakovatelnost

80



nastfiku, mez detekce a stanovitelnosti. Doporuceni vyuzivdna pro validaci konkrétné
bioanalytickych metod EMA a FDA se touto problematikou nezabyvaji. FDA pouze
doporucuje ovéreni provadét, ale testované parametry nedefinuje. Definici,
charakteristiku a provedeni testu zpusobilosti chromatografického systému Ize nalézt

napfiiklad v Ceském lékopise (aktualni verze r. 2017) [175].
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4 EXPERIMENTALNi CAST

4.1 Stanoveni vankomycinu v séru, moci a peritonealnim nebo

pleuralnim vypotku s vyuzitim kapalinové chromatografie

4.1.1 Uvod do problematiky a cil prace

Vankomycin patfi mezi béiné uZivand antibiotika pro |éCbu zavainych
bakterialnich infekci. AvSak zvladnuti terapie téchto stavl je velmi zavislé na spravném
davkovani. Byla vydana celd rada doporucenych postupl, kterd ale mohou byt
v nékterych nestandardnich ptipadech nedostatecnd. Prikladem by mohl byt stav, kdy
dochdzi k zavainym patologickym zménam v systémové cirkulaci, a stim souvisejici
sekvestraci tekutin (napf. 10-30 I) do ,tretiho prostoru” (tj. do dutiny peritonealni,
pleurdlni, strevniho traktu ¢i podkoZi). Naslednd nedostatecna cilova koncentrace
antibiotika v séru a tkanich potom mulze vést krozvoji bakteridlnich rezistenci Ci

nozokomidlnich infekci.

Cilem této prace bylo vyvinout chromatografickou metodu s jednoduchou
Upravou vzorku pred analyzou pro stanoveni vankomycinu v lidskych télnich tekutinach
— tj. séru, moci a pleuralnim ¢i peritonealnim vypotku. Dle naSich informaci nebyla
doposud publikovana metoda, kterd by umoZnila stanoveni vankomycinu ve vSech
uvedenych biologickych matricich soucasné. Metoda byla vyvijena s ohledem na jeji
budouci aplikaci v ramci klinického vyzkumu, kde jsou ocekavana stanoveni ve velkych
souborech vzorkd. Byl kladen dlraz na malou spotfebu biologického materialu, a to
zejména v pfipadé séra (z divodu zatéZe pacienta) a vypotku (jedna se o obtizné
dostupny materidl). Struktury jednotlivych latek a jejich fyzikdlné-chemické vlastnosti

jsou uvedeny v Tab. 6
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Tab. 6: Strukturni vzorce a fyzikalné-chemické vlastnosti pouzivanych latek.
Data a struktury ziskany z [176].

Mw

Latka Strukturni vzorec LogP KA
(g/mol) g P
Vankomycin 3,38
1485,72 -4.,4
hydrochlorid 9,90
H,C
CH,
CHj,
!
O\
N
o) /
Cefuroxim (IS) \ NH s 424,38 -0,90 2,96
! J;( ! ! -1,16
p N = O\H/NHZ
0]
HO (o]
Teikoplanin (IS) 1879,67 -2,26 3,34
! ! 7,13

CH;

IS vnitini standard, pKA nejsilnéjsi kyseliny, pKA nejsilnéjsi baze
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4.1.2 Pristrojové vybaveni, chemikalie a biologicky material

4.1.2.1 Chromatograficky systém

Pro stanoveni vankomycinu v biologickych tekutinach byl nejprve vyuzit HPLC
systém LC 20 Prominence (Shimadzu, Kyoto, Japonsko). Tato sestava je tvofena dvéma
bindrnimi vysokotlakymi gradientovymi cerpadly LC-20AB s nastavitelnou rychlosti
prutoku mobilni faze 0,0001-10 ml/min a maximalnim tlakem 40 MPa. Pro odplynéni
mobilni faze je do sestavy zafazen degaser DGU-20As. Davkovani vzork( je zajisténo
autosamplerem SIL-20AC s injekénim objemem 0,1-100 ul a s nastavitelnou teplotou
v rozsahu 4-40 °C. Pfimo v autosampleru je umistén zasobnik pro vialky. Davkovani
vzorku je moziné také z mikrotitracnich desticek. Jejich presun do autosampleru je
zajistén pomoci Rack changer/c modulu. Konstantni teplotu kolony zajistuje kolonovy
termostat CTO-20A s teplotnim rozsahem 4—85 °C. DalSi soucasti je Sesticestny selekéni
ventil umozZnujici zapojeni dvou kolon do systému nebo odklonéni ¢asti toku mobilni
faze obsahujici balastni latky do odpadu a tim ochranu detektor(. Sestava dale obsahuje
fluorescencni detektor RF-10Ax. a detektor s diodovym polem SPD-M20A. Cely systém

je fizen prostrednictvim softwaru LC Solution.

Nasledné byl pouzit systém UFLC Nexera (Shimadzu, Kyoto, Japonsko) umoZziujici
praci v rezimu velmi vysokého tlaku (az 130 MPa). Mobilni faze je do systému pfivadéna
dvéma cerpadly LC-30AD s rozsahem pritoku od 0,0001-5 ml/min. Odplynéni zajistuje
nizkoobjemovy vysokoucinny vakuovy degaser DGU-20As. Nasttik vzorku je provadén
pomoci autosampleru SIL-30AC, pro vzorky umisténé ve vialkach i mikrotitracnich
destickach s nastavitelnou teplotou vrozsahu 4-40 °C. Manipulace a uchovani
mikrotitra¢nich desti¢ek pred kontinualni analyzou je zajisténa Rack changer I
modulem. Konstantni teplota kolony je udrZzovdna kolonovym termostatem CTO-20AC
s teplotnim rozsahem 4—85 °C. DalsSi vyznamnou soucasti je Sesticestny selekéni ventil
FCV-32AH. Systém je spojen se tfemi detektory: fluorescencnim detektorem RF-20Axs,
UV/VIS detektorem SPD-20A a hmotnostnim spektrometrem LCMS 8030 s trojitym
kvadrupdélem sionizaci elektrosprejem, popf. sdudlnim iontovym zdrojem

kombinujicim ionizaci elektrosprejem a chemickou ionizaci za atmosférického tlaku.
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Komunikaéni modul CBM-20A zajistuje spojeni mezi systémem a pocitatem

prostfednictvim programu LabSolution.

4.1.2.2 Laboratorni vybaveni

Pro upravu vzorkl biologickych tekutin byly vyuzZity nasledujici pfristroje:
centrifuga 5810 R (Eppendorf AG, Hamburg, Némecko) a mikrocentrifuga D3024
(Scilogex, Rocky Hill, Connecticut, USA). Filtrace vzork( byla provedena pomoci
mikrotitracnich desticek s filtry (0,2 um/350 pl AcroPrep 96 filter plates) a vakuového
manifoldu pro mikrotitracni desticky (Pall Corporation, Ann Arbor, Michigan, USA)

spojeného s vakuovym ¢erpadlem VAC Space-50 (Chromservis, Praha, Ceska republika).

4.1.2.3 Standardni latky a chemikalie

Standardni latky (vankomycin hydrochlorid, cefuroxim a teikoplanin) a methanol
HPLC gradient grade, acetonitril HPLC gradient grade, voda o Cistoté LCMS, acetonitril
LCMS, kyselina mravenéi LCMS byly zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich (Praha, Ceska
republika). Redestilovana voda byla pfipravena v laboratoti metodou reverzni osmozy a
filtrace Ultrapure water system (Goro, Praha, Ceska republika). Substance pro piipravu
fosfatového pufru (hydrogenfosforecnan draselny a dihydrogenfosfore¢nan draselny) a

ethanol absolute byly ziskany od firmy Merck (Darmstadt, Némecko).

4.1.2.4 Priprava standardnich roztoku

Zasobni roztok vankomycinu a cefuroximu (IS) byl pfipraven rozpusténim
poZadované navazky ve vodé. Substance pro zasobni roztok teikoplaninu byla
rozpusténa ve smési acetonitrilu a vody (1 : 1 v/v). Pracovni roztoky byly dale fedény

vodou. VSechny zasobni roztoky byly skladovany pfi teploté -27 °C.

4.1.2.5 Biologické vzorky

Blankové vzorky séra a moci byly poskytnuty dobrovolniky. Vzorky (séra, moci,
peritonealniho/pleuralniho vypotku) s obsahem vankomycinu byly ziskany od pacientt

Chirurgické kliniky Fakultni nemocnice Hradec Krdlové. Odbér byl schvdlen Etickou
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komisi Fakultni nemocnice Hradec Kralové (No0.201206-S62P, 27. ¢ervna, 2012). Sérum
bylo z plné krve oddéleno centrifugaci (2 000g, 4 °C, 10 min.) a nasledné zmrazeno

(-84 °C). Vzorky moci a vypotku byly zmrazeny (-84 °C) bez predchozi Upravy.

4.1.3 Vyvoj metody HPLC-UV

Z dlivodu nizsi cenové narocnosti stanoveni byl pro vyvoj metody nejprve vyuzity

HPLC systém Prominence LC 20 (Shimadzu, Kyoto, Japonsko) ve spojeni s UV detekci.

4.1.3.1 Optimalizace chromatografickych podminek

Prvnim krokem vyvoje metody byla optimalizace chromatografickych podminek
pro separaci vankomycinu a zvoleného vnitiniho standardu cefuroximu. Bylo dulezité
zohlednit polarni charakter vankomycinu a docilit jeho dostate¢né retence na
chromatografické koloné. Z prehledu publikovanych metod v kap. 3.2.2 je patrné, Ze
nejCastéji pouzivana byla C18 stacionarni faze. Jelikoz je C18 béiné vyuZivanou
stacionarni fazi sjednoduchou predikci retencniho chovani analytd, byla tato faze
zvolena pro optimalizaci. Pro separaci polarnich latek se nabizi i chromatograficky maod
na bazi HILIC. OvSem tento pfistup neni pfili§ vhodny pro velké molekuly, jako je

vankomycin.

V pribéhu vyvoje byly vyzkouseny rlizné technologie zpracovani C18 stacionarni
faze: monolitické, plné porézni castice a C¢dstice s pevnym jadrem. Porovnani
jednotlivych kolon je uvedeno v Tab. 7. Ze ziskanych hodnot bylo patrné, Ze nejlepsi
separacni ucinnosti bylo dosazeno pfi pouziti kolony Kinetex C18 150x 4,6 mm
s ¢asticemi o priméru 2,6 um (Phenomenex, Torrance, CA, USA). Avsak, pfi porovnani
chromatogram( bylo zjisSténo, Ze separaci standardnich latek na koloné Meteoric Core
C18 Bio 100 x 4,6 mm, 2,7 um (YMC Europe GmbH, Dinslaken, Némecko) bylo dosazeno
vyrazné vyssi intenzity piku vankomycinu (Obr. 16). To by mohlo byt klicové pfi velmi
nizkych koncentracich vankomycinu v biologické m materidlu (zejména pleurdlnim ¢i

peritonedlnim vypotku).
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Testovanymi mobilnimi fazemi byla voda v kombinaci s acetonitrilem nebo
methanolem a ndsledné zdména vody za fosfatovy pufr. Pouziti fosfatového pufru vedlo
k vyssi intenzité pik( vankomycinu a lepsi retenci na koloné. Nejlepsich vysledk( bylo
dosaZzeno pti snizeni pH fosfatového pufru na hodnotu 4,5. Testovanim rlznych
koncentraci fosfatového pufru (50, 30, 20, 15 mmol/l) nebylo dosazeno vyznamnych
zménv retenci na koloné a intenzité pik vankomycinu. Vysoka koncentrace fosfatového
pufru zplsobovala ¢asté zaneseni kolony, pripadné dalSich komponent systému. Proto

bylo vhodnéjsi pouzivat nizsi koncentrace.
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Tab. 7: Testované kolony a vysledné parametry chromatografické separace

. Pratok
Kolona Analyt I(-IE:‘F)’ Rozliseni SF:,k:;::e ME (n:i':, )
- 4 (ml/min) ’
Chromolith® Performance VCM | 159,7 4,5 0,8
RP-18e, 100 x 2,0 mm 0,8
(Merck KGaA, Darmstadt, Némecko) CFX 43,7 6,1 14 1,7
Chromolith® HighResolution VCM 24,0 2,2 1,7
RP-18e, 100 x 4,6 mm 2
(Merck KGaA, Darmstadt, Némecko) CFX 11,5 15,7 1,4 3,7
Gemini-NX VCM | 116,4 2,9 3,3
C18 150 x 2,0 mm, 3um 0,3
(Phenomenex, Torrance, CA, USA) CFX 20,6 14,9 1,6 9,4
Kinetex® VCM 11,9 2,1 5,7
C18, 150 x 4,6 mm, 2,6 um 0,8
(Phenomenex, Torrance, CA, USA) CFX 6,1 4,0 11 13,4
Kinetex® VCM 43,0 2,7 0,6
C18, 50 x 4,6 mm, 2,6 um 2
(Phenomenex, Torrance, CA, USA) CFX 12,8 9,0 15 1,5
Meteoric Core Bio VCM 33.0 22 13
C18, 100 x 4,6 mm, 2,7 um 1
(YMC Europe GmbH, Dinslaken, CEX 88 207 14 37
Némecko) ’ ’ ! !

