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1 Uvod

Analyza xenobiotik v biologickém materialu je komplexni proces zahrnujici
odbér a zpracovani vzorku, extrakci analytl, které jsou pfedmétem naseho zajmu a
jejich naslednou instrumentalni analyzu. Analyty, které detegujeme a stanovujeme,
jsou v biomatrici ve smési s nadbytkem endogennich latek, jejichz vliv na analyzu
musime potlacit. K tomu slouzi preanalyticka pfiprava vzorku zahrnujici fadu operaci,
které slouzi k zakoncentrovani analytd v biomatrici a odstranéni pfitomnych
balastnich latek. Soucasti pfipravy vzorku je v nékterych pfipadech modifikace
struktury analytd, jejiz cilem je zlepSeni detegovatelnosti analytu, zlepSeni
extrahovatelnosti, zlepSeni chromatografického chovani, zvySeni stability apod.

Tato bakalafska prace se zabyva popisem vlastnosti rlznych biomatric,
zpusobu jejich ukladani, zpracovani a zpUsobu specifického vyjmuti analytu
z biomatrice s cilem dosahnout co nejvétSi navratnosti (recovery) a maximalné
potlacit vliv interferujicich sloZzek analyzované smési. Preanalyticka pfiprava vzorku
je nesmirné dulezity proces pro vétSinu bioanalyz, proto je mu vénovana znacna
pozornost. Nachazi uplatnéni v xenobiochemickych a farmakokinetickych studiich,
v terapeutickém monitorovani 1éciv, ve forensni analyze, v potravinafstvi, pfi
antidopingovych kontrolach, ale také béhem sledovani stavu Zivotniho prostredi.

Na spravné volbé a provedeni preanalytickych operaci zavisi vysledek celé
bioanalyzy. Je rovnéz nezbytné znat osud analyzovaného xenobiotika v organismu a
podle toho také zvolit vhodnou biomatrici, kde sledujeme analyty. Protoze neni ¢asto
mozné vybrany biologicky material okamzité€ zpracovavat, musime znat stabilitu
xenobiotika v biomatrici. Testovani stability je tedy rovnéz vyznamnou preanalytickou

operaci.



2 Osud xenobiotik v organismu (1-4)

Xenobiotika jsou latky, které nevznikaji v lidském organismu, nejsou nutné pro
jeho vyvoj a neslouzi mu jako zdroj energie. V biologickych materialech jsou
pfitomny v nanogramovych az mikrogramovych mnozstvich. Tyto latky mohou byt
pfrirodniho puvodu nebo mohou byt synteticky vyrobené a podle jejich charakteru je
muzeme rozdélit na polarni (napf. tézké kovy, oxidy) a nepolarni (vétSina
organickych latek). Jen vyjimecné xenobiotika v organismu nepodléhaji chemickym,
fyzikalnim a biologickym zménam a v mnohych pfipadech vyznamné ovliviuji
celkovy stav organismu. Naopak €asto je pusobeni biologického systému a cizorodé
latky vzajemné. Osud xenobiotik v organismu muzeme rozdélit do &tyf fazi: absorpci,

distribuci, metabolické pfemény a exkreci

2.1 Absorpce

Absorpce je zpusob, kterym cizoroda latka pfekonava bariéru mezi vnitinim a
vnéjSim prostiedim a pronika do organismu. Mezi nejCastéjSi zpusoby absorpce

xenobiotika u Clovéka patfi:

Absorpce plicemi pfi vdechovani plyna, par kapalin, kapi¢ek aerosoll a
prachovych &astic. V hornich cestach dychacich se ¢ast vdechovanych latek mize
zadrzovat. Absorbuji se zde pfedevsim latky rozpustné ve vilhkém povrchu sliznic, a
také vétsi ¢astice tuhych a kapalnych latek, které se zachycuji na fasinkové vystelce
sliznic. Zbytek se dostava s vdechovanym vzduchem az do alveoll a odtud do krve.

Absorpce plynt a par plicemi je velmi rychla, protoze tento organ je svou
stavbou uzpusoben k efektivni vyméné plynd mezi vdechovanym vzduchem a krvi.
Odpovida tomu jak neobycCejné velka efektivni plocha, na které k vyméné dochazi,
tak také stavba membrany pneumocytd. Tato membrana je velmi tenka a latky ji
prekonavaji pomoci difuze. Membrana je ovSem pro plyny a pary propustna v obou
smérech, takze mezi plynnymi molekulami cizorodé latky v plicich a rozpusténou
latkou v krvi se ustavi rovnovazny stav. Mizeme tedy fici, ze ¢im vyS$Si bude
koncentrace latky v inhalovaném vzduchu, tim vy8Si bude i jeji koncentrace v krvi.

Beze zbytku to v8ak plati pouze pro latky s vysokou rozpustnosti v kapalinach (krvi).



Plicni absorpce tekutych a pevnych aerosolli je ovlivnéna velikosti &astic. Cim
mensi jsou Castice aerosolu, tim hloubé&ji pronikaji do plicni struktury a jsou odolné&jsi
k fyziologickym mechanismim, kterymi jsou vdechnuté Castice odstrafiovany z
dychacich cest.

Castice velikosti 5 ym a vétsi se ukladaji v nasofaryngealni oblasti. Z této
oblasti mohou byt odstranény napf. kychanim nebo C¢iSténim nosu. Rozpustné
Castice mohou byt absorbovany nosnim epitelem, pfipadné se mohou rozpustit
v mukéze a nasledné byt transportovany do faryngu.

Castice o velikosti 2 az 5 um se ukladaji predevdim v oblasti
tracheobronchialni, poté jsou odstrafiovany retrogradnim pohybem Fasinkového
epitelu respiracniho traktu. Tyto Castice mohou byt spolknuty a vstfebany
z gastrointestinalniho traktu.

Castice o velikosti 1 ym a mensi pronikaji az do alveolarnich vacki a odtud

jsou pfenaseny do krve a lymfatického fecisté po pohlceni alveolarnimi mikrofagy.

Absorpce gastrointestinalnim traktem (GIT) nastava pfi peroralnim pfijmu
cizorodé latky (ingesce). GIT je velmi Castou branou vstupu xenobiotika do
organismu.

K absorpci xenobiotika do krve dochazi podél celého zazivaciho traktu, tedy
sliznicemi v dutiné ustni, v zaludku, v tenkém a tlustém stfevé a v koneéniku.

Sliznice ustni dutiny je bohaté prokrvena a epitelidlni vystelka je pomérné
tenka. PFi podani léCiv zde dochazi k rychlému nastupu ucinku. U absorpce ze
zaludku je potfeba myslet na jeho kyselé pH (kolem 1,0 — 2,0). Dochazi zde ¢asto ke
kyselé hydrolyze IéCiv, pfipadné k vychytavani bazickych latek z krve (ion-trapping).
Tenké stfevo ma veétsi absorpéni kapacitu nez zaludek. To je dano predevsim velkou
absorpéni plochou (kolem 200 m?) a vysokou mirou prokrveni. V tlustém stfevé je
absorpce naopak vyrazné nizSi vlivem mens$i absorpéni plochy, niz§i motility a
tuzSiho obsahu stfeva. Oblast rekta je mala, ale bohaté prokrvena absorpcni plocha.
Je Casto vyuzivana pro podani IéCiv, kdyz léCivo drazdi Zaludek, pacient je po
operaci GIT, v bezvédomi nebo dochazi k dlouhodobému zvraceni.

Vétsina latek se vstfebava prostou difuzi, pouze nékteré malo rozpustné latky
se dostavaji do epitelialnich bunék GIT pomoci pinocytézy.

Absorpce z GIT je ovliviiovana fadou faktoru, jako je lipofilita latky, stabilita

latky pfi rizném pH, velikost &astic u nerozpustnych latek, biotransformace



v jednotlivych ¢astech GIT, funkcni stav GIT (napf. motilita stfev nebo vyprazdnovani
zaludku, prokrveni), vék Clovéka, ale také interakce daného xenobiotika s jinou latkou

(napf. mléko zvySuje absorpci olova). (5)

Absorpce kuzi. Neporusena klze tvofi ucinnou bariéru pro vstup veétSiny
xenobiotik. KlOze je tvofena nékolika vrstvami epitelialnich bunék, které tvori
vrstvu zrohovatélych bunék, ktera se nazyva stratum corneum. Touto vrstvou mohou
nejlépe prochazet napf. polarni aproticka rozpoustédla a latky v nich rozpustné.
Projde-li latka stratum corneum, je jeji dalSi pranik kazi jiz pomérné rychly. Ochranna
schopnost klze je tedy velmi oslabena, je-li tato vrchni ¢ast pokozky porusena nebo
odstranéna. Naopak pokud je tato Cast pokryta filmem nékterych polymeru (tzv.
biologické rukavice), absorpce pokozkou se velmi snizi.

Lipofilni latky mohou pronikat pfes bunééné membrany bunék, naopak
hydrofilni latky pronikaji pfes kanalky potnich a mazovych Zlaz. Podil téchto kanalku
vSak tvofi pouze 0,1-1% povrchu kuzZe. DalSi faktory, které ovliviiuji absorpci pfes

kazi jsou napf. vihkost kuzZe, teplota organismu nebo jeho vék.

Absorpce pres o€i. Prakticky vSechny kapaliny a pevné latky pfi vniknuti do
oka drazdi. Nékteré latky ale mohou pfes o€i proniknout napf. do mozku a zpUsobit
otravu. Tato cesta vstupu toxickych latek je v béZném Zivoté malo pravdépodobna,

ale pfi praci v laboratofi nebo v provozu pfesto velmi vyznamna.

2.2 Distribuce

Distribuce znamena dynamické rozdéleni xenobiotika nebo jeho metabolitd do
bunék, tkani a organl organismu. Zavisi na rychlosti pfestupu latky z kapilarniho
feCisté do tkanovych tekutin a také na prestupu z tkanovych tekutin do tkani.
Distribuci chemické latky mizeme sledovat klasickymi analytickymi metodami nebo
latku mizeme oznacit vhodnym markerem (radioaktivni isotop, fluorescenéni sonda
apod.) a vyuzit modernich zobrazovacich metod, z nichz nékteré umoznuji sledovat i
dynamiku tohoto procesu.

Distribuce do jednotlivych ¢asti organismu je pro rizné latky velmi rozdilna. Je

zavisla na fyzikalné-chemickych faktorech latky, zda pronikla do organismu



jednorazové nebo opakované, zda se vaze na néjaky nosiC atd. Distribuce latky je
v kazdém okamziku vysledkem jeji absorpce a exkrece.

Distribuce je ovlivnéna predevSim velikosti rozdélovaciho koeficientu dané
latky. Koeficient udava, v jakém pomeéru se latka déli mezi vodni a organickou fazi.
Tato fyzikalni veliCina je také jeden zfaktoru, ktery rozhoduje o tom, v jakych
organech se latka bude hromadit. Misto kumulace xenobiotika (tukova tkan, jatra,
ledviny atd.) mdze byt mistem toxického Gginku, ale nemusi tomu tak byt vzdy. Casto
slouzi nékteré tkané jako specificka depa (napf. tukova tkan pro lipofilni latky).
Ukladani latek mdze vyznamné ovlivnit jejich distribuci, ale také jejich toxické
pusobeni na organismus. Latky se z téchto mist totizZ mohou uvolfiovat jesté dlouho
poté, co uz organismus neni latkou exponovan. Neékteré latky jsou schopné
reverzibilni vazby na biomakromolekuly, které mohou slouzit jako depa nebo
specifické transportéry. Takovymi biomakromolekulami jsou napf. plazmatické
proteiny albumin (depotni i transportni protein), gama-globulin (vazba antigenu),
transferin a ceruloplazmin  (vazba kovl), a a B-lipoproteiny (vazba v tucich
rozpustnych xenobiotik) nebo a; kysely glykoprotein (vazba bazickych latek).
Xenobiotikum navazané na bilkovinu nemUze byt distribuovano do extravaskularniho
prostoru a nedochazi k filtraci ledvinami.

