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Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceutickd fakulta v Hradci Krdlové

Katedra: Analytické chemie

Kandiddat: Mgr. Lenka Krémova

Skolitel: prof. RNDr. Petr Solich, CSc.

Ndzev disertalni prdce: Vyvoj a validace novych HPLC metod pro stanoveni biologicky

aktivnich latek v klinické praxi

Disertalni prdce se zabyvd vyvojem a validaci HPLC metod aplikovatelnych pro klinicky
vyzkum a praxi ve Vyzkumné laboratori Kliniky gerontologické a metabolické (GMK) ve
Fakultni nemocnici v Hradci Krdlové. V této prdci byly vyuZzity nékteré moderni analytické
postupy umoZfiujici pFipravu velkych sekvenci vzorki biologického materidlu, slouZici k
urychleni separace analyzovanych ldtek a dosahujici sniZeni spotfeby rozpoustédla i
analyzovaného vzorku, atd.

Nové byla vyvinuta a validovdna metoda pro stanoveni kyseliny 13-cis a all-trans retinové,
retinolu, alfa- a gama-tokoferolu v lidském séru s vnitfni standardizaci pro pacienty trpici
akutni promyeloidni leukémii Ié¢ené kyselinou retinovou. Jako extrak<ni postup byla zvolena
extrakce na ftuhou fdzi a pro separaci bylo vyuZito vyhod monolitické staciondrni fdze.
Nové byla také vyvinuta metoda pro stanoveni neopterinu, kreatininu, kynureninu a
tryptofanu v lidském séru s vyuzitim monolitickych staciondrnich fdzi. Tato metoda byla
vyvinuta s ohledem na velké série vzorkd, které je nutno zpracovat. Pro pripravu
biologického materidlu bylo sérum pouze naredéno, deproteinovdno, centrifugovdno a
filtrovano. Pro filtraci byly pouzity mikrotitracni desticky s filtry a specidlni manifold
umoZfujici filtrovat 96 vzorkid v jednom kroku ve velmi krdtké dobé. Vyhodou byla také
kombinace se specidlnim autosamplerem pro mikrotitraéni desti¢ky, jez nabizi moZnost
vzorky uchovdvat v chladu, chrdnéné pred svétlem a zakoncentrovanim. Tato metoda byla
také Cdstecné validovdna pro jiné druhy biologického materidlu jako jsou plodovd voda a
exsuddt a bude vyuZita pro stanoveni cilovych analyti u pacientd prof. Melichara z
Onkologické kliniky Fakultni hemocnice v Hradci Krdlové a Fakultni nemocnice v Olomouci.
Nékteré jiz zavedené metody ve Viyzkumné laboratori GMK byly modernizovdny. Doslo k
modernizaci extrakéniho postupu metody pro stanoveni retinolu a alfa-tokoferolu v lidském

séru, metoda byla rozsifena o separaci gama-tokoferolu. Pro extrakci na pevnou fdzi bylo
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vyuzito vnitfni standardizace, ndsledné byl postup miniaturizovan, HPLC metoda prevedena
na moderni kapalinovy chromatograf Prominence LC 20 (Shimadzu) a kompletné
revalidovdna. Metoda pro stanoveni neopterinu a kreatininu v moci, vyuZzivand pro velké
sekvence vzorki, byla obohacena o dalsi analyt (kynurenin), ktery pomdhd objasnit procesy
tykajici se aktivace imunitniho systému, bylo vyuZito vyhod hybridni kolony Gemini-Twin,
jez se osvédCila pro velké série vzorki (1 kolona/1000 analyz filtrované mo&i). Tato metoda
byla revalidovdna.

VSechny vyvinuté i modernizované metody umoznily rozsifit spektrum vySetreni ve
Vyzkumné laboratori Kliniky gerontologické a metabolické ve Fakultni nemocnici v Hradci
Krdlové (FNHK) a jsou v sou¢asné dobé vyuZivdny pro klinické studie provddéné na riznych
oddélenich Fakultni nemocnice v Hradci Krdlové a na Onkologické klinice Fakultni nemocnice

v Olomouci.



Abstract

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Krdlové

Department of Analytical Chemistry

Candidate: Mgr. Lenka Krémova

Supervisor: prof. RNDr. Petr Solich, CSc.

Title of Doctoral Thesis: Development and validation of new HPLC methods for

determination of biologically active compounds in clinical practise

The presented dissertation thesis is dealing with development and validation of HPLC
methods for clinical research and clinical practice in Research laboratory of Department
of Metabolic Care and Gerontology (6MC) in University Hospital in Hradec Kralove (UHHK).
For this purpose modern technologies dealing with large sequences of biological material,
speed separation, small volumes of organic solvent and sample were used.

New HPLC method for determination of 13-cis and all-trans retinoic acid, retinol, alpha-
and gamma-tocopherol using internal calibration for patients suffers from acute
promyelocytic leukemia treated with retinoic acid was developed and validated.

Solid phase extraction (SPE) and monoliths were selected for sample preparation and
separation of the target compounds.

New method for determination of neopterin, creatinine, kynurenine and tryptophan in
human serum using two monolithic column as stationary phase was developed and validated.
This method was developed emphasis on large sequences of samples, which should be
process. Biological samples were only diluted, deproteinized, centrifuged and filtrated.
Micro titration plates with filters and special manifold which allow prepare 96 samples in
one filtration step in very short time were used. The main advantage was combination of
these technologies with special autosampler for micro titration plates. This sampler allows
store samples in dark cooled place protected against evaporation. This method was
partially validated for different biological fluids as amniotic fluid and exudates and will be
using for determination of target analytes in patients of professor Melichar from
Oncology department in University Hospital in Hradec Kralove and in University Hospital in
Olomouc.

Some previously developed methods in Research laboratory GMC were modernized.

Extraction procedure for determination of retinol and alpha-tocopherol was modernized.
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Solid phase extraction was miniaturized; gamma-tocopherol and tocol (internal standard)
were added. Consequently HPLC method was transported to HPLC system Prominence LC
20 (Shimadzu) and completely revalidated.

Kynurenine, the compound which helps reflect the stage of immune system activation was
included as target analyte to method for determination of neopterin and creatinine in
human urine which is in Research laboratory GMC very frequently using for large
sequences of the samples. Advantages of hybrid Gemini-Twin technology were used for the
separation. This column was very helpful in large sequences of the samples (1 column/1000
analysis of filtered urine) measurements. Method was revalidated.

All developed and modernized methods extend spectrum of methods in Research
laboratory of Department of Metabolic Care and Gerontology in University Hospital in
Hradec Kralove. In present fime these methods are using in running clinical studies in

various departments of UHHK and Oncology department in University Hospital in Olomouc.
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1 UvVoD

V souCasné dobé jsou na biomedicinskou analyzu kladeny stdle vétsi pozadavky. Klinické
laboratofe jsou nuceny zpracovdvat velké soubory biologickych vzorkl. Znaény vyznam md
také citlivost a sprdvnost jednotlivych metodik. Proto jsou stdle vice vyuZzivany moderni
analytické metody a postupy. Tyto nové analytické postupy nabizi fadu vyhod, jako jsou
mald spotieba vzorku a rozpoustédel, krdtky cas analyzy, jednouchd dprava vzorku pred
analyzou, vysokd citlivost, moznost automatizace atd.

Vysokoucinnd kapalinovd chromatografie (HPLC) nabizi moznost separace, identifikace a
kvantifikace béhem jedné analyzy. Je to metoda univerzdlni, robustni, citlivd (v zdvislosti
na pouzitém detektoru) s moznosti automatizace. Proto je HPLC vhodnou metodou pro
stanoveni biologicky aktivnich ldtek a je hojné vyuZzivdna v mnoha druzich laboratori, at’ uz
se jednd o laboratore rutinni ¢i vyzkumné.

V poslednich letech doslo k prudkému vyvoji HPLC v oblasti instrumentace, zejména v
oblasti detekce analytl. Hlavnim trendem je urychleni ¢asu analyzy, vysokd citlivost a
separaéni UCinnost. Byly vyvinuty systémy pracujici s velkymi tlaky (UPLC, UFLC) a
teplotami (UTLC). Nelze opomenout rozvoj v oblasti detekénich systémd, zejména v oblasti
hmotnostni spektrometrie (MS), byly ale také vyvinuty detekini systémy nové jako
napriklad Charged Aerosol detector (CAD) pro univerzdlni detekci latek bez chromoforu,
fluoroforu atd.

K velkému rozvoji doslo také v oblasti staciondrnich fazi. Monolitické staciondrni fdaze nasly
své uplatnéni v radé bioanalytickych, analytickych i chemickych laboratori v mnoha
aplikacich diky své robustnosti, efektivhosti, Casové dspore a ekonomi¢nosti. Doslo k vyvoji
fazi novych jako jsou hybridni technologie (Gemini-Twin) pracujici v Sirokém rozsahu pH,
nové Poroshell ¢dstice poskytujici vysoké separacni G¢innosti atd.

Preanalytickd fdze je jednou zklicovych a vétsinou Casové nejndrocnéjsich cdsti
bioanalytického procesu. Nutnost zpracovdvat velké soubory biologickych vzorkd vedla ke
shaze tento proces urychlit a zjednodusit. Dosud vyuZivand extrakce do kapaliny (LLE) je
v mnoha pripadech nahrazovdna extrakci na pevnou fdzi. Ve shaze snizit spotrebu
rozpoustédel (ekonomiénost, pozitivni vliv na Zivotni prostfedi) a mnozstvi vzorku
potfebného pro analyzu dochdzi k miniaturizaci téchto procesl. Populdrni se stdvd

miniaturizace SPE nabizejici mnoznost zpracovdni 96 vzorkd béhem jednoho extrakéniho
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procesu, extrakce na jedné kapce (SDE), mikroextrakce nha tuhou fdzi (SPME) atd. Viyhodou

téchto metodik je také moznost jejich automatizace.
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2 cIL PRACE

Cilem disertacni prdce byl vyvoj a validace HPLC metod aplikovatelnych pro klinicky vyzkum
a praxi ve Fakulthi nemocnici v Hradci Krdlové. Vyvinuté metody by mély slouZit
k monitorovdni vybranych cilovych analytl v jednotlivych klinickych studiich provddénych
ve Vyzkumné laboratori Kliniky gerontologické a metabolické (6MK) . Cilem prdce nebyl jen
vyvoj metod novych, ale také modernizace a revalidace metod v laboratori jiZz zavedenych,
napf. modernizace extrakéniho postupu umoZiujiciho zpracovdvat vétsi série vzorkd
v kratsim Case, urychleni HPLC analyzy atd.

Hlavni diraz pfi vyvoji byl kladen na rychlost, jednoduchost, pfesnost a dostateénou
robustnost jednotlivych metod. Pro tento (éel byly vyuZivdny moderni technologie k
pFipravé vzorkd biologického materidlu, pro urychleni separace, sniZzeni spotieby
rozpoustédel i vzorku atd.

Jednotlivé metody by mély byt vyvijeny na zdkladé poZadavki IékaFt pracujicich v riznych
oddélenich Fakultni hemocnice (GMK, onkologie, chirurgie, hematologie atd.).

PFi vyvoji by nemél byt kladen dliraz nejen na samotnou HPLC metodu, ale také na zplsob
zpracovdni biologického materidlu, jeho odbér, transport a skladovdni pred analyzou
vzhledem ke stabilité cilovych analytl. V neposledni Fadé musi byt kaZdd metoda rFddné
validovdna a sepsdn Standardni operachi postup (SOP) pro laborator. Nova metoda by se
také méla stat soucdsti spektra vysetrovacich metod ve Vyzkumné laboratori GMK a méla
by byt ndsledné vyuzita pro jednotlivé klinické studie.

Vyvinuté a modernizované metody Ize rozdélit do dvou hlavnich kategorii: metody pro
stanoveni liposolubilnich vitamind a jejich derivdtl a metody pro stanoveni neopterinu, jeho
derivdtl a dalsich Idtek souvisejicich s jeho metabolismem.

PFi vyvoji a modernizaci metod pro stanoveni liposolubilnich vitamind a jejich derivdti bylo
cilem vyuZit prednosti monolitické staciondrni fdze, ddle modernizovat extrakéni postup za
pouziti SPE extrakce s vnitrni standardizaci, prevedeni metody na pristroj Prominence LC
20 (Shimadzu) umozriujici diky specidlnimu autosampleru na mikrotitracni desticky mérit
velké série vzorkd. Cilem bylo také provést stabilitni studii pro jednotlivé analyty a metodu
znovu validovat.

Metoda pro stanoveni neopterinu a kreatininu v moCi byla jiz v laboratori GMK zavedena.

Tato metoda je Siroce vyuZivdna pro velké série vzorkd. Cilem modernizace bylo jeji
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rozsireni o dalsi analyty (kynurenin) a ddle vypracovdni nové metody pro stanoveni téchto
latek v séru, popripadé v jinych biologickych materidlech (plodovd voda, exsuddt)

s ndslednou validaci a vyuZitim v klinické praxi.
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3 SEZNAM ZKRATEK

3-HKYN

ACN

ADP

ALP

ALT

AMC

AMP

APL
APL-R/APL-RS

AST
ATRA
c4

C8
C18
CAD
CE
CEA
CEC
CcK
CRABP

CRP
cT
CSAV
¢L2009
DAD
DCU
DNA
EC
ELSD

ESI
FaF
FDA
Fsv
FTVS
GIT
Glc
GLP
GLE
GMK
GDP
GTP
HEPT

3-hydroxykynurenin

acetonitril

adenosindifosfat

alkalickd fosfatdza

alaninaminotransferdza

amonium acetdt

adenosinmonofosfat

akutni promyloidni leukémie

choroby rezistentni k |é¢bé all-trans retinovou kyselinou/nebo
As,O3°

aspartdtaminotransferdza

all-trans retinova kyselina

Fetézec obsahujici 4 atomy uhliku

Fetézec obsahujici 8 atomd uhliku

Fetézec obsahujici 18 atomd uhliku

aerosolovy detektor nabitych ¢dstic (charged aerosol detector)
kapilarni elektroforéza (capillary electrophoresis)

karcinom embryondlni antigen - sérovy nddorovy marker
kapildrni elektrochromatografie (capillary electrochromatography)
kreatinkindza

protein vdzajici kyselinu all-trans retinovou v krvi (all-trans retinoic
acid binding protein)

C-reaktivni protein

politacovad tomografie (computer tomography)
Ceskoslovenskd akademie véd

Cesky lékopis 2009

detektor diodového pole (diode array detector)

Dublin City University

kyselina deoxyribonukleova

elektrochemickad detekce

odparovaci detektor rozptylu svétla (Evaporative Light Scattering
Detector)

ionizace elektrosprejem (electrospray ionization)
Farmaceuticka fakulta (UK)

Food and Drug Administration

Fakulta socidlnich véd (UK)

Fakulta télesné vychovy a sportu (UK)

gastrointestindlni trakt

glukéza

sprdvnd laboratorni praxe (good laboratory practise)

extrakce plyn-kapalina (gass-liquid extraction)

Klinika gerontologickd a metabolicka

guanosindifosfat

guanosintrifosfat

vyskovy ekvivalent teoretického patra (high ekvivalent to a
theoretical plate)
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HIV

HMMPS
HPLC

HTLC

id.
ICH

I¢
IDO
IS
IUPAC

kat

LAT1

LAMA
LC-APCI-MS

LC-MS-MS

LD/LDH
LED

LLE
LOD
LOQ
oDs
m/z
MFF
MALDI

MIP
MK
MS
NADPH
NMR
NP
Pc

pH
PhEU
PhUS
POD
PrF
QA

virus lidské imunitni nedostatecnosti (Human Immunodeficiency

Virus)

N-(3-sulfopropyl)-3-metoxy-5-metylanilin

vysokoU¢innd kapalinova chromatografie (hight performance liquid

chromatography)

vysokoteplotni kapalinovd chromatografie (hight temperature liquid

chromatography)

vhitPni priimér (internal diameter)

validaéni norma (Internation conference on harmonization of

technical requirements for registration of pharmaceuticals for

human use)

infralervend oblast svétla

enzym indolamin 2,3-dioxygendza

interni standard

Mezindrodni unie pro ¢istou a uzitou chemii (International Union of

Pure and Applied Chemistry)

katal, jednotka SI pro katalytickou aktivitu

transportni protein, pritomny v mnoha typech nddorovych bunék

laktuloza/manitol test, test stirevni propustnosti

spojeni kapalinové chromatografie a chemické ionizace za

atmosférického tlaku s detekci pomoci hmotnostni spektrometrie

(liquid chromatography- atmospheric pressure chemical ionization-

mass spectrometry)

kapalinovd chromatografie s tandemovym spojenim hmotnostnich
analyzdtord

laktdtdehydrogendza

svétlo vyzarujici dioda, 1€ elektroluminiscenéni dioda (light

emitting diode)

extrakce do kapaliny (liquid-liquid extraction)

limit detekce (limit of detection)

limit kvantifikace (limit of quantification)

oktadecyl silikagel, silikagel s navdzanym Fetézcem 18 atomt uhliku

pomér hmotnosti a ndboje

Matematicko-fyzikdlni fakulta (UK)

ionizace laserem za pritomnosti matrice (mass associated laser

desorption ionisation)

molekuldrné vtisténé polymery (molecularly imprinted polymers)

mastné kyseliny

hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)

nikotinamidadenindinukleotidfosfat

nukledrni magnetickd rezonance

normdlni fdze

kriticky tlak (critical pressure)

zdporny dekadicky logaritmus koncentrace vodikovych iontd

Evropsky Iékopis 2008

Americky lékopis 2010

peroxiddza

Prirodovédecka fakulta (UK)

chinolinova kyselina
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RAS

RAR, RXR
RBP
RIA

RP
RP-HPLC
RSD/CV

RTG
rTRAIL
CSF
sD
SDE
SLE
SPE
SPME
SST
SUKL
Tc
TAG
TH1
TOF
TRAIL
UFLC

UL, IU.
UKBD
UPLC/UHPLC

uv
VLDL

XA
yLC

retinoidni syndrom vznikajici poddnim vysokych ddvek kyseliny
retinové (retinoic acid syndrome)

jaderné receptory pro kyselinu retinovou

retinol vdzajici protein

metoda zaloZend ha vazbé antigen protildtka, vyuZivajici
radionuklidy (radioimmunoassay)

reverzni fdze (reverse phase)

vysokoUcinnd kapalinovd chromatografie na reverzni fazi
relativni smérodatnd odchylka, koeficient variace (relative standard
deviation/coefitient of variation)

rentgenové zdreni

rekombinantni bunky vznikaji diferenciaci pri APL

kapalina v suprekritickém stavu

smérodatnd odchylka (standard deviation)

extrakce na jedné kapce (single drop extraction)

extrakce do kapaliny podporend pevnou fazi (solid liquid extraction)
extrakce na pevnou fazi (solid phase extraction)
mikroextrakce na pevnou fdzi (solid phase microextraction)
test vhodnosti systému (system suitability test)

Statni dstav pro kontrolu l€Civ

kritickd teplota (critical temperature)

triacylglycerol

prekurzory pomocnych T buriek (h-helper)

analyzdtor doby letu (time of flight)

bunky vznikaji diferenciaci pri APL

vysokorychlostni kapalinovd chromatografie (ultra-fast liquid
chromatograhy)

mezindrodni jednotky (international units)

Ustav klinické biochemie a diagnostiky

ultradcinnd kapalinova chromatografie (Ultra/hight-performance
liquid chromatography)

ultrafialové svételné spektrum (ultraviolet)

lipoproteinova Cdstice o velmi nizké hustoté (very low density
lipoprotein)

xanthurenovad kyselina (xanthurenic acid)

mikrokolonova chromatografie
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4 TEORETICKA CAST
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4.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie
v bioanalyze

Analyticka chemie je obor prirodnich véd, zaloZeny nejen nha viech chemickych
disciplindch, ale i na fyzice, biologii, teorii informace a Fadé technickych obord. Poddvd
informace o identité, strukture a mnozstvi chemickych species v prirodnich i ¢lovékem
vytvorenych objektech a o distribuci téchto species v prostoru a ¢ase. Spolupracuje s
ostatnimi prirodnimi védami pri hleddni souvislosti mezi chemickym sloZenim ldtek a jejich
vlastnostmi. Je to aplikovany multidisciplindrni obor s mnoha zpétnymi vazbami, ktery
akceptuje kolektivni prdci pri Fedeni problémi [1].

Chromatografické metody patri dnes mezi nejvyznamnéjsi analytické i preparativni

metody. Analytickd chromatografie slouzi k identifikaci a kvantifikaci jednotlivych slozek

zkoumané smési a pracuje obecné svelmi malym mnozstvim vzorku. Naproti tomu

preparativni chromatografie md za Ukol jednotlivé slozky smési od sebe rozdélit

v dostateéném (tzv. vdzitelném) mnoZstvi, je aby bylo moZno ddle zpracovdvat a vyuzit.
V poslednich letech se ve svych mnoha podobdch a technikdch tyto metody progresivné
vyvijeji a jsou Siroce pouZivanymi pro déleni smési rliznych Idtek na jednotlivé komponenty
[2].

IUPAC postuloval vroce 1993 tuto definici: ,Chromatografie je fyzikdlni separacni
metoda, prii niz jsou separované slozky distribuovdny mezi dvéma fdzemi, z nichz jedna je
staciondrni, zatimco druhd se pohybuje v daném sméru"”[3].

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je jednou z nejprogresivnéjsich metodik
v analytické chemii, kterd umozriuje souCasnou identifikaci a kvantifikaci ldtek, vynikd
vysokou U¢innosti, dobrou opakovatelnosti a robustnosti. HPLC se velmi Siroce uplatiiuje ve
viech védeckych odvétvich véetné Iékarstvi. V rdmci Iékarskych véd je velmi Sirokd skdla
chemickych (biochemickych a dalSich) problémi, které jsou FeSeny za pomoci vysokol¢inné

kapalinové chromatografie [4].

4.1.1 Rozvoj HPLC

Nejstarsi chromatografickou metodou, kterd se pouzivd v praxi, je metoda chromatografie
vymény iontl. Zminky o této metodé se nachdzi jiz ve starovéku. UZ Aristoteles zjistil
absorpéni vlastnosti nékterych hlinek vhodnych na ¢isténi morské vody, i kdyZ nepoznal

podstatu téchto jevll.
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V druhé poloviné 19. stoleti zkoumali angli¢ti ptidoznalci Tompson a Way absorpci kationt
z roztoku soli filtrovanych pres rizné druhy hlinek (smés minerdld). O skuteény rozvoj
této metody se zaslouZili Adams a Holmes objevem umélych organickych iontoménicd,
kterou publikovali v roce 1935. Objev absorpéni chromatografie jako G&inné separacni
metody uCinil rusky botanik Michail Semjonovi¢ Cvét.

V roce 1903 provedl M. S. Cvét experiment, pri kterém rozdélil chlorofyl na jeho slozky -
chlorofyl a, chlorofyl b a karotenoidy. Experiment spolival v tom, Ze petroletherovy
extrakt chlorofylu nechal v kolonce protékat pres sloupec kiremeliny (CaCOs). Chlorofylovy
extrakt se pfi priichodu kolonkou rozdélil na jednotlivd barviva obsaZend v chlorofylu a na
kolonce se tak vytvorily jednotlivé barevné zény viditelné okem. Cvét tuto metodu
pojmenoval .chromatografie" (.barvopis®, Fecky chroma = barva). Michail Semjonovi¢ Cvét
publikoval tento objev v roce 1906 pod ndzvem ,Physikalisch-chemische Studien iiber das

Chlorophyll. Die Adsorptionen” [5].

| «— Xanthophyll g
sSaet ~—— Chlorophyll B
~— Chlorophyll «
~— Xanthophyll o
~— Xanthophyll «

Obr. 1 Prvni kapalinovy chromatograf sestaveny Obr. 2 Michail Semjonovi¢ Cvét,
rusky
Cvétem v roce 1903 pro déleni chlorofyld. botanik, fyziolog a biochemik (1872 - 1919)

Staciondrni fdzi v ném byl uhli¢itan vdpenaty
a mobilni fdzi sirouhlik [3].

AZ v roce 1931 zavedli Kun, Winterstein a Leederer tuto metodu do chemie polyenovych
barviv.

Absorplni chromatografie je vhodnd hlavné na separace latek lipofilniho charakteru. Na
déleni hydrofilnich latek chybél az do objeveni rozdélovaci chromatografie Martinem a
Syngem roku 1941 vhodny postup. Autori pouZzili silikagel nasyceny vodou jako staciondrni

fazi. Mobilni fazi bylo organické rozpoustédio.
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Nékteré latky napriklad volné aminokyseliny se na silikagelu délily po acetylaci. Proto se
hledal vhodnéjsi materidl na zakotveni vodné fdze. Martin a Synge v prdci pouzili celuldzu,
kterd mize na svém povrchu, stejné jako silikagel, vdzat vodu. Roku 1952 Martin a Synge
dostali za sviij objev, tedy za zavedeni rozdélovaci chromatografie typu kapalina-kapalina,
Nobelovu cenu. V té stejné dobé pracovali Martin a James na moZnosti zavedeni plynové
chromatografie do analytické chemie. O rozvoj této metody se u nds zaslouZzil Jandk, ktery
rozsiril pouziti metody absorpéni plynové chromatografie na analyzu latek, které prechdzi
do plynného skupenstvi jen pri termickém rozkladu.

Prvni zprdvy o chromatografii na tenkych vrstvdch prinesl Izmailov a Srajbrovd. Autoi
svou prdci nazvali: ,Kapkové chromatografické analytické metody a jejich pouziti ve
farmacii®.

Roku 1963 objevil Giddings, Ze je mozné zkrdtit Cas analyzy Idtek délenych sloupcovou
rozdélovaci chromatografii pouZitim sloupct se specidlnim vstupnim otvorem. Kirkland
upozornil na urychlené déleni v kapalinové chromatografii ve sloupcovém usporddani, paklize
se pouziji specidlni délici kolony naplnéné sorbentem obsahujici mald zrnka s priimérem 30
pm. Pro takto pripravené kolony je typicky tlak 1 MPa. Kirkland a Haldsz vyvinuli vice
takovychto kolon a vyresili také otdzku automatizace. Z hlediska metodiky i pristrojové
techniky se kapalinovd chromatografie stdle vice zdokonalovala. Bylo to hlavné zplisobeno
zvySenym zdjmem o analyzy vysokomolekuldrnich ldtek, mdlo tékavych a termicky labilnich
latek v biochemii, polymerni chemii, farmacii a potravindfském primyslu. Rozvojem
staciondrnich fdzi s chemicky vdzanymi fdzemi pak zapocal rist poétu aplikaci v oboru
vysokoucinné kapalinové chromatografie a v soucasné dobé je nejpopuldrnéjsi technikou.

Okolo 90% analytickych separaci nizkomolekuldrnich latek se provddi na této fazi [6].
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Obr. 3 Polet jednotlivych praci tykajicich se HPLC a spektrofotometrie v letech 1945 - 2010 (zpracovdno dle

Web of Science 20.7.2010) [7]
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Obr. 4 Polet jednotlivych praci tykajicich se HPLC a spektrofotometrie v klinickém vyzkumu v letech 1945 -

2010. (zpracovdno dle Web of Science 20.7.2010) [7]
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4.1.2 Moderni technologie v HPLC
Snahou pri vyvoji HPLC metodik v této disertacni prdci bylo vyuziti jednotlivych modernich

technologii a jejich kombinace. Proto se ndsledujici kapitola zabyva vybranymi modernimi
technologiemi v HPLC analyze biologického materidlu jako jsou moderni staciondrni fdze,

novd instrumentace HPLC, vybrané detekéni systémy a tzv. laboratof na ipu.

4121 Vybrané moderni staciondrni faze

Principem HPLC je separace analytl zaloZend na jejich rozdilné distribuci mezi staciondrni
a mobilni fdzi. PFi separaci dochdzi k mnoha typlim interakci. Uplatfiuji se interakce analyti
s mobilni a staciondrni fdzi i vzdjemnd interakce mezi témito fazemi. Béhem tohoto procesu
dochdzi k mnohondsobnému ustalovdni rovnovdhy téchto systémd.

PrestoZe vysledek separace zdvisi na mnoha podminkdch, patfi volba mobilni a zejména
staciondrni fdze mezi nejdileZitéjsi faktory. Zlepovani kvality staciondrni fdze umoZriuje
zlepSeni separachich vlastnosti a moznosti [8].

Staciondrni fdze |ze obecné dle polarity rozdélit na fdze normdlni (NP) - staciondrni fdze
je poldrni, mobilni fdze nepoldrni, dochdzi tedy k retenci poldrnich analytd. Ddle je to fdze
reverzni (obrdcend, RP), kdy staciondrni fdze je nepoldrni a mobilni fdze je tvorena
rozpoustédlem poldrnim. V tomto pripadé jsou zadrZovdny latky nepoldrni.

Pokud se jednd o separaéni médy HPLC, je moZno konstatovat, Ze déleni na reverznich
fazich je stdle nejrozsirenéjsi technikou, pritom dominantni postaveni maji jiz tradi¢né
partikuldrni vdzané fdze na bdzi silikagelu. Ze silikagelovych RP jsou dlouhodobé
nejpopuldrnési C18 modifikace s tim, Ze tyto fdze predstavovaly kolem 50% vsech RP kolon
nové uvddénych na trh v roce 2005. S velkym odstupem ndsleduji modifikace C8 (13%),
fluorované fdze, alkylované fdze s Fetézci del$imi neZ 18 uhlikl, fenylové fdze, fdze se
zabudovanou poldrni funkéni skupinou, C4 modifikace a daldi. Vedle silikagelovych
partikuldrnich (Edsticovych) sorbentli se v moderni RP-HPLC stdle vice prosazuji materidly
nové, jako napF. anorganicko-organické hybridy a modifikované oxidy kovd. Velmi

perspektivni jsou také monolitické kolony [9].

41211 Cdsticové kolony/zmensovdni velikosti cdstic
Prvni Siroce pouZivand ndplii kolon pro HPLC - pBondapak mél velikost ¢dstic 10 pym a byl

uveden na trh vroce 1973. O pét let pozdéji priSly na trh kolony plnéné silikovymi
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Casticemi o velikosti 5 pm. V 90. letech minulého stoleti se pak velikostnim standardem

staly 3,5 uym Edstice [3].

Dilvodem shiZovdni velikosti Edstic je zvySeni separalni d¢innosti.

SniZenim velikosti Cdstic do rozsahu 1,5 - 2,0 ym se pocet teoretickych pater zvysi na

hodnoty okolo 180 000/m. Typické pracovni tlaky se pohybuji okolo 60 MPa.

Existuji ale dobre zndmé negativni efekty:

«  zvySeny zpétny tlak a jeho vliv na Zivotnost chromatografu

«  zvy3ené ndroky na Cistotu rozpoustédel pouZzivanych jako mobilni fdze, zejména obsah
Castic (mechanické nelistoty)

+ snizend Zivotnost kolon dand vétsi citlivosti na Cistotu mobilni fdze i vzorku

+  vysSi cena kolon

Vaznym problémem se v souCasné dobé jevi ndchylnost k ucpdni kolony, a o mechanickymi

Cdsticemi, které pochdzeji z(e):

* mobilni fdze (mechanické Cdstice)

 vzorku (precipitdt, nerozpustné komponenty)

«  HPLC systému (degasser, obloZeni ventill atd.) [10]

Redeni nafla firma Waters (Milford, MA, USA) ve vyvoji novych staciondrnich fdzi

s velikosti 1,7 pm podporovanych novou pristrojovou technikou, kterd na rozdil od predesl|é

generace umozfiuje bezpecné a reprodukovatelné pracovat s tlaky pres 80 MPa, tedy vice

nez dvojndsobnymi ve srovndni s predchozimi pristroji. Obdobné produkty dalsich

vyznamnych producentl chromatografickych zafizeni pak na sebe nedaly dlouho Eekat.

Tato novd technologie umoZznila dosahovat nebyvale vysokych Gcinnosti bézné prrevysujicich

200 000 teoretickych pater/m, zfidka Udajné i témér 400 000 a byla zdhy akceptovdna v

oblastech, jako jsou farmaceutickd analyza, monitorovdni Zivotniho prostiedi atd. [3].

Obr. 5 ACQUITY UPLC systém (Waters, USA)

Zmen3ovdni sorbentu jde ruku v ruce se zkracovdnim chromatografickych kolon. Vysledkem

je podstatné zkrdceni dob analyz bez ztrdty Ucinnosti ve srovndni se separacemi
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provedenymi ha starsich kolondch tradi¢ni délky (25 cm) plnénych 5 um sorbentem. Doby
analyz na krdtkych kolonach (5 cm, 2 cm i mensich) urcenych pro tzv. rychlou
chromatografii byvaji kolem 1 a 2 minut. Tyto kolony jsou s vyhodou uZivdny zejména pro
tzv. vysokoprostupné (high-throughput) analyzy v oblastech, kde jsou denné zpracovdvdny
stovky a tisice vzorkl. Krdtké kolony se ale zaéinaji prosazovat i v béznych
chromatografickych aplikacich a celd Fada firem poskytuje rostouci sortiment kolon téchto
novych formdtd. Vedle zkracovdni kolon dochdzi postupné také ke zmen3ovdni jejich
vhitfniho priméru. Tradiéni pramér analytickych kolon 4,6 mm je postupné opoustén a

V.

nahrazovdn dnes jiz béznéjimi priméry kolem 3 - 4 mm. S ndstupem techniky LC-MS
vzrostla popularita kolon o priméru 2 mm a mensim. Tento trend souvisi nejen se snahou o
zrychleni analyz, ale také s Usilim o zlepseni ekonomiky provozu chromatografickych
laboratori a v neposledni radé i s hledisky ekologickymi. Spotieba mobilnich fdzi, obvykle
obsahujicich organickd rozpoustédla, a mnoZstvi vznikajicich odpadl miZe byt timto
zplisobem Fddové sniZeno. Navic nové se rozvijejici obory, napf. proteomika, vyZaduji
provddéni separaci v kolondch kapildrnich a mensich, protoZe mnoZstvi vzorkd byvaji velmi
mald a ndroky na mez detekce vysoké. Splnéni téchto poZadavki klade velké ndroky nejen
na vyvoj stdle lep&ich sorbentd, ale i instrumentdinich systémé. Cerpadla mobilni fdze musi

generovat potrebné tlaky, mimokolonové objemy je tfreba minimalizovat stejné jako

rozméry detekCnich cel, prislusné casové konstanty musi byt snizeny apod. [9].

41212 Porézni Cdstice s neporéznim jdadrem
Na frhu se v souCasnosti tato technologie vyskytla pod obecnym ndzvem ,Fused-Core

particle® (kolony HALO vyrobené firmou Advanced Materials Technology, USA; kolona

Ascentis firmy Sigma-Aldrich, USA) nebo .Poroshell particle® (kolona Poroshell firmy

Agilent Technologies, USA). Cdstice s porézni povrchovou vrstvou se sklddaji ze dvou
vrstev. Vnitfni vrstvu tvori kompaktni kulovité jddro z anorganického materidlu, ¢asto z
velmi &istého pevného silikagelu. Neporézni jddro je prekryté slabsi vrstvou porézniho
materidlu. Cim ten&i je porézni vrstva, tim snazi je prevod hmoty a roste G&innost
separace. To je vyhodou zejména pro makromolekuly, které difunduji do a z péri pomaleji
nez malé molekuly. Zdroven se oviem s klesajici tloust’kou porézni vrstvy snizuje specificky
povrch staciondrni fdze a klesd sorpéni kapacita kolon [8].

Prvni Cdstice zvané HALO vyrobené firmou Advanced Materials Technology (USA) jsou

tvoreny neporéznim silikovym jddrem (core) s velikosti 1,7 pym a silnou vrstvou splynutych
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(fused) silikovych nanodstic. Povrchovd porézni vrstva obsahuje 9 nm péry a jeji objem

reprezentuje cca 87% celkového objemu Edstice. Konecnd velikost staciondrni fdze je tedy

2,7 um.

Obr. 6 Fused-Core™ &dstice [11] Obr. 7 Model Edstice Poroshell [12]

Kolony plnéné Cdsticemi této velikosti mohou byt pouZity ve standardnich pristrojich,
nebot’ nevyZaduji zvySeny tlak k dosaZeni poZadovanych pritokovych rychlosti. Kolona
naplnénd fused-core/poroshell &dsticemi mize poskytnout vice nez 210 000 teoretickych
pater/m, coz je o 50% vice nez 3,5 ym fdze a dvojndsobek dostupny pro 5 um fdze. Vétsimu
rozmachu téchto staciondrnich fdzi zatim brdni omezeny sortiment dvou typl navdzanych

skupin €8 a €18 vhodnych pouze pro separace v obrdcené fdzi [13].

Sub-2 pm
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Obr. 8 U&innost kolony HALO v porovndni s kolonami s rozdilnymi velikostmi &dstic [11]

41213 Hybridni staciondrni fdze

V posledni dobé jsou komeréné dostupné i hybridni organicko-anorganické staciondrni fdze
na bdzi silikagelu, na jehoZz povrchu se nejprve cdst OH skupin nahradi skupinami

methylovymi. Silanizaci silikagelu s takto modifikovanym povrchem Ize dosdhnout shiZeni
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obsahu silanolovych skupin (pomér zastoupeni dlouhych alkyld, methyld a Si-OH skupin1:1:
1 misto poméru alkylt a Si-OH skupin 1: 1 u klasickych" staciondrnich fdzi) [13].

Hybridni anorganicko-organické staciondrni fdze kombinuji nejlepsi vlastnosti silikagelu, 1.
vysokou (cinnost a vynikajici mechanickou stabilitu s nejlepSimi vlastnostmi polymernich
sorbentd, tj. mimorddnou pH stabilitou a snizenym efektem rezidudlnich silanold. Hybridni
reverzni fdze byly ispésné testovdny v rozmezi pH 1,2 a 11,5 [14].

Analyty bazické povahy tak mohou byt Casto separovdny ve formé volnych bdzi s daleko
lep$i separacni (&innosti a odliSnou selektivitou v kyselém prostiedi. Dalsi dileZitou
vlastnosti hybridnich sorbentl je jejich zlepdend odolnost viéi zvySené teploté mobilni

7vs .

fdze. MoZnost chromatografie pri teplotdch i kolem 60°C prindsi Fadu vyhod: sniZeni

viskozity mobilni fdze, a tim tlaku na koloné, zlepseni separaéni Gcinnosti a zmenseni

zdvislosti Gcinnosti kolony na rychlosti pritoku (velmi zajimavy a dileZity efekt). Tim se

vytvdri priznivé podminky pro uplatnéni uvedenych sorbentl pri velmi rychlych separacich

[9].

E-9-k-o

8
~h-t-fg-n-g-o-

T
~b-o-p-0

Obr.9  Hybridni staciondrni fdze Obr. 10 Kolona Gemini-Twin
R - methylenové skupiny [15]
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41214 Monolitické staciondrni fdaze

Monolity jsou separalni média, kterd lze prirovnat k jediné velké Cdstici majici tvar i
objem zcela zaplfiujici vnitiek separaéni kolony. Proti typickym kolondm plnénym drobnymi
Casticemi, neobsahuji monolity meziédsticové prostory, kterymi se v klasickych kolondch
uskutelriuje valnd &dst pritoku. Proto musi veskerd mobilni fdze nutné protékat péry
monolitu [16].

Monolitické kolony maji dva typy pérd: a) velké péry (makropéry) zajist'uji rychly
konvektivni tok mobilni fdze skrz monolit a vyznamné zrychluji prenos hmoty mezi mobilni a
staciondrni fdzi, b) stfedné velké péry (mezopdry) poskytuji monolitu dostatecné veliky

povrch, a tim vysokou separaéni kapacitu [17].

SEM picture of a crass section from a silica monolith

Mesopares: 13 nm Muacropores: 2 um

AN
s

Total porosity > 80%

Obr. 11  Makropéry a mezopdry Obr. 12  Struktura &dsticové staciondrni fdze(a)
monolitické staciondrni fdze [18] v porovndni s monolitickou staciondrni fdzi (b) [19]

Béhem minulého desetileti byla zverfejnéna celd fada origindlnich pristupll zahrnujicich jak
pFipravu systéml vyznalujicich se pouze nékterymi prvky charakteristickymi pro monolity
(jako je snizeny objem mezi¢dsticovych prostort), tak i technologie skuteéné monolitické.
Do prvni skupiny patfi napf. kazety naplnéné vrstvenymi listy modifikované celulosy ¢i
srolované tkaniny. Monolity druhého typu jsou reprezentovdny stlaenymi hydrofilnimi gely,
polymernimi makroporéznimi disky, kolonami a trubicemi, jako i monolity na bdzi siliky, coz
je dnes jiz vzity termin pro materidly na bdzi oxidu kremilitého. Nékteré z téchto

materidld jiZ doznaly i praktického uplatnéni [16, 20].
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Obr. 13 Poéet jednotlivych praci tykajicich se HPLC a monolitli v letech 1995 - 2010 (zpracovdno dle Web of
Science 20.7.2010) [7]

PFiprava monolitd

PFiprava monolitl je jednoduchd. Ziskdvaji se radikdlovou polymeraci smési, jez obsahuje
monovinylovy monomer s funkéni i reaktivni skupinou jako jsou butyl- &i glycidyl-
methakryldt, sit'ovadlo, typicky monomer se dvéma ¢i vice dvojnymi vazbami (divinylbenzen
a ethylendimethakryldt), inicidtor a porogenni rozpoustédlo. Tato smés se naplni do formy
bud’ plochého, nebo vdlcovitého tvaru, kde po zahrdti polymeruje [16].

Polymeraéni smés pouZivand pro pripravu téchto monolitli se muze liit. Funkéni skupiny
monolitickych kolon pripravenych primou polymeraci jsou ddny pouzitymi monomery. Tento
postup je napr. velmi Uspésny pro pripravu monolitickych kolon obsahujicich poly(styren-co-

divinylbenzen) vhodnych pro mimorddné rychlé separace bilkovin [16].

Promyvaci roztok

[
Polymerizaé¢ni
Y smés

1) Utésnéni
R
2) Teplota

Obr. 14 Schéma pripravy monolitické staciondrni fdze [17]

1) P¥ipojeni
k ¢erpadlu
—_—

2) Promyti

Termostatovana
lazei

éerpadlu

Paleta vyrobnich technik byla doplnéna i polymeraci iniciovanou UV svétlem zvlasté

vyhodnou pro pripravu monolitl v kapildrdch a mikrofluidnich zafizenich [21, 22].
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Tato metoda oviem vyzaduje, aby forma, v niZ reakce probihd, byla transparentni pro UV
svétlo, coz je napr. snadno spinéno v komercnich silikovych kapildrdch potazenych teflonem

[16].

