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ABSTRAKT
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Nazev disertacni prace: Metody analytické chemie pro analyzu biologicky aktivnich

latek, 1éCivych pripravkl a Zivotniho prostredi

Tato price je zaméfena na vyuziti analytickych technik ve farmacii, laboratorni
diagnostice a ekologii. Cast fedici bioanalyzu se zabyva stanovenim endogennich latek
v rlznych biomatricich, jejich vlivem na analyzu a pfiblizuje problematiku validace
bioanalytickych metod. Konkrétni experimentdlni studie se pak orientuji na stanoveni
vitaminu K, jakoZto méné prozkoumaného zastupce vitaminl rozpustnych v tucich.
Stanoveni vitaminu K, ktery hraje klicovou roli v lidském organismu, je vyzvou v mnoha
aspektech, zejména diky jeho velmi nizkym koncentracim, obtiznou deproteinaci,
vlastnosti ulpivat na povrsich a silné fotosenzitivité. Redenim je pouziti vhodné tpravy
vzorku a jejiho spojeni s modernimi, selektivnimi a citlivymi technikami typu hmotnostni
spektrometrie. Nasim cilem bylo tedy vyvinout jednoduchou, rychlou a citlivou
metodiku, kterou by bylo mozné pouzit pro vyzkumni tGcely, ale i v rutinnich laboratofich.
Nova UHPLC-MS/MS metoda pro stanoveni rGznych forem vitaminu K (K1, MK4, MK7,
MK9) v lidském a mysSim séru a lipoproteinovych frakcich tyto pozadavky splfiuje a jiz
byla vyuZita pro nékolik klinickych studii. Dale se experimentalni ¢ast zabyva analyzou
vitaminu A a E v materském mléce a zejména ovlivnénim jejich hladin béhem zpracovani
materského mléka riznymi technikami. Dalsi oblasti, kterou jsme fesili v resersni praci,
byla problematika stanoveni kynureninu — markeru zanétu v rliznych biologickych
matricich. Publikace by méla slouzit vyzkumnikdm, zacinajicim s analyzou této latky pro

jednodussi orientaci v problematice jeji analyzy. Prace prezentuje jeji hladiny
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v jednotlivych matricich a hlavni aspekty jejiho stanoveni i v ndvaznosti na klinicky
vyznam.

Naopak exogennimi latkami — |éCivy se zabyva farmaceutickd ¢ast této disertani prace.
V preformulaéni studii pro stanoveni postupného uvolfiovani terbinafinu jsme resili
nejvhodnéjsi variantu polymerniho nosice. Tato prace zavedla novou metodu vyuZivajici
bifenylovou kolonu k separaci terbinafinu a jeho rozkladnych produktl a potvrdila
prakticky potencial polymernich nosic¢l na bazi kyseliny poly(mlécné a glykolové) pro
topické podavani terbinafinu. Ddle byla vyvinuta metoda stanoveni cyklosporinu, ktera
byla pouZita pfi vybéru vhodné techniky pro zaélenéni cyklosporinu do anorganickych
poréznich pomocnych latek.

Treti Cast, tykajici se analyzy Zivotniho prostredi, konkrétné kontaminantli ve vodnich
plochdch, vénuje svou pozornost latkdm béiné oznacovanym jako ,kontaminanty
vzbuzujici obavy“. Radime sem latky ze skupin pesticid(i, farmaceutik, latky pouZivané k
fotoprotekci a rovnéz latky perfluorované nebo polyfluorované zndmé predevsim pod
zkratkou PFAS. Monitorovani hladin téchto latek v Zivotnim prostiedi je nezbytné pro
zjiSténi, v jaké mite jsou jiz rozSiteny a zda je nutno zavadét pripadnd opatieni pro jejich
budouci omezené uZiti.

V zavéru disertacni prace je uveden prehled publika¢nich a ostatnich vystup(.
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Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
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Candidate: PharmDr. Kristyna Mrstna

Supervisor: assoc. prof. PharmDr. Ludmila Matysova, Ph.D.

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

Title of Dissertation Thesis: Analytical Chemistry Methods for the Analysis of Biologically

Active Substances, Pharmaceuticals and the Environment

This work focuses on the use of analytical techniques in pharmacy, laboratory
diagnostics, and ecology. The bioanalysis section deals with the determination of
endogenous substances in various biomatrices, their impact on analysis, and addresses
the issue of bioanalytical method validation. Specific experimental studies then focus on
the determination of vitamin K, a less-studied fat-soluble vitamin. Determining vitamin
K, which plays a crucial role in the human body, is challenging in many aspects,
particularly due to its very low concentrations, difficult deproteinization, tendency to
adhere to surfaces, and strong photosensitivity. The solution lies in the use of
appropriate sample preparation, which is also utilized in conjunction with modern,
selective, and sensitive techniques such as mass spectrometry. Our goal was to develop
a simple, quick, and sensitive methodology that could be used in routine laboratories as
well as for research purposes. The new UHPLC-MS/MS method for determining various
forms of vitamin K (K1, MK4, MK7, MK9) in human and mouse serum and lipoprotein
fractions meets these requirements and has already been used in several clinical studies.
Furthermore, the experimental part addresses the analysis of vitamins A and E in breast
milk, particularly the impact on their levels during milk processing using various
techniques. Another area we addressed in the review work was the issue of determining
kynurenine — a inflammation marker in various biological matrices. The publication

should serve researchers beginning the analysis of this substance for easier orientation
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in the issue of its analysis, presenting its levels in individual matrices and the main
aspects of its determination in connection with clinical significance.

Conversely, exogenous substances — drugs are the focus of the pharmaceutical part of
this dissertation. In a preformulation study for determining the adjustable release of
terbinafine, we addressed the most suitable variant of the polymer carrier. This work
introduced a new method using a biphenyl column for the separation of terbinafine and
its degradation products and confirmed the practical potential of polymer carriers based
on poly(lactic-co-glycolic acid) for the topical administration of terbinafine.
Furthermore, a method for determining cyclosporine was developed, which was used in
selecting the appropriate technique for incorporating cyclosporine into inorganic porous
excipients.

The third part, concerning environmental analysis, specifically contaminants in water
bodies, focuses on substances commonly referred to as “substances/contaminants of
concern.” These include pesticides, pharmaceuticals, photoprotection agents, and
perfluoroalkyl and polyfluoroalkyl substances known mainly by the abbreviation PFAS.
Monitoring the levels of these substances in the environment is essential to determine
the extent of their spread and whether measures need to be implemented to limit their
future use.

At the end of the dissertation, an overview of publications and other outputs is provided.



Obsah

Obsah
SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK .....cuvieieeirieseeieeeiseseeissssse st ssssessasssessssessssssessssssessssesans 14
R U LV ] 0 IO UPUUPPP 16
2. CILPRACE ....ciiteei ettt 17
3. TEORETICKA CAST ...viiitiieiiieiieteiete ettt 18
3.1.  Soucasné postaveni analytické chemie.......ccccocuveeiiriiiieiiiiiiee e 18
3.2.  Problematika analyzy v biologickém materidlu ............ccooecvieeiiiineiecieees 20
3.2.1. Ovlivnéni bioanalyzy fyzikdlné-chemickymi vlastnostmi analytu........... 20
3.2.2. Typ a povaha biologické matrice.......cccccoveeeeeciiieeceee e, 23
3.2.3. ANAIYZA i a e araes 25
3.2.4. Validace bioanalytickych metod .........cccovviieiiiiiiee e, 29
3.2.5. Vybrané analyty stanovované v biologickych matricich ..........ccccce........ 34
3.3.  Problematika farmakoanalyzy........ccccccoeoriiiiiciiiie e 38
3.3.1. Validace farmakoanalytickych metod .......cccooooviviiiiieiii e, 38
3.3.2. Vybrand |éCiva stanovovana pomoci UHPLC..........cccceeevciieeeecciiiee e, 41
3.4. Problematika environmentdlni analyzy ........ccooveeeeeiiiiiciiiieeeeeeeeeee e, 44
3.4.1. DUVOdY Kk @Nalyze VOAY.....coeeeiuiieeiieiieee ettt 44
3.4.2. [WT={1 =1 n 1Y o T Vo] o 1 4 1RSSR 45
4. KOMENTARE K PUBLIKOVANYM VYSTUPUM .....covrieerireriereieseessiesssssae s snens 46
4.1. Komentare k pracim z oblasti klinické analyzy........cccccceieieciiiiieeeceeee, 46
4.1.1. ReSerSni prace: Vitamin K — zdroje, fyziologicka uloha, kinetika,
nedostatek, detekce, terapeutické pouZiti a toxicita......cccceeeecviveveeeeii e, 46

4.1.2. Analyza vitaminu Ki a hlavnich variant K, v séru a lipoproteinovych
frakcich  potkant/lidi pomoci rychlé, jednoduché a citlivé metody
UHPLC-MS/IMIS ..ttt sttt sttt et be st 49
4.1.3. Sila modernich extrakénich technik: Prdlom v extrakci vitaminu K z
HASKENO SEIa ... 59

4.1.4. Pokroky v analyze kynureninu ........occcvvveeeeiiiiieiiciireeeeee e 64



Obsah

© N o U

4.1.5. Obsah o-tokoferolu a retinolu v pasterizovaném a vysokotlakové

zpracovaném lidském mléce béhem 6 mésicl skladovani..........cccceeieeiiiniiinnnne 68

4.2. Komentdre k pracim z oblasti farmaceutické analyzy.........ccccoceeeeiiveeeennnnnn. 72

4.2.1. Analyza terbinafinu v Iékovych systémech na bazi PLGA pomoci rychlé a
Citlivé Metody UHPLC-DAD .......ccoccuiieeeeiieee ettt e e e e e stae e e e enaa e e e e saan e e e e e 72
4.2.2. Srovnani liquisolid“ techniky a techniky spoleéného mleti pro
inkorporaci  Spatné rozpustného |éCiva do anorganickych poréznich

[oTe]aqToTol o1 VTol s T -1 =1 TP 78

4.3. Komentdre k pracim z oblasti Zivotniho prostfedi........ccccceeeeciveeieciiieeeccinenn. 80

4.3.1. Vyskyt IéCivych latek vzbuzujicich obavy v irskych povrchovych vodach
béhem a po omezeni v ramci COVID 19. .......oiiiiiiiiiee et 80

4.3.2. Studie ,, SOURCE-TO-SEA” vyskytu perfluorovanych a polyfluorovanych

l[atek (PFAS) vzbuzujicich 0bavy V IFSKU.......ccuueeiieiiiiee e 82
ZAVER ..o oot e oot e et e et et e et e et et e et e et et e et e et et e et aae et e et eareertearearaeareanes 84
LITERATURA ..ot eee et et et et e e e e e e eeeeeseaeeeseesesensessessessessesssensensessessessessesseseeenseneanes 86
PREHLED PUBLIKOVANYCH VYSTUPU ..ot e e e e e ee e s aneenenns 90
PREHLED OSTATNICH VYSTUPU, GRANTOVYCH PROJEKTU A STAZI v 92
< 0 I o o< To [ o - 1 Y 2R 92
8.2. PlaKAtOVA SARIENT eneeeeeeeeeee et e e e e e et e e et e e e e e eeesenaeeanns 93
8.3.  ReZeNE Grantove ProJEKLY ...c.oovoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ne 95
8.4. ADSOIVOVANE SEAZO ... et e et e et e e et eeeeeereeeeaaaaeeeanaaes 95
PRILOHY ettt ettt e e e e et eeae et et et e e eeeeseeneeseeseeeneeneeneeasesaensessesseseeeneeneanes 97
T R ~ 1 1o 3 =Y ST OO PSR 97
9.2. 4 a1 o] o - 1A 98
T TR -1 11101 - Y T OSSO OTU PSR 99
9.4. PTIIONG 4 oo et e e et e e e e et e e e e e e aeereeeaaeseeeeaareeneaeaanes 100
T TR > 41101 - Y= T OO OSSO U RRR 101
9.6. PIIIONG B et e e e e e et e e e et ee e e et e e aera—aaaaaa—————_ 102
Ty 2 > 41 1< 3 - Y 20U UU PP 103

9.8.  Priloha 8 (plakatoveé SAEIENT)....ccccceeeiecirrieeeee e 104






Seznam pouzitych zkratek

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

CECs:

CSF

CyA:
DAD:

EU:

DPX Spicky
EDTA

EMA

FCC

FDA

FNHK
GvHD:
HDL

HLB

HPLC:

HP
HPP

IDO

ICH

KYN
LDL

LC-MS/MS:

LLE
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Kontaminanty vzbuzujicimi obavy

(Contaminants of Emerging Concern)

Mozkomisni mok

(Cerebrospinal Fluid)

Cyclosporin-A

Detektor s diodovym polem

(Diode Array Detector)

Evropska unie

Disperzni pipetovaci extrakéni Spicky

Kyselina ethylendiamintetraoctova

Evropska Iékova agentura

(European Medicines Agency)

Funkcionalizovany uhli¢itan vapenaty
(Functionalized Calcium Carbonate)

Utad pro kontrolu potravin a lé¢iv

(Food and Drug Administration)

Fakultni nemocnice Hradec Kralové
Graft-versus-Host Disease

Lipoproteiny o vysoké hustoté

(High-Density Lipoprotein)

Hydrofilné-lipofilni rovnovaha
(Hydrophilic-Liphophilic Balance)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie
(High-Performance Liquid Chromatography)
Holderova pasterizace

Vysokotlaké zpracovani

(High-Pressure Processing)

Indoleamin 2,3-dioxygenadza

Mezinarodni rada pro harmonizaci

(International Council for Harmonisation of Technical
Requirements for Pharmaceuticals for Human Use)
Kynurenin

Lipoproteiny o nizké hustoté

(Low-Density Lipoprotein)

Kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
(Coupling of Liquid Chromatography and Mass Spectrometry)
Extrakce z kapaliny do kapaliny

(Liguid-Liquid Extraction)



LLOQ
MK
NEU
OECD

PFAS:

Phree™ destitka
PLGA

SALLE
SLE
TDO
TRP

uLoQ

UV-Vis spektroskopie
VLDL

WAX

Seznam pouZzitych zkratek

Dolni mez stanovitelnosti

(Lower Limit of Quantification)

Menachinony

Neusilin® US2

Organizace pro hospodarskou spolupraci a rozvoj
(Organisation for Economic Co-operation and Development)
Perfluorované a polyfluorované latky
(Perfluoroalkyl and Polyfluoroalkyl Substances)
Phree™ desti¢ka na odstrafiovani protein(
Kyselina poly(mlécna a glykolova)
(Poly(lactic-co-glycolic acid))

Extrakce z kapaliny do kapaliny za pomoci vysolovani
(Salting-out Assisted Liquid-Liquid Extraction)
Extrakce do kapaliny podporend tuhou fazi
(Solid Supported Liquid-Liquid Extraction)
Tryptofan 2,3-dioxygenaza

Tryptofan

Horni mez stanovitelnosti

(Upper Limit of Quantification)
Ultrafialovo-viditelnd spektroskopie
Lipoproteiny o velmi nizké hustoté
(Very-Low-Density Lipoprotein)

Slaba aniontovad vyména

(Weak Anion Exchange)
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Uvod
1. UVOD

Kapalinova chromatografie nachdzi uplatnéni jiz fadu let a stala nezbytnou soucasti
velkého mnozstvi laboratofi. Tato disertacni prace se zaméruje na jeji sou¢asné moznosti
vyuZziti. Prvni ¢ast popisuje vyuZiti této techniky k vyzkumu vitaminQ rozpustnych
v tucich, konktrétné vitaminu K, A a E, a dale moZnosti jejiho uplatnéni pfi studiich
zamérenych na zanétovy marker kynurenin, kde jsou mimo jiné porovnavany alternativni
techniky k vyse zminéné kapalinové chromatografii.

V druhé ¢asti se prace rozsifuje do oblasti farmakoanalyzy a osvétluje nezastupitelnou
ulohu kapalinové chromatografie ve farmaceutickém vyzkumu, vyvoji a kontrole kvality
léCiv a lécivych pripravkld. Tato ¢ast je zaméfena na vybér nosiCe pro postupné
uvoliovani terbinafinu, a ddle na vybér vhodné techniky pro inkorporaci cyklosporinu
do anorganickych poréznich pomocnych latek. V obou pfipadech je kontrola hladin
|éCiva béhem vyvoje nezbytnda, a tudiz wvyuZiti kapalinové chromatografie
nezastupitelnou soucasti vyzkumu.

Treti ¢ast je vénovana analyze Zivotniho prostredi, kde kapalinovd chromatografie slouzi
jako zakladni metoda pfi hodnoceni a monitorovani znecistujicich latek v nasem pripadé

Ve

ve vodnich plochach. Vysledky z této oblasti hraji zasadni roli pro utvareni ucinnych

7 v Ve

strategii fizeni Zivotniho prosttedi a zajistovani souladu s legislativnimi normami.

16
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2. CiL PRACE

Cilem prace bylo vyvinout metodu pro uréeni hladin vitaminu K v lidském a mysim séru
a lipoproteinovych frakcich pro nasledujici vyzkum souvislosti tohoto vitaminu
s fyziologickymi i patologickymi projevy v lidském organismu. Dale byly hodnoceny
hladiny vitaminu A a E v matefském mléce pro porovnani rliznych technik zpracovani
pred uskladnénim v Mlécné bance FNHK s cilem vybrat Setrnéjsi metodu zajistujici vyssi
procento nutrientl i po jeho zpracovani. Vzhledem k stale vyssi rozSifenosti potreb
analyzy zanétlivého markeru kynureninu, bylo téZ cilem zpracovat prehledovy ¢lanek,
ktery tuto problematiku shrne a bude tak slouzit k lepsi orientaci pfi spravné volbé
analyzy.

Pro potfeby vyvoje novych lékovych forem bylo nasSim zamérem vyvinout dvé
farmakoanalytické metody. Prvni pro analyzu hladin terbinafinu a jeho nedistot a druhou
pro analyzu cyklosporinu s ndslednym pouzitim v praxi.

V neposlednim fadé diky vyuZiti kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii
bylo cilem provést rozsdhlé testovani povrchovych sladkovodnich i morskych vodnich

ploch ke zjisténi mozného vyskytu kontaminant( vzbuzujicich obavy.
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Teoreticka ¢ast

3. TEORETICKA CAST

3.1. Soucasné postaveni analytické chemie

Analyticka chemie je obor, ktery se zaméruje na identifikaci, kvantifikaci a charakterizaci
chemickych latek a jejich vlastnosti. Zahrnuje vyvoj a nasledné poufziti rGznych technik a
metod ke zjiSténi sloZeni a vlastnosti latek. Hlavnim ucelem je poskytovat presné a
spolehlivé informace o kvalitativnim i kvantitativnim sloZeni vzorkd rizného puvodu.
Tyto informace maji zasadni vyznam pro fadu védnich obord, véetné farmaceutického
pramyslu, mediciny, ekologie, potravinarstvi, forenznich véd a mnoha dalsich. Analyti¢ti
chemici hraji zasadni roli pfi zajistovani kvality, bezpecnosti a ucinnosti vyrobkl a
procest v téchto oblastech [1].

V prlibéhu casu se analyticka chemie vyrazné vyvijela diky technologickému pokroku a
védeckym poznatkiim, zejména v oblasti instrumentace, automatizace, miniaturizace a
analyzy dat [2,3].

Tyto pokroky umozZnily analyzu nizSich koncentraci latek ve sloZitéjSich matricich, coz
vedlo ke zvySeni presnosti a rozsiteni aplikaci [4].

Automatizovand manipulace se vzorky a rychly sbér dat se stavaji samoziejmosti.
Automatizované systémy pro manipulaci s kapalinami navic zajistuji konzistentni a
reprodukovatelné zpracovani vzorkd, minimalizuji lidské chyby a tim zvysuji spolehlivost
vysledk(. Dva nejbéznéjsi pristupy k automatizaci Upravy vzork( jsou robotické systémy
a pratokové techniky. Tyto systémy nejen Setfi Cas, ale také snizuji naklady na pracovni
silu a zvysuji vykonnost, coZ je zvlasté vyhodné pro rutinni prostredi, které vyzaduje
zpracovani velkého mnozstvi vzorku [5].