Castym organy kumulace xenobiotik jsou jatra a ledviny, ale také napt. kosti.
Distribuce je také vyznamné ovlivnéna pfitomnosti biologickych bariér. Vyznamnou

bariérou je hematoencefalicka bariéra a placentarni bariéra.

2.3 Metabolické premény

Metabolickou pfeménou latky (biotransformaci) rozumime jeji chemickou
pfeménu. K biotransformaci xenobiotik dochazi vFfadé organd. Nejdulezitéjsi
metabolickymi organy jsou jatra, dale ledviny a plice.

Produkty metabolismu xenobiotik jsou zpravidla vice hydrofilni a snadnéji se
vyluCuji ztéla. Proto byly biotransformacni reakce dlouhou dobu pokladany za
reakce detoxikacni. ACkoliv jsou mnohé metabolické produkty (metabolity) opravdu
meéné toxické nez latky vychozi, vime jiz, Ze to neplati univerzalné. Nékteré reakce
mohou naopak vytvaret produkty o vysoké toxicité. Reakce tohoto typu nazyvame

metabolickou aktivaci.



Na metabolickych pfeménach se podileji biokatalyzatory-enzymy. Metabolické
reakce se tradi¢né déli do dvou skupin:
I. faze biotransformace probiha vétSinou jako oxidacni, redukéni nebo hydrolyticka
reakce.

e Oxidaéni enzymy tvofi velmi pocCetnou a dulezitou skupinu. Muzeme je
rozdélit do dvou skupin: monooxygenasy zavislé na cytochromu P-450 a
flavinové monooxygenasy a dioxygenasy (peroxidasy). Pro svoji aktivitu
potfebuji donor vodiku (NADPH) a molekularni kyslik

e Redukéni enzymy jsou lokalizovany pfredevS§im v membranach
endoplazmatického retikula, v cytosolu a v bakteriich stfevni flory. Tyto
enzymy vyzaduji NADPH a NADH jako koenzymy. Redukéni reakce jsou
organismem obecné vyuzivany méné nez rekce oxidacni.

e Hydrolytické enzymy (napf. karboxyesterasy, peptidasy, arylesterasy)
odstépuji od substratu velky fragment, takze zména struktury xenobiotika je
rozsahlej§i nez u predchozich biotransformacnich reakci. Vyskytuji se

napfiklad v krevni plazmé a v erytrocytech.

Il. faze biotransformace zahrnuje fadu syntetickych reakci, kdy je xenobiotikum
nebo jeho metabolit konjugovan s pfislusnou endogenni latkou za vzniku novych
chemickych slou€enin, konjugatd. Oznaceni reakce Il. faze biotransformace je
ponékud nepfesneg, protoZe jim nemusi pfedchazet faze prvni.

Do této faze se fadi:

e Glukuronidace — enzym glukuronyltransferaza katalyzuje vznik polarnich, ve

vodé rozpustnych glukuronidu, které jsou vylu¢ovany moci nebo Zlugi.

e Sulfatace — efektivni proces, kdy pfi reakci katalyzované sulfotransferazami
vznikaji estery xenobiotika s kyselinou sirovou, které jsou ionizovany a
exkretovany hlavné do moci.

e Acetylace — kofaktorem je acetyl koenzym A, reakce jsou katalyzovany
N-acetyltransferazami. Rychlost acetylace zavisi na genetickém polymorfismu
Clovéka. V populaci existuji napf. ,,rychli“ a ,,pomali“ acetylatofi isoniazidu

e Methylace — ma vyznam pfedevSim pfi metabolismu endogennich latek



e Konjugace s glutathionem (GSH) — reakce jsou katalyzovany glutathion-S-
transferazami a vzniklé konjugaty jsou S&tépeny na derivaty cysteinu,
acetylovany a vyluCovany moci.

e Konjugace s aminokyselinami — je dulezita pro metabolismus xenobiotik

typu karboxylovych a aryloctovych kyselin.

Pfesné stanoveni metabolitd je dllezité ze dvou hlavnich ddvodl. Zaprvé,
metabolit ma v mnoha pfipadech vyznamné delSi biologicky polo¢as nez puvodni
latka, a je tak vhodnéjSi pro detekci. Napfiklad kokain ma biologicky poloCas
priblizné 90 minut. Odbourani 97% drogy v lidském téle trva okolo sedmi a pul
hodiny. Hlavni metabolit kokainu benzoylecgonin ma primérny biologicky polocas
asi sedm a pul hodiny, a muze tak byt stanoven v moci po vice jak 48 hodinach po
poziti kokainu. Zadruhé, spektrum zjisténych metabolitl v moc¢i mize v mnoha
pfipadech pomoci pfi identifikaci vlastniho xenobiotika, tzv. parentni latky. Tato do
jisté miry nepfima identifikace parentnich latek vyuZivana pfredevSim v oblasti
klinické toxikologie ma vSak také sva interpretacni uskali. Kupfikladu heroin ma
biologicky poloCas v organismu pfiblizné tfi minuty a poté je metabolizovan na 6-
monoacetylmorfin, a nasledné na morfin. Morfin Ize v mocCi zachytit i tfi dny po
podani heroinu. Kodein, IéCivo zaloZzené na struktufe opiatl a pfitomné v mnoha
volné prodejnych analgeticich, je metabolickymi cestami pfeménén také na morfin a
na norkodein. Proto pfitomnost morfinu ve vzorku tak svédci nejen o pfijmu heroinu,

kodeinu, klinicky aplikovaného morfinu nebo nezakonné uzivaného morfinu.(6)

2.4 Exkrece

K exkreci xenobiotika z téla dochazi hlavné moci, stolici a vydechovanym
vzduchem, v malé mife také potem, slinami, matefskym mlékem a slzami.
filtraci jsou xenobiotika vyluCovana spolu s metabolity endogenniho pldvodu a to do
velikosti molekulové hmotnosti 60 000 daltonu. V zavislosti na svych fyzikalné-
chemickych vlastnostech mohou byt latky resorbovany zpét do krevniho fecisté. Pro
exkreci je také dulezité pH vyluCované latky. Bazicka xenobiotika, respektive jejich
bazické metabolity jsou snadnéji exkretovany pfi nizSich hodnotach pH modi,
kyseliny naopak pfi vysSich hodnotach pH modci. DalSim, ale méné vyznamnym

procesem je tubularni exkrece pasivni difuzi. V proximalnich tubulech jsou
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lokalizovany specialni transportni systémy a nékteré latky jsou zde z organismu
odstrafovany aktivni tubularni sekreci. Mohou zde byt transportovany i latky
navazané na bilkoviny.

Pfi postupné filtraci primarni mocCe se utvafi dulezity koncentraCni gradient
mezi krvi a moci. Jsou-li latky hydrofilni, mohou se zpét resorbovat v ledvinovych
tubulech (tubularni resorpce) a latka je stale udrZzovana v organismu. Pro zpétnou
resorpci latky vledvinach ma vyznam také pH moci, které urCuje mnozstvi
disociované latky a tim velikost jeji eliminace.

Eliminace endogennich i exogennich latek stolici se dé&e dvéma
mechanismy. Jednim mechanismem je vazba latek na nestravené zbytky potravy a
druhym je vyluCovani zluci. Vlivem bakterialni hydrolyzy konjugatu muze dojit ke
zpétné resorpci toxické latky a vznika tak enterohepatalni obéh, ktery prodluzuje
biologicky polo€as xenobiotik. Noxy vykazujici enterohepatalni obéh jsou nalézany

ve stfevech i po parenteralnim podani (napf. opiaty, benzodiazepiny)(7).

Xenobiotika vylu¢ovana do zluéi mizeme podle poméru jejich koncentrace ve

Zlu€i a plazmé rozdélit do tfi skupin:

- latky s pomérem pfiblizné 1 (napf. sodik, draslik, rtut, glukéza, kobalt)
- latky s pomérem 10 az 100 (napf. zluCové Kkyseliny, bilirubin, olovo, arsen,
mangan)

- latky s pomérem mensim nez 1 (napf.inulin, albumin, zlato, chrom, zinek).

Vylu€ovani latek z organismu plicemi je dulezité predevsim pro nékteré plyny
(CO,, HCN, H,S) a tékavé latky. Eliminace probiha pravdépodobné prostou difuzi.
Rychle jsou exkretovany plyny s nizkou rozpustnosti v krvi (napf. ethylen), pomalu
naopak latky s vysokou rozpustnosti v krvi (napf. chloroform).

Dulezita je také exkrece xenobiotik do mléka. Tyka se latek rozpustnych
v tucich, které difunduji z plazmy do mlé¢né Zlazy a béhem laktace jsou exkretovany
spolu s mlékem. Mohou tak pfechazet z téla matky do organismu kojence. Pfi pH
6,50bsahuje mléko vySSi koncentrace pFedevSim xenobiotik zasaditéjSi povahy.
Mléko je hlavni exkreCni cestou pro DDT a polychlorované bifenyly, pro kovy
podobné vapniku (napf. olovo) a latky, které mohou vytvaret chelatové komplexy

s vapnikem.
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DalSi cestou exkrece muze byt pot (vznik dermatitid) a sliny, které jsou
obvykle spolknuty a latky v nich obsaZené nasledné vstfebany z gastrointestinalniho
traktu.
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3 Hlavni druhy biologického materialu

3.1 Krev a jeji derivaty

Krev je vysoce specializovana télesna tekutina, ktera proudi uzavienym
cévnim systémem. Je velmi dulezitym transportnim a spojovacim médiem, které
zajistuje nepretrzitou vyménu latek mezi bufikami. DalSi funkci je udrzovani stalého
prostfedi tkanovych i krevnich bunék. Pfivadi tkanim Zziviny, kyslik a odvadi oxid
uhliCity a odpadni produkty metabolismu. Slouzi jako pfenase€ hormonu, vitaminu a
minerall a zajiStuje obranné mechanismy organismu.

Krev se sklada z bunéénych elementu, které jsou rozptyleny v plasmé. Plasma
je tvofena z 92% z vody, ze 7% z bilkovin a zbylé jedno procento pfipada na latky
anorganické a organické. Z anorganickych latek to jsou kationy (Na*, K*, Ca**, Mg*",
Fe?, Cu®*, Co*"), aniony (CI, Br, J) a plyny (Os CO,, N,). Z organickych latek
predevSim bilkoviny (albuminy, globuliny, fibrinogen a glykoproteiny), sacharidy,
lipidy a latky tvofici se pfi metabolismu hemoglobinu a bilkovin (bilirubin, mocoviny,
acetonové latky a laktat). Bunécnou soucast krve tvofi Cervené krvinky (erytrocyty),
bilé krvinky (leukocyty) a krevni desticky (trombocyty).