412141 Makroporézni polymerni disky
Tato forma vyvinutd v Ustavu makromolekuldrni chemie CSAV v Praze je jednim z prvnich

skutecné fungujicich monolitickych separacnich médii, jez byly pouZity k velmi rychlym a
d€innym separacim bilkovin [23]. Plvodni impuls k jejich vyvoji pFisel z petrohradského
Ustavu makromolekuldrnich Idtek, kde Belenkii studoval chromatografii bilkovin v médu
gradientové eluce, pri niz pouzil celou rfadu separacnich médii i kolon lisicich se geometrii.
Zjistil pritom, Ze pouze jistd, vétsinou velmi slabd vrstva sorbentu v koloné, je postacujici k
dokonalé separaci, coz vedlo k odvozeni teorie krdtkych separaénich loZi [24]. Priprava
kratkych kolon potrebnych pro experimentdlni ovéreni této teorie s pouZzitim drobnych
Cdstic se v3ak ukdzala velice obtiZnou, protoZze tyto vrstvy byly prili§ neusporddané a
obsahovaly éetné kandlky. Nezbylo tedy neZ se poohlédnout po separaénich médiich nového
typu, monolitickych discich, jez byly pro tento (el vyvinuty v Praze a skutecné umoznily
potvrdit teorii a docilit chromatografické separace s tehdy nevidanou rychlosti [16].

Disky o tloust’ce do 3 mm jsou pri vlastni separaci umistény ve specidlnim drzdku, kam mize
byt vloZeno i nékolik riiznych membrdn liSicich se chemickou modifikaci, a tak Ize provddét
vicerozmérné separace.

Hlavni vyuZiti tohoto formdtu dnes stdle spolivd predevdim v oblasti rychlého déleni
velkych biomolekul gradientovou eluci. VétSina komerénich diskli je pFipravovdna z
reaktivnich monomerd, napf. glycidyl-methakryldtu (6MA), které jsou ndsledné vhodné

chemicky modifikovdny pro jejich pouziti v riznych separalnich modech [9].
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__—— Nonparous Fitting Ring (b)

Manalithic Matrix (3) H_\O

Figure 1: CIM® disk

.Q g Screw Cape (g)
A

=, h - Blind Fittings f)

Disk Housging Cylinder (c}

Retaining Fittings (d) ——————— =
Figure 2: Housing for the CIM® Disk Monalithic Column

Figure 3: Disk extractor
Obr. 15 PFiklady makroporéznich polymernich diskd (CIM® DISK MONOLITHIC COLUMNS,
Bia Separations, Lublaria , Slovinsko)

4.12.14.2 Makroporézni rigidni polymerni kolony
Za&dtkem devadesdtych let pripravili prof. Svec a jeho skupina prvni rigidni makroporézni

monolitické kolony. Jejich syntéza se provddi velmi jednoduchym zplsobem, a to .in situ"
polymeraci vhodnych monomert pFimo v chromatografické koloné. Tyto rigidni monolity byly
s Uspéchem vyrobeny nejen ve formdtu typickych nerezovych HPLC kolon, ale i v kapildrdch,
které nachdzeji velké uplatnéni pri spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni
spektrometrii. Jejich velkou prednosti je fakt, Ze provedeni polymerace primo v kapildre je

shazsi nez jeji pInéni mikrocdsticemi konvencniho sorbentu [9].

Obr. 16 Prof. Frantisek Svec

4.1214.3 Tubuldrni kolony s radidlnim tokem
Monolitické kolony by mohly byt velmi zajimavé také pro preparativni separace. Problém je

oviem v tom, Ze radikdlovd polymerace v koloné je exotermni proces, pri kterém se uvolriuje
velké mnozstvi tepla. Polymerace probihd bez michdni a odvod tepla je obtizny. Zatimco pri
vyrobé monolitl pro analytické aplikace je tato komplikace zvlddnutelnd, dostateéné presnd

kontrola tepelnych pomérl pri polymeraci velkych monolitl je totiz mimorddné obtiZnd.
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Takovéto monolity maji v disledku vytvoreného teplotniho gradientu nehomogenni
distribuci péri v radidlnim sméru, a to vede ke zhorseni chromatografickych parametri [9].
Elegantni reseni tohoto problému nabidl ve své prdci Podgornik [25]. Namisto plného
monolitického bloku pripravil monolit ve tvaru trubice. Jeji stény jsou tenli a teplota pri
polymeraci je tedy sndze udrZovdna v pozadované toleranci. Kromé toho Ize snadno ménit
jak primér, tak i tloust’ku této monolitické trubky. Zvétseni pruméru pfi zachovdni stejné
tloust’ky stény vede ke kvadratickému ristu celkového objemu separaéniho média a tedy i
ke zvySeni separalni kapacity. PouZiti nékolika tubuldrnich monolitli zasunutych do sebe
teleskopickym zplsobem umoZfiuje dosdhnout objemd staciondrni fdze zcela
nepredstavitelnych pri pouziti klasického vyrobniho postupu. Tok témito kolonami je
radidlni, vétdinou z vnéjdku do stfedu. Vynikajici permeabilita téchto monolitl usnadiiuje
jejich pouziti i pri vysokych pratokovych rychlostech [16].

Tyto kolony mohou mit objemy i kolem 10 litrd, pouZivané pritoky jsou asi 10 I/min a
mnoZstvi separovanych proteinl nebo oligonukleotidi muZe dosahovat i 200 g v jednom

ndstriku [9].

3

N
6%) Q<

Obr. 17 Konstrukce monolitické jednotky o velkém objemu [16]

4.12.14.4 Anorganické materidly

Prvni monolitické staciondrni fdze na bdzi silikagelu pripravili a popsali profesori Nakanashi,
Soga a Tanaka [26, 27, 28, 29, 30].

Na rozdil od rigidnich makroporéznich polymernich médii, silikagelové monolity analytickych
rozmérld nemohou byt pFipraveny pFimo v chromatografické koloné, nebot’ pfi solidifikaci
béhem polykondenzace tetraalkoxysilanli porogenu dochdzi k vyraznému zmenovdni
objemu. Nejprve je tedy pripraven monolit, ten je pak zatésnén do kolony odpovidajicich
rozmérl a nakonec obvykle ndsleduje chemickd modifikace povrchu podle Gcelu pouZiti
monolitu. Vzhledem ke srdzeni monolitu pri jeho syntéze je obtizné pripravit média s
délkou nad ~ 15 c¢cm. Pravdépodobné z podobnych diivodi neni snadnd ani vyroba monolitt s

primérem mensim nez 3 mm [9].
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Komeréné jsou zatim dostupné kolony o primérech 10 mm - semipreparativni kolona, 4,6
mm, 3,0 mm a nové 2,0 mm. Plati, Ze pFiprava silikagelovych monolitd v kapildrnim méritku
je snazsi a reprodukovatelnéjsi neZ vyroba kolon vétsich rozmérd, a to proto, Ze kapildry se
s Uspéchem polymeruji podobné jako rigidni polymerni monolity, tedy primym in situ
procesem. Silikagelové tyée obsahuji jak velké péry o velikosti kolem 1 pm, tak i velké
mnoZstvi mesoporl, a proto md vysledny monolit pomérné znaéné velky povrch, coZ je
vlastnost dlleZitd zvld§té pri izokratickych separacich v reverznim médu. Monolitické
silikagelové kolony jsou vhodné pro rychlé separace predevsim malych a stredné velkych
molekul. Tim se li§i od vSech ostatnich typl monolitl, protoZe ty jsou naopak vétsinou
uzivany pro déleni makromolekuldrnich latek, vétsinou v gradientovém usporddani [9].

Je zPejmé, Ze potencidl monolitl je$té neni pIné vyuZit. Diky jejich unikdtnim vlastnostem,
tj. snadné pripravé a toleranci k vysokym pritokdm, jsou jiz dnes v Fadé konkrétnich
pFipadl preferovdny pred klasickymi partikuldrnimi sorbenty. Vzhledem k tomu, Ze
monolitické kolony patri mezi nové staciondrni fdze, neni zatim jejich sortiment tak pestry
jako v pripadé Cdsticemi plnénych kolon, ale tento stav se pravdépodobné rychle zméni [9].
Guiochon v roce 2002 napsal [31]: ,Vyndlez a vyvoj monolitickych kolon je vyznamnd zména
v kolonové technologii, vpravdé prvni pivodni prilom, ktery se objevil v této oblasti od doby
pred sto lety, kdy Cvét vynalezl chromatografii®. Velky objem experimentdlni prdce
nahromadény do dnesnich dnii ¢i komeréni dostupnost monolitickych kolon podporuji vahy
o0 jejich znaném potencidlu do budoucna. Jejich jedinecné vlastnosti odlidujici je od vSech
ostatnich kolon, zejména pak shadnost jejich pripravy, tolerance k velkym pritokovym
rychlostem dosaZitelnym s pouZitim pouze mirnych tlakd a velké rychlosti, s nimiz lze
dosdhnout vynikajicich separaci, ¢ini tyto kolony v jistych oblastech nezastupitelnymi.
PoCet separaci docilenych s monolitickymi kolonami i mnozstvi vyvinutych separaénich
metod zatim zdaleka nedosahuje po¢td charakterizujicich jejich mnohem starsi protéjsky
plnéné sférickymi Cdsticemi. Je viak otdzkou Easu, kdy toto jiz nebude pravdou, protoze
pofet chromatografistl pouZivajicich monolitické kolony neustdle roste a do jejich

vyzkumu jsou v soucasné dobé zapo jeny pracovisté na viech kontinentech [9].
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Obr. 8 Monolitické kolona Onyx Monolithic €18 Obr. 9 Novd monolitickd kolona Chromolith®
(Phenomenex) 100 x 3,0 mm FastGradient C18 endcapped (Merck) 50 x 2
mm
produkt tvar vyrobce materidl separaéni médy
modifikované iontovd vyména,
. BIA Separations, polymethakryldtové Ci hydrofobni interakce,
CIM disk T - o s ox
Ljubljana, Slovinsko polystyrénové reverzni fdze,
kopolymery bioafinitni
CB Silica disk Conchr‘?m Bremen, modifikovand silika reverzni a hormdlni fdze
plate Némecko

Sepragen, San Leandro,

- . modifikovand celulosa iontovd vyména
Kalifornie, USA Y

SepraSorb disk

modifikované

BIA Separations, P . P
C -
M kolona Ljubljana, Slovinsko polymethakryldtové iontovd vyména

kopolymery
. . kopolymery
BioRad, Richmond, L, . PR
UNO kolona | kolona “Kalifo fornie, USA me'rhakr‘ylamudoovych iontovd vyména
monomerd
. . modifikované . , .y
Swift kolona ISCO, Lincoln, olymethakryldtové &i iontovd vyména,
kolona Nebraska, USA poly 'y reverzni fdze
polystyrenové kopolymery
hromolith kolona Merck vDar‘msTad’r, silika a modifikovana silika reverzni a normdlni faze
kolona Némecko
Monolitickd LC Packings, , s os
kolona kolona Amsterdam, Holandsko polystyrenové kopolymery reverzni faze
Onyx kolona Phenomenex, Torance, silika a modifikovand silika normdlni a reverzni fdze
kolona USA

modifikované

TonSwift™ | kolona | Dionex, Sunnyvale, USA polymethakryldtové ¢i iontovd vyména

polystyrenové kopolymery

Agilent Technologies, | modifikované methakryldtové
Santa Clara, USA polymery

Tab. 1 Soucasné komeréné dostupné monolitické separalni jednotky [16, 32, 33, 34]

Bio-Monolit | disky iontovd vyména

412145 Exotické monolity pro pouZiti v separacich i mimo né
Vétsina monolitickych staciondrnich fdzi pouzivanych v separacnich metoddch je pripravena

na bdzi silikagelu nebo organickych polymert, obvykle povrchové modifikovanych. Vyhodami
téchto klasickych" monolitl jsou predevsim jejich rigidita a morfologie, které dovoluji
dosdhnout nizkého odporu proti toku mobilni fdaze. Nové hybridni monolitické staciondrni
fdze, pojmenované ,exotické", se sklddaji z nanovrstvy Zddaného materidlu nanesené

riiznymi technikami na povrch klasickych" silikagelovych nebo organickych monolitd.
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Exotické monolity takto spojuji vyhody silikagelovych nebo organickych monolitl, které
hraji roli porézniho podkladu vhodnych vlastnosti, a velmi odlisné nanovrstvy jiného
materidlu na povrchu. Zlaté nanovrstvy uklddané na povrch monolitl rlznymi zplsoby
predstavuji jednu vyznamnou Cdst vyzkumu v této oblasti. Atraktivita zlatého povrchu je
predevsim ddna jeho silhou interakci s thiolovymi skupinami. Zlato je napriklad pouzivdno
jako povrch pro samoskladné vrstvy (self-assembled monolayers, SAM) [35].

Dalsim typem separachiho materidlu jsou monolitické porézni kolony s velkym centrdlnim
kandlem, tzv. Open-tubular monoliths. Byly pripraveny monolity s vnitfnim kandlem o

priméru 10 um [36].

4.1214.6 Monolitické kolony s vnitinim kandlem - Open tubular monoliths
PFiprava monolitd v kapildrdch s vnitfnim primérem mensim nez 20 pm vyZaduje specidlni

technologii. Nicméné prdzdné silikagelové kapildry nenabizi poZadovanou retenci latek. To
bylo hlavnim divodem, pro¢ se pozornost upfela na studium kapildrnich kolon potaZenych
tenkou vrstvou polymerniho monolitu. Tyto kapildry byly pouzity v kapildrni
elektrochromatografii. Hlavni vyhodou byly velmi krdtké separacni casy (90 s), vysokd
i¢innost kolon (vice jak 200 000 pater/m). 100 - 200 tm kolony maji ve srovndni s béznymi
analytickymi kolonami mnoho dalsich vyhod - mald spotrfeba vzorku, mensi rozmyvdni zén,
coz je vyhodné pri spojeni s (EST)-MS [37].

Tloust'’ka vrstvy vyznamné ovliviiuje separalni Gcinnost kolony v  kapildrni
elekrochromatografii, po optimalizaci |ze dosdhnout G¢innosti 400 000 pater/m. Zrychleni
separace mize byt dosaZeno zvyenim teploty a tlaku [38].

Monolitické kolony s vnitfnim kandlem byly také pouZity jako mikroreaktory pro digesci

proteind [39].

Obr. 18 Kapildrni monolitické kolony s vhitrnim kandlem-elektronovy mikroskop [39]
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41215 Staciondrni fdze zaloZené na oxidech hliniku, zirkonia a titanu
Vzhledem k omezené chemické odolnosti silikagelu v alkalickém prostfedi byly hleddny jiné

chemicky odolnéjsi materidly pouZitelné pro pripravu obrdcenych fazi. Ukdzalo se, Ze oxidy
hliniku, zirkonia a fitanu jsou podstatné stabilnéjsi v silné alkalickém prostredi nez
silikagel. Navic jsou tyto nové materidly v bazickém prostredi stabilni i pri zvySené teploté,
coz neplati pro silikagelové fdze. ZvySend stabilita a pracovni rozsah pH prindsi Fadu vyhod,
kromé jiného i moznost regenerace kolon za velmi agresivnich podminek bez nebezpeci
poskozeni sorbentu. Srovndvaci testy jednotlivych oxidl provddéné za extrémnich
podminek ukdzaly, Ze oxid zirkonia je stabilnéjsi nez oxid hliniku jak v silné kyselém, tak
alkalickém prostredi.

Kompatibilita sorbentl s vysokymi teplotami nabizi mnoho zajimavych aplikaénich vyhod.
Lze navic pripomenout mozné vyuziti samotné vody jako mobilni fdze. Je totiz zndmo, Ze pri
teploté 200°C md voda podobnou polaritu jako methanol pri laboratorni teploté [40].

Timto zplsobem Ize dosdhnout sniZeni spotfeby organickych rozpoustédel. Navic vylouéeni
organickych solventl miiZe nabidnout i nové detekéni moZnosti (napf. méfeni ve vzddlené
UV oblasti < 210 nm). V budoucnu Ize predpoklddat dalsi rozvoj sorbentl odvozenych od
oxidl kovl. Je napfiklad pravdépodobné, Ze budou pFipraveny monolitické fdze. Také se dd
ocekdvat, Ze bude pokrafovat vyvoj modifikaénich technik, které povedou k dokonalejsimu
odstinéni matrice staciondrni fdze. Nejnovéjsi zplsoby pokryvdni oxidd kovd vrstvami
uhliku a moznosti jejich ndsledujici chemické modifikace jsou v tomto sméru velkym

prislibem [9].

4.1.2.2 Moderni instrumentace v HPLC
Jak jiz bylo zminéno v predchozi kapitole, hlavnimi trendy v HPLC jsou zkracovdni doby

’v

analyzy, za (¢elem méreni velkych sekvenci vzorkid, zvy$ovdni separaéni Géinnosti pro
analyzu sloZitych smési a zvySovdni citlivosti pro monitoring nizkych koncentraci analyt.
Béhem nékolika poslednich let doslo k vyznamné inovaci instrumentace konvencnich HPLC
pFistrojl umozriujici rychlejsi analyzy s vy3si separaéni (¢innosti a s nizsimi limity detekce.
Aplikace téchto instrumentdlnich inovaci je Sirokd zejména v laboratorich s velkym poctem
vzorkl, kde je kladen diraz na krdtky &as analyzy. Své zastoupeni nachdzi v mnoha
bioanalytickych oborech jako jsou klinickd chemie, toxikologie, biochemie, forenzni

toxikologie, analyza Zivotniho prostredi atd.
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Také zvyseni separalni U¢innosti vedlo kvyuziti zejména v genomice, proteomice a
metabolomice, kde jsou analyzovdny velmi sloZité biologické smési, kde klasickd HPLC

selhdva [41].

41221 Trend HPLC vyuZivajici vysokych tlakd (UPLC, UHPLC, UFLC...)

UHPLC neznamend jen vylepseni instrumentace bézné HPLC ve smyslu zvySeni odolnosti

vy3$im tlakdm, ale také systém schopny pracovat s rychlymi analyzami (v ultra fast modu).

Dochdzi zde také k vyrazné redukci mimokolonovych objeml a ke sniZeni objemu ndstriku

vzorku. Maly primér analytickych kolon (1 - 2,1 mm i.d.) omezuje teplo vznikajici tFenim a

snizuje spotrrebu rozpoustédel.

Pro dosaZzeni vysokoUcinnych separaci by mély byt spinény ndsledujici kritéria

« sbér dat by mél byt rychlejsi nez u bézné HPLC, $ifka pikl je v UHPLC jen nékolik
sekund

« sampler musi byt schopen ndstfiku v cyklech krat$ich neZz 1 - 2 minuty, dileZitd je
variabilita objemu ndstfiku a moZnost tzv. zakoncentrovdni analytu (peak focusing
technique) pro zvyseni citlivosti u nizkych koncentraci

+  schopnost rychlé adaptace na zménu mobilni fdze (skokovy gradient)

UHPLC stanoveni v biologickych tekutindch

Pro stanoveni ldtek v biologickém materidlu touto metodou je dileZitd dprava vzorku pred
analyzou. Pro zlepSeni citlivosti a selektivity je Casto tato technika spojovdna s MS
detekci, zejména u nizkych koncentraci analytl ve vzorku. PFed analyzou je nutno dikladné
zvdZit zplsob pFipravy.

Nejéastéji je pouZivdna precipitace proteint, Fedéni, filtrace, extrakce na pevnou fdzi,

extrakce do kapaliny atd. [42].

41222 Vysokoteplotni kapalinovd chromatografie (High temperature liguid
chromatography - HTLC)
HTLC (T > 60°C) poskytuje také vysokou separalni Gc¢innost a krdtké Casy analyz. Béhem

HTLC dochdzi k snizeni viskozity mobilnich fdzi a tim ke snizeni zpétnych tlakd. Soudasné
se zvy3uje rychlost prenosu hmoty a G¢innost separace.
Vroce 2000 Yang a dalsi publikovali separaci péti alylfenold pfi 150°C ve 20 s (oproti

separaci za laboratorni teploty 20°C ve 20 min) [43].
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Navic zvysujici se teplotou dochdzi k poklesu relativni permitivity (dielektrické konstanty)
vody. Voda tedy miZe nahradit v mobilni fdzi nékterd organickd rozpoustédla, coZ je velkou
vyhodou pFi ochrané Zivotniho prostredi. PFikladem je separace steroidd s pouZitim vody
jako mobilni fdze (100%) pri 200°C béhem méné nez 30 s [44].

Navzdory viem vyhoddm HTLC, neni tato metodika rutinné prili§ vyuzivana [42]. Prvni
nevyhodou je nutnost pouziti staciondrnich fdzi odolnych vysokym teplotdm. Druhym
hlavnim problémem je stabilita analyzovanych latek ve vysokych teplotdch. Presto byla

publikovdna separace proteind pri 120°C bez jakychkoliv stabilitnich probléma. [45].

vyhody
Setrnd k Zivotnimu prostredi, pokles
spotreby organickych rozpoustédel se

nevyhody

stabilita latek a silikagelovych staciondrnich fazi

rozmanitost kolon s édsticemi mensimi nez
2 pm (vice nez 10 vyrobct), snadny prevod
metod mezi UHPLC a HTLC

HTLC Swauiich se teplotou zlepgent tvaru piku Jje limitovdna teplotou 100°C, nutno dalsi zarizeni

< y. y , ,V.P " P P (predehrivaci a chladici zafizeni a reguldtor

S bazickych lé¢iv a vétsich molekul o . P ol

k < o . wins - zpétného tlaku), Spatny prevod metod kvili

(peptid), moznost pouziti tohoto principu - s .. s X

Ll sy s axs . zméndm selektivity latek pri vysoké teploté

ve spojeni s UHPLC pro zvySeni (Cinnosti
. PRI ’ . idIni inst , vhodné

UHPLC vyznamné zkrdcent doby analyzy, velkd nutnost specialni instrumentace, vhodne pro 5

vysoké tlaky, rychly ndstrik, rychly sbér dat (vyssi
ceny), kvalitnéjsi rozpoustédla (vy3si ceny),
stlaéitelnost kapalin a vznik tfeciho tepla u

kapalin pfi tlacich 100 MPa

velmi nizké tlaky diky zvysené
propustnosti, kompatibilni s konvenénimi

HPLC systémy (levnéj&i), rizné velikosti
kolon (hapr. 2,1 mm i.d.)

na trhu jsou pouze endkapované fdze €8, C18 a Si,
nemozny primy prevod metod na HPLC (jiné
retenéni Casy), tlakovy limit 20 MPa,

limit pH 2 - 8

Fused-core
e

shizeni difdze velkych molekul do péra,
dokonalejsi tvar Edstic (h = 1,5) ve
srovndni s ostatnimi materidly (h = 2 -
2,5), kompatibilni s béZznymi HPLC systémy

vyrdbi se pouze fdze €8, C18 a HILIC,

retence a kapacita lehce niZsi (heporézni jadro),
niz&i odolnost tlakiim (60 MPa) a pH (2 - 9) ve
srovndni s UHPLC

(levné jsi)

Tab. 2 Porovndni vyhod a nevyhod vybranych novych trendt v kapalinové chromatografii [42, 46]

41223 Online 2D HPLC
Hleddni moZnosti zvydeni pikové kapacity chromatografické kolony a tim i poétu analytd,

které mohou byt separovdny v jediném ndstriku, vedlo ke vzniku vicerozmérné HPLC. Pri
klasické ,off line" HPLC se postupuje tak, Ze se sbird uréitd vybrand frakce ze
semipreparativni kolony, kterd se ndsledné analyzuje na druhé chromatografické koloné.
Vybrand frakce se vétsinou sbird do vialky a poté se nastfikuje nezdvisle na druhou
chromatografickou kolonu. Tento experiment vyZaduje dva nezdvislé chromatografické
systémy a pripadnd automatizace této metody vyZaduje velmi sloZité technické zarizeni.

Pri on line 2D chromatografii jsou primo spojené dvé nebo vice chromatografickych kolon
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pres prepinaci ventil v jediném chromatografickém systému. V idedlnim pripadé je snaha
sbirat veskery eluent z prvni kolony a nasttikovat jej na kolonu druhou. BohuZel v praxi se
na druhou kolonu nandsi pouze eluent obsahujici soluty, které nds zajimaji. Vicerozmérné
(multidimenziondlni, 2D) separacni techniky poskytuji dramatické zvySeni pikové kapacity a
celkovd pikovd kapacita je rovna pikové kapacité v obou systémech, coz vede k daleko

vyssimu rozliseni [47].

Deproteinizaéni a koncentraéni krok Eluce analytu na analytickou kolonu

analyticka kolona analytickd kolona

g [ - HE 1

e

preanalytickd kelona

pum, Pd

v preanalytickd kolena

Obr. 19 2D HPLC prepinaci ventil Krok 1 Obr. 20 2D HPLC prepinaci ventil Krok 2
NdstFik vzorku na preanalytickou kolonu, vymyti balasti Vymyti analytu na analytickou kolonu,
separace, detekce

41224 Pseudo 2D HPLC
Dvourozmérnd HPLC s jednou chromatografickou kolonu zjednodusuje koncept

vicerozmérné chromatografie zahrnujici ndsledné separace ve dvou rozdilnych mobilnich
fdzich. Jako priklad je moZné uvést pouziti konvencni reverzni fdze C18, kterd se pouzije
pro separaci habitych a neutrdlnich malych organickych molekul a peptidd. V prvnim médu
se pouzije gradient pH vodné mobilni fdze pro pozvolnou ionizaci nabitych organickych
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molekul. Ve druhém mddu se gradientem methanolu ve vodnych pufrovanych mobilnich
fdzich eluuji neutrdlni hydrofobni molekuly, které se dosud zadrZovaly na pocdtku
chromatografické kolony béhem prvniho kroku. Tento typ eluce je obvykle rizen pouze
zménou sloZeni mobilni fdze, protoZe staciondrni fdze zlstdvd stejnd pro kazdy separalni
krok. Tento typ separace neni pravda dvourozmérnd chromatografie, protoZze

vysokomolekuldrni Idtky nejsou separovdny [47].

41225 Moderni instrumentace - autosampler pro mikrotitracni desticky

Dal$i novinkou v HPLC instrumentaci, kterd umoZfiuje méreni velkych sérii vzorkd je
specidlni typ autosampleru pro mikrotitracni desti¢ky. Jedna mikrotitracni destic¢ka nabizi
96 pozic o objemu 120 pl. Vzorky jsou v sampleru uchovdvdny v chladu (termostat) a ve
tmé, kryty specidlni krytkou, &imZ je zabrdnéno rozkladu nebo zakoncentrovdni analyti.

Prikladem mdZe byt autosampler na mikrotitraéni desti¢ky Rack Changer (Shimadzu, Kyoto,
Japonsko), kde miZe byt umisténo ve &tyfech zdsuvkdch celkem 12 desti¢ek. Sampler

umoZznuje nastaveni teploty od 4 - 40°C.

r
L
geas

N ~
Obr. 22 Ukdzka autosamplerd pro mikrotitraéni desti¢ky Rack Changer (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)

41226 Detekce - vybrané nové detekcni systémy
Na detektor jsou kladeny urcité pozadavky:
* moZnost detekce viech pritomnych analytd (univerzdlnost)
« okamzitd a linedrni odezva detektoru v co nejsirsim koncentralnim rozmezi (Siroky
linedrné dynamicky rozsah)
« vysokad citlivost a nizkad droven sumu:
»  robustni viaéi zméndm tlaku, pritoku mobilni fdze a teploty

* mimokolonovy prispévek k rozsirovani elu¢nich zén co nejmensi

¢ moznost gradientové eluce
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4.1226.1 Hmotnostni spektrometrie (MS)
Vyuziti hmotnostni spektrometrie v diagnostice bioorganickych a biologickych molekul

znamenalo v posledni dobé obrovsky rozvoj této metody, patrné nejvétsi za celou dobu jeji
existence. Tato metoda vznikla pred vice nez sto lety jako fyzikdIni metoda a aZ do konce
padesdtych let byla vyuZivdna predevsim ve fyzikdlnich véddch, v chemii pak predevsim jako
analytickda metoda pri uréovadni slozeni plynnych smési. V poslednich zhruba dvaceti letech
umoZznil rozvoj pristrojii a vyvoj novych ionizaénich metod jeji mohutné rozsifeni do oblasti

biochemie, biologie a mediciny [48].

Hmothostni spektrometrie (MS) v bioanalyze

Hmotnostni spektrometrie je v soulasné dobé jednou ze Siroce rozsifenych metod
kvalitativni analyzy nezndmych molekul se zvld$tnim zretelem na identifikaci a
charakterizaci makromolekul biologické povahy. Tohoto faktu se vyuZivd v radé
bioanalytickych technik, zejména pak k identifikaci i sekvenaci a urceni molekulové
hmotnosti nezndmych proteind i peptidd. Existuje Fada MS technik, které se lisi typem
ionizace, hmotnostniho analyzdtoru ¢i detektoru. Nejcastéjsim uspordddnim zdroje iontu
vyuZivanym v biologii je zejména ionizace elektrosprejem (ESI) a ionizace laserem za
pritomnosti matrice (MALDI) v kombinaci s analyzdtorem doby letu (TOF). Tyto metody

jsou k biologickému vzorku $etrné a umoziiuji analyzovat az 300 kDa veliké proteiny. Casto

jsou kombinovdny s chromatografickym predéisténim vzorku, naptiklad pomoci HPLC [49].

Princip
Hmotnostni spektrometrie (MS) je analytickd metoda slouZici k prevedeni molekul na ionty,
rozligeni téchto iontl podle poméru hmotnosti a ndboje (m/z) a ndslednému zdznamu
relativnich intenzit jednotlivych iontd.
MS je mimorddné citlivd, destruktivni metoda s minimdlni spotfebou vzorku umozriujici
uréeni molekulové hmotnosti a dal3ich strukturnich informaci.
Hmotnostni spektrometr je iontové-optické zarizeni, které separuje ionty podle poméru
jejich m/z. MS je razena mezi spektrdini techniky, i kdyZ podle definice by tam patrit
neméla, protoze spektrdlni techniky méri rozdily energii mezi dvéma energetickymi stavy
molekuly a sleduji pravdépodobnost tohoto prechodu (I, UV, NMR, atd.) - mezi tyto
techniky je MS Fazena pro formdlni podobnost ziskanych zdznamt (hmotnostnich spekter)
s jinymi spektry, podobné instrumentdlni usporddadni i aplikacni vyuziti (strukturni analyza)
[501.
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4.1226.2 Tandemové techniky (Hyphenated technigues) HPLC-MS
Hlavni vyhodou tandemovych technik je moZnost v jedné analyze zdrover separovat i

identifikovat sloZitou smés latek. Dochdzi ke kombinaci vyhod obou spojovanych technik.
Alternativni zplsob spolivajici v izolaci Idtek po jejich chromatografické separaci a
ndsledném zméreni hmotnostnich spekter pro jednotlivé latky offline technikou je pracny,
¢asové ndrocny a pro slozité smési latek nebo latky ve stopové koncentraci ve smési nemusi

byt vibec proveditelny [51].

41226.3 CAD-Corona™ Charged Aerosol Detector
Tento detektor byl vyvinut pro univerzdini detekci ldtek bez chromoforu, fluoroforu

firmou Esa (Kalifornie, USA). Je to citlivy a univerzdlni detektor, ktery je kompatibilni s
gradientovou eluci.

CAD pracuje na principu detekce kladné nabitych Cdstic, které maji rozdilnou pohyblivost
(hmotnost). ObdrZeny signdl je zdvisly predeviim na velikosti Cdstic solutu a neni zdvisly
viceméné na fyzikdlné-chemickych vlastnostech solutu. Pri  vstupu eluentu z
chromatografické kolony do zmlZovaée dojde k jeho zmlZeni (vznik aerosolu) inertnim
plynem (dusikem). Zmlzeny eluent (aerosol) vstupuje do evaporaéni komirky, kde dojde
k odstranéni mobilni fdze (tvori vétsi a tézsi CdsteCky nez solut) a vytvoreni Cdstecek
méné tékavého solutu. Ve zmlZovali dochdzi ke kondenzaci eluentu, ktery je odvddén
odpadnim vyfukem ze zmlZzovace do odpadu. Aerosol solutu a zbytkd mobilni fdze proudi
susici trubici, kde dojde k dal$imu odstranéni zbytkl mobilni fdze, a aerosol poté prichdzi
do kolizni komdrky. V kolizni komirce je umisténa elektroda, na kterou se privddi vysoké
napéti (na elektrodé vznikd koronovy vyboj, odtud ndzev detektoru CORONA), a soucasné
je hndn do kolizni komtrky sekunddrni nosny plyn (dusik), ktery se na hrotu elektrody nabiji
kladné. Kladné nabity nosny plyn se misi (difizi) s aerosolem a preddvd molekuldm aerosolu
svij kladny ndboj. Takto kladné nabity aerosol je hndn pFes "negativni iontovou past"
(elektrické pole), ve které dojde k odstranéni (filtraci) nadbytku kladné nabitych dstic
lehéiho nosného plynu a mobilni fdze. Kladné nabité Cdstice solutu proudi do kolektoru,
kterému preddvaji svlj ndboj za vzniku proudu, ktery se méri citlivym elektrometrem.

Signdl je primo Umérny mnozstvi solutu [52].
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Obr. 23 Schéma detektoru CORONA [52]

Obr. 24 Sestava s detektorem Corona® CAD® (Esa - A Dionex, USA)
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412264 ELSD detektor - Odparovaci detektor rozptylu svétia -Evaporative Light
Scattering Detector (ELSD)

Evaporative Light Scattering HPLC Detector (ELSD) predevsim slouzi k detekci ldtek,
které ve své molekule neobsahuji zZadny chromofor nebo fluorofor. Jako priklad je mozné
uvést detekci fosfolipidli, mastnych kyselin, makromolekul, sacharidl, aminokyselin ELS
detektor je univerzdlni detektor, u néhoZz miZeme pouzit na rozdil od refraktometrického

detektoru gradientovou eluci.

ZMLZOVACI PLYN
* DETEKTOR

MOBILNI
FAZE

‘L ZDROJ SVETLA
ODTOK KAPALINY

Obr. 25 ELSD detektor [53]

Pri vstupu eluentu (mobilni fdze) do zmlZovaée dojde k jeho zmlZeni inertnim plynem
(dusikem o rychlosti 0,4 az 1,5 I/min). ZmlZeny eluent vstupuje do evaporaéni komtrky, kde
dojde k odpareni mobilni fdze a vytvoreni CdsteCek méné tékavého solutu. Ve zmlzovali
dochdzi ke kondenzaci eluentu, ktery je odvddén odpadnim vyfukem (obdobné jako v
technice LC-MS), napf. octan amonny, hydroxid amonny, kyselina mravenéi nebo octovd,
pentylamin. ZmlZeny eluent se solutem dopadd do evaporaéni komirky, ve které nesmi
dochdzet k rozptyleni solutu, aby byly eluujici piky ostré. V optické komirce dojde k
rozptylu svétla pochdzejictho ze zdroje zdreni na Cdsteckdch solutu a odezva

fotodetektoru je primo imérnd hmoté solutu prochdzejici optickym paprskem [54].

41226.5 Vyhody a nevyhody ELSD
Odezva detektoru odpovidd vdem pritomnym netékavym solutlim, jinak Fefeno, odezva

detektoru by méla byt dmérnd hmotnosti pritomnych solutl. Aby byl linedrni dynamicky
rozsah detektoru co nejvétsi, musi se velikost solvatovanych ¢dstecek roztoku kontrolovat

a méla by byt jednotnd (desolvatace). Velikost ¢dstecek solutu urluje, jak se dopadajici
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svétlo rozptyli. Tvorbu kapicek solutu v nebulizéru a jejich velikost v zdvislosti na sloZeni
mobilni fdze je moZné s urlitou mirou predikovat. Zdvisi na pratoku mobilni fdze, viskozité
a jeji hustoté. Rozptyl svétla se pak méri v takovém (hlu od excitujiciho paprsku, aby byly
co nejvice eliminovdny polarizacni efekty. Linearita detektoru zdvisi tudiz také na fyzikdlné
chemickych vlastnostech solutu. Obecné je linearita ELS detektoru daleko niZ3i nez
detektoru UV. ProtoZe musi byt mobilni fdze tékavéjsi nez soluty, coz vyplyva z principu
ELSD, jsou ha mobilni fdzi kladeny urlité limitujici pozadavky. PouZitd mobilni fdze
vyznamné ovliviiuje Sum detektoru. Proto je nutnd vysokd kvalita HPLC solventl, ale i
staciondrni fdze (vymyvdni - krvdceni - staciondrni fdze). Technika ELS je technikou
destruktivni, a proto musi byt detektor zarazen jako posledni detektor v sérii.

Prednostni detektoru je jeho univerzdlnost, slouzi predevsim k detekci ldtek, které ve své
molekule neobsahuji zddny chromofor nebo fluorofor. Je mozné pouzit gradientovou eluci,
ta je ale omezena tim, Ze zména sloZeni mobilni fdze ma vliv na velikost ¢dstecek solutu a

jejich odparovdni [54].

41227 Laborator na cipu (lab on chip)
V poslednim desetileti jsme svédky velkého pokroku na poli mikrofluidiky, miniaturizace a

integrace analytickych procest. Lze predpoklddat, Ze mikrofluidika bude hrdt dileZitou roli
pri vyvoji instrumentace pro hromadné analyzy. Hlavni prinosy spojené s miniaturizaci
spolivaji v rychlosti analyz, malé spotfebé vzorku a &inidel, integraci funkénich prvki a
moZznosti paralelnich analyz. Typické priklady vyuZiti miniaturizace a mikrofluidiky zahrnuji
vyvoj v oblastech mikrokolonové chromatografie (ULC), kapildrni elektrochromatografie
(CEC), kapildrni elektroforézy (CE), pfedkoncentraénich jednotek a mikroreaktort. Tyto
techniky |ze vyuZit napf. pro analyzy DNA, protein, peptidd nebo screening 1é€iv. Kli¢ovym
prvkem pro vyuziti mikrofabrikovanych zafizeni pro proteomiku je spojeni s hmotnostni
spektrometrii s ionizaci elektrosprejem (ESI-MS) nebo MALDI-MS (matrix assisted laser
desorption/ ionization mass spectrometry) [55].

Hlavnim cilem nové vyvinutych mikrochemickych systéml bylo uplatnéni v biochemii a
mediciné. Systémy jsou vyrobeny ze skla, silikonu, polymernich materidld, v nichZ jsou
kapalné vzorky transportovdny mikrokandly zrezervodri do reaktorl pomoci
elektrokinetickych, magnetickych nebo hydrodynamickych metod. Pro mérfeni produkti se

pouziva Skdla detekcnich zarizeni.
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Hlavnimi vyhodami jsou nizkd cena, samozrejmé nizké objemy rozpoustédel i vzorku (nl),

kratkd doba analyzy a Siroké uplatnéni v mnoha oborech.

vyhody nevyhody

maly objem vzorku a rozpoustédel novd technologie, ne je$té zcela tplné vyvinutd

rychld analyza fyzikdlni a chemické aspekty-kapildrni sily, povrchové napéti,
nizkd cena chemické interakce s vyrobnimi materidly Cipu

bezpelnéjsi analyzy nemoznost detekce nizkych koncentraci u uréitych typl
vy33i rozliSeni detektord (nizky pomér signdl/Sum)

Tab. 3 Porovndni vyhod a nevyhod laboratore na ipu [56]

Aplikace:
* genomika
» proteomika
+  studium cukrd
+  klinickd, biochemickd a chemickad diagnostika
* imunoassay

» separace bunék [56]

Obr. 26 Biolip pro detekci kr‘evnicl:skupin [57]

Velikosti kandlkd mikrofluidickych zafizeni se pohybuji vétSinou v rozsahu desitek
mikrometrl a celé mikrofluidické bloky dosahuji rozméri 5 - 100 cm?. Mikrofluidické &ipy
mohou byt vyrobeny z riiznych materidld, napf. ze skla, kfemene, kiFemiku nebo polymernich

v/

substrdtl. Kapildrni elektroforéza je nejéastéjsi separalni metodou vyuZivanou pro
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separace na mikrocipech. Souvisi to s jednoduchosti pripojeni elektrod separaéniho napéti
(narozdil od pripojeni chromatografické pumpy) a také se zdjmem o separace smési DNA
nebo proteind, které jsou vétSinou analyzovdny elektroforézou. Znaéné Usili je také
zaméieno na vyvoj pLC. U&innost LC pro separaci smési peptiddl a vy3si ddvkovaci kapacita
oproti elektroforéze vytvari predpoklad pro citlivé separace s mikroCipy. V nejjednodussim
uspordddni Ize plnit kandly mikrolipu béznymi staciondrnimi fdzemi. Novéjsi smér
predstavuji polymerni monolitické kolony, ve kterych je staciondrni pérovitd struktura
polymerovdna pFimo uvnitF separaéniho kandlku. Typické pritoky v mikrofluidickych
kandlcich jsou v rozsahu 10 - 300 nl/min. Tyto hodnoty jsou zdroven blizké optimdlnim
pratokdm pfi mikro/nano elektrosprejové ionizaci. Vhodnym uspordddnim vystupu kapaliny z
mikrofluidického bloku by tedy mélo byt umoznéno primé (on-line) spojeni s hmotnostnim
spektrometrem [55].

Vyvoj kombinace mikrofluidiky s hmotnostni spektrometrii zapoCal v poslednich nékolika
letech a Ize olekdvat podstatnd vylepseni jak v technologii pfipravy, tak v praktickych
ndvrzich a aplikacich. Zdjem o tuto problematiku Ize dokumentovat na vzristajicim poétu
publikaci, které se kaZzdorocné objevuji ve védecké literature [55].

Firma Agilent vyvinula HPLC na Cipu ve spojeni s MS detekci. Mikrocip je napojen ha nano
LC pumpy a prepinaci mikroventil (obsahujici stator a rotor), kterym lze regulovat ndstrik
vzorku a priitok mobilni fdze &ipem &i prepnuti do elektrického médu pro CEC. Cip obsahuje
systém kolon (viz Obr. 28), vstupy pro elektrické napéti dilezité pro elektrosprej, ktery je
na konci Cipu ve spojeni s MS detektorem (analyzdtor doby letu TOF). Jednou z vyhod
oproti klasické nanoLC je malé mnoZzstvi spoji, a tim nizké procento (niku vzorku nebo

mobilni fdze mino LC systém.

Roversed phase celumn 2

Inert Integrated Integrated Integrated  Built-in
polyimide Sprayer-tip E‘:::.I: E::il:]:m“ Microfilter Amlrli:nl ealaran
Obr. 27 Zapojeni nano-LC kolon Obr. 28 Schéma mikroCipu firmy Agilent [58]

v mikroCipu firmy Agilent [58]
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4.2 Validace HPLC metod v bioanalyze

Validace analytické metody je série experimentd, kterymi lze zjistit nejdileZité;jsi

charakteristiky metody, potvrdi, Ze ddvd reprodukovatelné a spolehlivé vysledky a je

vhodnd pro zamyslené pouziti. Cilem validace je vySetrit praktické hranice, ve kterych je

zkudebni postup pouZitelny, a zjistit, zda pFi opakovaném pouZiti v jedné nebo riznych

laboratorich metoda ddvala stdle stejné spolehlivé vysledky [59].

