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SEZNAM ZKRATEK 
 

AIDS Acquired Immune Deficiency Syndrome 

APCI Atmospheric Pressure Chemical Ionization/ chemická ionizace za 

atmosferického tlaku 

APL Akutní promyelocytární leukémie 

ATRA All-Trans Retinoic Acid 

BEH Bridged Ethylsiloxane/silica Hybrid 

DAD Diode-Array Detector/ detektor diodového pole 

DNA Deoxyribonucleic Acid 

EDTA Ethylenediaminetetraacetic Acid 

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 

EOC Epithelial Ovarian Carcinoma 

ESI Electrospray Ionization 

FN HK Fakultní nemocnice Hradec Králové 

GC Gas Chromatography/ plynová chromatografie 

GMK Gerontologická a metabolická klinika 

GPC Gel Permeation Chromatography/ gelová permeační chromatografie 

GTP Guanosine Triphosphate 

HDL High-Density Lipoprotein 

HETP Height Equivalent to a Theoretical Plate/ výškový ekvivalent 

teoretického patra 

HILIC Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography 

HIV Human Immunodeficiency Virus 

HPLC High Performance Liquid Chromatography/ vysokoúčinná kapalinová 

chromatografie 

ICH International Conference on Harmonisation of Technical Requirements 

for Registration of Pharmaceuticals for Human Use 

IEC Ion Exchange Chromatography/ iontovýměnná chromatografie 

IgG Imunoglobulin G 

ISO International Organization for Standardization 

IU International Unit/ mezinárodní jednotka 

LOD Limit of Detection/ limit detekce 
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LOQ Limit of Quantitation/ limit kvantifikace 

LC Liquid Chromatography/ kapalinová chromatografie 

LDL Low-Density Lipoprotein 

LLC Liquid Liquid Chromatography 

LLE Liquid Liquid Extraction 

LSC Liquid Solid Chromatography 

MMLLE Microporous Membrane Liquid-Liquid Extraction 

MS Mass Spectrometry/ hmotnostní spektrometrie 

PDA PhotoDiode Array/ detektor diodového pole 

PEEK Poly-Ether-Ether-Keton 

PTFE Polytetrafluorethylene 

PVC Polyvinylchlorid 

RBP Retinol Binding Protein 

RIA Radioimmunoassay/ radioimunoanalýza 

ROMP Ring-Opening Metathesis Polymerization 

ROS Reactive Oxygen Species/ reaktivní kyslíková částice 

RP-HPLC Reversed Phase-High Performance Liquid Chromatography 

RRLC Rapid Resolution Liquid Chromatography 

SBSE Stir Bar Sorptive Extraction 

SDE Single Drop Extraction 

SDME Single Drop MicroExtraction 

SLE Supported Liquid Extraction 

SLP Správná laboratorní praxe 

SPE Solid Phase Extraction 

SPME Solid Phase Microextraction 

SVP Správná výrobní praxe 

TNF-α Tumor necrosis factor-alpha 

UFLC Ultra Fast Liquid Chromatography 

UPLC Ultra Performance Liquid Chromatography/ ultraúčinná kapalinová 

chromatografie 

UV Ultra violet/ ultrafialové záření 

VLDL Very Low-Density Lipoprotein 
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1. ÚVOD 

V současnosti je nedílnou součástí jiţ téměř kaţdé návštěvy lékaře laboratorní 

vyšetření, které slouţí k bliţšímu a přesnějšímu poznání zdravotního stavu pacienta a k 

určení správné diagnózy. Vzhledem ke stále větší vytíţenosti biochemických laboratoří 

a vysokým nákladům na jejich provoz je důleţitá nejen časová, ale i finanční 

nenáročnost nových analytických metod pouţívaných v klinickém výzkumu i praxi. 

Vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC) je jedna z dominantních 

separačních technik rutinně vyuţívaných ve všech typech analytických laboratoří. 

Hlavními výhodami HPLC je její schopnost separace, identifikace a kvantifikace látek 

různé struktury v širokém koncentračním rozmezí během jedné analýzy s vysokou 

citlivostí a moţností automatizace. 

V posledním desetiletí došlo v oblasti kapalinové chromatografie k velkému 

rozvoji. Např. firmy Waters, Agilent Technologies a Shimadzu uvedly na trh nové 

„ultra účinné“ chromatografy (UPLC, RRLC, UFLC), které zlepšují separační účinnost 

a zkracují celkovou dobu analýzy. Tyto přístroje jsou však draţší neţ běţné kapalinové 

chromatografy. Alternativním řešením by mohlo být pouţití nových typů stacionárních 

fází - např. monolitní stacionární fáze, polymerní či hybridní sorbenty a kolony 

obsahující zirkoniové částice vhodné zejména pro analýzy při extrémních hodnotách pH 

a vysoké teploty. Mezi další novinky v HPLC separaci patří stacionární fáze s 

nejdelšími chemicky vázanými alkyly C30, které jsou vysoce selektivní pro cis- a trans- 

isomery karotenoidů a tokoferolů. Čím dál častější je rovněţ pouţití HILIC 

chromatografie, která je jakousi alternativou k RP-HPLC a je vhodná především pro 

stanovení malých polárních molekul.   Pouţití analytických kolon s těmito sorbenty je 

ve srovnání s výše uvedenými přístroji mnohonásobně levnější, neboť nevyţaduje 

ţádnou speciální instrumentaci. 

Další vývoj proběhl také v oblasti preanalytické fáze, která je z hlediska moţného 

ovlivnění celkového výsledku analýzy nejdůleţitější částí celého procesu. Běţně 

pouţívaná extrakce do kapaliny (LLE) je nahrazována např. extrakcí na pevnou fázi 

(SPE), extrakcí na kapku (SDE), mikroextrakcí na pevnou fázi (SPME) a také tyto 

metody vyuţívají nové typy sorbentů. 

Díky těmto moderním technologiím a moţnosti automatizace pak různým 

spojením výše zmíněných metod vznikají tzv. on-line analýzy, které umoţňují přímý 
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nástřik biologické matrice a nejvíce tak přispívají k celkové časové a finanční úspoře, 

ale i k ochraně ţivotního prostředí.  
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2. CÍL PRÁCE 

Cílem této práce byla inovace současných bioanalytických metod pouţívaných ve 

Výzkumné laboratoři Gerontologické a metabolické kliniky ve Fakultní nemocnici 

Hradec Králové a dále vývoj a validace nových metod pro potřeby klinického výzkumu 

s vyuţitím nových typů analytických kolon a moderní instrumentace. Toto pracoviště 

spolupracuje s lékaři v různých oborech jako je onkologie, gerontologie a nefrologie. 

Předmětem společného zájmu jsou biologicky aktivní látky, jejichţ stanovení přispívá 

nejen k novým vědeckým poznatkům, ale i k diagnostice a monitorování řady 

onemocnění a také ke zlepšení péče o pacienty. 

Konkrétně byla tato práce zaměřena na vývoj nové metodiky zejména pro 

stanovení liposolubilních vitaminů (retinol, alfa-tokoferol) a jejich některých metabolitů 

(estery retinolu) v lidském séru s vyuţitím monolitní kolony. Monitorování 

koncentračních hladin těchto látek je důleţité zejména pro sledování nutričního stavu 

organismu a rovněţ zjištění oxidačního stresu, který je zvláště nebezpečný pro skupinu 

lidí s oslabeným imunitním systémem jako jsou např. staří lidé a pacienti s rakovinou 

léčení radio- či chemoterapií. 

S obranyschopností lidského organismu je úzce spjata téţ další chemická látka – 

neopterin. Jedná se o nekonjugovaný derivát pteridinu, který je produkován 

v signifikantním mnoţství lidskými monocyty-makrofágy po stimulaci interferonem 

gama. Představuje tak uţitečný a důleţitý parametr monitorování aktivace imunitního 

systému, která doprovází řadu onemocnění. 

Stanovení neopterinu v moči nepatří mezi běţné biochemické vyšetření, a proto 

bylo nutné zavést novou metodu opět vyuţívající moderní technologie (speciální 

autosampler na mikrotitrační destičky – rack changer, polymerní či hybridní analytické 

kolony a přepínací ventil pro on-line chromatografii). 

Posledním a neméně důleţitým úkolem bylo vyvinutí metodiky pro extrakci 

vitaminů A a E s vyuţitím solid phase extrakce (SPE), která měla nahradit doposud 

uţívanou extrakci do kapaliny (LLE). 

Vzhledem k významu monitorování všech těchto látek je vývoj a validace 

rychlých a účinných analytických metod potřebných k jejich stanovení velmi důleţitá 

nejen pro klinický výzkum, ale i pro klinickou praxi. Obzvláště zde je potom časová i 

finanční nenáročnost analýz jedním z nejdůleţitějších faktorů, které rozhodují o 
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vyuţitelnosti nových metod pro rutinní stanovení v nemocničních biochemických 

laboratořích. 
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3. TEORETICKÁ ČÁST 

3.1. Vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
1
 

Vysokoúčinná kapalinová chromatografie (High Performance Liquid 

Chromatography - HPLC) patří mezi vysoce všestranné a nejvíce rozšířené 

chromatografické metody. Tato separační technika je pouţívána ke stanovování různých 

organických, anorganických a biologických materiálů, a proto se s ní můţeme setkat 

téměř v různých typech laboratoří. Podstatou chromatografického procesu je 

rozdělování sloţek směsi látek mezi dvě fáze (pevná látka-kapalina, kapalina-kapalina). 

Vysoké účinnosti je dosaţeno pouţitím stacionárních fází, které homogenně vyplňují 

kolonu a obsahují buď malé částice pravidelného tvaru a jednotné velikosti nebo 

jednolité, kompaktní útvary (monolitní disky, tyčinky) s přesně definovanými rozměry 

makropórů a mesopórů. Pohyblivou mobilní fází je kapalina tvořená jedním nebo více 

druhy rozpouštědel s odpovídající polaritou. 

K vlastnímu rozdělení stanovovaných látek (analytů) pak dochází na základě 

různých principů, které se vzájemně prolínají. Podle převaţujícího mechanismu dělení 

látek pak můţeme hovořit o různých typech chromatografie: 

 

 Adsorpční chromatografie – je zaloţena na různé schopnosti látek v roztoku 

adsorbovat se na povrch pevné fáze – adsorbentu. Ten je obsazen monovrstvou 

molekul mobilní fáze a molekuly analytu s nimi soutěţí o aktivní místa na jeho 

povrchu. Je-li stacionární fází polární adsorbent, pak jsou na něm silněji 

zadrţovány látky polární a potom hovoříme o chromatografii na normálních 

fázích. Jako mobilní fáze se v tomto případě pouţívají nepolární rozpouštědla 

(hexan, heptan), která ještě více podporují adsorpci polárních analytů. V případě 

chromatografie na reverzních fázích je tomu obráceně. 

Jedná se tedy o chromatografický systém pevná látka-kapalina (LSC), který je 

vhodný pro analýzu relativně nepolárních organických sloučenin, zejména pak pro 

separaci látek lišících se funkčními skupinami nebo izomerních látek. 

 Rozdělovací chromatografie – probíhá v systému dvou nemísitelných nebo 

omezeně mísitelných kapalných fází (LLC), přičemţ k vlastnímu dělení látek 

                                                 
1
 Kapitola 3.1 byla vypracována z odkazů [1-4] 
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dochází na základě jejich různých rozdělovacích koeficientů. Kapalina, která tvoří 

stacionární fázi, je pevně ukotvena na inertním nosiči, který nesmí ovlivňovat 

rozdělovací rovnováhu, tzn., ţe nesmí mít adsorpční vlastnosti. Takový nosič však 

není ve skutečnosti znám, a proto se musí počítat s konkurenčním vlivem 

adsorpce. Příkladem vyuţití můţe být papírová chromatografie. 

 Iontově výměnná chromatografie – je chromatografie v systému pevná látka-

kapalina, jejíţ pevnou fází je iontoměnič. Podstatou iontové výměny jsou 

elektrostatické interakce. Sorbent zachycuje určitý typ iontů a místo něho uvolňuje 

do roztoku jiný ion. Důleţitou úlohu má velikost a náboj iontu, jeho koncentrace a 

disociační konstanta ionogenních skupin měniče i analytu. Stacionární fází je 

iontovýměnný povrch sorbentu, který má opačný náboj neţ ionty analytu. Jako 

mobilní fáze se pouţívají vodné tlumivé roztoky (pufry), jejichţ ionty jsou 

v dynamické rovnováze s ionty měniče. Čím vyšší je koncentrace iontů pufru, tím 

více jsou tyto ionty zadrţovány stacionární fází a tím je rychlejší eluce analytů 

z kolony. 

Iontově výměnná chromatografie (IEC) se pouţívá pro stanovení látek iontové 

povahy např. aminokyselin. 

 Vylučovací chromatografie – je vlastně typem rozdělovací chromatografie, kde 

stacionární fází je kapalina zakotvená v gelu (inertní polymerní nosič). K dělení 

molekul dochází podle jejich velikosti. Větší molekuly, které nemohou procházet 

pórovitou strukturou stacionární fáze se eluují jako první, zatímco malé molekuly 

procházejí přes póry a vymývají se tedy s delším elučním časem.  

Tato metoda se také často označuje jako gelová permeační chromatografie (GPC) 

a našla uplatnění zejména v polymerní chemii a biochemii pro separaci látek 

s vyšší molekulovou hmotností. 

 Afinitní chromatografie - je zaloţena na silných biospecifických interakcích 

analytů s komplementárními látkami (ligandy). Na stacionární fázi s daným 

ligandem se zachytávají pouze ty látky, které s ním dokáţí vytvořit 

komplementární vazbu. Navázané analyty se potom uvolní změnou 

chromatografických podmínek (např. změna pH, koncentrace solí, teploty, atd.). 

Afinitní chromatografie našla uplatnění zejména v biomedicíně a v biotechnologii. 
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3.2. Instrumentace v HPLC 
2
 

Vznik vysokoúčinné kapalinové chromatografie je úzce spjatý s rozvojem 

instrumentální a výpočetní techniky v 60. a 70. letech 20. století. Na rozdíl od klasické 

kapalinové chromatografie, kde mobilní fáze protéká stacionární fází samospádem, u 

HPLC je potřeba vyvinout vysoký tlak pro překonání zpětného odporu, který je dán 

malým průměrem kapilár a ještě menší velikostí částic stacionární fáze. Z toho tedy 

vyplývá, ţe technické poţadavky na HPLC jsou poněkud náročnější a draţší. Základní 

části kapalinového chromatografu jsou uvedeny na schematickém obrázku (obr. 1). 

 

Obr. 1 Blokové schéma kapalinového chromatografu 

 

 

Zdroj: Exner M.: Moderní trend kapalinové chromatografie UPLC (přednáška firmy Waters) 

 

 Zásobník mobilní fáze – jedná se většinou o uzavřenou nádobu, ze které je 

mobilní fáze čerpána do systému přes speciální filtr. Mobilní fáze by měla být 

odplyněná a zbavena mechanických nečistot (pouţívají se speciální rozpouštědla 

pro HPLC). K odplynění mobilní fáze se nejčastěji pouţívá podtlak (degasser) či 

probublávání heliem. 

 Vysokotlaké čerpadlo (pumpa) – musí zajišťovat bezpulsní, konstantní a 

reprodukovatelný průtok mobilní fáze, který se pohybuje nejčastěji v rozmezí od 

0,1 do 10 ml/min. Dnešní poţadavky jsou velmi náročné, a proto dokonale řízené 

                                                 
2
 Kapitola 3.2 byla vypracována z odkazů [1,3,5] 
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vysokotlaké čerpadlo patří k nejcennějším a výrobně nejnáročnějším součástem 

chromatografu. 

 Dávkovací zařízení – dávkování vzorku lze provést buď speciální injekční 

mikrostříkačkou, nebo se k němu většinou vyuţívá dávkovací ventil se smyčkou. 

Dávkování musí být opakovatelné a jeho výhodou je poměrně snadná 

automatizace. Pak hovoříme o automatickém dávkovači – autosampleru. 

 Chromatografická kolona – jedna z nejdůleţitějších částí chromatografického 

systému, kde dochází k vlastnímu rozdělení směsi látek. Kolony se vyrábějí 

z různých materiálů (nerezová ocel, plast, sklo), jsou různě dlouhé (1-30 cm), 

s různými vnitřními průměry (2-8 mm) a jsou plněny různými typy sorbentů. U 

moderních kapalinových chromatografů je kolona umístěna v kolonovém 

termostatu, který zajišťuje stálé prostředí pro analýzu, a zlepšuje tak 

opakovatelnost stanovení. 

 Detektor – měl by mít malý objem detekční cely (kvůli rozmývání elučních 

křivek). Signál detektoru by měl být stabilní, reprodukovatelný, s širokým 

lineárním dynamickým rozsahem a s vysokou citlivostí. K detekci separovaných 

látek se zpravidla vyuţívá jejich obecných nebo specifických vlastností, které jsou 

v určitém vztahu k jejich koncentraci. Podle toho pak rozlišujeme detektory 

univerzální (např. refraktometrický nebo konduktometrický detektor) a selektivní 

(např. fluorimetrický, ampérometrický či fotometrický detektor). 

Výsledná data z detektoru jsou poté sbírána a vyhodnocována počítačem nebo 

jiným vyhodnocovacím zařízením (zapisovač, integrátor). 
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3.3. Typy stacionárních fází 

Srdcem chromatografického systému je analytická kolona. Právě zde dochází k 

vlastnímu rozdělení směsi látek na základě různých separačních principů a mechanismů, 

které jsou však závislé na vlastnostech analytu a sorbentu. Výběr vhodné stacionární 

fáze je základním předpokladem pro úspěšnou HPLC analýzu. Ideální kolona by měla 

mít vysokou separační účinnost, měla by umoţňovat práci v širokém rozmezí pH a 

zároveň by měla odolat vysokým teplotám i působení organických rozpouštědel. 

V současné době existuje široká nabídka komerčně dostupných chromatografických 

kolon, které vyuţívají různých materiálů či jejich kombinaci, pro získání takovéto 

univerzální analytické kolony. Tato práce přináší krátký a stručný přehled některých 

z těchto nových typů stacionárních fází. 

Z hlediska typu náplně bychom analytické kolony mohli rozdělit na kolony 

částicové a monolitní. Přičemţ v obou případech se pro jejich výrobu pouţívají jednak 

anorganické materiály (zejména oxid křemičitý), ale i materiály organické. 

3.3.1. Částicové stacionární fáze 
3
 

Největší vliv na separační účinnost náplňových kolon má velikost a uspořádanost 

částic. Běţně se pouţívají částice velikosti 3-10 m, ale dostupné jsou jiţ kolony 

s velikostí částic 2  m i menší. Se zmenšováním velikosti částic a vnitřních průměrů 

kolon však roste i vnitřní odpor kolony, který pak vyţaduje speciální úpravu 

chromatografického systému (viz. Kapitola 3.4 Nové trendy v HPLC). Dále o účinnosti 

kolony rozhoduje také porozita částic, pravidelný tvar (kulový) a jejich jednotná 

velikost. 