VCM vankomycin, CFX cefuroxim, HETP vyskovy ekvivalent teoretického patra, MF mobilni faze,
tr retencni ¢as. U vSech testovanych kolon byla slozka A mobilni faze tvofend 50 mmol/I
fosfatovym pufrem o pH 4,5 a slozka B acetonitrilem v poméru 90 : 10 (v/v), pfi teploté 25 °C.
Vyjimkou byla kolona Meteoric Core Bio, kdy sloZzka A mobilni faze obsahovala 15 mmol/I
fosfatovy pufr.
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Obr. 16: Chromatograficky zaznam porovnani separace 15 pmol/l standardu
vankomycinu a cefuroximu (IS). Mobilni faze: 15 mmol/I fosfatovy pufr pH 4,5
s ACN 90 : 10 (v/v), objem nastfiku 5 pl. UV detekce 220 nm. Pritok Kinetex C18
0,8 ml/min, Meteoric Core C18 1 ml/min.

Pro UV detekci byly testovany tfi rizné vinové délky vychazejici z oblasti maxima
absorpéniho spektra vankomycinu. Absorpéni maximum vankomycinu odpovidalo
vinové délce 200 a 280 nm (Obr. 17). Dale byla testovana vinova délka 220 nm, protoze
hodnota 200 nm je blizka hodnoté UV cut-off pouZivanych rozpoustédel (Obr. 17). Tyto
poznatky byly dale pouzity pro separaci vankomycinu v biologickém materidlu
(konkrétné séru), upraveném pred nastfikem do HPLC systému metodou deproteinace.
Zdlvodu interference vyskytujici se v séru vretenénim case, ktery odpovidal
retencnimu ¢asu vankomycinu, nebyla mozna spolehliva kvantifikace (Obr. 18). Proto

byla pro dalsi fazi vyvoje zvolena hmotnostni spektrometrie.
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Obr. 17: Porovnani chromatografického zaznamu s UV detekci standardu vankomycinu a
cefuroximu pfi riznych vinovych délkach. Chromatograficka kolona: Meteoric Core Bio C18,
mobilni faze: 20 mmol/I fosfatovy pufr pH 4,5 s ACN 88 : 12 (v/v), pratok 1 ml/min. Vpravo
ukazka absorpéniho spektra vankomycinu.
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Obr. 18: Chromatograficky zdznam separace séra pacienta |éceného vankomycinem.
Kolona Meteoric Core C18 Bio, 100 x 4,6 mm, 2,7 um. Mobilni faze: 20 mmol/I
fosfatovy pufr pH 4,5 s ACN 88 :12 (v/v), pritok 1 ml/min, objem nastfiku 8 ul. UV
detekce 220 nm.
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4.1.3.2 Uprava vzorku pred analyzou

Vzhledem k zamyslené aplikaci metody na velké série méreni bylo dllezité, aby
krok upravy vzorku pted analyzou byl jednoduchy, ¢asové nendroény a vyZzadoval maly
objem biologického materidlu. Proto byla nejprve zkouSena metoda precipitace
protein(l. Testovanym materiadlem bylo sérum, a to z divodu jeho lepsi dostupnosti nez
vypotku a sloZitéjsi matrice nez v pfipadé moci. Testovanymi precipitacnimi Cinidly byly:
methanol, ethanol, acetonitril, siran zinecnaty a kyselina trifluoroctova v rdznych
pomérech a kombinacich (napf. siran zine¢naty s methanolem). Po deproteinaci
¢inidlem podporené snizenou teplotou (-20 °C) nasledovala centrifugace pro oddéleni
supernatantu od sedimentu. Nezbytnym krokem byla filtrace supernatantu pred
nastfikem do HPLC systému. K tomuto kroku byly vyuzivany mikrotitraéni desticky s filtry
s velikosti pord 0,2 um (Pall, Ann Arbor, MI, USA) za pomoci vakua. Bylo nutné otestovat,
zda nedochazi k ulpivani sledovanych analytd na tomto filtru. Testovanim bylo
vyhodnoceno, Ze filtraci vzorku nedochazi k nechténym ztratdm vankomycinu a

vnitfniho standardu cefuroximu.
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4.1.4 Vyvoj metody UHPLC-MS/MS

4.1.4.1 Optimalizace chromatografickych podminek

Pro optimalizaci chromatografické separace vankomycinu pro metodu HPLC-UV
byla vybrana mobilni faze sloZzend z 15 mmol/| fosfatového pufru a acetonitrilu. Ovsem
fosfatovy pufr neni vhodny pro pouziti v kombinaci s hmotnostnim spektrometrem.
Z toho dlivodu bylo nutné znovu optimalizovat chromatografické podminky pro separaci
vankomycinu a vnitfniho standardu. Vyhodou hmotnostni spektrometrie je, zZe
umoznuje vyuziti znaceného vnitiniho standardu. Ten ma stejné fyzikalné-chemické
vlastnosti jako cilovy analyt, a tim i stejné retencni charakteristiky a ionizaci jako
analyzovana latka. BohuZel v obdobi vyvoje této UHPLC-MS/MS metody, nebyl znadeny
standard vankomycinu dlouhodobé dostupny. Proto musela byt zvolena jina alternativa
v podobé glykopeptidového antibiotika teikoplaninu (inspirace dle publikace Cass a kol.
(2001) [68]). Pro optimalizaci chromatografickych podminek byla ponechana kolona
Meteoric Core C18 Bio (100 x 4,6 mm, 2,7 um). Optimalni retence vankomycinu na
koloné bylo dosazeno s pouZitim mobilni faze tvorené smési vody LCMS Ccistoty s 0,1%
kyselinou mravenci v kombinaci s acetonitrilem 88:12 (v/v). OvSem tyto podminky

nebyly vhodné pro vnitini standard teikoplanin, a proto byla zvolena gradientova eluce.

4.1.4.2 Uprava vzorku pred analyzou

Stejné jako v pfipadé vyvoje extrakéniho postupu pro HPLC-UV techniku byla
zvolena metoda precipitace protein(. Odstranéni proteini ze vzork( bylo dlleZité
zejména v pripadé séra a peritonealniho nebo pleuralniho vypotku. Ve vzorcich moce by
mohla byt dostacujici pouze technika naredéni. JelikoZ se ale jednd o téZce nemocné
pacienty, mohla by se i u téchto vzork( objevit vyssi koncentrace bilkovin. Zkousenymi
precipitacnimi ¢inidly byly organicka rozpoustédla jako acetonitril, methanol, ethanol a
jejich kombinace. Dale pak byl testovan 4% roztok siranu zine¢natého samotného nebo
v kombinaci s organickym rozpoustédlem. Pouziti siranu zine¢natého, jako
precipitacniho ¢inidla, by mohlo zpUsobit zaneseni iontového zdroje pti méreni velké
série vzorku. Tento problém byl vyfeSen zapojenim Sesticestného selekéniho ventilu do
metody, ktery umoznil odklon ¢asti mobilni faze obsahujici tuto Iatku do odpadu.
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Po pfidavku deproteinacniho Cinidla bylo dale testovano vloZeni kroku sonikace
vzorku v ultrazvukové ldzni do extrakéniho procesu. Tento krok by mohl podpofit
uvolnéni cilového analytu z proteinového precipitatu a vést tak kvyssSi vytéZznosti
extrakce. AvSak testovani tohoto postupu neprokazalo zvySeni vytéinosti. LepSich
vysledkl nebylo dosazeno ani vlivem 5 min. inkubace za snizené teploty (4 °C). Pfehled

vysledkl vybranych testovanych variant precipitace proteint je uveden na Obr. 19.
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Obr. 19: Porovnani vysledk(l vytéZznosti extrakce a matricového efektu u vybranych
testovanych variant precipitace proteinl pro extrakci vankomycinu. Testovanym
biologickym materidlem bylo sérum.

Legenda k jednotlivym metodam:

A: precipitacni ¢inidlo 4% ZnS0O4 - H,0: 200 pl séra + 50 pl ZnSO4 - H,0 + 150 pl H20
10 s vortex, 5 min. inkubace 4 °C, UZ 5 min.*, centrifugace 14 100g 10 min. 4 °C, filtrace
supernatantu

B: precipitacni ¢inidlo 4% ZnS0O4 - H,0: 200 pl séra + 50 pl ZnSO4 - H,0 + 150 pl H20
10 s vortex, 10 min. inkubace 4 °C, UZ 15 min., centrifugace 14 100g 10 min. 4 °C, filtrace
supernatantu

C: precipitacni Cinidlo 4% ZnSO, - H,0: 200 ul séra + 50 ul ZnSO4 - H,0 + 150 ul H.0
10 s vortex, 10 min. inkubace 4 °C, UZ 15 min., centrifugace 14 100g 10 min. 4 °C, filtrace
supernatantu, nafedéni supernatantu 0,1% FA
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D: precipitacni Cinidlo 4% ZnSO, - H>0: 200 pl séra + 100 ul ZnSO, - H,0 + 100 ul H,0, 10 s vortex,
5 min. inkubace 4 °C, UZ 5 min., centrifugace 14 100g 10 min. 4 °C, filtrace supernatantu

E: precipitacni ¢inidlo 4% ZnSO, - H,O v kombinaci s ACN: 200 pl séra + 50 pl ZnSO, - H,0 +
150 ul ACN, 10 s vortex, 5 min. inkubace 4 °C, UZ 5 min., centrifugace 14 100g 10 min. 4 °C,

filtrace supernatantu

F: precipitacni ¢inidlo ACN: 100 pul séra+ 150 u/ ACN, 10 s vortex, inkubace 4 °C 5 min., UZ 5 min.,
centrifugace 14 100g 10 min. 4 °C, filtrace supernatantu

G: precipitacni Cinidlo ACN: 100 pl séra + 150 pl ACN, 10 s vortex, inkubace 4 °C 5 min.,
centrifugace 14 100g 10 min. 4 °C, filtrace supernatantu (bez UZ)

H: precipitacni Cinidlo ACN: 100 pl séra + 150 pl ACN, 10 s vortex, centrifugace 14 100g 10 min.
4 °C, filtrace supernatantu (bez inkubace pri 4 °C 5 min.)

I: precipitacni ¢inidlo ACN: 50 ul séra + 50 ul H>0, 150 pl ACN, 10 s vortex, centrifugace 14 100g
10 min. 4 °C, filtrace supernatantu

*zménéné podminky oznacené kurzivou

Dalsim testovanym pristupem pro extrakci vankomycinu byla technika vyuzivajici
magnetické castice pro odstranéni proteind, fosfolipid( a soli z biologické matrice pred
nastfikem do LC-MS/MS systému. Magnetické ¢astice byly ziskany u firmy MagnaMedics
Diagnostic BV (Geleen, Nizozemsko) a byly uréeny pro Upravu séra nebo plazmy
s obsahem vankomycinu a dalSich terapeuticky vyznamnych latek. Proces Upravy vzorku
byl proveden dle navodu vyrobce. V plastovych mikrozkumavkach bylo smichano 50 pl
séra s fedicim pufrem (dodan vyrobcem) a roztokem obsahujicim magnetické castice.
Dale bylo pfiddno organické rozpoustédlo (acetonitril nebo methanol) a obsah byl
promichdn. Poté byly mikrozkumavky umistény do stojanku s magnetem, kde doslo
k oddéleni magnetickych ¢astic od roztoku. Naslednou LC-MS/MS analyzou bylo
zjisténo, Ze vytéinost vankomycinu byla nizsi ve srovnani s klasickym postupem
precipitace proteind. Navic by tento postup vyrazné zvySoval finanéni ndklady na

stanoveni.
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4.1.5 Finalni podminky UHPLC-MS/MS metody

Chromatografické a detekéni podminky
LC systém: UFLC Nexera (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)

Kolona: Meteoric Core C18 BIO, 100 x 4,6 mm, 2,7 um (YMC Europe GmbH,
Dinslaken, Némecko) s predkolonou SecurityGuard Ultra cartridge C18

(Phenomenex, Torrance, CA, USA), teplota na koloné 35 °C
Mobilni faze:

slozka A: 0,1% FA v H,0 (LCMS Cistota)

slozka B: 0,1% FA v ACN (LCMS ¢istota)

gradientova eluce, 1 ml/min:

Na zacatku metody byl linearni gradient od 100% do 88% slozky A do 0,8
min. SloZeni mobilni faze o obsahu 88% slozky A bylo ponechano do 1,8 min. Pak
bylo slozeni mobilni faze skokové zménéno a nasledoval linearni gradient od 70%
do 50% slozky A do 3,8 min. Pro procisténi a ekvilibraci kolony bylo slozeni
mobilni faze vraceno do vychoziho nastaveni (100% slozky A). Do metody byl
zapojen selekéni ventil, ktery byl prepnut do pozice umoznujici tok mobilni faze
do detektoru po dobu 1,8-4 min. Zbyvajici ¢as byl pfepnut do pozice, ktera

umoznila tok mobilni faze s balastnim latkami eluovanymi z kolony do odpadu.