Platné normy pro validaci v klinickych laboratorich:

Cesky Iékopis 2009 [60]

Evropsky lékopis - (European Pharmacopoeia) [61]

Americky lékopis (USPh) [62]

FDA guidelines (Food and Drug Administration) [63]

Véstnik SUKL 1/1994 - novelizace nebyla provedena, v daldich dokumentech je
uvedena norma ICH [59]

Validace analytickych metod v klinickych laboratorich: doporu¢eni vyboru Ceské
spolecnosti klinické biochemie [64]

Internation conference on harmonization of technical requirements for
registration of pharmaceuticals for human use, ICH Harmonised Tripartite
guidline, Text on validation of analytical procedures Q2A [65]

Internation conference on harmonization of technical requirements for
registration of pharmaceuticals for human use, ICH Harmonised Tripartite
guidline. Validation and analytical procedures: methodology Q2B [66]

publikace: A practical GuidetoAnalytical Method Validation [67]

publikace: Validationof HPLC methods for pharmaceutical [68]

prirucka: Holik M. Priru¢ka validace analytickych metod, Masarykova univerzita
[69]

standardni operaéni postup laboratore (SOP)

Analytical detection limit guidance & Laboratory Guide for Determining Method
Detection Limits. Wisconsin Department of Natural Resources, Laboratory

Certification Program [70]
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4.2.1 Druhy validaci

Validace metody v rdmci jedné laboratore se nazyvad interni (vnitfni) validace a podle Géelu

ta mbZe byt validace prizkumovd, plnd atd. Interni validace, jejimZ cilem je na omezeném
poctu vzorkl stanovit, zda je zvolend analytickd metoda vhodnd pro plnou validaci, se

nazyvd priizkumovd validace. Zaméfuje se na vyhodnoceni delikdtnich validaénich parametri

jako jsou selektivita a robustnost a na stanoveni opakovatelnosti na omezeném poctu
vzorkd. Po prokdzdni vhodnosti priizkumové validace ndsleduje pind validace, jejimZ cilem je
demonstrovat vhodnost metody k zamyslenému pouZiti vyhodnocenim viech pozadovanych
validaénich parametrd. PFi zavedeni publikované validované analytické metody resp.

validované metody v jiné laboratori se pouZivd tzv. validace pri prevodu metody a obvykle

zahrnuje stanoveni sprdvnosti laboratore a opakovatelnosti. K ovéreni platnosti drive plné
zvalidované metody se pouZivd kontrola zplsobilosti metody a zahrnuje pouze kontrolu
kalibracni primky (linearita a citlivost). Existuji-li jiz dFive nhamérend data, kterd byla

namérena za stejnych podminek, miiZe se pouZit tzv. retrospektivni validace, kterd umozni

vyhodnotit jeden z nejdileZitéjSich validacnich parametrli - opakovatelnost. Externi

(vnéj$i) validace zahrnuje interni validaci spoleéné s validaci metody srovndnim vysledk

metody z vice laboratofi (mezilaboratorni porovndvaci zkousky) a zahrnuje vypocet

reprodukovatelnosti metody [71].

Validace a ndsledné validaéni protokol, by mély mit Fi édsti:
1. Podrobné vypracovany analyticky postup
+  priprava vzorku a standardt
* vyrobce, typ a kvalita analytického zarizeni (autosampler...)
+ pouzity materidl (kolona, tenkd vrstva, mobilni fdze...) a jeho pripadné
dpravy (aktivovdni, kondicionovant)
+  zplsob a postup vneseni vzorku a standardi
+ postup analyzy (femperovdni, gradient, derivatizace)
+  postup vyhodnocovdni véetné pouZitych vypoletnich vzorct
Nékdy se tato stat’ validacniho protokolu nahrazuje odkazem na normu nebo jiny
publikovany ndvod. V zdsadé by viak mél validalni protokol tvorit jeden samotny celek, a

proto je vhodné v ném analyticky postup uvést.
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2. Test vhodnosti pouzité metody, system suitability test, t.j. ¢iselné prokdzdni toho,

Ze byl navrzeny analyticky postup zvolen spravné. U chromatografickych metod se

doporuéuje provést alespofi nékteré z téchto testi.

délici dcinnost systému (polet teoretickych pater pro kolonovou
chromatografii, retenéni faktor pro TLC)

asymetrie piku

rozliSeni piku

Cistota pikll (peak purity test) nebo identita

opakovatelnost analyzy (instrument precision)

stabilita vzorku a standardi

3. Vlastni validace analytické metody, t.j. Ciselné prokdzdni toho, Ze vysledky ziskané

touto metodou jsou sprdvné, presné a reprodukovatelné. Z toho vyplyvaji i

odpovidajici testy.

presnost (precision)

sprdvnost (accuracy)

linearita (v pripadé TLC tvar zdvislosti)
robustnost (ruggedness)

selektivita (u hlavni latky)

detekéni a kvantifikaéni limit

KaZzdy test by mél byt v protokolu ukoncen definovanym poZadavkem na jeho Uspésnost a

zhodnocenim, zda byl pozadavek splnén nebo ne. Nesplnéni pozadavku heznamend

automaticky zamitnuti metody, ale treba jen Ze stanoveni jisté vedlejsi ldtky je méné

presné neZ jiné, u testu linearity se uvddi vice poZadavkd a nékteré mohou byt spinény a

jiné ne (napf. jeden rezidudl miiZze byt vétsi nez 2) [69].

Podle FDA je SST tvoren ndsledujicimi parametry:

 kapacitni faktor - definujici retenci latky vzhledem k mrtvému objemu to,

k = (TR-TQ)/TO k > 2

+ presnost/opakovatelnost ndstriku

e relativni retence

« symetrie piku

« (¢innost chromatografického systému
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SST dle Ceského lékopisu 2009 [60]

Pro hodnoceni Gcinnosti kolony se pouZzivaji ndsledujici parametry: zddnlivd d¢innost,

hmotnostni distribu¢ni pomér, rozliSeni, relativni retence a faktor symetrie.

Pokud neni v Iékopisném ¢&ldnku uvedeno jinak, musi se splnit ndsledujici poZadavky:

Faktor symetrie hlavniho piku ma byt mezi 0,8 - 1,5. Tento poZadavek je obecné
pouzitelny u zkousky na Cistotu nebo na stanoveni obsahu popsané v Iékopisnych
¢lancich.

Maximdlni dovolend relativni smérodatnd odchylka ploch hlavniho piku pro
opakované ndstriky predepsaného porovndvaciho roztoku neprevysuje hodnoty
uvedené v tabulce 8. Tento poZzadavek je pouZitelny pouze pro stanoveni obsahu a
nepouzivd se ve zkousce na pribuzné Idtky.

Mez detekce piku (odpovidajici pomér signdlu kSumu = 3) je pod limitem
zanedbatelnosti u zkousky na pribuzné Idtky.

Mez stanovitelnosti piku (odpovidajici poméru signdlu k Sumu = 10) je nejvyse rovna

limitu zanedbatelnosti u zkousky na pribuzné ldtky.

Véstnik SUKL 1/1994 [59]

Véstnik SUKL pozaduje pro validaci ndsledujici parametry:

presnost(opakovatelnost, reprodukovatelnost)
linearita, rozsah

spravnost

detekéni a kvantitativni limit

selektivita

robustnost
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4.2.2 Jednotlivé validacni parametry

4.2.21 U&innost chromatografického systému

PoCet teoretickych pater (N) uddvd G¢innost chromatografického systému

¢L 2009 FDA SUKL ICH - USPh Holik
vzorec 5,54 (Ta/Wh)? 16 (Te/W)? nezabyvd se 16 (To/W)? 16 (To/W)?
N > viz jednotlivé N > viz jednotlivé
Iékopisné &ldnky Iékopisné &ldnky

Tab. 4 U&innost chromatografického systému dle jednotlivych norem

poZadavek N> 2000 nezabyvd se N> 300

W,, - Sifka piku v poloviné jeho vysky (min)
W - Sirka piku na zdkladné (min)

Tr - retenéni &as (min)

Dle Johna W. Dolana [72] by mél byt pocCet teoretickych pater u kolon o rozmérech 150 x
4,6 mm o velikosti ¢dstic 5 pm mezi 12 000 - 15 000. U kolony stejnych rozmérd o velikosti
&dstic 3 pm by mél dosahovat 13000 - 16 000. U redinych vzorkd by mél pocet

teoretickych pater dosahovat 10 000 a vice.

K porovndni kolon razné délky se pouZivd tzv. vyskovy ekvivalent teoretického patra HEPT

(high equivalent to a theoretical plate),

HEPT = L/N

kde N je polet teoretickych pater a L je délka kolony (um)

Casto je také uvddén pro porovndni prrepoéet N na délku kolony v metrech p¥. 180 000/m

4.2.2.2 Faktor symetrie (As)/asymetrie chromatografického piku (T)

¢éL 2009 FDA SUKL ICH - USPh Holik
vzorec Wo0s/2d Wo,0s/2f nezabyvd se A+B/2A Woos/2f
poZadavek As=1,0 idedlni T=¢2 nezabyvd se T =1,0 idedlni T<1.2

Tab. 5 Faktor symetrie dle jednotlivych norem

Wo 05 - 8ifka piku v jedné dvacetiné jeho vysky
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d - vzddlenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku a vzestupnou &dsti piku v jedné
dvacetiné jeho vysky

A, f - mensi ¢dst UseCky, kterd vznikne protnutim ramen piku a je rozdélena kolmici
spusténou z vrcholu na dvé ¢dsti

B - delsi édst Uselky, kterd vznikne protnutim ramen piku a je rozdélena kolmici spusténou

z vrcholu na dvé &dsti

4.2.2.3 Rozliseni chromatografickych pikd (R)

¢L 2010 FDA SUKL ICH - USPh Holik
1,18 (Trz - Tr1)/ 1,18 (Trz - Tr1)/ .. (Trz - Tr1)/ 2(Trz - Tre)/
vzorec Wit Wi 0,5(WW)) nezabyva se W/2+W,/2 W W,
y - . . dle Iékopisného .
pozadavek Rij>15 Rij>2 nezabyvd se &ldnku Rij>15

Tab. 6 RozliSeni chromatografickych piki dle jednotlivych norem

Tre> Tri

Trz, Tr1 - retenéni Casy nebo vzddlenosti podél zdkladni linie od bodu ndstriku ke kolmicim
spuéténym z vrcholl dvou sousednich piki

Whi, Wi - $iFky pikd v poloviéni vysce

Wi, W; - Gsek na zdkladni linii (§i*ka piku na zdkladné)

4.2.2.4 Retencni Cas a retencni pomér
Méreni retence v eluéni chromatografii se miZe vyjddrit retenénim Casem (Tg) pFimo
definovanym polohou vrcholu piku na chromatogramu. Z retenéniho ¢asu se mize vypoéitat

retencni objem (Vi) podle vzorce:

VR=TR.V

v - pritokovd rychlost mobilni fdze [59]

4.2.25 Hmotnostni distribu¢ni pomér
Hmotnostni distribuéni pomér (Dn - zndmy jako kapacitni faktor k) je definovdn jako:

mnozstvi rozpusténé latky ve staciondrni fdzi / mnozstvi rozpusténé latky v mobilni fdzi
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Dm = Kc . Vs/VM

K¢ - rovnovdzny distribuéni koeficient (distribuéni konstanta)
Vs - objem staciondrni fdze
Vi - objem mobilni fdze

Hmotnostni distribuéni pomér slozky se miZe uréit z chromatogramu s pouZitim vzorce:
D= (Tr- Tw)/Tu

Tk - retenci ¢as nebo objem

Tm - mrtvy Cas nebo objem

4.2.2.6 Relativni retence (retencni pomér)

Relativni retence se vypocitd podle vzorce [59]:

r=(Tre = Tm)/(Tr1 - Tw)
v némz znaci:
Trz - retencni Cas sledovaného piku
Tri - retencni as referencniho piku (obvykle pik odpovidajici zkousené ldtce)
Tm - mrtvy as nebo vzddlenost podél zdkladni linie od bodu ndstriku ke kolmici spusténé z

vrcholu piku odpovidajiciho nezadrZované sloZce

4227 Cistota piku (peak purity test)
Na zaldtku, uprostied a na konci piku analyzované latky se zméri pomoci DAD UV spektra.

PoZadavek je, aby vSechna tri spektra byla identickd v ramci mozné chyby méreni [64].

4.2.2.8 Presnost
Dle Véstniku SUKL [59]: je piresnost analytické metody mirou shody mezi jednotlivymi

vysledky metody opakované provdadéné s homogennim vzorkem. Podle podminek opakovdni se
rozliuje opakovatelnost a reprodukovatelnost. Pri stanoveni opakovatelhosti se metoda

provddi jednim analytikem na tomtéz pristroji se stejnymi Cinidly na jednhom
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zhomogenizovaném vzorku. Jde tedy o presnost uvnitit laboratore. Pri stanoveni
reprodukovatelnosti se metoda provddi na jednom zhomogenizovaném vzorku, ale v riznych
laboratofich, rlznymi analytiky, s riznymi Einidly i pristroji. V tomto pFipadé jde o
presnost pri prenosu metody z jedné laboratore do druhé [59].

Presnost se vyjadri jako relativni smérodatnd odchylka a stanovi se minimdlné ze 6
nezdvislych analyz zhomogenizovaného vzorku provedenych kompletnim postupem pocinaje
pripravou vzorku. Nestaci proto jen napr. 6 x nastriknout do chromatografu jeden roztok,
ale je nutné pripravit kompletnim postupem 6 roztoké vzorku. SUKL pozaduje jen doloZzent
opakovatelnosti metody tedy presnost metody pri provedeni jednim analytikem na jednom

pristroji se stejnymi Cinidly.

FDA uvddi presnost jako opakovatelnost a reprodukovatelnost.

Opakovatelnost se déli na opakovatelnost ndstriku a opakovatelnost analyzy.

Opakovatelnost ndstfiku je hodnocena jako relativni smérodatnd odchylka 10 ndstrikd
stejného vzorku.

Opakovatelnost analyzy je definovdna jako analyza vzorkd jednim analytikem se stejnymi
ginidly, pFistroji a ve stejné laboratori. Casto je v praxi kombinovdna se sprdvnosti metody
jako jedna studie. Opakovatelnost analyzy se stanovi zmérenim minimdlné péti vzorkid na

kazdé ze tFi koncentraénich drovni.

Reprodukovatelnost (intermediate precision) byla drive soucdsti robustnosti. Metoda by

meéla vykazovat stejné vysledky homogenniho vzorku, nezdvisle na Case, pristroji a osobé,
kterd analyzu provadi.

V USPh je reprodukovatelnost oznalena jako rigidita [62].

Presnost dle €L 2009

Jednotlivé Edsti pouZitého zarizeni se musi kvalifikovat a musi byt schopné dosdhnout
presnosti pozadované pro provedeni zkousky nebo stanoveni obsahu.

Maximdlni dovolend relativni smérodatnd odchylka ploch hlavniho piku pro opakované
nastriky predepsaného porovndvaciho roztoku neprevysuje hodnoty uvedené v tabulce 8.
Tento pozadavek je pouzitelny pouze pro stanoveni obsahu a nepouZivd se ve zkousce na

pribuzné latky.
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CL 2009 FDA SUKL | ICH-USPh Holik
RSD = horni limit
opakovatelnhost obsahu v jednotlivych o SD <« 1%,
P otk lékopisn)’;lch flincien | RSD<l%n=5 | e ne n=7-10
-100%,n=3-6
CV < 15% n = 5/3 5D« 1%, n =10
opakovatelnost drovné RSD n=3/3 pro hlaov ni ldtku
analyzy ne CV < 20% pro n=6 Urovné SD <5 /o’.vr} =,1o
LLOQ pro vedlejsi latky
(0,1-1,0%),
CV<15%n=5/3
reprodukovatelnost ne rovng ano ano zatim se béané
CV < 20% pro neprovddi
LLOQ
Tab. 7 Presnost dle jednotlivych norem
polet jednotlivych ndstFikl
B (%) 3 | 4 | 5 | 6
maximdlni dovolend relativni smérodatnd odchylka (RSD %)
2,0 0,41 0,59 0,73 0,85
2,5 052 0,74 0,92 1,06
3,0 0,62 0,89 1,10 1,27

B-horni limit obsahu uvedeny v jednotlivych Iékopisnych &ldncich minus 100%
Tab. 8 Pozadavky na opakovatelnost dle ¢L2009 [60]

4229 Stabilita

Stabilita ldtek v biologickém materidlu je ovlivnéna skladovacimi podminkami, chemickymi
vlasthostmi analytu, matrice a skladovaci nddoby. Stabilita provedend na jedné matrici by
neméla byt extrapolovdna na matrice jiné. Stabilitni studie by méla zahrnovat ovéreni
stability vzorku béhem odbéru, pred pripravou a skladovdnim. Stabilitu lze rozdélit na tzv.
dlouhodobou a krdtkodobou. Experimenty by mély postihnout cely proces od prijmu aZ po
skladovadni vzorku (napf. vliv opétovného zmrazovdni a rozmrazovdni vzorku). Zdsobni
roztoky standardnich ldatek by mély byt pripraveny ve vhodnych rozpoustédlech

v odpovidajicich koncentracich.

58



4.2.2.9.1 Vliv opétovného zmrazovani a rozmrazovani na stabilitu analytu (Freeze
and Thaw Stability)

Stabilita analytu by méla byt stanovena po trech rozmrazovacich cyklech ve dvou
koncentraénich drovnich (nizké a vysoké, n = 3). Alikvoty by mély byt skladovdny 24 hodin
pri predpokliddané skladovaci teploté, pak rozmrazeny pri 25°C a ndsledné opét zamrazeny
na 12 - 24 hodin za stejnych podminek. Tento proces se opakuje trikrdt (ve tretim cyklu

jsou vzorky analyzovdny).

42292 Krdtkodobd stabilita

Tri alikvoty obou koncentracnich drovni (vysokd a nizkd) se rozmrazi pri 25°C a ponechaji 4

- 24 hodin (vzhledem k o¢ekdvané dobé zpracovani vzorku ve studii pri této teploté).

4.2.2.9.3 Dlouhodobd stabilita
Skladovaci doba pro dlouhodobou stabilitni studii by méla byt delsi nez doba od odbéru

vzorku pres jeho zpracovdni az po analyzu. Opét se skladuji tFi alikvoty od kazdé
koncentrace (nizka a vysokd) za predpoklddanych podminek v dostateéném mnozstvi pro tFi
prileZitostnd méreni. Koncentrace latek by méla byt srovndvdna s koncentraci v prvni den

dlouhodobé stabilitni studie.

4.2.2.9.4 Stabilita zdsobnich roztokd - Stock Solution Stability

Stabilita zdsobnich roztokl a roztoku interniho standardu by méla byt stanovena pFi
pokojové teploté 25°C po Sesti hodindch, paklize jsou roztoky skladovdny pri nizsi teploté,

meéla by byt stabilita dokumentovdna i pfi téchto podminkdch.

4.2.2.9.5 Post-preparativni stabilita

Jednd se o stabilitu vzorkl, které byly jiZ zpracovdny, a zahrnuje dobu, kterou vzorek
strdvi v autosampleru pred analyzou. Do této studie je zahrnuta také stabilita vnitfniho
standardu, kterd se porovnd s Cerstvé pripravenym roztokem vnitfniho standardu
v kalibragni drovni.

Vysledky stabilitni studie a jejich statistické zpracovani by mély byt souldsti standardniho

operacniho postupu [63].
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42296 Stabilita standardd a vzorkd

V této stabilitni studii se testuje, zda je analyzovany vzorek dostatecné teplotné stabilni a
zda je jeho teplotni stabilita srovnatelnd se standardem. Pripravi se roztoky standardu a
vzorku a rozdéli se na dvé Cdsti, které se uchovdvaji étyri dny pri teploté 2 - 8°C a pri
teploté mistnosti. Plochy pikd takto skladovanych roztoki se srovndvaji kazdy den
s plochami piki ziskanych od Eerstvé pripravenych roztokid [69].

Stabilita St (%) se vypocte podle vzorce:

St= 100(A - AT)/A

At je primér dvou méreni ploch piku u roztoku skladovaného
A je primér dvou méFeni ploch piku u roztoku éerstvé pripraveného

PoZadavek je St < 1%.

4.2.2.10 Spravnost stanoveni (accuracy)

Tento test charakterizuje tésnost shody mezi vysledkem analyzy C; a prijatou referenéni
hodnotou Co. Touto referenéni hodnotou miize byt skute¢ny zndmy obsah latky nebo obsah
zjistény jinou nezdvislou metodou, jejiz sprdvnost je zarucena.

V pfipadé, Ze se stanovovand ldtka nachdzi v matrici, kterd mize pri méfeni interferovat,
testuje se sprdvnost metody pomoci standardniho pridavku Gcinné latky a to bud’
k samotné matrici, nebo k analyzovanému pripravku. Jeji koncentrace je Co, koncentrace

stanovend u modelového vzorku je Ci [69].

R,‘ (o/o) =100 Ci/CO

Dle Véstniku SUKL: Pokud se analyzuje modelovy vzorek, priddvd se standardni ldtka
vmnozstvi menSim i vétsim, nez je deklarovany obsah. Nékteré postupy uvddéji 10%
hladinu, jiné 50%. SUKL pozaduje jen jednu hladinu, tedy stanoveni minimding Zesti riznych
modelovych vzorki s priblizné 100% obsahem stanovené latky. PFi priddni standardni ldtky

ke vzorku se priddvd méné nez 100%, aby se vysledek nedostal mimo kalibracni krivku [59].
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CL 2009 FDA SUKL ICH - USPh Holik
Ri (%) = 100 oy

vzorec Ri (%) =100 Ci/Co Ri (%) =100 Ci/Co Ri (%) =100 Ci/Co Ci/Co Ri ( A,) = 100

, v C;/Co

n=9/3 Urovné

.uvederlo’ <15% n=5/3 .uvederlo’ St< 1’/0 hlavni

ovadavek v jednotlivych lrovné ne v jednotlivych latka

P Iékopishych < 20% pro LLOQ Iékopishych St<5%

Eldncich £cunPp Eldncich vedlejsi ldtka

Tab. 9 Sprdvnost dle jednotlivych norem

St= J (Z(R.-IOO)Z/n)
St - chyba méreni
Ri (RSD) - relativni smérodatnd odchylka

.

n - poCet méreni

4.2.2.11 Linearita

Linearita je schopnost metody poskytovat v definovaném intervalu vysledky (mérné
koncentraci analyzované latky [69].

Kalibraéni krivka by méla byt vypolitdna pro kazdy analyt ve vzorku. Méla by byt
provedena ve stejné biologické matrici jako vzorek pomoci standardniho pridavku do
vzorku. Koncentralni Urovné by mély byt stanoveny podle olekdvanych koncentraci ve
studii. Kalibraéni krivka by se méla sklddat z blanku (vzorek matrice bez vnitfniho
standardu), z nulového vzorku (vzorek matrice + vnitfni standard) a z $esti nebo osmi
nenulovych vzorki v oéekdvané koncentraéni trovni obsahujici LOQ [63].

Definice linearity dle USPh: Linearita analytické metody je jeji schopnost vyvolat vysledky,
které jsou primo nebo dobre definovatelnymi matematickymi transformacemi Umérné
koncentraci analytu ve vzorku v daném rozsahu [62].

Linearita je chdpdna jako primkovd zdvislost mezi dvéma ndhodnymi proménnymi, tj.
odezvou instrumentace (analytickym signdlem) a koncentraci analytu. Tésnost vzdjemné
zdvislosti dvou ndhodnych proménnych charakterizuje korelacni koeficient (r). Pri linedrni
zdvislosti nabyvd hodnoty + 1 a ¢im vice se blizi jedné, tim je zdvislost obou proménnych

tésnsjsi [73].

61




CL 2009 FDA SUKL ICH-USPh Holik
uvedeno 6-8 5 5 5
v jednotlivych koncentracnich 4 - koncentraénich
vzorec 0, L ., | koncentracnich | koncentranich L,
Iékopisnych Urovni+blank+nulovy drovni drovni Urovni
éldncich (n = 4) vzorek (n = 3/level)
. uvedeho' . linearita v 50 - . uvedeho' +/-50%
. v jednotlivych korelagni o x vso | Vjednotlivych « e,
poZadavek 0, . 150% ocekavané 0, ocekdvané
Iékopisnych koeficient > 0,999 Iékopisnych
w1s . koncentrace Cis . koncentrace
¢lancich ¢lancich

Tab. 10 Linearita dle jednotlivych norem

4.2.2.12 Robustnost

Robustnost je mira schopnosti metody ddvat sprdvné a presné vysledky i pri mensich
zméndch pracovnich podminek, ke kterym nutné dochdzi pri provddéni metody v jiné
laboratofi, i kdyZ popsany postup zlstdvd zachovdn. Znamend miru vlivu proménnych
podminek pri provedeni metody na jeji vysledky. SUKL nepoZaduje &iselné dolozeni, ale je
velmi uziteéné uvést v dokumentaci poznatky zvyvoje metody, které mohou ovlivnit
vysledky, napf. vliv pH a teploty, stability vzorku v roztoku, vliv riznych Sarzi &inidel,
rdmec zmén eluentu apod. [59].

Analytickd metoda je robustni, jestlize prresnost stanoveni neni ovlivnéna malymi zménami
pracovnich podminek. K tomuto testu se pripravi jeden vzorek standardu analyzované latky,
8 x se nastrikne a zméFi se odpovidajici plochy pikd Ai. PFed kazdym ndstfikem se zméni
pracovni podminky. V tomto experimentu se méni 5 pracovnich podminek (proménnych) na
dvou drovnich - spodni a horni. Proménné si zvoli analytik tak, aby predstavovaly rediné
mozné odchylky doll a nahoru od optimdlnich podminek [69].

ICH zarazuje robustnost jako soucdst validaéniho protokolu [65].

4.2.2.13 Selektivita

Selektivita je schopnost metody zmérit sprdvné a specificky stanovovanou Idtku
v pritomnosti jinych ldtek. To mohou byt dalsi GCinné latky, pomocné latky, nelistoty,
zbytkovd rozpoustédla, rozkladné produkty nebo nezndmé ldtky. Je nutné doloZit, Ze
metoda je dostatedné selektivni pro dané pouziti. Selektivita se vyjadruje jako rozdil mezi
vysledky analyzy vzorku bez nelistot a vzorku s pridanymi rozkladnymi produkty,
necistotami atd. [59].

USPh a ICH uvddi pro toto stanoveni pojem specifita.
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FDA uvddi selektivitu pro stanoveni v biologickém materidlu jako schopnost kvantifikovat
analyt v pritomnosti daldich komponent vzorku. Pro zjisténi selektivity je nutno zmérit
blankovy vzorek prisluiné biologické matrice nejméné na Sesti riznych vzorcich (hapf.
vzorky od Sesti rdznych osob). KaZzdy blank musi byt testovdn na pFitomnost moZnych
interferenci (rozkladné produkty, metabolity, sloZzky matrice...). Selektivita musi byt

stanovena i v limitu kvantifikace [63].

4.2.2.14 Detekéni a kvantifikaéni limit

LOD (limit of detection) - detekéni limit je nejniZ$i detekovatelnd koncentrace ldtky
nestanovované kvantitativné za definovanych experimentdlnich podminek.

LOQ (limit of quantification) - kvantitativni limit je nejniZsi koncentrace latky stanovitelnd

s prijatelnou presnosti a sprdvnosti [69].

Stanovenim detekéniho a kvantifikaéniho limitu se podrobnéji zabyvd norma .Analytical
detection guidelance and laboratory guide for determining method detection limits". Limit
detekce a kvantifikace pro biologicky materidl je politdn jako pomér signdlu k Sumu vétsi

nez 5 a v pripadé LOQ vétsi nez 10 [70].

CL 2009 FDA sUKL ICH-USPh Holik
5 x vétsi odezva nez blank - LLOQ
LOQ S/N PFesnost 20%, sprdvnost 80 - 120%
LOD S/N 3 x S/N 3x Sn S/N=2:1 3 x Sn
Tab. 11 Detekéni a kvantifikaéni limit dle jednotlivych norem

5 x Sn S/N=10:1 5 x Sn

Sn - smérodatnd odchylka odezvy slepého pokusu - Sumu

S/N - pomér signdlu k Sumu
Podle CL 2009 se pomér signdlu k umu vypoitd jako:
S/N = 2H/h
H - vyska piku odpovidajici dané sloZzce na chromatogramu predepsaného porovndvaciho

roztoku mérend od vrcholu piku k extrapolované zdkladni linii signdlu, ktery se sleduje na

vzddlenosti rovné dvacetindsobku $irky piku v poloviné jeho vysky.
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h - rozpéti Sumu pozadi na chromatogramu ziskaného pri slepé zkousce a zaznamendvaného
na vzddlenosti rovné dvacetindsobku Sirky piku v poloviné jeho vysky na chromatogramu a to

pokud moZzno rovnomérné na obé strany od mista, kde by se mél pik nachdzet [59].
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® m e o
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Obr. 29 Jednotlivé parametry pro vypolet poméru signdlu k Sumu dle PhEU [74]

Pro validaci analytické metody je vidy urien odpovédny pracovnik - analytik, ktery také
sepise validaéni protokol. PFi sepisovani validaéniho protokolu je treba brdt ohled na to, aby
jeho jednotlivé listy nebyly zaménitelné. Tzn. je treba oznalit jednotlivy list néjakym
kédem. Celkové provedeni validace kontroluje a vypoCty v protokolu ovéruje jiny pracovnik,

zpravidla vedouci oddéleni, oba pak také protokol podepisi [64].

64



4.3 Preanalytickd cast

4.3.1 Vliv preanalytické faze na vysledek analyzy

vs v oz

Cas vlastni analyzy tvori jen mendi &dst zdoby, kterd musi ubéhnout od ordinace,
laboratorniho vySetfeni aZz po okamzik, kdy oSetfujici |ékarr dostane jeho vysledek.
Laboratorni vySetreni kromé analyzy zahrnuje pripravu pacienta, vlastni odbér, zasldni
odebraného materidlu do laboratore a pripravné prdce, event. skladovani pred analyzou v
laboratori - tedy obdobi preanalytické. Konecnou podobu véetné prenosu k ordinujicimu

|ékari dostdvad vysledek v obdobi postanalytickém.

Preanalyticka

PI‘CGI]G'}"ICI‘.{J
(mimo laborator)

Postanalyticka

Analyticka

Obr. 30 Jednotlivé fdze laboratorniho vySetieni podle Easové ndroénosti (priimérné hodnoty)

Zdaleka nejdileZitéjéi z hlediska moZného ovlivnéni vysledku je obdobi preanalytické. Uvddi
se, Ze nerespektovdni preanalytickych vlivi zplsobuje chybny vysledek nebo jeho
nesprdvné hodnoceni ¢astéji nez analytickd chyba. V preanalytickém obdobi mohou vysledek
ovlivnit ndsledujici faktory:

* o0soba pacienta

« odbér vzorku

* transport vzorku

« uchovdvani vzorku pred analyzou

« priprava vzorku ke zpracovani [75]
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4.3.11 Osoba pacienta

4.3.1.1.1 Neovlivnitelné faktory

Pohlavi
« Cerveny krevni obraz
Rasa, etnicka a socidlni skupina obyvatel
« odlisnd frekvence nékterych chorob
niz8i hladiny granulocytl u prislusniku negroidni rasy
 vliv stravovacich ndvyki etnickych skupin
+ frekvence uréitych genii
vek
+ odlidnost mnoha parametri v détském a dospélém véku (pozitivni dusikovd bilance u
rostouciho organismu, vyssi aktivita kyselé fosfatdzy....)
Cyklické zmény
 diurndIni rytmus u kortizolu
«  mésiéni rytmus pohlavnich hormond
Gravidita
« v krvi bilkoviny produkované trofoblastem nebo orgdny plodu
« vzestup cholesterolu v poslednim trimestru
« pokles koncentrace kreatininu i mocoviny v séru (hemodiluce)

Soucasné probihajici jind nemoc hlavné pokud chybi nékteré ddaje o pacientovi

4.3.112 Ovlivnitelné faktory

Fyzickd aktivita vede k ndsledujicim zméndm
e presun tekutiny z intravazdlniho do intersticidlniho prostoru (hemokoncentrace)
« uvolnéni svalovych bilkovin do krevniho obéhu (zvysenad aktivita CK, AST, LD...)
« pokles pH pr. pri anaerobni zatézi
» pokles clearance kreatininu, vzestup mocoviny

« metabolické zmény (klesd koncentrace TAG, stoupd HDL a volné mastné kyseliny
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Psychicky stres

Zejména u déti pri odbéru krve se stres projevuje vyplavenim hormond dfené nadledvin a

jejich vliv na metabolismus ovliviiuje zejména glykémii.

Vliv potravy, alkoholu, tekutin

Neni-li odbér nalaéno, miiZeme pozorovat zvyseni Glc, TAG, MK, mocoviny, kyseliny
molové, aktivity ALP, zménu pH modi.

PFijem tekutin se projevi u pacientd rdznou hustotou moli, ale i zménou
koncentrace nékterych latek v séru (vzestup bilkovin, hemoglobinu, moéoviny).

Pred biochemickym vySetfenim by nemél pacient 24 h prijimat alkohol, jinak

muZeme pozorovat hyperlipoproteinémii, uvolnéni jaternich enzymd, hyperurikémii.

Vliv koureni

Koufeni vyrazné zvyduje podil kyrbonylhemoglobinu a koncentraci thiokyandtd
v séru, nikotin stimuluje sekreci Zaludeéni $t'dvy.
Kurdci mivaji vy3Si hladinu fibrinogenu hemoglobinu, Zeleza a karcinom-

embryondlniho antigenu.

Léky
Plsobi na metabolismus stanovované ldtky.
 Rusi (interferuji) pri vlastni analyze.
Operace

Stanoveni mizZe ovlivnit podané narkotikum (hepatotoxicita).
Rez svalovou tkdni (vzestup CK, AST, LD)

Hormondlni odpovéd’ na stres + vzestup bilkovin akutni fdze [75]

4.3.2 Odbér, transport a skladovani jednotlivych druhi

biologického materialu

4321 Odbér krve

Odebird se krev vendzni, arteridlni nebo kapildrni. Poueni pacienta hraje kli¢ovou roli

v celém procesu laboratorniho vySetreni. Odbér nalatno pro vétsinu laické populace

znamend nesnidat, ale odbérem nalaéno se rozumi, Ze pacient priblizné 10 - 12 hodin nejed|,

byl v klidu a odbér je proveden v rannich hodindch. Poloha pacienta je pri odbéru velmi

vyznamnd a mize ovlivnit koncentraci celé fady ldtek (napF. pFi poloze ve stoje je

koncentrace vysokomolekuldrnich bilkovin o 10% vy3si, nékteré hormony maji ve stoje
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Vv

koncentraci az o 50% vy33i). Pri deldim zaskrceni koncetiny (asi 5 min) a vyraznéjsim cviceni
dochdzi aZ k 10% zméné aktivity nebo koncentrace Fady analytd (ALT, CK, bilirubin, LD,
albumin, cholesterol, AST, vdpnik, glukéza, vdpnik, kreatinin a dalsi). V pripadé pouziti
odbéru do zkumavek s gelovymi separdtory je nutné si uvédomit moznost ovlivnéni vysledku
mechanickymi a chemickymi vlastnostmi gelu a moZnou adsorpci latek na gel. Pfi odbéru
arterializované krve na vySetteni krevnich plyni je nutné pracovat anaerobné (vyhnout se

bublindm v kapildre) [76].

4.3.2.2 Vysetreni z nesrdzlivé krve a plazmy

Pro nékterd Klinicko-biochemickd vySetfeni je nutné ziskat nesrdzlivou krev. Jsou to
vySetreni provddénd zcelé krve (acidobazickd rovnovdha, glykémie, laktdt, minerdly,
glykovany hemoglobin, kalium, magnesium v erytrocytech atd.). Prvni zdsadou je dodrzet
predepsany pomér mezi objemem roztoku a antikoaguantu. Pri priddni mensiho mnozstvi
krve k odparku dochdzi k objemovym a tvarovym zméndm krvinek, priddme-li velky objem,
krev se srdzi. Krev je nutno v nddobce dokonale promichat a to opakovanym obracenim.
Vyhybdme se trepdni, aby nedoslo k hemolyze. Antikoaguaéni pripravek ddle ovlivriuje
slozeni odebrané krve. Viechny koaguanty véetné heparinu vdzou ionty Ca®" a tedy snizuji
jejich koncentraci, totéz plati o Mg®. Pro stanoveni Ca® je nutné pouZivat heparin
vytitrovany témito ionty.

Na tomto misté je vhodné uvést, Ze plazma a sérum se od sebe lisi vice nez jen pritomnosti
koagualnich faktorl, zejména fibrinogenu v séru. Béhem koagulace se totiZ z rozpadlych
trombocytld uvolfiuji nékteré jejich slozky, které pak jevi v séru vyssi koncentraci. Sérum
byvda také mnohem Castéji hemolytické - v tomto pripadé se do séra dostdvaji latky
obsazené v cytoplazmé erytrocytl. Tak md sérum vy3$i aktivitu kyselé fosfatdzy, ale i
koncentraci drasliku [75]. Uvolnény hemoglobin v séru rusi fotometrickd stanoveni, ale také
svymi fyzikdlné chemickymi vlasthostmi maZe ovlivnit prabéh reakci slouZicich ke stanoveni

analytt [76].

4.3.22.1 Transport a uchovdvani vzorku

Podminky uchovdvdni vzorku maji stejné jako jeho transport vliv na stabilitu analytd. PFi
del$im stdni odebrané krve dochdzi k vyéerpdni energetickych zdrojt erytrocytd (glukézy).
Ty pak nemohou udrZet zdkladni metabolické déje, knimz patri funkce membrdny
zajist'ujici transport K' do buriky a Na" opaénym smérem. Ndsledné pak namérime
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hyperkalémii. Unik kalia z bunék se urychli, uskladnime-li odebranou krev v chladni&ce,
nebot’ udrzovdni K’ v bufice je enzymovy déj, ktery poklesem teploty ustdvd.

Pri uchovadni v teple spotfebovdvaji leukocyty kyslik a dochdzi k produkci oxidu uhli¢itého a
tim klesd pH krve. Vétsina vySetreni se viak provddi v krevnim séru. Neni-li provedeno
stanoveni ihned, obvykle staci uchovat sérum v chladniéce pri + 4°C a to v dobfe uzaviené
zkumavce, aby nedolo k zahu$téni vzorku odparenim vody. Vétina analytd véetné enzymi
je stabilni fadu dni. Pri delsim skladovdni se uchovdvd sérum zmrazené (pri - 20°C, event. -
80°C), vyjimelné se upravuje mrazovou sublimaci (lyofilizaci), tento zplsob konzervace se
viak pouZivd spise u kontrolnich sér.

Chemicka konzervaéni €inidla se k uchovadni uZivaji jen vzdcné a je nutné predem ovérit, zda

nerusi pri poZadované analyze [75].

i

Heparinovd plazma/ Krev

. g )

Srdzlivd krev/Sérum

-

Citrdtovd plazma-koagulaéni testy

‘ r_:‘f (]

KsEDTA plazma/Krev

-

KsEDTA plazma s NaF
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Obr. 31 Ukdzky krevnich odbérovych zkumavek

4323 Moc
Moé Ize definovat jako prihledny vodny roztok metabolickych odpadd, rozpusténych soli zejména
chloridu sodného a dalsich organickych ldtek. Barva je od svétle Zluté po jantarovou, kterou
podmifiuji barviva Zluty urochrom a erveny urosein. pH moci se pohybuje v rozmezi 5 - 6. Mo¢ je
z biologickych tekutin nejsnadnéji dostupnd.
Podle zplisobu odbéru délime mo& na:

ziskanou jednordzové

 sbiranou po urcity Casovy Usek
O spolehlivosti vySetteni moli nerozhoduje jenom jeji sprdavny odbér a kvalitni provedeni analyz.
Mo¢ je velmi nestdld tekutina a po odbéru podléhad rychlym zméndm.
Ranni mo¢ muZe predstavovat nasyceny roztok nékteré z ldtek pri télesné teploté. PFi ochlazeni
na teplotu mistnosti mize dand ldtka z roztoku vypadnout a miZe tak vzniknout amorfni nebo
krystalickd srazenina.
Moé je vybornym prostfedim pro mnoZeni mikroorganizmli, které rozklddaji ldtky obsaZzené

v moCi (kreatinin, glukézu, mo€ovinu), rozkladem vznikd amoniak a méni se tak pH [77].

4.3.2.3.1 Zdsadly pro transport a skladovdni moci

Konzervaéni Cinidla pri zdkladnim vySetfeni moCi zdsadné nepouZivdme. Ani v pripadé nutnosti
sbéru moci. Prisnéjsi doporueni pro odbér vzorku uvddéji nutnost vymoleni pacienta primo v
laboratofi nebo ordinaci. Interval od vymoceni do zpracovdni vzorku md byt dle moZnosti do
jedné, maximdlné do dvou hodin, coz ovSem nebyvd ¢asto ze strany pacienta dodrZeno [78].

PFi sbéru moci za 12 - 24 hodin je vhodné mo& uchovdvat v chladu nebo pouZit riizné konzervaéni

latky (thymol, azid sodny) [76].

Obr. 32 Odbérovd zkumavka na mo&
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4.3.2.4 Likvor
Likvor je &ird bezbarvd tekutina o hustoté 1006 - 1009 g/m*, kterd se za fyziologickych
podminek nachdzi v komorovém systému mozku a michy. Vice nez polovina likvoru (65 - 70%) je

tvorena aktivni sekreci chorioiddlni a extrachorioiddlni. Zbyld ¢dst vznika ultrafiltraci plazmy.

4.3.24.1 Zdsadly pro transport a skladovdni likvoru

Mozkomisni mok ziskdvdme nejcastéji lumbdlni punkci. Punkce znamend riziko a zdtéz pro
pacienta, odbér nelze casto opakovat a objem odebraného likvoru je omezeny.

K vySetreni se odebird 10 - 15 ml. Mok se odebird frakciondlné do tri sterilnich zkumavek. Pokud
mad byt mok k dal$imu vySetreni transportovdn bez moZnosti chlazeni béhem transportu, nesmi
byt po odbéru uloZen do lednice. Mozkomisni mok neni vhodné pred imunochemickym vysetrenim
uchovdvat v lednici. Také opakované zmrazeni a rozmrazeni vede k jeho znehodnoceni [76].

Likvor je nutné okamzité dorulit do laboratore, aby bylo mozno do 60 minut provést
mikroskopické vySetreni (leukocyty) a z chemickych vySetfeni kvantitativni stanoveni glukéozy

(glykoarchie) a chloridi (chloridoarchie) [79].

Obr. 33 Odbérovd zkumavka na likvor

4.3.25 Stolice

Stolice se sklddd ze zbytkl poZité potravy, sekretl, odloupanych epitelii trdviciho traktu,
bakterii, kvasinek a jinych mikroorganismu.

Stolice se vsoufasné dobé vySetfuje nejCastéji nha okultni krvdceni odbérem vzorku do
pripravenych detekcnich policek. VySetreni stolice Ize rozdélit na fyzikdlni (vzhled, mnozstvi, pH,

barva, konzistence, zdpach, primési, frekvence stolice), biochemické (kvalitativni, pH, hlen,
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bunééné elementy, okultni krvdceni, vySetfeni na zbytky potravy), mikrobiologické a

parazitologické.