Z hlediska materiálů pouţívaných pro přípravu jakéhokoliv sorbentu je určitě 

nejpouţívanější oxid křemičitý (silikagel, silika). Jeho pouţití přináší mnoho výhod 

(vysoká účinnost dělení, mechanická odolnost, reprodukovatelnost výsledků), ale i 

mnoho nevýhod (omezený rozsah pH, chemická aktivita, teplotní nestabilita). Cílem 

výrobců analytických kolon je odstranění těchto negativních vlastností silikagelu při 

zachování vlastností pozitivních. 

Jednou z moţností, jak toho dosáhnout, je pouţití jiných anorganických oxidů 

(např. oxid hlinitý, oxid titaničitý a oxid zirkoničitý). Ty vykazují dobrou separační 

                                                 
3
 Kapitola 3.3.1 byla kromě uvedených odkazů vypracována ze zdrojů [2,3,5,6] 
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účinnost jako silikagel, ale jsou stabilnější v širším rozmezí teplot a pH. Největší 

uplatnění v HPLC našly především zirkoniové sorbenty, které jsou téţ vysoce chemicky 

odolné. Extrémní stabilita oxidu zirkoničitého má za následek to, ţe HPLC kolony 

mohou být pouţity za extrémních podmínek, čímţ se prodluţuje ţivotnost kolony. Tím 

se také sniţuje cena analýzy a rozšiřují se moţnosti při optimalizaci chromatografických 

podmínek. Nevýhodou zirkoniových sorbentů je přítomnost adsorpčních center 

s charakterem Lewisových kyselin. Tento fakt vede k tomu, ţe se do mobilních fází 

musí přidávat pufry, které kompenzují silné interakce těchto center s hydroxylovými, 

fosfátovými či karboxylovými skupinami v molekulách látek. Výrobci těchto kolon jsou 

např. firma ZirChrom a Sigma Aldrich (kolona Discovery Zr).[7-9] 

Dalším materiálem, který měl původně silikagel nahradit, jsou různé organické 

polymery (methakrylát, akrylamid, styrendivinylbenzen, atd.). Ty jsou většinou 

chemicky odolné a stabilní v celém rozsahu pH. Nevýhodou polymerních fází je však 

jejich menší mechanická odolnost, nízká separační účinnost a horší reprodukovatelnost 

výsledků. 

 

Obr. 2 Struktura silikagelové, polymerní a hybridní částice 

 

Zdroj: www.chromservis.eu, červen 2008  

 

http://www.chromservis.eu/
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Kompromisním řešením je vytvoření 

hybridní částice obsahující v celém svém 

objemu rovnoměrně rozloţené, částečně 

alkylované křemíkové atomy. Tím dochází 

ke zlepšení stability částic při zachování 

dobré účinnosti dělení. Toho vyuţívá např. 

firma Waters u svých kolon XTerra a 

XBridge, kde vysoká odolnost hybridního 

materiálu umoţňuje rovněţ pouţití těchto 

kolon při vysokých tlacích v UPLC. 

Dalším příkladem vyuţití hybridní technologie jsou kolony Gemini od firmy 

Phenomenex, které pouţívají v posledním stadiu výroby částice silikagelu speciální 

technologii Gemini Twin, jejímţ výsledkem je 

unikátní povrchová organokřemičitá vrstva 

vytvářející novou kompozitní částici. Tato 

nová částice si však zachovává svoji vnitřní, 

celým procesem nedotčenou strukturu čistého 

silikagelu, a tím i mechanickou pevnost, 

rigiditu a především i vynikající dělící 

účinnost. Přitom organokřemičitanový krunýř 

v povrchových vrstvách chrání částici před 

chemickým napadením.[11]  

Pouţívání analytických kolon s hybridní 

stacionární fází je v současné době stále 

častější. Vysoká účinnost a chemická i 

mechanická stabilita umoţňují jejich pouţití 

v ultra účinné kapalinové chromatografii, která 

se stává novým trendem v HPLC. Navíc 

zrychlení jednotlivých analýz a moţnost 

pouţití sto procentní vodné mobilní fáze 

přispívá k ochraně ţivotního prostředí 

sníţením spotřeby organických rozpouštědel. 
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3.3.2. Monolitické stacionární fáze 
4
 

Analytické kolony s monolitní stacionární fází se od běţných částicových kolon 

liší tím, ţe jsou tvořeny jedním kusem vysoce porézního materiálu, který umoţňuje 

kompaktnější zaplnění prostoru uvnitř kolony. Největší výhodou těchto kolon jsou 

jejich hydrodynamické vlastnosti vyplývající ze struktury tohoto materiálu. Monolitické 

kolony mají dva typy pórů: 

 Makropóry (průtočné póry) - jejichţ struktura sniţuje zpětný vnitřní odpor kolony 

a výrazně zrychluje přenos hmoty mezi mobilní a stacionární fází, coţ umoţňuje 

pouţívání vysokých průtokových rychlostí. 

 Mesopóry (difúzní póry) - zvětšují aktivní povrch sorbentu, čímţ zvyšují 

separační účinnost kolon.  

Díky těmto vlastnostem dochází ke zkracování časů jednotlivých analýz a při 

zpracování většího mnoţství vzorků se rovněţ rapidně sniţuje spotřeba mobilní fáze. 

 Vzhledem k tomu, ţe výzkum v oblasti monolitů se neustále rozvíjí a informací o 

jejich přípravě i pouţití neustále přibývá, je těţké jednoduchým způsobem systematicky 

rozdělit a popsat doposud připravené stacionární fáze. Asi nejednoduší způsob dělení je 

podle pouţitého materiálu na anorganické a organické monolity. Další moţností, která 

je u částicových kolon nezvyklá, je rozdělení podle tvaru analytických kolon na disky, 

trubky a tyčinky. 

Obr.5 Porovnání tvarů a velikostí monolitů od firmy BIA Separations s 

běžnou částicovou kolonou (150 x 4.6 mm ID) 

 
Zdroj: www.biaseparations.com,  červenec 2008 

                                                 
4
 Kapitola 3.3.2 byla kromě uvedených odkazů vypracována ze zdrojů [6,12-14] 

 

http://www.biaseparations.com/
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 Anorganické monolity 

U anorganických materiálů podobně jako u částicových stacionárních fází našel 

největší vyuţití silikagel. Jako první popsali přípravu a pouţití silikových monolitů 

japonští vědci Tanaka, Nakanishi a Soga.[14,15] Tato technologie výroby umoţňuje 

přípravu monolitů s přesně definovanou strukturou. Například komerčně dostupné 

silikové monolitní kolony od firem Merck (Chromolith
®
) a Phenomenex (Onyx

®
) 

obsahují makropóry o velikosti 2 μm a mesopóry o velikosti 12 nm. Tyto kolony jsou 

stabilní v rozsahu pH 2.0-7.5 a jejich maximální pracovní teplota je 45°C. Kromě 

normálních fází se také vyrábějí modifikované fáze pro reverzní chromatografii C8 a 

C18 s vnitřním průměrem 3 a 4.6 mm a v rozmezí délek od 25 do 100 mm. Nevýhodou 

těchto kolon je objemová kontrakce, ke které dochází při zrání monolitu. Proto se tyto 

tyčinky vyrábějí odděleně a poté se uzavřou do smrštivé trubice z materiálu PEEK 

(poly-ether-ether-keton), která tvoří tělo kolony. 

Kvůli těmto objemovým změnám lze připravit přímé tyčinky pouze do velikosti 

150 mm. Ovšem díky moţnosti snadného spojení kolon pomocí jednoduché spojky, je 

moţné získat libovolně dlouhou kolonu kombinací výše zmíněných délek kolon. 

 

Obr. 6 Spojení dvou monolitických kolon Chromolith 

Zdroj: [12] 

Struktura silikových pórů, které se skládají z dobře uspořádaných a přibliţně stejně 

velikých skeletů se zcela liší od pórů organických monolitů. Ty tvoří neuspořádané 

mikroglobule s makropóry mezi nimi, a proto jsou vhodnější spíše pro separaci velkých 

molekul. Monolity silikagelové se naopak osvědčily při separaci molekul malých. 
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Obr. 7 Srovnání morfologie a) polymerního a b) silikového monolitu  

  

Zdroj: [13] 

 

 Organické monolity 

Historie organických monolitů je ve srovnání s monolity na bázi siliky mnohem 

starší a jejich vznik je téţ úzce spjat s úspěchy československých vědců. Jedny 

z prvních experimentů byly prováděny v laboratoři Miroslava Kubína v šedesátých 

letech minulého století, kdy se pracovníci této laboratoře snaţili najít materiál, který by 

nahradil v té době velice populární Sephadex pouţívaný v gelové chromatografii.[16] 

K tomu vyuţili 2-hydroxyethyl-methakrylát, který nedávno předtím vyvinul profesor 

Wichterle. Jimi vytvořená kolona však měla nedostatečnou separační účinnost a také 

nízkou průchodnost (4 ml/h
-1

). 

O něco úspěšnější uţ byly dvě nezávislé skupiny v Německu a USA, které 

připravily polymerací in situ kolony z polyurethanové pěny, které umoţňovaly 

dosáhnout účinnějších separací. Ovšem i tyto kolony stále nedosahovaly kvalit tehdy 

pouţívaných chromatografických médií, a tak se na čas od dalšího výzkumu monolitů 

ustoupilo. K jejich znovuzrození došlo aţ ke konci osmdesátých let a opět ve spolupráci 

s Ústavem makromolekulární chemie ČSAV v Praze, kde byly s přispěním F. Švece 

vyvinuty první monolitické disky. 

 

Makroporézní polymerní disky: 

Nejčastěji se připravují radikálovou polymerací z glycidyl-methakrylátu nebo 

ethylen-dimethakrylátu ve speciálních formách deskového nebo válcovitého tvaru, kdy 

se mechanickým obráběním těchto desek či roubíků vyrábějí vlastní disky umoţňující 

rychlé a účinné separace. Tyto disky se dále vkládají do pouzdra-prstence vyvinutého 

a) b) 
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pro tento účel, aby nedocházelo k jejich mechanickému poškození. Dokonale si tuto 

technologii osvojila slovinská firma BIA Separations, která monolitní disky vyrábí pod 

názvem CIM
®
Disk. Rozsah pouţití těchto disků zahrnuje celé spektrum separačních 

mechanismů od reverzní chromatografie přes iontovou výměnu aţ po bioafinitní 

chromatografii. Další výhodou je moţnost vloţení i několika disků lišících se funkčními 

skupinami za sebou do jednoho pouzdra a tím docílení vícerozměrné separace. 

Netradiční tvar, který je pro chromatografii s částicovými kolonami naprosto 

nezvyklý, přináší i nové poznatky o separačním mechanismu v tenkých monolitických 

vrstvách. Podrobně se jejich studiem zabýval Belenkii, Tennikova a Švec, kteří zjistili, 

ţe proces separace v tomto médiu je zcela odlišný od separací v podlouhlých kolonách 

včetně monolitických.[17] 

 

Makroporézní polymerní kolony: 

Na rozdíl od disků jsou tyto monolity připravovány přímo v trubce kolony či 

v kapiláře, které se naplní polymerační směsí, uzavřou a za tepla zpolymerují. Takto 

připravené monolity pak jiţ natrvalo zůstávají v těchto formách. Přímou výrobou se 

tedy eliminuje mechanické obrábění monolitu, avšak výměna monolitu za jiný v téţe 

trubici je prakticky nemoţná. 

Další moţností výroby těchto kolon je tzv. polymerace methatesí za otevření 

kruhu (ROMP) nedávno popsaná Buchmeiserem[18] nebo polymerace iniciovaná UV 

zářením, která ovšem vyţaduje pouţití materiálů transparentních pro UV světlo. 

Funkční skupiny monolitických kolon připravených přímou polymerací jsou dány 

pouţitými monomery. Pokud jsou však tyto funkční skupiny nevhodné pro příslušnou 

separaci je moţné je dále modifikovat. Pro zvýšení počtu různých funkčních skupin se 

pouţívá roubování. Při něm z kaţdé povrchové skupiny roste řetězec obsahující četné 

nové funkční skupiny, které mohou významně zvýšit vazebnou kapacitu. Takovéto 

modifikace pak mohou vést aţ ke vzniku speciálních monolitů s neobvyklými 

vlastnostmi. Peters et. al.[19] připravil monolit pro separaci bílkovin, který mění 

polaritu v závislosti na teplotě. Postupné eluce tak bylo dosaţeno pouhou změnou 

teploty kolony. 

Rychlost separace, které je moţno dosáhnout v monolitických kolonách, je 

přitaţlivá pro jejich pouţití v biotechnologických výrobách. K tomu je však potřeba 

připravit objemné monolity. Pouţití výše zmíněných výrobních postupů pro získání 

materiálů s poţadovanými porézními vlastnostmi je nevhodné. Polymerace jsou vesměs 
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Monolitické kolony UNO 

Zdroj: www.bio-rad.com, 

srpen 2008 

exotermní reakce a udrţení přesné teploty u takto velkých monolitů je velice obtíţné. 

Elegantní řešení tohoto problému navrhl Podgornik[20], který připravil monolit ve tvaru 

trubice, jejíţ stěny jsou tenčí a teplota při polymeraci je snáze udrţovatelná. Dále zjistil, 

ţe zvětšení průměru při zachování stejné tloušťky stěny vede ke kvadratickému nárůstu 

celkového objemu separačního média a tedy i ke zvýšení separační kapacity. Při pouţití 

několika tubulárních monolitů zasunutých do sebe teleskopickým způsobem ukázaným 

na obr. 8 umoţňuje dosáhnout obrovských objemů stacionární fáze. Tok těmito 

kolonami je radiální, většinou z vnějšku do středu, a proto jsou označovány jako 

tubulární kolony s radiálním tokem. Vynikající permeabilita těchto monolitů umoţňuje 

pouţití velmi vysokých průtokových rychlostí (aţ 2 l/min) a pod označením CIM
®
Tube 

je vyrábí firma BIA Separations. 

 

 

 

 

Stlačitelné monolitní kolony: 

K jejich objevu významně přispěl švédský profesor Hjertén 

z Uppsaly, který experimentoval se silně zesítěnými 

polyakrylamidovými gely. Ten zjistil, ţe po stlačení sloupce gelu 

s pouţitím hydrostatického tlaku proudící kapaliny lze významně 

zvýšit jeho permeabilitu. Tato technologie byla posléze převzata a 

vylepšena americkou firmou BioRad k přípravě ionto-výměnných 

kolon UNO. 

 

Obr.8 Konstrukce monolitické jednotky o velkém objemu s 

radiálním průtokem pro preparativní separace 

Zdroj: [13] 

http://www.bio-rad.com/
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Aplikační vyuţití monolitů je zatím stále malé, ale vzhledem k rostoucímu počtu 

publikovaných prací, které se zabývají vyuţitím monolitních kolon v laboratorní i 

výrobní praxi, je pravděpodobné, ţe monolitní stacionární fáze v budoucnosti mohou 

postupně nahradit kolony částicové. Jak jiţ bylo popsáno, příprava monolitů je relativně 

jednoduchá, čehoţ se vyuţívá zejména ve výzkumných laboratořích, kde si vědci 

připravují kolony dle jejich konkrétních poţadavků. Ovšem pro potřeby pracovišť 

fungujících v reţimu správné výrobní a laboratorní praxe je nezbytné pouţití komerčně 

dostupných kolon (viz. obr. 9), které zaručují opakovatelnost výsledků. 

 

Obr. 9 Přehled současně vyráběných monolitických kolon pro HPLC 

Produkt Tvar Výrobce Web Materiál Separační módy 

      

CIM Disk disk BIA Separations, 

Ljubljana, Slovinsko 

biaseparations.com modifikované 

polymethakralátové či 

polystyrenové 

kopolymery 

iontová výměna, 

hydrofobní 

interakce, obrácená 

fáze, bioafinitní 
      

CB Silica plate disk Conchrom, Bremen, 

Německo 

conchrom.de modifikovaná silika obrácená a normální 

fáze 
      

SepraSorb disk Sepragen, San 

Leandro,Kalifornie, 

USA 

sepragen.com modifikovaná celulosa iontová výměna 

      

CIM Tube trubka BIA Separations, 

Ljubljana, Slovinsko 

biaseparations.com modifikované 

polymethakrylátové 

kopolymery 

iontová výměna 

      

UNO kolona BioRad, Richmond, 

Kalifornie, USA 

dio-rad.com kopolymery 

methakrylamidových 

monomerů 

iontová výměna 

      

Swift kolona ISCO, Lincoln, 

Nebraska, USA 

isco.com modifikované 

polymethakralátové či 

polystyrenové 

kopolymery 

iontová výměna, 

obrácené fáze 

      

Chromolith kolona Merck, Darmstadt, 

Německo 

chromolith.com modifikovaná silika obrácené fáze 

      

Monoliths kolona LC Packings, 

Amsterdam, 

Holandsko 

lcpackings.nl polystyrenové 

kopolymery 

obrácené fáze 

      

zdroj: [13] 
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3.4. Nové trendy v HPLC 
5
 

S novými technologiemi přicházejí nové trendy 

také do kapalinové chromatografie. Vývoj 

stacionárních fází je úzce spjat s rozvojem 

chromatografické instrumentace. 

Podle van Deemterovy teorie účinnost 

chromatografického systému roste se zmenšující se 

velikostí částic a zároveň se rozšiřuje pouţitelné 

rozmezí lineárních průtoků mobilní fáze při zachování 

stejné separační účinnosti. Se sniţující se velikostí 

částic však roste zpětný odpor kolony, který byl 

dlouhou dobu limitujícím faktorem HPLC instrumentace. Další komplikace spojené 

s malými částicemi nastaly při plnění kolon, při kterém je zapotřebí velmi vysokých 

tlaků. Docházelo k deformaci částic, coţ vedlo ke sníţení separační 

účinnosti a opakovatelnosti analýz. Tento problém byl vyřešen aţ 

s objevem nových materiálů (hybridní částice) a technologií (např. 

patentovaná BEH technologie ethylenových můstků firmy Waters). 

Zatímco monolitní analytické kolony stejně jako partikulární 

kolony s velikostí částic 3-10 μm jsou snadno zapojitelné do 

běţných HPLC systémů, tak nové typy analytických kolon 

s částicemi 1.7-2.2 μm a vnitřními průměry 1.0-4.6 mm jiţ 

vyţadují pouţití speciálně 

upravených přístrojů. První systém, vyuţívající tzv. 

sub-2-mikronové kolony, s názvem Acquity UPLC  

uvedla na trh na přelomu nového tisíciletí firma 

Waters. Dala tak vzniknout nové separační technice 

UPLC (Ultra Performance Liquid Chromatography). 

Další výrobci kapalinových chromatografů, kteří 

stačili zachytit trend separace na kolonách s malými 

částicemi, byli firma Agilent Technologies 

                                                 
5
 Kapitola 3.4 byla vypracována ze zdrojů [3, 5, 7, 10, 21, 22] 

 

 Agilent 1200 Series RRLC, 

Agilent Technologies 

zdroj: [21] 
Prominence UFLC,Shimadzu 

Zdroj: [22] 

ACQUITY UPLC  System, Waters 

Zdroj: [10] 
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s přístrojem Agilent 1200 Series RRLC a firma Shimadzu se systémem Prominence 

UFLC. 