Schopnost krevnich proteint (napf. albuminu) vazat nékteré latky je fenomén,
ktery je dllezity pro transport latek v krvi a nékdy i pro jejich rozpustnost. Ve vétsiné
pfipadl je terapeuticky efekt |éCiva zavisly na koncentraci jeho volné frakce. Mira
vazby latky na plazmatické proteiny je zavisla na jejich fyzikalné-chemickych
vlastnostech, na davce podaného I|éCiva, na vazebnych interakcich raznych
endogennich Ci exogennich latek o vazebna mista na proteinu, a dale na funk&nosti
vazebné bilkoviny a na aktualnim pH krve. Napfiklad terapeuticky ucinek antiepileptik
je zpravidla pfimo umérny koncentraci volného I[éCiva v séru nebo plazmé.
Koncentrace volného antiepileptika zavisi na tom, kolik IéCiva je momentalné vazano
na sérové proteiny, predevSim na albumin. Snizeni vazebné afinity antiepileptik na
plazmatické proteiny méni obvykla davkovaci schémata, protoze se meéni
farmakokinetické parametry 1éCiva (distribuéni objem, rychlost metabolizace a
eliminace léciva) a terapeuticky ucinek IéCiva v organismu. (8)

RozliSujeme krev nativni a nesrazlivou. Nativni krev neobsahuje
antikoagulacni pfisady a za normalnich okolnosti v ni probihaji srazeci procesy.

Naproti tomu nesrazliva krev obsahuje antikoagulaéni pfisady, které mohou byt na
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bazi citratu, EDTA nebo heparinu a jejich soli. DalSi rozdéleni krve muze byt podle
mista odbéru. RozliSujeme tak krev kapilarni, Zilni nebo arterialni.

Priprava krevniho séra: Krevni vzorek se vétSinou odebira do plastové
zkumavky. Protoze se krev v plastové zkumavce Casto pomalu a nedostateCné srazi,
byvaji stény zkumavky opatfeny vrstvou kaolinu ¢i skelnou vatou, coz srazeni urychli.
PoZadovana doba srazeni je minimalné 30 minut. Nasledné probéhne separace
horni vrstvy séra od spodni vrstvy krevniho kolae. Separace séra mUze pfi malych
objemech puUsobit technické potize. Lze je odstranit pouZzitim specialniho gelového
pripravku hydrofobni povahy, ktery se pfida do zkumavky a po odstfedéni vytvori
mezi sérem a krevnim kolaCem pevny polymerni prstenec. Sérum je pak mozné
bezpecné odpipetovat. Pouzivani téchto tzv. primarnich zkumavek pfinasi znacné
vyhody a v fadé pfipadl snizuje i velikost preanalytickych zmén. Na druhé strané
jejich pouzivani podléha fadé omezeni, ktera nejsou didsledné uvadéna v odborné
literatufe a o kterych se vyrobci €asto nezminuji. Je evidentni, Zze pfi€inou Fady
nepfiznivych efektl je rizné a neznamé slozeni gelu ve zkumavkach rdznych
vyrobcu.(9)

Priprava krevni plazmy: Krev odebirame do zkumavky s antikoagulacni
pfisadou (heparin sodny, amonny nebo litny, EDTA-sodna nebo draselna sl, citrat
sodny, oxalat sodny nebo draselny, fluorid sodny). Velmi dilezité je dodrzet
pfedepsany pomér mezi objemem roztoku antikoagulantia a pfidané krve. Krev
musime v nadobce dokonale promichat, ale nesmime s ni tfepat, mohlo by dojit
k mechanické hemolyze. Je také potfeba myslet na to, Zze antikoagulacni pfipravek
ovliviiuje slozeni a pH odebrané krve. Po promichani nasleduje centrifugace a
oddéleni svétlejsi plazmy od krevnich bunék. Krevni plazma Iépe prezentuje systém

,iN Vivo®“,

3.2 Synovialni tekutina

Synovialni tekutina je dialyzatem krevni plazmy a produktem bunék synovialni
membrany a vypliuje kloubni dutinu. Jeji funkci je pfedevsSim zabezpeceni vyzivy
bezcévnych kloubnich chrupavek, zvySuje a udrzuje jejich pruznost a snizuje tfeni
kloubnich ploch.

Slozeni a mnozZstvi synovialni tekutiny je pomérné proménlivé. Napfiklad u
kolenniho kloubu se mnozstvi odhaduje zhruba na 2-6 ml za béznych okolnosti a pfi
patologickych stavem muze objem stoupat na 10-30 ml. Je pro ni typické velké
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mnozstvi bun&k, az nékolik tisic v1 mm?® Obsahuje 15-25 g/l bilkovin, glukdzy
66mg/100ml, kyseliny hyaluronové 2,5-2,7 g/l. Jeji pH je 7,4-7,7. Vysokou viskozitu
synovialni tekutiny zpusobuje pravé kyselina hyaluronova, ktera je produkovana
synovialocyty a je vazana na bilkoviny synovialni tekutiny. S nimi tvofi obrovské
molekularni komplexy. Samotna kyselina tvofi trojrozmérné prostorové sité, které
omezuji pohyb ostatnich latek v roztoku a vytvafi film, ktery oddéluje tfeci povrchy
kloubnich chrupavek. Za normalnich okolnosti je synovialni tekutina Ccira, pfi
patologickych stavech zakalena.

Transport latek pres synovialni membranu zavisi na velikosti molekuly. Malé
molekuly prochazeji snadno v obou smérech. Toho je vyuzivano pfi podani IéCiv do
kloubni dutiny. Velké, napf. proteinové molekuly prochazeji pouze v pfipadé, Ze jsou
synovialocyty fagocytovany. Je to proces velmi pomaly a pohlcené zbytky jsou ve
fagocytujicich bunkach pfitomny jesté nékolik mésicu.

Synovialni tekutina se odebira punkci a to nejCastéji z kolenniho kloubu.

3.3 Tkané, bunky a subcelularni struktury

Tkané, bunky nebo subcelularni struktury vyuzivame pfi analyze chemického
slozeni, urCeni enzymovych aktivit, pro dilkaz a stanoveni xenobiotik ve forenzni a
biochemické analyze nebo pro ,, in vitro“ experimenty pro biotransformacni studie.

Odbér mlze byt proveden jako biopsie (z zivého organu nebo tkané), resekce
(chirurgicky odbér béhem operace) nebo post mortem pfi pitvé. PFfi odbéru musime
brat v uvahu, Ze organ nebo tkan nebyva homogenni.

Dulezitym krokem je proto homogenizace vzorku. Muzeme pouzit napf. Potter-
Elvehjemlv homogenizator nebo sonifikace. Homogenat poté suspendujeme do

vhodného média (pufru) a jeho dalSi zpracovani je jako u tekutych vzorku.

3.4 Moc¢

Moc je tekutina, ktera vznika v ledvinach z protékajici krve. Tento vodny roztok
obsahuje pfedevsim odpadni produkty vznikajici pfi latkové vyméné (napf. konecné
produkty metabolismu dusikatych latek, mocovinu, kyselinu mocovou, mocova
barviva, ale i mnoho xenobiotik-Iékd, jejich metabolitd ¢&i toxinG). Dale v modi
nalezneme nékteré ionty, ale i mnoho dalSich latek, které jsou v moci zastoupeny ve
stopovych mnozstvich. Velké mnozstvi xenobiotik je z téla eliminovano pravé modi.

MnozZstvi a slozeni mocCe zalezi na mnoha faktorech, jako je napf. pfijem tekutin,
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skladba potravy, celkovy stav organismu. Zdravy ¢lovék denné vytvofi kolem 1-2 litrl
moce.

pH moci se pohybuje v pomérné Sirokém rozmezi a je velmi zavislé na denni
dobé, na kvalité stravy, klinickém stavu a na uzivanych lécich. Strava bohata na
proteiny zpUsobuje okyseleni moc€e, naopak dieta obsahujici velké mnozstvi zeleniny
zpUsobuje alkalizaci moce stejné jako napf. antacida.(10) Povaha vylu€ovanych latek
zavisi na okamzitém pH. Jak bylo zminéno v kapitole 2.4., slabé bazické latky jako
tfeba amfetamin jsou ucinnéji vylu¢ovany kyselou moci, slabé kyselé latky jsou vice
vyluCovany v alkalické moci.(11)

Pro kvalitativni analyzu jsou preferovany vzorky ranni moce, ktera je
nejkoncentrovangjSi. Pfi  sbéru modi je tfeba zabranit kontaminovani vzorku
povrchovymi bakteriemi (napf. dukladné omyti genitalii). Dalsi moznosti ziskani
vzorku moce je pouZiti katetru. Hrozi ovSem zaneseni infekce. Alternativou je odbér
mocCe punkci, kdy je moC pomoci specialni jehly odebrana pfimo z mocCoveho
méchyfe. Pro kvantitativni analyzu se provadi ¢asové vymezeny sbér modi (napf. 24-
hodinovy sbér).

Velkou vyhodou tohoto materialu je jeho snadna dostupnost a pfitom

znacdna informacéni hodnota.

3.5 Stolice

K tvorbé stolice dochazi v tlustém stfevé. Denné pfijde do tlustého streva
kolem 1 500 ml traveniny, vétSina se vstfeba v jeho prvni poloviné. Vstfebava se
predevSim voda, ionty, Zlu€ové kyseliny a vitamin K, ktery vznika cinnosti stfevni
mikroflory. Nevstfebany zbytek traveniny odchazi z téla. Denné se vylou€i zhruba
100 az 300 g stolice v zavislosti na charakteru stravy.

Stolice obsahuje pfedevsim nestravené zbytky potravy, sekrety a odloupanou
vystelku GIT, rGzné bakterie, kvasinky a jiné mikroorganismy a také barviva
(sterkobilin).

Pro odbér se pouzivaji specialni plastové nadobky s lopatickou.

Vzorek stolice se pouziva napfiklad pro vySetfeni malabsorpce, krvaceni do
gastrointestinalniho traktu nebo pro stanoveni finalnich produktl biotransformace

xenobiotik.
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3.6 Zlu¢

Tvorba Zlu€i probiha v hepatocytech, z nichz Zlu¢ odtéka pres ZluCové kanalky
do pravého a levého Zludovodu a dale do Zluéniku, kde se hromadi a zahustuje. Zlug
je husta, slabé zasadita tekutina (pH 7,1-7,3), zZlutohnédé barvy, ktera na vzduchu
zelena. Denné se v hepatocytech vytvofi 0,25-1 litr Zlugi. Zlué je z 97% tvofena
vodou, dale pak solemi zlu€ovych a anorganickych kyselin, ZluCovym barvivem
(bilirubin) a lipidy.

ZIug neni prili§ ¢asto pouzivana pro analyzy xenobiotik. Jeji sbé&r je pomérné
obtizny, obsahuje velké mnozstvi latek lipidové povahy a vySetfovaci postupy
primarné vyvinuté pro tekutiny o relativné stalém slozeni u Zlu¢i v mnoha pfipadech
selhavaji. Pfikladem je analyza morfinu, ktery je v pfipadé krve, moc€i ¢i mozkomisni
tekutiny pfimo analyzovan RIA metodami. V pfipadé ZluCi je nejprve nutno provést
jeji alkalizaci, extrakci do smési dichlormethan:propanol a zbytek rekonstituovat

Vv lidském séru. (12)

3.7 Mozkomisni tekutina

Mozkomisni tekutina je ¢ira kapalina obsahujici malé mnozstvi bilkovin, cukrd
a bilych krvinek. Jeji celkovy objem je 130-150 ml, z toho %2 objemu se nachazi
v mozkovych komorach a zbytek v subarachnoidealnim prostoru. Tekutina se tvofri
v cévnich pletenich na stropé komor a odtéka otvory ve stropé 4. komory mozkové
do subarachnoidealniho prostoru, kde dale cirkuluje. Vstfebava se do Zilnich pleteni
v dura mater a v patefnim kanale. Denné se vytvofi asi 500 ml tekutiny.

Jeji funkce je pfedevSim ochranna (nadlehCuje mozek, tlumi narazy), imunitni
a podili se na odvodu zplodin z mozku.