4.3.2.51 Zdsady pro transport a skladovdni stolice

Z podlozni misy do nddoby opattené zdtkou, ve které je upevnénd lopati¢ka, odebereme ze stredu

stolice mnoZstvi odpovidajici velikosti liskového ofechu.

4.3.2.6 Sputum
Odbér sputa (sekret bronchidlnich ZIdz) se provadi nalano pri prvni ranni expektoraci do sterilni
zkumavky nebo nddoby s Sirokym hrdlem. Odbér provddime minimdlné 3 x za sebou. PFed odbérem

se nemocny hesmi napit a Cistit zuby [80].

Obr. 34 Odbérovd nddoba ha sputum - sterilni

4.3.2.7 Vypotek

Klini¢ti odbornici popisuji vypotek (exsuddt) z rdny jako .to, co vychdzi z rdny", jako ,tekutinu
rdny". Exsuddt obsahuje celou Fadu ldtek, véetné vody, elektrolytl, Zivin, zdnétlivych medidtora,
bilych krvinek, enzymii pro trdveni a rozklad bilkovin, ristovych faktorl a odpadnich ldtek [80].

Celkova bilkovina je > 30 g/I, LD > 200 U/I (3,3 pkat/I).

4.3.2.7.1 Zdsadly pro transport a skladovdni exsuddtu
Odbér do sterilni zkumavky a rychly transport do laboratore.

4.3.2.8 Plodovad voda
Plodovd voda je Cird tekutina, kterd se ziskdvd amniocentézou. V terminu porodu miZe byt

zbarvena lehce dobéla a v pFipadé, Ze téhotnd Zena prendsi, mize byt barva také nazelenald.
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SloZeni plodové vody ovliviiuje jak matka, tak samotny plod. Obecné se ale uvddi, ze z 99% je
tvorena vodou, 0,3% ve sloZzeni zastupuje glukéza a bilkoviny, 0,7% mocovina, ddle kreatinin a
minerdlni latky. V menSim mnoZstvi jsou obsaZeny i buriky z pokozky plodu. Od 12. tydne gestace

do ni prechdzi i mo¢ plodu.

4.3.2.8.1 Zdsady pro transport a skladovdni plodové vody
Odbér 2 x 15 ml plodové vody je sterilné rozdélen do dvou sterilnich plastovych zkumavek s

dobre tésnicim Sroubovatelnym vickem bez pridavnych latek. Odebrany materidl se uchovdva pri
pokojové teploté. Transport do laboratore je nutno zajistit co nejdrive, nejpozdéji do 24 hodin

po odbéru [81].

4.3.2.9 Materské mléko

Materské mléko obsahuje 3 - 5% tuku, 0,8 - 0,9% karbohydrdtt (laktéza) a 0,2% minerdld. Obsah
tuku se béhem laktace prili§ neméni, ale podléhd diurndinimu cyklu. Zdkladnimi proteiny
v materském mléce jsou kasein, alfa-laktalbumin, laktoferin, imunoglobulin IgA, lysozym a
albumin. Zdkladnim cukrem je laktuldza a dalich 30 &i vice oligosacharidli. Tuk v materském
mléce obsahuje velké mnozstvi palmitové a olejové kyseliny. Fosfolipidy jsou zastoupeny v obsahu
75 mg/100 ml a zahrnuji fosfatidylethanolamin, fosfatidylcholin, fosfatidylserin,
fosfatidylinositol a sfingomyelin [82].

Obr. 35 Lidské materské mléko - dva vzorky pochdzejici od stejné Zeny, z jediného sdni: Vievo nejprve vodnaté predni
mléko z pIného prsu, vpravo tuéné zadni mléko z témér prdzdného prsu [83].

4.3.2.9.1 Zdsady pro transport a skladovdni materského mléka

MIéko je uchovdvdno v pevné sklenéné nddobce.

Cerstvé matei'ské mléko bez pasterace (pouze matka pro vlastni dité) musi byt skladovdno pFi
teploté + 4°C a spotfebovdno do 24 hodin. V ostatnich pripadech musi byt materské mléko vidy
pasterovdno. Pasterované materské mléko musi byt skladovdno pri teploté + 4°C a spotrebovdno

do 48 hodin. Pasterace musi probihat pri teploté nejméné + 62,5°C po dobu 30 minut, potom se

73



mléko bez prodleni ochladi na teplotu + 4°C. Takto oSetfené mléko musi byt oznaeno datem

pasterace a datem spotreby.

4.3.2.10 Tkane

Specidlni pFiprava podle druhu tkdné a poZadavku vysetfovanych analyta.

4.3.2.11 Obecné zdsady pro transport a skladovani biologického materidlu

Kazdy biologicky materidl je nutnho povazovat za potencidlné infekéni.

Zddanky ani vnéjsi strana zkumavky (odbérového systému) nesmi byt kontaminovdny biologickym
materidlem.

Vzorky od pacientl s prFenosnymi virovymi onemocnénimi hebo multirezistentni nozokomidlni
ndkazou maji byt viditelné oznaceny.

Vzorky jsou prepravovdny v uzavienych zkumavkdch, které jsou vloZeny do stojdnku nebo
prepravniho kontejneru tak, aby béhem prepravy vzorkd do laboratore nemohlo dojit k rozliti,
potrisnéni biologickym materidlem nebo jinému znehodnoceni vzorku. Vnitfni prostor
transportnich boxt musi byt pravidelné dezinfikovdn. Materidly pouZité pfi odbéru se likviduji

podle predpisti jako infekéni materidl.

Skladovani biologického materidlu pred transportem do laboratore
Po odebrdni vzorki a jejich Fddném oznadeni jsou odbérové nddobky skladovdny tak, aby byly

dodrZeny podminky preanalytické fdze, které jsou uréeny typem pozadovanych vysetteni.

4.3.2.12 Chyby pri odbéru, skladovani a transportu biologického materidlu
+  Nevhodné odbérové nadobky, zkumavky
»  Zkumavky s biologickym materidlem nebyly dostateéné oznaceny
«  Zkumavky s biologickym materidlem byly timto materidlem potrisnény
*  Prodlouzeni doby mezi odbérem a doddnim do laboratore

 Biologicky materidl byl vystaven primému slunecnimu svétlu, teplu nebo mrazu [84]
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4.4 Zpracovani biologického materidlu pred
HPLC analyzou

4.4.1 Priprava vzorku k analyze
Priprava vzorku patti k zdkladnim Gkonlim pfi analyze biologického materidlu. Na jejim provedeni

zdleZi celkovy Uspéch analytického stanoveni - a to jak z kvalitativniho, tak i z kvantitativniho
hlediska. Volbou vhodné metody pripravy vzorku se tedy rozhoduje nejenom o prresnosti stanoveni
dané ldtky (analytu), ale vibec o moZnosti jejiho uréeni. PFi analyze biologickych matrici se
prakticky v Z4dném pripadé nelze vyhnout aplikaci nékteré z metod pripravy vzorkd. V mnoha
pripadech je jich tfeba pouZit i nékolik.
Cely postup lze modelové chdpat jako soubor jednotlivych operaci, které se voli podle uréitych
pozadavki, jako jsou napF. komplexnost vzorku, mnoZstvi sledovaného analytu s dirazem na
mnoZstvi jinych ldtek a jejich vlastnosti. Nékteré vyuZivané postupy se zdaji jako trividlni. Je
treba si ale uvédomit pozadavky praxe, kdy je napf. nutno v klinické analyze naklddat se znaénym
mnoZstvim vzorkl, které musi byt zpracovdny v relativné krdatkém Case. V tomto ohledu je nutno
vzit navic v Uvahu poZadavky na automatizaci a preshost z pohledu sprdvné laboratorni praxe
(6ood Laboratory Practise - GLP).
Systémové |ze operace pFipravy vzorki rozdélit do tfech kategorit:

1. Uvolnéni latek z biologické matrice

2. Odstranéni endogennich latek

3. Zvyseni selektivity a citlivosti [85]

4411 Preddprava vzorku

44111 Homogenizace

Homogenizace vzorku se uskutechuje ruéné nebo v laboratornich homogenizdtorech. Pred
homogenizaci je vhodné upravit velikost ¢dstic vzorku na jednotnou velikost roztirdnim nebo

mletim [86].

44112 Lyofilizace
Lyofilizace - suSeni vymrazovdnim je nejSetrnéjsi metodou pripravy suchych latek. Pri suseni

vymrazovdnim se vyuzivd fyzikdlniho jevu sublimace ledu, t.j. bezprostredniho primého prechodu

75



z pevné fdze do fdze plynné. Pri vysusovdni se vloZi pripravend latka ve zmrzlém stavu do vakuové
komory nebo do prostoru s vakuovou komorou spojeného. Sublimaci ledu za vakua se uvolnénd
vodni pdra zachytdvd namrzdnim na ledovém kondenzdtoru vychlazeném na velmi nizkou teplotu,
oznaCovaném také jako .Eerpadlo vodnich par". Z toho vyplyvd, Ze Gkolem vakuového Cerpadla je
odCerpdni vzduchu z vakuové komory nebo pripojeného prostoru nikoliv vdak odéerpdni uvolnénych
vodnich par. Aby se sublimace ledu rozebéhla, musi mu byt privedena energie. Dosahuje se toho
pri suseni v zdbrusovych batnkdch vné vakuové komory ¢inkem mnohem vyssi teploty okoli (primé
kontaktni teplo), pri suseni na nevyhrivanych plodindch uvnittt vakuové komory Ucinkem zdrivého
tepla a na vyhfivanych plodindch primym prechodem tepla. Jestlize je vysuSovand ldtka dplné
zbavena ,volné", t.j. veskeré chemicky nevdzané vody, miZe se za vysokého vakua docilit i

oddéleni krystalické vody. Tato ¢dst procesu vysuSovani latky se oznaCuje jako dosusovadni [87].

44113 Deproteinace/precipitace

Deproteinace je cilené odstranéni proteinll ze vzorku. Obvykle byvd vychozim bodem pri pFipravé
biologického vzorku. Vzorek je smichdn s precipitacnim Cinidlem (obvykle 1 : 1), ndsleduje
promichdni a centrifugace, popr. ddle filtrace. V nékterych pripadech lze vzorek ihned
nastriknout do HPLC systému. Nevyhodou této jednoduché pripravy vzorku je jeho naredéni.
V pripadé nutnosti zakoncentrovdni analytu je nutné filtrat odparit a opét rozpustit v mensim
mnozstvi mobilni fdze. Hlavnimi vyhodami této metody je jeji jednoduchost, univerzdlnost,
moznost automatizace napr. pouzitim mikrotitrainich desticek. Pri detekci latek hmotnostni

spektrometrii (MS/MS) oviem dochdzi vlivem matrice k poklesu G¢innosti ionizaéniho procesu. To

mdZe vést ke sniZzeni reprodukovatelnosti, i¢innosti a ke zhorseni limitu detekce [88].

4412 Extrakce

Princip extrakce: Jednd se o separaéni (délici) proces, pri kterém jsou v kontaktu dvé vzdjemné
nemisitelné fdze. Ldtky (analyty) se rozdéluji mezi tyto fdze na zdkladé rdzné rozpustnosti
(rozdilnych rozdélovacich koeficientdl) v pouzitych rozpoustédlech. Cim vétsi je rozdil mezi
rozdélovacimi koeficienty ldtek, tim dokonalejsi je jejich oddéleni.

Cil extrakce: Cilem extrakce je selektivni az specifické oddéleni analytu od ostatnich sloZek nebo
naopak oddéleni rusicich latek od analytu.

Klasifikace extrakce:

a) podle zdéastnénych fazi
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1. Plyn - kapalina (GLE, gas - liquid extraction) - extrakce tékavych ldatek plynem z
kapaliny. PouZivd se v plynové chromatografii pro nakoncentrovani tékavych slozek vzorku.

2. Kapalina - kapalina (LLE, liquid - liquid extraction) - z analytického hlediska
nejdlleZzitéjsi, dnes jiz rychle vytla¢ovdna extrakcemi na tuhé fdzi (SPE, solid - phase
extraction)

3. Tuhd faze - kapalina (SLE, solid - liquid extraction, selektivni rozpousténi, louZzeni) -
pouZivd se velmi Casto v biologii, biochemii, organické a anorganické chemii. Ziskdvaji se
takto napt. alkaloidy, hormony a barviva. Tuhé organické materidly se za tepla extrahuji

organickymi rozpoustédly, z tavenin se horkou vodou ziskdvaji rozpustné anorganické soli.

b) podle zplisobu provedeni
1. Jednostupriova - dochdzi k ustaveni jedné rovnovdhy mezi fdzemi. Nejbéznéjsim
pripadem je roztrepdni v délici ndlevce.
2. Mnohostupriova - proces ustaveni rovhovdhy se mnohokrdt opakuje v oddélenych krocich.
Prikladem je nékolikandsobné roztrepdvdni v délici ndlevce.
3. Kontinudlni - fdze jsou pri protiproudném pohybu v neustdlém styku. Prikladem je

extrakce v Soxhletové extraktoru ¢i extraktorech na extrakci kapaliny kapalinou [89].

4.4.121 Extrakce do kapaliny/Extrakce kapalina-kapalina (liguid-liguid extrakce, LLE)

Extrakce do kapaliny je technika vyuZivajici separace analytd od nelistot ve vzorku matrice mezi
dvé nemisitelné kapaliny (vodnd a organickd fdze). Distribuce analytu do organického rozpoustédia
zdvisi na jeho ionizaci. Proto je v nékterych pripadech nutno upravit pH vzorku, aby byl analyt
neionizovdn a snadno presel do organické fdze. Po vytfepdni analytu do organické fdze obvykle
ndsleduje centrifugace, oddéleni supernatantu (organickd fdze), jeji odpareni a rekonstituce do
mobilni fdze.

Hlavnimi vyhodami LLE je Siroké uplatnéni v bioanalyze, finanéni nendrolnost, Ize ziskat velmi
Cisté extrakty s dobrou selektivitou pro cilové analyty. Pri LLE extrakci dochdzi také
k odstranéni anorganickych soli, které jsou v bézné pouzivanych organickych rozpoustédlech
nerozpustné.

Nevyhodou LLE je jeji nesetrnost k Zivotnimu prostredi v porovndni s ostatnimi technikami (vétsi

spotreba organickych rozpoustédel, tvorba emulzi) [88].
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Obr. 36 Princip extrakce do kapaliny [89]

44122 Extrakce na jedné kapce (Single-drop Extraction SDE)

V roce 1996 byla poprvé popsdna mikroextrakce kapalina - kapalina. PFi miniaturizaci extrakce

kapalina - kapalina jsou pouzivany systémy vyuZivajici kapky rozpoustédla na konci teflonového
vldkna nebo novéji na Spicce ndstrikové jehly chromatografického systému (typicky plynového
chromatografu).

Postup extrakce je ndsledujici. Do injekéni (ndstrikové) strikacky jsou natazeny 2 pl hexanu,
jehla je ponorena do vzorkové nddobky s vodnym roztokem a poté je pistem strikacky vytlacena
2 ul kapka rozpoustédla do vzorku. Po zhruba 15 minutdch plsobeni (extrahovdni) kapkou ve
vodném roztoku je kapka opét pistem vtaZena zpét, jehla je vytaZena ze vzorkové nddobky a
posléze je proveden normdlni ndstrik do chromatografického pristroje. Cely proces extrakce
musi byt presné opakovdn, kritickym faktorem opakovatelnosti (reprodukovatelnosti) jsou teplota
a Cas extrakce. Tyto faktory musi byt stdle stejné, vidyt' napt. rovnovdhy distribuce neni
dosazeno ani po 45 minutdch, ale nastdvd napf. i zmenSovdni objemu kapky vlivem postupného
rozpousténi organického rozpoustédla (béhem extrakéniho procesu se jednd o ztrdtu asi 10 -

15%). Se vzristem teploty extrakce roste mnozstvi extrahovanych latek [90].

4.4.1.2.3 Extrakce do kapaliny podporend pevnou fdzi

Centrifugace a tfepdni u bézné LLE miZe byt nahrazena tzv. kFemelinovymi ¢dsticemi (rozsivkovd
zemina). Viysoky povrch téchto &dstic usnadifiuje tvorbu interakci mezi vodnym vzorkem a
organickym rozpoustédlem (bez tvorby emulzi). Tyto kremelinové Cdstice se v podstaté chovaji

jako vodnad fdze pri tradi¢ni extrakci do kapaliny.
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Obr. 37 Rozsivkovd zemina (Diatomaceous Earth) - diatomit je hornina sloZzend z mikroskopickych kfemitych schrdnek.
Je-li nezpevnénd, nazyvd se Easto kiremelina heboli rozsivkovd zemina, zpevhénd se podle vzhledu nazyvd téz diatomovd
bridlice nebo rohovec. Kiremelina je cenénou surovinou. Diatomity vznikly usazenim kiremitych schrdnek fas rozsivek. Jsou
sladkovodniho i mofského pivodu. Vznikaly jiZ od tFetihor [91].

Postup

Pripravi se smés vzorku (plazma), interniho standardu a pufru (dprava pH). Tato smés se nanese
na suché kremelinové ¢dstice (hemusi se aktivovat ani kondicionovat jako pri SPE) umisténé
v mikrotitralni desti¢ce. Tato smés je ponechdna 3 - 5 minut, kapalina protékd pouze gravitacni
silou. Analyt ve vodném roztoku je nyni nanesen na obrovsky povrch &dstic (vstupuje do nich).

Hydrofobni filtr izoluje vodnou fdzi na povrchu a zabraruje jejimu prechodu do sbérnych

zkumavek ve spodni Cdsti. Ndsledné je priddno organické rozpoustédlo, které snadno prochdzi
gravitaéni silou skrz Edstice a vymyvd nasorbovany analyt do pFipravenych zkumavek. DileZitou
roli pro prechod analytu do organického rozpoustédla hraje také dprava pH. Ddle ndsleduje,
stejné jako u LLE, odpareni organhického vzorku a rekonstituce analytu do mobilni fdze [88].

Hlavni vyhodou extrakce do kapaliny podporené pevnou fdzi je moznost jeji automatizace bez

nutnosti centrifugace a vytrepdni vzorku.

Partitioning Process

~s— Organic solvent Analyte

adsorbed —+—= Organic
R = Solvent

Aqueous sample layer
~*— adsorbed onto surface of | onto solid

diatomaceous earth support

particles

Collection well
with isolated oganic solvent
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Obr. 38 Schéma extrakce do kapaliny podporované pevnou fdzi [88]

4.4.124 Superkritickd fluidni extrakce (SFE)
Superkriticka fluidni extrakce vyuziva k izolaci analytu unikdtnich vlastnosti superkritické fluidni

tekutiny vzniklé za urlitych podminek z CO,. Tato tekutina se chovd jako plyn a kapalina a
zdrovei md nepoldrni charakter. Proto se vyuZiva k izolacim nepoldrnich sloucenin. Diky
podobnosti s plyny sndze pronika do struktury matrice a vlastnosti kapalin vyuZiva ve své
schopnosti rozpoustét nepoldrni slouceniny [92].

Jeji hlavni vyhodou je, Ze namisto organickych rozpoustédel vyuZivd netoxicky a levny oxid
uhlic¢ity za superkritickych podminek. Rozpusthost analytu v superkritické fdzi Ize snadno
upravovat volbou tlaku a teploty [93].

Superkritické kapaliny (SCF) mohou byt definovdny jako slouCeniny, které jsou ve stavu nad
jejich kritickym tlakem (Pc) a nad jejich kritickou teplotou (Tc). Jednoduse se na proces miZeme
divat jako na spojeni hustot kapalné a plynné fdze. Jestlize teplota kapaliny vzroste, hustota se
snizi. Pokud tlak plynné fdze vzroste, hustota se zvysi. V kritickém bodé se hustoty stdvaji
rovnhocenné. Obecné maji superkritické kapaliny hustotu blizkou kapalindm a viskozitu podobnou
plynam.

Mohou difundovat skrz pevné latky jako plyny a rozpoustét materidly jako kapalina. Blizko ke
kritickému bodu zplsobi i malé zmény tlaku nebo teploty velké zmény v hustoté, coz md za
ndsledek zménu mnoha vlastnosti. Se vzristajicim tlakem se mohou pri kritické teploté tvorit
pevné ldtky, pro mnoho materidli je véak odpovidajici tlak velmi vysoky, napf. 570 MPa pro CO,.

Kritickd teplota a tlak se materidl od materidlu velmi lisi.
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hustota (kg/m®) viskozita (cP) difusivita (mm?/s)
plyny 1 01 1-10
superkritické kapaliny 100 - 1000 0,05-0,1 0,01-0,1
kapaliny 1000 05-1 0,001

Tab. 12 Srovndni hustoty, viskozity a schopnosti difundovat pro typické plyny, kapaliny a superkritické kapaliny [93]

The region for industrial use
of supercritical fulids

221738 === 4

Pressure

(MPa) Saolid

0.0006

'
LL:arbon dioxide ——e
Water —e 0

Temperature[ C]

374

Obr. 39 Fdzovy diagram CO; a H.0 [93]

Superkritickd fluidni extrakce (SFE) je proces separace jedné sloZky od ostatnich s pouZitim

superkritické latky jako extrakéniho rozpoustédla. Extrahuje se obvykle z pevného povrchu, ale

mdZe to byt i z kapaliny. SFE mlZe byt pouZita i k separaci vzorki pro analytické déely nebo k

odstranéni neZddoucich materidld z produktu. Oxid uhli¢ity je nejpouZivanéjsi superkritickd

kapalina, nékdy modifikovand pridavkem malého mnozstvi jiného rozpoustédla, napt. ethanolu &i

methanolu.

Rychlost extrakce a fdzové separace je u SFE rychlejsi nez u bézné extrakce.

Vyhody:

+ rozpustnost mize byt ovlivnéna tlakem &i teplotou

« superfluidni kapaliny jsou snadno obnovitelné a odstranitelné z extraktu diky jejich

tékavosti

* hejsou toxické

+  vysoko vrouci slozky jsou extrahovdny za pomérné nizké teploty

+ separace, kterou neni mozné provést za béznych podminek, mize byt efektivni

* termicky labilni slouéeniny mohou byt extrahovdny s minimdlnim rozkladem
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Nevyhody:
» je pozadovdn vysoky tlak

«  vysoké ndklady na zarizeni [92]

4.4.1.2.5 Extrakce na pevnou fdzi (solid-phase extraction SPE)
PFi SPE je analyt selektivné sorbovdn na pevnou fdzi. PFed nanesenim analytu je dileZitd

kondicionace SPE sorbentu.
1. Methanolem - aktivace sorbentu

2. Nadsledné vodou - vytvoreni podobného prostredi vzorku

SPE Process
Conditioning  Loading Sample Washing Eluting
‘o
CH e \
[ " i E
r | & |r r
| .
] |lm |
I 45 Bd L e
by I b - o e b
4 &
(]
] ke
" W o LY
Analyte Interferencas j 2]

Obr. 40 Schématické zndzornéni extrakce na pevnou fazi [94]

SPE interakce:

Béhem SPE extrakce jsou uplatfiovdny ndsledujici vazebné interakce analyt - sorbent:
+ hydrofobni interakce - disperzni sily (van der Waalsovy sily)
« poldrni interakce - vodikovd vazba, dipél - dipdl

« iontové (elektrostatické) interakce [95]
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Jako SPE sorbenty mohou byt pouZity kolonky, mikrotitraéni desti¢ky, popripadé extrakéni
disky.

SPE KOLONKY
Maji tvar injekéni stiikalky bez pohyblivého pistu. Casto byvaji specifikovdny ndsledujicimi
vlastnostmi:

«  typ pevné fdze

« objem kolonky [0,4 - 15 ml]

+ maximdlni pritokovd rychlost

*  kapacita [1 - 500 (2800) mg]

« minimdlni elu¢ni objem [10 pl - 50 ml]

« materidl kolonky [plast, sklo]

MIKROTITRACNE DESTICKY
Sorbent je moZno také zakoupit v podobé mikrotitraénich desti¢ek, které umozriuji miniaturizace
bézné SPE.
Vyhody:
« mensi spotieba vzorku a rozpoustédel

« moZnost zpracovat velké série vzorkd za krdtky €as (96 pozic)

EXTRAKCNE DISKY
Jednd se o moderni formu SPE. SPE disky se sklddaji z tenké teflonové membrdny a prislusného
modifikovaného sorbentu (az 90 vdh. %), maji velkou hustotu, proto je nutno pri eluci pouzit
vakuum, maji predrazen sedmivrstevny filtr.
Vyhody:

+ neni omezena pritokovd rychlost

« nakoncentrovani vzorku ve velmi Gzké zéné membrany

+ keluci stai radové pl rozpoustédla, a proto odpadd odparovdni hadbyteéného

rozpoustédla pred chromatografickou analyzou vzorku [96]

Vyhody SPE:
+ velmi selektivni metoda

+ vhodnd pro celou skdlu matrici
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« moznost zakoncentrovdni vzorku

« dobrd vytéZnost a reprodukovatelnost

« malé objemy vzorki

* moZznost automatizace

* netvori se emulze jako u LLE

 velky vybér SPE fazi

+ velky vybér tvari a velikosti SPE kolonek, diski atd.

Nevyhody SPE:
« nutnd urcitd zkusenost
+ Casté ucpdvdni SPE kolonky - obvykle nutnd centrifugace a filtrace pred nanesenim

« bez pouziti miniaturizace (SPE desticky) - ¢asové ndroéné

« vysokd cena

Obr. 41 Vakuovy manifold pro SPE Obr. 42 Vakuovy manifold pro SPE
kolonky (Teknokroma, Barcelona, Spanélsko) mikrotitralni desticky (Fisher Scientific, USA)

441251 Sorbenty pro SPE

4412511 Silikové sorbenty
Silikové sorbenty jsou hlavnim typem &dsticovych sorbentl, jednd se o amfiprotni, porézni

materidl, obsahujici polysiloxanové (Si-O-Si) a silanolové (Si-OH) skupiny. Pritomnost téchto
skupin zplsobuje, Ze povrch &dstic je lehce kysely a umoZiuje absorpci poldrnich Idtek. Obvykle
byvaji na tyto skupiny navdzdny jiné funkéni skupiny: oktadecyl (C18), oktyl (C8), butyl (C4), ethyl
(C2) a methyl (C1). Stejné jako pri vyrobé reverznich staciondrnich fdzi pro HPLC je i zde

odstranén vliv rezidudlnich silanolovych skupin ,endcappingem".
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velikost &dstic (um) 8-12,12-20,40- 60
povrch (m®/g) 350 - 450

velikost périi (A) 60 - 80

nozstvi uhliku (%) C18:18,(C8:12,C2:6
Tab. 13 Typické specifikace pro silikové Edsticové sorbenty pro SPE, nékteri vyrobci uvddi také tvar Edstic a zplsob
pripravy vzorku

4412512 Polymerni sorbenty
Byly vyvinuty jako alternativa pro Cdsticové polymerni sorbenty. Prvnim polymernim sorbentem

pro SPE byl polystyren-divinylbenzen. Tento polymer lIze ddle modifikovat fdzemi C18. V roce
1996 byl vyvinut sorbent Oasis HLB (Waters) - jednd se o synteticky polymer divinylbenzenu a
N-vinylpyrolidinu. Oznaceni kolonek HLB (Hydrophilic-lipophilic-balance) popisuje vliv aktivace
sorbentu a tim moznost nastaveni hydrofobicity vzhledem k lipofilnimu analytu. Principem je
zména pH pri aktivaci kolonky [97].
Hlavni vyhody polymerniho sorbentu jsou:

« 100% chemické sloZeni (chemicky syntetizovdno)

« stabilitavpHO - 14

+  predpoklddané reakce s analytem (nejsou silanolové skupiny)

vetsi kapacita sorbentu/gram nez silika (granulovitd, porovita forma oxidu kiremicitého)

4.4125.13 Dudlni zénové sorbenty
Dudlni zénové sorbenty jsou tvoreny ¢dsticemi se dvéma rozdilnymi sorbenty. Vnéjsi sorbent je

hydrofilni, neabsorpéni ligand odpuzujici proteiny a vnitfni povrch je tvoren pory s navdzanymi
Fetézci C8, C18 atd. Proteiny a ostatni velké molekuly nemohou vstoupit do péri a jsou vymyty do
odpadni zkumavky béhem promyvaciho kroku. Dudlni zénové sorbenty mohou obsahovat kromé €18

a C8 také iontové selektivni fdze.

4412514 Kyselina fenylboritd
Navdzdnim kyseliny fenylborité na silikové polymerni sorbenty vznikne fdze s velmi dobrou

selektivitou, v fomto pripadé ve slabé zdsaditém pH (8, 7), zejména pro katecholaminy (adrenalin,
noradrenalin a dopamin). Po navdzdni katecholaminii na sorbent a vymyti balastl se katecholaminy

eluuji okyselenim elu¢niho Cinidla.
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Obr. 43 Kyselina fenylboritd

4412515 Grafiticky uhlik

Staciondrni fdze na bdzi grafitického uhliku byly vyvinuty jako alternativni reverzni SPE fdze.
Prikladem jejich pouZiti je extrakce p-blokdtorl z plazmy pouZitim smési chloroform/methanol
(80 : 20) jako elu¢niho Cinidla. Grafiticky uhlik neobsahuje silanolové skupiny a umozriuje extrakci

hydrofobnich analytil.

S % .Q =20
Obr. 44 Grafit

4.4125.16 Silikalit

Molekuldrni sito zvané silikalit (mikroporézni hlinito-kfemicity materidl) bylo pouzito pro SPE
extrakci organickych analytl z vodnych vzorkd. Toto molekuldrni sito je unikdtni sloZity systém
kandld schopny zadrZzet organické latky pomoci hydrofobnich mechanizmi. Lze jej vyuZit také na

extrakci mnoha nizkomolekuldrnich hydrofobnich latek.

4412517 MIP molekuldrné vtisténé polymery (molecularly imprinted polymers)

Potencidlné nové vysoce selektivni SPE fdze urcené pro extrakci jedné nebo nékolika strukturné
podobnych ldtek. Principem je navdzdni analytu do staciondrni fdze jako klice do zdmku. Vtisténé
polymery jsou vhodné predevsim pro obtiZné separace, jako jsou naptiklad chirdlni separace I€Civ.

[88]

86



k Selective

interaction

Obr. 45 Molekuldrné vtigténé polymery - MIP [98]

44126 Mikroextrakce tuhou fazi (SPME)
Mikroextrakce tuhou fdzi (SPME) je jednoduchd a d¢innd sorpiné - desorpéni technika

zakoncentrovdni analytu, kterd nevyzaduje rozpoustédla nebo komplikované aparatury. Principem
je expozice malého mnoZstvi extrakéni faze nadbytkem vzorku. Analyty jsou sorbovdny na SPME
vldkné, dokud neni dosaZeno rovnovdhy. Mnozstvi extrahovaného analytu zdlezi na hodnoté
rozdélovaciho koeficientu. Metoda je pouzitelnd ve spojeni s plynovou i kapalinovou
chromatografii. Ddvd linedrni vysledky v Sirokém koncentranim rozsahu. Volbou vhodného typu
vldkna se dosdhne reprodukovatelnych vysledkid i pro nizké koncentrace analytl. Doporuduje se
zachovdvat shodné doby vzorkovdni a dal$i extrakéni parametry - hodnotu pH, iontovou silu apod.

[88].

Optimalizace SPME
Shodnost vysledkl a spolehlivost detekce pri nizkych koncentracich je ovlivnéna celou fadou
faktord, napf. polaritou a tloust’kou vrstvy polymeru na povrchu vidkna, zplisobem vzorkovdni,
hodnotou pH, iontovou silou roztoku, teplotou vzorku, michdnim apod. U techniky SPME neni nutnd
ani dplnd extrakce analytu, resp. rovnovdha. DileZité je ale, dodrZovat shodnou délku doby
vzorkovdni, teplotu vzorku a hloubku ponoru vldkna. Pro dosaZeni reprodukovatelnych vysledki je
dileZitd volba vhodného vldkna, kterd zdleZi predevsim na vlastnostech analytl. Mezi faktory,
které maji nejvétsi vliv na extrakéni proces, patfi molekulovda hmotnost a charakter molekuly,
polarita a pritomnost funkénich skupin, ocekdvany detekéni limit a linedrni rozsah. Volba vldkna
vychazi predevsim z jeho polarity a oéekdvaného extrakéniho mechanismu.
U&innd extrakce a ndslednd desorpce ze SPME vldkna zdvisi na:

« molekulové hmotnosti

*  fvaru molekuly

» bodu varu a tenzi par analytu
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 polarité analytu a vlidkna

«  funkénich skupindch v molekule analytu

»  koncentraénim rozsahu pro stanoveni analytu a typu detektoru
Na zdkladé zndmého pravidla, Ze podobné se rozpousti v podobném, je treba vybirat i
nejvhodnéjsi vidkno. Nepoldrni vidkna by se méla pouZivat pro extrakci nepoldrnich analytd a
naopak. Poldrni Idtky jsou dobre rozpustné ve vodé. Jejich extrakce je z tohoto rozpoustédia
obtiznd. Kromé pouziti poldrniho vidkna se jesté doporucuje dprava vzorku, napf. priddni soli,

michdni, zahFivani a nastaveni pH tak, aby se cely proces optimalizoval atd. [99].

Fiber holder for automated sampling/HPLC

eV

Fiber holder for manual sampling

— e

Portable field sampler

:ﬂ

Obr. 46 Princip SPME [100] Obr. 47 Nékteré typy SPME vidken (Labicom, Olomouc, Ceskd
republika)

441261 On-line SPE
Proces SPE je primo spojen s analytickou metodou, nejcastéji s HPLC.

Vyhody:
* nheprovddi se predrazend SPE
pFimé ddvkovdni vzorkl télnich tekutin
« plné automatizovany provoz
« bezpecnd manipulace s infekénimi materidly
» zvySend presnost a citlivost

zvy3end produktivita a nizsi ndklady pripadajici na jeden vzorek [89]

4413 Centrifugacni metody v bioanalytice
Centrifugalni metody jsou jednou z nejCastéjsich metod separace a analyzy Cdstic biologické
povahy. Na rozdil od fady dalsich umoZriuji tyto metody provddét separace Siroké skdly velikosti

Castic od celych bunék, organel, fragmentu bunécnych membrdn az po izolované proteiny a
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nukleové kyseliny. Princip spolivd v sedimentaci ¢dstic v odstredivém poli. Rychlost sedimentace
a koneény rovnovdzny stav je ovlivnén Fadou faktord jako jsou velikost Edstic, velikost odstredivé
sily, viskozita roztoku, hustota &dstic aj. Tyto vlivy je mozné cdstecné popsat Stokesovym
zdkonem a Svedbergovou rovnici. Existuje nékolik typu centrifugaénich technik, které se lisi
pouzitym rotorem (dhlovy, vykyvny, vertikdlni), hustotnim profilem roztoku (konstantni,
gradientovy) a zplsobem separace ldtek (diferencidlni, izopyknickd a zondlni). Z hlediska vyuZiti

jsou pak tyto metody vyuzivdny jako tzv. preparativni, popr. analytické [49].
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4.5 Analyty

4.5.1 Retinoidy: Vitamin A (retinol), estery retinolu,
kyselina retinova

45.1.1 Historie

Samotny ndzev "vitamin" pochdzi z roku 1911 od polského chemika Kazimira Funka, ovéem tento
ndzev je chybny. Vznikl totiZz spojenim dvou slov: oznaenim nezbytnosti téchto latek pro Zivot
(Zivot = vita) a oznaenim dusikatych ldatek (amin). Funk zde vychdzel z predpokladu, Ze tyto pro
Zivot nezbytné slouceniny jsou dusikové povahy. Tento fakt totiz obecné pro vSechny vitaminy
neplati. Presto se ndzev vitaminy ujal, i kdyZ se v souCasnosti &im ddl vice pouzivd trividlnich

ndzvll, napf. misto vitamin H pouZijete spiSe oznaleni biotin apod.

Obr. 48 Kazimierz Funk 1884-1967 Obr. 49 Sir Fr'e.der‘ick Gowland
Hopkins 1861-1947

Historie objeveni vitamini sahd o nékolik tisicileti zpét, oviem skutené védecké studium

zapocalo az s rozvojem chemie v 19. a na zacdtku 20. stoleti a vyvrcholilo pozndnim jednotlivych
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pFidatnych potravinovych faktord, které byly pojmenovdny podle abecedy v tom pofadi, v jakém
byly objeveny. Oviem projevy nedostatku téchto ldtek byly zndmy mnohem a mnohem drive.
Seroslepost, porucha vidéni za era, zplisobovand nedostatkem v té dobé samoziejmé neznémého
vitaminu A, byla popsdna uz ve starém Egypté v roce 1600 pr.n.l., ale zkusenosti méli i stari
Cifiané, ktefi 16&ili poddvdnim jater zviFat, popF. inhalovdnim par vystupujicich z varicich se jater.

Zdklad k objevu vitaminu A (ale i ostatnich vitamind) poloZil v roce 1906 anglicky fyziolog Sir

Frederick Gowland Hopkins z University v Cambridge [101].

4512 Fyzikdlné chemické vlastnosti retinoidd

All-trans retinol je primdrni alkohol s péti konjugovanymi vazbami, které maji acyklickou trans
konfiguraci.

Latka tvori svétle Zluté jehlice, prakticky nerozpustné ve vodé, snadno rozpustné v lihu 96%,
etheru, petroletheru a mastnych olejich. Retinoidy vykazuji v ultrafialovém svétle pri 365 nm
intenzivni zelenavou fluorescenci. Roztok v 2-propanolu vykazuje v ultrafialovém svétle absorpéni

spektrum s maximem 325 nm.

Obr. 50 Jehlice vitaminu A, fotografie byla poFizena po krystalizaci latky (za 2 - 3 mésice) polariza&nim mikroskopem se
zvétsenim 600x. Barvy jsou vysledkem interference svétla podobné jako pres olejovou nebo mydlovou bublinu [102].

Vitamin A se vdeobecné pouZivd ve formé estert jako acetdt, propiondt nebo palmitdt, které se
doddvaji jako olejové koncentrované roztoky, vodné disperze nebo ve formé prdsku. Uéinnost
vitaminu A se vyjadrfuje v mezindrodnich jednotkdch U.I. nebo I.U. 1 U.I. vitaminu A odpovidd
G&innosti 0,344 ug all-trans retinol acetdtu. U&innost ostatnich slouenin vitaminu A se vypo&itd
stechiometricky tak, Ze 1 U.I. vitaminu A odpovidd 0,300 pg all-trans retinolu, 0,359 g all-trans
retinol propiondtu, 0,550 g all-trans retinol palmitdtu [59].

Udaje o biologické GZinnosti vitaminu A se uvddéji také v retinolovych ekvivalentech (RE),

pridemz 1 T.U. = 0,3 RE [103].
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45121 Kyselina retinovd

Kyselina retinovd je Zluty aZz svétle oranzovy prdsek s charakteristickym zdpachem, nerozpustny
ve vodé, s absorpénim maximem 351 nm (methanol). NejdleZitéjsi formy jsou all-trans, 13-cis a

9-cis retinova kyselina [104].

45122 Estery retinolu
Estery retinolu jsou zdsobni formou retinolu. Hlavnimi zdstupci jsou retinyl palmitdt a retinyl

steardt. Retinyl palmitdt je Zluty olej s absorpcnim maximem 330 nm.

45.1.3 Metabolismus retinoidt

Vitamin A je prijimdn v potravé primo nebo ve formé provitaminu beta-karotenu, ktery poskytne
hydrolyzou ve strevé dvé molekuly vitaminu A. V tenkém strrevé se viak vstrebdvad i samotny beta-
karoten. Jeho dostateéné hladiny se uZivd jako ukazatele neporusené absorpce lipid.

Transport vitaminu A v krvi zajiSt'uje specidlni bilkovina RBP (retinol binding protein). Aby
nedochdzelo ke ztrdtdm tohoto mikroproteinu s navdazanym vitaminem A moci, vdaze se v plazmé na
dalsi bilkovinu - prealbumin [75].

Vstrebané beta-karotenoidy byvaji oxidativné $tépeny beta-karotendioxygendzou. Toto $tépeni
vyuZivd molekuldrni kyslik v pritomnosti zluCovych soli a vytvdri dvé molekuly retinylaldehyhu
(retinalu).

Ve strevni sliznici je retinal redukovdn na retinol enzymem retinal aldehydreduktazou,
vyuzivajicim NADPH. Pouze mald ¢dst retinalu je oxidovdna na kyselinu retinovou. Vétsina retinolu
je esterifikovdna nasycenymi mastnymi kyselinami a inkorporovdna do chylomikront v lymfé a ty
pak vstupuji do krevniho obéhu. Jsou preménény na chylomikronové zbytky, které i s retinolem
v nich obsaZenym vychytdvaji jdtra. Karotenoidy se mohou nékterym z téchto procest vyhnout a
pronikat pFimo do chylomikrond.

Vitamin A je v jatrech ukldddn do zdsoby jako ester v lipocytech (perisinusoiddlnich
hvézdicovitych burikdch) pravdépodobné ve formé lipoglykoproteinového komplexu. Pro transport
do tkdni je komplex hydrolyzovdn a retinol navdazdn na RPB.

Toxicita vitaminu A (hypervitaminoza A) se projevi po vyCerpdni kapacity vazebnych bilkovin -
bufiky jsou vystaveny plsobenim nenavdzaného retinolu. Tento jev miZe nastat prFi nadmérném

uZivdni vitaminovych prepardtd s vitaminem A [105].
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Obr. 51 Rozklad beta-karotenu na retinol a kyselinu retinovou
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4.5.1.3.1 Biologickd aktivita kyseliny retinové

Kyselina retinovd se vyznamné podili na kontrole regulace genové exprese pro diferenciaci a
morfogenezi mnoha druhl bunéénych linii. V krvi je navdzdna na tzv. all-trans retinoic binding
protein (CRABP), ktery zajist'uje jeji distribuci do tkdni. Regulace genové exprese je podminéna

jadernymi receptory RAR a RXR [106].

Histone deacetylation

(closed)
RAR Y = 0000 - _H_)
INR Co-repressor \\ @ No
No dimer A transcription
retinoic | | RARE [ Target gene |
acid

Histone acetylation

acid

(open)
RAR [EERESSE .
RXR Co-activator \\EB 4} )
With dimer N\ _ L Transcription
retinoic | | RARE | Target gene

Obr. 52 Kontrola genové exprese kyselinou retinovou (RAR - RXR - receptory pro kyselinu retinovou).

Pokud neni kyselina retinovd k dispozici, ha receptory se navdze korepresor a uzavie cestu pro histon-acetyl deacetyldzu,
kterd aktivuje genovou expresi. Pokud je kyselina retfinovd pritomna, dochdzi k uvolnéni korepresoru a aktivaci
koaktivdtoru, ktery uvolni histon acetyl-transferdzu a dochdzi k transkripci gent [107].