Všechny výše zmíněné přístroje jsou přizpůsobeny vysokým tlakům (60-

100 MPa), jsou vybaveny speciálními kapilárními spoji a mají maximálně 

minimalizovaný systémový objem včetně detekční cely. Detektory musí umoţňovat 

rychlý sběr dat se zachováním dobrého rozlišení a vysoké citlivosti. Vysoká rychlost 

analýz pak umoţňuje zapojení speciálních 

autosamplerů např. Rack changer 

(Shimadzu) nebo Sample organizer 

(Waters), které umoţňují zpracování 

velkých mnoţství vzorků s minimálními 

nároky na lidskou obsluhu. Novinkou jsou 

rovněţ kolonové termostaty (např. u 

RRLC) vybavené předkolonovým 

ohřívačem, který sniţuje případnou 

disperzi píků při nízkých průtocích mobilní 

fáze, a postkolonovým chladičem, jenţ chladí mobilní fázi na teplotu optiky detektoru a 

zabraňuje tak zvyšování šumu. Další výhodou zvýšené teploty mobilní fáze je zmenšení 

zpětného odporu na koloně. 

Novinkou v oblasti analytických kolon je technologie eCord vyvinutá firmou 

Waters. Jedná se o čip, který je ke koloně 

trvale připevněn a uchovává Certifikát o 

analýze. Dále zaznamenává veškerá data o 

pouţívání kolony jako je počet nástřiků, 

maximální teplota a tlak, atd. Všechny tyto 

záznamy nelze přepsat ani odstranit coţ je 

výhodné zejména pro laboratoře pracující 

v reţimu ISO norem a v reţimu SLP či SVP.  

Mezi další trendy v HPLC patří tzv. on-line chromatografie a miniaturizace 

analytických systémů. Vzhledem k tomu, ţe analýzy některých vzorků jsou stále 

náročnější, je snaha tato stanovení zjednodušit pomocí automatizace. Zapojení 

speciálních přepínacích kolonových ventilů do HPLC systémů umoţňuje 

vícerozměrnou (multidimensionální) separaci, která poskytuje zvýšení píkové kapacity, 

coţ vede k daleko vyššímu rozlišení. 

 Autosampler na vialky SIL-20A/C  spojený s autosamplerem 

na mikrotitrační destičky-Rack Changer, Shimadzu 

zdroj: [22] 
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Miniaturizace je v současnosti celosvětovým trendem ve všech oborech a 

odvětvích. V chromatografii se hovoří zejména o tzv. mikro- a nano- systémech  

(mikro-LC, nano-LC), jeţ umoţňují rychlé analýzy velkého mnoţství vzorků při velmi 

nízkých průtocích mobilní fáze s minimálními nároky na objem vzorků i rozpouštědel. 

Vzhledem k těmto podmínkám je pro výše zmíněné LC-systémy vhodné spojení s MS 

detekcí, která je charakterizována vysokou citlivostí a navíc poskytuje informace o 

struktuře analytů. 
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3.5. Sběr a úprava biologického materiálu před analýzou 
6
 

Biologický materiál můţeme definovat jako multikomponentní systém obsahující 

širokou paletu látek přírodního původu o různé molekulové hmotnosti, které dohromady 

tvoří biomatrici. Podle původu se potom dále dělí na materiál lidský, ţivočišný a 

rostlinný. Jako analyty pak označujeme stanovované látky, které jsou předmětem 

našeho zájmu. Ty mohou být endogenního (např. proteiny, vitaminy, enzymy, atd.) i 

exogenního (např. léčiva a jejich metabolity, pesticidy, polutanty, atd.) původu. 

Analýza vzorků biologického materiálu je vzhledem ke sloţitosti této matrice 

velice náročná a vyţaduje komplexní znalosti z různých oborů, především pak z oblastí 

medicíny, biochemie, chemie a biologie. Příprava vzorku patří k základním úkonům při 

analýze biologického materiálu. Na jejím provedení záleţí celkový úspěch analytického 

stanovení – a to jak z kvalitativního, tak i z kvantitativního hlediska. Volbou vhodné 

metody přípravy vzorku tedy rozhodujeme nejenom o přesnosti stanovení dané látky 

(analytu), ale vůbec o moţnosti jejího určení.  

Základní postupy při úpravě biologického materiálu jakéhokoliv původu jsou 

víceméně shodné. Tato práce je však zaměřena především na zpracování vzorků 

lidského původu, zejména pak tělních tekutin - krve a moči. 

3.5.1. Vliv preanalytické fáze na laboratorní vyšetření 

Laboratorní vyšetření kromě analýzy vzorku zahrnuje přípravu pacienta, vlastní 

odběr vzorku, zaslání odebraného materiálu do laboratoře a přípravné práce či 

skladování vzorku před samostatným stanovením. V této souvislosti hovoříme o 

preanalytickém období, které je z hlediska ovlivnění výsledku laboratorního vyšetření 

zdaleka nejdůleţitější. V této fázi hrají nejvýznamnější roli následující faktory: 

 osoba pacienta 

 odběr vzorku 

 transport vzorku 

 uchovávání vzorku před analýzou 

První tři faktory se týkají lékařů a sester klinických oborů, zatímco poslední faktor 

se týká především laboratoří. 

                                                 
6
 Kapitola 3.5 byla kromě uvedených odkazů vypracována ze zdrojů [23-26] 



28 

 

Osoba pacienta 

Tento pojem v sobě zahrnuje jednak faktory, které nelze ovlivnit, ale je nezbytné 

vzít je v úvahu při hodnocení výsledků, a jednak faktory, které jsou ve většině případů 

ovlivnitelné a jejichţ účinek na laboratorní vyšetření lze eliminovat. 

 

Faktory neovlivnitelné: 

 pohlaví – zahrnuje různé rozmezí referenčních hodnot u muţů a ţen 

 věk – bere v úvahu rozdílné fyziologické hladiny analytů u dětí, dospělých 

a seniorů 

 rasa – referenční hodnoty jsou odlišné v rámci různých etnických skupin 

díky genetické odlišnosti 

 gravidita – v těhotenství se díky hormonálním změnám mění poměry 

některých látek 

 jiné onemocnění – především chronické choroby mohou zapříčinit falešně 

pozitivní výsledky testů a tím vést k nesprávným závěrům. 

 

Faktory ovlivnitelné: 

 fyzická aktivita – mění koncentrace mnohých hormonů, enzymů a 

metabolitů, velikost těchto změn je závislá na délce a intenzitě zátěţe a na 

trénovanosti jedince 

 psychický stres – zvyšuje koncentraci některých hormonů a můţe 

ovlivňovat sekreci šťáv gastrointestinálního traktu 

 potrava, tekutiny, alkohol – ovlivňují pH moči a koncentraci některých 

látek v séru, mohou mít rušící vliv na celou řadu biochemických testů 

(zejména alkohol by pacient neměl přijímat 24 hodin před vyšetřením) 

 kouření – zcela ruší vyšetření ţaludeční sekrece. Můţe ovlivňovat rychlost 

metabolizace léků 

 léky – mohou působit na metabolismus stanovované látky nebo 

interferovat při vlastním stanovení. 

 

Odběr vzorku 

Hlavním kritériem pro odběr vzorku a objektivní výsledky analýz by měla být 

reprezentativnost vzorku. Dalším a neméně důleţitým faktorem je potom způsob, místo 
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a doba odběru vzorku. Zásadní je rovněţ správné označení odběrové nádobky s přesnou 

identifikací pacienta. 

 

 

Krev 

Krev je biologický materiál, který se nejčastěji posílá k vyšetření. Její analýza nám 

podává přesné informace o změnách ve sloţení vnitřního prostředí organizmu. Způsob 

odběru je dán metodikou vyšetření v laboratoři a jejím technickým vybavením. Dnes 

moderní vyšetřovací metody, tzv. mikrometody, umoţňují z velmi malého mnoţství 

krve provést celou řadu stanovení a testů. Při vyšetření krve se vyšetřuje plná krev, 

sérum nebo plazma. V případě odběru krve je důleţité vzít v úvahu následující faktory: 

 druh odebrané krve - venózní, tepenná, kapilární 

 doba odběru – obvykle se doporučuje odběr ranní krve po nočním lačnění, 

kdy se minimalizuje riziko ovlivnění výsledku potravou 

 poloha pacienta - doporučuje se odběr vleţe, vstoje stoupá koncentrace 

vysokomolekulárních látek včetně hemtokritu aţ o10-15% 

 dezinfekce kůže - nebezpečí hemolýzy či falešně pozitivních výsledků 

např. při stanovení alkoholu v krvi 

 odběrová nádobka – nejvýhodnější jsou plastové odběrové nádobky na 

jedno pouţití. Ty mohou být pro odběr sráţlivé krve opatřené vrstvou 

kaolinu nebo skelnou vatou. Oddělení séra dále usnadňuje inertní gel, 

jehoţ hustota je zvolena tak, aby po odstředění vytvořil rozhraní mezi 

krvinkami a vrstvou séra. Pouţití skleněných nádobek přináší riziko 
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prasknutí (např. v centrifuze) a následné kontaminace okolí a riziko 

ovlivnění výsledku testů z důvodu špatného umytí skla. 

 typ krve (srážlivá a nesrážlivá) – pro získání nesráţlivé krve je zapotřebí 

přidávat do odběrové nádobky protisráţlivé činidlo (heparin, fluorid 

sodný, EDTA). Antikoagulant však můţe měnit sloţení krve a rušit 

analýzu např. při stanovení iontů, coţ je vţdy třeba brát v úvahu. 

 

Moč 

Moč je tekutina tvořená a vylučovaná 

ledvinami. Močí se organismus zbavuje 

celé řady látek, které v něm vznikly za 

fyziologických i patologických okolností, 

ale také látek, které se do organizmu 

dostaly zvenčí. 

Vzhledem k neinvazivnímu způsobu 

je odběr moči oproti odběru krve mnohem 

jednoduší a pro pacienta méně stresující. 

Vyšetření se provádí obvykle z ranní moči 

a moč je odebírána buď do různých 

odběrových nádobek, nebo do speciálních plastových zkumavek v závislosti na typu a 

místě stanovení. Díky snadné dostupnosti a značné informativní hodnotě patří analýza 

tohoto materiálu téţ mezi nejčastěji stanovované vzorky v biochemických laboratořích. 

 

Transport vzorku 

Vzorek by měl být po odběru buď náleţitě uchován, nebo co nejdříve odeslán do 

laboratoře k dalšímu zpracování. Během transportu by měl být chráněn před světlem a 

extrémními teplotami. U přepravy některých vzorků krve je často nezbytná i opatrná 

manipulace. Mechanická hemolýza je totiţ jednou z nejčastějších příčin znehodnocení 

vzorků krve. 

 

Uchovávání a příprava vzorku před analýzou 

Po transportu odebraného vzorku do příslušné laboratoře je veškerá manipulace s 

ním aţ do vlastní analýzy označována za laboratorní preanalytickou fázi. I během této 
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doby však můţe dojít k chybě, která by ovlivnila výsledek vyšetření. Tomu se snaţíme 

vyvarovat dodrţováním přesně definovaných postupů (SLP, SOP, SZP) a automatizací. 

Pokud není vzorek ihned zpracován, musí být uchováván tak, aby nedošlo ke 

zkreslení výsledků pozdějších analýz. Nejčastější způsob uchovávání vzorku je v chladu 

v lednici při +4°C v dobře uzavřené zkumavce. Další moţností je chemická konzervace, 

která je častější u moči. Nutností je však ověření, zda příslušný konzervant  neruší při 

poţadované analýze. Pro dlouhodobé skladování séra, plazmy a moči je vhodné jejich 

zmrazení při -20°C eventuálně -80°C nebo jejich lyofilizace, coţ je způsob vyuţívaný 

především u kontrolních sér.  Pro sledování téhoţ vzorku v různém časovém rozmezí je 

nutné vzorek rozdělit do několika menších zkumavek, aby nedocházelo k opětovnému 

rozmrazování a zmrazování biologického materiálu. 

Vlastní zpracování vzorku je značně závislé na jeho mnoţství a na fyzikálně-

chemických vlastnostech analytu. K prvotním metodám zpracování patří centrifugace, 

která je nezbytná např. pro oddělení séra nebo plazmy a deproteinizace slouţící 

k odstranění látek bílkovinné povahy. Takto upravené vzorky se uţ mohou přímo 

analyzovat. Vzhledem ke sloţité struktuře biologické matrice však bývá přímé 

stanovení analytů z tohoto materiálu často velmi sloţité aţ nemoţné a je tedy nezbytné 

odstranění pokud moţno co největšího mnoţství látek, které mají negativní vliv na 

analýzu. Za tímto účelem se pouţívají různé typy extrakčních metod jako je extrakce do 

kapaliny (LLE, SDME), extrakce na pevnou fázi (SPE, SPME) a další.[3, 27,28] 

V současnosti je stále větší snaha zavádět tzv. on-line stanovení, kdy je veškerá 

další úprava vzorku součástí automatického procesu, který sniţuje mnoţství chyb 

způsobených lidským faktorem. Nové technologie a přístroje sice stále častěji umoţňují 

téměř plně automatizované analýzy, ovšem tato zařízení bývají velmi nákladná a vyplatí 

se tak pouze při stanovení velkých sérií vzorků. I proto zůstává samostatná úprava 

biologického materiálu (extrakce, filtrace, centrifugace, promývání, zakoncentrování či 

ředění vzorku, atd.) prováděná laboratorními pracovníky nedílnou součástí většiny 

analytických laboratoří. 

3.5.2. Extrakční metody LLE a SPE 

Vzhledem k tomu, ţe součástí této disertační práce bylo vyuţití především dvou 

typů extrakcí LLE a SPE, je v následujícím textu uveden stručný popis obou metod 

včetně jejich principu a srovnání. 
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Extrakce do kapaliny - LLE (liquid-liqid extraction) 

Extrakce z kapaliny do kapaliny stále patří mezi velmi důleţité analytické 

separační metody a umoţňuje mnoho jednoduchých, rychlých a selektivních dělení 

různých druhů látek v širokém rozmezí koncentrací.[3] Obecný princip metody vychází 

z pravidla „podobné se rozpouští v podobném“. Separace látek je tedy zaloţena na 

jejich rozdílné rozpustnosti v systému dvou vzájemně nemísitelných kapalin, kterými 

jsou většinou vodný roztok a organické rozpouštědlo. Přičemţ interakce mezi 

organickou a vodnou fází by měla být co nejmenší. Zároveň podmínky extrakce se musí 

upravit tak, aby rozpustnost extrahované látky v kapalině, do níţ se extrahuje, byla co 

největší. Postupy, které mohou nejvíce ovlivnit účinnost LLE jsou: 

 

 výběr vhodného rozpouštědla – viz výše. 

 potlačení ionizace analytu – vzrůstá jeho rozpustnost v organické fázi: 

 - úpravou pH, 

 - přídavkem solí (vysolovací efekt), 

 - přídavkem kovových iontů (tvorba iontových párů). 

 vzájemný poměr fází - větším mnoţstvím rozpouštědla, do kterého se extrahuje, 

dosáhneme vyššího výtěţku extrakce. Vhodný je poměr 1:5 aţ 1:10. 

 opakování extrakce – účinnost extrakce je větší při pouţití několika menších 

podílů organické fáze neţ při extrakci jedním velkým objemem. V praxi se 

pouţívá maximálně 2-5 následných extrakcí. V případě nízkého výtěţku je třeba 

změnit nebo upravit celý extrakční systém. 

 

Výhody LLE Nevýhody LLE 

jednoduchost tvorba emulzí 

minimální nároky na instrumentaci větší objemy vzorků  

nízká cena vysoká spotřeba organických rozpouštědel 

široké moţnosti vyuţití nemoţnost automatizace 

 

Ačkoliv je metoda LLE stále jednou z nejvíce pouţívaných extrakčních metod ve 

všech typech laboratoří, je i vzhledem k výše zmíněným nevýhodám stále více 

nahrazována metodou SPE. Výhodou extrakce na pevné fázi je především moţnost 

automatizace a podstatné sníţení objemu vzorků i rozpouštědel. Tento problém by 
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mohla vyřešit miniaturizace celého systému. V druhé polovině devadesátých let 20. 

století byla poprvé popsána metoda mikroextrakce kapalina-kapalina. Tento systém 

vyuţívá kapku rozpouštědla na konci teflonového vlákna nebo na špičce jehly, tzv. 

extrakce na jedné kapce (Single-Drop Microextraction, SDME) a principielně vychází 

z metody SPME (viz níţe). Postup můţe být následující: injekční (nástřiková) jehla 

s organickým rozpouštědlem (o objemu 1-2 l) se ponoří do nádobky s vodným 

roztokem vzorku. Poté je pístem stříkačky vytlačena kapka rozpouštědla do vzorku a po 

určité době působení (extrakce) se kapka opět vtáhne zpět. Dále se jehla vytáhne ze 

vzorkové nádobky a provede se nástřik do chromatografického systému. Extrakce můţe 

být provedena i v prostoru nad kapalinou v tzv. headspace  módu a celý tento proces lze 

tedy úspěšně aplikovat v HPLC i v GC.[3,27,29,30] 

Kritickým faktorem opakovatelnosti celého procesu je teplota a doba extrakce, kdy 

se vzrůstajícím časem nebo teplotou dochází ke zmenšování objemu kapky. Opačný 

problém můţeme pozorovat u příliš velkého objemu kapky, kdy se zvětšuje riziko jejího 

odtrţení od vlákna či jehly. Vyřešení těchto nedostatků by mohly přinést další nové 

způsoby extrakcí označované jako membránové extrakční techniky. Tyto metody 

vyuţívají vysoce porézní materiály, které slouţí k ukotvení jedné z fází. Jedná se např. o 

metody MMLLE (micrporous membrane liquid-liquid extraction ) a SLE (supporetd 

liquid extraction).[27,31] 

 

Extrakce na pevnou fázi - SPE (solid-phase extraction)
7
 

Extrakce tuhou fází je jednostupňová metoda rozdělení analytu mezi dvě 

nemísitelné fáze, z nichţ jedna je tuhá. Do tuhé fáze přechází analyt z plynné či kapalné 

fáze.[3] Metoda SPE se pouţívá k odběru a úpravě vzorku. Je vhodná k odstranění 

rušivých sloţek matrice, k selektivnímu obohacení (zakoncentrování) vzorku či 

k izolaci stopových látek. 

Princip metody spočívá v selektivním zadrţování skupiny látek, nejčastěji 

organických molekul na pevné fázi, která je umístěna ve formě sloupce nebo membrány 

v krátké kolonce, tzv. cartridge. Pro úspěšnou SPE extrakci je tedy nejdůleţitější výběr 

vhodné tuhé fáze (sorbentu) v závislosti na vlastnostech analytu a způsobu vyuţití SPE. 

V současné době je na našem trhu velké mnoţství výrobců či distributorů, kteří 

nabízejí rozmanité druhy SPE disků a kolonek s různými typy sorbentů, které se velice 

                                                 
7
 Kapitola Extrakce na pevnou fázi - SPE byla kromě uvedených odkazů vypracována ze zdrojů [32-35] 
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podobají sorbentům běţných analytických kolon. Hlavním rozdílem je především jiná 

velikost částic, která se v případě SPE sorbentů pohybuje v rozmezí od 10 do 100 m. 