Objem nastfiku: 3 ul

Detektor: LCMS 8030
Typ ionizace: ESI, pozitivni méd

Software: LabSolutions 5.41 SP1, vyuZity i pro optimalizaci podminek MS detekce (Tab.
8)

Chromatografické  zadznamy s  pouZitymifindlnimi  podminkami  pro
UHPLC-MS/MS stanoveni vankomycinu v séru, moci a peritoneadlnim/pleurdinim

vypotku jsou uvedeny na Obr. 20.
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Tab. 8: Optimalizované podminky MS detekce

lon prekurzoru lon produktu Dwell time
Analyt (m/2) (m/2) (ms) Q1 (V) CE Q3 (V)
S —_ 725,00 144,00 100,00 -30,0 | -41,0 | -46,0
1448,30 1305,30 100,00 -24,0 | -20,0 | -15,0
Teikoplanin 940,80 316,20 100,00 -20,0 | -19,0 | -23,0
(1S) 940,80 126,05 100,00 -20,0 | -49,0 | -27,0

Q1 prvni kvadrupdl, CE kolizni energie, Q3 tfeti kvadrupdl, IS vnitini standard
Extrakcni postup

Stejnd metodika Upravy vzorku pred analyzou byla aplikovana pro vSechny tfi
biologické tekutiny: sérum, moc, peritonedlni/pleurdlni vypotek. Roztok vnitfniho
standardu teikoplaninu (50 pl, koncentrace 4 umol/l pro sérum a vypotek a 40 pmol/I
pro moc) byl pridan k 50 ul biologické tekutiny. Pro precipitaci proteini bylo pouZito
150 pl ACN. Vzorek byl vortexovan po dobu 10 s. Nasledovala centrifugace (14 100g,
10 min., 4°C). Poté bylo 150 ul supernatantu filtrovano pomoci filtracnich
mikrotitracnich desticek s velikosti pért 0,2 um (Pall, Ann Arbor, MI, USA). Nastrik

supernatantu do LC-MS/MS systému byl proveden primo z mikrotitracni desticky.

Dostate¢nd vytéznost pouzité extrakéni metody byla prokdzana pomoci
procentualni odchylky plochy piku vankomycinu u vzorku s pfidanym standardnim
roztokem vankomycinu do séra, moci a vypotku pred extrakénim procesem, od plochy
piku ziskané mérenim vankomycinu pfidaného do supernatantu po extrakci (pred
nastfikem do LC systému). Stanoveni bylo provedeno na tfech koncentracnich hladinach
pokryvajicich kalibraéni rozsah metody. Primérna vytéZnost vankomycinu pfi pouziti
findIni extrakéni metody byla 94,43 %, 114,91 % a 92,16 % pro sérum, peritonedlni nebo

pleuralni vypotek a moc.
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Absolutni intenzita

Absolutni intenzita

ta
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Obr. 20: Chromatograficky zaznam stanoveni vankomycinu a vnitfniho standardu
(teikoplaninu) v realnych vzorcich pacientd dle findlnich podminek. (A) sérum
(9,17 umol/l  vankomycin), (B) peritonedlni/pleurdlnim vypotek (6,64 umol/I
vankomycin), (C) mo¢ (159,90 umol/l vankomycin). Kvantifikace byla provedena
metodou celkového iontového proudu (TIC).
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4.1.6 Validace metody

Validace metody vychdzela ze smérnic uréenych pro validaci bioanalytickych
metod: Guideline on bioanalytical method validation (European Medicine Agency, EMA)
a Bioanalytical method validation — Guidance for industry (Food and Drug
Administration, FDA) [169, 170]. Metoda byla validovdna samostatné pro vsechny
uvedené druhy biologického materidlu. Kontrolni vzorky byly pfipraveny v laboratofi
pfidavkem standardni latky vankomycinu o pozZadované koncentraci do blankové

matrice (séra, moci, vypotku bez ptvodniho vankomycinu).

4.1.6.1 Vybrané parametry hodnocené v ramci validace metody
Pfesnost a preciznost metody

Preciznost metody byla vyjadrena jako relativni smérodatna odchylka (RSD)
namérené plochy pikd. Pfesnost metody byla vyhodnocena jako procentudlni odchylka
ziskané plochy piku od nominalni hodnoty. Ovéreni obou parametrd v rdmci jedné série
bylo provedeno analyzou péti vzorkd na tfech koncentracnich hladinach. Mezidenni
presnost a preciznost metody byla provérena analyzou tfi vzorkd na trech
koncentracnich hladindch ve dvou rozdilnych dnech. DosaZené vysledky akceptuji
kritéria uvedené smérnici EMA a FDA pro preciznost RDS nizsi nez 15 % a pro presnost

odchylka do 15 % od nomindlni hodnoty (Tab. 9).
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Tab. 9: Pfesnost a preciznost metody pro jednotlivé biologické matrice

Peritonealni/pleuralni

Sérum N Moc
vypotek
Koncentrace
5 10 40 0,27 5 10 25 150 250
(umol/I)
Méreni v ramci jedné série (within-run), n =5
Preciznost 1,95 3,88 3,40 5,92 2,29 1,37 1,91 2,32 0,80
(% RSD) ’ ’ ’ ’ 7 7 7 7 ’
Presnost
(%) 101,07 | 101,02 A 99,60 94,81 | 93,40 102,60 @ 88,93 | 104,16 | 100,25
Mezidenni méreni (between-run), n =3
Preciznost 4,03 4,30 2,60 7,99 4,79 2,19 3,21 6,52 5,61
(% RSD) 7’ ’ ’ 7’ 7 7 7 7 ’
Presnost

(%) 102,46 = 103,31 99,69 | 99,56 @ 94,85 & 102,71 | 89,87 H 100,11 | 99,00
0

n = pocet opakovani extrakce

Linearita

Linearita metody byla stanovena pomoci matricovych kalibraénich krivek
vyhodnocenych pro kazdy typ biologického materidlu zvlast. Kalibraéni krivky byly
tvoreny Sesti kalibracnimi hladinami pripravenymi pridanim standardniho roztoku
vankomycinu a vnitfniho standardu (teikoplaninu) do blankové matrice. Pro sérum a
vypotek byly stanoveny dvé kalibra¢ni pfimky pro nizké a vysoké hladiny. Linedrni rozsah
pro vankomycin v séru byl 2-60 pumol/Il (nebo 0,5-10 umol/l) a 0,27-10 umol/l (nebo
2—-60 pumol/l) pro vankomycin ve vypotku. Pro moc byl linearni rozsah 25-300 umol/I.
Vzorky moci pacientd, u kterych byly hladiny vankomycinu vys$si nez kalibraéni rozsah

metody, mohly byt fedény.

Selektivita

Selektivita metody pro vSechny uvedené biologické matrice byla testovana
analyzou blankové matrice. V retencnich ¢asech vankomycinu a vnitfniho standardu

nebyly pozorovany zadné interferujici piky.
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Matricovy efekt

Vliv matrice vzorku na vankomycin a vnitini standard (teikoplanin) byl
demonstrovan porovnanim ploch pikd jednotlivych analytd pridanych do matrice po
extrakci (ziskané od Sesti zdravych i nemocnych dobrovolnikl, ktefi nebyli |éceni
vankomycinem) s plochami pik(i standardd bez matrice. Matricovy efekt byl testovan u
vSech typl matrice na dvou koncentracnich hladinach. Matricovy efekt pro vankomycin
ve vSech uvedenych matricich nebyl vyssi nez 100 £ 15 %. Avsak u vnitfniho standardu
v séru a vypotku byl vliv matrice vyrazné vyssi. Proto pro tyto matrice nebyla vyuzita
metoda normalizace matricového efektu vnitfnim standardem. Vysledky jsou uvedeny

v Tab. 10.

Tab. 10: Matricovy efekt (ME %) pro vankomycin a teikoplanin stanoveny v
biologickém materialu od Sesti dobrovolniki

Vankomycin Teikoplanin (IS)

Typ matrice (ME %) (ME %)

2 umol/I 20 pmol/I 4 umol/I
1 109,31 112,04 131,52
2 113,57 108,72 143,09
Sérum 3 107,66 105,35 140,21
4 102,12 101,72 147,04
5 114,55 107,01 139,12
6 112,27 113,02 144,26
1 94,36 102,48 132,03
2 99,08 110,40 145,51
Peritonealni/pleuralni 3 104,39 101,47 136,82
vypotek 4 99,38 108,18 143,64
5 93,60 108,55 153,78
6 98,12 112,42 142,33

25 umol/I 250 pmol/I 40 pmol/I
1 86,70 105,80 115,09
2 95,80 97,67 108,33
Moc 3 86,43 96,15 107,58
4 86,91 91,22 107,35
5 91,44 94,45 101,80
6 84,83 110,36 89,51
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Robustnost

V rdmci ovéreni robustnosti metody byl testovdn vliv zmény obsahu kyseliny
mravenéi v mobilni fazi a zmény teploty na koloné. Testovanym koncentracnim
rozmezim procentudlniho obsahu kyseliny mravenci v obou slozkdch mobilni faze bylo
0,075-0,125 %. Hodnota plochy piku pro obsah 0,1% FA odpovidal 100 %. Vliv zmény
teploty na koloné byl testovan v rozmezi 33—37°C (35°C=100 %). Méfenim bylo

prokdzano, ze plochy pikl nebyly zménou podminek ovlivnény vice nez o 15 %.

4.1.7 Aplikace metody na redlné vzorky

Pouzitelnost validované metody pro klinickou praxi byla ovéfena stanovenim
vankomycinu v séru, moci a vypotku u péti pacientd Chirurgické kliniky Fakultni
nemocnice Hradec Kralové |é¢enych vankomycinem. Stanoveni byla provadéna pred a
po nitroZilnim podani vankomycinu v pribéhu nékolika dni 1é¢by (vysledky Tab. 11).
Protokol byl schvalen Etickou komisi Fakultni nemocnice Hradec Kralové (No0.201206—
S62P, 27. Cervna, 2012) a Statnim ustavem pro kontrolu |éciv, Praha (EudraCT number:

2013-003213-17).
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Tab. 11 : Vysledné hladiny vankomycinu u pacientl s intravendznim podanim

Pacient Sérum Moc¢ Vypotek
p1° 21,6 74,9 NA
P1° 30,2 57,8 NA
p22 6,8 159,9 NA
p22 9,2 149,8 NA
p2b 30,1 272,4 NA
p22 7,3 51,6 NA
p2b 27,0 284,5 NA
P32 9,8 652,3 NA
p3b 13,1 772,6 NA
p32 9,0 543,1 1,05
p3® 15,4 665,7 6,64
p32 8,7 682,0 2,61
p3® 16,3 130,0 NA
P42 2,2 275,9 NA
P4° 81,6 207,5 NA
P42 3,3 253,8 NA
P4° 15,0 958,2 NA
P42 2,6 95,8 NA
p4° 13,8 120,3 NA
P52 2,5 361,2 NA
P5P 13,7 572,4 NA
P52 3,3 175,1 NA
P5P 19,7 491,0 NA

Koncentrace jsou vyjadieny v umol/I.

@Stanoveni pred podanim dalsi intravendzni davky vankomycinu.

bStanoveni po intravenéznim podani davky vankomycinu.

NA - vzorek peritonealniho nebo pleuralniho vypotku nebyl dostupny/pacient bez vypotku.
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4.1.8 Zaveér

Vramci této prace byla vyvinuta a validovand UHPLC-MS/MS metoda pro
stanoveni vankomycinu v séru, peritonedlnim ¢i pleurdlnim vypotku a moci. Tato
metoda vyZaduje pouze maly objem vzorku (50 pl), coz je dllezité zejména s ohledem
na zatéz pacienta, nebo v pfipadé ne vzidy dobfe dostupného biologického materidlu
(vypotek). Podminky metody byly optimalizovany tak, aby jeji pouziti bylo vhodné pro
jednoduché stanoveni velkych sérii vzork(. Také stejna technika upravy biologického
materidlu pred LC analyzou a stejnd chromatografickd metodika pro vSechny tii matrice,
vyrazné zjednodusSuje cely proces méreni. Validace metody byla provedena dle
doporuceni smérnic EMA a FDA pro vSechny uvedené typy biologickych tekutin

samostatné.

V budoucnu bude tato metoda vyuzita pro méreni hladin vankomycinu v séru,
modi a peritonedlnim/pleurdlnim vypotku v ramci klinické studie zamérené na
personalizaci davkovani vankomycinu u kriticky nemocnych pacientl se syndromem
systémové zanétlivé odpovédi (SIRS, Systemic Inflammatory Response Syndrome). U
téchto pacientll je mozny predpoklad, Ze z divodu sekvestrace velkého objemu tekutin
ve ,tfetim prostoru” a (nebo) selhani ledvin, mohou byt hladiny tohoto antibiotika

v cilovych tkanich nedostatecné.
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4.2 Vyvoj UHPLC-MS/MS metody pro monitorovani procesu
hojeni chronické rany pomoci metabolismu L-argininu

s vyuzitim UHPLC-MS/MS

4.2.1 Uvod do problematiky a cil prace

Chronické rdny predstavuji casto opomijeny, avsak velky problém ve
zdravotnictvi. Vyznamné snizuji kvalitu Zivota nemocného pro pretrvavajici bolest a
Castou sekreci z rany. Lécba je komplikovand, protoze chronické rany jsou nezfidka
doprovazeny pridruzenymi nemocemi. Casto je vyzadovana dlouhodoba hospitalizace,
ktera vytvari vysoké naklady a také je zatéZujici pro pacienta. Hojeni ran je velmi
komplexni proces, ktery ovliviiuje fada faktor(i [94, 104]. Z biochemického hlediska je
vyznamnym medidtorem aminokyselina L-arginin. Predstavuje prekurzor tady

vyznamnych latek a vyrazné tak ovliviiuje cely pribéh hojeni (viz kap. 3.2.3).

V klinické praxi patfi stanoveni L-argininu, L-ornitinu a L-citrulinu k rutinné
vyuzivanym vysetienim. Stanoveni se nejcastéji provadiv plazmé, séru a moci. Avsak dle
naSich informaci doposud nebyla publikovand metoda pro stanoveni vSech nami
zvolenych analytl véetné agmatinu v exsudatu z chronickych ran. Aplikace metod
uréenych pro stanoveni v jinych biologickych tekutinach (naptiklad v séru nebo plazmé)
by mohla byt nepfesna. Exsudaty z chronickych ran totiz predstavuji velmi variabilni
materidl, ¢asto kontaminovany bakteriemi pfitomnymi v rané. Z toho dlvodu je pro
stanoveni vhodnéjsi pouZit citlivéjsi metodu, kterou je hmotnostni spektrometrie.
Pfesnost tohoto stanoveni je také umocnéna pouzitim znaceného vnitiniho standardu,

ktery velmi dobre koriguje variability biologického materialu.