4514 Klinicky vyznam retinoidd

4.5.14.1 Retino/
Vitamin A zasahuje do Fady fyziologickych pochodi v lidském téle. K zdkladnim funkcim patFi

ovliviiovdni metabolizmu rodopsinu, tedy procesu vidéni (prekurzor fotosenzitivnich pigmentd oéni
sitnice), ddle plsobeni na diferenciaci a rist epitelovych bunék (sliznice, kozni a krvetvorné
buriky). Je nezbytny i pro udrzeni stability biologickych membrdn, pro diferenciaci a zrdni
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pohlavnich bunék a pro vyvoj plodu. Zasahuje rovnéz do syntézy bilkovin, nukleovych kyselin a
lipoproteind. Vitamin A md jen mirné antioxidani vlastnosti, proto je jeho preventivni efekt na
incidenci nemoci, jejichZ etiologie je spojena s volnymi radikdly, povazovdn za minimdlni. Podstata
jeho plsobeni se koncentruje do oblasti tzv. zhdSeni (quenching) singletového molekuldrniho
kysliku (Oz+). Tento metabolit, ktery neni povazovdn za volny radikdl, vznikd fotochemickou
reakci, enzymaticky nebo pri procesu peroxidace lipidi v membrdndch (fotoexcitace,
chemiexcitace) a je velmi reaktivni okysli¢ujici agens o vysoké energii.

MiZe reagovat s biomolekulami a tak zplsobovat poskozeni tkdni. Toto poskozeni miZe byt
zpomaleno prdvé ,zhdSeci" aktivitou vitaminu A, ostatnich retinoidd a karotenoidd. Zhdseni
singletového kysliku je umoZnéno schopnosti uvedenych sloulenin absorbovat energii bez
chemické zmény, takZe excitovany (O..) se vrdti do zdkladniho molekuldrniho stavu (O; ) bez
poskozeni okolnich tkani.

Aktivni forma vitaminu A, 11-cis retinal, je predevsim nezbytnd pro vidéni (je souldsti ocniho
purpuru). Uvddi se [108], Ze normdlni adaptace oli na tmu je zajiSténa pri sérové koncentraci
vitaminu A vyssi nez 1,4 pmol/l. MoZnd avitamindza se vyviji pomalu, protoZe télo cerpd ze svych
zdsob. Prvnim priznakem hypovitaminézy je zpomaleni privykdni na Sero. Pri vétsim nedostatku se
ztrdci schopnost vidét za Sera Uplné. Pokud je nedostatek vitaminu A velky a dlouhodoby, mize
dojit az k dplnému oslepnuti. Toto je bohuzel pomérné Castou pricinou v rozvojovych zemich
predevsim afrického kontinentu. Zhruba jedno procento Afri¢and trpi slepotou, jejiz hlavni
pFi¢inou jsou katarakta, glaukom a prdvé trachom, infekéni onemocnéni, které miiZze souviset i s
nedostatkem vitaminu A. Existuji dikazy, Ze xeroftalmie a trachom mohou mit jednoho ze
spoleénych jmenovatell prévé v hypovitaminéze tohoto substrdtu [109, 110]. V této souvislosti se
je treba také zminit o problematice zinku. Je zndmo, Ze nedostatek zinku mlZe souviset se
zhorsenou adaptaci na tmu nebo noéni slepotou, ale zvyseny prijem zinku adaptaci oka nezlepsi
nebo neobnovi, miize pouze potencovat (¢inek vitaminu A. V tomto pFipadé je nezbytné, aby bylo
poddvdni zinku dlouhodobé, nékolikaleté. Oslepnuti postupné predchdzi suchost spojivek,
poskozeni rohovky a zdnét celého oka, coz souvisi s dalsi funkci vitaminu A v organizmu -
pravidelnou obnovou epitelovych tkdni, ristem apod. [111]. SniZzené hodnoty v séru nachdzime aZ
po vylerpdni zdsob vitaminu v jdtrech, zplsobuji je onemocnéni spojend s deficitem vitamind
rozpustnych v tucich (cystickd fibréza pankreatu, deficit lipdzy, infekéni hepatitis,
hypothyredza, kwashiorkor, malabsorpce, proteinovda malnutrice, Crohnova choroba, syndrom

krdtkého stfeva, nefritida, atd.) [110].
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ProtoZe maji vysoké ddvky retinol-palmitdtu prokdzané teratogenni G€inky, musi Zeny v plodném
véku a zejména v téhotenstvi tato ddvkovaci omezeni dodrZovat, pricemz optimdini privod
retinolu v téhotenstvi (doporuc¢end denni ddvka) je 2600 I.U. denné, v obdobi kojeni 4000 I.U.
denné [103].

vitamin A koncentrace v séru
vék muzi Zeny
dospéli 1,05 - 2,27 pmol/I| 0,83 - 1,75 umol/I
novorozenci 1,22 - 2,60 umol/I
déti 1,05 - 2,80 umol/I

Tab. 14 Koncentrace vitaminu A v séru [112]

4.5.1.4.2 Obsah vitaminu A v potravindch
Vitamin A se vyskytuje pouze v ZivociSnych potravindch. Provitaminy, prekurzory vitaminu A,

pochdzeji prevdzné z rostlinnych materidld a jsou v téle s riznym stupném (&innosti premériovdny
na vitamin A. Jejich aktivita je niZsi nez u retinolu. Nejlepsim zdrojem vitaminu A je rybi tuk,
vhitfnosti, mdslo, syry a mléko. Provitaminy (karotenoidy) jsou obsaZeny v zeleniné a ovoci

(mrkev, paprika, rajéata, Spendt, meruriky, broskve atd.) [111].

4.5.1.4.3 Klinicky vyznam kyseliny retinové
Koncem 80. let 20. stoleti se akutni promyeloidni leukémie (APL) stala nejlépe Ié€itelnym

onemochénim ve skupiné akutnich leukémii dospélych. UmoZnil to objev diferenciaénich G¢inkd
Ié€ebnych ddvek kyseliny all-trans retinové (ATRA). Leukemické promyelocyty vlivem ATRA
vyzrdvaji a podléhaji apoptéze. ATRA také rychle upravuje inicidlné pritomnou koagulopatii, &imz
zejména pri véasném nasazeni vyrazné redukuje riziko Zivot ohrozujiciho krvdceni. Tento Iék
dokdZe sdm o sobé navodit kompletni remisi promyelocytdrni leukemie, pokud vSak neni
kombinovdn s cytostatiky, choroba béhem nékolika mésict relabuje. Zlatym standardem lé¢by
APL je proto kombinace ATRA s antracykliny, nejéastéji s idarubicinem. Indukéni Ié¢ba obvykle
obsahuje tyto dva léky, pricemz ATRA je poddvdna az do dosaZeni hematologické remise (délka
terapie nékdy dosahuje i tFi mésicl). Zdkladem konzolidaéni terapie jsou antracykliny, poddvané

samostatné nebo v kombinaci s jinyni cytostatiky ¢i ATRA [113].
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Obr. 53 Indukce diferenciace a apoptdzy v terapii APL
APL lécend chmoterapii (CT), kyselinou retinovou (ATRA), kombinaci obou nebo As.Os (Zlutd linie). ATRA indukuje
diferenciaci, As;O; apoptézu. LéEba témito Idtkami miZe byt komplikovdna vyvinem ATRA- nebo As;O; -rezistentnimi
chorobami (APL -R, APL - RS - oranzovd linie). Buriky TRAIL vznikaji diferenciaci pri APL (éervend linie). Rekombinantni
buriky TRAIL (rTRAIL), mohou byt vyuZity v terapii APL spole¢né s ATRA a As;O; (modrd prerusovand linie) vyvoldnim
hlavniho signdlu pro apoptézu [114].

NeZadouci ucinky 1é€by

K pomérné ¢astym a béznym komplikacim |é€by ATRA patFi horeéky, bolesti hlavy, bolesti svalt a
kosti, postiZeni sliznic (suchost) a elevace jaternich a rendlnich funkci. Zdvaznou az Zivot
ohroZzujici komplikaci Ié€by je tzv. diferencialni syndrom (drive ATRA syndrom, event. RAS =
retinoic acid syndrome) projevujici se horeckou, dusnosti, intersticidlnimi plicnimi infiltraty,
ndrlistem hmotnosti a edémy, v téZkych prFipadech také rendlnim, hepatdlnim i multiorgdnovym

selhdnim vedoucim nékdy az smrti nemocného [113].
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4.5.1.4.4 Klinicky vyznam esterd retinolu
Vysledkem sprdvné morfologické a funkéni integrity tenkého streva je soulad mezi dvéma

protichlidnymi procesy. Na jedné strané je to maximdlné efektivni proces absorpce Zivin a viech
potfebnych ldtek véetné specifickych transportnich mechanismi, na druhé strané potom vysoce
déinnd komplexni bariérovd funkce brdnici praniku bakterii, toxinl, antigent a jinych toxickych
Iatek do vnitfniho prostredi organismu. Permeabilitou, respektive propustnosti streva, |ze oznacit
proces, pri kterém ldtky pronikaji mezibunéénymi prostory strevniho epitelu nerizenou difuzi,
jejich priinik zdvisi na propustnosti mezibunéénych prostor a na jejich koncentraénim gradientu
bez (&asti specifického prenosového mechanismu. Porucha této stfevni bariérové funkce mize
vést k priniku bakterii a jejich toxinl do systémového obéhu s nebezpelim vzniku sepse a
moZznosti rozvoje multiorgdnového selhdni [115].

Hlavni vyznam stanoveni esterl retinolu je i monitorovdni stavu stievni sliznice po retinol
absorpénim testu u pacientt Ié¢enych chemoterapii a radioterapii [116].

Soucashé studie ukazuji, Ze preména retinolu na jeho estery je vyznamné redukovdna v lidskych
nddorovych burkdch [117].

Stanoveni esterll retinolu md také velky klinicky vyznam pFi monitoringu chronické intoxikace

vitaminem A, kdy jsou sérové hladiny vitaminu A v normdlu [118].

4.5.14.4.1 Vitamin A absorpcni test
Poskozeni sliznic gastrointestindlniho traktu patri mezi nejcastéjsi toxické projevy protinddorové

chemoterapie a radioterapie. Poddni téchto |é¢iv miZe byt spojeno se zménami permeability
strevni sliznice.

Klinicko-diagnosticky proces v oblasti zaZivaciho Ustroji je zaloZen na fadé specializovanych
vySetieni, ke kterym patii zejména moderni zobrazovaci metody (endoskopie, sonografie, RTG,
CT, NMR) poskytujici morfologicky obraz orgdnt. Nedilnou soudst diagnostiky vak tvori metody
biochemické. PFinos biochemickych testl pro klinicko-diagnosticky proces je predevsim v oblasti
funkénich testl, screeningovych programi a sledovdni dynamiky procest v pribéhu 1é€by, resp.
dlouhodobého sledovani hemocného.

Zmény permeability sliznice tenkého streva lze zjistit retinol absorpénim testem.

Provedeni zdtéZového testu: Pacient prichdzi na vySetfeni nalacno. Je mu odebrdn vzorek krve
(oznacen €.1) a pak je poddna zdtéz 360 000 I.U. vitaminu A a tekutina (¢aj). Za pét hodin po

poddni je odebrdn vzorek krve (oznacen ¢.2). Oba vzorky jsou zpracovdny a analyzovdny.
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Referenéni hodnoty pro vitamin A vséru jsou vrozmezi 1,8 - 2,3 pmol/l. Klinicky se prosté
stanoveni sérové hladiny retinolu vyuzivd jen zridka. Normdlni hodnoty za pét hodin od podani
zdtéze jsou 7,2 - 24,6 pymol/l. Patologicky vysledek testu je pri hodnotdch mensich nez 7,2 pmol/I.
V tomto pripadé je jako retinol oznaovdn celkovy retinol i retinyl estery, protoZe estery retinolu
jsou obvykle pred analyzou pri vétsiné zpracovacich technik hydrolyzovdny na retinol.

Obr. 54 zobrazuje hladiny retinolu a retinyl esterd po poddni 105 pmol/l (8, 9 ,19 C) retinyl
palmitdtu u zdravych dobrovolnikl. Vyznamné zde dochdzi k vzestupu esterl retinolu (v tomto
pripadé zastoupenych retinyl palmitdtem, retinyl steardtem a retinyl oledtem) [119]. Retinol

absorpéni test je Casto kombinovdn s testem LAMA.

conc [nmol/L]
L)
S
=

1500

1000

time [h]

- »- [12C]retinocl —+—[8,8,19-13C]retinol
—a—[8,9,19-13C] + [12C] total retinel == total retinyl esters (UV-HPLC)

Obr. 54 Grafické zndzornéni vzestupu esterl retinolu béhem prvnich 24 hodin po poddni 105 pmol/| retinyl palmitdtu
[120].
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451442 LAMA test
Pro posouzeni slizni¢ni integrity (propustnosti) tenkého stfeva se jiz nékolik desetileti pouZivd

stanoveni vylu€ovdni nemetabolizovatelnych cukrd v moéi po jejich perordlnim poddni. Obvyklé
schéma testu spoéivd v perordlnim poddni dvou cukrll s riznou molekulovou hmotnosti a raznym
mechanismem absorpce. Monosacharidy jako manitol nebo L-rhamnéza, se vstrebdvaji
transceluldrni cestou a odrdzeji stuperi absorpce malych molekul (mensi nez 0,65 nm). Disacharidy
(laktuléza nebo celobiéza) prechdzeji pres paraceluldrni junkéni komplexy a jejich absorpce
odpovidd permeabilité pro velké molekuly (vét$i nez 0,93 nm). Jednim z velmi ¢astych zplisobt
vyjddreni strevni propustnosti je hodnota poméru vylouc¢eného disacharidu (laktuldza,
paraceluldrni transport) a monosacharidu (manitol; transceluldrni transport) v pétihodinovém
sbéru moéi po jejich perordlnim poddni. Tento zplisob do znaéné miry eliminuje variabilitu
zplsobenou rozdily v gastrointestindlni motilité, absorpéni kapacité, rendlnich funkcich a diuréze.
Jinym zplsobem vyhodnoceni testu je vyjddfeni mnoZstvi laktulézy vyloucené v pétihodinovém
sbéru moli jako procento z perordlné podané ddvky nebo prepolet zjisténé koncentrace
laktuldzy na kreatinin. Pro stanoveni laktulézy a manitolu jsou k dispozici chromatografické (GC,

HPLC) a enzymatické analytické metody [115].

Laktulozo/manitolovy test |ze kombinovat i s poddnim D-xylézy, tato verze testu byla vyvinuta v
UKBD v Hradci Krdlové. Perordlng je poddn roztok 10 g laktulézy, 2 g mannitolu, 2 g D-xylézy a 11
g glukézy ve 100 ml destilované vody, hyperosmolarita roztoku 1500 mosm/| zvysuje senzitivitu
testu. Pacient musi byt nala¢no (12 hod, obvykle pres noc) a po vypiti testovaciho roztoku sbird 5
hodin moé. Analyza jednotlivych cukrll je provedena technikou plynové chromatografie,
vypolteny jsou relativni mnozstvi jednotlivych cukrl v poméru k podanému mnoZzstvi a koneéné
indexy permeability LA/MA a LA/XY. Primérnd hodnota LA/MA indexu je u kontrolni skupiny
0,016 + 0,008, indexu LA/XY 0,013 + 0,009. Nékteré dalsi studie doporucuji Sirsi kombinace tvi

substrdtd, napf. poddni sukralézy, kterd je stabilni béhem pasdze tlustym stfevem [121].
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STREVNI PERMEABILITA, ABSORPCE

. MANITOL LAKTULOZA
D-XYLOZA | RHAMNOZA CELLOBIOZA GLUKOZA

FACILITOVANA ~ PASIVNIDIFUZE = PARACELULARNI  AKTIVNI
DIFUZE TRANSCELULARNI ABSORPCE TRANSPORT
> PERORALNI PODAN[ - LAKTULOZA 10g MANITOL 2g XYLOZA
> 5 HODINOVY SBER MOCI, STANOVENI KONCENTRACI
> VYPOCET INDEXU LAIMA, LAIXY,
permeability: enzymatic determination
manhitol, ra and lactose on Hitachi analyzer.

Obr. 55 Monitorovani strevni permeability a absorpce pomoci LAMA testu [122]

101



4.5.2 Vitamin E

45.2.1 Historie

Ndzev tokoferol vznikl spojenim dvou rreckych slov: tokos - potomek, pheros - plodit.

Spolu s vitaminem C je nejvice prostudovanym vitaminem. Tokoferol v doslovném prekladu
znamend ,to, co prindsi plodnost" [123].

Vitamin E byl objeven v roce 1922 dvéma védci Evansem a Bishopem, ktefi pozorovali v pokusech
na krysdch krmenych hlavné sddlem poruchy rozmnozovéni. Tato porucha se upravovala u
pokusnych zvirat priddnim semen olejnin do potravy. Nezndmd Gcinnd latka byla nazvdna faktorem
proti sterilité. Pozdéji bylo zjisténo, Ze kurata s nedostatkem vitaminu E ve stravé trpi praskdnim
drobnych cév. I u dalich zvifat byly pozorovdany abnormality po poddni takové stravy, kterd
navozovala deficit vitaminu E, napF. nepfirozené tmavé zbarveni tukové tkdné i jinych orgdnd
obsahujicich tuk. Jiz tehdy se védci zalali domnivat, Ze vitamin E md vliv na ochranu
nenasycenych mastnych kyselin v téle. Ale trvalo celych 30 let, nez bylo potvrzeno, Ze nejen

zvirata, ale i lidé potebuji vitamin E a Ze je pro né v potravé nezbytny [124].

Obr. 56 Vitamin E-krystal (obrdzek vytvoren stejné jako Obr.¢.50) [125]

45.2.2 Fyzikdlné chemické vlastnosti

Do skupiny tokoferold Fadime ldtky, které jsou odvozeny od tokolu a tokotrienolu.

Tokoferoly tvori za normdlni teploty bezbarvé nebo jen slabé naZloutle zbarvené viskézni oleje,
které se daji destilovat bez rozkladu za nizkych tlakd. Jsou dobfe rozpustné v tucich a lipofilnich
rozpoustédlech, etheru, petroletheru, chloroformu, hexanu, méné v alkoholu a acetonu. Jsou

nerozpustné ve vodé. PFi teploté pod 40°C jsou tokoferoly stabilni vaéi silnym alkdliim, za vy&Sich
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teplot se rozklddaji, estery tokoferold se zmydelfiuji v inertni atmosfére. V kyselém prostiedi
jsou tokoferoly stabilni a nerozklddaji se ani pri teploté 100°C s koncentrovanymi minerdlnimi
kyselinami. Tokoferoly jsou citlivé viiéi vzdusnému kysliku, rozklddaji se v UV svétle. Tokoferoly
maji silné reduk¢ni vlastnosti a snadno se oxiduji [126].

Tokoferol je dle CL 2009 &ird, bezbarvd nebo lutohnéda viskézni olejovitd kapalina. Je prakticky
nerozpustny ve vodé, snadno rozpustny v acetonu, ethanolu, v etheru, v dichlormethanu a

v mastnych olejich [59].

Tokoferoly

N T

g
[ |/ I [
7 - r F fi g 10 1z
-
sz/ \MS‘ a \\‘1"/ g g g g g \\“CHS
1
Fs
R,=H R-=H Ro=H tokol
R,=CH; R=CH; Ro=CH; a-tokofercl 5.7 2-trimetwltokd C.H..O,
R, =CH; R.=H Ro=CH; p-tokoferdl 5, 8-dirmethyl okl [
R,=H R-=CH; Ro=CH; v-tokoferal 7,8-dirmethyltokd CaHe0
Ri=H R.=H R.s=CH; &-tokoferd &-rmethyl tokol CoHaDy
R,=CH; F.=H R.=H &~ tokoferal S-rnethyl tokol o HL0y
R,=CH, R.= CH, R.,=H s-tokoferd 5 7-dmethyltiokd C,H.O
R,=H R.= CH; F.-=H - tokofercl -ty tokol CoHD
Obr. 57 Nomenklatura tokoferoltl [126]
tokoferol (1 mg) I.U.
d-a- tokoferol 0,92
dl-a- tokoferol 0,68
d-a- tokoferolacetdt 1,36
d-a- tokoferolsukcindt 1,31

Tab. 15 Prepolty jednotlivych forem tokoferold na I.U. [126]
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45.2.3 Metabolismus

PFijem vitaminu E je vdzdn na fungujici vstiebdvdni tukl. Poruchy vstFebdvdni tukd zplsobuji
nedostatek vitaminu E, protoZe vitamin E se v potravindch vyskytuje rozpustény v tucich a je
uvolfiovdn a vstrebdvdn béhem jejich trdveni. V krvi je prendSen lipoproteiny. Nejdrive pronikne
do chylomikront, které ho distribuuji do tkdni obsahujicich lipoproteinlipdzy, pak
v chylomikronovych zbytcich prejde do jater a z jater je rozndsen lipoproteiny o velmi nizké
hustoté (VLDL). Je skladovdn do zdsoby v tukové tkdni. Proto je nedostatek vitaminu E spise
spojen s poruchami vySe uvedenych pochodli, napf. chronickou steatorheou, abetalipoproteinémii,
jaterni cholestdzou, cystickou fibrozou, a miiZe nastat u pacientd po resekci streva.

Vitamin E je nejdileZitéjsi prirozeny antioxidant, zdd se byt v prvni linii obrany proti peroxidaci

polyenovych kyselin, vyskytujicich se ve fosfolipidech bunéénych i nitrobunéénych membrdndch.

Antioxidant protection

I
!l )
2 Vitamin C
Hydrofilni stény na FAAND Bﬁmmlmﬂ% 0 m

Lutein

vnitfni a vnéjsi strang |

. o ®

) Proteinové
molekuly
’ \ Cholesterol

Fosfolipid

Obr. 58 Bunécnd membrdna se zabudovanym vitaminem E [127] a model bunééné membrdny naznalujici dalsi
mechanismy antioxidaéni ochrany [128]

Fosfolipidy mitochondrii, endoplazmatického retikula a plazmatickych membrdn maji afinitu
k alfa-tokoferolu. Vitamin E se v téchto mistech hromadi. Tokoferoly plsobi jako antioxidanty
tim, Ze preruduji Fetézové reakce volnych radikdld diky své schopnosti prendset vodik z fenolové
skupiny na volny peroxiradikdl peroxidované polyenové kyseliny. Vytvorené volné fenoxy-radikdly
mohou reagovat s vitaminem C, aby doslo k regeneraci tokoferolu, nebo reaguji s dalsim volnym
peroxidovym radikdlem tak, Ze jsou chromanovy kruh a postranni retézec oxidovdny na produkt
zbaveny nepdrového elektronu (viz. Obr.59). Tento produkt je pak spojen s kyselinou
glukuronovou reakci hydroxylové skupiny a vylou¢en do Zluci. Pokud tokoferol reaguje timto
zplisobem, neni regenerovdn a musi byt (pro pokraovdni své role v bufice) doplfiovdn.
Antioxida&ni G&inky tokoferolu plsobi pFi vysoké koncentraci kysliku, a proto nepfekvapuje, Ze se
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hromadi v takovych lipidovych strukturdch, které jsou vystaveny vysSimu parcidlnimu tlaku O,

napf. v membrdndch erytrocytl a dychaciho dstroji.

Radikalova fetézova reakce

PUFA-0OQ* PUFA-OOH

TocOH TocO*
o, &
PUFA-H
(ve fosfolipidu)

— —— — — — — — — — —— e —— ————— — —— ———

Vitamin C,’ Vitamin C,/ PUFA-OOH,

GS-SG GSH

SUPEROXID-
DISMUTASA KATALASA
o
Superoxid

FOSFOLIPASA

H,O

272

H,0,
PUFA-CH

Se

membrany

cytosol

GSH

GLUTATHION- |

PEROXIDASA

GS—SG

Obr. 59 Vzdjemné ovliviiovdni a synergismus mezi systémy antioxidanti, které pisobi v lipidni (membrdnové) i vodné

(cytosolové) fazi bunky [105].

R volné radikdly, PUFA - OO'-peroxylové volné radikdly nenasycenych mastnych kyselin s vice dvojnymi vazbami ve

fosfolipidech membrdny, PUFA - OOH hydroperoxy - formy polyenovych mastnych kyselin s fosfolipidd membrdny

uvolnéné do cytosolu G¢inkem fosfolipasy Az, PUFA - OH hydroxy - formy polyenovych mastnych kyselin (s vice dvojnymi

vazbami). TocOH vitamin E (alfa-tokoferol), TcO* volny radikdl alfa-tokoferolu, Se selen, GSH redukovany glutathion, 6S

- 56 oxidovany glutathion, ktery se vraci do redukovaného stavu po reakci s NADPH, katalyzované glutathionreduktasou.

Vitamin E a selen plisobi synergicky. Glutathionperoxidasa, jejiz nedilnou souldsti je selen,

predstavuje druhou linii obrany proti peroxidim, dfive neZ mohou poskodit membrdny a dalsi

souédsti bunék [105].
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45.2.4 Klinicky vyznam

Nedostatek vitaminu E miiZe vyvolat vznik anemie u novorozencli, protoZe u téhotnych a kojicich
Zen existuji vy$8i ndroky na obsah tokoferolu v potravé. Anemie novorozenc miize byt zplisobena
sniZzenim produkce hemoglobinu a zkrdcenim Zivotnosti ervenych krvinek.

Spotfeba vitaminu E se zvySuje pFi vétsim pFijmu nenasycenych tuki. PFijem vysoce nenasycenych
olejli, zvy$ené vystaveni kysliku (v kyslikovych stanech) nebo nemoci zhordujici vstrebdvdni tukd
mohou vyvolat neurologické potiZe zplisobné nedostatkem vitaminu E.

U osob s nedostatkem vitaminu K mohou vysoké ddvky vitaminu E nepriznivé ovlivnit srdzlivost
krve [129]. Nedostatek vitaminu E se projevi pri dlouhotrvajici tézké steatorhey, nebo
parenterdlni vyzivé, je doprovdzen mimo jiné hemolytickou anémii a kreatinurii jako ndsledkem
poskozeni bunécnych membrdn [75]. Pacienti s nedostatkem vitaminu E trpi predevsim
neurologickymi potizemi jako jsou poruchy rovnovdhy a svalovd slabost. Nejvice ohrozenymi
osobami s vysokou potrebou vitaminu E jsou muzi v produktivnim véku, Zeny po prechodu a obézni
jedinci. Potfeba vitaminu E se zvySuje pri stresu, v dobé klimakteria a pri uzivdani hormondlnich
pFipravki [123].

ZvySené sérové koncentrace vitaminu E jsou sledovdny pri hyperlipidemii a obstrukénich
jaternich onemocnénich. Fyziologické hodnoty jsou uvedeny v tabulce 16. Kolisdni mezi
jednotlivymi dny dosahuje fyziologicky az 15%. Hodnoty mensi nez 11,5 pmol/I indikuji deficitni
stav, hodnoty 11,6 - 16,2 pmol/| nizky stav zdsob vitaminu E. Za ochranné pred kardiovaskuldrnim

onemocnénim jsou ale povazovdny hodnoty vyssi nez 30 pmol/| [112].

vek koncentrace vitaminu E v séru
0 - 1 mésic 8 - 28 pmol/I

1-6 mésic 10 - 31 pymol/I

6 mésicli - 6 rokil 20 - 30 pmol/I

dospéli 19 - 35 pymol/I

Tab. 16 Koncentrace vitaminu E v séru

45.25 Vyskyt
Nejvétsi mnozstvi vitaminu E se nachdzi v pseni¢nych kliccich, rostlinnych olejich, ofechdch,
Inénych, sezamovych, tykvovych i slunecnicovych semenech, ovesnych vlockdch, celozrnnych

vyrobcich, mdsle, jatrech i vejcich.

lchFest 100 g 2.5 mg |
|Fepa 100 g ||1,5 mg |
|celer‘ 100 g ||O7 mg |
[zeli 100 g 0.7 mg |
lhldvkovy saldt 100 g 0.6 mg |
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pérek 100 g 11,3 mg |
lséja 100 g ll6 - 11 mg |
Imandle 100 g |[15 mg |
|oF‘echy 100 g ||21 mg |
bbiloviny 100 g |3-5mg |
IryZe 100 g 11,2 mg | »
[rmavy chléb 100 g [2-4mg | -
Irybi tuk 100 g |26 mg |
Imdslo 100 g 2,4 mg |
lrostlinné oleje 100 ml |[10 - 20 mg |
s _d

Tab. 17 Hodnoty vitaminu E v jednotlivych potravindch [130]

4.5.3 Stanoveni retinoidd a vitaminu E
Pro stanoveni vitaminu A v biologickém materidlu je kapalinovd chromatografie metodou volby.

Vétsinou je vyuzivdna chromatografie na reverzni fdzi, ale i na normdlni fazi. Analyzu lze urychlit
zvySenim teploty na 50 - 60°C (ovSem nhe vyssi, protoZe retinol je pfi vysSich teplotdch znaéné
nestabilni). Mobilni fdze se pouZivd v typickych pratocich 0,7 - 2,0 ml/min. Retinol silné
absorbuje mezi 310 - 370 nm, obvykle se stanovuje pri 325 nm. Retinol silné fluoreskuje
v nepoldrnich rozpoustédlech (ex. 320 nm, em. 480 nm).

V posledni dobé doslo k velkému rozvoji spojeni LC-MS. Ionizace za atmosférického tlaku (APCT)
byla pouZita pro identifikaci metabolitd retinolu. Van Breemen a Huang popsali spojeni HPLC a
elektrospreje s MS pro analyzu kyseliny retinové, retinolu a retinyl acetdtu. Spojeni HPLC a
nukledrni magnetické rezonance (NMR) bylo vyuZito pro separaci izomert kyseliny retinové.

Pro separaci geometrickych isomerl retinolu je vhodnéj$i reverzni fdze, Landers a Olson
separovali smés &tyfech isomerl ve 12 minutdch (11-cis, 13-cis, 9-cis a all-trans retinolu). Mobilni
fdze obsahovala smés hexanu, dichlormethanu a isopropyetheru.

Pro separaci kyseliny retinové je preferovdna reverzni faze. Kromé MS detekce je vyuzivdno jeji
absorpce pri 340 - 356 nm. Kyselina retinovd neposkytuje fluorescenci. Elektrochemickad detekce
retinoidl (i kyseliny retinové) byla popsdna pFi separaci na normdini fézi.

Horst separoval na normdlni fazi kyselinu 13-cis, 9-cis, 9,13-di-cis a all-trans retinovou.
Izokratickd eluce na reverzni fdazi s pouzitim methanolu, acetonitrilu nebo jejich smés
s pfidavkem malého mnoZzstvi amonium acetdtu nabizi velmi rychlou separaci 9-cis, 13-cis a all-

trans izomerd kyseliny retinové.
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V.o vevs

NejbéZnéjsim esterem retinolu je retinyl palmitdt. Pro separace retinolu a jeho esterl je
doporucovdna reverzni faze (ODS, €8, fenylem modifikovany silikagel) s gradientem mobilni fdze.
Estery absorbuji v UV oblasti 325 - 340 nm.

HPLC metody pro stanoveni vitaminu E Ize rozdélit na HPLC na normdlni a reverzni fazi.

Na normdlini fazi |ze separovat tokoferoly a tokotrienoly (hlavné beta a gama isomery). V tomto
pripadé neni nutné odstrariovat ze vzorku nepoldrni substance (napr. triacylglyceroly). Pro tuto
separaci jsou jako mobilni fdze &asto pouZivany ndsledujici smési rozpoustédel: n-hexan
obsahujici 5% diethyletheru nebo 7% dipropyletheru, 0,2% nebo 0,3% 2-propanolu a 2% - 3% 1,4-
dioxanu atd.

Pro stanoveni vitaminu E je ovSem stdle metodou volby HPLC na reverzni fdzi. Vyhodnd je pro svou
nizsi citlivost na zménu sloZeni a obsah vody v mobilni fdzi a tim vy3si reprodukovatelnost
retenénich ¢ast a diky jednodudsi a rychlejsi regeneraci a reekvilibraci. Na ODS staciondrnich
fdzich dochdzi k eluci tokoferoll v opaéném porfadi (delta-, beta-gama-, alfa-tokoferol). Jako
typickd mobilni fdze je casto pouZivdn 100% methanol nebo methanol s malym pridavkem
organického modifikdtoru (tetryhydrofuran, ethylacetdt, chloroform) pro zvyseni rozpustnosti a
selektivity analytd. 100% methanol je éasto pouZivdn pro separaci alfa- a gama-tokoferolu.
Paklize je stanovovdn vitamin E v séru nebo v plazmé spolecné s retinolem, karotenoidy a dalsimi
latkami, je preferovdna reverzni fdze a je nutno odstranit nepoldrni sou¢dsti vzorku.

Tokoferoly jsou nejCastéji detekovdany v UV oblasti (292 nm - 298 nm), poskytuji také
fluorescenci, excitalni maxima v rozmezi 291 nm - 300 nm a emisni 324 nm - 329 nm v zdvislosti
na struktufe jednotlivych tokoferold. Elektrochemickd detekce (CE) je zaloZend na oxidaci
tokoferoll a tokotrienold na chinony. Vyhodou EC detekce je jeji citlivost.

Pro souCasné stanoveni vitaminu A a E je Casto preferovdna reverzni staciondrni fdze a
methanol nebo smés methanolu a vody (95 : 5) jako mobilni fdze s UV detekci. Jako vnitrni
standard je uZivdn synteticky derivdt tokol.

Granado Lorencio separoval retinol, tokoferol spole¢né s vitaminem D a vybranymi karotenoidy
pomoci UPLC v ¢ase 4,5 minuty. Jako staciondrni faze byla pouZita hybridni ¢dsticovad kolona HSS
(High Strength Silica, 2,1 x 100 mm, 1,8 um) s gradientovou eluci a UV - VIS detekci. V nékterych
pracich bylo UPLC metodiky vyuZito pro stanoveni vitaminu A, E, karotenoidi a daldich ldtek
v hovézim séru, mléce apod.

MS detekce poskytuje vice informaci o analyzovanych ldtkdch a také vy3si citlivost. Analyza

v biologickém materidlu je obtiZznd, protoZe se Casto jednd o velmi slozité matrice sklddajici se
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z mnoha odlisnych Idtek. Objevuje se fada praci stanovujicich vitaminy v potravindch, napriklad
spojeni LC-APCI-MS pro stanoveni vitaminu a A, D3 a E.

Retinol, alfa-tokoferol a beta-karoten v lidském séru byly separovdny a detekovdny metodou LC-
MS-MS skupinou Roberta Andreoli. Analyty byly separovdany v case 6 minut na reverzni
staciondrni fdzi €8 s mobilni fazi methanol : dichlormethan (99 : B) v izokratickém mddu. V prdci
[135] byly porovndny jednotlivé metody pro stanoveni vitaminu A a E v séru. Byly porovndny
jednotlivé validalni parametry, ale i cena, spotfeba rozpostédel a Zivotnost staciondrnich fazi.

Vysledky jsou uvedeny v tabulce 18 a 19.

UPLC kolona ¢dsticovd kolona monolitickd kolona
hybridni ¢dsticova kolona reverzni fdze C18 monolitickd reverzni
C18 fdze C18

rozméry kolony (mm) 100x2,11id.,17 pm 150 x 4,6 i.d.,5 ym 100x4,6id.,

mobilni fdze 100% methanol 100% methanol 100% methanol

pritok mobilni fdze (ml/min) | 0,48 1,50 2,50

retenéni ¢as (min)

retinol 0,80 2,00 0,80

alfa-tokoferol 2,00 5,30 1,40

celkovy as analyzy (min) 2,00 6,00 1,80

tlak v Sys1'ému1 (PSI) 4 800 - 4 900 950 - 1000 470 - 500

spotteba mobilni fdze? (ml) 96 900 450

cena kolony (€) 743 394 629

primérnd Zivotnost® 2200 700 1800

cena®* (€) 36 72 44

dspora &asu?® 6 h 40 min - 7h

Isystémovy tlak po prvnim pouZiti kolony, °pocitdno na 100 ndstrikd, *mysleno jako polet analyz bez jakékoliv zmény od
prvniho pouZiti kolony, *primérné politdno jako spotreba rozpoustédel a cena kolony, nezahrnuje opotrebeni pristroje,
%srovndni monolitické a UPLC kolony s &dsticovou kolonou

Tab. 18 Porovndni chromatografickych podminek pro stanoveni retinolu a alfa-tokoferolu pro jednotlivé staciondrni faze a
metody HPLC a UPLC [135]

retinol alfa-tokoferol
UPLC &dsticovd monolitickd UPLC &dsticovd monolitickd
kolona kolona kolona kolona

opakovatelnost
ndstriku - plocha 0,51 451 5,58 0,62 0,91 5,93
(RSD%)
opakovatelnost
ndstriku - retenéni 0,11 0,08 0,10 0,21 0,29 0,37
éas (RSD%)
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sprévnost'? (RSD%) | 3,78 324 5,98 4,61 168 2,06

. v . 3
E‘:r'r'\:;”/“l;”' rozmezi” | 25-10,00 | 050-10,00 | 0,50-10,00 | 0,50-50,00 | 0,50-50,00 | 0,50-50,00
Zg;)e'“c"' koeficient | ) 5997 0,9992 0,9999 0,9999 0,9996 0,9997
LOD (umol/l) 0,019 0,02 0,20 0,05 0,10 0,10
LOQ (umol/1) 0,06 0,07 0,07 0,15 0,30 0,30

12 sérum s obsahem retinolu a alfa-tokoferolu (metoda standardniho pridavku), ° linearita byla mérena pro Sest

koncentracnich drovni

Tab. 19 Porovndni validagnich parametri pro retinol a alfa-tokoferol pFi pouZiti jednotlivych staciondrnich fdzi

Kapitola byla vypracovdna z nésledujicich odkaz:

[105, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144]
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4.5.4 Neopterin

4541 Historie

Termin pteridiny byl vytvoren pro ndzev nezndmého pigmentu z motylich kridel (Lepidoptera -
motyli) a pochdzi z Feckého slova pteron - kridlo [145].

Neopterin byl poprvé izolovdn v roce 1963 z larev véel. Chemickad struktura byla objasnéna v roce
1967. O 4 roky pozdéji po objeveni neopterinu bylo 25 mg této latky izolovdno z 500 litrd lidské
mocCi. ZvySené mnozstvi neopterinu v moci bylo pozorovano u lidi trpicich fenylketonurii. V roce
1979 publikoval Wachter prdci o zvydenych hladindch neopterinu v moéi u pacientl s malignitami a
infekcemi. Pozdéji bylo prokdzdno, Ze produkce neopterinu souvisi s aktivaci imunitniho systému.
Celd fada dal3ich autort ve studiich /n vitro a in vivo prokdzala, Ze biosyntéza neopterinu je dzce
spjata s aktivaci bunéného imunitniho systému a Ze lidské makrofdgy produkuji neopterin pri
stimulaci interferonem-gama. Zvysené hladiny neopterinu v séru i moci byly prokdzdny v riiznych
patologickych situacich, u nefrotického syndromu, autoimunitnich onemocnéni, inzulinové
rezistence, rakoviny pankreatu, kolorektdlniho karcinomu, akutniho infarktu myokardu a celé fady

daldich onemocnéni [146].

0 OH
N
S4%
HZN)\m SN oH

Obr. 60 Neopterin 1-(2-amino-4-hydroxy-pteridin-6-yl)propan-1,2,3-triol

45.42 Fyzikdlné chemické vlastnosti

Neopterin patfi do skupiny pteridind. Tato skupina zahrnuje dvé hlavni podskupiny: konjugované a
nekonjugované pteridiny. Mezi konjugované pteridiny, které jsou charakteristické pomérné
dlouhym postrannim retézcem, fadime napr. vitaminy odvozené od kyseliny listové. Nekonjugované

pteridiny (napf. neopterin a biopterin) maji jednodussi postranni retézec v poloze 6 [146].
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Neopterin je bily prdsek, dobrfe rozpustny ve vodé a citlivy na svétlo. Proto je doporuceno
uchovdvat vzorky pro stanoveni neopterinu ve tmé. Neopterin je nizkomolekuldrni latka vykazujici

silnou fluorescenci ve své oxidované formé [145].

45.4.3 Metabolismus a klinicky vyznam

Nejdulezitéjsimi nekonjugovanymi pteridiny, které jsou detekovatelné v lidském organismu, jsou
biopterin a neopterin. Biopterin a jeho 5,6,7,8-tetrahydro- forma jsou nezbytnymi kofaktory
celé fady monooxygendz aromatickych aminokyselin a jsou také odpovédné za konverzi argininu na
citrulin a oxid dusnaty [146].

Paklize T-lymfocyt (TH1) rozeznd cizi nebo vlastni modifikovanou bufiku, zaéne produkovat
lymfokininy (interferon-gama). Interferon-gama stimuluje monocyto-makrofdgovy systém, ktery
zaéne produkovat neopterin. Neopterin je syntetizovdn enzymem GTP-cyklohydroldzou

z guanosintrifosfdtu (GTP).

OH
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Neopterin

Interferon gamma

GTP-cyclohydrolase

Activated T-lymphocyte

Dendritic cell

Obr. 61 Mechanizmus aktivace imunitniho systému s ndslednou syntézou neopterinu

Neopterin uvolnény do krve je biochemicky inertni, mda deli polocas nez uvolnéné interleukiny,
které jsou vétsinou ihned navdzdny na receptory cilovych bunék. Proto je neopterin vhodnym
laboratornim markerem aktivace imunitniho systému. Monitoring zvySené hladiny neopterinu je
také vyuZivdn k diferencidlni diaghostice vrozeného metabolického defektu syntézy biopterinu
(atypickd fenylketonurie). Kromé zvySeného fenylalaninu je pri tomto onemocnéni zvysend také

hladina neopterinu.
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Klinické studie potvrzuji mozny vliv derivdtl neopterinu na cytotoxické Géinky makrofdg. Proto
mlZe stanoveni neopterinu nepfimo signalizovat oxidaéni stres indukovany imunithim systémem.
Na druhé strané derivaty neopterinu jsou schopny ovlivnit kyslikové radikdly. 7,8-
dihydrobiopterin je hlavnim scavengerem mnoha reaktivnich substanci (H.O,, HOCI, NO), zvysuje
expresi pro-onkogenu c-fos, z &ehoz vyplyvd, Ze tato substance miZe ovlivnit maligni
transformaci bunék. Derivdty neopterinu indukuji programovanou smrt buriky (apoptézu) [147]. V
souvislosti s timto pozorovdnim se vyzkum v oblasti pteridind v sou¢asné dobé obraci k takovym
onemochénim, jako jsou neurodegenerativni onemocnéni mozku, Alzheimerova choroba,

Parkinsonova choroba a mnoho dalSich nemoci, které provdzeji ztrdty a zmény nervovych bunék

[146].
Guanosine triphosphate (GTP)
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Obr. 62 Schéma syntézy neopterinu a jeho derivdtl [148]

113



intraceluldrni bakterie, viry, paraziti prognéza HIV
infekce

revmatoidni artritida x osteoartritida, systémovy
autoimunitni onemocnéni a jind zdnétlivd onemocnéni | lupus erythematodes, Wegnerova granulomatoza ,
Crohnova choroba, ulcerativni kolitida

prognéza gynekologickych a hematologickych malignit,
maligni onemocnéni bronchidini karcinom, karcinom prostaty,
gastriontestindlni karcinom

rozpozndni imunologickych komplikaci jako rejekce
nebo infekce

imunomodulaéni terapie cytokininy, pri nemocich
monitorovdni lé¢by vedoucich ke zvySené hladiné neopterinu (HIV,
antibakteridlni Ié€ba tuberkuldzy...)