Materiály sorbentů jsou opět stejné jako v kolonách pro HPLC. Od klasických sorbentů 

na bázi siliky nebo aluminy, přes modifikované a polymerní sorbenty aţ po různé 

hybridní materiály. 

 

Výhody SPE Nevýhody SPE 

selektivita proměnlivost kvality sorbentu při výrobě 

jednoduchost pro některé specifické izolace nejsou na 

nízká spotřeba rozpouštědel trhu vhodné SPE kolonky 

reprodukovatelnost - 

časová nenáročnost kvalita i sortiment SPE kolonek se však 

moţnost automatizace neustále zlepšuje a zvětšuje  

 

 

Provedení SPE 

Extrakce na pevnou fázi se pouţívá k rozdělení látek, které jsou předmětem našeho 

zájmu (analytů) od nečistot (matrice a ostatní látky v ní obsaţené). Vzhledem k typu 

vzorku a poţadavkům analytika existuje několik obecných schémat jak dosáhnout 

poţadované separace. 

 

Selektivní extrakce – sorbent slouţí k zadrţení vybraných látek (buď analytu nebo 

nečistot). 

Selektivní promývání – analyt i nečistoty jsou zadrţeny na sorbentu. Nečistoty jsou 

odstraněny pomocí vhodného rozpouštědla. 

Selektivní vymývání – analyt i nečistoty jsou zadrţeny na sorbentu. Analyt je 

vymyt pomocí vhodného rozpouštědla. 

 

Vlastní proces extrakce na pevnou fázi se pak skládá z následujících pěti kroků, 

které mohou být dle potřeby redukovány. Například při pouţití SPE k odstranění 

nečistot selektivní extrakcí lze pouţít pouze první tři kroky. 

 

 



35 

 

Obr. 10 Schematické znázornění postupu provedení SPE 

 

 

Zdroj: [36] 

 

1) Výběr vhodné SPE kolonky – viz výše 

2) Kondicionace kolonky - příprava kolonky na reprodukovatelnou interakci 

sloţek vzorku s pevnou fází, která je umoţněna solvatací pevné fáze. Kolonka se 

propláchne předepsaným rozpouštědlem (aktivace pevné fáze pro interakce se 

vzorkem) a následně rozpouštědlem podobným vzorku (úprava prostředí pro 

vlastní vzorek).  

Např. Fáze C18: aktivace metanolem, úprava prostředí vodou a následuje vodný 

roztok vzorku 

3) Aplikace vzorku – podle druhu pevné fáze a vzorku dochází ke specifickým 

reakcím látek s pevnou fází. K dosaţení maximální retence sledované látky je 

často nutné přizpůsobit vlastnosti extrahované směsi konkrétním reakčním 

podmínkám (úprava pH, precipitace proteinů apod.). Ţádaná skupina látek se 

pak selektivně sorbuje a nesorbované látky (matrice) procházejí volně kolonkou. 

4) Promývání - propláchnutí sorbentu vhodným rozpouštědlem vede k vymytí 

zbytků matrice vzorku z kolonky, zatímco stanovované látky zůstávají 

sorbovány na pevné fázi. 

5) Eluce (vymývání) - kolonka se promývá vhodným elučním rozpouštědlem, 

dochází k selektivní desorpci izolovanýchých látek z pevné fáze a k jejich 

vymytí z kolonky.  

Pozn. Tomuto procesu můţe ještě předcházet krok Sušení (např. proudem 

inertního plynu - nejčastěji dusíku). Zejména v případě pokud se eluční 

rozpouštědlo výrazně liší od promývacího roztoku. 
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Instrumentace SPE 

Vybavení potřebné pro extrakci na pevnou fázi (SPE) můţe být velice různorodé. 

Zpravidla se jedná o kolonky ve tvaru injekční stříkačky bez pohyblivého pístu, které 

jsou naplněné sorbentem ve formě sloupce nebo membrány. V prvním případě se jedná 

o tzv. SPE kolonky, které jsou definovány typem pevné fáze, objemem kolonky (1 – 

60 ml), maximální průtokovou rychlostí, kapacitou (50 mg – 10 g), minimálním 

elučním objemem (10 l – 50 ml) a materiálem vlastní kolonky (sklo, polypropylen). 

V druhém případě jde o extrakční disky, které představují moderní formu SPE. Disk je 

tvořen tenkou kompozitní membránou z PTFE nebo PVC s chemicky vázanou 

stacionární fází, coţ přináší řadu výhod oproti konvenční SPE. Větší plocha umoţňuje 

pouţívání větších průtokových rychlostí, menší hmota sorbentu sniţuje objemy vzorku i 

elučního činidla a eliminace tvorby kanálků přináší vyšší účinnost zádrţe, zvyšuje 

kapacitu a výtěţnost. Nevýhodou extrakčních disků je riziko jejich ucpání, čemuţ se 

předchází předfiltrací, a zatím omezený počet dostupných fází.  

 

Obr. 11 Způsoby provedení SPE 

 

 

Vlastní realizace můţe být provedena přetlakem (např. při manuálním provedení, 

kdy se na roztok v kolonce působí injekčním pístem), podtlakem (za pouţití vakuového 

zařízení) nebo odstředěním. Všechny tyto procesy jsou relativně snadno 

automatizovatelné, coţ je jedna z největších předností SPE. On-line spojení s některou 

z chromatografických metod pak přináší řadu dalších výhod. Přímé dávkování vzorku 
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sniţuje bezpečnostní rizika při práci s nebezpečným materiálem, dále se zvyšuje 

přesnost a citlivost metody a zvýšená produktivita sniţuje celkové náklady na jednu 

analýzu. 

Stále se sniţující objemy analyzovaných vzorků i pouţitých rozpouštědel byly 

jedním z podnětů k vývoji nových metod vyuţívajících principu extrakce na tuhou fázi. 

Příkladem můţe být SPE v mikrotitračních destičkách či ve špičkách pipet (ZipTip, 

Millipore)[37]. Další metoda, která byla vyvinuta především pro spojení s plynovou 

chromatografií, je metoda mikroextrakce tuhou fází - SPME (solid phase 

microextraction). Principielně se jedná o stejnou techniku jako je SPE, ale liší se 

způsobem provedení. Sorbent je nanesen na krátkém úseku povrchu křemenné kapiláry 

ve formě tenkého filmu, přičemţ povrch této kapiláry je chráněn ocelovým pouzdrem – 

jehlou, do které můţe kapilára zajíţdět. Výhody SPME spočívají především ve snadném 

způsobu provedení a ekonomické nenáročnosti (opakované pouţití vlákna, bez pouţití 

rozpouštědel). Naopak nevýhody přináší náročná optimalizace, horší opakovatelnost a 

malá robustnost metody. 

Velice podobnou metodou je potom tzv. extrakce pomocí míchadélka – SBSE (stir 

bar sorptive extraction). Sorbent je v tomto případě nanesen ve velmi tenké vrstvě (cca 

1 mm) na povrch magnetického míchadélka vloţeného do skleněného pouzdra.[38] 

Hlavním pozitivem této metody je především velmi nízký detekční limit (µg – ng/l) a 

snadné a rychlé provedení. K negativním stránkám patří prozatím málo prozkoumaná 

moţnost opakovaného pouţití, nízká citlivost pro polárnější analyty a nebezpečí zpětné 

extrakce rozpouštědlem. 
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3.6. Sledované látky 

3.6.1. Vitamin A
8
 

Vitamin A je esenciální látka hrající významnou roli ve výţivě lidského 

organismu. Poprvé byl popsán na začátku 20. století. Termín „vitamin A“ představuje 

soubor několika látek – retinolu, retinalu, kyseliny retinové a retinyl esterů. Z hlediska 

terminologie je důleţité i vysvětlení pojmu „retinoidy“, které jsou definovány jako látky 

strukturně a funkčně spjaté s retinolem. Mezi retinoidy se však řadí i strukturně odlišné 

láky vykazující aktivitu vitaminu A, jako např. nové syntetické retinoidy vyuţívané v 

různých oblastech medicíny. 

Vitaminu A je tvořen cyklohexenovým jádrem s postranním polyisoprenovým 

řetězcem (obr. 12). Retinol, téţ označovaný jako vitamin A – alkohol, představuje 

nejaktivnější formu vitaminu A. Dehydrogenací retinolu vzniká aldehyd retinal, jehoţ 

oxidací dále vzniká kyselina retinová. Přítomnost konjugovaného systému pěti 

dvojných vazeb dává moţnost vzniku různých geometrických izomerů, z nichţ 

nejčastější je konfigurace all-trans, následovaná formami 9-cis, 11-cis, 13-cis a 9, 13-

dicis. 

Vitamin A se vyskytuje pouze v ţivočišných tkáních. Bohatým zdrojem je máslo, 

vaječný ţloutek, tresčí játra či další potraviny ţivočišného původu. Přirozeným zdrojem 

vitaminu A je však i barevné ovoce a zelenina, které obsahují provitamin β-karoten. 

Jeho hydrolýzou ve střevě vznikají dvě molekuly retinalu, který je pak následně 

redukován na retinol. 

 

Obr. 12 Struktura vitaminu A 

 

 

 

 

                                                 
8
 Kapitola 3.6.1.byla kromě uvedených odkazů vypracována ze zdrojů [23,39,40] 

R  

CH2OH Retinol 

CHO Retinal 

COOH Kyselina retinová 
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Biologický význam vitaminu A 

Vitamin A hraje zásadní roli při růstu, reprodukci a embryonálním vývoji. 

Reguluje diferenciaci a proliferaci buněk a zajišťuje důleţité funkce imunitního 

systému. Aktivní forma vitaminu A (11-cis-retinal) je nezbytná pro vidění, správnou 

stavbu pokoţky a funkci sliznic. Vitamin A má také mírné antioxidační účinky. 

Silnějším antioxidantem je však β-karoten, který účinně likviduje volné radikály a jiné 

reaktivní kyslíkové částice (ROS). Kyselina retinová nemůţe být v organismu 

přeměněna na retinol, a tedy nepodporuje vidění či reprodukci má však vlastní 

biologickou funkci. Podporuje růst a diferenciaci orgánů a v koţním lékařství se 

vyuţívá při léčbě těţkých forem akné. Vzhledem k teratogenním účinkům se však 

nesmí podávat těhotným ţenám (způsobuje vývojové vady u plodu).  

Nedostatek vitaminu A se projevuje zhoršeným nočním viděním. Další pokles 

můţe vést aţ ke keratinizaci epiteliálních tkání očí, plic, trávicího a urogenitálního 

traktu. Předávkování vitaminem A (hypervitaminóza) je pro organismus také 

nebezpečné, i kdyţ můţe nastat aţ po dlouhodobém překračování doporučované denní 

dávky. K projevům intoxikace patří vypadávání vlasů, zvracení, průjem, špatné vidění, 

ale i poruchy reprodukce (teratogenní účinky). Naopak podávání β-karotenu je z tohoto 

hlediska povaţováno za zcela bezpečné. 

 

Metabolismus vitaminu A 

Retinol se v potravě nevyskytuje ve volné formě, která je chemicky nestálá, nýbrţ 

ve formě esterů s vyššími mastnými kyselinami, nejčastěji jako retinyl palmitát. Ve 

vitaminových přípravcích se naopak retinol nachází ve formě acetátu. Vstřebávání 

vitaminu A probíhá v tenkém střevě a je závislé na mnoţství tuků, proteinů a ţlučových 

kyselin přítomných v trávicím traktu. Estery rozpuštěné v tucích z potravy jsou 

emulgovány ţlučí a následně ve střevní stěně hydrolyzovány na retinol. Po průchodu 

střevní stěnou je většina retinolu zpět přeměněna na estery s mastnými kyselinami, které 

jsou uzavřeny do chylomikronů v lymfě. Z lymfatického systému se dostávají jednak do 

krevního oběhu, ale také do jater, kde jsou uloţeny v adipocytech a slouţí jako 

rezervoár vitaminu A. Mimo jaterní buňky (v plazmě) se retinol vyskytuje vázaný na 

specifickou bílkovinu RBP (Retinol Binding Protein). Fyziologické hladiny retinolu se 

u dospělých jedinců pohybují v rozmezí 0,83 – 2,27 µmol/l. [41] 
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Retinol a retinal jsou působením dehydrogenáz a reduktáz přítomných ve tkáních 

přeměňovány navzájem, jedná se tedy o obousměrný a vratný proces. Malá část retinalu 

však můţe být oxidována na kyselinu retinovou, coţ je naopak reakce nevratná. [41,43] 

 

Obr. 13 Metabolismus vitaminu A 

 

 

Zdroj: [42] 

 

 

Terapeutické využití vitaminu A 

Z rozmanitých biologických funkcí vitaminu A v organismu vyplývá velký 

potenciál a praktické vyuţití retinoidů v různých medicínských oborech, především v 

dermatologii a onkologii.  

Tretinoin (kyselina all-trans retinová - ATRA) a isotretinoin (13-cis-retinová 

kyselina) se pouţívají k léčbě akné či jiných dermatologických potíţí. Další analoga 

(etretinat, acitretin) jsou aplikovány u psoriázy. [44,45]   

 V současné době je pozornost lékařů zaměřena na vyuţití retinoidů v prevenci a 

terapii různých onkologických onemocnění vyplývající z antiproliferační aktivity 

retinoidů či jejich schopnosti regulovat diferenciaci a apoptózu buněk. Například výše 

zmiňovaný tretinoin se také pouţívá v léčbě akutní promyelocytární leukémie (APL). 
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Kyselina retinová totiţ umí obnovit funkci leukemických buněk a přeměnit je zpět na 

buňky zdravé. Klinické studie ukazují, ţe chemoterapie v kombinaci s podáním 

kyseliny retinové umoţňuje definitivní vyléčení APL aţ u 80 % případů. [46] 

V současnosti se indikace retinoidů rozšiřuje na další druhy nádorů, zvláště 

rakoviny prostaty, pankreatu, mozku či (zatím experimentálně) na rakovinu prsu. Jejich 

terapeutické vyuţití je však značně limitováno vysokou toxicitou či vznikem rezistence. 

Vývoj receptor-selektivních retinoidů a prohloubení znalostí o mechanismu působení 

těchto látek v budoucnu jistě povede k dalšímu rozšíření aplikace retinoidů v terapii 

různých forem rakoviny. [47] 

3.6.2. Vitamin E
9
 

Vitamin E je dalším zástupcem vitaminů rozpustných v tucích. Toto označení opět 

představuje skupinu více látek zahrnující α-, β-, γ-, δ-tokoferol a α-, β-, γ-, δ-

tokotrienol. Struktura společná všem formám vitaminu E sestává z chromanolového 

kruhu, na který je navázaný hydrofóbní isoprenoidní řetězec tvořený 16 atomy uhlíku. 

Na chromanolovém kruhu se nachází jedna aţ tři methylové skupiny, podle jejichţ 

počtu a polohy se rozlišují α-, β-, γ-, δ-molekuly. Fytylový (isoprenoidní) řetězec je u 

tokoferolů nasycený a u tokotrienolů nenasycený – obsahuje tři dvojné vazby. Struktura 

všech látek patřící do skupiny vitaminu E je znázorněna na obrázku (obr. 14). [41] 

Vitamin E byl objeven Evansem a Bishopem v roce 1922 při sledování souvislostí 

mezi plodností a výţivou, kdy byla u laboratorních krys zjištěna nezbytnost tohoto 

vitaminu pro jejich úspěšnou reprodukci. Poprvé byl vitamin E izolován v roce 1936 a o 

dva roky později byla identifikována jeho chemická struktura. Funkce vitaminu E v 

lidském organismu nebyla řádně objasněna aţ do 60. let minulého století. [41] 

V molekule tokoferolů/ tokotrienolů se nacházejí tři centra asymetrie: C2 uhlík 

chromanolového kruhu a C4‘ a C8‘ uhlíky na fytylovém konci, z čehoţ teoreticky 

vyplývá moţnost vzniku osmi stereoizomerů u kaţdé z osmi látek vitaminu E. V přírodě 

se však vyskytuje nejčastěji R, R, R- forma. Nevyšší biologickou aktivitou se vyznačuje 

R, R, R- α-tokoferol, dříve označovaný jako D-α-tokoferol. Synteticky připravený α-

tokoferol naopak obsahuje všechny stereoizomerní formy ve stejném poměru. Ve 

vitaminových přípravcích se většinou setkáme s estery vitaminu E (nejčastěji tokoferol 

                                                 
9
 Kapitola 3.6.2. byla kromě uvedených odkazů vypracována ze zdrojů [48-50] 
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acetátem). Hlavním přírodním zdrojem vitaminu E jsou rostlinné oleje, čerstvá listová 

zelenina, vaječný ţloutek, oříšky, obilné klíčky a mák. 

 

Obr. 14 Struktura vitaminu E 
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Biologický význam vitaminu E 

Vitamin E je účinný antioxidant hrající zásadní roli v ochraně buněčných membrán 

a plazmových lipoproteinů před oxidativním poškozením vyvolaným působením 

volných radikálů. Volné radikály obsahují ve své molekule nepárový elektron, díky 

němuţ velmi ochotně reagují s nenasycenými mastnými kyselinami, proteiny, 

uhlovodíky či DNA. Úloha vitaminu E v ochraně membrán erytrocytů před oxidačním 

stresem tak představuje v současné době jednu z hlavních a prokázaných fyziologických 

funkcí tohoto vitaminu. 

Biologická dostupnost a aktivita jednotlivých forem vitaminu E se liší. 

Nejaktivnější je přirozený R, R, R- α-tokoferol charakterizovaný biologickou aktivitou 

1,49 IU/mg (IU = mezinárodní jednotka). O trochu menší aktivitu uţ vykazuje 

racemická směs α-tokoferolu a tokotrienoly vykazují aktivitu uţ pouze 0,45 IU/mg. 

Přestoţe mnoţství γ-tokoferolu v potravě je vyšší neţ mnoţství α-tokoferolu, plazmové 

koncentrace γ-tokoferolu tvoří pouze asi 10 % koncentrační hladiny α-tokoferolu. Z 

toho vyplývá, ţe α-tokoferol je nejhojnější forma vitaminu E v plazmě. 

 

 R1 R2 

α CH3 CH3 

β CH3 H 

γ H CH3 

δ H H 
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Metabolismus vitaminu E 

Absorpce vitaminu E z potravy probíhající v tenkém střevě je úzce spojena 

s absorpcí lipidů. Předpokladem je tedy neporušený proces trávení tuků a také 

přítomnost látek tukové povahy (např. nasycené mastné kyseliny), které usnadňují vznik 

micel, jejichţ prostřednictvím je vitamin E absorbován do buněk mukózy tenkého 

střeva. Vitamin E je pak zabudován do chylomikronů a v této formě vstupuje přes 

lymfatický systém do oběhu a dále do jater. Část vitaminu E je přenesena do svalů a 

tukové tkáně. Na rozdíl od jiných v tucích rozpustných vitaminů, nemá tento vitamin 

specifický transportní plazmatický protein, ale je transportován na lipoproteinech krevní 

plazmy (LDL, HDL, VLDL).  