Miniaturizace analytickych pfistrojlii umoZnuje pouZiti prenosnych zafizeni pro analyzu i
v terénu. Tato kompaktni zafizeni poskytuji vysledky v redlném case, coz nasledné
umozni rychlé rozhodovani a okamzitou zpétnou vazbu, zejména pfi monitorovani
Zivotniho prostredi ¢i diagnostice/lécbé onemocnéni [6,7]. Miniaturizace je ovsem
patrnd i vramci samotné laboratore. PfedevSim v Upravé vzorku je snahou zajistit

evvs

prosazuji oproti tradicnim metodam, nebot minimalizuji jak spotfebu organickych
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rozpoustédel, tak objem vzorku. Dalsi ¢astou vyhodou je moZznost opakovaného pouziti
sorbentl a moZnost automatizace jejich pripojeni k chromatografickym systém@m [8].
Analytickd chemie stdle vice vyuZivd multidisciplinarni pfistupy, nebot integruje
koncepty z jinych védnich oborl, jako je biologie, fyzika a materidlové védy. Do
budoucna se s timto propojenim musi poditat jako s jednim z nejdilezZitéjsich cild, nebot
pravé tak si analytickd chemie bude schopna udrZet svou pozici ve svété vyzkumu [2].
Nastup potreby analyzovat velké objemy dat a vypocetnich metod zménil také zplsob,
jakym se zpracovavaji a interpretuji vysledky. Pokrocilé statistické techniky, algoritmy
pocitacového uceni a nastroje pro vizualizaci zlepsily analyzu komplexnich soubor( dat
a umotznily presnéjsi identifikaci a kvantifikaci chemickych slozek [2].

Celkové vyvoj analytické chemie vedl k presnéjsim, citlivéjSim a acinnéjSim metoddm

chemické analyzy.
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3.2. Problematika analyzy v biologickém materialu

Analyticka chemie hraje v klinickych laboratofich klicovou roli v lékarské diagnostice,
sledovani jednotlivych onemocnéni a terapeutickém monitorovani IéCiv. Cilem v této
oblasti je identifikace biomarker(, hormont, IéCiv a toxin( ve vzorcich pacient(l i zdravé
populace [9]. Podstatnou charakteristikou je preference minimalnich objem vzork, coz
prispiva k zvyseni komfortu pro pacienty. Analyticky pfistup ¢asto zahrnuje simultanni
analyzu vice souvisejicich analytd, aby se maximalizovalo ziskani informaci v kratkém
Casovém horizontu. Dlraz na rychlost a jednoduchost se vSak muze lisit v zavislosti na
zamysleném ucelu metodiky. Volba mezi komplexni analyzou a zjednoduSenymi
metodami zavisi na konkrétnich cilech. Ve vyzkumu zaméreném na objevovani novych
markerli nebo zkoumani novych souvislosti je prioritou vyvinout vysoce citlivé a
komplexni metodiky schopné analyzovat velké mnoZstvi latek. Naopak pfi zavadéni
metod do rutinni klinické praxe jsou hlavnimi kritérii asova a nakladova efektivita a
jednoduchost. Vyvoj kazdé nové analytické metody vyzaduje dikladné porozuméni
fyzikadlné-chemickym vlastnostem analytl, povaze matrice, dostupnym moznostem
extrakce a vybéru vhodné analytické instrumentace. Tyto Uvahy jsou nezbytné pro
dosaZeni poZadované rovnovahy mezi citlivosti, komplexnosti a prakti¢nosti v klinickych
aplikacich.

Je dllezité zd(raznit, Ze pfi praci se vzorky pacientld je nutné dodrZovat stanovena
pravidla. Je nezbytné zajistit spolehlivost a reprodukovatelnost vysledk(, a proto musi
byt vSechny pouZivané metody validovany a vSechny pfistroje musi podléhat povinnym

auditiim, kvalifikacim a bezpecnostné technickym kontrolam [9].
3.2.1. Ovlivnéni bioanalyzy fyzikalné-chemickymi vlastnostmi analytu

Zkoumané latky se diky své velké heterogenité casto velmi liSi vradé fyzikalné-
chemickych vlastnosti, které jsou klicové pro jejich charakterizaci a analyzu. Tyto
vlastnosti, vyplyvajici z molekularni struktury a sloZzeni, zdsadné ovliviuiji jejich chovani
v riznych analytickych technikach a zejména pak v matrici. Dikladné pochopeni téchto
vlastnosti je nezbytné pro presnou identifikaci, kvantifikaci a interpretaci v oblasti

analytickych véd, ale i klinického vyzkumu.
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3.2.1.1. Molekularni struktura a velikost

Molekuldrni struktura analytu ztélesiuje jeho zdkladni uspofadani, které zahrnuje
atomy, vazby, funkéni skupiny a celkovou geometrii molekuly [10]. Velikost a tvar diktuji
interakce v jeho prosttedi, ovliviiuji rozpustnost, rychlost difuze i reaktivitu.

Molekularni struktura a velikost analytu vyznamné ovliviuji jeho detekci. UV-Vis
spektroskopie je zaloZena na pritomnosti chromoforl — specifickych funkénich skupin v
molekuldch, které absorbuji UV nebo viditelné svétlo. Nékteré molekuldrni struktury,
jako jsou konjugované systémy nebo aromatické kruhy, obsahuji chromofory, které
vedou k odliSnym absorpcnim spektrim. Velikost a konjugace téchto struktur ovliviuji
vinovou délku a intenzitu absorpce, coz umoziuje identifikaci a kvantifikaci.
Fluorescencni spektroskopie detekuje molekuly, které maji fluorofory — skupiny schopné
svétlo absorbovat a nasledné ho emitovat. Jako fluorofory mohou slouzit specifické
strukturni prvky, jako jsou aromatické kruhy nebo konjugované systémy. Molekuldrni
struktura ovliviiuje emisni spektra, coz umoznuje citlivou detekci a kvantifikaci. V
hmotnostni spektrometrii ovliviiuje molekularni struktura a velikost Uc¢innost ionizace a
fragmentacni vzorce analytd. Mensi molekuly ¢asto ionizuji snadnéji nez vétsi. Strukturni

vlastnosti urcuji zplisoby fragmentace, coz napomaha identifikaci struktury molekuly.
3.2.1.2. Lipofilita

Hodnota Log P predstavuje logaritmus poméru rovnovaznych koncentraci slouéeniny ve
dvoufdzovém systému obsahujicim oktanol (lipofilni) a vodu (hydrofilni). Tento koeficient
kvantifikuje lipofilitu slouceniny a nabizi moZnost predikovat jeji chovani. Log P je
voditkem pro vybér extrakénich rozpoustédel a technik pfi Upravé vzorkd. Znalost
lipofilni nebo hydrofilni povahy analytu pomaha pfi vybéru nejucinnéjsi extrakéni
metody, kterd zajistuje maximalni vytéZznost a citlivost analytickych méreni. V
chromatografickych technikach, jako je kapalinova chromatografie, pomaha log P pfi
vybéru vhodnych staciondrnich fazi a slozeni mobilni faze. Analyty sjeho rGznymi
hodnotami vykazuji rdznou afinitu ke stacionarni fazi, coZ usnadnuje jejich separaci.

Problematické mohou byt zejména vysoce lipofilni slou¢eniny, se Spatnou nebo prakticky
zadnou rozpustnosti ve vodé, coZ ztéZzuje pripravu roztokd nebo dosazeni vhodnych
koncentraci pro analyzu. Tyto slou¢eniny mohou mit tendenci nespecificky ulpivat na
povrsich, jako jsou ndadoby na vzorky, kapilary nebo jiné soucasti analytickych pfistroja.
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To mlZe mit za nasledek zkreslenou a nepresnou kvantifikaci. Lipofilni slou¢eniny mohou
ddle interagovat s komplexnimi biologickymi matricemi, zejména maji tendenci k silné
vazbé na bilkoviny, coz vede k moznym ztratam nebo interferencim béhem upravy a

analyzy vzork( [11]. Vybér Gcinné extrakéni metody je tedy zésadni.
3.2.1.3. Acidita/Bazicita

Acidobazické vlastnosti analyt(, charakterizované jejich hodnotami pKa, urcuji jejich
chovani v riznych pH prostfedich. Pfikladem je extrakce z kapaliny do kapaliny kdy se
Upravou pH na uroven, kdy se latka prevede do neionizované formy, zvysi jeji prenos do
organické vrstvy. Obecné plati, Ze pomér mezi ionizovanou a neionizovanou formou musi
byt alesponi 1:100. Tohoto se obvykle dosahuje Upravou pH vodného roztoku o
2-3 jednotky pod pKa kyselé slou¢eniny nebo o 2-3 jednotky nad u zasadité.

Informace o pH je nezbytnd i v rdmci analyzy. V kapalinové chromatografii s reverzni fazi
je kontrola pH a iontové sily mobilni faze kli¢ova, a to hlavné pro metody, které toleruji
jen malé odchylky. Kolony na bazi silikagelu funguji dobfe v rozmezi pH 2 az 8, zatimco
kolony na bazi polymer( jsou stabilni v rozmezi pH 1 az 14. Pro presné a
reprodukovatelné separace je nutné upravit pH vodné slozky pfed smichanim s
organickymi modifikatory. pH mobilni faze vyznamné ovliviiuje selektivitu, tvar piku a
retenci, zejména u ionizovatelnych sloucenin, jako jsou kyseliny nebo zasady. Neutralni
nebo nepolarni slouéeniny obvykle vykazuji minimalni zmény v rozliSeni a retenci vlivem

pH [12].
3.2.1.4. Stabilita

Stabilita analytu v bioanalyze ma zasadni vyznam, nebot pfimo ovliviiuje presnost,
spolehlivost a proveditelnost jeho stanoveni. Stabilita je schopnost analytu zlstat
nezménén neboli zachovat si své chemické a fyzikdlni vlastnosti v pribéhu casu za
specifickych podminek, jako je skladovani, Uprava vzorku a analyza. Pokud analyt neni
stabilni v kterékoli fazi, mize to vést k nepresné kvantifikaci nebo dokonce k
nepoutzitelnosti vzorku pro analyzu.

Pochopeni stability analytu pomaha urcit vhodné podminky skladovani pro zachovani
jeho integrity. Nespravné skladovani (napf. kolisani teploty, vystaveni svétlu, zmény pH)

muzZe urychlit degradaci. BEhem uUpravy vzorku (extrakce, filtrace, derivatizace) mohou
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nestabilni analyty vyZzadovat zvlastni postupy pfi manipulaci nebo pouZiti prisady pro
zachovani stability. | volba analytické metody zavisi na profilu stability analytu. Pokud je
naptiklad analyt nestabilni v ur¢itém rozpoustédle nebo reaguje s uréitymi Cinidly, mUze
byt nutné vyvinout alternativni metodu.

Pfed kaZdou analyzou tedy musime zjistit, zda jsou dostupné informace o stabilité
stanovované latky. Tyto Udaje ndm usnadni praci nejen s vlastni substanci, ale i s matrici,
ktera cilovy analyt obsahuje. V prlibéhu let se nasla néktera fesSeni na zakladni problémy
se stabilitou. BéZnou praxi je pfidani antioxidacniho cinidla ke vzorklm ndachylnym
k oxidaci. Prikladem takového <(Cinidla je butylovany hydroxytoulen (pouzivany
v koncentraci 1 mg/ml) ¢i kyselina askorbova (pouzivana v koncentraci 0,1 mol/l). Pro
fotolabilni analyty je pak zvykem pouzivat tmavé jantarové sklo. Vidy, pokud je to mozné,
volime u vysoce nestabilnich analytl pouZiti vnitfniho standardu o stejném chovani,

ktery nékteré problémy se stabilitou vzorku vyresi.
3.2.2. Typ a povaha biologické matrice

Vybér matric pro analyzu je zdsadni otazkou, kterou ovliviuji rizné faktory. Mezi nimi
hraje klicovou roli analyt, ktery je predmétem zajmu, a jeho vyznam pro cile vyzkumu.
Kromé toho jsou zékladnimi kritérii, jimiz se vybér matrice fidi, snadnost odbéru vzorku,
jejich dostupnost a potencial poskytnout smysluplné poznatky o zkoumanych
fyziologickych nebo patologickych stavech. Nejéastéji pouzivanymi matricemi jsou krevni
sérum, plazma a moc. Materialy vyuzivané zfidka nebo pro specifické Gcely Ize souhrnné
nazvat alternativni matrice. Mezi takové rfadime mozkomisni mok, vlasy, specifické
gynekologické a oftalmologické matrice ¢i alternativni télni tekutiny jako materské
mléko, sliny, gingivalni krevikularni tekutina, synovialni tekutina, exsudaty z ran,
kondenzat vydechovaného vzduchu, Zaludecni $tava, peritonedlni tekutina a mnohé
dalsi.

Vybér biologického materidlu mize byt ovlivnén mnoha proménnymi. Jednim ze
zpUsobu, jak se na tuto problematiku podivat, je poloZit si otazku, jaky analyt a proc
chceme analyzovat. Prace s plazmou i sérem, prestoze jejich odbér je invazivni, je velmi
béZna, protoZe pacienti jsou na odbér krve zvykli. Nicméné v nékterych pripadech muze
byt odbér Spatné proveditelny, zejména u geriatrickych ¢i pediatrickych pacientl a

nesmime opomenout nezbytnost pfitomnosti Skoleného persondlu. Proto je casto
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volena mod, jejiz hlavni prednosti je snadna dostupnost v relativné velkém mnozstvi,
neinvazivni odbér a poskytnuti informace o celkovém stavu organismu.

Mohou vsak existovat dlvody pro volbu jiné matrice, zejména pokud se snazime
pochopit pivod onemocnéni, ¢i odchylky od fyziologickych hladin analytu. Nékteré z
téchto materiall jsou snadno dostupné a uZite¢né v redlné praxi. Pfikladem jsou sliny,
gingivalni krevikularni tekutina, materské mléko, exsuddty z ran, kondenzat
vydechovaného vzduchu a vlasy. Pro testovani potencidlnich markerd dentalnich
onemocnéni lIze vybrat sliny a gingivalni krevikuldrni tekutinu. Vyhodou slin je jejich
neinvazivni odbér s moznosti ziskat je v objemu pfiblizné 0,5-2 ml [13]. Gingivalni
krevikularni tekutina se pouzivd méné casto, ale jeji odbér je jednoduchy a trva zhruba
2 minuty [14]. Analyza lidského mléka slouZi jak zdravi kojencl a matek, tak i védeckému
vyzkumu a rozvoji zdravotnickych postupll [15]. Stanoveni latek v tekutiné z rany odrazi
zanétlivou reakci pfimo v postizeném misté, kde je jejich koncentrace vyrazné vyssi a
zjistitelna dfive neZ v krvi nebo moci [16]. Tato matrice tak mizZe poskytnout dllezita
voditka k imunitnim a zanétlivym jeviim spojenym s hojenim rany. Slibnym zdrojem
biomarkeri mlze byt také kondenzat vydechovaného vzduchu. Odbér vzorkd je
neinvazivni a nevyZaduje pozornost pacienta, coZ je vhodné zejména u hospitalizovanych
pacientd [17]. Vlasy jsou vyuZivanou matrici prevaziné v toxikologii, nebot oproti
tradi€nim materidlidm poskytuji retrospektivni informace a Ize v nich rozlisit napfiklad
mezi chronickym a nedavnym uzivanim drog. Snadno se ziskavaji a maji znacnou stabilitu
po dlouhou dobu [18].

Nékteré dalsi matrice jsou velmi specifické pro danou aplikaci a jejich ziskani mlze byt
obtiznéjsi. Do této skupiny patii mozkomisni mok (CSF), gynekologické matrice, bunécné
supernatanty, synovialni tekutina, peritonealni tekutina ¢i zaludec¢ni stava. CSF musi byt
ziskan invazivné lumbalni punkci. Nutnost invazivniho odbéru vzork( vyvolava otazku,
zda je nutné analyzovat latky v CSF, nebo zda by stacila analyza v méné invazivnich
matricich. To by mohlo byt vysvétleno nejistou korelaci mezi hladinami v krvi a CSF [19].
Analyza CSF mze poskytnout diagnostické informace a umoznit ziskani podrobnosti o
prevazné neurologickych onemocnénich. Vzhledem k tomu, Ze nékteré studie naznacily,
Ze se hladiny marker( lisi mezi matefskou a fetdlni cirkulaci [20], neni prekvapivé, Ze pro
studie s podrobnéjsim zamérenim na gynekologickou a prenatdlni problematiku mohou

byt upfednostiiovdny gynekologické matrice pred sérem a plazmou. Studie zahrnuji
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analyzu placenty, vilézni tkané, cervikdlniho hlenu i tkané délozniho hrdla. Vzhledem k
nutnosti kultivace jsou materidly zaloZzené na burkach/bunécénych supernatantech,
predevsim nadorovych a imunitnich, velmi specifické a narocné na ziskani. Dlvodem pro
analyzu pfimo v bunéénych liniich je potfeba ziskat vysledky tykajici se konkrétniho
nadorového onemocnéni nebo reakce imunitniho systému, kterd je pfredmétem zajmu.
Zbylé matrice jako peritonealni tekutina a zZaludecni Stava maji vétSinou pouziti velmi
specifické napriklad u diagndz rakoviny zaludku [21,22]. Podobné jako analyza synovialni
tekutiny pro septickou artritidu [23].

Zbyvajici priklady méné béznych matric, jako jsou o¢ni tkané i tekutiny nebo mozkové
tkdné, jsou Casto pouzity pouze v akademickém prostiedi k pochopeni biochemickych a
patofyziologickych procesu. Jejich ziskani je obtizné a obvykle je nutné odebrat vzorek

post mortem. Proto je rozsah studii vyuZivajicich tyto materidly omezeny.
3.2.3. Analyza

3.2.3.1. Pristupy ke zpracovani vzorku — vybrané extrakéni postupy

Extrakéni postupy vykazuji variabilitu v zavislosti na zkoumané matrici a analytu. Bézné
se pouzivaji jednoduché Upravy vzorku, jako je fedéni, filtrace a odstfed'ovani. SlozZitéjsim
postupem je pak srazeni protein. Techniky, jako je extrakce z kapaliny do kapaliny a jeji
modifikace, stejné jako extrakce na pevné fazi a jeji varianty, vyzaduji pro efektivni
provedeni jiz zna¢né zkuSenosti.

V této disertacni praci byla zkoumana celd fada extrakénich postupl. V nasledujici

kapitole budou feseny nékteré vybrané metodiky.
Extrakce na tuhou fazi

Sorbent s reverzni fazi

Kolonky s chemismem C18 vykazuji retenci pro nepolarni az stfedné polarni slouceniny
diky alkylové vazbé. Tento typ sorbentu se fadi mezi nejbéznéji pouzivané. Na trhu jsou
dnes k dostani klasické kolonky odliSnych velikosti, mikrotitracni destic¢ky, pipetovaci
Spicky, a rGzné typy vlaken. Princip extrakce v nejbéinéji pouzivané formé, tedy
v kolonkach, je zobrazen na Obrazku 1.

HLB (hydrofilné-lipofilni rovnovdha) je moderni univerzalni polymerni typ sorbentu.

JelikoZ je sorbent HLB smacivy vodou, zachovava si schopnost vyssi retence, ktera

25



Teoreticka ¢ast

probihd prevainé na reverzni fazi; protoze je vsak faze hydrofilné modifikovana, je
vhodnd i pro polarni slouceniny.

Touto volbou tedy zajistime extrakci velmi Sirokého spektra sloucenin z vodnych vzorkd.
Tento typ sorbentu je komeréné dostupny naptiklad od firmy Waters™ pod jménem

Oasis HLB v mnoha variantach [24].

Aktivace a Naneseni
kondicionace vzorku

B P

Promyti Eluce

l l l

Analyt Nedistoty e=

Obrazek 1 Princip extrakce na tuhou fazi.

Sorbent na bazi iontoménice v kombinaci se SALLE

Pro potreby této disertacni prace byly vyuzity pipetovaci sSpicky WAX-S od firmy DPX na
bazi slabé aniontové vymény (WAX) pro precisténi, navic s obsahem soli (S) nezbytné pro
extrakci z kapaliny do kapaliny za pomoci vysolovani (SALLE). SUl se rozpousti v roztoku
béhem kroku aspirace/vypousténi, a tim dochazi diky zvySené iontové sile k oddéleni
acetonitrilové vrstvy. Roztok lze analyzovat pfimo, pfipadné nafedit nebo odpafit
rozpoustédlo a rekonstituovat v mobilni fazi v zavislosti na pracovnim postupu nebo
aplikaci. Tento typ sorbentu je idedIni pro aplikace, které vyzaduji acetonitril pro srazeni
protein( a jsou zaméreny na hydrofobni analyty. Princip této extrakce je uveden na

Obrazku 2.
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u u Pfeneseni vrchni

acetonitriloveé vrstvy

Nasavani/vypousténi Separace Cisty
vzorku fazi extrakt

Obrazek 2 Princip extrakce pomoci sorbentu na bazi iontoménice v kombinaci se soli v pipetovaci Spicce.