Tab. 20 Monitorovdni hladin heopterinu v klinické diagnostice [147]

infekéni onemocnéni

transplantace

50 A
N
30 /

/ HIV antibodies
ey Pﬂs Il"-.v

20

1049

Neopterin (nmol/l serum)

weeks

Obr. 63 Hladina neopterinu v séru po nakaZeni organismu virem HIV [147]

45.4.4 Koncentrace neopterinu v biologickych tekutindch

Jak jiz bylo zminéno, neopterin je nizkomolekuldrni substance biologicky i chemicky stabilni
v télnich tekutindch, ktery miZe byt snadno méfen v rutinnich laboratofich. Neopterin je
vylu¢ovdn ledvinami, zmény sérovych koncentraci neopterinu ovliviuji jeho hladinu v modi.
Stanoveni 7,8-dihydroneopterinu neni vhodné pro rutinni laboratore, tento derivdt neopterinu je

velmi nestabilni (snadno se oxiduje). Neopterin je citlivy na primé sluneéni svétlo, proto by
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vzorky mély byt uchovdny ve tmé. Nejlépe prozkoumané hladiny neopterinu jsou v moli a séru
[145].
Nejcastéji je neopterin stanovovdn vmoci (neinvazivni metoda), ziskanou hodnotu je nutno

prepocitat na koncentraci kreatininu.

koncentrace neopterinu - horni hranice
vek pohlavi strredni hodnota normdlnich koncentraci
(umol/mol kreatininu) (SD)

< 3 dny M, Z 972 (661) -

4.den M, Z 1510 (641) -

5.den M, Z 1602 (657) -

1. mésic M Z 906 (527) -

3.-8.mésic | MZ 560 (53) -
1.- 4. rok M, Z 267 (94) 432
4.-7.rok M, Z 226 (76) 405
7.-12. rok M, Z 181 (73) 374
12. - 15. rok M Z 171 (73) 343
15. -18. rok M 144 (65) 320
18. - 25. rok M 123 (30) 195
26. - 35. rok M 101 (33) 182
36. - 45. rok M 109 (28) 176
46. - 55. rok M 105 (36)) 197
56. - 65. rok M 119 (39) 218
> 65 let M 133 (38) 119
18. - 25. rok Z 128 (33) 208
26. - 35. rok Z 124 (33) 209
36. - 45. rok z 140 (39) 239
46. - 55. rok Z 147 (32) 229
56. - 65. rok z 156 (35) 249
> 65 let z 151 (40) 251

Tab. 21 Koncentrace neopterinu v moci [145]

Hladina neopterinu v séru a v plazmé se prili§ nelisi, vzorky jsou stabilni tFi dny pri pokojové
teploté. Pro del3i skladovdni (tyden) se doporucuje teplota + 4°C. Teplota - 20°C je vhodnd pro

dlouhodobé skladovdni (3 mésice).

vék (roky) pohlavi koncentrace neopterinu - stiedni | horni hranice hormdinich
hodnota (nmol/1) (SD) koncentraci
0-18 M, Z 6,78 (0,22) 135
19-75 M, Z 5,34 (0,14) 8,7
>75 M, Z 9,67 (0,79) 19,0

Tab. 22 Koncentrace neopterinu v séru [145]
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Stanoveni neopterinu v mozkomishim moku je komplikované diky invazivnosti odbéru tohoto
biologického materidlu. Proto neni koncentrace neopterinu v mozkomisnim moku prilis
prozkoumdna. Klinické studie zabyvajici se témito stanovenimi zahrnuji vétsinou pacienty

s bolestmi hlavy, neurologickymi a/nebo psychiatrickymi onemocnénimi. Hladina neopterinu

v mozkomidnim moku je niZsi neZ v séru. Frederikson 1987 stanovil u devatendcti pacientl rozmezi
1,25 - 3,30 nmol/I (n = 19, SD = 0,6), Griffin v roce 1991 hodnotu 8,8 nmol/l (n = 46, SD = 2,6).
Stejné tak je invazivni metodou i odbér synovidlni tekutiny, proto i v téchto klinickych studiich
nejsou dostateéné velké skupiny pacientl pro presné uréeni fyziologické koncentrace neopterinu.
Marketer-Alzer 1986 stanovil neopterin u 30 pacientl se zdnétlivym onemocnénim kloubl a
traumaty. Hladiny neopterinu v synovidlni tekutiné u zdravych kontrolnich pacientl (n = 30) byly
v rozmezi 2,0 - 8,0 nmol/| oproti pacientim se zdnétlivym onemocnénim kloubl, kde koncentrace
dosahovaly az 30 nmol/I.

Normadlni koncentrace neopterinu ve slindch byla zkoumdna dvéma skupinami (Katoh et al. 1989,
Reibnegger et al. 1990) [149, 150] Obé studie ukazuji na shodné hodnoty 1,0 - 4,6 nmol/l u
zdravych jedincl. Tato hodnota je vyrazné nizsi nez u HIV pozitivnich pacientl, u kterych se

hladina neopterinu ve slindch pohybuje kolem 6,5 nmol/I [145].
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4.5.5 Kynurenin a tryptofan

4551 Kynurenin

Kynurenin je metabolitem esencidlni aminokyseliny tryptofanu, byl identifikovdn v moci dospélych
samic lososa (Oncorhynchus masou) jako nehormondlni feromon [151]. Fyziologické koncentrace
kynureninu v séru jsou 1,92 umol/lI [152]. Kynurenin se fyziologicky nachdzi v moci, jeho
koncentrace je nutno prepolitat na hladinu kreatininu. Koncentrace kynureninu v moéi je 10

pmol/I [153].

4.5.5.11 Fyzikdlné chemické viastnosti kynureninu
Kynurenin, 2-Amino-4-(2-aminofenyl)-4-oxo-butanovd kyselina, neposkytuje fluorescenci, v

mnoha pracich [154, 155] je uvddéna UV detekce kynureninu prii 360 a 365 nm nebo fluorescenéni

detekce po derivatizaci [156, 157]. Rozpustnost kynureninu ve vodé je 986 mg/ml [158].

NH,
= ﬂ\ COOH
S \”/\]/COO_ N
NH; O  NH3 N
Obr. 64 Kynurenin Obr. 65 Tryptofan

45.5.2 Tryptofan
Tryptofan byl objeven stejné jako neopterin a vitamin A Sirem Frederickem Gowlandem
Hopkinsem v roce 1901, poprvé ho popsal jako esencidlni aminokyselinu, kterou si télo neumi samo

vytvorit [159]. Tryptofan, je prekurzorem serotoninu a niacinu [160].

| vék | koncentrace tryptofanu v plazmé |
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dospéli 25 - 73 pmol/I
nedonoené déti (1. den) | 15 - 45 ymol/I
donogené déti (1. den) 25 - 73 pmol/|
Tab. 23 Koncentrace kynureninu v plazmé [160]

Vysoky obsah tryptofanu se nachdzi v avokddu, bandnech, mléénych vyrobcich, v kritim mase,

lososu atd.

45.5.3 Metabolismus a klinicky vyznam
Hlavhim produktem rozkladu L-tryptofanu v kynureninové drdze je L-kynurenin, ktery je
vorganizmu premériovdn na dalsi produkty: 3-hydroxykynurenin (3-HKYN), antranilovd,

kynureninovd, xanthurenova (XA) a chinolinovd (QA) kyselina, kterd je vysoce neurotoxicka.

L-TRYPTOPHAN
[-44.11 4.3%]

oo 00
[+427. 7237 2% | [+5.641.0%)

KAT KZ

[-62.145.7%] [-45.824.0%]
KYNURENIC *— L-KYNURENINE —— ANTRANILIC
ACID [+72.5+4.6%] ACID
[+245.6431.8%)] [+579.1168.5%]

HK
[+53.544.0%)

3-HYDROXYKYNURENINE
[+261.0£24.9%)]

KAT HAO
[-62.145.7%] [-52.846.6%]

XANTHURENIC ACID QUINOLINIC ACID
[+274.6£34.4%] [+200.724.5%]

Obr. 66 Schéma metabolismu kynureninu a tryptofanu [161]

Zvy3end degradace tryptofanu byla pozorovdna pri onemocnénich a stavech souvisejicich
s aktivaci bunécného imunitniho systému, jako jsou infekce, autoimunitni a maligni onemocnénti,
ale také napr. v téhotenstvi [162, 163].

Proto poruchy v metabolismu tryptofanu prispivaji k modulaci oxidativniho stresu ve tkdnich a
zméndm ve stimulaci glutamdtovych receptorl, coZ muZe zplsobit neurodegenerativni poruchy
(Parkinsonova, Huntingtonova a Alzheimerova choroba, sclerosis multiplex atd.) [164].

Béhem dlouhodobé aktivace bunécného imunitniho systému (chronické infekce) dochdzi ke snizeni

sérové koncentrace volného tryptofanu, snizuje se produkce serotoninu, coZ miZe zapficinit

vznik mentdlnich poruch a depresi [165].
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Pri onemocnéni ledvin je katabolismus tryptofanu pres kynureninovou drdhu zvySen. Dochdzi k
vzestupu derivdtl kynureninu v plazmé a perifernich tkdnich a dalsi progresi choroby [166].
Patologicky zvy$end koncentrace kynureninu provdzi mnoho onemocnéni. Jmenovat mizeme HIV,
schizofrenii, autoimunitni choroby (revmatoidni artritida), kardiovaskuldrni onemocnéni nebo
malignity (hematologické neoplasie, kolorektdlni karcinom). Velmi vyznamné je koncentrace
kynureninu zvySena pri karcinomu prsu.

Ke zvySeni poméru kynurenin/tryptofan dochdzi zejména v pokrocilém stddiu onemocnéni a tésné
pred smrti pacienta. Hladiny tryptofanu jsou vyznamné nizsi pri poklesu vdhy, napriklad béhem
anorexia hervosa. Se zvysenim vdhy se koncentrace tryptofanu opét upravi.

Stanoveni hladin kynureninu a tryptofanu umozriuje monitorovat aktivitu imunitniho systému pri
jednotlivych onemocnénich a prispét tak ke zlepseni 1€€by, popripadé vyvoji hovych I€€iv [167].
Podle poslednich studii, které zkoumaly preménu tryptofanu na kynurenin v nddorovych bunkdch
(enzymem indoleamin 2,3-dioxygendzou - IDO), je klicem fransportni protein LAT, pritomny v
mnoha typech nddorovych bunék, ktery transportuje tryptofan dovnitit bunék a kynurenin ven,
coZ zplsobuje vy$si hladinu kynureninu vné buriky a tim vy$si toxicitu pro T-buriky. Védci se také
domnivaji, Ze tento cyklus miZe probihat i v burikdch u autoimunitnich onemocnéni, kdy dochdzi k
zablokovdni premény tryptofanu na kynurenin (deficit IDO nebo LAT1). T-buniky nemohou byt

toxicitou kynureninu udrZeny pod kontrolou a napadaji tak vlastni organismus.

Kyn flux

growth arrest
apoptosis

V.
Kyn+ G

Trp *

N
dendritic cell growth arr T-cell
or cancer cell apoptosis
=}
Trp flux

Obr. 67 Model vymény kynureninu a tryptofanu v nddorovych bunkdch:
Nddorova bufika postupné vyéerpd zdsoby tryprofanu v okoli, ktery vyméni za toxicky kynurenin. T-buriky potom nemaji
dostatek tryptofanu pro svou potfebu a navic jsou obklopeny toxickym kynureninem [168].

Thijs Kaper vyvinul detekéni systém FRET (fluorescence resonance energy transfer)

s nanosenzorem pro fryptofan, ktery umoZnuje monitorovat koncentraci a umisténi tryptofanu
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v bufice. Lze tak monitorovat pohyb tryptofanu a kynureninu v burice. Tento systém mize

vyznamnym zplsobem ovlivnit vyzkum v oblasti onkologie a imunologie [168, 169].

Fluorescence Tungsten Cooled
Resonance Halogen p Widefield
Energy Transfer Lamphouse CCD Camera
RET) ==
Microsco &

Configuration Arc-Discharge

Lamphouse

Ar-Kr Laser
Cooled Gen Il System
Intensified with AOTF

CCD Camera
Systems

Nipkow Confocal Tissue Culture :
Pscan Head Microscope Figure 7

Obr. 68 FRET nanosenzor v spojeni s mikroskopem [170]
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4 5 6 Kreatinin

Americky profesor Spanélského plivodu Severo Ochoa se zabyval izolaci kreatininu z moéi, v roce
1929 spolec¢né s profesorem José G. Valdecasem vyvinuli metodu pro stanoveni kreatininu ve

svalech. Publikace byla ihned prijata [171].

Obr. 69 Profesor S;ever'o Ochoa

45.6.1 Fyzikdlné chemické vlastnosti
Kreatinin je cyklicky imid kreatinu (= kyseliny N-methylguanidinoctové) s relativni molekulovou
hmotnosti 113,12. Je slabé rozpustny v ethanolu, prakticky nerozpustny v acetonu, etheru a

chloroformu. Absorpcni maximum kreatininu je prii 235 nm.

ABS

190 210 230 250 270 290 310 330 350
Wavelength (n.m)

Obr. 70 Absorbanéni krivka kreatininu v dialyzdtu [172]

45.6.2 Metabolismus a klinicky vyznam
Kreatinin vznikd ve svalové tkdni jako konelny metabolit kreatinu a kreatinfosfdtu. VyluCuje se
glomeruldrni filtraci a pfi pritoku tubuly se mnoZstvi kreatininu v primdrni moci neméni. Toto

viak plati jen pri fyziologické koncentraci kreatininu v séru. PFi zvy3ené kreatininémii hraje roli i
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tubuldrni sekrece. Pres tuto skutelnost je vyluCovdni kreatininu do moli povazovdno za odraz
glomeruldrni filtrace a vySetreni zndmé jako clearance endogenniho kreatininu je dosud
nejbéznéjsi funkeni zkouskou ledvin.

Horni hranice referenéniho rozmezi pri bézné uzivané Jaffého metodé stanoveni kreatininu je
asi 120 pmol/l. Zeny mivaji hodnoty niz&i vzhledem k mensi svalové hmoté. Vyrazné nizi hodnoty
kreatininémie nachdzime v détském véku (viz tabulka 24).

Zvysenou koncentraci sérového kreatininu pozorujeme pri funkénim i anatomickém selhdni ledvin,
obstrukéni uropatii apod. Na rozdil od moloviny kreatinin vyrazné stoupd u chronického selhdni
ledvin, zatimco u akutnich stavd a zejména u funkéniho selhdni ledvin byvd kreatininémie zvy$end
jen mirné. U tézkého selhdni ledvin se miZe koncentrace kreatininu pohybovat v hodnotdch nad
1000 pmol/l, vzdcné i nad 1500 pmol/l. Na umélou ledvinou napojujeme pacienta, pokud
kreatininémie presdhne 700 - 800 umol/I.

Stanoveni hladiny kreatininu je specifi¢téjsim ukazatelem porusené funkce ledvin nez stanoveni
mocCoviny. ZvySend produkce kreatininu, pozorovand po nadmérné fyzické ndmaze nebo velkém
prijmu bilkovin, totiz zvysuje kreatininémii jen mdlo.

Fyziologicky snizend koncentrace kreatininu v séru ndsledkem glomeruldrni filtrace je kromé
détského véku také v téhotenstvi. Nizsi hodnotu koncentrace plazmatického kreatininu

pozorujeme také u osob s malou svalovou hmotou, s jejim Ubytkem pri dlouhodobém pobytu na

l&Zku a u nemocnych s myodystrofii [75].

Stanoveni kreatininu v moci
Toto stanoveni se uZivd ve trech pripadech:

«  pri odhadu glomeruldrni filtrace vypoctem (clearance endogenniho kreatininu)

« pro odhad Uplnosti sbéru moci (odpad kreatininu moci vztaZzeny na kg hmotnosti se
pohybuje v pomérné (zkém rozmezi, je-li odpad kreatininu nizsi nez ocekdvand hodnota
zmendend o 30%, miZeme témér s jistotou soudit na nelplny sbér moci)

e pro standardizaci odpadu ldtek moci, chybi-li sbér moli (prepocet koncentrace

stanovované ldtky v mo&i na 1 mmol kreatininu eliminuje vliv rdzné koncentrace moéi)

[75].

122



vék/obdobi koncentrace pmol/| pozn.
< 27 tyden téhotenstvi 72-99
plodovd voda 30 - 34 tyden téhotenstvi 99 - 162
35 - 40 tyden téhotenstvi 162 - 360
dospélf 44 - 97 Z (Jaffé)
53 - 106 M (Jaffé)
novorozenci 71- 124 (Jaffé)
Lrok <44 /<55 Z/ M (Jaffé)
krev 2.-3.rok ¢53/<62 z / M (Jaffé)
4. -7.rok <62/¢71 Z/ M (Jaffé)
8. - 10. rok <71/<80 7/ M (Jaffé)
11. - 12. rok <80/+¢88 Z/ M (Jaffé)
13.-17. rok <97 /<106 Z/ M (Jaffé)
18. - 20. rok <106 / < 115 Z/ M (Jaffé)
dospéli 124 - 230 pmol/kg/den
mo& dospéli 5,3 - 16 mmol/den 4
dospéli 7 - 18 mmol/den M
déti 71 - 195 pmol/kg/den

Tab. 24 Koncentrace kreatininu v biologickych tekutindch [160]

4.5.6.2.1 Clearance (endogenniho) kreatininu

Asi 1 - 2% télesného kreatinu obsaZzeného v mozku a predevsim ve svalech je denné preménéno na
kreatinin, ktery se jako odpadni ldtka vylu¢uje ledvinami. Pfi normdlni funkci ledvin tedy odpovidd
clearance kreatininu glomeruldrni filtraci. S pokracujici rendlni insuficienci véak klesa clearance
kreatininu pomaleji, nez odpovidd skuteénému poklesu glomeruldrni filtrace. Dal$im divodem,
pro¢ clearance kreatininu neodpovidd zcela glomeruldrni filtraci, je skuteénost, Ze nejbéznéji
uzivand metoda stanoveni (Jaffého reakce) neni pro kreatinin specifickd a stanovuje navic

mnozstvi tzv. Jaffé-pozitivnich chromogend.

45.6.2.2 Jaffého reakce

Jaffého reakce neni zcela specifickd. Cinidlem je alkalicky roztok kyseliny pikrové, ktery tvori
barevny adukt s kreatininem, ale i s dalsimi tzv. Jaffé-pozitivnimi chromogeny (kolem 50 ldtek),
s Cinidlem také reaguji alfa-ketokyseliny (napf. pyruvdt, kyselina askorbovd, glukéza, ketoldtky,
guanidin a bilkoviny). Skutecné hodnoty kreatininu byvaji proto za normdlnich podminek o 9 - 18
mmol/| niZ8i. Za patologickych stavii mize byt podil nespecifickych chromogeni vyrazné zvysen
(napr. u nekompenzovaného diabetika az 180 mmol/l). Méreni absorbance se provddi bud’
v rovnovdzném stavu (inkubace 10 aZ 15 minut pri pokojové teploté), nebo kineticky. NejCastéji se

pouzivd stanoveni v modifikaci podle Bartelse a Ullmanna [173].

4.5.6.2.3 Enzymaticky test
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Principem metody je hydrolyza kreatininu kreatinindzou na kreatin. Vytvoreny kreatin je
kreatindzou hydrolyzovdn na sarkosin a mocovinu. Sarkosinoxiddza katalyzuje oxidacni
demetylaci sarkosinu, jejimz produktem je glycin, formaldehyd a peroxid vodiku. Vytvoreny
peroxid vodiku reaguje za pritomnosti peroxiddzy (POD) kvantitativni oxidacni kondenzaci s N-
(3-sulfopropyl)-3-metoxy-5-metylanilinem (HMMPS) a 4-aminoantipyrinem za vzniku modrého

pigmentu. Koncentrace kreatininu je imérnd zméné absorbance pri 600/700 nm.

kreatinin + H,O — kreatinindza — kreatin

kreatin + H,O — kreatindza —sarkosin + modovina

sarkosin + H,O + O, — sarkosinoxiddza —glycin + formaldehyd + H,0,

H,0, + 4-aminoantipyrin + HWMPS — POD — modry pigment

[174]

Podil chromogenl na vzniklém zabarveni vséru a vmoéi je rozdilny a méni se pFi riznych
chorobnych stavech. Pfes vSechny vyhrady zlstdvd stanoveni clearance kreatininu nejuzivanéjsi
metodou pro odhad glomeruldrni filtrace. Existuji pro to dva divody:
 kreatinin je latka vznikajici v organizmu a nemusi se privddét v infuzi, jeho produkce jen
velmi mdlo kolisd, vylou¢ime-li nadmérny privod masa a priliSnou fyzickou némahu

* metoda stanoveni je levnd a jednoduchad

Vypocet clearance kreatininu:

C'kr = (ml/S) = Uk,« . V/Pkr = GF

Uk a Py jsou koncentrace kreatininu v moci a v séru

V je diuréza v ml/s

Aby se vyloucil vliv nestejné velikosti téla, hmotnosti a konstituce, prepoéitdva se tato hodnota
na idedlni povrch téla, tj. 1,73 m®. Skute&nd hodnota (S) se pak pFepolitd, existuje i Fada vzorci

vychdzejicich z hmotnosti (m) a vysky (h) pacienta. Napr.:
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GF = GF/S
5=0,0167 ./mh

Referenéni rozmezi je 1,3 - 2,8 ml/s/1,73 m?

Nejcastéjsi chyby pri stanoveni clearance kreatininu
+ nelplny sbér moci
* nepromichand mo¢ sbirand do vice nddob pri polyurii
«  zasldni vzorku ranni mo¢i misto moci sbirané za ¢asové obdobi
nesprdvny vypocet povrchu téla u obéznich osob a pacientt s velkou retenci tekutin
« sbér moli kratsi obdobi (napr. pres noc) - glomeruldrni filtrace totiz jevi cirkadidlni

rytmus s nejmensi hodnotou v noci

Sérovd koncentrace kreatininu velmi dobre koreluje s hodnotou glomeruldrni filtrace. PFi vétsim
poklesu glomeruldrni filtrace (pod hodnotu 0,8 ml/s) je stanoveni clearance kreatininu zbyteéné a
zcela vysta¢ime s hodnotou sérového kreatininu. Naproti fomu mensi pokles glomeruldrni filtrace
nelze podle sérového kreatininu rozpoznat a prdvé pro odhaleni poédtelnich fdzi rendlniho

onemochéni ma stanoveni clearance kreatininu nejvétsi vyznam [75].

500 -
450
400
350 ~
300 ~
250
200
150 -
100 -
50 A
0 . . . . . .
0 025 05 075 1 125 15

clearance kreatininu (mli's)

sérovy kreatinin (umol1)

Obr. 71 Zdvislost sérového kreatininu na clearance kreatininu

45.6.3 Prognosticky vyznam prevrdcené hodnoty sérového kreatininu
S progresi chronického onemocnéni ledvin postupné klesd glomeruldrni filtrace a stoupd sérovy

kreatinin. Bylo zjisténo, Ze prevrdcené hodnoty sérové koncentrace kreatininu vynesené
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v zdvislosti na &ase leZi na pFimce. Jejim prodlouZenim muZeme zjistit, kdy nemocny dosdhne
hodnoty kreatininu 700 pmol/|, kterd je povazovdna za indikaci zahdjeni hemodialyzaéni I€€by.
Tento Casovy interval se viak miZe zkrdtit. Interkurentni onemocnéni (dehydratace, molovd
infekce) mohou vést k doCasnému zhorseni rendlni funkce, kterd se po prekondni komplikace

obvykle nevraci k plivodni hodnoté, ale zlistdvd o néco nizsi [75].

1/kreatinin (umol.10-3)

200 S-kreatinin 700 umol/l
100 N
0 T T T 1
0 10 20 30 40

€as (mésice)

Obr. 72 Prevrdcend hodnota kreatinémie jako ukazatel vyvoje rendlni insuficience. Zlutd krivka naznacuje stav po
probéhlém onemocnéni.
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4.5.7 Stanoveni neopterinu, kreatininu, kynureninu,

tryptofanu v biologickém materidlu
Prvni méPeni neopterinu v moci pacientl s malignitami a virovymi infekcemi pomoci HPLC bez

dpravy vzorkd moéi pouZil Wachter v roce 1979. Tuto metodu potom pro klinické aplikace ddle
zpracoval Hausen 1982. Modifikovanou verzi pro stanoveni neopterinu v séru vypracoval Werner
1987. Ndsledné potom dalsi autofi publikovali pouZiti radioimmunoassay (RIA) techniky pro
stanoveni neopterinu v riznych biologickych vzorcich. Korelace mezi stanovenim RIA a HPLC je
dobrd a technika RIA je vyuZivdna pro rutinni stanoveni. Jeji hlavni nevyhodou je prdce
s radionuklidy. Tyto dvé techniky jsou v soucasné dobé nejéastéji uZivanymi metodami pro
stanoveni neopterinu v biologickych materidlech.

ELISA je také jednou z komeréné dostupnych metod. Principem metody je vazba antigen-
protilatka. Nezndmé mnoZstvi antigenu soutéZi s ukotvenym antigenem znalenym enzymem o
vazbu v roztoku rozpusténymi protildtkami. Ndsledné je nenavdzany antigen vymyt pryc.
Intenzita zbarveni je pak neprimo Umérnd koncentraci antigenu. Nicméné stanoveni HPLC je
dosud povazovdno za standardni techniku a referenéni metodu. Vyuzivané staciondrni fdze pro
stanoveni neopterinu v séru nebo v moli jsou Cdsticové reverzni fdze C18, popripadé C8 o
velikostech 250 x 4,0 mm a 4,6 mm s velikosti &dstic 7 - 3 pym.

A. A. Dutov pouzil pro separaci neopterinu reverzni fdazi C16 o velikosti 100 x 40 mm s5 p
Cdsticemi.

Neopterin a jeho derivaty byly také separovdny pomoci hybridni staciondrni fdze obsahujici
ethylenové mistky a amidovou skupinu (BEH-amid) HILIC. Neopterin a jeho tFi derivdty byly
separovdny do osmi minut. Byly testovdny rizné poméry mobilni fdze ve sloZeni amoniumacetdtovy
pufr 50 mmol/I : acetonitril. Nejlepsi separace bylo dosaZeno v rozmezi pH 4,8 - 7,8 pri nizsich
koncentracich pufru.

Mobilni fazi pro stanoveni kynureninu tvori nejéastéji fosfdatovy pufr o koncentraci 15 mmol/l o
pH 6,4 - 6,8 a pritoku 0,8 - 1,5 ml/min, popfipadé smés acetonitrilu a vody (1 : 99).

Neopterin je detekovdn fluorescenéné pri vinovych délkdach exc. 353 nm a em. 438 nm (popr. ex.
350, em. 450 nm). Pro korekci diurézy je nutno stanovit také kreatinin, ktery je nejéastéji
detekovdn v UV oblasti pri 235 nm.

Mobilni fdzi tvori smés vody nékdy s pridavkem octanu amonného (0,1 M pH 4,6), kyseliny octové
nebo fosfdtového pufru a malé procento organického rozpoustédla (acetonitril, methanol).

Jianxing Zhao vyvinul metodu pro stanoveni kynureninu, kyseliny kynureninové a tryptofanu
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s pouzitim vodné mobilni fdze obsahujici smés octanu amonného (20 mmol/l), octanu zine¢natého
(3 mmol/I) a 7% acetonitrilu. Nejéasté;jsi prutoky jsou v rozmezi 0,5 - 1,9 ml/min.

Kynurenin neposkytuje fluorescenci, proto byvd derivatizovdn nebo stanovovdn v UV oblasti pri
230 nm. Tryptofan poskytuje fluorescenci (ex. 254 nm, em. 404 nm). Kynurenin a tryptofan lze
stanovit také elektrochemicky .

Doposud nebyla vyvinuta metoda pro stanoveni neopterinu, kreatininu, kynureninu a tryptofanu

v séru.

Kapitola vypracovdna z ndsledujicich odkazi:

(145,175,176, 177,178,179, 180, 181, 182, 183, 184, 185, 186, 187, 188, 189, 190, 191]
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5 EXPERIMENTALNI CAST
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Experimentdlni ¢dst je rozdélena ha dvé Cdsti. Prvni se zabyvd vybranymi vyvinutymi metodami:
+  Miniaturizace metody pro stanoveni vitamint A a E
»  Stanoveni kyseliny retinové v séru
« Stanoveni neopterinu, kreatininu a kynureninu v moci
« Stanoveni neopterinu, kreatininu, kynureninu a tryptofanu v séru
»  Testovdni deep-UV-LED jako vhodného zdroje pro fotometrickou detekci v kapildrni
elektroforéze

4

Druhd &dst, klinickd, uvadi komentdr k jednotlivym biomedicinskym studiim.

5.1 Vybrané vyvinuté metodiky

5.1.1 Miniaturizace metody pro stanoveni vitaminu A, E
v séru

5111 Uvod

V soucasné dobé jsou kladeny stdle vyssi poZzadavky na stanoveni ldtek v biologickém materidlu.
Skupiny pacientl pro validni statistické vyhodnoceni musi byt stdle vétsi, coZ znamend, Ze
laboratofe jsou nuceny zpracovdvat stdle vétsi skupiny vzorkd. Miniaturizace SPE extrakce
v kombinaci s vyuZitim monolitickych staciondrnich fdzi umozriuje zpracovat v kratkém Case velké
série s malou spotfebou vzorku i rozpoustédel, coz vyznamné prispivd k ochrané Zivotniho

prostredi.

5112 il

Cilem bylo vyvinout rychlou a jednoduchou metodu pro stanoveni retinolu, alfa- a gama-tokoferolu
v lidském séru s vyuZitim monolitické kolony a specidlniho autosampleru pro mikrotitracni
desticky. Nové vyvinutd metoda navazuje na metodu stanoveni retinolu a alfa-tokoferolu v séru
s externi kalibraci na HPLC pristroji Perkin Elmer (Norwalk, USA) a liquid-liquid extrakci [192] a
na vyvinutou SPE extrakci pro tyto latky s vnitfni standardizaci s vyuZitim SPE kolonek Spe-ed

Applier Separations (Allentown, USA).

5.1.1.3 Pracovni postup
Nejdrive byla vyvinuta SPE extrakce pro stanoveni retinolu a alfa-tokoferolu v séru s vnitfni

kalibraci, metoda byla optimalizovdna a pIné validovdna na pristroji Perkin Elmer. Metodika SPE
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v ey

extrakce s vhitrni kalibraci vychdzela z metody SPE s vnéjsi kalibraci [193]. Ndsledné byl mezi
analyty zahrnut gama-tokoferol, SPE postup byl miniaturizovdan a HPLC metoda prevedena na

pristroj Prominence LC 20 Shimadzu (Kyoto, Japonsko).

5114 Vysledky

5.114.1 Extrakcni postup SPE metody s vnitrnim standardem

Vzorek krve byl odebrdn z periferni Zily po dvandctihodinovém laénéni, ndsledné bylo centrifugaci
(1600 x g, 10 min, 4°C) separovdno sérum.

Jako vnitfni standard byl testovdn tokoferol acetdt a tokol. Pred SPE extrakci byl do zkumavky
priddn roztok interniho standardu a odparen do sucha (4 pl - vyslednd koncentrace = 20 umol/I),
ndsledné bylo do téZze zkumavky napipetovdno 250 pl séra. Jako deproteinaéni &inidlo byl pouzit
chlazeny ethanol (650 pl) po dobu 8 minut pri 4°C. Deproteinovany vzorek byl centrifugovdn
(2000 x g, 15 minut, 4°C). V pribéhu centrifugace byly aktivovdny SPE kolonky (1 ml methanolu a
1 ml vody). Jako elu¢ni Einidlo byl pouZit hexan (2 ml). Eludt byl odparen pri 45°C dosucha,
rozpustén v 250 pl methanolu a nastiiknut do HPLC systému.

Jako SPE sorbent byly pouZity kolonky Spe-ed haplnéné staciondrni fdazi €18/18% (500 mg/3 ml)
Applier Separations (Allentown, USA).

Obr. 75 Kolonky Spe-ed C18 pro SPE extrakci
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Parametry HPLC metody pro stanoveni retinolu a alfa-tokoferolu s vnitfni kalibraci po SPE
extrakci na pristroji Perkin Elmer:

Staciondrni fdze: monolitickd kolona Chromolith Performance RP - 18e, 100 x 4,6 mm, Merck
(Darmstadt, Germany)

Mobilni fdze: methanol

Vnitrni standard: tokol ¢ = 20 pmol/I

Prdtok: 2,5 ml/min

Ndstrik: 50 pl

Teplota: 25°C

Detekce: DAD (325 nm - retinol, 295 nm alfa-tokoferol a tokol)

Cas analyzy: 2 minuty

0.8 Retinol

LR Ba L L Ly sy L R S a LL  L L La) B L Ry L LA a La Las La L L L L e
ol oz oz | a4 | os @ os ooy | oae oo 10 IE 12 1z e s 1

Time (min)

Obr. 76 Chromatogram lidského séra po SPE extrakci (retinol 2 tmol/l, alfa-tokoferol 20 pmol/I, tokol - IS)
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Chr‘gr'nsys‘re'msl nam&Fend hodnota/rozmezi | wtesnost opakovatenost exTr‘aokce (plocha piku)
lyofilizované sérum RSD %

retinol 1,41/1,03 - 1,55 ymol/I 109,67 3,04

alfa-tokoferol 15,78/14,21 - 21,3 umol/| 88,93 3,97

Tab. 25 Viybrané validaéni parametry SPE extrakce s vhitfni kalibraci, sprdvnost - vytéZznost

51142 Miniaturizace SPE extrakce

511421 Parametry HPLC metody na pristroji Prominence LC 20

Staciondrni fdze: monolitickd kolona Chromolith Performance RP - 18e, 100 x 4,6 mm, Merck
(Darmstadt, Némecko)

Mobilni fdze: methanol

Prdtok: 2,5 ml/min

Ndstrik: 20 pl

Teplota: 25°C

Detekce: DAD (325 nm - retinol, 295 nm alfa- a gama-tokoferol)

Cas analyzy: 1,8 minuty

511422 Priprava vzorku
Vzorek krve byl odebrdn z periferni Zily po dvandctihodinovém laénéni, ndsledné bylo centrifugaci

(1600 x g, 10 min, 4°C) separovdno sérum.

Vysledny extrakéni postup:

50 pl séra bylo deproteinovdno chlazenym ethanolem (170 ul) po dobu 8 minut pri 25°C. Po
centrifugaci (2000 x g, 20 minut, 4°C) byl odebrdn supernatant a aplikovdn na aktivovany sorbent
SPE desticky (aktivace pomoci 500 yl methanolu a 500 pl vody).

Jako elu¢ni &inidlo byl pouZit hexan (400 pl). Po eluci byl vzorek odparen do sucha pri 45°C ve
vakuovém koncentrdtoru a ndsledné rozpustén v 50 pl methanolu.

Jako SPE sorbent byly pouzity desticky Spe-ed naplnéné staciondrni fazi C18/18% (100 mg/2 ml)
Applier Separations (Allentown, USA).
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Obr. 77 Vakuovy manifold pro mikrotitraéni Obr. 78 Mikrotitraéni desticky pro SPE
desticky

Obr. 79 Rotory na mikrotitraéni desticky pro centrifugaci, odparovdni a trepdni

Obr. 80 HPLC set Prominence LC 20 (Shimadzu, Obr. 81 Rack Changer - autosampler
Kyoto, Japonsko) pro mikrotitracni desti¢ky
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Obr. 82 Chromatogram lidského séra po miniaturizaci SPE extrakce (retinol 1,95 ymol/I, gama-tokoferol 0,55 umol/I,
alfa-tokoferol 28,51 umol/I)

511423 Validace
Metoda byla pIné validovdna dle platnych norem [60, 61, 63, 65, 66]. Validace byla rozdélena na

dvé &dsti: test zplsobilosti systému a vlastni validaci metody.

5114231 Test vhodnosti systému (SST)
Polet teoretickych pater (N): byl vypocitdn dle vzorce N = 5,545, (tx/Woq5)

Wo 5 je $iFka pikd v poloviné vysky, tr je retenéni ¢as

Vyskovy ekvivalent teoretického patra (HETP, H): HETP = L/N

N polet teoretickych pater , L je délka kolony
Asymetrie piku (T): T = Wy os5/2f

Woos Sirka piku v jedné dvacetiné jeho vysky, f kratsi cdst dseCky, kterd vznikne protnutim
ramen piku a je rozdélena kolmici spusténou z vrcholu na dvé ¢dsti

Rozligeni pikli (R): Rij = 2. (T - Try)/(Wi+ Wj))

Trz, Tri retenni Casy nebo vzddlenosti podél zdkladni linie od bodu ndstriku ke kolmicim
spusténym z vrcholl dvou sousednich piki

Wi, Wj dsek na zdkladni linii (§iFka piku na zdkladné)
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Wo.05 Tr HETP Woot . w Tr
(min) | (min) N @ | (miny | T T (min) | (min) R
retinol 004 | 0799 | 2213 45 027 | 005 | 120 | 0210 | 080 | 129
gama- 005 | 1290 | 3280 30 005 | 002 126 | 0170 | 129
tokoferol 065
alfa- 005 | 1412 | 3936 28 013 0,04 152 | 0202 | 141
tokoferol

Tab. 26 SST-vybrané validaéni parametry

Opakovatelnost ndstriku a opakovatelnost extrakce: Pro opakovatelnost ndstriku a

opakovatelnost extrakce byla vypoéitdna relativni smérodatnd odchylka RSD retenéniho ¢asu a

plochy piku z deseti vzorkl. Opakovatelnost extrakce a ndstriku je uvedena v tabulce 28.

5.11.4.2.3.2 Vlastni validace metody
Sprdvhost: Sprdvnost byla stanovena jako vytéZnost na dvou koncentracnich drovnich pouzitim

lyofilizovaného kontrolniho séra pro vitamin A, E firmy Chromsystems Do séra byl metodou
standardniho pridavku priddn gamma-tokoferol. Hodnoty retinolu a alfa-tokoferolu byly vzdy
vdaném koncentrainim rozmezi kontrolniho séra. Vytéznost extrakce analytll je uvedena

v tabulce 28.

control set Chromsystems | Level 1 (namérend hodnota/rozmezi) | Level 2 (namérend hodnota/rozmezi)
retinol 1,67/142-2,13 3,22/275-4,12
alfa-tokoferol 14,1/141-242 27,3/26,7 - 46,1

Tab. 27 Stredni hodnoty a rozmezi pro stanoveni vitaminu A a E v kontrolnim séru Chromsystems

Linearita: Linearita byla statisticky zpracovdna dle programu LINREGRE, vyvinutém na Katedre
biofyziky a fyzikdlni chemie FaF HK a stanovena v rozsahu Sesti koncentracnich drovni (n = 3) pro
kazdy analyt, tj. v rozmezi 0,25 - 10,0 pymol/l pro retinol, 0,5 - 50 pmol/I pro alfa-tokoferol, 0,5 -
50 pmol/I pro gama-tokoferol.

Limit detekce a kvantifikace (LOD, LOQ): LOD a LOQ byl vypolitdn jako pétindsobek a

desetindsobek smérodatné odchylky Sumu [70].
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retinol gama-tokoferol alfa-tokoferol
opakovatelnost extrakce -
koncentrace (RSD %) 565 166 551
opakovatelnost extrakce -
retenéni ¢as (RSD %) 0.4 038 0.83
sprdvnost
(% vyteinost L1/L2) 93,9/78,9 85,6/88,9 73,4/758
opakovatelnost ndstriku
n=10 (RSD %) 5,65 1,66 5,51
kalibrace - rozsah 0,25 - 10,00 0,5 - 50,00 05-500
(pmol/1)
rovnice Y = 24488,31x + 7277149 | Y =1681x-26,198 | Y =1380,7 x - 85,139
korelaéni koeficient 0,9998 0,9999 0,9999
LOD (pmol/I1) 0,130/0,037 0,006/0,0025 0,09/0,039
LOQ (umol/l) 0,27/0,077 0,01/0,0041 0,19/0,083

Tab. 28 Viybrané validaéni parametry - opakovatelhost, sprdvnost, linearita, limit detekce a kvantifikace
(L1/L2 - koncentraéni Grovné)

Selektivita: Selektivita metody byla testovdna pomoci DAD detektoru porovndnim absorpcnich
spekter analytu a standardu.

Stabilita: Stabilita zdsobnich a pracovnich roztokd byla testovdna pFi teplotdch 4°C, - 25°C, -
80°C. Zdsobni a pracovni roztok standardu retinolu je stabilni po dobu esti mésicl pri teploté -
25°C, roztoky alfa- a gama-tokoferolu po dobu Sesti mésicl pri teploté 4°C. Stabilita vitaminu A

a E v séru byla zjisténa v predchozich studiich.

5115 Zavér

Kombinace monolitickych staciondrnich fdzi s modernim SPE sorbentem vyrazné urychlila a
zjednodusila preanalytickou i analytickou fdzi. Diky miniaturizaci SPE metody do3lo ke sniZeni
spotreby vzorku i rozpoustédel (viz. tabulka 29). Autosampler Rack Changer SIL - 20AC uchovdva
extrahované vzorky pred analyzou v chladu a temnu. Specidlni krytka na destickdch zabrariuje

odpareni a zakoncentrovdni vzorku.
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LLE (serie 8 vz) | SPE (serie 8 vz) | miniSPE (serie 96 vz)
Cas potrebny na zpracovdni/vz 5 minut 6,6 minut 0,7 minut
spotreba rozpoustédel/ vz 3400 yl 4 875 ul 1920 pl
spotreba vzorku 500 pl 250 pl 50 pl

PFi kalkulaci casu potriebného na zpracovdni jednoho vzorku byla zapocitdna doba na pipetovini, odebrdni supernatantu
atd.
Tab. 29 Porovndni jednotlivych extrakénich metodik

Tato metoda byla vyvinuta pro klinické sledovdni nutri¢niho stavu pacientd Kliniky gerontologické
a metabolické a onkologickych pacientli po chemoterapii a radioterapii ve Fakultni nemocnici
v Hradci Krdlové.

Predepsand metoda byla véetné praktického pouziti publikovdna v ¢asopise International Journal
of Environmental Analytical Chemistry s IF 1,703. Na toto téma byla v nasi laboratori
vypracovdna a obhdjena diplomovd prdce Mgr. Kldry Dédeckové a Erasmus report portugalské

studentky Catii Ascensao z University of Porto v Portugalsku [194, 195].

5.1.2 Stanoveni kyseliny retinové v séru

5121 Uvod

Monitorovéni sérovych hladin all-trans retinové kyseliny je dileZité zejména u pacientl s akutni
promyeloidni leukémii Ié€enych touto kyselinou. Vysoké ddvky kyseliny retinové mohou zplsobit
tzv. retinoidni syndrom, ktery se projevuje vysokymi horeckami, hypotenzi, akutni respiraéni
tisni, pleurdinimi a perikardidlnimi vypotky, dusnosti, edémem, zvySenim hmotnosti, hepatdlnim,
rendlnim a multiorgdnovym selhdnim.