Mozkomi$ni tekutina se bézné ziskava z bederni oblasti, kde cauda equina
pfechazi v miSni kanal. Jehla se zavede do patefniho kanalu mezi tfetim a Ctvrtym
nebo patym a Sestym bedernim obratlem a odebere se kolem 3-4 ml tekutiny. Stejny
postup se pouZije i pro ziskani vzorku mozkomisni tekutiny od déti, ale odebere se
pouze minimalni mnozstvi nutné pro pozadovany test. Analyza se mize provadeét i

ze vzorku tekutiny ziskané z kréni oblasti nebo z mozkovych komor.

3.8 Sliny

Sliny jsou ultrafiltratem plasmy. Kromé vody (99%) obsahuji sliny také

elektrolyty (pfedevsim sodik, draslik, chloridy a hydrogenuhliitan), proteiny (vétSinou
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enzymy) a mucin. Navic obsahuiji i zbytky bunék, potravy a mikroorganismy pfitomné
v dutiné ustni. Pfenos latek z krve do slin je ovliviiovan bilkovinami vazajicimi
analyzovanou latku, pK,, liposolubilitou a pH krve. Pro neionizované latky, jako jsou
treba steroidy (ochotné pFechazi z plasmy do slin), pFfedstavuje analyza slin
neinvazivni metodu vhodnou pro monitorovani. Latky mohou byt transportovany
z krve do slin pfes biologickou membranu pomoci aktivniho transportu (napf. lithium),
usnadnénou difuzi pfes pory v membrané (napf. ethanol) nebo prostou difuzi po
koncentra¢nim gradientu pro latky rozpustné v tucich (napf. kodein, kokain).

Pokud dojde k dosazeni rovnovahy mezi latkami, které jsou transportovany
skrz membrany, zavisi koncentrace latky v krvi nebo ve slinach pouze na pH slin
v porovnani s krvi. (13)

Méfeni hladin xenobiotik ve slinach byva vyuzivano pro odhad volné,
farmakologicky aktivni koncentrace latky v séru, protoze pouze volna frakce latky
muzZe prochazet pfes membrany. DalSim vyuzitim je detekce ilegalniho uziti drog.
Obvykle jsou drogy ve slinach pritomny v nizSich koncentracich a mohou byt
detekovany v kratSim Case ve srovnani s moci.(14)

Existuje nékolik technik ziskavani vzorkd slin. Jednou z moznosti je dukladné
vyplachnuti ust, po kterém nasleduje zvykani inertniho materialu (napf. parafinovy
vosk). Prvni ¢ast slin je vyfazena, zbytek je odebran do malé nadoby. Dal§i moznosti
stimulace muze byt podani kyseliny citronové na jazyk nebo aplikace pilokarpinu.
(13) V roce 1989 bylo patentovano utrafiltracni zafizeni (SalivaSac), které redukuje
viskozitu slin a usnadrnuje naslednou analyzu. Toto zafizeni obsahuje dialyzaéni
membranu, ktera uzavira krystalky sacharézy. Méfi v priméru 3,5 cm a je silna
nékolik milimetrd. SalivaSac je vlozen do ust a nékolik minut masirovan jazykem.

Béhem této doby se nasbira zhruba 1-2 ml ultrafiltratu slin.

3.9 Vlasy

Vlasova cibulka se nachazi 3 az 4 mm pod povrchem kize ve vlasovém
vacku. V této oblasti se vyskytuji aktivné se délici bunky. Jak jsou vlasové bunky
postupné tvoreny, jsou tlaCeny smérem nahoru, kde vytvafi stfedni Cast vilasu.
Vlasovy vacek ziskava vyzivu z riznych zdroji, mezi které patfi sit kapilar kolem

vacku, kozni plexus, mazové a apokrinni zlazy a Zlazy potni.

18



V poslednich 50 letech bylo napsano vice nez 450 praci o analyze vlasu. Vice
materialem (po moci a krvi) pouzivanym pro testovani drog.(6)

Vlasy, a nékdy také nehty, jsou vyuzivany ke analyzam stopovych prvku.
Vzorky vlasl jsou pozivany také pro analyzu obsahu drog. Droga uloZena ve vlasech
je velmi stabilni a Ize ji detekovat i po nékolika mésicich. ProtoZe vlasy rostou
relativné konstantni rychlosti (0,3 az 0,4 mm/den), je zde potencial pro vyuziti
segmentové analyzy pro vytvofeni jakési ,kroniky“ uzivani méfené latky(15). Pri
studiich s methoxymethamfetaminem byla zjiSténa nizka korelace mezi podanou
davkou a naméfenou koncentraci latky, nicméné lokalizace latky ve vlasu korelovala
s dobou jejiho pfijmu (16).

Mechanismy, kterymi se droga uklada do vlasu, nejsou zatim pfesné znamy,
ale mohou zahrnovat pfenos z krve do rostouci ¢asti vlasu, pfenos potem a koznim
mazem (nékteré potni zZlazy se vyprazdnuji do vlasovych folikull) a kontaminaci
z okoli (17).

Ani faktory, které ovliviuji ulozeni latky ve vlasu nejsou dnes jesté podrobné
znamy. Zahrnuji patrné rdst vlasu, typ vlasu a jejich barvu (obsah melaninu), efekt
pouzivani raznych typu vlasovych pfipravkl a nezanedbatelny vliv ma zfejmé i
znecisténi z okolniho prostredi.

Uspé&snost analyzy vlast je limitovana chyb&nim standardnich protokol( pro
sbér tohoto biologického materialu, pro pfipravu a analyzu analytickych vzorkl a
absenci referencnich limitl. Pro kvantitativni analyzu jsou proto vhodné vzorky modi

nebo krve, pokud jsou k dispozici.

3.10 Pot

Sekrece potu je velmi dulezitym homeostatickym mechanizmem pro udrzeni
konstantni télesné teploty. Je vyluCovan na povrch pokozky, kterou béhem
odpafovani ochlazuje. Hraje také roli v imunitni obrané organismu. Je tvofen
hypertonickym roztokem laktatu, mo€oviny, amoniovymi ionty a enzymy.

Drogy mohou byt exkretovany do potu a stejné jako u vlast spiSe ve formé
parentni latky nez jako metabolity. VyluCovani potu muize byt vyznamnym
mechanismem, kterym latka vstupuje také do vlasu (18). ZpUsob, jakym se exogenni

a endogenni latky vylu€uji do potu, jesté neni pfiliS dobfe znam. Metody vyzkumu

19



zaloZzené na jeho sbéru ziskavaji smés potu a kozniho mazu, coz je pfi interpretaci
vysledku nespravné povazovano za ,pot (13).

Pro sbér potu existuje nékolik moznosti. Malé mnozstvi potu je produkovano
béhem elektrické difuze pilokarpinu do kizZe nebo zahfivanim urcité oblasti kize.
DalSi moznosti je adhesivni obvaz, ktery mize byt noSen od nékolika dni po nékolik
tydnu, béhem kterych se latka, je-li pfitomna, akumuluje v absorp&ni vloZce naplasti,
zatimco vodni pary unikaji pfes semipermeabilni povrch prekryti (19). Obvazy se
aplikuji se vétSinou na horni koncetinu, zada nebo bok.

Potni testy (sweat drug testing) nabizeji moznost dlouhodobéjsSiho

monitorovani uzivani drog ve srovnani s analyzami vzorkd moci (20).

3.11 Miéko

MIiéko neni pfilis béznou tekutinou pro analyzy xenobiotik, ale je zajimavym
materialem pro stanoveni zpusobu pfechodu latky z matky na plod. Mnoho autort
povazuje za mozné adaptovat uz existujici metody pro analyzy moc€e nebo séra. Za
hlavni problém je povazovana pfitomnost tukd (pramérné 4,5 % v matefském mléce
(21). Jeden z moznych postupl pro odstranéni tuku z mléka nabidl v praci tykajici se
analyzy tenoxicamu v matefském mléce Heinz a spolupracovnici (22). V této
procedufe jsou tuky odstranény promyvanim 0,5 ml mléka (pufrovanym na pH 3 az

4) 10 ml n-hexanu.

3.12 Mekonium

Mekonium, neboli novorozenecka smolka, je prvni stolici novorozence. Tvofri
se od 10-12 tydne postupné po vrstvach ze spolykané plodové vody a ze sekretu
ZluCe do stfev. Sklada se z vody, mukopolysacharidl, lipida, proteinl, zlu€ovych
kyselin,epitelidlnich bunék aj. Hodnota pH mekonia je asi 6,8. Tento biologicky
material se vyuziva se predevsim pfi zjistovani abuzu drog v prubéhu téhotenstvi.
Sbér mekonia probiha zhruba 1-5 dni po porodu z plenky ditéte.

Hlavnim mechanismem transportu drog z krve matky do mekonia plodu je
pasivni difuze neionizovanych lipofilnich latek. Faktory, které ovliviujicim tento
proces jsou velikost molekuly, polarita a pK, hodnota, a dale hodnota pH plazmy a
individualni zdravotni stav matky. Napfiklad latka s vazbou na plazmatické bilkoviny
a ionizovana v krvi matky poskytuje jen maly podil k dispozici pro pasivni difuzi do

mekonia. (7)
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4 Zpusoby uchovavani biomatrice

UloZeni vzorku s ohledem na sledovany analyt a typ biomatrice, stejné jako
jakakoliv manipulace s nim jsou faktory ovlivhujici vysledek stanoveni koncentrace i
stabilitu tohoto analytu. Obecny postup pouzitelny univerzalné pro uchovavani
rizného biologického materialu neexistuje. Proto je volba nejvhodnéjSiho zplusobu
uchovavani biologického vzorku pfed jeho samotnym zpracovanim velice dulezita.

Stabilita cilového analytu v biologickém materialu je rozhodujici také pro
validaci analytické metody. Nevhodné uchovani ovliviiuje obé slozky laboratorni
nejistoty, tedy systematickou i nahodnou chybu. Miru stability vyjadfuje doba
skladovatelnosti roztokd standardi a biomatrice s obsahem analytu. Béhem této
doby nedochazi k vyraznym zménam v kvalité a kvantité stanovované latky. Testy
stability analytu se zamérfuji pfedevSim na Ctyfi typy stability. Prvni je long-term
stability, kdy se sleduje stabilita analytu v matrici od doby odebrani vzorku, jeho
uloZeni napf. pfi -70°C, az po provedeni analyzy. Druhym typem stability je freeze
and thaw stability, pfi které sledujeme stabilitu analytu pfi opakovanych zménach
teploty béhem zmrazovacich a rozmrazovacich cyklu. DalSim typem je in-process
stability vztahujici se ke stabilité analytu béhem pfipravy vzorku. A poslednim typem
je post-preparative stability, tedy stabilita analytu napf. v autosampleru (23).

vigwiv s

predevsim teplota a pH. Miru stability Ize ovlivnit vhodnou derivatizaci nebo pfidanim
napf. antioxidantd &i inhibitord enzymd. Snizeni teploty je nejbéznéjSim zplisobem
stabilizace sledované latky ve vzorku. Snizeni teploty by mélo podstatné snizit nejen
enzymatické, ale i spontanni reakce. Pokud je napf. aktivaéni energie 20 kcal/mol,
tak snizeni teploty z 22°C na 0°C vede k desetkrat pomalejsi reakci. Jako pfiklad
ovlivnéni stability teplotou bych uvedla cisplatinu, latku pouzivanou pfi [éEbé tumort
a jeji monohydratovany komplex. Obé latky jsou rychle degradovany v plasmé pfi
teploté 25°C, nestabilni jsou i pfi -25°C, dostatecné stabilni jsou az pfi -70°C.