Cilem této prace bylo vyvinout UHPLC-MS/MS metodu vhodnou pro
monitorovani metabolismu L-argininu v exsudatu ziskaného z chronickych ran s vyuzitim
izotopicky znacenych vnitfnich standard(. Jelikoz metoda je urcena pro aplikaci
v klinickém vyzkumu bylo snahou vyvinout rychlou, spolehlivou metodu s jednoduchou
pripravou vzorkU, ktera by nezahrnovala krok derivatizace. Fyzikalné chemické vlastnosti

cilovych analyt(l a jejich struktury jsou uvedeny v Tab. 12.
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Tab. 12: Strukturni vzorce a fyzikdlné-chemické vlastnosti pouzivanych latek.

Data a struktury ziskany z [176].

Analyt Struktura Mw (g/mol) LogP  pKA
y NH,
I HN_ N H OH ) 2,41
L-arginin \H/ \/\/\ﬂ/ 174,20 3,16 1241
NH o}
NH,
L-ornitin 2,67
HCI HN OH _ ’
monohydrochlorid \/\/'\n/ 168,62 3,66 10,29
0]
NH.
N S 2,27
TR HN_ N OH i )
L-citrulin \”/ \/W 175,19 3,93 923
0 0
H
Agmatin sulfat  Hiso. HQN/\/\/N\[(NHZ 228,27 1,18 12,61

NH

pKA nejsilnéjsi kyseliny, pKA nejsilnéjsi baze

4.2.2 Pristrojové vybaveni, chemikalie a biologicky material

4.2.2.1 Chromatograficky systém

Pro vyvoj metody byl vyuZit LC systém UFLC Nexera (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)
ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem LCMS 8030 (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)

vybaveny trojitym kvadrupdlem a ionizaci elektrosprejem. Parametry pfistrojii jsou

uvedeny v kapitole 4.1.2.1.

4.2.2.2 Laboratorni vybaveni

Pro upravu vzorkl byly vyuZity ndsledujici ptistroje: ultrazvukova lazert DU-100
(Argo Lab, Carpi MO, ltalie), mikrocentrifuga D3024 (Scilogex, Rocky Hill, Connecticut,
USA). Filtrace byla provedena pomoci mikrotitracnich desticek s filtry (0,2 um/350 pl
AcroPrep 96 filter plates) a vakuového manifoldu pro mikrotitracni desticky (Pall

Corporation, Ann Arbor, Michigan, USA) s pojeného s vakuovym cerpadlem VAC Space-

50 (Chromservis, Praha, Ceska republika).
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4.2.2.3 Chemikalie

Standardni latky jako L-arginin (ARG), L-citrulin (CIT), L-ornitin monohydrochlorid
(ORN), agmatin sulfat (AGM) byly zakoupeny u firmy Merck (Darmstadt, Némecko).
Substance pro latky pouZivané jako vnitfni standardy L-arginin-3Cs hydrochlorid,
L-citrulin-d7 a L-ornitin-d6 hydrochlorid byly ziskany u firmy Toronto Research Chemicals
(Toronto, ON, Kanada). Voda o Cistoté LCMS, acetonitril LCMS, methanol LCMS, kyselina
mravenci LCMS, mravencan amonny LCMS a siran zineCnaty monohydrat byly pofizeny

od firmy Merck (Darmstadt, Némecko).

4.2.2.4 Priprava standardnich roztoku

Zasobni roztoky ARG, ORN, CIT, AGM a v$ech vnitfnich standardt (L-arginin-13Ce
hydrochlorid, L-citrulin-d7 a L-ornitin-d6 hydrochlorid) byly pfipraveny rozpusténim
pozadované navazky ve vodé. Pracovni roztoky ARG, ORN, CIT a AGM byly dale fedény
vodou. Pracovni roztoky vnitfnich standardl byly fedény 10mmol/l mravencanem
amonnym. Zasobni roztoky ARG, ORN, CIT a AGM byly skladovany v lednici (4 °C).

Roztoky vnitfnich standard( byly skladovany pfi teploté -27 °C.

4.2.2.5 Biologické vzorky

Vzorky exsuddatu chronickych ran byly ziskany pfi rutinnim prevazu z ¢asti kryciho
materidlu. Jednalo se o pacienty lll. interni gerontometabolické kliniky, Fakultni
nemocnice Hradec Kralové. Odbér byl schvdlen Etickou komisi Fakultni nemocnice
Hradec Kralové (¢j. 201811 S11P, 16. fijna 2018). Postup ziskani exsudatu z kryciho
materidlu byl inspirovan dle Kujovska a kol. (2015) [177] a upraven. Pro sbér exsudatu a
naslednou extrakci byl pouzit kryci materidl Sorelex® (Contipro, Dolni Dobrou¢, Ceska
republika), ktery byl ndsledné nastfihan na ¢tverce (cca 1 x 1 cm). Z téchto ¢tvercl byl
exsudat uvolnén sonikaci v ultrazvukové Iazni (20 °C, 20 min.) do vody o Cistoté LCMS (
Obr. 22. Vzorky pred analyzou byly uskladnény pfi —20 °C. Byla testovana také extrakce
zkryti znacky Aquacel® Ag (ConvaTec, Praha, Ceskd republika), ale pro velkou
bobtnavost materidlu nebylo mozné tento postup provést. Ukazku kryti rany zobrazuje

Obr. 21
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Obr. 21: Ukazka kryti pro odbér a extrakci exsudatu.
V dolni ¢asti material Sorelex® (SL), v horni ¢asti Aquacel® Ag (Ag).
Obrazek laskavé poskytnut prof. MUDr. LuboSem Sobotkou, CSc.

Obr. 22: Exsudat z rany extrahovany z kryti Sorelex® do vody
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4.2.3 Vyvoj UHPLC-MS/MS metody

4.2.3.1 Optimalizace chromatografickych podminek

Prvnim krokem vyvoje metody byl vybér vhodné stacionarni faze a optimalizace
chromatografickych podminek pro retenci a separaci cilovych analytl (ARG, ORN, CIT,
AGM). Nejprve byly testovany stacionarni faze C18 s modifikaci vhodnou pro pouziti
100% vodné mobilni faze. Dale byly zkouSeny dva typy stacionarni faze pro HILIC a
fluorovana stacionarni faze. Tyto stacionarni faze byly zvoleny s ohledem na polarni
charakter cilovych analyt(. Prehled testovanych kolon a porovnani ziskanych parametru
chromatografické separace je vTab. 13. Pro vSechny uvedené kolony byly
optimalizovany separacni podminky ve smyslu sloZzeni mobilni faze, pH a rychlosti

pratoku.
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Tab. 13: Prehled testovanych kolon a parametr chromatografické separace

Ucinnost HETP Y oo tr Pritok
Kolona Analyt (N-m?) i RozliSeni Mobilni faze it ()
Meteoric Core C18 BIO ARG 102240 9,81 1,36 A: 10 mmol/I AmFo, pH 2,5 (upraveno FA) 3,71 0,25
(100 x 4,6 mm, 2,7 um) ORN 89030 11,20 - B: - 3,51
(YMC Europe GmbH, CIT 115950 8,68 0,39 A:B100:0 3,91
Dinslaken, Némecko) AGM 87310 11,58 0,98 3,76
Kinetex’ Polar C18 ARG 57480 17,42 1,56 A: 10 mmol/I AmFo, pH 2,0 (upraveno FA) 2,98 0,15
(100 x 3 mm, 2,6 pm) ORN 52250 19,17 - B: - 2,73
(Phenomenex, Torrance, CIT 74980 13,39 1,21 A:B100:0 3,22
USA) AGM 65510 15,30 0,33 3,03
Kinetex® F5 ARG 122160 8,28 1,99 A: 10 mmol/I AmFo, pH 2,5 (upraveno FA) 3,95 0,25
(100 x 4,6 mm, 2,6 um) ORN 110370 9,17 - B: - 3,68
(Phenomenex, Torrance, CIT 139910 7,14 1,79 A:B100:0 4,24
USA) AGM 116400 8,67 0,07 3,96
Kinetex” HILIC ARG 62250 16,12 5,93 A: 10 mmol/I AmFo, pH 2,5 (upraveno FA) 3,29 0,80
(100 x 4,6 mm, 2,6 um) ORN 22810 43,88 0,83 B: 10 mmol/l AmFo v 85% ACN, 0,1% FA 3,45
(Phenomenex, Torrance, CIT 60770 16,50 - A:B 20:80 2,41
USA) AGM 61810 16,21 0,17 3,51
Acquity BEH Amide ARG 72713 13,83 7,68 A: 10 mmol/I AmFo, pH 2,5 (upraveno FA) 5,32 0,50
(150 x 3mm, 1,7 um) ORN 50800 19,76 2,22 B: 10 mmol/l AmFo v 85% ACN, 0,2% FA 5,81
(Waters, Milford, USA) CIT 73660 13,63 - A:B 20:80 3,97
AGM - - - -

ARG L-arginin, ORN L-ornitin, CIT L-citrulin, AGM agmatin, HETP vyskovy ekvivalent teoretického patra (um), AmFo mravencan amonny, FA kyselina mravendi, ts retenéni ¢as
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Z dosazenych vysledkd (Tab. 13) byla patrna nizka retence analytd na obou
typech C18 i F5 stacionarni fazi. Také optimalizovand mobilni faze, ktera byla slozena
pouze ze 100% vodné slozky (pufr AmFo s FA), poskytovala nizkou variabilitu
separacniho fesSeni pfi pripadném vyskytu interferenci ve vzorcich chronickych ran.
Pouziti amidové stacionarni faze v modu HILIC bylo nepfiznivé pro agmatin, ktery nebylo
mozné touto cestou separovat (Obr. 23). Inspiraci pro pouziti kolony UHPLC BEH Amide
(Waters, Milford, USA) v kombinaci s mraven€anem amonnym ve vodné i organické
sloZzce mobilni faze byla publikace Prinsen a kol. (2016) [124]. Aplikace byla uréena pro
stanoveni ARG, ORN, CIT a dalSich aminokyselin (bez AGM) v plazmé. Na rozdil od této
metody, kde byla pouZita gradientova eluce, byla v nami vyvijené metodé testovana

eluce izokraticka.

CIT TIC(+) ARG TIC(+) ORN TIC(+) AGM TIC(+)

40000

30000

20000

Absolutni intenzita

10000

0
3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 9,00 10,00

(min.)

Obr. 23: Chromatograficky zaznam separace standardnich latek ARG, ORN,
CIT a AGM. Chromatografickd kolona Acquity BEH Amide
(150 x 3 mm, 1,7 um), mobilni faze slozka A: 10 mmol/l AmFo pH 2,5;
slozka B: 10 mmol/l AmFo v 85% ACN, A : B 20 : 80, 0,5 ml/min.

Z vyse uvedenych dlvod( byla pro dalsi vyvoj metody zvolena kolona Kinetex®

HILIC 100x4,6 mm, 2,6 um (Phenomenex, Torrance, USA). Nejoptimdlnéjsich
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separacnich podminek bylo dosazeno pfi mobilni fazi slozené z 10mmol/l mravenéanu
amonného pH 2,5 (slozka A) a 10mmol/l mravenc¢anu amonného v 87% acetonitrilu
s 0,1% kyselinou mravendi (slozka B). Obé slozky byly v poméru 20 :80 (A : B). Eluce
probihala v izokratickém maddu pfi pratoku 1 ml/min. Pokud byla sloZzka B mobilni faze
tvorena pouze acetonitrilem s 0,1% kyselinou mravenci nedochdzelo k retenci agmatinu
do 10 minuty a tvar piku ornitinu nebyl pfijatelny. Snizeni koncentrace z 10mmol/I
mravenc¢anu amonného na 5mmol/l mravencan amonny vedlo ke zkraceni reten¢niho
Casu interference vyskytujici se u nékterych z testovanych vzork( exsudatl, coz vedlo
k riziku mozné koeluce s pikem agmatinu. Dale byl testovan pfidavek methanolu do
slozky B pro snahu o zlepseni tvaru piku. Tento predpoklad se nepotvrdil a pridavek

methanolu ved| ke ztraté retence piku agmatinu (nebyl detekovan do 10 minuty).

4.2.3.2 Vyvoj extrakéniho postupu

Postup pro upravu exsudatu zran byl optimalizovan scilem vyvinout
jednoduchou, manualné a ¢asové nenaroc¢nou extrakcéni metodu s predpokladem pro
aplikaci na velké série vzorkl. Ztoho dlivodu byla testovana zejména technika
deproteinace. Tento pfistup je ¢asto vyuzivam i v doposud publikovanych metodach pro
stanoveni aminokyselin. Pfimy ndstfik exsudatu do LC systému nebyl moZny pro vysoky

obsah protein(l. Ve vzorcich se ¢asto vyskytovaly i zbytky tkani.

Pro chromatografickou separaci v HILIC modu je optimdlni, pokud ma
rozpoustédlo vzorku podobné sloZeni jako mobilni faze. Proto vybranym testovanym
deproteinacnim cinidlem byl acetonitril. A dale pak jeho kombinace s methanolem,
ethanolem, propan-2-olem nebo 4% siranem zineCnatym. NejlepSich vysledk( bylo
dosazZeno pfi pouZiti 87% acetonitrilu s obsahem 10mmol/I mravenéanu amonného a s
0,1% kyselinou mravenci, coz byla sou€asné i slozka B mobilni faze. Byly zkouseny
poméry1:3,1:4,1:9(v/v) k exsudatu (Obr. 24). Pfed vlastni deproteinaci byl zarazen
krok fedéni exsudatu roztokem 10mmol/l mravenc¢anem amonnym o pH 2,5 (slozka A

mobilni faze), ve kterém byly rozpustény vnitini standardy.