Obrazek upraven a prevzat ze zdroje [25].

Sorbenty odstranujici fosfolipidy

Odstranéni protein(i sraZzenim s naslednou filtraci je velmi béZznou strategii k precisténi
vzorku. Pri tomto postupu vsak vzorek stale obsahuje vysokou koncentraci fosfolipidd.
Ktomuto ucelu byly navrzeny desticky a kolonky se sorbentem pro odstranéni
fosfolipidd poskytujici relativné Cisté extrakty. Tyto materidly umoznuji odstranéni
precipitovanych proteinG filtraci, zatimco fosfolipidy jsou selektivné zadrzeny, viz
Obrazek 3. Pritomnost fosfolipidd v extraktu m(Ze casto ovlivnit nejen citlivost a
selektivitu, ale i celkovou Cistotu pristroje. Jejich odstranéni tak zlepSuje Zivotnost
analytické kolony, zabranuje jejich hromadéni béhem vétsich sérii nastrikd a zachovava
citlivost stanoveni. V soucasné dobé jsou na trhu produkty mnoha vyrobcl napfiklad:
Biotage® pod jménem ISOLUTE® PLD+ [26], Restek pod nazvem Resprep PLR [27],
Waters™ pod nazvem Ostro Protein Precipitation & Phospholipid Removal Plate [28] a

Phenomenex™ pod nazvem Phree™ Phospholipid Removal Products [29].
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Obrazek 3 Princip precisténi vzorku pomoci specifického sorbentu pro odstranéni fosfolipid. Obrazek

upraven a prevzat ze zdroje [29].
Extrakce z kapaliny do kapaliny

Princip této metody je znamy jiZ mnoho let. Omezenim v bioanalyze zUstava predevsim
moznost extrakce pouze lipofilnich Iatek. Krom klasického provedeni se mizeme setkat
s jeho miniaturizaci, nebo s jeho modifikaci extrakce do kapaliny podporené tuhou fazi
(SLE), kdy se této vymény navic ucastni i sorbent. SLE je technika zalozena na kolonkovém
nebo destickovém provedeni, kterd vychazi z principl LLE, ale pfinasi nékteré klicové
vyhody. Extrakce SLE vyuZiva inertni nosi¢ s vysokym povrchem, ktery slouzi jako
stacionarni faze pro interakci s vodnymi vzorky. Vodny vzorek se nanese na kolonku ¢i
desku SLE a nechd se adsorbovat na povrch pevného nosice. Poté se pres inertni material
prevede nemisitelné organické rozpoustédlo, které eluuje pouze sledované analyty a
zanechd nezddouci matrici v nosici, jak je zobrazeno na Obrazku 4. SLE se liSi od SPE,
jelikoz pavodni vzorek je umistén na extrakénim loZi a neni jeho cilem, aby jim protékal.
ProtoZe k interakcim dochazi mezi kapalinou a pevnou latkou, nikoli mezi dvéma
kapalinami, nevznikaji emulze. To zvysSuje Uc¢innost extrakce ve srovnani s tradiéni LLE.
Kromé toho SLE nevyZaduje michdni vzork( ani krok separace fazi, takze je méné ¢asové
a manualné narocna. Diky eliminaci protfepavani lze SLE téZ snadno automatizovat [30].
Tyto produkty jsou opét na trhu od mnoha vyrobcl, pro priklad lze uvést od firmy
Biotage® pod nazvem ISOLUTE® SLE+ [31], od firmy Agilent Technologies pod nazvem
Chem Elut [32] nebo od firmy Thermo Fisher Scientific pod ndzvem HyperSep™ SLE [33].
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Naneseni Pauza Eluce
vzorku
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Obrazek 4 Princip podporované extrakce z kapaliny do kapaliny.
3.2.3.2. Volba vnitfniho standardu

V oblasti bioanalyzy je vybér vnitiniho standardu klicovym uUkolem, zejména kvdli
pfirozené rozmanitosti matric. Tato Uvaha je zvlasté dulezitd u metodik vyuZivajicich
hmotnostni detekci, kde matricové efekty predstavuji dulezitou problematiku, které je
nutno se vénovat. Navzdory moznému zvyseni naklad( zGstava preferovanym ptistupem
pouzivani znacenych vnitfnich standardd. Jejich Sirokému rozsifeni vsak ¢asto brani
omezena dostupnost. Mezi béZné techniky znacéeni patfi ndhrada 'H za ?H nebo pouZiti
izotop(, jako jsou 13C, °N a 170.

Znacené standardy ovSem nereSi problematiku pfi analyzach vyuZivajicich detekci
UV-Vis, fluorescenci apod., kde pfirozené se vyskytujici latky nebo endogenni metabolity
nemohou slouzit jako vnitfni standardy. V takovych pripadech se jako optimalni feseni
jevi vyuZiti syntetickych derivatd, které nabizeji alternativni cestu k dosazeni presnych a

spolehlivych vysledk( v bioanalytickych studiich.
3.2.4. Validace bioanalytickych metod

Normy vyuzivané pro validaci bioanalytickych metod byly nejprve vydany americkym
Utadem pro kontrolu potravin a Ié¢iv (FDA) a Evropskou Iékovou agenturou (EMA). V
roce 2018 pak Mezinarodni rada pro harmonizaci postup (ICH) vytvorila navrh spojujici
oba tyto dokumenty pod nazvem ICH M10. Komplexni prehled relevantnich parametru

a pripustnych rozsah(, jak je stanovuji tyto predpisy, je obsazen v Tabulce 1. Tyto
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organizace, zndmé svymi prisnymi a celosvétové uznavanymi normami, spolec¢né

prispivaji k robustnosti a spolehlivosti jednotlivych proces validace metod v bioanalyze.
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Zvladnuti slozitosti validace v biologickém materidlu je klicové, zejména pokud jde o
matricové efekty (ME) a vytvareni kalibrac¢ni krivky. Pfirozena variabilita sloZzeni matric v
rGznych vzorcich vyZzaduje peclivy validacni proces, aby byla zajisténa spravnost cilovych
analyz. Pravé Casté spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii ¢ini
ovéreni matricovych efektl nezbytnym krokem. Pro zjisténi ME se pouZiva alespon 6
rGznych zdroji matrice co nejvice podobné té, pro jaky ucel metodu vyvijime
(onemocnéni pacientll, vékové rozmezi, pohlavi apod.). Stanoveni ME je uvedené
v Tabulce 1. Vysledkem je zjiSténi, zda dochazi k potlaceni nebo zesileni signalu vlivem
matrice. Dulezité je, aby pripadné potlaceni signalu nezabranilo analyze z dlivodu
nedostacujicich limitl detekce, a také aby kritérium pro preciznost bylo splnéno s
minimalni RSD < 15 %. Pokud potfebujeme ME kompenzovat, vyuzijeme znalosti, ze ME
jsou zplsobeny latkami, které jsou pritomny v iontovém zdroji ve stejnou chvili jako
cilovy analyt. Tyto interference mlizeme odstranit nejen béhem Upravy vzorku a matrici
od interferenci precistit, ale i pti vyvoji chromatografické separace, kdy interference od
cilovych analytl separujeme. Dalsi alternativou je zména typu polarity ionizace, nebot
vyuziti negativniho modu muze zvysit selektivitu. Nezbytnou soucasti je potom vyuziti
vySe zminénych izotopicky znacenych vnitfnich standardd.

Pokud nelze sestavit kalibracni kfivku za vyuziti kalibracnich standardl v matrici,
naptiklad v pfipadé vzdcnych matric nebo u endogennich analytl je mozné vytvorit
kalibra¢ni ktivku i v ndhradni matrici. Existuje nékolik strategii, napriklad vyuziti
nahradnich matric jako je uméla moc ¢i umélé sérum, které se nejéastéji sklada ze smési
hovéziho nebo lidského sérového albuminu v roztoku fosfatového pufru. Dale se
vyuzivaji precisténé matrice napriklad aktivnim uhlim. Jednodussi moZnosti za
predpokladu splnéni vSech ndlezZitosti na presnost a preciznost metody je téz pouziti

smési rozpoustédel.
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3.2.5. Vybrané analyty stanovované v biologickych matricich

3.2.5.1. Vitaminy rozpustné v tucich
Vitamin K

Termin vitamin K zahrnuje nékolik latek se shodnou strukturou v podobé 2-methyl-1,4-
naftochinonového kruhu s odliSnym postrannim retézcem, jak je patrné z Obrazku 5. Lze
jej rozdélit na dvé hlavni izoformy: (i) vitamin K1, znamy také jako fylochinon, ktery je
hlavni dietni formou, ziskdvanou predevsim ze zelené zeleniny, a (ii) vitamin K2,
menachinony (MK), které existuji v 10 rliznych variantdch MK-4 az MK-13, kde ¢islo
predstavuje pocet izoprenoidnich zbytk( v postrannim retézci. Vitamin K2 lze nalézt v
fadé ZivociSnych potravin, zejména v syrech a fermentovanych séjovych bobech (natto).

Vlyjimkou je MK-4, ktery je produktem premény K1 v lidském téle [34].

o Q
F = =
(1] , O
o o
Fylochinan Menachinon (MK-4 — MK-13)
Mw = 450,7 g/mol Mw = 444,65 — 1057,7 g/mol

Obrazek 5 Chemicka struktura fylochinonu a menachinon(.

Vitamin K je dobfe zndmy pro svou ulohu pfi srazeni krve. Jeho fyziologicka role je viak
mnohem S$irsi, zahrnuje homeostazu kosti, ektopickou kalcifikaci, diferenciaci a
proliferaci bunék [34].

Prestoze krevni a tkanové zasoby obsahuji relativné nizké hladiny vitaminu K, v rozmezi
nanomoll a méné, klinicky vyznamny nedostatek vitaminu K u dospélych je velmi vzacny
a obvykle se omezuje na osoby s poruchami vstfebdvani a jinymi gastrointestindlnimi
poruchami nebo na osoby uzivajici 1éky, které ovliviiuji metabolismus vitaminu K [34].
Dulezité vsak nejsou pouze klinicky vyznamné deficity, ale i ty asymptomatické, které
mohou mit ndasledné klinické duasledky. Zde jako hlavni priklad lze uvést nezbytnost
vitaminu K pro karboxylaci osteokalcinu v kostech, kdy jeho nedostatek muze sniZzovat

mineralizaci kosti a pFispivat k osteopordze.
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Analyza hladin vitaminu K je nezbytnad pro komplexni pochopeni jeho klicové role v
prevenci nemoci, patofyziologii a terapeutickych intervencich. Stanoveni hladin vitaminu
K tak poskytuje zasadni poznatky o jeho vlivu na rGzné fyziologické procesy. Dalsi
z oblasti zajmu je studium distribuce v lidském organismu, nebot nové poznatky v této
oblasti by mohly otevfit celou fadu mozZnosti pro cilené intervence u onemocnéni
souvisejicich s metabolismem lipid( a kardiovaskularnim systémem. Pravé nedostatek
studii zamérenych na distribuci vitaminu K v jednotlivych lipoproteinovych vrstvach, jako
jsou vrstvy lipoproteinli o velmi nizké hustoté (VLDL), nizké hustoté (LDL) a vysoké

hustoté (HDL) predstavuje mezeru ve vyzkumu.
Vitamin A

Vitaminy A jsou skupina Zivotné dulezitych latek, které jsou v lidské stravé hojné
zastoupeny. Produkty ZivocisSného plvodu jsou bohatym zdrojem retinylesterové formy
téchto vitamin(, zatimco zelenina a ovoce obsahuji karotenoidy, z nichz vétsina jsou
provitaminy A [35]. Vitamin A hraje klicovou roli ve sprdvném fungovani mnoha
fyziologickych funkci a je nezbytny pro syntézu bilkovin, bunécny rlst a diferenciaci
bunék [35]. Lidsky organismus dokdze metabolizovat pfirodni formy vitaminu A a jeho
provitaminu na biologicky aktivni formy, mezi které patfi i retinol [35], jehozZ struktura je

znazornéna na Obrazku 6.

N G e Y

Retinol

Mw = 286,46 g/mol

Obrazek 6 Chemicka struktura retinolu.

Po narozeni je hladina vitaminu A obvykle nizkd a k jejimu zvySeni dochazi az v pribéhu
kojeni, protoze materské mléko je jeho bohatym zdrojem [36]. Potfeba vitaminu A je u
kojicich zen logicky zvySend. U predcasné narozenych déti vitamin A vyznamné ovliviiuje
vyvoj plic a zraku a bylo také zjisténo, Ze jeho suplementace muize snizit kojeneckou

umrtnost a nemocnost [37]. U dospélych ma zasadni vyznam pro udrzeni zdravého zraku,
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protoze je klicovou slozkou bilkoviny rodopsinu, kterd pomaha sitnici absorbovat svétlo.
Podporuje imunitni systém tim, Ze udrzuje zdravi klze a sliznic, které slouzi jako bariéra
proti infekcim. Kromé toho hraje vitamin A zasadni roli v bunééném rustu a diferenciaci,
¢imzZ prispiva k udrzovani a obnové tkani [38]. Za nedostate¢nou hladinu vitaminu A se
povazuje hladina retinolu v plazmé pod 0,52 umol/l nebo koncentrace v jatrech nizsi nez
5-20 ug/g. Nedostatek muize byt primarni, zplisobeny nedostatecnym pfijmem vitaminu
A a karotenoidu z potravy, nebo sekundarni, spojeny s malabsorpci lipidt a chronickymi

onemocnénimi [35].
Vitamin E

Vitamin E je dalSim zastupcem lipofilnich vitaminl nachazejicim se v potravinach jako
jsou ofechy, semena, rostlinné oleje a listova zelenina. V téle plsobi jako antioxidant,
zejména v bunécnych membranach pomahd chranit buriky pred poskozenim
zpusobenym volnymi radikaly. DUlezitou roli hraje také pfi spravné funkci imunitniho
systému [39]. Termin vitamin E zahrnuje skupinu slouéenin, z nichZ alfa-tokoferol je

biologicky nejaktivnéjsi formou. Jeho struktura je zobrazena na Obrazku 7.

a-tokoferol

CH3 Mw = 430,71 g/mol 6-tokoferol | -H

Nazev R1 | R2
a-tokoferol | -CH, | -CH,
B-tokoferol | -CH; | -H
y-tokoferol | -H | -CH,

-H

Obrazek 7 Chemicka struktura tokoferolu.

Dostatecné hladiny v matefském mléce jsou pro novorozence velmi dalezité, nebot je
chrani pfed onemocnénimi souvisejicimi s oxidaci lipid( a bilkovin, jako je hemolyticka
choroba [40] a bronchopulmonalni dysplazie [41]. Referenéni rozmezi vitaminu E u
dospélych je 5,5-17 ug/ml. U déti je to 3-18,4 pg/ml, pficemzZ vyznamny nedostatek

vitaminu E je vzacny [39,42].
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3.2.5.2. Kynurenin

Kynurenin (KYN) je produktem metabolismu tryptofanu (TRP) a Ucastni se kynureninové
drahy. Jedna se o nizkomolekularni, polarni slouc¢eninu. Jeho struktura je zndzornéna na
Obrdazku 8. KYN je v soucasné dobé studovan v souvislosti s rlznymi fyziologickymi a
patologickymi stavy, véetné neurodegenerativnich onemocnéni, zanétli, rakoviny a

onemocnéni COVID-19 [43].
NH
2.0
OH
O NH,

Kynurenin

Mw = 208,22 g/mol

Obrazek 8 Chemicka struktura kynureninu.

KYN je katabolicky produkt TRP prostfednictvim kynureninové drahy. TRP je esencialni
aminokyselina nezbytnd pro biosyntézu bilkovin a je také prekurzorem nékolika
bioaktivnich molekul, jako je serotonin, tryptamin a melatonin. Vice nez 95 % TRP je vSak
metabolizovdno na KYN a jeho degradacni produkty, které zahrnuji dalezité redoxni
kofaktory. Za fyziologickych podminek je pfiblizné 90 % TRP metabolizovano tryptofan
2,3-dioxygenazou (TDO) na KYN v jatrech a pouze 5-10 % je degradovano mimojaterni
indoleamin 2,3-dioxygendzou (IDO). Teprve za patofyziologickych stavli, jako je
karcinogeneze, zanét a poruchy centralniho nervového systému, nabyva syntéza KYN
pomoci IDO na vyznamu, zejména v burnkach imunitniho a centralniho nervového
systému. TDO a IDO jsou zodpovédné za prvni rychlost limitujici krok degradace TRP.
Dysregulace kynureninové drahy, indikovanda mimo jiné pomérem kynureninu a

tryptofanu (KYN/TRP), ma klinické dusledky a je zkoumana jako terapeuticky cil [43].
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3.3. Problematika farmakoanalyzy

Kapalinova chromatografie je nepostradatelnou soucdsti farmaceutického vyzkumu,
vyvoje a kontroly kvality a tvofi zaklad pro zajisténi bezpecnosti a ucinnosti
farmaceutickych vyrobk(. Vyuziva se ke stanoveni Cistoty, Gcinnosti a stability IéCiv, spolu
s identifikaci a kvantifikaci necistot pro splnéni prisnych regula¢nich norem. Metodiky
jsou vyvijeny s dirazem na jejich rychlost, uc¢innost a ndkladovou efektivitu, pricemz je
kladen velky d(iraz na jednoduchost provedeni a robustnost.

Uprava vzorkd pf¥i farmaceutické analyze zahrnuje spie jednodussi techniky, jako je
napriklad filtrace, nez slozZitéjsSi metody typu je SPE nebo LLE. Existuje mnoho filtrt
z rlznych material(, jako je papir, tkanina, bavinéna vata a mnohé dalsi. Membranové
filtry jsou obvykle vyrobeny ze syntetickych polymeru (napf. hydrofilni PTFE, PVDF, nylon,
PES) jejich vybér zavisi na nékolika faktorech, véetné: velikosti ¢astic nebo molekul, které
maji byt odstranény, chemického slozeni vzorku, kompatibilité filtracniho média se
vzorkem nebo roztokem a viskozité vzorku.

Je vSak dullezité si uvédomit, Zze konkrétni pouzité techniky Upravy vzork( se mohou lisit
v zdvislosti na povaze matrice, analytech, které jsou predmétem zajmu a pouzité
metodé. | kdyz se tedy v urcitych scénarich castéji pouziva filtrace, je nezbytné, aby
vyzkumni pracovnici zvazili celé spektrum dostupnych technik a zvolili nejvhodnéjsi

pristup na zakladé konkrétnich potfeb analyzy.
3.3.1. Validace farmakoanalytickych metod

Validace metod ve farmaceutické analyze se fidi pfevainé predpisy vydanymi dvéma
vyznamnymi institucemi. Uceleny prehled parametrd a rozsahl definovanych témito
predpisy je obsaZen v nasledujici Tabulce 2. Validaéni protokoly metod zmifovanych
v této disertacni praci jsou primarné v souladu s pokyny stanovenymi Ufadem pro
kontrolu potravin a léciv (FDA) a Mezinarodni radou pro harmonizaci technickych

pozadavkd na humanni léciva (ICH).
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Ve farmaceutické analyze jsou bézné jednodussi matrice. Klicovou roli hraje zejména
stanoveni necistot, které je duleZitym prvkem pfi hodnoceni bezpecnosti, ucinnosti a
celkové kvality farmaceutickych vyrobk(. Tyto nedistoty lze rozdélit do dvou hlavnich
skupin: znamé necistoty pochazejici z procesu syntézy ucinné latky (napf. vychozi
materidly a meziprodukty) a nezndmé nedistoty (véetné degradacnich produktl a
kontaminant(). Analyza necistot je navic Uzce spjata s limity stanoveni a detekce, coz
jsou aspekty, které se pfi analyze farmaceutickych latek casto prehlizeji kvl

predpokladu vyssich koncentracnich hladin.
3.3.2. Vybrana léciva stanovovana pomoci UHPLC

3.3.2.1. Terbinafin

Terbinafin, chemicky (E)-N,6,6-trimethyl-N-(naftalen-1-ylmethyl)hept-2-en-4-yn-1-amin
(Obrazek 9), je fungicidni latka patfici do skupiny allylamin(. Tyto slouceniny zabranuji
biosyntéze ergosterolu, zakladni slozky bunécné membrany hub, tim, Ze inhibuji enzym
skvalen epoxidazu. V disledku blokady enzymu se v burnkach za¢ne hromadit skvalen,
prekurzor ergosterolu, ktery zpuUsobi zvySeni propustnosti membrany a naslednou
bunénou smrt. Jako Sirokospektré antimykotikum pUsobi terbinafin v nizkych
koncentracich na dermatofyty a také na Aspergilly, dimorfni a vlaknité houby. Jeho
ucinnost byla prokazana také na kvasinky, jako jsou Candida albicans a Pityrosporum spp.
Kromé antimykotické aktivity vykazuje terbinafin také antibakteridlni aktivitu vici
nékterym grampozitivnim a gramnegativnim bakteriim. Tento uc¢inek m{zZe pomoci i pfi

|écbé koinfekci [44].

|
N P

Terbinafin

OO Mw = 291,43 g/mol

Obrazek 9 Chemicka struktura terbinafinu.