Ne všechny formy vitaminu E jsou však stejnou měrou zabudovávány do 

lipoproteinů krevní plazmy. Naopak na této úrovni dochází k určité „diskriminaci“ 

jednotlivých forem vitaminu E. Preferován je především R,R,R- α-tokoferol, zatímco 

ostatní stereoizomery a většina γ-tokoferolu jsou vyloučeny do ţluče. Z toho také 

vyplývá vyšší biologická dostupnost a účinnost právě D-formy α-tokoferolu. Přirozená 

hladina α-tokoferolu se pohybuje kolem 25 µmol/l a u γ- a δ-tokoferolů přibliţně 3 

µmol/l. V potravě se hladiny jednotlivých forem vitaminu E liší, avšak ve smíšené 

stravě převaţuje většinou α- a γ-tokoferol. [39] 

 Vzhledem k protektivní funkci buněčných membrán je vitamin E obsaţen ve 

všech tkáních. Nejvyšší koncentrace pak byly stanoveny v tukové tkáni a v játrech. 

 

Terapeutické využití vitaminu E 

Potenciální vyuţití vitaminu E v terapii různých onemocnění bývá spojováno 

především s jeho antioxidačními schopnostmi. V současné době se vědecký zájem 

obrací především na objasnění vztahu mezi zvýšeným podáním vitaminu E a jeho vlivu 

na prevenci či léčbu onemocnění spojených s oxidačním stresem (kardiovaskulární 

choroby, rakovina, Alzheimerova choroba). Přestoţe bylo provedeno mnoho klinických 

studií věnujících se prevenci kardiovaskulárních onemocnění prostřednictvím podávání 

vitaminu E, výsledky jsou nepřesvědčivé a rozporuplné. Podobně v případě studií 

hledající souvislost mezi hladinami vitaminu E a vznikem rakoviny byla sníţená 

incidence rakoviny prokázána pouze ve dvou studiích. Z výše zmíněného vyplývá, ţe 

ačkoliv je samotný vitamin E esenciální látkou pro mnoho pochodů v organismu, jeho 

terapeutické vyuţití stále vyvolává mnoho otazníků a je předmětem vědeckých studií. 

Pomocí sledování hladin vitaminu E v lidském séru u různých pacientů je však moţné 
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hodnotit oxidační stres jejich organismu, coţ můţe být nápomocné pro stanovení 

konečné diagnózy i pro sledování terapeutického postupu. [51,52] 

3.6.3. Význam stanovení vitaminů A a E v biologickém 

materiálu
10

 

Podání chemoterapeutik při terapii rakoviny je spojené se vznikem oxidačního 

stresu a narušení antioxidační rovnováhy v organismu. Sledování sérových hladin 

některých látek, například retinolu, α-tokoferolu a γ-tokoferolu, umoţňuje monitorovat 

tento oxidační stres u pacientů podstupujících chemoterapii či radioterapii. Dále můţe 

přispět k objasnění souvislostí mezi vznikem rakoviny, její léčbou pomocí různých 

cytotoxických látek a změnami hladin těchto vitaminů. Například u pacientek s 

rakovinou prsu a vaječníků léčených kombinací paclitaxelu s carboplatinou pozitivně 

reagujících na chemoterapeutickou léčbu bez projevů toxicity byly zjištěny zvýšené 

hladiny α-tokoferolu a retinolu.  Niţší hladiny α-tokoferolu byly naopak sledovány u 

pacientů, kde se projevila toxicita terapie. [53] 

Podobně lze prostřednictvím sledování hladiny vitaminu A v séru odhalit 

poškození střevní sliznice po chemo- a radioterapii. Na tomto principu spočívá test 

absorpce vitaminu A, kdy je u onkologických pacientů sledováno, zda dochází k 

malabsorpci vitaminu A způsobené funkční změnou intestinální sliznice, a zdali tento 

jev můţe mít vliv na nutriční stav pacienta. Součástí testu je ranní odběr séra (vzorek 1) 

následovaný podáním dávky 360 000 IU vitaminu A. Po pěti hodinách je znovu 

odebráno sérum (vzorek 2). Test je vyhodnocen na základě srovnání hladin retinolu a 

retinyl esterů v obou vzorcích. 

 

Metody analýzy 

V literatuře se nejčastěji setkáme s metodami pro současné stanovení dvou látek - 

retinolu a α-tokoferolu. Mnohdy bývají mezi analyty zařazeny i β- a γ-tokoferol, které 

však na reverzní fázi nelze separovat, proto se většinou hodnotí jako suma obou látek. 

Vedle retinolu bývají stanovovány i jeho metabolity - retinyl palmitát a retinyl stearát, 

či retinyl acetát – forma přítomná ve vitaminových přípravcích. Karoteny, xanthiny a 

lykopen jsou přírodní látky s významnou antioxidační aktivitou úzce související s 
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 Kapitola 3.6.3. byla kromě uvedených odkazů vypracována ze zdrojů [23,39,40,41] 
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metabolismem retinolu (ze dvou molekul β-karotenu vzniká jedna molekula retinolu), a 

proto bývají také předmětem analýzy společně s vitaminy A a E. 

Metodou volby pro analýzu vitaminů A a E je stanovení pomocí kapalinové 

chromatografie na reverzních stacionárních fázích. Jako mobilní fáze se pouţívá 

většinou methanol, méně často pak ethanol, acetonitril či jejich kombinace, anebo se 

přidá malý podíl nepolárního rozpouštědla (chloroform, butanol, hexan, 

tetrahydrofuran, ethyl acetát). Aplikace normální chromatografie se také objevuje v 

publikovaných pracích. Umoţňuje lepší separaci strukturně podobných látek (jednotlivé 

tokoferoly či izomery kyseliny retinové). Nepříjemností normálního módu je pouţití 

organických rozpouštědel (dichlormethan, hexan), dále nestabilita silikagelové fáze či 

citlivost systému na stopy vlhkosti. 

Chromatografie látek vitaminu E na normálních (silikagelových) stacionárních 

fázích poskytuje rozdělení všech čtyř tokoferolů a tokotrienolů spolu s lepším 

rozlišením β- a γ- izomerů. Kromě toho nevyţaduje před stanovením odstranění 

triacylglycerolů z matrice, coţ se s výhodou vyuţívá v potravinové analýze. Pořadí 

eluce jednotlivých látek vyplývá z jejich polarity a je dáno vznikem vodíkových 

interakcí mezi fenolickými OH skupinami tokoferolů/ tokotrienolů a silanolovými 

skupinami na povrchu silikagelu. α-tokoferol obsahuje tři methylové skupiny, a proto je 

jako nejméně polární látka eluován první, následovaný β-, γ- a δ- tokoferolem. 

Přítomnost tří dvojných vazeb ve fytylovém řetězci tokotrienolů zvyšuje jejich polaritu, 

a proto jsou tyto látky vymyty vţdy za odpovídajícími tokoferoly. I přes tyto výhody, 

při současném stanovení tokoferolů, retinoidů a případně i karotenoidů je preferována 

reverzní chromatografie.  

Na oktadecyl-silikagelových fázích jsou tokoferoly/ tokotrienoly vymývány z 

kolony v opačném pořadí neţ v normálním módu. Nejvíce je zadrţen α-tokoferol, 

nejméně pak δ- tokoferol. Tokotrienoly eluují před odpovídajícími tokoferoly. β- a γ- 

tokoferol/ tokotrienol většinou nelze na reverzní fázi separovat. 

V případě separace retinoidů je situace podobná. Popsané a prakticky pouţívané 

metody pracují jak v normálním tak v reverzním módu. Normální stacionární fáze 

umoţňují separaci geometrických izomerů, zatímco v reverzním systému je toto 

rozlišení obtíţné. Vzhledem k rozdílné polaritě retinolu a jeho esterů s mastnými 

kyselinami (palmitát, stearát, oleát) je pro tato stanovení doporučováno provedení 

chromatografie na reverzní fázi s pouţitím gradientové eluce. 
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Pro detekci studovaných vitaminů lze vyuţít různé detekční techniky. Tradiční 

přístup představuje UV spektrofotometrická detekce. Kvůli rozdílné absorbanci těchto 

látek není detekce při jedné vlnové délce moţná, avšak pouţitím moderní instrumentace 

s programovatelnou vlnovou délkou v čase analýzy či s moţností záznamu absorbance 

při dvou vlnových délkách současně je moţné nastavit vhodné parametry na základě 

spektrálních vlastností daných látek. Pro dosaţení vysoké citlivosti metody jsou 

jednotlivé analyty detekovány při jejich absorpčních maximech – 325-330 nm pro 

retinol a 290-295 nm pro α-tokoferol.  V současné době se s výhodou pouţívají vysoce 

citlivé detektory diodového pole (DAD, PDA), které umoţňují v jednom okamţiku 

proměření celého spektra. Mezi alternativní detekční techniky patří elektrochemická či 

fluorescenční detekce, které v praxi nejsou tolik vyuţívané, avšak poskytují vysoce 

citlivé a selektivní analýzy. 

Spojení HPLC s hmotnostně-spektrometrickou detekcí (MS) představuje moderní 

trend poslední doby. Ačkoliv HPLC-MS poskytuje bohaté informace o analyzovaných 

látkách, aplikace této techniky na biologické vzorky je vzhledem ke sloţitosti této 

matrice docela obtíţná, a i proto je stále vděčným předmětem dalšího výzkumu. Pro 

stanovení vitaminů A a E je nejčastěji vyuţita chemická ionizace za atmosférického 

tlaku (APCI) či ionizace elektrosprejem (ESI). Například práce R. Andreoli et al.[54] 

popisuje jednoduchou metodu pro současné stanovení retinolu, α-tokoferolu a β-

karotenu v lidském séru pomocí HPLC-MS-MS vyuţívající APCI v pozitivním módu. 

Na C8 chromatografické koloně bylo pomocí mobilní fáze sestávající z methanolu a 

dichlormethanu (95:5, v/v) v izokratickém módu dosaţeno separace všech tří látek 

během 6,5 minut – retinol eluoval jiţ v 1,5 minutě a retenční čas tokoferolu byl 

přibliţně 3 minuty. Tato rychlá metoda vyniká také ve vysoké citlivosti dosahující 

jednotek nmol a v selektivitě vůči ostatním sloţkám analyzovaného séra, která je daná 

především díky vyuţití kolizní reakce, kdy je v určitém okamţiku sledován konkrétní 

přechod sledovaného iontu na iont dceřinný.  

Většina dalších prací věnujících se současnému stanovení vitaminů A a E v 

lidském séru či plazmě však vyuţívá HPLC na oktadecylsilikagelových (C18) 

stacionárních fázích v kombinaci s UV detekcí, nejčastěji s pouţitím DAD. V případě 

separace pouze těchto dvou vitaminů je aplikována většinou izokratická eluce pomocí 

mobilní fáze sloţené buď z čistého methanolu [55] nebo směsi methanolu s méně 

polárními rozpouštědly (acetonitril, hexan, tetrahydrofuran) [56-58]. Zatímco starší 

práce uvádějí delší dobu analýzy (aţ 16 min) [56], s vyuţitím modernější instrumentace 
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a dokonalejších kolon je v nedávných pracích dosaţeno velmi rychlých analýz (3 min) 

[58].  Mnoho prací se věnuje analýze rozmanitější skupiny látek, kdy vedle vitaminů A 

a E jsou stanovovány i karotenoidy či vitamin D. Separace takových směsí analytů pak 

vyţaduje pouţití gradientové eluce [59-62]. 

Práce týmu D. Siluk [63] a G. Taibi [64] uvádějí vyuţití fluorimetrické detekce při 

stanovení retinolu, α-, γ-, ev. δ- tokoferolu v lidském séru a plazmě. Obě publikované 

metody byly vyuţity pro klinické studie na velkém souboru pacientů. V novější 

publikaci z r. 2007 bylo dosaţeno vysoké citlivosti stanovení (70 nmol/l pro retinol, 50 

a 250 nmol/l pro γ- a δ-tokoferol a 1,16 µmol/l pro α-tokoferol). 

Z uvedených dat je patrné, ţe význam i sledovanost výše zmíněných látek je velká 

a kaţdý z nových způsobů stanovení nachází své uplatnění nejen v klinickém výzkumu, 

ale i v klinické praxi. 

 

3.6.4. Neopterin
11

 

Neopterin byl objeven v roce 1963, kdy se jej podařilo izolovat ze včelích larev  

včel dělnic. Chemicky se jedná o 2-Amino-4-hydroxy-6-(D-erythro-1’, 2’, 3’-

trihydroxypropyl)-pteridine, jenţ patří do skupiny nekonjugovaných pteridinů, která je 

biosynteticky odvozená od guanosin trifosfátu 

(GTP). Enzymatickým štěpením GTP vzniká 

nejprve 7,8-dihydroneopterin trifosfát, ze 

kterého se pomocí dalších enzymů tvoří 5,6,7,8-

tetrahydrobiopterin, 7,8-dihydroneopterin či 

neopterin. 

Tetrahydrobiopterin je nezbytným kofaktorem celé řady monooxygenáz 

aromatických aminokyselin a také je odpovědný za konverzi argininu na citrulin a oxid 

dusnatý. Při aktivaci enzymu GTP cyklohydrolázy I interferonem- produkuje většina 

buněk jako jsou fibroblasty a endoteliální buňky převáţně tetrahydrobiopterin a pouze 

malé mnoţství neopterinu a jeho derivátů. Naopak monocyty-makrofágy u lidí a 

primátů po aktivaci GTP cyklohydrolázy I vytváří větší mnoţství 7,8-dihydroneopterin 

fosfátu, který je kvůli relativnímu nedostatku 6-pyruvoyl-tetrahydropterin syntázy 

přeměňován na 7,8-dihydroneopterin a neopterin. Díky tomu neopterin představuje 
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 Kapitola 3.6.4. byla kromě uvedených odkazů vypracována ze zdrojů [77,81,82] 
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uţitečný a důleţitý parametr monitorování aktivace imunitního systému, který 

doprovází řadu onemocnění. 

 

Obr. 15 Biosyntéza neopterinu a jeho derivátů v lidském monocytu/makrofágu 

 

Zdroj: [81] 

 

Biologický význam neopterinu a jeho derivátů 

Hlavní biochemická a fyziologická funkce neopterinu a jeho derivátů není 

doposud zcela objasněna. Při aktivaci buněčné imunity se zvyšuje koncentrace Th1 

buněk, které produkují interferon-. Dochází k uvolňování prozánětlivých cytokinů a 

současně se u lidských monocytů-makrofágů zvyšuje kapacita sekrece ROS. Přitom zde 

existuje signifikatní vztah mezi mnoţstvím uvolněného neopterinu a schopností sekrece 

ROS. Neopterin tak můţe slouţit nejen jako indikátor oxidačního stresu organismu 

způsobenou aktivací imunitního systému, ale téţ sám k oxidačnímu stresu přispívá, a to 

tím, ţe zesiluje účinky oxidativních sloučenin jako je např. peroxid vodíku.[65] 

Naopak některé redukované formy pteridinových derivátů jako 7,8-

dihydroneopterin a 5,6,7,8-tetrahydroneopterin jsou povaţovány za antoxidanty  a byly 
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obecně označeny za silné „vychytávače“ volných radikálových částic (ROS) in vitro i in 

vivo. [66-68]  

Oxidační stres téţ významně ovlivňuje různé redoxní systémy a je úzce spojen s 

iniciací apoptózy či genovou expresí cytokinů jako je TNF. Neopterin a jeho deriváty 

jsou povaţovány za spouštěče těchto procesů a hrají tedy důleţitou roli i v těchto 

biochemických pochodech. 

 Vzhledem k výše zmíněným vlastnostem můţe sledování koncentračních hladin 

neopterinu v séru a v moči přispět k diagnostice i prognóze některých chorob nebo lze 

s jeho pomocí sledovat oxidační stres organismu. Například u akutních virových 

onemocnění jako jsou chřipka, spalničky, zarděnky, příušnice, atd. se koncentrační 

hladiny neopterinu v tělních tekutinách významně zvyšují. A to mnohem dříve neţ si 

organismus začne vytvářet specifické protilátky. Jakmile se imunitní systém úspěšně 

vypořádá s infekcí a koncentrace specifických protilátek (např. IgG) vzroste, hladina 

neopterinu klesne na normální hodnoty. Ovšem v případě chronických virových infekcí 

jako je např. HIV, koncentrace neopterinu sice po určité době klesne, ale ne aţ do 

normálních hodnot. Produkce neopterinu zůstává zvýšená po celou dobu prvotní fáze 

nákazy, během které se většinou neobjevují ţádné příznaky. A tento fakt má jiţ značný 

prognostický význam: čím vyšší je koncentrace neopterinu v séru nebo v moči, tím 

silnější bude progrese AIDS. Sledování hladin neopterinu tak můţe přispět k prognóze 

choroby podobně jako další prediktivní markery jako jsou buňky CD4+ a HIV-1 RNA. 

Podobně je tomu i u nádorových onemocnění. Povrch nádorových buněk je totiţ 

změněn, následkem čehoţ můţe dojít k aktivaci systému specifické buněčné imunity a 

tedy i ke zvýšené produkci neopterinu. Tento jev zvýšené koncentrace neopterinu v séru 

či v moči však závisí na typu, druhu i stádiu rakovinového onemocnění. Například u 

hematologické neoplazie se vyskytuje asi z 90%, zatímco u karcinomu prsu je 

pozorován pouze u cca 20% pacientů. Z tohoto důvodu je sledování hladin neopterinu 

pro diagnostiku nevhodné. Naproti tomu prognostický význam je zcela 

nezpochybnitelný. Monitorování hladin neopterinu v séru či v moči pomáhá předvídat, 

nejen jak silný bude průběh onemocnění a jakou má pacient šanci na přeţití, ale můţe 

také včas odhalit relaps nádorového onemocnění v post-terapeutické fázi. 

Podobné vztahy byly pozorovány také u některých neurologických, 

kardiovaskulárních a autoimunitních chorob. Sledování produkce neopterinu tak můţe 

přispět k lepšímu porozumění patogeneze různých onemocnění. 
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Stanovení neopterinu v moči a v séru 

Neopterin (oxidovaná forma) a 7,8-dihydroneopterin (redukovaná forma) jsou 

nízkomolekulární látky (Mw = 253 a 255 g/mol), které jsou uvolňovány v relativně 

stálém mnoţství. V literatuře je uváděn poměr oxidované formy neopterinu a celkového  

neopterinu (oxidovaná plus redukovaná forma). Tento poměr je 1:3 v moči a arteriální 

krvi a 1:2 v séru získaného z venózní krve. Obě formy neopterinu absorbují v UV 

oblasti, ovšem absorpční spektra stejně jako chromatografické chování neopterinu a 7,8-

dihydroneopterinu jsou velmi podobné. Proto lze spektrofotometricky stanovit pouze 

celkový neopterin. [69] Vzhledem k velké citlivosti neopterinu na denní světlo a ke 

značné nestabilitě jeho redukované formy je spektrofotometrické stanovení neopterinu 

pro klinickou praxi nevhodné.[70] Mnohem častější a vhodnější metodou pro stanovení 

neopterinu je metoda HPLC s fluorimetrickou detekcí.[71-76] 

Jedno z prvních měření neopterinu v moči u pacientů s malignitami a virovými 

infekcemi pomocí HPLC bez úpravy vzorků moče provedl Wachter a kol. v roce 1979. 