Dalsim testovanym pfistupem Upravy vzorku pred analyzou byla ultrafiltrace. Pro
provedeni této metody byly vyuzity membranové ultrafiltraéni zkumavky (Microcon-
10kDa Centrifugal Filter Unit with Ultracel-10 membrane, Merck, Darmstadt, Némecko).
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Vzorek byl pred ultrafiltraci fedén 10mmol/l mravenéanem amonnym o pH 2,5
(osahujicim vnitfni standardy) 1 : 1 (v/v). Centrifugace probihala 50 minut, 14 000g, pfi

4 °C. Porovnani uvedeného extrakéniho postupu s deproteinaci je uvedeno na Obr. 24.

B ARG
B ORN
cIT
HAGM
A B C D

Metoda

160
140
120

100

% g

=]

=)
o

e
[=]

]
[=]

o

Obr. 24: Porovnani vytéznosti (%) vybranych extrakci pro ARG, ORN, CIT a AGM.
Testovanym biologickym materidlem byl exsudat z rany s pfidavkem standardnich latek
o koncentraci 50 umol/l ARG, ORN, CIT a 50 nmol/l AGM.

Legenda k jednotlivym metodam:

A: 50 pl exsudatu + 50 ul 10 mmol/l mravencanu amonného o pH 2,5 (mobilni faze A) +
200 ul 10 mmol/lI mravencanu amonného v 87% acetonitrilu s 0,1% FA (mobilni faze B), vortex

10 s, centrifugace 21 000g 10 min. 4 °C (pomér exsudatu a precipitacniho ¢inidla 1 : 4)

B: 50 ul exsudatu + 50 pl 10 mmol/I mravencanu amonného o pH 2,5 (mobilni faze A) +
150 ul 10 mmol/lI mravencanu amonného v 87% acetonitrilu s 0,1% FA (mobilni faze B), vortex

10 s, centrifugace 21 000g 10 min. 4 °C (pomér exsudatu a precipitacniho ¢inidla 1 : 3)

C: 50 ul exsudatu + 50 pl 10 mmol/I mravencanu amonného o pH 2,5 (mobilni faze A) +
400 ul 10 mmol/lI mravencanu amonného v 87% acetonitrilu s 0,1% FA (mobilni faze B), vortex

10 s, centrifugace 21 000g 10 min. 4 °C (pomér exsudatu a precipitacniho ¢inidla 1 : 9)

D: 100 pl exsudatu + 100 ul 10 mmol/lI mravenc¢anu amonného o pH 2,5 (mobilni faze A),

centrifugace 14 000g 50 min. 4 °C
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Jelikoz koncentrace agmatinu v exsudatu z ran neni zndma a v séru se vyskytuje
v nizkych hladinach (nmol/l), oproti ostatnim testovanym aminokyselinam (umol/I), byl
po deproteinaci vzorku testovan krok zakoncentrovdni supernatantu odparenim.
Odparek byl nasledné rozpustén v mobilni fazi. Predpokladem bylo ziskani nizsiho
kvantifikacniho limitu pravé pro agmatin. Vysledkem byly ale pomérné zakalené vzorky
a proces extrakce nebyl pfilis reprodukovatelny. Navic odparovani vyrazné prodluzovalo

délku upravy vzorku (pfiblizné o 2 hodiny).

4.2.4 Finalni podminky

LC systém: UFLC Nexera (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)

Kolona: Kinetex® HILIC, 100 x 4,6 mm, 2,6 um (Phenomenex, Torrance,

USA), teplota na koloné 25 °C

Mobilni faze:

slozka A: 10 mmol/l mravencéan amonny pH 2,5

slozka B: 10 mmol/l mravencan amonny v 87% acetonitrilu s 0,1% FA
izokraticka eluce: A : B 20 : 80, pritok 1 ml/min

Objem nastfiku: 2 pl

Detektor: LCMS 8030
Typ ionizace: ESI, pozitivni méd

Software: LabSolutions 5.41 SP1, vyuZit i pro optimalizaci podminek MS detekce
(Tab. 14)

Chromatografické zdznamy s  pouzitymi findlnimi  podminkami  pro
UHPLC-MS/MS stanoveni L-argininu, L-ornitinu, L-citrulinu a agmatinu jsou uvedeny na

Obr. 25.
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Tab. 14: Optimalizované podminky MS detekce

Analyt | lon prekurzoru (m/z) lon produktu (m/z) Dwell time (ms) Q1 (V) CE Q3 (V)

70,10 50 -18,0 | -25,0 | -15,0

ARG 175,00
60,00 50 -12,0 | -150 @ -13,0
69,95 50 -13,0 | -21,0 -15,0

ORN 133,00
115,95 50 -13,0 | -16,0 @ -27,0
158,95 50 -12,0 | -140 -21,0

CIT 176,00
113,00 50 -12,0 | -170 -12,0
72,00 50 -13,0 | -16,0 | -16,0
AGM 131,00 30,00 50 -13,0 | -27,0 | -13,0
59,95 50 -13,0 | -13,0 | -13,0
74,20 50 -12,0 | -250 -13,0

ARG IS 181,00
61,15 50 -30,0 | -16,0 | -24,0
ORN IS 139,00 75,95 50 -250 | -21,0 -14,0
121,00 50 -23,0 | -15,0 | -23,0
165,90 50 -19,0 | -12,0 -19,0

CITIS 183,00
77,10 50 -18,0 | -27,0 | -16,0

Q1 prvni kvadrupdl, CE kolizni energie, Q3 tteti kvadrupdl, IS vnitini standard

Extrakcni postup

Exsudat z rany (50 ul) byl smisen s 50 ul roztoku IS (20 umol/l ARG-IS, CIT-IS a
60 umol/l AGM-IS) v 10mmol/l mravencanu amonném pH 2,5 (MF A). Pro precipitaci
proteint bylo pfiddno 400 ul 10mmol/l mravenéanu amonného v 87% acetonitrilu
s0,1% FA (MF B). Vzorek byl vortexovan po dobu 10 s. Nasledovala centrifugace
(21 000g, 10 min., 4 °C). Poté bylo 150 ul supernatantu filtrovano pouzitim filtracnich
mikrotitracnich desti¢ek s velikosti porQ 0,2 um (Pall, Ann Arbor, MI, USA) za pomoci
vakua. Nastrik supernatantu o objemu 2 pl do LC-MS/MS systému byl proveden primo

z mikrotitracni desticky.

Dostate¢nd vytéZnost pouzité extrakéni metody byla prokdzana pomoci
procentudlni odchylky plochy piki ARG, ORN, CIT a AGM u vzorku s pfidavkem
standardnich roztok( o poZadované koncentraci do exsudatu pred extrakénim procesem
a do supernatantu ziskaného jako finalni produkt extrakce (pred nastfikem do LC
systému) po odectu blanku (endogenniho obsahu analytt). Stanoveni bylo provedeno

na Ctyrech koncentraénich hladinach pokryvajicich kalibraéni rozsah metody Tab. 15.
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Koncentrace

5 umol/I

25 pmol/I
50 umol/I
250 pmol/I

Tab. 15: Vytéznost extrakce

CIT
102,41
103,22
113,91
100,65

Analyt RE (%)

ARG ORN
100,08 115,22
102,74 85,43

98,21 91,09
92,55 89,18
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AGM
96,89
111,14
110,72
100,98
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Obr. 25: Chromatografické zaznamy separace L-argininu (54,81 pumol/l), L-ornitinu
(127,26 umol/l), L-citrulinu (219,64 umol/l) a agmatinu (168,86 nmol/l) v exsudatu
z chronické rany dle findlnich podminek metody. Kvantifikace byla provedena metodou
celkového iontového proudu (TIC). Vyjimkou byl L-ornitin, kdy ke kvantifikaci byl vyuZity
pouze jeden z prechodid (133,00 > 69,95 m/z) z divodu Castéjsiho vyskytu interferenci
v druhém prechodu (133,00 > 115,95 m/z, pouZit pouze pro kvalitativni hodnoceni).
Stejna situace byla u L-ornitin-d6 hydrochloridu, kde ke kvantifikaci byl vyuZity pfechod
139,00 > 75,95 m/z.
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4.2.5 Validace metody

Ovéreni vybranych validacnich parametri metody vychazelo ze smérnic
uréenych pro validaci bioanalytickych metod: Guideline on bioanalytical method
validation (European Medicine Agency, EMA) [169] a Bioanalytical method validation -
Guidance for industry (Food and Drug Administration, FDA) [170]. Kontrolni vzorky byly
pfipraveny v laboratofi pfidavkem standardnich latek ARG, ORN, CIT a AGM v
pozadované koncentraci do matrice (exsudatu). Problémem byla absence blankové
matrice z dlvodu fyziologického vyskytu cilovych analytli v exsudatu. Plvodni hladiny

uvedenych latek byly pred pridavkem zméreny.

4.2.5.1 Vybrané parametry hodnocené v ramci validace metody
Pfesnost a preciznost metody

Preciznost metody byla vyjadrena jako relativni smérodatna odchylka (RSD)
plochy pikd ARG, ORN, CIT a AGM. Presnost metody byla vyhodnocena jako procentualni
odchylka ziskané plochy piku od nominalni hodnoty. V ramci jedné série (within-run)
bylo ovéreni obou parametrl provedeno analyzou péti vzorkd na Ctyrech
koncentracnich hladindach pokryvajicich cely rozsah kalibraéni pfimky. Mezidenni
pfesnost a preciznost (between-run) metody byla provéfena analyzou tfi vzorkd na
¢tyrech koncentraénich hladindch v ramci dvou rozdilnych dnil. DosaZené vysledky
akceptovaly kritéria uvedené smérnici EMA a FDA pro preciznost RDS nizsi nez 15 % a

pro presnost odchylka do 15 % od nominalni hodnoty (Tab. 16).
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Tab. 16: Pfesnost a preciznost metody pro ARG, ORN, CIT a AGM v exsudatu

Analyt ARG ORN CIT AGM*
L L1 5 5 5 5
Koncentracni
. L2 25 25 25 25
hladiny
L3 50 50 50 50
(umol/l, nmol/I*)
L4 250 250 250 250
Méreni v ramci jedné série (within-run), n =5
L1 88,00 103,10 100,20 102,85
Presnost L2 98,77 99,09 96,79 100,68
(%) L3 100,30 104,57 100,26 101,13
L4 100,07 102,03 99,61 99,89
L1 13,14 9,22 5,25 2,69
Preciznost L2 0,78 4,23 3,77 1,07
(RDS %) L3 0,61 0,43 4,62 1,82
L4 0,59 1,43 3,95 0,63
Mezidenni méreni (between-run), n =3
L1 86,11 107,67 97,86 104,73
Presnost L2 95,55 102,22 98,94 99,79
(%) L3 98,21 106,81 101,68 96,82
L4 100,4 102,95 98,39 96,06
L1 14,12 6,01 3,35 2,53
Preciznost L2 4,77 4,32 3,08 1,26
(RDS %) L3 3,00 2,96 1,96 6,30
L4 0,46 1,26 1,75 5,64

* plati pro agmatin, n = pocet opakovani extrakce

Linearita

Linearita metody byla stanovena pomoci matricovych kalibraénich krivek
s pfidavkem standardd ARG, ORN, CIT a AGM o pozZadované koncentraci a také
s pouzitim standardnich roztokl bez obsahu matrice. Smérnice kalibracnich krivek
s matrici a bez matrice byly porovnany. Vzorek exsudatu s endogennim obsahem
cilovych analytl (,blank”) byl pouZity pro odecet pozadi matrice (tj. pUvodnich
koncentraci cilovych analyt(l). Z porovnani smérnic obou kalibrac¢nich kfivek bylo patrné,
Ze matrice nema vyznamny vliv na odezvu analytQ. Stejnych zavérQ bylo dosazeno i pfi
stanoveni matricovych efekt(i vypoctem (kap. 4.1.6). Proto pro ucely kvantifikace byla
sestavena kalibraéni kfivka tvofena Sesti kalibraénimi hladinami roztok( standardnich

latek bez obsahu matrice. Pro korekci byly vyuZity izotopicky znacené vnitini standardy.
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Linedrni rozsah pro ARG, ORN a CIT byl 5-500 pumol/l a pro agmatin
5-500 nmol/I. Vzorky exsudatl z ran, u kterych byly hladiny cilovych analytd vyssi neZ

kalibraéni rozsah metody, mohly byt fedény. Integrita redéni byla ovérena.

Selektivita

ProtoZze blankova matrice exsuddtu z ran neni dostupna (cilové analyty jsou
endogenni povahy), byla selektivita metody zajiSténa uplatnénim selektivniho zdznamu
vice reakci (MRM, Multiple Reaction Monitoring) mddu, kdy pro potvrzeni identity ARG,
ORN, CIT byly sledovany dvé fragmentacni reakce vybraného iontu pro kazdy analyt (pro

AGM tfi) a jejich znacené vnitini standardy (Tab. 14.)