Terbinafin hydrochlorid je hlavni formou léCiva pouZivanou pro perordlni i lokalni podani.
Lokalné aplikovany terbinafin v komeréné dostupném roztoku, krému a gelu je lékem

volby u dermatofyty vyvolanych koznich infekci, jako je tinea pedis, tinea corporis a tinea
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cruris. Perordlné podavany terbinafin ve formé tablet se pouzivd k systémové nebo

kombinované |é¢bé s nejvyssi mirou vyléceni onychomykdzy [44].
3.3.2.2. Cyklosporin

Cyklosporin-A (CyA), struktura zobrazena na Obrazku 10, byl plvodné zkouman jako
antimykotikum, ale aZz jeho objevené imunosupresivni vlastnosti vedly k medicinskému
vyuziti. Tento lipofilni cyklicky peptid sloZzeny z 11 aminokyselin selektivné inhibuje
aktivaci T lymfocyt(, aniz by vyznamné ovliviioval jiné imunitni buriky. Dale moduluje
imunitni toleranci a jeho vazba na cyklofiliny v T burikdch inhibuje kalcineurin, ¢imz
omezuje imunitni reakce. Na rozdil od jinych imunosupresiv nezabiji CyA imunitni buriky,

ale ovliviiuje jejich aktivaci.

Cyklosporin

Mw =1202,61 g/mol

Obrazek 10 Chemicka struktura cyklosporinu.

Jeho objeveni vyrazné zvysilo procento preziti po transplantaci ledvin a jater, coz vedlo
k jeho rychlému schvaleni ufadem FDA v roce 1983. Kromé své role v prevenci rejekce
organl se CyA pouziva také k IéCbé reakce Stépu proti hostiteli (GvHD) a rdznych
zanétlivych onemocnéni, jako je psoridza, atopicka dermatitida, nefroticky syndrom a
revmatoidni artritida. Pouziti CyA je vSak doprovazeno nezadoucimi Ucinky, vcetné
nefrotoxicity, neurotoxicity, hepatotoxicity, kardiovaskularni toxicity, prGjmu,

endokrinologické a metabolické toxicity.
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Davky CyA maji nejasné hranice — zatimco nad 20 mg/kg jsou povazovany za vysoké, nizsi
davky nemaji presnou definici. Snaha o snizeni davek CyA ma za cil snizit nezadouci

Ve

ucinky pfi zachovani ucinnosti, coz prokazatelné zlepsuje vysledky transplantace.
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3.4. Problematika environmentalni analyzy

V oblasti analyzy Zivotniho prostfedi slouZi analytickd chemie jako nepostradatelny
nastroj pro hodnoceni a monitorovani znecistujicich a kontaminujicich latek pfitomnych
ve vzduchu, vodé a pGdé. Komplexni porozuméni dopadu lidské ¢innosti na Zivotni
prostfedi je dulezité pro formulovani ucdinnych strategii a zajistovani dodrzovani
predpist. Diky pfesnym analyzam je umoznéno regula¢nim organim prosazovat prisné

normy a chranit tak kvalitu Zivotniho prostredi.
3.4.1. Duvody k analyze vody

Termin , kontaminanty vzbuzujicimi obavy” (CEC) oznacuje syntetické nebo pfirozené se
vyskytujici chemické latky nebo jakykoli mikroorganismus, ktery neni v Zivotnim
prostiedi bézné sledovan, ale ma potencial dostat se do Zivotniho prostredi a zpUsobit
znamé nebo predpokladané nepfiznivé ekologické Gcinky a/nebo Ucinky na lidské zdravi
[45]. CEC jsou obvykle pfitomny ve vodach ve stopovych koncentracich, obvykle v ng/I
nebo pg/l [46]. Vyznamnymi kategoriemi CEC jsou léciva, kosmetické pfipravky,
pramyslové chemické latky, zpomalovace hoteni, slouceniny narusujici endokrinni
systém a pesticidy, nicméné mnoho z nich zlstava neznamych [47]. Tato kombinace
stopovych koncentraci a rozmanitosti CEC ¢ini z detekce, analyzy a znalosti jejich
zivotniho cyklu ve vodnich systémech nelehky ukol [46]. Soucasna infrastruktura
odstranuje nebo degraduje mnoho téchto CEC pouze caste¢né, coz vede k jejich
uvolfiovani do systému povrchovych vod [47].

Jednu z velkych kategorii CEC tvoti perfluorované a polyfluorované latky (PFAS), které
obsahuiji alifaticky fluorovany uhlikovy retézec a pouzivaji se od 50. let 20. stoleti. Vazba
C-F v perfluoroalkylové ¢&asti (—CiF2n+1, n > 1) je vysoce dipolarni a relativné
nepolarizovatelnd, coz propujcuje fluorovanym slou¢enindm polarni hydrofobnost [48].
Tato jejich vlastnost vedla k jejich Sirokému primyslovému a komerénimu vyuZziti. Podle
Organizace pro hospodarskou spolupraci a rozvoj (OECD) bylo identifikovano vice nez
4700 sloucenin PFAS [48]. Desitky let rozSireného celosvétového pouzivani téchto vysoce
perzistentnich slou¢enin vyvolalo obavy z moznych dopad( starSich i novych generaci
fluorovanych alternativ na lidské zdravi a Zivotni prostifedi. PFAS se mohou

bioakumulovat v potravinovém fetézci, jsou vSudypritomné ve vodnim prostredi, byly
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zjistény ve vzduchu, pGdé, rostlinach a bioté po celém svété. Nékolik studii o jejich
toxicité prokdzalo, Ze expozice PFAS muZe mit za nasledek neurotoxicitu, hepatotoxicitu,

vyvojovou toxicitu, imunotoxicitu, endokrinni poruchy a karcinogenitu [48].
3.4.2. Legislativni normy

Ramcova smérnice EU o vodé (Water Framework Directive) byla poprvé zavedena v roce
2000 s cilem chranit a zlepSovat kvalitu vody ve vSech ¢lenskych statech EU, aby bylo
dosazeno vyhovujiciho ekologického stavu vSech vod. V pfiloze VIII rAamcové smérnice o
vodé jsou biocidy a pripravky na ochranu rostlin vyslovné uvedeny jako hlavni znecistujici
latky [49]. Seznam prioritnich latek uvedenych v rdmcové smérnici o vodé byl v pribéhu
let ménén a aktualizovan podle toho, jak byly zjistovany dalsi udaje. Pozdéjsi zmény
legislativy zahrnovaly vytvofeni ,,seznamu sledovanych latek” (Watch List), na kterém
jsou uvedeny znedistujici latky, o nichz je vsak k dispozici jen omezené mnozstvi Udajl z
monitorovani. Nejnovéjsi verze tohoto dokumentu je z 26.7.2022 [50].

Nékolik ¢lenskych statli EU stanovilo limity pro konkrétni PFAS a skupiny PFAS v pitné
vodeé. V dlsledku téchto regulacnich snah zacali svétovi vyrobci vyrabét nové chemické
latky, aby nahradili PFAS s dlouhym fetézcem, napfiklad slou¢eninami s kratSim fetézcem
nebo nefluorovanymi latkami. Nékteré z téchto novych chemickych Iatek se vSak ukazaly
byt stejné environmentalné perzistentni, jesSté mobilné;jsi v Zivotnim prostredi a obtiznéji
odstranitelné z pitné vody nez jejich protéjsky s dlouhym retézcem. Nékteré z nich se

ukazaly byt i toxické [48]
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4. KOMENTARE K PUBLIKOVANYM VYSTUPUM

4.1. Komentare k pracim z oblasti klinické analyzy

4.1.1. ReSersni prace: Vitamin K — zdroje, fyziologicka uloha, kinetika,

nedostatek, detekce, terapeutické pouziti a toxicita

Priloha ¢. 1: Vitamin K — sources, physiological role, kinetics, deficiency, detection,
therapeutic use, and toxicity
Premysl Mladénka, Katefina Macdkovd, Lenka Kujovskd Krémovd, Lenka Javorskd,

Kristyna Mrstnd, Alejandro Carazo, Michele Protti, Fernando Remiéo, Lucie Novdkovd

Nutrition Reviews, 2022, Vol. 80(4):677-698
IF(2024): 6,1 (Q1) AlS(2024):1,639 (Q1)

ReSerdni prace je tvorena nékolika kapitolami. V prvni fadé se zabyva zdroji vitaminu K
ve stravé, jeho kinetikou a fyziologickou funkci v lidském téle. Ddle se zaméfuje na mozné
pric¢iny a dUsledky jeho nedostatku. Z naseho pohledu zahrnuje téz dilezitou kapitolu
pfiblizujici detekci vitaminu K a dalSich markerl kuréeni hladin vitaminu v téle.
Nasleduje rozbor jeho profylaktického a terapeutického potencidlu a prace je zakoncena
informacemi o mozné toxicité.

Navzdory rozsdhlému vyzkumu zlstava presnd denni potreba vitaminu K nejista.
Soucasné studie naznacuji potencialné nedostate¢né hladiny vitaminu K u starSich osob.
Vstiebavani vitaminu K se u jeho rdiznych forem li$i. Zlu€ové soli usnadriuji vstfebavani
lipofilnich forem vitaminu K do enterocytd, kde se bali do chylomikronG a lymfatickym
systémem se dostavaji do krevniho obéhu. Vitamin K1 je zadrZovan prfedevsim v jatrech,
odkud je transportovan chylomikrony, zatimco formy vitaminu K2 jsou pfitomny
lipoproteinech a jsou distribuovany do extrahepatalnich tkani. Plazmatické hladiny forem
vitaminu K se u rGznych populaci lisi, napriklad Japonci konzumujici natto maji vyssi
hladiny MK-7. Jak vitamin K1, tak K2 prochdzeji podobnymi metabolickymi procesy, které
nakonec vedou k vyluCovani metabolitd moci a Zluci. Tyto metabolity pak mohou slouzit

jako markery hladin vitaminu K v téle.
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Vitamin K funguje jako klicovy koenzym v procesu c-karboxylace. Tento proces vede k
aktivaci protein(i, znamych jako Gla proteiny. Tyto proteiny, véetné koagulacnich faktoru
a proteint podilejicich se na mineralizaci pojivové tkané, hraji zasadni roli pti srazeni
krve, zdravi kosti a ochrané tkani. Vitamin K je béhem tohoto procesu recyklovan, takze
fyziologické pozadavky organismu jsou relativné nizké. V soucasné dobé probiha vyzkum
zkoumajici dalS$i mozné funkce vitaminu K, véetné jeho interakce s intracelularnimi
receptory, interference s enzymy a antioxidaéni nebo protizanétlivé aktivity. Nedostatek
vitaminu K muzZe vést ke spontannimu krvaceni, purpure a epistaxi. U dospélych se mlize
vyskytnout v dlsledku nedostate¢ného pfijmu z potravy, rlznych zdravotnich stavu
(napf. onemocnéni jater nebo malabsorpce) a nékterych |ékl, véetné antikoagulancii.
Novorozenci jsou rovnéz ohrozeni kvali nizkym zdsobam a hladindm vitaminu K v
materském mléce.

Pfesné zjisténi nedostatku vitaminu K je slozZité vzhledem k lipofilni povaze vitaminu a
jeho nizkym hladinam. Moderni techniky, zejména kapalinova chromatografie ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii, se staly nezbytnymi pro pfimé meéreni vitaminu K.
Chromatografické metody jsou Siroce pouzivany, ale ptfitomnost vice forem vitaminu K a
vliv abnormadlnich lipidovych profili mohou vysledky zkreslovat. Slozita Uprava vzork( se
bohuZel tyka i detekénich metod, jako je hmotnostni spektrometrie. Existuji i nepfimé
metody stanoveni. Nedostatek vitaminu K vede ke stavu, kdy Gla proteiny nemohou byt
karboxylovany, a proto se vétSinou uvoliuji v nekarboxylované formé. Nekarboxylované
proteiny vitaminu K tak mohou byt alternativnimi cili pro kvantifikaci, ale tyto testy zatim
nejsou standardizovany. Tyto proteiny byly dfive zndmy jako PIVKA (proteiny indukované
nepfitomnosti vitaminu K). U dospélych jsou jednoznacné diagnosticky vyhodnéjsi nez
protrombinovy ¢as nebo parcialni tromboplastinovy ¢as, které jsou ovlivnény napfiklad
jaternimi chorobami a hematologickymi onemocnénimi. Jejich citlivost pfi mirném
nedostatku vitaminu K je rovnéz nizka. DalSim testovanym markerem nedostatec¢ného
obsahu vitaminu K v téle, zejména v kostech, je nekarboxylovany osteokalcin. Hladiny
celkového osteokalcinu se [isi, proto se jako vhodnéjsi marker jevi procento
nekarboxylovaného osteokalcinu. Dostupné Udaje to vSak plné nepotvrzuji a vliv mlize
mit i hladina estrogend.

Ackoli je vitamin K zndmy predevsim pro svou roli pfi srazeni krve, ma riizné moznosti
profylaktického a terapeutického wvyuziti. Je nezbytny pro prevenci krvacivych
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onemocnéni u novorozencll a pro napravu otravy antagonisty vitaminu K. Ug&inky
vitaminu K presahuji ramec koagulace. Byl zkouman jeho vliv na osteopordézu, zlomeniny,
kardiovaskularni onemocnéni, rakovinu a kognitivni funkce. Pfi |é¢bé osteopordzy
vitamin K pozitivné ovliviiuje kosti, zejména v kombinaci s osteokalcinem, a studie
naznacuji jeho potencidlni pfinos. Vitamin K, zejména K2, se také slibné uplatiiuje v
prevenci arteridlni kalcifikace, sniZzuje vyskyt ischemické choroby srdec¢ni a celkové
snizuje umrtnost. S definitivnimi zavéry je vSak nutné pockat na dalsi klinické studie.
Nékteré studie naznacuji pozitivni vliv na prevenci rakoviny, zejména u vitaminu K2, ale
vysledky nejsou dostatecné prikazné. Vitamin K mize mit také mirny vliv na diabetes a
nemoci souvisejici s vékem. V souvislosti s COVID-19 neddavna studie zjistila, Ze vitamin
K2 mlzZe potencidlné ovlivnit vazbu proteinu SARS-CoV-2 na lidské buriky
prostfednictvim receptoru ACE2, coZ naznacuje novou oblast vyzkumu. Navzdory témto
slibnym zjisténim je pro plné pochopeni a vyuZiti terapeutického potencidlu vitaminu K
u rdznych zdravotnich stavli nezbytny pokracujici vyzkum a klinické studie.

Ptirodni vitamin K zpUsobuje u lidi nebo zvifat systémovou toxicitu jen zfidka. Obavy z
nadmérné koagulace v dusledku vysokého pfijmu vitaminu K nebyly vyznamné
pozorovany. Studie na zvifatech ukazaly, Ze masivni davky mohou zpUsobit krvaceni a
anémii. Udaje u lidi ukazuji, 7e davka 10 mg/den vitaminu K1 po dobu jednoho mésice
je bezpecnd. Hldsené nezddouci ucinky jsou vétSinou lokalni, jako jsou drobné
gastrointestindlni problémy a kozni vyrazky, pfiéemz intramuskuldrni vitamin K1
zpUsobuje bolesti v misté vpichu a modfiny. Nicméné vysoké davky vitaminu K3 mohou
vést k toxickym reakcim, zejména u kojenc.

Zavérem lze ftici, ze ackoli je vitamin Ktradi¢né spojovan se srdzlivosti krve, ma ve
fyziologii ¢lovéka mnoho dalSich roli. Je nezbytny pro posttranslaéni modifikaci 18 nebo
19 protein(, z nichz 11 nebo 12 nesouvisi s koagulaci. Zejména jeho zapojeni do
kalcifikace pojivové tkané podnitilo intenzivni vyzkum, i kdyZz udaje stale nejsou
jednoznacéné. Rlznorodost a rozmanité biologické vlastnosti forem vitaminu K mohou
potencialné vysvétlovat nedspéch dosavadniho vyzkumu, ktery jasné stanovil roli, kterou
vitamin K u ¢lovéka hraje. K objasnéni jeho ucinkl nesouvisejicich s koagulaci u ¢lovéka
jsou ziejmé zapotrebi dalsi studie. Bez ohledu na to je suplementace ptirodnimi formami
vitaminu K do zna¢né miry bezpeéna, a tudiz pfijatelna za urcitych podminek, napf. pfi
postmenopauzalni osteopordze.
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4.1.2. Analyza vitaminu K: a hlavnich variant K> v séru a lipoproteinovych
frakcich potkant/lidi pomoci rychlé, jednoduché a citlivé metody
UHPLC-MS/MS

Priloha ¢. 2: Analysis of vitamin K: and major K> variants in rat/human serum and

lipoprotein fractions by a rapid, simple, and sensitive UHPLC-MS/MS method

Kristyna Mrstnd, Katefina Matousovd, Lenka Kujovskd Krémovd, Alejandro Carazo, Jana

Pourovd, Pfemysl Mladénka, Ludmila Matysovd, Frantisek Svec
Journal of Chromatography A, 2024, Vol. 1714
IF(2024): 4,1 (Q2) AlS(2024): 0,533 (Q2)

4.1.2.1. Uvod a cil prace

Jak jiz bylo zminéno v teoretické ¢asti této prace, vitamin K existuje ve vice formach a ma
pro lidsky organismus nepochybny vyznam. Analyza vitaminu K v lidském téle neni
jednoducha kvuli jeho nizkym koncentracim a slozitym Upravam vzork(. Vzhledem k jeho
vysoké lipofilité, fotosenzitivité, tendenci ulpivat na povrsich a vysoké vazbé na proteiny
jsou soucasné metody vyvinuté k jeho extrakci ¢asové i manudlné naroc¢né a casto
vyuzivaji vysoké objemy organickych rozpoustédel. BohuzZel i kapalinova chromatografie
s hmotnostni spektrometrii se potyka s problémy, jako je nizka citlivost, sloZitost Upravy
vzork(l a dopad na Zivotni prostiedi. Nasim cilem bylo vyvinout rychlou a Ucinnou
metodu LC-MS/MS pro detekci vitaminu K1 a specifickych forem K2 (MK-4, MK-7 a MK-9)
v lidském séru a ndsledné tuto metodu kombinovat s ultracentrifugaci k analyze
distribuce vitaminu K v lipoproteinovych frakcich zdravych dobrovolnik( a laboratornich
potkand. Hlavnim zamérem bylo docilit takového stanoveni, které bude snadno
pouzitelné v rutinnich laboratofich a umozni tak analyzu vitaminu K v bézné klinické

praxi.
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4.1.2.2. Vysledky a diskuze

V ramci této prace byla vyvinuta a validovana UHPLC-MS/MS metoda pro analyzu
vitaminu K ve vzorcich lidského a potkaniho séra a z néj ziskanych lipoproteinovych
frakcich. Metoda vyvinuta pro kvantifikaci vitaminu K se zaméruje pfedevsim na rychlost

a jednoduchost.
Ziskani lipoproteinovych frakci

Lipoproteinové frakce byly extrahovany ze séra izopyknickou ultracentrifugaci dle

modifikované metody zavedené v laboratofi [51].
Extrakce vitaminu K

Uprava vzork® zahrnovala srazeni protein( s naslednou miniaturizovanou extrakei z
kapaliny do kapaliny. U kazdého vzorku bylo 5 ul roztoku vnitfniho standardu smichano
s 300 pl lidského nebo potkaniho séra nebo lipoproteinové frakce. Pro precipitaci
proteinl bylo pouZito 800 pl methanolu a vortexovano po dobu 30 s. Po pridani 800 pl
hexanu a kroku vortexovani (20 s) byla provedena sonifikace po dobu 1 min pomoci
ultrazvukové Cistici lazné DU 100 (Argo lab, Carpi, Italie) pti 25 °C a vykonu 5 (40 kHz).
Poté byly vzorky vortexovany po dobu 2 min, aby se umoznil ptenos lipofilniho vitaminu
K do hexanové faze. Pro oddéleni vrstev byly vzorky odstfedovany pfi 21 380 x g po dobu
5 min. Celd hexanova vrstva, pfiblizné 800 pul, byla prenesena do dalsi zkumavky
Eppendorf a odparena pfi 35 °C po dobu pfiblizné 15 min. K rekonstituci bylo pouzito
150 pl methanolu. 3 pl tohoto extraktu byly vyuZity pro LC-MS/MS analyzu.