Uprava pH vyuziva faktu, ze vétdina enzymu je aktivnich pouze v uréitém
rozmezi pH (pH optimum). Ke vzrastu pH ex vivo v plazmé, Zlu¢i a moci dochazi
béhem dlouhodobého skladovani a béhem procesu, jako je precipitace proteinu,
centrifugace, ultrafilirace a evaporace. Proto je nékdy dodani vhodného pufru

nezbytné k zamezeni degradace pH labilnich analytd. Pfikladem takové latky je
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acylglukuronid, bézny metabolit 1€k, které obsahuji karboxylovou skupinu jako
telmisartan, diclofenac, zomepirac a ibuprofen. Acylglukuronid obsahuje esterovou
skupinu, ktera je nachylna k hydrolyze a intramolekularnim migracim a neni stabilni
v bazickém prostredi.

Jednim z divodl derivatizace vzorku mlze byt i zvySeni stability analytu
v ném obsazeném. Tak napf. analyty obsahujici sulfhydrylovou skupinu nejsou
bézné stabilni v plazmé. Thioly jsou silné nukleofilni a mohou reagovat se zbytky
cysteinu v plasmatickych proteinech a tvofit disulfidické vazby. Proto takové latky
nechavame reagovat s alkylatnim Ccinidlem za vzniku Michaelisova adicniho
produktu. Jako derivatiza¢ni Cinidlo se pouziva methyl akrylat a N-ethylmaleimid.

Dal$i moznosti posileni stability je pfidani inhibitord enzymu do vzorku.
Nezbytnou podminkou pro uspé&snost metody je identifikace enzymu odpovédného
za degradaci stanovovaného analytu a vhodnost pfipadného inhibitoru. Jako pfiklad
bych zminila methylekgonin, ktery je stanovovan v modci, vlasech, slinach, potu a krvi
jako specificky marker uzivani kokainu. Pfidanim fluoridu sodného do vzorku jako
inhibitoru esteraz dojde ke sniZeni degradace methylekgoninu.

Pro snizeni degradace analytu vlivem oxidacnich pochodl muizeme vyuzit
vhodnych antioxidantli. Prfikladem jejich pouziti je analyza levodopy (L-DOPA),
ktera je pouzivana pfi l1éCbé Parkinsonovy nemoci. Tato latka je metabolizovana
pomoci catechol-O-methyltransferazy (COMT) na 3-O-methyldopa (3-OMD). L-DOPA
a 3-OMD jsou diky své struktufe nachylné k autooxidaci. Pfidanim metabisulfitu
sodného a EDTA jako antioxidantl do vzorku plazmy lze vzorek uchovavat pfi -70°C
po dobu minimalné 4 mésicl (24).

V nasledujicich odstavcich naleznete nékolik zakladnich pokynud k uchovavani
biomatrice (krev, mo¢) pro bézna biochemicka a hematologicka vysetfeni.

Plazma nebo sérum by mély byt oddéleny od bunék co nejdfive je to mozné,
nejpozdéji vSak 2 hodiny po odbéru. Jestlize nelze separaci provést do 2 hodin, je
lepSi ponechat vzorek pfi pokojové teploté nez ho zchladit na 4 °C, aby nedoSlo k
vzestupu hemolyzy. Jsou-li vzorky pro nékteré specialni analyzy pfi 4 °C nestabilni,
muze byt sérum zmrazené na -20 °C. Vzorky sér a plazmy mohou byt uchovavany
pfi 4 °C po dobu cca 3-5 dni, pfi -20 °C nékolik mésicl, pfi -80 °C nékolik let.
Lyofilizace se pouziva pfedevsim pro pfipravu kontrolnich vzorkua. Krev pro stanoveni
amoniaku musi byt béhem transportu chlazena na 0 °C, podobné kapilarni krev pro

méfeni acidobazické rovnovahy musi byt uchovavana na ledu a zméfena do 1
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hodiny. Do vzorku krve pro méfeni hladiny glykémie a laktatu se pfidava fluorid
sodny, ktery na 24 hodin inhibuje glykolyzu. Vzorek urCeny pro méfeni koncentrace
bilirubinu nesmi byt vystavovan plsobeni svétla, protoze bilirubin na svétle oxiduje a
dochazelo by k naméfeni nizSich hladin koncentrace (24). V nékterych pfipadech je
tfeba vénovat pozornost také vhodnému vybéru antikoagulancia. Napfiklad
naméfené koncentrace kyseliny valproové v citratové plazmé byvaji nizSi az o 20-
25% neZz vséru nebo v heparinizované plasmé, zatimco celkova koncentrace
kyseliny valproové se mezi sérem a heparinizovanou plazmou vyraznéji nelisi (25).
Mo€ by méla byt vySetfena do 1 hodiny po odbéru. Pfi pokojové teploté je
stabilni zhruba po dobu 24 hodin. Pfi 4 °C muze byt uskladnéna po dobu 2 tydnu, ale
uz po 3 az 4 dnech dochazi k precipitaci mineralt (soli Ca, Mg, P). Zmrazenou na
-20 °C az -80 °C muzeme moc€ uchovavat i nékolik let. Pro néktera specialni
vySetieni je potfeba moc€ acidifikovat nebo alkalizovat. Okyseleni se bézné provadi
pomoci kyseliny chlorovodikové (obvykle 1-5 mol/l), alkalizace pomoci 0,3%
hydrogenuhli€itanu sodného nebo hydroxidem sodnym (obvykle 1-5 mol/l). Kontrola
pH se provadi po promichani pomoci pH prouzkl. Dale mizeme moc¢ upravit pomoci
konzervacniho prostfedku. Ten je bézné pfidavan pro redukci Cinnosti bakterii, pro
rozpusténi slozek, které mohly z roztoku precipitovat a nebo pro sniZeni oxidace
nestabilnich slozek. V nékterych pfipadech ale nelze konzervacni latku pouzit,
protoze by mohla pfi nékterych analytickych metodach interferovat. Konzervacni
prostfedky, které jsou obvykle smési latek jako je fosfore€¢nan draselny, benzoat
sodny, kyselina benzoova, hexamethylentetraamin, hydrogenuhli¢itan sodny, oxid
rtutnaty, jsou pouzivany pro chemicka a mikroskopicka vysetfeni. ProtoZe obsahuji

sodné a draselné soli, nemohou byt pouzity pro analyzu téchto latek (26).
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5 Zpusoby zpracovani biomatrice

Pfiprava vzorku biomatrice pfed samotnou analyzou je nedilnou soucasti
vlastniho stanoveni a na jejim provedeni zalezi uspéch stanoveni xenobiotika jak
z kvalitativniho, tak z kvantitativniho hlediska. Analyzované latky jsou vétSinou
pritomny v komplikovanych matricich, jejichz komponenty (napf. bilkoviny, ionty,
metabolity aj.) mohou interferovat s vlastnim stanovenim. Volbou vhodné metody
pfipravy a zpracovani biomatrice tedy nerozhodujeme jen o pfesnosti a spravnosti

stanoveni analytu, ale vibec o moznosti jejiho urceni.

5.1 Uvolnéni analytu z matrice

Cilem je uvolnéni analytu z biologické matrice, rozStépeni nebo prevedeni
analytu na produkty vhodnéjSi k analytickému stanoveni nebo stabilizace analytu,
aby nedochazelo k jeho dalSim neZadoucim pfeménam.

Béhem metabolickych dé&ju jsou exogenni latky (stejné tak i endogenni latky)
konjugovany s polarni latkou, napf. kyselinou glukuronovou, aby v polarnéjsi podobé
byly snadnéji vyluCovany z organismu. Rekonstituce analytu z jeho konjugované
formy vyuziva enzymatickych nebo hydrolytickych metod.

Enzymaticka metoda pouziva napf. B-glukuronidasu (E.C. 3.2.1.31) nebo
arylsulfatasu (E.C. 3.1.6.1). Enzymatické Stépeni mizeme realizovat bud off-line
(pfed vlastnim stanovenim) nebo on-line (v pribéhu stanoveni). P¥i off-line stanoveni
muze prebytek enzymu interferovat s naslednym chromatografickym &i
elektromigracnim stanovenim. Pro on-line stanoveni se pouzivaji kolonky, ve kterych
je enzym zakotven. U vysokomolekularnich latek je moznost definovaného Stépeni
na analyticky lépe zpracovatelné fragmenty. Z vyskytu fragmentd mizeme zpétné
usuzovat na pritomnost makromolekularni latky. Napf. glykosaminoglykany
(makromolekularni polysacharidy sloZzené z opakujicich se disacharidovych jednotek
obsahujicich bud glukosamin nebo galaktosamin) jsou pfed vlastnim stanovenim
Stépeny na konstituéni disacharidy. K tomuto ucelu se pouziva chondroitinasa ABC
(E.C. 4.2.2.4) nebo chondroitinasa AC (E.C. 4.2.2.5) (27).

Mnohem rychleji Ize analyt rekonstituovat pomoci metod kyselé nebo alkalické
hydrolyzy. Pouziva se pfi nich ale extremnich hodnot pH a teploty, proto je vzdy
tfeba zvazit stabilitu analytu.
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5.2 Odstranéni endogennich latek

Pfed samotnou analyzou je ve vétSiné pfipadl nutné odstranit interferujici
makromolekularni slozky a homogenizovat analyzovany vzorek. Z béznéjSich metod
jsou to nej¢astéji denaturace, ultrafiltrace a dialyza.

Denaturace bilkovin se pouziva napfiklad pro pfipravu vzork( z plazmy,
krve, cerebrospinalni tekutiny a lymfy. Oddéleni bilkovin sraZenim je rychly a
jednoduchy postup pfispivajici k uvolnéni analytu z bilkovinné vazby. K denaturaci
bilkovin se pouziva roztokd kyselin (tvorba nerozpustnych soli s katonickou formou
bilkovin, za chladu, 5-20% vodné roztoky kyselin, napf. kys. trichloroctova, kys.
chlorista), organickych rozpoustédel (snizeni polarity vodného prostfedi a tim sniZeni
rozpustnosti bilkovin ve vodné-organickém prostfedi, napf. aceton, methanol, ethanol
a acetonitril), roztoky anorganickych soli (médnaté nebo zine€naté soli v alkalickém
prostfedi, vznikaji nerozpustné soli), siranem amonnym (mala ucinnost, neodstrani
vic nez 75 % bilkovin) (27).

Ultrafiltrace je jednoduchy zplUsob oddéleni makromolekul. Metoda je
zalozena na schopnosti membran separovat molekuly na zakladé rozdilné relativni
molekulové hmotnosti. Konicky tvarované membrany se vlozi do centrifugacnich
zkumavek a pfi nizké centrifugacni rychlosti se oddéli makromolekularni
komponenty. Vyhodou ultrafiltrace je rychlost provedeni a malé objemy vzorkd.

Pfi dialyze je fidicim jevem prosta difuze komponent pfes membranu na
zakladé koncentracniho gradientu. Je to déj pomaly a vytéznost nepfesahuje 50 %,
jestlize vzorek a dialyzat maji stejny objem. Modifikaci mize byt elektrodialyza
(aplikace napéti na iontové vyménnou membranu zpUlsobuje selektivni pohyb kationl
nebo aniond do zony koncentrace na zakladé aplikovaného proudu) nebo

mikrodialyza (pouziti dialyzacniho vlakna).

5.3 Derivatizace xenobiotik

PFi derivatizaCnich reakcich pusobime na analyt obsazeny ve vzorku
derivatizacnim ¢inidlem za pfedem optimalizovanych podminek. Cilem je zménit jeho
chemickou strukturu a prevést jej na produkt, ktery ma vlastnosti vyhodné pro dalSi
instrumentalni analyzu. Reakce musi probéhnout kvantitativné.