Tuto metodu v roce 1982 potom pro klinické aplikace dále zpracovali Hausen a Fuchs. 

Od této doby zůstává tato metoda aţ na drobné modifikace téměř beze změn. Stanovení 

se provádí v izokratickém módu na kolonách s reverzní fází C18. Mobilní fází je 

většinou fosfátový pufr o pH 6,4 a průtok je uváděn v rozsahu 0,8 – 1,5 ml/min. Pro 

fluorimetrické stanovení se nejčastěji pouţívají vlnové délky ex.353 a em.438 nm. 

Při stanovování neopterinu v moči se musí brát v úvahu rozdílné hustoty moči, 

proto je koncentrace neopterinu v moči vyjadřována v μmol/mol kreatininu. Měření 

kreatininu se provádí současně se stanovením neopterinu rovněţ pomocí HPLC, ale 

s UV detekcí při 235 nm. 

Modifikovanou verzi pro stanovení neopterinu v séru vypracoval Werner 

a kol. [71]. Pro analýzu velkých sérií vzorků byly vyvinuty metody vyuţívající techniku 

radioimmunoassay (RIA) [78] a enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). 

V současnosti jsou obě tyto metody jiţ docela rozšířené a komerčně snadno dostupné. 

[79,80] Nicméně chromatografické stanovení je dosud povaţováno za standardní a 

referenční metodu pouţívanou především ve výzkumných laboratořích. 
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4. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

V experimentální části této disertační práce je uveden krátký přehled 

publikovaných prací včetně jejich stručného komentáře. První kapitola se zabývá 

analytickou tematikou, je věnována publikacím s prvním autorstvím a metodě pro 

stanovení neopterinu a kreatininu. Druhá kapitola pak uvádí souhrn biomedicínských 

prací a studií, k jejichţ vzniku nově vyvinuté analytické metody nemalou měrou 

přispěly. 

 

4.1. Přehled prací s analytickou tematikou 

4.1.1. Optimalizace a validace HPLC metody pro současné 

stanovení vitaminu A a E v lidském séru s využitím 

monolitické kolony a detekce diodového pole 

Úvod 

Předmětem studia byl vývoj vhodné analytické metody pro současné stanovení 

retinolu a α-tokoferolu v lidském séru se zaměřením na rychlost a jednoduchost 

analytického postupu. Pozornost byla soustředěna na vyuţití HPLC a monolitické 

kolony, která díky svým vlastnostem umoţňuje vysoké průtoky mobilní fáze a dosaţení 

velmi krátkých časů analýz. V klinické laboratoři, kde se rutinně zpracovává velké 

mnoţství biologických vzorků, přináší rychlá a jednoduchá metoda značnou časovou 

úsporu a podstatné zvýšení pracovní kapacity. 

Jak jiţ bylo zmíněno v teoretické části, publikací popisujících analytické postupy 

pro stanovení vitaminů A a E v biologickém materiálu existuje mnoho. Metodu volby 

představuje HPLC se zapojením částicových sorbentů na bázi C18. Přestoţe byl v 

posledních letech zaznamenán velký zájem o monolitické materiály včetně monolitních 

sorbentů aplikovaných v oblasti analytické chemie, vyuţití monolitických kolon se 

zatím nejeví zdaleka jako rutinní, coţ dokládá poměrně malý počet prací publikovaných 

na toto téma. Studie zaměřené na monolitické kolony se věnují spíše technologii jejich 

přípravy, testování a fyzikálním a chromatografickým vlastnostem. Několik článků se 

věnuje vyuţití monolitních kolon v analýze léčiv a jejich metabolitů, polutantů či 

potravinářských aditiv, ale také chirálním či bioanalytickým separacím. Předkládaná 

práce představuje doposud jedinou publikovanou aplikaci monolitických kolon pro 
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analýzu vitaminů A a E. Výhodné vlastnosti monolitické kolony jsou demonstrovány 

prostřednictvím srovnání téţe analýzy uskutečněné na HPLC systému s částicovou C18 

kolonou. 

   

Výsledky a diskuse 

Podmínky analýzy 

Pro separaci analyzovaných látek byla vyuţita monolitní kolona C18 (100 x 4.6 mm). 

Optimální chromatografické podmínky zahrnovaly: 

• Mobilní fáze:  100% MeOH 

• Průtok mobilní fáze: 2,5 ml/min 

• Zpětný tlak na koloně: 3,3 MPa (480 psi) 

• Teplota kolony: 25°C 

• Objem nástřiku: 50 µl 

• DAD detekce: retinol – 325 nm 

  α-tokoferol – 290 nm 

• Celkový čas analýzy: 1,8 min 

 

Původní metoda aplikovaná na analýzu studovaných látek vyuţívající částicovou 

kolonu C18 (150 x 4.6 mm; velikost částic 5 µm) je charakterizovaná následujícími 

podmínkami: 

• Průtok mobilní fáze: 1,5 ml/min 

• Zpětný tlak na koloně: 6,5 MPa (950 psi) 

• Objem nástřiku: 100 µl 

• Celkový čas analýzy: 8 min 

Ostatní parametry jsou totoţné s výše zmíněnou metodou. 

 

Obě metody byly vyuţity pro analýzu vzorků krve pacientů léčených na geronto-

metabolické klinice FN HK. Centrifugací získané vzorky séra byly zpracovány pomocí 

LLE, která sestávala z deproteinace ethanolem a následného vytřepání do hexanu. 

Vzorek určený pro nástřik do systému HPLC byl získán odpařením hexanu do sucha a 

rozpuštěním odparku v mobilní fázi. 
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Validace metody 

V rámci validace vyvinutých metod (s monolitní a částicovou kolonou) byly 

hodnoceny následující parametry: 

• přesnost – příprava a analýza souboru 10 vzorků, stanovení opakovatelnosti 

retenčního času a plochy píku daného analytu vyjádřené jako 

relativní směrodatná odchylka 

• správnost – pomocí kontrolních setů Bio-Rad a ClinCheck  

• výtěţnost – metoda standardního přídavku 

• linearita – 6 koncentračních úrovní, rozsah koncentrací zvolen dle reálných 

hladin retinolu a α-tokoferolu v séru 

• citlivost – (limit detekce-LOD a limit kvantifikace-LOQ) – LOD odpovídá 

koncentraci, při níţ je poměr signálu k šumu větší neţ 3, u LOQ 

větší neţ 10 

• selektivita – v séru mohou být přítomny i ostatní tokoferoly (β-, γ-, δ-). 

Dostatečné rozlišení píků všech tokoferolů prokazuje selektivitu 

chromatografického systému. β- a γ-tokoferol mají v daném 

systému shodné eluční profily, proto nejsou navzájem separovány. 

 

Na základě výsledků validace lze konstatovat, ţe obě vyvinuté metody je moţné 

pouţít jako vhodné validní postupy pro hodnocení hladin retinolu a α-tokoferolu ve 

vzorcích séra. 

 

Porovnání kolon 

Zatímco výsledky validace se u obou kolon příliš neliší, hlavní rozdíl mezi oběma 

systémy spočívá v retenčních časech hodnocených látek, zpětném tlaku na koloně a 

celkové spotřebě mobilní fáze. Doba analýzy u monolitní kolony je čtyřikrát kratší neţ 

v případě částicové kolony. S tím souvisí i 2,5krát niţší spotřeba mobilní fáze, a to i 

přesto, ţe průtoková rychlost je při pouţití monolitní kolony téměř dvojnásobná.  

Srovnání je zajímavé i z hlediska zpětného tlaku a ţivotnosti pouţitých kolon. U 

částicové kolony se po analýze velkého počtu biologických vzorků zvýší zpětný tlak z 

počátečních 950 psi na dvojnásobek (cca 2000 psi) a navíc dochází k prodluţování 

retenčních časů a zhoršení tvaru píků hodnocených analytů. Naopak u monolitní kolony 

je počáteční tlak poloviční (480 psi) a po cca 1000 analýzách se zvýší na stále 

přijatelných 900 psi, avšak retenční charakteristiky obou analytů zůstávají neměnné.  
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Diskuse 

Pokud je mi známo, doposud nebyl ve vědecké literatuře popsán jiný analytický 

postup pro stanovení těchto látek vyuţívající monolitickou kolonu. Vyvinutá metoda 

však poslouţila pro srovnání s novými přístupy v kapalinové chromatografii, konkrétně 

s vyuţitím UPLC pro analýzu studovaných látek.[83] Ačkoliv z pohledu spotřeby 

mobilní fáze nemůţe monolitní kolona systému UPLC konkurovat (průtok MF 

s UPLC = 0,48 ml/min), tak z hlediska rychlosti a citlivosti stanovení je monolitická 

kolona zcela srovnatelná s UPLC. Navíc, vezmeme-li v úvahu pořizovací náklady na 

systém UPLC, je pouţití monolitní kolony jednoznačně ekonomičtější i přes vyšší 

spotřebu rozpouštědel.  

 

Závěr 

Pro analýzu retinolu a α-tokoferolu v séru byla vyvinuta a validována nová 

jednoduchá a rychlá HPLC metoda zaloţená na pouţití monolitní kolony. Výhody nové 

metody byly demonstrovány pomocí srovnání s klasickou částicovou kolonou. Vyvinutá 

metoda byla vyuţita pro hodnocení oxidačního stresu u pacientek s rakovinou prsu 

léčených inhibitory aromatázy. Díky rychlosti, citlivosti a jednoduchosti stanovení 

umoţňuje tato metoda analýzu velkého počtu vzorků, a proto je s výhodou 

aplikovatelná v oblasti klinického monitorování hladin studovaných vitaminů.  

Popsaná metoda včetně praktického vyuţití byla publikována v časopise Analytica 

Chimica Acta (viz. Příloha 1) 



55 

 

4.1.2. Vývoj a validace HPLC metody pro současné stanovení α-

tokoferolu, retinolu a retinyl esterů v lidském séru pomocí 

monolitní kolony 

 

Úvod 

Metoda byla vyvinuta za účelem sledování vedlejších neţádoucích účinků 

chemoterapie či radioterapie u onkologických pacientů. Pokroky v úspěšnosti 

farmakologické léčby maligních nádorů během posledních desetiletí jsou bohuţel 

vyváţeny značnou toxicitou terapeutických postupů, která se projevuje nejčastěji 

gastrointestinálními poruchami a narušením antioxidační rovnováhy organismu. 

Hodnocení gastrointestinální toxicity je dodnes většinou zaloţeno na subjektivních 

potíţích popsaných pacientem. Z tohoto pohledu se moţnost objektivního posouzení 

míry gastrointestinální toxicity prostřednictvím spolehlivých laboratorních metod jeví 

jako nezbytný a důleţitý nástroj pro hodnocení neţádoucích účinků protirakovinné 

léčby.  

Vitamin A se vstřebává v tenkém střevě. Následné zvýšení sérových hladin retinyl 

esterů po jednorázovém podání vitaminu A vypovídá o funkci tenkého střeva. Vitamin 

E (α-tokoferol) souvisí s rovnováhou antioxidačních procesů v organismu, které také 

mohou být v důsledku protirakovinné léčby narušeny. Sledování hladin těchto látek 

pomocí vhodných analytických metod tak umoţňuje objektivně a kvantitativně hodnotit 

míru negativního vlivu chemo- a radioterapie u léčených pacientů.  

Popsaná metoda zahrnuje stanovení retinolu, α-tokoferolu, retinyl palmitátu a 

retinyl stearátu během jedné analýzy ve vzorcích lidského séra pomocí HPLC na 

monolitní koloně.  

 

Výsledky a diskuse 

Podmínky analýzy 

Pro separaci analyzovaných látek byla vyuţita monolitní kolona C18 v módu 

gradientové eluce. Optimální chromatografické podmínky zahrnovaly: 

• Mobilní fáze: 0 – 2,1 min - 95% MeOH/ 5% H2O (v/v) 

  2,1 – 4,9 min – 60% MeOH/ 40% 2-propanol (v/v) 

• Průtok mobilní fáze: 3 ml/min 

• Teplota kolony: 25°C 
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• Objem nástřiku: 20 µl 

• DAD detekce: retinol – 325 nm 

  α-tokoferol – 295 nm 

  retinyl estery – 330 nm 

• Celkový čas analýzy: 6 min 

 

Vzorky séra byly zpracovány metodou LLE pomocí směsi hexanu s toluenem (8:2, 

v/v) a deproteinace ethanolem. Extrakce do organické fáze byla zopakována dvakrát. Po 

odpaření čistého extraktu se odparek rozpustil ve směsi n-hexanu a methanolu (1:3, v/v) 

a tento vzorek mohl být nastříknut do HPLC systému. 

 

Validace metody 

Validace metody sestávala z provedení testu vhodnosti systému a prověření 

jednotlivých validačních parametrů na základě doporučení mezinárodní konference pro 

harmonizaci (ICH guidelines): 

• test vhodnosti systému – hodnocení parametrů popisujících separační vlastnosti 

chromatografického systému (počet teoretických pater, HETP, 

asymetrie píku a rozlišení 

• přesnost - příprava a analýza souboru 10 vzorků, stanovení opakovatelnosti 

retenčního času a plochy píku daného analytu vyjádřené jako 

relativní směrodatná odchylka 

• správnost – výtěţnost metody vyhodnocená na třech koncentračních úrovních, 

kaţdá hladina analyzována třikrát s pouţitím metody standardního 

přídavku 

• linearita – kalibrační křivka pro 6 koncentračních úrovní, rozsah koncentrací 

analyzovaných látek zvolen na základě reálných hladin v séru 

• citlivost (LOD, LOQ) -   LOD odpovídá koncentraci, při níţ je poměr signálu k 

šumu větší neţ 5, LOQ je rovno desetinásobku hodnoty 

koncentrace odpovídající poměru signálu k šumu 

• selektivita – demonstrována na základě hodnot rozlišení jednotlivých píků a 

separace stanovovaných analytů s moţnými interferujícími látkami 

podobného charakteru (retinyl acetát, retinyl propionát)  

• stabilita – stabilita zásobních a pracovních roztoků standardů byla testována při 

pokojové teplotě, 4°C a -25°C. Stabilita při -25°C je u retinolu 
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zaručena po dobu 6 měsíců, u retinyl esterů 1 měsíc. α-tokoferol 

byl skladován při 4°C, stabilita ověřena pro dobu 6 měsíců. 

 

Na základě výsledků validace lze konstatovat, ţe obě vyvinuté metody je moţné 

pouţít jako vhodné a validní postupy pro hodnocení hladin retinolu a α-tokoferolu ve 

vzorcích séra. 

 

  Diskuse 

Vyvinutá metoda byla ověřena na souboru onkologických pacientů před podáním 

léčby, pacientů léčených chemo- či radioterapií a na skupině zdravých kontrolních 

subjektů. U zdravých jedinců se po podání vitaminu A prokazatelně zvýšily hladiny 

retinyl esterů oproti stavu před podáním, kdy byly téměř pod limitem detekce. U 

retinolu bylo pozorováno jen mírné zvýšení koncentrace. V případě neléčených pacientů 

byly výsledky shodné se zdravou skupinou. Naopak u pacientů, kteří absolvovali 

chemo- či radioterapii, byly hladiny esterů retinolu po podání vitaminu A velmi nízké, 

prakticky totoţné s koncentrací před podáním. Výsledky analýz tedy jednoznačně 

poukázaly na rozdíly ve vstřebání vitaminu A u zdravých jedinců, neléčených 

nemocných a pacientů po léčbě. 

 

Závěr 

Stanovení α-tokoferolu, retinolu a retinyl esterů představuje účinný nástroj pro 

monitorování toxicity protirakovinné léčby. Hlavní předností vyvinuté metody je 

současné stanovení všech analytů v poměrně krátkém čase, coţ lze s výhodou vyuţít ve 

velkých klinických studiích pro hodnocení toxicity dnes běţně pouţívaných 

chemoterapeutik či toxicity nových léčiv. 

Vyvinutá metoda byla publikována v časopise Journal of Separation Science a je 

uvedena v Příloze 2.   

 

 



58 

 

4.1.3. Stanovení neopterinu a kreatininu 

Jelikoţ značná část publikovaných prací byla věnována stanovení neopterinu a 

kreatininu, je nezbytné vysvětlit historii zavedení této metody. Námi pouţívaná metoda 

byla převzata z původních prací profesorů Wachtera, Hausena a Fuchse [77,84], kterou 

dále pro potřeby laboratoře GMK optimalizovala a validovala Dr. Solichová.[85,86] 

Vzhledem k tomu, ţe v roce 2005 byl do laboratoře GMK zakoupen nový kapalinový 

chromatograf (Shimadzu, LC 20A Prominence), který nahradil doposud pouţívaný 

starší přístroj HP 1084 A, bylo nutno převést stávající metodu na novou instrumentaci. 

Modernizace celé metody se tak stala další náplní této disertační práce. 

 

Původní metoda 

Pro separaci analyzovaných látek byla pouţívána částicová kolona C18 (150 x 

3,3 mm, s velikostí částic 5 µm, Tessek) v módu izokratické eluce. Stanovovaným 

analytem byl pouze neopterin eluovaný v čase 4,54 min. Koncentrace kreatininu byly 

měřeny Jaffého kinetickou metodou na Ústavu klinické biochemie FN HK.  Optimální 

chromatografické podmínky zahrnovaly: 

• Mobilní fáze: fosforečnanový pufr (pH 6,4; 15 mmol/l) 

• Průtok mobilní fáze: 0,8 ml/min 

• Teplota kolony: 25°C 

• Objem nástřiku: 20 µl 

• Fluorimetrická detekce: ex.353 nm, em.438 nm  

• Celkový čas analýzy: 10 min 

• LOD: 90 nmol/l 

• LOQ: 300 nmol/l 

 

Obr. 16 Příklad chromatografického záznamu z integrátoru (moč) 
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Nová metoda 

Nové technologické moţnosti s sebou přinesly značné změny. Jednou z největších 

byla změna způsobu zaznamenávání a vyhodnocování dat. Manuální vyhodnocování 

chromatografických záznamů z integrátoru nahradilo počítačové zpracovávání 

naměřených výsledků pomocí sofistikovaného softwaru. Další významnou novinkou 

byla moţnost pouţití mikrotitračních destiček v automatickém dávkovači 

s regulovatelnou teplotou v rozmezí 4-40°C společně s moţností přesného a 

opakovatelného nástřiku malých objemů. 

Významnou změnou bylo rovněţ pouţití dvou detektorů, PDA a fluorescenčího 

detektoru, coţ nám umoţnilo stanovovat zároveň neopterin i kreatinin bez dalšího 

čekání na výsledky z jiné laboratoře. Nejvíce moţností pro změnu celé metody však 

nabízela široká škála dostupných sorbentů, a to jak v analytických kolonách tak 

v předkolonkách. 

Z důvodu nutnosti zpracování velkého souboru vzorků byla převzata většina 

parametrů z původní chromatografické metody. Pro ověření správnosti nové metody 

byla opakovaně pouţita série kontrolních vzorků, které byly analyzovány ještě původní 

metodou na starší instrumentaci. Současně bylo provedeno porovnání naměřených dat 

s výsledky získanými pomocí jiných metod (RIA, Jaffého metoda). 