Diraz béhem vyvoje extrakéniho postupu byl kladen predevsim na vytéZnost, nizké
matricové efekty a detekéni limity, které odpovidaji sérovym hladindm vitaminu K. Byla
testovana rizna rozpoustédla jak pro srdzeni protein(, tak pro extrakci z kapaliny do

kapaliny. Tabulka 3 zobrazuje vysledky testovanych extrakci.

50
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Zpusob extrakce

Vytéznost (%)

Mez detekce (nmol/l)

K1 MK4 MK7 MK9 K1 MK4  MK7  MK9
klasicka LLE 66 92 68 44 N/A N/A N/A N/A
mini-LLE, precipitace s EtOH, 34 47 28 25 0,708 0,865 0,193 0,531
jednoducha LLE
mini-LLE, precipitace s CH3CN, 36 28 32 14 0,747 1,323 0,240 0,514
jednoducha LLE
mini-LLE, precipitace s MeOH, 84 77 64 36 0,208 0,572 0,200 0,377
jednoducha LLE
mini-LLE, precipitace s ledovym MeOH, 76 89 65 36 0,212 0,658 0,154 0,303
jednoducha LLE
mini-LLE, precipitace s MeOH, dvojita 86 91 72 41 0,260 0,754 0,183 0,313
LLE
mini-LLE, precipitace s MeOH, 107 98 68 51 0,150 0,308 0,122 0,265
jednoducha LLE, krok ultrazvukovani

LLE: extrakce z kapaliny do kapaliny, EtOH: ethanol, CH3CN: acetonitril, MeOH: methanol, N/A:

neanalyzovalo se

Podminky UHPLC-MS/MS metody

Chromatografickd separace byla provedena na systému Shimadzu Nexera UHPLC (Kjdto,

Japonsko). Analyty byly separovany na chromatografické koloné Kinetex C18. Alikvoty

vzork( byly eluovany za podminek pritokového gradientu po dobu 8,5 min. Mobilni faze

byla tvorfena smési rozpoustédel octanem amonnym v methanolu s pridavkem kyseliny

octové, kyseliny mravenci a vody. Slouceniny byly detekovany pomoci hmotnostniho

spektrometru s trojitym kvadrupdélem Shimadzu LCMS 8050 (Kjoto, Japonsko) s

elektrosprejovou ionizaci v pozitivnim modu. Chod systému, sbér a zpracovani dat byly

fizeny softwarem LabSolutions 5.188. Optimalni napéti kvadrupdlu 1 (Q1) a kvadrupélu 3

(Q3), kolizni energie (CE) a prechody vybrané pro MRM experimenty jsou uvedeny

v Tabulce 4.

51



Komentare k publikovanym vystupim

Tabulka 4 Optimalizované MRM parametry pro K1, MK-4, MK-7, MK-9 a jejich vnitini standardy.

Prekurzorovyion Produktovy ion

Analyt (m/2) (m/2) Q1 (V) CE Q3 (V)
K1 451,30 186,95 -10,0 -28,0 -22,0
13Ce-K1 457,10 193,10 -30,0 -25,0 -25,0
MK-4 445,20 186,90 -12,0 -22,0 -23,0
MK-4-d7 452,10 194,05 -13,0 -23,0 -24,0
MK-7 649,30 186,90 -22,0 -33,0 -13,0
MK-7-d7 656,30 194,00 -24,0 -36,0 -23,0
MK-9 785,50 186,95 -20,0 -46,0 -25,0
MK-9-d7 792,50 194,00 -28,0 -47,0 -22,0

Dwell time (ms) pro vsechny analyty byl 100,0.

Optimalizace podminek metody zahrnovala testovani rliznych mobilnich a stacionarnich
fazi, pratok( a aditiv mobilni faze. Pro optimdlni ionizaci sloucenin vitaminu K byl
rozhodujici obsah vody (nepresahujici 5 %) v mobilni fazi. Jako hlavni sloZzka mobilni faze
byl zvolen methanol vzhledem k jeho schopnosti eluovat analyty v kratkych retencnich
Casech a s dobrou separacni ucinnosti. Z aditiv mobilni faze byly za optimalizovanych
podminek testovany kyselina mravenci, kyslina octovd, mraven¢an amonny a octan
amonny. Kyselina mravenci byla ucinnéjsi pro ionizaci K1, zatimco kyselina octova pro
MK, takZe jako idealni byla zvolena kombinace obou. Pfi porovndni mobilnich fazi s
pufrem a bez néj bylo dosazeno vyssSich intenzit s pfidavkem pufru, zejména octanu
amonného. Byly testovany koncentrace v rozmezi 2,5 az 10 mmol/l, pficemz 5 a
10 mmol/I poskytovaly optimalni vysledky. Byla zvolena nizsi koncentrace 5 mmol/I,
ktera méné zatézovala HPLC a MS instrumentaci.

Dale byl hodnocen vliv stacionarni faze na separaci. Za timto ucelem byly testovany
kolony Kinetex C18 (100 x 3 mm, velikost ¢astic 1,7 pm, 100 A), Kinetex C18 (50 x 2,1 mm,
velikost ¢astic 1,7 pm, 100 A), Kinetex PFP (100 x 3 mm, velikost ¢astic 1,7 pum, 100 A) a
Kinetex Biphenyl (100 x 2,1 mm, velikost ¢astic 1,7 um, 100 A). Sorbent PFP byl vyfazen
jako prvni i prestoZe pocatecni experimenty se standardy se jevily jako velmi slibné,
nebot bylo dosazeno stejnych intenzit jako s vyuZitim kolon s fazi C18 pfi zkraceni doby
analyzy na ¢étvrtinu. Problém nastal pfi analyze biologického materialu, kdy se matricové
interference nepodatilo oddélit ani po Upravé mobilni faze. Masivni matricové efekty
vedly k tomu, Ze detekéni limity byly vyssi nez 100 nmol/I. Bifenylova faze zkratila analyzu
priblizné o 20 % pfi stejnych intenzitach ve srovnani s C18, soucasné byly oddéleny
matricové interference, coz vedlo k podobnym detekénim limitdm v nanomoldrnich
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jednotkach jako u faze C18. Bohuzel, jeji nevyhodou byla nedostate¢na robustnost. V
porovnani s fazi C18 vydrzela pouze pétinu poctu nastrikl biologickych vzorkd, cozZ by jeji
vyuziti v praxi znacné prodrazilo. Proto byla tézZ vyrazena. Byly testovany dvé kolony s fazi
C18 rizné délky a vnitfniho priméru. Kolona o rozmérech 100 x 3 mm poskytla vynikajici
separaci vSech analytl i odstranéni interferenci. Pro urychleni analyzy byla vyzkousena
kolona 50 x 2,1 mm, kterd se ukazala byt vhodné&jsi. Casem potfebnym k separaci
analyt odpovidala bifenylové fazi, a navic umoznila az 1000 nastfik( biologickych vzorku
za splnéni vSech validacnich kritérii. Porovnani kolon je zobrazeno na Obrazku 11. Jako

posledni byl optimalizovdn pritokovy gradient, coz vedlo ke zkraceni analyzy na

8,5 minuty.
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Obrazek 11 Chromatogramy obrazujici optimalizaci metody pomoci vlivu réznych kolon na analyzu.

A) Kinetex PFP (100 x 3 mm, velikost &astic 1,7 um, 100 A), B) Kinetex Biphenyl (100 x 2,1 mm, velikost
¢astic 1,7 pm, 100 A), C) Kinetex C18 (100 x 3 mm, velikost ¢astic 1,7 um, 100 A), D) Kinetex C18 (50 x
2,1 mm, velikost &astic 1,7 um, 100 A).
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Validace metody

Metoda byla validovana v souladu s validaénimi normami, zahrnujici test vhodnosti
systému, linearitu, meze detekce a kvantifikace, selektivitu, preciznost a presnost.
Hodnotily se také matricové efekty, stabilita a robustnost metody. Metoda byla
validovana jak pro sérum, tak pro lipoproteinové frakce a ukdzala konzistentni vysledky.
Byla hodnocena opakovatelnost s vyslednymi hodnotami RSD < 0,91 % pro plochu piku
a £0,21 % pro retencni ¢as. Byly vytvoreny matri¢ni kalibracni kfivky pro kazdy analyt,
které prokazaly citlivost i pro detekci koncentraci vitaminu K nizsich nez nanomolarnich.
Metoda vykazovala dobrou selektivitu a oddélila vSsechny cilové analyty od interferenci.
Pfesnost a preciznost splfiovaly kritéria EMA, pficemz presnost se pohybovala v rozmezi
93,00-112,50 % a hodnoty RSD preciznosti mezi 0,56-10,30 %. Pfesné hodnoty jsou
uvedeny v Tabulce 5 a 6. Tabulka 7 zobrazuje matricové efekty normalizované na vnitini

standard.

Tabulka 5 Test vhodnosti systému, rozsah kalibrace a limity pro K1, MK-4, MK-7 a MK-9. Chromatografické
podminky: Mobilni fdze: 5 mmol/l octan amonny, 0,05 % kyselina mraven¢i, 0,05 % kyselina octové, 1 %
vody v methanolu. Kolona C18 (50 x 2,1 mm, velikost ¢dstic 1,7 um, 100 A). Gradientovd eluéni separace s
pouZitim pritoku 0,4 ml/min po dobu 0-2 min, 0,6 ml/min po dobu 2-7 min a 0,4 ml/min po dobu 7-8,5 min.
Nastrikovany objem vzorku 3 ul. Pocet méreni 6.

Parametr K1 MK-4 MK-7 MK-9
Opakovatelnost retenénich ¢asi SD (STD) 0,002 0,002 0,004 0,005
%RSD (STD) 0,15 0,21 0,13 0,08
Opakovatelnost ploch piku SD (STD) 660 742 144 294
%RSD (STD) 0,69 0,91 0,70 0,56
Opakovatelnost retencnich ¢asa SD (BIO) 0,002 0,001 0,002 0,008
%RSD (BIO) 0,12 0,15 0,07 0,12
Opakovatelnost ploch piku SD (BIO) 0,009 0,013 0,008 0,021
%RSD (BIO) 0,91 1,68 1,08 2,48
Kapacita piku (BIO) 20,37 21,41 15,17 9,31
Faktor symetrie (BIO) 1,24 1,66 1,22 1,09
Kalibraéni rozmezi (nmol/I) 0,25-5 0,5-7 0,2-2 0,5-1,5
Korelaéni koeficient r? 0,9999 0,9993 0,9980 0,9978
Mez detekce (nmol/l) 0,15 0,3 0,12 0,3
Spodni limit kvantifikace (nmol/I) 0,25 0,5 0,2 0,5

BIO: biologicky materidl
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Méreni v pribéhu jednoho dne,

within-run, (n = 5)

between-run, (n = 3)

Méfeni v ramci vice dni,

Predpokladana — - — —— - —
koncentrace Zmérena Preciznost  Pfesnost Zmérena Preciznost  Presnost
koncentrace (RSD %) (%) koncentrace (RSD %) (%)
(prameér) (pramér)
Vitamin K1

LLoQ 0,250 0,245 2,89 98,00 0,240 5,89 96,00
Nizky 1,750 1,714 2,21 97,94 1,673 7,13 95,62
Qc
Stredni 2,500 2,480 5,88 99,20 2,463 4,76 98,53
Qc
Vysoky 5,000 4,900 2,60 98,00 4,650 4,87 93,00
QC

Vitamin MK-4
LLoQ 0,500 0,495 4,29 99,00 0,475 1,49 95,00
Nizky 1,125 1,240 2,63 99,20 1,245 2,11 99,73
QC
Stredni 3,000 3,010 3,59 100,33 2,972 9,59 99,07
QcC
Vysoky 7,000 7,156 2,23 102,23 6,760 6,80 96,57
QcC

Vitamin MK-7
LLOQ 0,200 0,200 7,07 100,00 0,225 9,43 112,50
Nizky 0,525 0,496 2,30 94,48 0,510 5,55 97,14
Qc
Stredni 0,750 0,746 4,60 99,47 0,703 9,32 93,78
Qc
Vysoky 2,000 2,073 10,30 103,67 2,195 2,26 109,75
Qc

Vitamin MK-9
LLoQ 0,500 0,495 4,29 99,00 0,480 8,84 96,00
Nizky 0,750 0,757 7,28 100,89 0,777 2,68 103,56
QC
Stredni 0,875 0,873 1,75 99,81 0,885 0,56 101,09
QC
Vysoky 1,500 1,495 4,26 99,67 1,435 3,45 95,67
QcC

QC - kontrolni vzorek
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Tabulka 7 Matricové efekty normalizované na vnitini standard (IS-nME%) pro K1, MK-4, MK-7 a MK-9 v
lidském séru.

Vzorky
i K1 MK-4 MK-7 MK-9
séra
nizky vysoky nizky vysoky nizky vysoky nizky vysoky
Qc Qc Qc Qc Qc Qc Qc Qc
1 79,42 82,31 96,53 77,49 89,06 95,72 109,68 112,04
2 73,55 75,50 131,43 89,10 80,73 101,32 122,46 115,73
3 64,21 70,82 103,41 92,98 72,78 93,18 86,54 114,16
4 60,18 65,23 125,14 78,27 68,60 97,06 106,25 134,45
5 74,37 70,41 137,13 84,01 73,05 93,17 91,46 115,98
6 87,80 58,17 111,35 82,22 94,40 78,59 106,68 103,50
%RSD 13,70 11,79 13,80 7,24 12,79 8,32 12,53 8,76

QC - kontrolni vzorek

Jak bylo zminéno, vramci validace byla testovana i stabilita analytu v biologickém

materidlu. Bylo zjiSténo, Ze vSechny analyty jsou stabilni pti 4 °C po dobu maximalné 24

hodin, pfi-26 °C po dobu minimalné 72 hodin a pfi -80 °C po dobu minimalné 4 mésicQ,

jak je uvedeno na Obrazku 12. Vzorky byly stabilni v autosampleru maximalné 24 hodin.

Ztraty ve vSech pfipadech nepresahly 15 %. Stabilita standardu byla minimalné 6 mésicu

pfi -80 °C a nejméné 5 hodin pfi laboratorni teploté.
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Obrazek 12 Stabilita vitaminu K (K1, MK-4, MK-7, MK-9) v lidském séru skladovaném po dobu 4 mésicl pfi
-80 °C. Stabilita byla testovana na dvou koncentracnich drovnich, tj. na urovni LLOQ (A) a na stfedni

kalibra¢ni urovni (B).
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4.1.2.3. Aplikace metody

Nova metoda byla pouzita k analyze sérovych hladin vitaminu K a k analyze vitaminu K v
lipoproteinovych frakcich lidskych a potkanich vzork(. Sérum potkanl vykazovalo vyssi
hladiny K1 a MK-4 nez lidské sérum, pficemz MK-7 byl v potkanich sérech oproti lidskym
detekovan minimalné. Analyza MK-9 byla vzhledem k nizkym hladindm sloZitéjsi. Analyza
lipoproteinovych frakci odhalila podobné rozloZeni vitaminu K u obou druhd, pricemz
nejvyssi hladiny obsahovaly frakce HDL a LDL. Tabulka 8 shrnuje koncentrace zjisténé

v sérech a Obrdazek 13 v lipoproteinovych frakcich.

Tabulka 8 Medidny stanovenych koncentraci vitaminu K v lidském a potkanim séru.

Vitamin Lidské sérum — median (rozsah) Potkani sérum — median (rozsah)
K1 (nmol/l) 1,19 (0,31 - 3,60) 1,74 (0,36 — 3,99)

MK-4 (nmol/I) 2,98 (0,68 —5,71) 6,75 (3,25 - 8,66)

MK-7 (nmol/1) 0,43 (0,11* - 1,71) < LOD (N/A-0,52)

MK-9 (nmol/I) <LOD (N/A-0,71) <LOD

< LOD - pod mezi detekce (K1: 0,15 nmol/l, MK-4: 0,3 nmol/l, MK-7: 0,12 nmol/l, MK-9: 0,3 nmol/l),
* - pod dolni mezi stanovitelnosti (K1: 0,25 nmol/l, MK-4: 0,5 nmol/I, MK-7: 0,2 nmol/l, MK-9: 0,5 nmol/l),
N/A: nezjisténo.

A B
100% 100%
80% 80%
60% 60%
40% 40%
20% 20%
0% 0%
MK4 K1 MK7 MK4 K1
mVLDL mLDL mHDL mVLDL mLDL mHDL

Obrazek 13 A: Distribuce vitaminu K1, MK-4 a MK-7 v lidskych lipoproteinovych frakcich. B: Distribuce
vitaminu K1, MK-4 v lipoproteinovych frakcich potkant. RSD distribuce jednotlivych vitaminG ve frakcich
se pohybovala v rozmezi 11-32 % u lidskych a 9-29 % u potkanich vzorka.
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4.1.2.4. Shrnuti

Zavérem lze fict, Ze tato studie predstavuje novou a Ucinnou metodu pro simultanni
analyzu vitaminu K1, MK-4, MK-7 a MK-9 v séru a lipoproteinovych frakcich. Metoda
poskytuje rychlou analyzu v pouhych 8,5 minutdch, coZ je vyrazné kratsi doba nezZ u
stavajicich metod. Zaroven dosahuje nizkych mezi detekce, pro MK-7 dokonce
0,1 nmol/l, a jako prvni analyzuje MK-9 v lidskych a potkanich matricich. Mohla tak byt
zkoumana distribuce vitaminu K v lipoproteinovych frakcich, z jejichz vysledk( vyplyva
jeho prevaha ve frakcich HDL a LDL. Tento projekt poskytl cenné poznatky pro budouci
vyzkumy vztahu mezi hladinami lipoprotein(i a koncentracemi vitaminu K a nabizi

potencialni vyuziti pfi diagnostice rliznych onemocnéni.
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4.1.3. Sila modernich extrakénich technik: Prilom v extrakci vitaminu K z

lidského séra

Priloha ¢. 3: The power of modern extraction techniques: A breakthrough in vitamin K
extraction from human serum

Kristyna Mrstnd, Dorota Turofiovd, Chaweewan Suwanvecho, FrantiSek Svec, Lenka

Kujovska Krémovd
Microchemical Journal, 2024, Vol. 198
IF(2024): 4,8 (Q1) AlS(2024): 0,59 (Q2)

4.1.3.1. Uvod a cil prace

Prace se zabyva problematikou extrakce vitaminu K z lidského séra a porovndva tradi¢ni
techniky extrakce z kapaliny do kapaliny ¢i extrakce na tuhou fazi s modernimi, jako je
extrakce do kapaliny podporena tuhou fazi, znama pod zkratkou SLE, vyuZiti Phree™
desticky pro odstranéni fosfolipidd (Phree™ desticka), miniaturizovana extrakce z
kapaliny do kapaliny (mini-LLE) a mikroextrakce pomoci disperznich pipetovacich
extrakénich Spicek (DPX Spicky). Tradi¢ni extrakéni metody maji nedostatky, jako je
dlouhd doba zpracovani, velké objemy rozpoustédel a nizka citlivost. Moderni techniky
nabizeji vyhody, jako je rychlejsi zpracovani, automatizace a mensi objemy vzorku, coz
mUzZe zvysit spolehlivost a ucinnost analyzy vitaminu K ze vzorkd s omezenym objemem,

jako jsou pravé biologické matrice.
4.1.3.2. Vysledky a diskuze

Chromatograficka separace byla provedena pomoci systému Shimadzu Nexera UHPLC s
kolonou Kinetex C18. Vsechny formy vitaminu K byly detekovany pomoci hmotnostniho
spektrometru Shimadzu LCMS 8050 s elektrosprejovou ionizaci v pozitivnim maddu.
Podrobnosti k metodice byly zminény v predchozi kapitole.