Matricovy efekt

Vliv matrice vzorku na ARG, ORN, CIT, AGM a vnitini standardy byl sledovan
porovnanim ploch pikd jednotlivych analytll pridanych do matrice po extrakci (ziskané
od Sesti raznych pacient() s plochami pik(i standardd bez matrice (roztok standardu).
Matricovy efekt byl testovan na dvou koncentracnich hladinach. Pro Zadny
z testovanych analytl nebyl matricovy efekt vyssinez 100 + 15 %. Vysledky jsou uvedeny

v Tab. 17.
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Tab. 17: Matricovy efekt vyjadieny v procentech (ME %) pro ARG, ORN, CIT, AGM a
vnitfni standardy od Sesti pacient(

Normalizovany ME (%)
L1 L2 IS

Analyt Vzorek (ME %) (ME %) (ME %) (Analyt/1S)*100
L1 L2

1 91,97 102,37 91,34 100,69 112,08

2 91,33 98,04 86,68 105,36 113,11

ARG 3 97,24 96,97 92,49 105,14 104,84
4 95,76 101,96 93,91 101,97 108,57

5 90,32 95,43 88,45 102,11 107,89

6 97,88 99,65 91,25 107,27 109,21

1 113,50 125,45 109,22 103,92 114,86

2 114,57 114,85 108,13 105,96 106,21

3 107,11 112,08 111,74 95,86 100,30

ORN 4 111,89 115,51 109,20 102,46 105,78
5 113,97 110,81 104,51 109,05 106,03

6 115,92 115,80 111,83 103,66 103,55

1 101,71 108,06 97,94 103,85 110,33

2 98,20 104,87 92,81 105,81 112,99

3 101,88 106,09 103,83 98,12 102,18

cT 4 104,02 111,35 101,83 102,15 109,35
5 98,41 102,09 93,25 105,53 109,48

6 110,36 108,16 96,06 114,89 112,60

1 111,95 109,63 * 106,07 103,88

2 92,24 108,26 * 85,09 100,12

AGM 3 99,31 110,44 * 88,88 98,84
4 104,18 108,97 * 96,85 101,30

5 103,84 107,70 * 99,36 103,05

6 109,22 112,36 * 97,67 100,47

* pro AGM byl zvolen IS L-ornitin-d6 hydrochlorid

4.2.6 Aplikace metody na realné vzorky

PouZitelnost validované metody pro klinickou praxi byla ovérena stanovenim
ARG, ORN, CIT a AGM vexsudatu zchronickych ran u pacientd Ill. interni
gerontometabolické kliniky Fakultni nemocnice Hradec Kralové hospitalizovanych pro
|[écbu Spatné se hojicich ran (ukazka Tab. 18). Protokol byl schvalen Etickou komisi
Fakultni nemocnice Hradec Kralové (¢. 201511-S22P 16.fijna 2018). V soucasné dobé
probihd sbér vzorkl pro pilotni studii. ZdOvodu rGzného objemu exsudatu
absorbovaného do kryti uréeného pro extrakci musi byt vysledné hodnoty vydavany jako

pomér. Tim je korigovan faktor fedéni vzorku.
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Tab. 18: Ukazka stanovenych koncentraci v exsudatu z chronickych ran u vybranych pacientt

Pacient ARG ORN cit AGM ORN/ARG CIT/ARG AGM/ARG
(umol/1) (umol/1) (umol/1) (nmol/I1)
P1 10,66 22,33 11,70 176,42 2,09 1,10 16,55
P2 51,60 373,86 50,89 8,44 7,25 0,99 0,16
P3 181,67 236,47 257,47 6,10 1,30 1,42 0,03
P4 7,02 93,51 69,87 950,57 13,32 9,95 135,41
P5 54,81 127,26 219,64 168,86 2,32 4,01 3,08

4.2.7 Zaveér

V ramci této prace byla vyvinuta a validovana UHPLC-MS/MS metoda pro
stanoveni L-argininu, L-ornitinu, L-citrulinu a agmatinu v exsudatu z chronickych ran.
Podminky byly optimalizovany tak, aby metoda byla vhodnd pro velké série méreni
s jednoduchym a c¢asové nenaroénym procesem Upravy vzorku pred analyzou bez
nutnosti derivatizace. VSechny stacionarni faze v reverznim maodu vykazovaly nizkou
retenci nami zvolenych analytll. Proto byl pro finalni vyvoj metody vyuzity HILIC
chromatograficky méd. Pro zvysSeni presnosti stanoveni byly pouzity tfi znacené vnitini
standardy. Exsudat z rany byl extrahovan z ¢asti kryciho materidlu ziskaného pti rutinnim
pfevazu rany. Tento postup umoznil odbér vzorku neinvazivnim zplsobem bez zatéze

pacienta.

Metoda byla validovdna dle doporuceni EMA a FDA a byla zavedena do spektra
vysetfeni Vyzkumné laboratofe Ustavu klinické biochemie a diagnostiky Fakultni
nemocnice Hradec Krdlové. V soucasné dobé probiha sbér vzork( pro pilotni studii,
jejimz cilem bude zjistit uplatnéni monitorovani metabolismu L-argininu pfimo
v chronické rané, jako indikdtoru procesu hojeni. Namérena data by tak méla pfispét
k ziskani dalSich dulezitych informaci o procesech probihajicich v chronickych ranach a

vést eventualné i k volbé ¢i upravé moznych terapeutickych postupd.
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4.3 Koncentrace neopterinu, kynureninu a tryptofanu
v sekretech z ran u pacientl s rakovinou prsu a malignim

melanomem

4.3.1 Uvod do problematiky

V soucasné dobé je stdle vice sledovana role imunitniho systému v souvislosti
s malignimi onemocnénimi. Imunitni odpovéd muizZe byt klicovym ukazatelem pro
predikci nemoci, protoze zmény hladin biomarkeri imunitni odpovédi mohou
reflektovat rist tumoru a jeho progresi. Management terapie nadorovych onemocnéni
predstavuje multidisciplindrni pfristup, ktery kombinuje operaci, radioterapii a

systémovou lécbu. VSechny tyto slozky maji vliv na imunitni odpovéd organismu.

Neopterin je produkovan makrofagy po aktivaci interferonem gamma. Jeho
zvysené hladiny v séru a modi byly prokazany u rady primarnich tumor( (napt. karcinom
prsu a melanom) a predikovaly Spatnou progndzu onemocnéni. Tryptofan predstavuje
esencialni aminokyselinu nezbytnou pro syntézu proteind a je prekurzorem rady
biologicky vyznamnych latek, jako serotonin, melatonin, nikotinamid a kynurenin. Role
kynureninu je intenzivné studovana v souvislosti s imunitnim systémem, zanétlivou
odpovédi, patogenezi neurodegenerativnich stavi a také zhoubnych nadorovych
onemocnéni. Pfeménu tryptofanu na kynurenin katabolizuje enzym indolamin
2,3-dioxygenasa (IDO). IDO je povazovan za jeden z klicovych faktor(i umoZnujici Unik
nadoru kontrole imunitniho systému. Zvysend hladina IDO, ktera je vyjadfena hladinou
kynureninu, byla prokdzana u fady nadorovych onemocnéni. U nékterych typl rakoviny
koncentrace kynureninu a poméru kynurenin/tryptofan projevuje signifikantni korelaci
s hladinami neopterinu. AvSak na rozdil od neopterinu jsou informace o koncentracich

tryptofanu a kynureninu u téchto pacientll omezenéjsi [178—180].

Tato studie vznikla ve spolupraci s Chirurgickou klinikou Nemocnice
Pardubického kraje, a.s., a Onkologickou klinikou Fakultni nemocnice Olomouc. Jednalo
se o pilotni projekt, jehoz cilem bylo sledovat vliv imunitni odpovédi na chirurgicky

zakrok u pacientli s nadorovym onemocnénim. Pro tento ucel byly sledovany hladiny
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neopterinu, kynureninu a tryptofanu v sekretu z pooperacnich ran. Stanoveni bylo
provadéno ve vyzkumné laboratofi Ill. interni gerontometabolické kliniky Fakultni
nemocnice Hradec Krdlové. Na tomto projektu jsem se podilela na ptijmu klinického
materidlu z Pardubické nemocnice, upraveé vzork( pred analyzou a kone¢ném stanoveni

hladin neopterinu, kynureninu a tryptofanu pomoci HPLC-UV-FD techniky.

4.3.2 Metodika

Sledovanou skupinu tvorfilo celkem 22 pacientd, 16 Zen a 6 muzl, ktefi
podstoupili chirurgicky zakrok z divodu rakoviny prsu (n = 15) a pro maligni melanom
(n=7). Vzorky byly odebirdany vrannich hodindch zdrénd zavedenych béhem
chirurgického vykonu. Pokud byl odebrany objem sekretu dostacujici, byly vzorky
rozdéleny na dva alikvoty. Jeden z téchto alikvotud byl stabilizovan argonem. Vzorky byly
po celou dobu odbéru a manipulace chranény pred svétlem. Skladovani pred analyzou

probihalo pti -20 °C.

Hladiny neopterinu, kynureninu a tryptofanu byly méreny metodou HPLC-UV-FD
(Prominence LC20, Shimadzu, Kyoto, Japonsko), ktera byla vyvinuta pracovniky uvedené
laboratore a publikovana Kujovska a kol. (2015) [177]. Pro separace cilovych analytd byla
zvolena monolitické stacionarni faze C18 Chromolith® high-resolution 100 x 4,6 mm
s monolitickou predkolonou 10 x 4,6 mm (Merck, Darmstadt, Némecko). Mobilni faze
byla tvorena 15mmol/I fosfatovym pufrem (KH2PO4 + K2HPO4 - 3H,0, pH 3) v kombinaci
s acetonitrilem. Separace byla provedena v gradientovém moddu. Pro neopterin a
tryptofan byla pouzita fluorescencni detekce (neopterin: 353 nm excitacni a 438 nm
emisni vinova délka, tryptofan: 254 nm excitacni a 404 nm emisni vinova délka). Detekce
kynureninu probihala s vyuZitim detektoru s diodovym polem pfi vinové délce 230 nm.
Uprava vzorku pfed analyzou zahrnovala nafedéni 200 ul sekretu 100 pl 15mmol/Il
fosfatového pufru (pH 6,5) a deproteinaci 100 ul chlazeného ethanolu. Nasledovala
centrifugace (14 000g, 10 min.) a filtrace supernatantu pomoci 0,2 um filtracnich
mikrotitracnich desti¢ek (Pall, Ann Arbor, MI, USA). Objem ndsttiku vzorku do HPLC
systému byl 5 ul. Pro vyhodnoceni vysledk( byl pouzit Wilkoxonlv pdrovy test a

statisticky software NCSS (Number Cruncher Statistical System, Kaysville, UT, USA).
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4.3.3 Vysledky a diskuze

Stabilizace argonem neméla vliv na vyslednou koncentraci cilovych analyt(
v porovnani se vzorky bez této Upravy. Z namérenych hladin neopterinu, kynureninu a
tryptofanu v sekretu z pooperacnich ran vyplyva, Ze u pacientd s primarnim tumorem
(karcinom prsu ve vsech pfipadech) byly hodnoty poméru neopterin/tryptofan vyrazné
vy$si nez u vzorkl odebranych zaxily (prlmér+SD, 0,92+0,41 \vs.
0,61 £ 0,14 mmol/mol; p=0,049). Naopak Zadny vyznamny rozdil nebyl pozorovéan
v hladindch neopterinu (49,2 +28,6 vs. 31,5+ 11,1 nmol/l; p=0,131), kynureninu
(5,97+7,49 vs. 5,34%6,25umol/l; p=0,461), tryptofanu (52,9+13,0 vs.
51,2 +13,3 umol/l; p=0,557) a poméru kynureninu a tryptofanu (108,1 + 107,7 vs.
103,5 + 106,7 mmol/mol; p = 0,844). Zadné signifikantni rozdily v koncentraci cilovych
analytl a jejich pomérd nebyly patrné pfi porovnani sekretll z axily u sedmi pacientt
s rakovinou prsu odebranych ve dvou po sobé jdoucich dnech. PouZiti poméru
neopterin/tryptofan koriguje potencionalni moznost zfedéni vzorku sekretu tekutinou

z cirkulace nebo jinych zdroja.

Je nutné podotknout, Ze sledovana kohorta zahrnovala velmi malo pacienta.
Zadné porovnani nebylo provedeno mezi vzorky sekretd u pacientl s primarnim
karcinomem prsu a malignim melanomem. DUvodem bylo, Ze ve tfech pfipadech
melanomu ze sedmi byl vykon proveden na lymfatickych uzlinach. Maly rozsah skupiny
také nedovolil porovnani vysledkud ve vztahu s klinickym pribéhem a komplikacemi pfi
operacich. Jako vhodné by se jevilo i porovnani hladin téchto biomarker( ze sekretu

z ran s hodnotami namérenymi v systémové cirkulaci nebo jinymi.