Volba derivatiza¢niho Cinidla zavisi na chemické povaze analytu, pfedevsim

na pfitomnosti vhodnych funkénich skupin. V derivatizaci se uplatfiuje mnoho
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reak&nich mechanismu (napf. substituéni, adi¢né-eliminacni, esterifikani, cyklizacni,
komplexotvorné, hydrolytické aj.).
Podle zpUsobu provedeni muzeme derivatizace rozdélit na:

e Predkolonova (precolumn der.) — Chemicka reakce probiha pfimo
v biomatrici nebo po extrakci analytu do vhodného média. Tvorba derivatu je
dokon&ena pfed nastfikem na kolonu, na které se béhem chromatografického
procesu separuji jiz derivaty analytu. Reakce musi probihat za
optimalizovanych podminek a vyzaduje zruCnost analytika. DerivatizaCni
reakce musi probihat s co nejvétSim vytézkem, méla by byt selektivni a jeji
rychlost neni pro prabéh tohoto typu derivatizace hlavnim ur€ujicim
parametrem. Pfi pouziti nadbytku derivatizacniho Cinidla musi byt Cinidlo
dobfe separovatelné od derivati. Predkolonovou derivatizaci probiha 90%
derivatizacnich reakci.

e Postkolonova (postcolumn der., online) — Chemické reakce vedouci
k tvorbé derivatu probihaji za chromatografickou kolonou v eluentu, ktery
kolonu opousti a teprve pak vstupuji do detektoru. Derivatizacni reakce
nemusi probihat kvantitativné, ale rozhodujici je dobra reprodukovatelnost.
Dulezita je také rychlost reakce (musi probéhnout bé&hem prichodu
reaktorem). Musi byt vyzkouSena kompatibilita €inidla s mobilni fazi. Tento typ
derivatizace vyzaduje vysSi naklady na instrumentaci.

e Heterogenni (on-column der.) — Dochazi pfi ni ke spojeni procesu extrakce
na koloné a derivatizace. Tato metoda je zatim malo frekventovana, ale zda
se byt velmi perspektivni.

Ve vétsiné pfipadl vznikaji derivatizani reakci latky méné polarni, protoze se
v prubéhu derivatizace modifikuji polarni funkéni skupiny (amino, karboxyl, hydroxyl).
Vysledny derivat se proto pfi pouziti kapalinové chromatografie témeér vzdy déli
v systému s obracenymi fazemi. Vlivem derivatizace dochazi ke zvyseni citlivosti
nebo selektivity detekce (detection-oriented derivatization), coz se uplatriuje u HPLC
pfi analyze latek, které maji slaby vlastni chromofor nebo fluorofor. Dale dochazi ke
zvySeni lipofility analytl (lipophilicity-increasing derivatization) za ucelem zvysSeni
navratnosti pfi extrakci analytu z biomatrice. DalSim cilem derivatizace muze byt
zvySeni stability analytu pfed zpracovanim biomatrice pfed vlastni instrumentalni

analyzou nebo blokada jedné nebo obou disociovatelnych funk&nich skupin amfolyta.
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U plynové chromatografie Casto potfebujeme latku derivatizovat za ucelem zamezeni

nezadouci sorpce latky na koloné (1).

V tabulce 1 uvadim nékolik pfikladu derivatizace Ié€iv pouzivanych pfi HPLC.

Tabulka 1. Pfiklady derivatizace 1&Civ (21)

Derivatiza¢ni

Zpusob

Lécivo Biomatrice | .. . S detektor
Cinidlo derivatizace
Cidofovir plasma Phenacyl bromid predkolonova | fluorescenéni
Ethambutol plasma, mo¢ | 4-fluoro-7-nitrobenzo-2-oxa-1 [3-diazol] | pfedkolonova | fluorescenéni
Cisplatina krev (salicylaldehyd)tetramethylethylendiimin | pfedkolonova | UV
Methotrexat | plasma Cer (V) trihydroxyhydroperoxid predkolonova | fluorescenéni
Busulfan plasma Diethyldithiokarbamat sodny predkolonova | UV
Simvastatin | plasma 1-bromacetylpyren - fluorescenéni
Captopril plasma, mo¢ | Monobromobiman/ o-ftaldialdehyd fredkolonova} fluorescenéni
postkolonova
Digoxin plasma 1-naftoylchlorid predkolonova | fluorescencni

5.4 Metody extrakce

Extrakce je separaCni proces, kdy dochazi krozdéleni latek mezi dvé

vzajemné nemisitelné faze. K rozdéleni dochazi na zakladé jejich rozdélovacich

koeficientd.

5.4.1 Extrakce kapalina — kapalina (LLE, liquid — liquid extraction)(1)

Dochazi k extrakci analytu z vodného prostfedi (napf. homogenat biomatrice)

do organického rozpoustédla nemisitelného s vodou. Tabulka 2 prezentuje eluotropni

fadu nejCastéji pouzivanych rozpoustédel.

Tabulka 2. Eluotropni fada rozpoustédel

Rozpoustédlo | Teplota varu | Relativni Rozpustnost | Dipolovy
(°C) permitivita ve vodé (g/l) | moment
(10%°Cm)
pentan 36,07 1,84 0,04 0
cyklohexan 80,74 2,00 0,10 0
tetrachlormethan | 76,50 2,20 0,80 0
benzen 80,10 2,30 1,80 0
Sirouhlik 46,30 2,60 2,20 0
Diethylether 34,50 4,30 74,20 3,84
Chloroform 61,26 4,80 10,00 3,94
Ethylacetat 77,51 6,00 86,00 6,07
Pyridin 115,26 12,40 Misitelny 7,91
2-propanol 82,26 19,92 Misitelny 5,54
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Aceton
Methanol
Acetonitril
Ethylenglykol
Voda

56,50
64,70
81,60
197,30
100,00

20,27
32,60
37,50
37,70
80,36

Misitelny
Misitelny
Misitelny
Misitelny
Misitelna

9,44
5,63
11,47
7,61

Jedna se o pH — dependentni extrakce, kdy pH biomatrice upravujeme tak,

aby analyt byl v neionizovaném stavu, protoZze do organické faze pfechazeji pouze

molekuly analytu v neionizované formé. Vyuzivame Hendersonovu — Hasselbachovu

rovnici, ktera udava stupen ionizace analytu pfi aktualnim pH vodného prostfedi.

Hendersonova — Hasselbachova rovnice pro slabé kyseliny:.
pH =pKa+log ([AT/[HA])

Hendersonova — Hasselbachova rovnice pro slabé baze:

pH = pKy— pKg —log ([BH'] /[B])

pH....zaporny dekadicky logaritmus koncentrace vodikovych iont(

pKa....zaporny dekadicky logaritmus disociacni konstanty kyseliny

pKs....zaporny dekadicky logaritmus disociacni konstanty baze

pKy....zaporny dekadicky logaritmus iontového produktu vody

[HA], [A]....koncentrace nedisociované a disociované formy kyseliny pfi

daném pH vodného prostiedi

[B], [BH]....koncentrace nedisociované a disociované formy baze pfi daném

pH vodného prostiedi

Pro kyseliny plati:

Pro baze plati:

Tabulka 3. Nedisociované formy analytu (v %)

pH < pKa potlaceni ionizace

pH > pKa podporeni ionizace

pH > pKa potlaceni ionizace

pH < pKa podpofeni ionizace

Analyt lon pKa + 2 pKa +1 pKa pKa -1 pKa - 2
Kyseliny | Anion(-) |1 9 50 91 99
Baze Kation (+) | 99 91 50 9 1
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U analytd amfolytické povahy biomatrici upravime na pH izoelektrického bodu,
nebo jednu z funkénich skupin derivatizujeme.
VytéZnost extrakce zavisi na rozdélovacim koeficientu (P) extrahovanych

latek, ionizovatelnosti analyt( a acidobazickych pomérech ve vodné fazi.

Rozdélovaci koeficient
P = c(organicka faze) / c(vodna faze)
Frakce analytu v organické fazi po prvni extrakci
florg) =P.V/(P.V+1)
Frakce analytu ve vodné fazi po prvni extrakci
faq)=1/(P.V+1)
Pokud budeme extrakci opakovat n-krat za stejnych podminek, bude sumarni
vytézek: f(total) = 1 — f(r)"

f(r)...frakce analytu, ktera zlstala v biologickém materialu

Vyhodou této extrakéni metody je schopnost extrahovat Siroké spektrum
organickych latek a jednoduchost provedeni. DalSi vyhodou je také jeji selektivita,
ktera zalezi na volbé vhodného rozpoustédla. Napfiklad pokud je xenobiotikum
znacné metabolizovano a metabolit ma stejny chromofor jako plvodni latka, mohlo
by dochazet k interferencim se vzorkem. Ale puvodni latka muze byt selektivné
odstranéna s pouzitim lipofilniho rozpoustédla. Tim se metabolit zanecha
v biomatrici. (29)

Nedochazi k extrakci metabolitl 2. faze biotransformace. Nevyhodou muze
byt Casova narocnost a velka spotfeba rozpoustédel. V dnesni dobé je nahrazovana

tato extrakéni metoda nékterymi z modernéjsich postupu, jako je napf. SPE, SPME.

5.4.2 Extrakce na tuhych fazich (SPE, solid phase extraction)(1, 30)

Extrakce na tuhych fazich je velmi pouzivana technika pfipravy vzorku.
Pomoci SPE Ize predejit nékterym problémum, které jsou spojené s LLE, jako je
napf. neuplna separace, nekvantitativni navratnost, prace s kiehkym sklem a vysoké
mnozstvi pouzivanych organickych rozpoustédel. SPE je ucinnéjsi extrakcni
technikou nez LLE, ma vysS8i kvantitativni vynosy, je snadno proveditelna a rychla

S moznosti automatizace.
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Kvalita extrakce zalezi na vybéru vhodné SPE kolonky. Separace muze
probihat bud v systému normalni faze (pevna faze je polarnéjsi nez kapalna) nebo
v systému reverzni faze (kapalna faze je polarnéjsi nez pevna). Pro systém normalni
faze se jako sorbent nejCastéji pouziva oktadecyl silikagel nebo oktysilyl silikagel,
dale kfemelina (oxid kfemiCity), alumina (oxid hlinity), polystyren nebo celuloza aj.
Silikagel je tvofen amorfni siti polymerniho oxidu kfemicCitého. Porézni, sférické
Castice silikagelu maji na svém povrchu velmi reaktivni silanolové skupiny. Vyhodou
tohoto materialu je jeho stabilita, velka reaktivita, velka plocha povrchu, regenerace
po zméné pH i po zpétné extrakci. Nevyhodou je rozpustnost v zasadité oblasti pH a
moznost hydrolyzy vazby u chemicky vazané faze pfi nizkém pH. V systému
reverznich fazi se nejCastéji pouziva chemicky vazany fenyl, kyanopropyl, oktyl,
oktadecyl aj. DalSim kritériem pro volbu SPE kolonky je typ biologického materialu,
objem vzorku, vlastnosti matrice (zda je polarni nebo nepolarni) a vlastnosti analytu
(obsahuje-li hydrofilni, hydrofobni nebo neutralni skupiny).