Prace porovnava rizné techniky upravy vzork( pro analyzu vitaminu K v séru s pridavkem
standard(. Sérum pro tento vyzkum bylo pripraveno pomoci UV lampy, kdy byla vyuzita
fotolabilita vitaminu K. Sérum od zdravych dobrovolnikd bylo osviceno po dobu 3 hodin
k zajisténi kompletniho rozkladu analytu. Studie zddraznila hlavni problémy spojené s

analyzou vitaminu K, objasnila klicové prekazky a navrhla zpUsoby jejich odstranéni.
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Pro kazdou extrakéni metodu bylo pouzZito nékolik protokolll s cilem optimalizovat
jednotlivé kroky extrakce. Postupy zahrnovaly proteinprecipitaci, extrakci a odpareni, po
nichz nasledovala rekonstituce v methanolu a filtrace pfed analyzou. VSechny protokoly

jsou prehledné znazornény na Obrazku 14.

/

) O\

Konvendni

\

Moderni

Obrazek 14 Shrnuti pouZitych extrakénich postupl pro Upravu vzorkd séra pred analyzou vitaminu K.

Studie hodnotila extrakci vitaminu K s ohledem na jiz zminéné analytické aspekty, jako je
vytéZnost, vliv matrice a meze detekce. Prace se ddle zabyvala neanalytickymi
vlastnostmi kazdého postupu, jako je Cas potfebny pro jeho provedeni, naklady a

manuadlni naroc¢nost viz Obrazek 15.
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Obrazek 15 Vysledky neanalytického a analytického hodnoceni extrakénich postupd.
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zatimco manipulace s DPX Spickami je dle vysledk(i povazovana za obtiznou. Studie
poskytla podrobné informace o silnych strankach a omezenich jednotlivych metod
extrakce vitaminu K ze séra.

Z analytickych i neanalytickych parametrd byla nasledné pro kaZzdy postup vytvorena

skére, kterd komplexné porovnavala techniky, jak je patrné z Obrazku 16.

10
v 8
S
& 6
E
3 4
=
0

tips HLB SPE1 SPE5 mini-LLE5 mini-LLE1 PHREE

Obrazek 16 Celkové skére vybranych extrakénich postupl (0 = nejhorsi, 10 = nejlepsi).

vvvvvv

Phree™ desticka a mini-LLE s jednoduchou extrakci hexanem, pticemz Phree™ desticka
by byla lepsi volbou pro svou cenovou dostupnost, kratkou dobu analyzy a nizké meze
detekce.

Kromé toho byla hodnocena ekologi¢nost Upravy vzorkd pomoci kritérii zaloZzenych na
zdsadach Setrnosti k Zivotnimu prostredi diky volné pfistupnému programu AGREEprep
[52], dle skére od 0 do 1 pro dopad kazdého postupu na Zivotni prostredi, kdy vyssi

hodnota predstavuje vice Setrnou metodu (Obrazek 17).
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PHREE - plate Mini-LLE €. 1 SLE - column

¢

Obrazek 17 Ekologicka naroc¢nost vybranych extrakénich postupd. 1 - upfednostriovat Upravu vzork( in situ,
2 - pouZivat bezpecnéjsi rozpoustédla a cinidla, 3 - zaméfit se na udrZitelné, opakované pouzitelné a
obnovitelné materidly, 4 - minimalizovat mnozZstvi odpadu, 5 - minimalizovat mnoZzstvi vzorku potfebného
k analyze, mnozstvi chemikalii a material(, 6 - maximalizovat mnoZstvi zanalyzovanych vzorkl, 7 -
integrovat jednotlivé kroky a podporovat automatizaci, 8 - minimalizovat spotiebu energie, 9 - zvolit co

[52].
Z tohoto testu jako nejsetrnéjsi k Zivotnimu prostredi vysly Phree™ desticky a protokoly
SLE, nasledované mini-LLE a HLB DPX Spi¢kami.

4.1.3.3. Shrnuti

Prace byla zamérena na porovnani metod extrakce vitaminu K. Za nejucinné;si techniky
oznacila Phree™ desticku a mini-LLE, které nabizeji nizké meze detekce a zkracenou dobu
zpracovani. Tato zjisténi jsou cenna pro rozvoj analyzy vitaminu K ve vyzkumu a klinickych

aplikacich.
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4.1.4. Pokroky v analyze kynureninu

Priloha ¢. 4: Advances in kynurenine analysis

Kristyna Mrstnd, Lenka Kujovskd Krémovd, Frantisek Svec

Clinica Chimica Acta, 2023, Vol, 547
IF(2024): 5,0 (Q1) AlS2024): 0,826 (Q2)

4.1.4.1. Uvod do problematiky

Kynurenin, prvni produkt degradace tryptofanu kynureninovou cestou, se v poslednich
letech stal jednim z nejcastéji zmifnovanych biomarker(. Dysregulace kynureninové
drahy, indikovana mimo jiné pomérem kynureninu a tryptofanu (KYN/TRP), je zkoumana
u neurodegenerativnich onemocnéni, zanétu, rakoviny a onemocnéni COVID-19. Lidské
sérum a plazma jsou hlavnimi matricemi pouzivanymi k hodnoceni hladin KYN a
kapalinovd chromatografie je dominantni instrumentdlni technikou pro jeho stanoveni.
Koncentrace tohoto markeru v krvi vSak ne vidy odpovidaji hladindm v jinych matricich
ziskanych od stejného pacienta. Je proto dulezité rozhodnout, kdy je vhodné analyzovat
KYN v alternativnich matricich a zda je kapalinova chromatografie pro tuto analyzu tou
nejlepsi volbou. Za timto ucelem byl sepsan prehledovy ¢lanek, ktery predstavuje dalsi
alternativy ke stanoveni KYN a shrnuje detaily, které je tfeba pfed samotnou analyzou

zZvazit.
4.1.4.2. Hlavni ¢ast prace

V prvni ¢asti se prehledovy ¢lanek zabyva moznymi analytickymi pfistupy. Dominantni
technikou je kapalinova chromatografie v kombinaci s UV-Vis detekci nebo hmotnostni
spektrometrii. V poslednich letech prevlddd hmotnostni spektrometrie s ionizaci
elektrosprejem, ktera sice umoznuje soucasnou analyzu vice analytd, ale vyzaduje
peclivé zvazeni vlivu matrice. Fluorescencni a elektrochemicka detekce jsou alternativni
metody, pficemz fluorescence dosahuje citlivosti vhodné pro fyziologické koncentrace,
ale vyzaduje derivatizaci. Elektromigracni metody, konkrétné kapilarni elektroforéza,
nabizeji vyhody, jako je nizkd spotfeba rozpoustédel a srovnatelné LOD s
chromatografickymi metodami. Imunoanalyzy jsou vhodné pro sérum, plazmu, mo¢ a

bunécné supernatanty. Bohuzel jsou citlivé na interference matrice a maji ¢asto dlouhé
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doby inkubace (vznik komplexu antigen-protilatka). Senzory, které jsou trendem posledni
doby, nabizeji vyhody, jako je nizkd cena, snadny transport a vysoka citlivost. Byly
vyvinuty senzory zaloZené na rGznych principech, které poskytuji slibné alternativy pro
detekci KYN v redlném case. Na druhou stranu je treba vzit v ivahu nékolik problémd,
jako je jejich selektivita, nedostate¢nd komeréni dostupnost, potfeba vétsich objema
vzorkl a omezena schopnost analyzovat vice latek soucasné.

Druha ¢ast je zamérena na postupy vybéru metody pro analyzu KYN, dle typu matrice.
Zminuje vSechny doposud pouZité matrice pro analyzu KYN a ddvody proc¢ by méla byt
pravé dand matrice vybrana. Pfehled matric, ve kterych je KYN analyzovan, je zobrazen
na Obrazku 18. Sérum a plazma jsou bézné vybirany vzhledem k jejich dostupnosti a
vyznamu u rdznych onemocnéni, jako jsou virové infekce, neurologické poruchy a
rakovina. Moc je uprednostiiovana pro svij neinvazivni odbér a snadnou analyzu. Méné
béZzné matrice, jako jsou sliny, materské mléko, exsudaty z ran, kondenzat
vydechovaného vzduchu, vlasy a mnohé dalsi nabizeji specifické poznatky o nemocech a
biologickych procesech v misté poruchy. Dale je v této ¢asti feSen vybér spravné nahradni
matrice, ktery je zejména pro kalibraci zasadni, a stabilita KYN v rGznych biologickych

matricich.

9%

W Plazma

10% 28% B Sérum

Moé
2%

3%—

Mozkomisni mok
W Viasy

Gynekologické matrice
B Oftalmologické matrice

25% B Alternativni télni tekutiny

Obrazek 18 Zastoupeni lidskych matric pouZzitych pro analyzu KYN. Alternativni télni tekutiny zahrnuji
materské mléko, sliny, gingivalni krevikularni tekutinu, synovialni tekutinu, exsudaty z ran, kondenzat
vydechovaného vzduchu, Zaludeéni $tavu a peritonealni tekutinu.
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Nezbytnou soucasti tohoto pfehledového ¢lanku je sekce zamérena na specifika extrakce
dle typu matrice a problematiku analyzy KYN s ohledem na pouzity typ detekce. Proces
Upravy vzorku vyznamné ovliviiuje analyzu KYN, a proto je velmi dalezité zvolit vhodnou

techniku. RUzné matrice vyZaduji specifické zpracovani. Shrnuti hlavnich postupl Gpravy

vzorku je v Tabulce 9.

Tabulka 9 Extrakéni techniky pouZivané pro nejbéznéjsi matrice pfed analyzou KYN.

Matrice Nejcastéji vyuzivana technika Mozné alternativy
LC-UV
Sérum, plazma, precipitace kyselinou chloristou SPE: SPE kolonky Oasis® MCX, (Waters®,
bunécény Massachusetts, USA)
supernatant

Mo¢

precipitace

fedéni

Mozkomisni mok

precipitace kyselinou trichloroctovou

Tkané homogenizace + precipitace kyselinou

chloristou
Mléko precipitace kyselinou chloristou + ultracentrifugace
Sliny filtrace precipitace kyselinou chloristou

LC-MS

Sérum, plazma, precipitace methanolem + inkubace pfi -20  SPE: SPE k Oasis® MCX, SPE kolonky Oasis®
bunécény °C po dobu alespori 30 min HLB, SPE kolonky Oasis® MAX, (Waters®,
supernatant Massachusetts, USA)
Mo¢ fedéni v mobilni fazi precipitace acetonitrilem + inkubace pfi -20

°C po dobu alespori 20 min

Mozkomisni mok precipitace methanolem/acetonitrilem + fedéni

inkubace pfi -20 °C po dobu alespon 30 min

Mléko LLE + precipitace methanolem + inkubace pfi

-4 °C po dobu 30 min

Porovnani hlavnich technik pouzivanych k analyze KYN je zobrazeno v Tabulce 10. HPLC-
MS a imunoalanytické metody vyZaduji pro analyzu pouze malé objemy vzorkd, cozZ je
vyhodné pro matrice s omezenymi objemy i pro pacienty. Senzory maiji tu vyhodu, ze
pracuji velmi rychle bez nutnosti Upravy vzorku, ale nejsou prozatim komeréné dostupné.
Techniky zalozené na reakci antigen-protilatka rovnéz pracuji bez nutnosti Upravy vzorku,
ale jsou ¢asové naroéné. Separacni metody vynikaji svou univerzalnosti a selektivitou,

vyzaduji ovSem Upravou vzorku, jejiz naro¢nost zavisi na typu matrice.
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Tabulka 10 Srovnani riznych pfistupt ke stanoveni hladin KYN v plazmé&/séru.

LC-Uv LC-FLD LC-MS CE imunoanalyza  senzory
x , , , , . ) velmi
Cas pomalé pomalé rychlé pomalé velmi pomalé )
rychlé
LODs Ay s Ly, "y v s
(medi nizké nizké velmi nizké dostatecné dostatecné nizké

median
(0,07) (0,04) (0,0042) (0,15) (0,22) (0,05)

umol/I)
Uprava ) . . . . s s
vicerokrokova vicerokrokova  vicerokrokova vicerokrokova 7adnd 7adnd

vzorku
Cena vysoka vysoka velmi vysoka vysoka stredni nizka
Selektivita vysoka vysoka vysoka vysoka Spatna Spatna

Potiebné
mnozstvi stredni stredni nizké stredni nizké vysoké

vzorku
Mnoistvi i 3 L . 3 Lo 3
vysoké vysoké stredni velmi malé stredni malé

odpadu

Na zavér ¢lanek zminuje narUstajici vyznam stanoveni KYN v matricich ziskanych z
rGznych ¢asti lidského téla, protozZe rutinni stanoveni hladin KYN pouze v séru a plazmé
Casto neodrazi nékteré aspekty pro detailni pochopeni daného onemocnéni. Vybér
metody pro analyzu KYN musi zohlednit specificnost ucelu, pro ktery se hladiny KYN
analyzuji, a vybér pfislusné matrice. DalSim krokem je posouzeni fyziologickych
koncentraci v matrici a vybér vhodné techniky. Jako nejlepsi metoda pro stanoveni KYN
se jevi HPLC-MS. UmozZnuje simultanni analyzu celé fady sloucenin, je vSak cenové

naro¢néjsi. Na rozdil od HPLC-MS je HPLC s UV detekci cenové dostupnéjsi alternativou

a je zcela vhodna pro rutinni analyzy séra a plazmy, kde jsou oéekavané hladiny KYN vyssi.
4.1.4.3. Zavér

Tento prehledovy ¢lanek shrnuje vysledky dosaZzené v oblasti stanoveni KYN s dlirazem
na rozdily ve stanoveni s ohledem na dostupnou biologickou matrici. O¢ekavame, zZe
tento prehled bude uZite€ny pro orientaci ve slozZité oblasti analyzy KYN a pomlze

upresnit, které detaily je tfeba vzit v ivahu pred zavedenim nové metody.
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4.1.5. Obsah a-tokoferolu a retinolu v pasterizovaném a vysokotlakové

zpracovaném lidském mléce béhem 6 mésicu skladovani

Priloha ¢. 5: a-tocopherol and retinol content in Holder pasteurized versus high-pressure
processed human milk during 6 months of storage

Kristyna Mrstnd, Lenka Kujovskd Krémovd, Chaweewan Suwanvecho, Miroslava

Jandovd, Eliska Kovarikovd, Jan Strohalm, Radomir Hyspler, Dagmar Solichovd, Frantisek
Svec

Journal of Food Composition and Analysis, 2024, Vol.133

IF(2024): 4,3 (Q2) AlS(2024): 0,563 (Q1)

4.1.5.1. Uvod a cil prace

V této studii byl zkouman vliv riznych metod zpracovani na obsah zakladnich vitamin(
rozpustnych v tucich, retinolu (vitaminu A) a a-tokoferolu (vitaminu E), v matefském
mléce. Studie porovnavala tradi¢ni Holderovu pasterizaci (HP) s vysokotlakym
zpracovanim (HPP), coZ je nova metoda, ktera ke konzervaci mléka pouZziva misto vysoké

teploty vysoky tlak.
4.1.5.2. Vysledky a diskuze

Vzorky mléka od 12 zdravych darkyn byly odebrany a rozdéleny do étyf skupin, vzorky
bez Upravy, vzorky oSetfené Holderovou pasterizaci a vzorky zpracované pomoci dvou

protokoll vysokotlakym zpracovanim. Podrobny prehled je zobrazen na Obrazku 19.
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| Odbér matefského miéka |
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Pfed analyzou skladovat pfi teploté -80 °C

Obrazek 19 Grafické znazornéni zplsobl zpracovani vzorkd. (n=12 pro kazdy postup, 48 vzork(

dohromady).
Extrakce vitaminu A a E

Uprava vzork( byla provedena podle dfive publikované metodiky. Struéné popsano, do
sklenéné zkumavky bylo pfeneseno 500 pul mléka a byly pfidany 2 ml ethanolu pro
vysrazeni bilkovin. Krok zmydelnéni byl proveden pomoci 1 ml kyseliny askorbové
(0,1 mol/l) a 1 ml hydroxidu draselného (10 mol/I). Poté byl pfidan 1 ml redestilované
vody a 2 ml hexanu pro extrakci z kapaliny do kapaliny. Vzorky byly 10 min protfepany a
poté 10 min odstfedovany pfi 1900 x g, 4 °C. Z horni vrstvy hexanu bylo 1,5 ml pfevedeno
do dalsi zkumavky a odpareno pfi 45 °C. Na zavér byly vzorky rekonstituovany ve 375 pl

methanolu.
Instrumentace a HPLC analyza

Byla pouZita metodika jiz zavedena v laboratofi. Chromatograficka analyza byla
provadéna na systému Shimadzu Prominence HPLC (Kjéto, Japonsko). Analyty byly
separovany na monolitické koloné Chromolith Performance RP-18e (100 x 4,6 mm) od
firmy Merck (Darmstadt, Némecko). Mobilni fazi tvofil 100% methanol pfi pratoku

2,5 ml/min. Hladiny retinolu a a-tokoferolu byly stanoveny detektorem s diodovym
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polem Shimadzu SPD-M20A (Kjéto, Japonsko) pfi 325 nm a 295 nm. Celkova doba
analyzy byla 2 min.

Stabilitni studie

Stabilita vitaminu A a E v neoSetfeném mléce byla sledovdna po dobu 12 tydnu
skladovani vzorka pfti -80 °C. Jak ukazuje Obrazek 20, bylo zjiSténo, ze koncentrace obou

vitaminu jsou stabilni, hodnoty neklesly vitamin(i o vice nez 10 %.

12

115%
S
2 105%
3
el
Q
= 0
g 95% \/
g
N

85%

0 2 4 6 8 10
Cas (tydny)
=@=vitamin E vitamin A

Obrazek 20 Stabilita a-tokoferolu (vitaminu E) a retinolu (vitaminu A) v lidském mléce skladovaném po

dobu 12 tydn( pfi -80 °C.
Vliv rGznych zptisobli osetfeni mléka na hladiny vitamini A a E

Studie zjistila, Ze metody HP i HPP vedly ke sniZzeni hladiny retinolu a a-tokoferolu ve
srovnani s neoSetfenym mlékem. Konkrétné HP zpUsobila 22% sniZzeni obsahu retinolu a
46% snizeni a-tokoferolu. HPP s pouzitim dvou rlznych protokold rovnéz vedla k
vyznamnému sniZzeni hladin vitamind. Nicméné metoda HPP s kumulativnim tlakem
350 MPa po dobu 20 minut méla nejmensi dopad, nebot koncentrace a-tokoferolu klesla

pouze o0 26 % namisto vice nez 40 %. Konkrétni data jsou uvedena v Tabulce 11.

Tabulka 11 Medidny celkového obsahu retinolu a a-tokoferolu ve 12 vzorcich lidského mléka.

N median HP median HPP 1 mediant HPP 2 median £
+SD +SD SD SD
Retinol (umol/I) 0,77 £ 0,36 0,60 +0,20" 0,43+0,27" 0,59 +0,34"
a-tokoferol (umol/l) 7,52 + 3,08 4,09 +2,28" 4,40 +2,18" 5,53 +1,99"

N: neosetreno, HP: Holderova pasterizace, HPP 1: vysokotlaké zpracovdni za pouZiti tlaku 350 MPa v
cyklech, HPP 2: vysokotlaké zpracovadni za pouZiti kumulativniho tlaku.