4.3.4 Zaveér

Z dosazenych vysledk(i vyplyvd, Ze méreni hladin neopterinu, kynureninu a
tryptofanu v sekretu z ran by mohlo byt pouZito pro monitorovani lokalni imunitni
odpovédi po operaci. Lze predpokladat, Ze stanoveni hladin uvedenych latek mlze
slouzit i jako ukazatel lokdlnich komplikaci nebo naslednych nezadoucich Gcinkd.
V budoucnu by bylo vhodné tuto hypotézu ovéfit na vétsi skupiné pacient(i. Dosazené
vysledky byly publikovany [178]. Obé uvedené metody byly vyvijeny se zaméfenim na
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uplatnéni v navazujicim klinickém vyzkumu a zavedenim do rutinniho spektra stanoveni

vyzkumné laboratore.
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4.4 Neopterin, kynurenin a tryptofan jako nové biomarkery pro

casnou detekci rektalniho anastomotického leaku

4.4.1 Uvod do problematiky

Kolorektalni karcinom predstavuje jednu z nejcastéji se vyskytujicich malignit
v Ceské republice. Kazdy rok se objevi pfiblizné 8000 novych pfipadd a zhruba 4000
pacientd ro¢né zemre. Obavanou komplikaci souvisejici s resekci rekta je porucha hojeni
anastomozy. Anastomoticky leak (incidence 2,5-21 %) je definovan jako patologicka
komunikace mezi intra- a extraluminalnim prostorem pfi poruse integrity stfevni stény
v misté anastomozy, kdy dochazi k Uniku stfevniho obsahu do okoli. Takova situace vede
¢asto ke vzniku sepse pfi formujici se abscesové kolekci v panvi nebo pfi peritonitidé.
Anastomoticky leak predstavuje nejen zvysené riziko vzniku lokalni recidivy tumoru a
zhorseni celkového preziti, ale i funkénich vysledkl operace. Pro diagnostiku
anastomotického leaku existuji bézné laboratorni ukazatele (napf. C-reaktivni protein,
hladina leukocytll) a klinické skdrovaci systémy. Stale ale chybi dostatecné silny
biomarker nebo efektivni skorovaci systém, ktery by spolehlivé v ¢asném pooperacnim
obdobi identifikoval pacienta s rozvijejici se poruchou hojeni anastomdzy, ale zejména
v predoperacnim diagnostickém procesu umoznil predikovat poruchu hojeni a tim

ovlivnil chirurgicky lé¢ebny postup [181].

Cilem této studie bylo posoudit potencidl sledovani hladin neopterinu,
kynureninu a tryptofanu v biologickych tekutindch v roli biomarker(i pro predikci
komplikaci hojeni anastomdzy. Projekt byl realizovdan ve spoluprdci s Chirurgickou
klinikou Fakultni nemocnice Hradec Krdlové, Katedrou valec¢né chirurgie Fakulty
vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany vBrné a Katedrou informatiky a
kvantitativnich metod Fakulty informatiky a managementu Univerzity Hradec Kralové.
Méreni hladin cilovych analytl (neopterinu, kynureninu, tryptofanu a kreatininu) v séru,
tekutiné z dréni0 a moci probihalo ve vyzkumné laboratofi Ill. interni
gerontometabolické kliniky Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Na tomto projektu jsem
se podilela na Upravé vzorka pred analyzou a kone¢ném stanoveni hladin neopterinu,
kynureninu, tryptofanu a kreatininu pomoci HPLC-UV-FD techniky.
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4.4.2 Metodika

Do této prospektivni klinické studie bylo zafazeno 42 pacientd, ktefi podstoupili
elektivni resekci rekta pro karcinom s primdarni anastomdézou konstruovanou
bistaplerovou technikou. Tficet Sest pacientd bylo operovdno laparoskopicky a
6 pacientll podstoupilo otevienou operaci. Hladiny neopterinu, kynureninu a tryptofanu
byly méfeny v séru a moci pred opera¢nim vykonem a ddle 1. az 6. den od operace.
V pooperacnich dnech byly tyto latky stanovovany také v tekutiné z drénu. Druhy a
5. pooperacni den byly stanoveny hodnoty CRP a hladiny leukocytl v krvi. Dale byla
sledovana demografickd, onkologicka, terapeuticka a klinickd data pacientu. Statisticka
data byla zpracovana softwarem SPSS (Statististics 22.0 software, SPSS Inc., Chicago, IL,
USA).

Kvantifikace neopterinu, kynureninu a tryptofanu v tekutiné zdrénu byla
uskutecnéna dle metody Kujovska a kol. (2015) [177]. Podminky jsou popsany v kapitole
4.3.2. Pro stanoveni neopterinu, kynureninu, tryptofanu a kreatininu v séru byla pouzita
HPLC-UV-FD metoda vyvinuta Krémova a kol. (2011) [182]. Separace cilovych analytt
byla provedena pomoci dvou sériové zapojenych monolitickych kolon Chromolith®
SpeedROD RP-18e 50x 4,6 mm a Chromolith® Performance RP-18e 100 x 3 mm
spojenych s predkolonou Chromolith® Guard RP 18e 10 x 4,6 mm. Mobilni faze byla
tvorena 15mmol/I fosfatovym pufrem (KH2PO4 + K2HPO4 - 3H,0, pH 4,5). Sérum (200 ul)
bylo naredéno 100 pl fosfatového pufru pH 6,5 a k deproteinaci bylo pouzito 100 pl
chlazeného ethanolu. Nasledné byly vzorky centrifugovany (14 100g, 10 min.) a
filtrovany pomoci 0,2 um filtraénich mikrotitraénich desti¢ek (Pall, Ann Arbor, MI, USA).
Objem nastfiku do chromatografického systému byl 1 pl. Kynurenin a kreatinin byl
detekovan detektorem s diodovym polem pfi vinové délce 230 a 235 nm. Neopterin a
tryptofan byl stanovovan pomoci fluorescenéniho detektoru. Pro neopterin byla zvolena
353 nm excitaéni a 438 nm emisni vinova délka a pro tryptofan 254 nm excitaéni a
404 nm emisni vinova délka. V moci byly hladiny neopterinu a kreatininu stanovovany
s vyuzitim HPLC-UV-FD [183]. Pro separaci byla pouzita hybridni kolona Gemini Twin
C18, 150 x 3 mm s velikosti ¢astic 5 um. Mobilni fazi predstavoval 15mmol/I fosfatovy
pufr (KH2PO4 + K;HPO4 - 3H,0, pH 6,5). Pfed nastfikem do HPLC systému byla moc
naredéna (1:10 v/v) 15mmol/l fosfatovym pufrem o pH 6,5 a filtrovdna stejnym
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zpUsobem jako v pfipadé séra. Vzorky byly do HPLC systému nasttikovany v objemu 1 pl.
Detekce neopterinu probihala pomoci fluorescencniho detektoru pfi vinovych délkach:
353 nm excitacni a 438 nm emisni. Kreatinin byl méren detektorem s diodovym polem
pfi 235 nm. VSechny uvedené metody byly publikovany pracovniky laboratofre Ill. interni
gerontometabolické kliniky a jsou zavedeny do spektra rutinnich vysetreni. K méreni byl

vyuzivan chromatograficky systém (Prominence LC20, Shimadzu, Kyoto, Japonsko).

4.4.3 Vysledky a diskuze

U Sestndacti pacientll (38,1 %) se objevily riizné komplikace hojeni anastomozy.
Zbyvaijici pacienti méli pooperaéni priibéh bez zavainych komplikaci. Zddné vyznamné
statistické rozdily nebyly nalezeny pfi stanoveni hladin neopterinu, kynureninu a
tryptofanu v séru. Naopak statisticky vyznamné vysledky (p = 0,037) byly ziskany pfi
stanoveni neopterinu, korigovaného na kreatinin (pomér neopterin/kreatinin) v modi.
Skupina pacientll s anastomotickym leakem vykazovala signifikantné vyssi hladiny
(prGmér £ SD 139,47 + 44,28 umol/mol neopterin/kreatinin) nez u skupiny bez
komplikaci (pramér +SD 114,73 + 35,54 umol/mol neopterin/kreatinin). Vyznamné
rozdily (p = 0,012) byly zjiStény u téchto dvou skupin také v pribéhu celého sledovaného
obdobi, kdy pramérné hodnoty pomeéru neopterin/kreatinin byly
185,10 + 57,96 umol/mol u skupiny s anastomotickym leakem a

142,8 + 52,91 umol/mol u pacientl bez komplikaci.

Vtekutiné zdrénu byl statisticky rozdil (p=0,048) patrny v hladindch
neopterinu.  Skupina s komplikacemi  dosahovala opét vysSich  hodnot
49,03 £ 37,41 nmol/l vs. 27,89 +11,31 nmol/l. Dale byl vtomto typu biologického
materialu sledovan pomér neopterin/tryptofan s hodnotou p = 0,062, coz je na hranici

statistické vyznamnosti.

Pro predikci anastomotického leaku byly dalsi statistickou analyzou uréeny 95%
meze, které urcuji patologickou hladinu neopterinu/kreatininu v moci pred vykonem
(126,64 pmol/mol) a po vykonu (159,16 umol/mol). Hladina neopterinu v tekutiné
z drénu vyssi nez 31,53 nmol/l a poméru neopterin/tryptofan vyssi nez 0,47 nmol/umol

byla povaZzovdna za patologickou.
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Ve shodé s dalsimi studiemi bylo prokazano, Ze vyssi hodnoty CRP (> 140 mg/l)
odrazely patologicky pooperacni pribéh. Avsak nevyhodou spojenou se sledovanim
hladiny CRP je, Ze nedokazZe odlisit sepse zplsobené anastomotickym leakem od jinych

pricin.

4.4.4 Zaveér

Studie prokazala vyznamné zvySené hodnoty poméru neopterin/kreatinin pred
chirurgickym zakrokem i v pribéhu pooperacniho obdobi u skupiny pacientli s poruchou
hojeni anastomézy ve srovnani se skupinou bez pooperacnich komplikaci. Stejny trend
byl pozorovan v pripadé hladin neopterinu také v tekutiné z drénu. Z téchto poznatkl
vyplyva, Ze vysokad hladina neopterinu (neopterin/kreatinin) v moci pred operaci by
mohla predikovat riziko vzniku anastomotického leaku. Také vysoké hladiny neopterinu
v moci a drénu v pooperacnim obdobi mohou slouzit jako ukazatel komplikaci hojeni.
Stanoveni hladiny uvedenych latek v séru neprokazalo v této souvislosti statisticky
vyznam. Spolehlivd predikce rizika vzniku anastomotického leaku umozni modifikovat
operacni taktiku a vyrazné tak snizit riziko vzniku komplikaci. Vysledky byly publikovany

[181].
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5 ZAVER

PredloZzena disertacni prace se zabyva vyvojem, validaci a samotnym vyuzitim
chromatografickych technik pro Ucely biomedicinského vyzkumu v ramci spoluprace
s vyznamnymi klinickymi pracovisti Ceské republiky. V experimentélni ¢asti prace jsou
prezentovany dvé UHPLC-MS/MS metody. Prvni z nich se zabyva stanoveni vankomycinu
v séru, moci a peritonedlnim/pleurdlnim vypotku. Druhd metoda umozriuje analyzou

L-argininu a dalSich latek souvisejicich s jeho metabolismem (L-ornitin, L-citrulin a

agmatin) v exsudatech ziskanych z chronickych ran.

Obé vyvinuté metody vyuZivaji UHPLC-MS/MS systém. Pouziti hmotnostni
spektrometrie poskytuje, v pripadé metody pro méreni hladin vankomycinu,
spolehlivéjsi stanoveni v porovnani s UV detekci v biologickych tekutinach. Tento typ
detekce také umoziuje vyvinout metodu bez nutnosti derivatizace pro latky souvisejici
s metabolismem L-argininu, coZ v pfipadé UV nebo fluorescencni detekce neni mozné.
Davodem je absence chromoforu v chemické strukture téchto latek. Diky tandemové
hmotnostni spektrometrii s pouzitim selektivniho zdznamu vice reakci lze i pro
biologické matrice vyvijet metody s rychlou, levnhou a na provedeni nenaro¢nou Upravou
vzorku pred analyzou v riznych druzich biologické matrice. Také v ramci této prace jsou
pro stanoveni cilovych analytl vyuZivany v rozdilné typy biologickych tekutin (sérum,
moc, peritonealni/pleuralni tekutina a exsudat z chronické rany), které byly ziskanych
od pacientl Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Odbéry byly predem schvaleny Etickou

komisi Fakultni nemocnice Hradec Kralové.

Spoleénym cilem pro metody urcéené pro klinicky vyzkum, kde je predpoklad
méreni velkych sérii vzorkd, je vyvijet rychlé a spolehlivé metodiky s jednoduchou a
¢asové nenarocnou pripravou vzorku. Proto pro obé metody uvadéné v praci je zvolena
nenaro¢na technika deproteinace. Jelikoz vSechny cilové analyty maji charakter
polarnich latek, byly testovany chromatografické pristupy vhodné pravé pro tyto
analyty. Dostateénou retenci a separaci vankomycinu a vnitiniho standardu teikoplaninu
od balastnich latek poskytuje findlné zvolena kolona Meteoric Core C18 Bio (YMC Europe
GmbH, Dinslaken, Némecko). Jedna se o kolonu s vétSim pramérem péri (16 nm oproti

8 nm) urcenou pro komplexni biologické matrice. Pro retenci a separaci L-argininu,
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L-ornitinu, L-citrulinu a agmatinu v exsudatu ziskaném z chronickych ran byly testovany
modifikace C18 stacionarni faze kompatibilni se 100% vodnou mobilni fazi, fluorovana
stacionarni faze a HILIC chromatografie. Pravé HILIC chromatografie v kombinaci
s kolonou Kinetex® HILIC (Phenomenex, Torrance, USA) nejlépe splfiuje pozadavky pro
vyvijenou metodu. Spole¢nym rysem obou metod je pouziti kolon plnénych povrchové
poréznimi Casticemi, které predstavuji jeden znovéjSich trendl v oblasti

chromatografickych kolon.

Obé prezentované UHPLC-MS/MS metody jsou validovany dle doporuceni
smérnic EMA a FDA uréenych pro validaci bioanalytickych metod. V pfipadé metody pro
stanoveni vankomycinu je valida¢ni proces proveden pro vSechny tfi typy biologického
materidlu samostatné. Metody byly vyvijeny a zavedeny do spektra vysSetreni ve

vyzkumné laboratofi Useku vyzkumu a vyuky Fakultni nemocnice Hradec Kralové.