Metabolismus kyseliny 13-cis retinové a all-trans retinové je asto pozménén béhem nékterych
nddorovych onemocnéni. Retinoidy jsou také aktivné zkoumdny pro prevenci nddorovych

ohemocnéni.

5122 il
Cilem bylo vyvinout metodu pro stanoveni kyseliny retinové, retinolu, alfa- a gama-tokoferolu

v séru s vhitfni standardizaci pro monitoring v klinickém vyzkumu.
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51.2.3 Vysledky

51231 Parametry HPLC metody
HPLC set: Perkin Elmer (Norwalk, USA)

Vnitrni standard: tokol 20 pmol/I

Staciondrni fdze: monolitickd kolona Chromolith Performance RP - 18e, 100 x 4,6 mm, Merck
(Darmstadt, Némecko)

Mobilni fdze a pritok: Mobilni fdze byla tvofena smési acetonitril (ACN) a 1% ammonium acetdt
(AMC) o pH 7,0 v poméru 95 : 5 (v/v). Kolona byla nejdrive reekvilibrovdana mobilni fdzi ACN/AMC
98 : 2 po dobu 1 minuty pFi pritoku 2,0 ml/min. Pro separaci ldtek byla pouZita mobilni fdze
ACN/AMC 95 : 5 (v/v), po dobu 4 minut pfi pritoku 1,5 ml/min, ndsledné 3 minut pfi pratoku 3,2
ml/min.

Ndstrik: 20 pl

Teplota: 25°C

Detekce: DAD (325 nm - retinol, all-trans a 13-cis kyselina retinovd, 295 nm alfa-, gama-
tokoferol a tokol - IS)

Cas analyzy: 7,2 minuty

retinol
tocol (IS)
alpha-tocopherol

13-cis retinoic acid
all-trans retinoic acid

*—= gamma-tocopherol

LI e e et e I L I e
a.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 2.5 4.0 4.5 5.0 5.5 8.0 6.5 7.0
minutes

Obr. 83 Chromatogram lidského séra (retinol 0,99 pmol/l, all-trans retinovd kyselina 0,33 pmol/l, 13-cis retinovd kyselina
0,50 pmol/I, tokol-IS, gama-tokoferol 7,44 tmol/I, alfa-tokoferol 22,56 pmol/l)
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51232 Extrakéni postup SPE metody s vnitrnim standardem
Vysledny extrakéni postup vychdzi z metody pro stanoveni vitaminu A a E vséru s vnitrni

standardizaci. Odlisnost nového pracovniho postupu spolivd ve snizeni teploty odparovani a
zplsobu skladovdni biologického materidlu. Analyzové sérum je nutno uchovdvat ve tmé a
béhem extrakce je zapotrebi pouzivat pouze tmavé laboratorni sklo.

Vzorek krve byl odebrdn z periferni Zily po dvandctihodinovém laénéni, ndsledné bylo centrifugaci
(1600 x g, 10 min, 4°C) separovdno sérum.

Jako vnitfni standard byl zvolen tokol. PFed SPE extrakci byl do zkumavky priddn roztok
interniho standardu a odparen do sucha (4 pl - vyslednd koncentrace = 20 pmol/I), ndsledné bylo
do téze zkumavky napipetovdno 250 ul séra. Jako deproteinalni Cinidlo byl pouZit chlazeny
ethanol (650 pl) po dobu 8 minut pri 4°C. Deproteinovany vzorek byl centrifugovdn (2000 x g, 15
minut, 4°C). V pribéhu centrifugace byly aktivovdny SPE kolonky (1 ml methanolu a 1 ml vody).
Jako eluéni Cinidlo byl pouzit hexan (2 ml). Eludt byl odparen pri 35°C dosucha, rozpustén v 250
ul methanolu a nastriknut do HPLC systému.

Jako SPE sorbent byly pouZity kolonky Spe-ed naplnéné staciondrni fazi €18/18% (500 mg/3 mL)
Applier Separations (Allentown, USA)

Metoda byla validovdna vyuZitim stejnych validaénich parametri jako metoda v kapitole 4.1.1

51233 Vybrané validacni parametry

WO0,05 Tr N HETP wo0,01 f T w Tr R
(min) (min) (um) (min) (min) (min) (min)
retinol 0,07 1,77 3745 27 0,17 0,0688 1,21 0,20 1,77 1,68
13-cis
retinovd 0,06 2,13 4313 23 0,16 0,06 1,25 0,23 2,13 2,99
kyselina
all-trans
retinovd 0,52 2,90 8290 12 0,25 0,11 1,15 0,29 2,90 3,71
kyselina
tokol 0,78 3,96 8821 11 0,47 0,23 1,00 0,29 3,96 5,64
gama- 0,12 5,49 8236 12 0,25 0,12 1,08 0,28 5,49
tokoferol 583
alfa- 012 | 634 | 968 | 10 0,34 013 | 138 | 034 | 634
tokoferol

Tab. 30 Viybrané validaéni parametry SST
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level presnost (intra-day)
opakovatelnost metody
analyt vypolitand ¢ zmérend ¢ recovery n plocha (RSD %) / retenéni
(pumol/1) (umol/1) (%) &as (RSD %)
retinol 1,64 1,35 82,30 10 2,39/1,95
3,58 3,05 85,19 10 2,89/0,64
13-cis retinovd 1,00 1,00 100,00 10 1,31/1,22
kyselina 2,20 2,06 93,64 10 2,90/0,95
all-trans retinovd 1,00 0,74 74,00 10 2,67/2,13
kyselina 2,20 1,55 70,50 10 2,19/2,10
alfa-tokoferol 10,00 9,81 98,10 10 2,16/1,38
20,00 17,39 87,00 10 3,09/1,59
17,60 15,17 88,71 10 1,94/1,49
gama-tokoferol 36,70 28,03 77,10 10 2,69/1,44

Tab. 31 Vybrané validaéni parametry: vytéznost a presnost (c - koncentrace)

analyt rovnice kalibraéni pfimky | korelaéni koeficient | LOD (umol/l) | LOQ (umol/I)
retinol Y =0,8247x + 0,0177 0,9998 0,03 0,06
13-cis retinovd kyselina Y =0,779x - 0,0104 0,9997 0,04 0,09
all-frans retinovd Y = 0,7038x + 0,0434 0,9995 0,06 0,12
kyselina
gama-tokoferol Y = 0,0341x + 5.10° 0,9999 0,60 1,20
alfa-tokoferol Y =0,027x - 0,0133 0,9998 1,00 2,00

Tab. 32 Viybrané validaéni parametry: linearita, LOD a LOQ

Robustnost

Robusthost byla méfena jako zména pH a sloZeni mobilni fdze. Retenéni ¢asy analytl nebyly
ovlivnény zménou pH mobilni fdze kromé kyseliny retinové (14%). Malé zmény sloZeni mobilni fdze
(12%) ovlivni retenci tokoferold (9%) a plochy viech analytl (5%). Rozlieni ldtek viech zlstdvd

zachovdno.

Stabilita

Stabilita analytd byla stanovena u pracovhich a zdsobnich roztokd. Kyselina retinovd je velmi
citlivda na svétlo, proto byly vdechny vzorky pro stabilitni studii uchovdvany ve tmé. Pfed analyzou
byl vidy pFipraven smésny vzorek zroztokd jednotlivych standardd (retinol, alfa-, gama-
tokoferol, 13-cis a all-trans kyselina retinovd). Bylo zjisténo, Ze tuto smés nelze skladovat pro
dalsi pouziti, proto musela byt pred kazdou analyzou pripravena z jednotlivé skladovanych
roztokd. Roztoky byly uchovdvdny pFi teplotdch 25°C, 4°C, - 25°C a - 80 °C. Kyselina retinovd je
stabilni pri teploté - 25°C po dobu 22 dni, kyselina 13-cis retinovd pri teploté - 80°C po dobu 16
dni. Zdsobni a pracovni roztok standardu retinolu je stabilni po dobu Sesti mésict pri teploté -

25°C, roztoky alfa- a gama-tokoferolu po dobu $esti mésict pri teploté 4°C.
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Obr. 84 Stabilita kyseliny all-trans a 13-cis retinové v zdsobnim roztoku pfi jednotlivych teplotdch

Zdvér a diskuze

Tato metoda mliZe byt pouZita pro monitorovdni hladin kyseliny retinové, retinolu a alfa- a gama-

tokoferolu v séru u pacientl s promyeloidni leukémii 1é€enych kyselinou retinovou. Metoda diky

pouziti monolitické staciondrni fdze umozriuje separaci péti ldtek béhem sedmi minut. PouZiti

amonium acetdtu zlepSuje symetrii piku ldtek s karboxylovou skupinou (kyselina retinova).

Amonium acetdt je chemicky stabilni ve vodé i v methanolu a vhodny k maskovdni zbytkovych

silanolovych skupin. Metoda byla publikovdna v ¢asopise Journal of Separation Science s IF

2,551. Na toto téma byla v nasi laboratori vypracovdna a obhdjena diplomova prdce Mgr. Hany

VIckové [196].

Obr. 85 Tretinoin (Vesanoid)
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5.1.3 Stanoveni neopterinu, kreatininu a kynureninu v moci

5.1.3.1 Uvod

Pro vyvoj této metody jsme pouZzili novou hybridni staciondrni fdzi tzv. Gemini-Twin technologii,
kterd umoZnila mérit vétsi série vzorki (aZ 1000 analyz/1 kolonu) neZ v pripadé polymerni kolona
Asahipack C18, 150 x 4,6 mm, 5 pym, kterd byla pouZita v predchozich stanovenich. Hybridni
staciondrni fdze je kombinace polymeru a silikagelu, coZ prindsi rfadu vyhod. Staciondrni fdze je
mechanicky odolnéjsi a ma vyssi i¢innost nez polymer, pritom vydrzi vétsi rozsah pH (1 - 12) nez

silikagel.

5132 (il
Cilem bylo vyvinout a validovat HPLC metodu pro stanoveni neopterinu, kynureninu, kreatininu a
kyseliny molové v moCi s jednoduchou pripravou vzorku, kterd bude vhodnd pro méreni velkych

’ .’ o
sérii vzorka.

5.1.3.3 Vysledky

5.13.3.1 Parametry HPLC metody na pristroji Prominence LC 20
Staciondrni fdze: hybridni ¢dsticova kolona Gemini-Twin €18, 3,0 x 150 mm, 5 ym, 110 A

Mobilni fdze: fosfatovy pufr (KH.PO4 + K:HPO4 . 3H,0 ) 15 mmol/I, pH 6,45

Pratok: 0,8 ml/min

Ndstrik: 1 pl

Teplota: 25°C

Detekce: DAD: 235 nm - kreatinin, 290 nhm - kyselina mocovd, 230 nm - kynurenin,
Fluorescencni detekce: neopterin excitalni vinovd délka 353 nm, emisni vinovd délka 438 nm

Cas analyzy: 10 minut
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Obr. 86 Separace heopterinu, kreatininu, kynureninu a kyseliny mo¢ové v mo&i

5.13.3.2 Priprava vzorku

Drive byla mo¢ pred analyzou centrifugovdna v mikrocentrifuze po dobu 45 s pri 12 000 x g,
nafedéna 1: 10 fosfdtovym pufrem o pH 6,45 a filtrovdna pomoci 0,2 um filtrd. Tento proces byl
preveden na mikrotitraéni desticky obsahujici filtry s pouzitim specidlniho manifoldu pro tyto

desticky.

Obr. 87 Staréi, Easové ndro&ny zplisob pFipravy vzorku

144



51333 Vybrané validacni parametry

Obr. 88 ZaFizeni pro filtraci vzorkd s vyuZitim mikrotitraénich destic¢ek

"°""'C:F:::L':m°"' lz’:felt"‘;:ﬂr LOD (umol/l) | LOQ (umol/I)
neopterin | Y = 322 65x. 145,98 0,9998 0,000004 0,00001
kreatinin__| Y = 520 45x. 6851,1 0,9996 0,004400 0,00148
kynurenin | ¥ = 726726x. 9582,9 0,9991 0,000174 0,00058

Tab. 33 Viybrané valida¢ni parametry:LOD, LOQ a linearita [70]

Tk (min) N HETP (um) T
neopterin 3,01 9415 16 1,25
kreatinin 1,81 4356 34 1,00
kynurenin 6,71 5204 29 1,40

Tab. 34 Vybrané validali parametry SST

PFi vyvoji metody jsme testovali celkem 12 typi staciondrnich fdzi jako nejvhodnéjsi jsme
vybrali tyto faze: Poroshell, casticovou kolonu a monolitickou kolonu.
«  Ascentis Express €18, 150 x 3 mm, Supelco (Bellefonte, USA), pritok 0,3 ml/min
« Synergi 4 y HYDRO - RP 80 A, 150 x 3 mm, Phenomenex (Torrance, USA), pritok 0,6
ml/min
«  Chromolith Performance RP - 18e, 100 x 4,6 mm, MERCK (Darmstadt, Némecko), pritok
1,2 ml/min
Byly hodnoceny ndsledujici validaéni parametry:
«  U&innost kolony vyjddiend po&tem teoretickych pater N
« Asymetrie piki T
+ Rozlideni pika R
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«  Opakovatelnost metody (extrakce) vyjddrend jako relativni smérodatnd odchylka RSD

»  Opakovatelnost ndstriku vyjddrend jako relativni smérodatnd odchylka RSD

opakovatelnost ndstiku (RSD %) neopterin kreatinin kys. mocova kynurenin
Tr | plocha | Tk |plocha| Tr | plocha Tr plocha
Ascentis Express €18, 150 x 3 mm 019 | 100 | 016 | 0,76 | 011 107 | 023 | 290

Synergi 4 pm HYDRO - RP 80 A, 150x3mm| 003 | 089 | 0,18 | 030 | 024 | 047 | 037 | 094

Chromolith Performance RP - 18e, 0.14 2,26 022 | 284 | 029 093 0.46 213
100 x 4,6 mm

Tab. 35 Opakovatelnost ndstriku (retenéni ¢as a plocha piku) pro jednotlivé staciondrni fdze

Validaéni parametry jednotlivych staciondrnich fazi

+  Ascentis Express €18, 150 x 3 mm, Supelco (Bellefonte, USA), pritok 0,3 ml/min, celkovy

¢as analyzy: 9 minut

Tr (min) N HETP (um) T
neopterin 3,80 4144 36 1,25
kreatinin 2,79 1978 78 1,17
kynurenin 7.24 9181 16 1,00
kyselina mo&ovd 2,46 1847 81 1,19

Tab. 36 U&innost, vyikovy ekvivalent teoretického patra a asymetrie piku u kolony Ascentis Express

Synergi 4 y HYDRO - RP 80 A, 150 x 3 mm, Phenomenex (Torrance, USA), pritok 0,6

ml/min, celkovy ¢as analyzy: 10 minut

Tr (min) N HETP (um) T
neopterin 3,89 1889 79 1,14
kreatinin 2,59 3951 38 1,50
kynurenin 9,44 11188 13 1,28
kyselina moc¢ova 2,18 4110 37 1,07

Tab. 37 U&innost, vyikovy ekvivalent teoretického patra a asymetrie piku u kolony Synergi Hydro-RP
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«  Chromolith Performance RP - 18e, 100 x 4,6 mm, MERCK (Darmstadt, Némecko), pritok
1,2 ml/min, celkovy Cas analyzy: 5 minut

Tk (min) N HETP(um) T
neopterin 2,17 2377 42 1,06
kreatinin 1,67 5010 20 1,20
kynurenin 416 5691 18 1,13
kyselina mocovd 151 6578 15 1,20

Tab. 38 U&innost, vyikovy ekvivalent teoretického patra a asymetrie piku u kolony Chromolith

RozliSent:

Béhem méreni jednotlivych vzorkd moéi jsme pri absorbanci 290 nm identifikovali pik kyseliny
mocové v ¢ase 1,78 min. Pik kreatininu pfi 235 nm byl v éase 1,81 min. Kyselina mocovd by ve
stanoveni neméla vadit, protoZe tato ldtka neabsorbuje pri 235 nm a jeji koncentrace (vyska piku)
je vzdy v moci nizsi, nicméné by bylo moZno tyto dvé ldatky separovat, napf. upravenim slozeni

mobilni fdze.

5.13.4 Zavér

Jako nejvhodnéjsi chromatografickd kolona podle stanovenych validaénich parametrt, byla
vybrdna kolona Chromolith Performance RP - 18e, 100 x 4,6 mm, MERCK (Darmstadt, Némecko)
s pritokem 1,2 ml/min, vzhledem k vyraznému zkrdceni doby analyzy. OvSem pFi hodnoceni
jednotlivych ploch pikd smésného vzorku standardu, se zdd, Ze kolona Chromolith Performance
vyrazné snizi LOD a LOQ stanovovanych analytd v séru. Proto je nutno tento parametr u
jednotlivych kolon jesté provérit a aplikovat ho na koncentrace téchto ldtek v lidské moci. Podle
prvniho jednoduchého srovndni je nejvhodnéjsi kolonou kolona Ascentis Expres, oviem tato kolona
generuje velmi vysoké zpétné tlaky a jeji Zivotnost pFi stanovovdni vzorkd biologického materidlu
neni velmi dlouhd, coZ naopak neplati v pripadé kolony Chromolith. Ve vyvoji a optimalizaci této

metody se bude ddle pokracovat.

ocha oiky | Ascentis Express C18, | Synergi HYDRO -RP | , _ fixzﬂ‘:"‘;g_l g, | Gemini-Twin C18,
plochap 150 x 3 mm 44,80 A, 150 x 3 mm | 3,0x150,5 um
100 x 4,6 mm
neopterin 64912 36218 21149 32984
kreatinin 1066074 521835 266303 435660
kynurenin 25215 12352 636 10259
kys. mocové 94899 138333 7211 37156

Tab. 39 Porovndni ploch pikii smési standardii u jednotlivych kolon
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Na toto téma byla v nasi laboratofi vypracovdna a obhdjena diplomovd prdce Mgr. Veroniky
Prokopové a Erasmus report portugalské studentky Mary Martins z University of Porto

v Portugalsku [197, 198].
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5.1.4 Stanoveni neopterinu, kreatininu, kynureninu a
tryptofanu v lidském séru

5.14.1 Uvod

Vyhodou stanoveni neopterinu a dal3ich analytl v séru je jeho vyuZiti u pacientl, u kterych nelze
stanovit hladinu neopterinu v moli, zejména pri onemochéni ledvin. U pacientl s pokro&ilym
onemocnénim ledvin (véetné selhdni ledvin) se velice ¢asto objevuje tzv. "mikrozdnét" podminény
"uremii" nebo "dialyzou". Tento zdnét prokazatelné zhorsuje jejich progndzu. Méreni neopterinu,
kreatininu, kynureninu a tryptofanu v séru by tedy mohlo vypovidat o probihajicim mikrozdnétu a
efektivité jeho Iéby. Ddle je popisovdno zvySeni neopterinu pri rejekci transplantované ledviny,
coZ je pri¢inou zhorSeni funkce $tépu. Neopterin se tak miZe stdt dulezitym prognostickym
markerem u fady onemocnéni, napr. pfi selhdni ledvin u diabetes mellitus, pri aterosklerotickém
¢i nddorovém poskozeni ledvin, u pacientt |é¢enych hemodialyzou. Stejny zplsobem se uplatriuje

stanoveni neopterinu v séru v gerontologii.

5142 Cil
Cilem bylo vyvinout jednoduchou, rychlou metodu pro stanoveni neopterinu, kreatininu, kynureninu

a tryptofanu v lidském séru, kterou by bylo moZno pouZit pro velké série vzorka.

5.14.3 Vysledky
Pro tuto metodu jsme testovali ndsledujici monolitické staciondrni fdze:

*  Chromolith Performance RP - 18¢, 100 x 4,6 mm, MERCK (Darmstadt, Némecko)

*  Chromolith Performance RP - 18¢, 100 x 3,0 mm, MERCK (Darmstadt, Némecko)

*  Chromolith Performance RP - 18e, 50 x 4,6 mm, MERCK (Darmstadt, Némecko)
Monolitické kolony byly zkouseny na smési standardt jednotlivych Idtek s riiznymi pritoky mobilni
fdze. Jako mobilni fdze byl vidy pouzit fosfdtovy pufr (15 mMol/l, pH 6,45). Dle testovanych
parametrd (HETP a T) byla vybrdna kolona Chromolith Performance RP - 18e, 100 x 4,6 mm jako

staciondrni kolona s nejvyssi G¢innosti.

149



Porovndvané validaéni parametry jednotlivych kolon s vybranymi pritoky:

neopterin kreatinin kynurenin tryptofan
kolona plocha | HETP plocha HETP plocha | HETP plocha HETP
monolit 4,6 x 100 (1,5 ml/min) 20705 54 668210 31 1723 13 625926 11

monolit 3,0 x 100 (1,5 ml/min) 21261 235 67635 219 1343 74 627613 23
monolit 3,0 x 100 (1,0 ml/min) 29149 165 109923 134 2802 32 837241 20

monolit 3,0 x 100 (grad ml/min) | 54520 93 2010612 56 4035 18 472368 6
Tab. 40 Vyskovy ekvivalent teoretického patra pro kolony Chromolith [69]

neopterin kreatinin kynurenin tryptofan

kolona Tr T faktor | Tr T faktor | Tx T faktor | T T faktor
monolit 4,6 x 100 (1,5 ml/min) | 1,87 1,23 144 1,70 3,70 1,27 8,74 1,30
monolit 3,0 x 100 (1,5 ml//min) | 0,84 114 0,59 1,65 158 1,19 3,74 0,76
monolit 3,0 x 100 (1,0 ml/min) 1,14 1,21 0,88 1,88 2,70 0,88 4,85 0,86

monolit 3,0 x 100 (grad ml/min) | 2,24 1,30 1,70 151 4,12 1,01 6,22 0,81
Tab. 41 Reten&ni Easy jednotlivych analytd a asymetrie pikl pro jednotlivé kolony Chromolith [69]

Pri ndstriku biologického materidlu na kolonu nedoslo u nékterych sér k dpIné separaci piku
kreatininu a tryptofanu (koeluce s nelistotou). Nelistotu nebylo moZzno z extraktu odstranit ani
zménou podminek Upravy vzorku, protoZe bylo nutno zachovat jednoduchost a rychlost pripravy.
Vzorek byl pouze centrifugovdn, deproteinovdn a filtrovdan. Necistotu se nepodarilo separovat ani
zapojenim dvou monolitickych kolon Chromolith Performance RP - 18e, 100 x 4,6 mm, navic doslo
k velké retenci neopterinu a tryptofanu a ndslednému prodlouzeni ¢asu analyzy. Vyslednd metoda
byla vyvinuta vyuzitim sériového zapojeni dvou monolitickych kolon Chromolith Performance RP -
18e, 50 x 4,6 mm (pFedseparace) a 100 x 3,0 mm (separace - zlep3eni tvaru pikd) a zafazenim

monolitické predkolonky (predcisténi vzorku).

] § = G il e ————fl

Obr. 89 Spojeni monolitickych kolon s predkolonou pouZité pro separaci latek (50 x 4,6 mm + 100 x 3,0 mm)

Pozdéji bylo zjisténo, Zze separaci nelistoty Ize vyznamné ovlivnit zménou pH mobilni fdze. Jako

nejoptimdlnési se jevilo pH 4,5.
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Obr. 90 Sérum pacienta s onkologickym onemocnénim prii pH mobilni fdze 6,5 (Sipky naznacuji ne€istoty)
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Obr. 91 Sérum pacienta s onkologickym onemocnénim pri pH mobilni fdze 4,5 (Sipky naznaéuji neistoty). Stejny vzorek
séra jako na Obr. 90
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51431 Parametry HPLC metody na pristroji Prominence LC 20
Staciondrni faze: Chromolith Performance RP - 18e, 50 x 4,6 mm a 100 x 3,0 mm, prredkolona

Chromolith RP - 18e, 10 x 4,6 mm

Mobilni fdze: fosfdatovy pufr (KH,PO4 + KoHPO, . 3H,0) 15 mmol/I, pH 4,51

Pratok: 1 ml/min - 3,09 min, 2,3 ml/min - 5,1 min

Ndstrik: 1 pl

Teplota: 25°C

Detekce: DAD: 235 nm - kreatinin, 230 nm - kynurenin

Fluorescencni detekce: neopterin excitalni vinovd délka 353 nm, emisni vinovd délka 438 nm,
tryptofan excitaéni vinova délka 254 nm, emisni vinova délka 404 nm

Cas analyzy: 9,5 minuty

5.14.3.2 Priprava vzorku
K 200 ¢l séra bylo priddno 100 ul fosfdatového pufru (mobilni fdze). Smés byla deproteinovina

100 pl ethanolu, promichdna a ponechdna 10 minut pri - 27°C (pro zlepSeni deproteinace).
Ndsledné byla smés centrifugovdna (10 minut 14 000 x g) a supernatant byl filtrovdn s pouzitim

mikrotitraénich desticek s filtry (2 um). Filtrat byl nastriknut do HPLC systému.

51433 Validace
Metoda byla pIné validovdna dle platnych norem [63, 65, 66].

Vybrané validaéni parametry:

rovnice kalibraéni pfimky | korelaéni koeficient | LOD (umol/I) LOQ (umol/1)
neopterin Y =261,93x + 128453 0,9999 0,00050 0,00167
kreatinin Y =23247x-296,73 0,9999 0,25948 0,98493
kynurenin Y =543 55x - 118,41 0,9999 0,69505 0,23168
tryptofan Y =7521,98x - 15790,80 0,9999 0,161158 0,53719

Tab. 42 Linearita, LOD a LOQ

Vytéznost extrakce
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Level 1 Level 2 Level 3

vytéZznost
extrakce
neopterin 5717 | 57,86 101,24 7717 77,63 100,61 107 17 104,28 97,31
kreatinin 61,60 | 60,02 97 44 115,99 113,50 97,86 24099 | 239,66 99,45
kynurenin 2,48 2,52 101,72 5,64 5,83 103,53 9,94 10,19 102 52
tryptofan 4461 | 42,79 95,92 51,39 47,81 93,03 97,15 88,62 91,26
Cl-vypocitand koncentrace, C2 - zmérend koncentrace

Tab. 43 VytéZnost extrakce

c1 c2 R % C1 c2 R % c1 c2 R %

Robustnost byla testovdna jako zména koncentrace mobilni fdze (5 - 25 mmol/I), pH mobilni faze
(7.1 - 41) a teploty (15 - 35°C) na standardnich roztocich i vzorku séra. Metoda je robustni pfi
uvedenych zméndch koncentrace mobilni fdze. Zmény teploty ovliviiuji retenéni casy latek. Zména
pH mobilni fdze vyznamné ovliviiuje eluci necistoty v blizkosti kreatininu, coZ md samozrrejmé vliv

na plochu piku (viz Obr. 92).

Robustnost - vliv zmény pH mobilni fdze na
koncentraci analyti

400
350
o 300 —4— neopterin (sérum)
3 250 —B— kreatinin (sérum)
E‘ —i— kynurenin (sérum)
E 200 -B tryptofan (sérum)
§ 150 - neopterin (standard)
E kreatinin (standard)
100 * + + kynurenin (standard)
50 = — tryptofan (standard)
E‘-]..—--'-""'_ﬁ-"""‘---..n 2 o
0 JI=——__ ir I_ = -
4 45 3] 5.5 & 6.5 7

B il

pH

Obr. 92 Robustnost - vliv zmény pH mobilni fdze na koncentraci analytl

Stabilita byla testovdna na pracovnich roztocich standardnich latek pri teplotdch 25°C, 4°C, -
28°C, - 86°C po dobu osmi dnll. Roztok neopterinu byl nejvice stabilni pfi teploté -28°Ca -
86°C, roztok kreatininu pri teplotdch 4°C, - 28°C, kynureninu pri teploté - 28°C a tryptofanu pri
teplotdch 4°C a - 86°C.
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5.14.3.4 Dalsi druhy biologického materidlu
Nové vyvinutou metodou byly zméreny také dalsi vzorky biologického materidlu (vypotek a plodovd

voda). Metoda pro tento typ biologického matridlu zatim nebyla zcela validovdna, nicméné

z prvnich vysledki se ukazuje jako vhodnd i pro tento materidl.

514341 Vypotek

— 353nm,438nmv 254nm, 404nm
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1]
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g
1800 - 5 L\
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Obr. 93 Vypotek z pleurdlni dutiny (fluidothorax) pacienta pfi pH mobilni fdze 6,5 (Sipky naznauji neistoty)
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Obr. 94 Vypotek z pleurdlni dutiny (fluidothorax) pacienta pri pH mobilni fdze 4,5 (Sipky naznaluji neéistoty). Stejny
vzorek séra jako na Obr. 93.
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Obr. 95 Plodovd voda pri pH mobilni fdze 4,5.
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5.1.4.4 Korelace s UKBD

Kreatinin je rutinné analyzovanou ldtkou v moéi i vséru. Dvé hlavni metody stanoveni jsou
Enzymovd reakce a Jaffého metoda. HPLC je zarazena mezi referencni metody.

Byly porovndny vysledky celkem 13 vzorki séra i standardd kreatininu, zmérené nové vyvinutou
HPLC metodou s vysledky namérenymi Jaffého metodou v Ustavu klinické biochemie a diagnostiky
ve Fakultni nemocnici v Hradci Krdlové (UKBD). Prestoze se obé metodiky velmi liSi a nelze je

primo srovndvat, korelace obou metod byla dobra (r = 0,9401).

450

400 +

Korelace UKBD a GMK pH 4,50 pro stanoveni kreatinin

uvséru

y =0,8128x + 79,6

R? = 0,9401

*

*

350 4

300 4

250 4

200 +

150 -

100 -

GMK-hodnoty kreatininu v séru

50 4

0 T T T T T T T T |
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

UKBD-hodnoty kreatinnu v séru

Obr. 96 Korelace metod pro stanoveni kreatininu v séru (umol/I)

51441 VybérIS
Vyvinutd metoda byla validovdna s pouzitim externi kalibrace. Byl ovSem vybrdn vhodny interni

standard, ktery lze pro stanoveni a revalidaci pouZit. V mnoha pracich byl jako vnitrni standard
pro stanoveni tryptofanu pouzit 5-methyl-DL-tryptofan [185, 187, 190].

Tato ldtka byla priddna do vzorku pred zpracovdnim. V HPLC analyze se bohuZel 5-methyl-DL-
tryptofan eluoval aZz v desdté minuté, coz zbytecné prodluzovalo analyzu. Dal$im vhodnym
internim standardem byl thymin pouZivany pro stanoveni kreatininu v séru [191].

Thymin se ukdzal jako vhodny interni standard, ktery se eluoval v blizkosti kreatininu, takze

zbytené neprodluzoval dobu analyzy, byl detekovan pri 280 hm.
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5145 Zavér

Nové vyvinutd metoda pro stanoveni neopterinu, kreatininu, kynureninu a tryptofanu v lidském
séru byla pIné validovdna. HPLC metoda i zvoleny extrakéni postup je rychly a vhodny pro
zpracovdni velkych sérii vzorkd. Byl navrhnut vnitfni standard, ktery mize byt pouZit pro dalsi
validaci metody. Podle prvnich testl je metoda vhodnd i pro dal$i druhy biologického materidlu -
plodovd voda, exsuddt. Na toto téma byla vypracovdna rigorézni prdce Mgr. Veroniky Prokopové a
Erasmus Report portugalské studenky Filipy Bernardes z University of Porto v Portugalsku, kterd

v laboratofi plsobila v rdmci vyménného pobytu Erasmus Practical Placement [199].
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5.1.5 Testovani deep-UV-LED jako vhodného zdroje pro
fotometrickou detekci v kapilarni elektroforéze

5151 Uvod

Tato publikace [200] byla vypracovdana béhem zahrani¢ni staze Erasmus na School of Chemical
Sciences, Dublin City University v Dublinu (Irsko). Prdce se zabyvd testovdnim nové LED (light
emitting diode) svitici v oblasti UV 255 nm oznafené jako ,hluboké" ultrafialové zdreni (deep
ultraviolet) jako moZného svételného zdroje pro fotometrickou detekci v kapildrni elektroforéze.

Pro separaci byla vybrdna smés nukleotidli (AMP, ADP, GDP), které absorbuji pfi 255 nm.

5.15.2 il
Cilem bylo zmérit zdkladni parametry charakterizujici deep-UV-LED (emisni spektrum, preménu
energie atd.) a pokusit se vyuZzit tuto LED jako svételny zdroj pro fotometrickou detekci

v kapildrni elektroforéze.

5.15.3 Vysledky a zdvér

Dilezitym parametrem pri testovdni deep-UV-LED je konverze elektrické energie na optickou.
Vyrobci LED tento parametr ve specifikaci neuvddi. Bylo zméreno, Ze konverze energie u tohoto
typu LED (255 nm) je pouze 5,3%, coz je ve srovndni s LED sviticimi ve viditeIné oblasti velmi
mdlo, zbytek energie je ménén na energii tepelnou. Navic je nutno dodrzet dobu 10 - 15 minut pro
ustdleni signdlu (£ 1%). Ze zjisténych ddajd vyplyvd, Ze dochdzi ke znaénému zahfivdni béhem
méreni, coz by mohlo byt pri detekci vyreseno napr. termostatem.

Zmérené emisni spektrum ukdzalo pritomnost parazitického zdreni v oblasti 400 - 500 nm

(viz Obr. 97).

3500 + 257.0
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Obr. 97 Emisni spektrum 255 nm LED
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Dlvodem pritomnosti tohoto zdFeni mohou byt neZddouci luminiscence nékterého z materidl
pouzitych pFi vyrobé LED nebo nechténé elektronové prechody. Toto zdfeni mlZe negativné
ovlivnit linearitu detekce. Proto byla linearita zkoumdna jako zdvislost absorbance na koncentraci
a také jako citlivosti na absorbanci. Efektivni drdha svétla byla vypolitdna jako 59 um, coz je pro
kapildru o praméru 75 pm dostalujici. Ovéem vypolitand hodnota parazitického svétla 30,5%, je
velmi vysokd. Tento nedostatek miZe byt odstranén vhodnym filtrem.

Separace nukleotiddl byla provedena s pouZitim CE pFistroje jiz dfive sestaveného v laboratoFi

DCU. Detekéni systém byl sestaven nové.

Obr. 99 Detekéni systém obsahujici deep-UV-LED a fotondsobic

Smés nukleotidd byla separovdna za ndsledujicich podminek

Elektrolyt: 25mM amonium acetdtovy pufr o pH 10
Kapildra: kfemennd kapildra (fused silica, 75 pm i.d., celkovd délka/efektivni délka 39,0/31,0 cm)
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Teplota: t = 20°C

Separacni podminky: 4 kV (50 pA)

Ndstrik: hydrostaticky (2 cm, 30 s)

Vzorek: smés AMP a ADP 2,107, GDP 1,10°° mol/I
Detekce: 255 nm deep-UV-LED

AMP ADP
D
e
s ?cT
o E GDP
n n
o]
©
EOF /
—\
0 2 4 6 8 10 12 14
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Obr. 100 Separace nukleotidd metodou CE s fotometrickou deep-UV-LED detekci

Prdce jako prvni vyuzivd deep-UV-LED pro fotometrickou detekci ha kapildre a zkouma parametry
(emisni spektrum, pfeména energie atd.), jez mohou hrdt pri detekci dileZitou roli. Smés
nukleotidd byla separovdna pomoci kapildrni elektroforézy. Pro separaci byl pouZit pFistroj
sestaveny v laboratofi a nové vytvoreny detekini systém s deep-UV-LED jako svételnym
zdrojem.

Prdce byla publikovdna jako krdtké sdéleni (short communication) v Easopise The Analyst

s impakt faktorem 3,272.
5.2 Klinicka cast

VySe zminéné metody byly vyvinuty na podnéty |ékarl z riiznych oddéleni Fakultni nemocnice
v Hradci Krdlové nebo ve snaze zlep$it metody jiZ vyvinuté a vyuZzivané pro rizné klinické studie.
Divodem novelizace je zvydeni po¢tu klinickych studii a stejné tak i soubord pacientl v nich
zahrnutych. Hlavni snahou bylo urychlit a zjednodusit pripravu vzorki i viastni analyzu.

Tato kapitola je rozdélena dle analytl, které byly v jednotlivych klinickych studiich hodnoceny
na:

« monitorovdni sérovych hladin antioxidaénich vitamind
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+ sledovdni zmén permeability stievni sliznice po chemoterapii pomoci retinol absorpcniho
testu
+ stanoveni heopterinu v moéi u onkologickych pacientd

V mnoha studiich ovéem byly méreny tyto parametry soucasné.

5.2.1 Monitorovdni sérovych hladin antioxidaénich vitamind u
onkologickych pacientt

V téchto klinickych studiich [201, 202, 203, 204, 205] byly monitorovdny hladiny antioxidachich
vitamind v séru u onkologickych pacientd.

Cilem studie [205] bylo prozkoumat spektrum vedlejsich G¢inkd nové chemoterapeutické 1é¢by
zahrnujici toxicitu, kterd negativné ovliviiuje riziko aterosklerézy. U 31 onkologickych pacientl
s metastazujicim kolorektdinim karcinomem léenych kombinaci (bevacizumab, oxaplatina, 5-
fluorouracil a leukovorin) byly monitorovdny hladiny alfa-tokoferolu, retinolu, homocysteinu,
cholesterolu, glykovaného hemoglobinu aj. v pribéhu chemoterapeutické Ié¢by. Béhem prvniho
mésice |écby doslo ke statisticky vyznamnému shizeni celkového cholesterolu, LDL lipoproteinu a
homocysteinu. Béhem druhého a tretiho mésice doslo ke statisticky vyznamnému zvyseni
sérového retinolu a glykovaného hemoglobinu. Ddle byl také monitorovdn C-reaktivni protein (CRP)
a karcinom embryondlni antigen (CEA). Byla pozorovdna korelace mezi hladinami CRP, HDL
lipoproteinu, retinolu, feritinu a CEA. Zvysend hladina retinolu a alfa-tokoferolu byla pozorovdna
také ve studii [201] potvrzujici tim hypotézu, Ze k tomuto zvySeni dochdzi béhem potlaleni

systémové zdnétlivé odpovédi chemoterapii.
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Obr. 101 Korelace hladin CRP a retinolu [205]

Zdavérem lze Fici, ze kombinace hovych chemoterapeutik (bevacizumab, oxaliplatina, 5-fluorouracil
a leukovorin) je efektivni terapii, béhem niz dochdzi ke snizeni hladin CEA (sérovy nddorovy
marker) a CRP (reaktant akutni fdze). Hladina CRP negativné koreluje s retinolem a HDL
cholesterolem a pozitivné s CEA. Bylo tedy prokdzdno, Ze kombinovand chemoterapeuticka lé¢ba
priznivé ovliviiuje nékteré laboratorni parametry (LDL cholesterol a homocystein), ovdéem dochdzi
zde ke zvySeni feritinu a glykovaného hemoglobinu, coZ miZe mit negativni vliv na vznik
aterosklerdzy.

V ndsledujicich pracich byly monitorovdny hladiny retinolu a alfa-tokoferolu v séru, neopterinu
v moéi nebo v séru a nékterych dalich parametri [201, 202, 203, 204].

V klinické studii [201] byly stanoveny hladiny alfa-tokoferolu a retinolu pred a béhem
chemoterapeutické Ié€by. Soubor pacientl tvorilo 28 Zen (34 - 74 let, 56 + 10) 9 s karcinomem
ovarii, 19 skarcinomem prsu. U pacientl bez projevi zdvainé toxicity [éEby
(paclitaxel/carboplatina) byl pozorovdn statisticky vyznamny vzestup retinolu a alfa-tokoferolu
béhem chemoterapie vzhledem k poldteénim hodnotdm namérenym pred chemoterapii. Tyto
hladiny negativné korelovaly s hladinou neopterinu v moli. Tento jev miZe byt vysvétlen inhibici
systémové imunitni aktivace danou chemoterapii.

V publikaci [202] jsou hodnoceny parametry lipidového metabolismu, zdnétlivé odpovédi a
antioxidalni rovnovdhy. Cilem bylo prozkoumat, jak jsou tyto parametry ovliviiovdny pri lé¢bé
karcinomu prsu inhibitory aromatdzy. Cilovou skupinu tvorilo 186 post-menopauzdlnich Zen s

karcinomem prsu. Jednotlivé skupiny analytd byly monitorovdny pred a béhem druhého a &tvrtého
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mésice |éCby inhibitory aromatdzy. Skupiné 73 pacientek byly inhibitory aromatdzy poddvany po
predchozi hormondlni terapii tamoxifenem.

Béhem |é¢by doslo v celé skupiné k signifikantnimu zvyseni lipidového metabolismu (LDL, VLDL a
lipoproteinu a), retinolu, CRP a fibrinogenu. Zmény lipidového metabolismu byly pozorovdny
zejména u pacientek, kterym byl pred Ié¢bou poddvdn tamoxifen. U pacientek Ié€enych inhibitory
aromatdzy jako léky prvni linie nebyly pozorovany zddné zmény v lipidovém metabolismu. Hladiny
neopterinu, CRP a fibrinogenu byly u pacientek lé¢enych tamoxifenem niZzsi.

Vzestup alfa-tokoferolu byl pozorovdn u pacientek s karcinomem prsu lé€enych inhibitory
aromatdzy treti generace ve vztahu k predchozi |éCbé tamoxifenem. Vitamin E byl méren
v membrdndch erytrocytd a lipoproteinovych frakcich pfed, po dvou a &tyFech mésicich 1éEby
letrozolem. Po prechodném poldtecnim poklesu vitaminu E doslo k ndvratu hladin jako pred
Ié¢bou. Hladiny alfa-tokoferolu v lipoproteinovych frakcich byly vyznamné zvySeny po Ctyrech
mésicich |é¢by letrozolem hlavné u pacientl bez predchozi Ié¢by tamoxifenem. Kromé téchto
vysledkl nebyly pozorovdny Z4dné signifikantni zmény v koncentraci alfa-tokoferolu u sledované

skupiny pacientt [206].

5.2.2 Sledovani zmén permeability strevni sliznice po
chemoterapii pomoci retinol absorpcniho testu

Jednim z nejbéinéjdich vedlejich efektl chemoterapeutické protinddorové 1é¢by je
gastrointestindni toxicita. Diagnéza a stanoveni této toxicity stdle zdvisi hlavné na informacich
ziskanych anamnézou. Méreni propustnosti strevni sliznice je jednou z potencidlnich neinvazivnich
laboratornich metod stanoveni toxicity 1éCby vzhledem ke gastrointestindlnimu traktu.

V laboratori GMK ve Fakultni nemocnici v Hradci Krdlové byla vyvinuta HPLC metoda pro
stanoveni esteru retinolu po retinol absorpcnim testu pro monitorovdni poskozeni stevni sliznice,
kterd byla tématem mé diplomové prace a ddle byla také publikovdna v ¢asopise Journal of
Separation Science [207].