* VWyznamné odlisnd koncentrace od neosetrenych vzorku (p < 0,05)

** \Wyznamné odlisnd koncentrace od neoSetrfenych vzorku a od ostatnich technik zpracovdni (p < 0,05)
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4.1.5.3. Shrnuti

MIéko je vidy pred pouzitim a skladovanim oSetfeno z dlivodu eliminace ptipadnych
mikrob(, ztohoto hlediska dosahuji obé metodiky srovnatelnych vysledk(. Ovsem
zjisténi vyplyvajici z této studie naznacuje, Ze HPP mUze zachovat vyssi hladiny zdkladnich

zivin v lidském mléce ve srovnani s tradi¢nimi metodami pasterizace.
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4.2. Komentare k pracim z oblasti farmaceutické analyzy

4.2.1. Analyza terbinafinu v Iékovych systémech na bazi PLGA pomoci

rychlé a citlivé metody UHPLC-DAD

Priloha ¢. 6: Analysis of terbinafine in PLGA-based drug delivery systems by a fast and
sensitive UHPLC-DAD method

Kristyna Mrstnd, Katefina Matousovd, Petr Matous, Ludmila Matysovd, Frantisek Svec,

Eva Snejdrovd, Lenka Kujovskd Krémovd
Analytical Methods, 2023, Vol. 15, 2823-2832
/F(2024).' 3,1 (QZ) A/$(2024).' 0,450 (QZ/Q3)

4.2.1.1. Uvod a cil prace

Prace je zamérena na vyvoj nové lékové formy pro topické pozvolné uvolfiovani
antimykotika terbinafinu. Tato snaha vyplyva z nutnosti prodlouzeni U¢innosti 1éCiva v
misté aplikace. Jednou z moZnosti ovlivnéni uvolfiovani je vyuziti systému pro podavani
[éCiv na bazi kyseliny poly(mlécéné a glykolové) (PLGA). Pro vyzkum zaméreny na vybér
vhodné varianty PLGA nosice, bylo zapotfebi vyvinout analytickou metodu, ktera umozni
detekovat terbinafin i s jeho rozkladnymi produkty (B-terbinafin, (Z)-terbinafin a
4-methylterbinafin), které mohou potencidlné vznikat béhem tvorby lékové formy.

Struktury terbinafinu a jeho rozkladnych produkt( jsou zobrazeny na Obrazku 21.
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Obrazek 21 Chemicka struktura terbinafinu (A), B-terbinafinu (B), 4-methylterbinafinu (C) a (Z)-terbinafinu (D).

Cilem této prace bylo vyvinout a pIné validovat metodu vyuZivajici UHPLC ve spojeni s
DAD detekci pro rychlou a citlivou analyzu terbinafinu a jeho degradacnich produktl v
|éCivych pfripravcich. Metoda by méla byt vhodnd pro praktické aplikace vcetné

hodnoceni kvality farmaceutickych vyrobk.
4.2.1.2. Vysledky a diskuze

V tomto ¢lanku je predstavena UHPLC-DAD metoda pro stanoveni terbinafinu a jeho tti
hlavnich necistot: B-terbinafinu, (Z) terbinafinu a 4-methylterbinafinu, s jejim naslednym
pouzitim pro hodnoceni novych lékovych forem na bazi pevnych disperzi. Bifenylova
kolona poskytla nejlepsi separaci a umozZnila analyzu vSech analytll v méné nez
5 minutach. Analyzou pomoci této metody byly nasledné porovnany dva polymery na
bazi PLGA z hlediska jejich schopnosti ovlivnit rychlost a prabéh uvolfiovani |éCiva. Tato
studie ukazuje, Ze pevné disperze maji prakticky potencial jako novy systém podavani

|é¢iv, protoZze mohou prodlouZit Ucinek lécCiva, aniz by narusily stabilitu terbinafinu.
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Syntéza derivati PLGA a vélenéni terbinafinu

Jako nosice terbinafinu byly pouzity nekomercni derivaty PLGA rozvétvené bud na
tripentaerythritol (T), nebo na poly(akrylovou kyselinu) (A). Pro jejich syntézu byla
pouzita dfive popsana metoda pfimé polykondenzace taveniny. Strucné freceno,
monomery kyselina glykolova a kyselina DL-mlé¢nd v poméru 1:1 byly smichany spole¢né
s vétvicim cinidlem a postupné zahfivdny na 160 °C za fizeného zvySovani vakua.
U vyslednych syntetizovanych polyesteri byly charakterizovdny molarni hmotnostni
distribuce a vétveni.

Rozvétvené derivaty PLGA byly roztaveny pfi teploté do 90 °C, poté byl pfidan terbinafin
hydrochlorid v mnozZstvi, které umoznovalo dosahnout 10% obsahu v polymeru, a

nasledovala dukladna homogenizace.
Disolucni studie terbinafinu

K zjisténi profilu uvolfiovani terbinafinu z odliSnych nosi¢d byly provedeny disolu¢ni
testy. Pfesné odvazené mnozstvi derivatu PLGA s inkorporovanym terbinafinem bylo
rozetfeno na ploché dno lahvicek tak, aby se vytvofil 200 um tenky film o konstantni
ploSe, a bylo ptiddno 15,0 ml fosfatového pufru o pH 5,5. Disolu¢ni test probihal za
pouziti tfepaci vodni |dzné, nastavené na teplotu 32 °C. V pfedem stanovenych ¢asovych
intervalech bylo médium odebrano, nahrazeno éerstvym a analyzovdano pomoci vyvinuté

metody. Disolu¢ni testy byly provadény po dobu 24 dni vidy ve tfech opakovanich.
Uprava vzorkd pred analyzou a podminky UHPLC-UV analyzy

Uprava vzorkd spocivala ve spikovani vzork{ vnitfnim standardem (propylparabenem) a
filtraci roztoku bez nutnosti slozitych extrakénich postup.

Chromatografické separace byly provedeny na bifenylové koloné. Byly testovany rizné
kombinace slozek mobilni faze a optimalni separaci zajistila smés obsahujici 0,01 mol/I
citratového a 0,02 mol/I fosfatového pufru v poméru 1:1, pH 5, (eluent A) a methanol
(eluent B). Gradient prGtoku v metodé byl upraven tak, aby se zlepSila separace a
intenzita pikd. Optimalizovand metoda dosahla celkové doby analyzy kratSi nez
5,0 minut, pficemz retencni casy propylparabenu, (Z) terbinafinu, PB-terbinafinu,
terbinafinu a 4-methylterbinafinu byly 1,17, 2,91, 3,24, 3,75 a 4,65 minut. Metoda ma

ve srovnani s dfive publikovanymi pracemi nékolik vyhod, kromé vyrazné kratsi doby
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analyzy také nizsi spotfebu rozpoustédel, vyssi citlivost a Uplnou separaci terbinafinu a

jeho hlavnich nedistot. Separace latek je zobrazena na Obrazku 22.
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Obrazek 22 Chromatogram smeési standardniho roztoku terbinafinu, B-terbinafinu, (Z)-terbinafinu,
4-methylterbinafinu a vnitfniho standardu. Separace bylo dosazeno pomoci bifenylové kolony (50 x
2,1 mm, 1,7 um) a mobilni faze se skladala z 25 : 75 (v/v) 0,01 mol/I citratového a 0,02 mol/I fosfatového

pufru v poméru 1:1 a methanolu. Gradientova eluce.

Validace metody

Metoda byla validovana podle pokyn( ICH, véetné testi vhodnosti systému, selektivity,
linearity, presnosti, preciznosti, robustnosti a stability.

Test vhodnosti systému potvrdil opakovatelnost s hodnotami RSD < 0,80 % pro plochy
pikG a £0,15 % pro retencni Casy. Bylo zjisténo, Ze meze detekce terbinafinu a jeho
degradacnich produktd jsou dostatecné nizké a pohybuji se od 0,16 do 1,37 ng/ml. U
vsech analytl bylo dosaZeno linearity s korelaénim koeficientem nad 0,995 v
koncentracnim rozmezi zobrazeném v Tabulce 12. Presnost a preciznost byly v
definovanych limitech, pfiCemz vytéznost terbinafinu se pohybovala mezi 96,28 % a
98,75 % a hodnoty RSD byly nizsi nez 1 %. Testy kratkodobé stability ukazaly, Ze
degradacni produkty podléhaji rychlému rozkladu v zasobnich roztocich standardi jiz

béhem 24 hodin, coZ bylo zohlednéno vzdy Cerstvé pfipravenymi roztoky pred analyzou.
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Tabulka 12 Test vhodnosti systému a validacni parametry (LOD, LOQ, linearita, presnost a sprdvnost) pro
terbinafin (ter), (Z)-terbinafin, 8-terbinafin a 4-methylterbinafin.

Ter (2)-ter B-ter 4-methylter
Test vhodnosti systému
Opakovatelnost — Tr 0,15 0,14 0,13 0,13
(% R.S.D)
Opakovatelnost — A 0,19 0,49 0,67 0,80
(% R.S.D)
Kapacita separace 14,16 18,24 15,95 11,09
Faktor symetrie 1,29 1,13 1,15 1,11
Rozliseni 2,20 2,53 2,02 3,95
Valida¢ni parametry
Mez detekce (ng/ml) 0,59 1,37 0,16 0,29
Mez kvantifikace (ng/ml) 1,97 4,55 0,54 0,98
Linearita (korelacni 0,995 0,999 0,997 0,995
koeficient r?)
Linearita (rovnice) y =0,053x - y =0,0358x - 2 y =0,0442x - y =0,033x
0,1663 x 107 0,0008 -0,0009
Preciznost — plocha (% 0,75 0,51 1,12 1,82
R.S.D)
Pfesnost — plocha (% R.S.D)
Nizky QC 0,29 0,83 0,84 4,91
Stredni QC 0,18 0,32 2,76 5,00
Vysoky QC 1,00 0,88 1,23 1,95
Preciznost (% vytéinost)
Nizky QC 97,49 96,17 118,35 115,22
Stredni QC 96,28 101,99 92,03 95,79
Vysoky QC 98,75 95,48 98,89 98,86

QC - kontrolni vzorek

Porovnani polymert pouzitych jako nosice Iéciva

Nové vyvinutad metoda byla pouZita k analyze terbinafinu a jeho degradacnich produkt(
v rozvétvenych PLGA nosicich (PLGA/T a PLGA/A), které jsou soucasti inovativnich
formulacnich strategii v lokalni antimykotické terapii. Tyto systémy jsou hydrolyticky
degradovatelné a bioadhezivni, coz zajistuje delsi kontakt v misté aplikace ve srovnani s
béznymi roztoky, krémy a gely.

Studie zjistila, Ze profil uvoliovani terbinafinu je ovlivnén vlastnostmi pouzZitého
polymeru. PLGA/T uvolnil témér vsechen terbinafin za pfiblizné 17 dni, zatimco PLGA/A
uvolnil za stejnou dobu pouze 75 %, pricemz zbytek zUstal inkorporovan v polyesteru i
po 24 dnech. PLGA/A vykazoval Casny nastup uvolriovani prvni den, po kterém

nasledovalo pomalé uvolfiovéani, coz z néj Cini vhodnéjsi volbu pro dlouhodobou |é¢bu
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mykotickych onemocnéni. Oba derivaty PLGA vykdazaly kapacitu pro v€lenéni |éCiva vyssi
nez 90 %, pricemzZ u PLGA/A to bylo 91,80 % a u PLGA/T 94,00 %. Pro lepsi pfedstavu jsou

profily uvolfiovani znazornéné na Obrdazku 23.
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Obréazek 23 Graf A ukazuje uvolfiovani terbinafinu z polymerd. PLGA/T byl schopen uvolnit veskeré
inkorporované |écivo, zatimco PLGA/A pouze 75 %. Graf B ukazuje aktualni pribéh uvolfiovani terbinafinu
v ¢ase (mg/ml).

Studie navic potvrdila, Ze terbinafin zlstal v obou polymerech stabilni i po vystaveni
vysokym teplotam béhem pfipravy lékové formy a béhem 24denniho procesu
uvolfovani. Nepfitomnost degradacnich produktll v chromatogramech naznacovala
stabilitu terbinafinu béhem doby uvolfovani, coz by zajistilo Ucinnost |écby a

minimalizovalo moZné nezadouci Ucinky.
4.2.1.3. Shrnuti

Cilem studie bylo analyzovat terbinafin a jeho necistoty v polyesterovych nosicich z
hlediska stability a schopnosti pozvolna uvoliovat IécCivo. Stavajici chromatografické
metody byly nevyhovujici vzhledem k jejich zdlouhavé analyze a nedostatecnému
zkoumani degradacnich produkt(. Tato prace vyvinula novou metodu vyuZivajici
bifenylovou kolonu, ktera nabizi rychlou analyzu do 5,0 minut a nizké detekéni limity
(0,59 ng/ml). PouzZitelnost metody byla prokazina v preformulaéni studii, kterd je
nezbytnd pro vyvoj lékové formy. Vyzkum potvrdil prakticky potencidl polymernich
nosic¢d na bazi PLGA pro topické podavani terbinafinu, prficemz PLGA/A vykazoval pomalé

uvolnovani po dobu 17 dnd, coz jej ¢ini vhodnym pro topické aplikace.
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4.2.2. Srovnani ,liquisolid“ techniky a techniky spolecného mleti pro
inkorporaci Spatné rozpustného léciva do anorganickych poréznich
pomocnych latek

Priloha ¢. 7: Comparison of the liquisolid technique and co-milling for loading of a poorly

soluble drug in inorganic porous excipients

Chiazor Ugo Ogadah, Kristyna Mrstnd, Ludmila Matysovd, Anette Miillertz, Thomas

Rades, Andreas Niederquell, Zdenka Sklubalovd, Barbora Vranikovd
International Journal of Pharmaceutics, 2024, Vol. 650

IF(2024): 5,8 (Q1) AlS(2024): 0,715 (Q2)
4.2.2.1. Uvod a cil prace

V této studii byly porovnavany liquisolid systémy a metody spole¢ného mleti pro
zabudovavani cyklosporinu A (CyA) do mezoporéznich nosi¢l (Neusilin® US2 (NEU) a
funkcionalizovany uhli¢itan vdpenaty (FCC)) za ucelem zvySeni uvolfiovani a rozpousténi
|éCiva. Nosice byly analyzovany a ke sledovani morfologickych zmén byla pouzita
rentgenova praskova difrakce a skenovaci elektronovd mikroskopie. Cilem studie bylo

pochopit, jak vlastnosti nosi¢d ovliviuji inkorporaci a uvolfiovani léciva.

4.2.2.2. Vysledky a diskuze

Klicova zjisténi studie

V ramci studie bylo zjiSténo, Ze NEU ma vétsi specificky povrch a objem péru ve srovnani
s FCC. V rdmci morfologie byly pozorovany zmény velikosti a tvaru ¢astic po mleti. Castice
NEU se zmensily, zatimco ¢astice FCC vykazovaly aglomeraci. Rentgenové praskové
difraktogramy potvrdily, Ze CyA zlstal po inkorporaci do nosicd v amorfnim stavu.
Stabilitni studie po dobu 20 tydn( neodhalily Zadné vyznamné zmény vlastnosti CyA.
Vsechny pfipravky zUstaly v amorfni formé, coz svédci o jejich stabilité za podminek
skladovani, ackoli u nékterych spole¢né mletych pripravkl byly pozorovany mirné zmény,

které naznacuji mozny vliv na disoluéni vlastnosti.
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Studie uvolnovani léciva in vitro

Uvolnovani CyA z mesoporéznich nosicli bylo porovnano s rozpousténim rozemletého
CyA. Pokusy s rozpousténim byly provddény na automatickém rozpoustécim pfistroji
USP2 (Sotax AT 7 Smart, Sotax AG, Basilej, Svycarsko) pfi rychlosti otdéeni lopatek
100 ot/min. Vzorky (5 ml) byly odebirany pomoci automatického vzorkovaciho systému
(s ndslednou vyménou média) v predem stanovenych casovych intervalech (5, 10, 15,
20, 30, 40, 50, 60, 90, 120, 180 a 240 min). Vzorky byly analyzovany pomoci validované
metody UHPLC-UV.

Uvolfiovani léciva z liquisolid systém( bylo rychlejsi nez ze spolecné mletého CyA.
Liquisolid systémy na bazi NEU vykazovaly vy3si celkové uvolfiovani IéCiva nez liquisolid
systémy na bazi FCC v dasledku vétsiho specifického povrchu NEU. Rychlost rozpousténi

se sniZovala se zvysujici se naplini léCiva ve spole¢né mletych formulacich.
UHPLC-UV metoda pro stanoveni cyklosporinu

Chromatograficka analyza byla provedena pomoci systému Nexera X2 UHPLC (Shimadzu,
Japonsko). Chromatografické separace bylo dosazeno pomoci kolony Kinetex™ C18 2,1 x
50 mm, 1,7 um (Phenomenex, USA) pfi 60 °C. Mobilni faze byla tvorena ultracistou
vodou upravenou na pH 2,4 s 85% kyselinou fosforecnou (A) a smési acetonitril:
methanol v poméru 10:90 (B). Byla vyuZita linedrni gradientova eluce s rychlosti pritoku
0,5 ml/min, ktera zacinala na 70 % B, poté se zvysila na 100 % B béhem 3,5 min a
nasledné se vratila na 70 % B ve 3,51 min pro ekvilibraci kolony, ktera byla dokonéena v

6 min. CyA byl detekovan pfi vinové délce 210 nm pomoci UV-Vis detektoru (SPD-M30A).
4.2.2.3. Shrnuti

Liquisolid systémy vykazovaly vyrazné lepsSi uvolfiovani léCiva nez spole¢né mleté
formulace a samotny mlety CyA. Formulace na bazi mezoporézniho nosi¢e Neusilin® US2
predcily formulace na bazi funkcionalizovaného uhli¢itanu vapenatého diky vétSimu
specifickému povrchu a objemu porl nosi¢e Neusilin® US2. Stabilni amorfni stavy se
udrzZely po dobu 20 tydnu, cozZ zdlraznuje potencidl mezoporéznich nosicl pro zlepseni

rozpousténi [éCiv rozpustnych ve vodé, podminény peclivym vybérem metody a nosice.
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4.3. Komentare k pracim z oblasti zZivotniho prostredi

4.3.1. Vyskyt lécivych latek vzbuzujicich obavy v irskych povrchovych
vodach béhem a po omezeni v ramci COVID 19.

Pozn.: Priloha neni priloZena ani anglicky ndzev neni uveden z diivodu budouciho recenzniho

fizeni.

Dylan O’Flynn, Imogen Hands, Kristyna Mrstna, Adnana Scurtu, Jenny Lawler, Anne

ParleMcDermott, Denise Harold, Thomas Mc Cloughlin, Linda Holland, Bldnaid White,

Fiona Regan
4.3.1.1. Uvod a cil prace

Farmaceutické pripravky mohou byt Skodlivé pro ekosystémy povrchovych vod a lidské
zdravi. Navzdory stale rostoucimu poctu vyzkumu, tdaje z nich stale neposkytuji tvirciim
legislativy informace o tom, jak resit velké uzemni oblasti. V obdobi od zafi 2020 do
bfezna 2022 byly odebrany vzorky povrchové vody ze 4 fek v Irsku v Sesti ¢asovych
bodech. Tato obdobi odbéru vzorkd se shoduji s ¢asem, kdy platila nejvyssi ochrannd
opatreni béhem pandemie COVID 19. Opatfeni zahrnovala omezeni pohybu, socialnich
interakci, uzavieni obchodi a podnikt. Celkem 15 IéCivych latek (metformin, gabapentin,
trimetoprim, karbamazepin, azitromycin, erytromycin, klaritromycin, ciprofloxacin,
sulfametoxazol, gemfibrozil, diklofenak, venlafaxin a jeho metabolit
desmethylvenlafaxin) bylo vybrano vzhledem k jejich vyskytu v evropskych a svétovych
povrchovych vodach a jejich neudcinné eliminaci v béznych Cistirnach odpadnich vod.
Kromé toho byly tyto latky zahrnuty v mnoha publikovanych studiich o prioritach a/nebo
jsou na ,,seznamu sledovanych latek” ramcové smérnice o vodé nebo jsou kandidatem

na aktualizovany ,,seznam sledovanych latek”.
4.3.1.2. Extrakce vzorkl povrchovych vod

Zpracovani vzorkd zahrnovalo filtraci rozmrazenych vzork( vody pro odstranéni pevnych
¢astic a pridani 0,1 mol/l EDTA. K extrakci bylo 100 ml vzorku naneseno na sorbent SPE
kolonek Oasis® HLB (6 cc, 200 mg, Waters®, Massachusetts, USA). Po extrakci byly vzorky
odpareny do sucha pod mirnym proudem dusiku a nasledné rekonstituovany v 1 ml

smési voda/acetonitril (95/5, v/v) (0,1% kyselina mravenci) pro LC-MS/MS analyzu.
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4.3.1.3. Podminky LC-MS/MS metody

Vybrana léciva byla kvantifikovana metodou LC-MS/MS pomoci pfistroje Agilent HPLC s
trojitym kvadrupdlem (Agilent Technologies, Cheadle, UK). Detektor MS byl vybaven
elektrosprejovou ionizaci. Chromatografické separace bylo dosazeno pomoci kolony C18
50 x 2,1 mm, velikost ¢astic 1,8 um) pfi 30 °C. LC-MS/MS byla fizena a data byla
shromazd'ovdna pomoci softwaru MassHunter Data Acquisition. Analyza povrchové vody
byla provedena dvéma metodami. Mobilni faze metody 1 se skladala z 5 mmol/I
mravencanu amonného a 0,1 % kyseliny mravenci v H,0 (mobilni faze A) a 0,1 % kyseliny
mravendi v acetonitrilu (mobilni faze B) pfi pritoku 0,4 ml/min. Pro separaci byl pouZzit
gradient. Byl zvolen objem nasttiku 30 pl. Mobilni faze metody 2 se skladala z 1 mmol/I
fluoridu amonného v H,O (mobilni faze A) a acetonitrilu (mobilni faze B) s pritokem

4 ml/min. Pro separaci byl pouZit gradient. Byl zvolen injekéni objem 100 pl.
4.3.1.4. Shrnuti

Celkem bylo zjisténo 14 z 15 lécivych latek, pficemz sulfamethoxazol vykazoval 100%
vyskyt. Kromé toho hladiny antidepresivnich |éCiv vykazovaly od bfezna 2021 do bfezna
2022 po zmirnéni omezeni COVID-19 narUst koncentraci, coz bylo pravdépodobné

zpUsobeno zvysenou preskripci téchto IéCiv.
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4.3.2. Studie »SOURCE-TO-SEA” vyskytu perfluorovanych a

polyfluorovanych latek (PFAS) vzbuzujicich obavy v Irsku

Priloha ¢. 8: A study of the SOURCE-TO-SEA occurrence of poly- and perfluoroalkyl
substances (PFASs) of emerging concern in Ireland

Pozn.: Jako priloha je uvedeno pouze plakdtové sdéleni, nebot publikace je v pribéhu recenzniho
fizeni.