Metoda pro UHPLC-MS/MS stanoveni vankomycinu v séru, modi a
peritonealnim/pleuralnim vypotku byla publikovana v ¢asopise s IF. V souvislosti s touto
problematikou byl publikovan (v casopise sIF) i prehledovy clanek zabyvajici se
stanovenim  vankomycinu v biologickych  tekutinach s vyuzitim kapalinové
chromatografie. Publikace pro UHPLC-MS/MS analyzu L-argininu, L-ornitinu, L-citrulinu
a agmatinu v exsudatu ziskaném z chronickych ran je v souc¢asné dobé sepisovana.
Soucasné také probihd sbér vzorku pacientl pro pilotniho méreni L-argininu a ostatnich
latek v exsudatu a vysledky budou pouZity jako podklad pro podani vyzkumného

projektu zabyvajiciho se dlouhodobym sledovanim procesu hojeni chronickych ran.

Dale jsou v praci komentovany dvé publikace s biomedicinskou tématikou
zabyvajici se hodnocenim ukazateld aktivace imunitniho systému (neopterinu,
kynureninu a tryptofanu) jako potencidlnich biomarker( v souvislosti s onkologickymi
onemocnénimi. Pro tyto biomedicinské studie jsou aplikovany v laboratofi jiz zavedené
chromatografické metody, kdy pro separaci cilovych analytll vséru a sekretu
z pooperacnich ran jsou vyuzivany monolitické stacionarni faze. Tyto kolony vykazuji
velmi dlouhou Zivotnost v kombinaci s biologickym materialem a umoziuji tak analyzy
velkych sérii vzorku. Dalsi jejich pfednosti je moznost aplikace vysokych pratok mobilni
faze s dostateénou separacni Ucinnosti pro rychlé separace. Na obou studiich jsem se
podilela v rdmci Upravy vzorka pred analyzou a vlastnim chromatografickym stanovenim
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uvedenych analytd v moci, séru a sekretu z pooperacnich ran. Z vysledkd obou praci
vyplyva vyznamny potencidl predevsim neopterinu a jeho poméru s kreatininem nebo
tryptofanem, jako ukazatelé lokdlni odpovédi imunitniho systému na operaci,

pooperacni komplikace, ptipadné jeho vyuziti pro predikci téchto komplikaci.
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6 PREHLED PUBLIKOVANYCH VYSTUPU

Publikace uvedené v disertacni praci

1.

JAVORSKA, L., KRCMOVA KUJOVSKA, L., SOLICH, P., KASKA, M. Simple and rapid
quantification of vancomycin in serum, urine and peritoneal/pleural effusion via

UHPLC-MS/MS applicable to personalized antibiotic dosing. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 2017, 142, 59-65. IF(2018) 2,983

Pfinos doktorandky: pfiprava experiment(, vyvoj, optimalizace a validace
metody, sepsani publikace

JAVORSKA, L., KUJOVSKA KRCMOVA, L., SOLICHOVA, D., SOLICH, P., KASKA, M.
Modern methods for vancomycin determination in biological fluids by methods

based on high-performance liquid chromatography - A review. Journal of
Separation Science, 2016, 39, 6-20. IF(2018) 2,516
Pfinos doktorandky: literarni reSerse, sepsani publikace

MERGANCOVA, J., JAVORSKA, L., SILLER, J., SAKRA, L., MERGANCOVA, I,
SOLICHOVA, D., KUJOVSKA KRCMOVA, L., MELICHAR, B., MOHELNIKOVA-
DUCHONOVA, B., STUDENTOVA, H., KLOS, D.: Concentrations of neopterin,
kynurenine and tryptophan in wound secretions of patients with breast cancer

and malignant melanoma: a pilot study. Pteridines, 2017, 28, 205-211. IF(201s)
0,531

Pfinos doktorandky: pfijem vzork( a jejich Uprava pred analyzou, podil na
analytickém stanoveni hladin neopterinu, kynureninu a tryptofanu

DUSEK, T., ORHALMI, J., SOTONA, O., KUJOVSKA KRCMOVA, L., JAVORSKA, L.,
DOLEIJS, J., PARAL, J.: Neopterin, kynurenine and tryptophan as new biomarkers
for early detection of rectal anastomotic leakage. Videosurgery and Other
Miniinvasive Techniques, 2018, 13, 44-52. |F(018) 1,147

Pfinos doktorandky: podil na Upravé vzorkl pred analyzou a na analytickém
stanoveni hladin neopterinu, kynureninu, tryptofanu a kreatininu
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Dalsi publikace

5. PILKA, R.., NEUBERT, D., STEJSKAL. D., KREICI, G., SVESTAK M., MAREK, R., ADAM,
T., SOBKOVA, K., ONDROVA, D., HAMBALEK, J., MADERKA, M., SOLICHOVA, D.,
KUJOVSKA KRCMOVA, L., JAVORSKA, L., AND MELICHAR B.: Serum
concentrations of TFF3, S100-A11 and AIF-1 in association with systemic

inflammatory response, disease stage and nodal involvement in endometrial
cancer. Pteridines, 2018, 29, 6-12. |F(2018) 0,531

Ptinos doktorandky: podil na pfijmu vzorkd, upravé vzork( pred analyzou a na
analytickém stanoveni hladin neopterinu, kynureninu, tryptofanu a kreatininu

6. MELICHAR, B., VITASKOVA, D., BARTOUSKOVA, M., JAVORSKA, L., KUJOVSKA
KRCMOVA, L., PESKOVA, E., HYSPLER, R., SOLICHOVA, D., HRUZOVA, K.,
STUDENTOVA, H.: Comparison of performance of composite biomarkers of

inflammatory response in determining the prognosis of breast cancer patient.
Pteridines, 2017. IF2018) 0,531

Pfinos doktorandky: podil na pfijmu vzorkl, upravé vzork( pred analyzou a na
analytickém stanoveni hladin neopterinu, kynureninu, tryptofanu a kreatininu

7. MELICHAR, B., HRUZOVA, K., KUJOVSKA KRCMOVA, L., JAVORSKA, L., PESKOVA,
E., SOLICHOVA, D., HYSPLER, R., VOSMIK, M., BARTOUSKOVA, M., STUDENTOVA,
H.: Association of peripheral blood cell count-derived ratios, biomarkers of

inflammatory response and tumor growth with outcome in previously treated
metastatic colorectal carcinoma patients receiving cetuximab. Pteridines, 2017,
28, 221-232. IF(2018) 0,531

Pfinos doktorandky: podil na pfijmu vzorkd, upravé vzork(l pred analyzou a na
analytickém stanoveni hladin neopterinu, kynureninu, tryptofanu a kreatininu

8. VITASKOVA, D., MELICHAR, B., BARTOUSKOVA, M., VLACHOVA, Z., VRANA, D.,
JANKOVA, J., ADAM, T., JURANOVA, J., ZLAMALOVA, N., KUJOVSKA KRCMOVA,
L., JAVORSKA, L., KLOS, D., STUDENTOVA, H.: Neoadjuvant combination therapy
with trastuzumab in a breast cancer patient with synchronous rectal carcinoma:
a case report and biomarker study. Pteridines, 2017, 28, 233-241. IF2015) 0,531
Pfinos doktorandky: podil na pfijmu vzorkl, upravé vzork( pred analyzou a na
analytickém stanoveni hladin neopterinu, kynureninu, tryptofanu a kreatininu

135



7 PREHLED OSTATNIiCH VYSTUPU, GRANTOVYCH
PROJEKTU A STAZi

7.1 Prednasky

1. JAVORSKA, L., KUJOVSKA KRCMOVA, L., HAZUKOVA, N., SOBOTKA, L., SOLICH, P.
UHPLC-MS/MS method for monitoring of arginine metabolism in chronic

wounds.
8. Postgradudlni a 6. Postdoktorandska védecka konference, Hradec Kralové,
Ceska republika, 24.1. - 25.1.2018

2. JAVORSKA, L., KUJOVSKA KRCMOVA, L., KASKA, M., SOLICH, P.
UHPLC-MS/MS method as a powerful tool for personalization of vancomycin

therapy
7. Postgradualni a 5. Postdoktorandska védecka konference FAF UK, Hradec
Kralové, Ceskd republika 7.-8.2.2017

3. JAVORSKA, L., AUFARTOVA, J., PISKACKOVA, H., KUJOVSKA KRCMOVA, L.,
SOLICHOVA, D., SOLICH, P.
Development of HPLC-FD method for determination of arginine and its
metabolites in chronic wound fluids
6. Postgradualni a 4. Postdoktorandska védecka konference FAF UK, Hradec
Kralové, Ceskd republika 9.-10.2.2016

4. JAVORSKA, L., KUJOVSKA KREMOVA, L., KUCEROVA K., SOLICHOVA, D., KASKA,
M., HAVEL, E., SOLICH, P
Development of UHPLC-MS/MS method for determination of vancomycin in

surgical patients with important fluid sequestration
5. Postgraduadlni a 3. Postdoktorandska védecka konference FAF UK, Hradec
Kralové, Ceska republika 3.-4.2.2015
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7.2 Plakatova sdéleni

Prezentujici autor:

1. JAVORSKA, L., KUJOVSKA KRCMOVA, L., HAZUKOVA, N., SOBOTKA, L., SOLICH, P.
Determination of Small Polar Molecules in Complex Biological Matrix using
UHPLC-MS/MS and Application for Clinical Reseach
47th International Symposium on High Performance Liquid Phase Separations
and Related Techniques (HPLC), Washington, DC, USA, 29.7.-2.8. 2018

2. JAVORSKA, L., KUJOVSKA KRCMOVA, L., HAZUKOVA, N., SOBOTKA, L., SOLICH, P.
The optimal separation of very polar small molecules using UHPLC-MS/MS:
Comparison of various stationary phases and its possible application for clinical
research
45th International Symposium on High Performance Liquid Phase Separations
and Related Techniques (HPLC), Praha, Ceska republika, 18.-22.6.2017

3. JAVORSKA, L., KUJOVSKA KRCMOVA, L., SOLICHOVA, D., KASKA, M., SOLICH, P.
Personalization of vancomycin therapy using simple UHPLC-MS/MS method in
various biological fluids
45. konference Syntéza a analyza léciv, Hradec Kralové, Ceska republika, 22.-
24.6.2016

4. JAVORSKA, L., AUFARTOVA, J., PISKACKOVA, H., KUJOVSKA KRCMOVA, L.,
SOBOTKA, L., SOLICHOVA, D., SOLICH, P.
Monitoring of chronic wound healing process via determination of arginine and
its metabolites using HPLC-FD method
2nd International Conference and Expo on Separation Techniques, Valencie,
Spanélsko 26.-28.9.2016

5. JAVORSKA, L., KUJOVSKA KRCMOVA, L., SOLICHOVA, D., KASKA, M., HAVEL, E.,
SOLICH, P.
UHPLC-MS/MS method for determination of vancomycin in clinical research and

practice
XVIII Euroanalysis, Bordeaux, Francie, 6.-10.9.2015

6. JAVORSKA, L., KUJOVSKA KRCMOVA, L., KUCEROVA K., SOLICHOVA, D., KASKA,
M., HAVEL, E., SOLICH, P.
Development of HPLC method for determination of vancomycin in surgical

patients with important fluid sequestration
European Therapeutic Drug Monitoring Conference, Praha, Ceska republika, 28.-
30.8.2014
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Spoluautor:

1. KUJOVSKA KRCMOVA, L., JAVORSKA, L., SOLICHOVA, D., MELICHAR, B.,
SOBOTKA, L., SOLICH, P.
Monoliths in Determination of Immune System Activation Markers and Vitamins
inVarious Biological Fluids: Ten Years Long Experience in Clinical Research
47th International Symposium on High Performance Liquid Phase Separations
and Related Techniques (HPLC), Washington, DC, USA, 29.7.-2.8. 2018

2. KUJOVSKA KRCMOVA, L., JAVORSKA, L., CERVINKOVA, B., KASALOVA, E.,
SOLICHOVA, D., SOLICH, P.
Bioanalytical UHPLC-MS/MS methods development — key problems.
42nd International Symposium on High-Performance Liquid Phase Separations
and Related Techniques (HPLC), Zeneva, Svycarsko, 21.6.-26.6. 2015
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7.3 Grantové projekty

1. AzZV MZ CR 18-03-00130 Studium specifickych faktor(i ovlivAujicich toxicitu
hypertermické intraperitonealni chemoterapie — ¢len fesitelského tymu

2. IV 8141 Stanoveni retinolu v moci pacientd s pokrocilym nadorovym
onemocnénim s vyuzitim UHPLC-MS/MS techniky — ¢len fesitelského tymu

3. IV 8155 Vliv sloZzeni pooperacni vyzivy na intenzitu zanétové odpovédi lidského
imunitniho systému/organizmu na operac¢ni trauma — ¢len fesitelského tymu

4. IGA MZ CR NT14265-3/2013 - Vyuziti ultra vysokoucinné kapalinové
chromatografie s hmotnostni detekci pro stanovenivitaminu D a jeho metabolitd
pro klinickou praxi — laborant

5. GAUK 677012/C/2012 — Role lidskych membranové vazanych karbonylreduktas
v biotransformaci xenobiotik — ¢len fesitelského tymu

139



7.4 Absolvované staze

2014 Zahranicni staz na Stockholm University, Department of Analytical Chemistry,

Svédsko (1 mésic, projekt FAFIS)

2015 Zahrani¢ni stdz na University of Las Palmas de Gran Canaria, Department of

Chemistry, Las Palmas der Gran Canaria, Spanélsko (1 tyden, projekt TEAB)
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