Obé publikace [207, 209] hodnoti mimo jiné vliv chemoterapie a radioterapie na poskozeni stfevni
sliznice pomoci retinol absorpcniho testu nebo testu laktuldza/xyluléza/manitol (viz kapitola
3.5.1.4.4.2), ddle byl monitorovdn neopterin v moci. V publikaci [207] byly tyto testy provedeny u
11 pacientd trpicich prijmy indukovanymi chemoterapii, u 10 zdravych kontrol a u 24 dosud

neléenych pacientd s nddorem v oblasti gastrointestindlniho traktu.
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Pomér laktuldza/manitol byl zvySen pdty a Sesty tyden od zaldtku IéCby. Béhem |écby doslo ke
shizeni sérového tokoferolu, nebyly vSak sledovdny signifikantni zmény sérové koncentrace
esterl retinolu po retinol absorpénim testu. Stejné tak nedoslo ke zméndm moéového neopterinu.
Tyto hodnoty navzdjem vyznamné korelovaly. Méreni propustnosti strevni sliznice a absorpce
vitaminu A tedy mohou byt pouZity jako dlleZity ndstroj pro hodnoceni téchto zmén u pacientl
trpicich prijmy po chemoterapii.

Tyto parametry byly také monitorovdny v publikaci [210] u 17 pacientld s karcinomem rekta
|é€enych chemoterapii. V pribéhu 1é¢by radiochemoterapii nedo$lo ke statisticky vyznamnym
zméndm v parametrech retinol absorpcniho testu a neopterinu v moéi. Tyto parametry vzdjemné
korelovaly. Limitem studie je polet pacientl v této skupiné, protoZe rozmezi hladin esterd
retinolu po retinol absorpcnim testu bylo Siroké.

Pro monitorovdni poskozeni stfevni sliznice u pacientl s karcinomem rekta |é€enych
radiochemoterapii miZe byt pouZit laktuléza/xyléza/manitol test. U téchto pacientd dochdzi
béhem lécby ke statisticky vyznamnému zvysSeni poméru laktuléza/manitol. Byl také pozorovadn

pokles vitaminu E, coZ byvd ¢asto ddvdno do souvislosti s vysledkem retinol absorpnim testem.

5.2.3 Stanoveni neopterinu v moéi u onkologickych pacientt

Neopterin v séru, vitamin A a E a nékteré dalsi parametry byly monitorovany v klinické studii
[204] u 45 pacientl (10 Zen a 35 muzl) s karcinomem jicnu. U tohoto typu nddorového
onemocnéni bylo prokdzdno statisticky vyznamné zvySeni sérového neopterinu doprovdzené

shizenim retinolu a alfa-tokoferolu.
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Obr. 102 Hladiny neopterinu v séru u pacientu s karcinomem jicnu pred a po chemoradioterapii [204]

Zmény stievni sliznice jako ndsledek chemoterapie byly rovnéz monitorovdny ve studii [209] u 21
pacientll s metastazujicim kolorektdlnim karcinomem |éEenych vybranymi chemoterapeutiky
(cetuximab, leucovorin, irinotecan, 5-fluorouracil). Byly stanoveny hodnoty mocového neopterinu
a absorpéniho testu laktuléza/xyléza/manitol pred zaldtkem a béhem léCby. Tyto dva parametry
vyznamné korelovaly, coz znamend, Ze zmény stfevni sliznice u pacientd s
metastazujicim kolorektdlnim karcinomem jsou spojeny s aktivaci imunitniho systému a mohou byt
vyuZity k hodnoceni prognézy onemochéni. PreZiti pacientll bylo niZ§i s hodnotami poméru
laktuléza/manitol > 0,04, sacharéza/manitol > 0,04 sacharéza/xylésa > 0,02, sukraléza/manitol 2
0,17 a hodnotami modového neopterinu > 220 pmol/mol kreatininu. Hodnoty byly stanoveny

vzhledem k vysledkim v této studii u pacientl preZivajicich déle neZ 15 mésicd.
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Obr. 103 Kaplan-Meierova kFivka pFeZiti u pacientd s hodnotou neopterinu pod 220 pmol/mol kreatininu (¢ernd linie) a nad
touto hodnotou ($edd linie) [209]

Podobné jsou v publikaci [211] sledovdny hladiny neopterinu v moéi pred a béhem |écby u
polymorbidnich pacientl. Do studie byla zarazena skupina 194 post-menopauzdlnich Zen ve véku
62 + 10 let s karcinomem prsu trpicich dal$imi onemocnénimi (diabetes mellitus, hypertenze,
onemocnéni $titné Zldzy, hyperlipidemie, jiné akutni nebo srdecni onemocnéni hebo jiné
v minulosti diagnostikované maligni onemocnéni atd.).

Zvysené hladiny neopterinu byly pozorovdny u pacientek s vyssim poCtem dalsich onemocnéni, ale
statisticky vyznamné zmény byly nalezeny jen u pacientek ve véku =70 let a s vy3Sim
po¢tem raznych komorbidit (jinych neZ uvedenych v pfedchozim odstavci).

Signifikantné zvysené hladiny neopterinu byly stanoveny u pacientek s karcinomem prsu se dvéma
a vice onemocnénimi. Tento poznatek miZe byt pouZit v interpretaci aktivace imunitniho systému

a systémové zdnétlivé odpovédi u karcinomu prsu.
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Obr. 104 Korelace mezi neopterinem a vékem u pacientek s karcinomem prsu [211]

LAMA test a hladiny neopterinu byly monitorovdny také ve skupiné 16 pacientt s riznymi druhy
nddorového onemocnéni hlavy, krku a plic 1éCenych gefitinibem [212]. Bylo zjisténo, Ze tento
nizkomolekuldrni inhibitor receptoru pro epidermdlni ristovy faktor nemd efekt na systémovou
aktivaci imunitniho systému (nejsou ovlivnény hladiny neopterinu v moci). PFi monitorovdni
poskozeni strevni sliznice pomoci LAMA testu doslo ke zvySeni xylézy, laktulozy a poméru
laktuléza/manitol oproti kontrolni skupiné. Neopterin koreloval s pomérem laktul6za/manitol,
laktuléza/xyléza a s hladinou xylézy.

Hladiny neopterinu u pacientek s karcinomem ovarii v primdrnim stddiu nebo i karcinomem jiného
plvodu metastazujici do ovaria v letech 1990 - 2000 byly monitorovdny u 49 pacientek lé¢enych
ve Fakultni nemocnici v Hradci Krdlové. Soubor byl porovndn s 16 zdravymi Zzenami [213]. ZvySené
hladiny neopterinu v moéi byly pozorovdny u primdrniho karcinomu ovarii i u jinych nddord do
ovarii metastazujicich. ZvySend hladina neopterinu je asociovdna s toxicitou Ié€by a Spatnou
prognézou. Pri |é¢bé kombinaci paclitaxel/platina nedodlo ke statisticky vyznamnému zvyseni
hladin neopterinu v moéi. Jako v jinych studiich byla prokdzdna korelace neopterinu a
propustnosti strevni sliznice.

Zdvérem lze rFici, ze hladina neopterinu v moli je vyznamnym proghostickym markerem u
pacientek s ovaridlnim karcinomem. Jako mezni hodnota byla v tomto pripadé stanovena
koncentrace neopterinu 338 pmol/mol kreatininu. PfeZivdni pacientd bylo vyznamné vyssi, pokud

se jejich koncentrace neopterinu pohybovala pod touto hodnotou.
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Obr. 105 PPeZivdni pacientl s primdrnim karcinomem ovarii s hodnotou neopterinu v moéi pod 338 umol/mol kreatininu
(€ernd linie) a s hodnotou neopterinu nad 338 pmol/mol kreatininu (rlizovd linie) [213]
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Obr. 106 PreZivdni pacientl se sekunddrnim karcinomem ovarii s hodnotou neopterinu v mo&i pod 338 pmol/mol kreatininu
(€ernd linie) a s hodnotou neopterinu nad 338 pmol/mol kreatininu (riizovd linie) [213]

Neopterin, CRP, vaskuldrni endotelovy riastovy faktor (VEGF), hemoglobin a nékteré dalsi
parametry byly sledovdny u pacientl s karcinomem prsu béhem chemoterapie s vy33i ddvkovou
intenzitou (dose-dense) [214, 215].

Studie [215] byla provedena na 194 pacientech s karcinomem prsu ve stadiu IT - IV |éCenych
neoadjuvantni (Ié€ba provddénd pred hlavni Ié€bou - pr. snaha o redukci tumoru pred jeho
chirurgickym odstranénim) a adjuvantni (dalsi Ié¢ba po pF. chirurgickém odstranéni nadoru, kterd
by méla zmensit potencidlni riziko opétovného vyskytu onemocnéni) chemoterapii s vyssi davkovou
intenzitou (dose-dense). U téchto pacientl byl béhem neoadjuvantni 1ééby pozorovdn vzestup
hladin neopterinu, ktery koreloval s poklesem hemoglobinu. Béhem dose-dense chemoterapie
(neoadjuvantni) karcinomu prsu dochdzi k aktivaci imunitniho systému a aktivaci zdnétlivé
odpovédi organizmu. Vzestup hladiny neopterinu u karcinomu prsu je pouze u mendiny pacientd.
Pozorovdni, Ze vzestup hladin u tohoto typu nddorového onemocnéni je pouze po neoadjuvantni
chemoterapii, potvrzuje ostatni klinické studie monitorujici zvySeni pro-zdnétlivych cytokininu po

poddni taxand, jeZ jsou souédsti této terapie [216, 217].
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Angiogeneze hraje dileZitou roli v progresi nddoru. V této studii byly monitorovdny hladiny VEGF,
C-reaktivniho proteinu a neopterinu v mo€i [214]. Skupinu pacientek tvorilo 34 Zen ve véku 47 + 9
let se stejnym typem onemocnéni jako v predchozi studii. BEhem dose-dense chemoterapie doslo
jen k malym zméndm sérového VEGF a CRP. Hladiny neopterinu byly béhem chemoterapie
statisticky vyznamné zvySeny. Jak jiz bylo FeCeno v predchozi ¢dsti, hladiny neopterinu jsou u
karcinomu prsu zvySeny jen v malém mnoZstvi prFipadl. Vzestup neopterinu byl publikovdn po
poddni taxand a filgrastimu [216, 217]. Ve vétsiné pripadd koreluje hladina neopterinu
s koncentraci CRP. V této studii byla pozorovdna korelace CRP, VEGF a neopterinu jen

v nékterych casovych intervalech 1é¢by.

169



6 PREHLED VSECH PUBLIKOVANYCH PRACT

Melichar B., Plisek J., Hyspler R., Kalabova H., Kasparova M., Krcmova L., Studentova H.,
Solichova D.: Erythrocyte Alpha-Tocopherol in Breast Cancer Patients Treated with
Letrozol, JOURNAL OF NUTRITIONAL SCIENCE AND VITAMINOLOGY, Volume: 56,
Issue: 2, 98-103, APR 2010, pocet citaci bez autocitaci: O, IF = 0,929

Melichar B., Dvorak J., Kalabova H., Hyspler R., Krcmova L., Kasparova M., Urbanek L.,
Solichova D.: Intestinal permeability, vitamin A absorption and serum alpha-tocopherol during
therapy with gefitinib, SCANDINAVIAN JOURNAL OF CLINICAL & LABORATORY
INVESTIGATION, Volume: 70, Issue: 3, 180-187, APR 2010, pocet citaci bez autocitaci: O,
IF =1,380

Melicharova K., Kalabova H., Krcmova L., Urbanek L., Solichova D., Melichar B.: Effect of
comorbidity on urinary neopterin in patients with breast carcinoma, EUROPEAN JOURNAL
OF CANCER CARE, Volume: 19, Issue: 3, 340-345, MAY 2010, pocet citaci bez autocitaci: O,
IF =1,100

Krcmova L., Solichova D., Plisek J., Kasparova M., Sobotka L., Solich P.: Miniaturisation of
solid phase extraction method for determination of retinol, alpha- and gamma-tocopherol in
human serum using new technologies, INTERNATIONAL JOURNAL OF ENVIRONMENTAL
ANALYTICAL CHEMISTRY, Volume: 90, Issue: 2, 106-114, 2010, pocet citaci bez autocitaci:
0,IF=1703

Melichar B., Kalabova H., Krcmova L., Kasparova M., Malirova E., Melicharova K., Pecka M.,
Hyspler R., Solichova D.: Serum Homocysteine, Cholesterol, Retinol, alpha-Tocopherol,
Glycosylated Hemoglobin and Inflammatory Response during Therapy with Bevacizumab,
Oxaliplatin, 5-Fluorouracil and Leucovorin, ANTICANCER RESEARCH, Volume: 29, Issue: 11,
4813-4820, NOV 2009 pocet citaci bez autocitaci: O, IF = 1,428

Krcmova L., Stjernlof A., Mehlen S., Hauser P. C., Abele S., Paull B., Macka M.: Deep-UV-LEDs

in photometric detection: A 255 nm LED on-capillary detector in capillary electrophoresis,

170



10.

11.

12.

ANALYST, Volume: 134, Issue: 12, 2394-2396, 2009, pocet citaci bez autocitaci: O, IF =
3,272

Dvordk J., Melichar B., Hyspler R., Krémovad L., Urbdnek L., Kaldbovd H., KaSparova M.,
Solichovd D.: Intestinal permeability, vitamin A absorption, alpha-tocopherol, and neopterin
in patients with rectal carcinoma treated with chemoradiation, MEDICAL ONCOLOGY, 2009,

polet citaci bez autocitaci: O, IF = 1,227 (v tisku)

Cincibuch J., Melichar B., Studentova H., Kapustova M., Malirova E., Solichova D., Krcmova L.,
Kasparova M., Schneiderka P., Juranova J., Sramek V., Cwiertka K.: Serum Neopterin, Retinol
and Alpha-tocopherol in Patients with the Carcinoma of the Esophagus, PTERIDINES,
Volume: 20, Issue: 2, 49-53, JUN 2009, pocet citaci bez autocitaci: O, IF = 0,379

Krcmova L., Urbanek L., Solichova D., Kasparova M., Vickova H., Melichar B., Sobotka L.,
Solich P.: HPLC method for simultaneous determination of retinoids and tocopherols in human
serum for monitoring of anticancer therapy, JOURNAL OF SEPARATION SCIENCE, Volume:
32, Issue: 15-16, Special Issue: Sp. Iss. SI, 2804-2811, AUG 2009, polet citaci bez
autocitaci: O, IF = 2,551

Melichar B., Kalabova H., Krcmova L., Urbanek L., Hyspler R., Solichova D., Melicharova K.,
Pecka M., Zadak Z.: Effect of Aromatase Inhibitors on Lipid Metabolism, Inflammatory
Response and Antioxidant Balance in Patients with Breast Carcinoma, ANTICANCER
RESEARCH, Volume: 29, Issue: 8, 3337-3346, AUG 2009, poclet citaci bez autocitaci: 1, IF =
1,428

Melichar B., Ballokova A., Malirova E., Urbanek L., Krcmova L., Hyspler R., Hornychova H.,
Ryska A., Solichova D.: Circulating Vascular Endothelial Growth Factor, C-reactive Protein
and Urinary Neopterin Concentrations During dose-dense Chemotherapy, PTERIDINES,
Volume: 19, Issue: 3, 65-71, SEP 2008, pocet citaci bez autocitaci: 0, IF = 0,706

Melichar B., Dvorak J., Krcmova L., Hyspler R., Urbanek L., Solichova D.: Intestinal
Permeability and Vitamin A Absorption in Patients With Chemotherapy-induced Diarrhea,
AMERICAN JOURNAL OF CLINICAL ONCOLOGY-CANCER CLINICAL TRIALS, Volume: 31,
Issue: 6, 580-584, DEC 2008, pocet citaci bez autocitaci: 1, IF = 1,792

171



13.

14,

15.

16.

17.

18.

Melichar B., Hyspler R., Kalabova H., Urbanek L., Krcmova L., Solichova D.: Gastrointestinal
permeability - a parameter of possible prognostic importance in metastatic colorectal
carcinoma, PTERIDINES, Volume: 19, Issue: 1, 19-22, MAR 2008, poclet citaci bez autocitaci:
0,IF=0,706

Melichar B., Urbanek L., Krcmova L., Kalabova H., Melicharova K., Malirova E., Hornychova H.,
Ryska A., Hyspler R., Solichova D.: Urinary neopterin, hemoglobin and peripheral blood cell
counts in breast carcinoma patients treated with dose-dense chemotherapy, ANTICANCER
RESEARCH, Volume: 28, Issue: 4C, 2389-2396, JUL-AUG 2008, pocet citaci bez autocitaci:
1,IF = 1,390

Kalabova H., Dvorak J., Hyspler R., Ticha A., Krcmova L., Urbanek L., Solichova D., Melichar
B.: Urinary neopterin in patients treated with gefitinib, PTERIDINES, Volume: 18, Issue: 3,
95-100, SEP 2007, pocet citaci bez autocitaci: 0, IF = 0,471

Melichar B., Kalabova H., Krcmova L., Urbanek L., Hyspler R., Malirova E., Solichova D.: Serum
alpha-tocopherol, retinol and neopterin during paclitaxel/carboplatin chemotherapy,
ANTICANCER RESEARCH, Volume: 27, Issue: 6C, 4397-4401, NOV-DEC 2007, pocet citaci
bez autocitaci: 0, IF = 1,414

Melichar B., Urbanek L., Krcmova L., Kalabova H., Svobodova I., Dragounova E., Vesely P.,
Hyspler R., Solichova D.: Urinary neopterin in patients with ovarian cancer, PTERIDINES,
Volume: 17, Issue: 4, 145-153, DEC 2006, pocet citaci bez autocitaci: 6, IF = 0,545

Urbanek L., Krcmova L., Solichova D., Melichar B., Opletalova V., Solich P.: Development and
validation of a liquid chromatography method for the simultaneous determination of alpha-
tocopherol, retinol and retinyl esters in human serum using a monolithic column for the
monitoring of anticancer therapy side effects, JOURNAL OF SEPARATION
SCIENCE, Volume: 29, Issue: 16, 2485-2493, NOV 2006, pocet citaci bez autocitaci: 4, IF =
2,535

172



7 PREHLED PLAKATOVYCH SDELENT,
PREDNASEK A GRANTU

7.1 Postery

10™ International Nutrition and Diagnostic Conference - INDC 2010, Praha, Ceskd republika (4.9.

- 7.9.2010)

1. Determination of retinol and a-tocopherol in breast milk by HPLC - comparison of
monolithic and core-shell technology (prijato)

Lenka Krémovd, Jiri Plisek, Markéta Kasparovd, Dagmar Solichovd, Petr Solich

28™ International Symposium on Chromatography - ISC 2010, Valencie, Spanélsko (12.9. -
16.9.2010)

2. Combination of monoliths and modern technologies for fast HPLC analysis in clinical
research

Krémovd L., Solichova D., Kasparovad M., Plisek J., Melichar B., Sobotka L., Solich P.

3. Troubleshooting of simultaneous determination of neopterin, creatinine, kynurenine and

tryptophan in various human biological fluids

Krémovd L., Solichova D., Kasparova M., Plisek J., Melichar B., Sobotka L., Solich P.

XIV International Symposium on Luminiscence Spectrometry - ISLS 2010, Praha, Ceskd
republika (13.7 - 16.7.2010)

4. Determination of neopterin and creatinine in oncologic patients by HPLC using modern
technologies

Lenka Krémovd, Dagmar Solichovd, Markéta Kasparovd, Jiri Plisek, Bohuslav Melichar,

Petr Solich

173



Microscales bioseparation 2010, Praha, Ceskd republika (21.3 - 25.3.2010)

5. New sample preparation technique for HPLC analysis of alpha-tocopherol in erythrocyte
membrane
Jiri Plisek, Hana VI¢kovd, Lenka Krémovd, Markéta Kasparovd, Dagmar Solichovd, Petr

Solich, Lubo$ Sobotka

34™ International Symposium on High-Performance Liquid Phase Separations and Related

Techniques - HPLC 2009, Drdzd’any, Némecko (28.6. - 2.7.2009)

6. HPLC method for determination of neopterin, creatinine, uric acid and kynurenine for
monitoring of cancer patients

Krémovd L., Solichova D., Urbdnek L., Kasparova M., Melichar B., Solich P.

FLOW ANALYSIS XI. Pollensa. Mallorca, Spanélsko (14.9. - 18.9.2009)

7. Sequential Injection Chromatography (SIC) for Determination of Fat-soluble Vitamins in
Human blood serum
P. Chocholou$, H. SklendFovd, P. Zdkovd, D. Sva‘rfnsk)'l, L. Krémovd, M. Kasparovd, D.

Solichovd, P. Solich

Syntéza a analyza Ié¢iv, Hradec Krdlové, Ceskd republika (14. - 16.9.2009)

8. Porovnani technik liquid-liquid a solid phase extrakce pro stanoveni alfa-tokoferolu
v erytrocytarni membrané
Jiri Plisek, Hana VICkovd, Lenka Krémovd, Markéta Kasparovd, Dagmar Solichovd, Petr

Solich, Lubo$ Sobotka
VITAMINS 2009, Brno, Ceskd republika (31.8 - 2.9.2009)
9. Application of modern stationary phases in determination of neopterin and creatinine in

human urine

Krémovd L., Solichova D., Kasparovad M., Plisek J., Melichar B., Solich P.

174



An International Separation Science Society - IICS 2009, Dublin, Irsko (21.9. - 24.9.2009)

10. Advantages of monolithic columns in HPLC determination of liposoluble vitamins in clinical
research

Lenka Krcmova, Dagmar Solichova, Marketa Kasparova, Jiri Plisek, Petr Solich

11. Gold nano-particle modified monolithic silica columns: preparation and characterisation

Ugis Danilevics, Silvija Abele, Zarah Walsh, Lenka Krémova , Brett Paull, Mirek Macka

The 6™ International Conference "Instrumental Methods of Analysis - IMA", Atény, Recko 4. -
8.10.2009)

12. A new HPLC method for fast determination of serum vitamin D,, D3, 25(OH)Ds, retinol
and alpha-tocopherol using modern technologies

Markéta Kasparovd , Lenka Krémovd, Jirfi Plisek, Dagmar Solichovd, Alena VIckovd, Petr

Zd'dnsky, Petr Solich, Lubo Sobotka

13. Comparison of extraction techniques in sample preparation for vitamin A and E analysis
- Advantages and disadvantages

Lenka Krémovd, Jiri Plisek, Dagmar Solichovd, Markéta Kasparovd, Lubo$ Sobotka Petr

Solich

14. Combination of ultracentrifugation and SPE for alpha- tocopherol extraction from human
erythrocyte membranes with quantification by HPLC
Jiri Plisek, Hana VI¢kovd, Lenka Krémovd, Markéta Kasparovd, Dagmar Solichovd, Petr

Solich, Lubo$ Sobotka

24. kongres SKVIMP (Spolecnost Klinické vyZivy a intenzivni metabolické péée), Hradec Krdlové,
Ceskd republika (28.2. - 1.3.2008)

v v

15. Zmény produkti lipoperoxidace u familiGrni hypercholesterolemie pri  |é&bé

extrakorporalni eliminaci

175



Solichovd D., Bldha M., Blazek M., Krémovd L., Svobodovd I., Bldha V., Urbdnek L.,
Kadparovd M., Slanafovd M., Zd'dnsky P., Maly J.

Oxidative Stress in Diseases, Bratislava - Rac¢a, Slovensko (23.4. - 25.4.2008)

16. New HPLC method for the simultaneous determination of 13-cis and all-trans retinoic
acid, retinol, alpha- and gama-tocopherol in human serum in monitoring of anticancer
therapy using a monolithic technology

Krémovd L., KaSparova M., Solichova D., Urbdnek L., VIckova H., Melichar B., Zd’dnsk)'l P,
Sobotka L., Solich P.

17. Monitoring of lipoperoxidation in patients with familiar hypercholesterolemia treated by
extracorporeal elimination
KaSparovd M., Krémovd L.,Solichovd D., Urbdnek L., Bldha M., Bldha V., Blazek M., Zd'dnsky
P., Sobotka L., Solich P.

32" International symposium on capillary chromatography, Riva del Garda, Itdlie (27.5. -

30.5.2008)

18. A simple MECK method for the rapid determination of neopterin and creatinine in urine
for clinical monitoring in anticancer therapy using UV-LED-photometric and fluorimetric
detection

Lenka Krémovd, Hana Kaldbovd , Marketa Ryvolovd, Tomasz Piasecki , Silvija Abele, Jan

Preisler, Brett Paull, Peter Hauser, Petr Solich , Mirek Macka
VITAMINS 2008, Zlin, Ceskd republika (9.9. - 11.9.2008)
19. Rapid HPLC method for the determination of vitamin A and E in human serum using new

technologies

Krémovd L., Plidek J., KaSparovd M., Ascensao C., Urbdnek L., Solich P., Solichova D.

20. The new HPLC method using monolithic technology for simultaneous determination of

vitamin D2, D3, 25(OH)D3, retinol and a-tokoferol in human serum

176



Kasparovd M., Krémovad L., Solichovd D., Urbdnek L., Zd'c’msk)'l P., Sobotka L., Solich P.

Nutrition Renaissance from care to cure, The european society for clinical nutrition and

metabolism ESPEN, Florencie, Itdlie (13.9. - 16.9.2008)

21. Intestinal permeability during gefitinib treatment
D.Solichovd, B. Melichar, J. Dvordk, H. Kaldbovd, L. Krémovd, A. Tichd, R. Hyspler, L.
Sobotka

UNICA Student Conference, University of Warsaw, téma: New times, new lifestyles, new health

issues, Varsdava, Polsko (24.9. - 27.9.2008)

22. The Youth in Modern Society: Move the Wall
Lenka Krémova (FaF), Barbora Lateckova (FSV), Roman Matousek (P#F), Marek Radecki
(MFF), Lukads Stritecky (FSV), Jana Smidovd (FTVS), Dagmar Zadrazilova (FSV)

Poster ocenén druhym mistem

32™ International Symposium on High-Performance Liquid Phase Separations and Related

Techniques - HPLC 2007, Ghent, Belgie (17.6 - 21.6.2007)

23. Development of a new HPLC method using a monolithic technology for the simultaneous
determination of retinoic acid, retinol, alpha- and gama-tocopherol in human serum in
monitoring of anticancer therapy

D. Solichovg, L. Krémovd, L. Urbdnek, H. Kaldbova, H. VI¢kovad, B. Melichar,
Z. Zaddk, P. Solich

21. biochemicky sjezd, Ceské Budéjovice, Ceska republika (14.9. - 17.92008)

24. Liquid chromatography and capillary electrophoresis for the monitoring of neopterin in

cancer patients

177



Krémovd L., Kaldbovd H., Kasparova M., Melichar B., Solichovd D., Solich P., Macka M

25. The new HPLC method using monolithic technology for simultaneous determination of
vitamin D2, D3 and 25(OH)D3 in human serum

Kadparovd M., Krémovd L., Solichovd D., Urbdnek L., Zd'dnsky P., Sobotka L., Solich P.

6™ Aegean Analytical Chemistry Days, Denizli, Turecko (9.10. - 12.10.2008)

26. Miniaturization of Solid phase extraction method for determination of liposoluble
vitamins in human serum using new technologies

Krémovd L., Kasparova M., Solichovad D., Plisek J., Urbdnek L., Solich P.

27. Development of new HPLC method for determination of vitamin D for clinical research

Kadparovd M., Krémovd L., Solichovd D., VIEkovd A., Urbdnek L., Zd'dnsky P., Solich P.

12™ International Meeting on Recent Developments in Pharmaceutical Analysis - RDPA 2007,

Elba, Ttdlie (23.9. - 26.9.2007)

28. Troubleshoting of simultaneous determination of neopterin and creatinine in biological
samples

L. Urbdnek, L. Krémovd, D. Solichovd, L. Novdkovd, B. Melichar, P. Solich

22. kongres SKVIMP (Spolecnosti klinické vyZivy a intenzivni metabolické péce), Hradec Kradlové,
Ceskd republika (2.3. - 4.3.2006)

29. Intestinal Mucosal Damage Monitoring in Cancer Patients Treated with Cytotoxic Drugs
D. Solichovd, L. Krémovd, L. Urbdnek, B. Melichar, I. Svobodovd,
V. Opletalovd, V. Bldha, J. Bastos, P. Zd'dnsky

12. Celostdtni gerontologicky sjezd, Hradec Krdlové, Ceskd republika (15.11. - 17.11.2006)

178



30. VyuzZiti chromatografie pro stanoveni liposolubilnich vitamini a cholesterolu u
gerontologickych pacient s poruchami kognice
Solichovd D., Hy3pler R., Tichd A., Svobodovd I., Urbdnek L., Krémovd L., Zd'dnsky P.,
Juraskovd B. , Sobotka L.

7.2 Prednasky

10™ International Nutrition and Diagnostic Conference - INDC 2010, Praha, Ceskd republika (4.9.
- 7.9.2010)

1. Modern technologies for determination of neopterin in various biological fluids in clinical
research (prijato)
Krémovd L., Solichovd D., Kasparova M., Plisek J., Prokopovd V., Bernardes F., Melichar B.,

Solich P.

34" International symposium on capillary chromatography, Riva del Garda, Itdlie (30.5. -

4.6.2010)

2. LEDs as ideal light sources for capillary-based analytical instrumentation?
Ryvolovd M., KrémovdL , Piasecki T., Akhter M., Preisler J., Foret F., Hauser P.C.,
Maaskant P., Macka M.

62. Sjezd asociaci Ceskych a slovenskych chemickych spole¢nosti, Pardubice, Ceskd republika

(28.6. - 30.6.2010)

3. Modern HPLC technologies for Biomedical Analysis

Lenka Krémovd, Dagmar Solichovd, Lubor Urbdnek, Markéta Kasparovd, Lubos Sobotka,

Petr Solich

The 6™ International Conference "Instrumental Methods of Analysis - IMA", Atény, Recko (4.10.
- 8.10.2009)

179



4. Application of modern technologies for determination of neopterin and creatinine in
cancer patients

Lenka Krémovd, Dagmar Solichovd, Markéta Kasparovd, Jirfi Plisek, Iveta Svobodovd,

Bohuslav Melichar, Petr Solich

Vitamins 2009, Brno, Ceskd republika (31.8 - 2.9.2009)

5. Application of modern technologies for determination of retinoids and tocopherols in
biological fluids
Krémovd L., Solichova D., Kasparova M., Plisek J., Melichar B., Sobotka L., Solich P.

XXIV. KONGRES SKVIMP (Spolecnosti klinické vyzivy a intenzivni metabolické péce), Hradec
Krdlové, Ceskad republika (19.2. - 21.2.2009)

6. Vyznam sledovani lipoperoxidace u familiarni hypercholesterolemie pri lécbé
extrakorporalni eliminaci
Solichovd D., Bldha M., BlaZzek M., Kasparovd M., Slanarova M., Svobodova I., Krémovd L.,

Plisek J., Zd'dnsky P., Bldha V., Sobotka L., Maly J.
6™ Aegean Analytical Chemistry Days, Denizli, Turecko (9.10. - 12.10.2008)
7. Application of modern technologies in biomedical analyses

Krémovd L., Solichova D., Urbdnek L., Kasparovad K.,

Zd'énsky P. ,Sobotka L., Solich P.

Predndska ocenéna prvnim mistem v kategorii do 35 let

Clinical, Chemical & Biochemical Aspects of Pteridines St.Christoph, Arlberg, Rakousko (4.3 -
11.3.2007)

8. Utilization of liquid chromatography for the monitoring of cancer patients

Urbdnek L, Solichovd D, Melichar B, Krémovd L, Solich P

180



7.3 6ranty

1. 2007 - Spoluresitel, 2008 - hlavni resitel grantu GAUK 88407/2007 Aplikace novych
technologii v kapalinové chromatografii (HPLC) pro vyuziti v klinické praxi a vyzkumu

(2007-2009)

2. 2008- Resitel grantu FRVS 374/2008 Priprava vzorkil biologického materidlu pro HPLC
analyzu s vyuzitim extrakce na pevné fdzi (SPE) a extrakce do kapaliny (LLE) - jako tdloha

do praktického cviceni

3. Odborny spolupracovnik grantu I6A MZ CR NR/9096-4 Rizikové faktory aterosklerdzy u

nemocnych s nddorovym onemocnénim (2005-2009)

4. Spoluprdce na fedeni grantu IGA MZ CR NR/9259-3 Mechanismy aterogeneze pri
ndhradé rendlnich funkci (2007-2009)

5. Spoluprdce na reseni vyzkumného zdméru Fakultni nemochice Hradec Krdlové MZO
00179906 Nové diagnostické indikdtory a Iééebné postupy v zdvislosti na riznych

obdobich Zivota s dlirazem na stdri (2005-2011)
6. 2009 - Resitel grantu FRVS 973/2009 Ultracentrifugace - metoda dpravy biologického

materidlu pro stanoveni vitaminG a cholesterolu v lipoproteinech - jako dloha do

praktického cviéeni

181



7.4 Staze

2007 - Zahraniéni stdz na School of Chemical Sciences, Dublin City University, Dublin, Irsko (3

mésice - program Erasmus)

2009 - Zahraniéni stdz na School of Chemical Sciences, Dublin City University, Dublin, Irsko (4

mésice - program Erasmus Practical Placement)

182



8 ZAVER

Nové trendy ve vysokolcinné kapalinové chromatografii v kombinaci s modernim zpracovdnim
biologického materidlu nabizi moZnost vyznamné zefektivnit prdci ve vyzkumnych i
rutinnich laboratorich a tim znacné redukovat &as potfebny na pripravu, zpracovani a analyzu
velkého mnoZstvi vzorki, jimiZ jsou laboratofe v sou¢asné dobé zahlcovdny.

Nové HPLC systémy pracujici pFi vysokych tlacich (UPLC, UFLC) jsou jednim z hlavnich sméri
vyvoje moderni kapalinové chromatografie. Tyto systémy v kombinaci s MS detekci predstavuji
velky potencidl v moderni analytické chemii. Neméné vyznamnou oblasti je vyvoj novych
staciondrnich fazi s vysokou separaéni GCinnosti, moznosti pracovat v Sirokém rozsahu pH a
v neposledni rfadé vyznamné snizit ¢as analyzy. Hlavni vyhodou téchto staciondrnich fézi je jejich
univerzdlnost, kompatibilita s konvenénimi HPLC pristroji, robustnost a také cena.

V analyze biologického materidlu hraje kli¢ovou roli preanalytickd fdze. Paklize je vyznam této
fdze podcenén, ani nejmodernéjsi analytickdi metoda nemiZe byt schopna cilové analyty
identifikovat a kvantifikovat. V sou¢asné dobé je kladen na tuto fdzi analytického procesu stdle
vétsi vyznam. Zplsoby odbéru, transportu a skladovdni hraji stdle dilezitéjsi roli, dochdzi
k modernizaci extrakénich postupd.

Hlavni snahou pri inovaci zpracovdni biologického materidlu je minimalizovat délku zpracovani,
poet jednotlivych krokt, manudlni ndroénost, ale i zvysit specifitu a vytéZnost pro cilovy analyt.
V soufasné dobé je nejnovéjsim trendem miniaturizace celého procesu, coz prindsi velky benefit
ve vztahu k Zivotnimu prostredi.

Predklddand disertalni prdce prezentuje nékteré nové vyvinuté i starsi modernizované metody,
pri kterych bylo hlavni snahou tyto technologie vyuZzit a kombinovat tak, aby doslo k jejich
maximdlni efektivnosti. PFi vyvoji byly vyuZzity monolitické staciondrni fdze nabizejici vyznamnou
¢asovou Usporu pri HPLC analyze, tyto staciondrni fdze se také osvédCily pri analyze biologického
materidlu (sérum) jako stabilni, robustni s vysokou separacni i¢innosti. Podobné vlastnosti byly
prokdzany také u hybridni staciondrni fdze Gemini-Twin pri primém ndstriku biologického
materidlu (mo&). PFi vyvoji novych a modernizaci jiZz zavedenych extrakénich postupl bylo vyuZito
prednosti extrakce na pevnou fdzi a vnitfni standardizace, jez umoZiiuje eliminovat chyby jiz od
po¢dtku zpracovdni biologického materidlu. Vyvoj extrakénich postupl v duchu miniaturizace
umoznil specidlni HPLC autosampler pro mikrotitracni desticky Rack Changer. Miniaturizace

extrakce na pevnou fdzi nebo jen pouhd filtrace pomoci téchto mikrotitracnich desticek
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predstavuje velkou Usporu Casu, rozpoustédel i biologického materidlu. Krdtd doba potrebnd ke
zpracovdni biologického materidlu se stdvd velmi efektivni zejména ve spojeni s rychlou analyzou
vyuzivajici monolitické staciondrni fdze a s HPLC instrumentaci (Rack Changer), jez poskytuje
velkou kapacitou pro rozsdhlé série vzorkd.

Vzhledem ke zpracovdni velkych sekvenci biologického materidlu je tfeba brat v Gvahu i nékteré
vlivy preanalytické fdze, které mohou nastat pfi prodleni mezi zpracovdnim jednotlivych vzorkd.
Proto byly provedeny stabilitni studie jednotlivych analytl pfi étyFech riznych teplotdch, byla
brdna zfetel na plsobeni svétla, podminky skladovdni pfed, béhem a po analyze atd. Viechny
metody byly validovdny dle platnych norem.

Klinicky vyznam a vyuZiti jednotlivych metod Ize rozdélit dle analytd, jimiz se disertaéni préce
zabyvd na liposolubilni vitaminy a jejich derivdty (retinoidy a tokoferoly) a na neopterin a latky
s podobnym vyznamem (kynurenin, tryptofan).

V poslednich letech je svétovd pozornost vénovdna zkoumdni vlivu volnych kyslikovych radikdld na
patogenezi mnoha zdvaznych onemocnéni. Volné radikdly ovliviuji stdrnuti, poskozuji tkdné, hraji
dlleZitou roli pfi vzniku kancerogeneze. Vitaminy A a E jsou schopny tyto volné radikdly
inaktivovat a tim chrdnit organismus pred oxidacnim stresem. Monitorovani hladin téchto
vitamind tedy poskytuje blizsi znalost o plsobeni riznych protinddorovych chemoterapeutik a
zkoumd moznost vyuZziti téchto Ié€iv v prevenci a lé¢bé nddorovych onemocnéni. Antioxidalni
kapacitu a nutriéni stav Ize monitorovat i u fady dalSich onemocnéni, jako jsou diabetes mellitus,
familidrni hypercholesterolemie 1é¢end extrakorpordlni eliminaci, akutni stav po infarktu
myokardu, akutni pankreatitida, ateroskleroza atd. V neposledni radé hraje sledovdni hladin
téchto vitamind dlileZitou roli pFi hodnoceni nutriéniho stavu u gerontologickych pacient.
Kyselina retinovd je jednim zderivdtl vitaminu A, ovliviiuje reprodukci, embryogenezi,
diferenciaci bunék, funkci zraku a imunitni odpovédi. ATRA (all-trans retinovd kyselina) je
vyuZivdna pro terapii akutni promyeloidni leukémie, kde mohou jeji vysoké ddvky zplsobit tzv.
retinoidni syndrom. Bylo také prokdzdno, Ze kyselina retinovd hraje duleZitou roli i u jinych
nddorovych onemocnéni. Kyselina 13-cis retinovd je také vyuZivdna samostatné nebo v kombinaci
s jinymi protinddorovymi chemoterapeutiky pri IE¢bE zhoubnych nddord hlavy a krku. Pfes tato
fakta neni kyselina retinovd u téchto pacientl rutinné monitorovdna. V pfedklddané disertaéni
prdci je prezentovdna metoda pro stanoveni kyseliny all-trans a 13-cis retinové, retinolu, alfa- a
gama-tokoferolu v lidském séru vhodnd pro monitoring pacientt s akutni promyeloidni leukémii

Ié€enych kyselinou retinovou.
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Dalsi skupinu analytd tvofi ldtky vhodné pro sledovdni aktivace imunitniho systému. Hlavnim
zdstupcem je neopterin, ktery predstavuje uZitecny a dileZity parametr monitorovdni aktivace
imunitniho systému, kterd doprovdzi fadu onemocnéni. Zvysené hladiny neopterinu v séru i moci
byly prokdzdny v raznych patologickych situacich: u nefrotického syndromu, autoimunitnich
onemocnéni, inzulinové rezistence, rakoviny pankreatu, kolorektdlniho karcinomu, akutniho
infarktu myokardu a celé rfady dalSich onemocnéni. V posledni dobé se objevila rrada praci
spojujicich neopterin s intraceluldrnim oxidativnim stresem a je popisovdna i moznd asociace
s apoptézou vyvolanou timto oxidativnim stresem.

Vyznamnymi latkami pro monitorovdni aktivace imunitniho systému jsou kynurenin a tryptofan.
Kynurenin je jednim z hlavich metabolitd tryptofanu, jeho hladina v séru se vyznamné zvysuje u
pacientl 1é¢enych hemodialyzou. Zvy$eny katabolismus tryptofanu byl pozorovdn u onemocnéni
spojenych s aktivaci imunitniho systému: u infekci, autoimunitnich a malignich onemocnéni. Studie
potvrzuji, Ze zvySeny katabolismus tryptofanu prispivda k modulaci oxidaéniho stresu ve tkdnich a
ke zméndm stimulace glutamdtovych receptorld. Tento jev se vyskytuje zejména u
neurodegenerativnich onemocnéni jako jsou Parkinsonova a Alzheimerova choroba, béhem
zdchvat epilepsie a pFi sclerosis multiplex.

Pri stavech trvalé aktivace imunitniho systému se snizuje dostupnost volného tryptofanu jako
ndsledek snizené produkce serotoninu, coz miZe ovlivnit hlavni serotoninové funkce a vést
k mentdlnim poruchdm stejné jako k depresim.

Pri onemocnéni ledvin se zvySuje katabolismu tryptofanu a tim i hladina kynureninu, kterd
koreluje s rozvojem onemocnéni.

Ve vyzkumné laboratori GMK byla vyvinuta HPLC metoda pro stanoveni neopterinu a kreatininu
(hodnoty kreatininu odrdzi glomeruldrni filtraci) v moi. Tato metoda je vyuZzivdna pro
monitorovdni hladin neopterinu u mnoha pacientl z riznych oddéleni FN v Hradci Krédlové a
Onkologické kliniky FN v Olomouci. Tato metoda byla rozsifena o dalsi analyty (kynurenin a
kyselinu mocovou), souc¢asné byla vyvinuta novd metoda pro stanoveni neopterinu, kreatininu,
kynureninu a tryptofanu v séru u pacient s onemocnénim ledvin, u kterych nelze tyto ldtky
monhitorovat v moli. Tato metoda se prokdzala byt vhodnd i pro nékteré dalsi druhy biologického
materidlu jako jsou plodovd voda a exsuddt. Byla provedena stabilitni studie téchto ldtek
v biologickém materidlu (sérum) a kompletni validace.

Vechny vyvinuté metody prispély k rozsireni metodik ve Vyzkumné laboratori GMK a mély by
pomoci pri Fedeni cilt jednotlivych klinickych studii a zdroveri prispét k objasnéni nékterych

aspektl chemoterapeutické [é€by mnoha zdvaznych onemocnéni.
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