 

Nové chromatografické podmínky zahrnovaly následující změny: 

• Objem nástřiku: 1 µl 

• Celkový čas analýzy: 6 min 

• LOD: 3,53 nmol/l 

• LOQ: 10,79 nmol/l 

 

Pro vlastní stanovení neopterinu bylo v původní metodě vyuţito kombinace 

sorbentu C18 se stoprocentně vodnou mobilní fází. Vzhledem k tomu, ţe literatura 

doporučuje pro analýzy na reverzních fázích alespoň malý obsah organických 

rozpouštědel a sloţení mobilní fáze jsme s ohledem na letité zkušenosti rakouských 

kolegů nechtěli měnit, rozhodli jsme se tedy vyzkoušet některé z nových typů sorbentů, 

které umoţňují práci s čistě vodnou mobilní fází. 
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Polymerní sorbent 

Příkladem je kolona C18 Asahipak ODP-50 4D, 150 x 4,6 mm, 5µm, Shodex. 

Ţivotnost doposud pouţívaných kolon byla relativně krátká, proto jsme chtěli vyuţít 

předkolony a přepínacího ventilu, abychom sníţili obsah balastních látek, které se 

dostávají na analytickou kolonu společně se stanovovanými látkami. Bohuţel retence 

našich analytů na předkolonách byla velmi malá a pouze prodluţovala celkový čas 

analýzy. A ačkoliv se volba této stacionární fáze zdála zprvu jako ideální, tak po 

několika desítkách analýz jsme začali pozorovat zhoršující se tvar chromatografických 

píků a niţší separační účinnost polymerní kolony. 

 

Obr. 17 Chromatografický záznam neopterinu na koloně Asahipak (moč) 
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Obr. 18 Chromatografický záznam kreatininu na koloně Asahipak (moč) 
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Hybridní sorbent 

Příkladem je kolona Gemini C18, 150 x 3,0 mm, 5µm, Phenomenex. Tento typ 

sorbentu se ukázal jako mnohem vhodnější. Tvar píků i separační účinnost kolony 

zůstávaly stejné i po několika stech analýzách, a proto jsme tuto kolonu vybrali jako 

nejvhodnější. Veškerá data uvedená v níţe popsaných publikacích byla získána 

s pouţitím této kolony. 

 

Obr. 18 Chromatografické záznamy neopterinu a kreatininu na koloně Gemini (moč) 
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4.2. Aplikace vyvinutých analytických metod v klinické praxi 

Všechny výše zmíněné analytické metody byly vyvinuty na podnět lékařů 

z různých oborů, kteří měli zájem sledovat netradičně stanovované látky v krvi a moči 

svých pacientů. Vzhledem k tomu, ţe nejvíce jsem spolupracoval s týmem profesora 

Melichara z Oddělení onkologie a radioterapie, tak se většina uvedených prací zabývá 

sledováním vybraných analytů u pacientů s nádorovým onemocněním. 

 

4.2.1. Sledování sérových hladin antioxidačních vitaminů u 

onkologických pacientů 

Poškození antioxidační rovnováhy u léčených onkologických pacientů je 

přisuzováno toxickým účinkům chemo- a radioterapie. Ve studii prof. Melichara [87] 

uskutečněné na Oddělení onkologie a radioterapie FN Hradec Králové byly sledovány 

sérové hadiny α-tokoferolu, retinolu a neopterinu. Všechny tyto látky hrají důleţitou 

roli v antioxidační rovnováze organismu. Neopterin je navíc povaţován za indikátor 

aktivace imunitního systému a v rámci studia souvislostí mezi jeho hladinami a 

biochemickými pochody v organismu napadeném zhoubným nádorem je neopterin 

stanovován jak v séru, tak v moči onkologických pacientů.  

Studie byla provedena na souboru 28 pacientek s rakovinou prsu a vaječníků 

léčených kombinací paclitaxelu a carboplatiny. Hladiny všech látek byly sledovány před 

zahájením a v průběhu chemoterapie. Oba vitaminy byly analyzovány pomocí výše 

zmíněné HPLC metody, neopterin byl pro účely této studie hodnocen 

radioimunoanalýzou (RIA). Cílem studie bylo jednak objasnit, jak se mění hladiny 

vybraných analytů během chemoterapie, ale také nalézt případnou souvislost mezi 

sérovými hladinami sledovaných látek a přítomností či absencí závaţných projevů 

toxicity vyvolaných chemoterapií.     

Výsledky studie byly ve srovnání s dříve publikovanými pracemi překvapivé. 

Během terapie došlo k výraznému zvýšení hladin α-tokoferolu a retinolu a současně ke 

sníţení hladiny neopterinu. U pacientek se závaţnými projevy toxicity byly naopak 

pozorovány niţší hladiny α-tokoferolu.  

Překvapivost výsledků spočívá v rozporu s dříve publikovanými pracemi, kde bylo 

pozorováno sníţení hladin těchto látek během chemoterapie, coţ je vysvětlováno 
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rozvojem oxidačního stresu a systémové zánětlivé odpovědi v souvislosti s toxickými 

účinky chemoterapie.  Zvýšené hladiny vitaminů zjištěné v rámci této studie jsou proto 

vysvětlovány pravděpodobným potlačením systémové zánětlivé odpovědi organismu na 

chemoterapii. Tuto ideu podporuje i fakt, ţe zvýšené hladiny antioxidačních vitaminů 

byly pozorovány právě u pacientek s nízkým projevem toxicity, zatímco u pacientek se 

závaţnými projevy toxicity (leukopenie, anemie, průjem, nausea) byly hladiny α-

tokoferolu niţší.  

V práci prof. Melichara je také nastíněna otázka, zdali výše sérových hladin α-

tokoferolu před zahájením terapie můţe mít nějaký vliv na míru rozvoje závaţných 

projevů toxicity během chemoterapie. Pro objasnění této otázky by bylo potřeba provést 

rozsáhlejší klinickou studii. Na praktickém příkladu však bylo demonstrováno, ţe 

validní analytická metoda pro stanovení hladin sledovaných analytů je opravdu 

důleţitým nástrojem pro získání platných výsledků, pomocí nichţ mohou být objasněny 

nové skutečnosti nejen v oblasti onkologického výzkumu.      

 

4.2.2. Sledování hladiny neopterinu v moči u onkologických 

pacientů 

Dalším směrem klinického výzkumu prof. Melichara je studium neopterinu a jeho 

významu v diagnostice a léčbě různých druhů rakoviny. Vědecké publikace týmu prof. 

Melichara jsou zaměřeny na sledování hladiny neopterinu u pacientů trpících různými 

druhy rakoviny a na zkoumání vztahů a závislostí mezi hladinami neopterinu a dalšími 

faktory (prognóza onemocnění, celkový stav pacienta, účinek chemoterapie atd.). 

Hladina neopterinu v moči je analyzována pomocí HPLC výše zmíněnou metodou. 

V následujícím textu bude stručně shrnut klinický význam stanovení neopterinu v 

moči, jak vyplývá ze sedmi vybraných vědeckých článků autorského kolektivu prof. 

Melichara zaměřených na danou tematiku. Pro všechny zmíněné publikace byla pouţitá 

data získána HPLC analýzou neopterinu v moči onkologických pacientů. 

Hladina neopterinu v moči byla sledována u pacientů trpících různými druhy 

nádorových onemocnění: rakoviny vaječníků (EOC, epithelial ovarian carcinoma a jiné 

druhy) [88, 89], prsu [90], horní části zaţívacího traktu, slinivky břišní a ţlučových cest 

[91], rakoviny jater [92], plic, hlavy a krku [93] a kolorektálním karcinomem [94]. 

Cílem výzkumu bylo nalezení vztahu mezi hladinou neopterinu a souvisejícími 

parametry, které zahrnují: 
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• prognózu onemocnění 

• průběh léčby (vliv podání chemoterapeutik na hladinu neopterinu) 

• účinek chemoterapie a zdravotní stav pacienta 

• projevy toxicity chemoterapie 

• parametry gastrointestinální permeability (parametry charakterizující 

bariérovou funkci střevní sliznice, pomocí plynové chromatografie se zjišťují 

hladiny různých sacharidů v moči po jejich perorálním podání) 

• další parametry – hladina hemoglobinu, krevních částic, antioxidačních 

vitaminů. 

 

Obecně je prostřednictvím měření neopterinu sledována aktivace imunitního 

systému a zánětlivá odpověď organismu v souvislosti s vybraným onemocněním a jeho 

léčbou.   

Práce zaměřené na sledování hladiny neopterinu u pacientek s rakovinou vaječníků 

[88, 89] popisují zjištění významně zvýšených hladin tohoto markeru jak u primárních 

nádorů, tak u pacientek s metastázemi z jiných nádorů. První zmíněná studie byla 

provedena na souboru 49 pacientek. Vyšší hladiny neopterinu byly pozorovány u 

pacientek s váţnými projevy toxicity vyvolané chemoterapií. Naopak u pacientek s 

niţšími hladinami neopterinu byla lepší prognóza onemocnění a delší doba přeţití. V 

druhé práci bylo sledováno pouze 5 pacientek, avšak s vyšší frekvencí odběrů moči a 

měření neopterinu, a to před zahájením léčby a poté kaţdý den během terapie. Změny 

hladin neopterinu u jednotlivých pacientek byly sice odlišné, ale průběh koncentrace 

neopterinu u jednotlivých pacientek odráţel klinický stav nemocných. Ze studie 

jednoznačně vyplynulo, ţe zvýšená hladina neopterinu koresponduje se zhoršením 

zdravotního stavu nemocných, s podáním léčebné dávky a s toxickými projevy 

chemoterapie.  

 U pokročilých stádií kolorektálního karcinomu byla přítomnost zvýšených hladin 

neopterinu jiţ dříve popsána. V případě ostatních nádorů zaţívacího traktu je však 

význam neopterinu méně znám, a proto je další práce prof. Melichara [91] zaměřena na 

sledování neopterinu na souboru 53 pacientů s rakovinou horní části 

gastrointestinálního traktu, slinivky břišní a ţlučových cest. I u těchto diagnóz byly ve 

srovnání s kontrolní skupinou zjištěny zvýšené hladiny neopterinu.  
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V publikaci věnující se karcinomu tlustého střeva [94] jsou shrnuty výsledky 

studie, jejíţ součástí bylo kromě měření neopterinu také hodnocení parametrů 

gastrointestinální permeability u skupiny 21 pacientů trpících kolorektálním 

karcinomem a léčených kombinací cytostatik (cetuximab, irinotecan, leucovorin, 

5-fluorouracil). Zjištěná data poukazují na spojitost mezi gastrointestinální 

permeabilitou a systémovou aktivací imunitního systému. Sledování jak neopterinu, tak 

propustnosti střevní sliznice můţe mít význam pro určení prognózy tohoto onemocnění. 

Další práce [92] vznikla na základě sledování hladiny neopterinu u skupiny 154 

pacientů trpících primárními a sekundárními nádory jater. I v tomto případě byly ve 

srovnání s kontrolní skupinou hladiny neopterinu zvýšené. Byl pozorován i statisticky 

významný vztah mezi koncentrací neopterinu a věkem pacientů, koncentrací 

hemoglobinu a mnoţstvím některých krevních částic (erytrocytů, krevních leukocytů a 

krevních destiček). 

Vztah mezi hladinou neopterinu a mnoţstvím hemoglobinu byl zkoumán i v práci 

zaměřené na rakovinu prsu [90]. U skupiny 194 pacientek byly zjištěny výrazně 

zvýšené hladiny neopterinu během chemoterapie současně doprovázené sníţenou 

koncentrací hemoglobinu. 

Poslední publikace [93] popisuje výsledky studie zaměřené na hodnocení 

koncentrace neopterinu v moči a parametrů střevní permeability u 16 pacientů trpících 

rakovinou plic, hlavy a krku léčených gefitinibem. U těchto nádorů byly jiţ dříve 

pozorovány zvýšené hladiny neopterinu v moči. Tato práce se proto soustřeďuje více na 

objasnění souvislosti mezi účinkem gefitinibu (= blokáda receptorů epidermálního 

růstového faktoru) a aktivací imunitního systému (prostřednictvím měření neopterinu). 

 

Výše popsané klinické aplikace jen částečně přibliţují náplň a směr onkologického 

výzkumu vědeckého týmu profesora Melichara. Pro měření neopterinu u vybraných 

skupin pacientů byla vyuţita HPLC metoda umoţňující současné stanovení neopterinu a 

kreatininu v moči. Přestoţe se pro hodnocení neopterinu v biochemických laboratořích 

častěji vyuţívá metoda RIA, pro analýzu větších souborů vzorků je vhodnější a levnější 

pouţití HPLC, coţ bylo ověřeno i aplikací metody na klinický výzkum prováděný na 

onkologickém oddělení FN HK. 
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 VYUŽITÍ CHROMATOGRAFIE PRO STANOVENÍ LIPOSOLUBILNÍCH 

VITAMINŮ A CHOLESTEROLU 
 U GERONTOLOGICKÝCH PACIENTŮ S PORUCHAMI KOGNICE 

 
Solichová D. 1, Hyšpler R. 1, Tichá A.1, Svobodová I. 1, Urbánek L. 1,2, Krčmová L.1,2, Ţďánský P.1, 

Jurašková B.1 , Sobotka L.1  

1Klinika Gerontologická a metabolická, FN Hradec Králové   
2Katedra analytické chemie, Farmaceutická fakulta HK, Univerzita Karlova Praha 

Úvod 

Cíl studie  

Stárnutí indukuje řadu významných změn  jednotlivých biochemických parametrů, 

včetně metabolismu lipidů. Byla popsána hypocholesterolémie, porucha metabolismu 

mastných kyselin, lipoperoxidace a narušení antioxidačního stavu organismu. 

Objektivní zhodnocení těchto fenoménů je však obtížné a vyžaduje vždy komplexní 

pohled. Využití moderních chromatografických metod pro analýzu popisovaných 

biologických změn by mělo přispět ke zlepšení diagnostiky chronických chorob a 

zkvalitnění péče o pacienty vyšších věkových kategorií.  

 
 

Práce byla podpořena grantovými projekty IGA MZ No. NR/7964-3, NR/8048-3 a výzkumným záměrem MZO 00179906. 

Cílem projektu je využití moderních monolitních technologií vysokoúčinné kapalinové 

chromatografie (HPLC) pro analýzu liposolubilních vitaminů A, E a hmotnostní 

detekce ve spojení s kapilární plynovou chromatografií (GC-MS) pro stanovení 

cholesterolu a jeho prekursorů u gerontologických pacientů s Alzheimerovou 

chorobou (ACH) a vaskulární demencí (VD). 

U sledovaného souboru gerontologických pacientů byly nalezeny normální hodnoty vitaminů A, E a cholesterolu v plazmě (vit. A 1,2 ± 0,4 µmol/l, vit. E 18,1 ± 0,5 µmol/l, 

cholesterol 4,89 ±0,10 mmol/l). Naopak hodnoty plazmatického albuminu byly mírně sníženy (35,40 ± 0,34 g/l) a korelovaly s hladinami cholesterolu (p = 0,00000), vitaminu 

A (p = 0,00002), vitaminu E (p = 0,03676) a s věkem (p = 0,00516). 

Hodnoty sledovaných parametrů u pacientů s diagnózami Alzheimerova choroba a vaskulární demence neprokázaly statisticky významný rozdíl, pouze hladina cholesterolu u 

Alzheimerovy choroby byla statisticky významně vyšší než u skupiny pacientů s vaskulární demencí (5,10 ± 0,13 mmol/l v.s. 4,55 ± 0,18 mmol/l).  

Metoda pro stanovení vitaminu A a E byla zpracována na kapalinovém chromatografu LD 

240 (Perkin Elmer, Norwalk, USA) vybaveným autosamperem a DAD detektorem. Pro 

stanovení byla použita monolitní kolona Chromolith Performance RP-18e, 100 x 4,6 mm 

(Merck, Darmstadt, Německo). Mobilní fází byl  100% methanol (Merck, Praha, ČR) 

s průtokem 2,5 ml/min, teplota 25°C, nástřik vzorku 50 µl, tlak na koloně 3,10 MPa, 

celková doba analýzy 1,8 min. Retinol byl detekován při vlnové délce 325 nm, 

α-tokoferol při 295 nm. Retenční čas retinolu byl 0,8 min, α-tokoferolu 1,4 min. 

Vzorek krevní plazmy byl připraven metodou loquid – liquid extrakce do n-hexanu. 

Steroly a skvalen byly extrahovány také z krevní plazmy. Vzorek byl připaven alkalickou 

hydrolýzou roztokem hydroxidu draselného v ethanolu. Dále byl extrahován do 

nepolárního rozpouštědla (n-hexanu). Vlastní stanovení bylo provedeno pomocí plynové 

chromatografie na nepolární kapilární koloně CP-Sil 8 CB, 30 m x 0,32 mm, (Varian, Palo 

Alto, USA) ve spojení s hmotnostním spaktrometrem v SIR (Selected Ion Racording) 

modu. Pro nástřik 1µl připraveného vzorku byl použit injektor typu split/splitless (liner 2 

mm ID) o teplotě 300°C a periodou uzavřeného splitu (splitless) 1min. Tlak na koloně byl 

100 kPa a rychlost nosného plynu (helium) byla 37 cm/s. Nastavení termostatu pece: 50 

ºC (po dobu 2 min), nárůst teploty o 15 ºC/min na 315 ºC (po dobu 14 min). Transfer 

line a ionizační zdroj 280 ºC. Ionizační energie byla nastavena  na 70 eV. 

Kvantifikace byla prováděna metodou vnitřního standardu. Jako interní standard pro 

skvalen byl použit 5α-cholestan, pro ostatní steroly stigmastanol. 

Hladiny cholesterolu a albuminu byly stanoveny pomocí komerčního kitu (Boehringer, 

Mannheim, Německo) na analyzátoru Hitachi 917 (Tokyo, Japonsko) 

Metody 

Výsledky 

Závěr 

Poděkování 

Soubor pacientů 

Soubor tvořilo 155 gerontologických pacientů ze sedmi domovů důchodců České 

republiky s diagnózou Alzheimerovy choroby a vaskulární demence. Průměrný věk 

souboru byl 79 ± 1 rok, minimum 55 let, maximum 97 let. Podíl žen v souboru byl 

130 (průměrný věk 80 ± 1 rok) a 25 mužů (průměrný věk 77 ± 2 roky). 