Separacni mechanizmy zahrnuji vzajemné interakce mezi molekulami analyt(
a funk&nimi skupinami pevné faze:

e Nepolarni extrakce — uplatriuji se van der Waalsovy sily a disperzni sily.
Dochazi k interakcim mezi C—H vazbami sorbetu a C—H vazbami analytu.
Analyty jsou neutralni molekuly, aromaty, latky s alifatickymi Fetézci. Matrici je
vodna faze, pufry a keluci dochazi pomoci rozpoustédel od typicky
nepolarnich ke stfedné polarnim.

e Polarni extrakce — pfi ni se uplatfiuji vazby vodikové mezi aktivnim vodikem
funkCni skupiny analytu a silanolovymi skupinami pevné faze, m — 1T a dipdl —
dipdl interakce. Analytem jsou aminy, alkoholy, fenoly, karboxylové kyseliny,
aromatické uhlovodiky, heteroslouCeniny. Jako matrice je zde nepolarni,
organicka faze. Eluce se provadi rozpoustédly od stfedné polarnich k vysoce
polarnim.

e lontova vyménna extrakce — dochazi zde kinterakcim mezi nabitymi
skupinami kovalentné vazanymi na pevné fazi a ionty v roztoku, které maiji
opacné znaménko. Pro ionizaci funk&nich skupin je velmi dilezité pH.
Nepolarni interference jsou vymyty organickymi rozpoustédly, polarni
interference jsou odstranény promytim vodou. Tento zplUsob extrakce se

pouziva pro ionizované/nepolarni analyty. Eluce se v tomto pfipadé provadi
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pomoci rozpoustédel, ktera obsahuji silnéjSi opacné nabity ion nebo

vyuzijeme zmény pH.

e Kationtové vyménna extrakce — pevna faze je tvofena benzensulfonovou
kyselinou (silny katex), propylsulfonovou kyselinou (silny katex) nebo
karboxylovou kyselinou (slaby anex). Pfi extrakci se vyuziva zaporné nabitych
funkCich skupin kovalentné vazanych na vodné fazi. Analyty jsou napf. aminy
nebo bazicka léCiva. Bazické analyty nesou kladny naboj, k eluci dochazi
bazickymi rozpoustédly (neutralizace analytu). Matrici jsou napf. téIni tekutiny.

¢ Aniontové vyménna extrakce — pevna faze je tvofena kvarterni amoniovou
soli (silny anex), aminopropylem (slaby anex) nebo diethylaminem (slaby
anex), které obsahuji kladné nabité funkcni skupiny. Kyselé analyty (fosfaty,
karboxylové Kkyseliny, sulfonové Kkyseliny) nesou zaporny naboj a jsou
eluovany kyselymi rozpoustédly. Matrici jsou opét napf. télni tekutiny.

¢ Interakce na smésnych pevnych fazich — pevna faze (katex, anex) nese
zaporné nebo kladné nabité kovalentné vazané funk&ni skupiny. Analyty
(bazické, kyselé, neutralni) nesou naboj opacny. K eluci se pouziva smés
organickych rozpoustédel s bazi nebo kyselinou.

Kromé& primarnich separa¢nich mechanizmu, které jsou popsany vySe,
existuje pro silikagely také moznost vyskytu sekundarnich interakci. V pfipadé
reverznich fazi se mohou vyskytovat sekundarni polarni interakce se zbytkovymi
silanolovymi skupinami. Jestlize nepolarni rozpoustédlo nedostatecné eluuje slozky
z SPE naplné, je nezbytny pfidavek polarnéjSiho rozpoustédla (napf. methanol)
k rozruSeni polarnich interakci , které zadrzuji slozky vzorku. Silanolové skupiny
mohou také existovat pfi pH > 4 jako skupiny Si-O" . Vysledkem je, ze silikagelova
kostra mlze mit i kationtové vyménné sekundarni interakce pfitahujici kationy nebo
bazické analyty. V takovém pfipadé je nezbytna uprava pH eluéniho rozpoustédla
(okyseleni pro neutralizaci silanolovych skupin, alkalizace pro neutralizaci bazickych
analytd). Ktomu muzZze byt vyuzito kyselého methanolu (98% MeOH:2%
koncentrované HCL) nebo bazického methanolu (98% methanol: 2%
koncentrovaného NH;OH) nebo jejich smési s vice nepolarnim rozpoustédlem
misitelnym s methanolem. Také v pfipadé normalnich fazi se mizou vyskytovat
sekundarni nepolarni interakce analytu s malym alkylovymi fetézci. V tomto pfipadé
je pro eluci nezbytny nepolarnéjSi rozpoustédlo nebo smés polarniho a nepolarniho

rozpoustédla.
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Roztoky pouzivané v SPE procedurach maji velmi Siroké rozmezi pH.
Silikagelové naplné, podobné naplnim v HPLC kolonach, jsou vétSinou stabilni
vrozmezi pH 2 az 7,5. Pfi pH nad a pod touto hranici mohou byt navazané faze
hydrolyzovany a od$tépeny z povrchu silikagelu nebo muze dojit k rozpusténi
samotného silikagelu. Pokud je stabilita pfi extremnim pH rozhodujici, mohou byt
pouzity polymerni materialy nebo materialy zaloZzené na bazi grafitovaného uhliku
(carbon-based SPE). Tyto materialy jsou stabilni pfi rozmezi pH 1-14.

Vyhodou SPE je jeji selektivita, moznost zpracovani vice vzorkl v jedné sérii,
jednoduchost provedeni, relativni Casova nenaroCnost a mala spotifeba organickych

rozpoustédel. Nevyhodou je mozZzna proménlivost kvality sorbentu pfi jeho vyrobé.

Kroky SPE

I. Vybér vhodné kolonky SPE (viz vySe)

Il. Kondicionace kolonky. V suchém, neaktivovaném stavu neni sorbent
pfipraveny k zachytu analytu. Kondicionace vrstvy sorbentu promytim jednim
objemem kolonky rozpoustédlem, které ma vysokou afinitu k extrahovanym
latkam a pufrem o vhodném pH. Sorbent zistane smoceny.

lll. Aplikace vzorku. Vneseni tekuté (nafedéné) biomatrice a zachyceni analytu na
povrchu sorbentu. Poté nechame vzorek pomalu prochazet skrz extrakeni
aparat. Pouzijeme bud vakuum nebo positivni tlak. Rychlost pritoku muze
ovlivnit zadrZeni jednotlivych soucasti.

IV. Promyti. Promyti jednim objemem kolonky stejnym roztokem, ve kterém je
vzorek rozpustén nebo takovym, ktery nam neodstrani sledovany analyt. Tim
dojde k vymyti zbytk( biomatrice. V kolonce zUstava zachycen prakticky pouze
analyt.

V. Eluce analytu. Dochazi k ni pomoci vybranou smési organickych rozpoustédel
vhodnou pro preruSeni interakci analyt — sorbent (pfi nepolarni extrakci

methanolem).
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Obrazek 1. Schéma kroku SPE (30)
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5.4.3 Mikroextrakce tuhou fazi (SPME, Solid phase microextraction)

Mikroextrakce na tuhou fazi je jednoducha a uc€inna sorpéné - desorpcni
technika zakoncentrovani analytu, ktera nevyzaduje rozpoustédla nebo
komplikované aparatury. SPME patfi k modernim technikam upravy vzorku, ktera
minimalizuje €as a naklady. Technika byla vyvinuta zaCatkem 90. let 20. stoleti
Januszem Pawliszynem a jeho spolupracovniky (31) na Université Waterloo v

Kanadé a béhem nékolika malo let se rozSifila do mnoha svétovych laboratofi.

Obrazek 2. Rezimy SPME: (a) direct-immersion, (b) head-space, (c) membrane
protected SPME (31).

Sample Headspace Fiber Membrane

.
Coating Sample Coatm/g/ s;}nple
a b C
Stacionarni fazi tvofi kfemenné viakno pokryté sorpéni vrstvou. VIakno chrani
dutd ocelova jehla. Pfi sorpci analytu je vlakno zataZzeno dovnitf jehly, ktera
propichne septum v zatce zkumavky. Posunutim pistu se vldkno vysune do
kapalného vzorku (direct-immersion, DI-SPME) nebo do prostoru nad jeho hladinou (
Head-space, HS-SPME). Po dosazeni sorpéni rovnovahy se vlakno opét zasune

dovnitf jehly a spolu s ni je vytazeno ze zkumavky se vzorkem a nasledné se muze
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prenést k davkovaci GC, kde jehla propichne septum davkovace, dojde k vysunuti
vlakna, desorpci analytu a jeho pfenosu na kapilaru.

Extrakce vétSinou trva kolem 15 az 20 minut, ale Casy se mohou vyrazné liSit
v zavislosti na vlastnostech analytu. Pravidelné michani vzorku extrakci zlepSuje a
zrychluje, zvlasté u molekul s vySSi molekulovou hmotnosti a s vySSim difuznim
koeficientem. Extrakce pfi HS-SPME je obecné kratSi nez pfi DI-SPME. Extrak¢ni
Cas zalezi také na molekulovych hmotnostech extrahovanych analytd a na typu
pouzitého vlakna. Tékavé analyty mohou byt extrahovany ponofenim do vzorku nebo
vzorkovanim v prostoru head-space. Netékavé mohou byt extrahovany jenom
ponofenim vlakna do vzorku. ZvySeni iontové sily roztoku pfidavkem soli do vzorku
se zvysi ucinnost extrakce fady analytu, zvlasté latek polarnich a tékavych. HS-
SPME by méla byt aplikovana vzdy pfi praci s télnimi tekutinami, protoZze diky
bilkovinam pfitomnym v biologickém materialu zna¢né roste zatéZovani viakna a
klesa jeho zivotnost. Jako pouziti HS-SPME bych zminila analyzy krve, které sice
v porovnani s LLE nebo SPE poskytuji niz8i vytézek (0,05-10%), ale ziskany extrakt
je velmi Cisty, coz zvySuje detekéni limit. DalSi moznosti vyuziti HS-SPME jsou
analyzy stolice, matefského mléka, vlasl, vydechnutého vzduchu a slin (32).

Desorpce analytu z vlakna mulze byt tepelna, kdy je jehla zavedena do
injektoru plynového chromatografu, zde je latka tepelné desorbovana a nesena na
GC kolonu. DalSi moznosti je desorpce rozpousStédlem. Poté je analyt nesen na
kolonu LC nebo HPLC. Cas desorpce by mél byt volen co nejkratsi. Optimalni éas se
Zjistuje experimentalné.

Analyt je extrahovan ze vzorku pouze do dosazeni rovnovazného vztahu.
Rovnovazny vztah je zavisly na koncentraci analytu ve vzorku, typu a tloustce
polymeru na kifemenném vlaknu a distribuéni konstanté. Distribu¢ni konstanta
obecné vzrusta s rostouci molekulovou hmotnosti a bodem varu analytu. Selektivitu
extrakéniho procesu ovlivnime typem polymeru pokryvajicim vlakno. Plati, Ze tékavée
latky vyzaduji siln€jsi vrstvu polymeru. Rovnovahy je dosazeno rychleji v prostoru
head-space nez pfi ponofeni vlakna, protoZze analyt mize k vlaknu difundovat
rychleji. Metoda head-space je idealni k potlaceni interferenci v analyzach a

prodluzuje Zivotnost SPME vlakna.
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Obrazek 3. Schéma procesu extrakce a desorpce (31)
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Mnozstvi analytu adsorbovaného na vlakné pfi dosazeni rovnovahy:

Prima SPME
n= Kfs'vf'c(]‘vs
K. V; +V,

Head-space SPME

Kfs 'Vf 'CO 'Vs

n=
Kfs ‘Vf + K ‘Vh + Vs

hs

n...... mnozstvi analytu adsorbovaného na viaknu
Co.....poCatecni koncentrace analytu ve vzorku
Kss....rozdélovaci koeficient stacionarni faze-vzorek
Krs....rozdélovaci koeficient head-space - vzorek
Vi...... objem pokryti

Vs...... objem vzorku

Materialy pouzivané k pokryti kfemenného vlakna jsou vybirany s ohledem na

co nejvyssi hodnoty Ki/Kps, coz zplUsobuje vysokou sorpéni schopnost viakna se
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selektivnim efektem. SPME je metodou rovnovaznou, protoZe hodnota Kis obvykle
neni dostateCné vysoka, aby se analyt zcela vyextrahoval z matrice.