Chloe Richards, Brendan McHugh, Evin McGovern, Ciprian Briciu-Burghina, Belinda

Huerta, Kristyna Mrstna and Fiona Regan

4.3.2.1. Uvod a cil prace

Perfluorované a polyfluorované latky jsou skupinou syntetickych organickych povrchové
aktivnich latek, které se staly celosvétovym problémem kvli své toxicité a Sirokému
rozsifeni ve vodnim prostiedi a organismech. Kombinované ucinky PFAS jsou prozatim
relativné neznamé. Biologické hodnoceni pitné vody a zejména morské vody se v
soucasné dobé provadi pouze minimalné. Tento projekt zkouma pritomnost nékterych
cilovych PFAS ve vodach v Dublinu (sladkda a morska voda) s cilem identifikovat nebo

seskupit zdroje téchto chemickych kontaminanta.
4.3.2.2. Zpracovani a analyza vzork

Extrakce byla provedena pomoci SPE. VSechny extrakty byly analyzovany pomoci HPLC
systému Agilent HPLC s trojitym kvadrupdlem (Agilent Technologies, Cheadle, UK),
vybavenym elektrosprejovou ionizaci v negativnim modu. Deset mikrolitri bylo
vstfiknuto do kolony Agilent Zorbax Eclipse Plus C18 (3,0 x 50 mm; 1,8 um). Mobilni faze
byly (A): 2 mmol/I kyselina mravenci/mravencan amonny (pH 3,2) a (B): methanol pfi
pratoku 0,4 ml/min. Eluéni gradient byl: 0-1,5 min, 90-45 % A; 1,5-7,0 min, 45-10 % A;
7,0-8,5 min, 10-0 % A; 8,5-10 min, 0 % A; 10-11 min navrat k vychozim podminkam;

11-12 min, ekvilibrace kolony.
4.3.2.3. Shrnuti

Byly zjistény koncentrace v rozmezi od ng/l do pg/l. Nejvyssi koncentrace byly zjistény u
slouceniny PFUdA (kyselina perfluoroundekanovd), a to az 1,8 pg/l. PFOA (kyselina

perfluoroktanovd) byla zjiSténa témér ve vsech vzorcich a dosahla maximalni
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koncentrace 1,2 ug/l. Témér ve vsech vzorcich byl trvale detekovan PFBS
(perfluorobutansulfonat), pri koncentracich az 0,8 ug/l. Jako potencidlni zdroje
vypoustéjici PFAS byly identifikovany letisté, pozarni stanice, antropogenni vlivy (napf.
Cistirny odpadnich vod, zafizeni pro nakladani s odpady) a pramysl, zejména chemicky,

energeticky, papirensky, difevozpracujici apod.
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5. ZAVER

Disertacni prace je rozdélena do tfech tematickych celkd, které spojuje vyuZziti analytické
chemie vtomto pripadé techniky kapalinové chromatografie. Prvni ¢ast je vénovdna
analyze latek v biologickém materidlu, kdy teoretickd ¢ast shrnuje hlavni aspekty, které
je treba pred a béhem analyzy zvazit. Mezi né patfi moznosti ovlivnéni fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi analytu, typ a povaha biologické matrice, pristupy ke zpracovani
vzorku a validace bioanalytickych metod. Hlavnimi cilovymi analyty v rdmci této casti
byly vitaminy rozpustné v tucich, vitamin K, A a E a biomarker zdnétu kynurenin. Byla
vyvinuta novda UHPLC-MS/MS metoda a extrakéni postup pro stanoveni vitaminu
K v lidském a mySim séru a lipoproteinovych frakcich. NejvétsSim uskalim vyvoje celé
metody bylo nalézt vhodné chromatografické ale predevSim extrakéni podminky
vzhledem k jeho vysoké lipofilité, fotosenzitivité, afinité k povrchlim a vysoké vazbé na
proteiny. Separace analyt(l byla nakonec provedena na C18 stacionarni fazi v kombinaci
s mobilni fazi slozenou z methanolu s pridavkem kyseliny mravenci, kyseliny octové,
octanu amonného a vody. Pro detekci byla zvolena hmotnostni spektrometrie s trojitym
kvadrupdlem, elektrosprejovou ionizaci v pozitivnim moddu, aby bylo dosazeno co
nejvétsi citlivosti. Extrakéni metoda byla vyvijena s dlirazem na jednoduchost, rychlost,
nizkou spotfebu vzorku a vhodnost pro velké série vzork(l. Na zdkladé srovnani
modernich a konvencnich pfistupl se jako optimalni techniky ukazaly Phree™ desticky a
miniaturizovana extrakce z kapaliny do kapaliny, které se vyznacuji svou jednoduchosti a
ucinnosti. Validace probéhla v souladu s doporu¢enimi EMA, FDA a ICH. Metoda je
v soutasné dobé zavedena do skupiny rutinné vyuzivanych metod ve Vyzkumné
laboratofi Ustavu klinické biochemie a diagnostiky Fakultni nemocnice Hradec Kralové.

Studie nutri¢niho profilu a-tokoferolu a retinolu v matefském miléce potvrdila moznost
pro potencidlni nahrazeni béZného zpUsobu zpracovani mléka pomoci Holderovy
pasterizace vysokotlakym zpracovanim. Osetfeni mléka je nezbytné kvili odstranéni
pfipadnych mikrobU. Z tohoto hlediska dosahuji obé metody srovnatelnych vysledkd, ale
z nutri¢niho pohledu je dle nasich vysledk(l preferovano vysokotlaké zpracovani. Soucasti
této disertacni prace je i komplexni prehledovy ¢lanek vénujici se stanoveni kynureninu

v biologickych matricich, ktery ma za cil usnadnit budouci rozhodovani pred analyzou
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tohoto biomarkeru a nabidnout univerzalni postupy pro feseni podobnych analytickych
problému.

Druha ¢ast disertaéni prace je vénovdna stanoveni exogennich latek. V teoretické ¢asti je
pfiblizena problematika validaci a jsou charakterizovdna léciva studovanda v rdmci této
disertacni prace. V experimentalni ¢asti je predstavena nové vyvinutd UHPLC-DAD
metoda pro stanoveni terbinafinu a jeho hlavnich necistot, ktera vyuziva pro separaci
bifenylovou kolonu v kombinaci s mobilni fazi slozenou z fosfatového pufru, citratového
pufru a methanolu. Tato metoda byla vyuZita v praxi béhem analyzy jeho hladin v ramci
preformulacni studie. Vyzkum prokazal prakticky potencial polymernich nosicu
zalozenych na PLGA pro lokalni aplikaci terbinafinu. PLGA/A vykazovalo pozvolné
uvolfovani po dobu 17 dn(, coZ z néj ¢ini idedIniho kandidata pro topické aplikace. Dalsi
nové zavedend metoda na analyzu cyklosporinu poskytla informace pti rozhodovani o
strategiich pro zvySeni rozpustnosti cyklosporinu. V rdmci tohoto vyzkumu bylo zjisténo,
Ze jako vhodné se jevi formulace na bazi mezoporézniho nosi¢e Neusilin® US2.

Treti sekce je vénovdna problematice kontaminantl vody a odhaluje sloZitost jejich
analyzy zdlGvodu stopovych koncentraci a rdznorodého slozeni. Kapalinova
chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekci je vtomto pripadé nezbytnym
nastrojem pro odhaleni rozsahu kontaminace Zivotniho prostredi.

Dva prehledové ¢lanky a vSechny experimentdlni prace byly publikovany v ¢asopisech

s impakt faktorem.
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Chiazor Ugo Ogadah, Kristyna Mrstnd, Ludmila Matysovd, Anette Miillertz, Thomas

Rades, Andreas Niederquell, Zdenka Sklubalovd, Barbora Vranikovd
International Journal of Pharmaceutics,

/F(2024).' 5,8 (Ql) A/5(2024).' 0, 715 (QZ)
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8. PREHLED OSTATNiCH VYSTUPU, GRANTOVYCH

PROJEKTU A STAZI
8.1. Prednasky
1. Development and validation of UHPLC method for the monitoring of target

92

active substances and their releasing from solid dispersions

Kristyna Arnoltova, Lenka Kujovskd Krémova, Ludmila Matysova

10. Postgradudlni a Postdoktorandska védecka konference FAF UK; Hradec
Kralové, Ceska republika; 22.-23.1.2020
Development of UHPLC method for analysis of vitamin K in serum

Kristyna Mrstnd, Lenka Kujovska Krémova, Ludmila Matysova

11. Postgradudlni a Postdoktorandska védecka konference FAF UK; Hradec
Kralové, Ceska republika; 27.-28.1.2021
Optimization of UHPLC MS/MS method for determination of vitamin K in serum

Kristyna Mrstna, Lenka Kujovska Krémova, Ludmila Matysova

12. Postgradudlni a Postdoktorandskd védecka konference FAF UK; Hradec
Kralové, Ceskd republika; 1.-2.2.2022

Distribution of individual forms of vitamin K in lipoprotein layers determined
with a combination of ultracentrifugation and UHPLC-MS/MS

Kristyna MrsStna, Katefina MatouSovd, Ludmila Matysova, Lenka Kujovska

Krémova

13. Postgradualni a Postdoktorandska védecka konference FAF UK; Hradec
Kralové, Ceskd republika; 1.-2.2.2023

Study of the Influence of Seasonal Conditions on the Occurrence of
Pharmaceuticals in Irish Surface Waters

Dylan O'Flynn, Blanaid White, Imogen Rose Hands, Anne Parle-McDermott,
Denise Harold, Thomas McCloughlin, Linda Holland, Stefania Scurtu, Jenny

Lawler, Kristyna Mrstna and Fiona Regan

Setac Europe 33rd Annual Meeting; Dublin, Irsko; 30.4.—4.5. 2023



8.2.

Prehled ostatnich vystup(, grantovych projektd a stazi

Plakatova sdéleni

Optimization of UHPLC method for analysis of vitamin K in plasma and serum

Kristyna Mrstna, Lenka Kujovska Krémova, Ludmila Matysova

Ceska chromatografickd $kola - HPLC.cz 2021; Zaje¢i, Ceskd republika; 19.—
22.9.2021

Mass Spectrometry in Clinical Laboratory Research: The Fat Soluble Vitamins
Determination

Kristyna Mrstnd, Katefina MatouSova, Lenka Javorskd, Lenka Kujovska Krémova

Prague Meeting on Historical Perspectives of Mass Spectrometry; Praha, Ceska
republika; 13.-14.10.2021

A modern UHPLC-MS/MS method for the determination of vitamin K in
serum/plasma

Kristyna Mrstnd, Dorota Turonova, Lenka Kujovska Krémova, Ludmila Matysova

5th International Caparica Christmas Conference on Sample Treatment 2021;
Caparica, Portugalsko; 15.-18.11.2021

Sample preparation in clinical practice — feasibility and challenges of
microextraction techniques

Katefina Matousova, Kristyna Mrstnd, Lenka Javorska, Dorota Turonova, Andrea

Vernerova, Lenka Kujovska Krémova
HPLC 2022; San Diego, USA; 18.-23.6.2022
Analysis of vitamin K in human plasma and serum with UHPLC-MS/MS

Kristyna Mrstna, Dorota Turonova, Lenka Kujovska Krémova, Ludmila Matysova

26th International Symposium on Separation Sciences; Ljubljana, Slovinsko;
28.6.-1.7.2022

Establishing The Effects of Aquatic Pharma-Pollution on Female Daphnia magna
Strauss 1820 Biological Organization

Stefania Scurtu, Kristyna Mrstna, Thomas McCloughlin, Dylan O’Flynn, Linda

Holland, Denise Harold, Blanaid White, Jenny Lawler, Anne Parle-McDermott,
Fiona Regan

Setac Europe 33rd Annual Meeting; Dublin, Irsko; 30.4.—4.5. 2023
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7.

10

11.

12.

A study of the SOURCE-TO-SEA occurrence of Poly- and perfluoroalkyl
substances (PFASs) of emerging concern in Ireland
Chloe Richards, Brendan McHugh, Evin McGovern, Ciprian Briciu-Burghina,

Belinda Huerta, Kristyna Mrstna and Fiona Regan

Setac Europe 33rd Annual Meeting; Dublin, Irsko; 30.4.—4.5. 2023
The importance of vitamin K serum levels and its distribution in lipoprotein
fractions

Kristyna Mrstnd, Dorota Turonova, Katefina MatouSova, Lenka Kujovska Krémova

XXXIX. Mezinarodni kongres SKVIMP (2023); Hradec Kralové, Ceska republika; 1.-
3.6.2023

Application of monolithic and core-shell columns in clinical research and
practise

Dorota Turoriovd, Chaweewan Suwanvecho, Katefina MatousSova, Kristyna
Mrstnd, Lenka Kujovska Krémova

HPLC 2023; Diisseldorf, Némecko; 18.-22.6.2022

. Analysis of lipophilic vitamin levels in hospitalized patients with COVID-19

Kristyna Mrstnd, Katefina Matousova, Lenka Javorska, Dorota Turonova, Lenka

Kujovska Krémova

12th Aegean Analytical Chemistry Days 2023; Istanbul, Turecko; 19.-22.10.2023
Neopterin, kynurenine, and tryptophan as new prognostic markers in
hospitalized patiens with SARS-CoV-2 infection

Dorota Turorfiovd, Lenka Kujovskd Krémova, Kristyna Mrstnd, Lenka Javorska,

Katefina Matou$ova, Mikulas Skala, Petr Smahel

12th Aegean Analytical Chemistry Days 2023; Istanbul, Turecko; 19.-22.10.2023
Post-COVID synderome in patients hospitalized with SARS-CoV infection — new
prognostic markers evaluation

Lenka Kujovska Krémova, Lenka Javorska, Katefina MatousSova, Kristyna Mrstn3,

Dorota Turofiova, Mikulas Skala, Petr Smahel

12th Aegean Analytical Chemistry Days 2023; Istanbul, Turecko; 19.-22.10.2023



8.3.

8.4.

Prehled ostatnich vystup(, grantovych projektd a stazi

Re3ené grantové projekty

AZV ¢.: 18-03-00130 (90-16)

Nazev projektu: Studium specifickych faktord ovliviiujicich toxicitu hypertermické
intraperitonealni chemoterapie

Clen tymu (2020-2021)

Grantova agentura Univerzity Karlovy (GAUK) ¢ 3602/2021

Nazev projektu: Moderni preanalyza jako nastroj pro reSeni komplikaci pfi
stanoveni vitaminu K

Hlavni resitel (2021-2023)

Projekt obdrZel hodnoceni ,,mimordadné dobry*

AZV reg ¢.: NU21J-02-00021 (9028)

Nazev projektu: Rozdily v parametrech agregace krevnich desticek a koagulace
krve mezi zdravymi osobami a pacienty s metabolickymi chorobami

Clen tymy (2021-2022)

AZV ¢.: NU22-A-108 (93-01)

Nazev projektu: Stanoveni potencidlnich prognostickych laboratornich markerd
u pacientli s COVID-19

Clen tymu (2022-2023)

Absolvované staze

Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie, Krakow, Polsko (program Erasmus+)
01.03.2022 - 30.04.2022 (2 mésice)

pracoviSté: Laboratory for Forensic Chemistry, Department of Analytical
Chemistry

supervisor: Dr hab. Renata Wietecha-Postuszny

Dublin City University / Ollscoil Chathair Bhaile Atha Cliath, Dublin, Irsko
(program Erasmus+)

01.09.2022 - 30.06.2023 (10 mésicu)

pracovisté: DCU Water Institute, School of Chemical Sciences

supervisor: Professor Fiona Regan
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Pfilohy
9. PRILOHY

9.1. Priloha1l

Vitamin K — sources, physiological role, kinetics, deficiency, detection, therapeutic use,
and toxicity

Premysl Mladénka, Katefina Macdkovd, Lenka Kujovskd Krémovd, Lenka Javorskd,

Kristyna Mrstnd, Alejandro Carazo, Michele Protti, Fernando Remiéo, Lucie Novdkovd

Nutrition Reviews, 2022, Vol. 80(4):677-698
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Prilohy

9.2. Priloha 2

Analysis of vitamin Ki1 and major Kz variants in rat/human serum and lipoprotein
fractions by a rapid, simple, and sensitive UHPLC-MS/MS method

Kristyna Mrstnd, Katefina Matousovd, Lenka Kujovskd Krémovd, Alejandro Carazo, Jana

Pourovd, Pfemysl Mladénka, Ludmila Matysovd, Frantisek Svec

Journal of Chromatography A, 2024, Vol. 1714
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Pfilohy

9.3. Priloha3

The power of modern extraction techniques: A breakthrough in vitamin K extraction
from human serum

Kristyna Mrstnd, Dorota Turoriovd, Chaweewan Suwanvecho, FrantiSek Svec, Lenka

Kujovska Krémovad

Microchemical Journal, 2024, Vol. 198
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Prilohy

9.4. Priloha4

Advances in kynurenine analysis

Kristyna Mrstnd, Lenka Kujovskd Krémovd, Frantisek Svec

Clinica Chimica Acta, 2023, Vol. 547
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Pfilohy

9.5. Priloha 5

a-tocopherol and retinol content in Holder pasteurized versus high-pressure processed
human milk during 6 months of storage

Kristyna Mrstnd, Lenka Kujovskd Krémovd, Chaweewan Suwanvecho, Miroslava

Jandovd, Eliska Kovarikovd, Jan Strohalm, Radomir Hyspler, Dagmar Solichovd, Frantisek
Svec

Journal of Food Composition and Analysis, 2024, Vol.133
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Prilohy

9.6. Priloha 6

Analysis of terbinafine in PLGA-based drug delivery systems by a fast and sensitive
UHPLC-DAD method

Kristyna Mrstnd, Katefina Matousovd, Petr Matous, Ludmila Matysovd, Frantisek Svec,

Eva Snejdrovd, Lenka Kujovskd Krémovd

Analytical Methods, 2023, Vol. 15, 2823-2832
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Pfilohy

9.7. Priloha?7

Comparison of the liquisolid technique and co-milling for loading of a poorly soluble
drug in inorganic porous excipients

Chiazor Ugo Ogadah, Kristyna Mrstnda, Ludmila Matysovd, Anette Miillertz, Thomas

Rades, Andreas Niederquell, Zdenka Sklubalovd, Barbora Vranikovd

International Journal of Pharmaceutics, 2024, Vol. 650
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Prilohy
9.8. Priloha 8 (plakatové sdéleni)

A study of the SOURCE-TO-SEA occurrence of poly- and perfluoroalkyl substances
(PFASs) of emerging concern in Ireland
Chloe Richards, Brendan McHugh, Evin McGovern, Ciprian Briciu-Burghina, Belinda

Huerta, Kristyna Mrstna and Fiona Regan
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