  Alzheimerova choroba Vaskulární demence 

Korelace s látkou 

č.: Č. Sledovaná látka Jednotky 

Počet 

pacientů 

(N) 

Průměr (± SD) 

Počet 

Pacientů 

(N) 

Průměr (±SD) 

1 vitamin A mol/l 95 1,28 ± 0,46 56 1,14 ± 0,34 2,3,4,5 

2 vitamin E mol/l 90 18,14 ± 6,04 55 17,90 ± 6,32 1,3,4,5 

3 cholesterol mmol/l 89 5,10 ± 1,20 52 4,55 ± 1,26 1,2,4,5,9 

4 albumin g/l 89 35,90 ± 4,04 52 34,64 ± 4,06 1,2,3,5,6,9,11 

5 lathosterol mol/l 90 3,75 ± 2,20 53 3,12 ± 1,83 1,2,3,4,11 

6 sqalen mol/l 90 1,52 ± 1,50 53 1,30 ± 1,17 4 

7 sitosterol mol/l 90 2,59 ± 2,65 53 2,41 ± 2,51 10,11,12 

8 campesterol mol/l 90 3,47 ± 2,71 53 4,15 ± 3,84 7,11,12 

9 vitamin E /cholesterol mol/mmol 79 3,64 ± 1,33 47 4,02 ± 1,48 2,4 

10 lathosterol/cholesterol mol/mmol 89 0,73 ± 0,45 52 0,73 ± 0,45 1,5,7 

11 sitosterol/cholesterol mol/mmol 89 0,53 ± 0,53 52 0,52 ± 0,45 4,5,7,8,12 

12 campesterol/cholesterol mol/mmol 89 0,70 ± 0,55 52 0,90 ± 0,71 7,11, 

Tabulka 1: 

Průměrné koncentrace jednotlivých analytů  u Alzheimeovy choroby (ACH) a vaskulární demence (VD). 
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Využití nových stacionárních fází a moderní HPLC 

instrumentace v klinickém výzkumu 
 

Lubor Urbánek1,2, Dagmar Solichová2, Lenka Krčmová1,2, Bohuslav Melichar3, Petr Solich1 

 
1Katedra analytické chemie, Univerzita Karlova, Farmaceutická fakulta v Hradci Králové, Heyrovského 1203, ČR 

2Klinika gerontologická a metabolická & Klinika onkologie a radioterapie, Fakultní nemocnice Hradec Králové, Sokolská 581, ČR 

Abstrakt Nové typy kolon 

Vysoce účinná kapalinová chromatografie (HPLC) je v současnosti jednou z nejvíce pouţívaných 

analytických technik ve všech typech laboratoří. Důvodem je moţnost separace, identifikace a 

kvantifikace různých analytů během jedné analýzy a v relativně širokém koncentračním rozmezí. 

Další výhodou je rovněţ vysoká citlivost (v závislosti na pouţitém detektoru) a moţnost 

automatizace. 

V posledních letech se objevují nové analytické kolony s různými typy stacionárních fází jako např. 

monolitní, polymerní či hybridní materiály. Také chromatografická instrumentace se neustále 

zdokonaluje a vyvíjí, přičemţ hlavní důraz je kladen na rychlost a nízké náklady analýzy. I přes 

nesporné výhody těchto moderních technologií je jejich vyuţití pro rutinní analýzy zatím spíše 

sporadické. 

Současné stanovení retinolu, α-tokoferolu a esterů retinolu po vitamin A absorbčním testu s vyuţitím 

monolitní kolony přispívá k odhalení poškození střevního epitelu po chemoterapii. Nový typ 

autosampleru pro mikrotitrační destičky RackChanger (Shimadzu, Japonsko) ve spojení s přepínacím 

ventilem a předkolonou umoţňuje rychlé on-line stanovení velkého mnoţství vzorků, čehoţ lze 

vyuţít např. pro monitorování hladin neopterinu a kreatininu u onkologických pacientů. Obě tyto 

metody přináší časovou i ekonomickou úsporu, čímţ se stávají atraktivní pro klinické laboratoře. 

Práce vznikla za podpory Grantové agentury Univerzity Karlovy, GAUK, č. 88407/2007, výzkumného 

záměru MZO 00179906 a MSM 0021620822.  

Poděkování 

Možnosti využití 

Monolitní kolony Kolony s polymerní st.f. 

Výhody 

(+) 

Nevýhody 

(-) 

Výhody 

(+) 

Nevýhody 

(-) 

Výhody 

(+) 

Nevýhody 

(-) 

Vyšší průtoková 

rychlost 

Vysoká 

spotřeba 

rozpouštědel 

Stabilní v celém 

rozsahu pH 

Mikropóry-

zabraňují 

přenosu hmoty 

(hl. malé 
molekuly) 

Zvýšená 

teplotní i pH 

stabilita 

Vyšší 

pořizovací cena 

Zkrácení 

celkové doby 

analýzy 

Vyšší 

pořizovací cena 

Vysoká teplotní 

stabilita 

Nízký 

maximální 

pracovni tlak 

(do 20 MPa) 

Dlouhá 

ţivotnost kolon 

 

Nízký zpětný 

tlak na koloně 

Komerčně 

dostupné pouze 

Silik, C8 a C18 

 Horší separační 

účinnost 

 Separační 

účinnost jako u 

silikagelových 

kolon 

 

Rychlá 

reekvilibrace  

     

Kolony s hybridní st. f. 

Autosampler pro mikrotitrační destičky 
RackChanger (Shimadzu, Japonsko)  

Kolonový termostat s přepínacím ventilem 

Kolona - srdce chromato-
grafického systému 

Současné stanovení retinolu, α-tokoferolu a esterů retinolu po vitamin A absorbčním testu 

Zdravý člověk Pacientka s karcinomem prsu po chemoterapii 

Před  Před  

Po  Po  

Chromatografické podmínky: 
 

 Kolona: monolitní kolona Chromolith Performance RP-18e, 100×4.6 mm, (Merck, Darmstadt, Německo) 

 Průtoková rychlost: 3.0 ml.min-1  

 Nástřik: 20 µl  
 Celková doba analýzy: 6.0 min  

 Mobilní fáze: metanol : voda 95:5 (v/v) v 0-2.1 min 

                           metanol :  2-propanol 60:40 (v/v) v 2.1-4.9 min 

 Teplota na koloně:   25°C 

 Detekce: (DAD) retinol - 325 nm, α-tokoferol - 295 nm, estery retinolu - 330 nm 

Stanovení neopterinu a kreatininu v moči pro monitoring onkologických pacientů 
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Polymerní kolona Asahipak ODP-50 4D, 

(150 x 4.6 mm), 5 µm (Shodex, Japan) 

Hybridní kolona Gemini 5u C18 110A, 

(150 x 3.0 mm), 5 µm (Phenomenex, USA) 

FD 

DAD 

FD 

DAD 

neopterin neopterin 

kreatinin kreatinin 

Chromatografické podmínky: 
 

 Průtoková rychlost: 0.8 ml.min-1  

 Nástřik: 1 µl  

 Celková doba analýzy: 6.0 min  
 Mobilní fáze: fosfátový pufr 15 mM (pH 6.4) 

 Teplota na koloně:   25°C 

 Detekce: (FD) neopterin - ex. 353 nm, em. 438 nm 

 (DAD) kreatinin - 235 nm 

HPLC Prominence LC 20 AB (Shimadzu, Japonsko) 
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Troubleshooting of simultaneous determination of neopterin and 

creatinine in biological samples 
 

L. Urbánek1,2, L. Krčmová1,2, D. Solichová2, L. Nováková1, B. Melichar3, P. Solich1 

 

1Dept. of Analytical Chemistry, Faculty of Pharmacy Charles University, Hradec Králové, Czech Republic 
2Dept. of Metabolic Care and Gerontology, Teaching Hospital Hradec Králové, Czech Republic 

3Dept. of  Radiology and Oncology, Teaching Hospital Hradec Králové, Czech Republic 

Abstract Aim 

Neopterin is produced in large amounts by human 

monocytes/macrophages after stimulation with the 

cytokine interferon-γ. Therefore, the monitoring of 

neopterin concentrations in body fluids like urine and 

serum provides information about immune system 

activation. Increased neopterin concentrations are found in various diseases such as 

HIV or malignant tumors and in neuorological, cardiovascular and autoimmune 

diseases.(1,2) 

Neopterin is a small aromatic molecule strongly fluorescing in its fully oxidized 

form, and therefore can be measured with high sensitivity by using its native 

fluorescence. It is also hydrophilic substance, which is more soluble in water than in 

organic solvents, and hence cannot be extracted by such solvents. Neopterin has to be 

protected from light because of its degradation and simultaneous measurement of 

creatinine is also necessary for correction of physiological variations of urine 

concentrations.(3) 

Urine and blood are complicated matrices containing many other compounds, which 

make an on-line analysis difficult. We have focused on finding optimal conditions for 

the simple and fast determination of both compounds using modern technologies 

such as different types of analytical columns (monolithic, polymeric etc.) and new 

instrumentations  (switching  valve,  special  autosampler  for 

microtitration plates). Comparison of different analytical methods 

can contribute to getting the most suitable conditions for simple, 

fast and cheap analysis of numerous sample sets. 

This project was supported by GAUK No. 88407/2007, GAČR project No. 203/07/P370  
and ZENTIVA company. 

Results 

The aim of the work was to find convenient conditions for on-line chromatographic 

determination of neopterin and creatinine in biological samples. 

Determination of neopterin and creatinine in biological samples brings 

many problems to their routine analyses. Although modern HPLC 

technologies promise ideal conditions and possibilities, there are still many 

troubles to be solved in order to ensure reliable and accurate results for 

clinical research. 

The original method for the assay of neopterin and creatinine was taken from  

Wachter and Fuchs(3). They have used reversed phase HPLC with phosphate buffer 

as mobile phase and flow rate of 0.8 ml.min−1. Neopterin was measured by its native 

fluorescence and creatinine by UV absorption. 

We analyze urine samples using the same method but in 

connection with modern instrumentation (switching valve 

and special autosampler for microtitration plates) and using 

new types of stationary phases (monolithic, polymeric, 

hybrid etc.). However, utilization of this HPLC 

instrumentation brings some new problems such as: 
 

Deformation of the peak shape which is a typical 

problem  of urine samples of oncologic patients treated 

with chemo- and radio therapy. 
 

Increasing back pressure - in case of  large amount of samples (300-400 PSI 

increase after 100 analyses).  It is also connected with false negative results 

because of lower signal intensity and smaller peak area. 

1) C. Murr, B. Widner, B. Wirleitner, D. Fuchs, Curr. Drug Metab. 3 (2002) 175-187 

2) D. Fuchs, G. Weiss, H. Wachter, Int. Arch. Allergy Immunol. 101 (1993) 1-6 

3) H. Wachter, D. Fuchs, A. Hausen, G. Reibnegger, G. Weiss, E. R. Werner, G. Werner-

Felmayer, NEOPTERIN-Biochemistry-Methods-Clinical Application, Walter de Gruyter, 
New York 1992 

Methods and Problems 

Acknowledgements 

Literature 

Chromatograms of urine samples within monitoring of  

oncologic patients 

Hybrid column Gemini 5u C18 110A, 

(150 x 3.0 mm), 5 µm (Phenomenex, USA) 
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Influence of pH on neopterin analysis in human urine 
(mobil phase sodium bicarbonate 0.05 mol.L-1,  

flow rate 0.4 ml.min-1,  injection volume 1μl) 
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Chromatographic conditions: 
 

Column: polymer Asahipak ODP-50 4D,  
(150 x 4.6 mm), 5 µm (Shodex, Japan) 

Pre-column: polymer Asahipak ODP-50G 4A, 

(10 x 2.0 mm), 30 µm (Shodex, Japan) 
Flow rate: 0.03 ml.min-1 in 0-3 min 

                   0.8 ml.min-1 in 3-15 min 

Injection volume: 0.5 µl 
Analysis time: 15 min 

Mobil phase: hydrogen carbonate buffer 

                     0.05 mmol.l-1 (pH 8.6) 
Column temperature: 25°C 

Detection: PDA – 235 nm 

                   FD – ex. 353 nm, em. 438 nm 

Conclusion 

Chromatograms of  neopterin standard  

(c = 250 nmol . l-1) after 20 and 92 

injections 

On-line analysis of urine sample with pretreatment 

column and switching valve 

     1. Normal sample      2. Problematic sample 

 _________  fluorescence detector, neopterin (N) 

 

 _________  photo diode array detector, creatinine (C) 

- after 20 injections 

- after 92 injections 

N 

C 

N 

C 

C 

N 
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9. SHRNUTÍ 

Předloţená disertační práce představuje zajímavé spojení dvou na první pohled 

odlišných oborů, jakými jsou analytická chemie a medicína. Pohled druhý, podrobnější, 

však ukazuje, ţe oba obory si mohou být velmi blízké a při vzájemné spolupráci 

analytika a lékaře přináší uţitek kaţdému z nich. 

První část této práce se věnuje nejprve teoretickým základům HPLC a 

chromatografické instrumentaci. Jedná se o krátký přehled některých principů 

uplatňovaných v kapalinové chromatografii a stručné představení vybraných součástí 

HPLC. Vzhledem k tomu, ţe srdcem kaţdého chromatografického systému je 

analytická kolona s určitým typem stacionární fáze, se další část práce zabývá různými 

typy kolon a sorbentů. Zvláštní kapitola je potom věnována monolitickým kolonám a 

materiálům, které představují jakýsi nový a netradiční směr v chromatografii. Výhody a 

nevýhody pouţití monolitních kolon jsou pak shrnuty v publikacích, které jsou 

součástí experimentální části (Příloha 1, 2 a 9). Závěr této technické části tvoří rešerše 

s přehledem nových trendů v oblasti kapalinové chromatografie jako jsou ultra účinná 

kapalinová chromatografie, kolony se sub-2-mikronovými částicemi či automatizace a 

miniaturizace celých systémů. 

Druhá část disertační práce se zabývá sběrem a úpravou biologického materiálu. 

Jsou zde diskutovány různé faktory, které mají vliv na konečné výsledky analýz, včetně 

popisu analyzované biomatrice – krve a moči. Moţnosti zpracování biologického 

materiálu shrnuje Kapitola 3.5.2, kde jsou uvedeny různé způsoby extrakce. Hlavní 

důraz je při tom kladen na vzájemné srovnání technik LLE a SPE společně s uvedením 

jejich modifikovaného provedení. 

Závěr teoretické části je věnován detailnějšímu popisu stanovovaných látek, 

kterými byly vitaminy A, estery retinolu, vitamin E a buněčný metabolit neopterin. 

Kromě charakteristiky fyzikálně chemických vlastností těchto látek je zde uvedený také 

jejich biologický význam, metabolismus a terapeutické vyuţití. Nedílnou součástí kaţdé 

kapitoly je rovněţ přehled moţností stanovení těchto analytů. 

Část experimentální je rozdělena do dvou tematických okruhů. První zahrnuje 

komentář k analytickým publikacím a především popisuje metodiku stanovení 

vybraných látek. Druhá část práce představuje komentovaný souhrn biomedicínských 
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prací, které vyuţívají výsledky získané pomocí předem diskutovaných analytických 

metod.  

V závěru disertační práce, v kapitole Přílohy, je uveden soubor dvanácti publikací, 

který je dále doplněn přehledem ústních prezentací a nejvýznamnějších plakátových 

sdělení, které byly vypracovány v rámci postgraduálního studia a přehledem grantů, na 

kterých se autor této práce podílel. 
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10. SUMMARY 

The presented dissertation thesis shows an interesting connection of two research 

fields that seem totally different from the first sight: analytical chemistry and medicine. 

However, the second sight could show that both branches might exist very closely to 

each other and their cooperation can be even useful for both sides. 

The initial part of the thesis deals with theoretical basics of HPLC and 

chromatographic instrumentation bringing a short overview of important principles of 

liquid chromatography including a brief introduction of crucial parts of an HPLC 

instrument. Due to the fact that the heart of the chromatographic system is an analytical 

column, another part of the text deals with different types of stationary phases and 

analytical sorbents. A separate chapter is focused on monolithic columns and other 

materials representing a new and original trend of chromatographic techniques. The 

main advantages and disadvantages of monolithic columns are then summarized in the 

published papers listed in the Experimental part (Enclosures 1, 2 and 9). Finally, the 

technical section of my thesis is concluded by a review of new trends in the 

chromatographic instrumentation presented e.g. by Ultra Performance Liquid 

Chromatography, columns filled with sub-2-micron particles or automatization or 

miniaturization of complete HPLC systems. 

The second part of the thesis deals with different ways of biological material 

withdrawal and treatment. Different factors influencing the final analytical results are 

discussed and a short description of analyzed matrix (human serum and urine) is 

presented. The next chapter (3.5.2) summarizes possible procedures of bio-matrix 

treatment using different extraction modes. Here, a practical comparison of LLE and 

SPE techniques is stressed out showing their alternative ways of performance. 

The final section of the theoretical part is focused on a detailed characterization of 

analyzed substances comprising vitamin A, retinol esters, vitamin E and neopterin. 

Besides the physicochemical properties of these analytes, their biological activity, 

metabolism and therapeutic use are also mentioned. For each analyte, current possible 

ways of its analytical determination found in the literature are reviewed. 

The Experimental part is separated into two thematic sections. The first one 

comprises comments on analytical publications and, chiefly, describes the methods of 

determination of the studied substances. The second section presents a summary of 
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biomedicinal papers which were published using results obtained by previously 

described analytical methods.  

The last chapter – Enclosures – shows a collection of twelve publications further 

completed by an overview of oral presentations and the most important poster 

presentations realized within my postgraduate studies including a list of grants. 
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11. ZÁVĚR 

Uţ od školních let je člověk veden k tomu, aby se postupně rozhodoval, jakému 

oboru se v dospělosti chce věnovat a tomu se snaţí přizpůsobit i své vzdělání. Během 

studia se tak ze studenta pomalu utváří specialista, který se aţ letitou praxí stane 

skutečným odborníkem ve svém oboru. Avšak člověk, který se delší dobu věnuje pouze 

určitému tématu, snadno zapomíná, ţe i jiná povolání mají své nepostradatelné místo ve 

společnosti, a ţe odborníci a specialisté z jiných oborů se svými znalostmi a 

zkušenostmi mohou značnou měrou přispět k novému pohledu na řešenou 

problematiku. Jejich vzájemná spolupráce, tak můţe vést k větším úspěchům neţli 

činnost jednotlivců. 

Od začátku 20. století do současnosti dochází k obrovskému technickému rozvoji 

snad ve všech oblastech lidské činnosti a medicína společně s farmacií nejsou ţádnou 

výjimkou. Lékaři se musí pro určení správné diagnózy čím dál častěji spoléhat na 

výsledky získané pomocí speciálních vyšetřovacích metod, které vyuţívají vysoce 

sofistikovanou a nákladnou instrumentaci. Obsluhu a měření na těchto přístrojích pak 

zabezpečuje proškolený personál, který tak lékaři poskytuje data, na jejichţ základě 

lékař provádí někdy aţ zásadní rozhodnutí o ţivotě člověka. Neméně důleţitá je i 

rychlost získávání správných výsledků. 

Dalším významným faktorem je také ekonomičnost vyšetřovacích metod. 

Vzhledem k tomu, ţe financování zdravotnictví je oţehavým politickým tématem, je 

stále sloţitější získávání prostředků pro klinickou praxi i výzkum. Proto je úzká 

komunikace mezi výzkumníkem-analytikem a klinickým lékařem velmi důleţitá, neboť 

umoţňuje pruţně uplatňovat moderní trendy, například v oblasti analytické chemie, do 

kaţdodenní lékařské praxe, coţ vzhledem ke kladenému důrazu na úspornost nových 

analytických postupů můţe přinést i kýţený ekonomický efekt.  

Předloţená práce, jejímţ cílem byla modernizace a vývoj nových bioanalytických 

metod s ohledem na rychlost a efektivnost analýz, by mohla představovat příklad 

takovéto účelné mezioborové spolupráce. 
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