Materialy pokryvajici kfiemenné vlakno jsou vétSinou tvofeny jednim nebo
dvéma polymery: polydimethylsiloxan (7 ym, 30 pym, 100 um), polyakrylat (85 um),
Carboxen-polydimethylsiloxan (75 ym), polydimethylsiloxan-divinylboenzen (65 ym) a
Carbowax-divinylboenzen (65 pm). Nedavno se jiz objevily obaly tvorfené tremi
polymery, napf. divinylbenzen-Carboxen-polydimethylsiloxan (33).

V nékterych pfipadech mizeme pouzit SPME s ochrannou membranou. Tato
selektivné propustna membrana chrani vlakno pfed nezZadoucimi ucinky
zpusobenymi vysokomolekularnimi slozkami vzorku. Proces extrakce je znacné

pomalejsi nez pfi DI-SPME, protoze analyt musi nejdfive pfekonat difuzi membranu.

Tabulka 4. Obaly viaken bézné pouzivané pfi SPME: uziti, nékteré vlastnosti a
aplikace (34)

Obalovy material Sila vrstvy (um) Doporucéené pouziti Aplikace
polydimethylsiloxan | 100, 30, 7 GC, HPLC Ql‘f)%i';"m' organicke

. polarni organické
polyakrylat 85 GC, HPLC slozky
polydimethylsiloxan - aromatické uhlovodiky,
divinylbenzen 65, 60 GC, HPLC aromatické aminy
Carboxen- .
polydimethylsiloxan £ GC uhlovodiky
Carbowax- 65 GC polarni organické
divinylbenzen sloZky

Od roku 1993, kdy byla vlakna uvedena na trh, se samoziejmé objevily mnohé
vyhody i nevyhody upravy vzorku metodou SPME. Jednim z omezeni je nizka
schopnost zachytit malé tékavé molekuly. U téchto latek je rovnovahy dosazeno
rychle a distribuCni konstanta je nizka. Pro zachyceni vétSiho mnozstvi téchto
analytu je dalezita tloustka a porozita vrstvy.

Pfi pouziti SPME metody dochazi k vyrazné uspofe €asu, protoZe operace
vzorkovani, extrakce, zakoncentrovani a davkovani jsou spojeny do jednoho kroku.
Aby byla metoda presna a spravna, je potfeba dodrzet nékolik analytickych
podminek. PfedevSim je potfeba zajistit shodu v délce doby vzorkovani, ve velikosti
vialek, velikosti a teploté vzorku a pfi vzorkovani s ponofenim dodrZovat shodnou

hloubku ponoru viakna do vzorku. Techniku SPME Ize tedy pouzivat jak pro
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orientaéni analyticka stanoveni, tak s vnitfnim standardem pro vysoce pfesné
kvantitativni analyzy.

Nevyhodou SPME v porovnani s LLE nebo SPE je pomala extrakce a nizky
vytéZek. Nevyhodou DI-SPME je také vysoky vyskyt interferenci v chromatogramu.
Ty jsou zplUsobeny pouze jednou extrakci a limitni selektivitou materialu tvoficiho
povrch vliakna. Proto dochazi snadno k extrakci endogennich latek z plazmy, moci
nebo jinych télnich tekutin.

SPME je pomérné nova extrakéni technika a postupné vznikaji jeji rizné
modifikace. Jednou z novéjSich metod je tzv. In-tube SPME, kdy je sorpéni faze
nanesena na vnitini sténu kapilarni kolony. Organické sloZky ve vodném vzorku jsou
extrahovany a koncentrovany ve stacionarni fazi bé&éhem opakovanych cykl
nasavani a vypousténi roztoku vzorku. Velkou vyhodou této metody je jeji rychlost,
jednoduchost, eliminace rozpoustédel, velka senzitivita, potfeba malého mnozstvi
vzorku, nizka cena a velmi snadna automatizace a moznost kombinace s mnoha

analytickymi metodami, jako je napf. HPLC nebo MS (35).

5.4.4 Superkriticka fluidni extrakce (SFE)

Superkriticka fluidni extrakce rozdéluje latky mezi dvé nemisitelné faze na
zakladé rozdilnych rozdélovacich koeficientu. Extrakénim cCinidlem je latka
v superkritickém stavu. Superkriticka tekutina je zvlastni skupensky stav, ktery
spojuje vlastnosti kapalin a plynd. Vznikne zahfatim kapaliny/plynu na teplotu vyssi,
nez je jejiljeho kriticka teplota Tk pfi souCasném stlageni na hodnotu vySsSi nez je
jejilienho kriticky tlak pk. Jeji fyzikalni vlastnosti tvofi pfechod mezi vlastnostmi
kapaliny a plynu. Je stlacitelna, Ize ménit jeji hustotu a tim jeji rozpoustéci vliastnosti.
Viskozita je niz§i nez u kapalin, dosahuje se rychlého pfevodu hmoty v dusledku
priznivych charakteristik toku. Difuzni konstanta je blizka plyndm. Ma nizké
povrchové napéti, coz ma za nasledek snadné pronikani superkritické tekutiny do
poru pevné faze.

Pro SFE se nejCastéji pouziva CO, v superkritickém stavu (teplota > 31°C, tlak
> 7,3 MPa). Je to latka nehoflava, nevybusna, netoxicka, levna a snadno dostupna,
ekologicky nezavadna. Technika je vhodna pfedevSim pro extrakci malo polarnich
latek (silice, oleje, vosky, karotenoidy). Pro extrakci polarnéjSich latek je potreba

modifikatory (napf. methanol, acetonitril, voda, tetrahydrofuran aj.)(36).
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Tabulka 5. Vybrané fyzikalni vlastnosti plynu, superkritické tekutiny a kapaliny

Hustota (g.mI™) Viskozita (Pa.s) Difuzivita (cm?.s™)
Plyn ca 10 0,5-35.10° 0,01-1,0
SCF 0,2-0,9 0,2-1,0.10" 3,3-0,1.10"
Kapalina 0,8-1,0 0,3-2,4.10° 0,5-2,0.107

Celé usporadani je relativné narocné na technické provedeni , vlastni extrakce
probiha v ,pouzdie” (cartrige) vybaveném restriktorem. V nékterych aplikacich muze
byt v pouzdfe také sorbent.

SFE je pomérné oblibena extrakéni metoda vyuzivana hlavné pro pevné
materialy, jako je napf. rozmélnény rostlinny material, nékteré potraviny nebo
polymery. ObtiZznéjSi jsou analyzy kapalin, napfiklad télnich tekutin, které vyzaduji

imobilizaci na pevny material (37).

5.5 Molecularly Imprinted Polymers (MIPs)

Technika molekularnino imprintingu je ucinny technologicky postup pro
vytvofeni specifickych rozpoznavacich mist pro urCity analyt v husté sitovanych
polymernich matricich. Tyto polymery jsou urCeny pro vysoce selektivni extrakce
jedné slouc€eniny nebo skupiny strukturné podobnych sloucenin. S vyhodou jsou
pouzivany pro slozité matrice a pro latky s molekulou mens$i nez 5 kilodaltonu. DalSi
vyhodou jsou nizké detekeni limity a pouZitelnost pfi Sirokém rozmezi pH (1-14) a
teploty. MIPs nachazi Siroké vyuziti napf. pfi SPE nebo jako napli HPLC kolon.

Specifita metody je zajiSt€éna béhem vyroby polymeru. Pracovni postup pfi
molekularnim imprintingu zahrnuje smichani chemikalii v pfisluSnych pomérech,
jejich rozpusténi v acetonitrilu, €i v jiném organickém rozpoustédle, odplynéni pomoci
probublavani dusikem po dobu 5-10 minut, poté se nadobka uzavfie a zahfeje na 60-
70 °C na dobu 12-14 hodin. Vytvofeny polymer se rozemele v hmozdifi a necha
prosit. Castice maji obvyklou poZadovanou velikost 80-160 pm. Polymer se nakonec
davkuje do SPE kartridZze. Poté se imprintované molekuly, nezreagované monomery,
iniciatory polymerace vymyvaji acetonitrilem, smési acetonitrilu a chloroformu,
methanolem ¢i ethanolem do vymizeni signalu molekul na detektoru. Proces
vymyvani trva okolo 16 hodin. Polymer tak vytvofi funk&ni matrici s rozpoznavacimi
misty komplementarnimi vuéi analytu strukturné totoZnému nebo velmi blizkému

imprintovanym molekulam. Molekuly se vazi s monomery rGznymi typy interakci
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zalozenymi na bazi kovalentnich vazeb (v pfipadé cukrl, aminokyselin, ketona,
aldehydu, transferinu), elektrostatickych silach, hydrofobnich interakcich nebo
vodikovych mustcich (barviva, diaminy, vitaminy, derivaty aminokyselin, peptidy, beta
blokatory, theofilin, diazepam, nukleotidové baze, naproxen (38-40).

Pfi imprintingu jde pfedevSim o kopolymerizaci monomerd metakrylové
kyseliny, akrylové kyseliny, vinylbenzoové kyseliny, ethylstyrenu, vinylimidazolu a
dalSich funk&nich monomert s ethylenglykoldimethakrylatovymi monomery (=
prostfedek pro zesitovani) v pfitomnosti imprintované molekuly analytu (nazyvané
téz templatova molekula, receptorova molekula nebo guest molekul). Iniciatorem
radikalt ddlezitych pro vznik sité je alfa,alfa’-azoisobutyronitril (39).

MIPs jsou v poslednich letech vyuzivany také pro chiralni separace. Pokud je
opticky aktivni slozka uspésné imprintovana, vznikly polymer je schopny rozliSovat
mezi imprintovanou molekulou a jejim antipodem. Muze proto byt vyuzivan jako
chiralni stacionarni faze.

Zajimavym rozSifenim metody MIPs je tzv. povrchovy imprinting, kdy se
vyuziva makromolekul jako napf. bilkovin.

DalSi z mnoha oblasti vyuziti MIPs, ktera byla testovana, je jejich schopnost
napodobit protilatku. Napf. anti-theophylline MIPs byl pouzivan ke stanoveni
koncentrace theofilinu v séru pacienta s cilem vyuziti MIPs jako alternativy ke

klasickym imunoesejim. (39)
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6 Zaver

V bakalafské praci jsem se zabyvala nékolika podstatnymi fazemi, které
pfedchazi samotnou analyzu sledovaného xenobiotika.

V kapitole o osudu xenobiotika v organismu jsem se vénovala jeho jednotlivym
fazim ADME (absorpce, distribuce, metabolismus a exkrece) s ohledem na to,
v jakych c&astech organismu k jednotlivym fazim dochazi a jaké fyziologické
mechanismy pfi nich hraji roli.

V nasledujici kapitole jsem se zaméfila na hlavni druhy biologického materialu
a na zpusoby jeho odbéru. Zminila jsem i nepfiliS§ bézné materidly, jako jsou
napfiklad vlasy, sliny, pot, matefské mléko nebo mekonium.

V kapitole o uchovavani biomatrice jsem se zabyvala pfedevSim ovlivnénim
stability sledovaného analytu pfi zménach podminek skladovani. Posledni odstavce
kapitoly jsem vénovala zakladnim pokynim pro uchovavani krve a moc¢i pro bézna
biochemicka a hematologicka vysetfeni.

NejobsahlejSi Cast prace je vénovana jednotlivym zplsobum zpracovani
biologického materialu. Zaméfila jsem se predevSim na vybrané metody extrakéni a
techniku molekularniho imprintingu. U kazdé metody jsem se pokusila uveést jeji
vyhody a nevyhody, pfipadné pro jaké typy biomatrice, analytu nebo analytické

metody se vybrany typ zpracovani hodi.
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